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黄瓜离体叶绿体转化方法
王宏刚  白艳玲*  张文娟  刘盛海  王  勇  徐海津  张秀明  乔明强 

(南开大学生命科学学院, 天津 300071)

摘要      叶绿体是植物细胞内执行光合作用的半自主性细胞器, 叶绿体转基因是研究叶绿体

基因表达调控机制的重要技术。通常在细胞和组织水平进行转化时需要叶绿体同质化, 因此实验

周期较长。该文以无菌培养的黄瓜绿色子叶为材料, 通过差速离心分离叶绿体, 以0.33 mol/L山梨

醇为叶绿体洗涤和悬液, 在13 kV/cm电击电压条件下进行转化。经PCR、RT-PCR鉴定和荧光显微

镜观察, 证明外源基因能导入离体叶绿体并可进行表达。该方法有望为包括鉴定叶绿体表达载体

功能等基础性研究工作提供快捷途径。
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An In Vitro Cucumber Chloroplast Transformation Method

Wang Honggang, Bai Yanling*, Zhang Wenjuan, Liu Shenghai, Wang Yong, Xu Haijin, 

Zhang Xiuming, Qiao Mingqiang 
(College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China)

Abstract       Chloroplasts are semi-autonomous organelles in which photosynthesis takes place and 
chloroplast transformation is an important technique for investigating regulation mechanism of gene expression in 
the chloroplast. Transformation of chloroplasts by cells or tissues normally requires a long experimental period for 
achieving homoplasmic lines. In this paper, a chloroplast transformation method is reported, by which chloroplasts 
are isolated by differential centrifugation from green cotyledons of cucumber cultivated under sterile conditions, 
washed and suspended in 0.33 mol/L sorbitol, and then transformed by electroporation at 13 kV/cm voltage. The 
presence of exogenous gene and its expression in chloroplasts after transformation were confirmed by PCR, RT-
PCR and observation of GFP fluorescence by fluorescence microscopy. It is hopeful that this method can provide a 
quick way for identification of efficient chloroplast expression vectors and other basic research.
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植物细胞拥有细胞核、质体和线粒体三套基因

组。质体(plastid)起源于内共生的蓝细菌, 在光合组

织中的质体称为叶绿体(chloroplast)。叶绿体是植物

将太阳能转化成化学能的重要细胞器, 是生物维持生

存的能量源头。因此, 叶绿体功能相关研究一直得到

关注并成为当前生命科学研究的一个热门领域[1-3]。

技术与方法
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叶绿体基因组结构、基因表达方式及调控机制、叶

绿体发生发育与进化、细胞器间遗传物质传递等相

关研究对揭示植物各种生命代谢规律有重要的科学

价值, 转基因工程是研究叶绿体相关基础理论问题和

进行开发应用的有效途径[4-7]。

叶绿体作为生物反应器有三个主要的优势: (1)
高等植物叶肉细胞含有50~200个叶绿体, 每个叶绿

体中有多拷贝的基因组, 外源基因有望多拷贝和大

量表达; (2)叶绿体具有原核细胞的多基因共转录和

缺乏基因沉默机制, 一次转化可同时表达多个相关

基因; (3)多数被子植物的叶绿体基因以严格的母性

方式进行遗传, 叶绿体DNA在雄性生殖细胞发育过

程中消失, 最大限度地减少转基因花粉的扩散[8]。因

此, 以叶绿体转化为核心技术进行叶绿体基因表达

调控与其功能的关系、对植物生长发育的影响等基

础理论和应用研究日益受到重视。通过基因枪转化、

构建定点整合表达载体、组织或细胞培养等主要技

术, 在烟草、马铃薯、甜菜等一些高等植物以及单

细胞光合植物莱因衣藻中陆续开展并成功进行了叶

绿体的遗传转化 [9-11]。

虽然叶绿体基因工程已经取得了重要进展, 但
从转化的稳定性到实验技术和载体构建方略等还需

要进一步研究、完善和提高。由于叶绿体具有的双

层膜结构和多拷贝特点, 增加了在组织和细胞水平

进行叶绿体转化的难度[12]。即使细胞中部分叶绿体

能成功接受到外源DNA, 还需要在筛选压力下使已

经转化的叶绿体基因组不断同野生型基因组发生重

组与分离, 最终使细胞中保留下全部重组后的叶绿

体DNA。实现这样的转基因叶绿体基因组同质化的

过程比较漫长, 极大地推迟了包括叶绿体载体构建

中新元件组装效果等探索性研究的速度, 也成为影

响叶绿体转化研究与应用进程的一个重要因素[13-14]。

以离体方式进行细胞器转化操作比较方便, 能
对转化效果进行瞬时观察和检测, 是对上述耗时长、

难度大的组织和细胞水平叶绿体转基因技术的有效

和快捷补充方法。Koulintchenko等[15]将构建的带有

玉米DNA类质粒和GFP基因的表达载体与离体马铃

薯线粒体进行短暂共同培养, 通过外源基因摄取和

表达等相关研究, 证明了植物线粒体通过渗透转运

孔道复合物主动转运外源DNA。线粒体离体实验的

结果表明, 以离体转化方式开展叶绿体基因表达和

功能相关研究是可行的技术。

1   材料与方法
1.1   材料

“津研4号”黄瓜种子购自天津市绿丰园艺新技术

开发有限公司。实验材料取自无菌培养的黄瓜绿色

子叶。

1.2   转化质粒

叶绿体表达载体pDK53-pC3、pDK53-IL6-pC3
均为本实验室构建和保存。

1.3   试剂

叶绿体分离缓冲液是由Buffer A、Buffer B和
Buffer C组成的。 Buffer A包括25 mmol/L柠檬酸、

1.25 mol/L NaCl和0.25 mol/L抗坏血酸; Buffer B包

括50 mmol/L Tris-Cl、25 mmol/L EDTA(pH8.0)和
1.25 mol/L NaCl; Buffer C包 括0.15 mol/L NaCl和
0.1 mol/L EDTA(pH8.0)。

离体叶绿体培养液由2 mmol/L EDTA(pH8.0)、
1 mmol/L MnCl2、1 mmol/L MgSO4、10 mmol/L 
NaCl、50 mmol/L MES和0.3 mol/L山梨醇组成。

叶绿体裂解液由0.1 mol/L Tris-HCl、 5 mmol/L EDTA、

0.1 mmol/L NaCl, 1% SDS(pH8.0)和10 mmol/L巯基

乙醇组成。

实验所用的RNase-free DNase I、PCR和RT-
PCR相关试剂盒购自TaKaRa公司。

1.4   实验方法

1.4.1   黄瓜叶绿体的分离      将照光培养8~9 d的无

菌黄瓜苗放置于4 °C遮光过夜, 摘取8~10 g黄瓜绿色

子叶。用总量40 mL的叶绿体分离缓冲液Buffer A
在冰浴下进行研磨。然后经6层纱布过滤至50 mL离
心管中, 在4 °C下以2 600 r/min离心6 min。用25 mL
叶绿体分离缓冲液Buffer B悬浮沉淀, 再在4 °C下以

2 600 r/min离心8 min。用12 mL叶绿体分离缓冲液

Buffer C再次悬浮沉淀, 在4 °C下以3 000 r/min离心

8 min, 收集叶绿体。

1.4.2   离体叶绿体电转化      用0.33 mol/L山梨醇溶

液重悬叶绿体沉淀后, 在4 °C下以6 000 r/min离心

8 min, 重复这样的洗涤3~4次。最后, 用0.33 mol/L
山梨醇溶液重悬叶绿体, 并用细胞计数板计数, 调整

叶绿体悬液密度为(5~6)×106/mL, 冰浴。取150 μL叶
绿体溶液至1.5 mL离心管中, 加入约1 μg转化质粒

(叶绿体表达载体), 混匀后转入预冷的电转化杯中, 
以13 kV/cm电压电击, 电击时间5~6 ms为佳。电击

后迅速向电转化杯中加入叶绿体孵育液, 轻轻混匀
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后转移到1.5 mL离心管中, 在150 r/min和25 °C条件

下避光孵育20 min, 之后可转4 °C避光过夜。

1.4.3   离体叶绿体转化后PCR和RT-PCR鉴定      在
4 °C下以6 000 r/min离心8 min, 收集经电转化和孵

育的叶绿体。用1 mL叶绿体孵育液重悬叶绿体, 然
后再离心, 重复2次。取84 μL孵育液重悬叶绿体, 加
入6 μL RNase-free DNase I和10 μL Buffer, 25 °C消

化2 h。加入4 μL浓度为0.5 mol/L的EDTA, 至终浓

度为20 mmol/L, 以终止DNase I反应。在4 °C条件下, 
6 000 r/min离心8 min, 收集叶绿体, 用0.33 mol/L山
梨醇洗叶绿体沉淀2~3次, 取部分上清作为模板进行

PCR, 检测叶绿体外是否残留转化质粒。向叶绿体

沉淀中加入400 μL裂解液, 65 °C水浴20 min。
提取叶绿体DNA时向叶绿体裂解液中加入

200 μL浓度为5 mol/L的KAc(pH7.0), 冰浴25~30 min。
4 °C下以12 000 r/min离心20 min, 取上清并加入

200 μL Tris-酚和200 μL氯仿/异戊醇, 振荡后以

12 000 r/min离心10 min, 取上清; 加入1/10倍体积

的3 mol/L NaAc和2.5倍体积无水乙醇, −20 °C冰箱

过夜沉淀核酸。次日以12 000 r/min离心15 min, 弃
上清。用70%乙醇洗沉淀2次, 37 °C温箱烘干后用

ddH2O溶解叶绿体DNA沉淀。以提取的叶绿体DNA
为模板, 依据叶绿体表达载体pDK53-pC3上的外源

基因GFP序列设计如下PCR鉴定的引物, 上游引物: 
5′-TGG AGT TGT CCC AAT TCT TG-3′; 下游引物: 
5′-TGT GTA ATC CCA GCA GCT G-3′。反应体系

为: ddH2O 13 μL, 10×rTaq buffer 2 μL, 上下游引物

(20 μmol/L)各1 μL, dNTP(20 mmol/L)1.6 μL, rTaq 
DNA聚合酶(5 U/μL)0.2 μL, 模板(1~20 ng)1 μL。总

体系为20 μL。PCR反应程序为: 94 °C预变性5 min, 
94 °C变性50 s, 58 °C退火50 s, 72 °C延伸50 s, 30个
循环; 72 °C延伸10 min, 4 °C保存。

提取叶绿体RNA时向叶绿体裂解液中加入40 μL
浓度为2 mol/L的KCl, 混匀后置于冰上10~20 min。
4 °C下以12 000 r/min离心10 min, 取上清于新离心

管中, 加入等体积苯酚/氯仿/异戊醇(251׃24׃)混匀, 
冰浴30 min; 4 °C下以12 000 r/min离心10 min, 取上

清于新离心管中, 加入等体积氯仿/异戊醇(241׃), 冰
浴30 min; 4 °C下12 000 r/min离心10 min, 取上清于新

离心管中, 加入1/3体积和浓度为8 mol/L的LiCl, 4 °C
过夜。次日, 在4 °C下以12 000 r/min离心10 min, 弃
上清, 室温下干燥15 min; 在冰上分别加入40 μL的

DEPC-ddH2O、4 μL 浓度为3 mol/L的NaAC(pH6.0)
和110 μL无水乙醇, 混匀后−20 °C过夜。次日, 仍在

4 °C下以12 000 r/min离心10 min, 弃上清, 室温下

干燥15 min。用DEPC-ddH2O溶解RNA沉淀。取

71 μL RNA溶液, 分别加入0.5 μL RNase-free DNase 
I、8 μL DNase I Buffer和0.5 μL RNase抑制剂, 在
37 °C水浴中温育40 min。之后分别加入120 μL 
ddH2O、100 μL氯仿/异戊醇和100 μL水饱和酚, 混
匀后, 在4 °C下12 000 r/min离心10 min。将离心后

分层的液体中上层清液转至另一个离心管中, 加入

1/10体积浓度为3 mol/L的NaAc和2.5倍体积的无水

乙醇, 混匀后, 在−20 °C下静置超过4 h。在4 °C条件

下12 000 r/min离心15 min, 弃上清, 加入1 mL 70%乙

醇清洗沉淀, 然后在4 °C下以12 000 r/min离心10 min。
弃上清, 风干后溶解于20 μL ddH2O中。以所提取的

叶绿体RNA为模板进行RT-PCR, 所用引物是依据叶

绿体表达载体pDK53-IL6-pC3上外源基因IL6序列

设计的, 上下游引物分别为5′-ATG AAC TCC TTC 
TCC ACA AG-3′和5′-CTA CAT TTG CCG AAG AGC 
C-3′。cDNA第一链的合成按照使用TaKaRa公司

PrimeScript TM II 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂

盒说明书介绍的方法进行。后续PCR条件同前面介

绍, 进行30个循环。为了检测经DNase I消化后RNA
中是否残留了转化载体DNA, 以上述转化组叶绿体

RNA为模板, 用Taq酶同时进行PCR作为负对照。

2   结果
2.1   离体叶绿体电转化效果分析

按本文方法将分离的黄瓜叶绿体进行电转化

和25 °C短时避光孵育, 放置4 °C过夜后在显微镜下

观察其形态。结果如图1所示, 与图1A转化前相比, 
高压电击后的离体叶绿体经孵育复苏后形态没有明

显差别(图1B), 其结构基本保持较好。        
通过PCR检测叶绿体表达载体导入的结果如

图2所示, 以转化组叶绿体DNA为模板扩增出与预

期660 bp长度一致的外源基因GFP序列, 以经过

RNase-free的DNase I消化后的黄瓜离体叶绿体沉淀

上清为模板进行的扩增, 其结果没有预期的扩增产

物, 说明叶绿体外未转入的载体DNA已被核酸酶彻

底消化, 未造成假阳性干扰。以不加PCR模板的为

空白对照。PCR检测结果证明, 经电转化已将外源

叶绿体表达载体导入到离体叶绿体中。
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2.2   转化后离体叶绿体中外源基因的表达鉴定

按照本方法提取叶绿体RNA, 并分别在叶绿体

裂解前后用RNase-free的DNase I消化未转入的残留

转化载体和叶绿体DNA, 再以转化载体上的外源基

因设计的引物进行RT-PCR。
以转化载体pDK53-pC3上外源GFP基因设计的

引物进行RT-PCR的分析。以转化载体pDK53-pC3
为模板扩增的为阳性对照, 以叶绿体RNA为模板进

行的实验组RT-PCR, 结果获得了与阳性对照相同长

度(660 bp)的扩增产物, 以实验组对应的叶绿体沉淀

上清为模板的RT-PCR, 结果没有扩增产物, 表明叶

绿体外未转入的载体DNA消化彻底(图3)。
以表达载体pDK53-IL6-pC3上外源基因IL6设

计的引物进行RT-PCR的鉴定结果见图4。以pDK53-

IL6-pC3为模板扩增的为阳性对照, 以转化的叶绿体

RNA为模板进行的RT-PCR获得了与阳性对照组相

同的预期长度为639 bp的扩增产物, 以转化的叶绿

体RNA为模板进行的PCR, 其结果没有扩增产物, 说
明叶绿体内DNA已被核酸酶消化彻底, 没有对RT-
PCR造成假阳性影响。本实验以未转化组叶绿体

RNA为模板进行的RT-PCR作为负对照。RT-PCR
的鉴定结果证明, 转入离体叶绿体中的载体pDK53-
IL6-pC3上外源基因IL6在转录水平进行了表达。

取经转化和孵育后的黄瓜离体叶绿体进行滴

片, 在荧光显微镜下进行观察, 结果如图5和图6所
示。图5是未经转化的离体黄瓜叶绿体在绿光和蓝

光激发下的荧光对照; 图6为转入带GFP基因的叶绿

体表达载体pDK53-pC3的黄瓜叶绿体实验组, 在相

M: DNA分子标准DL2000; 1: 以转化叶绿体DNA为模板扩增外源GFP基因(660 bp); 2: 以转化叶绿体沉淀上清为模板板扩增外源GFP基因; 3: 
不加模板的空白对照。

M: DL2000 DNA Marker; 1: amplification GFP (660 bp) with transformed chloroplast DNA as template; 2: amplification GFP with supernatant of 
chloroplast precipitation as template; 3: amplification without template.

图2  黄瓜离体叶绿体转化pDK53-pC3的PCR鉴定

Fig.2   Identification of isolated chloroplast transformated with pDK53-pC3 by PCR
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2 000

1 000

750

500

250

M 1 2 3

图1    离体黄瓜叶绿体电转化前(A)后(B)的形态 
Fig.1   Morphology of isolated cucumber chloroplasts before (A) and after (B) electroporation

A B

10 μm
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M: DNA分子量标准DL2000; 1: 阳性对照(扩增pDK53-pC3转化载体上660 bp的GFP基因); 2: 以转化的叶绿体RNA为模板RT-PCR结果; 3: 以实

验组叶绿体沉淀上清为模板的RT-PCR结果。

M: DL2000 DNA Marker; 1: positive control (amplification 660 bp GFP gene with the transformed vector pDK53-pC3 as template); 2: the result of RT-
PCR with transformed chloroplast RNA as template; 3: the result of RT-PCR with supernatant of chloroplast precipitation as template.

图3   离体黄瓜叶绿体转化pDK53-pC3的RT-PCR鉴定 
Fig.3   Identification of isolated chloroplasts transformated with pDK53-pC3 by RT-PCR
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1 000

750

500

M 1 2 3

M: DNA分子量标准DL2000; 1: 阳性对照(以pDK53-IL6-pC3表达载体为模板扩增639 bp的IL6基因); 2: 以DNase I处理后的转化叶绿体RNA为模

板RT-PCR结果; 3: 以DNase I处理后的转化叶绿体RNA为模板PCR结果; 4: 阴性对照(以未转化组叶绿体RNA为模板的RT-PCR结果)。
M: DL2000 DNA Marker; 1: positive control (amplification 639 bp IL6 gene with the transformed vector pDK53-IL6-pC3 as template); 2: the result of 
RT-PCR with transformed chloroplast RNA as a template after DNase I treatment; 3: the result of RT-PCR with supernatant of chloroplast precipitation 
as a template after DNase I treatment; 4: negative control (RT-PCR with non transformed chloroplast RNA as a template).

图4   离体黄瓜叶绿体转化pDK53-IL6-pC3的RT-PCR鉴定

Fig.4   Identification of isolated chloroplasts transformated with pDK53-IL6-pC3 by RT-PCR
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A: 绿色激发光; B: 蓝色激发光; C: 合成图。

A: green light excitation; B: blue light excitation; C: merge of A and B.
图5   未转化的黄瓜离体叶绿体荧光蛋白质观察

Fig.5   Observation of fluorescent protein in non transformed isolated cucumber chloroplasts
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同的绿光和蓝光激发下的检测。结果显示, 实验组

在蓝光下绿色荧光有所增亮, 表明一些离体叶绿体

中导入的转化载体上的GFP基因在翻译水平可能进

行了表达。 

3   讨论 
离体叶绿体电转化效果与叶绿体分离的质量

密切相关, 本方法中将照光培养8~9 d的无菌黄瓜苗

放置4 °C遮光过夜, 目的是消耗叶绿体内的淀粉粒, 
减少由于研磨植物材料时淀粉粒的挤轧造成叶绿

体膜的破裂。电转化是广泛应用于动植物和微生

物细胞转化的常用技术, 其高强度电场对生物膜产

生瞬时性通透作用, 电击体系和条件的选择直接影

响电转化的效果, 不当操作可能会因生物膜破损严

重造成大量的细胞死亡。在黄瓜离体叶绿体电转

化中用0.33 mol/L山梨醇洗涤要充分, 这样才能保

证在13 kV/cm高压电击下不发生短路, 电击时间才

能控制在转化效果比较理想的5~6 ms范围, 而且经

过25 °C短时避光孵育和4 °C过夜后黄瓜离体叶绿体

的显微形态与结构仍然保持较好。

本文对转化的离体叶绿体进行PCR和RT-PCR
的鉴定结果证明, 应用此项技术不仅能将载体DNA
导入黄瓜离体叶绿体中, 而且GFP和IL6这2种不同

的外源基因在转录水平都能进行表达。但荧光显微

镜观察发现, 特异的绿色荧光蛋白质量并不显著, 推
测这种结果可能与外源基因在翻译水平的表达有

关。关于叶绿体翻译系统的最新研究表明, 起源于

蓝藻的叶绿体与大肠杆菌相似, 存在3种非叶绿体核

糖体蛋白[16]。Bock等[17]通过叶绿体转化和基因敲除

技术研究烟草叶绿体翻译机制, S15和L33双敲除导

致质体自养条件下的生物合成致死, 但这种致死效

应可通过升温生长被解除。Larray等[18]在马铃薯质

体转基因表达研究中也证实, 照光处理能大幅度提

高重组蛋白的表达量。这些研究表明, 叶绿体基因

表达在翻译水平受到生长条件的控制, 本文采用的

是离体叶绿体转化系统, 与组织和细胞水平转化不

同, 叶绿体受外部影响更直接, 推测外源基因在翻译

水平出现表达波动可能与之有关。正因为如此, 利
用叶绿体离体转化可能成为研究环境与叶绿体基因

在翻译水平调控机制的新体系。
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