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食用菌原生质体的分离并培养成再生菌丝是研究食用菌细胞融合和基因转移的一项 

技术。一有的文章[1 已综述了有多种食用菌的原生质体已被分离，只有一些种的原 生 质 

体被培养成再生菌丝体，美昧牛肝菌的原生质体虽已被分离但未培养成再生菌丝。食用 

菌原生质体可以通过不同方式再生菌丝体 Peberdy~2]曾论述过有的真菌是由原生质体 

膨大生长成形态不正常的类似出芽链的细胞而再生菌丝的较为特殊的方式 本文报道美 

味牛肝菌原生质体通过一种新的生长方式而发育成菌丝体。 

材 料 和 方 法 

1．实验材料 美味牛肝菌 (Bolefus edulis Bul1．：Fr．)是从昆明市场上购 买 的 

野生新鲜子实体分离得菌种，保存于冰箱中马铃薯斜面培养基上。试验时再培养在培养 

液中，取培养 2— 4天的菌丝体用作分离原生质体的材料。 

2．培养基 培养菌丝体的培养液为MS'-。]配方加椰乳20 ml／1配制。培养原生质体 

的培养液照已报道[d：的M 培养基的组分配制。 

5．砖溶液 照已报道【{]的 2号酶液配制。 

4．原生质体的分离和培养 液体培养 2— 4天的苗丝体用0．6 moI／1 MgSO．·7H O 

的溶液洗涤后，用灭菌的滤纸吸去表面水分称量后放入酶液中，每n1】约100 mg菌丝 在 
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30~C静置处理 3— 4小时，在此期间轻轻摇动 l一 2次。酶解菌丝后的溶液 经 5O一10O 

m孔径的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o．6 mC／ M~,SO ·7H 0 溶液按已报道的 5：通底离心管漂洗纯化原生质体 

的方法纯化得到较纯净的原生质体。原生质体接种于培养液中再稀释到一定密度，用血球 

计数器计数。用细胞培养瓶在25-一C下作没层液体培养，或用凹载片作悬滴培养以便连续 

观察原生质体生长过程。悬滴培养用普通显微镜观察，培养瓶中原生质体的生长发育用 

例置显微镜观察。 

液体培养18小时后，可把再生了壁的细胞移植在固体培养基平板上，在长成分散的 

肉眼可见的菌落时，再分别分离单个菌落，从而得到从单个原生质体再生的株系。 

结 果 和 讨 论 

1．分离美味牛肝菌的原生质体需要几种酶泥合组成的酶液，本试验所用的酶液组台 

是分离尖顶羊肝菌原生质体时较好的酶液：4)，用它来分离美味牛肝菌原生质体也 同 样 

得到较好的产量，平均产量约4．6×10。个原生质体／ml·100 nag，而最高产量可达到 9．6 

x i0。个原生质体／n,l·lOOmg。 

2．原生质体培养成再生的菌丝体 分离纯化得到的睬生质体呈圆球形，多数的直径 

在i0 m以下。在培养液中25。c下培养16小时后原生质体膨大变形，或呈椭圆形，或呈 

哑铃形，或呈短棒形，少数长得较长。24小时以后长成比正常菌丝粗的长棒形状，直径 

在1O m以上，长度不等，已明显地进行了细胞分裂的生长，暂称这种粗棒状为 “粗菌 

丝 。有少数 “粗菌丝”上也可观察到长出细菌丝。培养3O小时后可以明显看到从粗菌 

丝上长出了细的菌丝，有的疏散成单根，有的密集成丛地长出来。细菌丝的直径在3Vt1~1 

左右，等于液体培养中原菌丝的直径，这已经回复成了用以分离原生质体的母体菌丝同样 

的形状。再继续培养进而形成了菌丝体组成的菌丝群落，从而完成了从原生质培养成再 

生菌丝体的过程。美昧牛肝菌原生质体在本试验的培养条件下，太多数是通过长成粗菌 

丝后再长出细的菌丝的过程而完成菌丝体再生的。 

在培养初期也观察到类似酵母细胞的出芽和成串的念珠状生长。但未观察到从这种 

成串的念珠状上长出细的菌丝 出芽和念珠状生长进一步的发育如何，有待 进 一 步 观 

察。 

3．美昧牛肝菌原生质体在培养中，经过粗菌丝的生长阶段再生成菌丝，是食用菌原 

生质体在培养条件下的一种新的生长途径。在食用菌原生质体培养研究的报道中，曾报 

道过从再生了细胞壁的细胞直接长出菌丝[ ]，像孢子萌发那样的生长形式，也有 的丝 

状真菌的原生质体经过不正常的膨大而形成菌丝的报道( ：，未见到先长成比原菌 丝 粗 

3—5倍的粗菌丝再长成细的正常菌丝的报道。所以这是一种区 口于已报道过的那些生 

长形式的另一种新的生长形式。 

这种生长方式是一种正常的细胞分裂的生长形式，在粗棒状菌丝中可以明显地看到 

分厢细胞的细胞壁。这可证明这粗菌丝是细胞分裂形成的多细胞所组成，而不是一个细 

胞伸长形成们。比原菌丝粗 3— 5倍也不能认为是不正常纳，在一个长的菌丝细胞被酶 
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解脱去细胞壁以后形成 了原生质体，其直径应该比原来细胞的直径大，原菌丝的直径在 

3 I11左右，丽酶解后得到的球形原生质体的直径在10 m 左右，比原菌丝的直径大3 

倍左右。原生质体再生细胞壁以后有了变形也不可能把它的直径再缩短 3倍，再生壁以 

后接着细胞分裂多次长成的粗菌丝的直径也只可能是和原生质体的直径近似，这样就长 

成了比原菌丝粗 3— 5倍的粗菌丝。粗菌丝形成以后，由其本身固有的遗传性所决定， 

回复了出芽生长的方式，像孢子出芽那样长出了和原生菌丝一样粗的细菌丝。以后继续 

了它原来的生长，形成菌丝体的群落。 

从上述原生质体再生菌丝体的生长过程看来，明显存在着从原生质体长 成 粗 菌 丝 

的、它的原生活史中不存在的生长阶段，类似于高等植物原生质体培养的再生细胞脱分 

化的生长阶段，以后再回复到它原有的苗丝正常生长的阶段。从原生质体到粗菌丝这一 

生长阶段的意义和应用价值如何，有待进一步研究。 
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