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·组织培养简讯- 

亚麻组织培养高频不定芽诱导体系 
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摘要 对适合南方地区冬季种植的纤用亚麻品种组织培养过程中基本培养基、激素配比、外植体材料的基因型和苗龄以及 

再生不定芽的生根条件进行了比较研究。结果表明，适合于亚麻白花品种组织培养的最佳培养基为YB1，不定芽诱导率可达98．50％。 

在此培养基上，白花、黑亚4号、K6531、K7697、H1026、H1045、1039和阿丽亚那下胚轴不定芽的诱导率分别为98．50％、 

98．50％、56．50％、42．47％、54．40％、0、27．13％和97．30％，平均出芽数为1 1．43、9．33、2．17、0．77、1．10、0、0．90和 

1 0．68。苗龄为7—1 O天的下胚轴最适于诱导不定芽，随苗龄增加，不定芽的诱导率呈下降趋势。RB5培养基最适于不定芽的生根， 

生根率达100％，平均生根数为15．3。实验还确定了亚麻对卡那霉素、氨苄青霉素和头孢霉素的抗性浓度阈值。 
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亚麻(Linum usitatissimum L．)是我国重要的经济作 

物，亚麻纤维强韧、柔细，具有较好的色泽，是纺织高 

级服装的原料。油用亚麻种子富含人体必需的脂肪酸 

or．一亚麻酸(十八碳三烯酸)，其代谢产物对人体具有降 

血压、降血脂、抑制过敏反应 、抗血栓和抗癌等重 

要 的作用。 

引种驯化、杂交育种等传统育种方法在改良亚麻 

性状方面发挥了重要作用，但也存在明显的局限性。将 

转基因技术与传统育种手段相结合，有助于解决一些常 

规育种方法难以解决的特殊问题。而转基因技术的关 

键是建立一个高效的组织培养体系，以提供拟改良目标 

性状的基因受体系统。 

关于亚麻的组织培养前人已有一些研究报道，探讨 

了培养基、不同外植体等对其愈伤组织诱导及再生的 

影响，建立了双亚5号、双亚6号、黑亚1 1号、7309、 

双亚一号、宁亚一号等和部分野生品种的愈伤组织诱 

导及再生体系(Bretagne et a1．，1 994；李学宝等，1 995； 

孙洪涛等，1 995；苑志辉等，1 997；王玉富等，2000；姬 
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妍茹等，2001，2005；Jain and Rashid，2001：焦德志 

等，2006)。本文在前人研究的基础上，以8个南方引种 

成功品种为试材，建立了适合南方亚热带地区栽培的亚 

麻品种高效不定芽诱导体系，并且讨论了基本培养基、 

激素配比、外植体、基因型、培养条件、苗龄及生 

根条件对其组织培养的影响。实验还进一步证明了基 

因型对亚麻愈伤组织诱导、不定芽诱导及增殖有很大 

的影响。而且确定了亚麻对卡那霉素、氨苄青霉素和 

头孢霉素的抗性浓度值，为进一步利用遗传转化改良品 

种、T．DNA插入突变体筛选及功能基因组学研究奠定 

了基 础 

1 材料与方法 

1．1 供试材料 

供试品种为中国农业科学院麻类研究所提供的亚麻 

(Lin um usita tissimum 

K6531 K7697 H1026 

L．)品种白花 、黑亚 4号 、 

H1045、1039和阿丽亚那。 
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除基因型实验之外，均采用白花为材料。 mg．L 的活性炭。 

1．2 方法 

1．2．1 培养条件 

光培养条件：温度控制在(23±2)。c，光照强度1 500- 

2 000 ismo1．L一．m-2．s一
， 每天光照14小时。暗培养条 

件：温度为(23±2)。c的暗培养箱中培养。 

1．2．2 愈伤组织及不定芽的诱导 

选择成熟、饱满、健康的亚麻种子先用75％(v／v)乙醇 

浸泡30秒，再用0．1％(w／v)HgCI2消毒12分钟，无菌水 

冲洗 3—4次，接种到不含激素的MS(或B5)培养基上。 

暗培养4天之后光照培养，3天之后切取无菌苗的下胚轴 

为外植体，接入愈伤组织培养基／不定芽诱导培养基。 

培养30天后，统计诱导率／分化率，观察下胚轴的脱分 

化及不定芽的诱导情况。每个处理培养 30个外植体， 

重复 3次。 

愈伤组织诱导率=(产生的愈伤组织数／ 

接种的下胚轴数)xl 00％ 

不定芽诱导率=(产生的健康不定芽数／ 

接种的下胚轴数)xl 00％ 

1．2．3 不定芽的生根 

不定芽的生根采用B5基本培养基附加不同浓度的NAA 

和IBA及蔗糖10 g．L-。，植物凝)~(PHYTAGELTM鼎国 

生物技术有限责任公司，Sigma分装)3．0 g L-。，pH5．8。 

1 5天后，统计不定芽的生根率、根数及根长等指标。 

1．2．4 培养基 

愈伤组织诱导培养基：B5基本培养基附)JHIAA 4．0 mg- 

L～，BA 2．0 mg·L～，蔗糖30 g·L～，植物凝胶3．0 g L 

(孙洪涛等，1 983)，pH5．8。 

不定芽诱导培养基及愈伤组织再分化培养基：B5基 

本培养基附加不同浓度的IAA、BA和 KT，蔗糖 20 g· 

L-。，葡萄糖50 mg·L-。，水解酪蛋白200 mg·L-。，植物 

凝胶 3．0 g L～，pH5．8。 

不定芽增殖培养基：不定芽诱导培养基附加 1．5 

2 结果与分析 

2．1 不同激素配比对下胚轴愈伤组织再生的影响 

种子萌发7天后，取下胚轴接种于愈伤组织诱导培养基 

上，暗培养诱导愈伤组织。30天后将愈伤组织接种到 

分化培养基上。愈伤组织的诱导率为1 00％，但是愈伤 

组织的再生频率比较低(表 1)，再生苗均为玻璃化苗。 

愈伤组织在分化培养基中的突出表现是无限制的生长， 

而且形态为疏松水浸状。 

2．2 不同激素配 比对下胚轴直接诱导不定芽的影 

响 

种子萌发7天后取下胚轴接种于不定芽诱导培养基上，5 

天后下胚轴开始膨胀生长，1 0天左右下胚轴切口处产生 

绿色愈伤组织，下胚轴表面开始产生突起。接种20天 

后下胚轴表面的突起继续生长，诱导生成不定芽(图1 A， 

B，C，D)。30天后统计不定芽的诱导情况(表2)，结果 

显示，IAA和 BA对亚麻下胚轴组织培养作用显著。在 

YB1培养基上培养1 0天后转接于不定芽增殖培养基上， 

结果显示，接种30天后不定芽诱导率最高，达98．5％，平 

均出芽数也最多，达1 1．43；YB2和YB9培养基则次之。 

2．3 不同基因型不定芽诱导的差异 

在YB1培养基上接种不同品种的亚麻下胚轴外植体，1 0 

天后，白花、黑亚4号和阿丽亚那外植体上有愈伤组织 

产生，20天后诱导出不定芽。其余品种愈伤组织和不定 

表1 不同激素配比对愈伤组织分化再生苗的影响 

Table 1 Effect of hormones on regeneration frOm callus 

3次重复平均值 ±标准差 

Means±standard deviat ron of 3 measurements 
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表2 不同激素配比对下胚轴不定芽诱导的影响 
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Code of Hormone combination(mg．L ’) Callus inductior i Shoot induction No
． of shoots per 

media I AA BA KI rate(％) rate f％1 exDlant f％ 

YB 1 0．2 0．5 0
．5 98．20~1．85 98．50~1．67 1 1

． 43~1 70 

YB2 0．2 0．5 1．0 97
．87~1．85 98．50~1．67 9．33~2．28 

YB3 0．2 1．0 0．5 88
．60~1．81 81．20~5．1 1 5．70~1．82 

YB4 0．2 1．0 1．0 69
．77~7．1 3 71．93~1．99 5．80_+1．86 

YB5 0．5 0．5 0．5 86．1 7±4．83 63．97_+4．84 3．27~1
．82 

YB6 0．5 0．5 1．0 74
．80_+4．50 56．50_+4．20 2．1 7±1．56 

YB7 0．5 1．0 0．5 83
．80_+6．18 67．03_+4．17 1．97±1．40 

YB8 0．5 1．0 1．0 82
．10±3 40 63．40_+2．76 1．57_+1．31 

YB9 0．2 0．5 — 98
．60_+1．25 97．30_+2．39 1 0．68_+2．37 

YB10 0．5 0．5 — 84．57_+4
．64 61 00_+3．70 2．83_+1．13 

YB11 0．2 — 0．5 88．87_+1．91 81
．77~2 98 5．40_+1．52 

YB1 2 0．5 — 0．5 73．03_+2．29 61
．33_+3．76 1．67_+1．32 

YB1 3 0．2 2．0 — 73．57_+2．88 61
．33_+3．76 1．27_+0．93 

YB1 4 0．5 2 0 — 47．33_+4．43 42．47~3．76 0
．77~0．80 

YB1 5 1．0 2．0 — 67．40_+2．80 54
．40_+0．46 1．1 O±0．55 

3次重复平均值 ±标准差 

Means ±standard deviation of 3 measurements 

图 1 亚麻组织培养高频不定芽诱导 Figure 1 Adventitious shoots induced via hypocotyls culture 

(A)下胚轴培养 5天； 

(B)下胚轴培养 10天； 

(C)下胚轴培养 2O天； 

(D)下胚轴培养 30天： 

(E)生根初期； 

(F)生根； 

(G)移栽初期再生苗； 

《H)移栽成活再生植株 
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表 3 不同基因型亚麻品种愈伤组织和不定芽诱导率的比较 

Table 3 Variation of callus and adventitious shoot induction in different genotypes 

芽诱导较之晚3—5天。8份材料中除H1045外均能诱 

导出愈伤组织和不定芽。愈伤组织的诱导率和不定芽 

的诱导率呈正比，不同基因型的亚麻其不定芽的诱导数 

目差别较大，愈伤组织诱导率较低的品种，不定芽的数目 

也较低。由表3可见，接种 30天后白花愈伤组织和不 

定芽的诱导率最高，均达98％以上，出芽数也最多，平 

均为1 1．43；黑亚4号和阿丽亚那次之，不定芽的诱导率 

基本与白花持平，但是诱导出的不定芽数 目较少。 

K6531、K7697、H1026和1039品种愈伤组织的生长 

及不定芽的诱导率均较低。 

2．4 苗龄对不定芽诱导的影响 

种子萌发 7、10、13、16和 19天后分别取下胚轴培 

养，30天后统计不定芽的诱导情况。实验结果表明，随 

苗龄增加，不定芽诱导率和平均出芽数呈下降趋势，7— 

1 0天苗龄的下胚轴外植体最适于不定芽的诱导，不定芽 

诱导率达91％一97％，平均出芽数达11．43，是取材的最 

壬  

- -

,E- 

． ． ．广L．广L 
7 1O 13 16 19 

Seedling age(d) 

图 2 苗龄对下胚轴诱导的影响 

佳时期(图2)。 

2．5 不同基本培养基对下胚轴诱导的影响 

在MS、N6基本培养基中附加与YB1相同的附加物，并 

在其上接种7天苗的下胚轴，30天后统计不定芽的诱导 

情况。以 MS和 N6为基本培养基的诱导率分别为 

86．1％和80．3％(图3)，而B5为基本培养基的不定芽诱 

导率为98．5％，是下胚轴不定芽诱导最适基本培养基。 

2．6 光照条件对下胚轴诱导的影响 

接种下胚轴于YB1培养基上，置于光照条件和黑暗条件 

下进行培养，观察下胚轴的生长情况。5天后，下胚轴 

开始膨胀，光照条件下的下胚轴为绿色，黑暗条件下的下 

胚轴开始慢慢变黄。1 0天左右，光照条件下的下胚轴 

切口处产生绿色愈伤组织，下胚轴表皮表面开始产生突 

起：黑暗条件下的下胚轴不仅切13处产生愈伤，整个下胚 

轴都有脱分化迹象，20天后整个下胚轴都开始脱分化， 

1 

姜 
莹 
c 

B5 MS 

Basic media 

图 3 基本培养基对下胚轴诱导的影响 

Figure 2 Effect of seedling age on shoot differentiation Figure 3 Effect of basic medium on shoot differentiation 

c 一Q×o LoQ ∞ ooc∞～o ．oz 

一。／0一。 L co；Q Dc一 ooc∞ 
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表4 不同激素配比对不定芽生根的影响 

Table 4 Effect of hormones on rooting of adventitious shoot 
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产生淡黄色、水浸状的愈伤组织。 

2．7 不定芽的生根培养 

由表4可见，在添加NAA和IBA的1／2 B5基本培养基 

上不定芽均能生根，但生根数和根的生长速度却有很大 

差异。其中在RB5培养基上生根数最多，生长速度最 

快；在 RB4上生根数虽然也较高，但根容易折断(图 

1 E，F)。 

2．8 下胚轴再生植株的驯化移栽 

当根长至2 cm左右时可进行再生植株的驯化移栽。先 

在培养室内揭开封口膜驯化培养2-3天，再用镊子将植 

株从三角瓶中取出，洗去根部附着的培养基，移栽于直径 

1 0 cm并盛有消毒基质的培养钵中，用透明薄膜罩住盆 

口，并在膜上扎孔通风。3天后，揭开一角逐渐通风。 

5天后撤去薄膜，每天浇灌少量1／2MS营养液。保湿培 

养1 0天后，即可移入土壤中进行正常栽培管理(图1 G， 

H)。 

2．9 抗生素对不定芽诱导的影响 

亚麻对卡那霉素(kanamycin，Kan)有一定的抗性，但是 

随着Kan浓度的增加，其明显表现出对下胚轴培养的抑 

制作用。随着Kan浓度升高，下胚轴不定芽的诱导率 

以及平均出芽数逐渐降低。Kan对不定芽的诱导影响 

较大，当其浓度为10 mg．L 时，不定芽的诱导率基本 

与对照持平：25 mg．L 时，不定芽诱导率由对照的 

98．5％降低到74．4％，平均出芽数由 1 1．43降低到 

3．85；当Kan浓度达到50 mg．L 时，出愈率迅速降低 

至 5．12％，不定芽的诱导和出芽数也大幅度减少；当 

Kan浓度为60 mg·L 时，下胚轴愈伤组织和不定芽的 

诱导被完全抑制。 

1OO 

8O 

60 

40 

2O 

O 

10 25 40 5O 6O 

Concentration of kanamycin(mg L一’) 

1OO 

8O 

60 

40 

2O 

O 

c 
1o0 

d) 

董 8o 
舌 6O 

4O 

2O 

o
O 0 

03 

壬  击  _|} 

壬  

5O 100 15O 200 300 400 

Concentration of ampicillin(mg L‘’) 

壬  
— }  

5O 100 200 300 400 

Concentration of cefotaxime(mg L一’) 

图 4 抗生素对下胚轴植株再生的影响 

《A)卡那霉素对下胚轴植株再生的影响： 

《B)氨苄青霉素对下胚轴植株再生的影响 

《C)头孢霉素对下胚轴植株再生的影响 

Figure 4 Effect of antibiotics on regeneration 

《A)effect of kanamycin on regeneration； 

《B)effect of ampicillin on regeneration； 

《C)effect of cefotaxime on regeneration 

—o／0—0一∞_j亡ol1o 口亡一一ooL{∞ 一o／0一∞一∞．J亡ol1o 口c一 oo￡∞ 

A B 
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氨苄青霉素(a m P i C⋯i n，A m P)和头孢霉素 

(cefotaxime，Cef)对亚麻植株再生的抑制作用不是很明 

显，但仍然表现为随着抗生素浓度的升高，愈伤组织和不 

定芽的诱导率逐渐降低。实验结果表明亚麻对这2种抗 

生素的抗性仍然能达到500 mg-L (图4)。因此可以使 

用Amp和Cef作为农杆菌的生长抑制剂。 

3 结论与讨论 

植物离体组织培养主要受外植体、培养基和培养环境 

三大因素的调控。在植物形态建成过程中，起主要作用 

的是培养基中生长调节剂组合的配比，细胞分裂素和生 

长素在外植体离体培养中影响植物特定基因的激活与表 

达，从而调节特定蛋白质的合成，影响整个细胞的分裂及 

分化过程(赵术珍等，2006)。本研究证明亚麻下胚轴是 

诱导不定芽的优良外植体，B5基本培养基是亚麻组织培 

养最适培养基。 

培养基中加人生长调节物质可以改变和影响外植体 

的内源激素水平，从而导致亚麻外植体在附加不同植物 

生长调节剂的培养基中进行离体培养时，不定芽的诱导 

率差异很大。较高浓度的激素有利于不定芽的形成，而 

当激素浓度相同时，生长素和细胞分裂素的组合使用优 

于单独使用：但当激素浓度过高时，诱导的幼芽容易玻璃 

化，这可能是由于细胞分裂素浓度过高会导致不定芽结 

构畸形(Cushman et a1．，2000)。一般情况下认为，活 

性炭具有调节激素配比及吸附在培养过程中产生的有害 

物质的作用，使组织培养过程中再生苗成活率增加。本 

实验使用活性炭在一定程度上增加了亚麻下胚轴再生成 

健康苗的可能性。从实验结果可以明显地看出，在相同 

的激素浓度下，白花不定芽诱导率可达 98．50％，而 

H1045为0，这说明亚麻组织培养受基因型的影响比较 

大。同时，不同基因型亚麻的不同最适激素浓度配比有 

待进一步的研究和探讨。 

本文以8个南方引种成功品种为材料，初步筛选出 

白花组织培养的最佳培养基，建立了高效的直接再生体 

系，为今后亚麻遗传转化研究、T-DNA插入突变体库的 

构建及亚麻的功能基因组研究建立了一个良好的平台。 
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