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药用植物原生质体的研究进展  
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摘  要：近年来，原生质体技术在植物遗传转化、育种及植株再生领域应用广泛，模式植物（如烟草、拟南芥）的相关研究

已较为深入，牧草、水稻、番茄等作物的应用亦趋成熟。随着经济的发展与人们对健康需求的不断提升，药用植物市场需求

持续增长，但其育种与遗传转化研究尚显不足，而原生质体技术恰可为此提供新路径。通过聚焦药用植物原生质体的分离制

备技术与应用场景，综述其研究现状与挑战，为药用植物原生质体在遗传转化、品种改良及植株再生等方向的深入研究提供

参考。 
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Research progress on protoplasts in medicinal plants 
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Abstract: In recent years, protoplast technology has widely applied in the fields of plant genetic transformation, breeding, and plant 

regeneration. Related research on model plants (such as tobacco and Arabidopsis thaliana) has been in-depth, and its application in 

crops like forage grass, rice, and tomatoes has also become more and more mature. With the development of the economy and the 

increase in health demands, the market demand for medicinal plants has been continuously growing. However, the research on their 

breeding and genetic transformation is still insufficient, and protoplast technology can just provide a new path for this. This paper 

focuses on the preparation and isolation techniques of protoplasts of medicinal plants and their application scenarios, reviews their 

research status and challenges, and provides a reference for in-depth research on protoplasts of medicinal plants in fields such as genetic 

transformation, variety improvement, and plant regeneration. 

Key words: medicinal plants; protoplasts; isolation; transient transformation; regenerated plant; gene editing 

 

药用植物是指含有生物活性成分，能够预防、

治疗疾病并对人体具有保健养护作用的植物[1]。药
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用植物已有几千年的历史，在人类发展及与疾病斗

争的历史进程中扮演着重要角色。药用植物是不断
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积累并保存下来的宝贵财富，也是未来药物研发的

重要源泉[2]。近年来，随着经济的增长、人口的增

加及生活水平的快速提高，药用植物的需求量也在

不断增加。然而，过度采挖、生境破坏、非法贸易

等问题使药用植物资源正面临着严重的威胁和挑

战[3]。同时，药用植物具有种类繁多、地域性强、药

用部位多、成分变化大等特点，且存在优良品种标准

不明确、分子机制研究较深入但育种研究较少、育种

途径较多但育成品种推广较少、种质资源研究不足

等问题，大大增加了药用植物育种工作的难度[4]。 

原生质体是指通过各种方法将植物细胞的细

胞壁去除后所形成的裸露细胞。由于没有细胞壁的

阻碍，原生质体能够直接摄入外源的细胞器、DNA、

病毒、质粒等，是进行遗传转化研究的理想受体，

对其进行细胞融合可获得杂种细胞[5]。原生质体能

够帮助解决药用植物发展的一系列难题和痛点，如

通过原生质体技术将调控药用植物有效成分的基

因在原生质体中进行瞬时表达来验证基因的功能，

从而促进药用植物的基因研究，如利用丹参原生质

体转染 CRISPR/Cas9核糖核蛋白复合物，通过敲除

植物髓母细胞瘤相关转录因子（ v-myb avian 

myeloblastosis viral oncogene homolog，MYB）家族

中的 MYB28 等基因，成功验证这些基因对丹参酚

酸、丹参酮等活性成分合成的调控作用[6]；将 2 个

不同物种的原生质体进行融合，经植株再生培养后

可获得优良的品种，能够克服药用植物远缘杂交不

亲和的问题，从而解决药用植物育种及成分变化大

等难题，如将东方百合与麝香百合进行原生质体杂

交，获得可育的体细胞杂交植株，最后得到的表型

性状与亲本有显著差异[7]。近年来，单细胞转录组

测序（single-cell RNA sequencing，scRNA-seq）的

研究成为一大热点，将其与原生质体技术结合成为

当前的前沿技术，能够服务于药用植物的基因研

究。由此可见，原生质体能作为高效基因载体加速

功能研究，通过原生质体杂交可以打破药用植物生

殖隔离，创造新种质，并结合培养技术实现优良种

质的快速扩繁与保存，以解决药用植物种质资源创

新、利用和扩繁的不足。 

早在 140多年前，Hanstein就提出了原生质体

的概念；1892年，Klercker[8]通过机械法成功从水剑

叶叶片中获得了完整的原生质体，这是首次成功从

植物中分离得到原生质体的报道。1960 年，

Cocking[9]首次使用酶解法分离得到大量有活力的

原生质体，为原生质体的应用奠定了基础。1969年，

Power等[10]采用一步法直接使用混合酶液，成功从

植物组织中分离得到原生质体。商品酶的出现使得

原生质体制备技术获得了飞速的发展。此外，因具

有全能性、敏感性和多功能性，原生质体通过融合

和再生还能够创造再生植株，甚至新的植物物种。

1970年，Nagata等[11]利用烟草叶肉组织的原生质体

进行了再生研究，最终得到了完整植株。自此，多

种植物通过原生质体培养获得了再生植株。1972

年，Carlson等[12]选取粉蓝烟草和朗氏烟草的原生质

体进行细胞融合培养，首次获得了体细胞杂种。

1974年，Kao等[13]首次利用聚乙二醇（（polyethylene 

glycol，PEG）进行原生质体融合，并成功得到了完

整再生植株。之后又出现电击法、高钙法等融合方

法。此后，原生质体的应用领域不断拓展[14]。当前

原生质体已用于植物分子育种、再生植株、遗传转

化等领域，极大地促进了现代植物学的发展[15]。国

内外对原生质体的研究也日趋成熟，在拟南芥[16]、

烟草[17]等的研究中，原生质体的研究已较为完善；

而药用植物原生质体的研究还相对滞后[18]。目前，

药用植物原生质体的研究已经扩展到夹竹桃科、五

加科、紫草科等数 10科[5]，但相对于约 400种已开

展原生质体研究的植物而言[19]，还稍显不足，现有

报道多聚焦于原生质体基础理论或模式植物应用，

缺乏对药用植物专属技术进展的系统梳理，尤其对

近年新兴的 CRISPR/Cas9基因编辑、scRNA-seq等

技术的整合分析不足，未能清晰界定药用植物原生

质体研究的独特价值与突破方向。基于此，本文就

药用植物原生质体的分离制备和应用场景进行总

结，结合目前药用原生质体的最新技术，如原生质

体的瞬时转化、亚细胞定位与蛋白质互作、基因编

辑、scRNA-seq 技术等，为药用植物原生质体的高

效分离获取及其在药用植物基因功能的研究、遗传

转化体系的建立等方面提供新的思路与方法。 

1  原生质体的分离 

原生质体的分离方法可分为机械法和酶解法。

机械法是指先将细胞进行质壁分离，再使用物理方

法破除细胞壁，最终获得原生质体的方法，其局限

性很大，液泡化程度低的细胞不能采用，且获得的

原生质体数量较少，目前已基本不再使用[20]。酶解

法是指将植物细胞放置在含有纤维素酶、果胶酶等

的酶溶液中，通过一段时间酶解后使细胞壁消化破

坏从而使原生质体释放出来，最终收获原生质体的
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方法。由于酶解法得到的原生质体数量和活性都优

于机械法，所以目前大部分的原生质体制备实验都

采用酶解法。鉴于此，本文在原生质体分离部分主

要是基于酶解法进行论述（（图 1）。此外，因原生质

体的分离受到包括选择分离的植物部位、酶的种

类、酶解时间、酶解温度、离心速度、离心时间等

的影响[21]，且分离得到的原生质体还需进行活力检

测，以确保后续实验的顺利开展，故下文将对这些

方面进行总结论述。 
 

 

图 1  原生质体的分离制备 

Fig. 1  Isolation and preparation of protoplasts 

1.1  分离的材料及预处理 

使用酶解法进行原生质体的分离时，分离材料

的选择会直接影响原生质体的产量和活性。不同的

植物部位及植物不同的生长状况对原生质体的产量

和活性有着显著的影响。一般生长旺盛、幼嫩的组

织，如幼嫩的叶子、愈伤组织、根分生组织等作为分

离材料产生的原生质体产量更高，活力更旺盛[22]。 

1.1.1  以叶片为起始材料的原生质体的分离  由

于叶片取材简单方便，容易获取并含有较多的组织

细胞，通常分离原生质体时首选植物的叶片作为起

始材料[23]。叶如梅等[24]以闽楠幼嫩的叶片为材料，

对不同酶液质量浓度组合、不同展叶期的叶片和渗

透压等 3个条件进行单因素实验，明确闽楠幼嫩叶

片原生质体的高效分离条件，成功实现了闽楠幼嫩

叶片原生质体的高效分离。李梦迪等[25]在制备滇黄

精的原生质体实验中，使用的是种子萌发形成的幼

嫩叶片。在黄芪原生质体制备实验中亦使用了幼嫩

叶片[26]。兰州百合[27]、葡萄[28]则以无菌苗叶片为材

料，在一定条件下能分离得到均一的叶肉原生质体，

平均产量可超过 4×106个/g，且细胞活力超过 90%，

为细胞融合、基因工程及品种改良等研究奠定基础。

Tian 等[29]以半夏的叶片为材料，成功分离得到原生

质体，为建立高效快速的原生质体瞬时表达系统奠

定了基础。在石斛兰[30]、甘薯[31]、穿心莲[32]的原生

质体分离制备中，均以成熟新鲜的叶片为材料进行

酶解，可获得产量高、品质好的原生质体。综上，

植物叶片是原生质体分离的主流起始材料，这一选

择在多种药用植物研究中均得到验证并能实现高

效分离，体现了叶片取材的普适性规律。同时，不

同药用植物在叶片选择上存在差异，采用幼嫩叶

片，或使用无菌苗叶片，或选取成熟新鲜叶片，需

结合植物种类特性进行选择。 

1.1.2  以植物的根为起始材料的原生质体的分离  

植物的根也常作为植物原生质体的制备材料。翟妞

等[17]以模式植物本氏烟草和栽培烟草 K326 为材

料，采用酶解法成功制备了烟草根细胞原生质体，

根是烟草吸收营养元素的关键部位，也是生物碱的

合成场所，建立有效的烟草根原生质体的制备方

法，对在细胞水平上研究烟草营养和生物碱代谢具

有重要意义。相较于其他材料，幼根具有易获得、

分化程度低、易于诱导分化、细胞壁薄等特点，因

此成为制备原生质体的理想材料，武延生等[33]利用

生长 6～9 d的酸枣种子幼根为试验材料，得到了产

量较高、细胞碎片量较少的原生质体。珠眉海棠[34]

等药用植物也将根作为供体进行原生质体分离条

件的研究，建立了高效的根原生质体分离体系，为

后续的一系列实验提供了原生质体材料。根细胞作

为原生质体制备的关键材料，在多类植物研究中成

效显著，从烟草到珠眉海棠，再到酸枣与紫花苜蓿

等药用植物都成功分离出活性良好、质量可靠的原

生质体，为植物细胞工程探索与植株再生培育开辟

了有效路径。 

1.1.3  以植物的其他组织或部位为起始材料的原

生质体的分离  愈伤组织包括植物的其他部位也

可以作为分离提取原生质体的材料。宁晓春等[35]利

用黑果枸杞的愈伤组织进行原生质体的制备，在含

0.5 mg/mL甘露醇的酶液中继代 1次的愈伤组织中

原生质体产量为 7.77×106个/g，活力为 92%。其他

药用植物，如罗布麻[36]、青海蕨麻 4号[37]等，也通

过各种途径获得了不同部位的愈伤组织，并在此基
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础上成功得到了原生质体，为后续的原生质体培

养、再生细胞壁等研究提供了合适的实验材料。曹

春艳等[38]在槟榔原生质体的研究中，以花苞和胚状

体为材料进行原生质体分离，最终分离得到不同数

量和质量的原生质体；其实验结果表明从花苞分离

出的原生质体数量最多，达到 8.9×107个/mL，活力

达 86%；胚状体中分离到的原生质体数量为 4.5×106

个/mL。Ren等[39]利用红花进行原生质体制备实验，

以红花的花冠作为实验材料，建立了红花花冠的原

生质体体系。陈曼等[40]以龙牙百合种球经组织培养

的试管再生苗的小鳞茎为试材，获得了大量的原生

质体，酶解时间由 9 h缩短至 3 h，大大提高了百合

原生质体的分离效率。白桦是一种具有清热利湿、

祛痰止咳作用的药用植物，在制备分离白桦原生质

体时，以木质部为材料可获得数量和活力均较高的

原生质体，后续利用此部位的原生质体成功进行了

原生质体细胞壁的研究[41]。总之，在开展药用植物

原生质体分离制备时，应按需选择合适的试验材

料；总体而言，以成熟的叶片作为材料可较为便利

地获取大量活性高的原生质体；后续需要进行原生

质体融合或植株再生实验时，可选择细胞分裂旺盛

的部位，如幼嫩叶片、幼根、愈伤组织等；研究其

有效成分时，可考虑以药用部位作为材料等。 

1.1.4  分离材料的预处理  在开展原生质体的分

离实验时，分离材料的预处理也会影响原生质体的

产量和活性。预处理的方法有很多，常用的主要有

真空处理、预质壁分离、暗处理等。陈思慧等[42]在

云南松原生质体的制备实验中发现，真空处理可提

高酶解效率，云南松幼苗未进行真空处理的原生质

体产量仅为真空处理的 1/3，且酶解时间相差约 5

倍。对花生 60 d龄植株尚未展开的复叶、黄化叶、

盛开的花瓣、幼嫩果针及幼苗下胚轴进行真空处理

均可获得活性较好的原生质体[43]。张芬等[44]研究发

现，芸薹属植物在分离原生质体前对供试材料进行

预质壁分离，可促进原生质体的分裂再生，提高其

产量。张晓丽[45]在进行青天葵原生质体的制备实验

中发现，在酶解反应前使用原生质体清洗液的高渗

溶液处理叶片，可使叶肉细胞发生质壁分离，有利

于原生质体的分离。罗丽华等[46]在对石斛兰叶片的

原生质体制备实验中，探究了不同预处理条件对原

生质体分离的影响，在最佳分离条件下探究了多种

预处理方式，包括分别对石斛兰叶片进行黑暗或光

照条件下不同时间的萎蔫预处理、不同浓度的质膜

稳定剂 CaCl2下的预处理，及不同浓度渗透压稳定

剂甘露醇预处理；观察在不同预处理条件下原生质

体的产量，并通过单因素分析，确定最佳的石斛兰

原生质体预处理条件。张娜[47]在分离苎麻叶片原生

质体时，在酶解前分别将子叶接种于生长激素培养

基上进行不同时间的预处理及进行不同时间的暗

处理，结果显示 2种预处理的方法均能够提高原生

质体的产量和活力。材料预处理是影响原生质体产

量与活性的重要因素。对于与酶解液难以充分接触

的材料，可经过真空处理从而加大接触面，提高酶

解的效率；预质壁分离可减轻游离过程对原生质体

的损伤，也能够促进原生质体的分裂再生，提高其

产量；对叶片进行一定的萎蔫处理在一定程度内可

促进原生质体分离，萎蔫使叶片失水，细胞质壁分

离，加入酶解液后更易接触细胞壁和原生质体间的

果胶，从而使原生质体更易达到分离；暗处理使叶

片等材料无法进行光合作用，加快了营养物质的消

耗，加速萎蔫等。预处理方法需结合酶解材料的特

性综合考虑。 

1.2  分离条件 

制备原生质体实验的最主要影响因素是实验

的分离条件。不同条件下制备原生质体，其获得的

数量及活性也不同。分离的条件主要包括酶的种类

及组合、酶解时间、酶解温度、渗透压、pH值、离

心的速度与时间等；不同的植物及材料最适的分离

条件亦不相同。 

1.2.1  酶的种类及组合、酶解时间、渗透压的影响  

在药用植物原生质体分离研究中，酶系组成、酶解

时长和渗透压调控是关键因素。植物细胞壁主要由

纤维素和果胶构成，故进行原生质体分离时以纤维

素酶和果胶酶为基础，但不同植物或组织的细胞壁

成分比例存在差异，故通常需要搭配离析酶、半纤

维素酶等辅助酶类，并调整好配比[48]。原生质体的

酶解时间通常控制在 2～18 h；酶解时间过短会影响

分离的效果，过长则会损伤细胞，降低原生质体存活

率，所以需要根据材料的特性进行精准把控[49]。失去

细胞壁保护的原生质体对渗透压极为敏感，低渗会

致其破裂，因此需在酶解液中添加甘露醇等渗透压

稳定剂维持活性[50]。由表 1 可知，因物种和药用植

物部位的不同，原生质体分离时酶的组合、酶解时间

及甘露醇（渗透压）的用量亦有所差异。 

1.2.2  其他因素的影响  除上述影响因素外，酶解

时的温度、pH速度也会对原生质体的分离制备产 
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表 1  酶组合、酶解时间、渗透压对原生质体产量和活性的影响 

Table 1  Effects of enzyme combination, enzymatic hydrolysis time and osmotic pressure on protoplast yield and activity 

物种 酶解部位 酶组合 酶解时间/h 
甘露醇浓度/ 

(mol·L−1) 

产量/ 

(个·g−1) 
活性/% 

西洋参[51] 愈伤组织 2%纤维素酶＋0.5%果胶酶  9 0.70 12.66×105 89.13 

白及[52] 幼嫩叶片 1.5%纤维素酶＋0.4果胶酶＋0.5离析酶  4 0.75 4.72×106 90.40 

广藿香[53] 悬浮细胞 1.5%纤维素酶＋0.5%半纤维素酶＋0.8%果胶酶 12 0.40 13.2×105 81.80 

狭叶柴胡[54] 愈伤组织 2%纤维素酶＋1%离析酶  4 0.60 1.26×106 — 

秦艽[55] 愈伤组织 2%纤维素酶＋1%半纤维素酶＋0.5%果胶酶 16 0.40 4.5×106 80.00 

山丹丹[56] 愈伤组织 0.015 g·mL−1纤维素酶＋0.005 g·mL−1果胶酶  6 0.66 3.46×105 39.17 

三七[57] 愈伤组织 15 mg·mL−1纤维素酶＋7 mg·mL−1果胶酶  7 0.70 6.44×105 59.60 

穿心莲[32] 叶片 1.5%纤维素酶 R-10＋0.75%离析酶 R-10  8 0.60 8.81×105 — 

铁冬青[58] 新鲜幼叶 3%纤维素酶 R-10＋0.4%离析酶 R-10  6 0.70 2.67×105 — 

金花茶[59] 叶片 1%纤维素酶 R-10＋2.0%离析酶 R-10  9 0.60 4.46×105 — 

丹参[60] 组培苗叶片 1.5%纤维素酶 R-10＋0.5%离析酶 R-10  5 0.80 3.37×106 — 

积雪草[61] 叶柄 1.5%纤维素酶R-10＋1.0%离析酶R-10＋0.5%崩溃酶 16 0.70 7.9×105 79.30 

银杏[62] 幼苗叶片 2%纤维素酶＋0.25%果胶酶  3 0.40 3×106 ＞90.00 

石斛兰[63] 培苗叶片 1%纤维素酶纤维素酶 R-10＋0.2%离析酶  4 0.30 3.97×105 95.60 

杜仲[64] 幼嫩的茎 2.5%纤维素酶 R-10＋0.6%离析酶 R-10＋2.5%果胶

酶＋0.5%半纤维化酶 

10 0.60 1.13×106 94.84 

甘蓝[65] 下胚轴 1%纤维素酶＋0.5%离析酶  6 0.60 3.0×106 90.90 

枇杷[66] 幼嫩果肉 4.6%纤维素酶 RS＋2.6%离析酶 R-10 11 0.60 1.66×106 62.29 

幼嫩种子 4.4%纤维素酶 RS＋2.6%离析酶 R-10 10 0.60 7.583×105 90.83 

连翘[67] 幼嫩叶片 20 g·L−1纤维素酶＋5 g·L−1离析酶  9 0.20 5.57×106 86.79 
 

生影响。酶解温度指的是实验材料放入酶解液时环

境的温度。较高的温度虽然会激发酶的活性，但同

样会对试验材料造成损伤，所以选择合适的酶解温

度十分必要。在分离制备狭叶柴胡金花茶、茉莉花、

原生质体时，酶解温度分别为 27、25、25 ℃[54,59,68]。

可见，酶解温度设置在 25 ℃左右可能较为合适。酶

解液的 pH值是原生质体生存环境的酸碱度，过酸或

过碱都会对原生质体产生影响。在进行山丹丹原生

质体的分离制备实验时，酶解液的 pH控制在 5.7[56]；

在研究百合原生质体时，分离原生质体的酶解液的

pH 为 5.8[69]。离心速度亦可以影响原生质体的分离

制备，进而显著影响原生质体的产量。离心速度过低

或过高都不利于制备原生质体；过低会导致原生质

体未完全被沉淀到离心管底部，过高则会导致原生

质体受到较大离心力挤压而破裂。在三七原生质体

制备实验中，酶解过程的离心速率为 800 r/min[57]。

顾元钦等[59]在金花茶原生质体的制备中，探究了酶

解时的离心速率对原生质体产量的影响，随着离心

速度的增大，原生质体的产量也随之提高，当离心速

度增大至 700 r/min时，原生质体的产量最高，而增

大至 800、900 r/min时，原生质体的产量开始下降甚

至没有观察到游离的原生质体，得到最适的离心速

率为 700 r/min。此外，原生质体分离的影响因素还

有物种、植物生长状况、外植体状态等。 

总之，分离的条件并无统一的标准，应考虑药

用植物的特性来决定。在影响原生质体的分离因素

中，植物细胞壁的影响尤为重要。不同药用植物的

细胞壁成分及比例多有不同，如人参根含大量木质

素、枸杞果富含果胶等。细胞壁的成分直接决定了

酶的种类，所以在分离制备原生质体前应先了解细

胞壁的主要成分，以便选择合适的酶；细胞壁较厚

的组织可延长酶解时间。此外，药用植物本身的成

分或次生代谢物对其原生质体的分离制备也有一

定的影响；酚类、生物碱、皂苷等本身会干扰分离，

如丹参的酚类会氧化破膜，黄连的生物碱会改变酶

解液 pH，这些因素决定了是否需要添加如聚乙烯

吡咯烷酮、2-吗啉乙磺酸等抗干扰试剂，也决定了

制备过程中的温度、时间等参数。不仅如此，在确

定离心速度时，要根据原生质体密度大小来进行调

整，密度较大时应适当降低转速，以免原生质体过

多地挤压摩擦导致破裂，密度较低时可适当提高转

速，使原生质体聚集，减少浪费。总之，实验时需
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进行综合分析，以获得最优方案。 

1.3  原生质体的纯化 

酶解后得到的混合液中除原生质体外，还存在

细胞器、未解离的细胞、破碎的细胞等杂质，这些杂

质会对原生质体的活性及后续的实验造成影响，因

此需要对混合液进行纯化，以获得高纯度和高活性

的原生质体。纯化原生质体法的方法主要有沉降法、

漂浮法和界面法，其中沉降法应用最广泛，操作也较

为简便[70]。高思丹[71]在研究枸杞原生质体的分离时

使用蔗糖梯度离心沉降法进行纯化，发现 17%～18%

的蔗糖溶液对枸杞的优化效果相对较好，但同时也

会造成一定的损失。胡添源等[72]通过沉降法，探究了

转速对雷公藤原生质体数量及活力的影响，获得原

生质体得率高又对其无机械损伤的最佳转速。在栀

子的原生质体分离中，亦采用了沉降法[73]。 

1.4  活力检测 

原生质体活力的高低是代表原生质体质量的

重要指标，也是进行后续实验的关键[74]。检测原生

质体活力常用的染色方法有荧光素二乙酸染色法

（（fluorescein diacetate staining method，FDA）、酚藏

红花染色法、台盼蓝染色法、荧光增白剂染色法和

溴化乙锭染色法等，其中常用的为 FDA染色法[75]。

FDA是一种非荧光的化合物，具有独特的细胞膜渗

透能力。在活性状态的原生质体内，FDA会被特定

的酶催化降解，最终产生一种黄绿色荧光物质。相

反，若原生质体处于非活性状态，由于缺乏降解 FDA

所需的酶活性，则无法产生荧光信号，从而能有效

鉴别原生质体是否具有活性[76]。李玉株等[77]经反复

实验比较了 5种荧光染料对紫花苜蓿原生质体进行

染色的效果，其中 FDA染色效果最好，区分度高，

最适于原生质体活力检测。黑果枸杞[35]、三七、西洋

参[78]均采用了 FDA 染色法测定原生质体的活性。

除 FDA染色法外，常用的还有酚藏红花染色法[79]。

该方法以质量分数为 0.01%的酚藏红花溶液对原

生质体进行染色，无活力的原生质体呈现红色，有

活力原生质体不显色。除上述染色法外，伊文斯蓝

染色法[80]也可用于原生质体的活性检测。伊文斯蓝

不能自由通过原生质体膜，但当原生质体膜受损

时，细胞就能被染色；以质量分数为 0.025%的伊文

斯蓝溶液对原生质体染色，无活力的原生质体 5 min

后被染成蓝色，有活力原生质体不被染色。此外也

还有其他检测原生质体活力的方法，如可通过观察

胞质环流法检测代谢以测定原生质体的活力；通过

观察原生质体体积随渗透压的改变而变化从而测

定活力；用氧电极测定放氧量检测呼吸代谢以测定

原生质体活力；通过光合作用的研究来测定原生质

体的活力等[81]。 

2  原生质体的应用 

近年来关于药用植物原生质体的研究逐渐增

加，其在药用植物培养、生物育种、遗传转化等方面

的应用日益广泛（图 2），已取得一系列显著成果[82]。 

 

图 2  原生质体的应用 

Fig. 2  Application of protoplasts 

2.1  生物育种方面的应用 

在生物育种方面，原生质体的作用十分广泛，

在体细胞杂交、原生质体融合、植株再生、筛选突

变体等均有涉及，其应用潜力巨大[83]。其中原生质

体融合是实现远缘杂种再生的核心手段，而再生植

株则是融合技术的最终目标与价值体现，二者紧密

关联。 

2.1.1  原生质体融合介导的再生植株培养  原生

质体融合是指利用物理或化学方法使 2个细胞的原

生质体融合，经培养后获得具有双亲全部或部分遗

传物质后代的技术。原生质体融合技术可以克服远

缘杂交不亲和的障碍，打破物种之间的生殖隔离，

扩大杂交亲本范围，实现基因在物种间的转移和遗

传重组，进行植株再生后甚至能够培育新品种和创

造新物种，是植物育种的核心技术之一[84]。早在

1972 年，Carlson 等[12]通过无性杂交方法首次获得

了种间植物杂种。通过分离粉蓝烟草和朗氏烟草的

原生质体，诱导融合并再生为植株。Sencia等[85]使
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用电刺激诱导植物原生质体融合，成功诱导大麦叶

肉细胞原生质体的自身融合及大麦与蛇根木原生

质体间的融合，首次证实了电刺激诱导植物原生质

体融合的可行性，为原生质体的融合提供了新的方

法。目前主流的原生质体融合方法有自发融合、PEG

融合、高钙高 pH-PEG融合、电融合等，李春秀莉[78]

研究了西洋参和三七的原生质体融合，成功培养出

西洋参和三七原生质体融合后的融合体愈伤组织；

使用 PEG融合、高钙高 pH-PEG融合、电融合 3种

方法得到的原生质体融合率分别为 1.7%、5.03%、

1.07%，该研究为西洋参、三七杂交育种提供了方法

与理论指导。刘剑锋等[86]以高山红景天愈伤组织原

生质体为材料，进行了 40% PEG6000 介导的原生

质体融合，获得了同源四倍体材料，为高山红景天

多倍体育种提供了科学依据。徐德林等[87]采用高钙

高 pH值结合 PEG4000诱导法对金钗石斛开展原生

质体融合实验，发现当 PEG4000 浓度为 38.41%、

CaCl2浓度为 0.44 mol/L、pH为 9.26、融合时间为

28.87 min的组合条件下，异核体融合率达到最高，

为 0.924%。周国海等[88]以虎杖的根状茎芽为外植体

诱导虎杖愈伤组织，选取生长状况良好的愈伤组织

作为原生质体分离材料，使用电融合的方法进行原

生质体的融合，融合率为 20.2%。植物原生质体融

合技术在细胞生物学、遗传学等基础研究领域的应

用日益广泛。通过融合不同特性的原生质体，可以

更深入地探究基因表达调控、细胞发育分化等机

制，进一步为植株再生效率的提升提供理论指导。 

2.1.2  其他路径的原生质体再生植株研究  除融

合介导的植株再生路径外，直接从单一物种原生质

体分离、培养并再生植株，也是药用植物育种的重

要补充，可为遗传改良、种质保护提供纯合材料或

技术平台。当前药用植物再生植株的研究正不断深

入，但能够成功分离原生质体并成功培养得到完整

再生植株的药用植物还较少[89]。Johnson 等[90]以苜

蓿品种的 2个克隆（RS-K1和 RS-K2）为材料，探

索其原生质体再生植株的能力。通过诱导愈伤组织

得到胚状体，胚状体在半强度 Hoagland培养基上可

生根长叶；RS-K1和 RS-K2分别获得 39、54株再

生苗，移栽后再生苗生长正常。该方法为苜蓿及其

他植物原生质体技术应用提供参考。紫锥菊[91]的再

生植株则是使用海藻酸钠固液双层培养的方法，将

制备好的原生质体嵌入改良MS液体培养基中，促

进细胞分裂和克隆的形成，先形成致密绿色愈伤，

愈伤组织在6-苄氨基嘌呤5.0 μmol/L＋吲哚乙酸2.0 

μmol/L培养基中诱导芽分化，最终在无激素培养基

中发育为完整植株。该方法建立了一套高效的紫锥

菊原生质体再生体系，通过优化分离、培养及分化

条件，实现了从单细胞到完整植株的全流程可控再

生，为紫锥菊的原生质体及育种的研究提供了可靠

的技术平台。Klimek-Chodacka 等[92]利用黑种草的

愈伤组织进行了原生质体的分离制备，并将原生质

体进行培养，得到微愈伤组织后利用 KN和 BN培

养基继续培养，最终在无激素培养基上成功形成了

体细胞胚胎和实现了植株再生。安利佳等[93]利用细

叶黄芪的外植体愈伤组织分化的再生苗叶片进行

原生质体的分离制备，在改良的高-米氏培养基中培

养得到愈伤组织，再转移至分化培养基中培养分化

出苗；幼苗在生根培养基中成功长出不定根，最终

再生成为完整的植株。Tomiczak等[94]对龙胆属的 5

种植物进行原生质体的分离及后续对原生质体进

行培养，成功得到愈伤组织，之后进行植株再生，

其中库鲁龙胆、西藏龙胆成功实现了植株再生。宁

晓春等[35]以黑果枸杞无菌苗叶片为材料，进行原生

质体的分离制备，成功得到大量有活性的原生质

体；培养后得到的愈伤组织在分化培养基上形成不

定芽，最终得到再生植株；再生植株平均遗传系数

为 0.875，说明其能较好地保持亲本的遗传性状。该

实验成功建立了愈伤组织来源的原生质体再生体

系。综上，由药用植物原生质体获得再生植株为药

用植物的遗传改良、品种创新和活性成分调控提供

了重要技术支撑，有助于加快药用植物优良品种的

选育进程，提升药用植物的品质和产量，同时也为

珍稀濒危药用植物的种质资源保护与可持续利用

开辟了新路径。 

2.2  遗传转化体系的应用 

2.2.1  原生质体瞬时表达  在现代分子生物学技

术中，原生质体瞬时转化及表达系统已被广泛使

用，并取得了一系列成果，在蛋白质定位和相互作

用、基因的表达及功能验证、启动子的活性检测、

基因编辑等方面的应用也日趋成熟[76]。原生质体转

化的方法有 PEG转化法、显微注射法、农杆菌介导

法和电击法等。其中显微注射法则能精准导入外源

基因，转化频率高，实验时间短且无需载体即可直

接获得纯系，但该方法的设备精密而昂贵，操作技

术需要长时间练习，同时每次只能注射有限的细

胞，难以规模化应用。农杆菌介导法的优势在于，
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其质粒转化系统操作简单、所需仪器设备门槛低，

易于推广，同时作为天然的遗传转化系统，它的成

功率高、效果稳定，且 T-DNA区可插入高达 50 kb

大小的外源 DNA 片段，但该方法的短板也较为突

出，多数情况下需经过组织培养阶段，操作复杂、

周期长，再生难度大。电击法适用范围广，几乎对

任何类型的细胞都有效，是细菌和某些动物细胞系

遗传转化的首选，但它对药用植物原生质体的活性

要求较高，电击过程中会有相当一部分原生质体死

亡，边缘或活性不强的原生质体更易因电击致死。

PEG转化法虽有一定的局限，如整个流程涉及多步

骤与关键试剂，每个环节都需要针对性优化，且试

剂质量需严格检验，同时 PEG 的有效浓度范围较

窄，还对细胞具有一定毒性，但仍以操作简单、转

化高效、成本低廉等特点成为了药用植物研究中应

用最广且最常用的方法[95]。Tian等[29]建立了一个高

效快速的半夏原生质体瞬时表达系统，以半夏的叶

片为材料，成功分离得到原生质体，且发现 40%的

PEG4000转化效率最高，并使用亚细胞定位技术来

进一步验证了瞬时表达系统。为钩藤原生质体瞬时

表达实验中，利用 PEG转化法进行转染，转染率最

高可达 71%[96]。Gao等[97]通过建立核桃原生质体瞬

时转化系统，解决了核桃蛋白质亚细胞定位和功能

分析的技术瓶颈，并实现了其在蛋白质定位、相互

作用及脂质合成调控中的应用价值。在瞬时转化实

验中，认为 30%的 PEG4000孵育 30 min可使核桃

胚性愈伤组织原生质体获得最高的转化效率，可达

53.5%。马尾松原生质体 PEG转化平均转化效率可

达 40%，最高为 47.83%[98]，为马尾松功能基因的研

究及针叶树遗传育种提供了新的思路。在枇杷叶肉

组织原生质体瞬时转化的实验中，PEG4000的浓度

为 20%，质粒 DNA的浓度为 5 μL/100 mL，甘露醇

的浓度为 0.4 mol/L，金属浴中共转化的时间为 5 

min，温度为 25 ℃，时间为 48 h的条下，原生质体

转化的效率最高，约为 35%[99]。大麻幼苗子叶和下

胚轴的原生质体 PEG转化实验中，最佳转化条件为

40%的 PEG4000、转化孵育 7 min和加入 30 μg转

染的质粒 DNA，在此条件下，大麻原生质体的转化

率达到 75.4%[100]。Han等[62]利用银杏原生质体建立

了一种简单、高效且可靠的系统，用于从银杏叶片

中分离原生质体并进行瞬时表达。该系统包括幼苗

的原生质体分离、PEG 介导的瞬时 DNA 转化及下

游实验分析，优化后的转化效率为 40%。该系统可

使银杏的原生质体分离和瞬时转化在 5 h内完成，

实验结果可以在 3 d内获得，可用于常见的下游定

性和定量实验，如蛋白质亚细胞定位、瞬时基因表

达和蛋白质相互作用分析，可为银杏基因的瞬时转

化和分析提供稳定可靠的平台。总之，原生质体瞬

时转化及表达系统在药用植物中的应用，可助力快

速解析基因功能与活性成分合成机制，为定向育种

和基因编辑提供技术支撑。 

2.2.2  亚细胞定位与蛋白质互作  亚细胞定位是

指确定蛋白质或其他的生物分子在细胞内的具体

位置。亚细胞定位可作为了解细胞整体功能的途

径。利用原生质体建立瞬时表达系统结合荧光蛋白

融合技术或免疫荧光技术可快速检测蛋白质在细

胞中的分布，验证蛋白质的相互作用，揭示配体与

受体的识别机制等[101]。Han等[62]建立了高效的银杏

原生质体分离与瞬时转化系统。在亚细胞定位方

面，通过融合绿色荧光蛋白标记的基因，成功验证

核定位信号；在蛋白质互作方面，通过双分子荧光

互补（bimolecular fluorescence complementation，

BiFC）实验验证了银杏转录因子间的互作关系。该

系统的建立为基因功能验证提供了技术平台。刘晓

娜[60]对丹参原生质体进行瞬时转化实验，利用前期

研究的 2个相互作用蛋白，成功开展了亚细胞定位

及 BiFC 实验，为基于原生质体的蛋白质互作、转

录调控、基因编辑等研究提供了技术支持。楠迪娜

等[102]以沙冬青的子叶进行原生质体的制备，将获

得的原生质体作为受体，利用 PEG转化法成功实现

瞬时转化，并以此开展了亚细胞定位实验，证实目

标蛋白位于细胞核中。原生质体亚细胞定位及蛋白

质互作研究为深入解析药用植物基因功能、阐明活

性成分的合成调控机制提供了关键技术路径。 

2.2.3  基因编辑系统  对基因组特定区域进行定

点修改的基因工程技术被称为基因编辑技术。利用

基因编辑技术可以实现对植物体或植物细胞中遗

传物质的高效编辑。编辑方式主要包括碱基删除、

引入突变、切除小片段 DNA 及同时在多个位点上

引入突变等[103]。传统的基因编辑技术主要有锌指

核酸酶技术、转录激活样效应因子核酸酶技术等，

而 CRISPR/Cas9作为第 3代基因编辑工具，相比传

统技术具有设计简单、成本低和高效的特点，因此

使用较为广泛[104]。目前 CRISPR/Cas9 技术已在许

多植物中实现基因编辑，显示其可靠性，如拟南芥、

水稻、牧草等植物，但在药用植物原生质体中的应
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用还较少。丹参[105]原生质体在不同元件的组合下，

编辑效率为 13.97%～33.64%，为其他传统药用植物

的基因编辑研究提供了重要参考。冯亮[106]在柴胡原

生质体的研究中，通过 PEG介导 CRISPR/Cas9表达

载体 pHEC401-DT1T2 转化柴胡原生质体瞬时表达

验证了靶向能力，编辑效率为 19.4%。Nie等[107]首次

在槟榔中实现了靶向基因编辑，在 CRISPR/Cas9基

因编辑验证靶向设计上，针对八氢番茄红素脱氢酶

基因 AcPDS 设计双 sgRNA 载体 pAtU6-2gR-

ZmCas9，利用高通量转座子插入位点定位测序技术

检测到 2.82%的编辑效率，该研究通过白色叶片原

生质体高效分离、PEG-Ca2⁺浓度梯度优化和双

sgRNA 载体设计，成功构建槟榔基因编辑技术体

系，标志着热带棕榈科作物槟榔精准育种的重要突

破，为后续基因功能解析及抗病抗逆品种选育奠定

关键技术基础。目前，基于原生质体的药用植物基

因编辑还存在着一些瓶颈，如缺乏现成的基因编辑

工具，需要重新构建，导致成本较高且实验重复性

低，规模化难；药用植物编辑效率较低，如上述药

用植物中的基因编辑效率最高不到 40%，而在拟南

芥中，基因编辑的效率可达 90%以上[108]；药用植物

再生植株困难，编辑后难以分化成完整植株而稳定

遗传等。对于以上瓶颈，可聚焦升级编辑工具，开

发多基因编辑系统并利用组织特异性启动子精准

作用于药用部位；此外，挖掘内源元件替代外源元

件、建立技术库实现参数复用，以降低成本并推动

实用化等，使其可以被更好地用于药用植物基因功

能研究、分子育种和创制新的种质资源等[109]。 

2.2.4  scRNA-seq 技术  scRNA-seq 是一种在单细

胞分辨率下解析基因表达、揭示细胞异质性的高通

量技术[110]。scRNA-seq技术发展迅速且日益成熟，

在解析细胞对发育和环境信号的响应方面极具优

势[111]。在植物的应用中，scRNA-seq技术依赖植物

组织的原生质体分离从而获取单细胞样本。在单细

胞水平明确细胞功能，则需捕获单个细胞基因表

达。液滴单细胞 RNA 测序出现前，主要依赖激光

捕获显微切割（laser capture microdissection，LCM）

和荧光激活细胞分选（ fluorescence-activated cell 

sorting，FACS）技术，但 LCM通量低、细胞识别

难，FACS依赖荧光标记、限制谱系研究，且二者均

不分析单个细胞。液滴 scRNA-seq可大量分离单细

胞、捕获转录本，能以单细胞分辨率获取转录本信

息，克服了上述技术缺陷。因此，液滴 scRNA-seq

是目前植物单细胞测序的技术主流 [112]。目前

scRNA-seq 技术已广泛用于拟南芥、水稻等模式植

物，及大豆、草莓、茶树、花生、棉花等农作物，

还拓展至苜蓿、长春花、三七、荆芥等药用植物[113]，

可实现细胞类型鉴定、发育轨迹解析、标记基因挖

掘、转录调控网络构建等研究目标。如在花生中明

确高油酸突变体抑制叶片生长的分子机制[114]；在长

春花中揭示单萜吲哚生物碱合成途径的空间分布特

异性[115]；在三七中解析茎尖发育特征及关键候选基

因[116]。此外，部分研究还将其与转座酶可及性染色

质测序技术结合，绘制基因组尺度染色质的可及性

图谱，进一步丰富了分子机制解析维度[112]。在技术

关键环节方面，高质量原生质体的获取是 scRNA-seq

成功的前提。现有方案多通过纤维素酶、果胶酶等酶

解液处理植物组织（如叶片、花器官、幼果等），分

离后需检测细胞活力并调整浓度适配测序平台[117]。

部分研究已开发出高效通用的原生质体分离方案，

可适用于不同系统发育谱系的植物，甚至仅需少量

组织即可获得足量原生质体，为非模式植物研究提

供了方法支撑[118]。目前，scRNA-seq还存在一定的

局限性，主要包括样品制备的物种或组织存在特异

性，细胞壁组成和厚度差异导致部分植物原生质体

分离困难，且原生质体脆性高、易破裂，可能引入

实验偏差；数据解读困难，非模式植物缺乏成熟标

记基因，多倍体基因组复杂性增加了跨物种或器官

的比较难度，且原位杂交等验证方法通量低；技术

适配性不足，难以捕获细菌、病毒及小 RNA 转录

组，空间信息丢失，需结合空间转录组学等技术补

充；数据管理缺乏统一标准，且技术门槛高等，限

制了其广泛应用[119]。scRNA-seq技术为植物发育机

制解析、环境响应研究及作物改良提供了强大工

具，为药用植物的分子研究提供了新范式，但仍需

进一步优化原生质体分离体系、完善数据标准化流

程，以降低技术局限性，拓展其应用范围。 

2.2.5  其他方面的应用  利用原生质体技术可以

提高药用植物有效成分的产量。Dinkeloo等[120]研究

发现，原生质体品系间的融合能够增强人参中人参

皂苷的积累。原生质体的培养技术还可帮助解决药

用植物的育种难题；Nirmal 等[121]发明了基于生姜

的原生质体的离体培养技术，为解决生姜育种和种

植的瓶颈问题奠定了重要技术基础。原生质体技术

还可以应用到基因功能验证的研究中，Gao等[97]构

建了核桃原生质体的瞬时转化系统，通过瞬时过表
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达调控脂质合成的JrWRI1基因可以显著激活脂质合

成通路基因表达，如脂肪酸去饱和酶 3、β-酮脂酰-

ACP合酶基因，揭示其在核桃脂质积累中的核心调

控作用。Zhu等[122]开发了一种基于原生质体瞬时表

达的 RNA 测序技术，该技术可无需依赖突变体或

转基因植物，仅通过在原生质体中瞬时表达带标记

的转录因子并结合 RNA 测序，就可实现快速、高

通量筛选其靶基因，经玉米和拟南芥验证，效率高、

准确性强且适用于多种植物。若将该项技术用于药

用植物领域，可有望通过药用植物原生质体，快速筛

选调控生物碱、皂苷等活性成分合成的“开关”基因，

还能通过快速锁定候选基因缩短药用植物分子育种

周期，助力提升有效成分含量。由此可见，原生质体

技术在提升药用植物有效成分产量、突破育种瓶颈、

助力基因功能验证等方面可起到关键作用。 

3  结语与展望 

自 19 世纪末以来，随着酶解法和培养技术的

突破，原生质体逐渐成为植物生物技术的核心工

具，在拟南芥、水稻、牧草等模式植物和经济作物

中的研究已较为成熟，在克服物种间生殖障碍、基

因功能研究和新型种质创制等领域发挥了关键作

用[19]。近年来药用植物原生质体的研究也取得了一

定的进展，如在少数药用植物中可通过原生质体细

胞融合获得中间杂合细胞，在丹参等少数植物中实

现了原生质体到植株的再生，在一些药用植物中也

尝试了 CRISPR/Cas9基因编辑，然而，相对于模式

植物和作物而言，药用植物基于原生质体技术的育

种难度仍然很大，目前的育种水平还比较有限，这

主要可能受限于以下几个因素。首先，在种质上，

药用植物多缺乏清晰的遗传背景，基因型差异大导

致实验材料难以标准化。其次，再生植株的研究中，

多数药用植物原生质体分化能力弱，如铁皮石斛原

生质体脱分化成愈伤组织率不足 10%，再分化成植

株更是难上加难。再次，药用植物的活性成分合成

路径往往涉及多个基因，调控机制至今未完全明

确，直接制约了原生质体育种导向。目前，仅有极

少数药用植物如丹参、甘草等能完成（“酶解分离-液

体培养-愈伤分化-完整植株再生-基因编辑应用”的

全流程，而对于基因功能验证、代谢途径解析等深

度研究成果较稀缺。 

随着 scRNA-seq、基因编辑工具的不断完善，

原生质体研究将向更精准高效的方向发展，有望辅

助解决更多药用植物遗传转化难题 [103]，可通过

scRNA-seq 锁定药用植物原生质体中再生能力强的

细胞亚群，再使用 CRISPR/Cas9基因编辑定向敲除

再生抑制基因，或可解决植株再生效率低的核心难

题；同时，人工智能与合成生物学的深度介入，将

助力设计更高效的原生质体培养与调控策略，精准

调控药用植物活性成分合成路径。借助人工智能算

法，利用大数据将已知药用植物的酶解条件进行整

合，建立数据库，为尚未进行原生质体制备的植物

或部位提供合理的制备方法。人工智能技术亦可利

用光照、激素浓度等数据，构建（“原生质体培养条

件-再生效率”的预测模型，如模拟人参皂苷等的代

谢网络，精准找到关键酶基因的调控节点。生物育

种方面，可将原生质体技术与植物组织培养结合，

通过不同物种间的原生质体进行融合，再进行再生

植株，从而获得优良的品种，或与微生物工程耦合，

例如通过原生质体融合将黄芪的皂苷合成基因导

入大肠杆菌，实现活性成分异源量产，最终形成覆

盖种质创新、成分合成、濒危保护的平台，推动药

用植物产业升级。原生质体技术与其他生物技术的

交叉融合，将构建起多元化的药用植物开发平台，

为新药研发、濒危药用植物保护和可持续利用开辟

新路径，推动药用植物产业的创新升级。药用植物

原生质体研究的不断深入，必将助力药用植物在经

济、医疗、农业等领域发挥更重要的作用。 
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