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摘要：根据哈茨木霉 $%% 菌丝体 &’() 文库中的!微管蛋白基因 *+$ 序列，采用反向 ,-. 方法以哈茨木霉 $%% 的基

因组 ’() 为模板，扩增得到了 !/0123 的!微管蛋白基因编码区、!/"23 的 "4非编码区和 !/#23 的 54非编码区。哈茨

木霉!微管蛋白基因编码 116 个氨基酸，与其它真菌!微管蛋白基因具有较高的序列同源性。对哈茨木霉!微管

蛋白的三维结构进行了同源建模，模建的结果为研究哈茨木霉!微管蛋白自身特性及其与抗微管类杀菌剂的作用

机制提供了分子基础。
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微管是真核生物细胞骨架的重要组成成分，在

细胞分裂、物质运输、鞭毛或纤毛运动、维持细胞形

态等众多生理活动中发挥着重要的作用［!］。微管的

主要成分为微管蛋白，由"微管蛋白和!微管蛋白

聚合形成的二聚体为主要成分组成。"微管蛋白和

!微管蛋白具有较高的序列同源性。已有研究指

出，真菌!微管蛋白是苯并咪唑类杀菌剂的主要作

用位点，!微管蛋白基因的某个或某几个碱基发生

突变均可引起真菌对杀菌剂产生抗性。XI?K 等报

道，构巢曲霉室内诱导抗性突变体的微管蛋白粗提

物与苯并咪唑类杀菌剂结合力明显下降［9］。由于苯

并咪唑类杀菌剂在田间长期、大量施用，导致很多植

物病原菌产生了抗药性，因此对植物病原菌!微管

蛋白的研究主要集中在与苯并咪唑类杀菌剂的相互

作用上［5 Y "］。研究指出不同的病原菌突变位点不

同，所引起的抗性水平不同，甚至同一突变位点被不

同的碱基所取代，也可引起个体间抗性水平的差异。

另外，CPNF 等报道，黑麦草内生真菌抗性菌株!微管

蛋白基因 "4非编码区发生重排，可能导致了其苯菌

灵抗性的产生［6］。

随着可持续农业的发展，人们对!微管蛋白的

研究逐渐由植物病原菌转向了生物防治真菌。通过

对生物防治真菌!微管蛋白的研究，开发具有杀菌

剂抗性的优秀菌株，与化学杀菌剂相结合来防治植

物病原菌，既可以减少化学杀菌剂的使用量，又可以

达到有效防治植物病原菌的目的。AGJFOB? 等和

=&=BQB? 等分别对绿色木霉（7%,.8)/"%’$ <,%,/）和禾

谷镰刀菌（=65$%,6’ 9$&"%,&,6’）苯并咪唑类杀菌剂抗

性菌株!微管蛋白基因进行了研究，探讨了生物防

治真菌与杀菌剂间的相互作用［0，%］。哈茨木霉（ 7 S
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!"#$%"&’(）是一种资源丰富的拮抗微生物，在植物

病害生物防治中具有重要的、不可忽视的作用［!，"#］。

为了实现哈茨木霉与苯并咪唑类杀菌剂在病虫害防

治中的综合应用，本研究克隆并分析了哈茨木霉!
微管蛋白基因及其 $%非编码区，模拟构建了三维结

构模型，为研究哈茨木霉与苯并咪唑类杀菌剂之间

的相互作用提供了理论基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌 株 和 质 粒：哈 茨 木 霉（ )#%*!+,-#("
!"#$%"&’(）&’’、大肠杆菌 ()"#! 均为本实验室保存。

*)+"’,& 载体购自 &-.-/-（大连）公司。

!"!"# 酶 及 主 要 试 剂：限 制 性 内 切 酶 ./0 00、
1%&1000、23-0、45"0 购自 )20 公司；&3+45 连接酶、

67,&-8+45 聚合酶、9,:-; 和 0<&= 均购自 &-.-/-（大

连）公司；+45 凝胶回收试剂盒购自上海华舜生物

公司。引物由 0>?@ABC:D>（北京）公司合成。其他所用

试剂均为国产分析纯。

!"# 方法

!"#"! 基因组 +45 的粗提：参照文献［""］方法进

行。

!"#"# 基因组 +45 的纯化：用 #E’F的琼脂糖凝胶

分离基因组 +45 的粗提物，用胶回收试剂盒回收目

的片段，即获得高质量的 +45。

!"#"$ 目的基因片段的扩增：我们对本实验室建立

的哈茨木霉 &’’ 菌丝体 G+45 文库进行搜索，得到

一条!微 管 蛋 白 基 因 6H& 序 列（5GGDII@C> 4CIJ
K.!#L’ML），根据这一部分核苷酸序列设计一对引

物，*"：$%,&&==&55K&KK5KK&KK5&KK5,M%，*N：$%,
&=K555K5K&&=KK5&K&=5KK,M%，对基因组 +45 进

行扩 增。<K/ 反 应 体 系（$#"O）包 括 $#>: +45、

#ENPPC;QO 引 物、N##"PC;QO 14&<、" R STUUDB、NE$V
67,&-8+45 聚合酶。反 应 条 件 为 !3W MP@>；!3W
M#I，L"W 3#I，XNW M#I，M$ 个循环；XNW XP@>。回收

扩增 片 段，与 *)+,"’& 载 体 连 接 转 化 大 肠 杆 菌

()"#!，筛选阳性克隆测序。

!"#"% 反向 <K/ 扩增目的基因片段 $%及 M%编码区

及侧翼序列：用限制性内切酶 ./0 00、1%&1000、23-0 及

45"0 分别消化基因组 +45，各反应体系中 +45 量

不得少于 "E$":。消化产物加入 $"O4-5G（*Y$EN）和

"N$"O 无水乙醇于 Z N#W沉淀 N[，"N ###BQP@> 离心

"$P@>，用 X#F乙醇清洗沉淀，室温干燥并溶于 "#"O
双蒸水中。取上述消化并醇沉后的产物 $"O，用 &3
+45 连接酶进行片段自连，连接产物醇沉，沉淀溶

于 "#"O 双蒸水中（如上），Z N#W保存。反向 <K/
包括两个反应，即巢式 <K/。根据 "E3E" 所得的扩

增片段测序结果设计两对巢式引物，第一对引物

*M：$%,=&&=K5K&=&&KKK=&=&&5KKK,M%，
*3：$%,==5K&K==KK&K==&=55K&,M%；
第二对引物：

*$：$%,==&K5=5&==K55=&=&&&=K5,M%，
*L：$%,&==5&==5==&==5=&&5KK55,M%。

取制备的模板 M"O，以引物 *M 和 *3 进行第一

轮 <K/ 扩增，反应条件为 !3W MP@>；!3W M#I，LMW
3#I，XNW $P@>，M# 个循环；XNW XP@>。第一轮反应

结束后，取反应产物 ""O，以引物 *$ 和 *L 进行第二

轮 <K/ 扩增，反应条件为 !3W预变性 MP@>，!3W变

性 M#I，L"W退火 M#I，XNW延伸 $P@>，M$ 个循环后于

XNW继续延伸 XP@>。<K/ 产物回收、克隆和测序。

为了验证得到的目的片段，设计新的引物：

*X：$%,55=K&&K&K5&K5=K55=K&K=55=,M%和
*’：$%,55=K&&&KK5=55K5&&&&=5==5=5,M%来扩增

整个序列。<K/ 方法同上。

!"#"& 序列分析和结构预测：用 +45)54 软件进

行序列分析；用 2;-IA 软件做同源性比较分析；用

)-A0>I*DGACB 软 件 进 行 转 录 因 子 分 析；使 用 H\@II,
)C1D; 程序预测!微管蛋白的三维结构，结构预测的

结果用 H*1S? 软件进行分析。

# 结果与分析

#"! 目的基因及其非编码区的扩增

#"!"! 目的基因片段的扩增：以纯化的哈茨木霉

&’’ 基因组 +45 为模板，以 *"、*N 为引物扩增!微

管蛋白基因。扩增产物测序结果表明所得片段长

3MLS*（图 "5），片段序列与已登记的哈茨木霉 G+45
文库中的!微管蛋白基因 6H& 序列完全一致。

#"!"# 目的基因片段 $%及 M%末端编码区及非编码

区的 扩 增：用 各 限 制 性 内 切 酶 分 别 消 化 基 因 组

+45，将消化片段自身连接，制成反向 <K/ 反应的

模板。以 *M 和 *3 为引物，对各处理模板进行扩增，

扩增产物经电泳检测发现，产物条带均呈弥散状，无

特异性条带产生。以扩增产物为模板，以 *$ 和 *L
为引物，进行巢式 <K/ 扩增发现，以 1%&1000 处理过
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的基因组 !"# 为模板，扩增出一条大小约 $%&’( 的

片段（图 )*），其余处理无特异性条带产生。

!"#"$ 目的基因及其非编码区的全长扩增：将以上

获得的两条基因进行序列拼接，得到一条长 +%$’(
的序列。为验证这条序列的正确性，设计新引物 ,-

和 ,.，对基因组 !"# 进行扩增。电泳检测结果表

明，扩增片段长度与预期大小一致（图 )/）。测序结

果进 一 步 证 实 了 扩 增 产 物 的 正 确 性，扩 增 所 得

+%$’( 的序列由 +$0(, 和 $%&’( 的序列组成。

图 ) 1/2 扩增产物琼脂糖电泳

3：!"# 456’76；#)：目的基因片段的扩增产物；*)8*+：反向 1/2 扩增产物；/)：目的基因的全长扩增产物

图 9 哈茨木霉!微管蛋白三维结构的带状图

!"! 序列分析

扩增所得 +%$’( 的序列包括 )%-+’( 的!微管蛋

白基因开放读码框（:2;）、)%<’( 的 <=非编码区及

)%>’( 的 $=非编码区。!微管蛋白基因 :2; 全长

)-+>(,，编码 ++0 个氨基酸，包含 < 个外显子，外显

子和内含子交界处碱基排列均符合 ?@8#? 原则，具

有相似的 <=端（?@23?@）和 $=端（A#?）序列。该基

因氨基酸序列具有高度保守性，与其他真菌的!微

管蛋白氨基酸序列同源性很高，与绿色木霉及玉蜀

黍赤霉菌的同源性分别为 &&B和 &+B。推测的!
微管蛋白的分子量为 +&&$>!，等电点为 +%-&。非编

码区的分析结果显示，该基因在起始密码子上游非

翻译区内，距转录起始位点 C +$9，C +-> 和 C <.0
处，存在三个可能的 //##@ 盒，未发现 @#@# 盒及

,DEF# 加尾信号特征序列。

作为一种三磷酸鸟苷（?@1）结合蛋白，哈茨木

霉!微管蛋白 具 有 ) 个 ?@1 结 合 位 点 ???@?G?
（)+> H )+0），此位点在"微管蛋白与!微管蛋白的

聚合中起重要的作用［)9］。该蛋白 " 端具有 32IJ 保

守结构域，该结构域已经被证明参与基因转录后的

独立自主调控作用［)$］。分析还发现，哈茨木霉!微

管蛋白存在一个镁离子结合位点（9>> H 99<）和一个

核糖体结合位点（9+> H 9++）。

!"$ 三维结构同源建模

以牛!微管蛋白晶体结构（)K;;）为模板，对哈

茨木霉!微管蛋白的三维结构进行了同源建模。对

2545LM5NO65N 图的分析显示，主链 &>%$B的#、$角

落在核心区和允许区，说明模建的结构合理。由三
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维结构的带状图（图 !"）可知，哈茨木霉!微管蛋白

以由 # 条!折叠和 $ 条!折叠组成的两个!片层结

构为中心，周围围绕着 %$ 个"螺旋。& 端存在一个

!"!"!交替的典型 ’())*+,, 折叠超二级结构域［%$］，

此结构域为核苷酸结合蛋白的典型结构域。!微管

蛋白 - 端结构域由三个"螺旋（.%!，.%/ 和 .%$）组

成，这部分区域存在于微管的外表面，推测这一结构

域为可能的微管结合蛋白和马达蛋白结合域［%0］。

! 讨论

对本 实 验 室 已 建 立 的 哈 茨 木 霉 122 菌 丝 体

34&" 文库进行搜索，得到一条!微管蛋白基因 561
序列。根据这条已知序列，采用反向 7-’ 方法对!
微管蛋白基因进行了全长扩增。由于反向 7-’ 技

术成功的关键取决于制备的模板的质量，因此为了

保证反应的扩增效率，我们对模板的制备过程做了

适当的改进。首先，由于哈茨木霉基因组 4&" 粗提

物含有一些未被除净的蛋白质和 ’&" 等杂质，使粗

提物呈乳白色，我们用胶回收试剂盒对粗提物进行

了浓缩和纯化，保证了基因组 4&" 的高纯度和高浓

度。其次，在对基因组 4&" 进行酶切和对酶切产物

进行环化的环节中，我们对酶切产物和环化产物分

别进行了醇沉处理，将 08#9 反应液经醇沉后溶于

%8#9 双蒸水中，即提高了模板的浓度，又去除了反

应液中不必要的酶及缓冲液成分。由于第一次反向

7-’ 产物条带弥散，无特异性条带产生，因此为了提

高产物的特异性，我们设计了一对巢式引物，以第一

次反向 7-’ 的反应液为模板，成功的实现了!微管

蛋白基因的全长扩增。

以牛!微管蛋白晶体结构为模板，对哈茨木霉

!微管蛋白的三维结构进行了同源建模，模建的结

果将为研究!微管蛋白自身特性、!微管蛋白与微

管蛋白家族其它成员的相互作用、!微管蛋白与微

管相关蛋白的相互作用奠定基础。由于真菌!微管

蛋白是苯并咪唑类化学杀菌剂的主要作用位点，因

此哈茨木霉!微管蛋白三维结构的建立也将为研究

哈茨木霉与杀菌剂的作用机制提供分子基础，并有

助于实现杀菌剂和抗性生物防治真菌在可持续农业

中的综合施用。鉴于对 %# 种真菌的已有研究表明，

!微管蛋白的第 #、08、%/$、%#0、%#:、%;2、!88、!$8、

!$% 和 !0: 位氨基酸发生突变，可引起真菌对苯并咪

唑类杀菌剂产生抗性，我们对哈茨木霉!微管蛋白

相应位点的氨基酸做了标记（图 !<）。由这些氨基

酸的分布趋势来看，杀菌剂对!微管蛋白的作用位

点存在于微管的内表面，尽管微管与其他相关蛋白

的作用位点大多位于微管外表面。已有研究表明，

不同真菌!微管蛋白基因与杀菌剂的作用位点不

同，产生的抗性水平也不同。即使是相同的作用位

点，同一碱基产生不同的突变，也会导致菌株间抗性

水平的差异［%#］。因此，判别这些位点是否为苯并咪

唑类杀菌剂对哈茨木霉!微管蛋白的有效作用位

点，最终还需要通过实验来验证。
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