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摘 要:采用看护培养法对大蕉胚性细胞悬浮系 (Embryogenic cell suspensions , ECS) 来源的原生质体进行培

养，并研究了不同品种的看护细胞对原生质体培养的影响，以及大蕉 ECS 及其原生质体再生植株的染色体数目。

结果发现，采用贡蕉 ECS 作为看护细胞时，大蕉原生质体培养 15 d 后细胞分裂频率达到 8.5% ，培养 30 d 后细

胞团形成率为 0.35% ;而以大蕉 ECS 作为看护细胞时，全部原生质体褐化，不能正常发育。染色体检测结果表

明，大蕉 ECS 的染色体数目不稳定，除含有正常的三倍体染色体数目的细胞 (2n = 3x = 33) 外，还出现大量染
色体数目异常的细胞。其中绝大部分细胞含有多倍和非整倍的染色体数目，仅 14.5% 的细胞含正常三倍体染色

体数目;但通过 ECS 原生质体培养获得的再生植株具有正常的三倍体染色体数目 (2n = 3x 33) 。
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Absí:ract: Protoplasts isolated from embryogenic cell suspensions of Musα parαdisiαωLinn. cv. Da , ABB 

were cultured on feeder layer. Then the effect of nurse cells on protoplast culture , the chromosome numbers of em­

bryogeneic suspension cells and protoplast-regenerated plants of Da Jiao (ABB) were studied. When embryogenic 

cell suspensions of Musααcummαte cv. Mas (AA ) were used as nurse cells , the cell di vision frequency at 14 

days and colony formation frequency at 28 days were 8. 5 % and O. 359毛， respecti飞rely. And the protoplasts were 

necrosis when embryogenic cell suspensions of Da Jiao (ABB) were used as nurse cells. The chromosome numω 

bers of embyrogenic cell suspensions of Da Jiao (ABB) showed a wide range of variation. Most of them were aneu阳

ploidy and polyploidy , while only about 14.5% of cells were observed to be triploid (2n = 3x 工 33). But the 

chromosome number of the protoplast-regenerated plants was triploid (2n = 3x = 33 ) . 

wo:rdls: MusαpαradisiαcαLinn. cv. Da Jiao , ABB; embryogenic cell suspensions; protoplast culture; re­

generated plants; chromosome numb凹'

香蕉 Musαspp. 是世界上重要的热带亚热带水

果和粮食作物。目前绝大多数栽培蕉面临着被枯萎

阴阳日期: 2008 - 09 - 05 

病感染而可能导致种族灭绝的困境?尽快培育出高

、高品质和高抗性的香蕉新品利19 是解决当前
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问题最根本的措施。但由于大多数香蕉栽培种属于

三倍体?具有高度不育性，果实无种子 9 难于采用

传统的杂交育种来进行品种改良。近年来日益发展

的生物技术?如转基因技术、体细胞杂交技术等?

有望克服传统育种的限制而达到改善香蕉种质的目

的。香蕉原生质体培养体系可应用于基因转化、体

细胞杂交及诱变育种 9 因此研究者一直致力于建立

各香蕉品种的原生质体培养再生植株体系 9 而香蕉

胚性细胞悬浮系( Embl)吨enic cell suspensions , 

ECS) 的建立及保持是取得成功的重要前提条件。

很多植物胚性愈伤组织或 ECS 在培养过程中 9

细胞染色体数目发生了广泛的变异。例如，在荔枝

Litch chinensis Sonn. 川、龙眼 DimocαlpUS longan 

Lour. [2] 等植物的胚性愈伤组织的培养过程中，细

胞染色体数目发生很大变异?导致细胞再生能力下

降。到目前为止?还没有关于香蕉 ECS 遗传稳定

性等方面的研究报道。

以本实验室建立的?保存于液体培养基 (MS

培养基[月十 4.5 川10νL 2 , 4 - D ，斗- 4. 

生物京十 680 抖molJL 谷氨瞅胶+ 100 

麦芽提取物十45 庶糖， = 5.3) 中的大蕉和

( ll!Iusααcwninate cv. Mas , AA )的 ECS 为材

料，进行大蕉原生质体培养及染色体数目分析。

1. 2 方法

2.1 大蕉原生质体的分离和培养 按照 Xiao

方法进行大蕉原生质体的分离和培养[6] 。分别采

用贡蕉和大蕉的 ECS 作为看护细胞制作看护培养

层，研究不同香蕉品种的 ECS 对大蕉原生质体培

养的影响。原生质体培养 14 d 统计细胞分裂频率

分裂一次或以上的原生质体数
分裂频率=

原生质体接种总数

培养 28 d 后统计细胞回形成频率

含 6 个以上细胞的细胞团
细胞团形成频率=

原生质体接种总数

的 d 后，将获得的细胞团转移到分化培养

基[7] 上进行体胚诱导，得到成熟体胚后转移到新

鲜的分化培养基上进行体胚萌发，待再生苗约 2~

3 cm 高后转移到添加了 ω=0.1% 活性炭的 MS 基

本培养基中，以促进植株进一步发育。

所有培养都在 (27 土 1) oC 条件下进行，其中

原生质体培养和体胚诱导在黑暗条件下进行?体胚

萌发和植株发育在 16 hl8 h (光/暗)光周期下进

行。

1.2.2 大蕉 ECS 及其原生质体再生桂林的染色体

检测 在 10: 00 点左右?取最后一次继代 5 ~7 d 

的均质分散的大蕉 ECS 以及大蕉原生质体再生植

株的健壮根尖?分别参考孙敬三等问]9 李想~学和

张赞平[町的方法进行在|根尖染色体数目分析。

每个样品至少统计个染色体分散、清晰的中期

分裂枉1，在显微镜下观察拍照。

2 

经过 8 h 的酶解?大蕉原生质体产量达到 5 >< 

~ 6 X 107 个/mL PCV. (PCV , cell vol-

ume ，细胞密实体积) ECS。刚分离的原生质体在

大小上呈现很大的差异(图 1 ) ，其中 9.4% 的

原生质体的径大于 20 抖m ， 18.3% 的原生质体Jl

径为 10 ~ 20μm ， 72.3% 的原生质体直径小干 10

抖mo

2.2 

采用贡蕉 ECS 作为看护细胞时?经过 2 ~ 3 d 

的培养?大蕉原生质体变为椭圆形;经过 4 ~ 5 d 

的培养?出现第一次细胞分裂;经过 7 8 d 的培

?出现第二次分裂?细胞分裂为均等分裂(图 1

- B) 。培养 7 8 d 左右可见 3 4 一细胞回(图 1

C); 培养 10 N 12 d 可见到更大的多细胞团

期的球形原胚(图 1 D) 。培养 30 d 左右?部分

细胞团继续增大?形成肉眼可见的细胞团(图 1

E) 。组成这种细胞团的细胞呈球形?内含物丰

(图 1 … D) 。细胞分裂频率在 15 d 时达到 8.5% , 

30 d 时细胞团形成率为 0.35% 。
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而采用大蕉 ESC 作为看护细胞时 9 大蕉原生

质体褐化死亡?发育受阻(图 1 - F) 。

将以贡蕉 ECS 为看护细胞进行大蕉原生质体

培养所形成的细胞团转移到分化培养基上 9 培养

30 d 时?得到成熟体胚(图 1 - G) ，从 1 X 10 6 个

原生质体可获得 2200 个左右的体胚。成熟体胚在

分化培养基上继续培养 10 ~ 15 d 后萌发(图 1

剔。最后从 1 X 106 个原生质体获得 3 棵正常植

株。

如表 1 所示?大蕉 ECS 染色体数目呈现很大

变异?分布在 6 ~61 之间。其中含有整倍染色体数

目的细胞占 29.9% ，钮括单倍体、二倍体、三倍

体和四倍体细胞;含非整倍染色体数目的细胞占

70.1% (表 1) 。染色体数目在 12 ~ 32 之间的非整

倍体细胞最多 9 约占 58.1% ;而染色体数目为正

常三倍体的细胞 (2n =3x =33) 仅占 14.5%

2.3 ECS 细胞和再生植株根尖染色体数目

但由原生质体培养所得到的再生植株都含有正

常的三倍体染色体数目(知 =3x=33) 。

表 1 大蕉 ECS 染色体数目分布及所占的比例

Table 1 Distribution and percentage of chromosome number in embrγogenic 

cell suspensions of Musα paradisiαcαLinn. cv. Da Jiao , ABB 

非整倍体

2n = 12 -21 2n =23 -32 2n =34 -43 2n >45 
单倍体 二倍体 三倍体 四倍体

染色体数目
2n = x = 11 2n = 2x 22 2n = 3x = 33 2n = 4x = 44 2n < 11 

/% 3.4 11. 1 14.5 O. 9 1. 8 22.2 35.9 4.3 5.9 

图 1 大蕉原生质体培养及 ECS 染色体数目分布
Fig. 1 Protoplast culture and distribution of chromosome number in ECS of Musa pαradisiacαLinn. cv. Da Jiao , ABB 
A: 刚分离出来的原生质体，标尺 =20μmj B. 正在进行第一次细胞分裂，标尺 =20μmj C-D: 原生质体形
成的细胞团，标尺二40μmj E: 用贡蕉 ECS ff看护细胞时\原生质体发育良好，标尺= 1 cmj F: 用大蕉 ECS
作为看护细胞时，原生质体褐化，标尺= 1 cmj G: 成熟体胚，标尺叫 mm; 日:原生质体再生植株，标尺 2
cm; 1: 染色体数目为 11 条 (2000x)j J: 染色体数目为 16 条 (2ωo x); K: 染色体数目为 22 条 (2000x)j
L: 染色体数目为 28 条 000 X ) j M: 染色体数目为 33 条 (2000 X ); N: 染色体数目为 37 条 (2000 X ) 
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3 讨论

3.1 

采用大蕉 ECS 作为大蕉原生质体培养的看护

细胞时，导致原生质体褐化?不能进一步发育。有

研究表明，植物抗性强?更易分泌盼类物质，盼类

物质褐化后可以阻止病原物的侵染从而提高抗逆

性[10J 。大蕉是抗逆性比较强的香蕉品种，在作为

看护细胞时，可能会分泌较多的盼类物质导致原生

质体褐化而不能进一步发育。采用贡蕉 ECS 作为

看护细胞，可以促进大蕉原生质体的细胞分裂和细

胞团的形成，这可能与贡蕉本身的细胞分裂能力、

胚性状态以及贡蕉本身不易褐化有关。在进行香蕉

原生质体培养时?选择合适的 ECS 作为看护细胞

是非常重要的。

3.2 

本研究发现?虽然从 1 X 106 个原生质体获得

2200个左右的体胚，但植株再生频率非常低，只

获得 3 棵正常植株。染色体分析表明?大蕉 ECS 的

染色体数目发生了很大的变异?具有正常染色体倍

性的细胞只占 15ι% 。这可能是引起原生质体再

生频率低的因素 9 但还需要进一步的研究证明。

尽管大蕉 ECS 出现了广泛的染色{体本倍性变异?

但通过原生质体培养仅再生了大蕉固有{倍音性(口2n = 
3x 斗33约)的再生植株O 这种现象在苹果 M，四胁4缸αalL削Lωsp川um

i巾l归αMi泪11. [阳川11川l门]和草莓 F扫raα咱Eαan时iαα侃n阳1α侃nαωssaαDuch. [12J 中也

有报道，说明植物的固有倍性具有选择优势。植株

再生也是一个对变异细胞的选择过程?非整倍性或

者多倍体在竞争中被淘汰?从而使再生植株保持了

固有特征?这对于种质资源的离体保存是十分有利

的?能保持该物种的遗传稳定性。

3.3 大蕉 ECS

体细胞元性系变异是组织培养中非常普遍的现

象[叫。杜捷等对兰州百合 Liliun davidii var. Un忧Z

O旷r (仙ho∞ngρ) cotton 组织培养过程中的细胞染色体行

为进行研究?发现随着继代次数的增加，染色体数

目变异的愈伤组织细胞随之增加[叫。向凤宁等对

玉米 Zeαmαys 1.胚性愈伤组织细胞的染色体观察

发现?随着继代时间的延长?二倍体细胞减少?而

四倍体和非二倍体细胞增多[叫。王正询等也曾提

出香蕉试管苗混倍性变异会积累[16J 。这可能与植

物组织离体培养因素有关。邓秀新等川、 Vardi 和
Spiege1-Roy[18 J 发现各种激素特别是 2 ， 4 - D 的使

用?会导致细胞染色体的变异。本试验所用材料在

各个培养阶段都大量使用 2 ， 4 - D ，是否因此导致

细胞变异频率高还需进一步研究。
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