
重组的实验与

第一章　　聚乙二醇介导的烟草叶肉原生质体的转化：

一个研究

导 论

本章介绍了核酸转化植物叶肉原生质体及分析所编码蛋白瞬时表达的实验程序虽

然在多数情况下应用稳定转化材料可能更好些，但向植物原生质体瞬时导入外源大分

子，可以更快地对被导入材料的生物学活性进行分析。瞬时检测手段具有易操作性，例

如可利于鉴定启动子区的顺式作用调节序列（参见

，比较不同启动子间的转录强度（见

，以及研究环境因子对基因表达的影响（见

。在 和分子转化细胞的实验中，瞬时检测方法在确定信使

病毒 的有效成熟、稳定性和翻译的顺式调控方面已取得了显著的进展（参见

入到植物细胞中（ 分子的生物学

。最近在进行转录因子分析的实验中，蛋白质已被瞬时导

。本章将在对转基因植物中

活性的检测进行介绍的同时，为大家提供一个稳定转化和瞬时导入相结合的应用范例。

聚乙二醇介导的转化

将

方法是为研究烟草（

点特异重组而设计的。

实验设计

本实验的目的在于检测转化

介导的转化常用于建立稳定转化和基因的瞬时表达研究（

转入植物细胞有很多方法（参见 的综述）。其中的聚乙二醇

最大的基因瞬时表达条件时，被转化细胞的存活率和细胞分裂速率很高（

介导的转化所用的材料和仪器较常规和便宜；最后，进一步的研究

的噬菌体 ，由“重组控

译者注）基因的表达产物，它催化

证明这种简单可靠的方法广泛适用于各种可制备原生质体的植物和组织。这里，本操作

介导的转化具有一些优点。首先，在达到

）叶肉原生质体基因组中已转入基因结构内的位

个碱基序列间的重组。正如早先指出的那样，这种特异性位点重组

所引起的烟草基因组的重组事件。作用于特异位

的切除、倒位和共整合（

启动子（ 和萤火虫荧光酶的 ）和胭脂碱合酶的多聚腺苷酸区

进烟草基因组的一段 。这一结构由一个花椰菜花叶病毒

。本实验中重组酶的作用目标是由农杆菌 ）介导转化并稳定地整合

系统能介导植物细胞

）位点处

制”一词的第一二个字母组成

点的重组酶是一个分子量为

；其次，



位点在一端相接，但方向是相反的。 的转录所示）。这一片段的一侧与

）的融合片段（ ）组成。但 片段与 启动子方向相反（如图

则需要通过在 序列相邻片段的重组即

结构中的 基因除了

倒位。而倒位所必需的重组酶则由

基因的瞬时表达来提供。这一个嵌合

）是相同的。由

重组酶必须进入到植物细胞核中去催化特异部位的反转，这种倒位

其原核的核糖体结合位点被移去外，与早先的

所产生的

转化效率能够用一个 表达质粒如

。近期的有关于

能够根据荧光酶的活性（光产量）来评定。

（阳性对照）来评估（ 标记基因的综述参见

。
（

这种瞬时测定方法来分析在离体条件下改造了的非 编码序列。

能力（ ，那么既然实验证明这种分析方法是有效的，将来也可能应用

体 重组。这一实验原本是打算在进行稳定转化实验之前来检测原核蛋白进入核的

多倍，表明其荧光酶的活性增加了 重组酶能够穿入植物细胞核并催化植物染色

基因的野生型烟草的原生质体检测值高 倍。若在转化液中加入了 表达质粒，

光酶基因结构，几乎没有荧光酶的产生。这些数值仅比提取缓冲液本底水平或者没有转

和立转基因烟草株系（ 的叶片叶肉原生质体，由于整合的是反向的荧

显示了一个典型实验的数据，在未加入表 表达质粒的情况下，来自两个独

达的 重组酶快速作用于已整合的能产生荧光酶活性 基因的编码区域

基因图 介导的在植物基因组中 特异部位倒位。由转化 表



植物组织取材和原生质体制备方法可能会影响转化过程（

有的学者提出，在分离原生质体操作中，用温和的条件进行较长时间（如过夜）的细

操作方法对其他系统的应用

为了使这里介绍的操作方法适用于其他系统，有必要改变一些操作步骤。

荧光酶反应缓冲液混合，然后加入 荧光素，以集成的方式作的

次读数的平均值，空白（只有提取缓冲液）的基线数为 光单位。

可产生更高的瞬时表达水平，二价离子的浓度在

为本章提出的有价值的建议。

胞壁消化，转化实验的结果会更好（

和 ）的文献。改进，请参见

一些研究者指出，热激处理可以增加某些系统的瞬时表达水平（

但在另一些系统中却降低了表达水平（

处理和不用热处理进行转化试验。

当

达水平（

被用于转化过程，质粒模板的拓扑结构（环状与线状

，如果质粒是线性的，在远离基因

溶液中的二价阳离子是另一项具有不同效果的试验。

基因的表达水平（

慎重调制

取代提出，用

吸收达到很好的平衡。

的浓度和处理时间，另外

范围可使细胞的存活与

最后应该试验不同

或者甚至高达

。

较脆弱的原生质体的制备应用分子量高达

（

致 谢

和我们感谢

参 考 文 献

最合适的

来源和分子量也是重要的，对

）

端的位点断裂会增强

比例）也会影响表

。可以分别采取简短的热

。关于原生质体分离方法的

数，取秒光发射的计

的提取液的总体积。将转化 小时后制备提取液，每次提取都用荧光酶提取缓冲液调至

个原生质体。表示转化约用 载体和小牛胸腺

倒位表 诱导的植物染色体

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com







时间表

聚乙二醇介导的烟草叶肉原生质体的转化

用聚乙二醇进行的转化

数与转化样品的制备

收集

步 骤

原生质体的制备

从种子开始烟草植株的培育

酶解缓冲液的制备

用于制备原生质体的叶片处理

叶片酶解、保温过夜

继续酶解叶梗（如果必要）

收集和清洗原生质体

原生质体计

转化

原生质体并悬浮于 液中

培养原生质体用于瞬间表达分析

收集并冻融原生质体裂解液

周

小时

小时

小时

小时

小时

小时

小时

分钟

小时

小时

分析荧光酶活性来定量转化效果 小时

荧光酶活测定

需要时间



原生质体的制备

以下步骤均应在无菌条件下用灭过菌的试剂和器皿进行操作，叶组织和原生质体操

作应在超净台中进行。

具有商业用途。少量的转基因 威斯康星 结构）和未转化的帝本（含有

种子由 博士实验室惠赠（见附录

透明组织培养盒（ 公司产品）型，

在植株生长达到培养盒顶部或叶片密集之前就应进行采收，

用用

材料与仪器

用于本实验的烟草品种是“威斯康星烟草植株的培育（

过滤装置（经灭菌处理的带 目尼龙筛；孔径 英寸， 产品号

公司产品）。

培养基

培养液调制的酶解液（现配现用）用

（配方参见培养基的配制，第 培养基）页

试 剂

（配方参见试剂的配制，第 页）

操作步骤

采集生长在无菌透明组织培养盒中的烟草植株上中等大小的叶片〔

使植物在有光照的条件下无菌生长，关于光照培养箱中烟

常使用生长 周的烟草植株。

注意：烟草植株生长达到适当大小所需要的时间取决于植物的品种、所用培养

否则原生质体的产量

基和生长条件

就会相当低。

调制的酶解液，放个培养皿，每个培养皿中含有

注意：酶解的速度和程度会受到苗龄和生长条件影响，

片叶片

最好从植株的中部采集中等大小的叶片

而不要用太老或太嫩的叶片。

宽的小条。

℃保温

将叶片叠成两层，垂直于中肋切成

用封口膜将培养皿密封，

酶解时间。

小时。

检查酶解进行的程度，轻轻地搅动，使已分离的细胞释放进酶解液，如果需要

续将叶片酶解

次。为了促进原生质体的释放，可用大口径移液管缓慢地将酶解液上下吹吸

，

继

小时，较老的叶片可能需要更长的

草植株的培育，　　详见

这些培养箱可以

它不

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



聚乙二醇介导的转化

分钟离心沉淀原生质体。

）中， 离心 分钟，使原生

溶液， 离心

等的方法改编（ ，各步均应使用经灭菌的溶液和器皿，以下方法根据

博士的实验室获得，见附录，可从

聚乙二醇

操作步骤

注意：植物原生质体相当脆弱，渗透压的轻微变化和粗放的处理都会造成伤害。要尽可能地温

和操作和使用大口径移液管来转移原生质体悬浮液。

用

离心管（

目尼龙筛的滤器过滤酶解混合液。

将滤得的原生质体置于

质体飘浮上层。

离心管中。用大口径移液管将上层原生质体以最小体积转移到新的

溶液稀释原生质体悬浮液，温和混匀后，以）用

注意：以最小体积转移漂浮的原生质体需要做些练习，常使离心管倾斜从一边吸取原生质体。

倍体积的 分钟离心沉淀

原生质体。

溶液中会下沉，而在用注意：原生质体在 配制的酶解液中，因含蔗糖漂浮。

的再悬浮原生质体于 分钟，沉淀原生质体。

）中，然后再缓慢地加入所注意：开始时最好将原生质体沉淀悬浮于少量体积的悬浮液（

需的悬浮液。

溶液洗涤并以）再一次用

转化应始终在超净台中进行。在无菌条件下操作，原生质体的处理和

材 料

烟草叶片原生质体（参见上文，步骤

表达质粒用于转化的

培养基

培养基

页）（配方参见培养基的配制，第

试 剂

和（ ）溶液

分子量 溶液（

溶液

荧光酶提取缓冲液

页）（配方参见试剂的配制，第

溶液中，用血红细胞计数器测定原生质将烟草叶片原生质体悬浮于

体的浓度。在

个细胞，用

管中加入原生质体，使每个转化样品大约有

溶液稀释每个样品至终体积



荧光酶分析

公司或

分钟，取出样品后室温放置

分钟的反复冻融后，次各

分钟离心沉淀原生质体，除去上清，再将沉淀悬浮于

液中。

℃水浴中进行热激处理）对原生质体在

，通常每个样品（约向样品中加入用于转化的

载体混合。，这些 先已与大约

体积应小于溶解，

，温和混匀，以诱导细胞摄取

溶液的粘性，每个转化样品的完全混合大约需要若干分钟。

分钟

离心

个原生质体的密度将原生质体再悬浮于

溶液稀释样品，温和搅匀后，用

）按大约每毫升

管中的原生质体遮光培养在

管斜放以形成最大的表面积。

温度下，将

时表达，最好将

溶液将原生质体稀释分钟离心收集原生质体，如果首先用

的效果会更好。

的荧光酶提取缓冲液中并转移到

和室温水浴中进行

将沉淀再悬浮于

交替地将样品在

清液中荧光酶活性离心 分钟沉淀细胞碎片，再分析上

。提取液可在蛋白分析仪测定样品的蛋白浓度

存若干星期而不会丧失活性。

材料与仪器

原生质体提取物（见上文，步骤

发光光度计（

试 剂

反应缓冲液

荧光素（

（配方参见试剂的配制，第

操作步骤

） 将

荧光酶荧光素

荧光素以开始反应，记录光

荧光素

页）

反应缓冲液与 原生质体提取物在发光光度计样品杯中混合，为了得到

最佳的读数，按发光光度计要求调整其总体积。

的将样品杯放入发光光度计，注入

的发射。整个反应过程如下：

荧光酶荧光素

氧化荧光素

缓慢加入

注意：由于

室温下转化

用

荧光酶

荧光酶

个原生质体）

分钟

大约加

应先溶于水，如果用

公司产品）

条件下保

如果需要的话，可用如

条件下

的离心管中。

倍，沉降

小时，进行瞬

培养液中

分钟沉淀原生质体

溶的



培养液配制的酶解液

纤维素酶

用

解析酶

溶于

离心

按以下配方先配制

甘露糖醇，室温保存，

培养基

和 盐（

木糖

维生素储藏液（

奈乙酸储藏液

卞氨基嘌呤储藏液

蔗糖

水中，用溶于

培养液在至少

维生素储液（

烟酸

盐酸硫胺素

盐酸吡哆醇

肌醇

加水定容至

分钟后，用 调培养液中，搅拌 至

，再按

分钟，除去不溶物质并灭菌后过滤备用。注意要现配现用。

培养基

（而不是 加入蔗糖，按

，加水定容至

冷藏。

储藏液： 溶于二甲基亚砜， 冷藏。

苄氨基嘌呤（细胞分裂素）

储藏液： 溶于二甲基亚砜， ℃冷藏。

奈乙酸（植物生长素）

，过滤灭菌，

）

个月内是稳定的。

至调 ，过滤灭菌，室温保存备用。

）

液在至少 个月内是稳定的。

加入

培养基的配制

为焦磷酸 译者注）

氧化荧光素荧光酶 光（荧光素荧光酶



荧光酶提取缓冲液

荧光素

钾盐（

储藏液： ，以水为溶剂

聚乙二醇溶液（

调到

含有 二硫苏糖醇的

磷酸钾缓冲液时，先将

定容至

糖醇。

遮光冷藏，使用前将

（

的溶液，避光置于冰浴上。

） 液

将 液与无菌蒸馏水按

内是稳定的。

（ ）液（

甘露醇

（

将 露醇，

吗啉）乙酰磺酸（

甘

至 ，定容至

公司产品，产品号

在使 液中达到

将或范围，用稀

天配制备用。

牛血清蛋白。

用水定容至 和，应在荧光酶分析前现配，在 ℃冷藏

牛血清蛋白

缓冲液（

反应缓冲液（

，过滤灭菌后室温存放。注意要在转化的当

浓度 ，如果超出溶解后检查

溶于 溶液，加水，分子量

个月内是稳定的过滤灭菌后室温保存该液在室温下至少

调和 水中，用溶于

个月稀释，室温保存。该溶液在室温下至少

的 水中，配制成荧光素加入

公司产品，分子量

二硫苏，过滤灭菌，磷酸钾缓冲液在室温下保存，使用前再加入

用蒸馏水的和的

。在配制磷酸钾缓冲液（

试剂的配制

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com



将

后，用

稳定的。

（吴庆余译　　唐莉校）

至调 个月内是，过滤灭菌，室温保存。该液在室温下至少

和 葡萄糖溶丁水中并定容至

葡萄糖

液（



第二章　　利用在玉米原生质体内的瞬时表达对一个植物

转录因子进行功能分析

导 论

与那些要求稳定遗传转化及再生的转基因植物研究方法相比，采用聚乙 醇处理

或者微弹、电击法（ ；

等将克隆 片段导入植物细胞轰击法（

速、可重复性和分析容量大（即可以同时对大量的样品进行分析）的特点

的基因瞬时表达法在植物生物学的诸多研究方面表现出显著的优势，尤其是它具有快

瞬时表达系

统是一个非常灵活的分析体系，它允许各种不同的基因片段组合在一起接受检测，也允

的功能分析（

许各种外部处理措施（如激素处理等）的使用。这些快速灵活的特点在对植物转录因子

以及在对植物启动子的顺式调控元件

的鉴定和分析（

）方面尤其有利。

本章介绍运用瞬时表达法来研究玉米转录活化因子（

间的相互作用的实验方案。

基因（成熟有关的基因，包括小麦

首先激活

，其表达也可被脱落酸（

基因的转录，再由

径中的结构基因，从而调控花色素苷合成途径。这个使

量表达的效应基因表达载体是由

（见图动子下游而构成的（

因

中，

序列克隆到花椰菜花叶病毒（

。在

）与下游靶基因（

基因能调节多种在种子成熟过程中表达的基因。许多与

和玉米花色素苷合成调控基

调控。在玉米种子发育过程

基因编码的转录因子活化花色素苷合成途

蛋白在玉米原生质体内过

的

启

端非翻译区插入

图 用于反式活化实验中的效应基因和报告基因载体的结构



对上述活化因子与结构基因相互作用的

报告质粒单独或者与 效应质粒一起导入悬浮培养的玉米细胞法将

小时后测定原生质体提取液的原生质体中，

获得两种质粒的细胞中 的过量表达将活化

酶活水平会高于那些只获得 质粒的细胞。通过在含或不含

的培养基中培养各个等份电击样品来检测

影响

参 考 文 献

基因，因此，这类细胞中

酶活水平实验预期结果是：同时

葡糖苷酶基因（ 。本项基本实验是采用电击融合而成的报告基因（见图

了监测 基因启动子与细菌过量表达对其下游基因转录的影响，还需用到一个由

个内含子序列会进一基因的第一 为步促进该基因的表达（玉米



时间表

玉米原生质体内的瞬时表达

步 骤

玉米悬浮培养细胞的维持

细胞继代培养

原生质体的制备

细胞酶解

原生质体的收集、洗涤和计数

电击实验

原生质体电击

用于瞬时表达的原生质体的培养

葡糖苷酸酶的提取

测定

葡糖苷酸酶的荧光测定

葡糖苷酸酶活性

小时

小时

天

小时

小时

小时

小时

所需时间



玉米悬浮培养细胞的维持培养

本章所述获取原生质体的方案最初是为玉米未成熟胚衍生

胞悬浮培养而设计的（

培养基（一些调整。细胞系在改良的

材 料

可从玉米细胞悬浮培养株

培养基

培养基（配方参见培养基的配制，第改良的

操作步骤

将玉米悬浮细胞培养系置于旋式摇床上，在黑暗条件，

原生质体的制备

以下各个步骤都应在无菌条件下进行，所用的仪器和试剂都应灭菌消毒、

，也可用于其他玉米细胞悬浮物的培养，但为了

新鲜培养基的 锥形瓶中进

原生质

获得理想的结果，往往需要对酶解时间及继代培养间隔（用于调节培养物生长速率）作

中作维持培养。

博士实验室获得，（见附录

页）

）每隔 悬浮培养细胞转移至含

下培养。

天，将

行继代培养。

塑料吸管，为使其管口大些，可将管尖去掉。注意：移取细胞时应采用一次性的

在继代培养 天后，从 个锥形瓶中收集细胞用于制备足够的原生质体，以满足

次电击所需样品量。

）内进行。体的处理应在层流式超净台（

材料与仪器

玉米细胞悬浮培养株（见上文）

米拉纱布（

和不锈钢过滤器（

试 剂

酶解溶液

洗涤液

电击缓冲液

页）（配方参见试剂的配制，第

型的胚生愈伤组织的细



微量离心管相配的小塑料杵与

电击仪（如：

碳化硅（金刚砂）或石英砂粉

钻机

产品）试剂盒

培养基

二氯苯氧乙酸和的含

操作应在层流式超净台内进行。

材料与仪器

玉米原生质体悬浮液（见上文）

（配方参见培养基的配制，第

试 剂

质粒混合物：

操作步骤

）将玉米悬浮培养细胞从摇床上取出静置 秒，将沉聚下来的细胞转入 个 一

规格的不锈和

始材料（上述步骤

次性的培养皿（ ）中，每个培养皿转入 。然后往每个培养皿中

加入

小时。在培养结束时，可用吸管将那些未完全酶解的细

酶解溶液并混匀，再用封口膜将培养皿封紧，置于旋转摇床（

上，室温下培养

胞块中的细胞分散。

再用对原生质体悬浮液，先用一层米拉纱布（

分钟。（即

钢过滤器过滤，弃去酶解后的残渣和未被消化的细胞。将纯化的原生质体转入

）转速下离心一次性锥形离心管中，用医用离心机在

弃去上清液，缓缓加入少量（每管约

次。

）洗涤液，使原生质体沉淀再次悬浮，将各

管悬浮液汇集并分入两个离心管中，采用上述条件离心以洗涤原生质体。该步骤重

复

将离心所得原生质体悬浮于电击缓冲液中，调整每管体积至约

用电击缓冲液将每份悬浮液再稀释

左右的初

倍。用血细胞计数板确定原生质体的密度

和产量。计数时只能对各个单独分开的球状原生质体进行计数。一般

中的静置沉聚细胞）可获得 个原生质体，至少

次电击所需用量。可满足

以下

溶液

页）

培养基葡萄糖的

，或类似产品）

步应在无菌条件下完成，所用的仪器和试剂都应灭菌消毒，原生质体的

电击实验
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