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农杆菌介导注射法建立番茄子叶瞬时表达系统

郎遥玲 1，2，王  倩 1，陈  彬 1，白国辉 1，管晓燕 1，刘建国 1

文题释义：
植物表达载体pCAMBIA-E8-APB-DOCK8(简称pE8AD3)：为课题组构建，它是以pCAMBIA2301双元穿梭载体为骨架，将外源基因果实特异性启
动子E8，APB中包含cat、PacA和ctxB基因以及胞质分裂专一蛋白8(DOCK8)依次构建到载体上。
变异链球菌(Streptococcus mutans，S.mutans)：是人类最主要的致龋菌，其中主要的致龋毒力因子是表面蛋白和葡糖基转移酶，研究针对
这2种致龋毒力因子的抗体，可以有效抑制龋病的发生和发展。
转基因番茄口服防龋疫苗：番茄果实可直接生食，在全世界广泛种植且产量高，以番茄植物系统作为真核生物反应器，能有效对重组蛋白
进行准确地加工和修饰，是一个理想的外源蛋白表达的工厂，利用转基因番茄生产口服疫苗能有效激发实验动物的黏膜免疫应答和体液免
疫，具有较大的优势及广阔的应用前景。

摘要
背景：转基因植物生产口服疫苗具有较大的优势及广阔的应用前景。目前，关于番茄瞬时表达系统的研究罕见报道，对番茄瞬时表达条件
进行优化，可使植株的遗传转化效率大幅度提高。
目的：利用农杆菌介导的注射法，建立番茄子叶瞬时表达系统，检测植物表达载体pCAMBIA-E8-APB-DOCK8中外源基因的转录水平。
方法：通过对番茄无菌苗的培育，观察不同番茄品种的出芽数、成苗数及农艺学性状的差异显著性，筛选出适用于此实验的番茄品种，将
前期构建的植物表达载体pCAMBIA-E8-APB-DOCK8转化到农杆菌EHA105中，通过对番茄子叶、注射农杆菌浓度、农杆菌注射量、生长苗龄
以及共培养天数进行筛选，建立农杆菌介导的番茄子叶瞬时表达系统，观察报告基因的转录水平。
结果与结论：初步建立番茄子叶瞬时表达系统，筛选出适合的番茄品种为欧洲大红(苹果型)，选材部位为番茄的子叶，注射农杆菌浓度
A600为0.2-0.7，农杆菌注射量为50 μL，苗龄为7-10 d，共培养24-48 h。该实验为后期外源基因蛋白表达分析研究提供一种方便、快捷和有
效的方法。
关键词：番茄；农杆菌介导；瞬时表达系统构建；E8-APB-DOCK8；植物疫苗；转录分析
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文章快速阅读：初步建立番茄子叶瞬时表达系统

采用农杆菌介导的注射法，初步

建立番茄子叶瞬时表达系统，以

DOCK8 部分片段 d3 作为报告基

因，观察转录水平。

课题组前期构建的植物表达载体

pCAMBIA-E8-APB-DOCK8 转化到

农杆菌 EHA105。

文章特点——
采用农杆菌介导的注射法，

初步建立番茄子叶瞬时表

达系统，检测植物表达载

体 pCAMBIA-E8-APB-DOCK8
中外源基因的转录水平。

注射农杆菌浓度 A600 为 0.2-0.7，
农杆菌注射量为 50 μL，苗龄为

7-10 d，共培养 24-48 h。

实验筛选出适合的番茄

品种为：欧洲大红 ( 苹
果型 )。

番茄无菌苗的培育，

筛选出适用此实验的

番茄品种。
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0   引言   Introduction
番茄，又称洋柿子或西红柿，属于茄科，是世界上栽

培最为普遍的果蔬之一。美国《时代周刊》杂志曾报道番

茄是世界十大功能食品之一
[1]
。番茄为一年生，在热带地区

则为多年生草本植物，产量高，果实可直接生食。以番茄

植物系统作为真核生物反应器，能有效对重组蛋白进行准

确加工和修饰，是一个理想的外源蛋白表达的工厂
[2]
。研究

表明转基因植物生产口服疫苗能有效激发实验动物的黏膜

免疫应答和体液免疫，并且对实验动物无不良反应
[3-4]

。因

此，转基因植物生产口服疫苗具有较大的优势及广阔的应用 

前景。

瞬时表达是指将外源基因作为基因组外的遗传物质，

转入宿主细胞中进行转录和翻译，在转化细胞内累计表达，

所需时间短暂
[5]
。瞬时表达存在许多优点：实验操作简单、

实验周期短且表达效率高、对材料的限制性小、生物安全性 

强
[6-7]

。因此，瞬时表达技术在分子生物学研究领域中被广

泛应用于外源基因的表达
[8]
、启动子和抑制子功能分析

[9-10]
、

亚细胞定位、蛋白质间相互作用
[11]
、转录因子与顺式作用元

件的互作等方面
[12]
。此外，该系统也用于药用蛋白的生产，

为生物制药、抗体、疫苗的研发开辟了捷径
[13-16]

，瞬时转化

表达系统的运用潜力巨大。

通过瞬时表达在植物中导入外源基因的方法有：基因

枪法、聚乙二醇法、植物病毒介导法、电击法、农杆菌渗透 

法
[17]
。其中，农杆菌渗透法具有操作简便且易于转染、表达

效率较高、可携带较大的外源基因片段、可在完整植株上进

行表达等优点，因此使用农杆菌渗透法介导的瞬时表达最为

运用广泛
[18]
，其基本流程为：构建双元表达载体系统，并将

目的基因插入 Ti 质粒的 T-DNA 上，形成重组质粒，转化农杆

菌，利用农杆菌侵染植物的叶片，通过辅助性质粒的 Vir 区

基因与重组质粒 T-DNA 区的反式作用来激活 T-DNA 的转移，

将目的片段的基因转移至植物细胞的细胞核中
[19-21]

。虽然大

部分 T-DNA 并未整合到植物基因组中，只是暂存在细胞核内，

但仍可利用植物细胞的转录、翻译系统对 T-DNA 上携带的目

的基因进行瞬间表达，从而达到短期基因表达的目的
[22-23]

。

番茄是喜温作物，高温、低温、多雨等都是影响番茄

生长的环境因素，不同的温度条件下生长周期也各不相同，

因此，稳定的转基因番茄植株在短时间内不易获得。与瞬时

表达相比，植物的稳定遗传表达系统获得转化植株所需的实

验周期长，且蛋白表达量较低，外源蛋白的表达技术面临瓶

颈时期。此外，关于番茄瞬时表达系统的研究罕见报道，利

用烟草、拟南芥等模式植物瞬时表达系统由于种属差异可能

使外源基因的功能不能真实地反映出来。研究表明，影响农

杆菌瞬时表达效果的因素有：农杆菌菌株的差异
[19]
、生长浓 

度
[24]
、植物的种类、侵染的条件、植物与农杆菌共培养的时

间
[25]
、叶片的生长状况等，部分植物的转化效率会受到光照

和温度的影响
[26]
。JELLY 和 AHN 等

[27-28]
研究发现瞬时表达条

件的优化可使植株的遗传转化效率大幅度提高。

作为最主要的致龋菌，变异链球菌主要的致龋毒力因

子是表面蛋白和葡糖基转移酶，针对这 2 种致龋毒力因子的

抗体可以有效抑制龋病的发生和发展。基于免疫防龋原理，

课题组针对这 2 种致龋毒力因子成功构建了植物表达载体

pCAMBIA-E8-APB-DOCK8( 简称 pE8AD3)。该实验将课题组成

功构建的植物表达载体 pE8AD3 作为外源基因
[29]
，建立一个

快捷、简便的瞬时表达系统，以初步研究该番茄外源基因在

转录水平的表达情况，为番茄植株遗传转化效率的提高提供

参考。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   ①分子生物学设计：课题组前期构建的植物表达

载体 pE8AD3 转化到根癌农杆菌 EHA105 中；②统计学设计：

通过单因素方差分析，观察番茄在发芽、成苗及农艺学性状

之间的差异显著性。

Abstract
BACKGROUND: The production of oral vaccines by transgenic plants has great advantages and broad application prospects. At present, there are few reports 
on the study of the tomato transient expression system. It is necessary to optimize tomato transient expression conditions, which can greatly improve the 
genetic transformation efficiency of plants. 
OBJECTIVE: The transient expression system of eggplant cotyledon was established by Agrobacterium tumefaciens-mediated injection to detect the 
transcription level of exogenous genes in plant expression vector pCAMBIA-E8-APB-DOCK8.
METHODS: Through the cultivation of tomato bacterial-free seedlings, significant differences in the number of sprouts, seedlings and agronomic traits of 
different tomato varieties were observed, and the tomato varieties suitable for this experiment were selected. The plant expression vector pCAMBIA-E8-APB-
DOCK8 constructed earlier was transformed into Agrobacterium tumefaciens EHA105, and then the tomato cotyledons, the concentration of Agrobacterium 
tumefaciens injected, the amount of Agrobacterium tumefaciens injected, the age of seedlings and the days of coculture were screened. The transient 
expression system of eggplant cotyledon mediated by Agrobacterium tumefaciens was established to observe the transcriptional level of the reporter gene.
RESULTS AND CONCLUSION: The transient expression system of eggplant cotyledon was preliminarily established. The suitable tomato variety was selected as 
European Dahong (apple type), and the selected material was tomato cotyledon. The concentration of Agrobacterium for injection was A600:0.2-0.7, and the 
amount of Agrobacterium for injection was 50 μL. The seedling age was 7-10 days, and the total culture time was 24-48 hours. It provides a convenient, fast 
and effective method for the analysis of exogenous gene protein expression in the later stage.
Key words: tomato; Agrobacterium mediated; instantaneous expression system construction; E8-APB-DOCK8; plant vaccine; transcription analysis
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1.2   时间及地点   实验于 2014 年 7 月至 2016 年 2 月在遵义

医科大学口腔疾病研究特色重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   植物材料   实验所用番茄种子品种有3种：欧洲大红 (苹

果型 ) 和欧美大红购于西安市新世绿色种子研究所，铁将军

( 石头型 ) 购于西安市临潼农丰蔬菜研究所。

1.3.2   质粒及菌种   植物表达载体 pE8AD3 为课题组构建
[29]
；

农杆菌感受态细胞 EHA105 菌株购于上海迈其生物科技有限

公司。

1.3.3   培养基   按照使用说明配制 MS 固体培养基、MS 液体

培养基、YEB 液体培养基、YEB 固体培养基。

1.3.4   主要试剂   卡那霉素 (索莱宝，北京 )；利福平 (索莱宝，

北京 )；乙酰丁香酮 ( 索莱宝，北京 )；反转录试剂盒 (TaKaRa，

大连 )；焦碳酸二乙酯 (DEPC)(TaKaRa，大连 )；RNAiso Plus 

(TaKaRa，大连 )；次氯酸钠溶液 ( 成都科龙化工试剂厂 )；

无水乙醇 ( 成都科龙化工试剂厂 )；蔗糖 ( 成都科龙化工试

剂厂 )；氯仿 ( 天津市大茂化学试剂厂 )；异丙醇 ( 天津市大

茂化学试剂厂 )。
1.3.5   主要仪器   植物组织培养室 [ 湿度 40%-50%，温度

(25±3)℃ ]( 河南赛诺优农科技有限公司 )；SCIENTZ-48 高通量

组织研磨器 ( 宁波新芝生物科技股份有限公司 )；150 mL 锥形

瓶 ( 武汉鼎盛中天实验仪器有限公司 )；金属接种铲 ( 武汉鼎

盛中天实验仪器有限公司 )；1 mL 无菌注射器 (Milipore，美

国 )；PCR 仪 (BIO-RAD，美国 )；恒温制冷摇床 (Thermo，美

国 )；水平电泳仪 ( 六一仪器，北京 )；微量移液器 (Eppendoff， 

德国 )；高速冷冻离心机 (Thermo，美国 )；紫外分光光度计

(Eppendorf，德国 )；全自动凝胶成像分析系统 (SYNGENE，

美国 )。
1.4   实验方法   运用农杆菌介导的叶片注射法，将植物表达

载体 pE8AD3 转化到根癌农杆菌 EHA105 中，用 1 mL 注射器

使农杆菌充分侵染番茄子叶细胞，将大量的 T-DNA 转入植物

细胞内，可在短时间内检测到外源基因的表达。农杆菌介导

的叶片注射法的技术流程包括：表达载体的构建、农杆菌的

培养、注射侵染和瞬时表达。实验技术流程见图 1。
1.4.1   无菌苗的培育   挑选均匀饱满的番茄种子 20 粒，放置

于 5 mL 的干净离心管中，加入 4 mL ddH2O 浸泡番茄种子，

将 5 mL 离心管放入到 50-55 ℃水浴中 30 min，期间需上下

颠倒 3-5 次，于超净工作台上用小毛刷轻轻刷洗种子，目的

是去除种子外的绒毛及灰尘，利于种子吸水和发芽。用 2 mL

的一次性滴管移出离心管中的液体，加入体积分数为 75% 的

乙醇浸泡消毒 30 s，期间可上下颠倒一两次，无菌 ddH2O 冲

洗 1 次，再用 20% 的次氯酸钠 ( 活性氯含量≥ 5.5%) 浸泡消

毒 15 min，高压灭菌蒸馏水反复冲洗 3-5 次，将消毒后的种

子放于灭菌纸上吸干种子表面多余的水分，用无菌金属接种

铲将番茄种子均匀接种于装有 MS 固体培养基的锥形瓶中，

封口膜密封瓶口。植物室 25 ℃暗培养 3-5 d，待约 60% 的种

子萌发出胚根后转移至光照下培养。生长条件：湿度 40%-

50%，温度 (25±3) ℃，光照 16 h/d，黑暗 8 h/d，光照强度为

3 000 Lx。每个品种各培育 5 瓶，每瓶 20 粒。培育 2 周，观

察并计算出每个品种的出芽率、成苗率。成苗后记录每个品

种植株的子叶片数、叶长、叶宽、叶高、茎粗等，进行农艺

学性状的比较，筛选出比较适用于此实验的番茄品种。 

1.4.2   重组质粒 pE8AD3 转化农杆菌 EHA105   重组质粒

pE8AD3 DNA 10 μL 加入到农杆菌感受态细胞 EHA105 中，依

次放于冰上静置 15 min、-80 ℃ 5 min、37 ℃水浴 5 min、

冰上放置 5 min；加入 700 μL 无抗生素的 YEB 液体培养基， 

28 ℃振荡培养两三个小时；4 ℃ 6 000 r/min 离心 1 min，预

留 100 μL 上清轻轻吹打重悬菌块混匀，涂布于含 50 μg/mL

卡那霉素的YEB固体培养基的平板上，倒置28 ℃培养一两天；

无菌牙签挑取单菌落于装有 700 μL 含有 50 μg/mL 卡那霉素

的 YEB 液体培养基中，挑菌多管，28 ℃振荡培养 24 h；进行

PCR 鉴定。

1.4.3   农杆菌转化液的制备   将鉴定后的阳性克隆菌液 200 μL 

转接到 10 mL 含卡那霉素 50 μg/mL、利福平 20 mg/mL 的

YEB 液体培养基中，各 3 管，28 ℃振荡培养 12 h，4 ℃  

10 000 r/min 离心 1 min，收集菌体，所用悬浮液为 MS 液体

培养基，侵染液为乙酰丁香酮 100 mg/mL，用悬浮液和侵染

液悬浮离心得到的菌体，即为转化液；调节 600 nm 波长处

的吸光度值分别为 0.2，0.5，0.7 备用。

1.4.4   番茄子叶注射及共培养   将筛选出适用于实验的番茄

品种，生长至 3-5 d，5-7 d，7-10 d的番茄子叶作为实验对象，

选用子叶背面叶脉分支的位置作为注射部位，将 1 mL 的无

菌注射器针头轻轻在子叶背面叶脉分支处扎一下，注意不要

完全将子叶捅破，用注射器吸取 600 nm 波长处的吸光度值

分别为 0.2，0.5，0.7 的转化液，拔掉针头进行注射，注射

量分别为 10，50，100 μL。将注射后的番茄子叶放于 MS 固

体培养基培养皿中共培养，湿度 40%-50%，温度 (25±3) ℃，

光照 16 h/d，黑暗 8 h/d，光照强度为 3 000 Lx 条件下分别共

培养 24，48，72 h。
1.4.5   番茄子叶总 RNA 的提取   取一片共培养的番茄子叶，

放入 1 mL 的 RNAiso Plus 液，-80 ℃保存 24 h 后取出，于高

通量组织研磨器中研磨，50-60 Hz，10 s，研磨数次，期间

将组织置于冰上降温，直至番茄子叶组织完全裂解；室温下

静置 5 min，4 ℃ 12 000 r/min 离心 5 min，再静置 5 min；

取 400 μL 上清液到干净的去酶 1.5 mL EP 管中，加入 1/5 体

积的氯仿 80 μL，振荡混匀，上下颠倒 10 次，室温下静置 

5 min，4 ℃ 12 000 r/min 离心 15 min；取 100 μL 上清液到干

净的去酶1.5 mL EP管中，加入100 μL异丙醇，缓慢颠倒10次，

室温下静置 10 min，4 ℃ 12 000 r/min 离心 10 min；弃上清，

加入无水乙醇与 0.1% DEPC 水配成的体积分数为 75% 乙醇 

1 mL，指弹管底数次，4 ℃ 12 000 r/min 离心 15 min；弃

上清，将 1.5 mL EP 管倒置放于滤纸上，滤纸吸干多余的液

体，于空气中干燥两三分钟；加入高压灭菌的 0.1% DEPC 水 

50 μL，静置 30-60 min；紫外分光光度剂测定 RNA 浓度。
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1.4.6   RNA 反转录为 cDNA   运用反转录试剂盒，参照使用说

明书将 RNA反转录为 cDNA。反应条件：37 ℃，15 min；85 ℃，

5 s；4 ℃，forever；-20 ℃保存。

1.4.7   PCR 检测不同条件下番茄子叶中 DOCK8 部分片段 d3

瞬时表达情况   PCR 检测 DOCK8 部分片段 d3(612 bp) 在不同

条件下番茄子叶中瞬时表达情况，利用 DNA man 软件将 d3

基因序列导入设计引物，d3 引物序列见表 1，反应条件为 

95 ℃，10 min；94 ℃，30 s；58 ℃，45 s；72 ℃，30 s；34 

cycles；72 ℃，5 min；12 ℃，forever。以重组质粒 pE8AD3

的 DOCK8 部分片段 d3 PCR 作为阳性对照组，以野生型没

有注射转化液的番茄子叶提取的总 RNA 反转录为 cDNA 的

DOCK8 部分片段 d3 PCR 作为阴性对照组。

2.3   重组质粒 pE8AD3 转化农杆菌 EHA105 及 PCR 鉴定结果    

APB 片段 apb PCR 的扩增片段为 468 bp，D3 片段 d3 PCR 的扩

增片段为 612 bp，E8 片段 e8 PCR 的扩增片段为 513 bp。结

果显示：与预期大小一致，条带单一，证明农杆菌 EHA105

中含有阳性载体质粒。农杆菌 EHA105 培养见图 4，电泳结

果见图 5。
2.4   mRNA水平检测DOCK8在番茄中的表达   以生长至3-5 d，
5-7 d，7-10 d 的番茄子叶作为实验对象，用 1 mL 的无菌注

射器吸取 600 nm 波长处的吸光度值分别为 0.2，0.5，0.7 的

转化液，注射量分别为 10，50，100 μL，共培养 24，48，72 h。

从番茄子叶中提取总 mRNA，反转录成 cDNA，以 cDNA 为模

板，利用引物进行 PCR 扩增，反应产物进行 1% 的琼脂糖凝

胶电泳检测。结果表明：在农杆菌介导下，在 612 bp 处出现

目的条带，条带深浅不一，而未经农杆菌介导的野生型番茄

子叶作为阴性对照组未出现目的条带，表明 DOCK8 mRNA 在

番茄植株中成功表达，表达量之间可能存在差异。PCR 电泳

结果见图 6-10。

分别选取 A600 为 0.2，0.5，0.7 的农杆菌制成转化液，

对生长 3-10 d 的番茄子叶进行注射，共培养 24-72 h。为确

保实验的准确性，以未经农杆菌注射的番茄子叶作为阴性对

照组。结果显示：在 A600 为 0.2-0.7 时，报告基因均有表达。

分别注射 10，50，100 μL 的转化液，结果显示：当苗龄在 5- 
7 d 时，注射量为 10 μL 和 100 μL，共培养至 72 h 未见报告

基因的表达。因此，农杆菌注射量过多或过少，均会对实验

结果产生影响。该实验最适转化液注射量为 50 μL。

表 4 ｜不同番茄品种无菌苗成苗后的农艺性状
Table 4 ｜ Agronomic characters of aseptic seedlings of different tomato 
varieties

品种 14 d

子叶数 ( 个 ) 叶长 (mm) 叶宽 (mm) 茎高 (mm) 茎粗 (mm)

欧洲大红 34.20 16.00 7.36 77.20 1.46
欧美大红 26.40 13.20 6.32 69.56 1.30
铁将军 29.60                             21.40 7.70 70.4 1.38

表注：两两比较无显著性差异，P > 0.05

表 1 ｜鉴定引物序列
Table 1 ｜ Identification of primer sequences

引物名称 引物序列 (5'-3') 产物大小

d3F TTT TGG TGC CGA GTT TGT 612 bp
d3R CGC TGC TCT GCG GTA ATG 612 bp

1.5   主要观察指标   ①观察并计算出每个品种的出芽率、

成苗率；成苗后记录每个品种植株的子叶片数、叶长、叶

宽、叶高、茎粗等，进行农艺学性状的比较；②重组质粒

pE8AD3 转化农杆菌 EHA105，PCR 鉴定是否成功转化；③以

DOCK8 部分片段 d3 为报告基因，观察转录水平。

1.6   统计学分析   番茄无菌苗每个品种各 5 瓶，每瓶 20 粒，

利用 SPSS 19.0 分析软件进行单因素方差分析，P < 0.05 为

差异有显著性意义。文章统计学方法已经通过岳昌武专家

审核。

2   结果   Results 
2.1   无菌苗的生长过程   正常番茄种子的形状为肾形或扁平

卵圆形，颜色呈黄褐色或灰褐色，种子的表面覆盖有一层细

绒毛，种子消毒时用小毛刷轻轻将种子上的绒毛搓掉，利于

种子的吸水和发芽。将消毒后的番茄种子接种于含 MS 固体

培养基的锥形瓶中，由于番茄种子的发芽具有好暗性，在 

25 ℃下暗培养 3-5 d，番茄种子吸水膨大，胚根逐渐萌出，

当胚根萌出至 60% 时，将种子转入光照下培养，7-12 d 可见

子叶逐渐萌出，舒展成双子叶，色绿，种子皮脱落，茎直立

生长变粗。在幼苗生长前期，子叶是进行光合作用的主要器

官；14 d 真叶显露生长；18 d 后无菌苗可长至瓶高。从种子

萌动到子叶展开，第 1 片真叶显露，此期成为发芽期，其完

成需要 14 d 左右。无菌苗生长过程见图 2，无菌苗子叶及真

叶见图 3。
2.2   种子出芽数、成苗数及植株形态的统计学分析   无菌苗

每个品种各 5 瓶，每瓶 20 粒。结果显示，适合于实验用的

番茄品种为欧洲大红 ( 苹果型 )。出芽数见表 2；成苗数见

表 3；14 d 植株的子叶数、叶长、叶宽、茎高和茎粗的均值

见表 4。

表 2 ｜不同番茄品种无菌苗的出芽数
Table 2 ｜ Buding number of aseptic seedlings of different tomato varieties

品种 出芽数 ( 瓶号 ) 均值

欧洲大红 20.0(1) 18.0(2) 18.0(3) 19.0(4) 20.0(5) 19.0a

欧美大红 13.0(1) 14.0(2) 16.0(3) 17.0(4) 8.0(5) 13.6
铁将军 15.0(1) 12.0(2) 18.0(3) 16.0(4) 15.0(5) 15.2

表注：与欧美大红、铁将军两两比较有显著性差异，
aP < 0.05

表 3 ｜不同番茄品种无菌苗的成苗数
Table 3 ｜ Number of aseptic seedlings of different tomato varieties

品种 成苗数 ( 瓶号 ) 均值

欧洲大红 20.0(1) 18.0(2) 18.0(3) 19.0(4) 20.0(5)  19.0a

欧美大红 13.0(1) 13.0(2) 16.0(3) 17.0(4) 7.0(5)  13.2
铁将军 14.0(1) 12.0(2) 18.0(3) 15.0(4) 15.0(5)  14.8

表注：与欧美大红、铁将军两两比较有显著性差异，
aP < 0.05
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图 1 ｜农杆菌介导的瞬时转化系统技术流程

Figure 1 ｜ Technical process of Agrobacterium-mediated transient 
transformation system

图 3 ｜无菌苗的子叶和真叶

Figure 3 ｜ Cotyledons and true 
leaves of bacterial-free seedlings

图注：M 为 BM5000 DNA Marker；泳道 1 为阳性对照组；泳道 2 为野生

型阴性对照组；泳道 3，4 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.7，注射量分别为 50， 

100 μL，48 h d3 PCR 扩增产物；泳道 5-7 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.7，注射

量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩增产物；泳道 8-10 为：苗龄 5-7 d， 
A600为 0.2，注射量分别为 10，50，100 μL，24 h d3 PCR 扩增产物；泳道 11-13 
为：苗龄 5-7 d，A600为 0.2，注射量分别为 10，50，100 μL，48 h d3 PCR 扩增产 

物；泳道 14-16 为：苗龄 5-7 d，A600 为 0.2，注射量分别为 10，50，100 μL，
72 h d3 PCR 扩增产物

图 7｜农杆菌转染苗龄为 3-5 d，5-7 d 番茄子叶共培养 24，48，72 h 后

DOCK8 部分片段 d3 PCR 检测结果

Figure 7｜Detection results of d3 PCR of partial DOCK8 fragments after 
coculture of eggplant cotyledons for 24, 48 and 72 hours at 3-5 days and 
5-7 days after Agrobacterium tumefaciens transfection

图注：M 为 BM5000 DNA Marker；
泳道 1-3 分别为 apb、d3、e8 PCR
扩增产物

图 5 ｜农杆菌 EHA105 apb、d3、

e8 PCR 检测分析

Figure 5 ｜ PCR detection and 
analysis of Agrobacterium EHA105 
apb, d3, and e8

bp        M            1            2              3

图注：图 A 为番茄种子消毒后接种于含 MS 固体培养基的锥形瓶中；B，
C 为暗培养 3 d，番茄种子的胚根开始萌出；D 为暗培养 5 d，番茄种子的

胚根萌出 60%；E-G 为转入光照下培养，7-12 d 子叶逐渐萌出，舒展成双

子叶，色绿，种皮脱落，茎直立生长变粗；H 为 14 d 后真叶显露生长

图 2 ｜无菌苗的生长过程

Figure 2 ｜ Growth process of bacterial-free seedlings

图 4 ｜农杆菌 EHA105 培养

Figure 4 ｜ Agrobacterium 
tumefaciens EHA105 culture

图注：M 为 BM5000 DNA Marker；泳道 1 为阳性对照组；泳道 2 为野生型

阴性对照组；泳道 3-5 为：苗龄 5-7 d，A600 为 0.5，注射量分别为 10，50，
100 μL，24 h d3 PCR 扩增产物；泳道 6-8 为：苗龄 5-7 d，A600 为 0.5，注射

量分别为 10，50，100 μL，48 h d3 PCR 扩增产物；泳道 9-11 为：苗龄 5- 
7 d，A600 为 0.5，注射量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩增产物；泳

道 12-14 为：苗龄 5-7 d，A600 为 0.7，注射量分别为 10，50，100 μL，24 h d3 
PCR 扩增产物；泳道 15-17 为：苗龄 5-7 d，A600 为 0.7，注射量分别为 10，
50，100 μL，48 h d3 PCR 扩增产物；泳道 18-20 为：苗龄 5-7 d，A600 为 0.7，
注射量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩增产物

图 8｜农杆菌转染苗龄为 5-7 d 番茄子叶共培养 24，48，72 h 后 DOCK8 部

分片段 d3 PCR 检测结果

Figure 8｜Detection results of d3 PCR of partial DOCK8 fragments in 
eggplant cotyledons cocultured for 24, 48, 72 hours after Agrobacterium 
tumefaciens transfection for 5-7 days

图注：M 为 BM5000 DNA Marker；泳道 1 为阳性对照组；泳道 2 为野生型

阴性对照组；泳道 3-5 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.2，注射量分别为 10，50，
100 μL，24 h d3 PCR 扩增产物；泳道 6-8 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.2，注射

量分别为 10，50，100 μL，48 h d3 PCR 扩增产物；泳道 9-11 为：苗龄 3- 
5 d，A600 为 0.2，注射量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩增产物；泳道

12-14 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.5，注射量分别为 10，50，100 μL，24 h d3 
PCR 扩增产物；泳道 15-17 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.5，注射量分别为 10，
50，100 μL，48 h d3 PCR 扩增产物；泳道 18-20 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.5，
注射量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩增产物；泳道 21-23 为：

苗龄 3-5 d，A600 为 0.7，注射量分别为 10，50，100 μL，24 h d3 PCR 扩增产

物；泳道 24 为：苗龄 3-5 d，A600 为 0.7，注射 10 μL，48 h d3 PCR 扩增产物

图 6 ｜农杆菌转染苗龄为 3-5 d 番茄子叶共培养 24，48，72 h 后 DOCK8
部分片段 d3 PCR 检测结果

Figure 6 ｜ Detection results of d3 PCR of partial DOCK8 fragments in 
eggplant cotyledons cocultured for 24, 48 and 72 hours after Agrobacterium 
tumefaciens transfection for 3-5 daysA
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分别注射苗龄为 3-5 d，5-7 d，7-10 d 的番茄子叶。结

果显示：苗龄为 3-10 d 的番茄子叶均有表达。考虑过于幼嫩

的子叶对农杆菌的毒性抵抗力较弱，因此选择生长 7-10 d 的

子叶比较适宜于此实验。

分别共培养 24，48，72 h。结果显示：部分只在 24，
48 h 表达，72 h 未见表达，因此最适表达时间为 24-48 h。

3   讨论   Discussion
以植物作为生物反应器主要包括：稳定遗传转化表达

系统和瞬时表达系统
[30]
。除了植物的稳定遗传转化外，瞬

时表达同样值得关注。TZFIRA 等
[31]

将农杆菌介导转化过

程分为 7 步：①农杆菌与宿主细胞的识别和吸附；②农杆

菌激发植物信号；③毒性基因激活；④可移动 T-DNA 复合

体形成；⑤ T-DNA 从农杆菌细胞中输出；⑥ T-DNA 导入植

物的细胞核中；⑦ T-DNA 整合到寄主基因组当中。农杆菌

的 Vir 基因提高 T-DNA 的转移效率，使用农杆菌注射法能

增加侵染菌与宿主细胞的接触。目前常用的农杆菌菌株有

GV3101、LBA4404、EHA105 等，DIAMOS 等
[32]

发现农杆菌

菌株 EHA105 具有更强的侵染性。

根据相关文献查阅，植物瞬时表达系统通常是使用叶片

来进行转化的，因番茄的子叶与真叶相比，子叶周期短，易

于获得，具有相对疏松的细胞排列特点，易于注射及农杆菌

的转化，表明子叶更适合于番茄瞬时表达系统的建立。由于

不同生长周期的农杆菌对植物的侵染力不同，该实验对不同

生长时期的农杆菌进行了筛选。研究报道，菌液 A600 大于 0.1，

会引起组织变黄枯萎，随着农杆菌浓度的上升，转化效率呈下

降趋势
[6，33]

。因细胞表面积和受体的数目有限，所以对农杆

菌中的基因转入也有一定限制，不同时期的番茄子叶细胞对转

化液的吸收程度是不同的。当植物的组织过于幼嫩，组织细

胞对农杆菌的毒性抵抗力则较差，对质粒的转化速率也较慢。

反之，当植物生长时间较长，容易变黄萎焉，不利于注射。在

创伤部位，通常农杆菌在 16 h 后才能将 T-DNA 成功转移到植

物细胞中进行表达，持续时间为 80 h 左右
[34]
。共培养的时

间过短或过长均会影响目的基因的表达，此外目的基因表达

产物的稳定性也会受到影响
[35]
。研究结果发现，生长 7-10 d 

的番茄子叶注射 50 μL A600 为 0.2-0.7，共培养 24-48 h，外源

基因均有表达。此方法操作简单，不需要昂贵的试剂和仪器，

为后期分析功能基因、抗体、疫苗提供了理论依据。

国内外运用瞬时表达的植物多种多样，农作物中小麦、

玉米和水稻等均有运用
[36-40]

，园艺观赏植物中长春花及香蒲等

均可被用于相应的瞬时表达体系
[41-44]

。对于难以发展遗传转化

系统的物种，瞬时表达系统的构建具有重要意义。利用农杆

菌介导的瞬时表达系统生产药用蛋白获得的产品主要是疫苗

和单克隆抗体。番茄作为生物反应器用于多种疫苗的制造，

如霍乱毒素 B 亚单位疫苗
[45-46]

、乙肝病毒和艾滋病毒双价口

服疫苗
[47]
、肠道病毒 71 型疫苗以及狂犬病疫苗等

[48-49]
。除了

农杆菌介导的瞬时表达系统外，利用病毒瞬时表达系统研究

治疗生产霍奇金淋巴瘤的疫苗，是以烟草花叶病毒为载体进

行研究的，合成重组单链抗体，该实验目前已进入临床试验

评估阶段
[50]
。此外，以烟草为宿主植物，利用烟草花叶病毒

为载体，生产甲型流感病毒 H5N1 亚型疫苗的研究已进入临床

测试阶段
[51]
。该实验初步建立番茄子叶瞬时表达系统，但仍

存在局限性，可能造成转化植株的生长停滞，不能反映外源

基因表达量之间的差异。目前，如何提高植物体内蛋白质含

量是瞬时表达研究的重点和难点之一
[52-53]

，由此造成的植物生

长停滞是否会对基因功能分析产生不利影响，需进一步研究。
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图注：M 为 BM5000 DNA Marker；泳道 1 为野生型阴性对照组；泳道 2
为阳性对照组；泳道 3-5 为：苗龄 7-10 d，A600 为 0.2，注射量分别为

10，50，100 μL，24 h d3 PCR 扩增产物；泳道 6-8 为：苗龄 7-10 d，A600

为 0.2，注射量分别为 10，50，100 μL，48 h d3 PCR扩增产物；泳道 9-11为：

苗龄 7-10 d，A600 为 0.2，注射量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩

增产物；泳道 12-14 为：苗龄 7-10 d，A600 为 0.5，注射量分别为 10，
50，100 μL，24 h d3 PCR扩增产物；泳道 15-17为：苗龄 7-10 d，A600 为 0.5，
注射量分别为 10，50，100 μL，48 h d3 PCR 扩增产物；泳道 18-20 为：

苗龄 7-10 d，A600 为 0.5，注射量分别为 10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩

增产物；泳道 21-23 为：苗龄 7-10 d，A600 为 0.7，注射量分别为 10，
50，100 μL，24 h d3 PCR 扩增产物

图 9 ｜农杆菌转染苗龄为 7-10 d 番茄子叶共培养 24，48，72 h 后

DOCK8 部分片段 d3 PCR 检测结果

Figure 9 ｜ Detection results of d3 PCR of partial DOCK8 fragments 
in eggplant cotyledons cocultured for 24, 48 and 72 hours after 
Agrobacterium tumefaciens transfection for 7-10 days

图 10 ｜农杆菌转染苗龄为 7-10 d 番茄子叶共培养 48，72 h 后 DOCK8
部分片段 d3 PCR 检测结果

Figure 10 ｜ Detection results of d3 PCR of partial DOCK8 fragments in 
eggplant cotyledons cocultured for 48 and 72 hours after Agrobacterium 
tumefaciens transfection for 7-10 days

图注：M 为 BM5000 DNA Marker； 

泳 道 1-3 为： 苗 龄 7-10 d，
A600 为 0.7，注射量分别为 10，
50，100 μL，48 h d3 PCR 扩 增

产 物；泳 道 4-6 为：苗 龄 7- 
10 d，A600 为 0.7，注射量分别为

10，50，100 μL，72 h d3 PCR 扩 增

产物
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