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摘要　本文优化了小麦矮腥黑粉菌原生质体的制备与再生条件。结果表明：小麦矮腥黑粉菌的冬孢子在土壤浸提

液固体培养基中萌发后转接入Ｔ１９液体培养基，培养４５ｄ，以菌丝作为酶解初始材料，用１．５％崩溃酶＋１．５％溶壁

酶＋１．５％蜗牛酶复合酶液２８℃酶解２．５ｈ原生质体的获得率最高；以１．２ｍｏｌ／Ｌ的氯化钾为渗透压稳定剂，所得

原生质体数量最多，且释放的原生质体能均匀分散分布，不聚集成堆；小麦矮腥黑粉菌的原生质体在ＴＢ３培养基上

能长出较多的单菌落。
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Ｋüｈｎ（ＴＣＫ）引起的重要国际检疫性病害
［１］，是麦类

黑穗病中危害最大、极难防治的检疫性病害之一，可

对小麦生产造成毁灭性危害。小麦矮腥黑粉菌也是

我国外来生物入侵研究的主要物种之一。感病植株

通常矮化、多分蘖，麦粒内含黑色、有鱼腥味的冬孢

子［２］。国内外对于小麦矮腥黑穗病的研究主要集中

在病原菌的鉴定、生物学特性及分子检测技术等方

面［３８］，而对该病原菌的遗传转化研究较少。遗传转

化技术是实现大规模定点突变的重要方法，利用该

技术能够使真菌的遗传物质发生改变，研究植物病

原菌的致病机理。目前，进行真菌遗传转化的方法

很多，常见的有聚乙二醇介导的原生质体转化、限制

性内切酶介导的整合以及农杆菌转化等［９１１］。原生

质体的制备和再生直接关系到转化能否顺利进行。

小麦矮腥黑粉菌生长缓慢，其原生质体制备较难成

功，目前还未有小麦矮腥黑粉菌原生质体制备成功

的报道。本试验采用酶解细胞壁的方法制备了小麦

矮腥黑粉菌原生质体，研究了原生质体制备和再生
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的适宜条件，以期能稳定快速地制备小麦矮腥黑粉

菌原生质体，为建立该病原菌的遗传转化体系奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　菌株

小麦矮腥黑粉菌菌株，由中国农业科学院植物

保护研究所麦类真菌病害研究组保存并提供。

１．２　培养基

２％土壤浸提液培养基：称取７５ｇ灭菌土壤加

５００ｍＬ沸水过滤后，加入２０ｇ琼脂粉，蒸馏水定容

至１Ｌ。

Ｔ１９培养基：称取磷酸二氢钾６１３ｍｇ，七水硫

酸镁２４６ｍｇ，磷酸氢二钾１１４ｍｇ，氯化钙５５．５ｍｇ，

螯合铁２０ｍｇ，七水硫酸锌３．５２ｍｇ，五水硫酸铜

０．３８ｍｇ，硫酸镁０．３１ｍｇ，二水钼酸钠０．０２５ｍｇ，

氯化硫胺素５ｍｇ，Ｌ天冬酰胺３ｍｇ，蔗糖２０ｍｇ，蒸

馏水定容至１Ｌ。固体培养基中加入２０ｇ琼脂粉。

马铃薯葡萄糖固体培养基（ＰＤＡ）：称取ＰＤＡ粉

末（购自北京奥博星生物技术有限公司）３７ｇ，蒸馏

水定容至１Ｌ。

ＴＢ３培养基：酵母提取物３ｇ，酸水解酪蛋白３ｇ，

蔗糖２００ｇ，酵母粉１０ｇ，蒸馏水定容至１Ｌ。

以上培养基均经１２１℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ后

使用。

１．３　常用试剂

溶壁酶（ｌｙｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅ）、崩溃酶（ｄｒｉｓｅｌａｓｅ）购

自Ｓｉｇｍａ公司，蜗牛酶（ｓｎａｉｌａｓｅ）购自上海生化所，

硫酸镁、氯化钾、山梨醇、蔗糖以及Ｔ１９培养基中的

试剂均为国产分析纯。

１．４　试验方法

１．４．１　小麦矮腥黑粉菌原生质体的制备

本试验采用酶解细胞壁法制备小麦矮腥黑粉菌

的原生质体。用土壤浸提液培养基培养小麦矮腥黑

粉菌冬孢子。用灭菌蒸馏水冲洗萌发的冬孢子转入

Ｔ１９液体培养基中，在恒温振荡器中５℃、１５０ｒ／ｍｉｎ

振荡培养。离心收集菌丝，取１ｇ加入到不同组合

的复合酶液中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡酶解。每隔

３０ｍｉｎ，用血球计数板观察原生质体，计算获得率。

设置菌丝培养时间、裂解酶系统、酶解时间、渗透压

稳定剂以及适合再生的培养基等试验参数，优化原

生质体制备体系。

１．４．２　菌丝培养时间对小麦矮腥黑粉菌原生质体

制备的影响

　　将在土壤浸提液培养基上萌发的小麦矮腥黑

粉菌冬孢子转接到Ｔ１９液体培养基中振荡培养

４０、４５、５０、５５、６０ｄ，然后加入用１．２ｍｏｌ／Ｌ氯化钾

配制的酶液（１．５％崩溃酶＋１．５％ 蜗牛酶＋１．５％

溶壁酶），酶解３ｈ后观察原生质体获得率，选出最

适宜制备小麦矮腥黑粉菌原生质体的菌龄。

１．４．３　细胞壁裂解酶对小麦矮腥黑粉菌原生质体

制备的影响

　　用１．２ｍｏｌ／Ｌ氯化钾分别配制１．５％崩溃酶、

１．５％溶壁酶和１．５％蜗牛酶，将酶液加入到培养４５

ｄ的菌丝中，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，３ｈ后计算原

生质体获得率，研究单一酶和不同组合的酶对小麦

矮腥黑粉菌原生质体产量的影响。

１．４．４　酶解时间对小麦矮腥黑粉菌原生质体制备

的影响

　　将配制好的酶液（１．５％ 崩溃酶＋１．５％ 蜗牛酶

＋１．５％ 溶壁酶）加入到培养４５ｄ的菌丝中，２８℃、

１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，设置酶解时间分别为１、１．５、

２、２．５、３ｈ，显微镜检观察是否获得原生质体以及原

生质体的数量。

１．４．５　渗透压稳定剂对小麦矮腥黑粉菌原生质体

制备的影响

　　分别选择１．２ｍｏｌ／Ｌ硫酸镁、氯化钾、山梨醇、

蔗糖作为渗透压稳定剂，以１．５％崩溃酶、１．５％溶壁

酶和１．５％蜗牛酶为细胞壁裂解酶，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ

振荡培养，酶解２．５ｈ，观察不同渗透压稳定剂对小

麦矮腥黑粉菌原生质体制备的影响。

１．４．６　小麦矮腥黑粉菌原生质体的再生

以１．５％崩溃酶、１．５％溶壁酶和１．５％蜗牛酶

为细胞壁裂解酶，以１．２ｍｏｌ／Ｌ氯化钾为渗透压稳

定剂，２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振荡酶解培养４５ｄ的菌丝，

将酶解２．５ｈ后所得原生质体配制成浓度为１×１０５

个／ｍＬ，取２００μＬ涂布在ＰＤＡ和ＴＢ３平板上，５℃培

养箱中培养，观察长出的单菌落。

１．５　数据处理

使用Ｅｘｃｅｌ对所得数据进行处理，制作柱形图

和散点图。利用ＤＰＳ软件将不同裂解酶种类下所

得到的原生质体数量进行ＬＳＤ多重比较分析。

·１４１·
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２　结果与分析

２．１　原生质体的释放过程

在酶解初始阶段，菌丝在裂解酶的作用下开始

向内凹陷，呈节状断裂（图１ａ）。薄弱的细胞壁比较

容易被酶解而发生变形，因此，原生质体通常从细胞

壁比较薄弱的位置释放。显微镜下观察可知，多数

小麦矮腥黑粉菌的原生质体从菌丝的顶端开始释放

（图１ｂ）。随着酶解进行，细胞壁逐渐被完全酶解，

原生质体没有细胞壁的束缚，在释放后呈圆形透明

的小球。小麦矮腥黑粉菌在酶解２．５ｈ后，大部分

原生质体从菌丝上释放出来（图１ｃ）。

图１　小麦矮腥黑粉菌原生质体的释放
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２．２　菌龄对原生质体获得率的影响

试验结果表明，在相同处理条件下，随着培养天

数的增加，原生质体的数量呈先增后减的状态，在菌

龄为４５ｄ时原生质体数量达到最多，为１２．０×１０５

个／ｍＬ（图２）。若培养时间较短或较长，均不利于

原生质体的大量生成。

图２　菌龄对小麦矮腥黑粉菌原生质体形成的影响

犉犻犵．２　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狊狅犳犿狔犮犲犾犻狌犿犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀狋犻犿犲狅狀狋犺犲

狆狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋

２．３　裂解酶系统对原生质体获得率的影响

原生质体的产量受细胞壁裂解酶的种类和浓度

的影响较大，且混合酶的作用效率高于单一酶。在

单一酶作用时，１．５％崩溃酶所得小麦矮腥黑粉菌的

原生质体数量最多，为３．０×１０５个／ｍＬ；１．５％溶壁

酶所得原生质体数量最少，为２．４×１０５个／ｍＬ；两

种酶混合时，原生质体的数量比单一酶有所提高；三

种酶混合时，得到的原生质体数量最多，为１１．５×

１０５个／ｍＬ（表１）。因此，在小麦矮腥黑粉菌原生质

体的制备中，选择崩溃酶、溶壁酶和蜗牛酶三种酶混

合使用效果较好。

表１　不同裂解酶组合对小麦矮腥黑粉菌原生质体

数量的影响１）

犜犪犫犾犲１　犐狀犳犾狌犲狀犮犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅犿犿犲狉犮犻犪犾犲狀狕狔犿犲犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狊

狅狀狋犺犲狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狉犲犾犲犪狊犲狅犳犜犻犾犾犲狋犻犪犮狅狀狋狉狅狏犲狉狊犪

裂解酶

Ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｅｎｚｙｍｅ

原生质体产量／

×１０５个·ｍＬ－１

Ｙｉｅｌｄｏｆｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ

１．５％ 崩溃酶　１．５％ｄｒｉｓｅｌａｓｅ （３．０±０．１２）ｅ

１．５％ 溶壁酶　１．５％ｌｙｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅ （２．４±０．０９）ｆ

１．５％ 蜗牛酶　１．５％ｓｎａｉｌａｓｅ （２．６±０．１１）ｅｆ

１．５％ 崩溃酶＋１．５％ 溶壁酶

１．５％ｄｒｉｓｅｌａｓｅ＋１．５％ｌｙｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅ
（６．３±０．１４）ｃ

１．５％ 崩溃酶＋１．５％ 蜗牛酶

１．５％ｄｒｉｓｅｌａｓｅ＋１．５％ｓｎａｉｌａｓｅ
（７．８±０．２１）ｂ

１．５％ 蜗牛酶＋１．５％ 溶壁酶

１．５％ｓｎａｉｌａｓｅ＋１．５％ｌｙｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅ
（５．６±０．１３）ｄ

１．５％ 崩溃酶＋１．５％ 蜗牛酶＋１．５％ 溶壁酶

１．５％ｄｒｉｓｅｌａｓｅ＋１．５％ｌｙｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅ＋１．５％ｓｎａｉｌａｓｅ
（１１．５±０．２２）ａ

　１）不同小写字母表示在０．０５水平上差异显著。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．
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２．４　酶解时间对原生质体获得率的影响

采用１．５％崩溃酶＋１．５％溶壁酶＋１．５％蜗牛

酶为酶解系统，酶解３ｈ，每隔０．５ｈ观察原生质体

的数量。结果表明：原生质体数量随着酶解时间的

增加而先增后减，酶解２．５ｈ时原生质体的数量达

到最大值，为９．５×１０５个／ｍＬ。

图３　不同酶解时间对小麦矮腥黑粉菌原

生质体产量的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犲狀狕狔犿狅犾狔狊犻狊狋犻犿犲狅狀狋犺犲狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狔犻犲犾犱狅犳

犜犻犾犾犲狋犻犪犮狅狀狋狉狅狏犲狉狊犪

２．５　渗透压稳定剂对原生质体获得率的影响

不同类型的渗透压稳定剂对产生原生质体制备

的影响不同（图４）。相同条件下，所选的４种渗透

压稳定剂中无机溶剂比有机溶剂的原生质体获得率

更高，且以山梨醇和蔗糖作为渗透压稳定剂所得原

生质体易聚集（图５）；以氯化钾为渗透压稳定剂时

所得原生质体数量最多，为１０．８×１０５个／ｍＬ。

２．６　原生质体再生

小麦矮腥黑粉菌原生质体在ＰＤＡ和ＴＢ３培养

基上的再生情况不同（图６）。在ＴＢ３培养基中５℃

培养２周后长出单菌落，而在ＰＤＡ上无单菌落长

出，说明ＴＢ３培养基能够再生出小麦矮腥黑粉菌，

可用于小麦矮腥黑粉菌原生质体的再生培养。

图４　不同渗透压稳定剂对小麦矮腥黑粉菌原

生质体产量的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狅狊犿狅狋犻犮狊狋犪犫犻犾犻狕犲狉狊狅狀狋犺犲

狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狔犻犲犾犱狅犳犜犻犾犾犲狋犻犪犮狅狀狋狉狅狏犲狉狊犪

图５　小麦矮腥黑粉菌原生质体在４种渗透压稳定剂中的状态

犉犻犵．５　犘狉狅狋狅狆犾犪狊狋狊狋犪狋犲狅犳犜犻犾犾犲狋犻犪犮狅狀狋狉狅狏犲狉狊犪犻狀犳狅狌狉犽犻狀犱狊狅犳狅狊犿狅狋犻犮狊狋犪犫犻犾犻狕犲狉狊
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图６　小麦矮腥黑粉菌原生质体的再生

犉犻犵．６　犚犲犵犲狀犲狉犪狋犻狅狀狅犳狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狅犳犜犻犾犾犲狋犻犪犮狅狀狋狉狅狏犲狉狊犪

３　讨论

本文优化了小麦矮腥黑粉菌原生质体制备的条

件，确定了制备原生质体的最适宜条件：小麦矮腥黑

粉菌冬孢子在土壤浸提液培养基上萌发后转接至

Ｔ１９液体培养基，以培养４５ｄ的菌丝作为原生质体

制备的初始材料，采用１．５％崩溃酶＋１．５％溶壁酶

＋１．５％蜗牛酶酶解２．５ｈ，以１．２ｍｏｌ／Ｌ氯化钾为

渗透压稳定剂，以ＴＢ３为再生培养基。

研究发现在小麦矮腥黑粉菌原生质体制备中，原

生质体的数量随着酶解的进行先增后减，在２．５ｈ时

原生质体数量达到最大值，若继续酶解，原生质体数

量将减少，而且酶解时间过长会造成原生质体破

裂［１２１３］。真菌细胞壁成分复杂多样，单一酶的裂解

效果较差，在小麦矮腥黑粉菌的原生质体制备中，选

取３种酶混合时，原生质体获得率较高，这与周礼红

等人［１４］的研究结果一致。本研究中，原生质体的制

备中以无机溶剂作为渗透压稳定剂的效果比有机溶

剂好，且得到的原生质体分散分布，这与玉米丝轴黑

穗菌原生质体制备的结果有差异［１５］。

制备真菌原生质体一般都采用新鲜的组织［１６］。

小麦矮腥黑粉菌的冬孢子需先在固体培养基中萌

发，再将萌发长出的菌丝转移到液体培养基中培养，

才能获得较多菌丝。小麦矮腥黑粉菌生长较慢，培

养所用的时间较长，一般在固体培养基中萌发所需

要的时间为３０～３５ｄ，因此，在固体培养基或液体

培养基中培养４５ｄ的菌丝属于较幼嫩菌丝，比较适

合破壁。小麦矮腥黑粉菌冬孢子萌发后先产生先菌

丝和初生担孢子，之后亲和性初生担孢子异宗配合，

成对结合成“Ｈ”型，并产生侵染菌丝
［１７］，侵染菌丝易

被酶解。如果培养时间过长，菌丝的细胞壁老化，成

分改变，裂解酶系统对其作用不显著，原生质体的获

得率较低［１８］。在小麦矮腥黑粉菌的原生质体的制

备中，应该综合考虑各方面的因素，优化原生质体的

制备方法，以期为建立小麦矮腥黑粉菌的遗传转化

体系奠定基础。
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