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根癌农杆菌致病基因及其生物学功能分析
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摘 要 用转座子标签技术克隆了位于农杆菌（D1$%4株）染色体上的致病基因 +03.、+435、0"35，简单介绍克隆技
术的研究思路和策略。染色体基因是农杆菌吸附到植物细胞表面所必需的基因，当某一基因发生突变时，就不能

完成贴壁反应而失去毒性。由于转座子 5C2的插入，导致染色体毒性基因失活，最终使农杆菌感染后的受体细胞
不能致瘤。用实验证据阐述各基因在 51E+D形成、转移、整合、表达等过程中担负的重要作用。对延宕至今的 51
E+D穿壁问题作了推测：植物细胞壁表面可能存有 51E+D的天然穿壁孔道。
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转座子是存在于染色体 E+D上可自主复制和移位的
E+D序列，它可以通过自身剪切、转移、整合等过程从基因组
的一个位置跳跃至另一个位置，由于转座子的跳跃，引起了

插入位点的基因突变，从突变株的基因文库中筛选出带有该

转座子的克隆，再利用这部分序列从野生型基因文库中克隆

得到完整的目的基因［!］。!""&年，小岛研究室的成员利用转
座子标签技术，成功地分离和克隆了一个位于野生型农杆菌

（D1$%4）染色体上的致病基因 +03.。近年来，又从农杆菌染
色体中分离出 $个与致病有关的基因，并得到了几个丧失致
病能力的变异株。本文结合其中的部分工作，对该技术的研

究思路作一概述，为植物基因工程的基础研究提供参考。

! 转座子标签的研究策略

以携有转座子 5C2的大肠杆菌 D1&$（HIJ6I!）为供体菌；
野生型农杆菌（D1$%4）为受体菌，将 D1&$和 D1$%4分别置 KJ
液体培养基中培养，在含有卡那霉素、庆大霉素和利福平的

选择平板上，选出转化子。将这些转化子菌液分别接种于胡

萝卜根切片表面，$ L &周后，调查胡萝卜切片接种表面肿瘤
的大小和有无。通过两次 2%%%余个单菌落的接种筛选，共
得到 #个不能致瘤的变异菌株，编号分别为 J1!!"、J1!&"、J1
!6%、J1$6%、J1$66、J1$64。为了进一步验证本次的结论，又用
这 #个变异菌株对紫景天的茎、叶再次接瘤试验，结果与胡
萝卜切片试验完全相同。由此可推定这 #个变异菌株可能
是转座子（5C2）插入引起了农杆菌遗传背景的改变。
在 #个变异株中，为了确定各自的 5C2插入靶位，从变

异株中同步抽提质粒 E+D和染色体 E+D，精制后在琼脂糖
凝胶板上电泳 $A，由于质粒 E+D和染色体 E+D分子量大小
不等，其迁移率也不同，经印迹、杂交（以&$ H15C2为探针），可
根据杂交带出现的位置确定 5C2插入的位点［$］。

" 致病基因的分离

变异株总 E+D分别用 .+6M!和 70(N!酶解后，将酶
切片段连接到 >OG!4 多克隆位点，在选择平板上筛选重组
子，用&$ H15C2探针对重组 E+D进行分子杂交，以确定 5C2的
有无。再根据 HOG!4E+D多克隆位点的已知序列，设计一段

$%/>引物对重组 E+D测序分析，便可求得 5C2插入位点及
两侧序列，将所得序列与已知基因序列进行同源性分析，以

此分离出相关基因。根据上述研究，变异株中 5C2插入位点
列表如下：

表 ! #$%插入位点

#&’() ! #$% *$+),-*.$ +*-)+

编 号 J1!!" J1!&" J1!6% J1$6% J1$66 J1$64

部 位 染色体 染色体 染色体 5;1质粒 5;1质粒 5;1质粒

基因位点 +03. 0"35 0"3. 3#*5 /6& +435

/ 致病基因的鉴定

/0! !"#$基因
从 J1!!"中分离带有 5C2E+D片段，对其亲本 D1$%4 进



行同源重组，结果 !"#$%表现为无毒性；用限制酶 !"#!和
$%&!从质粒中切下 %’()片段，再将该片段导入 &"’’(，结果
&"’’(毒性得到恢复。测序结果表明：%’() 基因开始于

!)*，终止于 +*+。跨度为 ’,-./0，在起始密码上游 .位存有
12序列；从 3 ’ 4 3 .# 位为信号肽序列；3 ., 4 3 ’#( 位为

!56&蛋白的 7未端序列；而 )89是插入于 3 9,9与 3 9,:之
间［,］。

!"# !"#$基因
用携有 ’*(+ 基因的大肠菌（!":’;0+29#,）与辅助质粒

（!":.;0<=$’,#）及受体菌 &"’,(进行三亲杂交，在含有抗生
素的选择平板上筛选单菌落，再将该菌体对紫景天的茎或叶

接瘤试验，结果 &"’,( 毒性得到恢复。&"’,( 由于染色体上
的 ’*(+基因被 )89插入，更改了 ’*(+基因的阅读框架，使其
不能编码出相应的产物，从而失去了原有的生物学功能，最

终导致 )"27!在向宿主细胞转移的过程中出现了障碍或阻
断［-］。

!"! #%&$基因
以具有完整 (,-+ 基因的 !"#$% 质粒 27!为模板，用上

游引物（9>"*+*+**!*)+!!!*!!+!++)+**",>）和下游引物
（9>")+!*++!!+!++*++!+*+!*!!*",>）进行 ?+< 扩增，扩
增出 #@%A/片段。产物精制后，连接到穿梭载体 0B+2#中，
再将该重组质粒导入 &"#-$，经紫景天茎和胡萝卜根接种试
验，&"#-$毒性得到恢复。从 &"#-$ 中克隆插有 )89 的 (,-+
基因，经测序及同源性分析，新克隆 (,-+ 基因（#9$’ /0）与已
知 (,-+基因序列有 ((C的同源性［9］。
!"$ ’(#$基因
这是一个位于质粒 27!上刚发现的致病基因，从 &"#-%

中克隆带有 )89 的基因片段，经测序及同源性分析，在 !"
#$%;0)D+9%的已知基因中尚未检索到与新克隆的基因片段
具有相近同源性的序列，故暂称为 %.(+ 基因。其跨度为
’(-(/0，该基因有 ,个开放阅读框架，大小分别为 E<F’：,99
/0（ 3 ’ 4 3 ,99）、E<F#：#:$ /0（ 3 %%( 4 3 ’$-(）、E<F,：%$$/0
（ 3 ’’-. 4 3 ’(-.），)89插入于 3 -与 3 9之间［#］。
!"% )*+基因

/01基因位于 )"27!区域内，当 )89插入该区域后导致
毒性明显减弱但未丧失。采用上述方法，从 &"#--中克隆的
基因片段，经测序及同源性分析，与已知 /01 基因序列有
(%C的同源性。

$ )链形成和转移

目前，在农杆菌染色体上已克隆和鉴定了 ’$ 个与 )"
27!剪切、复制、转移有关的基因，并对各基因的生物学功能
进行了描述和推测。有资料表明，染色体基因是农杆菌吸附

到植物细胞表面所必需的基因，当某一基因发生突变时，就

不能完成贴壁反应而失去毒性［:］。由于转座子 )89的插入，
敲除了染色体毒性基因，最终使农杆菌不能致瘤。但丧失毒

性是致瘤基因受阻于")链能否形成；#)链形成后能否及
时转移；$)链如何穿越细菌、宿主细胞的壁和膜系统；%)

链如何进入细胞核等环节中的哪一步？为了究其原因，小岛

研究室的成员重点对 %’() 基因和 ’*(+ 基因作了探讨，进一
步验证它们在 )"27!转移中担负的重要角色。

$"& ’单链的形成及检测
&"’’(、&"’,(因 GDH 区域未受转座子插入，仍保持正常

6DH功能，用乙酰丁香酮（!1）活化 &"’’(、&"’,(的 (,- 基因操
纵子系统后，便能在其中测到 )单链，且该条单链来自于 )"
27!的下链。这一结论可用 )"27!双链探针、)"27!上链
探针和 )"27!下链探针进行 1IJKLMH8杂交给予证明。提取
经 !1诱导后的 !"#$%、&"’’(总 27!，电泳后在非变性的条
件下印迹于尼龙膜，用上述三种探针杂交后，!"#$%、&"’’(在

)"27!下链探针区都显示出杂交信号，其余两种探针区未有
信号产生。)单链用核酸酶处理后又被降解，杂交时也无信
号出现。这一结果表明，)"27!是剪切下方的一条链经包装
后再转移的。同时也表明 &"’’(中的 %’() 基因、&"’,(中的
’*(+基因插有转座子后不影响 )单链的生成［.］。

$"# ’单链的包装
)单链形成后需经包装方能转移，一方面可以改变 )链

构象，缩小体积；另一方面还可以免遭核酸酶降解，提高转移

效率。目前，)链转移形态能被学者接受的是 )链复合体，
即 GDH2#蛋白与 )链 9>末端共价结合，其余部分由 GDHN#蛋
白包被形成细长的 )链蛋白复合体，但至今这种复合体在植
物细胞中尚未测到［%］。我们认为这并非是唯一模式，可能还

有其它蛋白（如 !56&蛋白 、GDHF蛋白）参与。证据有二：一
是用免疫法曾检测到 !56&蛋白和 )链的复合体［(］；二是用
%’()蛋白和,# ?标记的 )链复合体与番茄原生质体共培养，
转化效率比只用 )链培养时提高 .倍［.］。
$"! ’单链的转移

)链转移的第一步是 )链复合体穿越细菌细胞的内膜
和外膜，然后穿越由 (,-) 基因产物构筑的分子通道。最近
的研究表明，%’()蛋白（-.A2）和 +L6!蛋白（:9A2）也参与了
穿越过程。下面的实验结果可以佐证这一点：用 %’() 基因
插入表达载体（?OP#-），使其在大肠杆菌中表达，用免疫沉
淀法测定 %’()基因产物的淤积埸所，结果发现，大肠菌的外
周质中存有大量 !56&蛋白和与 )链结合的复合体［.］。因
此，%’()基因产物可能是一种跨膜蛋白。另外，从下面的实
验也找到 # 个间接证据：’）在添加 !1 的培养基中培养 !"
#$%、&"’’(、&"’,(，利用 121电泳分析 ,种菌体外膜的蛋白组
分，结果发现在 9 4 ’9 A2区域内 ,种菌体的蛋白组分有明
显差异，&"’,(出现 #条淡色泳带；&"’’(出现 #条深色泳带；

!"#$%出现 . 4 %条泳带。#）用扫描电镜观察上述 ,种菌体
形态，其结果为：&"’,( 缺失性线毛；&"’’(性线毛不完整；!"
#$%有较长的性线毛［-］。以上的研究间接证明了因 %’() 基
因和 ’*(+基因突变引起蛋白组分和菌体形态发生差异，丧
失或削弱 !56&蛋白和 +L6!蛋白在 )链穿越中的重要作用，
最终导致 &"’’(、&"’,(不能致瘤。与此相关的直接证据也有
两点：’）用含有&"半乳糖苷酸酶（*B1）基因的植物表达载体
0Q*’#’"RS导入 &"’’(菌株，然后用转化菌对紫景天叶片接
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种，!天后检测叶片内 "#$的瞬时表达量，结果叶片内未测
到 "#$活性，但用烟草原生质体作 %&"’(’)*+受体时，却测
到了较高的 "#$活性。由此说明，,链转移受阻于植物细胞
壁，可能正是由于 !"#$基因突变的缘故。

! ,"-./的瞬时表达

,)-./导入宿主细胞后，大部分并未插入到染色体上，
而是以游离状态存在于细胞核内，这些游离态 -./常发生
构象变化，并在核内转录产生 0./。但这种转录维持不长，
,)-./在细胞核内滞留时间过长，将会被核酸酶所降解［’1］，
届时，转录也随之消失。当 ,)-./从到达细胞核至未被降
解前的时间段内（! 2 ’13），常常会在宿主细胞内进行瞬时表
达。根据这一原理可以对相关基因的功能作进一步分析。

将植物表达载体 %&"’(’)*+导入 /)(14、5)’’6、5)’!6、5)
(71、5)(77、5)(74，用同时添加潮霉素、利福平、卡那霉素的平
板选择转移接合子，再用该菌体对紫景天叶片接种，每隔 74
8用荧光比色法测定叶片汁液中 "#$的瞬时表达量。由于

%&"’(’)*+中的 "#$基因插有一个内含子，使得该基因只能
在真核生物中表达，而不能在原核生物中表达，这样，由叶片

测得的 "#$活性皆为 ,)-./的瞬时表达量，排除了农杆菌

"#$的污染。由表 !可知，5)’’6、5)’!6的表达量很低，可能
与 ,)-./未能转移至细胞核有关，这与上文提及的 ,)-./
受阻于穿壁或穿膜过程是相吻合的。5)(71、5)(77、5)(74的
表达量较高，说明 ,)-./能正常转移至细胞核内，但不能致
瘤可能是整合阶段出现障碍。

表 # 紫景天叶片 $%&的瞬时表达（’"甲基伞形酮 ()*+,)-.,)/酶）

012+3 # $%& 145-6-57 -. 3859145: ;9*) ! < "#$%&’()*+$#*# +3163:

-.*4=+153> ?-5@ 619-*=: :591-.: *; , < +-(’.#/$’*0 @192*9-./

(A$B#B"C)（()*+ *; ’")35@7+=)23++-;39*.3,)-.,)/ (9*53-.）

$9:;<= ! 3 > 3 ? 3 6 3 ’’ 3

/)(14 1 71 @ (>A’ ?! @ (>A’ (!6 @ ’7B ’>6 @ ?>

5)’’6 1 1A> @ 1A> 1 1A! @ 1A( 1A! @ 1A(

5)’!6 1 1A6 @ 1A4 1 1A( @ 1A’ 1A( @ 1A’

5)(71 1 7BA! @ (?A( ?1AB @ >BA1 ’!( @ 7!A1 ’11 @ B!A1

5)(77 1 (! @ ’’A4 7?A1 @ (7A6 ((A? @ ’(A1 ’!A1 @ 4A>

5)(74 1 !B @ ’6A1 >4A1 @ !1A1 B4A1 @ 7BA1 7?A1 @ !!A1

D ,"-./的整合

,链整合是转化的另一阶段，,链插入位点没有特定的
位置，但一致认为转录的活性部位是 ,链插入的最适位点，
因为这些区域常常发生局部松弛，更容易与外源 -./ 互
作［’’］。有研究表明，,)-./的左侧序列在整合过程中表现
有更高的精确性［’(］，在 ,)-./和植物基因组靶位 -./之间
的序列虽然发现有充分的同源性，但是，,)-./和受体 -./
至少要有 (1C%的 -./序列完全同源和合适的调控系统，才
能具备整合的基本条件［’!］。且同源片段多，整合容易发生。

这就解释了转化频率高低依赖于植物基因型的原因。

用导有 %&"’(’)*+的变异菌株接种烟草培养细胞，调查
烟草培养细胞中 ,)-./ 的整合情况。结果显示，5)’’6、5)
(74均未产生卡那霉素抗性细胞，5)(71出现少量抗性细胞，
5)(77和 /)(14出现较多的抗性细胞。这一结果说明 5)(77
虽然 ,+D插有转座子，但它仍与 /)(14一样，完成 ,)-./向
宿主染色体整合过程，使转化细胞出现卡那霉素抗性。而其

它转化细胞未出现抗性是因为 ,)-./没有得到整合。
综上所述，野生型农杆菌的染色体 -./或质粒 -./由

于 ,=>插入，改变了农杆菌的遗传背景，使其丧失了原有的
毒性。染色体基因（ !"#$、"%#&、"%#$）发生变异时，,)-./在
穿越壁膜阶段便受到阻碍；质粒基因（ #’(&、!)#&）变异时，整
合阶段将发生障碍；瘤基因（ *+,）发生变异时，不影响 ,)-./
的转移和整合，只是影响植物瘤的形成。

E 推测与展望

当 ,链复合体穿过细菌细胞壁膜后，进入下一阶段的最
大屏障应是植物细胞壁。目前，关于跨越植物细胞壁的机制

了解得不多，但研究者以支持 E<:5蛋白组成的运动载体机
制为多，除此之外是否还有其它运输机制呢？从植物细胞的

形态特征和解剖构造分析，植物细胞的壁蛋白是否协同 ,)
-./ 的进入；细胞壁表面的纹孔是否能成为 ,)-./的天然
通道。其理由是：,链复合体的孔径为 (=+，而纹孔直径是
!1 2 B1 =+（等于胞间连丝的直径）［’7］，该孔径足以满足 ,链
复合体的穿过，但目前毫无这种可能性存在的证据，只是清

楚植物感染病毒时，纹孔或细胞连丝是病毒 -./的通道［’>］。
结合我们的研究，试作如下推测：农杆菌细长的性线毛构成

了细菌与受体细胞的粘附器，它在贴壁反应中起重要作用，

贴壁反应一旦完成，性线毛很快在受体细胞的表面寻找穿越

障碍最小的薄弱点———纹孔，此时，由于受体细胞正处于感

受状态，纹孔膜容易被性线毛的末端蛋白所降解，或末端蛋

白容易在膜上驻留。然后，以类似于细菌转导过程的方式，

将 ,)-./注射到植物细胞内。-F3G<D等在研究农杆菌附着
植物细胞机理中观察到植物细胞表面有位数不多的农杆菌

“附着点”，在附着的初期，许多细菌会发生竞争附着［’B］，这

种“附着点”是否与纹孔有关需作研究。

当 ,链复合体越过第一屏障后，余下的过程就显得容易
了，因核孔直径较 ,链大 7 2 >倍（6 2 ’1=+），质膜、核膜中的
镶嵌蛋白经 ,链复合体的引导，发生构象改变，最终成为 ,)
-./越过的通道。但 ,)-./是以 ,链复合体进入核内还是
以 ,单链进入核内至今尚不明了。如果是前者又是如何解
离为 ,单链去完成整合或进行瞬时表达呢？直接导入法否
定了 ,链复合体的整合过程。
研究中分离出的 5)(77菌株，无论是染色体基因还是质

粒基因都保持着原有的生物功能，仅致瘤基因中的 *+, 被转
座子插入而失活。根据 5)(77具有的特性：!含有 ,)-./剪
切、转移、整合的全部基因；" *+, 基因因转座子插入而失
活；#胭脂碱合成基因仍被保留。我们设想，用 5)(77 菌代
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替 !"#$$%$，以武装载体代替卸甲载体，可作为更有效的外
源基因载体加以开发利用，建立与其配套的转化系统，为实

现农杆菌介导的外源基因高效转化提供另一途径。近年来，

我们用 "&’$$构建的工程菌对荞麦、牵牛花、桑树幼苗进行
了整体转化试验，短期内得到了一些转化体。这一转化系统

大大简化了转导程序，省去了组织培养的繁琐步骤，能转化

许多受体材料的生长点和分生组织细胞，拓展了农杆菌转化

的应用范围。
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