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沙打旺胚性原生质体培养优化及高频再生植株

罗建平! 贾敬芬# 顾月华! 刘 兢!

!（中国科学技术大学生命科学学院 合肥 #4$$#"） #（西北大学生物系 西安 5!$$"0）

摘 要 外植体类型和光照条件决定沙打旺胚性愈伤组织的形成。用生长!$6的胚性愈伤组织可分离到!7#8
!$"个／9（原生质体／细胞），活力超过1$:。当原生质体以!7$8!$;／<=的植板密度培养在含$7":琼脂糖附加

!7;<9／=#，32>、$7;<9／=?@和$7;<&’／=葡萄糖的培养基（无机盐降为!／3）中，植板率为!"71:。条件培养基显
著促进原生质体的生长发育。长大的细胞克隆经#周3A低温处理后转到含$7!<9／=)@@和!7$<9／=?@分化
培养基上，体细胞胚胎发生频率高达5$:，每克细胞产生的体细胞胚数在#$$个以上。成熟的体细胞胚转到无激
素的!／#BC培养基中即分化成苗，再生植株为正常的二倍体。
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沙打旺（3&/*+1+,)&+4&)*1%$&E+’’(）是我国特
有的牧草、绿肥和水土保持等兼用型多年生草种，具

有高生产力、抗逆性强和防风固沙等优点，在我国北

方退化、沙化草原和黄土高原沟坡地和农地广为种

植。但沙打旺生育期长，花期不集中，兼有自花传粉

和异花传粉，种子质量差，产量低，限制了它的推广

与应用［!］。实现沙打旺原生质体培养再生植株可

能为利用突变体筛选、体细胞杂交和遗传转化等生

物技术改良植物品质拓展一条新途径。有关沙打旺

细胞遗传操作的研究只见下胚轴和愈伤组织原生质

体培养的报道［#，4］，但原生质体再生频率很低，迄今

还未证实其组织细胞和原生质体的体细胞胚胎发

生。由于单细胞分裂形成的原生质体克隆及单细胞

起源的、遗传物质保持稳定的体细胞胚胎发生体系

为获得非嵌合的突变体提供了保证［3］。本文获得

了沙打旺胚性愈伤组织，再分离原生质体，通过优化

原生质体培养条件，最后高频率诱导细胞克隆经体

细胞胚胎发生再生植株。

! 材料与方法

!"! 胚性愈伤组织的诱导和增殖
沙打旺（3&/*+1+,)&+4&)*1%$&E+’’(）种子按前

法诱导无菌苗［4］。!周后，切取无菌苗子叶、下胚轴
和根为外植体分别接入含#7$<9／=#，32> 和

$7;<9／=?@的B-.+FGH9I和CJ&&9［;］培养基（BC）

中，于黑暗和光照两种条件下诱导愈伤组织。4周
后统计外植体产生愈伤组织的诱导率，并把愈伤组

织从外植体上剥离下来在同样的培养基上分别在黑

暗和光照下继代培养，每周转接!次。培养条件：#3
K#A，光照时，光照强度为4$!<&’／<#·F，!"G／6。

!"# 原生质体分离
取!9沙打旺胚性愈伤组织置于!$<=酶溶液

中，在#3AK#A、黑暗、"$.／<H,恒温振荡条件下游
离原生质体。酶溶液组成同前文［4］。酶解!"G后，
经53!<孔径的不锈钢筛过滤，离心（5$89，;<H,）
收集原生质体，用$7;#<&’／=蔗糖溶液漂浮纯化
（5$89，#$<H,），用原生质体培养基（见下文）洗涤4
次。随后计数原生质体产率和活力。原生质体活力

按荧光双醋酸酯染色法检测。每次分离的原生质体

随机检查#$个视野，每个处理;次重复。

!"$ 原生质体培养
调节密度后的原生质体包埋在!$$"#$$!=大

小的$7":琼脂糖珠中，然后放入含!7;<=液体原
生质体培养基的培养皿中培养。起始原生质体培养

基是LBE基本培养基［"］，附加!7;#，32>、$7;?@
和$7;<&’／=葡萄糖。培养过程中，每隔!$6用葡
萄糖浓度减半的原生质体培养基降低渗透压!次。

4$6后，把形成的细胞克隆转至BC培养基上增殖。
优化实验均为单因子对比实验。其中条件培养时，

取生长!$6的胚性愈伤组织，按每克细胞分别加入










