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反向核不育水稻 FHS组织培养高频率植株再生 

王松丽，黄群策 ，秦广雍 

(郑州大学 离子束生物工程省重点实验室 ，河南 郑州 450052) 

摘 要：以反向核不育水稻品系FHS为研究材料，对其成熟胚愈伤组织的诱导及其再生条件进行了研究。 

研究结果表明，通过选择合适的培养基和调节 2，4-D的浓度，胚性愈伤组织的诱导率可以达到 92．5 。通过 

调节 MS培养基中KT和NAA的浓度，并加入适量的CuSO4，植株再生频率高达 81．3 。由此可见，合适的 

激素浓度的高低与FHS植株再生频率的高低呈现出一定的相关性。 
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High frequency 0f plantlet regeneration from 

revers genie sterile rice FHS tissue culture 

WANG Song—li，HUANG Qun—ce ，QIN Guang—yong 

(Key Laboratory of Ion Beam Bio—engineering．Zhengzhou University，Zhengzhou 450052，China) 

Abstract：The culture condition of callus formation and plantlet regeneration of revers genie sterile rice variety 

FHS was studied．By selecting suitable medium and adjusting the concentration of 2，4-D，the induction fre— 

quency of calli reached 92．5 ；After adjusting the concentration of KT and NAA，the rate of calli differentia— 

tion was 81．3 ．The result showed that the suitable concentration of phytohormone could promote the effi— 

ciency of FHS plantlet regeneration． 
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两系法杂交水稻能否在生产上持续地大面积推 

广应用，关键是育种工作者能否在短期内从根本上 

消除核雄性不育系在杂交制种时发生育性波动的潜 

在风险。自二十世纪 9o年代中期以来，水稻育种者 
一 直在寻找具有反向核雄性不育特性的水稻材料，试 

图从育性的稳定性表达方面确保两系法杂交水稻制 

种的安全性。在我们获得反向核不育水稻品系 FHS 

之后，其生长势弱和产量低的特点严重制约了它在生 

产上的应用。采用常规育种方法对其进行遗传性 

改良，不仅对其筛选的周期长，而且改良的效果 

相当有限。近年来发展起来的生物技术，特别是转 

基因技术，为快速改良水稻性状，满足人们需要提供 

了方便(马炳田等，2002)。在转基因技术的研究中， 

人们发现水稻器官组织的离体培养和植株再生困难 

重重，特别是占整个水稻品种 8O 以上的籼稻，愈 

伤组织的诱导和植株再生都尤为困难(王慧中等， 

2000)，植株再生频率几乎都低于8o ，并且品种的 

特异性相当明显(张玲等，2002)。因此，建立籼稻组 

织培养体系具有实际意义，以至于籼稻组织培养体 

系的优劣，在很大程度上将成为能否高频率转化和 

高频率获得转基因植株的关键。本研究以反向核不 

育水稻品系FHS为研究材料 ，对其成熟胚愈伤组织 

的诱导及其再生条件进行了研究，初步建立了 FHS 

组织培养的高频率植株再生体系，这为水稻的遗传 
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改良奠定了基础。 

1 材料与方法 

1．1供试材料 

利用低能氮离子束对籼型水稻品系 99一o2进行 

诱变处理，在其后代中筛选到具有育性转换特点的 

反向核不育水稻品系 FHS，其育性表现 比较特殊， 

即在长日照高温的夏季条件下其花粉粒表现为部分 

可育，可以自交结籽，而在低温短 日照的秋季条件下 

其花粉粒表现为完全不育，可以杂交制种(黄群策 

等，2004)。 

1．2实验方法 

1．2．1愈伤组织的诱导及继代 挑选籽粒饱满的成 

熟种子，剥去颖壳，用 7o 酒精消毒 1 rain，无菌水 

冲洗2次，再用 0．1 HgC1 消毒 15 min，无菌水冲 

洗 5次，然后接种于诱导培养基表面，置于 25℃培 

养箱进行暗培养。15 d后统计愈伤组织诱导率并 

观察愈伤组织质量状况。挑选颗粒状的干爽胚性愈 

伤组织转移至新鲜诱导培养基进行继代，25℃条件 

下继续暗培养，进行继代增殖(杨跃生等，1996)。 

1．2．2愈伤组织的分化 从继代 10 d左右的愈伤组 

织中挑选出淡黄色、结构致密、颗粒状、表面光滑、生 

长旺盛的胚性愈伤组织接种于分化培养基，25℃光 

照培养，光照强度 2 000～2 400 lx，每天光照 12 h， 

进行分化。30 d后统计愈伤组织的分化率 

2 结果与分析 

2．1培养基成分对FHS成熟胚愈伤组织诱导率及其 

质量的影响 

将 N6、MS和 NB(姚方印等，2000)设为基本培 

养基，分别附加蔗糖 40 g／L，琼脂 7 g／L和不同浓 

度的 2，4一D作为诱导培养基(表 1)。在 2，4一D浓度 

为2 mg／L时愈伤组织的诱导率都较高，但是基本 

培养基为 N6和 NB时，愈伤组织的质量较差，容易 

褐化；而基本培养基为 MS时，愈伤组织生长良好， 

呈淡黄色，而且增殖快(图 1)。 

2．2分化培养基中激素配比对 FHS愈伤组织分化 

率的影响 

在 MS基本培养基中附加酸水解酪蛋白 1 g／ 

L，山梨醇 10 g／L，蔗糖 30 g／L，琼脂 7 g／L和不同 

配比的激素(pH=5．8)作为 FHS愈伤组织的分化 

培养基。当培养基中加入 KT 2．5 mg／L，NAA 0．5 

mg／L，即KT／NAA=5时，植株再生频率极低，仅 

为2 ，大部分愈伤组织褐化死亡(图 2)；调节两者 

比例，KT 浓度不变，NAA 0．25 mg／L，即 KT／ 

NAA=10时，愈伤组织长出大量的绿色芽点且褐 

化程度明显减轻(图 3)，植株再生频率有所提高，可 

以达到 l8．5 。 

表 l FHS成熟胚在不同培养基中的愈伤 

组织诱导率及其质量评价 

Table 1 The rate of call us induction and eval uation of 

quality from FHS mature embryo in different mediums 
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A 胚性愈伤，苍白，继代变褐死亡l B：胚性愈伤，淡黄色。繁殖较 

快，C 胚性愈伤，苍白，繁殖较慢。 

A t embryogenic calli，cadaverous，but dead quickly l B：embryogen— 

ic catli，canary，growing fast；C：embryogenic catti，cadaverous，grow— 

ing slowly． 

2．3铜对FHS愈伤组织分化的影响 

从 FHS愈伤组织中选取颜色淡黄、鲜嫩、肥大 

且干爽的愈伤组织接种于分化培养基：MS+酸水解 

酪蛋白1 g／L+山梨醇 lo g／L+蔗糖 30 g／L-4-琼脂 7 

L+KT 2．5 mg／L+NAA 0．5 rag／L+CuSO~60 

t~mol／L(pH=5．8)。愈伤组织生长良好，没有明显的 

褐化现象，培养 30 d后，植株再生频率高达 81．3 ， 

并且每块愈伤组织获得的再生植株数增加(图4)。 

2．4再生植株的生根及其壮苗培养 

愈伤组织分化出的完整植株十分瘦弱，需经壮 

苗培养才能移栽成活。将弱小植株转接人 1／2MS 

+0．5 mg／L NAA的培养基中，在 25℃、光照强度 

为 2 000~2 400 lx、每天光照 12 h的条件下培养 lo 

d后，再练苗 2 d，可得到生长健壮、根须发达的水稻 

再生植株(图 5)。 

3 讨论 

通过对籼稻材料 FHS成熟胚组织培养的研究， 
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愈伤组织的诱导率及愈伤组织的质量取决于诱导培 

养基、激素含量等因素的影响。选择适宜的培养基 

是提高愈伤组织诱导率，获得高质量愈伤组织的基 

础。MS和 N6是两种在水稻愈伤组织培养中应用 

最为普遍的培养基，两者的成分有显著差异，对愈伤 

组织诱导和植株再生的效应也明显不同(贺红等， 

2004)。MS培养基和 N6培养基相比，除了含有较 

高浓度的 B，Mn，Zn之外，还含有 Mo，Cu和 C0。 

实验表明，只有铜元素具有明显促进水稻愈伤组织 

植株再生的作用(杨跃生等，l999a)。虽然 MS培养 

基中含有 0．1／~mol／L Cu，对于部分双子叶植物组 

织和细胞培养可能合适，但对水稻愈伤组织生长是 

不够的(袁玲，2003)。在预分化培养基中添加 6～ 

60 pmol／L的Cu，对愈伤组织的增殖有明显的促进 

作用；当浓度提高到 180～240／,rnol／L时，则有明 

显的抑制作用；当浓度为 120#mol／I 时促进作用 

和抑制作用几乎相当，愈伤组织的增殖率没有明显 

的变化。在此基础上将愈伤组织转接于分化培养 

基，植株再生频率显著提高(杨跃生等，1999b)。 

在植物组织培养中 2，4一D被认为是诱导大多数 

图 1—5 1．淡黄色愈伤组织；2．分化培养基(KT／NAA=5)；3．分化培养基(KT／NAA=lO)； 

4．分化培养基(加入 6O#mol／I CuSO4)；5．健壮的再生植株。 

Figs．1-5 1．Canary eallusl 2．Differentiation medium(KT／NAA一5)；3．Differentiation medium(KT／NAA= 

10)：4．Differentiation medium(add in 60／~mol／l CuSO4)；5．Robust regeneration plantlet． 

植物产生愈伤组织最有效的物质(张智奇，1991)，但 

较高浓度的 2，4一D对种胚具有一定的毒害作用，最 

终导致愈伤组织诱导率及愈伤组织质量呈现显著的 

差异。酸水解酪蛋白是多种氨基酸的混合物，对愈 

伤组织的生长和分化有促进作用。山梨醇在愈伤组 

织的分化中也有着重要的意义，它作为碳源能有效 

维持离体培养细胞的生存与分化，尤其是有蔗糖存 

在的情况下，细胞能够吸取足够的能量分裂生长(黄 

慧君等，1999)。 

在分化培养基中激素的比例和微量元素 Cu的 

含量起着至关重要的作用。因为激动素／生长素比值 

低时，诱导根的分化；两者比值处于中间时，愈伤组织 

只生长而不分化；两者比值较高时，则诱导芽的形成， 

在芽的分化中，激动素起着重要作用(潘瑞炽，2001)。 

在以往的研究报道中一般认为，铜(Cu)抑制植 

物的生长发育和器官分化。然而近年来的研究报告 

以及我们的试验结果表明，Cu作为植物生长发育所 

必需的微量矿质元素之一，在浓度较高时对植物产 

生明显毒害作用，但如能在其剂量和作用时间上加 

以控制，在适量和适时的情况下，Cu对植物不但没 

有毒害，反而有利于根、芽(枝)、花等器官的分化(祝 

沛平等，1999)。如 Purnhauser(1991)、Purnhauser 

等(1993)报道 Cu促进小麦、小黑麦愈伤组织形成 

枝和根。Cu在 l#mol／I 时促进作用还大于0．5～ 
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4 mg／L KT或 6一BA的作用。10#mol／L CuSO4下 

小麦再生率为0．1#mol／L下的 8倍。然而，对于铜 

的作用机理研究报道较少，铜之所以能够促进水稻愈 

伤组织植株再生，我们认为，铜离子是许多酶的辅基， 

在培养基中添加铜离子，会使无活性或活性很低的酶 

与铜离子螯合，提高酶的活性，改变愈伤组织的代谢， 

从而促进细胞的分化和器官的形成(贺红等，2004)。 

要有效地利用 cu来调控植物的生长发育，必须探讨 

Cu在植物生长发育中的作用规律，进一步加深认识 

Cu在植物生理生化反应中的作用。 

FHS成熟胚愈伤组织高频率植株再生体系建 

立之后，在此基础上可以利用转基因方法克服物种 

间远缘杂交的障碍获得水稻新种质。二十世纪 8O 

年代兴起的离子束生物技术，它是低能重离子生物 

学的一个重要组成部分，是利用离子的极化和离子 

群的团化产生生物学效应的高新技术(黄群策等， 

2002)。离子束生物技术在水稻遗传改良中的应用 

主要是诱变作用和介导作用 ，其中离子束的介导作 

用打破了传统转基因法的操纵繁琐，转化率低，重复 

性差和基因型依赖性强的限制，是一种较简单易行 

的转基因方法(王松丽等，2004)。建立一个完善的 

组织培养体系可以使离子束生物技术具有更为广阔 

的应用前景。将离子束生物技术与组织培养技术完 

美结合可以创造出更多、更优的水稻种质资源，快速 

促进FHS在生产上的应用，使两系法杂交水稻应用 

范围更广、制种更安全。 
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