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野生大豆 ( G lyc ine os i)a 细胞

系建立的初步研究

邵启全 蒋兴郁 周泽其 李安生 李金国 牛德水

(中国科学院遗传研究所 )

Gl g cl’ n o os 声a
是 原产于我国的一种野生大豆

,

具有抗病
、

抗旱
、

抗涝及高蛋 白 等 一

系列优良性状山
,

是大豆育种的重要原始材料
,

引起 国 内 外 大 豆 育 种工 作 者 的 重

视 2[, 3〕
。

分子遗传
、

细胞遗传和组织培养技术的发展
,

给人们在分子和细胞水平上改 造

生物开拓了广阔的前景
。

在栽培大豆 ( G
.

阴 ax ) 细胞系方面已进行了不少研究 并 取 得

一些进展阵 5, 6 )
。

为 了对 G
. s oj a 野生大豆在分子及细 胞水平进 一 步 的 研 究

,

我 们 对

G
. : io 。 野生 种中的 7 个品系建立 了细胞株系

,

以便利用 G
. : 。加 的一些优良特 性 来提

高现有栽培大豆 的性状
。

试验材料和方法

供试野生大豆品系由东北
、

北京和江西三地收集
,

东北野生大豆 由黑龙江省农科院

提供的黑龙江野生大豆 (编号 5 8 0 1 7) ; 吉林省吉林市 农科所捉供的 吉 林 9 号
、

n 号
、

1 3 号及 17 号四个品系
;
北京收集的北京 1 号以及江西省宜丰县农科所提供的宜 丰 1 号

等七个野生种大豆品系
。

试验采用野生大豆的种子在无菌条件下发芽
,

取其下胚轴在固体培养基上诱导愈伤

组织
,

并将其愈伤组织在液体培养旅中
,

咒于 80 次 /分振荡器上急浮培养
。

其固体培养

基分为诱导愈伤组织培养基 ( M S 十 Z m g l/ I A A + s m g 1/ B A + Z m g八 K T )和软化愈

伤组织培养基 ( M S 十 l m g八 G A 十 1 0 9 l/ N A A + Z m g 1/ K T )
。

液体培养采用 R 。 培

养墓 ( M S 十 s m g八 工A A 十 o
.

s m g l/ 2
.

4一 D 十 o
.

s m g ;1/ K T )和 1一 B S C 培养基 ( B S 十

l m g / 1 2
.

4一 D + 1 9 ,
’

1 C H )
。

培养温度均为 2 6一 2 5℃
,

光照 3 0 0 0一 5 0 0 0 l u x 。

为了进行染色体观察
,

将悬浮培养的细胞及 其转移到 固体培养基上产生的幼嫩小愈

伤块
,

在 2℃ 条件下冷处理 22 一 2 4 小时
,

用乙醇
、

冰酷酸 ( 3 : I v/ v) 溶 液 固 定 6 小

时以上
,

然后转人 70 % 乙醉溶液放人冰箱备用
。

用 1 % 酷酸洋红染色
,

观察其细 胞 染

色体数目
。

为了筛选野生大豆抗盐细胞株系
,

将稳定的野生大豆细胞系 5 8 0 1 7 连续 培 养 在 附

加 N a C I (7
.

6 9 l/ ) 和附加 P E G 4 。。 o 号 ( 1 6 3 9八 ) 的 入巧 培养墓上培养
,

然后 测定对
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高盐的适应情况
。

用独臂三角瓶测量生长量
。

试 验 结 果

1
.

野生大豆种子下胚轴愈伤组织的诱导

野生大豆种子的下胚轴在一般的 M S培养基上不易产生愈伤组织
,

只有在 高激素的

培养墓上才能较快地产生愈伤组织
。

试验开始采用 M S + 0
.

l m g 1/ I A A 十 Z m g八 K T

和M S + s m g l/ K T或 B A 的培养基培养从野生大豆种子切下的下胚轴
,

二周后 只有少量的

愈伤组织产生
。

后来采用 M S + Z m g 1/ I A A + s m g l/ B A 十 Z m g 1/ K T 诱导培养 基培

养
,

接种后 5 天
,

下胚轴的切 口处就产生愈伤组织 (图 1 )
。

再过 3 天愈伤组织有 2 一 3 毫

米大时
,

就从下胚轴位置上取下
,

并接种于相同的培养基上
,

一周后愈伤组织的直径就

有 7 一 8 毫米大小 (图 2 )
。

而未经切割的下胚轴
,

在培养一周后未见 到 产 生 愈 伤 组

织
,

仅见到下胚轴膨大
,

15 夭后有些下胚轴胀破
,

开始产生愈伤组织 (图 3 )
。

试 验结

果表明在高激素的诱导培养基和切割的种子下胚轴有利于野生大豆下胚轴的愈伤组织的

产生
。

在接种外植体时
,

应使下胚轴切割的伤面向下
,

直接接触培养基
,

这更有利于愈

伤组织的形式
。

2
.

野生大豆细胞株系的建立

野生大豆下胚轴愈伤组织产生以后
,

还不能直接将愈伤组织进行液体悬浮培养
,

因

为在这种培养基中产生的愈 伤组织块的细胞比较紧密
,

只有在培养较长时间以后
,

在绿色

的愈伤组织块的周 围产生少量乳 白色或浅绿色的松散的愈伤组织 (图 4 )才能进行悬浮培

养
,

但有时 由于适合培养的愈伤组织数量较少
,

往往在悬浮培养时生长很慢或根本不生

长
。

为此我们进行试验
,

选择能使愈伤组织松散
、

软化的培养墓
。

试验结果 表 明 使 用

M S + l m g 1/ G A + l m g 1/ N A A + Z m g l/ K T 培养墓培养北京 1 号野生大 豆 的愈伤

组织块
,

有利于愈伤组织的松散 (表 1
,

图 5 )
。

用这 种培养基培养 出来的愈伤组织
,

放在

表 1 北京 1 号野生大豆愈伤组织对不同培养基的反应

培 养 基
接种时的愈伤
组织块的大小

( m m )

培养一个月后 愈伤组 织的情况

大小 ( m m )

M S + l m g l lG A + l m g /I N A A + Z m g / IK T

R s

5
.

0左右

5
.

0左右

颜色

乳 白

深绿

结构

松散

紧密

一分化能力

一 无

分化根系

液体培养基中
,

在 80 次 /分往复式振荡器上培养 24 小时后
,

愈伤组织基本上都已 破 碎

成小愈伤块或单细胞
。

5 天后在液体培养基中已成倍增长
。

当在玻璃器皿的壁上挂着许

多单细胞
,

这个时候进行分瓶培养比较合适
。

过早分瓶细胞浓度不够不易生长
,

过晚分

瓶一部份细胞开始分化也影响细胞系的培养 (图 6 )
。

液体悬浮培养时
,

采用 1一 B S C
, 1一 B S C + C M 及 R 3 三种培养基

。

试验结果 证 明
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1一 B S C 培养墓有利 于野生大豆细胞系的悬浮培养 (表 2 )
,

细胞生
一

长迅 速
,

细 胞 松散

不易结团或产生小愈伤组织块
。

在显微镜下观察细饱都是园形未见到 分 化 现 象
。

而附

加 1 00 m l / 1椰子乳 ( C M ) 的 1一 B 。C 十 C M 的培养垫中培养的细饱株
,

虽然 细 胞 生 长

表 2 北京 1 号野生大豆细胞株对不 同液体培养基的反应

细胞生长清况 细饱 书叫情况 } 细饱分化情况

一

份

一
。一

口万

一
代

一 快

一徽
1一 F o C

1+ E o
C

R 。 + I n l g / 1

B 。 + J m g , l

2
.

咬
一

D + 1 9 /!

2
.

4
一

D + 19从

{ 无

分 叱出长形细胞
+ C M } 十 l o o m l / I C孔汇

}
。 , s

一

{
一

。m g zl 工
了、

一

、 + 。
.

1泛 5
1

_

} 2
·

4
一

D + 0
·

与m g /1 K T

速度很快
,

细胞也很松散
,

产生小愈伤组织块也很少
,

但细 饱容 易分化
,

出现很多长形

的细胞
,

使细胞器 允化
。

而在 R , 派体培养墓中
,

细胞生长速 度较慢
,

也不易 老 化
,

但

细胞容易聚集而形成许多小愈伤块
。

我们采用上述类似的方法和培养井已将黑龙江野生大豆 ( 5 8 0 1 7 )
、

吉林 9 号
、

11 号
、

1 3
一

号
、

17 号
、

北京 1
一

号和宜丰 l 号等 7 个野生大豆况
:

系的细胞株悬浮培养 了 25 个无性做

代以上
,

其中北京 1 号野生大豆培养了 3 7 个无性 世代
,

黑龙江野生大豆培养 了 1 00 个 无

性世代以上
,

都还保存良好 的分生能力
。

部份材料已开始抗盐性筛选实验
,

黑龙江野生

大豆 (S 8 0 1 7) 对高盐 的适应性很强
。

3
.

野生大豆细胞系的再生能力

我 l[’J 对细饱系主培养很多无性世代以后还有没有 再生和分化能力进行了研究
。

我们

将培养 25 个队代为北京 1 号野生大豆的细胞系接种到 R 3吸体培养隽上
,

10 天后接种的细

胞系材料都 长出整齐一致的小愈伤组织块
,

选择大小一致的愈伤组织块作分化试检材料
,

其结果 见表 3
。

另外还保存一部份北京 1 号野生大豆爹邢泣系材 讲的固体培养推
,

在 20 天

后培养基中的一部份愈伤组织分化出根系 (照片 7 )
。

试验证明北京 1 号野生大豆细胞系的愈伤组织在 M 3 不附加激素的培养基中
,

每升

增加 1 克干酪 素 ( C H ) 的 工培养基中
,

愈伤组织生长较慢
,

颜色呈乳黄色
,

未见到分化现

象
。

在显微镜下观察
,

愈伤组织的细胞很整齐
,

无分化细胞出现
。

在 R 3
培养旅中 l为愈伤组

织块
,

生长较决
,

色探绿
,

能分化出少量的根系
,

少t观察到愈伤组织块中的细胞有分化出

长形的细胞团
。

在 尺3 培养丛中增加 1 00 m l l/ 椰子乳 ( C氏勺 l均 班培养墓 上
,

其 愈 伤 组

织生 民速度录快
,

颇色为黄绿色
,

有 35 % 的愈伤组 织块能分化出权系 (图 8 )
,

但是这

种分化能力强的培养疮上培养的愈伤组织也容易老化
,

在培养一个月后愈伤组织发褐色

而渐渐死亡
。

试验证明 11
、
卫上两种培养墓均能使液体培养 25 个无性 :ltI 代的北京 1 号野生大 豆 的
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细胞系的愈伤组织分化 出根系
,

尤共是附
`

加 l o 0 n l
l/ 1椰子乳

.

的 业培荞豁
,

注戈根系的分化

表 3 北京 1 号细胞系的愈伤组织在不 同培养基上分化情次

10 天后惩伤组织情况

编号

养 基 ! 接五小愈伤组织块

:
: 、分 } 斗探汁 …、

、 : 5 + 1 9 /: : : :
…

。
.

, 一 2。

`心。 { 6
·

`

;
2“

R 3 + , 。。 I n工z , 。 、丁 5
·

`
一

2。

刹大小
( , , 、 ; 1 )

分化很
示数

0

另

0

一
、

一
I

一
!

能力更强
,

但是 上
.

述两 神培养丛均不能使细胞株系的愈伤组织分化 决幼 苗
。

因此找寻适

合野生大豆细胞系愈伤组织分化出幼苗的培养旅
,

是 今后研允的 贡要八宕
。

5 8 0 17 卦生大豆细胞株系抗盐筛选的初步结果

了对野生大豆组胞株系进行抗盐筛选
,

将稳定的野电大豆 5 8 0 1了舀i
:
}胞 系在 N a C I

.4为

(7
.

6 9 / 1) 和 P E G 退0 0 0
一

号 (工6 3勤
`

l
,

使 用不 含金属的 B a k e r r s
产

l

叹
;
) 及不 外加 任 何 物

质的 M S 培养墓上顶培养 此 天以后
,

杰后同时转移到含有 N a
lC l为 M S 培养墓上培养

,

所得结果列入表 4 。

表 4 5 8 0 1 7 绷胞系在含高盐的 麟 C 芯 养基的生长盘

\
一

_

勺{
、

解集 科
`

r 公飞 入 兀 } 一 c K

一 A { B
’

A } B 一 八 一 B
处理川 ltJ 一 _ _ . “

}
一 {

` 一

}
一 ’ “ 一 -

卫i{)竺日起始 。

ln)
}

2
·

了
一

3

州
3

州一少 一 .23 一 `
一 .14

一

_

一 ` “ 5 日生 长址 ( C

州
` 乃 一

… 2

州
一

_

逃 …
5 `」

一
11 卜 生

-

一

卫鱼些理坚 )
, 一

` 一
+ 了。

’

`一…一坐
6

1型生一 }月些 一二
2

生
一二

2̀
·

`

一
8大平均生长量 (% )

1
十 2了

·

4
1

+ `跪 一 一 。
·

` 5

从表 4的初步实验结果
,

可 见 5 8 0 1 7 野生人豆的细胞株系在经过 18 天高盐和 P E G

的预培养以后
,

较没有经过顶培养的 C K 表现了高的适应能力
。

经过顶培养的 材料在 8

天之内细胞有较大生长量
,

而对照则不能生长
。

5
.

野生大豆细胞系的稳定性

观察了北京 1 号野生大豆 等细胞株系
,

所观察的 6 10 个细胞中 5 8 个细胞具有 i青楚

的分裂相
。

其中分为两种类型
:

一种为具有正常的染色体 效 日 的户;胞 (2
n 一 4 0) 占分

裂相的 8 4 %
,

共余的为非正常细胞
,

有 36 至 60 条染 色体不等的细饱
。

山 此 可 见
,

这

些细胞系愁本上是稳定的
。

6
.

野生大豆细胞株系的俱存

在野生大豆 的细 ijtJ 液体培弃儿十而
`

元 汽迸代后
,

细胞株的井
l

记比较均匀一致
,

井保
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持很强的分生能力就成为细胞系
。

为了保存材料并减少工作量
,

我们将液体悬浮培养的

细胞系的细胞接种到 固体培养基上保存
。

我们在试验中经常使用 R 3 固体培养 基
,

在 固

体 培养基容积较大的条件下愈伤组织保持的时间就长
。

采用果浆瓶作容器保存愈伤组织

块时
,

只需 45 一 50 天转移一次
,

还能保持旺盛的生活力
。

一旦需要开展试 验 时
,

再进

行液体 培养就能应用
。
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培养 拜天后切开的 州还轴产生愈伤绷织
;

培养一 )司的愈伤组织 ;

培养 ” 天完整
一

l犷胚郭开始产生愈伤组织
、

培养 一 个月的愈伤组织 下部形成纷散角愈侈绷鞭
`

软化涪养能的培养效果
,

左边 为软化幼 养毕 ;

培养过程中产生分化的细 饱 ;

山总浮培养的细胞系在固体培养时分 f七出权系 ,

有椰 子乳的培养毖较多的愈伤组织分化出棍系
。
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