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水稻原生质体的分离和 培养
*

组组交化杂生胞胞细细中国科学院北京植物研究所

摘 要

进车来国冉外都在大力开展植物体细胞杂交的研究工作
,

为创造植物优良品种

探索新方法
、

新途径
,

以适应生产上不断提高的要求
.

本 工作报道 了水稻 o( yr z 口 , at ￡。

L ) 体细胞原生质体的制备和培养
,

为引进外来遗传物质以改变细胞遗传组成及细胞

杂交准备条件
.

用纤维素酶和果胶酶处理由花药离体培养所产生的花粉愈伤组织
,

可以消化掉

细胞壁并获得大量有生活力的原生质体
.

经过在液体培养基中培养
,

原生质体增大

体积
,

变为卵圆形并产生 了新的细胞壁
.

培养约 10 天左右新形成的细胞开始分裂
,

培养约 20 天 以后
,

形成了数十个细胞的细胞团
.

社会主义农业生产的迅速发展是巩固无产阶级专政的重要条件之一
,

而不断地提供优良

新品种又是农业生产迅速发展的一个关键
.

目前
,

常规的杂交育种仍作为提供新品种的主要

手段
,

但是由于有性杂交不亲和性的限制和杂交程序繁琐等缺点
,

促使生物学和农业研究工作

者去探索育种的新方法
、

新途径
.

通过烟草
“

单育一号
”

新品种川的培育成功证明
,

由花粉培育成的单倍休植物
,

通过染色体

加倍处理
,

即成为不分离的纯合二倍体
,

从而缩短育种时间并简化了选育程序
,

这在农业实践

上是一种有效的新途径
.

这个新途径的研究已在我国广泛开展
,

并应用于水稻
、

小麦等主要粮

食作物
,

在不久的将来可能收到令人鼓舞的成效
.

通过人工诱导花粉产生单倍体植株
,

以简化

常规杂交育种程序
,

这在育种技术革新方面迈进了一大步
,

然而创造超越亲本所具有的优良性

状的新品种
,

尚缺少有效方法
.

远缘杂交的不亲和性是这方面的一大障碍
.

近年来国内外大

力开展体细胞杂交的研究
,

即企图在创造优异的新品种方面有所突破
.

体细胞杂交的研究虽

然 目前还处在探索阶段
,

但从它在农业生产应用上的潜力来看
〔
2,31

,

已足以激励着我们朝这一

方向努力
.

植物体细胞杂交的第一步是原生质休的制备和培养
.

去掉了壁的原生质体不仅易于

彼此融合
,

且具有摄取如去氧核糖核酸和蛋 白质等生物大分子的特性 ; 甚至完整的叶绿体
、

病

毒
、

细菌以及细胞核也能够移植到原生质体中去 31[
.

这样就不仅通过远缘体细胞的融合有可能

获得优良的杂种
,

而且还可以利用引进和移植等技术直接改变细胞代谢
、

转移遗传物质
、

交换

细胞核以及移植细胞器
,

以创造适合于人类要求的新变种
.

目前不仅对赘草
、

胡萝 卜
、

矮牵牛

本文 19 7 5 年 8 月 2 日收到
.

* 文内图片 由高桂珍同志协助放大
,

特此致谢
.
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等几种植物的原生质体培养已能再生成完整的植株
『卜刀

,

而通过体细胞杂交也已获得 了 赘草

种间和品种间的杂种 .fB , 1
.

这方面的研究在我国一些单位也已开展起来
,

并已取得 了 初步结

果
[10 一” .]

禾本科作物是各国人民的主要粮食来源
,

而水稻又是我国的一种主要粮食作物
.

目前对

禾本科植物原生质休的分离与培养工作做得并不多
,

其中只有雀麦的原生质体通过培养能进

行几次细胞分裂圈
.

在水稻方面
,

从根
、

叶和愈伤组织分离原生质体虽早已成功 24[
,

151
,

但还没

有见到原生质体再生细胞
,

并进行细胞分裂的资料
.

本工作即报道由水稻愈伤组织分离的原

生质体的培养以及细胞的再生和分裂
.

一
、

原生质体的分离和培养

原生质体的来派 制备水稻 (品种廉江密早 )原生质体所用的原始材料是由本室单倍体

育种组所提供的花粉愈伤组织
.

将由花药培养所产生的单倍体愈伤组织以
1
转移到稍为修改的

sL ll7) 培养基上进行继代培养
.

培养基的主要修改如下
:
去掉其中选择部分及激 动素

,

加 入

4 毫克 /升 2 , 4一D 及 2多 ( v / v )椰乳
.

每隔 10 一 14 天转移一次
,

转移 7一 8 次即可应用
.

原生质体的分离 在无菌条件下
,

把转移后 10 夭左右生长旺盛
、

浅黄色或金黄色的愈

伤组织 1一 2 克 (用线形刀稍加切碎 ) 放到 50 毫升三角瓶中
,

其中装有 15 毫升通过微孔滤器

(孔径大小为 0
.

4 5 微米 )过滤灭菌的酶混合液
.

酶溶液的组成有两种 (但用于原生质体培养的

主要是第一种 ) :

1
.

5拓 ( V / V )纤维素酶 (O
n o z u k a R一 1 0

,

K i n k i Y ak u l t M fg
二

C o
. ,

L td
. ,

N is hi n o m i y a
,

J a p
a n )

,

1
.

5多果胶酶 ( aC lr Rot h
一

K a
山ur he

,

G c

mr an y )
, 0

.

2外葡聚糖硫酸钾及 0
.

8M 甘露醇 ;把 PH 调至

5 .4

2
.

3一 4 多 自提纤维素酶
Ll 。 , , l 多离析酶 ( M a e e o z yme R

一

1 0 , K i n k i aY k u l t M fg
·

C o
· ,

L td
· ,

N i s h in o
m i y :

,

J
a
p a n ) 及 0

.

5 , M甘露醇 ; 把 p H 调至 5
.

7
.

先在 3 4℃ 的恒温水 浴 中静置 培 育

2一 3小时
,

然后移到恒温旋回振荡培养装置上
,

在 34 ℃ 下振荡 ( 60 一 80 转 /分 )培育约 2 小时
.

混合物用灭菌的 3 00 目不锈钢丝网过滤
,

以除去未被去壁的一些细胞团
.

通过离心 ( 8 00 型离

心机
,

5 00 转 /分
, 2一 5分钟 )

,

从溶液中将原生质体分离出来
,

并用含 0
.

l m M ca c 七的 0
.

7 5M灭

菌甘露醇洗涤 2 次
,

然后用培养基洗涤 1 次
.

这样可以使混在原生质体悬浮液中的破损细胞

残余物去掉
,

因为残余物一般留在
_

L清液中
,

原生质体就会沉淀下去
.

原生质体的培养 把原生质体培养在含有下列物质的合成培养基中 (毫克 /升 ) : K N O 3

( 2 2 0 0 )
,

N H
;
N o ,

( 3 6 0 )
,

C a C I; ( 3 4 0 )
, K H

: p o 。

( 3 0 0 )
,

Mg SO 、 ·

7H
: o ( 1 8 5 )

,

M n s o ;
·

4 H
Zo

( 4
.

4 )
, z n s o ;

·

7 H
ZO ( l

,

5 )
,

H
3B O ,

( 1
.

6 )
,

K l ( 0
.

8 )
,

F e E D T A ( 5毫升含 7
.

4 , 克 /升 N
a ZEn T A

和 5
.

5 7克 /升 F e s o ;
·

7H
Zo 的溶液 )

,

甘氨酸 ( 2 )
,

盐酸硫胺素 ( 1)
,

盐酸毗哆醇 ( 0
.

, )
,

烟酸 ( 0
.

, )
,

2
,

4一 D ( 0
.

5 )
, 6一节基腺嚓吟 ( 0

.

3 )
,

酩肮水解物 ( 2 0 0 或 4 0 0 )
,

甘露醇 。
,

6M
,

蔗糖 2 0 克 /升
.

用

I N N , o H 将 p H 调至 ,
.

8 ,

并进行热压灭菌
.

悬浮分离的原生质体在上述培养基中
,

原生质体的浓度是每毫升大约 10 --5
2 x 10

, ,

在 25

毫升具磨口瓶塞的三角瓶中培养 1 毫升悬浮液
,

用透明胶带封好
.

把培养物放在弱光下
,

每天

光照约 10 小时
,

温度 28 士 2℃
,

并且每天轻轻摇动两次
.
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二
、

结 果

无论用第一种或第二种酶溶液培育愈伤组织所获得刚分离出来的原生质休
,

一般都呈圆

形
,

具浓厚的细胞质
,

细胞核清楚可见
,

有轻度的液泡化
,

能较易地看到原生质环流或活跃的布

朗运动 (图版 I
,

l一 2 )
.

有时在原生质体群中偶尔也可看到混有个别弯月形或其他形状没有

去掉壁的老细胞
.

培养后约一星期
,

一些原生质体保持原状或逐渐恶化 ; 另一些原生质体的体

积显著增大
,

并由圆形变为卵圆形 (图版 I , 3 )
,

这被认为是原生质体已重建新壁的特征 61[
.

由

于初生的新壁极薄
,

在普通的光学显微镜下有时不易分辨
.

培养后约二星期
,

大多数原生质体

逐渐地恶化
,

少数原生质体新形成的细胞壁已愈来愈明显
.

由原生质体再生的细胞的发育有

四种情况
: 卜随着原生质体体积增大与新细胞壁长成的同时

,

逐渐产生质壁分离现象
,

细胞

也随之慢慢地死亡 (图版 I , 4 )
.

2
.

新形成的细胞内产生一些不规则的折皱
,

细胞质也较稀薄
.

3
.

分裂为两个对称的半圆形子细胞
,

但它们中的大多数以后似乎慢慢地退化了
.

4
.

分裂为两

个不对称的子细胞 (图版 I
,

5一 6 )
.

有迹象表明
,

只有这种子细胞才有进一步分裂的能力
.

在

我们现在的培养条件下
,

后两种情况的分裂频率约为 0
.

1多
.

在这期间个别原生质体已分裂了

两次
.

培养三星期后
,

有些原生质体已发育成 4一 10 多个细胞的细胞团 (图版 I , 7
,

8及 1的
.

值得指出的是
,

在加人酪阮水解物 40 0 毫克 /升的培养基中
,

我们获得了具有共同外壁的多细

胞的细胞团
,

这些子细胞的外形有类似分生细胞的特征 (图版 I ,

9)
.

培养至四星期
,

原生质体

的发育可达30 多个细胞的细胞团 (图版 I
,

1 1 )
.

本研究工作所观察到的结果表明
,

尽管对单子叶植物特别是禾本科植物原生质体的培养

较难产生细胞分裂
,

但不是不可能的
.

在广泛地阐明禾本科植物原生质体对培养条件要求的

基础上
,

将会加速引进外来遗传物质以改变植物细胞遗传组成及体细胞杂交的实现
,

以便早

日培育出符合人类需要的新的杂种植物
.

参 考 资 料

山东省烟草研究所
、

中国科学院北京植物研究所烟草单倍体育种 协作组
,

植物学报
,

16 ( 1 9 7幻
,

4
,

3 00 一 303

朱 激
,

遗传学通讯
,
1 9 7 3

,

4
,

4 3一的
.

B a j a j
,

Y
.

P
.

5
. ,

E 廿 p h , 右落e a
,

23 ( 1 9 7 4 )
,

6 3 3一6 4 9
.

T a k e b e ,

1
. ,

L a b ib
,

G
. ,

M e l e h e r s ,

G
. ,

N a t鱿 r 叨 i : ; 。补名e人a f艺。 凡
,

58 ( 1 9 7 1 )
,

3 1 8一3 2 0
.

N i t s o l ,
,

J
.

p
,

0 王l y a 了1 1。
,

K
,

C
.

R
.

A e a d
.

S蕊
.

(几
,
一
`召
)

,

2 7 3D ( 1 9 7 1 )
,

5 0 1一8 0 4
.

G r a xl i b o w ,

H
.

J
. ,

K
a o ,

K
.

N
. ,

M i l le r ,

R
.

A
,

G
am

b o r g
,

0
.

L
. ,

p 勿 儿 t a ,
1 0 3 ( 1 9 7 2 )

,

3 4 8一3 5 5
.

D u r a n d
,

J
. ,

p o tr 了k u s ,

1
.

,

D o o n ,

G
. ,

2
.

fP l a ” 召e n p h , 5 10 1
. ,

6 9 ( 1 9 7 3 )
,

2 6一3 4
.

C a r l s o n
,

p
.

s
· ,

S , n i伍
,

R
.

H
· ,

D e a r认 g
,

R
.

D
· ,

乃
0 0

.

N a 才1
.

A e a J
.

S e艺
.

U
.

名
.

A
、 ,

6 9 ( 1 9 7 2 )
,

2 2 9 2一
2 2 9 4

.

M e l e l̀ e r s ,

G
· ,

L a l ) i b
,
G

. ,

皿
o l e e

.

a 几碑 G雌
.

G e 呢召￡
. ,

1 3 5 ( 1 9 74 )
,

2 7 7一 2 9 4
.

中国科学院植物研究所五室细胞组
,

植物学杂志
, 19 74

,

1
,

2 9一 30
.

中国科学院遗传研究所五室二组
,

遗传学通讯
,

1 9 7 3
,

4
,
7一 12

.

中国科学院遗 传研究所五室二组
,

遗传学报
,
1 ( 1 9 7 4)

,

1
,

59 一68
.

Mi e h a y l l , k
,

M
.

R
. ,

K a o ,

K
,

N
. ,

2
.

尸f乙
a 九召。 牡 p h夕: 云0 1

. ,

7 5 ( 1 9 7 5 )
,

1 8 1一 1 8 5
.

M a e d a
,

E
.

,

尸 ,
,

o e
.

C ,
·

o p 名 e乞
.

名o e
.

J a P
. ,

4 0 ( 1 9 7 1 )
,

3 9 7一3 9 8
.

M a e d a
,
E

. ,

H a t iw a r a ,

T
. ,

p r o 口
.

C r o p
.

S e￡
.

S o e
.

J a尹
. ,

4 3 ( 1 9 7 4 )
,

6 8一 7 6
.

王敬驹
、

孙敬 三
、

味至清
,

植物学报
,

16 ( 19 7习
,

1
,

丢3一 二工
.

L i n :
m

a i e r ,

E
.

M
. ,

Sk o o g ,

F
, ,

尸h , s公0 2
.

尸 Za ,:云
. ,
1 8 ( 1 9 6 5 )

,

1 0 0一1 2 7
.

1.J, 11, .J1.Jr ...J, .月J
飞., J.

12
CO4J
f门九n门JS

r,Lr..Lr..tLLrl月r. Lr. LLweL

, .卫11.11、J.I二
1 ..1J.,j飞
..Jr̀I F, esILr

..
`

r̀L

:)




