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ABA 和 PEG对胡萝卜体细胞胚诱导和调控的影响
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　　[摘　要 ]　对ABA 和 PEG 诱导胡萝卜 (D aucus carota L. )体细胞胚发生及其调控体细胞胚发育的效应进行

了研究。在M S液体培养基中 (含蔗糖 30 göL )附加 10 Λmo löL ABA 或 100 göL PEG 6000诱导体细胞胚,能使其提

早发生 7～ 10 d,而且能使子叶胚处于调控状态。确定了ABA 和 PEG 在M S液体培养基中 (含蔗糖 10 göL )调控胡

萝卜体细胞胚发育的下限浓度分别为 1 Λmo löL ABA , 200 göL PEG 6000,细胞学观察表明此种状态的胚缺乏营

养。采用双向电泳分离出与ABA 和 PEG 渗透调节密切相关的特异蛋白质多肽 S1,分子质量 27. 9 ku,等电点 6. 0

左右。
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　　植物的形态建成是基因组按一定的时空顺序选

择性表达的结果,其中与植物器官发生相关的基因

的表达和调控问题,是植物器官发育中的核心课题。

目前,一些发育缺陷突变体相继被分离、鉴定,尤其

是对花器官发育相关基因的研究比较多,已克隆了

一些重要基因,但对植物器官发生的机理了解的仍

然很少[1 ]。本研究探讨了ABA 和 PEG 对胡萝卜体

细胞胚发生和同步化调节的影响,并对其诱导的相

关蛋白质进行了初步研究。

1　材料和方法

选用胡萝卜品种为日本国分大长人参。取胡萝

卜幼苗 (子叶平展期) 于 700 mL öL 乙醇中浸泡
15 s, 无菌水冲洗 2 遍, 再用1 göL 升汞浸泡消毒
8 m in, 无菌水冲洗 3 遍。将子叶、下胚轴剪成

3～ 4 mm长的切段接种在M S 培养基上继代培养,

每3周继代 1次。挑选白色透明、疏松的胚性愈伤组

织块, 接种在M S 液体培养基中 (附加10 Λmo löL
ABA 或100 göL PEG 6000)悬浮培养,诱导体细胞

胚,摇床转速110 röm in,每周继代 1次。以上培养温

度 (26±1) ℃, 光照16 höd, 参照D am erval 等[2 ]的

方法提取10 Λmo löL ABA , 100 göL PEG 6000分别

处理的调控胚 (M S 中含30 göL蔗糖)及去除ABA ,

PEG 24 h后的解调控子叶胚的全蛋白质。参照

O πFarrell[3 ]的方法双向电泳分离与ABA、PEG 调节

相关的特异蛋白质,银染观察。两性电解质载体、等

电点和分子量标记均购自 Pham acia 公司, 丙烯酰

胺、尿素等电泳试剂均购自上海生工公司。

2　结果与分析

2. 1　ABA 和 PEG 对胡萝卜体细胞胚发生及调节

的影响

采用M S 液体培养基附加 10 Λmo löL ABA 或

100 göL PEG 6000悬浮诱导胡萝卜体细胞胚,结果

表明 (表 1) ,与 30 göL 蔗糖诱导的正常出胚速度相
比, 附加 10 Λmo löL ABA 能提早 1 周出胚, 附加

100 göL PEG 6000能提早 10 d 出胚。两者都能使子

叶胚处于相对静止状态,具有调节体细胞胚进一步

发育的作用。ABA 处理的胚,易产生一定量的次生

胚, PEG 处理的胚体上则产生相对较少的次生胚

(图版É , 2) ,在诱导体细胞胚发生时, PEG 处理的

产生大量的薯形单细胞。

ABA , PEG 能促进胚的成熟, 这与 L au ren t

等[4 ]对三叶胶 (H evea brasiliensis)的研究结果一致。

内源ABA 的含量随外源ABA 施入量的增加而成

比例地增加。它可能通过与体内其他激素如GA 3 的

相对平衡起调节作用。通常ABA 对DNA 和多种

RNA 的合成有抑制作用[5 ] ,但却能诱导胚特异蛋白

质和mRNA 的合成,积累贮藏蛋白,从而促进胚体

早熟。ABA 可能通过诱导 Α2淀粉酶抑制剂, 拮抗
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GA 3 对 Α2淀粉酶的诱导, 或促进脯氨酸加速累

积[6 ] ,或通过蛋白质磷酸化起调节作用[7 ] ,抑制成熟

胚萌发。

表 1　ABA 和 PEG 胡萝卜体细胞胚发生及调控的影响

F ig. 1　Effects of ABA and PEG on fo rm ation and regu lat ion of carro t som atic em bryo s

处　理
T reatm en t

出胚时间öd
T im e of em bryogenesis

调控状态
Regulating states

次生胚发生状况
Secondary em bryo

备　注
N o tes

30 göL 蔗糖
30 göL sucro se

34 未发绿
N o green ing

-

30 göL 蔗糖+ 10 Λmo löL ABA
30 göL sucro se+ 10 Λmo löL ABA

27 控制住
N o secondary em bryo

+ +

30 göL 蔗糖+ 100 göL PEG 6000
30 göL sucro se+ 100 göL PEG 6000 24 控制住

N o secondary em bryo +
薯形细胞多
M o re yam 2
shaped cells

50 göL 蔗糖
50 göL sucro se

30 控制住
N o secondary em bryo

+ +

　　注:次生胚状况:少 (+ ) ,多 (+ + ) ,无次生胚 (- )。

N o te: Secondary em bryo: few (+ ) ; mo re (+ + ) ; no secondary em bryo (- ).

　　PEG 的高渗透压引起水分胁迫,使细胞内正常

的蛋白质合成受到抑制,相应地诱导一些胁迫蛋白

质合成,调节代谢,抑制愈伤组织细胞的分裂,加速

胚的发育,使胚体早熟并抑制成熟胚的萌发。另外,

高渗透常导致内源ABA 的增加,也可能通过ABA

的作用来影响胚的发育。

2. 2　ABA 和 PEG 对胡萝卜子叶胚生长的调节

作用

将M S液体培养基中 (含蔗糖 50 göL )已处于

调控状态的子叶胚转移到M S 液体培养基中 (含蔗

糖 10 göL ) , 另分别附加不同浓度 ABA 或 PEG

6000,悬浮培养结果见表 2。
表 2　ABA 和 PEG 对胡萝卜体细胞胚及胚根生长的影响 (培养 14 d)

T ab le 2　Effects of ABA and PEG on em bryogenesis and the grow th of em bryo radicles (cu ltu red 14 d)

处理
T reatm en t

浓度
Concen tration

胚数
N o. of em bryo

生根胚数
Germ inating

em bryo s

生根胚率ö%
Germ inating

frequency

胚体颜色
Em bryo
co lour

生长势
Grow th
po tency

PEG1 100 göL 102 39 38. 2 绿
Green

+ + (粗壮)
Strong

PEG2 120 göL 53 14 26. 4 浅绿
L igh t green

+ + (粗壮)
Strong

PEG3 150 göL 66 15 22. 7 浅绿
L igh t green

+ + (粗壮)
Strong

PEG4 200 göL - 0 0 浅黄
L igh t yellow

+ + (粗壮)
Strong

ABA 1 0. 38 Λmo löL 98 10 10. 2 黄绿
Green2yellow

+ +

ABA 2 0. 62 Λmo löL 55 3 5. 5 黄绿
Green2yellow

+ +

ABA 3 0. 86 Λmo löL 87 4 4. 6 浅黄
L igh t yellow

+ +

ABA 4 1 Λmo löL 97 0 0 浅黄
L igh t yellow

+ +

蔗糖 (CK)
Sucro se

50 göL 168 0 0 浅黄
L igh t yellow

+ +

　　注: + + 表示生长势强。

N o te: + + h igh po tency on grow ing.

　　在实验浓度范围内,随施用浓度提高,调节作用

增强,胚体颜色由绿变成浅黄色。完全调控住胚的生

长的浓度下限 ABA 为 1 Λmo löL , PEG 6000 为

200 göL。另外,ABA 处理的胚体正常, PEG 处理的

胚体膨大,表现出毒害作用 (图版 3, 4)。上述调控胚

在去除ABA、PEG 后能正常萌发长成幼苗 (图版 5,

6)。

以上结果进一步说明,高渗透压能抑制体细胞

胚的根和芽进一步发育。

2. 3　ABA 和 PEG 调节体细胞胚发育的细胞组织

化学观察

对M S 液体培养基中 (含蔗糖 10 göL ) 附加

1 Λmo löL ABA 或 200 göL PEG 6000 调节的体细

胞胚胚根切片观察结果表明,与 50 göL 蔗糖调控的
子叶胚相比, ABA 和 PEG 处理的胚根伸长区细胞

中的淀粉颗粒大, 但颜色浅, 淀粉粒明显少, 说明
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ABA 和 PEG 调节下的胡萝卜体细胞胚中糖代谢仍

然在进行,M S 培养基中的 10 göL 蔗糖不能满足胚
体的正常代谢需要。仅靠渗透作用来调节体细胞胚

的发育,不可能获得高质量的同步化体细胞胚。

2. 4　ABA 和 PEG 调节下的体细胞胚中特异

蛋白质的变化

对M S 液体培养基中 (含蔗糖 10 göL ) 附加

10 Λmo löL ABA 或 100 göL PEG 6000悬浮的调控

子叶胚和去除ABA 和 PEG 24 h 后的解调控胚中

的蛋白质进行了双向电泳图谱分析, 结果表明,

ABA 和 PEG 处理时,均存在 S1 点 (图版 7, 9) ,当去

除ABA 和 PEG 24 h 后, S1 点消失 (图版 8, 10)。S1

与ABA 和 PEG 的调节作用紧密相关。S1 点分子质

量为 27. 9 ku,等电点 6. 0左右。ABA 和 PEG 处理

的调控胚中 S1 点有相同的变化规律,表明ABA 和

PEG 对体细胞胚的调节可能经历共同的途径,有可

能 PEG 引起胚体内ABA 的变化, 由ABA 完成对

胚体的一系列调控作用,或者 PEG 和ABA 二者先

分别经历不同途径,激活相同的或不同的反式作用

因子,但最终调节同一基因的表达。

图 1～ 10　ABA 和 PEG 对胡萝卜体细胞胚诱导和调控的影响

1. 10 Λmo löL ABA 处理形成的调控胚; 2. 100 göL PEG 6000处理形成的调控胚; 3, 4. 1 Λmo löL ABA 处理的调控胚 (3)及其解调控状态 (4) ;

5, 6. 200 göL PEG 6000处理形成的调控胚 (5)及其解调控状态 (6) ; 7, 9. 10 Λmo löL ABA (7)和 100 göL PEG 6000 (9)处理的调控胚中蛋白双

向电泳局部图谱; 8, 10. 10 Λmo löL ABA 和 100 göL PEG 6000处理的调控胚去除ABA (8) , PEG (10) 24 h 后的蛋白双向电泳局部图谱。

F ig. 1- 10　Effects of ABA and PEG on the em bryogenesis and regu lat ion of carro t (D aucus carota L. ) som atic em bryo s

1. Regu lated2em bryo fo rm ating by 10 Λmo löL ; 2. Regu lated2em bryo fo rm ating by 100 göL PEG 6000; 3, 4. Regu lated2em bryo fo rm ating by 1

Λmo löL (3) and deregu lating (4) ; 5, 6. Regu lated2em bryo fo rm ating by 200 göL PEG 6000 (5) and deregu lating (6) ; 7, 9. T he po rtion pattern

on to tal p ro teins of regu lated2em bryo st ( treatm en ted by 10 Λmo löL ABA (7) o r 100 göL PEG 6000 (9) , E sp. ) by 2D electropho resis; 8, 10.

T he po rtion pattern on to tal p ro teins of deregu lating em bryo s ( removed 10 Λmo löL ABA (8) o r 100 göL PEG 6000 (10) fo r 24 h, E sp. ) by 2D

electropho resis.
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3　讨　论

3. 1　体细胞胚的同步化培养

　　以往获得同步胚,从愈伤组织细胞分裂开始便

需要进行严格的同步分裂控制。现在用ABA , PEG

等进行调控,结合出胚期及其分级培养,容易使其整

齐一致。

良好的体细胞胚不仅能使其调控住,即处于子

叶胚期相对静止状态,而且胚体内要有充足的营养

如碳水化合物等。因此,M S培养基中蔗糖浓度应以

30 göL 为宜,在此基础上附加ABA , PEG 可能获得

较理想的培养效果。

3. 2　ABA 对体细胞胚的诱导和调控效应

ABA 在体细胞胚的诱导和调控中起重要作用。

通常低浓度 (1～ 10 Λmo löL )能促进体细胞胚发生,

高浓度 (10 mmo löL 以上)则抑制体细胞胚的发生。

此外, ABA 对体细胞胚的促进和抑制作用,还与胚

体的生理状态密切相关。ABA 诱导体细胞胚发生及

调控效应的详细机制,尚有待于进一步对有关的突

变体或对ABA 信号传递的中间环节及其产物进行

研究。

3. 3　S1 特异蛋白质多肽

S1 蛋白质多肽与ABA 和 PEG 的调控作用密

切相关。从时空变化规律上分析, S1 不是结构蛋白,

很可能是一种与渗透应答或与体细胞胚的根器官发

育启动事件有关的基因表达产物。可进一步采取生

化免疫分析或测序制成混合探针克隆有关的基因并

进行表达与调控的分析研究。
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Effects of ABA and PEG on the em b ryogenesis and regu la t ion

of carro t (D aucus ca rota L. ) som at ic em b ryo s

GAO Shu-m in
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: ABA and PEG effects on em b ryogenesis and regu la t ion of carro t som at ic em b ryo s have been

studied. W hen callu s are su spended in M S liqu id m edium (con ta in ing 30 göL sucro se and 10 Λmo löL ABA

o r 100 göL PEG 6000) , the em b ryo s can be p romo ted p recociou sly by 7- 10 days and the m atu re em b ryo s

be p reven ted from germ inat ion. Cu ltu ring in M S m edium ( con ta in ing 10 göL sucro se ) , the regu la ted

m in im um concen tra t ion s of ABA and PEG 6000 are 1 Λmo löL and 200 göL respect ively. T he som atic

em b ryo is sho rt of nu tra t ion by cyto logy ob servat ion. Specia l p ro tein S1, clo sely rela ted to the o smo tic

regu la t ion of ABA and PEG, is sepera ted (MW 27. 9 ku, P I 6. 0). F rom these resu lts, w e have found the

bases fo r research ing abou t mo lecu lar m echan ism of em b ryogenesis in vit ro and gene exp ression o r

regu la t ion.

Key words: ABA ; PEG; carro t; em b ryogenesis; grow th regu la t ion
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