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摘要      细胞壁作为植物细胞重要的组成部分, 在决定细胞形状、维持机械支撑、吸收养分等

方面发挥重要功能。因此, 揭示植物细胞壁合成的调控机制具有重大的生物学意义。基于植物组

织水平研究细胞壁的生物合成具有难以控制时间尺度、观察空间狭小等局限性。原生质体作为去

除细胞壁的单个细胞是研究细胞壁再生的理想系统。在过去的几十年里报道了大量关于植物原生

质体再生细胞壁的研究, 但是关于细胞壁再生的机制尚不清楚。该综述介绍了目前应用于植物原

生质体再生细胞壁研究的主要技术和取得的研究进展, 并且对该领域的后续发展进行了展望, 为进

一步阐明植物细胞壁生物合成的机制提供理论参考。
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Abstract       Cell wall, as a significant component of plant cell, is essential for determining cell shape, main-
taining mechanical support, and absorbing nutrients of plants. Thus, it is of great biological significance to reveal the 
regulatory mechanism of plant cell wall biosynthesis. Studying cell wall biosynthesis based on organizational levels 
has great limitations in terms of controlling the time scale and narrow observation space. Protoplast is an ideal model 
system for studying cell wall regeneration with cell wall removed. Over the past few decades, a large number of stud-
ies on cell wall regeneration from plant protoplast have been reported. However the mechanism underlying this pro-
cess is yet unclear. This review introduces the primary techniques and research progresses applied to the study of plant 
cell wall regeneration in protoplast and unveils a prospective advances of this field, providing theoretical reference for 
further clarifying the mechanism of cell wall biosynthesis. 
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植物的细胞壁是其区别于动物细胞所具有的

特征结构之一, 其组成和动态结构在决定细胞形

状、维持植物生长过程中的机械支撑、吸收养分

以及响应生物和非生物胁迫等方面发挥重要的生

物学功能[1]。在《科学》杂志创刊125周年纪念刊中, 
植物如何形成细胞壁被列为未来25年要解决的重大
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科学问题之一。因此, 阐明植物细胞壁的形成机理

是一项亟待解决的科学问题。传统的基于植物组织

水平的研究方法在表征细胞壁的发生、再生过程的

动态变化等方面具有局限性。COCKING[2]于1960
年首次报道了采用酶解法去除细胞壁得到大量原生

质体的方法, 为研究细胞壁再生创造了条件。从植

物组织或者悬浮细胞中酶解得到的原生质体具备再

生细胞壁的能力, 是研究细胞壁再生的理想材料。

早在上世纪50—60年代, BACHMANN等[3]就利用真

菌原生质体进行再生细胞壁的研究, POJNAR等[4]实

现了番茄薄壁组织原生质体细胞壁再生的实验。此

后, 涌现出一大批以原生质体为材料进行细胞壁再

生的研究。本文总结了近几十年来报道的关于植物

原生质体细胞壁再生的研究, 从原生质体分离与培

养、细胞壁再生过程成像技术、细胞壁组分检测技

术、细胞壁再生分子机制研究几个方面作简要综述。

1   植物细胞原生质体分离与培养
1.1   原生质体分离

制备高质量的原生质体是研究植物原生质

体细胞壁再生关键的一步。原生质体分离可以通

过机械的方法和酶解的方法实现。早在1892年, 
KLERCKER[5]就采用机械的方法在细胞质壁分离后

通过切割细胞壁分离出藻类的原生质体, 机械的分

离方法对操作手法的要求高且分离的通量低。1960
年, 英国的COCKING[2]首次采用酶解法分离得到了

大量具备高活性的植物原生质体; 在1972年, RONA
等[6]用木本植物欧亚槭(Acer pseudoplatanus)悬浮培

养细胞作为酶解材料, 建立了第一个木本植物原生

质体分离体系。此后, 大量研究者对酶解体系、酶

解条件等进行探索, 使酶解法得以快速发展。时至

今日, 酶解法仍然是一种最常用的分离植物细胞原

生质体的方法。

1.2   原生质体培养方法

分离得到原生质体后, 需要将原生质体置于合

适的培养体系中, 原生质体只有在适宜的环境中才

能正常生长, 从而完成细胞壁从头再生。目前比较

常用的植物原生质体培养方法分为: 液体培养和固

定培养。而液体培养和固定培养具体又可以分为液

体浅层静置培养、固定培养、固–液结合培养、琼

脂糖念珠培养以及看护培养等方法。液体浅层静置

培养是相对简单的原生质体培养方法, 仅需要用合

适的液体培养基将原生质体稀释成细胞悬液后静置

培养即可。液体浅层静置培养的方法适用范围较广, 
PARK等[7]对比了多种原生质体培养方法对杂种白

杨(Populus nigra × P. maximowiczii)原生质体培养的

效果后, 发现液体浅层静置培养的方法最适宜杂种

白杨原生质体的生长。液体浅层静置培养具有操作

简便、易于随时添加新鲜培养基等优点, 但是同时

存在培养基水分散失、细胞间发生黏连等缺陷。相

较于液体浅层静置培养, 固定培养的操作相对繁琐。

固定培养最早由NAGATA等[8]应用在烟草叶肉原生

质体培养中, 将原生质体悬液与溶胶状态的琼脂混

合后平铺在培养皿上, 待琼脂凝固后原生质体镶嵌

在固体培养基中, 实现原生质体的固定培养。固定

培养的一个显著优点是培养基的更新比较方便[9]。

固–液结合培养与液体静置培养相似, 在液体培养基

的下层添加一层含有琼脂的固体培养基, 底层的固

体培养基具有吸收细胞代谢物、向液体培养基释放

营养物质等作用[10]。琼脂糖念珠培养可以分类到固–
液结合培养中, 具体方法是将原生质体悬液与液体

状态的琼脂以合适的比例混合后以液滴的形式加入

到液体培养基中, 包裹着原生质体的琼脂糖以念珠

的形式存在于液体培养基中, THOMPSON等[11]利用

该方法实现了水稻悬浮细胞原生质体的培养。看护

培养是通过在培养基的底部添加一层灭活的原生质

体作为滋养层, 采用纤维素膜将滋养层与培养的细

胞分隔开的方式, WANG等[12]通过看护培养方法研

究青桐(Musa acuminatacv)原生质体再生植株的过

程。各种原生质体的培养方法总结如表1所示。

1.3   原生质体培养的影响因素

原生质体再生细胞壁涉及到复杂的代谢调控

过程, 对于原生质体培养的条件要求比较高, 细胞壁

再生受到原生质体的密度、培养液渗透压、培养基

的类型、外源添加物(例如植物激素、小分子化合

物)、培养条件等多种因素的影响。

1.3.1   初植密度      原生质体培养的初植密度对其

正常生长尤为重要, 密度过高或者过低均不适宜原

生质体的生长: 密度过大则细胞间对营养物质、氧

气的竞争大; 密度过小则不利于原生质体的生长。

目前, 大多数关于原生质体培养的研究表明, 比较

理想的原生质体培养密度为104~106个/mL。KO-
BAYASHI等[23]关于甜橙(Citrus sinensis Osb.)原生质

体培养的研究显示, 初始培养密度为4×104个/mL时, 
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最适合原生质体生长, 密度过高或过低均影响原生

质体的正常生长。

1.3.2   渗透压      培养液的渗透压也是影响原生质

体再生壁的一个重要指标, 渗透压过高原生质体会

皱缩停止生长, 渗透压过低原生质体则直接吸水胀

破。渗透压的调整不能只考虑渗透压的大小, 不同

的物种对于渗透剂也有不同的要求。例如, 在小构

树(Broussonetia kazinoki Sieb)叶肉原生质体再生植

株的研究中, OKA等[24]发现, 当使用蔗糖或果糖作为

渗透剂时, 细胞发生多次分裂, 但子细胞细胞质贫乏

且没有淀粉积累, 最终停止分裂; 相比之下, 葡萄糖

作为渗透剂可以诱导细胞持续分裂。

1.3.3   培养基类型      培养基为原生质体再生细胞壁

提供必需的营养物, 目前市场上常见的用于组织培

养的基本培养基大部分可以用来培养原生质体, 大
量关于原生质体再生的研究表明, MS培养基[25]、B5
基本培养基[26]、WPM培养基、KM8P培养基[27]等均

可应用于植物原生质体培养, 其中, KM8P培养基富

含有机物且营养丰富, 广泛应用于植物原生质体培

养。但是不同的物种对于基本培养基也有一定的偏

好性, 例如木本植物原生质体培养比较偏向于使用

MS培养基和WPM培养基。总之, 培养基的选择需

要根据所选择的培养材料的特性进行摸索。

1.3.4   外源补充物      研究表明, 在原生质体培养体

系中加入一些外源补充物有助于原生质体的生长与

分裂。植物激素是原生质体从头再生细胞壁首要考

虑的因素之一, 大部分植物原生质体培养都需要添

加外源激素。生长素和细胞分裂素是两种在植物细

胞培养中被使用最多的激素, 大量研究表明生长素

和细胞分裂素在启动细胞壁的再生过程中发挥重要

作用[28-32]。在胡萝卜[28]和大豆[29]的原生质体培养中, 
外源生长素的加入是保证原生质体正常生长的必要

条件。TAKEUCHID等[30]发现, 在培养长春花(Vinca 
rosea)原生质体时, 如果缺少生长素2,4-D, 原生质体

再生细胞壁的效率显著下降。然而UCHIMIYA等[31]

培养烟草原生质体的实验结果与前者相反, UCHI-
MIYA的结果表明, 生长素在烟草原生质体培养中

并不能发挥促进作用。关于细胞分裂素在原生质

体培养中的作用, TAO等[32]发现, 在烟草原生质体

培养体系中加入细胞分裂素BA, 原生质体会发生出

芽的现象; UCHIMIYA等[31]的研究也表明, 在含有

激动素的培养基中, 烟草原生质体再生细胞壁的效

率高达85%; 有关细胞分裂素促进原生质体再生细

胞壁的机制目前尚不清楚。此外, 脱落酸对原生质

体的生长也有影响, COCKING等[33]和BALSEVICH
等[34]的研究均表明, 脱落酸对原生质体的生长具有

一定程度的抑制作用, 但是, ROBERTS[35]在培养烟

草保卫细胞原生质体的实验中发现, 低浓度的脱落

酸(0.1~1.0 μmol/L)可以提高原生质体的存活率。

除了植物激素, 近些年的研究表明, 肽类生

长调节物质和糖类也对原生质体培养具有促进作

用。在甜菜(Beta vulgaris L.)叶肉原生质体培养的

表1   几种常用原生质体培养方法比较

Table 1   Comparison of several commonly used protoplast culture methods
培养方法

Culture methods
优点

Advantages
缺点

Disadvantages
适用植物

Applicable plants

Liquid culture Simple operation, convenient to add 
fresh medium

The water in the culture medium 
is easily lost and adhesion occurs 
between cells

hybrid poplar(Populus nigra × P. maximow-
iczii)[7], Gossypium hirsutum L.[13], Robinia 
pseudoacacia L.[14], Ipomoea cairica L.[15]

Liquid over solid 
culture

The bottom solid medium can absorb 
cell metabolites and release nutrients 
to the liquid medium

Complex operation Gossypium davidsonii[16] 

Agarose droplets 
culture

Avoiding cell adhesion, convenient 
supply of nutrients

The experiment process is 
complicated

Oryza sativa L.[11], Ulmus minor Mill.[17], 
Spathiphyllum and Anthurium[18], C. sinen-
sis[19]

Solid culture Convenient medium replacement; 
easy to track the growth status of 
specific cells

It is difficult to remove cell metabo-
lites

Brassica oleraceavar botrytis[20], Echinacea 
purpurea[21]

Liquid, feeder layer 
culture

Feeder layer may provide growth 
factors for cultured cells

The operation is difficult and the 
experimental steps are complicated

Musa nana Lour.[22]
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研究中, GRZEBELUS等[36]发现, 向培养体系中添加

10 nmol/L植物磺肽素可以大大增加原生质体的植板

率。半乳糖葡甘露寡糖是一种植物细胞伸长和分化

的信号分子, 其对原生质体的活力和再生有促进作

用[37]。在高等植物中, 多胺参与多种生长发育过程, 
细胞内多胺水平和代谢可能与植物原生质体的全能

性表达有关[9]。RAKOSY等[38]提出, 亚精胺促进原

生质体生长并刺激有丝分裂。

因为植物细胞本身就能合成内源激素和生长

调节因子, 所以外源添加物在原生质体培养中的应

用没有统一的标准, 对于外源激素的需求需要同其

内源激素的合成情况相结合, 不同的植物材料对外

源植物激素的种类及浓度的需求差别很大。利用液

相色谱–高分辨质谱联用(liquid chromatography-high 
resolution mass spectrometry, LC-HRMS)、液相色谱–
串联质谱 (liquid chromatography with tandem mass 
spectrometry, LCMS/MS)等技术测定原生质体不同

再生阶段释放多种体内激素或调节因子的水平, 可
以为原生质体培养研究中外源添加物的选择提供参

考[9]。

1.3.5   培养条件      适宜的培养条件对原生质体生

长和细胞壁的再生具有辅助作用。温度和光照是

两个最基本的指标。原生质体培养的温度控制在

24~28 °C的范围内比较合适。培养过程是否提供光

照需要根据培养材料而定, 一般木本植物的原生质

体培养不需要进行光照, 而是采用黑暗培养, 因为光

照可能会对细胞膜造成损伤。但是也有一些研究表

明, 在培养过程中, 对含有叶绿体的原生质体给予光

照刺激可以提高细胞壁再生效率[6]。

2   细胞壁再生过程研究进展
2.1   细胞壁再生过程成像研究

近几十年来, 细胞壁组分标记技术及各类显微

镜的发展为细胞壁成像研究奠定了基础, 高分辨率

的细胞壁成像技术为揭示细胞壁的发生提供最直观

的证据。电子显微镜和荧光显微镜在细胞壁再生的

成像研究中应用较广。

2.1.1   电子显微镜成像      原生质体新形成的细胞

壁在普通的光学显微镜下无法被观察到, 而电子显

微镜可以直接表征出新生细胞壁的形态特征, 在结

合免疫化学技术的基础上还能鉴定新生壁的物质

成分(例如六氨银染色多糖), 是一种理想的表征再

生细胞壁的工具。通过使用透射电子显微镜, PO-
JNAR等[4]发现, 番茄原生质体培养3天后细胞膜表

面就会产生致密物, 5天左右产生再生壁。同样利

用透射电子显微镜, 吴斯俊等[39]观察到, 小立碗藓

(Physcomitrella patens.)原生质体在培养2天时在细

胞膜上就会有微纤丝的发生, 当培养到第4天的时候

微纤丝相互交织形成细胞壁。 FOWKE等[40]利用电

子显微镜观察阿米芹(Ammi visnaga.)原生质体在不

同培养时期细胞壁再生情况, 并用六氨银染色证实

原生质体新生壁的成分为多糖, 结果显示, 原生质体

培养2天后细胞表面产生分布不均匀的细小纤维, 第
4天时细胞壁成分已经很容易被检测到, 并且部分细

胞开始分裂。黄祥辉等[41]通过对烟草叶肉原生质体

的电镜研究发现, 原生质体培养1天后细胞内线粒体

的数量明显增加, 高尔基囊泡向质膜外分泌内含物, 
到达第6天时质膜表面出现松散的再生壁, 其结果表

明, 内质网、高尔基体的活动在细胞壁再生过程中

发挥重要作用。NAGATA等[42]用烟草叶肉原生质体

为材料也得到了与黄祥辉相似的结果, 其研究结果

表明: 在细胞壁再生的早期(培养35小时后), 细胞膜

表面新生的原纤维是随机排列的, 就像穿透质膜出

来的一样; 然后新生壁会逐渐增厚并有一定的方向

性; 在培养7天后, 细胞膜表面形成密集交织的纤维, 
整个过程如图1所示。利用电子显微镜成像, WILLI-
SON等[43]将番茄原生质体再生细胞壁的过程归纳为

两个阶段: 第一个阶段再生壁由一个多片层系统组

成, 在细胞膜与新生壁之间具有空隙; 在第二个阶段

原生质体通常会在多片层系统下产生一种无定形的

物质用于填充原生质体和质膜之间的空间, 直至形

成完整的细胞壁。

2.1.2   荧光显微镜成像      电子显微镜成像需要繁

琐的制样步骤并且需要将细胞固定杀死, 不能实现

活细胞成像。荧光显微镜尤其是激光共聚焦显微

镜的出现为活细胞成像提供条件并被广泛应用到细

胞壁再生成像的研究中。利用荧光成像检测细胞

壁的再生需要将再生壁染色, 荧光增白剂(calcofluor 
white, CW)是一类应用较多的细胞壁染料, 其可以和

细胞壁纤维素的β-1,4糖苷键特异性结合。早在1970
年, NAGATA等[44]就发现, CW是植物细胞壁的优良

着色剂, 并且他们用CW染色烟草原生质体新生细胞

壁来演示细胞壁再生的过程。HAHNE等[45]的研究

也表明, 在原生质体培养体系中加入CW不会影响原
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生质体再生细胞壁, CW是一种理想的细胞壁荧光染

料, 下图2为CW染色拟南芥原生质体再生壁的荧光

成像图[46]。

为了更详细地研究原生质体再生细胞壁过程

中纤维素微纤丝在再生原生质体中的沉积顺序, 
RYUSUKE等[47]用荧光增白剂染色再生细胞壁, 然后

利用激光共聚焦显微镜检测微纤丝的再生情况, 发
现原生质体在早期表现为纤维素微纤丝的随机排

列, 随后微纤丝的排列具有一定的方向性。这暗示, 
着有序的纤维素沉积可能决定了原生质体早期极化

和细胞形状。AMSTEL等[48]对烟草原生质体再生细

胞壁进行荧光成像表明, 烟草原生质体再生在30分
钟内开始在原生质体表面不同的部位形成微纤丝, 
随后, 具有方向性的纤维素微纤丝开始在细胞表面

沉积, 暗示细胞早期极化的开始。

荧光成像除了可以将细胞壁再生过程可视化, 
还能定量分析沉积在原生质体表面的纤维素微纤

丝。KUKI等[26]开发了一种定量共聚焦成像方法, 用
于研究拟南芥叶肉细胞原生质体的细胞壁再生的动

态过程, 一共对3个关键指标(纤维素微纤丝的偏斜

度、纤维素微纤丝总长度和平均角度)进行量化, 其
中纤维素微纤丝偏斜度可以反映多条微纤丝成束情

况, 微纤丝总长度是衡量纤维素微纤丝沉积扩散的

一个很好的指标, 平均角度可以作为细胞伸长的重

要指标。

2.2   细胞壁再生过程细胞壁组分检测

细胞壁的组分十分复杂, 在体外培养原生质体

再生出来的细胞壁是初生壁, 初生壁的主要成分为

纤维素、半纤维素和果胶。纤维素形成的微纤丝嵌

入胶质状的果胶基质、半纤维素和少量蛋白质中。

这些细胞壁组分在细胞壁再生的过程中发挥重要的

生物学功能。揭示细胞壁再生过程中新生细胞壁各

化学组分的时空信息有助于更好地阐明细胞壁再生

的机制。

A: 培养16小时后原生质体中质膜(P)表面没有纤维素产生, Chl: 叶绿体; B: 细胞壁再生的早期阶段(培养35小时后), 质膜表面可见微原纤维(F); 
C: 细胞壁再生后期(培养5天后), 微纤丝与质膜平行; D: 细胞壁再生成熟期(培养7天后), 细胞膜表面形成密集交织的纤维。

A: no cellulose was produced on the surface of the plasma membrane (P) in the protoplasts after 16 h of cultivation, Chl: chloroplast; B: in the early 
stage of cell wall regeneration (after 35 h of culture), microfibrils (F) were visible on the plasma membrane surface; C: in the late stage of cell wall re-
generation (after 5 days of culture), the microfibrils were parallel to the plasma membrane; D: at the mature stage of cell wall regeneration (after 7 days 
of culture), dense interwoven fibers were formed on the surface of cell membrane.

图1   烟草原生质体再生壁电镜图(根据参考文献[42]修改)
Fig.1   Electron microscopy of cell wall regenerated from tobacco protoplasts (modified from reference [42])
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纤维素的检测主要是应用荧光染色和电子显

微镜成像等技术进行的, 前文细胞壁成像部分已经

介绍, 本节主要介绍除纤维素以外的其他细胞壁组

分的检测。有研究显示, 原生质体培养再生出的细

胞壁和植物组织自然形成的细胞壁存在差异。例

如, 1978年KOMAMINE等[49]通过气液色谱法比较

了长春花(Vinca rosea)原生质体再生的细胞壁和悬

浮细胞系形成的细胞壁的成分, 结果显示, 相较于

悬浮细胞的细胞壁, 原生质体再生的细胞壁由具有

β-1,3和β-1,4糖苷键的非纤维素葡聚糖组成, 果胶和

半纤维素成分含量极低, 这表明原生质体缺乏将一

些细胞壁成分沉积到再生细胞壁的能力。HANKE
和NORTHCOTE[50]在1974年也曾报道, 大豆原生质

体再生细胞壁中不含果胶成分, 并且他们推测, 之
前研究所观察到的原生质体的出芽是由于果胶的

丢失而发生的。但是GODEL等[51]在胡萝卜原生质

体再生壁中发现了被LM20抗同型半乳糖醛酸聚糖

(leeds monoclonal 20-anti-homogalacturonan)抗体识

别的果胶成分。由此可见, 原生质体新生细胞壁的

组成成分在物种间存在差异。阿拉伯聚半乳糖蛋白

(arabinoglactan-proteins, AGPs)也是细胞壁再生研究

中关注的重要组分之一。前人研究表明, AGPs可能

对细胞壁的延展性以及细胞壁的结构产生影响[52-53], 
RUMYANTSEVA等[54]发现, AGPs在细胞壁的组装

过程中发挥功能。BUTOWT等[55]用JIM8和JIM13抗
体标记甜菜悬浮细胞原生质体细胞壁再生过程中

AGPs的生成情况, 其结果显示, 在原生质体培养的

2天以内不能检测到AGPs的产生, 培养至第4天再生

壁更厚时可以检测到AGPs的产生[55]。但是GODEL
等[51]在胡萝卜原生质体再生壁的研究中发现, 细胞

表面最先形成的化学成分就包含有JIM8和JIM13识
别的AGPs。这些研究结果展示了AGPs在不同物种

的细胞壁再生过程中可能具有不同的功能。

总之, 原生质体再生细胞壁的组分检测是阐明

细胞壁再生机制必不可少的一项工作。虽然目前细

胞壁各组分在原生质体细胞壁再生过程中的形成过

程还没有被清晰地表征出来, 但随着细胞壁标记技

术的进步, 此项工作在今后会有较好的进展。例如

近年来发展起来的傅里叶变换红外显微光谱(fourier 
transform infrared  microspectroscopy, FTIR)[56]、共焦

拉曼光谱(confocal Raman microspectroscopy, CRM)[57]、

相干反斯托克斯拉曼散射(coherent anti-stokes Raman 
scattering, CARS)显微术[58]和受激拉曼散射(stimu-
lated Raman scattering, SRS)显微术[59]等技术都在植

物组织的细胞壁组分检测中被广泛应用[60], 上述技

术在分析原生质体再生细胞壁的组分方面也具有广

泛的应用。

2.3   细胞壁再生的分子调控机制研究

早期细胞壁再生的研究主要集中在再生壁的

形态研究和细胞壁成分鉴定中, 再生壁的组装及分

子调控网络非常复杂, 有关揭示其机理的研究为

数不多。ALBERSHEIM[61]和他的同事们提出了第

一个初生细胞壁网络结构的分子模型, 木葡聚糖

(xyloglucan xylosyltransferase, XXT)通过氢键和纤

A: 原生质体培养0小时, 细胞膜表面没有微纤丝产生; B: 原生质体培养6小时, 微纤丝开始在细胞膜表面部分沉积; C: 原生质体培养24小时, 微
纤丝在细胞膜表面大量积累, 细胞表面形成致密的微纤丝网络。

A: no microfibrils were produced on the surface of cell membrane in freshly isolated protoplasts; B: microfibrils began to deposit on the surface of cell 
membrane in the first 6 h after cultivation; C: microfibrils accumulated on the cell membrane surface, and a dense microfibril network formed on the 
cell surface after 24 h of cultivation.

图2   拟南芥原生质体再生细胞壁荧光显微镜成像图(根据参考文献[46]修改)
Fig.2   Fluorescence microscopy of cell wall regenerated from Arabidopsis thaliana protoplasts (modified from reference [46])
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维素微纤丝紧密连接在一起, 其他的细胞壁基质聚

合物(例如果胶)等通过共价键与木葡聚糖连接。 
CAVALIER等[62]发现, 拟南芥(Arabidopsis thaliana) 
XXT双突变体xxt1 xxt2缺乏木葡聚糖, 但是具备正常

的细胞壁结构, CAVALIER的研究对上述网络模型

提出了严峻的挑战。2020年, KUKI等[46]的最新研究

也表明, 在拟南芥叶肉细胞原生质体再生细胞壁的

过程中, 木葡聚糖对初生壁纤维素网络的初始组装

并不是必需的, 在没有木葡聚糖的情况下形成的纤

维素网络为原生质体再生的初生细胞壁提供了足够

的强度。因此, 有关细胞壁再生的分子调控机制尚

存在争议, 阐明细胞壁再生的分子机制可以更好地

理解细胞壁再生过程。近年来, 转录组学和蛋白组

学在细胞壁再生研究中的应用为揭示细胞壁再生的

分子机制创造了条件。SHARMA等[63]分析了水稻

(Oryza sativa L.)悬浮细胞去除细胞壁和新细胞壁再

生这一过程的转录组动态变化, 并且揭示了调控水

稻细胞壁发育的一批基因, 其中涉及到细胞壁再生

的有4个糖基水解酶基因(α-淀粉酶、β-淀粉酶、几

丁质酶和GH36家族基因)、4个乙烯响应因子(eth-
ylene response factor, ERF)转录因子家族基因、3个
激酶基因、3个锌指基因、1个苯丙氨酸解氨酶和1
个磷酸二酯酶编码基因。通过抑制性减法杂交技术

(suppression subtractive hybridization, SSH), YANG
等[64]对棉花原生质体培养过程中细胞壁再生相关基

因表达谱进行分析, 发现富脯氨酸蛋白(proline-rich 
protein, PRPL)、富甘氨酸蛋白(glycine-rich protein, 
GRP)、延伸蛋白1(extension proline-rich 1, EPR1)、
束状阿拉伯半乳聚糖蛋白2(fasciclin-like arabinoga-
lactan protein 2, FLA2)以及伸展蛋白A(expensing-
like protein A, EXLA)、EXLB在原生质体细胞壁再

生过程中表达上调。基于各类差异表达基因在细胞

壁再生的不同阶段具有不同的表达模式, 该研究还

提出了棉花原生质体细胞壁再生可能的基因表达模

型, 此模型详细展示了细胞壁再生各个时期各类基

因的表达情况(图3), 说明上述蛋白可能参与初生细

胞壁或次生细胞壁的构建和修饰。

除了对细胞壁再生过程进行转录组分析, 蛋白

质组的分析在细胞壁再生的研究中也具有重要作

用。KWON等[65]开发了一种非破坏性提取细胞壁

蛋白的方法, 该方法可以提取细胞壁中蛋白并且避

免细胞质中的蛋白泄漏到细胞外, 通过该方法并且

结合二维聚丙烯酰胺凝胶电泳和基质辅助激光解吸

电离–光/质谱分析技术, KWON从原生细胞壁中分

离出71个蛋白, 从培养1小时后原生质体的再生壁中

分离出175个蛋白, 从培养3小时后原生质体的再生

壁中分离出212个蛋白。这些蛋白包括扩张蛋白酶、

多糖水解酶、几丁质酶、木葡聚糖内转糖基化酶/
水解酶以及一些目前功能尚未鉴定的蛋白。这些蛋

白质在翻译后修饰, 例如磷酸化和糖基化等方面表

图3   基于基因表达模式的棉花原生质体细胞壁再生模型(根据参考文献[64]修改)
Fig.3   Cell wall regeneration model of cotton protoplast based on gene expression pattern (modified from reference [64])
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现出不同的状态, 表明在细胞壁再生过程中这些蛋

白的状态是动态变化的。

2.4   小结

目前对于细胞壁再生过程的研究在不同的物种

中存在一定的差异性, 尚未揭示统一的规律, 但是通

过比较不同的物种原生质体细胞壁再生过程可以发

现一些共性。原生质体再生细胞壁大致归纳为以下

几个阶段。(1) 停滞期。在这一时期原生质体表面

不会有细胞壁物质的沉积。各个物种的原生质体停

滞期的长短不同, 停滞期的长短可能与细胞所处的

生理状态和代谢强度相关[41]。BURGESS等[66]认为, 
之所以存在停滞期是因为原生质体启动细胞壁的再

生需要一定的活化时间。(2) 细胞壁再生早期。原

生质体在经历停滞期的活化后即进入细胞壁再生早

期, 电镜研究表明该时期细胞膜表面开始有少量纤

维素不均匀地沉积在细胞膜表面[4,39-40], 纤维素微纤

丝荧光成像也表明, 原生质体在早期表现为纤维素

微纤丝的随机排列, 此时的微纤丝不具有方向性[47]。

值得一提的是, 在此时期, 细胞内线粒体的数量明显

增加, 高尔基体囊泡向质膜外分泌内含物[41], 这可能

是为后续细胞壁的大量再生作准备。(3) 细胞壁再

生中期。纤维素微纤丝不断在细胞表面积累并且呈

现出一定的方向性[47], 此时的细胞壁在细胞表面形

成一个多片层系统组成, 在细胞膜与新生壁之间具

有一定距离的间隙[43], AMSTEL等[48]推测, 这一时期

是细胞早期极化的开始。(4) 成熟期。成熟期会有

少量的果胶质[51]、糖蛋白[55]等分泌到细胞外产生无

定形的物质用于填充在原生质体和微纤丝构成的

多片层系统之间, 直至形成完整的细胞壁, 细胞进

入分裂期。总之, 原生质体再生细胞壁是一个非常

复杂的生物过程, 研究表明, 此过程涉及细胞的去

分化和再分化, 不同于细胞壁自然条件下正常发育

的过程, 原生质体再生细胞壁可能存在另外一套调

控系统[67]。

3   展望
虽然原生质体再生细胞壁的研究早在上世纪

50—60年代就已开展, 在细胞壁成像和细胞壁各个

组分的鉴定等方面也取得了一些研究进展, 但是由

于技术水平的限制使得细胞壁的再生过程及机理

至今尚未被清楚地阐明。近年来, 新发展的各类成

像技术对于推动这一领域研究具有重要意义, 例如

连续超薄切片扫描电镜成像(automatic collector of 
ultrathin sections scanning electron microscopy, Auto 
CUTs-SEM)[68]或结构光照明荧光显微镜可以对细胞

壁再生过程中各个时期的细胞进行三维重构, 得到

高分辨率的再生细胞壁三维图像。免疫电镜技术可

以应用于观察细胞壁再生过程各细胞壁组分的变化

及相关蛋白的定位。在分子机理方面, 近年来兴起

的单细胞测序技术可以获取单个细胞的组学信息, 
克服了早期细胞壁再生组学研究基于大量样本而丢

失个体特定信息的缺陷; 利用单细胞测序技术可以

精确地检测处于特定阶段的特定细胞的组学信息, 
在探寻细胞壁再生相关基因及其表达模式、比较细

胞壁再生各个阶段的细胞基因表达差异以及挖掘调

控细胞壁再生的新基因等方面具有广阔的前景。随

着新技术的发展, 原生质体再生细胞壁的研究作为

一个高效的系统可以为阐明细胞壁的形成机理提供

重要的理论参考。
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