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冬小麦原生质体培养的胚状体直接发生

葛台明
（湖北民族学院园艺系 恩施 66#%%%）

章荣德 秦发兰 余毓君 谢岳峰
（华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室 武汉 65%%4%）

摘 要 冬小麦品种“京花一号”胚性愈伤组织在改良的+"培养基（+78培养基）上继代得到易碎型胚性愈伤组

织，转入改良9,液体培养基（9,8:培养基）后得到胚性悬浮系，分离的原生质体在改良的9,培养基（9,8;培

养基）上培养，再生细胞直接产生体细胞胚胎，并再生出完整植株。体细胞胚胎形成过程与小麦合子胚的形成过程

十分相似。
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原生质体培养是利用遗传操作改良作物的基

础。自!&==年 ?@22AB等［!］利 用 小 麦 推 广 品 种

“CD2AB”花药培养的胚性愈伤组织建立胚性悬浮系，

分离原生质体培养获得再生植株以来，小麦的原生

质体培养研究已取得了巨大的成功，总计十多个小

麦品种（系）的原生质体培养已获得了再生植株［$］。

然而，大多数报道均是由再生细胞产生愈伤组织，再

通过愈伤组织的体细胞胚胎发生方式产生再生植

株。由原生质体再生细胞直接产生体细胞胚并萌发

出再生植株的报道还不多［5］。本文报道了典型冬

小麦“京花一号”胚性悬浮系分离原生质体培养直接

形成体细胞胚和植株再生的结果。

! 材料与方法

!"! 供试材料与胚性愈伤组织的诱导

本研究所用小麦材料京花一号由中国科学院遗

传研究所欧阳俊闻研究员提供。取处于雌雄蕊分化

与形成期的%E#!!E%F0的幼穗，切成%E5F0左右

的切段接种于9,8培养基上，!个月后将愈伤组织

转移至+78培养基上继代培养，并注意筛选易碎

型、生长迅速、表面湿润、呈细颗粒状的胚性愈伤组

织（GG型胚性愈伤组织）用于建立胚性悬浮系。培

养基、培养方法和条件见文献［6］。

!"# 悬浮系的建立、继代和分化

按文献［6］的方法，取胚性愈伤组织!!$H，置

于含$%0:9,8:液体培养基的!%%0:无菌三角

烧瓶中，在 摇 床 上 进 行 悬 浮 培 养；植 株 分 化 采 用

+78I转9,85的方法进行。

!"$ 原生质体的分离与培养

酶液的组成见表!。%E6#"0过滤除菌。原生

质体分离、培养、植株分化及培养基同文献［#］。

表! 酶液组成
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# 实验结果与分析

#"! 愈伤组织的诱导、悬浮培养及悬浮系的分化

共计培养了5%"个幼穗切段，愈伤组织的诱导

率分别为!%%Q。愈伤组织在+78培养基上易于



形成易碎型胚性愈伤组织。幼穗愈伤组织经!个月

的继代培养和筛选，得到了"块易碎型胚性愈伤组

织，分别编号为#$至#"。

易碎型胚性愈伤组织转入 %&’(培养基后能

很快分散，经)!"周液体培养就能形成稳定的悬浮

培养物。培养物由数十至数百个细胞的细胞团组成

（图版*+$），无或基本上无较大的愈伤组织块；细胞

呈圆形，细胞壁薄，胞质浓，液泡无或不发达，基本上

看不到长形的厚壁细胞；静置片刻后，培养物能很快

沉于瓶底，颜色淡黄、鲜艳，上清液透明，瓶壁上基本

没有附着物。共得到小麦胚性悬浮系,个，分别与

易碎型胚性愈伤组织相对应。

检测了#$和#)两个胚性悬浮系的植株分化，结

果见表)。可见#)悬浮系具较高的植株再生能力。

表! 小麦胚性悬浮系的植株分化
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!5! 原生质体分离

悬浮细胞转入酶液后$F左右即开始有原生质

体释放出来。在酶液$中E!,F，酶液)中EF后

悬浮细胞基本上完全酶解，仅剩下一些比较大的颗

粒不能酶解，此时原生质体达到最高产量，继续延长

酶解时间对于提高原生质体产量没有明显的效果，

反而促使原生质体发生自发融合。原生质体产率一

般可达每毫升$G$C,个悬浮细胞以上。两种酶液

在原生质体产率上无太大差别，但酶液$中自发融

合的比例较高，有时可以见到由超过数十个原生质

体融合在一起的巨型原生质体，这可能是由于酶液

$中果胶酶含量偏低的缘故。酶液)中基本上看不

到巨型原生质体，但仍可见到由)至数个原生质体

融合在一起的大原生质体。看来酶液中果胶酶活性

不足可能是产生高度自发融合的一个重要原因。

刚刚游离出来的小麦原生质体呈淡黄色，球形，

细胞质浓厚，质膜光亮，有些原生质体中能较清晰地

看到细胞核，无明显的液泡（图版*+)）。

!56 原生质体的培养与体细胞胚胎发生

培养)"F后，大多数原生质体开始再生细胞

壁，细胞体积增大并伸长成卵圆形。第B!"天开始

出现第$次分裂，此时少数原生质出现出芽的现象。

培养E!,<开始第二次分裂，$C<左右进行第B次

分裂。有趣的是，一些液泡化程度较高的再生细胞

往往率先分裂（对称）形成类似输导组织的丝状体

（图版*+B、"、E），而那些细胞质比较浓、液泡不明显

的再生细胞先积累细胞质内含物，并在稍晚些时开

始第$次分裂，而且，如果第$次分裂是对称的，往

往最终形成愈伤组织（图版*+D、,），如果第$次分裂

是不对称的，则在以后的分裂过程中逐渐产生胚状

体，其形成过程与小麦合子胚的发育过程十分类

似［D］（图版*+!、H；图版"+$!,）。

$E<左右，原生质体形成小细胞团，有些分裂

比较快的能肉眼可见。以后，这些细胞团迅速增大，

到BC!"C<时，许多细胞团的直径超过了$>>（图

版"+!），可转入分化培养基进行植株分化培养。

第$E天统计原生质体分裂频率，一般在!@!
$E@之间，很难见到分裂频率低于!@的情形，要么

就根本没有分裂。

!57 原生质体再生胚状体和愈伤组织的分化

从BC<起，将直径在$>>左右的再生胚状体

和愈伤组织转入%&’B培养基进行植株分化培养。

转入%&’B培养基后，胚状体迅速萌发出再生植株

（图版"+H）。一般从转入%&’B培养基到萌发成再

生植株仅需)周左右的时间，最短的可在第$C天萌

发成植株。再生愈伤组织在分化培养基上分化植株

的速度明显较胚状体慢，而且易于继续增殖，产生细

砂状次生愈伤组织。这些愈伤组织经更换新鲜分化

培养基后，部分愈伤组织能继续分化出再生植株。

6 讨 论

目前，小麦原生质体培养技术已取得了较大的

突破，小麦体细胞杂交工作也开始有所报道［,!H］。

小麦原生质体培养再生植株有两条途径：愈伤组织

途径和胚状体发生途径，我们曾发现这两条途径的

并存，并认为悬浮细胞状态可能是决定原生质体再

生植株途径的原因［E］，本文首次在典型冬性小麦品

种———“京花一号”上实现了原生质体培养再生细胞
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的胚状体直接发生，这再次说明小麦原生质体培养

中，再生细胞直接形成胚状体的途径可能是形成再

生植株的一条普遍途径。原生质体培养中再生细胞

通过直接体细胞胚胎发生的方式形成再生植株有着

重要的意义，可显著缩短从原生质体分离到植株再

生的过程，减少培养过程中的无性系变异。

在我们的实验中很少观察到分裂率低于!"的

情况，要么就根本不发生分裂，这可能是原生质体培

养的密度效应所造成的。我们推测，在密度效应中，

除总密度外，能进行分裂的原生质体可能也有一个

最小密度。只有当不低于!"左右的原生质体［相

当于每毫升培养基中有（#$%!%$&）’(&%个原生质

体］具有启动分裂的潜能，再生细胞才能启动并进行

持续分裂，最终发育成再生胚状体（或愈伤组织）；当

具有分裂潜能的原生质体数低于这个比例时，即使

总密度达到了培养要求，也不能启动分裂，从而产生

分裂频率只在!"!()"之间波动的现象。这一推

测也有助于说明为什么只有在悬浮系继代后*+左

右分离原生质体较有利于原生质体启动分裂。
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葛台明等：冬小麦原生质体培养的胚状体直接发生 图版!
"#$%&’(&)*!"#$+,&-./0.12-34*.).5&56-417-40478%50469&)0.-9:.%0 ;8%0.!

图版说明：图<：分离原生质体前的悬浮细胞；图=：刚刚游离的原生质体；图>、?、@：液泡化程度较高的再生细胞的第一次分

裂，分裂面与再生细胞纵轴垂直（图>），第二次分裂的分裂面与第一次分裂相同，形成直线排列的?个子细胞（图?），进一步分

裂形成丝状体（图@）；图A、B：内含物较丰富的再生细胞的第一次对称分裂（图A），最终形成愈伤组织（图B）；图C：内含物丰富

的再生细胞的第一次对称分裂，进一步可能形成致密的胚性愈伤组织或球形的胚状体（见图版!’A2）；图D：不对称的第一次

分裂，分裂面与纵轴不垂直
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葛台明等：冬小麦原生质体培养的胚状体直接发生 图版!
!"#$%&’%()!"#$*+%,-./-01,23)-(-4%45,306,3/367$4/358%(/-,89-$/ :7$/-!

图版说明：图;：另一个细胞的不对称的第一次分裂，分裂面与纵轴不垂直；图<、=、>、?：第一次不对称分裂的第二次分裂，分

裂面与第一次分裂的分裂面垂直，子细胞呈“#”形排列（图<，=）；顶部的细胞进行第三次分裂（图>），并进一步形成原胚（图

?）；图@：簇状联体胚状体（";：主胚状体；"<、"=：次生的胚状体）；图A：球形胚状体（箭头示胚柄结构）；图B：肉眼可见的再生结

构；图C：再生植株
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