
书书书

櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄

参考文献：

［１］张绍铃，徐义流，陈迪新，等．梨树授粉不结实的原因及授粉品种
的选择［Ｊ］．中国南方果树，２００２，３１（６）：５２－５４．

［２］关军锋．果实品质研究［Ｍ］．石家庄：河北科学技术出版社，
２００１：４１２－４１４．

［３］龙淑珍，何永群．荔枝可滴定酸与维生素 Ｃ的测定及其相关性
［Ｊ］．广西农业科学，２００２（４）：１８８－１８９．

［４］李　军．钼蓝比色法测定还原型维生素Ｃ［Ｊ］．食品科学，２０００，
２１（８）：４２－４５．

［５］周先章．翠冠梨人工授粉技术［Ｊ］．浙江柑橘，２００５，２２（３）：
４０－４１．　

李艳丽，金周雨，李　玉．刺芹侧耳原生质体的再生及多糖含量差异［Ｊ］．江苏农业科学，２０１６，４４（５）：２５５－２５７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１６．０５．０７３

刺芹侧耳原生质体的再生及多糖含量差异

李艳丽１，金周雨１，李　玉２

（１．吉林农业大学生命科学学院，吉林长春１３０１１８；２．食药用菌教育部工程研究中心，吉林长春 １３０１１８）

　　摘要：采用溶壁酶进行刺芹侧耳菌丝原生质体的制备，研究培养基、渗透压稳定剂和稀释剂 ＰＰＲＬ对原生质体再
生率的影响，以从中筛选原生质体再生的最佳培养条件。对再生菌丝进行发酵培养，提取原生质体再生菌株菌丝体胞

内多糖（ＩＰＳ）、发酵液胞外多糖（ＥＰＳ），并进行含量测定。结果表明：最佳再生培养基为ＰＰＲ，渗透压稳定剂、稀释剂均
为０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇；此时原生质体经过１４ｄ左右的培养可再生出白色菌落，再生率为０．７６％；原生质体再生菌丝
ＩＰＳ、ＥＰＳ含量差异明显，多株高于亲本菌株。研究结果为刺芹侧耳高产多糖菌株的选育奠定了前期基础。
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　　刺芹侧耳（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓｅｒｙｎｇｉｉ）别称杏鲍菇，是一种珍稀美
味食用菌［１］，它不但营养丰富［２］，而且具有保健功能［３－５］。近

年的研究表明，刺芹侧耳富含有药理活性的多糖，展现了较强

的抗氧化作用［６］、抗肿瘤活性［７－８］以及降脂活性［９］。因此可

知，刺芹侧耳及其多糖已经逐渐成为人们研究的热点。

原生质体是一种具有生物全能性的细胞，在食用菌的遗

传育种领域具有重要应用［１０－１２］。本研究探索再生条件对刺

芹侧耳原生质体再生率的影响，旨在筛选出再生率最高的培

养条件；同时对原生质体再生菌株菌丝体胞内多糖（ＩＰＳ）、发
酵液胞外多糖（ＥＰＳ）进行提取，并测定其含量，以期为刺芹侧
耳高产多糖菌株的选育奠定前期基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试菌株为刺芹侧耳菌株 ＨＢ３，购自吉林省高新技术园

区。溶壁酶购自广东省微生物研究所。

培养基及其配方如下。ＰＤＲ：２００ｇ马铃薯、２ｇ葡萄糖、
２０ｇ琼脂粉、０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，用蒸馏水补足至１０００ｍＬ。

ＰＯＲ：在ＰＤＲ中添加３ｇＫＨ２ＰＯ４、１．５ｇＭｇＳＯ４、１０ｍｇ维
生素Ｂ１。ＰＰＲ：在ＰＯＲ中添加２ｇ蛋白胨、２ｇ酵母膏。ＣＭＲ：
２０ｇ葡萄糖、２ｇ蛋白胨、２ｇ酵母膏、０．４６ｇＫＨ２ＰＯ４、１．０ｇ
Ｋ２ＨＰＯ４、０．５ｇＭｇＳＯ４、２０ｇ琼脂粉、０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，用蒸

馏水补足至１０００ｍＬ。ＰＭＲ：１０ｇ麦芽糖、４ｇ葡萄糖、４ｇ酵
母膏、１．０ｇＫＨ２ＰＯ４、１．０ｇＭｇＳＯ４、１０ｇ可溶性淀粉、２０ｇ琼脂
粉、０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，用蒸馏水补足至１０００ｍＬ。ＹＰＲ：３０ｇ
玉米粉、２０ｇ葡萄糖、１．０ｇ蛋白胨、１．０ｇＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇ
ＭｇＳＯ４、２０ｇ琼脂粉、０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，用蒸馏水补足
至１０００ｍＬ。

以上培养基于１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ，备用。
１．２　试验方法
１．２．１　原生质体的制备　采用相应文献的方法［１３］。

１．２．２　原生质体的再生　将原生质体悬液用０．６ｍｏｌ／Ｌ甘
露醇适当稀释，取１００μＬ涂布于再生培养基中，置于２５℃恒
温培养箱中避光培养，同时用蒸馏水稀释原生质体悬液作为

空白对照。再生率计算公式：

再生率＝再生培养基中菌落数／涂布的原生质体数 ×
１００％。　
１．２．３　培养基种类对再生率的影响　用“１．１”节中培养基
进行原生质体再生，考察其对再生率的影响。

１．２．４　渗透压稳定剂对再生率的影响　以甘露醇、蔗糖、
ＭｇＳＯ４、ＮａＣｌ作为渗透压稳定剂，分别考察其在浓度为０．４、
０．６、０．８ｍｏｌ／Ｌ时对再生率的影响。
１．２．５　ＰＰＲＬ对再生率的影响　ＰＰＲＬ为 ＰＰＲ的液体培养
基，考察其对原生质体再生率的影响。

１．２．６　再生菌株多糖的发酵培养、提取及含量的测定　随机
筛选原生质体再生菌株１０株（编号为 ＳＨ１至 ＳＨ１０），先经
ＰＰＡ（无 ０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇的 ＰＰＲ）活化培养，然后用直径
１ｃｍ打孔器取出２块菌丝，接种在 ＣＭＡ（无０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露
醇的ＣＭＲ液体培养基）中，于２５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ培养５～６ｄ，
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转接至ＣＭＡ加富培养基（ＣＭＡ中添加２０ｇ玉米浸汁）中，于
２５℃、１６０ｒ／ｍｉｎ培养９ｄ，真空抽滤菌丝，冷冻干燥。采用相
应文献方法提取ＩＰＳ、ＥＰＳ［１４］，采用苯酚硫酸法测定含量［１５］。

２　结果与分析

２．１　原生质体的制备及再生
由图１可见：镜检下原生质体呈现球状，无残余菌丝片

段，说明采用本试验方法可获得纯净的刺芹侧耳原生质体，且

产量较高，达到６．３４×１０７个／ｍＬ。经过１２～１４ｄ的培养，原
生质体可以萌发出幼眼可见的白色菌落，空白对照则无再生

菌落生长，进一步说明原生质体纯化较好。经过一段时间的

培养，可见菌落形态各异，或浓密，或稀疏，且大小不等。有的

菌落形态较特殊，中心、外周突起，形成１个环状凹陷（图１－
Ⅱ中箭头指示）；有的菌落间会产生拮抗（图１－Ⅲ中箭头指
示）。这些现象表明，再生菌落之间遗传性状差异明显。

２．２　培养基种类对再生率的影响
培养基种类对再生率的影响如图２所示：ＰＰＲ培养基再

生率最高，为０．７６％；其次是ＰＭＲ、ＹＰＲ、ＣＭＲ，再生率与ＰＰＲ
相差不明显；再次是ＰＯＲ、ＰＤＲ，它们的再生率明显偏低，ＰＤＲ
的再生率仅为０．３２％。

此外，原生质体在不同培养基中再生成菌落时间并不一

致。在ＹＰＲ中约１２ｄ，而在其他培养基中约１４ｄ，可见再生
培养基成分对原生质体再生率有较大影响。综上可知，ＰＰＲ、
ＰＭＲ、ＹＰＲ、ＣＭＲ均有利于原生质体的再生，可作为再生培养
基使用，本试验选取ＰＰＲ作为最终再生培养基。

２．３　渗透压稳定剂对再生率的影响
由图３可知：甘露醇、蔗糖作为渗透压稳定剂的再生率明

显高于无机渗透压稳定剂ＭｇＳＯ４、ＮａＣｌ，且再生率与渗透压稳
定剂的浓度明显相关，当浓度为０．６ｍｏｌ／Ｌ时（除０．８ｍｏｌ／Ｌ
蔗糖），原生质体的再生率最高，其次是 ０．８ｍｏｌ／Ｌ，浓度为
０．４ｍｏｌ／Ｌ时再生率最低。０．６ｍｏｌ／Ｌ的甘露醇再生率达到
０．７６％，０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ再生率仅为 ０．２５％。综上可知，
０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇、０．６～０．８ｍｏｌ／Ｌ蔗糖均有助于刺芹侧耳
原生质体的再生，可作为渗透压稳定剂使用，因此本试验选取

０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇作为最终的渗透压稳定剂。

２．４　ＰＰＲＬ对再生率的影响
由图 ４可知：ＰＰＲＬ作为稀释剂，再生率明显低于

０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，仅为０．４６％，说明０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇更有
利于原生质体的再生。

２．５　多糖含量的测定结果
由表１可知：原生质体再生菌株与亲本菌株的ＩＰＳ、ＥＰＳ含

量差异均较大，有４株再生菌株ＩＰＳ含量高于亲本菌株ＨＢ３，
分别为 ＳＨ３、ＳＨ４、ＳＨ５、ＳＨ７，其中 ＳＨ７最高，为（１２７．８±
３．２）ｍｇ／ｇ，比亲本菌株高３４．８％；有６株再生菌株 ＥＰＳ含量
高于亲本菌株，分别为 ＳＨ１、ＳＨ２、ＳＨ４、ＳＨ６、ＳＨ８、ＳＨ９，其中
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ＳＨ９的ＥＰＳ含量最高，为（３２４．４±８．３）ｍｇ／Ｌ，比亲本菌株高
４２．１％。其他几株菌株的 ＩＰＳ、ＥＰＳ含量或接近或低于亲本
菌株。

表１　原生质体再生菌株、亲本菌株的ＩＰＳ、ＥＰＳ含量

菌株 ＩＰＳ含量（ｍｇ／ｇ） ＥＰＳ含量（ｍｇ／Ｌ）
ＨＢ３ ９４．８±２．５ ２２８．３±６．１
ＳＨ１ ７７．５±１．１ ２７８．３±７．８
ＳＨ２ ７９．８±１．７ ２７７．４±８．４
ＳＨ３ １０５．８±１．８ ２１５．３±７．３
ＳＨ４ １０４．３±３．４ ２２９．１±７．５
ＳＨ５ １０３．５±２．２ １９４．９±６．２
ＳＨ６ ９０．４±２．６ ２８１．０±８．２
ＳＨ７ １２７．８±３．２ ２０６．３±７．０
ＳＨ８ ８６．８±２．０ ２８５．４±７．９
ＳＨ９ ８５．５±３．１ ３２４．４±８．３
ＳＨ１０ ８３．６±２．８ １８２．１±５．５

３　讨论与结论

原生质体酶解后需要过滤纯化除去残余的菌丝片段，以

减少对原生质体后续操作的影响。本研究通过溶壁酶制备系

统较好地实现了原生质体的纯化。原生质体再生受到多种因

素的影响［１６－１８］，但有关刺芹侧耳原生质体最佳再生条件的研

究鲜有报道。

本研究设计了不同的培养基、渗透压稳定剂及稀释剂，以

期筛选最佳再生条件。结果显示：ＰＰＲ培养基为最佳再生培
养基，再生率是 ＰＤＲ的 ２．３７倍。笔者认为，与 ＰＤＲ相比，
ＰＰＲ含有蛋白胨、酵母膏等营养物质，它们更有利于原生质体
再生为菌丝。０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇作为最佳渗透压稳定剂，再生
率比０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ高２．０４倍。一般认为，有机渗透压稳定
剂比无机渗透压稳定剂更有利于食用菌原生质体的再

生［１６－１７］，本试验结果与其一致。有报道称，真菌细胞壁成分

主要为葡萄糖、几丁质［１９］；笔者认为，甘露醇、蔗糖等糖醇类

有机渗透压稳定剂更有利于转化为真菌的细胞壁物质，这是

再生率高的主要原因。

再生菌株、亲本菌株ＩＰＳ、ＥＰＳ含量测定结果表明，经原生
质体再生的菌丝多糖含量与亲株相比差异明显，有几株多糖

含量分别高于亲株，暗示其遗传物质可能发生了变异，这点通

过再生菌丝的形态和菌丝间拮抗也可以得到初步证实。通过

原生质体再生筛选刺芹侧耳高产多糖菌株鲜有报道，因此这

些菌株的获得具有一定的理论和实际参考价值。
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