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　　摘　要:以拟南芥新疆生态型无菌苗真叶和叶柄为外植体 , MS+6-BA 0.1 mg/mL+NAA

1 mg/mL+2 ,4-D 1 mg/mL 培养基诱导体细胞胚胎发生 ,采用 MS+KT 1 mg/mL+2 ,4-D 0.2

mg/mL 为分化培养基 ,组织切片用 PAS法研究体细胞胚发育过程中淀粉代谢的动态消长规律 ,

结果表明:体细胞胚胎发育过程中出现二次淀粉积累高峰。
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　　拟南芥(Arabidopsis Thaliana)为十字花科(Crucife-

rae),拟南芥(Arabidopsis)属植物 ,全球范围分布 ,由于

其形态个体小 、形态特征简单 、生活史短 、种子多 、基因

组小(2n=10)等独特的生物学特性 ,成为遗传学和分子

生物学的模式植物[ 1] 。国内外对拟南芥的研究 95%以

上都是分子水平上的研究 ,而对其体细胞胚胎发生的细

胞组织学及淀粉动态尚缺乏系统的研究[ 2] ,现对拟南芥

体胚发育过程进行细胞学和组织学研究 ,发现淀粉粒的

消长与胚胎发生有一定的关系。

1　材料与方法
1.1　材料及体胚发生方法

新疆生态型拟南芥种子采集自新疆阿勒泰地区 ,将

种子用 70%乙醇表面消毒 30 s , 然后用 10%双氧水溶

液充分浸泡 20 ～ 30 min灭菌 , 边浸泡边充分振荡 ,保持

表面充分灭菌 ,用无菌水冲洗 3～ 5次 , 再将种子接种在

不含激素的 MS 培养基上进行离体培养 ,3 d后即可产

生无菌苗。取生长 1周后的无菌苗的真叶和叶柄做外

植体 ,接种于诱导愈伤组织培养基 MS +6-BA 0.1

mg/mL+NAA 1 mg/mL+2 ,4-D 1 mg/mL。继代培养

基MS+6-BA 0.1 mg/mL+NAA 2 mg/mL+2 , 4-D 2

mg/mL 继代 2次 ,然后将愈伤组织接种于分化培养基

MS+KT 1 mg/L+2 ,4-D 0.2 mg/L 上 , 分化并产生体

细胞胚胎。培养基成分中蔗糖 3%, 琼脂0.7%,pH 值

5.8。培养温度白天(25±1)℃,夜晚(22±1)℃, 光照强

度为2 000 lx , 光照时间14 h/d。

1.2　石蜡制片

每天定时切取体细胞胚胎发育过程中的小块愈伤

组织 ,用FAA(50%乙醇配制)固定 24 h 以上 ,经过系列

酒精脱水 ,每级 2 h ,二甲苯梯度透明和渗蜡 ,石蜡包埋 ,

AO切片机切片 ,厚度8 μm ,用 PAS 反应法与淀粉进行

组织化学定位 ,铁钒-苏木精染色法衬染 ,加拿大树胶封

片 ,观察体胚发生过程中淀粉粒的变化 ,OLYMPUS显

微镜观察照相。

2　结果与分析
植物体胚发生(Somatic embryogenesis)不仅重演了

合子胚形态发生的特性 ,而且是最完全的细胞全能性表

现的一种方式。植物体细胞在离体培养条件下 ,通过体

胚发生途径形成再生植物株已是极其普遍的现象 ,但体
胚发生又是植物生长发育的特殊阶段。在诱导拟南芥

新疆生态型真叶和叶柄形成愈伤组织的过程中 ,培养3 d

后 ,可观察到靠近表皮内层的细胞有淀粉粒的出现

(图 1)。在体胚过程中 ,淀粉粒的大小和形状并不完全

相同 ,淀粉粒首先把细胞核仁围成一圈 ,或聚集成团分

布于细胞质中。培养5 d后 ,愈伤组织分化产生的胚性

细胞内出现淀粉粒积累 ,有淀粉粒积累的细胞比没有淀

粉粒积累的细胞排列紧密(图 2)。在体胚过程中 ,胚性

细胞分裂非常旺盛 ,培养8 d的愈伤胚细胞团继续增大

发育为球形胚 ,球形胚时期的胚性细胞 ,体积小 ,核仁明

显 ,排列紧密。细胞内的淀粉粒也由小变大 ,形状也由

最初的稍扁平状变为圆形 ,分布在球形胚体的外部几层
细胞内。淀粉粒在球形胚的积累过程分两个时期 ,首先

淀粉粒大量积累在球形胚内部的外层胚性细胞(图 3),

然后胚性细胞继续分裂 ,淀粉粒在球形胚的所有胚性细

胞内都大量积累 ,并达到积累顶峰(图 4)。在球形胚的

后期及心形胚时候 ,淀粉粒的积累开始逐渐减少。随着

体胚的继续发育 ,鱼雷形胚和成熟的子叶胚时期 ,淀粉

粒基本消耗殆尽(图 5)。在整个体细胞胚胎发育过程

中 ,非胚性细胞没有淀粉粒的积累 ,或者淀粉粒的积累

很少 ,随着体胚发育 ,无淀粉粒积累的非胚性愈伤组织
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细胞趋向解体(图6)。

从体胚的淀粉积累动态可以发现 ,非胚性愈伤组织

细胞无淀粉粒或含量少 ,而胚性愈伤组织细胞从转至分

化培养基就开始有淀粉粒的积累 ,淀粉粒的积累有 2个

高峰期 ,第一次高峰出现在胚性细胞的分化的阶段 ,也

就是所说的体胚发育早期 ,第二次出现在形成成熟的球

形胚时期 ,并在这一时期淀粉粒积累达到最高峰[ 3] 。在

心形胚以后逐渐减少 ,到体细胞胚胎发育为成熟子叶胚

时无淀粉粒或少量淀粉粒积累。当形成器官时 ,除了在

维管束偶尔有少量淀粉粒外 ,其他器官没有淀粉粒的积

累[ 4] 。另外 ,非胚性愈伤组织细胞虽然可以进行分裂 ,

但几乎见不到淀粉粒的积累 ,而且只产生均一组织 ,没有

器官发生和维管束分化。这说明淀粉粒作为细胞内最普

遍的一类能量贮藏物质 ,其消长动态与组织分化及器官形

态建成具有密切关系。在合子胚形成及种子成熟过程中 ,

可溶性糖浓度逐渐降低 ,而淀粉含量不断升高 ,而体细胞

胚胎发育中淀粉的形成机理不是很清楚 ,但作为一类储存

物质 ,淀粉的消长与体细胞胚发生的细胞分裂 、生长的能

量供应密切相关[ 3 ,5] ,不仅可作为体细胞胚是否成熟的标

志 ,而且为胚的发育奠定了重要的物质基础。

3　讨论
拟南芥新疆生态型的生活环境和生活习性同于哥

伦比亚生态型 ,从新疆生态型无菌苗外植体诱导愈伤组

织时 ,采用的诱导培养基并不适合哥伦比亚生态型拟南

芥 ,当试图采用相同的诱导培养基诱导模式种时 ,真叶 ,

叶柄 ,下胚轴 ,子叶等外植体几乎全部发生玻璃化 ,无法

诱导愈伤组织的发生 ,可见即使是模式种的拟南芥 ,也

只适应于激素和有机物质一定范围的诱导培养基。在

此试验中发现拟南芥新疆生态型体细胞胚起源于胚性

愈伤组织的单个细胞 ,淀粉的在胚性细胞的积累有 2次

高峰 ,分别是胚性细胞分化时和球形胚时期 ,说明淀粉

粒的消长与体细胞胚胎发生有密切关系 ,并为体胚发生

提供物质和能量的准备。淀粉粒的形成机理有待进一

步的研究。
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　　摘　要:以迷迭香茎尖为试验材料 ,研究了不同浓度的 6-BA 、NAA对迷迭香茎尖培养植株再

生的影响。结果表明:MS+6-BA 1.0 mg/L+NAA 0.02 mg/L有利于茎尖培养。1/2 MS+IAA

0.3～ 0.4 mg/L有利于不定根的诱导。
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　　迷迭香(Rosmarinus of f icinalis)系唇形科 ,多年生

矮灌木型或匍匐型木本植物 ,原产于地中海沿岸 ,其叶

片绿色披针形 ,花具有蓝色 、粉红色、淡紫色及白色等[ 1] 。

植株的枝叶中含有精油和天然抗氧化剂 ,均能散发出浓

郁的香味 ,已经被国际上许多发达国家 ,特别是日本 、美

国和法国列为重要的开发经济植物 ,且投入大量的人

力、物力和财力进行研究和开发 ,其产品已经被广泛用

于香水 、浴液 、化妆品 、香皂和空气清洁剂。在医药方

面 ,迷迭香提取物具有催经活血 、利胆降压 、抗菌定神 、

抗癌等药理作用。同时 ,迷迭香枝叶萃取物含有天然抗

氧化剂 ,可以有效的防止油脂等氧化 ,并且在高温下不

容易分解 ,适合于油炸和焙考食品的保存[ 1-5] 。近年来 ,
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我国许多研究单位已经对迷迭香进行了引种 、栽培 、加

工等方面的研究 ,取得了一定的成绩。但是由于迷迭香

的种子发育不良 ,萌芽率极低 ,常采用的扦插繁殖也因

为多代扦插 ,病毒积累及种性退化 ,导致精油和天然抗

氧化剂含量下降 ,而影响迷迭香的推广与应用[ 6-8] 。利

用植物组织培养的方式生产迷迭香种苗是解决优质种

苗供应的有效手段之一。目前关于迷迭香组织培养的

研究鲜有报道[ 9-11] 。茎尖培养因再生苗变异极小 ,而倍

受关注。研究以迷迭香茎尖为试验材料 ,研究影响迷迭

香茎尖培养的一些因素 ,以期为迷迭香茎尖培养提供理

论和实践借鉴。

1　材料与方法
1.1　材料消毒

取温室盆栽迷迭香顶芽 , 放在自来水中冲洗

30 min ,后用75%的酒精浸泡 10 s ,用无菌水冲洗 3遍

后 ,加入0.1%HgCl2 溶液浸泡 5 min(每升溶液加吐温 2

滴),再用无菌水冲洗 5 ～ 6遍(整个过程要不断搅拌)。

最后将灭菌的材料在无菌的情况下放入无菌烧杯中

备用。
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Abstract:Somatic embryos were induced from tender leaf and leafstalk of seedling of Xinjiang ecotype of Arabidopsis

thaliana.The culture medium was MS+6-BA 0.1 mg/mL+NAA 1 mg/mL+2 ,4-D 1 mg/mL , and the differentiation

medium was MS +KT 1 mg/mL +2 , 4-D 0.2 mg/mL , starch metabolism was studied by PAS during the somatic

embryogenesis.Results indicated that there w ere two peaks starch accumulation in the somatic embryogenesis of Arabi-

dopsis thaliana.
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