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农杆菌介导的 pCB302-3 载体在本氏烟中
瞬时表达条件优化
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摘要 以GFP 为报告基因构建植物表达载体pCB302-3-GFP,采用农杆菌叶片注射法对其在本氏烟叶片中

瞬时表达条件进行优化。分析基因沉默抑制子p19、菌液不同浓度以及侵染时间对GFP荧光强度的影响,结果

显示,当农杆菌菌液D600为0.8~1.0并与含有p19基因的载体共注射条件下,农杆菌注射3~5d后本氏烟草叶

片表现出很强的绿色荧光,实现了GFP在本氏烟草中的高效瞬时表达。
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  农杆菌介导的稳定转化技术包括基因超量表达

和RNAi干涉技术,是目前研究基因功能的常用方

法。但是稳定转化技术的转化效率及再生效率低,
而且耗时比较长,如果要对多个基因开展功能研究

会耗费大量时间和精力。近年发展起来的基于农杆

菌注射技术(agroinfiltration)的基因瞬时沉默和瞬

时表达技术由于耗时短、可以高通量进行基因功能

研究,已成为开展基因功能研究的重要方法[1-2]。瞬

时表达 (transientgeneexpression)是指将外源基

因导入到植物细胞后,作为一种基因组外的遗传物

质在一定时间内实现转录和翻译并积累相应表达产

物的技术[3]。该技术已广泛用于基因表达[4]、基因

相互作用[5]、蛋白表达[6-7]和疫苗生产[8]等方面的研

究。用于植物瞬时表达的常用载体包括病毒和非病

毒载体。病毒载体主要利用病毒在植物体内的快速

复制实现目标基因的高效表达[9-10]。非病毒载体主

要是农杆菌植物表达载体,利用组成型强启动子驱

动来实现目标基因的表达。小型化植物表达载体易

于克隆操作,一般不含选择标记,常用于植物瞬时表

达研究。pCB302-3载体是 Xiang等[11]在pBIN19
基础上改建的小型化农杆菌植物高效双元表达载

体,启动子为CaMV35S,后接Ω增强子元件,含有

多克隆位点,质粒大小约6.5kb,易于克隆操作,可

以实现有效稳定转化。本研究以pCB302-3为载

体,通过监测绿色荧光蛋白GFP的表达,在模式植

物本氏烟(Nicotianabenthamiana)中优化其瞬时

表达条件,提高蛋白表达量,以期将其作为植物活体

免疫共沉淀(inplantacoimmunoprecipitation)的高

效植物瞬时表达载体。

1 材料与方法

1.1 植物材料及菌种

本氏烟 (N.benthamiana)种子由湖北省马铃

薯工程技术研究中心保存。先将种子播种在填充腐

殖土的蔬菜育苗穴盘上,当幼苗长出3~4片叶子后

分苗,移栽到10cm×10cm 大小的塑料钵中。置

于22~24℃ 的培养室中生长,18h光照,生长6周

的幼苗用于农杆菌注射实验。
大肠杆菌DH5α、农杆菌GV3101、含有p19基

因质粒农杆菌菌株GV3101和pFF19质粒由笔者

所在实验室保存。pCB302-3载体由英国邓迪大学

PaulBirch教授惠赠。
1.2 载体构建

pCB302-3载 体 基 本 结 构 见 图 1,启 动 子 为

CaMV35S,后接Ω增强子元件。多克隆位点 MCS2
为目标基因插入位点。
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 图中标出多克隆位点 MCS2酶切位点顺序为本研究测序结

果,与原文献报道相反。Theorderoftherestrictionenzyme

sitesinMCS2isbasedonoursequencingresult,whichisinop-

positedirectionasreportedinreference.

图1 pCB302-3载体基本结构 (图片引自Xiangetal[11])

Fig.1 SchematicstructureofthepCB302-3vector

为了将GFP 基因插入pCB302-3载体多克隆

位点,用primer5软件设计引物:pCB-GFP-F:5′-
CGGGATCCATGGTGAGCAAGG-3′(下 划 线 为

BamH Ⅰ 酶 切 位 点 )pCB-GFP-R:5′-GCAC-
TAGTTTCACTTGTACAGCT-3′(下划线为SpeⅠ
酶切位点),酶切位点前为保护碱基。然后以含有

GFP 基因的pFF19质粒为模板扩增GFP 基因编

码区。PCR 扩增体系为:2×PCR GCBuffer25

μL,dNTP (10mmol/L)2μL,上下游引物 (10

μmol/L)分别为0.4μL,载体质粒pFF19DNA50
ng,TaKaRaLATaq0.4μL,加水补充至50μL。
扩展条件为:95℃预变性5min,95℃30s,55℃
30s,72℃1min,34个循环,72℃ 延长10min,扩
增条带大小为720bp。目的片段凝胶回收后用A-T
克隆法插入pMD18-T载体,挑取阳性克隆测序确

认。用 BamHⅠ 和 SpeⅠ 双 酶 切 pCB302-3 和

pMD18-T-GFP 质 粒。回 收 目 的 片 段 和 载 体 用

T4DNALigase连接,转化大肠杆菌DH5α,PCR检

测为阳性的菌落提取质粒,用BamHⅠ和SpeⅠ进

行双酶切鉴定。利用电击转化法将鉴定正确的质粒

pCB302-3-GFP 转化到农杆菌GV3101中,-70℃
保存备用。
1.3 pCB302-3-GFP 农杆菌瞬时表达与绿色荧光

检测

  首 先 在 含 有 50 mg/mL 的 卡 那 霉 素 和 10
mg/mL的利福平的LB固体平板培养基上画线分

离含有pCB302-3-GFP 和含有p19质粒的农杆菌

GV3101单菌落。挑取单菌落在添加50mg/mL的

卡那霉素和10mg/mL利福平的LB液体培养基中

于28℃、225r/min培养24h左右。然后从中吸取

200μL,加入含有相同质量浓度的卡那霉素和利福

平的新鲜LB液体培养基中(附加10mmol/LMES
和200mmol/L的乙酰丁香酮)继代培养。培养至

D600达2.0左右时离心收集菌液,将收集的菌体悬

浮 于 10 mmol/L MES、10 mmol/L MgCl2、200
mmol/L的乙酰丁香酮混合液中(pH5.7),将其浓

度调成D600分别为0.6、0.8、1.0和1.2,再将不同

浓度的菌液分别和含p19基因质粒的农杆菌菌液

等体积混合,室温放置2h,然后用不带针头的1mL
注射器从叶背面将菌液缓慢注入烟草叶片中,当菌

液完全浸润整个叶片时停止。每个浓度梯度注射

5株各4片叶,注射完毕后烟草放入培养室中培养,

2、3、4、5和6d后每个处理分别剪取4片叶在

OlympusSZX12荧光解剖显微镜下观察绿色荧光

强度,每个叶片观察5个视野并拍照,试验重复观察

3次。
1.4 绿色荧光检测定量分析

用ImageJ软件[12]打开需要分析的荧光图片,
按“Image-Adjust-ColorThreshold”步骤,依次调整

相应的参数,再“AnalyzeParticles”,即可得到各图

片的相对荧光强度。

2 结果与分析

2.1 pCB302-3-GFP 载体的构建

以pFF19质 粒 为 模 板,pCB-GFP-F 和 pCB-
GFP-R为引物,PCR扩增出与预期大小一致(720
bp)的条带,pMD18-T-GFP质粒测序确认为GFP
基因,无突变。GFP 编码区插入6.5kbpCB302-3
相应酶切位点,阳性转化子抽提质粒后BamHⅠ和

SpeⅠ双酶切鉴定正确(图2),将该载体命名为

pCB302-3-GFP。最后将pCB302-3-GFP 转化到农

杆菌GV3101中用于农杆菌注射。

 M:Trans15kDNA标记;泳道1、2为载体的双酶切产物。2
个箭头分别所示载体和GFP 酶切片段。M:Trans15kmolecu-
larmarker;Lane1,2pCB302-3-GFPvectorwasdigestedby
enzymes.Twoarrowsindicatefragmentsofdigestedvectorand

GFPrespectively.

图2 pCB302-3-GFP 载体双酶切鉴定

Fig.2 ConfirmationofpCB302-3-GFP

plasmidbyenzymedoubledigestion
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2.2 RNA 沉默抑制子 p19 对 GFP 表达的影响

为了初步确定pCB302-3-GFP 农杆菌瞬时表

达的基本条件,本研究在同一株本氏烟的同一叶片

选4个点注射不同浓度农杆菌菌液,另一叶片上选

4个点共同注射含有pCB302-3-GFP 质粒不同浓度

农杆菌和含有番茄丛矮病毒基因沉默抑制子p19
基因的表达载体农杆菌菌液,观察不同浓度农杆菌

菌液和p19沉默抑制子对GFP 表达的影响。从图

3可以看出,p19沉默抑制子对pCB302-3-GFP 载

体GFP瞬时表达具有十分明显的影响,在没有p19
的情况下,GFP荧光强度显著下降,即便在农杆菌

菌液浓度D600达1.2时,荧光强度依然很弱。而共

同表达p19沉默抑制子的4个农杆菌浓度处理

中,都能观察到明显的绿色荧光,且随着农杆菌浓

度的增加,GFP的荧光强度有增强的趋势。以上

结果显示,pCB302-3-GFP 载体能够实现瞬时表

达。同时,沉默抑制子对于 GFP荧光具有明显的

增强作用。

 上:同一叶片上4个点渗透注射不同浓度农杆菌菌液(pCB302-3-GFP+pCB302-3-p19)3d注射点周围的荧光强度;下:同一植株另

一叶片上4个点渗透注射不同浓度农杆菌菌液(pCB302-3-GFP)3d后的荧光强度。GFPexpressionaroundfourinfiltrationsitesin

sameN.benthaminanaleaf3dafterinfiltrationbydifferentopticaldensityofAgrobacteriumsuspensionco-infiltratedwithp19(upper

4pictures)orwithoutp19(lower4pictures).Bar=2mm.

图3 不同浓度农杆菌菌液和沉默抑子p19对GFP表达的影响

Fig.3 EffectsofopticaldensityofAgrobacteriumandp19GFPexpressionlevel

图4 不同菌液浓度注射本氏烟叶片后不同时间点的荧光图像

Fig.4 GFPexpressionsinN.benthamianaleaves
infiltratedbydifferentopticaldensityofAgrobacterium

atdifferentdaysafterinfiltration(Bar=500μm)

图5 不同浓度菌液注射本氏烟草叶片后

GFP相对荧光强度

Fig.5 RelativeGFPdensitiesdetectedby
ImageJsoftwareinAgrobacterium
infiltratedN.benthamianaleaves
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2.3 不同菌液浓度及侵染时间对 GFP 瞬时表达效

率的影响

  设置4个农杆菌菌液D600值(0.6、0.8、1.0和

1.2),同时共同表达p19,依次观察注射后2、3、4、5
和6d的GFP荧光强度,以期找到最佳浓度和表达

时间组合。荧光强度观察(图4)结果显示,注射2d
后各菌液浓度本氏烟叶片上均可以观察到GFP的

表达,但荧光强度差别明显;总体上,随着农杆菌菌

液浓度增加,荧光呈现增强趋势,但是当菌液浓度

D600达到1.2时,荧光强度反而下降;随着侵染时间

的延长,荧光强度也表现出增强趋势,但是到第5天

后荧光强度表现出下降趋势;当农杆菌菌液D600达

到0.8时,侵染3d就能观察到比较强的荧光。从

图4中可以明显看出,农杆菌菌液D600值为0.8和

1.0、侵染后3~5d,烟草叶片都能表现出很强的荧

光。而农杆菌菌液浓度过高(D600值为1.2)或过低

(D600值为0.6)GFP的表达效率都会受到影响。在

本研究中,用D600值为1.2的农杆菌菌液注射后,
叶片有泛黄现象,表明高浓度农杆菌可能对叶片造

成一定程度的伤害。用ImageJ软件对不同处理的

GFP绿色荧光强度进行量化处理结果(图5)显示,
适宜的农杆菌菌液浓度和时间与图4中观察到的结

果一致。综上所述,就本研究结果而言,瞬时表达的

适宜农杆菌菌液浓度D600值为0.8~1.0,瞬时表达

率最理想的时间是注射后3~5d。

3 讨 论

本研究以GFP 为报告基因,通过检测荧光强

度,探索了pCB302-3作为植物瞬时表达载体的理

想表达条件。该载体约6.5kb,较一般的植物表达

载体小,具有多克隆位点,易于插入外源基因。本研

究构建过程中测序结果显示(图1),该载体多克隆

位点(CMS2)的酶切位点顺序与原始文献[12]报道相

反,实际上BamHⅠ 紧邻Ω增强子元件,以后应用

需引起注意。瞬时表达要依赖于外源基因在植物细

胞内高效表达来实现。这种高效表达一方面可以通

过高拷贝来实现,例如病毒载体是利用病毒的高效

复制来实现外源基因的高效表达[10];另一方面也可

以通过强启动子和增加启动子增强元件驱动外源基

因表达来实现。pCB302-3载体含有组成型强启动

子CaMV35S,同时其后接有Ω增强子元件,理论上

更有利于外源基因的高效表达。研究结果显示

pCB302-3载体瞬时表达晚疫病病菌无毒基因和对

应的抗病基因互作时,无需共注射沉默抑制子p19
基因,表明该载体可以作为研究基因互作的有效瞬

时表达载体[13]。基因沉默抑制子p19蛋白能够显

著增强基因瞬时表达效率[14]。本研究中,在没有共

注射p19基因载体农杆菌时,本氏烟叶片上绿色荧

光表达强度都很弱,但共同注射p19载体能够显著

增强荧光强度(图3)。本研究结果表明,要研究与

信号传导有关的基因,不一定要求很高的表达量,瞬
时表达此类基因无需共注射沉默抑制子p19;而要

求外源基因有很高的表达量,例如利用烟草叶片瞬

时表达进行植物活体免疫共沉淀时,就需要共同注

射基因沉默抑制子p19,来提高瞬时表达效率。利

用农杆菌菌液注射技术实现基因瞬时表达时,农杆

菌菌液浓度对表达效果具有显著影响[1]。从本试验

结果来看,农杆菌菌液浓度 D600由0.6增加到1.0
时,总体上绿色荧光强度增强(图4),但是当D600达

到1.2时,本氏烟叶片上的荧光强度有下降趋势。
我们注意到当D600值为1.2,菌液注射4d后叶片稍

微发黄,表明高浓度农杆菌可能造成叶片伤害,从而

影响外源基因的表达。本研究结果显示,农杆菌注

射叶片后随着侵染时间的延长,荧光强度表现出增

强趋势,但是6d后荧光强度出现下降趋势(图5),
表明农杆菌注射后外源基因有一个最佳的表达时

期。就本研究而言,农杆菌菌液浓度 D600为0.8~
1.0、注射后3~5d,本氏烟叶片能表现出很强的荧

光。本研究结果表明,通过共同注射基因沉默抑制

子p19基因、调整合适的农杆菌菌液浓度,利用植

物双元表达载体pCB302-3能够在本氏烟叶片中

一定时期实现外源基因瞬时高效表达。因此,该
载体可用于植物活体免疫共沉淀、外源基因瞬时

表达及基因功能快速鉴定等相关研究,笔者所在

实验室正在利用该载体进行植物活体免疫共沉

淀研究。

参 考 文 献

[1] 邱礽,陶刚,李奇科,等.农杆菌渗入法介导的基因瞬时表达技

术及应用[J].分子植物育种,2009,7(5):1032-1039.
[2] WROBLEWSKIT,TOMCZAKA,MICHELMORER.Optimiza-

tionofAgrobacterium-mediatedtransientassaysofgeneexpression

inlettuce,tomatoandArabidopsis[J].PlantBiotechnolJ,2005,

3(2):259-273.
[3] WERRW,LÖRZH.TransientgeneexpressioninaGramine-

aecellline:arapidprocedureforstudyingplantpromoters[J].

11



  华 中 农 业 大 学 学 报 第34卷 

MolGenGenet,1986,202(3):471-475.
[4] ZOTTINIM,BARIZZAE,COSTAA,etal.Agroinfiltration

ofgrapevineleavesforfasttransientassaysofgeneexpression

andforlong-termproductionofstabletransformedcells[J].

PlantCellRep,2008,27(5):845-853.
[5] VAN DER HOORN R A,LAURENTF,ROTH R,etal.

Agroinfiltrationisversatiletoolthatfacilitatescomparativea-
nalysisofAvr9/C-9-inducedandAvr4/Cf-4-inducednecrosis
[J].MolPlantMicrobeInteract,2000,13(41):439-446.

[6] SCHOLTHOFKB,MIRKOVTE,SCHOLTHOFHB.Plant

virusgenevectors:biotechnologyapplicationsinagriculture

andmedicine[J].GenetEng(NY),2002,24:67-85.
[7] CAN~IZARESMC,NICHOLSONL,LOMONOSSOFFGP.

Useofviralvectorsforvaccineproductioninplants[J].Immu-
nolCellBiol,2005,83(3):263-270.

[8] KOMAROVATV,BASCHIERIS,DONINIM,etal.Transi-
entexpressionsystemsforplant-derivedbiopharmaceuticals
[J].ExpertRevVaccines,2010,9(8):859-876.

[9] LINDBOJA.High-efficiencyproteinexpressioninplantsfrom

Agroinfection-compatible Tobacco mosaic virus expression

vectors[J].BMCBiotechnology,2007,7:52.
[10]MARILLONNETS,THOERINGERC,KANDZIAR,etal.

SystemicAgrobacteriumtumefaciens-mediatedtransfectionof

viralrepliconsforefficienttransientexpressioninplants[J].

NatBiotechnol,2005,23(6):718-723.
[11]XIANGC,HANP,LUTZIGERI,etal.Aminibinaryvector

seriesforplanttransformation[J].PlantMolBiol,1999,40
(4):711-717.

[12]COLLINSTJ.ImageJformicroscopy[J].BioTechniques,

2007,43(1Suppl):25-30.
[13]SONGJ,WINJ,TIAN M,etal.Apoplasticeffectorssecreted

bytwounrelatedeukaryoticplantpathogenstargetthetomato

defenseproteaseRcr3[J].ProcNatlAcadSciUSA,2009,106
(5):1654-1659.

[14]VOINNETO,RIVASS,MESTREP,etal.Anenhancedtran-
sientexpressionsysteminplantsbasedonsuppressionofgene

silencingbythep19proteinoftomatobushystuntvirus[J].

PlantJ,2003,33(5):949-956.

Optimizingagroinfiltration-mediatedtransientexpression
inNicotianabenthamianausingpCB302-3vector

SUNChun-lian WANGHong-yang TIANZhen-dong

KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology (HZAU),MinistryofEducation/

NationalCenterforVegetableImprovement(CentralChina)/

PotatoEngineeringandTechnologyResearchCenterofHubeiProvince,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract pCB302-3isaplantmini-binarystabletransformationvector.Toinvestigatethetransient
expressionofpCB302-3vectorinplant,GFPwasinsertedintopCB302-3vectorasareportergene,and
variousfactorsincludingdensityofAgrobacteriumcell,supplementationofgenesilencingsuppression
p19anddayspostinfiltrationwereoptimizedbasedonagroinfiltrationmethodinNicotianabenthamiana
leaves.ResultsshowedthathighlevelsofGFPexpressionwereobservedinN.benthamianaleaves3-5d
afterinfiltrationbyAgrobacteriumcellsuspensioncontainedpCB302-3-GFP withanopticaldensity
(D600)of0.8-1.0co-infiltratedwithp19gene.

Keywords pCB302-3vector;transientgeneexpression;agroinfiltration;Nicotianabenthamiana;

genesilencingsuppressorp19;GFP
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