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农杆菌菌株及其侵染浓度和时间对基于菜豆黄矮病毒
表达载体瞬时表达外源基因的影响
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摘　 要: 以 ３ 种常见的农杆菌菌株(ＧＶ３１０１、 ＥＨＡ１０５、 ＬＢＡ４４０４)和基于菜豆黄矮病毒的复制型植物表达

载体为材料ꎬ 利用农杆菌介导的瞬时转化技术ꎬ 将外源绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)基因导入本氏烟(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ

ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ Ｌ.)叶片中实现瞬时表达ꎬ 并对不同农杆菌菌株、 侵染浓度及侵染时间对于瞬时表达水平的

影响进行比较ꎮ 结果显示ꎬ ３ 种不同的农杆菌菌株在介导转化本氏烟叶片瞬时表达 ＧＦＰ 积累水平之间存在

显著差异ꎬ 其中 ＥＨＡ１０５ 菌株转化效率最高ꎬ ＬＢＡ４４０４ 次之ꎬ ＧＶ３１０１ 最低ꎮ 此外ꎬ ＧＶ３１０１、 ＥＨＡ１０５
和 ＬＢＡ４４０４ 最适侵染浓度的 ＯＤ６００值分别为 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ３ 和 ０􀆰 ３ꎻ 最佳侵染时间均为第 ４ ｄꎮ 研究结果表明农

杆菌菌株染色体结构和 Ｔｉ 质粒的差异是影响瞬时转化过程中农杆菌侵染浓度及其外源基因瞬时表达效率的

重要因素ꎮ
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　 　 瞬时表达技术是指将目的基因导入受体细胞中

以建立暂时性的高效表达体系ꎬ 从而在相对较短时

间内使得目的基因大量表达的技术[１]ꎮ 利用植物

瞬时技术表达重组蛋白时ꎬ 所转化的基因无需整合

到植物基因组中ꎬ 节省了遗传转化和筛选等冗长过

程ꎬ 可在短期内便实现蛋白质的表达[２]ꎮ 与稳定

的转基因植株相比ꎬ 瞬时表达的重组蛋白通常在转

化后的 １~２ 周内即可进行提取ꎬ 极大缩减了蛋白

质生产所需的时间[３]ꎮ 尤其在病原和疾病极易突

然爆发的今天ꎬ 利用瞬时表达技术来表达药用蛋白

或抗体等对于社会的安全和疾病治疗具有重大

意义[４]ꎮ
在植物瞬时表达载体中ꎬ 与非复制型载体相

比ꎬ 使用基于植物 ＤＮＡ 病毒的复制型表达载体具

有转化后目的基因拷贝数多、 表达量高、 表达时效

快、 易于操作且在多种植物中均可实施等各种优

势[５]ꎮ 尤其是基于植物双生病毒 ＤＮＡ 所构建的表

达载体是目前为止最有效的植物复制型表达载

体[６ꎬ ７]ꎮ 例如ꎬ 菜豆黄矮病毒(ｂｅａｎ ｙｅｌｌｏｗ ｄｗａｒｆ
ｖｉｒｕｓꎬ ＢｅＹＤＶ)是巨型病毒属中的双生病毒之一ꎬ
其基因组为环状单链 ＤＮＡ(ｓｓＤＮＡ)基因组ꎬ 大小

约为 ２５６１ ｂｐꎮ ＢｅＹＤＶ 在侵染寄主植物后在宿主

细胞核内以滚环复制机制快速复制到高拷贝数以完

成复制过程[８ꎬ ９]ꎮ 基于上述特征ꎬ 将 ＢｅＹＤＶ 基因

组中的复制相关元件构建于植物表达载体中ꎬ 从而

构建基于 ＢｅＹＤＶ 的复制型植物表达载体[１０ꎬ １１]ꎬ
实验证明该载体能够利用 ＢｅＹＤＶ 的滚环复制机制

在植物宿主细胞内高效复制并产生大量目的基因拷

贝数ꎬ 从而极大提高了转化效率[１２ꎬ １３]ꎮ
农杆菌渗入法是介导外源基因瞬时表达最为

常用的手段ꎮ 在非复制表达载体的研究中发现ꎬ

影响农杆菌瞬时转化效率的因素主要有农杆菌菌

株类型、 侵染浓度、 共培养时间以及植株的基因

型和叶片的生理状态等[１４] ꎻ 农杆菌菌株类型和农

杆菌侵染植物时的浓度对转化效率的影响最为直

接[１５] ꎮ 然而ꎬ 不同农杆菌菌株及其侵染浓度对基

于双生病毒的复制型表达载体瞬时表达外源基因

的影响则鲜有报道ꎮ 基于此ꎬ 本研究以 ＧＶ３１０１、
ＥＨＡ１０５ 和 ＬＢＡ４４０４ 这 ３ 种常见的农杆菌菌株和

基于 ＢｅＹＤＶ 的复制型植物表达载体为实验材料ꎬ
以绿色荧光蛋白(ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ＧＦＰ)
基因为表征基因ꎬ 探讨了不同农杆菌菌株、 侵染浓

度及时间等因素对瞬时表达外源基因效率的影响ꎬ
以期为外源基因瞬时转化效率的影响因素及相关研

究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物材料培养

在 １０ 穴育苗盒中放置育苗块并浸泡在水中ꎬ
静置 ２ ~ ３ ｈ 使育苗块充分吸收水分ꎮ 在每个育苗

块上点种 ２ ~ ３ 粒本氏烟草 (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａ￣
ｍｉａｎａ Ｌ.)的种子ꎬ 用无色透明塑料盖覆盖ꎬ 将其

置于温度 ２８℃、 湿度 ５０％ 以及光照周期为 １６ ｈ
光照 / ８ ｈ 黑暗的培养室环境中进行发芽培养ꎮ ２ 周

后移取塑料盖ꎬ 将育苗盒中剩余的水分倒出并适量

施加浓度为 １４􀆰８ ｇ / Ｌ 的营养液ꎬ 继续在上述培养

条件中培养ꎬ 待植株长到 ４ 周龄时进行移苗ꎬ 为植

株的生长提供充足的空间ꎬ 直到本氏烟草生长至 ６
周龄时用作实验材料ꎮ
１􀆰 ２　 双生病毒衍生表达载体的构建和农杆菌转化

基于 ＢｅＹＤＶ 的表达载体由亚利桑那州立大学

Ｍａｓｏｎ 教授课题组馈赠ꎮ 在载体中的 ３５Ｓ 启动子
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下游构建 ＧＦＰ 基因为表征基因ꎮ ３ 种农杆菌工程

菌株分别为 ＧＶ３１０１、 ＥＨＡ１０５ 和 ＬＢＡ４４０４ꎬ 将基

于 ＢｅＹＤＶ 的表达载体转化 ３ 种农杆菌ꎬ 利用载体

的抗生素抗性基因进行筛选并继代培养ꎮ
１􀆰 ３　 农杆菌菌液的制备及植物转化

在含筛选抗生素的 ＹＥＢ 琼脂平板上ꎬ 对 ３ 种

农杆菌划线接种ꎬ 在 ２８℃下生长 ４８ ｈꎮ 从 ＹＥＢ 琼

脂平板上挑取单个菌落ꎬ 接种到 ＹＥＢ 液体培养基

中ꎬ 在 ２８℃、 １８０ ｒ / ｍｉｎ 转速的摇床中培养ꎬ 将菌

液转移到离心管中ꎬ 以 ５０００ ｒ / ｍｉｎ 转速离心

１０ ｍｉｎꎬ 去除上清ꎬ 然后将农杆菌重悬在 ＭＥＳ 渗

透 缓 冲 液 ( １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭＥＳ￣ＫＯＨꎬ ｐＨ ５􀆰５、
１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４、 １００ μｍｏｌ / Ｌ 乙酰丁香酮)中

洗涤[３]ꎮ 重复上述离心操作ꎬ 再次除去上清ꎬ 将

农杆菌重新悬浮在 ５０ ｍＬ 渗透缓冲液中ꎬ 最终配

制成菌株浓度 ＯＤ６００分别为 ０􀆰１、 ０􀆰３、 ０􀆰５、 ０􀆰７ 和

０􀆰９ 共 ５ 个浓度梯度ꎬ 配制完成后需将农杆菌混合

液在室温下静置 ２ ｈꎮ 以不含有表达载体的相应农

杆菌为对照ꎮ
基于注射器渗透方法[２]ꎬ 选取叶片大小、 长

势均匀的 ６ 周龄本氏烟植株ꎮ 在叶片下表皮整个叶

片上距叶基部 １ / ３、 离主叶脉 ０􀆰５ ｃｍ 处用注射器

针头沿主叶脉方向轻轻划出一个小缺口ꎬ 用不含针

头的无菌注射器将含有农杆菌混合物的 ２ ｍＬ 渗透

缓冲液经下表皮伤口处缓缓注入叶片中ꎬ 直至渗透

区域停止蔓延(当叶片颜色加深时ꎬ 表明已将农杆

菌渗透缓冲液注入叶片内)ꎬ 重复渗透步骤侵染整

个叶片乃至整颗植株ꎬ 每个浓度重复 ３ 株ꎮ 渗透

后ꎬ 将植株移回培养室ꎬ 在入渗后 ２ ~ ６ ｄ 监测绿

色荧光蛋白的表达ꎮ
１􀆰 ４　 ＧＦＰ表达量的检测

从距注射时间第 ２ ｄ 开始ꎬ 将植物移到暗室ꎬ
使用徕卡荧光体视显微镜(Ｌｅｉｃａ)在渗透叶片的下

表皮面靠近叶尖侧距注射区 １ ｃｍ 处观察并成像ꎮ
观察拍照后ꎬ 将植物移回培养室继续培养ꎬ 在第

４ ｄ和第 ６ ｄ 时ꎬ 分别重复上述操作ꎮ
１􀆰 ５　 数据分析

采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析 ＧＦＰ 荧光图片ꎬ 所得

数值至少为 ３ 次独立实验的平均值ꎬ 数据以平均

值 ± 标准差(ＳＤ)表示ꎮ 使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
１９ 软件对数据进行单因素方差分析ꎬ 以 Ｐ < ０􀆰０５
表示显著性差异ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＧＶ３１０１菌株介导转化本氏烟叶片瞬时表达

ＧＦＰ的影响

本研究发现ꎬ 在对照组的 ３ 种农杆菌 ＧＶ３１０１、
ＥＨＡ１０５ 和 ＬＢＡ４４０４ 菌株渗入的叶片中没有观察到

绿色荧光(图版Ⅰ: １ａ ~ １ｃ)ꎮ
其中ꎬ ＧＶ３１０１ 菌液侵染叶片的整体荧光表

达量较低(图版Ⅰ: ２ａ ~２ｉ)ꎮ 随着 ＧＶ３１０１ 菌株

菌液浓度的增加ꎬ ＧＦＰ 表达量整体呈现出先升高

后下降的趋势(图 １)ꎮ 当侵染时间为第 ２ ｄ 时ꎬ 菌

液浓度 ＯＤ６００范围在 ０􀆰３~０􀆰７ 的侵染处理与其它处

理间存在显著差异ꎻ 在第 ４ ｄ 时ꎬ 菌液浓度 ＯＤ６００

值为 ０􀆰５ 的侵染处理荧光表达量最高 (图版Ⅰ:
２ｅ)ꎮ 在第 ６ ｄ 时ꎬ 不同浓度处理下的ＧＦＰ 表达量

几乎在同一水平(图版Ⅰ: ２ｃꎬ ２ｆꎬ ２ｉ)ꎮ 在不同侵

染时间下ꎬ 侵染浓度ＯＤ６００为 ０􀆰９ 时ꎬ 叶片ＧＦＰ 表

达量无显著差异ꎻ 当侵染时间为第 ４ ｄ 时各侵染浓

度的 整 体 荧 光 表 达 量 最 高ꎮ 研 究 结 果 显 示ꎬ
ＧＶ３１０１ 菌株侵染烟草叶片时的浓度和时间对外源

基因的转化效率产生了不同的影响ꎬ 且存在最适侵

染浓度和最佳侵染时间ꎮ 当 ＧＶ３１０１ 菌株菌液浓度

ＯＤ６００为 ０􀆰 ５ꎬ 侵染时间为 ４ ｄ 时ꎬ ＧＦＰ 表达量最高ꎮ
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不同小写字母表示处理间在 Ｐ < ０􀆰０５ 水平上差异显著ꎬ 下同ꎮ
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｔ
Ｐ < ０􀆰０５ ｌｅｖｅｌꎬ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 ＧＶ３１０１ 菌液的 ＧＦＰ表达量
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ＧＶ３１０１ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 ＥＨＡ１０５菌株介导转化本氏烟叶片瞬时表达

ＧＦＰ的影响

ＥＨＡ１０５ 菌液侵染叶片的整体荧光表达量较高

(图版Ⅰ: ３ａ ~ ３ｃꎬ 图版Ⅱ: ３ｄ ~ ３ｉ)ꎮ 随着

ＥＨＡ１０５ 菌株菌液浓度的增加ꎬ ＧＦＰ 表达量整体呈

９９２　 第 ３ 期　 　 李 颖等: 农杆菌菌株及其侵染浓度和时间对基于菜豆黄矮病毒表达载体瞬时表达外源基因的影响
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现出先增加后减小的趋势(图 ２)ꎮ 当侵染时间为第

２ ｄ 时ꎬ 各侵染浓度处理下荧光表达量水平较低

(图版Ⅰ: ３ａ ~ ３ｃ)ꎻ 在第 ４ ｄ 时ꎬ 菌液浓度

ＯＤ６００为 ０􀆰３ 时荧光表达量最高(图版Ⅱ: ３ｅ)ꎮ 在

第 ６ ｄꎬ 较低浓度的侵染处理下的 ＧＦＰ 表达效果

更好ꎮ 在相同的侵染浓度下ꎬ 当 ＯＤ６００高于 ０􀆰３ 时ꎬ
第 ４ ｄ 荧光表达量显著高于其它侵染时间组(图版Ⅱ:
３ｅꎬ ３ｈ)ꎮ 因此ꎬ 当 ＥＨＡ１０５ 菌株菌液浓度 ＯＤ６００为

０􀆰３ꎬ 侵染时间为 ４ ｄ 时ꎬ ＧＦＰ 表达量最高ꎮ
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图 ２　 ＥＨＡ１０５ 菌液的 ＧＦＰ表达量
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＧＦＰ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆ ＥＨＡ１０５ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２􀆰 ３　 ＬＢＡ４４０４菌株介导转化本氏烟叶片瞬时表达

ＧＦＰ的影响

研究结果表明ꎬ ＬＢＡ４４０４ 菌液侵染叶片的整

体荧光表达效果较强(图版Ⅱ: ４ａ ~ ４ｉ)ꎮ 总体上

随着 ＬＢＡ４４０４ 菌株侵染浓度的增加ꎬ ＧＦＰ 表达量

呈现出先增加后减小的趋势(图 ３)ꎮ 在侵染时间为

第 ２ ｄ 时ꎬ 不同侵染浓度处理下荧光表达量在同一

水平(图版Ⅱ: ４ａ ~ ４ｃ)ꎮ 在第 ４ ｄ 时ꎬ 不同侵染

浓度处理组之间存在显著差异且菌液浓度 ＯＤ６００为

０􀆰３ 时表达效果最显著(图版Ⅱ: ４ｅ)ꎻ 菌液浓度

ＯＤ６００为 ０􀆰３ 和 ０􀆰５ 的侵染处理表达效果高于其它

侵染浓度处理ꎬ 说明本研究中 ＬＢＡ４４０４ 菌株

ＯＤ６００为 ０􀆰３ ~ ０􀆰５ 是最适侵染浓度范围ꎮ 在同一

侵染浓度下ꎬ 侵染时间为第 ４ ｄ 的整体荧光表达量

显著高于其它侵染时间组(图版Ⅱ: ４ｂꎬ ４ｅꎬ ４ｈ)ꎮ
因此ꎬ 当该菌株侵染浓度 ＯＤ６００为 ０􀆰３ꎬ 侵染时间

为 ４ ｄ 时ꎬ ＧＦＰ 荧光表达量最高ꎮ
２􀆰 ４　 ３种农杆菌菌株介导转化本氏烟叶片瞬时表

达 ＧＦＰ影响的比较

本研究在体视荧光显微镜下观察对照组与处

理组 的 叶 片ꎬ 以 通 过 农 杆 菌 菌 株 ＧＶ３１０１、
ＥＨＡ１０５ 和 ＬＢＡ４４０４ 检测 ＧＦＰ 报告基因的表达ꎮ
发现所有转化体在处理组烟草叶片中发出绿色荧

光ꎬ 而对照组中没有观察到绿色荧光ꎬ 表明该绿色

荧光是 ＧＦＰ 的特征(图 ４)ꎮ ＧＶ３１０１、 ＥＨＡ１０５ 和

ＬＢＡ４４０４ 这 ３ 种根癌农杆菌菌株分别在上述最适

侵染浓度(即 ＯＤ６００为 ０􀆰５、 ０􀆰３、 ０􀆰３)和最佳侵染

时间(均为第 ４ ｄ)下 ＧＦＰ 表达量之间存在显著差

异ꎬ 表明在 ３ 种农杆菌菌株基于双生病毒衍生的表

达载体在本氏烟叶片中的转化效率是: ＥＨＡ１０５ 最

高ꎬ ＬＢＡ４４０４ 次之ꎬ ＧＶ３１０１ 最低ꎮ

0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
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图 ３　 ＬＢＡ４４０４ 菌液的 ＧＦＰ表达量
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图 ４　 ３ 种农杆菌菌株最高荧光表达量差异比较
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｈｉｇｈｅｓｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｍｏｎｇ ｔｈｒｅｅ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｔｒａｉｎｓ

３　 讨论

本研究探讨了 ３ 种根癌农杆菌菌株 ＧＶ３１０１、
ＥＨＡ１０５ 和 ＬＢＡ４４０４ 及其侵染浓度和时间对基于

ＢｅＹＤＶ 的复制型表达载体瞬时表达外源基因转化

效率的影响ꎮ 筛选出转化效率最高的农杆菌菌株

ＥＨＡ１０５ 以及在外源基因瞬时表达量最高时不同农

杆菌菌株的最佳侵染浓度和侵染时间ꎬ 加速了在本

氏烟草叶片上瞬时表达外源基因的遗传操作ꎮ

００３ 植 物 科 学 学 报 第 ３９ 卷　

© Plant Science Journal    http://www.plantscience.cn



影响农杆菌介导转化效率的因素主要有农杆菌

菌株、 侵染浓度、 侵染时间及植株的基因型和叶片

的生理状况等[１４]ꎮ 本研究中使用的 ３ 种农杆菌菌

株ꎬ 根据其 Ｔｉ 质粒合成冠瘿碱的种类不同分别属

于胭脂碱型、 琥珀碱型和章鱼碱型菌株[１６]ꎮ 胭脂

碱和章鱼碱是由氨基酸衍生的冠瘿碱ꎬ 而琥珀碱是

属于单糖衍生的冠瘿碱ꎮ 冠瘿碱的分解酶基因位于

农杆菌的 Ｔｉ 质粒上ꎬ 其分解产物为氨基酸和糖类ꎬ
只能被农杆菌作为营养物质分解代谢[１７]ꎮ 由于琥

珀碱型菌株具有生长迅速ꎬ 在培养的过程中不易结

球ꎬ 转化中易操作等特点[１８]ꎮ 因此ꎬ 我们推测

ＥＨＡ１０５ 菌株瞬时表达外源基因转化效率高可能与

该菌株分解代谢能力强、 生长速率快有关ꎮ
由农杆菌介导的 Ｔ￣ＤＮＡ 的加工和随后从农杆

菌输出到植物细胞的过程在很大程度上是由 Ｔｉ 质
粒携带的毒力(ｖｉｒ)基因的活性造成的[１９]ꎮ 植物在

受到创伤后ꎬ 创伤组织的细胞释放出的酚类化合物

(如乙酰丁香酮 ＡＳ)和糖类等信号分子ꎬ 可诱导农

杆菌 ｖｉｒ 基因的表达ꎮ 研究表明ꎬ 糖类物质在 ＡＳ
浓度很低的情况下可强烈诱导 ｖｉｒ 基因的表达ꎬ 并

且它们与 ＡＳ 之间存在协同效应ꎬ 可显著提高 ＡＳ
诱导效果[２０]ꎮ 植物信号分子由农杆菌的 ＶｉｒＡ 和

ＶｉｒＧ 蛋白双元件信号转导调控系统进行识别ꎬ 作

为膜结合蛋白 ＶｉｒＡ 能直接感应 ＡＳ 而发生自身磷酸

化ꎬ 随后转磷酸化 ＶｉｒＧ 蛋白ꎬ 磷酸化的 ＶｉｒＧ 蛋白

帮助激活或提高其他 ｖｉｒ 基因的转录水平ꎬ 并在农

杆菌附着蛋白的辅助下ꎬ 驱动农杆菌识别受损伤位

点并锚钉在其宿主细胞的细胞壁上[２１]ꎮ 在遗传转

化过程中除 Ｔｉ 质粒上的基因参与外ꎬ 还有农杆菌

染色 体 基 因ꎬ 染 色 体 基 因 包 括 ｃｈｖＡ、 ｃｈｖＢ、
ｐｓｃＡ、 ｃｈｖＤ 以及 ｃｈｖＥ 等[２２]ꎮ 其中ꎬ 蛋白 ＣｈｖＥ
对糖类表现出趋化性ꎬ ＣｈｖＥ 通过结合一些单糖与

ＶｉｒＡ 蛋白的跨膜区作用进而促进 ｖｉｒ 基因的表达ꎬ
也可直接与 ＶｉｒＡ 蛋白的周质区作用ꎬ 大大增强 ＡＳ
对 ＶｉｒＡ 的诱导[２３]ꎮ 由于 ＥＨＡ１０５ 菌株合成的冠瘿

碱属于单糖衍生物ꎬ 其分解产物为糖类物质ꎬ 某些

特异性单糖诱导糖结合蛋白 ＣｈｖＥ 大量表达进而引

起 ｖｉｒ 基因高水平的表达ꎬ 这可能解释了本研究所

观察到的 ＥＨＡ１０５ 菌株在同种植物上瞬时表达效

率最高的原因ꎮ 目前ꎬ 对章鱼碱型农杆菌 Ｔｉ 质粒

和胭脂碱型农杆菌 Ｔｉ 质粒的 ｖｉｒ 区进行了全序列分

析ꎬ 发现章鱼碱型农杆菌 Ｔｉ 质粒的 ｖｉｒ 区比胭脂碱

型 Ｔｉ 质粒多包含了 ｖｉｒＦ 和 ｖｉｒＨ 操纵子ꎬ 其中 ｖｉｒＦ
在协助 Ｔ￣ＤＮＡ 转移到宿主植物细胞中发挥作用ꎬ
ｖｉｒＨ 对植物产生的某些杀菌或者抑菌化合物起解毒

作用[２４]ꎮ 由此我们推测造成农杆菌菌株在本氏烟

叶片细胞中转化效率的差异可能与农杆菌菌株的 Ｔｉ
质粒结构有关ꎮ

进一步分析发现ꎬ 同一植物在不同的农杆菌菌

株转化效率方面存在显著性差异ꎬ 这些差异的产生

可能与大量参与转化过程的植物因子有关[２５]ꎮ 研

究表明ꎬ 在宿主细胞壁表面可能存在着玻连蛋白样

蛋白受体在农杆菌向其宿主细胞的附着过程中发挥

了重要作用ꎬ 编码附着蛋白基因突变的农杆菌菌株

不能向植物细胞附着的同时也降低了其与玻连蛋白

的结合[２６]ꎮ 植物细胞表面的一些分子可能在与农

杆菌的结合过程中发挥了一定的作用ꎮ 农杆菌作为

一种病源微生物ꎬ 当与植物细胞直接接触时ꎬ 必然

会改变植物细胞基因的表达以响应农杆菌的侵

染[２７]ꎮ 农杆菌侵染诱导了转化所需的植物基因的

表达ꎬ 同时一些植物防御和胁迫反应基因的活性受

到抑制ꎮ 在植物受伤后大量出释放一些分子量很小

的物质如酚类、 糖类等信号分子ꎬ 这些信号分子也

参与农杆菌菌株瞬时表达外源基因的过程ꎮ 因此ꎬ
本研究认为植物因子和农杆菌菌株之间的相互作用

是造成 ３ 种农杆菌菌株瞬时表达外源基因转化效率

不同的原因之一ꎮ
综上所述ꎬ 由于不同的根癌农杆菌菌株染色体

结构和 Ｔｉ 质粒的差异ꎬ 有些菌株的毒性相对较高ꎬ
与宿主植物细胞相互作用的亲和力强ꎬ 因此侵染效

果相对明显[１３]ꎮ 农杆菌菌株类型不同ꎬ 菌株侵染

植物叶片的浓度和时间各有其阈值和特点ꎮ 目前国

内外对于提高瞬时表达外源蛋白质的研究主要集中

在设计植物病毒衍生载体[２８] 和修改培养基成

分[２９ꎬ ３０]、 培养条件[３１] 或培养过程[３２] 上ꎬ 以便在

这些系统中获得更高数量的瞬时表达外源蛋白ꎬ 而

本研究揭示了不同农杆菌菌株基于 ＢｅＹＤＶ 复制型

植物表达载体介导的瞬时表达 ＧＦＰ 基因的转化效

率之间存在显著差异ꎬ 但对于不同菌株在显示最佳

荧光表达量时的分子机制还有待于进一步研究ꎮ
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