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提要: 以野生型拟南芥的第 5~8片叶子为材料, 在酶解液浓度和酶解时间相同的条件下, 探讨不同苗龄、取材部位、离心

条件对原生质体得率和质量影响。结果表明: 室内土培3~4周的拟南芥, 取中部叶片, 以离心力为40~60×g, 升速档为1得到

的原生质体得率和质量最佳。
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拟南芥原生质体不仅遗传背景清楚(Davey等
2005), 且导入外源基因后, 其表达具有较好的同步

性, 因而常用作研究外源的大分子物质, 如 DNA、

RNA 和蛋白等(Sheen 2001; Walmsley 和 Arntzen
2003)。但由于此种技术对原生质体的分离得率和

质量都有较高的需求(Abel和Theologis 1994), 这就

对拟南芥原生质体分离技术提出了更高的要求。

为此本文从苗龄、取材部位、离心条件 3 个因素

对分离拟南芥原生质体的影响进行探讨。

材料与方法

取野生型拟南芥(Arabidopsis thaliana)种子于

1.5 mL EP 管中, 用 10% 次氯酸钠消毒 10 min, 无
菌水冲洗 6 次后, 加入适量的 0.1% 琼脂糖使之悬

浮, 用200 µL移液枪点播在灭菌的MS固体培养基

(1% 蔗糖、0.8% 琼脂, pH 5.8)上。置于 4 ℃冰

箱内处理 3 d, 之后转入光照培养(温度为 23 ℃, 光
照强度 50~75 µmol·m-2·s-1, 每天光照 16 h, 黑暗 8 h,
相对湿度 60%~70%) (Yoo 等 2007)。当长出 4 片

叶子时, 将小苗移栽到营养土和蛭石按体积比 1:1
混合的培养介质上, 用塑料保鲜膜覆盖缓苗2 d, 备
用。

原生质体的分离主要参照Yoo等(2007)文中的

方法, 并做了适当修改。选生长 3~4 周的拟南芥,
取其完全展开的叶片, 长度为 1.5~2.5 cm。实验

分别取叶片前端、中部及末端的 5~7 mm部位, 各
实验取用的叶片均为 1 g。在白纸上用刀片将叶片

横向切成 0.5~1 mm的小条, 置于盛有 0.5 mol·L-1甘

露醇等渗溶液的小平皿中备用。另取一个培养皿,
加入 5 mL 酶解液(15 mL 体系成分: 0.15 g 纤维素

酶 R10、1.09 g 甘露醇、1 mL 4.5% Macerozyme
R10、1 mL 0.3 mol·L-1 KCl、3 mL 0.1 mol·L-1

MES、7.45 mL 灭菌水置于离心管中, 50 ℃水浴

10 min, 冷却到室温, 再加入 1 mL 0.15 mol·L-1

CaCl2、50 µL β- 巯基乙醇、1.5 mL 1% 牛血清蛋

白溶, 使用前 1 h 配制。), 将浸泡于 0.5 mol·L-1 甘

露醇溶液中的叶片小条移入其中。用锡纸将培养

皿包好, 置于23 ℃恒温摇床或恒温培养箱中, 酶解

3 h后, 用 200 目的筛子(70 µm尼龙膜)去除大组织

块, 取滤液。将过滤后的绿色混合物置于 10 mL
离心管中, 在3K15高速低温离心机(德国SIGMA公

司)中, 4 ℃低温、升速档设为 1 (升速档有 1~9 档,
1 档最低, 9 档最高)、离心力为 60×g, 离心 5 min。
弃去上清, 用 4 mL 冰冷的 W5 溶液(50 mL 体系各

成分用量: 0.92 g CaCl2、0.45 g NaCl、0.0185 g
KCl、0.045 g 葡萄糖、0.015 g MES, pH 值调整

为 5.6。)轻柔洗涤管底的原生质体。设升速档为

1、离心力为 40×g 离心 5 min, 离心后弃去上清液,
用 4 mL 冰冷的 W5 溶液悬浮沉淀。观察计数。

技术与方法 Techniques and Method
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结果与讨论

1  叶片取材部位对原生质体得率的影响

从表1可见, 叶片中部所分离的原生质体得率

最高。其原因可能是叶片中间部位伸展最好, 边缘

部位角质层较厚, 分离难度增大所致。

表 1  不同叶片部位获得的原生质体得率

                  原生质体得率 / 个 ·mL-1

  组数

  前部叶   中部叶   后部叶

第 1 组 2.125×105 3.375×105 2.375×105

第 2 组 2.000×105 3.250×105 2.125×105

第 3 组 1.625×105 3.000×105 1.875×105

第 4 组 2.125×105 3.625×105 2.000×105

平均值 1.969×105 3.313×105 2.094×105

2  苗龄对原生质体得率的影响

图 1结果显示: 生长3~4周的拟南芥分离得到

的原生质体个体体积较大、数量多(图 1-a), 而生

长超过5周的拟南芥分离得到的原生质体个体体积

较小、不饱满、数量也很少(图 1-6), 产量差异非

常明显。分析其原因可能是由于超过 4 周龄的拟

南芥开始由营养生长转向生殖生长, 5 周龄的拟南

芥抽薹现象已经极其普遍, 以致叶片营养供给不充

足, 含水量降低, 细胞老化加快, 细胞膜通透能力增

强, 细胞更容易破裂。

3  离心升速档对原生质体质量的影响

图 1显示: 升速档为 5时分离得到的原生质体

破损严重(图1-c); 而升速档设为1时原生质体破损

较少(图 1-d), 不需再做进一步的纯化处理, 可以直

表 2  升速档对原生质体得率的影响

升速档 碎片 原生质体得率 / 个 ·mL-1

5 较多 1.250×105

1 极少 3.625×105

图 1  不同苗龄和升速档对原生质体分离的影响

a: 生长 25 d 拟南芥的第 5~8 片叶的中部分离得到的原生质体(×100);  b: 生长 38 d 拟南芥的第 5~8 片叶的中部分离得到的原生质

体(×100); c: 以生长 28 d 拟南芥的第 5~8 片叶的中部为材料, 升速档设为 5 时分离得到原生质体(×400); d: 以生长 28 d 拟南芥的第 5~8
片叶的中部为材料,  升速档为 1 时分离得到原生质体(×400)。

接用于下一步的实验。从表 2 的结果来看, 后者的 得率也明显优于前者。

4  不同苗龄来源的原生质体的形态差异

如图 2所示, 生长超过 5周的拟南芥分离得到

的原生质体为球形, 叶绿体分散在原生质体边缘, 中
央液泡大而清澈, 细胞质稀薄(图 2-a)。而生长期为

3~4周的拟南芥分离得到的原生质体, 呈饱满球形,
淡绿色, 细胞质稠密, 并含有颗粒状内含物, 叶绿体
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图 2  不同苗龄的叶肉分离原生质体的形态差异

a: 生长 38 d 拟南芥第 5~8 片叶的中部分离得到的原生质体(×400)和单个细胞;  b: 生长 28 d 拟南芥第 5~8 片叶的中部分离得到的

原生质体(×400)和单个细胞; c: 生长 28 d 拟南芥第 5~8 片叶的中部分离得到的原生质体(×400)和单个细胞示去壁不完全的原生质体。

多而清晰, 且均匀的分布在原生质体中, 中央液泡

不清澈, 说明周围被原生质包围, 生理活性较高(图
2-b)。图 2-c 显示的是去壁不完全的叶绿体, 其形

态为不规则圆形, 但其生理状态与图 2-b 相似。

参考文献

Abel S, Theologis A (1994). Transient transformation of Arabidopsis
leaf protoplasts: a versatile experimental system to study
gene expression. Plant J, 5 (3): 421~427

Davey MR, Anthony R, Powera JB (2005). Plant protoplasts:
status and biotechnological perspectives. Biotechnol Adv,
23: 131~171

Sheen J (2001). Signal transduction in maize and Arabidopsis
mesophyll protoplasts. Plant Physiol, 127: 1466~1475

Walmsley AM, Arntzen CJ (2003). Plant cell factories and mu-
cosal vaccines. Curr Opin Biotechnol, 14: 145~150

Yoo SD, Cho YH, Sheen J  (2007). Arabidopsis mesophyll
protoplasts: a versatile cell system for transient gene ex-
pression analysis. Nature, 2 (7): 1565~1572



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
    /KOR <FEFFd5a5c0c1b41c0020c778c1c40020d488c9c8c7440020c5bbae300020c704d5740020ace0d574c0c1b3c4c7580020c774bbf8c9c0b97c0020c0acc6a9d558c5ec00200050004400460020bb38c11cb97c0020b9ccb4e4b824ba740020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c2edc2dcc624002e0020c7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b9ccb4e000200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe7f6e521b5efa76840020005000440046002065876863ff0c5c065305542b66f49ad8768456fe50cf52068fa87387ff0c4ee563d09ad8625353708d2891cf30028be5002000500044004600206587686353ef4ee54f7f752800200020004100630072006f00620061007400204e0e002000520065006100640065007200200035002e00300020548c66f49ad87248672c62535f003002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d5b9a5efa7acb76840020005000440046002065874ef65305542b8f039ad876845f7150cf89e367905ea6ff0c4fbf65bc63d066075217537054c18cea3002005000440046002065874ef653ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000520065006100640065007200200035002e0030002053ca66f465b07248672c4f86958b555f3002>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


