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摘  要 棉花的体细胞胚胎发生严重依赖于其基因型，这大大限制了细胞融合与基因工程在棉花遗传改良上的应用。为了

拓展棉花体胚发生的基因型来源，本实验选择不同基因型的优异棉花品种(系)为材料，利用 MSB 基本培养基筛选高频体细

胞胚胎发生棉花材料。结果表明，在添加 2,4-D (0.1 mg/L)和 KT (0.1 mg/L)的 MSB 培养基上所有材料都能诱导出愈伤组织，

但继代 3~4 次后仅有大铃棉和邯 8959 两个材料能分化出胚性愈伤组织。在添加 IBA (0.5 mg/L)和 KT (0.15 mg/L)的 MSB 培

养基上能，大铃棉和邯 8959 的胚性愈伤能够高频萌发形成胚状体，每克胚性愈伤组织能形成 10~25 个胚状体，并再生出完

整植株。本研究筛选出的优异棉花种质材料大铃棉和邯 8959 为棉花基因工程开拓了新的种质资源。 
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Abstract Cotton somatic embryogenesis relies heavily on its genotype, which greatly limits the application of cell fusion and 

genetic engineering in the improvement of cotton. In order to expand the genotypes source of cotton somatic embryogenesis, the 

different genotypes of elite cotton varieties (lines) were selected as experimental materials to screen cotton materials with 

high-frequency somatic embryogenesisby using MSB medium. The results showed that all experimental cotton materials can be 

induced to form callus on the MSB medium by adding 2,4-D (0.1 mg/L) and KT (0.1 mg/L), and only two of materials, Big boll 

cotton and Han8959, can be  able to differentiate embryogenic calli after 3~4 rounds of subculture. The embryogenic calli induced 

from Big boll cotton and Han8959 can germinate frequently to form embryoid on the MSB medium by adding IBA (0.5 mg/L) and 

KT (0.15 mg/L). Embryogenic calli per gram can germinate about 10 to 25 of embryoids, and then regenerate whole plants. In this 

study, the elite cotton germplasms, Big boll cotton and Han8959, would be the new genotype sources for expanding the applications 

of cotton genetic engineering. 

Keywords Elite cotton germplasm; Somatic embryogenesis; Screening; Plant regeneration 

研究背景 

转基因棉花在中国的研究已经取得了巨大的

成绩，转基因棉花(如抗虫, 抗除草剂)的应用也得到

普遍推广，一些其他性状的转基因棉花(如抗病, 抗

逆, 纤维品质等)也陆续被报道(Wu et al., 2004; He 

et al., 2005; 赵福永等, 2005)。棉花基因工程的应用

正是取得这些成绩的有效手段。目前，棉花的遗传

转化大多借助于农杆菌介导进行，这就必需通过棉

花组织培养和体细胞胚胎发生才能获得转基因植

株。虽然棉花组织培养和体细胞胚胎发生经过30多

年的发展与改良，仍然仅有少数棉花材料能够通过

组织培养和体细胞胚胎发生获得再生植株。因此，

棉花组织培养和体细胞胚胎发生体系中存在的严

重基因型限制(顾冉冉等, 2010)。基因型限制主要表

现在棉花品种间体细胞胚胎发生和植株再生能力

存在着差异，目前仅珂字棉系列、中棉所系列、鲁
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棉系列等少数品种获得了体细胞胚和再生植株(谢

德意等, 2007)。目前我国生产上种植的棉花品种超

过200个，但其中绝大多数品种难以形成体细胞胚

胎，这严重限制了棉花遗传转化与改良。此外，在

棉花分子生物学研究中，除了分离与克隆目标基

因、构建高效表达载体等技术外，选择适当的受体

材料以及建立其相应的组织培养和高效的遗传转

化与再生体系也至关重要(罗晓丽等, 2011)。因此，

利用现代生物技术的手段来改良棉花的抗逆性和

丰产性以及创新棉花种质资源，必须筛选具有高频

体细胞胚胎发生及再生能力的优异棉花种质材料，

尤其要适用于大田生产上广泛使用的优异棉花材

料。本研究旨在筛选我国优异棉花种质材料的体细

胞胚胎发生及植株再生材料，以加快棉花转基因育

种和基因功能分析、转基因棉花产业化推广的进程。 

1结果与分析 

1.1棉花愈伤组织诱导与继代 

以棉花下胚轴切段为外植体诱导愈伤组织，所

用培养基为诱导培养基(即MSB2)。经过7 d左右的

诱导，外植体的两端膨大，形成少量的愈伤组织(如

图1)。在培养30 d后，10个供试棉花材料均能形成

愈伤组织，而且愈伤的量比较多。但这些棉花材料

的愈伤组织诱导率不尽相同，大铃棉和邯8 959愈伤

组织诱导率可以达到100%。所有供试棉花材料诱导

的愈伤组织的颜色、质地不尽相同，详见表1。 

 

 

图1 棉花下胚轴诱导愈伤组织 

Figure 1 Callus induction of cotton hypocotyls 

1.2愈伤组织的分化与植株再生 

将诱导出的新鲜愈伤组织继代到愈伤增值培

养基(MSB3)上进行连续继代培养，并对愈伤组织的

生长速度进行了观察。取每个供试棉花材料的愈伤

组织1 g左右接种到MSB3培养基上，7 d后称量其增

重，结果如图2。 

从图2并结合表1可以看出，大铃棉和邯8959两

个棉花材料的愈伤组织生长速度相对较慢，而且其

生长状态比较疏松、颜色淡黄，与其他能够通过体 

 

表1 不同棉花材料的愈伤组织诱导情况 

Table 1 Callus induction status of different cotton materials 

试验材料 外植体数 愈伤组织诱导率(%) 愈伤组织状态 

Test material No. of explant Callus induction rate (%) Callus status 

冀 91-31 100 90 泥状, 灰白色 

Jin91-31   Sludgy, gray 

沪 749513 100 92 疏松, 白色, 有光泽 

Hu749513   Loose, white, shiny 

大铃棉 100 100 疏松, 淡黄色, 米粒状 

Big boll cotton   Loose, light yellow, rice grain-like 

锦 444 100 85 疏松, 白色, 有光泽 

Jin444   Loose, white, shiny 

库车 T94-6 100 95 泥状, 灰白色 

Kuche T94-6   Sludgy, gray 

绵阳 73-39 100 88 泥状, 灰白色 

Mianyang73-39   Sludgy, gray 

苏 7036 远缘 100 80 致密, 浅绿色, 生长旺盛 

Su7036 distant hybridization   Dense, light green, vigorous growth 

荆 55263 100 95 疏松, 白色, 雪花状 

Jing55263   Loose, white, snowflake 

邯 8959 100 100 疏松, 淡黄色, 米粒状 

Han 8959   Loose, light yellow, rice grain-like 

山农 6 号 100 96 疏松, 部分褐化 

Shannong6   Loose, part of the browning 
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图2 单位重量愈伤组织在单位时间内的增重 

注: A: 冀91-31; B: 沪749513; C: 大铃棉; D: 锦444; E: 库

车T94-6; F: 绵阳73-39; G: 苏7036远缘; H: 荆55263; I: 邯

8959 

Figure 2 Callus weight gain of unit weight per unit time 

Note: A: Jin91-31; B: Hu749513; C: Big boll cotton; D: Jin444; 

E: Kuche T94-6; F: Mianyang73-39; G: Su7036 distant 

hybridi- zation; H: Jing55263; I: Han8959 

细胞胚胎发生途径再生的棉花品种(系)一致(罗晓

丽等, 2011)。 

在MSB3培养基上经过4个月的连续继代培养，

10个供试的优异棉花材料仅有大铃棉和邯8959的

愈伤组织分化出淡黄色、米粒状的胚性愈伤组织(图

3A)。将这两个供试材料的新鲜胚性愈伤组织转移

到愈伤组织分化培养基(MSB4)上，经过1~2次继代

培养胚性愈伤组织顺利萌发，但大铃棉和邯8 959

的胚性愈伤组织的萌发率却存在差别(萌发率为3周

内单位重量的胚性愈伤组织(g)萌发形成的胚状体

数(个)) (图4)，邯8 959的胚性愈伤组织萌发能力强

于大铃棉，但两者都能最终形成子叶胚(图3B)。 

 

 

图3 棉花胚性愈伤组织的诱导与分化 

注: A: 胚性愈伤组织; B: 胚状体的形成 

Figure 3 Induction and differentiation of cotton embryogenic 

callus 

Note: A: Embryogenic callus; B: The formation of embryoid 

 

图4 大铃棉和邯8959的体细胞胚萌发比较 

注: a, b表示在0.05水平上显著 

Figure 4 Comparison of SE germination between Big boll 

cotton and Han8959 

Note: a and b  indicate significance at 0.05 level 

将完全成熟的子叶胚转移到成苗再生培养基

(MSB5)上，子叶胚(图5A)逐渐发育再生成完整植株

(如图5B)。 

2讨论 

通过体细胞胚胎发生是进行棉花农杆菌介导

的遗传转化最好的途径，但建立棉花体细胞胚胎发

生途径的再生体系却非常困难。在棉花体细胞胚胎

发生过程中，培养基成分、激素、外植体材料等都

影响着棉花愈伤组织的诱导与胚状体的形成。但是

外植体的基因型是这些限制因子中的最重要因素

之一，针对此问题本课题选择生产上具有优异性状

的棉花品种(系)来筛选高体胚发生能力的种质材

料。这些材料具有广泛的优异性状，包括大铃、长

绒、高比强、耐黄萎病、高油份以及综合性状较好

的棉花材料。在添加2,4-D (0.1 mg/L)和KT (0.1 mg/L)

的MSB培养基上所有材料都能诱导出愈伤组织，这

与前人的研究基本一致(Zhang et al., 2000)，即2,4-D 

 

 

图5 棉花体细胞胚胎发生与植株再生 

注: A: 胚状体形成(子叶胚); B: 再生植株 

Figure 5 Cotton somatic embryogenesis and plant regeneration 

Note: A: The formation of embryoid (Cotyledon); B: 

Regenerated plants 
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是诱导棉花体细胞胚胎发生的重要激素。 

在棉花体细胞胚胎发生过程中，经过外植体初

期诱导分化形成的非胚性愈伤组织转化为胚性愈

伤组织是最为关键的。在本研究中，采用通用的培

养基(2,4-D和KT组合)在不进行其它调控的基础

上，经过3~4次的继代培养大铃棉和邯8959能够分

化形成胚性愈伤组织。这与目前应用较多的YZ1体

细胞胚胎发生时间基本相似(朱华国等, 2012)，但是

大铃棉和邯8959分别具有大铃和长绒、高比强等优

异性状。因此，在实际生产应用上大铃棉和邯8959

明显优于棉花品系YZ1，同时也扩大了通过体细胞

胚胎发生途径再生的棉花基因型来源。 

3材料与方法 

3.1材料 

10个优异棉花品种(系) (表2)，由中国农科院棉

花研究所提供，这个10个棉花品种(系)在生产上具

有不同的优异性状。 

3.2棉花无菌苗的获得 

种子经脱壳后，用0.1% (W/V) HgCl2溶液中消

毒8 min，用无菌水冲洗3~4次，然后接种于无菌苗

培养基(MSB1)上，于(28±1)℃下暗培养5~7 d左右得

到无菌苗。 

3.3棉花愈伤诱导和培养 

将棉花无菌苗下胚轴分别切成0.5 cm左右的小

段，平放于诱导愈伤组织的培养基(MSB2)上，每个

材料接种10瓶(每瓶10个外植体)，30 d后统计愈伤组

织诱导率(诱导出愈伤组织的外植体数/接种的总外

植体数)，并将愈伤组织转移到愈伤增殖培养基上

(MSB3)，每3~4周继代1次，并计算愈伤增殖率(一

定时间内单位重量的愈伤组织增长量，本实验中以

1 g愈伤在7 d内的增长计算)，直至愈伤组织分化为

颜色淡黄、松散细小颗粒状的胚性愈伤组织。 

3.4棉花胚性愈伤组织的继代和萌发再生 

将颜色淡黄松散细小颗粒状的、分化的胚性愈

伤组织转入MSB4培养基上，每3~4周继代1次，至胚

性愈伤萌发并出现完整的体细胞胚胎(子叶胚)。将完

全萌发的胚状体(子叶胚)转到再生培养基上(MSB5)，

对这些体细胞胚继续培养直至获得再生小苗。 

本实验中所有培养基成分组成列于表3。所用

培养基添加0.5% (W/V)的琼脂粉，pH均为5.8，并以

121℃高温、高压灭菌12 min。培养温度为(28±1)℃， 

 

表2 供试的10个棉花品种(系)及其优异性状 

Table 2 10 cotton varieties (lines) and its excellent traits 

编号 材料名称 优异性状 

Series number Material name Excellent trait 

1 冀 91-31 高比强 

 Jin91-31 High specific strength 

2 沪 749513 长绒, 高油份 

 Hu749513 Long staple, high oil content 

3 大铃棉 大铃 

 Big boll cotton Big boll 

4 锦 444 综合性状好 

 Jin444 Good multiple characters 

5 库车 T94-6 长绒, 高比强 

 Kuche T94-6 Long staple, high specific strength 

6 绵阳 73-39 高油份 

 Mianyang73-39 High oil content 

7 苏 7036 远缘 中大铃, 长绒, 高比强 

 Su7036 Distant hybridization Middle and big boll, long staple, high specific strength 

8 荆 55263 耐黄萎病, 大铃, 高油份 

 Jing55263 Tolerance to verticillium wilt, big boll, high oil content 

9 邯 8959 长绒, 高比强 

 Han8959 Long staple, high specific strength 

10 山农 6 号 耐黄萎病 

 Shannong6 Tolerance to verticillium wilt 
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表3 实验中所用培养基成分组成 

Table 3 The medium composition used in the experiment 

编号 基本成分 KT (mg/L) 2,4-D (mg/L) IBA (mg/L) Glucose (g/L) 

Number Basic ingredients     

MSB1 1/2MS 无机盐 0 0 0 15 

 1/2MS inorganic salts     

MSB2 MS 无机盐+B5 有机物+MgSO4·7H2O (0.12 g/L) 0.1 0.1 0 30 

 MS inorganic salts+B5 organic matter+MgSO4·7H2O (0.12 g/L)     

MSB3 MS 无机盐+B5 有机物 0.1 0.05 0 30 

 MS inorganic salts+B5 organic matter     

MSB4 MS 无机盐(去除 NH4NO3, KNO3 加倍)+B5 有机物+Gln 

(1.0 g/L) +Asn (0.5 g/L) 

0.15 0 0.5 30 

 MS inorganic salts (removal of NH4NO3, doubling of 

KNO3)+B5 organic matter+Gln (1.0 g/L)+Asn (0.5 g/L) 

    

MSB5 1/2MS无机盐(去除NH4NO3)+B5有机物+Gln (1.0 g/L)+Asn 

(0.5 g/L) 

0 0 0 15 

 1/2MS inorganic salts (removal of NH4NO3)+B5 organic 

matter+Gln (1.0 g/L)+Asn (0.5 g/L) 

    

 

每天光培养14 h，暗培养10 h。 
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