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黑荆树悬浮单细胞低温驯化
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摘要 由黑荆树幼 茎诱导愈伤 组 织
,
由愈伤组织 制备悬浮单细胞

。

悬浮细胞可

以 作为最小 的驯化单位
。

在 2 ℃
、

s h 短光照条件下14 d
,

愚浮 细 胞 可 耐 受 到

一 7
.

5 ℃ (L D
。。

)
,
而 不经驯化的仅耐受到 一 2

.

5 ℃
。

愚浮细胞杭寒性是 用细胞 质 壁

分 离法浏 定的
。

单一的低温 或短光照驯化不能使单细 胞提高杭寒力
,

必须低温和短

尤 照 同时存在 才能使其驯化
,

提高抗 寒力
。

关健词 黑荆树 ; 愚浮细 胞, 低 温驯化

黑荆树 (A ca ci a m ea ; , : “ W ild) 是我国引种的优良拷胶原料树种
,

现主要 在 我 国 亚 热

带地区种植
,

冬季低温常使一些种植区的黑荆树受到冻害
, 一 5 ℃低温是黑荆树 耐受 的 低

温极限
。

随着我国建设事业的发展
,

对拷胶的需求量越来越大
,

为了扩大拷胶资源和便于就

地生产拷胶
,

需要向北扩大黑荆树种植范围
,

因而需要选育抗寒品系
。

提高木本植物的抗寒

性和选育抗寒品系
,

传统的方法是实生苗逐代低温驯化
,

低温和短日照作为外 部 刺 激 的信

号
,

选育抗寒品系的周期需要几十年
。

欧洲赤松只能耐受 一 7 ℃低温
,

当对其幼苗进行充分的

低温驯化时可耐受 一 31 ℃低温 13 , 毛 I,

但用苗进行低温驯化要花费相当长的时间
,

而且 当达到

致死低温时又会造成苗死亡
。

近代生物技术的发展为选育抗寒品系提供了新手段
,

为了缩短

选育抗寒品系周期
,

缩小植物驯化单位
,

在严酷的条件下驯化了草本植物的愈伤组织 〔“l和木

本植物 (杨树)的愈伤组织 t。 ] ,

然而由于愈伤组织细胞的不均一性和分化成苗的无预定性
,

使

选育抗寒苗木仍有相当多困难
。

为了克服这些困难
,

本文研究低温驯化单位是否可缩小到单

细胞和单细胞能否接受外界信号进行低温驯化而提高抗寒能力
。

一
、

材料和方法

黑荆树 (A c ac ia , ea , ns “ W ild) 种子采自四川省通江县林地
,

该处是我国 黑 荆 树 种 植

区域的最北边缘
。

燕荆树. 浮细胞制备

取黑荆树种子 50 。粒
,

投入 3 00 m l沸水中
,

待其自然冷却至室温后用纱布搓 去 种 子 表

面的蜡质层
,

洗净
,

放在 0
.

5 %升汞中消毒 5 m in
,

用无菌水洗去升汞
,

接种在 1 % 的 琼 脂

培养基中
,

25 ℃培养
、

发芽
,

待幼茎长至 4 一 s c m 时
,

取白色幼茎切 段 接 种 在 改 良的

本文于 19 8 9 年 5 月 3 日收到
。

,

本课翅由中国林科院科学墓奔资助
,

本所黑荆树裸娜组提供实脸种子
,

特此一并致谢
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M S 培 养 基 中
,

培 养 基组 成 如 下
:

K N O
: 1 5

.

5 0 m M
、

K H : P O
‘ 1

.

2 5 m M
、

N H
一

N 认

2 0
。

6 3 m M
、

Ca C I: 2
。

2 9 m M
、

M g SO
‘

1
.

5 0 m M
、

MnS O
‘

0
。

io m M
、

Z n SO ‘ 3
.

7 x 10
一忍

m M
、

C u SO
; 0

.

0 1 x 10
一2

m M
、

K I O
。

5 x 10
一 2

m M
、

C o CI
: 0

。
一

0 1 x 1 0 一2 m M
、

H
:

B 0 3 0
,

1 0

m M
、

Na
Z

Mo o. 0
.

0 1 x 1 0 一忍 m M
、

甘氨酸2
.

6 6 x 1 0 一 ’ m M
、

生物 素 o
.

o Z x i o
一 Z m M

、

叶酸

o
。

1 1 x 1 0
一 2

m M
、

肌醇o
.

5 6 m M
、

尼克酸4
.

o 6 x io 一 “

m M
、

盐酸毗哆醛。
。

o Z x i o
, Z m M

、

盐

酸硫胺o
.

i Z m M
、

硫酸腺嚓岭2 1
。

7 2 x i o 一 :

m M
、

赤霉素0
.

i Z x lo 一 Z

m M
、

激动素 0
.

9 3 x l0
一 ’

m M
、

2 , 4 一D o
.

9 x 1 0 ~ Z m M
、

蔗糖30 9 / L
、

酪阮水解物 1 9 / L
、

琼 脂 8 9 / L
,

p H S
。

8
。

培

养 2 一 3 周后诱导出愈伤组织
,

将旺盛生长的愈伤组织转移到不加琼脂的相同培养基中
,

以

15 0 印m 往复振荡
, 2 00 目尼龙丝网滤去细胞团块

,

滤液为细胞悬浮液
,

单细胞在 95 % 以上
。

叨化处理

将悬浮细胞制备液按双层培养法 [‘]分装在三角瓶中
,

驯化处理共分6组
: ¹ 在 25 ℃

、

每

天16 h 光照条件下保持14 d , º 在25 ℃
、

每天s h 光照条件卞保持 14 d , » 在 2 ℃
、

每 天

16 h 光照条件下保持 14 d , ¼在2 ℃
、

每天s h 光照条件下保持 14 d ; ½ 在25 ℃
、

每天16 h

光照条件下保持7 d ,

随后在2 ℃
、

每天s h 光照条件下保持 7 d , ¾在2 ℃
、

每天8 五光照

条件下保持 7 d ,

随后在25 ℃
、

每天16 h 光照条件下保持7
一

d
。

冷冻试验

将经过上述驯化处理后的每组样品再分装于试管中进行冷冻试验
,

测定其抗寒性
。

制备

。℃到 一 12 ℃的梯度冷浴
,

用食盐和冰块调节冰浴温度
,

每一梯度降温 2 ℃
,

每组样品在各

个温度梯度上保持Z h ,

冷冻处理后试管放回。℃过夜
,

测定抗寒性
。

.

测定 抗寒性用细胞质

壁分离法
,

取一滴悬浮细胞液放入0
.

S M蔗糖液中
,

显微镜下观测细胞质壁分 离
,

能发生典

型质壁分离的细胞是活细胞
,

不能发生典型质壁分离的细胞都计数为死细胞
,

每份样品观测

20个视野
,

统计2 0 0 0个细胞的存活数
。 - -

一
’

二
、

实 验 结果

本项研究实验重复三次
,

现报告三次实验的平均结果
。

(一 ) 在整个实验研究过程中
,

各组驯化处理的悬浮细胞都发生自然死亡
,

自然死亡率为

14
. 4%一16

.

2 % ,

这表明细胞自然死亡不是由于驯化条件引起的
,

而是由于细胞本身生理状

态不良引起的
,

从气态生长的愈伤组织转移到悬浮的液相环境
,

会引起一部分细胞自然死亡
。

(二 ) 在实验过程中
,

悬浮细胞从2S
J

℃转到2 ℃这一急剧变化
,

不影响悬浮细胞的活力
,

在25 ℃制备和贮存的悬浮细胞能发生质壁分离的为96
.

4 %
,

转移到2 ℃环境中6 h 后测定
,

能发生质壁分离的细胞为95
。

8 % 。

在25 ℃和16 h 长光照条件下制备和贮存的悬浮细胞能发生质壁分离的为9 5
. 2 % ,

转移到
2 ℃

、 s h 短光照环境中放置g h 后测定
,

_

_

能发生质壁分离的细胞为94
.

1 %
,

这表明从25 ℃
、

16 h 长光照环境中转移到2 ℃
、

s h 短光照环境中也不影响悬浮细胞的活力
。

( 三 ) 在25 ℃
、

每天16 h 光照条件下保持14 d ,
也就是没有进行低温驯化的悬浮细胞半数

致死温度为 一 2 . 5 ℃ ( 图 1 中折线 工)
。

在25 ℃
、

每天8’ h光照条件下保持14 d
,

也就是只有s h

短光照单一信号驯化的悬浮细胞半数致死温度为 一2 .

5 ℃ (图 1 中折线 兀) ,

短光照处理没有提

抗寒性
。

在2 ℃
,

每天16 h光照条件下保持环 d 的悬浮细胞半数致死温度为 一 2
. 5 ℃ (图王



4 4 4 林 业 科 学 研 究 2 卷

.

一
_

—
’

~ ~ 、~
一 . 、

一二熟
义

、

沙公
一 一碑一 ‘、

扁 , 二 、·
、

_

\
_ _ _

J
, _

一
~刃 界

·

~ 一 0 1丁

一
、 止止

八仆门�n己�b�浓�句辞�仲

、、‘

一一
一�川

\一
一

灿
- \
扮

、 、

: 尸 宁 气二

一 5

~
.

、 一 丁一
,
几

-

一一
一 6 一 了 一 3

温度 ( ℃ )

‘翻‘J任

.nJ�勺‘

0

图 1 在不同沮度和光从条件下软化处理 14 d 的黑荆树惫 浮细胞存活百 分率

I 为 2 5℃
、

16 h 光 撅下翻化 ,
I 为 2 5℃

、 s h 光 照下驯化 ,

I 为 2 ℃
、

i 6 h 光照下翻化 ,
万为 2 ℃

、

s h 光照下驯化

中拆线 l ) ,

单一的低温驯化条件也不能提高细胞的抗寒性
。

( 四 ) 在2 ℃
、

每天s h 短光照条件下保持14 d 的 悬浮细 胞的抗寒性大幅度提高
,

半数 致

死温度为从 一 2
.

5 ℃降低到 一 7
.

5 ℃ ( 图 1 中折线 w ) ,

当温度降低到 一 12 ℃时仍有4
.

3 %的细

胞存活下来
。

实验表明驯化过程中低温和短光照这二个外部信号必须同时存在才能刺激细胞

提高抗寒能力
。

在驯化过程中
,

不论是前半期还是后半期只要低沮和短光 照二个信号同时存在

都能够使悬浮细胞提高抗寒能力( 图 2 ,

图 3 ) ,

但是这二个信号持续时问只有 7 d ,

使得 驯

化还不够充分
,

细胞的抗寒潜力还没能够充分表达出来
。

;
’

嚣卜一入
~ 6 0 卜 \

廿 卜
- - -

、 - - - - - - - -

一\
- - - - - - - - - - - - -

一·

卜; 4 0 卜
’

、
_

怜
_

} \
、、、

公O 十
一

入
、

。

l

一
舟卉、

另咋(
。C )

在2 5℃
、

s h 光 服条件 下翻化 7 d ,

又继续在 2 ℃
、

s h 先胭条件下翻化 7 d 的黑荆树悬浮细胞存活百分串

1 0 0

家
80

降 6 0

,

乍 4 0

注度(
.

C )

日 3 在 2 ℃
、

s h 光捅条件下吸化 7 d
,

又继续在 2 5℃
、

舀 b 光从条件下 软化 7 d 的黑荆树悬浮细 胞存活百分率
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三
、

讨 论

完整的苗木
、

愈伤组织可以接受低温和短光照这二个驯化信号而提高抗寒能力
,

本项研

究证明单细胞作为最小的驯化单位也是可以进行驯化的
,

通过低温驯化提高了抗寒能力
。

实

验研究也证明
,

低温和短光照这二个条件必须是同时存在并持续到一定时 间(7 d 以上 )才 能

提高悬浮细胞的抗寒能力
,

低温和短光照单一因子或二个因子不同时存在都不能使单细胞通

过驯化过程提高其抗寒能力
,

而且只有当二个信号同时存在并达到一定时间长度才能最大限

度地提高单细胞抗寒能力
,

低温
、

短光照和其持续时间是驯化细胞抗寒性所不可缺少的三个

条件
。

但与悬浮细胞显然不同的是 Ch ri st er s叨n[ “1 的研究指出
:

完整植株能够对单 个 环境

因子的信号起反应而提高抗寒能力
。

通常认为光敏色素参与了驯化过程
,

但在暗培养的愈伤组织细胞中用双波段分光光度计

检测不到光敏色素 f6 1 ,

这并不必然意味着在暗培养的愈伤组织或悬浮细胞中不存在任何形式

的光敏色素
。

尽管目前还没有检测到悬浮细胞中的光敏色素
,

但它确实能够接受短光照这一刺

激信号
,

并且只有在和低温同时存在的条件下才能够完成驯化过程
,

这就衷明悬浮细胞提高

抗寒能力不是简单的生理适应性
,

而有可能是由于遗传结构上的变化
。

通过驯化处理
,

如果

选择出抗寒性提高幅度大的悬浮单细胞并进行单细胞培养
,

进而能分化出植株
,

就有可能培

育出抗寒的品系
,

这样就有可能把通过逐代实生苗驯化法培育抗寒品系的周期从几十年缩短

到很短的时间内完成
。

然而
,

悬浮细胞通过驯化而提高的抗寒力特性能否在以后的细胞培养

和分化过程中继续保持下来还是需要进一步研究的
。
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.

5 ℃
。

H o w e v er ,

w he n t h e su s p e ns io n e u lt u r es w e r e e x Po s e d to a SD o f 8 h a t Z ℃ fo r 7 d

o r 1 4 d
,

tli e s u r v iv a l te m Pe几t u r e w e n t fr Q m 一 2
.

5℃ to 一 5
。

5℃ fo r 7 d o f

a cc lim a t io n , a n d to 一 了
.

5 ℃ fo r 1 4 d
.

T h e su s p
ens io n二e u lt u r es r巴p o朋ed o n ly

to t h e e o m b in ed SD a n d Z ℃ t re a t m e n t
。

A n inc r ea s ed fr e e z in g s u r v iv a l b y

in d iv id ua l s t im u li (lig h t o r t e m p e r a t u re a lo n e ) w a s no t p o ss ib le
。

It w a 3

解
e e, 淡派r y t ha t bo t h S D a n d te m Pe r a tu re o f Z ℃ w e r e a t t he sa m e t im e to

in e r ea se fr ee z in g s u r v iv a l
。

一 K ey w o r d s A c a eia 爪 e a , 九5 11 ; s u s少组s io n e e ll; e o ld a e e ll幻n a t io n


