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　 　 摘要:　 原生质体瞬时转化系统简便高效ꎬ已被广泛用于植物基因功能分析ꎮ 然而ꎬ目前甘薯中尚未建立原生

质体瞬时转化系统ꎮ 本研究以徐紫薯 ８ 号水培根系为试验材料ꎬ通过聚乙二醇(ＰＥＧ)介导ꎬ建立了一个操作简便

且高效的原生质体分离和瞬时转化系统ꎮ 结果表明ꎬ水培根系制备的原生质体产量高达每 １ ｇ １.１０６×１０７个ꎬ质粒

转化效率高达 ６９􀆰 ４６％ꎮ 并利用该系统ꎬ首次成功将甘薯蔗糖转运蛋白(ＩｂＳＵＴ４)定位到甘薯细胞膜上ꎮ 本研究结

果为甘薯功能基因研究和分子育种提供了重要技术支撑ꎮ
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　 　 甘薯[ Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ (Ｌ.) Ｌａｍ.]是重要的粮

食作物之一ꎬ其适应性强、高产和营养丰富ꎬ已成为

未来保障粮食供应的重要作物[１]ꎮ 深入挖掘并解
析甘薯产量、品质和抗性相关基因ꎬ对于培育高产、
优质和高抗的甘薯品种具有重要意义[２]ꎮ 随着基
因组测序技术的快速发展ꎬ已成功测序并组装出多

个高质量的甘薯基因组序列ꎬ如 Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ
Ｂｅａｕｒｅｇａｒｄ( ｈｔｔｐ: / / ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏ. ｕｇａ. ｅｄｕ) 和徐薯 １８
的基因组序列[３]ꎮ 这些基因组数据极大促进了甘
薯进化机制的探索及重要性状遗传位点的鉴定ꎮ 然
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而ꎬ由于甘薯具有六倍体和高度杂合的特点ꎬ其基因

组复杂且庞大ꎬ为功能基因的研究带来了巨大挑

战[３￣５]ꎮ 甘薯突变体资源有限且遗传转化周期较长ꎬ
也进一步阻碍了研究人员对其基因功能的深入研

究ꎮ 因此ꎬ亟需简便且高效的工具来加速甘薯基因

的挖掘与功能分析ꎮ
原生质体瞬时转化是一种基因功能研究方法ꎬ

相比于稳定的遗传转化系统ꎬ原生质体瞬时转化系

统可以更加高效、简便地进行基因功能分析ꎬ可用于

亚细胞定位分析、体内分子相互作用和信号转导研

究等[６]ꎮ 利用该系统ꎬ可以实现多种植物蛋白质在

内源系统中的亚细胞定位分析[７￣１０]ꎮ 然而ꎬ由于部

分植物细胞壁较厚或富含多糖、多酚ꎬ原生质体的制

备较为困难ꎬ只能利用异源表达系统进行亚细胞定

位分析[１１￣１３]ꎮ 并且ꎬ由于不同物种之间进化距离差

异较大ꎬ蛋白质的错误靶向可能会导致目标蛋白质

在异源系统中丧失活性[１４]ꎮ 因此ꎬ针对具体物种建

立适用的原生质体瞬时转化体系至关重要ꎮ
１９７９ 年ꎬ吴耀武等[１５] 报道了甘薯愈伤组织原

生质体的分离和培养ꎻ随后ꎬ学者又从甘薯茎、叶柄

和叶肉细胞中陆续分离出原生质体[１６￣２３]ꎮ 然而ꎬ由
于甘薯富含多糖、多酚[２４]ꎬ原生质体的制备较为复

杂ꎬ至今尚未建立完整的同源瞬时转化体系ꎮ 本研

究拟以徐紫薯 ８ 号水培根系为试验材料ꎬ初步建立

甘薯水培根系高效原生质体制备及瞬时转化体系ꎬ
以期为甘薯蛋白质亚细胞定位分析和甘薯基因功能

研究和性状改良提供高效、简便的工具ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

试验选用甘薯品种徐紫薯 ８ 号ꎮ 将徐紫薯 ８ 号

茎段置于温室中水培３~ ５ ｄꎬ待根系长至２~ ３ ｃｍ
时ꎬ取水培根系按照 Ｌｉｕ 等[２５] 的方法培养徐紫薯 ８
号的愈伤组织ꎬ待愈伤组织直径达到３~ ５ ｍｍ 时用

于制备原生质体ꎮ
１.２　 试剂

纤维素酶(型号 Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ Ｒ￣１０)和离析酶(型号

Ｍａｃｅｒｏｚｙｍｅ Ｒ￣１０)来自日本 Ｙａｋｕｌｔ Ｈｏｎｓｈａ 公司ꎮ 其

他用于原生质体制备及转化的试剂均购自 Ｓｉｇｍａ 公

司ꎮ
１.３　 原生质体分离

原生 质 体 分 离 参 照 Ｎｉｓｈｉｍａｋｉ 等[２６] 和 Ｙｏｏ

等[７]的方法并稍作修改ꎮ 具体操作步骤如下:使
用锋利的刀片将根和愈伤组织(１.０±０􀆰 １) ｇ 切成 ２
ｍｍ 的碎块ꎬ将切好的碎块立即转移至装有 ７􀆰 ５
ｍＬ 新鲜酶解液的培养皿中ꎬ酶解前ꎬ将含有愈伤

组织的酶解液在真空泵中抽真空处理 ３０ ｍｉｎꎬ含
有根系的酶解液无需进行抽真空处理ꎬ将含有酶

解液的根和愈伤组织置于 ２８ ℃ 培养箱中避光酶

解 ４􀆰 ５ ｈꎬ其间每隔 １ ｈ 轻晃培养皿ꎬ用适量的 Ｗ５
溶液冲洗孔径 ４０ μｍ 细胞过滤器和 ５０ ｍＬ 锥形离

心管ꎬ酶解结束后ꎬ利用孔径 ４０ μｍ 细胞过滤器对

酶解混合物进行过滤ꎬ并用等体积的 Ｗ５ 溶液冲洗

培养皿和过滤器ꎬ随后将滤液以１００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎꎬ
同时通过缓慢加速和缓慢减速保护原生质体的完

整性ꎮ 离心结束后ꎬ小心去除上清液ꎬ加入 ５ ｍＬ
Ｗ５ 溶液重悬原生质体ꎬ并将悬浮液在室温下以

１００ ｇ 离心 ２ ｍｉｎꎬ离心后小心去除上清液ꎬ加入 １
ｍＬ Ｗ５ 溶液重悬原生质体ꎬ取 １００ μＬ 悬浮液在显

微镜下计算原生质体产量并评估其活性ꎬ将剩余

的悬浮液置于冰上 ３０ ｍｉｎꎬ３０ ｍｉｎ 后小心去除上

清液ꎬ利用单分枝酰基甘油(ＭＭｇ)溶液将原生质

体含量调节至每 １ ｍＬ １×１０５ ~ ２×１０５个ꎮ 所用溶液

的配方如表 １ 所示ꎮ
１.４　 聚乙二醇介导质粒瞬时转化

聚乙二醇 ( ＰＥＧ) 介导的瞬时转化系统所用

３５Ｓ:ＧＦＰ 和 ３５Ｓ:ＩｂＳＵＴ４￣ＧＦＰ 载体均为本实验室所

有ꎮ ＳＣＡＭＰ１￣ｍＣｈｅｒｒｙ 和 Ｄ５３￣ｍＣｈｅｒｒｙ 载体由南京

农业大学万建民教授实验室赠与ꎮ 其中ꎬＩｂＳＵＴ４ 为

甘薯蔗糖转运蛋白基因ꎬＧＦＰ 为绿色荧光蛋白基

因ꎬｍＣｈｅｒｒｙ 为红色荧光蛋白基因ꎬ３５Ｓ 为 ＧＦＰ 启动

子ꎮ
原生质体瞬时转化体系建立方法参考 Ｙｏｏ

等[７]的方法并略微修改ꎮ 具体操作如下:将 １０ μＬ
质粒(１０~２０ μｇ)与 １００ μＬ 原生质体置于预涂有

０􀆰 １％ ＢＳＡ 的 ２ ｍＬ 离心管中ꎬ轻轻混合ꎬ随后加入

１１０ μＬ 新鲜制备的 ４０％ ＰＥＧ 溶液并充分混合ꎮ 室

温静置 ８ ｍｉｎ 后ꎬ缓慢加入 ４４０ μＬ Ｗ５ 溶液以终止

反应ꎬ将混合溶液在室温下 １００ ｇ 离心 １ ｍｉｎꎬ弃上

清液ꎬ用 Ｗ５ 溶液重悬原生质体后ꎬ再次离心ꎬ去除

上清液ꎬ加入 １ ｍＬ ＷＩ 溶液重悬原生质体ꎬ将转化后

的原生质体悬浮液放置于 １２ 孔细胞培养板中ꎬ２５~
２８ ℃黑暗条件下孵育 １６ ｈꎮ 所用溶液的配方如表 １
所示ꎮ
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表 １　 原生质体提取及转化溶液

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

名称　 成分 储存条件　 　 　 功能　 　 　

酶解液 １.５％纤维素酶、０.４％离析酶、０.４ ｍｏｌ / Ｌ甘露醇、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ、１０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２、０􀆰 ０３５％ β￣巯基乙醇和 ０.１％ ＢＳＡ

４ ℃(现用现配) 酶解细胞壁释放原生
质体

Ｗ５ １５４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、１２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２、５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、２ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ 和５ ｍｍｏｌ / Ｌ葡萄
糖ꎬｐＨ 值 ５.８

４ ℃ 清洗原生质体

ＭＭｇ １５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、 ４.７ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ 和 ０.４ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇ꎬｐＨ 值 ５.６ ４ ℃ 重悬原生质体

４０％ ＰＥＧ ４０％ ＰＥＧ４０００、０.２ ｍｏｌ / Ｌ甘露醇和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣａＣｌ２ ２５~２８ ℃(现用现配) 介导质粒转化

ＷＩ ０.５ ｍｍｏｌ / Ｌ甘露醇、４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ 和 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌꎬｐＨ 值 ５.７ ４ ℃ 培养原生质体

１.５　 显微镜观察和数据统计

使用血球计数板计算原生质体的产量[２７]ꎮ 使

用荧光素二乙酸酯(ＦＤＡ)将原生质体染色[２８]ꎬ并在

显微镜下检查原生质体活性ꎮ 在转化过程中ꎬ将携

带绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)基因的质粒导入原生质体ꎬ
如果转化成功ꎬ原生质体会表达 ＧＦＰ 蛋白并发出绿

色荧光ꎬ因此可以通过统计表达绿色荧光蛋白

(ＧＦＰ)原生质体的数量计算转化效率[１３]ꎮ 使用 Ｌｅ￣

ｃｉａ 显微镜(型号 ＤＭ４０００８ꎬ德国 Ｌｅｉｃａ 公司产品)分
析蛋白质亚细胞定位ꎬ绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)和红色

荧光蛋白(ｍＣｈｅｒｒｙ)的激发和发射波长分别为 ４７０ /
５１０ ｎｍ 和 ５３８ / ５８４ ｎｍꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测量原生

质体的直径ꎮ 使用 ＤＰＳ 软件进行统计分析ꎬ采用单

因素方差分析 ( ＡＮＯＶＡ) 和最小显著性差分法

(ＬＳＤ)比较处理间差异ꎮ 每个试验重复 ３ 次ꎮ 试验

流程如图 １ 所示ꎮ

图 １　 甘薯水培根系原生质体分离和转化流程

Ｆｉｇ.１　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｈｙｄｒｏｐｏｎｉｃ ｒｏｏｔ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ

２　 结果与分析

２.１　 甘薯不同组织制备得到的原生质体

以愈伤组织和水培根系为材料制备原生质体ꎬ

比较获得的原生质体的数量和质量ꎬ从而选择合适

的试验材料(图 ２Ａ)ꎮ 结果表明ꎬ水培根系制备的

原生质体数量显著高于愈伤组织 (Ｐ< ０􀆰 ０５) (图

２Ｂ)ꎮ 经 ＦＤＡ 染色后ꎬ２ 种组织制备的原生质体均

３０２２王丹丹等:甘薯高效原生质体瞬时转化系统的建立及应用



有绿色荧光信号ꎬ表明分离得到的原生质体完整且

有活力(图 ２Ｃ)ꎮ 进一步分析发现ꎬ根系原生质体的

直径显著大于愈伤组织原生质体 (Ｐ< ０􀆰 ０５) (图

２Ｄ)ꎬ更利于观察ꎮ

比例尺＝ ５０ μｍꎮ 图柱上不同小写字母表示显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ２　 甘薯不同组织制备得到的原生质体

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ

２.２　 甘薯根系原生质体的蛋白质亚细胞定位

孵育时间从 ４ ｍｉｎ 增加到 １６ ｍｉｎꎬ原生质体质

粒转化效率从 ５４􀆰 ３３％提高到 ７２􀆰 ５３％ꎬ其中孵育 ８
ｍｉｎ 与孵育 １２ ｍｉｎ 的原生质体质粒转化效率无显著

差异(图 ３Ａ)ꎮ 孵育 １２ ｍｉｎ 时的完整原生质体的数

量显著低于孵育 ８ ｍｉｎ 时的完整原生质体的数量

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ因此最佳孵育时间确定为 ８ ｍｉｎ (图

３Ｂ)ꎮ 随后ꎬ利用该系统进一步对蛋白质进行亚细

胞定位ꎬ以验证该体系的准确性ꎮ 结果表明ꎬ分泌载

体膜蛋白 １(ＳＣＡＭＰ１) 和核蛋白(Ｄ５３)均可被准确

定位(图 ３Ｃ ~图 ３Ｅ)ꎬ表明该系统适用于蛋白质亚

细胞定位分析ꎮ 将 ３５Ｓ:ＩｂＳＵＴ４￣ＧＦＰ 质粒转入甘薯

水培根系原生质体中ꎬ在荧光显微镜下观察 ＩｂＳＵＴ４
亚细胞定位ꎮ 结果表明ꎬ原生质体膜上存在 ＧＦＰ 蛋

白ꎬ且 ＧＦＰ 蛋白与 ＳＣＡＭＰ１ 共定位ꎬ表明 ＩｂＳＵＴ４ 定

位在细胞膜上(图 ３Ｆ)ꎮ

３　 讨 论

无细胞壁的原生质体是研究基因功能、蛋白质

亚细胞定位、信号转导、细胞融合和培育新品种的理

想试验材料[２８￣３１]ꎮ 在拟南芥和水稻等植物中ꎬ已经

建立了高效的原生质体分离、瞬时转化系统ꎬ在甘薯

中ꎬ仍亟需一种简便且高效的原生质体分离、瞬时转

化系统ꎮ
多种因素会影响甘薯原生质体的释放ꎬ包括试

验材料的生长状态、多糖含量、多酚含量以及器官的

选择等ꎮ 因此ꎬ选择合适的试验材料是成功分离甘

薯原生质体的关键ꎮ Ｓｉｈａｃｈａｋｒ 等[１９] 将甘薯茎和叶

柄酶解过夜ꎬ得到原生质体ꎮ 本研究发现ꎬ以水培根

系和愈伤组织为试验材料ꎬ仅需酶解 ４􀆰 ５ ｈ 即可获

得原生质体ꎬ大大缩短了制备时间ꎮ Ｄｈｉｒ 等[２２] 使用

１％纤维素酶、２％离析酶和 ０􀆰 ３％果胶解酶配置酶解
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液ꎬ酶解叶柄后ꎬ原生质体产量为每 １ ｇ ３.０~ ５.０×
１０６个ꎮ 本研究中ꎬ仅使用 １􀆰 ５％纤维素酶和 ０􀆰 ４％
离析酶ꎬ原生质体产量达到每 １ ｇ １.１０６×１０７个ꎬ显著

降低了酶的用量ꎮ 此外ꎬ本研究发现ꎬ与愈伤组织相

比ꎬ利用水培根系制备原生质体产量更高ꎬ且所需时

间更短ꎮ 愈伤组织培养耗时且需无菌环境ꎬ不适合

大规模分离原生质体ꎬ而水培根系培养周期短、产量

高ꎬ是更优质的试验材料ꎮ

Ｃ:阳性对照( ３５Ｓ:ＧＦＰ )亚细胞定位ꎻＤ:细胞核蛋白(Ｄ５３)亚细胞定位ꎻＥ:分泌载体膜蛋白 １(ＳＣＡＭＰ１)亚细胞定位ꎻＦ:３５Ｓ:ＩｂＳＵＴ４￣ＧＦＰ 亚

细胞定位(比例尺＝ ５０ μｍ)ꎮ ＧＦＰ:绿色荧光蛋白ꎻｍＣｈｅｒｒｙ:红色荧光蛋白ꎮ 图注上不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 甘薯根系原生质体亚细胞定位分析

Ｆｉｇ.３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏ ｒｏｏｔ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

　 　 前人多采用烟草原生质体进行甘薯蛋白质亚细

胞定位分析[１０ꎬ３２]ꎮ 然而ꎬ与同源原生质体相比ꎬ异
源原生质体会导致蛋白质定位的偏差ꎮ 本研究中ꎬ
利用 ＧＦＰ 质粒评估质粒转化效率ꎬ最高达 ６９􀆰 ４６％ꎬ
明显高于其他作物[２７]ꎬ表明基于甘薯水培根系原生

质体的瞬时转化系统能够高效地将外源 ＤＮＡ 引入

甘薯细胞ꎮ 核蛋白和膜蛋白标记物在甘薯原生质体

中的正确定位进一步验证了该体系的准确性ꎬ定位

结果表明ꎬ甘薯蔗糖转运蛋白 ＩｂＳＵＴ４ 定位于细胞

膜ꎮ 此外ꎬ本研究提出的甘薯根系原生质体分离及

瞬时转化系统还可用于研究蛋白质与蛋白质、蛋白

质与 ＤＮＡ 的相互作用ꎬ验证启动子功能ꎬ以及探索

信号转导等分子机制ꎮ
综上所述ꎬ本研究成功建立了甘薯水培根系原生

质体分离与瞬时转化体系ꎬ可高效、准确地分析甘薯

蛋白质在同源系统中的亚细胞定位ꎬ这一体系将为甘

薯功能基因研究和分子育种提供重要技术支撑ꎮ
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