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水稻纹枯病菌原生质体制备与再生条件的优化*
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摘要 为获得进行水稻纹枯病菌遗传转化所需的高质量原生质体,选用该病菌强致病力菌株GD-118,分别

从酶种类、菌龄、酶解时间、酶解温度、酶液pH值和渗透压稳定剂及其浓度6个方面优化了原生质体的制备条

件,从酶解时间和渗透压稳定剂及其浓度2个方面优化了原生质体的再生条件。结果表明:优化后的水稻纹枯

病菌原生质体制备的最佳条件组合是“纤维素酶+溶菌酶+崩溃酶”组合酶、总酶终质量浓度10mg/mL、菌丝

菌龄15h、酶解时间3h、酶解温度35℃、酶液pH5.6、以0.6mol/LMgSO4·7H2O为渗透压稳定剂,此最

佳条件组合所制备的原生质体产率高达4.00×107/g;原生质体最佳的再生条件是酶解3h的原生质体在含

1.0mol/L甘露醇的再生培养基上26℃时进行培养,在此条件下可获得最佳的再生效果,再生率为39%。
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  水稻纹枯病(ricesheathblight)是世界上重要

的水稻病害之一,其病原菌为立枯丝核菌(Rhizoc-
toniasolaniKühn)[1]。由于该病原菌的寄主范围

十分广泛,因而在防治上非常困难[2]。立枯丝核菌

目前 至 少 有 14 个 融 合 群(anastomosisgroups,

AGs),水稻纹枯病菌属于AG-1群IA亚群[3-4]。长

期以来,国内外学者对水稻纹枯病进行了多方面的

研究,并取得了一些进展[5-6],但目前对该病菌的致

病机制尚不清楚。通过对水稻纹枯病菌进行遗传转

化,构建病菌的突变体,是探讨致病机制、克隆致病

基因、寻求控制该病害的有效途径。病原菌原生质

体的制备和再生是进行遗传转化的前提和关键。国

内外学者对真菌的原生质体制备和再生已有较多的

研究,但由于不同真菌的细胞壁存在差异,因而制备

原生质体所用的酶和酶解条件等也不尽相同[7-10]。
在立枯丝核菌原生质体的制备和再生方面,前人做

过一些研究[11-14],笔者曾采用文献报道的方法制备

水稻纹枯病菌的原生质体,但效果并不理想。本试

验中,笔者选用广东省水稻纹枯病菌的强致病力菌

株GD-118,对其原生质体的制备和再生条件进行了

探索,旨在摸清其原生质体制备和再生的最佳条件,

为水稻纹枯病菌遗传转化系统的建立和其致病相关

基因的研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 菌株及试剂

供试菌株为水稻纹枯病菌(Rhizoctoniasolani
KühnAG-1IA)GD-118菌株,由华南农业大学热带

亚热带真菌研究室保存,并经测定为强致病力菌株。
供试4种酶:纤维素酶(Cellulase),上海伯奥生

物科技有限公司产品;溶菌酶(Lysozyme),上海伯

奥生物科技有限公司产品;蜗牛酶(Snailase),北京

百泰生化技术公司产品;崩溃酶(Driselase),美国

Sigma公司产品。
供试4种渗透压稳定剂:山梨醇,上海伯奥生物

科技有限公司产品;甘露醇,上海伯奥生物科技有限

公司产品;NaCl,国药集团化学试剂有限公司产品;

MgSO4·7H2O,国药集团化学试剂有限公司产品。
以上试剂及其他常用试剂均为国产分析纯。
1.2 培养基

供试基本培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基

(potatodextroseagar,PDA)和马铃薯葡萄糖液体
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培养基(potatodextrosebroth,PDB);再生固体培

养基(regenerationsolidmedium,RSM)和再生液体

培养基(regenerationliquidmedium,RLM)是分别

在PDA或PDB的基础上加入甘露醇而成,并使其

浓度为1.0mol/L。
1.3 原生质体的制备

1)酶液的配制。先配制0.1mol/LpH7.0的

磷酸缓冲液。取适量配备好的磷酸缓冲液,加入

MgSO4·7H2O,使 MgSO4浓度为0.6mol/L,作为

渗透压稳定剂(OM),OM 溶液的pH 值在5.6左

右。再用OM溶液配制各种酶溶液,使酶质量浓度

均为 10 mg/mL。待 酶 充 分 溶 解 后,以 10000
r/min离心5min,取上清,经0.25μm微孔滤膜过

滤除菌后,置于4℃保存备用。

2)菌丝体的准备。在 PDA平板上,26℃下培

养水稻纹枯病菌GD118菌株,36h后,用5mm打

孔器在菌落边缘打取菌丝块,挑取4块菌丝块于盛

有50mLPDB的三角瓶中,26℃、150r/min摇床

振荡培养36h后,用3层灭菌纱布过滤,收集菌丝

体,再用灭菌研钵将其捣碎,转入盛有50mL 新

PDB的三角瓶中,继续在相同条件下摇床振荡培

养。捣碎的菌丝体培养15h后,用3层灭菌纱布过

滤,并用OM溶液冲洗3次,收集菌丝体备用。

3)原生质体的配制。将上述收集到的菌丝体在

灭菌滤纸上吸干水分,称取1.0g鲜菌丝,加入

10mL配制好的酶液,在35℃、77r/min的摇床上

振荡处理(酶解),30min后,观察有无原生质体释

放,以后每隔30min观察1次,直到原生质体大量

释放时(根据初步试验结果,一般为3h左右),用

4层擦镜纸过滤酶解液,去除菌丝碎段,收集酶解滤

液,放入冰盒中,酶解滤液在7000r/min下离心

10min后去上清,沉淀即为原生质体,加入适量的

OM溶液悬浮冲洗,再离心1次,去上清后用适量的

OM溶解原生质体。
用血球计数板计数,并通过加入OM 溶液量的

多少来调节原生质体浓度,使原生质体浓度为107~
108/mL,并立即使用,或加入甘油后置于-80℃冰

箱保存备用。
1.4 原生质体制备的条件

1)酶 种 类 及 其 组 合。配 制 质 量 浓 度 为 10
mg/mL的纤维素酶、溶菌酶、蜗牛酶和崩溃酶,然后

按照等体积混合原则进行组合,共进行4种单一酶

及2种酶组合、3种酶组合和4种酶组合共15种组

合处理。分别取每种酶液(单酶或混合酶)10mL,
各加入1.0g鲜菌丝,进行酶解,制备原生质体。15
种处理在同一试验中完成,以减少误差。在15种处

理中,除酶种类不同外,其他试验条件均相同:菌丝

菌龄15h、以0.6mol/LMgSO4·7H2O为渗透压

稳定剂、酶解温度35℃、酶液pH5.6、在77r/min
摇床上振荡酶解3h。每处理重复3次,然后用血球

计数板计数,分别计算原生质体产率(每g鲜菌丝产

生的原生质体数量,以原生质体个数/g表示,下
同)。

2)菌丝菌龄。设定5个菌龄(培养时间):9、

12、15、18、21h。除菌龄不同外,其他试验条件均

与本文“1.4”中1)的条件相同。每处理重复3次,
然后用血球计数板计数,分别计算原生质体产率。

3)酶解时间。设定5个酶解时间:1、2、3、4、

5h。除酶解时间不同外,其他试验条件均相同:

3种酶组合“纤维素酶+ 溶菌酶+崩溃酶”、总酶的

终 质 量 浓 度 10 mg/mL、菌 丝 菌 龄 15h、以

0.6mol/LMgSO4·7H2O为渗透压稳定剂、酶解

温度35℃、酶液pH5.6、在77r/min摇床上振荡。
在设定的5个时间点定时取样,每处理重复3次,然
后用血球计数板计数,分别计算原生质体产率。

4)酶解温度。分别设定6个酶解温度:29、31、

33、35、37、39℃。除酶解温度不同外,其他试验

条件均与本文“1.4”中3)的条件相同。在设定的不

同温度下酶解3h。每处理重复3次,然后用血球计

数板计数,分别计算原生质体产率。

5)酶液pH 值。分别配制pH 值5.0、5.2、

5.4、5.6、5.8、6.0和6.2的0.1mol/L柠檬酸-柠
檬酸钠缓冲液,在缓冲液中加入 MgSO4·7H2O作

渗透压稳定剂(OM),使 MgSO4·7H2O的浓度为

0.6mol/L,然后再按上述酶液配制方法配制酶液。
除酶液pH不同外,其他试验条件均与"1.4"中3)
的条件相同。每处理重复3次,然后用血球计数板

计数,分别计算原生质体产率。

6)渗透压稳定剂及其浓度。将4种供试渗透稳

定剂分别设定5个浓度:0.4、0.6、0.8、1.0、1.2
mol/L。除渗透稳定剂及其浓度不同外,其他试验

条件均与本文“1.4”中3)的条件相同。每处理重复

3次,然后用血球计数板计数,分别计算原生质体

产率。
1.5 原生质体的再生

将制备的原生质体分别在RLM 和RSM 培养
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基上培养,在RLM 培养基中培养的原生质体用于

观察原生质体萌发情况,在RSM 培养基上培养的

原生质体用于计算再生率。
原生质体再生率计算:先在直径9cm的培养皿

中倒入7mLPDA,作再生培养基的下层;融化

RSM培养基,冷却到50℃左右,水浴锅中保温;将
用OM 系列稀释至浓度为103个/mL的原生质体

100μL加到7mL50℃的RSM 中,轻轻混匀,倒在

上述PDA平板上,作上层;同时用灭菌水将原生质

体进行系列稀释,使其浓度也为103个/mL,灭菌水

中静置裂解30min,其余操作方法同上,以此作为

对照(CK)(对照的菌落由少量未形成原生质体的菌

丝碎段形成)。
处理3~4d后,统计每个平板上长出的菌落

数,每种处理3次重复,取平均数,计算再生率。原

生质体再生率计算公式:

再生率(%)=
处理菌落平均数-CK菌落平均数

涂布原生质体数 ×100

1.6 原生质体再生的条件

1)渗透压稳定剂及其浓度。设定山梨醇、甘露

醇、NaCl和 MgSO4·7H2O4种 渗 透 压 稳 定 剂

(OM)的6种浓度:0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4

mol/L,分别以这些OM 溶液配制RSM 培养基,用

酶解3h的原生质体进行再生试验。

处理3~4d后,统计长出的菌落数,计算再生

率,选出最佳的渗透压稳定剂及其浓度。

2)酶解时间。分别取酶解1、2、3、4、5h的原

生质体,在用1.0mol/L甘露醇配制的RSM 培养

基上进行再生试验。处理3~4d后,统计长出的菌

落数,计算再生率。

2 结果与分析

2.1 原生质体制备条件的优化

1)酶种类及其组合。为筛选到理想的酶组合,

选用4种常用酶及其组合进行试验,观察对原生质

体产率的影响。试验结果表明,3种酶组合(纤维素

酶∶溶菌酶∶崩溃酶=1∶1∶1,总酶终质量浓度

为10mg/mL)的酶解效果最佳,其产率最高可达

3.99×107/g(表1)。因此,以后的原生质体制备及

再生条件优化试验采用此种酶组合。
表1 酶种类及其组合对水稻纹枯病菌原生质体产率的影响

Table1 EffectsofenzymesandtheircombinationsontheprotoplastyieldsofR.solaniAG-1IA

酶
Enzyme

酶组合Enzymecombination

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

纤维素酶
Cellulase + + + + + + + +

蜗牛酶
Snailase + + + + + + + +

溶菌酶
Lysozyme

+ + + + + + +

崩溃酶
Driselase + + + + + + + +

产率 Yield
(×107/g)

1.16±
0.21
ef

1.14±
0.18
ef

1.28±
0.13
ef

0.81±
0.05
f

1.83±
0.18
ed

1.76±
0.30
ed

2.28±
0.04
cd

1.69±
0.67
ed

2.65±
1.03
cb

2.27±
0.99
cd

1.64±
0.10
edf

3.09±
0.26
b

3.99±
0.44
a

1.57±
0.24
edf

1.24±
0.21
ef

 1)+:表示有该酶Presenceoftheenzyme;表中数据为3次重复的平均值±标准误,采用DMRT法进行差异显著性分析,数据后不同

字母表示在5%水平上差异显著。Datainthistable,representingtheaverage±SEofthreereplicates,wereanalyzedforsignificant

differencebyusingDMRT,thedatawiththedifferentlettersaresignificantlydifferenceat5%level.

  2)菌丝菌龄。试验结果表明,菌丝菌龄对原生

质体产率的影响很大。从培养9h开始,随着菌丝

菌龄增大,原生质体产率也增加,当菌龄为15h时,
产率达到最高峰,为4.00×107/g,之后产率开始下

降。主要原因是随着菌丝菌龄增大,菌丝细胞开始

老化,其活力下降,而且可能由于菌丝老化,菌丝细

胞壁增厚,酶解效果较差,从而使原生质体产率下

降。因此,以培养15h的菌丝体用于原生质体制备

最为适宜。

3)酶解时间。试验结果表明,在酶解前期,随着

处理时间的延长,原生质体产率也随之增加,当酶解

时间为3h时,原生质体产率达到最大值,为4.46×
107/g;随着酶解时间的延长,其产率下降。因此,原
生质体制备的最适酶解时间为3h。
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4)酶解温度。试验结果表明,随着酶解温度上

升,原生质体的产率也不断上升,当酶解温度为

35℃时,原生质体的产率最高,为4.05×107/g,随
后原生质体的产率开始下降,各温度之间的原生质

体产率差异显著。因此,最适合于病菌的酶解温度

为35℃。

5)酶液pH 值。试验结果表明,随着酶液pH
值的增加,原生质体的产率也在增加,在pH5.6
时,原生质体产率达到最高峰,为3.85×107/g。此

后,随着酶液pH值的增加,原生质体的产率下降。
因此,制备原生质体时的最适酶液pH值为5.6。

6)渗透压稳定剂浓度。试验结果表明,在低浓

度阶段,随着渗透压稳定剂浓度的增加,原生质体的

产率也在增加。当渗透压稳定剂 MgSO4·7H2O
的浓度为0.6mol/L,原生质体的产率达到最大值,
达到4.31×107/g。此后,随着渗透压稳定剂浓度

的增加,原生质体的产率下降。由此可见,在制备原

生质体时,渗透压稳定剂浓度为0.6mol/L时酶解

效果最佳,浓度为0.8mol/L时的酶解效果次之。
2.2 原生质体再生条件的优化

1)渗透压稳定剂及其浓度。试验结果表明,选
用甘露醇和山梨醇作渗透压稳定剂,在1mol/L的

条件下,它们对原生质体再生的效果较好,再生率分

别达到39% 和36%(图1);而选用NaCl和MgSO4
几乎再生不出菌落。由此可见,不同渗透压稳定剂

及其浓度对原生质体再生率影响非常大。

2)酶解时间。试验结果表明,随着酶解时间的

延长,原生质体再生率也随之降低,酶解3h前原生

质体再生率降低幅度较小,当酶解时间超过3h后,
原生质体再生率大幅度下降(图2)。

3 讨 论

影响真菌原生质体形成和再生的因素很多,以
往对立枯丝核菌原生质体形成和再生的研究也只进

行了部分影响因素的探索[11-12,14]。本研究探讨了

6种因素对立枯丝核菌(水稻纹枯病菌)原生质体形

成和再生的影响,通过一系列试验,优化和组建出立

枯丝核菌(水稻纹枯病菌)原生质体制备的最佳条件

组为“纤维素酶+溶菌酶+崩溃酶”组合酶、总酶质

量浓度10mg/mL、菌丝菌龄15h、酶解时间3h、
酶解 温 度35 ℃、酶 液 pH5.6、以0.6 mol/L
MgSO4·7H2O为渗透压稳定剂,此最佳条件组合

所制备的原生质体产率高达4.00×107/g;原生质

  图中数据为3次重复的平均值,采用DMRT法进行差异

显著性分析,数据后具有不同字母者表示在5%水平上差异

显著(图2同)。Datainthisfigure,representingtheaverage

ofthreereplicates,wereanalyzedforsignificantdifferenceby

usingDMRT,thedatawiththedifferentlettersaresignifi-
cantlydifferenceat5%level(thesameasinFig.2).

图1 渗透压稳定剂及其浓度对水稻纹枯病菌

AG-1IA原生质体再生的影响

Fig.1 Effectsofosmoticstabilizersandtheir
concentrationsontheregenerationratesof

protoplastsfromR.solaniAG-1IA

图2 酶解时间对水稻纹枯病菌

AG-1IA原生质体再生的影响

Fig.2 Effectsofenzymedigesttimeontheregeneration
ratesofprotoplastsfromR.solaniAG-1IA

体最佳的再生条件是酶解3h的原生质体在1.0
mol/L甘露醇再生培养基上26℃时进行培养,在

此条 件 下 可 获 得 最 佳 的 再 生 效 果,再 生 率 达 到

39%。
本试验采用组合酶总质量浓度为10mg/mL

的酶解体系,通过对4种酶进行一系列组合,筛选到

了最佳酶组合,并得到了较高的原生质体产率。相

比以往的研究结果[11-12],本试验建立的方法酶用量

小,原生质体产率高,再生效果好,是一种经济有效

的方法。Robinson等[14]对14种单酶及10种组合

酶的酶解效果进行了比较,发现 Novozyme234的

酶解效果最优,并优于其研究中10种组合酶的酶解
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效果。由于Novozyme234价格较高,且需从国外

进口,购买周期长,因而不太适合国内使用。而本试

验采用国内常用酶,摸索出了“纤维素酶+溶菌酶+
崩溃酶”的最佳酶组合,每种酶的终质量浓度仅为

3.33mg/mL,在大大降低成本的同时,也提高了原

生质体产率,因而具有较高的应用价值。
在酶解时间方面,不同真菌略有差异[9]。周庆

新等[7]在疏绵状嗜热丝孢菌原生质体的制备中酶解

4h。本试验通过不同酶解时间内对原生质体产率

的定量测定,发现3h是立枯丝核菌原生质体制备

的最佳时间,3h后原生质体的产率逐步下降,这与

Hashiba等[11]和张天晓等[12]的研究结果存在较大

差异。Hashiba等[11]和张天晓等[12]认为3h后原

生质体的产率几乎保持稳定,存在差异的原因可能

与采用的酶及菌丝菌龄、酶液pH 值等因素有关。

Robinson等[14]的研究结果表明,立枯丝核菌酶解时

间以2.5h较适宜,随后产率开始下降,到3.5h时

原生质体产率开始回升,本试验结果与之大致相同。
但在本试验中,酶解3h后原生质体产率一直下降,
没有回升趋势。

在酶液pH 值方面,不同真菌的适宜酶解pH
值略有不同[8]。由于 MgSO4·7H2O 在水溶液中

呈酸性,本试验用不同梯度pH值的柠檬酸-柠檬酸

钠缓冲液配制的0.6mol/L甘露醇溶液代替 Mg-
SO4·7H2O作渗透压稳定剂,并用此溶液配制的

“纤维素酶 + 溶菌酶 + 崩溃酶”组合酶进行酶解。
结果表明,pH5.6是最适合立枯丝核菌细胞壁酶解

和原生质体释放的。Hashiba等[11]在立枯丝核菌

原生质体制备的研究中采用pH5.2的酶解体系,
张天晓等[12]用 MgSO4·7H2O、pH5.6的柠檬酸

缓冲液配制酶液,由于 MgSO4·7H2O在水溶液中

呈酸性,与柠檬酸混合后的pH值在4.8左右,所以

Hashiba等[11]和张天晓等[12]采用的酶液pH 体系

与本试验得到的最佳酶液pH值略有差异。但在本

试验中,pH 值为5.0~5.2时,也能得到1.50×
107~2.00×107/g的产率,且以pH5.6的酶解效

果最佳,产率达3.85×107/g。Robinson等[14]所用

的是磷酸缓冲液,按其配方得到的酶液是高于pH
5.6的,且酶解体系中,磷酸盐缓冲液的pH 值是

7.5,故加入 MgSO4·7H2O后的pH 值高于5.6。
在本试验中,pH值高于5.6、低于5.8时,原生质体

的产率降低没那么明显,pH值为5.8时,原生质体

的产率仍在3.00×107/g以上,但随着酶液pH 值

继续升高原生质体产率大幅度降低。
在真菌原生质体制备试验中,一般认为指数生

长期后期的菌丝是比较适合制备原生质体的。由于

不同真菌的指数生长期不同,因而不同真菌制备原

生质体的最佳菌龄各不相同[11-12]。本试验通过设定

不同梯度菌龄,观察对原生质体产率的影响,结果表

明以15h菌龄的水稻纹枯病菌的菌丝体制备原生

质体是最适宜的。张天晓等[12]采用的水稻纹枯病

菌的菌丝菌龄是12h,与本试验结果略有差异。而

Hashiba等[11]则认为,60h菌龄的菌丝是最适合立

枯丝核菌原生质体产生的,与本试验结果存在较大

差异,这可能与试验所用的立枯丝核菌菌株属于不

同的菌丝融合群有关。Hashiba等[11]试验采用的

是立枯丝核菌AG-3融合群的菌株,而本试验采用

的是立枯丝核菌AG-1融合群的菌株。
不同真菌在原生质体制备时酶解温度各异[8]。

本试验通过设定酶解温度梯度比较了各个温度对原

生质体产率次的影响,结果表明35℃是立枯丝核菌

原生 质 体 制 备 的 最 佳 酶 解 温 度。这 与 Hashiba
等[11]采用的酶解温度(36℃)和张天晓等[12]采用的

酶解温度(35℃)基本一致,但与Robinson等[14]采

用的酶解温度(30℃)存在较大差异,这可能与试验

所用 的 立 枯 丝 核 菌 不 同 融 合 群 有 关。Robinson
等[14]试验用的是立枯丝核菌AG-3融合群的菌株,
而本试验用的是立枯丝核菌AG-1融合群的菌株。

在原生质体再生方面,朱宏莉等[8]认为酶解时

间对原生质体再生具有重要的作用,随酶解时间的

延长,ZH-g菌株原生质体再生率呈下降趋势,因此

选用2h为酶解的最佳时间。本试验对不同酶解时

间的原生质体再生的影响进行了观察,结果表明随

着酶解时间的延长,原生质体再生率也随之降低,酶
解3h前原生质体再生率降低幅度较小,当酶解时

间超过3h后,原生质体再生率大幅度下降。综合

原生质体产率因素,本试验采用酶解3h的原生质

体进行再生和转化研究。
在渗透压稳定剂对立枯丝核菌原生质体再生的

影响试验时,采用不同浓度的甘露醇、山梨醇、NaCl
和 MgSO4进行再生,结果表明1mol/L甘露醇或山

梨醇作渗透压稳定剂时的再生效果较好,再生率分

别达到39% 和36%,这个结果与Robinson等[14]的

研究结果基本一致。但本试验以NaCl和MgSO4·

7H2O作渗透压稳定剂进行再生时,几乎得不到再
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生菌落,这与Yang等[13]的研究结果有较大差异,其
原因可能与所用的再生培养基不同有关。
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OptimizedConditionsforthePreparationandRegenerationof
ProtoplastsfromRhizoctoniasolaniKühnAG-1IA

YANGYing-qing LIMing-hai YANGMei LIYong ZHOUEr-xun
CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China

  Abstract InordertoobtainhighqualityprotoplastsforthetransformationofRhizoctoniasolani
KühnAG-1IA,isolateGD-118ofthispathogenwasusedfortheprotoplastpreparationandregeneration
byoptimizingtheconditionsinsixaspectsforthepreparationofprotoplast,includingenzymes,mycelial
ages,digesttimes,digesttemperature,digestpHandosmoticstabilizersandtheirconcentrations,and
intwoaspectsfortheregenerationofprotoplast,includingdigesttimeandosmoticstabilizerstogether
withtheirconcentrations.Theresultsshowedthatthebestoptimizedcombinationconditionsforthe
preparationofprotoplastwere“cellulase+lysozyme+driselase”atfinaltotalenzymeconcentrationof
10mg/mL,15hofmycelialage,3hofdigestion,0.6mol/LofMgSO4·7H2Oasosmoticstabilizer,

35℃ofdigesttemperatureandpH5.6,whichgavetheprotoplastyieldashighas4.00×107/gfresh
mycelia;whereas3hofdigestionand1.0mol/Lofmannitolwerethebestoptimizedconditionsforthe
regenerationofprotoplastinthisstudy,andtheregenerationratewas39%.

Keywords RhizoctoniasolaniKühnAG-1IA;protoplast;preparation;regeneration
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