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菊属多年生宿根草本植物ꎬ其种质资源丰富ꎬ起源于

中国并广泛栽培于世界各地ꎬ具有较高的观赏、食
用、茶饮和药用价值ꎬ在生产和园林应用中具有重要

作用[１￣２]ꎮ 随着社会发展及人们生活水平的提高ꎬ菊
花产业发展迅速ꎬ不断增长的菊花需求促使科学家

们选育出新型性状、耐胁迫、品质高的菊花品种ꎬ然
而ꎬ菊花的高度杂合性和多倍性给菊花功能基因的

鉴定工作增加了难度ꎬ给菊花育种工作带来了很大

的挑战[３￣４]ꎮ 据研究ꎬ原生质体细胞作为优质转化外

植体运用于瞬时表达分析ꎬ可为关键基因的功能研

究、转基因研究提供重要的材料基础ꎬ可为菊花育种

研究提供重要的技术手段ꎮ
原生质体是植物细胞经酶解或机械去除细胞壁

后分离纯化的裸露细胞ꎬ具有细胞全能性ꎬ能够高效

表达外源 ＤＮＡ[５]ꎮ 植物原生质体作为功能基因研究

的转化受体材料ꎬ能够让植物细胞快速增殖和植物再

生ꎬ广泛应用于植物分子育种、亚细胞定位、基因启动

子活性、信号转导以及蛋白质互作等方面[６￣９]ꎮ 据报

道ꎬ利用原生质体的高效瞬时基因表达系统在许多植

物(包括烟草[１０]、拟南芥和玉米[１１]、水稻[１２]、棉

花[１３]、多年生黑麦草[１４]、短梗草[１５]、茶树[１６]等)中已

成功建立原生质体瞬时转化体系ꎬ在植物的非生物胁

迫和生物胁迫等研究中得到了应用[１７￣１８]ꎮ 菊花中原

生质体分离和再生体系近几年才有报道[１９]ꎬ将外源

基因转化的菊花原生质体细胞进行瞬时表达ꎬ并进行

目标基因功能分析的报道较少[２０]ꎬ且不同菊花品种

之间可能存在差异ꎮ 参考拟南芥等模式作物原生质

体瞬时表达系统ꎬ本研究以金丝皇菊菊花品种为转化

受体ꎬ研究其用于瞬时转化研究的原生质体叶肉分离

的最适条件ꎬ将带有绿色荧光蛋白(ＧＦＰ) 报告基因

的质粒转化菊花原生质体细胞ꎬ以期进行外源基因的

亚细胞定位应用研究ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料

菊花品种为金丝皇菊ꎬ幼苗来源于江苏省淮安

茹园生态农业种植基地ꎮ 将生长至叶片数为(１５±
１)张的菊花苗移栽到温室(２５ ℃ꎬ１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑

暗)进行盆栽培养ꎬ选取完全展开、绿色无病害的菊

花植株ꎬ取其顶芽培养的无菌苗作为外植体ꎮ
烟草品种为本氏烟(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)ꎬ种

子由本研究室保存ꎮ 将烟草种子撒播于无菌营养土

中ꎬ盆栽(２６ ℃ꎬ１６ ｈ 光照 / ８ ｈ 黑暗)培养 ３０ ｄ 左

右ꎬ待用ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 菊花无菌苗的培养 　 选取完全展开的健康

菊花叶片顶芽ꎬ流水下冲洗 ２ ｈꎻ无菌环境下ꎬ用体积

分数 ７０％乙醇表面灭菌 ３０ ｓꎬ用无菌水冲洗ꎻ然后用

０􀆰 １％ ＨｇＣｌ２浸泡 ６ ｍｉｎꎬ再用无菌水冲洗５~ ６ 次ꎮ
切割２~３ ｃｍ 左右的叶片顶芽并去除叶片ꎬ接种于含

１􀆰 ２ ｍｇ / Ｌ ６￣苄氨基嘌呤(６￣ＢＡ) ＋０􀆰 ３ ｍｇ / Ｌ萘乙酸

(ＮＡＡ)的 ＭＳ 培养基中ꎬ进行无菌苗成苗培养ꎮ 待

培养１５~ ３０ ｄ 后ꎬ顶芽伸长并叶片舒展ꎬ株高１~ ２
ｃｍꎬ将伸长芽接种至含 ０􀆰 ５ ｍｇ / Ｌ吲哚丁酸(ＩＢＡ)的
１ / ２ ＭＳ 培养基中生根培养ꎬ诱导大量不定根生成ꎬ
获得菊花无菌苗ꎮ
１.２.２　 菊花外植体的制备 　 获得菊花生根无菌苗

后ꎬ温室继代培养 １４ ｄꎮ 挑选健康、发育完全的菊花

无菌苗植株ꎬ选取长势良好、大小一致、饱满圆润的

倒 ３ 叶和倒 ４ 叶叶片ꎮ 基于高产原生质体细胞的获

得ꎬ进行外植体最适生长周期的筛选ꎬ试验设置菊花

无菌苗不同继代培养时间:６ ｄ、１０ ｄ、１４ ｄ 和 １８ ｄꎬ
每个处理重复 ３ 次ꎮ
１.２.３　 菊花原生质体细胞的分离　 将１.０~ １􀆰 ５ ｇ 无

菌苗叶片置于覆盖滤纸的玻璃培养皿上ꎬ用刀片将

叶鞘切成１~ ２ ｍｍ 的细丝状ꎬ并迅速浸入配制好的

２０ ｍｌ 酶解液[含 １􀆰 ５％纤维素酶 Ｒ￣１０、０􀆰 ４％离析酶

Ｒ￣１０、 ０􀆰 ８ ｍｏｌ / Ｌ甘露醇、０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ 吗啉乙磺酸钠

(ＭＥＳ ) ( ｐＨ ５􀆰 ７ )、 ２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ
ＣａＣｌ２、２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２]中ꎬ使其充

分散开ꎬ２６ ℃避光ꎬ置于摇床轻摇(４０ ｒ / ｍｉｎ)酶解ꎬ
至酶解混合液呈现淡绿色ꎬ肉眼观察到沉淀细胞ꎮ
考虑在不同酶解时间条件下ꎬ获得的原生质体细胞

质量有差异ꎬ试验设置了不同梯度的酶解时间:２ ｈ、
４ ｈ、６ ｈ 和 ８ ｈꎮ 每个处理重复 ３ 次ꎮ
１.２.４　 菊花原生质体细胞的纯化与产量检测 　 预

先用 Ｗ５ 溶 液 ( 含 ２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎬ １􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ
ＣａＣｌ２ꎬ ２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬ ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ)浸润无菌细

胞过滤器(４０ μｍ)ꎬ过滤酶解混合液至培养皿中ꎬ并
沿着管壁轻轻加入到 ５０ ｍｌ 离心管ꎬ再吸取 ２０ ｍｌ
Ｗ５ 溶液润洗酶解液的烧杯、细胞筛及培养皿ꎬ收集

其中残余的原生质体细胞ꎬ与滤液加入到同一个 ５０
ｍｌ 离心管轻旋混匀ꎮ 使用吊篮低速离心机(湖南赫

西仪器装备有限公司产品)ꎬ１ 档升 /降速ꎬ４ ℃、６０ ｇ
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离心 ４ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ加入 ２０ ｍｌ Ｗ５ 溶液重悬细

胞ꎬ１ 档升 /降速ꎬ４ ℃、６０ ｇ 离心 ４ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎮ
沉淀加入适量的 Ｗ５ 重悬细胞ꎮ

取 １ ｍｌ 纯净的原生质体悬浮液进行镜检ꎬ取 ８
μｌ 滴于载玻片上ꎬ用１８ ｍｍ×１８ ｍｍ 的盖玻片加盖ꎬ
利用荧光显微镜进行图片采集ꎬ在 １０ 倍物镜视野

(６４０ ｍｍ×４８０ ｍｍ)下观察总原生质体数ꎬ生物学 ３
次重复ꎬ试验设置 ３ 次重复ꎬ取平均值ꎮ 按植物原生

质体简易计数法[２１]统计原生质体总密度ꎬ原生质体

总密度(个ꎬ１ ｍｌ)＝ [(１ ０００÷８) ×(１８×１８÷３.１４)] ×
平均值ꎮ
１.２.５　 载体制备 　 将目的基因稗草乙烯转录因子

(ＥｃＥＲＦ)插入到植物表达载体 ｐＢｉｎＧＦＰ４ 中[２２]ꎬ构
建 ＥｃＥＲＦ::ＧＦＰ 融合表达载体ꎬ以 ｐＢｉｎＧＦＰ４ 空载

体为对照ꎬ进行菊花原生质体瞬时转化ꎻ并将稗草乙

烯转录因子基因插入到含黄色荧光蛋白(Ｙｅｌｌｏｗ ｆｌｕ￣
ｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＹＦＰ ) 的 植 物 表 达 载 体 ｐＣＡＭ￣
ＢＩＡ１３００￣ＹＦＰ 中ꎬ构建 ＥｃＥＲＦ:: ＹＦＰ 融合表达载

体ꎬ进行烟草的瞬时转化ꎮ
１.２.６　 目标基因在菊花原生质体中的瞬时转化 　
加入适量的 ＭＭＧ(０􀆰 ８ ｍｏｌ / Ｌ 甘露醇ꎬ ２􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ
ＭｇＣｌ２ꎬ ０􀆰 ２ ｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ)溶液于原生质体细胞沉淀

中ꎬ混匀后利用吊篮低速离心机ꎬ１ 档升 /降速ꎬ４
℃、６０ ｇ 转速离心 ４ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎮ 分别将重组

质粒ＥｃＥＲＦ::ＧＦＰ和空载体 ｐＢｉｎＧＦＰ４ 质粒各 １０ μｇ
(１ μｇ / μｌꎬ １０ μｌ)与原生质体细胞按照体积比１ ∶ ３０
混匀ꎬ加入与质粒 ＤＮＡ 及原生质体细胞混合液等体

积的 ４０％聚乙二醇(ＰＥＧꎬ４０００)溶液ꎮ 然后ꎬ立即

轻柔混匀ꎬ室温静置 １５ ｍｉｎꎮ 再加入 ２ 倍体积的 Ｗ５
溶液ꎬ轻弹混匀ꎬ再次离心ꎮ 加入 ２ ｍｌ Ｗ５ 溶液ꎬ轻
弹或颠倒混匀ꎬ２６ ℃避光ꎬ静置过夜培养８~１２ ｈꎮ

取出过夜培养的原生质体转化体培养液ꎬ１ 档

升 / 降速ꎬ６０ ｇ 转速离心 ４ ｍｉｎꎬ收集沉淀ꎮ 去除上清

液ꎬ加入适量的 Ｗ５ 溶液重悬原生质体ꎮ 利用激光

共聚焦显微镜(珀金埃尔默仪器有限公司产品)进

行观察ꎬ显示绿色荧光信号的原生质体为已成功转

化的原生质体ꎬ观察 ＧＦＰ 在菊花原生质体细胞中是

否正常表达ꎬ计算其转化率ꎮ 原生质体转化率＝绿

色荧光视野中原生质体个数 /明场中原生质体

个数×１００％ꎮ
１.２. ７ 　 目 标 基 因 在 烟 草 中 的 亚 细 胞 定 位 　 将

ＥｃＥＲＦ::ＹＦＰ载体导入菌株 ＧＶ３１０１ 中ꎬ挑取单克隆

置于含有卡那霉素(５０ ｍｇ / Ｌ)和利福平(２５ ｍｇ / Ｌ)的
液体 ＬＢ 培养基中ꎬ２８ ℃振荡培养 ２４ ｈꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ
离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎮ 用缓冲液[１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＭｇＣｌ２ꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ(ｐＨ ５.７)ꎬ２００ μｍｏｌ / Ｌ 乙酰丁

香酮(ＡＳ)]重悬浮 ２ 次ꎬ 将 ＯＤ６００调至 ０􀆰 ５ 左右ꎮ 黑

暗室温放置３~４ ｈꎬ用 １ ｍｌ 的针头注射器将菌液注入

烟草叶片的反面ꎬ注射后４８~７２ ｈ 用激光共聚焦显微

镜观察ꎬ使用细胞核染料 ４ꎬ６￣二氨基￣２￣苯基吲哚

(ＤＡＰＩ)作为细胞核定位的标记ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 菊花原生质体细胞体系的制备

选取菊花组培苗幼嫩叶片作为外植体(图 １ａ)
并切成均匀的细丝ꎬ再迅速置于酶解混合液中(图
１ｂ)ꎮ 充分酶解受体组织ꎬ破除细胞壁并释放原生

质体细胞ꎬ收集菊花的原生质体沉淀后进行纯化

(图 １ｃ)ꎬ镜检获得大量的菊花叶片原生质体细胞ꎬ
并且产生少量碎片(图 １ｄ)ꎮ

ａ:菊花无菌苗(×１０)ꎻｂ:酶解后的混合液( ×１０)ꎻｃ:原生质体富

集(×１０)ꎻｄ:纯净的叶片原生质体(×１０)ꎮ
图 １　 菊花原生质体的游离与纯化

Ｆｉｇ.１　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｆｒｏｍ ｃｈｒｙｓａｎ￣
ｔｈｅｍｕｍ

２.２　 不同培养时间对菊花原生质体细胞分离的影响

　 　 研究结果表明ꎬ在相同的酶解时间下ꎬ不同培

养时间的菊花组培苗获得的原生质体细胞得率存

在显著差异ꎮ 参考宋爱华等[２０]的方法选择酶解时

间 ４ ｈ、组培时间 ６ ｄ 的菊花无菌苗的叶片ꎬ产生了

极少量的原生质体(图 ２ａ)ꎻ选用培养 １０ ｄ 的组培

苗的叶片制备原生质体细胞ꎬ获得的原生质体大

小均一ꎬ且产量显著增加ꎬ细胞碎片减少(图 ２ｂ)ꎻ
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当培养时间达到 １４ ｄ 时ꎬ获得原生质体的数量达

到最高值(图 ２ｃ)ꎮ 但是ꎬ随着培养时间延长ꎬ培养

１８ ｄ 的菊花无菌苗获得的原生质体产量却开始下

降(图 ２ｄ)ꎮ 因此ꎬ选取培养 １４ ｄ 的菊花组培苗嫩

叶为最佳外植体材料ꎬ能获得纯净原生质体细胞ꎬ
且数量可达 １ ｍｌ ４.９×１０５个(图 ３)ꎮ

ａ:组培 ６ ｄꎻｂ:组培 １０ ｄꎻｃ:组培 １４ ｄꎻｄ:组培 １８ ｄꎮ 比例尺＝ １００
μｍꎮ
图 ２　 不同培养时间菊花原生质体细胞

Ｆｉｇ.２ 　 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌ￣
ｔｕｒｅ ｔｉｍｅｓ

∗∗表示培养 １０ ｄ、１４ ｄ、１８ ｄ 的菊花组培苗原生质体细胞产量

极显著高于培养 ６ ｄ 的菊花组培苗原生质体细胞产量 (Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 不同培养时间对菊花原生质体细胞产量的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｔｉｍｅｓ

２.３　 不同酶解时间对原生质体细胞分离的影响

不同的酶解时间对获得的原生质体的产量有较

大影响ꎮ 在渗透压、叶龄一致的条件下ꎬ不同的酶解

时间ꎬ原生质体的产量有明显差异ꎮ 在酶解 ２ ｈ 后ꎬ
菊花叶片开始变软ꎬ并有少量的原生质体细胞产生

(图 ４ａ)ꎻ酶解 ４ ｈ 后ꎬ游离出的原生质体细胞数量逐

渐增多(图 ４ｂ)ꎻ酶解 ６ ｈ 后ꎬ酶解液的酶解效率最高

(图 ４ｃ)ꎬ原生质体产量达到 １ ｍｌ ９.４×１０５个ꎮ 但是ꎬ
酶解 ８ ｈ 后ꎬ因已分离出的原生质体会破开ꎬ细胞碎

片增加ꎬ原生质体的得率减少(图 ４ｄ)ꎮ 结果显示ꎬ菊
花叶片最适酶解时间为 ６ ｈ(图 ５)ꎮ

ａ:酶解 ２ ｈꎻｂ:酶解 ４ ｈꎻｃ:酶解 ６ ｈꎻｄ:酶解 ８ ｈꎮ 比例尺 ＝ １００
μｍꎮ
图 ４　 不同酶解时间的菊花原生质体细胞

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ
ｔｉｍｅｓ

∗∗表示酶解时间 ４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ 的菊花组培苗原生质体细胞产量

极显著高于酶解时间 ２ ｈ 的菊花组培苗原生质体细胞产量(Ｐ<
０.０１)ꎮ
图 ５　 不同酶解时间对菊花原生质体细胞产量的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｙｉｅｌｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅｓ

２.４　 菊花原生质体的遗传转化

激光共聚焦显微镜的观察结果显示ꎬ在菊花的

原生质体细胞的细胞核、质膜等部位均可检测到绿

色荧光(图 ６)ꎬ与同一视野其明场原生质体细胞相

比ꎬ计算得出成功转化绿色荧光原生质体细胞的阳

性转化率达 ９１􀆰 ３％ꎮ 结果表明ꎬ本研究已将带有
ＧＦＰ 荧光蛋白的空载体质粒 ＤＮＡ 成功转入菊花原

生质体中ꎬ并进行了有效的瞬时表达ꎮ
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图 ６　 ｐＢｉｎＧＦＰ４ 转化菊花原生质体细胞

Ｆｉｇ.６　 Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｐＢｉｎＧＦＰ４

２.５　 菊花原生质体瞬时转化体系的验证

将 ＥｃＥＲＦ::ＹＦＰ 载体转化烟草ꎬ采用 ＤＡＰＩ 染

料作为细胞核定位标记ꎬ发现与 ＥｃＥＲＦ 融合的 ＹＦＰ
的荧光信号与 ＤＡＰＩ 共定位ꎬ表明 ＥｃＥＲＦ 基因定位

于细胞核中(图 ７)ꎮ 将 ＥｃＥＲＦ 基因融合 ＧＦＰ 蛋白ꎬ
在菊花原生质体细胞中进行瞬时转化ꎬ结果表明ꎬ
ＥｃＥＲＦ 基因亦定位于细胞核中(图 ８)ꎬ与该基因在

烟草中的定位结果一致ꎮ

图 ７　 稗草乙烯转录因子基因(ＥｃＥＲＦ)在烟草叶片中的瞬时表

达

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｇｅｎｅ ｉｎ Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ ｃｒｕｓｇａｌｌｉ ( ＥｃＥＲＦ ) ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ
ｌｅａｖｅｓ

图 ８　 稗草乙烯转录因子基因(ＥｃＥＲＦ)在菊花原生质体细胞中

的瞬时转化

Ｆｉｇ.８　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｔｈｙｌｅｎｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ｇｅｎｅ ｉｎ Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ ｃｒｕｓｇａｌｌｉ (ＥｃＥＲＦ) ｉｎ ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅ￣
ｍｕｍ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

３　 讨 论

３.１　 高质量菊花原生质体的制备

在进行植物原生质体的制备过程中ꎬ选择合适

的外植体材料、不同的酶解时间、合适的渗透压、不
同酶液质量浓度或几个关键因素组合ꎬ对于高质量

原生质体细胞的获得至关重要ꎮ 本研究利用酶解法

分离纯化出菊花叶肉的原生质体细胞ꎬ对影响制备
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菊花原生质体的上述部分关键因素进行探索分析ꎮ
不同生理状态和生长周期的植物外植体ꎬ对获得高

产量原生质体有着极其重要的影响ꎮ 本试验选用组

织培养 １４ ｄ 的菊花无菌苗ꎬ并挑选生长状态良好的

菊花无菌苗倒３~ ４ 叶叶片提取原生质体ꎬ获得了 １
ｍｌ ４.９×１０５个以上的原生质体ꎮ 而酶解时间的长短

是获得高产原生质体的另一个重要条件ꎬ植物原生

质体细胞的产量会随着酶解时间的延长而逐渐下

降ꎮ 在选择最适培养周期(１４ ｄ)的菊花无菌苗的条

件下ꎬ进行最佳酶解时间的摸索ꎬ发现酶解 ６ ｈ 时ꎬ
获得的原生质体的数量与质量均最佳ꎬ产量达 １ ｍｌ
９.４×１０５个ꎻ当酶解时间达到 ８ ｈ 时ꎬ原生质体的数

量呈下降趋势ꎮ 在其他试验条件一致的前提下ꎬ酶
解时间越长ꎬ细胞质和细胞膜越易受到伤害ꎬ产生破

碎的细胞也越多ꎬ对细胞产生的毒害作用亦越大ꎮ
因此ꎬ酶解时间是否合适是能否获得优质的原生质

体的重要限制因素之一ꎮ
３.２　 目标基因在菊花原生质体细胞中的有效表达

目前ꎬ关于菊花的转基因功能研究已有很多报

道ꎬ如转录因子基因 ＤｇＷＲＫＹ５[２３]、ＣｍＥＲＦ０５３[２４]、
ＣｌＣＢＦ１[２５]等ꎬ在菊花育种上具有很高的产业应用

前景ꎮ 本研究运用已建立的菊花原生质体制备及瞬

时转化体系ꎬ对 ＥＲＦ 转录因子家族基因 ＥｃＥＲＦ 进

行亚细胞定位ꎬＥｃＥＲＦ 蛋白清晰定位在细胞核上ꎬ
表明该体系可用于基因的功能研究ꎮ

在进行原生质体细胞转化过程中ꎬ原生质体细

胞质量的高低直接影响到转化效率ꎮ 首先ꎬ内毒素

对细胞具有毒性ꎬ在极大程度上影响细胞的转化效

率ꎮ 为确保目的基因成功转化原生质体细胞ꎬ本试

验利用无内毒素质粒提取试剂盒[天根生化科技

(北京)有限公司]大量提取重组质粒和空载体质

粒ꎬ成功转化原生质体ꎻ其次ꎬ如果载体质粒 ＤＮＡ 浓

度过高或过低ꎬ均会影响蛋白质的有效瞬时表达ꎮ
本研究通过紫外￣可见光全光谱分光光度计测定的

质粒 ＤＮＡ 质量浓度在 １ μｇ / μｌ以上ꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２８０为

１.８~２􀆰 ０ 时ꎬ能够有效地将目的基因转入原生质体

细胞ꎮ
鉴于菊花的生理特性ꎬ结合菊花外植体的材料

选择ꎬ对菊花原生质体制备的其他因素进行了优化ꎮ
为提高菊花叶肉细胞的酶解效率ꎬ对酶解液进行预

处理(５５ ℃水浴１０~１５ ｍｉｎ)ꎬ能够提高酶的活性ꎬ提
高破碎植物细胞壁的效率ꎬ大大缩短酶解时间ꎬ降低

细胞毒害ꎬ从而减少因细胞破碎产生的细胞碎片ꎬ降
低亚细胞的数量ꎬ有助于获得产量高且大小一致的

原生质体细胞ꎮ 在酶解过程中选择避光和轻柔振

荡ꎬ能够有效提高酶解效率ꎬ大大缩短酶解时间ꎬ为
进一步高质量的基因转化提供基础ꎮ 此外ꎬ由于原

生质体是裸露的无细胞壁的细胞ꎬ极易破裂ꎬ离心力

大小可能会影响原生质体的得率ꎮ 因此ꎬ本研究选

择 ６０ ｇ、１ 档升 /降速ꎬ适宜的离心速度可以减少原

生质体受外力破坏的程度ꎬ有利于获得高质量的原

生质体细胞ꎮ

４　 结 论

综上所述ꎬ以组织培养 １４ ｄ 的菊花无菌苗叶片

为外植体ꎬ酶解液组合为 １􀆰 ５％纤维素酶、０􀆰 ４％离析

酶和 ０􀆰 ８ ｍｏｌ / Ｌ甘露醇ꎬ２６ ℃避光振荡酶解 ６ ｈꎬ获
得高质量的菊花原生质体细胞ꎬ并成功进行了

ＥｃＥＲＦ 基因的瞬时表达ꎬ对 ＥｃＥＲＦ 基因在烟草中的

亚细胞定位的结果进行了佐证ꎬ证明 ＥｃＥＲＦ 蛋白清

晰定位于细胞核中ꎮ
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