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摘 要院 植物组织培养中的试管植物袁 其形态比自然形态要小得多袁 脱离试管后能恢复原形态大小袁 这种微
型化和微型化解除是植物与环境相互作用的一个新命题. 以试管马铃薯无性系微型薯为材料袁 在试管和花盆
两种环境下发芽并长成植株袁 显微切片方法观察其组织结构特征袁 聚丙烯酰胺凝胶电泳渊SDS鄄PAGE冤方法分
离不同处理植株的差异蛋白. 研究发现袁 试管植株器官微型化的主要原因是细胞数量减少袁 其次是细胞体积
减小袁 但试管植株的气孔则较大. 在不同处理的植株中检测出单个和多个蛋白差异. 结果说明袁 试管因子袁
包括营养和生长空间因子袁 能显著胁迫植物正常生长和形态建成袁 形态改变过程伴随有较大的生理变化.
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Abstract：It was frequently seen that plant morphogenesis in vitro was much smaller than that in the natural
environment，and when they were moved out from the test tube，their organs could recover to natural size.
This kind of micromation and unmicromation is a new proposition that could be used to research the
interaction between plants and environment. The micropotatoes from the clones which was produced in vitro
was act as the materials for observation of their morphological，structural，and physiologic characteristics as
they were planted in both test鄄tube and flowerpot environment respectively. It was found that organs
micromation under the stress in vitro was mainly because of the decrease of cell numbers，and also
diminishing of cell size. But the stomata on test鄄tube plantlets were larger than on flowerpot plants. The
results from SDS鄄PAGE were also found that a few differential proteins that were extracted from the plants
stressed by nutrient and space factors were hanged on the gels. These results definitely indicated that the
nutrition and space factors could significantly change plant growth and morphogenesis，and the process of
morphogenesis was coupled with a variety of changes of physiology.
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在植物组织培养中存在一种普遍现象，即，

当把植物组织、器官或种子种植在试管中，可以

生长发育成一个完整的个体，但其形态大小比自

然生长下的个体要小得多，我们常称这种植株叫

微型植株. 当把试管微型植株重新栽植到土壤
后，其形态又能恢复到原来大小. 试管植物的微
型化现象实际上是植物与其生长的环境相互适

应的结果，即，生物体能够对重复出现的各种生

物或非生物胁迫产生响应或适应，从而在形态、

生理、功能等方面表现出特异性或多态性.
试管植物生长特异性受试管多因子影响，如

矿质元素、糖、激素等营养因子，也有生长空

间、光照、光质等环境因子，这些因子中的任何

一项都能影响试管植株的形态发育. 由于试管植
株的微型化是试管多因子综合作用的结果，因

此，我们称这些因子为试管胁迫，其中的矿质元

素、糖、激素等营养因子的作用称营养胁迫，生

长空间、光照等称环境胁迫，尤其是生长空间，

在试管胁迫中是一个有典型意义的胁迫现象，我

们称空间胁迫.
研究植物试管胁迫现象有重要意义. 其一，

能为全面、深入认识植物与环境的相互关系提供

一条新的认识途径；其二，可以揭示和发现生物

体正常生存的最小、最优环境空间；其三，可以

发现除激素外其它调节植物细胞生长的重要因

子. 因为激素调节植物生长的功能已为人所知，
在无外源激素培养基中，试管植株仍然是微型

的. 因此，发现这些因子，对于促进植物生长发
育，增大器官大小，增加植物产量和品质等，都

有重要意义.
一直以来，人们对环境胁迫植物生长，如盐

胁迫咱1袁2暂、水分胁迫咱3袁4暂、金属胁迫咱5暂、光氧化胁
迫咱6袁7暂等各种生物或非生物胁迫给予较多的关注，
但对于试管因子怎样影响到植株的生长和发育，

使试管植物微型化，其研究还很少.
试管胁迫的直接结果是植物的器官简化，形

态变小. 器官变小的直接原因不外乎有两个，一
是细胞大小变小，二是细胞数目减少 . 在该方
面，过去没有系统的研究和报道，但在一些基因

调控方面的研究有重要发现. 李云海等在模式植
物拟南芥中发现有控制种子和器官大小的基因

存在咱8暂；Mizukami Y和 Fischer R L报道拟南芥中
调节基因 AINTEGUMENATA（ANT）的功能，是
通过调节细胞分裂来调节细胞数目，进一步调节

器官大小咱9暂. 这些研究对我们理解植物器官分
化、形成和调控的机理提供了重要线索和方法.
植物的试管胁迫和水分胁迫、盐胁迫等胁迫一

样，在植物器官正常发育的过程中发生了作用，

这个作用也是一个逐级放大过程，器官微型化是

这个过程的最后结果. 本文通过系统观察试管微
型植株和正常植株的形态差异，比较两个类型的

器官大小和组织结构，分析细胞大小和数目在微

型化中的作用，确定试管条件下植株变小的直接

原因；同时，利用 SDS鄄PAGE凝胶电泳方法初步
分析胁迫和非胁迫植株的差异蛋白，探讨试管各

因子导致器官微型化的内在机制.
1 材料和方法

1.1 材料

供试材料为马铃薯试管微型薯植株，该植株

在试管中培养超过 10年，在试管中一个培养周
期后可产生气生微型薯. 分离单一微型薯株系，
在单株系扩繁的试管中选大小一致的微型马铃

薯（长伊直径约为 1.5伊0.5 cm），分别在三角瓶和
花盆中发芽培养. 在三角瓶中培养时设 2 000、
1 000、500、300 mL容量的试管空间处理. 培养
基为：MS垣6鄄BA 1 mg/L 垣NAA 0.5 mg / L垣2，4鄄D
0.2 mg / L垣 IAA 0.5 mg / L垣蔗糖 3%. 在花盆中培
养时，分别给予 2 000、1 000 mL的烧杯罩苗处
理. 微型薯播种约 1个月后，取茎的顶端材料观
察形态和提取总蛋白.
1.2 方法

1.2.1 形态特征组织结构观察

分别取试管植株和花盆植株的同一部位新

鲜茎叶，用乙醇 颐冰乙酸（3 颐 1）固定液固定 24 h，
然后用 95%的酒精换洗 1 h以上，再换 75%的酒
精室温下保存. 取固定好的材料在 0.5%固绿染
液（95%乙醇配制）中染色 12 h，蒸馏水洗去浮
色，冰冻切片，显微镜下观察形态和结构. 观察
了 3个材料的气孔、表皮、栅栏组织和海绵组织
的组织结构，并分析了细胞大小.
1.2.2 蛋白质 SDS鄄PAGE电泳

取材 8个，分别为：花盆 2 000、1000 mL玻
璃罩处理（1 号、2 号），三角瓶 2 000、1 000、
500、300 mL 中生长的新鲜植株茎叶，茎叶粗
壮、形态正常，称 A系（3耀6号）. 在培养中发现
有的 A系植株上出现另一种形态，茎叶细小，与
主茎差异明显（见图 1 B），称形态域（7 号），主
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茎形态称形态玉；另一种试管植株全部是形态域
的形态，称 B系，取材记为 8号.

蛋白质提取和电泳方法见理查德 J.辛普森方
法咱10暂. 准确称量上述新鲜实验材料 200 mg，置研
钵中，加入少许石英砂，冰浴充分研磨. 分 3次
加入样品提取液，每次 400 滋L，充分研磨之后转
移到 1.5 mL离心管中，12 000 r/min离心 12 min，
取上清 . 上样前样品 95 益水浴 5 min，12 000
r / min 离心 10 min，取上清，加 0.5%溴酚蓝 20
滋L上样.

SDS鄄PAGE电泳方法的基本参数为，浓缩胶
4%，分离胶 12%，上样量 15 滋L，DYY鄄11 型电
泳仪和 DYCZ鄄28A型电泳槽，恒流，电压浓缩胶
50 V，分离胶 100 V，考马斯亮蓝染色. 蛋白质
分子质量标准是第四军医大学中分子质量标准.

1.2.3 A系和 B系分系繁殖
为了观察遗传性，将 A系和 B系的植株分

系繁殖，观察后代无性系的植株形态.
2 结果与分析

2.1 不同生长条件下马铃薯植株的形态结构
2.1.1 不同培养条件下马铃薯植株的形态特征

在花盆和三角瓶中发芽生长的马铃薯植株，

一个月后，植株形态差异明显. 相比较，在花盆
中生长的植株，茎秆粗，叶片大（见图 1A），试管
中生长的马铃薯植株比花盆中的植株明显变小，

即微型化（见图 1B），并且还出现有更细小的形
态变化（见图 1 B箭头所示，即形态域，图 1 C
左是其放大图），普通试管植株称为形态玉（见图
1 C 右图）.

图 1 不同生长环境下的马铃薯植株形态
渊A冤 花盆马铃薯植株曰 渊B冤 试管马铃薯植株. 一个植株上生长出两种形态袁 形态玉和形态域渊箭头所示冤曰 渊C冤 试管马铃
薯植株形态玉和形态域茎秆粗细和叶片大小的比较渊图中标尺 1个单位代表 1 mm冤.
Fig.1 Potato plant morphogenesis under the different environment
（A）The plant grew in flowerpot；（B）The plant grew in vitro. There are two types of divarication in one plant，type玉and type
域（arrows）；（C）Comparation of the stem and leaf size between type玉and type 域（1 unit of length in mark ruler represents 1 mm.)

2.1.2 不同营养和空间条件下马铃薯植株的结

构特征

图 2 是移栽在花盆和试管形态玉、试管形态
域的气孔、表皮、栅栏组织细胞、海绵组织细胞
的光学显微结构图，选取 20 个典型细胞，测定
其长和宽，计算平面截面积，其平均数见表 1.
从图 2和表 1中可以看出以下几个结果：

1）气孔细胞. 试管植株的气孔，包括形态玉
（图 2 C）和形态域（图 2 B），都比花盆植株（图 2
A）的气孔面积大，其细胞截面积差异极显著（见
图 2 A耀C和表 1），并且数量多，分布密（见图 2
B和 C）；形态玉和形态域相比，气孔大小差异也
达极显著水平（见表 1）. 另外还观察到一种现象，
试管植株的气孔一般都在开启状态，而花盆植株

则多在闭合状态. 分析试管植株气孔大且常开的
原因，可能是由于试管空间有限，试管中的氧气

或二氧化碳浓度处于胁迫状态，导致试管植株气

孔处于常开状态.
2）栅栏组织. 花盆植株的栅栏组织细胞比试

管植株明显要大（见图 2G耀I），且达显著水平（见
表 1），说明植株移植土壤后，新生长的叶外层细
胞，体积增大了. 形态玉和形态域之间栅栏组织
细胞大小未达显著水平.

3）海绵组织. 测定的结果是，花盆植株和试
管形态玉的细胞大小差异达显著水平，但未达极
显著水平，试管形态玉和形态域之间的细胞大小
没有差异（见表 1和图 2J耀L）.

从这些结果看，植物生长在试管中形态变

（A） （B） （C）
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表 1 不同环境下马铃薯植株叶片组织细胞大小测量结果
Table 1 Cells size of leaves tissue of potato plant under the different environment /滋m2

Tissue type Stomatal cells Epidermal cells Sponge tissue cells
Stress types F 玉 域 F 玉 域 F 玉 域

Average（ x 依 ）

t value（域- F）
t value（F-玉）

117.9依18.2
22.622**

-

288.8依22.9
-

7.644**

222.0依24.9
-
-

263.2依20.7
9.824**

-

150.1依39.5
-

1.081

137.7依20.9
-
-

166.5依27.6
2.667*

-

132.9依39.7
-

0.727

124.3依22.2
-
-

注：胁迫类型中 F指花盆植株；玉指试管形态玉；域指试管形态域；t0.05，28 = 2.048；t0.01，28 = 2.763；*：经 t测验差异达显著水平（P<0.05），
**：经 t测验差异达极显著水平（P<0.01）.
Notes：In stress types，F indicates flowerpot plant；玉represents test鄄tuber plant 玉；域 represents test鄄tuber plant 域； t0.05，28 = 2.048；t0.01，28 =
2.763； *：The t test differences are significant（P<0.05），**：The t test differences are highly significant（P<0.01）.

小，其两大直接原因，细胞大小和细胞数目的改

变都是存在的. 实验测定的试管植株的栅栏组织
细胞和气孔细胞截面积减小了，说明细胞体积变

小了，但海绵组织的细胞截面积变化较小. 从图

1的 A和 B比较看，试管植株微型化，植株总体
积大幅减小，由此可以推断，试管植株细胞数目

也减少了，并且减少量远大于细胞大小.

图 2 不同生长环境下马铃薯植株叶片组织的光学显微结构
渊A耀C冤 花盆植株尧 试管形态域尧 试管形态玉的气孔细胞渊伊400冤曰 渊D耀F冤 花盆植株尧 试管形态玉尧 试管形态域的表皮细胞
渊伊400冤曰 渊G耀I冤 花盆植株尧 试管形态玉尧 试管形态域的栅栏组织细胞渊伊400冤曰 渊J耀L冤 花盆植株尧 试管形态玉尧 试管形态
域的海绵组织细胞渊伊400冤.
Fig.2 The optical microstructure of leaf tissues of the potato plant under the different environment
（A耀C）Stomatal cells of flowerpot plant，test鄄tube plant 域，test鄄tube plant 玉 渊伊400冤曰 （D耀F）Epidermal cells of flowerpot
plant，test鄄tube plant玉，test鄄tube plant 域渊伊400冤曰（G耀I）Stockade tissue cells of flowerpot plant，test鄄tube plant玉，test鄄tube
plant域渊伊400冤曰（J耀L）Sponge tissue cells of flowerpot plant，test鄄tube plant玉，test鄄tube plant 域渊伊400冤.

（A） （B） （C）

（D） （E） （F）

（G） （H） （I）

（J） （K） （L）
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2.2 不同营养和空间条件处理的 SDS鄄PAGE电
泳分析

通过条件优化，12%分离胶分离效果最好.经
电泳、染色和凝胶成像处理，得到不同空间和营

养条件下 8个样品的单向差异蛋白电泳图（图 3）.

从图 3中可以看出，8个样品的单向电泳差
异蛋白有多种类型，有的差异蛋白数量多，覆盖

面大，如 4泳道的 1 000 mL三角瓶的 4号样品，
差异蛋白谱带数量多且清晰，差异明显，有的差

异不明显. 主要差异蛋白带及特征有：
1）花盆植株与试管植株的比较，实际上是

土壤营养和人工试管营养的差异. 1、2号和 3、
4、5、6号比较，出现的差异蛋白较多，并且相
互交错. 这说明两种营养方式对个体生长有较
大影响；

2）1号和 2号是在土壤营养条件下，不同空
间对马铃薯生长的影响，2 000 mL与 1 000 mL
空间胁迫的比较，蛋白图谱基本一致，仅 1 000
mL处理中有一个 60 kD的淤号差异蛋白，对应
2 000 mL处理显示较弱；

3）在 3耀6号泳道，4个试管植株的差异是离
体下不同试管空间的影响. 从图 3可看出，差异

蛋白数量多，无规律（见于、虞、愚、舆、余），
尤其1 000 mL空间生长的 4号植株，带数量多，
分布范围大，也有亚基位置差异. 2 000 mL空间
生长的马铃薯植株在试管中观察到没有显示出

生长优势，蛋白质表达总量也较小；

4）3耀6号和 7、8号的比较，实际上是试管
植株中形态玉和形态域的差异比较. 形态玉生长
较正常，形态域是细弱型，在一维电泳中没有能
够显示出十分明显的差异，但虞号蛋白和舆号
（26 kD蛋白）在形态域中表达量减少了，58 kD
蛋白盂和 50 kD蛋白愚在形态玉中是两个，在形
态域中变成 1个；

5）7号和 8号是两种形态域植株的比较，7
号是试管植株形态玉上产生的形态域，8号是 B
系的形态域 . 7 号与 8 号相比，总蛋白浓度偏
低，多处带颜色较弱（例盂和榆），但没有差异蛋
白出现.

综上所述可以看出，在差异蛋白方面，试管

营养和土壤营养植株的蛋白差异类型较多，显示

出环境的综合作用. 试管营养保证植物生长的必
需性，但土壤营养则更丰富、更全面，这些营养

和大气环境共同作用使植株生长达到正常水平.
不同空间处理显示了多个差异蛋白，这是生长空

间引起基因差异性表达的直接结果，虽然这些结

果规律性不强，但这些差异给我们提供了深入研

究的重要信息和线索. 同一基因型微型薯在试管
中常出现形态玉和形态域的分化，二者在生理生
化上检测到有代谢差异，但两个不同来源的形态

域内则没有检测到差异，这些现象的出现都为将
来的深入研究提供新的方向和内容.
2.3 形态 尧 形态 的无性后代表现

观察表明，形态域植株的后代仍表现植株
较粗壮，有叶片形成，而形态域的后代，继代第
一代仍表现茎细小，几乎无叶片形成，在继代

第二代植株生长接近形态玉，第三代时和形态
玉已无差异.
3 讨论

3.1 试管植株微型化的主要原因是细胞数目

减少

植物在不同环境下生长，植株形态会产生多

态性，在试管中也会出现这种多态性. 试管植物
相对于土壤中生长植物，最大形态特征是个体微

型化，器官变小，形态简化. 比较试管微型化植

图 3 8个样品的 SDS鄄PAGE差异蛋白电泳图谱
1耀8泳道分别对应 1耀8号样品袁 M泳道是 Marker.
Fig.3 SDS鄄PAGE electrophoresis photograph for
different protein of 8 samples
1~8 lanes correspond 1~8 sample each other，M lane is the
Marker.
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株和土壤中正常植株的组织结构，其差异是细胞

数目减少，其次是细胞大小减小. 细胞数目减少
的结果还说明，在不同营养和空间条件下生长的

马铃薯植株，胁迫作用主要是通过影响细胞分裂

实现的. 这与 Mizukami等认为细胞大小的发育
调控更保守的研究结论相一致咱9暂.
3.2 不同形态植株存在代谢蛋白差异

试管胁迫导致植株形态改变，事实上是生理

改变的结果，而生理改变是基因表达改变的结

果，基因表达改变又是环境影响和调控的结果.
在该方面，电泳结果发现了数目较多的差异蛋

白，如 1和 2泳道 60 kD差异蛋白是土壤营养下
两个空间胁迫的差异；5、6 和 7泳道之间的 28
kD和 58 kD差异蛋白是玉、域两形态植株的差
异；4个试管空间处理，4号材料有更丰富的蛋
白表达等等这些信息是不同试管因子影响个体

发育的直接结果. 对这些结果的进一步分析，可
揭示培养因子与个体发育之间的调控联系.
3.3 空间胁迫是试管胁迫的一个重要因子

从实验结果看，空间因子的作用是肯定的.
不同试管空间发现有差异蛋白存在，这种生理差

异的扩大必然导致形态差异. 虽然试管植株微型
化还有营养因子的作用，但植物的水培方式其营

养因子大体同试管营养因子，植物个体发育达正

常水平，甚至超过土壤生长水平，这些事实间接

说明空间在植物发育中有重要作用，狭小空间限

制个体发育. 试管空间也是一个综合因子，有温
度、光照、气体等因素，我们更关注的是体积空

间，植物在一定体积空间下，其个体发育会受该

空间调节.
3.4 形态玉和形态域发育是表观差异

在马铃薯的试管培养过程中，同一空间条件

下，甚至在同一植株上出现了形态的分化，该现

象令人费解. 形态玉和形态域二者相比，在气孔
大小、栅栏组织细胞、海绵组织细胞和表皮细胞

大小等方面，其差异都不显著，继代培养能恢复

正常，说明是一种暂时的表观变异. 电泳分析
检测出二者之间有两个差异蛋白，该蛋白应与

两种形态分化有重要联系. 关于该方面的机理，
包括两个差异蛋白的作用方式等，有待进一步

深入研究.
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