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黄竹细胞悬浮培养和原生质体分离

阀国宁 诸葛强

摘要 以牡竹属黄竹 ” “ 川 拼  ‘  的竹节及无菌苗根颈为外植

体
,

培养于含有
, 一 、

和 的 培养基上诱导愈伤组织
,

然

后移至相同成份或不同浓度
, 一

的液体培养基中 进行悬浮培养
,

以建立分散性良好的悬浮细

胞系
。

利用悬浮细胞和无菌苗叶片经酶解获大量原生质体
,

其产量分别约为 每克鲜重 个

和
“

个
,

活力均可达
。

关键词 黄竹
、

细胞悬浮培养
、

原生质体分离

竹类植物 以其种类繁多
、

用途广泛而著称于世
。

然而由于其开花难以预测和生长周期长
,

甚至开花结实伴随着竹林的灭亡
,

为此给遗传改良工作带来了极大困难
。

近年来
,

竹类组织

培养繁殖研究 已取得很大进展
〔’一幻 ,

许多竹种成功地从愈伤组织分化成再生植株
。

同时某些

竹种还进行细胞与原生质体分离培养研究
,

也取得了显著的进展’
,

这些都显示了生物技术

在开辟竹类植物遗传改 良新途径方面的巨大潜力
,

具有广阔的应用前景
。

年
,

以丛生竹中的优良纸浆竹种为材料
,

研究其细胞悬浮培养及原生质体分

离方法
,

以期为今后深入研究打下良好基础
。

材料与方法

。

外 植体 的制备

本试验以栽培于我所温室牡竹属黄竹刀
 二  ! ∀ #  

为主要材料
,

取其长约 含竹节的幼嫩茎段及试管培养的无菌苗的根颈切段为材料进行培 养以

诱导愈伤组织
。

用悬浮细胞及无菌苗叶片分离原生质体
。

。

方法

细胞悬浮培养 外植体经组培常规方法消毒后
,

培养于附加
, 一 、

 及 的
,
固体培养基上以诱导愈伤组织

,

然后将所诱导 的愈伤 组织

经选择分别培养于
, 一

浓度为。
、 、 、 ,

成份与诱导愈伤组织相同的液体培养基

中
,

调节 至
,

置于转速为 的摇床上
,

暗培养于 土 ℃条件下
。

每 继 代

培养 次
。

原生 质体分离 选取经 个月培养
、

继代后生 长  的悬浮细胞
,

经离心

 一 一 收稿
。
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沉降取沉淀细胞加酶液 或选取无菌苗叶片
,

用锐刀轻轻刮下表皮
,

贴浮于酶液上
。

酶解时

将酶解物置于摇床上 ℃下暗酶解
,

经 目滤 网过滤 除 去大细胞团及

残渣
,

再经低速离心
,

收集原生质体供观察
。

检测 细胞和原生质体数量用血球计数器法
〔” ,

原生质体活力用伊文思蓝法
产

〕。

结果与分析

愈伤组织的诱导与生长

本试验采取竹节和无菌苗根颈切段 种材料
,

接种于含 有
, 一

的 固体 培 养基 上
,

经 个月培养后
,

一般在竹节及竹根颈周围均出现肉眼可见的白色愈伤组织
,

其中竹节的愈

恕阔琳州骊黔倾书

伤组织诱导率达 一
,

而根颈则可达
。

就累计生长量而言
,

两者生长趋势基本一致

图
。

在培养初期 约
,

据观测
,

竹 节

愈伤组织生长量小于根颈 中期 约 一
,

竹节愈伤组织生长速度逐渐快于根 颈 到 了 后 期

约 一  ,

后者的累计生长量逐渐超过了前

者
。

经过 培养
,

以竹节为外植体平均愈伤组织

鲜重为  ! 土  以无菌苗根颈为外植体平均

愈伤组织鲜重为 士
。

说明无菌 苗根 颈

具有更旺盛的生命力
。

就愈伤组织结构而言
,

同样

可分为 种类型
,

第一类为深黄色
,

质地紧密
,

具

培养天救

图 不同原 始材料 竹愈伤 组织累计生长量

瘤状结构 第二类则为乳白色
,

质地疏松
,

继代培养后增殖速度较快
,

一般 种愈伤组织混

合而生
。

细胞悬浮培养时
,

需精心挑选才能获得满 意的结果
。

瓜浮细胞的培养与增长

选取属于第二类的愈伤组织约
,

分别培养于含有 不同 浓 度
, 一

的 液 体 培

养基中
,

在摇床上经 暗培养后将培养物过 目滤网滤 去残渣
,

将单细胞及细 胞 团 按
,
稀释率

,

每巧 继代培养 次
,

直至达到稳定的悬浮细胞系的建立
。

与一般草本植物

相 比
,

悬浮培养中的黄竹细胞增长较慢
,

就细胞数而言
,

通常在 一 出现对数生长期 高

峰
,

其最终增殖率可达  倍
。

黄竹愈伤组织经悬浮培养后
,

其分散性能 良好
,

多数呈单细

胞或 个细胞聚集的小细胞团 少数为  个细胞 以上的细胞团 就细胞形状而言
,

大致可分为 类 图
一

类为近圆形细胞
,

此类胞细较小
,

长宽比例相近
,

细 胞 核

大
,

细胞质浓
,

具有很强的分裂能力 , 类为长形细胞
,

细胞长宽比例大约
,

此类细

胞仍属正常分裂与生长的细胞 类为异形化细胞
,

这类细胞多数体积很大
、

形 状 极 不 规

则
,

有的细长弯曲
,

有的大小极不均衡
,

在悬浮培养初期游离于培养液中比例较高
,

随着继

代培养次数的增加
,

其比例逐渐减少
。

培养基中的
, 一

浓度对悬浮培养的竹细胞生长与增殖影响很大 图
,

其浓度一般

在。 范围内
,

细胞的增长有随着
, 选一 浓度的增加而增加的趋势

。

就总体而言
,

悬
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沉降取沉淀细胞加酶液 或选取无菌苗叶片
,

用锐刀轻轻刮下表皮
,

贴浮于酶液上
。

酶解时

将酶解物置于摇床上 ℃下暗酶解
,

经 目滤 网过滤 除 去大细胞团及

残渣
,

再经低速离心
,

收集原生质体供观察
。

检测 细胞和原生质体数量用血球计数器法
〔” ,

原生质体活力用伊文思蓝法
产

〕。

结果与分析

愈伤组织的诱导与生长

本试验采取竹节和无菌苗根颈切段 种材料
,

接种于含 有
, 一

的 固体 培 养基 上
,

经 个月培养后
,

一般在竹节及竹根颈周围均出现肉眼可见的白色愈伤组织
,

其中竹节的愈

恕阔琳州骊黔倾书

伤组织诱导率达 一
,

而根颈则可达
。

就累计生长量而言
,

两者生长趋势基本一致

图
。

在培养初期 约
,

据观测
,

竹 节

愈伤组织生长量小于根颈 中期 约 一
,

竹节愈伤组织生长速度逐渐快于根 颈 到 了 后 期

约 一  ,

后者的累计生长量逐渐超过了前

者
。

经过 培养
,

以竹节为外植体平均愈伤组织

鲜重为  ! 土  以无菌苗根颈为外植体平均

愈伤组织鲜重为 士
。

说明无菌 苗根 颈

具有更旺盛的生命力
。

就愈伤组织结构而言
,

同样

可分为 种类型
,

第一类为深黄色
,

质地紧密
,

具

培养天救

图 不同原 始材料 竹愈伤 组织累计生长量

瘤状结构 第二类则为乳白色
,

质地疏松
,

继代培养后增殖速度较快
,

一般 种愈伤组织混

合而生
。

细胞悬浮培养时
,

需精心挑选才能获得满 意的结果
。

瓜浮细胞的培养与增长

选取属于第二类的愈伤组织约
,

分别培养于含有 不同 浓 度
, 一

的 液 体 培

养基中
,

在摇床上经 暗培养后将培养物过 目滤网滤 去残渣
,

将单细胞及细 胞 团 按
,
稀释率

,

每巧 继代培养 次
,

直至达到稳定的悬浮细胞系的建立
。

与一般草本植物

相 比
,

悬浮培养中的黄竹细胞增长较慢
,

就细胞数而言
,

通常在 30 一 45 d 出现对数生长期 高

峰
,

其最终增殖率可达 8 ~ 10 倍
。

黄竹愈伤组织经悬浮培养后
,

其分散性能 良好
,

多数呈单细

胞或 5 ~ 10 个细胞聚集的小细胞团
.
少数为50 ~ 60 个细胞 以上的细胞团

;
就细胞形状而言

,

大致可分为 3 类 ( 图 2
一
A )

:
I 类为近圆形细胞

,

此类胞细较小
,

长宽比例相近
,

细 胞 核

大
,

细胞质浓
,

具有很强的分裂能力 ,
I 类为长形细胞

,

细胞长宽比例大约 3
: 1 ,

此类细

胞仍属正常分裂与生长的细胞; l 类为异形化细胞
,

这类细胞多数体积很大
、

形 状 极 不 规

则
,

有的细长弯曲
,

有的大小极不均衡
,

在悬浮培养初期游离于培养液中比例较高
,

随着继

代培养次数的增加
,

其比例逐渐减少
。

培养基中的2
,

4
一
D 浓度对悬浮培养的竹细胞生长与增殖影响很大 ( 图 3 )

,

其浓度一般

在。~ 9 m g / L 范围内
,

细胞的增长有随着2
, 选一 D 浓度的增加而增加的趋势

。

就总体而言
,

悬
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圆形
、

高活力的悬浮细胞
,

特别是 以无菌苗根颈诱导的愈伤组织建立的悬浮细胞系
,

经酶解

后获得的原生质体产量较高
、

活力较强
。

然而对于各类竹种
,

如何提高悬浮细胞的原生质体

的分离率仍有待进一步深入研究
。

2
.

3

.
2 无菌苗叶 片 用锐刀轻刮新鲜

、

刚展叶的无菌苗叶片表面
,

将其切成1 m m 左右细条
,

按 1
: 10 (牙/犷 ) 置于醉混合液中

,

经40 ~ 50 印m 摇床上 28 ℃暗培养16 ~ 20 h ,

所得酶解液

经200 目过滤以及离心纯化后
,

原生质体产量约为每克鲜重 5 x 10 弓个
。

黄竹叶片为等 面叶
,

叶肉中无栅栏与海棉组织之分 ( 图 2
一

B )

。

经酶解后多数从切 口 的细胞开始分离成密 集 的

原生质体
,

然后逐渐游离于酶解液中(图 2
一
C

、

D )

。

一般叶片分离的原生质体产量较悬浮细

胞高
,

但大小不均
,

其活力经检测均达到80 % 以上
。

有关原生质体培养等方面的研究工作
,

目前正在深入进行中
。
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