
度史发生 植物原生质体培养

李文安

(中国科学院上海植物生理研究所〉

六十年代初英国植物生理学家 Cocking

首先用酶解方法降解细胞壁，获得了蕃茄根尖

细胞的原生质体.由于酶解方法能获得遗传性

状和生理性状较一致的原生质体群体，为从植

物细胞获得大量原生质体开辟了新的途径，并

已为国内外科研工作者广泛采用。现用酶解法

获得原生质体的植物种类已达几十种，国内外

用原生质体培养F&植株的已有十多种〈表1. 2).

植物原生质体由于没有正常的细胞壁，可

用于相互融合，进行细胞杂交，也有利于进行

细胞器的移植与大分子物质的引入。有些植物

原生质体具有再生成完整植株的能力;采用现

有的培养方法，效率较高，材料来源一致，有

利于进行各种试验研究。由于以上优点，近二

十年来，对原生质体的分离培养、融合，细胞

壁的形成等进行了广泛的研究，并被认为是细

胞生物学、植物生理学、遗传学、分子生物学

等学科领域中进行基本研究的好材料[!叫。现

将有关植物原生质体分离和培养的基本技术及

近年来的进展简要介绍如下2

作 者 |年份 叫正遣军织严叫
Nagata 等 1971 烟 草 叶 肉 60-90天苗龄 平 板 愈伤组织+苗 Planta 99:12 
Grambow 1972 胡萝卡 培养细胞 2-3 个月 悬: i商 胚状体+苗 Planta 103: 348 
Durand 1973 矮牵牛 叶 肉 播后二三月 液 培 愈伤组织+苗 Z. Pflanzenphysiol. 69 : 

至开花 26 
Bui-Dang-I 1973 石刁柏 叶状校嫩茎 40-60 天 液 培 愈伤组织+苗 Protoplasma 78: 215 
Ha. D. 
Kartha 等 I 1974 吐-z;;士 苔 叶 肉 一个月苗龄 是; 滴 愈伤组织+苗 Plant Sci. Lett. 3 : 

265 
Poirier 1974 金鱼草 叶 肉 7 周茵龄 浅 层 胚状体+茵 J . EXP .Bot 25: (8) 
Gosch 1975 颠 茄 培养细胞 液体培养3一 液 培 胚状体+苗 Protoplasma 86: 425 

4 天后取用

Schieder 1975 曼陀罗 叶 肉 单倍体、双 液 体 愈伤组织-;.-茵 Z. Pflαneznphysiol. 
倍体植株叶 76:462 
片

Dorion I 1975 石龙芮 叶 肉 幼叶弱光 浅 层 愈伤组织+苗 Plant .Sci.Lett.5: 325-
15001ux17 "C 331 
下培养

Shapard I 1977 马铃薯 叶 肉 去病毒株叶 双 层 愈伤组织+苗 Plant Physiol. 60: 313 
片，9-13厘米 ~316 

Zapata I 1977 番 茄 叶 肉 5-7周苗龄 平 板 愈伤组织+芽 Plant Sci.Lett.8: 119-
上部 3-5 叶 124 
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2 细胞生物学杂志 1982 年

(攘衰)

作 | 分离原生|植物种类 质体的组织 供体最适年龄 培加植株再出| 发表杂志

Reinhard 1978 龙 葵 叶 肉 无菌幼苗叶 浅层和固培 愈伤组织+苗 Plant Sci. Lett. 12(2) 

nehls 183-187 
Grum Paul 1978 S.Phureja 叶 肉 试前暗处理 浅层、国体 同 上 Am. J. Bot 65(5)538-

等 x 543 
S_Chαcoe-

nse 

Hess 1979 囊龙石花 叶 肉 幼 叶 浅 层 同 上 B.P.p.174:411 

Le Thi- 1980 拟南介菜 培养细胞 液培传代后 浅 层 同 上 Z.Pflanzenphysiol.96 

xuan 第 3 天取用 (1) 

Shahia 等 1980 木 薯 叶 肉 7- 8 厘米 平 板 愈伤组织+芽 Plant Sci. lett _ 17: 45 日

叶长

Kao. K. N. 1980 茵 稽 叶 肉 幼 叶 浅 层 胚状体+茵 Z.Pflanzenplysiol_ 91 
(2) 

事 2 植物原生质体培养条件比较〈圄肉〉

作 者|叫植物叫时叫时时 培养方法| 再生状况| 发表杂志

植生所 1976 烟 草 叶 肉 60-90天茵龄 平 板愈伤组织+株
生物化学与生物物理
学报8( 4)

蔡起贵 1977 烟 草 培养细胞 3 个月左右 浅 层 11 中国科学 (4)

吴石君 1977 胡萝卡 培养细胞 三周的愈伤 液培 2-5 天 " 遗传学报4( 4)

组织 后再固体培养

李文彬 1978 矮牵牛 叶 肉 2-3个月苗龄 浅层、平板 " 遗传学报5 (1)

孙勇如等 1979 烟 草 叶 肉 全展叶或无 浅 层 " 遗传学报6(4)

菌培养幼苗叶

李文安 1979 黄花烟草 叶 肉 60天以上茵龄 平 板 愈伤组织+ 植生学报 4

开花株

王光远 1980 E 黄花烟草 叶 肉 60天以上苗龄 平 板 愈伤组织+苗植生学报6(2)

周萍 1980 烟 草 叶 肉 2-3个月苗龄 浅 层 " 上海师大学报

吴跃武 1981 小叶旱烟 培养细胞 一年以上 平 板 " 实验生物学报 1 4(1)

黄瑞心 1981 』烟民萃 叶 肉 60天苗龄以上 悬 滴 " " " 
北京植物所 1975 7.1<. 稻· 花药细胞 70-100 天 ?美 层 数十个细胞团 中国科学 (6)

兰州大学 1977 黑 麦 叶 肉 5-6 天苗龄 悬 滴 多细胞团 遗传学报 4(3)

蔡起贵 1978 水 稻 培养细胞 70-100 天 平 板 愈伤组织 植物学报4(3)

陈柔如 1979 洋 惠 鳞叶包片 叶*3-5厘米 浅 层 多细胞回 1979年山西生物学会

吴跃武 1979 甘 薯 培养细胞 半年以上 平 板 愈伤组织 植物学报 (4)

颜秋生 1980 大 麦 幼苗叶 4-6 天苗令 平 板 细胞分裂 科学通报刊)
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-、原生质体的份离s

分离原生质体的材料可采用叶、茎、根、果

实、花等组织和器官。最常用的是叶肉细胞，但

不是任何一片叶子，任何一种植物的叶片均能

分离获得原生质体.自然条件下植物生长的条

件较难掌握，植物的生理状态又难一致，往往同

一种植物的同类叶片，有时会产生大量的原生

质体，有时却是破碎得无法应用。因此稳定培

养材料的条件，使其生理状态一致，常常成为

分离叶片组织的关键。这可利用温室、人工气

候室〈箱〉在人工控制条件下培养植物来解决.

植物的生理状态常受植株年龄、发育时

期、栽培条件(温度、湿度、光照强度和长度〉

以及灌水、施肥等因素的影响。不同植物材料

对上述条件的反应又各不相同，都应予以注

意。以光照为例:有的植物如小麦幼苗在弱光

下(500-1000Lu x)培养者易去皮，并易获得

完整的原生质体，而马铃薯则需要强光.温度

一般控制在 20-25 0C，最好将夜温控制得更

低些。湿度保持在 60-80%. 植物生长过程

中适当地追肥有利于原生质体的分离[@]-

1.材料预处理与原生质体的分离

为了取得理想原生质体，常将材料取回后

进行预处理再分离原生质体.采用的方法虽各

有不间，但其目的均为达到获得大量而有活力

的原生质体。如豌豆叶片〈温室生长 5-7 周〉

分离原生质体前移放在黑暗中 30 小时， 等到

叶片使用前放入生长箱， 在 23-250C、湿度

45-48%、光照 12 小时(200-400Lux) 条件

下培养 24 小时，这种处理有利于原生质体分

离[7]. Deka 等 [8]在分离水稻原生质体前，将

水稻淹水数日，有利于增加原生质体数量.

Takebe 等于试验前一天对植物(烟草〉限制水

分，使叶片失水萎藉.我们实验室则于分离

原生质体前将叶片置于日光或灯光下 2-3 小

时使叶片萎焉，有利于撕除下表皮也有利于

原生质体分离o Günter Donn [盯在法国野

豌豆 (Vicia narbonensis) 叶片分离原生质

体之前，撕去下表皮后，将叶片浸在 O.45M

甘露醇和 5rrtMCaClz .5mMKN03 洛液中浸泡

2 小时，使其质壁分离，然后再在琼脂培养基上

〈内加有生长调节物质〉培养 7-8 天，再分离

原生质体。虽然获得率较不预培养者为少，但

由于这些细胞已经处于分生状态，能持续分裂

成愈仿组织，而新鲜叶片的原生质体不能分

裂，只能形成很薄的壁，解决了原生质体在培

养中细胞分裂的问题o Edward [l O] 在黄杉子

叶分离原生质体之前，将 2-4 周幼苗的子叶

消毒放在加有 15μM6BA 和不同浓度的 NAA

(500 ，邸 ， 5nM)的培养基上预培养，不同时间

取样分离原生质体，发现子叶预培养 8-14 天

使原生质体产量明显增加.子叶在加有高浓度

NAA(500nM)的培养基上 8 天，原生质体产

量比对照(未预培养〉增加 2-5 倍。 从 15μM

6BA 和 500nM NAA t.iít培养明显的刺激子叶

的生长，并得到高产的原生质体，可以看出生

长速率和原生质体产量之间存在着相关，因此

推想加有 6BA 和 NAA 的培养基经 8 天的培

养改变了细胞壁的化学性质，所以更易酶解.

以上的例子说明预处理有利于原生质体分

离，也有利于培养的原生质体的分裂。

除直接从植物组织获得原生质体外.用组

织培养方法使叶片等外植体脱分化形成愈伤组

织，又经多次继代培养形成细胞系.这种在控

制条件下进行培养的方法，可以获得生理状态

上较为一致的细胞群体，也是预处理的方法之

一，且不受生长季节的影响。一般采用液体悬

浮培养，细胞全部漫没在培养液中获得营养更

为均匀.由于培养基成份、培养时间的长短会

影响细胞生长和细胞壁的组成，因此培养细胞

细胞壁的降解较一般嫩畔'组织细胞壁困难.为

了使培养细胞(包括固培和液培〉比较容易分离

出原生质体，一般采用短期连续继代培养方

法，使细胞处在分裂旺盛时期。从国内的几篇

报道中也可看出〈表 3)所有的培养细胞均经过

2-3个月的继代培养，有利于原生质体的分

离.此外，选用适当的培养基相适当比例的降
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4 细胞生物学杂志 1982 年

解酶也是必要的.

2. 原生质体的分离与细胞壁降解酶的种

类

由于所用的植物种类、器官类型、生长的环

境条件和生理状态的不同，细胞壁的组成和结

构也不相同，因此所需酶的种类和数量均有不

同。国际上最常用的是日本生产的纤维素酶和

果胶酶〈商品名为 Onozuk的。国内常用 EAa-

867纤维素酶。从该酶的活力以及用它分离的原

生质体培养成再生植株的报道看来， EA 3-867 
纤维素酶也是分离原生质体的优良酶制剂[5].

烟草、油菜、蚕豆、马铃薯等叶片，脱壁

时需用纤维素酶和少量果胶酶。分离培养细胞

和根尖细胞常用较多的果胶酶，如加速解离可

采用粗制品纤维素酶 Driselase 。 由于花粉小

子包子的壁除有纤维素外还有脱眠质，分离时需

用蜗牛酶或脐ß~质酶.有时在分离以上材料时

常加用半纤维素酶〈表 3) 。

表 5 用培弊细胞分离原生质体〈圈内)

植物名称 细胞来源
时间及次数

71<. 稻 花药培养细胞 10-14 天/次
7-8 次

水 稻 " 280天个/月次

烟 草 单倍体株茎叶! 14 天/次
5-6 次

甘 薯 茎 蔓 15-20 天/次
半年以上

烟 草 茎 15-20 天/次
一年以上

*自制EA3-867 纤维素酶。

酶制剂的活力和纯度均影响原生质体的质

量，一般采用过凝胶柱方法使酶浓得到纯化.

酶制剂中常含有核糖核酸酶等影响原生质体的

活力.因此有人用降低保温的温度或者减少酶

解时间以提高原生质体的活力.

3. 影响原生质体活力的其他因素

用酶解?去降解细胞壁时，先用适当的高渗

洛液使细胞处于初始质壁分离状态，有利于细

胞壁分解.一般渗透乒稳定剂和酶制剂一起混

用，同时加上原生质膜稳定剂，如葡聚糖硫酸

饵或氯化锦.常用的渗透压稳定剂有甘露醇、

山梨醇、藤椅和葡萄糖，也有用盐类，如

KC1 , MgS04、 7H20 等，但目前国内外由原

生质体培养成再生植株的报道中未见有盐溶液

作渗透压稳定剂者.从表 1 的 17 例中除油菜

用甘露醇和山梨醇混合，木薯、马铃薯用廉糖

外大部分都用甘露西享.国内的报道中，烟草叶

游离酶种类

果胶酶%1 纤酶 %1 半纤酶%1 硫墓葬贯|甘露醇
1. 5 5.0 0.2 I 0.8 M 

。 .6 4. 0 0.2 0.2 。 .8M

。 .8 0.5 0.5 0.2 0.8 M 

2* 。 .8M

2* 一 0.3 0.5 M 

片及培养细胞、胡萝卡根及培养细胞和矮牵牛

叶片的原生质体培养成再生植株的例子中，也

均采用甘露醇为渗透压稳运剂(表 2 ). 

二、原生质体的纯化与活力测定

原生质体纯化(净化)，主要是除净酶液及

酶解后溶液中原生质体之外的组织残渣(包括

细胞器、碎片和未去壁的细胞).由于酶液中常

含有对原生质体有害的酶类〈如核糖核酸酶、

过氧化物酶);原生质体以外的物质也可能不

利原生质体生长，故需一-除净。一般依据比

重原理采用沉降法、漂浮法和界面法进行原生

质体的纯化，其中以沉降法较为简便[11-12].

原生质体经纯化后完整原生质体百分率增加，

活力提高.

早在 1970 年 Nagata 等人发现荧光增自

剂对植物细胞壁是一种特异的染料，可用以
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鉴定细胞堕是否完全除净，或观察培养过程中

细胞壁的再生过程。 华东师大黄祥辉等[ 13] 首

先将国产的荧光增白剂应用于染细胞壁的研

究。 植生所王辅德等[ 14] 人利用国产增白剂研

究烟草、大麦、胡萝卡等原生质体细胞壁再生

情况，发现不同植物原生质体再生壁的时间不

同。

对原生质体活力的测定已有不少报道。例

如以胞质环流判断细胞代谢旺盛[15]: 有活力

细胞不为 Evans 蓝所着色[16];光合活力的测

定和改变渗透压后观察原生质体大小的变化;

测定氧呼吸等[17]0 Larkin 利用荧光素双醋酸

脂(FDA)能出入完整的原生质膜，并在活的原

生质体内脂酶作用下能分解成不能自由出入原

生质膜的荧光素的特点，以荧光素在有活力的

细胞中积累为标志加以断定，方法甚为简便。

三、原生质体培养

原生质体培养是脱去细胞壁的裸露细胞，

再重新长出细胞壁，在有壁的情况下细胞开始

分裂，并持续分裂成细胞团，再诱导分化出芽

和根直至形成完整植株。其培养方法可概括为

两大类，即固体培养和液体培养。

固体培葬即平板法

(1)将浓度加倍的洋菜培养基j容化后待冷

至 45"C 与市IJ备好的等量原生质体悬浮液共同

倾入培养皿内，迅速而轻微的摇动使原生质体

均匀分布在洋菜中。

(2) 原生质体在液体培养基中培养一段时

间后，再转移到固体培养基，使其继续生长分

裂。

渣体培养法

(1)悬涌法 将原生质体悬浮液j商入培养

皿盖内，每j商量 5-10 微升(1 8] 、 100-200 微

升[7]，随着皿面的增大而增加滴数，每i商之间

保持←定距离，为减缓悬洞的蒸发，培养皿中

放入低于培养液浓度的液体，然后再将滴有原

生质休的皿盖稳妥地翻转盖于培养皿上，封口

培养。悬滴培养具有用材少、生长快、不易污

染的特点。它还有利于低密度培养和多滴排列

法的试验。最近上海植生所采用悬;!司法已将烟

草叶肉原生质体培养成再生植株。

(2) 浅层液体培养 将制备好的原生质体

悬浮于蔽体培养基，置于培养皿或三角瓶中，

保持浅浅一层(一般 50 毫升三角瓶放入 3-5

毫升).培养初期经常摇动( 2-3 次/日).避

免原生质体沉积于皿底。

(3) 液体静置培养 与民层法相同，但不

摆动。

(4) 双层法 也是液体培养的一种，即将

悬浮原生质体置于已固化的培养基上，方法程

序与浅层法培养相同.

(的纤维支持法在 3.5 厘米的培养皿

中，铺上 0.5 毫米厚度的聚脂羊毛〈纯 100%) , 

加上 1 毫升的密度为 5 - 50 X 104/毫升原生质

体悬浮液，使原生质体分散在多聚脂纤维中，

此法有利于杉〈乔木)子叶原生质体的培养和分

裂， 12 天后能观察到细胞回[ 10] 。

以上两类培养方法中，一般均为低光强

(或漫射光下)进行培养， 温度 25-280C，注

意保湿。

在影响原生质体培养的因素中，培养基也

是很关键的。目前有许多植物可以获得大量原

生质体，但培养过程中不见细胞分裂，或1-2

次分裂后即停止不前。因此尚有许多植物原生

质体未能培养成再生植株。故除常用的培养基

外，对培养基外加成分进行了研究。 Galston

(1980) 的研究表明多胶(丁二胶、 戊二胶、亚

精胶〉在谷类原生质体培养中起着重要作用。

通常禾谷类原生质体不但不能分裂，而且在几

天内细胞老化或呈现病态， 但加入 1-10mM

多胶能稳定原生质体，阻碍叶绿体的降解并引

起有丝分裂。证明多胶可阻止原生质体培养时

RNA 酶和蛋白酶增加， 阻止叶绿体破坏。阻

止或延缓因叶片离体后加速失去的 RNA、蛋

白质和叶绿素o Donn[9]研究证明培养基中加

有白羽扇豆韧皮部提取液〈即天门冬眈胶、谷

氨眈胶、丝氨酸的混合液)，提高法国野豌豆原
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生质体分裂率达 20%。如果培养基中只加入

天门冬眈肢，增加细胞分裂数的比例超过三种

混合液，并发现丝氨酸(浓度 2-1mM)对原生

质体有毒害。可见加入…些多胶等有机物可促

进细胞分裂，对一些难以培养成功的原生质体

值得借鉴。

原生质体的培养进展较快，自 1971 年

Nagata 等人培养烟草叶肉原生质体成植株以

来，已有 17 种高等植物原生质体培养成再生植

株，从高等植物草本到低等植物地钱类均有.

成功例子对乔木的原生质体培养亦有报道。但

尚未见到主要作物如禾谷类、棉花等成功的例

子。这些作物原生质体分裂率较低，须加强研

究以争取早日突破。
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