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� � 摘要 :以基因枪轰击后的 6 个大麦品种的幼胚为材料, 研究了不同质量浓度的 ABA, 2, 4- D, ZT 和 IAA对胚幼的

出愈率、愈伤组织分化特性和植株再生能力的影响。结果表明: 用 1�0 mg/ L 的ABA在诱导培养基上处理幼胚能大大

降低胚芽鞘发生率,并对出愈率和胚性愈伤组织的形成无不良影响;经 1�0mg/ L的 2, 4- D诱导产生的胚性愈伤组织

转到分化培养基上以后,芽分化率可达 8% ~ 17% ,而 4�0 mg/ L 2, 4- D处理芽分化率极低。1�0 mg/ L ZT 与 0�1 mg/ L

IAA配比能降低分化过程中不定根的发生率,有利于芽的分化。通过植株再生系统的优化, 6个大麦品种的转化幼胚

植株再生率达到 2% ~ 8%。
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Abstract:Effects of different ABA, 2, 4-D concentrat ions and ZT and IAA ratio on callus induction and plant regen-

eration of barley immature embryos, bombed by microprojectile, were studied�The results demonstrated that 1�0 mg/ L

ABA could effectively inhibit coleoptile growth of immature embryo without negative effects�Frequency of bud differentia-

tion was up to 8% ~ 17% from embryonic callus induced by the treatment of 1�0 mg/ L 2, 4-D,while few buds induced

by 4�0 mg/L 2, 4- D�Desirable combinat ion of ZT and IAA for bud different iation was 1�0 mg/L ZT and 0�1 mg/ L

IAA�According to opt imum hormone concentrations, plant regeneration frequency of bombed immature embryos from six

barley variet ies were at a range of 2% - 8%�
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� � 基因枪轰击转化法在大麦转基因研究中广为应

用,组织培养是通过基因枪转化技术获得转基因植

株的重要支持手段。衡量组织培养工作的一个重要

标准就是植株再生率的高低, 据报道:许多未经基因

枪轰击的大麦品种的幼胚, 经组织培养后植株再生

率在 20% ~ 90%之间[ 1~ 3]。基因枪轰击时剧烈的

气流震荡和金粒的冲击对外植体造成损伤, 这必然

影响组织培养效果。Thomas Koprek 等对轰击后大

麦幼胚的再生能力做过研究, 认为同未经轰击的幼

胚相比,其胚性愈伤组织发生率下降 80% , 经过轰

击和筛选后的大麦幼胚的植株再生率仅约为

2% [ 4]。轰击过的外植体在组织培养过程中植株再

生率不高,这已成为获得转基因品种的主要限制因

素
[ 1]
。本试验以轰击过的幼胚为材料,研究了脱落
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酸(ABA)、2, 4 - 二氯苯氧乙酸 ( 2, 4- D)、玉米素

( ZT)和吲哚乙酸( IAA)对出愈率、分化特性和植株

再生能力的影响,旨在探索轰击后大麦幼胚的组织

培养优化方案, 以期提高转化受体的植株再生能力。

1 � 材料与方法

1�1 � 植物材料与基因枪轰击
试验选用了 Franklin, Stirling, Gairder,Harrington,

豫啤 1号(YP1)和豫啤2号(YP2)共6个品种。取开

花后 12~ 14 d 的大麦子粒用 70% 的酒精浸泡 2

min,用无菌水漂洗后再用 0�1% 的 HgCl2浸泡 10

min,用无菌水漂洗后剥取 1�0~ 1�5 mm 的幼胚,盾

片向上接种到培养基上。接种 5 d后用 PDS- 1000/

He 型基因枪进行转化轰击,轰击参数为: 可裂膜与

载弹片间距2�5 cm, 载弹片与阻挡网间距 1�1 cm,阻

挡网与外植体间距 5�5 cm,轰击气体压力 373 KPa,

真空度89 MPa, 每枪金粉量 50 �g。

1�2 � 愈伤组织的培养
接种的幼胚在 26 � 下进行愈伤组织诱导的暗

培养, 每 15 d继代 1次。诱导培养基为:MS 培养基

加ABA和 2, 4- D。ABA 质量浓度处理为: 0, 0�5,

1�0, 2�0 mg/ L, 处理时间为接种后 14 d 内; 2, 4- D

质量浓度处理为: 0�5, 1�0, 2�0, 4�0 mg/ L, 在进入分

化培养前一直使用; 培养基中麦芽糖质量浓度为 30

g/ L。经 2~ 3次继代培养后, 选择直径约 5 mm、色

泽淡黄、结构紧凑的胚性愈伤组织转入分化培养。

在16 h/ d的光照( 3 000 lx)和 26 � 下进行愈伤组织

分化培养,每 15 d继代 1次, 分化培养基为: MS培

养基加 ZT 和 IAA, ZT 和 IAA 质量浓度( mg/L )配比

为: 0�1/ 1�0, 0�5 / 1�0, 1�0 / 0�5, 1�0/ 0�1, 麦芽糖

质量浓度为 40 g/ L。当小芽长到 2~ 3 cm时转入生

根培养,生根培养基为: 1/ 2 MS培养基加 0�2 mg/ L

的 IAA,麦芽糖质量浓度为 15 g/ L。生根培养完成

后进行炼苗移栽。

2 � 结果与分析

2�1 � ABA对大麦幼胚愈伤组织诱导的影响
本试验以 Stirling 和 Gairder 轰击后的幼胚为材

料,研究不同质量浓度ABA对大麦幼胚愈伤组织诱

导的影响(表 1)。

从表 1可以看出, 在未加ABA的培养基上胚芽

鞘生长十分严重, 胚芽鞘发生率高达 70% ~ 80% ,

观察发现接种后 5~ 7 d内就可长到 2~ 3 cm。ABA

对胚芽鞘生长的抑制作用随着质量浓度的增加而增

大, 当ABA 质量浓度达到 1�0 mg/ L 时, 胚芽鞘的生

长被控制在 10%以内, 且生长较慢; 2�0 mg/ L ABA

在抑制胚芽鞘生长的同时, 也降低了出愈率和胚性

愈伤组织百分率, 表现为愈伤组织色泽较为暗淡、体

积增长较慢, 个别愈伤组织出现水渍状、结构松散的

非胚性特征。幼胚在培养基上有两种发展趋势, 其

一是幼胚的生长, 其二是诱导条件下原有组织的脱

分化过程。观察发现两者可同时进行,但长了胚芽

鞘的愈伤组织长势明显偏弱。试验结果表明在诱导

愈伤组织的过程中,胚芽鞘的生长与愈伤组织、特别

是胚性愈伤组织的形成之间存在着相互竞争、抑制

的关系。本研究表明: 1�0 mg/ L的 ABA处理既能控

制胚芽鞘生长又不妨碍胚性愈伤组织形成。

表 1� ABA对啤酒大麦幼胚愈伤组织诱导的影响

品种
ABA质量
浓度

( mg/ L)

接种胚数

(个)

胚芽鞘
发生率

( % )

出愈率

( % )

胚性愈伤
组织百分

率( % )

Stirling 0 98 71�4 57�1 22�4

0�5 263 22�0 61�9 50�9
1�0 240 9�0 72�1 60�0

2�0 221 4�1 61�1 42�9
Gairder 0 104 81�7 53�8 25�0

0�5 247 25�9 59�9 48�9
1�0 253 9�9 64�0 47�0

2�0 238 6�0 57�9 37�8

2�2 � 2, 4- D对大麦幼胚愈伤组织的诱导和分化的

影响

试验研究了不同 2, 4 - D 质量浓度处理下

Franklin和Harrington品种轰击后的幼胚在愈伤组织

生长与分化方面的反应, 结果见表 2。2, 4- D质量

浓度在 0�5~ 1�0 mg/L 时, 两个品种的出愈率和胚

性愈伤组织百分比都随质量浓度增大而上升, 而当

质量浓度由 2�0 mg/ L 上升到 4�0 mg/ L时,这两项指

标表现出明显的下降趋势, 说明高质量浓度的 2, 4

- D有抑制愈伤组织生长的作用。各处理诱导出的

胚性愈伤组织在分化能力和分化方向上有明显差

别。经 0�5 mg/ L 的 2, 4- D处理培养出的胚性愈伤

组织的分化率达到 80%, 但绝大多数是不定根, 芽

分化率极低; 1�0~ 2�0 mg/L 的 2, 4- D质量浓度范

围内,出愈率和胚性愈伤组织百分比相对较高, 而且

芽分化率明显高于其他处理, 4�0 mg/ L的 2, 4- D处

理在芽和不定根的分化率上都最低。上述分析表明

1�0~ 2�0 mg/ L 的2, 4- D适宜于轰击后大麦幼胚的
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组织培养。

表 2� 2, 4- D对胚性愈伤组织的诱导与分化的影响

品种
2, 4- D质量浓度

( mg/ L)

接种胚数

(个)

出愈率

( % )

胚性愈伤组织

百分率( % )

不定根发生率

( % )

芽分化率

( % )

Franklin 0� 5 111 56�7 35�1 79�4 0

1 153 70�5 50�3 61�8 17�1

2 148 75�6 45�2 70�1 10�4
4 108 68�5 38�8 52�3 2�4

Harrington 0� 5 98 59�1 30�6 83�3 3�3
1 142 69�0 45�1 62�5 7�8

2 145 64�1 48�9 60�5 8�5
4 103 48�5 34�9 47�2 0

� � 注:出愈率和胚性愈伤组织发生率是以各处理中接种的胚数为比较的基础;不定根和芽的分化率则是以各处理上得到的胚性愈伤组织个

数为基础

2�3 � ZT与 IAA配比对愈伤组织分化的影响

本试验以YP1和 YP2为材料,研究了 ZT 与 IAA

的不同组合对轰击后幼胚诱导的愈伤组织分化的影

响。对胚性愈伤组织上绿色分化原基发生率以及芽

和不定根分化情况进行统计, 结果见表 3。表 3表

明: ZT 和 IAA的不同组合对绿色原基的分化影响不

大,不同处理下绿色分化原基发生率都在 70%以

上, 同一品种不同处理间相差在 6% 以内。ZT 和

IAA的不同组合对不定根和芽的分化却有较大的影

响。随着 ZT 质量浓度的升高和 IAA质量浓度的降

低,不定根的分化率降低,芽的分化率增加。当 ZT/

IAA的质量浓度配比由 0�1/ 1�0逐渐变化为 1�0/

0�1时,不定根的分化率由 90%以上降到50%左右,

而芽的分化率由 0上升到 8% ~ 10%, 这表明较高

质量浓度的 ZT 与低质量浓度的 IAA配合对不定根

的生长有一定的抑制,对芽的分化有促进作用。

表 3 � ZT与 IAA 配比对愈伤组织分化的影响

品种
ZT / IAA

( mg/ L)

接种愈伤

组织数

绿原基发

生率( % )

不定根发

生率( % )

芽分化

率( % )

YP1 0� 1/ 1�0 50 76 96 0

0� 5/ 1�0 50 80 88 2

1� 0/ 0�5 50 78 68 6

1� 0/ 0�1 50 74 44 10

YP2 0� 1/ 1�0 50 74 92 0

0� 5/ 1�0 50 70 84 4

1� 0/ 0�5 50 72 76 0

1� 0/ 0�1 50 76 54 8

2�4 � 不同基因型对组织培养的反应
根据上述试验结果得出激素的优化方案为:在

愈伤组织诱导培养基上 ABA 为 1�0 mg/ L, 2, 4- D

为1�5 mg/ L;分化培养基上的激素ZT 与 IAA配比为

1�0/ 0�1。采用优化方案对 6个大麦品种的轰击后

幼胚进行试验,结果见表 4。

表 4 � 不同基因型对组织培养的反应

品种
接种
胚数

出愈率
( % )

胚性愈伤
组织百分率

( % )

不定根
发生率
( % )

芽分化率
( % )

再生
植株数

Franklin 100 90 67 35 17 8

Stirling 100 82 74 48 5 3

Gairder 100 81 68 39 7 4

Harrington 100 85 57 41 9 5

YP1 100 85 65 40 8 5

YP2 100 83 66 51 6 2

� � 6个品种的幼胚出愈率都在 80%以上, 差异不

大。在愈伤组织的总分化能力上各品种不定根与芽

分化率之和都达到 50%左右。在分化方向上各品

种的幼胚存在较大差异, 表现为芽分化率高的品种

不定根的分化率较低,而芽分化率低的不定根分化

率却较高。如豫啤 2号的不定根分化率达 51%, 芽

分化率只有 6 % ; Franklin 的芽分化率最高达到

17%,不定根的分化率却最低只有 35%; 与此相应

的是 Franklin的植株再生率明显地高于豫啤 2 号。

根据 6个大麦品种在出愈率、胚性特点、分化能力、

植株再生能力等几方面的表现, 可以看出: Franklin

的幼胚对组织培养的反应最好, 植株再生能力可达

到 8%。

3 � 结论与讨论

在大麦幼胚组织培养过程中极易发生胚芽鞘生

长的现象,这能导致幼胚愈伤组织出愈率的下降、生

长缓慢、胚性降低, 轰击过的大麦幼胚同样有此现

象。ABA可以抑制胚芽鞘的生长, 常用于大麦幼胚

愈伤组织的诱导, 而且对愈伤组织的发生和分化有

影响[ 5]。值得注意的是:高质量浓度的 ABA对愈伤

组织的形成也可以产生负效应, 这是因为 ABA能诱
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导乙烯生成对愈伤组织造成伤害[ 6, 7]。本试验表

明:接种后 14 d 内使用 1�0 mg/L 的 ABA 有助于提

高出愈率和胚性愈伤组织的数量。

有报道显示, 2, 4- D对愈伤组织的诱导、分化、

植株的再生都有影响, 且人们对 2, 4- D的最佳使

用浓度有不同的认识[ 1, 8~ 10]。Phil Bregitzer 曾研究

了未经轰击的幼胚对 2, 4- D 的反应, 当质量浓度

大于 3�0 mg/L 时仍未见不良反应[ 9]。本试验结果

则显示:经轰击的幼胚在 2, 4- D质量浓度为 1�0~

2�0 mg/ L 内时,出愈率和胚性愈伤组织百分比相对

较高, 而且芽分化率表现突出; 质量浓度大于 2�0
mg/ L时开始表现出不良影响。这可能是因为轰击

处理影响了外植体对 2, 4- D的反应能力。

不定根和芽的分化先后顺序对于植株的再生有

重大影响,如果愈伤组织先分化出不定根,则几乎不

可能再分化出芽;反之,形成芽后,愈伤组织却能在

生根培养基上长出根来,形成完整的再生植株。有

效地诱导芽分化是提高植株再生率的重要环节。植

物激素对于组织培养中器官或胚状体的分化有重要

的调节作用,适宜的激素配比有利于胚性愈伤组织

分化出苗和根, 成长为再生植株。本试验表明: 在

ZT / IAA 由 0�1/ 1�0 变化为 1�0/ 0�1 的过程中, ZT

含量的增加对不定根的生长有一定的抑制, 并促进

芽的分化。有研究发现: 当ZT 质量浓度为5�0 mg/ L

时仍可取得较好的效果, 但 ZT 质量浓度升高到

10�0 mg/ L时愈伤组织的发育会受到阻碍[ 3]。与之

相比,本试验中选用处理属于低质量浓度水平,相应

的形态观察也未发现 1�0 mg/ L ZT 对愈伤组织的发

育有阻碍。因此, ZT 的质量浓度在 1�0 mg/ L 以上

还可能有一定的合理增长范围。

相同培养条件下, 6个大麦品种的植株再生率

的差异较明显, 最大相差可达 4倍。这说明选择合

适的受体材料进行遗传转化能明显增加再生植株的

数量。综合出愈率、胚性特点、分化能力、植株再生

能力等几方面的表现, 可以看出: Franklin 的幼胚对

组织培养的反应最好, 可作为基因转化的理想受体

材料。

本试验建立的植株再生系统为: 接种幼胚长

1�0~ 1�5 mm,愈伤组织诱导培养基为MS+ 1�0 mg/

L ABA+ 1�5 mg/ L 2, 4- D+ 30 g/ L 麦芽糖; 分化培

养基为 MS+ 1�0 mg/ L ZT+ 0�1 mg/ L IAA + 40 g/ L

麦芽糖; 生根培养基为: 1/ 2 MS 培养基+ 0�2 mg/ L

IAA+ 15 g/L 的麦芽糖。经愈伤组织诱导、分化培

养、和生根培养后, 6 个大麦品种都有再生植株产

生, 说明此植株再生系统有较广泛的适用范围。
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