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大豆细菌性斑点病菌 !"#$%& 编码基因的克隆与表达

姜兆远，邹晓威，高洁!，白庆荣，张佳环!

（吉林农业大学农学院，长春 #%$##D）

摘要：【方法、目的】利用 N4O 方法从丁香假单胞菌大豆致病变种（ ./012(3(-$/ /4’&-+$0 9P @ +*4"&-0$）N?J#/ 菌

株中克隆到 #$/3 ,9 的 5’6 基因。将其定向插入到表达载体 9QIFC!GC# 上，并转化宿主菌 RS/#，0NGQ 诱导表

达后，1T1CNUQI 显示其表达产物为分子量为 3# VT= 的融合蛋白质。【结果】该蛋白质在性质与功能上类似

于已发现的 8=.9A<?，即富含甘氨酸、不含半胱氨酸，热稳定以及对蛋白酶 W 敏感，能够在烟草上引起典型的

过敏性反应，过敏性反应还可被真核生物代谢抑制剂抑制。序列比较发现该基因与日本的 N?J .$ 菌的 5’67
相似性为 ’"X，与 Q-<R=<V 已公布的其它 5’67 的相似性为 ’"X Y ""X，与其他革兰氏阴性植物病原细菌不

存在相似性。【结论】本实验从丁香假单胞菌大豆致病变种（ . @ /4’&-+$0 9P @ +*4"&-0$）N?J#/ 菌株中克隆到新

的 5’67 基因，并成功表达，这是国内首次从 . @ /4’&-+$0 9P @ +*4"&-0$ 菌株中克隆到 5’67 基因。

关键词：大豆细菌性斑点病菌；8=.9A< 编码基因；烟草；过敏性坏死反应
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大 豆 细 菌 性 斑 点 病（ . @ /4’&-+$0 9P @ +*4"&-0$，

N?J）是大豆上发 生 普 遍，危 害 较 严 重 的 细 菌 病 害 之

一。其病原 菌 和 其 他 革 兰 氏 阴 性 植 物 病 原 细 菌 一

样，拥有 5’6（8M9-.?-<?A*AP- .-?9+<?- =<Z 9=*8+J-<A)A*M，

5’6）基因。 5’6 基因决定革兰氏阴性植物病原细菌

在 非 寄 主 植 物 上 的 过 敏 性 反 应（ 8M9-.?-<?A*AP-
.-?9+<?-， [O ）和 在 寄 主 植 物 上 的 致 病 性

（9=*8+J-<A)A*M），5’6 基因编码的 8=.9A< 蛋白是引起非

寄主植物 过 敏 性 反 应 的 主 要 因 子［#］。自 从 #"D3 年

首次报道 5’6 基 因 和 #""/ 年 首 次 从 梨 火 疫 病 菌 中

分离到 5’689$ 基 因 产 物 8=.9A< 蛋 白 以 来，人 们 对 植

物病原细菌 5’6 基因的分布、结构、功能等及 8=.9A<
蛋白进行了大量研究［/ & #/］。

有关假单胞菌属（ ./012(3(-$/）5’6 基因的研究

主要集中在丁香假单胞菌（ . @ /4’&-+$0）中，已从其

种下相关致病变种中克隆了 D$ 余个 5’6 基因，但到

目前为止国外只有日本的 0<+;- \ 从大豆细菌性斑

点病菌中克隆和表达了编码 8=.9A< 的基因 5’67［#%］，

国内还未 见 其 他 相 关 报 道［#! & #"］。本 文 依 据 大 豆 细

菌斑点病菌的 5’67 基因序列设计引物，从 N?J 中克

隆并表达 了 具 有 8=.9A< 理 化 特 性 和 生 物 功 能 的 蛋

白，以期为比较丁香假 单 胞 菌 8=.9A< 类 蛋 白 的 结 构

和功能的关系，开展利用 5’67 基因创制抗病虫新种

质材料以及生物农药的研制奠定基础。

’ 材料和方法

’ (’ 材料

’ (’ (’ 供试菌株、培养条件与质粒：丁香假单胞菌

大豆 致 病 变 种（ . @ /4’&-+$0 9P @ +*4"&-0$ ?*.=A< #/，

N?J#/，本 实 验 室 鉴 定 保 存），9QIFC!GC#、9GU/ 载 体

（北京鼎国生物技术服务有限公司）。

’ (’ () 主要试 剂 和 仪 器：各 种 酶 及 引 物 合 成（大 连



!"#"$" 公司），异丙基!%硫代半乳糖苷（ &’!(）、偏钒

酸 铵（ "))*+,-) )./"0"+"1"/.， 234567 ）、氯 化 镧

（ 8"+/9"+-) :98*;,1.，<"=87 ）和 蛋 白 酶 #（’;*/.">. #）

（上海生工生物工程技术服务有限公司）；高速冷冻

离心 机（!%4?#，德 国 #62!$62 公 司），分 光 光 度 计

（@5?7AA，天 美 科 技 有 限 公 司），’=$ 仪（B(4C D ，杭

州朗 基 科 学 仪 器 有 限 公 司 ），超 声 波 细 胞 粉 碎 机

（EFGH%"2，宁波新芝生物科技股份有限公司）。

! "# $%& 扩增和基因克隆

基因组 I2J 和质粒的提取、转化、限制性酶切、

凝胶电泳以及 I2J 连接方 法 参 见 分 子 克 隆 试 验 指

南［?A］。

依据 &+*-. 登录 (.+K"+L（登录号：JKMM?NN4 OM）

!"#$%&’ 基 因 的 开 放 阅 读 框（6$P），设 计 用 于 扩 增

!"#$%&’M? 基 因 的 寡 核 苷 酸 引 物 为：NQ%J!(=J(J(

!=!=J(!=!!JJ=%7Q和 NQ%!=J((=J(=J(==!((!!(
%7Q。’=$ 扩 增 条 件 如 下：G4R 4 ),+，G4R M ),+，

NSR M ),+，T?R 延 伸 GA >，共 7N 个 循 环，T?R
MA ),+。’=$ 产物电泳后，经回收纯化与 U!J? 载体

连接验证后测序。

! "’ !"#$%&’!# 基因的表达

!"#$%&’M? 基因的 编 码 区 由 下 面 的 一 对 引 物 通 过

’=$ 扩增得到，NQ%((((J!==J!(=J(J(!=!=J(!=!
!JJ=%7Q（ ()*3&）和 NQ%(((JJ!!=!=J((=J(=J(=
=!((!!(%7Q（ +,-$&）。’=$ 扩 增 条 件 同 M O?。 扩 增

产物回收后经 ()*3& 和 +,-$& 双酶切，连到同样双

酶切 的 表 达 载 体 U(VW%4!%M 上，U(VW%4!%M 与 重 组

质粒 U(VW% !"#$%&’M? 分 别 转 化 大 肠 杆 菌 K<?M（IV7）

后经菌液 ’=$ 及 双 酶 切 鉴 定 出 阳 性 表 达 菌 株 K<X
U(VW% !"#$%&’M? 。

以 重 组 菌 株 K<XU(VW%4!%M 为 对 照，K<XU(VW%
!"#$%&’M? 分别在 ?CR与 7TR下经 M ))*8X< &’!( 诱导

后，参照文献［?M］，进行菌体收集、破碎、粗蛋白提取

及蛋白表达分析。

! "( 表达产物的鉴定

把表 达 产 物 9";U,+H’>YM?（浓 度 MA#YX)<）分 成 4

份，每份 MAA#<，参 照 陈 功 友 的 方 法［M4］处 理。7S 9
内观察叶片 3$ 发展情况。

! ") 烟草过敏性反应测定

参见 #8.).+/ 的方法［??］，将 9";U,+H’>YM? 注射到烟

草叶片中，7S 9 内观察叶片 3$ 发展情况。

! "* 基因序列测定和分析

由上海生工生物工程技术服务有限公司进行序

列 测 定。 在 9//U：XXZ8">/ [ +:Z, [ +8) [ +,9 [ Y*0XK8">/ [ :Y,
上进行 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 相 似 性 比 较，I2J\/";
软件进行序列分析。

# 结果和分析

# +! !"#$%&’!# 基因的克隆和表达

以 ’>YM? 基因组 I2J 为模板，通过 ’=$ 方法特

异性扩增到约 M OA LZ 大小的 I2J 片段。对克隆至

U!J? 上片段的序列测定表明，其包含一个完整的编

码区，核苷酸序列大小为 MA?S ZU。将目的基因定向

插入 表 达 载 体 U(VW%4!%M 连 接 后 转 化 大 肠 杆 菌

K<?M，经 ()*3$和 +,-$$切鉴定（图 M）后获得重

组表达菌株 K<XU(VW% !"#$%&’M? 。在 ?CR和 7TR下经

&’!( 诱 导 表 达 和 \I\%’J(V 分 析 发 现，? 个 温 度 下

K<XU(VW% !"#$%&’M? 都比 K<XU(VW%4!%M 多 一 条 SM LI"
大小的蛋白质条带，而 K<XU(VW%4!%M 多一条 ?T LI"
的还原型谷胱甘肽（图 ?）。这表明，’>YM? 中的编码

74 LI" 大小蛋白的基因 !"#$%&’M? 已成功地构建于表

达载体 U(VW%4!%M 上，并在大肠杆菌中表达。

图 ! 重组表达质粒 ,-./0 !"#$%&’!# 的酶切鉴定

P,Y [ M $.>/;,:/,*+ "+"8]>,> *^ ;.:*)Z,+.1 U8">),1 U(VW% !"#$#&’M? [ BM [

I(<?AAA )";L.;；M [ ’=$ U;*1-:/；? [ U(VW% !"#$%&’M? X ()*3$ D

+,-$$；7 [ U(VW% !"#$%&YM? X +,-$$；4 [ U(VW% !"#$%&YM? X ()*3$；

B? [ M LZ I2J )";L.; [

# "# !"#$%&’!# 基因序列分析

重组 质 粒 U(VW% !"#$%&’M? 序 列 测 定 结 果 显 示，

!"#$%&’M?基因大小为 MA?S ZU，编码 74M 个氨基酸，其

编码的 蛋 白 质 富 含 甘 氨 酸（M7 OMG_），不 含 半 胱 氨

酸。(.+K"+L 数据 库 中 相 似 性 搜 索 比 较 显 示，该 基

因与日本的 ’>Y ;A 菌的 !"#$ 相似性为 TG_，氨基酸

比对发 现 9";U,+H’>YM? 蛋 白 与 9;UH 超 级 家 族 相 似 性

7M_ ‘ GG_（表 M）。此结果符合 9";U,+ 在 属 与 属 之

间相似性低而在同一个属内相似性较高的特点。

4A4M H9"*]-"+ E,"+Y ./ "8 [ X .,/) 01,"-21-3-’1,) 4151,)（?AAG）4G（MA）
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图 ! !"#和 $%#下诱导表达的融合蛋白 &’&()*+, 检测

!"# $ % &’&()*+, -./.0/"12 13 42 5467"2 761/."2 .876.99.- "2 :;%<

546=16"2# 4 6.0129/6>0/.- 7?49@"- :;%<A7+,B( !"#$%&’<% 4/ %CD 42-

EFD $ < $ :;%<A7+,B(GH(< 49 012/61?； % 42- E $ &12"04/.- 0.??

9>7.624/42/；G 42- I $ &12"04/.- 0.?? -.719"/；% 42- G $ :;%<A7+,B(

!"#$%&’<% .876.99.- 4/ %CD；E 42- I $ :;%<A7+,B( !"#$%&’<% .876.99.-

4/ EFD；J$ ’IEK& @46L.6 $

表 - !"#$%&’-! 及其蛋白质的相似性比较

H4=?. < M-.2/"/N 01@746"912 13 !"#$%&’<% 42- 5467"2O)9#<%

!"#
#.2.9

+.2. 9"P.A
=7

Q>0?.1/"-.
"-.2/"/N
AR

*@"21
40"-

2>@=.6

)61/."2
"-.2/"/N
AR

S12/.2/
13 #?N
AR

!"#$%&’<% <K%T（!UCIE<GEV<!!） — EG< — <E V<W
!"#$%&#

! <K%T（*:<<%IFF V<） WW EG< WW <E V<W
!"#$%&( <K%T（*:<<%IFT V<） WW EG< WW <E V<W
!"#$%&& <K%W（*:<K%F%F V<） WT EG% WT <E VGI
!"#$%&( <K%W（*:<<%IFI V<） WI EG% WI <E VFG
!"#$%& FIE（!UC<<WFK V<） WW %IK WW <I V%K
!"#$%&’ <KEC（*:<<%IIG V<） FW EGI FT <% VFI
!"#$%) <K%E（*:GEEW<K V<） — EGK E< <G VG<
!"#*%+ <TCW（*XCIWEGE V<） — ITK EG %T V%I
!"#*%+ <TWC（*XCIW%F% V<） — ITI E< %T VFE
!"#,-) <K%E（YGF%FC） — EGK E< <T V<C
!"#$%&.(%<C G%E（!UTKIGIG V<） CK <GK CK C VIF
! )9#，% $ &/"01’(2 7Z $ ’3/)012(；)97，% $ &/"01’(2 7Z $ #0&0；)94，% $

&/"01’(2 7Z $ (#.(.(；)99，% $ &/"01’(2 7Z $ &/"01’(2；)94，% $ &/"01’(2 7Z $

()2"0&；)9，% $ &/"01’(2；)Z，% $ +0"04053(+(；)9/4，% $ &/"01’(2 7Z $ .(6()0；

,0，-"7010( )!"/&(1.!280；!!*00.99"12 2>@=.6 16 +.2. M’ "2 +.2:42L $

! .$ /012345)67-! 的理化特性和生物功能

基因 工 程 菌 :;A7+,B(567O)9#<% 诱 导 表 达 后 提 取

5467"2O)9#<% 蛋白，经 <KKD处理 <I @"2，仍可在烟草上

激发 [\；5467"2O)9#<% 经蛋白酶 ] 处理，则丧失在烟草

上激 发 [\ 的 能 力，表 明 5467"2O)9#<% 蛋 白 对 热 稳 定，

对蛋白酶 ] 敏感。5467"2O)9#<% 蛋白与生物代谢 抑 制

剂偏钒酸铵和氯化镧混合后注射烟草叶片不能引起

过 敏 性 反 应（ 图 E）。 用 生 物 代 谢 抑 制 剂 与

5467"2O)9#<% 混 合 注 射 烟 草 的 试 验，从 一 方 面 证 明，烟

草枯斑的形成的确是由 5467"2O)9#<% 蛋白而非 其 他 因

素引起；另一方面也表明，过敏性反应的产生与植物

的代谢有关，是植物的一种主动防卫反应而不是化

学毒害作用。以上提示，5467"2O)9#<% 蛋白与革兰氏阴

性植物病原菌中产生的 5467"2 具有相同的理化特性

和生物功能。

图 $ /012345)67-! 诱导烟草过敏性反应

!"# $ E M2->0/"12 13 [\ 12 /1=4001 =N 5467"2O)9#<% $ * $ ):& =>33.6；: $

:;%<； S $ :;%<A7+,B(GH(<； ’ $ 5467"2O)9#<% 7?>9 Q[G^_E ； , $

5467"2O)9#<% 7?>9 ;4S?E ；! $ )61/.49. ](/6.4/.- 5467"2O)9#<% ；+ $ [.4/(

/6.4/.- 5467"2O)9#<% ；[$ 5467"2O)9#<% $

$ 讨论

本文依据已报道的丁香假单胞菌大豆致病变种

的 !"#$（_\!）设计引物，从大豆细菌性斑点病菌中

克隆 到 编 码 5467"2 的 基 因 !"#$（ 命 名 为 !"#$%&’<%，

+.2:42L 登 录 号 为：!UCIE<GE ）。 经 :?49/ 比 对

!"#$%&’<% 基因与已克隆的丁香假单胞大豆致病变 种

（)9# 6K 菌株，序列号：*:<<%IIG V<）!"#$ 有 FWR的相

似性，这符合 !"#$ 不仅在不同种间存在差异而且在

不同菌 株 间 也 存 在 差 异 的 特 点。 氨 基 酸 分 析 发 现

5467"2O)9#<% 富 含 甘 氨 酸（<E V<WR），不 含 半 胱 氨 酸，

5467"2O)9#<% 理 化 性 质 的 测 定 结 果 符 合 5467"2 所 具 有

的热稳定，蛋 白 酶 ] 敏 感，能 被 钙 离 子 通 道 阻 断 剂

及生 物 代 谢 阻 断 剂 所 阻 断 的 特 性。 经 :?49/ 比 对

5467"2O)9#<% 与 )97 )"9>@(< 菌株的 5467"2O 只在 Q 端第

IC 位的氨 基 酸 存 在 差 异，而 5467"2O 的 过 敏 性 反 应

活性是由 S 端区域所决定的。这些都证明 !"#$%&’<%

基因编码的 5467"2O)9#<% 就是引起 [\ 的激发子蛋白，

!"#$%&’<% 基因是一个不同于日本人已克隆的丁香 假

单胞菌大豆致病变种的 !"#$ 的新基因。从 大 豆 细

IKG<姜兆远等：大豆细菌性斑点病菌 5467"2 编码基因的克隆与表达 $ A微生物学报（%KKW）GW（<K）
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菌性斑点病菌中克隆 和 表 达 !"#$%& 编 码 基 因，在 国

内还未见报道。

!"#$%& 类蛋白不仅激发植物的防卫反应使植物

获得抗 病 虫 性，如 烟 草 对 ’()，棉 花 对 蚜 虫 的 抗 性

等［*+ , *-］，而且可以通过激活植物本身产生的一系列

反应使植物获得许多其它有益的生物学效应，如提高

作物产量、抗逆性及果实的耐存储性等。本文从大豆

细菌性斑点病菌克隆和表达的 !"#$%& 编码基因，为开

展丁香假单胞菌大豆致病变种 !"#$%& 蛋白结构和功

能分析以及基因药物学设计方面奠定基础。

本文由 于 从 丁 香 假 单 胞 大 豆 致 病 变 种 克 隆 的

!"#$ 基因和日本人已克隆同菌的 !"#$ 基因相似性

只有 ./0，为此 我 们 对 本 试 验 中 使 用 的 菌 株 %&’1*
又进行了重新鉴定，鉴定项目包括，2345’ 鉴定谱，

67 上产荧光的特性，冰核活性，果聚糖产生，!8葡糖

苷酶，利用甘露醇、甜菜碱、肌醇、山梨醇、葫芦巴碱、

奎尼酸盐、赤尼酸盐、28酒石酸盐、98酒石酸盐、28乳
酸盐、高丝 氨 酸 等 生 长，对 大 豆、菜 豆、豌 豆 的 致 病

性，同 时 也 做 了 该 菌 的 1:;#<=5 序 列 测 定，所 有 试

验结果均表明菌株 4>?1* 就是丁香假单胞菌大豆致

病变种（% @ &(")*’+, $A @ ’-(.)*,+）［*B , *:］。
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