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水稻原生质体培养及应用研究进展

王景余 金润洲
、
吉林省农科院水稻研究所�

本文综述了近十年水稻原生质体培养研究的进展及其在远缘杂交
、

细胞融合
、

基因转移技术

等方面应用
。

自����年以来水稻原生质体培养取得了突破性进展
。

粳稻
、

粕稻
、

爪哇稻和野生稻

种的原生质体培养相继成功
，
从中筛选出许多适于原生质体培养的水稻品种或品系

。

随着培养技

术的完善
，

水稻与其他远缘植物�如稗草
、

野生稻等�细胞杂交
、

应用电导基因或 ��� 法将外来

��� 直接导人水稻原生质体中的基因转移技术都得到了应用和发展
。
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���� 年 �������首次用分解细胞壁的方法得到了大量原生质体后
，
人们对植物原生质

体的分离和培养方法有了深入的研究
。

近些年来高等植物的原生质体培养取得了可喜成果
，

已报道了百余种植物的原生质体培养成植株
，

证明了植物原生质体的全能表达性
。

原生质体

培养技术在开拓育种新途径和遗传工程方面有着巨大的应用价值
。

可以利用原生质体融合

引入外源染色体或染色体片断
，

创造常规有性杂交不能得到的属间或种间杂种
，
原生质体可

以做为基因工程受体系统
，
导入外源 ���

。

水稻是世界上重要的粮食作物
，

水稻原生质体培养的成功为水稻育种的遗传操作提供

了新的途径
。

���
�����年首次从水稻叶鞘中分离出来的原生质体诱导出愈伤组织

，

并分化

出根
。

蔡起贵������应用水稻花药愈伤组织
，

经一次悬浮培养得到的细胞悬浮分离原生质

体
，

培养后形成了 侄 ���
�

��� 直径的愈伤组织
。

随后 ���访��������得到水稻原生质体形

成的愈伤组织
，

同时观察了水稻和大豆原生质体融合后形成的杂种细胞愈伤组织
。

此后几年

里水稻原生质体培养一直处于停止状态
，

直到 ����年后才有了一个飞跃的发展
。 ‘卜���特别

是英国诺丁汉大学 �������实验室建立了一套水稻原生质体培养程序
，

采用热击处理和琼

脂糖包埋等方法提高了原生质体的活力和植板率
，
为这一领域的发展作出了贡献

。

随着水稻

原生质体培养技术的不断完善
，

水稻 和其他植物的细 胞融合
、

基 因转移相继 亦有报

道
‘，’

�。一 ��，。

如水稻和野生稻种
、

稗草的细胞融合后得到了植株
，

通过向水稻原生质体导入外

源 ��� 得到了抗卡那霉素
、

潮霉素的转基因植株等
。

二
、

水稻原生质体的分离

�一�原生质体分离材料

叶鞘叶片细胞
，

愈伤组织和细胞悬浮系均可以用来分离水稻原生质体
。

从叶鞘叶片细胞

分离原生质体较难
，

应用实例较少
。

多应用花药或胚的愈伤组织或悬浮细胞系分离原生质

体
。

���
���

�

������用在 ��培养基上生长 �夭的秧苗叶鞘分出了原生质体
，
但产量不高

。

�����
� �

�

同年用一种新型细胞壁溶解酶 ���
，������ 与 ��的 ��������� “

������� ” �一

�� 混合直接从叶片细胞中分离原生质体
，

产量为 �。 ‘
���

，
�克鲜重

，

成活率在 ���一���之
·
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间
。

这和新型细胞壁溶解酶更容易从叶肉中分离水稻原生质体
，

且产量高
、

成活率高
。

省去

了建立细胞悬浮系的烦索工作
，

使操作步骤更为简便实用
。

�������
�

������应用成熟胚愈伤

组织分离水稻原生质体
，

产量达 ����
‘
�克鲜重

，

并且应用这种原生质体培养得到了再生植

株
。

目前多用水稻细胞悬浮系做为原生质体的分离材料
。

建立细胞悬浮系时必须挑选继代

培养后呈乳白色
、

生长旺盛的分散度高的愈伤组织
。

水稻基因型和培养基成份对建立细胞悬

浮系起关键作用
。

目前最有效的培养基是用氨基酸为氮源的 �� 培养基
。

培养基中附加不

同水平的激素物质影响水稻悬浮细胞系的质量
。

李良才������认为在 �� 培养基中附加

�
�

�����的 ��� 能够使悬浮细胞团紧密
、

细胞小而质浓
，

分离出的水稻原生质体植板率高

达 �
�

��
，

利于原生质体的存活和分裂
。

杨世湖������认为增加 �
�

�一� 浓度�������利于

增加培养物的分散性
，
�

�

������������认为的悬浮细胞系由 ���巧 个细胞组成的小细胞

团
，

细胞小呈圆型
，

细胞质丰富
。

不同品种所需悬浮培养时间不同
，

李国甫等������所用的

�����水稻新品系只用了 �个月就形成了适于原生质体分离的悬浮细胞系
，
是 目前所需时

间最短的品系
。

�二�原生质体的分离

目前多采用几种酶的混合液分离水稻原生质体见表 �
。

原生质体分离一般在一定的渗

透压条件下进行
。

如果让水稻原生质体直接释放到标准培养液中
，

就会由于细胞壁的消失而

破裂
。

过高的渗透压又会影响细胞壁的再生和分裂
。

渗透压主要靠在分离液中加入甘露醇
、

葡萄糖
、

蔗糖等来调节
。

水稻原生质体多在 ���
�

�
，
�����℃ 、

弱光或黑暗
、

静止或轻轻摇动

�������
����条件下完成

。

表 � 水 稻 原 生 质 体 分 离 液 成 份
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三
、

水稻原生质体培养

目前已建了用于水稻原生质体培养的较完善培养基体系
。

表 �例举了几仲水稻原生质

体培养基
。

最初蔡起贵等所用的 ��培养基培养水稻原生质体只形成了愈伤组织
，

到 ����

年 �
，

�������� 建立了 ��
�

和 ��一 �培养基
。

在以硝态氮为氮源的 ��
。
培养基中原生

质体的植板率较高为 �
�

��� �以 ��才为氮源的 ��一�培养基较低为 �
�

���环
。

但原生质体

第一次分裂的时间提前两天
。

作者推断 ��广对最初分离的原生质体的分裂有较好的效果
，

但对水稻原生质体形成细胞团产生不利影响
。

同时 ���’ ������ 确定了水稻原生质体培养的

可行性体系
。

包括三个步骤
��

�

用在以氨基酸为氮源的 �� 培养基中生长的愈伤组织分离原

生质体 ��
�

在 ��
�

培养基中培养原生质体
��

�

� 。
培养基进行植株分化

。 ’

����年诺丁汉大学

�����
��实验室建立 了一套较完善的水稻原生质体培养程序

。

采用 �� ℃热击处理和琼脂塘

包埋技术
，

提高了原生质体的植板率和培养效果
。

热击处理即是在原生质体分离后悬浮于一

定体积的 ��� 液体培养基中
�

在 ��℃水浴中热处理 �分钟
，

然后迅速在冰浴中冷却 �� 钞

钟
。

但也有学者不用热击处理也得到了较好的培养效果
。

不同的水稻品种和类型对培养效果影响很大
。

目前世界上以梗稻原生质体培养成功的

例子较多
，

�
，

������� 证实粳稻的原生质体的植板率和植株再生频率均高于釉粳
。
����年

杨世湖建立了适于釉稻培养的 ��培养基
，

其原生质体植板率和再生植株频率显著高于适

合粳稻原生质体培养的 ��� 培养基
。

值得一提的是有多家应用 �
��讨���� 水稻品种原生质

体培养成功
，
����‘ ��� 成了水稻原生质体培养的标杆品种

。

培养条件不同使原生质体愈伤组织的形成和植株再生有很大影响
。

一般琼指糖包埋固

体培养优于液体培养
，
看护培养优于霭体培养�表念例举不水稻原生质体培养和植株分化的

条件
�

一
，

一价 一
‘

一
、

丫
一

丫�
�

一
�

…一
�

几
了

� �� �
�

一

四
、

原生质体愈价组 织的植株再生

分化培养前多选用 ��。 和 ��� 培养基做为水稻原生质体的生长培养基
。

生长培养两

周左右愈伤组织生长到一定体积后转移到 ��或 ��培养基中进行分化培养
。

一般原生质

体愈伤组织生长培养基相同
，

选用另一种培养基进行分化培养植株再生频率有所提高
。

另外

原生质体培养时间过长或过短都会使植株再生频率下降
。

目前植株再生频率最高的达 ���

一��
�

���李国甫 �����
。

五
、

水稻原生质体的应用

�一�原生质体培养的诱变效应

水稻原生质体培养后由于激素作用或产生自发融合现象能够产生一定的变异
，

但变导

的数较低
。
�

�

���������劝观察了水稻原生质体再生植株的染色体数 目
，
后代中大约有

�。 �的正常二倍体
，

其他为三倍体或四倍体
，

植株的整齐度很高
。

而后又分析了 �个水稻品

种原生质体再生植株自交一代的农艺性状
。

其中越光后代植株的出穗期枕了 �天
，

植株高度

减少 ����
。

其他品种与亲本无差异
。

后代穗长
、

株高的变异系数比对照亲本小
，

表现整齐度

高
。

与体细胞和花药培养相比原生质体培养的诱变效应很低
，

使后代植株尽量保持了亲本的

优良性状
。

目前 日本已从水稻品种越光原生质体植株后代首次培育出了抗白叶枯病
，

抗倒伏

品质优良的水稻新品种�初梦�
。
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生
�� 丝 � ��

�
�

�

丝���

丝���

些丝卫����一��一�一�

�
�

�一�

�
一

��

���

��

���

��

三雨豹
叼互昌
��

� �

� �

�
�

�

�
�

�

嚣
�

�

�

������ ��
���

����

���
�

��� �
�

��� � ���
���������

�币
�

。 乐 ��������
�����

�����

三
�

�

�
』

��

� ��

�
�

��

�
�

� �
，

� � � �
�

�

�
�

�

� �

�
�

�

�
。

�些洲

注
��� 为悬浮细鲍培养基
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表 � 诱 导 水 稻 原 生 质 体 分 裂 和 植 株 分 化 亲 件

文文 献献 原生质体体基 本本 渗透压压 激家水平平 ���� 培养养 温度�℃��� 诱导分化条件件

来来来 源源 培养基基基基基 方法法 光 照照照

��� �������� 悬浮浮 卫�一 ���肌醇 ��������� �
�

�一� ��� �
�

��� 液体体 ���� � 。
液体培养后转入踌踌

���������� 细胞胞胞 葡萄搪 �
�

�������� 培养养 暗培养养 固 体 培 养 ��℃ ���

�����������������������
� ，

分化出植株株

���
�

�
�

����������� 悬浮浮 先 ���� 蔗掩 ��������� �
�

�一� ��� ��� 液体体 ���� �� 培养基
，

分化出小小
���������� 细胞胞 后 ����菊萄搪 ������� �� �

�

����� 培养养 弱光光 植株株

李李家新新 悬浮浮 ����� 蔗箱 ��������� �
�

�一� �
�

��� �
�

��� 固体体 ���� ���
，
��

�

固体分化培培
���������� 细胞胞胞 荀萄籍 �������� ��� �

�

����� 培养养 暗培养养 养分化出植株株
������������ �

�

�����������

���
�

������� 愈伤伤 ���� 蔗搪 ���� �
�

�一� ��� �
，

��� 固体体 ���� ��及改良��培养荃荃
���������� 组织织织织 ��� ����� 垮养养 弱光光 分化出植株株

王王光远远 愈伤伤 � ‘‘
蔗搪 。 �

���� �
�

�一� ��� �
，

��� 液体体 ���� �� 培 养荃 ���
，
����

���������� 组织织织织 �一�� �
�

����� 培养养 暗培养养 �� �����分化出植株株

��� ���������� 悬浮浮 �����
蔗塘 ������� �

�

�一� ��� �
�

��� 液体体 ���� � 。
固 体 培 养 ����

，，

���������� 细胞胞 ��
一
����� �� � ����� 培养养 弱光光 ��� 。 ，

�����
，

分化出出

������������， �
�

��������� 植株株

杨杨世湖湖 悬浮浮 ����� 蔗糖 ������� �
�

�一� ��� �
�

��� 看护护 ���� �，
培养基 ����一 ‘ ，，

���������� 细胞胞胞 葡萄搪 ������� �� �
�

������ 培养养 暗培养养 �一��飞
，
����

�

������

������������ �
�

���������� � 分化出植株株
������������� �

�

������������

三三三三三三碘苯甲酸 �
�

������������

�二�水稻与其他植物的原生质体融合

进行原生质体融合是克服水稻与其他具有优良农艺性状的远缘植物杂种不亲合的有效

方法
�

由于融合的原生质体中核基因
、

终拉体基因的重组及叶绿体和线粒体的独立分离
，
可

以实现有性杂交不可能得到的有用笼传组合
，
但是这些组合非谕复杂

�

细胞融合主要有

��� 和电融合两种方法
�

现己得到了水稻和稗草
、

水稻和野生稻的原生质体融合小植株或

成熟植株
。

详见表 �
。 ‘

��� �������������采用电融合法进行水稻和稗草的原生质体的融合
。

融合前先将

二者原生质体分别在 ����� 的碘乙酸中��℃下处理 �� 分钟
，

然后将混合原生质体悬浮在

�
�

�� 甘露醇
、
�

�

�����
，
���

�

�的溶液中进行融合
。

通过醋酶同功酶和染色体分析证实原

生质体融合成杂种的细胞
。

其中观察到 �个细胞的染色体数目�� 条�稻 �����
，

稗 ���

���
，

含水稻和稗草各一个细胞核的整套染色体
。

还发现了含 ��
，
��

，

��
，
��� 等条染色体的杂

种细胞
。

含 �� 条染色体的为两个水稻细胞和一个稗草的细胞
。

由于在融合过程中发生染色

体缺失
，

出现了非整倍数现象
。

融合的杂种细胞经培养形成小植株
，

但均为白化苗
，

没能发育

成完整植株
。

��
��

��� �
�

������应用电融合与看护法培养得到了水稻和四个野生稻种的体细胞杂种

植株
。

经染色体组型
，

形态学和同功酶分析证实了后代植株的杂种特性
。

染色体有 ��
，

�� 条

不同数目
。

其中栽培稻和紧穗野生稻的体细胞杂种自交结实产生一代植株
，

在植株和种子形

态上表现了双亲中间状
，
����年赤木宏守将粳稻�农林 �号�的原生质体破坏

，

将另一胞质

不育的釉稻的原生质体破坏细胞核后使二者融合
，

得到了大量可遗传的胞质不育杂种
。

������ �
�

������应用 ��� 法进行水稻和大豆的原生质体融合
，

得到了杂种细胞
�

杂

种细胞的愈伤组织与水稻和大豆原生质愈伤组织在外观上有明显区别
。
����年同一学者应
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用��� 法将水稻原生质体和首落原生质体融合诱导出不对称体细胞杂种的愈伤组织
。

观察

到了水稻和首拾的染色体缺失片断
，

确认了杂种愈伤组织中发生了线粒体 ��� �������

的重组
。

水稻和大豆
、

首猪的体细胞杂种愈伤组织的形成
，

为水稻和双子叶植物的细胞杂交

展示了美好的前氛
。

表 � 水 稻 同 其 他 植 物 的 细 胞 融 合

一
乙竺一��
�

�������� �
‘，”�‘， �

融合植物 � 方 法

丁无 豆 � ���

融合条件

��
�

�����
，
��������

�

�
�

����������，�
�

�葡萄糖
，

����
，
��，�

结 果

杂种细胞

州
�

－
�

一 一一

�
�

���工����

������

��� ���八��

�������

首 粉 同 上 杂种愈伤组织

稗 草 电融合
��脉冲 ������� ，

��������一。 秒

工义二脉冲 �一 ������
，

�� 微秒
杂种小植株

一�
�

��

一
�� ��

�

� �
�

司
一

一
￥ �������

������
黔生稻

’ 电融合看护法 �同 上 成熟植株

�三�水稻原生质体较基困技术的应用

目前将原生质体作为受体
，

向其中直接导入外来基因成为生物工程育种创造新资源的

一项有前途手段
。

原生质体经 ��� 等化学剂或电脉冲处理后细胞膜发生可逆性破坏
，

外来

质粒 ��� 等化合物可经膜上可逆孔进入原生质体
，

从而引入新的基因
。

这一技术在水稻劳

应用取得了可喜进展�表 ��
。

�
�

�
，

�����������采用电导法将 �����新潮霉素磷酸转移酶�基因导入水稻原生
一

体
，

获得转基因植株
。

用含 ���拼�，’�、�卡那霉素的培养基筛选转基因的水稻原生质体愈伤组

织
。

没有 ����� 基因存在的原生质体不能生长
，

而含有 ���� 基因的能够分裂生长
。

表现

对卡那霉素的抗性活力
。

经分离转基因植株和愈伤组织中的 ��� 与含有 ����� 基因的

��
�
����� 的 ��� 片断 �������杂交

，

证实卡那霉素抗性植株和愈伤组织中存在外源

���
。

同年康乃尔大学的 �
�

��
。 ��等应用 ��� 法成功地将细菌的 �����一葡萄枯 昔酸

酶�基因导 入水稻原生质体
，

获得转基因植株
。

�
�

�
��

，��认 ���一��� 杂交法比分析酞活

性更能有效地检验转基因植株
。

目前用来转移的外源 ��� 均为 ���� 或 ���基因
，

陇不

能进行具有优良农艺性状的高等植物的基因转移
。

表 � 水 稻 原 生 质 体 转 墓 因 植 株 实 例

文文 献献 外来基因因 方 法法 条 件件 筛 选选

���������� ��� ��丁���� 电井龙因法法 ��尸� 电容器 �����。 ��
，
�毫秒秒 ������绍�����

������������������

跳跳
��� �

�

�
���

������� 申导基因法法 �。 。 � 电容器 ���������
，
��微秒脉冲 ��� 卡那霉素 ��。拌������

�������������� 次
，

热击击击

原原田聪聪 ����� 电导基因法

一一
方形波 �����。 � 脉冲 �。 一 ��毫秒秒 潮霉素素

������������������

���
�

��������� ��� 法法 热击
，

直链质拉拉 染色法筛选选

���������������� ���一��� 杂交法鉴定定

六
、

结 语

水稻原生质体培养及应用已取得了可喜的成果
。

但有许多间题制约着其更广泛的应用

与发展
。

首选建立适于原生质体分离的细胞悬浮系时间过长
，

半年或更长时间
，

浪费人力
，

物
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力和时间
。

挑选适当品种
，

选择分散性好的起始愈伤组织是在短时间建立理想细胞悬浮系缩

短周期的最有效方法
。

今后应更多选择具有优良性状的水稻品种进行培养
，

以便使水稻原生

质体培养更直接地应用于水稻育种和创造新资源
。

水稻原生质体培养基 日趋完善
，

今后应筛

选更好的培养基提高原生质体植板率
。

在细胞杂交融合方面虽然得到了水稻和野生稻种的

细胞杂种植株
，

这只是亲源关系很近的种间细胞融合
，
对于亲原远的大豆

、

首楷的融合还停

留在杂种细胞水平
。

筛选同时适合两亲本原生质体生长的培养基是杂种细胞生长
、

分化和再

生植株的右效方法之一
。

原生质体融合涉及了双亲全部的细胞核与细胞质的全部遗传组成
，

它们相互作用
，

非常复杂
，

从理论上不利分析亲代和子代的遗传规律
，

不能有 目地的使某一

优良性状独立引入
。

向水稻原生质体导入外来基因目的性强
，

利于克服上述矛盾
。

今后应扩

大外来基因数 目
，
特别是具有可利用的优良性状作物的基因数 目

，

完善杂种细胞和植株的检

验手段
。
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子播种得到的实生苗嫁接育苗
，

也可采用一年生枝蔓嫁接育苗
。

近几年来
，

黑龙江省提倡用

山葡萄实生苗绿枝高接育苗
，

可以适应那里的酷寒条件
�

山葡萄生根能力差
，

硬枝扦插要进行药剂处理
�

抗根瘤蚜能力差
，

易染霜霉病等
，

都是它

的缺点
。

贝达
，

是菏岸葡萄和美洲葡萄的杂交种
。

生长势强
，

生长期短
。

虽然其抗寒力较山葡萄

差
，

但其发根容易
，

嫁接亲和力强
，

抗病
，

所以当前我省葡萄育苗大都用它做砧木
。

邪气娜字蛾群丫蚜尹、 神气脚、 阳入神称” 矛” 洲、 种气即，
洲气阳气种，户、 神、 脚、 神、 冲、 阵气稗气谬字沙浏断脚气
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