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摘　要：发根农杆菌Ｒｉ质粒作为一种天然存在的植物遗传转化系统，已在植株再生，品种改良，增强植物

抗逆性以及生产次生代谢产物等方面得到广泛应用，并取得了巨大的经济和社会效益．全文概述了发根农杆菌

Ｒｉ质粒介导的植物基因工程原理、方法、影响因素、应用前景及存在的问题．
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１９０７年，Ｓｍｉｔｈ和Ｔｏｗｎｓｅｎｄ两位科学家首次发现发根农杆菌可以诱导植物“五倍子”生成毛状根的

现象［１］．近年来人们逐渐发现毛状根是由土壤农杆菌感染植物细胞后产生的一种病理状态，是土壤农杆菌

Ｒｉ质粒上的一部分ＤＮＡ（称为ＴＤＮＡ）片段插入宿主植物细胞基因组后得到的表型．目前，已在重要作

物、果树、蔬菜、花卉等诸多植物中诱导出毛状根．全文就发根农杆菌Ｒｉ质粒介导的植物基因工程的原理、

方法、影响因素、应用与展望等方面作了简要叙述．

１　发根农杆菌Ｒｉ质粒的分类及结构特征

当发根农杆菌感染植物时，菌体本身不会进入细胞内，而是Ｒｉ质粒中的ＴＤＮＡ片段进入植物细胞

中，在植物细胞中进行随机整合，并利用植物体内的酶系统进行转录和表达，产生大量分支的不定根，称为

毛状根或发根［２］．毛状根是细胞单克隆产物，大部分植株诱导生成的毛状根都具有一些相同特征，如繁殖

能力强；适用于离体培养；一些植物的毛状根还具有生物转化功能，能够形成含量较高的次生代谢产物［３］．

１．１　发根农杆菌犚犻质粒的分类

发根农杆菌Ｒｉ质粒是独立于细胞染色体之外的共价闭合环状的基因组ＤＮＡ，具有独立的遗传复制

能力，大小在２００～８００ｋｂ之间，是自然界中天然存在的大型侵入性质粒
［４］．当Ｒｉ质粒上的ＴＤＮＡ区整

合到受体植物细胞后，能产生一种特殊的“非蛋白态的氨基酸”———冠瘿碱．根据受体植物细胞中检测到的

冠瘿碱不同，将发根农杆菌分为４类：黄瓜碱型、异黄瓜碱型、甘露碱型和农杆碱型
［５］．
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１．２　发根农杆菌犚犻质粒的结构及功能特征
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ＴＬＤＮＡ：含ＲｏｌＡ，Ｂ，Ｃ，Ｄ基因；ＴＲＤＮＡ：含 Ａｕｘｉｎ（生长

素），Ｃｙｔｏｋｉｎｉｎ（细胞分裂素），Ｏｐｉｎｅ（冠瘿碱）合成酶基因；ＬＢ／

ＲＢ：限制性内切酶对ＴＤＮＡ区进行特异性识别的酶切位点；

Ｖｉｒ区：激活ＴＤＮＡ区进行转移的区域，由 ＶｉｒＡＧ组成；Ｏｒｉ

区：复制起始区；ＯＰＣＡ区：功能代谢区．

图１　农杆碱犚犻质粒示意图
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　　在对发根农杆菌的研究中发现，其发根功能主要

集中在体内的Ｒｉ质粒上，根据Ｒｉ质粒的各个结构的

功能不同将其分为４个功能区
［４］（见图１）．１）ＴＤＮＡ

区：是Ｒｉ质粒上唯一整合到植物基因组的 ＤＮＡ 片

段，大小约１０～３０ｋｂ．农杆碱型发根农杆菌Ｒｉ质粒的

ＴＤＮＡ区由两段不连续的ＴＬＤＮＡ和ＴＲＤＮＡ片段

组成［６］．编码农杆碱合成酶与生长素合成酶的基因在

ＴＲＤＮＡ区，决定毛状根生成及再生植株形态特征的

基因分布在ＴＬＤＮＡ区，它包含ＲｏｌＡ、ＲｏｌＢ、ＲｏｌＣ、

ＲｏｌＤ４个基因群，又称为核心 ＴＤＮＡ区，ＲｏｌＡＣ

均可单独诱导生成毛状根，ＲｏｌＤ则与植物愈伤组织

形成有关．其它三型发根农杆菌Ｒｉ质粒的ＴＤＮＡ区

是由一条连续的片段组成，且ＴＤＮＡ区上没有生长

激素合成酶基因序列．各种类型的发根农杆菌Ｒｉ质粒

ＴＤＮＡ两端都含有２５ｂｐ的重复序列，它是限制性内

切酶对ＴＤＮＡ区进行特异性识别的酶切位点．２）Ｖｉｒ

毒性蛋白区：该区是发根农杆菌实现高效侵染所必需

的区域，大小约２０ｋｂ，它由ＶｉｒＡＧ７个操纵子组成，

当ＶｉｒＡ 区编码的跨膜蛋白感受酚类信号后，激活

ＶｉｒＢＧ基因的转录与表达，各基因区编码不同的蛋

白发挥各自的作用，使ＴＤＮＡ从Ｒｉ质粒上进行分离，并对ＴＤＮＡ进行加工和转运，抵抗３’和５’外切核

酸酶及内切核酸酶的降解［７］．３）Ｏｒｉ区与ＯＰＣＡ区：即复制起始区与功能代谢区，研究表明这两个基因区

对发根农杆菌Ｒｉ质粒的ＴＤＮＡ转移不起重要作用
［８］．

２　发根农杆菌Ｒｉ质粒介导的植物基因工程技术

信号分子 ：如乙酰丁香酮等； ：ＶｉｒＡ基因产物，激活ＶｉｒＢＧ

基因； ：ＶｉｒＤ基因产物，识别并切割ＴＤＮＡ区； ：ＶｉｒＥ基

因产物，与 一起对切割下的ＴＤＮＡ进行加工； ：ＶｉｒＢ基

因产物，在植物细胞与发根农杆菌细胞之间形成通道复合体．

图２　野生型发根农杆菌犚犻质粒转化植物细胞示意图
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　　发根农杆菌Ｒｉ质粒是植物基因工程技术中的天

然载体，因Ｒｉ质粒上的ＴＤＮＡ对植物体无致病性，

且植物体对其基因表达产物无排斥反应，所以野生型

的发根农杆菌可直接用于外植体转化实验［９］（见图

２）．但是由于Ｒｉ质粒过大（２００～８００ｋｂ），限制性内切

酶与酶切位点不是一一对应的关系，酶切后的片段难

以环化成以前的顺序，而且Ｒｉ质粒无法在大肠杆菌中

进行克隆复制，因而用野生型的发根农杆菌感染外植

体时只能获得含Ｒｉ质粒上ＴＤＮＡ片段的毛状根
［１０］．

如果需要转入目的片段，则需要再构建一个与Ｒｉ质粒

序列同源的小型中间载体，利用特定的转化方法，将含

目的片段的中间载体转入发根农杆菌中，由于Ｒｉ质粒

的Ｖｉｒ毒性蛋白区能够通过顺式调控和反式调控在一

个或在两个质粒上分别执行功能，因而能使中间载体

上的 ＴＤＮＡ 片段与目的基因一同转入受体植物细

胞［１１］．基于发根农杆菌Ｒｉ质粒介导的植物基因工程
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有一元载体系统和双元载体系统法．

２．１　一元载体系统

ＰＲＫ３２２质粒：含目的基因并与Ｒｉ质粒序列同源；ＰＲＫ２０１３

质粒：结合辅助型质粒，协助ＰＲＫ３２２质粒转入发根农杆菌

细胞内；Ｒｉ质粒：具有使ＴＤＮＡ区穿过细胞壁转入植物细胞

的能力．

图３　一元载体系统示意图

犉犻犵．３　犆狅犻狀狋犲犵狉犪狋犲犱狆犾犪狊犿犻犱狊狔狊狋犲犿

质粒ｐＣＡＭＢＩＡ１３０１：ＴＤＮＡ区：含ＬＢ／ＲＢ（限制性内切酶

对ＴＤＮＡ区进行特异性识别的酶切位点），Ｈｙｇｒ（潮霉素抗

性基因区），ＣａＭＶ３５ＳＰｒｏｍｏｔｅｒ（花椰菜花叶病毒３５Ｓ启动

子），ＬａｃＺａｌｐｈａ（乳糖启动子），ＭＣＳ（多克隆位点），ＧＵＳ（β

葡萄糖苷酸酶基因）；Ｋａｎａ：卡那霉素抗性基因区；Ｏｒｉ：复制

起始区．重组发根农杆菌：含野生型 Ｒｉ质粒与 ｐＣＡＭ

ＢＩＡ１３０１重组质粒．

图４　双元载体系统示意图
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　　一元载体系统利用含中间载体（含有目的基因并与

Ｒｉ质粒序列同源）如ｐＢＲ３２２的大肠杆菌作为供体菌，

将野生型的发根农杆菌作为受体菌．由于这类中间载体

自身无穿梭功能，所以在构建发根农杆菌工程菌的过程

中必须使用一种协助中间载体转移进入发根农杆菌的

大肠 杆 菌 质 粒，如 大 肠 杆 菌 ＨＢ１０１ 含 有 的 质 粒

ｐＲＫ２０１３
［１２］．将供体菌、受体菌和大肠杆菌三者共培养

一段时间后，当质粒ｐＲＫ２０１３穿梭进入供体菌后，利用

自身的游动和转移功能，协助供体菌内的中间载体

（ｐＢＲ３２２质粒）进入发根农杆菌，随后含目的基因的中

间载体利用同源重组使目的片段和抗性标记整合到Ｔ

ＤＮＡ区中，而提供游动能力的ｐＲＫ２０１３质粒因无法在

发根农杆菌中进行同源重组和复制，最终会自行丢失．

利用抗性标记筛选重组发根农杆菌，最后通过发根农杆

菌Ｒｉ质粒 Ｖｉｒ毒性蛋白区的转移功能和桥梁作用将

ＴＤＮＡ片段内的目的基因一同转入受体植物细胞
［１３］

（见图３）．

２．２　双元载体系统

双元载体系统在应用过程中不需要其它细菌的协

同参与，它的作用机制是 Ｖｉｒ毒性蛋白可以同时在Ｒｉ

质粒和穿梭质粒（含“ＴＤＮＡ”功能区的微型质粒）上进

行加工，分别促进Ｒｉ质粒和穿梭质粒上的ＴＤＮＡ区

转移进入受体植物细胞［１４］．常用的质粒载体有ｐＣＡＭ

ＢＩＡ１３０１，ｐＣＡＭＢＩＡ１３０４等，这类载体可以分别在大

肠杆菌以及发根农杆菌中进行克隆，不需要依赖于同源

序列在发根农杆菌进行整合即可自行复制．在应用过程

中，只需要将目的片段插入到小型穿梭质粒中，将构建

好的质粒转入野生型的发根农杆菌感受态细胞，并通过

穿梭质粒上自身携带的抗性标记筛选重组发根农杆菌，

最后通过发根农杆菌Ｖｉｒ毒性蛋白的辅助转移作用，将

目的片段与Ｒｉ质粒的ＴＤＮＡ区一同导入受体植物细

胞中［１５］（见图４）．因为双元载体系统操作简单，易于筛

选，阳性率高，现已成为植物基因工程中的常用方法．

３　发根农杆菌介导的植物基因工程影响因素

３．１　发根农杆菌菌株型及生长期对转化的影响

研究表明农杆碱型发根农杆菌具有最为广泛的宿主植物细胞，常见的农杆碱型菌株有１８５５，１５８３４，Ａ４，

ＨＲＩ，ＴＲ１０５等．不同菌株感染受体植物产生毛状根的能力各不相同
［１６］．在诱导番茄毛状根的研究中，利用

Ｒ１０００、Ａ４和ＡＴＣＣ１５８３４进行转化，发现ＡＴＣＣ１５８３４诱导番茄生根率最高
［１７］．另外，转化时的菌液浓度与转

化效率密切相关，菌液浓度过高对植物损伤过大，外植体还未长出毛状根即褐化死去，菌液浓度过低使质粒难以

２２５ 杭州师范大学学报（自然科学版） ２０１８年　



保持有效的转化活力．因此，应用时常选用ＯＤ６００＝０．６的菌液进行转化，此时细菌处于对数生长期，活力最强．

３．２　外植体的选择与状态对转化的影响

幼嫩植物细胞有初生分生组织，能保持植物细胞的分裂机能，不断分裂产生新的细胞群，并且植物细

胞只有处于分裂期时才能与外源ＤＮＡ进行整合，当发育早期的组织，如分生组织，维管束形成层组织，薄

壁组织及胚、雌雄配子体发生创伤或环境诱导时则进一步加速分裂，即处于转化的敏感期．因此选择幼嫩

的外植体作为受体细胞转化效率远高于成熟的外植体．

３．３　预培养的时间对转化的影响

将植物通过预培养可以促进细胞分裂，使受体细胞处于易于转化的状态．周济铭等利用发根农杆菌导

入外源ＧＵＳ基因研究中，将小麦新鲜幼胚分别预培养０ｄ和４ｄ发现，没有经过预培养的外植体ＧＵＳ基

因瞬时表达率为０，而预培养４ｄ的外植体ＧＵＳ基因平均瞬时表达都超过了９０％
［１８］．此外，不同种类的外

植体最佳预培养时间都存在差异．

３．４　诱导剂对转化的影响

发根农杆菌Ｒｉ质粒转化受体植物细胞时，需要酚类化合物作为信号分子诱导Ｖｉｒ区毒性蛋白基因的

活化与表达，促使发根农杆菌对植物细胞产生趋向作用而吸附在外植体损伤部位，并且起始Ｖｉｒ毒性蛋白

区的ＶｉｒＡ区产物磷酸化以及一系列的连锁反应，使ＴＤＮＡ区顺利进入并整合到受体植物细胞基因组

中．糖类物质、氨基酸类、低磷酸和酸性ｐＨ环境可增强酚类信号对Ｖｉｒ区基因的诱导
［１９］．双子叶植物的损

伤细胞会自发释放出乙酰丁香酮、羟基乙酰丁香酮等信号分子，单子叶植物因自身无法释放这类信号分

子，实验过程中通常人为加入这类激活因子作为转化信号．

３．５　植物蜡被对转化的影响

常见植物叶表面都覆盖有一层蜡质，俗称蜡被［２０］．单子叶植物相对于双子叶植物，叶片表面的蜡质更

多更厚．此结构大多由脂类化合物组成，不仅可以防止叶片水分蒸腾过多，也可以起到免疫防御作用，阻止

微生物的入侵［２１］．在对发根农杆菌Ｒｉ质粒介导的植物基因工程技术实践中，需要提前对叶片进行预处

理，以提高转化效率．ＣｈａｎｄｒａｓｅｋａｒａｎＴｈｉｌｉｐ在对睡眠茄科的毛状根诱导中，采用了４１℃水浴５ｍｉｎ的方

法［２２］，ＳｏｎｇｕｌＧｕｒｅｌ以４３℃水浴３ｍｉｎ的方法去除表面蜡质
［２３］．ＭｕｔｈｕＴｈｉｒｕｖｅｎｇａｄａｍａ在对睡眠茄科的

毛状根诱导中，使用洗涤剂清洗５ｍｉｎ，并辅以乙醇和次氯酸钠以清除植物叶表面油脂提高转化效率
［２２］．

３．６　培养基的酸碱度及光照对转化的影响

发根农杆菌作为一种土壤杆菌，可以在黑暗条件下迅速繁殖，并通过植物损伤细胞将外源基因片段导

入外植体，因此大多数的毛状根在黑暗的条件下进行诱导．而红豆杉毛状根诱导的最佳条件是光照２４ｈ．

发根农杆菌对温度条件极为敏感，３７℃条件下，生长极为缓慢，过高的温度也会导致ＶｉｒＡ、ＶｉｒＤ、ＶｉｒＥ等

基因的表达受阻［２４］．２５℃至３０℃生长条件及活力最佳，此时的转化效率最高．Ｖｉｒ毒性蛋白区的ＶｉｒＧ基

因有两个启动子，一个对磷酸饥饿敏感，另一个对强ｐＨ、ＤＮＡ损伤应答启动，随后激活 Ｖｉｒ区的 ＶｉｒＢ、

ＶｉｒＤ、ＶｉｒＥ等基因族转录，在ＴＤＮＡ区转移进入受体细胞过程中起到剪刀和桥梁的作用．因而ｐＨ值的

改变直接关系到Ｖｉｒ区的活化，０．３的改变就会大大影响转化效率
［２５］．

４　植物基因工程的应用

４．１　植物品种改良

许多研究表明，发根农杆菌Ｒｉ质粒诱导植物产生毛状根获得再生植株后，可以引起植株的表型发生

改变，如植株矮化，花期延长，提前开花，雄性不育等，这些特性在植株品种改良中具有重大的应用价

值［２６２７］．在对发根农杆菌Ｒｉ质粒的研究中发现，这些转基因植株发生的表型改变与核心ＴＤＮＡ区Ｒｏｌ

ＡＤ基因表达有关．敖小平等利用农杆菌介导法，将ＲｏｌＢ基因单独转化大红甜橙，使转基因植株发生了

形态改变，与对照组相比，转基因甜橙的株高缩短了６．４８～９．３８倍
［２８］．施和平等利用发根农杆菌１５８３４

转化五寸石竹并诱导生成再生植株，与对照组相比，再生植株开花期提前了１８ｄ
［２９］．徐洪伟等利用发根农

３２５　第５期 吴　萼，等：发根农杆菌Ｒｉ质粒介导的植物基因工程及应用



杆菌转化玉米生成再生植株，在形态学上表现为根系更为发达，侧根丛生［３０］．经统计学证实，与对照组相

比，该植株在增强玉米抗旱性方面具有显著性意义．目前，发根农杆菌Ｒｉ质粒介导的基因工程技术在增强植

物抗逆性、观赏性等方面均发挥了巨大作用，这些性状改变在研究植物品种改良中具有重大的应用价值．

４．２　基因瞬时沉默技术

基因沉默是在植物界中广泛存在的一种生物防御机制，通过抑制体内特定基因的表达以抵御外源或

内源性的病原体侵害．ＲＮＡ干扰技术（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是一种转录后水平上的序列特异性基因

沉默方法［３１］．刘鹏等以ＲＮＡ干扰技术为基础，以发根农杆菌介导法为手段，将ＲＮＡｉ沉默载体通过发根

农杆菌Ｃ５８Ｃ１瞬时表达进入小麦叶片中，成功地瞬时沉默了小麦 ＨＣＰ１基因，使小麦对抗叶锈菌的能力

增强［３２］．许娜等将ＤＡＤ基因构建到ＲＮＡｉ沉默载体中，利用电击法将载体转化进发根农杆菌Ｋ５９９菌株

中，并通过菌液注射法获得大豆毛状根组织，经ｑＲＴＰＣＲ检测证实ＤＡＤ基因转录水平沉默率在４５％～

７０％左右
［３３］．该方法大大节约了传统ＲＮＡ干扰技术的实验周期，可有效实现基因定点沉默，对植株的进

一步改造研究具有重要意义．

４．３　植物代谢工程

发根农杆菌Ｒｉ质粒诱导植物产生的毛状根拥有该植株所具有的全部基因，并且易于培养，生长迅速，

同时遗传性能稳定，现已被广泛用于药用植物有效成分的生产，成为人们提取或合成某种次生代谢产物活

性成分的有效手段，目前已在人参、青蒿、丹参、喜树等药用植株中获得成功［３４３５］．赵寿经通过诱导人参生

成毛状根，使毛状根中人参单体皂甙Ｒｂ１含量达到１０．３８ｍｇ／ｇ，超过栽培６年生人参根中人参单体皂甙

Ｒｂ１含量（６．４５ｍｇ／ｇ）
［３６］．赵生琴利用发根农杆菌ＡＴＣＣ１５８３４诱导西兰花生成毛状根，经 ＨＰＬＣ测定，

西兰花毛状根中萝卜硫素含量远高于西兰花叶片及原始根系，最高时含量可达２９３９．１５９ｕｇ／ｇＤＷ
［３７］．付

晓利用发根农杆菌Ｃ５８Ｃ１对甜叶菊进行毛状根诱导，优化不同碳源与激素的培养条件，将毛状根总绿原

酸类化合物产量提高到了２３３．５４ｍｇ／１００ｍｌ，为利用毛状根技术生产绿原酸类化合物提供了重要参考
［３８］．

５　应用前景及存在的问题

利用基因工程对植物品种进行遗传改良，增强抗逆性，提高粮食作物的产量和质量，是我国农业发展

的重要途径．随着发根农杆菌Ｒｉ质粒介导植物基因工程技术的不断成熟与发展，其应用范围将推广到更

多的植物．然而，植物基因工程技术在带来巨大经济效应的同时，也对生态环境带来了潜在的危险．基因工

程植株能够在与近缘种的基因交流中造成外源基因扩散和漂移，改变野生植株的基因型．同时，在重要粮

食作物的安全性上，粮食作物引入的外源基因是否会对人体基因型造成影响，是否会产生毒素或引发过敏

反应，国际社会也没有统一定论．建立环境友好且可持续发展的新一代植物基因工程技术，降低安全风险，

保护生态多样性是科研工作者们今后不断奋斗的目标．
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