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摘要 在简要介绍农杆菌 T-DNA转运全过程的基础上，结合作者近年的工作，重点对 T-复合物的形成和 T-复合物在农杆菌
细胞内的转运机理的最新进展进行归纳和评述．农杆菌能够将其 Ti质粒上的一段 DNA以单链 DNA-蛋白质复合物(简称 T-
复合物)的形式，通过其细胞两端的四型分泌系统(type郁 secretion system，T4SS)转运到宿主植物中，并使宿主发生遗传转
化，因而农杆菌介导的 T-DNA转运技术已成为应用最广泛的植物转基因技术，同时，由于转运 T-复合物的 T4SS也是某些
质粒接合转移和许多病源微生物分泌致病效应蛋白的通道，因此，农杆菌 T-DNA转运机理的研究受到了广泛的重视和关注，
使得这方面的研究进展非常迅速．
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农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)是一种栖生
于土壤的植物病原菌．在自然界中，该病原菌可以

把它的 Ti质粒上的一段 DNA(人们称之为 T-DNA)
转运到双子叶植物中，并整合到植物的基因组中进

行表达，从而导致宿主植物发生冠瘿瘤疾病(crown
gall disease)[1, 2]．由于 Ti质粒上的 T-DNA片段被其
他外源基因片段所替代之后，农杆菌仍然能把外源

的基因片段转运到宿主植物中去，因此农杆菌已经

成为对植物进行转基因的重要工具[1～3]．随着农杆

菌人工宿主的不断增加[4]，农杆菌介导的 T-DNA
转运技术已经成为目前使用最广泛的一种植物转基

因技术，利用该技术已经获得了不少性状得到改良

的农作物新品种[1, 3]．农杆菌的人工宿主不仅在高

等植物中不断增加，还扩展到酵母、真菌和哺乳动

物细胞[4]．有人预测农杆菌可能成为动物和人类疾

病基因疗法的基因载体[4]．所以，农杆菌 T-DNA
转运机理的研究受到了广泛的关注和重视．农杆菌

介导的 T-DNA转运除了做为一种重要的转基因技
术之外，还是许多重要的生物学过程的研究模型，

例如作为生物不同界之间生物大分子转运机理的研

究模型[2]，由于农杆菌是利用四型分泌系统(type郁
secretion system，T4SS)把 T-DNA转运出去的，因
此也是四型分泌系统分泌机理的研究模型[5]．这就

使农杆菌 T-DNA转运机理的研究显得更加重要和
有意义．

近年来，有关农杆菌 T-DNA转运机理的研究
有很大的进展，从单链 T-DNA的产生、转运到与
宿主基因组整合的全过程有了一个全貌的了解[1, 2, 6].
整个过程可简要地概括成下面 5个步骤(图 1)：①
农杆菌感受受伤植物细胞分泌的信号物质，然后表

达有关的致毒蛋白(virulence protein)；②其中一种
致毒蛋白 VirD2 从 Ti 质粒上切下单链 T-DNA，
并且通过共价键连在单链 T- DNA 的 5忆端形成
VirD2-单链 T- DNA 复合物 (简称为 T-复合物，
T-complex)，在 T-DNA 转运过程中的某些阶段，
另一致毒蛋白 VirE2可能覆盖整个单链 T-DNA以
保护其不被降解，在这些转运阶段，T-复合物就变
成一个由 VirD2、单链 T-DNA和许多 VirE2分子
构成的更大的复合物；③T-复合物通过农杆菌细胞
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1 T鄄DNA转运相关基因的诱导表达
农杆菌在受到受伤植物细胞分泌的酚类和糖类

等信号物质的诱导后，就开始启动与 T-DNA 转
运有关的基因表达．在自然状态下农杆菌的 T-DNA
转运结果是引起宿主植物发生冠瘿瘤疾病，因此这

些与 T-DNA转运和致病有关的基因通称为致毒基
因(virulence gene，vir gene)，根据这些基因被发现
和鉴定的时间先后以及在基因组中的排列顺序分别

以 A、B、C、D、E、F、G等来编号．多数 vir基
因都存在于 Ti质粒上，只有少数 vir基因存在于拟
核染色体 DNA上．这些基因所编码的蛋白质通称
为致毒蛋白(Virulence protein，Vir protein)． vir 基
因的诱导表达主要受 3个蛋白质的调节控制：第一

个是位于细胞周质的糖类结合蛋白 ChvE，该蛋白
质由农杆菌拟核染色体 DNA上的 chvE基因编码，
被认为具有识别受伤植物细胞分泌信号物质的功

能；第二个是跨膜组氨酸蛋白激酶 VirA，能够催
化相关的蛋白质磷酸化；第三个蛋白质是胞质响应

调节因子 VirG，在 VirA 的催化下，VirG 被磷酸
化后就可以激活至少 14 个 vir 基因操纵子的表
达[13]．有关这方面的研究，在近二三年没有重大的

进展．

2 T鄄复合物的形成
农杆菌是以单链 DNA-蛋白质复合体(简称 T-复

合物)的形式把自身 Ti质粒上的一段 DNA转运到
宿主中，这段被转运的 Ti 质粒上的 DNA 就称为

膜上的四型分泌系统转运到宿主细胞[5, 7]；④T-复合
物进入宿主细胞之后，在宿主相关蛋白的帮助下

进入细胞核[8, 9]，并将 T-DNA整合到宿主的基因组
中[10～12]；⑤整合的基因在宿主中表达．整个农杆菌

T-DNA的转运过程是一个非常复杂的生物学过程，
参与该过程的蛋白质非常多，为了界定一下我们的

讨论范围，我们将整个过程分成两个阶段：把在农

杆菌细胞内发生的事件视为第一个阶段，即包括参

与 T-DNA转运的相关基因的诱导表达，T-复合物

的形成和在农杆菌细胞内的转运；把在宿主细胞内

发生的事件视为第二个阶段，主要包括 T-复合物
在宿主细胞内的转运和单链 T-DNA与宿主基因组
的整合．本文将主要介绍农杆菌 T-DNA转运过程
中第一阶段发生的事件，并结合作者近年的研究结

果重点讨论在农杆菌 T-复合物的形成和农杆菌细
胞内转运这两方面所取得的一些最新进展，对今后

的研究提出一些看法．

Fig. 1 Diagram of Agrobacterium T鄄DNA transfer process
图 1 农杆菌 T鄄DNA转运过程示意图
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T-DNA．在 Ti质粒上的这段 T-DNA，因其只是 Ti
质粒上的一个片段(或区域)，不是一个 DNA分子，
因此又称为 T-区域(T-region)，在 T-区域的两边分
别含有一段 25 bp 的正向重复边界序列 (border
sequence)．农杆菌在转运这段 T-DNA之前，首先
必须从 Ti质粒上把 T-DNA的一条链切下，然后形
成 T-复合物才能进行转运，这段从 Ti质粒上切下
而被转运的单链 T-DNA，现在被普遍称为 T-链
(T-strand)．
2援1 单链 T鄄DNA的产生
从 Ti质粒上的 T-区域内把单链 T-DNA 切割

下来的任务是由 VirD2蛋白来完成的．VirD2蛋白
具有核酸内切酶的活性，能把双链 DNA的一条链
切开而使环状质粒 DNA发生松弛，因此又叫松弛
酶(relaxase)，它与 VirD1、VirC1和 VirC2一起形成
一个复杂的松弛体(relaxosome)，免疫共沉淀的结
果证明，VirC1和 VirC2可直接与 Ti质粒结合[14]，

可能起着识别 Ti质粒上 T-DNA的边界序列和促进
松弛体形成的作用，具有松弛酶活性的 VirD2能在
特定的位点上把 T-DNA中的一条链从 Ti质粒上切
割下来，并且以共价键的形式结合在单链 T-DNA
的 5忆端，形成 VirD2-单链 T-DNA 复合物．早期
的研究结果认为，每个农杆菌细胞一般只能产生

1～2个这种 VirD2-单链 T-DNA复合物，但是最新
的研究结果显示，在人工设计的优良诱导条件下，

农杆菌细胞内的 VirD2-单链 T-DNA复合物数量随
着诱导时间的延长持续增加，诱导 24 h后每个细
胞内的单链 T-DNA分子数可达到 50多个[14]．与此

同时，Ti质粒的拷贝数也随着诱导时间的延长而
增加，从未诱导时的 1个拷贝每个细胞增加到诱导
24 h后的 4～5个拷贝每个细胞[13, 14]．这说明诱导

条件严重地影响细胞中单链 T-DNA的产生．研究
结果还证明，除了诱导时间严重影响农杆菌细胞内

的单链 T-DNA分子数外，VirC1和 VirC2也明显
地刺激细胞内单链 T-DNA的产生[14]．

2援2 T鄄复合物的组成
农杆菌转运 T-DNA是以相关的蛋白质与单链

T-DNA构成核蛋白复合体的形式来实现的，在这
个被转运的 T-复合物(T-complex)中，VirD2蛋白与
单链 T-DNA 是以共价键结合在一起，不是可以
随便分开的．现有的研究结果证明，在从单链

T-DNA的产生到单链 T-DNA进入宿主细胞核和整
合到宿主基因组的整个 T- DNA 转运过程中，
VirD2始终与单链 T-DNA共价结合在一起[1, 2]，因

此 VirD2和单链 T-DNA是这个 T-复合物的两个核
心组分．过去习惯上认为，为了保护单链 T-DNA
不被核酸酶降解，单链 T-DNA上应该覆盖着大量
的具有单链 DNA结合功能的 VirE2蛋白，因此一
个完整的清晰的 T-复合物构成是 VirD2-单链
T-DNA-nVirE2 [6]．但是近几年的研究结果证明，

T-复合物的构成并不是过去所认为的那么简单，
T-复合物的构成在转运过程的不同阶段显然是不一
样的．由于 T-复合物在通过农杆菌细胞膜上 T4SS
外运的过程中没有检测到 VirE2与单链 T-DNA的
结合[15]，因此认为，在农杆菌细胞内的 T-复合物没
有 VirE2 的结合，VirE2 蛋白可能只在 T-复合物
到达宿主细胞后才与单链 T-DNA 结合 [15]，但是

VirE2与单链 DNA的结合能力很强，而且这种结
合是协同性的，诱导后的农杆菌细胞内又含有大量

的 VirE2蛋白，同时还有实验证据显示，VirE2与
单链 DNA结合后可以促进整个复合物在细胞中的
转运[16]．在分离的农杆菌细胞提取液中也确实检测

到了 VirD2-单链 T-DNA-nVirE2复合物的存在[17]，

那么如何解释 T-复合物在通过细胞膜转运时却检
测不到 VirE2与单链 T-DNA的结合？目前的解释
有两种：一种解释是 VirE1阻止了 VirE2在农杆菌
细胞内与单链 T-DNA的结合[18]，因此认为在农杆

菌细胞内，单链 T-DNA 上是没有结合 VirE2，
处于一种裸露状态；而我们认为，VirD2-单链
T-DNA-nVirE2复合物应该存在于正常诱导的农杆
菌细胞内，可能因为体积太大，在通过膜上的

T4SS转运通道时，VirE2被逼从 T-复合物上解离
下来，所以在通过 T4SS的转运过程中就检测不到
VirE2 与单链 T-DNA结合[17]．此外，在农杆菌细

胞内，VirC1和我们最新鉴定的 T-复合物招募蛋白
VBP(VirD2-binding protein，VBP)也应该是 T-复合
物组成的一部分 [14, 19]．在到达宿主细胞后，许多

宿主细胞的蛋白质进一步加入到 T-复合物组分的
行列 [9, 11]，以帮助 T-复合物寻找宿主的细胞核和
T-DNA的整合位点，所以在宿主细胞中的 T-复合
物构成更复杂．

3 T鄄复合物的转运通道———四型分泌系统

农杆菌是利用四型分泌系统(type郁 secretion
system，T4SS)把 T-复合物转运到宿主细胞中[7]．农

杆菌的 T4SS分布在细胞的两端，而且每个细胞中
的数量可能很少[20]．农杆菌的 T4SS是一个至少有
12种蛋白质组成的跨膜蛋白复合体，这 12种蛋白
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质是 VirD4和 11种 VirB蛋白，11种 VirB蛋白分
别编号为 VirB1至 VirB11，其中 VirD4被称为偶
联蛋白(coupling protein)，在质膜的内侧，起着识
别 T4SS分泌底物的作用，由 11种 VirB蛋白构成
的分泌通道不仅横跨农杆菌细胞的内外膜和周质空

间，而且还延伸到细胞壁外的纤毛中[21]．VirD4和
一些高度保守的 VirB蛋白的同源性检索结果显示，
T4SS广泛存在于多种细菌中[7]，从同源分析结果

看，农杆菌的 T4SS与细菌的质粒接合系统具有共
同的进化起源，事实上，现在仍然有相当一部分质

粒还是通过 T4SS进行接合转移[17]．

根据与农杆菌 T4SS 中的 3 个重要蛋白质
VirD4、VirB4 和 VirB10同源性的差别，T4SS 可
以分为 4组，分别称为 F、P、I和 GI 型[7]．由于

T4SS在细菌中分布广泛，因此可以想象通过 T4SS
分泌的底物种类也不会少．目前已经肯定 T4SS除
了能够作为农杆菌 T-复合物和部分质粒接合转移
的通道外，还是多种高发病率和高致病性病原微生

物，如幽门螺杆菌(Helicobacter pylori)、嗜肺性军
团病杆菌(Legionella pneumophila)、杆菌状巴尔通
氏体(Bartonella bacilliformis)、百日咳杆菌(Bordetella
pertussis)、羊种布鲁氏菌(Brucella melitensis)、汉
赛巴尔通体 (Bartonella henselae)和贝氏柯克斯体
(Coxiella burnetii)等，分泌致病效应蛋白 (effector
protein)的通道[7, 22]．

由于农杆菌中的 T4SS研究得最清楚，因而被
视为是 T4SS的标准模型．有关农杆菌 T4SS的组
装、结构模型和系统中各组分蛋白质与被转运的

T-复合物之间关系方面的研究，是这几年农杆菌
T-DNA转运机理研究的热点领域，因此进展非常
快，利用蛋白质相互作用关系和免疫共沉淀的方

法，已经构建出了一个比较清晰的 T4SS 结构模
型[15]．pKM101质粒是通过 T4SS来进行接合转移，
pKM101质粒具有编码 T4SS的全部基因，其中 3
个基因所编码的 TraN、TraO 和 TraF蛋白分别与
农杆菌 T4SS中的 VirB7、VirB9和 VirB10蛋白高
度同源，这 3种蛋白质构成了 T4SS分泌通道的核
心结构．由 TraN、 TraO和 TraF 3种蛋白质构成
的 T4SS核心复合物 15魡 分辨率的三维结构已于
2009 年利用低温电镜(cryo-electron microscopy)采
集的数据构建出来了(图 2)[23]，从低温电镜的结构

图中可以看出，构成该核心复合物的 3种蛋白质均
含有 14个分子．

4 T鄄复合物与四型分泌系统的识别
随着越来越多的细菌被发现含有 T4SS 和

T4SS分泌机理的深入研究，被鉴定能被 T4SS分
泌的底物也越来越多．就农杆菌中而言，就已经证

明 T4SS 不仅能转运 T-复合物，还至少能转运
VirE2、VirE3和 VirF等 3种蛋白质和部分能够进
行接合转运的质粒[19]．在同一个细胞内，T4SS要
转运这么多种不同的底物，T4SS是如何识别这些
待转运的底物的呢？根据一些免疫共沉淀的研究结

果显示， T4SS 不能识别 T-复合物中的单链
T-DNA组分，T4SS是通过结合在 T-复合物中的蛋
白质来识别 T-复合物，T-复合物中的单链 T-DNA
是搭了 T-复合物中蛋白质的“便车”而被 T4SS转
运出去的[15]．因此，现在认为 T4SS实际上是一种
蛋白质的分泌通道，而不是核酸的分泌通道．于

是，人们试图从这些能被 T4SS转运的底物中找到
一些共同的特征来推测可能被 T4SS识别的信号．
通过对一些可被 T4SS转运的蛋白质的氨基酸序列
比较发现，在这些蛋白质的羧基端含有很多成串出

现的碱性氨基酸(图 3)[19]，但是目前还没有发现更

多的共同特征．另一个问题是这些待转运的底物又

是如何找到数量不多而且只分布在细胞两端的

T4SS．把一些能被 T4SS识别的蛋白质与荧光蛋白

Fig. 圆 The cryo鄄EM structure of the wild鄄type core
complex of T4SS from plasmid pKM101[23]

图 2 质粒 pKM101的 T4SS野生型核心
复合物的低温电镜结构[23]

外膜孔
TraN/VirB7-TraO/VirB9
周质支架
TraF/VirB10

外膜

周质

内膜

ATP酶

TraB/VirB4-TraG/VirB11

分泌底物
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能被 T4SS转运的蛋白质

VirE2 ----KLPSDAAQLLAEPSDRYSRAFVRPEPALPPISDSRRTYESRPRSQSVNSF

VirE3 ----NSEQQALLNELLSVPLPGPLPKADHERPRVLESSRSRERSMSGGLSL

VirF ----GGPNAVGLLTTNESFEKNINEVYNRTRAELDASSRDRSRSGLSR

能被 T4SS转运的松弛酶

VirD2 ----ATDSLSATAHLQQRRGVLSKRPREDDDGEPSERKRERDERSKDGRGGNRR

MobA-RSF1010----ALARPDATDNRGRLDLAALGGPMKNDRTLQAIGRQLKAMGCER

TraI-F ----LREPQRVREAVREIARENLLQERLQQMERDMVRDLQKEKTLGGD

TraI-RP4 ----LLRKENDEILVLPVDKATVQRMKRLAIGDPVTVTPRGSLKTTRGRSR

招募蛋白 VBP

VBP1 ----AYVKARYSSQYKISQEALDWIGERATLLLSLVGEVCRDHISALERDAGREIAEQGAAEE

VBP2 ----AYVKARYSKHFEISEEALGWLGERTAHLLELVKVVCDEHIEKVDCGVRMGGSESSQ

VBP3 ----AYVKARYSKRFEVSEEALTWLQERTAELHKLVETLCREHIEKLEHAAGQAANSSD

对于相对较小的单个蛋白质分子(如 VirE2、VirF
等)来说，只要农杆菌细胞能产生数量足够多的分
子，这些分子可能比较容易通过自由扩散找到细胞

两端的 T4SS分泌系统，因此，当在农杆菌细胞内
表达大量的能被 T4SS识别的蛋白质底物时，就可
以明显地看到这些蛋白质分子大多数都分布在细胞

两端的 T4SS附近[14, 17]．而对于 T-复合物来说，情
况可能就完全不同了，T-复合物不仅分子大而且我
们认为在自然的诱导条件下农杆菌细胞内的 T-复
合物分子数量应该是非常少，对于这种分子大而数

量少的核蛋白复合体来说，如果完全依靠自由扩散

来寻找 T4SS，T-复合物的转运效率将会是很低[17].
最新的研究证明，有 2个蛋白质起着招募 T-复合
物到 T4SS 附近的作用，一个是 VirC1 蛋白，
VirC1不仅能显著地促进单链 T-DNA的产生，也
参与 T-复合物在农杆菌细胞内的早期转运过程[14].
另一个就是 VBP (VirD2-binding protein，VBP)蛋
白，我们通过基因突变[24]、免疫共沉淀和蛋白质融

合重组等方法证明 VBP具有明显的招募 T-复合物
到 T4SS的功能[17]，同源性分析显示，VBP是一类
高度保守的蛋白质，农杆菌中就含有 3个 vbp 的同
源基因，而且其中有一个 vbp 同源基因与质粒接合
系统的相关基因排列在一起[19]，同时，我们也证明

VBP 能够促进某些以 T4SS为转运通道的质粒的
接合转移[17]．因此我们认为，VBP是参与农杆菌

T-DNA转运和某些质粒接合转移的一类新蛋白质，
并把这类蛋白质定义为“T-复合物招募蛋白
(T-complex recruiting protein)”[17]．

5 展 望

综上所述，农杆菌 T-DNA的转运是一个非常
复杂的过程，参与的蛋白质(或基因)非常多，然而
到底有多少农杆菌的蛋白质(或基因)直接参与或影
响这个过程还是个未知数，因此未来的研究还有可

能会发现更多的蛋白质(或基因)参与这个过程．除
此之外，就农杆菌 T-DNA转运过程中在农杆菌细
胞内发生的事件而言，要完全揭开发生这些事件的

分子机理，我们认为至少还有下列几方面的问题需

要进一步地深入研究．第一个需要深入研究的问题

是现在已经确定参与这一过程的蛋白质生物化学特

性的鉴定．目前这些蛋白质在 T-复合物的产生和
转运过程中所起的作用和功能的确定都是依赖于蛋

白质相互作用、基因突变、免疫共沉淀等方法获得

的实验数据来证明的，对这些蛋白质的真正生物化

学功能的确定仍然没有可靠的实验数据．比如根据

蛋白质氨基酸序列的同源性分析和结构域预测，

VirC1、 VirB4、 VirB11 和 VirD4 均含有 相关
ATPase的结构域，VBP也含有核苷转移酶结构域，
同时对这些结构域中的保守氨基酸进行突变也证明

这些保守氨基酸影响这些蛋白质的生物学功能，但

融合后，可在荧光显微镜下观察到荧光主要出现在

农杆菌细胞的两端[14, 17]，说明这些能被 T4SS识别
的蛋白质在农杆菌细胞中不是均匀分布，也就是说

这些待转运的底物是能够自行聚集到 T4SS附近．

Fig. 3 Amino acid residues in the C鄄termini of proteins that can be transferred or recognized by T4SS
图 3 能被 T4SS转运或识别的蛋白质 C端的氨基酸序列

带下划线的氨基酸为碱性氨基酸
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是表达出来的相关重组蛋白就是检测不到所预测的

酶活性，因此，这些参与 T-复合物形成和转运蛋
白质的生化功能研究将是 T-DNA转运机理研究的
一个重要方向．第二个问题是 T4SS的结构仍然没
有完全阐明，低温电镜观察到的 T4SS结构只是人
工重建的核心复合物结构，而且这种结构与早些时

候通过免疫共沉淀所获得的 T4SS各种组成蛋白相
互作用关系的结果还没有完全统一起来，因此一个

天然的完整的 T4SS超分子复合物的真实结构模型
还没有真正形成．第三个需要继续引起人们重视的

问题就是 T4SS与待分泌底物之间的识别机理．在
蛋白质结构层面上来认识 T4SS与分泌底物识别的
分子机理，将是未来设计控制 T4SS分泌致病效应
蛋白药物的基础．第四，到底有多少农杆菌的蛋白

质被转运到宿主细胞中，参与 T-复合物在宿主细
胞中的转运和 T-DNA与宿主基因组的整合，也是
还没有完全确定．
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Progress in 栽he 云ormation and 栽ransfer of Agrobacterium T鄄complex*

GUO Min-Liang**, GAO Dian-Kun, JIN Ying-Shan
(College of Bioscience and Biotechnology, Yangzhou University, Jiangsu 225009, China)

Abstract Agrobacterium tumefaciens can transfer a DNA fragment (T-DNA) from its Ti plasmid to host plant
and integrate the T-DNA fragment into host cell nuclear genome. Agrobacterium-mediated T-DNA transfer is the
most widely used genetic transformation method for plant. The T-DNA is delivered in the form of single-stranded
T-DNA-protein complex (T-complex) by the polar-located Agrobacterium type 郁 secretion system (T4SS) to the
host cell. T4SS is ancestrally related to bacterial conjugation machines and still used by many plasmids as
conjugation channel. Moreover, T4SS is also the secretion channel that used by many human bacterial pathogens to
inject the effector proteins to host cells, thus contributing directly to the bacterial pathogenicity. Therefore, in
addition to the technical application as a gene vector to create transgenic plants, Agrobacterium-mediated T-DNA
transfer also provides a fascinating model system to study the intercellular transfer of macromolecules. The study
on the molecular mechanism of T-DNA transfer arouses extensive interest and progresses rapidly in recent years.
Here the recent advances in research on T-complex formation and T-complex transfer in Agrobacterium cell are
reviewed.
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