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利用细胞松弛素B分离柑橘及金柑植物微核的研究
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提要  采用细胞松弛素 B (CB)处理结合蔗糖梯度超速离心方法分离柑橘和金柑亚原生质体的结果表明，柑橘和金柑原生
质体的直径为 20~30 mm，采用蔗糖梯度超速离心分离亚原生质体，其适宜离心力是 1 400 000×g; 4',6- 二脒基 -2- 苯基吲
哚(DAPI) 的染色效果最好，细胞核和细胞质可明显区分；愈伤组织经 CB 处理 36 h 后再分离亚原生质体，可显著提高微
原生质体的产量，分离的微原生质体直径为 1.8~3.5 mm，产量达到 2~3×104 个 ·g-1 (FW)。
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微核技术(micronucleus technology)是近年兴起

的一种新的植物部分基因组转移技术，它将原生

质体融合与染色体操作相结合，在植物育种中有

一定的应用价值(Verhoeven和Ramulu 1991; Emets

和Blium 2003)。常用的方法是采用适当浓度的有

丝分裂阻抑制剂如秋水仙素(colchicine)、甲基氨

草膦(amiprophos-methyl，APM)等，使正在分裂

的细胞停留在有丝分裂中期，几小时以后染色体

解开螺旋，形成外包有被膜的微核，然后通过酶

解分离出微核化的原生质体，再经过离心等技术

分离出带微核的原生质体(车建美和赖钟雄2002)，

也有用多种试剂复合处理获得微原生质体的报道，

但这种方法操作非常繁琐(Ramulu等1994; Saito和

Nakano 2002a, b)。细胞松弛素B (cytochalasin B,

CB)是肌动蛋白聚合的抑制剂，结合在 F- 肌动蛋

白的正(+)端，抑制F-肌动蛋白的生长和功能发挥

(Sonobe 1990; 曾宪录等1997)。鞠文君等(1996)的

研究表明，CB 可使 G0 期细胞微丝解聚，促使细

胞提早进入 S 期，有促进细胞同步化的作用。宋

朝霞等(2000)用光镜和电镜跟踪观察多头绒泡菌

(Physarum polycephalum)有丝分裂过程的结果表

明，C B 影响有丝裂分裂主要是推迟其启动，并

且推迟各个时期的细胞进入有丝分裂的时间不同，

从而达到同步化。本文以柑橘(Citrus unshiu Marc.)

和金柑[Fortunella hindsii (Champ.) Swingle]的愈伤

组织为试材，研究不同处理时间和浓度的CB对细

胞活性和有丝分裂同步化以及微核分离的影响，

从而为进一步用微核进行有目的的核基因转移建立

基 础 。

材料与方法

试材为柑橘‘国庆1号’(Citrus unshiu Marc.

‘Guoqing No.1’)、金柑‘山金柑’[Fortunella hindsii

(Champ.) Swingle ‘Hong Kong Kumquat’]的胚性愈

伤组织，保存在 M T 基本培养基上。

胚性悬浮系的建立参照郭文武(1998)的方法，

取保存于基本培养基上的 ‘ 国庆1号 ’、‘ 山金柑 ’

愈伤组织建立悬浮系，液体悬浮培养基(MT+0.5

g·L-1 麦芽提取物+1.5 g·L-1谷氨酰胺)悬浮振荡培养

(110×g)，每2周继代1次，继代4次后用于实验。

用愈伤组织在液体悬浮培养基中生长15~20 d达到

对数生长期的细胞进行 C B 处理。C B 用 5 0 %

DMSO 配制成 5 mg·mL-1 母液备用。设置 20、50、

100 mg·mL-1 CB 3 种剂量对愈伤组织进行预处理，

未经 CB 处理的作对照，每隔 4 h 取样 1 次，取

样后立即用流式细胞仪测其峰值分布，以确定合
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适的 CB 处理浓度和处理时间。

流式细胞仪倍性分析参照Fu等(2003)方法并

适当修改。取约0.05 g愈伤组织置于1个干净的

塑料培养皿中，加入400 mL细胞裂解液(Partec

HR-A)，刀片切碎，放置 3 min，用 30 mm 的微

孔膜过滤到测试管中，再通过滤膜加入 1.6 mL

Partec HR-B溶液，染色2 min后上样于Partec倍

性分析仪，测定样品单个细胞核的 D N A 总量。

DNA 含量的分布曲线由倍性分析仪自动完成。

微核分离参照 Bracha和Sher (1981)的方法并

稍作改动。在 12 mL 硝化纤维素试管中使密度递

减的溶液依次分层制备成不连续的密度梯度(图

1)，原生质体纯化后按7.5×105 个 ·mL-1 的密度悬

浮在A溶液中，于25℃下以1 400 000×g 超速离

心 30 min。微原生质体在 35% 和 45% 蔗糖的界

面上形成一层，胞质体在 A 液和 B 液之间形成一

层。随后用吸管把微原生质体和胞质体分别吸

出，用CPW13盐溶液 110×g离心洗涤10 min，再

用此溶液重新悬浮。以血球计数板统计亚原生质

体的量。

测量直径时，加 1 滴原生质体或亚原生质体

悬浮液于洁净的载玻片上，盖上盖玻片后以装有

目镜测微尺的 Olympus 显微镜测量原生质体直

径，随机选取 3 个视野，共测定 50 个原生质体

的直径，取其平均值作为某一品种的原生质体直

径。

实验结果

1  柑橘和金柑悬浮系原生质体直径的确定

为确定柑橘亚原生质体分离的合适离心力，

我们对 ‘ 国庆 1 号 ’ 、‘ 山金柑 ’ 的悬浮系原生质

体的直径作了测定。结果表明，‘ 国庆1号 ’ 原生

质体的大小不一，直径为15.1~35.3 mm，平均为

24.23 mm；而 ‘ 山金柑 ’ 的平均直径为23.02 mm。
根据Watanabe和Yamaguchi (1988)研究所得的原

生质体的直径与分离足够数量胞质体所需离心力的

关系曲线(图2)，可计算出其亚原生质体分离的最

适离心力是1 400 000×g。

染色时，采用4',6-二脒基-2-苯基吲哚(4',6-

diamidino-2-phenylindole, DAPI)和石碳酸品红核染

料对原生质体、微核进行染色。用戊二醛固定液

(0.05%磷酸缓冲液+12.7%甘露醇 +2.5%戊二醛)

将原生质体于 4℃下固定过夜。在洁净载玻片上

加 1 滴原生质体悬浮液(约 20 mL)并加入适量

DAPI，使其终浓度约为0.5 mg·L-1，染色5~10 min

后，盖上盖玻片，以 O l y m p u s 万能显微镜观

察。

图1  分离亚原生质体的不连续密度梯度溶液
　　A溶液: CPW13+0.5% DMSO; B 溶液: 0.7 mol·L-1 甘露醇 +

50 mg·mL-1 CB+0.5% DMSO; C溶液: 35%蔗糖溶液; D溶液: 45%

蔗糖溶液。

图2  原生质体的直径与分离足够数量胞质体所需离

心力的关系曲线(Watanbe和Yamaguchi 1988)

2  适宜染色剂的确定

用石碳酸品红和DAPI核染料对原生质体染色

的结果显示，石碳酸品红的染色效果差，核质均

可染色，不易区分；DAPI 的染色效果好，染色

后的核物质在紫外激发光下可发出荧光，胞质则

不发荧光(图 3)。

3  CB对微核分离的影响

CB 是微丝解聚药物，可以解聚 G0 期的细胞

微丝，促进细胞进入 S 期，增加 D N A 的合成。

为确定适宜的CB 处理浓度和处理时间，以 ‘ 国庆
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1 号 ’ 的悬浮系原生质体为试材，以不同浓度 CB

分别处理后，每隔 4 h 分别取样 1 次，样品立即

用流式细胞仪测其峰值分布。图 4 为流式细胞仪

对样品进行倍性分析的结果，横坐标轴峰值的位

置反应的是测试样品的倍性。结果表明，未经CB

处理原生质体即使在实验开始后36 h时，二倍体

主峰仍然清晰明了(图4-a); 20 mg·mL-1 CB处理的

主峰变化很小，说明处理浓度太低，所以效果不

明显(图4-b); 50 mg·mL-1 CB处理36 h时，在二倍

体和四倍体之间出现峰值，二倍体主峰仍然可见

(图 4-c)，随时间延长其峰值变化不大，直到 48

h 时，二倍体主峰不再明显，峰形变乱；而 100

mg·mL-1 CB处理 36 h的二倍体主峰不明显，峰值

位于二倍体和四倍体之间(图4-d)。随着处理时间

的延长，愈伤组织的生活力下降，呈松散状态，

 图3  CB处理后形成的微核
　　a：CB处理36 h 含 3 个微核的原生质体(×1800); b：CB处

理 36 h形成3个以上微核的原生质体(×1 800); c：未经CB处理

的原生质体(×720); d：CB 处理后的类减数分裂(×1 800)。

以致峰形很乱，这可能是细胞长期处于S期导致细

胞死亡所致。

分别经50和100 mg·mL-1 CB处理36 h以及未

经CB处理的3种愈伤组织分离原生质体。在相同

的酶解条件下，未经CB处理的原生质体产量最高

[20×106 个 ·g-1 (FW)]，50 mg·mL-1 CB 处理的次之

[15×106 个 ·g-1 (FW)]，100 mg·mL-1 CB 处理的最

低[8×106个 ·g-1 (FW)] (表1)，这似乎也说明CB会

导致愈伤组织生活力下降。

实验中还发现，经 CB 处理后有微核形成(图

3-a、b)，并见到类似减数分裂的现象(图 3-d)，

这种现象是否与 C B 有关，尚需进一步研究。

4  亚原生质体分离

取相同量(约1×106个)的经50 和 100 mg·mL-1

CB处理过的 ‘山金柑 ’、‘国庆1号 ’ 2个品种的原

生质体，首先以1 000 000×g 离心 30 min，这 2

种处理均在0.7 mol·L-1 甘露醇和35% 蔗糖、35%

和 45% 蔗糖界面中各形成一层；而未经 CB 处理

的此两层非常小，几乎看不到。然后分别吸出界

面上这两层，经 110×g 离心 8 min 后收集沉淀，

图4   细胞的倍性分析
　　a：未经 CB 处理的愈伤组织悬浮培养36 h 的峰形(主峰所处荧光值位于50 左右); b：20 mg·mL-1 CB 处理 36 h 的峰形(主峰所

处荧光值位于 50 左右，较明显); c：50 mg·mL-1 CB 处理 36 h 的峰形(二倍体和四倍体之间出现峰值，主峰所处荧光值位于 50 左

右); d：100 mg·mL-1 CB 处理 36 h 的峰形(主峰不明显，所处荧光值位于二倍体和四倍体之间)。
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立即用戊二醛固定液固定5 h以上。经DAPI染色

5 min 后，在紫外激发光下观察的结果显示，在

35%和 45%蔗糖的界面中为微原生质体(图5)和少

量原生质体及其碎片，在0.7 mol·L-1甘露醇和35%

蔗糖的界面中为原生质体及其碎片，这与前人的

报道(Bracha和Sher 1981)是一致的。2个品种分

离得到的微原生质体直径相差不大，均在1.8~3.5

mm之间，可能与其内所含的染色体数有关(Saito

和 Nakano 2002a)。从 ‘ 山金柑 ’ 中分离得到的微

原生质体纯度要高一些(50%)，‘ 国庆1号 ’ 微原生

质体纯度只有30%，这可能是 ‘ 山金柑 ’ 的原生质

体比 ‘ 国庆1号 ’ 的内含物少，离心时不易破裂所

致。与未经 CB 处理的相比，尽管经 CB 处理后微

原生质体的产量有所提高，但仍比较低，‘ 国庆

1号 ’为2×104个 ·g-1  (FW)，‘山金柑 ’稍高些，为

3×104 个 ·g-1 (FW) (表 1)，远不能满足融合的需

要。本文中未见到CPW13溶液和 0.7 mol·L-1 甘露

醇界面处形成带层，即未能分离得到胞质体，把

离心转速提高到1 400 000×g的结果仍是如此。这

表明尚需从梯度方面加以优化，以求获得足够数

量的胞质体和微核用于融合。

讨　　论

微核技术不仅在果树育种上有直接应用价

值，而且在果树的基因定位和亲缘关系研究上也

有意义。采用微核技术将供体特定的染色体转移

给受体细胞时，可从杂种细胞或由其再生的个体

性状表现中，很容易地确定该染色体带有哪些性

状的基因。这对基因定位比较困难的果树来说，

无疑是一条新的值得采用的途径。胞质体 - 原生

质体融合可产生高度非对称的胞质杂种，这为转

移细胞质控制的性状开辟了新的途径，但目前这

2 种技术的应用还不广泛，只在少数作物中获得

成功，大多数作物还处在探索阶段，这主要是因

为微核和胞质体的制备还存在技术上的困难。本

文尝试采用 C B 处理与超速离心相结合的方法

(Bracha和Sher 1981)来分离微核和胞质体的结果

显示，分离得到的微原生质体的比例有所提高，

但未能分离到胞质体，这可能是因为前人与本文

中所采用的原生质体的浮力密度不同所致，前人

采用的是叶肉原生质体(浮力密度为0.3 mol·L-1)，而

本研究中采用的是悬浮系原生质体，其浮力密度

为0.6 mol·L-1。至于胞质体分离目前都是根据细

胞组分浮力密度的不同，主要采用密度梯度超速

离心法，虽然在这方面人们曾作了一定探索

(Watanabe和 Yamaguchi 1988; Saito和 Nakano

2002a, b; Xu等2006)，但由于物种及基因型的不

同，所以采用的密度梯度液的组成以及离心速度

和时间也均不同，迄今还没有形成用于胞质体及

微核分离的固定模式，因而对此尚需继续深入探

讨。
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