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摘 要:玉米作为世界主要粮食作物之一,保障全球粮食安全。组织培养技术是作物育种的重要手段之一,可以有效解决育

种过程中的时空限制,具有显著的时效性、经济性和稳定性。从外植体选择、外植体消毒、基本培养基选择、激素组合配比和

基因型对愈伤组织的影响等方面梳理了近十年来玉米组织培养技术的研究成果,展望未来玉米组织培养技术的机遇和挑

战,并提出相应对策,为今后研究提供理论基础。
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  玉米(ZeamaysL.)为世界三大粮食作物之

一[1],其地方品种、杂交种、野生种和热带亚热带

种质等种质资源具备丰富的遗传多样性的同时

又具有较强的广适性[2-4]。玉米不同组织器官经

加工均可成为生产生活的原材料,其产量和品质

是粮食安全的重要保障因素[5-7]。近年来,随着

人民生活水平的不断提高,对玉米需求量也逐渐

增大,因而快速选育自交系提高育种效率、拓宽

玉米种质资源与品种改良是玉米育种工作者的

研究热点之一[8-9]。

植物组织培养操作过程明确、技术体系成熟

完善,可在短时间内获得完整植株[10-11]。目前,
芽、成熟胚、幼胚等不同玉米外植体再生体系的

构建、组培激素组合、培养基类型以及褐化等方

面均有相应报道。魏慧慧以玉米幼胚、成熟配、
根、茎和叶为外植体进行组织培养发现,不同组

织对2,4-D的反应能力不同,分化培养基激素组

合也有差异,但最终均可培养成幼苗[12];杨春玲、
邸宏等分别利用芽和芽尖为外植体成功构建玉

米再生体系[13-14]。也有研究表明,外植体褐化问
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题可受多种因素影响,如外植体状态、光照强弱、
温度高 低、培 养 基 激 素 组 合、pH 值 等 培 养 条

件[15]。前人对组培技术研究的侧重点有所差异,
为构建组培技术的多维视角,本研究结合近年来

的研究结果,从外植体选择、外植体消毒、培养基

类型、激素组合对愈伤组织的影响等方面进行综

述,以期为玉米组织培养提供理论依据。

1 植物组培技术研究现状

植物组织培养是指在无菌环境下利用胚、
芽、根尖、叶片等作为外植体在人为选择的培养

基上进行诱导和分化等过程,根据植物细胞全能

性最终形成完整植株的技术[16-18]。植物组织培

养于1905年首次提出,经100多年来农学家的

不断研究逐渐完善,并广泛应用于育种领域。近

年来,成功构建了木棉、杜仲、滇杨等树木再生

苗[19-21],石斛、兰花、黄花菜等园艺作物[22-24],以
及玉米、水稻、大豆等粮食作物,为植物界发展提

供了有效的技术手段[25-27]。
传统育种方法选育自交系周期长,效率低且

耗费人力物力,有时存在种质资源缺乏的窘境,
而植物组织培养技术很好地解决了传统育种方

法的弊端。近年在倍性育种和转基因育种等方

面的用途较大,倍性育种包括单倍体育种和多倍

体育种,即利用秋水仙碱、除草剂等加倍剂对植

物染色体进行加倍处理后,通过组织培养形成完

整植株[28]。1974年我国运用单倍体育种技术培

育出世界上首个烟草植株后,该技术得到迅速发

展,而后又利用N6培养基成功培养花药和花粉,
以上研究在单倍体育种方面均具有里程碑意

义[29-30]。与单倍体育种相比,多倍体育种存在基

因剂量效应优势,姐妹染色单体互换频率增大为

遗传选育提供了更多可能,是遗传育种的良好材

料[31]。目前,我国已经成功培育了异源八倍体小

黑麦并投入农业生产,突破了多倍体植株结实率

低、饱满度差的世界难题[32]。
植物组织培养技术另一大优势是可显著缩

短育种年限、提高育种效率。我国离体快速繁殖

技术已取得重大成就,并可以进行工厂化育苗,
该技术的成功运用创造了巨大收益。苗徐静利

用离体快繁技术成功培育出草莓无菌苗,为草莓

工厂化育苗提供了技术支持[33];熊波等对藏红

花进行离体快繁,为藏红花的资源保护提供技术

方法[34]。近几年来,该技术方法已在石斛、凤尾

茶、紫花丹等多品种间取得进展,并且获得可观

的经济效益[35-37]。

2 玉米组织培养技术体系构建

2.1 外植体和无菌体系研究

2.1.1 外植体

外植体的选择是植物组织培养的首要环节,
通常外植体的分化能力随植物生长发育而变低,
如幼胚的分化能力强于成熟胚[38]。玉米组织培

养的外植体通常为成熟胚、幼胚、芽、根、茎、叶
片。王艳丽对309份玉米自交系幼胚的胚性愈

伤组织性状进行观察,发现其诱导率遗传力达到

53.97%,具有较高的诱导和分化能力[39];陈莉等

以成熟胚和芽尖为外植体,进行愈伤组织分化率

对比试发现,成熟胚最高分化率为2.13%,而芽

尖最高达21.2%,愈伤组织状态也强[40];曹俊梅

等分别以成熟胚和幼胚为外植体进行组织培养,
对比结果显示成熟胚愈伤组织的的分化率最高

为2.5%,而幼胚最高可达83.3%,且幼胚愈伤组

织状态强于成熟胚,表明不同外植体对愈伤组织

存在显著影响[41]。幼胚的诱导率明显高于成熟胚

却受季节限制严重,需要在短时间内完成所有工

作,成熟胚的诱导率较低但可以长时间保存,因
此,在研究工作中可以根据实际情况进行选择。

2.1.2 无菌体系

外植体消毒是组织培养准备工作的重点环

节,消毒剂和消毒时间的选择前提要确保在不影

响外植体生命力的同时又起到完全消毒的作用,
且根据不同外植体均有相应的变化。玉米外植

体消毒剂通常包括75%乙醇、1%~10%的次氯

酸钠、0.1%的氯化汞等,常用且效果较好的消毒

剂为75%乙醇和次氯酸钠(表1),其中75%乙醇

的消毒时间通常控制在1min内,1%~10%次

氯酸钠的消毒时间控制在30min内。灭菌方式

分单独灭菌剂灭菌和两种灭菌剂叠加灭菌,可根

据实际情况进行选择,通常一种灭菌剂浸泡后需

用无菌水冲洗干净。另外有研究表明,干燥天气

及外植体消毒灭菌前进行一定时间的流水冲洗

和消毒液浸泡可降低污染率[42]。
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表1 玉米不同外植体常见灭菌方法

序号 外植体 灭菌方式 参考文献

1 成熟种子 74%乙醇5min+1.5%
次氯酸钠30min

[8]

2 成熟胚 75%乙 醇10min+1%
次氯酸钠30min

[8]

3 成熟种子 75%乙醇5min [12]

4 成熟种子 5%次氯酸钠30min [12]

5 果穗 75%乙醇20min [13]

6 成熟种子 75%乙醇+0.1%氯化汞

15min
[14]

7 幼胚 70%乙醇5-10min+
0.1%升汞溶液15~20min

[16]

8 幼胚 70%乙醇+0.15氯化汞

5min
[47]

9 幼胚 70%乙醇+0.1%氯化汞

8min
[49]

10 成熟种子 0.1%氯 化 汞10min+
70%乙醇30s

[50]

2.2 不同接种方式对玉米愈伤组织的影响

外植体切割和接种方式对愈伤组织有一定

影响,不同外植体切割和接种方式也有差异(表

2)。玉米成熟胚一般采用的切割方式为沿胚轴

纵切为二,切去胚乳,取左右两个半胚即纵二分

法、纵二分法后切除胚根和胚芽鞘,留下胚轴部

分、纵二分法后切去中间胚轴留下两端的胚根和

胚芽鞘,接种凡是分切面朝下和朝上两种。幼胚

一般在2~3mm时取材,通常取整个幼胚接种。
殷榕等以玉米成熟胚为外植体设计3种切割方

式如表2序号1—3,结果表明3种切割方式对愈

伤组织数存在显著差异,以窃取胚芽和胚根的半

胚为外植体效果最好[43]。因此,在玉米组织培养

过程中可根据外植体类型合理选择切割和接种

方式。
表2 玉米不同外植体常见切割和接种方式

序号 外植体 切割方法 接种方法 参考文献

1 成熟胚 沿胚轴纵切为二,切去胚乳,取左右两个半胚 切口朝下 [8]

2 成熟胚
沿胚轴纵切为二,切去胚乳,取半胚切去两端的胚根和胚
芽鞘

切口朝下 [8]

3 成熟胚
沿胚轴纵切为二,切去胚乳,取出半胚,切去中间的胚轴部
分,留下两端的胚根和胚芽鞘

切口朝下 [8]

4 成熟胚 沿胚轴纵切为二,切去胚乳,取左右两个半胚 切口朝下 [12]

5 幼胚 整颗剥离 盾片朝上 [13]

6 芽尖
取3~5cm长度的无菌苗,剥去胚芽鞘及外层真叶,切取
包含芽尖分生组织在内的长约5mm的芽尖

— [14]

7 种子 种子横切和纵切 — [44]

8 根尖、胚叶 用消毒过的剪刀取小苗胚根的根尖及胚叶 — [50]

2.3 不同基本培养基类型对玉米愈伤组织的影响

玉米组织培养常用的培养基包括 MS、N6、

LS培养基等,其中 MS培养基中无机盐的比例

较高,硝酸盐的比例较低,应用范围更广泛,根据

具体培养要求将 MS培养基设计成1/4、1/2MS
培养基,相比于 MS培养基,N6培养基的无机盐

比例较低,适用于禾本科植物的花药和花粉培

养。于研等进行培养基对比试验发现,MS和N6
培养基胚性愈伤组织率分别为20.0%、38.8%,

N6培养基的愈伤组织诱导率显著高于 MS[44]。
也有研究发现 MS培养基的愈伤数显著高于N6
培养基[45],造成这种差异性的原因可能与材料

基因型和培养基激素组合等因素有关(表3)。经

多人多年研究,现已确定 MS培养基可作为一种

广适培养基用于各种植物的研究。

2.4 不同植物激素效应研究

植物生长调节剂是指通过人工合成或从微

生物中提取的、对植物生长发育具有促进或抑制

作用的化学物质,与植物激素相似[46]。植物激素

主要分为5类:生长素类、细胞分裂素类、赤霉素

类、乙烯和脱落酸,目前仍没有广适的激素组合

用于所有基因型玉米,需要在试验研究过程中进

行调整。目前玉米最常用的生长素:2,4-D(2,4-
D二氯苯氧乙酸)、NAA(萘乙酸)、IBA(吲哚乙

酸)、GA(赤霉素)等,细胞分裂素:KT(Activin)、

GA(赤霉素)、NAA(萘乙酸)、IBA(吲哚乙酸)
等,其中2mg/L2,4-D的诱导效果效果最好[47]。
高武军等对比试验表明,2mg/L2,4-D对玉米

愈伤组织的诱导最好,高浓度的6-BA较差,并筛

选出6-BA(0.5mg/L)+KT(1.0mg/L)+NAA
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(0.2mg/L)的激素组合对玉米幼胚愈伤组织的

分化 效 果 最 优[48],而 有 研 究 单 独 加 1 mg/L
2,4-D的诱导率也比较优越[49];杜黎黎研究表

明,幼苗的胚叶和胚根对6mg/L2,4-D最为敏

感,愈伤组织诱导率为43.5%,在此基础上添加

0.5mg/LKT时,出愈率可达到58.3%[50]。
表3 玉米不同外植体常见诱导和分化培养基

序号 外植体 诱导培养基 分化培养基 参考文献

1
成熟胚
/幼胚

改良 MS+铁盐+B5微量+N6大量+
2,4-D+0.6g/LL-脯氨酸+0.5g/L酸
水解酪蛋白+0.2g/L 天门冬氨酸+6
g/L琼脂+30g/L蔗糖

改良 MS+铁盐+B5微量+N6大量+
6.5g/L甘露醇+0.3g/LL-脯氨酸+0.
25g/L酸水解酪蛋白+0.1g/L天门冬
氨酸+6g/L琼脂+15g/L蔗糖

[12]

2 芽尖

MS+30g/L蔗糖+7g/L琼脂+1.06-
BA、1.0mg/L6-BA+1.0mg/L2,4-D、
1.0mg/L6-BA+2.0mg/L2,4-D、2.0
mg/L6-BA、2.0mg/L6-BA+1.0mg/
L2,4-D、2.0mg/L6-BA+2.0mg/L2,
4-D

MS+30g/L蔗糖+7g/L琼脂+500
mg/LCH+0.5 mg/L6-BA、500 mg/
LCH+0.5mg/L6-BA+0.5mg/LIBA、
500mg/LCH+0.5 mg/L6-BA+1.0
mg/LIBA、500mg/LCH+1.0mg/L6-
BA、500mg/LCH+1.0mg/L6-BA+0.
5mg/LIBA、500 mg/LCH+1.0 mg/
L6-BA+1.0mg/LIBA

[14]

3 成熟胚

MS+2mg/L2,4-D+6mg/LDicamba
+2.88g/LL-pro+0.1g/LCH+30g
sucrose+3gPhytagel+8.5mg/LAgNO

MS+0.1g/LMI+0.15g/LL-Asp+20
gsucrose+10gmaltose+3gPhytagel
+0.15mg/LTDZ+5mg/LZT

N6诱导培养基:N6+2mg/L2,4-D+6
mg/LDicamba+0.1g/LCH+0.56g/
LMES+2.88g/LL-pro+20gsucrose
+3gPhytagel+8.5mg/LAgNO3

—

[43]

4 幼胚

N6基本培养基+2.8g/升脯氨酸+1
mg/L2,4-D+100mg/L水解酪蛋白+
10mg/L硝酸银+2%蔗糖+0.7%琼脂
(pH5.8)

N6基本培养基+1mg/LNAA+6%蔗
糖+0.7%琼脂(pH5.8)

[49]

5
根尖/
胚叶

MS+2,4-D2mg/L+KT0.5mg/L+6-
BA0.1mg/L+AgNO320mg/L

— [50]

2.5 基因型对玉米愈伤组织影响的研究

基因型是影响玉米胚性愈伤组织形成的关

键因素之一,不同基因型玉米在相同培养条件下

的胚性愈伤组织也可能存在差异。愈伤组织类

型大致可以分为3种,其中Ⅱ类愈伤组织表现为

淡黄色或黄色,质地较为松散,具有明显的颗粒

状,具备一定的分化能力,玉米组织培养实验中

以Ⅱ类愈伤组织为目标[51]。刘双等以3种基因

型玉米幼胚为外植体,在相同培养条件下3种材

料的愈伤组织诱导率存在差异,且生长速度和愈

伤组织质量也存在较大差异[52];郭新梅等以14
份玉米自交系和4份玉米杂交种的花药为材料

研究发现,在相同培养条件下,不同基因型玉米

花药的反应程度明显不同,其中杂交中材料显著

高于自交系[53]。目前对玉米基因型对愈伤组织

的影响研究尚未取得统一结果,这也是玉米组织

培养的关键难题之一,因此,在进行相关研究时

要对基因型进行筛选,确定适当品种。

3 玉米组织培养的机遇和挑战

3.1 机遇

3.1.1 显著缩短自交系选育时间、提高育种效率

玉米作为主要粮食作物其生育期较长,积温

充足地区最多种植两茬,而积温贫乏地区例如

“东北粮仓”、河南等地区只能种植一茬,且不能

复种,而利用组织培养技术可提前育种,在两个

月左右获得组培苗,春季温度适宜时移栽,提高

了育种效率[54]。工厂化育苗还具有培育繁殖速

度快、运输方便等优势,是玉米组织培养的好

机遇。

3.1.2 拓宽种质资源与群体改良

丰富种质资源是保障作物遗传改良和培育

新品种的重要基础,但因气候环境恶劣、部分品

种资源稀少等多种元素使种质资源群体少,因
此,保存和拓宽种质资源是农业发展的主要任务

之一[55]。利用组织培养技术将稀缺种质资源进
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行保护性保存并大量繁殖,为新品种选育提供更

多原始材料,丰富的种质资源可提供多基因交叉

组合为新的种质资源提供机会。

3.1.3 基因定位的理想材料

玉米双单倍体(DH 系)是指将利用单倍体

诱导系或直接采用花药等将原本正常的二倍体

玉米诱导为单倍体籽粒或植株,再通过人为加倍

为正常二倍体[56]。近年来,随着基因组学的迅猛

发展,对玉米的部分基因进行了标记、克隆和切

除,但受遗传背景差异和环境等因素的影响导致

基因定位的精准度低,而利用组织培养技术获得

的双单倍体100%纯和,是基因定位的理想材料

材料[57]。

3.2 挑战

3.2.1 玉米组培材料获取问题

上文综述表明幼嫩外植体的培养能力强于

成熟外植体,如幼胚的培养能力强于成熟胚,且
目前玉米外植体的切割和分离方法基本明确,但
幼胚进行组织培养的最佳阶段在1~2mm,因此

幼胚的剥离问题成为该技术的挑战之一。外植

体小而脆弱,并受时间限制严重,接种时需要消

耗精力和时间,效率较低,在进行大规模培养时

具有一定难度。可根据实际情况进行分期播种,
以此达到分散接种任务的目的。

3.2.2 再生体系的构建问题

玉米组织培养技术的研究和探讨主要目的

是获得再生植株,并且能成功移栽进大田管理。
这一目标的首要前提是要构建相应基因型的再

生体系,但组织培养受基因型和激素组合影响

大,且目前尚未得到统一的研究结果,需研究人

员根据具体材料对激素组合进行调整。最优激

素筛选的工作量较大,需要耗费大量人力、物力

和财力,这也是目前玉米组织培养的挑战之一。
因此,在未来的研究中,一种广适性的激素组合

将成为玉米组织培养的研究方向之一。
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