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从小黄瓜和黑子南瓜的幼嫩子叶分离的原生质体在不同交流电场及直流脉冲参数诱导下进行对称融合的

试验结果表明
,

采用含 �
�

� � ��
·

� 一 ,

的甘露醇溶液作为融合液
,

在交流场强 �� �
· 。� 一 , 、

交流频率 � ��� �� � 、

直

流脉冲强度 ��� �
· � � 一 , 、

幅宽 � 。邵
、

脉冲次数 � 次的条件下
,

能获得最佳融合效果 � 融合产物经液体浅层培养

再生成大量愈伤组织
。

该文同时对愈伤组织的遗传鉴定及植株再生进行了评述
。
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黄瓜和南瓜都是葫芦科主要的栽培作物
,

因南

瓜抗逆性强
,

长势旺盛
,

对蔓枯病
、

灰霉病
、

枯萎

病等主要土传病害有很强的免疫性
,

生产实践中
,

常

用南瓜作砧培育黄瓜嫁接苗
。

20 世纪 80 年代以来
,

随着黄瓜离体成苗及遗传转化技术的日益成熟
,

不

少学者尝试通过各种手段将一些有价值的优良性状

转入栽培黄瓜中
,

其中以黄瓜 的遗传转化研究居

多[lj
。

除了基因工程研究
,

黄瓜与南瓜的原生质体融

合被认为是黄瓜抗性改良的一个极具应用潜力的细

胞工程手段
。

但到 目前为止
,

有关黄瓜种间及属间

体细胞杂交研究的报道
,

都仅限于融合技术的研究
,

而对融合条件及培养效率的详细研究则鲜见报

道[l. 幻
。

本研究利用具有高效再生能力的黄瓜子叶原

生质体与黑子南瓜子叶原生质体进行对称融合
,

探

讨了提高黄瓜与南瓜属间体细胞杂交效率的适宜技

术程序
,

并通过诱导培养获得大量再生愈伤组织
。

1 材料与方法

1.1 材料
用于进行融合研究的两个亲本分别是云南黑子

南瓜 (Cu
cu乃ita fi cifo

lia B ou eh e) 和无刺型小黄瓜

(水果黄瓜)—翠秀 (e
.
Sativa: 。v

.

C
u i x i u )

。

原

生质体融合杂交操作在宁波新芝科学器材研究所研

制的 C R Y
一

3 型细胞电融合仪上进行
。

1

.

2 方法

1. 2. 1 原生质体的分 离及纯化 黄瓜子叶的培养
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男
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高级农艺师
,

主要从事园艺植物生物技术研究
。
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及原生质体的分离纯化参见郭德章等阁的方法
。

黑

子南瓜种子洗净后
,

于 28 一 30 ℃的温水中浸种 6~

s h ,

沥干水分
,

在无菌条件下将种壳轻轻夹开
,

用

镊子小心取出种胚
。

取 出的种胚在含 2写次氯酸钠

的安替福明液中消毒 10 m in 后
,

用无菌蒸馏水冲洗

5遍
。

无菌播种采用附加 20 9
·

L
一 ,
蔗糖

、

8 9

·

L
一 ,

琼脂
、

大量元素减半的 M S 培养基
,

播种后于 (2 7士

l) ℃催芽
,

胚萌发后转入 (23 士 l) ℃培养
。

选指数

生长前期的子叶 1 9
,

切成 0
.
5~ 1

.
0 m m 宽的细条

,

加入 10 m l的混合酶液后进行保温酶解
。

酶液组成

为
: 1
.
5% O n ozu ka R

一

1 0 纤 维 素 酶
,

0

.

5
%

M

e e e r o z
y m

e

离析酶
、

0

.

5 线 P V P
、

0

.

5 m
o
l

·

L
一 ’
的

甘露醇及 CP w 盐类
。

黑子南瓜原生质体分离纯化

的其余步骤同黄瓜闭
。

l. 么 2 原生质体的电融合 分离纯化的黄瓜
、

南瓜

原生质体经离心沉淀后
,

往离心管中加入融合液
,

70
0

r
·

m in
一 ,
离心洗涤 1次

,

最后将原生质体重悬

于融合液中
,

将原生质体密度调至 1x 10
5
个

·

m l

一 ‘。

选用 A g 平行电极
,

两电极间距 2 m m
,

融合室容积

为 10 0 风
,

电极使用前经紫外线照射 Z h 灭菌
.
制备

好的原生质体以 1 :1 的 比例混装于离心管中
,

用

100 川移液枪移入融合室中
,

打开 电源调好融合电

参数后
,

开启成串交流脉冲
,

脉冲电压 5~ 40 V
、

频

率 100~ 2 000 kH
z。
原生质体成串后立即激发直流

高压脉冲
,

直流场强 150 ~ 45o v
、

直流幅宽 20~ 50

娜
、

脉冲次数 1~ 4 次
。

原生质体成串及融合效果的

观察在 x sz
一

D Z 倒置显微镜上进行
,

每个电融合参

数处理作 5个重复的观察和记录
。

每次融合操作完

成后
,

将融合物依次移入事先装有 1 m l等量双倍浓

度的培养液的 5 m l离心管中
,

待管中悬浮液达 2 m l

时
,

立即将悬浮液小心吸出浅层植板于 6
。
m 培养皿

中
。

融合产物的培养方法参见水果黄瓜原生质体的

培养阁
。

试验结果的数据为 3 次重复的平均值
。

2 结果与分析

2
.
1 融合液组分对原生质体成串的影响 本研究

先后采用了 3种类型的融合液
:
¹ 含 。

.
5 m ol

·

L
一 ,

的甘露醇的 CP W 盐类溶液
;
º 含 1~ 5 m m ol

·

L
一 ’

的 C
aC12+ 。

.
5 m ol

·

L
一‘
甘露醇的溶液

;
» 含 0

.
5

m ol
·

L
一 ’

的甘露醇溶液
。

用于原生质体成串试验
。

在融合仪可调节的电参数范围内
,

前两种融合液均

无法使原 生质体在 电场作用下排列成串
,

而 0
.
5

m ol
·

L
一 ‘
的甘露醇溶液却极易使原生质体在电场作

用下迅速成串(图 1
一

C )

。

说明适宜的融合液组分是促

成原生质体成串的先决条件
,

融合液中无机盐的存在

能形成较高的电介质浓度环境
,

不利于原生质体在电

场作用下形成偶极子
,

进而影响原生质体的成串
。

应

当使用电导率较低的等渗液作为融合介质
。

2

.

2 交流场强
、

频率对原生质体成串及融合率的影

响 将交流场强及频率两种电参数中的一种设为适

当值(场强 25 V
· 。

m
一 ‘、

频率 2 000 kH
:)时

,

另一种

参数均可单独对原生质体串长及融合频率产生显著

影响(图 2)
。

在一定范围内
,

交流场强与串长
、

融合

率
,

交流频率与串长
、

融合率均呈正相关关系
,

但两

种参数都有一个最适的峰值
,

场强和频率超过最适

峰值时
,

原生质体串长及融合率将急剧下降
。

场强

25 V
· 。

m
一 ‘、

频率 2 000 kH
:
是最佳的融合参数值

。

2

.

3 方波脉冲强度和幅宽对原生质体融合率及植

板率的影响 方波脉冲在原生质体融合中的作用是

使原生质膜产生可修复性击穿
,

进而诱发原生质体

产生融合
,

脉冲参数的正确调整是原生质体融合成

败的关键
。

从图 3 可以看出
,

在一定范围内
,

随着

场强的增大
,

融合率呈上升趋势
,

当场强超过 200

V
· 。

m
一 ‘后

,

融合率开始下 降
,

当场强达到 300

V
· 。

m
一‘

时
,

原生质体开始大量破裂
。

另一方面
,

随

着电流强度的不断增大
,

细胞分裂频率呈明显的下

降趋势
。

融合试验表明
,

场强太低时
,

细胞膜无法

被有效击穿
,

融合率无法达到要求
,

但场强太高将

因细胞分裂频率低而无法获得足够多的融合克隆
,

以 15。~ 2 0 0 V
· 。

m
一’

为宜
。

类似的结论在十字花科

蔬菜的细胞融合中也曾有报道比习
。

大量的融合试验研究证实
,

幅宽的适当增加(20

娜 以上 )能通过方波作用时间的延长得到较高的原

生质体融合频率[’. 卜幻
。

本试验在适宜的交流电场和

直流场强下
,

方波直流幅宽从 10 邵 升到 40 娜
,

融

合频率不断升高
,

细胞分裂频率略有下降
,

当幅宽达

80 那 时
,

原生质体易出现破裂现象
。

以 40 拌: 为较

适的幅宽(图 3)
,

幅宽过大易对原生质体造成伤害
;

则会因细胞没有充分接近而影响融合率图
。

2

.

4 脉冲次数对原生质体融合率的影响 侯喜林

等闭在白菜原生质体电融合中认为
,

在低场强下
,

重

复电击有助于融合频率的提高
。

图 4 表明
,

采用 200

V
· 。

m
一 ‘
的方波直流

、

3 次脉冲的处理
,

能获得最高

的融合率
。

脉冲次数超过 3 次时
,

易使原生质体被

过度电击而崩溃
。

因此
,

脉冲次数不可过多
,

以 2 ~

3 次较为理想
。
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图 1 黑子南瓜与黄瓜原生质体的融合及愈伤组织的再生

F应9
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注
: A
.
等体积混合后的黄瓜及黑子南瓜子叶原生质体

,

标尺 二10
卜m ,

B. 典型的黄瓜与黑子南瓜原生质体
,

体积较大
、

颜色较浅的是黄

瓜原生质体
,

直径较小
、

颜色较深的是黑子南瓜原生质体
,

标尺 二10 拜m ; c 双亲原生质体在电场作用下成串的情形
,

标尺 二50 卜m ; D.

未施加直流脉冲的双亲原生质体
,

标尺~ 30 拜m ,
E. 施加直流脉冲后的瞬间

,

标尺= 30 拜m ; F
.
2 m in 后胞质融合的情形

,

标尺二 30 “m ;

G
.

融合产物的首次分裂
,

标尺~ 20 拼m ; H. 融合产物的二次分裂
,

标尺 “40
产m ; L 体细胞克隆的形成

,

标尺二 10 。卜m ; J. 培养后 25 d

形成的小愈伤组织
,

标尺 ~ 1
。
m

;
K
.

培养45 d的愈伤组织
,

L
.

转人平板 3 周后的愈伤组织
。

2

.

5 融合产物的培养及愈伤组织的再生 镜检显

示
,

在适宜的融合参数下
,

黄瓜及黑子南瓜原生质

体在方波直流作用的瞬间
,

原生质膜被击穿后即开

始双方胞质的融合
,

数分钟内可形成一个完整的融

合子 (图 1
一

D

、

E

、

F )

。

在悬浮液中
,

黄瓜子叶原生

质体呈浅亮绿色
,

直径较大
;
黑子南瓜子叶原生质

体呈暗绿色
,

直径较小 (图 1
一

B )

,

可以通过目测加

以鉴别
。

融合产物按水果黄瓜子叶原生质体的培养

方法植板于 m K M SP 培养基中
,

在第 3 d 后即可观

察到大量分裂 (图 1
一
G

、

H )

,

12 d 后出现肉眼可见

的细胞克隆 (图 1
一

I

、

J)

,
4 周后形成直径 1~ 2 m m

的愈伤组织 (图 1
一
K )

。

通过对再生产物的观察发现
,

培养皿中的愈伤组织可分为两种形态
:
一种类型呈

白色至浅黄色
,

表面粗糙
,

增殖速度较快
;
另一种

类型呈黄色至黄绿色
,

表面具奶油光泽
,

增殖速度

明显较慢
。

在倒置显微镜下可观察到
:
前者的细胞

较均一
,

组成
、

形态和水果黄瓜十分相似
。

而后者

的细胞在形态及组成上变化较大
,

推测其可能是真

正的杂种细胞
。

本研究将两种类型的再生产物分开

培养
,

进行了植株分化的诱导
,

但截至目前
,

两种
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距离
。

首先
,

我们在融合效果判断
、

融合子鉴定
、

融

合子检出过程中
,

主要依靠常用的基于形态学描述

的感观指标为手段
,

还未引入荧光染色
、

同工酶
、

D N A 多态性分析等细胞学
、

分子生物学手段对融合

过程及融合产物进行监测
,

这使得在对融合培养物

的早期判断及评价上缺乏遗传学依据
,

从而影响杂

种选择的效率及杂种的真实性
。

张国兴等曾采用诺

丹明 6G (R 6G ) 及碘乙酸 (I O A ) 分别对黄瓜及南

瓜子叶原生质体进行灭活处理
,

利用双亲原生质体

融合后能产生生理补偿效应的原理建立了黄瓜与南

瓜融合子的选择系统
,

并成功获得了体细胞杂种愈

伤组织图
。

这种选择方式能相对提高融合子选择的

效率
,

同时也存在难以克服的局限性
,

那就是代谢

抑制剂 R 6G 和 IO A 的使用将难以避免地使原生质

体的活力及融合率降低
,

不利于大量融合产物的获

得
。

另一方面
,

融合培养物中出现了一类与来源于

其亲本之—黄瓜子叶原生质体的愈伤组织相似的

愈伤组织
,

实验证明
,

此类愈伤组织无法通过与黄

瓜原生质培养类似的方法培养出再生植株
。

这间接

说明了融合产物在生理特征
、

遗传背景等方面的复

杂性
。

也就是说
,

杂种植株的最终获得可能还需要

更多新的技术措施
。

三
, 5

2

脉冲次数 (次 )

图 4 脉冲次数对原生质体融合率的影响

Fig ·

4 E f f

e c

tS
o

f d i

r
e e

t p

u , s e n 比
m b

e r o n e e l l f o s io n
r a te

培养物在 30 多种诱导培养基上还未见植株的分化
。

3 讨 论

借鉴水果黄瓜原生质培养总结的一套高效培养

技术
,

本研究相继获得了南瓜子叶原生质体和黄瓜

与黑子南瓜体细胞对称融合后培养再生的愈伤组

织
,

在葫芦科作物中细胞工程的应用做了有益的尝

试
,

为今后黄瓜的遗传操作提供了科学依据
。

但本

研究所获得的培养物离进入实用验证阶段仍有一定
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