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草木樨状黄芪甲硫氨酸抗性系的原生质体培养及植株再生
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摘 要 建立了草木樨状黄芪（3&/*+1+,)& 4%,#,(/(#5%& C+’’ (）甲硫氨酸抗性系原生质体再生植株的实验体系。以茎切
段诱导的松软愈伤组织为材料，通过酶法分离出大量有活力的原生质体。原生质体经培养持续分裂形成了愈伤组

织，并高频率地分化出再生苗。比较了不同培养基、培养方法和培养密度对原生质体分裂和再生的影响。结果表

明，原生质体以 $ D 1"B E:F的植板密度，采用琼脂糖岛法培养在附加 1( ":> G F !，#/二氯苯氧乙酸（!，#/H）、"( B :> G F
3/苄氨基嘌呤（3IJ）、B"":> G F水解酪蛋白、$K蔗糖、"($:&’ G F甘露醇的 L*6M培养基中，可获得最佳效果，其细胞分

裂频率达 $6K左右。原生质体培养后仍然保持对甲硫氨酸的抗性，同时对乙硫氨酸表现交叉抗性。
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草木樨状黄芪（3&/*+1+,)& 4%,#,(/(#5%& C+’’ (）是豆
科多年生牧草，具植株高大、根深耐旱的特性。除可

用作动物饲料，还是较好的水土保持，土壤改良及绿

肥植物。在我国北方，尤其是西北干旱地区普遍种

植。关于它的组织培养［1 O $］、单细胞培养［#，B］已有成

功的报道。已有从下胚轴再生苗叶片原生质体培养

获再生植株的报道［3］。本实验室通过 )+)$ 诱变筛

选出草木樨状黄芪抗甲硫氨酸变异系及抗性植

株［2］。在此基础上，我们利用这一抗性系再生植株

诱导的愈伤组织为材料游离原生质体，经培养成功

地获得了对甲硫氨酸和乙硫氨酸具交叉抗性的再生

植株。这一研究对于将该抗性系用于做体细胞杂交

亲本奠定了实验基础。

! 材料和方法

! "! 植物材料
用本实验室筛选获得的草木樨状黄芪甲硫氨酸

抗性系再生植株［2］为起始实验材料。将抗性系再生

植株的茎切成 " ( B-: 小段，经诱导培养成愈伤组
织［$］。选择淡黄绿色疏松的愈伤组织进行原生质体

游离。诱导培养基为 *@,+P.;>5和 QR&&>培养基（*Q
培养基）［6］ S 1( ":> G F !，#/H S "( B:> G F 3IJ S

B"":> G F水解酪蛋白 S !B":> G F酵母提取物 S $K蔗
糖 S "( 3BK琼脂粉，MT B( 6。愈伤组织的诱导在
!BU，6"" ’8光照下进行。
! "# 原生质体的分离、收集及纯化
将质地疏松的淡黄绿色愈伤组织转入新鲜的诱

导培养基，取在新鲜培养基上转代 !A、#A、3A、6A、
1"A、1!A的愈伤组织 1 V !>，置于盛有 1":F酶液的
三角瓶中，在 !BU W !U、黑暗下静置 1B.，接着在
!BU恒温摇床上 B", G :;=振荡 1.，以分离原生质体。
所用酶类包括纤维素酶 X5’’@’+P5 Y=&Z@R+ [/1"
（\+R@’]，̂+M+=），半纤维素酶 T5:;-5’’@’+P5（Q;>:+），离
析酶 *+-5,&Z_:5 [/1"（\+R@’]，̂+M+=），果胶酶 C5-];/
=+P5（Q5,‘+）。酶液中除所示酶类，均添加 "a#:&’ G F
甘露醇，" ( 1K *9Q［ !，（)/玛琳）/乙烷磺酸］，
"a"B:&’ G F X+X’!·!T!Y，MT Ba6。
酶解液用 #""目不锈钢筛过滤，于 6"", G :;=离

心 B:;=收集原生质体。原生质体悬浮于洗涤液中。
洗涤液的组成为 " ( 13:&’ G F X+X’!，" ( 1K *9Q，MT
Ba6。用 16K蔗糖溶液离心（B"", G :;=离心 1":;=）漂
浮纯化原生质体，漂浮的原生质体吸至新管，用洗涤

液洗涤一次，再用原生质体培养液洗涤一次，随后计

数原生质体产率和活力。用酚藏花红（溶于 " ( #



!"# $ %甘露醇中）染色检查原生质体活力，并以存活
原生质体占原生质体总数的百分数表示结果。每次

分离的原生质体随机检查 &’个视野，每个处理至少
(次重复。
! "# 原生质体培养
纯化的原生质体重新用原生质体培养液悬浮，

放入直径 )*!的玻璃培养皿中，每皿 &!%，采用液体
浅层培养。此过程均在 &+,、暗条件下进行。试用
的原生质体培养液包括 -.、/0/［1］、2-34

［5’］的基本

成分，同时都附加 &，67/58’!9 $ %、):;’8 +!9 $ %、水解
酪蛋白 +’’!9 $ %、蔗糖 (<、甘露醇 ’ 8 (!"# $ %，4= +8
3。相对分裂频率以培养 >?时发生分裂的原生质体
数占植板的存活原生质体总数的百分数表示。每次

分离的原生质体随机检查 &’个视野，每个处理至少
(次重复。此外，还用 2-34培养基尝试了以下两种

培养方法对原生质体培养的影响：

! "# "! 固 @液双层培养：先将含 ’ 8 3<的低熔点琼
脂糖的 2-34培养基 &!% 在直径 )’!!的培养皿底
部铺一薄层，待其凝固后，再将适当密度的原生质体

悬液 &!%平铺于固体薄层上；
! "# "$ 琼脂糖岛培养：将 &倍于正常密度的原生质
体悬液与 5 8’<低熔点琼脂糖 2-34培养基在 6’,等
量混合，用滴管滴至直径 )’!!的培养皿底上，凝固
后，再向每皿加 2-34液体培养基 &!%。

! "% 愈伤组织形成及植株分化
大约在培养 &周后，原生质体分裂形成小细胞

团时，向培养皿添加 ’ 8 +!%甘露醇浓度减半的培养
基，以后每 5’ 天加入渗透压逐渐降低的新鲜培养
基。将生长至 &!!左右的小愈伤组织转入 -.固体
培养基（同 5 85诱导培养基）进行增殖。待愈伤组织
形成后转入分化培养基，在 &+, A &,，&+’’#B下诱
导分化［(］。分化培养基为：-. 培养基基本成分 C
):;5D’!9 $ % C 2E ’8&!9 $ % C水解酪蛋白 +’’!9 $ % C
酵母提取物 &’’!9 $ % C 蔗糖 (< C 琼脂 ’D><，4=
+D3。待再生苗长到 & F (*!时切下，转入 5 $ &-. C
蔗糖 (< C琼脂粉 ’ 8 ><的培养基上（4= +8 3）诱导
生根。

! "& 原生质体来源的愈伤组织对甲硫氨酸的抗性
及对乙硫氨酸的交叉抗性测定

将原生质体培养形成的愈伤组织（;-GHI00J）和
正常种子苗诱导的愈伤组织（对照）分别转入含 ’，
6!!"# $ %，3!!"# $ %，5& !!"# $ %，5)!!"# $ % 甲硫氨酸
（!GHKL"MLMG）的 -.培养基上（同 5 8 5 诱导培养基），

比较二者对甲硫氨酸的抗性。同样将 ;-GHI00J 和
对照愈伤组织分别转入含 ’，’ 8 &!!"# $ %，’ 8 6
!!"# $ %，’ 8)!!"# $ % ’ 8 3!!"# $ %乙硫氨酸（GHKL"MLMG）
的 -.培养基（同 5 8 5 诱导培养基）上培养，比较二
者对乙硫氨酸的交叉抗性。在 &+, A &,，5 +’’ #B
光照下培养 (周后，测定愈伤组织的鲜重相对生长
率。每个处理设 (次重复。

$ 结果和讨论

$ "! 原生质体分离和纯化
$ "! "! 酶液组成对原生质体产量和活力的影响：将
在新鲜培养基上转代 3?的松软愈伤组织置于表 5
所示 (种不同组合的酶液中，酶解后收集的原生质
体的活力基本上都在 >’<以上。组合（5）和组合
（&）相比，纤维素酶与果胶酶组合比与离析酶组合效
果好。组合（&）与组合（(）比较，半纤维素酶的加入，
更有利于原生质体的分离。在这种情况下，原生质

体产量（& 85 N 5’) O9鲜重）最高。故下面研究均采用
组合（(），即 &<纤维素酶 PG##Q#RJG（SM"TQUR V75’）、
’ 8+<果胶酶 0G*HLMRJG（.GIWR）和 ’ 8 +<半纤维素酶
=G!L*G##Q#RJG（.L9!R）的组合来分离原生质体。进行
原生质体培养，要保证分离得到的原生质体完整、有

活力，就要求除了应当尽量降低所用酶的浓度，保证

酶的纯度外，酶液还要有合适的渗透浓度。酶液渗

透压应大致和原生质体内的渗透压接近，渗透压略

大些有利于原生质膜的稳定，但过大会使原生质体

收缩并阻碍分裂。浓度在 ’ 8 6 F ’ 8 )!"# $ % 的甘露
醇、山梨醇、蔗糖、葡萄糖或麦芽糖是普遍使用的渗

透压调节剂。加入 PRP#&、-X.、2=&0’6 都可以提高
原生质膜的稳定性，增加完整原生质体的数目和活

力［55］。本研究中用于试验的酶液也均添加了一定

浓度的甘露醇、-X.、PRP#&·&=&S，对于维持原生质
体的稳定性取得了良好的效果。另外，用蔗糖漂浮

法纯化原生质体的关键是蔗糖液的浓度，离心速度

和时间。经试验，用 53<的蔗糖（4=+8 3）溶液漂浮，
用 +’’IO!LM的低速离心 5’!LM，可以有效地使原生质
体集中在蔗糖液的表面，获得纯净原生质体。

$ "! "$ 不同取材时间对分离原生质体的影响：原生
质体来源材料（即愈伤组织）的状态是影响原生质体

分离及培养的一个非常关键的因素。实验中比较了

以不同继代培养时间的愈伤组织为材料分离原生质

体的效果。结果如图 5所示，转入新鲜培养基上的
变异系愈伤组织在培养到 3?时用作原生质体分离
材料，可以获得大量有活力的原生质体，这时细胞处

&&& 生 物 工 程 学 报 &’卷



于旺盛增殖期，以这种状态的细胞进行原生质体分

离比较合适。刚分离出的原生质体呈球形，直径在

!" # $%!&之间（图 ’(）。这种以处于对数生长期的
疏松愈伤组织为游离材料的方法对一些胚性系不易

建立的植物进行原生质体培养可能具有普遍的参考

价值。)* + ,-.以转代后 / # !% 0的红豆草羟脯氨
酸抗性细胞系游离原生质体也有成功的报道［’!］。

表 ! 酶液组成对原生质体产量和活力的影响!

"#$%& ! "’& &((&)* +( ,-((&.&/* &/012& )+23+4-*-+/4
+/ *’& 1-&%, #/, 5-#$-%-*1 +( 3.+*+3%#4*4!

1-2234356 78&9-5.6-85: 82
35;<&3 :8=*6-85

>-3=0 82 ?4868?=.:6:
（ @ A B43:C D3-AC6）

E-.9-=-6< 82 ?4868?=.:6:
FG

（!）’GH3==*=.:3（I58;*J.K L !%） M N" O !%P "/ N’
!GQ.7348;<&3K L !%

（’）’GH3==*=.:3（I58;*J.K L !%） ! N$ O !%" RP N"
!GS376-5.:3（T34U.）

（$）’GH3==*=.:3（I58;*J. K L !%） ’ N! O !%" RM NR
% NPGS376-5.:3（T34U.）

%NPGV3&-73==*=.:3（T-A&.）

!WC3 35;<&3 :8=*6-85: -5 6C3 6.9=3 D343 :*??=3&35630 D-6C % NX&8= @ Y &.5Z
5-68=，% N!G（! @ "）Q[T .50 %N%P&8= @ Y H.H=’，SV D.: .0\*:630 68 P]M N

图 ! 愈伤组织相对生长率与
原生质体产量的关系

B-AN! K3=.6-85:C-? 936D335 43=.6-U3 A48D6C
4.63 .50 ?4868?=.:6 <-3=0 82 6C3 7.==-
.：K3=.6-85:C-? 936D335 :*97*=6*43 6-&3 82

7.==- .50 ?4868?=.:6 <-3=0 82 6C3 7.==-

9：K3=.6-85:C-? 936D335 :*97*=6*43 6-&3 82

7.==- .50 43=.6-U3 A48D6C 4.63 82 6C3 7.==-

图 ’ 原生质体的早期分裂
B-AN’ S4-&.4< 0-U-:-85: 248& ?4868?=.:6:

(：B43:C=< -:8=.630 ?4868?=.:6: 82 &36C-85-53 43:-:6.56 82 #$%&’(’)*$ +,)-).%.-/,$S.== N（ O "$%）

^：B-4:6 0-U-:-85 82 ?4868?=.:6（ O RMP）

H：( 7=*:634 248& ?4868?=.:6 L 034-U30 73==:（ O X%）

6 76 原生质体的早期分裂及其影响因素
6 76 7! 基本培养基对原生质体分裂的影响：培养基
是维持离体组织细胞生活和生长最基本的需求条

件。原生质体培养与组织及细胞培养所需要的营养

条件类同，原生质体培养所用的培养基往往是由组

织及细胞培养基改良而来 N本实验中比较了 QT、
1S1、_QM?等 $ 种基本培养基对草木樨状黄芪甲硫

氨酸抗性系原生质体培养的影响。在用液体浅层培

养到 R0时，QT培养基中未见到有原生质体分裂，大
部分细胞已破碎死亡。1S1培养基中原生质体相对

分裂频率较低，为 !R N PG。而在 _QM?中效果最佳，

相对分裂频率达到 $’ N "G。可见 _QM?培养基是草

木樨状黄芪甲硫氨酸抗性系原生质体培养的适宜培

养基，这种培养基由于含有丰富的有机成分，已在许

多豆科植物，如大豆［!$］，百脉根［!!］和多变小冠花［!P］

原生质体培养中得到广泛应用。

6 76 76 原生质体培养的早期分裂：用 _QM?培养基

进行液体浅层培养，原生质体在培养 ’XC后，体积增
大，有的呈椭圆形。XMC出现细胞间聚集现象 N在培
养 $0后出现第一次分裂（图 ’^），X0后出现第二次

$’’’期 金红等：草木樨状黄芪甲硫氨酸抗性系的原生质体培养及植株再生



分裂，!周后形成小细胞团（图 !"）。实验观察到，胞
质较浓厚的小细胞易于分裂，而胞质稀少的细胞仅

能分裂 # $ !次，不能继续分裂形成细胞团。
原生质体密度对其分裂频率有明显的影响。刚

分离的原生质体以不同密度在 %&’(培养基中进行

液体浅层培养，结果如图 )所示，图中曲线走向显示
原生质体的起始培养密度显著影响再生细胞的早期

分裂。原生质体无论是处于低密度还是高密度下，

均不易获得较高的分裂频率。只有处于适当密度的

原生质体，才易于分裂。草木樨状黄芪抗甲硫氨酸

变异系来源的原生质体在所试条件下的最佳培养密

度为 ) * #+, -./，此时其分裂频率可达 )! 0 12。细
胞在分离、脱壁以前是一个统一的有机体，彼此之间

相互影响和协调。分离培养的原生质体彼此孤立，

只有达到一定的培养密度后，才能使他们通过代谢

分泌物重新建立起联系，这可能是原生质体在低密

度下极少分裂的原因。但如果原生质体密度过高，

大量聚集，彼此之间由于相互竞争营养，亦不能获得

较高的分裂频率。然而，物种不同，原生质体的最适

培养密度也有差别［#1，#3］。

图 ) 原生质体密度对相对分裂频率的影响
4560) 7889:; <8 (=<;<(>?@; A9B@5;C <B ;D9

=9>?;5E9 A5E5@5<B 8=9FG9B:C

表 ! 培养方法对草木樨状黄芪甲硫氨酸抗性细胞系来源原生质体再生细胞的分裂和愈伤组织形成的影响
"#$%& ! "’& &((&)* +( ),%*,-& .&*’+/0 +1 *’& 2-+*+2%#0* /34303+1 #1/ 2-+*+)#%%3 (+-.#*3+1

"G>;G=9 .9;D<A@
HB5;5?;5<B ;5.9 <8
;D9 85=@; A5E5@5<B-D

4=9FG9B:C <8 A5E5@5<B
?8;9= 3A?C@ 5B :G>;G=9-2

4<=.?;5<B <8
:9>> :<><B59@-A

&5:=<:?>>5 8<=.9A
（!.. 5B A5?.9;9=）-A

/5FG5A @D?>><I >?C9= 3! )!J1 #K !’

L<>5AM>5FG5A AG?> >?C9= 3! ))J, #) !1

N6?=<?@9 O9?A@ K’ )’J3 #! !!

! 5! 56 培养方法对原生质体分裂频率的影响：将草
木樨状黄芪甲硫氨酸抗性系的原生质体培养密度调

至 ) * #+,./来比较液体浅层培养、固M液双层培养
和琼脂糖岛培养等三种培养方法的效果。表 !的结

果显示，双层培养略优于液体浅层培养，而琼脂糖岛

培养又明显优于前两者，在这种培养环境中无论是

原生质体出现第一次分裂的时间，还是形成小愈伤

组织的时间都大大提前，且相对分裂频率上升至

)’J32。LD5>>5;< 等［#’］建立的琼脂糖岛培养法以及
PD<.(@<B等［#Q］在水稻原生质体培养中使用的琼脂
糖珠培养法有其相似的优点，由于琼脂糖珠处于液

体培养基的包围之中，便于通过改变液体培养基的

渗透浓度来逐渐降低琼脂糖珠中的渗透浓度，因而

能有效地促进原生质体再生细胞的持续分裂。

! 56 愈伤组织的形成及植株再生
在培养 !周后，原生质体分裂形成细胞团后，添

加渗透浓度减半的新鲜培养基明显利于细胞的增

殖。大量植物原生质体培养的实践表明，随着细胞

壁的再生和细胞的持续分裂，渗透剂的浓度需不断

降低，才有利于培养物的生长。待 !..左右的小愈
伤组织形成（图 KN）后，将它们转到 &L 培养基上。
一般经 ) 周后将愈伤组织转到分化培养基上。在
!,++>R光照下经 ! 周培养，愈伤组织表面即出现深
绿色的芽点（图 KS），这些芽点经 #周可形成丛生芽
（图 K"）。丛生芽继续长大到 ! $ ):.高时，移入生
根培养基，约 #+A有不定根出现，一个月后形成发达
的根系（图 KT）。
!78 原生质体培养后对甲硫氨酸和乙硫氨酸的抗
性特征

植物蛋白质中各种氨基酸的含量不均衡，动物

机体利用这些蛋白质时以含量最少的一种必需氨基

酸为基点，按比例吸收其它种类氨基酸来组成机体

蛋白质，因此只要有一种限制性必需氨基酸含量不

足，就会限制对总氨基酸的吸收［!+］。

在豆科植物中第一限制性氨基酸是甲硫氨酸，

因而培育能够较多积累甲硫氨酸的豆科牧草对农牧

业的发展具有重要价值。以提高豆科植物甲硫氨酸

含量为主要目的的突变体筛选工作已取得一定进

展，并在苜蓿［!#］、红豆草［!!］等植物中获得了能过量

合成甲硫氨酸的抗性变异系。图 ,与图 1的结果显
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图 ! 愈伤组织的形成和植株再生
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图 @ 原生质体来源的抗性系对甲硫氨酸的抗性
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示，与对照愈伤组织相比，变异系原生质体分裂形成

的愈伤组织 348/-CC* 在含不同浓度甲硫氨酸或乙
硫氨酸的培养基上，虽然二者的相对生长量均随着

甲硫氨酸或乙硫氨酸浓度的增加而下降，但

348/-CC* 下降的幅度比对照小。在同一浓度下，
348/-CC* 的相对增长率显著高于对照。如在含
DE..,( F G甲硫氨酸的 4; 培养基上 348/-CC* 具有
DHI@J的相对增长率，且在含 KIH..,( F G 乙硫氨酸
的 4;培养基上仍具有 EIDJ的相对增长率。而在

图 E 原生质体来源的抗性系对乙硫氨酸的抗性
"#$%E A++85/ ,+ 8/<#,0#08 ,0 /<8 $-,B/< ,+
/<8 2-,/,5’((# +-,. /<8 -8*#*/’0/ :’-#’0/ ,+
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这两种条件下，对照愈伤组织全部褐化死亡。抗性

试验表明，经过长期的原生质体培养后，抗性系对甲

硫氨酸和乙硫氨酸的抗性仍然保存。可见对甲硫氨

酸抗性在细胞水平上是可以稳定保持的，也不会因

为原生质体的培养过程而丢失。

! 结论
植物原生质体由于没有细胞壁的障碍，可以进

行诱导融合，绕过有性不亲合障碍，实现远缘种间体

细胞杂交。原生质体可以摄取外源遗传物质，因而

也是遗传工程比较理想的受体。豆科植物以其固氮

特性和重要的经济价值而成为生物工程领域广泛研

究的对象。但由于原生质体培养技术尚不甚完善，

大多数植物原生质体再生植株的频率较低，有些还

不能再生植株，这样就极大地限制了原生质体在遗

传工程受体系统中的应用。因此，选择适宜基因型

的植物，并建立原生质体高频再生植株的培养系统

是十分必要的。草木樨状黄芪是一种良好的原生质

体培养材料，有可能成为遗传工程基础研究较为理

想的材料。本研究对草木樨状黄芪抗甲硫氨酸变异

细胞系进行原生质体游离和培养，并再生了植株。

对影响 348/-CC* 分离及培养的一系列因素进行了
探究。所提供的实验体系不仅为通过体细胞杂交、

基因转移等手段对其进行品质改良提供可行途径，

也对豆科其它植物的原生质体培养有一定的参考价

值。
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