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　　摘要：单细胞是生物体的基本单位，提取具有活性的单细胞是研究果实发育的基础。以苹果为材料，研究不同酶
液组合和酶解时间对苹果果肉单细胞分离的影响。结果表明，苹果果肉在０．１％离析酶、暗酶解０．５ｈ时，为理想的苹
果果肉单细胞分离条件。
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　　单个活体细胞是生物生命活动的基本单元和进化的基本
单位，对单个活体细胞的识别、分选及分析，能够解析生命体

系最深层次的异质性和运作机制。同时，因其不依赖细胞的

培养和扩增，单细胞技术在生物发育、生物能源、气候变化、疾

病诊断、食品安全、农业生态等领域具有广阔的应用前景。分

离植物精细胞用于离体培养，可以为通过离体有性繁殖途径

进行植物品种改良打下基础；分离保卫细胞原生质体，使研究

保卫细胞本身的生理生化特性及其与气孔功能的关系成为可

能；分离维管束组织和韧皮部组织细胞，可以进行组织特异表

达基因的鉴定［１］。利用棉纤维单细胞研究细胞壁和纤维素

的形成过程，能帮助人们更好地提高棉纤维的质量［２］。目

前，研究基因表达都是一群细胞的基因表达，这种表达实际上

是每个细胞特异表达的平均情况，但是单个细胞的基因表达

分析能够提供隐藏在群体细胞中单个细胞发育的新机

制［３－４］。细胞膜上有各种离子通道，如钙离子通道、钾离子通

道及钠离子通道等，这些通道调节离子进出，利用膜片钳技术

可研究单个细胞离子通道的特性等，从而深入地研究生物体

信号传导、细胞渗透压、细胞营养及抗逆性等各种生理机制。

Ｌｉ等利用膜片钳等技术，发现了控制钾离子通道的流向转换
机制，揭开了使同一离子通道的离子流向发生逆转的关键因

素［５］。果实的发育过程就是果肉细胞发育的过程，决定着果

实的硬度、甜度、营养物质含量等，与果实贮藏时间长短、病害

发生等都有关系，因此研究分离活性果肉单细胞是研究果实

发育的基础；但是目前还没有果树类果肉细胞分离的相关报

道，本研究以苹果为材料，研究果肉细胞的提取方法。

１　材料与方法

１．１　材料
从青岛农业大学教学实习基地，取成熟富士苹果，贮藏于

４℃备用。

１．２　器材与试剂
荧光显微镜 （ＬＥＩＣＡ，ＤＭ２５００，德国）、匀浆机、低速离心

机、恒温摇床、磁力搅拌器等。

１．３　试验方法
１．３．１　单细胞分离　配制细胞和原生质体洗涤溶液（ｃｅｌｌ
ａｎｄｐｏｔｏｐｌａｓｔｗａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ，简称 ＣＰＷ）［６］：１０１．０００ｍｇ／Ｌ
ＫＮＯ３，２７．２００ｍｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４，２４６．０００ｍｇ／ＬＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，
１４８０．０００ｍｇ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ，０．１６０ｍｇ／ＬＫＩ，０．０２５ｍｇ／Ｌ
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ，０．４００ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，４℃低温保存备用。纤
维素酶、果胶酶、离析酶溶于ＣＰＷ溶液中，酶液见表１。将苹
果表皮以下的果肉用手术刀切成边长０．５ｃｍ的小方块，再徒
手切成薄片。将切好的苹果薄片分别置于５０ｍＬ的Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ
酶液中（酶液的组成见表 １），于 ７０ｒ／ｍｉｎ摇床中振荡酶解
０５、１．０、２．０ｈ（２７℃，黑暗条件）。静置后，用 ＣＰＷ溶液清
洗３次，以洗去酶液，再移到５０ｍＬ烧杯中，在磁力搅拌器上
搅拌１ｈ后，在显微镜上检测，比较各个酶液在不同处理时间
下获取单细胞的结果。

表１　酶液组成 ％　

酶液 纤维素酶 果胶酶 离析酶

Ⅰ ０．１ ０．０５ ０．１
Ⅱ ０．０ ０．０５ ０．１
Ⅲ ０．０ ０．００ ０．１

１．３．２　采用 ＶＢＬ检测细胞壁完整性　采用黄祥辉等的方
法，配制 ＶＢＬ［４，４′－ｂｉｓ（４－ａｎｉｌｉｎｏ－６－ｈｙｄｒｏｘｙｅｔｈｙｌ－
ａｍｉｎｅ－Ｓ－ｔｒｉａｚｉｎ－２－ｙｌａｍｉｎｏ）－２，２′－ｓｔｉｌｂｅｎｅｄｉｓｕｌｆｏｎｉｃ
ａｃｉｄ］细胞壁染色液［７］。先配制０．５ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，调节 ｐＨ
值为７．０（Ｔｒｉｓ）。再用甘露醇溶液配制 ＶＢＬ，使 ＶＢＬ终浓度
为０．１％。避光，４℃保存备用。染色步骤：（１）吸取１ｍＬ细
胞悬浮液到１．５ｍＬ离心管中，吸取１０μＬ，滴加于载玻片上，
在显微镜下观察。（２）吸取４００μＬ细胞悬浮液至新的离心
管中，加２０μＬ上述０．１％ ＶＢＬ，避光，染色５ｍｉｎ。（３）染色
后，用ＣＰＷ溶液重复漂洗３次，以除去背景中的荧光。（４）
漂洗后，悬浮于ＣＰＷ溶液中，避光，荧光显微镜下观察。ＶＢＬ
的激发波长为３４５ｎｍ，发射波长为４３０ｎｍ。
１．３．３　ＦＤＡ检测细胞活性　ＦＤＡ是一种非荧光化合物，渗
入活细胞后才释放出荧光素，在蓝色光激发下显示出绿色荧
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光［８］。配制５ｍＬ浓度为５ｍｇ／Ｌ的ＦＤＡ：先配０．６５ｍｏｌ／Ｌ甘
露醇，再称取２５ｍｇ双醋酸荧光素ＦＤＡ，溶于１ｍＬ丙酮中，完
全溶解之后，加入上述甘露醇溶液４ｍＬ，避光，４℃ 保存。取
细胞悬浮液０．５ｍＬ于１．５ｍＬ离心管中，加入 ＦＤＡ染色液，
使其终浓度为０．０１％，室温下静置 ５ｍｉｎ，荧光显微镜下观
察，ＦＤＡ的最大激发波长为４９３ｎｍ，发射波长为５１０ｎｍ。发
绿色荧光的为活细胞，不发荧光的为死细胞。

２　结果与分析

分离苹果果肉单细胞过程中，在没有酶的情况下，不能分

离出果肉单细胞，用ＦＤＡ染色液染色，能够看到堆叠的有活
性的细胞群（图 １－Ａ）。当酶液中含有 ０．１％纤维素酶或
００５％果胶酶时，获得单细胞少，有碎片存在，如表２中酶液
Ⅰ、酶液Ⅱ；但当酶液中只含有０．１％离析酶时，处理时间为

０．５ｈ时，单细胞产量多且完整（图１－Ｂ、１－Ｄ），当处理时间
为１．０、２．０ｈ时，虽有较多的单细胞，但有碎片存在，因此，酶
液Ⅲ是分离果肉单细胞的最佳酶液，适宜酶解时间为０．５ｈ
（表２）。
　　ＶＢＬ与植物细胞壁中的纤维素有强烈的亲和力，在紫外
光下产生荧光，利用这个特性，常被用于检测细胞的完整

性［７］。离析酶分离得到的苹果果肉单细胞经ＶＢＬ染色后，细
胞周围有明显的荧光（图１－Ｃ），这说明经离析酶处理果肉可
以获得完整的果肉单细胞。ＦＤＡ常用动植物细胞生活力的
鉴定染料，当活细胞具有完整细胞膜时，细胞内的 ＦＤＡ经水
解产生的荧光素在胞内积累，在蓝光下产生绿色荧光，而死细

胞的细胞膜失去了选择透性，荧光素无法在胞内积累，不产生荧

光［８］。分离得到的单细胞经ＦＤＡ染色５ｍｉｎ后，细胞内充满了
荧光物质（图１－Ｅ），这表明分离得到的果肉单细胞具有活性。

表２　不同酶液组合、酶解时间对苹果果肉单细胞分离的影响

酶液
酶解时间

（ｈ）
总单细胞产量

（每１０μＬ数量，个） 细胞碎片

Ⅰ ０．５ １ 很少

Ⅱ ０．５ ５ 很少

Ⅲ ０．５ １１ 没有

Ⅰ １．０ ０ 较多

Ⅱ １．０ ２ 较多

Ⅲ １．０ ６ 很少

Ⅰ ２．０ ０ 很多

Ⅱ ２．０ ０ 较多

Ⅲ ２．０ ２ 很少

３　结论与讨论

单细胞水平研究越来越受到关注，已被广泛应用于单细

胞ＰＣＲ扩增、基因测序及细胞工程研究等，因此分离单细胞
是生理和分子研究的基础。据笔者所知，目前分离植物单细

胞以酶解法为主，即采用纤维素酶、果胶酶等破坏植物细胞

壁，使细胞相互分离，从而分离出单细胞或者原生质体。张宁

等应用酶解法分离马铃薯的叶片单细胞，发现果胶酶是细胞

分离的关键酶，但只是统计了细胞的分离率，酶解时间比本研

究的酶解时间长，最少为４ｈ，酶解时间太长会破坏细胞的完
整性和活性［９］。目前还有很多研究都直接提取了原生质体，

而使细胞壁破裂。陈颖等用纤维素酶酶解拟南芥叶肉细胞，

获取了叶肉细胞的原生质体［１０］。陈爱萍等用纤维素酶、果胶

酶、离析酶提取了红豆草的原生质体［１１］。

纤维素酶和果胶酶能够促进细胞壁的降解，在笔者的研

究中，为了保护细胞壁，只采用１．０％离析酶进行酶解，从而
获得有完整细胞壁的单细胞。细胞壁的功能，细胞极性的形

成，植物激素的定向运输，细胞骨架的极性变化，小泡的定向

分布和运输等一系列细胞发育事件都是彼此相连的。植物细

胞壁在细胞生长发育中起着至关重要的作用，是细胞外围的

一层壁，有保护细胞的作用［１２］。除此之外，细胞壁还参与了

植物生长、细胞分化、细胞识别、抗病反应等一系列代谢活

动［１３］。细胞极性是生物体的基本属性，在多细胞生物里同时

也控制细胞间的信息交换、模式生成、身份识别。因此获取有

细胞壁的单细胞对研究细胞的生理生化具有重要意义，也是

在细胞水平研究苹果生长发育的基础。纤维素酶和果胶酶可

以分解植物细胞壁，所以在本研究中，为了避免细胞壁的降

解，只用了离析酶分离果肉细胞，通过ＶＢＬ检测，获得了有完
整细胞壁的果肉单细胞。

（下转第１６７页）
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（上接第１３９页）
　　Ｍｃａｔｅｅ等把苹果、梨等果实的果肉，一边加热煮沸，一边
通过磁力搅拌器搅拌０．５ｈ，直至看到果肉单细胞才停止加
热，但是获得的单细胞已经失去活性，只能用于检测果肉细胞

的大小和形状［１４］。而本研究分离得到的果肉细胞经 ＶＢＬ染
色，能看到完整的细胞壁，经过ＦＤＡ染色，单细胞具有明显的
活性。酶解处理的原则是利用尽可能低的酶浓度和尽可能短

的酶解时间获得大量且有活力的原生质体［１５］。本研究只用

了０．１％离析酶，而且酶解时间只有０．５ｈ，低于酶解获取原
生质体的时间［１６－１７］。

总之，采用０．１％离析酶酶解苹果果肉，再搅拌３０ｍｉｎ，
能得到细胞壁完整且具有活性的果肉单细胞。
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