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氨苄西林的体外抗菌后效应及抗菌后
亚抑菌浓度效应研究

Ξ

王丽平, 江善祥, 史晓丽, 郭永刚, 陈绍峰
(南京农业大学 动物医学院, 江苏 南京 210095)

　　[摘　要 ]　采用菌落计数法测定了氨苄西林对 4 株细菌的体外抗菌后效应 (PA E) , 以及对 2 株细菌的体外抗

菌后亚抑菌浓度效应 (PA SM E)。结果显示, 氨苄西林在 0. 5, 1, 2, 4×M IC 浓度时, 对金黄色葡萄球菌C26112的 PA E

值分别为 1. 14±3. 05, 1. 62±2. 11, 1. 87±1. 70 和 2. 45±1. 31 h, 对金黄色葡萄球菌临床分离株的 PA E 值分别为

1. 05±1. 84, 1. 38±1. 25, 1. 56±1. 35 和 2. 29±2. 04 h; 对大肠杆菌A TCC25922 和临床分离株的 PA E 很小甚至没

有; 在 1ö8, 1ö4, 1ö2×M IC 时对金黄色葡萄球菌C26112及临床分离株的 PA SM E 值分别为 3. 61±1. 38, 4. 75±2. 18,

6. 8±1. 51 h 和 3. 01±2. 5, 4. 2±1. 21, 5. 9±1. 23 h; 氨苄西林对金黄色葡萄球菌的 PA E (0. 5～ 4×M IC) 及

PA SM E (1ö8～ 1ö2M IC) 与浓度在一定范围内呈剂量依赖性, 并且在亚抑菌浓度下也具有 PA E, 当药物浓度达 4×

M IC 时, PA E 明显延长 (P < 0. 05) , 且所测得的 PA SM E 较 PA E 长。所有结果提示: 在临床设计给药方案时, 对金

黄色葡萄球菌敏感株引起的临床感染, 除了考虑药代动力学和M IC 指标外, 还应考虑 PA E 和 PA SM E 因素, 可适

当延长给药间隔时间; 而对 PA E 无意义的大肠杆菌敏感株引起的临床感染, 宜持续给药或缩短给药间隔, 也可达

到较好的治疗效果。
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　　抗菌后效应 (po stan t ib io t ic effect, PA E)和抗菌

后亚抑菌浓度效应 (po stan t ib io t ic sub - M IC ef2
fect, PA SM E) 是近年来提出的关于抗菌药物药效

学的新理论。PA E 是指细菌与抗生素经短暂接触再

去除药物后, 细菌生长仍受到抑制的现象, PA SM E

是指处于 PA E 期的细菌再与亚抑菌浓度 ( sub2
M IC ) 药物接触后, 细菌的生长受持续抑制的现象。

这些理论与药物敏感性不同, PA E 及 PA SM E 研究

侧重的并不是药物细菌相互作用的结果, 而在于揭

示它们之间相互作用的过程, 是抗菌药物对致病微

生物所特有的效应[1 ]。PA E 和 PA SM E 理论在国内

外倍受关注, 在人医实践中, 该理论为研究抗菌药物

药效学和设计给药新模式提供了重要参数, 已开始

用于指导临床感染性疾病的治疗[2～ 4 ]。

自 1940 年首次发明青霉素 G 以来, 青霉素类

抗生素进展迅速, 它以高效、低毒等优点在兽医及人

医临床抗感染治疗中占有举足轻重的地位, 氨苄西

林便是其中之一。在兽医临床感染中, 金黄色葡萄球

菌和大肠杆菌是引起动物感染的重要病原, 其所产

生的耐药性也有不断上升的趋势[5 ] , 因此, 如何合理

应用抗菌药, 有效控制二者引起的疾病并避免耐药

性的产生相当重要。目前, PA E 和 PA SM E 的研究

资料在兽医领域中很少, 本研究测定了以氨苄西林

为代表的青霉素类抗生素对临床中常见致病菌——

金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的标准株及临床分离株

的 PA E, 及其对金黄色葡萄球菌的 PA SM E, 旨在为

兽医临床上更加合理应用青霉素类抗生素提供一定

的科学依据。

1　材料与方法

1. 1　药品与试剂

　　氨苄西林, 齐鲁制药厂生产, 批号 02070844;M 2
H 肉汤和M 2H 琼脂 (自制) , 水解酪蛋白 17. 5 g, 可

溶性淀粉 1. 5 g, 牛肉浸汤加至 1. 0 L , 用M gC l2 和
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CaC l2 调整至 Ca2+ 50～ 100 m göL , M g2+ 20～ 35

m göL。

1. 2　菌　株

金黄色葡萄球菌 C26112、大肠杆菌A TCC25922

由铁道医学院微生物教研组提供, 金黄色葡萄球菌

临床分离株、大肠杆菌临床分离株由南京农业大学

微生物教研组提供。

1. 3　抗菌活性测定

采用标准肉汤二倍微量稀释法[6 ]分别测定药物

对金黄色萄萄球菌及其临床分离株、大肠杆菌及其

临床分离株 4 株细菌的最小抑菌浓度 (M IC) , 试验

重复 3 次。

1. 4　抗菌后效应的测定

参照文献[ 7 ]推荐的方法, 并作适当修改。

1. 4. 1　菌悬液的制备　将待测菌株接种到M 2H
琼脂上孵育过夜后, 取 4～ 6 个单菌落接种于 2 mL

M 2H 肉汤中, 37 ℃培养过夜后, 于分光光度计上测

定OD 580约为 0. 3 时的稀释菌液 (此时活菌计数为

107～ 108 mL - 1) , 即为待测菌液。

1. 4. 2　抗菌药物溶液制备　以灭菌磷酸盐缓冲液

(pH 7. 0) 配成 50, 100, 200, 400×M IC 的药物溶液,

过滤除菌后分装, 此为贮存液, 于- 20 ℃贮存备用,

临用前稀释为所需浓度。

1. 4. 3　测定方法　取 6 支试管各加入上述菌悬液

0. 9 mL , 向其中 4 支试管中加入上述不同浓度药液

0. 1 mL , 使药物终浓度分别为 1ö2, 1, 2, 4×M IC, 第

5, 6 管分别为对照 1 (不含药菌液对照) 和对照 2 (非

残余药物影响对照) , 其中对照 1 加入 0. 1 mL 无菌

磷酸盐缓冲液。所有试管于 37 ℃培养 1 h, 用新鲜

M 2H 肉汤做 1 000 倍稀释除药, 此为重建后 0 时刻,

同时对照 2 中加入的抗菌药物浓度为加药管中最高

浓度管稀释后的含药浓度, 作为稀释法除药后非残

余药物对细菌生长影响的对照。所有试管处理后立

即置于 37 ℃恒温箱中继续孵育, 分别在孵育 0, 1,

2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 h 取各管中部分菌液, 采用菌落计

数法记录细菌恢复生长的过程。PA E 为与抗菌药作

用过细菌和未与抗菌药作用过细菌各自活菌数增加

1 lg10 (细菌量增加 10 倍) 所需时间差, 即 PA E (h)

= T - C , T 和C 分别为试验管和对照管细菌各自增

加 1 lg10 所需的时间, 可通过细菌生长动力学曲线

求出。

1. 4. 4　氨苄西林对金黄色葡萄球菌体外 PA SM E

的测定[8 ]　取对数生长期金黄色葡萄球菌菌悬液

0. 9 mL , 加入 0. 1 mL 40×M IC 氨苄西林药液, 37

℃水浴 1 h 诱导细菌 PA E 产生, 同时设细菌对照

管, 药物的去除采用 1 000 倍稀释, 然后使细菌处于

终浓度为 1ö8, 1ö4, 1ö2×M IC 及 0×M IC 的氨苄西

林药液中, 立即于 37 ℃水浴培养, 此为重建后 0 时

刻, 然后于培养的 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 h 取菌液进行

计数, 建立细菌生长动力学曲线, 按下列公式计算

PA SM E, PA SM E = T 1 - C 1, 其中, T 1 为经诱导

PA E 后培养物再接触于各亚抑菌浓度药物后, 细菌

增加 1 lg10 所需的时间, C 1 为未经 PA E 诱导的细

菌增加 1 lg10 所需的时间。

1. 5　统　计

单因素方差分析用于不同药物浓度对 PA E 影

响差异的显著性检验。

2　结果与分析

2. 1　氨苄西林的体外抗菌活性

　　试验结果表明, 氨苄西林对金黄色葡萄球菌标

准株和临床分离株的体外最小抑菌浓度分别为 0. 5

和 4 ΛgömL ; 对大肠杆菌标准株和临床分离株的体

外最小抑菌浓度分别为 2 和 8 ΛgömL。该药对金黄

色葡萄球菌和大肠杆菌均表现出较强的抗菌活性,

对金黄色葡萄球菌的抗菌活性更强。

2. 2　氨苄西林对 4 株细菌的体外抗菌后效应

表 1 显示, 氨苄西林对金黄色葡萄球菌标准株

与临床分离株的体外 PA E 在 1～ 2. 5 h, 该药在不同

浓度时所测得的 PA E 值有所不同, 且在亚抑菌浓度

下 ( 0. 5×M IC ) 对金黄色葡萄球菌也有一定的

PA E。PA E 值与浓度有一定的依赖性, 随浓度的增

加而延长。4×M IC 时的 PA E 与 0. 5, 1×M IC 时的

PA E 比较, 均差异显著 (P < 0. 05) ; 2×M IC 时的

PA E 与 0. 5 ×M IC 时的 PA E 比较差异显著

(P < 0. 05) ; 但其对标准株与临床分离株差异不显

著 (P > 0. 05)。若以 PA E < 0. 3 h 为无意义或零处

理, 则表 1 结果提示, 氨苄西林对大肠杆菌基本上不

存在 PA E。

此外, 在 PA E 测定过程中所设的细菌对照管与

残留药物对照管细菌生长一致 (图 1) , 表明 1 000 倍

稀释基本上可以去除药物, 试验各管中细菌生长所

受到的抑制为 PA E 原因造成的, 而不是残留药物的
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作用。
表 1　氨苄西林对 4 株细菌的体外 PA E (n= 4)

T ab le 1　PA E s of amp icillin on 4 stra ins of bacteria (n= 4) h

菌株 Bacterial strains
PA E

0. 5×M IC 1×M IC 2×M IC 4×M IC

金黄色葡萄球菌C26112 S. au reu C26112 1. 14±3. 05 1. 62±2. 11 1. 87±1. 70△ 2. 45±1. 31△3

金黄色葡萄球菌临床分离株
S. au reu from clin ic

1. 05±1. 84 1. 38±1. 25 1. 56±1. 35△ 2. 29±2. 04△3

大肠杆菌A TCC25922 E. coli A TCC25922 0. 04±1. 41 0. 19±0. 93 0. 25±1. 72 0. 37±1. 09
大肠杆菌临床分离株
E. coli from clin ic

0. 09±1. 07 0. 11±2. 51 0. 18±0. 97 0. 29±3. 05

　　注: 数据上角标△者表示与 0. 5×M IC 比较, P < 0. 05; 标3 者表示与 1×M IC 比较, P < 0. 05。

N o te: data w ith △ m eans comparison w ith 0. 5×M IC, P < 0. 05 and 3 m eans comparison w ith 1×M IC, P < 0. 05.

图 1　氨苄西林 PA E 期金黄色葡萄球菌 C26112及其临床分离株生长动力学曲线
◇. 菌液对照; ■. 药残对照; ▲. 4×M IC; ×. 2×M IC; 3 . 1×M IC; ●. 0. 5×M IC;

a. 金黄色葡萄球菌C26112; b. 金黄色葡萄球菌临床分离株

F ig. 1　Grow th curve of S. au reu C26112 and iso la tes from veterinary clin ic during PA E

◇. Bacterial con tro l; ■. D rug con tro l; ▲. 4×M IC; ×. 2×M IC; 3 . 1×M IC; ●. 0. 5×M IC;

a. S. au reu C26112; b. S. au reu from clin ic

2. 3　氨苄西林对 2 株金黄色葡萄球菌的体外

PA SM E

由表 2 及图 2 可以看出, 亚抑菌浓度 (1ö8～

1ö2×M IC ) 的氨苄西林对经 4×M IC 诱导 PA E 的

金黄色葡萄球菌均产生 PA SM E, 且 PA SM E 与药

物的接触浓度呈正相关, 各亚浓度之间 PA SM E 差

异显著 (P < 0. 05) , 该药对 2 株金黄色葡萄球菌的

PA SM E 差异不显著 (P > 0. 05)。

图 2　氨苄西林 PA SM E 期金黄色葡萄球菌C26112和临床分离株生长动力学曲线
◇. 菌液对照; ■. 1ö8×M IC; ▲. 1ö4×M IC; ×. 1ö2×M IC;

a. 金黄色葡萄球菌C26112; b. 金黄色葡萄球菌临床分离株

F ig. 2　Grow th curve of S. au reu C26112 and iso la tes from veterinary clin ic during PA SM E at differen t concen tra t ion

◇. Bacterial con tro l; ■. 1ö8×M IC; ▲. 1ö4×M IC; ×. 1ö2×M IC;

a. S. au reu C26112; b. S. au reu from clin ic
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表 2　氨苄西林对 2 株金黄色葡萄球菌的体外 PA SM E (n= 3)

T ab le 2　PA SM E s of amp icillin on 2 S. au reu (n= 3) h

菌株
Bacterial strains

PA SM E

1ö8×M IC 1ö4×M IC 1ö2×M IC

金黄色葡萄球菌C26112

S. au reu C26112
3. 61±1. 38 4. 75±2. 183 6. 8±1. 513 3 △

金黄色葡萄球菌临床分离株
S. au reus from clin ic 3. 01±2. 5 4. 2±1. 213 5. 9±1. 233 3 △

　　注: 数据后上角标△表示与 1ö4×M IC 比较, P < 0. 05; 标3 表示与 1ö8×M IC 比较, P < 0. 05; 标3 3 表示与 1ö8×M IC 比较, P < 0. 01。

N o te: D ata w ith △ m eans comparison w ith 1ö4×M IC, P < 0. 05, 3 m eans comparison w ith 1ö8×M IC, P < 0. 05; 3 3 m eans comparison

w ith 1ö8×M IC, P < 0. 01.

3　讨　论

早在 20 世纪 40 年代初, 人们已发现了抗生素

后效应现象, 但直到 70 年代M cDonald 等[9 ]研究以

后人们才开始重视 PA E 的研究。由于人们对 PA E

的认识, 改变了传统抗生素应用的观念。过去抗生素

的药效学指标常用的是最小抑菌浓度 (M IC) 和最小

杀菌浓度 (M BC) , 即传统的给药方案的设计要求血

浆和组织药物浓度要维持在M IC 以上[10 ]。PA E 及

PA SM E 的提出在较大程度上完善了药效学评价指

标, 即当血浆、组织药物浓度低于 M IC 时, 由于

PA E 和 PA SM E 的存在可持续抑制细菌的生长, 故

可充分利用 PA E 及 PA SM E 的特点来指导临床合

理用药, 在不影响疗效的同时, 不仅可以减少药物用

量, 还可以减低药物的不良反应和费用, 对给药方案

中存在的疗效、毒性、费用和方便性等问题提供了很

好的解决办法。

3. 1　关于 PA E

本研究采用菌落计数法测定了氨苄西林对 4 株

细菌的 PA E, 结果显示, 该药仅对金黄色葡萄球菌

有较强的 PA E, 而对大肠杆菌的 PA E 较弱甚至没

有, 说明不同菌种对抗菌药有不同的 PA E, 其对金

黄色葡萄球菌和大肠杆菌 PA E 所呈现的差异, 可能

与 Β2内酰胺类抗生素 PA E 产生机制的特点有关。目

前, 关于 Β2内酰胺类抗生素 PA E 产生机制尚未明

确, 可能原因是药物与细菌的青霉素结合蛋白

(PBPS) 共价结合, 造成细菌非致死性损伤, 细菌恢

复再生长的时间延长, 从而产生 PA E。革兰氏阴性

杆菌有迅速重新合成 PBPS 功能, 所以 PA E 较短甚

至没有, 而革兰氏阳性球菌合成 PBPS 较慢, 故 PA E

较长。另外, 革兰氏阴性杆菌在与Β2内酰胺类抗生素

短暂接触后, 细菌变形, 形成丝状体, 每个丝状体内

含几十个菌体, 一旦清除药物后, 丝状体迅速裂解为

数十个菌体, 故 PA E 也可能出现负值[11, 12 ]。

本研究结果还显示, 不同的药物浓度对 PA E 有

不同的影响。氨苄西林在 0. 5, 1, 2, 4×M IC 浓度时,

均对金黄色葡萄球菌产生一定的 PA E, 且 PA E 值

随药物浓度的升高呈上升趋势, 表现出药物浓度与

PA E 在一定范围内 (0. 5～ 4×M IC) 呈剂量依赖性,

该结果与国外某些研究结果一致[13, 14 ]。此外, 在亚

抑菌浓度下 (0. 5×M IC) , 氨苄西林对金黄色葡萄球

菌仍存在一定的 PA E, 意味着该药在低于M IC 浓

度时仍能发挥抗菌效应, 可解释体内 PA E 大于体外

PA E 的原因, 因为药物在体内的消除是逐渐进行

的, 药物浓度在从峰浓度下降到低于M IC 过程中始

终与细菌接触, 故在体内产生叠加的 PA E, 而体外

药物的消除较彻底, 残余药物浓度大大低于M IC,

且不存在亚抑菌浓度作用。但是, 本研究结果, 即氨

苄西林对金黄色葡萄球菌的 PA E 值较已有的同类

抗生素的 PA E 值高[15 ] , 这是否与所采用的方法不

同有一定的关系, 尚有待进一步证实。

3. 2　关于 PA SM E

本研究结果显示, 亚抑菌浓度 ( 1ö8～ 1ö2×

M IC)的氨苄西林对经 4×M IC 诱导 PA E 的金黄色

葡萄球菌均产生 PA SM E, 并且所得的 PA SM E 显

著大于各 PA E, PA SM E 的存在表明, 在抗菌后效应

期细菌对药物的敏感性提高, 即使再接触亚抑菌浓

度的药物, 仍能显著抑制细菌的生长。有关内酰胺类

抗生素的 PA SM E 机制认为: 当细菌暴露于超抑菌

浓度的药物时, 药物与菌体的 PBPS 共价结合, 在药

物消除后, 大部分的 PBPS 仍处于钝化状态, 此时只

需少量药物即可与新合成的 PBPS 结合, 使细菌的

生长被持续抑制[13 ]。在临床实践中, 血清与组织中

的药物浓度均为缓慢下降, 故在 2 次给药间隔期间

细菌即有机会接触超抑菌或亚抑菌浓度的药物, 而

亚抑菌浓度的药物足以改变细菌代谢、细菌胞壁结

构及细菌的形态, 以至影响细菌对上皮细胞的吸附

力, 从而降低其致病力, 且使细菌更易于被巨噬细胞

吞噬, 故在较长的给药间歇期间, PA SM E 和宿主强

大的免疫功能对抑制细菌生长起着重要作用[16 ]。
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虽然体外 PA E, PA SM E 研究结果与体内

PA E, PA SM E 有一定的相关性[16 ] , 但因药物在体内

分布、代谢、排泄是一个动态的过程, 与细菌接触的

浓度和时间亦不相同, 此外, 在体内还存在着抗生素

促白细胞效应 (PAL E) [17, 18 ] , 故体内 PA E, PA SM E

影响因素较多, 因此本研究认为, 体外所测的 PA E,

PA SM E 只可为研究体内 PA E, PA SM E 奠定基础,

为设计给药方案提供参考, 更为合理、经济的给药模

式的设计要综合考虑药代动力学、PA E 和机体免疫

功能等诸多因素。目前, 在兽医临床实践中人们已经

认识到了 PA E 和 PA SM E 的重要性, 但如何充分利

用 PA E 及 PA SM E 来指导给药方案设计, 使抗菌药

在临床上得到合理应用仍需进一步研究。倘若这一

理论能在兽医临床中得到充分利用, 将对大规模养

殖的畜禽给药方案的改革产生巨大的影响。
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Po stan t ib io t ic effect and po stan t ib io t ic sub2M IC effect of am p icillin

W ANG L i-p ing, J IANG Shan -x iang, SH I X iao- l i, GUO Y ong-gang, CHEN Shao-feng
(Colleg e of V eterinary M ed icine,N anj ing A g ricu ltu re U niversity ,N anj ing , J iang su 210095, Ch ina)

Abstract: T h is study w as designed to invest iga te the po stan t ib io t ic effect (PA E ) of amp icillin on

S tap hy lococcus au reu and E scherich ia coli in v itro and po stan t ib io t ic sub2M IC effect on staphylococcu s au2
reu. T he dilu t ion m ethod w as u sed fo r the drug removal and M uelle2H in ton agar co lony coun t ing m ethod
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w as u sed to mon ito r the grow th of bacteria. T he resu lts show ed that m arked PA E s w ere found even in the

sub inh ib ito ry concen tra t ion (sub2M IC) w hen amp icillin w as u sed again st S. au reus C26112 and S. au reu ob2
ta ined from veterinary clin ic, and PA E s w as 1. 14±3. 05, 1. 62±2. 11, 1. 87±1. 70, 2. 45±1. 31 h and

1. 05±1. 84, 1. 38±1. 25, 1. 56±1. 35, 2. 29±2. 04 h, respect ively. W hen S. au reus w as expo sed to amp i2
cillin fo r 1 h, the PA SM E s cou ld be go t after successively expo sing to 1ö8, 1ö4, 1ö2×M IC amp icillin and

the values w ere 3. 61±1. 38, 4. 75±2. 18, 6. 8±1. 51 h (fo r S. au reu C 26112) and 3. 01±2. 5, 4. 2±1. 21,

5. 9±1. 23 h (fo r S. au reu from veterinary clin ic). T he du ra t ion of PA E s and PA SM E s w as enhanced w ith

increasing concen tra t ion, show ing strongly a concen tra t ion2dependen t dependance, especia lly a t 4×M IC,

the PA E w as obviou sly p ro longed (P < 0. 05). N egat ive PA E s w ere defined, how ever, w hen the drug w as

u sed again st E. coli at the sam e concen tra t ion. T aken together, ou r data indica te that the phenom enon of

PA E and PA SM E m ay help in the design of eff icien t con tro l st ra teg ies fo r som e infect ion s in an im als, fo r

examp le, longer do sing in terval shou ld be recomm ended w hen the tw o drugs are again st S. au reu , how ever,

successive do sing o r sho rted do sing in terval shou ld be taken w hen they are u sed again st sen sit ive E. coli.

Key words: co lony coun t ing m ethod; po stan t ib io t ic effect; po stan t ib io t ic sub2M IC effect; amp icillin;

do sing in terval
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P lan t le t regenera t ion capacity of se lected P op u lus tom en tosa clones in v itro

ZHANG Cun -xu1, ZHANG Rui-e2, ZHAO Zhong1

(1 Colleg e of F orestry , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of B iology , F uy ang N orm al Colleg e, F uy ang ,A nhu i 236041, Ch ina)

Abstract: F ive excellen t clones of P op u lus tom en tosa w ere u sed in th is study. Sterile shoo ts w ere u sed

as exp lan ts to induce bud differen t ia t ion and grow th, as w ell as roo t ing in differen t m edium. T he po ten t ia l

of p lan t let regenera t ion w as compared w ith differen t clones. T he resu lts show ed that a ll f ive clones of P. to2
m en tosa cou ld ob ta in regenera t ion p lan t lets by o rganogenesis in v itro. Bu t a m arked difference w as ob served

in ax illa ry shoo ts num ber and roo t ing ra te, in w h ich N o. 4 clone ax illa ry shoo t num ber is 122. 7% of the av2
erage and N o. 1 on ly averages 78. 4%. N o. 2 roo t ing ra te reach s 60% and N o. 3 on ly 28. 7%. It ind ica ted

that capacity of shoo t p ro lifera t ion and roo t ing w as genet ica lly con tro lled. T he 0. 5 m göL 62BA concen tra2
t ion m ay be the op t im al value fo r induct ion and p ro lifera t ion of shoo t fo r mo st clones in v itro. A lthough av2
erage shoo t num ber reached 8. 8, roo t ing percen tage w as on ly 49. 5%. 1ö2M S basalm edium w as su itab le to

roo t ing fo r clones. T he roo t ing capacity cou ld be imp roved by supp lem en t ing low concen tra t ion aux in. A t

the sam e t im e there ex isted a visib le m edia×clone in teract ion in p lan t let regenera t ion capacity fo r P. tom en2
tosa.

Key words: P op u lus tom en tosa; clones; p lan t let regenera t ion; t issue cu ltu re
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