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摘 要：根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)作为植物-微生物互作研究的经典模式生物，是重

要的植物转基因工具。植物受伤后分泌的酚酸类化合物会影响根癌农杆菌侵染宿主。【目的】考

察根癌农杆菌转录因子 PcaR 对简单酚酸类物质代谢的影响、对靶基因的调控作用，以及对宿主

植物致瘤能力的影响。【方法】通过自杀质粒 pEX18Km 和带有强启动子的质粒 pUCA19 分别构

建 atu4546 基因敲除株 A. tumefaciens Δatu4546 和回补菌株 C-Δatu4546。评估这些菌株在以原儿茶

酸和对羟基苯甲酸为唯一碳源时的生长情况，以及在胡萝卜茎块和落地生根叶片上的致瘤能力。

在野生型 C58 和 Δatu4546 菌株中将报告基因原位插入到代谢靶基因 atu4549 下游，通过检测 β-

半乳糖苷酶活性研究 atu4546 对靶基因的调控关系；通过构建含有 atu4546 自身启动子与 lacZ 报

告基因的质粒研究 PcaR 的自调控特性。构建含有靶基因上游启动子区域与 lacZ 报告基因的质

粒，将生物信息学预测的结合位点去除和替换后，通过测定 β-半乳糖苷酶活性确定 PcaR 结合位

点。【结果】敲除 atu4546 基因不影响 A. tumefaciens 在蔗糖上的生长，但导致 A. tumefaciens 无法

利用对羟基苯甲酸和原儿茶酸作为唯一碳源，回补 atu4546 后生长能力恢复。Δatu4546 菌株侵染

胡萝卜茎块和落地生根叶片后形成的肿瘤质量分别下降 34.90% 和 52.58%，每 0.1 g 肿瘤中的菌

落数分别减少 72.19% 和 80.54%。敲除 atu4546 基因使其自身启动子活性增强 102.04%，说明

atu4546 负调控自身表达。Δatu4546 中靶基因下游的 β-半乳糖苷酶活性比野生型降低 74.86%，表

明 atu4546 促进 atu4547−atu4549 基因簇表达。通过 atu4547 启动子区序列改造实验确定 PcaR 结

合位点为 GTGCGATATACGAAC。【结论】本研究表明转录因子 PcaR 参与酚酸分解代谢，负调控

自身并促进下游基因 pcaIJF 转录，其对下游靶基因的结合位点为 GTGCGATATACGAAC。PcaR

的缺失会降低根癌农杆菌的致病性。本研究揭示了酚酸代谢-致病信号通路中的双重调控机制，

拓展了对微生物-植物互作的理论认知。
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Abstract: Agrobacterium tumefaciens, a classic model organism for plant-microbe interaction 
research, is a valuable transgenic tool for plants. Phenolic acids secreted by plants after injury can 
affect the infection of the host by A. tumefaciens. [Objective] This study investigated the 
transcription factor PcaR of A. tumefaciens regarding its effects on the metabolism of simple 
phenolic acids, regulation of the target gene, and effect on the bacterial tumorigenicity in host 
plants. [Methods] The A. tumefaciens strain with atu4546 knockout (Δatu4546) and the 
complement strain C-Δatu4546 were constructed via the suicide plasmid pEX18Km and the 
plasmid pUCA19 with a strong promoter, respectively. Both Δatu4546 and C-Δatu4546 were tested 
for growth with p-hydroxybenzoic acid or protocatechuic acid as the sole carbon source and 
tumorigenicity on carrot stems and Kalanchoe pinnata leaves. In the wild-type strain C58 and 
Δatu4546, the reporter gene was in situ inserted into the downstream region of the metabolic target 
gene atu4549. The regulatory link between atu4546 and the target gene was examined based on the 
β-galactosidase activity. To investigate the self-regulation of PcaR, we constructed the atu4546 self-
promoter reporter plasmid. To identify the binding sites of PcaR, we constructed the upstream 
promoter region reporter plasmid of the target gene to remove or replace the predicted binding sites 
and then determined the β-galactosidase activity. [Results] The knockout of atu4546 did not affect 
the growth of A. tumefaciens on sucrose, but led to the inability to use p-hydroxybenzoic acid or 
protocatechuic acid as the sole carbon source. The growth was restored after atu4546 was 
complemented. The tumor weights of carrot stems and K. pinnata leaves infected by Δatu4546 
decreased by 34.90% and 52.58%, respectively, and the number of colonies per 0.1 g tumor 
decreased by 72.19% and 80.54%, respectively. The knockout of atu4546 led to a 102.04% 
increase in its own promoter activity, which suggested that atu4546 negatively regulated its own 
expression. Atu4546 boosted the expression of the atu4547−atu4549 gene cluster, as evidenced by 
a 74.86% decrease in β-galactosidase activity downstream of the target gene in Δatu4546 compared 
with that in the wild type. The promoter region sequence alteration experiment identified 
GTGCGATATATACGAAC as the binding site of PcaR. [Conclusion] This study shows that the 
transcription factor PcaR is involved in phenolic acid catabolism, negatively regulates itself and 
stimulates the transcription of the downstream gene pcaIJF. The binding site of PcaR to the target 
gene is GTGCGATATACGAAC. The knockout of PcaR attenuates the pathogenicity of A. 
tumefaciens. This study reveals the dual regulation mechanism in the phenolic acid metabolism-
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pathogenic signaling pathway and expands the theoretical cognition of plant-microbe interactions.
Keywords: Agrobacterium tumefaciens; β-ketoadipate pathway; PcaR

根癌农杆菌(Agrobacterium tumefaciens)是一

种广泛存在于土壤中的革兰氏阴性菌，是引发

植物冠瘿瘤病的主要病原菌[1-3]。在自然环境中，

它能够通过植物根部伤口入侵植物，将自身携

带的 Ti 质粒上的 T-DNA 片段整合到植物基因组

中，促使植物细胞异常增殖，进而形成肿瘤[4]。

这一过程主要依赖于细菌对植物信号分子的感

知与响应，酚酸类化合物在其中扮演着关键角

色[5]。植物受伤后会释放出酚酸类物质，根癌农

杆菌可借助趋化系统感知这些信号，向植物伤

口部位聚集[6]。酚酸类物质能够激活根癌农杆菌

的 vir 基因，启动 T-DNA 的加工、转移和整合

过程，从而实现植物的遗传转化[7]。

β-酮己二酸途径是微生物降解芳香族化合物

的重要代谢途径，广泛存在于土壤细菌和真菌

中。此途径包含原儿茶酸途径和儿茶酚途径      

2 个分支，涉及多个基因编码的多种酶的协同作

用[8]。该途径可将多种芳香族化合物，如阿魏

酸、4-羟基苯甲酸等，逐步转化为 β-酮己二酸，

最终进入三羧酸循环 (tricarboxylic acid cycle, 

TCA cycle)，为微生物的生长和生存提供能量与

碳源[9-10]。对 A. tumefaciens C58 基因组注释发

现，其通过原儿茶酸途径代谢酚(酸)类化合物。

原儿茶酸在 3,4-双加氧酶(pcaHG)的催化作用下，

通过环氧键断裂机制发生开环反应生成 3-羧基

顺式,顺式粘康酸酯；继而，3-羧基顺式,顺式粘

康酸酯经顺式粘康酸环异构酶(pcaB)异构化作用

进一步转化为 4-羧基粘康内酯，4-羧基粘康内酯

在 4-羧基粘康内酯脱羧酶(pcaC)作用下发生脱羧

反应，形成 β-酮己二酸烯醇内酯；随后，β-酮己

二酸烯醇内酯水解酶(pcaD)催化 β-酮己二酸烯醇

内酯水解，产生 β-酮己二酸[10]。最终，β-酮己

二酸经由 β -酮己二酸琥珀酰辅酶 A 转运酶

(pcaIJ)和 β-酮己二酸单酰辅酶 A 硫解酶(pcaF)的

级联催化反应，生成乙酰辅酶 A 和琥珀酰辅酶

A[11]，进入三羧酸循环，为微生物提供能量代谢

和物质合成所需的碳源及能量。目前，针对根

癌农杆菌 β-酮己二酸途径的研究已取得一定进

展。已明确编码该途径相关酶的基因主要分布

在 pcaDCHGB 和 pcaIJF 2 个操纵子中，它们的

转录受到不同调控因子的影响。pcaDCHGB 操

纵子受 LysR 型调节蛋白 PcaQ 调控[12-13]。此外，

pobA 等基因也参与了酚酸类物质向原儿茶酸的

转化过程，进而与 β-酮己二酸途径相联系[14]。

研究发现 PobR 作为一种转录激活因子不仅能够

启动自身的负调控作用，还能激活下游靶基因

pobA 转录[15]。除了转录因子 PcaQ 和 PobR，

PcaR (atu4546)被注释为 IclR 家族转录因子，可

能参与到根癌农杆菌 β-酮己二酸途径的调控。

然而，其在根癌农杆菌中的具体功能以及与靶

基因之间的调控关系尚未有研究。

本研究通过构建根癌农杆菌转录因子 PcaR

(Atu4546) 的基因敲除株及回补菌株，考察 

atu4546 基因缺失对根癌农杆菌利用常用碳源和

酚酸类碳源的影响。通过构建不同原位报告菌

株和报告质粒探究 atu4546 基因对自身及下游靶

基因的调控模式及具体结合位点。此外，通过

在胡萝卜茎块和落地生根叶片上的致瘤实验考

察 atu4546 基因对根癌农杆菌致病性的影响。本

研究旨在揭示转录因子 PcaR 在根癌农杆菌代谢

调控及致病过程中的功能，为深入解析根癌农

杆菌的酚酸代谢与致病机制提供理论基础。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　菌株和质粒

根癌农杆菌(A. tumefaciens)野生型菌株为基

因组测序用菌株 C58，其 Ti 质粒为胭脂碱型。

根癌农杆菌的 pcaR 缺失菌株 Δatu4546 是由 C58

敲除该蛋白质的编码基因所得，缺失突变体采

用全编码框无痕删除法获得[16]。大肠杆菌
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(Escherichia coli) DH5α 菌株用作构建质粒的宿

主菌。大肠杆菌用 LB 培养基培养。根癌农杆菌

用 富 营 养 培 养 基 MG/L (mannitol-glutamate/

lysogeny broth) 或 全 合 成 培 养 基 AB 

(Agrobacterium minimal medium)-蔗糖培养基培

养，具体配方见参考文献[17-18]。本研究所用

的质粒见表 1。

1.2　根癌农杆菌 atu4546 缺失株及回补

株的获得

使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒[天根生

化科技 (北京)有限公司]提取 C58 菌株基因组

DNA。以 C58 菌株基因组为模板，分别使用引

物对 Atu4546-U-F/Atu4546-U-R 和 Atu4546-D-F/

Atu4546-D-R 扩增 atu4546 上、下游同源臂。

PCR 反应体系 (50 μL)： 2×Hieff Canace® Plus 

PCR Master Mix 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 1.5 μL， C58 基因组 1 μL， ddH2O 21 μL。

PCR 扩增条件：98 ℃ 预变性 3 min；95 ℃变性

10 s，60 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 30 s，共 30 个

循 环 ； 72 ℃ 终 延 伸 5 min。 将 自 杀 质 粒

pEX18Km 用 BamH I、Hind III 双酶切获得线性

载体，分别与 atu4546 上、下游同源臂以同源重

组的方式连接。连接体系：线性化载体 2 μL，

上、下游片段各 1 μL，2×CE Mix 5 μL，ddH2O 

补至 10 μL。连接产物经热激转化至大肠杆菌

DH5α 感受态中，待菌落在卡那霉素抗性平板上

长出后，用引物对 Atu4546-U-F/Atu4546-D-R 进

行菌落 PCR 验证。PCR 反应体系(20 μL)：2×

Rapid Taq Master Mix 10 μL，上、下游引物

(10 μmol/L)各 1 μL，以单菌落为模板，ddH2O 

8 μL。 PCR 反应条件： 95 ℃预变性 5 min；

95 ℃变性 15 s，60 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 30 s，

共 30 个循环；72 ℃终延伸 5 min。经菌落 PCR

鉴定后送往北京擎科生物科技股份有限公司测

序，序列正确的质粒为 pEX18Km-atu4546。向

根癌农杆菌 C58 感受态中加入测序成功的质粒

10 μL，用枪头吹吸混匀，冰上放置 8 min。将

混匀液加入到电转杯中，设置电转仪(Eppendorf

公司)参数为 1 200 V/mm，连续按 start 键 3 下，

结束后快速取出电转杯，向其中加入 1 mL 预

冷 MG/L 液体培养基，吹吸混匀，将混匀液吸

至 1.5 mL 离心管中，将离心管放置在 28 ℃、

150 r/min 缓慢复苏 2 h，复苏完成后 4 500 r/min

离心 3 min，弃部分上清，重悬沉淀，将菌液涂

布在含卡那霉素抗性(100 μg/mL)的 MG/L 平板

上，28 ℃倒置培养 36 h。经过卡那霉素抗性

(100 μg/mL)和蔗糖敏感性(5% 蔗糖)正向和反向

表1　本研究所用的质粒

Table 1　Plasmids used in this study

Plasmids

pEX18Km
pEX18Km-atu4546
pCB301
pCB301-Prm4546-lacZ

pCB301-Prm4547-lacZ

pCB301-Prm4547 (remove the 
binding site)-lacZ
pCB301-Prm4547 (unrelated 
sequence)-lacZ

pUCA19

pUCA19-atu4546

Purpose and properties

Suicide plasmid for knockout, carrying reverse selection markers sacB, oriT, and KmR

The atu4546 knockout box is inserted into pEX18Km for knockout of atu4546
Promoter less expression plasmid, KmR

The upstream promoter of atu4546 was linked to the reporter gene lacZ and integrated 
into pCB301

The upstream promoter of atu4547 was linked to the reporter gene lacZ and integrated 
into pCB301

pCB301-Prm4547-lacZ removes transcription factor binding sites

The transcription factor binding site on pCB301-Prm4547-lacZ was replaced by an 
unrelated sequence

For the construction of gene complement plasmid, carrying an agrobacterial replicon, 
ApR, CrR

The coding region of atu4546 was inserted into pUCA19 to express atu4546

Source

[19]
This study
[19]
This study

This study

This study

This study

[20]

This study
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2 次筛选，对转化子进行菌落 PCR 和 DNA 测序

验证，得到 atu4546 缺失突变体 Δatu4546。

获得 atu4546 回补株时使用具有强启动子的

pUCA19 载 体 。 使 用 引 物 对 C-atu4546-F/C-

atu4546-R 以 C58 基因组为模板扩增 atu4546 基

因编码区。将 pUCA19 载体使用限制性内切酶

Hind Ⅲ和 BamH I 进行双酶切。将 atu4546 编码

区序列和线性化的 pUCA19 载体进行同源重组

连接，连接产物经热激转化至大肠杆菌 DH5α

感受态中，经菌落 PCR 验证和测序结果正确的

质 粒 命 名 为 pUCA19-atu4546。 将 重 组 质 粒

pUCA19-atu4546 通 过 电 击 转 化 方 式[18] 转 入

Δatu4546 菌株感受态中，在含有羧苄霉素

(100 μg/mL)抗性的 MG/L 平板上 28 ℃倒置培养

36 h，将长出的单菌落进行纯化，随后进行菌落

PCR 鉴定，鉴定成功的菌落即为回补株 A. 

tumefaciens C-Δatu4546。所用引物见表 2。

1.3　含有 lacZ 报告基因菌株的获得

1.3.1　Prm4546-lacZ 菌株的获得

为了研究 atu4546 对自身是否具有调控作

用，首先使用引物对 Prm4546-F/Prm4546-R 和

LacZ-F/LacZ-R 分别以 A. tumefaciens C58 和大肠

杆菌 BL21 为模板，扩增 atu4546 基因上游启动

子序列和 lacZ 编码区，然后与无启动子的

pCB301 载体进行同源重组连接。将连接片段化

转至大肠杆菌 DH5α 感受态中，待菌落 PCR 和

测序结果均正确后获得重组质粒 pCB301-

Prm4546-lacZ。随后将重组质粒分别电击转化[18]

至野生型 C58 以及 Δatu4546 菌株中，在含有羧

苄霉素(100 μg/mL)抗性的 MG/L 平板上 28 ℃倒

置培养 36 h，将长出的单菌落进行纯化，随后

进行菌落 PCR 鉴定。

1.3.2　atu4549 原位插入 lacZ 菌株的获得

为了研究 atu4546 对下游基因 pcaIJF 的调

控 作 用 ， 在 C58 以 及 atu4546 突 变 菌 株 的

atu4549 基因下游原位插入 lacZ 报告基因，通过

β-半乳糖苷酶活性反映 pcaIJF 基因的表达水平。

设计 3 对引物，以野生型 C58 基因组为模板，

用 引 物 4549-502-F1、 4549-502-R2 扩 增 出

atu4549 基因下游 502 bp 的片段，用 4549lacZ3、

4549lacZ4 扩增含有同源臂的全长 lacZ 基因，用

4550-485-F5、4550-485-R6 扩增 atu4550 基因上

游 485 bp 的片段。为了精确 mRNA 在核糖体上

的定位，在 lacZ 序列上游添加一段 12 bp 长的

SD 序列，该序列为 5′-TTTCTCCTCTTT-3′。将

上述 3 段序列进行扩增，随后将纯化的 3 个

DNA 片段与线性 pEX18Km 载体同源重组连接，

接着热激转化至大肠杆菌 DH5α 感受态中，将

菌落 PCR 鉴定正确的菌落送北京擎科生物股份

有限公司测序，测序结果正确后提取质粒。然后

将其电转入[18]野生型 C58 以及 Δatu4546 菌株中，

经过多次筛选以及 PCR 鉴定获得 C58-4549-lacZ

与 Δatu4546-4549-lacZ 菌株。所用引物见表 2，设

计原理如图1所示。

1.3.3　Prm4547-lacZ 以及去除和替换结合

位点菌株的获得

为了确定 atu4546 与下游基因 atu4547 启动

子区域的结合位点，获得了含有 lacZ 报告基因

的菌株，方法如下：首先使用引物 Prm4547-F/-R

和 LacZ-F/-R 分别扩增 atu4547 的启动子序列和

lacZ 基因序列，然后将纯化后的 2 个 DNA 片段

与无启动子的线性 pCB301 质粒同源重组连接，

经热激转化至大肠杆菌 DH5α 感受态中。将菌

落 PCR 鉴定正确的菌落送北京擎科生物股份有

限公司测序，测序结果正确后提取质粒 pCB301-

Prm4547-lacZ。然后将其电转入[18]野生型 C58

以及 Δatu4546 菌株中，获得 C58-Prm4547-lacZ

与 Δatu4546-Prm4547-lacZ 菌株。去除结合位点

与结合位点替换为无关序列的菌株获得方法如

下：首先利用 MEME suite[21]预测了 atu4546 与

atu4547 启 动 子 区 域 的 结 合 序 列 为

GTGCGATATACGAAC，然后通过重叠 PCR 的

方法将 atu4547 启动子区域的结合序列去除或替

换成无关序列。接着将其与 lacZ 连接并克隆入

无启动子的 pCB301 质粒中，获得重组质粒
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pCB301-Prm4547 (remove the binding site)-lacZ与

pCB301-Prm4547 (unrelated sequence) -lacZ，方法

与1.3.1一致。所用引物见表2。

1.4　以蔗糖为唯一碳源生长曲线的测定

将野生型 C58、Δatu4546 以及 C-Δatu4546 

这 3 种菌株在 MG/L 平板上进行三区划线，28 ℃

倒置培养 36 h。接着用接种环挑取单菌落于 5 mL 

MG/L 液体培养基中，28 ℃、200 r/min 培养约

14 h，然后 4 500 r/min 离心 3 min 收集菌体，用无

菌水清洗菌体 2−3 次。接着将菌液 OD600 调至

1.0，取 1 mL菌液转接到 100 mL对应的AB-蔗糖培

养基中，28 ℃、200 r/min培养约 60 h。培养期间每

4 h取 1次样，测量OD600数值，直至到达衰退期。

1.5　以对羟基苯甲酸或原儿茶酸为碳源

生长曲线测定

按照 1.4 节的方法培养菌株，4 500 r/min 离

心 3 min 收集菌体，用 AB-无碳源合成培养基清

洗菌体 2−3 次后，将菌液 OD600 调成 1.0。分别

取 1 mL 菌液接种到新鲜的 100 mL AB-对羟基苯

甲酸(5 mmol/L)和 AB-原儿茶酸(10 mmol/L)合成

培养基中。每种菌设置 3 个重复组。每隔 4 h 取

样，到达衰退期结束取样。

1.6　β-半乳糖苷酶活性测定

将 C58-Prm4546-lacZ、 Δatu4546-Prm4546-

lacZ、 C58-4549-lacZ、 Δatu4546-4549-lacZ、

C58-Prm4547-lacZ、 Δatu4546-Prm4547-lacZ 以

及去除结合位点和替换成无关序列的菌株在含

有相应抗性的 MG/L 平板上活化，接着挑取单

菌落于 MG/L 液体培养基中，28 ℃、200 r/min

培养 14 h，然后 4 500 r/min 离心 3 min 收集菌

体，用 AB-阿拉伯糖培养基清洗菌体 2−3 次，

取 200 μL 转接至 5 mL 对应的 AB 培养基中培养

至对数生长期(OD600=0.6−0.8)。接着取出菌液，

测定相应 OD600数值，取 200 μL 菌液，依次加入

900 µL Z-buffer (已添加无水乙醇)、50 µL 氯仿、

20 µL 0.1% 的 SDS，旋涡振荡 30 s 后于 37 ℃

水浴 15−30 min，每组设置 3 个重复。最后加

入 200 µL 的 ONPG，记录溶液变黄的时间。溶液

变黄后立即加入终止反应剂 Na2CO3，4 500 r/min

离心 3 min 后将上清液吸出，测量 OD420 值。  

β-半乳糖苷酶活性计算如公式(1)所示。

β-半乳糖苷酶活=
1 000 ´OD420 

t (min)´V (mL)´OD600
(1)

式中：t、V、OD600 、OD420分别为反应时间、菌液

体积和吸光度、反应后样品的 420 nm 下吸光度。

图1　atu4549下游原位插入lacZ示意图

Figure 1　The schematic diagram of in situ insertion of lacZ in the downstream of atu4549.
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1.7　致瘤实验

为了探究 atu4546 对根癌农杆菌致病性的影

响，选择了胡萝卜和落地生根 2 种植物作为研

究对象。将 C58、Δatu4546 及 C-Δatu4546 菌株

28 ℃、200 r/min 培养 14 h。然后转接至 AB-蔗

糖培养基中继续培养至对数生长期 (OD600=

0.6−0.8)，使用无菌水清洗 2−3 次，将每种菌液

OD600 调至 0.5。接着清洗胡萝卜，将胡萝卜、

金属打孔器、手术刀在 1.05% 的次氯酸钠溶液

中浸泡 30 min 杀菌。然后用金属打孔器和手术

刀将胡萝卜切割为同样厚度(约为 5 mm)的柱状

圆盘，相隔 1.5 cm 间距放在 1.5% 的水琼脂平

板上，取 5 µL 菌液接种于胡萝卜圆盘中央，每

组菌设置 15 个重复，将平板于 28 ℃培养。落

地生根叶片用 75% 的乙醇棉球擦拭干净，使用

针头在叶片上划相同长度的伤口，取 5 µL 菌液

至伤口位置，室温放置在阴凉处。在培养 4 周

以后，将胡萝卜茎块和落地生根叶片上的肿瘤取

下称重。接着取 0.1 g 的肿瘤放入研钵中，加入无

菌生理盐水进行充分研磨。然后吸取 100 µL 菌液

稀释至 10−8后，取 100 µL 涂布到含蔗糖的 AB 平

板，28 ℃培养 48 h 后对平板上的菌落进行计数。

1.8　数据处理与分析

采用 GraphPad Prism 10.0 对所有数据进行处

理和绘图，采用 t 检验(t-test)进行统计学分析，显

著差异用*表示，ns：差异不显著；*：P<0.05；

**：P<0.01；***：P<0.001；****：P<0.000 1。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　根癌农杆菌 atu4546 对生长的影响

为研究 atu4546 的功能，首先通过自杀质粒

pEX18Km 同源重组获得 atu4546 基因敲除株 A. 

tumefaciens Δatu4546。然后，利用质粒 pUCA19

在 Δatu4546 菌株中表达 atu4546 得到回补菌株

C-Δatu4546。以常见碳源(蔗糖)和酚酸(对羟基苯

甲酸和原儿茶酸)为唯一碳源，研究野生型菌株

C58、atu4546 敲除突变体 Δatu4546 和回补菌株

C-Δatu4546 的生长情况。如图 2A 所示，3 种菌

图2　根癌农杆菌在不同唯一碳源AB培养基上的生

长情况。A：C58、Δatu4546及C-Δatu4546菌株以

15 mmol/L蔗糖为唯一碳源的生长曲线；B：C58、

Δatu4546及C-Δatu4546菌株以5 mmol/L对羟基苯甲

酸为唯一碳源的生长曲线；C：C58、Δatu4546及

C-Δatu4546菌株以10 mmol/L原儿茶酸为唯一碳源

的生长曲线。

Figure 2　Cell growth of Agrobacterium tumefaciens 

strains on AB medium with different sole carbon 

sources. A: The growth curves of C58, Δatu4546, and 

C- Δatu4546 strains using 15 mmol/L sucrose as the 

sole carbon source; B: The growth curves of C58, 

Δatu4546, and C- Δatu4546 strains using 5 mmol/L   

p-hydroxybenzoic acid as the sole carbon source;      

C: The growth curves of C58, Δatu4546, and            

C- Δatu4546 strains with 10 mmol/L protocatechuic 

acid as the sole carbon source.
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株在常用碳源蔗糖上的生长趋势相似，这表明

atu4546 对根癌农杆菌的中心碳代谢无影响。进

一步考察根癌农杆菌在非常用碳源上的生长情

况，发现野生型 C58 能够利用对羟基苯甲酸和

原儿茶酸作为唯一碳源生长。当 atu4546 被敲除

后，C58 不能利用对羟基苯甲酸和原儿茶酸作为

唯一碳源生长。相比之下，在 Δatu4546 中表达

atu4546 时其生长缺陷得以恢复(图 2B、2C)。这

些结果表明 atu4546 参与对羟基苯甲酸和原儿茶

酸的分解代谢。由于 atu4546 被注释为转录因

子，说明该基因参与根癌农杆菌 β-酮己二酸途

径的代谢调控。

2.2　atu4546 对自身的调控作用

为探究 atu4546 对自身的调控作用，首先将

atu4546 基因上游调控区与 β-半乳糖苷酶基因

(lacZ)连接，并克隆入无启动子的 pCB301 质粒

中，获得重组质粒 pCB301-Prm4546-lacZ。然后

将重组质粒分别转化入野生型 C58 和 Δatu4546

菌株中，通过测定 β -半乳糖苷酶活性探究

atu4546 对自身的调控作用。如图 3 所示，

Δatu4546 中 atu4546 启动子区控制下的 β-半乳

糖苷酶活性比野生型 C58 高 102.04%，在添加

原儿茶酸和己二酸后，Δatu4546 菌株中 β-半乳糖

苷酶活性依然显著高于未敲除 atu4546 的野生型菌

株，结果表明 atu4546 对自身具有负调控作用。此

外，在 C58 中额外添加原儿茶酸或己二酸后 β-半

乳糖苷酶活性较未添加时无显著性差异。

2.3　atu4546 对下游基因 pcaIJF 的调控

作用

为探究 atu4546 对下游基因的调控作用，将

报告基因 lacZ 分别原位插入野生型 C58 和

Δatu4546 中 pcaF (atu4549)下游，通过测量 β-半

乳糖苷酶活性探究 atu4546 对下游基因 pcaIJF

的调控作用。如图 4 所示，Δatu4546 中的 β-半

乳糖苷酶活性比野生型 C58 低 74.86%，这表明

atu4546 对下游基因具有促进作用，为转录激活

因子。在分别添加 10 mmol/L 原儿茶酸和

5 mmol/L 对羟基苯甲酸后，野生型 C58 菌株中

β-半乳糖苷酶活性依然显著高于 Δatu4546 菌株。

在野生型 C58 中额外添加诱导物原儿茶酸和对

羟基苯甲酸后，较之有碳源阿拉伯糖(Ara)组，

β - 半 乳 糖 苷 酶 活 性 分 别 提 高 了 32.24% 和

109.71%，说明 2 种诱导物均可诱导 atu4546 转

录，但诱导程度不同。

2.4　atu4546 与靶基因启动子区结合位

点的确定

为确定 PcaR 对下游靶基因的调控作用及结

图3　基于lacZ报告基因评价atu4546对自身启动子

活性的影响。C58和Δatu4546在AB-阿拉伯糖(Ara)

培养基中生长。将10 mmol/L原儿茶酸 (PCA)和

15 mmol/L 己二酸(AA)分别添加到AB-阿拉伯糖

(Ara)培养基中。显示的数据是3个独立实验的平均

值，误差线表示平均值的标准差。

Figure 3　The effect of atu4546 on its own promoter 

activity was evaluated based on the lacZ reporter 

gene. C58 and Δatu4546 grew in AB-arabinose (Ara) 

medium. 10 mmol/L protocatechuic acid (PCA) and 

15 mmol/L adipic acid (AA) were added to AB-

arabinose (Ara) medium, respectively. The data 

displayed is the average of three independent 

experiments. The error line represents the standard 

deviation of the mean. ****: P<0.000 1; ***: P<0.001.
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合位点，首先将 atu4547 的上游调控区与 β-半乳

糖苷酶基因 (lacZ)连接并克隆至无启动子的

pCB301 质 粒 中 ， 获 得 重 组 质 粒 pCB301-

Prm4547-lacZ。随后将重组质粒分别转化至野生

型 C58 和 Δatu4546 菌株中，在原儿茶酸、对羟

基苯甲酸和己二酸诱导下测量 β-半乳糖苷酶活

性。Δatu4546 中 atu4547 启动子区控制下的 β-

半乳糖苷酶活性比野生型 C58 低 21.68% (图

5A)，与报告基因原位插入靶基因 atu4549 下游

的酶活结果一致，表明 atu4546 对下游靶基因具

有激活作用。为确定 atu4546 与 atu4547 启动子

区域的转录因子结合位点 (transcription factor 

binding sites, TFBS)，首先利用 MEME suite[21]预

测了 atu4546 与 atu4547 启动子区域的结合序列

为 GTGCGATATACGAAC，然后将 atu4547 的

启动子区中预测的结合位点去除，或随机突变

成无关序列，通过测量 β-半乳糖苷酶活性来验

证预测结合位点的准确性。去除预测的结合位

点后，C58 和 Δatu4546 菌株中 β-半乳糖苷酶活

性结果均无显著差异(图 5B)，初步验证了所预

测的 DNA 序列确为 atu4546 与 atu4547 启动子

区域的结合位点。将预测的结合序列随机突变

成无关序列后，C58 和 Δatu4546 菌株中 β-半乳

糖苷酶活性结果同样均无显著差异(图 5C)，进

一步验证了所预测的 DNA 序列确为 atu4546 与

atu4547 启动子区域的结合位点。

2.5　atu4546 对宿主植物致病性的影响

为探究 atu4546 对根癌农杆菌致病性的影

响，本研究选择落地生根和胡萝卜 2 种植物进

行侵染实验，通过野生型菌株 C58、基因缺失菌

株 Δatu4546 和基因回补菌株 C- Δatu4546 侵

染 2 种植物后肿瘤的质量以及肿瘤中的菌落数

评价几种菌株对宿主植物致病能力的强弱。肿

瘤称重结果显示，atu4546 的缺失使胡萝卜茎块

和落地生根叶片上的肿瘤质量分别降低 34.90%

和 52.58%，C-Δatu4546 的肿瘤质量恢复至与野

生型相似水平，表明 atu4546 基因缺失会影响根

癌农杆菌的致瘤能力，重新表达后可恢复基因

缺失株的肿瘤发生(图 6C、6D)。统计每 0.1 g 肿

瘤中的菌落数结果显示，atu4546 的缺失使胡萝

卜茎块和落地生根叶片上每 0.1 g 肿瘤中的菌落

数分别降低 72.19% 和 80.54%，C-Δatu4546 的

菌落数恢复至与野生型相似水平(图 6E、6F)。

肿瘤质量和菌落数均表明 atu4546 的缺失降低了

根癌农杆菌的致病性。

图4　基于lacZ报告基因评价atu4546对下游基因

pcaIJF的调控作用。C58和Δatu4546在AB-阿拉伯

糖 (Ara)培养基中生长。将 10 mmol/L原儿茶酸

(PCA)、5 mmol/L对羟基苯甲酸(4-HBA)分别添加

到AB-阿拉伯糖(Ara)培养基中。显示的数据是3个

独立实验的平均值，误差线表示平均值的标准差。

Figure 4　 The regulatory effect of atu4546 on the 

downstream gene pcaIJF was evaluated based on the 

lacZ reporter gene. C58 and Δatu4546 grew in AB-

arabinose (Ara) medium. 10 mmol/L protocatechuic 

acid (PCA) and 5 mmol/L p-hydroxybenzoic acid    

(4-HBA) were added to AB-arabinose (Ara) medium, 

respectively. The data displayed is the average of 

three independent experiments. The error line 

represents the standard deviation of the mean. ****: 

P<0.000 1.
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3　讨论与结论　讨论与结论

本文研究了根癌农杆菌 IclR 家族转录因子

PcaR 在 β-酮己二酸途径中的代谢调控作用。该

基因缺失导致根癌农杆菌无法利用 4-羟基苯甲

酸和原儿茶酸作为唯一碳源生长。Atu4546 对自

身表达具有负调控作用，它能够结合下游基因

atu4547 启 动 子 的 调 控 区 ( 结 合 序 列 为

GTGCGATATACGAAC)，激活下游基因 atu4547−
atu4549 的表达，进而促进 β-酮己二酸转化为

TCA 循环中间物。在不同微生物中转录因子

PcaR 的功能和调控方式既有相似之处，又存在

差 异[22-23]。 在 恶 臭 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 

putida)中，PcaR 作为转录激活因子能够与特定

的 DNA 序列结合，激活原儿茶酸代谢相关基因

的表达，促进原儿茶酸的降解[24]。在苜蓿中华

根瘤菌(Sinorhizobium meliloti)中，PcaR 不仅参

与调控原儿茶酸代谢基因，还存在自调控机制，

通过负自我调节维持自身及相关基因表达的平

衡[25]。在节杆菌(Arthrobacter)中，PcaR 参与调

控邻苯二甲酸分解代谢途径，对邻苯二甲酸降

解相关基因的表达起到调节作用，使细菌能够

有效利用邻苯二甲酸作为碳源[26]。在不动杆菌

(Acinetobacter)中，pcaR 与 pcaU 等基因共同参

与对原儿茶酸利用相关基因的调控。PcaU 是原

图5　改变转录因子结合位点对atu4546调控atu4547启动子活性的影响。A：pCB301-Prm4547-lacZ在C58

和Δatu4546中的β-半乳糖苷酶活性；B：去除pCB301-Prm4547-lacZ上TFBS后C58和Δatu4546中的β-半乳糖

苷酶活性；C：将pCB301-Prm4547-lacZ上TFBS替换为无关序列后C58和Δatu4546中的β-半乳糖苷酶活性。

所有菌株在AB-阿拉伯糖(Ara)培养基中生长。将原儿茶酸(PCA)、对羟基苯甲酸(4-HBA)和己二酸(AA)分

别作为诱导物添加到AB-阿拉伯糖(Ara)培养基中。显示的数据为3个独立实验的平均值，误差线表示平均

值的标准差。

Figure 5　Effect of atu4546 on the activity of atu4547 promoter by changing the transcription factor binding site. 

A: The β-galactosidase activity of pCB301-Prm4547-lacZ in C58 and Δatu4546; B: The β-galactosidase activity 

in C58 and Δatu4546 after removal of TFBS on pCB301-Prm4547-lacZ; C: The β-galactosidase activity in C58 

and Δatu4546 after replacing the TFBS on pCB301-Prm4547-lacZ with an unrelated sequence. All strains grew 

in AB-arabinose (Ara) medium. Protocatechuic acid (PCA), p-hydroxybenzoic acid (4-HBA), and adipic acid 

(AA) were added to AB-arabinose (Ara) medium as inducers, respectively. The data displayed is the average of 

three independent experiments. The error line represents the standard deviation of the mean. ****: P<0.000 1; *: 

P<0.05; ns: Not significant.
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儿茶酸利用基因的转录激活因子，PcaR 与 PcaU

在氨基酸序列上有一定的相似性，它们可能通

过与相似的 DNA 序列结合来调控基因表达[27]。

在浑浊红球菌(Rhodococcus opacus)中，PcaR 为

转录抑制子调控原儿茶酸途径[28]。在不同微生

物中，PcaR 对 β-酮己二酸代谢的调控机制差异

体现了进化的多样性，以及微生物对不同生态

位的适应特征。

atu4546 的缺失显著降低了根癌农杆菌在胡

萝卜茎块和落地生根叶片上的结瘤能力及肿瘤

中的菌落数。atu4546 又是根癌农杆菌利用 4-羟

基苯甲酸和原儿茶酸的必需基因，可见根癌农

杆菌对酚酸类物质的代谢能力很可能与致病性

密切相关。酚酸类物质(如对羟基苯甲酸、原儿

茶酸)既是植物信号分子，也是细菌的碳源，可

作为碳源支持根癌农杆菌在植物体内的生长繁

殖。根癌农杆菌 PcaR 通过调控酚酸代谢基因使

细菌在植物体内能够利用这些碳源，从而支持

图6　atu4546对根癌农杆菌致病性的影响。A：感染胡萝卜茎块4周后的肿瘤；B：感染落地生根叶片4周

后的肿瘤；C：感染胡萝卜茎块4周后的肿瘤质量；D：感染落地生根叶片4周后的肿瘤质量；E：根癌农

杆菌侵染胡萝卜4周后肿瘤内的菌落数；F：根癌农杆菌侵染落地生根叶片4周后肿瘤内的菌落数。显示的

数据为3个独立实验的平均值，误差线表示平均值的标准差。

Figure 6　Effect of atu4546 on the pathogenicity of Agrobacterium tumefaciens. A: Tumors after 4 weeks of 

infection with carrot stems; B: Tumors after 4 weeks of infection with the leaves of kalanchoe; C: Tumor weights 

after infecting the carrot stems for 4 weeks; D: Tumor weight after infecting the leaves of kalanchoe for 4 weeks; 

E: The number of colonies in tumors on carrots infected by A. tumefaciens strains after 4 weeks; F: The number 

of colonies in tumors from kalanchoe leaves infected by A. tumefaciens strains after 4 weeks. The data displayed 

is the average of three independent experiments. The error line represents the standard deviation of the mean. 

****: P<0.000 1; **: P<0.01; ns: Not significant.
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其定殖。相比之下，当 pcaR 缺失时细菌无法有

效分解酚酸，可能引起生长受限，进而影响对

宿主植物的侵染和肿瘤形成(图 6)。这些现象表

明 β-酮己二酸途径的代谢功能可能影响细菌毒

力因子的表达和细胞生理状态。研究表明根癌

农杆菌对酚酸类物质的有效代谢有助于其在植

物体内更好地定殖和致病[15]。此外，根癌农杆

菌的致病性与毒力基因(vir)表达密切相关[29]。本

研究以实验室前期获得的 C58 virB-lacZ 为出发

菌株，敲除 atu4546，检测 β-半乳糖苷酶的活

性，发现基因缺失株中 vir 基因的启动子活性与

出发菌株无明显差异，说明 atu4546 基因不会直

接影响 virB 基因表达(数据未展示)。Atu4546 影

响农杆菌致病性的原因可能与酚酸代谢产物间

接影响毒力基因的表达相关。例如，原儿茶酸

的积累可能通过 virA/virG 信号通路激活 vir 基

因[30]。一方面，PcaR 会激活 PcaIJF 表达，促进

根癌农杆菌代谢酚酸；同时，PcaR 负调控自身

表达可能通过维持酚酸代谢平衡避免过度消耗

信号分子，从而优化 vir 基因的激活效率。这种

代谢与毒力的协同自身调控机制之前也有报道，

如根癌农杆菌中 PcaQ 通过调控原儿茶酸代谢影

响 vir 基因表达[13]。因此，pcaR 的缺失可能打

破代谢与信号分子的平衡，削弱细菌对植物的

侵染能力。

本研究首次揭示了根癌农杆菌 PcaR 通过负

调控自身并激活下游基因转录，参与 β-酮己二

酸途径的代谢调控，并影响其致病性。与其他

细菌相比，根癌农杆菌 PcaR 对自身的负调控及

结合位点的特异性体现了其在适应植物宿主环

境中的独特进化策略。然而，仍有许多问题有

待解决。在调控网络方面，PcaR 与其他调控因

子(如 PcaQ)之间的互作机制尚不明确，需要进

一步探究它们在全局调控网络中的协同或拮抗

关系，以解析根癌农杆菌复杂的调控网络。在

效应分子的作用上，虽然初步验证 β-酮己二酸

可能作为 PcaR 的配体影响其 DNA 结合能力，

但仍需通过结构生物学和生化实验进行验证，

进一步明确效应分子与 PcaR 的结合模式和调控

细节。在与毒力基因的联系上虽然发现 pcaR 缺

失影响根癌农杆菌的致病性，但 PcaR 是否直接

调控毒力因子仍有待深入研究。
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