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:?全雪妥〕
高等植物在发根农杆菌介导下的遗传转化

何玉科巩振挥

( I央西杨陵西北农业大学园艺系)

发根农忏菌 ( Agrobacter ium ，'hizogenes ) 同

根癌农杆菌 ( Agrobacterium tumefaciens )一样

可介导高等植物的遗传转化。人们 对于 Ri T­

DNA 与 Ti T-DNA 同 源 性 ( homology )的研

究 ， 逐沟T丰富和发展了发 根农忏菌转化的理

论，促进了发根农忏茵的开发和利用 。

一、发根农杆菌的生湖学特性

发根农忏菌是一种寄主非常广泛的土壤细

菌， 自巨 41多侵染几乎所有的双子叶植物和少数单

子叶植物[IJ。在自然状况下， 发根农杆菌通过

伤口主要侵入植物的茎基部， 导致了不定根和

侧根的大量发生，出现毛状根 ( hairy root)的

症状[2)。毛根病的症状明显不同于根癌农杆菌

侵染植物组织引起的冠瘟瘤。

根据来源的不同，人们将发根农杆菌分为

819 6 相札 闹大类。前者是从苹果树上分离得

到的， 致毒力较弱， 后者是从玫瑰植株上分离

得到的， 致毒力较强。 h 型菌株 引致的转化

组织合成各种农杆碱 ( agropine) ， 8196 菌株引

致的转化组织合成与农杆碱有关的其他冠瘦

碱[ 3)。因此，通常把 A 型菌株叫作农杆碱型菌

株。 1而把 81 Cl lì 型菌株叫作甘露碱 ( mannopine )

型菌株。除〕农杆碱型菌株和甘露碱型菌株外 ，

不久前又发现一种叫作甜瓜碱(cucumopine) 的

冠瘦碱[4 ) 。

发根农村:菌 Ri 质粒 上的 T-DNA 包括左

边界 (TL-DNA ) ， 右边界 (TR-DNA)和中间大

约 15 kb 的核心 DNA o TR-DNA 上 有 两个非

常重要的基因是生长素 合成基因 tms 1 和

tms 2，它们指导 IAA ( n~，咔 乙酸〉 的合成。

Carda rell i 构建γ 主有不同 T-DNA 基因的发根

农杆菌， 并用它们侵染胡萝 卡肉质根圆片[ 5 ] 。

在农杆碱， 甘露碱和甜瓜碱 3 种 Ri 质粒

中 ， 只有农杆碱质粒的 TR-DNA 上含有生长

素基因 ， 其他两种质粒均不含有生长素基因。

甘露碱和甜瓜碱型 Ri 质粒的 Tn-DNA 与农忏

碱型 Ri 质粒的 Tn-DNA 没有明显 n甘同源性，

却与它的TL-DNA 具有同源的碱基序列 [ 4 ] 。不

寻常的是，这些缺乏生长京基因的 T-DNA 也

能产生毛状根。 在甘露碱型菌株侵染后，胡萝

|、 肉质根圆片的顶面(而川、j 根尖)着生毛状根，

在农杆碱型菌株侵染后， 困片的顶面和基面同

时生根 。

Ri 质粒 TR-DNA 不仅具有编码生长素合

成的基因 ， 而且也载有编码农杆碱合成和甘露

碱合成的基因 [ 6 )。 这样 ， Ri T-DNA 和 Ti T­

DNA 的同源序列至少包 括生长素合成基因和

农忏碱、 甘露碱合成基因。值得注意的是，

Ri T-DNA 上定位和能够分离的基因都在 TR-

DNA 区域。

二、 发根农杆菌的撞传转化操作

目前， 用于发根农杆菌转化的方法很多 ，

但转化的基本程序是一致的: (1)发根农忏茵

茵株的分离与培养; ( t: ) 被转化植物材料的培

养和切取J ( 3) 发根农杆菌在植物外植体上的

按种和l共培养 ( cocultivation ) J (4) 诱导 根的

分离和培 养; ( 5) 转化 体的确认和 选 择F

( 6 ) 转化体毛状根的植株再生培养 ; (í ) 转化

体的生物测定和分析。 在发根农杆菌介导的转

化实验中，作为受体的植物材料通前有下胚轴

切段、 茎切段、 叶 IQìJ片 、 I ;，ì 质根不n拱:茎圆片 、

悬浮培养的植物细胞以泣原生质体。 下胚轴切
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段例插法是一种较为常用的方法[ 7 - 10J。何五

科和 Voorrips 发现， 单根培养之前，切取切段

生根的顶端部分在新鲜培养基 上再培养 10 天

可显著提高转化频率。

茎切段一般取自大田和温室里的植株。 将

经过表面消毒的茎切段插入培养基， 用沾有发

根农杆菌:忌、浮液的刀片穿刺或切伤茎叨段的任

何部位 ， 结果在这些刺伤和切伤的部位着生毛

状根 [ I I J 。 肉质根和块茎圆片法适合胡萝 卡 、 马

铃薯、 甜菜、 芜背、 辣根等地下器官植物。 在

肉质根:9J<.块茎表面消毒后 ， 切成 5 cm 厚的圆

片， 摆放在琼脂培养基上培养， 接种一定量的

发根农杆菌悬浮液于圆片的切面上， 其结果在

接种发根农杆菌的部位形成毛状根。叶困片法

同肉质根丰~I块茎因片法相似。 新鲜的植物叶片

经表面消毒后被切成圆片， 侵入细菌悬浮液，

接种发根农杆菌。 然后在无菌惦;纸上干燥叶圆

片， 以顶音IS !~，ÞJ上摆放在培养基上。为了保持叶

圆片的生长活力 ， 提高转化频率 ( transforma一

tion freq uen cy ) ， 有人用悬浮培养 的植物细胞

作为香护培养 ( nurse culture)层 ， 夹在接种的

叶圆片与培养基中间。根的发生部位常常在叶

圆片周围的切口处。叶回片法最易引起植物组

织周围发根农杆菌的过分生长和培养基的污

染， 导致叶I!Æ片的黄化和死亡。

利用原生质体进行遗传转化适用于那些原

生质体容易再生成植株的植物[1 2 J。这种方法

大多采用裸蓝的质粒， 而不是发根农杆菌本

身。 将微量的质拉 DNA 加入原生质体悬浮液

中 ， 通过一段时间的转化培养， 就有可能得到

转化的植物原生质体。这些转化的原生质体可

发育成转化细胞和愈伤组织， 并进而分化转化

根或再生转化植株。

三、 Ri T-DNA 转化体的形态特征

尽管发根农杆菌转化所采用的植物材料不

同， 但它们最初的转化体绝大多数是转化根。

转化根的特征是: (1)能够在无激素培养基上

生长; (2 ) 分生才、定根和侧根的能力极强，呈

现毛状根的特缸; (3) 趋向于水平生长F 根生

长的向地性全部或部分地消失J (4) 多数含有

相应的冠瘦碱。

不同植物在转化根的生长习性上有很大差

异， 同一种植物的同一品种内也可产主根生长

方式明显不同的转化系 [1 3 J。同时 ， 转化植株

在形态生理以及生长发育特性上也表现出一系

列的异常变化。许多植株在发根农杆菌转化后

叶缘缺刻变烧、叶片皱缩、节间缩短、 顶端优

势减弱、侧根和不定根分生能力增强、向地性

坐长的能力弱化、 柱头异长、 雄性可育能力降

低[14J。另外，一些转化植株的渗透势降低、细

胞汁液中的 K+ 减少， 呼吸速率降低。

值得注意的是， 这些转化植株异常的表现

和它们的 RiT…DNA 是永久性的遗传变异或

遗传信息， 可通过减数分裂传递 给子代[叫。

Tepfer 的实验结果显示， 转化体异常的形态生

理特征可遵循孟德尔遗传规律进行选传，而且

大多数为显性[16 J 。

不论是发根农杆菌转化后的转化体，或者

是它们自交或杂交后的子代 ， 转化植株在形态

生理各方面的异常表现均呈现植物种间、品种

间以至个体间的差异[1 3J 。 例如， 在不同植物之

间，胡萝 卡和烟草转化植株的种子生产量减少，

而牵牛花转化植株的种子生产量没有变化 [ 16 J 。

在牵牛花不同转化系之间，有些转化系植株的

开花期延迟，开花频率提高， 而一些转化系转

化植株的开花期则正常或提前。 即就是同一转

化系的不同个体间 ， 有时也出现微小的差异。

引起转化根和转化植株异常表现的直接原

因是发根农杆菌导人的 T-DNA ， 其 中 包括:

(1)发根农杆菌向植物组织的不同细胞转入了

不同的 T-DNA: ( 2) T-DNA 的不同 片段插

入到不同植物细胞的 基因组内 J (3) T- DNA 

在不同植物细胞基因组内插入位置的不同，引

起植物基因功 能的变 化 l (4) T-DNA 的构造

不同， 在不同植物细胞里插入方式不同。 有时

候可 T-DNA 的插入会干扰植物细胞基因组内

相邻基因 ， 从而远过来调节 T-DNA 的作用，
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以 rsJ接的方式发挥作用。转化体 T-DNA 的结

构组成与形态生理特征之间的这种相关性有助

于人们对植物形态生理基本现象的研究。

四、发根农杆菌转化的利用

令人欣慰的是， 转化体内的 T←DNA 基 因

以及异常的形态生理表现对植物本身并没有明

显的害处。柑反， 有些 T-DNA 基因以及由它

们指导的形态特征有利于作物的改良和生产。

在这方面 ， T一DNA 上的生长素基因应用最多 ，

含有生长京基因的转化体由于具有强大的生i根

能力可用于 tHYR 作物的快速佳产 。

日 本人 Yoshikawa 和 Furuya 用发 根农杆

菌接种人参的愈伤组织， 结呆得剑了带有 T­

DNA 的转化十l~ [ 1 7 J。正常的人参根系在无激素

培养基上不生民或生民很慢， 而转化根在此条

{'I二下分生如W *1~ (i才能力极强 、 生长速度很快。 据

测卒 ，在同 i下的条件下，人参转化根的生长速度

是其正市拟的 |列倍 ， 但两者的皂试(saponin )

含量基本一致。由于人参植物的根是珍贵的药

品和滋补品，在自然界里坐长很慢、 产量很低。

人参转化恨的问世为人参在组织培养条件下的

大规模生、f二什M'来了新希望。

在 ;!jlj 药工业不1:1食品工业中 ， 有些空物碱和l

包东等次1: 1飞诅j卢物 (secondary metabolites ) 

很难采用常圳的方法生产。 kamada 在 Atropa

belladona Æú物上旧友根农杆菌转化， 发现了一

批转化恨，实现了阿托品 (atropine) 和东茂若碱

(scopolam in的的高效生产 [ l8] 。 Efamill 从 Betα

Vulgaris 和 Nicotiana rust iω 植株中选择出一些

迅速生长的转化帜 ， 用于甜菜碱(betalain )和烟

碱的高效生产。利用转化根快速生长的特性，

已经开始生产多种空物碱和色素 [19 ， 20 J 。

由于转化体具有异常的形态表现，也由于

不同转化系之间在形态生理 各方面有差异，

Ri T-DNA 的转移在植物遗传育种上可作为一

种选择筛选优良性状的系统。 将 RiT一DNA

的生长jt 1.t冈转 入石刁柏等难于生根的植物

中，可以也~.ì主些植物获得也根的性状， ' 11:，jnj 促

进这些植物的抨插成活， 将有性繁殖植物变为

无性繁殖植物。 胡萝卡是两年生植物， 它的一

些转化系失去了两年生的性状转变为一年生。

根据这一现象， 在大量的转化群体中可望发现

其他性状都优良的一年生、 胡萝 卡 Pl)。烟草不

同转化系中，有些转化系杂交后代的植株丧失

了雄性可育能力，利用这一点， 可选择雄性不

育株和雄性不育系。

许多植物转化后侧根分生能力大为增强，

在这些根系发达的植株中，可以选择抗旱能力

较强的品系和单株。 Moore 早在 1 979 年就报

道，发根农杆菌侵染苹果树后使苹果树的抗旱

性增强 [2 J 。 另一方面 ， 许多植物转化后根系生

长的向地性不明显， 根群分布在出土层中 ， 这

样，在这些根系分布较设的转化植株中，又可

选择抗涝性的作物品种[ 21 J。很明显， Ri T­

DNA 在增强植物的抗逆性上有很大的潜力。

事实上，同一植物不同转化系之间在性状

表现上有差异 ，这种差异是由转化体内 T-DNA

片段的差异和结构效应引起的。因此， 在同一

种植物或同一品种之间出现形态不同的转化系

是不足为奇的。形成不同转化系的不同植物细

胞本来就可以吸收不同的 T-DNA 片段。在这

种情况下，人们很难指望所有的转化体能象人

们要求的那样都带有目标基因和目标性状。通

过发根农杆菌转化，要获得具有某种目标性状

的新品种或新类型， 往往需要时间选择和筛

选。

有关发根农杆菌转化的研究还有一个活跃

的方面， 那就是农杆菌和植 物之间的进化关

系。一些研究结果显示 ， 植物染缸体 DNA 和

RiT-DNA 的某些碱基序列是完全相同的 。也就

是说， 植物和发根农杆菌含有一些相同的基

因 ， 编码同样的酶类 ， 也可能控制l…些相同性

状的表现。问题是， 这种同源的 DNA 片段最

初来源于农杆菌 ， 还是植物。结合前人的研究

成果可以推断， 这两种可能性都存在。在植物

漫长的进化过程中，农杆茵通过佼染植物， 向

植物转入它的 T-DNA 丛因，因而促进了植物
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的变异和进化。另一方面，在农杆菌长期的进
化过程中 ， 农杆菌也吸收了植物的一些基因。

尽管后一种的可能性还缺乏足够!山证据，但是

有许多迹象表明 ， 微生物现在所具有的一些性

状最初来自植物[ 21 ] 。如果植物参与了农杆菌

的进化， 那么 ， 将植物基因转移给农杆菌则是

可能的。这样农杆菌就可同时容纳它自己本身

的遗传信息和一些植物的遗传信息。 因此，用

农杆菌转化植物， 就等于进行农杆菌与植物及

植物之间的远缘杂交 。

同根癌:此杆菌的 Ti 质粒一样， 发根农杆

菌的 Ri J贡挝也可以成为共整合的中间载体或

二元载体。在 Ri T-DNA 上插入新霉素磷酸

转移酶(NPT 11 )基因能够使转化体表现出抗卡

那霉素的性状。抗卡到1霉素的性状是一种比较

理想的标志性状， 即使质控载体中不含有冠瘦

碱合成基因和生长素基因 ， 转化体中抗卡那霉

素基因的存在也表明了植物组织的转化。目前，

二元载体中常时的标志基因 ( marker gene ) 平日

报告基因 " report gene )有存葡萄糖音酸酶(自­

Gus ) 、 氯莓豆豆-乙航转移酶 (CAT ) 、自一半乳

糖音酶、 j钥每素磷酸 转移酶 (HPT ) 合成基

因。

迄今为止， 用于植物基因转移的外源有用

基因大多来自不同种类的细菌 ， 还没有一种来

自高等植物的基因。这主要是因为， 当今所掌

握的生物技术还无法定位和分肖植物体内的有

用基因。因此， 植物染色体上存在的有用基因

至少在目前还不能借助 Ri 质粒或 Ti 质粒从一

种植物转移到另一种植物中去。探索遗传转化

的应用价值，仍然以野生发根农杆菌为主，而

且主要是发掘原始 T一DNA 的有用基因。

正因为如此， 有些人开始观察研究 Ri T­
DNA 对寄主抗病性、 抗虫性的影响 [ 22 ] 0 Ooms 

通过发根农杆菌的转化作用 ， 观察烟草转化体

抗 TMV 性状的变化[23]、何玉 科、 Mugnier 在

甘蓝 Ri T-DNA 转化根上接种包括根肿菌在

内的多种专性寄生菌，观察寄主对这些病菌的
侵染反应[ 24 -26) 。

摘 要

本文介绍了发根农杆菌的生物学特性、 遗

传转化的操作技术、 RiT一DNA 转化体的形态

特征以及发根农杆菌转化的利用。与根癌农杆

菌不同，农杆碱型发根农杆菌的 Ri T一DNA

含有生长素合成基因、 农杆碱、 甘露碱合成基

因，不含有细胞分裂素合成基因，它的转化体

首先是转化根。发根农杆菌介导的植物遗传转

化，在次位代谢产物生产， 植物抗逆性育种以

及细菌与植物进化关系的研究等方面具有广泛

的应用前景。
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P 物质兔疲调节作用的研究现况

金 强 笃锡锐

( I书 国科学院上海细胞生物学frJf究所)

近年来， 人们日益认识到神经系统与免疫

系统之间存在着密切的联系 [1] ，它们相互影响，

相互调节。在此过程中 ， 神经 肤起了重要作

用 。 现在已知具有 免 疫调节功能的神经肤包

括: P 物质 、 血管活性肠肤、 生长激 素释放和

抑制因子、 自-内啡肤、 脑啡肤、促肾上腺皮质

激素 、 生长激素等等。 本文将着重论述 P 物质

的免度调节作用的研究进展[ 2 ] 。

-、 P 物质

P 物质 ( substance P , SP ) , 1 93 1 年由瑞

典学者 Von Euler 和 Graddum 发现。 197 1 年，

Chang 等人定出 SP 为十一肤， 其 氨基 酸顺序

为 : A rg- Pro -Lys- Pro- G ln- G ln-Phe-Phe- G ly­

Leu-Met-NH2 。

SP 广泛存在于脊椎动物的中枢及外周神

经组织中， 并在哺乳类、鱼类、蛙类等肠道中

存在。 在脊椎中和外周的自主传入、传出神经

以及 C一类感觉神经纤维中，都有 SP 存在。 SP

在神经系统中的功能还不很清楚，但有证据表

明 ， SP 在对痛觉等伤害性刺激的感觉传递 中

起作用 [ 3 ] 。

一系列研究表明: SP 具有广泛的功能[ 3] 。

它能促进外周动脉血管扩张、 降低血压，刺激

平滑肌收缩， 剌激唾液腺 、 腕腺分泌， 利尿 、

促销排泪 。 SP 还能促进人垂体 分泌催 乳 素和

生长激素。其他与免疫有关的功能将在后面详

述。

SP 属于一类叫 速激 肤 (Tachykin in ) 的家

族。 该族结构上的共同点是它们援基端氨基酸

顺序为: Phe-X-Gly-leu-Me~-NH2' 其中 X

是芳香族或带分枝的脂肪族氨基酸。该族包括 z

章鱼涎肤 ( eledosin ) ， 南美瞻蛛皮肤肤 ( physae气

lamin ) ， 澳洲瞻蛤皮肤肤 ( Uperolein ) ， Kassinin , 

此外还有z 从脊髓等神经组织中发现的 K物质

(Substance K ， 又名 Neuromedin L , Neurokinin 

A ， Neurokininα )和 Neurokinin B (又名 Neuro­

kinin 民 Neuromedin K ) ， 新 近 又发现了

Neuropepfide K。

产生 SP 的前体分子为前速激肤 原( Prepr­

otachykinin ) ， 通过 cDNA 克隆研 究发现该类

前体分 子有 3 种， 它们来源于 叭 队 γ 3 种

mRNA， 而这 3 种 mRNA 是 同 一个 基 因的

mRNA 经不同拼接而形 成的。 α 型的 mRNA

只编码 SP， 自 型编码 SP、 SK 及 Neuropeptide

本文的写作和发表受到本所研究生办公案{?， f)J翔同志
的支持和帮助， 特此志i射 。
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