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电融合法产生骆驼刺与鹰嘴紫云英属间体细胞杂种 

张改娜 1,2，贾敬芬 2，孔祥生 1，胥华伟 1 
1 河南科技大学农学院，洛阳 471003 
2 西北大学生命科学学院 陕西省生物技术重点实验室，西安 710069 

摘  要: 采用电融合法获得了骆驼刺和鹰嘴紫云英属间体细胞杂种。骆驼刺原生质体来自发根农杆菌 A4 转化系细胞，

并经碘乙酰胺处理；鹰嘴紫云英原生质体从甲硫氨酸抗性系细胞分离。双亲及同源融合产物均不能在无激素的筛选培

养基上持续分裂，融合后的杂种细胞由于双亲生理互补效应可恢复持续分裂能力而被筛选出来。本实验优化了电融合

参数，如直流脉冲、交流脉冲和脉冲次数。融合产物经培养获得的杂种细胞系经形态学、染色体数目检查、生化及随

机扩增多态性 DNA 分析，鉴定出 10 个杂种克隆，并从 3 个杂种克隆再生了小植株。 
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Intergenus somatic hybridization between Alhagi pseudalhagi  
and Astragalus cicer by electroporation 
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Abstract:  We obtained intergenus somatic hybrid between Alhagi pseudalhagi and Astragalus cicer by using electroporation. 
Agrobacterium rhizogenes A4-transformed A. pseudalhagi protoplasts were treated with iodoacetamide so that they were unable to 
sustain divisions. A. cicer protoplasts were isolated from a methionine-resistant mutant and did not survive in the medium without 
plant growth regulator. The intergenus somatic hybrid cells were selected based on physiological complementation between the two 
parents. We optimized some parameters of electroporation, such as direct current impulse, alternating current impulse and the 
impulse number. We identified ten hybrid clones by morphological observation, checking the chromosome numbers, isoenzyme 
analysis and random amplified polymorphic DNA analysis, and obtained regenerated plantlets from three hybrid clones. 
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通过原生质体融合和培养产生体细胞杂种是克

服有性不亲和性、实现远缘遗传重组、转移多基因

控制性状的可行途径。植物体细胞杂交是植物生物

技术的重要组成部分。随着技术手段的不断改进，

在植物种内、种间、属间甚至科间的原生质体融合

都已成功。有一些优良的性状，特别是野生种的抗

病[1]、抗旱[2]和胞质雄性不育[3]等性状已通过体细胞

杂交成功地转移到栽培植物中。植物的抗逆性多为

多基因控制，较之转基因技术，体细胞杂交在提高

植物抗逆性方面有一定的优势。诱导原生质体融合
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常用化学方法和电融合方法。电融合是通过外电场

交流脉冲收集细胞排列成串，然后施加直流高压脉

冲造成细胞膜的可逆击穿，实现细胞融合，较之化

学融合有操作简便、易于控制、副作用小、融合率

高、应用范围广等特点。从 20 世纪 80 年代中期起，

国外对动植物细胞电融合的方法和条件进行了大量

研究 [4-6]。本研究采用电融合法诱导骆驼刺 Alhagi 

pseudoalhagi A4 转化系 (简称 ApA4) 和鹰嘴紫云英

Astragalus cicer 甲硫氨酸抗性系 (简称 Acmetr) 之

间的原生质体融合。鹰嘴紫云英是多年生豆科牧草，

也是一种蛋白质含量丰富、草质和适口性都极好的

饲草作物，但缺乏含硫氨基酸 [7]。动物毛发是由一

种不溶的纤维状蛋白——α-角蛋白构成的，α-角蛋白

含有丰富的含硫氨基酸——胱氨酸[8]，所以饲料的营

养成分中含硫氨基酸对动物毛发的产量和品质有较

大的影响。本实验室已建立了含硫氨基酸含量较高

的鹰嘴紫云英甲硫氨酸抗性系。骆驼刺是沙漠地区

生长的半灌木豆科植物，具有很强的抗旱、抗风沙

和固土能力，可作为土壤水资源的指示植物 [9]。本

研究欲通过原生质体融合技术建立这两种植物属间

体细胞杂交的实验体系，探索开发利用沙漠植物遗

传资源和将沙漠植物抗旱性状引入离体遗传操作的

新途径。 

1  材料和方法 

1.1  骆驼刺原生质体来源 
骆驼刺原生质体来自本实验室骆驼刺 A4 转化

系毛根诱导的愈伤组织，具有激素自主性。原生质

体制备参考文献[10]。 

1.2  鹰嘴紫云英原生质体来源 
鹰嘴紫云英原生质体来自本实验室鹰嘴紫云英

甲硫氨酸抗性系愈伤组织，不具备激素自主性。原

生质体制备参考文献[11]。 

1.3  骆驼刺原生质体的处理 
在 4℃、黑暗条件下，分别用 1.0、2.0、5.0、

10.0 mmol/L 不 同 浓 度 的 碘 乙 酰 胺  (IOA ， 配 于

CPW9M[12]中) 处理 ApA4 原生质体 10 min，之后离

心收集原生质体，用 CaCl2 洗涤液  (0.16 mmol/L 

CaCl2+0.1％ MES，pH 5.8) 冲洗 2 次，并悬浮于其

中备用。每个处理 3 个重复。 

1.4  仪器 
电融合仪 (德国 Eppendorf 公司)，融合室型号

为 4308 030.003 和 4308 014.008，电极间距为 200 μm，

电融合槽容量分别为 0.2 mL 和 0.6 mL。 

1.5  双亲原生质体融合条件的优化 
电融合液为 0.7 mol/L 的甘露醇+0.25 mmol/L 氯

化钙+0.03％的 MES，pH 5.8。将纯化的 2 种原生

质 体 分 别 用 电 融 合 液 洗 涤 2 遍 ， 然 后 密 度 调 至

1.0×106 个/mL、3×105 个/mL、1.0×105 个/mL 三个

浓度，每个浓度等体积混合。吸取混合液均匀分布

于电融合槽中，静置 1 min，在 125 V/cm 的交流脉

冲 (AC) 下选择队列时间。 

在原生质体密度一定条件下，改变 AC，观察原

生质体的形状和形成串珠的长度，以确定最佳 AC

和队列时间。 

在密度、AC 和队列时间最佳条件下，以脉冲次

数为 2，观察原生质体融合频率，获得最佳直流脉

冲 (DC) 和幅宽；并以其他参数在最佳条件下验证

脉冲次数和甘露醇浓度对原生质体融合频率的影

响 。融合 过程 中用倒 置显 微镜  (型号 ： ECLIPSE 

TE2000-S) 观察和照相。每个处理重复 3 次。 

用 Acmetr 原生质体和 IOA 处理的有一定存活

率，但不能持续分裂的 ApA4 原生质体的进行融合，

分别单独培养双亲原生质体及混合原生质体作为

对照。 

1.6  杂种融合细胞的筛选和培养 
Acmetr 原生质体在无激素条件下不能分裂，

ApA4 原生质体经 IOA 处理，胞质失活不能分裂。双

亲及同源融合产物均不能在无激素的筛选培养基上

持续分裂而死亡，融合后杂种细胞由于生理互补恢

复持续分裂能力而被筛选出来。 

根据骆驼刺和鹰嘴紫云英原生质体培养的最

佳条件，融合细胞培养采用附加有 2.0 mg/L 2,4-D、

0.2 mg/L 6-BA、500 mg/L 水解乳蛋白、0.3 mol/L 甘

露醇和 2％蔗糖的 DPD 液体培养基浅层培养。培养

方法参考文献[13]。将在浅层培养基中形成的肉眼可

见的小愈伤组织转入附加 0.35％琼脂糖的 DPD 半固

体选择培养基和附加有 0.65％琼脂粉的 MS 基本培
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养基中连续筛选。筛选出的杂种细胞扩增后放入附

加有 1 mg/L 6-BA、0.2 mg/L NAA 的 MS 固体培养

基中分化。 

1.7  再生愈伤组织的鉴定 
1.7.1  形态学、细胞学和同工酶分析 

将融合再生愈伤组织的色泽、颗粒大小等与双

亲愈伤组织进行比较，作为细胞杂种鉴定的参考。 

挑取生长旺盛的双亲及融合细胞再生的愈伤组

织进行低温预处理，压片法[14]制片，卡宝品红染色，

Olympus BH-2 型研究用显微镜观察记录。 

取融合细胞再生愈伤组织及双亲愈伤组织做过

氧化物酶同工酶分析，方法同文献[14]。 

1.7.2  RAPD 分析 

方法同文献[13]。 

2  结果与分析 

2.1  IOA 预处理对骆驼刺原生质体存活和分裂的

影响 
IOA 可以与磷酸甘油醛脱氢酶上的-SH 发生不

可逆的结合，通过抑制酶的活性，阻止 3-磷酸甘油

醛氧化生成 3-磷酸甘油酸，抑制糖酵解途径，细胞

由于得不到能量供应而停止分裂或死亡。只有当

IOA 处理的细胞与细胞质完整地细胞融合，代谢上

得到互补，才能正常生长[15]。试验用 1.0、2.0、5.0、

10.0 mmol/L 四种浓度 IOA 处理 ApA410 min，表 1

显示，随处理浓度的增加，原生质体的存活率逐渐

下降。培养 3 d 后，经 10 mmol/L IOA 处理的原生质

体几乎无原生质体分裂，原生质体活力已经受到严

重损伤。5.0 mmol/L IOA 处理的原生质体存活率仅

有 14.4％。且原生质体大多不能分裂，个别能分裂

的原生质体最多能分裂 2~3 次，继续培养不能形成

细胞团。1.0、2.0 mmol/L 两个不同浓度的 IOA 处理 
 
表 1  不同浓度 IOA 对 ApA4 原生质体活力的影响 
Table 1  Effect of IOA on protoplast viability of ApA4 

IOA concentration  
(mmol/L) 0 1 2 5 10

Livability after  
3 days of culture (%) 42.1±4.3 23.8±5.1 19.6±4.5 14.4±3.3 0±0

Ability of form callus +++ + + − −

“+”: capability of forming small cell colnies; “−”: incapability of 
small cell colonies. 

的原生质体 30 d 后部分形成肉眼可见的大细胞团。

因此，以 5.0 mmol/L 的 IOA 处理 10 min 为原生质

体预处理的适宜条件。 

2.2  原生质体浓度对原生质体形成串珠的影响 
试验发现电融合细胞队列时间与 2 种原生质体

混合浓度呈负相关。在相同 AC 的条件下，浓度越

高，需要的队列时间越短，否则，形成的细胞串较

长，多元融合增加。在一定范围内，浓度偏低，细

胞排队时间须延长，且融合频率下降。 

由表 2 可以看出：浓度为 1.0×106 个/mL 时，25 s

原生质体串长就超过 4 个，而浓度为 1.0×105 个/mL

时，45 s 原生质体串长只有少数形成 2~4 个；原生

质体混合浓度为 3.0×105 个/mL，时间为 45 s 时，细

胞串长多为 2~4 个，有利于产生 2 个细胞的异源融

合体。以后的试验均在该浓度下进行。 

2.3  电场因素对原生质体融合的影响 
2.3.1  AC 对原生质体串珠形成的影响 

不同 AC 对原生质体形成串珠的长短有很大影

响。实验表明，在 AC 作用下，鹰嘴紫云英和骆驼

刺的原生质体首先靠近并逐渐排队成串珠 (图 1a)，

随着 AC 的增大，原生质体形成串珠的时间缩短，

而串珠的长度增长。但当电压过高时，原生质体往

往严重变形，在施加直流脉冲后很容易发生破裂 

(表 3)。125 V/cm 时，原生质体队列时间最短，形成

队列细胞数目合适且无变形，为合适的电融合交流

电压。 

 
表 2  原生质体混合浓度与细胞队列时间的关系 

Table 2  Relation between the general density of protoplast 
and the alignment time  

The general density of 
protoplast (/mL) 

The alignment 
time (s) 

Number of 
protoplast bunch

25 ＞4 

45 5−10 1.0×106 

60 ＞10 

25 1−2 

45 2−4 3.0×105 

60 ＞4 

25 1−2 

45 minority 2−4 1.0×105 

60 1−4 

Note: alternating current impulse of cell alignment is 125 V/cm. 
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表 3  不同交流脉冲对融合频率的影响 
Table 3  Effect of different alternating current impulse on 
fusion frequency  

AC electric  
field (V/cm) 

Time for forming 
protoplast blunch (s)

Number of 
protoplast bunch 

Shape of 
protoplast

50 60 1−3 Sphericity

75 60 2−3 Sphericity

100 50 2−5 Sphericity

125 45 2−5 Sphericity

150 25 ＞8 Ellipsoid

175 5 ＞8 Break 

Note: the density of protoplast is 3.0×105/mL. 

2.3.2  直流脉冲对原生质体融合的影响 

在保持 AC 为 125 V/cm 的条件下，不同的 DC

对鹰嘴紫云英和骆驼刺原生质体的融合有很大影

响。图 2a 显示当 DC 在 0.75~1.35 kV/cm 时，原生

质体融合频率随着 DC 的增大而上升，最大融合频

率为 24.2％。在 0.75 kV/cm 以下时则很少发生融合，

而高于 1.35 kV/cm 时融合频率开始下降。这说明

1.35 kV/cm 的 DC 比较适合鹰嘴紫云英和骆驼刺原

生质体的融合 (图 1b)。同时也发现，2~5 个原生质

体的短串珠往往容易产生 1 对 1 的融合体，而长串

珠往往形成多核融合体。

 

图 1  原生质体电融合及培养与再生 
Fig. 1  Electrofusion and culture and regeneration of protoplasts. (a, b) Protoplast bunchs in electric field. (c) Two cells beginning to 
fuse in direct current. (d) Two cells fusing when 1 minute after direct current. (e) A bigger protoplast after fusion. (f) First division of 
fusion cell. (g) Calli from fusion cell in liquid thin layer cultures. (h) Calli from fusion cell on selective medium. (i) Plantlets from 
selected somatic hybrid calli. 
 



张改娜等: 电融合法产生骆驼刺与鹰嘴紫云英属间体细胞杂种  639 

 

Journals.im.ac.cn 

     

图 2  直流脉冲 (a) 和直流脉冲幅宽 (b) 对电融合频率的影响 
Fig. 2  Effect of different impulse (a) and broad (b) of DC on electrofusion frequency. 
 

2.3.3  直流脉冲幅宽对原生质体融合的影响 

在最佳 AC 和 DC 条件下，比较不同的直流脉

冲幅宽对原生质体融合的影响时发现 (图 2b)，随着

脉冲幅宽的增加，鹰嘴紫云英和骆驼刺原生质体的

融合频率逐渐提高，在脉冲幅宽为 40 μs 时，原生质

体的融合频率最高，为 24.3％。这与 Chaput 等[16-18]

用电融合仪在相似的条件下获得的融合频率非常

相近。但当脉冲幅宽超过 50 μs 时融合频率则明显

下降。 

2.3.4  直流脉冲次数对原生质体融合的影响 

在 使 用 交 流 脉 冲 为 125 V/cm，直 流 脉 冲 为

1.5 kV/cm，脉冲幅宽为 40 μs 时，进行脉冲 1、2、3、

4、5 次处理，结果发现 (图 3)，直流脉冲 2 或 3 次

的处理，鹰嘴紫云英和骆驼刺的原生质体融合频率

较高。而脉冲次数在 4 次以上的处理不仅不能促进

融合，而且还会使已经形成的融合体破裂，从而使

原生质体的融合频率明显下降。故本实验采用 2 次

直流脉冲次数对原生质体进行融合。 

2.4  甘露醇浓度对原生质体融合的影响 
在最适电融合参数处理的条件下，不同的甘露

醇浓度对鹰嘴紫云英和骆驼刺原生质体融合也有

一定影响 (图 4)。在 CaCl2 浓度为 0.25 mmol/L 时，

融合液的甘露醇浓度由 0 上升至 0.7 mol/L 时，原

生质体融合频率明显上升，但当甘露醇浓度高于

0.7 mol/L 后，原生质体的融合频率开始下降，这说

明较低的渗透压可能有利于鹰嘴紫云英和骆驼刺的

原生质体融合。 

 

图 3  脉冲次数对电融合频率的影响 
Fig. 3  Effect of pulse number on protoplast electrofusion 
frequency. 

 

图 4  甘露醇浓度对电融合频率的影响 
Fig. 4  Effect of mannitol density on electrofusion frequency. 

 
融合过程中观察到：2 个或 2 个以上呈圆球形

的原生质体融合后体积变大，有 2 个靠拢的细胞逐

渐变为椭圆形，最后成为含有 2 个细胞核的圆形细

胞。整个过程在 1.5 min 内完成。融合后又恢复圆形

的细胞要比未融合的原生质体体积显著增大  (图
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1c，d，e)。 

2.5  融合细胞的培养和杂种的筛选及培养 
实验中观察到，转至固体筛选培养基后，同源

融合细胞和浅黄色的双亲愈伤组织均不再持续生

长，绿色的杂种细胞却具有明显的生长优势，1 周

时间就能生成 0.5 cm 左右的绿色愈伤组织，明显区

别于双亲。每块绿色的杂种愈伤组织来自于 1 个克

隆，经选择培养获得 10 块愈伤组织 (图 1h)，其中

无性系 S7、S9、S10 已经再生小植株 (图 1i)。 

2.6  融合愈伤组织杂种性质的鉴定 
2.6.1  愈伤组织形态学、细胞学和同工酶分析 

ApA4 原生质体在成为肉眼可见的小愈伤组织

时，为淡黄色胚状体，结构致密；Acmetr 原生质体

再生小愈伤组织则为淡黄色，结构疏松。融合细胞

在选择培养基上直接生成浅绿色再生小愈伤组织。

生长速度略快于两个亲本，显示杂种优势。 

Acmetr (2n=48) 愈伤组织由于多次继代，染色

体丢失，大多数染色体数目保持在 32~44 条之间。

ApA4 (2n=18) 愈伤组织，由于发状根时染色体数目

就有丢失[14]，大多数保持在 12~16 条。融合再生愈

伤 组 织 的 染 色 体 数 目 接 近 双 亲 染 色 体 数 目 之 和  

(图 5)。  

过氧化物酶酶谱分析表明：具有杂种形态学特

征的 10 个克隆均具有双亲的部分或全部特征带，其

中 6 个克隆还有新带型产生 (图 6)。 

2.6.2  RAPD 分析 

用双亲总 DNA 作为模板，对 12 对随机引物进

行筛选。取带型稳定、重复性好的 S73(AAGCCGCG 

TC)，用于体细胞杂种愈伤组织及其双亲再生愈伤组

织的 RAPD 分析。结果如图 7 所示，杂种愈伤组织

基本上含有双亲所有特征带。 

 

图 5  杂种及其双亲染色体 
Fig. 5  Chromosome of somatic hybrid callus and their parents. 
1: Astragalus cicer L with 34 chromosome; 2: a hybrids with 44 
chromosome; 3: Alhagi pseudalhagi with 16 chromosome. 

 

图 6  双亲及其杂种过氧化物酶谱分析 
Fig. 6  Analysis of profiles of peroxidases of hybrids and 
parent calli. A: Alhagi pseudalhagi; 1–10: hybrid clones; B: 
Astragalus cicer L.  character strip of Astragalus cicer L; 
  character strip of Alhagi pseudalhagi;  new strip. 

 

图 7  双亲及其杂种的随机扩增多态性分析  
Fig. 7  Analysis of RAPD of hybrids and parent calli. M：

λDNA/Hind +Ⅲ EcoR  DNA marker; 1: Ⅰ Alhagi pseudalhagi; 
2–11: hybrid clones; 12: Astragalus cicer L. 

3  讨论 

通常涉及到豆科牧草的体细胞杂交都是采用

PEG 融合法，尽管这一方法是有效的，但电融合可

以获得更高的融合频率 [19-20]。本研究利用适宜的电

融合参数获得的总融合频率为 25％左右，这一结

果与以前报道的电融合率在 20％~35％之间是一致

的[21]。电融合参数的优化依赖于以下几个因素：用

以融合的亲本原生质体的大小与来源[22]；脉冲电场

强度和脉冲次数，在许多研究中，脉冲电场强度的

应用范围从 0.5 到 2.1 kV/cm，脉冲次数为 1~4 次[23]，

也与本研究结果一致。 

高的异源融合频率对于不易检出的异核体尤为

重要。本研究中 2 个亲本来源的原生质体形态非常

相似，用肉眼直接鉴定几乎不可能。如果不能将杂

种细胞挑选出来，就需要培养大量的非杂种愈伤组

织和再生植株。在原生质体融合的早期，已经发展

了一些筛选方法，包括荧光活性染色检出法、抗生

素抑制法、生理互补法等。Brewer 等[24]发现 Thlaspi 
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caerulescens 和 Brassica napus 的杂种细胞具有较强

的贴壁生长的物理性质，从而区别于双亲。本实验采

用 IOA 预处理使 ApA4 细胞质失活，不能进行分裂，

而另一亲本不能在无激素培养基上生长，融合细胞

利用生理互补的方法在无激素培养基中进行筛选。 

用未经电融合的双亲混合培养作对照，发现电

融合并不影响原生质体的活力，FDA 染色[25]结果表

明融合的原生质体超过 80％是有活性的。融合细胞

要经过一段时间，大约 4 d，才开始生出新壁，变为

椭圆形，进入分裂期。一旦进入一次分裂 (图 1f)，

很快经过多次连续分裂逐步形成多细胞团 (图 1g)。

到第 8 天，在 DPD 培养基中约有 10％的原生质体

分裂。 

本研究首次在沙漠豆科植物与豆科牧草间采用

电融合的方法进行原生质体融合，经杂种细胞的筛

选、培养获得了鹰嘴紫云英和骆驼刺属间体细胞杂

种愈伤组织和再生小植株。对杂种再生愈伤组织进

行形态学、染色体观察、同工酶和 RAPD 分析，均

显示杂种含有双亲染色体。该实验体系的建立，将

有利于探索开发利用沙漠植物遗传资源，使沙漠植

物抗旱性状通过体细胞杂交转移到其他植物中成为

可能。 
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