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以甜瓜原生質體短暫性表現轉殖系統快速評估基因編輯效果
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摘要
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快速評估基因編輯效果。台灣農業研究 70(3):206–216。

常間回文重複序列叢集/Cas9蛋白質系統 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas9; 
CRISPR/Cas9) 為近年來興起之基因組編輯技術，亦是目前基因功能研究及精準育種課題的重要新興核心工
具。對比現行農桿菌法媒介轉形過程所需時間冗長，本研究旨建立基因組編輯系統的快速導入平台，以利

進行基因編輯試驗的先期評估。首先，本研究選用葫蘆科之甜瓜 (Cucumis melo L.) 作為主要材料，建立葉片
原生質體短暫性表現系統平台，其轉殖效率約可達 20%。同時，利用甜瓜真核轉譯起始因子 4E (eukaryotic 
translation initiation factors 4E; Cm-eIF4E) 作為標的基因，輔以葉片原生質體短暫性表現系統，進行甜瓜細胞
之基因組編輯效應評估。結果顯示，藉由原生質體短暫性表現系統導入可同時表現 2個不同嚮導 RNA (guide 
RNA; gRNA) 之基因編輯載體，並針對 Cm-eIF4E基因編輯區域進行 polymerase chain reaction (PCR) 擴增及
膠體電泳分析，即可快速區分基因組編輯造成之 135 bp片段缺失的編輯效果。相較導入單一嚮導 RNA進
行基因組編輯所產生之少數幾個鹼基之缺失或插入，需要 TA選殖及定序以進行基因組編輯分析，可大幅減
少實驗所需人力、時間及經費。本研究所建立之甜瓜原生質體短暫性表現轉殖系統，除了可快速分析嚮導

RNA對甜瓜目標基因之影響效果，亦可作為後續建立甜瓜原生質體轉殖再生平台的重要基礎，進而可作為
日後甜瓜精準育種之應用。

關鍵詞：原生質體、基因組編輯、嚮導 RNA、甜瓜真核轉譯起始因子 4E。
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前言
近年來氣候變遷造成之環境劇變，耐生物

及非生物逆境之作物需求逐年攀升，為因應此

種狀況，可精準、快速及創新育種是目前重要的

研究方向及課題。常間回文重複序列叢集/Cas9  
蛋白質系統 (clustered regularly interspaced short  
palindromic repeats/Cas9; CRISPR/Cas9) 基因

組編輯技術是近年來討論度最高、可精準調控

基因功能，且相較以往生物技術之操作簡易及

便宜，甚至無需引種即可創造新種質，對於快

速氣候變遷及極端氣候因應來說，無疑是現行

新世代育種技術中最佳利器之一。

CRISPR/Cas9主要由嚮導RNA (guide RNA;  
gRNA，或稱單一嚮導RNA，single guide RNA;  
sgRNA) 及 Cas9 蛋白質所組成。CRISPR 序列

最早由 Ishino et al. (1987) 在大腸桿菌中發現 
(Ishino et al. 1987)，真正作用機制及應用則是

近 10 年才逐漸明瞭。目前已知 CRISPR 基因

座在細菌中扮演抵禦噬菌體之角色，其基因座

含括 CRISPR 序列及 Cas 蛋白基因，分別轉錄

crRNA 前驅物 (preCRISPR RNA)、trans-acti-
vating RNA (tracrRNA) 及轉譯 (translation) 出
Cas 蛋白質。成熟型 crRNA 會與 tracrRNA 及

Cas 蛋白質形成具有功能的 crRNA-tracrRNA- 

研究報告
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Cas 複合體，當噬菌體侵入至細胞內，則會藉 
由特定 crRNA 辨識噬菌體 DNA，並引導活化

態 Cas 核酸酶造成噬菌體 DNA 斷裂，而達到 
防禦效果。為了簡化原核生物 crRNA及 tracrRNA 
功能後續應用，Jinek et al. (2012) 發表利用連

接環 (linker loop) 將 crRNA 及 tracrRNA 連結 
在一起形成 gRNA，並證實其功能與 crRNA- 
tracrRNA 相同，也因此簡化 CRISPR/Cas9 基

因編輯工具。而真正可利用 CRISPR/Cas9 系

統在真核生物上則是在 2013 年由美國 3 個團

隊發表的文獻中證實 (Cong et al. 2013; Jinek 
et al. 2013; Mali et al. 2013)。

現行操作上，gRNA 設計方式和目標序列

挑選結果，將影響後續基因組編輯精準度及脫

靶 (off-target) 程度，更甚者影響最終外表型

之分析。前人研究報告指出導入單一 gRNA 進

行基因編輯可獲得不同多種突變結果，舉如：

鹼基插入 (insertion)、缺失 (deletion)、置換 
(replacement) 或複合 (combined) 型式；此 4
種形式結果以單一鹼基改變占有極大比率 (在
阿拉伯芥、油菜及番茄分別占比為 65.9、51.0
及 40.9%)，超出 10 個鹼基改變相對較低，大

片段缺失 (100 以上鹼基缺失 ) 出現機率更低 
(Feng et al. 2014; Yang et al. 2017; Zhang et 
al. 2020)。單一鹼基之插入或缺失會造成終止

密碼子提早出現 (premature termination/stop 
codon) 或框移突變 (frameshift mutation) 進而

使胺基酸轉錄及轉譯發生錯誤，致使原先多肽

或蛋白質無法正常表現而達到基因剔除 (knock 
out) 效果。然而，單一 gRNA 之基因編輯仍有

一定機率會以 3 的倍數改變鹼基或鹼基置換，

產生意義錯誤密碼 (missense codon) 或同義突

變 (synonymous mutation)，此狀況仍可能產

生單一胺基酸變異或轉譯出具正常功能的多肽

或蛋白質，故極有可能導致基因組編輯失敗。

現行技術獲得基因組編輯穩定轉殖植物，需經

過農桿菌或基因槍轉殖及再生過程，其所需時

間、人力及經費甚鉅。倘若能建立一基因組編

輯系統的快速導入平台，將可有效先期評估基

因組編輯系統。此外，農桿菌媒介轉形導入基

因編輯系統，較難在 T0 及 T1 世代之篩選出同

質突變體 (homogeneous mutation)，需要經過

自交或回交至較高世代，方有機會選拔出所需

的穩定基因編輯轉殖系，以進行基因功能的研

究。利用原生質體短暫性表現轉殖系統快速進

行基因編輯評估，在短時間將可有效地進行不

同 gRNA 之基因編輯評估，且無需建立無菌組

織培養系統，此平台對於前期試驗評估將有莫

大幫助 (Lin et al. 2018; Meng et al. 2020; Wu 
et al. 2020)。爰此，本研究針對單一外顯子同

時導入 2 個不同 gRNA 可精準造成 135 鹼基對

缺失，並利用單一原生質體 (single protoplast) 
細胞搭配巢式 PCR (nested polymerase chain 
reaction) 分析快速評估轉殖效率，可有效地快

速評估並分析基因編輯結果。

材料與方法

試驗材料

本試驗選用葫蘆科 (Cucurbitaceae) 之甜瓜 
(Cucumis melo) 作為材料， 試驗品種為 IRAN-H。 
作物之栽培係將種子播種於含泥炭土之 3 寸育

苗盆中，種子播種後 1–2 d可觀察到胚根突出。

播種約 1–2  wk 後，植株生長至本葉 2–3 枚時，

即可定植於栽培盆。

原生質體分離

甜瓜葉片以刀片切成約 0.5−1.0 mm 絲狀， 
置入新鮮配置之酵素溶液 (20 mM MES + 0.4  
M mannitol + 20 mM KCl + 1% cellulase R10 
+ 0.25% macerozyme R10 + 10 mM CaCl2 + 
0.1% BSA) 中，於 25℃、水平震盪 40 rpm，反

應 12–16 h。經過酵素分解之殘體經過 100 目網

篩過濾後，溶液以 100× g 離心 3 min，去除上

清液後，沉澱物加入 wash solution (WS) 緩衝液 
(4.405 g L-1 MS + 0.4 M D-mannitol + 0.1 M gly-
cine + 0.51 mM MES) 清洗 2 次。加入 floating  
solution (FS)溶液 (4.405 g L-1 MS + 0.6 M sucrose  
+ 0.1 M glycine + 0.51 mM MES) 均勻混合後， 
以 65× g 離心 10 min，緩慢吸取最上層之分層 
至新離心管。加入兩倍體積之 0.5 M sorbitol 溶 
液，均勻混合，再以 100× g 離心 3 min，去除上 
清液後，混合新的 0.5 M sorbitol 後，以血球計

數器 (0650030, Marienfeld, Lauda-Königshofen, 
Germany) 推算原生質體數量。
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計數原生質體數量後，調整濃度為 2−5 ×  
105 µL-1 個原生質體，調整後之 0.4 mL 原生質 
體溶液與一定量之 DNA (1 µg µL-1) 和 0.3 mL 
polyethylene glycol (PEG) 溶液 (40% PEG 6,000 +  
0.25 M glucose + 0.1 M glycine + 0.1 M CaCl2 

•2H2O) 均勻混合。於室溫反應 15 min 後，緩 
慢地與 3 mL mW5溶液 (2 mM MES + 154 mM  
NaCl + 125 mM CaCl2 + 5 mM KCl + 5 mM 
glucose) 均勻混合，再以 100× g 離心 1 min。
去除上清液後，加入新的 mW5 溶液均勻混合，

即可移至 24 well 培養盤，經過 24−48 h 後進

行轉殖效率評估。

基因表現載體系統之構築

綠色螢光基因表現載體 pCAMBIA-Ubi- 
ZsGFP 由農業試驗所生物技術組分子遺傳實

驗室所提供。基因編輯載體為利用 CRISPR-
direct (https://crispr.dbcls.jp) 網 站 評 估 Cm-
eIF4E 基因序列 (MELO3C002698.2)，並從中 
挑選兩個目標序列 dual gRNA (+)_195–217 (5’- 
TTCGATGAAAGCTACATCGG-3’) 及dual gRNA  
(-)_341–363 (5’-TAGTGCATCAGCCTCAC-
CCT-3’)。以此設計構築引子 F1_BsaI + tRNA  
( 5 ’ - t a G G T C T C A G G C A A C A A A G C A C -
CAGTG-3’)、R1_tRNA + gRNA1 (5’- taG-
G T C T C A G C T T T C AT C G A AT G C A C C A G -
C C G G G - 3 ’ )、F 2 _ g R N A 1  +  s c a f f o l d  ( 5 ’ - 
t a G G T C T C C A A G C TA C AT C G G G T T T TA -
GAGCTAGAA-3’) 及R2_ BsaI + gRNA2 + tRNA 
(5’-taGGTCTCCAAACTAGTGCATCAGCCT-
CACCCTTGCACCAGCCGGG-3’)，再利用

合 成 之 pre-tRNA 序 列 (5’-AACAAAGCAC-
CAGTGGTCTAGTGGTGGAATAGTACCCT-
GCCACGGTACAGACCCGGGTTCGATTC-
CCGGCTGGTGCA-3’) 為模板股，以 98℃ 2.5 
min，98℃ 10 s、55℃ 20 s、72℃ 15 s 循環30次， 
72℃ 7 min，擴增出P1及P2片段。P1及P2之PCR 
產物藉由 QIAquick Gel Extraction Kit (28706, 
Qiagen, Hilden, Germany) 進行去鹽純化，純 
化所得片段則利用Golden Gate Assembly (E1601,  
NEB, Ipswich, MA, USA) 套組構築至 pRGEB32 

(#63142, Addgene, Watertown, MA, USA) 載體 
(Xie et al. 2015)，並定序確認構築序列無誤

後，命名此載體為 pRGEB32 [Cm-eIF4E] [dual 
gRNA]。

綠色螢光基因表現分析

利 用 原 生 質 體 短 暫 性 轉 殖 系 統 轉 染

pCAMBIA-Ubi-ZsGFP 綠色螢光基因表現載體

至原生質體，並培養 24 h 後。原生質體溶液

以 100 體溶液離心 1 min，移除上清液，加入

新的 50 µL  mW5 溶液混勻，取 20 µL 至玻片，

並以正立螢光顯微鏡 (Axioskop 2 plus, Zeiss, 
Oberkochen, Germany) 觀察及估算綠色螢光

基因表現情形。

單一原生質體分離及目標序列編輯結果

分析

單一原生質體分離及基因編輯結果分析方 
法參考Lin et al. (2018) 發表之文獻加以調整。 
原生質體短暫性轉殖且培養 48 h 後，利用血 
球計數器推估數量後，利用 mW5 溶液調整濃 
度為 1 cell µL-1。取 1 µL 調整後之原生質體溶 
液 (以顯微鏡確認溶液中含有 1 個原生質體細 
胞 ) 加入至 PCR 溶液中進行巢式 PCR，第一 
次片段擴增反應引子為Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_F2  
(5’-TGTACCACAAAAGGCCGACT-3’) 及 Cm- 
eIF4E (Chr.12)_E1_R2 (5’-ACATTCAAGAC-
CCACGACAAGA-3’) 引子，第二次引子為 Cm- 
eIF4E (Chr.12)_E1_F1 (5’-CTCTCCATTCCA-
CAAAGCAC-3’) 及 Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_R1  
(5’-GCCCTCACATTCATAATCCC-3’) 引子，

兩次 PCR 條件以 98℃、2 min，98℃、10 s，
55℃、30 s，72℃、1 min 循環 30 次，72℃、10  
min 進行目標片段擴增，PCR 產物以 6% 聚丙 
烯醯胺凝膠 (polyacrylamide gel) 在 0.5× tris- 
borate-edta (TBE) 溶液 100 V、70 min 條件下 
進行膠體電泳。核酸電泳後，經 ethidium bro-
mide (EtBr) 染色，再藉由 ultraviolet (UV) 燈
箱及膠體照相系統擷取影像。

原生質體基因組 DNA萃取及基因編輯產
物分析

原生質體短暫性轉殖經過 48 h 培養後，以 
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100× g 離心 2 min，去除上清液後，利用植物

基因組萃取套組 (FAPGK001, Favorgen, Ping-
Tung, Taiwan) 萃取基因組 DNA。萃取之基因

組 DNA， 利 用 Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_F1 和

Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_R1 引子及 Ex Taq 聚合 
酶酵素套組 (RR001A, TaKaRa, Shiga, Japan) 
擴增目標片段後，以 1.5% agarose 膠片分析。

膠體電泳分離之目標片段條帶，以膠體回收套 
組 (28706, Qiagen, Hilden, Germany) 進行 PCR 
目標產物純化，並以 TA 選殖套組 (45-0030, 
Invitrogen, Waltham, MA, USA) 將純化之 PCR 
產物選殖入 TOPO 載體，再進行核酸定序及多 
重序列比對分析 (multiple sequence alignment) 
結果。

統計分析

本研究之試驗所得資料經 SAS Enterprise 
Guide 7.1 套裝統計分析軟體進行變異數分析 
(analysis of variance)，倘若處理間具有顯著

性差異 (P < 0.05)，則利用最小顯著差異性測

驗 (least significant difference test; LSD) 進行

各處理間之平均值差異性比較。

結果

原生質體製備最佳化及外源 DNA含量對
短暫原生質體轉殖效率影響

為利用原生質體短暫性轉殖表現系統 (圖 1)  
進行 CRISPR/Cas9 基因編輯結果評估，原生

質體轉殖效率將影響後續評估結果。在低轉殖

率情況下，轉殖成功之原生質體數量低，可取

得之轉殖成功樣本數不僅低，亦難以代表整體

基因編輯結果。所以，為評估甜瓜原生質體短 
暫性表現及基因編輯效果，本實驗利用研究室

先前所構築之兔海葵 (Zoanthus sp.) 綠色螢光 
報導基因載體 pCAMBIA-Ubi-ZsGFP (圖 2A) 
進行轉殖效率評估，並構築可同時表現兩個不 
同 gRNA之 pRGEB32 [Cm-eIF4E] [dual gRNA]  
載體 (圖 2B) 以進行後續基因編輯評估。

前人研究報告指出，PEG 轉殖過程控制原 
生質體在 2−5 × 105個數量，有較佳之轉殖效率  
(Huang et al. 2013; Burris et al. 2016)。為評

估單次轉殖可取得最佳原生質體濃度所需之

鮮葉重，不同鮮葉重取得純化後之原生質體

溶液，經血球計數器估算結果顯示，單次轉

殖所需之原生質體數概估需要 0.2 g 新鮮葉片

重 (圖 3A)，後續原生質體轉殖實驗亦以此條

件獲取所需之鮮葉重。在控制特定原生質體濃

度下，PEG 轉殖效率隨著加入之載體 DNA 含

量提升，轉殖率從 5% 提升至 20%，並以添

加 20−30 μg 載體量具有較佳之表現效率 (圖
3B)；利用倒立螢光顯微鏡觀察原生質體外觀，

多數呈現圓形之正常型態，且觀察到螢光反應

表現 (圖 4)。然而，當添加之載體 DNA 含量

提高至 40 μg，轉殖效果反而降低，顯示過高

DNA 含量對原生質體轉殖有不利影響，故在

基因編輯評估實驗將以 20−25 μg 作為加入外

源載體之含量基準。

同時導入兩個不同 gRNA至原生質體針
對Cm-eIF4E 基因編輯結果評估

本研究之 gRNA 選擇為透過 CRISPRdirect 
網站針對Cm-eIF4E基因序列 (MELO3C002698.2)  
進行評估，選擇之目標序列皆位於 Cm-eIF4E 
基因第一個外顯子區段 (exon 1)，第一個目標

序列位於起始位置起算第 15–37 個鹼基對 [含
protospacer adjacent motif (PAM) 序列] 之正

股 (plus/sense strand)，第二個則是第 161–183
個鹼基對 (含 PAM 序列 ) 之負股 (minus/an-
tisense strand)，預期同時導入兩個不同位點

之 gRNA 可造成目標序列 135 bp 缺失。為快

速分析同時導入兩個不同 gRNA 造成之染色

體片段缺失，針對 Cm-eIF4E 基因第一個外顯

子區段設計兩組引子 Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_
F2/Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_R2 及 Cm-eIF4E 
(Chr.12)_E1_F1/Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_R1，
擴增片段之 PCR 產物分別預期可獲得 732 bp
及 564 bp 條帶；若發生基因編輯產生之 135 
bp 缺失，則第二組引子擴增之 PCR 產物將可

觀察到 429 bp 條帶 (圖 5A)。為確認本試驗預

期結果，利用混合之轉殖原生質體經基因組 
DNA 萃取後，以 Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_F1 及 
Cm-eIF4E (Chr.12)_E1_R1引子擴增目標片段， 
並經膠體電泳分析後，觀察到 2 個條帶；無轉

殖之葉片及空載體轉殖之原生質體，以相同引 
子擴增目標片段，則僅觀察到 1個條帶 (圖 5B)。 
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此外，為近一步檢測單一原生質體細胞同時導

入兩個不同 gRNA，可對目標基因造成片段缺

失及評估基因編輯效率，藉由單一原生質體分

離方法及上述兩組引子進行巢式 PCR 分析。

結果顯示 20 個原生質體樣本中，11 個樣本能

擴增到目標片段，其中僅 1 個樣本 PCR 產物

位於 429 bp 附近 (圖 5C)，以此推估本原生質

體轉殖系統可獲得 135 bp 片段缺失約 9.1%。

為近一步分析本系統原生質體基因編輯結果，

將圖 5B 中轉殖原生質體經 PCR 擴增取得 564 
bp 及 429 bp 位置之 2 個條帶，分別經過膠體

回收、純化及 TA 選殖後，進行核酸定序。定

序結果顯示 564 bp 位置之條帶，隨機挑選 8 個

樣本中，1 個樣本觀察到 1 個核苷酸插入；429 
bp 位置之條帶，隨機挑選 21 個樣本，皆觀察

到 135 核苷酸缺失現象，且缺失之位置皆自起

始位置起算第 32 到第 166 個核苷酸 (圖 5D)。

討論

植物真核轉譯起始因子 4F 蛋白複合體主

導真核生物傳訊RNA (mRNA) 轉譯起始過程，

其複合體含括 eIF4E、eIF4G、eIF4A (DEAD-
box RNA helicase)、PARP [poly (A)-binding 
protein] 和 eIF3 蛋白質 (Jackson et al. 2010)。
在植物抗病毒基因中，針對病毒脅持宿主本身

圖 1.　原生質體短暫性表現轉殖流程示意圖。

Fig. 1.　Flowchart illustrating steps of transient transfection in melon protoplasts. WS: wash buffer; PEG: polyeth-
ylene glycol.
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轉譯資源進行突變或剔除而獲得之抗病毒機

制，稱為易感性喪失 (loss-of-susceptibility)，
其中 eIF4E 和 eIF4G 基因對於病毒 RNA 轉譯

及複製為主要的關鍵因子，亦是植物病毒主要

脅持宿主資源的對象 (Truniger & Aranda 2009; 
Wang & Krishnaswamy 2012)。在自然種原中，

(A) (B) (C)

100× 100× 100×

圖 4.　利用螢光顯微鏡觀察甜瓜原生質體轉殖後之外觀形態及螢光蛋白質表現情形。(A) 明視野；(B) 明視野

與螢光影像；(C) 螢光影像。

Fig. 4.　Morphology and green fl uorescent images of protoplast transient transfection. (A) Bright fi eld image; (B) 
bright fi eld with fl uorescent image; and (C) fl uorescent image.

(A)

(B)

圖 2.　應用於短暫性表現轉殖系統之轉殖載體示

意圖。(A) 綠色螢光基因表現載體 pCAMBIA-Ubi-
ZsGFP；(B) Cm-eIF4E 基因編輯載體 pRGEB32 [Cm-
eIF4E] [dual gRNA]。
Fig. 2.　Schematic diagram of the transient expression 
vectors in this study. (A) Zoanthus sp. green fl uorescent 
protein (ZsGFP) expression vector: pCAMBIA-Ubi-Zs-
GFP; (B) genomic editing vector for Cm-eIF4E gene: 
pRGEB32 [Cm-eIF4E] [dual gRNA]. Ubi_P: maize 
ubiquitin promoter; OsU3_P: Oryza sativa U3 snoRNA 
promoter; NLS: nuclear localization sequence; OsUbi_
P: Oryza sativa ubiquitin promoter.

(A)

(B)

圖 3.　原生質體之分離及短暫表現轉殖效率評估。

(A) 不同葉片鮮種可分離原生質體數量 (n = 4)；(B) 
加入不同載體DNA含量對轉殖效率之影響 (n = 4)。
Fig. 3.　Melon protoplast isolation and transient trans-
fection efficiency. (A) Protoplast yields isolated from 
different leaf fresh weights; (B) effect of DNA concen-
tration on transient transfection effi ciency.
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(B)

(C)

(D)

(A)

Cm-eIF4E
#1-#7
#8
#D1-#D21

圖 5.　藉由導入兩個鄰近 gRNA，移除特定基因組序列片段。(A) Cm-eIF4E 第一個外顯子、gRNA 及引子設

計位置簡圖。(B) 導入兩個 gRNA 造成特定片段缺失之結果；L 代表擴增來源為無轉殖之葉片 DNA；T 代表

擴增來源為短暫性轉殖表現之原生質體整體表現；P 代表擴增來源為短暫性轉殖空載體 pRGEB32 之原生質

體整體表現。(C) 原生質體轉殖後，利用巢式 PCR 擴增單一原生質體 PCR 片段結果圖；P 代表無經過轉殖之

原生質體；編號 1–20 代表經過短暫性轉殖表現之單一原生質體結果。(D) 目標片段藉由膠體純化、TA 選殖

及定序後以多重序列比對分析結果。

Fig. 5.　135 bp fragment deletion on the Cm-eIF4E gene by introducing the dual gRNA vector into protoplasts. (A) 
Schematic diagram of designed dual gRNA and primers on Cm-eIF4E exon 1; (B) target fragment were amplifi ed 
from wild type leaves (L), transfected (T) and non-transfected (P) protoplasts by using polymerase chain reaction 
(PCR) assay; (C) DNA from several single protoplasts was amplified by using nested PCR after transfection. P, 
non-transfected protoplasts; and (D) alignment of sequences of mutated alleles identifi ed from cloned PCR fragments.
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eIF4E 基因點突變 (point mutation) 造成編碼序 
列 (coding sequence) 改變且不影響原本蛋白

質功能下，獲得抗病毒功能的種原已在多個作

物中被發現，例如：番椒、番茄、萵苣、豌豆

及甜瓜 (Ruffel et al. 2002; Nicaise et al. 2003; 
Gao et al. 2004; Ruffel et al. 2005; Nieto et 
al. 2006)；藉由人為導入基因編輯技術，精

準地將 eIF4E 或同功型 eIF (iso) 4E 起始因子

剔除，可在不影響植物外表型狀況下，獲得

抗病毒能力，例如：阿拉伯芥、胡瓜及樹薯 
(Chandrasekaran et al. 2016; Pyott et al. 2016; 
Gomez et al. 2019)。爰此，利用基因編輯技

術改造 eIF4E 基因功能，在植物抗病毒研究及

應用是極有其價值。

然而，現行植物基因編輯技術，需要利用

基因轉殖方式將外源片段 CRISPR/Cas9 序列，

以農桿菌轉殖或基因槍轉殖導入植物細胞才能

進行作用，但由於此兩種方法需要誘導植株再

生後，方能分析基因編輯的情形，所需時間短

則 3 mo，長則可能需半年以上。對於前期評

估基因編輯之試驗目的而言，無法有效快速獲

得分析結果。特別在多數無參考序列或解序不

完全之非模式植物中，更需要快速且有效的進

行前期基因編輯效果及脫靶率評估，以調整目

標序列或 gRNA 設計與規劃。

本試驗利用甜瓜葉片為分離原生質體之材

料，分離後之原生質體以 PEG 轉殖法導入綠

色螢光基因或基因編輯載體，以進行轉殖效率

和 eIF4E 基因編輯評估。前人研究指出原生質

體分離與酵素溶液成分、處理時間及物種材料

等有關聯，過與不及將影響原生質體產量及存

活率 (Gajdová et al. 2007; Huang et al. 2013; 
Burris et al. 2016)；本篇原生質體分離處理條

件下，每 1.0 g 新鮮葉片重約可獲取 1.7 × 106

個原生質體細胞 (圖 3A)，單次轉殖所需之原

生質體數約需要 0.2 g 新鮮葉片。利用 PEG 轉

殖平台添加不同含量外源 DNA，對原生質體

轉殖效果有不同影響，本試驗結果顯示以添

加 20−30 μg 載體量具有較佳之表現效率，但

當添加濃度過高時，轉殖效率則逐漸降低 (圖
3B)，在柳枝稷、葡萄及野草莓等植物亦發

現有相似狀況 (Burris et al. 2016; Zhao et al. 
2016; Gou et al. 2020)。

CRISPR/Cas9 影響目標基因組如前言所

述，可能會有鹼基插入、缺失、置換或複合型

式，且以單一鹼基改變出現機率較高；單一鹼

基的改變在後續篩檢分析上，可以使用 T7 核

酸內切酶 (T7 endonuclease I; T7EI)、高解析

度熔離分析 (high-resolution melting analysis; 
HRMA)、sanger 定序或次世代定序等方法進

行篩檢 (Germini et al. 2018; Manghwar et al. 
2019)，但這些篩檢方法所需經費及人力不低。

因此，本研究同時導入兩個不同 gRNA 可精準

造成 135 鹼基對缺失，再利用 PCR 擴增目標

區域及膠體電泳分析，即可快速進行篩選，且

利用單一原生質體細胞搭配巢式 PCR 和膠體

電泳，即可快速估算 135 鹼基對缺失在原生質

體中所占比例，將可大幅縮減篩檢所需經費。

此外，在本研究中使用之 Cas9 蛋白及 gRNA
之表現分別由水稻 UBI 及 U3 啟動子 (promot-
er) 所控制，顯示單子葉水稻之 RNA 聚合酶

III 及 RNA 聚合酶 II 啟動子可正常於雙子葉

甜瓜細胞中表現且具有功能，推測單、雙子葉

啟動子間有一定序列相似度且部分功能可通用 
(Jang et al. 2002; Khurana et al. 2013; Kumari 
& Ware 2013; Lin et al. 2018)，但為求實驗之

精準性，不同植物間啟動子之效用仍建議先行

評估。因此，在經費、時間及資源有限之下，

利用原生質體短暫性轉殖表現系統，快速進行

基因編輯效能之前期研究評估是不可或缺，後

續亦可搭配原生質體再生系統獲得轉殖系植株

進行外表性狀分析。冀本研究成果提供後續研

究專家學者可於前期快速進行基因編輯評估、

後續原生質體再生應用及抗病毒基因研究。
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Using Transient Expression and Transfection System of 
Melon Protoplasts for Rapid Evaluation of  

Genome Editing 

Shuen-Chi You1,*, Yi-Wen Wang2, Ssu-Yu Lin1, Ching-Yi Huang3, and Da-Gin Lin4,*

Abstract

You, S. C., Y. W. Wang, S. Y. Lin, C. Y. Huang, and D. G. Lin. 2021. Using transient 
expression and transfection system of melon protoplasts for rapid evaluation of genome 
editing. J. Taiwan Agric. Res. 70(3):206–216.

The clustered regularly interspaced short palindromic repeats/Cas9 (CRISPR/Cas9) system is 
the most popular strategy for genomic editing technology in recent years, and has been a powerful 
tool for gene function verification and precision plant breeding. To replace the current time-consuming 
Agrobacterium-mediated method, this study aims to establish a rapid transient expression platform for 
the preliminary evaluation of genomic editing system. First of all, leaf protoplasts of Cucumis melo 
L. were used to establish the transient gene expression system, and the best transformation efficiency 
reached approximately 20%. Simultaneously, the melon eukaryotic translation initiation factors 4E 
(eIF4E) was used as a target gene to evaluate the genome editing efficiency in the transient expression 
system. Our results have demonstrated that the dual guide RNA (gRNA) CRISPR/Cas9 system could 
be introduced to mediate deletion of the genomic DNA fragment (135 bp) on the first exon of Cm- 
eIF4E in the transient expression system. Besides, this deletion could be rapidly detected by using 
the nested polymerase chain reaction (PCR) and PCR. These methods can significantly reduce the re-
quired staffing, time and costly processes in contrast to TA cloning and sequencing analysis for detect-
ing the point mutation induced by using single gRNA CRISPR/Cas9 system. Furthermore, the system 
established in this study provides a foundation for further progress of the precise new-generation crop 
breeding platform.

Key words: Protoplast, Genomic editing, Dual gRNA, Cm-eIF4E.
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