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根癌农杆菌转基因的分子机制
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摘 要 : 根 癌 农 杆 菌 将 T- DNA 转 移 并 插 入 寄 主 细 胞 的 基 因 组 , 需 要 趋 化 与 附 着 、vir 区 活 化 、T- DNA 切

割 及 转 运 、T- DNA 整 合 及 表 达 等 步 骤 。 本 文 对 这 些 步 骤 分 子 机 制 的 研 究 进 展 进 行 了 综 述 。
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野 生 型 根 癌 农 杆 菌 (Agrobacterium tumefaciens)是 一 种 土 壤 病 原 细 菌 , 它 通 过 根 部 伤 口 侵 入 植 物

体 , 刺激寄主在侵染部位形成冠瘿瘤 , 引发根癌病(crown gall)。该病害在世界范围内普遍发生 , 患病植

株株体衰弱 , 严重时可以整株死亡 , 因此 , 在生产上造成极大危害。冠瘿瘤的生成 , 是由于根癌农杆菌

染 色 体 外 遗 传 物 质———Ti质 粒 上 的 一 段DNA(T- DNA)转 移 到 植 物 细 胞 , 整 合 进 染 色 体 组 并 进 行 表 达

的结果。这种具有天然转基因功能的质粒 , 经过改造 , 在基因工程中可以用作基因转移的载体 [1]。农杆

菌介导的转化方法(Agrobacterium tumefaciens- mediated transformation, ATMT)是研究植物和真 菌反向遗

传学的常用技术。基于上述原因 , 近几年来 , T- DNA的转运 , 以及随后在植物(或者真菌)细胞中的整

合 , 表达乃至 遗传等问题 , 一直受到植 物病理学家 和遗传工程 学家 的 广 泛 关 注 , 参 与 这 些 步 骤 的 相 关

基因表达调控及其编码产物的功能研究方面多有报道 , 现就T- DNA外运的分子机理作如下概述。

1 T- DNA 转移概述

T- DNA 的转运及整合存在如下模式 :

A.根癌农杆菌由于趋化性而游向并附着到植物细胞表面。

B.农杆菌 Ti 质粒上的 vir 区基因活化表达 , 其 中 VirD2 将 T- DNA 切割下 来 , 并生成 VirD2- T 链 结

合物(VirD2- T strand complex); 而 VirB 各蛋白参与转运通道装配。

C.VirD2- T 链结合物穿越 VirB 通道 , 进入植物细胞 ; VirE2 与 VirE1 形成复合体 , 自同一通道穿过。

D.在植物细胞质 , VirE2 与 VirE1 解离 , 前者结合到 T 链(结合有 VirD2)上形成 T 复合体。

E.T 复 合 体 与 植 物 细 胞 因 子 结 合 : VirD2 与 AtKAPα、 亲 环 蛋 白 相 结 合 ; VirE2 与 VIP1 和 (或 者 )

VIP2 相结合 ; VirD2 核定位序列区磷酸化 ; AtKAPα 可能与推测的 AtKAPβ 相互作用。

F.T 复合体经核孔进入细胞核。在 VIP1 和(或者)VIP2 的作用下 , T 复合体靶向染色体。然后整合

进植物基因组 [2]。

2 趋化及附着

与活植物组织临近或接触 , 菌体形态受诱导向线形转变 [3] , 然后一端附着到植物体上。根癌农杆

菌具有两个 系统 , 控制对 植物细胞的 附着 : 一个依 赖于 AttR, 为所有 供试植物 的 发 病 以 及 侵 染 非 豆 科

植物根系所必需。另一系统调控根癌农杆菌结合到豆科植物根系上 [4]。以胡萝卜、拟南芥细胞为试材
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的实验表明 , 细菌合成的一种酸多糖 , 可能参与对植物细胞的附着 [5]。

3 T- DNA 自农杆菌向寄主细胞的转运

具有致病能 力的农杆菌 , 从附着到植 物 细 胞 表 面 , 到 T- DNA 转 运 出 细 菌 细 胞 , 准 备 侵 入 植 物 细

胞需要 3 个步骤 : Vir 区基因的活化及其表达 ; 转运通道的装配 ; T- DNA 的向外转运。

3.1 Vir 区基因的诱导表达

植物受伤后 , 生成的以下 3 种物质 : 酚类 物质、单糖和 酸 , 可作为环 境信号对 Vir 区基因产生 诱导

作用。根结线虫在李属植物根系造成的伤口能够诱导根癌农杆菌的侵染 , 有证据表明 , 抗根结线虫基

因 Ma 能抵制根 癌症状的表 现 [6]。用含有伤 诱导启动子 的 GUS 基 因 进 行 监 控 , 将 vir 区 基 因 活 化 的 细

菌喷洒到烟草幼株上 , 无伤植株也可有效被转化 , 农杆菌大约通过开放的气孔侵入 , 该实验显示 , 高等

植物的伤诱 导反应 , 并非 农杆菌介导 的转化所必 需 [7]。科学家在 做转基因 时 , 常向共培 养 物 中 加 入 乙

酰丁香酮(acetosyingone, AS)作为诱导物。

农杆菌则借助以下 3 类蛋白: 跨膜蛋白 VirA、胞质蛋白 VirG 以及周质区糖结合蛋白 ChvE 接收上述

诱 导 信 号 [8]。 该 诱 导 模 型 为 VirA- VirG 双 组 分 信 号 转 导 系 统 (two- component signal transduction sys-

tem)。

3.1.1 VirA 操纵子的诱导活化

VirA 蛋白为组氨酸激酶 , 组成型表达 , 主要接收外界信号。该蛋白通过两个跨膜结构域锚定于质

膜上 , 另外尚有 4 个结构域 : 1 个氨基末端 周质区结构 域和 3 个胞质 结构域 , 后 者分别为一 个连接区、

一 个激酶及一 个羧末区(又 称接收区), 氨基末端周 质区结构域 为多种单糖 的接收位点 , 而 连 接 区 则 为

感 知 酚 、酸 所 必 需 , 至 于 羧 末 区 的 功 能 , 尚 不 清 楚 , 可 能 具 有 抑 制 信 号 传 递 , 削 弱 诱 导 作 用 的 功 能 [9]。

VirA 为组成型表达蛋白 , 无论有无诱导物 , 都以二聚体形式存在。ChvE 蛋白的功能为 : ①吸 收特定单

糖 ; ②诱发农杆菌对这些单糖产生趋化性 [10,11]; ③参与 VirA- VirG 双组分信号转导系统。作为植物细

胞 壁 的 一 种 成 分 , 单 糖 对 Vir 基 因 具 有 诱 导 作 用 , 其 与 ChvE 蛋 白 相 互 作 用 , 结 合 成 ChvE::单 糖 复 合

物 , 该 复 合 物 能 与 VirA 的 周 质 结 构 域 相 结 合 , 周 质 结 构 域 可 能 具 有 抑 制 VirA 蛋 白 功 能 表 达 的 作 用 ,

而这种抑制由于复合物的结合而被克服 [10,12], 基因 gbpR 的产物 GbpR, 是转录调控因子 LysR 家族中的

一员 , 可以阻遏 ChvE 基因的表达 , 当有富诱导功能的单糖存在时 , 这种阻遏作 用被解除 , ChvE 基 因表

达水平获得成倍的增加 [13]。某些单糖诱导 ChvE 基 因高水平表 达 , 产物 ChvE 蛋白 与 VirA 周质结构 域

结合 , 使后者发生构象改变 , 从而扩大可被细菌识别的酚类诱导物的范围 [14]。

474 位上的组氨酸残基发生自磷酸化 , 这是 VirA 蛋白被诱导活化的标志。

3.1.2 VirG 活化进而激活 Vir 区基因表达

自 磷 酸 化 的 VirA 蛋 白 , 又 将 磷 酸 盐 转 移 给 效 应 调 节 蛋 白 VirG 的 52 位 天 门 冬 氨 酸 残 基 上 , 激 活

VirG 蛋 白 , 活化的 VirG 蛋 白 , 通过结合 到每个 Vir 基因 上游 12bp 序列 的 Vir 盒上 , 来 诱 导 Vir 区 各 基

因的表达。VirG 与不同类型 Ti 质粒 vir 盒之间的相互作用在程度上存在差异 , 章鱼碱 、胭脂碱型菌 株

中 , 只有 virA、virG 和 vir 盒来自同一类型 Ti 质粒 , vir 区基因才能够被有效活化 [15]。

3.2 T- DNA 及某些 Vir 蛋白转运通道的装配

转运通道由 VirB 操纵子 11 个基因的蛋白产 物 , 相互协作 装配而成 , 主 要用于构 建蛋白质亚 基、T

链或者以 上两者向外 运输的蛋白 通道—IV 型 分泌系统(Type IV secretion system), 外 运 通 道 由 3 部 分

组成 : ⑴ 内膜跨越通道。⑵ T- 菌毛(T- pilus)。前者穿越内膜 , 止于外膜内表面 , 而后者则是一种着生

于根癌 农杆菌细胞 表面的极 生纤丝 , 主要 负责大分子 体外转运 。⑶ 至 于 跨 越 外 膜 的 通 道 , 则 有 两 种

观点 , 一种观点认为 , 可能是 T- 菌毛行使该功能 ; 而另一种观点 则认为 , 可能 是染色体编 码的孔道蛋

白实现跨外膜运输 [14, 16, 17, 18, 19]。IV 型 分泌系统家 族成员数目 增长迅速 , 表 明通过这 一系统的大 分子转

移在自然界中是一个普遍现象 [20]。

3.2.1 内膜跨越通道

内膜跨越通道 , 由 VirB6,- 7,- 8,- 9,- 10 等蛋白之间相互作用 , 复合而成 [16]。

20 32 卷吉 林 农 业 科 学



VirB6,- 8,- 10 之间相互作用 , 构成蛋白 复合体 , 定位 于内膜 ; 而 VirB7- VirB 9 之间以二硫 键相结

合 (前 者 定 位 于 外 膜 , 而 后 者 则 定 位 于 周 质 区 ), 构 成 的 复 合 体 , 定 位 于 外 膜 ; VirB8- VirB9、VirB10-

VirB9 之间又 分别存在相 互作用 , 这使 得两类复合 体连结在 一起 , 构成 跨 越 内 膜 和 肽 聚 糖 层 而 直 达 外

膜内表面的通道 [16]。VirB7 同二聚体的形成需要 VirB6 的参与 [18]。VirB8 为 237 残基的内膜蛋白 , 氮端

定 位 于 胞 质 , G78、S87、A100、R107、T192 分 别 突 变 成 别 的 氨 基 酸 之 后 , VirB8 活 性 丧 失 , R107 为 VirB8- VirB9、

VirB8- VirB10 相互作用所必需 ; 而 S87 仅为 VirB8- VirB9 相互作用所必需 [21]。

3.2.2 T- 菌毛

VirB2 蛋 白 是 构 成 菌 毛 的 主 要 亚 单 位 (subunit), 分 子 量 为 7.2Kda, 通 过 去 除 47 个 氨 基 酸 信 号 肽 ,

氨基端和羧基端经酰氨键连结环化而生成 T 菌毛蛋白。VirB2 信号肽切割位点序列突变 , 导致形成无

功 能 的 T 菌 毛 蛋 白 并 且 毒 性 严 重 削 弱 , 未 观 察 到 T 菌 毛 生 成 , 这 表 明 正 确 切 割 及 环 化 对 于 T 菌 毛 的

形成及毒性尤为重要 [22]。该环化反应 , 不需要任何 Ti 质粒编码的蛋白参与 , 但在大肠杆菌中却并不发

生 , 这表明需要农杆菌染色体基因组编码蛋白的调控 [19]。也有研究者认为 , VirB2 蛋白是 T 菌毛组分的

惟一来源 , 而其它 10 个 VirB 基因 , 则为 T- 菌毛蛋白外运及 T- 菌毛组装所必需 [17]。

对于VirB5蛋白的功能 , 现有两种观点 : ⑴作为T- 菌毛的微 小组分。⑵T- 菌 毛蛋白由VirB2蛋白独

立加工而成 , 而VirB5只作为伴侣蛋白 , 参与T- 菌毛的转运及加工。后者比较符合现有的实验数据 [17]。

VirB3 蛋白 , 为通道组装因子 [18]。

VirB6 对 VirB5 的积累具有稳定作用 , 从而可以调节 T- 菌毛的 组装。VirB6 对 VirB3 的积 累也具

有稳定作用 , VirB6 缺失会导致 VirB5 和 VirB3 细胞水平降低 [18]。

VirB1 是惟一的非致瘤所必需的 VirB 基因 , 但却可以大大影响 DNA 的转移效率。合成之后 , 在 N

端信号肽作用下 , VirB1 蛋白靶向周质区 , 然后在定位于 周质区或者 外膜上的 调控因子的 作用下(并不

受 Vir 区基因调控), 被加工成包含 C 端 73 个氨基酸的 VirB1*, 并分泌到细胞外。VirB1 的 N 端区段与

蛋清溶菌酶 , 以及裂解性的转糖基酶之间存在同源区 , 因此可能局部降解细胞壁 , 进行运输渠道构建。

而 VirB1* 则 可 能 在 细 胞 外 , 参 与 T- 菌 毛 的 形 成 (具 体 功 能 尚 未 搞 清 )。VirB1 为 菌 毛 形 成 所 必 需 。

VirB1 对稳定 T- 菌毛蛋白 , 可能具有作用 [14]。

VirD 操纵子并不参与 T- 菌毛的形成 [17]。

细胞表面离散分布着与 T 菌毛相连的 VirB7 同二聚体 , 与 T 菌毛发生有关。其脂链修饰以及二硫

键交联对于 T 菌毛组装是重要的 , T 菌毛蛋白单体分子间的交联 并不为 T 菌 毛组装所需 , 但有利于菌

毛的稳定。VirB7 在细胞内以 3 种形式存在 : 单体 , 同二聚体 , VirB7- VirB9 异二聚体 ; 在细胞外以 VirB7

同二聚体为主 , 有少许单体 , 未发现 VirB7- VirB9 异二聚体 [23]。

3.2.3 跨越植物细胞壁膜屏障

菌 毛 穿 过 多 孔 的 植 物 细 胞 壁 , 其 中 酶 对 细 胞 壁 的 作 用 很 微 小 , 可 能 主 要 是 机 械 穿 刺 作 用 [24]。

VirE2 插 入 人 工 膜 可 形 成 电 压 门 控 、阴 离 子 选 择 性 通 道 , 对 单 链 DNA 有 特 异 性 , 利 于 单 链 DNA 的 有

效跨膜转运 , 暗示 VirE2 可能插入植物细胞膜 , 构建可供 T- DNA 转入的跨膜通道。VirE2 这一功能可

应用于基因转移系统 [25]。VirE2 的 C 端对于穿越由 virB 装配的 IV 型分泌系统到达寄主细胞是必需的
[26]。VirE1 在 3 个方面参与 VirE2 的外运 : ⑴调控 VirE2 的有效翻译 ; ⑵作为分泌伴侣稳定 VirE2, 很可

能通过后者 N 端功能域发生作用 ; ⑶按 2:1 的比例与 VirE2 形成复合体 , 抑制了 VirE2 之间的聚合 [27]。

3.2.4 能源蛋白

VirB4 和 VirB11 与周围其它蛋白质相结合 , 主要定 位于细胞质 中 , 而 VirB4 可能有 一小部分 存在

于内膜当中 [28]。它们具有 ATPase 活性 , 可以为其它蛋白质亚基、T- 链复合体的外运提供能量 [29,30], 或

者在 T 菌毛组装及底物选择中起作用。有实验认为 : VirB11 蛋白在两个 水平上参 与四型分泌 、T 菌毛

形态发生及底物选择。而且 , VirB11 对分泌装置及底物转移的作用可因突变而解偶联 [31]。

3.2.5 温度对通道蛋白组装的影响

温度高 vir 蛋白易降解 , 因此 , 基因向植物的转移对温度敏感。第一组 : VirB2, VirB7, VirB9, VirB10

在 28℃易检测 到 ; 第二组 : VirB1, VirB4, VirB5, VirB6, VirB8, VirB11, VirD2, VirE2 只 有在 26℃以下 生
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长的菌体中才能被检测到 ; 第三组 : VirB3 和 VirD4 只有在不高于 20℃下才能检测到 [32]。有实验表明 ,

温度升高 , 含 VirB10 的复合体不能很好的组装 , 单独存在不稳定 , 结果影响 T- DNA 的向外转运 [33]。

3.3 T- DNA 的外运

3.3.1 T- DNA 的剪切

VirD1 和 VirD2 蛋白负责 T- DNA 边界剪切 , 然后 VirD2 共价结合 在 T- 链的 5' 端 [34,35]。T- 链 为底

链的一段置换链 , 以滚环方式产生。纯化的 VirD2 蛋白在边界序列的同一位点对单链寡聚核苷酸进行

剪切 , 通过 5' 磷酸与 29 位酪氨酸共价结合 [36]。该反应完全可逆 , 表明这种 DNA- 蛋白质磷酸二酯键具

有高键能 , 逆反应的发生可能对 T- DNA 的整合具有重要作用 [37]。如果是双链 , VirD2 蛋白则不能单独

剪切 , 有 VirD1 蛋白的辅助才行 [38]。

3.3.2 T- DNA 的转运

T 链和 VirD2 结合而 形成的复合 物 , 经转运通 道运出细菌 , 而 VirE2 则在 VirE1 的协 助下 , 通过 同

一运输通道 , 独立运出 , 两者在植物细胞质中结合成复合物。

VirD4 被认为参与了 T 链复合体与 VirB 通道的结合。该蛋白定位于内膜 , 为转运所必需。

VirC1 结 合 于 与 左 边 界 毗 邻 的 超 驱 动 序 列 上 [39], VirC1 和 VirC2 虽 非 T- DNA 剪 切 所 必 需 , 但 却 能

提高 T 链转移的效率 , 这表明它们对 T 链的外运有作用。

3.4 跨膜运输通道

综上所述, T- 链复合体经 VirD4 蛋白(定位于内膜)的介导而与 VirB 内膜跨越通道结合, 穿越内膜 , 到

达外膜内表面, 然后进入外膜跨膜孔道, 最后经 T- 菌毛到达植物细胞表面, 并进一步侵入植物细胞。

4 T- DNA 在植物细胞内的转运、整合以及表达

VirD2、VirE2 两种蛋白均具有核定位信号(NLS),VirD2 指导 T 复合体运向核孔, 对于通过核孔, VirD2、

VirE2 两种 蛋白均起作 用 , VirE2 与 ssDNA 结合 , 改 变其形状使 适于 向 核 内 转 运 [40]。 寄 主 植 物 VIP1 蛋

白 、 亲 环 蛋 白 分 别 与 T- 复 合 体 上 的 VirE2、VirD2 蛋 白 相 互 作 用 , 共 同 参 与 T 复 合 体 向 核 内 的 转 运
[41,11]。有实验发现 , VirD2 与寄主植物中的 TATA- box 结合蛋白相互作用 , 结合紧密 , 这表明真核细胞中

非常保守的 核因子参与 VirD2 蛋 白 的 识 别 [42]。VirF 蛋 白 , 22 kDa, 与 VirE2 经 同 一 VirB/VirD4IV 型 分

泌系统进入植物细胞 , 通过 F 盒与植物中 酵母 Skp1 同源蛋 白相互作用 , 在植物细 胞内发挥功 能 , F 盒

为功能 所必需 , 可能 参与转化早 期特定寄 主靶蛋白的 降解 [43]。寄主植 物中的酶(连 接 酶)而 不 是 VirD2

介导 T- DNA 连接到靶序列上 [44]。实验表明 , 拟南芥组蛋白 H2A 突变后 , T- DNA 整合受到抑制 [45]。

近来有研究证明 , 在侵染过程中 , VirE3 也被转入寄主(酵母)细胞 , 但具体功能尚不甚明了 [46]。

共培养时 , 连 续光照能显 著提高农杆 菌转化植株 的 效 率 , 具 体 机 制 还 不 清 楚 , 可 能 是 光 照 提 高 了

寄主细胞对 T- 复合物的接纳能力 [47]。

T- DNA 在 寄 主 细 胞 染 色 体 上 的 整 合 是 随 机 的 , 但 对 转 录 活 化 区 域 有 所 偏 好 (拟 南 芥 [48]、水 稻 [49])。

T- DNA 通过与事先断裂的寄主 DNA 双链(DSB)发生重组来完成整合。重组的具体机制还不清楚 , 存在

两 种 观 点 : 非 同 源 性 末 端 结 合(non- homologous end joining- NHEJ )机 制 和 由 微 同 源 性 (minisimilarity)介

导的重组机制 [50], 来解释这一过程。

科学家最初认为 , T- DNA 左右边界之间的序列才可转移进植物细胞 , 最近有报 道 , T- DNA 边界之

图 1 T- DNA 跨 膜 运 输 通 道 模 型( Anath Das , 2000)(号 码 代 表 相 应 地 VirB 蛋 白)
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外的序列也可以转移整合进植物基 因组 [51], 通过滚 环复制从农 杆菌转移 长 T- DNA 片段进入 水稻经常

发生。从生物的安全性考虑 , 非 T- DNA 的高频转移在产生商业用转基因水稻时应当受到重视 [52]。

野生型根癌农杆菌 T- DNA 上的基因 , 在寄主细胞中表达 , 合成激素(生长素和细胞分裂素)和冠瘿

碱 , 前者导致 形成冠瘿瘤 , 后者则 为 农 杆 菌 的 生 长 提 供 碳 源 和 氮 源 , Kim 等 发 现 , 细 胞 内 聚 集 甘 露 碱 ,

根癌农杆菌的生长会暂时受到抑制 [53]。

5 农杆菌染色体基因在 T- DNA 转移过程中的作用

chvH 基因座所编 码的产物 , 为 蛋白质合成 中的延伸因 子类 似 物 , 该 基 因 座 突 变 之 后 , Vir 蛋 白 (如

VirE2)表达量显著下降 , 延伸因子 P(efP)对这一 突变有补 充作用。延伸 因子 P 对于农 杆菌的生长 非常

重要 , 但 非必需 [54]。高 水平的糖结 合蛋白 - ChvE 可以 扩大 VirA 蛋白对 酚类物质的 识别 范 围 [55]。 结 合

ATP 盒式转 运体类似物 蛋白 ChvD, 参与 Vir 区 基因的表达 调控 , chvD 基因 座中插入无 启动子的 lacZ,

农 杆 菌 侵 染 力 以 及 Vir 区 基 因 表 达 量 大 大 下 降 , chvD 突 变 体 中 virG 组 成 型 表 达 侵 染 力 则 得 以 恢 复 ,

这一现象支持了如下假说 : ChvD 通过影响 virG 表达控制毒性 [56]。

尽管科学家们已经提出一些模型 , 用于解释 T- DNA 转移的机制 , 但尚缺乏足够 的实验证据 ; 某些

步骤仍存在诸多争议。要获得一个农杆菌转基因机制的精细模型 , 还有待于更多的研究。
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(上 接 第 18 页)苜蓿品种的 抗寒性进行 比较。如果能 与常规试验 结合 , 可能会 对苜蓿的 抗寒性有一 个综

合性评价 , 这还需要进一步的深入研究。
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by the rate of survival of callus that can develop into plants.
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Abs tract: Agrobacterium tumefaciens- mediated transformation included steps such as chemotaxis, attach-

ment, vir region induction, T- DNA processing, transport, insertion, genes expression and so on. The molecular

base of that procedure was reviewed in the paper.
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