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摘 要：为提高亚麻抗逆性，尽快获得转基因纯系亚麻，本研究采用农杆菌介导的转基因技术，

将抗盐和低温胁迫基因 !"#L21 导入单倍体亚麻，结果获得抗性再生植株!9株，从#L株生长健壮

的再生植株中 ’20 检测到5株阳性植株，阳性率!$O ；同时进行了不同方法的单倍体检测技术的研

究，确定 P)’- 染色可以做为快速鉴定植物体倍性常用方法。
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# 前言

亚麻是重要的纤维及油料作物，主要分布于欧洲、亚洲、北美洲和北部非洲。我国亚麻种植区域

从地理分布上可以划分为八个区：东北平原区、南方冬季亚麻区、黄土高原区、阴山北部高原区、黄

河中游区、河西走廊灌区、南疆内陆灌区、北疆内陆灌区、青藏高原区。!$世纪"$年代以前，我国的亚

麻纤维产区主要集中在东北的黑龙江，之后由于传统的东欧亚麻企业的没落、Q+R 的加入及我国

市场经济的建立、种植业结构的调整，我国亚麻产业得到进一步发展，纤维亚麻产区由黑龙江发展

到新疆、内蒙、吉林、辽宁、甘肃、云南、湖南、浙江等省区。!$$9年我国亚麻种植面积达#%万公顷，跃

居世界第一。油用亚麻种植区域主要集中在甘肃、内蒙古、宁夏、陕西、河北、新疆、青海等省区，每年

播种面积%$ 6 4$万公顷，居世界第二位 S # T。随着我国亚麻产业的发展壮大，种植面积的向南延伸，亚

麻育种工作者面临东北地区干旱、倒伏问题，华北、西北枯萎病严重问题，西南、华南安全越冬、北疆

内陆区苗期温度低，大气干旱、青藏高原区气候寒湿霜害严重等问题 S ! T。所以目前亚麻科研、生产中

急亟解决的问题就是尽快育出抗逆品种。

直接采用抗逆基因转化，定向选育亚麻抗逆品种应是解决上述问题的捷径。目前，随着植物基

因工程技术的发展，各类基因（抗除草剂、抗虫、抗病、抗逆境、改变品质性状等基因）在不断地被克

隆，各类启动子的构建成功，转基因植物的研究和应用也随之迅猛发展。全球转基因作物种植面

积 # " " % 年为 # 4 $ 万公顷， ! $ $ L 年全球转基因作物种植面积已达 " $ $ $ 万公顷，是

# " " % 年的 L 5 倍 S 5 T。随着转基因植物的发展扩大，各种基因遗传转化的方法也应运而生。

迄今为止，已经建立了十余种基因转化方法，按转化系统的原理U 可以分为三大转化系统类型
S 9 T V 7 # 8以质粒 P*) 等为载体的转化系统，如农杆菌法。 7 ! 8不用任何载体，通过物理化学方

法直接将外源基因导入受体细胞的直接转化系统，如基因枪法、微针注射法。7 5 8以植物自身的生殖

系统种质细胞，如花粉粒或其它细胞等为媒体的转化系统，如花粉管通道法。迄今为止所获得的转

基因植物中约&$O是利用根癌农杆菌转化而来的。

据大量资料记载，利用植物基因工程技术获得的转基因植株已不计其数，但从转基因植株中选

育外源基因纯合的转基因品系往往需要较长的时间和大量的田间工作，因为外源基因不可能同时
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插入或整合到二倍体植株的等位基因同一位点上，因此转基因后代发生性状分离。一般来讲，导入

双倍体的外源基因纯合需要3年以上，再加上至少! 4 5年的大田试验，到获得生产上能应用的品系

至少需要1 4 6年以上的时间，显然转基因作物的应用受到了限制。为此，我们采用农杆菌介导的转

基因技术将抗盐和低温胁迫基因 /789导入亚麻单倍体的研究，旨在建立一种使外源基因快速纯

合的育种程序，以使育种进程缩短5 4 3年，在最短时间里选育出生产上急需的抗逆转基因品系。

! 试验材料及方法

!: 8 试验材料

植 物 材 料 ：8、;"90!" 4 2 4 5，!、;"90!" 4 2 4 8，5、;"90!" 4 80 4 5，3、;"90!" 4 82 4 5，9、

;"90!" 4 82 4 6，8 4 1/<（获得的加倍材料）

基因：抗盐和低温胁迫基因（ !"89）于!003年在上海交大从大白菜（ #$%&&’(% )%*+&）中克隆获

得，由黑龙江省农科院李柱钢博士馈赠。基因载体 +/%809菌株 =*8!8质粒。

!: ! 试验方法

!: !: 8 单倍体受体制备

将供试材料的种子各90粒浸泡于69> 酒精9?@A，无菌水冲洗!次；再用8> 的 &<.BC 饱和溶液

浸!0?@A，无菌水冲洗5 4 3次，播种于含固体 D- 培养基试管中，每管! 4 5粒。于!5 4 !3E暗培养! 4
5天，种子开始萌发，将长出的双胚苗或多胚苗标记序号，移到组培室（!9E，8!F 光照）培养，待用。

!: !: ! 受体倍性检测

醋酸洋红染色与 ;%#) 荧光染色共同确定单倍体。

8）醋酸洋红染色 预处理：当种子露白时将其放在0 4 2E下培养32F，再放回!5E条件下处理

6: 9 4 2小时，将多胚苗作标记，根尖剪下8G?，立即放入冰水中，冷处理!0 4 !3小时。固定：取出根

尖，滤纸吸干，在卡诺固定液低温固定81小时后放于69> 的酒精中保存。染色：取出根尖，滤纸上吸

干，放入预先配制好8> 醋酸洋红（进口）溶液中染色5天。观察：挑出已染好的根尖，切去根冠，切取

极少量的分生组织于载玻片上，加8滴39> 的醋酸，盖上盖玻片，用橡皮头轻敲，使染色体散开，于

$+)H%3000显微镜800 I 下观察。

!）;%#)（3 J 4 1 4 ;@<?@K@AL 4 ! 4 =FMANB@AKLBM）荧光染色 只检测倍性：用60> 的酒精固定根

尖，然后用0: 08> ;%#)的60> 酒精溶液染色8分钟或更长时间（最好黑暗条件下染），压片然后观

察，用荧光显微镜在300A? 观察（800 I ，本试验所用显微镜 $+)H%3000）。

!: !: 5 转化

8）预培养：以筛选到的亚麻单倍体苗的叶片为外植体，置愈伤培养基（D- O !?P Q $*% O 8?P Q
&%%）预培养5天。!）菌液制备：<: 挑取农杆菌 +/%809菌落，转接于80?B 含 ,@R（利福平）30?P Q B，-ST

（链霉素）!9?P Q B，HA<（卡那霉素）90?P Q B 的改良的 7+# 液体培养基中，!2E，!00 T=? 振荡培养过

夜；U: 以!> 的接种量转接于含相同抗生素的 7+# 液体培养基中，!2E，!00T=? 振荡培养至 C;100
为0: 9 V 0: 1；G: 取一定体积（8!: 9?B）菌液，3E，9000 T=? 离心9 4 80?@A，弃上清，以等体积无菌 D-
液离心去上相，以洗脱抗生素，再加5 4 3倍体积的加有90?P Q B %-（乙酰丁香酮）的 D- 液，混匀备

用。5）浸染：将已预培养5天的外植体侵入菌液中，80T=? 振荡浸染8F。对照受体采用无菌水或 DPW
-C3浸泡。3）共培养：将上述侵染后的受体（包括对照）接到附加90?P Q B%- 的 D- 分化培养基（=/1: 0
以下）上，8" 4 !0E下，每天83 4 81小时的光照培养3 4 9天，光照强度为!000$XY。9）脱菌、分化选择

培养：选择上述处理生长健康的受体，接到加有抗菌素800?P Q B 头孢噻污钠（国产）O 300?P Q B
’+D+’)&（进口）O 90?P Q B HA< 的分化培养基上，在接种前先用8000?P Q B 头孢噻污钠浸洗80分钟，

后再用 DP-C3或无菌水冲洗! 4 5次。设0对照（对照受体接种在不加抗生素的分化培养上）。1）生根

培 养 ：将 获 得 的 再 生 植 株 接 种 于 D- O 300?P Q B ’+D+’)&（进 口 ）O 800?P Q B .C,($%&; 和 附 加

0: 009?P Q B&%% 进行生根。整个转化过程对糖的浓度适当调节。6）炼苗移栽：在移栽前打开盖子，自



!"#!$$% 年第 !& 卷第 % 期 中国麻业科学 ’()*+ ,-./0 12-/*2/1 -* 23-*)

然炼苗4 5 %天；从培养基内将有根苗取出，用清水将根上的培养基冲洗干净栽入营养土中，营养土

和盛土容器要灭菌。

!6 !6 4 抗性植株的 ’20 检测

7）质粒 8*) 的提取采用碱裂解法 ，参照王关林的试验方法进行 9 : ;。

!）再生植株（模板）8*) 提取采用 2+). 法，参照 1<=>?@< 的试验方法进行 9 % ; 。

#）’20（聚合酶链式反应）检测：以 3A7:21（含 BCD 终止子，长度4:$EF）的两个引物（’@GH=@7和

’@GH=@!）检测转化后获得的抗性植株。在冰上建立 ’20 反应体系（!$!I）：

JJ3!K 7!6 %!I
7$ L .MNN=@ !!I
J*+’O!HPQ茧自缚 $6 4!I
’@GH=@ 7 O7$!PQ 7!I
’@GH=@ ! O:!PQ !!I
+?R O:P S !I Q 7!I
+/P’ 7MI
’20 程序：":T预变性#HGB；"4T变性#$D，%7T退火#$D，U!T延伸%$D，#:个循环；U!T再延伸

7$HGB；4T贮存。取7 5 :MI 反应产物进行7V 琼脂糖凝胶电泳检测，筛选鉴定阳性植株。该试验所用

的两个引物 ’@GH=@7和 ’@GH=@!可扩增出 3A7:21 基因的序列片段，扩增片段的大小为4:$EF；通过

’20 扩增为阳性的可确定为转基因植株。

’@GH=@ 7：# W 5 2))+22++2++22X22+2++ 5 : W
’@GH=@ !：: W 5 2))X)22XX2))2)XX)++2 5 # W

# 结果与分析

#6 7 醋酸洋红染色与 8)’- 荧光染色染色体鉴定筛选单倍体

依!6 !6 7方法，我们以多胚种子 8":$!" 5 & 5 #的7、#、!7号种子（7 5 7）、（7 5 #）、（7 5 !7）；

8":$!" 5 & 5 7的!7号种子（! 5 !7）；8":$!" 5 7& 5 #的7!号种子（4 5 7!）；7 5 %3? 的77、!7、!#号种

子（7 5 %3? 5 77）、（7 5 %3? 5 !7）、（7 5 %3? 5 !#）的7%株（每粒种子有大、小苗各7株）多胚苗的根尖

为检测部位，采用醋酸洋红进行染色。#天后，倍性鉴定结果是：4 5 7!的小苗、7 5 %3? 5 !#的小苗为

单倍体（7%条左右）；! 5 !7的小苗鉴定为二倍体；其余苗没有查到能鉴定出倍性的分裂相。采用

8)’- 染色，对4 5 7!的小苗、7 5 %3? 5 !#的小苗、7 5 7的大苗茎部或根部表皮细胞检测，倍性鉴定
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结果：# 4 5!的小苗、5 4 206 4 !7的小苗为单倍体，5 4 5的大苗可能为二倍体。通过染色体检测确定

出两份单倍体材料：# 4 5!的小苗（见图5左）、5 4 206 4 !7的小苗（见图5右）用于转化试验。从试验

方法看 8&$* 荧光染色方法鉴定单倍体方便简洁快速，可省去采用其他常规染色技术前对植物材

料的预处理，及染色时间的要求，是快速鉴定、检测单倍体材料较适宜的方法。本试验只做了倍性鉴

定，具体染色体个数及核形分析还有待进一步研究。

79 ! 单倍体转化再生植株的获得

按!9 !9 7方法所述，以上述检测到的单倍体材料# 4 5!和5 4 2:6 4 !7小苗 ;无菌苗 <的幼嫩叶片

为外植体，置于"= 含糖量的固体培养基（>. ? 2 4 +&!@A B C ? ’&&5@A B C）预培养7天，使柔嫩叶片

硬化，采用预先制备的农杆菌菌液（D8 E 19 FF#!，>. 液稀释7倍）摇晃浸染5:，浸染前对硬化的叶片

做划伤处理，对照受体采用无菌水处理；将浸染后的叶片置于共培养培养基（>. ? 2 4 +&!@A B C ?
’&&5@A B C ? F1@A B C&.）中F天，选择上述处理生长健康的受体（F7片），用5111@A B C 头孢噻污钠浸

洗F分钟，后再用无菌水冲洗! 4 7次 ，接到加 有抗菌素511@A B C 头孢噻污 钠（国产 ）? #11@A B C
(,>,(*’（进口）? F1@A B C GH6 的分化培养基（>. ? 2 4 +&5@A B C ? ’&&19 1F@A B C）上。设1对照，即

受体接在不加抗生素的分化培养基上以跟踪检测分化系统。培养条件为!FI，5!: 光照，两周换一

次分化培养基，71天左右以# 4 5!为受体的叶片愈伤块有的开始分化出抗性芽（见图!），最后统计共

有3块愈伤能分化出芽，愈伤分化率为5F= ，其余叶片愈伤渐渐变白、变黄，含卡那培养基内对照受

体分化明显受到抑制，F1天左右全部黄化死掉；而以5 4 206 4 !7为受体的叶片愈伤一直未分化；其

1对照也未分化，可能此分化培养基不适于该基因型。待已分化出的芽长至5J@ 左右时，将其切下转

至生根培养基中（>. 固体培养基 ? 19 11F@A B C’&& ? GH6F1@A B C ? 511@A B C 头孢噻污钠 ? #11@A B C
(,>,(*’）。最后通过卡那霉素抗性筛选共获得了!#株转化再生植株。由于卡那霉素的选择作用，仍

有部分植株白化。

79 7 $/- 检测结果

根据!9 !9 #的方法K 微量粗提亚麻再生植株幼嫩叶片的总 8’&，以碱裂解法提取载有 0L5F/.
基因的 M+5!5质粒 8’&。以转 0L5F/. 基因的抗性亚麻植株的总 8’& 为模板，以载有 0L5F/. 基

因的质粒 8’& 为阳性对照，以未转基因# 4 5!小苗（对照受体）的再生植株的总 8’& 为阴性对照，

同时设不加模板的 $/- 反应体系为空白对照，以 0L5F/. 的两个特异引物（$NO@PN5和 $NO@PN!）进
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行’20，阳性对照和部分转基因植株应扩出4#$56，阴性对照及空白对照无扩增条带。通过对7#株健

壮抗性植株进行了 ’20，经78 琼脂糖凝胶电泳与标准分子量 9(7#$$$比较，其中共:株呈阳性（见

图:），阳性率!$8 。证实 !"7#21 基因已经转入受体亚麻单倍体中，即获得了转 3;7#21 的阳性亚

麻植株。

4 结论与讨论

4< 7 通过 !"7#基因转化亚麻单倍体试验，我们获得卡那霉素抗性再生植株!4株，从其健康的7#
株中 ’20 检测出:株阳性植株，证明已有基因插入到单倍体亚麻基因组中，标志着利用抗逆基因转

化亚麻单倍体的转基因技术获得成功。这为我们得到纯系抗逆亚麻新品系，使多胚亚麻利用奠定了

坚实的基础。

4< ! 通过单倍体鉴定试验，确定 9)’- 荧光染色可以用来检测植物体倍性，而且简单、快速而准

确，可以省略其他染色方法的前处理、固定、长时间染色等程序。我们所用的 9)’- 的中文名称是4，

% = 联脒 = ! = 苯基吲哚，是一种常用的荧光染料，其作用机理与溴化乙锭（/.）等染色剂的机理类

似：它们与 9*) 双螺旋的凹槽部分可以发生相互作用，从而与 9*) 的双链紧密结合。结合后产生

的荧光基团的吸收峰是:#&>?，而散射峰是4%7>?，正好 @A（紫外光）的激发波长是:#%>?，使得

9)’- 成为了一种常用的荧光检测信号。采用该染色法来识别单倍体以至在将来检测转化再生植株

倍性的变化是极为实用的。

4< : 在基因转化的过程中仍然存在基因转化率低的问题；另外，利用农杆菌介导法进行转化，虽然

对于双子叶植物亚麻来讲是转化率最高的一种方法，但其试验周期较长，脱菌困难，任何一个环节

上的错误或误差都会导致全程的失败。受体基因型的选择问题相当关键，不同的基因型，其愈伤分

化率不同，对抗生素及抗菌素的敏感程度也存在较大的差异。尤其是在利用单倍体转化的过程中，

上述问题表现得更明显B 所以亚麻基因转化体系尚需进一步完善。
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《机剥苎麻》地方标准通过专家评审

!11#年33月!2日，由湖南省农业厅主持，组织有关麻纺、科研、农业和检验检测专家对中国农科

院麻类研究所起草的《机剥苎麻》地方标准进行了评审。专家组经过认真评审，一致认为：

3、《机剥苎麻》起草单位提供的资料齐全，符合评审要求。

!、该标准是在广泛收集国家标准、总结现有科技成果和先进经验的基础上，对机剥苎麻的定

义、技术要求、检验、包装、标志、运输和贮存等进行了规范，标准编写规范，符合 4+ 5 (36 3的编写要

求。技术先进，可操作性强，填补了我国机剥苎麻标准的空白，达到了国内同类标准的先进水平。

7、《机剥苎麻》标准对促进苎麻剥麻机的推广应用，提高机剥苎麻质量，促进苎麻产业的发展具

有重要的作用。

（中国农业科学院麻类研究所 龙超海供稿 8
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