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　　摘　要:以橙色大白菜金冠 2号为试材 ,就其子叶及下胚轴原生质体游离 、纯化方法及

影响因素等进行了研究 。结果表明:适宜金冠 2号子叶原生质体游离的条件为 CPW+DPD

培养基+0.8%纤维素酶 R-10+0.1%离析酶 R-10+0.5 mol/ L 甘露醇+10 mM CaCl2 ·

2H2O +0.7 mM KH 2PO 4 +0.1%MES ,酶解温度 27℃,酶解时间 2 h ,产量达 3.52×106

个/g ·FW ,活力 60.3%;适宜金冠 2号下胚轴原生质体游离的条件为 CPW +DPD培养基

+1.5%纤维素酶 R-10+0.3%离析酶R-10+0.5 mol/L 甘露醇+10 mM CaCl2 ·2 H 2O+

0.7 mM KH 2PO 4+0.1%MES ,酶解时间18 h ,产量达 2.20×106个/(g ·FW),活力 63.

7%。而且以 21%蔗糖 ,800 rpm 等密度梯度法离心 5 min纯化原生质体效果最佳 。
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　　植物原生质体即去掉细胞壁的细胞 ,高等植物的

原生质体是遗传转化研究十分理想的受体 ,可以有目

的地转入特定基因 ,改良作物的产量 、品质 、抗逆性

等
[ 1]
;原生质培养是细胞工程的核心内容 ,也是植物

细胞工程技术的重要组成部分 ,在植物的快速繁殖 、

实现植物远缘遗传重组 ,尤其是多基因控制的性状 ,

以及创造新类型及品种改良上具有广阔的应用前

景
[ 2]
。原生质体培养再生植株过程中 ,往往会产生无

性系变异 ,同时原生质体培养还可以用来进行突变体

的分离和纯化 、种质的超低温保存;原生质体也可以

通过理化诱变 ,选出有利用价值的突变体[ 5] 。然而 ,

应用原生质体操作必须建立在其原生质体有效分离

技术基础之上 。

现对橙色大白菜原生质体游离及纯化条件进行

研究 ,旨在建立高效的原生体分离技术体系 ,为橙色

大白菜原生质体培养 、遗传转化和细胞融合等研究提

供大量 、优质的原生质体。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试材料橙色大白菜(金冠 2号)由西北农林科

技大学园艺学院蔬菜花卉研究所白菜研究室提供 。

1.2　试验试剂

质壁分离液和原生质体清洗液分别为 CPW-

13M 和 CPW-9M 即 CPW 溶液附加 13%和 9%的甘
露醇 , pH 5.8。CPW 液为水溶液 ,含 KH2 PO 4 27.2

mg/L 、KNO 3101 mg/L 、CaCl2 ·2H2O 1 480 mg/L 、

MgSO4 · 7H2 O 240 mg/ L 、CuSO 4 · 5H 2O 0.025

mg/L ,KI 0.16 mg/L , pH 5.7。酶解液为 CPW-9M

附加纤维素酶 、离析酶和 MES , pH 5.7。所有试剂及

原生质体培养基 、稀释培养基均经 0.22 μm 微孔滤

膜抽滤灭菌 , 所有培养基 pH 调整为 5.7(纤维素酶

R-10 、离析酶 R-10购于西安沃尔森公司)。

1.3　试验方法

1.3.1　无菌苗的培养　种子先流水冲洗 10 ～ 20

min ,用 70%酒精消毒 30 s ,在 10%的次氯酸钠溶液

中浸25 min ,浸泡过程中不断摇晃 ,使种子表面得到

充分消毒 ,再用无菌水冲洗 4 ～ 6 次 ,接种于 MS(蔗

糖 30 mg/L +琼脂7 mg/ L , pH 5.8)培养基上 ,每个

三角瓶接种 30粒种子 。培养室光照强度为 2 250

lx ,光照时间为 16 h/d ,温度为(25±1)℃。

1.3.2　原生质体的制备　原生质体游离及纯化:取

萌发不同时间无菌苗的外植体 1 g ,切成约 0.5 mm

大小的细条 ,置于盛有 CPW-13M(含 13%甘露醇)溶

液的培养皿(直径 7.5 cm)中 ,在室温下质壁分离 0.5

～ 1.0 h。然后转入 10 mL 一定浓度的酶解混合液

(pH 5.7)中 ,于(40 rpm)摇床上黑暗室温酶解 2 h

后 ,经 2层孔径为 300目纱布过滤 ,将滤液收集到 10

mL 的尖底螺旋盖离心管中 ,以 50 rpm 离心 5 min ,
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弃上清液 ,再用 CPW-9M(含 9%甘露醇)溶液洗涤 2

次 ,将留下的原生质体悬浮于2 mL CPW-9M 溶液
中 ,然后在另一支 10 mL 的尖底刻度离心管中加入 8

mL CPW-21S(含 21%蔗糖),在此液面上缓缓加入上

述的 2 mL原生质体悬浮液 ,离心之后在两液面之间形
成一绿色的原生质体带。用移液枪小心吸取漂浮于溶

液界面间的原生质体于另外一离心管中 ,加入原生质体

培养基离心;稀释到一定体积后收集原生质体备用
[ 4]
。

原生质体产量和活力的测定:用移液枪移取原生质体悬

浮液于血球计数板上 ,压片后置于显微镜下观察计数。

每处理重复3 次 ,取平均值 ,最后按公式计算出原生质
体产量 ,再经换算得原生质体的总数平均数及其标准

差 、每克鲜重子叶的原生质体数量。数据处理采用

SAS8.1专业版本。
原生质体的浓度(个/mL)=5 个大格内原生质体

总数/5×16×104×稀释倍数;原生质体的产量[个/(g

·FW)] =原生质体的浓度×稀释后体积/子叶的质量

用甘露醇(W =9%)的 CPW 溶液配制 W =0.1%的
Evans Blue染色液 ,过滤灭菌备用。取 1μL原生质体

悬浮液滴在载玻片上 ,滴加 1μL Evans Blue 染色液于

原生质体上 ,盖上盖玻片 ,片刻后在显微镜下观察 ,被
染上蓝色的是死原生质体 ,而活原生质体不染色 ,每个

样品重复3 次 ,按下式计算原生质体的活力:原生质体

活力=(未被染上蓝色的原生质体数/观察的原生质
体总数)×100%。原生质体活力以一个视野中有活力

的原生质体占该视野中原生质体总数的百分数来表

示 ,选取 3 个有代表性的视野进行统计
[ 5]
。

2　结果与分析
2.1　酶的浓度对原生质体产量和活力的影响

酶是影响原生质体游离最重要的因素 ,主要降解

构成植物细胞壁的纤维素 、半纤维素和果胶质。而酶

解处理就是要用最低的酶浓度和最短的酶解时间获

得大量有活力的原生质体。在原生质体分离过程中 ,

不同种类的酶及其浓度对原生质体产量和活力都有

较大影响。用无菌苗 06J45 的子叶和金冠 2号的下

胚轴对不同的酶解浓度进行了研究 ,试验处理中酶液

浓度的组合设计参照侯喜林[ 5] 等的研究。在同一纤

维素酶浓度下 ,随离析酶 R-10浓度的提高 ,原生质体
活力降低 ,产量先增加而后降低 ,这可能是由于高浓

度的离析酶对原生质体的毒害和损伤较为严重 ,从而

导致完整的原生质体减少
[ 6]
。表 1所示 ,当酶液中含

有 1% Macerozyme R-10 和 0.5%离析酶 R-10时 ,

酶解物中存在大量碎片;在所试验的酶液组合中 ,以

0.8%Cellulase Onozuka R-10+0.1%离析酶 R-10
的酶液组合 ,金冠 2号无菌苗子叶原生质体分离效果

最好 ,产量可达 3.52×106个/(g ·FW),活力可高达

60.3%,且原生质体完整程度较好。

　　表2所示 ,以1.5%Cellulase Onozuka R-10+0.3%

离析酶 R-10的酶液组合 ,金冠 2号无菌苗下胚轴原生

质体分离效果最好 ,产量可达 2.2×10
6
个/(g ·FW),活

力可高达63.7%,且原生质体完整程度较一致。

　　表1　不同酶液配比对子叶原生质体产量的影响

　　Table 1　E ffect s of dif f erent concent rat ion of enz yme solu tion

on the yield of coty ledon protoplast s

纤维素酶浓度

/ %

离析酶浓度

/ %

原生质体产量

/ ×106个·(g FW)-1
活力/ %

1 0.5 0.89cde 22.3de

1 0.3 1.70cd 29.0d

1 0.1 1.82c 37.7bc

0.8 0.5 1.45cde 26.3de

0.8 0.3 3.04b 43.7b

0.8 0.1 3.52a 60.3a

0.6 0.5 0.82de 19.0e

0.6 0.3 0.83de 25.7de

0.6 0.1 0.71e 30.0cd

　　注:9种酶液均附加 10 mM CaCl2 ·2H2O+0.7 mM KH2 PO4 +0.5 M 甘

露醇+0.1%M ES ,酶解 2 h。

　　表2　不同酶液配比对下胚轴原生质体产量的影响

　　Table 2　Effect s of different concent ration of enzyme solution on the
yield of hy pocoty l p rotoplast s

纤维素酶浓度

/ %

离析酶浓度

/ %

原生质体产量

/ ×106个·(g FW)-1
活力/ %

2 0.1 1.17c 49.3bc

1.5 0.5 0.78cd 42.3c

1.5 0.3 2.20a 63.7a

1.5 0.1 1.23c 53.0b

1 0.5 1.73b 51.0bc

1 0.3 1.03cd 46.3bc

1 0.1 0.64d 32.7d

　　注:9种酶液均附加 10 mM CaCl2 ·2H2O+0.7 mM KH2 PO4 +0.5 M 甘

露醇+0.1%M ES ,酶解 18 h。

2.2　不同苗龄对原生质体产量和活力的影响
用不同苗龄金冠 2 号的子叶和下胚轴对原生质

体产量和活力进行了研究。结果如表 3 ,萌发 6 d的

无菌苗子叶的原生质体的产量和活力都比较低 ,体积

较小 ,且细胞碎片较多。随着无菌苗苗龄的延长 ,原
生质体的产量和活力相应提高 , 8 d无菌苗子叶原生

质体活力(60.3%)与产量(3.52 ×106个/(g ·FW))

分别达到最高 , 10 d的无菌苗子叶原生质体产量和

活力开始下降 。

下胚轴分离原生质体的适宜苗龄与子叶不同。

萌发 4 d的无菌苗下胚轴所分离的原生质体很小 ,叶
绿体多;8 、10 、12 d 所分离出的原生质体比较大 ,容

易破碎 ,活力较低 ,且大小不均一;而 6 d苗龄所分离

的原生质体产量和活力都高于其他天数。

2.3　酶解时间对原生质体产量和活力的影响
比较了酶解 1 ～ 4 h 对于大白菜子叶原生质体及

16 ～ 24 h对于大白菜下胚轴原生质体的解离效果。

结果如表 4所示 ,酶解时间在 1 ～ 2 h 范围内 ,随酶解
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时间的增加 ,子叶原生质体产量提高 ,酶解 2 h时原

生质体产量可达 3.52×10
6
个/(g ·FW),继续增加

酶解时间原生质体产量下降 ,同时可以观察到酶液中

原生质体碎片增多。酶解时间在 16 ～ 18 h 内 ,下胚

轴原生质体的产量和活力也呈增长趋势 , 18 h 时达
2.20×106个/(g ·FW),之后逐渐降低。可见 ,酶解

时间过长可以导致原生质体解体 ,对原生质体活力也

会造成不利影响。
　　表 3　　　不同苗龄对原生质体的影响

　　T able 3　Influ ences of dif ferent seedling age on the protoplast s
外植体 培养时间/d 原生质体产量/ ×106个·(g FW)-1 活力/ %

子叶 6 2.52b 42.0b

8 3.52a 60.3a

10 2.40b 37.0b

12 0.86c 26.0c

14 0.53c 18.3d

下胚轴 6 2.20a 63.7a

8 1.77b 48.7b

10 1.05c 29.7c

12 0.52d 17.0d

　　注:表 2所用酶液组合为 0.8%纤维素酶+0.1%离析酶 R-10 ,附加 10 mM

CaCl2·2H 2O+0.7 mM KH 2 PO4+0.5 M 甘露醇 0.1%M ES 。

2.4　渗透压对原生质体产量和活力的影响

酶液中适当浓度的稳渗剂能防止脱壁的原生质

体发生破裂 ,起到保护作用。另外 , 加入适量 CaCl2

也具有保护质膜作用。MES 可保持酶液中 pH 稳定

性[ 7] 。在含 0.8%纤维素酶+0.1%离析酶 R-10+10

mM CaCl2 ·2H2O+0.7 mM KH 2PO 4+0.5 M 甘露

醇+0.1%MES的 CPW酶液条件下 ,试验了不同甘

露醇浓度对分离原生质体的影响 。
　　表 4 酶解时间对原生质体的影响

　　Table 4 Inf luences of dif ferent enzymolysi s t ime on the proto-

plast s

外植体 酶解时间/h 原生质体产量/ ×106个·(g FW)-1 活力/ %

子叶 1 1.79bc 36.0c

2 3.52a 60.3a

3 2.41b 50.0b

4 1.36c 25.7d

下胚轴 16 1.04c 24.3d

18 2.20a 63.7a

20 1.63b 55.3b

24 1.37bc 43.0c

　　注:表 3所用酶液组合为 0.8%纤维素酶+0.1%离析酶 R-10 ,附加 10 mM

CaCl2·2H2O+0.7 mM KH 2PO4 +0.5 M 甘露醇0.1%M ES 。

　　用试验材料金冠 2 号以不同的渗透压对原生质

体产量和活力进行了研究。图 1 、2表明 ,在一定范围

(0.3 ～ 0.5 mol/L)内 ,随着甘露醇浓度的提高 ,原生

质体产量明显上升 , 游离的原生质体圆球型 , 胞质
浓 , 内含物丰富。当渗透压为 0.5 mol/ L 时 ,子叶原

生质体的产量和活力达到最高 ,分别为 3.52×10
6

个/(g ·FW)和 60.3%;下胚轴原生质体的产量和活
力也达到最高 ,分别为 2.20×106个/(g ·FW)和 63.

7%。随着渗透压的进一步升高 ,产量和活力都有所
降低 。

图 1　渗透压对子叶原生质体分离的影响 图 2　渗透压对下胚轴原生质体分离的影响
Fig.1　Influences of osmolarity on the cotyledon protoplasts Fig.2　Inf luences of osmolarity on the hypocotyl protoplasts

2.5　离心对原生质体产量和活力的影响

对试验材料金冠 2 号的子叶游离出的原生质体

采用过滤-离心-漂浮的方法进行纯化 。纯化原生质
体所需的蔗糖浓度 、离心速度 、离心时间采用 3×3复

拉丁方设计筛选。

结果如表 5所示 ,18%、25%CPW-蔗糖溶液漂浮
效果不如 21%CPW-蔗糖溶液漂浮效果好。以 1 000

rpm 离心所得原生质体破碎较严重 ,有活力的原生质
体较少;500 rpm 离心形成的界面不明显 ,产量较低;

800 rpm 离心较好 。离心时间过长也会对原生质体的

图 3　彩色大白菜原生质体的游离和纯化
注:a.分离纯化前的原生质体 , ×100;b.分离纯化后的原生质体 , ×100。

Fig.3　Isolation and purifi cation of mesophyl l p rotoplas t s of

orange-heading chinese cabb age

N ote:a.P ro toplast s bef ore purification , ×100;b.P ro toplast s af ter purifica tion , ×100 。
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产量和活力造成一定的影响 。因此 ,以 21%CPW-蔗

糖溶液 、800 rpm 离心 5 min ,收集得到的原生质体破
碎较少 ,杂质也较少。

　　表 5 纯化条件对子叶原生质体的影响

　Table 5　Inf luences of purificat ion condition on the cotyledon protoplast s

外植体
蔗糖浓度

/ %

离心速度

/ r·min-1

离心时间

/ min

原生质体产量

/ ×105个·(g FW)-1

活力

/ %

18 1 000 9 0.40e 8.7f

18 800 7 1.30de 17.7e

18 500 5 1.93d 27.3cd

21 1 000 9 0.97de 31.7c

子叶 21 800 5 8.53a 63.7a

21 500 7 5.33b 47.3b

25 1 000 7 1.43d 21.7de

25 800 9 4.80b 48.3b

25 500 5 3.67c 25.0d

　　该试验用同样的方法对金冠 2号无菌苗下胚轴

所分离的原生质体进行了纯化离心 ,结果发现 21%
CPW-蔗糖溶液 、800 rpm 离心 5 min同样适合于下

胚轴原生质体的纯化。

3　讨论
橙色大白菜原生质体分离 、纯化及活力检测是开

展原生质体培养 ,进而进行基因转化 、细胞融合研究

的基础 ,获得大量优质 、有活力的原生质体是橙色大
白菜原生质体培养成败的关键条件之一[ 8] 。

植物材料原生质体分离和纯化与分离材料的类

型和生理状态密切相关[ 9] 。在该试验条件下 , 原生

质体得率是金冠 2 号材料子叶的产量高于下胚轴 。

子叶游离的原生质体较小 、叶绿体多 ,而从下胚轴分

离原生质体较大 ,较均匀。下胚轴切段应取靠子叶端
0.8 ～ 1.0 cm 长的苍白部分 ,超过 1 cm 长的下胚轴 ,

原生质体少 ,细胞大而空 ,活力较低 ,易破裂 ,这与张

兰英等
[ 10]
在菜心上所得的结果一致。

不同的外植体用来分离原生质体所用的苗龄不

同 。萌发 8 d的子叶原生质体产率高 ,10 d以后子叶

过老 ,造成原生质体解体死亡;萌发 6 d 的下胚轴分

离原生质体的效果最好 ,萌发超过 8 d后 ,其分离的

原生质体产量和活力大幅度降低 ,不宜作为分离原生
质体的材料。

对分离原生质体的材料作适宜的预处理 ,对保持原

生质体的完整性及提高原生质体产量有促进作用 ,利于

保持原生质体的良好状态
[ 11]
。试验对外植体进行0.5 ～

1 h质壁分离 ,一方面可缩短酶解时间 、减小切割时间不

一致对结果造成的误差 ,另一方面可以有效地减轻游离

过程对原生质体的损伤 ,提高原生质体产量和活力。

原生质体分离过程中 ,酶种类搭配和浓度是最重
要的。此外 ,酶解温度 、酶解液的 pH 也会影响原生

质体的产量和活力 。该试验结果表明酶解温度为(26

±1)℃、pH 5.7时 ,酶解较好 ,原生质体活力较高 。

酶液以 CPW 盐溶液和 DPD培养液等体积配制 ,有

助于保护细胞膜 ,保持其活性 ,对原生质体的进一步
培养有很重要的作用。此结果与景艳春等[ 12] 对新疆

杨叶肉原生质体游离和纯化的研究一致。

分离得到的原生质体失去细胞壁的保护作用 ,易
于破裂。因此 ,需要一定的渗透剂来保持原生质体的

活力。维持在高渗状态下 , 导致质壁分离 , 有利于
酶解 。较高浓度的甘露醇即较高的渗透压 , 可以阻

止原生质体破裂和出芽 , 更有利于保持分离得到的
原生质体的完整性 , 但是同时抑制原生质体的分

裂[ 14] 。马锋旺[ 14] 等对中国李原生质体分离时发现 ,

酶解液中低浓度的甘露醇(0.3 ～ 0.4 mo l/L)分离的
原生质体因过分吸胀而易破裂 ,高浓度(0.8 mol/ L)

时 ,原生质体有所收缩 ,活力下降 ,而 0.5 ～ 0.7 mol/
L 的甘露醇分离的原生质体形态完整饱满。该试验

结果表明 ,0.5 mol/L 的甘露醇适宜于大白菜原生质
体的分离和纯化。

原生质体的纯化方法是影响原生质体产量及活

力的重要因素之一 。因为在纯化过程中要损失大量

的原生质体 ,同时不适宜的离心速度 、离心时间会大

大地降低原生质体的活力 。该试验采用拉丁方设计
对纯化所需的条件进行了系统的研究 ,结果表明 ,以

21%CPW-蔗糖溶液 、800 rpm 离心 5 min ,收集得到
的原生质体破碎较少 ,杂质也较少。此结果与范春

丽
[ 4]
等对甘蓝型黄籽油菜的纯化研究结果基本一致。
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The Proplast Isolation and Purification of Orange-heading Chinese Cabbage

WU Yun-xia1 , ZHANG Lu-gang1 , ZH ANG Hua-ming1 , FU Wen-ting 1 , XU Yu-jian1 , GUAN Qing-hua2

(1.Co llege o f Ho rticulture , Nor thw est Ag ricultur al and Fo restry Univ ersity , Yang ling , Shanxi 712100 , China;2.Park River sy stem

of Taiyuan , Taiyuan , Shanxi 030002 , China)

Abstract:Protoplasts of o range-heading chinese cabbage w ere iso lated f rom co tyledons and hypocotyls.The

dif fe rent factors affect ing the protoplasts yield and dif ferent methods of purification we re investig ated.The
best enzyme solut ion of co ty ledons contained CPW salts , DPD medium ,0.8% cellulase R-10 , 0.1%macer-

ozyme R-10 , 0.5 mo l/L mannitol incubated at 27℃ for 2 hours.The protoplasts yield w as 3.52 ×10
6
/(g

FW)and the viability w as 60.3% under the condit ion.The best enzyme so lution o f hypocotyls contained

CPW sal ts , DPD medium , 1.5% cellulase R-10 , 0.3% macerozyme R-10 , 0.5 mo l/L manni tol incubated at

27℃ fo r 18 hours.The protoplasts yield w as 2.20×106/(g FW)and the viabi li ty w as 63.7%unde r the con-

dit ion.Moreover , the best pro toplasts purif ication method w as rising method wi th sucrose isodensity centrif-

ugation at concentration o f 30%,w ith the.centri fugal speed of 800 rpm , and the centrifug al t ime of 5 min.
Key words:Orange-heading chinese cabbage;Proplast;Iso lation;Purification;Viability
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