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水稻原生质体细胞核及原生质体融合体的

简易染色观察法

向太和飞王利琳

(杭州师范学院生命科学学院，杭州1 3 100 36)

摘 要:筛选出一种荧光染料罗丹明 B(Rhodamine B ) ，利用该荧光染料染色 ， 原生质体细

胞枝在普通光学显微镜或荧光显微镜下主红色或发出强烈的桔红色荧光， 能清晰地进行分辨。利

用罗丹明 B 或者使用 荧光染料 FDA ， 对两种不同来源的原生质体进行染 色， 在荧光显微镜下，两

种不同来源的原生质体分别发出桔红色或绿色荧光，因此可以用于原生质体融合中不同的融合体

类型的观察和分析。
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植物原生质体培养和原生质体融合不仅是植物

遗传改良的重要手段之一 ， 而且原生质体也是研究

植物细胞壁再生、细胞分裂和分化等一系列细胞遗

传和生理过程的良好实验材料[ 1 ] 。 我们在水稻原生

质体培养过程中，筛选出一种能够简单地观察原生

质体细胞核和原生质体融合的染色方法，现将我们

的方法报道如下 。

1 材料与方法

1. 1 胚性悬浮细胞系的建立及原生质体的分离和

融合

利用广亲和品系 02428 和柏稻 90AL4 种子的成
熟胚 ， 在 MS+2 ， 4-D 2mg/L 的民导培养基上语导

愈伤组织。 参照颜秋生等的方法[2]建立胚性悬浮细胞

系，进行原生质体的分离。原生质体的融合参照李

向辉的方法， 即采用 PEGω 结合高 Ca2+- 高 pH 法[3] 。

1. 2 染料的筛选和原生质体的染色观察

配制 O. l mg/mL 的 FDA (荧光素二醋酸脂)、

Rhodamine B(罗丹明 町 、 Evan 's blue(伊文斯蓝) 、

Congo red( V:J U果红)、 Eosin red (曙红)、 Safranine(番

红)、 TTC ( 2 ， 3 ， 5 - 三苯基囚哇氯化物)溶液， 其中

FDA 用丙酣配制。 各染料在使用前用含有 13 %甘露

醇的 CPW盐(简称 CPW13) [4]溶液稀释 10 倍。 每 5mL

原生质体悬浮液(密度为 1 X 106 个 /mL)加 O. l mL 的

稀释染料， 室温条件下染色 5min ， 用 CPW I 3 离心

清洗 2 次，再用 KPR 原生质体培养基[5]清洗 1 次后

用 于融合操作和观察 。 显微观察用 01ympu s

VANOX AX 型显微镜，分别在普通光和荧光下观

察 ， 荧光观察时激发滤片为 B G 1 2 ' 阻挡滤片为

475nm 滤片 。

2 结果
本研究选用了 7 种常见的染料对原生质体进行

染色，其结果见表 1 0 

原生质体经 FDA染色后 ， 在普通光下原生质体

不被着色 : 在荧光下观察， 有活力的原生质体发出

绿色荧光(图 1 ) ， 这是由于 FDA 进入细胞或原生质

体内经脂酶的作用而发出绿色荧光[6] 0 经罗丹明 B

染色 ， 在普通光下观察 ， 原生质体内的细胞核被染

上深红色 ， 也有个别颗粒状内含物被染上淡红色

(图 2) ; 在荧光下观察，整个原生质体都发出红色荧

光 ， 但其中细胞核发出强烈的桔红色荧光 ， 很容易

与其他成分区别(图 3 ) 。 通过观察可以发现 ， 经胚

性悬浮细胞系制备的原生质体中 ，细胞核多为 1

个 ， 个别为 2 个 ， 极少数有 3 -4 个细胞核，也有

未见明显细胞核的亚原生质体， 而其中多核的原生
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表 l 不同染料对有活力的原生质体的染色结果

FDA 罗丹明 B

普通光下观察原色 细胞呈原色 ， 核呈深红色

伊文斯蓝

原色

刚果红

原色

无荧光

曙红

原色

无荧光

番红

原色

无荧光

TT C 
浅红色

无荧光荧光下观察 绿色 细胞呈浅红色，但核皇桔红色 无荧光

图 l 在荧光下观察，经 FDA 染色的原生质体(200x)

图 2 在普通光下观察， 经罗丹明 B 染色的原生质体(200x)

质体通常系原生质体 自发融合所致。

根据上述研究结果， 分别利用罗丹明 B 和 FDA

对梗稻 02428 和柏稻 90AL4 原生质体进行染色后清
洗， 二者的原生质体以 1:1 比例泪匀， 经 PEG6删融
合处理后洗涤 ， 在荧光显微镜下可清晰地观察到两

种不同来源原生质体的融合情况(图 的 。

3 讨论

针对原生质体的染色观察 ， 常利用 FDA 或

FDA-PI 双色荧光法[61，有活力的原生质体发出绿色

荧光 。 对于细胞核的染色观察 ， 目 前多根据 DAPI

与 DNA 的特异结合的原理， 利用 DAPI 作为荧光染

料用于核的荧光染色观察或制备特异性探针进行原

位杂交分析[7. 8 ] 。 本研究筛选出的荧光染料罗丹明

B ，对原生质体染色后 ， 不仅利用荧光显微镜而且

图 3 在荧光下观察，经罗丹明 B 染色的原生质体(200x)

图 4 轴稻 90AL4 和梗稻 02428 原生质体的接触融合(200x)

利用普通光学显微镜也可对原生质体的细胞核进行

观察。 此外， 结合使用 FDA ，可对两种不同的原

生质体进行融合观察和分析 。
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A Simple Staining Method for Observation of Protoplast Nucleus 

and Protoplast Fusion in Rice 

泪ANGT:但 He* ， WANG Li Lin 

( School 01 Life Sciences, Hangzhou Normal College, Hangzhou 310036, China ) 

Abstract: A new fluorescent dye of Rhodarnine B was screened. Protoplast nucleus staining with Rhodarnine 

B became red under ordinary microscope or had red fluorescent light under fluorescent microscope. Staining by 

Rhodarnine B or FDA (fluorescein diacetate), protoplasts from different plant can be distinguished because proto­

plast had red or blue fluorescent light respectively. Different types of protoplasts fusion can be clearly observed 

with this method. 

Key words: rice (Oryza sativa L.); protoplast; Ducleus; fusioD; dye 
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