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Wheat Protoplasts Preparation and Transformation Kit  
小麦原生质体制备与转化试剂盒 

 

产品编号 产品名称 包装规格 

NBS0238-5T 小麦原生质体制备与转化试剂盒 5T 

 

产品简介： 

植物原生质体是指去除掉细胞壁后由细胞膜包被的具有生命活力的植物细胞体。本试剂

盒通过酶解法消化水稻幼苗的细胞壁，分离原生质体。获得的原生质体可以用于亚细胞定位、

转录因子的调控、蛋白活性分析以及蛋白与蛋白相互作用等方面的研究。 

本试剂盒包含原生质体制备和转化需要的全部试剂，每次制备的原生质可支持 20 个以

上的转化反应。 

 

产品特点： 

1. 高活高得率：酶解体系精准优化，原生质体形态完整、活性高，得率稳定有保障，为高

效转化筑牢基础。 

2. 转化效率优：专用转化液适配水稻特性，阳性对照转化效≥50%，荧光信号清晰，实验结

果稳定可重复。 

3. 一站式即用：涵盖从原生质体制备到 PEG 介导转化全流程预配试剂，无需复杂自制，新

手也能快速上手。 

 

保存条件:  

按照说明书温度保存，1 年有效。 

 

产品组成：  

组分 名称 规格 保存 

NBS0238-A 酶解缓冲液 EB 2x25ml -20℃保存 

NBS0238-B 酶 E1 0.5g -20℃保存 

NBS0238-C 酶 E2 0.1g -20℃保存 

NBS0238-D BSA（10%） 1ml -20℃保存 

NBS0238-E AMP（100mg/ml） 50μl -20℃保存 



                         Shanghai Nonin Biological Technology Co., Ltd.             http://www.noninbio.com 

我的承诺，您的安宁-上海诺宁生物科技有限公司                   2 / 6                   专业试剂耗材仪器供应商
                         

NBS0238-F 培养液 CS 3x125ml RT 保存 

NBS0238-G 重悬液 RS 15ml RT 保存 

NBS0238-H 转化液 TS 10ml RT 保存 

NBS0238-I β-ME 50μl RT 保存 

NBS0238-J 细胞筛 5 个 RT 保存 

NBS0238-K 刀片 5 个 RT 保存 

 

产品使用：  

1．自备实验仪器与耗材： 

低温水平离心机；水浴锅；0.45μm 针头滤器；50ml 圆底离心管；2ml 圆底离心管；去

尖的灭菌蓝枪头和黄枪头； 

2．酶解液配制（当天制备） 

配制顺序 组分 10ml 体积 

第一步 

酶解缓冲液 EB 8ml 

酶 E1 0.075g 

酶 E2 0.015g 

第二步 搅拌溶解，55℃水浴 10min，期间颠倒混匀 2-3 次，冷却后再加入以下成分 

第三步 

BSA（10%） 100μl 

AMP（100mg/ml） 5μl 

β-ME 3μl 

第四步 去离子水定容 

第五步 过滤除菌（选做） 

注： 

1．酶解液必须现配现用； 

2．培养液 CS 和重悬液 RS 使用前需冰上预冷； 

3．转化液 TS 若出现结晶，65℃水浴完全溶解后，冷却至室温待用。 

3. 原生质体的制备 

1. 准备培养 7-14 天的小麦幼苗，取出 5-10 株（约 1g，视生长状态而定），去除根部及叶

尖后，沿垂直于生长方向，用锋利刀片切割成 0 .5–1.0 mm 的小段。越细越好，不要撕扯。 
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注：建议使用无菌苗，效果更佳；若使用土培苗，需用无菌水充分冲洗擦干后使用。 

2．将切好的小段放入装有 10ml 酶解液的 50ml 三角瓶中（或细胞培养皿中），用锡纸包裹，

瓶口留口，抽真空 30min（15Hg/50kpa/0.5）。 

3．避光 28℃，60rpm 摇床孵育 4-5h。最后 2min 提高转速到 100rpm，释放原生质体。

此时可以取一滴进行镜检，如果细胞圆而发亮，则健康，继续往下做；如果细胞扁且发黑，

则弃去。 

4．酶解结束前准备：细胞筛卡在在圆底 50ml 离心管口，用 1ml 培养液 CS 润洗细胞筛后，

弃废液待用；4℃预冷离心机，加速、减速加速度设置为 3，转速 150g。 

5．酶解结束后，向三角瓶中缓缓加入与酶解液等体积的培养液 CS，适当用力摇 10s，将酶

解液混匀释放原生质体，酶解产物用细胞筛过滤；用适量的培养液 CS 冲洗三角瓶中剩余的

酶解产物到细胞筛过滤；最后用镊子或枪头轻轻挤压酶解物以充分释放原生质体，再用适量

的培养液 CS 冲洗细胞筛几次，最后的滤液体积不要超过离心管容量。 

6．选用水平转子。配平后，150g 离心 5min，加速、减速加速度为 3。 

7．小心拿出离心管，用 1ml 去尖枪头小心吸走上清，也可以使用电动移液器或台泵（把速

度调的稍低一点，小心吸取，切勿碰到原生质体）。管底沉淀即为原生质体。 

8．缓缓加入 4ml 培养液 CS，将离心管沿竖直方向，左右倾斜至 45°角，缓慢晃动使原生质

体重悬。冰浴 30min，同时取样按第 9 步镜检计数。 

9．镜检计数 

如下图所示，在血球计数板上加上一个盖玻片，分别从两侧凹槽加入样品。使用中央区域长

和宽都是 1mm 的方形区域进行计数（25 个中方格）。分别统计正方形四个顶角和中央的小

正方形的细胞数量，取平均值再乘以 25（正方形被分成了 25 个小正方形），计算该区域的细

胞数量，该区域的体积为 0.1μl（长 1mm，宽 1mm，高 0.1mm）。计算获得的细胞数量。

原生质体浓度（个/ml）=25 个中方格原生质体数×104×稀释倍数。 
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10．30min 后，原生质体将自然沉降于管底。若沉降不彻底，可采用 150g 离心 2min，升

降加速度均设为 3。小心吸去上清，缓慢加入重悬液 RS，重悬原生质体，确保原生质体密度

为 2×105/ml 以上（加入重悬液的体积=100μl×转化数，并多预留 200μl）。 

4. 原生质体的转化 

1．在冰浴期间准备：在 2ml 灭菌圆底离心管中加入体积 10μl、总量 2-10μg 的质粒（建议

使用去内毒素质粒；体积不足用无菌 ddH2O 补足；大的质粒，则用 10μg，比如 GFP 融合

质粒）。 

2．向 2ml 离心管中（已加入 10μl 质粒）加入 100μl 重悬后的原生质体，轻轻拍打混匀。 

3．加入 110μl 转化液 TS，轻轻拍打混匀并计时，室温避光孵育 15min。 

注：原生质体和转化液较难混匀，请耐心拍打，直至充分混匀。 

4．孵育结束后，缓缓加入 440μl 培养液 CS，立即轻柔上下颠倒混匀以终止转化反应。 

5．将离心机转头换成 2ml 的小转头，150g 离心 3min，加速、减速加速度为 3。在不损失

原生质体的情况下，用 200μl 枪头尽可能吸走上清。 

6．加入 1ml 培养液 CS，轻轻拍打重悬原生质体。150g 离心 3min，加速、减速加速度为 3。

小心吸走上清。 

7．加入 1ml 培养液 CS，轻轻混匀后平置离心管，28℃（或室温）暗培养 12-16hrs（不要

短于 8 hrs 或者超过 24 hrs，最好 8-16 hrs 之内）。 

8．培养结束后，缓慢拿起离心管，轻轻拍打重悬原生质体，离心管室温垂直，静置 3min 后

再离心，150g 离心 3min，加速、减速加速度为 3，去除大部分培养液，仅留底部 100μl，

用于后续实验。用去尖黄枪头吸取 10μl 滴在载玻片上观察（每次吸取观察前，轻轻拍打混匀，

因为重力作用，大部分原生质体有可能会沉淀在底部）。 

 

注意事项： 

1. 分离细胞壁后的原生质体非常脆弱，整个实验操作过程需要尽可能温柔的操作。 

2. 离心时为了避免与管壁摩擦导致原生质体破裂，建议使用水平转子。若无水平转子，适

当调整离心力和离心时间等参数。 

3. 实验中使用去尖的枪头，避免原生质体破裂。 

4. 转化时推荐添加阳性对照。 

5. 培养液 CS 和重悬液 RS 容易被微生物污染，建议适当分装后使用；或者开盖后置于 4℃

放置。如果溶液出现絮状物等污染，少量污染可以用 0.22μm 过滤器过滤后使用，大量

污染丢弃。 

6. 为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。 
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实验数据： 

1. 使用本试剂盒处理小麦幼苗获得的原生质体效果图 

图：取生长 14 day 的小麦幼苗(1 g)，经过酶解、过滤后，取少量滤液在光学显微镜下观察

游离的原生质体见上图。 

2. 使用本试剂盒处理获得的小麦原生质体转化效果图 

图：将 7μg 去内毒素的 pB121-eGFP，转入小麦原生质体，图左为明场，图右为荧光。 

 

 

 

 

 

 

 

本产品仅用于生命科学研究，不得用于医学诊断及其他用途！ 
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相关产品： 

产品编号 产品名称 包装规格 

NR0355-100mg Driselase, from Basidiomycetes Sp. 崩溃酶 100mg 

NBS4942-100mg 分散酶（中性蛋白酶）Dispase II 100mg 

NBS9032-1g Macerozyme R-10 离析酶 R-10 1g 

NBS9054-1g Cellulase RS  纤维素酶 RS 1g 

NBS9510-1g Cellulase R-10 纤维素酶 R-10 1g 

NBS8050-1g Snailase 蜗牛酶 1g 

NBS8057-100mg Pectolyase Y-23 果胶酶 Y-23 100mg 

NBS8058-50KU 半纤维素酶，来源于黑曲霉 50KU 

NBS0235-40T 植物原生质体分离与转化试剂盒 40T 

NBS0236-10T 拟南芥原生质体制备与转化试剂盒 10T 

NBS0237-5T 水稻原生质体制备与转化试剂盒 5T 

NBS0238-5T 小麦原生质体制备与转化试剂盒 5T 

NBS0239-10T 生菜原生质体制备与转化试剂盒 10T 

 

https://www.noninbio.com/product-15422-41090.html
https://www.noninbio.com/product-15422-41090.html
https://www.noninbio.com/product-15422-13746-83366.html
https://www.noninbio.com/product-15422-13746-83366.html
https://www.noninbio.com/article-19654-145457.html
https://www.noninbio.com/article-19654-145457.html
https://www.noninbio.com/article-19654-145449.html
https://www.noninbio.com/article-19654-145449.html
https://www.noninbio.com/article-19654-145415.html
https://www.noninbio.com/article-19654-145415.html
https://www.noninbio.com/article-19654-150922.html
https://www.noninbio.com/article-19654-150922.html
https://www.noninbio.com/article-19654-151188.html
https://www.noninbio.com/article-19654-151188.html
https://www.noninbio.com/article-19654-151189.html
https://www.noninbio.com/article-19654-151189.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157340.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157340.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157341.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157341.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157342.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157342.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157343.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157343.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157344.html
https://www.noninbio.com/article-19654-157344.html

