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品种基因型和２，４Ｄ浓度对
青稞成熟胚出愈率的影响

陈升位，陈疏影，赵志萍，郭华春

（云南农业大学 农学与生物技术学院，云南 昆明 ６５０２０１）

摘要：成熟胚培养是转基因的关键技术之一，研究品种基因型和２，４Ｄ浓度对成熟胚培养的影响，有利于提
高青稞转基因的效率。本文采用加入２０ｇ／Ｌ麦芽糖的ＭＳ培养基 ［ｍ（麦芽糖）：ｍ（蔗糖） ＝１∶２］和完全
随机设计，分析了５种２，４Ｄ浓度对５个青稞品种成熟胚出愈率的影响，比较了１４个青稞品种的成熟胚出
愈率。结果表明，２，４Ｄ浓度和品种基因型均极显著地影响青稞成熟胚出愈率，两者之间具有显著的互作效
应；青稞成熟胚出愈率随２，４Ｄ浓度的增加而增加，并在４ｍｇ／Ｌ处理中出愈率达到最高，随后出愈率随２，
４Ｄ浓度的增加而降低；对照 （０ｍｇ／Ｌ）的出愈率极显著地低于其他处理的出愈率，但其他４个２，４Ｄ浓度
处理的出愈率之间没有显著差异；１４个青稞品种的成熟胚出愈率之间具有极显著差异，其中 ＺＪ４５等７个品
种的出愈率达到了 （９０００±７０７）％，显著高于Ｄ５等６个品种的成熟胚出愈率。ＺＪ４５等７个品种可用于成
熟胚培养；用ＰＥＧ和双蒸水先后浸种３ｈ和１９ｈ，将成熟胚置于加入２０ｇ／Ｌ麦芽糖和４ｍｇ／Ｌ２，４Ｄ的ＭＳ培
养基 ［ｍ（麦芽糖）：ｍ（蔗糖） ＝１∶２］上培养是ＺＪ４５等７个青稞品种成熟胚培养的适宜方法。
关键词：青稞；成熟胚培养；２，４Ｄ浓度；品种基因型；出愈率
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　　青稞是藏族主要的粮食作物，具有一定的药
用价值和保健功能。青稞籽粒营养成分丰富，不

仅可食用，还可作为酿酒和饲料工业原料。随着

全球气候变暖、干旱危害日益加剧，青稞还因具

有耐寒、抗旱和适应性广等优良性状而备受关注。

在青稞生产中，白粉病、锈病、蚜虫等危害严重

并有不断加剧的趋势，严重影响了青稞的产量和

品质［１］。系统选育是目前青稞种质创新和新型品

种选育的主要技术策略，但具有费时、费力、效

率低等缺点。转基因技术克服了传统系统选育的

不足，被认为是创新作物种质和新品种选育的有

效技术之一［２－４］。胚性愈伤组织的高效培养是转

基因研究的关键技术之一，外植体是影响胚性愈

伤培养的主要因素。在大麦组织培养中常使用的

外植体主要有未成熟幼胚、花药２种［５－６］。花药

培养的愈伤组织中胚性愈伤比例较低，未成熟胚

培养愈伤组织中胚性愈伤比例较高，但两者的取

材均极大地受季节限制［５－６］。成熟胚是小麦、水

稻、大麦、假俭草等植物组织培养的有效外植体，

所形成的愈伤组织中胚性愈伤比例较高，而且取

材不受季节限制，被认为是转基因研究中的最佳

外植体［４，６－１０］。

筛选适合成熟胚培养的材料及其适宜的 ２，
４Ｄ浓度是青稞转基因研究的关键技术之一。但
有关青稞成熟胚培养的报道较少，所使用的材料

大多数不是我国青稞生产用的推广品种［６，９，１１］。从

目前的推品种中筛选适合成熟胚培养的材料及其

适宜的２，４Ｄ浓度，可促进转基因技术在我国青

稞种质创新和新品种选育等研究中的应用。本文

以我国目前推广的青稞品种为材料，采用加入

２０ｇ／Ｌ麦芽糖的 ＭＳ培养基 （麦芽糖与蔗糖的质

量比为１∶２），研究２，４Ｄ浓度和外植体基因型
对青稞成熟胚出愈率的影响，筛选适合成熟胚培

养的青稞品种，为青稞转基因研究提供一定的理

论和技术支持。

１　材料与方法

１１　材料
本文采用分别从浙江省农业科学院和云南迪

庆藏族自治州农科所引进的２９８个大麦材料中挑
选出１４个青稞和裸大麦品种为试验材料，１４个
品种的名称及其代号详见表１。

表１　用于成熟胚培养的１４个不同基因型的青稞品种
Ｔａｂ１　Ｆｏｕｒｔｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｖａｒｉｅｔｉｅｓｏｆｈｉｇｈｌａｎｄ
ｎａｋｅｄｂａｒｌｅｙｕｓｅｄｉｎｔｈｅｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｃｕｌｔｕｒｅ

材料编号

ｍａｔｅｒｉａｌ
ｃｏｄｅ

材料名称

ｍａｔｅｒｉａｌ
ｎａｍｅ

材料编号

ｍａｔｅｒｉａｌ
ｃｏｄｅ

材料名称

ｍａｔｅｒｉａｌ
ｎａｍｅ

ＺＪ４５ 黄青稞 Ｄ１ 格洽

ＺＪ４６ 青稞 Ｄ４ 洪星

ＺＪ４９ 京裸１１ Ｄ５ 昆伦５号

ＺＪ５７ 红原黑青稞 Ｄ６ 喜马拉雅２２

ＺＪ６２ 机械裸 Ｄ７ 康青８号

ＺＪ１６５ 洞头米麦 Ｄ９ 北青７号

ＺＪ２４７ 旱地六棱白青稞 Ｄ１１ 藏青
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１２　方法
１２１　种子浸泡和消毒

选择籽粒饱满的成熟种子用双蒸水浸种 ２ｈ
后，用３０％的 ＰＥＧ浸种３ｈ，然后用双蒸水浸泡
１９ｈ，再用７０％的酒精和２％的次氯酸钠分别消
毒２～４ｍｉｎ和 １２～１４ｍｉｎ，最后用无菌水冲洗
３次。
１２２　取胚及胚培养

在无菌操作台上，将消毒后的成熟种子放到无

菌培养皿中，腹沟向下。用镊子夹住种子并将成熟

胚挤出，然后将剥离的胚接种到加入２０ｇ／Ｌ麦芽
糖的ＭＳ培养基 ［ｍ （麦芽糖）∶ｍ （蔗糖） ＝
１∶２］的培养基上，盾片朝上。在２５℃，１６ｈ／ｄ的
光照条件下培养。

１２３　试验设计和数据分析
本文选取 ＺＪ４５，ＺＪ４９，ＺＪ２４７，Ｄ６，Ｄ５共

５个种子较多的青稞品种，设置 ０，２，４，６，
８ｍｇ／Ｌ５个２，４Ｄ浓度，分析２，４Ｄ浓度对５
个品种成熟胚出愈率的影响，筛选适合实验材料

的２，４Ｄ浓度。然后利用添加适宜２，４Ｄ浓度
的ＭＳ培养基 ［ｍ （麦芽糖）∶ｍ （蔗糖） ＝
１∶２］培养１４个材料 （表１）的成熟胚，并分析
不同材料成熟胚出愈率之间的差异。两组实验均

采用完全随机设计，每个处理接种４０个结构完整
的成熟胚，重复３次。利用 ＳＰＳＳ１５０软件分析
试验数据。

１２４　出愈率调查及其计算
接种后２０ｄ调查出愈率，并按下列公式计算

成熟胚出愈率：

成熟胚出愈率＝接种后生长愈伤的成熟数
接种的成熟胚数

×

１００％。

２　结果与分析

２１　２，４Ｄ浓度和品种基因型对青稞成熟胚培
养中出愈率的影响

　　为了研究２，４Ｄ浓度和品种基因型对青稞
成熟胚出愈率的影响，利用 ＳＳＰＳ１５０软件对
不同处理中成熟胚出愈率数据进行了方差和多

重比较分析。方差分析结果表明 ２，４Ｄ浓度
和品种基因型极显著地影响成熟胚培养的出愈

率，而且两者之间具有显著的互作效应 （表

２）。

表２　２，４Ｄ浓度和品种基因型对青稞
成熟胚出愈率的影响

Ｔａｂ２　Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆ２，４Ｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｉｖａｒ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｏｎｔｈｅｒａｔｅｏｆｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍｔｈｅ
ｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｏｆｈｉｇｈｌａｎｄｎａｋｅｄｂａｒｌｅｙ

变异来源

ｓｏｕｒｃｅｓｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和

ｓｕｍｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

（ｄｆ）
ｄｅｇｒｅｅｏｆ
ｆｒｅｅｄｏｍ

均方

ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ值
Ｆｖａｌｕｅ

２，４Ｄ浓度间
ａｍｏｎｇ２，４Ｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２０３４ ４ ０５０９６４２２

品种间

ａｍｏｎｇｃｕｌｔｉｖａｒｓ １１５７ ４ ０２８９３６５３５

２，４Ｄ浓度×品种
２，４Ｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ×
ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

０３００ １６ ００１９ ２３６８

重复ｒｅｐｅａｔ ００２５ ２ ００１２ １５７０
误差 ｅｒｒｏｒ ０３８０ ４８ ０００８
总变异ｔｏｔａｌｖａｒｉａｔｉｏｎ ３８９６ ７４
　　注：表中和 两种上标分别表示被标记的 Ｆ值
达到显著 （Ｐ＜００５）和极显著水平 （Ｐ＜００１），下同。

Ｎｏｔｅ： ａｎｄ ｓｈｏｗｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｈａｔｔｈｅＦｖａｌｕｅ
ｍａｒｋｅｄｂｙｉｔａｒｒｉｖｅｄａｔｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｅｖｅｌ（Ｐ＜００５），ｅｘ
ｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｅｖｅｌ（Ｐ＜００１）；ｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

多重比较 （ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）
结果表明，在４个２，４Ｄ浓度处理中，青稞成熟
胚培养的出愈率极显著地高于对照 （０ｍｇ／Ｌ）处
理的出愈率，表明２，４Ｄ可有效促进青稞成熟胚
的出愈率 （表３）。虽然４个浓度处理中出愈率之
间没有显著差异 （表３），但是当２，４Ｄ浓度低
于４ｍｇ／Ｌ时，出愈率随２，４Ｄ浓度的增加而升
高，４ｍｇ／Ｌ的 ２，４Ｄ浓度处理中出愈率最高，
当２，４Ｄ浓度高于４ｍｇ／Ｌ时，青稞成熟胚培养
的出愈率随２，４Ｄ浓度增加而呈现下降趋势。
２２　不同基因型青稞品种的成熟胚出愈率的比较
分析

　　为了筛选适合成熟胚培养的我国目前推广的
青稞品种，本文采用完全随机设计，在加入４ｍｇ／
Ｌ２，４Ｄ和２０ｇ／Ｌ麦芽糖的 ＭＳ培养基 ［ｍ（麦
芽糖）∶ｍ（蔗糖） ＝１∶２］上培养了１４个不同
基因型青稞品种的成熟胚，并分析１４个材料的成
熟胚出愈率之间的差异。从方差分析结果来看，

不同基因型青稞品种的成熟胚出愈率之间具有极

显著差异，再次证明品种基因型极显著地影响青

稞成熟胚出愈率 （表４）。
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表３　不同２，４Ｄ浓度处理中青稞成熟胚的
出愈率及其ＬＳＤ多重比较结果

Ｔａｂ３　Ｔｈｅｒａｔｅｓｏｆｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏ
ｏｆｈｉｇｈｌａｎｄｎａｋｅｄｂａｒｌｅｙｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ２，４ＤａｎｄｔｈｅｉｒｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｙＬＳＤ

ｗ（２，４－Ｄ）／
（ｍｇ·Ｌ－１）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ２，４－Ｄ

出愈率／％
（ｍｅａｎ±ｓ）
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ
ｒａｔｅｏｆｃａｌｌｕｓ

多重比较

ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

５％显著水平
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｅｖｅｌａｔ５％

１％显著水平
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｅｖｅｌａｔ１％

０００ ４０６７±１１５ ｂ Ｂ

２００ ８２６７±３５１ ａ Ａ

４００ ８５３３±１５０ ａ Ａ

６００ ８１６７±５５１ ａ Ａ

８００ ７６３３±２３１ ａ Ａ

表４　不同基因型大麦品种成熟胚出愈率的方差分析
Ｔａｂ４　Ｖａｒｉａｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒａｔｅｏｆｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍ

ｔｈｅｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏｏｆｈｉｇｈｌａｎｄｎａｋｅｄｂａｒｌｅｙ
ｃｕｌｔｉｖａｒｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

变异来源

ｓｏｕｒｃｅｓｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

平方和

ｓｕｍｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

自由度

（ｄｆ）ｄｅｇｒｅｅ
ｏｆｆｒｅｅｄｏｍ

均方

ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ值
Ｆｖａｌｕｅ

品种间ａｍｏｎｇｃｕｌｔｉｖａｒｓ２２７６ １３ ０１７５４０７９８

重复间 ａｍｏｎｇｒｅｐｅａｔ ００１９ ２ ０００９ ２１７１
误差 ｅｒｒｏｒ ０１１２ ２６ ０００４
总变异ｔｏｔａｌｖａｒｉａｔｉｏｎ ２４０７ ４１

１４个青稞品种成熟胚出愈率的多重比较
（ＬＳＤ）结果来看，ＺＪ４５等７个品种的出愈率均
达到了 （９０００±７０７）％，出愈率之间没有显著
差异，但显著地高于 Ｄ５等 ６个品种的出愈率
（表５）。Ｄ７和 Ｄ４两个品种的出愈率较低，不
到３０％，其出愈率与其他１２个青稞品种的出愈
率之间具有极显著差异 （表５）。ＺＪ４５等７个青
稞品种成熟胚培养所诱导的愈伤组织疏松，呈白

黄色，继代培养性能较好，在第２次继代培养中
即可分化出小绿苗 （图１）。

３　讨论

成熟胚培养受外植体基因型、基本培养基、

外源激素和碳源类型及其比例等因素的影响，

其中外植体基因型和２，４Ｄ浓度被认为是影响
成熟胚培养的主要因素［１２－１４］。外源激素可以通

过与外植体中内源激素互作，影响成熟胚培养

的出愈率［１４－１６］。常用的外源激素主要是２，４

表５　不同基因型青稞品种的成熟胚
出愈率及其多重比较结果

Ｔａｂ５　Ｔｈｅｒａｔｅｏｆｃａｌｌｕｓｉｎｄｕｃｅｄｆｒｏｍｍａｔｕｒｅｅｍｂｒｙｏ
ｏｆｈｉｇｈｌａｎｄｎａｋｅｄｂａｒｌｅｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｅｎｏｔｙｐｅｓ
ａｎｄｔｈｅｉｒｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｒｅｓｕｌｔｓｂｙＬＳＤ

品种编号

ｖａｒｉｅｔｙｃｏｄｅ

出愈诱导

率／％
（ｍｅａｎ±ｓ）
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｒａｔｅ
ｏｆｃａｌｌｕｓ

多重比较

ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

５％显著水平
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｅｖｅｌａｔ５％

１％显著水平
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｌｅｖｅｌａｔ１％

ＺＪ４５ ９８３３±１６７ ａ Ａ
ＺＪ１６５ ９６００±１５８ ａ ＡＢ
Ｄ９ ９５３３±１６７ ａ ＡＢ
ＺＪ４６ ９１６７±５９０ ａ ＡＢ
ＺＪ６２ ９１６７±４４９ ａ ＡＢ
ＺＪ２４７ ９１６７±６３５ ａ ＡＢ
Ｄ６ ９０００±７０７ ａ ＡＢ
Ｄ１１ ８８００±０００ ａｂ ＡＢ
Ｄ５ ７８３３±６３５ ｂ Ｂ
Ｄ１ ７０３３±１６７ ｂ ＢＣ
ＺＪ４９ ７０００±３５４ ｂ ＢＣ
ＺＪ５７ ５８６７±６６２ ｃ Ｃ
Ｄ７ ２９３３±８５３ ｄ Ｄ
Ｄ４ ２３６７±６６２ ｄ Ｄ

Ｄ，但在不同植物或同种植物不同基因型品种的
成熟胚培养中，２，４Ｄ的适宜浓度明显不
同［４－５，１０，１２，１６］，因此在成熟胚培养中２，４Ｄ浓度
还是一个值得研究的因素。在大麦成熟胚培养

中，王卉等人认为在１～８ｍｇ／Ｌ的范围内２，４
Ｄ对大麦成熟胚愈伤的诱导率没有差异［９］。潘

向群等人发现不同基因型的大麦品种所需２，４
Ｄ浓度不同，２，４Ｄ的适宜浓度及其与其他外
源激素浓度的配合比例需要根据品种和培养时

间的长短而定［１１］。ＲＥＮ等人发现在加入麦芽糖
浓度为３０ｇ／Ｌ的ＭＳ培养基中，小麦成熟胚培养
的２，４Ｄ的适宜浓度为４ｍｇ／Ｌ［１５］。张林等人发
现高浓度的２，４Ｄ会影响愈伤质量，形成难以
分化的愈伤组织，水稻成熟胚培养中２，４Ｄ的
适宜浓度为１～３ｍｇ／Ｌ［８］。本文研究结果与前人
报道的基本一致，并发现２，４Ｄ浓度与品种基
因的互作效应显著地影响成熟胚出愈率。已有

的一些报道表明，不同基因型的成熟胚或种子

中 ＩＡＡ，ＡＢＡ等内源激素的种类和含量不同，
而且浸种后不同基因型的成熟胚中内源激素的含
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量变化也存在差异［１６－１７］。由于２，４Ｄ主要通过
与成熟胚中的内源激素互作而影响出愈率，不同

基因型大麦品种成熟胚培养所需的２，４Ｄ量存在
差异［９，１２］。因此我们认为青稞成熟胚培养的２，４
Ｄ浓度在２～４ｍｇ／Ｌ范围内比较合适，但特定基
因型青稞成熟胚培养的２，４Ｄ的适宜浓度因品种
基因型不同而可能存在差异。

有关研究表明，大麦、小麦、水稻、玉米等

植物的不同基因型的成熟胚均有诱导胚性愈伤的

能力，但不同基因型成熟胚的愈伤诱导能力具有

明显差异［４，６－７，１０，１２］。ＲＥＮ等人在研究影响小麦成
熟胚培养的因素时，发现周麦１８和豫麦３４的成
熟胚的平均出愈之间具有显著差异，周麦１８的平
均出愈率较高，可达到 （８２７４±１４８）％［１５］。王

卉等发现在１７个大麦品种中，二棱大麦品种的出
愈率高于六棱和四棱大麦品种的出愈率，皮大麦

的出愈率高于裸大麦的出愈率，而且相同棱数不

同基因型的大麦品种的出愈率之间具有明显差异，

１７个大麦品种成熟胚出愈率在 ０～１００％变
化［９］。潘向群等人发现１５个大麦品种的出愈率
在０～６２３％变动，不同大麦品种成熟胚出愈率
之间具有明显差异［１１］。本研究也发现１４个不同

基因型青稞品种成熟胚的出愈率之间具有明显

差异，品种基因型是影响青稞成熟胚出愈率的

重要因素。我们认为不同基因型大麦或其他作

物品种的成熟胚培养出愈率之间的差异可能与

其内源激素的类型、含量有直接关系。在１４个
青稞品种中，ＺＪ４５等７个品种的出愈率均达到
了９０％，出愈率接近或超过了李新玲等人的研
究结果［４，７，１０，１５，１８］。大部分愈伤组织疏松，呈白

黄色，可在继代培养中可以分化出绿苗 （图１），
因此我们认为 ＺＪ４５等７个品种可作为青稞成熟
胚培养的候选材料。

研究特定基因型青稞品种的成熟胚培养的适

宜２，４Ｄ浓度，必须考虑青稞品种基因型的影
响。本文采用加入４ｍｇ／Ｌ２，４Ｄ和２０ｇ／Ｌ麦芽
糖的 ＭＳ培养基 ［ｍ （麦芽糖）∶ｍ （蔗糖） ＝
１∶２］培养ＺＪ４５等７个青稞品种的成熟胚，结果
表明７个品种成熟胚培养的出愈均达到了９０％，
而且大部分愈伤组织疏松，呈白黄色，并可在第

２次继代培养中分化出小绿苗 （见图１）。因此笔
者认为采用３０％的ＰＥＧ和双蒸水先后浸泡大麦干
种子３ｈ，１９ｈ，将剥离的成熟胚置于加入４ｍｇ／Ｌ
２，４Ｄ和２０ｇ／Ｌ麦芽糖的 ＭＳ培养基 ［ｍ（麦芽
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糖）∶ｍ（蔗糖） ＝１∶２］上培养是 ＺＪ４５等７个
青稞品种成熟胚培养的适宜方法。
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