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防止混谓。由于经过坦ßJ切片， 在透射 电镜下

看到的每个细胞附着的支原体较少。在严重污

染时也通常只有‘ 10-5 0 个左右。

扫描电镜检查 :

将生挺有待检查的细胞的盖 玻片小条在

2 %戊二瞪恪液 ( 阻击IJ方法与透射电镜相同)叫:1

固定 15-30 分钟。 系列乙醇脱水。最·后用乙

酸异戌醋置换。 经在临界点干燥器用液体 CO2

干燥后 ， 真空 I民镀金膜， 置扫描电镜下观察。

整个样品 1111J 备过程可在一天内完成。

在扫描电镜下， 支原体的形态多呈不规则

的圆球形，大小也很不一致。 通常在 0.15-

0.5μm( 图版图 3 )。 支照体在细胞上的聚集总

的来说是随机的 ，但散布不均匀 ，常形成一些密

集区 (图版图 4 )。常常在细胞的一侧附着大量

的支原体， 而另一侧则几乎完全看不到。同样 ，

一个细胞被严重污染而相邻的细胞却完全没有

支原体的现象也常可见到。 这也许可以表明 ，

多数支原体在细胞 表而附着一脱离一再附

着的活动至少是不活跃的。观察还表明 ， 支原

体似乎特别容易在细胞交界处~:II做绒毛丰富的

地方附着 。 根据这些分布特点，即使是轻度污

染也很容易被扫描电镜检出。但在观察时应注

意区分支原体与细胞本身的泡状物以及注意识

别由于细胞微绒毛尖端电荷积累Ifrj显出的 "颗

挝"假象。

扫描电镜与透射电镜的检查可 以结合使

用 。 通常是用扫描电镜做初步检查 ， 继而用透

射 电镜加以证实， 这就使结果更加可靠。

(未完待续)

根癌农杆菌(Agrobαcterium tumejαciens) 的

Ti 质粒(二)

白永延/主惕许智宏

(中国科学院上海植物生理研究所 细胞生理室 )

转移 DNA-T-DNA

Chilton 等人利用同位素标记的 Ti 质校做

探针， 发现加入高浓度烟草肿瘤的 DNA 后 Tj

质粒 DNA 的复性速度有加快的趋势， 表明肿

瘤 DNA 中有 Ti 质粒的顺序 ， 但该顺序不多，

而且没有检测到完整的 Ti 质粒。 以后这些作

者将章鱼肉 碱型的 Ti 质粒 B 6-806 月1 内切酶

Smal 分解成 19 个片段， 分别用同位素标记做

成探针， 然后与肿瘤进行分子杂交， 结果有二

段 Ti 质糙的 DNA (3 b 和 10 c) 能和 /ì中瘤 DNA

杂交 ， 这是二个相邻近的片段， 称为 T-DNA

( 图 ，1 ) 0 Ti }贡位中与 JJql J'自 DNA 同源的 DNA

部分叫 T 区 DNA。这是首次证明了在高等植

物的细胞内存庄有做生物的 DNA 顺序 。

Ti 质机的 T 区 DNA 的民K 约为 23 k b(千

碱基;;H) 。 军í:鱼肉碱型和 JiíJl 脂liJU凹的 T 区 DNA
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图 4 T-DNA 与 Ti 质粒 DNA 的 Jt段的杂交

试验[叫 。

上方一包含 T-DNA 区的 Ti 质:性的一部

分;

下方一几个，~4'瘤系 DNA 与 Ti 1y1位 DNA

片段杂交部分 ( 吸色区 ) ; 
TL→T-DNA 左区 ; TB--T-DNA 右区

都有 8-9 kb 长的一段 DNA ， f. ll 为保守区 (或称

核心区) ，而且 在几乎所有的肿阳系巾都有这一

段 DNA。章鱼肉:威主l 手11 Jii削j旨型的保守区 DNA

顺序中同源性达 90 % 0 T 区 DNA 包含有激发

和l保持肿瘤状去所必需的拉住1 [32 )ω 没有 11M 3iIJ T 

|互 DNA 和才~f!I却 DNA 之间有同源性 ， 1 1- 1 ι1 {;4: 
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7，'1]线拉休(10 DNA rJ巧i毛发现 T-DNA 的存在 ， T

DNA 仅存在于植物肿瘤细胞的核 DNA 中 [ 23 ] 。

1因脂碱 :1F~Hrll @中的 T-DNA 比较简单 ，T 37 

年n c 58 菌株诱发的肿瘤系 中的 T-DNA 均为

23 .4 kb 长的在织的-段顺序。有的肿 瘤系仅

有一个考川的 T-DNA ， 也有 些 日中 痛系 的

T-DNA 是多考贝的[~" ] 。 章鱼肉碱型肿 瘤的

T-DNA 分为7…右两部， 有; TL-DNA 和TR­

DNA ，左区的顺序变化不犬， 长度约为 13 kb , 

也有梢短的 [25 J O TL-DNA通常为一个考贝，但

也有几个考贝首尾相连的排列情况 [ 2 6]0 TR 

DNA 较短 ， 约 6 kb 长 ， 在肿瘤细胞中它们扩

增为数个至数十个考贝，但有些肿瘤系中没有

T-DNA 的右区 [ 27 ]。章鱼肉碱型的 Ti 质粒中

TL-DNA 与 TR-DNA 接近， 但不紧密相连(见

图 4 ) 。

T-DNA 上编码的基因

在转化的植物细胞中 T-DNA 进行活跃的

转录和翻译 ， 所有的肿 瘤组织中 都可检测到

T-DNA 的特异转录产物 mRNA， 其量仅占植

物总 mRNA 的百万分之一左右 ， 需用 3 2p 标记

的 Ti 质粒片段与肿瘤 细胞中分离得到的多聚

腺l黑岭核背酸一一-RNA (poly(A + )一→RNA)

杂交的方法进行检测。章鱼肉碱型肿瘤有 12 个

mRNA , 8 个为 TL-DNA 转录 产物， 4 个为

204 206 20日

D 

TR-DNA 转录产物。 JJ因脂 fJ我型肿脑系有 ] 3 个

mRNA。这些转录产物的相对台旦和大小均不

相同， 但都带有 polyA 顺序 ， 它们是由植物的

RNA 聚合酶 E 负责转录，因为低浓度的 α-鹅膏

草欣抑制该i1棋。每个转录产物独立地转录 ，表

明它们各有自己的启动子 (promoter )和转录信

号。已知 T-DNA 的保守区转录 6 个 mRNA ， 章

鱼肉碱型和 jj因脂碱型的肿瘤中这些转录产物相

同( 图 5 )，它们 I"I<J ~专录方向相转录位置均已确

定 [ 28 ]。分离出的 mRNA 能在麦胚无细胞系统

中进行翻译 ， 有三个 T-DNA 转录的 mRNA 在

体外翻译成了不 同的蛋白质 [2 9] 。 其中章鱼肉

碱型 TL-DNA 的右端编码的蛋白质的分子;最

为 39000 ， 与章鱼肉碱合成酶大小相同， 并能被

i亥酶的抗血清中和， 证明它就是章鱼肉碱合成

酶 [ 3 0 ] 。 另外二个蛋白质的功能还不清楚。其它

的mRNA的翻译产物量极少，难以检测。最近分

析了编码章鱼肉碱合成酶基因的核苦酸顺序 。

用遗传学方法在 T-DNA 区中引入转座

子， 使特定的基因发生突变 ， 从而在肿瘤细胞

中 T一DNA 的一个 或多个 转录产物 也随 之消

失。 基因突变后不能转录它 JW编码的 mRNA ，

可观察带有突变基囚的 T-DNA 的植物细胞的

- 表型，从而确定这些基因转录产物的功能。月3

上述方法证明了编码二类转录产物的基因 ( 3 1] : 

第一类编码冠瘦碱合成酶。章鱼，肉碱型肿瘤含
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图 5 朋 ßli暗型(pTiC 58 )和章鱼肉碱型(pTiAch 5 ) Ti 质粒转化的植物细胞中 T-DNA ~码的基因:

Shj 抑制长芹 ， Roi 抑制 长根 ， Nos ~民脂碱合成 ， Ocs 章角 肉碱合成。 Onc"tt 肿瘤形jjl.(WÆl一一同源区

有一个或二个冠瘦lîJ在合成酶基因 ， 一个位于 位于 T-DNA 右端 ， 编码!阴脂碱合成酶， 另一

TL-DNA 右端， 编码章也肉碱合成酶，另一个 个位于 T-DNA 的左端， 编码农杆菌素碱合成

基因位于 TR一DNA 的右端编码农杆碱和甘露 酶 3 第二类是诱发肿瘤的基因。 T-DNA 的保

碱合成酶。 jj因脂碱型肿瘤也有二个基因， 一个 守区的转录产物具有致瘤功能，已确定有 6 个
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7，'1]线拉休(10 DNA rJ巧i毛发现 T-DNA 的存在 ， T

DNA 仅存在于植物肿瘤细胞的核 DNA 中 [ 23 ] 。

1因脂碱 :1F~Hrll @中的 T-DNA 比较简单 ，T 37 

年n c 58 菌株诱发的肿瘤系 中的 T-DNA 均为

23 .4 kb 长的在织的-段顺序。有的肿 瘤系仅

有一个考川的 T-DNA ， 也有 些 日中 痛系 的

T-DNA 是多考贝的[~" ] 。 章鱼肉碱型肿 瘤的

T-DNA 分为7…右两部， 有; TL-DNA 和TR­

DNA ，左区的顺序变化不犬， 长度约为 13 kb , 

也有梢短的 [25 J O TL-DNA通常为一个考贝，但

也有几个考贝首尾相连的排列情况 [ 2 6]0 TR 

DNA 较短 ， 约 6 kb 长 ， 在肿瘤细胞中它们扩

增为数个至数十个考贝，但有些肿瘤系中没有

T-DNA 的右区 [ 27 ]。章鱼肉碱型的 Ti 质粒中

TL-DNA 与 TR-DNA 接近， 但不紧密相连(见

图 4 ) 。

T-DNA 上编码的基因

在转化的植物细胞中 T-DNA 进行活跃的

转录和翻译 ， 所有的肿 瘤组织中 都可检测到

T-DNA 的特异转录产物 mRNA， 其量仅占植

物总 mRNA 的百万分之一左右 ， 需用 3 2p 标记

的 Ti 质粒片段与肿瘤 细胞中分离得到的多聚

腺l黑岭核背酸一一-RNA (poly(A + )一→RNA)

杂交的方法进行检测。章鱼肉碱型肿瘤有 12 个

mRNA , 8 个为 TL-DNA 转录 产物， 4 个为
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TR-DNA 转录产物。 JJ因脂 fJ我型肿脑系有 ] 3 个

mRNA。这些转录产物的相对台旦和大小均不

相同， 但都带有 polyA 顺序 ， 它们是由植物的

RNA 聚合酶 E 负责转录，因为低浓度的 α-鹅膏

草欣抑制该i1棋。每个转录产物独立地转录 ，表

明它们各有自己的启动子 (promoter )和转录信

号。已知 T-DNA 的保守区转录 6 个 mRNA ， 章

鱼肉碱型和 jj因脂碱型的肿瘤中这些转录产物相

同( 图 5 )，它们 I"I<J ~专录方向相转录位置均已确

定 [ 28 ]。分离出的 mRNA 能在麦胚无细胞系统

中进行翻译 ， 有三个 T-DNA 转录的 mRNA 在

体外翻译成了不 同的蛋白质 [2 9] 。 其中章鱼肉

碱型 TL-DNA 的右端编码的蛋白质的分子;最

为 39000 ， 与章鱼肉碱合成酶大小相同， 并能被

i亥酶的抗血清中和， 证明它就是章鱼肉碱合成

酶 [ 3 0 ] 。 另外二个蛋白质的功能还不清楚。其它

的mRNA的翻译产物量极少，难以检测。最近分

析了编码章鱼肉碱合成酶基因的核苦酸顺序 。

用遗传学方法在 T-DNA 区中引入转座

子， 使特定的基因发生突变 ， 从而在肿瘤细胞

中 T一DNA 的一个 或多个 转录产物 也随 之消

失。 基因突变后不能转录它 JW编码的 mRNA ，

可观察带有突变基囚的 T-DNA 的植物细胞的

- 表型，从而确定这些基因转录产物的功能。月3

上述方法证明了编码二类转录产物的基因 ( 3 1] : 

第一类编码冠瘦碱合成酶。章鱼，肉碱型肿瘤含

2.10 2.12 0 1 2 3 4 5 kb 
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图 5 朋 ßli暗型(pTiC 58 )和章鱼肉碱型(pTiAch 5 ) Ti 质粒转化的植物细胞中 T-DNA ~码的基因:
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有一个或二个冠瘦lîJ在合成酶基因 ， 一个位于 位于 T-DNA 右端 ， 编码!阴脂碱合成酶， 另一

TL-DNA 右端， 编码章也肉碱合成酶，另一个 个位于 T-DNA 的左端， 编码农杆菌素碱合成

基因位于 TR一DNA 的右端编码农杆碱和甘露 酶 3 第二类是诱发肿瘤的基因。 T-DNA 的保

碱合成酶。 jj因脂碱型肿瘤也有二个基因， 一个 守区的转录产物具有致瘤功能，已确定有 6 个
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图 6 T-DNA 在植物肿瘤细胞中的转录严吻。
上而是 Ti 质粒的 T区限制图。下面是 TL-DNA 转录的

7 个 mRNA。 括号内数字丧示 mRNA 的氏度 ， 箭头表
示转录方向和在 T-DNA 上转录的位置 [28]

不同的 mRNA ，二个 mRNA ( 因 6 中 1 和 2 )的 0 . 02 ， 而 T-DNA 基因 1 或 2 突变体诱导的长

作用是抑制芽的形成，它们的作用与组织培养 茎的肿瘤中此比值为 1 4 . 4 。

H ind 1Il l'Iï 切点

LH ~ ~ t ~ f 尘且比
一2 .6MD-1.7-1.45一-3.8 ill).一飞一-一一-hlD MD .- 1 
-3. 1MD-- --..6MJ)....4...., 

T-DNA土 22M口'

圈 7 魁革肿瘤组织中含有外来 DNA(Tn7)的T-DNA

粒中也含有与根;高农杆菌 Ti 质粒的 T-DNA某 整合进植物的基因组内。

中高浓度的生长素的效应相似。 另一个 mRNA

( 图 6 中的师 flll)根的形成，和高放度的细胞分裂

素的效应类似。这几个基因的功能可能是影响

细胞中植物激素的合成， 因为野生型肿瘤巾细

胞分裂素与生长素的比值为 0.22，而 T一DNA

基因 4 突变株诱导的 l乏根的转化细胞中该值为

tL 
叫
一-

些区域同源的 DNA 顺序 [ 33 J 。

Ti 质性作为植物基因载体的前景

Schell 实验室最近建立了外来 DNA 定向

地插入 T-DNA 的方沽 [3 4 J。他们先将 T-DNA

片段克隆在其他质粒 l巾 ，建成"过渡"质位 ，它们

在大肠杆菌和农杆的巾都能增殖。 然后利用重

组DNA技术 ，把外来 DNA 片段插到 T-DNA j~­

段的特定限fljlJ酶的切点中，再将j主些重组的质

粒引入十î~ j自农杆菌 ， f止 ;if 有夕;、 来 DNA MJ

T-DNA 片段和野生型 Ti 质机的同源片段jlli过

体组进行交换 ，外来 DNA 进入 Ti 质粒 ，在转化

内重植物细胞时 T一DNA 中的外来 DNA 就可

,' , .' . 
4 . . 

发根农杆菌 (Agrobacte.lÏum rhizogenes) 感

染植物后，也有一段 Ri 质粒整合进发根细胞

的基因组[i 2 J。发根农杆菌 T-DNA 的某些区域

与章鱼肉碱型和脑脂碱型的冠瘦瘤的 T-DNA

有顺序同源性，但没有 T 区基因 4 [32 J 。

另外， 最近发现根瘤菌(Rhizobium ) 的质
T n7(9 .5MD) 

一

利用 T-DNA 区中嵌有转座子 Tn 7 的 Ti

质粒转化植物细胞时， 转座子Tn 7 和 T-DNA

一起整 合进了植物基因组，利用分子杂交技

术在转化的植物细胞 DNA 中检测到 了 Tn 7 

( 图 7 ) [ 35 J 。

由于转化的植物细胞中发现了冠瘦碱合成

酶， 从而证明细胞基因组中整合有 T-DNA 。从

转化细胞再生的植树己以及由这些植株的科l子繁

殖的后代均含有冠瘦ílfnx合成酶， 表明该酶的基

因可通过减数分裂过程传递给后代，在后代中

此性状分离的情况符合J孟德尔遗传规则[36 J 。

目前已获得一些 Ti 质粒的突变体， 它们

的 T-DNA 区中某些诱发肿瘤的基因失活， 这
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些"解除了武装的" Ti 质粒仍能转化椅物细胞，

但转化的 ~flI ljéI JG nrlr ~Üi!I ，~ ， {i E ， 能正常再生1rÎ株 、

开花和结盯 [37lo

近年来通过 Ti 质粒把转座 子携带的某些

抗菌素抗性 二t，k 12':;1 'j 1 入植物细胞，如转座子 Tn5

编码的抗 G 4 18 基因 ， G 4 18 是→种对植物有

毒的抗菌素，利用在 T 区中捕入有 Tn 5 的 Ti

质粒转化植物细胞，后者表现出了对 G 418 的

抗性。此外， 在美国迈阿密冬季讨论会上，三

个研究小组报告了通过 Ti 质位将修饰后的编

码抗菌素 1)'L '1"1: II<J 11，; 因升进了植物细胞。为使抗

性基因能在植物细胞巾表达， 需将 nopa li ne 合

成酶基因的启动子与外来基因结合，建成一种

能在植物细胞内发生表达的嵌合基因 (clzimeric

gene) 。 美国 Monsan to 公司的 St. Louis 实验

室和华盛顿大学 Chilton 的小组用卡 那霉素抗

性基因，西欧 Schell ;f~l Montagu 小组将编码抗

氨甲喋岭。netllOt rexa te ) 、 卡邢霉素 [38 ] 或氨霉

素 [ 3 9 ] 的结构基因以及章鱼肉 í!Ì'&合成酶基因[39]

建成嵌合基因引入植物细胞， 结果敏感的植物

细胞对相应的抗菌素表现有抗性， 或检测到了

章鱼肉碱合成晦。 Ha ll 实验室将菜豆 Gl 蛋白

基因通过 Ti 质杭引进了向日 葵细胞， 在转化

的植物细胞中测到了微量的菜豆 Gl 蛋白 [ 40 ]。

以上是近年来利用 Ti 质粒作为载体将外

源 DNA 引入植物细胞的初步尝试， 结果是鼓

纠2人心的， 预期不久 I'~J未来 Ti 质粒可改造成

为安全而高效的夕卡拉;( DNA 的载体， 同时也可

作为研究植物细胞的基因 im节机 理的重要手

段， 一个利用基因工程技术有目的地改造植物

的新时期必将到来 !
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探索癌基因的成熟年代

J. Michael Bishop 

1 8 6 6 年 ， P aul Broca 从他妻子家 系的略图中 ，

领悟到癌症的遗传因素c这一洞察所见 ，在他那时代似

乎没有引起人们的注意 (实际上 ，他 的 想法直至当代仍

被 Carl Segen 所忽视)。不过一 个世纪以来 ，生物学家

们都开始对肿瘤发生寻找遗传方而的解释。目前这个

问题所获得 的成果是: 关于民期设想的"癌基因"已出

现在我们的眼前。癌基因 的 发现首先是由于逆转病毒

有转导细胞基囚的偏好一一正是在正常细胞 DNA 中

寻找逆转病毒的瑞基因使它实体化了。 由此两个进一

步的设想又增添到前跃的想象 rl:i去 2 一是 逆 转病毒

DNA 的整合能够触动细胞基因 ，后者的激活明显地有

引起*i1瘤发生的作用 ; 二是从各科1 M~l瘤取得的 DNA 能

够使咱齿类细胞发生瘤性生长 ，这种 DNA 似乎含有活

化的癌基因。 这种基因 ， 我们过去仅在病毒中发现过 。

逆转病毒的自基因曾经显示， 显性的遗传位点能

够使正常细胞转变1] 1在~'IJf二生长 ， 113. 由于病毒癌基因实

验的简单位:. 有可能使人误入歧途。 因为 自 然发生的

肿瘤， 被认为是 101:1 形成巾的忡瘤细胞内几个不连续的

活动所产生的。然jfijT飞们已经从肿瘤病毒获得了可能

导致瘤性生长最有希堪的生化机制的痕迹。 目前已在

逆转病毒 rj:1 发~口 ， 借助多种机制j 引起不同)J中瘤的 18

示11癌基因。 I! 1 这些基 r~~l ~!l 闪的蛋白质显示了使人棘手

的多样性2 有些是位于质膜上的ffi~氛般特异的蛋白质

激酶 ;有些是可能结什到染色质内 DNA 的核蛋白 ; 有

些是在整个生存期间令人费解地游动在细胞内膜上的

糖蛋白 ;有些是具手jfl与构特征和生 化 特'i~~惜电子的核

昔三磷酸酶 ;有些还完全没有确定其特性 ， 从而使有

提供更加乡样性的机会。这个多样性意味着付 么 ? 当

然 ，那就是不只-种途径产生癌细胞。但是实际情况可

能还远不止于此。细胞 的 生长和分裂很可能是由一种

从细胞表面到细胞核交错对插的网状物所控制的。假

使该网状物的任何-点为有害影响所触及并破坏其平

衡， 则瘤性生长就可能接着发生。也1<1'各种类型的癌

基因能反映出这种受调节的网状物的成份 ， 给我们揭

示网状物所执行的重要功能。

当我们开始探索病毒癌基因时 ， 唯一的希望就是

它们的作用机制可能预示着多种来源 的 癌瘤的异常

性。随着发现逆转病毒的癌基因是在脊椎动物 ，也许

在所有的后生动物中所 存在的"原癌基因"或"细胞癌

基"的有危害的复制品 ， 这个希望就接近于现实了 。

逆转病毒的癌基因起源于细胞， 对许多人来说都感到

意外; 但回顾既往 ，却已经有异于一般的研究结果在充

分顶示着这 -现象的存在。首先 ，逆转病毒的复制并不

需要癌基因 ， 所以难以设想它们是同病运基因组的其

余结构在进化中一起出 现的。 其次 ， 许多类型的忡瘤

是由不同的逆转病毒所引起， 以及每种病毒又有其诱

生一种或-组类型肿瘤的特性， 这与 DNA 肿瘤病毒的

特性形成明显的对比。第三， 早期文献明确的提示，

逆转病毒在动物体内复制时能够获得新的致瘤性能。

从另文所总结的证据 ， 细胞癌基因具有真核基因

的特征 ， 而不是隐蔽的病毒，基因 ;它们在漫长的进化过

程巾仍保存着 明显的真 实性; 同时它们又以新颖的分

子活动插入到逆转病 毒的基因组中 ， 其细节则正是目

前人们注视的所有。 逆转病毒 的转导作用很可能是自

然界的偶见事件，同时也毫无理由认为这种偶然事件

是仅限制于细胞癌基因 。 但是此种现象对癌基因的研

究是有深远意义的。 逆转病毒的转导作用已揭示的细

胞基因的活性 ， 对 自 然 的肿瘤发生可能是极其重要的 ，
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