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摘　要　用决明 (Cassia obtusifolia L. )子叶和下胚轴为材料,游离和培养原生质体。结果表明, 15日

龄无菌苗的子叶和下胚轴比较适于游离原生质体, 每 1g材料的原生质体产量高达 1. 6× 104个;

P ecto ly ase Y -23是分离原生质体所必需的; 用含 2, 4-D 0. 4m g /L (以下单位同 ), N A A 1. 0与 K T 0. 1

的 KM 8P漂浮培养利于原生质体的分裂。 培养 4d后, 原生质体开始分裂, 15d后其植板率约为

19. 2% , 30d形成了细胞团或小愈伤组织。增殖愈伤组织在分化培养基上培养,可分化出芽。芽在生

根培养基上培养 14d生根, 从而再生决明小植株。
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植物原生质体作为细胞融合、外源 DNA 转化的良好材料日益受到人们重视。 近年来, 豆

科植物的原生质体分离培养已取得相当大的进展,但对其籽粒型药用植物的原生质体培养的

研究较少 [1, 2, 9 ]。豆科决明的种子——决明子是常用中药, 可代茶,具有降压、缓泻、收缩子宫、

清肝明目、祛风和通便等作用
[ 3]
。目前, 未见其原生质体培养的报道。本研究以决明子叶和下胚

轴为材料,研究其原生质体分离培养及其影响因素的作用,以期为利用原生质体转化方法改良

作物品种提供重要的理论依据和技术依据。

1　材料和方法

1. 1　材料

决明子分别浸泡于浓硫酸 ( 40m in)、 0. 1%升汞 ( 10m in )
[ 4]
和无菌水 ( 4～ 5次 )进行消毒。然

后将种子植于无激素 M S培养基上,于 27± 2℃和 2500～ 3000lx光照强度下培养,每天光照

14h。 制备无菌苗。

1. 2　原生质体的分离与培养

将决明无菌苗子叶和下胚轴切成约 1mm 长的小段, 放于 CPW -13M
[5 ]
中预质壁分离

1. 5h,而后,在 1g材料加入 8m l酶液、 26℃、 40rpm振动的条件下暗解离。解离时间和酶液组

成 如表 1。采用文献 [ 6 ]的方法漂浮、纯化与收集原生质体。用原生质体培养液KM 8P (含



0. 45m o l /L葡萄糖, 10g /L蔗糖, 2,

4-D 0. 4, NAA 1. 0与 K T 0. 1)调原

生质体密度为 5. 1× 104 个 /m l, 以

每个平面 (D= 33mm ) 1. 5m l悬液

进行暗培养 ( 26℃ ), 10d后移到弱

光下培养。待小愈伤组织出现后 (肉

眼可见 ),将悬液放于固化的 KM 8P

(含 NAA 0. 2与 6-BA 0. 5)上进行

光照培养,以增殖愈伤组织。然后转

入分化培养基 M SB (含 NAA 0. 15

与 6-BA, K T 和 ZT 各 0. 5)上诱

芽。

表 1　酶液组成对游离原生质体的影响

酶液组成

(W /V , % )

酶解时间

( h )

原生质体产量

(个 /g )
小细胞团

纤维素酶 3

果胶酶 0. 5 24 1. 8× 102 + + +

半纤维素酶 0. 5

纤维素酶 3

离析酶 0. 2 18 5. 4× 102 + +

半纤维素酶 1

纤维素酶 3

果胶离析酶 0. 2 8 1. 6× 104 +

　注:表中+ + + 、+ + 与+ 依次表示更多、多与少。

1. 3　植株再生

当芽长约 3cm时,将其切下,放入生根培养基 1 /2M S (含 IBA 0. 2)上, 以获得完整再生植

株。

2　结果与讨论

2. 1　酶液组成对决明子叶与下胚轴原生质体分离的影响

适当的酶组成是快速分离优质高产原生质体的关键之一。研究结果表明 (表 1),果胶离析

酶 Pecto ly ase Y -23对决明原生质体的游离是必要的, 它能够在短时间内最大限度地游离原生

质体。这与 Johnson [8 ]的结果一致。如果用果胶酶或半纤维素酶代替果胶离析酶,不但解离时

间长,而且不能够得到大量的原生质体,酶液中含有大量的未解离的单细胞或小细胞团。

2. 2　无菌苗日龄对分离决明子叶与下胚轴原生质体的影响

决明无菌苗日龄对其子叶和下胚轴原生质体的分离效果有很大影响。较老的无菌苗的子

叶和下胚轴的细胞难于游离出原生质体;太幼嫩的无菌苗的子叶与下胚轴的细胞易于游离出

原生质体,但是,它们的细胞膜也容易破损。因此,为了获得游离原生质体的合适材料,我们研

究了决明无菌苗日龄对游离原生质体的影响。研究结果 (表 2)表明, 14～ 15日龄的决明无菌苗

的子叶和下胚轴可作为游离原生质体的合适材料。
表 2　决明无菌苗日龄对游离子叶

和下胚轴原生质体效果的影响

日龄 ( d) 颜色
原生质体产量 (m l)

及其始释时间 ( d)
漂浮

原生质体

活力 (% )

5～ 6 淡黄色 1. 5× 106N O. , 5 　+ 30

14～ 15 淡绿色 8. 1× 105N O. , 7 + + + 70

20～ 21 绿　色 7× 105N O. , 8 　+ + 60

　注: + :少; + + :多; + + + :更多。 漂浮于 21%蔗糖溶液表面

表 3　不同培养方法对原生

质体分裂的影响

培养方法 分裂率 (% ) 终发育阶段

　浅层培养 2. 9 小细胞团

　琼脂糖包埋培养 7 二次分裂

　漂浮培养 9. 7 小愈伤组织
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图 1　决明子叶与下胚轴原生质离体培养再生植株形成过程

A　从决明子叶与下胚轴刚游离出的原生质体; 　 B　原生质体的第一次分裂; 　C　原生质体的出芽生殖;

　D　细胞团; 　 E　肉眼可见愈伤组织块; 　F　分化芽; 　G　完整再生小植株。

2. 3不同培养方法对原生质体分离的影响 (基本培养基为 KM 8P )

培养方法对原生质体分裂有重要影响。本研究结果如表 3。由表 3可见,漂浮培养的效果

最佳。 它使原生质体分裂多 ( 9. 7% )且形成小愈伤组织, 使褐化程度降低。

刚分离得到的原生质体呈球形 (图 1-A ),有大小两种类型。小型者具有浓厚的细胞质, 内

含物比较丰富;大型者具有比较稀薄的细胞质, 内含物比较贫乏。 原生质体在合适的培养条件

下培养 3d后,开始变形, 4～ 5d可见第一次分裂 (图 1-B)。分裂方式多为不等分裂。随后原生

质体迅速分裂。在此分裂过程中,偶尔见原生质体进行出芽生殖 (图 1-C )。然后,移到弱光下培

养,并且有规律地加入液体培养基降低其渗透压, 以利于再生细胞持续分裂和细胞团的形成

(图 1-D)。培养 15d后,统计植板率 (再生愈伤组织的原生质体数与总原生质体数之百分比 )约

19. 2% ;培养 30d时可见小愈伤组织块 (图 1-E )。 当愈伤组织处于生长旺盛且未发生褐化时
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期,尽快转入固化的 KM 8P培养基上增殖。增殖后的愈伤组织在分化培养基上,经过 10～ 15d

延缓期后,生长加快。 有的愈伤组织块渐变为暗褐色,形成白色根毛。根毛也逐渐褐化,但是,

其生长相当快,从而抑制了芽的分化;有的逐渐变为暗绿色, 具有分化为芽的潜力, 20d后分化

出淡黄色芽点。多数芽点变为绿色, 分化为芽 (图 1-F)。当芽长约 3cm时,从愈伤组织块上切

下,放于生根培养基上,两周后, 形成具有较发达根系的再生植株 (图 1-G )。

褐化是植物原生质体培养和豆科植物组织培养中普遍发生的现象。 其主要原因是细胞释

放出的多酚类物质积累并且被氧化为醌类物质
[7 ]
。本研究发现静置培养时,原生质体沉淀是导

致其生长不良、破裂与褐化的重要原因。这可能是由于沉淀于培养液底层的原生质体容易形成

集群,造成通气和营养不良,或者是造成局部密度过高,使原生质体难以再生细胞壁;随着稀释

液的加入, 无壁的原生质体由于培养液的渗透压的改变而破裂,释放出酚类物质;酚类物质被

氧化成醌类使原生质体褐化。愈伤组织的褐化则与小细胞团形成后加入新培养液的时机和增

殖后被转入分化培养基上的时间、光照以及分化培养基中所含激素的比例等因素有关。漂浮培

养可以部分解决原生质体褐化问题。

由决明子叶与下胚轴的原生质体的分离和培养再生植株的成功有助于用无性系变异的筛

选、细胞融合和基因转化等遗传操作技术对决明进行改良和驯化, 为野生中草药资源的开发利

用提供新技术。决明原生质体培养植株再生频率的提高与褐化现象的消除等研究工作还在进

行。
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A Study of In f luenceFactors on IsolationCulture of Cotyledon
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Abstract　T he cu ltu re o f p ro top last deriv ed from co ty ledo n and hy po co ty l o fCassia obtusifo-

lia seed ling s w as studied. A bou t 1. 5mm long sect ions o f co ty ledon s and hy po co ty ls w e re d i-

g ested in any enzym e so lu t io n fo r a certa in tim e. T he p ro top lasts w ere cu ltu red in a liqu id

m ed ium a t a density o f 5. 1× 104 N o. /m l and transferred on to a so lid m edium fo r ca llus cu l-

ture and sho o t reg ene ra t io n. Som e facto rs af fecting p ro top last iso lat ion and div ision w e re

stud ied. T he resu lts show ed tha t 15 day -ag e seedling s ' hy po co ty ls and co ty ledo ns u sed a s

dono r t issues w ere su itab le fo r the ir pro top last iso la tion and the y ie ld o f the ir p ro top lasts

am oun ted to 1. 6Ⅹ 10
4
NO. /g. FW; Pecto ly ase Y -23 w as ind ispensib le to the ir pro top last iso-

lat ion; KM 8P m edium supp lem en ted w ith 0. 4m g /L 2, 4-D, 1. 0m g /L NAA and 0. 1m g /L KT

asw el l as f loa ting cu ltu re fit ted in the d iv ision o f pro to plast der iv ed ce lls. A f te r a cu lture o f 3

day s, the f irst div ision w as obse rved. T he p lat ing f requency w as abou t 29. 2% in 15 day s.

C om ple te plan t lets w ere reg enera ted 14 day s af ter the shoo ts, 3 cm o r so, w e re t ransferred

on to 1 /2M S m edium con ta in ing 0. 2m g /L IBA.

Keywords:　Cassia obtusifolia; C o ty ledon and hypo co ty l pro to plast; P lan t regenerat ion
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