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细胞全能性学说认为
,

植物的细胞具有发育为胚胎和植株的潜能
。

细胞和组织培养的实

践表明
,

虽然不是植物所有细胞都具有全能性
,

但是的确许多类型的细胞可以在离体培养条

件下发育为胚状体或者植株
。

正因为如此
,

在细胞水平上进行的任何遗传操作
,

通过细胞培

养和植株再生
,

最终可以将细胞的遗传修饰变成植物的遗传修饰
,

从而改变 了整个植物的遗

传特性
。

此外
,

植物细胞的全能性使得它们能够在培养条件下无限的分裂和增殖
,

我们可以

利用植物细胞的大量培养的方法
,

使它们像微生物一样
,

在生物反应器中生产有用的化合

物
。

因此
,

我们把细胞全能性学说看作是细胞工程的理论基础
。

细胞全能性学说是在细胞学说和组织培养实践的基础上建立起来的
。

细胞的发现可以

追溯到 17 世纪
。

1 6 6 5 年英国学者胡克 (R o b ert H o o k e )被好奇心所驱使
,

想知道做瓶塞的软

木为什么那么轻
,

于是就在显微镜下观察软木的切片
。

他发现
,

软木是 由一个个极小的小室

(c e
ll) 构成的

,

从此
c
ell 一词在生物学上便被称为细胞

。

实际上胡克当时看到的仅仅是植物

细胞的外壳—
细胞壁

。

后来的研究发现了细胞内部的各种结构
,

也认识到除病毒和噬菌体

以外
,

种类繁多的生物都是 由细胞组成 的
。

1 8 3 8 年德 国植物学家施莱登 (Mat thias Ja c o b

sc hl ei de n) 总结了前人的研究结果
,

提出
: “

一切植物
,

如果它们不是单细胞 的话
,

都完全是

由细胞集合 而成的
,

细胞是植物构造的基本单位
。 ”

与此同时
,

德国动物学家施旺 (T heo dor

Sc h w an n) 在动物学领域提 出了相似的观点
。

他们 的观点形成了作为 19 世纪三大发现之一

的细胞学说
,

这一学说的基本论点是
:

细胞是生物结构
、

功能和发育的基本单位
。

19 世纪末叶
,

显微技术的改进促使细胞学迅速发展
。

德国细胞学家S tra s s b盯ge
r
在 1 8 7 5

年首次观察到存在于细胞核内的染色体
,

不久 H e r tw ig (1 5 7 6 )和 St r a s sb u r g e r (1 5 5 4 )在动物

和植物中分别描述了受精过程和精卵融合现象
。

1 8 8 2 年
,

Fl em m in g 观察了蛛螟体细胞分

裂时的染色体行为
,

并第一 次用 有丝分裂 (m itos is )来描述这 一过 程
。

B ov er i(1 8 9 2) 和

St ra ss bu rg er 各 自描述了动物和植物的减数分裂过程
。

通过这一过程
,

染色体数 目减半
,

从

而证实了 w ei s m an n( 1 8 8 3) 的假设
,

即有性生殖之前性细胞的染色体的数目减半
,

而在精卵

融合时染色体数 目加倍
,

从而保持生物体细胞 内的染色体数 目的稳定
。

1 9 0 0 年孟德尔定律

的重新发现使人们认识到染色体实际上是遗传因子的载体
。

当时的生物学家意识到
,

既然细

胞内具有同样数 目的染色体
,

每个细胞 自然就携带了彼此相同的全部遗传因子
,

因此也应当

像受精卵 一 样
,

具备分化 和发 育 的潜能
。

第一 次 提 出这 种 观点的是 德 国植 物 学 家

H ab er la nd t
,

他在 1 9 0 2 年发表了著名论文《植物细胞离体培养实验 》
,

距今正好 1 00 年
。

文章

指出
,

作为高等植物的器官和组织基本单位的细胞有可能在离体培养条件下实现分裂分化
,

乃至形成胚胎和植株
。

这种见解后来被称为细胞全能性学说 (ce ll tot ip ot en o y )
。

该文还报道
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植物细胞工程与分子育种技术研究

了几种植物的细胞和组织的培养试验
,

但是由子当时的条件所限 ;都没有成功
。

从 20 世纪 30 年代起植物组织和细胞培养开始迅速发展
,

1 9 5 1 年 S koo g 和 T sui (崔 )揭

示
,

在加有 IA A 和腺嗦吟的培养基上
,

烟草茎段的髓组织 的细胞可以分裂和生长
,

并且分化

形成不定芽
。

这是人荣第一次从离体培养的植物组织诱导出芽和植株
。

后来 M ill er 等 (

1 9 5 5) 从 D N A 的降解产物中分离 出 6
一

吠喃氨基嚷吟 (激动素 )
,

并发现它不仅可 以代替腺嚓

吟诱导烟草茎段分化芽
,

而且诱导芽分化 的效力比腺嚓吟高三万倍
。

这一研究为诱导离体细

胞的器 官分 化提供了有 效 的方法
。 ,

此 后 M tri r ( 1 9 5 4 )利用 液体 振荡 培养烟 草和 万寿 菊

(T a g et es ere ct a) 愈伤组织的方法建立 了悬浮细胞培养物
,

然后用机械的方法从细胞悬浮液

中取 出单个细胞
,

将单个细胞放在滤纸上
,

在滤纸的下面放置愈伤组织和培养液
,

首次实现

了离体条件下 单个细胞 的分裂和愈 伤组织 形成
。

这种方 法后来被 称为滋助 培养 (n ur se

cu ltu
r e )

。

1 9 5 8 年 st e w ar d 培养来 自胡萝 卜根的悬浮细胞
,

并成功地诱导单个的悬浮细胞发

育为成熟的胚胎
,

完全证明了H ab
e ri an dt 提出的细胞全能性学说

。

至今已
‘

经在 1 0 00 多种植

物上
,

从各种类型的组织和细胞
,

甚至原生质体
,

诱导出胚胎和完整植株
,

因此植物细胞的全

能性的存在已是不争的事实
。

1 胚性细胞
—

植物的干细胞

植物组织培养 的大量实践证实了植物细胞全能性学说
,

但是也告诉我们
,

并不是植物体

内的每一个细胞都具有全能性
。

一般说来
,

高度分化或特化的细胞
,

例如筛管细胞和根冠细

胞
,

已经失去分裂和再分化的能力
,

即使在离体培养的条件下
,

也不可能发育成植株
。

只有那

些 胚性 细胞 或分化程 度不高 的细 胞才可具 备发育 为胚胎 或植株 的全 能性
。

胚性细胞

(e m b r yo g e n i。 e e lls 或 e m b r y o n ie 。ells )一词最早见于在 2 0 世纪 5 0 年代植物组织培养的文献

中
,

其含义与近年来动物细胞学家提出的胚胎干细胞基本相同
。

毫无疑向
,

被子植物的合子是胚性细胞
,

植物的早期胚胎细胞也属于胚性细胞
。

植物的

分生组织细胞也是一种胚性细胞或胚胎干细胞
。

我们知道
,

植物的发育模式与动物有很大的

区别
。

动物的器官分化是一个有限的过程
,

在胚胎成熟时器官的分化过程已经完成
。

而植物

的器官分化在某种意义上是一个无限的过程
,

种子中的胚胎萌发成苗后
,

在整个生活史中不

断地形成新的器官
,

如根
、

茎
、

叶
、

花和果实
,

直到生命的终结
。

多年生植物的器官发生可 以年

复一年地反复进行
,

延续数十年乃至数百年
。

植物连续的器官分化是 由顶端分生组织来完成

的
,

可见它们是一种具有全能性的细胞
。

有些植物的成熟器官和组织中也保留着一些胚性细

胞
,

因为有些类型的植物细胞可 以在机体上或培养条件下发育为植株
。

最典型的例子是落地

生根 (K al a nc ho
。 la x价ol 的

,

其叶片周缘组织特定部位中遗留的胚性细胞能够沿着叶片的四

周形成不定芽
,

然后发育为具有根系的小植株
,

脱落到地面
。

有趣的是在许多植物种类上
,

一

些分化程度较高的细胞
,

例如叶肉细胞
、

表皮细胞
,

乃至花粉细胞
,

仍然可以在离体条件下经

过脱分化和再分化过程
,

形成胚胎或植株
。

但是分化细胞如何才能恢复胚性
,

仍然是植物细

胞生物学中尚未完全解决的重要问题
。

细胞全能性和细胞脱分化的分子机理和基因调控
,

将

是 21 世纪细胞分子生物学的一个重要的生长点
。

植物家早就发现
,

在 自然条件下
,

植物体内的许多细胞可以不断地产生不定胚或芽
,

表

明他们保留着胚性
。

在自然界表现 出胚性的细胞可以分为三大类
,

即早期胚胎细胞
、

茎端分

生细胞和成熟组织中遗留的胚性细胞
。
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朱至清等
:

植物细胞工程的理论基础
:

细胞全能性学说

1
.

1 合子和早期胚胎细胞

精卵结合产生的合子
,

合子发育为胚胎
,

因此合子是真正意义上的胚性细胞
。

许多植物的早期胚胎细胞可以通过裂生多胚 (c le a va ge p ol ye m b r
yo ny )方式产生两个 以

上的胚 (胡适宜
,

1 98 3 )
,

说明它们是一群胚性细胞或者胚胎干细胞
。

裂生多胚现象普遍存在

于裸子植物 中
。

例如松属 (尸动 u : )植物的原胚细胞一般会发育出 4 一 8 个各 自分离的胚胎
。

由

一个原胚裂生的多胚之间存在着竞争
,

4 个胚胎中的一个可以发育为成熟胚
,

其余的 3 个渐

渐败育
,

到种子成熟时便看不到任何痕迹
。

被子植物中裂生多胚现象比较少见
。

在郁金香
、

椰 子
、

美 洲 鹿 百合 (E ry th ro ni u m a m
e ri ca n u m )

、

耳 叶报 春 (尸ri m u ra a u ri c

ul a ) 和美 冠 兰

(E ul ap hi a
eP id en d ra e。 )等植物中曾观察到裂生多胚

,

它们是从原胚顶部的细胞增生形成

的
。

有些植物可以 从胚柄 细胞增殖产生多胚
,

在称猴桃 (A ct i爪di a 。hine ns i: )
、

悉辉半边莲

(L o 西e zia syP人izit ic a )和外果木 (E x o c a
rP

u s sP a rt e u s )都记载过这种情况 (胡适宜
,

1 9 8 3 )
。

胚胎

发育到一定阶段 只有两端各有一 团细胞保持着分生状态
,

后来发育成为茎端和根端分生

组织
。

1
.

2 顶端分生组织中的干细胞 (胚性细胞 )及其基因调控

植物连续 的器官分化是由顶端分生组织来完成的
。

顶端分生组织是植物胚胎胚芽和胚

根顶端的分生细胞团
,

分别称之为茎端分生组织和根端分生组织
。

茎端分生组织包含全能性

细胞
,

它们相当于动物的胚胎干细胞 (e m b ry o ni c s te m 。el ls )
,

可以不断分裂和分化
,

形成各

种器官
。

根端分生细胞只能分化出根组织
,

很像是动物的组织干细胞 (t is s u e st e m ce lls )
。

植物的茎端分生组织 (S A M ) 为一半球型结构
。

外面的两层细胞 (Tl
、

T 2) 组成的结构叫

做原套 (t u n ni c a )
,

它们能进行垂周分裂
,

保证分生组织的表面增长
,

在生长点的基部 T Z 层

的细胞也有平周分裂
。

Tl 层成为以后器官的表皮组织
,

T Z 层衍生的细胞构成皮下组织以及

花粉粒和胚珠的生殖细胞
。

原套的细胞层数随植物种类而异
,

可以是 2 层
,

也可以是 1 层或 3

层
。

原套下面的分生组织的中央部分叫做原体
,

它 由多层细胞组成
,

分裂时按照多个方向进

行
。

原体发育出茎的皮层
、

髓和维管系统
,

以及叶和花器官的最里层细胞 (Je ni k an d Iri
sh

,

2 0 0 0 )
。

原套和原体的中央部分统称为分生组织 的中央区 (ce n tra l z o n 。 )
,

由一团有丝分裂活

动不旺盛的胚性细胞 (干细胞 )组成
。

而分生组织周围区 (p e r iPher al z o n e )由分裂速度较快

的细胞组成
,

器官原基就在这里产生
。

中央干细胞分裂后产生两部分
,

一部分仍然保 留在分

生组织的中央
,

叫做干细胞后裔 (pro ge
n y of s te m o

ell
s )

,

保持全能性
,

另一部分叫做子代细

胞 (dau g h te : c
ell

s )
,

将离开中央带逐渐向分生组织周围区移动
,

它们在周边分化成新 的器官

原基 (徐云远
,

20 02 )
。

综上所述
,

茎的顶端分生组织的中央带永远存在着全能性的胚性细胞
,

所 以离体培养植物的生长点便可以不断地产生苗和植物体
。

拟南芥菜 (A ra bi d oP si : th al ia na )的与生长点的形态和发育模式有关的突变体为研究分

生细胞 的基因调控提供了试验材料
。

通过对
: t m 突变体的研究发现了一个与维持顶端细胞

的分生状态有关的基因
。

拟南芥菜的
: t m 突变体 (sh o ot m er iste m le s s )的特点是胚胎发生过

程中不能形成茎端分生组织
,

这一特性的出现是 S T M 基因突变的结果
。

由拟南芥菜克隆的

S 了
,

材 基因及其推导的编码蛋 白的氨基酸序列说明S TM 基因是编码H o m eo d o m ai n
类的K N

基因家族的一员
,

很可能是通过转录调控而影响S A M 的形成
。

S T M 基因功能是在整个发育

过程 中保茎端分生组织的结构建成
。

S T M 基因作用于W U S 和 Z IL 基因的上游
,

后两基 因在

维持分生组织细胞的不分化 特性上具有重要 的作用 (E n d r iz z i e t a l
. ,

1 9 9 6 ; L o n g e t a l一
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植物细胞工程与分子育种技术研究

1 9 9 6 ;
许智宏

,

1 9 9 7 )
。

对另一个突变体w u ,
的研究揭示 了一个维持顶端分生组织中央区的保持干细胞特性的

基 因W U S
。

w u :
突变体的主要特征是发育迟缓

,

几片真叶形成后
,

茎尖变得平坦
,

主茎的生

长也随之停止
,

这是由于调控细胞全能性的W U S 基因发生了突变
。

w us 突变体的遗传学分

析证明
,

W U S 基因定位在拟南芥染色体 11 上
。

基因克隆和测序的结果表 明
,

它编码一个有

2 9 1 个氨基酸组成 的同源异型蛋 白 (ho m e o d o m a in p r o te in )
。

W U S 基 因是干细胞促进途径

(s t e m e e ll
一p r o m 6t in g p a th w a y )中的 重要调控 成分 (B r a n d e t a l

.
, 2 0 0 0 ;

许云远
, 2 0 0 2 )

。

W U 了在拟南芥胚胎的分生组织中就开始表达
,

R N A 原位杂交表明
,

在 16 细胞的胚胎中
,

中

央的 4 个细胞中有W U S m R N A 存在
,

而在外周的细胞检测不到
。

胚胎增大后
,

仍然是 中央

的 4 个细胞中存在W U S m R N A
。

鱼雷胚时期 (tor Pe d o st ag e)
,

分生组织中有W U S 的表达
,

但是在原套的 L l 和 L Z 层细胞无表达
。

在胚胎晚期
,

W乙15 仅在分生组织的L 3 层 (原体的最

上一层细胞 )之下的几个细胞中表达
,

这一分布模式一直延续到花分生组织出现
。

该基因在

分生组织三层细胞之下表达
,

以非细胞 自主方式 (: , o n 一 e e lla u t o n o m o u s m a n n e r )决定其上方

细胞 的干细胞性质
,

因此将表达 W U S 的区域看作是一个新的功能单元
,

叫做干细胞组织中

心 (M a ye r et al
.

, 1 99 8 )
。

w U S 的表达不仅能够维持细胞处于干细胞状态
,

还能够激活邻近

细胞中的C五V 基因
,

促使一部分干细胞分化为器官原基
。

反过来
,

C L V 基因的表达又可以限

制 W U S 基因的表达量和表达区域
,

使分生组织中的干细胞的数目保持恒定 (B ra n d et al
. ,

2 0 0 0 ; S eh o o f e t a l
. ,

2 0 0 0 )
。

W U S 的功能分析表明
,

它不仅能够保持茎尖分生组织和花分生组织干细胞状态
,

而且

参与莲座叶形态 的的控制 (H a m a d a e t a l
. ,

2 0 0 0 )以 及胚珠的发育 (G r o s s 一H a r d t e t a l
. ,

20 02 )
。

最近的研究表明
,

在化学诱导下W U S 的超量表达或者 3 55 启动子驱动下的组成型表

达可以使转基因拟南芥的根或其他部位的体细胞分化 出胚状体 (Z u o et al
. ,

2 0 0 2 )
,

说明该

基因在植物细胞全能性 的表达上起重要 的作用
。

1
.

3 植物成熟物器官 中遗留的胚性细胞

根
、

茎
、

叶
、

花和果实等植物的器官都是 由不同的组织所构成
,

每一种细胞又有若干类型

的细胞组成
‘

这些细胞大多数属于分化细胞
,

甚至是高度特化的细胞
。

但是在植物的组织和

器 官中也保 留少数未 分化或分化 程度不 高的细胞
,

它们 可 以在 自然条件 下形成不定 胚

(a d v e n t itio u s em b r y o )或不定芽 (a d v e n t it io u s b u d )
,

进行无性繁殖
。

我们把这些能够产生不

定胚或不定芽的体细胞定义为遗 留的胚性细胞
。

1
.

3
.

1 被子植物胚囊中的细胞

卵细胞显然是具有全能性的
,

不过它的全能性只有在与精子结合形成合子后才能实现
。

卵细胞 以外的胚囊分子有时也保留着全能性
。

一些植物胚囊中的助细胞具有形成胚胎的能

力
,

例如在岩白菜 (B e r g e n l’a de la v
ay l’) 中

,

助细胞不经受精可以发育为单倍体的胚胎
,

因此

在受精后的胚珠 的切片上时常可以看到胚囊中有两个胚胎
,

其中大的是合子胚
,

小的是助细

胞胚
。

在榆属 (U lm us )的一些种和韭菜上观察到反足细胞也具有产生胚胎的能力
,

不过反足

细胞胚很难发育为成熟胚
。

1
.

3
.

2 珠被和珠心细 胞

许多植物胚珠中的珠被和珠心细胞
,

特别是靠近胚囊的珠心细胞具有全能性
,

能够产生

不定胚
。

在柑橘属
、

芒果属
、

仙人掌属
、

玉替属
、

缓草属和金蝴蝶属的一些物种中观察到过珠
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心胚
。

珠心多胚现象在园艺生产中具有重要意义
,

藉此可以得到与亲本植株完全一样的健壮

实生苗
。

柑橘属植物是珠心胚现象 (每个种子有一个以上的胚 )的一个典型例证
。

在该属的若干

物种中
,

珠心组织在每个种子中能形成 1~ 40 个不定胚
,

其中很多都能发育成熟
,

在种子萌

发之后形成植株
。

在芒果的胚珠切片上可以发现
,

具有胚胎发生潜力的细胞 的形态不同于其他的珠心细

胞
,

其体积较大
,

具有浓厚的细胞质
,

细胞核的体积也比较大
,

每一个细胞经过分裂可以形

成一个不定胚
,

在一个胚珠内不定胚的数 目从几个到几十个不等
。

不定胚的发生并不需要传

粉的刺激
,

但是不定胚的发育和成熟必须依靠传粉和受精
,

因为如果胚珠没有受精
,

就会败

育和脱落
,

珠心胚 自然也不能继续发育
。

1
.

3
.

3 营养体 中的薄壁细胞

一些木本植物具有从根部产生根粟或从茎上产生不定芽的特性
,

它们往往起源于根或

茎皮层组织 中的分化程度较低的薄壁细胞
。

叶组织产生不定芽的情况也 比较常见
,

前面提到

的落地生根就是一个典型的例子
。

秋海棠属 (Be go
n 血 )和非洲紫罗兰 (S an tP a ul 故 ion an th a)

的叶柄 中也遗留有胚性细胞
,

不过它们在植物体中不会启动细胞分裂
,

只有在被人工切断并

扦插后
,

才能产生不定芽
。

表皮细胞也是一种薄壁细胞
,

虽然它与外界接触的一面细胞壁有不同程度的加厚
。

有些

植物的表皮细胞
,

例如亚麻下胚轴的表皮细胞
,

在 自然情况下能够形成不定芽
,

而且这些 不

定芽是 由单个表皮细胞起源的
。

只要除去幼嫩的亚麻苗的顶芽
,

沿着下胚轴全长的所有表皮

细胞都能形成不定芽
,

但其 中只有一个能长成完整的枝条
。

在组织培养 中能由茎的表皮层

细胞形成芽或胚的物种除亚麻外还有石龙茵
、

胡萝 卜
、

蓝猪耳
、

烟草和蔓青等
。

2 从分化细胞到胚性细胞

近年来发现
,

动物像植物一样
,

在成熟组织中也保留着一些干细胞
,

它们具有重新发育

为胚胎 (胚胎干细胞 )或组织器官 (组织干细胞 )潜能
。

但是在动物体中
,

已分化细胞一般不可

能逆转为胚性细胞或干细胞
。

植物则不同
,

只要细胞处于生活状态
,

即使分化程度很高的细

胞
,

也保持着恢复到分生状态的能力
。

据研究
,

只有极少数类型的细胞完全失去分裂的能力
,

例如细胞核已经开始解体的筛管和木质部成分
,

或者细胞壁厚于 2 微米的纤维细胞 以及细

胞壁厚达7 微米的管胞细胞
。

据G au ther et (1 9 6 6 )研究
,

一个细胞通过脱分化 向分生状态回复

可能达到的程度
,

取决于它已有 的分化程度
。

分化程度较低 的细胞
,

如形成层细胞和薄壁细

胞
,

可 以脱分化形成营养生长点
,

然后重新分化
,

产生器官或植株
。

而分化程度很高的细胞
,

如厚壁细胞或纤维细胞最多不过回复到形成层细胞状态
,

能够分裂形成某些组织
,

但不可能

再生植株
。

由此看来
,

被子植物的茎端分生细胞
,

形成层分生细胞和薄壁细胞属于胚胎干细

胞
,

而其他分化程度高的细胞可以看作是组织干细胞
。

在离体培养的条件下
,

一个分化的细胞转变为分生状态
,

形成胚性细胞团或愈伤组织的

现象称作脱分化 (d ed iff
e r ent ia ti o

n)
。

一个巳分化细胞若要表现其全能性
,

形成完整植株
,

首

先要经历脱分化过程
,

然后再经历再分化 (red iff er e n ti at io n) 过程
。

在大多数情况下
,

再分化

过程是在愈伤组织细胞 中发生 的
,

但在有些情况下
,

再分化可以直接发生于脱分化的细胞

中
,

无须经历愈伤组织阶段
。

组织培养研究的结果 已经揭示
,

分化细胞的脱分化需要两个条
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件
:

创伤和外源激素
。

创伤引起的细胞脱分化现象在扦插试验中经常可以见到
,

例如将秋海

棠或非洲紫罗兰的叶柄切断
,

扦插到苗床上
,

在适合的温度和湿度下
,

叶柄 中的薄壁细胞就

能启动细胞分裂
,

产生分生细胞团
,

并 由它们分化 出小植株
。

创伤之所以能够诱导细胞的脱

分化
,

主要是由于它使组织中的生长素分布发生了变化
,

伤口处生长素浓度的提高是细胞开

始脱分化的直接原因
。

在组织培养时
,

培养基中添加的外源激素对细胞脱分化起着决定性的

作用
。

2
.

1 细胞脱分化过程的形态学和生物化学变化

关于离体培养细胞脱分化的形态学变化
,

曾经有过零星的研究
,

但并未揭示细胞脱分化过程

的全貌
。

我们曾经以烟草叶片外植体 (用于组织培养的组织块 )为材料
,

比较系统地研究了离

体培养条件下叶肉细胞脱分化的形态过程 (朱至清等
,

19 82
,

1 98 4 )
。

烟草的叶肉细胞分为两

类
,

即栅栏细胞和海绵细胞
。

两类细胞在切割刺激和培养基中的 N A A 和激动素的作用下
,

都会启动细胞分裂
,

形成分生细胞团
,

然后发展为愈伤组织
。

愈伤组织只出现在外植体切口

的部位
,

说明 除了外源激素和培养基因素外
,

创伤也是分化细胞激动脱分化过程不可缺少的

前提
。

烟草叶肉细胞脱分化过程可以概括为以下三个阶段
:
(1) 静止的叶肉细胞进行第一次分

裂
; (2) 经过连续几次细胞分裂

,

叶肉细胞转变为分生细胞
; (3) 分生细胞形成愈伤组织

。

在培养 32 h 左右
,

烟草叶片外植体的光学显微镜切片表明
,

靠近切 口 处的有些分栅栏

细胞和海绵细胞就已经完成了第一次细胞分裂
,

形成包括在原有栅栏细胞壁之 内的两个子

细胞
。

但是外植体的表皮细胞并不发生分裂
,

以后也不会分裂
。

可见在烟草的叶片中叶肉细

胞具有全能性
,

而表皮细胞不具备这种特性
。

如果外植体细胞均为正常二倍体或单倍体
,

脱分化细胞的第一次分裂的方式通常是有

丝分裂
。

如果外植体含有高倍化细胞
,

细胞脱分化的第一次分裂有可能是无丝分裂
。

在烟草

叶片外植体中
,

绝大多数细胞均为二倍体细胞
,

栅栏细胞和海绵细胞均以有丝分裂的方式进

行第一次分裂
。

我们在培养 16 一 24 h 观察过 2 0 00 多个分裂相
,

它们无一例外都是有丝分

裂
,

从未发现过无丝分裂的现象
。

在这一实验系统中
,

无丝分裂只出现在培养 20 天以后的愈

伤组织中
,

而且出现频率相当低
。

以往有人认为细胞只有通过无丝分裂才能完成细胞的脱分

化
,

这样的观点显然是缺少根据的
。

在叶片外植体离体培养 24 一32 h
,

一部分叶肉细胞启动第一次分裂
。

此时采用酶解压片

法制备叶肉细胞 的整体压片
,

可以观察到栅栏组织细胞和海绵组织细胞脱分化第一次分裂

的过程
。

棒状 的栅栏细胞的第一次有丝分裂多数情况下细胞板与母细胞的长轴垂直
,

但也可

以与之平行
,

还可以与之呈一定的角度
。

海绵组织细胞第一次细胞分裂细胞板的位置具有较

大的随意性
。

细胞群体脱分化和进人分裂的过程是非同步的
,

一般说来靠近外植体切口处的

细胞先开始脱分化
,

然后逐渐波及到较内部的细胞
。

在 自然条件下分化细胞通常停止细胞分裂
,

执行特定的代谢功能
,

直至死亡
。

在离体培

养条件下
,

静止的分化细胞脱分化的第一个也是最重要的步骤就是启动第一次细胞分裂
,

分

化细胞一旦开始分裂
,

就可 以连续分裂形成分生状态的细胞群体
。

如果能够揭露启动脱分化

第一次细胞分裂时基因表达的细节
,

找出细胞脱分化的相关基 因
,

我们就能了解细胞脱分化

过程的本质
,

从而达到精确控制细胞全能性表达的目的
。

遗憾的是在这一重要领域分子生物

学尚未很好地介人
。
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对于连续分裂的细胞的细胞周期的分子调控机理
,

特别是如何从细胞周期的静止 阶段

G O 期转向分裂的第一阶段 G l 期的调控机理近年来已经取得重要进展
。

20 世纪后期
,

美国

科学家L
.

H
.

H ar tw e n 与英 国科学家 R
.

T
.

H u nt 和 P
.

M
.

N 盯 s e 发现
,

所有真核有机体
,

包括

酵母
、

植物
、

动物和人类的细胞中存在着调节细胞周期的关键分子
,

并通过细胞周期钟模型

解释了细胞周期的控制机理
,

从而获得了 2 0 0 1 年度诺 贝尔生理学及医学奖
。

这一发现将对

细胞生物学 的发展产生重大影响
,

不仅有助于解释正常的静止细胞何以会转 向无序的分裂

而形成癌症
,

也为解释分化的细胞如何启动分裂和脱分化过程奠定了基础
。

1 9 7 0 ~ 1 9 7 1 年H a rt w el l利用酵母的细胞周期行为异常的突变体
,

成功地分离了 1 00 多

个与参与细胞周期调控的基因
,

即所谓 C l〕C (ce ll dl “si on cy cl 。 )基因
。

这些基因中的一个被

称为 C D C 28
,

它能够控制细胞周期的第一阶段 G l 期进行
。

70 年代中期
,

在裂褶酿酒酵母中

发现了C工r Z 基因
。

他证明C D C Z 对基因G Z 期和分裂期的进行起调控作用
。

1 9 8 7 年 N 盯 s e

又在人类细胞中发现了一个编码细胞周期依赖性激酶 e D K (e y e lin d e p e n d e n t k in a s e )的基

因 CD K I
。

与此同时
,

H u nt 发现了一类蛋白质叫做细胞周期蛋 白(cyc lin)
,

已经发现有 10 余

种
。

C yc hn 在每次细胞周期中周期性的形成和降解
。

C yc lin 是一类识别蛋 白
,

某种特定的

c yc h n 与C D K 分子结合时能够引导C D K 使一种特定的与细胞分裂相关的靶蛋 白磷酸化
,

保

证细胞分裂正常运转
。

已经知道细胞中C D K 和 Cyc h n
含量的提高与癌细胞的分裂有关

,

推

测 C D K 基因和 c yc lin 基因的话化与表达也与植物分化细胞脱分化第一次分裂的启动有关
。

最近
,

B o uc h er o n 等 (2 0 0 2) 将一种细胞分裂周期基因 C D( 了2
“ 的启动子与 G U S 连接

,

构

建质粒转化烟草
,

利用 G U S 染色反应研究转基因烟草髓组织培养物中CD c Za 的表达
,

发现

它只在启动有丝分裂的细胞中表达
,

说明 Cl犯 基因家族参与调控成熟细胞的脱分化过程
。

然而总的说来
,

对于调控脱分化过程的基 因现在了解得很少
,

有待开展系统的研究
。

揭示启

动脱分化过程的相关基 因及其表达将有助于了解克隆的机理和癌症的起因
,

是生命科学的

前沿领
。

2
.

2 分化细胞脱分化过程中细胞结构的变化

植物体内最大量 的分化细胞是成熟的薄壁细胞
,

例如叶肉细胞
、

表皮细胞
、

内皮层和髓

部的薄壁细胞等
,

它们在形态上与分生细胞有 明显的区别
。

与分生细胞相比
,

成熟的薄壁细

胞及其细胞核的体积较大
,

核位于细胞边缘
,

细胞 中央有一个大的液泡
,

细胞质内核糖体密

度较低
,

多聚核糖体数目很少
,

质体为分化程度较高的叶绿体
、

杂色体
、

白色体或淀粉体
。

在

离体培养条件下成熟的薄壁细胞从第一次分裂开始即进人脱分化的过程
。

通过数次有丝分

裂
,

新生的细胞逐步转变为分生状态的细胞
。

仍以烟草的叶肉栅栏细胞为例
,

在脱分化第一

次分裂的前期细胞质的体积增加
,

细胞核的体积明显增大
,

并且在细胞质流的推动下
,

从周

边位置移动到细胞的中央
。

大约在离体培养的 32 h 上兰细胞进人第一次分裂中期分裂时栅

栏细胞的总体积并不增加
,

因此形成的子细胞的体积 比栅栏细胞减少了一半
。

在外植体离体培养 60 h 左右
,

从一个栅栏 细胞分裂经过几次分裂形成多个子细胞
,

但

仍然被原有的栅栏细胞壁包裹着
。

此时细胞的体积进一步减小
,

大液泡逐渐缩小
,

同时细胞

质增多
。

在这一阶段细胞质和细胞器的结构也发生明显的变化
,

主要有以下两个方面
。

2
.

2
.

1 在脱分化细胞 中出现液泡蛋 白体

从培养 20 h 起直到培养 3一 4 天
,

脱分化细胞 的液泡 中陆续 出现电子密度很高 的圆球

体
。

放射 自显影研究表明
,

标记的亮氨酸可以渗透到这种电子密度很高的圆球体 中去
,

证明
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植物细胞工程与分子育种技术研究

它们是一种蛋白体
。

单独用饿酸固定时
,

电子致密体可以被完整地保存下来
。

如只用戊二醛

固定
,

它们虽然也可固定下来
,

但其内部呈现网状结构
,

表明具有一些不能被戊二醛 固定 的

物质
。

电子致密体对固定剂的反应说明
,

它除了含有能被醛固定蛋 白质外
,

还含有一些能被

饿酸固定但不被醛类 固定的物质
,

例如脂类等
。

同时还可 以看到在液泡中有一些新形成 的球

形 的细胞质团
,

其大小和外形与蛋白体十分相似
,

并经常和后者相连结
。

这些新形成的球形

的细胞质团中多聚核糖体的数 目很多
,

说明处于合成代谢活跃 的状态
。

这种不寻常的电子显

微图像给人的印象是
,

在蛋白体的基础上可以形成新的细胞质团
,

实现细胞质的改组
。

因此
,

朱至清等 (1 9 84) 认为蛋 白体的出现和细胞质的旺盛生长是烟草叶肉细胞开始脱分化的重要

标志
,

因此有必要进一步研究蛋白体的生物化学性质和与蛋 白体形成相关的基因表达
。

2
.

2
.

2 脱分化细 胞 中叶绿体 转变为原质体

脱分化过程中细胞质改组的另一个重要方面
,

就是细胞器的变化
。

变化最明显的是叶绿

体
。

随着脱分化过程的进行
,

叶绿体内淀粉粒逐渐增大
,

有的几乎充满叶绿体的整个空间
,

淀

粉粒的数 目有时也多达 7 ~ 8 个
。

同时
,

叶绿体开始以缴裂方式分裂
。

随着分裂的次数增加
,

叶绿体的体积逐渐减小
,

片层退化和消失
,

变成只含有淀粉粒的淀粉体
。

淀粉体重的淀粉被

消耗之后
,

最终成为原质体
。

叶绿体还以 出芽方式产生质体芽
,

质体芽中可 以见到对原质体

的遗传和复制极为重要的 D N A
,

质体芽脱落后 即成为原质体
。

脱分化过程中线粒体
、

微体
、

高尔基体
、

粗面型内质网明显增多
,

胞质 电子密度加大
。

这些胞质结构的变化显示细胞代谢

非常活跃
。

烟草外植体中的叶肉细胞经过多次的细胞分裂和细胞结构 的改组
,

在培养 96 h 左右已

经发育出分生细胞团
。

每一个分生细胞 团来 自于一个栅栏细胞或海绵细胞
。

分生细胞团中

的细胞具有典型的分生细胞的特点
:

细胞体积较小
,

细胞核较大并 占据细胞中央的位置
,

细

胞质浓厚
,

叶绿体已经消失而代之以原质体和淀粉体
,

中央大液泡 已经不复存在
,

在细胞质

中有一些小液泡
。

随着分生细胞团细胞数 目的增加
,

淀粉体和小液泡的体积还会缩小
,

整个

细胞的形态变得与茎端分生细胞完全相同
。

2
.

3 分生细胞的再分化与植株再生

从分化细胞经过脱分化过程形成的分生细胞或分生细胞团可以再分化形成胚胎或器官

然后发育为完整的植株
。

2
.

3
.

1 体细胞胚胎发生(e m b yo g e n e sis )及其基 因表达

离体培养的细胞在完成脱分化过程之后
,

在适当的诱导条件下
,

能够通过体细胞胚胎发

生过程产生体细胞胚或胚状体
。

在过去二十几年间已经累积了大量资料
,

证明植物体细胞具有发育为胚胎的潜力
。

据统

计
,

在属于33 个科的80 个种上已经有过关于体细胞胚胎发生的报道
。

已经发现
,

植物的每种

器官都能成胚
。

事实上被子植物的胚胎发生现象并不一定局限于有性生殖过程
,

植物单细胞

培养研究表明
,

任何一种器官的体细胞
,

在适当的培养基 中都能以一种和合子胚胎发生相似

的方式进行发育
,

并产生一个完整的植株
。

离体条件下的体细胞胚胎发生过程最早是在胡萝 卜中发现的 (R e in er t
,

1 9 58
; S te w ar d

等
,

1 95 8 )
。

此后胡萝 卜就一直被广泛地用于对离体条件下胚胎发生过程中各种问题的研究
。

对 于这种 现象做过 比较详细研究的其他植 物有石 龙丙 (R a n u nc ul u : : ce le ra tus )
、

博落徊

“‘Zc le ay
a ‘盯己“da )以及柑橘属和咖啡属的一些物种

。
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朱至清等
:

植物细胞工程的理论基础
:

细胞全能性学说

K oh le nb ac h (1 9 6 5) 证明
,

在博落徊中
,

用机械方法分离得到的充分分化的叶肉细胞 能

产生胚性愈伤组织
。

在含有等克分子浓度 (5 拌m of / L ) 2
,

4
一

D 和激动素的培养基上
,

这些由

叶肉细胞 分裂形成的愈伤组织 不断增殖
,

但若把激 动素的浓度 降低 到 l 拌m ol / L
,

并 以 2

拌m ol / L IA A 取代2
,

4
一

D
,

则可诱导愈伤组织分化芽和胚状体
。

当把选择的胚性愈伤组织转移

到完全不含生长激素的基本培养基上时
,

它们将 以很高的频率形成胚状体
。

如果增加培养基

中还原态氦的含量
,

愈伤组织分化胚状体的频率还可进一步提高
。

石龙丙花器各部分 (包括花药 )的体细胞组织在含有 IA A 和椰子汁 (10 % )的培养基上

都能增殖形成分生状态的愈伤组织细胞
,

培养 3 周后
,

在愈伤组织上会 出现大量的胚
。

这些

胚是 由愈伤组织外层细胞 以及深部细胞起源的
。

胚的分化也能发生在 由这些愈伤组织建立

起来的悬浮培养物中
。

这些体细胞胚在原来的位置上即可萌发
,

若把它们剥离下来单个地栽

植于新鲜的半 固体培养基上也能萌发
。

一个特别有趣的现象是
,

由这些小植株的茎表面还能

再长出成群的不定胚
,

在每个小植株上所形成的不定胚的数 目由5 个到50 个不等
。

光学显微

镜和超微结构的研究表明
,

这些茎生胚是 由单个的表皮细胞起源的
,

它们所经历的各个发育

阶段与该物种在活体条件下的合子胚相似
。

近 10 年来胚胎发生过程中的基因表达受到人们的关注
,

发现一些调控胚胎发生的相关

基因
。

玉米的 k n o t te d l (k n l )基因是在植物界发现的第一个 同源异型基因(h o m e o b o x g e n e )

( V ol lb re ch t et al
.

19 91 )
,

它在 维 持 苗分 生 组 织 细胞 的不 分 化 状 态上 起 着 重 要 作用

(K e r s t e tt e r e t a l
.

1 9 9 7 )
。

在授粉后 1 0 天的玉米合子 中曾检测到 kn l 基因的表达 (S m ith e t

a l
.

1 9 95 )
。

拟南芥的 LE A FY CO T Y LE D ON I (L E C I) 基因是一个转录因子
,

在胚胎和胚乳

细胞中都检测到 L E C I 的 m R N A
,

同时它的过量表达可以诱导拟南芥的叶片组织形成类似

胚胎的结构
,

因此认 为 L E C I 的表达产物可 以激活 细胞分化和胚胎发生所需要 的基 因

(L o t a n e t a l
.

1 9 9 8 )
。

Zha ng 等 (2 0 0 2) 最近用原位杂交方法研究了 knl 和 Z m L E C I 在玉米离体胚胎发生过程

中的表达
。

他们分别固定了玉米的胚性愈伤组织
,

诱导培养后 7 天的球形胚状体
、

14 天的盾

片胚状体和成熟胚状体
,

制成切片
,

然后用地高辛标记的 knl 和 Z m L E c l 反义 m R N A 探针

进行原位杂交
。

在愈伤组织阶段检测不到 knl 的转录
,

在球形胚状体 中knl 的转录仅限于苗

分生组织原 (i S TM )部位的 5 ~ 10 个细胞中
,

在具盾片的胚状体中 knl 的转录定位于早期的

苗分生组织 (e S T M )
。

在成熟胚状体中 knl 的转录发生在苗分生组织中
,

但是在子叶中没有

表达
。

Z m L E C I 的表达 出现得更早
,

在胚性愈伤组织的某些部位就可以观察到
,

在球形胚状

体中它的表达十分强烈
,

然后随着胚状体长大而逐渐减弱
。

这种表达模式和进程与在拟南芥

合子胚发育中观察到的 L E C I 的表达情况非常相似
。

综上所述
,

k nl 和 Z m L E C I 基 因
,

特别

是 Z m L E C I 基因
,

与离体胚状体的发生有密切 的关系
。

2
.

3
.

2 器 官发生(o r g a n o g e n e sis )

离体培养的细胞脱分化后
,

形成再生植株的另一条途径是器官发生
。

在一定的诱导条件

下
,

离体细胞或组织重建芽的分生组织
,

分化出芽后再产生根
,

成为完整的植株
。

有些离体细

胞不能发育为完整植株
,

只能发育为某种特定的器官
,

例如根
、

花
、

雌蕊
、

雄蕊或子房等
。

器官

分化的模式和程度主要取决于供体细胞的生理状态和培养基中的外源激素组成
。

烟草的表皮层细胞的分化最能说明供体细胞生理状态和外源激素对器官分化模式的影

响
。

烟草的表皮在培养中一般不能成活
,

或是对培养 的反应很差
。

然而
,

在培养茎叶的包括
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植物细胞工程与分子育种技术研究

1 ~ 7 层细胞的薄层表皮时
,

却有可能诱导表皮细胞进行分裂
,

并表现出全能性
。

有趣 的是
,

在茎的薄层表皮培养物中
,

可任意诱导表皮细胞直接发育成根或茎
,

甚至发育成可育的花
。

这一实验体系的优点是
,

可以对在单细胞分化为不 同类型器官的各种变化过程进行直接的

观察
,

同时由于这类外植体没有维管组织和形成层
,

供体其他组织的数量也少到了最低限

度
,

因而很少或没有 内源激 素的影响
,

可 以较准确 的判 断外源激素对分化 和器官发生 的

影响
。

从正在开花的烟草植株的茎撕取薄层表皮进行培养时
,

它们所形成的芽的类型因取材

区域而不同
。

在一定 的培养条件下
,

由花枝取下的薄层表皮只能产生花芽
,

由植株基部取下

来的薄层细胞只能产生营养芽
,

由中间部分取得的外植体能产生这两种类型 的芽
,

但其 间的

比例会有不同
,

这取决于它们与植株基部距离的远近
。

在一个花序之 中
,

由基部取下的表皮

比由顶部取的表皮对培养的反应更为明显
。

花序基部表皮形成花芽的的数 目还受供体植株

生理状态的影响
。

例如 由长着绿色果实的枝条上切取的薄层表皮 1 00 %都能分化出花
。

如果

供体植株上的果实己经成熟
,

对培养的反应就较差
,

只有 85 %外植体形成花芽
。

花芽的分化还受外源激素组成 的影响
,

只有 当培养基中所含 的激动素和 IA A 的克分子

浓度 皆为 1 0 一 6
m ol / L

,

且蔗糖为 2 %~ 3 %时
,

烟草花枝的表皮才能形成花芽
。

若不改变 IA A

浓度
,

把激动素浓度提高到 1 0 一 s
m ol / L

,

则会完全抑制花芽的形成
,

而只出现营养芽
。

如果进

一步改变这两种激素在培养基中的浓度 比例
,

还有可能使形态发生过程转变为有利于生根

或形成愈伤组织
。

这是说明器官分化受激素控制的又一个例证
。

在理想的条件下
,

由一块大

小为 l x 0
.

4 。m 的外植体能长出 7 ~ 30 个花芽
。

在薄层表皮培养中形成的花芽是正常的
,

其

中产生的配子有生活力
,

能够结实
。

除烟草外
,

在薄层表皮培养中能发生可控制的器官发生

过程 的植物还有菊营
、

蓝猪耳 以及大叶落地生根等
。

综上所述
,

1 00 年来对于植物细胞全能性的研究经历了理论假设
,

组织培养试验证明
,

细胞生物学观测和分子生物学机理探讨等发展阶段
。

这方面的实验研究使得上千种的植物

的细胞可以在人工培养条件下发育为器官
、

胚胎和植株
,

从而为细胞工程研究和应用奠定 了

坚实的基础
。

现在我们不仅可以通过培养离体细胞或组织实现种苗大量繁殖和生产有用的

次生代谢产物
,

而且能够对细胞进行遗传操作
,

达到培育新品种 的目的
,

使细胞工程成 为改

良植物的有力手段
。

近年来对于细胞全能性表达
、

细胞脱分化和器官发生的基因调控 已经积

累了丰富的资料
,

可以预料对于细胞全能性相关基因的功能与表达的研究
,

将会揭露克隆和

植株再生的分子机理
,

在更多的植物种类上实现细胞全能性的表达
,

克服植株再生的基因型

差异
,

进一步拓宽细胞工程和基因工程的研究范围
,

为植物改 良提供更有效的手段
。
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