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植物原生质体培养与遗传操作

何 若 天

( 广西 农学院 )

一
、

植物原生质体培养和细胞融合的一些进展

19 6。年
,

E
.

C
.

C 。 。 k in g用酶法从高等植物细胞中分离得原生质体
,

为高效地从 高 等

植物中分离原生质体打开 了局面
。

迄今已能从几乎所有的植物薄壁细胞中分离得生活的 原 生

质体
,

并对种类 日渐增多的植物原生质体进行培养
。

据不完全统计
,

迄今世上 已能使近百种植

物由原生质体培养成植株
。

在我国
,
除早年已由胡萝 卜

、

燕草和矮牵牛等原生质体再生植株外
,

近年对园艺
、

药用
、

经济植物和禾谷类植物的十个科约魏种植物
,

用原生质体培养物再生 了 植

株
、

例如
,

蔬菜植物中有蕃茄
、

结球甘蓝
、

油菜
、

黄瓜
、

葛昔
、

洋葱
、

茄子
、

马铃薯等
;
药用植 物有川

芍
、

洋地黄
、

怀地黄
、

当归
、

黄果蕃茄
、

龙葵等 ,经济植物有黄花葵草
、

长花葵草
、

粉蓝势草等 , 豆
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科植物有胡芦巴
、

紫花首楷
、

三叶草等
、

尤应指出的是中国科学院遗传研究所最近已继日本之

后
,

第二个首批把水稻原生质体培养成植株
,

目前已获得勿多株幼苗
、

上海植物生理研究所

亦使水 稻 和 棒 头 草 ( P o l y P o g o n f u g a x N e e s e x S t e u d ) 的原生质体再生植株
、

来自

台糖 13 4的花粉植株产生的细胞悬浮物原生质体已获得分化出根的愈伤组织
。

此外
,

尚有 许

多其他植 物的原生质体虽未成植株
,

但有的已培养成愈伤组织
。

在水生漂浮植物和藻类等原

生质体的分离和培养研究方面亦获可喜成果
。

在细胞融合方面
,

自1 9 7 2年 P
。

S
。

C al so n等首次获得第一个贫草种间体 细 胞 杂 种 以

来
,

迄今国内外已有 50 多个杂交组合获得了种内
、

种间
、

属间乃至科间的体细胞
“
杂种

”
植株

或细胞系
。

其中包括有核
“
杂种

”
和胞质杂种

。

但获得的所谓
“
杂种

”
植株

,

大都属于茄科

植物
,

尤其是热草属植物
。

此外
,

在马铃薯 + 蕃茄
、

羊角芹 + 胡萝 卜
、

拟南芥 十 野油菜
、

毛蔓

陀罗 十颠茄
、

甘蓝 十 野油菜
、

栽培首楷 + 镰形首蓓
、

碧冬茄 + 帕罗蒂碧冬 茄 等 种 间或属 间体

细胞杂交中也获
“
杂种

”
植株

、

还有人把固氮蓝绿藻掺入葵草原生质体内
。

现在
,

细胞融合研

究已朝着将除芳剂抗性和胞质雄性不育等 细胞质基因导入同一个体的方 向发展
。

近年来
,

细胞融合技术已有很大发展
。

最早用 N a N O :
诱导原生质体融合

,

融合率很低 ;

A
.

K e l l e r和 G
.

M e l e
h

e r s ( 1 9 7 3 ) 改用高 P H ( 。
。

5一 1 0
.

0 ) 和高钙 ( o
.

0 5 M C a C 1
2 )法

,

融

合率有所提高 , 接着
,

高国楠 ( K
.

N
.

长
a 。 ) 等 ( 1 9 74 ) 发现聚 乙二醇 ( P E G ) 能诱导原

生质体融合
,

如再结合高 p H和高钙法
,

融合率可大大提高至 10 ~ 3 5%
。

迄今
,

许多植物体细

胞
“
杂种

”
几乎都是用此法诱融而得的

。

上述方法均属化学诱融法
,

近年着手建 立 物 理 方

法
,

最早是 1 9 7 9年 日本的M it 知91 s 6n d 。等借用两个与电刺激器连接的显微电极尖端 使 两

个已粘着的原生质体融合成功
。

接着
,

西德的 U
。

iz m m “ r m a n n 等 ( 19 8 0 ) 设 计了一 种 由两

个平行电极组成的双 向电泳融合室
,

用高压脉冲使融合室内同种或异种植物的大量原生质体

在短时间内发生高频率融合 ( 可达 50 一 80 % )
。

二
、

遗传转化

遗传转化是指把外源基因或D N A片段转移到另一细胞的染色体内
,

使细胞发生某些遗传

变异
。

使外源基因进入植物细胞
,

一般通过两种途径
:
第一种是利用原生质体以胞饮方式摄取

外源 D N A
、

染色体
、

胞核
、

质体或线粒体等
,

或用微量注射法注入原生质体内
,

例如山田康之

等人用此法把与黄连素结合的D N A注入大戟原生质体内
、

萤光测定表明大戟细胞核内具有作

为标记物的黄连素的黄色萤光
,

但此种直接摄入或注入的 D N A往往在几小时内便被降 解 或

丧失
。

故至今尚无以这种方式进入原生质体的遗传物质能表达的证据
。

另一法是用原生质体融

合法
,
例 如E

v a n s
等人将蒸草属N i c o t i a n a n e s o p h i l a和 N

.

S t i o c k t o n i i两个野生种与普通

燕草作细胞融合
,

从融合杂种细胞再生的植株表现有来自野生种抗葵草花叶病毒 ( T M V )

的抗性
。

日本的内宫将普通葵草与心叶烟草的原生质体融合
,

也获具有抗T M V性能的杂种
。

但这些种间杂种亲缘关系虽近
,

仍表现严重的遗传不稳定性
,

多数不孕
。

周此至今尚难确定
-

细胞融合是否能作为有用核基因掺入的有效方法
。

目前有证据表明原生质体融合可产生胞质

杂种
。

燕草属和甘蔗属原生质体融合试验揭示了原生质体能重组
,

但没有叶绿体基因组重组

的证据
,

因为这种重组不稳定
,

且后代很快分离
。

不过
,
胞质杂种对细胞质基因转 移非 常 有
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用
。

这些胞质基因包括有雄性不孕系基因
、

控制光合与呼吸的基因
、

抗除劳剂基因等
。

最近 日

本味之素公 司的研究者原先用的生产赖氨酸的短杆菌 ( B r e vi b ac t er iu m S P
。

) 虽然产量较

高
,

但菌株本身生长速度慢
。

为此
,

他们选择了一种生长速度快的其它菌株和它进行细胞融

合
,

结果获得了一株赖氨酸产量高
、

生长速度快的新菌种
,

其赖氨酸生产速率为原用菌的三

倍
。

遗传转化的第二种途径是通过合适载体把外源基因引入植物细胞
。

受到普遍重视的有两

种载体系统
:

一是用植 物病毒 D N A / R N A作为载体系统
,

最常用的是花椰菜花叶病毒 ( C a -

u l i f l o w e r m a s a i。 v i r u s ,

缩写 C a M V )
,

最近发现雀麦草花叶病毒 ( B M V

—
一种 R N A病

毒 ) 亦可作为基因载体 , 另一种是利用致瘤农杆菌 (或称根癌农杆菌 A g r o bac t “ r iu m ut 一

m
e f a e i e n s

)所含能诱导双子叶植物长瘤的质粒 ( T u也 e r一 i n d u c i n g P l a s m i d
,

简称T i质

粒 )为载体
。

利用病毒为基因载体有三缺陷
: 一是病毒能致病 ;二是病毒繁殖力差

,

不易精制
;

三是能运载的外源 D N A量有限
,

且宿主范围太窄
。

故以 T i质粒为载体较受重视
。

大量研究己

证明 T i质粒的一部分 D N A (称为 T 区的 D N A
,

即 T一 D N A )能被整合到双子叶植物瘤细胞的

染色体上
。

此外
,

还 有一种更为广谱的载体是脂质体 (玩 p os 。 “ e )
,

它是用磷 脂调 制的人工小

囊
,

可把外源低分子量D N A包囊起来
,

但包入率低
,

约为劝%
,

对高分子量 D N A包裹很困难
。

过去常用完整组织或器官作受体
,

但因胞壁限制
,

实验操作较难
。

后用无壁原生质体为受体可

解决此困难
,

而且 T i质粒载体可无需经过细菌感染途径进入植物细胞
。

例如有人用矮牵牛的原

生质体分别和五种致瘤农杆菌共培养
,

选择出的转化细胞系具有生长激素自主和合成胭脂碱

之能力
。

最近
,

美国华盛顿大学的研究者把去掉了一端编码病毒本身外壳蛋白的序列的D N A

片段插入致瘤农杆菌的 T i质粒 T区中
,

然后把这种重组后的病毒D N A转移到燕草和蕃茄原生

质体上
,

转化细胞再生植株后
,

经大量致病性T M V感染
,

结果表明有 1 50 个转化植株均延 迟出

现感染症状
,

其中有些植株完全没有表现感染症状
,

从而有可能获得抗病毒植株
。

三
、

体细胞无性系的筛选

亲本体细胞无性繁殖所产生的无性系
、

其基因组像有性繁殖体的基因组一样
,

能产生变

异
,

这些变异可为育种工作者改 良植物品种提供一个可选择的源 泉
。

最 近
,

K ar ik n和 S c

仰
一

。 r of t等的工作表明
,

以小麦为材料 已获得在形态特征 (包括株高
、

粒色
、

芒的有无等 )和生化特

征均有差异的无性繁殖系突变体
。

在许多种植物如甘蔗
、

水稻
、

马铃薯
、

葵草
、

燕麦
、

玉米
、

大麦
、

高粱
、

首楷
、

香石竹
、

胡萝 卜
、

凤梨
、

葛芭
、

大蒜
、

天竹葵和芸苔属等
,

及各种来源的愈伤

组织
、

悬浮培养细胞
、

原生质体等都观察到有体细胞变异现象
。

60 年代初
,

甘蔗经组织培养

结合感染处理
,

己选育出抗斐济病
、

抗霜霉病和抗杆黑粉病等甘蔗无性系
。

水稻通过组培亦

选育出矮杆耐低温的变异体
。

原生质体是个 纯粹的单细胞
,

因此
,

以原生质体为培养材料所产生的无性系变异体在作

物改 良中可能有更大作用
。

197 3年
,

美国的 S h e p ar d等 在 未 作 任何诱变处理的葵草叶肉原

生乒体再生的无性系群体中
,

发现有约 2 50 个再生植株中有一株叶片上会出现杂色斑点
。

这种

特性能通过有性杂交传到子代
。

嗣后
,

他们发现马铃薯R su s et b ur b a n k 品系的叶肉原生质

体产生的大多数植株不仅与亲本不同
,

且彼此间也很不相同
。

在这些无性系中有许多变异
,
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大致可分为两类
: 一类为野生型 的畸形体

,

染色体数己有改变
, 另一类 为表现型变异体

,

它

们个体间的差异微小
,

染色体数不变或仅有细微差别
。

变异也表现在改变了对致病有机体的

敏感性上
。

例如有些变异体对马铃薯早疫病的致病菌不如亲本那样敏感
。

又如约有 2% 原 生

质体无性系对马铃薯晚疫病的抗性高于亲本
。

其后代仍能保持着它们的抗性水平
。

他 们 从

R su se t b u r b a n k品系的马铃薯叶肉原生质体无性系中选出65 个作 了检验
,

被测定的复杂性

状几乎全部存在着表型的变异
,

没有一个是彼此相似或是亲本的复制品
。

园艺性状 ( 如生长

习性
,

成熟期
、

块茎大小及形状
、

光周期反应等 ) 和在遗传上最复杂的特性如块茎产量等也

发生了变异
。

可见
、

利用原生质体无性繁殖系所产生的变异体是条有希望的作物育种新途径
。

产生无

性繁殖系变异的主要原因目前还不大清楚
,

据某些研究表明
,

很重要的一个原因是培养过程

中产生非整倍体和染色体重排
,
此外

,

基因的扩增和减少
、

基因转化
、

体 细 胞 重组
、

转座

因子的运动以及由于易位和染色体重排所产生的位置效应突变也会导致变异
。

还有一种 可能

是产生细胞培养物的原植物中原来就存在的自然变异
。

四
、

利用原生质体进行诱变

通过化学的或物理的诱变方法可扩大变异幅度和提高变异率
。

跟多细胞组织或器官相比

利用原生质体为材料作诱变处理
,

具有数量大
、

诱变率高
、

可选择机率大的优点
。

O h y a 二 a等 ( 19 7 4 ) 将分离 自大豆悬浮培养细胞的原生质体用 5一懊去氧尿嗜吮处理
,

获得能耐 5一澳去氧尿哦吮的突变体
。

B r
抢 h t等 ( 19 7 4 ) 从小无花果树原生质体中也获裕抗

5一澳去氧尿嗜陡的突变型细胞系
。

C ar ls o n ( 19 73 ) 用单倍体落草作材料
,

经化学诱变
,

获得抗甲硫氨酸的葵草植株
。

这

在抗病育种中很有实用价值
。

因为引起葵草患野火病的正是病原菌P s e u
d

o m o n
as t ab ac i产

生的毒素甲硫氨酸的类似物
。

因此
,

有可能用类似方法育出抗野火病的落草
。

最近
,

大野清春等 ( 19 8 5 ) 把品种为
“ 日本晴

”
的水稻种子产生的愈伤组织置于 N ac l浓

度渐增的培养基上继代培养
,

不断对存活的愈伤组织进行筛选
。

对其中经培养了49 个月的一

块适应性基本稳定的愈伤组织分离出原生质体并进行培养
,

把所获得的来自原生质体的细胞

团中分离出的少数细胞团在含N ac l培养基上再行继代
。

结果从中获得 4个能在浓度 15 9 / 1和

2 5 9 / l的 N a cl 培养基中均能生 长的愈伤组织
。

这表明
,

通过对原生质体作诱变培养
,

选 育

耐盐的水稻细胞并再生成完整耐盐植株是可能的
。

可见近几年来植物原生质体培养和体细胞融合工作已有很大进展
,

尤其是禾谷类作物如

水稻原生质体能培养再生植株是个很大的突破
。

在原生质体培养和细胞融合方面
,

迄今尚存在不少 困难
。

例如
,

许多重要谷类作物和经

济作物如小麦
、

玉米
、

大 豆
、

棉花
、

甘蔗等原生质体尚未能再生完整植株
,

所得许 多 体 细 胞
“
杂种

” 主要局限在茄科植物中
,

而且现已获得的许多
“
杂种

”
具有诸如异倍性

、

不育性
、

畸形
、

生育迟缓等一类不符合育种要求的性状
,

有性杂交不亲和现象在体细胞融合中亦有表

现
,

等等
。

此外
,

还有一大缺陷是基础研究不足
,

例如原生质体游离后所发生的 细胞学
、

生

理生化等变化
,

细胞融合机理
,

融合细胞的超微结构
、

遗传特性
、

生理生化变化 等 又 是 如
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何? 迄今知之甚少或一无所知
。

五
、

在广西建立原生质体培养和有关遗传

操作技术的可能与研究方向的商榷

我区植物组织培养工作开展较早
,

并取得了不少成绩
,

在花药培养 ( 单倍体育种 ) 及某

些重要经济作物和花卉等无性快速繁殖工作中均有出色成果
。

植物原生质体培养和 细胞融合

工作开展较晚
,

在区科委支持下
,

也开展了一些工作
,

并已有一些基础
,

对甘蔗
、

水稻
、

芋

麻
、

罗汉果
、

马尾松
、

衫木
、

橡胶等十多个重要作物进行了原生质体分离和培养
。

其中从田间

栽培的甘蔗茎尖分离的原生质体培养时能细胞分裂
,

有的形成了小细胞团
。
马尾松胚轴原生质

体能再生胞壁
。

对某些植物原生质体作了些融合工作
,

结合原生质体分离和培养开展了一些生

理生化方面的基础研究
。

为我区进一步开展有关工作建立了初步基础
。

目前存在间题是设备

不足
,

人力缺乏
,

从事有关工作的人员负有繁重教学任务
,

时间上难以保证
,

工作进展很慢
。

为使这一工作不致中途夭折而能得到一定发展
,

我们提出如下初步建议
:

1
.

加强人才培养
,

建立相对稳定的专职队伍 科技要发展
,

人才是关键
。

近年来
,

我区

从事细胞工程已有丰富经验而又有突出成绩的人员大都外流了
,

但没有补员
。

至于专一从事

原生质体工作的实际仅有一人在坚持
。

如再不切实解决人才培养和建设一个相对稳定的专职

队伍
,

我区的细肥工程工作恐有垮台之虞
。

2
。

切实加强研究基地的建设
。

据我区现有状况和条件
,

不宜另建研究基地
,

而应加强现

有基地
,

即广西农学 院
、

广西农业科学研究院
、

广西植物研究所
、

广西林业科学研究所和广西

药用植物园等五大组培室
。

对广西师范大学生物系建立的细胞生物学研究也应予以重视
。

设

法聘任一些专业人员
,

在现有设备和人力等方面作适当调整和集中
,

打破人才和设备的单位

所有制
。

3
。

莫急功近利
,

应既考虑当前我区经济建设需要
,

又要顾及长远发展
,

重视基础研究

现有一股风
,

一切科技工作都首先考虑能否在很短时间内取得经济效益
,

最好 是
“
吹 糠

见米
” 。

当然
,

这是需要的
,

但也要作些长远考虑
,

尤其是原生质体工程不是短期 内 能 奏 效

的
,

但从长远考虑
,

它具有广阔前途
。

其他基础研究工作也是如此
。

因此
,

建议有关高等院

校可侧重基础研究和探索性研究
,

农业研究单位则侧重应用研究
,

彼此分工协作
,

才利于加

快工作进展
。

4
。

我区原生质体培养和细胞融合研究重点应放在那里? 鉴于微生物在医药
、

农业
、

食品工业
、

发酵工业和化学工业等领域中有重要作用
,

而且微生物细胞周期短
,

较易培养
。

开展有重要价值的微生物 ( 如食用菌和工程菌 ) 细胞融合研究
,

以图培育新微生物品种可能

有较大经济价值
。

我们是否以此为重点? 此外
,

对我区某些特有的重要经济作物进行原生质

体培养
,

结合诱变
,

筛选一些农艺性状更优的变异植株亦应作为研究方向
。


