
麦类作物学报 2026,46(10):1338-1345
JournalofTriticeaeCrops doi:10.7606/j.issn.1009-1041.2026.10.08

网络出版时间:2026-05-25
网络出版地址:https://link.cnki.net/urlid/61.1359.S.20260525.1038.006

大麦叶片原生质体制备条件的优化与体系建立

收稿日期:2026-01-30   修回日期:2026-03-05
基金项目:湖北省重点实验室开放课题(KFK202401;KFG202410)
第一作者E-mail:2022720843@yangtzeu.edu.cn(张晓玉)
通讯作者E-mail:qinyuan@yangtzeu.edu.cn(覃 元);fanrong.zeng@yangtzeu.edu.cn(曾凡荣)

张晓玉,陈静静,彭依玲,邓锋林,覃 元,曾凡荣
(农业农村部长江中游作物绿色高效生产重点实验室(部省共建),涝渍灾害与湿地农业湖北省重点实验室,长江大学农学院,湖北荆州434025)

摘 要:为建立一套稳定、高效的大麦下表皮原生质体制备体系,以啤酒大麦GoldenPromise三叶一心

期叶片为材料,采用正交实验设计,系统优化了原生质制备过程中的纤维素酶R-10与离析酶R-10浓度、酶解

时间、渗透压等关键参数。结果表明,酶浓度与酶解时间显著影响原生质体产量与形态。低浓度酶组合(1.5%
纤维素酶+0.75%离析酶)无法有效释放原生质体;提高酶浓度(2%纤维素酶+1%离析酶)后原生质体产量

有所提升,但仍较低;当离析酶浓度增至1.5%并结合6h酶解时,细胞壁降解最充分,原生质体产量与完整性

显著提高。渗透压优化后,当甘露醇浓度从54.7g·kg-1 提高至98.4g·kg-1(酶解液渗透压略高于组织渗

透势630mmol·kg-1)时,原生质体产量从4.8×105cells·mL-1 提升至5.8×105cells·mL-1,且形态由不

规则伴碎片转变为完整规则的圆球形。最终确定最优组合为2%纤维素酶R-10、1.5%离析酶R-10、酶解6
h、98.4g·kg-1 甘露醇,此条件下原生质体产量最高且形态完整,呈规则圆球形。该体系不仅适用于大麦叶

片下表皮组织,对叶肉组织同样高效,可为大麦相关细胞生物学与分子生物学研究提供可靠的技术支持。
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Abstract:Toestablishanefficientprotocolforisolatinghigh-qualityprotoplastsfrombarleyleafepi-
dermaltissue,therebyprovidingtechnicalsupportforstudiesonstomataldevelopment,genefunc-
tionalvalidation,andmolecularbreedingforstressresistance,thisstudyusedleavesofbarley(Hor-
deumvulgare‘GoldenPromise’)atthethree-leafstageasexperimentalmaterial.Anorthogonalex-
perimentaldesignwasemployedtosystematicallyoptimizekeyparameters,includingtheconcentra-
tionsofCellulaseR-10andMacerozymeR-10,digestiontime,andosmoticpressure.Theresults
showedthatenzymeconcentrationanddigestiontimesignificantlyaffectedprotoplastyieldandmor-
phology.Thelow-concentrationenzymecombination(1.5% CellulaseR-10+0.75% MacerozymeR-
10)failedtoeffectivelyreleaseprotoplasts.Increasedenzymeconcentrations(2%CellulaseR-10+1%
MacerozymeR-10)improvedyield,butlevelsremainedrelativelylow.WhentheMacerozymeR-10
concentrationwasincreasedto1.5%combinedwitha6hdigestion,cellwalldegradationwasmost
complete,leadingtosignificantlyenhancedyieldandimprovedmorphologicalintegrity.Osmoticpres-
sureoptimizationrevealedthatincreasingthemannitolconcentrationfrom54.7g·kg-1to98.4g·

kg-1(resultinginanenzymesolutionosmolalityslightlyhigherthantheleaftissueosmoticpotential



of630mmol·kg-1)increasedprotoplastyieldfrom4.8×105cells·mL-1to5.8×105cells·mL-1.
Furthermore,protoplastmorphologytransitionedfromirregularshapeswithdebristointact,uni-
formlysphericalforms.Theoptimalconditionsweredeterminedtobe2%CellulaseR-10,1.5% Ma-
cerozymeR-10,a6hdigestiontime,andamannitolconcentrationof98.4g·kg-1,underwhichthe
protoplastyieldwashighestandtheprotoplastswereintactanduniformlyspherical.Thissystemis
notonlyapplicabletothelowerepidermisofbarleyleavesbutisalsohighlyefficientformesophylltis-
sue,providingreliabletechnicalsupportforrelatedcellbiologyandmolecularbiologyresearch.
Keywords:Hordeumvulgare;Leafblade;Protoplast;Orthogonalarraydesign;Osmoticpressureop-
timization

  大麦(Hordeumvulgare)是全球第四大粮食

作物,其产量仅次于玉米、小麦和水稻[1]。大麦已

完成基因组测序,遗传背景清晰,是开展基因组学

与遗传学研究的理想材料[2]。在形态结构方面,
禾本科植物的气孔通常由两个哑铃型的保卫细胞

及两个副卫细胞组成,其复杂结构有助于气孔高

效地响应环境变化[3]。此外,与其他主要禾谷类作

物相比,大麦表现出较强的非生物胁迫耐受性,能
够较好适应干旱、盐碱、土壤贫瘠等多种逆境条件。

气孔是陆生植物叶片表皮中调节气体交换与

水分蒸腾的关键结构,直接影响植物的光合效率

与水分利用效率[4]。在干旱等逆境条件下,气孔

通过动态开闭参与调控植物的水碳平衡,不仅对

植株生长发育至关重要,也在全球水循环与碳循

环中发挥重要作用[5]。近年来,随着单细胞转录

组学等技术的发展,气孔的发育过程与运动调控

机制已成为植物生物学研究的热点之一。叶片表

皮原生质体是开展气孔相关研究的重要实验材

料,为在细胞水平解析气孔功能与调控网络提供

了有效体系。通过酶解法可分离获得相对纯净的

表皮细胞群体,其中包含处于不同发育阶段的气

孔相关细胞。结合单细胞转录组学,在高分辨率

下通过揭示保卫细胞与副卫细胞在气孔发育及运

动过程中的基因表达动态,可阐明气孔功能建成

的分子机制[6]。尽管表皮原生质体解离技术与单

细胞测序的结合,可通过富集目标细胞类型提升

气孔研究的针对性,但目前该体系仍面临一些技

术瓶颈。未来需优化原生质体制备方案,以降低

细胞损伤、延长体外活性、减少杂细胞污染,从而

提高气孔相关单细胞研究的精确度和可重复性。
植物原生质体是指经机械或酶解方法去除细

胞壁后,由质膜包被并保持生理活性的裸露植物

细胞[7]。细胞壁的去除不仅解除了外源物质进入

的物理屏障,还可将遗传物质的瞬时转化效率提

高至农杆菌介导法的5~8倍[8],从而形成基因功

能瞬时验证、蛋白亚细胞定位、信号转导解析及基

因组编辑测试中的高效研究体系[9]。随着单细胞

组学技术的发展,原生质体技术也逐步应用于转

录组学、蛋白质组学等研究中。然而,现有研究多

集中于根尖、茎尖、幼叶等分裂活跃的幼嫩组

织[10-12],对叶片表皮等分化组织的原生质体分离

体系仍缺乏系统优化。因此,建立高效、稳定的叶

片表皮原生质体制备体系,是深入开展相关细胞

与分子研究的重要基础。以大麦为例,叶片表皮

原生质体在去除了细胞壁阻碍后,可作为理想的

单细胞研究系统,用于快速开展基因功能验证、信
号通路解析、外源基因转化及病原互作早期机制

等研究[13]。该体系的建立不仅有助于在离体条

件下探究表皮细胞的结构与功能,也将为大麦功

能基因组学研究与遗传改良提供关键技术支撑。
当前,酶解法是高效、快速分离原生质体的主

流技术手段[14]。该方法基于多酶协同作用原理,
通过纤维素酶、果胶酶、半纤维素酶及兼具纤维素

酶与果胶酶活性的离析酶,特异性降解植物细胞

壁中的关键组分,从而实现原生质体的有效释放。
酶解过程中,酶浓度、酶解时间、渗透压等关键参

数直接影响原生质体的最终产量与活性[15]。尽

管该技术体系已相对成熟,但由于不同植物乃至

同一植物的不同组织在细胞壁组成与结构上存在

显著差异,其最优分离条件往往不尽相同。因此,
针对特定植物组织建立并优化酶解体系,是获得

高质量原生质体的必要前提。
本研究以大麦幼叶下表皮为材料,参考拟南

芥原生质体分离的经典酶解方法[16],通过系统调

节酶组合配比、酶解时间、渗透压稳定剂浓度等关

键变量,探讨上述因素对大麦下表皮原生质体产

量与形态的影响,旨在建立一套稳定、高效的大麦

下表皮原生质体制备体系,为后续开展大麦单细
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胞研究、基因功能验证及相关分子机制解析提供

可靠的技术支持。

1 材料与方法

1.1 植物材料培养

试验选用啤酒大麦(Hordeumvulgare)品种

GoldenPromise为材料。选取饱满种子40粒,用

30% H2O2 溶液表面消毒10min,随后以无菌去

离子水冲洗5~7次。将种子置于无菌水中浸泡

12h,之后转入垫有湿润滤纸的培养皿中,于黑暗

条件下萌发48h。萌发后,将幼苗移栽至基质与

蛭石(体积比3∶1)的混合土壤中,置于人工气候

室内培养。培养条件:光周期13h光照/11h黑

暗,恒温25℃,湿度70%。定期浇水保持土壤湿

润。待幼苗生长至三叶一心期时,取完全展开的

第二片叶用于原生质体制备。

1.2 酶解液配制

母液配制均使用去离子水作为溶剂,方法如

下:甘露醇母液为将18.2g甘露醇溶解于适量去

离子水中,定容至100mL;CaCl2 母液为将11.1
gCaCl2 溶解后定容至100mL;MES母液为将

1.95gMES溶解并调节pH 值至5.7,定容至

100mL;PBS缓冲液包含8gNaCl、0.2gKCl、

1.44gNa2HPO4、0.24gKH2PO4 及0.1%(w/

v)BSA,溶解后定容至1L,调节pH值至7.4。
以正交实验组合 M1(总体系10mL,表1)为

例,纤维素酶和离析酶的混合酶解液按以下步骤

配制:取洁净离心管或三角瓶,依次加入3mL甘

露醇母液、1mL MES母液(pH5.7)和5.989
mL去离子水。建议在加酶前将 MES母液于70
℃预热2~3min以促进溶解。随后加入0.15g
纤维素酶R-10和0.075g离析酶R-10,混匀后置

于55℃水浴中加热10min,以抑制蛋白酶活性

并促进酶的溶解。待溶液冷却至室温后,加入10

μLCaCl2 母液和0.01g牛血清白蛋白(Bovine
SerumAlbumin,BSA)。混合均匀后,使用0.45

μm滤膜过滤除菌,所得酶解液呈澄清淡褐色,置
于4℃保存备用(建议现配现用)。

1.3 原生质体的酶解与纯化

使用经消毒的手术刀、镊子及剪刀小心剥离

叶片下表皮。共取20片叶片的下表皮或相应叶

肉组织,将其剪切成约0.5cm长片段,置于酶解

液中。对混合物进行抽真空处理30min,以使组

织与酶解液充分浸润。随后将容器密封,置于摇

床中,在28℃、黑暗条件下以100r·min-1 振荡

酶解3~6h。
酶解结束后,加入等体积预冷的1×PBS缓

冲液以终止反应,静置5min。将酶解产物经40

μm细胞筛过滤,收集滤液。滤液于4℃、100×g
离心5min,小心弃去上清,收集沉淀中的原生质

体。为提升纯度,上述洗涤步骤重复两次。最终

获得的原生质体重悬于适量缓冲液中,置于冰上

暂存。
采用血球计数板测定原生质体浓度:取10

μL悬液加至计数板,盖上盖玻片,于倒置显微镜

下观察并计数原生质体,再计算其浓度。

1.4 正交实验设计

为探究纤维素酶R-10浓度、离析酶R-10浓

度及酶解时间对大麦叶片下表皮原生质体产量与

形态的影响,本研究采用L6(2×3×2)正交表进

行实验设计。3个因素及水平分别为纤维素酶浓

度(1.5%、2%)、离析酶浓度(0.75%、1%、1.5%)
和酶解时间(3h、6h),共构成6种处理组合(表

1)。通过显微镜观察并统计各处理下原生质体的

产量与形态,以评估不同酶解条件的影响。

1.5 数据统计与分析

本研究采用正交实验设计优化原生质体制备

条件,数据分析包含极差分析与方差分析两部分。
首先,通过极差分析计算各因素(纤维素酶浓度、
离析酶浓度、酶解时间)在不同水平下的原生质体

平均产量及极差(R)值,依据R 值大小确定各因

素对原生质体产量影响的主次顺序,并根据各水

平原生质体平均产量的最大值确定理论最优组

合。其次,采用SPSS软件对正交实验结果进行

方差分析(以处理组合为自变量,原生质体产量为

因变量),评估不同处理组合间差异的统计学意义

(α=0.05)。在此基础上,对各处理组间进行

Duncan多重比较,以验证最优组合与其他组合的

差异显著性。对于渗透压优化实验中的数据比较,
采用独立样本t检验。所有数据均以平均值±标准

差表示,每组实验重复3次(n=3)。

2 结果与分析

2.1 不同酶组合与酶解时间对原生质体产量的影响

通过对比不同酶浓度配比与酶解时间下大麦

叶片下表皮原生质体产量,结果(表1)显示,当纤

维素酶与离析酶浓度较低(M1、M2)时,无论酶解

时间为3h或6h,原生质体产量均极低,镜下几
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乎观察不到完整原生质体(图1A和图1B)。提

高酶浓度(M3、M4)后,原生质体产量有所上升,
但仍处于较低水平(0.15×105~0.40×105cells·

mL-1),且原生质体游离不充分(图1C和图1D),
说明此时酶活性仍不足以高效降解细胞壁。

继续增加离析酶浓度至1.5%(M5)后,在3
h酶解条件下原生质体产量提高至1.6×105cells·

mL-1,但原生质 体 形 态 不 完 整,伴 有 碎 片(图

1E)。而当酶解时间延长至6h(M6)时,在相同

酶浓度下原生质体产量达到最高(4.8×105cells·

mL-1),原生质体游离充分、形态相对完整(图

1F)。这表明在较高酶浓度基础上,充足的作用

时间是实现细胞壁充分降解、提高原生质体产量

与完整性的关键。综合原生质体产量与形态特

征,M6(2%纤维素酶R10+1.5%离析酶R10,
酶解6h)为本实验条件下的最优处理组合。

表1 正交实验结果与分析(n=3)

Table1 Experimentalresultsoftheorthogonalarraydesign(n=3)

处理编号
Treatment
code

因素Factor
纤维素酶浓度
Cellulase

concentration/%

离析酶浓度
Macerozyme

concentration/%

酶解时间
Digestion
time/h

原生质体Protoplast

产量 Yield/
(×105cells·mL-1)

形态
Morphology

M1 1.5 0.75 3 0 几乎无原生质体
Fewtonoprotoplasts

M2 1.5 0.75 6 0 几乎无原生质体
Fewtonoprotoplasts

M3 2 1 3 0.15±0.04 原生质体游离较少
Sparseprotoplastrelease

M4 2 1 6 0.4±0.08 原生质体游离较少
Sparseprotoplastrelease

M5 2 1.5 3 1.6±0.2 原生质体游离较少,形态不完整,有碎片
Lowyield,irregularmorphologywithdebris

M6 2 1.5 6 4.8±0.3 原生质体游离较多,形态较完整,有碎片
Highyield,mostlyintactwithsomedebris

  A:1.5%纤维素酶R-10和0.75%离析酶R-10,酶解3h;B:1.5%纤维素酶R-10和0.75%离析酶R-10,酶解6h;C:2%纤维素酶R-
10和1%离析酶R-10,酶解3h;D:2%纤维素酶R-10和1%离析酶R-10,酶解6h;E:2%纤维素酶R-10和1.5%离析酶R-10,酶解3h;

F:2%纤维素酶R-10和1.5%离析酶R-10,酶解6h。

A:1.5%cellulaseR-10and0.75% macerozymeR-10,digestedfor3h;B:1.5%cellulaseR-10and0.75% macerozymeR-10,di-
gestedfor6h;C:2%cellulaseR-10and1% macerozymeR-10,digestedfor3h;D:2%cellulaseR-10and1% macerozymeR-10,diges-
tedfor6h;E:2%cellulaseR-10and1.5% macerozymeR-10,digestedfor3h;F:2%cellulaseR-10and1.5% macerozymeR-10,di-
gestedfor6h.

图1 不同酶解条件下大麦叶片下表皮原生质体的显微观察结果

Fig.1 Microscopicobservationresultsofprotoplastsisolatedfromthelowerepidermisofbarleyleaves
underdifferentenzymaticdigestionconditions
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2.2 渗透压对原生质体产量和形态的影响

除酶组成与酶解时间外,渗透压是影响原生

质体产量与形态的另一关键因素。在本研究中,
首先测定了大麦叶片组织的渗透势为630mmol·

kg-1。然而,初始酶解液(M6组合,甘露醇浓度

54.7g·kg-1)的渗透势为410mmol·kg-1,显
著低于叶片组织,可能会导致原生质体在酶解过

程中因吸水而破裂。为此,通过补充甘露醇将酶

解液渗透势分别调节至与组织等渗(630mmol·

kg-1,甘露醇浓度85.6g·kg-1)及略高于组织

(680mmol·kg-1,甘露醇浓度98.4g·kg-1)的
状态,以探讨渗透压对原生质体分离效果的影响。

结果表明(表2和图2),当甘露醇浓度为54.7g·

kg-1 时,虽然原生质体产量较多(4.8×105cells·

mL-1),但形态完整性一般,碎片较多(图2A)。
提高甘露醇浓度至85.6g·kg-1(等渗条件)后,
原生质体产量升至5.6×105cells·mL-1,形态

完整性有所改善,碎片减少(图2B)。当甘露醇浓

度提升至98.4g·kg-1(略高渗)时,原生质体产

量达到最高(5.8×105cells·mL-1),且绝大多数

原生质体形态完整,呈规则圆球形(图2C)。上述

结果说明,将酶解液渗透压调节至接近或略高于

组织渗透势,可有效维持原生质体的形态稳定性,
并显著提高原生质体产量。

表2 渗透压对原生质体产量和形态的影响(n=3)

Table2 Effectofosmoticpressureonprotoplastyieldandmorphology(n=3)

处理编号
Treatment
code

甘露醇浓度
Mannitol

concentration/(g·kg-1)

原生质体Protoplast

产量
Yield/(×105cells·mL-1)

形态
Morphology/(×105cells·mL-1)

L1 54.7 4.8±0.3 原生质体游离较多,形态较完整,有碎片
Moderateyield;morphologymostlyintactbutwithdebris

L2 85.6 5.6±0.1 原生质体游离较多,形态较完整,有少量碎片
Moderateyield;morphologymostlyintact,slightdebris

L3 98.4 5.8±0.2 原生质体游离多,形态完整,大多呈圆球形
Highyield;morphologyintactandpredominantlyspherical

  A:甘露醇浓度54.7g·kg-1;B:甘露醇浓度85.6g·kg-1;C:甘露醇浓度98.4g·kg-1。

A:Mannitolconcentration54.7g·kg-1;B:Mannitolconcentration85.6g·kg-1;C:Mannitolconcentration98.4g·kg-1.

图2 不同渗透压下大麦叶片下表皮原生质体的显微观察结果

Fig.2 Microscopicobservationresultsofprotoplastsfromthelowerepidermisofbarleyleavesunderdifferentosmoticpressures

2.3 优化后的酶解体系对叶肉组织的适用性评估

为评估上述优化条件对叶肉组织是否适用,
再次采用相同酶解体系(M1~M6)及渗透压条件

(L1~L3)对大麦叶肉组织进行了原生质体分离,
并进行了显微观察观测。结果(图3)显示,叶肉

组织的分离效率与下表皮细胞呈现出相似的变化

趋势。在 M1、M2处理条件下,叶肉原生质体释

放极少,视野中可见大量细胞碎片(图3A 和图

3B)。M3、M4处理下,原生质体产量有所增加,

但细胞形态仍不完整,游离不充分(图3C和图

3D)。M5处理可获得较多形态相对完整的原生

质体,但仍伴有明显碎片(图3E)。而在 M6处理

条件下,叶肉原生质体释放量显著提高,形态完

整,仅伴有少量碎片(图3F)。结果表明,对于表

皮组织最优的 M6处理,对叶肉组织同样具有高

效的原生质体分离效果,且酶浓度与酶解时间

的变化对叶肉组织的影响趋势与表皮组织趋于

一致。
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  A:1.5%纤维素酶R-10和0.75%离析酶R-10,酶解3h;B:1.5%纤维素酶R-10和0.75%离析酶R-10,酶解6h;C:2%纤维素酶R-

10和1%离析酶R-10,酶解3h;D:2%纤维素酶R-10和1%离析酶R-10,酶解6h;E:2%纤维素酶R-10和1.5%离析酶R-10,酶解3h;

F:2%纤维素酶R-10和1.5%离析酶R-10,酶解6h。

A:1.5%cellulaseR-10and0.75% macerozymeR-10,digestedfor3h;B:1.5%cellulaseR-10and0.75% macerozymeR-10,di-

gestedfor6h;C:2%cellulaseR-10and1% macerozymeR-10,digestedfor3h;D:2%cellulaseR-10and1% macerozymeR-10,diges-

tedfor6h;E:2%cellulaseR-10and1.5% macerozymeR-10,digestedfor3h;F:2%cellulaseR-10and1.5% macerozymeR-10,di-

gestedfor6h.

图3 不同酶解条件下大麦叶肉原生质体的显微观察结果

Fig.3 Microscopicobservationresultsofmesophyllprotoplastsisolatedfrombarleyleavesunderdifferentenzymaticdigestionconditions

  用3种渗透压对叶肉组织进行处理,当甘露

醇浓度为54.7g·kg-1 时,叶肉原生质体形态稍

不规则,伴有细胞碎片(图4A)。甘露醇浓度提升

至85.6g·kg-1 时,原生质体形态趋于球形,但
仍见少量碎片(图4B)。当甘露醇浓度增至98.4

g·kg-1 时,原生质体数量显著增加,形态完整,
多数呈规则圆球形(图4C)。结果表明,叶肉细胞

对渗透压的敏感性与下表皮细胞相似。对于表皮

组织最优的高渗条件(98.4g·kg-1)对叶肉组织

也具有高效的原生质体分离效果。

  A:甘露醇浓度54.7g·kg-1;B:甘露醇浓度85.6g·kg-1;C:甘露醇浓度98.4g·kg-1。

A:Mannitolconcentration54.7g·kg-1;B:Mannitolconcentration85.6g·kg-1;C:Mannitolconcentration98.4g·kg-1.

图4 不同渗透压下大麦叶肉原生质体的显微观察结果

Fig.4 Microscopicobservationresultsofmesophyllprotoplastsfrombarleyleavesunderdifferentosmoticpressures

3 讨论

在植物原生质体制备中,组织部位、酶解条件

与渗透压调节等因素共同影响原生质体的产量、
形态及活性,是获得高质量单细胞体系的关键环

节[11,17,18]。本研究通过正交实验设计与渗透压优

化,建立了一套适用于大麦叶片下表皮的高效原

生质体制备方案,以下围绕酶解时间、酶液组成及

渗透压3个核心因素展开讨论。
酶解时间是决定细胞壁降解程度与原生质体

完整性的重要参数。酶解时间过短,细胞壁降解

不充分,原生质体释放量低;酶解时间过长,则易
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导致膜结构损伤,降低细胞活力[10,19]。不同物种

乃至不同组织的最适酶解时间存在差异,这与细

胞壁组成及细胞间连结特性密切相关。例如,甘
薯叶片因纤维素含量高,需酶解6h方可充分解

离[9],而青稞叶片组织相对疏松,5h即可获得较

高产量[15]。本研究发现,在大麦叶片下表皮中,6h
酶解结合适宜的酶浓度配比可显著提高原生质体产

量与完整性,体现了组织特异性优化的重要性。
酶液组成是高效降解细胞壁的基础。纤维素

酶主要分解纤维素成分,离析酶则作用于果胶类

物质以解除细胞间粘连,二者协同促进单细胞释

放[20]。不当酶配比易导致解离不完全或局部过

度降解。由于不同植物细胞壁结构与组分存在差

异,必须针对具体物种优化酶的种类、浓度及作用

时间[18]。本研究通过正交实验发现,2%纤维素

酶R-10与1.5%离析酶R-10的组合对大麦叶片下

表皮表现出最佳解离效果,说明该配比能有效平衡

细胞壁降解与细胞膜保护之间的关系。
渗透压对维持原生质体形态与活力至关重

要。细胞壁移除后,原生质体直接暴露于外界渗

透环境中:低渗条件下易吸水膨胀破裂,高渗条件

下则失水皱缩,均会导致活力下降[15,18,21]。本研

究通过测定组织渗透势,将酶解液渗透压调节至

略高于组织的水平(对应甘露醇98.4g·kg-1),
从而在维持原生质体形态圆整的同时获得最高产

量。不同植物所需的最适渗透压存在种间差异,
如铁冬青叶片需127.5g·kg-1 甘露醇[18],青稞

叶片则在91.1g·kg-1 时效果最佳[15]。这表明

在实际研究中,需结合组织渗透势测定进行针对

性优化。
综上所述,酶解时间、酶液组成及渗透压三者

协同作用,共同决定植物原生质体的产量与质量。
本研究通过正交试验与渗透压优化,确立了大麦

叶片下表皮原生质体制备的适宜条件。该体系为

大麦单细胞研究、基因功能验证及逆境应答分析

提供了可靠的技术基础,同时也可为其他禾谷类

作物原生质体分离体系的优化提供参考。

4 结论

本研究通过正交实验与渗透压优化,系统探

究了酶组合、酶解时间及渗透压对大麦叶片下表

皮原生质体制备的影响,确立了高效、稳定的原生

质体分离体系。当纤维素酶R-10浓度为2%、离
析酶R-10浓度为1.5%、酶解6h时,细胞壁降解

最为充分,原生质体产量最高且形态完整。在渗

透压调控方面,提高甘露醇浓度至98.4g·kg-1

(渗透压略高于组织渗透势)可提升原生质体产

量,并使其保持规则圆球形。将优化后的酶解体

系应用于叶肉组织进行效果评估,发现该体系对

叶肉组织也适用。综上,大麦叶片下表皮原生质

体制备的最佳条件:2%纤维素酶R-10+1.5%
离析酶 R-10,酶解6h,甘露醇浓度98.4g·

kg-1。该体系不仅适用于大麦叶片下表皮组织,
对叶肉组织同样高效,为大麦相关细胞生物学与

分子生物学研究提供了可靠的技术支持。
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