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花烟草叶肉原生质体再生植株

王尤远 夏镇澳

(中国利学院上海植物生理研究所)

花烟草是一种观赏植物， 染色体数少

(2n = 18) ， 植物形态和花型与其 他烟草有较

大差异 ， 是较好的细胞融合材料。文献中巳报

道了从花烟草叶肉原生质体再生植株， 但都是

由愈伤组织分化芽而来[1 ， ZAU 尚未见有经胚

状体途径的资料。而这一途径已在多种植物的

组织培养中观察到， 并越来越多地引起人们的

重视。本文报道在花烟草叶肉原生质休培养过

程中形成大量球形胚，心形肝， 再生成完整楠

株的结果。

材料和方法

实验材料 花烟草(Nicotiana alata) (由 中国农业

科学院烟草所提供) 种子 播 于 讯室 ( 日 25 0C ，夜

13 0C ，自然光照) ， 用 45 天以上苗龄的伸展叶片。取

下叶片用肥皂水表面清洗后放入 3%漂粉精水溶液内

表面灭菌 15 分钟，无菌水洗涤二次法:纸吸干。撕去下

表皮，放入己抽滤的酶液内(酶液组成 EA 3-867 纤维

素酶 1 % ， 甘露醇 0 . 6 mol / L, pH 5 . 日， 28 0C恒温箱

内保温 4 小时， 然后过滤， 离心， 洗涤 ， 用原生质体

娘养基 (NT )制备成 2 .1 x 10‘个/ml 原生质体悬浮液。

原生质体培养 基 : NT[ ']培-养基，附加 2 ， 4-D

2 mg/l , KT 0.25 mg/l ， 陈糖 2% ， 甘露醇 0.6 mol/ 

L , pH 6.0 。

愈伤组织继代培养基 z 改良的 MS (MS 的大量元

索和微量元素， Bs 维生素) ， 附加1 2.4-D 2 mg/l，族

糖 3% ， pH6.0o (液体培养基 '1 1不加惊脂) 。

分化培养基= 与 I ~述 改良的 MS 相同，附 )J~l G

BA 2 mg/ I, IAAO , 25 mg/ l 。

结果和讨论

原生质体培养 将制备好的原生质体

悬浮液进行浅层培 养 ( 图 1) 0 24 小时原生质

体明显长大， 3 天后有 70%原生质 体呈椭圆

形。 7 天出现一次分 裂( 阁 2 ), 15 天观察到

2-3 次细胞分裂( 图 3) ， 5 周后观察到细胞

回(图 4 )，而且有 20 %左右 的球 形而结构紧

密的细胞团。 将细胞悬浮液移入新鲜 NT 培养

液内继续培养， (甘露醇降低为 0 .2 ffioljL) 。

组织移入改 良的 MS ~~可见的愈伤组织，把 2

\ mffi 大小的愈伤组织移入改 良 MS 培养基上继

'1-'ç培养， 愈伤组织继续生长一个月后，将愈伤

· 照片由陈乃先同志帮助拍摄， 特此致谢
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组织移入改良的 MS 液体培养基 l二十1进行悬浮培

养(90 转/分)，在此条件下细胞迅速生长， 球

形紧也、结构愈伤组织增多，达40-50% ，明显

增大， 肉眼可见(图 5 )。每 15 天转接一次新

鲜液体培养基，继续培养一个月。在解剖镜下

观察 ， 有心形旺，约有 10% ( 图 6 )， 未见明

显鱼雷胚。然后将悬浮液过滤(100 日不锈钢

网 ) ， 将以上球形)脏、心形胚组织移入固体分

化培养基上。

二、分化 上述材料移入分化培养基上培

养二个月， 出现了又有子叶又有根的苗(图 7 ), 

出苗率为 80%左右。将 2 厘米高的带有根的

苗移入去MSo ( !MS 大量元素 ， 微量元素和维生

京)固体土古磊、基上继棋生长。当苗长到 3-4 厘

米高时移入土壤内盆栽。三个月后全部移栽植

株正常开花结实(图 8 )。以上实验三次重复。

在实验中我们观察到愈伤组织继代培养一

年半， 紧面}求形愈{妇组织会逐渐变成疏松， 球

形结构只有 12% 。 二年后几乎全是疏松愈伤

组织， 生长较快， 细胞巳易者化， 将这类愈伤

组织放在分化培养基上一直未见分化出苗。进

行细胞染色体观察， 发现有 4.2% 的细胞染色

体数有变化 2 n = 36 。

从以上结果看出，花烟草叶肉原生质体培

养}9r钊的m;{JJ组织当地代培养较长时间后，细

胞会丧失分化能力。因此，用于细胞融合或其

他有关研究应当注意选用继代培养时间较短的

细胞系为材料。

在实验中，将具有球形胚的愈伤组织放入

几
句
t

h",. 

MSu 培养基上没有观察到球形胚诱导出苗， 当

磅入 MS 分化Jîl $基上培养一个月左右观察到

球形胚诱导出子叶和根的分化。这一现象有待

进一步研究。

摘 要

用自由l的纤维素酶 (EA 3-867) 从花烟草

(Nicotiana alata)叶肉细胞 11 J i J 备大 量有活力的

原生质体。在 NT 培养 基 (内含 2 ， 4一D 2 , KT 

0.25 毫克/升〉上观察到原生质体长大 ， 分裂，

形成愈伤组织。愈伤组织悬浮在含有 2 ， 4一D 2 

mgj升的 MS 培养基上诱导出球形胚 ， 移入MS

(BA2 , IAA 0. 2 mgjl)培养基上出苗。 小苗移

植土壤中正常生长、开花、 结实。

固 l垣说明

1. 花烟草n-I- i勾 l.l1i生质体 (J Ox 16 X t!) 

2 . 培养 7 天:Ll功1 ___次分裂 (l.ox40x4) 
3. 培养 15-20 天出现 2-3 次分裂 (1 0 x 4. 0 X 4) 
4. 培养 5 庐ö)口的细胞团 (lo x 16 x4 ) 
5 . 结构紧密的Þj(形愈伤组织 (1 5 x 4) 
6. 心形胚结构 (40 x 4) 
7. 由原生质体培养分化的子|叶由

8. 由原生质体培养再生完整植株
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