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摘要: 原生质体由于易吸收外源物质而被广泛应用于遗传转化、生理生化等领域, 建立高效的原生质体

分离体系和瞬时转化体系是进行分子生物学及相关研究的基础。近年来, 植物原生质体分离和转化技术

取得了迅速的发展和应用。目前, 植物原生质体瞬时转化常用的方法包括根癌农杆菌渗透、聚乙二醇

(polyethylene glycol, PEG)介导、电穿孔、植物病毒载体及基因枪法。本文总结了原生质体分离的步骤、

影响原生质体分离纯化的因素、植物瞬时转化的方法和瞬时表达体系的应用领域, 以期为更多植物原生

质体分离体系和瞬时转化体系的建立提供参考。
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Abstract: Protoplasts are widely used in genetic transformation, physiological and biochemical fields, for it 
is easy to absorb exogenous substances. Also, an efficient protoplast isolation system and transient trans-
formation system are the basis for molecular biology and related research. In recent years, plant proto-
plast isolation and transformation technology has achieved rapid development and application. Currently, 
the commonly used methods for plant protoplasts transient transformation include Agrobacterium infiltra-
tion, polyethylene glycol (PEG) mediation, electroporation, plant virus vectors and biolistic methods. This 
paper summarizes protoplast isolation steps, the factors affecting protoplasts isolation and purification, 
plant transient transformation methods and transient expression systems application fields, in order to 
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1  原生质体研究概述

原生质体(protoplast)的概念最早由J. Hanstein
于1880年提出, 指植物细胞去除细胞壁得到的具

有活力的细胞质, 由于没有细胞壁的阻碍, 原生质

体之间可相互融合从而培养出杂种植株。同时由

于原生质体也可以直接吸收外源物质如DNA、细

菌、细胞器等, 所以原生质体被广泛应用于遗传转

化、细胞融合及细胞无性系和突变体选育。模式植

物如拟南芥(Arabidopsis thaliana)和烟草(Nicotiana 
benthamiana)的原生质体分离与瞬时转化体系已

非常完善, 在相关研究中得到了广泛应用; 非模式

植物如柑橘(Citrus reticulate; Xu等2017)、矮牵牛

(Petunia hybrid; Kang等2020)、甘蓝(Brassica oler-
acea; Sun等2019)等植物的原生质体提取也有相关

报道; 在木本植物如国槐(Sophora japonica; 张天

2019)、花椒(Piperis Dahongpao; 李南等2018)等植

物中也有广泛应用。

2  原生质体的分离与纯化研究

2.1  原生质体的分离方法

目前原生质体的分离方法主要有酶解法和机械

法, 又分别被称为化学法和物理法。1892年, Kler-
cker最早通过机械法从水剑叶(Cyperus helferi)叶片

中获得原生质体。机械法是先将植物细胞进行质

壁分离, 当原生质体收缩成球形后, 再将细胞壁切

破从而得到原生质体。但由于游离的原生质体产量

较少, 且只适用于高度液泡化的组织与细胞, 所以

目前较少使用(张天2019)。1960年, E. Cocking首
次利用酶解法从番茄(Lycopersicon esculentum)根
尖获得产量大且活力强的原生质体。酶解法的原

理是采用纤维素酶、果胶酶、离析酶、半纤维素

酶等酶解细胞壁从而得到原生质体。该方法相较

于机械法应用更加广泛高效, 是目前最常使用的

原生质体制备的方法(Kang等2020)。所以本文主

要针对酶解法进行总结和阐述。

2.2  原生质体分离材料的选择

分离材料的选择对原生质体产量与活力有着

重要影响。叶片、花瓣、子叶组织、愈伤组织、

悬浮细胞是原生质体常用的分离材料。一般生长

旺盛、幼嫩的组织作为分离材料产生的原生质体

产量更高, 活力更旺盛(Kang等2020)。不同植物的

最佳分离材料不同, 可通过相关实验确定。如在茉

莉花(Jasminum sambac)原生质体提取时, 使用花

瓣提取的原生质体优于嫩叶(张娅等2019); 相同的

酶解条件下, 从山杏(Armeniaca sibirica)悬浮培养

物分离的原生质体产量和活力最高, 其次是无菌

苗叶片, 但从愈伤组织分离的原生质体产量和活

力最低(马锋旺和李嘉瑞1998)。
分离材料的生长阶段也会影响原生质体的提

取。如在提取矮牵牛原生质体时, 相同酶解条件下

继代培养15 d的愈伤组织产生的原生质体产量最

高且质量最好(Kang等2020)。同种原生质体分离

材料的不同生长环境也会影响原生质体的分离效

果。室外生长的叶片作为原生质体分离材料时, 为了

去除附着在叶片上的菌体, 首先要先用体积分数

为75%的无水乙醇溶液和1 g·L−1的氯化汞溶液进

行消毒和洗涤(Yao等2020a), 然后再完成分离过程; 
无菌种子苗叶片可直接进行原生质体分离, 其生

长环境和生理状态也容易控制。所以相比之下无

菌种子苗更适合作为原生质体的分离及后续培养

材料(谢鑫等2019)。
2.3  原生质体分离材料预处理方式

采用酶解法分离植物的原生质体时, 酶解液在

消化细胞壁的同时也会与细胞膜接触, 从而对细

胞膜的生理状态产生一定程度的影响, 进而降低

原生质体的质量。所以在酶解前需要对分离材料

进行预处理, 在一定程度上增强细胞膜的生理强

度, 减少原生质体破裂, 提高原生质体产量和活性

(赖青2020)。预处理的方式主要有黑暗处理、低温

处理、预质壁分离处理、叶片萎蔫处理、去叶片

下表皮等方式。黑暗处理是将进行原生质体分离

provide reference for the establishment of more plant protoplast isolation systems and transient transfor-
mation systems.
Key words: protoplast; protoplast isolation; transient expression
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的植株或组织在黑暗环境下处理若干小时。研究

表明, 将山丹丹(Lilium pumilum)愈伤组织在常温

下进行套袋黑暗处理3 h后再进行原生质体分离能

够显著提高原生质体产量和活性(王珺华2020)。低

温处理是将进行原生质体分离的植株或组织放入

低温环境处理若干小时, 通常在4°C冰箱进行, 操
作时与黑暗处理相结合。如在对银杏幼叶的原生

质体分离时, 酶解前将幼叶放在4°C冰箱中处理12 
h后得到的原生质体比对照组产量更高、活性更强

(赖青2020)。预质壁分离因其操作简便是目前原生

质体分离选择最多的预处理方式。预质壁分离是

将要酶解的外植体放入细胞原生质体清洗液(cell 
protoplast wash medium, CPW)、一定浓度的甘露

醇溶液或两者的混合液中静置或一定转速处理若

干小时。该处理方式可使细胞壁内外层充分与酶

解液接触, 从而提高细胞壁降解速度, 同时减少原

生质体内电解质渗漏, 提高原生质体的稳定性和存

活率。此预处理方式在矮牵牛(Kang等2020)、高粱

(Sorghum bicolor; 谢鑫等2019)、国槐(张天2019)、
宁夏枸杞(Lycium barbarum; 高思丹2020)等植物的

原生质体分离中得到了充分利用, 明显提高了原生

质体的产量与活力。叶片萎蔫预处理是一种在植

物的生长发育过程中, 通过改变其生长环境如加强

光照强度、减少供水让叶片萎缩卷曲, 加速叶肉细

胞的质壁分离, 从而加速原生质体在酶解中释放

的处理方式。萎蔫处理的时间是影响原生质体的

产量和活性的重要因素。在分离人心果(Manilkara 
zapota)叶片原生质体时, 萎蔫处理6 h, 原生质体产

量减少; 萎蔫处理8 h, 产量比对照提高了22.93% 
(罗丽华等2009)。目前, 还有一种分离材料预处理

方法, 该方法是通过去除叶片下表皮的方式扩大分

离材料与酶液的接触面积, 从而使酶解过程更充分, 
提高酶解效率。去除叶片下表皮的手段有用镊子撕

掉下表皮、待叶片萎蔫后撕掉下表皮或胶带法粘

掉下表皮, 其中利用胶带去除表皮的过程可被称

为胶带法。胶带法最早是由Wu等(2009)提出的一

种名叫胶带-拟南芥三明治(Tape-Arabidopsis Sand-
wich)的去除叶片下表皮的预处理方式, 此种方法能

够有效提高拟南芥原生质体提取过程中的酶解效

率。但要用特定的胶带Time Tape和Magic Tape (两

种美国的胶带品牌)才能处理叶片下表皮的特点限

制了胶带法的推广。直到史勇(2019)等发现普通

的胶带处理叶片下表皮也可用于提高拟南芥原生

质体的产量和质量, 大大提高了该方法的普遍性。

后续胶带法在烟草(赖叶林等2020)等植物的原生

质体提取中取得了较好的效果。胶带法只能用于

叶片下表皮易剥离的植物。对于叶片下表皮不易

剥离的植物可以选用镊子撕掉下表皮或萎蔫法去

除下表皮(赖青2020)。离体材料预处理方法多样

且各具优缺点, 所以实验中需要根据分离材料的

种类和生理状态选择合适的预处理方式。

2.4  酶解法制备原生质体的影响因素 
在酶解过程中, 酶的种类和浓度、酶解液的渗

透压和酸碱度、酶解时间等都是影响原生质体的

产量和活力的重要因素。

2.4.1  酶的种类和浓度

酶解植物细胞壁一般选用纤维素酶、果胶酶

和半纤维素酶等酶制剂。原生质体制备过程中要

根据分离材料的品种和生理状态选择合适的酶种

类和浓度。目前, 植物原生质体分离常用到的酶为

日本Yakult公司的纤维素酶R-10、离析酶R-10和果

胶酶Y-23。此外Sigma公司的果胶酶和Worthington
公司的纤维素酶在酶解中也有较好的分离效果。酶

解的方式有混合法(同时加入纤维素酶、离析酶、

果胶酶等)和顺序酶解法(先用果胶酶处理叶片, 使
细胞变松, 随后用纤维素酶消化)。顺序酶解法适

用于较成熟的细胞, 如保卫细胞等(安杰等2017), 
因此目前使用最多的为混合法。

制备原生质体的酶解过程中纤维素酶是必不

可少的, 离析酶或果胶酶可根据植物特性选择。如

黑麦草(Lolium perenne)叶片原生质体制备的最佳

酶解液组成为15 g·L−1纤维素酶和7.5 g·L−1离析酶

(Sun等2019); 银杏(Ginkgo biloba)幼叶是20 g·L−1纤

维素酶R-10、2 g·L−1果胶酶Y-23和15 g·L−1离析酶

R-10 (赖青2020)。不同的植物在酶解时最适酶的

种类及其浓度并不相同, 同种植物的组织不同、器

官不同在酶解时也有不同的最适酶液种类与浓度。

以葡萄(Vitis vinifera)叶片为分离材料时最适的酶

解组合为30 g·L−1纤维素酶和7.5 g·L−1离析酶的酶

组合; 葡萄愈伤组织原生质体的分离则以20 g·L−1
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纤维素酶和5 g·L−1离析酶的酶组合为最佳(舒小娟

等2015)。当选择纤维素酶、离析酶和果胶酶的组

合不能取得好的酶解效果时, 可以选择加入半纤维

素酶、蜗牛酶等酶制剂辅助酶解。如酸枣(Cho-
erospondias axillaris)四分体花粉酶解的最佳酶液

组合是10 g·L−1蜗牛酶和5 g·L−1纤维素酶(牛瑜菲和

彭建营2019)。百脉根(Lotus corniculatus; 蒋友燊

等2017)成熟叶片酶液最佳组合是10 g·L−1纤维素

酶、10 g·L−1果胶酶和10 g·L−1半纤维素酶。

酶浓度过低会导致酶解不充分、原生质体不

能完全释放出来, 酶浓度过高会使原生质体受到

伤害, 所以选择合适的酶制剂浓度对建立良好的

原生质体制备体系很重要。已有研究表明以幼叶

为分离材料时, 所需的酶浓度一般较低, 通常纤维

素酶浓度为5~10 g·L−1, 果胶酶浓度为2~5 g·L−1; 而
当以悬浮细胞和愈伤组织为分离材料进行酶解时, 
纤维素酶、果胶酶等酶的浓度则需要提高到10或
20 g·L−1。酶解液的体积一般根据分离材料的鲜重

而定, 通常混合酶解液的体积可选分离材料鲜重

的5或10倍(赖叶林等2020)。
2.4.2  酶解液的渗透压

去除细胞壁后的原生质体非常脆弱, 须维持在

一定的渗透压下才能保持正常的生理状态。所以

酶解液中必须加入渗透压稳定剂来代替细胞壁保

护原生质体。渗透压的大小由稳压剂种类和浓度

共同决定。稳压剂主要分为两类, 一类是糖醇系统, 
包括蔗糖、葡萄糖、山梨醇、甘露醇等。原生质

体易将蔗糖、葡萄糖等吸收, 从而降低酶液渗透压, 
因而并不被经常使用; 山梨醇、甘露醇因能稳定地

维持渗透浓度而被广泛使用, 浓度一般为0.4~0.8 
mol·L−1。不同种类的植物、同种植物不同生理状

态的分离材料所需的稳压剂浓度一般不同, 如葡萄

无菌苗叶片需要的最佳甘露醇浓度是0.6 mol·L−1 
(舒小娟等2015), 而柑橘愈伤组织的是0.93 mol·L−1 
(Xu等2017)。油桐(Vernicia fordii)成熟叶片和组培

苗幼叶酶解液中甘露醇最佳浓度分别是0.6和0.7 
mol·L−1 (谷战英等2018)。一般而言, 木质化程度

越高的分离材料所需的渗透势就越高, 最高的是

子叶或下胚轴, 其次是愈伤组织, 胚性悬浮细胞要

求的渗透势最低; 另一类稳压剂为无机盐溶液, 包

括氯化钙、氯化钾、硫酸镁等, 具有维持细胞膜稳

定的作用, 但会对原生质体产生较大的损害, 此时

可以通过选择糖醇系统与无机盐配合作为稳压剂

降低对原生质的伤害。另外可以在酶解液中加入适

量浓度的牛血清蛋白(bovine serum albumin, BSA)
用以降低酶解过程中生物酶对细胞器造成的损害

(Qiu等2020)。
2.4.3  酶解液的酸碱度

合适的酶解液pH能提高原生质体的产量与活

力。原生质体分离常用的pH值介于5.5~6.0之间, 既
能保持较高的酶活性, 又能保持原生质体正常生理

状态。另外在酶解液中加入适量浓度的2-N-吗啡

啉乙磺酸[2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid, MES]
可以维持溶液的pH。影响酶解液pH的因素很多, 
如植物材料、酶液组成、稳压剂等。矮牵牛继代培

养4周的叶片酶解时最适pH为5.8 (Kang等2020), 博
落回(Macleaya cordata)叶片、银杏幼叶和国槐叶

片原生质体分离的最佳pH均为5.7 (汪鹏等2020; 赖
青2020; 张天2019)。
2.4.4  酶解时间

酶解时间是影响酶解效果的关键因素。酶解时

间过短会导致原生质体释放不充分, 产量低; 时间

过长会导致原生质体破裂, 活力降低。酶解时间的

长短一般由酶液组成、细胞壁成分、分离材料决定, 
基本在0.5~24 h之间。一般情况下, 木本类比草本

类植物所需的酶解时间更长, 柑橘(Xue等2017)愈
伤组织的最佳酶解时间为16~20 h, 而拟南芥、烟

草的幼叶去除下表皮后酶解的最佳时间为40 min 
(赖叶林等2020), 非洲菊(Gerbera jamesonii)叶片的

最佳酶解时间为1 h (宋爱华等2017)。同一植物不

同取材部位的酶解时间也有很大差异, 一般而言愈

伤组织需要的时间最长, 其次为叶片, 时间最短的

为悬浮细胞系。如苹果叶片愈伤组织的最适酶解

时间为20 h, 而悬浮细胞系仅需要5 h (Qiu等2020)。
2.4.5  其他因素

温度、光照、酶解时摇床的转速等也会影响

原生质体的制备。原生质体分离的温度范围一般

介于25~30°C。在操作过程中一般会选择低光照

或黑暗环境下进行酶解, 效果会优于光照条件下

的操作。研究表明, 在低转速摇床下酶解的原生质
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体产量和活力明显优于静置条件, 因为低转速条件

可以增加分离材料与酶解液的接触面积, 从而提

高酶解效果。酶解时的转速一般选择30~60 r·min−1, 
转速过高会致原生质体破裂。另外, 对于一些具有

多酚物质的植物材料, 可在酶解液中加入适量的

聚乙烯吡咯烷酮(polyvinyl pyrrolidone, PVP), 因为

该物质可以吸附酚类物质, 有效防止酶解过程中

原生质体的褐变老化, 大大提高原生质体的产量

并保持它们的活力(Kang等2020)。
2.5  原生质体纯化研究

通过酶解得到的原生质体(酶解液混合物)会
含有大量细胞碎片、未分解的植物组织等, 需要纯

化才能用于后续实验。目前的纯化方法是先使用

网筛或尼龙网进行初步分离, 孔径一般选择140~ 
400目(Ren等2021)。之后再通过离心沉淀法、漂

浮法或接口法对原生质体进一步纯化。离心沉淀

法操作简便, 是最常用的纯化方法。离心时的转速

一般选择100×g, 离心后小心去除上清液, 用CPW
溶液或W5溶液重新悬浮后离心洗涤2、3次后得到

纯净的原生质体溶液。拟南芥、高粱、非洲菊等

植物的原生质体纯化采用了离心沉淀法(赖叶林等

2020; 谢鑫等2019; 宋爱华等2017)。漂浮法的原理

是使用渗透剂含量较高的洗涤液从而使原生质

体漂浮在液体表面, 洗涤液一般选择110~230 g·L−1

的蔗糖溶液(Kang等2020)。接口法又称界面法, 是
选择两种不同渗透浓度的溶液, 使原生质体密度

介于两种溶液之间从而完成对原生质体纯化的方

法。一般选择130 g·L−1甘露醇或250 g·L−1的蔗糖

溶液。接口法在柑橘、油桐、花椒等植物的原生

质体分离中得到了较好的应用(谷战英等2020; 李
南等2018; Xu等2017)。
2.6  原生质体产量与活力检测

分离纯化后的原生质体需通过检测其产量与

活力来评价分离效果, 目前原生质体产量检测主要

用血球计数板。检测时吸取适量原生质体溶液于

血球计数板计数室上, 盖上盖玻片后于普通光学显

微镜下观察。通过对计数室原生质体数量的统计, 
结合稀释倍数、分离材料质量等估算出原生质体

的产量。

在分离过程中酶液伤害、操作等因素会导致

原生质体破碎, 影响后续实验, 所以原生质体活力

检测是必要的。目前原生质体活力检测一般用到

荧光素双醋酸酯(fluorescein diacetate,  FDA), FDA本

身不发荧光, 但可以进入细胞, 被降解后产生黄绿

色荧光物质。无活力的原生质体没有降解能力, 所
以不会发出荧光。通过荧光显微镜观察发荧光的

原生质体占原生质体总数的比例便可得出原生质

体活力(Xu等2017)。部分植物原生质体分离时的

最佳条件如表1所示。

3  植物瞬时表达体系研究 

瞬时表达技术不需要将外源性目的基因插入

到植物基因组中, 只需将目的基因的载体导入受

体细胞中, 让其短时间在植物细胞中获得高产量

的表达或沉默。因此植物瞬时表达相对稳定、方便、

快捷, 并可同时对大量基因进行检测, 与稳定转化相

比, 具有高通量的特质, 但不能稳定遗传给下一代。

鉴于以上特点, 目前多种植物都已经建立起稳定的

瞬时表达体系。除模式植物烟草(Yao等2020a)、拟

南芥(Alqahtani等2021)及作物水稻(Page等2019)、大

豆(Glycine max; Xiong等2019)外 , 木本植物杜梨

(Pyrus betulifolia; 郝紫微等2021)、杨树(Populus; 
单慧敏2020)等也具有相对稳定的表达体系, 为其

他木本植物的研究奠定了基础。

3.1  植物瞬时表达体系建立的方法

目前可用于瞬时表达的方法主要有基因枪法、

根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)渗透法、PEG
法、植物病毒载体法、电击法等。

3.1.1  基因枪法

基因枪法又称为微观粒子轰击法, 其原理是

用金属粉末如金粉、钨粉等包裹外源DNA, 利用

高压快速将外源DNA分子导入植物细胞中, 从而

实现外源基因的瞬时表达。该方法应用广泛, 不受

宿主细胞的限制, 使用方法简单快捷、可控性强, 
但受体植物的种类和状态、金属粒子的种类和大小、

轰击时的距离、轰击的次数等都会影响基因枪法瞬

时转化的效率。不过在拟南芥(Ueki等2009)、烟

草(Mattozzi等2014)、小麦(Miroshnichenko等2020)
等植物中已经通过使用该方法成功建立了瞬时表

达体系。
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3.1.2  根癌农杆菌渗透法

根癌农杆菌渗透法是目前使用较多的一种方

法, 该方法首先需将目的基因插入载体, 再将载体

导入根癌农杆菌中, 采用叶面注射、真空渗透、牙

签接种、高压喷枪法等方式将带有目的基因的载

体导入受体细胞中, 从而在受体细胞中获得表达

(Liu等2019a)。农杆菌菌株的类型和浓度、农杆菌

导入受体细胞的方式、受体植物的类型和生理状

态、农杆菌与受体植物共培养的时间等作为主要

因素影响着该方法的转化效率, 另外培养温度、光

照等物理状态对瞬时转化的效率也有一定影响。

3.1.3  PEG法
PEG法所用受体通常选择原生质体, 该方法是

利用聚乙二醇辅助外源DNA进入受体细胞。当

PEG与细胞膜上的阳离子结合, 便可使更多的外源

DNA在细胞膜上聚集, 促进转化的发生。这种方法

不需要特定的仪器, 因此具有方便快捷、可控性强

的特点, 且可同时进行多个基因的功能验证, 具有

高通量的特性(Page等2019)。多种因素会影响PEG
介导原生质体转化的效率, 其中PEG的浓度比较关

键, 浓度过高会使原生质体受到损伤甚至死亡, 浓
度过低会降低转化效率; 转化时间、质粒的浓度、

原生质体的浓度也对转化效率有着不同程度的影

响(张娅等2019)。
3.1.4  植物病毒载体法

植物病毒载体法是把所需的目标基因克隆到

植物病毒载体上的启动子下游, 再进行体外转录后

直接侵染, 也可通过农杆菌或基因枪等方法导入到

目的细胞中。如今有烟草花叶病毒(Tobacco mosaic 
virus, TMV)和烟草脆裂病毒(Tobacco rattle virus, 
TRV)等病毒载体应用较为成功(Tan等2020)。由于

病毒可在细胞内快速繁殖扩增, 短时间内可得到大

量表达。同时, 病毒外壳蛋白和目的基因融合, 能够

使外源基因的产物在病毒颗粒的表面表现出来, 
从而有助于后续的提取以及分析。在利用苹果褪绿

叶斑病毒(Apple chlorotic leafspot virus, ACLSV)
为载体构建的瞬时表达体系中验证了CpLRR-RLK1
基因可增强拟南芥对细菌病害的抵抗力(Guo等
2020)。Tan等(2020)在金鱼草(Antirrhinum majus)
中以烟草脆裂病毒(TRV)为载体建立了瞬时表达

体系, 使得在这些难以遗传转化的物种中快速测

试基因功能成为可能。

3.1.5  电击法

1989年G. Andreason等人最早使用电击法在哺

乳动物细胞转化中获得了成功表达, 后续开始应

用于植物细胞中, 原生质体、花粉、组织、器官等

都可以成为受体, 其中原生质体较常见(Sharma等
2020)。电击法是将细胞置于高电场、低电容的环

境中, 给予细胞瞬间电击, 使细胞表面出现无数小

孔, 外源的DNA就可以通过小孔进入受体细胞中

进行表达。电击所产生的小孔一般可逆, 可以通过

细胞膜的自我修复而恢复原样, 但不可避免地, 有
些细胞会因为恢复困难造成内容物外渗从而死亡。

影响电击法转化效率的因素有电穿孔参数、缓冲

液的成分和浓度、受体细胞的生理状态与数目、外

源基因的浓度和类型、温度等外界因素等。

3.2  植物瞬时转化技术的应用

3.2.1  单克隆抗体及疫苗的合成

目前, 瞬时表达技术可应用于单克隆抗体及疫

苗生产等。若以植物材料为受体, 较为安全无害, 也
有较高的产量。而且, 植物表达系统可以对翻译后

的蛋白质进行修饰, 更有利于蛋白质正常功能的行

使和保持其结构的稳定。农杆菌渗透法是目前生

产疫苗的主要方法。利用农杆菌渗透法注射本氏

烟草下表面, 可获得抗肿瘤药物依那西普、抗癌药

物, 生产抗癌药物槲寄生凝集素(viscumin)、芹菜

核酸内切酶CELI (Fard等2019; Gengenbach等2019; 
Yao等2020b)等。利用瞬时表达生产疫苗和生物制

剂的产量通常与载体的构建有着密切联系, 同时

启动子的活性、密码子的使用等都对蛋白的产量

有重要影响。

3.2.2  基因功能分析

瞬时表达技术周期短的特性使其在验证基因

功能方面得到了广泛应用。通过目的基因的过表

达或沉默从而间接验证基因功能也成为了现在研

究的热点。农杆菌注射法是目前用于验证基因功

能最常用的方式。以农杆菌注射的方法建立烟草

瞬时表达体系验证了Pm4CL2基因可提高烟草的

抗性(Liang等2020)。采用农杆菌渗透法对锦鸡儿

(Caragana sinica)叶片进行的瞬时表达验证了Ci-
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DREB1C基因增强了锦鸡儿对干旱、盐和ABA胁迫

的耐受性, 表明该基因是测定非生物胁迫反应中相

关基因功能的合适工具(Liu等2019b)。在甜瓜(Cu-
cumis melo)叶片建立的瞬时表达体系验证了NLP1
和NIS1两种基因对植物具有明显的细胞死亡诱导

活性(Chen等2021)。
3.2.3  蛋白质亚细胞定位与互作分析

亚细胞是细胞范围内构成细胞各部分微小结

构的总称, 包括细胞核、叶绿体、线粒体等结构, 
亚细胞水平包括细胞代谢的各种酶与蛋白质。以

原生质体为受体建立瞬时表达体系是研究蛋白质

亚细胞定位与互作的主要方式。在中山杉(Taxodi-
um hybrid ‘Zhongshanshan’)建立的原生质体瞬时表

达体系中确定了ThSHR3蛋白定位在细胞核中, 而
且ThSHR3蛋白与ThSCR蛋白存在着明显互作关系

(宣磊等2021)。Liu等(2020)对本氏烟草瞬时表达体

系的亚细胞定位研究中RIN13在细胞核中表达, 且
RIN13在本氏烟草叶片中的瞬时表达可加速叶片

衰老和细胞死亡。

3.2.4  植物品种的改良和选育

利用瞬时表达技术与传统遗传育种结合, 可定

向改变植物的特性, 如增加抗旱、抗寒、抗虫的基

因, 促进植物品种的改良与选育等。Li等(2020)利
用白桦(Betula platyphylla)瞬时表达体系中验证了

BpARF1的沉默可以提高白桦的耐旱性; Lei等(2021)
以花椰菜花叶病毒(Cauliflower mosaic virus, CaMV)
为载体建立了柽柳(Tamarix chinensis)的瞬时表达

体系, 确定了ThCOL2蛋白定位在细胞核上, 且该

蛋白编码基因可提高柽柳对盐胁迫的抗性。通过

瞬时表达确定基因与植物抗性的关系后, 结合传

统育种方式, 可培育出具有抗性的植物新品种。

3.2.5  基因组编辑

基因组编辑工具的发展为基因工程提供了重

大机遇, 进行植物基因组编辑的工具主要有3种: 
CRISPR/Cas系统、锌指核酸酶系统, 以及类转录激

活因子效应物核酸酶系统, 其中CRISPR/Cas系统

由于靶位点选择广泛、载体设计简便等优点成为

目前最受欢迎的基因组编辑工具(曾秀英和侯学文

2015)。植物瞬时表达法作为常用的检测方法, 被
广泛应用于验证基因组编辑事件的成败和基因组

编辑效率。目前最常用的瞬时表达法为PEG介导

原生质体法。如原生质体瞬时转化体系结合CRIS-
PR/Cas系统验证启动子活性: 王佳恒(2021)基于黄

瓜原生质体瞬时转化体系, 比较了2种U6启动子的

基因组编辑活性以及4种Cas9核酸酶元件, 发现使

用黄瓜内源CsU6启动子基因组编辑效率低于AtU6
启动子, 之后对黄瓜和水稻的原生质体进行瞬时表

达鉴定, 最终确定了具有转录活性的黄瓜内源启动

子元件共3个(CsCRE02、CsCRE10、CsCRE11); 刘炳

麟(2020)也通过落叶松原生质体转化体系的建立, 
确认了6个具备转录活性的落叶松内源启动子元件, 
随后构建对应编辑载体, 进而进行落叶松原生质

体瞬时转化, 实现了对内源基因的定向敲除编辑, 
完成了对落叶松基因组内源位点的基因组编辑; 
Mariette等 (2016)利用靶向aGBSSgene的CRISPR/
Cas9系统的原生质体瞬时表达开发了四倍体马铃

薯的全基因敲除, 获得了4个等位基因的突变, 经
杂交后建立起后续研究所需的马铃薯基因型。

4  总结与展望

选择合适的分离材料是建立原生质体分离体

系的基础, 酶液的成分与浓度、甘露醇的浓度、酶

解时间、pH是影响酶解效率的主要因素。目前原

生质体分离体系的建立主要集中于草本植物, 木
本植物生理状态更复杂, 增加了建立原生质体分

离体系的复杂性。综合目前所做的研究, 建议在设

计原生质体分离体系系列实验之前, 可参考与所选

分离材料生态习性、理化状态相近的植物的原生质

体分离体系。如耐干旱、耐盐碱的植物在分离中

所需的甘露醇浓度更高; 喜酸性土壤的植物分离

时所需的pH较低; 革质叶片较肉质叶片所需分离时

间更长等, 这些均可作为原生质体分离实验设计

的依据。此外, 目前处理原生质体分离材料的方法

较为局限且费力, 除了部分植物叶片可通过去除

下表皮的方式快速完成, 大部分植物仍然需要将叶

片切成1~2 mm的细丝再进行后续处理, 对于叶片

较小且薄的植物来说, 处理较为费力费时。未来对

于分离材料的处理研究可继续探索。

瞬时表达的方法同稳定遗传的方式相近, 可
采用农杆菌渗透法、PEG介导、基因枪法、植物
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病毒载体、电穿孔法等方式进行建立。由于瞬时

表达体系具有快速、便捷、可操作性高的优点可

被广泛应用于基因功能鉴定、蛋白质亚细胞定位、

疫苗和单克隆抗体的生产、品种改良、基因组编

辑等方面。目前以原生质体作为受体的瞬时转化

体系, 转化效率在不同的植物种类中相差较大, 大
多数木本植物的原生质体瞬时转化效率很难达到

50%以上, 而草本植物瞬时转化效率要远远高于木

本植物。在之后深入研究中, 对于如何提高木本植

物原生质体的瞬时转化效率还需要进一步探索。同

时, 植物瞬时表达体系作为强有力的验证工具被

广泛应用于基因工程技术中, 虽然通过瞬时表达

技术可短时间得到大量转化成功的细胞, 但后续

如何将转化成功的细胞更高效地再生还需要继续

探索。
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