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叮~， I t磨导戴伤组织严生花臂'

可呆用理常的诱发‘愈T主主d~司的条件;) ~巨诱导产生
花青素的愈伤组织。 表 1 列举了诱导;二生花责素愈伤
组织的实例。 基本培养基是 Whit飞、 MS 或 LS 培养

基， 生长素用 2 ， 4-D 或 NAA'o ' 添加激动素与 天然抽

出物(如酵母浸膏等)也 f皆有效。培养Y谊曾为 20一

川。坤、可使进花台的合户，月zlf#光或近
紫外光的效果更为显著。 ~、 ......L' ) 

迄今:报道产生花青素的愈伤组织正除表 E所咧11 1

种植 物以外， 尚可列举 f钮扫长春藤 (Cat仇hara仰nt伪hu阳4ω s 
m阳ω叭 玉米(Ze印a ma豆句f〉;VjLyF:FE.山启卢， '(γt恒P时drt伪hd萨加nmofφω挝阳阳s刷u
t衍ri化cu阳spμidωatωa)λ， 啕 柴胡 (啤B予归pμl号守!l[!俨u!阴n f句4kaωt引P吗~)λ， 裔薇

( Rοωsa sp队" pau川1'8 Sca，r川rletω=九， Dimo仿rphQ;ωthf!ca aur.icul­

atα 等植物 。。

二、花青萦商严细胞的筛选 f. ~r 门

町、芋木多数情况下， 请发声伤fll绍的各个细跑产生
花青素的能力不同。因此， 花青素高市细胞的筛选，

细胞产生花青素稳定性的鉴定和保 持都是重要的课
I l ' 题。

.，的 a

高雯植物的培养细胞系多智碍乳; 通常如小团块
状增殖。 考虑到这类异质细胞的集合体中会保持某些

细胞间的差别，所以这-细胞块中， ， 会含有产生花青

素能力高的小细胞团。， 用反复选择洁棒15法JJ 将最终

筛逼出的花青去产量高的细胞远行培养， 可:期望产生
稳霉的细胞系。 下面具体介绍这布，小胡思抉筛选法
(cellaggregte )cloning) '的实验方法。八 , /'. 

1. 细胞筛选方法 详细的方法见图 1- ; 此处采用

洋菜平板培养法。

①在清洁的工作台上， 准备银子、解剖刀、灭菌

的空培养皿(一个)、加好培养基的方格培养皿(数个) , 

以及事前已培养的原始愈伤组织的三角瓶或培养皿。

用灭菌的锻子从三角瓶中选取愈伤组织移入空培养

皿。供实验的愈伤组织数量越多越好， 因受培养的空

间与实验的人员等限制， 作者所用愈伤组织的数量在

~ .;, "., . "'t、护 A 画 Ii "'., .，、 1

:( 'T f，~ dfi.' 

3 _j 5 克之间. 川

②、用灭菌的解剖为，将愈伤组织切战直径 3mm
细单/J)块。 其筛选的效哝看， 置入的细胞块越小越
好，但如过小，移置后生长迟缓， 有时又易坏死。 因

此愈伤组织移植块的大心须按植物的种类不同而进行

调整。

商用灭量的最￥取出培养且中的小1细胞块， 置于
加有捕藉基的 36 小茹丰岛培养皿上 ， 从左上角按顺序逐

个植入(见图 2 )。筛选用的培养基采用花青素产量高

的培养基，也可仍用诱导培养基。 培养1Ill的数目随细
的_，

胞块数而增减。 ， L 

"霄'曾~ H龟 I

④方格培养皿植入细胞小抉后，用双层石腊密封

放入培养箱内。各种愈伤组织的培养条件必须加以选

择，通常F学生花青素的愈伤组织都在 20 0-30"(; 、

20ÒO-8000 Lux 光照下培养。最近也有在黑暗条件下

培争的报道。培养时间以花青素含量达到最高时为准。

培养时间过短则下一代的生长迟缓， 应予注意。 作者

在铁海棠(Eup仇orbia millii)愈伤组织培养中所用时间

为 10 天，遇节假日则增减一天。

" Q量 、跟自清洁工作台上的慑子、解剖力、灭菌的空
方格;~养吨。将方丰号声养皿中各个方格上生长的每一
细胞块，用灭，菌的解剖;n切成二块， 如果愈伤组织柔

软则亦可用镶子进行。 坐电乏迟缓者如切开后的细胞块

小于 3mm 时即不用切割。此外， 如细胞块数多，可从

中!f，意t选毒铜加，块进行SF飞 "通常在培养皿上二个细
胞块J:f3~生择红色深的→块， ~/ 移入空的方格培养血的相

应位鸯o ' 不切的细胞块若是红色深的可移入空的培养

皿内。

⑥用灭菌的解剖刀，愈伤组织柔软时用灭菌用的

银子，将直径约 3mm 大小的细胞块分散放置。

⑦用灭菌的镶子从培养皿内细胞块中，选择红色

深的细胞块， 逐个自左上角起按号码植入盛有新培养

'本文摘译自山田康之编著(1984 年) "植物细胞
培养?二;::3.. 7岁"第 45-55 页 )
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苹 果

MaZus pumiZa 

菊 芋

蔷 薇
Rosa muUi!Zora 

矮牵牛
Petunia hybrida 

杨属杂交种
popuZus. hybrid 

MS 培养基

NAA(2mgjl) 、

激动素(0..，05 mgjl) 

水解赂蛋白(1 gjl) 
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报告者

27 'C Ibrahim 等 (197 1)

2500 lx 
, 18 'C 02 小时〉

黑暗 下

同上 '

激动素(2 mgjl) 

基的方格培养皿内。 进行继代培养时植入的细胞小块

的数量最好不要有很大的变动。 作者所取的细胞块数

在 40-60 之间。收取的细胞块数可按 第⑥项选择来

增减。

⑥按④项处理后，将培养lill置培养箱内。收拾

工作台上全部器具， 结束实验。

此后， 按上述步骤反复进行至培养的系统稳定为

止。作者等反复进行 24 次以上，这一系统即稳定下来。

@按需测定花青素含量的细胞块数来准 备 5 ml 

的样品瓶。 用电子天平称量样品瓶。 在工作台上将培

养皿中的细胞块移入样品瓶，测定细胞块鲜重。 细胞

块数多时，随机挑选细胞块测定其含量。例如作者按

随意数表选取 30 个样品，

white、培养基

2 ,4-D(0.005 mgjl) 
20 'C Rdnert 等

(1963) 

MS 培养基 1 26℃ ! 
川圳8小时) i 

I 5000窍。olx l Matsumoto 等

(1970) 

Coligin 等

(1981) NAA(0.001 mgjl) 

LS 培养基

2,4-D(0.5 mgjl) 

MS 培养基 30 'C Yamakawa 等
A 

葡萄属杂交种 ‘ 2 , 4-D(0.05 mgjl) 
鸣'

黑暗下 ( 1983) 
藤蔓

Vitis ,hybrid 激动素(0.2 mgjl) 

a 、

酵母抽出汁(3 gjl) 

铁海棠 MS 培养基 25 'C Yamamoto 等

叶 2 , 4-D(0.1 mgjl) 
Euphorbia m iHii 

麦芽抽出汁 (2 gjl) 
20001x (1980) 

马铃 薯 white 培养基
25• 27 'C Gamborg 

块茎 2.4-D(6 mgjl) 
Solanum Zuberosum 

水解自各蛋白 (2 gjl) 
20001x (1 965) 

⑩在装有细胞块的样JF瓶中， 用移液管加入 4 ml 

含 2%盐酸的酸性甲醇，放置 1 小时以上。 按浸出液

的量、样品容器及所用细胞块重量来决定花青素的含

量。放置时间长短应预先进行试验。 作者等即用上述

方法进行常规操作。

@将浸出液置入分光光度计测量杯内，测定

370nm 吸光度，计算出花青素含量。测定所用的波长

是花青素的最大吸收波长。

2. 细胞筛选戴帽的管理与整理 关于数 据的管

理与整理，在数据少时〈例如继代选择到 5-6 代〉人力

可以完成，数据多时利用计算机则可节省时间和人力。

本文所介绍使用计算机处理与储存的系统(图 2 、 U

>>.内储程序，市场并无出售(仅有一部分有可能利用)，
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原始的

情胞 l集羔
1·给YJ
①丁1直入

也紊<7b肯京 )

,. 

飞、J、

、' .

'.r 

@ @3 uv盒
1) 汩IJ定吸光度
2、计算出含量h 、，

继代 No.一一一一一
细胞块数 个

亲本号

培养皿一「方格 No.

固 1 细胞团块筛选法

培养开始日期
' It< 

A I 0.1 

0.2 

0.3 

36 

B '
A

向
4

句
。

i
f
i

p
o

n
H
V
A
H
V
A
H
V
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n

‘
υ
 

均由山回康之领导的研究组所创制，山『田等用 Sharp

华产的 MZ-80 微型机与DE仁生产的 PDP 11/34 小型

机组合完成这一系统， 只有微型机与小型机组合才能

组成充分的系统， 其程序并不复杂。 象图 3 所示的同
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@ 

方格培养皿的号码设计

围 2 细胞筛选敏据搜格

、 I b 

细 胞 生 物 3且
才二. 杂 志

程量， 化费不多的人力就可能完成。

121 

① 各次~It代实验结束时 ， 按照阁 2 的数据用纸上

的要求， 将数据输入计算机〈输入程序 )。 山田等输入

从第 7 代到第 28 代共 1588 个细胞 块的数据(细胞块

编 号 、 鲜重、吸光度、 母本编号 )。

② 将已输入细胞块的花青素 含量 的分布制成直

方图〈分级分布程序)。图 3b 显示输出的一个例子。此

图示山团等对铁海棠(Euphorbia milLii)培养细胞中花

青素高产量细胞的筛选过程中， 从 16 代到 28 代的各

代细胞块的花青素含量的分级分布。 图中的级差间隔

为 0.5，但可用计算机选择任意所需的级差。

d 

@ 
JK「rJhh :uh四山

川、， 川阳 I m.... n _ 21.‘ 

最大也

il:把
继代销养世代

可悴J;二;:";啤牛二乙:
t m山 19th

平均值二最大值的变动

@ 
色索合症分级分布的变dhh

111. @ 

① 

细胞系模式图

S 161h 口 Ih 18山 19t h. 回山

草草
<R "r 21., "[ 22'" 叮

:~ ml. j ~f恤... ι‘ι... 
n _ 包索含蛊

9A9F细胞系的分级分布图

固 3 用计算机筛选戴帽的管理与整理
【图 e 系引用 Agric 、 Biol 、chem. ,47 ,1025( 1983) ] 

③统计值的继代变迁图表化(图表程序〉。图 3d

示一个输出的例子。 图中可以看出筛选高产量花章素

的铁海棠培养细胞， 从 16 代到 28 代的平均值(c)和

最大值(cmnx ) 的动态变化。 c 从 16 代到， 22 代逐步增

加， 23 代以后波动上升，比原来愈伤组织的含量高 7

倍

④制成细胞谱系图(谱系程序)。 这一输出的模

式图见图 3e。

⑤在各代细胞块的群体中，

分布率的变化图表化(图表程序〉。

图 3 f . 分布率用以下公式计算g

使某一特定细胞系

这一输出的例子几

分布率= __!_属于特定细胞系的细胞块数 - x 
b 代细胞块群体的细胞块总数

这里所谓的细胞系是指作为祖先的某一特定细胞

块的后代细胞块群体. 幽'

⑥制成各代细胞块群体中属于某一特定细胞系

细胞块的色素含量分级分布直方图〈分级分布程序〉。

输出的例子见图 3g。 这一图表说明来自特定细胞块

(9 F 和 9 A)高产细胞系的 16 代到 23 代的细胞块群体

的分布。从图 3f 及 g 可以看出自 23 代以后全部细胞

块都仅从一个细胞块(9 刊所传。 .1

⑦将数据储入磁盘(disk ) 中保存(文字程序)9
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画面雨雨|
! 减压干燥

• 
|些更|

⑦ ↓ 精装(滤纸 ， 纤维素薄膜层拼法分霄，嗨相色谱分离， 纤维素柱色层分离 〉

i 纯花青素 l 
/光谱测定法z 核磁共振，气体色谱质谱联合法，红外线飞

鉴定{色谱分离法g 滤纸， 纤维素薄膜层析法 ) 

图 A 花蕾素的提取分离的流程

1花青京高产细~I
↓ 冷冻干燥

「有雨;-1
l 01%盐酸酸性甲醇浸泡
过滤

| 提取液」
@ ↓ 减压干燥

I__! tB #J I 
↓ 7K溶解

④ 币面示树脂柱吸附
除去水溶性物质

除去溶于甲醇的物质

1 0.1 %盐酸酸性甲醇溶解i

l主哩墅里生l

① 

聚曹先胶柱吸附

除去水溶性物质

除去溶于甲醇的物质

。 . 1 %盐股酸性甲醇溶解

、

@ 

i yk可溶物 i 

三、花，曾最高产细胞的培养 通常植物细胞培养

的方法用以培养产生花青素的细胞， 效果很好。只是

高产的细胞由于长期的筛选易极为娇嫩， 从固体培养

基到液体培养基， 以及从振荡培养到搅拌培养， 在培

养条件变更时易有不适应的倾向。在这种情况下， 提

高培养细胞的浓度常可获得令人满意的结果。

四、花膏'怪的提取、 分离与鉴定 过去已有许多

综述， 详细情况可参阅文献。 这JI'!简单介绍有代表性

rl: 

净
燥

一
!

一

洗
干

一
牧

-

2

、

-

浴

-

L
减

一
可

­

J
l

山V
-
2

-

{QU

)

…-

1
| 

7](溶解

减压干虫在

加入 1%醋酸铅

过滤

l一岳王|
加入 1%盐酸酸性

甲醇

过滤

减压干燥>

的例子如图 4 所示。

①收集花青素高产细胞进行冷冻乾燥。培养的植

物细胞含水量高， 通常在 90% 以上，在提取花青素前

进行冷冻乾燥除去水分， 会使提取处理简便而迅速。

因为花青素对热、 光不稳定， 必须进行冷冻乾燥。 样

品经一定时间的冷冻乾燥后达到一定重量， 山回等将

铁海棠的培养细胞冷冻乾燥 16 小时， 约除去 93 %的

水分。
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②加入 0.1%或 1%盐酸酸性甲醇进行浸泡， 置

冰库过夜提取出花青素， 如要求所得结果正确， 应按

此方法反复提取 2-3次。

③将获得的提取液减压浓缩。用真空泵在

5 mmHg 以下减压的回复式蒸发器中在 15'C以下进行

浓缩， 将浓缩物中含有多量脂肪、盐份等杂质，用图

4 所示方法可将其纯化。

④提取物用少量水溶解并用阳离子交换树脂

(Dawex)吸附。 经水、 甲醇洗去杂质后，用。.1%盐

酸酸性甲醇洗出花青素。 洗出液减压干燥后， 再用少

量水溶解。 聚联胶柱吸附，用水、甲醇洗脱杂质。最

后用 。 .1 %盐酸酸性甲醇将花青素洗出， 再次将洗出

液减~干1果，获得花青素粗制品。

⑤ 提取物用少量水溶解，随后加入乙 酷反复洗

净到乙隧层不着色， 除去脂肪物质。 取出水层减压干

燥后加入冷甲醇，从干固物中提取花青寰。 除毫不溶

解于甲醇中的盐类残余物， 减压除去甲醇， 获得粗花

青素。

⑥ 提取物用少量水溶解， 加入乙陇反复洗净到

乙商量层不着色。于水层中每次加入一滴 1 %醋酸铅水

溶液， 直到不发生青色沉淀为止， 然后过滤沉淀物。

沉淀物加入 0. 1 %盐酸酸性甲醉， 过你除去 所产生的

白色沉淀(氧化铅)，将过ìÆ液减压干燥， 获得粗花青

素。

④、 @、 @工序可单独应用 ， 配合使用时则可提

高制品的精度。

⑦将粗制品用谑纸、 纤维素薄膜层析分离、 纤维

素色层分离 (Cellulose Chromatograph ) 、 液相色谱分

离w 再结晶等方法，单独或配合使用 ， 从而获得精制
口
口口。

@将提纯花青紊用滤纸、 纤维素薄膜层析法、 核

磁共振、 气体色谱质谱联合法、 显微分光镜、 红外

线、 液相色谱等进行鉴定。 由于花青素不稳定， 用分

光光度计鉴定花青素常发生困难。 为此 ， 通常多采用

色层分离法鉴定。 但是最近正在使用 FT-核磁共振、

气体色谱质谱联合法来鉴定花青素。

{周荣仁译、编辑部位〉

大蒜根尖细胞微管的免疫荧光观察

张全忠 未激

(北京大学生物系〉

. 1963 年，先后在动物和高等植物细胞中

发现微管结构。已经知道微管不仅具有支持功
能，而且在运动、 运输和分泌等一系列细胞活

动中发挥重要作用。在高等植物细胞中， I 微管

明显地参与形态建成[l， Z ] 。 周质微管 ~Cortical

microtubules) 可能与细胞壁中纤维素微绊丝的

排列与定向有关。早前期带(Preproþhase 8and豆)

预示胞质分裂时细胞板的位置。成膜体微管参
与细胞板的形成等等。 、 ~j\1

70 年代中期 ，免疫荧光技术在以动物组培

细胞为材料的微管研究中获得很.大成功"内。

使用该方法研究微管不受其它细胞骨架成分的

干扰， 在荧光显微镜下能对完整细胞的前微管

系统进行三维的观察。然而，到目前为止，还

没有一个从高等植物中提取微管蛋白的成熟方

法。 1977 年， <Frahke 等人在用猪脑微管蛋白

抗体研究高等植物胚乳微管时， 证明动植物微

管蛋白有免疫交叉反应[6 ]。近几年， Wick 等

人[6-8]成功地将这一技术用于具壁的高等植物

细胞的微管研究上。 植物细胞有相当厚的、 坚

固的细胞壁和大的液泡，用免疫荧光技术研究

微管更有它的优越性。

目前，国内有关植物微管方面的研究工作

还很少问，用免疫荧光技术研究植物微管则未

见报道。我们用组装-去组装超速离i 心方法提

取措脑微管蛋白，制l 备 兔抗微管蛋白血清，
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