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摘 要:农杆菌介导是小麦遗传转化的重要手段,但其存在转化效率低、基因型依赖性强及愈伤组织易于

褐化、再生率较低等关键问题。本研究以小麦模式材料Fielder的幼胚为外植体,系统探究了胚龄、乙酰丁香

酮(acetosyringone,AS)浓度、农杆菌侵染时间、草铵膦(phosphinothricin,PPT)筛选压力以及外源激素(ab-
scisicacid,ABA;kinetin,KT)配比等对愈伤组织的诱导分化及转化效率的影响,并利用扬麦20、郑麦7698、科
农199等品种对优化后的体系进行基因适用性评价。结果表明,花后12d的幼胚是最适宜的转化受体,作为

外植体诱导的愈伤组织褐化率最低(4.40%);农杆菌侵染液OD600=0.5、添加200μmol·L-1AS、侵染愈伤组

织10min时,抗性愈伤组织绿点分化率最高(34.29%);诱导和分化培养基中分别添加0.5mg·L-1 ABA
和1.5mg·L-1KT后,胚性愈伤组织的形成与植株再生能力显著提高;PPT最佳筛选浓度为10mg·L-1。

在该优化体系下,Fielder的转化效率从8.16%显著提高至14.83%,扬麦20、郑麦7698和科农199的转化效

率分别达到9.03%、7.32%和8.70%,接近甚至超过Fielder在优化前的水平。本研究得到的优化体系提高

了小麦遗传转化效率,且对不同遗传背景的小麦品种具有较好的适用性,为小麦基因功能的解析和分子育种

提供了技术支撑。
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Abstract:Agrobacterium-mediatedtransformationisanimportantapproachforgeneticmodificationof
wheat,butitstillsuffersfromseveralunresolvedcriticaltechnicalbottlenecks,includinglowtrans-
formationefficiency,stronggenotypedependence,severebrowningofcalli,andlowregenerationeffi-
ciency.Inthisstudy,immatureembryosofthemodelcultivarFielderwereusedasexplantstosys-
tematicallyinvestigatetheeffectsofembryoage,acetosyringone(AS)concentrationandAgrobacterium
infectionduration,phosphinothricin(PPT)selectionpressure,andexogenoushormone(abscisicacid,

ABA;kinetin,KT)ratiosoncallusinduction,regenerationandtransformationefficiency.Usingthe
optimizedprotocol,applicabilitywasevaluatedinthecultivarsYangmai20,Zhengmai7698,and
Kenong199.Theresultsshowedthatembryosharvested12daysafteranthesisexhibitedthelowest
browningrate(4.40%)andweremostsuitableasrecipientsfortransformation.WhentheAgrobacte-
riumsuspensionwasadjustedtoOD600=0.5,supplementationwith200μmol·L-1ASanda10min



infectionproducedthehighestinductionrateofresistantgreencallusspots(34.29%).Additionof
0.5mg·L-1ABAtotheinductionmediumand1.5mg·L-1KTtotheregenerationmediumsignifi-
cantlyenhancedembryogeniccallusformationandplantregeneration.TheoptimalPPTselectioncon-
centrationwasdeterminedtobe10mg·L-1.Undertheoptimizedconditions,transformationeffi-
ciencyofFielderincreasedsignificantlyfrom8.16%beforeoptimizationto14.83%;transformation
efficienciesofYangmai20,Zhengmai7698,andKenong199reached9.03%,7.32%and8.70%,re-
spectively,approachingorexceedingthepre-optimizationlevelofFielder.Insummary,theoptimized
systemestablishedinthisstudyimproveswheatgenetictransformationefficiencyandisbroadlyappli-
cableacrossdifferentgeneticbackgrounds,providingatechnicalplatformforgenefunctionalanalysisand
molecularbreedinginwheat.
Keywords:Wheat(Triticumaestivum L.);Agrobacterium-mediatedtransformation;Systemoptimi-
zation;Genotypedifference;Regenerationsystem

  植物遗传转化技术能够实现外源基因的稳定

导入与表达,是解析基因功能、构建分子设计育种

材料以及加速目标性状改良的关键手段。随着小

麦基因组学、功能基因挖掘与基因编辑技术的快

速发展,大量候选基因亟需在小麦的遗传背景中

完成高通量、稳定且可重复的功能验证[1-4];同时,
高产、优质、抗性等重要育种目标性状也需要可靠

的基因导入体系支撑[5-7]。在多种植物遗传转化途

径中,农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)介导的

遗传转化因基因插入拷贝数少、插入结构较稳定、
成本较低且便于规模化操作等优势,已在多种作物

中得到广泛应用[8-11]。然而,由于小麦(Triticum
aestivumL.)为异源六倍体作物,其基因组庞大且

组织培养再生体系复杂,农杆菌介导转化效率较

低,成为制约小麦功能基因研究与分子育种的重

要瓶颈之一[12]。尽管近年来在转化流程、培养基

配方、载体系统等方面有一定改进,但农杆菌介导

的小麦遗传转化仍普遍存在转化效率不高、稳定

性不足、基因型限制等问题[13-17]。因此,建立高效

率、低基因型依赖的遗传转化体系,是实现小麦基

因功能解析和生物育种的核心技术,具有重要的

科学意义与应用价值。
小麦农杆菌介导转化效率受多个环节协同影

响。外植体的来源与生理状态决定愈伤组织诱导

与再生潜力,其中幼胚通常比成熟胚更易形成胚

性愈伤组织并再生植株,但不同胚龄的响应亦存

在明显 差 异,影 响 后 续 分 化 再 生 与 转 化 成 功

率[17-18]。农杆菌侵染与共培养条件直接影响T-
DNA转移效率,而菌液浓度、侵染时间以及添加

物乙酰丁香酮(AS)浓度等因素,都会改变侵染强

度与外植体损伤之间的平衡,进而影响抗性愈伤

组织形成和绿点诱导[19-21]。筛选体系与选择压力

同样是决定阳性愈伤获得效率的关键因素,以
bar/PPT为代表的筛选体系在实际应用中常面

临筛选压力与再生能力之间的权衡:压力不足易

导致逃逸与假阳性,压力过强则抑制愈伤组织增

殖与分化再生,降低阳性植株获得率[22-24]。此外,
培养基组成与激素调控在愈伤诱导、抗性愈伤组

织维持、分化再生等不同阶段均具有重要作用,2,
4-D(2,4-二氯苯氧乙酸,2,4-dichlorophenoxyace-
ticacid)、ABA及细胞分裂素类(如KT、ZT)在各

阶段的种类与浓度配比,显著影响胚性保持、褐化

发生与分化效率,且其最适组合常因基因型而

异[25]。尽管上述因素已分别有过研究,并在一定

程度上提升了部分材料的转化效果,但小麦农杆

菌介导转化体系在整体效率和基因型通用性方面

仍面临突出挑战。
本研究以小麦幼胚为外植体,选用Fielder小

麦为主要受体材料,围绕农杆菌介导转化的关键

环节开展系统研究。重点比较不同胚龄对褐化与

再生的影响,筛选 AS浓度与农杆菌侵染时间的

适宜组合,确定bar/PPT体系的最佳选择压力,
评估添加ABA与KT等植物生长调节剂在愈伤

组织诱导与不定芽分化再生中的调控作用。在此

基础上,用扬麦20、郑麦7698、科农199等不同品

种验证优化体系的适用性,旨在构建一套效率高、
稳定性好、多基因型通用的小麦农杆菌介导遗传

转化体系,为小麦基因功能解析与分子育种提供

技术支撑。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试材料为Fielder、扬麦20、郑麦7698和科

农199等4个小麦品种。农杆菌菌株为 AGL1
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(麦类作物遗传转化常用菌株),转化所用质粒载

体为 携 带 草 铵 膦 抗 性 基 因(bar)的 双 元 载 体

pCAMBIA3301。
1.2 培养基配方

Fielder基础培养基配方参考Hayta等的方法[13]。

1)液体培养基:4.3g·L-1 MS、10g·L-1

MES、10g·L-1蔗糖。

2)共培养培养基:4.3g·L-1 MS、10g·L-1

MES、10g·L-1蔗糖、1.25mg·L-1CuSO4·

5H2O、0.85g·L-1AgNO3、7g·L-1琼脂糖。

3)诱导培养基:4.3g·L-1 MS、30g·L-1

麦芽糖、1.0g·L-1干酪素水解物、0.1g·L-1盐
酸硫胺素、35g·L-1肌醇、69g·L-1脯氨酸、2.2
mg·L-1毒莠定、1.25mg·L-1CuSO4·5H2O、

0.25g·L-1谷氨酰胺、0.25g·L-1L-天冬氨

酸、0.5mg·L-12,4-D、200mg·L-1特美汀(Ti-
mentin)、5mg·L-1PPT、3.5g·L-1植物凝胶。

4)分化培养基:4.3g·L-1 MS、0.5g·L-1

MES、20g·L-1蔗糖、2.78g·L-1Na·Fe·ED-
TA、0.05g·L-1烟酸、10g·L-1肌醇、0.1g·

L-1盐酸硫胺素、0.05g·L-1盐酸吡哆醇、1.25
mg·L-1CuSO4·5H2O、200mg·L-1特美汀、5
mg·L-1PPT、3.2g·L-1植物凝胶。

5)生根培养基(PPT5mg·L-1):4.3g·

L-1MS、30g·L-1麦芽糖、1.0g·L-1干酪素水

解物、0.1g·L-1盐酸硫胺素、35g·L-1肌醇、69
g·L-1脯氨酸、1.25mg·L-1CuSO4·5H2O、

1.5mg·L-1ZT、200mg·L-1特美汀、3.2g·

L-1植物凝胶。

1.3 小麦幼胚选取与预处理

为有效缩短小麦生育期,以更高效同步获得

适龄幼胚,在超长光周期条件(22℃、22h光照,

18℃、2h黑暗)下,于花后10、12、14、16d采集

Fielder籽粒(3次生物学重复),去除颖壳,在超净

工作台上用75%乙醇消毒30s,再用2.5%次氯

酸钠溶液消毒10min,之后无菌蒸馏水冲洗6~7
次。无菌条件下剥离幼胚,用解剖镊轻微破坏胚

芽生长点,将幼胚转入基础转化液体培养基(见

1.2)中暂存。待所有材料选取完毕后,将装有

Fielder幼胚的离心管置于4℃离心机中,12000
r·min-1 离心10min,弃去上清液,以备后续农

杆菌侵染处理。

1.4 农杆菌的侵染与共培养

将农杆菌AGL1菌液接种于10mLLB液体

培养基中,28℃、200r·min-1 振荡培养至对数

生长期(约8h),随后离心收集菌体,重悬于液体

培养基中,调节 OD600 至0.5。在侵染液中分别

添加不同浓度(0、50、100、150、200μmol·L-1)
的AS。将预处理后的幼胚浸入侵染液,分别进

行10和20min侵染,结束后,用无菌滤纸吸干表

面菌液,将幼胚盾片朝上置于共培养培养基,25
℃黑暗培养3d。

1.5 愈伤组织诱导、筛选、再生与炼苗

共培养结束后,切除残留胚轴,将幼胚转移至

诱导培养基中,25℃黑暗培养14d后,继续在诱

导培养基继代培养1次(14d)。将诱导的抗性愈

伤组织切分后转入分化培养基,25℃光照培养

(16h·d-1)14d。分化培养基的幼苗至3~4cm
时,转入生根培养基。生根健壮后,植株移至水培

炼苗10d再移栽至土壤。水培炼苗营养液的配

方:101g·L-1 硝酸钾、236g·L-1 四水硝酸钙、

246g·L-1 七水硫酸镁、115g·L-1 磷酸二氢

钾、1.85g·L-1 硼酸、0.99g·L-1 四水氯化锰、

12.36g·L-1 四水钼酸铵、1.15g·L-1 七水硫

酸锌、0.5g·L-1 五水硫酸铜、84.2g·L-1 乙二

胺四乙酸铁钠盐。

1.6 转基因株系验证

再生植株的PCR检测。基因组 DNA提取

参考 Huang等[26]方法。所用引物为Bar-F:5'-
ACCATCGTCAACCACTACATCG-3',Bar-R:5'-
CTGCCAGAAACCCACGTCAT-3'。PCR 体 系

中以未转化小麦基因组DNA为阴性对照,转化

质粒为阳性对照,无菌水为空白对照。

1.7 数据统计与分析

分别计算愈伤组织诱导率、分化率、褐化率、
绿点诱导率和遗传转化效率:

愈伤组织诱导率=诱导出的愈伤组织总数/
接种外植体总数×100%;

愈伤组织分化率=愈伤组织分化成苗总数/
诱导出的愈伤组织总数×100%;

愈伤组织褐化率=愈伤组织褐化总数/接种

外植体总数×100%;
绿点诱导率=诱导出绿点的愈伤组织数/接

种外植体总数×100%;
遗传转化效率=PCR验证阳性植株数/接种

外植体总数×100%。
数据采用IBMSPSSStatistics26进行统计

分析,利用GraphpadPrism8绘图。
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2 结果与分析

2.1 不同胚龄对小麦愈伤组织褐化的影响

采集不同时期Fielder幼胚,分析胚龄对愈伤

组织褐化的影响。结果表明,花后0、12、14和16
d胚龄的幼胚愈伤组织褐化率分别为9.78%、

4.40%、5.78%和11.39%(图1)。其中,花后12
d的幼胚褐化率最低,当取样时间早于或晚于花

后12d时,愈伤组织褐化程度均有所增加,不利

于后续愈伤组织的诱导与不定芽的再生。因此,
将花后12d确定为幼胚取材的最适时期。

  数据为平均值±标准误(n=3);不同小写字母表示在0.05
水平差异显著。下同。

Dataareshownasthemean±SE(n=3);Differentletters

meansignificantdifferencesat0.05level.Thesameinbelows.

图1 不同胚龄Fielder愈伤组织褐化率

Fig.1 BrowningrateofFieldercalliwithdifferentembryoage

2.2 AS浓度与侵染时间对愈伤组织诱导的影响

在菌液浓度OD600 为0.5的条件下,于侵染

液中分别加入0、50、100、150、200μmol·L-1

AS,对Fielder花后12d幼胚进行10或20min
的侵染处理,统计各处理组的绿点诱导率。结果

(表1)显示,随着AS浓度的提高,抗性愈伤组织

的绿点诱导率呈现上升趋势,在200μmol·L-1

时达到最高(侵染10min为34.29%)。在0~
150μmol·L-1AS浓度范围内,侵染处理20min
的绿点诱导率均高于侵染10min的处理;但在

200μmol·L-1AS时,侵染处理10与20min之

间差异不显著。考虑到延长侵染时间可能加重外

植体损伤,综合转化效率与操作可行性,以200

μmol·L-1AS、侵染10min为抗性愈伤组织诱

导的较优条件。

表1 不同AS浓度与侵染时间下Fielder
小麦愈伤组织绿点诱导率

Table1 GreenspotinductionrateofwheatFielderunder
differentASconcentrationandinfectionduration

AS浓度
AS

concentration/
(μmol·L-1)

侵染时间
Infection
time/min

幼胚总数
Numberof
embryos

绿点诱导率
Greenspot

inductionrate/%

0 10 210 15.71b

20 210 20.95a

50 10 210 22.38b

20 210 25.71a

100 10 210 26.67b

20 210 29.52a

150 10 210 28.10b

20 210 30.95a

200 10 210 34.29a

20 210 33.33a

  不同小写字母表示同一AS浓度下不同处理时间在0.05水

平显著差异。

Differentlettersindicatesignificantdifferencesamongdifferent

treatmentstimeunderthesameASconcentrationsat0.05level.

2.3 PPT筛选浓度对愈伤组织生长的影响

以Fielder花后12d幼胚为外植体,在200

μmol·L-1AS条件下侵染10min,共培养3d后

转入不同浓度草铵膦(PPT)的筛选培养基。PPT
浓度设置为5、10、15、20mg·L-1,每组接种幼胚

350个,分别置于5个培养皿中,3次生物学重复,
统计转化效率,观察愈伤组织的生长情况。结果

(表2)表明,在5和10mg·L-1PPT处理下,诱
导愈伤组织数(305±14.80、317±15.59)及愈伤

组织分化数(142±9.17、150±13.23)均保持较高

水平,两组之间无显著差异。对应的愈伤组织转

化率分别为(5.61±0.44)%和(8.28±1.02)%,
其中10mg·L-1PPT处理转化率显著高于5
mg·L-1PPT处理。15和20mg·L-1PPT处

理,愈伤褐化严重,愈伤组织死亡数显著增加(61±
9.54、153±12.53),分化能力显著下降(75±
10.00、32±10.58),转化率降低。分析发现,5
mg·L-1PPT虽利于愈伤生长,但筛选压力偏

低,部分未转化愈伤组织逃逸,阳性率下降;15
mg·L-1 及以上浓度筛选压力过强,严重抑制愈

伤增殖和再生。综合考虑愈伤生长状况、褐化程

度及阳性率,确定10mg·L-1PPT为本体系中

最佳筛选浓度,可在有效抑制假阳性的同时保持

较高的转化效率。
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表2 不同浓度草铵膦对Fielder小麦愈伤组织生长的影响

Table2 EffectofPPTconcentrationtocallusgrowinginwheatFielder
草铵膦浓度

PPTconcentration/
(mg·L-1)

愈伤数
Numberofcalli

愈伤死亡数
Numberofdeadcalli

愈伤分化数
Numberof

regeneratedcalli

转化效率
Transformation
efficiency/%

5 305±14.80a 23±6.24c 142±9.17a 5.61±0.44b

10 317±15.59a 25±5.00c 150±13.23a 8.28±1.02a

15 290±12.12ab 61±9.54b 75±10.00b 3.87±0.56c

20 262±17.44b 153±12.53a 32±10.58c 0

  不同小写字母表示在0.05水平差异显著。表3同。

Differentlettersindicatesignificantdifferencesat0.05level.Thesameintable3.

2.4 外源生长调节剂对愈伤诱导与分化的影响

以胚龄12d的Fielder幼胚为外植体进行遗

传转化,在诱导培养基分别添加不同浓度(0、0.5、

1.0、1.5、2.0mg·L-1)ABA后,愈伤组织的诱

导率分别为(56.63±1.20)%、(64.29±1.64)%、
(53.38±2.66)%、(26.77±2.93)%和(16.11±
2.43)%。由此结果(图2A)可见,诱导培养基中

添加0.5mgL-1ABA愈伤诱导率最高;当ABA
浓度>1.0mg·L-1 时,诱导率急剧下降。这表

明在本实验设置的浓度范围内,0.5mg·L-1

ABA有助于胚性愈伤形成,而较高浓度则产生明

显抑制作用。
在分化培养基中添加不同浓度(0、0.5、1.0、

1.5、2.0mg·L-1)KT后,愈伤组织绿点分化效

率分别是(49.62±0.41)%、(51.96±0.94)%、
(55.92±1.47)%、(58.45±1.48)%和(48.43±
1.36)%。结果(图2B)表明,KT浓度达到1.5
mg·L-1 时分化率最高;当浓度提升到2.0mg·

L-1 时分化率下降。表明1.5mg·L-1 是本实

验设定范围内最有利于分化的KT浓度。
综上,确定在诱导阶段添加0.5mg·L-1

ABA,分化阶段添加1.5mg·L-1KT为最优激

素组合。

2.5 优化体系的转化效率验证

以胚龄12d的Fielder幼胚为外植体,在前

期优化的体系下进行农杆菌介导的外源基因bar的

遗传转化。利用PCR技术对T0 代再生植株进行检

测(图3A~图3E)。结果(图3F)显示,优化后的体

系使Fielder阳性转化率从对照组的8.16%提升至

14.83%,说明该体系具有较高的遗传转化效率。

2.6 不同小麦基因型对优化体系的适用性评价

以Fielder为对照,选用扬麦20、郑麦7698
和科农199验证优化的遗传转化体系在不同小麦

品种中的适用性。结果(表3)表明,在相同培养

条件下,Fielder、扬麦20、郑麦7698和科农199
的愈伤 组 织 诱 导 率 分 别 为(77.4±9.48)%、
(53.32±5.50)%、(43.81±5.16)%和(49.66±
5.09)%,愈伤组织分化率为(18.72±1.47)%、
(17.06±1.84)%、(16.81±2.33)%、(17.67±
2.14)%,遗传转化效率分别为(14.83±0.12)%、
(9.03±0.02)%、(7.32±0.19)%和(8.70±
0.03)%。通过比较发现,Fielder小麦的愈伤组

织诱导率与转化效率均显著高于其他3个品种,
扬麦20显著高于郑麦7698和科农199。这说明

不同遗传背景的小麦材料与本优化体系具有较好

的适配性。

图2 植物生长调节剂对Fielder小麦愈伤组织形成的影响

Fig.2 ImpactofplantgrowthregulatorsoncallusformationinwheatvarietyFielder
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  A:幼胚接种;B:愈伤组织诱导;C:愈伤组织再分化;D:再生植株;E:T0 代再生植株bar基因PCR检测(1~9:T0 代再生植株;10:未

转化对照;11:质粒对照;12:空白对照;M:2000bpDNAladder);F:转化效率。

A:Immatureembryosinoculation;B:Callusinduction;C:Callusdifferentiation;D:Regenerationplant;E:PCRanalysisofT0

generationregenerationwheatplantsbybargeneprimers(1-9:T0generationregenerationplants;10:Nontransgenicplant;11:Plas-

mid;12:Blankcontrol;M:2000bpDNALadder).F:Thetransformationratiobeforeandafteroptimization.

图3 Fielder小麦遗传转化

Fig.3 TransformationofwheatFielder

表3 不同小麦品种的幼胚转化效率

Table3 Transformationratioofimmatureembryosofdifferentwheatvarieties

品种
Variety

接种幼胚
Numberofembryocultured

愈伤组织诱导率
Callusinductionrate/%

愈伤组织分化率
Callusdifferentiationrate/%

转化效率
Transformationratio/%

Fielder 310 77.4±9.48a 18.72±1.47a 14.83±0.12a

扬麦20Yangmai20 310 53.32±5.50b 17.06±1.84a 9.03±0.02b

郑麦7698Zhengmai7698 310 43.81±5.16b 16.81±2.33a 7.32±0.19d

科农199Kenong199 310 49.66±5.09b 17.67±2.14a 8.70±0.03c

3 讨论

小麦遗传转化效率受外植体生理状态、农杆

菌侵染条件、激素配比、筛选压力等多种因素共同

制约[23-24,27-29]。本研究通过系统优化上述关键环

节,构建了一套操作简便、周期较短、试剂易得的

农杆菌介导转化体系,使小麦遗传转化模式品种

Fielder的转化效率从优化前的8.16%提高至

14.83%,3个栽培品种扬麦20、郑麦7698和科农

199分别获得了(9.03±0.02)%、(7.32±0.19)%
和(8.70±0.03)%的转化效率,接近或超过了

Fielder在转化体系优化前的水平,其中扬麦20
表现出比郑麦7698和科农199更高的转化适配

性,这一结果为后续受体基因型的选择提供了参

考。同时,该体系有效解决了愈伤组织褐化和假

阳性率高等常见问题。
外植体的选择与生理状态是决定转化成功与

否的首要因素,其中愈伤组织褐化是限制小麦遗

传转化再生的主要瓶颈。本研究发现,胚龄过小

易受机械损伤难以诱导愈伤组织,胚龄过大倾向

形成非胚性愈伤组织,只有适中的胚龄才能显著

提高愈伤组织质量和后续转化效率。本研究确定

花后12d为最佳取材时间,与Richardson等[30]

提出的花后12~16d(14d最佳)、张月婷等[31]指

出的花后12~15d以及 Wang等[32]报道的花后

10~15d结果基本一致,表明该胚龄处于胚性反

应与抗褐化能力的最佳平衡点。
在农杆菌介导转化过程中,乙酰丁香酮(AS)
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作为毒性区基因诱导剂,对提高T-DNA转移效

率具有关键作用[33-36]。本研究结果显示,当菌液

OD600 为0.5条件下,添加200μmol·L-1AS并

配合10min侵染处理,可使抗性愈伤组织诱导率

达到34.29%。与更长的侵染时间相比,10min
的处理既能保证充分的农杆菌附着与T-DNA转

移,又可避免因过度浸泡导致的组织水渍化坏死,
有助于缩短操作时间并提高转化效果。

植物生长调节剂在愈伤组织的诱导、增殖与

再分化过程中发挥核心调控作用[37-39]。本研究表

明,在愈伤组织诱导阶段,在2.2mg·L-1毒莠定+
0.5mg·L-12,4-D基础上添加0.5mg·L-1

ABA可显著促进胚性愈伤组织的形成,诱导率达

(64.29±1.64)%,这与ABA有助于体细胞胚发

生的相关观点一致[40]。当ABA浓度过高(>1.0
mg·L-1)时,细胞生长被抑制,诱导率下降。在

不定芽再分化阶段,细胞分裂素(KT)对于绿点和

绿芽的形成具有关键作用[41-42]。本研究发现,随
着KT浓度增加,愈伤组织分化率呈现先升后降

趋势,在1.5mg·L-1 时达到峰值。本体系明确

0.5mg·L-12,4-D+0.5mg·L-1ABA(诱导)+
1.5mg·L-1KT(分化)组合是促进小麦高效再

生的最佳配方。
建立高效的筛选体系是获得转基因植株的关

键,其核心在于平衡筛选压力与组织再生能力[23-24]。
本研究确定了10mg·L-1PPT为最佳筛选浓度,
有效剔除非转化组织,最大限度地维持转化细胞的

生长活性。
小麦遗传转化效率普遍存在基因型依赖[43-44]。

已有多项研究表明,在农杆菌介导的小麦遗传转

化体系中,GRF4-GIF1、BBM 、WUS、TaWOX5
等[13,44-45]可以降低基因型依赖,提升再生效率。
本研究通过系统优化侵染条件、激素配比等,改善

了小麦转化中愈伤组织褐化、再生效率低、基因型

依赖等问题,成功实现了再生植株的稳定获取。
该体系操作简单、无多余外源元件、后代无需分离

筛选,能同时兼顾转化效率与基因型广谱性,在育

种上具有一定的应用价值。
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