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植物瞬间表达系统与功能基因组学研究
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摘 要 结构基因组学和功能基因组学的发展使特定植物基因组和转录组序列的获取更为方便和快捷。随之而来的是对各

种基因和调控序列的功能注释，探索植物生长和发育的遗传机理。表达和调控表达是遗传物质的自身语言和动态属性，因此

通过植物细胞内表达来分析目标基因和序列的表达和调控行为是功能分析的主要立足点。除创造转基因植株外，近几年来

植物细胞瞬间表达系统得到了广泛的使用，与基因重排、病毒诱导基因沉默和 .*8干扰等新兴技术的结合使其在植物功能基
因组研究中扮演了越来越重要的角色。
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植物基因组研究的发展使大量未知功能基因的

克隆成为可能。接下来，对这些基因表达行为、产物

性质，定位及生理生化功能的认识并建立起与表型

的对应关系将成为功能基因组研究中更具挑战性的

内容。上述研究最直接和有效的方式是在植物细胞

内操纵相关基因的表达与沉默，进而开展功能分析



和表型变化的研究。除了自然或人工诱变的基因突

变体外，现有的基因转化方法使我们能够在完整的

生物体水平（稳定转化）和细胞水平（瞬间表达）开展

基因表达实验。近几年来，随着植物功能基因组学

的快速发展，对开展在植物细胞内表达外源基因进

行功能分析的快速性和高效性要求越来越高，而稳

定转化技术，特别是一些重要农作物较长的转化周

期、较低的转化效率及外源基因表达的不稳定性都

使得人们将目光转向外源基因的单细胞瞬间表达系

统。

! 植物细胞瞬间表达的原理及方法

!"! 外源基因在植物细胞内的瞬间表达
瞬间表达是指导入到植物细胞后的外源基因作

为一种基因组外的遗传物质转录和翻译一定时间

（几天到十几天，降解之前），并在转化细胞内积累表

达产物［!］。"#$%&等［’］将 ()*!+! ,-.质粒导入烟草叶
肉原生质体，培养 /+012 后就能检测到 ,-. 活性，
3 4 ’35内 ,-.活性最强。如果在培养 !5内加入转录
抑制剂蛹虫草菌素或培养 35内加入转录抑制剂放
线菌酮都能抑制 ,-.活性。在这两个时间之后加入
抑制剂并不影响 ,-.活性，这表明培养 !5已转录足
够的 )67。!5 后加入 )67合成抑制剂，由于已有
足够的转录模板，,-.合成照常进行。培养 35合成
的 ,-.能在一段时间内保持 ,-.的活性。3 4 ’35之
间，,-.的合成和降解达到动态平衡。此后 ,-.活性
缓慢降低，!+8 后完全消失。许多因素影响外源基
因在植物细胞内的瞬间表达，包括：!）质粒载体上
的基因结构，如基因 9:端调控序列及 /:端 ($%;（7）序
列的存在有利于表达；’）细胞旺盛分裂过程中核膜
的消失有利于基因进入细胞核转录［’］；/）线状质粒
的导入有利于基因的表达［/］；3）不同组织细胞内源
核酸酶的影响［3，9］；9）受体细胞生理状态及其内源基
因产物抑制剂的影响（如 <=>酶抑制剂）［3，9］。近些
年来，许多实验室报道了在各种植物组织上外源基

因的瞬间表达，如双子叶植物中大豆的叶片、子叶，

豇豆的叶片，烟草的叶片，拟南芥的叶片以及单子叶

植物中水稻、大麦、燕麦的叶片、胚芽鞘和根［?］。

与稳定转化方法相比，单细胞瞬间表达系统导

入拷贝数高，没有位置效应，因而表达效率高；无需

受体细胞的培养和再生过程，方法简单且表达快速。

另外，瞬间表达的实现无需选择标记基因，因而载体

可以更小，较大片段和多个基因的转化更容易。据

@-2&&A2等［B］的报道，在矮牵牛叶盘上，外源基因的瞬

间表达水平可以比稳定转化高 !+++ 倍。鉴于上述
优点，植物瞬间表达技术逐渐在植物功能基因组学

研究中扮演了越来越重要的角色。

!"# 瞬间表达系统中的外源基因导入方法
操纵外源基因导入植物细胞进行瞬间表达分析

的方法大多与稳定转化方法相同，如目前使用较多

的有 "C<法［D］、电击法［E］、基因枪法［!+］、农杆菌渗透
法［!!，!’］及植物病毒介导的方法［!/］。

"C<或电激法介导原生质体转化是出现最早的
一种植物细胞瞬间表达技术，至今仍有广泛的应用。

其特点是培养环境内施加的处理可以直接作用于单

个细胞，进而研究处理与外源基因在细胞内表达的

互作。但是，由于原生质体培养，尤其是重要农作物

原生质体培养的困难，使其应用受到限制。而且，直

接利用原生质体表达外源基因，无法对组织、器官特

异性基因，发育相关基因以及涉及细胞壁合成、细胞

间互作的基因开展研究。

基因枪介导的瞬间表达系统最大的特点是几乎

没有物种和组织的限制，尤其是在农杆菌转化效率

低和适合开发成载体的病毒稀少的物种方面，应用

非常广泛。其缺点是只能靶向组织表面细胞，获得

并表达外源基因的细胞数目少，呈点状分布，在目前

缺乏有效的从组织表面分离单个细胞技术的情况

下，开展 6$#.5A#2 F%$. 和 GA&.A#2 F%$. 等工作较为困
难，且容易受到邻近野生型细胞的影响。

!EE/年瑞士科学家 )$&&1等［!!］创建了一种农杆
菌介导的外源基因瞬间表达系统，他们采用真空渗

透的方法，使诱导后的农杆菌与植物细胞紧密接触，

随后将重组质粒上的 *HI67转入植物细胞，通过目
标基因的瞬间表达来检测植物中 *HI67转移的效
率。后来人们采用针管注射活体植株叶片来代替真

空渗透，方便、实用，因此得到更广泛的使用。现在

把这两种农杆菌介导的瞬间表达系统统称为农杆菌

渗透法（-J#$12K1%.#-.1$2）［!3］。农杆菌渗透法的优点可
以概括为：!）农杆菌 !"# 基因协助下的 *HI67转移，
效率更高，结合真空处理或针管注射可以使农杆菌

与植物细胞紧密接触，获得更多且不仅限于组织表

面的表达细胞。!EEB年，L-(1%- 等［!’］通过对烟草瞬
间表达过程影响因素的系统分析和优化，获得了

’+M 4 E+M叶面积的 $%& 基因表达；’）表达细胞呈
块状分布，容易分离进行 )67和蛋白质水平的体外
分析；/）该方法可以在完整植株上进行，用于分析生
物或非生物胁迫与外源基因表达的互作时，能够真

实反应植株体内的基因表达模式；3）*HI67的转移
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还可以携带较大的外源片段。这种方法的缺点是其

应用受到物种与农杆菌的亲和性限制，而且至今仍

仅限于叶片组织的研究，也正因为如此，在植物与主

要侵染叶片的病原之间的抗病分子生物学研究中应

用广泛。但在植物抗病性反应研究中应注意农杆菌

本身的潜在影响。

植物病毒（大多为 !"#病毒）载体介导的外源
基因瞬间表达系统是近几年来发展较快的一种基因

表达技术。其原理是将目标基因克隆到植物病毒基

因组载体上的启动子下游，通过体外转录后的直接

侵染，或借助基因枪、农杆菌（农杆菌感染法，

$%&’()*+,-(’)）等将其导入到植物细胞。病毒在植物
细胞间的移动可以使其进入到较大范围甚至整株各

种类型的细胞，方便了在植株整体水平开展外源基

因的功能研究。病毒在植物细胞内的大量复制，使

外源基因的表达量获得显著提高。而且，外源基因

与病毒外壳蛋白的融合，可以将外源基因产物展示

在病毒颗粒表面，易于提取和分析。此外，鉴于

!"#病毒在植物细胞内 ./!"#中间体的形成，使其
成为研究 !"#干扰（!"# ()-+&*+&+),+，!"#(）机理及
通过 !"#( 的方法研究植物基因功能的有利工
具［01］。目前使用比较成功的病毒载体有烟草花叶

病毒 234［05］、马铃薯 6病毒 746［08］、烟草脆裂病毒
2!4［09］和大麦条斑花叶病毒 :;34［0<］。这种方法的
缺点是：0）病毒侵染后的症状可能会对表型分析造
成影响；=）尽管植物种类繁多，且一些病毒可以侵染
的宿主范围很宽，但是，目前成功开发为转化载体的

病毒还很少，一些重要的作物类型还无法使用；>）病
毒载体所能插入的外源片段较小，且病毒的重组可

能会影响到表达产物的稳定。

瞬间表达可以实现多个基因的共表达，如基因

枪法中的多个载体混合包裹金粉，农杆菌渗透法中

的农杆菌混合侵染，方便了对涉及多基因的代谢通

路或多聚体蛋白的研究。此外，外源序列的过量导

入可能会造成某种异常转录而产生 ./!"#，引发转
录后基因沉默（72?;）［=@］，这可能是外源基因瞬间表
达不能持久的主要原因。与 !0<、"#$%& 等病毒编码
的 72?;抑制因子的共表达将十分有助于目标基因
表达的增强和持久［=0，==］，便于研究目标基因表达的

长效影响及产物定位的变化。基因导入工作完成以

后，有时需要直接对转化细胞进行各方面的观察和

研究。为了有效区别转化细胞和非转化的野生型细

胞，可以伴随外源基因同时共转化或融合表达

’()、’*$ 等报告基因来标记转化细胞。当然，某些

目标基因产物或其在细胞内引起的变化可以直接起

到标记转化细胞的目的。

! 瞬间表达系统的应用
几年以前，瞬间表达一直只是一种利用报告基

因的表达来优化转化参数、对不同的转化方法进行

比较以及选择最适和再生培养基的方法，并没有得

到足够的重视。最近，关于瞬间表达技术应用的文

章越来越多，涉及植物功能基因组学研究的方方面

面，代表性的研究单位有英国 A’B) C))+/中心、德国
的 C7D和澳大利亚的 E;C!F。研究内容涉及转录因
子与启动子之间的互作、启动子分析、基因产物的亚

细胞定位、抗病基因的克隆以及 !"#( 介导的基因
沉默等。

!"# 植物抗病基因克隆
在植物抗病反应过程中，寄主抗病基因与病原

无毒基因产物之间的识别是引起包括过敏反应在内

的一系列抗病反应的关键。基于这一特点，特别是

在病原激发子基因已经分离的情况下，可以根据专

一性过敏反应的有无进行抗病基因的分离。=@@@
年，:+).$BG$)$等［=>］参照马铃薯抗 746基因 +,0序
列设计引物扩增获得 =@@个 +,=基因的候选克隆，
随后将候选克隆在稳定转化有 +,= 专一性病原激
发子（病毒外壳蛋白）的烟草植株叶片上利用农杆菌

渗透法进行瞬间表达实验，根据过敏反应的有无，成

功筛选到了 +,=基因，并通过 +,=基因与激发子的
共表达引发的过敏反应验证了 +,= 基因的获得。
反过来，类似的方法同样可以用于病原激发子基因

的筛选和克隆，抗病基因同样也可以通过是否能赋

予植物细胞专一性的抗性表型来克隆。HB’I 等［=J］

在大麦抗白粉病基因 -./0 的克隆中，对候选基因
组克隆和亚克隆利用瞬间表达技术进行逐级筛选。

他们使用的瞬间表达技术称为三元件测验（ -B&++K
,’GL’)+)- -+/-），即利用基因枪同时将报告基因
’*$、-.& 基因和候选克隆导入到 0.& 型感病大麦
叶片表皮细胞中，通过 ’*$ 基因标识表达细胞，-.&
基因的表达恢复了表达细胞的感病表型，使其表面

接种的白粉菌孢子能够正常侵入和生长而明显区别

于周围的野生型细胞，此时，候选克隆的 -./0基因
的存在，能够与接种的 -./0 基因专一性白粉菌小
种相互识别，使转化细胞呈现抗性表型。他们利用

这样的方法，通过对抗、感表型转化细胞的统计和比

较，成功地筛选到了含真正 -./0基因的亚克隆。
上述基因克隆实验还可以推广到对抗病基因类

<5>王华忠等：植物瞬间表达系统与功能基因组学研究



似物（!"#）或其它候选基因文库直接进行表达和功
能筛选。

!"! 转录元件和转录因子的克隆与分析
利用瞬间表达系统结合报告基因的使用可以十

分方便地对植物基因的增强子、启动子等转录元件

和转录因子进行功能分析。这也是瞬间表达系统应

用较早和较成功的一领域。

$%&’(%等在建立农杆菌渗透法时就推测该瞬间
表达系统可以应用于启动子的功能分析。)’*+,-./+
等［01］利用基因枪介导的瞬间表达系统对玉米花器

官特异性着色调节基因 !2 "" 的启动子区段进行了
分析，发现上游的两个增强子元件独立存在都能显

著增强 !2 "" 基础启动子驱动 #$% 基因转录的能力，
只保留近端增强子元件和基础启动子部分就可以实

现 !2 "" 的花器官特异性表达。他们的实验还同时
验证了内含子的使用在驱动外源基因高效表达中的

显著作用。)+.3 等［04］则首次成功地将农杆菌渗透
法应用于重要单子叶作物水稻的启动子分析，研究

发现器官特异性启动子光捕获叶绿素 %56结合蛋白
基因 &’( 的启动子在水稻 7 天龄的幼苗上也能启
动报告基因的表达。启动子的时间、空间特异性及

诱导表达性和各种响应元件的研究则可以通过在不

同生长阶段，不同组织类型上瞬间表达，或表达前后

的生物、非生物胁迫处理加以研究。如 8%.3 等［09］

报道了利用农杆菌渗透法以 #$% 为报告基因，辅助
生物或非生物胁迫处理验证了逆境响应元件 ’)2 :、
热休克元件和酵母 #*+;转录活性系统。
在转录因子的作用方面，战淑欣、王道文等［0<］

利用基因枪介导的瞬间表达系统，将不同转录因子

基因与 ,)-9= 启动子驱动的 #$% 基因共转化豌豆
叶片，分析两个豌豆种传花叶病毒基因 !:和 !7对
豌豆 ,)-9=基因启动子激活能力的差异。上述实验
可以推广到转录因子与启动子及转录元件的关系研

究。

!"# 基因性质、功能及互作分析
!"#"$ 基因表达研究：自然状态下细胞内大多数基
因表达都有组织特异性和诱导表达性，人为操纵外

源基因的导入和表达称之为异位表达（ ->?+&’>
-@&,-AA’+.）。功能性外源基因的异位表达势必对细
胞造成一定的影响，这种影响可以是多方面的，随基

因的功能和细胞类型的不同而不同。结合表型、生

理生化分析以及免疫杂交、免疫荧光、转录组分析、

蛋白质组分析等分子手段，就可以开展对基因功能、

多个基因联合作用的功能以及基因调节网络的研

究。

0===年，$’,A>B.-, 等［0C］利用 DE"介导的烟草叶
肉细胞原生质体瞬间表达系统，结合瞬间表达产物

的免疫印迹、免疫荧光技术和电镜技术研究了热胁

迫诱导条件下两种类型的异源热激蛋白多聚体化、

凝集形成热胁迫颗粒过程中的相互作用及诱导前后

产物亚细胞定位的变化。EA>+6%, 等［7=］（0==7）则报
道了使用 DFG病毒载体在烟草叶片细胞内过量表
达拟南芥 *!.7 基因，结合 H+,?B-,. 6(+? 和 I-A?-,.
6(+?分析了该基因的瞬间表达情况和产物的酶活分
析，显示了植物瞬间表达代替原核表达来分析外源

基因产物性质的前景。同一年，)-(?B等［7:］使用 JKF
病毒载体在烟草叶片细胞内分别表达了烟草卷叶病

毒（JLMF）的全部六个基因，发现他们分别引起 D!
反应、叶片坏死、抑制 DJ")、类病毒侵染症状及植株
矮化，说明了侵染过程中病毒基因与宿主基因复杂

的相互作用。

在植物的抗病反应过程中一类被称作病程相关

蛋白基因（&%?B+3-.-A’A ,-(%?-* &,+?-’. 3-.-A，D! 3-.-A）
表达的增强是一个比较普遍的现象，在抵抗病原入

侵和抑制其发展的过程中扮演了极为重要的角色。

在抗病基因的克隆较为困难的情况下，如何利用目

前已分离的众多 D!基因开展植物抗病分子育种成
为目前的一个热门研究领域。在开展稳定的转化之

前，对候选 D!基因的功能、作用方式和具体的抗病
效果进行恰当的分析是十分必要的。在这方面，使

用瞬间表达技术有着明显的优势，尤其是在研究麦

类作物与相应的白粉菌互作中，十分受欢迎。该技

术的主要过程为：首先将目标基因构建于高效表达

载体，然后使用基因枪将其随机导入到离体植物叶

片表皮细胞中，并同时共表达一种报告基因来标记

阳性转化细胞，转化后高密度接种白粉菌孢子，培养

一段时间后在单细胞基础上分析阳性细胞内抗病相

关基因的表达对白粉菌侵染的影响。王华忠等［70，77］

成功地利用该技术对几类重要的小麦抗病相关基因

的抗病性功能进行了评价。到目前为止，利用瞬间

表达技术研究的互作类型涵盖了抗病相关基因诱发

的基础防卫反应、MM2HN)2L!!类抗病基因的小种特
异性抗性、大麦 /01 突变体产生的广谱抗性以及白
粉菌与非寄主之间的非寄主抗性［7;］。

!"#"! 基因沉默研究：植物内源基因沉默（3-.-
A’(-.>’.3）包括 OH#和 !H#两种水平。前者可以通
过基因敲除（/.+>/ +P?）、J2OH# 或转座子插入突变
等技术来实现，但工作量大、随机且低效。!H# 水
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平的基因功能丧失（!"# 沉默），主要发生在转录水
平和转录后水平（$%&’）两种。转录水平主要是指
()!"#（(*+,, )-./01/0)-2 !"#）介导的启动子甲基化修
饰，转录后水平包括 *!"#的降解或造成翻译的抑
制。!"# 沉默由两类小分子 !"# 介导：()!"# 和
*)!"#（*)304!"#），5(!"# 或具有局部 5(!"# 结构
的 67!"#（6+)07)- !"#）是诱发 !"#沉默的主要因
子。5(!"#的来源可以是体外合成后的直接导入，
也可以设计 5(!"# 转录载体［89］，还可以利用植物
!"#病毒作为转化载体。!"# 病毒在植物细胞内
的复制会形成 5(!"# 中间结构，引发基因沉默（称
为 :)0;(<)-5;3/5 2/-/ (),/-3)-2，:=&’）［8>］。利用 !"#)
技术还可以同时转化多个不同的 5(!"# 激活因子
达到同时沉默多个基因的目的，研究基因的联合效

应及信号转导途径、生化途径和代谢途径［8?］。

’36@/)A/0等［89］利用基因枪介导的瞬间表达技
术将体外合成的 5(!"#或双链发夹结构 !"#转录
载体导入小麦、玉米、大麦叶片表皮细胞，成功地实

现了共转化报告基因 !"# 或内源基因（$B，$%&BC）
的沉默。D;0.4- 等［8C］利用体外转录 $:E 病毒 !"#
载体直接接种的 :=&’方法鉴定了一个克隆自烟草
的基因与细胞壁合成紧密相关，可能是一个纤维素

合成酶基因（’()$）。FGGB年，!+.3,)1.等［BC］开发了基
于烟草脆裂病毒 %!:的 :=&’ 载体，该载体使用农
杆菌渗透法在植物细胞内表达病毒 !"#。与基于
%H:、$:E 等病毒的载体相比，%!: 侵染后症状较
轻，不影响目标基因沉默效果的观察；可以侵染相邻

的大片细胞，降低了未侵染细胞对 :=&’ 效果的影
响；可以靶向生长点细胞的 *!"#，便于研究与植物
组织决定基因和发育相关的基因。$/+0. 等［8I］利用
!+.3,)1.开发的 :=&’载体系统地研究了烟草 *+,!-B
基因在植物抗病信号转导过程中的重要作用。他们

发现，无论是依赖植物专一性抗性基因（"D’<J!!
类）的抗性反应还是非寄主抗性反应，*+,!-B基因
都是必须的。FGGF 年，K4,AL/02 等开发了基于大麦
条斑花叶病毒 D’H:的 :=&’载体［BI］，D’H:的寄主
包括许多重要单子叶农作物，包括大麦、小麦、燕麦

和玉米等，最近该载体系统在大麦［MG］和小麦［MB］上的

成功应用证明其必将极大地推动相关农作物功能基

因组学研究的发展。

影响 !"#) 的因素很多，包括适合的 5(!"# 诱
导物的类型、浓度、长度及序列，细胞活性 N)3/0<,)O/
蛋白和 !5!7蛋白的存在，!"#)抑制基因的表达等
等。$+-(.0;2+ 等［MF］设计了包括 !/740./0 载体和

P11/3.40 载体的基因枪共转化 !"#) 分析系统。
!/740./0载体上含有 !"# 表达盒和可以融合目标基
因的 ."# 表达盒；P11/3.40载体含有启动子控制下的
目标基因同源序列的一对反向重复，中间以内含子

隔开。P11/3.40转录出的 !"#在剪切掉内含子后，可
以形成 5(!"#，靶向 !/740./0载体的 !Q$ 融合基因
*!"#，诱导 !"#)。通过对转化细胞绿色荧光和红
色荧光的比较，可以快速，非破坏性和半定量的分析

不同组织和细胞内 !"#)的发生和强度。同时利用
该系统还可以筛选引发 !"#)的最适序列。
!"# 基因产物定位分析
基因的表达产物蛋白质必须经过正确折叠和修

饰并精确地定位在亚细胞结构处，才能发挥其应有

的作用。瞬间表达技术和报告基因使用的结合，可

以有效跟踪融合产物在细胞内的运输、亚细胞定位

以及代谢。报告基因的使用以 !"# 为多，这主要因
为 !"# 的活体表达特性便于观察和研究。植物材
料大多使用洋葱表皮细胞，洋葱单层表皮细胞容易

转化，且细胞较大，没有色素，容易观察。

鉴于转座元件的调节基因必须在定位到细胞核

内才能发挥作用，R-4等［M8］使用洋葱表皮细胞和基
因枪介导的瞬间表达技术对调节玉米 H;转座元件
的两个关键基因 /0.$ 和 /0.1 的核定位情况进
行了分析。D+00/,,［MM］用同样的方法对一个拟南芥
2(3 蛋白（ ,+./ /*L0S42/-/()(<+L;-5+-. 704./)-， 2(3
704./)-）基因 $&43+FC 的定位情况进行了分析，鉴定
一个新的 9 个氨基酸的核定位信号。J) 等［M9］通过
将两个乙酰辅酶 #结合蛋白定位于原生质膜上，从
而确定其功能为质膜相关的乙酰辅酶 #运输T代谢
蛋白。D4;5+0.［M>］在烟草叶片细胞中瞬间表达一个
菜豆炭疽病原菌内多聚半乳糖醛酸酶基因

（ (%56#!)），植物 (%56#!) 是一类参与细胞壁降解的
基因，降解产物寡聚糖可能在诱导植物的防卫反应

中发挥了重要作用。结果表明，这个来自病原物的

基因，其产物必须正确定位到烟草细胞壁，才能引起

细胞壁降解和表达部位的坏死。活性氧检测发现

(%56#!) 确实可以诱导防卫反应。到目前为止，利
用瞬间表达技术进行亚细胞定位的类型包括细胞核

定位［M?］，叶绿体定位［MC］，线粒体定位［MI，9G］，细胞骨架

定位［9B，9F］，高尔基体定位［98］，内质网定位［9M］和原生

质膜定位［99］。

!"$ 基因结构与功能的关系
基因功能的实现最终是通过其产物蛋白质来完

成的，而蛋白质定位、识别和催化等功能的实现又决
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定于特定的序列组成及高级结构的形成。物种内或

物种间功能相同或相近的基因之间经常会含有一些

相似的序列单元（!"#$%）或功能域（&"!’$(），体现了
进化上的保守性，一个氨基酸的变化有时都会影响

正常功能的行使。利用瞬间表达的研究方法，主要

结合体外重组、定点突变、结构域交换（&"!’$(
)*’++$(,）和基因重排（,-(- ./0%%1$(,）等技术分析基
因结构与功能的关系。

在前述 2$*.3/(-* 等的研究中，也同时涉及到结
构与功能的关系分析，类型!热激蛋白完整 4末端
的存在对其多聚物的形成，热胁迫条件下的自凝集

和对类型"热激蛋白的征集至关重要。501%% 等［67］

利用农杆菌渗透法介导的瞬间表达技术，在无毒基

因 !"#8和 !"#9的转基因烟草叶片细胞中瞬间表达
经结构域交换或基因重排后 $%: 8和 $%: 9基因的各
种嵌合克隆，通过 ;<反应鉴定，揭示了番茄抗叶霉
病基因 $%: 8和 $%: 9序列中决定与各自的无毒基因
专一性识别的关键序列和编码产物的关键氨基酸。

!"# 创造植物组织生物反应器
除稳定转化技术外，植物瞬间表达技术同样可

以应用于植物生物反应器的开发［=>］。首先，利用瞬

间表达技术，可以在大规模的稳定转化之前，快速地

鉴定重组蛋白的功能和稳定性，避免盲目转化。其

次，瞬间表达技术导入的外源基因拷贝数高、没有染

色体上的位置效应，结合转化水平的提高和强启动

子的使用，完全可以达到生产的规模。再次，瞬间表

达可以在植株较高的发育阶段和特定的组织（主要

上叶片）进行，避免了重组蛋白对植株发育的负面影

响。

在利用瞬间表达开发植物生物反应器方面，以

农杆菌渗透法和植物病毒介导的方法应用较多，因

为这两种方法操作容易，获得并表达外源基因的细

胞数目多，且可以大规模使用。?’@0-*" 等［6A］将分
别含有抗体重链和轻链基因载体的农杆菌混合渗入

植物叶片，结果两个基因同时获得瞬间表达并组装

成了全长的功能性抗体。而在稳定转化中需要不同

转化体的杂交获得，耗时、费力。BCC8 年，D-&$3’,"
公司的研究人员在苜蓿上开展瞬间表达生产重组蛋

白，规模达到每星期 A6CC 张叶片，获得毫克级的重
组蛋白。通常，使用农杆菌渗透法可以获得 =C!,EF,
的重组蛋白产量。病毒载体在这方面的应用更具优

势，因为病毒的系统侵染和在植物细胞内的大规模

复制可以使产量更高，而且，病毒侵染操作容易，可

以在植株间扩展，获得大面积植株的瞬间表达。美

国的 G$"."0*3- H-3/("1",$-. 已经开始使用烟草花叶
病毒载体 IJ(-)’*-.!进行瞬间表达来生产 ;-+’#$#$.
G表面抗原、单链抗体（.3KL.）和其他重组蛋白。与
病毒外壳蛋白融合的重组蛋白可以随病毒粒子的分

离而获得，产量可以达到每千克植物叶片 = M >,病
毒。

另外，外源基因的高水平瞬间表达，特别是病毒

载体的使用，可能会诱导针对外源基因自身的基因

沉默。这可能是外源基因瞬间表达不能持久和表达

量随时间下降的主要原因。G’03"!N- 与其同事通
过与外源基因共表达 &=9基因成功的将表达水平提
高 6C倍，&=9 基因克隆自番茄丛矮病毒，其产物蛋
白是一个基因沉默抑制因子。

$ 瞬间表达系统应用中注意的问题

=）过量表达（偏离了细胞正常生理状态下的浓
度）和报告基因的融合都可能会影响到产物的定位

和正常功能。

B）报告基因或其它非目标基因的表达可能对细
胞转录组和蛋白质组的模式产生影响［6O］，掩盖了目

标基因的效果。

>）使用瞬间表达开展基因沉默研究的时候，应
注意产物蛋白比靶 !<PQ的降解需要更长时间的代
谢，短时间内可能观察不到表型的变化。

8）瞬间表达的效率仍需提高（包括转化细胞数
目的提高、表达水平的提高和瞬间表达时间的延

长），以便持续跟踪和研究外源基因表达的影响，表

达量的提高使分子分析和生化分析都更容易。

6）尽管没有稳定转化上存在的外源基因和选择
标记基因潜在的扩散风险和安全性问题，仍然要对

细菌和病毒操作过程中的安全性提高警惕。

% 瞬间表达系统的应用前景
近五年来文献检索发现，植物瞬间表达技术和

<PQ$、?RIS技术等技术相结合，极大地推动了植物
功能基因组学的研究进程。今后的发展，需要在转

化细胞及基因产物的可视技术和分析手段上加以提

高。可视技术包括了各种报告基因、荧光探针物质

的合理开发和使用及与激光共聚焦显微镜、电镜等

显微技术相结合；分析手段上则可结合单细胞激光

捕获微分离［69］等技术对阳性细胞进行分离后的生

理、生化及转录组、蛋白组分析，排除野生型细胞的

干扰。

可以预见，未来的瞬间表达技术与其他各种新
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技术相结合，将从现在的一维（基因表达!灭活）研究
发展到从多维的时间和空间的角度跟踪和分析植物

细胞内外源基因表达后发生的分子事件，并以单细

胞为平台，以互动的方式干预单细胞内的生理生化

过程，加快探索生命奥秘的进程。
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