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核果类果树原生质体培养研究进展

吴延军善 ** 张上隆 督 徐昌杰赘 张岚岚普

(铃浙江大学华家池校区园艺系 杭州 310029 *. 安徽农业大学园艺系 合肥 230036)

从 20 世纪 70 年代初首次从烟草原生质体成功

地培养出再生植株以来，至今已有 250 多种高等植

物的原生质体培养获得成功。 原生质体是"裸露"的

植物细胞，具有全能性，能在适应的培养条件下诱导

再生植株。同时，由于没有细胞壁的障碍，原生质体

能够直接高效地摄取外源 DNA 或遗传物质 、各种

细胞器甚至细胞核;又可以与异种原生质体经诱导

融合而形成体细胞杂种。 这些特性不仅大大提高了

育种效益，而且使亲缘关系较远 、常规育种不可能进

行的许多杂交组合成为可能。
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果树多为多年生木本植物，童期长、遗传上高度

杂合，这使得传统的果树育种成效受到了很大的限

制。原生质体培养的以上优点元疑给果树育种带来

新的机遇。经过 20 多年来的发展，人们进一步认识

到原生质体技术对杂合性果树育种具有的优越性和

应用潜力。园艺学上的核果类果树是指植物分类学

上蔷薇科桃李亚科 Drupaceae ( Prunoideae) 桃李属

(Prunus Linn)果实为核果的一类果树，包括桃 、杏、

李、扁挑、樱桃等，是我国落叶果树的重要种类。因

此果树原生质体培养在近年来获得了较为迅速的发

展。相对于以柑桔为代表的柑果类果树和以苹果、

梨等为代表的仁果类果树，核果类果树原生质体研

究中成功的例证不多，本文综述核果类果树原生质

体培养方面的研究进展及有关问题。

一、材料来源及预处理

原生质体的材料来源非常丰富，从理论上说，一

切植物活细胞均可以用作原生质体的来源。从核果

类果树原生质体分离的例子看，选择分离原生质体

的材料是原生质体培养成功与否的重要限制因子之

一，其中主要包括选择材料的基因型(种或品种特

性)、材料的类型 2 个方面(如表 1 所示)。

表 1 核果类果树原生质体制备的材料来源

树种基因型 材料来源

挑 不详
不详

悬浮细胞(叶愈伤组织起源)
子叶

参考文献

Matsuta 等， 1983 [26]
Matsuta , 1983[26] 
Matsuta 等， 1983 [26]
Matsuta 等， 1986 [5]
甘霖等， 1993[9]

不详

Hakuho 
砂子早生
May fair 
不详
不详

樱桃 甜樱桃
樱桃杂种

叶肉
悬浮细胞
胚性愈伤组织
叶肉
叶肉
胚性愈伤组织
愈伤组织(起源不详)
叶肉

愈伤组织(茎、叶起源)
叶肉

Chiariotti , 1991 [7] 
Mills 等， 1994 [4]
Gar让m 等， 1996 [17]
Raff 等， 1980[27]

J arnes 等， 1982 ， 1984[28 .29]
Ochatt 等， 1987 ， 1988 [ 1.16 ]
j缸n巳s 等， 1982 ， 1984闻.29]
Ochatt 等 ， 198i I6 ]

樱桃杂种
Colt 樱桃
樱桃杂种

Colt 樱桃
CAB5H 
CAB4D 

悬浮细胞(根愈伤组织起源)
悬浮细胞系

Ochatt 等 ， 198i到]
Ochatt 等， 1988 [ 1 ]

Pontavium 
Early Rivers 
Van2D 

叶肉
根愈伤组织
叶肉
叶肉
叶肉

Ochatt 等， 1988 [ 1]
Ochatt 等， 1990 [刀]
Ochatt 等， 1991 [12] 
Ochatt 等， 1991 [ 12]

Ochatt 等， 1991 [12] 
扁桃 不详

扣。.J51

悬浮细胞(茎愈伤组织起源)
叶肉 、悬浮细胞

Wu ， 1985 [却]

Chiariotti , 1991 [7) 
李 欧洲李

四980 、P51

晚红李

杏 san Castr巴巴
Thyrintos 
山杏

中果皮
叶肉
悬浮培养物
无茵茵叶片
种胚愈伤组织
叶肉
叶肉、悬浮细胞

悬浮培养物
无菌苗叶片
种胚愈伤组织

基因型不同对原生质体的游离培养及再生成株

具有很大的影响。 同为核果类果树，樱桃原生质体

培养成植株例证较多，而桃树原生质体至今尚未能

再生植株。这一遗传性的差异也表现在同一树种的

不同品种内，如 Ochatt 等研究酸樱桃 CAB4D、CAB

5H 和 CAB l1E 三品种，CAB 4D 和 CAB5H 可以成

苗，而 CAB llE 却未能成苗[IJ 。

Weinbaum 等， 1979 [3 1]
Ochatt 等， 1992 [到]
马锋旺等， 1998 [2]

Marino-G 等， 1991 [ 10]
Chiariotti , 1991 [7] 
马锋旺等， 1998 [3]

迄今为止，核果类果树已从大田植株，温室植株

和试管植株的各种器官、组织、以及愈伤组织、悬浮细

胞中分离得到原生质体。试管苗生长的条件较大田

易于控制，有叶片生长状况受季节影响小，本身无

菌 、使用方便、相对幼龄、材料来源量大等特点，已为

大多数的人所采用。 原生质体培养使用最多的材料

类型是叶肉 、愈伤组织和悬浮培养物。 桃、樱桃 、杏 、
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李等均可以用叶肉分离出原生质体，其中樱桃、杏、

李均可由此类原生质体再生成植株。分离核果类果

树的叶肉原生质体，通常是直接将叶片切碎后，投入

酶液中处理，这种方法简单，并有可能获得大量的质

量较一致的原生质体。

悬浮培养物作为原生质体的来源具有得率高、

活性大、分裂能力强等优点，但稳定悬浮培养系的建

立须经过多次继代培养。 原生质体分离期间酶解液

会对细胞膜产生伤害作用，而悬浮培养物可能易承

受酶的作用，具有分离处理后增殖性较强的特性。

Ochatt 等在Colt 樱挑上利用细胞悬浮系分离的原

生质体培养再生植株获得了成功[1] 。 中国李[2] 、 山

杏[ 3 ]的无菌苗叶片、种胚愈伤组织和悬浮培养物三

种材料类型为起始材料，以悬浮培养物的原生质体

得率和活力最高。

除以上两主要因素外，为了获得得率高、存活力

强的原生质体，还必须在试验目的的基础上考虑材

料的组织和细胞生理条件。桃叶片较小时(长度在

4-10mm 之间)是最好的原生质体分离材料，如果

叶片增大至中等或最大(22 - 30mm 长) ，分离效果

明显下降[4 ] ;从桃树叶片愈伤组织来源的悬浮细胞

中分离原生质体， 5 天龄的悬浮细胞获得的原生质

体得率较高，而从 7 天龄的材料分离的原生质体细

胞分裂更旺盛[5] 。

一些研究还对分离原生质体的材料作了预处

理。 野樱桃快速生长的悬浮细胞先用半脱氨酸预处

理后再酶解，原生质体用细胞琼脂糖包埋法

(semisolid ag.缸ose lenses in liquid medium) 培养， 10

天后原生质体再生细胞第一次分裂，后转人固体培

养基中诱导形态分化[6] 。

二、原生质体分离和培养

酶是果树原生质体分离中重要的物质。 用于果

树原生质体分离的酶主要是果胶酶和纤维素酶。 前

者作用于细胞间隙的果胶质，使细胞相互分开;后者

直接作用于细胞壁，使细胞壁分解释放原生质体。

有时为了增强以上两种酶的作用，还加入了半纤维

素酶、离析酶和崩溃酶。 Chiariotti 使用 25 种酶组

合均可从杏、挑 、扁桃的 4 个品种的叶肉细胞中得到

原生质体，但 25 种酶组合中只有 8 种可以从扁桃

MN51T 和杏 Thyrintos 的悬浮细胞中分离得到原

生质体[7] 。 首例甜樱挑和酸樱桃叶肉原生质体分

离中使用了1. 0% 的纤维素酶Onozuka R-10 , 1. 0% 

的半纤维素酶和 0 . 1 % 的果胶酶 Y-23，并认为一般

木本植物原生质体分离需要这三种酶组合[8] 。中

国李以 10gIL 纤维素酶Onozuka R-10 + 5gIL 

Macerozyme R-10 酶解时具有活力的原生质体得率

最高[2] 。 在酶解液中加入lOglL半纤维素酶明显

提高了原生质体得率。 在杏的酶解液中加入半纤维

素酶也可以明显提高原生质体得率[3] 0 Mills 等比

较不同的酶组合对桃叶片原生质体分离的影响发现

在几种酶组合中以纤维素酶Onozula R-10(2 %) + 
Macerase( O. 5 % )组合的分离效果最好，原生质体活

力达到 90% ，而使用 Pectolyase Y-23 分离效果不

好[4] 。桃胚性愈伤组织用 0.5%纤维素酶(Onozuka

R-lO) + O. 75% pectinase(polyalacturonase) 酶液组

成的酶解得率最高[9] 。 由此可见即使是从同种果

树取同类材料也可能因果树品种、品系以至细胞系

的不同，而对同样的酶有不同的反应。 因此不同的

材料应通过试验确定适宜的酶液类型及组成。

稳压剂是与酶同等重要的原生质体分离物质，

它具有保持原生质体状态的作用。这种物质必须与

酶液一起加入，以防原生质体破裂。 不同类型的渗

透压调节剂在原生质体分离时并无显著影响，糖、糖

醇、盐类或有机物均可以作为稳压剂。 糖醇是理想

的稳压剂，常用的糖醇有甘露糖醇和山梨糖醇，在核

果类果树原生质体分离中一般用甘露糖醇作为稳压

剂[10] 。 马锋旺分离李原生质体发现酶解液中低浓

度的甘露糖醇(0.3 - O. 4mollL)分离的原生质体因

过分吸胀而易破裂，高浓度(0.8mollL)时原生质体

有所收缩、活力下降，而 0.5 一 0.7mollL的甘露糖

醇分离的原生质体形态完整饱满[2] 。 杏原生质体

的分离适宜的渗透压为用 0.6mollL甘露糖醇[3] 。

酶解液中加入适合的物质有利于原生质体的分

离[11] 。 如许多研究都在分离酶液中加入了聚乙烯

毗咯烧酣(PVP) ，其具有吸附酣类物质、阻碍酶解期

间原生质体褐变老化的作用。 在山杏原生质体酶解

液中加入不同浓度的 PVP 结果表明其对原生质体

的分离有明显影响，浓度以 1% 的效果最好。 在甜

樱桃嫁接苗 Early River、 Van 2D 和自根苗 Pontavi­

um 8574V813 苗叶肉原生质体酶解液中加入 PVP-

10(1% w/v) 可显著提高有活力原生质体的得

率[ 1 2 ] 。 在杏和中国李种胚愈伤组织的酶解液中加

入不同浓度的 PVP 对提高原生质体得率、活力和分

裂能力也具有显著的效果[ 13] 。 但是在桃悬浮细胞

分离原生质体的酶解液中加入 ci + 则抑制原生质

体的分离[14 ] 。

液体浅层培养是果树原生质体培养的主要方
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法，具有操作简单 、便于添加培养基且通气性好等优

点[15] 。在固体培养中，一些研究认为低熔点琼脂糖

可减少对原生质体的损伤，其效果比琼脂更好[16] 。

液体浅层培养与 LEP(低熔点琼脂糖包埋)培养相

比，后者细胞分裂速度快，较适合于桃的原生质体培
养[17] 。

原生质体的接种密度影响培养效果。接种密度

过大，原生质体再生细胞团小，影响生长;密度过小，

原生质体内含物外渗。 中国李原生质体培养在 0 . 5

X 105 个IL 的密度下方可启动细胞分裂，以 2 X 105 

个IL 的密度细胞分裂频率和植板率最高。 随着密

度的增大，褐化现象逐渐加重，细胞分裂频率逐渐下

降[2] 。山杏植板率达到 8.0 X 105 个IL 时原生质体

不能发生细胞分裂。 因此，要根据不同材料通过试

验选用不同的接种密度[3] 。

MS 基本培养基稍加修改即能适合于核果类果

树原生质体的培养，但其中高浓度的 N~ + 易对原

生质体产生毒害。在去掉 N~+ ，添加 50mgIL

CHR 的培养基中，原生质体就可形成细胞团。 例如

Ochatt 等发现硝酸镀阻碍樱桃杂种和酸樱桃的叶肉

原生质体细胞分裂。 在这种情况下，要排除培养基

中的硝态氮，可用酷阮水解物或者氨基酸等有机氮

化合物来代替。 N~+浓度对原生质体培养的影响

只发生在再生细胞的起始阶段，对持续分裂能力影

响较小，而且细胞团的形成过程中还可能需要一定

浓度的 N~ + 。 除了 MS培养基外也有许多研究使

用了 K8P[12 ， 18 ] 、MT[ 19 ]等培养基。

不同的渗透压调节剂和碳源对原生质体的发育

有一定的影响。 多数植物原生质体培养时用甘露糖

醇作为渗透压调节剂和碳源。 在降压条件下中国李

对渗透压调节剂种类要求不严 ，在不降压条件下中

国李以葡萄糖调节渗透压比较适宜[2] 。 山杏原生

质体培养以 0 . 55mollL山梨醇作渗透压调节剂，在

培养过程中进行降压处理为宜[3 ] 0 Ochatt 培养甜

樱桃和酸樱挑时使用了 9%(约 0.5mollL)甘露糖

醇为渗透压调节剂[ 1 ] 。

一般原生质体进行细胞分裂需要生长素和细胞

分裂素的刺激。生长调节剂的种类和浓度因果树的

种类和细胞类型不同而异。 在核果类果树中常用到

的生长素有 NAA、 2 ， 4-D、 lAA 等，细胞分裂素有

自A、ZT、KT 等。 有时将 1 种生长素与 2 种细胞分

裂素，或者 2 种生长素与 1 种细胞分裂素配合使用。

酸樱桃原生质体进行细胞分裂需要玉米素[ l ] ，然而

桃原生质体培养可以不添加任何生长激素，但需添

加麦芽提取物(t-.在E) 、椰乳(CM)等成分[9] 。 多股类

物质的应用可以促进扁挑的原生质体进行细胞分

裂[20 ] 。 培养基中加入不同浓度的甘氨酸和抗坏血

酸可提高中国李原生质体培养细胞的分裂率和植板

率[2] 。 加人甘氨酸和俄 PVP-I0 明显降低原生质

体褐变[12] 。培养基中加入水解酷蛋白和俄谷氨酸

有利于桃原生质体的培养[14] 。

目前，还没有系统地进行过关于温度、光照v遛 l

气等环境条件对原生质体细胞分裂和生长影响的研

究。一般将原生质体放在 25 - 28t 下进行黑暗或

弱光照培养。 如 Marino 将杏原生质体培养在弱光

下[2 1] 。 桃原生质体在暗中培养效果比光下培养
好[17] 。

三、原生质体培养再生植株

尽管不少的核果类果树的原生质体在培养中能

再生细胞壁，形成细胞团，但至今其原生质体能分化

成植株的例子还不多，即使是与同为蔷薇科果树的

苹果、梨相比其培养成植株的例子也很少。到目前

为止，所有已获得原生质体培养再生植株的核果类

果树均是经过诱导愈伤组织器宫发生途径，原生质

体在培养过程中形成的细胞团经转到增殖培养基上

形成愈伤组织后，如何从愈伤组织诱导不定芽成了

关键问题。只有樱桃的两个品种 ( CAB 5H 和 CAB

4D)是先诱导出不定根，然后再诱导出不定芽(在整

个落叶果树中也惟此两例) 。 其他树种则先分化不

定芽，然后从不定芽诱导不定根。对 Colt 樱桃的悬

浮细胞原生质体用电脉冲处理，促进了细胞分裂和

植株分化，再生植物生根率也明显提高[22] 。培养基

中添加不同浓度的有机物可以提高再生率且再生类

型不同，如单独添加水解酷蛋白促进根形成，由诱导

出的不定根再诱导不定芽;在基本培养基中同时添

加水解酷蛋白和维生素 B 则诱导直接分化茎状结

构[23] 。 原生质体经过愈伤组织成芽后与易生根的

甜樱挑共培养则可以成功生根。这是首次从原生质

体获得的甜樱桃顽拗型 (recalcitrant species) 植
株[ 12] 。

核果类果树原生质体与同科(蔷薇科)但不同属

的植物进行体细胞杂交，也可以获得再生植株。如:

Ochatt 等将野生梨陆木品种 (Pyrus communis var. 

白waster L .) 叶肉原生质体和樱桃杂种陆木

(Prunus αvium Xρ'seudocerasus ) 品种(Colt) 的悬浮

细胞系原生质体经电激融合，原生质体培养在改良

的 K8P 培养基上形成了愈伤组织，此愈伤组织在加

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



278 细胞生物学杂志 2002 年

人玉米素的 MS 培养基上获得了属间体细胞杂种植

株[19 ] 。杂种后代用形态特性、染色体数目 、 同工酶

分析法进行了鉴定。这是首次获得的两个有性杂交

不亲和的蔷薇科的属间体细胞杂种，也是两落叶果

树原生质体融合、两木本植物原生质体融合成功的

首例报道。 Mottley 等 1995 年、 1996 年报道了 fren­

sham(玫瑰杂交种)愈伤组织来源的原生质体和来

自Colt 樱桃(欧洲甜樱桃与中国樱桃杂交种)的原

生质体用聚乙二醇(PEG)诱导融合，获得了体细胞

杂种植株。 体细胞杂种再生植株后代用形态特性 、

染色数目分析和 RAPD法进行了鉴定[24] 。

四、结束语

核果类果树原生质体培养进展较为缓慢，虽然

在樱桃、杏、李等核果类果树原生质体培养上取得了

再生植株，但桃树的原生质体培养仍处在获得原生

质体或由此原生质体培养得到愈伤组织的阶段。 即

使在成功的树种中，基因型和原生质体的来源也受

到限制。在今后的研究中，应加强扩大核果类果树

树种及筛选在目前条件下能适合原生质体培养的基

因型研究;总结已取得的经验，扩大研究各种来源的

原生质体分离培养条件，尤其是要加大和深入研究

挑树原生质体培养。

原生质体系统是研究植物生理和遗传的优良体

系之一。 尤其是随基因操作技术的发展，原生质体

系统在遗传物质转化中的作用日益明显。 它是优良

的转化受体系统。 此受体系统不仅在禾本科植物中

广泛使用，在果树界也有成功事例，如 Nyman 等采

用电激法将带有 β葡萄糖昔酸酶标记基因 (GUS)的

质粒 DNA 导人草莓叶肉和叶柄原生质体，再生出

了转基因植株[25] 。 由此可以预见，利用原生质体作

为转化受体系统转移报告基因最终转化目的基因并

获得再生植株在核果类果树树种上有很大的潜力 。

摘要

本文主要介绍了核果类果树原生质体培养的材

料来源、分离培养、植株再生，简要介绍了其杂交和

遗传转化，并对以后的工作进行讨论。
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