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根癌农杆菌转化谷子细胞

早期的细胞生物学研究
`

余迪求 许 耀 李宝健
(中 山 大 学生物工程研究中心

,

广州 5 1 0 2 7 5)

摘 要 本文利用光镜
、

电镜和 电镜放射 自显影技术观察了有效高活性根癌农杆菌转化谷

子培养细胞早期的细胞生物学过程
.

经复合人工信号物质和天然复合敏感抽提物处理的农

杆菌可向不敏感的谷子细胞表面移动
、

聚集并附着
.

在靠近谷子细胞一极
,

菌体形成颗粒状

内含物
,

并表现为多型态
.

在
3H一T dR 放射性标记的高活性农杆菌与谷子细胞的共培养过程

中
,

可依次在谷子细胞的细胞质周缘
、

核内及核仁区域观察到 T
一

D N A 银颖粒的分布
.

关链词 共培养
,

多型态
,

IT T 一D A N 转移
,

根癌农杆菌
,

谷子

分类号 Q 9 4 2

根癌农杆菌 iT 质粒介导的外源基 因转移在双子叶植物基 因工程中得到深入广泛的

应用
.

近几年来
,

利 用这一系统转化个别单子叶植物也取得初步的进展
〔`一 , ,

.

然而
,

农杆

菌与双子叶植物细胞相互作用的细胞学观察只有少数报道
〔’卜 ” 〕 ,

与不敏感的单子叶植物

特别是禾本科作物细胞相互作用的细胞生物学研究更是少见
〔5

, `。 ,
.

许耀等
〔“ ,用特殊处理

的农杆菌转化处理几种禾本科作物的培养细胞
,

从谷子中获得稳定表达的转化细胞克隆

及其再生植株
.

为了进一步证买和了解这一转化过程的细胞生物学机制
,

从而更好地高

效利用这一外源基因转化系统
,

本文利用光镜和透射电镜等观察了根癌农杆菌与禾本科

作物谷子培养细胞的相互作用
.

在此基础上
,

我们又进而利用电镜放射自显影技术
,

初

步研究了经放射性标记和特殊处理的农杆菌转化谷子细胞早期阶段
,

IT T 一 D N A 在受体

细胞内转移和整合的过程
.

1 材料和方法

.1 1 谷子细胞系的建立

松散状的谷子 (S et ar 依 i t al i ,’a 陇谷 四号 )愈伤组织系由兰州大学贾敬芬教授提供
.

将

其置于附加 5 00 m g / L 水解酪蛋白
、

2 50 m g /L 酵母粉
、

1
.

0 m g / L Z
,

4一 D 和 0
.

2 m g / L 玉
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米素的 M S 培养基中进行液体振荡培养
.

悬浮细胞系每 5 ~ 7天用 50 目的滤网过滤后
,

通过

加入新鲜培养液进行继代培养
.

1
.

2 菌 株

双质粒载体根癌农杆菌 ( A g r o ba c t e r i u , n t u m 砚f泛
c i e , s ) E H A 1 0 1菌株内 p T V 4 G U S 的

T 区含有可在植物 中表达 的氨基 糖昔磷酸转移酶 ( N P T l l) 基 因和 p一葡糖昔酸 酶

( G U S ) 基因等
.

菌株在附加 50 m g / L 卡那霉素和 50 m g / L 氨节青霉素的 Y E P ( 1 0 9 / L 蛋

白陈
、

5 9 / L N a C I和 1鲍 / L Y E ) 培养基培养
.

L 3 高活性菌液的获得

用于诱导有效 活性菌株的复合人 工信号 物质 (8 S S M ) 及 天然 复合 敏感抽提液

( N S E ) 的制备参见文献
〔 3〕 ,

将一环 E H A 1 01 菌株 ( p T V 4 G U )S 在 Y E P 液中振荡培养 1 h6
,

作为一级活性菌液
·

取出 Zml 一级活性菌液 加入 5倍体积的含 SS S M ( 1 o m g / L ) 和 Y l 3/

N S E 的 Y E P 中诱导培养 1 h2
,

即为二级活性菌液
.

1
·

4 农杆菌与谷子细胞的共培养程序

当谷子悬浮培养细胞系重新换液培养 2天时用来共培养处理
,

即分别向不间培养瓶中

的谷子细胞悬浮中加入上述二级活性菌液
,

每处理含 3ml 谷子细胞和 0
.

l m l 活性菌液
.

混

匀后在 28 ℃ 1 0 Or / m in 条件下共培养
.

.1 5 显微与亚显微观察

在供体和受体细胞相互作用过程中
,

定期取样
、

洗涤与固定
.

按常规透射电镜程序

制样
,

材料经 E oP
n 8 12 包埋

,

L K B Z o 8 8 V 型超薄切片机切片
,

柠檬酸铅染色
.

用 日立 H V一

12 A 型透射电镜观察与拍 照
.

同一 包埋块经 L K B l l s o o型切削机进行半薄切片
,

并经

iG
e m sa 染色后

,

用于光镜观察
.

1
.

6 菌株的放射性标记

将 l o olx l 过夜培养的一级活性菌液在含有复合信号物质 ( SS S M )
、

天然复合敏感抽提

液 ( N S E ) 及 2 u e i /m l 〔甲基一
3
H 〕 胸腺喃吮核昔 (

3
H 一 T d R ) 的 Y E P 培养液 (具相应

抗菌素 ) 中预处理和放射性标记 1 6h ( 2 3℃
、

1 50 r /m i n )
.

处理后
,

用 l x l o
一 Z
m o l 磷酸缓

冲液充分洗涤菌体
,

完全除去未掺入的
3
H一 T dR

.

随后
,

将标记的菌体重新县浮于上述

无放射性的复合培养液中 (密度约为 Zo x 1 o
’

细胞 /m l )
,

立即用于共培养处理
.

L 7 电镜放射自显影

按前述共培养程字用放射性标记 的菌体转化谷子细胞
.

在其相互作用的特定时期
,

取

样洗涤和固定
.

按常规电镜放射自显影程序制样
.

将超薄切 片喷 50 人的碳膜
,

然后用浸

涂法涂核乳胶 ( H W
;
)

.

4℃ 下曝光 70 天后显影和定影
,

随后在透射电镜下观察与拍照
.

2 实验结果

.2 1 谷子细胞与农杆菌相互作用的显微观察

在本实验条件下
,

有效活性的农杆菌与谷子细胞共培养 10 m in 时
,

谷子细胞团表面及
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其周围尚未见农杆菌的分布 (图版 I 一 1 ) ;
共培养 54 ~ 60 m in 后

,

在谷子细胞团周围开始

有少许农杆菌 (约 1 ~ 3个 ) ( 图版 I 一 2
,

箭头 ) ;
共培养 h2 后

,

在植物细胞团周围有许多

农杆菌
,

并有部分细菌附着于谷子细胞表面 (图版 I 一 3
,

箭头 ) ,
共培养 h4 后

,

附粉于

谷子细胞表面的农杆菌数量显著增多 (图版 I 一 4
,

箭头 )
.

此后
,

附粉于谷子细胞表面

的农杆菌不仅数量增加
,

而且具有向细胞表面不断聚集的倾向 (图版 I 一 5)
.

2
.

2 谷子细胞与农杆菌相互作用的电镜观寮

同样
,

将有效活性的农杆菌与谷子细胞共培养 1 0m in
,

在电镜下观察
,

未发现谷子级
胞团表面及其周围有农杆菌分布

.

共培养 45 ~ 60 m in 时
,

在谷子细胞团周围偶尔观察到 1

~ 2个农杆菌
,

其细胞质分布较为均匀 (图版 I 一 6)
.

共培养 h2 后
,

谷子细胞团周围的农

杆菌开始增多
,

并且农杆菌开始附着于谷子细胞表面
.

附着处的植物细胞壁较为膨大
.

同

时
,

菌体内细胞质浓缩
,

靠近植物细胞一端的菌体细胞壁似有溶解迹象 (图版 I 一 7)
.

但

此 阶段
“

游动
”
于植物细胞周围的农杆菌形态结构典型

,

细胞质分布均匀 (图版 I 一 1)
.

谷子细胞与农杆菌共培养 4 ~ h6 后
,

附着于植物细胞表面的菌体结构变化显著
,

菌体出现

颗粒状的浓密内含物
,

并移向靠近植物细胞的一端 (图版 I 一 8)
.

在此共培养时期
,

谷

子细胞团周围的有些菌体细胞质浓缩
,

部分菌体发生质壁分离现象 (图版 I 一2
,

无柄箭

头 ) ;
另有一些菌体伸出小纤丝

,

它们的部分细胞壁溶解 (图版 I 一 2
,

粗箭头 )
.

此外
,

还可直接观察到菌体紧贴于植物细胞壁上的情形 (图版 I 一 9)
.

但共培养 2h4 后
, “

游

动
”
于植物细胞团附近的菌体部分出现空泡化等衰老现象 (图版 l 一 3)

.

2
.

3 高活性农杆菌转化谷子细胞早期过程的电镜放射自显形

在 电镜放射自显影观察中
,

农杆菌与谷子悬浮培养细胞共培养 l o m in 时
,

在谷子细胞

内未见到银颗粒标记物的分布
.

共培养 45 ~ 60 m in 时
,

虽然在光镜和电镜下
,

观察到有少

量农杆菌向谷子细胞表面靠近
,

但谷子细胞 内却仍然未观察到银颗粒标记物
.

共培养 h2

后
,

在谷子细胞团表面聚集许多农杆菌
,

菌体形态开始演变
.

但谷子细胞内仍未观察到

银颗粒标记物 ( 图版 I 一 4)
.

共培养 4h 后
,

在谷子细胞团表面聚集大量农杆菌
.

同时
,

在谷子细胞团表层细胞的

细胞质周缘可观察到线珠状银颗粒标记物
,

这种标记物即为 T 一 D N A
.

表明标记的 T
-

D N A 片段 已穿过谷子细胞壁并开始转入细胞 内 (图版 I 一 5)
.

另外
,

在个别谷子细胞的

细胞核内也观察到银颗 粒标记物的分布 (图版 I 一 5 )
,

表明 T 一 D N A 通过谷子细胞质转

移至细胞核 内
.

共培养 4 ~ h6 后
,

不仅在谷子细胞团部分表层细胞内而且在较深层的年别

细胞内也可观察到银颗粒标记物分布于细胞核区域 (图版 I 一 6 )
,

但细胞核的核仁区域

尚未观察到线珠状银颗粒标记物
.

以后
,

通常在能观察到银颗粒的特定细胞内可观察到

1 ~ 3个线珠状银颗粒
.

有时在细胞的不同部份 (细胞质
、

细胞核和核仁中 ) 可同时观察

到银颗粒标记物 (图版 l 一 7)
.

此外
,

在共培养后期发现银颗粒标记物在谷子细胞核尤

其是核仁区域出现的频率高于其他区域
,

表明 T 一 D N A 转移与整合的归宿在核墓因组

中
.
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其周围尚未见农杆菌的分布 (图版 I 一 1 ) ;
共培养 54 ~ 60 m in 后

,

在谷子细胞团周围开始

有少许农杆菌 (约 1 ~ 3个 ) ( 图版 I 一 2
,

箭头 ) ;
共培养 h2 后

,

在植物细胞团周围有许多

农杆菌
,

并有部分细菌附着于谷子细胞表面 (图版 I 一 3
,

箭头 ) ,
共培养 h4 后

,

附粉于

谷子细胞表面的农杆菌数量显著增多 (图版 I 一 4
,

箭头 )
.

此后
,

附粉于谷子细胞表面

的农杆菌不仅数量增加
,

而且具有向细胞表面不断聚集的倾向 (图版 I 一 5)
.

2
.

2 谷子细胞与农杆菌相互作用的电镜观寮

同样
,

将有效活性的农杆菌与谷子细胞共培养 1 0m in
,

在电镜下观察
,

未发现谷子级
胞团表面及其周围有农杆菌分布

.

共培养 45 ~ 60 m in 时
,

在谷子细胞团周围偶尔观察到 1

~ 2个农杆菌
,

其细胞质分布较为均匀 (图版 I 一 6)
.

共培养 h2 后
,

谷子细胞团周围的农

杆菌开始增多
,

并且农杆菌开始附着于谷子细胞表面
.

附着处的植物细胞壁较为膨大
.

同

时
,

菌体内细胞质浓缩
,

靠近植物细胞一端的菌体细胞壁似有溶解迹象 (图版 I 一 7)
.

但

此 阶段
“

游动
”
于植物细胞周围的农杆菌形态结构典型

,

细胞质分布均匀 (图版 I 一 1)
.

谷子细胞与农杆菌共培养 4 ~ h6 后
,

附着于植物细胞表面的菌体结构变化显著
,

菌体出现

颗粒状的浓密内含物
,

并移向靠近植物细胞的一端 (图版 I 一 8)
.

在此共培养时期
,

谷

子细胞团周围的有些菌体细胞质浓缩
,

部分菌体发生质壁分离现象 (图版 I 一2
,

无柄箭

头 ) ;
另有一些菌体伸出小纤丝

,

它们的部分细胞壁溶解 (图版 I 一 2
,

粗箭头 )
.

此外
,

还可直接观察到菌体紧贴于植物细胞壁上的情形 (图版 I 一 9)
.

但共培养 2h4 后
, “

游

动
”
于植物细胞团附近的菌体部分出现空泡化等衰老现象 (图版 l 一 3)

.

2
.

3 高活性农杆菌转化谷子细胞早期过程的电镜放射自显形

在 电镜放射自显影观察中
,

农杆菌与谷子悬浮培养细胞共培养 l o m in 时
,

在谷子细胞

内未见到银颗粒标记物的分布
.

共培养 45 ~ 60 m in 时
,

虽然在光镜和电镜下
,

观察到有少

量农杆菌向谷子细胞表面靠近
,

但谷子细胞 内却仍然未观察到银颗粒标记物
.

共培养 h2

后
,

在谷子细胞团表面聚集许多农杆菌
,

菌体形态开始演变
.

但谷子细胞内仍未观察到

银颗粒标记物 ( 图版 I 一 4)
.

共培养 4h 后
,

在谷子细胞团表面聚集大量农杆菌
.

同时
,

在谷子细胞团表层细胞的

细胞质周缘可观察到线珠状银颗粒标记物
,

这种标记物即为 T 一 D N A
.

表明标记的 T
-

D N A 片段 已穿过谷子细胞壁并开始转入细胞 内 (图版 I 一 5)
.

另外
,

在个别谷子细胞的

细胞核内也观察到银颗 粒标记物的分布 (图版 I 一 5 )
,

表明 T 一 D N A 通过谷子细胞质转

移至细胞核 内
.

共培养 4 ~ h6 后
,

不仅在谷子细胞团部分表层细胞内而且在较深层的年别

细胞内也可观察到银颗粒标记物分布于细胞核区域 (图版 I 一 6 )
,

但细胞核的核仁区域

尚未观察到线珠状银颗粒标记物
.

以后
,

通常在能观察到银颗粒的特定细胞内可观察到

1 ~ 3个线珠状银颗粒
.

有时在细胞的不同部份 (细胞质
、

细胞核和核仁中 ) 可同时观察

到银颗粒标记物 (图版 l 一 7)
.

此外
,

在共培养后期发现银颗粒标记物在谷子细胞核尤

其是核仁区域出现的频率高于其他区域
,

表明 T 一 D N A 转移与整合的归宿在核墓因组

中
.



中山大学学报 (自然科学版 ) 第 33 卷

其周围尚未见农杆菌的分布 (图版 I 一 1 ) ; 共培养 54 ~ 60 m in 后
,

在谷子细胞团周围开始

有少许农杆菌 (约 1 ~ 3个 ) ( 图版 I 一 2
,

箭头 ) ;
共培养 h2 后

,

在植物细胞团周围有许多

农杆菌
,

并有部分细菌附着于谷子细胞表面 (图版 I 一 3
,

箭头 ) ,
共培养 h4 后

,

附粉于

谷子细胞表面的农杆菌数量显著增多 (图版 I 一 4
,

箭头 )
.

此后
,

附粉于谷子细胞表面

的农杆菌不仅数量增加
,

而且具有向细胞表面不断聚集的倾向 (图版 I 一 5)
.

2
.

2 谷子细胞与农杆菌相互作用的电镜观寮

同样
,

将有效活性的农杆菌与谷子细胞共培养 1 0m in
,

在电镜下观察
,

未发现谷子级
胞团表面及其周围有农杆菌分布

.

共培养 45 ~ 60 m in 时
,

在谷子细胞团周围偶尔观察到 1

~ 2个农杆菌
,

其细胞质分布较为均匀 (图版 I 一 6)
.

共培养 h2 后
,

谷子细胞团周围的农

杆菌开始增多
,

并且农杆菌开始附着于谷子细胞表面
.

附着处的植物细胞壁较为膨大
.

同

时
,

菌体内细胞质浓缩
,

靠近植物细胞一端的菌体细胞壁似有溶解迹象 (图版 I 一 7)
.

但

此 阶段
“

游动
”
于植物细胞周围的农杆菌形态结构典型

,

细胞质分布均匀 (图版 I 一 1)
.

谷子细胞与农杆菌共培养 4 ~ h6 后
,

附着于植物细胞表面的菌体结构变化显著
,

菌体出现

颗粒状的浓密内含物
,

并移向靠近植物细胞的一端 (图版 I 一 8)
.

在此共培养时期
,

谷

子细胞团周围的有些菌体细胞质浓缩
,

部分菌体发生质壁分离现象 (图版 I 一2
,

无柄箭

头 ) ;
另有一些菌体伸出小纤丝

,

它们的部分细胞壁溶解 (图版 I 一 2
,

粗箭头 )
.

此外
,

还可直接观察到菌体紧贴于植物细胞壁上的情形 (图版 I 一 9)
.

但共培养 2h4 后
, “

游

动
”
于植物细胞团附近的菌体部分出现空泡化等衰老现象 (图版 l 一 3)

.

2
.

3 高活性农杆菌转化谷子细胞早期过程的电镜放射自显形

在 电镜放射自显影观察中
,

农杆菌与谷子悬浮培养细胞共培养 l o m in 时
,

在谷子细胞

内未见到银颗粒标记物的分布
.

共培养 45 ~ 60 m in 时
,

虽然在光镜和电镜下
,

观察到有少

量农杆菌向谷子细胞表面靠近
,

但谷子细胞 内却仍然未观察到银颗粒标记物
.

共培养 h2

后
,

在谷子细胞团表面聚集许多农杆菌
,

菌体形态开始演变
.

但谷子细胞内仍未观察到

银颗粒标记物 ( 图版 I 一 4)
.

共培养 4h 后
,

在谷子细胞团表面聚集大量农杆菌
.

同时
,

在谷子细胞团表层细胞的

细胞质周缘可观察到线珠状银颗粒标记物
,

这种标记物即为 T 一 D N A
.

表明标记的 T
-

D N A 片段 已穿过谷子细胞壁并开始转入细胞 内 (图版 I 一 5)
.

另外
,

在个别谷子细胞的

细胞核内也观察到银颗 粒标记物的分布 (图版 I 一 5 )
,

表明 T 一 D N A 通过谷子细胞质转

移至细胞核 内
.

共培养 4 ~ h6 后
,

不仅在谷子细胞团部分表层细胞内而且在较深层的年别

细胞内也可观察到银颗粒标记物分布于细胞核区域 (图版 I 一 6 )
,

但细胞核的核仁区域

尚未观察到线珠状银颗粒标记物
.

以后
,

通常在能观察到银颗粒的特定细胞内可观察到

1 ~ 3个线珠状银颗粒
.

有时在细胞的不同部份 (细胞质
、

细胞核和核仁中 ) 可同时观察

到银颗粒标记物 (图版 l 一 7)
.

此外
,

在共培养后期发现银颗粒标记物在谷子细胞核尤

其是核仁区域出现的频率高于其他区域
,

表明 T 一 D N A 转移与整合的归宿在核墓因组

中
.
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3 讨 论

曾有作者
〔 5

, ` 。 ,

“
, ` ”
借助于扫描电镜观察了根癌农杆菌与植物细胞的相互关系

,

但更加

详细的细胞生物学研究尚未见报道
.

我们采用光镜透射 电镜及电镜放射自显影技术
,

较

为系统地观察了农杆菌与禾本科作物谷子培养细胞相互作用的关系及其转化的早期过

程
,

进一步从细胞生物学角度证实了特殊预处理的农杆菌能够转化禾谷类作物谷子细胞
.

P uP KP E
等

〔` 5〕
认为

,

对农杆菌敏感的植物细胞壁包含一个特异 的附着位点
,

而不敏感植物细

胞壁缺乏此位点
.

但是
,

高活性的农杆菌与谷子细胞共培养后
,

我们观察到农杆菌可向

不敏感的谷子细胞表面靠近
、

聚集并附着
.

在透射电镜下
,

我们观察到
,

农杆菌与谷子细胞共培养过程中
,

农杆菌变化最显著

的是其形态结构及内含物
.

在靠近谷子细胞一端
,

菌体内形成颗粒状浓密内含物
,

有些

菌体部分细胞壁溶解 (图版 I 一 7
,

8)
.

农杆菌侵染葡萄叶柄组织和豌豆幼苗组织时也发

现有类似的变化
〔` ,

·

’ 6〕
.

T ar b a h 等
〔` , ,
认为

,

细菌体内颗粒状内含物的形成是菌体对受伤植

物细胞所释放的物质反应
.

受伤的植物组织能诱使邻近的农杆菌演变成多型态
.

另外
,

农

杆菌形成颗粒状内含物及部分细胞壁溶解可能为 T一 D N A 释放及避免核酸酶降解提供

一种机制
〔 ’̀ 〕

.

因此
,

我们推测根癌农杆菌 T 一 D N A 转移至植物细胞内在细胞学方面包括

两个关键过程
.

首先
,

农杆菌附着于植物细胞表面并开始特定结合
;
其次

,

宿主细胞诱

使附着的农杆菌演变成多型态
,

即在菌体内形成颗粒状内含物
,

随后菌体部分细胞壁溶

解并释放出 T 一 D N A
.

在葡萄叶柄组织与农杆菌相互作用 1h8 后菌体形态开始发生演变
〔, 3〕

.

而我们的实验

揭示
,

高活性的农杆菌与谷子悬浮细胞共培养 h2 后菌体形态即发生演变 (图版 1 一 7 )
,

说

明本转化程序不仅能诱使农杆菌附着于谷子细胞表面
,

而且能诱使菌体形态演变提前发

生
.

经
3
H 一 T d R 标记和特殊处理的农杆菌与谷子细胞共培养不同时间后

,

T 一 D N A 银

颗粒在谷子细胞内的分布顺序为
,

细胞质周缘
、

细胞质内
、

核内
、

核仁 区域
.

随后
,

在

细胞团中较深的细胞内也有类似的顺序
.

在共培养后期
,

银颗粒在细胞特别是核仁区域

出现的频率较高
,

表明 T 一 D N A 最终转至并整合进核 D N A 中
,

其中与核仁有关的基因

群内插入位点可能居多
.

A m bor s
等用染色体原位杂交技术证实

: 1 k7 b 的质粒 T 一 D N A

主要插入 C er p is ca iP ll or ir s
的根尖染色体的临近核仁组织者区域的近着丝点处

〔“ 〕
.

继而
,

他们又证实
:

每一条 rC eP is 。 a

iln l a r i s 的根尖染色体均可作为 IR T 一 D N A 插入的靶位点
,

并且可多次插入相同基因群 (相同的或不同的染色体上
〔 , 〕 )

.
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