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　　摘　要:用纤维素酶 、离析酶、果胶酶 、山梨醇的混合酶液提取“索蚌”百合的幼叶和愈伤组织

的原生质体。对影响原生质体提取得率因素进行分析 ,用液体浅层培养法在 MS 、改良 MS和

NLN培养基附加不同浓度6-BA ,2 ,4-D等进行培养。结果表明:纤维素酶和酶解时间对原生质体

提取得率有极显著影响 ,最适合百合幼叶原生质体提取的酶液组合为:2%Cellulase R - 10 ,0. 5%

Macerozyme R -10 ,酶解 4 h。百合愈伤组织的原生质体提取的酶液混合液组合为:2%Cellulase

R- 10 +0. 5%MacerozymeR - 10 +0. 05%Pectolyase Y23 +147 mg /L CaCl2 2H2 O+976 mg /L

MES+0. 6M Sorbitol。进行原生质体的培养仅愈伤组织为来源的观察到细胞的分裂 ,幼叶为来

源的原生质体几乎没有分裂 ,但两者最终都没有形成愈伤组织。
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　　“索蚌”(Sorbonne)花大娇艳 ,气味芳香 ,具有较高的

观赏价值和经济价值 ,在百合鲜切花市场中倍受欢迎。

由于百合品种间杂交与父母本之间的亲缘关系远近 、胚

囊发育状况 、雄配子育性 、授粉受精方式等多因子有关 ,

品种间杂交大多不亲和。因此 ,采用体细胞杂交 、物理

及化学诱变等现代生物技术进行百合种质创新 ,可望获

得理想的优良新品种 ,而原生质体培养及植株再生是体

细胞杂交的前提。试验以“索蚌”百合的叶子和愈伤组

织为材料 ,进行原生质体提取及培养研究 ,以便为百合

原生质体再生植株及进一步的体细胞杂交提供技术资

料。

1　材料与方法
1. 1　材料

供试材料来自北京市农林科学院蔬菜中心花卉组

培室“索蚌”百合的无菌幼苗 ,以百合的叶子和愈伤组织

为材料 ,进行百合原生质体提取和培养的研究。

1. 2　方法

1. 2. 1　叶片原生质体分离的影响因素　采用 L9(34)正

交试验设计(表 1),研究纤维素酶(Cellulase Onozuka

R -10),离析酶(Macerozyme R- 10)及酶解时间对百合

原生质体提取率。将上述药品溶于含有 147 mg /L

CaCl2 2H2O ,976 mg /L 2 - N -吗啉乙烷磺酸(MES),

0. 4M 山梨醇(Sorbitol)溶液中。取百合无菌苗的叶片

0. 5 g ,沿叶脉垂直 0. 5 ～ 1 mm 宽的羽状细条 ,放入含

5 mL酶液的直径 6 cm培养皿中 , Parafilm 封口。置恒

温(25℃)摇床(30 rpm)上黑暗条件酶解。每隔 1 h在倒

置显微镜下观察一次 ,原生质体开始出现后 ,以观察时

原生质体的平均密度对比前 1 h不再增加为最适的解离

时间 ,以游离出最大量完整的原生质体来探讨较好的酶

解条件。用孔径为 50 ～ 80μm的尼龙网将原生质体酶

解液过滤至无菌的离心管中 ,以除去未酶解完全的材料

及大量细胞团。750 rpm离心 3min ,弃去上清液。再缓

慢加入5mL的 0. 6M 的蔗糖溶液将原生质体悬浮 ,上层

加入1 mL 0. 6M 的山梨醇溶液分层 ,在 1 000 rpm 离心

5 min ,这时在两个液面间出现一条乳白色的原生质体

带 ,用吸管小心地吸出漂浮于溶液界面的原生质体于一

个新的离心管中 ,用山梨醇溶液洗涤1次 ,用750 rpm离

心3 min。用血球计数器计算产量。

　　表 1　　　叶片原生质体分离的影响因素
水平 Cellulase R- 10 /% Macerozyme R- 10 /% 酶解时间 /h e(误差)

1 1 0. 2 3

2 2 0. 5 4

3 3 1 5

1. 2. 2　愈伤组织原生质体分离的影响因素　取索蚌百

合诱导出 0. 5 g ,3×3 mm大的愈伤组织放入含 5 mL酶

液(表3)的6 cm培养皿中 ,置恒温(25℃)摇床(30 rpm)

上黑暗中酶解4 h ,分离及纯化方式同上 ,进行原生质体

提取率比较。对叶片和愈伤组织提取的原生质体进行

培养。用培养液将原生质体密度调为 1 ～ 2×105 /mL ,

取 3mL 原生质体在 6 cm培养皿进行液体浅层培养 ,用
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Parafilm封口 ,在25℃恒温箱中暗培养。在倒置显微镜

下观察原生质体分裂情况。

　　表 2　　　愈伤组织分离原生质体的酶液
酶液 成分

1
1%Cellulase R - 10+0. 2%MacerozymeR - 10+147 mg / L CaCl2  

2H2O+976 mg / L MES+0. 6M So rbitol

2
2%Cellulase R - 10+0. 5%MacerozymeR - 10+147 mg / L CaCl2  

2H2O+976 mg / L MES+0. 6M So rbitol

3
2%Cellulase R - 10+0. 5%MacerozymeR- 10 +0. 05%Pectolyase

Y23+147 mg /LCaCl2  2H2O+976 mg / L MES+0. 6M Sorbitol

　　表 3　　　　　　原生质体培养基

培养基成分
培养基序号 / mg L- 1

1 2 3

基本培养基

葡萄糖 /M

蔗糖 /M

甘露醇 /M

6-BA /mg L - 1

2 ,4-D /mg L - 1

pH

MS

0. 5

2

5. 7

改良 MS

0. 4

0. 48

1

0. 5

5. 7

NLN

0. 5

0. 5

0. 5

5. 7

2　结果与分析
2. 1　影响叶片原生质体分离的影响因素分析

9个组合酶液处理中 ,原生质体得率最低处理为

6. 70×105个 g - 1 ,最高为 13. 90×105个 g -1 。方差分

析(表 4)表明 ,纤维素酶和酶解时间对原生质体提取得

率的影响有极显著差异 ,并且纤维素酶在原生质体提取

中所起的作用更大 ,离析酶对原生质体提取得率无显著

差异。

而从极差分析表(表 5)得出 ,利于提高百合幼叶原

生质体提取得率的最佳组合为:2%Cellulase R - 10 ,

0. 5%MacerozymeR- 10 ,酶解4 h ,这一组合并未在试验

中出现。极差 R值越大的因素对指标影响越显著 ,试验

中 ,各因素主次关系为纤维素酶>酶解时间>离析酶。

　　表 4　原生质体提取得率影响因素方差分析表
项目 　　平方和 数据 　均方 F Sig.

Corrected Model 43. 253 6 7. 209 16. 261 0. 059

Intercept 900. 000 1 900. 000 2 030. 075 0. 000

Cellulase R-10 22. 887 2 11. 443 25. 812 0. 037

Macerozyme R-10 1. 140 2 . 570 1. 286 0. 437

酶解时间 19. 227 2 9. 613 21. 684 0. 044

Error . 887 2 0. 443

Total 944. 140 9

Corrected Total 44. 140 8

　　注:R Squared=0. 980(Adjusted R Squared=0. 920)

2. 2　愈伤组织原生质体分离的影响因素分析

相同质量的愈伤组织在不同的酶液中的原生质体

得率不同。酶液 1 , 2 , 3 得率分别为 7. 9 ×10
5
,

11. 4×105 ,12. 1×105 。纤维素酶在 2%的情况下较合

适 ,但加入果胶酶的影响并不十分显著 ,酶液3比2的得

率略有提高。

2. 3　原生质体的培养

不同材料来源的原生质体在不同培养基中的表现

有所不同。从叶片游离得到的原生质体基本没有分裂

或极少经过 1 ～ 2次分裂 ,30 d后大量解体。从愈伤组

织得到的原生质体在培养基 2 ,3中 ,部分 7 d后第1次

分裂 ,14 d后形成 2 ～ 3个细胞团 ,但逐渐解体或褐化

死亡。

　　表 5　原生质体提取得率影响因素极差分析表

试验号
A

1

B

2

C

3

误差

4

得率×105

/个 g - 1
X=(1+p)1/2

1 1 1 1 1 8. 50 3. 082207

2 1 2 2 2 12. 30 3. 6469165

3 1 3 3 3 7. 90 2. 9832868

4 2 1 2 3 13. 90 3. 8600518

5 2 2 3 1 10. 60 3. 4058773

6 2 3 1 2 11. 90 3. 591657

7 3 1 3 2 6. 70 2. 7748874

8 3 2 1 3 8. 60 3. 0983867

9 3 3 2 1 9. 60 3. 2557641

K1 28. 70 29. 10 29. 00 28. 70

K2 36. 40 31. 50 35. 80 30. 90

K3 24. 90 29. 40 25. 20 30. 40

k1 9. 57 9. 70 9. 67 9. 57

k2 12. 13 10. 50 11. 93 10. 30

k3 8. 30 9. 80 8. 40 10. 13

R 3. 83 0. 80 3. 53 0. 73

3　结论与讨论
　　通过9种酶液配方对百合幼叶的原生质体提取的

结果进行方差和极差分析 ,选出最适合的酶液组合为:

2%Cellulase R - 10 , 0. 5%Macerozyme R - 10 ,酶解 4h。

纤维素酶和酶解时间对原生质体提取得率的影响有极

显著差异 ,并且纤维素酶在原生质体提取中所起的作用

更大。百合愈伤组织的原生质体提取的酶液混合液组

合为:2%Cellulase R -10 +0. 5%MacerozymeR - 10 +

0. 05%Pectolyase Y23 +147 mg /L CaCl2  2H2 O +

976 mg /L MES+0. 6M Sorbitol。

　　试验进行原生质体的培养 ,仅愈伤组织为来源的观

察到细胞的分裂 ,幼叶为来源的原生质体几乎没有分

裂 ,但两者最终都没有形成愈伤组织。Mii M. 从

Lilium×formolongi愈伤组织的悬浮细胞分离出原生质

体 ,用平板培养法将原生质体包埋在含有 4. 1μM piclo-

ram的 MS培养基中 ,成功的形成了细胞团并形成植株。

Tanimoto S采用双层培养法在培养基中加入 0. 1μM

2 ,4-D使细胞分裂率达到 6%。因此 ,对于“索蚌”百合原

生质体进一步的研究应该着重于原生质体的培养方式 ,

基本培养基及激素的选择 ,原生质体来源的愈伤组织的

继代次数 ,以及百合易再生基因型的选择。
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Isolation and Culture of lily “Sorbonne” Protoplasts
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Abstract:Mixed enzyme liquid of cellulase R -10 ,Macerozyme R- 10 ,Pectolyase Y23 and Sorbitol was used to ext ract the

protoplasts from sterilized seedling leaves and callus of lily "Sorbonne". The factors af fecting the yield of protoplasts

were analyzed and the yield of protoplast f rom different sources was compared. The protoplasts obtained were cultured

by liquid on MS , modified MS and NLN media with different concentrations of 6-BA ,2 ,4-D etc. The results showed that

that cellulase R-10 and enzyme time had ex tremely significant inf luences on the extract yield of protoplasts. The suitable

enzyme liquid combination for extracting protoplast of seedling leaves was:2%Cellulase R - 10 , 0. 5%Macerozyme

R -10 ,4 hours;suitable enzyme liquid combination for ext racting protoplast of callus was:2%Cellulase R- 10 +0. 5%

Macerozyme R -10 +0. 05%Pectolyase Y23 +147mg /LCaCl2 2H2O+976mg /L MES+0. 6M Sorbitol. Only the proto-

plast from callus could observe cell divisions , protoplast from seedling leaves had no division , but none of them form the

new callus.

Keywords:Lilium;Protoplasts;Isolation;Culture
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