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不同酶液组合对蒰柑原生质体分离的影响

周一鹏，何　丽，罗　丽，许晓玲，徐小勇
（扬州大学园艺与植物保护学院，江苏扬州２２５００９）

　　摘要：以蒰柑愈伤组织和试管苗叶片为试验材料，采用纤维素酶Ｒ－１０＋离析酶Ｒ－１０的酶液组合Ⅰ和纤维素酶
Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋离析酶Ｒ－１０的酶液组合Ⅱ进行原生质体的分离，比较这２种酶液组合对原生质体的酶解时间、产量及
活性氧含量的影响。结果表明，酶液组合Ⅱ所需的酶解时间均短于酶液组合Ⅰ；酶液组合Ⅱ所获得的原生质体产量均
高于酶液组合Ⅰ，在愈伤组织中前者产量是后者的９．０９倍，在叶片中前者产量是后者的５．２９倍，差异显著；酶液组合
Ⅰ的愈伤组织原生质体的活性氧水平是酶液组合Ⅱ的１．９６倍，且差异显著，而对于叶肉原生质体，２种酶液组合之间
的差异不显著。因此可见，酶液组合Ⅱ更适合用于蒰柑原生质体的分离。
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　　原生质体指采用酶解法或机械法去掉细胞壁的裸露活细
胞，在一定条件下可以发育成完整的植株，同时，原生质体也

是一种理想的单细胞系统［１］。因此，原生质体可以为现代生

物技术研究的诸多方面提供有利的试验材料，已被广泛地应

用于植物基础理论研究和遗传改良中［２－３］。然而，原生质体

技术应用的首要前提是分离出高质量的原生质体。由目前的

研究现状可知，影响原生质体分离的因素主要有分离起始材

料、预处理、酶液组合和浓度、酶解时间、渗透压等。其中，酶

液组合是影响原生质体分离成败的关键因素之一［４－５］。

目前，人们广泛使用的酶液组合为纤维素酶 ＋离析酶或
纤维素酶＋果胶酶，已被成功地用于小麦、马铃薯、油菜、柑橘
等植物的原生质体分离［６］。另外，值得注意的是，不同来源

的纤维素酶对原生质体分离也有影响。研究发现，相对于非

纯化的纤维素酶，纯化的纤维素酶用于烟草和葡萄原生质体

分离时，可降低活性氧水平，提高分离效果［７－８］。柑橘原生质

体主要由愈伤组织和叶片分离而来，所使用的酶液组合皆为

纤维素酶Ｒ－１０＋离析酶 Ｒ－１０，然而纤维素酶 Ｒ－１０是一
种非纯化的纤维素酶。本研究拟采用纯化的纤维素酶

Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋离析酶Ｒ－１０的酶液组合与常规酶液组合进行
蒰柑原生质体的分离，比较它们在原生质体酶解时间、产量及

活性氧含量上的差异，从而分析纤维素酶纯化与否对蒰柑原

生质体分离的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料
将蒰柑（ＣｉｔｒｕｓｒｅｔｉｃｕｌａｔａＢｌａｎｃｏ）胚性愈伤组织保存于ＭＴ

基本培养基中，每２０ｄ继代１次；将愈伤组织用悬浮培养基
（ＭＴ＋０．５ｍｇ／ＬＭＥ＋１．５ｍｇ／Ｌ谷胺酰氨 ＋５０ｇ／Ｌ蔗糖）悬
浮培养４代后用于原生质体的分离。

取新鲜蒰柑果实，去掉果肉，将种子用水冲洗干净，用

１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ浸泡１０ｍｉｎ，去掉果胶，转入超净工作台内，用
无菌蒸馏水冲洗后，再用７５％乙醇浸泡 １０ｍｉｎ，然后用１％
ＮａＣｌＯ溶液消毒２０ｍｉｎ，再然后用无菌蒸馏水冲洗３次，每次
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５ｍｉｎ。最后用灭过菌的手术刀片剥去内外种皮，接种到 ＭＴ
培养基上，大约过３０～４０ｄ，待叶片充分展开后用于原生质体
分离。

１．２　主要试剂
主要试剂有蔗糖、甘露醇、琼脂粉、吗啉乙磺酸（ＭＥＳ）、

纤维素酶（Ｒ－１０Ｏｎｏｚｕｋａ，ＹａｋｕｌｔＨｏｎｓｈａ，Ｔｏｋｙｏ）、纤维素酶
（ＷｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）、离 析 酶 （Ｒ －１０
Ｏｎｏｚｕｋａ，ＹａｋｕｌｔＨｏｎｓｈａ，Ｔｏｋｙｏ）、麦芽提取物、ＮａＨ２ＰＯ４、
ＣａＣ１２·２Ｈ２Ｏ、ＣＰＷ１３（含１３％甘露醇的细胞 －原生质体清
洗液）、ＣＰＷ２６（含２６％蔗糖的细胞－原生质体清洗液）、活性
氧检测试剂盒。

１．３　试验方法
１．３．１　蒰柑原生质体的分离　原生质体的分离参照何丽等
的方法［９－１０］，稍作修改。

愈伤组织原生质体的分离。取３ｇ愈伤组织于培养皿
中，加入 ２ｍＬ０．７ｍｏｌ／ＬＥＭＥ培养基（ＭＴ＋０．７ｍｏｌ／Ｌ蔗
糖＋０．５ｇ／ＬＭＥ）中，再加入２ｍＬ酶液（含２％纤维素酶Ｒ－
１０或纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋２％离析酶 Ｒ－１０＋１２．８％甘露
醇 ＋０．０１１％ ＮａＨ２ＰＯ４ ＋０．１２％ ＭＥＳ＋０．３６％ ＣａＣ１２·
２Ｈ２Ｏ，ｐＨ值为５．８）。将培养皿用封口膜封口，于２８℃暗条
件下酶解２４ｈ，酶解过程中每隔一段时间观察原生质体的分
离情况，以确定最佳酶解时间。

叶肉原生质体的分离。取出试管苗的叶片，置于铺有滤

纸的无菌培养皿中，用手术刀片将叶片切成１～２ｍｍ宽的条
状，之后放入预先加了 ２ｍＬ左右 ０．６ｍｏｌ／ＬＥＭＥ（配方为
ＭＴ＋０．６ｍｏｌ／Ｌ蔗糖 ＋０．５ｇ／ＬＭＥ）的培养基中，最后加入
２ｍＬ酶液（含２％纤维素酶Ｒ－１０或纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋
２％离析酶 Ｒ－１０＋１０．９％甘露醇 ＋０．０１１％ ＮａＨ２ＰＯ４＋
０．１２％ ＭＥＳ＋０．３６％ ＣａＣ１２·２Ｈ２Ｏ，ｐＨ值为５．８）。将培养
皿用封口膜封口，于２８℃黑暗条件下酶解２４ｈ，其间每隔一
段时间观察原生质体分离情况。

将酶解完成后的原生质体（酶解混合物）通过孔径为

４５μｍ的不锈钢筛网过滤，并用 ＣＰＷ１３冲洗，之后将滤液转
移到１０ｍＬ离心管中，于９５０ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清。将
原生质体沉淀与２ｍＬＣＰＷ１３混匀，之后用吸管轻轻转移到
预先加入６ｍＬＣＰＷ２６的离心管中，于９３０ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，
经ＣＰＷ１３／ＣＰＷ２６界面梯度离心纯化后，用吸管将２个液面
间的原生质体带吸出。将纯化后的原生质体悬浮于电融合液

（含１２．７％甘露醇＋０．０３％ ＣａＣ１２）中备用。
１．３．２　蒰柑原生质体产量的测定　采用血球计数板进行原
生质体产量的测定。先将盖玻片盖在计数室上，将原生质体

悬浮液滴在盖玻片一侧边缘，使其沿着盖玻片和计数板间的

缝隙渗入计数室，直到充满计数室为止。依次逐个计数中央

大方格内２５个中方格里的原生质体数，然后根据下式计算原
生质体产量：

１ｍＬ悬浮液中的原生质体数＝１个大方格悬浮液中的原
生质体数×１０４；

原生质体产量（个／ｇ）＝原生质体密度（个／ｍＬ）×原生
质体悬浮液的总体积（ｍＬ）／叶片质量（ｇ）。
１．３．３　蒰柑原生质体中活性氧含量的测定　采用活性氧检
测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）测定原生质体中

的活性氧含量。按照１∶１０００的比例，用原生质体培养液稀
释２′，７′－二氯荧光黄双乙酸盐（ＤＣＦＨ－ＤＡ），使其终浓度为
１０μｍｏｌ／Ｌ。将原生质体收集后悬浮于稀释好的 ＤＣＦＨ－ＤＡ
中，使原生质体浓度为１０６～１０７ｍＬ，于３７℃水浴锅内孵育
２０ｍｉｎ，每隔３～５ｍｉｎ颠倒混匀１次，使探针和原生质体充分
接触。之后，用原生质体培养液将处理好的原生质体洗涤３
次，以充分除去未进入原生质体内的 ＤＣＦＨ－ＤＡ。最后设置
１个对照管，按照体积比 １∶１０００的比例加入阳性对照
Ｒｏｓｕｐ，并设置１个未加 ＤＣＦＨ－ＤＡ的阴性对照。做好前处
理后，于３０ｍｉｎ内上样，用ＦＡＣＳＡｒｉａ流式细胞仪进行检测。
１．３．４　数据分析　试验重复３次，采用Ｅｘｃｅｌ２００３计算平均
值和标准偏差，采用ＳＰＳＳ进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　不同酶液组合对原生质体酶解时间的影响
对于不同的酶液组合或酶解材料，其酶解时间一般也不

同，因此在酶解过程中要进行持续观察，当观察到原生质体数

量不再增多时，可停止酶解，开始后续试验，该阶段时间可视

为适宜的酶解时间。本研究首先观察了酶液组合Ⅰ（纤维素
酶Ｒ－１０＋离析酶 Ｒ－１０）和酶液组合Ⅱ（纤维素酶
Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋离析酶Ｒ－１０）对２种外植体酶解时间的影响。
结果表明，对于愈伤组织或叶片，２种酶液组合所需的酶解时
间均存在差异（图１）。总体而言，酶液组合Ⅰ所需的酶解时
间较长，分别为１８ｈ（愈伤组织）、２０ｈ（叶片）；酶液组合Ⅱ所
需的酶解时间则分别为６ｈ（愈伤组织）、１６ｈ（叶片）。上述
结果表明，采用纯化纤维素酶的酶液组合可以缩短酶解时间，

从而提高原生质体的分离效率。

２．２　不同酶液组合对蒰柑原生质体产量的影响
原生质体产量是衡量原生质体分离效果的重要指标。因

此，本研究测定了２种酶液组合条件下原生质体的产量。如
图２所示，酶液组合Ⅱ所获得的原生质体产量均比酶液组合
Ⅰ高，且差异显著。酶液组合Ⅱ处理的愈伤组织原生质体的
产量为酶液组合Ⅰ的９．０９倍，酶液组合Ⅱ处理的叶肉原生质
体产量为酶液组合Ⅰ的５．２９倍。由此可见，酶液组合Ⅱ能较
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大地提高原生质体产量，从而为后续的原生质体操作，如细胞

融合、转化或分子生物学研究提供了量的保证。

２．３　不同酶液组合对蒰柑原生质体活性氧水平的影响
水稻、油菜、烟草和葡萄等植物的原生质体在分离过程中

会产生活性氧［７，１１－１３］，而过多的活性氧积累会影响原生质体

的再生。此外有研究表明，纤维素酶的纯度会影响原生质体

的活性氧水平［７］。因此，本研究采用活性氧检测试剂盒测定

了２种酶液组合条件下刚分离时原生质体的活性氧水平。结
果发现，酶液组合Ⅰ中的愈伤组织原生质体的活性氧水平是
酶液组合Ⅱ的１．９６倍，且差异显著；对于叶肉原生质体，２种
酶液组合间差异不显著（图３）。

３　结论与讨论

植物原生质体的分离涉及到细胞壁的去除，而这个过程

需要借助一些酶制剂来完成。常用的酶制剂主要有纤维素

酶、半纤维素酶、离析酶、果胶酶等。其中，纤维素酶可以降解

细胞壁的主要成分纤维素，其纯度和活力的高低直接影响原

生质体的分离效果。本研究比较了酶液组合Ⅰ（纤维素酶
Ｒ－１０＋离析酶Ｒ－１０）和酶液组合Ⅱ（纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ＋
离析酶Ｒ－１０）对蒰柑原生质体分离的影响。结果表明，酶液
组合Ⅱ在原生质体酶解时间和产量方面均明显优于酶液组合
Ⅰ。因此可见，酶液组合Ⅱ更适合蒰柑原生质体的分离。
　　对于这２种酶液组合在分离原生质体上的差异，可能有
以下２个原因：一是酶液组合中的２种纤维素酶在酶活性上
存在差异。纤维素酶Ｒ－１０又称１，４－β－Ｄ－葡聚糖葡糖苷
水解酶，来源于绿色木霉，含有降解天然纤维素的活性，１ｍｇ
酶制剂含有１０Ｕ酶活性单位；纤维素酶 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ来源于

里氏木霉，具有外切、内切葡聚糖酶活性，能够有效水解纤维

素，１ｍｇ酶制剂含有１４０Ｕ酶活性单位。在同等浓度的条件
下，纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ降解细胞壁纤维素的速度更快，所
需的酶解时间也就越短。二是２种纤维素酶在纯度上存在差
异。纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ是通过色析法纯化而来的，在纯度
上远高于纤维素酶Ｒ－１０。已有研究表明，非纯化的酶在原
生质体酶解时易引起细胞损伤，而纯化的纤维素酶能减少活

性氧含量，有助于原生质体的分离［７，１１］，本研究也得到相似的

研究结果。总体可以看出，纯化的纤维素酶Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ可高
效地分离蒰柑原生质体，对于其他植物原生质体的分离具有

重要的参考价值。
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