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红花细胞克隆的平板培养

周 平
. 郑 光 植

/中国科学院 昆明植物研究所
,
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摘 要

在红花 ∗+ 。 ,
肠

,

朋
‘ 。 。5& ∋6

,

&78 ∀ 细 抱克隆的平板培养中很多因素都能影响其植板率
,

如培

养基的 9 : 直
,

无机盐中
,

;勺 < :
;
< =

, 、 3 2 1 2 ;

比
、1 2 −

; 有机酸中的柠檬酸
、

珑拍酸
、

苹果酸及

延胡索酸
,

谷氨吮胺和精氮酸
,

葡萄塘
,

椰乳和水 解乳蛋白等
。

向培养基中加人 � 2
�) > ?7 柠檬

酸或 ! ≅ > Α ∃ 虎拍玻脂显著提高植板率
。

适 量的人参寡糖及黑节草寡撼应用对促进红花细胞

克隆生长取得很好效果
。

常规的高压灭 茸最不利于细 胸生长
,

在 �1 磅 Α
‘“、,

灭菌 1 分钟效果

较好
,

过滤灭菌效果最好
。
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介
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本文于 ��   产
爵∋ 月收到

, � �  年 � 3月 Μ义主以雇改稿
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本文
−

导到王世体同志的蒂幼井提 供人参寡聚摘和黑节草寡未塘
。

甘烦远同志赠送了红花茎愈伤组织
。

在此一
并致谢
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用细胞克隆技术培养 出的克隆系是同源细胞
一

系
,

具 有筛选效率高
、

筛选出的优良细胞

系稳定性高
、

筛选量大
、

操作简便等优点囚
。

因而许多研究者把它作为探索遗传
、

变异
、

化

榭
、

生长
、

分化以及生物合成等问题的重要工具
。

国际上用细胞克隆技术筛选高产次级代

谢物细胞系的研究十分活跃
,

并已获得大量成果以
, ,∃4 一�0� 。

而我国在这方面的研究尚未见

报道
。

材 料 和 方 法

将悬浮培养第二代的红花细胞悬浮培养物经 3 12 产≅ 孔径尼龙网过滤
,

或再经 β0 拼≅

孔径尼龙网第二次过滤/凡不特别指明
,

均为一次过滤∀
。

收集滤液
,

便得较分散的细胞
。

3 次过搏所得的单细胞占  0 −β 务
, 3一 ! 个细胞的细胞团占 �2 多

, 4一  个细胞钓细胞团

只 占 !
−

4 必
。

然后将滤液在 �。。。转 Α分离心 1 分钟
,

用吸管吸去上清液
,

沉淀细胞在 !1 一

钊℃下与培养基混合
。

取  ≅ ∃ 这样的混合液均匀铺在 , 个 !
−

85 ≅ 直径的培养皿中
。

待培

养基凝固后
,

用 争,6 ,∗ Μ∃ ≅ 膜封好培养皿
,

于 30 ℃ 左右培养
。

植板率 /Β Φ 下同∀是每毫

升培养基中田现的可见克隆数与接种时活细胞数之比的百分数
。

每一实验处理 为 1 个重

复
, 9 值均小于 2− 2 � ,

故这 1 个重复的植板率的平均值为该处理的植板率
。

每一实验又

重复一次
。

红花细胞平板培养的基本培养基是在 Ρ ,∋ 等 /� � β β ∀〔βΥ 的基础上修改而成
,

即去掉

维生素 Δ
、

∴
, 、

(∃
# ,

对氨基苯 甲酸
、

玉米素及丙酮酸钠
。

补充唬拍酸和 Ρ Ε
,

改变下列

化合物的用量
#
蔗搪 31 ≅ > Α∃

,

延胡索酸 8≅ > Α �
,

苹果酸 8≅ > Α �
。

红花细胞的悬浮培养

基与平板培养基类似
,

去掉了所有的有机酸
。

每一试验均为单因子对比实验
。

如调培养基组分仅改变组分或组分含量
。

实 验 结 果

/一∀ 培养基不同灭菌处理对植板率的影响

将培养基分别用过滤灭菌
,

常规高压灭菌及 �1 磅广
5
耐 下灭菌 1 分钟处理

,

发现过滤

灭菌对红花细胞生长最为有利
,

常规高压灭菌后的培养基几乎使红花细胞不能生长成可

见克隆 ; �1 磅 ?
。
心 1 分钟灭菌处理虽不如过滤灭菌对细胞生长有利

,

但比常规高压灭菌

更适宜一些/表 �∀
。

因而在做以下的实验处理时
,

采用了 �1 磅 ?
5
耐 下灭菌 1 分钟的方法

灭菌
。

这一方法的灭菌效果几乎与常规高压灭菌效果一样
,

很少有污染出现
。

表 � 不同灭菌处理方法对植板率的影响

Ε , Ξ ∃% � Ε Λ % Μ ) ∗∃ Π % ) % % ∋ ∗ 8 & % 6 Μ∃Μ Θ % Ν ≅ % 6Λ ∋ Ν 8 ∋ ) 9 ∃, &Μ) > % ∗∗Μ5 Μ% ) %Τ

灭菌方法

1 & % 6 Μ ∃ΜΘ % Ν − % &Λ ∋ Ν 8

过滤灭菌

Ι Μ∃&% 6

高压灭菌 , �1 磅 Α
5 ≅

? , , 分钟

Δ Π & ∋ % ∃, ς 。 , �1 ∃Ξ 8

Α
5 ≅

? , 1‘ Μ二 8

高压灭菌
, �1 磅 Α

% −
3 , �1分钟

Δ Π &∋ % ∃, ς % , �1 ∃Ξ 8 Α % ≅
? , � 1 ≅ Μ二 8

植板率

Β Φ /χ ∀

� 
−

2

∃
。

β

2
。

2



β 期 周 平等 # 红花细胞克隆的平板培养

/二∀ 培养基 9 : 值对植板率的影响

培养基的 9 : 值对细胞克隆生长的影响很大 /图 � ∀
。

当 9 : 低到 4
−

� 时
,

未见克隆形

成
,

当 9: 高于 1
−

1 以上时
,

植板率很快下降
。

培养基对红花细胞生长的最适 9 : 为 1
−

1 。

/三 ∀ 无机盐对植板率的影响

改变培养基中 微 量 元 素 ϑ ) Κ=
Υ −

Β玖 χ ∀7

Θ ) Κ=
礴

以及大量元素 < :’< = !

的浓度
·

;

发现三者在不同的浓度下相应的植板率

不同
。

当培养基中 ϑ ) Κ= 。
·

Κ:
?=

·

的浓 、

度为 ?∋ ≅ > Α �时
,

其植板率达到最高值
,

高于或低于这一浓度
,

植板率均下降/图 !

3 ∀
。 Θ ) 8∋ ;

·

β:
?∋ 对克隆生长的最适

浓度为 �
−

∋≅ >八 /图 3 ∀
。

<氏< ∋ ,

的加 #

人抑制克隆生长
,

不加 <氏< = 。

植板率

最高
,

为 � ! 多
。

随着 <凡< = 。

浓度的 �

增加
,

植板率下降 /图 3 ∀
。

/四 ∀ 葡萄糖对克隆生长的影响 ∋

红花细胞经过二次过滤处理后
,

在

只含蔗糖做碳源的 ( 培养基 中 也 能 生

长
,

但加人一定量葡萄糖后
,

植板率提高

/图 ! ∀
。

葡萄糖对克隆生长的最适用量为 � 2 � Α �
。

/五 ∀ 两种氨基酸对克隆生长的影响

凌
−

� 石
一

3 玩1 1
−
 呀

一
� Β:

图 & 9 : 值对植板率的影响

Ι Μ>
−

∃ Ε Λ % Μ) ∗∃ Π % ) 5 % ∋ & Β: ∋ ) ΒΦ

谷氨酸胺和精氨酸对红花细胞克隆生长是有影响的 /图 4 ∀
。

当谷氨酸胺和精氨酸浓

度为 2
−

, ≅ ∋ ∃Α∃ 时
,

植板率比不加这两种氨基酸的对照有所增加
,

但两者浓度大于 2
−

8≅ ∋
∃Α ∃

时
,

则表现出对红花细胞生长的抑制作用
。

/六 ∀ 有机酸对克隆生长的影响

从图 1 中可以看出
,

柠檬酸和琉拍酸对红花细胞克隆生长的影响较大
。

当培养基中

不加这两种有机酸时
,

几乎未见克隆形成
,

当培养基中加入 �2 ≅ > Α∃ 柠檬酸或 ! ≅ > Α∃ 唬拍

酸时
,

植板率达到相应处理的最高值
。

但 当唬拍酸浓度大于 8≅ >八时
,

便不利于克隆生

长
,

植板率下降到几乎为 。。

/七∀ 复合添加物对克隆生长的影响

当向培养基中加人 32 一42 ≅ > Α � 椰乳时
,

对克隆生长有促翅洲乍用
,

但 当 浓 度 大 于

4 =≅ > Α � 时则抑制克隆生长/图 0 ∀
。

向培养基中加入水解乳蛋白时
,

植板率有较明显的提高
。

水解乳蛋白对红花克隆生

长的最适浓度为 02 ≅ > Α∃
。

/八∀ 两种寡糖对红花细胞生长的影响

不同浓度的人参寡聚塘和黑节草寡聚糖都显著提高了红花细胞 克 隆 的 植板 率 /图

β ∀
2

,

通过以上对最初采用的培养基
Χ0α 的 9: 值

、

大量及微量元素
、

碳及氮源
、

氮基及有机
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复合添加剂等进行了调整
,

形成了适合红花细胞克隆生长的培养基 Χ ∃表 ∗ &
。

在培养

基 Χ 上红花细胞克隆的植板率为 +− % 左 右
。

讨 论

我们曾做过离析酶处理和密度梯度离心实验
,

结果与尼龙网过滤法所得的分散细胞

无甚差别
,

因而选用尼龙网过滤法
。

本文所报道的植板率均为培养 斗周时的植板率
,

因此

时各处理间的差别较之后期明显
。

若延长培养时间
,

植板率还会提高
。

平板培养由于其方法简便
,

一次能处理大量细胞
,

又便于镜检细胞生长分裂情况
,

因

而成为细胞克隆研究中应用普遍的方法
。

但普通平板培养的植板率不高 αΟ, ‘
,

Σ, ,

因此必须

对培养基作大量调整
。

如铁态氮对红花细胞生长有较强抑制作用
,

只有加人谷氨酸胺或

精氨酸形式的还原态氮源时才有促进生长作用
。

这与 Ι 3Φ ΔΠ Φ 等 ∃ , ?( ∗ &
〔幻
及 6 ΝΔ Α Β 等

∃ , ? ( + &
〔Ο−ϑ 的结果相似

,

但与 Χ Β] 6 2Ν 3
∃ , ? Σ− &切 的结果相反

。

向培养基中加人适宜浓度的

硫酸锌
、

葡萄糖
、

氨基酸
、

有机酸及复合添加剂对红花细胞克隆生长是十分重要的
,

特别是

其中的柠檬酸和琉拍酸
。

学者们认为植物培养细胞能通过胞膜将其有机物流失到培养基

中
,

导致细胞不能继续正常分裂生长时 , 一因 。

向培养基中补充某些有机物
,

就会减少细胞

中这些物质的流失
,

本研究中有机物的影响十分明显
。

在植物组织培养中应用寡糖是近几年来的事α,.δ
。

细胞克隆培养中应用寡糖还未见报
道

。

本文选用的两种寡糖对红花细胞克隆生长和提高植板率都很显著
。

但由于所用的寡

糖是几种寡糖的混合体
,

故要确切了解是哪一种或哪几种寡糖在起作用
、

起多大作用还需

迸一步研究
。



β 期 周 平等 # 红花细胞克隆的平板培养 , � �

培养基的灭菌方法对植板率的影响相当大
,

常规高压灭菌非常不利于细胞生长
。

过

滤灭菌不仅繁锁
、

污染率高而且不适于固体平板培养
。

通过实验
,

高压 /�1 磅∀灭菌 1 分

钟为简便
、

污染少的适用方法
。

−
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