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学砰辑阁B中

离体培养中胡萝 卜细胞脱分化状态下

无丝分裂的活体连续观察

陆 文 棵
(中国科学院植物研究所

,

北京 )

摘 要

本文对离体培养的胡萝 卜细胞在脱分化状态下进行的劈裂式无丝分裂
,

进行 了

全过程的活体连续观察
.

观察的细胞取 自根的愈伤组织
.

它们首先在微室中培养成

活
,

进行不断地细胞分裂
,

然后通过相差显微镜进行活体细胞分裂全过程的观察
.

观

察表明: 按细胞学特点
,

整个分裂过程可 以分成前期
、

中期
、

后期和末期四个时期
.

在整个过程中未见到染色体和纺锤体
.

每个时期所需要的时间已进行 了统计
.

对这

种无丝分裂的细胞学特点
,

以及它在加速细胞分裂过程上的意义也进行 了讨论
.

在植物细胞培养中
,

细胞脱分化关系到培养成败及生命时钟的逆转旧
,

它在实践上和理论

上的意义已越来越明显
.

在以往的工作中
,

我们以花药和花粉培养为手段
,

对花粉脱分化启动的外因
〔2 , 和内因

〔习 已

进行了初步的讨论
.

进一步研究又发现
,

花粉脱分化的头几次分裂主要是无丝分裂
,

有丝分裂

极少
〔3 3

.

这个观察与 N ut i 一 oR cn ih 等【们 ,

M ar itn i 等 〔5〕
在粉兰费草髓组织离体培养中的观察 ;

eB nn iic 等
L61 在红花菜豆胚培养上的观察 ; 1 9 79 7l[ 在硬粒小麦中胚轴培养上 的 观察 ; iC on i n立

等 8[] 在蚕豆子叶离体培养中的观察以及 D’ A m at 0

( 19 8。 ) 评论的观点是基本上一致的
,

这

表明脱分化状态下主要进行无丝分裂这个观察不仅在体细胞上
,

同时也在生殖细胞上得到了

证实
.

这引起了我们对这种无丝分裂很大的兴趣
,

因为它与脱分化有密切关系
,

为此
,

我们着

手对这次无丝分裂进行研究
.

关于无丝分裂的研究
,

以前苏联人进行过大量的工作
,

由于当初还不太了解这种分裂的生

物学意义
,

因此没有引起足够的重视
.

以后文章比较少了
,

有的细胞学著作在再版时
,

干脆把

无丝分裂从细胞分裂一章中删去
.

从发表的资料来看
,

多半是报道观察到的一些现象
,

对无丝

分裂的全过程缺乏全面而详细的研究
,

更不用说对无丝分裂中核分裂及胞质分裂进行活体连

续观察了
.

这也是无丝分裂所以不能被大家重视的原因之一 我们在着手研究这次无丝分裂

时
,

首先进行了活体连续观察
,

因为对于研究一种细胞分裂来说
,

活体连续观察能给予整个分

裂过程以全面和完整的认识
,

它不但可以证实由固定材料观察而推测的连续过程是否正确
,

还

可以了解每一个时期及整个过程所需要的时间
,

更可以观察到固定材料所观察不到的许多现
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象
.

因此
,

它对于一种类型细胞分裂的最后确证是必不可少的
.

通过观察获得了一些资料并

摄得了核分裂及胞质分裂全过程的照片
.

照片和资料表明
,

这种分裂是典型的无丝分裂
,

分裂

的类型是劈裂
.

一
、

材 料 和 方法

1
.

材料

2
.

方法

胡萝 卜 (aD
“ 州 , ca or al L

.

) 由北京市农科院蔬菜研究所提供
.

( l) 胡萝 卜根愈伤组织的诱导 将完整无伤口 的胡萝卜根用 自来水洗净
,

接着用 75 多 的

乙醇擦洗一遍进行表面消毒
.

通过无菌操作用解剖刀将根的表层削去
,

然后切成小块
,

使每一

小块都带有一部分形成层
,

这些小块被接种到 M S + 2
,

4 一D Z 毫克 /升 + c H 5 00 毫克 /升 +

琼脂 0
.

8并
,

pH ,
.

8 的培养基上
,

在培养室中诱导愈伤组织形成
.

得到愈伤组织后
,

在同一培

养基上进行继代培养以扩大繁殖
.

巴步
~ ·

{

区区区少少
. _ lll

断断断断
·

十十
一 C

___

二二二二二二二二 , 卜廿廿

图 1 微室培养的制备

( 2 ) 单细胞悬浮液的制备 诱导得到的愈伤组织被接种

到 MS 十 2 , 4 一 D Z 毫克 /升 + C H 5 00 毫克 /升的液 体培养

基中
,

在 斗转 /分的转床上培养 10 天
,

然后用孔径为 1 40 x 1 40

微米的细胞筛过筛
,

使密度达到 1护个 /毫升
,

( 3 ) 微室培养的制备 将洗净的盖玻璃与载玻璃在酒精

灯火焰上消毒 (图 1 , l
,

2 )
,

冷却后按盖玻璃的大小在载玻璃

上涂一圈四环素眼膏 (图 1 , 3 )
,

将制得的单细胞悬浮液一小

滴 (约 3 微升 ) 滴在载玻璃上
,

然后在四环素眼膏上放一小段

毛细管 (图 l , 3 )
,

盖上盖玻璃
,

轻压使密封即成 (图 1
,

斗
,

力
.

微室培养的材料被放人培养室中培养
.

(钓 观察与染色 微室培养材料的活体观察和照相在相

差显微镜下进行 ; 一般固定染色材料的观察在普通显微镜下

进行
.

一般观察材料先经过 15 分钟卡诺固定液 (纯酒精
:
冰

醋酸 ~ 3 : l) 固定或 1 小时戊二醛固定
,

然后分别用醋酸洋红
,

oP
s
etr 揉酸

一

三氯化铁及铁矾苏木精染色
.

( 5 ) 培养条件 培养室白天 26 士 1℃ ,

黑夜 24 土 2℃
.

l天 10 小时光照
,

14 小时黑暗
.

( 1一 .2 盖玻璃和载玻璃
.

洗净后用酒精
灯火焰 消毒备用

.

.3 在载玻璃消毒后
,

按盖玻璃的大小涂上一圈 四 环 素眼 膏

( C )
, 滴上一滴分离细胞悬浮液 (汉 )

,
并

在四环素眼膏处放上一小段毛细管 ( B )
.

月
.

将消毒后的盖玻璃盖在四环素眼膏的

框子上
,

使其与眼膏紧密接触
,

在盖玻璃

与载玻 璃之间造成一密封的小室
,

这小

室通过一 段毛细管与外界通气
.

盖玻璃

盖上后要使它与细胞悬浮液滴相接触
.

5
.

微室 的纵剖面 )

二
、

观 察 结 果

1
.

活体细胞学观察

运用上述方法制得的微室培养片子
,

不但能保持培养物

长期存活
,

而且能在相差显微镜下清楚地观察活体细胞学变

化
.

于是我们在 26 士 1℃ 的培养室中对整个细胞周期进行了

活体连续观察
,

得到的结果如下 :

( 1) 间期的活体细胞学变化 由愈伤组织分离的胡萝 卜

单细胞
,

在外部形态上虽然是多种多样的
,

但按内部的细胞学特点基本上可分两类
,

第一类
: 细
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胞较大
,

有明显的大液泡
,

细胞质由于受到液泡的挤压
,

大部分紧贴着细胞壁
,

小部分包围在核

周围 (图 2
,

l
,

图版 I
,

1
,

2 )
.

在相差显微镜下可清楚地观察到细胞质环流
.

紧贴在壁上的细

胞质虽然成一薄层
,

但由于胞质环流的存在
,

可以清楚地观察到这一薄层是由许多细胞质股组

合而成
.

每一股细胞质流动时流量很不均匀
,

有时一大团细胞质涌来
,

一股细胞质可以变得很

粗
,

在这一团细胞质流走后又可变得很细
.

每一股流动的速度随细胞而异
,

在培养温度为

26 士 1℃ 的条件下
,

流得快的达 6 微米 /秒
,

流得慢的仅 2 微米 /秒
.

每一股流动方向也不一

致
,

有时紧挨着的两股流动方向正好相反
.

相邻的两股虽然挨得很近
,

但不会相互混淆
.

在每

一股细胞质中又可观察到许多直径在 l一 1
.

5 微米之间的圆球形颗粒物随着细胞质 流 动 的 方

向迅速移动
,

当细胞质环流停止时
,

这些颗粒就在它们所在的位置附近作轻微的布朗运动
.

贴

着壁环流的细胞质
,

有时有一股或几股会摆脱大液泡的约束
,

离开细胞壁穿过液泡
,

形成在液

泡中穿流的细胞质 (图版 I
,

l
,

2 )
.

随着细胞质环流的不断进行
,

这些在液泡中穿流的细胞质

又能重新靠到壁上
.

因此
,

穿过大液泡的细胞质时而股数增加
,

时而股数减少
,

并有着各种不

同的形态
.

细胞核可见到明显的核仁
,

有时还能见到核仁液泡 (图版 I
,

1
,

2 )
.

核的周围包围

着一层不断运动的细胞质
,

由于细胞质不断地运动
,

核在细胞 中的位置也不断变化
,

有时靠近

壁
,

有时在大液泡正中
.

第二类 : 细胞较小
,

细胞质较浓看不到液泡
,

因此也看不到在液泡中穿

流的一股股细胞质
.

细胞质的环流也看不清楚
,

细胞质中也看不到圆球状的颗粒物
,

这类细

胞的细胞核多数位于细胞正中
,

核与细胞的体积比
,

要比第一类细胞大得多
,

核在细胞 中位置

的变化也很不明显
。

蘑零飞彭

哭昌乡2
.

前期

图 2 劈裂式无丝分裂细胞周期模式图

( 2 ) 分裂期的细胞学变化 活体的细胞分裂在每张片子上都能看到
,

但要从头至尾观察

一个细胞分裂的全过程却不十分容易
.

因为要判断一个间期的细胞在什么时候开始分裂是困

难的
.

经过长期的观察
,

我们仅累积了上述两种类型的 6 2 个细胞在脱分化状态下第一次分裂

活体连续观察的资料
.

观察表明
,

这 62 次分裂都是无丝分裂
.

及至 目前
,

还没有观察到 1 次

有次分裂
.

分裂的全过程基本上都相似
,

在分裂过程中都没有观察到染色体
,

核分裂纺锤体和

胞质分裂纺锤体
.

下面我们从观察过的细胞中
,

选择一个细胞来说明这次分裂的细胞学特点
.

为了便于描述
,

我们根据主要的细胞学特点将这次分裂分成前期
、

中期
、

后期和末期 斗个时期
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(图 2,

图版 I
,

3一 7 )
.

前期 (图版 I
,

3 )
:
核膜和核仁消失

,

核区出现一些小的颗粒物
,

有一部

分细胞质逐渐向核周围集中
,

穿过大液泡的细胞质逐渐减少
,

核周围的细胞质运动迅速而激

烈
,

但胞质的环流 已很不明显
,

本来在胞质中迅速移动的圆球状颗粒物现在已停止移动
,

在原

来的位置上作轻微的布朗运动
.

中期 (图版 I , 4
,

5 ) : 在核区正中形成分裂面
.

分裂面的出

现极为迅速
,

在 26 士 1℃ 的条件下
,

一般是 10 几秒钟
,

最多不超过 1 分钟
.

分裂面的形成有两

种情况
,

一种是在核正中先出现分裂面然后向两边扩展将核分裂成为两部分 ;另一种是分裂面

在核正中的一端先形成
,

然后向另一端扩展
,

最终将核分裂成为两部分
.

分裂面开始形成时基

本上是平直的
,

但随着分裂时核周围胞质不断运动
,

分裂核的形状
、

位置以及分裂面的形状都

会不断地发生变化
,

这样
,

分裂面有时可以弯曲成弧形
.

穿过大液泡的细胞质这时进一步减

少
,

流向核周围的细胞质进一步增加
.

后期 (图版 I , 6 )
: 子核逐渐形成

,

核膜和核仁又重新出

现
.

这时核周围的细胞质开始向核分裂面边缘集中
.

末期 (图版 I
,

7 )
: 胞质分裂

.

在核分裂

面边缘进一步集中细胞质
,

然后沿核的分裂面向四周呈平面扩展
.

如果分裂核的位置正好在

细胞中央
,

那么这种扩展分两种情况
: 一种是以分裂核为中心向四周扩展 ;另一种是先向分裂

核的一侧扩展
,

在扩展的细胞质与壁相遇后
,

在分裂核的另一侧才出现这种细胞质的扩展
.

如

果分裂核的位置正好靠近壁
,

那么这种细胞质的扩展主要是沿核的一侧进行
.

在细胞质沿核

分裂面逐渐向四周扩展的同时
,

新细胞壁逐渐在它中间形成
,

当扩展的细胞质与四周的细胞壁

接触后
,

新细胞壁 也就逐渐与母细胞壁连接
.

这样
,

母细胞质就被分裂成为两部分
.

这种沿核

的分裂面向四周的细胞质扩展
,

有时呈一平面进行 ; 有时在分裂过程中核分裂面的位置和形状

发生变化
,

这时
,

这种细胞质的扩展就沿一弧形面进行
.

这样
,

形成的新细胞壁在方向和形伏

上具有多样性
,

两个子细胞的形状也就可 以多种多样
.

分裂结束后两个子细胞核紧靠在新形

成的细胞壁的两边
,

细胞质环流又重新开始
,

在大液泡中穿流的一股股细胞质又重新出现
,

胞

质 中的圆球状颗粒物又重新按细胞质流动的方 向迅速移动
.

随着子细胞的进一步发育
,

本来

靠在一起的两个子核相互分开
,

并由于胞质环流而不断地改变着相互的位置 (图版 I , 8 )
.

在

第一次分裂后约 38 小时
,

子细胞又开始分裂 (图版 11 , 1一 3 )
,

由母细胞第一次分裂形成的两

个子细胞
,

其分裂不是同步的
.

2
.

分裂中各时期所需要的时间

我们对所观察的 62 个细胞中的 14 个细胞
,

作了分裂各期所需时间的记录
,

列于表 1
.

表

1表明
,

在不同的细胞中
,

分裂各期所需时间有一定差异
.

这样
,

完成一次分裂所需要的时间

大约在半小时到 1 小时之间变化 (在 26 士 1℃ 的条件下 )
.

表中所列数据表明
,

这种差异可能

与每个细胞的个体差异有关
.

在分裂末期
,

这种差异表现得更为明显
.

这显然是由细胞大小

的差异造成的
.

较大的细胞
,

细胞与核的直径比较大
,

需要形成新细胞壁的面积就较大
,

末期

的时间就较长 ;细胞较小
,

细胞与核的直径比较小
,

需要形成新细胞壁的面积较小
,

末期所需时

间就较少
.

3
.

染色材料的观察

为了能进一步证实这种分裂不出现染色体与纺锤体
,

我们在活体观察后应用显微操作器

将此细胞从微室培养中取出
,

分别用醋酸洋红 (图版 11 , 5
,

6) 和 F os etr 蹂酸
一

三氯化铁 (图版

11
,

夕
,

的 染色
,

同时也对一些材料用铁矾苏木精染色 (图版 n , 4)
.

结果表明
,

这三种不同的

染色方法都不能显示在这种分裂过程中存在染色体与纺锤体
.
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表 1 不同的细胞无丝分裂各期所需时间
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三
、

讨 论

我们对胡萝 卜单细胞培养中 62 个细胞脱分化状态下第一次无丝分裂的全过程
,

用相差显

微镜进行了活体连续观察
,

结果在整个分裂过程中都没有观察到染色体与纺锤体
.

众所周知
,

相差显微镜是能够观察到活细胞的染色体与纺锤体的
.

我们以前在小麦花粉分化的第一次有

丝分裂的研究
〔1J 中

,

就用相差显微镜对这次分裂进行过活体连续观察
,

结果在分裂的前期
、

中

期和后期都清楚地观察到了染色体
,

在后期清楚地观察到了纺锤体
.

现在我们用同一架相差

显微镜观察了几十个细胞分裂的全过程都没有观察到染色体和纺锤体
,

这个事实可能表明
,

在

这种分裂的过程中确实不出现染色体与纺锤体
.

为了进一步证明
,

我们又用显示染色体与纺

锤体的各种不同染色方法
,

对这种分裂的细胞进行染色
.

为了使实验更具说服力
,

我们先进行

活体观察
,

表明这个细胞确实在进行劈裂式无丝分裂
,

然后迅速将这个细胞固定
,

用显微操作

器将它从微室培养中取出进行染色观察
.

结果也未观察到染色体与纺锤体
,

这就进一步验证

了相差显微镜活体观察的结果
,

表明这种分裂确实不 出现在有丝分裂中必然会出现的染色体

与纺锤体
.

再从胞质分裂的特点来看
,

这种分裂也不像有丝分裂那样
,

要依赖胞质分裂纺锤体

来完成
,

而是在核分裂面周围骤集细胞质
,

沿核分裂面的平面向四周扩展
,

在扩展的细胞质中

央逐渐形成壁
.

这表明
,

这种分裂的胞质分裂与有丝分裂的也有很大差别
。

这样
,

我们认为这

种分裂的确是无丝分裂
.

大家知道
,

无丝分裂有几种不同的类型
,

以前报道得较多的是溢缩分裂与碎裂
.

我们在低

温处理的小麦穗子中
,

观察到植物细胞无丝分裂的一种新类型— 劈裂式无丝分裂
〔101

.

这种

分裂完全不同于隘缩分裂与碎裂
,

它是依靠在核 中间形成一道平整的裂缝 (即分裂面 ) 实现核

分裂的
.

本实验中观察到的无丝分裂
,

也是在核中间形成一道平整的分裂面来实现核分裂的
.

这就表明
,

这种无丝分裂的类型也是劈裂
.

鉴于本观察中细胞脱分化分裂都是这种形式
,

这就

进一步证明了劈裂式无丝分裂类型的客观存在以及它的重要性
.

由于本观察是活体全过程的

连续观察
,

它必然会充实和完善人们对这种类型分裂过程的认识
.
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劈裂式无丝分裂确实看不到染色体与染色体均等分配的过程
,

但是否就没有这种过程呢 ?

我们认为目前的研究还有待于进一步深人
,

要作出结论还为时过早
.

根据已掌握的资料
,

大概

存在着以下两种可能性
:
一种是确实不出现染色体与染色体均等分配的过程

.

按 D’ A m at
。
等

人的意见
,

这是造成以后进行有丝分裂时染色体倍性混乱的主要原因
.

另一种是本过程明显

地出现核仁消失和核仁重现的过程
,

可见核内经历了极其复杂的变化
,

这与核简单地裂为几部
,

分有区别
,

如果在整个分裂过程中缺少有丝分裂中常见的染色体缩短过程
,

这就会造成光学显

微镜不能发现它
,

因此也就不能发现染色体均等分配的过程
.

但是这不等于说在光学显微镜

分辨率 以外就没有这个过程
.

这两种可能究竟哪一种正确需要作进一步的研究
.

本观察表明
,

在一次劈裂式无丝分裂中
,

核分裂的速度是极快的
,

从核膜和核仁消失到子

核再现所需时间在 3 0 分钟左右
.

这种核分裂的速度在使整个细胞分裂速度加快上有着极其

重要的意义
。

观察表明
,

在迅速分裂的情况下
,

细胞体积将逐渐变小
,

这样
,

核与整个细胞的体

积比将逐渐上升
.

在一些较小的细胞中
,

核与壁 (宽度上的壁 )之间的空间是极小的
,

这样
,

核

分裂的速度实际上
.

十分接近细胞分裂的速度
.

这种细胞分裂速度比有丝分裂要快得多
.

我们

认为
,

造成脱分化分裂中出现的种种细胞学特点
,

除了我们以前讨论过 的 极 性 原 因 以外 1[J
,

可能与脱分化状态下细胞需要极其迅速的分裂有关

本观察对于了解脱分化状态下的细胞学变化大概有所帮助
,

然而研究是初步的
.

脱分化

状态下细胞分裂的方式肯定不止这一种
.

那么它究竟有多少种 ? 每一种的细胞学特点又怎

样 ? 细胞经历脱分化无丝分裂后的命运又如何? 这些我们正在继续研究 中
.

作者对王伏雄教授审阅原稿
,

钱迎倩副研究员在工作中给予指导和鼓励深表谢意
.
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陆文裸
:
离沐培养中胡萝 卜细胞脱分化状态下无丝分裂的活体连续观察 图版 I

1 , 2
.

间期细胞
.

可见到核 ( N )
,

核仁 ( N O ) 和许多股细胞质 ( c P ) 穿过大液泡连接

核周围和紧贴壁的细胞质
.

在 1 中可见到核仁液泡
,

在 2 中核仁液泊 出现一个缺口
.

3一丁
.

分裂期细胞
,

3
.

前期
.

核仁与核膜消失
,

核区出现一些小的颗粒物
, 部分细胞质

逐渐向核周 围集中
.

在液泡中穿流 的细胞质仍然存在 但数量减少
.

4 , 5
.

中期
.

核中

部 出现分裂面将核基本上等分成两部分
.

在液泡中穿流的细胞质只剩下一股
.

6
.

后期
.

子核的核仁与核膜已重新形成
.

从这张照片中还可以看到
, 在中期付还集中在核周围

的细抱质
, 现在逐渐集中到核分裂面的周缘并沿核分裂面向四周扩展

,

新细胞壁逐 渐在

扩展的细胞质中间形成
,

表示分裂已开始进人末期
.

此时已看不到在液泡中穿流的细

胞质
.

7
.

末期 沿核分 裂面 向四周扩展的细胞质已经与四周的细胞壁完全连接
,

在其
中形成的新细胞壁也与 四周的细胞壁相接

, 一个母细胞分裂为两个子细胞
.

此时子核

还紧靠在新形成的壁的两边
.

8
.

间期
.

细胞质环流又重新开始
,

在末期时紧靠在新细

胞壁两边的子核此时已分开
,

并随着细胞质的流动不断地改变在细胞中的位置
.

在液

泡中穿流的细胞质又重新出现
.
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:

高体培养中胡萝 卜细胞脱分化状态下无丝分裂的活体连续观察 图版n

1
.

左边的子细胞又进行一次分裂
,

可观察到新细胞壁正在形成
.

2
.

左边细胞进人分裂末

期
.

3
,

左边新分裂的两个子细胞进人间期
.

斗
.

劈裂式无丝分裂中期
,

卡诺固定液固定
,

铁研
.

苏木精染色
,

能观察到刚刚形成的分裂面
,

但看不到染色体与纺锤体
.

.5 劈裂式

无丝分裂中期
,

相差显微镜活体照相
.

6 上面这个细胞用卡诺固定液固定后
,

经醋酸洋
红染色后的照片

.

这两张照片都只能观察到核分裂面
,

看不到染色体与纺钵 体
.

7
.

劈

裂式无丝分裂中期
, 活体相差显微镜照相

,

8
.

上面这个细胞用 3% 戍二醛固定 后 用
F os 托

r 揉酸一三氯化铁法染色
.

两张照片都看不到染色体与纺锤体
.


