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农杆菌介导转基因植物 T-DNA 的整合方式 

杨琳, 付凤玲, 李晚忱 

四川农业大学玉米所, 成都 611130 

摘要: 农杆菌介导的遗传转化已被广泛应用于植物转基因研究。作为外源基因的载体, 农杆菌 T-DNA 片段在

植物基因组中的整合方式, 不仅影响外源基因的整合效率及稳定性, 还会影响外源基因的表达特性。文章就农

杆菌介导的 T-DNA 整合的两种主要模式、规律及相关研究手段进行综述, 为农杆菌介导的转基因及 T-DNA 插

入突变等相关研究提供借鉴。 
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T-DNA integration patterns in transgenic plants mediated by 
Agrobacterium tumefaciens 
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Abstract:  The genetic transformation mediated by Agrobacterium tumefaciens has been widely applied to research of 

transgenic plants. As the vector of the exotic genes, the integration patterns of T-DNA fragments affects not only transfor-

mation efficiency and stability, but also expression properties of the transgenes. This review summaries the two major pat-

terns and the rules of T-DNA integration in Agrobacterim-mediated transformation, rules of T-DNA mediated by Agrobac-

terium tumefaciens, as well as research tools for flanking sequence amplification. It is attempted to provide references for 

researches on transformation and T-DNA integration mutation mediated by Agrobacterium tumefaciens. 
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目前有关植物转基因的方法主要分为两大类 , 

一类是无转化载体引导的DNA的直接转化, 另一类

是农杆菌介导的转化, 其中后者由于操作简单、转

化效率高、插入片段稳定性好、转基因拷贝数低而

成为转基因策略中的首选方法[1,2]。农杆菌细胞中含

有基因组DNA和质粒DNA, 依农杆菌的不同, 质粒

分别有Ti质粒和Ri质粒, 其上都有一段T-DNA。农杆

菌细胞侵染植物伤口后 ,  可将T- D N A插入到植 

物基因组中, 从而实现外源基因向植物细胞的转

移与整合 , 最后通过植物细胞和植物组织培养可  

http://baike.baidu.com/view/3468.htm
http://baike.baidu.com/view/3687.htm
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再生出转基因植株 [2~4]。T-DNA通过异常重组实现
整合进入植物基因组中 , 它常伴随宿主细胞基因
组重排 [5]。这种基因组的重排包括植物基因组整合

位点的删除和重复 , T-DNA序列的删除和重复 , 以
及染色体上的易位和倒位 [4~7]。染色体重排包括易

位和倒位 , 它们在T-DNA整合的转基因植物中表
现出相同的特征。Nacry等 [6]研究发现 , T-DNA整合
的拟南芥发生染色体易位 , 断点即是T-DNA整合
的位点。Caceres等 [7]研究表明 , 染色体倒位的位置
多发生在转座子和逆转座子中。由于对染色重排

的研究较少 , 其机制还不完善。转基因植物出现的
染色体重排与T-DNA整合是否有直接的联系还有
待进一步的研究 [2]。转基因作物的遗传稳定性及其

品质决定了转基因作物的应用前景。农杆菌介导

的T-DNA转化规律及转化模型的了解 , 不仅有助
于外源基因表达及宿主基因表达的影响因素 , 同
时对研究基因功能 , 转基因作物的应用均具有重
要的意义 [8,9]。  

1  T-DNA整合模式及规律 

T-DNA整合进入植物基因组, 会对宿主细胞的

基因组造成改变, 这种变化无论是对外源的T-DNA

的表达还是植物基因的表达都会产生影响。同时 , 

T-DNA整合进入植物基因组的规律与稳定性将直接

影响到转基因作物的品质。目前, 虽然利用农杆菌

介导的T-DNA转化技术已在多种禾谷类作物中获得

成功 , 但较为完善的转化机制模型并未建立。对

T-DNA整合植物基因组规律及植物转基因的整合机

制的了解, 对研究外源基因以及整合位点的宿主基

因的功能, 以及转基因作物在实际生产中的应用提

供基础[8, 9]。 

目前许多研究者通过对T-DNA整合位点的研

究以及T-DNA结构特点研究建立外源基因在宿主

中的整合与重排机制。针对于农杆菌介导的T-DNA

整合宿主基因组的机制主要分为两类, 主要分歧在

于对VirD2 蛋白在整个机制中的作用以及左右两端

作用机制是否相同[10~14]。 

1.1  T-DNA整合模式 

T-DNA 整合模型的两种模型, 分别是“单链缺

口修复模型”(Single-stranded gap repair, SSGR)和“双
链断裂修复模型”(Double-stranded breaking repair, 
DSBR)。 

在“SSGR模型”中(图 1), 单链T-DNA的 3′端有
一段核苷酸序列与植物DNA同源 , 被取代的植物
DNA链的一条链被核苷酸内切酶消化 , 如单链
T-DNA有悬垂的 3′端(C图三角形处)也将被核苷酸外
切酶或核酸内切酶消化, 接着T-DNA被 5′端(附着在
VirD2 蛋白上)结合到互补靶向链的微同源区域, 通
过T-DNA与植物DNA链的复性使VirD2 上的磷酸酪
氨酸键暴露在植物DNA下的 3′羟基端, 同时以复性
的单链T-DNA的 3′端作为引物来复制DNA, 复制从
植物DNA的缺刻按 5′端到 3′端方向延伸, 导致这段
植物DNA的缺失, 接着位于T-DNA的 5′端的磷酸酪
氨酸键被靶向DNA的磷酸二酯键取代 , 从而使
T-DNA共价整合到植物染色体中[10,15~17,18]。 

该模型表明在 T-DNA的整合过程中, 两端的作
用机制是不同的。左边界和宿主基因组的预整合位

点结合(pre-insertion site), 在整合过程中有缺失, 并
且与靶向位点处有一小段同源序列(5~7 bp)。而右边
界整合过程比较保守, 与靶向位点没有同源序列或 

 

 
 

图 1  T-DNA 整合“单链缺口修复模型” 
植物基因组的部分序列双链解开, 单链 T-DNA 的 3′端有一段核
苷酸序列与植物 DNA 同源, 被取代的植物 DNA 链的一条链被
核苷酸内切酶消化, 单链 T-DNA 如果有悬垂的 3′端(C 图三角形
处)也将被核苷酸外切酶或核酸内切酶消化。T-DNA被 5′端结合
到互补靶向链, 依箭头方向复制延伸, T-DNA便共价整合到植物
染色体中。 
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者只有单碱基同源序列。这个模型强调了 VirD2 蛋
白的作用, 同时 T-DNA的整合是通过复性实现的。 

然而, 一些研究表明, VirD2蛋白不具连接酶的
活性[11,12]。Salomon和Puchta [19]对转基因烟草的研究, 
提出了T-DNA整合机制是通过“双链断裂修复机制”
完成的, 与ViD2无关[5]。Kumar和Fladung 通过对转
基因山杨的研究[14], 完善了以基因组的双链断裂修
复为基础的整合模型(图 2)。该模型首先是植物靶
DNA产生双链断裂 , 游离出的 3′端捕获出双链
T-DNA形成的D环, 找到与其同源的小段DNA后开
始修复合成, 新合成的DNA序列与植物基因组另一
端游离的 3′端有一小段同源的序列或没有同源序列
而直接连接到平末端, 通过单链复性使余下的单链
缺口被修复。 

双链断裂修复模型表明 T-DNA整合过程中, 左

右边界序列都有部分缺失, 由 T-DNA的左边界复制
形成的填充 DNA就插入到了 T-DNA的右侧与基因
组序列之间。模型很好地解释了 T-DNA的整合过程
出现的缺失及填充 DNA(filler DNA)的形成。但对于许
多研究所报道的多拷贝单位点整合等复杂的整合方式, 
及 DNA直接转化中的整合情况都不能很好地解释。 

近期, Tzfira等[8]和Zhu等[3]对串联多联体的整合

形式提出了“DSB整合模型”。他们认为, 串联的
T-DNA在整合进入植物基因组的过程中, T-DNA两
末端对宿主植物的预整合位点不同, 导致染色体倒
位。“DSB整合模型”也认为宿主染色体发生了双
链的断裂, 但其整合方式比“DSBR模型”复杂。 

这些机制分别可以解释研究过程中的一些现象, 
但不能适应所有的整合情况, 仍需要完善或提出新
的机制加以阐述。 

 

 
 

图 2  T-DNA 整合“双链断裂修复模型” 
植物 DNA产生双链断裂, 当植物基因组游离的 3′端捕获到 T-DNA上的小段同源序列后开始修复合成。新合成的 DNA序列与植物基
因组另一端游离的 3′端有一小段同源的序列或没有同源序列而直接连接到平末端, 通过单链退火使余下的单链缺口被修复, T-DNA就
整合进入植物基因组中。当植物基因组游离的 3′端去捕获 T-DNA小段同源序列时, 修复合成也可能发生失败, 此时, 植物基因组另一
链游离的 3′端与 T-DNA有小段序列同源结合, 然后依据第一种途径整合进入植物基因组中。 
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1.2  T-DNA整合规律 

T-DNA断裂时会出现碱基的缺失 , 整合到植
物基因组中时会出现碱基序列的填充。Zhang等[20]

在研究T-DNA整合的转基因水稻研究发现 , 在插
入位点的宿主植物基因片段与T-DNA左右边界的
25 bp反向重复序列间存在边界序列的缺失和填充
序列(filler DNA)。同时 , 左右边界出现缺失序列的
情况不同且不存在规律 , 而填充序列与宿主植物
基因片段或T-DNA的左右边界存在一定程度的同
源性 [21,22]。Matsumoto等 [23]认为正是由于这种同源

性才使得插入的T-DNA和靶序列相互靠近 , 并有
效的发生DNA链的交换 , 造成了DNA的缺失和填
充。同时 , Buck等 [24]、Windels等 [25]和Zeng等 [26]也

有相似的研究结果。  
外源基因整合进入植物基因组中, 通常会将载

体的骨架序列一并带入植物基因组。这一现象, 在
Greve等[27]、Shou等[28]和Zhu等[4]对T-DNA整合的拟
南芥、玉米、水稻的研究中都有发现。说明载体骨

架进入植物基因组是转基因植物中的一种普遍现象, 
并没有作物的特异性。Zhang等[29]对转基因棉花的研

究表明, 载体骨架序列伴随T-DNA一同整合进入植
物宿主细胞的比例高达 31%。Shou等[28]在对转基因

玉米中整合进入的载体骨架序列进行研究发现, 伴
随进入的骨架片段大小并无规律。骨架序列伴随进

入的机制有待进一步研究。 
骨架序列的出现与DNA边界序列的缺失是相关

联的, 其本质是由于T-DNA断裂位点不同。当断裂
点存在于T-DNA边界序列的内部时, 出现了T-DNA
序列的缺失; 当断裂点存在于T-DNA外部时, 载体的
骨架序列就会伴随靶序列一同整合进入植物基因组

中。由于除了T-DNA上 25 bp的反向重复序列外, 载体
上仍然存在其他断裂也存在热点造成的[30]。 

1.3  T-DNA整合位点的规律 

T-DNA与植物连接处富含A/T碱基对在许多
植物中都有报道 [31,32]。Brunaud等[31]研究者通过分

析 9 000 个T-DNA整合的拟南芥侧翼序列 , 认为
T-DNA容易整合进入植物富含AT碱基的区域。这
一观点与Muller等 [33]的观点相同 , 都认为AT碱基
含量较高的区域作为T-DNA重组的热点可能由于
AT配对的碱基只含有两个氢键 , 它的断裂比GC

配对的碱基断裂容易 , 使得AT富含区形成的DNA
不稳定 , 容易解链或者形成DNA弯曲结构。  

外源基因是以质粒为载体通过同源重组或其他

途径整合到受体染色体DNA上。对拟南芥这一模式
生物的研究中, 普遍认为, T-DNA作为载体, 整合进
入寄主染色体中, 整合位点是随机的。这种随机表
现在两个方面：(1)外源DNA可以插入到植物基因组
的任何一条染色体; (2)对于一条染色体而言, 外源基
因可以插入其上的任何位点[34]。而对水稻的研究中, 
发现转基因在基因组和基因表达水平均为非随机的
[20], 插入位点表现出热点现象。Barakat等 [35]认为 , 
外源片段易整合进入植物基因组中转入活跃的区

域。T-DNA还容易整合进入染色体的末端 [36,37]。

Takano等 [38]在研究转基因水稻的过程中 , 提出了
T-DNA的整合与表达和基因组中染色体的拓扑结构
有关。外源基因整合进入植物基因组存在热点 , 
T-DNA插入位点具有偏好性在对转基因水稻、山杨、
桦树等植物的研究中都得到证实[26,35,38,39]。 

T-DNA整合进入植物基因组是随机的[40]。在水

稻、玉米、桦树等作为转基因材料的研究中出现

T-DNA插入的偏好性和热点的现象, 并非T-DNA整
合存在偏好。这一现象的出现, 与目的基因筛选转
基因材料有关。当T-DNA整合进入内含子, 容易造
成基因沉默, 目的基因不表达[35]; 当T-DNA整合进
入有功能的基因片段内 , 会对基因功能造成影响 , 
并影响植物的生长, 而这两种影响是非等效的[3,4]。

同时, 在着丝点较远区域相较于离着丝点较近区域, 
结构更为松散, 插入片段较易被筛选到 [37,41]。因而, 
T-DNA容易插入染色体转录活跃区域 , 并非是
T-DNA整合进入基因组的偏向性所造成, 而是转基
因过程中对转基因作物筛选造成的。 

2  侧翼序列扩增方法 

外源基因的插入改变了一个基因与其邻近基因

或与其邻近染色质的位置关系, 从而使它的表型效
应也发生变化的现象, 这就是所谓的位置效应[15,42]。

宿主基因组的遗传组成在转基因整合和表达中发挥

着重要的作用[13]。因此, 研究T-DNA插入位点的侧
翼序列就显得尤为重要。PCR是最常用的扩增已知
序列的方法 , 而扩增已知序列的侧翼不能用普通
PCR的主要原因在于未知序列端上的引物无法预
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知。目前扩增侧翼序列的方法主要分成两类, 一类
通过捆绑实现未知序列扩增 , 主要有：反向PCR 
Inverse PCR), 质粒援救法 (Plasmid rescue), 锅柄
PCR(Panhandle PCR), 多功能接头 PCR(Versatile 
cassette PCR); 另一类通过与兼并引物(Short arbi-
trary degenerate primer)共同作用实现扩增, 主要有
TAIL-PCR(Thermal asymmetric interlaced PCR), 改
进后的hi-TAIL-PCR(High-efficiency thermal asym-
metric interlaced PCR), 以及SON-PCR(Single oli-
gonucleotide nested PCR)等。 

2.1  反向 PCR(Inverse PCR) 

反向PCR[9,43], 可用于研究与已知DNA区段相
连接的未知染色体序列 , 因此又可称为染色体缓
移或染色体步移。它是最早提出的基于PCR的一种
染色体步行PCR(Waking PCR)技术[44,45]。通过各方

面的改善 , 基于反向PCR技术开发的反向PCR自连
接技术(Self-ligation of inverse PCR products, SLIP)已
经可以快速高效地用于质粒库的筛选[46]。 

PCR 只能扩增两端序列已知的基因片段 , 反
向 PCR 可扩增中间一段已知序列而两端序列未知
的基因片段 , 也就是说这一反应体系不是在一对
引物之间而是在引物外侧合成 DNA。图 3所示 , 扩
增前先用限制性内切酶酶切样品 DNA。然后用
DNA连接酶连接成一个环状DNA分子 , 选择的引  

 

 
 

图 3  反向 PCR 扩增未知侧翼示意图  
用合适的酶将整合进入植物基因组的 T-DNA从植物基因组中
酶切出带有 T-DNA 和及其位置侧翼的片段 , 将片段连接 , 形
成环状。并根据已知 T-DNA 片段设计方向朝未知侧翼 (植物
基因组片段 )的引物 (SP1,SP2), 用 SP1,SP2 扩增片段 , 就可以
得到已知 T-DNA 的未知侧翼序列。  

物虽然与核心DNA区两末端序列互补 , 但两引物
方向是相互反向的 , 通过反向PCR扩增引物的上
游片段和下游片段 , 这对于T-DNA插入序列的确
定和基因库染色体上DNA片段序列的识别十分重
要 [44,47]。  

反向PCR需要从许多酶中选择限制酶 , 或者
说必须选择一种合适的某种植物的酶进行酶切才

能得到合理大小的DNA片段 , 这种选择还不能在
非酶切位点切断靶DNA。同时 , 在大多数有核基
因组都含有大量中度和高度重复序列 , 而在载体
中的未知功能序列中有时也会有这样的序列 , 这
样通过反向PCR得到的探针就有可能与多个基因
序列杂交 [48]。  

此外, 质粒援救法 [49,50]、锅柄PCR[51]、多功能

接头PCR等都是通过自我捆绑环化的方法, 实现未
知侧翼扩增。 

2.2  热不对称 PCR(Thermal asymmetric inter-
laced PCR) 

TAIL-PCR又叫热不对称交错PCR , 它是由
Liu等 [52]首创并逐步完善。它是通过简并引物扩增

出侧翼序列的典型方法。Sessions等 [53]用改进的

TAIL-PCR法获得了拟南芥(Arabidopsis thaliana)的
T-DNA侧翼序列。Hi-tail-PCR是Liu等[54]在TAIL- CR
基础上提出来的 , 它解决了TAIL-PCR出现的容易
出现非特异扩增的问题。 

TAIL-PCR 的基本原理是利用目标序列旁的
已知序列设计 3 个嵌套的特异性引物 (Special 
primer, 简称 sp1, sp2, sp3, 约 20 bp), 用它们分别
和 1个具有低 Tm值的短的随机简并引物(Arbitrary 
degenerate prime, AD, 约 14 bp)相组合, 以基因组
DNA 为模板 , 根据引物的长短和特异性的差异设
计不对称的温度循环 , 通过分级反应来扩增特异
引物。TAIL-PCR 共分 3 次反应(图 4)。TAIL-PCR
是利用巢式特异引物的选择 , 通过高特异性的退
火温度的循环 , 低特异性的复性温度的循环以及
较高特异性的复性温度的循环交替形成超级大循

环达到特异性引物和简并引物与模板结合扩增出

已知片段的未知序列。  
TAIL-PCR 技术简单易行 , 重复性好 , 能够在

较短的时间内获得目标片段 , 已经成为分子生物
学研究中的一种实用技术。但是由于使用简并引  
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图 4  TAIL-PCR 扩增未知侧翼示意图  
在插入的 T-DNA 序列的边界附近设计巢式特异性引物 (SP1、
SP2、SP3)以及适合转基因植物的简并引物 (AD)。以转基因植
物基因组 DNA 为模板 , SP1 和 AD 为引物 , 经过 5 次高特异
性、1 次低特异、10 次较低特异性反应和 12 个热不对称的超
级循环。经上述反应得到了不同浓度的 3 种类型产物：由特
异性引物和简并引物扩增出的产物 , 由同一特异性引物扩增
出的产物 , 以及由同一简并引物扩增出的产物。将前次扩增
产物稀释 , 分别用 SP2、SP3 特异巢式引物经过热不对称循环
筛选出与已知序列邻近的目标序列。  

 
物 , TAIL-PCR 容易产生非特异性扩增 , 经改良过
的 TAIL-PCR 能成功地从突变体中克隆到外源插
入基因的旁侧序列 , 从而为启动子的克隆提供了
有效的新方法。  

另外 , SON-PCR(Single oligonucleotide nested 
PCR)[55]方法的提出也是基于TAIL-PCR, 克服非特
异性的产生。Anta等[55]认为, 简并引物在某些植物
中并不起作用, 他们提出的SON-PCR是利用低复性
温度引发特异性单引物与已知片段结合的同时, 又
与模板的已知片段侧翼的未知序列结合, 扩增出未
知侧翼序列。但是此法的效率较低, 且根据物种的
同源性, 简并引物对于大多数植物是适用的。 

3  结 语 

农杆菌介导的 T-DNA 整合进入植物细胞的过
程相当复杂。虽然农杆菌介导的 T-DNA整合方法已
经成熟, T-DNA 插入植物基因组特点的研究取得了
一定的成果。但是, T-DNA 序列和整合位点的特点
因研究植物的不同, 都体现出一定程度的差异。并

且, 转入的外源基因整合是否具有稳定性, 整合的
位置以及边界序列的状态等都难以控制。同时, 关
于 T-DNA的整合模式并不完善, 还有待于进一步的
研究完善或提出新的模式去阐述 T-DNA的整合。所
以, 研究不同植物不同世代的农杆菌介导的 T-DNA
整合规律, 对于整合规律和模式的研究具有重要的
意义。这些研究对于改进基因工程技术也是十分重

要的, 也必将加速植物基因工程的发展。 
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