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高粱品种 BTx623原生质体分离及瞬时表达体系的建立
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摘要： 高粱（Sorghum bicolor）是世界上仅次于小麦、水稻、玉米和大麦的重要粮食作物之一，虽然高粱基因组已经完成了

测序，但是针对高粱测序品种 BTx623，遗传转化方法的缺乏限制了高粱遗传育种和功能基因组研究的发展。而原生质体瞬时

表达技术，则因为其高效、快速的特性，在功能基因组研究中具有重要的作用。为了在高粱品种 BTx623 中建立原生质体瞬时

表达体系，本研究以 BTx623 幼苗为材料，对原生质体分离过程中的渗透压、酶液成分、酶解时间进行研究。结果表明：BTx623
幼苗的原生质体分离过程中，最佳酶解液组成为 1% 纤维素酶、0. 25% 离析酶、0. 6 mol/L 甘露醇、10 mmol/L 吗啉乙烷磺酸、1 
mmol/L CaCl2、0. 1% 小牛血清蛋白和 5 mmol/L β⁃巯基乙醇，并获得了每毫升 1×107个的高质量原生质体，所获原生质体活性

在 90% 以上。之后利用 PEG 介导的转化方法，将含有 35S：：egfp 的质粒导入到原生质体中，并通过荧光显微观察统计，遗传转

化率达到（61. 31±3. 91）%。本研究通过优化高粱品种 BTx623 原生质体制备及瞬时转化的条件，成功建立了其原生质体瞬时

表达体系，为进一步开展高粱品种 BTx623 功能基因组的研究奠定了基础。
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The establishment of protoplasts isolation and transient expression system of 
sorghum cultivar BTx623
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Abstract： Sorghum is one of the important crops next to wheat， rice， maize and barley in the world， although the 
sorghum genome has been sequenced， the lack of genetic transformation methods for the sorghum sequenced cultivar 
BTx623 has limited the development of sorghum genetic breeding and functional genome research.  Because of the effi⁃
ciency and rapidity， the protoplast transient expression technology plays an important role in the research of functional ge⁃
nome.  In order to establish the protoplast transient expression system in BTx623， in this study BTx623 seedlings were 
used as materials to research the osmotic pressure， composition of enzyme solution and the time of digestion in the process 
of protoplast isolation.  The results showed that in the process of protoplast isolation in BTx623 seedlings， the optimal 
composition of the enzyme solution is 1% cellulase， 0. 25% mecerozyme， 0. 6 mol/L mannitol， 10 mmol/L MES， 1 
mmol/L CaCl2， 0. 1% BSA and 5 mmol/L β ⁃mercaptoethanol， then 1×107/mL protoplasts with high vitality were ob⁃
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tained and the protoplast activity was higher than 90%.  After that， the plasmids containing 35S：：egfp was introduced in⁃
to the protoplasts by PEG mediated transformation， from the observation under fluorescence microscope， the genetic 
transformation rate was （61. 31±3. 91）% .  In this study， by optimizing the conditions of protoplast preparation and tran⁃
sient transformation in BTx623， the protoplast transient expression system was successfully established， which laid a 
foundation for further study on functional genomics in sorghum cultivar BTx623.

Key words： sorghum； BTx623； protoplast isolation； transient expression

0 引  言

高粱（Sorghum bicolor）是重要的粮食作物和能

源作物，具有广泛的适应性和良好的抗逆性，在全世

界 分 布 广 泛 ，具 有 较 高 的 研 究 价 值 。 高 粱 品 种

BTx623 是一种广泛使用的自交系品种，其全基因组

于 2009 年完成测序，是高粱参考基因组品种［1］。然

而遗传转化技术的缺乏，限制了高粱品种 BTx623
的遗传改良和功能基因组研究的发展。

植物原生质体是植物细胞去除细胞壁后裸露的

细胞，具有容易摄取外源核酸片段的特性，广泛应用

于植株再生［2］、体细胞杂交［3］、植物细胞生理研究［4］

和功能基因组研究［5］等。自 1960 年 Cocking 等［6］首

次利用纤维素酶粗制剂，从番茄（Solanum lycopersi⁃
cum）根尖分离出大量的原生质体以来，科研人员已

经在拟南芥（Arabidopsis thaliana）［7］、水稻（Oryza 
sativa L.）［8］、玉米（Zea mays L.）［9］、烟草（Nicotiana 
tabacum L.）［10］等模式植物中建立了原生质体分离

系统。有研究者在马铃薯（Solanum papita）品种中

建立了原生质体分离系统，并在此基础上建立了植

物遗传转化及再生体系［11］；还有学者在甜樱桃中建

立了原生质体分离体系，并以 gfp 为报告基因获得了

转化率 84. 1% 的原生质体瞬时表达系统［12］。在甜

高粱品种 POTCHETSTRM 中，原生质体系统被用

来证明 SbSTOP1 蛋白位于细胞核中，并调控 SbG⁃
lu1 和 SbSTAR2b 的 表 达 ，从 而 参 与 甜 高 粱 品 种

POTCHETSTRM 对铝毒害的反应［13］。在高粱品

种 BTx623 中，有研究以其黄化苗为材料，利用酶解

法分离出原生质体并进行了转化，但是转化效率仍

然不高［14］，限制了后续实验的开展。因此高效遗传

转化技术的开发对于 BTx623 相关高粱基础研究的

发展是亟待解决的问题。

植物瞬时表达是一种将目标基因转入靶细胞，

并在短时间内使外源基因高效表达的技术。而原生

质体易于摄取外源基因的特性，为植物瞬时表达技

术的应用提供了良好的实验系统。在植物原生质体

中进行瞬时表达所需时间短，不需要将外源基因整

合到靶细胞基因组中，被广泛应用于蛋白的亚细胞

定位、基因瞬时表达、蛋白质互作、启动子活性等多

种植物基因功能研究中。有研究学者利用拟南芥原

生质体瞬时表达体系，对高粱 SbC4H1 基因进行了

亚细胞定位，发现 SbC4H1 基因定位于细胞质中［15］。

还有研究通过瞬时表达技术，将 Cas9 蛋白和 sgRNA
转入苹果和葡萄的原生质体中，对葡萄 MLO⁃7 基因

和苹果的 DIPM⁃1、DIPM⁃2 和 DIPM⁃4 基因进行了

编辑，并通过测序确定了相关基因发生突变［16］。也

有研究利用瞬时表达技术，在水稻原生质体中进行

了免疫共沉淀、亚细胞定位、蛋白质互作和双分子荧

光标记实验，并通过上调 OsGLK1 基因来研究水稻

光反应过程［17］。而在高粱品种 BTx623中，由于稳定

遗传转化体系的缺乏，瞬时表达体系未能得到广泛

的应用，因此建立高粱品种 BTx623的瞬时表达体系

将是其遗传育种和功能基因组研究的重要补充。

本研究以高粱品种 BTx623幼苗为材料，对其原

生质体分离过程中的重要条件进行优化和分析，建立

了稳定高效的高粱品种 BTx623原生质体分离体系，

并在此基础上利用 PEG 介导的遗传转化技术，建立

了 稳 定 的 原 生 质 体 瞬 时 表 达 体 系 ，对 高 粱 品 种

BTx623的遗传育种和功能基因组研究有重要意义。

1 材料与方法

1. 1 实验材料及仪器

高粱品种 BTx623 来源于三峡大学生物技术研

究中心，实时荧光定量 PCR 仪的型号为 Bio ⁃RAD 
CFX96。

纤维素酶（Cellulase R ⁃ 10）和离析酶（Maceco⁃
zyme R⁃10）均为日本 Yakult 进口分装、2⁃N⁃吗啉乙

烷 磺 酸（2 ⁃ Morpholinoethanesulfonic Acid， MES， 
Aladdin）、聚乙二醇（Polyethylene Glycol， PEG， av⁃
erage Mn 4000， Macklin）、二乙酸荧光素（Fluores⁃
cence Diacetate， FDA， Macklin）、RNA 总 提 取 液

（上海启文）、乙二胺四乙酸（Ethylene Diamine Tet⁃
raacetic Acid， EDTA， Biofroxx）、胎牛血清（Foetal 
Bovine Serum， FBS， Biological Industries）、小牛血

清蛋白（Bovine serum albumin， BSA， BioFroxx）、

M ⁃ MLV（H- ） Reverse Transcriptase（Vazyme）、

ChamQ SYBR qPCR Master Mix（Vazyme）。

其他试剂如甘露醇（D ⁃Mannitol）、CaCl2、KCl、
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NaCl 和 β ⁃巯基乙醇（2 ⁃ Hydroxy ⁃ 1 ⁃ ethanethiol， β ⁃
ME）等实验试剂均购于生物工程上海有限公司。

1. 2 植物培养

选择饱满的高粱 BTx623 种子，自来水冲洗 1 h，
沥干后转入无菌超净工作台，用 75% 酒精消毒 1~2 
min，无菌水清洗 2 次，用 0. 1% 的升汞（含 0. 1% 吐

温⁃20）浸泡消毒 20 min，可适当旋转玻璃瓶，无菌水

清洗 5~6 次，每次 1~2 min。尽量将种子上的升汞

残留清洗干净，将种子种于含有 1/2 MS 培养基的玻

璃瓶中，移至组织培养室，26 ℃每日光照 16 h 培养

12~15 d 备用。

1. 3 质粒抽提

含有绿色荧光蛋白基因的表达载体 pLS10 来源

于三峡大学生物技术研究中心，具有花椰菜花叶病

毒（cauliflower mosaic virus， CaMV）35S 启动子，绿

色 荧 光 蛋 白（enhanced green fluorescent protein， 
egfp）基因、胭脂碱合成酶终止子（nopaline synthase 
terminator， NOS）等元件。

本研究所用质粒 DNA 均采用 Qiagen Plasmid 
Midi Kit（25）质粒大提试剂盒提取，具体方法按试剂

盒所提供的操作。

1. 4 高粱原生质体的分离及纯化

选取培养 12~15 d 的无菌 BTx623 幼苗，称取茎

1 g，用刀片将其切成 0. 5~1. 0 mm 的碎片放于装有

0. 6 mol/L 甘露醇溶液的 50 mL 三角瓶中，避光静置

20 min，将甘露醇移除后加入 10 mL 酶解液（表 1），

混匀后避光放入真空装置，室温下保持 30~40 r/min
低速摇动，抽真空 1 h 后继续酶解 2~8 h。酶解结束

后调整摇床速度至 80 r/min 维持 10 min，加入等体

积的 W5 溶液（2 mmol/L MES、154 mmol/L NaCl、
5 mmol/L KCl、125 mmol/L CaCl2，调整 pH 到 5. 7）
继续摇 10 min，用 200 目的尼龙网过滤到 50 mL 的

离心管中，100×g 离心 3 min，弃上清，加入 0. 5~1 
mL W5 溶液重悬，置于冰上备用。

1. 5 原生质体的得率与活力检测

①得率：使用 0. 1 mm 血球记数板统计原生质

体数，取分离纯化后的原生质体悬浮液 10 μL，滴在

血球计数板上，在普通光学显微镜下镜检。每毫升

原生质体数（个）=80 小格内细胞个数/（80×400×
104×稀释倍数）。

②活力检测：取 100 μL 原生质体加入 FDA 母

液（5 mg FDA 溶于 1 mL 丙酮）2 μL 混合均匀，室温

静止 5 min。在荧光显微镜下检查，此时活力高的原

生质体在紫外光激发下能发出荧光，计数原生质体

存活率。原生质体活力（%）=发出荧光的原生质体

数/原生质体总数×100%。

1. 6 PEG 介导的原生质体转化

用 MMG 溶液（4 mmol/L MES、0. 6 mol/L 甘

露醇、15 mmol/L MgCl2，调整 pH 到 5. 7）将原生质

体浓度调整到每毫升 2×105个，在 100 μL 原生质体

中加入 10 μg 质粒和 110 μL PEG ⁃Ca 溶液（20%~
50% PEG4000、0. 6 mol/L 甘露醇、0. 1 mol/L Ca⁃
Cl2），混匀后室温避光静置 5~15 min。在混匀液中

加入 440 μL W5 溶液终止反应，4 ℃ 100×g 离心 3 
min 后去除上清，再加入 500 μL WI 溶液（4 mmol/L 
MES、0. 6 mol/L 甘露醇、4 mmol/L KCl，调整 pH 到

5. 7），转移到用胎牛血清（FBS）提前润湿过的 24 孔

培养板中。转化后的原生质体细胞在室温条件下避

光培养 16~20 h，利用荧光显微镜观察 egfp 表达结

果，并计算原生质体转化效率，公式如下：原生质体

转化效率（%）=发出绿色荧光的原生质体数目/所
有原生质体数×100%。

1. 7 原生质体 RNA 的提取

将 1×106个以上的原生质体移至 RNase⁃Free 的

离心管中，4 ℃ 100×g 离心 3 min 去除上清，放入液

氮中速冻，用研磨棒快速研磨原生质体，反复 2~3 次

后加入 1 mL RNA 总提取液，冰上静置 5 min，加入

200 μL 氯仿，剧烈振荡 30 s 后冰上静置 5 min，4 ℃ 
12 000 r/min 离心 15 min，小心吸取上层水相到新离

心管中并加入 500 μL 异丙醇，-20 ℃静置 1 h 后 4 ℃ 
12 000 r/min 离心 15 min，弃上清，加入 1 mL 预冷的

75% 乙醇（DEPC 水配制）后 4 ℃ 12 000 r/min 离心

5 min，弃上清，超净工作台中风干 10~20 min，加入

20~40 μL RNase⁃Free water，60 ℃金属浴 10 min 溶

解 RNA。

1. 8 反转录及实时荧光定量分析

在 RNase ⁃Free 离心管中加入 1~5 μg RNA、1 
μL DNaseI 和 1 μL DNaseI Buffer，37 ℃水浴 15 min，
加入 1 μL EDTA（25mmol/L）后 65 ℃水浴 10 min，

表 1 酶解液组成

Table 1 The composition of enzyme solution

Stock
MES (0.2 mol/L, pH 5.7)
Mannitol (0.8 mol/L)
CaCl2 (1 mol/L)
Beta⁃ME
BSA (10%, m/V)
Cellulase R10
Macerozyme R10
H2O

Make 10 mL
0.5 mL
7.5 mL

0.01 mL
0.003 mL

0.1 mL
0.1 g

0.025 g
1.89 mL

Final conc
10 mmol/L
0.6 mol/L
1 mmol/L
5 mmol/L

0.1%
1%

0.25%
-
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再 分 别 加 入 1 μL M ⁃ MLV Reverse Transcriptase
（200 U/μL）、4 μL 5×RT Buffer、1 μL Oligo（dT）18

和 1 μL dNTP Mix，42 ℃水浴 45 min 后 85 ℃金属浴

5 min，稀释 10 倍备用。

本实验设计的荧光定量引物为，egfp⁃F：5'⁃GA⁃
CAACCACTACCTGAGCAC ⁃3'；egfp ⁃R：5'⁃CAG⁃
GACCATGTGATCGCG ⁃ 3'，使用 SYBR Green 作

为荧光标记 ，荧光定量 PCR 的反应体系为 ：2×
ChamQ SYBR qPCR Master Mix 10 µL，上下游引

物均为 0. 4 μL，cDNA 为 2 µL，最后用 RNase⁃Free 
Water 补 足 至 20 µL，以 actin 基 因（Gene ID：

LOC110436378 来源：NCBI）为内参，反应条件为：

95 ℃ 30 min，95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循环。

2 结果与分析

2. 1 高粱原生质体制备体系的优化

为了建立高粱品种 BTx623 原生质体分离体

系，本研究参照拟南芥和水稻原生质体分离的方法

进行预实验，得到约每毫升 1. 0×106个的原生质体，

活力为 56%。为了进一步提高原生质体的质量，针

对渗透压、纤维素酶和离析酶浓度、酶解时间这四个

重要条件进行了优化，建立了适合高粱 BTx623 的

原生质体分离体系  。
2. 1. 1 渗透压浓度对原生质体分离的影响

渗透压直接关系到原生质体的质量，本研究选

择 0. 3、0. 4、0. 5、0. 6 和 0. 7 mol/L 五种浓度的甘露

醇，酶解后分别检测原生质体的产量。甘露醇 0. 3 
mol/L 条件下得到的原生质体平均浓度为每毫升

（5. 25±0. 86）×105个，0. 4 mol/L 为每毫升（9. 75±
4. 97）×105个，0. 5 mol/L 为每毫升（12. 3±4. 95）×
105 个，0. 6 mol/L 为每毫升（19. 8±5. 1）×105 个，

0. 7 mol/L 每毫升为（5. 62±3. 75））×105 个。其中

0. 3 mol/L 时原生质体产量最低，0. 6 mol/L 时产量

最高，比 0. 3 mol/L 时原生质体产量高 3 倍以上，通

过显著性分析发现，甘露醇浓度为 0. 6 mol/L 时和

其他浓度下的产量均有显著性差异（图 1a），所以甘

露醇 0. 6 mol/L 为最优的选项。

2. 1. 2 不同酶浓度对原生质体分离的影响

为了选择纤维素酶和离析酶的适宜浓度，用纤

维素酶 3 种浓度 1%、1. 5%、2% 和离析酶 3 种浓度

0. 25%、0. 5%、0. 75% 进行两两组合，得到 9 种组

合，酶解后检测原生质体的平均产量（表 2），其中

1. 5% 纤维素酶和 0. 25% 离析酶的原生质体产量

最高，为每毫升（19. 5±5. 3）×105 个，2% 纤维素酶

和 0. 75% 离析酶的产量最低，为每毫升（9. 25±
2. 75）×105 个，相差约 1 倍。通过数据分析，首先排

除产量较低的 4 组数据，剩下 5 个组合的产量之间

没有显著性差异。之后分析纤维素酶及离析酶各

自对原生质体产量的影响，发现随着两种酶浓度的

上升，原生质体的产量却随之下降（图 1b，1c）。综

上所述，选择纤维素酶 1% 和离析酶 0. 25% 作为最

优组合。

2. 1. 3 酶解时间对原生质体分离的影响

为探究合适的酶解时间，分别在酶解 2、3、4、5、
6、7、8 h 后进行抽样，检测原生质体的产量。其中酶

解 2 h 的平均产量最低，为每毫升（2. 53±0. 3）×105

个，酶解 5 h 和 6 h 的平均产量相当，并列最高，为每

毫升（17. 33±3. 05）×105 个和（17. 33±4. 51）×105

个，通过数据分析 4、5、6、7 h 的原生质体产量均无显

著性差异（图 1d），结合在显微镜下的观察，发现 5 h
游离的原生质体中破碎的细胞组织开始增多，所以

选择 5 h 作为适合的酶解时间。

2. 1. 4 原生质体分离及活力检测结果

根据以上结果分析，高粱品种 Btx623 原生质体

分离的最优体系为：含有 1% 纤维素酶和 0. 25% 离

析酶的酶解液，适合的渗透压为 0. 6 mol 甘露醇，真

空 1 h 后室温下继续酶解时间 4 h，利用离心法将原

生质体富集后加 W5 溶液重悬得到浓度为每毫升

（1. 24±0. 07）×107个的高粱原生质体。

分离后的原生质体采用 FDA 法检测原生质体

的活力，在倒置显微镜下观察（图 2），对原生质体总

数和发荧光的原生质体数分别计数，计算出原生质

表 2 不同酶浓度条件下的原生质体产量

Table 2 Protoplast yield in different enzyme concentrations

离析酶含量/%

0.25
0.50
0.75

原生质体产量/105个·mL-1

1.0% 纤维素酶

18.25±3.30b

18.75±3.50b

17.50±3.00ab

1.5% 纤维素酶

19.50±5.30b

16.50±3.87b

10.50±3.69ab

2.0% 纤维素酶

14.00±3.16b

14.00±2.16a

9.25±2.75a

注：不同小写字母表示显著性差异（P<0. 05）
Note： different lowercases show significant difference （P<0. 05）
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体的活力为（91. 3±3. 8）%。

2. 2 BTx623 原生质体瞬时表达体系的优化

本研究以 2. 1 建立的高粱 BTx623 原生质体分

离体系为基础，利用 PEG 介导法将含有 35S：：egfp的

质粒转到高粱原生质体中，其转化率在 20%~30%
之间，为进一步提高转化效率，分别探究了 PEG4000
的浓度和转化时间两个因素对转化效率的影响，建立

了适合高粱品种 BTx623的瞬时表达体系。

2. 2. 1 PEG 浓度的优化

为选择合适的 PEG4000 浓度，本实验设置 4 种

PEG4000 的浓度，分别为 20%、30%、40% 和 50%，

得到高粱原生质体的平均转化率分别为（34. 6±
17. 55）% 、（61. 31±3. 91）% 、（39. 53±0. 43）% 和

（25. 39±4. 12）%，可以看出在 30% 的 PEG4000 浓

度下转化率最高，在 50% 浓度下转化率最低，两者

相比，30% 的 PEG4000 浓度下转化率比 50% 浓度

下高出 1 倍以上，且有显著性差异（图 3A）。因此，

PEG4000 浓度为 30% 时是最佳选择。

2. 2. 2 转化时间的优化

为选择合适的转化时间，在对高粱 BTx623 原

生质体的转化中，使用  PEG4000 浓度 30% 的 PEG⁃
Ca 溶液，分别转化 5 min、10 min 和 15 min，孵育 16~
20 h，用荧光显微镜统计原生质体的平均转化率分

别为（31. 58±3. 26）%、（61. 31±3. 91）%和（36. 81±
2. 77）%。其中 10 min 的转化率最高，并且和转化 5 
min、15 min 的转化率相比较有显著性差异（图 3B），

所以 10 min是最合适的转化时间。

2. 2. 3 原生质体瞬时表达遗传转化

使用 PEG4000 浓度为 30% 的 PEG ⁃Ca 溶液对

高粱 BTx623 原生质体进行转化，转化时间 10 min，
孵育 16~20 h 后进行荧光检测，在倒置荧光显微镜

下观测，统计平均转化率为（61. 31±3. 91）%并进行

验证（图 3C，3D）。

2. 2. 4 实时荧光定量 PCR 检测验证

为了进一步验证转入到高粱原生质体中的 egfp
基因表达的真实性，本实验将转入 egfp 基因的高粱

原生质体和未转入外源基因的高粱原生质体分别提

取总 RNA，通过反转录获得 cDNA，利用实时荧光定

量 PCR 进行相对定量分析，以没有转入任何外源基

因的高粱原生质体为阴性对照，其值设为 1，根据数

据分析发现转入 35S：：egfp 的高粱原生质体中 egfp
的表达量是阴性对照的 7 200 多倍（图 3C），说明转

图 2　高粱原生质体活力检测

Fig. 2　Viability detection of sorghum protoplasts
注：红色比例尺，75 μm
Note： red scale bars， 75 μm

图 1　不同条件下原生质体的平均浓度（P<0. 05）
Fig. 1　The average concentration of protoplasts under different conditions（P<0. 05）

注：a，甘露醇对原生质体分离的影响；b，纤维素酶对原生质体分离的影响；c，离析酶对原生质体分离的影响；d，酶解时间

对原生质体分离的影响

Note： a， effect of mannitol on protoplast isolation； b， effect of cellulase on protoplasts isolation； c， effect of macerozyme on pro⁃
toplasts isolation； d， effect of digestion time on protoplast isolation
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入到高粱原生质体中 egfp 基因的高效表达，进一步

证明转入到高粱原生质体中 egfp基因的真实性。

3 讨  论

植物原生质体瞬时表达体系可以用于基因瞬时

表达、蛋白质亚细胞定位、蛋白质互作和启动子分析

等，是用于遗传育种和功能基因组研究的有力工具。

本研究以前人在模式植物拟南芥、水稻和玉米等中

建立的原生质体瞬时表达体系为基础，通过摸索和

优化体系中的渗透压、酶浓度、酶解时间、PEG4000
浓度和转化时间，建立了高质量的高粱品种 BTx623
的原生质体瞬时表达体系，其转化效率达到 60% 以

上，和以往的报道有显著的提高。

目前常用的原生质体分离体系大都和 2007 年

在拟南芥中建立的原生质体分离体系类似［7］，多以

叶肉为材料利用纤维素酶和离析酶分离原生质体，

使用真空装置及慢速振荡等方法来加快酶解过程，

使用离心法或者界面法来纯化富集原生质体。也有

研究使用水稻幼苗的茎和叶鞘为材料获得了大量优

质原生质体［17］，且有文献报道在相同的酶解条件下，

幼茎和叶鞘的酶解效果显著高于幼叶［18］。因此本研

究在高粱中也使用茎和叶鞘为材料，获得了大量高

活力的原生质体，证实了在高粱中使用茎和叶鞘分

离原生质体的可行性。另外对比高粱和其他植物的

原生质体分离体系，我们发现高粱和亲缘关系较近

的水稻［17］、玉米［19］所需的渗透压是一致的，而和拟南

芥［7］、杨树［20］、柑橘［21］等则相差较大，可能是亲缘关

系越近的植物中细胞的组成更为接近，导致所需渗

透压相同，结合前人在水稻中的研究，如在水稻品种

日本晴中使用愈伤和幼茎作为材料分离原生质体所

需渗透压分别为 0. 4 mol/L［22］和 0. 6 mol/L［17］，综合

上述可以推断由于不同植物或相同植物不同环境、

不同取材部位以及不同生长阶段都会导致细胞内的

组成有一定的区别，其所需渗透压也明显差异，所以

要根据材料的不同来摸索适合的渗透压，只能通过

经验来判断。再对比原生质体分离中细胞壁降解酶

的浓度，发现不同植物中所需酶的浓度差别较大，如

高粱（1% 纤维素酶、0. 25% 离析酶）和亲缘关系较

近的水稻（1. 5% 纤维素酶、0. 75% 离析酶）［17］、玉米

（1. 5% 纤维素酶、0. 5% 离析酶）［19］、小麦（0. 5% 纤

维素酶、0. 6% 离析酶）［23］之间所需酶浓度有不小的

差异，和木本植物杨树（3% 纤维素酶、0. 8% 离析

酶）［20］、柑橘（2. 4% 纤维素酶、1. 2% 离析酶）［21］等相

比则纤维素酶的差异更大，离析酶的差异则较小，这

是由于取材不同（不同植物、不同生长时期或者不同

组织部位）导致细胞壁的组成不一样，所以即使亲缘

关系较近的植物之间所用酶的浓度仍有一定区别，

而木本植物的细胞壁中含有更多的纤维素，导致了

纤维素酶浓度上的巨大差异。在高粱原生质体分离

体系建立的过程中我们还发现原生质体随着酶解时

图 3　转化条件的优化及转化结果

Fig. 3　Optimization of transformation conditions and transformation results
注：A，PEG4000 浓度对原生质体转化的影响；B，转化时间对原生质体转化的影响；C，实时荧光定量 PCR 对转化结果的验

证；D，荧光显微镜下的转化结果；红色比例尺，75 μm
Note： A， effect of PEG4000 concentration on protoplast transformation； B， effect of transformation time on protoplast transforma⁃
tion； C， verification of transformation results with quantitative real⁃ time PCR； D， transformation results under fluorescence mi⁃
croscope； red scale bars， 75 μm
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间的增加先是逐步上升后逐步下降的过程，类似一

个正态分布，中间存在一个平衡期，这个平衡期则是

适合的酶解时间，利用真空处理后，酶解时间大都集

中在 4~6 h［7，17，19~21，23］。

为了建立高粱 BTx623 原生质体瞬时表达体

系，本研究对 PEG 浓度和转化时间等条件对原生质

体 转 化 的 影 响 进 行 摸 索 ，最 终 发 现 30% 浓 度 的

PEG4000 和转化时间 10 min 的条件下转化率达到

60% 以上。对比其他研究结果可以看出大多数植

物的原生质体中分子量 4 000 的聚乙二醇在 20%~
40% 的浓度下就能打开足够数量和大小的通道，让

外源遗传物质进入细胞内，并且不管是草本或者是

木本植物，在失去细胞壁后，对于作用于细胞膜的

PEG 来说，耐受性相差不大，且差异主要表现在作

用时间上。另外很多植物原生质体的转化中都使用

低渗溶液，其甘露醇浓度都在 0. 2 mol/L，如拟南

芥［7］、水稻［17］、玉米［19］和杨树［20］等，理由是在低渗透

压下，胞外水分会自动进入胞内，这种水势会导致外

源遗传物质更易进入胞内。但是本研究中为了提高

原生质体的存活率仍然使用 0. 6 mol/L 的甘露醇来

保持一个等渗环境，也取得了较好的效果，但如果需

要更高的转化率，我们也可以采用低渗溶液来进一步

增加转化率。

4 结  论

本研究在拟南芥、水稻和玉米等模式植物原生

质体制备及瞬时转化体系的基础上，对影响高粱原

生质体制备和 PEG⁃Ca 介导的原生质体转化的重要

因素，如酶解液中纤维素酶和离析酶的浓度、酶解时

间、渗透压、PEG⁃Ca 溶液中 PEG4000 的浓度和转化

时间进行了探索，确定了较为合适的原生质体分离

和转化条件，成功建立了高粱品种 BTx623 原生质

体分离和瞬时转化体系，为以后高粱品种 BTx623
的遗传育种和功能基因组研究提供了一种快速、高

效的工具。
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