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金钗石斛原生质体的制备与融合
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(1遵义医学院医学细胞生物学教研室, 遵义 563000; 2江油市第二人民医院检验科, 绵阳 621701)

摘要      以金钗石斛(Dendrobium nobile Lindl.)再生苗的幼嫩叶片为实验材料, 以原生质体活力

率为评价指标, 用正交试验设计对原生质体制备过程中的纤维素酶浓度、果胶酶浓度、离析酶浓度

和酶解时间四个关键因素进行最佳组合筛选, 发现当纤维素酶为9.5 mg/mL、果胶酶为5.0 mg/mL、
离析酶为6.0 mg/mL、酶解时间为3.0 h的组合条件下, 制备的原生质体活力率最高, 为94.42%。在

此基础上, 采用高钙高pH值结合PEG4000诱导法进行原生质体融合研究, 以高活力的赤水和瑞丽

金钗石斛原生质体为材料, 以异核体融合率为评价指标, 用响应面法优化设计对原生质体融合过

程中的PEG浓度、CaCl2浓度、pH和融合时间四个因素进行最佳组合筛选, 发现当PEG4000浓度为

38.41%、CaCl2浓度为0.44 mol/L、pH为9.26、融合时间为28.87 min的组合条件下, 异核体融合率

达到最高, 为0.924%。同时, 响应面法分析还发现, PEG浓度和CaCl2浓度之间、PEG浓度和pH之间、

CaCl2浓度和融合时间两个因素共同对异核体融合率有显著影响。此外, 响应面分析还发现, 当pH
为9.26时, PEG浓度、CaCl2浓度和融合时间的值在一定范围内变化并不会显著影响异核体融合率

的值, 数值均维持在0.94%左右。该研究完善了金钗石斛原生质体制备和融合的技术体系, 为金钗

石斛种质资源的保护、拓展和新品种选育提供了实验材料, 为其他近缘物种的相关研究提供了实

验参考。
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Protocols of Protoplast Isolation and Cell Fusion in Dendrobium nobile
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Abstract       To construct the protocols of protoplast isolation and cell fusion in Dendrobium nobile, the tender 
leaves of tissue cultured seedling were used as the material. The survival rate was applied for evaluating the qual-
ity of newly harvested protoplast, four significant factors of the cellulase concentration, pectinase concentration, 
macerozyme concentration and enzymolysis time were screened for their optimum levels during protoplast isolation 
through orthogonal experiment design. It found that the survival rate could reach the highest value of 94.42% 
with 9.5 mg/mL, 5.0 mg/mL, 6.0 mg/mL and 3.0 h, respectively. Then the PEG 4000 was applied for inducing the 
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cell fusion with the method of high pH and high calcium. The heterokaryon fusion rate was selected as the assess-
ment criteria, the main four factors of the PEG concentration, CaCl2 concentration, pH value and fusion time were 
screened for their optimum levels by using the experimental design of response surface method (RSM). Through 
this method, the fusion rate could reach the highest value of 0.924% with four factors of 38.41%, 0.44 mol/L, 9.26 
and 28.87 min respectively. Meanwhile, the RSM detected that the synergistic effects reached to the significant lev-
el of 0.05 between the PEG concentration and the CaCl2 concentration, PEG concentration and pH, CaCl2 concen-
tration and fusion time. Furthermore, RSM also identified that the heterokaryon fusion rate was maintained around 
0.94% when the pH value was 9.26 and the PEG concentration, CaCl2 concentration, fusion time were varied within 
narrow ranges. This study improved the protocols of protoplast isolation and cell fusion in D. nobile, which is 
meaningful for germplasms’ protection and development, and it also supplied a solid bases in experimental material 
for breeding.

Keywords       Dendrobium nobile Lindl.; protoplast isolation; cell fusion; orthogonal design method; re-
sponse surface method

金钗石斛(Dendrobium nobile Lindl.)系兰科石斛

属植物, 是具有多种药理功能的名贵濒危中药材[1]。

现代药理研究表明, 金钗石斛具有抗辐射、抗炎、

抗肿瘤、免疫调节、减缓衰老、降低血压及扩张血

管的作用[2-3]。金钗石斛茎形似发簪, 花色绚丽, 具有

很高的观赏价值[4]。然而, 由于生长和繁殖缓慢、野

生资源的生存环境遭受破坏以及被人类长期掠夺式

的过度采挖, 金钗石斛已成为珍稀濒危的药用植物[5]。

如何保护和拓展金钗石斛野生资源, 实现金钗石斛

资源可持续利用和发展成为亟待解决的问题。目前, 
人们常用传统杂交[6]、诱变育种[7]、生物技术[8]等途

径拓展金钗石斛资源品质, 但操作繁琐、品种变异

程度低、品质和产量难以提升, 使得金钗石斛的优

良品种选育工作长期徘徊不前, 资源拓展和开发利

用也亟待提升。近年来, 细胞培养和原生质体融合

技术在植物育种、资源保护和开发研究中的运用日

趋成熟, 已成功在水稻[9]、苜蓿[10]以及肿节、尖刀唇

和报春三种石斛[11]中获得了良好的效果。这些研究

为金钗石斛种质资源的保护拓展和育种改良提供了

新的思路, 然而目前尚无关于金钗石斛原生质体融

合的文献资料和选育出优良品种应用于生产实践的

报道。

去掉细胞壁的植物细胞即为原生质体, 其具有

再生成完整植株的能力, 是进行细胞器分离、转基

因和基因功能分析等研究的理想材料, 也是细胞杂

交方式培育新品种的必备材料[12]。在中药材品种筛

选和改良方面, 原生质体制备、融合体系的建立是

中药材品质改良目的得以实现的有效途径之一。已

有的研究和本课题组的前期实验结果表明, 植物原

生质体制备和融合大多都建立在酶解法制备原生质

体、PEG诱导原生质体融合技术之上[13-15], 而酶的

组成、酶解时间和渗透剂组成是影响酶解法制备原

生质体的主要因素[16], PEG浓度和融合时间是影响

PEG诱导原生质体融合的主要因素[17]。探明这些因

素对原生质体制备和融合过程的影响, 并鉴定这些

因素间的协同作用对结果的影响程度, 是系统建立

起原生质体制备和融合技术体系的重要保证。然而, 
关于建立金钗石斛原生质体制备和融合技术体系的

报道不多[18], 现有技术体系也还不够完善, 制备的原

生质体产量和活力以及融合率都有待提高。

本研究选用石斛碱和总氨基酸含量高(数据未

公布)的贵州赤水金钗石斛品系与植株生长健壮和

抗逆性强的云南瑞丽金钗石斛品系为研究材料, 取
其组培再生苗的幼嫩叶片制备原生质体, 进一步开

展原生质体融合的技术方法探索, 并运用正交试验

和响应面设计对这两个实验过程中的各因素水平进

行优化和最佳组合筛选, 以期建立起能制备出优质

原生质体和获得高融合率的原生质体融合技术方法, 
为金钗石斛的资源保护和种质创新奠定实验基础, 
也为原生质体再生及转化、植物细胞反应器构建、

细胞器分离和功能分析等后续研究提供实验材料。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂 

实验材料为贵州赤水和云南瑞丽金钗石斛种

子非共生萌发的无菌苗的幼嫩叶片。
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实验试剂2-(N-吗啡啉)乙磺酸[2-(N-morpholino) 
ethane sulphonic acid, MES]购自Solarbio公司; 牛血

清白蛋白(bocine serum albumin, BSA)购自Amresco
公司; 荧光素双醋酸酯(fluorescein diacetate, FDA)
和罗丹明B异硫氰酸盐(Rhodamine B isothiocyanate, 
RITC)购自Sigma公司; PEG购自Merck公司。

1.2   方法

1.2.1   实验试剂的配制      酶液: 在一干净试管中先

添加0.2 mol/L 2-(N-吗啡啉)乙磺酸(MES)1.0 mL、
0.8 mol/L KCl 2.5 mL、0.8 mol/L甘露醇5 mL; 加入

纤维素酶、果胶酶和离析酶成分后混匀溶解, 55 °C
水浴10 min; 冷却后加入10 mg/mL牛血清白蛋白

(BSA)1.0 mL、0.25 mol/L CaCl2 400 μL和100 μL双

蒸水, 用0.45 μm滤器将混合液过滤至无菌培养皿中, 
备用。清洗液: 将1.10 g MES、5.94 g KCl、1.48 g 
CaCl2、27.5 mg KH2PO4、101.0 mg KNO3、50.00 g
甘露醇加入双蒸水中充分溶解后定容至1 L, 调节

pH至5.85~6.05, 在121 °C、0.1 MPa高温高压湿热

灭菌20 min后备用。融合液: 融合液A为质量分数为

0%~80%的PEG4000、0.2 mmol/L KH2PO4和0.1mol/L
葡萄糖; 融合液B为含0~0.8 mol/L CaCl2、pH为5.5~ 
11.5的甘氨酸钠缓冲液。融合液A经121 °C、0.1 MPa
高温高压湿热灭菌20 min, 融合液B经0.45 μm滤器过

滤至无菌培养皿中, 备用。

1.2.2   原生质体的制备和融合      原生质体的制备: 
将金钗石斛幼嫩叶片放置在黑暗环境下进行低温质

壁分离的预处理[19], 添加1.2.1配制的酶液, 采用酶解

法制备金钗石斛原生质体, 滴加1.2.1配制的清洗液

清洗纯化后计数并检测原生质体活力。原生质体

活力率的测定: 用荧光素双醋酸酯(FDA)染色法进

行测定, FDA和有活力的原生质体作用后, 细胞在蓝

光下发出黄绿色的荧光, 通过计数蓝光下被染成黄

绿色的原生质体个数来计算活的原生质体数[20]。原

生质体的活力率=(被染色的原生质体数/原生质体总

数)×100%。平行实验3次, 每次计数3遍, 取平均值。

原生质体的融合: 将以上制备的高活力的两种原生质

体浓度均定容至1×106/mL。用FDA和罗丹明B异硫

氰酸盐(RITC)分别染色和标记赤水及瑞丽金钗石斛

的原生质体, 并以11׃体积比混合滴入直径60 mm的无

菌培养皿中, 先用融合液A处理0~20 min再滴加融合

液B, 经过0~20 min处理后用上述清洗液洗净原生质

体, 统计异核体融合率。异核体融合率的测定: RITC
和原生质体作用后, 在蓝光下细胞发出红色的荧光[21], 
而FDA为黄绿色, 通过计数被两种染色剂同时染色

的融合原生质体数量来计算异核体原生质体融合

率。异核体融合率=异核原生质体核数/总原生质体

核数)×100%。平行实验3次, 每次计数3遍, 取平均值。

以上实验步骤均在25 °C左右的无菌环境下操作。

1.2.3   影响原生质体制备和融合的单因素检测      
在酶液中分别添加不同种类及不同浓度配比的酶, 
以不同的酶解时间制备原生质体, 筛选出不同因素

下原生质体活力率最高的最佳水平。实验各因素水

平按表1所示, 均在温度20 °C、转速为50 r/min的恒

温摇床上震荡酶解, 每个单因素的各水平下制备的

原生质体分别取样, 采用FDA染色法计数活的原生

质体数, 计算原生质体活力率。

在融合液中分别添加不同浓度的PEG和CaCl2, 
调节不同pH后进行原生质体融合, 筛选出不同因素

下异核体融合率最高的最佳水平。实验各因素水平

按表1所示, 均在25 °C左右无菌环境下融合, 每个单

表1   单因素实验中各因素的不同水平设计表

Table 1   The levels of different factors in single factor test
因素

Factor
水平

Level

Cellulase (mg/mL) 0 1 3 5 7 9 11 13 15

Pectinase (mg/mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Macerozyme (mg/mL) 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Enzymolysis time (h) 0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

PEG concentration (%) 0 10 20 30 40 50 60 70 80

CaCl2 concentration (mol/L) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

pH 5.5 6.0 7.0 8.0 8.5 9.0 10.0 11.0 11.5

Fusion time (min) 0 5 10 15 20 25 30 35 40
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及单因素实验结果, 开展原生质体融合技术方法的

响应面优化试验设计: 设计因素包括PEG浓度(S1)、
CaCl2浓度(S2)、pH值(S3)、融合时间(S4)的取值(表
2), 依据BOX-Behnken中心组合法, 利用软件Design-
Expert 8.0.6进行四因素三水平29组的试验设计。通

过该软件进行分析, 以原生质体活力率最大为标准, 
进行金钗石斛原生质体制备条件最佳组合的寻优。

根据以上两种方法的分析结果, 对结果条件组

合进行5次重复的平行实验, 验证分析方法和寻优结

果的可靠性。

1.2.5   统计分析      用SPSS 19.0软件进行数据的统

计分析, P<0.05表明差异具有显著性。

2   结果
2.1   各单因素对原生质体制备的影响

对影响原生质体制备的四个主要因素进行单

因素分析, 发现活力率均随各因素水平的增加均呈

现先增长后降低的变化趋势(图1A)。其中, 当Cel为
11 mg/mL、Pec为4 mg/mL、Mac为5 mg/mL、酶解

表2  正交试验设计和响应面法设计因素与水平

Table 2  The values of factors in the experiments of orthogonal design and RSM

正交试验

设计

Orthogo-
nal design

纤维素酶

(mg/mL)
Cellulase concen-
tration (mg/mL)

果胶酶(mg/mL)
Pectinase 
concentration 
(mg/mL)

离析酶

(mg/mL)
Macerozyme 
concentration 
(mg/mL)

酶解时间(h)
Enzymolysis 
time (h)

响应面

法设计

Response 
surface 
method

PEG浓度(%)
PEG concen-
tration (%)

CaCl2 浓
度(mol/L)
CaCl2 con-
centration 
(%)

pH

融合时

间(min)
Fusion 
time 
(min)

1 8.0 2.0 3.0 1.0 –1 30 0.4 8.5 25

2 9.5 3.5 4.5 3.0 0 40 0.5 9.5 30

3 11.0 5.0 6.0 5.0 1 50 0.6 10.5 35

(A) (B)

Su
rv

ia
l r

at
e 

(%
)

Fu
si

on
 ra

te
 (%

)

90
80
70
60
50
40
30
20
10
0

0 4 8 12 0 2 4 6 8 0 2 4 6 8 0 2 4
Cel (mg/mL) Pec (mg/mL) Mac (mg/mL) Time (h) Time (min)pHCaCl2 (%)PEG (%)

0.8

0.6

0.4

0.2

  0
0 20 40 60 80 0 0.4 0.8 6 8 10 0 20 40

Cel为纤维素酶, Pec为果胶酶, Mac为离析酶, Time为酶解时间。

Cel refers to cellulase, Pec refers to pectinase, Mac refers to macerozyme, Time refers to enzymolysis time.
图1   单因素分析实验中各因素对原生质体活力率(A)和异核体融合率(B)的影响 

Fig.1   The factors impact on the protoplast survival rate (A) and heterosynkaryon fusion rate (B) in the single factor test 

因素的各水平下融合的原生质体分别取样, 采用双

色荧光标记法计数异核体数, 计算异核体融合率。

根据前期实验结果, 原生质体制备实验各组单

因素对照的值分别按纤维素酶8.0 mg/mL、果胶酶

3.0 mg/mL、离析酶3.0 mg/mL、酶解时间3.0 h的因

素取值进行实验, 均在温度25 °C、转速为50 r/min
的恒温摇床上震荡酶解, 采用FDA染色法计数活的

原生质体数, 计算原生质体活力率。原生质体融合

实验各组单因素对照的值分别按PEG浓度为30%、

CaCl2浓度为0.25 mol/L、pH7、融合时间为20 min
的因素取值进行实验, 均在25 °C左右无菌环境下融

合, 采用双色荧光法标记并计数异核体数, 计算异核

体融合率。

1.2.4   正交试验和响应面设计及验证实验      根据

1.2.3单因素实验的分析结果, 设计因素纤维素酶

(Cel)浓度、果胶酶(Pec)浓度、离析酶(Mac)浓度、

酶解时间(Time)的取值(表2), 开展四因素三水平的

正交试验, 设置3个重复, 利用极差分析法分析实验

结果。在得到高活力率的原生质体后, 根据预实验
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时间3 h时, 各自的活力率达到最大值, 说明这些水

平值是各因素制备原生质体的优势值。

对影响原生质体融合的四个主要因素进行单因

素分析, 发现异核体融合率均随各因素水平的增加

均呈现先增长后降低的的变化趋势(图1B)。其中, 当
PEG浓度为40%、CaCl2浓度为0.5 mol/L、pH9、融合

时间30 min时, 各自的异核体融合率达到最大值, 说明

这些水平值是各因素诱导原生质体融合的优势值。

2.2   原生质体制备的正交试验设计实验结果与分析

正交试验设计的实验结果表明, k Cel2>k Cel3> 
k Cel1, 即Cel2为因素纤维素酶浓度的优水平(表3)。
同理可以得出, 因素果胶酶浓度、离析酶浓度、酶

解时间的优水平分别为Pec3、Mac3、Time2。因而, 
正交实验设计获得的制备原生质体最佳条件组合为: 
纤维素酶浓度9.5 mg/mL、果胶酶浓度5.0 mg/mL、
离析酶浓度6.0 mg/mL、酶解时间3.5 h, 各因素对原

生质体活力率的影响大小依次为Cel、Time、Pec、
Mac, 即这四个因素中, 纤维素酶浓度大小对原生质

体的活力率影响最大, 离析酶的影响最小。

2.3   原生质体融合的响应面法实验结果与分析

根据响应面软件的实验设计得出的实验结果

见表4。将表4中数据使用Design-Expert 8.0.6软件

进行二次多元回归拟合, 得到异核体融合率响应面

模型的二次多项回归方程: Y=–11.950 9+0.074 6S1–
1.328 0S2+1.740 8S3+0.254 6S4+0.036 0S1S2+0.003 4 
S1S3+0.000 2S1S4–0.060 8S2S3+0.107 7S2S4+0.000 4 
S3S4–1.656 0S1

2–2.957 2S2
2–0.099 9S3

2–0.005 4S4
2。

对回归模型进行方差分析, 由表5可知, 模型达

极显著水平(P<0.000 1), 相关系数R2=0.965 0, 说明

该模型方程能够反映响应值, 且失拟项P=0.139 6> 
0.05为不显著, 可以利用该模型方程对原生质体融

合的条件进行预测分析和寻优。依据表5的F值: 
F(S1)=5.94、F(S2)=5.04、F(S3)=28.74、F(S4)=9.38, 
可知各因素对异核体融合率影响的大小依次为pH>
融合时间>PEG浓度>CaCl2浓度, 且PEG浓度、CaCl2

浓度、pH、融合时间对金钗石斛原生质体的融合

率影响都是显著的, 其中pH、融合时间达极显著性

(P值分别为0.028 8、0.041 4、0.000 1、0.008 4, 均
小于0.05, 达到显著水平; 其中, 后两个P值小于0.01, 
达到极显著水平)。此外, 通过表5分析结果可以发现, 
PEG浓度和CaCl2浓度、PEG浓度和pH、CaCl2浓度

和融合时间几组因素间的协同作用对原生质体融合

表3   原生质体制备的正交试验设计实验方案及结果

Table 3   Orthogonal test scheme and the result in protoplast isolation

试验号

No.
纤维素酶水平

Cellulose level
果胶酶水平

Pectinase level
离析酶水平

Macerozyme level
酶解时间水平

Enzymolysis time level
活力率(%)
Survival rate (%)

1 1 1 1 1 85.28
2 1 2 2 2 89.48
3 1 3 3 3 91.96
4 2 1 2 3 92.48
5 2 2 3 1 89.60
6 2 3 1 2 94.42
7 3 1 3 2 91.27
8 3 2 1 3 90.45
9 3 3 2 1 90.72

Survival 
rate (%)

K1 266.72 269.72 270.15 265.60

K2 276.50 269.53 272.68 275.17

K3 271.44 277.10 272.83 274.89

k1 88.90 89.68 90.05 88.53

k2 97.17 89.84 90.89 91.72

k3 90.81 92.37 90.94 91.63
Optimum level Cel2 Pec3 Mac3 Time2

R 8.07 2.69 0.89 3.19
Ranking Cel, Time, Pec, Mac
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也有显著影响(P值分别为0.029 7、0.044 9、0.002 8, 
均小于0.05, 达到显著水平)。

再依据二次回归的数学模型和表6的分析结

果得到了金钗石斛原生质体制备的最佳组合条

件 : PEG4000浓度为38.41%、CaCl2为0.44 mol/L、
pH9.26、融合时间28.87 min, 此时最大的异核体融

合率模型预测值为0.462%。

当响应值R1在0%~1.5%取值时, 软件理论上推测

出有六种方案可以使融合率达到最大值, 且差异不显

著(表6)。通过对方案的验证实验发现, 得到的异核体

融合率差异性不显著, 都在0.94%左右, 由此可知, 影
响异核体融合率的各单个因素水平在一定的范围内

组合后, 都可以使异核体实际融合率达到最大值。

2.4   两种方法的验证实验结果与分析

对正交实验优化出的各因素的优水平, 即最佳

实验条件, 进行五次平行实验的验证, 发现原生质体

的活力率平均值为92.67%, 显著高于对照方案制备出

来的原生质体90.05%的活力率平均值(P=0.015 6, 图
2B)。

对响应面法优化得到的原生质体融合最佳组合

条件进行验证, 得到的异核体融合率平均值为0.94%, 
与0.92%的预测值差异不显著, 且对比用对照方案

融合的异核金钗石斛原生质体融合率高, 平均值为

0.68%, 有极显著差异(P=0.000 1)。结合以上结果, 

表4   原生质体融合的响应面法实验设计方案和实验结果

Table 4   Response surface test and experimental results in protoplast fusion
试验次数

No.
PEG浓度水平(S1)(%)
PEG concentration (S1) (%)

CaCl2浓度水平(S2)(mol/L)
CaCl2 concentration (S2) (mol/L) pH (S3)

 

融合时间(S4)(min)
Fusion time (S4) (min)

实际值Y(%)
Actual value Y (%)

1 40 0.6 9.5 25 0.733±0.054
2 40 0.5 8.5 35 0.732±0.074
3 50 0.5 9.5 35 0.556±0.044
4 40 0.5 9.5 30 0.897±0.094
5 40 0.4 9.5 35 0.637±0.064
6 50 0.6 9.5 30 0.726±0.064
7 50 0.4 9.5 30 0.695±0.070
8 30 0.5 10.5 30 0.585±0.072
9 40 0.4 9.5 25 0.859±0.078
10 40 0.5 9.5 30 0.924±0.108
11 40 0.6 8.5 30 0.803±0.080
12 30 0.5 9.5 25 0.678±0.074
13 40 0.5 10.5 25 0.622±0.046
14 40 0.5 9.5 30 0.893±0.092
15 50 0.5 9.5 25 0.595±0.084
16 40 0.5 9.5 30 0.920±0.107
17 50 0.5 10.5 30 0.603±0.040
18 40 0.4 8.5 30 0.847±0.086
19 30 0.5 9.5 35 0.594±0.074
20 40 0.6 9.5 35 0.727±0.040
21 30 0.6 9.5 30 0.671±0.046
22 40 0.5 8.5 25 0.718±0.064
23 30 0.4 9.5 30 0.785±0.076
24 40 0.4 10.5 30 0.764±0.084
25 40 0.5 9.5 30 0.897±0.094
26 30 0.5 8.5 30 0.739±0.070
27 50 0.5 8.5 30 0.626±0.066
28 40 0.5 10.5 35 0.643±0.054
29 40 0.6 10.5 30 0.696±0.076
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由图2可以看出, 响应面法优化获得的实验方案, 实
验结果融合状态好(图2C~图2H), 方法有效、可行。

3   讨论
原生质体是细胞杂交、生物反应器构建、细胞

器分离和基因功能分析等研究的物质基础, 也是植

物细胞工程技术应用于遗传育种的重要基础。原生

质体融合技术体系的建立是准确获得满足人们需求

的异核体细胞株系的重要支撑。通过科学的实验设

计, 建立和完善原生质体的制备和融合体系, 制备出

活力强、结构功能完整的金钗石斛原生质体, 融合

得到具有两种优质品种遗传特性的细胞株, 对促进

表5   响应面法方差分析表

Table 5   ANOVA results of response surface test 
方差来源

Source
平方和

Sum of squares
自由度

df
均方

Mean square
F值
F value

P值
P value

Model 0.340 000 14 0.024 000 27.44 < 0.000 1**

A-S1 PEG 0.005 250 1 0.005 250 5.94 0.028 8*

B-S2 CaCl2 0.004 462 1 0.004 462 5.04 0.041 4*

C-S3 pH 0.025 000 1 0.025 000 28.74 0.000 1**

D-S4 time 0.008 295 1 0.008 295 9.38 0.008 4**

AB 0.005 184 1 0.005 184 5.86 0.029 7*

AC 0.004 290 1 0.004 290 4.85 0.044 9*

AD 0.000 502 1 0.000 502 0.57 0.463 8

BC 0.000 148 1 0.000 148 0.17 0.689 1

BD 0.012 000 1 0.012 000 13.10 0.002 8**

CD 0.000 013 1 0.000 013 0.02 0.905 4

A2 0.180 000 1 0.180 000 201.10 < 0.000 1**

B2 0.005 672 1 0.005 672 6.41 0.023 9*

C2 0.065 000 1 0.065 000 73.20 < 0.000 1**

D2 0.120 000 1 0.120 000 135.36 < 0.000 1**

Residual 0.012 000 14 0.000 885

Lack of fit 0.011 000 10 0.001 099 3.16 0.139 6

Pure error 0.001 392 4 0.000 348

Cor total 0.350 000 28
R2 0.965 0

*P<0.05, **P<0.01.

表6   响应面软件推测的实验方案、响应理论值及实际融合率

Table 6   The optimism values of each factor, theoretical response value and actual fusion rates inferred by the software

编号

No.
PEG浓度水平(S1)(%)
PEG concentration (S1) (%)

CaCl2浓度水平(S2)(mol/L)
CaCl2 concentration (S2) (mol/L)

pH (S3)
融合时间(S4)(min)
Fusion time (S4) (min)

响应值R1

Response 
value 1

实际融合率(%)
Actual fusion 
rate (%)

1* 38.41 0.44 9.26 28.87 0.92a 0.94±0.06a

2 38.39 0.44 9.26 28.90 0.92a 0.94±0.07a

3 38.40 0.48 9.26 28.88 0.92a 0.94±0.03a

4 39.24 0.52 9.26 28.90 0.92a 0.94±0.05a

5 39.23 0.51 9.26 28.70 0.92a 0.94±0.07a

6 39.34 0.50 9.26 28.70 0.92a 0.94±0.08a

*代表响应面软件选择的最佳实验方案。相同小写字母表示差异不显著。

* shows the optimism values of each factor selected by the software. The same superscripts denoted no significant difference at 0.05 levels.
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金钗石斛种质资源拓展和创新具有重要意义和应用

价值, 最终将有助于金钗石斛研究的现代化和产业

的可持续发展。本研究在单因素实验的基础上采用

正交试验设计优化并得到了金钗石斛原生质体分离

最佳条件组合, 即9.5 mg/mL纤维素酶、5.0 mg/mL
果胶酶、6.0 mg/mL离析酶与3 h酶解时间, 并在此

条件下制备得到了理想的高活力原生质体, 最高活

力率达94.42%。并利用制备得到的高活力的两种产

地金钗石斛原生质体为实验材料, 采用高钙高pH值

结合PEG4000诱导两种原生质体融合, 利用单因素

实验和响应面法筛选得到了异核体融合最佳条件组

合, 即在38.41% PEG、0.44 mol/L CaCl2、pH9.26、
融合时间28.87 min条件下可以使异核体融合率达到

较高水平。

在金钗石斛原生质体制备的研究中, 发现原生

质体的活力率因纤维素酶浓度、果胶酶浓度、离析

酶浓度和酶解时间四个因素的水平值不同, 受影响

程度也不尽相同(图1A)。纤维素酶浓度对原生质体

活力率影响最大, 酶解时间、果胶酶浓度其次, 离
析酶浓度影响最小, 可能归因于纤维素是植物细胞

壁最主要的结构组成[22]和生物功能[23]成分, 纤维素

酶对细胞壁上纤维素的酶解作用可促使细胞快速释

放出具有高活力率的原生质体。实验结果发现, 酶
解时间对原生质体活力率的影响和三种酶的影响

情况不一样, 原生质体的活力率随着酶解时间的延

长, 从0直线增长到最大值84.34%, 然后直线减小到

54.35%。这可能是因为随着酶解时间的增加, 植物

叶片开始释放出原生质体, 后随着时间的延长, 逐渐

达到最佳酶解时间, 分离出的原生质体活力率达到

最大值。然后随着时间的推移, 一方面酶对原生质

体的伤害作用增大, 另一方面细胞代谢和酶解废物

的增加, 会使酶解液中的有害物质浓度增加[24], 加重

了酶解时间对原生质体活力率的不利影响。本研究

也同时证实, 不同种类及浓度配比的酶以及不同的

A
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B

50 µm 50 µm

20 µm20 µm

20 µm

20 µm

20 µm 20 µm

a
a

a

a

a
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b
b

b b
b

b

A: 纯化后的原生质体; B: FDA染色的原生质体; C: FDA染色的两融合体; D: RITC染色的两融合体; E: FDA和RITC分别染色的双融合体; F: 
AAB三融合体; G: ABB三融合体; H: 多细胞融合体。a为贵州赤水金钗石斛原生质体, b为云南瑞丽金钗石斛原生质体。

A: the purified protoplasts; B: FDA-stained protoplasts; C: FDA-stained double fusion protoplast; D: RITC-stained double fusion protoplast; E: FDA-
RITC-stained double fusion protoplast; F: the tri-nucleus protoplast fused by AAB; G: the tri-nucleus protoplast fused by ABB; H: coenocyte protoplast. 
a is protoplast of landrace Chishui and b is protoplast of landrace Ruili.

图2   原生质体染色和细胞融合

Fig.2   The protoplast stained by FDA and RITC during the processes of protoplast isolation and cell fusion
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酶解时间对制备的原生质体活力有显著影响, 而且

添加酶的浓度过高或过低以及酶解时间过长都会造

成原生质体的间接或直接的损伤和死亡, 造成原生

质体活力下降。由此可知, 筛选出最佳的酶液组成

及配比, 是建立金钗石斛原生质体制备技术体系的

关键因素之一。

本研究采用正交试验设计筛选影响原生质体

制备的四个因素的最佳水平值, 获得了最佳水平值

组合, 为最终建立金钗石斛原生质体制备的技术体

系奠定实验基础和提供技术参考。如图2B所示, 正
交试验设计优化的原生质体制备条件所获得的原生

质体不仅细胞碎片少、形态完整, 而且原生质体活

力高, 能够作为原生质体融合实验的优质细胞材料。

清楚了解单因素对异核体融合率影响的有效

范围, 有利于在实验中快速寻找到各因素的最佳

值。本研究发现, 在原生质体融合研究的单因素实

验中, 各因素在一定范围内对原生质体的融合起促

进作用, 超过这个范围这种促进作用就会减弱直至

转变为抑制原生质体的融合作用。实验结果表明, 
未添加PEG时, 原生质体在高pH环境下以及高钙离

子的作用下发生融合, 有融合体形成, 在添加PEG后, 
PEG加速了原生质体融合速度, 接着PEG的浓度逐

渐达到最佳值, 异核体的融合率也达到最大值。随

后PEG浓度超过最佳浓度, 逐渐达到最大限度浓度, 
PEG对原生质体的毒害作用逐渐增强[25], 一方面造

成了原生质体死亡, 间接减小了异核体融合率, 另一

方面, PEG浓度过高致使原生质体很难接触到, 降低

了原生质体融合速度, 直接减小了异核体融合率。

当融合液未添加CaCl2时, 原生质体在PEG介导下发

生了融合, 添加一定浓度的CaCl2后, CaCl2促进原生

质体融合的作用得到凸显, 从而增加了异核体融合

率, 直到CaCl2浓度达到最佳水平时, 异核体的融合

率也达到最大值。随后, CaCl2浓度超过最佳浓度, 
逐渐达到最大限度浓度后, CaCl2促进原生质体融合

的作用逐渐消失直至影响并降低了原生质体融合, 
致使了异核体融合率的减小。因素pH和融合时间

对异核体融合率的影响相似, 异核体融合率都是因

单因素水平达到最佳值而快速增大到最大值, 后随

着因素水平超过最佳值, 融合率直线减小到一定的

值。

本研究采用响应面法优化、筛选影响原生质体

融合四个因素的最佳水平值, 获得了最佳水平值组

合, 为最终建立金钗石斛原生质体融合技术体系提

供了基础数据及技术参考。如图3C~图3H所示, 响
应面法优化的金钗石斛原生质体融合条件所获得的

异核体融合率高, 且通过FDA-RITC双色荧光标记法

的检测鉴定后, 成功获得了贵州赤水和云南瑞丽金

钗石斛异核细胞株(图3E)。本研究发现, pH、融合

时间、PEG浓度、CaCl2浓度对金钗石斛异核体融

合率的影响程度依次减弱。清楚了解这些因素对异

核体融合率的影响程度, 可以最大限度、选择性地

提高各因素对原生质体融合的功能, 减短原生质体

融合条件的筛选周期, 降低原生质体融合成本, 这对

金钗石斛原生质体融合技术体系的构建具有指导性

作用。

本文还发现, PEG浓度和CaCl2浓度之间、PEG
浓度和pH之间、CaCl2浓度和融合时间两个因素共

同对异核体融合率有显著的影响(表5)。这是因为, 
影响原生质体融合的作用不仅是单因素, 还应考虑

因素间交互作用的影响, 这些因素间作用形式的存

在对原生质体的融合过程起着至关重要的作用。本

研究还发现, 当pH为9.26, 而PEG浓度、CaCl2浓度、

融合时间在一定范围值内时, 得到的异核体融合率

差异性不显著, 都在0.94%左右(表6)。由以上结果, 
我们可以推测, 影响原生质体融合的各因素不仅有

最佳水平值和最佳条件组合, 而且这些因素水平的

取值还应为一个区间范围。

本研究在前人和本课题组研究的基础上, 优化

了原生质体制备方法, 得到了纤维素酶浓度、果胶

酶浓度、离析酶浓度和酶解时间四个因素的最佳条

件组合, 并成功获得了高活力的原生质体。在此基

础上, 继续优化并筛选得到了较高异核体融合率的

原生质体融合方法以及PEG浓度、CaCl2浓度、pH、

融合时间最佳条件组合, 并初步鉴定出两种基因型

的异核体金钗石斛细胞株系。然而, 对优化出来的

最佳组合条件, 要彻底解释其中每个因素和各因素

之间的内在影响关系和机制以及对原生质体及异核

体的培养和再生, 还需进一步的探索研究。
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