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亚麻愈伤组织诱导最佳培养基的筛选 

焦德志，李波，吕建伟，李莉 (齐齐哈尔大学生命科学与工程学院，黑龙江齐齐哈尔161006) 

摘要 利用组织培养技术，采用正交设计方法，以“双亚6号”亚麻种子为材料，对亚麻不同外植体、不同植物激素及不同浓度组合诱 

导愈伤组织的最佳培养基进行了筛选。结果表明，以B 培养基加入4 mg／L IAA、2 mg／L KT和200 mg／L LH诱导子叶和下胚轴形成的 
愈伤组织最好 ，诱导率可达 100％；通过细胞 学观察发现，该愈伤组织的胚性细胞最多，并可诱导产生再生植株。 
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亚麻是重要经济作物，主要育种 目标是提高纤维产量 

和抗旱、抗病、抗倒伏能力。利用组织培养技术筛选亚麻愈 

伤组织诱导最佳培养基，可为亚麻抗逆性研究提供理论基 

础。笔者选取亚麻子叶和下胚轴作为外植体，采用 lm(34)正 

交设计 ，以 为基本培养基 ，激素分别选取吲哚乙酸 

(IAA)、激动素(KT)和水解乳蛋白(LH)。 

1 材料与方法 

1．1 材料 亚麻优良品种“双亚 6号”，由齐齐哈尔市种子 

公司提供。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌苗培养。选择籽粒饱满的亚麻种子 160粒，用纱 

布包好，蒸馏水浸泡4h。配制 MS培养基，加入 10g／L琼脂 

和 30 蔗糖，调 pH至 5．8，然后在 121～126℃下灭菌 2O 

min后备用llJ。用75％酒精处理种子 3O s，无菌水冲洗 3~4 

次，再以O．1％升汞消毒8～1O min，取出后用无菌水冲洗3～ 

4次。在无菌条件下把消毒的亚麻种子接种在 MS培养基 

上，室温培养。大约 15 d后种子已全部萌发成具有子叶和 

下胚轴的无菌苗。 

1．2．2 愈伤组织诱导。选用 B 培养基，加入 5 琼脂、15 

蔗糖和相应激素，调 pH至 5．8。供试外源激素为IAA、 

KT和LH，正交表选用 lm(34)，表头设计和各因子状况见表1。 

表 1 愈伤组织诱导培养基的L’(34)正交设计 mg，L 

在无菌条件下，用解剖刀将亚麻子叶(去掉基部)、下胚 

轴(长约 0．8 cm)切下，分别接种于上述 培养基上，每个 

培养瓶中接种 6块，室温培养 30d。 

1．2．3 石蜡包埋切片制作。选择新鲜、老嫩适宜的有代表性 

的材料，切割成 3～5mm长的小段或小片，制备成石蜡切片， 

具体操作和要求见参考文献『31。镜检观察并拍摄照片。 

2 结果与分析 

2．1 愈伤组织的形态学观察 培养 5 d后部分亚麻子叶的 

切口处膨大，7 d左右开始出现肉眼可见的愈伤组织。10 d 

作者简介 焦德志(1970一)，男，黑龙江齐齐哈尔人 ，讲师，从事细胞学 

和植物种群生态学研究。 

收稿日期 2006-01—05 

后大部分亚麻子叶周围均生成愈伤组织，且培养基的接触 

部位愈伤组织生长较快。愈伤组织形成情况见表 2。培养 

10d后，部分亚麻下胚轴出现少量愈伤组织，而且下胚轴通 

常在一端形成较多的愈伤组织，另一端愈伤组织生长较少， 

愈伤组织的生长表现出一定的极性和不平衡性圆。培养 30 d 

后，亚麻子叶和下胚轴与培养基接触的一端或与培养基表 

面相接触的部位形成较多愈伤组织，这时愈伤组织生长速 

度逐渐减慢乃至停止。愈伤组织的生长状况见图 1。 

表 2 植物激素对亚麻子叶和下胚轴愈伤组织诱导的影响 

对愈伤组织进行形态学观察，发现有如下特点：绿色不 

透明、致密硬实、质地光滑等。试验还发现，子叶诱导愈伤组 

织比下胚轴快；培养基中除长出愈伤组织外，还长出少许不 

定苗和根。不定苗和根的生长情况见表 3。 

表3 各培养基中不定苗和根的生长情况 

2．2 愈伤组织的细胞学观察 研究发现，9号子叶和下胚 

轴的愈伤组织致密，细胞整齐一致，可见大量球形胚 ，细胞 

质浓，具有细胞核。其他愈伤组织的细胞显著拉长呈畸形管 

状，形态不规则，细胞间缺少联系，多数处于游离状态。愈伤 

组织在长期生长过程中，有胚性与非胚性 2类愈伤组织发 

生。胚性愈伤组织发生之前经历愈伤组织生长发育阶段。成 

熟胚诱导出愈伤组织，经培养，在愈伤组织外围形成胚性细 

胞，随着胚性细胞不断分裂，愈伤组织中胚性细胞团增多。 

随着进一步培养，在组织内也有胚性细胞形成。细胞学观察 

显示，胚性细胞细胞质浓，有明显的细胞核，细胞呈圆形。胚 

性细胞在发育过程中，出现细胞壁加厚，胞间连丝消失等变 

化。胚性细胞分裂形成的多细胞原胚始终被厚壁包围，与周 
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A 4号愈伤组织的根 B 5号愈伤组织的不定苗和根 C 6号愈伤组织的不定苗和根 

D 8号愈伤组织的不定苗和根 E 9号愈伤组织的不定苗和根 

图1不同处理后愈伤组织的生长状况 

围细胞形成明显的界限，只通过胚柄类似物与外植体或愈 

伤组织相连。同时发现，有些愈伤组织中细胞多呈不规则 

形，染色浅，没有细胞团的形成，这些愈伤组织胚性发生能 

力弱，多保持为非胚性愈伤组织，说明胚性愈伤组织与非胚 

性愈伤组织在内部构造上有明显差异 (图2)。胚性与非胚 

性愈伤组织的比较见表 4。 

A l号非胚性细胞 

E 7号非胚性细胞 

K 9号胚性细胞 

B 2号胚性细胞 C 3号胚性细胞 D 4号胚性细胞 F 5号胚性细胞 

G 6号胚性细胞 H 6号非胚性细胞 I 8号胚性细胞 J 8号非胚性细胞 

L 9号非胚性细胞 

图 2不同处理后细胞学观察结果 

表4 胚性与非胚性愈伤组织形态及解剖构造的比较 

2．3 胚性愈伤组织的鉴别 通过制作石蜡包埋切片观察 

发现：1号愈伤组织的细胞呈不规则形，细胞核较少；2、3、4、 

7号愈伤组织的细胞少数聚集在一块，细胞核较少；5、6、8、9 

号的细胞聚集处较多，聚集处细胞呈圆形 ，细胞质浓厚，细 

胞核清晰可见，而且染色较深，此为胚性细胞，可诱发长成 

再生植株 ，比较发现，9号愈伤组织的胚性细胞最多，因此 

长势也最好。 

2．4 愈伤组织诱导过程中植物激素的作用 在植物组织 

培养中，生长素和细胞分裂素是细胞离体培养必需的激素。 

(下转第 1129页) 
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图 5 粟绛蚧雌成虫危害板栗 

图 6 双黑绛蚧雌成虫危害板栗 

3 发生规律 

双黑绛蚧在安徽省 1年 1代。3月中旬若虫开始膨大、 

危害，危害期3月中旬 4月中旬，危害盛期为3月下旬。4 

月上旬，雌若虫开始发育成雌成蚧，卵原基开始形成，显微 

镜下可以看到这一过程。在雌蚧体内，最早成熟的卵与最迟 

成熟的卵约相差1O～15 d。雌蚧于4月下旬～5月中旬卵孵， 
一 头雌蚧孕卵量约 2 000粒。雄蛹羽化期在 3月下旬 4月 

中旬。少量初孵若虫向上爬行，通过两株树外围重叠枝条向 

相邻栗树传播扩散，大部分若虫在 1～3年生枝条、枝干、主 

干的皮缝、树枝背阴处、伤疤、树丫、膏药病病斑等处固定。 

但嫁接树龄在 10年以下栗树，初孵若虫(包括雌雄虫)不但 

在树干固定，而且约 6O％初孵幼虫爬行到栗树基部及其附 

近土壤中，其中少量若虫可以沿地表爬行 1．5～2 m。1龄若 

虫固定后约 15 d，若虫前端体躯 2侧分泌白色蜡粉，约再过 

20 d，若虫分泌蜡丝形成 1层薄茧越夏，1个月后蜕皮成2 

龄若虫。11月中下旬，随着栗树落叶，大部分若虫回迁到 1～ 

2年生枝条基部、芽内侧越冬。 

4 防治方法 

因蚧类体外被有蜡粉，一般化学药剂不易透入，所以防 

治效果不够理想。双黑绛蚧同着寄生，若虫虫体较小，极易 

随接穗、苗木、人类活动传播，故应加强植物检疫I4]。在防治 

过程中也不能忽视双黑绛蚧的天敌，另外还需辅助人工措施。 

4．1 加强植物检疫 双黑绛蚧主要靠接穗进行远距离传 

播，所以，应对接穗采取严格的检疫措施，不采用携带有双 

黑绛蚧的接穗。如果确需从外地调入接穗，必须对外调接穗 

进行封蜡。 

4．2 提高营林技术 ①选用适合当地的抗虫品种；②因地 

制宜地进行垦复、施肥；③进行修剪、刮皮、涂白。对粟树进 

行修剪、垦复的目的是减少栗园的投影面积，阻隔双黑绛蚧 

若虫通过2树外围重叠枝条和地表爬行传播，提高粟园透 

光性，集中养分，增加产量。以丰产性能好、较抗蚧虫的粘地 

板、大红袍等栗树品种为母穗，改接产量低、易感蚧虫品种， 

接穗均进行封蜡，可达到优质高产的目的。 

4．3 保护天敌 调查发现，当年捕食和寄生率超过 90％ 

时，第2年双黑绛蚧发生急剧下降，达到防治指标以下，因 

此天敌是防治双黑绛蚧的重要一环。当枝条 1~2年生虫口 

低于5头时，对产量影响较小，可以不防治，这也有利于保 

护天敌。 

4．4 化学防治 当板栗双黑绛蚧偏重发生和大发生时，应 

抓住3月 15～3O日越冬若虫膨大期这一最佳时机，选择对 

人和环境都较友好的高效 、低毒、低残留农药，喷药于 1～2 

年生枝条背面。此时正好避开了寄生蜂羽化高峰期和黑缘 

红瓢虫卵孵化期，避免大量杀伤天敌。研究表明，1O％高渗 

吡虫啉可湿性粉剂加少量菊酯类农药防效较好。 
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两者不同浓度和比例组合，不但可诱导细胞分裂和生长，而 

且可诱导再生植株。 

该试验所用激素是吲哚乙酸(IAA)、激动素(KT)、水解 

乳蛋白(LH)。吲哚乙酸的主要生理作用是促进细胞生长和 

细胞分裂，诱导受伤组织产生愈伤组织；在组织培养中可用 

于诱导根的形成。激动素有促进细胞分裂的作用，在生长素 

存在的条件下，激动索对愈伤组织细胞分裂具有明显的促 

进作用。水解乳蛋白能够增加愈伤组织的诱导率。因此，在 

加入 IAA的4、5、6、7、8、9号培养基中均有愈伤组织和根的 

形成；在加入IAA和KT的5、6、8、9号培养基中除长出愈 

伤组织外，还长出不定苗和根；在加入 IAA、KT和 LH的5、 

9号培养基中，以9号培养基的愈伤组织长势最好，故最佳 

培养基配方为 B5+IAA 4 mg／L+KT 2 mg／L+LH 200 mg／L。 

3 结论 

细胞学观察发现，无论是利用子叶还是下胚轴诱导愈 

伤组织，9号( +IAA 4 mg／L+KT 2 mg／I +LH 200 mg／L)愈伤 

组织的长势都最好，胚性细胞最多，所以它为最佳培养基。 
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