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　　摘要：对近年来药用植物原生质体的制备、培养、融合以及植株再生进行了综述，阐明了起始材料、酶解条件、培养
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　　原生质体（ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ）是指植物细胞中除去细胞壁后有
生命活性的部分，除去细胞壁的原生质体能够直接摄入外源

的细胞器、ＤＮＡ、病毒、质粒等，是进行遗传转化研究的理想受
体，对其进行细胞融合可获得杂种细胞［１］。因此，植物原生

质体在品种改良和生物学基础理论研究中有广泛的应用前

景，备受国内外研究学者的关注。１８９２年，Ｋｌｅｒｃｋｅｒ首次用机
械法进行原生质体的分离研究，但是原生质体获得量很

少［２］。１９６０年，Ｃｏｃｋｉｎｇ采用酶解法从高等植物细胞中分离
获得原生质体［３］。随着纤维素酶和果胶酶的推行，植物原生

质体培养逐渐成为一个热门话题［４］。１９７１年，Ｔａｋｅｂｅ等首次
从烟草叶片中分离出原生质体并获得再生植株，原生质体的

培养进入一个新的阶段［５］。在此基础上，药用植物原生质体

的培养也有了一定的发展。目前，药用植物原生质体的培养

已经扩展到夹竹桃科、五加科、紫草科、菊科、龙胆科、葫芦科、

茄科、玄参科、天南星科等数十科。本文就近年来药用植物原

生质体的制备、培养、融合以及植株再生进行综述，为今后药

用植物原生质体培养的研究寻求切入点和突破点，提供新的

研究方法和有力的论证依据。

１　原生质体的分离

原生质体分离是进行原生质体培养的第１步，直接影响
原生质体培养能否成功。其中，原始材料的生理状态，原生质

体的分离、预处理方法以及游离纯化方法等都是影响原生质

体分离的重要因素。原生质体的分离方法主要有机械法和酶

解法２种。机械法存在产量低等缺陷，因此多采用酶解法进
行原生质体的分离。

１．１　原始材料的选择
原始材料及其生理状态对原生质体的制备及其活力有很

大的影响［６］。生长旺盛、生命力强的组织和细胞是获得高活

性原生质体的关键，并对原生质体的复壁、愈伤组织的形成以

及植株再生有重要的影响。原生质体分离的原始材料有很

多，只要选用的酶类型及用量合适，就可以在植物的任何部位

获得游离的原生质体［２］。据有关原生质体培养的报道，叶片

是分离原生质体试验中常用的原始材料［７］。张晓丽等以青

天葵新鲜叶片为试验材料获得制备青天葵原生质体的理想条

件与参数［８］。愈伤组织和悬浮细胞生长迅速稳定，受环境条

件影响比较小，更易获得大量高质量的原生质体。但是，长期

培养的愈伤组织和悬浮细胞容易引起植株丧失再生能力，这

就须要选择胚性状态的细胞团，这是再生植株所必需

的［９－１０］。同时，基因型也会影响植物原生质体的培养，不同
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基因型分离得到的原生质体产量和活力差别很大［１１］，并且对

原生质体的植株再生也有一定的影响［１２］。

１．２　原始材料的预处理
一些研究表明，材料的预处理对保持原生质体的完整性

及提高原生质体产量有积极的作用。张晓丽等用１３％甘露
醇溶液预处理青天葵叶片１ｈ，获得大量的原生质体［８］。王

鹏凯等以北美鹅掌楸的悬浮细胞和组培苗叶片为材料，用含

有０．１％２－吗啉乙磺酸（ＭＥＳ）和０．６ｍｏｌ／Ｌ甘露醇的 Ｃｅｌｌ
ＰｒｏｔｏｐｌａｓｔＷａｓｈ（６０Ｍ－ＣＰＷ）溶液２５℃预处理 １ｈ，结果显
示原生质体产量明显提高［１３］。于相丽等以洛阳红牡丹叶片

为材料制备原生质体，在蔗糖浓度为０．３ｍｏｌ／Ｌ的溶液中预
处理０．５ｈ的效果最好［１４］。但是，并不是所有的原生质体分

离都需要经过预处理，要根据不同的情况而定。

１．３　原生质体的分离方法
药用植物游离原生质体常用的酶有纤维素酶、半纤维素

酶、果胶酶、离析酶等，不同植物材料选用哪种酶较好取决于

所用细胞和组织的来源。不同种类酶的混合使用和精确的酶

解温度和酶解时间的设置，可以得到较好的酶解效果［１５－１６］。

近年来，开发一种微生物型的纤维素酶和果胶酶用于原生质

体分离逐渐成为讨论的焦点［１７］。

渗透压是影响原生质体游离的一个重要因素。渗透压过

低，原生质体缺乏细胞壁的保护，往往会出现破裂的情况。有

研究表明，微高的渗透压有利于原生质体维持稳定的形

态［１８］。渗透压稳定剂是酶液的重要组成部分，应当引起足够

的重视。药用植物原生质体分离环境中常用的渗透压稳定剂

为甘露醇和山梨醇［１９－２０］，甘露醇由于在试验中的降解性小于

山梨醇而被认为是目前最适合的渗透压稳定剂。

１．４　原生质体游离基纯化方法
原生质体游离后的提纯方法常用的有漂浮法和沉降界面

法，其中沉降界面法使原生质体集中在两相界面，操作简单，

但是容易造成原生质体损伤；漂浮法在重复漂浮洗涤纯化的

过程中对原生质体的损伤较小，但是容易混进一些不需要的

原液，影响漂浮纯化效果，这就须要严格控制离心力［２１］。

２　原生质体的培养

２．１　培养基
在药用植物原生质体的培养中，常用的培养基有改良的

ＭＳ、Ｂ５、ＫＭ８Ｐ、６，７－Ｖ、Ｖ－ＫＭ等培养基［２２－２５］，培养基的 ｐＨ
值一般为５．６～５．８。无机盐是构成培养基的主要成分，一般
Ｃａ２＋和ＮＨ＋４ 对原生质体培养效果影响较大，且较高浓度的
Ｃａ２＋有利于原生质体培养［２６］。马锋旺等在原生质体培养中

发现，高浓度的ＮＨ＋４ 能抑制原生质体分裂
［２７－２８］。原生质体

洗液（ＣＰＷ）中盐离子的浓度和种类对原生质体细胞膜的稳
定性也有一定的影响，试验中应注意［２９］。

一定水平的渗透压可以保持原生质体的正常形态，使原

生质体的正常生理功能得以进行，培养基中的碳源和渗透剂

在原生质体培养中有重要的作用。卫志明等研究发现，使用

葡萄糖可以提高悬铃木叶肉原生质体的植板率［３０］。林顺权

等在对枇杷原生质体的研究中发现，１０％葡萄糖＋５％山梨醇
是所有试验处理中最合适的碳源兼渗透剂［３１］。

２．２　培养方法

原生质体常用的培养方法包括液体浅层培养、固 －液双
层培养、琼脂糖包埋及看护培养等方法，目前应用最广泛的是

固－液双层培养。范小峰等以南蛇藤胚性愈伤组织为材料分
离原生质体，采用液体浅层静置培养并取得了较好的原生质

体培养效果［３２］。秦晓杰等在胚性愈伤组织诱导培养基中进

行原生质体的悬滴培养、液体培养等不同培养方式的研究，结

果表明看护培养是最佳培养方法［２２］。这些常用的原生质体

培养方法同样适用于药用植物原生质体培养。

不同类型的药用植物应根据实际情况采用不同的培养方

式，一些植物也可采用多种培养方式联合培养。其中，五加

科、天南星科等较适合液体浅层和固 －液双层的联合培养方
式［２４，３３］，菊科、伞形科的植株较适合固体的培养方式［２，３４］，茄

科、玄参科植株较适合液体浅层培养方式［３５－３６］。

３　原生质体的融合

由于植物原生质体没有细胞壁的限制，它为体细胞遗传

研究和作物改良提供了许多方便［３７］。传统的有性杂交存在

远缘杂交不亲和、双亲花期不遇、雌（雄）不育等难以克服的

障碍，严重阻碍了杂交技术在植物育种中的应用。由于分离

的原生质体无细胞壁，可以用物理或化学方法诱导融合。利

用植物原生质体进行细胞融合和体细胞杂交，可以克服有性

杂交遇到的障碍。

自 Ｃａｒｌｓｏｎ等在１９７２年获得第１株烟草体细胞杂种植株
以来［３８］，原生质体融合技术在药用植物中已广泛应用。早期

原生质体融合的方法主要有硝酸钠法、高浓度 Ｃａ２＋高 ｐＨ值
法、ＰＥＧ（聚乙二醇）法、ＰＥＧ－高浓度 Ｃａ２＋高 ｐＨ值法、电融
合法及聚集微束激光法等，目前广泛使用的是 ＰＥＧ－高浓度
Ｃａ２＋高 ｐＨ值法［３９－４０］和电融合法［４１－４２］。但是，ＰＥＧ－高浓度
Ｃａ２＋高 ｐＨ值法存在融合频率低的弱点。Ｃｈｅｎ等用该方法
进行原生质体融合，融合频率约４５％［４３］。近年来一些研究

者发现，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）可以有效提高融合频
率［４４］。电融合法操作简单、快速，融合同步性好，还可以避免

化学药剂的毒害作用，被大家普遍接受。

４　原生质体的再生

在药用植物原生质体培养中，因为原生质体培养的稳定

性和可重复性差且经验性很强，所以由原生质体获得愈伤组

织的实例很多，但是成功获得原生质体再生植株的案例很少。

目前，我国从药用植物的原生质体培养和花药培养中获得完

整植株的物种有前胡、防风、决明子、党参、石刁柏、枸杞、毛叶

曼陀罗等［４５］。原生质体再生植株的途径通常有３种：由细胞
团形成愈伤组织，然后再分化成植株；直接形成胚状体，再发

育成植株；由细胞团形成的愈伤组织先分化成胚状体，然后发

育成植株［１］。据目前一些研究结果来看，大多数植物再生植

株以诱导器官发生途径较多，而五加科和伞形科植物的最佳

途径是诱导体胚的发生［２］。

５　结论

近年来，国内外广泛地开展了植物原生质体的研究工作，

植物原生质体培养和融合取得了突破性进展，主要表现在通

过原生质体获得再生植株的种类不断增加。其中，药用植物
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已经从原来不能杂交的植物胡萝卜和人参、曼陀罗和颠茄、烟

草和龙葵等获得杂种植株。

虽然药用植物原生质体培养和融合取得很大进展，但也

存在一些缺陷，如再生植株遗传性状的稳定性差；杂种植株发

生变异的规律尚不明确；缺乏完整的药用植物原生质体培养

体系，技术体系基本借鉴于其他植物且相对落后。这些都是

药用植物原生质体研究以后需要重点解决的问题。
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