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摘  要 为了研究外源玉米光合作用关键酶 C4 型磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(phosphoenolpyruvate carboxylase, PEPC)基因在

C3植物水稻中提高光合效率的分子机理，本研究以高表达玉米 C4型 pepc 水稻(PC)和未转基因野生型 Kitaake (WT)为材料，探索

高效且稳定水稻悬浮细胞系建立的方法。结果表明：PC 成熟胚愈伤组织的诱导培养基中添加 2 mg/L 2,4-D 和 1 mg/L 6-BA，可出诱

导出高频的愈伤组织；再通过 3 次继代培养(2~0.5 mg/L 2,4-D, 2~0.2 mg/L 6-BA, 1 mg/L ABA)，逐步降低 2,4-D 和 6-BA 的浓度，

可获得了疏松、颗粒状且分散的愈伤组织块；然后转接到水稻悬浮细胞液体培养基中(0.5 mg/L 2,4-D, 0.2 mg/L 6-BA 和 1 mg/L 

ABA)，在 28℃下培养，新原液的比例为 3:1，经 42 d，可建立稳定且高效的供试水稻悬浮细胞系。 
关键词 水稻; 转 C4 pepc 基因水稻; 成熟胚; 悬浮培养; 激素调优 
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Abstract In order to study the molecular mechanism to improve photosynthetic efficiency of the exogenous photosynthesis key 

enzyme, maize-C4 phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC) gene in the C3 plant rice. In this research, transgenic rice with high 

expressed maize C4 pepc gene (PC) and untransformed wild-type Kitaake (WT) used as materials to explore the establishment of 

efficient and stable rice suspension cell lines. The results showed that the PC mature embryo callus induction medium by adding 2 mg/L 

2,4-D and 1 mg/L 6-BA can induce calli with high frequency; subculture three times (2~0.5 mg/L 2,4-D, 2~0.2 mg/L 6-BA and 1 mg/L 

ABA) and gradually reduce the concentration of 2,4-D and 6-BA, can generate loose, granular like and dispersed callus block; then 

transferred into in liquid medium of rice suspension cells (0.5 mg/L 2,4-D, 0.2 mg/L 6-BA and 1 mg/L ABA) under the culture of 42 

days at 28℃ with dilutionratio of 3:1, a stable and high efficient rice suspension cell lines can be established. 
Keywords Rice (Oryza sativa L.); Transgenic rice with C4 pepc gene; Mature embryo callus; Cell suspension; Optimization by 

phytohormones 

研究背景 
植物细胞悬浮培养(Cell suspension culture)是指

在液体培养基中的植物单细胞或小的单层细胞聚集

体，在摇床上，以一定的转速和培养温度，进行培养

的一种生物技术方法(吴春霞, 2009)。与常规栽培植

株生长比较，植物悬浮细胞培养方法具有较多优势：

来源一致、生长条件可控制、细胞生长均匀、用于研

究的试材用量相对较少而且用于机理研究的各种

反应更为迅速且一致等(王满和李霞, 2009)，它也可

用于细胞全基因组杂交、获得植物原生质体、基因

导入、次生代谢产物的生产、快速诱变出突变体，培

育人工种子以及保护濒危木本植物等方面(陈志等, 

2007; 袁金玲等, 2009)，可见，植物悬浮细胞技术体

系在现代植物生物学的各个领域等都有广泛应用
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(王满, 2011; 方文娟等, 2005)。 

Maurice 等将玉米 C4 光合途径中磷酸烯醇式丙

酮酸羧化酶(phosphoenlpyruvate carboxylase, PEPC)

的全基因(pepc)，采用农杆菌介导的方法，导入水

稻粳稻品种 Kitaake，实现了基因的高表达，并且籽

粒产量表现提高了 10%~40% (Ku et al., 1999)，从而

掀起了利用 C4 光合特性改造 C3 植物，以增强光合

效率和提高水稻产量的热潮(李霞和焦德茂, 2005)。

而伴随高表达玉米 C4型光合酶基因 pepc 水稻的稳

定选育，不少的研究结果表明：高表达玉米 C4 pepc

水稻具有高光效、抗旱以及耐光氧化胁迫等特性(李

霞等, 2005a; Bandyopadhyay et al., 2007; 张边江等, 

2008; 周宝元等, 2011)。但这里引发的问题是如何

导入一个 C4 光合途径关键酶的基因则引起水稻多

种生理特性的改变？已有研究表明；该基因的高表

达也引起了第二信使分子如磷脂酸(Li et al., 2011)、

H2O2 (任承刚和李霞, 2010; 李霞和任承钢, 2012)和

NO (陈平波和李霞, 2012)的变化，暗示该基因的表

达可能诱发了体内信号传导途径的变化，但这些研

究均在整体植株水平上的。在细胞学水平乃至单细

胞水平的深入研究，则更有利于该材料高光效特性

分子机理的揭示，因此，该材料悬浮细胞的建立是

在细胞和分子水平上研究其机理的前提和基础。 

本研究以高表达玉米 C4型 pepc 基因水稻(PC)

和未转基因的野生型 Kitaake (WT)为研究材料，从

种子活力、外源激素的添加、渗透调节物质的调节

以及培养温度等因素上，研究供试水稻悬浮细胞系

的方法，试图进一步优化供试水稻悬浮培养条件，从

而建立高效稳定的水稻成熟胚悬浮培养体系，该研

究将为高表达玉米 C4 pepc 水稻的分子机理的深入

和遗传改良提供技术支撑。 

1 结果分析 
1.1 供试水稻种子发芽率影响其愈伤组织的诱导 

两个供试材料 PC 和 WT 种子在 M8 基本培养基

上 7 d 的发芽率均高达 95%，外施激素 6-BA，它的

浓度从 0、0.5 mg/L、1 mg/L 以及 1.5 mg/L 增加，对

供试水稻发芽率影响不大(表 1)。其中 WT 种子的发

芽率则高于 PC 的，并且可以观察到，接种培养 14 d

后，WT 出愈率则始终高于 PC 的，而且适当加入低

浓度的 6-BA (0.5 mg/L)，则可显著增加其出愈率，但

随 6-BA 浓度的增加，则其出愈率则下降。可见，较

强的水稻种子活力可能有利于水稻愈伤组织的早发。 

已有研究表明，外源激素 ABA 添加对水稻等禾

谷类作物胚性愈伤组织的诱导，胚状体的发生以及

在继代培养中诱导出更多胚性愈伤组织等均起重

要作用(李霞等, 2005b)。从表 2 看，加入 ABA 后，对

2 个供试材料的发芽率没有影响，但是将 6-BA 和

ABA 联合施用，则可部分增加 2 个供试水稻 7 d 后

的出愈率，可见 ABA 单独添加对水稻的出愈作用

有限，但当它和 6-BA 联合添加，则均可显著提高水

稻的出愈率。 

1.2 不同浓度 2,4-D 对供试水稻愈伤组织的诱导 

表 3 表明了不同浓度 2,4-D 对供试水稻愈伤组

织诱导的作用。对 WT 而言，以 N6 为基本培养基，

再单独添加了不同浓度的 2,4-D，培养 7 d 后，其

中添加 3 mg/L 或者 4 mg/L 2,4-D 才能诱导出供试

材料的愈伤组织，其出愈率分别只有 13%和 10%，

表明，在水稻成熟胚愈伤组织诱导的培养基中添加

较高浓度的 2,4-D，对其愈伤组织诱导的尽早启动

有一定促进效果。而对本研究的供试材料而言，3 mg/L 

2,4-D 为适宜浓度，低于或高于这个浓度范围，则

无此效应；但随着诱导时间的延长，当接种 21 d 后，

在添加不同浓度 2,4-D 的 5 种培养基上，均诱导出

了愈伤组织，而且随 2,4-D 浓度的增加，出愈率有

增加的趋势，其中添加 5 mg/L 2,4-D 的培养基中水

稻成熟胚的出愈率最高，其中 WT 的为 40.40%。但

与 WT 相比，PC 的出愈率相对很低。表 4 也进一步

显示，ABA 和 2,4-D 联合施用，也有利于 WT 愈伤

组织的较早启动和高频发生，而 PC 则在 3 mg/L 

2,4-D，1 mg/L 6-BA 和 1 mg/L ABA 三种激素联合

施用的培养基上，略微提高其出愈率。可见，在水稻

成熟胚愈伤组织诱导中，不同的基因型对激素的反应

是不同的，在 2,4-D 脱分化的基础上，适当添加 ABA

或者 6-BA 和 ABA 联合使用，有利于提高水稻成熟

胚的愈伤组织的诱导率。 

1.3 有机附加物对供试水稻诱导愈伤组织的影响 

不少研究显示，附加有机成分能够提高愈伤组

织的出愈率(李霞等, 2008; 胡燕梅等, 2010)。表 5

结果表明，PC 在添加 2 mg/L 2,4-D 和 1 mg/L ABA

的愈伤组织诱导培养基中，再继续添加 2.8 g/L 脯氨

酸和 0.3 g/L 水解酪蛋白，接种 21 d 后，出愈率高

达 84.30%，显著提高了其出愈率，而加入 2.8 g/L

脯氨酸和 0.3 g/L 酸解酪蛋白的培养基中，其愈伤组

织的出愈率也为 60.20%；差别不大，分别在加入

2.8 g/L 脯氨酸和 0.3 g/L 酸解酪蛋白以及 2.8g/L 脯
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表 1 不同 6-BA 浓度对水稻发芽率与出愈率的影响 
Table 1 Effects of different concentrations of 6-BA on the rates of buding and callus induction of rice 

水稻品种 6-BA  接种数量 出芽率(%) 14 d 后出愈率(%) 
Rice variety (mg/L) Inoculationnumber Buding rate (%) Callus induction rate after 14 d of inoculation (%) 

PC 0 50 96.10±1.10 7.20±0.30 
 0.5 50 98.10±1.00 0.00±0.00 
 1 50 96.20±1.30 0.00±0.00 
 1.5 50 100.00±0.00 3.10±0.10 
WT 0 50 100.00±0.00 10.20±0.40 
 0.5 50 100.00±0.00 18.10±0.60 
 1 50 100.00±0.00 10.20±0.50 
 1.5 50 100.00±0.00 8.10±0.30 

注: 表 1 中使用的培养基是以基本培养基 M8 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 2 mg/L 2,4-D, 30 g/L 蔗
糖和 8 g/L 琼脂, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(22±2)℃ 
Note: Medium used in figure 1 was supplemented with 2,4-D 2 mg/L, 30 g/L sugar and 8 g/L agar based on basic medium including 
the large elements of M8 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, induction temperature at (22±2)℃ 

 
表 2 ABA 和 6-BA 对供试水稻发芽率和出愈率的影响 
Table 2 Effects of different concentrations of 6-BA and ABA on the rates of buding and callus induction of rice 

水稻品种 6-BA ABA  接种数量 7 d 发芽率(%) 出愈率(%) 

Rice variety (mg/L) (mg/L) Inoculation number Buding rate after 7 d (%) Callus induction rate after 7 d (%) 

PC 1.5 1  50±2.00 100.00±0.00 3.50±0.01 
 1.5 0  90±3.00  98.10±0.50 0.00±0.00 
 0 0  80±3.00  99.10±0.10 0.00±0.00 
WT 1.5 1  50±2.00 100.00±0.00 8.20±0.04 
 1.5 0  60±2.00  92.10±0.20 0.00±0.00 
 0 0 100±3.00  95.10±0.10 3.10±0.02 

注: 表 2 中使用的培养基是以基本培养基 M8 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 2 mg/L 2,4-D, 30 g/L 蔗
糖和 8 g/L 琼脂, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(22±2)℃ 
Note: Medium used in figure 2 was supplemented with 2,4-D 2 mg/L,30 g/L sugar and 8 g/L agar based on basic medium including 
the large elements of M8 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, induction temperature at (22±2)℃ 

 
表 3 单独添加不同 2,4-D 浓度对供试水稻诱导愈伤组织的影响 
Table 3 Effects of different concentrations of 2,4-D on the rate of callus induction rates of rice 

水稻品种 2,4-D 接种数量 7 d 出愈率(%) 14 d 出愈率(%) 21 d 出愈率(%) 

Rice variety (mg/L) Inoculation number Callus induction  Callus induction  Callus induction  

   rate for 7 d (%) rate for 14 d (%) rate for 21 d (%) 

PC 1 50±2.00  0.00±0.00  0.00±0.00  5.10±0.20 

 2 50±2.00  0.00±0.00  0.00±0.00  5.20±0.10 

 3 50±3.00  0.00±0.00  6.20±0.30 10.10±0.20 

 4 48±2.00  0.00±0.00 10.00±0.20 13.50±0.40 

 5 64±3.00  0.00±0.00  9.00±0.30 10.20±0.20 

WT 1 50±2.00  0.00±0.00  6.10±0.20 13.20±0.10 

 2 66±3.00  0.00±0.00  6.20±0.30 13.30±0.20 

 3 40±2.00 13.30±0.20 20.50±0.20 23.40±0.30 

 4 40±1.00 10.20±0.10 20.40±0.10 17.10±0.20 

 5 48±2.00  0.00±0.00 27.50±0.90 40.40±1.10 

注: 表 3 中使用的培养基是以基本培养基 N6 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 30 g/L 蔗糖和 8 g/L 琼脂, 
pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(22±2)℃ 
Note: Medium used in figure 3 was supplemented with 30 g/L sugar and 8 g/L agar based on basic medium including the large 
elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, induction temperature at (22±2)℃ 
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表 4 不同激素联合施用对供试水稻出愈率的影响 
Table 4 Effects of different concentrations of phytohormone combination on the rates of callus induction of rice 

水稻品种 2,4-D 6-BA ABA  接种数量 7 d 后的出愈率(%) 14 d 后的出愈率(%) 21 d 后的出愈率(%) 

Rice variety (mg/L) (mg/L) (mg/L) Inoculation number Callus induction Callus induction  Callus induction  

     rate after 7 d (%) rate after 14 d (%) rate after 21 d (%) 

PC 3 1 0 50±1.00 0±0.0  3±0.10  6±0.20 

  0 1 50±1.00 0±0.0  3±0.10  6±0.20 

  1 1 60±2.00 0±0.0  4±0.10 12±0.40 

 4 1 1 30±1.00 0±0.0  2±0.10 11±0.30 

WT 3 1 0 50±1.00 0±0.0  4±0.20 10±0.20 

  0 1 50±1.00 4±0.2 21±1.10 42±1.30 

  1 1 34±1.00 3±0.1  0±0.00  0±0 

 4 1 1 54±2.00 4±0.1  2±0.10  8±0.30 

注: 表 4 中使用的培养基是以基本培养基 N6 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 30 g/L 蔗糖和 8 g/L 琼脂, 
pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(22±2)℃ 
Note: Medium used in figure 4 was supplemented with 30 g/L sugar and 8 g/L agar based on basic medium including the large 
elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, induction temperature at (22±2)℃ 

 
表 5 添加有机附加物对供试水稻愈伤组织出愈率的影响 
Table 5 Effects of different concentrations of organic substance on the rate of callus induction of rice 

水稻品种 2,4-D  ABA  脯氨酸(g/L) 水解酪蛋白(g/L) 酸解酪蛋白(g/L) 接种数 21 d出愈数量 出愈率(%) 
Rice variety (mg/l) (mg/L) Proline (g/L) Casein hydrolysate(g/L) Casein acid (g/L) Inoculation  Callus  Callus 
      number induction of induction 
       21 d rate (%) 

PC 2 0 0 0 0 180±5  89.1±0.3 49.10±0.50  
 2 1 0 0 0 170±4  53.2±0.2 31.20±0.20 
 2 0 2.8 0.3 0 140±3 117.3±0.5 84.30±0.50 
 2 0 2.8 0 0.3 204±5 122.2±0.8 60.20±0.30 
WT 2 0 0 0 0  79±2  61.1±0.5 77.20±0.40 
 2 1 0 0 0  85±2  53.2±0.4 62.20±0.40 
 2 0 2.8 0.3 0  58±2  46.2±0.5 79.20±0.50 
 2 0 2.8 0 0.3  86±2  70.2±0.4 81.20±0.30 

注: 表 5 中使用的培养基是以基本培养基 N6 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 30 g/L 蔗糖和 8 g/L 琼
脂, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(28±2)℃ 
Note: Medium used in figure 5 was supplemented with 30 g/L sugar and 8 g/L agar based on basic medium including the large 
elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, induction temperature at (28±2)℃ 

 

氨酸和 0.3g/L 水解酪蛋白的培养基上，其愈伤组织出

愈率分别为 81.20%和 79.20%，可见添加有机成分

不仅可提早启动水稻成熟胚愈伤组织的诱导，而且

显著提高了其出愈率，但是不同类型的酪蛋白对不

同基因型作用有差异。 

1.4 培养温度对供试水稻诱导愈伤组织的影响 

表 6 则表明了在不同温度培养下，供试水稻种

子的愈伤组织诱导率的变化。在相同组分的水稻成

熟胚愈伤组织诱导培养基上，接入供试水稻的种子，

分别放置在(22±2)℃、(28±1)℃和(30±1)℃等 3 个

温度下培养，21 d 后，其中在(28±1)℃培养的供试

水稻的诱导率为 3 种温度设置培养中最高的，WT

的种子可全部诱导出愈伤组织，而 PC 的也高达

92.30%；(30±1)℃的较低，(22±2)℃的最低。而在

同一诱导温度下，WT 的出愈率始终比 PC 的高，可

见，水稻的基因型对其出愈率的影响仍明显。而种

子诱导的最适温度可明显促进供试水稻成熟胚愈

伤组织的诱导。但是本文报告的最适培养温度和吕

孟雨等报道的有所不同(吕孟雨等, 2005)，分析可能

是水稻基因型的不同所致。 

1.5 不同琼脂浓度对供试水稻愈伤组织形态的影响 

为了诱导出适合悬浮培养的米粒状愈伤组织，进

一步将在表 5 中最适培养基组分的培养基上，附加不

同浓度的琼脂浓度，观察其诱导的愈伤组织的形态。
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表 6 不同温度对供试水稻成熟胚出愈率的影响 
Table 6 Effects of different temperature on the rates of callus induction of rice 

水稻品种 培养温度(℃) 接种数目 21d 后的出愈率(%) 

Rice variety Culture termperature (℃) Inoculation number Callus induction rate after 21 d (%) 

PC 22±2 57±2  42.20±0.50 

 28±1 48±2  92.30±0.60 

 30±1 48±2  75.20±0.70 

WT 22±2 53±3  51.20±0.30 

 28±1 48±2 100.00±0.00 

 30±1 48±2  94.20±0.40 

注: 表 6 中使用的培养基是以基本培养基 N6 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 2 mg/L 2,4-D, 1 mg/L 
ABA, 0.3 mg/L 水解酪蛋白, 2.8 mg/L 脯氨酸, 30 g/L 蔗糖和 8 g/L 琼脂, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(28±1)℃ 
Note: Medium used in figure 6 was supplemented with 2 mg/L 2,4-D, 1 mg/L ABA, 0.3 mg/L casein hydrolysate, 2.8 mg/L proline, 
30 g/L sugar and 8 g/L agar based on basic medium including the large elements of N6 medium plus trace elements and organic 
ingredients, pH 5.8, induction temperature at (28±1)℃ 

 

表 7表明，在 7 g/L琼脂浓度的诱导培养基上，

PC 的愈伤组织生长最快，且诱导出均是适合悬浮

培养的米粒状愈伤组织。8 g/L 的琼脂浓度则生长速

度则慢于7 g/L的琼脂浓度的，愈伤的组织形态与7 g/L

的琼脂浓度的类似，而琼脂浓度为 9 g/L 的培养基上，

不仅愈伤组织生长缓慢，而且诱导的愈伤组织多为

湿润且大块的，不适合悬浮培养的继续培养的细胞

状态,可见，从生长速度和形态上分析，7 g/L 的琼脂

浓度最有利于快速诱导出米粒状的愈伤组织(图 1)。 

 

 

 

 

 

 

图 1 不同琼脂浓度对供试水稻愈伤组织生长和形态的影响 

Figure 1 Effects of different agar concentrations on vegetative 

state of rice callus 

1.6 继代培养对供试水稻愈伤组织生长和形态状态

的调节 

对于高频水稻悬浮培养体系而言，不仅要求其

愈伤组织更分散，更疏松，而且要求愈伤组织有快

速的生长能力，因此，水稻成熟胚诱导愈伤组织的

继代能力是建立高频和稳定的水稻悬浮培养技术

体系的前提和基础。尤其与以水稻幼胚和幼穗为外

植体所诱导的愈伤组织比较，成熟胚诱导的更容易

褐化，继代培养更困难(方文娟等, 2005)。从表 8 看

出，将 WT 种子接种于 M2 的培养基中诱导,其愈伤

组织转入继代培养基 M1 (降低了 2,4-D, 增加了

6-BA),可降低褐化率，2 次继代于 M16 的培养基中

(再次降低了 2,4-D 和 6-BA 浓度)，则可培养出数

量较多且为米粒状的愈伤组织。将 WT 种子接种于

M3 的培养基中诱导，愈伤组织转入继代培养基 M4 

(也降低了 2,4-D 和 6-BA 的浓度)，同样可显著降

低褐化率，继续降低 2,4-D 和 6-BA 的浓度,可培养

出较多米粒状愈伤组织。PC 的继代过程采用类似

的方法也可获得较多米粒状愈伤组织，可见，渐次

降低 2,4-D 浓度，适当增减 6-BA 的浓度，有利于

诱导长出适合水稻悬浮培养的米粒状愈伤组织。 

1.7 供试水稻悬浮细胞系的生长曲线 

将米粒状且生长均匀的水稻悬浮细胞继代于

不同 2,4-D 浓度，溶氧量和新原液比例的培养基中

培养，然后测定水稻悬浮细胞的生物量。结果表明：

在含有 2 mg/L 2,4-D 的激素下，供试水稻悬浮细胞

生物量增殖的最快，表现为其净鲜重和净干重都最

大(表 9)。表 10 显示 2:1、3:1 和 4:1 等不同浓度的

新原液比例均对悬浮细胞生长有轻微影响，其中新

原液比例为 3:1 时，干重累积最高，2:1 时次之，4:1

时最低。表 11 则表明 100 mL 三角瓶中接种 20 mL 

的培养液，其中的悬浮细胞生长最快，干重累积最

大，两供试材料 PC 和 WT 的表现均类似。 
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表 7 琼脂浓度对供试水稻愈伤组织生长状态的影响 
Table 7 Effects of different concentrations of agar on vegetative callus state of rice 

水稻品种 琼脂浓度(g/L) 接种数目 生长率(%) 生长形态描述 
Rice variety Agar concentration (g/L) Inoculation number Increment rate (%) Vegetative state 
PC 7 20±2 55.30±0.50 长大, 分散, 开裂, 米粒状 
    Larger, dispersed, cracking, particle  
    such as a grain of rice-like 
 8 21±1 48.10±0.40 长大, 分散, 开裂 
    Larger, dispersed, cracking 
 9 47±2 51.20±0.40 长大或分散, 开裂, 湿润 
    Larger or dispersed, cracking, moist 
WT 7 40±2 60.10±0.50  分散, 开裂 
    Cracking 
 8 60±3 68.20±0.40 分散, 开裂 
    Dispersed, cracking 
 9 21±2 67.30±0.30 长大, 分散, 开裂, 较干燥 
    Larger, dispersed, cracking dry 

注: 表 7 中使用的培养基是以基本培养基 N6 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 2 mg/L 2,4-D, 1 mg/L 
ABA, 0.3 mg/L 水解酪蛋白, 2.8 mg/L 脯氨酸和 30 g/L 蔗糖, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(28±1)℃ 
Note: Medium used in figure 7 was supplemented with 2 mg/L 2,4-D, 1 mg/L ABA, 0.3 mg/L casein hydrolysate, 2.8 mg/L proline 
and 30 g/L sugar based on basic medium including the large elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 
5.8, induction temperature at (28±1)℃ 
 
表 8 继代培养基对供试水稻愈伤组织生长状况的影响 
Table 8 Effects of medium for successive transfer culture on vegetative callus state of rice 

水稻品种 一次继代 愈伤接种粒数 褐化率(%) 二次继代 总数 米粒状 
Rice variety First subcultu- 

ring 
Inoculation 
callus number 

Callus browning rate (%) Second 
subculturing 

Sum Rice-shaped particles 

WT A→M1 20±2 40.20±0.20   0±0 无 
      None 
 B→M1  7±1 29.30±0.20 →M8  7±1 无 
      None 
 D→M1  6±1 33.20±0.20 →M8  6±1 少量 
       Less 
 B→Y1  5±1 40.20±0.30 →M16  5±1 无 
      None 
 C→Y1 29±2 17.10±0.20 →M16 21±1 较多 
      More 
 D→Y1  9±1 22.10±0.20 →M16 12±1 无 
      None 
 B→M4 21±2 29.10±0.30 →M8 12±1 少量 
      Less 
 B→M5 11±1 55.30±0.50 →M16  8±1 少量 
      Less 
 D→M4 14±1 21.10±0.20 →M8  6±1 大米粒, 数量少 
      Larger size, but less 
 D→M5  7±1 29.10±0.20   0±0 无 
      None 

PC A→M1 23±2 43.20±0.30 →M16  5±1 少量 
      Less 
 A→M1 23±2 43.10±0.50 →M8 11±1 无 
      None 
 B→M1 16±1 56.20±0.10 →M16  8±1 无 
      None 
 D→M1  7±1 43.30±0.40 →M8 10±1 最多 
      The largest number 
 C→Y1 19±2 37.10±0.30 →M16 19±1 较多 
      The larger number 
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表 9 不同 2,4-D 浓度对供试水稻悬浮细胞生长的影响 
Table 9 Effects of different concentrations of 2,4-D on the rates of growth of rice cell suspensions 

2,4-D  体积(mL) 7 d 后净鲜重(g) 7 d 后净干重(g) 

(mg/L) Volume (mL) Net fresh weight for a week (g) Net dry weight for a week (g) 

0.5 15 0.151±0.005 0.005±0.0002 

1.0 15 0.312±0.010 0.007±0.0003 

1.5 15 0.351±0.018 0.007±0.0003 

2.0 15 0.459±0.020 0.009±0.0004 

注: 使用的培养基是以基本培养基N6的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 添加 0.3 mg/L水解酪蛋白, 2.8 mg/L脯
氨酸和 30 g/L 蔗糖, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(28±1)℃ 
Note: Medium used in table 9 was supplemented with 0.3 mg/L casein hydrolysate, 2.8 mg/L proline and 30 g/L sugar based on basic 
medium including the large elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients; pH 5.8, induction temperature at 
(28±1)℃ 

 

1.8 供试水稻悬浮细胞生长曲线的测定 

根据本研究适宜的悬浮培养的培养条件，按 3:1

新原液量比例，将 20 mL 培养液接种到 100 mL 的

三角瓶中，在 28℃下培养，用于测量悬浮细胞的生

长曲线，每隔 2 d 测量一次悬浮细胞的鲜重和干重，

共测定了 14 d。图 2 显示了供试水稻悬浮细胞在 14 

d 内的细胞培养物鲜重(图 2A)和干重(图 2B)生长变

化，2 个供试材料的悬浮细胞干物质累积均呈单峰

曲线，接种开始至第 4 d 时，物质累积最快，是悬

浮细胞的旺盛生长期，第 4 d 达到峰值，之后干重

逐渐下降，生长缓慢，可见，该水稻悬浮细胞的生

长周期为 7 d，而 PC 和 WT 的生长曲线表现类似。 

2 讨论 
2.1 水稻成熟胚诱导愈伤组织技术的建立是水稻稳

定高效悬浮细胞系建立前提 

基因型的差异是水稻成熟胚愈伤组织培养力

差异的内在因素(阎丽娜等, 2010)。本研究表明，在

不同的培养基、琼脂和激素的调节下，WT 的出愈

率始终要高于 PC 的，这与其种子的发芽率有一定

相关。PC 的活力比 WT 的低，而且其成熟胚的出

愈率也低，可见，基因型的选择是其组织培养力的

发挥的重要因素，而选择新收获的发芽率较高水稻

种子也有利于愈伤组织的高频诱导。 

培养温度是诱导植物愈伤组织关注的重要环

境条件，不同水稻材料成熟胚愈伤诱导所需的适宜

温度有差异，过高或者过低温度均适合其愈伤组织

的诱导和快速增加(吕孟雨等, 2005)。本研究表明： 

当培养温度低于 25℃时，水稻愈伤组织诱导率极低 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
图 2 水稻悬浮细胞生长曲线 
Figure 2 The growth curve of embryogenic cell suspensions of rice 

且愈伤组织生长缓慢，而大于 32℃时，虽诱导率有

所提高，但是愈伤组织也加快生长，但是愈伤组织

多呈水渍、絮状和大颗粒，容易褐化，不利于继代。

只有 28℃左右培养时，其不但愈伤组织的诱导率最

高，而且愈伤组织生物量增长也最快，尤其是其愈

伤组织的形态呈小颗粒状，分散且疏松，多次继代，
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表 10 不同新原液比对供试水稻悬浮细胞生长的影响 
Table 10 Effects of different fresh and culture fluid combination on the cell suspension growth of rice 

新原液比 新液量(mL) 原液量(mL) 10 mL 净鲜重(g) 10 mL 净干重(g) 

Proportion Fresh fluid volume (mL) Culture fluid volume (mL) Net fresh weight of 10 mL (g) Net dry weight of 10 mL (g) 

2:1 40 20 0.230±0.001 0.015±0.0007 

3:1 45 15 0.241±0.001 0.016±0.0006 

4:1 48 12 0.214±0.001 0.014±0.0004 

注: 表 10中使用的培养基是以基本培养基N6的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 2 mg/L 2,4-D, 0.3 mg/L
水解酪蛋白, 2.8 mg/L 脯氨酸和 30 g/L 蔗糖, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(28±1)℃ 
Note: Medium used in figure 10 was supplemented with 2 mg/L 2,4-D, 0.3 mg/L casein hydrolysate, 2.8 mg/L proline and 30 g/L 
sugar based on basic medium including the large elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, 
induction temperature at (28±1)℃ 

 
表 11 溶氧量对供试水稻悬浮细胞生长的影响 
Table 11 Effects of dissolved oxygen on the rates of the cell suspension growth of rice 

新原液比 接种量(mL) 新液量(mL) 原液量(mL) 10 mL 净鲜重(g) 10 mL 净干重(g) 

Proportion Inoculation (mL) Fresh fluid volume (mL) Culture fluid volume (mL) Net fresh weight of  Net dry weight of  

    10 mL (g) 10 mL (g) 

2:1 10  7  3 0.188±0.009 0.011±0.004 

 20 13  7 0.407±0.015 0.176±0.007 

 30 20 10 0.130±0.006 0.010±0.003 

注: 表 11 中使用的培养基是以基本培养基N6 的大量元素+微量元素+有机成份为基本培养基, 再添加 2 mg/L 2,4-D, 0.3 mg/L
水解酪蛋白, 2.8 mg/L 脯氨酸和 30 g/L 蔗糖, pH 5.8, 愈伤组织诱导温度(28±2)℃ 
Note: Medium used in figure 11 was supplemented with 2 mg/L 2,4-D, 0.3 mg/L casein hydrolysate,2.8 mg/L proline and 30 g/L 
sugar based on basic medium including the large elements of N6 medium plus trace elements and organic ingredients, pH 5.8, 
induction temperature at (28±2)℃ 

 

愈伤组织不褐化，其继代能力最强。所以，本研究中

适合供试水稻高频诱导愈伤组织且易于诱导出米

粒状、疏松和分散形态的愈伤组织的最适培养温度

在 28℃左右，可见，28℃为水稻成熟胚来源诱导的

愈伤组织建立水稻悬浮培养技术的适宜温度。 

不少研究表明，在水稻成熟胚愈伤组织诱导的

培养基中添加一些小分子有机营养物质如氨基酸

类，可显著提高其愈伤组织的诱导率以及增加其生

物量累积(胡燕梅等, 2010; 李霞等, 2005b)。在本研究

中，在采用N6 基本培养基为主要成分的愈伤组织诱导

中，附加一定浓度的激素组合，进一步添加 2.8 mg/L

脯氨酸和 0.3 mg/L 水解酪蛋白等有机营养物质，对

供试水稻愈伤组织诱导率的提高以及愈伤组织形

态的调控有明显的促进作用，WT 和 PC 的均可提

高 2~3 倍的愈伤组织诱导率。 

2.2 渐次降低继代培养的外源激素浓度是培养分散

和颗粒状水稻愈伤组织的关键 

外源激素是调节水稻愈伤组织形态的重要手

段，但是不同水稻材料需要的激素水平不同。本研

究表明：虽然 2 个供试材料成熟胚愈伤组织诱导的

最适培养基成分不同，但在继代培养中，2 个供试水

稻材料均在原有愈伤组织诱导培养基组分的基础

上，均逐渐降低 2,4-D 和 6-BA 浓度，均可诱导出

米粒状、疏松且生长迅速的愈伤组织，最终有利于

快速培养出生长旺盛且均匀的细胞团和单细胞层，建

立高效稳定的水稻悬浮细胞培养体系。而将 2 材料

的疏松的米粒状愈伤组织转移到液体培养基中的

生长，2 材料对激素、新原液比以及溶氧量等则差异

不大，均在 42 d 即可诱导出分散和米粒状的水稻悬

浮细胞系。2 材料悬浮细胞系的生长特征也差异不

大，生长周期均为 7 d，接种至第 4 d，悬浮细胞生

物量增加最快，不论是鲜重还是干重增加明显，其

生长最旺盛，到培养的第 4 d 时，生物量达到最大

值，而到第 6 d 生物量累积缓慢，干重增加放缓(王满, 

2011)。因此，在继代培养基中，通过外源激素的降

低逐渐调节水稻愈伤组织的激素水平，均诱导出的



 
分子植物育种(网络版), 2012 年, 第 10 卷, 第 1447-1457 页 
Fenzi Zhiwu Yuzhong (Online), 2012, Vol.10, 1447-1457 
http://mpb.5th.sophiapublisher.com 

1455 

米粒状且分散的愈伤组织，这是水稻悬浮细胞培养

技术的关键和难点。本研究建立了供试水稻材料的

悬浮细胞培养技术，该技术水稻悬浮细胞培养 7 d 为

一个生长周期，第 3~4 d，物质累积最大。该技术的

建立，可用于深入研究转 C4 pepc 基因水稻高光效的

分子机理。 

3 实验材料与方法 
3.1 实验材料 

实验使用的水稻材料为高表达玉米C4型光合酶

基因 pepc 水稻(PC)和未转基因的野生型 Kitaake (W- 

T)，分别保存在江苏省农业科学院内(李霞等, 2001)。 

3.2 培养基的配置 

3.2.1 水稻愈伤组织诱导的培养基 

本研究采用的基本培养基为 M8 和 N6，按其大

量元素、微量元素及其有机成分的比例配制，其中

M8 参照梅传生等方法(梅传生等, 1988)，琼脂浓度

为 8 g/L，蔗糖浓度为 30 g/L；设置附加 0~5 mg/L 的

2,4-D；0~1 mg/L 脱落酸(absciss acid, ABA)；0~3 mg/L 

6-苄基氨基嘌呤(6-BA)，pH 5.8，在 120℃下高压

灭菌 20 min。 

3.2.2 水稻愈伤组织继代的培养基 

水稻愈伤组织继代培养基是参照 N6 的基本成

分配制，蔗糖浓度为 30 g/L，添加不同浓度的 2,4-D、

A-BA、6-BA 和细胞分裂素(KT)等，琼脂浓度配置

3 个浓度，分别为 7 g/L、8 g/L 和 9 g/L，pH 为 5.8，

在 120℃下高压灭菌 20 min。 

3.2.3 水稻悬浮培养的液体培养基 

基本培养采用 N6 的大量、微量元素及有机成

分配置，并添加的蔗糖浓度为 30 g/L，琼脂为 8 g/L，

脯氨酸为 2.8 g/L，水解酪蛋白为 0.3 g/L，2,4-D 浓

度为 2 mg/L，pH 5.8，在 120℃高压灭菌 20 min。 

3.2.4 供试水稻成熟胚愈伤组织的诱导 

参照李霞等(2005b)方法，将供试水稻成熟种子

去种壳，经 75%乙醇浸泡，表面消毒 5 min，弃去

该消毒液，再用 0.1%升汞溶液浸泡 15 min，再弃该

消毒液，最后用无菌水冲洗 4 次，放入(28±2)℃培

养室过夜，次日再用 70%乙醇浸泡，以进行第二次

表面消毒，5 min 后弃该消毒液，之后用 0.1%升汞溶

液浸泡，5 min 后弃该消毒液，最后用无菌水冲洗 4

次。将消毒的稻种分别接种到不同的诱导培养基

中，以上操作均在无菌的超净工作台进行，然后，接

种好的培养基分别放在不同的培养温度下，暗培养

30 d．统计愈伤数，计算诱导率。 

3.2.5 供试水稻成熟胚愈伤组织的继代培养 

将上述供试水稻材料成熟胚诱导的愈伤组织，

转移到继代培养基上，继代培养基的成分见表 12，在

(28±2)℃暗培养，隔 7 ds 继代 1 次，记录供试水稻

材料愈伤组织的生长情况。 

3.2.6 供试水稻悬浮细胞培养系的建立 

按照王满(2011)的方法，挑选继代培养中米粒

状、疏松且分散的愈伤组织块约 3 g，转接到 100 mL

容积为 250 mL 的三角瓶的液体培养基中，放在恒

温摇床上，进行培养，培养温度为(28±2)℃，摇床

转速(110±10) rpm。培养第 7 d 后，进行第一次液体

培养基的继代培养，除去较大颗粒的细胞团，保留 1/3

的培养原液以及 1 mm 直径的愈伤组织颗粒，再补

充新鲜培养液到 100 mL，以相同的培养温度和转速

培养，每 7 d 转接新鲜的培养基，继代培养 1 次。当

继代 6 次以后，就可建立高频和稳定的水稻悬浮细

胞技术体系。 

3.2.7 水稻悬浮细胞生长曲线的测定 

将得到均一水稻悬浮细胞，称取等质量的水稻

悬浮细胞培养物，分别转接于含有不同 2,4 的培养

基，分别称量不同时间培养的水稻悬浮细胞鲜重。并

将等质量的水稻悬浮细胞，移入同样体积的三角瓶

中，培养液总体积为 10 mL、20 mL 和 30 mL，初步

确定供试水稻悬浮细胞生长的最适溶氧量。在水稻

悬浮细胞液总体积相同的条件下，再加入不同比例

的新原液比例，确定供试水稻悬浮细胞生长的最适

新原液比例。供试水稻悬浮细胞的鲜重，则均通过

低温离心，搜集不同培养时间的水稻悬浮细胞培养

物，然后测量其鲜重，然后再放入鼓风干燥箱内，在

120℃杀青 20 min 后，在 80℃烘干为恒重，再称其

干重，确定适宜的新原液比例，最后在适宜的培养

条件下，绘制供试水稻材料培养细胞的生长曲线。 
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表 12 不同培养基组分(王满, 2011) 
Table 12 Components in the different mediums (Wang, 2011) 

培养基编号 培养基类型 培养基组分 

Number of medium Type of medium Components of medium 

A 诱导培养基 M8+2 mg/L 2,4-D+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

B Induction medium M8+2 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

C  M8+2 mg/L 2,4-D+1 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

D  M8+2 mg/L 2,4-D+1.5 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M1 继代培养基 M8+1 mg/L 2,4-D+2 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

Y1 Subculture medium M8+1 mg/L 2,4-D+1 mg/L 6-BA+0.3 mg/L KT+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M4  N6+1 mg/L 2,4-D+1 mg/L 6-BA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M5  N6+2 mg/L 2,4-D+1 mg/L 6-BA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M16  M8+0.5 mg/L 2,4-D+0.2 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M8  M8+1 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L 6-BA+0.5 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M2  M8+2 mg/L 2,4-D+1 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M3  M8+2 mg/L 2,4-D+1.5 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M6  M8+1 mg/L 2,4-D+0.5 mg/L 6-BA+0.5 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M7  M8+2 mg/L 2,4-D+1 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 

M8  M8+1 mg/L 2,4-D+2 mg/L 6-BA+1 mg/L ABA+8 g/L Agar+30 g/L sugar 
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