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　　摘要：以鲍鱼菇为材料，拟研究稳渗剂种类、酶解时间、菌丝量、菌龄对原生质体产量及再生率的影响。结果表明，
原生质体制备的优化条件是取菌龄为１０ｄ、液体静置培养的菌丝０．０４ｇ，在以０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作为稳渗剂的酶液（浓
度为２％）中于３０℃酶解２ｈ，获得原生质体的产量为１．２×１０７个／ｍＬ。在优化条件下得到的原生质体再生率达到
０．３０％；对再生菌落进行镜检发现，无锁状联合的原生质体单核菌株菌丝洁白，长势旺盛，超过了双核菌丝的长速。研
究结果可以为鲍鱼菇原生质体融合选育新品种提供一定的基础。
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　　鲍鱼菇（Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓａｂａｌｏｎｕｓ）子实体肥大，风味似鲍鱼，清
香脆嫩，是食药兼用的珍稀食用菌之一。利用多种原料在夏

季栽培鲍鱼菇，可以弥补冀中南地区夏季鲜菇产品缺乏的状

况。此外，通过选育鲍鱼菇的新品种可以逐步解决冀中南地

区夏季鲜菇的供应问题［１］。

原生质体技术是近年来迅速发展起来的细胞生物工程育

种新技术，原生质体的制备与再生是原生质体育种技术的基

础［２］。迄今，国内外许多学者已经从６０多种食用菌中成功制
备出原生质体，并对原生质体的育种技术进行了大量探索。

研究发现，在金针菇［３］、香菇［４］、白灵菇［５］中都有少量单核原

生质体被分离出来。潘迎捷等研究发现，单核化现象在平菇、

香菇、凤尾菇、金针菇等异宗结合的食用菌中非常普遍［６］。

单核体是异宗结合食用菌杂交育种的基本材料，在食用菌育

种中具有明显的开拓性。目前关于鲍鱼菇原生质体制备及再

生的研究鲜有报道，本研究拟探索鲍鱼菇原生质体制备及再

生条件，并在优化条件下制备获得原生质体优良单核菌株，旨

在为鲍鱼菇原生质体融合选育新品种提供重要的研究基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　鲍鱼菇，为笔者所在实验室保存的菌株。
１．１．２　供试培养基及试剂　马铃薯葡萄糖琼脂（ｐｏｔａｔｏ
ｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，简称ＰＤＡ）综合培养基；０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖再生培
养基；０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇再生培养基；溶壁酶，购自广东省微生
物研究所。

１．２　试验方法
１．２．１　菌丝培养　用 ＰＤＡ综合培养基活化菌丝，研磨后置
于５０ｍＬ液体ＰＤＡ培养基中，于２５℃黑暗静置培养。
１．２．２　原生质体的制备　在无菌操作条件下将培养的菌丝
过滤收集，先后用无菌水、稳渗剂分别漂洗离心（５０００ｒ／ｍｉｎ，
６ｍｉｎ）２次。将洗涤好的菌丝用滤纸吸干水分并称质量，采
用单因素试验分别研究稳渗剂种类、酶解时间、菌丝量、菌龄

等因素对原生质体产量的影响。将菌丝放入预热的酶解液

中，置于３０℃水浴锅中酶解，每隔１０ｍｉｎ摇动１次，使酶解
液和菌丝充分接触，从而加快酶解速度。在酶解过程中定时

取酶液置于血球计数板上镜检观察原生质体的释放情况。酶

解终止后用无菌脱脂棉过滤除去残留菌丝，将滤液于

４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃清液，收集沉淀，用稳渗剂适当稀
释后得到纯化的原生质体悬液。

１．２．３　原生质体的再生　原生质体用稳渗剂稀释至适宜浓
度，设置３个浓度梯度，每个梯度取０．１ｍＬ原生质体悬液涂
布于再生培养基平板上，于２５℃遮光培养。获取再生菌落，
观察计数，计算再生率。以不加稳渗剂的 ＰＤＡ平板作对照，
再生率的计算公式如下：

　　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％。
１．２．４　原生质体再生菌落的鉴定　将涂布于再生培养基上
的原生质体进行遮光培养，肉眼可观察到星芒状或点状的再

生菌落，挑选再生菌落于试管斜面培养基中培养，镜检，根据

有无锁状联合确定是单核还是双核菌丝。

２　结果与分析

２．１　原生质体制备条件
２．１．１　稳渗剂种类对原生质体产量的影响　分别以
０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇、蔗糖为稳渗剂（酶浓度为２％），于３０℃酶
解３ｈ，每隔０．５ｈ取样测定原生质体产量。由图１可以看
出，酶解开始时，原生质体随着酶解的进行逐渐释放，原生质

产量逐渐上升直至达到峰值，以甘露醇作为稳渗剂酶解１．５ｈ
时，原生质体产量高于以蔗糖作为稳渗剂的，随后低于以蔗糖
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作为稳渗剂的，以甘露醇作为稳渗剂处理的原生质体产量在

１．５ｈ时达到峰值１．１×１０７个／ｍＬ，以蔗糖作为稳渗剂处理
的原生质体产量在 ２．０ｈ时达到峰值 １．０×１０７个／ｍＬ。
２．０ｈ后，酶活性逐渐降低，且原生质体随着酶解时间的延长
会破裂，原生质体产量呈下降趋势。

２．１．２　菌丝量对原生质体产量的影响　分别称取 ０．０１、
０．０２、０．０３、０．０４、０．０５ｇ菌丝放入以０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作为稳
渗剂的无菌酶解液中（酶浓度为２％），于３０℃酶解２ｈ后，

检测原生质体产量。由图２可以看出，０．０４ｇ菌丝量的原生
质体产量最高，达到９．５×１０６个／ｍＬ，之后随着菌丝量的增
加，原生质体产量出现了下降趋势。

２．１．３　酶解时间对原生质体产量的影响　取菌丝置于以
０６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作为稳渗剂的无菌酶解液中，于３０℃酶解１、
２、３、４ｈ，在不同时间取样测定原生质体产量。图 ３结果表
明，在１～２ｈ之间，原生质体产量随着酶解时间的延长而迅
速增加，在 ２ｈ时酶解所得原生质体产量最高，为 １．１×
１０７个／ｍＬ，随后原生质体产生量逐步下降，由此可见，制备鲍
鱼菇的原生质体酶解时间以２ｈ为宜。
２．１．４　菌龄对鲍鱼菇原生质体产量的影响　分别取培养６、
８、１０、１２、１４ｄ的菌丝体，在以０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖为稳渗剂的无
菌酶解液中于３０℃酶解２ｈ，检测原生质体的产量。由于鲍
鱼菇菌丝较其他侧耳属品种生长速度慢，培养的前５ｄ菌丝
量较少，因此不适合用于制备原生质体。图４结果表明，从培
养６ｄ开始，随着菌龄的增加，原生质体产量开始递增，培养
１０ｄ时的原生质体产量为１．２０×１０７个／ｍＬ，到培养１２ｄ时，
原生质体产量最高，达到１．３８×１０７个／ｍＬ，但是培养１２ｄ以
后，原生质体产生量开始明显下降。

２．２　原生质体再生结果
２．２．１　不同稳渗剂再生培养基对原生质体再生率的影响　
分别以０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇、蔗糖作为稳渗剂，在培养１２ｄ时，
蔗糖培养基上原生质体再生率为０．３０％，而甘露醇培养基只
有０．０５％。综合考虑，以０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖再生培养基作为优
选培养基。

２．２．２　不同菌龄对原生质体再生率的影响　分别选取菌龄为
６、８、１０、１２、１４ｄ的菌丝体，检测原生质体的再生率。由表１可
以看出，菌龄为８、１０ｄ的原生质体再生率远远高于其他菌龄
的，以菌龄为１０ｄ的菌丝原生质体再生率最高，达０．３０％。

表１　菌龄对原生质体再生率的影响

菌龄

（ｄ）
原生质体再生时间

（ｄ）
原生质体再生率

（％）

６ １５ ０．０７
８ １３ ０．２５
１０ １２ ０．３０
１２ １２ ０．０４
１４ １２ ０．０５

２．３　原生质体再生菌落的鉴定分析
通过对再生菌落进行镜检发现，鲍鱼菇有锁状联合的双

核菌株都长有分生孢子梗束，顶部呈黑色球形，梗呈白色，而

无锁状联合的单核菌株菌丝洁白，呈绒毛状，长势旺盛。从菌

丝长势及显微结构观察初步看出，挑取的单核菌丝更加粗壮，

经测定，单核菌丝在培养１０ｄ时长满直径为９０ｍｍ的培养
皿，双核菌丝在培养１６ｄ时长满直径为９０ｍｍ的培养皿，单
核菌丝体在长势和长速上均超过了双核菌丝（图５）。

３　结论与讨论

本研究得出鲍鱼菇原生质体制备的优化条件：用液体静

置培养的菌龄为１０ｄ的０．０４ｇ菌丝，在以０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖作
为稳渗剂的酶液（浓度为２％）中于３０℃酶解２ｈ，原生质体
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产量为１．２×１０７个／ｍＬ。在优化的条件下，得到的原生质体
再生率达到０．３０％。影响原生质体释放的因素很多，本试验
通过对鲍鱼菇原生质体制备条件和再生的研究，明确了在液

体静置培养的条件下，稳渗剂种类、酶解时间、菌丝量、菌龄对

原生质体产量和再生的影响。本研究通过对鲍鱼菇菌丝进行

液体培养制备原生质体，首先对稳渗剂种类进行选择，在本试

验中，以甘露醇作稳渗剂制备获得的原生质体产量在酶解

０～１．５ｈ内高于以蔗糖作为稳渗剂的，与周霞等报道的以甘
露醇作为稳渗剂制备获得的原生质体产量高于蔗糖的研究结

果［７］一致，但因以蔗糖作为稳渗剂时，再生率远远高于甘露

醇，因而本试验均采用蔗糖作稳渗剂。

在前人的相关研究中，原生质体单核菌丝长速一般低于

双核菌丝，本试验选出的几个鲍鱼菇单核菌丝长速明显快于

双核菌丝，其机制尚需进一步研究。

本研究通过对鲍鱼菇原生质体制备及再生条件的初步研

究，优化了其制备条件，获得了原生质体优良单核菌株，为鲍

鱼菇原生质体融合选育新品种提供了重要的研究基础。
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不同葡萄品种花粉生活力、花粉量及柱头可授性的测定
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　　摘要：以粉红亚都蜜、红巴拉蒂、里扎巴特、新西兰攀金等４种葡萄品种的花粉为试验材料，分别贮藏在－５、－１０、
－１５、－２０、－２５、－３０、－８０℃温度条件下，贮藏１、３、５ｄ，然后用２００ｇ／Ｌ蔗糖＋５０ｍｇ／Ｌ硼酸＋８ｇ／Ｌ琼脂固体培养
基作为营养基质，进行花粉离体培养。结果发现，不同温度处理下贮藏５ｄ后，红巴拉蒂在－１０℃下花粉生活力最高；
粉红亚都蜜在 －８０℃ 下花粉生活力最高；新西兰攀金在－２０℃下花粉生活力最高；里扎巴特在 －２０℃下花粉生活
力最高；不同品种的葡萄花粉量不同，摩尔多瓦的花粉量最多，为１１８３３±７８０个。柱头可授性测定试验结果表明，不
同葡萄品种柱头可授性强弱不同，摩尔多瓦的柱头可授性最强，适合在杂交育种作母本。
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　　近年来我国葡萄（ＶｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａＬ．）的种植面积逐渐扩大。
在现代技术的引领之下，避雨棚、温室等先进的栽培设施与配

套的栽培技术相继出现，加快了我国葡萄产业的发展［１］。先

进的栽培设施虽然使我国葡萄产业迅速发展，但由于这类栽

培设施都存在一个致命的缺陷———湿度过大，长期生长在这

种高温高湿、光照不足的人造小气候环境内的葡萄，其抗性必

然下降，培育出抗逆性强的优良葡萄品种，是今后葡萄育种的

发展趋势。在葡萄育种中最为重要的育种手段就是杂交育

种［２－３］。杂交育种中，父母本的选择是育种最重要的保证。

花粉活力是评估花粉细胞活性的依据之一，高生活力的花粉、

较多花粉量、较强柱头可授性是杂交育种成功的一个重要前

提，花粉生活力的高低、花粉量的多少、柱头可授性强弱直接

影响授粉、受精乃至坐果［４－８］。因此，在使用贮藏的葡萄花粉

之前对其进行生活力的测定是保证杂交授粉获得较高坐果率

的关键步骤［９］。本试验选取不同鲜食葡萄品种花粉，通过离

体培养的方法，对不同温度处理下的花粉生活力进行研究，探

索最佳花粉的贮藏方法，通过血球计数板法测定不同鲜食葡

萄品种花粉量，并采用联苯胺 －过氧化氢法测定葡萄品种柱
头可授性，探索柱头可授性的强弱，旨在为葡萄育种中亲和力

强的父母本的选择提供理论依据，有助于提高杂交授粉率，获

得较高的杂交后代率。
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