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尖顶羊肚菌原生质体的分离及再生 
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摘要 培养枉液体培养基 中的失 肚菌 (Morchelta conica Per s)菌丝悼可以分离出 大 量 的 愿 

生质体 在组 合的 2号酶液 中，在00℃下经“5小时 处 理 的 产 量 最 高 (5,36．2×1O 十原生质俸／ 

lOOmg·m1)。此法分离得的原生质体苒生力很强，液体培养l8小 时即可再生戒菌丝 再生的细胞 

进行植板培养后形成 了菌丝体， 并获得了从原生质体再生的菌株。 

关蕾词 尖顶羊肚菌， 原生质体I菌丝 傩的再生 

食用菌原生质体培养及融台的研究可能为食用菌的育种提供一条新途径，国内外越 

来越多的科学家正从事这项研究 [ ，。，”。尖顶羊肚菌是珍贵的食用菌之一 [ ]，它 

的原生质体的研究还未见报道。 

材 料 和 方 法 

1．实验材料 

尖顶羊肚菌 (Morchell(1 o” a Pet s)菌种是纪大干等同志从云南野生种的子实 

体分离并保存的。培养在液体培养基 中或培养在固体培养基的玻璃纸上 2— 4天的菌丝 

体用作分离原生质体的实验材料。 

2．培养基的霹制 

培养菌丝体的培养基：M：依据 MS培养基 [5)的蛆分再加椰乳 20ml／l配制。M 依 

据Wakabayashi，S．等的配方(6]配制。M 马铃薯综台培养基。 

根据以上配方配制成液体培养基。固体培养基再加入O．5％琼脂，在培养基的 袭 面 

再加上一壕玻璃纸，用以培养分离原生质体的菌丝体。 

培养原生质体的液体培养基：M 蛋 白胨 5 g／l、酵母膏 5 g 甘露醇o．35M、山黎 

醇0．35M 、葡萄糖10g／l、磷酸二氢钾60mg／l、硫酸镁60mg／~。 

原生质体再生细胞的植板培养基 与培养菌丝体的固体培养基相同。 

5．酶溶液的霹制 

先配成含有0．5M的硫酸镁及0．06 吗啡啉乙烷磺酸(2一Morpholi~a_| ha-l>sulfo~ic 

acid)的溶液再加入下列 (表 1) 5种不同组合的酶。pH调为5．4。用滤纸拣去沉淀，再 

用孔径为0．4j m的滤膜过滤灭菌后，贮存于 0。C待用 

目88—06-25 J旺舶 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

0 云 甫 植 物 研 究 11卷 

除了酶渡组合的比较试验外，其余实验都是用 2号酶液进行的。 

4．愿生质体的分离和培养 

液体培养的菌丝体用 0．6 的硫酸镁溶液洗涤后，用滤纸吸去表面水分，称量后放 

八酶液中，每mi酶液约lOOmg苗丝。在各种不同温渡 下静置不同时间，在此 期 闯 轻 轻 

摇动 1-_2次。比较各种酶液分离效率的实验取在不同酶液中酶艉的材料用血球计数板 

在显做镜下计数， 计算成原生质体的产量 (原生质体数／lOOmg·111f)。分离藩丝体后 

怕酶液用孔径为50～1O0 m尼龙丝网过滤除去未被酶解的菌丝，滤液 中仍然混有较小的 

未被酶解的菌丝碎片。用0．6M的硫酸镁溶液按已报道￡7)的通底离心管漂洗纯化原生质 

体的方法纯化原生质体。得到较纯净的原生质体接种于原生质体培养液 M 中，稀释到 
一 定密度，用血球计数板计数 。静置培养在25。c下，18小时后多数原生质体 己再生细胞 

壁形成再生细胞，少数 已长出菌丝。接着把它植板在固体培养基上，再培养24小时后形 

成肉眼可见的苗丝体 可以分离出单个苗落继续培养而形成从原生质体再生的菌株。 

表 1 酶 液 的 不 同 组 分 ( ) 

Table Different composiIio~ 。f enz；tme soM ion ( ) 

酶 类 I{nzynlea 
Enzyme solution No 碡 掖母 

l 2 3 4 

纤 维 粜 酶 ccI⋯ ase 0gozu~a R—t0 

离 折 酶 F,lacerozym~R 1 0 

J：1I 溃 酶 Dri 5f、【ase 

J 纤 维 常酶 lIemice【lulasL 

蜗 牛 砖 Hdicase 

棒 壁 鲜 Ly~-allzyaae 

结 果 和 讨 论 

1．酶的组分与原生质体的产量 

分离真菌原生质体的酶有多种，对不同的食用苗需不同的酶的组台 [2一。为了选 出 

较适当的酶液，用了 5种不同组台的酶液 (裘 1)作了分离原生质体的比较试验。结果 

(表 2)表明： 2孚液及 4号酶液对尖顶羊肚菌的原生质体分离有较好的效果。 2号酶 

液分 离的原生质体的产量可高达6．2×10 个厮生质体／100ragⅧ 1。 2号酶渡是由多种酶 

组成的，也说明尖顶羊肚菌菌丝原生质体的分离需要各种酶的配台。 

酶 液配制后存于 0 cc冰箱，随着贮存时间的延长酶液的活性降低。贮存两周后约降 

低为贮存 5天的lla (表 2、2号酶液、 4号酶液，4．5小时分离的产量)。20天以后酶蔽 

分离原生质体的活性几乎全部丧失。 

2．酶液处理的时间、温度与原生质体产量的关系 

用已在 0 C下贮存16夭曲 2号酶液对培养在M 培养 液 中 2天的苗丝体，在2I~G、 
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25 C及30、c下，处理 1—6．s4,时的分离原生质体比较实验的结果如图 1所示。实 验 结 

果表明：酶分离原生质体的产量随着温度的升高而增加，以30。c的产量最高l随着时间 

的延长而增加，在3．5小时达到最高点，以后不再增加。在30 c时较合适的分离时 间 是 

3— 5小时。本文报道的原生质体培养实验就是在这样的条件下分离的原生质体。 

采 2 各种醣藏分离舫原生盾体曲产量 

Table Pr,vlopiact yM 4s 】 I】_aI d in different enzyme so'utlon 

注：所 有 生 质悻 的分离 在 30℃ 下进 行。 otI All pf。f。Pla js0】af ons are in 3O℃ 

5．蕾丝培养条件对原生质体分肓的影响 

尖顶羊肚菌苗丝在M M：及 M。的液体 

培养或固体培养基上生长速度不同，在四天后 

都长满150mi三角瓶底 (液体培养)或 8 cm的 

培养皿 (固体培养)。用生长 2— 3天液体培 

养的菌丝体分离原生质体时，对产 量 没 有 明 

显的影响，用已长满瓶底的苗丝体分离原生质 

体，产量 大 大 降 低，小于 2 X1 0 个原 生 质 

排／1 00t~g．n1 J，甚至得不到原生质体。 

菌丝在酶液中被分离的原生质体的数量除 

了与酶液的组台 温度和时问有密 切 的 关 系 

外，茁丝的培养条件对原生质体的质量 (印稳 

定性)有较大的影响。在酶液中计数时，液体 

培养和固体培养的菌丝体分离的原生质体数量 

ri- I b1 

圈 t 麒 生质 体曲 产量 与 温班 尊l时 问的关 系 

F壤 ． L Rela(it)n of{h pr~ plast y ld h 

tke tcm口erä re and time 

相差不大，而纯化后的得率却大不相同，液体培养的菌丝体分离得的原生质体较稳定， 

在纯化过程中破碎较少、损失较少，得率为酶液中的36—38 。而在固体加玻璃纸上培 

养的菌丝体分离得的原生质体，经纯化后得率很低，得率约为酶液中的 7 。 

4．原生质体培养成再生的菌丝体 

酶分离得到的经纯化后的原生质体在显徽镜下是圆球体，多数直径在 1 0gm 以下， 

在 301xm 以上的很少，可以观察到较大的圆球体是 由多个原生质体融台而成的融合体。 

原生质体接种在 M 培养液 中，培养在25。c下18小时后可观察到部分原生质体发芽长 出 

菌丝，有的长出一条菌丝，有的从不同方向长出2— 3条菌丝，也有长出后即分枝的。 

菌丝的长度可为原生质体直径的 2— 5倍。这时未长菌丝的大多数原生质体已再生细胞 
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壁成为再生细胞。24小时后约半数以上的原生质体都长 出了不同长度的菌丝。接种原生 

质体的密度在0．5×10 ～ 5×1 0 十／ml之间都再生了菌丝。在培养液中 由 于 原生质体 

的团聚较多，从一圃原生质体 向各方向长出很多菌丝，就很难分辨这圃原生质体中那一 

个再生菌丝那一个没有再生，所以再生的频率是很难计算的。如何减少团聚是值得进一 

步研 究 的。 

培养18小时已观察到原生埙体长出不同长度的菌照，表 明在这之l讨原生质体已再生 

了细胞壁，可 植板到琼脂培养基上}如培养24d,时，部分较早再生f由菌笪已形成互相 

缠绕的苗照体，植板已较晚。 · 

植板在琼脂培养基上的再生细胞再培养244,时后形成肉眼可见 的菌丝群落，这时可 

以分别挑取菌丝体转入试管内培养后获得蒋生的菌株，保存留作进一步的研究 植板在 

前述三种培养基上的原生质体都能再生成菌丝体，生长速度差别不 -̂，都能在 2— 3天 

内长满 6 cm的培养皿。 

尖顶羊肚菌原生质体分离及培养的试验结果表明：它的液体培养的菌丝体在几种酶 

混台的 2号酶液中在30。c下是容易分离出大量的原生质体，原生质体再生力很强，生长 

很快。这一结果为进一步开展原生质体融合、筛选高产优质新菌株的研究奠定了基础。 
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PR0T0PLAST ISOLATION AND lTS REGENERAT10N 

OF MORCHELLA CONICA 

Zhan!~Jianmi[1g， Zhcng Yuping， Chcn M eiyi[1g， Ji Dagan 

(Ku Ttmin9 In~tltuf~of Botany，Azadem Ja S】 lc8．Kunming} 

Abstract I rotoplasts of M orchclle conica Pets were isolated from the myceiia 

cultured in liquid medium．Tile highest isolated quantity was 6．2×10。protoplasts／ 

10Omg·lit1 in m ixed enzyme solution No． 2 and at 30。C for 4．5 h in cubatio[1．Isolated 

protoplasts rege[1el ated io hyphae readily． After 18 hours of incnbation hyphae grew 

out from the cdis regenerated from the protoplasis． Foilowing plating oi]solid 

medium regenerated isolates wc1 c obtained． 

Key words M orchella conica； Protoplastsj M yceli~m regenel-atiol! 
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