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摘 要：植物原生质体是去掉细胞壁的由细胞膜包被的有活力的裸细胞，它具有活细胞的一切特征，是基础生命科学研

究及作物育种改良的理想材料。本研究以马铃薯‘春薯 4号’组培苗叶片为外植体，对‘春薯 4号’原生质体的分离和纯化

条件进行了探索和优化。结果表明，含 3 mg/L硝酸银的MS培养基培养 21 d可显著增大叶面积，为原生质体制备提供充

足的材料；0.4%纤维素酶+0.5%果胶酶+0.1%离析酶，在转速为 35 r/min、25 ℃、黑暗条件下酶解叶片 14 h，原生质体产量

较高，质量最好；界面法纯化原生质体，得到的原生质体大小一致，破碎细胞较少；用上述方法制备的原生质体活力达

90%以上，可用于原生质体培养。
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Abstract：Plant protoplasts are viable naked cells without cell wall and coated by cell membranes. They have all the
characteristics of living cells and are ideal materials for basic life science research and crop breeding improvement.
In this study, the leaves of potato Chunshu 4 tissue culture seedlings were used as explants, the isolation and purifi⁃
cation conditions of Chunshu 4 protoplasts were explored and optimized. The results showed that MS medium con⁃
taining 3 mg/L silver nitrate for 21 days could significantly increase leaf area and provide sufficient materials for pro⁃
toplast preparation. When 0.4% cellulase + 0.5% pectinase + 0.1% isolating enzyme were used to hydrolyze leaves
for 14 h under the condition of rotating speed of 35 rpm, 25 ℃ and darkness, the yield of protoplast was higher and
the quality was the best. The protoplast was purified by interface method, and the protoplast size was the same, and
there were few broken cells. The activity of protoplast prepared by the above method is over 90%, which can be used
for protoplast culture.
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马铃薯（Solanum tuberosum L.）是仅次于玉米、

水稻、小麦的世界第四大粮食作物，因其粮、菜、

饲、加工兼用的特性，具有重要的经济价值。由

于马铃薯栽培种存在自交不亲和、花器退化、雄

性不育或育性低等问题，使得传统杂交育种进展

缓慢 [1]。原生质体细胞融合和遗传转化技术可克

服杂交育种障碍缩短植物育种周期 [2-4]。用原生

质体作为细胞融合和遗传转化受体的前提是制备

出高质量的原生质体 [5-6]。
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马铃薯原生质体的研究开始于 1973 年，

Lorenzini等 [7]使用马铃薯栽培种的块茎作为外植

体，游离出原生质体。1977年，Shepard等 [8]建立了

较为完善的原生质体制备体系，并且获得再生植

株。国内直到 20世纪 80年代末才有马铃薯原生

质体制备与培养成功的报道 [9-10]。马铃薯原生质

体的产量受基因型影响较大 [11]，不同马铃薯品种

使用相同酶解条件产量也存在较大差异 [12-13]，导

致很难有一套马铃薯原生质体制备体系适用于所

有马铃薯品种，所以，有必要针对不同品种的马

铃薯开展原生质体培养技术的研究。

‘春薯 4号’是东北地区的主栽品种，具有高

产稳产、抗病性强、加工品质好等优点[14]。近年来，

随着加工业对马铃薯需求量的不断增加，对具有特

定品质的马铃薯需求量迅速增大。因此，迫切需要

对地方品种进行改良以适应市场经济的需求。

1 材料与方法

1.1 试验材料

马铃薯‘春薯 4号’脱毒苗由吉林省蔬菜花卉

科学研究院张胜利研究员提供，由吉林省农业科

学院农业生物技术研究所保存。

1.2 培养基

试验中用到的培养基参照蔡兴奎[15]的配方（表

1），配制完成后调 pH值至 5.8，用 0.45 μm滤膜过滤

灭菌后，4 ℃保存。

表 1 原生质体操作培养基的组成 mg/L
成分

NH4NO3
CaCl2·2H2O

MES
MS培养基

水解酪蛋白

肌醇

蔗糖

甘露醇

葡萄糖

山梨醇

木糖醇

生物素

叶酸

FM
80
147
500
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

CM
-
-
500
443
500
100
-
-
-
-
-
-
-

MR
-
-
-

4 430
500
-
-

63 760
-
-
-
-
-

MP
-
-
-

4 430
500
-

230 000
-
-
-
-
-
-

MPS
-
-
-

4 430
500
4 500
8 500
45 500
4 500
4 550
-
-
-

CMⅠ
-
-
-

4 430
500
4 550
8 560
36 430
4 500
4 550
3 800
0.005
0.05

CMⅡ
-
-
-

4 430
500
100
25 680
36 430
4 500
-
-

0.005
0.05

PF
-
-
-

4 430
500
-

154 050
-
-
-
-
-
-

1.3 试验方法

1.3.1 ‘春薯 4 号’组培苗的硝酸银处理

取在MS培养基中培养 21 d的组培苗，剪取生

长状态一致的含腋芽茎段（长约 0.5 cm），接种于

分别含有硝酸银浓度为 0、1、2、3、4 mg/L的MS培
养基中。光照强度 2 000 lx，光周期 16 h/8 h（光/
暗），（23±1）℃培养 21 d后，测量组培苗的株高、叶面

积和叶绿素含量等。其中，叶面积测定采用方格法，

叶绿素含量测定采用紫外分光光度计法。

1.3.2 ‘春薯 4 号’叶片原生质体分离

取培养 21 d的组培苗顶端完全展开的幼嫩叶

片，于 25 ℃、FM培养基中浅层暗培养 48 h，转至

4 ℃、CM培养基中浅层暗培养 24 h，将叶片切成宽

0.5~1 mm的细丝，置于 15 mL酶解液中酶解。酶解

后使用Nikon 80i显微镜观察原生质体状态，使用血

球计数板计数，每个处理统计10个视野取平均值。

酶解液组成：纤维素酶+果胶酶+离析酶+0.4

mol/L甘露醇+0.3% PVP+20 mmol/L MES+20 mmol/L
KCl+0.1% BSA+10 mmol/L CaCl2，0.45 μm滤膜过滤

灭菌，现用现配。纤维素酶、果胶酶和离析酶分

别选用 3个浓度水平设计 L9(34)正交试验（表 2），
25 ℃、35 r/min黑暗条件下酶解 14 h，以确定最适

酶解液组合。

表 2 解离酶正交试验

组别

1
2
3
4
5
6
7
8
9

纤维素酶（%）
1（0.2）
1（0.2）
1（0.2）
2（0.4）
2（0.4）
2（0.4）
3（0.6）
3（0.6）
3（0.6）

果胶酶（%）
1（0.3）
2（0.5）
3（0.7）
1（0.3）
2（0.5）
3（0.7）
1（0.3）
2（0.5）
3（0.7）

离析酶（%）
1（0）
2（0.2）
3（0.1）
2（0.2）
3（0.1）
1（0）
3（0.1）
1（0）
2（0.2）

误差列

1
2
3
3
1
2
2
3
1
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在最适酶解液组合的基础上，采用静置和摇动

（35 r/min）两种酶解方式，25 ℃分别酶解 10、12、14、
16、18 h，以确定最适酶解方式和最适酶解时间。

1.3.3 ‘春薯 4 号’原生质体的纯化

叶片酶解完成后，过 400目筛，分别用界面法[15]

和漂浮法[16]进行纯化，对两种纯化方法进行比较，

纯化过程中使用水平离心机进行离心。

1.3.4 ‘春薯 4 号’原生质体的活力测定

原生质体纯化后，使用 0.01%酚藏花红染色

液与细胞溶液等体积混合，在显微镜下观察染色

情况，细胞内被染上红色的为无活力细胞或死细

胞，未染上红色的为具有活力的细胞 [17-18]。

1.3.5 ‘春薯 4 号’原生质体的初培养

用 CMI液体培养基将原生质体稀释至 1×105
个/mL，置于 25 ℃黑暗条件下静置培养，15 d后将

原生质体转移至 CMII培养基中，培养过程中每天

使用显微镜观察原生质体生长状态。

1.4 数据处理

正交试验中各因素对试验结果的影响分析采

用直观分析法 [19-20]。

2 结果与分析

2.1 硝酸银处理对‘春薯 4号’组培苗的影响

‘春薯 4号’组培苗茎秆细弱、叶片小，无法为

原生质体的制备提供充足的叶片。硝酸银是乙烯

抑制剂，具有增加植株长势的作用 [21-22]。由表 3可
知，与对照相比，经硝酸银处理后的组培苗株高

显著降低，叶面积显著增大，当硝酸银浓度为 3
mg/L时，组培苗叶面积最大，叶绿素含量最高，可

为原生质体制备提供充足的叶片材料。

表 3 硝酸银处理后‘春薯 4号’组培苗生长指标

硝酸银浓度

(mg/L)
0
1
2
3
4

注：同列小写字母不同表示在 0.05水平上差异显著

株高(cm)
17.91+0.85a
11.13+1.14c
11.16+1.15c
13.18+0.58b
7.19+0.46d

叶面积（cm2）
19.43+1.03e
39.93+0.98d
54.27+1.47c
77.23+1.14a
69.03+1.04b

叶绿素含量

(mg/g·FW)
2.65+0.06b
2.64+0.07b
2.59+0.03b
3.18+0.06a
2.59+0.05b

2.2 酶解液浓度组合对原生质体解离的影响

对 9组酶解液组合中原生质体的产量和状态

进行统计，筛选适宜‘春薯 4号’叶片原生质体解

离的酶解液浓度组合（表 4）。其中第 5组即 0.4%
纤维素酶+0.5%果胶酶+0.1%离析酶是较适宜‘春

薯 4号’叶片原生质体解离的酶解液浓度组合。

采用直观分析法计算极差分析可知，3种酶对‘春

薯 4号’叶片原生质体解离影响的顺序为：纤维素

表 4 试验方案与结果分析

因 素

处 理

1
2
3
4
5

6
7
8
9
K1
K2
K3
K12

K22

K32

极差R

偏差平方和S

因素主→次

优方案

A
纤维素酶（%）

1（0.2）
1（0.2）
1（0.2）
2（0.4）
2（0.4）

2（0.4）
3（0.6）
3（0.6）
3（0.6）
3.22
5.65
4.65
10.37
31.92
21.62
2.43
0.99

ACB
A2B3C3

B
果胶酶（%）
1（0.3）
2（0.5）
3（0.7）
1（0.3）
2（0.5）

3（0.7）
1（0.3）
2（0.5）
3（0.7）
4.00
4.48
5.04
16.00
20.07
25.40
1.04
0.18

C
离析酶（%）
1（0）
2（0.2）
3（0.1）
2（0.2）
3（0.1）

1（0）
3（0.1）
1（0）
2（0.2）
3.51
5.09
4.92
12.32
25.91
24.21
1.58
0.50

误差列

1
2
3
3
1

2
2
3
1
4.59
4.57
4.36
21.07
20.88
19.01
0.23
0.01

原生质体产量

（×106个/g·FW）
0.60
1.28
1.34
1.86
2.04

1.75
1.54
1.16
1.95

T=13.52
1
9 T2=20.31
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酶˃离析酶˃果胶酶。分析趋势可知，随着纤维素

酶浓度的增加，原生质体产量呈先增加后减少的

趋势；随着果胶酶浓度的增加，原生质体产量呈

逐渐增加的趋势；添加离析酶与不添加离析酶的

处理相比，原生质体产量有明显增加，但随着离析

酶浓度的增加，原生质体产量差异不大。推测

0.4%纤维素酶+0.7%果胶酶+0.1%离析酶组合解

离效果可能更好，且果胶酶浓度或可再提高，需进

一步试验加以验证。根据方差分析可知（表 5），对
‘春薯 4号’叶片原生质体酶解的影响，纤维素酶是

高度显著因素（P<0.01），离析酶是显著因素（P<
0.05），果胶酶是有一定影响的因素（P<0.1）。

表 5 方差分析

方差来源

A
B
C

误差 e
总和T

偏差平方和

S

0.99
0.18
0.50
0.01
1.68

自由度

f

2
2
2
2
8

平均偏差平方和

V

0.495
0.090
0.250
0.005

F值

99
18
50

临界值

F0.01(2,2)=99
F0.10(2,2)=9
F0.05(2,2)=19

显著性

**
（*）
*

2.3 酶解时间和酶解方式对原生质体产量的影响

叶片在 0.4%纤维素酶+0.5%果胶酶+0.1%离

析酶酶解液组合基础上，进行静置酶解与摇动酶

解（35 r/min），酶解温度均为 25 ℃。分别在酶解

10、12、14、16、18 h后使用血球计数板对原生质体

进行计数，结果见图 1。静置酶解方式下的各处

理原生质体产量都低于摇动酶解方式下的原生质

体产量；两种酶解方式的原生质体产量随着时间

的延长均呈先增加后减少的趋势；当酶解时间超

过 14h，原生质体破碎增多，产量逐渐下降；虽然

摇动酶解 16 h比 14 h原生质体产量高，但镜检发

现 16 h时，破碎原生质体多，导致后续试验纯化

效率低。综合上述结果，摇动酶解 14 h更适合

‘春薯 4号’原生质体解离。

2.4 两种原生质体纯化方式的比较

酶解后的原生质体需进行纯化去除未解离的

组织和破碎的细胞，以便进行原生质体培养试

验。将酶解后的组织液过 400目筛，使用界面法

和漂浮法两种方式纯化。比较纯化效果：漂浮法

操作简单，但由于缺乏较低浓度的上层溶液，酶

解液中不同质量的原生质体和细胞碎片混在一起

不易分离，纯化后获得的原生质体大小不一，含

有大量细胞碎片；界面法操作略复杂，但由于含

有浓度较低的上层溶液和浓度较高的下层溶液，

通过离心能将不同大小的原生质体及细胞碎片依

据质量而区分开来，高质量的原生质体聚集在两

层液面中间，纯化后的原生质体大小一致，细胞

碎片少，质量较高。因此，选取界面法为‘春薯 4
号’原生质体的纯化方法。

2.5 ‘春薯 4号’原生质体的活力测定

原生质体纯化后，使用 0.01%酚藏花红进行

染色，在光学显微镜下观察染色情况，细胞内被

染成红色的为无活力的死细胞，细胞内未被染成

红色的为具有活力的细胞。结果显示，有活力的原

生质体达 90%以上，可用于原生质体培养试验。

2.6 ‘春薯 4号’原生质体的初培养

纯化后的原生质体稀释至 1×105个/mL，置于

25 ℃黑暗条件下进行液体浅层培养，每天用显微

镜观察细胞生长状态。原生质体培养 1~2 d时，

叶绿素减少，原生质体呈现半透明状态；培养 4 d
左右，大部分原生质体完成第一次分裂；培养 15~
20 d时，原生质体持续分裂出现大量肉眼可见的

细胞团。

3 结论与讨论

植物原生质体是去掉细胞壁由细胞膜包被的

有活力的裸细胞，它具有活细胞的一切特征，是

基础生命科学研究及作物育种改良的理想材料。

原生质体可应用于细胞融合、瞬时转化、亚细胞

定位、基因表达模式实时监测、大分子复合物互

作、生物反应器、基因编辑等方面，成为科学家们

的研究热点 [23]。

图 1 酶解时间与酶解方式对原生质体产量的影响
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培养物的形态发生或器官形成能力弱是植物

离体培养中常遇到的主要问题之一。硝酸银是一

种乙烯抑制剂，可竞争性地与乙烯受体结合，在

培养基中添加适量浓度的硝酸银可促进培养物繁

育及体外生长，为科学研究提供丰富而稳定的材

料 [21-22]。本研究中马铃薯‘春薯 4号’在添加硝酸

银的MS培养基中培养 21 d，株高显著降低，叶面

积显著增大，这与前人研究结果一致 [24-25]，为原生

质体解离提供了充足的叶片材料。但需要注意硝

酸银处理浓度过高或时间过长，会对植物细胞的

生长代谢产生胁迫或毒害作用 [26]，本研究中发现

长时间培养后，植株叶片背部及茎部出现白色凸起

的斑点，张志军等[25]发现在培养基中添加 4 mg/L硝
酸银会导致马铃薯叶片背面出现红色斑点，与本

研究结果相似。

原生质体的解离常采用纤维素酶、果胶酶和

离析酶，有时会采用少量的半纤维素酶。马铃薯

一般以幼嫩叶片为材料进行原生质体解离，由于

叶片幼嫩去细胞壁相对容易，为获得高质量的原

生质体，应选用低浓度的酶进行解离 [9,16]。本研究

根据直观分析法推测，果胶酶浓度在 0.7%或更高

时，酶解效果可能更好，还需进一步试验，并结合

所获原生质体的产量和质量来验证这个推测。最

佳酶解时间要根据酶种类和浓度的组合来确定，

尽量缩短酶解时间以减小酶解液对原生质体的毒

害作用。解离过程中，摇动酶解较静置酶解效果

好，可能是由于低速摇动增加了酶解液与叶片组

织之间的接触，从而促进了原生质体的释放 [27]。

原生质体的纯化方式是影响原生质体质量的

重要因素，马铃薯原生质体的纯化方式主要有漂

浮法、界面法和沉降法等 [24]。漂浮法是底层放置

高浓度溶液，离心后原生质体漂浮于其上，比重

大的杂质沉淀于其底部。界面法是利用两种浓度

的溶液，离心后原生质体悬浮于两溶液之间，比

重小的杂质停留在上层溶液，比重大的杂质停留

在下层溶液。沉降法是使用一种比重略低于原生

质体的溶液，通过离心使原生质体沉降于溶液底

部的方法，由于该方法纯化效果较差已很少有人

使用 [28]。周宇波等 [16]在研究中使用漂浮法纯化原

生质体，蔡兴奎 [15]在研究中则使用界面法纯化原

生质体。本研究对漂浮法和界面法的纯化效果进

行了比较，虽然界面法操作较为复杂，但与漂浮

法相比，界面法纯化后的原生质体杂质和破碎细

胞更少，获得的原生质体纯度更高。
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势，GPT活性呈先下降后上升的趋势，GS活性呈

先下降后上升的趋势。在年周期内，北陆越橘树

体氮素含量表现为叶片>果实>新梢>韧皮部>木
质部。建议在越橘栽培管理过程中要掌握正确的

施肥时间合理施肥，早春萌芽及新梢等器官建造

期必需保证有效而充分的氮素供应水平；果实生

长期氮素主要用于维持各部位正常功能及果实发

育，为营养稳定期，此期应少量供应氮素；果实采

收后为氮素营养储备期，应注意保护叶片、延长

叶的光合能力，及时进行根际、根外追肥来提高

树体的贮藏养分水平。
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