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蛋白质亚细胞定位实验课程在细胞生物学

实验教学中的应用
宋洁琼  包曙光  李鲁华  朱士锋  门淑珍*

(南开大学生命科学学院植物生物学和生态学系, 天津 300071)

摘要      蛋白质的亚细胞定位是功能基因组学的重要研究内容。瞬时表达是一种简单快速的

研究蛋白质亚细胞定位的实验技术。该实验设计了适合为本科生开设的综合实验课程。该实验项

目利用在烟草叶片中瞬时表达荧光蛋白研究蛋白质的亚细胞定位。该文对实验原理、方法及教学

安排等进行了详细的介绍, 该实验设计为高校生物学实验教学提供了有价值的参考。
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Determination of the Subcellular Localization of Proteins as An 
Experimental Course in Cell Biology 
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Abstract       Genome sequencing has resulted in the identification of a large number of genes with unknown 
function. Determination of the subcellular localization of the encoded proteins is crucial for identifying their 
function. Transient expression is a simple and fast technique to study the subcellular localization of proteins. 
Here, we present an experimental course suitable for undergraduate students. In this course, students will analyze 
the intracellular localization of fluorescent proteins transiently expressed in tobacco leaves. We describe the 
experimental principle, step-by-step protocol, and teaching arrangement in detail. This experiment provides 
valuable references for the experimental teaching for undergraduate students.
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细胞是生物体的基本结构和功能单元, 同时细

胞也是一个复杂的系统, 在细胞内进行着许多生物

化学过程。为了使这些生化过程有序和高效地进行, 
真核生物体的细胞产生了区域化(compartmentation), 
其中, 有许多具有被膜的细胞器。例如, 光合作用发

生在叶绿体中, 而呼吸作用发生在线粒体中, 不同的

代谢过程是由不同细胞器中的酶或功能蛋白质所完

成的[1]。由此可见, 蛋白质的亚细胞定位(subcellular 
localization)是与其功能密切相关的, 对蛋白质功能的

研究通常需要确定其亚细胞定位[2]。为了更好地让本

科生了解细胞生物学领域的基本研究方法, 我们设计

了利用烟草叶片瞬时表达系统研究蛋白质亚细胞定
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位的教学实验。一方面, 该实验项目让学生熟练掌握

瞬时表达技术和荧光显微镜的使用; 另一方面, 通过

该实验项目的学习, 培养学生的综合科研能力, 为细

胞生物学研究型人才的培养提供科研训练内容。

1   实验原理
蛋白质的亚细胞定位是与其功能密切相关的。

例如, 对基因表达进行调控的转录因子通常定位于

细胞核中; 参与细胞物质运输的转运蛋白通常定位

于细胞膜; 参与光合作用的蛋白质定位于叶绿体。

因此, 对目的蛋白质亚细胞定位的研究将有助于揭

示其功能。蛋白质亚细胞定位的研究方法主要分以

下三种。(1)生物化学方法。该方法主要利用蔗糖密

度梯度离心来收集组织悬液中各种细胞器, 通过电

泳分离和蛋白质免疫印迹杂交(Western blot)来确定

目的蛋白质存在于哪种细胞器中[3]。该方法在动物、

植物和病毒的研究中有广泛的运用, 但是该方法需

要获得目的蛋白质的特异抗体, 而且不同的生物样

品对密度梯度材料的要求有很大差异。(2)蛋白质

免疫荧光原位杂交。该方法主要通过抗原和抗体的

特异反应, 抗体识别并结合蛋白质分子表面的抗原

决定簇, 借助抗体上的荧光标记显示蛋白质的亚细

胞定位[4-5]。该方法同样依赖于目的蛋白质的特异抗

体。(3)与荧光蛋白融合的方法。克隆所研究蛋白质

的编码基因, 进行植物表达载体的构建, 将该基因序

列与荧光蛋白[例如绿色荧光蛋白(green fluorescent 
protein, GFP)、黄色荧光蛋白 (yellow fluorescent 
protein, YFP)或红色荧光蛋白(red fluorescent protein, 
RFP)等]的编码序列相融合, 使两个基因融合成一个

开放阅读框(open reading frame, ORF), 从而使目的

蛋白质和荧光蛋白质串联表达。将获得的融合基因

的表达载体转化入植物细胞中, 通过荧光显微镜或

激光共聚焦显微镜观察荧光蛋白质的定位情况, 从
而确定目的蛋白质的亚细胞定位[2]。该方法不需要

目的蛋白质的特异抗体, 但是需要进行基因克隆和

表达载体构建。

在第三种方法中, 既可以通过转基因获得稳

定表达融合基因的转基因植株, 然后进行荧光显微

镜观察, 也可以利用瞬时(transient)表达技术, 将融

合基因转到植物细胞中, 使其在细胞内短暂的高表

达, 便于观察其胞内定位。瞬时表达技术简单、快

速、不需要组织培养和再生, 目前已广泛应用于蛋

白质亚细胞定位和蛋白质相互作用等研究[6]。植物

瞬时表达技术主要包括基因枪法[7]、农杆菌渗透法

(agrobacterial infiltration)[8]、电击法[9]、聚乙二醇

(polyethylene glycon, PEG)法[10]和植物病毒载体介导

法[11]。其中, 农杆菌渗透法应用较为普遍, 主要原因

是该方法简便、高效、可靠、节省时间[8,12]。该方

法将含有目的基因的植物表达载体导入农杆菌中, 
培养和收集农杆菌细胞, 注射烟草或者拟南芥等植

株的叶片, 让目的基因在叶片细胞中表达一定的时

间后, 取材进行显微镜观察或者进行蛋白质互作等

后续实验[8]。

本实验利用瞬时表达技术, 将构建好的融合表

达载体导入农杆菌中。通过农杆菌渗透法, 将融合

基因导入烟草叶片细胞中, 使融合基因在烟草叶片

细胞中表达, 然后, 利用激光共聚焦或荧光显微镜观

察荧光蛋白质的亚细胞定位。

2   教学设计与安排
2.1   教学目的

开设本实验的目的是使本科生学习和掌握农

杆菌渗透法, 并利用该方法在烟草叶片中瞬时表达

目的基因; 掌握利用与荧光蛋白融合的方法研究蛋

白质的亚细胞定位的实验技术, 同时, 在实验过程中

熟悉和掌握荧光显微镜的使用方法。

2.2   教学重点与难点

本实验的教学重点是通过与荧光蛋白质融合

的方法, 研究蛋白质的亚细胞定位, 系统地掌握瞬时

表达技术的原理及利用农杆菌渗透法在烟草叶片中

瞬时表达目的基因。教学难点在于利用荧光显微镜

观察荧光蛋白质, 熟练地掌握荧光显微镜的使用及

运用相关的理论知识对观察的结果进行分析。

2.3   实验材料与设备

2.3.1   实验材料      3~4周苗龄的本氏烟草(Nicotiana 
benthamiana ) ,  含有 35S:EGFP(定位于胞质和

核 )、AKDE1-YFP(AKDE1:2-OXOGLUTARATE 
DEHYDROGENASE E1,  酮戊二酸脱氢酶 ,  定
位于线粒体 ) [13]、PIP2A-RFP(PIP2A:PLASMA 
MEMBRANE INTRINSIC PROTEIN 2A, 定位于细

胞膜)[2]和Px-RFP(在RFP的C-末端加了过氧化物酶

体定位信号Ser-Lys-Leu, 定位于过氧化物酶体)[2,14]

质粒的农杆菌菌株C58C1。上述质粒的抗性筛选标

记均为卡那霉素。
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2.3.2   实验仪器和用具      本实验所用仪器和用具

有: 荧光显微镜、植物光照培养箱、恒温摇床、离

心机、超净工作台、高压灭菌锅、记号笔、接种环、

微量移液器、吸头、注射器、载玻片、盖玻片、剪

刀和镊子等。

2.4   教学安排

2.4.1   学时安排      本实验可分为以下5个阶段: (1)
配制YEP液体培养基及接种农杆菌(8学时); (2)配制

所需试剂、农杆菌扩大培养及测定D值(8学时); (3)
离心收集农杆菌细胞及重悬(6学时); (4)渗透注射烟

草叶片(6学时); (5)教师讲解荧光显微镜的使用, 学
生观察实验结果并拍照(16学时)。本实验安排48学
时, 课前准备4学时, 由教师或助教完成。

2.4.2   课前准备      播种本氏烟草种子(实验前3~4
周); 复苏农杆菌菌种(实验前3 d配制YEP固体培养

基, 倒平板, 然后取冻存的菌种划线, 于28 ºC培养箱

中培养)。
2.4.3   实验分组      建议实验中每组2~4人, 每个小

组可以注射不同的荧光蛋白, 组员之间协调配合, 共
同合作完成实验流程, 共同观察实验结果并拍照, 积
极参与讨论。

3   实验步骤
3.1   实验材料的准备(由指导教师或助教完成)

首先, 播种本氏烟草种子, 放在植物光照培养箱

中培养。培养箱的温度设置为23 ºC, 光周期为16 h
光照/8 h黑暗, 光照强度约为12 000 lux。3~4周龄的

烟草可用于实验。需要注意的是, 烟草的生长状态

对实验的成功至关重要, 需培养出如图1中的健壮烟

草植株。因此, 指导教师或助教需要精心照管所种

植的烟草, 避免浇水过多或者过少。另外, 最好在2
周龄时浇1次营养液(例如Hoagland营养液)。其次, 
配制YEP固体培养基(添加相应的抗生素, 例如本实

验所用的培养基需添加50 μg/mL利福平、50 μg/mL
卡那霉素、50 μg/mL庆大霉素), 将保存在–80 ºC冰
箱中的上述农杆菌菌种用接种环在YEP固体平板上

划线, 倒置放在28 ºC生化培养箱中培养2~3 d, 培养

期间要查看菌落生长情况。

3.2   实验试剂的配制方法

(1)YEP液体培养基(100 mL): 取酵母提取物

1 g、蛋白胨1 g、NaCl 0.5 g, 用100 mL蒸馏水溶

解并高压灭菌; (2)抗生素: 50 mg/mL利福平(Rif)

储 存 液、50 mg/mL庆 大 霉 素(Gentamycin)储 存

液、50 mg/mL卡那霉素(Kanamycin)储存液; (3)农
杆菌活化液: YEP液体培养基添加50 μg/mL利福平、

50 μg/mL卡那霉素、50 μg/mL庆大霉素、10 mmol/L 
MES(pH5.7)、20 μmol/L乙酰丁香酮(acetosyringone, 
AS); (4)农 杆 菌 渗 透 缓 冲 液MMA: 10 mmol/L 
MgCl2、10 mmol/L MES(pH5.7)、150 μmol/L 
AS。
3.3   培养和活化农杆菌

在超净工作台中挑取单个农杆菌菌落, 接种于

5 mL YEP液体培养基(含50 μg/mL利福平、50 μg/mL
卡那霉素、50 μg/mL庆大霉素)中, 在28 ºC恒温摇床

中振荡培养2~3 d。培养期间要查看菌液的生长状态, 
当菌液的D值在0.8~1.0时, 进行下一步操作。需要

注意在接种后的试管上做好标记, 注明所接种的农

杆菌含有的质粒种类。将上述培养好的菌液按1100׃
稀释(用农杆菌活化液稀释), 在28 ºC恒温摇床中培

养16~20 h, 直至D值在0.6~0.8之间。然后, 将农杆菌

菌液收集到50 mL离心管中, 5 000 r/min离心10 min
收集菌体。用农杆菌渗透缓冲液MMA[10 mmol/L 
MgCl2、10 mmol/L MES(pH5.7)、150 μmol/L AS]重
悬菌体, 使菌液的D值约为1.0, 将上述重悬后的菌液

在室温放置3 h后注射烟草叶片。

3.4   注射烟草叶片

用10 mL的注射器吸取重悬好的农杆菌菌液, 
然后将注射器的针头去掉, 在烟草叶片背面扎孔, 一
只手托住烟草叶片, 另一只手推压注射器使菌液渗

入小孔周围的烟草叶片组织。每个叶片选取3~5个
区域注射(图1)(注意: 在烟草叶片背面进行注射; 推
压注射器时不能用力过大, 以免菌液喷溅到脸上; 注
射时最好戴口罩)。注射后的烟草放回光照培养箱中, 
生长2 d左右, 进行荧光观察。

3.5   荧光显微镜观察和拍照

首先, 在注射孔周围剪取0.5~1 cm2大小的叶片

组织, 避免剪到主叶脉。然后, 在载玻片中央滴一滴

水, 用镊子将剪好的叶片组织放入水中(注意叶片背

面朝上), 盖好盖玻片。然后, 在荧光显微镜或激光

共聚焦显微镜下观察荧光蛋白的亚细胞定位, 并采

集图片。

3.6   实验中需要注意的问题

为保证本实验的正常进行, 我们总结了本实验

在具体实践中应注意的问题, 教师需要指导学生特
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别注意以下几点: (1)渗透注射时要选取健壮的烟草

植株, 苗龄不要超过4周; (2)选取幼嫩健壮的叶片进

行渗透注射, 注射区选在叶脉间区域, 避开大的叶

脉, 推压注射器时不要用力太大, 在此过程中要带上

口罩, 以免菌液溅到脸上; (3)注射完每个叶片后, 要
及时做好标记, 注明注射的农杆菌所含的质粒。

4   结果
用含有35S:EGFP(图2A)、PIP2A-RFP(图2B)、

AKDE1-YFP和Px-RFP(图3)质粒的农杆菌注射烟草

叶片, 48 h后利用荧光显微镜进行观察, 结果如图2
和图3所示。

用含有AtBAG5-EGFP(定位于线粒体)[15]和线粒

体标志物CD3-991[2]质粒的农杆菌共同注射烟草叶片, 
48 h后利用激光共聚焦显微镜进行扫描。结果显示, 
AtBAG5-EGFP信号(绿色)与线粒体标志物CD3-991
的信号(红色)重叠为黄色, 说明二者共定位(图4A)。
用含有NUP1-EGFP(定位于核膜)[16-17]质粒的农杆菌注

射烟草叶片, 48 h后利用细胞核的染料4′,6-二脒基-2-
苯基吲哚(4′,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI)进行染

色, 然后利用激光共聚焦显微镜进行扫描。结果显示, 
NUP1-EGFP信号(绿色)位于细胞核信号(蓝色)的外

围, 表明NUP1-EGFP定位于核膜(图4B)。

5   讨论
5.1   开设该实验项目的意义

在生物体内, 蛋白质被运输到各个特定的细胞

A: 增强型绿色荧光蛋白(EGFP)信号, GFP定位于胞质和细胞核(箭头指示细胞核), 标尺=20 μm; B: 红色荧光蛋白(PIP2A-RFP)信号, PIP2A-RFP
信号定位于细胞膜, 标尺=50 μm。BF代表明场。

A: enhanced green fluorescent protein (EGFP) signal, GFP located in the cytoplasm and nucleus (arrows indicate nucleus), scale bar=20 μm; B: red 
fluorescent protein (PIP2A-RFP) signal, PIP2A-RFP located in plasma membrane, Scale bar=50 μm. BF represents the bright field.

图2   定位于胞质和核以及细胞膜的荧光蛋白

Fig.2   Fluorescent proteins localized in cytosol and nucleus, and plasma membrane

(A)
BF 35S:EGFP Merged

BF PIP2A-RFP Merged

(B)

图1   渗透注射烟草叶片

Fig.1   Infiltration of tobacco leaf
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器或者亚细胞结构中参与细胞的生命活动, 蛋白质

在细胞中的正确定位是其行使生物学功能的前提。

因此, 分析蛋白质的亚细胞定位有助于研究功能未

知蛋白质的功能, 同时可以根据蛋白质亚细胞定位

的信息, 预测蛋白质之间的相互作用。该实验课程

将植物瞬时表达技术与荧光或激光共聚焦显微镜技

术相结合, 可以在有限的课时安排中使本科生获得

很好的实验结果, 使同学们直观的观察到蛋白质的

亚细胞定位情况。该实验项目的开展旨在使同学们

了解研究蛋白质亚细胞定位的方法, 同时也让同学

们对瞬时表达技术有一定的认识。通过该实验课程

的学习, 学生应该能够独立完成所需试剂的配制、

农杆菌的培养和烟草叶片的渗透注射, 熟练掌握荧

光显微镜的使用方法, 拍摄到质量较好的荧光照片, 

Px-RFP AKDE1-YFP

(A) (B)

A: 红色荧光蛋白(Px-RFP)信号, Px-RFP定位于过氧化物酶体(图中如箭头所指的点状结构), 标尺=20 μm; B: 黄色荧光蛋白(AKDE1-YFP)信号, 
AKDE1-YFP定位于线粒体(图中如箭头所指的点状结构), 标尺=20 μm。

A: red fluorescent protein (Px-RFP) signal, Px-RFP located in the peroxisome (dot structures), scale bar=20 μm; B: yellow fluorescent protein (AKDE1-
YFP) signal, AKDE1-YFP located in the mitochondria (dot structures), scale bar=20 μm.

图3   定位于过氧化物酶体和线粒体的荧光蛋白

Fig.3   Fluorescent proteins localized in peroxisome and mitochondria

A: AtBAG5-EGFP与线粒体标志物CD3-991共定位, 标尺=10 μm; B: NUP1-GFP定位于核膜, 标尺=50 μm。

A: co-localization of AtBAG5-EGFP and the mitochondrial marker CD3-991, scale bar=10 μm; B: NUP1-GFP localizes to nuclear envolope, scale 
bar=50 μm.

图4   激光共聚焦显微镜扫描的亚细胞定位图像

Fig.4   Subcellular localization photos taken by confocal laser scanning microscope

AtBAG5-EGFP CD3-991

BF NUP1-GFP DAPI

(A)

(B)

Merged

Merged
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并能规范地展示实验结果。

5.2   实验安排

本文的通讯作者已在本校的生物学综合实验

教学中连续3年开设该实验课程, 取得了很好的效

果。该实验课课时安排为48学时, 每年都能顺利完

成, 每个实验小组都顺利注射了烟草叶片, 成功表达

了荧光蛋白, 并获得了很好的荧光显微镜照片。该

实验项目包括植物瞬时表达技术与荧光显微镜观察

等细胞生物学的基本技术手段, 这些技术所涉及的

相关实验在部分的高校已有开展, 并且也具备一定

的实验条件。课前由教师或助教播种烟草、活化菌

种为实验做好准备, 实验试剂配制及实验所需器皿

的灭菌由学生完成, 课堂中提出的思考题由教师和

学生共同完成。

如果需要缩减课时, 农杆菌的YEP液体培养、

离心收集菌体及重悬等(即3.4.1学时安排部分的1~3
部分)实验步骤可由指导教师或者助教完成, 学生完

成烟草叶片的注射和显微镜观察实验。

如果将本实验作为拓展训练项目或者科研训练

项目开展, 除了以上的实验安排之外, 可以将基因克

隆、植物表达载体构建和农杆菌的转化等实验纳入其

中。有条件的学校可使用激光共聚焦显微镜观察荧光

蛋白的亚细胞定位和共定位。激光共聚焦显微镜分辨

率高, 可以更加清晰地呈现蛋白质的定位情况。

5.3   实验教学中的注意事项

在农杆菌培养和离心收集农杆菌细胞时, 提醒

学生收集对数生长期的农杆菌; 重悬菌体时D值不

能太低, D值太低影响荧光蛋白的瞬时表达效率, 这
两点容易被学生忽视。在烟草叶片注射过程中, 选
取幼嫩健壮的叶片注射, 但是也不能选择太幼小的

还未伸展的叶片。注射区域选在叶脉间区域, 避开

大的叶脉。注意提醒学生注射完每个叶片后要及

时做好标记, 注明注射的农杆菌所含的质粒。这一

点也是学生在独立操作过程中易于疏忽的地方, 常
常将所注射的菌种弄混, 在荧光显微镜观察时产生

困惑。使用荧光显微镜观察荧光蛋白是该实验课程

的重点也是难点, 实验时可先由指导教师找到有荧

光的叶片区域, 并让每个同学观察荧光情况, 然后指

导教师需要给学生演示如何拍照并讲解拍照的参数

等, 最后由同学们独立完成操作。

5.4   实验教学效果

该实验课程已经在本校开展多年, 通过学生的

课堂反应和对实验报告的分析发现, 不同的农杆菌

菌株和烟草的生长状态会直接影响荧光蛋白瞬时

表达的效率; 注射时农杆菌的浓度和菌的活力也会

对瞬时表达的效率产生影响。因此, 在进行预备实

验时指导教师或助教应该对教研室的农杆菌菌株进

行比较, 选择瞬间表达效率高的菌株; 同时, 精心种

植本氏烟草, 为学生准备长势良好的实验材料。实

验教学时应该提醒学生注意收集对数生长期的农杆

菌, 重悬菌体时D值不能太低。在烟草叶片注射过

程中, 由于叶片选取的位置不同, 学生注射时力度不

同, 也会影响转化的效率。因此, 注射前指导教师要

边讲解边示范。显微镜的使用是学生在该实验课程

中的难点, 需要学生熟练的掌握。从学生的问卷调

查中发现, 在开展本实验课程之前, 学生对本实验课

的相关理论知识的了解程度一般, 通过该课程的学

习, 学生都很好地掌握了实验中涉及的理论知识和

相关技术。通过该实验课程的学习, 学生了解了研

究蛋白质亚细胞定位的方法, 理解了如何将目的基

因与易于检测的报告基因融合, 构建融合基因表达

载体, 表达融合蛋白, 然后, 借助于报告基因的表达

产物的特征来定位目的蛋白。同时, 在实验操作过

程中, 学生也知道收集对数生长期的农杆菌, 熟练地

掌握烟草叶片的注射方法及独立的完成荧光显微镜

的操作。学生建议老师在本实验课程基础上进行一

定的拓展, 多讲解一些前沿知识, 建议多些独立操作

的时间。总体来看, 课堂效果较好、课时安排比较

合理、学生容易掌握, 通过该实验课程的学习, 学生

能够独立地完成操作。

5.5   本实验的推广与应用

(1)实验条件: 要求具备植物培养箱或者培养

室、农杆菌培养条件及荧光显微镜。

(2)教师的要求: 实验教师需要熟练掌握农杆菌

渗透方法, 熟练掌握荧光显微镜的基本操作。

(3)可在细胞生物学实验教学、植物生物技术

实验教学、综合实验或者科研训练课程中开设。
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