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薄层细胞培养在细胞分化研究中的应用

陈永宁 李文安

(中国科学院上海植物生理研究所)

植物细胞分化是一个在时间上、 空间上有

序进行的过程9 ;;j之但与自身的生理生化活动有

关， 也与外界环境因子的变化有关。如果从整

株植物水平上来研究其分化发育的机理，由于

变化的因素很多，研究起来难度较大。而植物

细胞培养技术， 采用植物的一部分做外植体，

培养在可归节光强、 沮度， 以及可加入不同化

学物质的半封闭 :尘器中，是用来研究细胞分化

的好方法( 1) 0 :(l~器官分化的研究工作中，尤其

是花芽的分化，利用薄，E:细胞培养技术的研究

比较有特色 ， 作者将己知文献作一介绍。

-、 薄层细胞培挣的历史

1970 年， Tran Thanh Van 和 Drira( 2 ] 用

Nautilocalyx l y nchei L . 作材料成功地进行了薄

层细胞培 养。在 此之前，曾用毛叶秋 海棠

(Begon ia rex)作材料尝试f~Jt层细胞培养， 但未

获得器官分化( 3 J。薄层细胞培养采用的外植体

可取自叶脉、叶柄和茎，用慑子从这些部位撕

下由表皮层细胞和数层薄壁细胞组 成的组织

块，因此其组织成分比较简单，这是前层培养

优于其他组织培养的地方。 在适宜的培养条件

下， 芽和根可以直按从外植休上分化出来。据

报道，已有十几个属的植 物进行过两层培

养( 4川。如 Nicotiana (烟草属)， Begonia (秋海

棠属 )， Nαutiloca~户 ， Saintparlia, Brassica(芸

苔属 )， Catharanthus ( 长春花 属 ) ， Solanum(茄

属 )， Toreniα(蓝猪耳属 )， L ens radicularis(兵

豆属 ) ， Cichorium(菊芭属 )， Psophocarpus( 四

磁豆属 )， Vicia( 蚕豆属) ， Douglas fir( 黄杉属) , 

Ochrosia eHiptica(椭圆玫瑰树) 等等。其中 ， 在

烟草属 、 菊宦属 、蓝猪耳属植物的两层培养中 ，

除了分化营养芽、 根及形成愈伤组织外，还能

直接分化出花芽。另外，用菊花花瓣的表皮 、

落地生根叶片的下表皮进行的部层培养也有过
报道(6 ， 7 ] 。
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二、激萦对器官分化的影响

197 3 年， Tran Thanh Van 在 烟草 (N.

tabacum W. 38) ~i层培养中， 通过调节培养基

中生长素与细胞分裂素的比例以及糖的浓度，

在外植休上立接诱导分化出花芽、 营养芽、 根

及?在台J组织 [ 8 ， 0] 。进一步报道(974 )[10]表明 ，

用烟草花枝表皮层细胞培养时， 诱导各种器官

分化的以佳 ;三 n龙 : 在五二一一IAA 10-6mol/L 、

Kinet in 10- 6 mOl /L 、 股脑 3%; 营养芽一

I AA 10- 6mol/L 、 6-BA 10 -5mol/L、煎糖 3%;

根--IBA 10 - 5mol /L 、 Kinetin 10 - 7 mol/L 、

照糖 1%。以 1-都培养在光下。而当培养在黑

暗中， 2 , 4-D 5 x J 0-6mol /L 、 Kinetin 10- 7mol / 

L 、 脐带 3% ， Iftl]是愈伤组织形成的最适条件。

从上而可见，括:京的种类和用量是分化何种器

官的关键。

在另一个阳草 '\}J ，f'll ( N . tαbacum CV. Sam

sun)的果Wi i~iJz?细胞培养中 ， 进一步看到了激

素对花芽形成的影响 [11]。实验结果表明 ， 花芽

的分化主别取决于细胞分裂素类激素的浓度，

而生长京类激京的辅助效应则较复杂。 在培养

的早期， LO - 6mol/L 的 NAA 减少花芽的形成

和延缓花芽的发育， 而在培养的后期 ， 10- 6 

mOl/L n~J NAA 却促进花芽生长。 因此，把外

植体先在含有{~浓度的 NAA 的培养基中预培

养 3 - 5 天， 然后转移到含有较高浓度 NAA

的培养基巾，效果最好。采用预培养的方式 ，

还确定了激京作用的时间(即先在含有适宜花

芽分化的激东浓度的培养基中培养几天， 然后

转移到不适立分化的低浓度激素的培养基仁1-1 )。

只旦预培养 3 天，花芽形成率就能达到对照的

(一直培养在含有适宜激素浓度的培养基中 〉一

半。

在烟草:ll~l:新-号和相i烟草的薄层培养中，

还观察到激孟访与器官分化时出 现的极性现

主哀。培养业 Iji IAA 和 !KT 的浓J立相等( 10-6mol / 

L )时，花!r J_(( 盐1>(: ~L:.?í 外 H::体 (I:j 形态 平下捕 。

KT j:{{ }J，[ t主 I:'~(] O-ómol/L) 贝Ijj巧汹均发 1-[，.营养芽

原基 ， KT 浓度降低( 10- 7 或 5 x 10- 7mol/L)则

两端发生愈伤组织，极性消失。这种极性现象

可能与激素的极性分布和由之引起的生化物质

(如成花因子)的移i;)J有关 [ 1 2] 。

其他三种激素(GA 、 ABA 、 乙烯) ，除 GA3

有报道其有抑制花芽分化的作用夕!、[l3 ] ， 其余两

种未见有报道。

三 、 母体撞株生理状态对器官分化的影响

采用开花的烟草植株进行溥层培养，可以

诱导分化出花芽、 营养芽、 根等部宫， 而采用

尚处于营养生快阶段的烟草作材料，却无?去诱

导分化出花芽[ 11 ， 1 4] 。花芽 分化卒i'I(J高低取决

于外植体)~(取的部位。如在同一培养条件下，

从花枝部位取的外植休，形成的芽全是花芽，

而从基部取的外植体，形成的芽全是营养芽[0 ] 。

这种成花梯度的表现还受外源激素的影响 [ 1 5 ] 。

当 NAA 为 10- 7mol/L 时， 成花才是从植株基部

到顶端是逐步增加的 ;NAA 的浓度为 l o -smol/

L 时 ， 成花束到了拍·株 中部才开始上升。

母体植株的发育状况也影响J&iË 二年1。外植

体取自有花琶;但尚未开花的烟草时.其成花

率高于巳开花 拉机;的成才E习、"[ 16 ] 。在开花前两

天和!开花后两天 取的外植休，成花字都比较

低[ 1 5 ] 。去除茎尖的实验证明成花柏:度与植株

的发育状况有关，而不是由于茎尖产生成花物

质扩散下来选成的[ 1 5 ] 。 在这种前提下 9 植物激

素诱导花芽分化的作用可能只是…种"扳机"作

用，即给那些已处于生殖生长分化状态的细胞

提供了适宜的条件。

此外， 在单倍体、 亚单倍休烟草的薄层，培

养中， 花芽分化率高于其二陆体的植株，花芽

出现的时间也较快[口 ， 18] 。

四、 器官分化的起源以及

组织间的相互作用

在烟草的将层培养中， 组织解剖、放射白

显影以及电钝.Ä)I，I 察的 ~Iii 果 {_I ÿ ] : 所有的器官分

化和愈伤组织的形成都起源丁亚表皮细胞[付。
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进一步lH f究表明，:({培养中 ， 农皮细胞和]E表

皮细胞是 lï:JJ 步分裂的，但表皮细胞只有垂周分

裂， 不能形成分裂中心。 只有亚表皮细胞既有

垂j司分裂 ， 也有平周分裂，故此才能形成分裂

中心， 进而形成花芽[1 QJ 。 但在这个实验中 ， 愈

伤组织起源于 i~~(壁组织细胞。在蓝猪耳的南层

培养中，以赳源于 i'革壁组织细胞，芽起源于表

皮或亚去)5<:句Pl包 [ 20 J 。而主i~ Nautilocalyx l ynche i 

的 ~}J层培养巾，芽和根均起师、于表皮 [ 2 J 。

如果用烟草祉枝切段培养 ， 则只有形成层

细胞形成怠。J组织牙11花芽 ，亚表皮细胞似乎"沉

默"了 ， {旦内开了亚表皮细胞 ( Un j巴带有形成层

细胞的组织决与亚示皮细胞分白开来培养 )，形

成层细胞只形成营养芽和愈伤组织。而亚表皮

细胞与形成层细胞分离后， 分化能力就"苏醒"

了。达开IjJ分 ιJ效应很复杂。 如蓝猪耳的表皮单

独培养时亦能成沽，但撕下后又放回到j茎切段

上的表j支能产主七愈 (i]组织并形成芽z 亚表皮层

样监细胞单独培养时，分化出根; 与表皮连在

~A丑，贝1]他分化出芽在!根[20 J 。毛叶秋海棠的

表皮层组JI胞从主叶脉上分肖下米后 ， 除了分化

芽、 根，证能形成单细胞毛[ . J 。

五、生化因素对器官分化的影响

1.多脑 腐 j段和 十二 甲 基二胶 (duodec

amethyldiamine )者15存在于开花的烟草中。但

在丧失开花能力的杂交烟草的薄层培养中，加

入这两种多脏，者[5未能诱导花芽形成[付 。

Torrigiant 等人 [21 J在烟草(N. tabacum CV. 

Samsun)的 iiU层培养中 ， 测定 了外植体中游离

型和结合型多j匠的量变化。发现在花芽和营养

芽大量分化WJ 间 ， 游肖型和结合型的腐胶量增

加了 5 -60 倍，亚精胶 也有增加，但精肢却没

有什么变化。腐股在培养一开始后就迅速上升，

是芽分化过程中军最多的多j夜， 而且肖峰出现

在花芽或白养芽分化之时。

Galston 等人[22 J 的报道指出， 在 烟草(N.

tαbacum W . 38 ) )UjJ芸培 养:Jfl : 1. 花芽中的亚 、

精j应省主i大大高于营养芽 ; 2 . jJZ.中高校华物合成

抑制剂 (cyclohexylamine )抑制 -f亚柏肤的增

加，也抑制了花芽的分化， 但促进了营养芽的

分化。这种对花芽分化的抑制可加入外W1t亚精

胶来缓解; 3 . 在那些原本只能形成立养芽的

培养中，加入亚精 j应能 访导花5J二形成 ; t1.在

营养芽分化时，腐胶量占优势 ，而犯芽分化时 ，

亚精胶量 占优势。

这些结呆虽不一'致，但我 iyj 乡队'与前层培

养中的器官分化有关。

2. 事聚踏 在聚袖是细胞 E庄乡拙的\;午解

物 ， 其生物记性近年来颇受夭注[2J] oAJ bersheim 

和 Darvill 在烟草出层培养吟i 加入出假挪威械

(Sycamore )细胞壁阵解物 形成的纣聚在iI 混合

物 : 其中一组混合物抑制花芽分化，促进位养芽

形成。 另有一组混合物使~S~米长'泣养芽或愈{好

组织的外植体分化出大量的根[23 J 。挝聚;脑也能

使原来只民营养芽的外桩休分化出花芽[24 J 。

在组织内部， 壁的降W(o 以及产抑的类型有可能

受到酶或其他物质的控制，~坯布钓于证实。

3. 碳源 碳源是前层培养中器官分化所

必需的。主口呆培养基中没有葡萄拙}'X葡萄糖少

于 30 g/L ， 即使其余条件利于 花芽分化 ，在 18

天内也无芽分化， 只是 3 星期后才有少量芽出

现。 培养开始后的第六天到第十天，是击'献关

键期， 这时缺乏葡萄糖就会影响花芽分化[仆 。

另有报道，至少需要在有葡萄糖的培养基中预

培养 2 天， 才能保证在 3 星期内有花芽出现。

预培养的天数越多 ， 花芽数也越多，最适的天

数是 1 0 天以上 。此外， 府脑与葡萄糖混合使用

的效果比它们各 自单独使用好。

外植体超微结构的日i 先发王址 : 分化花芽的

外植体其细胞的质体中积累了大量的淀粉， 而

分化根的外植体其肢体中的淀粉在培养的第一

天就显著减少[ 25 J 。

一般认为碳源为器官分化提供能量。花芽

的分化可能需要更多的能量。

六、 物理因素对器官分化的影响

1 .先 在战层培 j;~ ~Il , J'é 也J止出官分化所
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需的[白4飞1

形戚。 适于花芽形成的区间是 15000-90000

erg/cm2 • 秒。 在 使用 弱光 时(10000一20000

erg/cm2 • 秒)， 62 5 口m ì波长的光对 花芽分化有

剌激作用 ，而 47 5-500 nm 的光剌激营养芽 、愈

伤组织的形成。 也有人报道 400-425 nm 的光

能促进花芽形成。从这些报道来看， 有些光的

波 长与光敏年京的 l吸收波 长较接近， 但未见有

关的详细 iV. :iì.上。平l 汁Î，1 1战关键 J目相似，培养后的

第七天到第十天是需光关键期。 如果从第七天

起在黑暗 rll培养，形成的芽全是营养芽， 而对

照 (一直培养在光下)形成的芽全是花芽[仆 。 但

要是培养基中没有献源， 仅有光照也无用。而

在黑阳中培养 ，只安调整庶脑与葡萄糖的比例，

花芽照样也分化出来。在双二倍体和加倍的单

倍体烟草的 1'0J是:培养中 ， 也有类院(情况 [ 1 8) 。

fH 长日!l币 1日短日 jti烟草品种作材料进行薄

层培养， 花芽的诱导分化一度没有成功，而引

起人们对光周期作用的关注[14 ) 。 近年来有人

报道短日!!(~烟草品种 也能在海层培养中分化出

花芽[ 1 3 ) 。 从烟工在这个例子看来 ， 光周期对体外

开花的影响在于叮:体。只要母体植株已经开花 ，

其外植休在肉体培养中能否分化出花芽与培养

的光J!司周 均l无关。

2 . 温度 单倍体烟草的薄层培养[ 26 ]，如

果培养温度分成 12 CC 、 2 2 0C 、 2 4 "c 、 27 0C ，

花芽形成的数目则随监度上升而增加，而且花

芽出现的 IIJ/'IIJ植 JJio 除了培养温度的影响 ， 母

体生长环境的温度亦可间接影响器官分化。如

毛叶秋ii王来的均居培养。 只有当外植休取自生

长在 17CC圳、境中的母体植株，并培养在 24 0C

的条件下，外植体的表皮细胞才能大量分化成

单细胞毛 [ 4 )。 在蓝诸耳的培养中 ， 3G oC的高温

处理伎花芽分化延缓。

3. 其他物理因素 均居 培养- .般采用加

有琼脂的国体培养基。 如呆把外植体漂浮培养

在液体培养;!，~上， 则只有古养芽形成，无花芽

出现。 )JI I入股 Jíl~珠币， fiE恢 ii外{I!ï.休分化花芽

的白色 )J 。 丁L J I， b;U耳 ， 11]'他 J-j 玻 JÛ".~珠的JL培养丰

酸化有关。因此，不加玻璃珠而调节培养基的

pH 值，也使外植体恢复了分化花芽的能力 [27 ) 。

用折叠的滤纸代替玻璃珠， 不让外植体直接接

触培养基，花芽分化 也不受影响 [13 ) 。

其它如培养容器的形状和 COz/Oz 的比例

都对花芽分化有影响。

七、与器官分化有关的酶

一般认为， 植物的分化发育是基因表达变

化的结果。现在已知道在许多分化发育的过程

中伴随着有关蛋白质的合成及酶的活力变化。

在薄层培养中， 人们也在寻找与器官分化有关

的酶。

Thorpe 等人[ 28 )研究了烟 草薄层 培养中的

过氧化物同工酶的含量及活性变化， 发现酶是

梯度分布的 ， 即取自茎顶端的外植休， 其酶含

量最少，越靠近基部取的外植休， 其Mj含量越

高。 基部取的外植体其酶活性是茎顶端外植体

的 60 倍左右。培养期间 ，随着花芽分化 ，酶活性

迅速增加。 营养芽 、 恨分化时， 也有一个酶活

性先上升后下降的过程。 Sergeeva 等人朋究了

烟草(N. tabacum Trapezond ) 中过氧化物酶、

IAA 氧化酶与花芽分化的关系 ，结果与 Thorpe

等人的类似[ 20 )。由于培养基 中加有生民素 ，所

以很难确定这些酶活性的增长是否与器官分化

有直接关系。此外，训定内源 IAA 在整株烟草

上的分布的结果也表明 ， 烟草茎中并无相应于

酶梯度分布的内源 IAA 梯度 ( 30 ) 。

用同位素标记法测定蛋白质含量及种类变

化的实验没有发JJI!，与 花芽分化密切相关的蛋白
质 [ 31 ) 。

八、结 束语

薄层培养已经成为研究细胞分化的一种手

段。使用激素、 多胶、 真:聚糖等化学物质来控制

器官分化，以及 DNA 含量分析 [12 ， 3 2)及酶活性

测定等探索性的研究 ，都是很有意义的 ， 比如可

以为进一尘认识细胞全能性和lì夫立(totipotence

and determination ) 捉 U ~ 证耐。 此外， 注和1 1
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方法也可望用于植物嵌合体的研究。

但是 ， 薄层细胞培养采用的外植体体积小，

生化分析时取样有困难，而且主IJ 目前为止，为

了得到花芽分化，如烟草，必须采用开花的植

株，因此准备实验材料的周期比较长，尤其是

在没有温室条件下更是如此。

摘要

在南层培养中 ， 不同的器官(如花芽 、营养

芽、 根以及单细胞毛)可以从外植体上直接(不

经过愈伤组织 )分化出来。在烟草的薄层培养

中，所有器官者I~起源于亚表皮细胞。器官的分

化受控于植物激京、 黯、 多胶、 寡聚脑等化学

物质以及母体植株的生理状态。环境因素( 女1]

光)和生化国京(如核酸 、酶)对器官分化影响的

研究， 者ii还处于探索性研究阶段。
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