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摘 要

本文报道了红豆草原生质体培养获得多细胞团的研究结果
。

试验采用红豆草无菌苗的绿色

和黄色下胚轴和子叶作原生质体游离的材料
。

游离的酶液为��，��男半纤维索酶���‘�
、 。 �

��

纤维系酶�一��
， 。 �

�男果胶酶�一��
、
��� ��

、
��一�

�

��
。

游离条件为
�
��一 ��小时

、

暗处
、

��℃ 、
�� ���

。

在试验材料中
，
黄色下匹轴的原生质体产量最高

。

将游 离出的原生质体放人���

原生质体培养基中急滴培养
，
第 �天出现第一次分裂

，
第��天形成多细胞团

。

在原生质体培 养

过程中
，
必须每隔 �天加入新鲜培养基

，
并逐步降低渗透压

。

红豆草下胚轴原生质体适于暗处

培养
。

引 言

红豆草 ��
� �������� ����������� ��� ��是一种具有优 良性状的重要豆科牧草

，

在我国西北一些省 �区 �已有大面积种植
。

国内外的许多学者对红豆草的应用和基础研究

已作了大量的工作
，
以 红 豆草为材料开展原生质体培养的研究

，
也 越 来越受到人们的重

视
。

目前
，
红豆草叶肉细胞原生质体培养已获得再生植株 �����

� �
�

�
�

�����
�� �。

但在

我国还未见到有关研究的报道
。

为了深入研究红豆草原生质体再生植株技术
，
使红豆草原

生质体高效成株
，
并探讨应用生物技术来提高牧草的品质和产量

，
我们对红豆草原生质体

的游离和培养进行了研究
。

材 料 和 方 法

试验材料为生产上广泛应用阴红豆草
。

种子来原于吉林省农科院畜牧所草原室
。

从干

荚中取出种子
，
用���乙醇浸泡 �分钟后转入 名 �次氯酸钠溶液中灭菌��分钟

，
然后用无

菌蒸馏水冲洗 �一 �次
，
将灭菌后的种子种植在无激素的��固体培养基上

。

无 菌苗在两

种不同的条 件 下 生 长
。 ①无光的培养箱内，

温度为��一��℃
，
幼苗的下胚轴和子叶为黄

色， ②有光照 ����。一����� �� �的培养箱内
，
温度为��一��℃ ，

幼苗的下胚轴和子叶为

绿色
。

分别取用 �一��天的无菌苗绿色和黄色子叶和下胚轴作游离材料
，
用刀片切成薄片

放在
� �����

〔 ‘ ’
中质 壁 分 离 �小时

，
然 后放在混合酶液��

�

中 ���半纤维素酶

����������� �� �����， �
�

��纤维素酶��������� � � 。 ���� �一��， �
�

王�果胶酶

�������� �� �一��
， � �� ��

、
�� �

�

�� 游离��一����’ 时
。

游离条件为
�

暗处
， ��℃ ，

�
在作试验计划时得到简玉瑜先生的指导

，

在此深表谢意
�
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��转�分
。

游离出来的原生质体用
� ����洗 �次

，
第 �次用

� �、
，

��
� ���� � ，

�溶液

冲洗
，
然后用���目镍丝 网过滤原生质体

，
离心收集 �����转�分 �

。

用�� �原生质体培养

基 ��
� 。 ， �����

，
以��

�

一��
‘

个� ��的密度悬滴在塑科培养皿中
，
用石蜡膜封 口 ，

放在

培养箱内培养 �暗
，
��℃ �

。

每隔 �天加入新鲜培养基
，
每次加液降低一次渗透压

� ���

和����
� 。 ， �����分别采用 � � �， � � � ， � � � ， � � �

。

当形成多细胞球时加入

����一 � ��
� 。 ， �����培养基

。

培养到 第 �一 �天时
，
取出一部分培养物放在光 �����

一工���� � � �下培养
，
用倒置显微镜观察分裂情况并统计分裂频率

。

结 果

一
、

原生质体的游离

本试验分别取用 �一 �天
， �一��天和��一巧天无菌苗为黄色和绿色下胚轴和子叶作

原生质体游离材料
，
原生质体游离的结果见表 �

。

从试验的结果 中可 以看到
，
在光下生长

的无菌苗
，
其下胚轴和子叶游离原生质体的产量很低� 而暗处生长灼无菌苗

，
其下胚轴和

子 叶游离原生质体 厂勺产量较高
。

这可能是 由于在光下生长的下胚轴和子 叶细胞 幼细胞壁与

在暗处生长 的细胞些的组成成分不同所致
。

在本试验条件下
，
游离江豆草原生质体的最佳

苗龄为 �一��天
，
较好组织部位为下胚轴

。

经 �次重复试验从下胚抽和子叶 �黄色 �游离

材料 中均游离 出大量原生质体 �图 � �
。

表 � 不同游离材料的原生质体产量
�

姻 织部位 幼苗生长条件 苗龄 �天 � 原生几几沐产 粉

子 叶

�黄色 �

�一 �

�一止�

��一��

低

较高

低

低低低
子 �卜�

�绿色 �

�一 �

�一��

��一��

低叭低下 胚

�黄色 �

�一 �

�一��

�了一��

低低低
下胚 轴

�绿色 �

�一 �

�一��

��一��

，
酶 液 勺��� ，

游离条件为
� ��� 此 � �小时

、

��℃ 、

��转�分
。

二
、

原生质体的培养

我们将暗处生长 �一��天的无菌苗黄

色子叶游离 出来和 下胚轴游离 出来的大量

原生质体
，
用 ���培养基 以悬滴培养的方

法放暗处培养
。

下胚油原生质体在培养的

第 �天开始膨大变长
夕

细胞质浓厚
，
原生

质体成活率可达��� 以上
，
原生质体已再

生细胞壁
。

第 �天观察到再生细胞约第一

次分裂
，
分裂率可达�。一���

。

细胞分裂

有两科情况
�

一种是豆科植物原生质体常

见的出芽分裂 �图 � �� 一种是 匀等分裂

�图 �
、
� �

。

第 �天观察到第二次分裂

扩图 � �
，
其余钓细胞大部分进行第一次

分裂
。

培养第 �天
，
将具有第一

、

二次分

裂介衬田胞培养物取一部 分 放 在光下培养

����。一七���
� � �

。

结果在光下培养的

细胞逐渐停止生长而老化
，
细胞质稀少

，

液泡化程度高
， 一个多月以后死亡

。

看来

红豆草下胚轴原生质体培养不适于光照条件
。

子叶原生质体培养不适于本试验条件
，
生长

缓慢
，
没有观察到再生细胞分裂

，
在培养的第 �天死亡

，
从我们的试验结果来看

，
只有苗

龄 �一��天的黄色幼苗的下胚轴原生质体在暗处培养形成了多细胞团 �图 � 、 。
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表 �

不同来 源 原 生质体

培 养 的 分 裂 情 况
·

讨 论

分 裂 情 况

团天胞��细第

原 生

体 来
养条 第一次分裂

�第 �天 �
第二次分裂
�第 �天 �

俐�

�
���

�陪
，

质源

无无暗光黄 色 子 叶

原 生 质 体

有无有一暗光黄色下胚轴
·

原 生 质 体 一

， 培养荃都为���
，

每 了天加入新鲜培养基并逐步

降低渗透压
。

一
、

培养基渗透压

在原生质体培养的过程中及时加入新

鲜培养基
，
并逐步降低培养基约渗透压

，

这是原生质体培养成功的关键之一
。

随着

培养时间的延长
，
由于细胞不断地生长与

分裂
，
培养基中的成分发生了变化

，
加上

水分蒸发与消耗
，
渗透压有所增高

，
而且

在开始垮养的时候
，
培养基中的渗透压已

经高于细胞内部的渗透压
，
这是由于在原

生质体游离的酶液 中高渗条件所要求
�

均原生质体培养基 �� �的渗透压要高于细胞内部渗透

压
。

因此必须逐步地使细胞周围的渗透压适合于细胞生活所需要
�

为条件
，
细炮才能正常地

生长与分裂
。

二
、

原生质体游离和培养方法

一般来说
，
在原生质体游离

�

与培养的试验中
，
所用为物种相同

，
试验约外植本不同

，

那么采取的方法也应不同
。
����� �

�

�
�

等人的红豆草原生质体再生植株约研究
，
采用叶

肉细胞为游离和培养灼材料
，
我们约试验也用为是红豆草

，

但 以下胚轴为试验材料
，

在方法

上不同
。
����� �

�

�
�

用混合酶液 �� ��一 ��� �� �一 ��� �
�

�肠�� � ��� ���� �一 ���

����
� ���� �����游离叶肉细胞

，
用���蔗活十

� �， 盐溶液离心漂浮收集原生质体
夕

原生质体培养基用的是�� �巧 我们用混合酶液��
�

游离下还轴
，
用 ��� ��和�� ���

�
� �离心收集

，
原生质体培养基是���

。

当然
，
游离某种材料原主质体效果好的混合酶

液不止一种
， ·

但 是 从我们的试验看出用��
�

游离红豆草叶肉细胞原生质体效果就不好
。

同样是豆科植物的下胚轴作试验材料
，
物种不同而采用约试验方去基本上相同

。

例如

大豆
，
豆科牧草百脉根和红豆草下胚轴原生质体游离 均酶液都可用 ��

� ，
其 结 果都比较

好
，
产量很高

，
只是游离灼时间略有不同

�

大豆和百脉根为 ��一��小时
、

红豆草为��一��

小时
，
而其它的游离条件�渗透稳定剂

� ����
，

暗
，
��℃ ，

��
���等 � 也都相同

。

又如

白三叶和红豆草叶肉细胞原生质体的游离和培养条件相同
仁 “ � 。

因此可以认为
�

在豆科植

物中原生质体游离和培养在所用的试验方法上
，
物种之间的差异小于不同组织部位间的差

异
。

这可能是不同组织的细胞在结构上高度分化
，
在生命活动中各 自执行不同的功能

，
导

致产生这样大的差异
。
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��������� �� ���， �

�

�� ����� ���� �� �� ��� �一
��， �

�

�� ���������� �一��
， � �� ��

， � ����【、 ��一����
� ， �� �� ��， ��℃ ， ��

��二�
�

丫���� �� ����� ��� ��� ���� ������ ��������� 、 、
一

� � ���� ���������
�

�����

��� ����� ������ �������� � ��� � ���� ��� �� �注� �〕�� �� ������ � � ����� � �����

� ��
。
�����

’
� �� �� �� � ���� ����， ����� 丈月 ����� 、 ，��� � �������� ��� ��

� �� ������� �� � �����
。
��� ����� ��� ��� � � �� ���� 以�� ����� ������� � � ��� � �

���� �� � ���� ��� �， ��� ������� 几 �� �� � � � ��一��兀
�

��� ��� �� ������ �������

� �� �� ���� ��� �注�� ��� �汉�� � � � ���� � ���
、

�� �� �� �� � ����。 ����
。
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