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摘 要:为了揭示小麦幼胚离体再生过程中的特征变化,以周麦18、郑麦004等8个小麦品种的幼胚为

材料,进行愈伤组织的诱导和再分化培养,观察和分析了小麦幼胚离体培养过程中胚性愈伤组织的形成、体细

胞胚胎发生及器官发生过程中的组织结构及形态特征变化。结果表明,胚性愈伤的再分化可分为直接成芽、

先叶后芽及芽叶混生3种类型。3种分化类型的器官发生表现:直接成芽型随着芽的生长幼叶逐渐展开;先

叶后芽型在幼叶边缘、叶片之间组织长出新叶片、不定芽及不定根;芽叶混生型同时具有前两者的特点,且多

种器官同时发生。体细胞胚胎发生分为三个阶段:胚胎发育早期、分化成芽和分化发育成器官,三个发育阶段

的体胚会同时存在同一组织中。生长后期,直接成芽型较其它两种方式芽苗生长整齐一致,且与芽叶混生型

两者都与分化率正相关。
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Abstract:Torevealthecharacteristicschangesduringtheinvitroregenerationofwheatimmatureem-
bryos,thisstudyusedimmatureembryosfromeightwheatvarieties,includingZhoumai18and
Zhengmai004,asmaterialstoinducecallusformationandconductredifferentiationculture.The
structuralandmorphologicalchangesduringtheformationofembryogeniccallus,somaticembryo-
genesis,andorganogenesisintheinvitrocultureofwheatimmatureembryoswereobservedandana-
lyzed.Theresultsshowedthattheredifferentiationofembryogeniccalluscanbedividedintothree
types:directbudformation,leaf-before-bud,andmixedbud-leafgrowth.Theorganogenesisofthese
threedifferentiationtypesmanifestedasfollows:inthedirectbudformationtype,youngleavesgrad-
uallyunfoldedasthebudsgrew;Fortheleaf-before-budtype,newleaves,adventitiousbuds,andad-
ventitiousrootsemergedfromtheedgesofyoungleavesorthetissuebetweenleaves;themixedbud-
leaftypeexhibitedcharacteristicsofboththeformertypes,withmultipleorgansdevelopingsimulta-
neously.Somaticembryogenesiswasdividedintothreestages:earlyembryonicdevelopment,differ-



entiationintobuds,anddifferentiationintoorgans,withsomaticembryosatallthreedevelopmental
stagescoexistinginthesametissue.Inthelatergrowthstages,thedirectbudformationtypeshowed
moreuniformandconsistentseedlinggrowthcomparedtotheothertwotypes,andboththedirect
budformationandmixedbud-leaftypeswerepositivelycorrelatedwiththedifferentiationrate.
Keywords:Triticumaestivum;Immatureembryoculture;Embryoniccallus;Somaticembryogenesis;

Organgenesis

  小麦是世界上重要的粮食作物之一,建立高

频稳定的再生体系是小麦遗传转化的技术基础。
小麦离体再生常用的外植体主要包括幼胚、成熟

胚、花药、原生质体、小孢子等[1-4],小麦幼胚由于

不易污染、再生率高,是理想的外植体。研究表

明,小麦离体再生受基因型、激素配比、幼胚胚

龄[4-10]及环境条件的影响[11]。为了提高小麦组织

培养的再生率,已在适宜基因型的筛选、适宜胚

龄、最适外源激素的种类和浓度等方面进行了很

多探索和研究[12-13]。
在小麦幼胚培养中,首先经诱导培养脱分化

形成愈伤组织,愈伤组织再分化的形态发生方式

分为体细胞胚胎发生和器官发生[12-13]。愈伤组织

分为胚性愈伤和非胚性愈伤组织,胚性愈伤组织

是体细胞胚胎形成的基础,胚性愈伤组织和体细

胞胚的形成是小麦再生成功的关键[14-15]。
关于胚性愈伤组织和体胚形成的研究在玉

米[16]、大豆[17]、棉花[18]、芍药[19]等多种植物中已

有报道。研究人员从基因、转录因子[20]、miR-
NA[21-22]、调控途径[23]等多个角度对胚性愈伤组

织和体细胞胚形成的分子机理进行了分析。对于

小麦胚性愈伤组织形成过程中的组织结构[24-26]也

进行了一定的研究。目前,对小麦胚性愈伤和体

细胞胚发育的研究还鲜见报道,深入观察和分析

小麦再生特性,对提高小麦再生效率具有积极的

意义。本研究对不同小麦品种幼胚分化阶段的发

育特征进行了观察,了解小麦胚性愈伤组织的分

化、体胚发育和器官形成的特点,为探索提高小麦

再生效率的有效途径提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

小麦品种周麦18、郑麦004、郑麦369、豫农

901、苏麦3号、郑麦168、扬麦13和扬麦33在信

阳农林学院试验基地种植,分别于2021和2022
年4月观察开花时间,以穗中部开花为标准,挂

牌记录开花日期,在花后12~18d剥取幼胚进

行培养。

1.2 培养基

培养基配方参考前期研究结果[27-28]。
诱导培养基:MS+2.0mg·L-12,4-D+

0.5mg·L-1ABA;
分化培养基:MS+2.0mg·L-1KT+0.5

mg·L-1NAA;
以上培养基含有30g·L-1 蔗糖,5.6g·

L-1 琼脂,pH5.8。

1.3 外植体消毒与接种

在花后12~18d取供试品种的主穗,剥取籽

粒在自来水下冲洗干净。然后用75%酒精灭菌

30s,15%次氯酸钠灭菌8min,无菌水冲洗4~5
次,在铺有滤纸的培养皿中剥出幼胚,盾片朝上接

种在诱导培养基,每瓶接种5枚,每个处理接种

10瓶,3个重复。以上操作均在超净工作台进行。

1.4 诱导培养与分化培养

将接种在诱导培养基的小麦幼胚,在20~22
℃条件下进行黑暗培养,20d后统计诱导出的胚

性愈伤组织数。然后将胚性愈伤组织切块,转接

到分化培养基,在20~22℃条件下,12h·d-1

光照、相对湿度60%~70%培养20d,统计接种

胚性愈伤组织数和分化愈伤组织数。

1.5 观察记录与统计

接种后,观察诱导和分化组织发育情况,从培

养第5天开始,每隔3~5d进行观察和拍照。根

据接种幼胚数、获得胚性愈伤组织数、接种胚性愈

伤组织数和分化愈伤组织数,计算胚性愈伤组织

诱导率和分化率。
胚性愈伤组织诱导率=胚性愈伤组织数/接

种幼胚数×100%
胚性愈伤组织分化率=发生分化的愈伤组织

数/接种愈伤组织数×100%。
用SPSS26对参试小麦品种(系)的愈伤组织

诱导率和分化率进行差异显著性和相关性分析。
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2 结果与分析

2.1 愈伤组织早期分化类型与特点

黑暗条件下幼胚诱导培养3d后,盾片开始

膨大,6d开始脱分化,后逐渐产生颗粒状愈伤组

织,15~20d形成具有分化能力的胚性愈伤组

织。转接到分化培养基上在光照条件下进行培

养,一周后观察到胚性愈伤组织开始分化。首先

是组织表面有绿色点状或斑块出现,这些点状或

斑块后期发育差异明显。根据愈伤组织分化的表

型特征,将其分为直接成芽、先叶后芽和芽叶混生

3种分化类型(图1)。
直接成芽型:胚性愈伤直接分化成芽。分化

特点是黄绿色胚性愈伤组织上长出分散黄绿色小

点(图1A1,蓝色箭头),黄绿色点逐渐生长,长成

芽状组织(图1A2),小芽逐渐生长,伸长为正常芽

(图1A3)。

先叶后芽型:胚性愈伤分化成片状组织,发育

成叶。分化特点是致密胚性愈伤组织上出现条状

深绿色组织(图1B1,红色箭头),绿色面积逐渐扩

大,长成片状绿色组织(图1B2),并逐渐生长成为

叶片组织(图1B3)。

芽叶混生型:芽和叶混和生长。分化特点是

致密愈伤组织上(图1C1)长出点状(蓝色箭头)和

块状绿色组织(红色箭头),随着生长发育,点状绿

色组织(图1C2)长成为芽(蓝色箭头),块状绿色

组织长成片状组织(红色箭头),两种组织(图

1C3)进一步分别长成为芽(蓝色箭头)和叶片(红

色箭头)。

  A:直接成芽型(周麦18);B:先叶后芽型(郑麦369);C:芽叶混生型(郑麦004);1:胚性愈伤组织初分化;2:胚性愈伤组织分化成不

同器官;3:胚性愈伤组织分化成不同器官并进一步生长;蓝色箭头表示芽,红色箭头表示叶;标尺=1cm。

A:Directbudformationtype(Zhoumai18);B:Leaf-before-bluetype(Zhengmai369);C:Mixedbud-leafgrowthtype(Zhengmai

004);1:Embyogeniccallusdifferentationprimary;2:Embyogeniccallusdifferentatedintodifferentorgans;3:Thegrowthoforgans

fromembyogeniccallus;Bluearrowsshowbuds,redarrowsshowleaves;Bars=1cm.

图1 小麦愈伤组织不同分化类型生长发育过程

Fig.1 Developmentofthreedifferentiationtypesofwheatembryogeniccallus

2.2 不同分化类型的器官发生特点

分化后的组织继续生长,发育成为芽、叶或根

等器官,3种分化类型后期表现不同的生长发育

特征(图2)。
直接成芽型,分化的芽逐渐增大,初分化而成

的芽(图2Aa,蓝色箭头),叶片不断展开(图2Ab
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和图2Ac,蓝色箭头)。
先叶后芽型,片状组织逐渐生长成叶片后,在

叶片基部边缘、叶片与叶片之间的组织上长出新

的叶片(图2B,红色箭头)和不定芽(图2B,蓝色

箭头),而后有不定根发生(图2B,白色箭头)。
芽叶混生型,生长分化状态活跃,芽继续发育

至叶片不断展开(同直接成芽型,图2Ca和图

2Cb);片状组织发育成叶片,并在器官基部或器

官之间的组织上长出新的叶片和不定芽、不定根

(同先叶后芽型,图2Cc,红色箭头表示叶片,蓝色

箭头表示不定芽),表现多种器官同时发生,整个

组织的形态表现为不规则。

  A:直接成芽型(豫农901);B:先叶后芽型(郑麦369);C:芽叶混生型(郑麦004);蓝色箭头表示分化成芽,红色箭头表示分化成叶,

白色箭头表示分化成根;标尺=1cm。

A:Directbudformationtype(Yunong901);B:Leaf-before-bluetype(Zhengmai369);C:Mixedbud-leafgrowthtype(Zhengmai

004);Bluearrowsshowbuds,redarrowsshowleaves,whitearrowsshowroots;Bars=1cm.

图2 小麦胚性愈伤组织不同分化类型的器官发生特点

Fig.2 Organgenesisofthethreedifferentiationtypesofembryogeniccallusinwheat

2.3 体细胞胚胎的发育与分化

2.3.1 直接成芽型体胚发育与分化

分化后的胚性愈伤组织继续生长发育,有体

细胞胚胎(体胚)出现。在直接成芽型的组织中,
体胚处于不同的分化和发育时期,包括新形成体

胚(胚胎发育早期,图3A、图3B,黄色箭头)、体胚

分化成芽,并逐渐转绿(图3B,蓝色箭头a、b;图
3C,蓝色箭头)、分化的体胚发育成具有叶片的芽

(发育成器官)(图3B,蓝色箭头c;图3C),表明

一团组织中体胚发育时期不一致。早期发生的体

胚已经发育成器官,不定芽之间仍有新的体胚不

断形成,进一步分化发育成更多的不定芽(图3B、
图3C)和不定根(图3D)。

2.3.2 芽叶混生和先叶后芽型体胚发育与分化

在芽叶混生型和先叶后芽型的组织中,体胚

发育和分化仍由三个时期组成,包括胚胎发育早

期(图4A、图4B,黄色箭头)、分化成芽或绿点(图
4A、图4B,蓝色箭头)和分化发育成器官(图4A、
图4B,红色箭头、白色箭头)。

芽叶混生型(图4A)和先叶后芽型(图4B)的
组织分化后随着发育,在器官之间未分化的组织

上,形成发育大小不同的体胚(图4A、图4B,黄色

箭头),组织中可见分化成芽(图4A,蓝色箭头)和
绿点(图4B,蓝色箭头),芽和绿点进一步发育成

不同器官(叶,图4A、图4B,红色箭头;不定根,图
4A、图4B,白色箭头)。
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  黄色箭头表示体胚,蓝色箭头表示芽,白色箭头表示根;标尺=1mm。

Yellowarrowsshowsomaticembryo,bluearrowsshowbuds,whitearrowsshowroots;Bars=1mm.

图3 直接成芽型体胚发育与分化(周麦18)

Fig.3 Developmentanddifferentiationofsomaticembryoofdirectbudformationtype(Zhoumai18)

  A:芽叶混生型(郑麦004);B:先叶后芽型(扬麦33);黄色箭头表示体胚,蓝色箭头表芽或绿点,红色箭头表示叶,白色箭头表示根;

标尺=1mm。

A:Mixedbud-leafgrowthtype(Zhengmai004);B:Leaf-before-budtype(Yangmai33);Yellowarrowsshowsomaticembryo,blue

arrowsshowbudsorgreenpoint,redarrowsshowleaves,whitearrowsshowroots;Bars=1mm.

图4 芽叶混生和先分化成叶型体胚发育与分化

Fig.4 Developmentanddifferentiationofsomaticembryoofleaf-before-budandmixedbud-leafgrowthtypes

2.4 不同分化类型后期长势

直接成芽型,芽后期生长发育状态和长势一

致,并有新的不定根发生(图5A)。芽叶混生型,
在同一块愈伤组织中各器官的发育阶段差别较

大,表现为在丛生不定芽中,叶、发育中的芽及生

长分化中的体胚几种类型同时存在(图5B)。先

叶后芽型,后期生长表现为在叶的周围有叶或不

定芽及不定根生长,成为一团有叶、芽和根组成的

不规则组织(图5C)。

2.5 不同品种胚性愈伤诱导分化能力及分化类

型的差异

小麦幼胚培养再生能力与基因型相关,8个

品种中,胚性愈伤诱导率为42.65%~77.24%,
其中周麦18最高,为77.24%,豫农901次之,为

70.04%;扬麦13和苏麦3号最低,分别为42.65%
和47.28%(表1)。

  A:直接成芽型(周麦18);B:芽叶混生型(郑麦004);C:先叶后芽型(郑麦369);蓝色箭头为芽,红色箭头为叶,白色箭头为根;标尺

=1mm。

A:Directbudformation(Zhoumai18);B:Mixedbud-leafgrowth(Zhengmai004);C:Leaf-before-bud(Zhengmai369);Bluearrow

showbuds,redarrowsshowleaves,whitearrowshowroots;Bars=1mm.

图5 不同分化类型后期长势

Fig.5 Growthofthreedifferentiationtypes
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  分 化 培 养 中,8个 品 种 的 分 化 率 范 围 为

54.23%~80.25%,其中郑麦004和周麦18
较高,分别为80.25%和79.62%,扬麦13和

扬麦33较低,分别为54.59%和54.23%(表

1),综合胚性愈伤组织诱导率和分化率来看,
其中3个品种周麦18、郑麦004、豫农901再

生能力较高。

不同品种中3种分化类型的分布表现为:周
麦18和郑麦004直接成芽型占比较高,而先叶

后芽型在扬麦33、扬麦13中占比较高,芽叶混

生型以郑麦004和豫农901占比较高(图6A)。
相关分析表明,3种分化类型和分化率相关,其
中直接成芽、芽叶混生型与分化率呈正相关,先
叶后芽型和分化率呈负相关(图6B)。

表1 不同品种对小麦幼胚胚性愈伤诱导率和分化率的影响

Table1 Effectofdifferentvarietiesonembryogeniccallus(EC)inductionand
differentiationinthecultureofimmatureembryoinwheat

品种
Variety

接种幼胚数
No.of

immatureembryo
cultured

胚性愈伤数
No.ofECinduced

诱导率
ECinduction
frequency/%

接种愈伤数
No.ofEC
cultured

分化愈伤数
No.ofEC
differentiation

分化率
ECdifferentiation
frequency/%

周麦18
Zhoumai18 268 203 75.75±2.89a 211 168 79.62±4.35a

郑麦369
Zhengmai369 247 158 63.97±4.36c 215 123 57.21±3.21c

郑麦168
Zhengmai168 232 132 55.90±3.17d 235 149 63.40±5.29bc

郑麦004
Zhengmai004 263 172 65.40±2.69bc 238 191 80.25±4.55a

豫农901
Yunong901 247 173 70.04±5.08b 223 156 69.96±4.09b

扬麦33
Yangmai33 255 152 59.61±2.09cd 201 109 54.23±3.78c

扬麦13
Yangmai13 204 87 42.65±3.49e 207 113 54.59±1.86c

苏麦3号
Sumai3 239 113 47.28±4.78e 171 108 63.16±2.51bc

  同列小写字母表示0.05水平显著差异。

Differentlettersinthesamerowmeansignificantdifferencesat0.05level.

  A:8个品种中不同分化类型的比例;B:不同分化类型的占比与分化率的关系;DLB:先叶后芽型;BLM:芽叶混生型;DIB:直接成芽型。

A:Thefrequencyofthreedifferentiationtypesin8varieties;B:Therelationofthreedifferentiationtypefrequencytodifferentiation

frequency;DLB:Leaf-before-budtype;BLM:Mixedbud-leafgrowthtype;DIB:Directbudformationtype.

图6 不同分化类型占比及其与分化率的关系

Fig.6 Frequencyofdifferentdifferentiationtypesandtherelationtodifferentiationfrequency

3 讨论

小麦再生困难,愈伤组织的形成和分化受基

因型的影响。在本研究中,对8个小麦品种的幼

胚进行诱导和分化培养,根据胚性愈伤组织的分

化特点将分化类型分为直接成芽型、先叶后芽型
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和芽叶混生型3种。不同分化类型在8个品种中

的分布占比不同,所以认为幼胚分化类型和基因

型相关。愈伤组织的形成和分化还受幼胚胚龄的

影响[7,29]。前期对豫农201的幼胚培养研究表

明,花后10~20d不同胚龄的幼胚,胚性愈伤组

织诱导和分化能力不同,10d胚龄诱导率低,但
诱导出的愈伤组织分化能力强,胚性愈伤组织诱

导率和分化率分别是21.53%和92.06%,花后

18d,愈伤组织诱导和分化能力都减弱[28]。在杏

的幼胚子叶再生研究中,诱导出簇状不定芽、具有

不定芽点的叶片和伸长的不定芽3种类型,花后

35~60d不同胚龄的幼胚子叶,诱导不定芽所需

激素的最适浓度不同,低胚龄的幼胚子叶需要低

浓度的TDZ,较大胚龄的幼胚子叶需要高浓度的

TDZ。同时,经4℃处理后,不定芽伸长,花后55~
60d的幼胚子叶不定芽诱导率升高[30]。这说明不

同发育时期,植物幼胚的生理状态不同,分化特点和

分化能力有差异,胁迫处理也会影响分化的发生。
在本研究中,不同基因型的小麦幼胚在花后

10~16d取样,发育进程有差异,取样后材料的

短时间低温存放,也会影响到幼胚的生理状态。
在诱导和分化培养前,对幼胚的发育进程和生理

指标含量的确定,将有助于增加对小麦幼胚分化

类型与小麦基因型、胚龄及生理状态之间关系的

理解,因此认为,小麦幼胚的分化类型,除了和基

因型有关,还受胚龄大小和幼胚生理状态的影响,
具体关系仍需进一步试验探索。

梁虹等[24]研究小麦幼胚体细胞无性系及其

继代过程的微观结构发现,胚性无性系发生能力

强的小麦具有较好的细胞组织形式,胚性无性系

发生能力弱的小麦体细胞组织形式较差。本研究

表明,直接成芽型后期生长整齐,后两种类型中器

官和体胚发育阶段差别较大。同时发现,对于3
种分化类型,在分化率高的品种中主要是直接成

芽型,其次是芽叶混生型,先叶后芽型占比较低。
相关分析表明,直接成芽型和芽叶混生型与分化

率呈正相关,这两种类型更有利于胚性愈伤组织

分化率的提高,以期在品种的已知诱导率基础上,
结合胚龄大小和低温处理开展研究,提高直接成

芽和芽叶混生型所占的比率,提高小麦再生效率。
愈伤组织再分化的形态发生方式分为体细胞

胚胎发生和器官发生[2]。伍碧华等[31]认为小麦

幼胚培养器官发育是以体细胞胚胎发生途径为

主。植物体细胞胚胎的发育过程与合子胚相似,

具有不同发育阶段[32],发生一般可分为胚性愈伤

组织诱导期、体细胞胚胎诱导、早期发育、成熟和

萌发成苗5个阶段[2]。本研究在3种分化类型的

组织中,观察到不同发育大小的体胚,在遗传转化

研究中,有针对性的利用体胚进行遗传转化,将有

助于通过提高小麦的再生效率进而提高小麦的遗

传转化效率。
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