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　　摘要：为了初步筛选出适宜诱导甜瓜红心脆、早皇后子叶和下胚轴愈伤组织和不定芽的培养基，以及筛选适宜其
不定芽伸长和生根的培养基，采用组织培养的方法，以甜瓜红心脆和早皇后种子为材料、子叶和下胚轴为外植体，进行

添加不同浓度６－苄氨基腺嘌呤（６－ＢＡ）、吲哚乙酸（ＩＡＡ）激素组合的 ＭＳ培养基诱导愈伤组织和不定芽、不定芽伸
长、芽生根的研究。试验结果表明，ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ培养基不利于红心脆子叶愈伤组织的诱
导，其余培养基均有利于其子叶和下胚轴愈伤组织的形成；ＭＳ和 ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ培养基不利于早皇后子叶愈伤
组织的形成，ＭＳ培养基不利于其下胚轴愈伤组织的诱导，其余培养基均有利于其愈伤组织的形成；适宜诱导红心脆子
叶不定芽的培养基是ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ，适宜诱导早皇后
子叶不定芽培养基为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ；适宜诱导红心脆、早皇后下胚轴不定芽的培养基分别为
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ；ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ培养基分别适宜红心脆、早皇后不定芽伸长；２个品种适宜的生根培养基均是１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ。研究初步
建立了甜瓜红心脆、早皇后的再生体系，为其遗传转化研究作了准备。
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　　红心脆甜瓜，原名阿依思汗可口奇，原产于鄯善县鲁克
沁，主要分布于新疆吐鲁番盆地，全疆各地也有栽培。红心脆

甜瓜植株生长势较强，较耐贮藏运输，抗病性较差，品种品质

较佳，目前是新疆地区的主要出口品种之一。甜瓜早皇后是

从新蜜１号和新疆地方品种黄皮瓜中选出的自交系配制而成
的厚皮甜瓜一代杂种，全生育期８４ｄ，果实发育期３８～４０ｄ，
生长势较强，果实椭圆形，果皮金黄色，网纹细密，果形整齐，

果肉橘红色，肉质松脆、爽口，风味好，耐运输，抗病性优于早

皇后［１］。上述甜瓜优良的商品性状一直受到人们的青睐，也

已成为甜瓜育种者的研究目标之一。转基因技术的出现，使

得增加甜瓜的优良性状成为可能。建立甜瓜再生体系的研究

报道很多，但几乎都缺乏可重复性，没有一套完整的可重复的

建立再生体系的培养基［２－３］。本研究的目的就是通过建立甜

瓜红心脆、早皇后再生体系，为以后提高其再生率作初步研

究，进而为提高遗传转化率、获得转基因植株作准备。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验材料为红心脆、早皇后甜瓜种子，由新疆维吾尔自治

区葡萄瓜果研究所提供。

１．２　试验方法
１．２．１　无菌材料的获得　种子去壳后，在无菌条件下分别用

７５％乙醇处理１ｍｉｎ、１５％ＮａＣｌＯ处理３０ｍｉｎ，再用无菌水冲
洗３～４次，然后接种到 ＭＳ培养基上（含蔗糖 ３０ｇ／Ｌ、琼脂
６．５ｇ／Ｌ、ｐＨ值６．０），放置于２４～２８℃下培养，每天光照９～
１０ｈ，光照度为１５００～２０００ｌｘ［４］。
１．２．２　愈伤组织及不定芽的诱导　将生长５ｄ无菌苗在无
菌条件下切成４ｍｍ×４ｍｍ的子叶和长度为５ｍｍ的下胚轴
作为外植体，分别接种至表１的２５种培养基上，６－ＢＡ、ＩＡＡ
激素浓度单位为 ｍｇ／Ｌ，下同。每种培养基接种５瓶，每瓶５
个外植体。３０ｄ后统计甜瓜红心脆、早皇后子叶、下胚轴的
出愈率、出芽率，观察外植体接种后的形态变化并统计数据。

１．２．３　不定芽伸长的诱导　将长出的不定芽接种至表２的
９种培养基上，每种培养基接３瓶，每瓶接种４个不定芽，之
后统计甜瓜红心脆、早皇后不定芽的伸长率，观察其伸长情况

并进行数据统计。

１．２．４　生根　将不定芽伸长的植株，接种至配方为１／２ＭＳ＋
１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ、１／２ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＩＢＡ的２种生根培养基上，
观察其生根情况［５－６］。

１．２．５　数据分析　用ＳＡＳ软件对试验数据进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　诱导红心脆、早皇后子叶愈伤组织和不定芽的情况
从表３看出，除２３、２４号培养基外，其余培养基均有利于

红心脆子叶愈伤组织的诱导，１０、１４号培养基有利于其不定
芽的生长，出芽率可达到８％；除１、２２号培养基外，其余培养
基均有利于早皇后子叶愈伤组织的诱导，１８号培养基有利于
其不定芽的生长，出芽率可达到 １２％。可见，除 ＭＳ＋
０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ培养基外，其余培养基均
有利于诱导红心脆子叶愈伤组织的形成，适宜其不定芽生长
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表１　愈伤组织诱导培养基编号及激素配比

培养基编号 培养基激素配比

１ ＭＳ
２ ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
３ ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ
４ ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
５ ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
６ ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
７ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
８ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ
９ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
１０ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
１１ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
１２ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
１３ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ
１４ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
１５ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
１６ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
１７ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
１８ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ
１９ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
２０ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
２１ ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋２．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
２２ ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ
２３ ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
２４ ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
２５ ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＩＡＡ

表２　不定芽诱导培养基

培养基编号 培养基激素配比

１ ＭＳ
２ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
３ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
４ ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
５ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
６ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
７ ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ
８ ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ
９ ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ

的培养基是 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ；除ＭＳ和ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ
培养基外，其余培养基均有利于早皇后子叶愈伤组织的诱导，

最适宜其不定芽生长的培养基是 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ。
２．２　诱导红心脆、早皇后下胚轴愈伤组织和不定芽的情况

从表４可看出，２５种培养基均有利于红心脆下胚轴愈伤
组织的诱导，１３号培养基有利于其不定芽的生长，出芽率可
达到８％；除１号培养基外，其余培养基均有利于早皇后下胚
轴愈伤组织的诱导，４号培养基有利于其不定芽的生长，出芽
率可达到２０％。可见２５种培养基均有利于诱导红心脆下胚
轴愈伤组织的形成，最适宜其不定芽生长的培养基是 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ；除 ＭＳ培养基外，其余培养
基均有利于早皇后下胚轴愈伤组织的诱导，最适宜其不定芽

生长的培养基是ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ。
２．３　红心脆、早皇后的不定芽伸长情况

由表５可以看出，ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ培养基适宜红心

表３　诱导红心脆和早皇后子叶愈伤组织和不定芽情况

培养

基编号

愈伤组织

数（个）

出愈率

（％）
不定芽数

（个）

出芽率

（％）

红心脆早皇后红心脆早皇后红心脆早皇后红心脆早皇后

１ ２０ ０ ８０ａ ０ｄ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
３ １９ １９ ７６ｂ ７６ｂ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
４ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ２ｂ ０ｃ ８ｂ
５ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
６ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ０ｄ ４ｂ ０ｄ
７ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
８ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ０ｄ ４ｂ ０ｄ
９ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ０ｄ ４ｂ ０ｄ
１０ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ２ａ ０ｄ ８ａ ０ｄ
１１ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ １ｃ ０ｃ ４ｃ
１２ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ １ｃ ０ｃ ４ｃ
１３ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ２ｂ ４ｂ ８ｂ
１４ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ２ａ １ｃ ８ａ ４ｃ
１５ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１６ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１７ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１８ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ３ａ ０ｃ １２ａ
１９ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２０ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２１ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２２ ２０ ６ ８０ａ ２４ｃ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２３ ２ ２０ ８ｃ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２４ ０ ２０ ０ｄ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２５ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ

　　注：同列数据后标有不同小写字母代表在０．０５水平上差异达显
著水平。表４、表５同。

表４　诱导红心脆、早皇后下胚轴愈伤组织和不定芽情况

培养

基编号

愈伤组织

数（个）

出愈率

（％）
不定芽数

（个）

出芽率

（％）

红心脆早皇后红心脆早皇后红心脆早皇后红心脆早皇后

１ ２０ １０ ８０ａ ４０ｃ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ０ｄ ４ｂ ０ｄ
３ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ２ｂ ０ｃ ８ｂ
４ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ５ａ ０ｃ ２０ａ
５ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ １ｃ ０ｃ ４ｃ
６ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
７ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ １ｃ ０ｃ ４ｃ
８ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ０ｄ ４ｂ ０ｄ
９ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１０ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１１ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１２ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ ０ｄ ４ｂ ０ｄ
１３ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ２ａ ０ｄ ８ａ ０ｄ
１４ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ １ｂ １ｃ ４ｂ ４ｃ
１５ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１６ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１７ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１８ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
１９ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２０ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２１ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２２ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２３ ２０ １９ ８０ａ ７６ｂ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２４ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
２５ ２０ ２０ ８０ａ ８０ａ ０ｃ ０ｄ ０ｃ ０ｄ
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脆不定芽伸长，其不定芽伸长率为７５％；最适宜早皇后不定芽伸
长的培养基为ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ，其不定芽伸长率为３７．５％。
２．４　红心脆、早皇后生根情况

１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ培养基均适宜红心脆、早皇后生

根，根粗壮且分支多，芽繁殖数较高（表６）。
２．５　甜瓜子叶和下胚轴再生体系初步建立的全过程

选择甜瓜子叶和下胚轴再生体系建立过程中的典型特征

组合，详见图１。

表５　红心脆、早皇后不定芽伸长情况

培养基激素配比
不定芽伸长苗数（株） 不定芽伸长率（％）

红心脆 早皇后 红心脆 早皇后

ＭＳ ０ｃ ０ｂ ０ｃ ０ｂ
ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ ３ａ ０ｂ ７５ａ ０ｂ
ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ １ｂ ０ｂ ２５ｂ ０ｂ
ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ ０ｃ ０ｂ ０ｃ ０ｂ
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ ０ｃ ０ｂ ０ｃ ０ｂ
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ ０ｃ ０ｂ ０ｃ ０ｂ
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ ０ｃ ０ｂ ０ｃ ０ｂ
ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ ０ｃ ０ｂ ０ｃ ０ｂ
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ ０ｃ ３ａ ０ｃ ３７．５ａ

表６　红心脆和早皇后生根情况

培养基激素配比
生根情况 成苗情况

红心脆 早皇后 红心脆 早皇后

１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ 根粗壮且分支多 根粗壮且分支多 芽繁殖数较高 芽繁殖数较高

１／２ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＩＢＡ 根粗壮，但分支少 根粗壮，但分支少 芽繁殖数低 芽繁殖数低

３　讨论与结论

选择不同基因型的甜瓜品种，以不同的组织作外植体，适

宜的培养基也不同。基因型对不定芽发生和植株再生体系的

建立具有决定性的作用［７］，国内外对甜瓜再生体系的研究很

多，但都不能建立起一套通用的甜瓜再生体系。研究者们都

采用不同的甜瓜品种和不同组织材料，筛选出的最适宜培养

基也不同。陶兴林等以６个厚皮甜瓜品种的子叶为外植体材
料，发现其再生能力各不相同［２］。陶兴林等用绿宝石、甘甜

一号甜瓜为材料，研究了６－ＢＡ、ＩＡＡ激素浓度组合培养基对
５ｄ苗龄的子叶愈伤组织和不定芽的分化情况，结果表明，绿
宝石的最适宜不定芽的诱导培养基是含有２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ
的，甘甜一号品种的最适宜不定芽的诱导培养基是含有１．０、
２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ的［８］。乔永旭用甜瓜鑫福９９９的５ｄ苗龄的

子叶、下胚轴、真叶作为材料，研究６－ＢＡ、ＩＡＡ、２，４－Ｄ的诱
导培养基对其愈伤组织、不定芽、不定芽伸长和生根的影响，

结果表明：适宜愈伤组织诱导的材料为子叶，ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ
ＩＡＡ＋２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ是最适宜愈伤组织的诱导培养基［９］。子

叶是适宜诱导不定芽的外植体，ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ为适
宜不定芽诱导的培养基，ＭＳ培养基为适宜其生根的培养基。
这些均与本试验的研究结果一致，都认为不同基因型的甜瓜

品种，以不同的组织作外植体，适宜的培养基各不相同。本试

验结果表明，红心脆和早皇后，取各自的子叶、下胚轴作外植

体，适宜的培养基各不相同。

植物生长素与分裂素的种类对不同植物的敏感差异很

大，因此激素种类的选择应根据植物种类的不同而异。由于

甜瓜本身的内源生长素含量比较高，所以也需要根据不同的

目的调整植物生长素与分裂素的比值［１０］。６－ＢＡ是甜瓜再
生分化的关键物质［１１－１５］。马国斌等认为，甜瓜组织培养的适

宜外植体是未成熟子叶、幼苗子叶和真叶，甜瓜未成熟子叶和

幼苗子叶不定芽诱导的适宜培养基是改良的 Ｍｉｌｌｅｒ＋３ｍｇ／Ｌ
ＺＴ＋０．１ｍｇ／ＬＩＡＡ［１６］，本试验研究也认同上述观点。

本研究以红心脆、早皇后的子叶和下胚轴作外植体，初步

建立一套完整的再生体系。结果表明，ＭＳ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ、
ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ培养基不利于红心脆子叶愈伤组织的诱
导，其余培养基均有利于其子叶和下胚轴愈伤组织的形成；

ＭＳ和ＭＳ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ培养基不利于早皇后子叶愈伤组
织的形成，ＭＳ培养基不利于其下胚轴愈伤组织的诱导，其余
培养基均有利于其愈伤组织的形成；适宜诱导红心脆子叶不

定芽的培养基是 ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ、
ＭＳ＋１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ，最适宜早皇后子叶不
定芽培养基为ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ；适宜诱
导红心脆、早皇后下胚轴不定芽的培养基分别为 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．３ｍｇ／ＬＩＡＡ、ＭＳ＋０．３ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＩＡＡ；ＭＳ＋０．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ、ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＡＡ培
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养基分别适宜红心脆、早皇后不定芽伸长；生根培养基均是

１／２ＭＳ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ。
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育高产石杉碱甲菌株提供参考，研究了溶解酶的浓度、加酶量、酶解温度、稳定剂等因子对４株菌原生质体制备的影
响。通过研究获得了菌株原生质体制备的优化条件：溶壁酶浓度为３．０％、加酶量为２．０ｍＬ／１００ｍｇ、菌龄为５ｄ、酶解
时间为２．５ｈ、酶解温度为３０℃、０．６ｍｏｌ／ｍＬ氯化钠为稳定剂、ＣＹＭ培养基为再生培养基。在此优化条件下，４株菌
的原生质体的产量均大于７．０×１０７个／ｍＬ，再生率可达２０％以上。
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　　石杉碱甲 （ｈｕｐｅｒｚｉｎｅＡ，ＨｕｐＡ）是２０世纪８０年代，我国
学者从药用植物蛇足石杉［Ｈｕｐｅｒｚｉａｓｅｒｒａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｔｒｅｖ．］
中分离到的一种石松类倍半萜生物碱，具有高效、低毒、可逆

性的乙酰胆碱酯酶抑制作用，目前已成为治疗阿尔茨海默病

最有效的药物之一［１－３］。

内生真菌长期生活在植物体内能够产生与宿主植物相同

或相似的化学成分［４］。自从１９９６年Ｓｔｒｏｂｅｌ等［５］从短叶红豆

杉中分离到１株产紫杉醇的内生真菌，利用内生真菌生产化

合物被人们广泛接受［６］。笔者从闽泽马尾杉中分离到１株产
石杉碱甲的内生真菌炭团菌 ＮＸ９，但产量仅为１．１２μｇ／Ｌ，经
紫外诱变得到 ４株产量较高的石杉碱甲生产菌 Ｕ２９、Ｕ３２、
Ｕ５０、Ｕ５１，产量分别为１７．１０、１７．４６、１９．８９、１６．８５μｇ／Ｌ，但该
产量仍较低无法实现工业化生产。通过菌种选育获得产量

高、遗传稳定性好的菌种是实现利用内生真菌发酵生产石杉

碱甲的首要前提。

原生质体育种能够快速、有效地提高菌株中代谢产物的

产量，包括原生质体再生育种、原生质体诱变育种、原生质体

融合育种等方法［７］。Ｊｉｎ等以１０株产量较高的多杀菌素产生
菌（Ｓａｃｃｈａｒｏｐｏｌｙｓｐｏｒａｓｐｉｎｏｓａ）为出发菌株，进行原生质体融合
后获得的融合菌株 Ｓ．ｓｐｉｎｏｓａ４～７，其多杀菌素产量比出发
菌株提高了２００．５５％以上［８］。２００２年出现的基因组改组技
术则是在原生质体融合的基础上通过对正向突变株库进行多

亲本的原生质体递推式融合而实现高效的定向育种，极大地

加快了获得高产、稳产的菌株的速度［９］。制备大量有活性的

—５８—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１１期


