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陆地棉原生质体培养与植株再生

吕复兵　　张献龙　　刘金兰
(华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室,武汉 430070)

摘　要　以陆地棉品种“珂字 201”为材料,比较了 IAA+ KT 和 2, 4-D+ KT 在愈伤诱导和悬浮培

养中的效应, 结果表明,愈伤组织诱导中, IAA 和 2, 4-D表现为正效应, 且 2, 4-D的效应强于 IAA ;

KT 表现为负效应;胚性愈伤悬浮培养中, 3 种激素都表现出负效应。以胚性细胞悬浮系为材料进

行了原生质体的分离和培养试验, 分离原生质体的最佳酶组合为纤维素酶( Onozuka R10) 3% + 果

胶酶 ( Pectinase ) 1. 5% ,原生质体培养的最佳激素组合为 IAA 0. 5 mg / L + KT 0. 1 mg / L , 适当提

高原生质体密度有利于原生质体培养。光照, 温度等物理因素对原生质体培养也有明显影响。原生

质体再生的愈伤组织直接在无激素的悬浮培养基中增殖, 很快获得了大量胚性愈伤组织, 经分化

培养再生出植株。

关键词　陆地棉　原生质体培养　植株再生

细胞工程和基因工程在作物遗传改良中有重要潜在用途。作物改良方面的许多问题用有

性杂交及常规育种方法已无法解决,细胞工程和基因工程技术在某些方面可以克服传统手段

的不足。很多遗传操作技术是借助原生质体实现的,因此,原生质体培养是细胞工程和基因工

程的基础工作。棉花组织培养已有 20多年的历史。愈伤组织诱导,体细胞胚胎发生与植株再

生在某些品种上相继取得成功[ 1, 2]。最近, 棉花原生质体培养成株有几篇报道[ 3, 4, 10] ,与体细胞

培养相比,棉花原生质体培养方法尚不够成熟。为了进一步进行棉花原生质体融合及转基因等

遗传操作研究,原生质体培养程序化是很有必要的。本文报道了我们在这方面研究结果。

1　材料和方法

1. 1　愈伤组织诱导,继代和细胞悬浮培养

选用陆地棉( Gossyp ium hirsutum L. )品种“珂字 201”, 种子剥去种皮, 种仁用 0. 1%升汞

消毒 10 min,无菌水冲洗 4次,在含 MS大量元素和 2%蔗糖的琼脂培养基上发芽 4～6 d, 取

下胚轴剪成 0. 5 cm 小段作外植体进行愈伤组织诱导。诱导出的愈伤组织继代培养 3个月,取

胚性愈伤组织在无激素的 MS′( MS 培养基+ 葡萄糖 30 g / L+ 肌醇100 mg / L , pH5. 8)液体培

养基上悬浮培养 7 d后, 用 30目网过滤,网下物用来作悬浮培养试验。

愈伤诱导试验的基本培养基为 MS′+ 琼脂 7. 5 g / L。

诱导出的愈伤组织的继代培养基为MS′+ IAA 0. 5 mg / L+ KT 0. 5 mg/ L+ 琼脂7. 5 mg / L ,
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表 1　愈伤诱导和胚性愈伤悬浮培养试验的激素水平

水平
IAA+ KT 组合( mg/ L )

IAA KT

2, 4-D+ KT 组合( m g/ L )

2, 4-D KT

1 0. 1 0. 05 0. 005 0. 05

2 2. 0 1. 0 0. 05 1. 0

悬浮培养试验的基本培养基为

MS′。

愈伤组织诱导和悬浮培养试

验中附加激素的浓度水平见表

1, 按二元一次回归正交设计进行

组配[ 5]。

在愈伤诱导试验中,每处理接种 5个外植体,重复 3次, 诱导 1个月后称愈伤鲜重。在悬浮

培养试验中, 每处理接种 2 m l 30目网下物, 培养 20 d后称鲜重。

1. 2　原生质体分离条件的探索

纤维素酶( Onozuka R10)和果胶酶( Pectinase)混合物用 CPW9溶解, 附加 MES3 mmol,

pH5. 8。取在无激素的P1培养基
[ 6]上继代后 7 d 的胚性悬浮物以1∶10( W∶V)的量加入经过

滤灭菌的混合酶液中, 在 28℃的摇床上( 30～50 r/ min)黑暗消化 12 h后在显微镜下用血球计

数板检测原生质体产率,并用FDA 染色后在荧光显微镜下检测原生质体活力。原生质体产率

以每克愈伤所产生的原生质体个数表示。原生质体活力为发荧光原生质体数占总原生质体数

的比率。

1. 3　原生质体培养条件的探索

经酶解处理的原生质体用 140和 400目双层不锈钢网过滤除去残渣, 再将滤液 1000 r/

min 离心 5～10 min,沉淀物用 CPW9溶液清洗一次后用 23%的蔗糖漂浮纯化, 再用原生质体

培养基清洗一次即获得纯净的原生质体。在28℃液体浅层暗培养,原生质体基本培养基为 K3

无机物+ 改良的 KM8P 有机物+ 葡萄糖30 g / L+ 甘露醇 90 g / L [ 3] ,培养 1个月后统计肉眼可

见的小愈伤块数。

1. 4　原生质体再生的愈伤组织的增殖和分化

原生质体再生出肉眼可见的小愈伤块后,添加 1次无甘露醇的原生质体培养基,培养一段

时间后将原生质体再生的愈伤块吸出直接转入无激素的 P1培养基悬浮扩增。然后按我们的

方法[ 1]促进大量胚的形成、胚成熟和植株再生。

2　结果与分析

2. 1　愈伤组织诱导和胚性细胞悬浮培养中激素效应

2. 1. 1　愈伤组织诱导　接种后 10 d,在 IAA+ KT 组合处理下,外植体产生了愈伤组织,出愈

率几乎为 100% ;而在 2, 4-D+ KT 组合处理下, 出愈时间落后于 IAA+ KT 组合。但一旦出愈

后 2, 4-D+ KT 处理中愈伤生长速度明显快于 IAA+ KT 处理。无论在 IAA+ KT 还是在 2, 4-

D+ KT 中,愈伤组织都是首先从下胚轴切段两端诱导出,然后向中部蔓延,并表现出形态学下

端愈伤生长速度显著高于形态学上端的愈伤生长速度。在 IAA + KT 处理中外植体普遍表现

生根现象,而 2, 4-D+ KT 处理中无生根现象。外植体生根受 IAA 控制,而与KT 无关,且 IAA

为 0. 5 mg / L 时根总量和出根率(生根的外植体占总外植体的比率)都为最大,在所试浓度中

IAA 浓度或高或低, 根量都减少。

在 IAA+ KT 组合处理中,愈伤鲜重 yIK ( g )和 IAA 浓度 x 1( mg/ L )及 KT 浓度 x 2( mg/ L )
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表 2　纤维素酶对原生质体产率和活力的影响

处理
果胶酶

( % )

纤维素酶

( % )

原生质体产率

(个/ g)

原生质体活力

(% )

1 1 0 4. 82×105 -

2 1 1 4. 71×106 86. 4%

3 1 2 6. 58×106 85. 2%

4 1 3 7. 0×106 84. 0%

5 1 4 5. 0×106 -

6 1 5 5. 0×106 -

表 3　果胶酶对原生质体产率和活力的影响

处理
果胶酶

( % )

纤维素酶

( % )

原生质体产率

(个/ g)

原生质体活力

(% )

1 0 3 0 -

2 0. 5 3 3. 16×106 -

3 1. 5 3 1. 66×107 85. 7

4 3. 0 3 1. 08×107 78. 6

之间的回归方程为 y IK= 0. 905+ 0. 2575x 1- 0. 1x 2 ,由此回归方程可看出 IAA 对愈伤诱导表现

为正效应,而 KT 表现为负效应。同样, 在 2, 4- D+ KT 处理中, 也可得回归方程 yDK= 1. 0075

+ 0. 4825x 1- 0. 245x 2, 可看出 2, 4-D 对愈伤诱导表现为正效应且其作用效果强于 IAA, 而

KT 表现为负效应。因此愈伤诱导中起决定作用的是生长素( IAA 或2, 4-D) ,这与我们以前的

结论一致[ 7]。

2. 1. 2　悬浮培养　选取 IAA + KT 组合中诱导的愈伤组织在附加 IAA 0. 5 mg / L + KT 0. 5

mg / L 的培养基上继代培养 3个月。这时愈伤组织由原来的稀泥状或硬块状形成大量的疏松

颗粒状、米黄色的胚性愈伤组织。选取胚性愈伤组织在 MS′培养基上悬浮培养几代后(每 10 d

继代一次) , 黄色加深,分散出大量细小颗粒。30目网下的黄色胚性颗粒在 IAA+ KT 和2, 4-D

+ KT 两组合处理中表现出相同的颜色分离,即在高浓度 KT ( 1 mg / L )中为灰白色, 活力下

降,甚至丧失活力, 而在低浓度 KT ( 0. 05 mg / L )中黄色稍微变淡, 但仍保持胚性愈伤的活力。

IAA 和 2, 4-D对胚性愈伤的颜色影响不大。

在 IAA+ KT 处理中,悬浮物鲜重 ZIK ( g )和 IAA 浓度 x 1( mg/ L )及 KT 浓度 x 2( mg/ L )之

间的回归方程为 ZIK= 0. 2375- 0. 0275x 1- 0. 1025x 2, 由此回归方程可看出 IAA 和 KT 均不利

于悬浮物生长, IAA 抑制作用微小, 而

KT 的抑制作用显著强于 IAA, 这与上

述颜色变化一致。在 2, 4-D+ KT 组合

中,回归方程为 ZDK = 0. 2125-0. 0125x 1

- 0. 0925x2 , 2, 4-D 和 KT 对悬浮培养

物均有抑制作用, 2, 4-D 的作用微小,

KT 的抑制作用显著强于 2, 4-D, 亦与

上述悬浮培养物颜色变化一致。

2. 2　原生质体分离的酶组合确定

2. 2. 1　纤维素酶的作用　由表 2可知,

当果胶酶为 1%时, 纤维素酶的浓度小

于 3%时, 随着浓度的增加原生质体产

率升高且活力变化不大。当纤维素酶的

浓度大于 3%时原生质体产率减少, 活

力下降很明显。只有果胶酶时尽管产率

较低,但仍得到了原生质体,可能是由于

果胶酶中含有少量纤维素酶的缘故。处

理 1含有没去壁的细胞和细胞团,不便统计原生质体活力;处理 5与处理 6由于 FDA 染色后

原生质体只发微弱荧光,表明其活力受到了极大的影响, 统计活力也没意义。

2. 2. 2　果胶酶的作用　由表 3看出,当纤维素酶的浓度为 3%时提高果胶酶的浓度可以大幅

度提高原生质体产率, 但当果胶酶的浓度大于 1. 5%时原生质体产率和活力开始下降, 故最佳

果胶酶浓度为 1. 5% ,单独使用纤维素酶得不到单细胞。当果胶酶浓度为 0. 5%时有原生质体

游离,但含有没去壁的细胞,故处理 1和处理 2测原生质体活力无意义。

综上所述,最佳酶组合为 3%纤维素酶+ 1. 5%果胶酶, 此组合就可以使细胞完全去壁并
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表 4　原生质体密度对小愈伤组织形成的影响

处理密度(个/ mL ) 103 105 106 107

小愈伤块数/皿 0 2 17 24

表 5　IAA 对小愈伤再生的影响

激素
处　　理

1 2 3 4 5

KT ( m g/ L ) 0. 05 0. 05 0. 05 0. 05 0. 05

IAA ( mg / L ) 0. 025 0. 05 0. 25 0. 25 1

小愈伤块数/皿 8 26 29 79 11

愈伤长势 + + + + + + + + + + + +

得到较高质量的原生质体。在以往的棉花原生质体分离研究中都附加了半纤维素酶, 而

Peeters 等没有用半纤维素酶
[ 10]。为了确保原生质体完全去壁我们在以下的原生质体培养中

采用 3%纤维素酶+ 1. 5%果胶酶+ 0. 5%半纤维素酶。

2. 3　原生质体密度和激素等因素

对愈伤再生的影响

2. 3. 1　原生质体培养密度的影响

　培养基为原生质体基本培养基附

加 2, 4-D0. 1 mg/ L+ KT 0. 1mg / L ,

设置不同的密度处理进行试验, 结

果列于表 4。由表 4可知在一定范

围内,高密度有利于原生质体培养。

2. 3. 2　激素的影响　原生质体密

度均为 3. 8×105个/ mL, 设置不同

的激素组合进行试验,结果列于表

5、表 6和表 7。由表 5可知最佳 IAA 浓度为 0. 5 mg/ L。

表 6　2, 4-D 对小愈伤再生的影响　　　　　　　　表 7　KT对小愈伤再生的影响

激素
处　　理

1 2 3

KT ( mg / L ) 0. 05 0. 05 0. 05

2, 4-D ( mg / L ) 0. 01 0. 05 0. 25

小愈伤块数/皿 4 0 0

愈伤长势 +

激素
处　　理

1 2 3

KT ( mg / L ) 0. 01 0. 1 0. 5

IAA ( mg/ L ) 0. 5 0. 5 0. 5

小愈伤块数/皿 35 83 52

　　结合表6和表 4看出,低密度( < 106个/ mL)条件下, 2, 4-D 难诱导棉花原生质体再生愈伤。

在棉花原生质体培养中 2, 4-D的适用浓度范围比 IAA 的窄, 这与在体细胞培养中一致
[ 7]。

最佳 IAA 浓度不变, 研究了KT 的作用,结果见表7。从中可知最佳 KT 浓度为 0. 1 mg / L。

综上所述,棉花原生质体培养的最佳激素组合为 IAA 0. 5 mg / L+ KT 0. 1 mg/ L。

2. 3. 3　光、温等因素对棉花原生质体培养的影响　28℃时分别在光和暗处培养原生质体。在

光下,原生质体可多次分裂形成小细胞团, 但小细胞团没有进一步分裂生长成肉眼可见的愈伤

块。而在黑暗下, 原生质体可再生小愈伤块。低温下( 20℃) , 原生质体可再生壁, 但分裂迟缓。

而高温( 35℃)导致原生质体死亡。

2. 4　壁再生、细胞分裂、增殖和植株再生

胚性悬浮物酶解 2 h左右即有原生质体从边缘游离, 12 h 左右彻底酶解。新分离的原生质

体呈球形,大小之间有差异,细胞质稠密,呈黄褐色。液体浅层培养一段时间后发生粘连,随后

壁再生。再生壁的原生质体呈椭圆形或不规则形状, 4～5 d后发生第一次分裂,此后细胞便持

续分裂,培养 7 d左右可观察到小细胞团。小细胞团继续分裂生长形成小愈伤组织,并进一步

形成结构紧实的小胚性愈伤组织, 甚至胚状体。一月后加入无甘露醇的新鲜培养基继续培养

14 d,可产生大量肉眼可见的胚性细胞团,经镜检可知,这些细胞团中含有很多胚状体。此时,

将培养物转入无激素的液体培养基 P1中, 在摇床上振荡培养,散射光照,原生质体再生的细
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胞悬浮物生长非常迅速且由原来的乳白色变为黄色,然后,采用我们实验室已建立的技术程序

获得了再生小植株(见图 1)。

图 1　陆地棉原生质体培养小植株再生

A　原生质体;　B　一次分裂;　C　多次分裂;　D　小细胞团;　E　胚状体;　F　小植株

3　讨论

据试验结果和我们以前的工作, 愈伤组织诱导取决于生长素, 而胚性悬浮培养物培养不需

任何激素,诱导出的愈伤组织的进一步增殖和原生质体培养需要生长素与激动素的配合,这可

能是不同的材料所含的内源激素不同及不同状态的细胞所涉及的生理生化反应不同。愈伤组

织诱导是原来分化了的细胞脱分化形成薄壁细胞的过程,这一过程需要较高浓度的外源生长

素。愈伤增殖过程中脱分化细胞增殖,胚性中心及胚状体形成,而这一过程中非胚性细胞含量

很高,故内源激素含量低[ 8] ,所以愈伤增殖过程需要外源生长素与激动素的配合。胚性悬浮培

养物增殖之所以不需外源激素是因为其本身含有较高的内源激素 [ 8]。由胚性细胞得来的原生

质体培养仍需要两类激素的配合,可能是由于酶解破坏了胚性悬浮物的固有结构,导致单个原

生质体之间不能进行物质交流和激素互补,故需外源激素。

原生质体培养起始材料的活力和胚性状态可能是原生质体培养的关键之一。本试验所用

的胚性悬浮培养物是无菌苗幼嫩下胚轴在 IAA+ KT 上诱导、增殖得到的胚性愈伤在 P1培养

基上悬浮选择出来的具有旺盛分裂力的胚性细胞系,因此,由它所分离的原生质体易于再生。

适当提高原生质体密度有利于原生质体培养。在原生质体培养过程中,原生质体发生粘连

是一种普遍现象, 很多作者指出粘连有助于原生质体分裂再生 [ 9] ,这可能是由于粘连提高了原
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生质体的局部密度,使得原生质体之间能相互进行物质和信息交流,从而促进了原生质体的生

长和发育。
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Protoplast Culture and Plant Regeneration in Upland Cotton

L� Fubing　Zhang Xianlong　Liu Jinlan
( St ate Key Labor ator y in Genetic Improvement of Crops, Huazhong Agr icultur al U niver sity , Wuhan 430070)

Abstract　In callus induct ion of Gossyp ium hirsutum L. cv. coker 201, IAA and 2, 4-D show ed

po sit ive effect and KT show ed negat ive ef fect , w hile negat ive ef fect w as shown w ith the three

hormones in suspensions. T he best enzymat ic combinat ion in protoplast iso lation f rom em-

br yogenet ic suspensions w as 3% cel lulase( Onozuka R10) + 1. 5% pect inase, and the best hor-

mone combinat ion in protoplast culture w as IAA 0. 5mg / L + KT 0. 1mg / L . Appr opr iately

increasing protoplast density benef ited protoplast culture. L ight and temprature af fected the

pr otoplast culture. Pr otoplast-derived calli grow ed r apidly in suspension culture medium

w ithout any ho rmone and r egenerated plants thr ough dif ferentiat ion culture.

Key words :　Gossyp ium hir sutum L; Pro toplast culture; Plant regenerat ion
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