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农杆菌 T －复合物招募蛋白的
发现和生物学功能鉴定
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( 扬州大学 生物科学与技术学院，江苏 扬州 225009)

摘要:农杆菌是一种能使部分双子叶植物发生冠瘿瘤病害的病原菌，其致病机理是从自身的 Ti 质粒上转运一
段 T － DNA到宿主细胞中，并使宿主细胞发生遗传转化。农杆菌是以蛋白质 －单链 － T － DNA复合物( 简称 T
－复合物) 的形式来转运这段 T － DNA。T －复合物是通过四型分泌系统( T4SS) 转运到宿主细胞中，T －复合
物与 T4SS之间的识别是由一种被称为 T －复合物招募蛋白的蛋白质来完成的。将对农杆菌 T －复合物招募蛋
白的发现过程和生物学功能鉴定方面的研究进展进行简要评述。
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Discovery and Biological Function Identification of
Agrobacterium T － complex recruiting Protein
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Abstract: Agrobacterium tumefaciens is a phytopathogenic bacterium that causes the crown gall tumor dis-
ease in some dicotyledonous plants by transferring a segment of DNA ( T － DNA) from its Ti － plasmid to plant
cells and genetically transforming the host cells． Agrobacterium transfers the T － DNA in the form of protein －
single － stranded － T － DNA ( called T － complex) ． T － complex is transferred to the host cell through the type
IV secretion system ( T4SS) ． The recognition between T － complex and T4SS is fulfilled by a T － complex re-
cruiting protein． This paper will briefly review the discovery of the Agrobacterium T － complex recruiting pro-
tein and the progress in identifying the biological function of the Agrobacterium T － complex recruiting protein．
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农杆菌( Agrobacterium tumefaciens) 介导的 T － DNA转运技术是目前使用最广泛的一种植物转基因
技术［1 － 4］，该技术的基本原理是利用农杆菌可以把它的 Ti 质粒上的一段 DNA( 人们称之为 T － DNA)
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转运到宿主细胞核中，并整合到宿主细胞的基因组中进行表达［2，5 － 7］。在自然界中，农杆菌只能将其 T
－ DNA转给某些双子叶植物，而使这些双子叶植物宿主出现冠瘿瘤病害( crown gall tumor disease) ，因
而在自然条件下农杆菌实际上是一种双子叶植物的病原菌［1 － 2，7］。在人工条件下，人们可以把 Ti 质粒
上的 T － DNA片段替换成外源目的基因片段，这样农杆菌就能把外源的目的基因片段转运到宿主细胞
中，从而使宿主细胞发生遗传转化［1 － 2，5］。同时，在人工条件下农杆菌的宿主早已不只是少数几种双子
叶植物，其宿主不仅扩展到单子叶植物［8］，还扩展到酵母［9］、真菌［10］和哺乳动物细胞［11］。因此，农杆菌
被人们称为自然界中的“天然遗传工程师”［12］。
农杆菌介导的 T － DNA转移是一个非常复杂的生物学过程，整个过程可分成下面几个阶段［5］: 第 1

阶段，T － DNA转运的启动阶段。农杆菌能够感受由受伤宿主细胞分泌的信号物质，这些信号物质主要
是一些酚类和糖类物质。当农杆菌感受到这些信号物质后就开始启动与 T － DNA转运有关的基因进行
表达，合成相应的蛋白质，这些与 T － DNA 转运有关的蛋白质通称为致毒蛋白( virulence protein) ［13］。
第 2 阶段，T －复合物的形成阶段。农杆菌转运 T － DNA 是以蛋白质 － T － DNA 复合物的形式来实现
的，这个被转运的蛋白质 － T － DNA 复合物被称为 T － DNA 复合物，或简称为 T － 复合物( T － com-
plex) 。T －复合物的产生是由一种叫 VirD2 的致毒蛋白来完成的，VirD2 蛋白具有核酸内切酶活性，但
只能切割双链 DNA 中的一条链，因此 VirD2 蛋白又被称为切割酶( nickase) 或松弛酶( relaxase) ［14］。
VirD2 从 Ti质粒上切下一条单链的 T － DNA，并且通过共价键连在 T － DNA的 5’末端形成 VirD2 － T －
DNA复合物。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 1 个由 VirD2、单链 T － DNA和许多 VirE2 分子构
成的更大的复合物［15 － 18］。第 3 阶段，T －复合物的转运阶段。在农杆菌细胞中形成的 T －复合物是通
过农杆菌细胞两端的四型分泌系统( type IV secretion system，T4SS) 转运到宿主细胞［19 － 21］。农杆菌的
T4SS是农杆菌细胞向外转运大分子物质的重要通道，T4SS 不仅能转运 T －复合物，还能转运多种蛋白
质和部分能够进行接合转移的质粒［22 － 24］。由于 T4SS 能转运这么多不同的底物，因此，T4SS 与待转运
的底物之间一定存在识别机制［20，25］。第 4 阶段，T －复合物在宿主细胞中的转运以及 T － DNA与宿主基
因组的整合、表达［26 － 28］。T －复合物进入宿主细胞后，在宿主相关蛋白的帮助下转运进入细胞核，并将
T － DNA整合到宿主的基因组中，如果 T － DNA整合的位点合适，T － DNA上所携带的基因就可以在宿
主中表达［27，29 － 32］。
由上面的简要叙述可以看出: T － DNA 的转运是一个非常复杂的过程，参与此过程的蛋白很多，有

些蛋白的功能比较明确，例如，现已知道 VirD2 蛋白既是把 T － DNA从 Ti质粒上切割下来的酶，又是引
导 T －复合物转运的领航蛋白( pilot protein) ，参与了整个 T － DNA 的转运过程［5，14］。但相当多的蛋白
的功能还不够明确，当然也可能还有一些未知蛋白参与了这个过程。由于农杆菌 T － DNA 转运机理的
复杂性和文章篇幅的限制，因此在这里我只想就其中的一个环节的研究进展情况做一些介绍，主要阐述

农杆菌细胞内的 T －复合物是如何找到和聚集到细胞两端的四型分泌系统( T4SS) 处。

1 农杆菌 VirD2 结合蛋白的发现及其与 T －DNA转运的关系
1． 1 农杆菌 VirD2 结合蛋白的发现
笔者将 VirD2 蛋白基因融合到麦芽糖结合蛋白( maltose binding protein，MBP) 基因的 3’－末端，用

大肠杆菌表达出 MBP － VirD2 融合蛋白，MBP － VirD2 融合蛋白的 MBP 部分可以与固体的淀粉凝胶颗
粒结合，然后以结合在淀粉凝胶上的 MBP － VirD2 融合蛋白为亲和配基，从农杆菌的提取液中去找能够
与 VirD2 结合的蛋白，结果找到了一种新的能与 VirD2 结合的蛋白，通过多种方法反复验证该蛋白与
VirD2 的结合是专一性的［33］。将这种蛋白的胰蛋白酶水解指纹图谱与数据库中的蛋白质的胰蛋白酶水
解指纹图谱比较，发现该蛋白是由农杆菌基因组中的开放阅读框( open read frame，ORF) 预测的蛋白，没
有任何人分离鉴定过该蛋白，说明由基因组序列预测的这个开放阅读框( ORF) 在农杆菌中可以表达出
有一定生物学功能的蛋白。同源性分析结果显示这种蛋白是一个高度保守的蛋白，在农杆菌中就有 3
个拷贝的同源基因，分别在 At质粒和线形染色体上，其中在线形染色体中有 2 个同源基因，这 2 个同源
基因位置很近且与质粒接合有关的基因排列在一起［33］。由于农杆菌的 T － DNA 转运与细菌的质粒接
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合( plasmid conjugation) 在进化上有一定的关系［34 － 35］，因此认为这种能与 VirD2 专一性结合的新蛋白，
可能参与 T － DNA的转运，决定对该蛋白做进一步的研究。
此外，很多微生物中都含有该蛋白的同源基因，不过人们同样不知道这些微生物中的同源基因是否

能表达出有功能的蛋白。所以，认为这是一种新蛋白，将该蛋白取名为农杆菌 VirD2 结合蛋白( VirD2 －
binding protein，缩写为 VBP) ［33］。
1． 2 VBP蛋白的结构特征

VBP是一个高度保守的蛋白，数据库中 VBP 同源蛋白的氨基酸序列信息比较丰富，为此我们对
VBP蛋白的结构情况做了一些分析和预测。预测结果显示农杆菌 VBP蛋白含有两个结构域，一个是存
在于 N －末端的核苷转移酶( nucleotidyltransferase，NT) 结构域，另一个是存在于 C －末端的高等真核和
原核生物核苷酸结合( higher eukaryotes and prokaryotes nucleotide － binding，HEPN) 结构域，利用 PCR定
点突变的方法分别对两个结构域的部分保守氨基酸进行定点突变，结果显示，HEPN 结构域直接影响
VBP与 VirD2 的相互作用，而 NT结构域似乎与 VirD2 的结合关系不大。这些结果表明 VBP 中的这 2
个结构域可能具有相对独立的功能［33］。
1． 3 VBP蛋白与农杆菌致瘤的关系
为了证明 VBP与农杆菌 T － DNA转运的关系，我们采用了人们熟悉的反遗传的方法，也就是将农

杆菌中所有的 vbp基因敲除掉( 或使它们失去功能) ，这样就可以得到不含 vbp基因的农杆菌突变体［36］，
通过比较这种突变体和野生型农杆菌在致瘤方面的差别，就可以确定 VBP与农杆菌 T － DNA转运之间
的关系。笔者的研究结果显示不含 vbp基因的农杆菌突变体的致瘤能力明显降低，说明 VBP 确实与 T
－ DNA的转运有关［33］。

2 VBP蛋白是一种 T －复合物招募蛋白
2． 1 VBP蛋白使 T －复合物聚集到 T4SS附近
尽管 VBP与农杆菌 T － DNA转运( 实际上是致瘤) 的关系已经明确，但 VBP 到底参与了 T － DNA

转运过程中的哪一步呢? 具体是起什么作用呢? 对这个问题的进一步解决实际上比前面证明 VBP 影
响 T － DNA转运更重要，因为农杆菌的 T － DNA转运是一个非常复杂的过程［2，5 － 6］，只知道 VBP 与 T －
DNA转运有关，而不知道 VBP如何影响 T － DNA转运，实际上只是提出了一个新问题，根本还没有解决
这个问题。为了探讨 VBP影响 T － DNA转运的机理，笔者首先想到的就是确定 VBP是否还能与其它已
经明确参与 T － DNA转运的蛋白发生相互作用，用 VBP蛋白去结合农杆菌提取液，结果发现，VBP不仅
能够结合 T － DNA复合物，也能结合四型分泌系统( type IV secretion system，T4SS) 的某些蛋白［37］，这个
结果为笔者进一步研究 VBP影响 T － DNA转运的机理提供了很大的帮助。因为现有的研究结果已经
证明 T － DNA是通过 T4SS转运到细胞外的［19 － 20，23］，由此猜测 VBP可能起着把 T － DNA复合物介绍到
T4SS中的中介作用。这只是一种猜测，那么能不能找到合适的方法来证明这一猜测是不是对的。
为了证明这种猜测，我们将绿色荧光蛋白( green fluorescence protein，GFP) 与 VBP 融合，构建 GFP

－ VBP融合蛋白，通过观察 GFP － VBP 的荧光来确定 VBP 在农杆菌细胞内的定位。结果发现，GFP －
VBP荧光出现在农杆菌细胞的两端，而把未与 VBP融合的 GFP引入农杆菌细胞时，GFP荧光却均匀地
分布在整个细胞内，这说明 VBP能把融合到其上面的 GFP 带到细胞的两端［37］。农杆菌中转运 T －复
合物的通道是 T4SS，T4SS是分布在农杆菌细胞的两端［21 － 22］，那么 GFP － VBP 荧光出现在农杆菌细胞
两端的这种现象和 T4SS是否有关呢? 用农杆菌的 T4SS 突变体的观察实验证明两者是相关的。由于
VirD2 是 T －复合物中的一个重要蛋白，VirD2 参与了 T － DNA转运的整个过程，是 T －复合物转运的领
航蛋白，然而 VirD2 却不能单独与 T4SS 的门户蛋白 VirD4 发生相互作用［25，33］，也就是说单独的 VirD2
是很难找到 T －复合物的转运通道 T4SS，应该是需要其它蛋白的帮助，而 GFP － VBP 融合蛋白的观察
结果说明，VBP可以聚集到 T4SS附近，因此笔者很自然地就想到 VBP是否能把 VirD2 引到 T4SS 上，因
为 VBP能专一性地结合 VirD2。
为了观察 VBP 是否能把 VirD2 带到 T4SS 上，我们把 GFP 融合到 VirD2 上，然后把这种 GFP －

VirD2 融合蛋白引入到相关的农杆菌突变体中，观察 GFP － VirD2 荧光在这些农杆菌突变体细胞中的分
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布情况，结果发现，在没有 VBP的突变体细胞中，大约有 95%的细胞表现为荧光均匀地分布在整个细胞
中，只有 5%左右的细胞显示，荧光出现在细胞的两端; 而在含有 VBP的细胞中，有超过 55%的细胞，其
荧光出现在细胞的两端，这就证明了 VBP 能够把 GFP － VirD2 招募到 T4SS 上。由于 VBP 也能结合完
整的 T －复合物，而在 T －复合物中 VirD2 是领航蛋白，因此可以得出，VBP 可以把 T －复合物招募到
T4SS上，于是笔者将 VBP 定义为一类参与 T － DNA 转运的新蛋白———“招募蛋白”( recruiting pro-
tein) ［37］。
2． 2 VBP蛋白与质粒接合的关系
由于 T － DNA的转运和质粒的接合在进化上有着明显的相互关系，而且有相当多的质粒接合也是

通过 T4SS来实现的。在农杆菌中已经证明 Inc Q这类质粒就是通过 T4SS 进行接合的［38］，这就很容易
想到 VBP既然能把农杆菌中的 T －复合物招募到 T4SS 上，那么 VBP 是否也能把质粒接合过程中待转
运的质粒 T －复合物招募到 T4SS 上呢? 同时，VBP 的同源性分析结果也说明 VBP 是一个高度保守的
蛋白，很多微生物都含有 VBP同源蛋白，那么这些微生物中的 VBP 同源蛋白是否也具有招募 T －复合
物的功能呢? 实验结果显示，在农杆菌中，Inc Q这类以 T4SS为转运通道的质粒的接合确实是明显地受
VBP的影响，而其它不以 T4SS 为转运通道的质粒( 如 Inc P) 的接合则不受 VBP的影响。这说明“招募
蛋白”不仅在农杆菌的 T － DNA转运中存在，而且在微生物中广泛存在的质粒接合过程中也存在“招募
蛋白”，也就是说 T-复合物“招募蛋白”具广泛的普遍意义［37］，而不是农杆菌 T －DNA转运中特有的个案。

3 需要进一步研究的问题
尽管已经有多方面充分的实验数据说明，VBP在农杆菌 T － DNA 转运过程中起着把 T －复合物招

募到 T4SS上的作用，同时也有数据证明在农杆菌中某些质粒的接合也需要 VBP。但是，仍需要更多的
其它微生物质粒接合的数据来说明“招募蛋白”在其它微生物的质粒接合中也起着重要作用。此外，
VBP招募 T －复合物的生物化学机理也是需要进一步解决的重要问题，因为 VBP 是一种由基因组中开
放阅读框( ORF) 推测出来的假设蛋白，有关其结构域的分析也只是一种预测结果，对于其生物化学特
性，到目前为止还是一无所知［33，37］。因此，确定 VBP是否具有所预测的核苷转移酶活性将是下一步研
究的重点之一。
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