
 
 
 
高雄區農業改良場研究彙報  第24卷第2期      Research Bulletin of KDARES Vol.24(2) 

 

應用農桿菌(Agrobacterium tumefaciens)做為絲狀
真菌基因轉殖工具 

 

曾敏南 1、陳昱初 2 

 

摘要 

當植物受傷而釋放出酚化物時，可誘導農桿菌 (Agrobacterium 
tumefaciens) 啟動癌腫誘導質體 (tumour-inducing plasmid)中的一連串 Vir 
genes，進而將 Ti-plasmid 上的 T-DNA 複製並轉移到寄主植物細胞中，並
產生植物生長調節物質，造成植物細胞不正常的增生而形成癌腫。基於此
特性，農桿菌已漸被用來做為真菌轉殖及基因研究工具。與傳統的方法比
較，在真菌上利用農桿菌進行轉殖，可得到較佳的轉殖效率，其原因除了
VirE2 蛋白可以保護 T-DNA 不受寄主細胞中 nucleases 的傷害外，VirD2
蛋白可能在 T-DNA 插入寄主基因體 (genome) 之後，扮演著 DNA 修復的
角色。近年來農桿菌亦多被應用於基因置換之研究，在基因置換實驗中需
建構一個置換盒，置換盒中包含有選殖標誌基因(selectable marker)及建構
於選殖標誌基因兩側，與目標基因具同源性的基因片段 (homologous gene 
fragment)。影響置換效率有許多因子，其中同源性基因片段的長度即為一
重要因素，研究發現除了基因片段長度外，序列本身似乎更為重要。 
關鍵語：農桿菌、基因轉殖、絲狀真菌 

前言 

由於絲狀真菌(filamentous fungi)基因研究工作中，觸及大量基因功能的
研究，因此提高了應用可攜帶高分子量(high molecular weight)去氧核醣核酸
(DNA)之工具的需求。酵母菌 (Saccharomyces cerevisiae)為第一個 genome 被
完整解序的真菌，目前也有許多工具已被開發來作為酵母菌之應用。在這些
工具中包含利用電腦進行基因功能的分析，及利用 2-D 膠體電泳來分析蛋白
特徵。在這些工具中，經過修改亦有部分已可適用於絲狀真菌的基因研究，
例如利用隨機突變(random insertional mutation)或標的突變 (targeted mutation) 

的方式來作為基因功能研究的工具。但這些方法需要透過基因轉殖工具而進
行，包含 polyethylene glycol (PEG)、限制酵素媒介基因的插入 (restriction 

enzyme-mediated integration, REMI)，以及農桿菌媒介轉殖(Agrobacterium 

mediated transformation)。這些方法中，由於農桿菌可應用於各種材料，包含：
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原生質體、孢子、菌絲或菌絲塊，因此使得農桿菌更適合於絲狀真菌之基因
轉殖工作。 

在絲狀真菌中進行標的突變時，需要建構一個大於 1,000 個鹼基對以上
的大片段同源性互換的基因互換匣(gene disruption cassette)，透過此種方式大
概可以達到 0.5-30%同源性互換效率，進而達成刪除基因的目的。目前被利
用的方法例如利用 transposon 或者利用限制酵素媒介基因的插入 (restriction 

enzyme-mediated integration, REMI) 的方式亦已被發展並應用於真菌。但這些
方式在用來作為突變的目的上皆有其應用限制，利用 transporson 作用基因突
變的工具，在許多真菌應用之結果中發現 transposon 並不是隨機插入，而偏
好插入非編碼區域 (non-coding region)。另外，利用 REMI 的方法，亦同樣有
著不完全隨機的缺點。REMI 的方法似乎偏好將引入的 DNA 插入 genome 中
高度轉錄的區域內。1995 年 Bundock 等人發展了一個用於酵母菌的新轉殖方
法，而這個方法即長久以來大量應用在植物細胞的農桿菌 (Agrobacterium 

tumefaciens)。此方法是基於農桿菌可轉殖其本身一部分之 DNA (T-DNA) 到
真核生物細胞的能力。此外，1998 年 de Groot 等人亦證實了以農桿菌媒介的
轉殖系統可應用於多種絲狀真菌。在這份研究報告之後，許多的研究利用農
桿 菌 於 絲 狀 真 菌 的 研 究 中 ， 包 括 子 囊 菌  (Ascomycetes) 、 擔 子 菌 

(Basidiomycetes)、以及接合菌 (Zygomycetes)。甚至有研究顯示農桿菌亦可能
應用於卵菌(Oomycetes)。重要的是，以農桿菌為轉殖的媒介系統已經發展為
許多真菌的轉殖方法，例如：Agaricus bisporus, Calonectria morganii, Fusarium 

circinatum 及 Helminthosporium turcicum 等。上述這幾個菌在過去常用的真菌
轉殖方法中一直有應用上的困難，但卻經由農桿菌得到了解決。此外，利用
農桿菌媒介轉殖的方法亦發現比過去利用原生質體 (protoplast) 的方法更有
效率。利用農桿菌作為轉殖媒介也發現比過去傳統使用的轉殖方法有更多的
優點，例如可直接利用孢子、菌絲甚至是子實體作為轉殖之材料。相較於過
去採用原生質體作為材料的方法更為便利，原生質體的製作不便並受限於使
用的酵素，都顯現出以農桿菌為工具的便利性。此外由許多研究顯示，雖然
以農桿菌為轉殖媒介亦包含著隨機的基因插入，但亦可達到高效率的插入單
一片段的基因到目標基因當中。另外亦有許多研究指出，農桿菌可達到高效
率的同源性互換目的，這個特性使得農桿菌成為真菌中作基因功能的系統性
研究的有力工具(ref.)。 

農桿菌(Agrobacterium tumefaciens) 
可造成植物癌腫病(crown gall disease)的病原細菌農桿菌 (Agrobacterium 
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tumefaciens) 為一種革蘭氏陰性細菌。農桿菌中攜有許多可引起植物癌腫的
質體 (tumer-inducing plasmid) 稱為 Ti-plasmid，大約為 200kbp。Ti-plasmid

上帶有一段可造成癌腫的片段為 T-DNA (圖 1)，T-DNA 兩端各具有一 24bp

的重複性序列稱為 left border 及 right border，兩個 border 之間則帶有可
encoding auxin 及 cytokinin

的基因。此外，Ti-plasmid

上還有一段造成植物癌腫
時不可或缺的基因稱為
virulence region，在這段區
域中具有許多 vir genes，並
在 T-DNA 進行移轉時扮演
著不同的角色。實驗證實，
只要有 virulence region 存
在的情況，T-DNA 上的毒

性基因 (如 encodign auxin

的基因) 被刪除並不影響
T-DNA 轉移到寄主細胞。 

圖 1.農桿菌 (Agrobacterium tumefaciens) 受酚化
物誘導後 Vir 基因的反應過程 (Michielse et 
al. 2005b)

因為前述特性，故研究人員便將 T-DNA 上的毒性基因去除，並接上我們
有興趣的基因用來做為轉殖媒介工具。研究人員為了操作上更加方便，因此
將 T-DNA 及 virulence region 分別置於不同的 plasmid 上。去除 T-DNA 而留
有 virulence region 的 plasmid 稱為 helper plasmid 或 disarmed plasmid，保留在
A. tumefaciens 中。另外帶有 T-DNA 的 plasmid 則可在 E. coli 當中，由於該質
體小因此便於研究人員操作，當構築好帶有 T-DNA 的質體則可經由
electroporation 或其它方法再送回 A. tumefaciens 中，這就是目前最常被使用
的 binary vector system。 

T-DNA 的複製、轉移及進入基因體的途徑 
農桿菌在自然環境中受到植物體中的酚化物質或糖所誘導而可啟動其致

病之途徑。植物受傷時產生的酚化物質或外泌的糖可啟動農桿菌上的
“two-component regulatory system＂，這個調控系統包括有 VirA protein (扮演
receptor 的角色 )以及 VirG protein。virA gene 可產生細胞膜橋接蛋白
(membrane-spanning protein)，而此細胞膜橋接蛋白則可感應外界之誘導物
質，並活化 virG gene。接著，VirA protein 啟動 VirG gene 的表現，並經由 VirG 

protein 去啟動其它的 vir genes。當 acetosyringone 由植物釋出經 VirA 感應後
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產生 autophosphorylation，被磷酸化的 VirA 蛋白再將其 phosphoryl group 移
至 VirG，被活化的 VirG protein 具有 DNA binding 特性而成為 VirG 本身及
其它 vir genes 的 activator (圖 1)。 

複製單股 T-DNA 時，Vir C 及 Vir D 蛋白為必要元件。Vir D2 可經由 Vir 

D1 的協助而精準的在 right border 的第 3 和第 4 個 nucleotide 之間的位置造
成缺口。接下來由 right border 的 3’OH 端往 left border 的方向複製出
T-strand，最後 VirD2-T-strand complex，將透過 type IV 的外泌機制經由 T-pilus

傳送到寄主細胞中。而 virulence protein VirB1-11 及 VirD4 在傳送 T-strand 的
過程中具有重要的功能。VirB protein 形成 transport pore 並在細胞表面形成稱
為“T-pilus＂的結構。VirB2 protein 可構成 T-pilin，再由 T-pilin 構成 T-pilus。
在膜內則有 VirD4 protein 作用於 T-strand 及 VirB complex 之間。除了
VirD2/T-strand complex 之外，還有 VirE2、VirE3 及 VirF 亦經由 T-pilus 傳送
到寄主細胞。VirE2 為一個單股 DNA 的結合蛋白，一般認為 VirE2 可包覆於
T-strand 外並隨之進入寄主細胞，保護 T-strand 不受寄主細胞內的 nucleases

破壞，並可保持 T-strand 為未摺疊的形態以利通過 transport pore。VirD2 的
C-terminal 具有 nuclear localization signal 的特性，因此當 T-strand 進入寄主細
胞後，仍然結合在 5’端的 VirD2 即扮演著導引 T-strand 前往細胞核的工作。
然而，至目前為止 T-DNA 進入基因體的明確機制並不清楚。 

上述的這些途徑主要以植物及酵母菌為研究對象，在 de Groot et al. 1998

年的研究中發現，利用農桿菌對真菌進行基因轉殖時，不論利用分生孢子或
是 protoplast 皆需在 acetosiringone 存在的情況下才會有轉殖株產生，這意謂
著利用農桿菌進行真菌基因轉殖
時仍需 virulence system。Michielse

等人(2004)進一步將 vir gene 各別
進行突變，再以這些突變後的菌
株對 Aspergillus awamorni 進行轉
殖試驗。以了解各個 vir gene 在真
菌轉殖過程中扮演的角色(圖 2，
表 1)。 

圖 2. Ti-plasmid 中 virulence region 所包括
之基因示意圖，以及各基因之功能
(Toro et al. 1988) 

一般認為 VirC、E、F、H 在
植物上，為 T-DNA 進行某些寄主
植物時所必需。在本實驗中發現
VirF、H 及 VirE3 被去除之菌株在
轉殖的過程中，轉殖效率完全不
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受影響。但是在本實驗中卻也發現 VirC2 被去除後，能明顯降低 

表1. 利用農桿菌vir基因突變株進行轉殖後所得之轉型株數量(Michielse et al. 
2004)  

Aspergillus 的轉殖率。在 Toro 等人(1988)的研究中發現，當 Vir C1 和 Vir C2

被突變時，T-DNA上 nicking的情況明顯下降，因此推論VirC可能也和T-DNA

的 nicking 有關，對照這個結果便可呼應 Michielse 等人的試驗，由於 VirC2

被去除而導致於無法在 T-DNA 前端產生缺刻因而明顯降低 T-DNA 被複製出
的量。VirA、B、D 及 G 這些基因被破壞則完全無法產生轉殖株。 

在真菌中影響農桿菌媒介轉殖效率的因子 

在多種真菌研究農桿菌媒介轉殖的研究過程中發現，有許多因子可影響
轉殖的效率，包括有用來作為轉殖標的物的材料、農桿菌的菌株、真菌菌株
及轉殖時培養的條件等。利用農桿菌進行轉殖的一項優點為可以利用各種不
同的材料作為轉殖的標的。例如，利用原生質體、孢子、菌絲以及子實體的
組織等，目前皆有成功轉殖的案例。在許多研究中顯示，利用原生質體亦或
完整細胞皆可獲得同樣之轉殖效率。然而這並非在所有菌種中都可適用的，
例如接合菌中的 Rhizopus oryzae 及 Mucor- circinelloides 僅在以原生質體為材
料時能成功轉殖，而尚未有利用孢子或發芽孢子為材料而成功的案例。於大
多數的研究中主要以孢子及已發芽的孢子為材料，在 Coccidioides immitis 則
證實利用已發芽的孢子為材料可提高轉殖率。相反的在某些種類當中發現，
利用營養生長的組織或子實體的組織其轉殖效率較高於利用孢子或已發芽的
孢子所得之轉殖率。另外一個影響轉殖的條件是材料的成熟度。利如，較老

-  14  -



 
 
 
高雄區農業改良場研究彙報  第24卷第2期      Research Bulletin of KDARES Vol.24(2) 

 

熟的 Blastomyces dermatitidis 利用農桿菌轉殖時其轉形率較低。由實驗的資
料所得，不同的農桿菌菌株及不同的真菌菌株之間的組合皆可能影響轉殖的
效率。在許多研究中發現在真菌與農桿菌進行共同培養的階段，添加
acetosyringone(AS)

是必需的，這也指
出在真菌上利用農
桿 菌 時 誘 發 vir 

genes 工作是必需的 

(表 2)。而農桿菌在
pre-culture 的階段是
否添加 AS 則顯得並
非 那 麼 重 要 ， 在
Beauveria 

bassiana、Fusarium 

oxysporum 及
Magnaporthe grisea

的 研 究 上 發 現 於
pre-culture 時 加 入
AS 反而使得轉殖率
下降。 

表 2. 利用農稈菌 (Agrobacterium tumefaciens) 對
Aspergillus awamorini 進行轉殖所獲得之轉
型株的數量(Toro et al. 1988) 

農桿菌媒介轉殖至木黴菌之研究實例 

由於木黴菌 (Trihcoderma atroviride) 具有可拮抗許多土媒性病原真菌的
能力，因此使應用來作為生物防治的工具。然而為了要了解木黴菌的生物防
治機轉而需進行的基因研究中，直接破壞木黴菌之基因亦或利用同源性置換
的方法在木黴菌上都不容易達成。1993 年 Suominen 等人利用 T. reesei 的原
生質體及 calcium/polyethylene glycol 的方法來得到突變株時具有不錯的效
率，約莫在 32-52%間。但是利用 T. atroviride 卻只能獲得非常低的轉殖率。
為了解決這個問題，Zeilinger (2004) 利用農桿菌構建了兩個 T. atroviride 中的
基因的置換盒(gene replacement cassette)，包括有 tmk1 (可 encodign MAP 

kinase) (圖 3A) 及 tga3 基因  (可 encoding heterotrimeric G protein 的
apha-subunit)(圖 3B)。利用同源性置換的方式來進行基因的破壞。在 tmk1 這
個 disruption cassette 中帶有一個 EcoRI 的切位，如果這個 disruption cassette 

成功的經由同源性互換而進入到 genome 當中，那麼以 EcoRI 去切，會得到
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圖 3. 南方雜合分析。經由農桿菌媒介轉殖(A)pTSZ△tmk1 或(B)pTSZ△
tga3 之轉殖株，其染色體 DNAs 經由 EcoRI (A, C)、ApaI/NheI (B)或
SmaI/ClaI (D)進行酵解 (Zeilinger et al. 2004) 

兩個較小的條帶。如果基因未被置換，則會切出帶有 tmk1 全長的條帶 (較
大)。另外，在這個置換盒也設計了 ApaI 及 NheI 做為雙重確認的切位，如果
經由同源性互換則以 ApaI 及 NheI 同時切的話會得到兩個較小的條帶，否則
只有一較大的條帶。在 tga3 這個基因的置換盒中亦採取了同樣的策略，
Zeillinger (2004)同樣建構了不同的切位，以利轉殖之後用來確認基因是否已
經由同源性的方式置換破壞。 

完成轉殖後選出約 50 個 T. atroviride 的轉殖株，並經繼代培養後確定菌
株的穩定性後隨機選出 12株轉殖株與wild type一起進行 southern blot的分析
以確認轉殖的情形。菌株的 genomic DNA 分別利用 EcoRI、ApaI/NheI 及
SmaI/ClaI 限制酵素處理，並以整個置換盒上的序列做為探針進行偵測。在其
試驗設計中預測置換盒中的基因如果經由同源性互換的方式進入到 genome

中，則經過EcoRI處理後 tmk及 tga基因破壞的轉殖株應該分別出現 4.2 kb/3.2 

kb 及 5.7 kb/4.1 kb 的片段。在 southern blot 的分析中可發現 wild type 只出現
一個大於 4.2 kb 及 5.7 kb 的片段，即分別包含有 tmk 及 tga 基因全長的片段。
另外在 tmk1 基因的試驗中出現 6 個菌株如前述有 4.2kb/3.2kb 兩個片段，此
可確認是經由同源性互換進入寄主細胞。另外有 6 個菌株同時具有 tmk 全長
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的片段及另外兩個大小不等的基因片段，這幾個菌株有可能是經由非同源性
的方式插入寄主細胞。同樣的在 tga 基因的試驗中，wild type 亦只出現一條
大於 5.7kb 的片段，即 tga 基因全長。另外亦有 5 個菌株呈現 5.7 及 4.1 kb 兩
個片段，另外亦有三個菌株出現三段大小不等的片段，其含意亦分別代表置
換盒經由同源性或非同源性的方式進入寄主細胞。另外，作者分別挑出 tmk

及 tga 基因試驗中已確認為同源性置換的菌株再次進行確認。分別利用 tmk

及 tga 基因 5’及 3’端的 non-coding region 為 primer 以及利用 hygromycin 的序
列為 primer 與上述兩個菌株進行 PCR 確認。 

農桿菌媒介轉殖至 Aspergillus awamori 之研究實例 
基因置換常被用來作為精準的刪除研究的標的基因，而在基因置換的研

究中線性的基因片段、包含有篩選基因的置換盒可被導引並經由同源性互換
或非同源性互換而進入寄主細胞中。在酵母中(例如 Saccharomyces cerevisiae

及 S. pombe)約 50-100 bp 的短序列可以很容易經由置換盒進入同源性的區
域，並達到約 50-100%的高置換率(1,16)。相對的在絲狀真菌的研究上，常需要
用到較大的基因片段 (>1000 bp)，而經由置換盒所達到的置換效率大概介於
10～30%左右。其中置換片段的大小、置換片段的 G/C contant、目標基因在
chromatin 上的結構對轉殖效率扮演著重要的角色。 

Michielse 等人 (2005 a,b) 除了採用置換盒的策略之外，更為了確認置換
盒中用來作為同源性交換的片段對轉殖率的影響因子有那些，因而設計了不
同長短與區域的同源性基因片段在不同的置換盒中。這樣可以用來確認當位
於左右兩端的基因片段長短不一或者包含不同的區域時是否影響互換率，也
就是說除了確認基因片段長短對互換率的影響力之外，還可確認相同長短，
但不同區域的序列是否亦可影響置換率。因此本實驗以 Aspergillus awamori

中的 pyrG 基因為目標設計了一系列的長度不等的置換基因，分別為帶有
1000、500、250、100 及 50 bp 的 5’pyrG 及 3’pyrG 片段。另外為了了解不同
的序列位置是否對轉殖率亦有影響，接著設計了一個只含 5’pyrG 及 3’pyrG

外側序列的 500 bp 片段的置換盒 (圖 4)。 

圖 4. Aspergillus awamori 之 pyrG 基因片段置換盒(Michielse et al. 2005a) 
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該實驗為了比較不同置換片段長短在農桿菌與傳統的 CaCl2/PEG 與原生
質體的方法中是否有具有不同的轉殖率，因此亦將上述的 1000、500 及 250 bp

的置換盒用於原生質體的轉殖方法中作為比較。上述一系列置換盒的建構是
以 pgd promoter 接上 hygromycin 的編碼基因為置換主體，並在兩端接上
5’pyrG 及 3’pyrG 基因的序列。接著於 5’pyrG 側翼的 5’端接上 amdS 基因，
以便於轉殖後作為雙重檢測的標的。Amds gene 可 encode acetamidase 

(E.C3.3.1.4)，這個基因使得 Aspergillus 可以利用 acetamide 做為氮及碳素源。
Acetamidase 可水解乙醯胺  (acetamide) 成為醋酸鹽  (acetate) 及氨鹽 

(ammonium)，因此具有 amds gene 之微生物體，可利用 acetamide 作為碳及氮
素源 (8)。但是若在培養基中加入 fluoroacetamide，則 fluoroacetamide 可被具
有 acetamidase 的菌株代謝成 fluoroacetate 並進入檸檬酸循環造成毒性使得菌
株死亡。Amds gene 在置換盒的構築策略上，它被接在含有同源性置換片段
及置換基因的外側，因此置換盒若是經由同源性互換的方式進入寄主細胞，
則 amds gene 不會隨之進入(圖 5)。 

5. amds Michielse et al圖 基因置換盒 ( . 2005 b)

但置換盒若是以外源性的方式插入，則會連同 amds gene 一併插入寄主
細胞，如此一來，非經由同源性互換而產生的轉殖株便無法在含有
fluoroacetami-de 的培養基中存活，存活下來的僅有經同源性互換而產生的轉
殖株。藉由這個策略可快速篩選轉殖株是否經由同源性互換而產生，而不需
一一經由基因片段的偵測。在 Aspergillus awamori 的試驗中，以農桿菌媒介
轉殖及 CaCl2/PEG 轉殖的轉殖率比較，置換片段為 1000 bp 者，在農桿菌中
所得到的轉殖率(29%)明顯比利用原生質體的轉殖率(10%)高。但置換片段為
500 及 250bp 者，不論在那種方法所得的效率皆非常低。在農桿菌中，置換
片段為 1000 bp 者，其轉殖率為 29%而 500 bp 者為 5%，然而同樣為 500 bp

但選擇的序列區域為 3’端的 500 bp 序列(outer)確明顯提高轉殖率為 34%，甚
至比長片段的 1000 bp 更高(表 3)。 

在 250 bp 置換片段長度的試驗中，農桿菌還有機會成功轉殖 (獲得一株
轉殖株) 但在 CaCl2/PEG 的方式中則可能片段過短而無任何轉殖株產生。這
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圖 6. pyrG 基因破壞的轉殖株之南方雜合分析， 
    +及-代表 pyrG 的表現型(phenotype)  

(Michielse et al. 2005 b) 

應當是片段實在過短
以致於無法產生同源
性互換。在 southern 

analysis 的結果中可看
到，以同源性置換的方
式產生的轉殖株只有
一個 NcoI 切位而可獲
得一個 2659 bp 的片
段，而野生株則可獲得
一個 3091 bp 的片段。
經由隨機插入寄主細胞的轉殖株則產生一個 3091 bp 片段及一個大於 3091 bp

的片段 (圖 6)。當 pyrG 基因的片段由 1000 bp 減少到 500 bp 時，其置換率由
29%下降到 5%。但 500 outer (同樣為 500 bp，但序列位置不同，見圖 6) 卻
可得到 34%的互換率。
以 amds 基因為第二個
篩選基因的試驗中，若
將 amds 基因接在 pyrG

基因啟動子外側則可獲
得約 6%的轉殖率，若接
在 pyrG 基因 terminator

的外側，則可獲得 8%的
轉殖率。相較之下可發
現接有 amds 基因的置
換盒所得的轉殖率明顯
低於含 1000 bp pyrG 基
因但不含 amds 基因的置
換盒。 

表 3. 比較農桿菌媒介轉殖及 CaCl2/PEG 轉殖法之
基因置換率 (Michielse et al. 2005 a) 

討論與結論 

AMT 適用於多種絲狀真菌之基因置換工作。透過 Michielse 等人(2005 b) 

的研究比較 AMT 及 CaCl2/PEG 兩種方法的轉殖效率。此研究亦測試了同源
性互換片段的長度對於基因互換效率的影響，並利用第二個選殖標誌基因來
幫助轉殖株更有效率的篩選。在這個試驗中使用的置換盒成功的置換 pyrG

基因。利用帶有 1000bp pyrG flank 的農桿菌媒介轉殖法所得的轉殖效率比利
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用 CaCl2/PEG 的置換率高出 3 倍。該試驗中另外使用了 gfaA 基因，而利用農
桿菌轉殖 gfaA 基因的置換率則比利用 CaCL2/PEG 得到的置換率高出 6 倍。
在同樣的方法進行轉殖的情況下，卻因基因的不同而得到不同的置換率，因
而可歸納出基因之置換率取決於基因之位置。在過去的研究中亦發現在
Kluyveromyces  lactis 中，相較於電穿孔的方法農桿菌可提高 10 到 71 倍的轉
殖率(4)。由這點可推論農桿菌具有較高的轉殖率並不是因為轉殖了特定的基
因序列亦或是因為特定的寄主細胞而造成，而是起因於農桿菌本身遞送基因
的系統。 

農桿菌媒介轉殖比 CaCL2/PEG 的轉殖方法具有更高的轉殖率，可能是因
為農桿菌遞送到寄主細胞的是單股核酸與蛋白質的複合體，而 CaCL2/PEG 的
方式則是轉殖雙股核酸。DNA-protein complex 包含的是單股核酸及 VirD2 及
VirE2 蛋白，而單股的核酸更容易引起同源性的交換。在幾篇 Streptomyces spp.

及 S. cerevisiae 的研究中顯示出單股 DNA 特別有利於 DNA 插入與同源性互
換(6, 13)。雖然尚無法排除單股 DNA 的結合蛋白 VirD2 及 VirE2 在同源性互換
功能上可能扮演的角色，但目前的研究推論這兩個結合蛋白可能比
CaCL2/PEG 的方法更有助於其所結合的蛋白找到寄主細胞的細胞核。另外前
述的結合蛋白可保護其所結合的核酸不受 nucleases 所破壞是已確定的功
能，這也會在提高轉殖率上提供重要的功能。 

由 Michielse 等人 (2005) 的研究看來，當 1000 bp 的 pyrG 基因為一分為
二，成為 500 bp inner flagement 及 500bp outer flagement 時卻可發現其互換率
明顯不同，前者僅有 5%的置換率而後者卻提高為 34%的置換率。這個實驗
顯示出在同源性互換的影響因子中不僅只是在長度上的不同而已，而且序列
本身的影響亦甚大。作者在本試驗完成後進行 500bp inner 及 500bp outer 這
兩段基因的序列分析，發現並未存在任何較特別的 motif 適合於同源性互換。
目前已知基因序列上的 G/C content 可影響基因的互換率，但這兩段基因的
G/C content 並無明顯的區別，分別為 46%與 53%，這樣的差異可能是由於
chromatin 的結構型態所導致的結果。 
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