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利用荧光染色和流式细胞技术辅助卵孢小奥德蘑原生质体

制备与再生研究 
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山东省应用真菌重点实验室 青岛农业大学生命科学学院 山东 青岛 266109 

 

摘  要：本研究以卵孢小奥德蘑液体培养菌丝作为实验材料，利用单因子变量法探索研究了菌丝培养时

间、酶浓度、酶解时间、酶解温度、稳渗剂类型对卵孢小奥德蘑原生质体制备的影响，并对原生质体再

生培养基进行选择和优化。通过荧光染色，利用激光共聚焦显微镜和流式细胞仪对原生质体的制备过程、

得率和活力进行研究。结果表明，将卵孢小奥德蘑菌丝在液体培养基中培养 5d 收集菌丝体，以甘露醇作

为渗透压稳定剂，在溶壁酶浓度 2%、30℃条件下酶解 5h，获得的原生质体得率最高，达 2.0×107 个/mL；

通过流式细胞仪分析，约 57.69%的原生质体细胞为活细胞；在 RM 培养基中再生效果最好，再生率为

(0.103±0.025)%。研究结果可以为卵孢小奥德蘑育种与食用菌原生质体制备再生提供研究基础。 
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Abstract: The single-factor experiment was used to analyze the effects of mycelium cultivation time, 

enzymolysis time, enzymolysis temperature, enzyme concentration, and type of osmotic stabilizer on the 

preparation of the protoplast in Oudemansiella raphanipes. The medium for protoplast regeneration was 

optimized. Through fluorescence staining, the process of protoplast preparation was observed by laser 
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scanning confocal microscope, and the yield and viability of protoplasts were determined by flow cytometer. 

The results showed that the highest protoplast production was 2.0×107cells/mL under the optimal conditions 

as follows: cultivation in liquid medium for 5 days, using mannitol as osmotic pressure stabilizer, and 

lywallzyme digestion for 5h at the enzyme concentration of 2% under 30°C. Flow cytometer analysis indicated 

that about 57.69% of the protoplast cells were alive. In the optimal solid regeneration medium (RM), the 

regeneration rate of protoplasts was (0.103±0.025)%. 

Key words: Oudemansiella raphanipes (Hymenopellis raphanipes), protoplast preparation, protoplast 

regeneration, fluorescent dye, flow cytometry 
 

卵孢小奥德蘑 Oudemansiella raphanipes 
(Berk.) Pegler & T.W.K. Young，俗称长根菇，属

于担子门、伞菌纲、伞菌目、膨瑚菌科，又名长

根小奥德蘑、长根金钱菌、草鸡 、黑皮鸡 等，

卵孢小奥德蘑肉质鲜嫩，富含各种氨基酸、多糖

和微量元素（Yang 2000；戴玉成等 2010；Hao et 
al. 2016；欧胜平等 2017；Wang et al. 2018）。

其中从卵孢小奥德蘑子实体和发酵液中提取的

小奥德蘑酮对原发性高血压有较好的降血压效

果（Koizumi et al. 1982；江枝和等 2003；Roas et 
al. 2005；Acharya et al. 2019；Wu et al. 2019）。

卵孢小奥德蘑具有较高的经济价值，近几年被成

功驯化人工栽培，但是人工栽培的产量低、生产

周期长且培养过程中易受霉菌和黏菌感染，另外

对生长环境要求也较为严格，目前亟需具有优良

栽培性状的卵孢小奥德蘑新品种。 
原生质体是细胞去除细胞壁后对渗透压较

为敏感的球质体，该细胞具有完整的细胞学和遗

传学功能，同时具有较强的遗传交换和重组能

力，且在一定培养条件下能够再生成具有细胞壁

的完整细胞，因此原生质体是真菌遗传育种的重

要实验材料（Suo et al. 2019）。原生质体的制备

与再生技术被广泛地应用于食用菌菌种的复壮、

脱毒、诱变育种、单核菌丝筛选和融合育种等过

程中。不同种类的真菌由于细胞壁结构组成和代

谢组分的差异较大，因此不同真菌的原生质体制

备方法也存在较大差异，菌丝的培养时间、酶解

温度、稳定剂类型、酶解时间、酶的种类和酶浓

度等对原生质体的产量和活性有较大的影响

（Guo & Zhao 2009；Ting & Cuo 2012；Zhao & Liu 
2013；Cheng et al. 2017）。目前关于卵孢小奥

德蘑原生质体制备和再生的研究尚未见报道。 

原生质体制备得率主要是利用血球计数板

通过统计原生质体细胞个数的方法计算得出，该

方法操作简单，但是存在较大的误差，该方法的

缺点在于不能区分死细胞和活细胞。传统的原生

质体活力检测方法主要是通过原生质体再生培

养，但是再生过程较长（一般 5–7d），再生培养

条件（如温度、培养基的选择等）对再生率的影

响较大。流式细胞术作为快速检测细胞数量的方

法，配合特异的荧光染料，能够快速准确地对原

生质体的得率和活力进行分析（胡晓棣等 2016；

Laimbeer et al. 2017；孔瑶等 2018）。在之前的

卵孢小奥德蘑育种研究中，我们采用双单杂交的

方法选育出了一株生长迅速且具有木霉抗性的

新菌株 OuCE08，在本研究中，以 OuCE08 为实验

材料，对卵孢小奥德蘑原生质体的制备与再生进

行了研究。探索了卵孢小奥德蘑的原生质体制备

条件；利用荧光染料分别对细胞核和细胞壁进行

染色，利用激光共聚焦显微镜实时观察原生质体

的制备过程，利用流式细胞仪快速检测原生质体

制备的得率并区分死细胞和活细胞，建立了卵孢

小奥德蘑原生质体的制备和再生方法，为卵孢小

奥德蘑的遗传转化和相关功能研究奠定了基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料、试剂和仪器 

1.1.1 供试菌株：卵孢小奥德蘑菌株 OuCE08 来
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源于山东省应用真菌重点实验室。 

1.1.2 主要试剂与仪器设备：溶壁酶购自广东省

微生物研究所；PI（propidium iodide）荧光染料

购自 Sigma 公司，用无菌水配置成 50μg/mL 母液，

使用时用无菌水稀释成 20μg/mL 工作液；刚果红

购自上海试剂三厂，称取 1g 刚果红溶解到 100mL

蒸馏水中配置成终浓度为 1%（M/V）工作液。激

光共聚焦显微镜（Leica TCS SP5，德国莱卡公司）；

流式细胞仪（BD Calibur，美国 BD 公司）。 

1.2 培养基 

马铃薯液体培养基：200g 新鲜马铃薯（切

块，煮 30min，过滤留汁用，下同），葡萄糖 20g，

蒸馏水 1 000mL。马铃薯固体培养基（简称 PDA）：

200g 新鲜马铃薯，葡萄糖 20g，蒸馏水 1 000mL，

20g 琼脂粉。再生固体培养基（简称 RM）：200g

新鲜马铃薯，葡萄糖 10g，麦芽糖 5g，酵母粉

5g，甘露醇 109.32g，蒸馏水 1 000mL，20g 琼脂

粉。完全固体培养基（简称 CYM）：20g 葡萄糖，

2g 蛋白胨，1g 酵母膏，0.5g 七水硫酸镁，0.46g

磷酸二氢钾，1g 磷酸氢二钾，蒸馏水 1 000mL，

20g 琼脂粉。麦芽浸汁固体培养基（简称 MYG）：

5g 麦芽糖，5g 酵母膏，10g 葡萄糖，109.32g 甘

露醇，蒸馏水 1 000mL，20g 琼脂粉。 

1.3 原生质体制备方法和条件 

1.3.1 菌丝培养时间对原生质体制备的影响：无

菌条件下将卵孢小奥德蘑菌丝接种到马铃薯液

体培养基中，在 25℃恒温培养箱中振荡（摇床

转速为 170r/min）培养 2d、3d、4d、5d、6d，

常温条件下 8 000r/min 离心 15min 收集菌丝，

用无菌水冲洗菌丝；取 0.1g 菌丝转移至 2mL 无

菌离心管中，加入终浓度为 0.6mol/L 甘露醇作

为稳渗剂，加入 1mL 浓度为 15mg/mL 溶壁酶，

30℃条件下酶解 3h。酶解结束后将菌丝酶解液通

过含有脱脂棉的注射器过滤，以除去大段菌丝，

将所得滤液经 300 目筛网过滤，得到较纯的原生

质体悬液，将所得滤液室温下 2 000r/min 离心

15min，弃上清，得到原生质体沉淀；用稳渗剂

冲洗 2 次，弃上清，保留沉淀；用 1mL 0.6mol/L

稳渗剂重悬沉淀。每个摇瓶设置 3 个重复。将得

到的原生质体用血球计数板计数，以确定菌丝的

最佳培养时间。 

1.3.2 不同稳渗剂对原生质体制备的影响：选取

培养 5d 的菌球，离心收集菌体，选用 6 种不同

的稳渗剂（山梨醇、氯化钠、甘露醇、蔗糖、氯

化钾、硫酸镁）进行实验，将收集得到的菌丝均

分成 6 份，用无菌水冲洗一遍，然后用 0.6mol/L

的稳渗剂冲洗两次，用滤纸吸干水分，称量 0.1g

菌丝置于灭过菌的离心管中，分别对应地加入用同

种稳定剂配置的酶解液（酶液浓度为 15mg/mL），

30℃条件下酶解 3h。每种稳渗剂设置 3 个重复，

将得到的原生质体用血球计数板计数，以确定最

适的稳渗剂。 

1.3.3 酶浓度对原生质体制备的影响：选取培养

5d 的菌丝，离心收集菌体，选用 0.6mol/L 甘露

醇作为稳渗剂进行实验，酶解液浓度梯度设置为

10、20 和 30mg/mL，取 0.1g 菌丝转移至 2mL

无菌离心管中，加入 1mL 不同浓度的溶壁酶，

30℃条件下酶解 3h。每个酶液浓度设置 3 个重

复，将得到的原生质体用血球计数板计数，以确

定最佳的酶液浓度。 

1.3.4 酶解温度对原生质体制备的影响：选取培

养 5d 的菌丝，离心收集菌体，选用 0.6mol/L 甘

露醇作为稳渗剂进行实验，取 0.1g 菌丝转移至

新的 2mL 无菌离心管中，加入 1mL 浓度为

20mg/mL 溶壁酶，分别在 24℃、27℃、30℃、

33℃条件下酶解 3h。每个酶解温度设置 3 个重

复，将得到的原生质体用血球计数板计数，以确

定最佳的酶解温度。 

1.3.5 酶解时间对原生质体制备的影响：选取培

养 5d 的菌球，离心收集菌体，选用 0.6mol/L 甘

露醇作为稳渗剂进行实验，取 0.1g 菌丝转移至

2mL 无菌离心管中，加入 1mL 浓度为 20mg/mL

溶壁酶，于 30℃条件下分别酶解 2h、3h、4h、

5h。每个温度重复 3 次，将得到的原生质体用血
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球计数板计数，以确定最佳的酶解时间。 

1.4 原生质体染色与观察 

以甘露醇作为渗透压稳定剂，在酶浓度 2%、

30℃条件，进行酶解，每隔 30min 取样观察菌

丝的形态变化。 

分别取一滴原生质体溶液滴加到干净的载

玻片上，滴加 20μL 刚果红（红色，激发波长为

561nm，发射波长为 580–620nm）对细胞壁进行

染色，盖上盖玻片，置于激光共聚焦显微镜下进

行观察；取 200μL 酶解的原生质体溶液加入 40μL 

25%戊二醛溶液室温固定 1h 以上，取一滴固定

后的液体滴加到干净的载玻片上，滴加 10μL PI

染料（红色，激发波长为 561nm，发射波长为

580–680nm）对细胞核进行染色，盖上盖玻片，

置于激光共聚焦显微镜下进行观察。通过 Leica 

LAS AF 软件采集图像。 

1.5 原生质体活力分析 

取 500μL 酶解后的原生质体悬浮液，300 目

筛网过滤至流式管中，利用流式细胞仪进行检

测。分析参数为：输出功率为 150mW，488nm

激光器激发，电压设定值为 FSC（forward scatter）

530V、SSC（side scatter）560V 和 FL3 为 550V。

每管收集 100 000 个颗粒进行参数统计，在通用

工作页面上做散点图进行获取和分析。 

1.6 原生质体再生 

按照确定的最佳条件制备原生质体并计数，

用 0.6mol/L 甘露醇将原生质体溶液稀释至原生

质体数为 5.6×104 个/mL，取 300μL 稀释后的原

生质体溶液加入到 50℃左右 50mL 的 RM、PDA、

MYG 和 CYM 4 种再生培养基中，混匀，每种培

养基倒 3 个平板。将平板置于 25℃恒温培养箱

培养，每天观察并记录菌落生长情况，将再生出

来的菌落转接到新的平板上。采用无菌水低渗裂

解 30min 的原生质体作为对照，涂布平板，以

去除非原生质体生长的菌落造成的误差。 

原生质体再生率的计算公式为：原生质体再

生率＝(原生质体再生菌落数–对照组菌落数)/原

生质体总数×100%。 

1.7 数据统计与分析 

原生质体计数方法：采用横竖格为 25×16 血

球计数板，在光学显微镜下对细胞悬液进行计

数。计算公式为：原生质体细胞数量/mL=(80 小格

内原生质体数/80)×4×106×稀释倍数。用 Origin8.0

软件进行单因素方差分析。 

2 结果与分析 

2.1 原生质体酶解条件的确定 

分别收集不同培养时间的菌丝制备原生质

体，菌龄对原生质体释放的影响见图 1。从 2–5d

卵孢小奥德蘑菌丝培养时间越长得到的原生质

体数量越多，在第 5 天原生质体的释放量最大，

菌丝培养到第 6 天酶解处理得到的原生质体显著

降低，因此确定卵孢小奥德蘑制备原生质体的最

适菌龄为 5d；在其他条件一致的情况下，比较

山梨醇、氯化钠、甘露醇、蔗糖、氯化钾、硫酸

镁这6种试剂作为稳渗剂对原生质体释放的影响，

甘露醇作为稳渗剂对原生质体的释放效果最

好；选用菌龄 5d 的菌丝，使用甘露醇作为稳渗

剂，比较不同酶浓度对原生质体释放的影响，

酶液浓度为 2%时原生质体的释放量高于使用

1%的酶液（图 2），但是随着酶液浓度的进一步

升高（3%）原生质体的释放量反而降低（图 3），

因此后续试验中采用 2%的酶液浓度；在上述确

定的最适酶解条件下（菌龄 5d，甘露醇作为稳

渗剂，2%的酶液浓度），探索酶解时间对原生质

体释放量的影响（图 4），随着酶解时间的延长，

原生质体的得率越来越高，在 5h 达到最高，达

到 23.1×106 个/mL，随后随着酶解时间的增长，

原生质体的得率开始不断降低，5–6h 原生质体

得率最高，因此确定最适酶解时间为 5h；温度

对于酶促反应有很大的影响，因此本文研究了反

应温度对原生质体得率的影响，该反应的最适反

应温度为 30℃，其次为 33℃和 27℃（图 5）。综

合以上实验结果，得出卵孢小奥德蘑原生质体制 
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图 1 菌龄对原生质体释放的影响 

Fig. 1 Effects of mycelium age on protoplast production. 

 

 
 

图 2 稳渗剂对原生质体释放的影响 

Fig. 2 Effects of osmotic agent on protoplast production. 

 

 
 

图 3 酶液浓度对原生质体释放的影响 

Fig. 3 Effects of enzyme concentration on protoplast production. 

 
 

图 4 酶解时间对原生质体释放的影响 

Fig. 4 Effects of enzyme digestion time on protoplast production. 

 

 
 

图 5 酶解温度对原生质体释放的影响 

Fig. 5 Effects of enzyme digestion temperature on protoplast 

production. 

 
备的最适反应条件为：培养 5d 的菌丝、甘露醇

作为稳渗剂、酶液浓度 2%、反应温度 30℃、酶

解 5h。 

2.2 染色剂筛选和原生质体观察 

刚果红与菌丝表面的细胞壁多糖反应形成

红色复合物，该物质在 561nm 激光器照射下发

射红色荧光（发射波长为 580–620nm）；PI 是细

胞核染色剂，它能够和双链 DNA 结合，在 561nm

激光器作用下发射红色荧光，但是 PI 不能透过

细胞膜，因此不能对活细胞进行染色，需要固定

剂固定以增加细胞膜的通透性。实验结果表明，

刚果红可以对活细胞的细胞壁进行着色，未酶解 
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的菌丝（或细胞）以及碎片都被染成红色；未固

定的细胞使用 PI 染液染色后没有荧光信号，而固

定后的细胞核被染成红色（图 6B 和 6E 为菌丝细

胞核；6H 为原生质体细胞核）。因此实验中选用

刚果红对菌丝（或细胞）的细胞壁进行染色，观

察菌丝（或细胞）的形态变化：未酶解的菌丝（或

细胞）会被染成红色，酶解不彻底的菌丝会被染

成红色，酶解掉的细胞壁碎片也会被染成红色，

而完全酶解得到的原生质体不会着色；选用 PI 染

料对固定后的细胞进行染色，观察菌丝的细胞核。 

以甘露醇作为渗透压稳定剂，在酶浓度 2%、

30℃条件下，制备卵孢小奥德蘑的原生质体，每

隔 30min 取样，利用刚果红染料对细胞进行染色

观察酶解过程中菌丝的形态变化（图 7）。未酶解

（0h）的菌丝能够被刚果红染成红色，结构完整，

隔膜清晰，菌丝呈透明状（图 7A，7B，7C）；酶

解 30min 后菌丝细胞壁被刚果红染成红色，但

是隔膜消失，在明场中观察到菌丝内部有小泡状

透明颗粒出现（图 7D，7E，7F）；酶解 1h 后菌

丝内部的透明小泡聚集到菌丝的特定部位；酶解

1.5h 后在内部透明小泡聚集的上下两端产生新

的隔膜（图 7J，7K，7L），取样固定后 PI 染色观

察，这些透明小泡能够被 PI 染成红色，推测其

为 DNA（图 6D，6E，6F）；酶解 2h 可以看到制  

 

 
 

图 6 固定后菌丝和原生质体 PI 染色观察   A：未酶解菌丝 PI 染色的明场图；B：未酶解的菌丝 PI 染色的荧光图；C：未

酶解的菌丝 PI 染色的 merge 图；D：酶解 1.5h 的菌丝 PI 染色的明场图；E：酶解 1.5h 的菌丝 PI 染色的荧光图；F：酶解

1.5h 的菌丝 PI 染色的 merge 图；G：原生质体 PI 染色的明场图；H：原生质体 PI 染色的荧光图；I：原生质体 PI 染色的

merge 图（激光共聚焦显微镜） 

Fig. 6 Fluorescence staining of mycelia and protoplast after fixation. A: Bright field image of mycelia staining with PI; B: 

Fluorescence image of mycelia staining with PI; C: Merge image of mycelia staining with PI; D: Bright field image of mycelia 

staining with PI after digestion for 1.5h; E: Fluorescence image of mycelia staining with PI after digestion for 1.5h; F: Merge 

image of mycelia staining with PI after digestion for 1.5h; G: Bright field image of protoplasts staining with PI; H: Fluorescence 

image of protoplasts staining with PI; I: Merge image of protoplasts staining with PI (laser scanning confocal microscopy). 
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图 7 菌丝和原生质体刚果红染色观察   A：未酶解菌丝刚果红染色的明场图；B：未酶解菌丝刚果红染色的荧光图；C：

未酶解菌丝刚果红染色的 merge 图；D：酶解 0.5h 菌丝刚果红染色的明场图；E：酶解 0.5h 菌丝刚果红染色的荧光图；F：

酶解 0.5h 菌丝刚果红染色的 merge 图；G：酶解 1h 菌丝刚果红染色的明场图；H：酶解 1h 菌丝刚果红染色的荧光图；I：

酶解 1h 菌丝刚果红染色的 merge 图；J：酶解 1.5h 菌丝刚果红染色的明场图；K：酶解 1.5h 菌丝刚果红染色的荧光图；L：

酶解 1.5h 菌丝刚果红染色的 merge 图；M：酶解 2h 菌丝刚果红染色的明场图；N：酶解 2h 菌丝刚果红染色的荧光图；O：

酶解 2h 菌丝刚果红染色的 merge 图；P：酶解 3h 菌丝刚果红染色的明场图；Q：酶解 3h 菌丝刚果红染色的荧光图；R：

酶解 3h 菌丝刚果红染色的 merge 图. 图中箭头所指为原生质体小球  

Fig. 7 Fluorescence staining of mycelia and protoplast with Congo Red. A: Bright field image of mycelia staining with Congo Red; B: 

Fluorescence image of mycelia staining with Congo Red; C: Merge image of mycelia staining with Congo Red; D: Bright field image of 

mycelia staining with Congo Red after digestion for 0.5h; E: Fluorescence image of mycelia staining with Congo Red after digestion 

for 0.5h; F: Merge image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 0.5h; G: Bright field image of mycelia staining with 

Congo Red after digestion for 1h; H: Fluorescence image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 1h; I: Merge image of 

mycelia staining with Congo Red after digestion for 1h; J: Bright field image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 1.5h; 

K: Fluorescence image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 1.5h; L: Merge image of mycelia staining with Congo Red 

after digestion for 1.5h; M: Bright field image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 2h; N: Fluorescence image of 

mycelia staining with Congo Red after digestion for 2h; O: Merge image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 2h; P: 

Bright field image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 3h; Q: Fluorescence image of mycelia staining with Congo Red 

after digestion for 3h; R: Merge image of mycelia staining with Congo Red after digestion for 3h. The arrows indicate protoplasts. 
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备好的原生质体小球和部分细胞壁酶解不完全

的原生质体小球（图 7M，7N，7O）；酶解 3h

后得到的原生质体见图 7，大小(7.33±0.74)μm，

得到的原生质体不能被刚果红染成红色（图 7P，

7Q，7R），固定后 PI 能够将其细胞核染成红色 

（图 6G，6H，6I）。 

2.3 原生质体活力的鉴定 

传统的血球计数法得到的原生质体的数量

不精确，在统计过程中没有办法区分死细胞和活

细胞。利用流式细胞仪（能够被 PI 染成红色的

细胞或颗粒为非目标颗粒）可以得到有活力的原

生质体数量，减少死细胞和细胞碎片对统计结果

的影响。使用未染色的原生质体作为阴性对照，

样本管使用 PI 染色的原生质体细胞。先上阴性

对照管，在 FSC 和 SSC散点图圈定目的细胞群（即

图 8A 中的 R1 门）去除细胞碎片，在 FSC 和 FL3  
 

 
 

图 8 原生质体的流式分析   A：未染色的原生质体的散点图，R1 门内为目标细胞；B：未染色的原生质体的荧光图，显示图

A 中 R1 门内细胞的荧光强度，R2 门内为阴性细胞群；C：PI 染色的原生质体的散点图，R1 门跟图 A 中的一致；D：PI 染色后的

原生质体的荧光图，该图中显示的细胞为图 C 中 R1 门内的所有细胞. R2 门内为阴性细胞群（未染色的原生质体细胞，即有活

力的原生质体细胞） 

Fig. 8 Flow analysis of the protoplast. A: Scatter plot of protoplasts without staining, the target cells in R1 gate; B: Fluorescent 

plot of protoplasts without staining indicate the cells inside the R1 gate in Figure A, the negative cells in R2 gate; C: Scatter plot 

of protoplasts with PI staining, the R1 gate is the same with that in Figure A; D: Flurescent plot of protoplasts with PI staining 

showing all the cells inside the R1 gate in Figure C, R2 gate showing the negative cells which indicate the unstained, living 

protoplasts. 
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散点图上只显示 R1 门中的细胞，在此图中圈出

阴性细胞群（图 8B）；上样本管，在 FSC 和 SSC

散点图上设 R1 门（图 8C），在 FSC 和 FL3 散点

图上设定阴性细胞群的位置，R2 门内显示的为

阴性细胞（图 8D），即有活力的原生质体，R2

门以外的细胞为阳性细胞，即能够被 PI 染成红

色的死细胞或碎片。在 FSC 和 FL3 散点图上，阴

性样本中只有一团阴性细胞（总数为 10 000个），

经过 PI 染色的样本管有两团细胞，其中阴性细

胞数为 5 769 个，因此有活力的原生质体占

57.69%。 

2.4 培养基类型对原生质体再生的影响 

将上述实验中酶解制备的原生质体定容至

5.6×104 个/mL，取 300μL 分别涂布于 RM、PDA、

CYM 和 MYG 培养基上，置于 30℃恒温培养箱

中进行再生验证不同培养基对再生效果的影

响。2d 后开始有明显的菌落长出，计算再生率

见表 1。 

 
表 1 再生培养基与再生率的关系 

Table 1 The relation between medium for regeneration and 

regeneration rate of protoplast 

再生培养基 

Regeneration medium 

再生率 

Regeneration ratio (%) 

RM 0.103±0.025 

PDA 0 

CYM 0 

MYG 0.051±0.007 
 

3 讨论 

原生质体作为重要的遗传转化材料，获得高

质量的原生质体对于卵孢小奥德蘑育种有重要

意义，目前对卵孢小奥德蘑原生质体的制备过程

研究未见报道。通过对最近 5 年国内发表的食用

菌原生质体制备与再生的报道进行分析，可以发

现正交试验和响应面实验的结果与单因素的结

果基本一致（刘璐等 2017；王金斌等 2017；陆

欢等 2018；杨珊等 2018；王金斌等 2019），单

因素实验完全可以实现实验目的。因此本研究利

用单因子变量法探索研究菌丝培养时间、酶解条

件、稳定剂的种类对卵孢小奥德蘑原生质体制备

的影响。确定卵孢小奥德蘑原生质体的制备条件

为液体培养菌龄 5d 的菌丝，制备原生质体大部

分都选择液体培养的菌丝（卢月霞等 2015；崔

晓等 2018；杨珊等 2018），在本次实验中也发

现液体培养的菌丝原生质体制备率要高于固体

菌丝的制备率（结果未展示）。培养时间可能跟

菌丝本身生长状态有关，例如，草菇菌丝生长较

快，其最优时间只有 3.42d（王金斌等 2017）。

如大部分食用菌一样，甘露醇是制备卵孢小奥

德蘑原生质体最优的渗透压稳定剂（崔晓等

2018；刘宏宇等 2018；陆欢等 2018；崔玮洁等

2019）。本研究尝试过不同的溶壁酶，发现广东

省微生物研究所的溶壁酶单独使用完全可以快

速制备原生质体（崔晓等 2018；刘宏宇等 2018；

崔玮洁等 2019），最优酶浓度 2%。在以上条件

下，30℃下酶解 5h，获得的原生质体得率最高，

达 2.0×107 个/mL。根据王金斌等（2017，2019）

的报道可知食用菌原生质体的再生率与制备率

紧密相关，本研究获得了相同的结果，因此只展

示原生质体的制备率。通过不同的再生培养基再

生实验发现在 RM 培养基中再生效果最好，再生

率为(0.103±0.025)%。可以发现，卵孢小奥德蘑

原生质体再生率较低，已报道的再生率较低的也

有 0.71%（张亚娇等 2015），这可能跟菌种自身

特性有关。不同菌种再生率相差巨大，茯苓的再

生率可达 32.7%，松茸的再生率可达 41.6%（张

丽和郭成金 2014；汪琪等 2015），而较低的金

针菇和金顶侧耳只有不到 1%（陈鹏和郭成金

2014；张亚娇等 2015）。 

已经报道的原生质体制备的酶解过程大部

分是用光镜观察（陈鹏和郭成金 2014；张丽和

郭成金 2014），光学显微镜不能清楚地区分细
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胞壁与细胞核，不能辨认制备的原生质体是否

有细胞核存在，而且分辨率不高。荧光染色可

以增加菌丝和原生质体观察的分辨率，并且能

够清楚地区分细胞壁和细胞核（崔玮洁等

2019）。本研究探索利用 PI 和刚果红荧光染料

对卵孢小奥德蘑菌丝进行染色，结果表明刚果

红对细胞壁、PI 对细胞核具有较好的染色效果。

利用激光共聚焦显微镜观察酶解过程中菌丝的

变化过程，用刚果红对活细胞进行染色，可以

清晰地观察到菌丝先是隔膜消失，产生透明小

泡（固定后 PI 染色的结果表明该小泡的主要组

成为 DNA），然后产生新的隔膜，裂解为原生

质体小球。后续研究中可尝试使用不同颜色荧

光染料进行共染色。 

卵孢小奥德蘑原生质体的大小为(7.33±0.74)μm。

一根菌丝可以断裂形成多个原生质体小球。在原

生质体制备过程中会产生大量的碎片（主要是酶

解的细胞壁）和死细胞，传统的血球计数板无法

区分死活细胞。流式细胞仪可以快速统计细胞数

量（每秒可以统计上百个细胞），通过设定 FSC

的阈值可以去除细胞碎片，通过 PI 染色可以区

分死活细胞，得到准确的、有活力的原生质体数

量。结合流式的分选技术，能够获得有活力的原

生质体。除能够检测死活细胞之外，实际上流式

细胞术在食用菌遗传育种中还有更加广泛的应

用。杂交育种是食用菌常用的育种方法，该方法

的一个缺点是单核菌丝获取比较慢，虽然可以通

过原生质体再生法迅速获得单核菌丝（崔玮洁等

2019），但是不同种的食用菌相差很大。在本研

究中检测了 100 个卵孢小奥德蘑原生质体再生后

的菌丝，发现全部为双核菌丝（结果未展示）。

流式细胞仪可以通过细胞核的数量来对单核菌

丝进行初筛，结合原生质体制备再生可以迅速

获得单核菌丝，加快育种进程。原生质体融合

能够实现跨种属的食用菌之间的基因重组，能

够迅速改变原有食用菌的特性，但是由于食用

菌原生质体较脆弱，适合于细菌和酵母菌的致 

死因素常常会导致食用菌原生质体的死亡，利

用流式细胞术与荧光标记技术相结合也可以不

经过致死过程而直接筛选融合细胞。激光共聚

焦、流式细胞仪等技术的应用将有助于食用菌

遗传育种研究。 

本研究成功地探究并优化了卵孢小奥德蘑

原生质体制备与再生的条件，探索了新技术在食

用菌育种中的应用，为今后卵孢小奥德蘑的遗传

育种提供了研究基础。 
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