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摘;要!根瘤农杆菌侵染植物过程中!至少有%种毒性蛋白"f2+#进入宿主细胞发挥作用!而其中f2+R!与
f2+@!的作用最为关键!研究二者在水稻中的亚细胞定位!对农杆菌介导的水稻遗传转化机制的阐明具有重
要意义' 利用水稻叶鞘原生质体瞬时表达系统!发现C种冠瘿碱型的f2+R!均只定位于细胞核中!与在拟南
芥中相同%而C种冠瘿碱型的f2+@!均主要定位于细胞核中!但在细胞质中仍有较多分布!与在拟南芥中的定
位不同' 因此!推测不同冠瘿碱型的农杆菌对水稻侵染能力的差异与f2+R!和f2+@!亚细胞定位的关系不
大%同时表明根瘤农杆菌介导的拟南芥及水稻遗传转化机制存在相似性!但也有不同之处'
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;;农杆菌是自然界的遗传工程师!它所介导的
植物遗传转化是目前获得转基因植株最普遍且最
有效的方法' 农杆菌介导的拟南芥遗传转化分子
机制已研究的比较清楚!并报道了多种可提高拟
南芥转化效率的分子生物学方法(#!!)

' 相对于拟

南芥!人们对提高农杆菌介导的水稻遗传转化效
率的愿望更加迫切!但是至今鲜有关于农杆菌介
导的水稻遗传转化分子机制的研究' 目前用于提
高水稻遗传转化效率的措施!主要局限于优化愈
伤培养转化条件及选择合适的载体和菌株等!效



果比较有限!而可大幅提高水稻遗传转化效率的
分子生物学方法至今仍无报道'

根瘤农杆菌介导的拟南芥遗传转化分子机制
的阐明!最初主要依靠对农杆菌8<RP0结合蛋白
f2+R! 和f2+@! 的亚细胞定位及其机制研究'

f2+R!在拟南芥中完全定位于细胞核中(C!$)

!它先
被Y0Z!\I磷酸化!然后通过磷酸酶__!Y去磷
酸化!并由核转移输入蛋白转运到核中(C!% l̀ )

%

f2+@!在拟南芥不同类型的细胞中存在细胞质和
细胞核两种完全不同的定位(C)

!f2+@! 可通过与
fK_#"f2+@!<2,46+-342,1S+)462, ##结合进入细胞
核(= l#")

!而fK_#被\_ZC 磷酸化是进入细胞核
的必要条件(##)

!所以不同类型细胞中f2+@!定位
的差异!很可能受fK_#在这些细胞中的磷酸化状
态影响(C!#!)

'

目前转基因水稻主要通过农杆菌介导的遗传
转化获得!但至今水稻转化尤其是籼稻转化以及
大片段RP0转化仍存在较大限制!对水稻农杆菌
介导的遗传转化机制进行研究有望为解除这些限
制提供理论基础'

实践发现不同冠瘿碱型农杆菌对水稻的侵染
效率相差较大!考虑到f2+R! 与f2+@! 的核靶向
运输在农杆菌介导的植物遗传转化中起到非常关
键的作用(C)

!推测侵染效率的差异可能是由它们
f2+R!和f2+@!亚细胞定位的不同造成' 据此本
文对不同冠瘿碱型农杆菌的f2+R!和f2+@!在水
稻中的亚细胞定位进行了比较研究!对农杆菌介
导的水稻遗传转化机制进行了初步探索'

>?材料与方法

>A>?材料
>D>D>?水稻?粳稻品种中花##"4(56# 1#",7# cD

IISD8#3)0,+# 3[DT9),19*-###原种!由本室保存!

用于提取水稻原生质体'

>D>D@?菌株和载体?大肠杆菌菌株RL#"U!根
癌农杆菌"&'()*#+"!(,-."-.!/#+,!01#农杆碱型菌
株@L0#"%"含有辅助质粒S82U)%$!#&章鱼碱型
菌株cU0$$"$&胭脂碱型菌株QfC#"# 由本室提
供!亚细胞定位瞬时表达载体_\>>><QJ_&

_\>>><VJ_&_\>>><YJ_由华中农业大学作物遗
传改良国家重点实验室须健教授提供!_ORM载

体由湖南农业大学王国梁教授馈赠'

>A@?主要试剂
限制性内切酶& 8$ RP0连接酶购自

J6+A6,4-I公司%@F9#:RP0聚合酶购自8-e-+-公
司%水稻原生质体提取及转化试剂"P-Y.&ZY.&

U50等#购自上海生工生物技术公司%Y-Y.

!

&

\1Y.

!

&R<\-,,24).&\@5&_@QCC%" 购自521A-公
司' Y6..*.-I6M<#" "V-e*.4#和A-36+)]:A6M<#"

"V-e*.4#购自北京鼎国公司'

>AB?方法
>DBD>?C种冠瘿碱型;,(<=和;,(>=基因的克隆
以及亚细胞定位瞬时表达载体的构建;分别以C

种农杆菌@L0#"%"农杆碱型#&cU0$$"$"章鱼碱
型#和QfC#"#"胭脂碱型#的82质粒为模板进行
_YM扩增!引物如表# 所示' _YM体系为$!

(

c

#" n@F9#:^*//6+!!

(

c7P8_"! AA).Gc#!#

(

c

模板!上下游引物"#" AA).Gc#各"D$

(

c!"D!

(

c

@F9#:"% XG

(

c#!#$

(

c77L

!

b' 反应程序为$

>%q预变性% A2,%>%q C" I!%=q C" I!`!q

>" I!C"个循环%`!q #" A2,' 扩增出C种;,(<=

"?;<=&@;<=&A;<=#!及C种;,(>="?;>=&@;>=&

A;>=#编码区的全长片段!按照常规方法分别将
C种;,(<=克隆到_\>>><VJ_!将C种;,(>=克隆
到_\>>><QJ_上'

>DBD@?瞬时亚细胞定位载体的中量提取?使用
gK0Q@P质粒中提试剂盒!按照说明书提取
C" Ac培养过夜的含有亚细胞定位载体的大肠
杆菌RL#"U菌液!最后溶于#%"

(

c77L

!

b!使
其终浓度大于"D%

(

1G

(

c!利用凝胶电泳检测其
浓度'

>DBDB?水稻中花##原生质体的提取;实验步骤
参考了王宏斌等(#C)方法!并按照本实验室的实际
情况做了改进' 将水稻去壳后!以̀"a酒精清洗
! A2,!再以"D%a氯化汞清洗#% A2,!然后种植于
#G! \5培养基!!=q暗培养= l#$ 7' 取幼苗!把
根切下后浸在"D' A).Gc甘露醇中!用无菌刀片
切成"D% AA的小块!放入#" Ac酶解液(!D%a

36..*.-I6M<#""V-e*.4#!"D̀%a A-36+)]:A6M<#"

"V-e*.4#!"D' A).GcR<甘露醇!#" AA).Gc\@5

"SL%D̀#)!%%q加热#" A2,!此时颜色变为深棕
色!自然冷却之后再加入"D#a U50&#" AA).Gc

Y-Y.

!

!加77L

!

b至#" Ac!于#%" Ac三角瓶中

C!

%期 颜廷祥等$根瘤农杆菌8<RP0结合蛋白f2+R!和f2+@!在水稻中的亚细胞定位研究



表>?本研究所用_YM引物
8-̂.6>?_YMS+2A6+I*I67 2, 492II4*7:D

基因
Q6,6

模板菌株
86AS.-46I4+-2,

引物名称
_+2A6+,-A6

序列
56W*6,36

?;<="农杆碱型;,(<=# @L0#"%

@;<="章鱼碱型;,(<=# cU0$$"$

A;<="胭脂碱型;,(<=# QfC#"#

?;>="农杆碱型;,(>=# @L0#"%

@;>="章鱼碱型;,(>=# cU0$$"$

A;>="胭脂碱型;,(>=# QfC#"#

LfR!<J %r<Q0YQ0088YQQ0Q000088QQ08QYYYQ<Cr

LfR!<M %r<Y0QYY08QQ8Y8QQ8YYYYYYQYQYY<Cr

cfR!<J %r<Q0YQ0088YQQ0Q000088QQ08QYYYQ<Cr

cfR!<M %r<Y0QYY08QQ8Y8QQ8YYYYYYQYQYY<Cr

YfR!<J %r<Q0YQQ80YY08QYYYQ08YQ0QY8Y00Q8<Cr

YfR!<M %r<Y0QQ0QY8Y8Y8YY80888YYYYY0YQ<Cr

Lf@!<J %r<Q0Y8Y80Q008QQ08YYQ8Y80QY008<Cr

Lf@!<M %r<Y0Q8Y80Q0QQ00YQ000QY8Q88<Cr

cf@!<J %r<Q0Y8Y80Q008QQ08Y888Y8QQY008<Cr

cf@!<M %r<Y0Q8Y80Q0QQ00YQ000QY8Q88Q0Y<Cr

Yf@!<J %r<Q0Y8Y80Q008QQ0YYYQ00QQYYQ00<Cr

Yf@!<M %r<Y0Q8Y80Q00YQY0Q0Y8Q8880YQQ88QQ<Cr

;注$下划线所示为酶切位点
P)46$ 896+6I4+2342), 6,]:A6I246IE6+6*,76+.2,67D

!=q&%" +GA2,避光孵育$ l% 9' 孵育结束后加
入等体积的N% I).*42),(#%$ AA).GcP-Y.! #!%

AA).GcY-Y.

!

! % AA).GcZY.和! AA).Gc\@5

"SL%D̀#)!轻轻摇匀使原生质体充分释放' 用
#%"目不锈钢细胞筛将液体过滤到干净的培养皿
中!再用电动移液器小心转移至%" Ac圆底离心
管中!$q&#"" '吊篮离心= A2,收集原生质体'

余少量上清将沉淀轻轻摇散!小心以$ AcN%

I).*42),将原生质体重新冲洗悬浮!$q&#"" '吊
篮离心$ A2,' 去上清!小心地以$ Ac\A1

I).*42),("D$ A).GcR<甘露醇!!" AA).Gc\1Y.

!

!%

AA).Gc\@5"SL%D̀#)将原生质体重新冲洗悬
浮! $q&#"" '吊篮离心$ A2,' 去上清!以! Ac

\A1I).*42),重新悬浮"此时取!"

(

c悬浮液做
镜检#'

>DBDC?水稻中花##原生质体的_@Q转化;将
提取的水稻原生质体冰浴C" A2,' !Cq&#"" '吊
篮离心! A2,!去上清' 用转化数Pn#""

(

c\A1

I).*42),重新悬浮原生质体!以备转化' ! Ac离
心管中先加入#"

(

c亚细胞定位载体!以及#"

(

c

细胞核指示载体BC2D<YJ_或_ORM<41?=&混
匀!再用剪口枪头吸取#""

(

c悬浮原生质体轻弹
混匀!最后加入#!"

(

c$"a _@QCC%"("D$ A).Gc

R<甘露醇!#"" AA).GcY-Y.

!

!$"a"fGf#_@QCC%")

轻弹混匀!室温孵育!" A2,' 加入%""

(

cN%

I).*42),混匀终止反应! !Cq& #"" ' 吊篮离心
! A2,' 去掉大部分上清!将沉淀转移至有#D% Ac

N% I).*42),的#!孔板中!!=q暗培养过夜"#' 9

以上#' 次日将培养液转移到! Ac离心管中
!Cq&#"" '吊篮离心! A2,!去掉大部分上清!用
激光扫描共聚焦显微镜观察'

@?结果与分析

@A>?B种冠瘿碱型M#69@和M#6/@亚细胞定位
载体的构建
为了解侵染效率的差异是否由f2+R! 以及

f2+@!亚细胞定位的不同造成!将来自于C 种农
杆菌@L0#"%&cU0$$"$和QfC#"#的;,(>="分别
命名为?;>=&@;>=&A;>=#_YM产物回收之后!

直接用E*#

)

大量酶切!酶切完全后回收产物!与
_\>>><QJ_载体"E*#

)

单酶切!脱磷#连接转化
大肠杆菌细胞RL#"U' 酶切和琼脂糖凝胶电泳
结果表明!C 个;,(>= 同源基因片段均已连接到
_\>>><QJ_载体上"图#中泳道# lC#!选取含有
目的条带的克隆测序!选择正向连接载体!成功构
建C个;,(>=<QJ_载体'

同样!来自于上述C种农杆菌的;,(<="分别
命名为?;<=&@;<=&A;<=#_YM产物回收之后!

用>+)M

)

和F+)

)

大量双酶切!酶切完全后回收

$! 中国农业科技导报 #$卷



产物!与_\>>><VJ_载体连接后!转化大肠杆菌
细胞RL#"U' 酶切和琼脂糖凝胶电泳结果表明!

C个;,(<=同源基因片段均已连接到_\>>><VJ_

载体上"图#中泳道$ l'#!C个;,(<!<VJ_载体
构建成功'

图>;C种;,(>=<QJ_和;,(<=<VJ_载体的酶切检测
H#,A>?R216I42), 7646342), )/C e2,7I)/;,(>=<QJ_

-,7 ;,(<=<VJ_3),I4+*34ID

\$ RP0分子量标准RP0A).63*.-+E62194A-+e6+% #$?;>=<

QJ_GE*#

)

%!$@;>=<QJ_GE*#

)

%C$A;>=<QJ_GE*#

)

% $$?;<=<

VJ_G>+)M

)

hF+)

)

% %$@;<=<VJ_G>+)M

)

hF+)

)

%'$A;<=<

VJ_G>+)M

)

hF+)

)

@A@?提取超螺旋质粒浓度凝胶电泳检测
当超螺旋质粒浓度大于"D%

(

1G

(

c时!水稻
原生质体转化效率较高(#$)

!因此需测定质粒浓
度' 以已知浓度的

*

RP0"图!中的\#&\!&\C#

估测中量提取质粒的浓度' 中量提取的'种质粒
均稀释%倍后上样!

(

c' 琼脂糖凝胶电泳结果
表明!C种;,(>=<QJ_"图!中泳道# lC#以及C种
;,(<=<VJ_"图!中泳道$ l'#的中量提取物中!

超螺旋质粒浓度均达到了"D'

(

1G

(

c!符合水稻
原生质体转化要求'

图@;C种;,(>=<QJ_以及;,(<=<VJ_质粒中
量提取浓度检测

H#,A@?Y),36,4+-42), 7646342), )/C e2,7I)/;,(>=<QJ_

-,7 ;,(<=<VJ_A27<6F4+-3467 S.-IA27ID

\#$ '" ,1G

(

c

*

RP0% \!$#!" ,1G

(

c

*

RP0% \C$!$" ,1G

(

c

*

RP0% #$ ?;>=<QJ_% !$ @;>=<QJ_% C$ A;>=<QJ_% $$ ?;<=<

VJ_% %$ @;<=<VJ_% '$ A;<=<VJ_D

@AB?水稻原生质体提取镜检
水稻原生质体的密度以及活力对转化效率影

响较大(#%)

!因此需检测提取水稻原生质体的数量
及活力' 水稻原生质体提取完成之后冰浴之前!

取!"

(

c悬浮液于$" n物镜明场下观察"图C#!

发现原生质体数量较多!近乎标准的球形!说明活
力良好!符合转化要求'

图B;提取的水稻原生质体"$" n#

H#,AB?896+236S+)4)S.-I4I6F4+-3467 "$" n#D

@AC?B种冠瘿碱型M#69@的亚细胞定位
分别将#"

(

c的?;>=<QJ_& @;>=<QJ_&

A;>=<QJ_与#"

(

c_ORM<41?=&"合成RIM67#!

发红色荧光!用于指示细胞核的位置#中量提取
质粒混匀!用_@Q法转化水稻原生质体!培养过
夜"#' 9以上#!次日利用蔡司激光扫描共聚焦显
微镜观察'

结果发现!Lf@!<QJ_"图$!0lR#绿色荧光
主要位于细胞核中!但细胞质中仍有较多存在%

cf@!<QJ_"图$!@lL#细胞核内有较强绿色荧
光!而细胞质内有较多荧光%Yf@!<QJ_"图$!Kl

c#细胞核内有较强绿色荧光!而细胞质内也有较
强荧光%_\>>><QJ_空载体"图$!\l_#在整个
细胞内都可观察到荧光!没有明显的亚细胞定位
特异性' C种冠瘿碱型的f2+@!在水稻中的亚细
胞定位几乎完全相同!但与f2+@!在拟南芥中的
定位差异较大'

@AD?B种冠瘿碱型M#6/@的亚细胞定位
分别将#"

(

c的?;<=<VJ_& @;<=<VJ_&

A;<=<VJ_与#"

(

c的_\>>><YJ_<BC2D"合成青
色荧光蛋白!发蓝青色荧光!用于指示细胞核的位
置(#')

#中量提取质粒混匀!用_@Q法转化水稻原
生质体!培养过夜"#' 9 以上#!次日利用c623-

5S!激光扫描共聚焦显微镜观察'

%!
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图C;f2+@!<QJ_在水稻原生质体中的亚细胞定位
H#,AC?5*^36..*.-+.)3-.2]-42), )/f2+@!<QJ_2,

496S+)4)S.-I4I)/+236D

注$0lR为Lf@!<QJ_的细胞核与细胞质定位%@lL为cf@!<

QJ_的细胞核与细胞质定位%Klc为Yf@!<QJ_的细胞核与细
胞质定位%\l_空载体QJ_的亚细胞定位' "0!@!K!\#为绿
色荧光%"U!J!(!P#为明场%"Y!Q!Z!b#为RIM67#<bIL!0!发
红色荧光%"R!L!c!_#为叠加图' 标尺m#"

(

A

P)46$ 0lR$ P*3.6-+-,7 3:4)S.-IA.)3-.2]-42), )/Lf@!<QJ_% @

lL$ P*3.6-+-,7 3:4)S.-IA .)3-.2]-42), )/cf@!<QJ_% Klc$

P*3.6-+-,7 3:4)S.-IA .)3-.2]-42), )/Yf@!<QJ_% \ l _$

5*^36..*.-+.)3-.2]-42), )//+66QJ_D"0!@!K!\#-+6QJ_%"U!J!(!

P#-+6̂ +2194%"Y!Q!Z!b#-+6RIM67#<bIL!0!E9239 -SS6-++67%

"R!L!c!_#-+6A6+162A-16ID̂ -+m#"

(

AD

结果发现! LfR!<VJ_"图%!0lR#&cfR!<

VJ_"图%!@lL#&YfR!<VJ_"图%!Klc#的绿色
荧光"绿色为假色!其实是黄色荧光#均只定位于
细胞核中' C种冠瘿碱型的f2+R!在水稻中的亚
细胞定位完全相同!并且与f2+R!在拟南芥中的
定位也完全相同!均只定位于细胞核中'

B?讨论

不同冠瘿碱型农杆菌对水稻转化效率差别很
大!同时f2+R! 与f2+@! 的核靶向运输在农杆菌
介导的植物遗传转化中起到非常关键的作用!所
以之前推测不同冠瘿碱型f2+R!与f2+@!亚细胞
定位的差异可能是造成其转化效率差异的一个重
要原因'但本实验结果表明$C种f2+R!均完全

图D;f2+R!<VJ_在水稻原生质体中的亚细胞定位
H#,AD?5*^36..*.-+.)3-.2]-42), )/f2+R!<VJ_2,

496S+)4)S.-I4I)/+236D

注$0lR为LfR!<VJ_的细胞核定位%@lL为cfR!<VJ_的细
胞核定位%Klc为YfR!<VJ_的细胞核定位' "0!@!K#为黄色
荧光!但用假色绿色显示%"U!J!(#为明场%"Y!Q!Z#为蓝青色
荧光!"R!L!c#为叠加图' 标尺m#"

(

A

P)46$ 0lR$ P*3.6-+.)3-.2]-42), )/LfR!<VJ_% @lL$ P*3.6-+

.)3-.2]-42), )/cfR!<VJ_% Klc$ P*3.6-+.)3-.2]-42), )/YfR!<VJ_D

"0!@!K#-+6VJ_!VJ_2I1+66,%"U!J!(#-+6̂ +2194%"Y!Q!Z#-+6

YJ_! YJ_2Î.*6% "R!L!c# -+6A6+162A-16ID̂ -+m#"

(

AD

定位于细胞核中!不同冠瘿碱型之间没有差异!因
此不同冠瘿碱型的农杆菌对水稻侵染能力的差异
与f2+R!亚细胞定位的关系不大%C 种冠瘿碱型
的f2+@!在水稻中的亚细胞定位几乎完全相同!

均主要定位于细胞核中!但是胞质中也有较多存
在' 由此表明不同冠瘿碱型的农杆菌对水稻侵染
能力的不同与f2+@!亚细胞定位的关系也不大'

目前研究表明!农杆菌介导的拟南芥的遗传
转化机制是一个由农杆菌f2+蛋白以及多种植物
蛋白进行复杂的合作才完成的一个工程' 其中
f2+R!的亚细胞定位及其机制已研究得比较清
楚$其在拟南芥中完全定位于细胞核中!本实验表
明!f2+R!也完全定位于水稻细胞核中!从而可以
推测f2+R!在水稻中的核定位机制及其在农杆菌
介导的水稻遗传转化中所起的作用!很可能与在
拟南芥中类似!受到植物信号刺激之后!f2+R!结
合到8<RP0的%r端!形成帽子结构!引导8<RP0

穿过
+

型分泌系统进入水稻细胞!先被水稻细胞
中的Y0Z!\I同源蛋白磷酸化!之后被水稻细胞
中的__!Y同源蛋白去磷酸化!并且与各种核转
移输入蛋白结合!在它们的引导下穿过核孔!将

'! 中国农业科技导报 #$卷



8<RP0运输进细胞核中(C!% l̀ )

'

科研工作者对f2+@!的亚细胞定位及其在拟
南芥遗传转化中的作用机制进行了广泛深入的研
究!作用机制研究得已经比较清楚!但其亚细胞定
位一直存在争议!有的结果定位于细胞质中!有的
结果定位于细胞核中!分析其可能与不同类型细
胞中fK_#的磷酸化水平有关(C!##!#!)

' 本研究发
现!f2+@!在水稻细胞核与细胞质中皆有较多分
布!与拟南芥中的两种结果均有差异!可能有两种
原因$

!

水稻中fK_#的同源基因磷酸化程度与拟
南芥中的不同!导致可能与其结合的f2+@!的定
位与拟南芥中有较大差异%

"

另一个原因可能是
拟南芥为双子叶植物!是农杆菌的天然宿主!而水
稻为单子叶植物!不是农杆菌的天然宿主!前者的
转化效率远比后者高' 两者的遗传背景差异巨
大!有可能水稻已经进化出另一套参与农杆菌遗
传转化的系统!我们目前正在进行进一步的研究'

相对于拟南芥!人们对提高农杆菌介导的水
稻遗传转化效率!尤其是籼稻转化和大片段RP0

转化效率有更高的迫切性!而这很大程度上依赖
于水稻遗传转化分子机制的研究!遗憾的是至今
鲜有相关报道' 本实验通过对根瘤农杆菌f2+R!

与f2+@!蛋白在水稻中亚细胞定位的研究!对农
杆菌介导的水稻遗传转化分子机制进行了初步探
索' 结合前人对农杆菌介导的拟南芥遗传转化机
制的报道!我们发现农杆菌介导的水稻及拟南芥
的转化机制存在相似性!但也存在一定的差异'

所以对农杆菌介导的水稻遗传转化机制进行研究
时!可以部分参考但不能全盘照搬拟南芥的转化
机制!将据此进行更加深入的研究'
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