
大豆叶肉细胞原生质体的游离和培养
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�吉林省农业科学院大豆听 �

植物体细胞杂交由于能通过不同科
、

属
、

种植物原生质体融合和引入外源遗传物质
，

具有改良植物经济性状和创造植物新类型的可能和巨大潜力
，
而引起国内外广泛注意

。

这

一研究的首要环节是
，
必须获得大量的原生质体

，
并促进原生质体再生植株

。

近十多年

来
，

这方面的研究发展迅速
，
目前原生质体可以从许多植物中游离出来

，
有三十多种植物

的原生质体通过培养再生成完整植株
。

大豆是重要的经济作物
。

大豆原生质体培养方面的研究已进行多年
，
许多学者作了大

量工作
，
从根的培养细胞 ��

� � ，
�����

‘ � ’ ，

根 �许智 宏
， 一����

〔 ” ，
叶 ��

��
�

� ���
，
����和����� ��

， �����
〔 � ’ “ �，

荚 �� �� �和 �����， �����
‘ � ，，

幼嫩子

叶 �简玉瑜
， �����

〔 ” ，
实生苗子叶 �吕德扬

， �����和下胚轴培养细胞 ��������

等
， �����

亡 吕 ’
游离出原生质体

。

目前只从荚皮
、

根和幼嫩子叶获得愈伤组 织并 见根的分

化
� � ” ’ ‘ �，

至今未见大豆原生质体再生植株的报道
。

�
从大豆培养细咆中获得原生质体比较容易

，
能经过分裂产生多细胞团

，
但是分化出苗

很困难
，
因此很有必要扩大大豆凭它组织的原生质沐来源

，
加速大豆原生质体的分化

。

而

叶肉细咆 是一个容易获得遗传学上一致的细胞来源
。

目前大豆叶肉细胞原生质体培养国内

外还未最后获得成功
，
虽然大豆叶肉细胞原生质体游离国外曾有报道

‘ “ ’ ” �，
但是没有

详细地研究大豆叶肉细胞原生质体游离 与培养的密切关系
。

本文报道从大豆叶肉细胞游离

出大量原生质体并找到了适合这种原生质体培养的最佳酶解条件
，

游离的原生质体经培养

已再生壁
，
目前正 在培养之中

，
并初步探讨 了大豆叶肉细胞原生质体游离 与培养的关系

。

材 料 和 方 法

供试材料为大豆 ����
��� � � �� �

�

�吉林 �号
、

吉林 �号
、

吉林��号
。

大豆植株生

长在装有石英砂的花盆 中
，
用� � ������营养液浇灌

，
温度控制在��℃左右，

室内自然光

照和湿度
。

取 �一 �� 日龄的真叶及 由较嫩到较老的复叶
，
在�

�

��次氯酸钠溶液中灭菌 �

分钟
，
用无菌水冲洗 �一 �次

。

用刀片将豆叶切碎放入渗透稳定剂
，
振荡��分钟

，
用��微

米不锈钢网过滤
，

离心 �����转�分 ��分钟收集单细胞
，
然后将单细胞放进酶液和原生

质体培养基混合液 ��
� � �中酶解 �一��小时

，
每小时观察一次

，
细胞密度为 �一 � �

���

个� ���
，

放在室温 ���℃ �摇床下 ������ �暗酶解
。

混合酶液为
� �

�

����
�

��� ��������� �一�� �果胶酶之一种 �
， �

�

�� 纤维素酶

� � ����� �一��
，
��甘露醇

， �
�

��������
·

�� ��
，
���

�

�
。

渗透稳定剂为
� ��甘露醇

，
�

�

������一
� ·

�� �� ， ���
�

�
。
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原生质体培养基为
� ①��培养基 ��

��� ���， �����
� “ ，� ②高国楠原生质体培养

基 ��
� � ，

�����
‘ � ” � ③改良 “ ② ”

�本试验改动②中的糖成分 �
。

酶解后
，
离心 �����

���
，
�� �分钟 �收集原生质体

，
用原生质体培养基连续冲洗 �

次
，
然后将原生质体重新用培养基形成 。 �

��一�
�

��悬浮液
，
再滴入�

��。 。 � ����塑 料培

养皿中
，

悬滴培养
。

培养皿用石腊膜封 口
，
在��℃暗光塑料盒内培养

。

结 果 和 分 析

一
、

叶龄

不少学者强调植株的生长环境
、

叶片的大小和生理状态等条件影响原生质体的产量
，

但有 的作者认为植株的年龄不是原生质体产量的关键因子
。

本试验采用 �一�� 日龄的真叶

和从嫩绿色到深绿色较老的复叶
，

分别作 �个大小不同叶片的处理
� ① �� � 日龄真叶�

② �一��日龄真叶� ③��一��日龄真叶� ④一�一��日龄真叶， ⑤��一��日龄真叶� ⑥嫩绿
色未平展的幼嫩复叶� ⑦刚平展的复叶� ⑧深绿色较老复叶。

�叶片的叶龄由出苗之 日算

起 �分别用 �个酶浓度
� ① 。 �

��� � ���。 ����� �一�� �果胶酶的一种 �加�
�

��纤维素

酶� � � ���� �一��� ②�
�

�� � ����一��� � �一��加�
�

��纤维素酶�� �����
�

�一���

③�
�

���� � ������ �� �一��加�
�

��纤维素酶��
����� �一��� ④�

�

�� � ���������

�一��加�
�

��纤维素酶�� �
���� �一功� 进行酶解 �一��小时

，
其原生质体产量详见图

�
。

结果发现在本试验条件下 �一�� 日龄的真叶和刚平展的复叶经过酶解产生的原生质体

最多
，
可达���以上

。

因此可以认为
�

在本试验条件下叶龄与原生质体产量关系极大
，
叶

龄为 ����天的真叶及刚平展的复叶是游离叶肉细胞原生质体的最佳材料
。

原质生体产切

�尹

一厂，
�、
一一刁

缭冲质沐产全

图 � 大豆吉林 �号真叶及复叶不同叶龄原生质体产量

说明
�
叶日龄由出苗 日算起

。

�二 �� �日龄真叶
，
�一 ����日龄真叶

�

�二���招日龄真叶
，

�一����� 日龄真叶
，
�������日龄真叶

�

��嫩绿色未平展复叶
，

�二刚平展复叶
�

��深绿色较老复叶
。

混合酶浓度
�
�

、

�
�

��另 �� 。 ������� �一��� �
�

�男 ���������
，

�
、
�

�

�多 ���土������ �一����
�

�男 ���������
�

�
、
�

�

��多 �� 。 ������� �一��� �
�

�多 ���������
�

丁
、
�

�

�拓 ���������� �一��� �
�

�拓 �������
�

����� ����为纤维素酶���
���� �一��

�
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二
、

原生质体游离

棍合酶的种类及其浓度是游离原生质体的关键问题之一
。

本试验分别用
� 。 ，

�一 ��

果胶酶�
����� �� �

，
�

，

�一 ��纤维素酶�� ����� �一��
， �

�

�一 �旦石半纤维素酶���� � ，

�
�

�� ��百离析酶 ��� ������ � �
一
��和�

�

��一�
�

�免� ������� �� �果 胶酶之一种�游离

上述不同叶龄的叶片
。

其结果是
�

果胶酶�
。 ���� �� �，

纤维素酶��
。 ���� �一�。

，

半纤

维素酶�����，
离析酶�� “ ��

���� � �一��
，

单独及它们的交叉混合酶液均不能游离出上

述不同叶龄的叶片的叶肉细胞原生质体
，
而只有用�

��������� �一��和纤维素酶 � � 。 �

���� �一�� 适当浓度的混合酶液可游离出 ���� 日龄真叶及刚平展复叶的大量叶肉细胞

原生质体
。

用不同浓度的混合酶
��

�

��� � ��������� �
一
��和�

�

�� 纤维素酶 � � ����� �一

��， �
�

��� ��������� �一��和�
�

��纤维素酶 �� ����� �一��
， �

�

��� � �������� �

�一��和�
�

��纤维素酶 � � ����� �
一
��

，
�

�

��� ��������� �
一

��和�
�

��纤维素酶 � � � �

�

��
��一�。

，
酶解 �一��日龄真叶及刚平展复叶

，
得出不同的原生质体产量 �图 �中 �条

�线和 �条�线�
。

将 图 �中 �条�线移入图 �
，
根据图 �中

� 、
�

、 � 、
�四点 �原生质体

产量达�� ��可计算出酶浓度与酶解时间的相关系数� 二 一 �
�

���， 经过 显著性测定为
“
显

著 ” 。

可以看出酶浓度与酶解时间呈负相关
，

即
�

酶的浓度越高所需的酶解时间越短
，

反

之越长
。

�
、

���������� �一��浓度为�
�

��
，

纤维素酶浓度为�
�

�多�

�
、
����� ����� �一��浓度为�

�

��拓
，

纤维素酶浓度为�
�

�多�

�
、

���������� �一��浓度为�
�

���

纤维素酶浓度为�
�

�拓�

�
、

���������� �一��浓度为�
�

��男
，

纤维素酶浓度为�
�

�多，

橄质生体产�肠

� � � ��

房解肠少�耳吸小时 ，

图 � 大豆吉林 �号真叶�叶龄 �一��天�

在不同酶浓度及酶解时间下原生质体产量
三

、

原生质体游离与培养的关系

大豆叶肉细胞原生质体游离已获成功
。

从上述分析中可以看出有多 种 不 同 酶 浓 度

��
��
切����� �一邓

，

纤维素酶 � 与酶 解 时间 的 处 理 可 产 生 ��� 以 上 原 生 质

体
，
但 是 这 些 原 生质体是否能生长分裂还存在着问题

。

首先必须尽量降低酶对 原 生 质

体的毒害作用
，
用低浓度酶液

、

短时间酶解
，

还要不影响原生质体产量
。

为了更直观地看出

两者关系并利用这一关系
，
当原生质体产量达���时

，

绘出酶浓度 与酶解时间的间归直线

�图 � �
。

从直线中可估计到
“ � ‘ �‘ ” 这一区间有可能解决这个问题

，
因此

，

在 “ � ‘ � ‘ ”

区间选择 落个处理
� ①酶浓度为�

�

���
，
酶解时间为 �小时

� ②酶浓度为�
�

����
，
酶解

时间为 �小时
� ③酶浓度为。 �

��
，
酶解时间为 �小时� ④酶浓度为 。 �

��
，
酶解时间为 �

小时
。

分别用��培养基
、

高国楠原生质体培养基和改良高国楠培养基 �本试验将 高国楠

培养基中的葡萄精换成 ��甘露醇 �进行培养
，
共十二个处理

，

三次重复
。

试验表明
�
只

有�
�

���果胶酶 ��
������� � � ��一��

， �
�

��纤维素酶
，
酶解 �个半小时左右

，
用高国

楠培养基及改良高国楠培养基
，

大豆叶肉细胞原生质体才得到存活
。

也就是图 �中
“ � ”

吉林农业科学



点
。

可见 “ � ”
点为本试验条件下的最佳点

。

目前培养的原生质体 已再生细胞壁
，
正 在培

养之中
，
而其它 的不同处理都不能使原生质体存活

，
可见游离原生质体的酶浓度 与酶解时

间是原生质体培养成功 与否的关键之一
，
培养基是另一重要因素

。

酶卿
�

浓

度 。 �

�

二石 图 � 大豆吉林 �号真叶原生质体
游离的酶浓度及酶解时间的直线关系

本试验叶龄为 ����天� 原生质体产量 为

酶解时间 �小时
���

�

���一�
，

�����

��多� 酶浓度
� �

�

��、 �
�

�另�
� 。 ��������一��

�

�
�

�多纤维素酶 �
·

。 ����� �一��
�

图片说明
� �

、

机械单离的大豆叶肉细胞 �
、

游离的大豆叶肉细胞原生质体
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