
第 44卷 第 6期 

2016年 11月 

河南师范大学学报(自然科学版) 
Journal of Henan‘Normal University(Natural Science Edition) 

Z．44 NO．6 

NOV． 2O16 

文章编号 ：1000—2367(2016)06—0135—05 DOI：10．16366／j．cnki．1000—2367．2016．06．024 

农杆菌介导的怀山药叶片瞬时表达方法的建立 
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摘 要 ：高效的瞬时表达体系是方便、快捷的研究怀山药基因启动子活性、基因功能和生产重组蛋白的新途 

径．本研究选取怀山药叶片为受体，以 葡糖醛酸酶(GUS)和绿色荧光蛋白(GFP)的基因为报告基因，对共培养时间 

进行分析，得到二者瞬时表达的最初时间以及较佳观察时间，建立根癌农杆菌介导的怀山药瞬时表达技术体系．结 

果显示：当注射的菌液浓度 OD。。。一0．6，共培养 3 d时，GUS基因和GFP基因开始有表达，二者适于观察的共培养时 

间分别为 5 d和 4 d． 
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怀山药(Dioscorea opposita Thunb．)又称薯蓣，是薯蓣科(Dioscorea)薯蓣属多年生缠绕草质藤本植物， 

为著名的“四大怀药”之一，主产于河南温县、武陟等地，铁棍山药(D．opposita CV．tiegun)是怀山药中的极 

品，药食兼优，具有降糖降脂、健脾、补肺等功效，其产品畅销国内外[1]． 

植物中的瞬时表达(transient expression)是基因功能鉴定的有效方法，与稳定遗传转化体系相比，瞬时 

表达具有较多的优点．一、简单快速：操作简单，不需要经过组织培养过程，可在一周内分析转化的基因；二、 

表达水平高；三、安全：由于被转基因未整合到基因组中，不产生可遗传的后代，避免了基因漂移的生态风 

险_2]．J3一葡糖醛酸酶( gz“c“r0 口s8，GUS)和绿色荧光蛋白(green fluorescent protein，GFP)基因作为报 

告基因，被广泛地应用在植物瞬时表达体系中．目前，在月季_3]、烟草[4]、拟南芥 ]、莴苣 ]、番茄 ]、大豆__6]、 

小麦Ⅲ、刘易斯猴面花嘲等植物中，以GUS和GFP为报告基因，已建立瞬时转化体系．与怀山药同属于薯蓣 

科的大薯 、紫参薯 ]、黄山药 已建立稳定遗传转化体系，同时，以大薯类原球茎为材料对GUS基因的瞬 

时表达已有研究． ． 

本研究以怀山药叶片为材料，采用农杆菌注射的方法，以GUS和GFP作为报告基因，建立瞬时转化方 

法，研究怀山药叶片瞬时表达的最初时间以及较佳观察时间，以期为山药基因功能鉴定奠定技术基础． 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

以铁棍山药零余子萌发后 7～14 d的幼苗叶片为实验材料． 

1．2 实验试剂 

50 mg·mL 硫酸卡那霉素(Kanamycin sulfate，Kan)；5O mg·mL 利福平(Rifampicin，RiD；1 tool· 
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L 2一(N一吗啉代)乙磺酸[2一(N—morpholino)ethanesulfonic acid，MES](pH5．6)；100 mmol·L 乙酰丁香 

酮(Acetosyringone，AS)；10 mmol·L_。MgC12；GUS染液 ：50 mmol·L— Na3PO4(pH 7．2)，10 mmol· 

L Na2EDTA，0．5 mmol·L_。K3[Fe(CN)6]，0．5 mmol·L K4 EVe(CN)6]，0．1 Triton，2O mmol· 

L X— gluc． 

1．3 菌株与载体 

所用根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)为 EHA105菌株，由河南师范大学梁卫红老师惠赠；植 

物表达载体 pCAMBIA1301购于郑州久是生物公司，植物表达载体 pCAMBIA1300由中国农业大学观赏园 

艺与园林系观赏植物采后与逆境生理实验室惠赠． 

采用冻融法l_1 将携带 35S：GUS的载体质粒 pCAMBIA1301和携带 35S：GFP的载体质粒 pCAM— 

BIA1300转入农杆菌． 

1．4 实验方法 

1．4．1 农杆菌菌液制备 

将分别含有 pCAMBIA1301和 pCAMBIA1300的农杆菌在含有 50 mg·L Kan和 50 mg·L Ri{的 

LB固体培养基上划线，28℃培养 30 h．挑取单菌落于含相应抗生素的 1 mL LB液体培养基 中，28℃、 

180 r·min 震荡过夜．按 1：100(v／v)比例取活化菌液接种于 20 mL附加相应抗生素的 LB液体培养基 

中，加入1 mmol·L MES和4／,mol·L_。AS，28℃、180 r·min 震荡培养至 OD6。。为 0．6．将菌液于 

4000 r·min 离心15 min，用 10 mmol·L_。MgC12悬浮菌体沉淀，调节 OD6oo为 1．0，加入 4／~mol·L 

As，震荡混匀． 

1．4．2 叶片注射及培养 

挑取生长一致且状态良好的铁棍山药幼苗(图1A)，用蒸馏水清洗叶子背面，并用吸水纸吸干水分．用注 

射器针头在叶子背面扎数个小孔，针头不能穿透叶片，然后用去掉针头的一次性注射器吸取菌液，在叶背小 

孔处轻推注射器，使菌液沿小孔渗入叶片(图 IB-C)，注射后将山药幼苗置于光下共培养．以未注射山药幼苗 

为对照，置于相同光照条件下培养． 

1．4．3 GUS染色检测 

取对照及共培养 I d、2 d、3 d、4 d、5 d、6 d和 7 d的铁棍山药叶片，用蒸馏水清洗后置于 GUS染液中， 

37℃过夜．除去染液，将叶片用系列梯度乙醇溶液(50 ，75 ，90 )脱色处理，每级 30 min，直至叶片脱色 

完全，在体视显微镜下观察染色结果． 

1．4．4
． 荧光显微镜下观察 GFP的表达量 · 

取对照和共培养 1～7 d的叶片，用蒸馏水清洗叶片，将叶片剪成 5 cm×5 cm大小，盖上盖玻片，在荧光 

显微镜下观察叶片背面表皮细胞 GFP基因的表达情况． 

2 结果与分析 

2．1 共培养时间对 GUS基因瞬时表达的影响 

不同的共培养时间影响GUS基因的表达量．实验结果如图 1所示，未注射叶片培养 1～5 d均没有GUS 

基因的表达(图1一D，E)．注射后的叶片共培养 1～2 d时，没有检测到 GUS活性(图 1-F，G)，共培养 3～4 d 

时，少量叶片中可以观察到 GUS基因表达，但表达量较少(图 1一H，I)．当共培养至第 5 d时，GUS基因表达 

量明显提高，染色效果较好(图1一J)．随着共培养时间增加至第 7 d，GUS基因表达量与第 5 d的表达量没有 

明显差异(图 1一K，L)．因此，转化后共培养第 5 d为较佳观察时间． 

2．2 共培养时间对 GFP基因表达量的影响 

如图 2所示，未注射叶片没有 GFP的表达(图 2一A，B)，共培养 1～2 d时，GFP没有表达(图 2一C，D)，共 

培养 3 d时，GFP有微量表达(图2一E)，共培养 4 d时，可以明显观测到 GFP的表达(图2一F)，随着共培养天 

数增多，即第 5 d、6 d、7 d，GFP的表达量有微量的增加，但与第 4 d差异不大(图 2一G～I)．因此，可观察到 

GFP表达的时间是转化后 3 d，较佳观察时间为转化后 4 d． 
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I 

(a)'1-K良好~j11t’"：(b) ”注射： (c)沌射后叶”：(d)一(e)未沌射叶”培养l d和5 d的GUS染色结果 (对照) 

(f)一(1)：分别为注射后l d、2 d、3 d、1 d、5 d、6 d,~l17 d的GUs染色结果． 

1铁棍l】I约叶 GUS腻 瞬时表达组 {化学染色结果 

3 讨 论 

瞬时表达作为一种重要的研究手段，主要应用在启动子分析、蛋白质亚细胞定位、基因互作和生产重纰 

蛋白等方面。其不受基因位置效应和基因沉默的影响，表达效率较稳定，转化率高 ．因此，在分子生物学研 

究中被广泛应用． 

目前，植物瞬时表达系统根据操作方法可分为 PEG法、基因枪法、农杆菌介导法和病毒介导法等 ． 

1993年瑞典科学家 Rossi等创立了农杆菌介导法 ，采用真空渗透方法，利用农杆菌的转化机制，将外源基 

因导入植物细胞并实现了外源基因的瞬时表达．目前常采用注射器注射法代替真空渗透法．此方法更加方便 

与实用 “ ． 

孵育时间即植物侵染农杆菌后外源基因在宿主细胞内瞬时表达直到取样检查 的一段时间．若要取得较 

好的表达效果，孵育时间不能过短或过长．如时间过短 ，外源基 因还未开始表达或 者表达量不够；如时间过 

长，表达产物由于降解而得不到理想效果．同时，农杆菌侵染后，诱导植物启动自身防御系统·容易产生过敏 
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反悔．导敛植物坏死 1．本实验中．共培养 1～2 d时，未能检测到 GUS和 GFP基因的表达；共培养时I1_lj达 ]7 

c1时 ．IIr片怙萎 ．较难进行外源旗因表达的检测． 

(b)：未tk~'JIÏI 培养l d~lI5 dli~GFP表达情况 (剥照)；(c)(i)：注射1 d、2(1、3 d、1(1、5(1、6 d、7 

达悄； 尺：50 lu1'． 

( J L 铁 睨III约II I的 叫 捉 

峤『f、f转化 常川的报告 『工4是 ( U5和GFI’． 已有研究IlI，以 ( L 作为报告塔 ．小M机物J听 培 

养时I'uj ． 草 棉花 的叶 ‘注射农杆闲 共培养 2 d。t玎得 到较多的 GUS块 达 ：化{IlI策 、大 

·
、 

III． 叼寸IF,的 III‘分别 培养 I d．3 d后．( 7S活 M-：较 尚；莴苣 IÏ  培 养 6 cj／j rI『以 刘较 离的 

( 【，S J。 达；伎染 培养 0 cl』 的火警 类 球茎 f；[_ 包结果明 小实验 【I『． 培养 clf付柃测刮较 

高n勺( 【 活 ． 

( Fj，作为 呻p报 分子 ． 分 生物学 干̈细胞生物 领域中得刘广泛 f 用 ．常川 】 j̈ 的 I JJ艾融 

合蛋 } 1．k人而直接 lI - ~ i 钏胞l J、J的活动．会 人成等 的研究 &明 ． 删 ：rIt注射农 ：̈ ．7 d后 ( Fj 冈 

新叶一l· 达 达铡』』＆火 ．小研究结果 ，J÷．IlJ药注射 培养 4 d 农达量较人．1人l此 ， (“ 类似． 

“F，)』． 的瞬tt寸表达Iq背景材料 存在蓐 肄． 
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4 结 论 

本实验通过对怀山药叶片瞬时表达中共培养时间的研究，确定了GUS和GFP最初可观察到表达的时 
_ 

间为 3 d，共培养 5 d可观察到较高的GUS表达量，而检测到较高的GFP荧光表达量需要 4 d． 
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Establishment of Agrobacterium—mediated Transient 

Expression System in Leaf of Dioscorea Opposita 

HAN Linlin ，LI Junhua ，ZHAO Xiting ，ZHANG Xiaoli ，SONG Zhihui ， 

．  LIU Shiyu~。LI Mingjun ’ ’ 

(a．College of Life Science；b．Engineering Laboratory of Green Medicinal Material Biotechnology， 

Henan Province；C．Engineering Technology Research Center of Nursing and Utilization of 

Genuine Chinese Crude Drugs，University of Henan Province，Henan Normal University，Xinxiang 453007，China) 

Abstract：Transient expression system is a new way to conveniently and efficiently studying promoter activity，gene 

function and producing recombination protein in Dioscorea opposite．An Agrobacterium—mediated transient expression method 

with GUS and GFP as reporter was established in D．opposita．We analyzed the expression of GUS and GFP in different cul— 

ture time after leaf infiltration and studied the dynamic of transient expression．The result showed that the initial expression of 

GUS and GFP could be obtained after three-day of CO—-culture and the highest expression could be acquired after five-day and 

four-day，respectively． 

Keywords：Dioscorea opposita；leaf；transient expression；GUS；GFP 、 
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