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图 1 两种不同的薄荷品种的叶片照片（E33，E47）以及用这两品种的

原生质体融合产生的杂交植物叶片的图片（中间）

Eppendorf多功能电转仪
在薄荷原生质体的体细胞杂交实验中的使用

细胞融合是产生具有新特性细胞的技术基础，分为化学诱

导方法：PEG（聚乙二醇）和电融合方法。这项技术在自

然科学的基础研究、药物学测试、生物工程应用和植物育

种这些领域得到广泛的应用。

除了哺乳动物细胞融合这方面，通过原生质体间的融合产

生植物的杂交体也是一项极为重要的应用，这个植物杂交

体产生的过程称之为体细胞杂交（SH）。与传统经典的植物

育种方法相比，SH 具有其自身的优势，基因多样性可以在

短时间内得到迅速扩增，对那些难以通过自然杂交育种方

法产生或杂交效率很低的植物系来说，SH 方法提供了一个

可行途径。另外，SH 突破了以往的转化极限，只需把微量

的基因元素导入目标基因背景，从而能扩增染色体数量或

倍性，达到增加产量的目的（即：杂种优势效应） 。

细胞融合方法中电融合法的优势在于操作方便快捷，对原

生质体伤害更小，实验效率更高。它包括三个过程，第一

阶段：排列；细胞膜紧密相接触彼此吸引；第二阶段：在

高电场下非常短的电脉冲，在细胞膜上产生电穿孔，然后

就是融合过程；第三个阶段：后排列，细胞膜仍然相互接

触直到形成稳定的胞膜联接；至此，细胞融合全过程就圆

满结束了。

以下实验就是以薄荷为对象摸索原生质体融合的最佳参数，

创造一个新的、比以往更适合于薄荷醇生产的薄荷品种。

植物

用于电转的薄荷品种：Mentha piperita 变异体 Piperita 

multimentha、Mentha piperita 变异体 Piperita mitcham 

和 Mentha suaveolens Ehrh。由于花房植物的产量和传代

速度非常低，我们使用了体外培养的植株。

电融合仪器和配件

Eppendorf的多功能电转仪 Multiporator是一台电穿孔仪器，

整合了电融合的模式，使用特定的插件可将不同的融合杯与

仪器相连（图 2A），比如说 Eppendorf 的螺旋杯（电极间

距为 0.2 mm，能容纳 250 µl）；Eppendorf的微融合杯（电

极距离为 0.2 mm）（图 2B）用于在显微镜下观察实验过程

以优化实验参数。

图 2B：Eppendorf

的微量融合杯

图 2A：带螺旋融合杯的

Eppendorf多功能融合仪

E33

Hybrid E47

Mastercycler ep realplex  S Impluse

通过优化 PCR 反应的退火温度，可以尽可能地减少体系内

的非特异扩增；但是，另一个非特异扩增的易发环节即

PCR 反应由初始到第一次高温变性这一时相，对 PCR 反应

特异性的破坏作用不容忽视。

原因有二：首先普通 Taq 酶在常温即有活性，在 PCR 反应

由初始室温到第一次高温变性这一升温的过程中，很容易在

低于特异性退火温度下发生非特异性退火或引物二聚体的延

伸；其次，这些非特异性扩增产物又会作为模板，在其后的

正式循环中数量逐级放大。

因此，尽可能缩短 PCR反应由初始室温到第一次高温变性

这一升温过程所需要的时间，不失为一种提高 PCR 反应特

异性的有效手段。

基于 Mastercycler ep realplex S , 银制样品槽的 Impluse 功

能是 Eppendorf 独创的新颖的仪器层面的热启动理念，可

极大地提高定量 PCR 的特异性与 SYBR Green I 法荧光定

量 PCR的重复性。

Impluse 功能针对的正是 PCR 反应由初始室温到第一次高

温变性这一升温过程，原本 Mastercycler ep realplex  S ,银 

制样品槽的升温速度就已达 6℃/S, 在此基础上， Impluse 功

能通过增加热源，将 PCR 反应由初始室温到第一次高温变

性这一升温过程的升温速度提高到 8℃ /S，极大地缩短该时

相尤其是低于特异性退火温度下的时间，从而减小产生非特

异性扩增的机会。

在 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 体系中，由于 SYBR 

Green I 染料对序列的非选择性，一旦非优化的体系导致非

特异性扩增的出现，势必导致特异性扩增产量的下降、 与

SYBR Green I 染料的结合下降，荧光信号的读取不准确。

图 3 显示在 SYBR Green I 法荧光定量 PCR 体系中，非特

异性扩增对应在熔解曲线分析上为特异性扩增峰以外的杂峰，

这一点与传统的胶电泳相呼应，图 2。

图 1： PCR

PCR 反应由初始室温到第一次高温变性这一升温的过程中（画圈部分），

很容易在低于特异性退火温度（第二步）下发生非特异性退火或引物二

聚体的延伸。

图 2：

A显示一特异性 PCR扩增而 B为非特异性 PCR扩增，B相较 A胶片中

增加的条带为非特异性扩增产物

图 3：  SYBR Green I PCR

非特异性扩增对应在熔解曲线分析上为特异性扩增峰以外的杂峰

图 4：Impluse

Impluse 功能选择与否的温度速率图谱分别用蓝色与红色区别，X 轴显

示时间、Y 轴显示温度。 Impluse 功能通过提高 PCR 反应由初始室温到

第一次高温变性这一升温过程的升温速度，极大减小产生非特异性扩增

的机会。
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根据 Sato 等人 [13] 整理的方法分离出原生质体，对电融合

实验来说，细胞的密度要达到每毫升 5.0-9.0×105 原生质体，

保存在 0.7M 山梨醇中。实验中，吸取一定体积的混合液，

完全覆盖微融合杯的电极腔，对螺旋杯则应加入 250 µl 的

混合物，设置的参数在结果中列出。

为了观察融合过程，我们用 DAPI（4，6-Diamidino-2- 

Phenylindol）标记原生质体的细胞核（图 4B）。根据形态

的改变来判断融合是否完成。

为了能挑出杂交体细胞，我们选出具有不同培养特性的薄荷

品种，一种能在原生质体状态下传代的薄荷与另一种传代能

力弱但高产的品种结合，具有传代能力的品种用 IOA

（iodine acetamide）处理，因为原生质体不能分裂，两个

样本的遗传信息能在杂交体中混合，因此比起原来单一品种

的特性具有了选择性的提高。

获得膜穿孔的最小场强可从下面的公式，依据细胞大小计算

Ec=Vc/(0.75×d)

Vc：穿透电压（对真核细胞来说是 22℃，1V）[V]

d：细胞直径 [cm]

原生质体的细胞直径（d）变化很大，所以计算时使用平均

直径 25 µm 即可。因此要得到膜穿孔就需要 533.33 V/cm

大小的场强，由于是两个细胞相互融合，则电压要加倍至

1066.7 V/cm，那么在多功能电融合仪的 0.2 mm 融合杯中

只需要 21.3 V 的电压降，在这个基础上以 25 V 为准，来优

化脉冲时间（τ）及脉冲次数（n）。 

我们分为三类分析，以下三种情况对原生质体的活力没有不

良影响，在镜下数微融合杯电极间的融合细胞数，融合后的

细胞形态很大，相互间紧密排列或排成“8”状，第 2 种方

式的融合产生了 9 个融合细胞，其他两种各得到了 6-7 个

融合细胞，然后确定 25 µs 的脉冲长度，2 个脉冲数进行下

面试验（如表 1）。

1） 50 µs脉冲长度 + 1个脉冲

2） 25 µs脉冲长度 + 2个脉冲

3） 20 µs脉冲长度 + 3个脉冲

“排列阶段” 和 “融合脉冲” 的电压参数，脉冲时间和脉冲

次数都经过了优化。应该注意的是电场强度（电融合的重要

参数）决定于设定的电压和电极间距，当使用不同电极间距

的电融合杯时，必须依据下列的公式调节设定电压以保持同

样大小的场强：场强 [V/cm]=电压 [V] /电极间距 [cm]。

时间

选择了 30 - 60 s 这个范围进行测试，每次增加 10 s，我们

发现 40 s是最佳值，这个参数同样适用于融合后阶段。

图 3：M. Piperita 与 Piperita

mitcham.的原生质体在微融合

杯中 1.5 V电压下的排列（×200）

电压

在微融合杯中，在选择可变电压

1.5 - 3 V 间，以每步 0.5 V 的递

增来摸索最佳参数。当电压达到

2.5 V以上，原生质体被极度拉长、

破裂，所以 1.5 V 的电压值是最

合适的，如图 3，Sato等人也曾

描述过这个现象。这个电压值也

能直接适用于螺旋融合杯的实验

中。 

为获得脉冲电压，在场强 750 - 2,500 V/cm 下进行了 8 次

实验，计算原生质体的存活率和融合率，“双细胞融合” 中

的胞核以 DAPI 做标记进行计算，但不考虑多个融合的个数，

结果显示在表 1中。

图 4A：在 transmitted光下的融合原生质体

图 4B：在荧光显微镜下的融合原生质体。两个细胞核用 DAPI染色（×200）

U‘ ~ 1.5 V

U  π V 2x

U‘‘~ 1.5 V

40 s

25 µs

40 s
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本文以薄荷为对象，摸索原生质体融合的最佳参数，我们将

富含薄荷醇的品种与一个高产的品种融合，创造一个新的、

比以往更适合于薄荷醇生产的薄荷品种。

多功能电转仪非常适合不同种类的体细胞杂交实验，融合率

达到了 16-27% 同时原生质体的存活率维持在 97%。与

以往 6% 的融合率相比，这个实验结果得到相当大程度的

提高，这是与多功能电转仪的性能分不开的，它保证了高效

而准确的实验得以进行。

多功能电转仪是个高效的目的性强的细胞融合工具，使用不

同规格的融合杯，多功能电转仪可应用于各种类型的使用（从

小量摸索到大规模的商业应用的案例均可）。其质量和效率

让那些专业从事细胞融合方面的公司（如：Phytowelt Green 

Technolodies GmbH公司）也感到非常满意。

Ellen Nissing & Andreas Müller,
Phytowelt GreenTechnologies GmbH, Nettetal, Germany

Natascha Weiß, Eppendorf AG, Hamburg
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当融合率上升则原生质体存活率下降，在 150 V 和 170 V

的电压下能得到 82% 或 81% 的存活率，而此融合率仍能

保持在 25% - 24%。

表 1：随电压变化M.Piperita 与 Piperita mitcham.的原生质体间的融合

效率和存活率的改变

表 2

U‘ ~ 7.5 V

U  π 170 V 2x

U‘‘~ 7.5 V

40 s

25 µs

40 s

U‘ ~ 7.5 V

U  π V 2x

U‘‘~ 7.5 V

40 s 

25 µs 

40 s 
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本文以薄荷为对象，摸索原生质体融合的最佳参数，我们将

富含薄荷醇的品种与一个高产的品种融合，创造一个新的、

比以往更适合于薄荷醇生产的薄荷品种。

多功能电转仪非常适合不同种类的体细胞杂交实验，融合率

达到了 16-27% 同时原生质体的存活率维持在 97%。与

以往 6% 的融合率相比，这个实验结果得到相当大程度的

提高，这是与多功能电转仪的性能分不开的，它保证了高效

而准确的实验得以进行。

多功能电转仪是个高效的目的性强的细胞融合工具，使用不

同规格的融合杯，多功能电转仪可应用于各种类型的使用（从

小量摸索到大规模的商业应用的案例均可）。其质量和效率

让那些专业从事细胞融合方面的公司（如：Phytowelt Green 

Technolodies GmbH公司）也感到非常满意。

Ellen Nissing & Andreas Müller,
Phytowelt GreenTechnologies GmbH, Nettetal, Germany

Natascha Weiß, Eppendorf AG, Hamburg

100

80

60

40

20

0

Optimization of 

fusion parameters

Voltage (V)
0 50 100 150 200 250 300

Vitality (%) Fusion rate (%)

当融合率上升则原生质体存活率下降，在 150 V 和 170 V

的电压下能得到 82% 或 81% 的存活率，而此融合率仍能

保持在 25% - 24%。

表 1：随电压变化M.Piperita 与 Piperita mitcham.的原生质体间的融合

效率和存活率的改变

表 2

U‘ ~ 7.5 V

U  π 170 V 2x

U‘‘~ 7.5 V

40 s

25 µs

40 s

U‘ ~ 7.5 V

U  π V 2x

U‘‘~ 7.5 V

40 s 

25 µs 

40 s 


