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甘蓝型油菜子叶原生质体培养及植株再生研究
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摘要:以甘蓝型油菜中双 6号子叶为材料制备原生质体 ,采用固液结合培养 ,探讨了其原生质体分

离 、培养与再生的优化条件 ,获得了再生植株。结果表明:混合酶液(0.5%纤维素酶+0.1%果胶酶+

0.2mol/ L甘露醇+80mmol/ L CaCl2)与 SCM 溶液按 3∶7的比例混合 ,酶解 14 h可获得高产率中

双 6号子叶原生质体;原生质体在前人设计的 B 、C 固液相结合培养基上培养效果好;最佳分化培

养基为 E培养基+1.0 g/ L 6-BA +0.1 g/L NAA +0 .02 g/L GA 3 +30μmol/L AgNO 3 ;所有再生

芽均在无激素的 MS 培养基上生根 。研究结果为建立成熟的甘蓝型油菜原生质体再生体系提供了

新的配方与依据。
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The Coty ledon Protoplasts Culture and
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Abstract:Pro toplasts were prepared f rom the cotyledon of Brassica napus cultivar Zhongshuang 6 , cul-
tured with solid-liquid combined method.The optimized conditions about the isolation , culture and re-
generation of protoplast were tested and ultimately the regeneration plant lets w ere obtained.The results
indicated that high recovery of protoplast could be achieved with enzyme mixture(0.5% cellulase , 0.1%
pectoly ase +0.2mol/ L mannitol +80mol/ L CaCl2)diluted with SCM solution as 3∶7 ratio.It is fine
to culture protoplast on solid-liquid combined media B and C.The optimum differentiation medium was E
+1.0 g/L 6-BA +0.1g/L NAA +0.02g/L with GA3 +30μmol/ L AgNO 3 .The best rooting media
w as MS without ho rmones.This study provided new formula and data for establishing sophisticated pro-
toplast regeneration system of Brassica napus L..
Key words:B rassica napus L.;Co ty ledon protoplast ;Pro toplast culture;Plant regeneration

　　利用原生质体进行转基因及体细胞杂交试验获

得再生植株是作物育种与遗传改良的有效途径之

一[ 1] 。体细胞杂交避免了有性杂交过程中的不亲和

障碍 ,在获得种间 、属间甚至科间杂种方面均发挥着

重要作用 。甘蓝型油菜是我国主要油料作物之一 ,

尽管其原生质体培养与植株再生已有很多成功的报

道[ 2-7] ,涉及甘蓝型油菜体细胞杂交再生植株亦有较

多成功的范例
[ 8-10]

,但该项技术在实际应用中仍存
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在许多问题 ,如对基因型依赖性大 、试验结果重演性

小 、部分试剂昂贵等 ,从而限制了原生质体培养与融

合技术在油菜遗传改良中的应用 。为此 ,对甘蓝型

油菜子叶原生质体再生的影响因子进行了探讨 ,成

功获得了甘蓝型油菜中双 6 号的原生质体再生植

株 。这一结果为进一步利用中双 6号在原生质体水

平上进行体细胞杂交 ,以及以原生质体为材料进行

转基因研究等 ,提供了必要的技术支持。

1　材料和方法

1.1　试验材料

试验材料为甘蓝型油菜品种中双 6号 。

1.2　试验方法

1.2.1　中双 6号无菌苗的培育　种子经 70 %乙醇

表面消毒 30 s ,接着用 2 %的次氯酸钠浸泡 15min ,

无菌水清洗 3 ～ 5次 ,接种于无激素的 MS培养基上

(24 ～ 25℃,16 h/d光照)。

1.2.2　原生质体分离与纯化　取 3 ～ 7d 苗龄幼苗

的下胚轴和子叶游离原生质体;3 周左右苗龄幼苗

完全展开的叶片用于原生质体的分离。下胚轴切成

约 1mm 的小段 ,子叶 、完全展开的叶片切成约 1mm

的细条 ,在黑暗 、室温(约 25℃)、50 r/min条件下酶解

14 ～ 20 h。酶液成分为 0.5%Cellulase Onozuka R10 ,

0.1%(W/V)Pectolyase Y23 , 0.2mol/ L Mannitol ,

80mmol/ L CaCl2 。酶液以 3 ∶7的比例与 SCM 溶液

(0.5mol/L Sorbitol , 10mmol/ L CaCl2 , 5mmol/ L

MES ,pH 5.8)混合。酶解约 14 h后 ,以 50μm 孔径

的尼龙膜过滤收集原生质体于 10mL 离心管。以

W5溶液
[ 11]
清洗 , 65 g 条件下离心 5min ,弃上清液

收集原生质体 ,以 2mL W5溶液重新悬浮 ,轻轻加

在 5mL Sucrose+MES界面 ,同样条件离心 5min ,

然后收集 W5溶液与蔗糖层之间的原生质体带 ,再

以W5溶液清洗 2次 ,最后以原生质体培养基清洗

1次。

1.2 .3　原生质体培养　将原生质体以 B 培养基[ 12]

悬浮 ,通过 0.1mm 血球计数板统计原生质体产量 ,

调密度至 5×10
4

～ 1 ×10
5
个/mL ,加在 B固体培养

基上(0 .8%琼脂 ,其余成分同 B 液体培养基), 25℃

黑暗条件下培养(玻璃培养皿直径 60mm , 高

10mm)。每天跟踪观察原生质体的分裂生长状态 。

1.2.4　植株再生　当培养皿里出现肉眼可见的小

愈伤组织时 ,及时将小愈伤组织转至 C 培养基[ 12] 扩

增 ,25℃、16 h/d弱散射光条件下培养 ,当愈伤直径

长至 3 ～ 5mm 时 ,将愈伤转至 E 培养基[ 12] 诱导芽

的分化 。芽长至 2 ～ 3 cm 高时将其切下转至生根培

养基上生根。

2　结果与分析

2.1　萌发条件对原生质体产量的影响

首先设计了无激素的 1/2MS 、MS(24℃, 16 h/d

光照)2种培养基 ,发现 2种条件下原生质体的产量

差别不大。根据 Chen 等
[ 13]
报道 , 1/2MS(添加

0.1mg/ L 6-BA)培养条件下的无菌苗制备原生质体

较好 ,因此又比较了 2种培养基添加 6 -BA与不加

该激素的差别 ,发现两者原生质体产量也无明显差

别 ,最终以无激素的 MS 作为萌发培养基。此外 ,设

计了光照(24℃,16 h/d光照)、黑暗 2种萌发条件 ,比

较其他条件一致的情况下原生质体产量 ,发现相同片

数子叶 、黑暗条件下的黄化苗子叶原生质体产量不如

光照条件下的绿苗子叶高。这可能是黄化苗子叶完

全展开的叶片少 ,而且其展开面积小的缘故。

2.2　苗龄对原生质体产量的影响

苗龄 7d的每苗产量为2.06×104 个 , 6d的每苗

约1.82×104 个 ,5 d的每苗约 1.14×104 个 ,4 d的每

苗约为1.15×104 个 ,而3 d的每苗仅为0.17×104 个

(图 1)。尽管苗龄 6 ～ 7d的子叶原生质体产量很高 ,

但破裂的原生质体及碎片杂质也较多 ,不易纯化。3d

的原生质体产量偏少 , 4 ～ 5d的原生质体产量较高 ,

也较易清洗干净 ,原生质体较圆。因此使用苗龄 4 ～

5d的子叶制备原生质体。

图 1　苗龄对中双 6 号子叶原生质体产量的影响

2.3　不同材料原生质体分裂能力

使用甘蓝型油菜品种(系)南京 8953 、中油 821 、

中双 6号 3种材料 ,进行品种(系)的选择 ,发现同一

条件下仅中双 6号原生质体产量 、原生质体分裂能

力较高 ,这可能与中双 6号苗生长健壮 、生理状态一

致有关 ,故选作试验材料 。

以往的研究多采用下胚轴作为分离原生质体的
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材料 ,然而很多报道其原生质体产量较低[ 1 , 14] ,因此

比较了中双 6号下胚轴 、子叶原生质体的产量 ,结果

发现 ,3 ～ 5 d苗龄的下胚轴原生质体产量约 2.6 ×

10
3
个/苗 ,产量较低 ,需要大量的种子来满足试验

要求 ,而子叶和完全展开的幼嫩叶片可得到大量的

原生质体。随后比较了子叶及真叶原生质体的分裂

能力 ,结果显示 ,子叶原生质体的分裂频率远比真叶

原生质体的分裂频率高 ,并且真叶原生质体酶解液

中 ,导管 、碎裂的原生质体 、破碎的细胞壁等杂质较

多 ,清洗多次仍不能纯化干净 ,容易导致原生质体培

养过程中发生褐化 ,故选择子叶作为分离原生质体

的材料 。

2.4　酶浓度对中双 6号子叶原生质体产量的影响

原生质体分离常用的酶为纤维素酶(Cellulase

Onozuka R10)、果胶酶(Pectolyase)、离析酶(Mac-

erozyme R10)和半纤维素酶(Hemicellulase)。这些

酶无论是分开依次使用还是混合使用 ,都能从植物

组织中游离出大量(>1 ×106 个/mL)有活力的原

生质体[ 15] 。为摸索出最适宜的酶解条件 ,本研究借

鉴前人经验 ,采取酶解 14h ,设计了 Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ3个酶

浓度梯度处理 ,原生质体产量结果见表 1。处理 Ⅰ

和Ⅱ得到的原生质体活力较高 ,但处理 Ⅰ产量不如

Ⅱ高。处理Ⅲ尽管产量也不低 ,但伴随着酶浓度的

提高 ,酶液中杂质 、碎片也增多 ,不易纯化 ,影响后期

培养 ,综合考虑后采用处理 Ⅱ制备原生质体 。

表 1　酶浓度对中双 6 号原生质体产量的影响

项目
处理

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

纤维素酶/ % 0.2 0.5 0.5

果胶酶/ % 0.1 0.1 0.2

CaCl2/(mmol/ L) 80 80 80

甘露醇/(mol/ L) 0.2 0.2 0.2

酶解时间/ h 14 14 14

原生质体产量/ 0.63×104 1.14×104 0.88×104

(个/苗)

2.5　原生质体培养条件

原生质体必须在适宜密度下才能形成新的细胞

壁 ,进行持续有丝分裂及形成愈伤组织 。低密度培养

的原生质体不能分裂 ,而密度过高则又导致原生质体

集聚 、褐化 ,从而降低植板率和再生率。不同植物对

原生质体培养密度要求不同 ,一般 5×10
2

～ 1 ×10
6

个/mL[ 15] 。拟南芥在 5×103 ～ 1×104 个/mL 的低密

度下即可进行持续分裂并发育成细胞团
[ 16]

。Chen

等
[ 17]
研究表明 ,芸薹属红甘蓝和茎用芥菜的适宜培

养密度为 5×105 个/mL。本试验设计了不同密度处

理 ,发现子叶 、真叶原生质体在 5 ×10
3

～ 1 ×10
4

个/mL 密度下 ,3 ～ 10 d内很少分裂;5 ×104 ～ 1 ×105

个/mL 细胞 3d左右进行第 1次有丝分裂 ,7d左右进

行第 2次有丝分裂;5 ×10
5

～ 1 ×10
6
个/mL 密度下 ,

细胞粘连现象严重 ,褐化而不生长 ,即使有些细胞能

进行 1 ～ 2次有丝分裂 ,最终因不能持续分裂而死亡。

因此表 明 , 中双 6 号 子叶适 宜在 5 ×10
4

～

1×105个/mL 密度下培养。

有关 B 、C 培养基的激素配比参照了 Pelletier

等
[ 12]
的设计 ,对于旨在得到再生植株的试验来说 ,

得到完整透亮 、再生能力旺盛 、活力强的愈伤至关重

要[ 18 , 19] 。为此 ,对诱导芽的培养基 E 进行了一系列

改良 ,探索了适合愈伤生长及分化条件 ,发现在仅含

GA 3 ,不含 NAA 及 2 , 4-D 的 E 培养基上 ,愈伤褐

化死亡 ,而在含 0.2mg/L NAA 和 1mg/L 6 -BA 、

不含 2 , 4-D的 E 培养基上愈伤生长良好 ,呈疏松

透亮的淡黄绿色 。说明 2 ,4 -D对于愈伤的诱导分

化不是必需的 ,而 NAA (1 g/L)、6-BA(1 g/L)和

GA 3(0.02 g/L)的配合使用效果较好 ,培养基仅含

GA 3 时也不能满足愈伤分化的需要(表 2)。关于愈

伤的培养 ,Chen等
[ 1]
将 2 ,4 -D 、NAA 和 6-BA 结

合使用发现 ,生长素对愈伤扩增有重要影响 ,培养基

含 2 ,4 -D(0.25mg/L)配合 NAA(0.25mg/L)得

到的愈伤完整透亮 、活力较高 , 含 NAA 而不含

2 ,4-D愈伤诱导出发状根 ,最终不能诱导出芽 ,此

研究认为 ,对茎用芥菜愈伤的分化 ,2 ,4 -D是必需

的 ,与本研究结果不同 ,这可能是由不同品种再生需

要的条件不同造成的 。

原生质体的高频率分裂是细胞进行持续分裂得

到愈伤及再生植株的先决条件 。图 2A显示新鲜的

子叶原生质体 ,原生质体第 3天进行第 1次有丝分裂

(图2B),第 2次有丝分裂出现在第 6-7天(图 2C),

细胞团在培养 40 d时出现(图 2D)。在原生质体培养

5 ～ 6周后出现肉眼可见的微愈伤组织(图 2E),形成

百分率为 26.34%,此时转至扩增培养基 C。愈伤直

径介于 3 ～ 5mm 时转至 E培养 ,可成功诱导愈伤分

化(图 2F)。得到完整而透亮的愈伤是成功诱导出

芽的关键 。本试验发现 , NAA 及6-BA 配合使用

对于芽的诱导是必要的 ,在不含 NAA 及 6-BA 的

E培养基上 ,原本有活力的愈伤会褐化死亡 ,不能诱

导出芽 , 但是在 6 -BA(1mg/ L 或 2mg/L)结合

NAA(0.1mg/ L)及 GA 3(0 .02mg/L)的 E 培养基

上 ,约生长 87d时可诱导出芽(图 2G)。
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表 2　培养基的激素配比

培养基
6-BA/
(mg/ L)

2 , 4-D/
(m g/ L)

NAA/
(mg/ L)

GA 3/
(mg/ L)

葡萄糖/ % 蔗糖/ % 甘露醇/ % 琼脂/ %

原生质体培养基 B 1 0.25 1 2 7 8

增殖培养基 C 1 0.2 2 4 8

分化培养基 E 1 0.1 0.02 1 2 8

生根培养基 MS 8 8

A.5d苗龄子叶游离出来的新鲜原生质体(×400);B.生长至 3d 原生质体进行第 1 次有丝分裂(×400);

C.6～ 7d时部分原生质体进行第 2次有丝分裂(×600);D.生长至 40d原生质体分裂形成细胞团(×600);E.肉
眼可见的小愈伤转至 C培养基扩增培养;F.愈伤转至 E分化培养基诱导芽分化;G.愈伤在改良 E培养基上生

长87d诱导出芽

图 2　甘蓝型油菜子叶原生质体植株再生

2.6　AgNO3 对诱导芽的影响

试验过程中检测了 A gNO 3 对诱导芽分化的影

响 ,中双 6 号原生质体来源的愈伤在 0μmol/L 和

30μmo l/L 2 个水平的 AgNO 3 培养基上培养 ,结果

表明 ,加有 AgNO 3 的培养基植株再生频率有所提

高 ,说明 30μmol/ L 的硝酸银对甘蓝型油菜植株再生

有促进作用。

3　讨论

本试验采用了 Pelletier 等
[ 12]
设计的一套系列培

养基(采用了其中的 B 、C 、E培养基)。此前有许多报

道用该培养基获得了再生植株[ 7 , 8 , 12 , 20-22] 。与前人相

比 ,本研究采用固液相结合培养法 ,省去了价格昂贵

的培养膜 ,且培养效果很好 ,容易为一般实验室和研

究者接受 、采纳。

对于制备高质量的原生质体来说 ,前期无菌苗的

萌发条件无疑很重要 ,培养基添加激素 6 -BA 时 ,

3 ～ 5 d苗更矮壮 ,但下胚轴易轻微木质化 ,子叶也比

无激素培养条件下的子叶成熟 ,这表明无激素培养基

更易于获得幼嫩外植体 ,从而得到较高质量的原生质

体 。值得一提的是 ,本研究发现 ,黑暗条件下原生质

体直径较光照条件下的小 ,由于其展开叶片相对较

少 ,原生质体产量较低 ,故选择光照条件制备无菌苗 ,

结果原生质体生长良好 ,表明光照条件下萌发的甘蓝

型油菜也是制备原生质体的较好材料。而 Zhao 等

报道
[ 5 , 23]
来自芸薹属甘蓝型油菜 、白菜型油菜和甘蓝

的 14个栽培种 ,黑暗条件下的黄化苗子叶原生质体

均表现出非常高的分裂频率 ,而光照条件下绿色苗子

叶原生质体的分裂频率非常低 。这表明不同试验材

料对原生质体培养条件要求不同。

本试验中 ,原生质体分离出来之后 ,其直径并不

一致 , 直 径较 大的原 生质体 所占 比例 较大 。

Dovzhenko 等报道
[ 16]

,一些相对较小的拟南芥原生

质体(直径 20 ～ 30μm)在培养时最先分裂 ,而大多数

较大的原生质体(直径 40 ～ 60μm)在 2 ～ 3d 后才分

裂 。大 、小原生质体哪一类更早进行分裂 ,需通过显

微镜进行长期 、大量观察 ,对于人力 、精力要求较多 ,

因此 ,对此未做更细致的研究。

培养过程借鉴前人经验 ,尝试了不同培养基(如

MS 、B5 、B培养基)、不同培养方式(如液体浅层培养 、

固体包埋培养)培养 ,发现在以上条件下 ,甘蓝型油菜

中双 6 号原生质体几乎不分裂或者仅能分裂 1 ～ 2

次 ,伴随着褐化不能持续分裂。这可能是由于培养基

组成 、激素配比不适合其分裂 ,不同种属或不同品种
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植物原生质体对培养基要求存在差异 。本试验在

Pellet ier等[ 12] 设计的 B 培养基上 ,采用固液相结合

培养 ,无需频繁打开培养皿 ,中双 6号原生质体可以

持续分裂。培养基 、培养条件对其培养影响较大 。培

养中需要当注意的是 ,当出现肉眼可见的小愈伤组织

时 ,应及时转移至扩增培养基 ,否则易因褐化而不能

继续生长。

中双 6号属于半冬性中早熟甘蓝型油菜品种 ,芥

酸 、硫甙含量低。本实验室以农杆菌介导进行转基因

研究 ,发现中双 6号易转化 。本研究探讨了中双 6号

子叶原生质体培养条件 ,并建立了甘蓝型油菜原生质

体培养及植株再生的体系 ,为此后的原生质体转基因

及相关的体细胞杂交等研究奠定了一定的基础 。
致谢:本试验得到中国农业科学院油料作物研究所胡琼研究
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