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沙冬青子叶原生质体瞬时表达体系的建立及其
ＡｍＤＲＥＢ１ 蛋白的亚细胞定位
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(内蒙古农业大学生命科学学院ꎬ 呼和浩特 ０１００１８)

摘　 要: 以沙冬青(Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ (Ｍａｘｉｍ. ｅｘ Ｋｏｍ.)Ｃｈｅｎｇ ｆ.)幼苗的子叶为材料ꎬ 对其原生质

体的分离、 纯化和瞬时表达体系进行了研究ꎮ 结果表明ꎬ 子叶原生质体分离的最佳酶解液组成为 ＣＰＷ 溶液 ＋
３􀆰０％纤维素酶 Ｒ￣１０ ＋ ０􀆰５％离析酶 Ｒ￣１０ ＋ ０􀆰３％半纤维素酶 ＋ ９􀆰０％甘露醇(ｐＨ５􀆰８)ꎻ 最佳酶解条件为室温、 避

光、 ４０ ｒ / ｍｉｎ 轻摇 １４ ｈꎮ 采用 Ｗ５ 溶液作为漂洗液将酶解物稀释后进行过滤ꎬ 将过滤液在 ４℃、 ７００ ｒ / ｍｉｎ 条件

下离心 ５ ｍｉｎꎬ 所得纯化原生质体的产量约为 ２􀆰５０ × １０６ ｃｅｌｌｓ / ｇꎬ 活力达到 ９０％ꎻ 以纯化的原生质体作为受体ꎬ
利用聚乙二醇(ＰＥＧ)介导法成功将植物瞬时表达载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ 导入其中ꎬ 转化效率达到 ５０􀆰８％ꎮ 利用本研究建

立的原生质体瞬时表达体系ꎬ 检测到沙冬青脱水应答转录因子 ＡｍＤＲＥＢ１ 定位于细胞核内ꎮ
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　 　 植物原生质体是去除细胞壁后由细胞质膜包

裹着的裸露细胞ꎬ 由于其基本保持与来源组织或

完整细胞相似的生理特征和胁迫应答反应ꎬ 故可

作为一种快捷、 高效的多功能实验体系ꎬ 广泛应

用于植物分子生物学与基因工程研究ꎮ 植物原生质

体没有细胞壁的阻碍ꎬ 易于实现外源基因的高效导

入和快速表达ꎬ 可作为建立基因瞬时表达体系比较

理想的转化受体[１－５]ꎮ 目前已在烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ
ｔａｂａｃｕｍ Ｌ.) [６ꎬ ７]、 玉米(Ｚｅａ ｍａｙｓ Ｌ.) [１]、 拟南

芥 ( Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ Ｌ.) [１ꎬ ２]、 水稻 ( Ｏｒｙｚａ

ｓａｔｉｖａ Ｌ.) [４ꎬ ８]、 杨(Ｐｏｐｕｌｕｓ ｔｒｅｍｕｌａ Ｌ.) [９] 和大豆

(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ (Ｌ.)Ｍｅｒｒ.) [１０]等模式植物和重要作

物中建立了比较成熟的原生质体瞬时表达体系ꎬ
其中以拟南芥叶肉原生质体瞬时表达体系的应用

最为广泛ꎮ 这些表达体系不仅被用作同种或异种

植物目标蛋白亚细胞定位的常规技术ꎬ 而且在激

素与胁迫信号转导、 基因表达调控、 启动子活性

分析、 蛋白质胞内运输和蛋白质互作等研究中也得

到应用[１－４ꎬ ７ꎬ ９]ꎮ 近年来ꎬ 随着转录组测序和功能

基因组学研究的兴起ꎬ 许多非模式植物ꎬ 如一品红

(Ｅｕｐｈｏｒｂｉａ ｐｕｌｃｈｅｒｒｉｍａ Ｗｉｌｌｄ. ｅｔ ＫＩ.) [１１]、 油棕榈

(Ｅｌａｅｉｓ ｇｕｉｎｅｅｎｓｉｓ Ｊａｃｑ.) [１２]、 陆地棉(Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ

ｈｉｒｓｕｔｕｍ Ｌ.) [１３]、 菜豆(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｌ.) [１４]

和鹰嘴豆(Ｃｉｃｅｒ ａｒｉｅｔｉｎｕｎ Ｌ.) [１０] 的原生质体瞬时

表达体系已成功建立ꎬ 为促进其功能基因的研究与

利用提供了有力工具ꎮ
沙冬青(Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ(Ｍａｘｉｍ.

ｅｘ Ｋｏｍ.)Ｃｈｅｎｇ ｆ.)是中亚荒漠区的常绿阔叶植

物ꎬ 主要分布于内蒙古、 宁夏和甘肃的部分沙荒地

带ꎮ 沙冬青具有很强的抗寒、 抗旱和耐盐碱等抗逆

特性ꎬ 故成为研究植物抗逆机理和发掘抗逆基因的

宝贵植物资源[１５]ꎮ 近年来ꎬ 通过转录组学研究ꎬ
已从沙冬青基因组中获得数万条功能基因序列和数

千个抗逆相关基因[１６－１８]ꎮ 后续的主要工作应围绕

这些基因的功能分析与应用ꎮ 因此ꎬ 建立沙冬青的

遗传转化体系十分必要ꎮ 然而ꎬ 由于该物种为多年

生灌木ꎬ 通过组培再生途径来建立其稳定的遗传转

化体系尚有难度且所需周期较长ꎬ 而利用其原生质

体等瞬时表达体系进行基因功能研究是一种较好的

选择ꎮ 本研究建立了沙冬青幼苗子叶原生质体的制

备与目标基因瞬时表达体系ꎬ 同时利用该体系对其

抗 逆 相 关 转 录 因 子 ＡｍＤＲＥＢ１ ( ｄｅｈｙｄｒａｔｉｏｎ￣
ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｅｌｅｍｅｎｔ￣ｂｉｎｄｉｎｇ １)进行了亚细胞定位

分析ꎬ 旨在为深入开展沙冬青抗逆相关基因的功能

研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料

沙冬青种子采于内蒙古自治区巴彦淖尔盟磴口

县ꎮ 采用 １％的次氯酸钠溶液对种子表面进行消

毒ꎬ 接种于 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ 放入 ２５℃光照培

养箱中培养ꎮ
１􀆰 ２　 原生质体的分离与纯化

取培养 ７ ~ １０ ｄ 的无菌苗子叶 １ ｇꎬ 在超净

台中切成约 １ ｍｍ 宽的细条并浸泡于 ＣＰＷ 溶液

(包 含: ２７􀆰２ ｍｇ / Ｌ 的 ＫＨ２ＰＯ４、 １０１ ｍｇ / Ｌ 的

ＫＮＯ３、 １４８０ ｍｇ / Ｌ 的 ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ、 ２４６ ｍｇ / Ｌ
的 ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ、 ２􀆰５ ｍｇ/ Ｌ 的 Ｆｅ２(ＳＯ４)３􀅰６Ｈ２Ｏ、
０􀆰１６ ｍｇ/ Ｌ 的 ＫＩ 和 ０􀆰０２５ ｍｇ/ Ｌ 的 ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏꎬ
ｐＨ５􀆰８)中１ ｈꎻ 同时将 １０ ｍＬ 酶解液(用 ＣＰＷ 溶

液配制ꎬ 包含: ２􀆰５％、 ３􀆰０％或 ３􀆰５％的纤维素

酶 Ｒ￣１０、 ０􀆰５％或 １􀆰０％的离析酶 Ｒ￣１０、 ０􀆰３％或

０􀆰６％的半纤维素酶、 ８％ ~ １２％ 的甘露 醇 和

２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＭＥＳ)(表 １、 表 ２)在 ３７℃、 １５０ ｒ /
ｍｉｎ 和避光条件下活化 ３０ ｍｉｎꎻ 用镊子将 ＣＰＷ 溶

液中的子叶条夹取到酶解液中ꎬ 于室温、 ４０ ｒ / ｍｉｎ
和避光条件下酶解８ ~ １８ ｈꎮ

酶解结束后ꎬ 加入等体积的 Ｗ５ 溶液 (含

１５４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ、 １２５ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＣａＣｌ２、
５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＫＣｌ 和 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＭＥＳꎬ ｐＨ５􀆰７)稀
释酶解物ꎬ 然后采用 ２００ 目尼龙滤网进行过滤ꎻ
将滤液分装于 ２ 个 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ 于 ４℃下、
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７００ ~ ８００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎻ 弃上清ꎬ 向 ２ 个管

中各加入 ２ ｍＬ Ｗ５ 溶液ꎬ 悬浮沉淀ꎬ 再次于同样

条件下离心 ５ ｍｉｎꎻ 弃上清ꎬ 向其中一个试管中加

入 １ ｍＬ ＭＭＧ 溶 液 ( 含 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＭＥＳ、
１５ ｍｍｏｌ / Ｌ的 ＭｇＣｌ２ 和 ４００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的甘露醇ꎬ
ｐＨ５􀆰７)ꎬ 悬浮沉淀ꎻ 将悬浮液移入另一个试管中ꎬ
悬浮沉淀ꎬ 置于冰上备用ꎮ
１􀆰 ３　 原生质体产量与活力的检测

吸取 １０ μＬ 纯化后的原生质体悬浮液于血球计

数板上ꎬ 在显微镜下计数(共计数 ４ 个方格ꎬ 每格

０􀆰１ μＬ)ꎬ 重复 ４ 次ꎬ 取平均值计算产量ꎮ 原生质

体密度(ｃｅｌｌｓ / ｍＬ) ＝ (４ 个方格内原生质体总数 /
４) × １０４ꎻ 原生质体产量(ｃｅｌｌｓ / ｇ) ＝ 原生质体密

度(ｃｅｌｌｓ / ｍＬ) × １ ｍＬ / ｇꎮ
取 １００ μＬ 原生质体悬浮液置于载玻片上ꎬ 加

入 ２ μＬ 荧光素双乙酸(ＦＤＡ)溶液ꎬ 轻轻混均ꎬ 于

室温下静置 ５ ｍｉｎꎬ 然后在荧光显微镜下用蓝光进

行观察ꎬ 有活力的原生质体发出绿色荧光ꎬ 无活力

者不产生荧光ꎮ 每个样品观察 ４ 次ꎬ 每次取 ５ 个视

野计数ꎬ 取平均值统计活力(存活率)ꎮ 原生质体

活力 ＝ 发绿色荧光的原生质体数 /观察原生质体总

数 × １００％ꎮ
１􀆰 ４　 原生质体的转化

从含有植物瞬时表达载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ (Ｇｒｅｅｎ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎꎻ ３５Ｓ 启动子)的大肠杆菌中

提取质粒 ＤＮＡꎬ 同时将制备的原生质体稀释至

１􀆰０ × １０５ ｃｅｌｌｓ / ｍＬꎬ 避光ꎬ 置于冰上 ３０ ｍｉｎꎬ 然

后进行转化ꎮ 步骤为: 在 ２ ｍＬ 离心管中加入 １００ μＬ
原生质体悬浮液和 ２０ μＬ(１ μｇ / μＬ) 质粒 ＤＮＡꎬ
混匀ꎻ 加入等体积 ４０％的 ＰＥＧ ４０００ 溶液 (含

２００ ｍｍｏｌ / Ｌ的甘露醇和 １００ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ＣａＣｌ２ꎬ
ｐＨ８􀆰０)ꎬ 混匀ꎬ 于 ２５℃下遮光放置 ２０ ｍｉｎꎻ 再加

入 ４４０ μＬ Ｗ５ 溶液ꎬ 转化终止ꎬ 于 ４℃、 ７００ ｒ /
ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎻ 弃上清ꎬ 加入 １ ｍＬ Ｗ５ 溶液悬浮

沉淀ꎬ 于 ２５℃下暗培养 １６ ｈꎻ 同样条件下再次离

心 ５ ｍｉｎꎬ 去掉大部分上清液ꎬ 用剩余的上清液

重悬浮沉淀ꎻ 取 １ 滴悬浮液滴于载玻片上ꎬ 在荧

光显微镜下(激发光 ４８８ ｎｍ)观察绿色荧光信号ꎬ
被转化的原生质体发出绿色荧光ꎮ 实验重复 ３
次ꎬ 每次观察至少 ３００ 个原生质体ꎬ 取平均值计

算转化效率ꎮ

１􀆰 ５　 ＡｍＤＲＥＢ１瞬时表达载体的构建及亚细胞定位

将已克隆测序的沙冬青 ＡｍＤＲＥＢ１ 转录因子

编码区 ｃＤＮＡ (将终止密码子突变) 从克隆载体

ｐＭＤ１９ 上酶切下来 (采用 ＸｂａⅠ和 ＳｍａⅠ双酶

切)ꎬ 采用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶定向连接到植物瞬时表

达载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ 的 ３５Ｓ 启动子下游ꎬ 构建融合蛋

白表达载体 ｐＢＩ￣ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰꎮ 分别通过菌落

ＰＣＲ 检测和质粒 ＤＮＡ 酶切鉴定法对所构建的载体

进行验证ꎬ 然后按照本研究建立的方法制备沙冬青

子叶原生质体并进行转化与观察ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 沙冬青子叶原生质体制备技术的建立

本研究参照拟南芥和大豆叶肉原生质体的制备

方法对沙冬青子叶原生质体进行了分离与纯

化[２ꎬ １０]ꎬ 获得原生质体的产量为 ５􀆰５ × １０４ ｃｅｌｌｓ / ｇꎬ
存活率为 ６０％ꎮ 为了进一步提高原生质体的产量

和活力ꎬ 对酶解液中酶的浓度组合及渗透调节剂的

浓度、 酶解反应时间和纯化时的离心速度等因素进

行了优化ꎬ 建立了一套适于沙冬青子叶原生质体分

离与纯化的技术体系ꎮ
２􀆰 １􀆰 １　 酶浓度组合

酶解液中酶的种类与浓度组合是影响原生质体

分离的关键因素[１０ꎬ １９]ꎮ 前期的预备实验表明ꎬ 沙

冬青子叶组织在含有纤维素酶、 离析酶和半纤维

素酶的酶解液中原生质体产量高于只含纤维素酶

和离析酶的组合ꎮ 因此ꎬ 本研究在其他因素相同

的条件下(９％的甘露醇ꎬ 酶解时间 １２ ｈꎬ 离心速

度 ７００ ｒ / ｍｉｎ)对上述 ３ 种酶的 ６ 种不同浓度组合

的分离效果进行了比较(表 １)ꎮ 结果表明ꎬ ６ 种酶

浓度组合所得原生质体产量为 ０􀆰４４ × １０６ ~ ２􀆰１０ ×
１０６ ｃｅｌｌｓ / ｇꎬ 活力为 ６３􀆰０％ ~ ９１􀆰０％ꎬ 其中以组

合 ３ 效果最佳ꎬ 酶解物中细胞碎片较少ꎬ 大而完整

的原生质体相对较多ꎻ 组合 ４ 在 ２ 项指标上略低于

组合 ３ꎬ 但其离析酶和半纤维素酶的用量为组合 ３
的 ２ 倍ꎻ 其余 ４ 个组合的分离效果较差ꎮ 因此ꎬ
组合 ３ 为沙冬青子叶原生质体分离最适宜的酶浓

度组合ꎮ
２􀆰 １􀆰 ２　 渗透调节剂的浓度

酶解液的渗透压偏低或偏高会使游离出来的原

生质体吸涨破碎或失水皱缩ꎬ 是原生质体分离的又

一重要影响因素ꎮ 实验中通常使用甘露醇调节酶解
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表 １　 酶浓度组合对沙冬青子叶原生质体产量与活力的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓ

ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ

酶组合
Ｅｎｚｙｍｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

纤维素酶
Ｃｅｌｌｕｌａｓｅ

(％)

离析酶
Ｍａｃｅｒｏｚｙｍｅ

(％)

半纤维素酶
Ｈｅｍｉｃｅｌｌｕｌａｓｅ

(％)

产量
Ｙｉｅｌｄ

(× １０６ ｃｅｌｌｓ / ｇ)

活力
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
(％)

１ ２.５ ０.５ ０.３ ０.４４ ６９.５
２ ２.５ １.０ ０.６ ０.５４ ６３.０
３ ３.０ ０.５ ０.３ ２.１０ ９１.０
４ ３.０ １.０ ０.６ １.９４ ８７.０
５ ３.５ ０.５ ０.３ １.４０ ８５.０
６ ３.５ １.０ ０.６ ０.７５ ７３.６

液的渗透压ꎮ 本研究在确定了适宜的酶浓度组合之

后ꎬ 进一步对甘露醇浓度进行了筛选ꎮ 结果表明ꎬ
当甘露醇浓度为 ９％时ꎬ 原生质体完整性较好ꎬ 产

量为 ２􀆰８７ × １０６ ｃｅｌｌｓ / ｇꎬ 活力达到 ９０􀆰０％(表 ２)ꎮ
因此ꎬ ９％的甘露醇是沙冬青子叶原生质体分离酶

解液适宜的渗透压调节剂浓度ꎮ
表 ２　 甘露醇浓度对沙冬青子叶原生质体产量与活力的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍａｎｎｉｔｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ

ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ

甘露醇
Ｍａｎｎｉｔｏｌ
(％)

产量
Ｙｉｅｌｄ

(× １０６ ｃｅｌｌｓ / ｇ)

活力
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
(％)

８ ０.５８ ６４.６
９ ２.８７ ９０.０

１０ １.４８ ８９.５
１１ １.２２ ８６.０
１２ ０.７４ ８５.５

２􀆰 １􀆰 ３　 酶解反应的时间

在酶解液适宜的条件下ꎬ 反应时间对于原生

质体的产量和活力也具有明显影响ꎮ 显微观察结

果表明ꎬ 酶解 ８ ｈ 后ꎬ 有少量原生质体游离出来ꎻ
酶解 １０ ~ １２ ｈ 后ꎬ 游离原生质体的数量明显增

多ꎻ 酶解 １４ ｈ 后ꎬ 原生质体产量最高ꎬ 达到 ２􀆰２４ ×
１０６ ｃｅｌｌｓ / ｇꎻ 酶解 １６ ~ １８ ｈ 后ꎬ 原生质体破裂加

重ꎬ 产量明显降低(表 ３)ꎮ 同时ꎬ 原生质体的活力

也呈一致的变化趋势ꎬ 即在酶解 １０ ~ １４ ｈ 后活力

逐渐增高ꎬ 且在 １４ ｈ 后达到最高值 ９０􀆰４％ꎬ 此后

明显降低(表 ３)ꎮ 因此ꎬ １４ ｈ 是沙冬青子叶原生

质体分离较适宜的酶解时间ꎮ
２􀆰 １􀆰 ４　 纯化时的离心速度

研究表明ꎬ 酶解反应结束后必须及时去除酶

解液和细胞碎片等杂质ꎬ 以尽可能获得大量高纯

度、 高活力的原生质体ꎮ 本研究采用 Ｗ５ 溶液作

表 ３　 酶解时间对沙冬青子叶原生质体产量与活力的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｎｚｙｍｏｌｙｓｉｓ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ

ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ

酶解时间
Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

(ｈ)

产量
Ｙｉｅｌｄ

(× １０６ ｃｅｌｌｓ / ｇ)

活力
Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ
(％)

１０ １.０５ ６１.７
１２ １.４６ ７２.４
１４ ２.２４ ９０.４
１６ １.４８ ７２.９
１８ １.４５ ５７.９

为漂洗液和离心沉淀法对酶解物进行纯化ꎬ 并对转

速 ７００、 ８００ ｒ / ｍｉｎ 的纯化效果进行了比较ꎮ 观察

结果显示ꎬ ７００ ｒ / ｍｉｎ 时纯化物中的细胞碎片和小

原生质体均比 ８００ ｒ / ｍｉｎ 时少ꎬ 原生质体产量为

２􀆰６５ × １０６ ｃｅｌｌｓ / ｇꎬ 约为 ８００ ｒ / ｍｉｎ 时 (１􀆰４６ ×
１０６ ｃｅｌｌｓ / ｇ)的 ２ 倍ꎮ 因此ꎬ ７００ ｒ / ｍｉｎ 时沙冬青

原生质体分离物的纯化效果较好ꎮ
综合上述实验结果ꎬ 本研究优化出一套沙冬

青幼嫩子叶原生质体制备的技术体系: (１)酶解液

的组成: ＣＰＷ 溶液 ＋ ３􀆰０％纤维素酶 Ｒ￣１０ ＋ ０􀆰５％
离析酶 Ｒ￣１０ ＋ ０􀆰３％半纤维素酶 ＋ ９％甘露醇ꎬ
ｐＨ５􀆰８ꎻ (２)酶解条件: 室温、 避光ꎬ ４０ ｒ / ｍｉｎ 轻

摇 １４ ｈꎻ (３)酶解物的纯化: Ｗ５ 溶液做漂洗液ꎬ
２００ 目尼龙网过滤ꎬ ４℃、 ７００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ
采用 ＭＭＧ 溶液重悬原生质体沉淀ꎬ 置于冰上备

用ꎮ 采用该技术制备的原生质体产量约为 ２􀆰５０ ×
１０６ ｃｅｌｌｓ / ｇꎬ 活力可达 ９０％(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 沙冬青叶肉原生质体瞬时表达体系的建立

本研究以 ２􀆰１ 中分离纯化的原生质体作为受

体ꎬ 以植物瞬时表达载体 ｐＢＩ￣ＧＦＰ 质粒 ＤＮＡ 作为

目标 ＤＮＡꎬ 利用 ＰＥＧ 介导法进行转化实验ꎮ 结果

显示ꎬ 约 ５０􀆰８％的原生质体在 ４８８ ｎｍ 激发光下发

５６５　 第 ４ 期　 　 　 　 　 楠迪娜等: 沙冬青子叶原生质体瞬时表达体系的建立及其 ＡｍＤＲＥＢ１ 蛋白的亚细胞定位



A B C
Ａ: 沙冬青幼苗ꎻ Ｂ: 分离纯化的原生质体ꎻ Ｃ: ＦＤＡ 检测的原生质体ꎮ
Ａ: Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎻ Ｂ: Ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓꎻ Ｃ: Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＦＤＡ.

图 １　 沙冬青子叶原生质体的分离与活力检测
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｏｆ Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

出较明亮的绿色荧光ꎬ 表明其已被成功转化ꎬ 预期

的瞬时表达体系已初步建立ꎮ
２􀆰 ３　 沙冬青 ＡｍＤＲＥＢ１蛋白的亚细胞定位

基于荧光标记的原生质体瞬时表达体系的主要

用 途 之 一 是 进 行 目 标 蛋 白 的 亚 细 胞 定 位[２]ꎮ
ＡｍＤＲＥＢ１是本实验室在前期克隆得到的沙冬青胁

迫应答基因ꎬ 属于植物 ＤＲＥＢ 转录因子亚家族成

员ꎬ 该亚族在植物抗逆基因转录调控和抵抗非生物

胁迫中起关键作用[２０]ꎮ 经 ＳｏｆｔＢｅｒｒｙ￣ｐｒｏｔｃｏｍｐ 软

件预测 ＡｍＤＲＥＢ１ 蛋白可能定位于细胞核内ꎮ 为

了验证这一结果ꎬ 本研究利用上述原生质体瞬时表

达体系对 ＡｍＤＲＥＢ１ 蛋白的亚细胞定位进行了检

测ꎮ 实 验 首 先 构 建 了 瞬 时 表 达 载 体 ｐＢＩ￣
ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰꎬ 经菌落 ＰＣＲ 检测和质粒 ＤＮＡ 酶

切鉴定均获得了预期大小的目的条带ꎬ 表明载体构

建成功(图 ２)ꎮ 提取其质粒 ＤＮＡ 后ꎬ 按照 ２􀆰１ 中

优化的方法制备沙冬青子叶原生质体ꎬ 并利用

ＰＥＧ 介导法对其进行转化ꎮ 荧光显微观察结果显

示ꎬ 约 ５２􀆰１％的原生质体中可见绿色荧光信号聚

集于细胞核中(图 ３: Ｂ、 Ｄ)ꎬ 而利用空载体 ｐＢＩ￣
ＧＦＰ 转化的原生质体中绿色荧光分布于整个细胞

(图 ３: Ａ、 Ｃ)ꎮ 研究结果表明ꎬ ＡｍＤＲＥＢ１ 蛋白

分布于细胞核内ꎬ 本研究所建立的原生质体瞬时表

A 1 M B 1 M

750
500

5000

750
500

bp

bp

Ａ: 菌落 ＰＣＲꎻ １: ＰＣＲ 产物ꎮ Ｂ: 质粒酶切ꎻ １: 酶切产
物ꎮ Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎮ
Ａ: Ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲꎻ １: ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｂ: Ｐｌａｓｍｉｄ ｅｎｚｙｍｅ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎꎻ １: Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ. Ｍ: ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ.

图 ２　 重组载体 ｐＢＩ￣ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰ菌落 ＰＣＲ
检测(Ａ)与质粒酶切鉴定(Ｂ)

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｖｅｃｔｏｒ ｐＢＩ￣
ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰ ｂｙ ｃｏｌｏｎｙ ＰＣＲ (Ａ) ａｎｄ

ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ (Ｂ)

Dark field Dark fieldBright field Bright fieldMerged field Merged field

A B

C D

Ａ、 Ｃ: 分别为暗视野和 ３ 种视野下表达 ＧＦＰ 的原生质体ꎻ Ｂ、
Ｄ: 分别为暗视野和 ３ 种视野下表达 ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰ 的原生
质体ꎮ
Ａꎬ Ｃ: Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＧＦＰ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｆｉｅｌｄ (Ａ) ａｎｄ
ｔｈｒｅｅ ｆｉｅｌｄｓ (Ｃ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻ Ｂꎬ Ｄ: Ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰ ｉｎ ｔｈｅ ｄａｒｋ ｆｉｅｌｄ (Ｂ) ａｎｄ ｔｈｒｅｅ ｆｉｅｌｄｓ (Ｄ)ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ３　 ＧＦＰ和 ＡｍＤＲＥＢ１￣ＧＦＰ蛋白在沙冬
青子叶原生质体中的定位

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＦＰ ａｎｄ ＡｍＤＲＥＢ１￣
ＧＦＰ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａ. ｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔｓ

达体系可以有效进行目标蛋白的亚细胞定位ꎮ

３　 讨论

原生质体瞬时表达体系是开展基因功能研究的

有力工具ꎬ 技术流程主要包括载体构建、 原生质体

制备与转化等步骤ꎬ 其中分离大量高活力的原生质

体是建立瞬时表达体系的前提和基础ꎮ 酶解法是获

得原生质体粗提物的常规方法ꎬ 然后采用过滤、 离

心或 糖 溶 液 漂 浮 相 结 合 等 方 法 对 其 进 行 纯

化[２ꎬ ８ꎬ １３ꎬ １４ꎬ １９ꎬ ２１]ꎮ 研究表明ꎬ 多种因素可以影响

原生质体的产量和活力ꎬ 其中以分离原生质体使用

的植物材料、 酶解液中酶的种类与浓度组合、 酶解

液的渗透压和酶解反应时间以及纯化时的离心转速

影响较大[１０ꎬ １３ꎬ １９ꎬ ２１ꎬ ２２]ꎮ 本研究也得到类似的结

果ꎬ 此外还发现若以沙培法培养的沙冬青幼苗

(２ ~ ６ 周苗龄)的叶片作为分离材料ꎬ 很难分离得

到大量高质量的原生质体ꎮ 采用 ７ ~ １０ ｄ 苗龄的
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无菌苗子叶虽然可以实现此目的ꎬ 但需要 ３􀆰０％的

纤维素酶和少量半纤维素酶ꎬ 且酶解时间长达

１４ ｈꎮ 这与银白杨[１９] 和茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ(Ｌ.)
Ｏ. Ｋｔｚｅ.) [２１]叶片原生质体的分离条件类似ꎬ 而与

拟南芥[２]、 水稻[４ꎬ ８]、 棉花[１３] 和菜豆[１４] 等植物的

分离条件具有一定差异ꎮ 这些草本类植物叶片原生

质体分离所需的纤维素酶浓度约为 ０􀆰５％ ~ １􀆰５％ꎬ
通常无需添加半纤维素酶ꎬ 且酶解时间大多不超过

８ ｈꎮ 沙冬青成熟叶片角质层较厚ꎬ 叶肉栅栏组织

化、 细胞排列紧密且细胞壁较厚ꎬ 这可能增加了酶

解的难度ꎬ 使原生质体不易游离出来[１５]ꎮ 而无菌

苗子叶具有生理状态一致、 生长快且组织幼嫩等优

点ꎬ 因此是叶肉组织原生质体分离较为理想的材

料ꎮ 本研究通过对几种影响原生质体分离与纯化的

因素进行优化ꎬ 建立了适合于沙冬青无菌苗子叶原

生质体的制备技术ꎬ 为开展相关研究奠定了基础ꎮ
原生质体最广泛的用途之一是进行蛋白质的亚

细胞定位分析ꎬ 从而为目标基因的功能研究提供信

息[２]ꎮ 本研究首次建立了沙冬青原生质体瞬时表

达体系ꎬ 并成功利用该体系对其干旱与低温诱导转

录因子 ＡｍＤＲＥＢ１ 进行了亚细胞定位分析ꎮ 实验

结果显示ꎬ 高活力的原生质体和高纯度的质粒

ＤＮＡ 是保证获得较高转化效率的关键因素ꎮ 此外ꎬ
原生质体密度、 质粒 ＤＮＡ 的用量以及 ＰＥＧ 质量对

转化效率也有一定影响ꎮ 后续实验将优化这些因

素ꎬ 进一步提高转化效率ꎮ 利用该体系开展沙冬青

基因表达调控和启动子活性等方面的研究还有待深

入开展ꎮ
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