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真空渗入转化法中农杆菌在植株体内的分布和活力变化
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摘 要：以真空渗入处理后的白菜植株为材料，采用组织化学染色法和细菌平板培养的方法，研究了农杆菌在植株

体内的分布特点及其活力变化。结果表明：不同器官中农杆菌的分布量不同，以花器官中分布最多，叶中次之，茎

中最少；农杆菌存在于细胞间隙中，维管束及其周围分布较集中，在胚珠中大量分布。处理后植株体内，各器官中

农杆菌的生活力及其数量都随时间延长而减少，但是花器官中的农杆菌存活量较大，处理 2"G 后的花蕾中仍然有

一定量（约 2$1 个 HIJK, 组织）具有活力的农杆菌存在。讨论了这些研究结果在揭示真空渗入转化法的转化过程和

提高转化频率中的意义。
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真空渗入转化法是原位转化法的一种，它不仅具有不依

赖于组织培养系统的优点，而且在拟南芥上的研究结果还表

现了对基因型的不敏感性，一些应用其它方法转化率低的生

态型，也能够获得较高的转化频率［2］。关于真空渗入转化技

术的研究，在拟南芥上已有不少工作［# M !］，在其它作物中也

有零星报道［"，5］，但研究工作基本上是针对农杆菌进入植物

体以前的渗入处理条件［#，1］，对农杆菌进入植物体内后的分

布及存活情况，国际上尚无报道。本实验室已经成功地建立

了稳定的不结球白菜真空渗入转基因体系，但转化频率不

高［5］。为进一步了解真空渗入转化法的影响因素，揭示其转

化机理，提高白菜中的转化频率，本实验采用组织化学染色

法和细菌平板培养的方法，对真空渗入转化处理后的白菜植

株中，农杆菌在各器官中的分布及其活力变化进行了研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 植物材料：菜薹（ !"#$$%&# &#’()$*"%$ N) --O) ?C:<4<-:-
（N)）P9Q:<’ @9> ) +*%,%$ .-4< 4. N44）是芸薹种白菜亚种中的一

个变种，试验采用其地方品种“!0 菜心”（种子购自广州市蔬

菜研究所）。其特点是生长发育期短，对光照和温度要求不

严格，植株个体较小，易于操作。

!"!"# 工 程 菌：农 杆 菌 为 H"%H( 菌 株，具 有 利 福 霉 素

（R:;98O:?:<）和庆大霉素（S4<.98T?:<）抗性；携带 OUUU6:<.>’<6
,+-质粒，抗卡那霉素，其 36V/* 中具外源 -#" 基因（国家蔬

菜工程技术研究中心生物技术实验室保存）。

!"!"$ 试剂：常规试剂、染色试剂购自北京益利精细化学公

司，皆为分析纯；WHR 试剂购自 W>’84,9 公司；引物由赛百盛

生物工程有限公司合成。

!"# 真空渗入处理

将花期植株进行处理，真空渗入处理依照 N:+ 等［5］的方

法。

!"$ 真空渗入处理后植株中农杆菌的分布情况观察

采用石蜡切片结合组织化学染色法［F］，观察农杆菌在植

株体内的分布情况。分别取真空处理后植物的花、茎、叶，置

于 I** 中固定，采用苯酚品红和固绿双色对染，染色后植物

细胞细胞质呈现浅粉红色，细菌和植物细胞壁呈现绿色［%］。

!"% 植物组织中农杆菌的培养

真空处理后的植株，分别取茎、叶、花 2, 左右，称重（每

棵植株只取一次），无菌水冲洗 " 次后置于研 钵 中，加 入

$E%"X的生理盐水 18N，研磨，取上清液，再用生理盐水依次

进行 2$ 倍稀释，稀释 F 次后，分别取稀释液进行平板培养。

每板涂布 2$$!N，重复 1 次。以生理盐水作为零对照，不经真

空处理的植株提取液作为负对照。农杆菌的培养采用土壤

杆菌属细菌筛选配方［%］，略作修改。每 2N 培养基中含甘露

糖醇 2",，二水硝酸钙 #$8,，硝酸钠 ",，磷酸二氢钾 #,，氯化

锂 5,，七水硫酸镁 $E#,，溴百里酚蓝 $E2,，琼脂 2",，OYFE#。

经常规 高 压 灭 菌 后，在 培 养 基 冷 却 至 "$Z 左 右 时，加 入

2$$!,K8N 卡那霉素。

灭菌冷却后，培养基成深蓝色。溴百里酚蓝能抑制革兰

氏阳性细菌，氯化锂抑制假单孢杆菌属细菌，卡那霉素抑制



非工程农杆菌。

!"# 培养菌落的鉴定

!"#"! 形态鉴定：土壤农杆菌属细菌的菌落，在该培养基

上，应表现圆形、突起、发亮，最初浅蓝色，最后成为深绿色。

!"#"$ 抗性鉴定：把从平板上随机挑取的各菌落，独立接种

到 !"#$ $% & ’""!()#$ *+, & -"!()#$ ./0 & -"!()#$ 12,3 液体

培养基中，!45、!""6)#/, 震荡培养。!7 8 749 后，如果培养基

混浊，农杆菌生长良好，表明平板上的菌落具有同时抗 : 种

抗生素的能力，这是转化用工程菌的特性。

!"#"% 分子鉴定：质粒提取采用碱裂解法，;<. 采用常规方

法，!"# 基 因 引 物 序 列 如 下：=6/#26’：->?@@<AA<<1A@<<1
@1<<1<@?:>；=6/#26!：->?@A1<<@1AA<<<1A1<AA1@?:>。;<.
反应体系（!-!$）：’" B CD0026 !E-!$，FGA;（’"##HI)$）"E-!$，

=6/#26’)!（-"!#HI)$）各 "E-!$，=I+J#/F KG@ !"",(，$"% 酶 ’L。

反应条件：M75 !#/,；M75 7"J，-!5 7"J，N!5 ’#/,，:" 个循

环；75保存。

$ 结果和分析

$"! 农杆菌在渗入处理后白菜植株体内的分布特征

在真空渗入法转化过程中，农杆菌接触哪些植物组织细

胞，是揭示转化机理的重要研究内容。本试验利用石蜡切片

结合组织化学染色，观察了农杆菌在植物体内的分布。试验

结果表明，进入植株体内的农杆菌不是均匀分布的，具有空

间差异性。在茎中，农杆菌呈现出以维管束为中心的集中分

布，并沿着形成层向两翼扩展；皮层的外面几层细胞间有细

菌的分布，皮层细胞的内部几层中很少或者没有染色的颗粒

状细菌（图 ’?@）。中央髓部组织中则没有染色的颗粒状细菌

（图 ’?%）。绿色颗粒状的细菌处于细胞间隙中（图 ’?<）。这

些结果表明维管束中的细菌，不是通过皮层直接进入的。如

果农杆菌直接穿过表皮和皮层细胞进入到维管束中，应当观

察到由外到内细菌的连续分布。

图 ! 真空渗入处理后菜薹茎中农杆菌的分布情况

O/(P ’ A92 J3+/,2F C+Q326/+ /, 392 J32# H0 =+RQ9H/ +0326 S+QDD#

/,0/I36+3/H,

@：T+JQDI+6 CD,FI2（’"" B ）；%：;/39（7"" B ）；<：T+JQDI+6 CD,FI2
（4"" B ）P

叶片中，细菌相对均匀地分布在叶肉组织细胞间隙中

（图 !?@）；中脉中的细菌分布表现与茎中的相似，在维管束及

其周围有着密集分布，皮层的外面数层细胞间也有染色的细

菌，但是皮层与维管束之间具有明显的空白地带，细菌的分

布是不连续的，这表明中央维管束中的细菌，同样不是由体

外直接穿过皮层而进入的（图 !?%）。花器官中的农杆菌，在

子房壁的细胞间隙中相对均匀地分布，但是在维管束处染色

较深，数量明显增多，在胚珠处农杆菌明显聚集，染色也较深

（图 !?<）。

图 $ 菜薹叶片和子房中农杆菌的分布

O/(P! A92 J3+/,2F C+Q326/+ /, 392 I2+0 +,F HS+6U H0 /,0/I36+32F =+RQ9H/

=I+,3J

@：V2JH=9UII 3/JJD2（7"" B ）；%：V+/, S2/,（’"" B ）；<：WS+6U（’"" B ）P

以上试验结果表明农杆菌在不同组织和器官中的分布，

表现出不同的特点，但是它们的共同特点是维管束及其周围

的存量最多。这个特点表明，在真空渗入转化法中，虽然农

杆菌可以通过植株的表面直接进入植株皮层内，但维管束对

农杆菌在植物体内的富集和运输中可能起着重要的作用。

$"$ 各器官中农杆菌数的定量以及活细菌数量变化的动态

分析

上述结果显示真空渗入处理后，农杆菌在植株体内各器

官中的分布是不均匀的。采用细菌平板培养菌落计数法，对

花、茎、叶各器官中活的农杆菌数量的相对差异大小，农杆菌

在体内存活的时间及活力变化情况进行了考察。为了保障

结果的可靠性，首先需要对采用该方法获得的菌落进行鉴

定，以保证培养所得菌落是转化用的工程菌。

图 % 质粒中 !"# 基因的 &’(
O/(P: ;<. H0 392 !"# (2,2 /, 392 =I+J#/F KG@

VEKG@ #+6R26；’E%I+,R QH,36HI；!E;I+J#/F KG@ 06H# C+Q326/+ /,

/,0/I36+32F =I+,3J；:E;I+J#/F KG@ 06H# 392 +(6HC+Q326/+ DJ2FP

$"$"! 菌落鉴定："菌落的形态鉴定：从平板中菌落的形态

看，菌落皆呈现圆形、突起、发亮，最后深绿色，符合土壤杆菌

属细菌的菌落特征。对照则没有培养出菌落。#菌落的抗

性鉴定：能够形成菌落，在平板上生长的细菌，已经通过了培

养基和卡那霉素的初步筛选。由于转化所用的工程菌，同时

还拥有抗利福霉素和庆大霉素的能力，因此可以从平板上挑

取菌落，进行进一步的抗性鉴定。结果表明，被鉴定的每一

个菌落，都可以很好地在选择培养基中生长，这表明都带有

相应的抗性基因。$农杆菌的分子鉴定：采用碱裂解法提取

上述培养菌的质粒 KG@，与转化用质粒（对照质粒）相比较，

电泳结果表明：这两种质粒大小完全一样。

由于转化所用的质粒带有外源 !"# 基因，故采用 !"# 基

因的扩增引物，对所提的质粒进行 ;<. 扩增。电泳结果表

明，从所有质粒 KG@ 中都能扩增出 7""C= 的特定的 !"# 基因

片段（图 :），从而证明这些培养出的细菌正是转化所用的工

!!X 微生物学报 &’(" )*’#+!*+,+-*’" .*/*’" !""-，THIP7- GHP7



程农杆菌。因此，可以认定采用该培养法在平板上形成的菌

落，就是渗入植物体内的农杆菌所形成的菌落。

!"!"! 农杆菌在植株体内不同器官间的数量差异：采用平

板培养的方法，计数植株体内的农杆菌，能较好地反映出植

株体内活的农杆菌数量。结果表明来源于不同器官的单位

重量的组织中，可形成菌落单元（!"#$%$& ’#()*+%#$ ,$%+，!’,）

数量差异很大。多次试验数据表明，在花中农杆菌含量最

高，叶中次之，茎中最少，且经常在 -./ 稀释倍数下无法获得

!’,。表 - 中列出 0、1 两批处理植株的培养结果，处理后的

花器官内的农杆菌含量可高达 -.2 数量级，茎中仅有 -./ 数

量级，有的甚至还少。

细菌平板培养的结果与组织化学染色观察到的结果相

符。花中活的农杆菌较多表明，该真空渗入处理技术体系

下，农杆菌更容易进入花器官，或者花器官的环境有利于农

杆菌的存活。

表 # 农杆菌处理后 $% 内的培养结果

3*4"5 - !’,6 7%+8%$ 9:*;6 <(#) +85 +(5*+5: ="*$+6

>*)="56
!’, ? -./ @&

>+5) A5*< ’"#75(
0- BCDE -9CD/ -.CBDF
0G . --CD/ E9.D/
09 GD2 -2- -99ED2
1- -/DC F./ --CC
1G GEDB /2G -FC.
19 -FDC GEB CCC

!"!"$ 各器官内农杆菌活力随时间的变化情况：在真空处

理的过程中，大量农杆菌进入植株体内，其中只有极少数的

农杆菌能够成功地转化植物细胞。为什么数量巨大的农杆

菌没有起作用？多次试验发现：!植株中的农杆菌生活力受

到抑制，在 FE H CG8 内不能长成正常大小的菌落，不同器官

来源的农杆菌，其菌落直径有显著差异；"不论在花、茎还是

叶中，!’, 数量随着植株处理后恢复时间的延长迅速减少，

其中，以花器官中农杆菌存量最多，-B: 后每克鲜组织中仍有

近 -.9 !’,6（表 G 列出部分数据）。

表 ! 处理后的植株体内农杆菌的时间变化

3*4"5 G 385 :;$*)%I :%6+(%4J+%#$ #< !’, %$ +85 +(5*+5: ="*$+6

>*)="%$& +%)5@:
!’, ? -.9 @&

>+5) A5*< ’"#75(
G -B.DF -CE. --.C.
/ G.D-B /GGD- /G/DG
2 2DE GD9 2BEDG
-F .D-E . /BDF
-2 . . .D9G/
!K . . .

$ 讨论

原位转化法是在植株活体情况下进行的，农杆菌通过物

理方法进入植株体内后，与目标细胞发生作用，进行转化。

关于真空渗入处理条件的研究，相关文献有较多报道［G H F］，

然而，农杆菌进入植株后的情况，没有报道。本试验表明，真

空渗入处理后，农杆菌直接进入植物体内的直线距离是有限

的，在叶片中，农杆菌可能通过气孔或者表面直接进入。在

主叶脉的局部（薄壁组织）和茎的髓部没有细菌，可能由于细

胞排列紧密，或者真空渗入条件等原因，农杆菌便不能到达。

研究表明，在原位转化法中，农杆菌与目的细胞的黏附依然

是必需的［-］，这样，农杆菌的分布范围，就限制着转化的范

围。

从分布状况看，茎、叶、花中都有大量农杆菌，为农杆菌

转化这些组织提供了可能性。拟南芥中的试验表明，农杆菌

对不同器官的细胞，转化能力并不相同，其中对花器官组织

细胞的转化能力更强［2］。原位转化法是从处理的植株后代

中筛选转化株，多数研究表明，农杆菌的原初转化位点是雌

配子体［2，-.］，本研究结果表明，植株体内的农杆菌数量分布，

花器官中含量较高，且持续时间较长；具活力农杆菌数量大，

也就增加了植物适于转化态细胞遇到农杆菌的几率。L5
等［2］甚至在收获的种子中，发现仍有农杆菌存活，这为转化

事件的发生提供了基础。但不同的研究结果也表明，农杆菌

可能不会在拟南芥植株体内进行有力的繁殖，以便获得较长

时期的转化能力，处理 -G H -F: 后 的 植 株，转 化 率 明 显 下

降［--］，这与本试验的结果有相当的可比意义，即转化率降低

可能与植株体内农杆菌数量降低相对应；重复处理植株可以

提高转化率的事实［--］，也支持这种观点；在 M*N#J6N; 等［-G］的

实验中曾提及，农杆菌在拟南芥上能存活很长时间，在处理

后 9 H /: 时，每 - 克组织中仍有 -DG ? -.E 个活细菌。虽然文

章没有表明测试材料的器官来源，但高出白菜相应时期许

多，可能是拟南芥的真空渗入转化频率高于白菜的原因。白

菜植株体内的微环境对农杆菌的存活可能是不利的，当然各

器官之间也可能存在差别。因此，在较短时间内使植株体内

具有足够数量的农杆菌，并且是这些农杆菌充分与植物组织

细胞接触，可能是提高转化率的关键。
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