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原生质体作为一个研究体系已广泛地引起人们的注意
。

研究结果表明
�

首先
，
每个植物体细胞都含

有该个体的全部遗传信息
，
而且在适宜的培养条件下

，
体细胞有再生与其亲本相似的个体全能性

。
这表

明
，
体细胞可以象一粒种子那样再生繁殖

。

其次
，
研究的另一个优点是在同一时间内能得到大量遗传上

同质的原生质体
。

这样
，
原生质体培养就为细胞生物学

，
发育生物学

，
细胞生理学

，

甚至病毒学建立了

试验体系
。

第三
，
原生质体 能超越性 细胞的 不亲和 障碍

，
便于进行各种遗传操作和远缘种间体细胞杂

交
，
并可摄取外源细胞核

、

细胞器
、

细菌
、

病毒
、
质粒及各种���大分子

，
经过遗传操作以后的原生质

体于再生发育过程中能产生遗传重组及形成新的变异植株
。

因此
，
植物原生质体培养与融合的研究

，
已

成为近代生物技术领域中的一个重要分支
，
已显示出它在开拓植物育种新途径以及在遗传工程研究上的

巨大潜力
。

近些年来
，
植物原生反体的研究发展很快

。

本文的目的是对植物原生质体培养与融合研究的内容及

进展作一简要的介绍
。

研究内容及进展

��
���。 � ������ 首次用水解酶抽提滚从蕃茄根尖游离出原生反体

。

自此以来
，
许多 人相继开始用

酶法大量地游离各种植物的各个组织部位细胞的原生质体
，
并对原生质体进行各方面的研究

。

现在的研

究表明
，
几适当的酶处理几乎能有效地从任何种植物或任何类型的植物组织游离出原生质体

。

但是
，
直

到 ��� � 年�
。 ��从

�

等人从烟草原生质体再生成完整植株时才证实其全能性
。

目前
，
从原生质体再生成植

株的种类还不多
，
将近���种

，
其中 我国 就有��多种

。

特别是近些年来
，
已逐步增加了农作物的种类

，

进展很快
。

例如
�

水稻 ��
�

�
�

�� 。 ������
，
����， 雷鸣等

， ����一 �“ ����
，
�

�

�����
，
百脉根 ����

人�“
�“

，
����� 吕德扛

，
�����

，
赤豆 �葛打麟等

， �����等由原生质体再生植株
。

在应用方面
，
原生

质体培养技术已显示出潜在的实用价值
，
如美国和英国均从马铃薯原生质体的再生植株中筛选出生长习

性
、

块茎色泽和产量
、

成熟期
、

光周期反应和抗病不同的稳定无性系
。

自����年�
������

通过原生质体融合方法得到粉兰烟草和朗氏烟草的第一个种间体细胞杂种植株以

来
，
目前通过原生质体融合获得种内

，
种间和属间体细脸杂种植株的组合�。余种 �其中我国有 �种 �

，

例如�
���卜���等 ������使蕃茄和马铃薯体细胞杂交而获得杂种植株

， �。 五�和�
。 ����� 。 ������ 通过甘

兰和白菜原生质体融合获得人工合成种 �甘兰型欧州油菜 �
。

植物原生质体还可作为遗传转化研究的理

想受体系统
，
如英国有人通过��质粒将抗卡那霉素基因引人大豆原生质体中并已表达

。

一
、

植物原生质体培养

所谓原生质体是指只除去细胞壁的植物细胞的部分 ��
�

�
�

����� �
。

原生质体是用机械方法首先

分离得到的
，
但产量很低

，
只有极大的和高度液饱化的细胞才能用于分离

，
并且原生质体的 产量是不一

致的
。
白���。年�

。 。 女���创立酶法分离原生质体以来
，
已 公 认为是一种能释放大量一致的植物原生质体

的好方法
。

�一 �原生质体游离

要适时地获得大量原生质体
，
而又能在培养中再生和分化

，
选择合适的植物种类和组织来源显得特

别重要
。

不少人试用了植物各种不同部位的组织
，
如

�

根
、
幼茎

、

叶
、

花
、

果实
、

胚轴
、

子叶
、

幼胚
、
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冠瘦瘤
、

根瘤
、

愈伤组织及悬浮细胞系等
，
几乎植物体的各部分都可以分离出原生质体

。

然而各试验室

常用的是由叶肉细胞和悬浮细胞
，
如

�

烟草
、
水稻等

。

许多试验表明
，
材料的来源首先要考虑植物生长的年龄

、
环境条件

、

生理状态和营养条件等氰 这

对原生质体的产量
、

生活能力及再生和分化的潜力
，
都有着极为重要的作用

。

如豌豆需要在黑暗中��小

时
，
然后在一定的培养条件下 ���℃ ，

光照���一�的��
，
湿 度 为��一�� � �培养 �天

，
即可游 离

。

在

整个原生质体游离和培养过程中
，
需 要严格的无菌条件

，
合适的 灭菌方法

，
各 试 验

，

步 骤才 能正常进

行
。

在酶法去壁的过程中
，
应 根 据 实验材料选择合适的 游种类

、

浓度
、

处理 时间 及温度
、

振荡等条

件
，
这应依材料而定

。

原生质体直接释放到标准细胞培养基中会破裂
，
因此由植物细胞壁机械地维持着的压力用适当的渗

透压代替之
。

细胞内外之问的渗透压必须平衡
，
所以在酶液中必须加人适合的渗透稳定剂

。

游离出的原

生质体必须经过多次溶液冲洗消除酶液巾有害成分的毒害
�

原生质体的活力可作形态观察鉴定
，
也可用对

���有定量专性作用的�
� ��。

协士�����染剂染色活体原生质体�丫
�
�� �� 、 ，

�
�

�
�

等
，
�����能显示出活力

。

�二 �原生质体培养

新鲜的有活力的原生质体只有 在适 合其发育所需要的培 养基条件下才能重 新形成细胞壁
，
进行分

裂
，
然后通过愈伤组织分化或胚状体形成植株

。

这一系列过程是在人工合成的培养基中完成的
。

这种培

养基的成分主要是模仿细胞组织培养的基本要求制定的
。

但原生质体的尘理功能和细胞有显著的差异
，

因此使用适合的原生质体培养基是成功的关键之一
，

常用的培养基有��
、

价
、
�“ 、

�� ��等
，
因物种及

组织的不同需要作适当的选择和改良
，
如大豆原生质体培养基以�� ��为最适宜

。

正确选择培养方法对原生质体再生和发育也有着重要的影响
。

常用 的 方 法 有
� �

�

液体浅层静止

法
。
�

�

固体平板法
。
�

�

悬滴培养法等
。

原生质体的密度对它能否在进一步培养中
一

再生分裂起一定的

作用
，
常用的密度为�� ‘一�沪个���

。

原生质体在适当的条件下首先形成新壁
，
可用高法液产生质壁分

离的方法来证实新壁的存在
。

原 生 质 体 时常出现膨大 �多为禾本科 �和出芽 �多为双子对植物 �的现

象
‘
一般说来原生质体在培养 �一 �天内开始第一次分裂

，
因物种不同而异

，
如大豆下胚轴原生质体在培

养第二天出现第一次分裂
，
随后分裂很快发生

，
出现 多 细 胞团

。

在迅速生长的时候
，
每周要加一次新

掖
，
同时逐步降低渗透压

，
愈伤组织的形成时常发生在起始培养基上培养一个月左右

，

有的愈伤组织的

形成需要更长的时问
。

对于大多数植物来说
，
由细胞团到愈伤组织的培养过程中不需领外调整培养基的

主要成分
，
可补加新鲜培养基利碳源

。

如 就 豆 等豆类原生质体形成细胞团时转移到除去省露醇
，

含有

。 �

叱�蔗糖的��
“
固体培养墓上形成较大的愈伤组织

，
同时将光照强度加到���。一�。 。 。�� 。

�三 �植株再生

从原生质体植株再生的多数报道来看
，
比较培养基成分和环境条件的详尽实验并不完善

。
因此

，
不

可能把这些植物再生植株的一般程序一致化
，
使用的植株再生�音养基也随物种的不同而改变

，
如胡罗 卜

愈伤组织在无激素的�
。 ，

或��培养基中通过胚胎发生
，
而��

” �。 “ 比细胞悬浮培养物在 �一 �卜��
�

卜�

的 �� 培养基上再生植株
。
因此

，
为了植株再生策划从原生质体恢复迅速生长的愈伤组织

，
并把其愈伤

组织转移到种的特殊再生培养基上
。

形态器官的分化可通过两个途径
�

一种是愈伤组织诱导形态发生
，

这一途径在组织和细胞培养中已积累了很多经验
，
关键是选择合适的培养基

，
并调节生长素和分裂素的

平衡
，
诱导芽和根要求不同的激素水平

，
应先诱导芽 而后诱导根

，
有的 植物可根芽 同时发生

，

但应注

意
，
有些植物 �如烟草细胞 �本身能合成相当量的内派激素和生长素

，
外加大量生长激素反而不利

，
而

禾本科植物似乎也不需要大量多种生长激素
。

另一条途径是由原生质体再生细胞在培养中可直接诱导胚

状体
，
由胚状体发育成完整植株

，
如胡萝 卜原生质体培养 ���二卜

。 、 。等�
。

目前大多数原生质体的形态发生为第一种方式
，
或许本身毅是由胚状体发育来的而没能注意到

，

然

而对一些难以再生植株的植物种�如禾本科和豆科作物�采用诱导胚状体发育成植株的途径是可取的
。

有

的植物如大豆
、

玉米等的某些组织部位原生质体产生了愈伤组织
，
但不能获得植株的再生

。

达可能更多

地和组织不同发育阶段的细胞代谢特点以及再生能力随发育年龄而陈低有关
。
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�四 �突变体的筛选

在植物原生质体培养再生植株的过程中
，

由于培养基成分 �特别是激素的作用 �
，

原生份体的 自体融

合 �包括遗传物质等量的和非等量的同类原生质体 �或遗传物质丢失
、

离体条件下外界条件等因素的影

响都可能产生遗传物质的改变
。

如果再生植株则导致新的植株类型出现
，
从这些不同的类型中可能选出

生产上有利的性状
。

例如
�

在蕃茄原生质体培养再生植株的过程中产生出含糖量或维生素 �量高的新型

蕃茄
。

二
、

植物原生质体融合

多年来
，
植物育种工作通常是种内不同品种之间通过有性杂交培育出新品种应用于生产

。
但是

，
种

属或更远缘关系的植物种之间有性杂交普遍地受到限制
。

自从由植物体细胞分离的原生质体再生完整植

株 ����。年�以及通过原生质体融合进行体细胞杂交获得成功以来 ����碑 �
，
使育种家

，
遗传学家能

超越有性过程的局限性
，
扩大遗传重组范围

，
克服较远缘种间的不亲和性

，
对创造有更大突破性的新型

作物的设想有了新的希望
。

因此
，
近些牟来各国先后开展了植株体细胞杂交的研究工作

，
并且取得了令

人鼓舞的进展
。

植物原生质体的分离与培养是体细胞杂交的基础
，
在这个基础上进行原生质体融合

、

杂

种细胞筛选和杂种植株的鉴定等
。

�一 �原生质体的选泽

原生质体融合的成败与正确选择和分离原生质体有着极为密切的 关 系
。
�

�

首先 要获得 大量有活

力
，

遗传上一致的原生质体
。
�

�

同时要考虑双亲之中至少有一方具有再生植株的能力
。
�

�

带有可供

融合后�只钊异核体的性状
。
�

�

更重要的是在异核体发育中有能选择杂种的标记性状
。

开始
，
人们总是

以为原生质体融合没有亲缘界限
，
目前看来并不完全如此

，
植物原生质体融合也有其局限性和存在的问

题
。

�二 �淞 合

无壁的原生质体具有相互融合的能力
，
但是异源原生质体融合需要诱导才能实现

，
诱导融合技来直

接影响细胞杂交研完的进行
。
��了。年�

����和����� ��等用钠离子为融合剂
，
第一次使玉米和燕麦的根

尖原生质体融合在一起
，

但融合率只有。 �

��
。
�������� ��了��用�

����溶液融合法
，
获得了第一个植物

体细胞杂种植株
。

目前广泛应用的方法是高国楠 ����了�提出的聚乙二醇和高 �。
高��的诱导融合法

。

����� 等人 ������ 用此法获得了烟草种间体细胞杂种植 株
。

使大豆 � 粉兰烟草的原生质体融合率达

�。一���
。

此外
，
还有一些以聚乙二醇法为主加以修改

，
如与二甲亚讽

、
刀豆球蛋白等相结合的方法

。

目前
，
应用电融合法正引起人们的注意

。

此法的好处是不像多聚化合物那样在融合后必将多余的诱导剂

洗去
，
而可在无菌条件下转入培养

，
现已有将日本黄连与铁海棠原生质体用此法诱导融合得到杂种细胞

并有几次分裂的报道 ������� �
�

�����
。

原生质体融合可能有几种不同类型的产物
� �

�

双亲原生质体 �对 �融合产由具有双亲细胞核和细

胞质的异核体
。

一般是双亲的亲缘关系较近的类型
。
�

�

同源原虫质体融合的同核体
，
也称 自体融合

。

�
�

一个亲本的细胞核和另一亲本细胞质形成的异核质体
。

此类多半是由无核的亚原生质体和另一种有

核的原生版体融合而成
，

也可能是由于异核体在培养条件下排掉了另一方的核而造成的
。

异核灰体也称

异胞质体或共质体
。
�

�

以一个亲本的细胞核遗传物质为主
，
而转入了另一亲本的少量遗传物质

，
但细

胞质是双亲的
，
如

，
胡萝 卜� 羊角芹的组合

。

后两种情况多为亲缘关系较远的组合
。

�三 �原生质体融合后的筛选方法

原生质体融合以 后
，
下步是如何把融合的双核杂种从混合的群体中筛选出来

。

目前 筛选的方法很

多
，
主要有下列几 种

� �
�

直观分离法
。
�

�

营养互补法
。
�

�

营养缺股型互补法
。
�

�

白化突变体一

野坐型间互补法
。
�

�

抗药性互补法
。

�
�

杂种优势法
�

�
�

浮力密度法
。
�

�

伤痕互补法
。

这些方法
，

如直观分离法
、

浮力密度互补法等任何原生质体组合都可应用
，
而有的只能在特殊的组合中进行选择

。
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‘

�四 �融合体的发育

二
。

在培养条件下
，
异核体行为的研究表明

，
异核体在培养过程中出现下述五种不同途径 �郑国钨

， ’

飞。���� �
�

核同步分裂令融合‘ 双亲染色体亲和� �
�

核同步分裂令融合‘ 染色体重组和丢失， �
�

两

核之间产生新膜
，
形成两个子细胞

， �
�

核不融合
，
核间也不产生新膜形成多核体

� �
�

核不融合
，

一个被排除形成共质体
。

在培养过程中还出现染色体桥
、
染色体粘连

、

环状染色体
、

断裂
、

多缴痕等现

象 �郑国铝
， �����

。

丢失的染色体通常是来自一方
，
有的部分丢失

，
丢失的次序是随机的

，
染色体排

除的原因
，
一般认为是基因的不亲和 性

。

随着亲本间系统发育关系变 远
，
融合体的发育逐渐表现不亲

和
，
亲缘关系越远

，
越难于产生杂种植株

，
要克服这种不亲和性要在细胞学和分子生物学水平上寻找其

发生机制
。

在一般情况下
，
培养基对哪一亲本原生质体更适合

，
则该亲本原生质体的发育更快

，
因此可调整分

别适合双亲的培养基来控制各 自的发育
。

�五 �体细胞杂种植株的再生

目前
，
绝大多数体细胞杂交产生的植株多属于烟草种内杂种

，
少数属于曼陀罗种内杂 种

。
它们在纽

胞学上表现为双二倍体或多倍体
，
非整倍体

，
这在有性杂交中也可实现

，
但是通过有性杂交很难得到胞

质杂种
，
却用体细胞杂交法得到了 ������

，
�����

，

这给由胞质控制的特性转移到另一亲本细胞提供

了有用的方法
。

近缘种间的原生质体融合
，
从许多报道来看都能形成异源杂种植株

，
并能开花结实

。

在

这些组合中
，

除少数有性杂交稍难些以外
，

都能获得有性杂种植株
。

由体细胞融合产生的杂种植株在细胞
、

学上多为二倍体
，
少数为非整倍体

。

属间体细胞杂种植株
，
虽然这方面的例子不多

，

但是近年来取得了肃

小的进展
，
如前所述

，
蕃茄与马铃薯原生质体融合得到了体细胞杂种

。

这说明用有性杂交法不能得到的

组合
，
通过原生质体融合可形成完整的杂种植株

，
但一般不结实

，
这些问题还有待进一步解决

。

更远缘

约种间杂种细胞
，
如粉兰烟草与大豆的原生质体融合试验 ��” 。 ，

����� 虽然得到了大量的杂种细胞
，

但目前还不能再生植株
。

这需解决许多问题和考虑新的方法
，
例如通过回融可使性状稳定

。

�六 �杂种植株的鉴定

再生植株以后
，
必须鉴定杂种植株的真伪

，

方法有
�

从形态学上要检查叶和花的形态象亲本还是介于

两亲本之间， 细胞学上要看核是否相容
，
染色体消失等情况， 遗传学上要分析后代的遗传性状与两亲本

，

豹关系
。

用同功酶分析查明杂交性
，
体细胞杂种同功酶谱有不同于两亲本种的独特带型或用分子杂交法

来确定真伪杂种
。

三
、

外源遗传物质的引入

植物原生质体可作为遗传转化研究的理想受体系统
，
可将远缘植物细胞的细胞器

、

染色体
、

细胞质

基因
、

甚至���引人原生质体
。

有些人制备各种亚原生质体通过融合重组细胞
，
如微小原生质体与完

整原生质体融合
、

微小原生质体之间融合
。
�

�

�二�� ������首先报道用根癌农杆菌与烟草原生质体共

培养获得转化细胞
。

据文献报道表明将裸露的 ��人直接引入原生质体显然是不可能实现的
。

有报道说

可将完整��人引渡给原生质体
，
此法是将��人封藏在脂质体内把 ���保护 起来

，
随后再与原生质体融

合
，
如�

�比旋� ，
等 ������成功地利用脂质体将曲����质粒���引渡给胡萝 卜原生质体

，
利用荧光技

术检验引渡到原生质体中的脂质体内含物
。

许多试验表明植物原生质体引入外源遗传物质的途径优于有

性杂交
、

染色体工程和体细胞杂交等途径
。

展 望

十多年来
，
植物原生质体培养和融合的研究取得了很大的进展

，
但也存在着许多向题

。
如沐细胞杂

种植株形成的能力随着亲缘关系的距离增加而减少
，
杂种细胞染色体的不稳定程度也随亲缘关系变远而

增加
。

与基因工程相比
，
后者的目标具体

，
针对性强

，
从长远来看有广阔的发展前景

，
但目前它在供
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体
，
载体和受体三个不可缺少的环节中尚不配套

。

另外
，
与农作物经济性状有关的除已知某些抗病性可

能为单基因控制外
，
涉及产量的大都是多基因数量遗传

，
目前难度较大

。

植物原生质体在培养
、

融合及

筛选鉴定几个环节上已基本形成体系
，
手续和要求条件不如基因工程复杂

。

另外
，
在用以改变植物的细

胞遗传特性
，
提供研究某些性状的表达机会以及稳定性

，
或是产生新基因组合的机会都比基因工程多

。

目前
，

原生质体无性系
、

种属间杂种
、

细胞质杂种和外源遗传物质引入已扩大到重要的农作物
，
不

久的将来这方面将会出现更多的突破性进展
，
这不仅提供育种新材料

，
而且有的可直接用于生产

。

同

时
，
对作物遗传育种

、

遗传学
、

细胞学和病毒学等应用基础研究以及实验生物学的发展都有着重要的意

义
，
将为����年大规模开展遗传工程进行作物改良奠定基础

。
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块
，
冤丝子的危害面积 占大豆面积的���左右

，
经防治后可增产 �倍以上

。

三
、

小 结

����一����年连续 �年试验示范结果证明
，
地乐胺能有效的防除大豆田杂草

，
可以代

替进 口的氟乐灵
，
每亩用量���

。
�一��‘克

，
获得���以上的除草效果

，
对大豆安全

，
对下

茬作物玉米和小麦也安全
，
增产增收

，
成本低

，
可以大面积应用

。

同时也证明
，
地乐胺是

目前防治大豆芡丝子高效
、

安全
、

使用方法简便
、

效果稳定的茎叶处理剂
。

适宜的浓度

�� 。倍液
，
适宜的施药时期为 �月下旬到 �月上旬

。

一次施药控制大豆冤丝子的 危害
，
防

治效果显著
，
增产明显

，
经济效益高

，
能代替人工拔除

，
应大面积推广应用

。

地乐胺这个

国产除草剂新品种
，
需要尽快大量投产

，
以满足需要

。
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