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硝酸银对中国李原生质体分离和培养的影响
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　　[摘　要 ]　以种胚愈伤组织为试材,研究了硝酸银对中国李原生质体分离和培养效果的影响。结果表明,在酶

解液中加入 4～ 10 m göL 质量浓度的硝酸银,可提高原生质体的活力,其中以 8 m göL 的效果最好,原生质体的活力

比对照提高 21. 1% ,但其对原生质体产量无明显作用。在培养基中加入 4～ 8 m göL 质量浓度的硝酸银,原生质体

的分裂频率和植板率分别比对照增加 19. 85%～ 38. 24%和 9. 23%～ 36. 53%。硝酸银对愈伤组织不定芽的再生能

力也具有明显的促进作用。
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　　近年来,果树原生质体培养研究取得了很大进

展[1 ]。但大多数果树只有少数基因型的原生质体培

养获得了再生植株,如何提高原生质体的分裂频率

和愈伤组织再生频率,仍是需要解决的重要问题。培

养基中的生长素会促进乙烯的产生,密闭的培养容

器会使乙烯逐渐累积,累积的乙烯可使培养物的生

长分化受到影响[2 ]。据报道[3, 4 ] ,硝酸银可抑制乙烯

的合成,从而促进愈伤组织再生芽的能力。在培养基

中加入硝酸银,可以明显提高青菜下胚轴和子叶的

不定芽分化频率[5 ]及梨叶片的再生频率[6 ]。本试验

通过在酶解液和培养基中加入硝酸银,旨在研究硝

酸银对中国李原生质体分离和培养效果的影响。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　试材为中国李 (P runus sa licina L indl. )品种

“晚红李”的种胚愈伤组织,继代培养基为改良M S

( 1ö2 N H 4NO 3 )附加 1. 0 m göL 2, 42D , 0. 5 m göL

BA , 30 göL 蔗糖和 6. 0 göL 琼脂, pH 为 5. 8。

1. 2　方　法

参照马锋旺等[7 ]的方法进行原生质体的分离和

培养。酶液组成为 CPW 盐+ 10 m göL Cellu lase

O nzuka R 210 + 50 m göL M acerozym e R 210 + 10

m göL H em icellu lase+ 0. 7 mo1öL 甘露醇, 酶解 12

h。原生质体培养的培养基为改良M S基本培养基附

加 1. 0 m göL 2, 42D , 0. 5 m göL BA 和 0. 55 mo1öL

葡萄糖,在培养过程中每 10 d 以 3∶1 (原生质体培

养基∶无渗透压调节剂培养基)比例加入无渗透压

调节剂培养基,逐步降低渗透压。原生质体培养的植

板密度为 2×105 mL - 1。原生质体培养形成的微愈

伤组织转入固体培养基中,继代培养 4次后,转入附

加 3. 0 m göL BA 和 0. 05 m göL IAA 的改良M S分

化培养基上诱导不定芽。硝酸银溶液过滤灭菌后,在

培养基温度小于 60 ℃时加入。原生质体培养基只在

开始培养时加入硝酸银,添加的新鲜培养基不再加

入。愈伤组织在含硝酸银的分化培养基中培养 15 d

后, 转入无硝酸银的新鲜培养基。培养温度为

(25±1) ℃,除愈伤组织的分化在 4 000 lx 光强和

15 höd光照的光周期下培养外,其余过程均在黑暗

条件下进行。

2　结果与分析

2. 1　硝酸银对原生质体分离的影响

　　在酶解液中分别加入 0, 4, 6, 8, 10 m göL 的硝

酸银,比较不同质量浓度硝酸银对中国李原生质体

分离效果的影响。由表 1可以看出,硝酸银对原生质

体的产量没有明显影响,但对提高原生质体活力有

明显效果,其中以 8 m göL 效果最好,其原生质体活
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力显著高于对照和 4, 6 m göL 两种质量浓度的处 理,但与 10 m göL 质量浓度处理无显著差异。
表 1　硝酸银对中国李原生质体分离的影响

T able 1　Effects of silver n itra te on p ro top last iso la t ion of P. sa licina

硝酸银质量浓度ö(m g·L - 1)
Silver n itrate concen tration

原生质体产量ö(106个·g- 1)
Yield

原生质体活力ö%
V iab ility

0 8. 32 a① 70. 2 c

4 8. 78 a 76. 8 bc

6 8. 38 a 85. 4 bc

8 8. 86 a 91. 3 a

10 8. 46 a 88. 6 ab

　　注:① 邓肯氏多重极差测验差异显著 (P = 0. 05) ,同一栏字母不同者表示差异显著。

N o te: Sign ifican t difference acco rding to D uncanπs m ultip le rang test (P = 0. 05).

2. 2　硝酸银对原生质体培养的影响

在培养基中分别加入 0, 4, 6, 8, 10 m göL 硝酸
银,测定不同质量浓度硝酸银对原生质体培养效果

的影响。试验结果 (表 2)表明,硝酸银对提高原生质

体初始分裂和持续分裂能力均有显著作用。其中,对

分裂频率的影响效果以 8 m göL 处理最为显著, 而

对植板率的效果则以 4和 6 m göL 处理最好。由于
衡量原生质体培养效果的最终指标是植板率 (即形

成细胞团的数量) ,因此可以断定,在中国李原生质

体培养时,加入 6～ 8 m göL 硝酸银的效果最好。
表 2　硝酸银对中国李原生质体培养的影响

T able 2　Effects of silver n itra te on p ro top last cu ltu re of P. sa licina

硝酸银质量浓度ö(m g·L - 1)
Silver n itrate concen tration

分裂频率ö%
D ivision frequency

植板率ö%
P lating frequency

0 13. 6 c 2. 71 bc

4 16. 3b 3. 68 a

6 17. 6 ab 3. 70 a

8 18. 8 a 2. 96 b

10 17. 1 ab 2. 32 c

2. 3　硝酸银对愈伤组织再生芽的影响

在愈伤组织分化培养基中分别加入 0, 2, 6, 10

m göL 的硝酸银,培养 15 d 后,转入不含硝酸银的新

鲜培养基中, 芽的再生率分别为 7. 5% , 12. 5% ,

19. 5%和 17. 1% , 这一结果说明, 硝酸银可明显促

进芽的再生。

3　讨　论

离体培养过程中会产生乙烯并逐渐累积,累积

的乙烯可使培养物的生长分化受到影响。在原生质

体培养时,只有当植板密度达到一定程度后才能启

动细胞分裂,而高的植板密度会加重乙烯的累积。因

此,在原生质体培养过程中,应采取减少乙烯累积的

措施。本试验在酶解液和培养基中加入硝酸银,提高

了原生质体活力和培养效果。同时,对愈伤组织再生

芽的能力也具有明显的促进作用。这种作用很可能

是由于硝酸银减少了乙烯的累积,防止了原生质体

的老化所致。同时,硝酸银的这种作用也可能与多胺

的合成有关, 因为多胺可提高原生质体的分裂频

率[8 ]和器官的发生能力[9 ] ,而硝酸银的存在则使乙

烯不能干扰多胺的合成, 从而提高了多胺的含

量[10 ]。
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Effects of silver n it ra te on p ro top last iso la t ion
and cu ltu re of P runus sa licina
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Abstract: T he effects of silver n it ra te on p ro top last iso la t ion and cu ltu re of P runus sa licina variety
“W anhongli”w ere studied by u sing calli derived from em b ryo s. T he resu lts show ed that the addit ion of sil2
ver n it ra te to enzym e so lu t ion at the concen tra t ion of 4- 10 m göL increased the viab ility of p ro top lasts, and

the mo st effect ive concen tra t ion w as 8 m göL. A t th is concen tra t ion, the viab ility of p ro top lasts w as 21. 1%

h igher than that of con tro l. N o effect of silver w as found on the yield of p ro top lasts. T he division frequency

and p la t ing frequency of p ro top lasts w ere increased 19. 85% - 38. 24% and 9. 23% - 36. 53% respect ively

by adding 4- 8 m göL silver n it ra te. St im u la t ion of shoo t regenera t ion from calliw as also found w hen silver

n it ra te w as added to the cu ltu re m edium.

Key words: P runus sa licina; p ro top last cu ltu re; silver n it ra te

·简　讯·

西北农林科技大学主持完成的农业部科技跨越计划项目
“西部黄土高原生态农业模式示范”通过部级成果鉴定

由西北农林科技大学博士生导师杨改河教授主持完成的农业部科技跨越计划项目“西部黄土高原生态

农业模式示范”,日前通过了部级成果鉴定。该项目实施 3年来,首次研究和总结出适合黄土高原地区推广应

用的以动态高效沼气技术为核心的“三位一体”(包括圈、厕、棚、沼“三结合”的生态庭院模式和畜牧小区生物

净化与综合利用模式)、“四位一体”(圈、棚、沼、菜 (果)“四位一体”生态温棚模式)和“五位一体”(圈、窑、灌、

沼、果“五配套”生态果园模式) 3种能源生态农业模式。并对三种能源生态农业模式涉及的要素及其结构进

行了优化,形成了完善的能源生态农业模式设计、建设、运行和科学管理理论体系。针对静态发酵沼气池存在

的技术问题,该课题组研制了包含自动搅拌、循环、破壳、出料、增温、微生物成膜、消短除盲、两步发酵等八大

动态沼气发酵新技术的 2种动态高效沼气池,并研究制订了户用动态发酵沼气池发酵工艺规程和施工操作

规程,为沼气生态农业模式的规范化、标准化推广应用提供了强有力的技术支撑,形成了可操作性强的西北

能源生态农业模式配套技术体系。

在陕西省陇县的 3 乡 5 村创建高效沼气生态示范户 482 户, 年增产粮食 5. 9 万 kg, 年新增存栏牲畜

4 980头,年新增总产值 412. 7万元,保护薪炭林面积 300多 hm 2。改善了农村生活环境,提供了新的物质循

环和能量流动渠道,提高了土壤肥力,取得了显著的经济、生态和社会效益。鉴定委员会一致认为,该项目在

实践和理论上均有较大发展,为西部生态农业模式的推广应用奠定了坚实的基础,对农业和农村经济的发展

具有重要的理论和实践意义,项目研究和应用总体达到国内领先水平,部分核心技术达到国际领先水平。
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