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芥菜离体培养体系的建立及 

形态发生过程中蛋白变化的研究 
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摘 要：本文以芥菜子叶为外植体进行芥菜的离体培养，实验发现在培养基为MS+0．1 mg／L NAA+3 mj 6_ 

BA的条件下，能够得到最高的愈伤率及分化率。同时本实验利用了SDS．PAGE技术比较 了愈伤组织生长 

及分化过程中的蛋白组分的变化。 
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芥莱(Brassicajuncea．Coss．)是十字花科芸苔属作 

物，长江以南地区广泛种植，分为根芥、茎芥、叶芥、薹 

芥四种类型【】】。利用组织培养技术可以实现离体快繁、茎 

尖脱毒、同时通过花粉培养可获得单倍体等 】。近年来 ， 

组织培养不断的与细胞学、遗传学、分子生物学等学科 

结合，从而产生了一门独立的、崭新的遗传学分支学科 

— — 植物体细胞遗传学。其中，一个重要的研究方向就 

是对植物组织培养过程中的特异性蛋白质的研究【3．4】。在 

植物组织培养过程中，无论是器官发生途径还是胚状体 

发生途径都伴随着特定遗传信息的表达，其分化与发育 

的实质都是基因有序表达与调控的结果。很多基因表达 

的最终产物都是蛋白质，故愈伤组织的分化与发育过程 

中必然伴随着特异性蛋白质的出现与消失，这些蛋白质 

与该时期细胞的功能及组织的形态建成有密切关系，可 

以作为不同发育时期的分子标记。本实验对芥莱组织培 

养体系进行了优化，并对其形态发生过程中的可溶性蛋 

白的变化进行了SDS—PAGE电泳。 

1 材料与方法 
1．1 材料 

圆大头菜、永胜大儿莱两个芥莱品种。 
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1．2 方法 

1．2．1无菌苗的获得 

以圆大头菜、永胜大儿莱为材料培育无菌苗，具体方 

法如下，选取颗粒饱满的种子，自来水冲洗后，用70％的 

酒精消毒60秒，加入5％的NaCIO4消毒15分钟，无菌水 

冲洗3～4次，用灭过菌的滤纸吸干种子表面水份后接种 

到MS(无蔗糖、卡拉胶8 g／L)培养基中，在净化组培室 

(温度25"C左右，光照4000 Ix，16 h／d)中进行培养。 

1．2-2外植体 离体诱导 

取播种8天后子叶完全展开，而第一片真叶尚未长出 

的无菌苗子叶作为外植体，切成2 mm×2 mm大小的子 

叶块，接种到附加不同浓度激素的MS(蔗糖30 g／L、卡 

拉胶 8 g／L)培养基中进行培养。每个组合接种10瓶，每 

瓶接种5个外植体，重复3次，观察并记录外植体的变化 

情况。 

1．2-3可溶性蛋白含量及组分变化 

如表1所示，选取不同时期的材料，分别称重后用液 

氮冷冻后于 一20℃下保存备用。 

参考郭尧君 】，将材料用液氮充分研磨后，加预冷的 

提取液在冰上充分提取3～54,时，离心后取部分上清液， 

加适量的5X上样缓冲液于沸水浴中加热5分钟，离心后 
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表 1芥菜组织培养过程中取材时期 

编号 具形态建成的愈伤组织 编号 不具形态建成的愈伤组织 

点样电泳。另取部分上清液测定蛋白质含量，采用考马 

斯亮蓝法。 

电泳时，采用5％浓缩胶，稳压 50V，12％分离胶， 

稳压 120V，标准蛋白分子量为 105 KDa，79 KDa，51 

KDa，31 KDa，25 KDa，15 KDa，2KDa(购于北京鼎 

国生物技术有限责任公司)。 

提取液：1 mol／LTris—HC1 1．5 InL，甘油2．5 InL，PVP 

0．2g，定容到10mL。 

5X样品缓冲液：0．06 mol／L Tris—HC1(PH 6．8)，2％SDS， 

10％甘油，5％巯基乙醇，0．01％溴酚蓝。 

2 结果与分析 

2．1 不同激素配比对外植体诱导的影晌 

表2不同激素对芥菜外植体的诱导 

芥菜组织培养很难得到完全脱分化的愈伤组织，在 

没有添加激素的MS培养基巾，其外植体只能生根而不 

能形成愈伤组织。培养基中加入少量的2，4一D能对愈伤 

组织脱分化起到一定的作用，但分化频率也会降低。而 

20 

当其浓度较高时，外植体只长出少量大颗粒，排列松散且 

没有再分化能力的愈伤组织。最适合芥菜离体培养的培 

养基为MS+0．1 mg／L NAA+3．0 mg／L 6-BA。得到的组培苗 

在MS+0．1 mg／L NAA即可诱导生根 (见表2)。 

2,2 不同时期的可溶性蛋白含量及组分差异分析 
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图1不同时期愈伤组织的可熔性蛋白质含量 

由图1可知，外植体培养过程中可溶性蛋白的含量出 

现了2个高峰，分别在第2和第4个阶段，而在第三个阶 

段蛋白含量有所下降，但是结合电泳图可以看出，在第三 

个阶段多出来2条谱带，这可能是在该时期，外植体中的 

某些蛋白酶被激活，使原有的蛋白质分解，而外源激素又 

促进了新的能够促进细胞分裂的蛋白质合成。在第4个阶 

段，这些蛋白继续合成，同时也伴随着新蛋白的合成，蛋 

白含量又达到了一个高峰。而不具形态建成的愈伤组织， 

其可溶性蛋白质的含量变化较为平缓 ，且蛋白含量较低。 

由图2可知，愈伤组织生长前期，有65 KDa、70KDa 

蛋白逐渐表达 ，外植体也逐渐膨大 ，．愈伤组织开始形成。 

16KDa 
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图2具形态建成的愈伤组织诱导的蛋白质电泳图 
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图3不具形态建成的愈伤组织诱导的蛋白质电泳图 

愈伤组织快速生长期到分化期间，蛋白组分发生了变化， 

在大量愈伤组织时期有，21 KOa表达，分化时期又增加 

了34 KOa、24 KOa、15 KOa表达，而图3中不具形态建 

成的愈伤组织在这个时期则没有这3种蛋白表达，当具 

形态建成的愈伤组织分化出不定芽后，这3种蛋白的表 

达又被关闭了。 

在不具形态建成的愈伤中，40 KOa的蛋白始终没有 

表达，而在愈伤组织持续生长期18 KOa的蛋白明显表达， 

它在具有形态建成的愈伤组织中却没有表达 ，因此可能是 

这种蛋白的存在抵制了愈伤组织的分化。34KOa、24KOa、 

15 KOa的蛋白只在分化时期才表达，可看作是愈伤组织 

分化的重要标识。 

3 小结 

植物离体培养的过程可以看作是一系列基因在时间 

和空问上顺序表达的结果，蛋白是基因表达的产物，是 

一 定条件下基因顺序表达的引发与抑制的结果。在不具 

形态建成的愈伤组织中，蛋白质合成速率低，含量也少， 

低水平的蛋白表达量可能是愈伤组织不能进行分化的原 

因。而离体培养过程中外源激素对外植体的影响是通过 

改变其内源激素来实现的，在这个过程中内源激素如何 

变化还有待进一步的研究。 
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重庆市科委副主任张文为农业科技工作 

提出五个要求 
为了解重庆市水稻、玉米重大专项及蔬菜重大攻关项目的年度执行情况，重庆市2007年度重大科技项 

目汇报会于2008年1月8日在我院召开。会上，我院院长、重庆市水稻、玉米重大科技专项首席专家唐洪 

军研究员等专家介绍了各专项年度执行情况。张文副主任充分肯定了各项目在育种理论与方法技术创新、新 

材料创制、新品种选育等方面取得的成绩 ，同时为农业科技工作提出五个要求：一要处理好项目数量与质量 

的关系，力求在质量上有所突破；二要注意成果转化与产业基地建设，要通过建立比较稳定的产业基地，加 

速成果转化；三要处理好主攻 目标与副产物的关系，应重视对特异材料的研究：四要注意学术水平提升与交 

流合作，要以更多、更广的学术交流，提升科研队伍的学术水平；五要注意配套资金与财务管理，要建立专 

帐 ，配套资金要到位。 
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