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摘要 芥蓝 (丑
r
as s ic a a z6 o g za 吞r a B a i le y ) 花序轴 的薄细 胞层

,

培养在附加 。
.

5 爬L/ N A A
,

5

m g/ L B A 以及 .0 25 幼水解乳蛋白的 M S 培养基上
.

诱导出愈伤组织并进一步形成芽和根
。

显微

镜检表明
,

表皮和亚表皮都可进行细胞分裂
,

分生细胞团起源于亚表皮
。

器官发生有直接发生

和间接发生两类
.

外植体细胞未脱分化时
,

无淀粉累积
,

一旦分化启动
,

便累积淀粉
.

随细胞增

殖及芽的分化
,

细胞中累积的淀粉被利用而消失
,

当芽原基形成之后
,

又积累淀粉
.
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薄细胞层培养是用在细胞学上分化 了的表皮和亚表皮 (皮层厚角组织和薄壁组织 )进行

离体培养
。

此法从 19 70 年由 T ar n
hT

a hn va
n 等人最初报道以来

,

至今已用 20 多个属的植

物进行过薄层培养
.

芥蓝在东南亚是一种重要 的蔬菜植物 ( w
o n g et al

,

1 9 8 7) 早先报道的一

些组培表明
,

其各种大外植体的培养都有较高频率的芽再生 (P au 19 8 7 ; aP
u ct al

,

19 89 ; W
o
gn

et al
,

19 87 )
.

但至今未见国内
、

外报道用芥蓝进行薄层培养的研究
。

本 文于 19 91 年初 至

1992 年 5月
,

做了芥蓝薄层培养中愈伤组织以及 苗和 根 的形态发 生 的细胞— 组织学观

察
,

试图为进一步研究形态发生的调控机制
,

提供依据
.

1 材料和方法

本文所用 的芥蓝 (刀程” 反ca al b og la b ar B a ile y )是取 自广州市蔬菜 研究 所大田栽培 植

株
.

用生长旺盛的现蕾期植株
,

从茎端 向下数
,

取其第 2 一 4 等 3 个 节 间茎段
,

用 70 % v v/

酒精浸泡 1
~

,

流水冲洗 片刻
。

然后
,

在 .0 1% 升汞 中浸 10 ~ 灭菌
,

再用无 菌水冲洗 3

次
,

每次 s n五n
.

此后用灭菌刀 片沿 茎的切 向纵切
,

取 长 约 3一 4 n n n
,

宽 2 一 3 In r n 的

薄层
,

它包含节间表皮和其内方的大约 5 一 13 层细胞
。

将此外植体切面朝 下
,

接种 在培养

基上
.

为诱导愈伤组织 以及根和苗的形成
,

所用 的培养基为 附加 .0 s mg 压 N A A
,

s gnr 压
B A 和 .0 25 9压 水解乳蛋 白的 M S 培养基

.

培养温 度为 26 一 28 ℃
,

每 天 光照 or h
,

光

强 2 0 0() l x
。

从培养后第 2 天开始
,

每隔 2 天取适量的培养物用于固定
,

直到第 12 天后 为止
.

固定

液为 F A A 和 aC m o y
’

s 两种
.

按常规石蜡制片法制片
.

切片厚约 10 户m
,

做连续切片
。

用

铁矾苏木精染色
,

或用高碘酸 一 雪夫试剂 (P产S )反应法着色
,

用来观察淀粉的积累及 变化

过程用的材料
。

用 0 1” 旧P us 显微镜观察并拍照
。

2 观察结果
.2 1 愈伤组织的形态发生

培养 2 天后
,

肉眼可见外植体开始稍膨大
,

其上表面显出凹凸不平
.

此时的组织切片观察

1卯4 一 01一 20 收稿
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表明
,

已有部分表皮细胞
、

厚角细胞和薄壁细胞开始进行无丝分裂和有丝分裂
。

但以劈裂式

无丝分裂最为常见 (图版 一 1)
。

培养 4 天后
,

外植体更加明显增大
,

组织切片可见
,

起动的细胞全 面地进行活跃 的细胞

分裂
,

开始形成愈伤组织块
。

这些刚产生的愈伤组织细胞
,

呈多边形
,

细胞小
.

细胞 质着色

更深
,

液泡少而小
,

核和核仁更大
。

由于细胞分裂活跃
,

细胞数 目迅速增多
,

而且分 割是多

方向的
,

使新产生的组织作径向生长
,

开始出现可见愈伤组织构成的组织块 (图版 一 2)
。

但是

此时尚未见愈伤组织块分化的结构
。

培养 6 天后
,

用解剖显微镜观察
.

可见外植体接近培养基 的表 面
,

有一 些乳 白色的突

起
,

切片观察
,

此时愈伤组织块进一步 发展
,

细胞分裂常在此愈伤组织周缘 的近表面部分先

开始
,

由外向内递减
,

相应地内部细胞显著增大
,

细胞质稀 少而液泡较多
,

核和核仁小
。

这时

愈伤组织迅速增大
,

随后细胞分裂更集 中在周缘部分
,

且较多地作平周分 裂
,

构 成所 谓愈伤

组织形成层
,

其细胞连续地 进行平 周分裂
,

增生 的细胞整齐地径向排列
,

其外表形 成了周

皮
。

愈伤组织 内部或近表面处出现分生细胞团
。

分生细胞团进一步 发展
.

其外 围的细胞较

多地进行平周分裂
,

并延切向方向伸长
,

呈现形成层状结构
,

中央的细胞作多方 向的分 裂而

产生大小不等的多边形细胞
。

此时的分生细胞团已成为一个生 长中心
.

这种成团的组织
.

可

称为分生组织结节 (王凯基等
,

19 7 9) (图版 一 3 )
。

.2 2 愈伤组织的分化及器官形成

培养 8 天后
,

外植体的近培养基切面及周围
,

已有大量乳 白色的愈伤组织
。

据组织切片

观察
,

见其内部的分生细胞团已不再分裂形成愈伤组织
,

而直接形成芽原基或根原基 (图版

一 4 )
。

芽原基形成后
,

分生细胞 团进一步分裂
,

向外突出形成苗端生 长锥
,

继而出现叶原基
,

逐渐分化形成 了绿芽
。

根原基形成时
,

分生细胞团单向的直接向外分裂
,

形成根的生长点
,

逐渐穿过其外方组织伸 出而成为根
。

另一种器官发生方式是散生于愈伤组织表面附近的分生细胞团进行活跃的细胞分裂
,

增多细胞并 向外扩展到愈伤组织表面
,

分化为苗端分生组织
。

苗端分生组织进一步分化叶原基

而形成芽
,

而根则直接和分生组织结节联系着
,

在分生组织结节外围的形成层状细胞
,

具单 向

生长时形成根原基
。

这种由愈伤组织 间接发育成的根和芽原基之 间
,

最初没有连接 的维管

组织
。

当根和芽形成之后
,

才逐渐形成连接的维管组织
,

形成再生植株
。

培养 10 天后
,

在解剖放大镜下即可见到芽和根
,

它们都是从近培养基 的愈伤组织表面

生 出的 (图版 一 5)
。

培养 12 天后
,

肉眼即可见所形成的芽和根
。

.2 3 形态发生与淀粉积累的关系

显微镜检观察 P A S 反应处理的外植体切片
,

在 刚接种的外植体中
,

可见其细胞内没有

淀粉的积累 (图版 一 6)
。

培养 2 天后
,

可见出现了的细胞分裂 活动并积累淀粉
。

此时可见淀

粉呈桃红色的小颗粒
,

均匀地分布于细胞 内 (图版 一 7 )
。

培养 4 天后
,

可见细胞分裂更为活

跃
,

产生了分生细胞团
。

在它们周围的细胞内积累大量淀粉粒 (图版 一 8)
,

颗粒也较大
,

有些

围绕着细胞核外围而分布
.

培养 6 天后
,

淀粉呈减少的趋势
,

可能是由于此时愈伤组织中产

生许多分生组织结节过程中细胞增殖需要
,

淀粉转化利用之故 (图版 一 9)
。

培养 8 天后
,

当苗

端分生组织出现时
,

在距其顶端一定距离的细胞中
,

又可见明显的淀粉积累
,

这是在形成 苗

端时普遍存在的现象 (图版 一 10)
。

培养 10 天后
,

随着芽原基的分化
、

生长
,

淀粉又被利用而

渐渐消失
。

芽原基刚出现时
,

细胞中无淀粉积累
。

到芽原基更加长大突出时
,

其周围的细胞

才有淀粉的积累 (图版 一 1 1)
。
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在烟草 (N初血
n a tab 侧m L )的薄细胞层培养 中

,

愈伤组织形成和器官产生
,

都来源

于 亚表皮 细 胞 ( T ar n ht a n h va
n

,

19 8 0)
.

在 蓝猪 耳 ( oT ern ia fo
u 。俪 L idn i

.

) 的薄

层培养中
,

根起源 于 薄壁细 胞
,

芽起 源 于 表 皮 或 亚 表 皮 细 胞 ( H田洛 a en
,

197 4)
。

而 在

N “ “ 瓦ot ca 妙
x

恤认以 L
.

的薄层培养中芽和根都起 源 于表皮 ( T ar n
hT

a hn va
n et al

,

19 70 )
。

在本研究中
,

可见少数表皮细胞能进行无丝分裂
,

但只作垂周分裂
,

并不形成分裂中

心
。

而亚表皮细胞既有垂周分裂又有平周分裂
,

故能行成分裂中心
,

进而产生愈伤组织或直

接形成器官
.

这和 K lsj n笼` r 姚 k a 等 ( 19 85 )在 刀怂对m n

aP us 中的研究结果相同
.

陆文根 ( 19 83 )在胡萝 卜细胞离体培养中的观察和他 引证 C l o n j n i ( 19 78) 在蚕 豆子 叶

离体培养中的观察
,

都认为细胞脱分化
,

进行有丝分裂和无丝分裂
,

失去原有 的分化状态
,

转变成为具有分生能力的胚性细胞
,

进行再分化
.

如前所述
,

在本项研究 中
,

也观察到类似

的情况
.

在亚表皮中可同时观察到有丝分裂和无丝分裂
.

这些细胞分裂是脱分化 的结果
.

使得细胞从原来的分化状态进人细胞分裂
,

形成生长旺盛的胚性细胞
.

本研究观察到的无丝分裂
,

有几种方式
,

但是以劈裂方式为主
.

而无丝分裂究竟有多少种

方式? 各种方式的细胞学特点又怎样? 有待进一步研究
.

培养中淀粉的动态
.

在本研究的薄层培养过程 中
,

培养物 中淀粉的动态 已 如前述
。

hT
o
印

e
等 ( 1 9 70) 在烟草愈伤组织的培养中

,

已注意到在芽的形成之前有一个积累淀粉的时

期
.

随后
,

积累的淀粉在器官分化过程中被消耗掉
.

而在非诱导芽形成的条件下
,

愈伤组织

中没有这样的淀粉积累和消失过程
.

本研究也观察到类似的动态变化过程
.

如前所述
,

本研究的整个培养过程中
,

采用一种培养基便能形成再生植株
。

在 自然条件

下经盆栽
,

能正常开花结实
,

产生种子
.

而 以往 的许多研究表明
,

培层培养再生植株
,

一般

至少需要 两种以上不 同的培养基
.

例如向 日葵 ( E七山 a dr et al
,

19 90)
,

烟 草 (张王 方等
,

19 89 )
,

番油菜 ( F习贻
~ ~

ka
,

1985 )等薄层培养的报道
.

至于我们获得再生植株的具体过

程
,

将另行报道
.
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