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“红颜”草莓原生质体制备及瞬时转化体系的建立
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摘要：为探索“红颜”草莓悬浮细胞系原生质体提取的最优条件，并建立“红颜”草莓原生质体瞬时转化体系，以“红颜”草莓

悬浮细胞为材料，对酶液组成、酶解温度、酶解方式进行研究。用 PEG介导的瞬时转化法将标记基因 GFP转化到“红颜”草莓

原生质体中。结果显示：以“红颜”草莓悬浮细胞系作为分离材料，酶液组合为 CPW中含有 0. 5%PVP+0. 1%MES+1%纤维

素酶+0. 5%离析酶+0. 01%半纤维素酶+0. 9 mol/L甘露醇，在低速（50 r/min）恒温（31 ℃）震摇下进行酶解反应，酶解 10 h
时，达到“红颜”草莓原生质体最佳分离效果，每克鲜重产量可得原生质体 6×108个，活力值可达 93. 0%。PEG介导法成功将含

有绿色荧光蛋白（green fluorescent protein，GFP）的植物表达载体转化“红颜”草莓悬浮细胞原生质体，转化效率达 44%。通过

实验筛选得到“红颜”草莓悬浮细胞原生质体的最佳制备条件，建立“红颜”草莓悬浮细胞原生质体的瞬时转化体系，为进一步

开展“红颜”草莓功能基因及合成生物学研究奠定基础。
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Preparation of protoplasts and establishment of transient transformation system

of Hongyan strawberry
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Abstract：In order to explore the optimal conditions for protoplast extraction of Hongyan strawberry suspension cell
line，the transient transformation system was established，and the suspension cell of Hongyan strawberry was used as ma⁃
terial to study the composition of enzyme solution，enzymatic hydrolysis temperature and enzymatic hydrolysis method.
The marker gene GFP was transformed into the protoplast of Hongyan strawberry by PEG⁃mediated transient transforma⁃
tion. When the Hongyan strawberry suspension cells were used as the separation material，and the composition of enzyme
solution was 0. 5% PVP+0. 1% MES+1% cellulase+0. 5% isolation enzyme+0. 01% hemicellulase+0. 9 mol/L
mannitol in CPW，enzymatic hydrolysis was carried out under low speed（50 r/min），constant temperature（31 °C）shak⁃
ing for 10 h，the best separation effect of protoplasts of Hongyan strawberry can be achieved. The protoplast yield was up
to 6×108 and the vitality value was up to 93. 0%. By PEG ⁃mediated method，the plant expression vector containing
GFP was transformed into the protoplast of the Hongyan strawberry suspension cell with a transformation efficiency of
44%. The optimal preparation conditions of protoplasts of Hongyan strawberry suspension cells were obtained，
and transient transformation system of protoplasts of Hongyan strawberry suspension cells was established.
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These studies lay a foundation for further research on functional genes and synthetic biology of Hongyan straw ⁃
berry.
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0 引 言

草莓（Fragaria ananassa Duch.）属蔷薇科（Ro⁃
saceae）草莓属（Fragaria）多年生草本植物，草莓喜

温凉气候，喜光但又有较强的耐阴性，宜生长在肥

沃、疏松的中性或酸性土壤中，原产于南美洲，种植

面积广泛，现在中国各地和欧洲等地均有种植［1］。

草莓果实含有丰富的营养价值，素有“水果皇后”之

称，包括多种维生素及矿物质，其中含量丰富的胡

萝卜素与维生素 A可起到缓解夜盲症的功效，丰富

的膳食纤维能够促进肠道蠕动，改善便秘［2］。同

时，草莓色泽鲜红，口感酸甜，具有生长周期短、上

市早、效益高等特点，广受消费者喜爱，是一种营养

价值和经济价值较高的水果种植品种［3］。

草莓的优良栽培品种很多，全世界约有 2 000
余种，但实现大面积栽培的优良种只有几十个，包

括“红颜”、“明晶”、“明旭”、“朔丰”等品种［4，5］。其

中“红颜”草莓具有味道甘甜，色泽艳丽，果形大，硬

度适中，耐储运等优点，是最受欢迎的草莓品种之

一［6］。“红颜”草莓又称红颊，是日本静冈县用章姬

与幸香草莓品种杂交培育成的早熟栽培品种［7］。

“红颜”草莓长势旺，产量高，根系生长能力和吸收

能力强，连续结果性能好，采摘期可从当年 12月持

续至次年 5月份，是具有良好发展前景的优良草莓

品种［8］

原生质体是指脱去了细胞壁的细胞，含有该物

种的全部遗传信息，在合适的培养条件下，具备再

生为与亲本相似个体的全能性［9］。细胞壁的存在

会阻碍外源 DNA进入细胞，因此原生质体被广泛

应用于 DNA、质粒等分子的转化，是遗传转化的理

想受体［10］。原生质体用于遗传转化有多种途径，包

括农杆菌转化法、显微注射法和 PEG介导转化法

等［11，12］。除进行 DNA和蛋白质的转染外，原生质

体可用于进行原生质体融合，这能够克服远缘杂交

障碍，实现体细胞杂交，或用于整个植物的再生［13］。

还可用于对生物膜的研究，包括高分子和病毒的摄

取等。这些原因使得原生质体成为生物学相关研

究的重要媒介［14］。

草莓是一个高度杂合、多种倍性及具有丰富野

生资源的植物品种，草莓原生质体的有效分离对于

草莓的相关研究具有重要意义。史永忠等［15］利用

经 5次继代培养的草莓花药愈伤组织进行草莓原

生质体的制备，最终产量达每克鲜重产 1. 47×106

个，活力为 67. 35%。有学者以草莓花药为实验材

料进行原生质体分离，最终产量可达到每克鲜重产

16. 35×106个，活力达 84. 6%［16］。张学英等［17］对草

莓原生质体的分离条件进行了探讨，结果显示继代

5 d的悬浮细胞系是草莓原生质体分离的最佳材

料，并对酶液组成进行了相关研究，经富集后的原

生质体产量达到每克鲜重产 17. 02×106个，活力达

94. 3%。有研究对“丰香”和“红颜”草莓的原生质

体提取和细胞融合进行了条件优化，使草莓也能成

为实验材料，提取的“红颜”草莓原生质体数量达

7. 5×106 个/mL［18］。目前对于草莓原生质体的研

究工作还在继续，但对于“红颜”草莓品种的研究和

报道较少，本研究对“红颜”草莓原生质体的制备条

件进行了初步探索，包括酶液组成、酶解温度、酶解

方式等因素对“红颜”草莓原生质体制备的影响，得

到了“红颜”草莓原生质体制备的有效方案，并将构

建好的 35s：：GFP瞬时表达载体成功转入“红颜”

草莓原生质体，转化效率达 44%，为后续“红颜”草

莓原生质体的遗传转化等生物学研究提供了参考。

1 材料和方法

1. 1 供试材料及仪器

本实验以“红颜”草莓为研究材料，该材料由湖

北勤劳农夫生态农业股份有限公司提供。

MES：2⁃（N⁃吗啉）乙磺酸（2⁃（N⁃morpholino）
ethanesulfonic acid）

PVP：聚乙烯吡咯烷酮（polyvinyl pyrrolidone）
PEG溶液：40%PEG4000、0. 2 mol/L甘露醇、

0. 1 mol/L CaCl2（现配现用，4 ℃最多保存 5 d）
W5 溶 液 ：0. 125 mol/L CaCl2、0. 154 mol/L

NaCl、5 mmol/L KCl、2 mmol/L MES，用 KOH调节

pH至 5. 6，高温高压灭菌，室温保存

WI溶液：0. 5 mol/L甘露醇、4 mmol/L MES、
20 mmol/L KCl，用 KOH调 pH至 5. 6，高温高压灭

菌，室温保存

以上药品或试剂均购自上海阿拉丁生化科技股

份有限公司。

CPW溶液：（KH2PO4：27. 2 mg/L、KNO3：101
mg/L、CaCl2·2H2O：1480 mg/L、MgSO4·7H2O：246
mg/L、CuSO4·5H2O：0. 025 mg/L、KI：0. 16 mg/L，
该溶液配制所需试剂购于国药集团化学试剂有限
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公司）。

MS（Murashig⁃Skoog）粉末购于上海伊卡生物

技术有限公司；6 ⁃苄氨基嘌呤（6 ⁃ benzyl aminopu⁃
rine，6⁃BA）、萘乙酸（1⁃naphthylacetic acid，NAA）、

甘露醇购于上海生物制药有限公司；蔗糖购于天津

科密欧化学试剂有限公司；琼脂粉、纤维素酶、离析

酶、半纤维素酶购于北京索莱宝科技有限公司。

EVOS M5000 荧光显微镜（赛默飞科技中国有

限公司）

1. 2 继代培养

为得到理想的“红颜”草莓新生嫩叶作为原生

质体制备的材料，该研究选取长势良好的“红颜”草

莓植株于无菌环境下消毒处理并进行继代培养（培

养基配方：MS粉末 4. 4 g/L，蔗糖 30 g/L，琼脂 10
g/L，6 ⁃BA 0. 5 mg/L，NAA 0. 1 mg/L，最终调至

pH为 5. 8）。

1. 3 原生质体分离

取继代培养后的“红颜”草莓幼嫩叶片 0. 02 g，
70%酒精消毒 40 s，无菌水冲洗 3遍，再用 0. 5%次

氯酸钠溶液浸泡 7 min，无菌水冲洗 5遍，最后用无

菌纱布吸收掉叶片上的多余水分。将叶片剪切成

3 mm×5 mm大小后放入 9 mol/L甘露醇溶液中预

处理 2 h。本试验采用酶解法在设定条件下对“红

颜”草莓嫩叶进行原生质体的分离制备，酶液组成

如表 1所示。酶液使用 0. 1% 的 MES和 0. 5% 的

PVP溶解于 CPW溶液配制而成，最终调节 pH值为

5. 6。使用 0. 2 µm滤膜过滤除菌后放入至 50 ℃水

浴锅中预热 10 min，按照酶液与材料 10∶1~20∶1的
比例加入到已剪切好的叶片中。黑暗环境，在不同

温度（28、29、30、31和 32 ℃）条件下，分别以 30、40、
50、60和 70 r/min不同震摇转速及静置方式下进行

酶解反应。

1. 4 原生质体的富集和计数

酶解 4 h时开始测量，每隔一小时观察并记录

一次“红颜”草莓原生质体的活力，酶解物经 200目
不锈钢筛网过滤，使用缓冲溶液（CPW溶液中加入

0. 1%MES，0. 5%PVP，0. 9 mol/L甘露醇）进行洗

涤，离心机 600 r/min离心 5 min后去除上清液，缓

冲液重悬后使用血球计数板进行计数。

1. 5 原生质体活力的测定

取洗涤过的原生质体悬浮液 0. 5 mL，加入荧

光素双醋酸酯（fluorescein diacetate，FDA）溶液使

其终浓度为 0. 01%，室温（25 ℃）静置 5 min后于荧

光显微镜下观察，视野中发绿色荧光的为有活力的

原生质体，没有产生荧光的原生质体无活力。

1. 6 原 生 质 体 分 离 纯 化 方 法 优 化 及 提 取 效 率

检测

将上述研究得到的最佳酶液组成、最适酶解温

度以及酶解方式进行组合，使用最优条件对草莓原

生质体进行再次提取，对原生质体的数量和活力进

行检测。

1. 7 原生质体的转化与信号检测

将原生质体浓度调至每mL为 5×105个，取 200
μL与 20 μg已构建好的 35S：：GFP瞬时表达载体混

合，再加入 220 μL的 PEG溶液，轻敲混匀，在黑暗条

件下诱导转化混合物 20分钟。室温下用 880 μL的

W5溶液稀释转化混合液，然后轻柔颠倒摇动离心

管，使之混合完全以终止转化反应。100 ×g离心 2
min，去上清，再用W5溶液清洗一次，去上清，用 1
mL的 WI溶液轻轻重悬原生质体于多孔组织培养

皿中，室温黑暗静置培养。24 h后取出，100 ×g离
心 2 min，去部分上清，对原生质体溶液进行浓缩，取

适量制片，在荧光显微镜下观察 GFP表达情况。观

察多个视野下的原生质体转化情况，按照如下公式

计算转化率：

原生质体转化效率（%）=（激发光下发出绿色

荧光的原生质体数目/明场下所有原生质体数）×
100%

2 结果与分析

2. 1 酶液组成

在“红颜”草莓原生质体的分离过程中，酶液组

成和浓度对原生质体的产量和活力有较大影响。如

表 2所示，我们选取了 3种酶进行组合，对原生质体

表 1 不同分组的酶液组成

Table 1 Composition of different groups of enzymes

处理分组

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

酶液组成（m/V）
纤维素酶

0.5
0.5
0.5
1
1
1
1.5
1.5
1.5
2
2
2

离析酶

0.3
0.5
0.7
0.3
0.5
0.7
0.3
0.5
0.7
0.3
0.5
0.7

半纤维素酶

0
0.01
0.03
0
0.01
0.03
0
0.01
0.03
0
0.01
0.03
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分离的酶液组合进行探索，结果发现，纤维素酶、离

析酶和半纤维素酶的组合效果要优于纤维素酶和离

析酶的组合。在同一纤维素酶浓度下，随着离析酶

浓度的提高，原生质体产量先增加后降低，这可能与

离析酶浓度升高损伤原生质体结构有关。在同一纤

维素浓度和离析酶浓度下，随着半纤维素酶浓度的

增加，原生质体产量呈先增加后降低变化，根据此实

验结果，我们得到了“红颜”草莓原生质体分离的酶

液组合，即：1%纤维素酶+0. 5%离析酶+0. 01%
半纤维素酶+0. 9 mol/L甘露醇，该组合分离效果最

好，分离结果如表 2所示。

2. 2 酶解温度

温度能够影响酶的活性，从而影响“红颜”草莓

原生质体的分离。温度过高或过低都会对酶的活

性产生影响，如图 1所示，随着温度的升高，“红颜”

草莓原生质体的活力呈现先上升后下降的变化，当

温度达到 31 ℃时，原生质体活力最高，达到 93%。

因此我们将该温度作为“红颜”草莓原质体分离的

最适酶解温度。

2. 3 酶解方式

该研究中，我们采用不同转速震摇和在静置方

式进行酶解反应，发现经过相同处理时间，震摇方

式比静置方式得到的“红颜”草莓原生质体数量更

多，活力更好，能更快地达到较充分的酶解状态。

其中震摇速率能够影响原生质体的数量和活力，结

果如图 2和图 3所示，当震摇速率达到 50 r/min时，

得到的原生质体数量多，活力高，因为震摇能够促

进原生质体的分散，增加酶液与细胞壁的接触，加

快酶解进程，但过快的速率也可能损伤原生质体，

导致“红颜”草莓原生质体活力下降。

2. 4 原生质体分离过程

本研究探索了“红颜”草莓原生质体的制备方

法，通过已探索得到的酶液组成和浓度、温度、酶解

方式等，我们从酶解 5 h开始对原生质体的分离情

况进行显微观察，观察结果如图 4所示，当酶解时间

为 5 h时，叶片边缘细胞与叶片发生脱离；6 h时，叶

片边缘细胞与叶片脱离程度加大；当酶解 7 h时已

出现整体脱落的细胞团，且细胞开始分散；酶解至 8

表 2 原生质体活力和数量的测定

Table 2 Determination of protoplast viability and quantity

处理分组

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

活力/%
78.5
80.5
83.6
87.2
93.0
86.3
82.9
84.6
85.3
80.6
82.5
83.6

原生质体数量/个·g-1

3.7×108

4.3×108

5.0×108

5.2×108

6.0×108

5.6×108

4.2×108

5.0×108

5.2×108

4.0×108

4.7×108

5.1×108

图 1 温度对原生质体制备的影响

Fig. 1 Effect of temperature on protoplast preparation

图 2 酶解方式对原生质体数量的影响

Fig. 2 Effect of enzymatic hydrolysis on the number of

protoplasts

图 3 酶解方式对原生质体活力的影响

Fig. 3 Effect of enzymatic hydrolysis on protoplast via⁃

bility

·· 535



杜小云 等：“红颜”草莓原生质体制备及瞬时转化体系的建立

h时，已能够观察到分散的细胞团；酶解至 9 h出现

少量形态完整的原生质体，酶解 10 h时，原生质体数

量最多，分散程度最好，但有少部分原生质体开始出

现破碎现象。将处理 10 h的原生质体进行富集、洗

涤之后使用血球计数板计数，得到 6ⅹ108个/g，活力

值达到 93. 0%。

2. 5 PEG介导“红颜”草莓悬浮细胞原生质体的

瞬时转化

利用 PEG介导转化“红颜”草莓悬浮细胞原生

质体的瞬时转化进行了研究，将构建好的 35S：：
GFP瞬时表达载体利用 PEG介导法导入草莓原生

质体细胞，室温孵育 24 h于荧光显微镜下观察 GFP
蛋白的荧光信号，结果如图 5所示，显示了在特定波

长激发光下观察到的 GFP绿色荧光，经计算转化效

率达 44%。

同时，利用 RT⁃PCR验证方法，证明在转化后

的草莓原生质体中，含有 GFP表达原件的质粒能够

高效瞬时表达，如图 6所示。这为草莓功能基因组

研究和相关重要功能基因研究提供了重要的实验

材料和遗传转化方法。

3 讨 论

该研究通过对酶液组成、酶解温度、酶解方式等

因素的研究，得到了制备“红颜”草莓原生质体的有效

方法，并通过该方法获得了数量多、活力高的“红颜”

草莓原生质体，但影响原生质体制备的因素还有很

多，细心注意实验过程中的每一步骤，才可能获得优

质的原生质体，为后续研究提供高质量的材料保证。

实验的前期准备对于实验的顺利进行至关重

要，该实验需要不断调整实验条件，探索各条件合适

的范围，因此合理的预实验对于该探索实验是十分

必要的。在预实验的基础上，一些需要注意的细节

对实验的顺利完成有重要意义。首先需确保有足够

的初始材料，并使用相同的试剂进行多次尝试，这对

于利用酶解法制备原生质体非常重要［19］。其次为了

得到活的原生质体，材料的选择应以幼嫩的植物组

织为佳，过于年轻的组织通常细胞较小，宜受到伤

害，会降低原生质体在处理中存活的几率，另一方

面，老的组织活力低，不易再生，细胞壁不易酶解，这

两者都不是合适的制备原生质体的材料。另外，原

生质体对渗透压非常敏感，为了防止原生质体的破

裂，维持等渗条件至关重要，该研究选择一定浓度的

甘露醇保证细胞渗透压稳定。在大多数研究中，并

不需要得到完全移除细胞壁的原生质体，将细胞壁

部分移除就已足够满足后续实验要求，过度追求完

全移除细胞壁的原生质体会导致部分原生质体未完

全形成，而部分原生质体已发生破碎，因此，在本研

究在注重原生质体产量的同时，还重点关注了原生

质体的活性变化。

在原生质体制备过程中存在一些关键性问题，

这些问题会影响到实验结果的准确性。首先是对原

生质体进行过滤时，需要选择大小合适的滤网，因为

很可能有其他物质随原生质体一起被滤出，影响到

最终的计数；其次，酶液处理的时间对于酶解结果的

图 4 草莓原生质体的分离过程

Fig. 4 Separation process of strawberry protoplasts

注：A，B，C，D，E，F分别代表酶解 5、6、7、8、9和 10 h，显微镜放大倍数 5×10
Note：A，B，C，D，E，F represent enzymatic hydrolysis for 5，6，7，8，9 and 10 h，respectively，with a microscope mag⁃
nification of 5×10
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影响非常大，在关键的时间点需要持续地对原生质

体进行观察，而不是单一地只观察确定的时刻。最

后，在对原生质体进行计数的过程中，盖玻片的使用

会将原生质体压碎，因此计数过程中可不使用盖玻

片，但需要尽量将酶液铺成薄薄一层，便于观察，这

能够提高计数的准确性。

该研究采用的是悬浮细胞系对“红颜”草莓进行

原生质体的制备，除悬浮细胞系外，草莓幼嫩叶片、

愈伤组织等都可用于制备原生质体［17］。有研究报道

称采用悬浮细胞系进行植物原生质体的制备效果最

好［20］，但不同材料需进行具体的实验验证。温度能

够影响酶的活性，从而影响酶解效率，温度过高过或

过低均会通过降低酶的活性而减缓酶解效率，通过

设置不同的温度范围可探索原生质体制备的最适温

度［21］。时间同样是影响酶解效率的重要因素，这可

能是因为随着时间延长，酶的活性会发生相关变

化［22］。酶解时间太短，无法分离出脱壁的原生质体，

而酶解时间过长，原生质体会发生破碎，如在本实验

中，当酶解时间超过 10 h后，原生质体发生大量破

碎，活力大幅下降，因此通过实验探索酶解的合适时

长是保证原生质体活性的关键因素［23］。除采用静置

或不同速率震摇作为酶解方式外，还可选取其他方

式来探索提高酶解效率的途径，但要注意所选取的

方式不能破坏酶的活性。高质量的原生质体为“红

颜”草莓的后续遗传转化等研究提供了良好的细胞

材料。

外源基因转化原生质体的方法有多种，常见的

有 PEG介导转化法、农杆菌转化法、显微注射法等。

其中 PEG介导转化法成本低、操作简单、重复性好，

是生物学研究中常用的发放之一。利用 PEG介导

的瞬时转化体系已在多种植物中成功建立，包括拟

南芥（Arabidopsis thaliana）、水稻（Oryza sativa）和

烟草（Nicotiana tabacum）等，并且转化率较高，为基

因功能的研究及基因编辑技术的开发提供了帮助。

PEG介导的瞬时转化效率与质粒 DNA浓度、PEG
浓度和原生质体数目等因素相关。本研究采用 40%
的 PEG⁃4000将 20 μL质粒瞬时转化到“红颜”草莓

悬浮细胞原生质体中，转化效率达到 44%。但观察

到在 PEG处理过程中，仍有小部分细胞发生破裂，

该转化体系仍有可优化的空间。

本研究通过对影响原生质体制备的因素进行探

索，得到了制备“红颜”草莓悬浮细胞原生质体的优

化条件，并在此基础上，建立了一套简单、高效的原

生质体瞬时表达体系，为深入开展“红颜”草莓的功

能基因组学和基因编辑研究奠定了基础。
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