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热击在植物组织培养的应用前景

梁海曼 周菊华
(杭州大学生物系

,

杭州 3 1 0 0 1 2 )

热击 ( h e a t s h o o k ) 研究
,

最早见于 R i t o s a
( 1 9 6 2 ) [。 ” } 热击可以 引发膨松 ( Pu f f ) 的

报告
。

八十年代以来
,

由于热击效应的广泛深刻
,

特别是 由于可以利用热击蛋白的发生来进

行基 因表达的基础理论研究
,

热击研究日益受到人们的重视
。

目前关于热击的研究大体上集

中在以下诸方 面
: 热击蛋 白的合成和热击蛋白的生物学意义

,

基因表达的调控
,

组蛋白和非

组蛋白的修饰
,

热击对抗性的诱导及其机理
,

热击效应的内外影响因素
,

热击的生理影响
,

热击对分裂
、

生长
、

分化的影 响等
。

热击研究时大都采用动物材料
,

颇多已属分子水平的工

作
。

以高等植物为材料的热击研究工作
,

目前还比较少
,

因而远 比动物方面落后
。

但是用植

物材料进行的研究
,

颇多为与促进组织培养效率相联系的应用基础研究
,

因而有其特色
。

就所收集到的文献看来
,

热击在植物组织培养中的应用 已经涉及细胞 分 裂
,

胚 状 体 发

生
,

抗性诱导等诸多方面
,

如
:

45 ℃ 5 分钟处理促进水稻原生质体的细胞分裂
,

提高植板率

( hT
o

哪
s o n 等

, 1 9 5 7 [ “ 。 l 多 S h n 等
,

l g 8 8 t ` 。 `压 )
。

3 5一吐。℃ 4 0一 4 5分钟处理提高油棕成

熟胚的愈伤组织诱导率 ( 崔元方等
,

1 9 8 6 ) 川
,

35 ℃ 15 分钟处理提高水稻花药的愈伤组织

诱导率 ( z a p a 七a 和 T o r r i z o
,

1 9 5 6 1 ` 么。 ] )
。

3 5 ℃ 1 6 小时处理可以显著提高抱子甘兰的花粉

胚状体得率 ( O o k e n do n
,

1 984
一

色 乞1 )
。

38 ℃ 2 小时处理可以提高烟草细胞对 54 ℃胁迫 的 副

受能力 ( H a
rr in gt

o n 和 A lm
, 1 9 88[

` . 1 )
。

还有利用外植体和侵染微生物对高温的敏感 性

差异
,

进行外植体的 50 ℃ 2 小时处理可以大幅度减少北美五针松老枝接种体的污染率 (K a ul

1 9 8 6[
“ ` ] )

,

在体细胞胚胎发生方面还有不少热处理 1
,

2
,

3 天可以显著促进发生率的报告

( C h i a n g等
,

1 98 5 [ 2 吕] , M u n y o n 等
,

1 0 5 。 工7 ’ ] , 程井辰等
,

1 9 5 3 LO I ; C h u姐 g 和 B ve
e r -

s d o r f
,

1 9 8 5 ) ` 2 7 1 。

这些处理从时间的长度来说
,

一般已属于热胁迫 ( h e a t s t r 〔 。 s )范围
。

但也提示了热处理在体细胞胚胎发生
,

在细胞分化方面的显著影响
。

我们对瑞香茎段愈伤组

织进行 40 ℃ 0
.

5小时处理也显著促进了愈伤组织的再分化等
,

而且没有发生玻璃苗
。

热击在

植物组织培养中应用的例子还不太多
,

但是 已经足 以显示出它在植物组织培养中能够很好发

挥作用的前景
。

Z u k e r
等 ( 19 5 3 ) [` “ ’ ] 报告

,

在盘基网柄菌 ( D ￡e 才夕0 5了e l f “ 仇 d ss e o `d e “ m )

热击诱导的基因族和分化发育初所产生的是相同的
,

V a n d er P l o ge 等 ( 1 98 5 ) l ` ’ 2〕报告
,

热击基因主导了某些寄生原生动物
,

T r y p a n o s o 二 a b r u cc ie
、

L ie c h m
a
in

a m aj or 的分化
。

这些分子水平的工作
,

再联系到热处理显著促进植物体细胞胚胎发生的许多例子
,

热击对细

胞分化的引发影响是特别值得注意的
。

为了使热击处理能在促进植物组织培养效率方面更广泛更有效地发挥作用
,

本文拟就如

下三方面
,

热击处理的生理生化效应
,

植物组织培养中通过热击处理可能有助于 解 决 的 问

题
,

进行热击处理试验时需要注意的一些事项
,

叙述我们的一些认识
,

以利和同行们共同探



1期 梁海曼等
:

热击在植物组织培养的应用前景

讨
。

一
、

热击处理 的生理生化效应

热击的生理生化效应是十分广泛的
,

我们也已经有过一个 综 述 ( 周 菊 华 和 梁 海 曼
,

1 0 9 0 ) ` ’ ]
,

因此本文将限于和植物组织培养有关的方面进行介绍
。

’

1
.

热击形晌物质的外流和内流 热击促进四季豆叶组织的 电解质渗漏 ( F ie ld
,

1 9 81 )

I吕 7 ! ,

促进龙葵种子电解质和大分子渗漏 ( G i o e l b e r g等
, 1 9 8 6 )

` 3 J
。

热击使 C u : e “ t a : e , t a p叭

(菊丝子属 )叶绿体内的 M n 水平显著降低
。

热击还降低氨基酸的渗入高梁胚 ( O u g h a
m 和

s七。 dd ar 七
,

1 9 86) 〔吕 “ ]
,

以上这些例子表明
,

热击影响膜状况促进了物质的外流
,

热击抑制正

常的蛋白质合成
,

减少了氨基酸的渗入
,

这些变化的结果是细胞内电解质等物质含量水平的降
低

。

但是
,

热击又促进 c a ;
+

内流入玉米根细胞 ( R i n c o n 和 H
a n s血

,

2 0 5 6 ) [ , ` 1
。

3 5 ℃ 2

小时处理使梨果实细胞悬浮培养物的吸收 O a + 十

增加 32 %
,

而且抑制剂的试验表明热击促进

C a 哈 企

吸收与呼吸无直接关系 ( K le in 和 F o r g u so n
,

1 9 8 7 )l
。 ` J

,

动物细胞方 面的试验也表明

热击使细胞 内 o
a
含量增加 ( s e

h l e s i n g e r ,

1 0 5 6 ’ “ ” )
,

` 5℃ 1 0分钟即使
` “

o a + `

内流增加
,

而这种 C a 内流的增加和质膜磷酸肌醇降解磷脂酸积累呈线性相关 ( 8 七时
e n 劝n 等

,

1 9 8 6 )

“ “ ` j
,

看来
,

热击影响质膜状况促进 C+a
十

内流是有一定普 遍 性 的
。

因此
,

热击不仅会使

细胞内物质含量水平下降
, 一

还有可能使某些物质的含量水平上升
。

这是在使用热击手段于植

物组织培养时应该予以注意的
。

由于热击会影响离子的内流和外流
,

热击影响细胞内不同种

类的离子的含量水平的同时
,

还会影响胞 内 p H值
。

如 :
40 ℃ 1 小 时处理使酵母细胞的胞 质

PH值邮
.

2降至 5
.

4 ( W e i七z e l等
,

1 9 5 7 ) t “ ` l
,

我们用 4 0℃ 0
.

5小时处理瑞香茎段愈伤组织

后测定介质 p H 值的结果
,

显示介质 p H 升高 0
.

08 单位
,

提示了热击处理可能降低胞内p H值
。

因此
,

进行热击处理时
,

可能还会影响胞内p H 值
,

也是应该予以考虑的
。

2
.

热击对呼吸作用的形晌 38 ℃ 2 小时处理促进梨果实细胞
`

悬浮培养物的 呼 吸 强 度

( lK ia n 和 F er g u so n
,

1血7 ) [“ l
,

热击诱导莺尾鳞茎的交替呼吸
。

这些例子
,

再联系到动

物细胞方面的例子
,

看来热击有可能促进呼吸作用
,

但呼吸的增强是否会相应地增加有效能

量的产生
,

还有待进一步的研究
。 几

3
。

热击对醉活性和侧节性物质含皿的影晌 热击处理诱导酵母合成 6 种新蛋白质 ( 热

击蛋白
,

H s P )
,

其中 i 种为核搪核酸酶 ( p f e f f e r和 S e h u l Z
一

H a r d e r ,

1 98 5 ) t s 吕1
。

热击处

理还会使酵母细胞的蛋 白谕活化 ( T h o
m as 和 L o g y e l

,

1 9 8 6 ) ’ ` 。 ” 。

热击处理抑制大麦籽

粒糊粉层的 2
一

淀粉酶活性 ( B el a n g er 等
,

1 9 8 6 ) 〔` 。 1
。

热击使硝酸还原酶由活化型转 变 为

不活型 ( K u z n et so v 等
,

1 9 8 8 ) 仁。 ` 1
。

热击影响过氧化物酶活性
, 一

诱导红色面包霉具有高的

过氧化物酶活性 ( K a p o o r 和 L e w is
,

1 9 8 7 ) I“ ` l
,

增强黄瓜幼苗的可溶性过氧化物酶活性

( S t e r m
e r 和 H

a m m
e r s o h m id t

,

1 9 8 4 ) l ’ 。 “ ]
。

但我们在瑞香茎段愈伤组织的热击试 验中
,

热击却使过氧化物酶同工酶
,

尤其是碱性过氧化物酶的活性显著下降
。

热击抑制番石榴的多

酚氧化酶活性 ( A u g u st in 等
,

1 9 8 5 ) 工’ “ ]
。

以上例子显示
,

热击对酶活性的影响是十分广

泛的
。

其中值得特别注意的是
:

热击诱导核糖核酸酶的形成和热击活化蛋 白酶
,

这些影响如

果在高等植物普遍存在
,

并能掌握其规律
,

就有可能利用热击处理作为配合手段来调节植物

组织培养中外植体的原有表达程序
。

热击会影响过氧化物酶和多酚氧化酶活性状况
,

由于过
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氧化物酶有 I A A氧化酶功能 ( U o n g 和 D al y
,

1 9 8 5 ) [ ` ” ]
,

个别报告多酚氧化酶也能氧 化

I A A
,

因此热击很可能会影响内源I A A水平这一点对于植物组织培养是重要的
。

热击处理使玉米根中的谷胧甘肤水平提高 1 倍 ( iN
e七。

一
S ot el o 和 H 。

,

1 9 8 6 ) t . ” ] 。

谷胧

甘肤在植物体内通常参与对胁迫的防御 ( 浅田浩二和陈功祥
,

1 988 ) 〔7 1
,

因此热击处 理 提

高细胞内谷脱甘肤水平是有实际意义的
。

热击处理还影响植物体内多种激素的水平和活性
。

如
:
热击处理降低烟草根痛筛养物的内源生长素水平 ( P 6n oe 和

「

aO
r “ e, l滩吞 ) 〔̀ ’ ` ·

但

另有报告热击处理会使内源 I A A水平上升 (赵成章等
,

乒9 8 9 )
。

我们热击处理瑞香茎段愈伤

组织的试验结果也提示了热击促进内源 I人A 水平上升的可能性
,

热击处理使玉米幼苗初生叶
的内源细胞分裂素水平急剧下降 ( C ae sr 等

,

1 9 8 5 ) 12 2 1 。

热击处理烟草根癌培养物使 内源

细胞分裂素水平也有所下降 ( P e n oe 和 C ar u 朗
,

1 9 86 ) 〔吕 7 1 。

热击处理通过膜促进了细抱分

裂素在雁来红幼苗更好地发挥作用 ( E U i ot 七
,

1 9 8 2 ) I“ 6 ] 。

热击处理促进棉花叶圆片组织的

A B A 转变
,

从而降低了内源 A B A 的水平 ( R a id n 和 H e

dn ir x
,

1 9 8 6 ) [“ 1
。

热击处理
,

可

能通过失水而促迸四季豆初生叶中A B A的积累 ( E幼等
,

1 9 8 3 ) [“ “ l 。

热击处理还会刺激 梨

悬浮培养细胞
,

四季豆叶组织的乙烯产生 ( K l e i n和 F e r g u s o n
,

1 9 5 7 工. ’ 1 , 卫 i e dl
,

1 9公1

t “ , 1 )
。

以上这些事例显然表明热击处理有可能显著影响植物体内的激素水平和相对比例
,

这

一点对于植物组织培养是十分重要的
。

还有报告热击处理会引发团藻产生性 诱 导 制 ( K ir k

和 K i r k
,

1 9 8 5 ) [“ 。 ]
,

这一事实对于植物组织培养 中的花器分化研究可能是一条线索
。

一 4
.

热击对蛋白质修饰和荟因表达的影晌 已有的报告表明
: 热击使番茄悬浮培养细胞

的碱性核蛋白的磷酸化水平迅速下降
,

使酸性核蛋 白的磷酸化水平提高 ( s c h 乒r f和 N vO er
,

1 9 8 2 ) [“ ’ l 。

热击使 A e h l夕
a a 协6`。以

“ a l`s ( 绵菌属 ) 的组蛋白H : 和组蛋 白 a ( 卵菌亚纲所

特有的 ) 高度磷酸化 ( P e k k al a 等
,

1 9 8 4 ) L. ` ! 。

热击强烈抑制叶绿体中类囊体蛋白质的磷

酸化和Y or d a n o v
,

1 9 86 ) 戈̀ 。 。 1 。

核蛋白质磷酸化程度的变化显然有可能影响染色质的存在

状况
。 热击处理后促进小麦幼苗的甲硫氨酸的渗入蛋白质 ( N郎ho i等

,

丝987 ) 口。 ] 。

热击处

理诱导水稻悬浮培养细胞专一合成多种 H sP
,

其中 89 K D H sP 含甲基化氨基酸
,

70 K p H sP

含大量甲基化精氨酸 ( F o u r r ` 和 L il o e s t
,

i , 5 9 ) [̀ 。 1 。
B r a n n o 等 ( i o B3 ) [̀ . ]在研究海

胆核中组蛋白甲基化状况的报告中指出甲基化与发育有关
。

因此热击对甲基化的影响是值得

注意的
。

动物材料方面还有报告
,

热击诱导核心组蛋白强烈脱乙酞化
,

阻遇组蛋白 E 3
,

且 4 甲

基化
,

而又诱导组蛋 白 H Z B 的甲基化
一

( A rr ig 。 ,

1 9 8 3 ) 工̀ “ 1
,

显示了热击对同一材料核心

组蛋自的复杂影响
。

以上事例表明热击处理有可能对核内蛋白质的修饰产生比较广 泛 的影

响
,

因此热击的影响是 比较深刻的
。

一
关于热击对基因表达的影响

,

植物方面的报告不多见
。

有报告
,

热击处理立即抑制番茄

细胞培养物中p er
一 r R N P 的加工

,

从而抑制了核糖体生物合成 ( N o v er 等
,

1 a9 且 ) J 吕 ` 1
。

热

击处理时间延长则植物细胞培养物的核中的 p er
一 r R N P 物质部分降解 ( s hc ar f 和 N vo er

,

·

19 8不) 【“ . 1
,

热击会使植物分泌细胞中原来稳定的 m R N A S去稳定化 (B
r
do l

,

1 9 8 9 ) 俘
’ l 。

热击可以促进 马利亚那云衫和短叶松原生质体在电激后的 C A T 基因的表达 ( T a

助。 n es 等
,

1 9 8 9 )[
` “ a 工 ,

再联系到动物材料方面的一些报告
:

热击可以引发特征性膨松 ( R it os a ,

1分6 2 )

兀. 丘 ] 。

热击引发的膨松的大小和 H s p 的大小相关 ( S i m
e n 等

,

1 0 5 5 ) l ` 。 Z J 。

热击会使染色

质快速凝缩 ( S e hl es i n g er
,

1 9 8 6 ) [ 。 9 ]
。

热击使灯刷染色体快速收缩
,

热击处理可以 抑 制
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或促进基因表达是应该肯定的
。

问题在于影响规律还有待于掌握
。

厂 石
。

热击对细饱分琪的润控 引言中已经指出了热击对植物细胞分裂的促进作用
,

这里

只就动物材料进一步作些介绍
。

有报告指出
:
每一世代 34 ℃ 30 分钟热击处理一次

,

处理 7 次

后
,

细胞同步分裂 , 同步分裂还与微管蛋 白在细胞周期中的合成节奏相关 ( B ir d和 2 1

~ er
-

m a n
,

1 9 8 1 ) L` 吕1 。

热击处理后微管蛋白的合成出现二个高峰
,

一次忠现在无处 理 时 应 该

出现的时候
,

另一次出现在由于热击而被推迟的有丝分 裂 的 直 前 ( o a r
ir n 。 和 L af f le 几

、

1 9 8 5 ) [名a l 。

热击处理的实施是在 G : / S 转换期时
,

则对 D N A 合成的启动和伸长起抑制作

用 ( D a v is 等
,

1 9 8 3 ) 〔3 “ 1
。

热击诱导产生的 89 K D H sP 在正常细胞的增殖控制中起重要作

用 ( 饭田秀利
,

1 9 8 3 ) La l
。

热击诱导产生钓高分子量H 日p与细胞由增殖状态进入 G 。 期或维

持 G 。 期有关 ( iI d a 和 Y a h ar
a ,

1 9 8 4 ) 〔̀ ” l
。

以上这些事例表明
,

热击不仅可能促进细胞

分裂
,

也会抑制细胞分裂
,

也可能利用热击对细胞分裂的抑制作用以促进同步分裂
。

6
.

热击和发育分化 引言中己介绍了热击对植物体细胞胚胎发生的影 响
,

这里进一步

以动物材料为主提供一些线索
。

一些由动物材料分离的细胞进入培养后
,

在对激素产生反应

前很早就首先合成二种类似于 7 0K D和 85 K D H sP 的蛋 白质
,

培养肋迫蛋 白
。

小鼠合子胚在

二细胞初的阶段
,

发现一组新的蛋白质
,

其中主要的 70 K D蛋 白和 7 OK D H sP 相同 ( B
e n sa u de

等
,

1 0 8 3 ) [` , ]
。

酵母细胞抱子形成时有热击相关基因的表达 ( K n r t z和 L i n dq u e s t
,

1 9 85 )

I “ “ 1 。
L盯: hm an ia tn 叮or ( 寄生原生动物 ) 通过昆虫媒介寄生于哺乳类体内后

,

由于寄主的

体温
,

由鞭毛虫状转变为无鞭毛化
,

同时有热击基因的 表 达 ( V a n d时 P l oe g 等
,

1 9 8 5 )
L“ , I 。

番茄侧根尖分裂细胞有高水平 H sP 7。 样基因的转录
,

子房维管束
、

未成熟花药
、

胚

等均有相同情况
,

作者认为 H叩 70 族成员与发育调节有关 ( D uc k 等
,

1 9 8 9 )t
3 吕1 。

热击促

进笃尾开花 ( M ar
r i s e n 等

,

1 9 8 6 ) [ ’ 4 1
。

热击可使高粱由雄性不育转变为可育 ( 张孔括等
,

1 9 8 6 ) [ 2 1
。

还有报告
,

不分化的畸胎瘤干细胞不能表达热击基 因
,

一旦含有分化了的 细 胞

簇时即对热击产生反应 ( W i tt ig 等
,

1 9 8 3 ) t “ ’ 1
,

以上事例都提示了发育分化早期的发育

和H SP的存在之间存在着某种联系
,

这是值得予以往意的
。

7
。

热击对抗逆性的形晌 aT n g u a y ( 1 9 8 3 ) ￡̀ ” ’ J 指出 H sP 诱导和暂时耐热性的发展

强相关
。

一些研究报告指出
:
40 ℃ 2 小时或45 ℃10 分钟处理明显提高大豆幼苗在2 8℃培养后

再遇 45 ℃时的耐受力
,

热击处理导致的 H s sP 积累与耐热性获得高度正相关 ( 玩 u 等
,

1 9 8 4 )

6[ 。 1
。

38 ℃ 2 小时处理可以提高烟草培养细胞对 54 ℃ 胁迫的耐受 ( H ar ir n g ot n 和 A l m
,

1 9 8 8 ) t` “ 1
。

38 ℃处理使虹豆培养细胞形成对热的适应时
,

产生 7 OK D和 80 K D H sP (H e n s卜

L a R os a等
,

1 9 8 7 ) [“ 1 。

关于 H SP 在提高耐热性中的作用
:

大豆的H SP
,

有的结合于多核搪

体
,

作者认为H sP 保护多核糖体
,

防止在胁迫条件下翻译机器的破坏 ( M a n s f场 d1 和 K ey
,

1 0 8 8 ) 〔7 “ 工
。

玉米根细胞中
,

H s P有 1 5~ 6 0%是与细胞器相结合
,

其中2 5 K D
,

7 2K D结合于

G o l g a体和内质网
,

i s K D
,

Z o K D
,

7 2K D结合于质膜
、

线粒体
、

乙醛酸循环体
,

等 ( C o o p e r

和 H。
,

1 9 8 7 ) t 3 O I
,

提示了 H SP 和多种细胞器的正 常功能有关
。

关于 H sP 种类和耐热性的关

系
,

多数报告重视 70 K D H叩
,

但对不同品种小麦的分析显示
,

在耐热品种中普遍存在的是

16 K D
,

17 K D
,

26 K D 等分子量较小的 H SP
,

作者认为低分子量 H sP 和耐热性有关 ( K ir s h
-

n a n 等
,

1 9 8 9 ) [“ “ l
。

用动物材料研究的一些结果如下
: 4 1 ~ 4 4 ℃ 1 5~ 6 0分钟使B H K细胞

产生了多种 H sP
,

其中仅 7 0K D H sP 束缚于核基质
,

作者认为 70 K D H SP 在核中起结构作用
,
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在热胁迫时起保护核的作用 (P o uoh e let 等
,

1 9 8 3 ) [。 ” j 。

在哺乳类细胞
,

核仁对高温非常

敏感
,

H sP 70 的存在加速细胞从高温的恢复
,

作者认为 70 K D H sP 的功能之一是修复热胁迫

损伤的前核糖体 (P
。
hl

a ”
,

1 9 8 6 )
’̀ 。 ’ 。

对于小 鼠神经胚芽瘤细胞
,

热胁迫处理下的微管
,

中
伺丝的重组需要H s p的存弃( v a ” B e r g e n ” n H

e n e g o u w e n 和 L , n n e` a n s
,

1 9 8? ) “ ’ “
,

从以上一些事例看
,

热击可以诱导在一定时期内的抗热性
,

而这种抗热性的获得和热击蛋白

对各类细胞器的保护和促进修复有关
。

以上是目前对于热击 }处理的生理生化效应的基本了解
。
可扼要归纳如下

: 热击处理影响

喋改变胞内离子状况
,

促进呼吸
,

促进降解酶活性水平
,

改变基 因表达状况
,

影响内源激素

冰平
,

有利于发育分化
,

提高短期抗逆性
。

这些基本影响将是我们考虑应用热击处理于植物
`

组织培养的起点
。

二
、

植物组织培养中通过热击处理可能有助于解决的问题

植物组织培养研究在近20 年来的进展是迅速的
,

在器官
、

组织
、

细胞
、

原生质体再生植
株

,
`

有效成份的生产
,

组织培养育种和应用基础研究方面都己取得了很大成绩
。

但是离开真

正掌握规律还有很大距离
。

’

外植体进入培养后
,

在大多数情况下首先遇到的就是脱分化启动和持续分裂的问题
。

脱

分化启动和持续分裂
,

在许多植物材料并不困难
,

通过适宜的培养基和激素供应就可实现
,

对子有些材料则并非如此
。

脱分化启动
,

涉及消除或减弱原有表达程序 引发新程序的问题
。

热击处理诸效应中有引发核糖核酸酶
、

活化蛋白酶
、

抑制正常蛋白合成
、

修饰核内蛋白质等
作用

,

这些都可能有助王抑制原有表达程序引发新表达程序
。

因此
,

热击处理作为辅助手段

配合试用于脱分化培养试验是有理由的
。

水稻原生质体培养
,

在促进分裂提高植板率方面也

己成功地采用了热击处理措施
。

植物组织培养中的再分化研究近年来的一大趋势是诱导体细胞胚胎发生
。

本文己展示热

击研究的许多报告都涉及至归冰细胞胚胎发生
。

热击诱导产生了多种分子量不 同的 宜 sP
,

其中

好些和以往陆续报告的胚胎发 生蛋 白
:
70 K D ( s o n g 和 o kl m ot 。 加81 ) 〔 , 。 ” ` ,

石4 K D
、

54 K D
、

24 K D ( hc en 和 L u比
e ,

1 9 87 ) I’ ` 1蛋 白是否相关是值得考虑的
。

热击处 理 影 响

多种内源激素的水平状况
, _

而一些报告表明体细胞胚胎发生过程中内 源 细 胞 分 裂 素 水 平

( D u r l e y等
,

1 0 5 4 ) t名 ` l
,

A B A水平 ( K a m ad
a 和H a r a

d
a ,

1 9 8 1 ) I ’ 2 ] 等内源激素水平有

显著变化
,

这样
,

利用热击这种快速处理手段来抑扬调节外植体 ( 培养物 ) 的内源激素水平

可能是有益的
。

外源激素供应是植物组织培养的基本技术措施
。

长期 以来一直认为外源激素的供应是对

内源激素不足的补充
。

但是
,

`

近年来的一些报告表明情况并非如此简单
,

G A 的供应可以促

进细胞内 IA A 的生物合成 ( 乡
a w

,

1 98 7 ) `. ” ,

供应 乙烯使细胞 内G A 水平下降 ( p ea or “等
,

i 。: s ) 〔“ ,
,

供应 A B A使细施俩的细胞分裂素水平下降 6 0一 7 0% ( s a h a
等

,

1 0 8 3 ) : , ` 〕 ,

外源 B A 处理会导致内源细胞分裂素外泄 ( v o n A r n o ld 和 G r o n r o o s
,

i , 5 6 ) I” a l
,

供应

B A使细胞内的 A B A水平
.

丫降50 % 以上 ( 黄海
,

1 9 8 7 ) { 5 ’ ,

低剂量的 2
.

4
一
D 供应 使内源乙烯
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:
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水平剧降 ( G a re ia和 E n ie s七
,

1 9 8 3 ) 工“ l 等等
。

以上这些例子表明
,

外源激素供应的一个

重要作用是调整培养物的内源激素状况
。

其实
,

培养基中的其他成份
,

在许多情况下也起着

调节内源激素的作用
。

热击处理的效应之一是影响内源激素状舔 热击处理的特点是处理时

间短反应快而撤除处理也容易
。

因此
,

使用热击处理作为手段之一
,

以调整内源激素状况是

值得加以研究的
。

抗性育种是植物组织培养研究的一个重要应用目标
。

热击处理可以获得短期提高抗逆性

的效果是基本肯定的
。

能否在此基础上
,

以热击处理作为祝合手段之一进行抗逆性和抗性育

种研究
,

是值得予以考虑和试验的
。

植物组织培养中的基本培养基
,

通常总认为主要是满足培养物对营养供应的需求
` 但从

培养基消耗情况的分析来看
,

培养终了时
,

糖和 P 己消耗完
,

N仅剩 10 %左右而 K
、

8
、

o a 、

M g均还剩 4 0~ 60 % ( M a o C a r t h y等
,

2 9 5 0 ) [ ` ’ 1
,

微量元素的消耗就更少
,

因此外源无抓

盐供应的另一个主要的作用是维持细胞内适宜离子状况
。

我们近年来的一些分析工作表明
,

水
、

.

琼脂
、

化学试剂中的杂质
,

主要是微量元素
,

对培养物细胞内矿质元素含量状况影响极

大
。

热击处理会明显影响培养物的离子内流和外流
,

若然
,

热击处理是可以作为辅助手段应

用于胞内离子水平调控的研究
。

以上是我们对于热击处理在植物组织培养研究中可能发挥作用的一些认识
。

由于热击处

理的生理生化效应是多方面的
。

而各种效应对一个具体培养目标不可能都是有利的
,

这就需

要在利用其有利影响的 同时
,

设法排除或弥补其不利影响
。

因此
,

进行热击处理试验时是不

大可能单靠热击处理一种技术措施就能获得十分显著的效果
。

需要注意并存因素的影响
,

需

要注意因素间的配合
。

三
、

进行热击处理试验时需要注意的问题

热击处理作为一种技术措施是比较简便易行的
。

但是由于生物体对致死温度以下而高于

正常生长温度的高温十分敏感
,

热击的生理生化效应十分广衡 从而处理温度和其他配合条

件乃至材料 自身状况的微细差异都可能导致热击效应不同
。

因此
,

在应用热击手段于植物组

织培养前
,

对于可能影响热击效应的因素
,

最好尽可能多了解
。

1
.

处理沮度
、

处理时间和升温方式 不同的处理温度
,

不同的处理时间
,

骤然升温还

是逐渐升温都会显著影响热击效应
。

如
:

大豆幼苗
,

40 ℃热击不促进渗漏
,

一

45 ℃ 5 小时期间

发生氨基酸可溶性搪
、

电介质的持续渗漏
,

47
.

5 ℃ 7 分钟处理渗漏又较慢
,

而 47
.

5 ℃前如先

40 ℃预处理 2 小时则可完全制止47
.

5 ℃ 7 分钟所诱导的渗漏 ( L协 等
,

1 9 8 5 ) \ 。 . ]
。

玉米幼

苗根
,

由40 ℃或45 ℃热击所诱导合成的 H sP 是完全不 同的 ( C o p p er 和 H O ,

1 9 8 3 ) t a “ l
’

。

玉

米胚芽
,

35 ℃以上的热击温度才能诱导合成 H sP
,

有些 H sP 41 ℃ 1 5 分钟处理即可诱导产生
,

有

些 H s P需4 1℃ 1 2 0分钟处理才能诱导合成 ( B
a S Z e z y n s k i等

,

1 9 8 2 ) [ ` “ ]
。

或豆培养细胞
,

3 2 ℃

36 ℃下均不产生任何典型的 H s p
,

38 ℃下则产生分别为 70 K D 和 80 K D 的二种 H sP ( eH
n s s

-

L “ ko as 等
,

1 9 8 7 ) [` 8 1
。

抱子甘兰花药
,

35 ℃ 48 小时处理不能获得花粉胚
,

35 ℃ 16 小时处

理则能诱导获得大量胚状体 ( O ek
e

dn on
,

1 9 8 4 ) [ 吕 “ l
。

烟草培养细胞
,

38 ℃ 2 小时预处理可

提高细胞对 54 ℃胁迫的耐受
,

42 ℃ 2 小时预处理则否 , 又如 3合℃预处理后立即 54 ℃ 胁迫
,

细胞能生长但不太正常
,

38 ℃预处理后 8 小时再54 ℃胁迫则细胞能正常生 长 ( H ar
r
in g ot n
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和 A lm
,

1 0 8 8 ) [ 4 万 ] 。

海生硅藻
,

3 5℃ 6 0分钟或 40 ℃ 10分钟 + 3 0℃ 6 0分 钟
,

诱导产生的

任s P , 是相同的 ( L a i等
、 1 9 8 5 ) [ 6 ` 1 。

胡萝 卜悬浮培养细胞
,

3 0℃ 3 小时产生 7 种H “ P
,

3 5℃

3 小时产生 9 种 H叩
,

38 ℃ 3 小时则产生 10 种 H sP
,

91 K D H sP 是在 38 ℃热击下才 产 生
,

又
,

38 ℃下 0
.

5小时仅产生 91
、

84
、

39 K D H sP
,

1
,

5小时则除上述四种外
,

还诱导产生 3 .0

2 4
.

5
、

2 0
.

5
、

1 9
.

5
、

1 8
、

1 6 K D H s P ( H w a n g 和 Z i m m
e r m a n 1 9 8 9 ) [峨 。 l

。

大豆幼苗
,

逐步

升温时
,

诱导 且sP 合战所需热击温度比快速升温时高 6 ~ 9 ℃
,

而且二种情况下合 成的 SH p

的种类也不相同 ( A l t s o h u le r 和M a s o a r e n h a S
,

1 9 8 5 ) [ ” ]
。

水稻细胞培养物
,

还逐渐升温至

45 ℃
,

诱导合成 33 K D H sP
,

快速升温至 45 ℃则诱导合成 70
、

89 K D 且 sP
,

而且是甲基化 的

( F o u r r 、 和 L h oe st
,

1 9 8 9 ) [` 。 J
。

以上事实表明
,

不 同温度
、

时间和升温方式所诱导产生

的 H日p 是不同的
,

生理效应也是不同的
,

特别是 H sP 的种类
,

我们知道不 同种类 H sP 的生

理作用是不 同的
,

因此
,

在进行热击试验时还以系统地筛选出为研究目的所需要的适宜处理

温度
、

时间和升温方式为妥
。

2
。

不同种类 R 日p 的合成时序和合成部位 热击后不同种类 H sP 的合 成不 是 同 时
,

也不是在细胞内的同舟部位进行
。

如
: 烟草叶内原生质体

,

40 ℃处理期间
,

有二种碱性的短

命 H sP 是只在热击的最初 2 小时内合成
,

其他17 种中性的 比较稳定的 H sP 则在整个40 ℃处

理期间都合成
,

作者指出这二种短命 SH p 为调节多肤
,

对正常蛋 白合成的受抑制负 有责 任

M e y e r 和 o h a r t i e r
,

1 9 5 3 ) [了 ` ]
。

酵母细胞
,

4 0 ℃处理 i 一 2 小时后
, 9 5

、

8 5 、
7 0 K D SH P

的合成即达最强
,

而后下降
,

56
、

44
、

一

33 K D H sP 的合成强度则上升较慢
,

但在处理 4 小时

期间没有回降 ( W
e i七z e l 等

,

1 9 8 7 ) 飞“ ` 1 。

小麦幼苗
,

4 0℃处理
,

开始 4 小时 H s P 合成较

少
,

7 小时后出现 12 种 H sP
,

12 小时后出现 89
、

45
、

38 K D H sP
,

作者指出 7 小时后 合 成

的迟 H s p 可能与增进甲硫氨酸掺入蛋 白质有关 ( N ec o hi 等
,

1 9 8 7 ) t ’ “ l
。

玉米根
、

G ol ig 体

和内质网中有 25
、

72 K D H s p
,

质膜
、

线粒体
、

乙醛酸循 环 体 中有 18
、

g2
、

72 K D H sP

( o o o P e r 和 H o
,

2 0 8 2 ) [ 8 “ ]
。

木豆
,

由 2 0 ℃ 升 高至 3 0℃
,

诱导产生了 1 0~ 12种 H日P
,

其

中 1 8
、

6 0 K D 价P 为线粒体起源
,

其他大多为核起源 ( K i hs o r e 和 U p ad h y a y a ,
1 9 8 8 )

。

“ 。 ,
。

以上事例表胆势击的时间长短有可能影响诱导产生 H sP 的 种类
,

H sP 种类的不 同也

可能影响不同细胞器的功能
。

以上事例也提示了在热击处理开始后应该注意除温度以外的其

他条件状况
。

3
。

细脸时期对热击效应的形晌 细胞时期和热击效应间关系的报告
,

植物 材 料 比 较

少
,

还需参考一下动物方面的报告
。

己有的报告如下
: 烟草未 同步悬浮培养细胞

,

对数期细

胞比静止期细胞更能对热击产生反应高速产生 H sP ( K a n a b us 等
,

1 9 8 4 ) 16 3 ]
。

酵母细胞
,

G O期细胞对热击不敏感
,
G , 一 S转折期细胞对热击敏感 ( P l e s日e t 等

,

2 9 8 7 ) L二 ]
。

OH O 同步

细胞
,

G :
~ S转折期细胞

,

43 ℃ 1 小时对 D N A合成启动和伸长起抑制作用 ( C va is 等
,

1 9 83)

t . “ l 。
O H O 细胞

,

热击处理 G , 期细胞仅使 89 K D
,

n o K D H sP 有少量增加
,

热击处理

S 期细胞则除89 K D
,

n o K D 外还使 70 K D H sP 有显著增加
,

OH O 细胞在 8 期对热击敏

感 ( R i oe 等
,

1 9 8 6 ) [。 ` 1
。

四膜虫
,

33
.

8℃ 50 分钟显著促进组蛋白 H : 的磷酸化
,

作者还指

出这种磷酸化是依赖于细胞周 期的 ( G fo v er 等
,

1 9 8 1 ) 【“ ] 。

H el
a 细胞

,

7 0 K D H sP 与

专一胞质蛋 白质的结合受细胞时期的影响
,

S期细胞有较多种类的蛋 白质与 H sP 70 专一结合

( M i al sr ik 等
,

1 9 a 9 ) 汇’ , ]
, 以上事例表明

,

不同时期细胞对热击的反应是不同的
? 不分裂



1期 梁海曼等
:

热击在植物组织培养的应用前景

静止细胞反应能力弱
,

周期细胞中的 G
,

~ S 转折期至 S期细胞对热击最敏感
。

因此在热击处

理植物组织培养物时应注意材料是否处于活化状态或接近于活化启动状态
。

4
。

发育状况对热击效应的影晌 一些研究报告指出发育状况对热击反应有显著影响
。

如
:
高粱萌发种子

,

吸胀初不能合成 H SP
,

吸胀开始后 16 小时时的热击只能一般降低胚 中氨

基酸的掺入
,

不同系的起始合成 H印 的种子萌发时间是不 同 的 ( o u g h a 。 和 8 七。 d d a rt
,

1 9 8 6 ) I “ 3 j
。

小麦萌发胚
,

种子活力高的热击反应强
,

吸胀早期和吸胀后期合成的 H sP 还有

量的区别 ( H el m 等
,

1 9 8 9 ) 飞̀ , ]
。

菜豆叶片
,

衰老时叶片对热击处 理 的 反 应 能 力 下 降

( Y o r
d a n o v 和 W

e i S
,

1 98 4 ) [ ’ ` 日1
。

以上事例看来活力强的材料热击反应能力强
,

但是也

有例外
,

唐营蒲小球茎是休眠材料 比不休眠材料合成 H sP 和抑制正常蛋 白合成的能力更强些

( iG nz b ur g 和 s al o m o n
,

1 9 8 6 ) [` ’ 1
。

还有报告梨培养细胞对热击最敏感的时间是进入培

养后的第 3 天
,

与最活跃细胞分裂的时期相一致 ( W u 等
,

1 9 8 4 ) [ ` ’ 8 1
。

因此
,

在进行培养

物热击处理时还应注意材料的活性状况
。

又
,

畸胎瘤未分化干细胞不能表达热击基因
,

只有

分化了的细胞 簇才能对热击起反应 ( W it 七19 等
,

1 9 8 3 ) 至“ 7 1
,

这一事实也值得予以注意
。

5
.

热击反应的组织器官专一性 如
: 玉米

,

热击处理能使大多数组织诱导合成典型的

H sP
,

但是确切的反应特征是 因组织类型而异的
,

如初生根延长区的反应能力就比成熟 区强

( o o o P e r
等

,

1 9 8 4 ) 1 2 0 1
。

玉米 5 天幼苗
,

4 2 ℃ 1 小时后进行分析即有 H s p 合成
,

但不同

器官所合成的 H s p是有区别的 ( B a s “ c Z y n s k i和W
a ld e n

,

1 9 8 3 ) 〔` 4 1
。

A l a h i o t i s ( 1 9 8 3 ) t ` ” 1

指出热击反应是相似的
,

但热击基因存在种内和种间差异
。

M a n s f i el d和K
e y ( 1 9白7 ) 1 ” l

报告
,

双子叶植物比单子叶植物含有更多可测出的低分子量的 H sP
。

以上事实表明 H印 的

产生有强的材料专一性
,

因此
,

在热击研究中实验材料选定后
,

不要轻易更动材料
。

6
。

外耳化学因素对热击效应的影晌 如
:

热击可以刺激藻状菌抱子萌发
,

谷酞胺的供

应对热击效应起增效作用 ( S h e h a七a 等
,

1 9 8 2 ) 、 ` q O I
。

腐胺的供应会缩小热击对细菌蛋 白

质合成的抑制 ( M i r e 七等
,

1 9 8 6 ) [ ’ 7 1
。

G A 的外源供应会增强绿豆对热 击 的 反 应 ( C h , n

等
,

1 9 8 6 ) 工2 ` 1
。

K T 的供应可以完全消除热击对葛筐种子产生 乙烯的抑制作用 ( K h a n 和

P r u , i n s k i
,

1 9 8 9 ) 1 5 7 1
。

P P3 3 3 增强植物对热击的耐受能力 ( L ee 等
,

1 9 8 5 ) [“ ’ ] 。
P P 3 3 3

增强水稻原生质体对热击的耐受能力 ( 郑康乐等
, 1 9 9 0 ) [“ l

。

这一方面
,

在用动物材料进行

的试验中还有更多例子
,

如
:

葡萄搪的供应促进 L 929 细胞对热击的反应 ( K as a m b al id的和

L a n k s
,

1 9 8 3 ) [ 6 。 ]
。

因此热击处理应用于植物组织培养材料时
,

应注意培养基 成 份 的 选

择
。

在 同一组试验中除必要外不应轻易更动培养基成份
。

7
.

可能产生 H s p的其他胁迫因子 且sP 合成是热击反应的主要标志
。

H sP 的多种多样

功能是热击效应的主要基础
。

但是近年来一系列研究表明许多胁迫 因子也会产生 H s PS 或 H sP

样蛋 白
。

因此研究热击效应时
,

还应了解可能产生 H s sP 的其他胁迫因子
,

以免其他胁迫因子的

存在干扰我们对热击试验结果的分析
。

其他胁迫而能产生H sP 的
,

举例如下
:

.

大田生长的大

豆在水份胁迫时会诱导产生H s p 一m R N A
,

这与田 间水分不足时叶面升温有关 ( K i m p le 和 K ey
,

19 8 5 ) t s 吕1
。

玉米中胚轴水分胁迫时可诱导积累 H s P
一

m R N A ( H e i k l c i l a 等
,

1 9 8 4 ) [咭 ” l
。

田间水分不足导致棉花叶肉 积 累 96
、

87
、

72
、

63
、

45
、

36
、

22 K D H SP 样 多 肤 的 积 累

( B u r k e
等

,

2 9 5 4 ) [ 2 ’ ]
。

m e t h o
m y l ( 一种线虫剂 ) 诱导玉米幼苗合 成 H S p ( R e e s 等

,

1 9 3 9 ) [。 2 1
。

这方面在动物材料还有不少例子
,

女「l
:

Z n 污染 ( W h e l a n 等
,

1 9 5 5 ) t ’ ` 。 l
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H : 0 :
( LOv

e
等

,

1 0 3 6 1 7 “ ] , o o u r g e o n 等
,

1 9 5 5 [ 3 ’ l ; F o r n a o ej
r
等

,

1 5 5 9 卜3 . 1 )
,

等
。

因此
,

在进行热击试验即寸
,

如果不是有意安排
,

应尽可能排除其他胁迫 因子 ( 包括抑制性药

剂 ) 的并存
。

以上是我们对热击手段应用于植物组织培养的有效性和热击试验进行时应该注意的问题

的一些粗浅的认识
。

由于我们自身在这方面的研究工作做得不炙
,

系统的研究还刚刚开始
,

代们对热击应用基础研究的理解肯定还有不足之处
,

还有待不断深入
。
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