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植物原生质体作为一 个实验系统的可能

性已越来越被证实
。

在过去三十年里
,

原生

质体的研究多集中在基因应用上
。

其中一个

研究方向是植物微器官
、

细胞染色体
、

及某些

器官原生质的植入 , 另一 个研究方向就是原

生质体融合
,
体细胞杂交及外源 D N A 的植入

.

然而人们却忽视了原生质体生理特性方面的

有关问题
,

已发表的论文多集中在原生质体

的生物学和细胞学特性的研究
_

h
。

目前
,

虽

然在植物上做到了原生质体的分离和再生
,

并在原生质体的获得和处理上 已取得了很大

的进展
,

但还有许多植物种类的原生质体分

离和再生尚未成功
。

原生质体的再生目前仍

处在一个实验和探索的阶段
,

尽管人们 可以

分离出大量活的原生质体
,

然而再生方面仍

缺少一个有效的原生质体再生系统
。

因此
,

揭示原生质体技术中的一些生理间题
,

对于

深入了解原生质体的生理特性与原生质体之

间的关系
,

深入开展原生质体培养
、

再生
、

融合等实验具有重要的指导意义
,

因为这些

生理反应对于原生质体的分裂和它们生活力

的强弱起着决定性的作用
。

一
、

原生质体技术的生

理问题

原生质体在基因操作的各个方面的应用

上已取得了明显的进展
。

然而
,

人们已逐渐
,

认识到
,

对原生质体生理特性的详细了解
,

将极大地增强人们在这一方面的能力
。

研究

者们都支持在细胞水平上进行研 究 比 在 j组

织
、

器官或个体水平上 的研究有其优点
。

这

些优点在原生质体技术研究中也是适用的
。

利用酶法分离出来的原生质体在墓些特性上

可直接类比它的母体细胞
,

那么反过来
,

细

胞和从这个细胞中提取出来的原生质体之间

是否能进行平行类比分析呢 ? 要解决这些特

殊且基本的问题
,

就必须注意细胞和原生质

体生理特性之间是否存在直接关系
。

有实验

证明
:

原生质体的原生质同其母体绒二淆
{着

完全不同的特性
。

例如
, 原生质体没有壁

,

原生质体能融合在一起 的能力就是原生质体

形成过程中原生质所获得新特性 的 一 个 结

果
。

有人提出原生质体分离使细胞从原来分

化状态转 入脱分化状态
,

部分遗传信息 和翻

译会终止
,

某些遗传性状 的表达会被激活
。

但也有人提出
:

在合适的条件下制得的原生

质体能在物质运输方面较好地保留原组织的

一些性状
。

由此可见
,

这方面的工 作 还 较

少
,

需要进一步做有关物质吸收方面的生理

生化研究
。

将植物原生质体作为一 个研究系统有许

多优点
:

如从原生质体中可分析到原生质的

化学结构 (类脂
、 、

蛋白质
、

酶等 ) 和物理特

性 (表面变化
、

质子压
、

离子泵
、

渗透性 )
;

原生质体有许多衍生系统
,

从原生质体中可

制备出亚原生质体象胞质体
、

微质体
、

核质

体等
,

为细胞器的制备和核质关系的研究提

供了许多有利材料 , 当原生质体再生成新壁

时
,

又可观察到它们的超微结构和它们的生

化反应
,

这些都比在完整细胞中 更 容 易 一

些
。

原生质体技术在禾谷类作物和豆类植物



上的应用上受到限制
,

人们还 不能从分离部

分再生出植株
。

存在的问题之一就是我们还

没有能力从禾谷类作物和豆类植物中诱导和

分离出原生质体
,

并使之达到永久分离
,

从

而也使细胞分离 (特别是高度分离的细胞 )

受到阻碍
。

研究原生质体分离和永久分离的

工作者们大多并没有注重细胞壁 再 生 的研

究
。

uB 馆
“ SS ( 1 9 8 3年 )

二 一

直着重于细胞壁再

生中可逆抑制剂的应用
,

扣香豆素等
,

用香

豆素去处理烟草的原生质体
,

在 48 小时内无

纤维物质出现
,

但原生质膜的表面确长出许

多小突起
。

他认为这些抑制剂对于原生质体

状态的延长和原生质体群体的同步是一种有

用的工具
_

。

最近
.

几年
,

许多研究者都对原生

质体的稳定性很感兴趣
。

5 11 1 111七。等人 ( 1 9 5 3

年 ) 提出在墙养基 (琼脂 ) 中培养不仅可以

很明显地促进原生质体再生植株
,

而且在不

适:

确养条件下也会保持分离
,

这一实验表

喊 滋种稳定性可 明显地排迟了原生质体衰

老的出现 ( s ho 助 b l 等1 9 8 3年 )
。

因此
,

这些

基础生理生化方面的研究极有助于解释存在

一些因素控制着细胞分离的诱导频率
。

原生质体的培养除注意选择 环 境 条 件

(光
、

温
、
p H值 )以外

,

同时也不可忽视生理

力面间题的研究
,

如筛选培养基所用的有机

和无机营养元素
,

维生素以及生 长 调 节 剂

等
。

这些必须经过反复实验
,

才能提供出有

关细胞壁形成
,

延伸以及膜和胞基质所需新

物质合成方面的资料
。

目前
,

关于原生质体培

养和再生方案的制定较复杂
,

多凭借经验
。

这主要是由于对原生质体愈伤组织全能性表

达的基本生化
、

生理和解剖学等因素的了解

甚少
。

因此
,

使得这一实验变得棘手
。

二
、

原生质体分离中酶的

特性问题

成功的提取一定数量和质量 的 原 生质

体扩不仅取决于植物种类
,

所用的植物组织

以及组织的幼嫩程度
,

同时也取决于分离培

养基的种类 (性质 )
。

随着原生质体作为实验

系统的普及
,

分离培养基中各种酶成分的应

用也变得很普遍 了
,

但在所用酶化物特性及

其它
“

附加成分
”

特性方面的知识并未取得同

祥的进展
。

为此
,

人们迫切需要有关酶的特

殊产物对原生质体数量和生理产生影响的数

据
。

oo 血 i嗯 ( 1 9 7 2年 )认为
,

目前用于原生质

体分离的酶化物是一些组成成分尚不详细的

产品
,

如月
。 l lu l ys i二 ,

虽然目前有一些介绍

其性质的材料
,

但工厂的产品说明书很少详

细的说明这些产品的纯化过程
,

只 是用纤维

素单位表明其活性而 已
,

如将许多 同类产品

一 l司对待
,

是不恰当的
。

W
e了e r s ( 1 9 8 3年 )提

.
出纤维素酶能完全降解植物表皮组织的细胞

壁
,

但是对于这些组织
,

仅用一种酶进行原

生质体的分离却没有作用 ( L i n 1 9 8。年 )
。

目

前
,

在游离原生质体中
,

使 叮一种或多种的

交叉漏合酶液均不能游离出不同叶龄叶片组

织中的叶肉细胞的原生质体
,

只有采用适当

浓度的混合酶液才可游离出大量 的 原 生 质
.

体
。

根据资料报道
,
在双子叶草本植物的叶

片中 (烟草
、

蚕豆
、

马龄薯 ) 脱壁时需用纤

维素酶和少量的果胶酶
,

要求加速解离时
,

可

采用 D ir se l a s。 纤维素酶
,

分解时需用蜗 牛

酶
。

在分离材料时常要加上半奸维素酶
。

G u y ( 1 9 7 8年 ) R a u d a l l
,

uR
。 。 i n k ( 1 9 5 5年 )

提出利用一种加入渗化剂棍合物的分离培养

基就可获得原生质体
,

或采用酶络合物或其

它附加物来分离
,

如牛血清蛋白 ( B s A )
、

二硫

苏糖醇 ( D T T )
,

蛋白酶抑制剂苯甲基硫代氟

和二异 丙基氟磷酸 ( D工F p )
。

这些化学 物 质

对原生质体分离数量和生理方面 的实际影响

以及它们的特殊功效尚不十分清楚
,

然而确

有许多学者支持在原生质体分离培养基中加

某种特殊化合物会增加原生质体 产 量 的 论

点
。

w a r e l i叱 ( 1 9 5 2年 )指出在比较细胆和他
们原生质体的生理特性时不可忽视的一点就

是大多数细胞在分离后会失去对一些激素
,



特别是对一些生长激素的反应能力
,

因此实

验中
,

必须注意细胞表皮和细胞壁质壁分离

时所用的酶
。

酶制剂的活性和纯度影响原生

质体的质量和产量
。

目前常将酶制剂用过凝

胶柱子的形式使酶液脱盐纯化
,

酶制剂中常

含有一种核糖酸酶
,

此酶能影响原生质体的

活力
。

所以
,

人们常用降低保温的温度或减

少酶解时间的方法来提高原
一

主质体的活力
。

三
、

原生质体中的膜生理

原生质体能否再生受植物原生质体再生

效率高低的影响
,

也取决于同分离方法有关

的胁迫条件
。

分离后的植物原生质体
,

特别是

原虫质膜暴露在各种高渗溶液下时
,

质膜仍

有做为选择屏障
,

规则运输和获得信息的功

能
。

如果原生质膜没有高度适应各种胁迫条

件的能力
,

以上那些规律性是做不到 的
。

然而
,

要获得有关胁迫生理中有关膜形 成理 论 的

唯一途径就得通过实验来验证
。

H “ r 士m ” n ”

和 H Oc k ( 1 9 8 5 年 )研究了在原生质体分离诱

导下和原生质体再生期间类脂代谢和类脂类

型上的变化
,

指出植物组织中脂肪酸类型上

的变化经常受环境胁迫的影响
。

零度以下的

低温将导致植物付内多聚不饱和脂肪酸的增

加
,

这种代谢主要发生在结构类脂上
,

它是膜

流动性处于最适情况下的直接结果 ( B er i d
-

e n b a o h aR d w a n , e七 a l i 9 7 s年 )
。

水和渗透胁

迫也导致多聚不饱和脂肪酸的减少和膜类脂

的调 整
。

( K时。 5 1 9 8 2 年
,

D o u g a “ 和 p a l“ y

1 9 8 1 年 )
。

F l u i d i七y 报 道温度改变时 ; 质膜

上磷脂状态的改变可以影响质膜构型和流动

性
。

然而
,

’

有关分离过程中原生质体对类脂

类型以及对原生质体再主调节期间类脂类型

修饰方面的数据报道极少
。

原生质体融合
,

首先发生的是膜融合
。

共分四个时期
:
接触

、

诱导
、

融合和稳定
,
其

中 o a ’ 十 、

衅
P 及三磷酸腺昔酶参与调节膜融

合的变化
,

融合体的筛选
、

培养以及融合体

互补选择系统的建立
,

都需要做有关膜生理

方面 的工作
。

因此
,

研究原生质体膜生理的

工作对原生质体再生系统的建立具有启蒙 意

义
。

原生质体技术 已引起世
, .

各国的广泛重

视
,

并成为生物技术研究的重要内容之一
。

今日的科学
,

就是明天的技术
。

原生质体技

术必将在生产上发挥巨大的经济效益
,

现在

看来
,

这只是一个时间上 的问题
。

虽然植物

原生质体融合和细胞杂交可能成为育种的途

径之一
,

但它不可能取代 已行之有效的有性

杂交以及 由此衍生而来有关的育种方法
。

目

前
,

它正处在一个探索阶段
,

要利用这种途

径培养出在生产上适用
,

性状优良的品种
,

还需做大量和艰巨的理 沦及技术 间 题 的探

讨
。

原生质体的培养
、

融合和细胞杂交
,

细

胞器引入以及基因工程等研究都涉及到原生

质休
。

原生质体生理特性为面的研究是这些

工作的基础
,

它给研究者们带来了许多新问

题
,

这些问题的解决必定为原生质体技术的

应 用莫定坚实的理论基础
。
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