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摘要: 【目的】系统优化罂粟科 (Papaveraceae)植物叶片原生质体提取的影响因素，建立其高效的原生质体提

取体系。【方法】以花菱草 (Eschscholtzia californica Cham.)幼苗为罂粟科模式植物，通过单因素试验对影响

原生质体产量和活力的预制液浓度、酶解液组成、酶解时间进行考察，借助响应面 Box-Behnken设计预测最

佳提取方案，并将最佳方案在罂粟亚科 (Papaveroideae)、角茴香亚科 (Hypecooideae)和荷包牡丹亚科 (Fu-
marioideae)的代表性植物中进行验证。【结果】当预制液浓度为 0.8 mol/L、酶解时间 6 h、酶解液组成为

1.5%纤维素酶+0.4%离析酶+0.3%果胶酶时，花菱草原生质体的产量和活力最为理想，与响应面法的预测结

果一致，能够成功获取罂粟科植物叶片的原生质体。【结论】本研究方法可实现罂粟科植物叶片原生质体的

高效提取，为后续瞬时表达体系、亚细胞定位、单细胞测序等研究提供技术支撑。
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Papaveraceae by Response Surface Methodology
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Abstract: ［Purpose］To optimize  the  influencing  factors  of  protoplast  extraction  from  Papaver-
aceae  leaves  and  establish  an  efficient  protoplast  extraction  system. ［Methods］Taking the   seed-
lings of Eschscholtzia californica Cham. as the model plant of Papaveraceae, the concentration of pre-
paration solution,  the  composition  of  enzymolysis  solution,  and  the  time  of  enzymolysis  were   ex-
amined by single factor experiments, which affected the yield and vitality of protoplasts; the optimal
extraction protocol was predicted by response surface Box-Behnken design. The optimum protocol was
validated in representative plants of Papaveroideae, Hypecooideae and Fumarioideae. ［Results］Wh-
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en the  concentration  of  preparation  solution  was  0.8  mol/L,  the  time of  enzymolysis  was  six  hours,
and the composition of enzymolysis solution was 1.5% cellulase+0.4% macerozyme+0.3% pectinase,
the yield  and vitality  of  protoplasts  in E. californica were ideal,  which was consistent  with  the pre-
dicted  values  from  response  surface  methodology,  and  it  was  able  to  obtain  the  leaves  protoplasts
from the family of Papaveraceae. ［Conclusion］This research method can realize the efficient at ex-
traction  of  protoplasts  from leaves  of  Papaveraceae  plants,  providing  effective  technical  support  for
subsequent  studies  such  as  transient  expression  system,  subcellular  location  and  single-cell  sequen-
cing.

Keywords: Papaveraceae; protoplasts; enzymatic digestion; single factor test; Box-Behnken response
surface

 
罂粟科 (Papaveraceae)包括罂粟亚科 (Papa-

veroideae)、角茴香亚科 (Hypecooideae)和荷包

牡丹亚科 (Fumarioideae)，在全球分布广泛[1]。该

科植物荷包牡丹 [Lamprocapnos  spectabilis  (L.)
Fukuhara]、虞美人 (Papaver rhoeas L.)、花菱草

(Eschscholzia californica Cham.)等因花朵艳丽通

常被用作园艺观赏植物[2]；多数植物因特异性富

集苄基异喹啉类生物碱而具有广泛的医疗作用，

如吗啡具有很强的镇痛作用但具成瘾性而受到严

格管控，延胡索乙素是生物碱中镇痛作用强但不

具成瘾性的非麻醉性类镇痛药物[3]，小檗碱、血

根碱等有较好的抗菌、消炎作用[4]。传统的罂粟

科植物栽培育种生长周期长且成本高，无法满足

市场对所需性状品种的需求。原生质体是去除细

胞壁后均一稳定的感受态细胞，作为基础植物分

子生物学研究和开发基因组编辑作物的重要材

料，有助于实现从细胞水平上开展定向基因编辑

或构建稳定的遗传转化体系，对于促进罂粟科植

物的品种选育或改良具有重要意义。

目前，原生质体普遍应用于瞬时原生质体转

染技术 [5]、单细胞测序技术 [6]、借助 CRISPR/ca-
s9介导的基因组编辑技术等研究领域[7-8]。在药用

植物功能成分形成的分子机制研究方面，上述技

术已应用于青天葵叶片、雷公藤悬浮细胞、秦艽

叶、红花等研究中[9-12]，但技术体系有待进一步完

善。在酶解法制备原生质体过程中，酶溶液组成

和浓度以及酶解所需的 pH值、温度、时间等是

影响原生质体分离和活性的最关键因素，预制液

性质、稳渗剂种类和浓度、富集处理方法、剪切

方法等也会影响原生质体的产量和活力[13-14]。由于

表面蜡质较厚、不易浸于酶解液，罂粟科植物白

屈菜 (Chelidonium majus L.)和博落回 [Macleaya
cordata (Willd.) R. Br.]叶片原生质体酶解效果不

理想[15-17]，且该科其他植物原生质体提取及应用

的研究报道也较少。响应面法结合单因素试验是

一种有效开发、改进和优化试验的方法，Box-
Behnken设计可用于以最少的试验次数研究输入

变量的个体效应和交互效应[18]，该方法已成功用

于真菌、霉菌、藻类、桔梗等原生质体的制备条

件优化[19-22]，但在罂粟科植物原生质体制备中尚

未见报道。

花菱草为罂粟科多年生草本植物，具有生长

周期短、株高适宜、易栽培等特点，已成功构建

稳定的遗传转化体系[23]，被用作苄基异喹啉生物

碱生物合成及转运机制研究的模式植物[24]。本研

究利用酶解法提取花菱草幼苗原生质体，通过单

因素试验和响应面法优化预制液浓度、酶解液组

成和酶解时间，考察各变量间的相互作用对原生

质体产量和活力的影响，从而获得原生质体提取

数量和活力的最佳条件；再利用优化条件对部分

罂粟亚科、角茴香亚科和荷包牡丹亚科植物进行

原生质体提取验证，旨在为罂粟科植物后续原生

质体融合、遗传转化体系构建、原生质体再生、

单细胞测序技术等研究提供参考。 

1   材料与方法
 

1.1    材料与试剂

供试罂粟科植物包括 3亚科 7属 9种样本，

分别为罂粟亚科罂粟属的虞美人，花菱草属的花

菱草，白屈菜属的白屈菜，博落回属的博落回和

小果博落回 [M. microcarpa (Maxim.) Fedde]；角

茴香亚科角茴香属的角茴香 (Hypecoum erectum

  120 云南农业大学学报 第 39 卷  



Linn.)；荷包牡丹亚科荷包牡丹属的荷包牡丹，

紫堇属的紫堇 (Corydalis edulis Maxim.)和延胡索

(C. yanhusuo W.T. Wang)。博落回幼苗采集自湖

南农业大学智能温室苗圃；花菱草、小果博落回

和虞美人幼苗在组培室内用种子萌发获得；白屈

菜、角茴香、紫堇、荷包牡丹和延胡索购自河南

省禹州药材市场。

供试纤维素酶 Celluase Onozuka R-10和离析

酶Macerozymo Onozuka R-10购自日本Yakult Han-

sha公司；2-CPW溶液购自生工生物工程 (上海)
股份有限公司；果胶酶 Pectinase Y-23等其他试剂

均购自北京酷来搏科技有限公司。 

1.2    试验设计 

1.2.1   单因素试验

利用单因素分析方法对影响花菱草原生质体

产量制备及活力的因素进行考察，包括酶解液组

成、预制液浓度和酶解时间，相关因素和水平见

表 1。 

1.2.2   响应面试验设计

在单因素试验基础上，依据 Box-Behnken设

计响应面试验以考察各因素对原生质体制备产量

和活力的影响及其交互作用，具体因素及水平见

表 2。利用 Design-Expert 8.0.6对响应面试验中对

应因素及水平的数据进行直观表征；利用 Graph-
Pad Prism 9 进行数据相关性及显著性差异分析。 

1.3    酶解液和预制液的配制

按照单因素试验和响应面试验的设计要求，

分别称取各试验所需的不同质量纤维素酶、离析

 

表 1   单因素试验因素及水平

Tab. 1    Factors and levels of single-factor experiment
 

水平

level

因素 factor
酶解液组成

composition of enzymolysis solution
预制液浓度/(mol·L−1)

concentration of preparation solution
酶解时间/h

time of enzymolysis
1 1.0%A+0.2%B 0.5 4

2 1.0%A+0.2%B+0.1%C 0.6 5

3 1.5%A+0.4%B 0.7 6

4 1.5%A+0.4%B+0.3%C 0.8 7

5 2.0%A+0.6%B 0.9 8
6 2.0%A+0.6%B+0.5%C 1.0 —

注：A. 纤维素酶；B. 离析酶；C. 果胶酶；下同。

Note: A. cellulose; B. macerozyme; C. pectinase; the same as below.

 

表 2   Box-Behnken 响应面试验设计及结果

Tab. 2    Design and results of Box-Behnken response surface
 

序号

No.

预制液浓度/(mol·L−1)
X1

concentration of
preparation solution

酶解液组成

X2
composition of

enzymolysis solution

酶解时间/h
X3

time of enzymolysis

原生质体产量×106/(个·mL−1)
protoplast yield

原生质体活力/%
protoplast vitality

1 0.8 1.0%A+0.2%B+0.1%C 7 3.25 60.0
2 0.7 1.5%A+0.4%B+0.3%C 5 2.25 46.6
3 0.9 1.5%A+0.4%B+0.3%C 7 5.30 69.8
4 0.9 1.5%A+0.4%B+0.3%C 5 6.75 71.1
5 0.8 1.0%A+0.2%B+0.1%C 5 2.40 50.0
6 0.8 2.0%A+0.6%B+0.5%C 7 3.40 50.0
7 0.8 2.0%A+0.6%B+0.5%C 6 8.50 62.2
8 0.8 1.5%A+0.4%B+0.3%C 6 15.50 88.1
9 0.8 1.5%A+0.4%B+0.3%C 6 14.81 88.8
10 0.7 1.5%A+0.4%B+0.3%C 7 4.00 23.8
11 0.8 1.5%A+0.4%B+0.3%C 6 14.65 91.1
12 0.8 1.5%A+0.4%B+0.3%C 6 14.28 93.9
13 0.9 2.0%A+0.6%B+0.5%C 6 5.63 72.5
14 0.7 1.0%A+0.2%B+0.1%C 6 2.70 42.5
15 0.8 1.5%A+0.4%B+0.3%C 6 15.50 94.5
16 0.7 2.0%A+0.6%B+0.5%C 6 5.25 74.0
17 0.9 1.0%A+0.2%B+0.1%C 6 2.35 91.5
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酶和果胶酶，再称取甘露醇 1.0 g一同加入到 10 mL
离心管中，加入 DEPC处理水 5 mL溶解，涡旋振

荡 2 min后加入 2-CPW溶液 500 μL和 5 mmol/L 2-
吗啉乙磺酸 (MES)溶液 1 mL，在 55 ℃ 水浴锅中

水浴 10 min后取出冷却至常温，继续加入 5 mol/L
CaCl2 500 μL和 0.1% BSA 1 mL，定容至 10 mL，
调节 pH值为 5.8，即得到酶解液 1~6 (即表 1中

酶解液组成水平 1~6)。称取甘露醇，用 DEPC处

理水溶解，配制浓度分别为 0.5、0.6、0.7、0.8、
0.9和 1.0  mol/L的预制液。酶解液和预制液经

0.22 μm微孔滤膜过滤后备用。 

1.4    原生质体制备

取供试植物叶片切成 1~3 mm细丝，并称取

0.2~0.5 g放入装有 5 mL预制液的离心管中浸泡

20 min，倒掉预制液后加入酶解液 10 mL，用锡

箔纸包裹后置于 25 ℃ 恒温摇床中避光振荡进行

酶解。于超净工作台内向酶解后的混合液中加入

等量W5缓冲液 (提前配制并于 4 ℃ 冰箱预冷)，混

匀后用乳胶管轻轻吹打 3~5次，用 300目无菌过

滤网过滤至 2 mL灭菌离心管中，常温、200 r/min
离心 1 min，弃上清液后再加入等体积 W5缓冲

液，常温、200 r/min离心 1 min，绿色沉淀即为

原生质体。吸去上清液后将原生质体置于冰上孵

化 30 min，备用。所有试验重复 3次。 

1.5    原生质体产量和活力的测定及优化条件验证

按照文献 [12]进行原生质体计数及活力测定。

用 DMSO溶解 FDA配成 0.01%染液，向原生质

体溶液中加入 FDA染液 2 µL，黑暗处理 5 min，
用移液枪吸取 1滴原生质体悬浮液滴于血球计数

板中心，制成玻片置于荧光显微镜 (Zeiss Apo-
tome 2)下观察，分别统计视野中明场下完整原生

质体的细胞数量和暗场下绿色荧光的细胞数量。

按照公式计算原生质体产量和活力：原生质体产

量=5个单元格内完整原生质体数/3.2×108；原生

质体活力=单个视野中绿色荧光的细胞数量/单个

视野中原生质体总数×100%。每个样本选取 3个

视野进行统计并计算平均值。利用经过优化的原

生质体提取条件对虞美人、花菱草、白屈菜、博

落回、小果博落回、角茴香、荷包牡丹、紫堇和

延胡索的叶片原生质体进行制备和测定，以验证

优化的提取体系。 

2   结果与分析
 

2.1    单因素试验结果 

2.1.1   酶解液组成和酶解时间对花菱草原生质体

产量及活力的影响

由图 1可知：酶解液 1和 2、酶解液 3和

4、酶解液 5和 6相比，加入果胶酶后原生质体

的数量呈上升趋势，表明添加果胶酶的酶解效果

更佳；酶解液 2、4和 6相比，原生质体的数量

随着酶解液质量分数的增加呈先增加后减少的趋

势，表明酶解液质量分数会影响原生质体数量。
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注：酶解液 1~6的组成见表 1。与 4 h相比，原生质体产量或原生质体活力显著 (a，P<0.05)或极显著 (b，P<0.01)升高或降低。

Note:  The  compositions  of  enzymolysis  solution  (CES)  are  list  in Tab.1.  Compared  with  four  hours,  the  yield  or  vitality  of  protoplasts  significantly  (a,
P<0.05) or extremely significantly (b, P<0.01) increased or decreased.

图 1    不同酶解液与酶解时间条件下原生质体的产量 (上) 及活力 (下)
Fig. 1    Protoplast yield (above) and vitality (below) under different composition of

enzymolysis solution and enzymolysis time
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当酶解液质量分数较低时 (酶解液 1、2和 3)，随

着酶解时间的延长，产生原生质体的数量呈持续

增多的趋势；当酶解液质量分数较高时 (酶解液

4、5和 6)，随着酶解时间的延长，产生原生质体

的数量表现为先增加后降低的趋势，特别是酶解

6 或 7 h时原生质体的数量达到峰值，表明酶解

时间对原生质体产量的影响与酶解液质量分数有

关。由图 1还可知：原生质体活力受酶解液组成

的影响较小，酶解时间是影响原生质体活力的主

要因素。随着酶解时间的延长，各酶解液处理的

原生质体活力均呈下降趋势，酶解时间超过 6 h
时原生质体活力急剧下降。综上所述，酶解液组

成、酶解液质量分数和酶解时间都会对原生质体

的产量和活力产生影响，特别是酶解时间对原生

质体活力影响较大；酶解液 4在原生质体产量表

现出较明显优势；酶解时间不超过 6 h时有较好

的活力水平。因此，仍需要进一步优化影响因

素，以在保证原生质体活力的前提下满足后续研

究对原生质体产量的需求。 

2.1.2   预制液浓度对花菱草原生质体产量及活力

的影响

基于 2.1.1节的结果，选择酶解液 4作为酶

解体系，继续考察预制液浓度对花菱草原生质体

产量及活力的影响。由图 2可知：随着预制液中

甘露醇浓度的增加，原生质体的产量呈先升高后

降低的变化趋势，当甘露醇浓度为 0.8 mol/L时

原生质体产量最高；随着甘露醇浓度的增加，原

生质体活力由 90%下降至 40%，当甘露醇浓度

超过 0.8 mol/L时原生质体活力快速下降。预制

液浓度对原生质体产量和活力的影响呈非线性，

选择 0.7~0.9 mol/L为适宜浓度进行系统优化。 

2.2    花菱草原生质体制备条件的优化结果 

2.2.1   Box-Behnken Design试验结果

R2
Adj

R2
Adj

基于响应面试验结果 (表 2)对试验数据进行

拟合分析，分别以原生质体产量和原生质体活力

为评价指标得到多元二次回归方程，即方程 1：
Y产量=14.95+0.29X1+1.51X2−0.93X3+0.18X1X2+0.077
X1X3−1.49X2X3−4.95X1

2−6.02X2
2−4.55X3

2； 方 程 2：
Y活力=91.48+14.75X1+1.84X2−3.29X3−12.63X1X2+5.38
X1X3−5.55X2X3−12.04X1

2−9.31X2
2−26.61X3

2。由表 3
可知：方程 1回归模型的 F 值=165.50，在 α=0.05
水平上的回归具有极显著性；相关系数 R2=99.53，
校正系数 =0.959 1，失拟项 P=0.510 6，失拟

不具有显著性，表明该模型的实测值与预测值之

间拟合度良好，可用于预测原生质体产量的实际

情况；X2、X2X3、X1
2、X2

2 和 X3
2 对结果的影响极

显著 (P<0.01)，3个因素对原生质体产量的影响

大小为酶解液组成>酶解时间>预制液浓度。由

表 4可知：方程 2回归模型的 F 值=36.31，P<0.05，
相关系数 R2=97.90，校正系数 =0.944 8，失拟项

P=0.067 1>0.05，表明该模型的实测值与预测值之

间拟合度良好，可用于预测原生质体活力的实际

情况；X1 和 X3
2 对结果的影响极显著 (P<0.01)，

3个因素对原生质体活力的影响大小为预制液浓

度>酶解时间>酶解液组成。综上所述，3个因素

对原生质体产量和活力的影响不同，预制液浓度
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注：与 0.5 mol/L相比，原生质体产量或原生质体活力显著 (a，P<0.05)或极显著 (b，P<0.01)升高或降低。

Note: Compared with 0.5 mol/L, the yield or vitality of protoplasts significantly (a, P<0.05) or extremely significantly (b, P<0.01) increased or decreased.

图 2    不同预制液浓度下原生质体的产量和活力

Fig. 2    Protoplast yield and vitality under different concentrations of preparation solution
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和酶解液组成在 2个评价指标体系中影响力排序

差异较大，提示在原生质体制备过程中需要对各

因素的不同水平组合进一步优化，以保证优化的

制备方法能够兼顾原生质体的产量和活力。
 

2.2.2   影响因素交互作用分析

基于上述多元二次回归方程得到响应面图

形，以预制液浓度 (X1)、酶解液质量分数 (X2)和
酶解时间 (X3)构成的三维空间曲面图，可在固定

其中 1个因素不变时考察另外 2个因素对试验评

价指标 (即原生质体产量或活力)的两两交互作

用。由图 3可知：随着 X1、X2 和 X3 的增加，原生

质体的产量呈先升高后降低的曲线型变化，X2 方

向上的曲面坡度最陡；各等高线图中，仅 X2—
X3 的等高线呈椭圆形，表明这 2个因素的交互作

用对原生质体产量的影响较强，且 X2 的等高线

密集程度较 X3 大，颜色变化也更大，表明原生

 

表 3   原生质体产量回归模型方差分析

Tab. 3    Variance analysis of protoplast yield regression model
 

来源

source
平方和

sum of sequence
自由度

degree of freedom
均方

mean square
F值

F-value
P值

P-value

模型 model 416.88 9 46.32 165.50 <0.000 1**
X1 0.67 1 0.67 2.40 0.165 0

X2 18.24 1 18.24 65.17 <0.000 1**

X3 6.96 1 6.96 24.85 0.001 6*

X1X2 0.13 1 0.13 0.48 0.512 5

X1X3 0.02 1 0.02 0.09 0.778 0

X2X3 8.85 1 8.85 31.62 0.000 8**

X1
2 103.18 1 103.18 368.65 <0.000 1**

X2
2 152.35 1 152.35 544.34 <0.000 1**

X3
2 86.99 1 86.99 310.80 —

残差 residual 1.96 7 0.28 — —

失拟项 lack of fit 0.80 3 0.27 0.91 0.510 6

纯误差 pure error 1.16 4 0.29 — —

校正总和 calibration sum 418.83 16 — — —
注：“**”表示影响极显著 (P<0.01)，“*”表示影响显著 (P<0.05)；下同。

Note:“**” indicates an extremely significant impact (P<0.01), “*” indicates a significant impact (P<0.05); the same as below.

 

表 4   原生质体活力回归模型方差分析

Tab. 4    Variance analysis of protoplast vitality regression model
 

来源

source
平方和

sum of sequence
自由度

degree of freedom
均方

mean square
F值

F-value
P值

P-value

模型 model 7 032.10 9 781.34 36.31 <0.000 1**
X1 1 740.50 1 1 740.50 70.30 <0.000 1**

X2 27.01 1 27.01 1.09 0.331 0

X3 86.46 1 86.46 3.49 0.103 9

X1X2 637.56 1 637.56 25.75 0.001 4*

X1X3 115.56 1 115.56 4.67 0.067 6

X2X3 123.21 1 123.21 4.98 0.060 9

X1
2 610.36 1 610.36 24.65 0.001 6*

X2
2 365.34 1 365.34 14.76 0.006 4*

X3
2 2 982.56 1 2 982.56 120.47 <0.000 1**

残差 residual 173.31 7 24.76 — —

失拟项 lack of fit 139.34 3 46.65 5.47 0.067 1

纯误差 pure error 33.97 4 8.49 — —

校正总和 calibration sum 7 205.41 16 — — —

  124 云南农业大学学报 第 39 卷  



质体产量对 X2 的变化更敏感。由图 4可知：X1

的曲面图坡度最大，提示 X1 对原生质体活力的

影响较大；X2—X3 的等高线呈椭圆形，其余均接

近圆形，表明 X1 与 X2 的交互作用对原生质体活

力的影响较显著，且 X1 的等高线密集程度较 X2

大，颜色变化也更大，表明原生质体活力对 X1

的变化更敏感。

响应面分析得到的两两因素交互作用结果与

方差分析结果一致，因此，可以用于预测花菱草原

生质体制备的最优条件，即预制液浓度 0.82 mol/L，
酶解时间 5.93 h，酶解液组成为 1.5%纤维素酶+
0.4%离析酶+0.3%果胶酶，在此条件下预测的花

菱草原生质体产量为 13.57×106 个 /mL，活力为

91.92%。
 

2.3    罂粟科植物原生质体提取体系的验证

根据预测花菱草原生质体制备的最优条件对

 

产量×106/(个·mL−1)
yield

产量×106/(个·mL−1)
yield

产量×106/(个·mL−1)
yield

X1

X
2

a)

2.00 100

90

80
70

60
50

40

100

90

80
70
60
50
40

100

90

80

70
60

50

40

7.00
6.50

6.00
5.50

5.00 1.00
1.20

1.40
1.60

1.80
2.00

2.00
1.80

1.60
1.40

1.20
1.00

0.90
0.85

0.80
0.75

0.70

0.70
0.75

0.80
0.85

0.90

5.00
5.50

6.00
6.50

7.00

1.80

1.60

1.40

1.20

1.00

7.00

6.50

6.00

5.00

7.00

6.50

6.00

5.50

5.00

5.50

0.70 0.75 0.80 0.85 0.90

0.70

1.00 1.20 1.40 1.60 1.80 2.00

0.75 0.80 0.85 0.90

X1

X
3

b)

X2

X
3

c)

产
量

×
1
0

6
/(
个

·m
L
−1

)

y
ie

ld

产
量

×
1
0

6
/(
个

·m
L
−1

)

y
ie

ld
产

量
×

1
0

6
/(
个

·m
L
−1

)

y
ie

ld

d)

X
2

X1

X3X
1

X
3

e)

 X2

f)

 
注：X1. 预制液浓度，mol/L；X2. 酶解液质量分数，%；X3. 酶解时间，h；下同。

Note: X1. concentration of preparation solution; X2. mass fraction of enzymolysis solution; X3. time of enzymolysis; the same as below.

图 3    各因素对原生质体产量影响的等高线图 (a~c) 和交互作用曲面图 (d~f)
Fig. 3    Contour plots (a-c) and profiles of surface response (d-f) in the optimization of two variables for protoplast yield
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提取条件进行验证，结果为花菱草叶片原生质体

产量为 (15.18±1.68) ×106 个/mL，原生质体活力为

(92.17±1.76)%。由图 5和表 5可知：罂粟科 3个

亚科的植物叶片中均成功获取原生质体，且原生

质体活力均大于 80%。 

3   讨论
 

3.1    预制液浓度对原生质体制备的影响

原生质体是经机械法或酶解法脱离细胞壁的

均一稳定的植物细胞，可以帮助扩大基因工程技

术的应用范围[25]。原生质体分离过程中受预制液

溶质类型和浓度的影响，渗透有助于维持原生质

体的膨压[26]，因此，将花菱草叶片在甘露醇预制

液中浸泡 20 min，其原生质体的产量和活力有明

显变化。本研究表明：当甘露醇浓度从 0.5 mol/L
增加到 0.8 mol/L时，原生质体的产量极显著增

加；当甘露醇浓度超过 0.8 mol/L时，原生质体

活力极显著下降，且原生质体的产量也下降，这

与钩藤原生质体提取的最佳预制液浓度[27]一致。

然而，不同物种的不同部位对预制液的敏感程

度不一致，如山茶花瓣的最佳预制液浓度为

0.5 mol/L[28]，棉花的根及银杏叶片的最适预制液

浓度为 0.4 mol/L[29-30]。预制液浓度对原生质体细

胞形状和活力均有显著影响，低浓度预制液不利
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图 4    各因素对原生质体活力影响的等高线图 (a~c) 和交互作用曲面图 (d~f)
Fig. 4    Contour plots (a-c) and profiles of surface response (d-f) in the optimization of two variables for protoplast vitality
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于原生质体分离，而高浓度预制液会破坏细胞膜

的完整性，影响原生质体的活力。此外，预制液

浓度还会显著影响原生质体的产量[31]。 

3.2    酶解液组成和酶解时间对原生质体制备的影响

适宜质量分数的酶解液是获取理想原生质体

产量的关键因素，质量分数过低和酶种类减少都

不利于细胞壁酶解，使原生质体产量不佳；而质

量分数过高可能会对细胞质膜的完整性[31]、原生

质体的生理和代谢活动产生不利影响。本研究

花菱草原生质体提取的最佳条件为：预制液浓

度 0.82 mol/L，酶解时间 5.93 h，酶解液组成为

1.5%纤维素酶+0.4%离析酶+0.3%果胶酶，该

条件下花菱草原生质体产量为 15.18 ×106 个/mL，
原生质体活力为 92.17%。

 

花菱草
Eschscholzia californica 

博落回
Macleaya cordata 

小果博落回
Macleaya microcarpa 

虞美人
Papaver rhoeas  

白屈菜
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荷包牡丹
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延胡索
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图 5    罂粟科不同亚科植物叶片的原生质体 (10×)
Fig. 5    Protoplasts in different subfamilies of Papaveraceae on bright field and dark field
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植物叶片的细胞壁组成存在一定的差异，选

择混合酶体系更有利于酶解。在不同酶解液组合

下原生质体释放的最佳时间不一致，酶解时间在

高质量分数酶解液体系中对原生质体产量和活力

的影响尤为明显。用相同的酶解液 (2.00%纤维

素酶+0.25%果胶酶)分离银杏叶肉、茎和根的原

生质体，可在 3~6 h内得到一定产量的原生质

体 [30]。棉花根在 1.50%纤维素酶+0.75%离析酶

的酶解液中酶解 3 h效果最佳，且不同生长期棉

花根的最佳酶解液浓度也不同[29]。不同品质、不

同部位的牵牛花在 2.0%纤维素酶+0.6%离析酶

的酶解液中均可获得理想的原生质体[32]。在斑叶

草原生质体制备过程中加入一定量的果胶酶，可

有效分离酶解不完全的叶片组织，原生质体分离

效果显著提高[14]。 

3.3    其他因素对原生质体制备的影响

中国分布有罂粟科植物 3亚科 18属[1]，因栽

培相对广泛且易获取，本研究选取了罂粟属、花

菱草属、白屈菜属、博落回属、角茴香属、荷包

牡丹属和紫堇属植物进行最佳原生质体制备方案

的验证，这些罂粟科不同亚科植物或相同亚科不

同属植物的叶片特性存在较大差异，导致其原生

质体个体大小和数量均有不同，因此，在相同倍

镜的视野下，相同取样量时原生质体数量不同。

植物叶片生长时间、结构特点和生长状态都会对

原生质体提取效果产生影响。如：秋冬季节的原

生质体产量和质量较低[33]；植物叶片越幼嫩，提

取效果越好，如花菱草、博落回、小果博落回和

虞美人所取叶片为嫩叶，原生质体的产量和活力

均比较理想；而紫堇和白屈菜的叶片因生长周期

较长，在酶解过程中原生质体产量相对较低。随

着叶片生长周期的延长，相同植物的叶片原生质

体形态、大小也会发生变化。因此，试验过程中

应根据试验需求选择适宜生长周期的植物叶片，

以获取理想产量及活力的原生质体。

原生质体具有发育成完整植株的能力[34]，但

类似研究在罂粟科植物中还处于起步阶段。本研

究建立的罂粟科植物原生质体制备体系具有高

效、可靠的特点，所获得的原生质体可用于原生

质体瞬时转化和表达，也可用于植物体细胞再

生、转录因子亚细胞定位、蛋白质相互作用和转

录因子活性的检测[13]，有助于解析罂粟科植物苄

基异喹啉生物碱的合成通路；但该合成过程主要

在博落回和花菱草的根部进行，因此，后续需要

进一步建立罂粟科植物根的原生质体制备体系，

为原生质体瞬时转染体系、原生质体细胞壁的再

生以及形成完整植株的体系提供技术支持，也为

药用植物遗传和育种研究奠定基础。 

4   结论

花菱草原生质体制备的最优提取条件为预制

液浓度 0.8 mol/L，酶解时间 6 h，酶解液组成为

1.5%纤维素酶+0.4%离析酶+0.3%果胶酶。对罂

粟科不同亚科多种药用植物进行了原生质体提取

和应用验证，进一步证明该条件可以对罂粟科植

物原生质体进行高效提取，可为后续单细胞测

序、遗传转化体系构建、原生质体融合育种及转

录组多样性分析等提供技术支撑。
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