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Аннотация. Приведены результаты оптимизации методики изоляции протопластов из эпидермальных клеток корней кукурузы (Zea 
mays L.) линии Коричневый маркер (KM), в ходе которой были проведены скрининговые исследования по подбору состава и концен-
трации ферментов, соотношения времени ферментативной обработки растительного материала и объема ферментной смеси, концен-
трации осмотического агента, режима центрифугирования и размера пор фильтра, применяемого при очистке суспензии протопла-
стов. Выявлено, что оптимальное время для мацерации корневой ткани массой ~ 150 мг – 150 минут. Выход интактных протопластов 
составил ~ 4,4 ± 0,2 × 105 кл/мл при следующих концентрациях ферментов и осмотического стабилизатора: целлюлаза – 17,4, пекто-
лаза – 1,2, гемицеллюлаза – 0,07, D-маннит – 9,3%. Концентрация протопластов была в 23 раза выше (р < 0,05) при обработке рас-
тительной ткани в объеме 800 мкл ферментной смеси по сравнению с 200 мкл при равных концентрациях ферментов и осмотического 
стабилизатора. Установлено, что фильтрация 800 мкл суспензии протопластов через фильтр с размерами пор 15×15 мкм увеличивает в 
3,3 раза выход протопластов при концентрации ферментов: целлюлаза – 8,7, пектолаза – 0,6, гемицеллюлаза 0,035% по сравнению с 
фильтром с размерами пор 15×39 мкм. Дробное центрифугирование без предварительной фильтрации раствора и метод флотации не 
увеличивали количество протопластов при очистке суспензии от дебриса. В рамках исследования была проведена оценка остаточного 
количества протопластов и определена их сохранность после инкубации в течение  ~ 20 ч при +3 °C. После электропорации наблюда-
лось достоверное (р < 0,05) уменьшение количества протопластов в 2 раза.
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Abstract. We optimizes the composition and concentration of the enzymes, the time for enzymatic treatment and the volume of the enzyme 
mixture. We also optimized the concentration osmotic of agent, the centrifugation mode, and fi lter pore size for protoplasts isolating from epidermal 
cells of maize roots (Zea mays L.) of the Brown Marker (BM) line. It was found that 150 minutes is the optimal time for 150 mg root tissue macera-
tion. The yield of intact protoplasts was ~ 4.4 ± 0.2 × 105 cells/mL at the following concentrations of enzymes and osmotic stabilizer: cellulase 
– 17,4, pectolase – 1.2, hemicellulase – 0.07, D-mannitol – 9.3%. The the concentration of protoplasts was to 23 times higher (p < 0.05) in 800 
μl, compared with 200 μl of the enzyme mixture with equal concentrations of enzymes and osmotic stabilizer. It was found that fi ltration of 800 
μl protoplast suspension through a fi lter with a pore size of 15 × 15 microns increases the yield of protoplasts up to 3.3 times, compared with a 
fi lter with a pore size of 15×39. Fractional centrifugation without preliminary fi ltration of the solution and the fl otation method did not produce 
an increase in the yield of protoplasts. The residual number and protoplast wholeness after ~ 20 hours at +3 °C incubation was evaluated. The 
protoplast number decreased up to 2 times (p < 0.05) after electroporation.
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Введение
На современном этапе развития биотехноло-

гии изолированные протопласты растительных 
клеток широко используются для научных ис-
следований и в биотехнологических процессах 
[1]. В протопласты можно относительно легко 
вводить не только чужеродную ДНК/РНК [2], но 
и компоненты большего размера, например, хло-
ропласты [3], антитела [4] и малые молекулы [5], 
что может существенно повысить эффективность 
получения новых форм сельскохозяйственных 
культур. В связи с этим возникает необходимость 
получения протопластов клеток растений с не-
поврежденными органеллами, сохраненными 
функциями плазматической мембраны и про-
цессами метаболизма, что делает актуальными 
как подбор реактивов и режимов обработки ис-
ходного растительного материала, так и оценку 
нативности получаемых протопластов. 

Выбор растительного материала может 
оказывать решающее влияние на количество, 
размер, жизнеспособность и способность к ре-
генерации выделенных протопластов. В литера-
туре есть данные о получении протопластов из 
различных частей растения – листьев, корней, 
семядолей, гипокотилей, лепестков, черешков, 
пыльцевых зерен, плодов, а также из каллусных 
и суспензионных культур (на поздней стадии 
логарифмического роста, когда клеточные стенки 
легче поддаются деструкции), клеток водорос-
лей, клубеньков бобовых растений, раститель-
ных опухолей различного происхождения [6, 7]. 

Показано, что при выделении протопластов об-
лепихи (Hippophae rhamnoides L.) оптимальным 
является использование в качестве исходного 
материала каллусной массы, что обеспечивает 
высокую жизнеспособность интактных клеток 
и быстрое восстановление клеточной стенки в 
осмотически нейтральной среде [8]. 

Существует два основных способа получе-
ния протопластов клеток – механический (впер-
вые применил Клеркер в 1892 г. [цит. по 9] при 
выделении протопластов клеток листа телореза 
Stratiotes aloides), когда у плазмолированных кле-
ток надрезается клеточная стенка и протопласты 
выходят в среду, и принципиально отличающий-
ся − энзиматический способ получения прото-
пластов (Коккинг, в 1960 г. применил целлюлазу, 
выделенную из гриба Myrothecium verrucaria 
[10]), при котором клеточная стенка удаляется с 
помощью ферментов. Ферментативные методы 
получения протопластов имеют определенные 
преимущества по сравнению с механическими, 
такие как возможность единовременного полу-
чения большого количества протопластов, от-
сутствие высокого осмотического давления на 
формирующиеся протопласты, низкая степень 
повреждения клеток, сравнительная быстрота 
метода [11]. В литературе наиболее часто можно 
встретить описание смешанных (механическо-
энзиматических) способов изоляции протопла-
стов, сочетающих в себе ферментативное раз-
рушение клеточной стенки с предварительным 
измельчением растительной ткани. Для удаления 
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клеточной стенки используются ферменты 
трех типов – целлюлазы, гемицеллюлазы и 
пектиназы. Действие этих ферментов состоит в 
деструкции основных компонентов клеточной 
стенки, обеспечивающих ее механическую проч-
ность. Как правило, это препараты зарубежного 
производства – onozuka R10 (Япония), cellulysin 
(Швейцария), macerozyme R10 (США), helicase 
(Франция) или отечественные препараты – кси-
ланигрин и ксиланаза [12]. Однако в ряде случаев 
применение пектолитических и целлюлолитиче-
ских ферментов может не дать положительного 
результата из-за наличия в клеточных стенках 
компонентов, не подвергающихся разрушению 
под действием классических ферментных пре-
паратов. Поэтому подбор ферментов проводят 
на основании сведений об особенностях тканей 
и данных, имеющихся в литературе для тканей 
подобного типа.

Оптимально подобранная концентрация 
ферментов, pH среды, а также время экспозиции 
измельченной растительной ткани на среде с 
ферментами и площадь поверхности фрагмента 
растительного материала, подвергающейся об-
работке ферментами, значительно влияют на 
выход протопластов [13].

Предполагается, что значительные повреж-
дения протопластов при механическо-энзима-
тическом способе изоляции достигаются не 
только за счет механических воздействий при 
измельчении растительной ткани, но и вслед-
ствие выделения полифенольных продуктов 
жизнедеятельности и распада компонентов 
клеток. Снижению эффекта негативного воз-
действия веществ, выделяемых клетками в 
процессе высвобождения протопластов, спо-
собствует добавление дитиотреитола (DTT), 
гидролизата казеина, поливинилпирролидона, 
бычьего сывороточного альбумина (BSA) и ци-
стеина в среду на различных этапах изоляции 
и культивирования in vitro [8, 13–15]. Показано, 
что включение в ферментные препараты 0,05% 
раствора BSA и 0,5 мМ раствора DTT улучшает 
выход протопластов из корней кукурузы при-
мерно на 80% [13], а присутствие BSA улучшает 
выход протопластов также из ткани листьев ку-
курузы [14]. Предварительная обработка ткани 
корней кукурузы в 20 мМ растворе цистеина 
существенно улучшает выход изолированных 
протопластов, предположительно предотвра-
щая ингибирование ферментов, разрушающих 
клеточную стенку [15]. В то же время существу-
ют противоречивые данные, доказывающие, что 
предварительная обработка цистеином мало-
эффективна в отношении увеличения выхода 

протопластов из клеток корней кукурузы, что 
может быть связано с включением в раствор, 
содержащий ферменты, BSA и DTT в качестве 
протекторов [13].

Важным фактором , обеспечивающим 
максимальный выход протопластов, является 
правильный подбор концентрации D-маннита, 
выступающего в качестве осмотического ста-
билизатора, предотвращающего лизис или 
плазмолиз протопластов [1]. Стабильности про-
топластов также способствуют высокие концен-
трации двухвалентных ионов, воздействующих 
на мембранные системы клетки (Ca2+, Mg2+). 
Использование тиосульфата натрия в качестве 
антиоксиданта предотвращает повреждение 
здоровых протопластов гидролитическими фер-
ментами, которые экскретируются поврежден-
ными или лизированными во время выделения 
клетками [8, 16, 17].

Температурные условия изолирования 
протопластов могут варьировать в довольно 
широких пределах и их подбор осуществляется 
в индивидуальном порядке для определенного 
вида растительного материала. Снижение тем-
пературы инкубации растительной ткани мезо-
филла листа катарантуса розового (Сatharanthus 
roseus L.) в ферментной смеси до 10 ºС приводит 
к заметному возрастанию выхода протопластов, 
что может быть связано с уменьшением интен-
сивности деструктивных процессов. В случае 
чувствительных систем выделение протопластов 
также проводят при пониженной температуре 
(8–15° С) [18]. Инкубация ткани листьев табака 
(Nicotiana tabacum) в среде ферментного пре-
парата при 28–30° С [19] и мезофильных тканей 
листа озимой пшеницы при 50° С в условиях 
термостата [12] также приводит к максималь-
ному количеству изолированных протопластов. 
Показано, что большинство протопластов явля-
ются стабильными при комнатной температуре 
(23–28° С) [7]. 

Таким образом, условия для получения 
жизнеспособных протопластов растительных 
клеток со сниженным уровнем повреждения 
весьма индивидуальны для различных тканей и 
в каждом случае необходима предварительная 
работа по их оптимизации [20]. Достоверную 
оценку жизнеспособности растительных клеток 
и протопластов дает изучение их способности 
к регенерации клеточной стенки, делению и 
последующему органогенезу. Также доступен 
ряд экспресс-методов, которые позволяют оце-
нить процент жизнеспособных протопластов в 
суспензии. Эти методы основываются на реги-
страции метаболической активности, а также 
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целостности и нативности плазматической мем-
браны клеток и протопластов [3]. В литературе 
описаны различного рода витальные красители, 
часто применяемые для выявления сохранения 
биохимических процессов и изменяющие свои 
оптические свойства в результате химических 
модификаций их структуры. Жизнеспособ-
ность выделенных протопластов может быть 
исследована добавлением красителя Эванса 
синего, флуоресцеина диацетата и нейтраль-
ного красного, накапливающегося в вакуолях, 
акридинового оранжевого, пропидий йодида 
[3, 13, 21].

Для оценки количества жизнеспособных 
протопластов также используется метод, осно-
ванный на разделении протопластов во время 
их осаждения в 30% растворе глюкозы в связи 
с различной плотностью (жизнеспособные 
протопласты имеют меньшую плотность, чем 
разрушенные и дебрис), в результате чего ин-
тактные клетки формируют компактную зону 
на поверхности раствора [16]. Показателем жиз-
неспособности протопластов также является 
способность к набуханию в гипотонических 
средах. С помощью метода деплазмолиза в 
средах со сниженной концентрацией осмотиче-
ского компонента можно не только определить 
жизнеспособность протопластов, но и оценить 
степень повреждения плазмалеммы, в то время 
как применение витальных красителей не всегда 
возможно и в ряде случаев дает противоречивые 
результаты (фрагменты разрушенных клеток 
могут окрашиваться даже более интенсивно, 
чем нативные протопласты) [3].

Показано, что протопласты остаются жиз-
неспособными после трансфекции, что делает 
возможным их дальнейшее культивирование 
и размножение растительных тканей [22]. В 
литературе присутствуют данные об успешном 
редактировании геномов различных растений, 
таких как табак, арабидопсис, салат, рис [23], 
виноград, яблоня [24], картофель [25], пшеница 
[26], соя и табак [27]. 

В рамках исследования временной экс-
прессии генов, получения стабильной транс-
формации и изучения клеточной физиологии как 
прокариотических, так и эукариотических (в том 
числе растительных) организмов широкое при-
менение находит метод электропорации [28–31]. 
В 1988 г. были получены первые полноценные 
трансгенные растения кукурузы из изолиро-
ванных протопластов суспензионной культуры 
эмбриогенных клеток кукурузы инбредной 
линии A188, успешно трансформированных 
методом электропорации [32].

В основе метода электропорации лежит воз-
действие на клетку электрического поля высо-
кой интенсивности, которое временно дестаби-
лизирует мембрану и приводит к образованию 
пор, при этом мембрана становится проницаема 
для экзогенных молекул, присутствующих в 
реакционной среде. В литературе есть данные 
о гибели около 50% обрабатываемых клеток в 
результате неравномерной интенсивности воз-
действующего электрического поля [31]. При 
этом трансформации подвергаются от 30 до 70% 
выживших клеток [33] и количество трансфор-
мированных клеток находится в зависимости от 
таких параметров, как напряжение, подаваемое 
на электрод, напряженность электрического 
поля, размеры кюветы и время импульса [34]. 
В связи с этим подбор параметров и условий 
проведения электропорации может дать при-
оритетные данные о возможности повышения 
эффективности геномного редактирования 
живых организмов. 

Материалы и методы
Материалом для исследования послужили 

растения кукурузы (Zea mays L.) линии Корич-
невый маркер (КМ), созданной Чейзом [35] и 
полученной из Национального зернового центра 
имени П. П. Лукьяненко (Краснодар, Россия). 
Протопласты выделяли из эпидермальных кле-
ток корней кукурузы в два этапа по методике 
[36] с нашими модификациями. На первом этапе 
зерновки (~175 шт.) стерилизовали в 250 мл «Бе-
лизны» (действующее вещество − гипохлорит 
натрия) в стеклянном стакане с периодическим 
встряхиванием в течение 8 минут. Семена 
5-кратно промывали эквивалентным объемом 
(250 мл) воды и помещали на лист смоченной 
водой фильтровальной бумаги, распределяли в 
ряд по краю длинной стороны бумаги, сверху 
накрывали листом бумаги. Листы бумаги свора-
чивали в рулон и обвязывали лентой чуть ниже 
уровня семян, на уровне нижней части бумаги. 
Каждый рулон заворачивали в слой фольги для 
предотвращения попадания на корни прямых 
солнечных лучей и помещали в пластиковый 
контейнер, наполненный водой до уровня 
¼ высоты рулона (7 рулонов по ~25 зерен). 
Зерновки инкубировали в течение 5 суток при 
24° C при интенсивности освещенности 4400 лк 
(продолжительность светового дня − 16 ч). На 
6-е сутки наблюдали хорошо развитые первич-
ные, вторичные и придаточные корни. 

На втором этапе производили измельчение 
корневой ткани с помощью скальпеля для об-
легчения доступа смеси ферментов к клеткам 
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корня и получения протопластов в растворе фер-
ментной смеси. Первичные корни длиной 4–5 мм 
(~ 150 мг) переносили в пробирку Eppendorf 
(0,6 мл), содержащую 200 мкл раствора для пред-
варительной обработки (сорбит D (+) (Реахим, 
Россия (ч)), 2,9%; L-цистеин (Диаэм, Россия), 
0,03%, и инкубировали при комнатной темпера-
туре в течение 45 мин. 

После обработки раствор удаляли пипет-
кой, избегая повреждения ткани корней, корни 
промывали дистиллированной водой, помеща-
ли на чашку Петри, содержащую 200, 800 мкл 
раствора для ферментной обработки (маннитол 
D (-) (Реахим, Россия (ч)), 7,3%; 2-morpholin-4-
ylethanesulfonic acid (MES) (Helicon, Россия), 
0,4%; KCl (Реахим, Россия (ч)) 0,06%, CaCl2 
(Реахим, Россия) 0,04%; BSA (Serva, Германия), 
0,00004%, pH раствора − 5,7; целлюлаза из Tri cho-
derma viride 1,8 ед/мг (Serva, Германия), 8,7%; 
17,4%; пектолаза из Rhizopus sp. 0,456 ед/мг 
(Sigma, США), 0,6%; 1,2%; гемицеллюлаза 
из Aspergillus niger 1,5 ед/мг (Sigma, США), 
0,035%; 0,07%) и разрезали скальпелем на сег-
менты ~ 1 мм, затем переносили в стеклянную 
пробирку 5 мл и инкубировали под наклоном 
при покачивании 60 об/мин (временной ин-
тервал – от 90 мин до ~ 20 ч). Предварительно 
проводили скрининговые исследования для по-
иска оптимальных концентраций ферментов и 
осмотического агента для наибольшего выхода 
жизнеспособных клеток.

После инкубации среду несколько раз пере-
мешивали до помутнения. Раствор, содержащий 
корни и протопласты, фильтровали через ней-
лоновые фильтры с размерами пор 15 × 15 мкм, 
15 × 39 мкм. Также применяли дробное цен-
трифугирование без предварительной филь-
трации раствора с протопластами по схеме: 
центрифугирование 300 g в течение 5 мин 
далее центрифугирование супернатанта 500 g 
в течение 3 мин.

С целью очистки раствора протопластов от 
клеточных обломков был применен метод флота-
ции, основанный на более низкой плотности про-
топластов, чем плотность органелл или остатков 
клеточных стенок. После фильтрации раствор, 
содержащий протопласты, центрифугировали 
(500 g в течение 3 мин), осадок ресуспендирова-
ли в 100 мкл раствора для отмывки: маннитол 
D (-) (Реахим, Россия), 7,3%, 8,3%, 9,3%, 10,3%, 
11,3%; MES (Helicon, Россия), 0,4%; KCl (Реахим, 
Россия (ч)), 0,15%; CaCl2 (Реахим, Россия), 0,11%; 
BSA (Serva, Германия), 0,00001%; pH раствора 
5,7. Далее отфильтрованный раствор наслаивали 

(пипеткой по стенке, не смешивая с раствором 
маннитола) поверх 200 мкл 20% раствора ман-
нитола и центрифугировали (300 g в течение 
3 мин). Пипеткой на 200 мкл отбирали интерфазу, 
расположенную между слоем раствора маннито-
ла и слоем отмывочного раствора.

Подсчет протопластов проводили на микро-
скопе DM 2500 (Leiсa, Германия) при увеличении 
100 − 400× на камере Горяева по 16 большим 
(S = 0,16 мм2) квадратам, включающим 256 
малых квадрата, расположенным по диагонали 
(учитывали протопласты, расположенные либо 
полностью внутри квадрата, либо на верхней и 
правой границах квадрата). При подсчете ис-
пользовали формулу [37]:

N = a × 103 / h × S, 
где N – искомое количество протопластов в 
1 мл суспензии, a – среднее количество клеток 
в квадрате сетки, 103 – коэффициент перевода 
[см3] в [мм3], h – глубина камеры, мм, S – площадь 
квадрата сетки, мм2.

Электропорацию протопластов проводили 
с помощью электропоратора MicroPulser (Bio-
Rad, США) в кювете с шириной зазора между 
электродами 5 мм. Кювету предварительно 
охлаждали на льду, 150 мкл суспензии про-
топластов помещали в кювету и подвергали 
электропорации при напряжении 250 В и вре-
мени импульса 5 мс (0,5 кВ/см). После электро-
порации кювету переносили на лед, отбирали 
20 мкл и проводили оценку количества прото-
пластов на микроскопе DM 2500 (Leiсa, Герма-
ния) при помощи камеры Горяева. Оставшееся 
количество суспензии протопластов инкуби-
ровали в течение ночи при температуре + 3°C 
для проведения оценки остаточного количества 
протопластов. Статистическую обработку 
результатов осуществляли с использованием 
программ Microsoft Offi ce Excel 2010. 

Результаты и их обсуждение
Существенным моментом, обеспечива-

ющим выделение максимального количества 
протопластов, является правильное сочетание 
ферментов, разрушающих клеточную стенку 
растений, а также поддержание клетки в состо-
янии плазмолиза путем создания повышенного 
осмотического давления снаружи клетки. На 
степень мацерации растительной ткани также 
в значительной степени влияет время фермента-
тивной обработки. Зависимость количества изо-
лированных клеток от длительности обработки 
была исследована во временном интервале 
90–180 мин (рисунок, а–г). 

Ю. В. Красова и др. Оптимизация методики получения протопластов кукурузы 
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Протопласты, полученные после ферментативной обработки в течение 90 мин (а), 120 мин (б), 
150 мин (в), 180 мин (г); протопласты, полученные после ферментативной обработки в течение 150 мин 
в объеме 800 мкл ферментативного раствора с концентрацией ферментов 1 (3,6 × 105 кл/мл) (д), в объеме 
200 мкл ферментативного раствора с концентрацией ферментов 1 (15,6 × 103 кл/мл) (е); протопласты, 
обнаруженные в осадке после ферментативной обработки в течение 150 мин и первого раунда дробного 
центрифугирования 300 g × 5 мин (ж); протопласты, обнаруженные в интерфазе после ферментативной 
обработки в течение 150 мин и второго раунда дробного центрифугирования с 20% раствором маннитола 
300 g × 3 мин (з); протопласты (800 мкл ферментативного раствора, конц. 2) после инкубации при +3 ºC 
в течение ночи (3,4 × 105 кл/мл) (и). Микроскопия выполнена на микроскопе DM 2500 (Leiсa, Германия) 

при увеличении 400×
Figure. Protoplasts obtained after enzymatic treatment during 90 min (a), 120 min (b), 150 min (c), 180 min (d); 
protoplasts obtained after enzymatic treatment during 150 min in 800 μl of an enzymatic solution with an enzyme 
concentration No.1 (3,6 × 105 cell/mL) (e), in 200 μl of an enzymatic solution with an enzyme concentration 
No. 1 (15,6 × 103 cell/mL) (f); protoplasts found in sediment after enzymatic treatment during 150 min and the 
fi rst centrifugation (300 g for 5 min) (g); protoplasts found in the interphase after enzymatic treatment during 
150 min and the second centrifugation with 20% mannitol solution (300 g for 3 min) (h); protoplasts (800 μl of 
enzyme solution, conc. 2) after overnight incubation at +3 ºC (3,4 × 105 cells/mL) (i). Microscopy was performed 

at DM 2500 microscope (Leica, Germany) with a 400× magnifi cation

Показано, что оптимальное время для 
мацерации корневой ткани кукурузы (Zea 
mays L.) линии КМ массой ~ 150 мг составляет 
150 мин., при этом максимальный выход про-
топластов эпидермальных клеток достигается 
при концентрации осмотического стабилиза-
тора – 9,3% (D-маннит). 

Объем  смеси ,  в  котором  происходит 
процесс ферментации, также оказывал суще-
ственное влияние на выход протопластов. В 
варианте объема 800 мкл наблюдали концен-
трацию протопластов достоверно (р < 0,05) в 
23 раза выше относительно варианта 200 мкл 
при прочих равных условиях (см. рисунок, 

а/a б/b в/c

д/eг/d е/f

ж/g з/h и/i
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д–е). В таблице приведены данные по выходу 
протопластов в зависимости от концентра-
ции ферментов, объема ферментной смеси 

и размера пор фильтра (время экспозиции 
корневой ткани при ферментной обработке − 
150 мин).

Выход протопластов (кл/мл) в зависимости от концентрации ферментов, объема ферментной смеси 
и типа фильтра

Table. Yield of protoplasts (cells/mL) depending on the concentration of enzymes, the volume of the enzyme mixture 
and the type of fi lter

Концентрация ферментов 
в составе ферментной смеси, % /

The concentration of enzymes 
in the composition of the enzyme 

mixture, %

Выход протопластов при ферментной обработке корневой ткани, 103 кл/мл
Yield of protoplasts during enzymatic treatment of root tissue, 103 cells/mL

Объем ферментативной смеси, мкл / Enzyme mixture volume, μl

200 мкл / 200 μl 800 мкл / 800 μl

Размер пор фильтра, мкм / Filter pore size, μm

15×15 15×39 15×15 15×39

Целлюлаза / Cellulase − 8,7,
Пектолаза / Pectolase − 0,6,
Гемицеллюлаза / Hemicellulase − 0,035

15,6 ± 6,5 НО /
ND 360 ± 30 110 ± 10 

Целлюлаза / Cellulase − 17,4,
Пектолаза / Pectolase − 1,2, 
Гемицеллюлаза / Hemicellulase − 0,07

51 ± 10 63 ± 10 НО /
ND 440 ± 20 

Примечание. НО – не определяли.
Note. ND – did not defi ne.

Концентрация ферментов, рассчитанная 
согласно методике [36] на объем ферментатив-
ной смеси 200 мкл (целлюлаза − 17,4%, пекто-
лаза − 1,2%, гемицеллюлаза – 0,07% (конц. 2)), 
дает в 3–4 раз больший выход протопластов по 
сравнению с вдвое сниженной концентрацией 
(целлюлаза − 8,7%, пектолаза − 0,6%, гемицел-
люлаза − 0,035% (конц. 1)) (см. таблицу). Следует 
отметить, что среди выделенных протопластов 
присутствовало множество клеток с повреж-
денной клеточной стенкой, не поддающихся 
деплазмолизу.

В работе были также применены различные 
фильтры при очистке суспензии протопластов 
от немацерированной ткани и дебриса (размеры 
пор – 15 × 15, 15 × 39). Установлено, что при 
фильтрации 800 мкл суспензии протопластов ис-
пользование фильтра с размерами пор 15 × 15 мкм 
увеличивает выход протопластов в 3,3 раза, 
по сравнению с фильтром с размерами пор 
15 × 39 мкм. 

С целью очистки раствора протопластов от 
клеточных обломков наряду с фильтрами с раз-
мерами пор 15 × 15 и 15 × 39 мкм было применено 
дробное центрифугирование без предваритель-
ной фильтрации. При этом предполагалось, 
что непереваренная ткань и дебрис остаются в 
супернатанте после второго раунда центрифу-
гирования, а протопласты выпадают в осадок. 
Тем не менее, протопласты уходили в осадок уже 

при первом центрифугировании (см. рисунок, 
ж). Апробирован метод флотации, основанный 
на более низкой плотности протопластов, чем 
плотность органелл или остатков клеточных 
стенок. Протопласты были обнаружены в осад-
ке после первого раунда центрифугирования и 
в интерфазе после центрифугирования с 20 % 
раствором маннитола (с тем же количеством 
клеточных обломков, которое было до флотации) 
(см. рисунок, з).

Микроскопическая оценка в камере Го-
ряева остаточного количества протопластов, 
полученных после ферментной обработки в 
800 мкл ферментного раствора с повышенной 
концентрацией ферментов (конц. 2), показа-
ла сохранность клеток после инкубации при 
+3 ºC в течение ~20 ч (см. рисунок, и). Оста-
точное количество протопластов после про-
ведения электропорации достоверно (р < 0,05) 
снижалось в 1,7 раза до ~1,2 ± 0,1 × 105 кл/мл 
(при исходной концентрации протопластов в 
суспензии ~2 ± 0,2 × 105 кл/мл).

Заключение
При оптимизации методики получения 

протопластов эпидермальных клеток корней 
кукурузы (Zea mays L.) линии КМ были прове-
дены скрининговые исследования по подбору 
состава и концентрации ферментов, соотноше-
ния времени ферментативной обработки расти-
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тельного материала и объема ферментной смеси, 
концентрации осмотического агента, режима 
центрифугирования и размера пор фильтра, 
применяемого при очистке суспензии протопла-
стов. Выход интактных протопластов составил
~4,4×105 кл/мл (концентрация ферментов и 
осмотического стабилизатора: целлюлаза −
17,4%, пектолаза – 1,2%, гемицеллюлаза – 0,07%,
D-маннит – 9,3%; объем ферментативной смеси −
800 мкл; размеры пор фильтра – 15 × 39 мкм). 
Концентрация протопластов наблюдалась в 
23 раза выше (р < 0,05) при обработке расти-
тельной ткани в объеме 800 мкл ферментной 
смеси по сравнению с 200 мкл при равных 
концентрациях ферментов и осмотического 
стабилизатора. Оценка остаточного количества 
протопластов показала сохранность клеток 
после инкубации в течение ~20 ч при +3° C. 
После проведения электропорации количество 
протопластов достоверно уменьшалось в 2 раза 
(р < 0,05).
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