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摘 要 农杆菌渗入法（3?@(<>=<)D@8D<(>）是近几年发展起来的一项快速、高效、重复性好的植物瞬间基因表达系统，

已应用于外源基因表达分析、防卫反应、基因沉默、启动子分析及分离新的防御基因等领域。介绍了 3?@(<>=<)D@8D<(>
的原理、技术及其在植物分子生物学研究中的应用，并结合我们的经验介绍了对该项技术的改进。
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!220 年瑞士科学家 G(BB< 等创建了一种农杆菌介导的基

因瞬间表达系统，他们将带有重组质粒的农杆菌，经诱导后

通过抽真空渗透入植物叶片并进而渗透植物细胞，通过目的

基因瞬间表达来检测植物中农杆菌介导的 4/H+3 转移的效

率［!］。随后人们又采用针管注射活体植株叶片进行农杆菌

介导的基因瞬间表达检测。现在把这两种方法所进行的农

杆菌介导的基因瞬间表达统称为 3?@(<>=<)D@8D<(>。近几年该

技术不断完善、发展，已被广泛应用于外源基因表达分析、无

毒基因与抗性基因的相互作用、基因沉默、启动子分析及分

离新的防御基因等诸多植物分子生物学领域。

+ 原 理

3?@(<>=<)D@8D<(> 是在根癌农杆菌 4< 质粒介导植物细胞转

化的理论基础上形成并发展起来的。它是将目的基因插入

共整合载体或双元载体，转化根癌农杆菌，后者经酚类化合

物（如乙酰丁香酮）诱导处理后，通过真空渗透或针管注射入

植物叶片组织中，农杆菌在叶片内与植物细胞紧密接触。诱

导处理在转录水平激活 ’<@ 区基因，真空渗透或注射使得农

杆菌与植株叶片细胞接触，从而实现了 4/H+3 转移进入植

物细胞核。大部分 4/H+3 并未整合入植物基因组，暂时存

在于核内并在植物细胞转录、翻译成份的协助下瞬间表达

4/H+3 基因，几天后即可检测到外源基因的表达，而少量整

合进植物染色体的 4/H+3 在瞬间表达中不起作用或极为微

弱［$］。

, 技术介绍

该技术主要包括载体的构建、农杆菌的培养及诱导、真

空渗透或针管注射 0 个主要步骤（图 !）。!载体的构建。将

目的 基 因 插 入 共 整 合 载 体 或 双 元 载 体，如 IJK!$!、ILGM、

INOM"%%、I4,P!06、IF3NJK3!02!Q、IJK+!2 等，转化农杆菌，

如 M’0!%!、LJ3##%#、:R3!%1、IM’$$6%、F1"F! 等。"农杆菌

的培养及诱导。将农杆菌培养液按 !S（3T3）转接于含抗生

素、$/（+/吗啉）/乙基磺酸（N:U）和乙酰丁香酮（3U）的液体培

养基中，振荡培养至对数生长期，离心收集菌体，重悬于

NN3溶液（含 N?F)$、N:U、3U），并调整菌液浓度使其 45121

V !W1 左右。室温静止放置 0X。#真空渗透或针管注射。

真空渗透法一般是将离体叶片浸入菌液中，抽真空一定时间

并迅速释放使得菌液渗入叶片内，把处理后的叶片放入盛有

用无菌水或 NU 培养液浸湿的滤纸的培养皿中，培养一段时

间后取样检测。针管注射法是用无针头的针管，靠压力将菌

液注入叶片的两个分叶脉之间。我们发现事先用针头刺破

叶表皮并在破处注射叶片效果更好，几天后可在叶片的菌液

扩散区取样检测。

乙酰丁香酮的诱导和真空渗透或注射是实现 3?@(<>=<)/
D@8D<(> 的两个必不可少的条件［!］。农杆菌在含有酚类化合物

（如乙酰丁香酮）的培养液中，当 IR 值降至 1W% Y 1W" 时，’<@
区基因的诱导达到一个最高水平。所以一般将 N:U 的 IR
值调为 1W6。除了 G(BB< 等最初用真空渗透处理幼苗［!］、P8I</
)8 等用真空渗透处理叶片外［$］，现多采用针管在完整植株上

注射叶片，因为后者更能真实反映叶片在植株上生长过程中

基因表达情况。

植株和叶片的生理状况在很大程度上影响到 3?@(<>=<)/
D@8D<(> 的转化效率，Z8>? 等用针管注射 M[U 报告基因来检

测其在烟草叶片中的瞬间表达活性时发现：完全展开的老叶

片转化效率低；半展开的嫩叶在不同叶片之间，或即使是同

一叶片的不同区域的转化效率变化很大；6 周龄植株的中部



即将完全展开的叶片的转化效率相互之间变化小、可重复性

强［!］。这可能是因为老叶子难于注射且细胞内转录活性降

低；嫩叶的生理状况相互之间差别大、叶肉细胞间菌体渗透

不匀；而即将完全展开的叶片生理状况相对稳定且易于注

射。我们将带有异源基因增强子的 !"# 杂合启动子与 $%#
基因融合，通过 &’()*+,*-.(/.*)+ 在烟草叶片中检验增强子功能

时发现：不同烟草品种之间、同一品种不同株之间，同一株不

同部位叶片之间瞬间表达差异很大，这与烟草品种是否适于

注射、植株生理状态、叶片生长状况有密切关系。实验表明

0 1 2 周龄的三生烟（!"#$%"&’& %&(&#)* 345 6/+.7*3 +3）、生长于

中上部即将完全展开的叶片适于进行 &’()*+,*-.(/.*)+，瞬间表

达量高，实验结果可重复性强（尚未发表）。

农杆菌注射后的取样时间似乎没有严格的限制，这可能

与构建的载体以及实验目的不同有关，但一般都在 8 周内取

样。

图 8 农杆菌渗透方法的流程
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! &’()*+,*-.(/.*)+ 的优点

在快速检测 ;<& 克隆、评价人工改造的启动子和转录

活性系统等方面，&’()*+,*-.(/.*)+ 提供了比转基因植株的稳定

表达和其它瞬间表达方法更简单、有效的方法。

!"# 与转基因植株的稳定表达相比

!因为叶片只用于目的基因蛋白产物的瞬间表达，所以

与再生转基因植株相比，不需用选择标记基因来鉴定转化的

细胞，不需被转化细胞再生出转基因植株就可分析基因的表

达情况，因而可以快速处理大量样品，减少繁琐的组织培养

操作［=］。"注射后农杆菌转化了大量细胞，基因表达水平是

多个细胞综合作用的结果，所以误差小，基因表达不受转基

因植株中常遇到的染色体位置效应的影响。#对难于再生

的植株品种尤其适用。

!"$ 与其它瞬间表达方法（原生质体电转化、基因枪转化

等）相比

!不需昂贵的设备，更简单易行。"因为在完整植株而

不是离体的组织或原生质体上分析外界因素如病菌感染、盐

胁迫、热激等对启动子的影响，所以该方法更能真实反映植

株体内基因表达模式。#转化效率高。农杆菌利用 >*( 区基

因的表达产物有效地把 ?@;<& 转入植物细胞［A，"］，&’()*+,*-.(/@
.*)+使得叶片的表皮与叶肉细胞均与农杆菌接触而被转化，

而电穿孔转化植物组织时，主要转化植物组织的表皮层［0］。

$;<& 直接转化技术尽管不受植物器官类型（茎、叶）的限

制，但只能转化一些特殊的细胞，呈“点状”模式，而 &’)*+,*-@
.(/.*)+转化的大量细胞以“块状”分布紧密相邻，因而可以观

察到转化的组织块［8］。%以病毒为载体的瞬间表达系统尽

管在叶片中表达量高［B 1 C］，但插入病毒基因组的外源基因大

小受到限制，而 &’()*+,*-.(/.*)+ 中 ?@;<& 可容纳大基因，如抗

性基因 D,@C 的 AE0FG 的开放阅读框（HI9 ）［8J］，并能以同样高

的转化率用于分析瞬间表达。

虽然 &’()*+,*-.(/.*)+ 有上述优点，但像原生质体瞬间表达

分析一样，可能不适于分析组织特异性启动子和发育阶段特

异性启动子的调控活性，另外在分析病原体诱导的启动子时

必须考虑到农杆菌本身的潜在影响［=］。

% &’()*+,*-.(/.*)+ 在植物分子生物学研究中

的应用

%"# 外源基因的表达的定量分析

K/L*-/ 等以 D/M>!"# 启动子驱动带内含子的 $%# 基因

通过真空渗透在菜豆（ +,&-.$/)- 0)/1&2"-）叶片中进行农杆菌

介导的瞬间表达，组织化学分析显示出叶片的 CJN以上部位

有 $%# 表达。并对比不同的双元载体 L?OK8!0 和 L?PQ8!0
叶片中 $%# 表达情况，认为该瞬间表达系统可以进行量化

对比［A］。

%"$ 宿主抗性（3）基因与病原物无毒（402）基因间相互作用

研究

现在一般认为抗性是植物品种所具有的抗性基因和与

之相应的病原物的无毒基因结合时才得以表现。过敏反应

（PRLS(TS+T*.*4S (S/3.*)+，PI）是宿主的局部防卫反应，它是在

非亲和性病原感染后在病原侵染部位产生的抗病反应，侵染

部位细胞编程死亡。

>/+ US+ &3FS(4SFS+ 等通过注射法在胡椒叶片中表达

&4(VT!，带有抗性基因 VT! 的植株过敏性细胞死亡尤其严

重［88］。W/-/+*37S-4/X 等通过注射法在烟草叶片上表达 D/M>
QA0J 株的 >Y 基因，8 周内即引起 PI，C 1 8AU 引起细胞死

亡［8A］。

?/+’ 等 将 D/M>!"# 启 动 子 驱 动 的 402+%$ 基 因 通 过

&’()*+,*-.(/.*)+ 在烟草叶片中表达来验证 &4(W.) 蛋白是否诱导

PI［8!］。#3),*S-U 等用同样方法证明了 &4( 和 I 基因产物直接

A8= 生 物 工 程 学 报 82 卷



相互作用引起 !"［#$］。%&’(’&)*+ 的工作第一次通过注射用一

个双元载体 ,-./0 在烟草叶片中同时表达无毒基因 12&345
和抗性基因 345，6 7 8( 后引起 !"，而 12&3459%’: 没发生 !"。

当把 345 激酶的 .;&<=>$ 置换入 %’: 激酶，则可与 12&345 蛋白

作用，引起特异性防御反应［#8］。

?@: (’& !55: 等通过 1A&5):B)C4&@4)5: 成功地在分别转有抗

性基因 !"< D 和 !"< $ 番茄叶片中表达了来源于番茄叶霉菌

（!#$%&’(&)*+, "+#-+,）的胞外蛋白 12&D 和 12&$，认为 1A&5):B)C<
4&@4)5: 是研究 12&9EB 介导的识别反应的一个灵活又可靠的手

段，更重要的是该方法可用来对比、量化 12&9EB 反应。该实

验也是第一 次 表 明 1A&5):B)C4&@4)5: 可 用 来 研 究 胞 外 识 别 反

应［#>］。而在此之前 1A&5):B)C4&@4)5: 仅 用 来 表 达 细 胞 质 蛋 白

345［#8，#F］。

!"# 基因沉默研究中的应用

基因沉默现象是导致转基因不能正常表达的一个重要

因素。其作用机理主要有：位置效应、转录水平的沉默和转

录后水平的沉默。

G*;HI 等在转基因烟草（68.<!/0$J）中通过 1A&5):B)C4&@<
4)5: 表达 !$1268. 驱动的几丁质酶基因 !/0$J，发现叶片中

多余的 !/0$J 拷贝被转基因烟草中原有的、沉默了的基因

所沉 默。 而 !$1268.<34. 的 瞬 间 表 达 不 受 原 转 基 因

!$1268.<!/0$J 的影响，从而说明 E!K 基因的沉默不是启

动子相互作用的结果，也表明多余的 !/0$J 拷贝的沉默不

需基因插入染色体中［#L］。该方法提供了一个快速、简单的手

段筛选和植物中原有的外源转基因反应的重组基因克隆，进

行基因沉默研究。

!"! 植物启动子和转录因子分析

早在 M@,)C@ 等的实验中就推测该瞬间表达系统可适用

于启动子的功能分析［=］，而 N@:A 等的实验使得 1A&5):B)C4&@4)5:
成为一种快速分析植物启动子和转录因子的方法。他们以

34. 为报告基因，通过 1A&5):B)C4&@4)5: 辅助以生物或非生物处

理验证了逆境反应元件 $’< #、热休克元件、酵母 O1P$ 转录活

性系统。系列缺失烟草 567$ 启动子和一个新的 ,897 启动

子并以 34. 为报告基因，通过注射成功地证明这两个启动子

中对水杨酸（G1）处理、烟草花叶病毒（.Q?）感染的顺式作用

元件。该实验的结果表明 1A&5):B)C4&@4)5: 是一个简单而有效

的体内分析植物启动子和转录因子的手段［$］R
我们把水稻 O"3（OCS*):’<&)*; ,&54’):T）基因启动子内一段

正调控片段正向、反向、正向重复与 34. 融合，通过 1A&5):B)C<
4&@4)5: 注射烟草证实该正调控片段可增强 68G<D= 基本启动子

活性（尚未发表）。

!"$ 分离新的抗性基因

-’:(@;U@:’ 等在表达土豆病毒 0（3?0）外壳蛋白的转基

因烟草叶片上通过 1A&5):B)C4&@4)5: 瞬间表达候选基因 6。用

该方法他们在诱导物 3?0 外壳蛋白存在下，分离到了一个引

起 !" 的土豆基因 6:;。1A&5):B)C4&@4)5: 比传统的图谱克隆

（Q@,<I@T’( *C5:):A）或转座子示踪（.&@:T,5T5: 4@AA):A）更容

易，并可用于克隆其他任何 " 基因［#J］。用此方法，他们用 #>

个异源菌株稀释该菌株，发现 6:< # 介导的 !" 仍很明显。他

们认为，在 #*U= 烟草叶片上可以注射 #> 个克隆，一个叶片

中大约有 => 个地方共可注射 =>> 个克隆，因而可以在农杆菌

双元载体中筛选完整基因组文库，对于有几百个同源 " 基

因，完整文库要几千个克隆，用此方法筛选特殊防御功能的

基因是一项相对简单的工作［#J］。

$ 展 望

从最开始的真空渗透到现在的用针管注射，1A&5):B)C4&@<
4)5: 开辟了一个基因表达分析的新途径。尤其在近几年，通

过 1A&5):B)C4&@4)5: 已在烟草、菜豆、白杨、胡椒等植物中进行了

诸多分子生物学领域的研究。该技术的完善将从以下几个

方面考虑：因 1A&5):B)C4&@4)5: 的载体不需抗生素抗性标记基

因，故可构建小载体以便进行有效的农杆菌转化和 .<VK1 转

移；不同的植物采用不同的有利于菌体培养、注射的条件；分

析不同的菌株9宿主株间的组合。相信 1A&5):B)C4&@4)5: 技术一

定会在植物分子生物学研究中发挥愈来愈重要的作用。
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