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菊科植物原生质体融合研究进展
赵宏波　陈发棣 3 　房伟民
(南京农业大学园艺学院 , 江苏南京 210095)

摘　要 : 原生质体融合是转移目标性状 , 特别是那些多基因控制或尚未克隆目标基因控制的性状的一

种很有潜力的方法。菊科植物中原生质体融合研究主要集中在向日葵属 (Helianthus)、菊属 (D endran the2
m a)、莴苣属 (L actuca) 等少数几个属 , 主要围绕抗性改良、雄性不育材料的获得、多倍体诱导、育种中

间材料的创造等方面展开研究。本文对历年来菊科植物原生质体融合方面的研究作一综述 , 并对存在的问

题和改进措施进行了探讨。
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Abstract: Protop last fusion is a potential method, by which the target characters, especially ones con2
trolled by multigenes or un2cloned genes, can be transferred. The research on p rotop last fusion of Compositae

p lants has been focused on Helian thus, C ichorium , D end ran them a, L actuca genera etc, and the purposes are
concentrated on resistance imp rovement, male2sterile materials, polyp loid induction and obtainment of inter2
mediate materials. In this paper we reviewed the achievements of p rotop last fusion of Compositae p lants, and
discuss on existent questions at p resent and further imp rovements.
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菊科 (Compositae) 是显花植物中最大的科 , 包含有很多重要的油料作物、蔬菜作物、药用植

物、观赏植物〔1〕, 经过人为选择和长期栽培 , 各种栽培作物都已育出一批具有较好农艺性状的栽培

品种 , 这为性状的进一步改良和创新奠定了良好的物质基础 ; 但是在目前集约化和设施化栽培模式条

件下 , 品种的抗性、适应性等受到了严峻的考验 , 而且频繁的栽培和轮作加重了病虫害的传播和感

染。人们利用多种育种途径改良、优化现有栽培品种的各种性状。常规杂交在品种选育和性状改良方

面发挥了重要的作用 , 但由于杂交亲和性障碍的限制 , 在一些作物或一些性状的改良方面显得束手无

策。基因工程在作物育种中同样也发挥了重要的作用 , 但由于受目前获得的可利用的目的基因较少、

控制优良性状基因的复杂性、转化后的有效性以及对其他作物的适用性等因素的影响 , 基因工程在菊

科植物上的应用受到了一定限制。

各种栽培作物在自然界中分布有大量的野生近缘种 , 这些野生材料具有抗病、抗虫、耐盐、耐

旱、抗寒等优良性状 , 是良好的育种材料〔2〕。利用原生质体融合技术 , 在已知优良性状而未得到具

体基因的前提下 , 利用近缘或远缘材料中包含的优良基因或性状 , 可以有针对性地进行有效基因和优

良性状的转移 , 特别是对于转移那些数量性状和多基因控制的性状而言 , 原生质体融合将是一条捷

径。建立原生质体再生体系是进行原生质体融合的基础 , 到目前为止 , 在菊科中已经有 20个属 50多
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种植物的原生质体培养获得了再生〔3～9〕。从 20世纪 90年代前后 , 相继展开了菊科植物融合研究 , 主

要集中在向日葵属 (Helian thus)〔10, 11〕、菊属 (D end ran them a)〔12, 13〕、莴苣属 (L actuca )〔14, 15〕等少数几

个属。本文对菊科植物原生质体融合作一综述 , 以期为今后利用原生质体融合及其相关技术进行菊科

植物遗传改良等方面的研究提供参考依据。

1　融合方法和类型

在菊科植物中 , 诱导原生质体融合主要有 PEG法和电融合法 , 也可以将两种方法结合起来使用。

利用 PEG法相继获得了菊苣与向日葵属间杂种 ( C. in tybus ×H. annus)〔16〕、向日葵属内种间杂种

(H. annus×H. annus
〔17〕、H. annus×H. giganteus

〔18〕、H. annus×H. m axim iliani
〔11, 19〕)、莴苣属内种

间杂种 (L. ta tarica ×L. perennis
〔14〕)、菊蒿属内种间杂种 ( Tanacetum vulgare×T. cinerariifolium

〔20〕) ;

利用电融合法获得了菊花与智利喇叭花 (茄科 ) 的科间杂种 (D. ×grandif lorum ×Salpig lossis sinu2
ate
〔21〕)、菊花与大籽蒿的属间杂种 (D. ×grandif lorum ×A rtem sia sieversiana

〔12〕)、莴苣属内种间杂种

( L. sativa ×L. virosa
〔22〕、L. sa tiva ×L. perennis

〔15〕、L. sa tiva ×L. ta tarica
〔15〕 )、金光菊属种间杂种

表 1　菊科植物的原生质体融合

Table 1　Protopla st fusion in compositae plants

种
Species

原生质体来源
Source of p rotop lasts

融合方法
Methods

试验结果
Results

参考文献
Reference

菊苣 Cichorium intybus 叶片 Leaf PEG 四倍体植株 Tetrap loid p lants 27

菊苣 ×向日葵 Ci. intybus

×Helianthus annus

叶肉细胞 ,下胚轴
Mesophyll cell, hypocotyl

PEG
　

雄性不育植株 Male sterile p lants
　

31, 16

金盏菊 Calendula officinalis×
Ca. officinalis

叶肉细胞 Mesophyll cell
　

激光微束
Laser m icrobeam

25
　

菊花 ×智利喇叭花 Chrysanthem um

m orifolium ×Salpiglossis sinuata

叶片 Leaf
　

电融合 Electrofusion
　

杂种植株 Hybrids p lants
　

13
　

菊花 ×智利喇叭花 Dendranthem a

grandif lorum ×Sa. sinuata

叶片 Leaf
　

杂种植株 Hybrids p lants
　

21
　

菊花 ×大籽蒿 D. grandiflora×
A rtem sia sieversiana

叶肉细胞 Mesophyll cell
　

电融合 Electrofusion
　

抗锈病植株
Resistance rust hybrids

12
　

向日葵 Helianthus annus×H. annus 叶肉细胞 ,下胚轴
Mesophyll cell, hypocotyl

PEG,电融合
Electrofusion

不育植株 Sterile p lants 32～35

向日葵 H. annus×H. giganteus 下胚轴 ,叶肉细胞 ,微
原生质体 Hypocotyl,
mesophyll cell, microp rotop last

PEG 可育的杂种植株
Fertile hybrids p lants

11, 18, 19

向日葵 H. annus×H. m axim iliani 下胚轴 , 叶肉细胞 ,微原生
质体 Hypocotyl, mesophyll
cell, m icroprotop last

PEG 杂种植株 Hybrids p lants 11, 19

向日葵 ×蚕豆 H. annus×V icia faba 下胚轴 , 保卫细胞
Hypocotyl, guard cell

电融合 Electrofusion 杂种细胞 Hybrid cells 36

莴苣 Lactuca sativa×L. virosa

　
叶片 Leaf
　

电融合 Electrofusion
　

不育的杂种植株
Sterile hybrids p lants

22
　

莴苣 L. sativa×L. perennis 小叶 Leaflet 电融合 Electrofusion 杂种植株 Hybrids p lants 15

莴苣 ×蒙山莴苣 L. sativa×L. tatarica

　
小叶 ,叶片 Leaflet, leaf 电融合 Electrofusion

　
气候敏感型杂种
Climatic sensitive hybrids

15
　

蒙山莴苣 L. tatarica×L. perennis

　
小叶 Leaflet
　

PEG
　

可育的种间杂种
Fertile interspecific hybrids

14
　

黑心金光菊 ×金光菊 Rudbeckia

hirta×R. laciniata

叶片 , 愈伤组织
Leaf, callus

电融合 Electrofusion
　

体细胞杂种植株
Somatic hybrid p lants

23
　

Senecio fuchsii×Se. jacobaea

　
高钙高 pH值

High Ca2 + high pH

体细胞杂种和胞质杂种
Somatic hybrids and cybrids

24
　

菊蒿 Tanacetum vulgare×T. cinerariifolium 叶肉细胞 Mesophyll cell PEG 杂种愈伤组织 Hybrid calli 20

　　注 : 广义菊属拉丁学名为 Chrysanthem um , 狭义菊属 D endranthem a; 本文是以原文中的学名表示。
Note: Chrysanthem um is the sense of sensu lato, and D endranthem a is the sense of sensu stricto. But in this paper still according to the origi2

nal authors.
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(R udbeck ia h irta ×R. lacin ia ta
〔23〕) (表 1)。也有利用其它方法诱导融合 , 但应用较少 , 例如 W ang

等〔24〕用高钙高 pH值诱导千里光属 (Senecio) 两种植物融合获得了杂种植株 ; 卜宗式等〔25〕应用激光

微束法诱导金盏菊 (Ca lendu la off icina lis) 叶肉细胞原生质体融合 , 但未获得杂种后代。

原生质体融合分为对称融合和不对称融合。对称融合是两个完整原生质体间的融合 ; 不对称融合

是某一亲本的完整原生质体与另一亲本的不完整原生质体如胞质体 (Cytop last, 利用物理或化学的方

法制备仅含有胞质基因组的胞质体 )、微质体 (M ini2p rotop last, 包含一条或几条染色体的微质体或亚

原生质体 ) 或细胞核 (仅含有细胞核或含有极少量细胞质的微核等 ) 等的融合〔26〕。不对称体细胞杂

种只包含另一亲本的部分染色体或基因组 , 将从一定程度上改良体细胞杂种 , 扩大其应用范围 , 但这

将大大增加技术上的难度。例如 , B insfeld等〔19〕将向日葵下胚轴原生质体与多年生向日葵属植物 H.

g igan teus和 H. m ax im ilian i的微核进行融合 , 创造了含有 2～8条野生种染色体的杂种植株。这表明

不对称融合可以有效地克服有性杂交的障碍 , 实现从野生种到栽培种的优良性状 (基因 ) 的转移或

渗入。Varotto等〔16〕将菊苣叶肉原生质体与一个向日葵胞质雄性不育系的下胚轴胞质体 (经γ -射线

照射处理使细胞核失活 ) 进行融合 , 获得了胞质雄性不育的杂种材料。从目前的报道来看 , 菊科植

物主要是对称融合。

2　杂种细胞、杂种植株的筛选和鉴定

在原生质体融合研究中 , 对杂种细胞的筛选、分离和杂种植株的鉴定十分重要。对杂种细胞的筛

选主要有 : 根据亲本与杂种原生质体密度不同利用梯度离心进行选择 , 利用杂种和亲本原生质体对外

源植物生长调节剂的要求不同进行选择 , 利用生长特性和愈伤组织颜色不同进行选择 , 根据原生质体

形态机械分离杂种细胞 , 荧光激活分选杂种细胞、亲本原生质体等〔26〕。而对杂种植株的筛选主要通

过形态学观察、育性检查、染色体数目和核型分析、减数分裂行为、生物化学和分子标记等方法。另

外 , 进行杂种筛选和鉴定的时期也很重要。将某一亲本的原生质体用碘乙酸或碘乙酰胺处理 , 使其不能

分化 , 这可以减少后期筛选的步骤和工作量 ; 利用流式细胞仪可以在愈伤组织或植株各个生长阶段初步

鉴定出杂种。

Keskitalo等〔20〕对艾菊和除虫菊的杂种愈伤组织进行了鉴定 , 其主要通过检测核 DNA总量、挥发

类化合物种类及含量和 RAPD分子标记等进行杂种鉴定 , 核 DNA总量和 RAPD分子标记都能很好地

鉴定出杂种 , 但由于挥发类化合物在愈伤组织中含量很少 , 有的甚至检测不到 , 所以通过检测挥发类

化合物种类和含量的方法未能鉴定出杂种。因此 , 在进行杂种鉴定时不仅要注意杂种的发育时期 , 而

且还要将多种方法结合使用 , 以争取得到更加可靠的结果。Rambaud等〔27〕通过测定气孔保卫细胞中

叶绿体的数量来鉴定杂种 , 杂种中产生了两种类型的植株 , 一种叶绿体数目为 18～20个 , 从而判断

其为二倍体 , 而另一类型叶绿体数目为 23～24个 , 可判断其为四倍体 , 为同一亲本两个原生质体融

合体再生形成的植株。

在融合体的再生植株中不仅包含杂种植株也包括了亲本植株 , 这给杂种的筛选带来了很大麻烦。

构建含有 1个显性标记和 1个隐性标记的杂种材料 , 在植株再生阶段就可将杂种植株筛选出来 , 这在

胡萝卜〔28〕、烟草〔29〕等上得到了验证。在菊科植物中 , Chupeau等〔14〕利用带抗卡那霉素显性性状的杂

合的莴苣品种 ‘A rdente’与带白化隐性性状的杂合的莴苣品种 ‘Girelle’杂交获得了抗卡那霉素的

白化材料 , 构建了含有抗卡那霉素显性性状和白化隐性性状的双标记材料 , 利用这个材料与莴苣属野

生种 L. ta tarica和 L. perenn is进行了原生质体融合 , 利用抗卡那霉素和白化这两个标记性状 , 在植

株再生阶段就筛选得到了 9个种间杂种 , 并通过 RAPD分析得以证实 , 这证明了构建的双选择标记材

料的实用性和准确性。

3　杂种后代的细胞学分析

原生质体融合是转移目标性状特别是多基因控制或尚未克隆目标基因控制的性状 (从野生种转
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移到栽培种 ) 的一种很有潜力的方法〔11〕, 能有效克服杂交亲和障碍 , 从而扩大遗传多样性。对杂种

后代的染色体行为分析是鉴定杂种最有效和可靠的证据之一。在体细胞杂种中 , 部分同源染色体减数

分裂过程发生重组是成功实现基因渗透的前提。来自不同物种的基因组重组在一起 , 造成部分同源染

色体之间配对降低 , 形成不平衡的配偶子 , 因此杂种通常是不育或半不育的 ; 但若杂种中发生整条染

色体或较小片段的互换 , 那么形成稳定、可育的杂种的几率将增加。在近缘种的杂种中经常发生染色

体的部分消除 , 形成附加系 , 这样发生染色体替换和基因渗透的可能性就大大增加。通常在杂种中 ,

如果两个亲本基因组之间亲缘关系较近或者存在控制配对的基因 , 允许部分同源的染色体发生配对 ,

那么就会形成多价体 , 这种多价体稳定性较差 , 因此杂种的育性也降低 ; 然而在这种情况下 , 从供体

到受体发生小片段基因渗透的几率将大大增加。B insfeld等〔19〕利用不对称融合创造了含有 2～8条野

生种 (H. g igan teus和 H. m axim ilian i) 染色体的向日葵杂种 , 通过杂种的减数分裂行为观察发现 ,

大部分性母细胞表现正常 , 但有一些异常现象发生如后期染色体桥、落后染色体、单价体和多价体

等 , 杂种花粉活力和染色体数目呈显著的负相关 ; 对杂种分析后得出结论 : 尽管存在减数分裂异常现

象 , 但是杂种的大多数花粉母细胞减数分裂正常 , 产生的花粉具有较高的活力 , 杂种中包含的外源基

因组能通过有性方式传递给后代〔30〕。

4　原生质体融合在菊科植物中的应用

411　提高抗性

利用原生质体融合技术克服有性杂交障碍将野生种的抗性基因转入到栽培品种中 , 是包括菊科植

物在内大部分植物中应用最广泛的。Henn等〔11〕用 PEG法诱导向日葵下胚轴和抗核盘菌 (Sclerotin ia

sclerotiorum ) 的向日葵属植物 H. m axim ilian i、H. g igan teus和 H. nu tta llii叶肉原生质体融合 , 经过

培养获得了 H. annuus×H. m axim ilian i和 H. annuus×H. g igan teus杂种 , 形态学和 RAPD分析证明

确实是种间杂种 ; 杂种植株在 3～4个月后均开花结实 , 70%～80%的种子具有活力。莴苣属野生种

L. virosa高抗蚜虫、E rysiphe cichoracearum引起的白粉病、Pseudom onas cichorii和 E rw in ia carotovora引

起的细菌性软腐病等。Matsumoto等〔22〕用电融合法诱导栽培莴苣和 L. virosa原生质体融合 , 获得了

21个再生植株 , 利用同工酶和染色体分析证明这些再生植株为种间杂种 , 都具有正常的花 , 但不育。

Maisonneuve等〔15〕进行了栽培莴苣与 L. virosa、L. ta tarica、L. perenn isde原生质体融合 , 成功获得了

杂种 , 初步实现了抗性的转移 , 但要育成完全可育的带有抗性性状的莴苣品种 , 还需要将获得的体细

胞杂种与栽培品种进一步回交 , 以纯化性状。Furuta等〔12〕利用电融合法诱导菊花和大籽蒿叶肉原生

质体融合 , 菊花原生质体预先经过碘乙酰胺使其在培养过程中不能分裂 , 最终获得了 1 342个再生植

株 , 经 RFLP分析这些再生植株全部是体细胞杂种 , 这些杂种比菊花表现出更强的抗锈病能力。

412　雄性不育材料的获得

Rambaud等〔31〕诱导菊苣叶肉原生质体和雄性不育的向日葵下胚轴原生质体融合获得了雄性不育

的菊苣胞质杂种 ; 利用线粒体基因组的特异基因为探针的分子杂交技术研究发现 , 向日葵大部分的线

粒体 DNA与菊苣线粒体 DNA发生了重排 , 这改变了菊苣的线粒体基因 , 使花表现异常和不育。

Varotto等〔16〕将菊苣叶肉原生质体与一个向日葵胞质雄性不育系的下胚轴胞质体 (经γ -射线照射处

理 ) 进行融合 , 获得了胞质雄性不育的杂种材料 ; 以玉米线粒体特异基因 CoxⅠ、CoxⅡ、Cob, a tpA

为探针进行 Southern杂交分析 , 表明胞质杂种基因组中含有菊苣基因组控制可育性的基因片断和向日

葵基因组的控制不育性的基因片段。

413　多倍体材料的获得

利用原生质体融合技术诱导同种材料的原生质体融合 , 获得融合细胞 , 培养、再生植株 , 从而获得

多倍体材料。Rambaud等〔27〕利用 PEG法诱导二倍体菊苣 C. intybus叶肉细胞原生质体融合 , 进行培养 ,

最后有 97个愈伤组织再生了植株并且生根 , 通过检测气孔细胞的叶绿体数目和根尖染色体数目 , 发现
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有 24个产生四倍体植株 , 远远高于利用秋水仙素诱导多倍体的发生频率。因此 , 在已经建立原生质体

再生体系的植物上 , 利用同种材料的原生质体融合创造多倍体材料将是一种非常有效的途径。

414　方法学方面的研究

保卫细胞中有和 C4途径相关联的酶系统 , 能降低光呼吸 , 提高作物产量 ; 因此如何将保卫细胞

中的特异基因转移到 C3植物成为一个热点研究课题。 Schnabl等〔36〕为了探讨这种可能性 , 利用诱导

向日葵下胚轴原生质体和蚕豆保卫细胞原生质体融合 , 获得了多细胞团 , 虽然未获得再生植株 , 但为

进一步深入研究奠定了基础。卜宗式等〔25〕以金盏菊叶肉细胞原生质体为材料 , 研究了激光微束诱导

原生质体融合的效果 , 结果表明 : 当照射到细胞膜表面激光微束的能量密度约有 012μJ /μm
2时 , 对

被选择融合的细胞对接连施加 40～50脉冲 , 可导致金盏菊叶肉原生质体融合 , 其中激光的强度、作

用位点、光斑性状等对融合成功率影响很大。

415　创造中间材料

体细胞杂种植株由于包含两个亲本的全部或者部分染色体 , 减数分裂行为紊乱 , 而且伴随着一些

异常现象 (如滞后染色体、单价体、多价体等 ) , 从而导致不育 ; 获得的杂种一般含有两个亲本的原

始性状 (通常都是栽培品种与其近缘野生种进行融合 , 因此获得的杂种一般都具有部分野生性状 ) ,

有的即使转移了某一亲本的一些优良性状但同时也带进了一些不良性状 , 这就很大程度上限制了杂种

后代的应用 , 因此很多获得的杂种都只作为中间材料加以利用。Krasnyanski等〔18〕诱导 Helia thus annus

和 H. g igan teus原生质体融合 , 获得了可育的杂种 , 虽然没有获得 H. g igan teus的多年生性状 , 但其

具有很强的离体再生能力 , 将其与向日葵栽培品种回交创造新的向日葵种质 , 将是基因操作的良好受

体。Matsumoto等〔22〕用电融合法获得莴苣 ×L. virosa体细胞杂种 , 但不育 ; A l2A tabee等〔23〕用电融合

法获得了黑心金光菊 ( R udbeck ia h irta ) ×金光菊 ( R. lacin ia ta ) 的种间杂种 ; W ang等〔24〕利用高

Ca
2 +高 pH诱导 Senecio fuchsii×S. jacobaea原生质体融合 , 获得了种间杂种 ; Keskitalo等〔20〕利用 PEG

法获得了菊蒿 ( Tanacetum vulgare) ×T. cinera riifolium的种间杂种。这些工作的完成 , 都为进一步的

育种工作准备了良好的材料 , 奠定了坚实的基础。

5　问题与展望

从第一例菊科植物原生质体融合再生植株报道以来〔3〕, 菊科植物原生质体研究取得了一系列的

成果 , 但是还存在很多问题 , 例如融合体再生能力差 , 杂种植株性状较差 (不育、生根能力差、生

长势较弱等 ) 等。原生质体融合即使是不对称融合 , 杂种都包含了供体和受体的基因组 , 常带有一

些不利的非目标性状。因此 , 就目前的研究结果来看 , 体细胞杂种的有效性是菊科植物原生质体融合

中最大的问题。针对这些问题 , 我们可以从以下几个方面展开工作 : (1) 继续深入研究各个材料的

原生质体再生技术。目前 , 虽然已经建立了很多种菊科植物的原生质体再生体系〔37～40〕
, 但是同一种

材料不同栽培品种之间的原生质体再生能力差异很大〔41〕, 例如 Motonobu等〔42〕用菊花两个品种的叶片

分离原生质体 , 结果两个品种原生质体的产量相差近两倍 , 培养后的植板率相差近一倍 ; 而一些重要

品种原生质体再生困难〔43〕; 有的种只是建立了某个品种的再生体系 , 但不一定是目标改良品种 ; 还

有一些重要材料原生质体再生困难〔44〕
, 如非洲菊、菊芋等。 (2) 积极探索适合不同材料的不对称融

合技术。虽然不对称融合不能排除带有某些非目的性状 , 但相对于对称融合而言 , 不对称融合的杂种

中非目的性状较少 , 且杂交亲和性高 , 我们可以利用回交、杂交等方法加以剔除。 ( 3) 将原生质体

融合与染色体显微操作、染色体基因定位、细胞拆合与重组等分子细胞遗传学方法结合起来 ; 可以将

控制某些优良性状的基因利用染色体作图先行在染色体上定位、标记 , 然后制作含有标记染色体的微

质体或亚原生质体 , 诱导融合 , 从而定向改造某些性状 , 创造出性状优良的材料。例如 Furuta等〔12〕

利用电融合法获得了抗锈病的菊花材料 , 但也带入了大籽蒿的其它性状 , 花色、花型、花径等有所改

变 , 影响了观赏品质 ; 我们可以先行将大籽蒿的抗锈病基因进行定位 , 然后制备胞质体或微质体 , 进
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行菊花完整原生质体与统一的胞质体或微质体不对称融合 , 创造具有抗性且观赏性状优良的菊花材

料。 (4) 将原生质体融合 (对称、不对称融合 ) 与遗传转化、常规杂交等育种方法结合起来 , 更有

效地转移、纯化优良性状 , 创造优异种质。
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