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优良大麦品种花 30 幼胚遗传转化体系的优化
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( 1上海市农业科学院生物技术研究所,上海 201106;2上海市农业遗传育种重点实验室,上海 201106;
3上海海洋大学水产与生命学院,上海 201306)

　 　 摘要:以大麦花培基因型花 30 的幼胚为外植体,设置不同的培养基类型、不同激素配比及碳源,研究其对幼胚愈伤组织诱

导及绿苗分化的影响,以此建立和优化一个适于优良大麦品种遗传转化的高效组织培养体系。 结果表明:在 N6、MS 和 B5 的

组合改良培养基下,以蔗糖为碳源,附加 2mg / L 2,4-D、1mg / L ABA 时,有最高的愈伤组织诱导率,且愈伤质量最好。 Cu2 + 的添

加具有抑制幼胚直接发芽成苗和改善愈伤组织质量的双重功效。 添加 2mg / L 6-BA 对愈伤组织的分化效果比较理想。 为了

提高农杆菌介导转化大麦外源基因的瞬时表达率和优化遗传转化体系,利用花 30 幼胚产生的愈伤组织为受体材料,通过检测

GUS 基因的瞬时表达情况,研究了农杆菌介导的大麦遗传转化中菌液的浓度、侵染时间以及共培养天数对遗传转化的影响,
结果表明:当菌液浓度 OD600 = 0． 5 的条件下,侵染 15min,共培养 2d 表现出最佳的 GUS 瞬时表达率。
　 　 关键词:大麦;幼胚;愈伤诱导;分化再生;遗传转化
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Abstract:In order to establish a highly efficient plant regeneration system suitable for gene transformation,the
immature embryos of Hua 30,which is a improved barley variety derived from anther culture,was used as explants to
study the effects of different medium,hormone combination and carbon sources on callus induction and plant regen-
eration. The results indicated that the combination medium of modified N6,MS and B5 + 2mg / L 2,4-D + 1mg / L
ABA + 30g / L sucrose was optimal for callus induction. The addition of Cu2 + had effects on inhibiting immature
embryos germination and improving callus quality on callus induction. The highest regeneration frequency could be
obtained by adding 2mg / L 6-BA in differentiation medium. Meanwhile,some factors that affect transient expression
including bacterial concentrations,infection time and co-culture period were investigated by detecting transient ex-
pression of GUS gene to increase the frequency of transient expression of exogenes mediated by Agrobacterium tume-
faciens and to optimize the transformation conditions in barley variety Hua 30. The results showed that the higher
transient expression frequency of GUS gene could be resulted from Agrobacterium tumefaciens bacterial concentration
of OD600 = 0． 5,15min infection,2d co-cultivation.
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细胞、组织培养系统的建立,不仅使通过体细胞

无性系变异进行作物遗传改良成为可能,同时也为

植物的遗传转化提供了较为理想的受体材料[1]。
大麦是较早开展组织培养的禾本科作物之一,戎均

康[2]曾总结提到早在 19 世纪 90 年代,Brown 和

Mortis 就观察了大麦成熟胚离体培养反应,并通过

调整培养基氮源种类、微量元素用量,从而发展了大

麦胚的无菌培养方法。 然而,不同类型的组织和细

胞具有不同的脱分化和再分化能力。 有研究表明,
相对于其他组织、器官而言,以植物未成熟胚作为外

植体进行组织培养,具有愈伤组织诱导率高及植株

再生率高等优点[3-5]。 因此,以大麦幼胚作为外植

体进行组织培养越来越受到人们的重视,并取得了

一些进展[6-9]。 然而,大麦幼胚培养对基因型的严

重依赖阻碍了使其成为成熟的转基因受体系统。 目

前,大麦转基因研究主要基于模式品种 Golden
Promise[10-11],而适应于此品种的组织培养体系并不

完全适合其他大麦品种,特别是近年来新育成的部

分优良大麦品种。 因此,本试验选取了通过细胞工

程育种育成的,集优质、高产、抗病、抗逆等优点于一

身的大麦品种花 30 为试验材料,以适时的种子幼胚

为外植体,研究了不同组织培养条件对其愈伤组织

诱导及其植株再生的影响;并利用农杆菌介导法对

愈伤组织进行转化,探讨了不同菌液浓度、侵染时间

和共培养时间对转化频率的影响,旨在突破模式品

种的限制,建立和完善适用于大面积推广种植的优

良大麦品种的遗传转化体系。

1　 材料与方法

1． 1　 供试品种

上海农科院细胞工程研究室利用花药培养技术

育成的细胞工程大麦品种花 30。
1． 2　 培养基

愈伤组织诱导分别以 MS、N6 及 N6 大量 + B5
有机 + MS 微量的 3 种基本培养基,添加 2,4 - D 和

ABA,并设置不同的碳源及组合(表 1)。 分化培养

基以 MS 为基本培养基,分别设置不同浓度的 6-
BA、NAA 和 KT 的激素配比(表 2)。
1． 3　 农杆菌菌株及质粒

农杆菌菌株为 EHA105,其中含有经过改造的

pCAMBIA-1301,T-DNA 区含有新霉素磷酸转移酶

基因 npt Ⅱ和葡糖苷酸酶基因 GUS,其中 35S 启动

子被 Ubi 启动子所取代。

表 1　 诱导愈伤 L9(34)正交试验的因素和水平

Table 1 　 Factors and levels of L9 (34 ) orthogonal test for
callus induction

水平

Levels
培养基

Medium
2,4 - D
(mg / L)

ABA
(mg / L)

C 源(g / L)
Carbon source

1 MS 1 0． 2 蔗糖 30
2 N6 + MS + B5 2 0． 5 麦芽糖 30
3 N6 3 1 蔗糖 + 山梨醇(15 + 15)

表 2　 愈伤分化 L9(33)正交试验的因素和水平

Table 2 　 Factors and levels of L9 (33 ) orthogonal test for
regeneration test (mg / L)

水平 Levels 6 - BA NAA KT
1 2 0 0
2 3 0． 2 0． 5
3 4 0． 5 1

1． 4　 试验方法

1． 4． 1　 幼胚愈伤组织诱导及分化　 晴天取扬花后

12 ~ 16d 的大麦穗,剥去种皮后用蒸馏水冲洗 3 遍,
经 75%酒精表面消毒 3min 后,用 0． 2% HgCl2浸泡

10min,最后用灭菌水冲洗 3 ~ 5 遍。 超净工作台上

用接种针剥取直径 1mm 大小的幼胚,盾片朝上接种

至愈伤诱导培养基上,每个三角瓶接种胚 15 枚,每
处理重复 10 次,共 150 枚。 26℃暗培养 10d 左右,
之后将胚性愈伤转至分化培养基中进行分化培养,
每处理重复 6 次。
1． 4． 2　 农杆菌转化　 取预培养 7d 的花 30 的愈伤

组织作为受体进行遗传转化,农杆菌菌液浓度分别

设置为 OD600 = 0． 2、0． 5 和 1． 0 的 3 个梯度,然后将

含有 GUS 基因的菌液用于愈伤侵染,侵染的时间分

别设为 10、15 和 20min 的 3 个梯度,将侵染过后的

愈伤组织挑出来放入无菌的无水滤纸上,25℃进行

共培养 1、2 和 3d,每个处理 40 块愈伤。
1． 4． 3　 GUS 组织化学染色　 GUS 组织化学染色检

测,按 Jefferson 等[12]的方法进行。 共培养后将愈伤

组织浸泡在检测液中,37℃恒温箱过夜,然后 70%酒

精中保存,肉眼或显微镜下观察 GUS 基因表达情况。
1． 5　 统计指标和数据处理

愈伤诱导率 = 诱导出愈伤组织的胚数 / 接种胚

总数 × 100%
绿苗分化率 = 分化绿苗数 / 接种愈伤组织总

数 × 100%
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GUS 瞬时表达率 = 具有 GUS 活性的愈伤数 / 侵
染愈伤组织总数 × 100%

所有试验结果采用 Excel 数据处理系统进行统

计分析及差异显著性比较。

2　 结果与分析

2． 1　 培养基种类及激素配比对花 30 幼胚愈伤组织

诱导的影响

试验设置了不同培养基种类、激素配比及不同

碳源的处理组合,研究它们对大麦幼胚愈伤组织诱

导的影响。 结果如表 3 所示,不同处理组合对愈伤

组织 诱 导 效 果 存 在 一 定 差 异, 愈 伤 诱 导 率 在

73． 33% ~ 93． 33% 之间,部分处理间差异达到显著

水平,且花 30 幼胚在 5 号培养基上有最高的愈伤诱

导率。 诱导愈伤的质量直接影响其后期的分化再生

能力,因此,通过观察愈伤组织质量进行了评估分

级,结果发现花 30 幼胚在 3 号、5 号、7 号培养基上

诱导出的愈伤质量最佳,大多为胚性愈伤组织(图
1A),4 号培养基不仅愈伤诱导率低,而且形成的愈

伤组织质量较差(图 1B)。 综合愈伤诱导率及愈伤

质量两个因素考虑,可以初步得出,以优化的组合培

养基为基本培养基,以蔗糖为碳源,并添加 2mg / L
2,4 - D 和 1mg / L ABA,最适合花 30 幼胚愈伤组织

的诱导。

表 3　 不同处理对花 30 愈伤组织诱导的影响

Table 3　 Effect of different treatment on the callus induction of immature embryo of Hua 30

处理代号

Treatment
code

因素 Factors

培养基

Medium
2,4 - D
(mg / L)

ABA
(mg / L)

C 源(g / L)
Carbon source

愈伤组织诱导率(% )
Percentage of callus induction

愈伤质量

Quality of callus

1 MS 1　 0． 2 蔗糖 88． 67 ab + +
2 MS 2　 0． 5 麦芽糖 92． 67 a + + +
3 MS 3　 1 蔗糖 + 山梨醇 76． 00 bc + + + +
4 N6 + MS + B5 1　 0． 5 蔗糖 + 山梨醇 73． 33 c +
5 N6 + MS + B5 2　 1 蔗糖 93． 33 a + + + +
6 N6 + MS + B5 3　 0． 2 麦芽糖 92． 00 a +
7 N6 1　 1 麦芽糖 86． 67 ab + + + +
8 N6 2　 0． 2 蔗糖 + 山梨醇 82． 67 b + + +
9 N6 3　 0． 5 蔗糖 92． 67 a +
K1 85． 78 82． 89 91． 56 87． 78
K2 86． 22 89． 56 90． 44 86． 22
K3 87． 33 86． 89 77． 33 85． 33
R 1． 55 6． 67 14． 23 2． 45

不同小写字母表示处理间差异显著性,下同;愈伤质量: ++++ 最好; +++ 较好; ++ 一般; + 最差;K1 ~ K3 为各因素每一水平的均值;R 为 K
值中最大值与最小值之差

Different small letters indicate significant difference,the same as below;Callus quality: ++++ Best; ++ + Better; + + Good; + Worst. K1,K2 and K3:
average value of detection result at each level of different factor;R:different between the maximum and minimum K value

图 1　 不同培养基诱导的愈伤质量(培养基编号同表 3)
Fig. 1　 The callus quality of different treatments(The treatment codes are in agreement with those in Table 3)

(A)5 号培养基,(B)4 号培养基

(A)Treatment 5;(B)Treatment 4
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利用极差分析,研究了试验中设置的各项

因素对花 30 幼胚愈伤诱导的影响程度。 从表 3
可以看出,培养基种类、各激素及碳源对愈伤诱

导率的影响贡献不同,从大到小依次为 ABA >
2,4 - D > 碳源 > 培养基。 由此看出,激素种类

及配比在幼胚愈伤诱导过程中起到十分重要的

作用。
2． 2　 Cu2 +浓度对花 30 幼胚愈伤组织诱导的影响

试验通过在培养基中添加不同浓度 Cu2 + 研究

其对幼胚愈伤诱导的影响。 由表 4 可以看出,花 30
幼胚在未添加 Cu2 + 的对照处理下有最高的愈伤诱

导率,达到 89． 07% ,但随 Cu2 + 浓度的升高,出愈率

逐渐降低,最大降幅达到 21． 82% 。 根据表 4 还可

以看出,培养基中 Cu2 + 的添加显著地降低了幼胚的

直接萌发出芽率,且愈伤组织质量明显优于未添加

Cu2 + 对照处理组。 由此可见,Cu2 + 的添加虽对花

30 幼胚愈伤诱导存在一定的抑制作用,但可显著

抑制胚胎的直接发生并有效改善愈伤质量,为后

期的分化再生及农杆菌转化奠定了良好的材料

基础。

表 4　 Cu2 + 对花 30 幼胚愈伤组织诱导的影响

Table 4　 Effect of additional copper on the callus induction
of immature embryo of Hua 30

Cu2 + 浓度(mg / L)
Copper concentration

出愈率(% )
Callus induction rate

出芽率(% )
Shooting rate

CK 89． 70 a 10． 30 a

0． 5 78． 79 b 7． 27 a

1 78． 79 b 1． 82 b

1． 25 73． 33 bc 1． 82 b

1． 5 67． 88 c 1． 21 b

2． 3　 不同激素配比对花 30 幼胚愈伤组织分化的

影响

挑选愈伤诱导率最高且愈伤质量最好的 5 号培

养基上的胚性愈伤组织,以 MS 为基本培养基,添加

不同种类及浓度的激素,研究它们对幼胚愈伤组织

分化的影响。 由表 5 可以看出,不同激素配比对花

30 愈伤组织的分化影响不同。 在培养基中只添加

2mg / L 6-BA 时,绿苗分化率最高,达到 46． 67% (图
2A);在添加 4mg / L 6-BA 的培养基上的绿苗分化率

与较低浓度的 6-BA 用量下相比较低(图 2B),由此

可以推断较高浓度 6-BA 可能会抑制花 30 幼胚愈伤

组织的分化。

表 5　 不同处理对幼胚愈伤分化再生的影响

Table 5　 Effects of different treatments on the callus regen-
eration

水平

Levels

因素 Factors

6-BA
(mg / L)

NAA
(mg / L)

KT
(mg / L)

绿苗分化率(% )
Frequency of green
plant regeneration

1 2 0 0 46． 67 a

2 2 0． 2 0． 5 33． 33 b

3 2 0． 5 1 42． 22 ab

4 3 0 0． 5 30． 00 bc

5 3 0． 2 1 40． 00 ab

6 3 0． 5 0 37． 78 ab

7 4 0 1 31． 11 bc

8 4 0． 2 0 25． 56 c

9 4 0． 5 0． 5 31． 11 bc

图 2　 不同处理的愈伤分化再生情况(培养基编号同表 5)
Fig. 2　 Comparison of the callus regeneration in different

treatments(The treatment codes are in agreement
with those in Table 5)

(A)1 号培养基;(B)8 号培养基

(A)Treatment 1,(B)Treatment 8

2． 4　 农杆菌介导的大麦愈伤组织遗传转化体系的

优化

在农杆菌介导的遗传转化试验中,农杆菌侵染

液浓度及侵染时间是影响遗传转化的重要因素,从
表 6 中可以看出不同的菌液浓度以及侵染时间对花

30 幼胚愈伤的 GUS 的瞬间表达率有明显的影响,浓
度过高或过低、时间过长或过短都会使表达率降低。
当菌液浓度 OD600 = 0． 5,侵染时间为 15min 时,花
30 幼胚愈伤表现出最高的 GUS 瞬间表达率(图 3)。

农杆菌和外植体的共培养过程是整个转化体系

的重要环节,农杆菌在外植体上的附着、T-DNA 的

转移及整合都在这一时期完成。 因此,对共培养时

间的控制是决定转化试验成功与否的重要因素之

一。 从表 6 中可以看出在共培养 2d 时,GUS 基因瞬

时表达频率最高,当共培养时间延长至 3d 时,瞬间

表达率下降。
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表 6　 菌液浓度、侵染时间及共培养时间对大麦愈伤组织中

GUS 基因瞬时表达频率的影响

Table 6 　 Effects of bacterial concentrations, infection time
and co-culture period on transient expression fre-
quency of GUS gene in callus of barley

梯度

Levels

GUS 基因瞬时表达率(% )
Transient expression

frequency of GUS gene

菌液浓度(OD600)

Bacterial concentrations

0． 2 25　

0． 5 42． 5

1 27． 5

侵染时间(min)
Infection time

10 15　

15 42． 5

20 7． 5

共培养天数(d)
Co-culture period

1 22． 5

2 42． 5

3 27． 5

图 3　 花 30 愈伤组织经农杆菌转化后 GUS 基因的表达

Fig. 3 GUS transient express in the immature embryo of
Hua 30 infected by Agrobacterium tumefaciens

(A)OD600 = 0． 5,侵染 15min,共培养 2d;
(B)OD600 = 0． 5,侵染 20min,共培养 2d

(A)OD600 = 0． 5,infection for 15min,co-culture for 2d,
(B)OD600 = 0． 5,infection for 20min,co-culture for 2d

3　 讨论

大量研究结果表明,禾谷类作物幼胚培养过程

中对基因型的依赖已成为限制其作为成熟转基因受

体系统的壁垒[13]。 大麦幼胚转基因系统的建立和

优化主要基于诱导分化能力均较强的模式品种

Golden promise,如何在此基础上不断改进和完善培

养手段,规避基因型限制,建立适合优良大麦品种的

遗传转化受体系统对大麦的定向遗传改良显得至关

重要。 本研究对大麦品种花 30 幼胚愈伤组织诱导

及分化过程中的各项参数条件进行优化,使得其愈

伤组织诱导率及绿苗分化率分别达到 93． 33% 和

46． 67% ,因此有条件成为较好的遗传转化受体材

料。 推测这可能与花 30 作为花培品种的选育背景

有关,这是否意味着同一品种在单倍体细胞水平上

较强的诱导及再生能力在二倍体细胞水平上同样有

所表现,值得进一步研究和探讨。
外源植物生长调节剂是影响植物组织培养的重

要因素之一,在愈伤组织诱导和分化再生过程中具

有重要作用。 本研究结果也表明,培养基中激素种

类及配比对大麦幼胚再生的影响超过碳源及培养

基。 细胞分裂素 2,4 - D 一直被认为是愈伤组织诱

导中的最关键的激素之一[14-15]。 不同研究对其最

适浓度说法不一[16-17]。 本研究结果表明,培养基中

添加 2 ~ 3mg / L 2,4 - D 对大麦幼胚愈伤诱导效果

较好,这与 Akula 等[18] 的研究结果相一致。 王秀红

等[19]的研究结果表明,适量的 ABA 能提高水稻胚

性愈伤组织的形成,于晓红等[20] 在小麦幼胚培养过

程中也得出相同的结论。 本研究结果表明 ABA 在

影响幼胚愈伤诱导的各因素中超过一直被认为在激

素中占主导地位的 2,4 - D,且在诱导培养基中添加

1mg / L ABA 能极为有效地改善愈伤质量。 由此可

以看出,ABA 在幼胚愈伤诱导中的作用不容小觑。
而也有研究对其作用机理进行了较为深入的探讨,
结果表明 ABA 对愈伤组织诱导的影响是因为它能

诱导多种特异蛋白的表达,而这些蛋白与植物对逆

境反应有关[21-22]。
Cu2 + 是细胞色素氧化酶、多酚氧化酶等参与植

物体内重要氧化还原过程的关键酶类的重要组分。
以往大量研究认为 Cu2 + 含量高于正常水平会干扰

植物体内的物质代谢,从而对植物造成毒害[23],但
在组织培养过程中适时、适量的添加 Cu2 + 可促进培

养物的形态发生[24-25]。 本研究中 Cu2 + 的添加虽一

定程度降低了愈伤诱导频率,但同时却显著地降低

了幼胚直接发芽成苗的比例,并改善了愈伤组织质

量,从而提高了绿点率和分化成苗比率。 最适合大

麦幼胚愈伤组织诱导的 Cu2 + 浓度有待进一步研究。
影响农杆菌介导法转化效率的因素,不仅包括

受体材料自身的基因型及其再生频率,农杆菌菌液

的浓度与侵染时间也是影响遗传转化成败的关键所

在,侵染液浓度过高,侵染时间过长易导致外植体组

织褐化死亡,且在后期继代筛选培养过程中造成农

杆菌的污染,难于控制;侵染液浓度过低,时间过短

则没有足够的农杆菌吸附在愈伤表面,大大降低转

化效率;还有研究表明,不同的外植体材料对农杆菌

敏感程度不同[26-27],因此,根据不同侵染受体选择

适宜的侵染浓度和恰当的侵染时间将有助于提高转
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化效率,并降低污染的概率。 本研究结果表明在农

杆菌菌液浓度为 OD600 = 0． 5,侵染时间为 15min 时

有最高的转化效率。 李静雯等[28] 研究结果表明预

培养 1d 的大麦幼胚在菌液浓度 OD600 = 0． 5,侵染时

间为 30min 时转化效率最高,与本研究中最适的侵

染时间不一致,这是否与材料的预培养时间不同从

而导致侵染时幼胚的生理状态的差异有关,需要进

一步研究。 农杆菌与外植体共培养在整个转化过程

中至关重要,本研究发现农杆菌与外植体共培养 2d
后得到较高的瞬时表达率,这与李明浩等[29] 对农杆

菌介导的小麦遗传转化条件的研究以及赵伶俐

等[30]对农杆菌介导的地被菊遗传转化体系的研究

结果相一致。
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