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摘　 要: 植物原生质体是去除了细胞壁的裸露细胞ꎬ其具有细胞全能性ꎬ现广泛应用于植物分子细胞生物

学的研究中ꎬ可以大大缩减实验周期ꎬ并有助于得到体内实验的实时检测数据ꎮ 该文除了介绍植物原生质

体的提取和纯化方法外ꎬ还对国内外利用各种植物的原生质体进行细胞瞬时转化、亚细胞定位、细胞融合和

大分子复合物相互作用等试验进行了总结和讨论ꎮ 植物原生质体还可用于基因表达模式的实时检测ꎬ并作

为生物反应器的受体细胞进行代谢物的体外生产ꎮ 此外ꎬ还对当前该技术所面临的瓶颈进行了分析ꎬ为植

物原生质体在分子细胞生物学领域的应用提供帮助ꎬ为技术的优化和推广提供参考ꎮ
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　 　 植物原生质体是指通过酶解或者机械的方式

去除植物细胞壁所获得的细胞ꎮ 植物原生质体具

有全能性ꎬ有再分化、重新进入细胞周期、进行有

丝分裂甚至分化为组织或器官的潜能(Ｅｅｃｋｈａｕｔ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 植物原生质体的结构和生理特性在

某种程度上与动物细胞的结构比较类似ꎬ经过外

源添加物处理和外源基因转化后的植物原生质体

能迅速进行反应、代谢和反馈ꎬ缩短了实验的周

期ꎬ并能帮助获得有效的体内实验数据ꎬ因此目前

被广泛应用于植物分子和细胞生物学的研究中ꎮ
不同的植物来源ꎬ原生质体的提取、纯化和包装步

骤大致相同ꎬ转化效率有所差别ꎬ本文将不同植物

原生质体提取、纯化和活性检测的方法进行了概

括ꎮ 并重点论述了近几年植物原生质体在分子细

胞生物学中的应用ꎬ为利用植物原生质体进行研

究和育种提供了参考ꎮ

１　 植物原生质体的提取、纯化和

包装

植物原生质体的来源、数量和质量将很大程

度上影响后续实验的成功与失败ꎮ 现在普遍利用

酶解法提取植物原生质体ꎬ常用的酶为日本 Ｙａｋｕｌｔ
公司的纤维素酶和离析酶ꎮ 若酶浓度低ꎬ酶解时

间短ꎬ则原生质体数量不够ꎻ若酶浓度和酶解时间

延长ꎬ则原生质体受到酶的毒害作用易破裂ꎬ致使

具有活力的原生质体数量减少ꎮ 利用悬浮培养细

胞来提取原生质体ꎬ可短时间酶解得到大量具有

活力的原生质体(Ｒａｉｍｕｎｄｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ
原生质体的纯化方法可分为漂浮法和沉淀

法ꎬ其中常用的为漂浮法ꎬ利用 １５％ ~２５％的蔗糖、
Ｐｅｒｃｏｌｌ 或 Ｆｉｃｏｌｌ 即可实现(Ｇｕｐｔａ ＆ Ｄｕｒｚａｎꎬ １９８６ꎻ

Ｐｉｎｄｅｌꎬ ２００７ꎻ Ｆｅｓｅｎｋｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 而沉淀法获

得的植物原生质体虽然数量较多ꎬ但是质量较差ꎬ
很大程度上影响后续实验结果的准确度ꎮ

植物原生质体的数量和密度检测一般通过在

显微镜下用血球计数板进行计数ꎬ密度为每毫升

１×１０６ ~ １×１０７个原生质体较适宜ꎮ 而质量检测一

般通过二乙酸荧光素染色法( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｄｉａｃｅｔａｔｅꎬ
ＦＤＡ)进行鉴定ꎬＦＤＡ 可自由透过活细胞的细胞膜

并对细胞进行示踪ꎬ最大激发波长和发射波长分

别为 ４９０ 和 ５２６ ｎｍꎬ在荧光显微镜下可观察到活

细胞中呈现绿色荧光(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ Ｗａｎｇ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 除此之外ꎬ原生质体

的数量和质量控制还可以通过流式细胞术进行检

测ꎮ 流式细胞术广泛应用于植物细胞 ＤＮＡ 含量

和倍性分析、核型分析和辅助育种等( Ｚｈａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ植物原生质体是进行流式细胞术检测的优

选试验材料ꎬ在原生质体细胞中转化进入带有荧

光标记的特异目的蛋白ꎬ利用流式细胞术进行分

选ꎬ后续可对其进行代谢谱或表达谱分析等(Ｂｉｒｎ￣
ｂａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｐｅｔｅｒｓｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ

由于原生质体失去了细胞壁ꎬ在后续实验操

作中非常容易发生破裂和凝聚ꎬ因此一些研究学

者通过各种有效的方法使原生质体固定包装ꎬ如:
硅胶 /藻酸盐、琼脂糖、结冷胶等ꎬ形成统一均质的

薄层ꎬ从而利于实验操作和显微镜观察(Ｌｅｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ

木本植物由于其生长周期长ꎬ在植物研究中

往往处于劣势ꎬ为了缩短实验周期ꎬ保存优质种质

资源ꎬ大量具有经济价值和研究价值的木本植物

则通过快速繁殖手段获得无菌苗ꎬ以无菌苗作为

外植体分离纯化原生质体进行试验ꎬ不失为一种

研究策略ꎬ并已经在花椒( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、椪柑

(Ｚｈｏｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)、苹果(Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、沙冬
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青(Ｎａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)等乔木和灌木中进行了研究

报道ꎮ 而活体取样时ꎬ尽量选取幼嫩的叶片、根尖

等组织部位ꎬ以便充分酶解ꎬ保证原生质体的数量

和质量以进行后续试验ꎮ
经过纯化的植物原生质体在数量和质量上均

达到要求后ꎬ可进行下一步实验应用ꎮ 一般 １ ×
１０３ ~ １×１０４ 个原生质体足以进行报告酶的活性检

测ꎻ１×１０４ ~ １×１０５ 个原生质体可用于蛋白标记、免
疫共沉淀或 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹实验ꎻ大约 １×１０６个原生

质体可用于微观检测实验(Ｘｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ

２　 植物原生质体在分子细胞生物

学中的应用

２.１ 亚细胞定位检测

目前经过纯化的原生质体最广泛应用于植物

亚细胞定位的检测中ꎬ常用的原生质体来源于烟

草、拟南芥等ꎬ由于原生质体细胞圆滑完整ꎬ在显

微镜下对于细胞结构观察非常清楚ꎬ并且排除了

活体观察时细胞间以及组织部位其他结构的背景

干扰ꎬ结果分析具有说服力ꎮ 在植物基因功能验

证时ꎬ基本的蛋白定位即采用模式植物的原生质

体进行亚细胞定位(Ｓｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ并且在许多

生物学背景不清楚、遗传转化体系不稳定或者效

率不高的非模式植物中ꎬ也广泛进行原生质体的

分离、纯化和转化ꎬ如 Ｌｉ ｅｔ ａｌ. (２０１８)在蝴蝶兰杂

交种(Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｈｙｂｒｉｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ “ Ｒｕｉｌｉ Ｂｅａｕｔｙ”)
的叶肉原生质体中由 ＰＥＧ４０００ 介导瞬时转化绿色

荧光蛋白基因 ( ＧＦＰ)ꎬ转化 效 率 达 到 ４１. ７％ꎮ
Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１３)在黄瓜原生质体中瞬时表达

ｐＵＣ￣ＧＦＰ 质粒ꎬ可以在显微镜下明显观察到胞液、
叶绿体和质膜上有绿色荧光ꎬ转化效率达到 ５７％ꎮ
Ｆｕ ｅｔ ａｌ. (２０１８)在玉米原生质体中ꎬ利用 ｅＧＦＰ 融

合转录因子 ＺｍＷＲＫＹ７９ 蛋白ꎬ对目的蛋白进行亚

细胞定位ꎬ直观影像确定其位于细胞核中ꎮ Ｗａｎｇ
ｅｔ ａｌ. (２０１５)分离获得葡萄原生质体ꎬ并利用 ＧＦＰ
融合黄酮类生物合成途径中的查尔酮合成酶

(ＶｖＣＨＳ)、查尔酮异构酶(ＶｖＣＨＩ)、黄酮醇 ３￣Ｏ￣葡
萄糖 苷 转 移 酶 ( ＶｖＵＦＧＴ ) 和 花 青 素 还 原 酶

(ＶｖＡＮＲ)蛋白ꎬ将它们的亚细胞定位在细胞质和

细胞核中ꎬ瞬时转化效率达到 ６０. １％ꎮ Ｓｕｎ ｅｔ ａｌ.
(２０１８)在芥蓝(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｏｌｅｒａｃａｅ ｖａｒ. ａｌｂｏｇｌａｂｒａ)中

分离、纯化和转化叶肉细胞的原生质体ꎬ外源基因

的转化效率可达到 ３０％ꎮ
２.２ 细胞融合培育新品种

植物原生质体往往是原生质体融合培育新品

种ꎬ制造“人工种子”的优良原始材料ꎬ并且原生质

体融合技术可以完全或者部分解决自然界种属间

有性繁殖不亲和的现象ꎮ 原生质体融合技术在柑

橘的性状改良方面有着巨大潜力ꎬ通过将伏令夏

橙(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)愈伤原生质体与叶肉细胞原生

质体进行融合ꎬ获得了稳定的二倍体“ ｃｙｂｒｉｄｓ”ꎬ胚
性愈伤原生质体中的线粒体 ＤＮＡ 刺激了叶肉原

生质体细胞的分化和再生(Ｃａｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ Ｄｕｔｔ
ｅｔ ａｌ. (２０１８)从柑橘悬浮培养细胞中提取原生质

体作为初始材料ꎬ并将构建在胚中特异性表达花

青素的基因载体(Ｄｃ３ 启动子:ＶｖＭｙｂＡ１)转化到柑

橘原生质体中ꎬ在体细胞胚的发育过程中可以直

接通过肉眼观察到“紫色胚”来进行初步阳性筛

选ꎮ Ｙｕ ｅｔ ａｌ. (２０１４)将水稻的育性恢复基因 Ｒｆ５
转化到细胞质雄性不育(ＨＬ￣ＣＭＳ)红莲型水稻的

原生质体中ꎬ在转化后的原生质体中检测到细胞

质雄性不育蛋白 ＯＲＦＨ７９ 的水平显著降低ꎮ Ｗａｎｇ
ｅｔ ａｌ. (２０１４)将小麦和中间偃麦草(Ｔｈｉｎｏｐｙｒｕｍ ｉｎ￣
ｔｅｒｍｅｄｉｕｍ)的原生质体细胞进行融合ꎬ获得渐渗系

群体ꎬ筛选出生命力旺盛并自花授粉可育的后代ꎮ
原生质体培育新品种可以打破物种的限制ꎬ但是

培育周期较长ꎮ
２.３ 胞内生化反应的实时检测

蛋白酶在催化底物发生细胞内生物化学反应

时ꎬ植物原生质体是非常合适的实验材料ꎬ合理选

取一些能发荧光的底物ꎬ即能在显微镜下实时观

察反应的进程ꎮ Ｒｏｔｔｍａｎｎ ｅｔ ａｌ. (２０１８)在研究拟

南芥蔗糖转运蛋白时ꎬ先利用荧光蔗糖类似物 Ｅｓ￣
ｃｕｌｉｎ 作为底物ꎬ将表达蔗糖转运蛋白的 ＡｔＳＵＣ 基

因转化到拟南芥原生质体中ꎬ再通过调整激光共

聚焦显微镜的不同激发光波段ꎬ可以实时观察到

绿色荧光蛋白、红色叶绿体自发荧光和转运到胞

内的湖蓝色荧光 Ｅｓｃｕｌｉｎ 分子ꎮ Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１９)
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在水稻中研究氨基酸转移酶 ＯｓＡＡＰ５ 的功能时ꎬ从
野生型、该基因超表达及 ＲＮＡｉ 株系中分离原生质

体ꎬ利用异硫氰酸荧光素( ＦＩＴＣ)标记的碱性氨基

酸(Ｌｙｓ 与 Ａｒｇ)及部分中性氨基酸(Ａｌａ 与 Ｖａｌ)进

行底物吸收实验ꎬ结果发现在超表达株系原生质

体中荧光信号显著强于野生型ꎬ干扰株系原生质

体中荧光信号则弱于野生型ꎬ表明 ＯｓＡＡＰ５ 在水稻

中具有转运碱性氨基酸及部分中性氨基酸的功

能ꎬ此研究将有助于提高水稻的产量和品质ꎮ Ｂｉｅ￣
ｎｅｒｔｉａ ｓｉｎｕｓｐｅｒｓｉｃｉ 是一种进行 Ｃ４ 光合作用的陆生

植物ꎬ有两种不同类型的亚细胞叶绿体ꎮ 为了揭

示细 胞 内 两 种 叶 绿 体 的 分 化 机 制ꎬ Ｗｉｍｍｅｒ ｅｔ
ａｌ. (２０１７)将光合作用细胞中相关蛋白(丙酮酸磷

酸双激酶ꎬＰＰＤＫꎻ磷酸丙糖异构酶ꎬＴＰＩꎻ腺苷酸激

酶ꎬＡＫ)的转导肽进行突变ꎬ再瞬时转化到 Ｂ. ｓｉ￣
ｎｕｓｐｅｒｓｉｃｉ 原生质体中进行亚细胞定位和含量检

测ꎬ结果表明突变的转导肽一定程度上可以使蛋

白的选择性发生丢失ꎬ而人工合成的诱饵 ｍＲＮＡ
对于蛋白的分选过程作用并不是很关键ꎮ
２.４ 基因表达模式的实时检测

由于植物原生质体内分子水平的基因表达变

化迅速ꎬ因此可以利用原生质体瞬时转化来鉴定

不同基因在不同内因和外因条件下表达模式的变

化水平ꎬ为植物稳定转化实验提供辅助证据ꎮ
Ｐａｔｒａ ｅｔ ａｌ. (２０１８)从长春花(Ｃａｔｈａｒａｎｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ)
叶肉细胞中提取其原生质体ꎬ利用电激的方法分

别瞬时转化了众多参与茉莉酸代谢和长春碱代谢

相关的转录因子ꎬ通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测受各转录因

子调控的相关基因的表达模式的变化ꎮ Ｚｈａｎｇ ｅｔ
ａｌ. (２０１１)利用水稻原生质体研究植物光学相关

的细胞生物学过程ꎬ在水稻绿色组织来源的原生

质体中超表达光相关的转录因子 ＯｓＧＬＫ１ꎬ并进行

光照和诱导剂达草伏( ｎｏｒｆｌｕｒａｚｏｎꎬ ＮＦ)处理ꎮ 通

过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现ꎬ与光合作用相关的基因

(ＯｓＬｈｃｂ１ꎬ ＯｓＬｈｃｐꎬ ＧＡＤＰＨ 和 ＲｂｃＳ) 的表达量在

ＯｓＧＬＫ１ 超表达的原生质体中上调了 ３０ ~ １６８ 倍ꎬ
而在 ＮＦ 处理的原生质体中相应基因的表达量则

降低了 ３０％ ~７５％ꎮ Ｏｎｄｒ̌ｅｊ ｅｔ ａｌ. (２０１０)利用黄瓜

的原生质体细胞进行抗氧化胁迫研究ꎬ结果表明

用抗坏血酸处理的黄瓜原生质体细胞ꎬ不仅降低

了氧化胁迫的水平ꎬ还通过 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测发现提

高了抗坏血酸过氧化物酶和过氧化氢酶的表达水

平ꎮ 而在细胞结构观察时发现ꎬ相比较未处理的

原生质体细胞ꎬ染色质的压缩更加紧密ꎬ因此ꎬ细
胞的抗氧化机理还与细胞增殖有关ꎮ
２.５ 蛋白质 /蛋白质或蛋白质 / ＤＮＡ 互作实验

由于植物原生质体在瞬时转化过程中耗时

短ꎬ结果准确性较高ꎬ可广泛用于植物蛋白质与蛋

白质ꎬ以及蛋白质与 ＤＮＡ 之间的互作实验ꎬ并且

可完成高通量快速检测ꎮ Ｓｏｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１７)以非

洲菊原生质体为实验材料ꎬ建立了高效的瞬时转

化体系ꎬ并且利用双分子荧光互补系统(ＢｉＦＣ)验

证非洲菊原生质体可直接用于蛋白间的相互作用

实验ꎮ Ｚｈａｏ ｅｔ ａｌ. ( ２０１８)通过建立 ＤＮａｓｅ￣ｓｅｑ 文

库ꎬ获得大量玉米的 ＤＮａｓｅ Ｉ 超敏位点(ＤＨＳｓ)ꎬ为
了验证这些 ＤＨＳｓ 是否为基因的启动子或者增强

子ꎬ并且是否受到转座子 ( ｔｒａｎｓｐｏｓａｂｌｅ ｅｌｅｍｅｎｔｓꎬ
ＴＥｓ)的影响和调控ꎬ设计了原生质体瞬时转化分

析ꎬ并快速准确验证了生物信息学分析的结果ꎮ
染色质免疫共沉淀技术(ＣｈＩＰ)是目前广泛应用于

蛋白质和 ＤＮＡ 互作检测的实验手段ꎬ而仅仅需要

大约 ５ ０００ 个拟南芥原生质体即可在细胞内钓出

与碱性亮氨酸拉链蛋白 １( ｂＺＩＰ１)有相互作用的

ＤＮＡ 片 段ꎬ 该 技 术 被 称 为 ｍｉｃｒｏ￣ＣｈＩＰ ( μＣｈＩＰ )
(Ｐａｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 除此之外ꎬ原生质体还可用

于研究 ｍＲＮＡ 结合蛋白复合体中的 ｍＲＮＡ 或者蛋

白质(Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ Ｐａｔｒａ ｅｔ ａｌ. ( ２０１８)在

烟草原生质体中将各个参与茉莉酸代谢和长春碱

代谢相关的转录因子与合成途径中结构基因的启

动子分别进行共转ꎬ通过报告基因萤火虫荧光素

酶和 ＧＵＳ 的活性来确认二者之间的互作关系ꎬ该
技术称为基于烟草原生质体的双杂交分析ꎮ
２.６ 作为生物反应器的受体细胞

由于原生质体的生长和分化可以从单个细胞

水平到细胞团ꎬ进而分化为组织甚至个体ꎮ 在细

胞生长分化的过程中ꎬ可以通过添加不同的化合

物ꎬ研究其对植物细胞生长和分化的影响ꎮ 甚至

可以以原生质体细胞为实验材料ꎬ对初始添加物

进行同位素标记ꎬ从而追踪其在细胞内的代谢通

路ꎮ 这种以原生质体细胞为生物反应器ꎬ从而获
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得重组蛋白的操作被称为“分子农场” (ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆａｒｍｉｎｇ) (Ｄａｖｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ Ｓａｓａｍｏｔｏ ＆ Ａｓｈｉｈａｒａ
(２０１４)在莴苣原生质体细胞培养时ꎬ通过添加不同

浓度的葫芦巴碱、尼克酸和尼克酰胺ꎬ以研究它们

对原生质体的分化和群落生成的影响ꎮ 并且该团

队还在白云杉细胞中添加１４Ｃ 标记的尼克酸和尼

克酰胺ꎬ以研究嘧啶核苷酸的代谢通路(Ａｓｈｉｈａｒａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎮ Ａｏｙａｇｉ (２０１１)将长春花(Ｃａｔｈａｒａｎ￣
ｔｈｕｓ ｒｏｓｅｕｓ)的原生质体细胞用富含古罗糖醛酸的

藻酸盐凝胶固定起来ꎬ然后大量生产出吲哚类生

物碱ꎬ在培养原生质体进行代谢物生产时ꎬ要添加

抑制细胞壁生长的物质ꎬ才能达到较好的分泌

效果ꎮ

３　 植物原生质体研究的优缺点比较

植物原生质体广泛应用于分子细胞生物学的

研究中ꎬ其中一大优点是无论从单子叶植物还是

双子叶植物中分离、纯化和转化原生质体的技术

方法都比较统一ꎬ减少了实验操作的繁杂性ꎬ当然

也有更多的文献报道对原生质体的纯化和诱导分

化技术继续进行优化和简化ꎮ
近年来许多文献报道利用植物原生质体作为

实验材料获得大量有效数据ꎬ试验周期短(一般转

化 ２ ~ ３ ｄ 即可检测)ꎬ检测面广泛(细胞水平、亚细

胞水平和分子水平)ꎬ而且体内实验结果准确ꎮ 尤

其对于组织培养比较困难、生长周期比较长的物

种来说ꎬ纯化获得原生质体可以为实验的开展另

辟蹊径ꎮ 模式植物拟南芥和烟草的原生质体瞬时

转化已经成为了蛋白亚细胞定位实验和双荧光检

测实验等的常用材料ꎬＭａｒｔｉｎｈｏ ｅｔ ａｌ. (２０１５)还在

拟南芥中建立了原生质体￣ｍｉＲＮＡ 报告系统ꎬ用于

快速实时检测植物细胞内 ｍｉＲＮＡ 系统中各个元件

以及 ｍｉＲＮＡ 功能缺失的突变体的生物学功能ꎮ 除

此之外ꎬ植物原生质体还可以应用于植物与微生

物、植物与动物的相互作用研究中ꎮ 自然界的许

多微生物和动物寄生于植物体或者以植物体为

食ꎬ从而导致植物中一些侵染性病虫害的发生ꎮ
以植物原生质体为研究材料ꎬ筛选和鉴定病原菌

的效应蛋白ꎬ从而提出有效的防病措施( Ｚｈｅｎｇ ｅｔ

ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ Ｒａｏ ｅｔ ａｌ. (２０１９)利用水稻原生质体

筛选出褐飞虱( ｂｒｏｗｎ ｐｌａｎｔｈｏｐｐｅｒ)唾液腺分泌蛋

白质组中能与植物互作的效应蛋白ꎬ为防治水稻

褐飞虱提供了理论基础ꎮ
也正因为植物原生质体实验周期短ꎬ实验数

据要经过多次重复才能有效并且具有说服力ꎬ在
瞬时转化的材料中ꎬ植物表型并不能维持较长时

间ꎬ有些瞬时转化的表型并不明显ꎬ只能在转录水

平结合 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 技术对基因的表达模式变化进行

检测ꎬ而往往基因的表达最终体现在蛋白水平上ꎬ
转录水平的变化对最终的表型影响大小并不一定

呈正相关ꎮ
植物原生质体的取材一般来源于植物外植

体、组培苗或悬浮培养细胞ꎬ对于转化体系建立较

困难的物种ꎬ一般选择植物外植体作为分离原生

质体的来源ꎬ该操作对植物损伤较大ꎬ有些原生质

体的取材来源于某些生殖器官中ꎬ大大限制了原

生质体的取材来源ꎮ
虽然利用植物原生质体进行瞬时转化可以快

速简便地获得大量有效的实验数据ꎬ但是若利用

原生质体进行稳定转化或细胞融合ꎬ获得新的优

良品种或者杂交品种ꎬ将会花费较长的试验周期ꎬ
因为从一个细胞分化为愈伤组织就需要一段较长

的时间ꎬ如从棕榈(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ)的原生质体到

成苗的获得大约需要 １８ 个月的时间ꎬ其中形成愈

伤组织就长达 ９ 个多月(Ｍａｓａｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ

４　 展望

当植物原生质体的分离、纯化和转化效率达

到一定稳定水平后ꎬ对植物原生质体的应用和研

究将会越来越广泛ꎮ 随着实验周期的逐渐缩短ꎬ
实验数据的快速获得ꎬ植物科研工作者们越来越

倾向于使用一些快速简便的瞬时转化方法对实验

结果进行初探和预测ꎮ 并且分子水平高通量实验

技术的大量使用ꎬ也促使植物原生质体应用在组

学方面的初筛和结果验证ꎮ Ｏｒｔｉｚ￣Ｒａｍíｒｅｚ ｅｔ ａｌ.
(２０１６)利用小立碗藓不同生长阶段、不同发育时

期的组织进行转录组学分析(其中包含小立碗藓

的原生质体细胞)ꎬ筛选到 ＰｐＴＣＰ５ 转录因子参与

０８５ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



了苔藓植物的孢子体分枝过程ꎬ与其在高等被子

植物中的作用类似ꎬ同时也为陆生植物的进化和

发育提供了新的思路ꎮ 随着基因编辑技术的广泛

研究ꎬ植物原生质体也为植物基因的定向编辑提

供 了 优 良 试 验 材 料 ( Ｍａｌｎｏｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ
Ｎａｄａｋｕｄｕｔｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ 对于

植物原生质体培养和分化中遇到的困难ꎬ也在不

断进行探索和优化ꎬ以期建立稳定高效的原生质

体转化和再生体系ꎮ
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