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二个外!tJ.子 DNA J'j'段和 PDGF--A èD向J气 质问.

克降至Ij pSVz n eo 1- 1 1 ，向建成两种 PDGF-A 反义

RNA 表达克降 。 该两手中 PDGF-A 反义 RNA

表达克|搓 11]' j-IJ ' y-: PDGF-A 功能的研究以及肿

瘤细胞f七长j(f!断的标东。
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芥菜原生肢体培养和植株再生

心军民事 11，东 呆和 4张江涛 }

( IIJ 四大学生物系 )

李文彬 陈止华

(中国科学阮边w研究所)

'70 .;1: 代以米 ， 芸首届植物的原生质体培养

边ki尤为迅洼 ， j~已从大部分芸苔属植j主});呈佳

肢体衍，如IJ ~句:韭怕怵[l6 ! ， 4 使之成为捍物恪细胞，

杂交和进扫过传操í'!::极好的实验材料。李)(彬

等 [7 J机1 Cha tterje巴 等 [4 J 曾分别从芥菜组汕菜子

叶和叶 i勾 jUJ仨肌体再生j此植株， 在原来的才tfî山

J二 ， 通过改支 Ji'i)卡绘制，义JN，J)J地衍芥来下JJ主

轴j以士LJ~休J1 '; ;川成先整-tH栋。

材料 和方法

}、 无茵茵的~得供试材料为 Brassica， juncea 

i'J<.J ~;~Jd品种屯兴安卡。种子经表面灭菌后， 在合 MS 大

52元京、 1 %牍地ifu 0 . 7%琼脂的培养基上生长获得无

卤苗。酶解 liÎJ将骂:长:有无茵茵的玻璃瓶放在 13 0C的冰

和旦进行低温预处]喂， 直主所需:时间为止。

二、 原生质体的游离 月1如下两种来 源获得原LF:

抖。休。 1 : {:I:'/'I )J企划i分圳游离， 分别培养， 以比较t

向者的培养效呆。 J[ ， 子 u 1 札lF刊j .- krl lÌl)J衅 ， 以保 ÌJE

原坐质体培养初期具有一淫的培养密度。 盹j农组成为

l%C呻last60?ozuk "Llo ， ? - 5 %Mamozyme R-10 ，

10 %甘露醇，出 CPW 液 [8 J j1)j己成 ， 酶浓 nlJ滤灭菌 ，陶负'll~

在 24~26 0C 条 ('1 下进行。

三、原生质体培养 l1R生肢体 培养基}:J 0~ 1. 5 ~毫

克/升 NAA、 0 . 6 ;宅!ito: /Jl BA 和 0 . 5 宅 YUJl 2 . 4-D

的 DPDI9J );';养基 ，渗透;也应剂红lJ泣 ')j 2 %成糖、 2% 耐

得j)，恰丰!18 %1:1 鼠目字。 l引出培养基为对照咱议;订了分别以

甘露醇 、葡萄糖 、 III梨胖乎11才、糖为渗透稳ì.l二剂的原生fiJi

体培养基。原生l员体的培养出度为 10'-105 个/毫升。

四+ 愈伤组织的形成 来源于下!在 IHJ ln~原士l肌体

刷飞机尉， 友育成大量大细胞闭 ， 再过 10 几天后 ，

长成大量肉眼可见的小愈伤组织， 此时转入含 1. 0 毫

克/升 2 .4-D ， 0.6 毫克/升 NAA， 和 1. 0 毫克/升 BA

的 MS 团体培养基中，进行愈伤组织的增殖。

· 现在山四省农科院JÆ~U几
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1 襄 1 分化培'事薯的组咸及其攘厦

\ 培养基九;. i ' I ' I 飞 I I( 

浓度 I M1 , i Mz ! ' M3 | - M4 | Ms | M6 

一 五百万:一一一广 3 !?-7 ! 广一厂丁→ 广了一「→厂

NAA Cmg川 I . 0.05 , 1 ; 0 0 I 0 .' I 0 0 

』丁 丽g万二工立十丁王工二EI二主-，丁丁;二工二
一-一 二丁(叫 一 Ij o U T | 0 , L L一 -1」二二

GA3(mg/ l ) 0 1. 0 I 0.1 I 0.1 1 o I 。

一ι 哩!巳二 」一二~___" L___~一-L L-J一二… I ι I一一-1一一
临阵 ( %) 1 0 I 0 1

0 m ' '1 3 I 0 I 0 

五、芽的分化 将约 3 一- 5 毫米大小的愈伤组织

转入，& 1 所示的 MS 'þ百养基 rt1进行芽的诱导.， 主主中均
"事;-; ......;.币"

附 加] 8 0 宅为./1+谷邹西.u族 、 40 毫克/升腻酸腺嚓郎。川、

六、粮的分化 - 二i穿 i二;全I J 2 - 3 J里米左右时， 从

愈伤组织_j . :!j' ~' ， 转入台 0.05 笔克/11- IBA 的 MS j再

.养基上诱导止以。

七、试验中酶液和培养基的 pH 锺均为 5. 3 。

结果与讨论

…、原生质体游离

t} 14 小时酶解 ， 芥菜子叶利下胚轴均可释

放大量有沽力的原生质体(图版图1)，但后者J所

收集到的量低于前者，这可能是，由?下胚轴生
长快， 液;也化程度高 ， 离心收集时易于丢失之

故。

1 酶解前经 13'C低温顶处理 的比未 经预处

理的效果史好奇 这可归结为低温预处理改善了

材料的生理状态。

二、原生质体培养

1.原生质体分摆 在 24--26 "C 条件下， ‘

暗培养约 M: 小时， 原生质体发生第三次分裂
(图版图 2 ), 约六天， 出现第二次分裂(图版

图 3 )。观察发现， 不仅下胚轴原生质体的分裂

时间早于于叶原生质体，而且前者的分裂频率

也明显地向 j二后者 。 ;二统计，培养到第四天，

下肝仰而( .'i ~ JJ~-f休的分~61 t;~ 率高达 12% ， 手叶的

仅为 5%。由此可见，取材部位不同 ， 培养效

果也有明显邱差异。 这在芸苔属的其他植物种
前 也可:得 ~jJi正、明 [3 ， 1 0 J 。

原生质体培养初期，保持一定的起始密度 ，

对于提高原生质体的分裂频率有巨大的作用。

我们用第二种来源所得到的下胚轴原生质体的

量较少， 培养密度较低， 导致了以后原生质体

的分裂频率降低p 第二种来源弥补了起始密度

低的缺点，从而提高了原生质体的分裂频率。

我们还进一步观察到，无论是单独培养还是混

合培养，子叶原生质体均不能持续勿裂， 最多

达到两次分裂，因此当进行混合培养时，它无

碍于下胚轴原生质体的进一步发育。 只起到维

持一定的起始密'度的1作用 。
Batt等 [IIJ证明，茄子叶肉原生质体培养的

最适起始密度为 5 .103个/毫升， 高于或低于这

个培养密度都会造成原生质体分裂频率的降

低。培养密度对原生质体的影响一般认为由以

F两个原因所致z ①培养细胞间的营养竞争。

②原生质体培养期间可能释放一种或几种因

子， ‘ 只有这些因子间相互作用 ， 并在一定密度

下达成平衡时，才能最大限度地促进细胞分裂。

培养约 4 J骂，下胚轴原生质体形成大量的

大细胞团(图版图 4 )，再培养 10 几天 ，长成肉 

Hr: ï'ïT见的小愈伤m织后， 转入 MS 卅芥卫 rl丁进
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;J I袤 2 低温预处理对原生质体地葬的影响
b~理事E圃'申甲-响F由甲咱斗，甲---------~--------自由睛，节'呵_"'---，..由，霄'民巩固自

处理时间(小时〉 i I j 2 ! 3 '广丁~~I~'~~~;="一

二一 可品r一γ寸寸一- mi --Ei; 一 ! 一丁二十|一丁了一片;二

褒 3 不同组合渗透稳定剂对原生质体培葬的影响

~F.i δ | 、 A 、 1 ， B l l c l D | E ! F 
沈 A 、ill ' j 2 %肃、糖-'\- 2- 约旦;在 1 2 ;Fil吟 唱 | 川% I 2 ~i庶拙 2%族在
山-… i 2 %商萄糖吨 I 10 % 时再邸 I 9.7 %甜甜制葡心糖 i lO %ILI S!1~"♀ ， 8 . 1 %禾惦
( 0 . 6 如1 ) n n /-'-l. ,. .._ .",j ! 

… I 8 %甘正膨1 I ! 

仿裂频率(% ) ! ω j 川 | 川 11 l 11 1R {l); 

行愈 1jJ {;~! 织的增植。

2 . 低温面处理的影响 到们对定兴芥元;

茵茵进行 f短时间的低温于1处理， 旨在于比较
其原生质体对低血的敏感性。示 2 所 7J飞的是原

生质体培斥到第四 天时所得的结果(表巾的分

裂频率是 3 次冷处且实验的平均值 ) 0 I 

从表中看出，适当时间的低温预处理，可

以提高原生质体的分裂频率。 而且发现， 虹、过

预处理的原生质体t培养到第四天即可见到两次

分裂， 对 !相则在第六天才出现。

在原生质体i击 :i1': 仁.jJ ，通过低温预处理来改

善材料的生理状态已成J-J一种有效手段。 Qian

等[ 12)在龙胆 i式 ，..~苗 叶!失~I京生 顷体培养r.:1: 1 发现，

材料只有经 4 0C低温预处堪，合岗的原生质体

才能分裂。低温预处理的正效应在我们的试验替

中又一次得到证实 。

3. j参锺稳定剂的影响 原生质体 :(:]二各种

不同渗透稳定剂的培养基中，第六天时的培养

结果见表 3 0

表 3 表明 ， 原生质体在 A、 B、 C 、D、 E 5 

种组合中分裂频率相差不大， F组合中只有极

小数分裂出现 ，而且前 5 种组合l中，原生质体培

养到第六天，均出现了第二次分冀，因此认为，

除木糖外，葡萄糖、 甘露醇、 '山、梨醇均可作为

定兴芥!京生:肢体培养初期的渗透-稳定剂。 --

4. 胚性愈伤组织的·产生 在芸苔属植物

中，由!京生肢体直按通过胚状体途径再生植梢

的仅乎J ß napus f " lf _ 

的植物'向 民主白。找i们 {t Ì-A验过程中发现， 定

兴芥下!在轴 i反生肢体直接户生γ大量胚性细胞

|剑，进HlÏ发得成胚性愈仿组织(图以 l到 5 )， 其

数量达到总愈伤组织的 50% 以上。尽管还:i:分

化出植栋，但无疑)J B. juncea 原生质体的直

接胚胎发生打开了缺口。

三、芽的诱导

将来源于下胚锚的非胚性愈伤组织 <1到版

6 ) 转入表 1 的分化培蒜基中，所得结果如下:

M2 培养基中分化出了芽， 随即夭折; M3 

中分化出了叶状体，以后随着叶状体的逐渐死

去，正泊的5j三分化出来:鸟飞可直接产生正 'I;-;~. 的

芽(图版图 7) ， M 1 、 Ms 幸IJ M8 中 ，尽管有的愈

伤组织出现·了绿点，但未出现分化，而且以 M1

‘中 j愈伤组织生长最快。 李文彬等 [ Î)在芥菜型油

菜原生质体培养中发现， 即使低水平的 NAA

也不利于分化，这个结论再次被得到证明。

四、根的诱导 }

将 2-3 厘米长的芽从愈仿组织上切下，

转至含 0.05 毫克/升 IBA 的 MS培养基中即可

生根，从而获得了芥菜型油菜下胚轴原生质体

的再生植株(图版图 8 ) 。

摘要

从芥菜无茵茵的 F胚轴和!子叶游离获得原

生质体 ， 在台 1. 5 毫克/升 NAA 、 0.6 毫克/升

BA 和 0. 5 毫克/升 2 . 4-D 的 DPD 液体培养基

~I:I 前应卅抖。试验采用1 ， 约 13 ''c低 ì/;(l Tý\处用不
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仅能也多提高原尘质体的分裂频率，而且能够却l

i主原生质体的发育进徨 ; 除木棍;外 ， 葡萄糖、

甘露醉如山梨的均古j节为原生质体培养初期的

渗透稳、在剂 。

来源于下胆:轴)泉生质体的愈伤组织在含~3 :~. ~ 

毫克/升 BA、 0 . 1 毫 克/升 GA3 或 3 毫 克/升

BA 的 MS 培养基上诱导出γ芽， 合 0. 05毫克/

升 IBA 的 MS培养基上访导出根"从而获得了

完整植株。

图版说明

1. 刚说尚的下胚轴原生质体 400 x 

2 . 原生质体左:生第一次分裂 400 x 

3. 1京生肌体:t;~生第二次分裂 ,100 x 

，1. 原生，民{小时生的二人细胞回 400 x 

5 、 6 . 原生质体发育成的胚性和l 二11二脏性愈伤组织

7 . 愈伤组织I1J现芽的优化

8. 1京生肌体培养再生成元整植株
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cAMP 对瘤细胞增殖周期的影响和膜表面ConA

受体分布相关性

r .\! ~ • i t 

IMi? "手云气 牛敏英 A 半边 玉札 t.l[
cl仁京市

癌细胞和正常细胞的增值都是通过细胞周

期运转而实现的。而j细胞周期可直接受到坏核

昔酸 (cAMP ) 的调节控制 ， 用外源性 cAMP 及

其衍生物刘细胞周期的影响有不同结呆[1 - 3 ] 。

伴随周期的改变，一些重要的细胞膜性质如院

表面受体分子的表达与运动[←飞膜抗原[ 7 ] 、

膜结合酶[8J 以及膜电荷等等 也随之发生变化。

但是在癌:'111118) ，' ;J J剧 变化 'i I ， 特川是一·些已知的

细胞)院表面转化标志[ 9 ， I U] 与周期丛 各种，占型之

间的相关性等尚不完全清楚。

本文研究了在艾氏腹水癌细胞(EAC)生长

增殖过程中 cAMP 对其周期影响和细胞膜表面

本工作系自然和|宅基金资助Jj}jI斗。
拿 内蒙医学院组织胚胎教研室。

FCM 分析由北京医科大学细胞室流式光度术组

圳 ìA处坝， 特此刻E谢。
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