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1
.

前言 所谓植物细咆染 色体工程的 含义所指的 殖的细胞培养无性系的建立是染色体分离的必须条件
。

是
,

原来 多倍体和单倍体等以染色体组的增减和异倍体 为提高细胞培养的增殖率
,

一般办法是尽量缩短继代的

的产生为 目的
.

对 干染 色体数的操作是通过杂交进行 间隔期
,

并使得细胞经常处于对数增殖期
。

S az bad
。 :
等

的
,

而随着近年来植物细胞组织培养及 染色体操作等技 隔一 夭把在新鲜培养基上继代的荷兰芹的培养细胞经

术的不断进步
,

通过花粉培养育成单倍体及采用 P E P 等 过同步化处理
,

得到了 80 %的 M l
。

作者等用 vi ic o

ha jas
-

减数化处理
,

由分离的染色体移植产生异倍体及基因的 t a na 也得到同样结果
,

隔一星期继代一次时
,

即使是同

部分导入
,

染色体基因测绘等
,

包括各种各样内容的操 步处理也只 多能得到 15 %M l
,

而每周如果继代 2 次
,

则

作技术
,

已经可以进行了
。

对此
,

在植物细胞水平的染色 可以提高到 40 %M I
。

体操作
,

最近 已经开始引起人们的注意
,

即是染色体分 ( 2) 分裂的同步化
。

尽管能获得增殖好的细胞也照

离
,

识别
、

鉴定
、

移植等间题已成为人们谈论的话题
。

样仅能得到 2一 5 %M l
,

因此
,

使分裂同步化是非常有必

2
.

从培养细胞分离染色体 染色体的分离
,

可 能在 要的
。

在 以染色体分离为 目的时候
,

因为没有必要使以

细胞分裂期开始进行
,

因此
,

染 色体能够分离的植物体 后的分裂同步化
。

所以采用 D N A 合成抑制剂把细胞集

的部位是茎尖及根尖分生组织
,

或者仅限于花粉母细胞 中干 lG 期
,

用秋水仙碱使除去抑制剂引起最初分裂的

和卵细胞等生殖器官的细胞
。

在这里
,

从花粉母细胞 以 细胞集中于 M 期的方法
。
s fl

t : o r o
d
e o x y t , r id i

n e ( F 、 , d R ) t

外所获得的分裂细胞数对染色体的分离是不合适的
。

由 和 h y dor xy sLI
e a
( H U )等

,

被用来作为 D N A 合成抑制剂
,

于减数分裂期的花粉母细胞是大体完全同步的分裂系
,

一般是前者以 Z u g /ml
,

后者以 2
.

5 一 su M 处理 24 小时
.

所以对于染色体的提取也是效率高的最好材料
。

然而
,

最近抗生物质
a p hi d ico l in 对烟草

,

牵牛花等培养细胞具

由于花蕾获得时期的限制
,

不能提供经常实验
,

这是个 有很高的同步化作用
,

这正在引起人 们的注意
。

这些

缺欠
。

这一点
,

对细胞培养来说
,

如果生育好的话
,

则可 D N A 合成的抑制赳
,

由于所采用植物的种类不同
,

效果

以用经常的实验
.

这是其优点
,

以 往染色体分裂
,

大部分 往往也有很多不同
。

像这些种间差异
,

植物细胞使这些

是用细胞培养来进行的
。

对用细胞培养提取染色体时的 抑制剂具有代谢能力
,

种间的代谢能力有差异
,

这被认

条件是①迅速增殖细胞培养系的建立
。

②细胞分裂的同 为是一个主要原因
。

aS la 指出胡萝 卜
,

水稻
、

烟草等细胞

步化
。

③从分裂中期细胞原生质体的分离
。

④要提出确 不论 多少都具有把
a p h iid co lin 分解的能力

.

特别是胡萝

定的染色体精制方法等
.

卜显示出仅用 24 小时就把 2伍 lg l/ 完全分解了
。

因此因

( l) 迅速增殖细胞系的建立
.

对干染色体的分离
,

必 各个种的不同都有其最适宜地抑制剂
,

对于 处理的浓度

需在分裂中期集中进行细胞培养
。

因增殖慢的细胞
.

分 和时间
,

处理次数等最适宜的条件都有研 究的必要
.

另

裂活性低
.

即使通过同步化处理
,

也不可能得到高的分 外
,

D N A 合成抑制剂因其种类不 同
,

效果也有很大差

裂指数 ( M l )
。

在更小 ( M D 的情况下
,

因为细胞质原来的 异
,

为了石
J
、

裂同步化
,

今后寻找更有效的物质是非常必

蛋白质等污染
,

使染色体精制变得困难了
。

因此
,

迅速增 要的
.

秋水仙碱应用范围在 0
.

5一 。
.

01 %之间
,

即使是单
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独处理
,

也可以把 10 %的细胞集中于 M 期
。

特别是在

D N A 合成抑制剂前处理无效的情况下
,

这是唯一的手

段
.

H ad l ac kz y 等用 。
.

1肠的芥子经过 14 小时处理
,

得到

40 %的 M I
.

秋水仙碱的处理时间一长
.

就会增加形成微

小核等异常细胞的产生
,

大约以 16 小时为限
。

由于作为

秋水仙碱的诱导体脱狡秋水仙碱和秋水仙碱同样能够

妨碍纺锤丝的形成
,

所 以具有停止在中期分裂的作用
.

因此
,

认为对提高胡萝 卜细胞的 M l 不太有效
。

然而
,

却

有在许多植物中
,

秋水仙碱在染色体的加倍处理方面比

什么都有效这样的报导
。

今后
,

具有同样的物质的探讨

也包括其效果的研究将是十分必要的
.

在植物细胞中
,

即使经过上述 D N A 合成抑制剂和秋水仙碱的组合处

理
,

那么平均一般也只得到 30 一 40 %的 M I
,

但例外的是

S az b a d o s 等用荷兰芹竟获得高达 80 肠的值
.

由于通过处

理所获得的 M I 的培养密度
、

继代间隔
,

处理的开始时期

等都受到很大的影响
,

所以抑制培养细胞的生长这点是

极为重要的
。

( 3) 原生质体的分离
。

由于 细胞壁的存在防碍染色

体的提取
,

所以要破坏原生质体细胞
,

原生质体分离中

为了把细胞停止于 M 期
,

一般是要在酶液中加人秋水

仙碱
.

H ad l ac
z
k y 等为了防止在长时间的酶液处理中引

起染色体的相互粘连和撞坏
,

采取用 2 一 3 个小时获得

的原生质体的方法
。

由于染色体相互粘连在酶液的渗透

压高时显著
,

所以
,

可在不引起破坏的程度下
,

把渗透压

下降到合适的高度
。

即使用短时间不能完全得到原生质

体
,

但是如果细胞壁已变得十分脆弱
,

染色体的提取也

是可能的
.

( 4) 染色体的提取
。

为了获得完整而高纯度的染色

体
,

抑制染色体的酶液的破坏
,

并且保持稳定的结构状

态同时进行核等的划分是十分必要的
.

所以破坏原生质

体时一般是采用含有 E D T A
, s
伴

r m in e ,

D T T
,

h
e r y le n e

g ly
c ol 等的酶活性抑制剂的缓冲液

,

且一般要在低温下

操作
。

H
a
d l

a e z k y 等在 P H S
.

6 的 g l y
e in e

h
e x y l

e n e g ly
e o
l

buf fe
r

中破坏原生质体
,

把其中 l oo X0 g 凝聚染色体的

主要成份蛋白清除后
,

剩 I M 蔗糖悬浮液
,

把其低速离

心后
,

除去核及细胞残渣
,

就可得到 95 写以上纯度的染

色体
.

这样所得到的染色体即使通过电子显微镜观察也

没有发现形态异常的现象
,

这不仅将成为染色体导入和

性状转换的有用材料
.

而且也是进行染色体及其结构和

分子水平剖折的有力材料
。

不论什么方法
,

精制的最大问题都将是因混在其中

的蛋白质而引起的染色体相互粘着如何防除的问题
。

H ad al
c
kz y 等 人在原生质体刚被破坏之后马上高速离

心
,

把含有染色体的大型粒子群和蛋白质含有微细物质

3 0 (总 1 0 2 ) N o r t h e r n H o r r ie u l u t r e

群都分开
,

对于 b uf fe
r
相比原生质体的体积要小得多

,

甚至可能达到极小的程度
。

在 vi ic
a

方面
,

对于带黄色的

细胞 M l 无论怎么高
,

细胞质的粘性也高
,

因此染色体的

分离是困难的
,

所以了解细胞的性状和提取染色体难易

的关系以及容易提取维持稳定细胞的方法将是研究的

重要课题
.

左右染色体分离的另一个大的重要原因
,

就

是染色体自身的大小
.

一般具有大型染色体的种其分离

就容易
,

并能获得纯度高的染色体
。

染色体越小
,

染色体

间的凝聚和细胞质的粘稠度越大
,

这样
.

改善关于种的

分离方法是今后的重大课题
.

3
.

由花粉母细胞分离染色体 减数分裂期染色体

的一般提取方法是
:

①由花粉母细胞通过适当的酶液分

离原生质体
,

②把获得原生质体在低渗透 压的缓冲液中

破坏以后
,

③通过适当的缓冲液和离心操作重复进行几

次提取染色体
,

这是一种精制的方法
.

现在由花粉母细

胞分离染色体的有百合及 ih m il co er i: 等
,

采用具有大型

染色体的植物种类进行
,

而对于具有小型染色体的大部

分有用植物种
,

目前还没有这方面的报告
。

4
.

染色体的识别和鉴定 为了人为的操作染色体
,

作为其前提条件是必须识别和鉴定构成染 色体组的各

个染色体
.

由于染色体的识别和鉴定的正确而传统的手

段是核型分析法
,

所以通常通过对各个染色体的长度
,

着丝点的位置
,

褪体的有无等来进行识别
。

然而
,

同一染

色体组内的染色体相互间的形态往往有很 多相似的地

方
,

由于一般都是具有数微米的小型染色体
,

因此识别

起来实际是极其困难的
。

所以
,

萤光染色法
,

C 光谱带法

等通过利用染色体部位染色性的不同性质
,

从各个染色

体表现浓淡的谱带的差别进行识别
,

已经可以广泛的应

用了
。

最近
,

福井等采用画像解析法
,

开发了通过多指标

综合地识别植物染色体的方法
。

如果采用这种方法
,

不

用给染色体染色的识别和鉴定方法将是可能的了
。

5
.

染色体的划分 如果可以把构成种的染色体组

划分成各个相同染色体并可进行各种染色体的转化作

用
。

那么
,

也就可以了解特定基因在染色体上的位点
,

这

就成了绘制基因图的最有力的手段
。

就此
,

使最终的特

定基因的分离和无性系繁殖变得更容 易了
。

I七 p fo aP p
-

p us gr ac iil ds 把具有 2n 一 4 的染色体
,

由狭窄的位置上一

次就识别了 2组相同染色体的形态
。

del a a t 和 lB as
s

把由

本种的培养细胞分离的染色体用萤光染色以后
,

从其

D N A 含量采用
C
lee

s
or t e r 可以划分上述 二种类型的染

色体群
。

今后
,

我想把这种方法作为具有更复杂染色体

结构的种的适用方法进行研究
.

但构成种的染色体组的

各染色体 D N A 量多数没有太大差异
,

所 以采用复数指

标识别将是不可能的
。

其意义在于
,

上述福井等通过画



像处理的系统的染色体识别法
,

对于分离的染色体的划

分其遗传操作来说是有力的武器
。

6
.

染色体导人 由于细胞壁的存在把染色体直接

导入植物细胞是不可能的
.

因而应该采用原生质体
,

这

种情况
,

在动物细胞上似乎采用了染色体和细胞长时间

孵出的方法
,

不防碍在短时间引起细胞壁的再生
.

Saz ab
-

do
s

等
,

对细胞融合通过用 P E G 处理
,

引起染色体的导

人率在 1 0 一
`
一 10

’ 5
之间

.

染色体在原生质体表面接触

后
,

被导入细胞内
.

但因引起部分原生质体相互间的配

合
,

也有防碍导入的可能
.

G ir es b ac h 等把 1 毫升左右的

原生质体和 染色体的量分别为 1 大 10
`
和 l x l 。 , ,

用

35 % P E G 4 O00 处理 20 分钟
,

把导入率提高到 1%
。

通过

p E G 把 V ie i a h a i
a s t a n a

的染色体导入曼陀缘的原生质体

的
,

但同时通过融合有形成许多核体的缺点
。

7
.

通过微小核细胞导人少数染色体 培养细胞一

经秋水仙碱处理就暂时停留在分裂中期像
,

随着处理时

间的延长染色体中就有一群向分裂终期像移动
,

各群分

别被包上核模
,

就形 成在一个细胞内具有复数的微小核

状态
。

由于微小核的形成和处理时间同时增加
,

所以在

某一时间原生质体化后
,

把这些微小核搜集出来
。

一个

微小核中包 含染色体的种类及数量是没有规律性的
,

哪

个染色体被包含在哪
,

鉴定是困难的
。

由于 已经能够用

P EG 法把分离的核用其未来的形式导入微小核的原生

质体内
,

所以如果用同样方法就将可以 比较容易的把 1

~ 几个染色体导入
。

作为普通问题引起原生质体和微小

核之间的膜间的融合频率高的可能性就在于此
,

在这种

情况下
,

D N A 作为直接受体被放出
,

使分解率增高
。

因

而染色体不可能完全导入
,

即使仅仅导入部分基因也是

好的
。

为了解决这样的缺点
,

把微小核包上细胞膜就形

成细胞
.

把这些和受体细胞原生质体融合的方法
,

即如

果是微小核细 胞
,

和变成受体的原生质体融合
,

则把少

数的染色体作为微小核导人是可能的
。

一般认为 CI CP
不引起染色体 自身异常分裂抑制剂

,

能引起体细胞分裂

异常
,

作为获得染色体的减数及单倍体的手段 已经引起

人们注意
.

最近伊藤等
.

把从第一分裂中期第二分裂中

期的花粉母细胞通过用 C IP C 处理
,

引起减数分裂异常
,

出现了具有大大小小各种各样核的多分子
,

这样在这一

系统中多数是形成具有一个个微小核的细胞
,

可以期待

比微小核单独导入还要高得多的转化作用系的出现
.

8
.

转化作用体的选择 为了选择转化作用体有好

的效果
,

一般采用抵抗 ~ 抑制性等耐药性基因给供体一

方而又必须把营养要求性等遗传给有缺欠的受体细胞

一方
.

通过染色体导入使转化作用达到目的时
,

导入原

生质体的染色体效率是极低的
,

由于一般原生质体自身

分裂增殖率也不太高
,

所以这些变异细胞系的利用是必

要而不可缺少的条件
。

最近这样地细胞系 多数可 以得到

了
,

但由于能够分离肝心的染色体细胞 系为数有限
,

所

以必须预先用载体把耐药性荃因导入这些细胞系
。

结柬语 为了弄清分离染色体的导入
.

转化作用及

染色体上的基因位置
,

在动物细胞上已经有了一般的成

功技术
。

然而
,

对于植物细胞
,

采用染色体转化作用成功

之例还尚不知晓
.

作者等也通过把从 N i
e i a h a j

a s t n a 分

离的染色体导入到曼陀缘的泛酸细胞中
.

看到了转化作

用的可能性
,

但现在仍是不成功的
。

作为在植物细胞中

这种研究迟缓的理由是
:

①染色体的分离技术尚未建

立
。

②细胞高频率的移植方法尚未确立
。

③尽管染色体

导入已获得成功
,

但原生质体的分裂增殖频率一般较

低
,

获得转化作用频率必然很低
.

④从事染色体导入研

究人员极少
。

① ~ ③无论哪个问题都是很难的
。

但是
,

对

于植物染色体工程来说
,

上述无论哪个问题都是不可逾

越的
,

可望今后研究有更大进展
。

(原文 6 800 字
,

译 自

《 日本千叶大学园艺学部
“

特集
”

新兴植物细胞工程》 )

_

畔臀竺黔邺势
一

葬

优惠提供纯正果树苗
,

苹果苗有
:

龙冠
、

锦红
、

一串

铃
、

龙秋
、

金红
、

黄太平
、

大秋
、

红玲当
、

花红早熟品种
,

K g
、

7 7一 6
、

7 8一 1一 1 ; 李苗有
:

绥李 3 号
、
6 号

,

1 2一 1 5
、

9一 8
、
109

,

极早熟 15 号
、

牡育 216 号
;
梨苗有秋香

、

晚香
、

山丁
、

樱桃苗及种子
。

代办检疫保湿邮寄
、

火车发运
、

品

种 简介 函 索 即邮
。

联 系 人
:

田 广 来
,

电话
:

( 04 6 6 7 )

32 33 14
,

邮编
:

15 0 500
。

信寄呼兰县二轻供销公司 (民政

招待所院内 )郭玉珍
,

电话
:

( 0 4 6 6 7 ) 3 2 1 5 3 5
。

小 一资 料

我国城市总数为 6 20 个 我国今年新增城市

5 0 个
,

城 市总数 已达 6 2 0 个
,

城市人 口 约两亿
。

建设部部

长
、

中国市长协会执行会长侯捷 日前在于上海 召开 的全

国女 市长工作会议上透东 了上述 消息
。

据悉
,

在这些城

市中
,

1 0 0 万人 以
_
L 的特大城市 占 5

.

6%
;
50 万 至 10 0 万

人 的大 城市 占 6
.

4 % ; 20 万 至 50 万 人的 中 等城 市 占

28
.

2 %
;
20 万人 以 下的小城市 占 59

.

8 %
。

侯捷说
,

我国

的城市 已 占全国 15
.

5 %的人 口
,

完成 了 50 % 以上 的 国

民生 产总值和 70 %以 上的工业生产总值
.

同时它集 中了

全 国 90 %以上 的高等院校和抖技 力量
,

在经济发展和现

代化建设中具 有十 分重要的地位
。

北方园艺 (总 1 0 1 ) 3 1


