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摘要:为优化枇杷幼嫩果肉和种子原生质体分离条件及方法,
 

以枇杷品种兴宁1号为材料,
 

利用酶解法进行原

生质体分离,
 

逐一对酶种类、
 

酶浓度、
 

酶解时间、
 

摇床转速等因素进行优化,
 

通过比较枇杷原生质体分离效率与

活性,
 

获得最优分离方法。
 

结果表明:
 

幼嫩果肉制备原生质体的最 佳 酶 解 组 合 为4.6%
 

(w/v)纤 维 素 酶 RS和

2.6%
 

(w/v)离析酶R-10,
 

摇床转速为50
 

r/min,
 

黑暗下酶解11
 

h,
 

其原生质体数量达到1.66×106 个/g,
 

原生

质体活性为62.29%。
 

幼嫩种子制备原生质体的最佳酶解组合为4.4%
 

(w/v)纤维素酶RS和2.6%
 

(w/v)离析

酶R-10,
 

摇床转速为50
 

r/min,
 

黑暗下酶解10
 

h,
 

其原生质体的数量达到7.583×105 个/g,
 

原生质体的活性为

90.83%。
 

枇杷幼嫩果肉和种子原生质体的高效制备,
 

能够打破枇杷叶肉原生质体分离的季节性限制,
 

达到周年

原生质体操作的目的。

关 键 词:枇杷;
 

原生质体;
 

分离;
 

酶解;
 

幼嫩果肉;
 

幼嫩种子

中图分类号:S661.9    文献标识码:A
文 章 编 号:1673 9868(2025)07 0093 11

Optimization
 

of
 

Protoplast
 

Isolation
 

System
 

from
 

Young
 

Fruit
 

Pulp
 

and
 

Seeds
 

of
 

Loquat
 

(Eriobotrya
 

japonica)

WANG
 

Shuming1, HUANG
 

Hanwen1, WANG
 

Liyun1,
ZHANG

 

Yin1, XIA
 

Yan1, JING
 

Danlong1, GUO
 

Qigao1,
LIANG

 

Guolu1, LIN
 

Shoukai2, HE
 

Qiao1
1.

 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Agricultural
 

Biosafety
 

and
 

Green
 

Production
 

of
 

Upper
 

Yangtze
 

River
 

(Ministry
 

of
 

Education)/

 
 

College
 

of
 

Horticulture
 

and
 

Landscape
 

Architecture,
 

Southwest
 

University,
 

Chongqing
 

400715,
 

China;

2.
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Loquat
 

Germplasm
 

Innovation
 

and
 

Utilization
 

(Putian
 

University),
 

Putian
 

Fujian
 

351100,
 

China

  收稿日期:2025 03 09
基金项目:国家重点研发项目(2019YFD1000900);

 

国家自然科学基金项目(032171820);
 

重庆市自然科学基金项目(cstc2020jcyj-
msxmX0429);

 

枇杷种质资源创新与利用福建省高校重点实验室开放经费资助课题(2019003)。
作者简介:王淑明,

 

博士,
 

讲师,
 

主要从事果树生物技术育种和果实品质调控研究。



Abstract:
 

To
 

optimize
 

the
 

method
 

for
 

protoplast
 

isolation
 

from
 

loquat,
 

pulp
 

and
 

seeds
 

from
 

young
 

fruits
 

of
 

loquat
 

cultivar
 

‘Xingning
 

No.1’
 

were
 

employed
 

as
 

materials
 

for
 

study
 

of
 

protoplast
 

isolation
 

with
 

enzy-

matic
 

digestion.
 

Key
 

parameters,
 

including
 

enzyme
 

types
 

and
 

concentrations,
 

digestion
 

time,
 

and
 

shaking
 

speed,
 

were
 

systematically
 

optimized
 

by
 

evaluating
 

protoplast
 

yield
 

and
 

viability.
 

The
 

efficient
 

protocol
 

for
 

isolation
 

of
 

protoplast
 

from
 

loquat
 

young
 

fruit
 

pulp
 

was
 

the
 

digestion
 

with
 

combination
 

of
 

4.6%
 

(w/v)
 

cellulase
 

RS
 

and
 

2.6%
 

(w/v)
 

macerozyme
 

R-10
 

enzyme
 

for
 

11
 

h
 

with
 

shaking
 

speed
 

of
 

50
 

r/min
 

under
 

dark.
 

The
 

yield
 

and
 

viability
 

of
 

protoplasts
 

was
 

1.66×106
 

g-1
 

protoplasts
 

and
 

62.29%,
 

respectively.
 

For
 

isolation
 

of
 

protoplasts
 

from
 

young
 

seeds,
 

maximum
 

efficiency
 

was
 

achieved
 

by
 

digestion
 

with
 

4.4%
 

Cellulase
 

RS
 

and
 

2.6%
 

Macerozyme
 

R-10
 

for
 

10
 

h
 

under
 

dark
 

with
 

50
 

r/min
 

of
 

shaking,
 

which
 

produced
 

7.583×105
 

g-1
 

protoplasts
 

with
 

90.83%
 

of
 

viability.
 

This
 

efficient
 

protocol
 

for
 

isolation
 

protoplasts
 

from
 

young
 

fruit
 

pulp
 

and
 

seeds
 

could
 

overcome
 

the
 

seasonal
 

limitations
 

of
 

traditional
 

mesophyll
 

protoplast
 

systems
 

in
 

loquat,
 

enabling
 

year-round
 

protoplast
 

preparation
 

for
 

genetic
 

researches
 

and
 

breeding.
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枇杷(Eriobotrya
 

japonica
 

Lindl.)属于蔷薇科枇杷属,
 

是我国重要的亚热带常绿果树[1],
 

因其果实口

感细腻多汁以及丰富的药用价值而深受人们喜爱,
 

目前已在世界范围内广泛栽培。
 

近年来,
 

随着生物技术

的迅速发展,
 

枇杷在基因组学[1]、
 

生长发育[2]、
 

抗逆性[3]、
 

品质形成[4]等分子调控机制方面的研究发展迅

速。
 

然而,
 

高效遗传转化体系的缺乏限制了其基础研究的深入,
 

因此,
 

建立高效遗传转化、
 

基因编辑平台成

为亟待解决的问题。

原生质体是通过酶解等手段将细胞壁除去后,
 

所获得的游离球形活细胞,
 

包含了该生物的整套遗传信

息,
 

能快速进行种群增长且具有同步性,
 

仍保留了其时空表达的特异性。
 

近些年来,
 

原生质体逐渐成为基

础研究的有力工具,
 

为作物基因分析[5]、
 

遗传改良[6]、
 

基因编辑[7]、
 

单细胞测序[8]提供了新的方向。
 

目前,
 

原生质体转化体系已被成功运用在拟南芥[9]、
 

玉米[10]、
 

小麦[11]、
 

水稻[12]、
 

柑橘[13]、
 

苹果[14]和油菜[15]等多

种作物上。
 

然而,
 

不同物种中细胞壁的组成成分、
 

渗透压等并不完全相同,
 

故不同物种甚至同一物种不同

组织分离原生质体的方法可能差异大。
 

因此,
 

高效原生质体体系的制备,
 

是利用原生质体进行遗传转化、
 

基因分析、
 

品种改良等研究的关键前提。

枇杷在原生质体方面的研究相对较少,
 

20世纪90年代,
 

林顺权等[16-17]在枇杷愈伤原生质体培养方面

进行了一系列探索并成功获得再生植株,
 

但此后未见其他相关报道;
 

前期研究已建立了枇杷叶肉原生质体

分离、
 

纯化及瞬时转化体系[18]。
 

然而,
 

枇杷叶片原生质体的制备体系易受组织状态、
 

时期、
 

环境等因素影

响,
 

同时在冬末春初时期(12月至翌年2月)种子材料匮乏无法提供周年的试材,
 

低温叶片状态不佳导致原

生质体分离效率极低,
 

成为枇杷叶片原生质体制备的限制。
 

以幼嫩果肉和种子为试材的原生质体制备体系

的建立,
 

可弥补此时期试材对原生质体制备的限制。

本研究以枇杷品种兴宁1号幼嫩果肉和种子为材料,
 

优化原生质体分离酶解液浓度、
 

酶解时间及酶解

条件,
 

建立了枇杷幼嫩果肉和种子原生质体的高效制备体系,
 

为利用枇杷原生质体瞬时表达系统进行亚细

胞定位分析、
 

基因互作、
 

基因表达调控、
 

基因编辑等研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试材与主要仪器

本试验以枇杷兴宁1号为试验材料,
 

于12月至翌年2月期间采集直径为0.5~1
 

cm的幼果,
 

置于

冰盒,
 

立即带回实验室进行试验。
 

供样品采集的枇杷植株栽植于西南大学实验教学基地(重庆市北碚区

歇马镇)。
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主要仪器:
 

正置荧光显微镜(Leica
 

DM500B,
 

德国徕卡公司),
 

超纯水仪(ELGA,
 

法国威立雅集团),
 

激光共聚焦显微镜(Leica
 

Sp8,
 

德国徕卡有限公司),
 

高速冷冻离心机(Himac
 

CR22G,
 

日本 Himac有限

公司),
 

电子天平(千分之一)(JA2003,
 

上海精天电子仪器有限公司)。

1.2 材料预处理

将收集的枇杷兴宁1号的幼果,
 

在冰水中轻轻去除果实表面的绒毛,
 

确保不刮伤果皮。
 

幼嫩果肉处

理:
 

为减少褐变,
 

全过程用纯净水浸润果肉,
 

取果肉1
 

g(约5个幼果),
 

用锋利的刀片将果肉切成约0.5
 

mm宽的条状碎块,
 

迅速用镊子转入装有0.8
 

mol/L高渗甘露醇溶液的培养皿中预处理(图1a,
 

c)。
 

幼嫩

种子处理:
 

将幼果中取出的种子称取0.5
 

g(约10个幼果的种子),
 

切成约0.5
 

mm厚的薄片,
 

全过程用

纯净水浸润薄片,
 

迅速地将其用镊子转入装有高渗溶液的培养皿中预处理(图1b,
 

c)。
 

将盛有高渗溶液

和切好材料的培养皿置于摇床上,
 

25
 

℃条件下50
 

r/min黑暗处理2~3
 

h。

图1 枇杷原生质体分离的幼嫩果肉和种子

1.3 原生质体分离酶解组合筛选

试验酶解所用酶解液由纤维素酶RS(Cellulose
 

RS)、
 

离析酶R-10(Macerozyme
 

R-10)、
 

0.6
 

mol/L甘

露醇、
 

0.01
 

mol/L
 

MES、
 

0.1%
 

BSA、
 

0.01
 

mol/L
 

CaCl2 组成(pH值为5.8)。
 

此步骤的操作流程为:
 

预处

理完成后,
 

吸干高渗甘露醇溶液,
 

迅速向培养皿内加入提前配制好的酶解液5
 

mL(现用现配)。
 

轻轻晃动培

养皿,
 

使酶解液和材料充分混合均匀,
 

然后将其密封。
 

将培养皿置于温度为25
 

℃的恒温摇床中,
 

黑暗条件

下进行酶解。

酶解参数通过单一变量法进行优化,
 

以获得最佳酶解方案。
 

设置4.0%
 

(w/v)、
 

4.4%
 

(w/v)、
 

4.6%
 

(w/v)、
 

4.8%
 

(w/v)、
 

5.4%
 

(w/v)共5个纤维素酶浓度,
 

与3.4%
 

(w/v)的离析酶组成酶解组

合,
 

在25
 

℃下、
 

摇床转速50
 

r/min,
 

黑暗中酶解11
 

h后统计数据;
 

设置2.6%
 

(w/v)、
 

3.0%
 

(w/v)、
 

3.4%
 

(w/v)、
 

3.8%
 

(w/v)共4个离析酶R-10浓度,
 

与4.8%
 

(w/v)纤维素酶组成酶解组合,
 

在25
 

℃
下、

 

摇床转速50
 

r/min黑暗中酶解11
 

h后统计数据。

1.4 酶解条件和酶解时间筛选

在纤维素酶RS浓度4.8%
 

(w/v)、
 

离析酶R-10浓度3.4%
 

(w/v)酶解液组合下,
 

于25
 

℃、
 

摇床

转速50
 

r/min黑暗条件下,
 

分别酶解4
 

h、
 

7
 

h、
 

10
 

h、
 

11
 

h、
 

11.5
 

h、
 

12
 

h、
 

13
 

h、
 

15
 

h、
 

18
 

h后进行数
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据统计。
 

同时,
 

还对酶解过程中摇床转速进行了优化,
 

设置0
 

r/min、
 

30
 

r/min、
 

50
 

r/min、
 

90
 

r/min共

4个转速梯度。

1.5 原生质体收集

酶解完成时(图1d),
 

将培养皿中加入5
 

mL
 

W5(154
 

mmol/L
 

NaCl,
 

125
 

mmol/L
 

CaCl2,
 

5
 

mmol/L
 

KCl,
 

2
 

mmol/L
 

MES,
 

pH值5.8)溶液轻柔混合均匀以终止酶解反应,
 

之后将混合液用巴氏吸管轻轻吸

出,
 

通过300目的细胞筛过滤,
 

去除组织碎片和杂质后,
 

将经筛网过滤后的混合液转入15
 

mL离心管中,
 

在室温条件下700
 

r/min离心10
 

min,
 

离心完成后轻轻吸去上层液体,
 

加入1
 

mL
 

W5溶液,
 

轻轻地用巴氏

吸管吹打离心管底部的原生质体沉淀,
 

使原生质体与 W5溶液混合均匀,
 

用于计数。

1.6 原生质体计数与活力率测定

将均匀悬浮在 W5溶液中的原生质体,
 

用血细胞计数板进行计数获取原生质体数量。
 

在血细胞计数板

中央滴上充分混合均匀的原生质体悬浮液,
 

盖上盖玻片后置于光学显微镜下观察计数;
 

随机抽样5个中方

格中的原生质体数目,
 

每个样本连续统计至少3次,
 

取其平均数记录。
 

按照以下公式计算原生质体产量:

原生质体产量(个/g)=5个方格内原生质体总数/5×25×10×1
 

000×W5体积/酶解材料的质量。

采用荧光素双醋酸酯(FDA)染色法来测定原生质体的活力率。
 

原生质体悬浮液与FDA染色液(用丙酮

配制5
 

mg/mL)体积比为10∶1,
 

即在载玻片上滴700
 

μL原生质体悬浮液与70
 

μL
 

FDA染色液混合均匀,
 

置于黑暗环境中染色5
 

min后,
 

在荧光显微镜下观察并统计活力率。
 

在明场视野下观察计数原生质体总量,
 

在暗场激发光下统计发出绿色荧光的原生质体数量。
 

活力率的公式如下:

原生质体活力率=
被染色原生质体数目

原生质体总数目 ×100% (1)

  每个样品百分率计算3次,
 

取其平均值作为该样本的最终活力数据。

1.7 数据统计分析

每组试验进行3~5次生物学重复,
 

试验结果以平均值±标准差(x±s)表示,
 

试验数据通过SPSS
 

V19.0软件进行所有数据的方差分析与多重比较,
 

多组间比较采用单因素方差分析,
 

以最Duncan检验法

(p<0.05)评价揭示不同处理之间的差异显著性。

2 结果与分析

2.1 酶解过程摇床强度对原生质体产量的影响

在酶解过程中,
 

摇床的强度(转速)也能影响原生质体制备的效果,
 

强度过高,
 

易对原生质体造成损

伤;
 

强度过低,
 

导致原生质体无法释放。
 

通过控制单一变量法,
 

探索不同摇床强度对原生质体产量的影

响(表1),
 

结果显示,
 

当摇床转速为90
 

r/min时,
 

原生质体产量显著高于转速处于0
 

r/min、
 

30
 

r/min,
 

与转速50
 

r/min处理相比,
 

结果不存在显著性差异。
 

由于在试验过程中90
 

r/min转速的原生质体收集

溶液,
 

杂质明显较多,
 

因此,
 

认为在原生质体分离过程中,
 

较佳的摇床转速为50
 

r/min。
表1 不同摇床转速对原生质体产量的影响

摇床转速/(r·min-1) 原生质体产量(×105)/(个·g-1) 摇床转速/(r·min-1) 原生质体产量(×105)/(个·g-1)

0 0.417±0.144b 50 1.500±0.433ab

30 0.542±0.505b 90 2.333±1.127a

  注:
 

小写字母不同表示不同处理下原生质体产量差异显著(p<0.05)。

2.2 酶解时间对枇杷原生质体分离的影响

酶解时间是原生质体分离的关键影响因子之一,
 

如果酶解时间太短,
 

细胞壁未被完全分解,
 

原生质

体无法呈现均匀的形态,
 

细胞边缘不光滑;
 

酶解时间过长,
 

酶液的毒害作用易造成细胞破裂,
 

视野内细
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胞碎片杂质多。
 

因此,
 

本研究分别对幼嫩果肉及种子的酶解时间进行了4
 

h、
 

7
 

h、
 

10
 

h、
 

11
 

h、
 

11.5
 

h、
 

12
 

h、
 

13
 

h、
 

15
 

h和18
 

h筛选。

如表2所示,
 

通过枇杷幼果酶解产量和活力率统计,
 

当酶解时间在10~11.5
 

h时,
 

原生质体的活力率

相对稳定,
 

10
 

h、
 

11
 

h和11.5
 

h
 

3个时间处理结果差异不显著,
 

其中在11
 

h时活力最佳,
 

时间低于10
 

h或

高于11.5
 

h时,
 

原生质体活力率不稳定,
 

且总体呈下降趋势。
 

酶解时间为10
 

h和12
 

h时,
 

与酶解时间为

11
 

h和11.5
 

h相比,
 

原生质体产量差异不显著,
 

但显著高于酶解时间为4
 

h、
 

7
 

h、
 

13
 

h和18
 

h的结果。
表2 不同酶解时间对枇杷幼果原生质体产量与活力率的影响

酶解时间/h 产量(×105)/(个·g-1) 活力率/% 原生质体状态

4 2.125±0.25ab 40.67±7.88abc 稍椭球形,
 

边缘光滑,
 

碎片杂质少

7 1.583±0.382ab 27.27±6.27bcd 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片少

10 3.917±3.545a 44.23±16.53abc 圆球形或不规则,
 

边缘光滑,
 

碎片较多

11 3.167±1.371ab 49.87±23.75ab 圆球形或不规则,
 

边缘光滑,
 

碎片多

11.5 2.750±1.566ab 36.34±18.06abc 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片多

12 3.875±1.516a 21.85±9.32cd 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片极多

13 0.383±0.029b 19.44±17.35cd 变形少,
 

圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片极多

15 3.292±1.134ab 60.85±12.38a 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片多

18 0.517±0.189b 7.68±8.94d 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片少

  注:
 

数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05)。

同时,
 

不同酶解时间条件下,
 

分离的原生质体状态差异较大(图2),
 

在4
 

h条件下,
 

分离出来的原生质

体形态较好,
 

视野中杂质碎片少,
 

但原生质体总量相对较少(图2a);
 

酶解时间为12
 

h和15
 

h时分离的原

生质体总量较大,
 

也能够明显观察到杂质碎片存在(图2b、
 

c);
 

当酶解时间到达18
 

h时,
 

分离出的原生质

体变形严重(图2d)。
 

结合数据及形态观察得出,
 

枇杷幼果原生质体分离酶解时间为11
 

h较为合适。

图2 不同酶解时间的幼嫩果肉原生质体
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对枇杷幼嫩种子不同酶解时间处理结果如表3所示。
 

枇杷幼嫩种子酶解10
 

h时与其他处理时间相比,
 

其原生质体产量显著最高,
 

且原生质体形态均匀光滑,
 

杂质较少;
 

酶解时间11
 

h、
 

11.5
 

h和12
 

h之间差异

不显著;
 

酶解时间为11
 

h和11.5
 

h与4
 

h、
 

13
 

h、
 

15
 

h和18
 

h,
 

原生质体产量差异不显著。
 

说明枇杷幼嫩种

子原生质体分离过程,
 

随着酶解时间的增加,
 

产量有增加的趋势,
 

在酶解10
 

h时产量达到最高,
 

随后随着

时间的增加,
 

产量开始下降,
 

其产量下降原因可能是酶解离析出的原生质体受到酶解液毒害导致破裂。
 

活

力率的多重比较结果则显示,
 

酶解12
 

h时原生质体的活力率最佳,
 

与15
 

h和18
 

h时存在显著差异,
 

其余

各组之间差异不显著,
 

表明酶解液长期对原生质体的毒害作用,
 

会降低原生质体的活力。
 

综合比较原生质

体产量和活力率,
 

考虑到原生质体形态和杂质等因素,
 

认为幼嫩种子酶解10
 

h效果最佳。
表3 不同酶解时间对幼嫩种子原生质体产量与活力率的影响

酶解时间/h 产量(×105)/(个·g-1) 活力率/% 原生质体状态

4 0.633±0.306cd 61.11±9.62abc 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片杂质少

7 0.250±0.217d 63.02±10.40abc 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片少

10 3.417±3.819a 60.52±12.68bc 变形少,
 

圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片较多

11 1.400±1.069bc 72.50±7.93abc 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片极多

11.5 1.125±0.875bcd 76.49±8.14ab 圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片极多

12 2.098±0.349b 84.23±14.52a 圆球形或不规则,
 

边缘光滑,
 

碎片多

13 0.533±0.351cd 81.05±8.49ab 膨大或变形,
 

圆球形或不规则,
 

边缘光滑,
 

碎片多

15 1.400±0.180bc 37.04±16.98cd 膨大,
 

圆球形,
 

边缘光滑,
 

碎片多

18 0.500±0.300cd 52.50±16.39d 膨大,
 

稍椭球形,
 

边缘光滑,
 

碎片多

  注:
 

数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05)。

2.3 纤维素酶浓度对枇杷原生质体分离的影响

前期从枇杷叶片原生质体分离过程可知,
 

纤维素酶RS和离析酶R-10组合酶解液对枇杷原生质体分离

效果较好[18],
 

因此,
 

枇杷幼嫩果肉和种子原生质体分离酶解液采取此两种酶进行。
 

通过单一变量原则,
 

对

枇杷幼嫩果肉和种子设置纤维素酶RS
 

4.0%、
 

4.4%、
 

4.6%、
 

4.8%、
 

5.4%共5个浓度梯度,
 

分别与浓度

为3.4%的离析酶R-10组合。

枇杷幼嫩果肉不同纤维素酶RS浓度处理结果显示,
 

随着纤维素酶RS浓度的增加,
 

枇杷幼嫩果肉原生

质体的产量呈现先增加后减少的趋势(表4)。
 

当纤维素酶RS浓度为4.8%时原生质体的产量最高,
 

但与纤

维素酶RS浓度为4.4%、
 

4.6%和5.4%时的原生质体产量相比,
 

不存在显著差异,
 

但显著高于纤维素RS
浓度为4.0%时的原生质体产量。

 

活力率分析结果显示,
 

各处理之间活力率差异不显著,
 

但纤维素酶RS浓

度为4.4%和4.6%酶解的原生质体活力率最高。
 

说明纤维素酶RS浓度的增加会增强酶液的毒害作用,
 

从

而降低枇杷幼嫩果肉原生质体活性。
 

因此,
 

枇杷幼嫩果肉最佳的纤维素酶RS浓度应为4.6%,
 

在此浓度下

原生质体有较高的产量和活性。
表4 不同纤维素酶浓度对枇杷幼嫩果肉原生质体分离的影响

纤维素酶浓度/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

纤维素酶浓度/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

4.0 1.083±0.520b 41.8±10.88a 4.8 3.167±1.371a 49.87±23.74a

4.4 1.917±0.832a 64.28±3.75a 5.4 2.456±0.381a 51.19±13.52a

4.6 2.583±0.813a 64.40±7.59a

  注:
 

数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05)。

不同纤维素酶RS浓度对枇杷幼嫩种子原生质体分离的影响结果如表5所示,
 

随着纤维素酶RS浓

度的增加,
 

其原生质体产量呈先增加后减少的趋势。
 

当纤维素酶RS浓度为4.4%时,
 

其原生质体产量显
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著高于其余各组。
 

当纤维素酶RS浓度为4.0%和4.4%时,
 

分离得到的原生质体活力率可达90%,
 

并且

显著高于其余3组,
 

其趋势与幼嫩果肉结果一致。
 

结果表明,
 

纤维素酶浓度为4.4%时分离枇杷幼嫩种

子,
 

获得的原生质体的产量和活力率上均表现为显著优异,
 

平均产量可达7.583±1.377×105 个/g,
 

活

性率可达到90%以上。
表5 不同纤维素酶浓度对枇杷幼嫩种子原生质体分离的影响

纤维素酶-RS浓度/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

纤维素酶-RS浓度/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

4.0 4.084±1.283b 91.35±4.89a 4.8 2.000±0.250bc 72.50±7.92b

4.4 7.583±1.377a 90.85±1.61a 5.4 2.417±1.127bc 78.27±2.01b

4.6 1.367±1.422c 67.96±11.48b

  注:
 

数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05)。

2.4 不同离析酶浓度对枇杷原生质体分离的影响

采用单一变量原则,
 

对枇杷幼嫩果肉和幼嫩种子原生质体分离酶解液离析酶R-10浓度设置2.6%、
 

3.0%、
 

3.2%、
 

3.8%共4个浓度梯度,
 

分别与4.8%的纤维素酶RS组合,
 

结果如表6和表7所示。
 

当离析

酶R-10浓度为2.6%时,
 

枇杷幼嫩果肉的原生质体产量最高,
 

但与浓度为3.0%和3.2%时处理差异不显

著。
 

当离析酶R-10浓度为3.0%和3.2%时,
 

枇杷幼嫩果肉的原生质体活力率差异不显著,
 

但二者与浓度

为2.6%和3.8%时的活力率差异显著(表6)。
 

由此可见,
 

随着离析酶浓度的增加,
 

枇杷幼嫩果肉原生质体

产量有所下降,
 

但依旧保持在较高水平,
 

原生质体活性呈现先增加后减少的趋势,
 

因此,
 

枇杷幼嫩果肉原

生质体分离的较佳离析酶R-10浓度为2.6%,
 

其原生质体活性也相对较高。
表6 不同离析酶浓度对枇杷幼嫩果肉原生质体分离的影响

离析酶R-10/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

离析酶R-10/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

2.6 16.583±6.207a 62.29±11.04b 3.2 8.958±2.569ab 79.56±6.18a

3.0 12.583±3.538ab 78.28±6.93a 3.8 7.667±2.036b 29.00±5.06c

  注:
 

数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05)。

表7 不同离析酶浓度对枇杷幼嫩种子原生质体分离的影响

离析酶R-10/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

离析酶R-10/

%

产量(×105)/

(个·g-1)

活力率/

%

2.6 7.417±1.607a 74.92±6.58ab 3.2 6.333±0.289a 56.76±11.83bc

3.0 2.667±1.010b 79.85±7.15a 3.8 6.000±1.750a 39.22±16.07c

  注:
 

数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05)。

不同离析酶R-10浓度对枇杷幼嫩种子原生质体分析结果表明,
 

当离析酶浓度为2.6%时枇杷幼嫩种子

原生质体产量最高;
 

离析酶R-10浓度为2.6%、
 

3.2%和3.8%时,
 

3组处理原生质体产量差异不显著,
 

但

其产量均显著高于离析酶R-10浓度为3.0%时。
 

离析酶R-10浓度在2.6%与3.0%时,
 

分离获得的原生质

体活力率差异不显著,
 

但显著高于浓度为3.2%和3.8%时,
 

说明离析酶浓度为2.6%和3.0%时枇杷幼嫩

种子的原生质体活力最佳;
 

并且随着离析酶浓度的增加,
 

枇杷幼嫩种子分离得到的原生质体产量和活性率

都呈下降的趋势,
 

由此可见,
 

当离析酶R-10浓度为2.6%时,
 

不论产量还是活力率都为最佳,
 

产量可达

7.417×105 个/g,
 

活力率可达79.85%。

枇杷幼嫩种子和幼嫩果肉原生质体分离效果如图3所示,
 

由图可知,
 

枇杷幼嫩果肉分离出的原生质体
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体积大,
 

能够观察到中央大液泡和叶绿素;
 

枇杷幼嫩种子分离出的原生质体体积小,
 

可观察到细胞中含有

反光的内含物,
 

无叶绿素和中央大液泡。

a、
 

b分别表示幼嫩种子在纤维素酶4.8%+离析酶2.6%条件下原生质体分离效果明场和FDA染色;
 

c、
 

d分别表示幼嫩果肉在纤维素酶

4.8%+离析酶2.6%条件下原生质体分离效果明场和FDA染色;
 

e、
 

f分别表示幼嫩果肉在纤维素酶4.8%+离析酶3.0%条件下原生质

体分离效果明场和FDA染色。

图3 枇杷幼嫩果肉和种子原生质体分离效果图

3 讨论与结论

3.1 讨论

枇杷作为重要的特色经济果树,
 

其原生质体的高效制备,
 

是今后进行亚细胞定位、
 

蛋白互作、
 

单细胞

测序、
 

基因编辑等研究的基础。

由于植物细胞、
 

组织和器官固有的异质性,
 

不同来源材料的原生质体分离效率存在显著差异。
 

研究表

明,
 

幼嫩组织因其薄壁细胞丰富、
 

细胞壁降解效率高等优势,
 

已成为原生质体分离的首选材料体系,
 

如拟

南芥[9]、
 

玉米、
 

小麦、
 

水稻[19]等模式植物通过幼嫩叶片分离原生质体。
 

此外,
 

根、
 

茎、
 

悬浮愈伤组织等也广
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泛应用于原生质体操作[20]。
 

近年来,
 

非传统材料的应用拓展了原生质体分离的技术边界,
 

利用菊花和油茶

花瓣建立了原生质体转化体系[21-22]花粉诱导萌发后的花粉管也能进行原生质体分离[23-24]。
 

同时,
 

特定组织

来源的原生质体具有功能特异性,
 

如八仙花萼片原生质体为研究pH值调控液泡着色机制提供了理想模

型[25],
 

梨花粉原生质体进行基因组测序解决了基因组杂合造成的序列嵌合问题[23]。
 

本试验选用枇杷幼嫩

果肉和种子作为分离材料,
 

通过体系优化获得高活性原生质体,
 

在最佳分离条件下,
 

幼嫩果肉获得的原生

质体数量高于幼嫩种子,
 

但其最高活力明显低于幼嫩种子,
 

且两种原生质体均达到应用于PEG介导的瞬时

转化及细胞融合等后续研究的要求。
 

该材料体系取材时期(12月至翌年2月)恰与枇杷种子缺乏期、
 

叶片生

理状态不适宜原生质体分离的时期重合,
 

有效解决了试验材料季节性短缺的技术瓶颈,
 

此时序互补策略完

善了枇杷周年原生质体研究体系。

植物细胞壁主要由纤维素、
 

果胶、
 

半纤维素及木质素等多糖网络构成[26],
 

其组分比例与空间排布具有

显著的物种特异性和组织异质性。
 

因此,
 

植物原生质体分离酶种类主要有纤维素酶、
 

果胶酶、
 

半纤维素酶、
 

崩溃酶、
 

离析酶、
 

蜗牛酶等。
 

拟南芥[27]、
 

小麦[28]、
 

玉米[10]、
 

水稻[12]、
 

葡萄[29]、
 

核桃[30]等原生质体分离使用

纤维素酶和离析酶组合,
 

柑橘[31]、
 

芹菜[32]、
 

杨树[33]等原生质体分离使用纤维素酶和果胶酶组合较为常见,
 

油茶原生质体分离在纤维素酶和离析酶的基础上加入蜗牛酶效果更好[34],
 

柳枝稷则是在纤维素酶和离析

酶的基础上配合崩溃酶和半纤维素酶[35]。
 

本试验发现,
 

将纤维素酶加离析酶的组合用于枇杷原生质体分离

可以达到较好的效果,
 

其中纤维素酶用于分解植物细胞壁的主要成分纤维素,
 

而离析酶则可以使细胞壁之

间相互分离,
 

从而使得原生质体从细胞团中分离出来。
 

此前对枇杷叶肉原生质体分离过程优化结果显示,
 

其叶片原生质体分离的最适酶浓度为5.0%
 

(w/v)纤维素酶RS+3.4%
 

(w/v)离析酶R-10,
 

本研究结果表

明幼嫩果肉制备原生质体的最佳酶解组合为4.6%
 

(w/v)纤维素酶RS+2.6%
 

(w/v)离析酶R-10;
 

幼嫩种

子制备原生质体的最佳酶解组合为4.4%
 

(w/v)纤维素酶RS+2.6%
 

(w/v)离析酶R-10,
 

这表明即使相同

物种,
 

不同组织原生质体制备条件下其酶解最适浓度仍存在明显差异。

酶解时间也是影响原生质体分离效果重要的因素之一。
 

酶解时间过短,
 

细胞壁酶解不完全导致原生质

体释放数量不足;
 

酶解时间过长,
 

酶对细胞壁作用太彻底,
 

原生质体释放充足,
 

但对细胞活性伤害大,
 

原生

质体破碎严重[36]。
 

植物原生质体分离酶解过程时间差异较大,
 

一般为4~24
 

h,
 

分离材料的状态、
 

抽真空等

处理都会影响酶解时间。
 

孙鹤等[19]的报道表明,
 

玉米和水稻叶肉原生质体在纤维素酶和离析酶组合分离过

程的时间为7
 

h,
 

而小麦则为5
 

h。
 

木本作物葡萄悬浮细胞在适合浓度的纤维素酶R-10和离析酶R-10酶解

液组合下只需要4
 

h就能够获得产量和活力俱佳的原生质体[29],
 

梨叶片在果胶酶和离析酶作用下酶解12
 

h
效果较好[37]。

 

在本研究中,
 

枇杷在不同材料和酶解组合下,
 

最佳酶解时间为10~12
 

h,
 

酶解时间过短或过

长,
 

都会影响枇杷原生质体的产量及活性。
 

当酶解时间超过15
 

h后,
 

其原生质体产量会明显下降,
 

表明酶

解时间过长,
 

酶对细胞的伤害作用累积较强,
 

最后造成原生质体的活力下降甚至破裂。

3.2 结论

幼嫩果肉制备原生质体的最优酶解组合为4.6%纤维素酶RS和2.6%离析酶R-10,
 

0.6
 

mol/L甘露醇

维持渗透压,
 

pH值5.8,
 

25
 

℃条件下,
 

黑暗酶解11
 

h后,
 

离心机转速为50
 

r/min收集原生质体,
 

其数量

可以达到1.66×105 个/g,
 

活力率为62.29%;
 

幼嫩种子制备原生质体的最优酶解组合为4.4%纤维素酶

RS和2.6%离析酶R-10,
 

0.6
 

mol/L甘露醇维持渗透压,
 

pH值5.8,
 

25
 

℃条件下,
 

黑暗酶解10
 

h,
 

离心机

转速为50
 

r/min收集原生质体,
 

其数量可以达到7.583×105 个/g,
 

活力率为90.83%。
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