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根癌农杆菌介导遗传转化研究的若干新进展
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摘要  综述了根癌农杆菌介导的遗传转化近几年获得的新进展. 在转化机理方面, 对农杆菌自身

转录与调控的研究已相当深入, 而对有关的植物编码因子的研究也已取得了实质性进展; 在转化

范围上, 对真菌与裸子植物的转化取得了不少进展, 单子叶植物尤其是一些有重要经济价值的禾

谷类作物应用农杆菌介导相继获得了转化植株; 在转化方法方面, 发展了新的简单有效的整体植

株感染法, 并将 T-DNA转移和整合原理结合到基因枪等 DNA直接转移方法上; 细菌人工染色体

与农杆菌的联合应用赋予了其大片段 DNA 转化的功能. 针对上述领域, 指出了其中仍然存在的

一些问题并提出了一些构想.

关键词  根癌农杆菌  遗传转化  真菌  单子叶植物  大片段 DNA

在植物基因工程的发展中, 研究最清楚和应用最成功的是根癌农杆菌 (Agrobacterium

tumefaciens)介导的遗传转化, 在已获得的近 200 种转基因植物中约 80%是由该菌介导完成

的[1]. 起初, 人们认为农杆菌仅能转化双子叶植物 裸子植物以及少数几种单子叶植物; 而近

几年, 由于在一些重要的单子叶植物以及在真菌中应用农杆菌转化获得了成功 [2,3], 该方法以

转基因低拷贝 遗传稳定以及能够转化大片段 DNA[4,5]等优点又受到了人们极大的关注. 本

文对农杆菌介导遗传转化的机理 方法 范围以及策略等方面的新进展和动向做一评述 , 并

提出有价值的研究方向.

1  农杆菌介导的遗传转化机理

农杆菌转化的详细机理已有大量综述[1,6 9], 这里不拟详述, 只给出其大略过程(见图 1),

并介绍新进展. 野生型根癌农杆菌能够将自身的一段 DNA 转入植物细胞. 因为转入的这一段

DNA 含有一些激素合成基因, 因而导致转化细胞自身激素的不平衡从而产生冠瘿瘤. 这些致

瘤菌株都含有一个约 200 kb 的环状质粒, 被称为 Ti(tumor inducing)质粒, 包括毒性区(Vir

区) 接合转移区(Con 区) 复制起始区(Ori 区)和 T-DNA 区 4 部分. 其中与冠瘿瘤生成有关

的是 Vir 区和 T-DNA 区. 前者大小为 30 kb, 分 virA~J 等至少 10 个操纵子, 决定了 T-DNA

的加工和转移过程. T-DNA 可以将携带的任何基因整合到植物基因组中, 但这些基因本身与

T-DNA的转移与整合无关, 仅左右两端各 25 bp的同向重复序列为其加工所必需, 其中 14 bp

是完全保守的, 分 10和 4 bp不连续的两组. 两边界中以右边界更为重要.

VirA 作为受体蛋白接受损伤植物细胞分泌物的诱导, 自身磷酸化后进一步磷酸化激活

VirG 蛋白; 后者是一种 DNA 转录活化因子, 被激活后可以特异性结合到其他 vir 基因启动

子区上游的一个叫 vir框(vir box)的序列, 启动这些基因的转录. 其中, virD基因产物对 T-DNA

进行剪切, 产生 T-DNA 单链. 然后以类似于细菌接合转移过程的方式将 T-DNA 与 VirD2 组

成的复合物转入植物细胞[10], 在那里与许多VirE2蛋白分子(为DNA单链结合蛋白)相结合, 形

成 T链复合物(T-complex)[11,12].  在此过程中 VirE1作为 VirE2的一个特殊的分子伴侣具有协
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助 VirE2转运和阻止它与 T-DNA链结合的功能[13,14]. 实验表明, 转基因植物产生的 VirE2

蛋白分子也能在植物细胞内与 VirD2-T-DNA 形成 T 链复合物[15]. 之后, 这一复合物在 VirD2

和 VirE2 核定位信号(NLS)引导下以 VirD2 为先导被转运进入细胞核. 转入细胞核的 T-DNA

以单或多拷贝的形式随机整合到植物染色体上. 研究表明 T-DNA 优先整合到转录活跃区, 而

且在 T-DNA 的同源区与 DNA 的高度重复区 T-DNA 的整合频率也比较高[6,16]. 整合进植物基

因组的 T-DNA 也有一定程度的缺失 重复 填充和超界等现象发生 , 例如在用真空渗透法

转化的拟南芥中有 66%出现超界现象, 甚至有整个 Ti 质粒整合进植物基因组的报道[17], T-

DNA超界转移现象的机理尚不完全清楚, 可能与其左边界周边序列有关.

现在, 对农杆菌感染过程中其本身因子的转录与调控已研究得相当深入, 但是对被感染

植物细胞中有关的分子过程以及作用机理知之甚少, 尽管已经有许多工作表明农杆菌的侵染

与植物的基因型有关 [1,18]. 最近人们用拟南芥菜(Arabidopsis)研究这一问题 , 取得了可喜的成

就. 利用 T-DNA 插入突变, 有人分离出一些农杆菌感染缺陷的拟南芥菜突变体. 在这些突变

体中, 农杆菌感染的阻断有的发生在感染早期, 表现为农杆菌向根部附着的频率降低, 有的则

图 1  农杆菌介导植物细胞转化过程示意图
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发生在随后 T-DNA 向植物细胞核转运和整合的过程中[19]. 对这些突变体做进一步的研究, 无

疑对弄清植物细胞在农杆菌侵染过程中所参与的因子有很大的帮助. 利用酵母双杂交系统

(yeast two hybrid system), 研究者从拟南芥菜 cDNA文库中分离出了和 VirD2和 VirE2特异互

作的蛋白质, 如 AtKAPα[20]和 VirD2的核定位信号(NLS)特异结合, 转运 T-链复合物到细胞核

中; 另有几种被称为亲环素 (cyclophlins), 能和 VirD2 和 VirE2 的非 NLS 结合, 详细功能尚

不十分清楚[21]. 关于 T-DNA 向基因组的整合, 虽然拟南芥菜 uvh1 基因一度被认为与此有关,

但是近来 Preuss 等人[22]证明, uvh1 突变体在 T-DNA 的整合上与野生型农杆菌没有什么区别;

需要注意的是前者使用根为外植体, 而后者在拟南芥菜开花期使用真空渗透法, 被感染的是

生殖细胞, 因此它们之间很可能并非是简单的否定关系, 而仅仅反映了有关的基因产物具有

组织表达的特异性. 由这些结果看来, 不少植物因子直接参与了 T-DNA 在植物细胞中的转移

和整合过程. 由于农杆菌在转化很不相同生物(真菌 裸子植物和单 双子叶被子植物)时自

身内的转录调控过程基本相同, 因此发生在被感染细胞中的分子过程就成为决定农杆菌转化

能否成功的最终因素, 所以对其进行研究对扩大农杆菌宿主范围具有重要意义.

2  农杆菌转化应用范围和方法的拓展

自然状况下, 普通农杆菌仅能够感染双子叶植物 裸子植物和少数几种单子叶植物. 其

中双子叶植物, 尤其一些模式植物, 农杆菌介导的遗传转化现在已经成为一项常规技术, 而对

其他一些双子叶植物遗传转化的研究正随着组培工作的进行在逐步展开. 不过目前大多数非

模式双子叶植物的转化效率并不很高, 离有效地应用尚有一段距离 , 因而探索提高其效率仍

然有一定的意义 . 近几年来, 农杆菌转化在真菌[3] 裸子植物 [23]和单子叶植物 [1]转化方面取得

了可喜的进展, 其中以单子叶植物, 尤其是禾谷类作物的成功转化最为引人注目. 同时在转化

方法上也有一定的突破.

2.1  真菌的转化

近几年人们利用农杆菌转化技术实现了酵母 (Saccharomyces cerevisiae)[3,24] 木霉

(Trichoderma recsei) 曲霉 (Aspergillus awamon) 镰孢霉 (Fusarium venenatum) 刺盘孢菌

(Colletotrichum gloeosporioides) 脉胞菌(Neurospora crassa)以及伞菌(Agaricas bisporus)等多

种丝状真菌的转化[25]. 进一步的研究发现, 农杆菌转化真菌时, 同样需要 vir基因的活化(如添

加 AS) T-DNA边界 virD1/virD2以及控制转移复合体形成的 virB 或 virD4 的存在[24]; 外源

基因可以通过同源重组 [26]或非同源重组 [27]整合进真菌的基因组中, 并且多为单或低拷贝; 插

入的基因和高等植物中的情况类似, 同样含有缺失或填充等现象. 这些都证明农杆菌转化高

等和低等真核生物的机理一致, 具有保守性[25]. 但是控制农杆菌向植物细胞附着的 chvA, chvB

及 exoC 基因在酵母的转化中并非必不可少. 对原生质体和分生孢子进行的转化与常规原生质

体转化法相比频率提高了 600 倍, 已报道的农杆菌对真菌的最高转化频率为 10-3 [24]. 最近,

Bundock等人[28]转化了酵母 Kluyveromyces Lactis, 证明农杆菌介导的遗传转化中 T-DNA通过

同源重组实现的基因打靶是电击穿孔法的 10 倍, 且具有拷贝低和遗传稳定等优点. 真菌转化

成功的意义不仅仅在于找到了一种新的进行真菌基因工程改造的方法, 还在于这可能找到了

一个研究宿主与 T-DNA转化互作关系的详细分子过程的体系.
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2.2  裸子植物的转化

虽然裸子植物是农杆菌的天然宿主 , 而且早已知道从松树中提取的松柏醇 (coniferyl

alcohol)能够促进农杆菌对裸子植物的感染. 但是长期以来由于受外植体培养 转化和选择频

率等的影响, 农杆菌介导裸子植物的转化一直受到限制. 最近 Wenck 等人[23]使用含有附加拷

贝 virG和(virG + virB)基因(均来自 pTiBo542)的农杆菌来转化挪威云杉. 获得了 100多个 Gus

表达株系, 结果能够将转化频率提高 1 000倍. 同样的方法也可以用于松树等其他裸子植物. 从

而建立了农杆菌介导的裸子植物遗传转化体系.

2.3  单子叶植物的转化

单子叶植物转化最早获得成功的是石刁柏. Bytebier 等人[29]用含 nos-npt 基因的重组 Ti

质粒感染石刁柏愈伤组织, 获得抗卡那霉素的再生植株, 并获得了外源基因整合的分子证据.

此前虽然有农杆菌转化单子叶植物的报道, 但分子和遗传方面的证据不够充分 [30]. 直到 1993

年才有农杆菌成功转化水稻的报道[2]. 这之后在玉米 [31] 小麦 [32] 大麦 [33] 甘蔗[34]等重要经

济作物中均获得了农杆菌介导的转基因植株, 并具有分子和遗传方面的证据. 据统计已有共 7

科 20 多种单子叶植物利用农杆菌转化获得成功[1]. 而且在水稻 玉米 甘蔗等重要农作物中

的转化频率最高已达 30%, 接近双子叶植物. 进一步分析 T-DNA 在单子叶植物基因组中的

整合状况 遗传稳定性等, 发现该过程与在双子叶植物中十分相似. 对转基因水稻的 gus和 hpt

两个基因在 R0-R4代的分析均未发现有丢失现象, 证明其遗传稳定[35,36].

早期的研究表明, 农杆菌对植物细胞的转化需要两方面的先决条件: 一是植物细胞受损

伤后分泌足够浓度的诱导物; 二是细胞正在进行活跃的 DNA 合成或分裂. 单子叶植物与双子

叶植物的创伤反应不同, 在单子叶植物的伤口附近往往发生木质化或硬化, 而且没有明显的

细胞分裂发生, 因而大多数单子叶植物不是农杆菌的天然宿主 [18], 所以基于创伤反应的叶圆

盘法不适合单子叶植物转化. 农杆菌转化单子叶植物困难的原因比较复杂, 总结这些年的研

究可以认为, 实现农杆菌对单子叶植物成功转化的关键因素主要包括下述几个方面:

(1) 选择活跃分裂的功能细胞.  一个成功的农杆菌遗传转化体系需具备较高的感染率和

转化植株易于再生两方面的先决条件. 最初, Grimsley等人[37]以 Ti质粒 T-DNA上携带有玉米

条纹病毒(MSV)DNA 的农杆菌注入玉米分生组织或靠近生长点的部位, 得到大量具有条斑病

毒性状的植株(该法被称为“农感染”法, Agroinfection), 而注入非分生组织处感染很少出现.

Graves 等人[38]也证明玉米盾片结节和中胚轴最易被农杆菌感染或转化. 某些分生组织虽然具

有较高的农杆菌感染率, 但植株再生并非理想, 因而也不是最佳起始感染组织[18,38,39]. 生长和

分裂旺盛的胚性愈伤组织被认为是获得单子叶植物转化成功的关键因素之一[2,40]. 已获得的单

子叶植物的成功转化实例表明: 幼胚及来自成熟或未成熟胚经诱导所产生的胚性愈伤组织是

农杆菌转化和再生的良好系统 [2,18,31 33,35,40 42]. 但是有人报道活跃增殖的悬浮培养细胞系并不

适用于转化, 因为其转化效率与转化后的 Gus 活性均较低, 而在固体培养基上预培养几天才能

够获得较高的转化频率[18,35].

(2) 促进 Vir 基因的活化.  在单子叶植物中既有农杆菌转化抑制物[43], 也有诱导物存在[44].

因而要使农杆菌转化单子叶植物, 首先就是要解除单子叶植物分泌物对农杆菌的抑制; 其次

是增加诱导物的浓度及有效成分以促进农杆菌 vir 区基因的活化与表达. Stachel 等人首先从
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烟草中分离出两种农杆菌侵染诱导物乙酰丁香酮 (AS)和羟基乙酰丁香酮(HO-AS). 后来发现

邻苯二酚 没食子酸等 40多种酚类物质对 VirG都有诱导活性[1]. 许耀等人[45]的研究表明, 多

种酚类复合物较单一酚类物质的诱导活性更高. D-半乳糖醛酸 D-葡萄糖醛酸 L-阿拉伯糖

醛酸也具有较强的 VirG诱导活性. VirG活性能被 AS或 HO-AS大大加强, 甚至在某些植物如

小麦和大麦的转化中是必不可少的[46]. Hiei 等人[35]证明在水稻的转化中 100 µmol/L 的 AS 是

转化成功的关键. 用 AS对农杆菌进行前处理也能在一定程度上提高农杆菌转化的效率[42]. 虽

然也有在没加酚类化合物的情况下转化愈伤组织获得成功的报道[47], 但是毫无疑问在农杆菌

介导的单子叶植物转化中, 酚类化合物的添加至关重要.

另一种方法是对 virA 和 virG 这一双因子调控系统进行遗传改造或分离其突变体, 使其

能够不依赖于创伤诱导物的存在就能诱导被调控的 vir 基因高水平和组成型地表达, 从而促进 T-

DNA 转移. 如将 VirA的 C 末端区删除就能使 virB 完全成为组成型表达[48]; 又如含 virA 突变

G665D 的菌株能在缺少 AS 的情况下导致 virB 的表达水平与野生型农杆菌在存在 AS 情况下

相同; 而含 G471E 的则仅约为 50%的野生型表达水平. 在有葡萄糖存在情况下, 在含 G665D

突变的菌株中 virB 的表达水平达到野生型的 1 500倍[49]. 类似地含 virG突变 virG54D的菌株

也能提高 50~100倍的 virB表达水平[48]. 在胭脂碱型菌株中引入 virGN54D 突变能将农杆菌对

玉米的感染率(瞬间表达)从 36%~40%提高到 78%~83%; 而在章鱼碱型菌株中则从 0%~15%提

高到 70%~77%[50]. 这一方法不需要添加诱导物就能使 vir 区基因高效转录, 相应对转化抑制

物也不敏感, 因而有望发展成为一种能在单子叶以及其他难于转化的植物中实现有效转化的

新途径.

此外, 较低的 pH 值 低于 28 的温度 较高的渗透压 适当浓度的冠瘿碱及一些糖类

等都能有效地增强 vir 基因的表达. 糖类在不含酚类化合物的情况下效果较明显, 但是糖类和

AS同时存在时却没有明显的协同效应[18], 其机理尚待研究.

(3) 菌株的选择与质粒的构建.  在一大批被分离的农杆菌株中, 仅有少数几种被改造并

应用于单子叶植物转化. 其中A281是具有超毒 Ti质粒 宿主范围广 转化率高的一个菌株, 这

些性状都是由于该菌中的 Ti 质粒 pTiBo542 所决定的. 由此发展起来了两个转化系统: 一个

是由 pTiBo542衍生出来的卸甲辅助 Ti质粒 pEHA101; 另一个是将其 virB, virC 和 virG 引入

普通双元载体中建立起来的超级双元载体系统. 两者在单子叶植物的转化中发挥了重要作用.

Hiei 等人 [35]测试了两个菌株 (LBA4404 和 EHA101)和 3 个双元载体质粒 (pIG121Hm,

pBin19 和 pTOK233)在水稻转化中的效率 . 结果表明 LBA4404 (pTOK233)较 LBA4404

(pIG121Hm)和 EHA101(pIG121Hm)均高, 而 EHA101(pTOK233)甚至比普通农杆菌与双元质

粒组合对水稻的转化率还低. 在小麦和大麦的转化中, EHA101(pIG121Hm)相对于 LBA4404

(pTOK233)和 GV3101 (pPCV6NFHGusInt)是最有效的[46]. 而 Cheng 等人[32]对小麦的转化甚至

没有用超毒菌株而代之以通常的菌株和双元载体同样获得了成功. 可见菌株和质粒的组合与

选择在特定单子叶植物的转化中至关重要. 此外在质粒构建过程中可以考虑应用农杆染型质

粒 超驱动序列(overdrive sequence) 内含子和核基质附着区(MAR)等来增加单子叶植物对

农杆菌的敏感性, 提高转化效率, 增强外源基因表达活性和降低变异, 从而建立一些新的高效

转化体系.

植物种类和基因型的不同决定了所用愈伤组织培养基中成分的不同, 相应地农杆菌转化
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的技术体系也应该做适当的调整[18,30]. 此外很多实验还表明农杆菌液的浓度 细菌的生长状

态也是转化成功的关键因素. 事实上, 有相当多的因素都能对农杆菌的转化产生不同程度的

影响, 而成功的转化则往往需要针对特定植物和组织对诸多因素进行优化[18,46].

2.4  转化方法

在长期的基因工程实践中, 人们已经注意到不同的植物由于受基因型 发育状态 组培

难易程度等因素所决定, 相应地应该采取不同的方法, 包括原生质体与农杆菌共培养法 叶

盘法和整株感染法. 原生质体与农杆菌共培养法转化效率高, 无嵌合体; 但操作复杂, 必须有

良好的原生质体培养及植株再生技术, 因而在许多重要作物中的应用受到限制. 叶盘法的出

现大大推动了农杆菌介导转化方法的应用, 成为现在广为应用的方法之一, 但在叶片再生困

难的植株如马铃薯 禾谷类等中的应用则仍然受到限制. 整株感染法最初是直接用对数生长

期的野生型农杆菌处理植物受伤的部位, 肿瘤形成后, 切下置于含抗生素的无激素培养基上

培养并除菌, 以获得转化肿瘤细胞系. 该方法经改良后可用于难以组织培养的植物, 用除去了

致瘤基因的农杆菌直接感染叶腋或顶端芽基处伤口. 之后, 激素诱导分蘖, 检测分蘖后枝条或

枝条开花结实后的后代, 可获得转化植株 [51]. 以拟南芥菜的开花植株通过真空渗入农杆菌的

方法, 在经处理的每个植株的后代中平均可以得到 5 个转化植株. 该方法经改造后省去真空

渗入, 将发育中的花组织直接浸入含 5%蔗糖和 500 µL/L表面活性剂 Silwet L-77的农杆菌液

中, 在其后代中就可获得高频率的转化 [52]. 整株感染法省去了组织培养的繁琐步骤 , 克服了

某些植物再生的困难, 因而具有不可替代的优势. 但目前该方法仍局限在拟南芥菜中, 其他植

物中尚少见报道. 此外有人基于农杆菌转化机理结合基因枪法创建了 农杆枪法” (Agrolistic),

将 VirD1, VirD2基因连同 T-DNA上的目的基因一同用基因枪打入植物细胞中, 表达的 VirD1,

VirD2 能在植物细胞内切割保守序列的 DNA 并将 T-DNA 转入细胞核, 其频率在总的转化事

件中约占 20%[53]. 该方法集中了农杆菌转化方法中精确切割转移和低拷贝整合等特性以及基

因枪法中无宿主范围限制的优点, 因而是一种有发展前途的新思路. 用玉米原生质体直接转

化法同样证明了上述结论, 并且表明另外再导入 VirE2 基因, 可以进一步提高典型 T-DNA 整

合的频  率[54]. 应用类似的方法, Ziemienowicz 等人[55]在体外构建了一个由农杆菌毒性蛋白

VirD2, VirE2和单链 DNA 组成的复合体, 能够快速有效地将 DNA 转运到哺乳动物的细胞核

中. 长期以来,向哺乳动物细胞核中引入 DNA 的效率都不很高 , 这一技术的发明极大程度地

拓展了基于农杆菌的遗传转化范围, 对动物基因工程和基因的治疗发展产生一定的推动作用.

从近年农杆菌的应用情况, 尤其是在禾谷类和真菌中的应用情况来看 , 农杆菌介导的遗

传转化绝对不仅限于原先认为的那些属种. 通过适当的筛选和改造 , 尤其是与其他方法相结

合以后, 可应用于更为广阔的范围.

3  农杆菌转化的新策略 大片段 DNA转移

植物的一些性状 , 如抗病 抗虫 抗逆 高产优质等 , 或者为数量性状, 或者相关的基

因往往成簇排布, 定位在较大的 DNA 片段. 这些性状的改造就需要一个能将大片段 DNA 转

入植物细胞并稳定表达的体系 . 另外大片段 DNA 转化也能极大方便基因的图位克隆

(positional cloning). 双元细菌人工染色体(binary bacterial artificial chromosome, 简称 BiBAC)

的构建使这一设想成为可能. 1996 年 Hamilton 等人[4]第一次将携带 150 kb 人类基因片段的
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BiBAC 载体导入烟草中, npt , hpt 以及 150 kb DNA 特异探针杂交结果表明获得了完整 T-

DNA 转移的植株(完整转移率为 63%). 同时为了评价转基因植株的遗传稳定性, 对 R1 代进

行了分析, 证明符合Mendel分离规律. 在此基础上他们构建了适于植物转化的BiBAC系统[56].

最近 Liu 等人 [5]又结合 PAC 载体和双元载体的特点, 构建了一个具转化功能的人工染色体

(transformation-competent artificial chromosome, TAC)pYLTAC7, 在大肠杆菌和农杆菌中都能复

制和稳定保持, 并能够将 40 80 kb 的 DNA 片段转入拟南芥菜中. 这些体系的建立无疑对突

破常规植物基因工程中外源基因片段的限制( 30 kb )具有重要意义. 目前该方法的应用还仅

限于烟草 拟南芥等少数几种植物, 若能够实现向禾谷类作物中转入大片段 DNA, 将对这些

重要粮食作物的遗传改造产生深远影响. 目前基因枪法虽然能很方便地获得禾谷类的基因转

化, 但对大片段 DNA的转化却显得无能为力. 我们实验室正在进行这方面的研究.

4  问题 构想与展望

近几年, 农杆菌介导的遗传转化在转化机理 转化方法 转化范围以及转化策略等方面

都获得了很大的发展, 其应用已日臻成熟; 但仍然存在着许多尚待解决的问题.

(1) 转化机理方面.  在转化过程中, 农杆菌本身的分子调控已研究比较深入 , 但对有关

植物因子的了解尚处于初期阶段. 此外, 农杆菌介导的转化中 T-DNA 何以往往是单或低拷贝

整合? 如前所述, 这种特性在多种亲缘关系很远的被转化生物中非常相似 , 因此很可能仅取

决于农杆菌一方的因素或者是农杆菌和这些生物中相当保守的因子的相互作用; 另外也不排

除存在着农杆菌和植物两方面参与的反馈抑制途径的可能. 拟南芥菜农杆菌侵染突变体的分

离和酵母的成功转化可能为该问题的解决提供了一个楔机.

(2) 转化范围方面.  农杆菌的转化范围正在日益扩大, 似乎不受太大的宿主范围的限制,

因此原则上还可以继续探索该菌介导其他类群植物如藻类 苔藓和蕨类植物的可能性 . 此外,

叶绿体的转化正成为当今基因工程的热点之一, 但其转化方法均为物理转化法, 仪器昂贵, 操

作复杂, 转移和整合无选择性, 不易得到 纯 的转化体(即无核基因同时被转化的 污染 ).

目前蛋白质转运到线粒体和叶绿体各自所需的信号肽序列(signal peptide)都已研究得比较清

楚, 是否可以改变 VirE和 VirD2的信号序列, 使 T-DNA 复合物导向叶绿体或线粒体, 从而实

现农杆菌介导的细胞器转化. 这仅仅只是一个设想, 可能会涉及较为复杂的问题, 但却很值得

研究.

(3) 转化方法方面.  对易于组培植物的转化已基本成熟, 但是操作方法仍较为复杂 . 因

而无论对哪一种植物探讨花粉或种质介导, 不需要组培而直接获得转基因植株的方法将十分

有意义. 现今农杆菌介导的单子叶禾谷类植物的转化基本以幼胚为起始材料 , 取材受生长周

期限制很大, 因此实践上迫切需要发展一些容易并且能够经常大量获得的外植体(如芽或叶)

的农杆菌转化体系.

(4) 转化策略方面.  通过同源重组向植物基因组特定位点引入目的基因(gene targeting)

的研究才刚刚起步 [57], 效率极低, 有时还需要在植物体内先引入某些序列(如 loxP)才能实现,

因而新的基因靶位操作体系亟待建立. 向植物体内导入大片段 DNA 的工作有待深入, 尤其是

向有重要经济价值的禾谷类和豆科植物中转入大片段 DNA的工作还未见报道.

上述问题的解决必将极大地促进植物基因工程的发展, 它不仅使众多植物的遗传改造成
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为可能, 而且使植物改良方法更趋简化, 由单基因控制性状的转化向多基因转化方向发展, 使

人类能更好地按自己的意图实现对植物的改造与利用. 要解决新世纪人类所面临的粮食问题

可能在很大程度上要依赖于农杆菌转化等生物工程技术的发展.

Mysore 等人[58]最近的研究证明, 组蛋白 H2A(真核生物进化中的一个高度保守的蛋白质)

和 T-DNA与植物核基因组的整合有关.

致谢  景文野同志为本文绘制插图, 特此感谢.
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