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棉胚珠愈伤组织诱导成纤维实验系统的研究
X

汤清秀　赵旌旌　王隆华
(华东师范大学生物系, 上海, 200062)

提　要　用棉花胚珠切块诱导愈伤组织, 经悬浮振荡培养、漂浮培养、滤纸桥法等方法诱导成纤维细

胞。发现漂浮培养和改进的滤纸桥法对纤维的诱导效果比悬浮振荡培养的效果好。微管解聚剂A PM

和核酸抑制剂抑制纤维的生长, 纤维二糖有一定的促进作用。极性对纤维的生长有影响。
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Studies on the Character istics of the Induction of Cotton F iber D er ived
from Cotton Ovule Ca llus Cells

TAN G Q ing2X iu　ZHAO J ing2J ing　WAN G L ong2H ua

(E ast Ch ina N orm al U niversity , S hanghai, 200062)

Abstract　Cotton fibers w ere induced from co tton ovule callus cells by suspension culture, float

culture o r filter paper bridge culture. It w as found that float culture o r filter paper bridge culture

w as better than suspension culture. A PM and actinom ycin D inh ibit the fiber elongation.

Cellobiose p romotes its developm en t. Po larity affects its culture.
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棉纤维是棉胚珠表皮细胞分化、伸长而成的。它不仅是纺织工业的重要原料, 而且是研

究细胞分化、细胞伸长等机理的良好材料。为了更好地研究它的分化和发育, 人们建立了多

种研究系统: 离体胚珠培养系统[ 1 ]、胚珠来源的单细胞悬浮培养系统[ 2 ]、胚珠愈伤组织细胞

来源的纤维细胞悬浮培养系统[ 3, 4 ]等, 并对这些实验系统的特性, 培养基的配方、激素配比、

pH 值、抑制剂或促进剂的影响等进行了较为系统的研究。我们已对胚珠愈伤组织来源的纤

维细胞悬浮振荡培养系统进行了初步的研究[ 5 ] , 现对其培养方式, 极性影响等再进行进一步

的研究。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

栽培于本校实验田中的陆地棉 (Gossy p ium h irsu tum ) 岱字棉15, 海岛棉 (G. barbad ense) 海

新9号 (中国农业科学院棉花研究所汪若海先生提供)。

1. 2　愈伤组织的诱导

取开花前1天的子房, 用75% 乙醇浸泡1秒钟左右, 再用5% N aC lO 液消毒15 m in 后以无
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菌水冲洗3～ 5次, 取出胚珠, 切成小块, 接种于M S+ 3. 0 m göL GA 3的培养基上, 30±1℃,

暗中培养。

1. 3　纤维细胞的诱导

1. 3. 1　悬浮振荡培养　　取1 cm 3左右的愈伤组织接种于BT (Beasley & T ing [ 1 ] , 简写为BT )

+ 3. 0 m göL GA 3液体培养基中, 30±1℃, 80 röm in 暗中振荡培养, 定期用测微尺测量细胞

长度。甲烯蓝+ 甲基橙染色, 重庆87035倒置显微镜拍照。

1. 3. 2　漂浮培养　　取小块愈伤组织小心接种于BT + 3. 0 m göL GA 3液体培养基表面, 30

±1℃, 暗中静置培养。

1. 3. 3　改进的滤纸桥法　　滤纸桥中央附加与液体培养基相连的脱脂棉条, 取小块愈伤组

织小心接种于脱脂棉上, 使组织块与脱脂棉接触良好, 以便较好地吸收营养成分。30±1℃,

暗中静置或定期颠倒组织块培养。

2　结果与分析

2. 1　愈伤组织诱导

愈伤组织的生长情况如图1所示。长绒棉新海9号愈伤组织比细绒棉岱字棉15的出现

图1　　愈伤组织体积随培养时间的变化

(统计每瓶中的愈伤组织块体积, 重复3次)

F ig. 1　　Change of the volum e of callus

derived from cotton ovule

(Counts the volum e of callus in a bottle.

Repeats th ree tim es)

的早。新海9号约1周左右诱导出愈伤组

织, 岱字棉15则需10天左右。20天以后,

岱字棉15的愈伤组织体积开始超过新海9

号。一月左右体积可达8 cm 3。我们认为这

种情况与不同品种棉纤维的分化、发育性

质有关。但大部分新海9号的愈伤组织容

易逐渐变褐, 而岱字棉15的愈伤组织基本

保持乳白色或白色。这可能与分泌的棉酚

多有关。细绒棉在稍低一点的培养温度

(25～ 27℃) 下, 其愈伤组织生长期可达2

～ 3个月。

2. 2　棉纤维的诱导

2. 2. 1　在BT + GA 3培养基中振荡培养的

胚珠愈伤组织细胞显著伸长 (图2)。培养

20天的诱导纤维长度分布如图3所示。结

果表明, 50% 的细胞长度在 0. 4～ 0. 8

mm , 17% 的细胞长度大于1. 0 mm。长度

大 于 0. 4 mm 的 细 胞 占 75% 以 上。

(D avidon is[ 3 ]把长度大于0. 4 mm 的作为纤维细胞) , 邱金龙[ 6 ]等以棉胚珠来源的单细胞悬浮

培养21天时, 长度超过0. 4 mm 的细胞占50% 以上。我们认为这可能与材料来源不同有关。

2. 2. 2　在不同培养基上诱导纤维伸长曲线如图4所示。结果表明, 细胞在悬浮振荡培养时,

20天后基本停止伸长, 在漂浮培养时, 25天以后达到最大。细胞在 GA 3浓度为6 m göL 的培养

基上生长稍好于 GA 3浓度为3 m göL 的培养基, 但差异不显著 ( t< t0. 05)。说明 GA 3有促进细胞

伸长的作用。但3 m göL GA 3浓度已经比较适合纤维诱导[ 7 ] , 增加 GA 3浓度不再显著促进纤维
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发育。

图2　　棉胚珠愈伤组织来源的纤维细胞的培养

F ig. 2　　The culture of fiber cells derived from cotton ovule callus cells

A. 培养5天 (×100) ; B. 培养15天 (×100) ; C. 培养25天 (×100)

A. 5 days in culture; B. 15 days in culture; C. 25 days in culture

图3　　诱导纤维 (培养20天)长度分布

(统计100个细胞长度, 重复3次)

F ig. 3　　D istribution of the length of fiber cells

derived from cotton callus (20 days in culture.

Counts 100 cells′length. Repeats 3 tim es)

　　从图4还可以看到, 漂浮培养的细胞生

长比悬浮振荡培养的好。漂浮培养时愈伤

组织基本保持原生长方向, 细胞能维持极

性, 且漂浮于液面之上, 空气充足; 振荡培

养时, 细胞失去原生长方向, 失去极性, 且

尽管用振荡方法增加氧气含量, 毕竟是浸

没在溶液之中, 空气还不是很充足, 所以漂

浮培养的纤维的生长优于悬浮振荡培养的

生长。

2. 2. 3　不同的促进剂、抑制剂对诱导纤维

的生长的影响如图5、6、7所示。纤维二糖

被认为是有利于纤维的发育[ 8 ] , 我们的实

验结果 (图5) 表明纤维二糖对纤维生长作用

不大 ( t< t0. 05) , 这可能与品种有关。甲胺膦

是植物微管特效解聚剂[ 9, 10 ] , 我们的实验结果 (图6)表明, 经甲胺膦处理后的纤维细胞的生长

不如对照组好 ( t> t0. 05)。甲胺膦的这种抑制作用显然与微管解聚有关。放线菌素是核酸抑制

剂, 它对细胞发育的影响较大, 我们的实验结果 (图7)表明, 它能抑制纤维生长 ( t> t0. 05)。

2. 2. 4　极性对诱导纤维的生长的影响如表1所示。

极性是细胞分化的先决条件[ 11 ] , 它是指细胞或器官的两个极端在生理上的差异。
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图4　　诱导纤维长度随时间的变化

(统计100个细胞长度, 重复3次)

F ig. 4　　Change of the length of fiber cells

(Counts 100 cells′length. Repeats 3 tim es)

图5　　纤维二糖对纤维诱导的影响

(统计100个细胞长度, 重复3次)

F ig. 5　　The effact of cellobiose on

the induction of fiber cells

(Counts 100 cells′length. Repeats 3 tim es. )

图6　　甲胺瞵对纤维诱导的影响

(统计100个细胞长度, 重复3次)

F ig. 6　　The effect of am ip rophos2m eth lyl

on the induction of fiber cells

(Counts 100 cell′s length. Repeats 3 tim es. )

图7　　放线菌素对纤维诱导的影响

(统计100个细胞长度, 重复3次)

F ig. 7　　The effect of actinnom ycin D

on the induction of fiber cells

(Counts 100 cells′length. Repeats 3 tim es. )

D uckett [ 12 ]认为苔藓植物产生外源芽胞分化与释放过程中, 双细胞芽胞分离是向基性。芽胞形

成的光合细胞和胶质乳状突比较, 乳状突显示极性发育。我们的实验结果表明, 在不同培养

基上, 静置培养的都比振荡培养的要好, 可能与振荡培养时细胞失去极性有关。为了验证此

想法, 我们设计了改进的滤纸桥法, 即其它条件相同, 静置或定期将组织块上下颠倒。结果

表明, 静置培养的比每四天将组织块上下颠倒一次的要好, 每四天将组织块上下颠倒一次的

又比每两天将组织块上下颠倒一次的要好。这说明极性确实对纤维的发育有影响。极性影响

生长的原因说法不一。正常下胚轴形态学下端内源 IAA 显著高于形态学上端, 表现为极性生

根。即激素是影响生长的原因[ 13 ]。H ep ler 认为Ca2+ 调节各种细胞过程, 即极性生长、有丝分

裂、胞质流动。胞内离子流动对于极性生长重要, Ca2+ 启动和保持极性生长[ 14 ]。我们观察到

的极性影响棉纤维发育的现象是否与Ca2+ 或 IAA 浓度梯度有关尚有待进一步证明。
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表1　　极性对诱导纤维的生长的影响

Table 1　　The effect of polar ity on f iber induction

培养基及品种
M edium and

varieties

培养方式
Culture m ethod

　

长度
L ength (mm )

　

增加% 比
(滤纸—振荡) ö 振荡%

Increm ent
(filter paper2suspension)

ö suspension%

BT 振荡培养 0. 4±0. 12 25. 753 3

岱字 15　Daizi 15 滤纸桥法 0. 5±0. 1

BT+ C3 振荡培养 0. 31±0. 07 24. 673 3

岱字 15　Daizi 15 滤纸桥法 0. 39±0. 1

BT+ C3 振荡培养 0. 42±0. 01 21. 323 3

新海 9　Haixin 9 滤纸桥法 0. 51±0. 03

BT+ C3 静置 0. 55±0. 12

新海 9　Haixin 9 滤纸桥法　每2天颠倒一次 0. 41±0. 08 35. 43 3

　　　　　每4天颠倒一次 0. 42±0. 079 30. 223 3

　　3 纤维二糖　　3 3 t> t0. 05

对于棉胚珠愈伤组织诱导纤维的实验系统的特性本室已有较多的研究, 但仍存在不少问

题, 如虽改进了纤维诱导的方法, 纤维的长度仍不理想; 既然极性对纤维的生长有影响, 那

么如何由此改进此系统? 控制纤维分化与发育的分子机理等问题也有待进一步的研究。
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