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摘 要

本文将形状不 同的大 豆悬浮培养细胞分成三种类型 ; 园形和椭园形 ( A 类 )

稍长形 ( B 类 ) 和长 形细胞 ( C 类 )
。

A 类细胞分生 能力 强
,

经多次分裂形成多细

胞 团 , C 类细胞多数为老化细胞
,

能分裂但 不能形成细胞 团 ; B 类细胞在悬浮

细胞中含量很 少
,

大部分能分裂形成细胞 团
。

在用悬 浮培养细胞游离原生质体

的过程 中
,

A 类细胞几乎全能游离出原生 质体
,

B 类细胞大部分能游 离 出原生

质体
,

C 类细胞几乎不能游离出原生质体
。

因此
,

在游 离愚浮培养细胞 时
,

在

原生质体 中含有 少量未去壁的 C 类细胞和极 少数 B 类细胞可 不必用其它的方法

分 离出去
,

因为 C 类细胞 不能形成细胞 团
,

那么经培养 形成的愈伤组 织 和分化

再生 的 完整植株 可能几乎都是 由 原生质体产生 的
。
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近些年来
,

大豆组织培养和单细胞培养再生植株已有许多成功的报道 〔”
.

5一 “ 〕,

大豆

原生质体培养的研究也有许多文章发表 〔“
·

“ 〕
。

但是
,

大豆原生质体培养至今没有获得再

生植株的结果
,

而且关于大豆组织
、

细胞和原生质体培养的细胞学观察的报道也甚少
。

本文的目的是在大豆单细胞培养和原生质体游离的研究中
,

初 步探讨在单细胞到愈

伤组织的形成过程中细胞的形态变化
,

这对单细胞培养和悬浮培养细胞游离原生质体的

研究可能有一定的参考意义
,

现将本试验的观察结果作一描述和分析
。

苦 吉林省农业 科学院大 豆所 赵桂 兰和刘艳芝同志参 加了 悬浮培养细胞的部 分转移工 作
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材 料 和 方 法

试验的大豆品种为吉林 1 3号
、

吉林 1 2号
、

小青豆等
,

种子来源于吉林省农业科学

院大豆研究所
,

大豆植株在田间和温室中生长
。

1
.

幼胚悬浮培养细胞的建立

从大豆植株上摘取授粉后 20 天的幼英
,

用酒精灭菌
,

从荚中取出幼籽粒
,

将带有子

叶的幼胚切成 1一 Zm m 的小块
,

然后接种在固体培养基上 (M S + 1
.

5 m g l/ 2
.

4 一 D )
,

1 2小时光照
,

28 ℃
,

二周继代一次
。

40 天后形成各种形态的愈伤组织
、

然后将不同类型

的部分愈伤组织压碎后
,

分别放人液体培养基 ( M S + 。
.

5二 g 1/ 2
.

4 一 D 十 5% 椰子乳 )

中
,

再把这种盛有培养物的三角瓶放在摇床上振荡培养 ( 14 。转 /分
,

25 %左右
, 1 2小时

光照 )
。

14 夭后用 2 00 目网过滤一次单细胞
,

再过 14 天后过滤一次单细胞
,

以后每周换

人新鲜液体培养基进行继代培养
,

主要参考李宝健的方法 〔7 〕
。

倒置显微镜下观察细胞的

形态
。

2
。

下胚轴悬浮培养细胞的建立

取干种子用 2 纬次氯酸钠液进行表面灭菌
,

然后用无菌水冲洗三次
,

在固体培养基

S G L ( C ol il n s ,
1 9 8 2) 上萌发

,

切取生长 8一 10 天无菌苗下胚轴
,

接在固体基培养 S L人

( S L + 。
.

25 M M 毒萎定 + 0
.

4
.

娜M B人 ) 上
,

28 ℃ 左右
,

12 小时光照
,

二周继代 一 次
,

一个月后形成不同类型的愈伤组织
,

然后分别放人液体培养基 S L A 中
,

在摇床上振荡

培养 ( 1 4。转 /分
,

25 ℃左右
,

12 小时光照 )
。

14 天后用 2 00 目网过滤一次单细胞
,

再过

14 天后过滤一次单细胞
,

以后每周换人新鲜液体培养基进行继代培养
,

倒置镜下观察细

胞形态
。

这两种悬浮培养细胞
,

在振荡条件下形成许多小块愈伤组织 (一个月左右 )
,

将这

些小块愈伤组织分别转入固体培养基 M S 和 S L人 上
,

愈伤组织生长较快
。

在倒置镜下

观察单细胞的生长和分裂及细胞团和愈伤组织的形成
,

肉眼察观愈伤组织的形态和颜色

的变化
,

分别取下不同形态和颜色的愈伤组织表面部分小块
,

压碎后放在液体培养基中

观察细胞的形态
。

3
.

悬浮培养细胞的原生体质游离

分别将继代培养 2 一 7 天的两种悬浮培养细胞放入酶液中
,

游离原生质体
。

游离条

件
: 1 5转 /分

, 2 8℃
,

暗处
。

酶液成分
: 1 0 0m g 纤维素素酶 ( C e l l u l a s e R一 1 0 )

,
Zo m `果

胶离析酶 ( P e e t o l r a s e
Y一 2 3 )

,
2 0 0二 g崩溃酶 ( D r i s e l a s e )

, z o m l C P W g M 〔2 〕 ,

游离

6 小时后分别得到 30 一 95 %的原生质体
,

然后用原生质体培养基 K S P 〔2〕悬滴培养
,

倒置

镜下活体观察
。

观 察 与 分 析

大豆幼胚和下胚轴悬浮培养细胸的形态
·

分裂和原生质体游离情况基本相同
,

所以



罗希明等
:

大豆单细胞 堵养和原生质体游离的细胞形态观察

本文对这两种材料一起进行描述和分析
。

1
.

悬浮培养细胞的形态观察

在振荡培养的悬浮培养细胞中
,

细胞的大小
、

形状不尽相同
。

我们将这些细胞按形

状分成三大类
:

A 近园形和椭园型 (图 2 ) ; B 中等长度细胞
,

长径约为短径的二 倍

(图 3 ) ; C 长形细胞
,

长径大于三倍短径 (图 7 )
。

A 类细胞的细胞质浓厚
,

几乎

无液泡
,

质体较多
。

B 类细胞的细胞质浓厚程度一般
,

有小液泡
,

质体较少
。

C 类细

胞的细胞质稀少
,

液泡化程度较大
,

质体较少
。

在悬浮培养细胞的建立过程中
,

我们观察到这三类细胞的主要来源是用于建立悬浮

培养细胞的不同类型愈伤组织
。

( 1) 含有大量 A类细胞的悬浮培养细胞系来源于结构较

紧密
、

愈伤组织颗粒较小而数量多的浅绿色愈伤组织 (图 4 )
。

( 2 ) 含较多 B 类细胞的

悬浮培养细胞系来源于较松散
、

表面粗糙
、

颗粒较大的白色或浅黄色愈伤组织 (图 1 )

( 3 ) 含较多 C 类细胞的悬浮培养细胞系主要来源于松散
、

表面粗糙
、

大块的褐色或浅

褐色愈伤组织 (图 7 )
。

来源不同类型愈伤组织的悬浮培养细胞中
,

不同类型细胞的近似

比例见表 1
。

本试验中
,

A 和 B 类细胞由 C 类细胞转变来的可能性不大
,

用含有大量

类细胞的愈伤组织建立的培养细胞
,

经过几次继代并没有见到 A 类细胞大量增加
,

即使延

长了继代时间也仍然含有大量的 C 类细胞
。

A 和 B 类细胞在不适宜的条件下可转变成 C

类细胞
,

在含有大量 A 类或 B 类悬浮培养细胞的继代培养过程中
,

由于换液不及时 (延

长了换液时间 )
,

或者在换液时留下的细胞过多
,

可见到 C类细胞逐渐增多
,

结果使培养

细胞群体变成浅褐色或褐色而老化
。

镜下可观察到长形细胞内空旷
,

一部分园形细胞变

大
,

细胞质稀少等现象
。

这些培养物以后再按时按量转移也不能使褐色去掉
,

仍然含有

大量的 C 类细胞
,

这些长细胞在不长的时间内大量增加
,

可能大部分是由 A 或 B类细胞

转变而来
,

但 也不排除在这种条件下长细胞增殖加快
,

而 A 和 B 类细胞增殖减慢的 可

能性
。

表 1 来源不同类型愈伤组织的悬浮培养细胞中不同类型细胞的比例

T a卜l e 1 P r o p o r t l o n o f d奋f f e r e n t t y p e c e l l , i n t h e s u , p e n , io n
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.
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7 1 6
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1 1
.
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一
. . . 电. .
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。

二 主
.

结构紧密
、

顺粒小的浅绿色愈伤组织
.

2
.

较松散
、

表面粗糙
、

颗粒较大的白色和浅黄色愈伤组织
.

3
.

松散
、

表面粗糙
、

大块的褐色和浅褐色愈伤组织
.

.
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2
.

悬浮培养细胞的分裂
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在振荡培养条件下
,

A 类细胞经过多次分裂形成分裂旺盛的细胞 团
,

细胞 团中的细

胞几乎都为 A 类细胞 ( 图 10
, 1 2)

,

成为胚性细胞团
。

B 类细胞的第一次分裂多为纵向

分裂
、

形成两个纵向成对细胞 (图 3 )
,

第二次分裂形成四个纵向结合的 4 细胞 团
,

极少

数能形成细胞不多的小细胞 团
,

这类细胞可能有一部分正向长细胞的方向发展
。

C 类细

胞的第一次分裂是在中部形成细胞壁 (图 7 )
,

第二次分裂也是在相连接的两个细胞中部

分别形成细胞壁 (图 7 )
。

这样 4 个细胞 以长轴相连形成 4 细胞链
。

第 三 次分裂时四个

细胞两两断开
,

形成 2 个两细胞链或成单个长细胞
,

刚断开的长细胞的长度没有快要分

裂的长细胞长
,

没有观察到多细胞的长链
,

即使在不振荡的静止情况下也没见到细胞长

链这是我们在继代换液剩下的细胞系静放 5 天内所见到的情况
,

因此 C 类细胞不能形成

多细胞团
,

这些长形细胞分散在园形细胞团的周围 (图 12)
。

在大豆悬浮培养细胞的培

养过程中
,

我们观察到细胞团几乎 都是 A 类细胞团
。

这些细胞团逐渐生长形成小块愈伤

组织
,

多数的细胞都是 A 类细胞
。

将这些小块愈伤组织转人固体培养基后形成 大 块 愈

伤组织
,

我们在镜下观察到这些大块愈伤组织中的细胞在固体培养基上产生了变化
,

出

现了上述三种类型的细胞
,

这说明由液体培养基 中转人固体培养基后所 出 现 的 C 类细

胞是由园形和椭园形细胞分化产生的
,

结果又 出现了各种形态和颜 色的愈伤组织
。

这些

不同类型的愈伤组织产生的原因可能是与培养条件 ( 由液体变为固体 ) 和培养基中添加

不同浓度外 源激素的变化等条件有关
,

本文没有进行这方面的研究
,

对这种关系不作讨

论
。

3
.

悬浮培养细胞原生质体游离过程中的细胞观察

从不同类型细胞游离原生质体的情况来看
,

几乎所有的 A 类细胞都能游离出原生质

体
,

B 类细胞大部分能游离出原生质体
,

C 类细胞几乎都不能游离出原生质体
。

即使加

大酶液的浓度
,

增长酶解时间
,

也不能使 C 类细胞壁降解 (图 1 1 )
,

因此要获得高产量

的原生质体
,

需用含大量 A 类细胞的悬浮培养细胞作为游离的材料
。

从继代的时间来看
,

取继代 4 一 5 天的培养细胞作游离材料原生质体产量最高
,

因为 6 一 7 天的材料中 C 类

细胞的数量比前几天的多
,

还可能与 A 和 B 类细胞的细胞壁发育程度有关
。

一般来说
,

游离的原生质体产量要在 95 %以上才适于原生质休培养
、

因为有较多没

法去壁的细胞混在原生质体中进行培养
,

产生的愈伤组织并不都是来 自原生质体
,

而较

多是来 自单细胞
,

诱导 出来的植株就很难说都是来 自原生质体
。

但也没有必要必须得到

1 00 % 的原生质体才能进行培养
,

因为原生质体的分裂率一般都在 20 % 以上
,

如果 1一 2 %

的单细胞形成了愈伤组织
,

它只 占极少部分
。

原生质体的提纯方法一般是用蔗搪
、

血清

蛋白
、

聚蔗糖等介质进行密度梯度离心
,

去掉没去壁的单细胞
。

从前面的结果和分析中

可以看出
,

不用密度梯度离心的方法去掉 C 类 细 胞
,

就可以直接放人培养基 中进行原

生质体培养
,

因为 C类细胞在培养过程中不能形成多细胞 团
,

进而形成愈伤组织
。

我们观

察到这些少量的 C类细胞只是分散在培养的原生质体之中
,

即使有极个别的 C 类细胞变

成园形或椭园型的细胞也是在原生质体再生壁经过多次分裂以后才变形的
。

在我们的大

豆原 生 质 体 培养中
,

第三天就出现了第一次分裂
,

第七天出现第二次分裂
,

因此当培

养液中出现愈伤组织小块的时候
,

取出愈伤组织植人固体培养基诱导成植株
、

可以说这
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种植株是来 自原生质休的
。

所以我们认为
,

用大豆悬浮培养细胞作为大豆原生质体游离

材料
,

在木试验条件下
,

可 以不必将少量没去掉细胞壁的长细胞用密度梯度离心的方法

去掉
,

就可以直接将混有少量长细胞的原生质体放人原生质体培养基中培养
,

这样也可

以得到几乎都是原生质体产生的愈伤组织
,

并且可以避免离心介质对原生质体的毒害作

用
,

减少培养过程 中的不利因素
。

本文的观察和分析可能为大豆悬浮培养细胞的原生质

体游离和培养提供一个较为简便的方法
。
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