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三七原生质体的制备
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　　摘要：原生质体因打破了细胞壁的限制，成为遗传转化和体细胞杂交的理想受体。为了以酶解法制备高产量、高
活力的三七原生质体，基于组织培养技术，以三七的愈伤组织为试验材料，设置不同纤维素酶和果胶酶的浓度配比，同

时探究三七愈伤组织不同培养天数、不同酶解时间、酶液不同渗透压以及离心纯化收集原生质体时不同离心力对原生

质体制备的影响，确定三七愈伤组织原生质体分离的最佳条件，以获得较高产量和活力的原生质体材料。结果表明，

三七愈伤组织继代培养１５ｄ，酶液组成为１５ｍｇ／ｍＬ纤维素酶＋７ｍｇ／ｍＬ果胶酶＋ＣＰＷ液＋０．７ｍｏｌ／Ｌ甘露醇，酶解
时间为 ７ｈ，以８００ｒ／ｍｉｎ离心收集原生质体时其产量和活力较高。
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　　原生质体是除去细胞壁后被质膜包裹的有生
活力的细胞，具有细胞全能性［１］。因没有细胞壁的

限制，原生质体成为遗传转化、细胞杂交、新型育种

的理想材料之一［２］。三七是五加科人参属的一种

极具药用价值的草本植物，主产于我国云南省，具

有活血化瘀、消肿定痛的功效［３］。本试验对三七原

生质体的制备条件进行研究，以期为三七的转化试

验和杂交育种等奠定基础。

１　材料与方法

１．１　主要仪器
试验仪器主要有台式冷冻离心机、普通光学显

微镜、荧光显微镜、超净工作台、恒温振荡器、血球

计数板、高压灭菌锅、电子天平、恒温水浴锅等。

１．２　主要试剂
试验试剂主要有纤维素酶（上海源叶生物科技

有限公司）、果胶酶（上海源叶生物科技有限公司）、

甘露醇（美国Ｓｉｇｍａ公司）、荧光素双醋酸酯（ＦＤＡ）
（美国Ｓｉｇｍａ公司）、细胞 －原生质体清洗液（ＣＰＷ
液）（２７．２ｍｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４、１０１．０ｍｇ／ＬＫＮＯ３、

１４８０．０ｍｇ／ＬＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ、２４６．０ｍｇ／ＬＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ、０．１６ｍｇ／ＬＫＩ、０．０２５ｍｇ／ＬＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ）、
蔗糖、琼脂粉、天门冬氨酸（Ａｓｐ）、核苷酸、氢氧化
钠、水解乳蛋白（国药集团化学试剂有限公司）等。

１．３　试验方法
１．３．１　三七愈伤组织继代培养　试验所用的三七
愈伤组织为中国农业科学院特产研究所诱导培养。

挑选质地较软、易于分散、颜色鲜黄、生长状态一致

的愈伤组织进行继代培养，培养基为 ＭＳ基本培养
基＋１．５ｍｇ／Ｌ２，４－二氯苯氧乙酸＋８ｍｇ／ＬＡｓｐ＋
８ｍｇ／Ｌ核苷酸 ＋０．５ｇ／Ｌ水解乳蛋白 ＋６０ｇ／Ｌ蔗
糖＋５．５ｇ／Ｌ琼脂，继代后的同一批材料分别暗培
养５、１０、１５、３０、４０、６０ｄ，探究三七愈伤组织不同的
培养时间对于原生质体产量和活力的影响。

１．３．２　三七原生质体分离　以酶解法分离原生质
体时，其产量和活力受酶的种类、酶液配比、酶解时

间、渗透压等多方面因素的影响［４］。原生质体分离

的基础条件为１％纤维素酶 ＋０．５％果胶酶 ＋１３％
ＣＰＷ液［５］，暗酶解６ｈ并以６００ｒ／ｍｉｎ转速纯化原
生质体。对纤维素酶和果胶酶的浓度配比、酶解时

间、甘露醇浓度设置不同水平进行单因素试验，每

组设３次重复。酶液用 ＮａＯＨ溶液调节 ｐＨ值为
５８～６０，附加０．３ｍｍｏｌ／Ｌ２－（Ｎ－吗啡啉）乙磺
酸（ＭＥＳ）缓冲液作为 ｐＨ 值稳定剂，酶液经
０．２２μｍ过滤器过滤灭菌使用。酶解前将酶液于
３７℃ 进行预热活化，愈伤组织中酶液加入量为
１０ｍＬ／ｇ，在１００ｒ／ｍｉｎ转速的摇床上振荡酶解，酶
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解温度为２５℃。
１．３．３　原生质体纯化　以离心沉淀的方式对原生
质体进行纯化。将酶解产物经１００μｍ滤网过滤，
除去较大的或酶解不完全的细胞团，收集滤液。将

滤液离心２ｍｉｎ，用移液器回收上清酶液。向离心管
底部沉淀加入１０ｍＬＣＰＷ液，离心洗涤２ｍｉｎ弃上
清，重复２次。用１０ｍＬ液体培养基离心１ｍｉｎ，洗
涤原生质体１次。用５ｍＬ培养液重悬原生质体。
设置离心转速为 ２００、４００、６００、８００、１０００、１５００、
２０００ｒ／ｍｉｎ等７个水平，离心收集原生质体后观察
其形态并计算产量。

１．３．４　原生质体产量计算　用２５×１６血球计数板
进行计数［６］。将纯化收集的原生质体温和颠倒几

次混匀后，吸取１．０ｍＬ用培养液稀释３～５倍，取
１０μＬ滴加在计数板上，每个样品计数３次取平均
值。原生质体数（个／ｍＬ）＝８０个小格内原生质体
数÷８０×４００×１００００×稀释倍数，原生质体产量
（个／ｇ）＝原生质体数（个／ｍＬ）×纯化悬浮体积 ÷
酶解材料质量。

１．３．５　原生质体活力检测　以荧光双醋酸酯
（ＦＤＡ）染色法检测原生质体活力［７］。ＦＤＡ用丙酮
溶液配制，使用浓度为５ｍｇ／ｍＬ，取１ｍＬ纯化后的
原生质体加入 ２５μＬ丙酮 －ＦＤＡ溶液，染色 ５～
１０ｍｉｎ，吸取１００μＬ制片，在荧光显微镜４９５ｎｍ波
长下进行观察统计，有活力的原生质体在视野下呈现

绿色荧光且活力越高荧光越强。每个试验组取样３
次，每次观察３个视野取平均值。原生质体活力＝视
野内发光细胞数／视野内细胞总数×１００％。

２　结果与分析

２．１　不同培养天数对原生质体产量和活力的影响
取同一时间继代，分别培养 ５、１０、１５、３０、４０、

６０ｄ的三七愈伤组织各０．５ｇ，加入５ｍＬ酶液，设３
组重复，数据取平均值。在 １００ｒ／ｍｉｎ转速摇床上
酶解６ｈ，经 ＣＰＷ液洗涤２次，培养液洗涤１次，用
５ｍＬ培养液重悬并进行计数，统计原生质体的产
量，以ＦＤＡ染色法检测原生质体活力。结果（图１）
表明，对培养１５ｄ的愈伤组织进行酶解能获得较高
的产量和活力。培养３０ｄ以后的愈伤组织产量和
活力都明显下降，原因可能是培养后期愈伤组织变

得紧实密集，不易分散导致酶解不完全，且长时间

不更换培养液，所需营养成分缺失，细胞次生代谢

产物积累，细胞活力下降。

２．２　不同离心转速对原生质体产量和完整度的
影响

将继代培养１５ｄ的３ｇ愈伤组织用镊子分散，
加入３０ｍＬ酶液，在１００ｒ／ｍｉｎ转速摇床上暗培养
酶解 ６ｈ，温和颠倒混匀后用移液器吸４ｍＬ培养液
至７支１５ｍＬ离心管中，分别以２００、４００、６００、８００、
１０００、１５００、２０００ｒ／ｍｉｎ转速离心，对酶解的原生
质体进行洗涤纯化。用ＣＰＷ液洗涤２次，用培养液
洗涤１次，加入５ｍＬ培养液重悬原生质体，取１ｍＬ
悬浮液稀释３倍，再吸取１０μＬ于血球计数板在显
微镜下计数并观察原生质体完整度，试验重复３次。
由表１可知，将离心转速设为８００ｒ／ｍｉｎ时可以获得
较高的原生质体产量，且完整度较高。分析原因可

能是离心转速较低时，原生质体沉集不完全，会在

纯化过程中随上清液流失；离心转速较高时会增加

原生质体与管壁的碰撞次数和压力，导致原生质体

破裂，细胞完整度下降，碎片增加且产量降低。

表１　离心转速对原生质体的影响

纯化离心转速

（ｒ／ｍｉｎ）
产量

（×１０５个／ｇ） 原生质体破裂程度

２００ ０．３１ ＋

４００ ０．６２ ＋

６００ ３．７０ ＋＋

８００ ４．５０ ＋＋

１０００ ３．１０ ＋＋＋

１５００ ０．６６ ＋＋＋＋

２０００ ０．２５ ＋＋＋＋＋

　　注：“＋”的数量越多，原生质体的完整度越低，完整原生质体的

数量越少。

２．３　不同渗透压对原生质体分离的影响
取继代１５ｄ的３ｇ愈伤组织用镊子分散，加入

３０ｍＬ酶液，取７支离心管，每管分装４ｍＬ酶解液，
分别按０．２、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、１．０ｍｏｌ／Ｌ加入
对应浓度的甘露醇，在１００ｒ／ｍｉｎ转速摇床上暗培
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养酶解６ｈ。结果（图２）表明，甘露醇浓度在０．２～
０．４ｍｏｌ／Ｌ之间时，原生质体的产量和活力很低，分
析原因可能是该浓度的渗透压相对于组织细胞过

低，显微镜下很多细胞体积膨胀，细胞质外流，细胞

破裂；甘露醇浓度在０．５～０．７ｍｏｌ／Ｌ之间时，随着
渗透压增加，原生质体的产量和活力逐渐增加，显

微镜下细胞形态多为球形，细胞形态较为稳定；甘

露醇浓度继续增加后细胞体积减小，原生质体皱

缩，产量和活力都下降，且在浓度为１．０ｍｏｌ／Ｌ时产
量大幅减少，活力也极低。因此以０．７ｍｏｌ／Ｌ浓度
的甘露醇调节酶液渗透压时能获得较高的原生质

体产量和活力。

２．４　不同酶解时间对原生质体分离的影响
取培养１５ｄ的０．５ｇ愈伤组织于５ｍＬ酶液中

酶解，材料的酶解时间设置７个水平，分别为３、５、
７、８、９、１１、１３ｈ。在对应的培养时间取样进行原生
质体产量和活力的计算。如图３所示，随着酶解时
间的增加，原生质体的产量和活力呈现先上升后下

降的趋势。酶解３ｈ左右在显微镜下能观察到较多
大的细胞团，游离的细胞数量少，原生质体的产量

和活力较低；酶解５～９ｈ时，原生质体的释放量逐
渐增多，但活力呈现先下降后上升的趋势；酶解９ｈ
后，原生质体的产量明显降低，显微镜下细胞碎片

增多，活力急剧下降。酶解７ｈ与酶解８ｈ时原生质
体的产量差异不明显，但酶解７ｈ时原生质体的活
力较高。高活力的原生质体更有利于后期的培养

和应用，因此将酶解７ｈ设为最佳酶解时间。
２．５　不同酶液配比对原生质体分离的影响

纤维素酶液浓度（质量体积比）设置３个水平，
分别为１０、１５、２０ｍｇ／ｍＬ，果胶酶液浓度（质量体积
比）设置３个水平，分别为５、７、９ｍｇ／ｍＬ，共计９种不
同的酶液组合，酶解７ｈ后计算原生质体的产量和
活力。如表２所示，当纤维素酶浓度为２０ｍｇ／ｍＬ、

果胶酶浓度为 ７ｍｇ／ｍＬ时，原生质体产量可达到
６８２×１０５个／ｇ，但活力仅为３３．７％；当纤维素酶浓度
为１５ｍｇ／ｍＬ、果胶酶浓度为７ｍｇ／ｍＬ时，原生质体产
量为６４４×１０５个／ｇ，活力达到５９．６％；当纤维素酶
浓度为 １５ｍｇ／ｍＬ，果胶酶浓度分别为 ７、９ｍｇ／ｍＬ
时，二者的产量差异不明显，但原生质体的活力差

异明显。原生质体的数量可以通过富集提高，而活

力较高的原生质体更有利于后期的培养和应用，综

合考虑，将最佳酶液配比组合设置为 １５ｍｇ／ｍＬ纤
维素酶＋７ｍｇ／ｍＬ果胶酶。

表２　不同酶液配比对原生质体的影响

纤维素酶浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
果胶酶浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
原生质体产量

（×１０５个／ｇ）
原生质体活力

（％）

１０ ５ ４．２２ ４０．９

１０ ７ ４．６８ ４６．３

１０ ９ ５．３３ ４５．８

１５ ５ ５．６１ ５２．７

１５ ７ ６．４４ ５９．６

１５ ９ ６．７１ ５０．９

２０ ５ ６．２６ ３６．７

２０ ７ ６．８２ ３３．７

２０ ９ ４．５８ ２３．１

３　讨论与结论

　　原生质体的产量和活力受多种因素的影响，如
材料的基因型和生理状态、培养基成分、制备方式、

制备条件等。本研究以酶解法分离三七原生质体，

将继代培养１５ｄ的材料在１５ｍｇ／ｍＬ纤维素酶 ＋
７ｍｇ／ｍＬ果胶酶＋ＣＰＷ液＋０７ｍｏｌ／Ｌ甘露醇的酶
液中酶解７ｈ，并以 ８００ｒ／ｍｉｎ纯化收集原生质体
时，能获得较为理想的原生质体材料，产量为

６．４４×１０５个／ｇ，活力为５９．６％。试验结果为下一
步进行原生质体制备条件的优化和原生质体的培

养再生奠定了基础。
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一种高效提取干燥植物样品 ＤＮＡ的方法
任梦云１，陈彦君２，３，王建军１，王美兴１，黄益峰１，杜龙岗１，关　潇２

（１．浙江省农业科学院作物与核技术利用研究所，浙江杭州３１００２１；２．中国环境科学研究院，北京１０００１２；

３．海南大学热带农林学院，海南海口５７０２２８）

　　摘要：野外采集样品通常采用硅胶干燥的方法，但会不同程度降解 ＤＮＡ影响提取效果。为解决干燥植物样品
ＤＮＡ难提取的问题，提出ＣＴＡＢ法与全式金植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒相结合的方法，并以４种中药材为试验材料，
利用改良ＣＴＡＢ法、传统ＣＴＡＢ法及试剂盒法等进行鉴定，并用ＰＣＲ扩增和酶切验证检测提取 ＤＮＡ的质量。结果表
明，ＣＴＡＢ法与全式金植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒相结合的方法能够有效去除多酚和糖类物质对ＤＮＡ提取的干扰，
并有效富集ＤＮＡ，尤其适用于临近干燥或枯萎的植物干燥叶片，ＰＣＲ扩增和酶切反应进一步证明利用该方法提取
ＤＮＡ能够达到下游试验的要求。本研究有效解决了传统方法提取干燥样品 ＤＮＡ低效的问题，能为接下来分子标记
的开发、遗传多样性和后续遗传学分析提供基础。

　　关键词：干燥植物；ＤＮＡ提取方法；ＤＮＡ产率；琼脂糖凝胶；电泳；ＰＣＲ扩增；酶切试验

　　中图分类号：Ｑ９４－３４＋１；Ｓ１８４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）１９－００４８－０４

收稿日期：２０１９－１０－０８

基金项目：浙江省农业（粮食）新品种选育重大科技专项（编号：

２０１６Ｃ０２０５０－９－２）。

作者简介：任梦云（１９９１—），女，安徽淮北人，博士，助理研究员，从事

分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：９１６１０３２０７＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：关　潇，博士，高级工程师，从事转基因作物风险评估工

作，Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｙｎｔｈｉａ８１５＠１２６．ｃｏｍ；杜龙岗，硕士，副研究员，从事鲜

食玉米新品种选育及相关耕作制度研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｌｇ１３８＠

１６３．ｃｏｍ。

　　从植物组织中提取高质量的基因组 ＤＮＡ是进
行分子生物学研究的第 １步和必要条件［１］。高质

量的基因组 ＤＮＡ是进行如简单重复序列标记
（ＳＳＲ）、限制性内切酶片段长度多态性（ＲＦＬＰ）、随
机扩增多态性ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）、简单重复序列间
扩增（ＩＳＳＲ）等后续遗传多样性分析的基础［２］。迄

今为止，人们提出了诸多提取 ＤＮＡ的方法，目前最
常用的提取方法是十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）法、十

六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［３］。远距离采样一

般无法对材料即刻提取 ＤＮＡ，通常采用硅胶脱水干
燥保存。然而有研究表明，从硅胶保存的植物样品

中提取的基因组ＤＮＡ会出现不同程度的降解现象，
而且ＤＮＡ的质量和浓度不及从新鲜样品中提取到
的ＤＮＡ［４］。尤其枯萎的植物样品中 ＤＮＡ易被核酸
内源酶降解，硅胶干燥后 ＤＮＡ降解程度更加严重，
造成ＤＮＡ提取质量下降［５］。因此，亟待开发一种能

够适用于临近枯萎植物干燥样品的基因组 ＤＮＡ提
取通用方法以适应研究要求。

本研究以山莨菪（Ａｎｉｓｏｄｕｓｔａｎｇｕｔｉｃｕｓ）、桃儿七
（Ｓｉｎｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍｈｅｘａｎｄｒｕｍ）、四数獐牙菜（Ｓｗｅｒｔｉａ
ｔｅｔｒａｐｔｅｒａ）、椭圆叶花锚（Ｈａｌｅｎｉａｅｌｌｉｐｔｉｃａ）４种中草
药为材料，分别从紫外吸光度、凝胶电泳、ＰＣＲ扩
增、酶切验证等方面对传统ＣＴＡＢ法、改良ＣＴＡＢ法
和试剂盒法３种ＤＮＡ基因组的提取方法进行比较，
以期寻找能提取干燥样品较好质量ＤＮＡ的方法。
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