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摘　 要: 为建立高效稳定的广藿香原生质体培养与融合技术体系ꎬ该研究以广藿香愈伤组织悬浮细胞为材

料ꎬ研究了原生质体制备的酶解条件和培养方法、细胞密度、激素种类和浓度等因素对原生质体培养的影

响ꎬ并通过测定融合产物直径确立融合细胞筛选范围ꎬ进一步研究聚乙二醇浓度、细胞密度、融合时间及融

合液加入量等因素对原生质体融合的影响ꎮ 结果表明:制备原生质体的适宜条件为 ｐＨ５.８ꎬ酶解温度 ２５ ℃ꎻ
原生质体培养以铵盐减半的 ＭＳ１培养基进行海藻酸钠包埋、激素选用 ０.２ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ、２.０ ｍｇＬ￣１６￣ＢＡꎬ培

养密度 ２.０×１０５个ｍＬ￣１、蔗糖添加量 １.０％、酸水解酪蛋白 ５００ ｍｇＬ￣１的条件下原生质体分裂频率、植板率

均较高ꎬ且开始分裂时间和细胞团形成时间都较短ꎻ双细胞融合产物筛选范围为 ６９.３３ ~ ８７.３５ μｍꎻ以 ４０％
ＰＥＧ ６０００ 化学促融 ３０ ｍｉｎ、加入 ０.５ 倍体积的融合液、细胞密度 ２.０×１０５个ｍＬ￣１的条件进行原生质体融

合ꎬ聚合率可达 ５７.１９％ꎻ获得的融合产物经海藻酸钠包埋培育 ２ 个月后可观察到再生愈伤组织ꎮ
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　 　 广藿香(Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ)为唇形科刺蕊草属

植物ꎬ是广东的道地药材ꎬ具芳香化浊、和中止呕、
发表解暑之功效(国家药典委员会ꎬ２０１５)ꎮ 现代药

理学研究表明ꎬ广藿香可以调节胃肠道功能并具有

抗菌作用(罗集鹏等ꎬ２００５ꎻ莫小路等ꎬ２００４)ꎬ是多

种中成药的主要原料ꎮ 此外ꎬ广藿香油中的百秋里

醇气味独特宜人ꎬ并可使香味持久ꎬ是法国标准化

委员会确定的香精香料中的标志性成分ꎬ被广泛应

用于日用品和化妆品中(吴友根等ꎬ２０１０)ꎮ 广藿香

自引种到我国南亚热带地区种植后ꎬ很少或者根本

没有经过遗传改良ꎬ种质退化严重ꎬ个体间药用活

性成分和产量差异极显著ꎬ导致了药材质量不稳定

和不可控ꎮ 解决问题的根本措施之一是开展品种

改良或新品种的选育ꎬ但是ꎬ由于广藿香在我国为

无性繁殖ꎬ传统育种举步维艰ꎬ需要引入新技术和

新方法ꎬ进行种质资源的创新工作ꎮ
原生质体具有再生成完整植株的能力ꎬ 是进

行细胞器分离、转基因和基因功能分析等研究的

理想材料ꎬ 也是以细胞杂交方式培育新品种的必

备材料(Ｅｅｃｋｈａｕｔ ｅｔ ａｌꎬ ２０１３)ꎮ 在中药材品种筛

选和种质改良方面ꎬ 原生质体融合是诱导细胞杂

交和增加染色体组倍性行之有效的途径之一ꎮ 目

前植物原生质体制备和融合大多以酶解法制备原

生质体、ＰＥＧ 诱导原生质体融合(Ｍａｃｋｗｓｋａ ｅｔ ａｌꎬ
２０１４ꎻ Ｍｏｒｉ ｅｔ ａｌꎬ ２０１４ꎻ 彭小群等ꎬ２０１５)ꎬ而酶液

组成、酶解时间和渗透剂组成是影响酶解法制备

原生质体的主要因素(Ｈｏｎｇｏｈ ｅｔ ａｌꎬ ２００３)ꎬＰＥＧ
浓度和融合时间是影响 ＰＥＧ 诱导原生质体融合的

主要因素( Ｄｕｒｉｅｕ ＆ Ｏｃｈａｔｔꎬ ２０００)ꎮ 探明这些因

素对原生质体制备和融合过程的影响ꎬ是系统建

立起原生质体制备和融合技术体系的重要保证ꎮ
本研究以性状优良的石牌广藿香为材料ꎬ在前期

对广藿香悬浮细胞原生质体的分离与纯化研究的

基础上(梁威等ꎬ２０１６)ꎬ考察不同的培养方法、培
养基组成等对广藿香原生质体培养的影响ꎬ并着

重研究 ＰＥＧ 浓度、孵育时间等对原生质体融合的

影响ꎬ以期筛选出 ＰＥＧ 诱导广藿香原生质体融合

的最适条件ꎬ为系统建立广藿香的原生质体融合

技术体系奠定实验基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料和试剂

所用材料采自广东药科大学药用植物园ꎬ由
姬生国教授鉴定为唇形科刺蕊草属植物广藿香

(Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ)ꎮ 试剂:荧光素双醋酸酯( ｆｌｕｏ￣
ｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬＦＤＡ)为 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司产品ꎬ纤维

素酶(ｃｅｌｌｕｌａｓｅ)、半纤维素酶( ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌａｓｅ)、果胶

酶(ｐｅｃｔｉｎａｓｅ)为 Ｓｉｇｍａ 公司产品ꎬ其它生化试剂为

国产的分析纯试剂ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 培养基配制 　 混合酶液的配制参考梁威等

(２０１６)的方法ꎬ原生质体清洗液(ＣＰＷ￣４Ｍ)按朱至

清(２００３)的方法配制ꎮ 以 ＭＳ 为基本培养基ꎬ此外

添加 ０.４ ｍｏｌＬ￣１甘露醇、０.１％ 吗啉乙磺酸(ＭＥＳ)、
０.１％肌醇、不同浓度的蔗糖或葡萄糖、生长调节剂、
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酸水解酪蛋白等ꎮ 低熔点琼脂糖培养基:１.２％琼脂

糖、０.１％ ＭＥＳ、ｐＨ ５.８ꎮ 海藻酸钠溶液:１.５％海藻酸

钠ꎬ以无钙原生质体培养液(不含 ＣａＣｌ２)为溶剂ꎬ９０

℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ ＰＥＧ 融合液:１０ ｍｍｏｌＬ￣１

ＣａＣｌ２２Ｈ２Ｏ、０.７ ｍｍｏｌＬ￣１ ＫＨ２ＰＯ４、０.１ ｍｏＬＬ￣１

甘露醇、３０％ ~ ５０％ ＰＥＧ ６０００ꎬｐＨ ５.８ꎬ溶液过 ０.４５
μｍ 微孔滤膜后 ４ ℃保存ꎬ使用前过 ０.２２ μｍ 微孔滤

膜脱菌ꎮ 高 ｐＨ 高钙洗液参考 Ｋａｏ ＆ Ｍｉｃｈａｙｌｕｋ
(１９７４)的方法配制ꎮ ＦＤＡ 母液:取 ５ ｍｇ ＦＤＡ 溶于 １
ｍＬ 丙酮中ꎬ０ ℃以下保存ꎮ 以上试剂除特别提到ꎬ
均在 １２１ ℃下高压灭菌后备用ꎮ
１.２.２ 愈伤组织诱导与悬浮培养 　 以石牌广藿香

为外植体ꎬ接种于 ＭＳ＋０.０５ ２ꎬ４￣Ｄ＋０.５ ＫＴ(单位为

ｍｇＬ￣１ꎬ下同)固体培养基ꎬ光照 １２ ｈｄ￣１、光强

１ ５００ ｌｘ、(２５±２) ℃条件下培养ꎬ诱导广藿香愈伤

组织ꎮ 选取疏松淡黄色愈伤组织ꎬ转入液体培养

基中进行悬浮培养ꎬ转速 １３５ ｒｍｉｎ￣１ꎬ接种量 ７０ ｇ
ＦＷＬ￣１ꎬ继代周期 ２４ ｄꎮ
１.２.３ 原生质体制备

１.２.３.１ 酶液 ｐＨ 和酶解温度的筛选 　 悬浮细胞依

次过 ４０、１００ 目筛网ꎬ收集后按 １ ∶ １０(ｍ / ｖ)加入

不同 ｐＨ 值的混合酶液以考察酸碱度对分离的影

响ꎻ设置 ２３、２５、２８、３０ ℃ ４ 个温度梯度ꎬ５０ ｒ
ｍｉｎ￣１避光振荡酶解 １２ ｈꎬ考察温度对酶解制备原

生质体的影响ꎮ 通过统计分析ꎬ确定广藿香原生

质体制备的酶液 ｐＨ 和酶解温度ꎮ
１.２.３.２ 原生质体纯化收集 　 酶解液依次过 ４０、
１００、２００ 目筛网ꎬ收集滤液１ ０００ ｒｍｉｎ￣１ 离心 ３
ｍｉｎ 去上清ꎬ沉淀加适量 ＣＰＷ￣４Ｍ 液混匀后再次离

心并去上清ꎬ重复 ３ 次后ꎬ沉淀转移至原生质体培

养液中保存ꎮ
１.２.４ 产量与活力的测定 　 将 １.２.３.２ 中得到的原

生质体溶液滴加在血球计数板上ꎬ计算原生质体

数ꎬ其密度与产量计算公式如下ꎮ 实验重复不少

于 ３ 次ꎬ镜检时不同视野测量次数≥５ꎬ每个样品

测量值取 ５ 次测量的均值(下同)ꎮ
原生质体密度(个ｍＬ￣１) ＝ ５ 个大格内原生

质体总数 × ５ × １０ ０００ ×稀释倍数ꎻ原生质体产量

(个ｇ￣１)的计算公式如下:

原生质体产量 ＝原生质体密度×稀释后体积

细胞生物量(ｇ)
ꎮ

原生质体活力参考 Ｗｉｄｈｏｌｍ(１９７２)的方法ꎬ在
荧光显微镜下测定ꎬ公式如下:

原生质体活力 ＝ 暗视野下发荧光原生质体数

明视野下原生质体数

×１００％ꎮ
１.２.５ 原生质体培养 　 考察液体浅层培养、琼脂糖

包埋培养、固液双层培养、海藻酸钠包埋培养 ４ 种

方法对原生质体培养的影响ꎬ培养密度为 ２ × １０５

个ｍＬ￣１ꎬ培养基为 ＭＳ１ ＋ ０. ２ ＮＡＡ ＋ ２. ０ ６￣ＢＡ ＋

１.０％蔗糖＋５００ ｍｇＬ￣１酸水解酪蛋白ꎮ
确定培养方法后ꎬ再考察培养密度(分别为

１.０×１０５、２.０×１０５、４.０×１０５、６.０×１０５个ｍＬ￣１)和

培养基组分(包括激素、铵盐、碳源、酸水解酪蛋

白)(表 ３ 和表 ４)对原生质体培养的影响ꎬ以分裂

频率与植板率为考察指标ꎬ计算公式如下:

分裂频率＝视野内发生分裂的再生细胞数

视野内细胞总数
×１００％ꎻ

植板率 ＝视野内细胞团数

视野内细胞总数
×１００％ꎮ

１.２.６ 原生质体融合　 采用高 ｐＨ 高钙法融合原生

质体ꎬ将分离纯化后的原生质体悬浮于适量 ＣＰＷ￣
４Ｍ 液中ꎬ离心洗涤并调整至不同密度(０. ５、１. ０、
２.０、３.０×１０５个ｍＬ￣１)ꎬ于培养皿中静置 １５ ｍｉｎꎻ
缓慢滴加 ３０％、４０％、５０％的 ＰＥＧ ６０００ 融合液ꎬ加
入量为原生质体悬浮液体积的不同倍数(０.２、０.５、
１.０、２.０ 倍)ꎬ静置 ５ ｍｉｎꎻ再滴加融合液 ２ 倍量的

高 ｐＨ 高钙洗液ꎬ静置时间为 １０ ~ ４０ ｍｉｎꎻ混合液

离心后去上清ꎬ重复 ３ 次ꎻ镜检并测量正常形态的

细胞直径ꎬ计算聚合率、多聚率ꎬ公式如下:

聚合率 ＝双细胞聚合的原生质体数

总原生质体数
×１００％ꎻ

多聚率＝３ 个及 ３ 个以上细胞聚合的原生质体数

总原生质体数

×１００％ꎮ
１.２.７ 融合产物的筛选　 参考 Ｈａｏ ｅｔ ａｌ(２００２)的方

法得到刚分裂生成的子细胞(ＮＤＣ)的直径 ＲＤ和中

期细胞的直径 ＲＭ之间的关系为 ＲＤ ＝ ０.７９３ ７ＲＭꎮ 分

别在原生质体培养 ６~７ ｄ 时(子细胞多)ꎬ测量并统

计 ＮＤＣ 细胞直径ꎬ计算 ＲＤ平均值ꎻ培养 １０~１２ ｄ 时
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(中期细胞多)ꎬ测量并统计以计算 ＲＭ平均值ꎬ每次

观察 １００ 个以上可准确测量直径的细胞ꎮ
参考刘剑锋等(２０１０)的方法ꎬ可知 ２ 个原生

质体融合后产物最小直径 Ｒｍｉｎ 与最大直径 Ｒｍａｘꎮ
比对细胞直径ꎬ一般非融合单细胞直径(ＲＤ－ＲＭ) <
双细胞融合产物直径 ( Ｒｍｉｎ － Ｒｍａｘ )ꎬ若直径大于

Ｒｍａｘꎬ则为 ３ 个细胞以上的融合产物ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 酶解条件对原生质体制备的影响

在我们前期的实验中ꎬ已经对广藿香原生质

体制备的酶液组合、酶解时间、渗透压调节剂甘露

醇浓度等条件进行了系统研究(梁威等ꎬ２０１６)ꎬ本
文在此基础上ꎬ进一步考察酶解温度和酶液 ｐＨ 值

对酶解后原生质体活力和产量的影响(图 １)ꎮ 结

果表明ꎬ在 ｐＨ ５.８ 时ꎬ酶解分离后获得的广藿香原

生质体产量最高ꎻ在 ｐＨ ５.８ ~ ６.２ 时ꎬ原生质体活

力较高ꎮ 结合产量与活力数据ꎬ选择 ｐＨ ５.８ 为广

藿香细胞壁酶解的最适 ｐＨ 值ꎮ
酶解温度在 ２３ ~ ２８ ℃时ꎬ原生质体产量较高ꎻ

在 ２５ ℃时ꎬ原生质体活力达到最高值ꎬ温度过高

或过低活力都有所下降ꎮ 综合产量与活力数据ꎬ
选择 ２５ ℃为广藿香细胞壁适宜的酶解温度ꎮ

图 １　 酶解温度和 ｐＨ 值对原生质体活力和产量的影响
Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｖｉｔａｌｉｔｙ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ

２.２ 不同因素对原生质体培养的影响

２.２.１ 不同培养方法对原生质体培养的影响 　 采

用液体浅层、固液双层、琼脂糖包埋与海藻酸钠包

埋 ４ 种方法对原生质体进行培养ꎮ 每天镜检观

测ꎬ统计结果见表 １ꎮ 从表 １ 可以看出ꎬ液体浅层

与固液双层培养虽然分裂频率与植板率都较高ꎬ
但最终并未观察到愈伤组织形成ꎻ琼脂糖包埋与

海藻酸钠包埋的培养方法最终都形成了愈伤组

织ꎬ其中海藻酸钠包埋开始分裂时间较早ꎬ分裂频

率与植板率较高ꎬ因而选择海藻酸钠包埋法进行

广藿香原生质体培养ꎮ
２.２.２ 不同细胞密度对原生质体培养的影响 　 设

计 １.０×１０５、２.０×１０５、４.０×１０５、６.０×１０５个ｍＬ￣１ ４
个不同的细胞密度进行原生质体培养ꎬ结果见表

２ꎮ 当细胞密度为 ２.０ × １０５个ｍＬ￣１时ꎬ分裂频率

与植板率都达到最高ꎬ且未出现褐化情况ꎮ 因此ꎬ
可选择细胞密度为 ２.０×１０５个ｍＬ￣１ꎮ
２.２.３ 不同激素对原生质体培养的影响 　 考察了

ＮＡＡ、２ꎬ４￣Ｄ、６￣ＢＡ 不同组合、不同浓度对原生质体

培养的影响ꎬ结果见表 ３ꎮ 当 ６￣ＢＡ 为 ２.０ ｍｇＬ￣１、
ＮＡＡ 为 ０.２ ｍｇＬ￣１时ꎬ原生质体分裂频率与植板

率最高ꎬ为最适激素浓度与配比ꎮ
２.２.４ 其它因素对原生质体培养的影响 　 考察了

铵盐、碳源及水解酪蛋白浓度对原生质体培养的

影响ꎬ结果见表 ４ꎮ 铵盐分别取 ＭＳ 培养基原铵盐

浓度 ( ＭＳ: ＮＨ４ ＮＯ３ １ ６５０ ｍｇ  Ｌ￣１ )、 减 半 浓 度

(ＭＳ１)和不加铵盐(ＭＳ０)３ 个梯度进行比较ꎬ结果

发现ꎬ ＭＳ１培养基中原生质体分裂频率、 植板率均
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表 １　 不同培养方法对原生质体培养的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ (ｎ＝ ３)

培养方法
Ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ

第一次分裂
时间

Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｉｖｉｓｉｏｎ
ｔｉｍｅ
(ｄ)

开始大量
分裂时间

Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｔｉｍｅ ｆｏｒ
ｌａｒｇｅ ｎｕｍｂｅｒｓ

ｏｆ ｃｅｌｌｓ
(ｄ)

分裂频率
Ｄｉｖｉｓｉｏｎ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
(％)

细胞团
形成天数
Ｃｅｌｌ ｄｕｍｐ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｄ)

植板率
Ｐｌａｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

(％)

愈伤出现
时间

Ｔｉｍｅ ｆｏｒ
ｃａｌｌｕｓ
(ｄ)

液体浅层
Ｓｈａｌｌｏｗ ｌｉｑｕｉｄ ｃｕｌｔｕｒｅ

６ １２ １２.５７±０.４４ Ａ １４ ２.６４±０.１１ Ａ —

琼脂糖包埋
Ａｇａｒｏｓｅ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ

９ １７ ４.２７±０.２２ Ｄ ２０ １.３８±０.０５ Ｃ ６５

固液双层
Ｄｏｕｂｌｅ ｌａｙｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ

７ １２ １０.４０±０.４６ Ｂ １４ ２.２１±０.１０ Ｂ —

海藻酸钠包埋
Ｓｏｄｉｕｍ ａｌｇｉｎａｔｅ ｅｍｂｅｄｄｉｎｇ

６ １４ ６.９１±０.２９ Ｃ １６ １.８３±０.０４ Ｂ ６３

　 注: 统计结果表示为 ｘ±ｓ(ｎ＝ ３)ꎬ同列不同大写字母表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｓ ｘ±ｓ (ｎ＝３)ꎬ ｄｉｖｅｒｓｅ ｃａｐｉｔａｌ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０１). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 不同细胞密度对原生质体培养的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ (ｎ＝ ３)

细胞密度
Ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｉｅｓ

( ×１０５个ｍＬ ￣１)

第一次分裂时间
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｄ)

分裂频率
Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

(％)

细胞团形成天数
Ｃｅｌｌ ｄｕｍｐ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｄ)

植板率
Ｐｌａｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

(％)

褐化情况
Ｂｒｏｗｎｉｎｇ

１.０ ９ １.３１±０.０６ Ｃ — — —

２.０ ６ ６.８８±０.１７ Ａ １６ ２.２１±０.０５ Ａ 无 ｎｏｎｅ

４.０ ６ ６.０９±０.１６ Ｂ １６ １.７０±０.０８ Ｂ 部分 Ｐａｒｔ

６.０ ６ ５.８０±０.１０ Ｂ １６ ０.９２±０.０５ Ｃ 明显 Ｏｂｖｉｏｕｓ

较高ꎬ且开始分裂时间和细胞团形成时间都较短ꎬ
因此最佳铵盐浓度为 ＮＨ４ＮＯ３ ８２５ ｍｇＬ￣１(ＭＳ１)ꎮ
碳源分别选择了 ０.５％、１.０％、２.０％的蔗糖与 １.０％
的葡萄糖ꎬ以 ＭＳ１培养基进行海藻酸钠包埋培养ꎬ
结果发现ꎬ葡萄糖作为碳源未观察到细胞分裂ꎻ而
蔗糖含量为 １.０％时ꎬ细胞开始分裂时间与形成细

胞团时间均较早ꎬ分裂频率与植板率都较高ꎬ为最

佳浓度ꎮ 酸水解酪蛋白对原生质体培养起一定促

进作用ꎬ本研究设定了 ０、２００、５００、８００ ｍｇＬ￣１ ４
个浓度梯度进行实验ꎬ结果发现ꎬ酸水解酪蛋白浓

度为 ５００ ｍｇＬ￣１时ꎬ细胞分裂时间较早ꎬ分裂频率

与植板率较高ꎬ为最适浓度ꎮ
２.３ 不同因素对原生质体融合的影响

２.３.１ 融合产物筛选范围 　 经测量与统计ꎬ单个广

藿香原生质体直径为 ５１.７４ ~ ６９.３３ μｍꎻ经公式推

导ꎬ融合产物直径为 ６５.１９ ~ ８７.３５ μｍꎻ剔除交集部

分ꎬ双细胞融合产物筛选范围为 ６９.３３ ~ ８７.３５ μｍꎮ
２.３.２ ＰＥＧ 浓度对原生质体融合的影响 　 考察

３０％、４０％、５０％的 ＰＥＧ ６０００ 对原生质体融合的影

响ꎬ结果表明当 ＰＥＧ ６０００ 浓度为 ４０％、５０％时ꎬ聚
合率较高ꎬ分别为 ５６.２４％和 ５７.４４％ꎬ两者间差异

不显著ꎻ但当浓度为 ５０％时ꎬ多聚率达到１３.７４％ꎬ
明显高于前者ꎬ且该处理较多原生质体融合为三

聚体、多聚体及树枝状结构 (表 ５)ꎮ 因此ꎬ ＰＥＧ
６０００ 的浓度选择 ４０％为宜ꎮ
２.３.３ 细胞密度、融合时间及融合液加入量对原生

质体融合的影响 　 融合时间、细胞密度和融合液

加入量对原生质体融合的影响见表 ６ꎮ 表 ６ 结果

表明ꎬ随着融合时间的增加ꎬ聚合率与多聚率都随

之增加ꎬ 融合 ３０ ｍｉｎ 与 ４０ ｍｉｎ 的聚合率没有显著
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表 ３　 不同激素配比对原生质体培养的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ (ｎ＝ ３)

ＮＡＡ
(ｍｇＬ ￣１)

２ꎬ４￣Ｄ
(ｍｇＬ ￣１)

６￣ＢＡ
(ｍｇＬ ￣１)

分裂频率
Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

(％)

植板率
Ｐｌａｔｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

(％)

０.１ ０ ２.０ ７.１９±０.０９ ａ ０.８２±０.０５ ｄｅ

０.２ ０ ２.０ ７.０８±０.１８ ａｂ １.７９±０.０９ ａ

０.３ ０ ２.０ ６.２０±０.３４ ｃｄ ０.４９±０.０２ ｆ

０.２ ０ １.０ ６.３５±０.２５ｂｃｄ ０.７１±０.０４ ｅ

０.２ ０ ３.０ ６.９３±０.３６ａｂｃ １.３２±０.０７ ｂ

０ ０.０５ ２.０ ６.２８±０.２１ ｃｄ ０.９０±０.０５ ｄ

０ ０.０５ ０.５ ５.７２±０.１２ ｄ ０.３０±０.０２ ｇ

０ ０.０５ １.０ ６.５４±０.２２ａｂｃ １.０８±０.０６ ｃ

０ ０.１ １.０ ４.２３±０.３２ ｅ ０.３９±０.０２ｆｇ

　 注: 同列不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｖｅｒｓｅ ｌｉｔｔｌｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｓｈｏｗ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ４　 其他因素对原生质体培养的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ

编号
Ｎｏ.

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

碳源
Ｃａｒｂｏｎ
ｓｏｕｒｃｅ

酸水解酪蛋白
Ａｃｉｄ ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄ

ｃａｓｅｉｎ
(ｍｇＬ ￣１)

第一次分裂
时间

Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｄ)

分裂频率
Ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

(％)

细胞团形成天数
Ｃｅｌｌ ｄｕｍｐ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
(ｄ)

植板率
Ｐｌａｔｉｎｇ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
(％)

１ ＭＳ １.０％蔗糖
１.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５００ ８ ３.５２±０.２２ Ｃ １９ ０.９１±０.０５ Ｂ

２ ＭＳ１ １.０％蔗糖
１.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５００ ６ ６.８９±０.１４ Ａ １６ ２.０５±０.１２ Ａ

３ ＭＳ０ １.０％蔗糖
１.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５００ ６ ４.９２±０.１３ Ｂ １７ １.１９±０.０７ Ｂ

４ ＭＳ１ ０.５％蔗糖
０.５％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５００ ８ ５.８５±０.２８ ｂ １７ ０.５２±０.０３ ｂ

５ ＭＳ１ ２.０％蔗糖
２.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

５００ ６ ６.３９±０.１６ ａｂ ２０ ０.３２±０.０２ ｃ

６ ＭＳ１ １.０％葡萄糖
１.０％ ｇｌｕｃｏｓｅ

５００ 未见分裂
Ｎｏ ｄｉｖｉｓｉｏｎ

— — —

７ ＭＳ１ １.０％蔗糖
１.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

０ １１ ４.５１±０.３１Ｂ ２１ ０.５７±０.０６Ｃ

８ ＭＳ１ １.０％蔗糖
１.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

２００ ９ ５.２５±０.２６Ｂ ２０ １.０３±０.０９Ｂ

９ ＭＳ１ １.０％蔗糖
１.０％ ｓｕｃｒｏｓｅ

８００ ７ ７.０４±０.２７Ａ １６ １.８０±０.１０Ａ

差异ꎬ但 ４０ ｍｉｎ 时多聚率明显增加ꎬ因此融合时间

以 ３０ ｍｉｎ 为宜ꎻ而随着细胞密度的增加ꎬ聚合率与

多聚率都随之增高ꎬ以较高聚合率与较低多聚率

为考察标准ꎬ选择 ２.０×１０５ 个ｍＬ￣１作为最适融合

细胞密度ꎻ随着融合液加入量的增加ꎬ多聚率不断

提高ꎬ从统计分析比较结果来看ꎬ融合液与细胞液

体积比选择 ０.５ 或 １.０ 较为合理ꎬ按照最佳效果最

低浓度原则ꎬ选择 ０.５ 倍融合液为最适加入量ꎬ此
条件下聚合率达 ５７.１９％ꎬ多聚率为 ９.２％ꎮ

按照上述原生质体的最适制备、最适培养及

融合条件ꎬ进行广藿香广藿香原生质体制备、培
养及融合ꎬ得到了形态及生长发育良好的单细胞及
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表 ５　 不同 ＰＥＧ ６０００ 浓度对原生质体融合的影响
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＥＧ ６０００ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ (ｎ＝ ３)

ＰＥＧ ６０００ 浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ＰＥＧ ６０００
(％)

聚合率
Ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

多聚率
Ｐｏｌｙｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ
(％)

３０ ４０.１７±１.２８ Ｂ ８.１９±０.１４ Ｃ

４０ ５６.２４±１.３６ Ａ ９.６３±０.２１ Ｂ

５０ ５７.４４±１.４４ Ａ １３.７４±０.３２ Ａ

双细胞融合原生质体(图版Ⅰ)ꎮ 融合产物经海藻

酸钠包埋培育 ２ 个月ꎬ观察到愈伤组织再生ꎮ

３　 讨论

３.１ 原生质体培养

本研究考察了多种培养方法对广藿香原生质

体培养的影响ꎬ结果表明海藻酸钠包埋培养的方

法最好ꎮ 此方法属于固体培养ꎬ能避免液体培

养原生质体不固定、不易跟踪观察的缺点ꎮ作为一

表 ６　 融合时间、细胞密度及融合液加入量对原生质体融合的影响
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｔｉｍｅꎬ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ ｆｌｕｉｄ ｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｃｕｌｔｕｒｅ

编号
Ｎｏ.

融合时间
Ｆｕｓｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｍｉｎ)

细胞密度
Ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ

( ×１０５个ｍＬ ￣１)

融合液与细胞液体积比
Ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｆｕｓｉｏｎ
ｆｌｕｉｄ ｔｏ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ

聚合率
Ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

多聚率
Ｐｏｌｙｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ ｒａｔｅ

(％)

１ １０ ２.０ ０.５ ４７.３３±２.８１ｂ ８.５０±０.５３ｂ

２ ２０ ２.０ ０.５ ５０.２３±２.２２ａｂ ９.１６±０.７０ｂ

３ ３０ ２.０ ０.５ ５７.１９±２.９５ Ａ ９.２０±０.７６ Ｂ

４ ４０ ２.０ ０.５ ５６.１３±２.９１ａ １１.８４±１.０５ａ

５ ３０ ０.５ ０.５ ３８.５０±１.１２ Ｃ ６.３１±０.３３ Ｃ

６ ３０ １.０ ０.５ ４６.３５±１.８１ Ｂ ７.５１±０.３７ ＢＣ

７ ３０ ３.０ ０.５ ５９.２５±０.５７ Ａ １８.３５±０.８１ Ａ

８ ３０ ２.０ ０.２ ４０.７３±２.５３Ｂ ７.８３±０.２９Ｂ

９ ３０ ２.０ １.０ ５６.４４±２.７３Ａ ９.６０±０.４４Ｂ

１０ ３０ ２.０ ２.０ ５１.０５±３.７５Ａ ２４.２７±１.５７Ａ

种高分子化合物ꎬ海藻酸钠质地柔软、均一ꎬ相对

于琼脂糖ꎬ属于软包埋原生质体的培养方式ꎬ可以

避免琼脂糖包埋时热激(ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ)对原生质体的

伤害(贾士荣等ꎬ１９８８)ꎮ 虽然液体培养与固液双

层培养的原生质体更早分裂ꎬ并有较高的分裂频

率和植板率ꎬ但最终都未形成愈伤组织ꎬ可能是随

着原生质体分裂后细胞数量增多ꎬ间距显著减小ꎬ
代谢产物所产生的相互毒害作用愈加严重所致ꎮ

本研究中ꎬ广藿香原生质体培养时的最佳细

胞密度为 ２.０×１０５个ｍＬ￣１ꎬ杨茹(２０１０)认为细胞

密度一般应控制在 １０４ ~ １０５个ｍＬ￣１ꎬ与本研究结

果一致ꎮ 原生质体生长受到细胞密度影响往往是

双向的ꎬ若密度过低ꎬ促进原生质体分裂的内源性

物质浓度较低ꎬ将导致原生质体不能持续分裂(陈
名红等ꎬ２００７)ꎻ若密度过高ꎬ由于养分缺失或有害

细胞代谢物积累ꎬ将会阻碍再生细胞正常生长ꎮ
培养基组分中氮源的种类和浓度对原生质体

培养有重要影响ꎬ普遍认为铵态氮对原生质体是

有一定毒害作用的ꎬ应尽量减少以避免伤害ꎮ 广

泛应用于组织培养的 ＭＳ 培养基中 ＮＨ４ＮＯ３含量为

１ ６５０ ｍｇＬ￣１ꎬ而常用于原生质体培养的 ＫＭ８Ｐ 培

养 基 ＮＨ４ ＮＯ３ 含 量 为 ６００ ｍｇ  Ｌ￣１ ( Ｋａｉ ＆

Ｍｉｃｈａｙｌｕｋꎬ １９７５)ꎬ以及 ＮＴ 培养基 ＮＨ４ＮＯ３含量为

８２５ ｍｇＬ￣１(Ｎａｇａｔａ ＆ Ｔａｋｅｂｅꎬ １９７１)ꎬ铵盐含量都

有所调低ꎻ本实验在进行铵盐含量考察时ꎬ设置了
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注: Ａ. 广藿香原生质体 ＦＤＡ 荧光染色明场像ꎻ Ｂ. 广藿香原生质体 ＦＤＡ 荧光染色暗场像ꎻ Ｃ. 原生质体在融合

过程中的形态ꎻ Ｄ. 融合产物洗涤后的形态ꎻ Ｅ. 融合原生质体第一次分裂ꎻ Ｆ. 融合原生质体第二次分裂ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ. Ｂｒｉｇｈｔ ｆｉｅｌｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｆｒｏｍ Ｐ. ｃａｂｌｉｎ ｂｙ ＦＤＡ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇꎻ Ｂ. Ｄａｒｋ ｆｉｅｌｄ ｉｍａｇｅ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｆｒｏｍ Ｐ. ｃａｂｌｉｎ
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图版Ⅰ　 广藿香原生质体融合过程形态
ＰｌａｔｅⅠ　 Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｐｏｇｏｓｔｅｍｏｎ ｃａｂｌｉｎ ｉｎ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ

不添加 ＮＨ４ＮＯ３的比较梯度ꎬ结果显示无铵态氮的

培养基并不利于原生质体生长ꎬ说明铵态氮对于

广藿香原生质体培养仍然是必不可少的ꎬ其浓度

可能需要根据物种的不同进行相应调整ꎻ而当

ＮＨ４ＮＯ３浓度为 ８２５ ｍｇＬ￣１ꎬ广藿香原生质体生长

较好ꎬ与 ＮＴ 培养基中铵态氮含量一致ꎮ
３.２ 原生质体融合

本研究采用了 ＰＥＧ－高 ｐＨ 高钙法进行广藿香

的原生质体融合ꎬ同时研究了细胞密度、融合时间

及融合液加入量对融合的影响ꎮ ＰＥＧ－高 ｐＨ 高钙

法是已有的原生质体融合方法中应用较多的一

种ꎬ含有醚键的 ＰＥＧ 具有负极性ꎬ与水、蛋白质、糖
等正极化基团形成氢键ꎬ链状的 ＰＥＧ 聚合物可充

当相邻原生质体表面间的分子桥而使其粘连(Ｋａｏ
＆ Ｍｉｃｈａｙｌｕｋꎬ １９７４)ꎻ植物原生质体表面电荷在

－１０~ －３０ ｍＶ 之间ꎬ高 ｐＨ 高浓度钙离子可以中和

膜表面负电荷(李浚明ꎬ２００５)ꎻ洗涤过程中ꎬ含有

较高浓度 Ｃａ２＋的洗液可以使原生质体膜上具有负

极性的 ＰＥＧ 分子洗脱ꎬ原生质体表面电荷因而重

新分配ꎬ促进了原生质体融合ꎮ ＰＥＧ 浓度、细胞密

度、融合液加入量对原生质体融合有着相似的影

响作用ꎮ 实验发现ꎬ随着 ＰＥＧ 浓度、融合时间、细
胞密度和融合液加入量的增加ꎬ聚合率与多聚率

都随之增加ꎻ推测一开始作用较弱时ꎬ原生质体融

合不彻底ꎬ融合率低ꎻ各影响因素增强后ꎬ较多原

生质体融合为三聚体、多聚体与树枝状结构ꎬ多聚

率偏高ꎮ 因此需要对影响原生质体融合的各因素

进行筛选ꎮ
本研究以物理选择法进行了融合产物筛选ꎬ

在测量中期细胞直径时ꎬ参考熊洋等(２０１３)的方

法处理广藿香原生质体ꎬ未观察到细胞分裂中期

的细胞ꎬ可能是由于悬浮细胞全日光照培养ꎬ扰乱

了细胞正常生长规律ꎬ细胞个体间分裂同步性差ꎬ
从而使短暂的分裂中期时刻不易被大量捕获ꎮ 为

７１３１１０ 期 严寒静等: 广藿香原生质体制备、培养与融合技术优化研究



了得到单个广藿香悬浮细胞直径范围ꎬ最后选用

了以测量 ＮＤＣ 细胞直径与验证公式相结合的方法

来使中期细胞直径测量值在准确范围内ꎮ
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