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大豆和小麦原生质体的分离

融合及融合体的筛选技术

召卜启全 彼得
·

卡尔逊林

(中国科学院遗传研究所 )

摘 要

本文提供了大豆 (口 I y盯 n e幼 a x )根尖分生组织细胞原生 质体和小麦叶栅栏细胞原 生 质 体

的分离方法
.

建立了大豆和小麦原生质体融合的实验程序和融合体筛选技术
.

引
,

全扩
「〕

大豆和小麦都是很主要的作物
。

若能将大豆的高蛋白基因转给小麦那将是一项突破
。

这里提供的资料仅是一个开端
,

离 目的尚远
。

体细胞杂交包括原生质体的分离
、

融合和

培养
,

以及从融合体诱导再生植株
。

这种技术可以用来改良农作物
,

被看作是一种新的

育种途径 ( P e t e r 5 C a r l s o n e t a l 1 9 7 2 ,
B a j a j 1 9 7 4 ,

S e o w e r o f t 1 9 7 7
,

M e l e h e r s

G
。

1 9 7 7 )
。

本文报导了大豆根尖分生组织细胞原生质体和小麦叶珊栏细胞原生质体
`

的 分 离 技

术
,

融合的程序
,

以及微针技术及利用微量针管分离融合体的办法
,

把小麦大豆原生质

体的融合体筛选出来
。

本工作的摘要 曾发表在中国科学院遗传研究所 1 9 8 2年研究工作年

报上 (邵启全和彼得
·

卡尔逊 1 , 8 2 )
。

材 料 和 方 法

一
、

小麦叶栅栏细胞原生质体的分离

禾木科植物叶片一般来说薄而坚硬
,

剥去叶片表皮较难
。

为了克服这一困难
,

我们

将小麦
“ A u g us t,, 品种的种子浸种发芽和培养在人工气候箱中

。

箱中条件是
:
恒 温

27 ℃
,

相对湿度 6 0 %
,

光照强度 7 5。。 烛光
,

光照时间 12 小时
,

在这种情况下从浸种催

芽到长出一片幼嫩的叶子只需五天的时间
。

这种叶片非常嫩
,

在无菌条件下叶片用 70 %

. 这项工作是作者于 19叨至 1 9 8 1年在美国密执安州立大学彼得
·

卡 尔逊 教授的实验室任客座教授时所做的实 验

朴 美 国密执安州立大学教授

本文于 1 08盛年 9 月 2 9日收到
。
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的酒精消毒 0 1分钟
,

用蒸馏水漂洗一次
。

用很锋利的摄子在叶片的一端轻轻擦伤叶片

正面的上表皮
,

然后用摄子尖夹住上表皮
,

顺势一拉
,

就可以一次将一个叶片的全部上

表皮扯下来
,

露出叶栅栏细胞
。

这时要把剥去叶表皮的一面向下接触酶解液
,

使叶片漂

浮在酶解液上面
。

通过反复实验得出酶解效果的较好的配方是浸渍酶 。
.

2 %
,

纤维 素 酶

2
.

。%
,

甘露糖醉 。 , 7 M
, p H 调至 6

。

酶解液是事先配好
,

经细菌漏斗滤过消毒后
,

冷

冻贮藏
,

使用前在30 ℃的恒温水溶中熔化
。

这种叶片浮在酶解液上在 25 ℃恒温箱中漂浮

3 小时
,

原生质体开始部分脱落
,

不需等全部脱落就应取出
,

在无菌条件下
,

轻轻摇

晃
,

全部原生质体都会脱落下来
,

这时漂浮在酶液表面的只是一片透明的叶片下表皮
。

如果等到原生质体从叶片全部自然地脱落下来
,

就有些酶解过度
,

原生质体发脆
,

容易

破裂
。

在得到原生质体后
,

使用低速离心 ( 8 0 0转 /分 ) 去掉上清液
。

再用液体培养基

B S
( G a m b o r g 0

.

L
. e t al 1 9 7 4 ) 冲洗二次

,

每次离心 ( 8。。转 /分 ) 5 分钟
,

去掉上

清液
。

这样就可以收集到大量的小麦叶珊栏细胞原生质体 (见图 1 ) 用于融合
。

二
、

大豆根尖原生质体的分离

本实验的设想是利用小麦叶栅栏细胞原生质体的绿色和大豆根尖分生组织细胞原生

质体的白色的特点
,

试图对融合体进行机械筛选
,

因为融合体是一半绿 一半白
,

绿白分明
。

根尖原生质体的分离比叶片难
。

由于根表皮细胞不易被剥出
,

所以全部采用酶解法
,

配合用微针头破碎法
,

得到大量的 白色大豆根尖分生组织细胞原生质体
。

这首先要有生

长旺盛幼嫩的大豆根尖
。

为此
,

将大豆
“

B
e `

ee n,, 品种的种子浸泡发芽以后
,

播种在恒

温恒湿箱的砂盘内
,

恒温 27 ℃
,

相对湿度 6哪石
,

光照强度 7 5 0 0烛光
,
光照时间12 小时

。

播种五天以后
,

,

将生长旺盛幼嫩的大豆根尖 1 厘米左右切下
,

并切去根冠
。

然后在 1 %

的漂白液中消毒 5 分钟
,

再用 95 %酒精复合消毒 10 秒钟
,

然后再用蒸馏水冲洗二次后
,

转入酶溶液
。

从根尖分生组织细胞直接分离原生质体需要特殊的酶组合
。

为了从小麦
、

大麦等作物根尖分生组织分离出大量的原生质体
,

以便从中提取染色体
,

我们曾试验了

许多的酶组合
,

从中选中一种
,

其分离效果很好
。

我们利用这个酶配方分离大豆根尖原生

质体也得到了好的效果
。

这个混合酶的配方是
: 甘露糖醇 ,&0

.

S M
,

纤维素酶 3%
,

浸渍酶

1 %
,

半纤维素酶 。
.

6 %
,

果 胶 酶 。
.

25 %
,

若 栽 酶 (
“

Rho yz m e ,’) 1%
, p H 调 至

大豆根尖分生组织细胞原生质体分离效果
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经过细菌漏斗过滤消毒以后
,

分装冷冻贮藏备用
。

使用以前在 30 ℃ 水溶锅中溶
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解
。

将消毒好的根尖投入混合酶解液
,

置在摇床上 ( 40 转 /分钟 ) 消化 24 小时以后
,

看

到有部分原生质体从根尖脱落下来
。

这时要用 1 8
.

1令 的针头
,

使全部根尖通过注射器的

针头 ; 可使全部破碎为单个的细胞
,

更换新的酶解液以后
,

再在同样的条件下又消化“

小时
。

用无菌沙布过滤后离心 (8 00 转 /分 )
,

去掉上清液
,

再用 B Z A 液体培养基仲洗两

次
。

利用这种方法可以分离出大量的白色的根尖分生组织细胞的原生质体
,

原生质体数

可占细胞总数的近60 % (见图之 )
。

三
、

原生质体融合

将上述小麦叶栅栏细胞原生质体 (绿色 ) 和大豆根尖分生组织细胞 原 生 质体 (白

色 ) 浓缩
。

叶栅栏细胞原生质体的浓缩采用自然沉淀即可
。

根尖细胞原生质体的浓缩需

经过离心 ( 600 转 /分 )
,

然后用双层无菌纱布滤过
,

可以得到较纯的根尖原生质体
,

浓缩

后每微升原生质体数目达到 258 个即 2 又 10 勺毫升左右
。

这时将两种原生质体以 1 : 1 的

体积混合
,

再加入同样数量的融合齐盯P E G 35 %水溶液
,

要充分搅拌
,

置于 50 ℃水浴锅中

反应 15 分钟
。

然后再用比反应液大四倍的 (C P W混合液 )
,
稀释 10 分钟

,

借以终止融合

反应
。

融合以后
,

再利用 B Z A 培养基冲洗两次
。

每次以 6 00 转 /分离心 1 5分钟
,

去掉上

清液
。

这时可以观察
,

也可以培养
,

也可以在显微镜下利用微管挑选融合体
。

在解剖镜

下看到各样的融合方式
,

有的是一个细胞和一个细胞融合 (见图 4 )
,

有的是两个细胞

和一个细胞或二个细胞
,

或多个细胞融合
。

融合体都是一绿一白
,

在显微镜下观察一清

二楚
。

也有自体融合的情况
。 1 9吕1年 7一 10 月间先后做了 6 批试验

,

均得到融合体
,

其

频率在 0
.

1% 左右
。

四
、

触合体的微针筛选

在得到融合体以后
,
下一步的任务就是将融合体筛选出来

。

筛选方法有多种
,

较为

理想的是利用选择培养基
,

就是说在这种选择培养基上只有融合体能够生长
,

而任何一

种原始原生质体都不能生长
。

然而
,

在大豆小麦融合体的这种筛选培养基尚未有找到以

前
,

仍可利用颇色标记的办法
。

这就是本实验所采用的方法
。

这就需要一种微管技术
,

在立体解剖镜下将融合体分离出来
。

微针管可以在酒精喷灯的火焰上加热抽拉
,

微针管

的内径应当细到在同时只能通过 1 一 2 个细胞 (见图 3 )
。

在微针做好以后
,

在微管的

一端安装胶皮囊调节压力
,

皮囊内要充满棉球
,

以控制压力
。

这时在立体的解剖镜下就

可以顺利地将融合体分离出来
。

一个熟练技术员每分钟可分离出 1 一 2 个融合体
。

因为

某些原因对融合体未做培养
。

结 果 与 讨 论

在这篇报告里
,

提供了分离小麦叶珊栏细胞原生质体的技术
,

分离大豆根尖分生组

织细胞原生质体的技术
,

大豆小麦原生质体融合的技术和融合体筛选的技术
。

在此基础

上已经可以开展大豆小麦融合体的培养获得杂种
。

这种技术在今天和今后都会颇 为 有
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用
,

大 豆 科 学

故发表在这里以供参考
。
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