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一 种简化有效的普通烟草 ， 、 
原生质体培养方法 5 7J[- 

，堑甚 ： 
(1中国科技大学 经济技术学院，安教 合肥 Z30052} 

2安徽农业大学 生物工程实验室，安徽 合肥 Z30036) 

[摘 要] 用不 同方法进行普通烟草叶肉细胞原 生质体培养 ，在低温(10℃)预处理原 

生质体分离材料后+加厚双层培养基中的固相至固液相体积比为4⋯I 5 1时，有利于翁伤 

组织的快速形 成和植株再生。 
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随着一些重要作物 (禾本科、豆科等)原生质体培养及植株再生的突破“。]，对建立原 

生质体植株再生的优化系统研究也越来越多。Firoozabady口 以烟草为材料，建立了烟草 

原生质体快速植株再生程序，将培养周期由原来的1 3周缩短为 7周。我国学者徐杏阳0 

继之对这一系统又作了一些改进。本文在前人研究的基础上 ]，通过不断实践论证 ，探讨 

出更为简化实用的普通烟草原生质体培养优化系统。 

1 材料 与方法 

取烤烟 良种 NC89种子，表面灭菌，点播于 1／4MSo培养基上。光照(28℃)培养获无 

菌苗。取 1月龄苗叶片，去中脉，切成丝状 ，置酶液(改良CPW 液+10 g／L纤维素酶 + 

2 g／L离析酶+0．426 mol／L蔗糖 ，pH=5．7)中 25℃，38 r／min摇床暗中酶解 10 h。解离 

原生质体用 0．08 mm孔径的尼龙网筛过滤，离心 3 rain，漂浮收集 。用原生质液体培养基 

(MS+BA 0．5 mg／L+2，4一D 1 g／L+蔗糖 0．426 mol／L)调整原生质体至所需密度。 

原生质体液体培养基悬浮液用 3种方式分别培养0 ]。① 液体浅层培养。将 2 mL悬 

浮液接种于直径 6 cm 的培养皿中，封 口培养。② 双层培养。培养皿中先用 2 mL愈伤组 

织增殖培养基(Ms+2，4 D 1 mg／LT30 g／L蔗糖+7．5 g／L琼脂)铺成薄层平板+再接种 

2 mL悬浮液。⑧ 加厚双层培养。将上述双层培养中固相体积加大，由 2 mL增至 4～10 

mL。3种方式均在暗中、静止、25℃下进行。 

2 结果与分析 

2．1 不同培养方式对细胞分裂和愈伤组织的影响 

在液体浅层培养中，原生质体 2 d后开始膨大，以后细胞逐渐拉长呈椭圆形 5 d后出 
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现第一次分裂(以均等分裂为主)．10 d后出现第二、三次分裂，此时分裂频率为 55．3 。 

20 d后显微镜下可见小细胞团，30 d后形成肉眼可见的愈伤组织 与浅层培养方式 比较， 

双层培养在细胞分裂和愈伤组织大小上未出现显著差异。而保持液相体积不变，逐步增加 

固相体积时，细胞分裂频率无显著提高，但愈伤组织形成有极显著差异，其中固液相体积 

比为4：1～5：1时效果最佳(表 1)。 

表 1 3种培养方式对普通烟草原生质体再生细胞分裂及生长的影响 

注：表中数字后字母示差异显著性，不 同字母代表 0 05水平上差异显著，相 同字母表示差异不显著；q测验·4 

敬重复；原生质体密度为 1 91×10 mL～ 、下表同 

2．2 不同培养方式对植株再生的影响 

采用加厚双层培养，20 d后 即能形成 2 mm的愈伤组织，转至分化培养基 14 d后，分 

化出芽。切下芽点置 1／2 MSo培养基 中生根培养 t 7 d后形成完整小植株 这 比前人的烟 

草原生质体再生系统L4 更加简化快速。 

2．3 低温预处理和原生质体密度对培养效应的影响 

采用常温(28℃)和低温(10℃)控制，对离体叶片进行温度处理 。通过不同原生质体 

密度进行培养。结果表明，低温预处理原生质体分离材料显著提高细胞分裂频率，与 

Zapata等[6 的结果一致，而较低培养密度则能提高分裂频率和降低蛔虫形细胞团的产生 

(表 2) 

表 2 不同预处理温度和培养密度对原生质体分裂频率及细胞状态的影响 

预处 温度 培 妻乒 分；面 雾赛团 处 匿 培 粤 分 笛 墨l 
5．8× 10s 8．13 f 6．Z6 5 8× 105 38．51 d 3．05 

2．9× ]Os 21．O7 e 4 37 b 2．9× 10s 57 34 c 1_11 e 

28 
2．9× 1O‘ 63 05 b 1 88 d 2．9× 10‘ 79．16 a 0 e 

2．9× 10 0 g 0 2．9× 】03 0 g 0 e 

注 ：q测验，3敬重复 

3 讨 论 

本试验对常规双层培养法进行改 良，改常规双层培养法的薄层固相为厚层固相 ，改原 

高糖质量浓度的固相为低糖质量浓度的固相，而固相培养基中的激素成分也有所变化 分 

析改良双层培养法的优点，可能有3个方面 ① 具有较强的通气培养功能。加厚的固相能 

逐渐吸收上层液相 ，随着细胞的不断分裂，上层液相不断变薄 ．这样原生质体及分裂后的 

细胞团可始终处于 良好的通气状态，较好的促进了原生质体再生细胞的分裂和愈伤组织 

的快速形成。② 加厚的固相使之吸收液相中某些毒物的能力提高。③ 改良的双层培养基 
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中低糖质量浓度的固相能使液相中的再生细胞团逐渐适应低糖环境而使细胞处于紧张状 

态，有利于细胞的生长和分裂；另外．固相中含有的较高质量浓度的生长素，也促进了再生 

细胞的快速分裂。综上所述，经改良的双层培养方法培养的普遍烟草原生质体，培养 20 d 

后 即可分裂再生成直径为 1～2 mm 的愈伤组织，而对照(液体浅层和常规双层培养)的原 

生质体再生细胞仅形成肉眼难以看见的微小细胞团(直径在 0．1 mm 以下)。用此改 良双 

层培养法进行普通烟草原生质体培养最终使其培养周期(从原生质体培养到完整植株再 

生)缩短为 如 d左右。 
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A simplified and effectual system of protoplast 

culture of N ．Tabacum 

HUANG W en—chuan ，YANG Q guang 

(1 University ofScience and Technology China，Hefei·Anfiui 230052．China 

2 Anhui Agrirultgral University．H ，Anhui 230036，C  ̂ 。) 

Abstract：Different methods are used to cultivate leaf protoplast of N icotiana 

tabacum．After pre—treatment of protoplast materia1 at low temperature (10℃ )，two一 

1ater culture m edium is thickened to the extent that the volume redio of solid and liquid 

reached 4 ：1— 5 ： 1，which is quite helpful for rapid emergence of callus and plant 

regeneration． 
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