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　　摘要：以贵州省罗甸县米槁为研究对象，进行盆栽控水自然干旱２２ｄ及复水１５ｄ处理，研究米槁叶片的相对含水
量、水分饱和亏、游离脯氨酸含量、可溶性蛋白质含量、可溶性糖含量、淀粉含量、丙二醛（ＭＤＡ）含量、过氧化物酶
（ＰＯＤ）活性、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性、过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性的变化趋势。结果表明：随着干旱时间的延长，米槁
叶片的游离脯氨酸、可溶性蛋白质、可溶性糖、ＭＤＡ含量在一定范围内都呈明显升高趋势，复水后降低；ＳＯＤ、ＰＯＤ、
ＣＡＴ变化趋势比较一致，都呈先上升后下降趋势。可见土壤含水量直接影响植物各项生理指标，从而影响植物的正
常生长发育。
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　　水是植物生长发育重要的环境因子，水分过多或过少对
植物生长都不利。据统计，全球每年由旱涝所造成的损失约

占自然灾害总损失的６０％以上，其中干旱造成的损失量超过
其他逆境造成的损失量总和［１］。土壤有效水分匮乏对植物

生长影响显著［２－４］，因此植物耐旱潜力是植物生理生态学领

域的研究热点［５］。研究表明，植物体内可溶性蛋白质大多是

参与各种代谢的酶类，在植物受到干旱胁迫时会发生变化；当

植物遭受水分胁迫造成生理性缺水时，植物体内脯氨酸

（Ｐｒｏ）大量积累；植物细胞内自由基的产生与清除处于动态
平衡，一旦该平衡遭到破坏，则自由基积累，丙二醛（ＭＤＡ）含
量增加；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化物酶（ＰＯＤ）、过氧化
氢酶（ＣＡＴ）等能够有效地清除自由基，是酶促防御系统的重
要组成成分［６－１１］。米槁（ＣｉｎｎａｍｏｍｕｍｍｉｇａｏＨ．Ｗ．Ｌｉ）别称
大果木姜子，为樟科樟属高大乔木常绿植物。米槁是贵州省

苗族民间常用药物，其名字来源于苗语，异名有麻槁、大果樟

等［１２］。米槁有逐寒、镇痛、健脾、消饱胀等功效，常用于治疗

腹胀、腹痛、晕车呕吐及牛马腹胀等人畜疾病［１３－１８］。目前对

米槁的研究主要集中于其化学成分的分离与鉴定，有关干旱

胁迫对米槁生理生化指标影响的研究尚未见报道。笔者以贵

州省罗甸县米槁幼苗为研究对象，采用盆栽控水方法对米槁

耐旱潜力进行研究，探究干旱胁迫与米槁生理生化指标的相

关性，旨在为在贵州省大面积种植米槁提供依据。

１　 材料与方法

１．１　材料
选用罗甸县１年生米槁幼苗，带回贵州大学林学院苗圃，

采用盆栽方式种植备用（盆口直径为２９ｃｍ，深度为４０ｃｍ）。
盆栽土壤一致，选择长势一致的幼苗进行干旱胁迫试验。

１．２　试验设计
２０１４年７月将长势一致、无病虫害的３０盆幼苗移入隔绝

降水的透明大棚，浇透水后采用自然干旱的方法进行干旱胁

迫。第２天开始，每次从不同植株上选取中上部同一位置的成
熟叶片，将叶片去叶脉后剪碎混合，测定叶片各项生理生化指

标。每处理重复３次，设置停水０、７、１２、１７、２２ｄ自然干旱胁迫
处理和复水１５ｄ处理，同时测定叶片各项生理生化指标。
１．３　方法

利用烘干称量法测定叶片相对含水量（ＲＷＣ）和水分饱
和亏（ＷＳＤ）。采用铝盒环刀法测定土壤含水量。采用硫代
巴比妥酸法测定叶片丙二醛）含量［１９］。采用酸性茚三酮显色

法测定叶片脯氨酸含量。采用蒽酮比色法测定叶片可溶性

糖、可溶性淀粉含量。采用考马斯亮蓝 Ｇ－２５０与可溶性蛋
白质结合染色方法测定可溶性蛋白质含量。分别采用氮蓝四

唑（ＮＢＴ）光还原法、高锰酸钾滴定法［１９］、愈创木酚法［２０］测定

叶片超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、过氧化氢酶（ＣＡＴ）、过氧化物
酶（ＰＯＤ）活性。ＲＷＣ、ＷＳＤ计算公式如下：
ＲＷＣ＝（叶片鲜质量 －叶片干质量）／（叶片饱和鲜质量 －叶
片干质量）×１００％； （１）
ＷＳＤ＝１－ＲＷＣ＝（叶片饱和鲜质量－叶片鲜质量）／（叶片饱
和鲜质量－叶片干质量）×１００％。 （２）
１．４　数据统计与分析

采用ＳＰＳＳ１９．０软件处理数据。

２　结果与分析

２．１　不同干旱胁迫时间米槁叶片含水量的变化
从表１可见，随着胁迫时间的延长，土壤含水量逐渐降

低；不同胁迫时间处理下土壤含水量与对照均差异显著；胁迫

７ｄ的土壤含水量与胁迫１２ｄ的土壤含水量差异显著。随着
土壤含水量的下降，米槁叶片相对含水量也呈逐渐下降趋势，

从９８．３８％逐渐降至４９．２５％；胁迫前７ｄ叶片相对含水量下
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降趋势较平缓，８～２２ｄ呈显著下降趋势，说明胁迫７ｄ后土
壤含水量已影响植株正常生长，为适应土壤水分减少，叶片相

对含水量也相应减少。胁迫７ｄ水分饱和亏与对照差异不显
著，说明土壤含水量可以满足植物的正常需求；胁迫１２ｄ，叶
片相对含水量为８８．６３％，叶片水分饱和亏达１１．３７％，均与
胁迫７ｄ差异显著；胁迫２２ｄ，叶片严重萎蔫枯黄。进行胁迫
后复水发现，复水１５ｄ植株长出新叶片，恢复正常生长，叶片
相对含水量达９６．２１％，水分饱和亏达３．８０％。

表１　不同干旱胁迫时间下土壤与米槁叶片含水量

处理时间

（ｄ）
土壤含水量

（％）
叶片相对含水量

（％）
叶片水分饱和亏

（％）
０ ２８．４２±３．８０ｄ ９８．３８±０．７９ｄ １．６２±０．７９ａ
７ ２０．５７±２．２２ｃ ９６．０４±０．９９ｄ ３．９６±０．９９ａ
１２ ９．８９±０．８７ｂ ８８．６３±３．１６ｃ １１．３７±３．１６ｂ
１７ ６．９２±０．５０ａｂ ６６．１３±２．２７ｂ ３３．８７±２．２７ｃ
２２ ４．５８±０．１１ａ ４９．２５±０．４８ａ ５０．７５±０．４８ｄ

复水１５ｄ ３８．５０±２．５３ｅ ９６．２１±１９．２６ｄ ３．８０±１．１１ａ

　　注：同列数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　不同干旱胁迫时间米槁叶片可溶性糖、淀粉含量变化
干旱条件下，植物可溶性糖含量通常增加，这是植物对干

旱胁迫的适应性反应［２１］。从图１可见，随着干旱胁迫时间的
延长，植物可溶性糖含量呈上升趋势，并且明显高于对照。胁

迫２２ｄ，叶片可溶性糖含量达到最大值 ６．５４１ｍｇ／ｇ。复水
１５ｄ叶片可溶性糖含量与对照接近。从图１可以看出，随着
胁迫时间的延长，淀粉含量变化呈现先下降后缓慢上升的趋

势，胁迫７ｄ，淀粉含量达到最低值０．２４３ｍｇ／ｇ，与对照差异明
显，复水后叶片淀粉含量与对照基本一致，这可能与淀粉水解

酶活性升高、淀粉合成关键酶ＡＤＰＧＰＰａｓｅ活性降低有关［２３］。

２．３　不同干旱胁迫时间下米槁叶片可溶性蛋白质、游离脯氨
酸含量变化

植物体内可溶性蛋白质主要是指参与代谢的酶类，其含

量是衡量植物总体代谢强弱的重要指标。由图２可见，随着
干旱胁迫时间的延长，米槁叶片可溶性蛋白含量呈先上升后

下降趋势，胁迫 １７ｄ达到最高值４６０．００ｍｇ／ｇ，随后缓慢下
降。复水１５ｄ，叶片可溶性蛋白质含量比对照稍高，此现象与
前人研究结果［２３］一致。这可能是由于恢复水分后，植物虽有

所恢复但可溶性蛋白质参与的部分代谢反应没有彻底恢复。

植物在逆境条件脯氨酸会大量积累，其积累指数与植物抗逆

性有关［２５］。随着干旱胁迫时间的延长，游离脯氨酸含量呈上

升趋势。胁迫 ２２ｄ，叶片游离脯氨酸含量达到最高值
１３３．０９ｍｇ／ｇ；胁迫１７～２２ｄ明显上升，这可能与米槁在重度
胁迫下的耐受能力有关。胁迫后复水１５ｄ，游离脯氨酸含量
基本达到未胁迫时水平。

２．４　不同干旱胁迫时间米槁叶片ＭＤＡ含量变化
ＭＤＡ是植物细胞膜脂过氧化作用的最终产物，是膜系统

伤害的重要标志之一。由图３可知，随着胁迫时间的延长，米
槁叶片ＭＤＡ含量升高，并且均明显高于未胁迫，胁迫 ２２ｄ，
ＭＤＡ含量达到最高值５４５．８８ｎｍｏｌ／ｇ。胁迫１２～２２ｄ，叶片
ＭＤＡ含量明显上升，表明植株受胁迫强度增大，膜的正常功
能遭到更严重破坏。复水后，ＭＤＡ含量有所下降，但比未胁
迫时含量高。研究表明，干旱胁迫下，水稻体内 ＭＤＡ含量明
显增加［２５－２６］。

２．５　不同米槁叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ活性变化
干旱胁迫下，植物抗氧化酶可以通过催化植物体内的活

性氧，防止发生过氧化反应。由图４可见，随着胁迫时间的延
长，米槁叶片ＳＯＤ、ＰＯＤ活性变化趋势基本一致，均呈先升高
后下降趋势。干旱胁迫１７ｄ之前，随着水分减少，植物体内
超氧自由基也会增加，这时植株会通过提高体内 ＳＯＤ、ＰＯＤ
活性来保护植株免受伤害。随着胁迫时间的延长，ＳＯＤ、ＰＯＤ
活性达到峰值后又开始下降，表明随着土壤水分的减少，超氧

自由基在植物机体内的含量已经超过了植物自身能够清除的

范围，因此ＳＯＤ、ＰＯＤ活性降低，说明米槁对干旱胁迫的抗逆
性是有限的。在一定水分胁迫范围内，米槁可通过产生更多

的保护酶抵抗干旱胁迫造成的伤害，但当胁迫超出了植物本

身所能忍耐的范围时，植物体内的保护酶活性反而会下降。

复水１５ｄ，ＳＯＤ、ＰＯＤ活性均高于对照，这可能是因为经过了
一定程度的干旱胁迫后，机体产生了一定的的抵抗能力，抗旱

能力提高。ＣＡＴ活性与 ＳＯＤ、ＰＯＤ活性变化趋势略有不同，
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ＣＡＴ活性先下降后上升再下降，胁迫７ｄ出现最低值，随着干
旱时间的延长，ＣＡＴ活性增加。复水后，ＣＡＴ活性高于未胁
迫，这与前人研究结论［２７－２９］一致。

３　结论与讨论

研究表明，在一定干旱胁迫范围内，随着土壤水分含量的

下降，植物叶片各项生理指标也随之改变，在一定程度上反映

了植物对干旱胁迫的抗逆性。ＲＷＣ、ＷＳＤ能够较好反映植株
受胁迫时体内水分状况。本研究结果表明，ＲＷＣ随着土壤水
分含量降低呈现下降趋势。当植物遇到干旱胁迫时，体内会

产生一定数量低分子量的代谢产物，以便体内的细胞质渗透

压能够维持在较高水平，有利于植物在缺乏水分时吸收水分，

植物这种自身调节被称为渗透调节。渗透调节物质主要包括

脯氨酸、可溶性糖、可溶性蛋白等［３０－３１］。本研究结果表明，胁

迫１７ｄ，叶片可溶性糖、可溶性蛋白质、游离脯氨酸含量随着
胁迫程度的加剧都呈现上升趋势；胁迫２２ｄ，可溶性糖游离、
脯氨酸含量均达到峰值，可溶性蛋白质在胁迫１７ｄ达到峰
值。植物遭受干旱胁迫时，细胞膜会因发生过氧化作用而受

到损伤，膜脂过氧化作用产物之一是 ＭＤＡ，当胁迫超过机体
所承受的范围时，植物 ＭＤＡ含量会增加且与细胞内各种成
分发生反应，从而使各种酶、膜遭受严重伤害［３２］。本研究结

果表明，叶片ＭＤＡ含量随胁迫时间的延长而呈上升趋势；复
水后，含量虽有一定程度下降，但较未胁迫前差异明显。这说

明在水分胁迫下，植物体内代谢紊乱，导致细胞膜受到损害，

ＭＤＡ积累，一定复水时间内无法恢复到胁迫前水平。植物遭
受干旱胁迫时，细胞内会产生造成细胞受伤甚至死亡的生物

活性氧，细胞内的保护酶系统等能够清除植物体内的活性氧，

使细胞免于受伤，保护酶系统活性增强有利于提高植物抗逆

性［３３］。胁迫１７ｄ以内，植物ＳＯＤ、ＰＯＤ活性随胁迫时间延长
而提高，以增强植物的抗逆性，随后活性开始下降，说明胁迫

程度超出了植物耐受范围，保护酶活性反而下降，说明米槁的

耐胁迫能力有限。复水后的酶活性较胁迫前有所提高，这可

能是因为经历了一段时间干旱胁迫后，植物产生了一定适应

能力，从而提高了其抗旱能力。植物的抗旱能力是复合性状，

不但受多个基因控制，而且通过多个途径来实现。本试验是

在盆栽环境中进行的，与实际生境有一定差异。因此，对米槁

抗旱性进行全面评价时，应当结合实际生境，从生态、生理２
个方面考虑，为米槁合理栽培与管理提供准确详细的依据。
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鸡腿菇原生质体制备与再生研究

卢月霞，郑素月，柳焕章
（河北工程大学农学院，河北邯郸０５６０２１）

　　摘要：以鸡腿菇双核菌丝为材料，利用溶壁酶制备原生质体，采用单因素试验确定最佳条件。结果表明，原生质体
产量最高的条件是取菌龄为５ｄ的液体静置培养的菌丝体，以０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖为渗稳剂，在酶解温度３０℃、酶浓度
２０ｇ／Ｌ、菌丝量２０ｇ／Ｌ的条件下酶解３ｈ，制备的原生质体量为 ２．５×１０７个／ｍＬ。将制备的原生质体稀释并涂布于再
生培养基，再生率为１０．９％，研究为鸡腿菇原生质体融合及优良品种选育提供研究基础。
　　关键词：鸡腿菇；原生质体；制备；再生
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作者简介：卢月霞（１９７３—），女，河北邯郸人，硕士，讲师，现从事食用
菌教学与科研工作。Ｅ－ｍａｉｌ：２７５５４８３６７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：郑素月，博士，教授，研究方向为食用菌新品种选育与菌种

生产技术。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｓｕｙｕｅ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ。

　　鸡腿菇别称毛头鬼伞（Ｃｏｐｒｉｎｕｓｃｏｍｏｔｕｓ），是一种具有营
养保健功能的珍稀食用菌，是人工开发的具有商业潜力的珍

稀食用菌新品，被誉为“菌中新秀”。鸡腿菇生长周期短，生

物转化率较高，易于栽培，具有降血糖、降血脂、提高免疫活

性、抗肿瘤、抑菌等一系列生物活性［１］，深受消费者欢迎。

近年来，原生质体技术成为了研究蕈菌生理、生化、遗传

等基础理论和改良菌种的一种重要方法和有效手段［２］。该

技术可以实现远缘杂交、扩大遗传物质的重组范围以及基因

转化和定向诱变，获得具有突出优良性状的新类型，产生更丰

富的遗传变异［３］。在国内，食用菌原生质体融合正在广泛地

开展，进行原生质体融合，首先必须获得大量有活力的原生质

体，因此必须对原生质体的分离和再生条件做深入研究［４］。

迄今为止，关于鸡腿菇原生质体制备和再生的研究在国内鲜

有报道，本研究探索鸡腿菇原生质体制备及再生的较适条件，

旨在为鸡腿菇新品种选育及基因工程研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　鸡腿菇１号由中国农业科学院农业资源
与农业区划研究所提供，为ＡＣＣＣ编号菌株。

１．１．２　培养基　（１）ＰＤＡ综合培养基：马铃薯（去皮）２００ｇ，
葡萄糖２０ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，ＫＨ２ＰＯ４１ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水定容
至１０００ｍＬ。（２）ＭＹＧ培养基：麦芽糖１０ｇ，葡萄糖４ｇ，酵母
膏４ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水定容至１０００ｍＬ。（３）ＭＹＧ再生培
养基：麦芽糖１０ｇ，葡萄糖４ｇ，酵母膏４ｇ，０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖，琼
脂２０ｇ，蒸馏水定容至１０００ｍＬ。
１．２　方法
１．２．１　原生质体制备条件研究　将双核菌丝接种于ＰＤＡ平
板中，于２５℃培养１０ｄ，再将活化菌丝接种于ＰＤＡ液体培养
基中，于２５℃静置培养６～７ｄ。取新鲜的鸡腿菇菌丝用无菌
滤网过滤，再用无菌蒸馏水于３５００ｒ／ｍｉｎ洗涤５ｍｉｎ，洗涤２
次。无菌滤纸吸干菌丝水分，分别研究酶解时间、渗稳剂种

类、菌丝量、菌龄对原生质体产生量的影响。在优化条件下

３０℃酶解完毕后，采用无菌脱脂棉过滤法过滤除去残留菌
丝，滤液于８０００ｒ／ｍｉｎ洗涤１０ｍｉｎ，弃上清液、收集沉淀，适
量稀释后用血球计数板计数。

１．２．２　原生质体再生研究　原生质体用渗稳剂稀释至
１０４个／ｍＬ左右，取０．１ｍＬ涂布于再生培养基上，接种后在
恒温箱２５℃遮光培养，用无菌接种针在显微镜下挑取单个原
生质体菌落，转至 ＰＤＡ试管斜面上，２５℃再扩大培养１０ｄ；
最后，根据单核菌丝无锁状联合的特点镜检确定挑取的单菌

落是否为单核体，舍弃有锁状联合的个体，获取再生菌落，观

察计数。再生率＝（再生培养基上生长的菌落数 －ＰＤＡ培养
基上生长的菌落数）／接种数×１００％。

２　结果与分析

２．１　原生质体制备条件研究
２．１．１　渗稳剂种类及酶解时间对原生质体产量的影响　据
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