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摘　要: 对番茄下胚轴、子叶、茎段、叶片、叶柄不同类型外植体离体培养中有关细胞启动、分

裂、分化以及器官发生作了细胞组织学观察。研究结果表明:番茄不同类型外植体在同样的培

养条件下,愈伤组织生长表现出明显差异,其中下胚轴、子叶诱导产生愈伤组织时,细胞启动

最早,生长最快,其分裂方式基本为无丝分裂,未见有丝分裂,因此我们认为以不定芽方式获

得转基因植株时,植株的所有性状变化,是否纯属目的基因所为,应该反复考察,不能忽视不

定芽产生过程中的种种变化;下胚轴诱导愈伤组织形成时,细胞不规则的无丝分裂少于子叶,

故下胚轴离体培养得到的正常芽的比例高于子叶的;番茄离体培养中不定芽通常发生在愈伤

组织的周边区,也可起源于维管组织结节周围的形成层状细胞。不定根则由茎中柱鞘处发生。
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Abstract: H ypoco tyl, co tyledon, stem , leaf b lade, leaf pet io le exp lan ts of tom ato
w ere cu ltu red on M S m edium supp lem en ted w ith 2 m göL BA and 012 m göL
IAA fo r induct ion of calli and bud fo rm at ion. Cytoh isto logica l ob servat ion s on

calli and bud fo rm at ion w ere carried ou t. T he resu lts are as fo llow s: there w ere

sign if ican t d ifferences in callu s induct ion and grow th among 5 k inds of exp lan ts
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m en tioned above. Calli from hypoco tyl and co tyledon exp lan ts w ere induced

earlier than o thers, and had a faster grow th ra tes than o thers. Buds differen t ia
2ted from calli w ere adven t it iou s ones. A dven t it iou s buds w ere genera lly
fo rm ed on the periphera l parts of the calli, and also o rig inated from the cam b i2
um 2like cells su rrounded by the vascu lar nodu les. A dven t it iou s roo ts o rig inated

from the pericycle. T he caryo logica l ob servat ion on callu s paraff in sect ion
show ed that as compared to the calli from hypoco tyl, in the cou rse of callu s fo r2
m ation from co tyledon there w ere mo re k inds of nuclear d ivision modes, bu t a ll

these w ere of am ito sis.

Key words: Tom ato; Exp lan ts; in v itro cu ltu re; M o rphogenesis

番茄 (L y cop ersicon escu len tum M ill. )属严格的自花授粉植物,长期的人工驯化使其

基因背景逐渐变窄,在其栽培中已很难找到一些耐逆境的基因 (如耐盐基因等) ,而在利用

其野生种或其它物种的基因方面,传统的有性杂交有很大的局限性。研究证明通过生物技

术来改良番茄商品价值有很大的潜力,故有关番茄离体培养的研究一直在进行[1 3 ] ,但研

究其形态发生的报道甚少。笔者以下胚轴、子叶、茎段、叶片、叶柄为材料,对其诱导培养过

程中细胞启动、脱分化、组织分化和器官 (芽和根)发生,进行了石蜡切片观察和分析,结果

可为番茄的离体繁殖、体细胞突变体筛选和遗传转化提供细胞和组织学的基本资料,以利

于番茄细胞工程育种和基因工程育种建立理想的实验体系。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

用番茄‘鲜丰’品种的种子培育无菌苗[1 ]。苗龄 12 d 时,切取下胚轴、子叶、茎段、叶

片、叶柄作为外植体。

1. 2　培养基及培养条件

以M S 为基本培养基, 附加BA 210 m göL + IAA 012 m göL ; 室温 (25±1)℃、光强

150 Λmo lõm - 2õs- 1、每天 14 h 光ö10 h 暗的光周期条件下培养。详细内容可参考文献[ 1 ]。

1. 3　切片方法

5种外植体均于培养 7 d 和 17 d 进行二次取样,用 FAA 液固定,按常规石蜡切片法

制片,切片厚 8 Λm ,用代氏苏木精液染色。镜检后进行显微摄影。

2　结果

2. 1　不同外植体的形态反应

外植体培养 2 d 时,绿色开始变淡,子叶和叶片与固体培养基不再紧贴,局部肥厚增

大,略显不规则的卷曲; 轴状外植体也略显肿胀,这表明已有愈伤组织产生。当培养 7 d

时,不同外植体的愈伤组织分化程度各不相同,下胚轴、茎段和叶柄皆呈黄白色,切口处愈

伤组织的发生尤为明显,肿胀更突出,局部呈瘤状突起,子叶和叶片也变成黄绿色,前者比

后者肥厚和增大程度更明显 (图版É: 1a, 1b, 1c, 1d, 1e)。当培养 17 d 时,外植体已基本失

去其原有形状,下胚轴、子叶和叶片的外植体上已出现了肉眼可见的绿色芽点 (图版É:
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2a, 2b, 2d) ,其中下胚轴上最多,子叶次之,叶片上较少,茎段和叶柄上未见芽点。进一步

培养观察发现,这种绿色芽点有些成为小苗,不断长出新叶,但有些芽点只能长成叶状体

或者成为畸形苗 (图版É: 3a)。轴状外植体的两端,由于切口创伤,愈伤组织的形成更明

显,呈哑铃状 (图版É: 2a, 2c, 2e)。

2. 2　愈伤组织形成过程中的细胞和组织学观察

培养 7 d 后取材切片可见,下胚轴纵切面 (图版É: 4)上,在切口处的 1～ 3 层细胞枯

死,深处产生了大量愈伤组织,下胚轴表皮细胞局部开始脱分化,并分裂,但大部分细胞无

明显变化。子叶的局部 (图版É: 5) ,表皮细胞部分破碎,叶肉细胞和叶脉里的薄壁细胞都

在诱导培养下全面启动、脱分化,并产生愈伤组织。茎段纵切面愈伤组织分化程度没有下

胚轴那样活跃 (图版É: 6)。叶片的直切面 (图版É: 7)的启动、脱分化程度也不及子叶活跃,

近轴面的表皮细胞尚完整,但叶肉、叶脉里的薄壁细胞都开始启动、脱分化,部分细胞已开

始分裂。同样,在叶柄纵切面 (图版É: 8)上可见到愈伤组织发生的不均衡性。无论哪种外

植体,在诱导培养的情况下,那些启动、脱分化的薄壁细胞的特点是: 细胞质变得稠密,细

胞核在比例上增大,趋向中央,液泡化程度降低。这些细胞已失去了原来的结构和功能,成

为一个具有分生组织特性的细胞 (图版É: 9)。

凡已启动、脱分化的细胞,都能进行分裂,衍生增殖为一群薄壁细胞,分裂时未见有丝

分裂,皆为无丝分裂,且分裂方式多样,呈劈裂、碎裂、串状分裂等多种式样 (图版É: 5中箭

头所示)。

启动、脱分化的细胞分裂若干次后,形成的愈伤组织为均质的、活的薄壁细胞组成。但

是,其内的个别细胞会出现再次的启动、脱分化 (图版Ê: 10中箭头所示) ,形成分生细胞团

(图版Ê: 11) ; 进一步发育,形成鸟巢状结构,部分细胞明显伸长、弯曲,细胞壁上出现不均

等加厚现象,似裸子植物里的管胞 (图版Ê: 12) ,这种结构也叫维管结节[6 ]。这表明在匀质

的愈伤组织里产生了明显的组织分化。

2. 3　器官的发生
2. 3. 1　芽的发生　在培养 17 d 的培养物上取材切片中,可看到不同步形成的分生细胞团

和大量的维管结节。尤其在愈伤组织近表面,出现生长点,且是不同步的 (图版Ê: 13中 a,

b, c和箭头所示) ,其中,距生长顶端下方 (箭头所示) ,开始形成维管系统,细胞呈伸长形、

变小、两排平行状,是不定芽的特征。这表明芽原基的发生是外起源的,往往发生于愈伤组

织的表面或近表面 (图版Ê: 13中 a 所示)。开始时,生长点是一团具有强烈分裂的细胞团,

细胞排列特别紧密,核占细胞的比例大,细胞质非常浓,生长方向背离愈伤组织的中央。随

着生长点的增大,它的表面细胞出现垂周分裂 (图版Ê: 14中箭头所示) ,形成原表皮,排列

紧密有序,有的形成正常苗,也有的形成畸形苗 (叶状体等) (图版É: 3中 a 所示)。
2. 3. 2　完整植株的诱导　诱导培养获得正常芽后,分别切取芽体,接种于 1ö2 M S 培养基

上, 5～ 7 d 后即可肉眼见到根的产生。由切片 (图版Ê: 15)可见,根原基的发生,是起源于

茎内的中柱鞘处。它的生长必须穿过茎的皮层和表皮细胞 (图版Ê: 16) ,得到肉眼可见的

不定根,形成完整的小植株,即可移栽于基质中,生长健壮,成活率达 100%。研究发现,若

诱导培养时,生长素的浓度过大,则在苗端切口处,形成一团愈伤组织,并也可产生许多不

定根。但这种根发生于愈伤组织的内部,根是内起源的。但是,这种不定根由于与茎中的
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维管组织之间被多层薄壁细胞相隔,根里的维管系统不能与茎中的维管系统相通,往往形

成“假苗”,移栽时不易成活。

3　讨论

基因工程实验的成功与否与转化系统有密切的关系,农杆菌介导和基因枪转化等方

法都离不开细胞和组织培养技术。

不同器官因其内在的生理与生化基础不同,诱导器官再生的潜能有所区别而出现多

种情况[4 ]。研究表明:番茄的下胚轴、子叶、茎段、叶片、叶柄作为外植体,均能形成完整植

株,但成苗的早晚、正常苗的百分率有很大差异。下胚轴、子叶的成苗明显优于其它外植

体。因此,以下胚轴、子叶作为外植体建立转基因受体系统的研究较多[1, 3 ] ,本项研究也证

实了此点。

在自然界植物发育中,细胞分裂的趋向、细胞生长方向,以及细胞分裂的速度和次数,

决定了胚胎发育中式样形成以及成熟器官的形态[5 ]。这无疑也为在离体状况下的种种细

胞分裂现象,提供了理论依据。番茄组培过程中,形成愈伤组织的细胞分裂方式为无丝分

裂,未见有丝分裂,且分裂方式多样。可以设想,分裂的结果不能保证每个母细胞中的遗传

物质平均分配到 2个或多个子细胞中去,因而影响到细胞遗传的稳定性。因此,番茄组织

培养可产生体细胞突变体,可为进一步培育出新品种提供条件。我们利用番茄组织培养技

术,以N aC l作为选择压力,已初步筛选到耐盐植株,现已进入大田试验。另外,子叶作为

外植体的愈伤组织,分裂方式比下胚轴更不规则 (图版É: 5) ,故更易出现畸形芽,形成畸

形苗 (图版É: 3中 a 所示)。这提示我们,开展以不定芽方式获得转基因植株时,植株的所

有性状变化是否纯属目的基因所致,应该反复考察,不能忽视不定芽产生过程中的种种变

化。

诱导形态发生过程中,物理创伤作用对启动愈伤组织有明显的作用,但并不是伤口部

分最先启动 (图版É: 4) ,靠伤口的 1～ 3层细胞不久会枯死,紧接着的几层细胞最先启动。

近几年来,在植物组织培养中已逐步明确创伤刺激只是促使细胞增殖的原因之一,在某些

情况下可能不是主要原因,导致细胞增殖的决定因素是外植体不再受整体植株对它的制

约,并给以合适的营养与生长调节物质[6, 7 ]。本研究的结果论证了这种见解。另外,本研究

对番茄的各种外植体纵切面或横切面 (直切面)的细胞组织学观察发现,往往表皮细胞也

并不最先发生细胞启动、脱分化和分裂。这表明能够真正导致形态发生的物质,是在综合

因子作用下,经过一系列的生理生化反应而形成,并通过传导才发生效应。这也说明,这些

物质既不是外植体本身固有的,也不是外源可以直接加入的。我们的研究也表明,引起形

态发生的差异还与品种的遗传背景[1 ]、材料的器官组织类型、生长发育状况和培养的理化

环境条件等因子密切相关。

激素传导的途径一般为伤口直接传导或通过角质层传导[7 ] ,由于传导途径的局限性,

启动是不同步的,故我们能从同一张切片上观察到不同的生长发育过程,在实验设计上并

非一定需要进行系列切片。

在组织和细胞学观察中,我们发现在匀质的愈伤组织中,一旦出现细胞伸长、壁的不

均衡加厚,就意味着组织分化将发生。这也表明,细胞壁对维管分化状态及决定细胞分化
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方向有很大的影响。

植物组织培养中器官原基的起源,一般与完整植株上不定芽与不定根的形成情况相

似。对于芽的起源,大多数为外起源,也有内起源[8 10 ]。本研究证明番茄愈伤组织芽的起源

属于外起源,根的起源为内起源。
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图 版 说 明
图版É: 1. 培养 7 d时,下胚轴 (a)、子叶 (b)、茎段 (c)、叶片 (d)、叶柄 (e)的形态,示培养物的情况; 2. 培养 17 d 时,下胚
轴 (a)、子叶 (b)、茎段 (c)、叶片 (d)、叶柄 (e)的愈伤组织形成后,培养物的形态特征; 3. 由愈伤组织分化的正常芽 (b)与
畸形芽 (叶状体) (a) ; 4. 培养 7 d的下胚轴纵切面,示切口处的枯萎细胞和细胞启动、脱分化、分裂状况 (×40) ; 5. 培养
7 d的子叶直切面,示明显启动、脱分化的局部和各种无丝分裂的方式 (↑) (×40) ; 6. 培养 7 d 的茎纵切面,示切口处
的枯萎细胞和细胞启动、脱分化,分裂状况 (×40) ; 7. 培养 7 d的叶片直切面,示维管束的薄壁细胞、叶肉、表皮细胞都
启动、脱分化,并开始分裂 (×100) ; 8. 培养 7 d的叶柄纵切面,示切口一端的细胞启动、脱分化、分裂状况 (×40) ; 9. 培
养 7 d子叶的直切面,示细胞启动、脱分化,开始分裂 (×200)

图版Ê: 10. 培养 7 d的子叶直切面,示愈伤组织里的细胞再次启动、脱分化 (↑) (×200) ; 11. 培养 7 d 的叶柄横切面,

示分生细胞团 (×400) ; 12. 培养 17 d 的下胚轴纵切面,示鸟巢状结构——维管结节 (↑) ,说明产生了组织分化 (×
200) ; 13. 培养 17 d的子叶直切面,示芽点的发生 (a, b, c)和两排平行状的维管系统结构 (↑) (×40) ; 14. 培养 17 d的
下胚轴纵切面,示芽点产生的生长锥,表皮发生垂周分裂 (↑) (×100) ; 15. 不定芽扦插 5 d 形成的不定根纵切面,示根
原基突起 (↑) (×40) ; 16. 不定芽扦插 5 d形成的不定根纵切面,示根伸长,穿过皮层,突破表皮 (↑) (×40)

Explanation of pla tes
Plate É: 1. M o rpho logical differences of hypoco tyl(a) , co tyledon (b) , stem (c) , leaf b lade (d) , leaf petio le (e) exp lan ts,

show ing callus induction and fo rm ation cu ltu red fo r 7 days; 2. M o rpho logical differences of hypoco tyl (a) , co tyledon
(b) , stem (c) , leaf b lade (d) , leaf petio le (e) exp lan ts, show ing callus grow th cu ltu red fo r 7 days; 3. 20 days after cu l2
tu re, show ing no rm al bud and abno rm al bud. 4. L ongitudinal section of hypoco tyl, show ing cell in it iat ion, dedifferen ti2
ation and division. cu ltu red fo r 7 days (×40) ; 5. Sagittal section of co tyledon, show ing sign ifican t division and various

k inds of division modes (↑) cu ltu red fo r 7 days (×40) ; 6. L ongitudinal section of stem , show ing cell in it iat ion, dedif2
feren tiation and division cu ltu red fo r 7 days (×40) ; 7. Sagittal section of leaf b lade, show ing cell in it iat ion, dedifferen ti2
ation and division of parenchym a cell, m esophyll cell and ep iderm is cell w ith in vascu lar bundle cu ltu red fo r 7 days (×
100) ; 8. L ongitudinal section of leaf petio le, show ing cell in it iat ion, dedifferen tiation and division (×40) ; 9. Sagittal sec2
t ion of co tyledon, show ing cell in it iat ion, dedifferen tiation and division cu ltu red fo r 7 days (×200).

Plate Ê: 10. Sagittal section of co tyledon, show ing cell in it iat ion, dedifferen tiation and division again w ith in callus (↑)

cu ltu red fo r 7 days (×200) ; 11. T ransverse section of stem , show ing the m eristem atic packed cells cu ltu red fo r 7 days
(×400) ; 12. L ongitudinal section of hypoco tyl, show ing the p itted vessel and the vascu lar nodu les (↑) cu ltu red fo r 17

days (×200) ; 13. Sagittal section of co tyledon, show ing the fo rm ation of bud p rimo rdium (a, b, c) and vascu lar system
(↑) cu ltu red fo r 17 days (×40) ; 14. L ongitudinal section of hypoco tyl, show ing the grow ing tip and the division of

ep iderm is cell cu ltu red fo r 7 days (↑) (×100) ; 15. L ongitudinal section of adven tit ious roo ts cu t from adven tit ious

buds roo ted 5 days, show ing roo t p rimo rdium (↑) (×40) ; 16. L ongitudinal section of adven tit ious roo ts cu t from ad2
ven tit ious buds roo ted 5 days, show ing roo t grow th (↑) (×40).
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