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农杆菌渗透法转化烟草条件的优化
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　　摘要：植物瞬时表达系统常用于研究基因表达产物的亚细胞定位和蛋白间的互作，将ＧＦＰ－ＧＵＳ融合蛋白植物表
达载体导入农杆菌ＥＨＡ１０５，获得工程菌，制备不同浓度的农杆菌浸染液，用注射法对烟草叶片进行转化，荧光显微镜
检测烟草叶片原生质体和下表皮中ＧＦＰ的表达情况。结果表明，浸染注射液的Ｄ６００ｎｍ在０．３～０．７之间均具有较高的

转化效率，注射后第４天至第６天为较佳观察时间。
　　关键词：植物瞬时表达系统；渗透法；转化；农杆菌渗透注射；烟草；绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）
　　中图分类号：Ｓ５７２．０１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１４）０９－００４５－０３

收稿日期：２０１３－１１－２５
基金项目：临沧师范高等专科学校高层次人才引进科研启动项目（编

号：ＬＸＪ２０１２）；临沧师范高等专 科学校 校 级 课 题 （编 号：
ＬＣＳＺＬ２０１３００１）。

作者简介：李晓君（１９８５—），女，云南临沧人，博士，讲师，主要从事植
物生物技术与种质创新研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｘｊ－１４８＠１６３．ｃｏｍ。

　　植物瞬时表达系统常用于基因产物的亚细胞定位、蛋白
间互作、转录因子与启动子之间的互作、启动子分析等方面的

研究［１－２］。植物瞬时表达系统中外源基因的导入方法有植物

病毒介导法、ＰＥＧ法、电击法、基因枪法和农杆菌渗透法［２］。

农杆菌渗透法是一种比较简便的方法，通过将植物表达载体

导入农杆菌，用真空法或注射法将农杆菌导入植物细胞，使得

农杆菌 Ｔｉ质粒上的 Ｔ－ＤＮＡ区整合到植物基因组中，
Ｔ－ＤＮＡ区的目标基因培养几天后即可得到表达［３］。较其他

方法而言，农杆菌渗透法具有转化效率高、基因表达在完整活

体内进行、可携带较大片段的目的基因等优点［２］。原生质体

是观察基因瞬时表达情况的优选材料，传统的原生质体转化

方法首先要制备高浓度、高质量的质粒，经过从植物活体材料

中分离纯化原生质体，在 ＰＥＧ的介导下将质粒 ＤＮＡ导入原

生质体，进行原生质体培养后再检测目标基因的表达情

况［４］。用该方法转化后的原生质体敏感、易破裂，使得阳性

细胞检出率低，不利于观察。以农杆菌渗透法转化材料提取

原生质体，可缩短从原生质体提取到观察的时间，原生质体完

整，镜检阳性率高。本研究在Ｓｐａｒｋｅ等的研究基础［５］上简化

了农杆菌注射液的制备和注射过程，通过荧光显微镜观察注

射区域下表皮和原生质体中绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的表达情
况，检测不同注射浓度下和注射后不同时间的转化效率，总结

出一种高效简易的农杆菌渗透注射转化烟草的方法。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　植物材料　将普通烟草（Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ）种子播撒
在育苗盘中，２周后移至小花盆，５～６周后即可作为转化
受体。

１．１．２　菌种和质粒　农杆菌 ＥＨＡ１０５为临沧师范高等专科
学校农学系植物生理实验室保存，植物表达载体 ｐＣＡＭ
ＢＩＡ１３０４图谱如图１（空载体表达ＧＦＰ－ＧＵＳ基因，亚细胞定
位特点：细胞质［６］）所示。
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１．１．３　试验仪器和用具　低温高速离心机（ＭＩＫＲＶ２２Ｒ，ＨＥＴ
ＴＩＣＨ）、摇床（Ｇ－２７，ＥＫＩＳＯ）、荧光显微镜（ＴＣＳ－ＳＰ５ＬＥＩＣＡ）、
５ｍＬ一次性注射器［生工生物工程（上海）股份有限公司］、低温
冰箱（海尔）。

１．２　试剂配制
本试验所用药品及试剂均为国产分析纯。（１）母液 ６

种。包括０．２ｍｏｌ／ＬＭＥＳ（２－Ｎ－吗啉代乙磺酸）、０．８ｍｏｌ／Ｌ
甘露醇、１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２、２ｍｏｌ／ＬＫＣｌ、１ｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮、
１ｍｏｌ／ＬＮａ３ＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ。除了甘露醇母液外，其他均４℃保
存。（２）ＹＥＢ液体培养基。包括１０ｇ／Ｌ酵母膏、５ｇ／Ｌ蛋白
胨、５ｇ／Ｌ蔗糖、１ｇ／ＬＭｇＳＯ４。１２１℃灭菌２５ｍｉｎ，冷却，加入
３种抗生素（终浓度 １０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、２５ｍｇ／Ｌ链霉素、
５０ｍｇ／Ｌ利福平），４℃保存。（３）注射培养基。包括１０ｇ／Ｌ
Ｄ－果糖、５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭＥＳ、１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＣａＣｌ２、２ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｎａ３ＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ、０．１ｍｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮，现用现配。（４）原
生质体提取溶液Ⅰ。包括１５ｍｇ／ｍＬ纤维素酶、５ｍｇ／ｍＬ离
析酶、２０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ、４００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇、２０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，
现用现配。（５）原生质体提取溶液Ⅱ。包括 ５ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ
ＣａＣｌ２、５ｍＬ１０％ ＢＳＡ、１ｍＬβ－ＭＥ，现配现用，配制后用
０．４５μｍ滤头过滤。（６）Ｗ５溶液。包括 ２ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ、
１５４ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、１２５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２、５ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，可提前配
制，４℃保存。（７）ＭＭＧ溶液。包括 ４００ｍｍｏｌ／Ｌ甘露醇、
１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、４ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ，可提前配制，４℃保存。
１．３　农杆菌渗透注射法转化烟草
１．３．１　工程菌的获得和活化　用冻融法将ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４质
粒转入农杆菌 ＥＨＡ１０５感受态细胞，获得工程菌株，低温保
存。将１０μＬ工程菌种接入 ５ｍＬ的 ＹＥＢ液体培养基（含
１０ｍｇ／Ｌ卡那霉素、２５ｍｇ／Ｌ链霉素、５０ｍｇ／Ｌ利福平）中活
化１２ｈ（２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ）。
１．３．２　注射液的准备　菌体活化后，按照１∶１００的体积比
进行转摇（２８℃，２００ｒ／ｍｉｎ），培养 ５～６ｈ，离心，收集菌体
（室温、１０００ｇ、１０ｍｉｎ），加入１／２菌液体积的注射培养基进
行重悬，室温下１０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，重复１次，去除
残留的抗生素；将菌体用注射培养基进行重悬，用注射培养基

稀释菌体至７个浓度，其对应的 Ｄ６００ｎｍ为０．１、０．３、０．５、０．７、
０．９、１．２、１．５，此时配制得菌体注射液，此注射液可室温放置
４～５ｈ，也可立即使用。
１．３．３　注射法转化　注射前将烟草在日光灯下培养２～３ｈ，
以便烟草气孔张开而有利于注射。选择烟草植株中部较大的

２张叶片进行注射，先用去掉针头的注射器轻轻擦除无主脉
处的下表皮蜡质，形成注射点；用无针头的注射器吸取０．５～
１．０ｍＬ的菌体注射液，左手扶着注射叶片正面，右手将菌体

注射液由注射点轻轻地推入，每个点注射量以注射液无法在

叶背面扩散为止，每个叶片注射不超过４个点，每个浓度的注
射液注射５个植株。注射后，用标记笔标记注射液扩散的范
围。为了防止操作失误引起的注射液喷射，在注射的过程中

要带口罩、手套和眼镜。如果同时进行多个工程菌的注射，在

注射不同的菌前更换１次手套，防止交叉污染。注射完后，将
烟草放置于培养箱中，如果天气晴朗，也可直接置于大棚内培

养，隔天浇１次水。
１．４　显微观察目标蛋白表达情况

由于ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４表达的为ＧＵＳ－ＧＦＰ融合基因，因此
可以通过ＧＵＳ染色和荧光显微观察２种途径进行目的蛋白
表达的检测。本研究通过荧光显微观察方法进行 ＧＦＰ蛋白
表达的检测。（１）直接观察法。注射后第２天开始，每天撕
取一小片（１ｃｍ２左右）的注射液扩散范围的烟草下表皮，放
在载玻片上（滴水），盖上盖玻片，用荧光显微镜进行观察，连

续观察７ｄ，检测阳性细胞的比例。（２）原生质体观察法。转
化后第４天，收集各个菌液浓度处理的３个植株叶片，每个植
株取１．５ｃｍ２左右，混样提取原生质体。原生质体提取参照
ＲＡＯ等的方法［７］，先根据样品配制提取溶液Ⅰ（每份样品
５ｍＬ），将提取酶液溶液Ⅰ在５５℃下温育１０ｍｉｎ，冷却后加
入提取溶液Ⅱ（每份样品１１０μＬ）；将叶片切成１ｍｍ宽的细
条，放入酶液Ⅰ和酶液Ⅱ的混合液中，用镊子打散；抽真空
２０ｍｉｎ后消化３ｈ，摇匀，在裂解液中加入Ｗ５溶液稀释（每份
样品５ｍＬ），用 ３００目钢网过滤杂质和碎片。将滤液吸入
２ｍＬ离心管中，１００ｇ离心２ｍｉｎ后小心将离心管置于冰上
１５ｍｉｎ，去上清，加入ＭＭＧ溶液调整各个样品的原生质体浓
度至基本一致，约１００万个／ｍＬ。用荧光显微镜进行检测各
个样品的阳性细胞比例，统计３个１０倍镜视野下的阳性细胞
占正常原生质体的比例，在明场下检测完整原生质体占视野

中总原生质体的比例，以未注射的烟草作为以上２个观察试
验的空白对照。

２　结果与分析

２．１　转化烟草下表皮观察
转化后第２天开始，每天撕取不同浓度菌液注射后的烟

草植株叶片的下表皮用荧光显微观察ＧＦＰ的表达情况，由表
１可见，除了Ｄ６００ｎｍ为０．１的注射样品外，在注射后第３天均
可在烟草叶片下表皮中观察到绿色荧光，而注射浓度 Ｄ６００ｎｍ
为０．３～０７之间的注射样品在第４天和第７天均可检测到
较强的绿色荧光。菌液浓度 Ｄ６００ｎｍ ＞０．９时会降低转化效
率；注射液Ｄ６００ｎｍ为０．５时，ＧＦＰ的表达强度在第４天至第６
天最好。
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表１　注射后各烟草样品叶片下表皮中ＧＦＰ表达情况

Ｄ６００ｎｍ
表达强度

第２天 第３天 第４天 第５天 第６天 第７天 第８天
０．１
０．３
０．５
０．７
０．９
１．２
１．５

－
－
－
－
－
－
－

－
＋
＋＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋
＋
＋
－

＋
＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋
＋＋
－
－

＋
＋＋＋
＋＋＋＋
＋＋＋
＋
－
－

－
＋＋
＋＋＋
＋＋
－
－
－

－
－
＋＋
＋
－
－
－

　　注：－、＋、＋＋、＋＋＋、＋＋＋＋分别表示无信号、阳性细胞率为０～１０％、阳性细胞率为１０％～２０％、阳性细胞率为２０％～４０％、阳性细胞率
在４０％以上。

２．２　菌液注射浓度对转化效率和原生质体成活率的影响
转化后第４天，提取不同浓度菌液注射后的烟草叶片原

生质体进行观察，对 ＧＦＰ阳性细胞的比率进行统计，并在明
场下统计破损原生质体的比例，结果如图２所示。当 Ｄ６００ｎｍ
为０．１或大于０．９时，阳性细胞的检出率均低于２０％；而在
０．３～０７之间时，阳性细胞检出率均在３０％以上；０．５则为
最佳转化浓度，转化率达４５％，原生质体较为完整，转化效率
较高。随着注射浓度的增加，菌液对叶片细胞的伤害增强，当

Ｄ６００ｎｍ＞０．９时，提取的原生质体成活率降低至６０％以下。图
３为转化后第４天注射菌液浓度 Ｄ６００ｎｍ为０．５时注射区域烟
草下表皮和原生质体中ＧＦＰ的表达情况。

３　结论

农杆菌介导转化烟草的瞬时表达常常通过离体渗透法，

也可通过注射法进行［８－９］。本研究所用的农杆菌渗透转化法

在转化过程中只需配制菌体培养液和注射液，注射液现配现

用，比较方便快捷。通过荧光显微镜在细胞水平对转化效率

进行分析，并分析注射液浓度对原生质体成活率的影响，结果

表明注射液的浓度对试验结果有重要影响，注射液浓度

Ｄ６００ｎｍ为０．３～０．７时均能得到理想的结果，在第４天至第６
天时进行检测最为合适。在亚细胞定位研究中，利用

Ｘ－ＧＦＰ－ＧＵＳ融合蛋白表达系统，其优点是在检测目标蛋白
的表达时，既可以通过ＧＵＳ染色的方法观察目的基因在植物
不同组织和不同发育时期的表达情况，也可以直接通过显微

观察细胞中的 ＧＦＰ荧光信号分析目的基因的亚细胞定位和
蛋白互作情况；且Ｘ－ＧＦＰ－ＧＵＳ融合蛋白分子量较大，可以
防止融合蛋白自由扩散，对于目的蛋白分子量较小的基因可

以减少定位误差［１０］。
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