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大豆斑疹病菌 !"#$%& 编码基因的克隆与特性研究

陈功友 张 兵 武晓敏 赵梅琴
（南京农业大学植物保护学院 农业部病虫监测与治理重点开放实验室 南京 #2$$3"）

摘 要：根据黄单胞菌 ?;EF<A 编码基因的同源性，设计简并引物，采用 GHI 方法从大豆斑疹病菌（ !"#$%&’&#"(
")&#&*&+,( FJ) -./0,#1(，!"-）中克隆了 !$# KF 的 %*"2 同源基因，构建于表达载体 F5L1$（;）上经转化大肠杆菌 4M#2
菌株，获得基因工程菌 4NI91。基因工程菌诱导表达后经收集菌体和破碎细胞，得到表达产物为 2"O2PQ 的蛋白质。

该蛋白质富含甘氨酸，不含半胱氨酸，对热稳定，对蛋白酶 6 敏感，可在非寄主烟草上激发过敏反应。激发的过敏

反应需要植物体内水杨酸的积累，还可被真核生物代谢抑制剂抑制。序列比较显示，该基因与 !"- 中 %*"3 基因相

同，与其它黄单胞菌中的 %*"2 基因有 "2O!R S 31O%R的同源性，与其它革兰氏阴性植物病原细菌的 ?;EF<A 编码基

因无同源性。据此把该基因产物鉴定为 ?;EF<AT;,。黄单胞菌 ?;EF<A 蛋白质序列比较发现，UU9UUU 基序的多少并不

是 ?;EF<A 蛋白的唯一特性。这为利用 ?;EF<A 蛋白开展植物病害控制的基因药物学设计提供了科学线索。
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革兰氏阴性植物病原细菌在非寄主植物上可激

发过敏反应（N=F@E-@A-<.<J@ E@-F’A-@，NI），在寄主植

物上具致病性（G;.?’,@A<><.=）。这一特性由细菌中

%4* 基因簇决定［2，#］。%4* 基因簇的功能之一是形成

!型分泌系统（L=F@ ! -@>E@.<’A -=-.@:，LLWW），将编

码致病性的效应分子由细菌胞内转运至寄主植物细

胞中，从而与植物细胞发生互作［2，1］。致病性效应分

子主要包括 *JE（*J<E+(@A>@）、&<E（&<E+(@A>@）、N;EF<A
和 Q-F（Q<-@;-@9-F@><X<> F;.?’,@A<><.=）等。 %4* 基因簇

中某一 %4* 基因编码产物 ?;EF<A 可在非寄主植物上

激发 NI［1 S 0］。NI 是植物细胞编程死亡（GE’,E;::@D
>@(( D@;.?，GHQ）的一种形式，是植物主动抗病性的结

果［7，%］。因此，克隆植物病原菌中编码 ?;EF<A 类蛋白

的基因对于揭示植物病原菌致病性机理、植物9病原

物互作的分子机制以及研究 ?;EF<A 分子的植物体内

外应用技术开展植物病害防治等，均具有重要的理

论和实践意义。

大 豆 斑 疹 病 菌（ !"#$%&’&#"( ")&#&*&+,( FJ)
-./0,#1(，!"-）是大豆重要细菌病害之一。Y+A,9U+A
6<:等［3］在对大豆斑疹病菌 %4* 岛进行分析时从

!"- 中克隆和表达了编码 ?;EF<A 的基因 %*"3。Z?+
等［1］报道了水稻白叶枯病菌（!"#$%&’&#"( &4/5"1 FJ)
&4/5"1，!&&）中 %*"2 基因，但未明确其产物可在非

寄主烟草上激发 NI 功能。闻伟刚等［!］根据 %*"2
基因从 !&& YT[\\\ 菌株中克隆和表达了具有 ?;EF<A

生物学特性和 NI 激发功能的 %467!&& 基因。本文依

据水稻白叶枯病菌［1 S "］、水稻条斑病细菌（! ) &4/5"1
FJ) &4/5,0&."，!&&0）（*]%7"72!）、柑橘溃疡病菌［2$］

（! ) ")&#&*&+,( FJ) 0,$4,，!"0）、甘蓝黑腐病菌［2$］（! )
0"’*1($4,( FJ) 0"’*1($4,(，!00）和 辣 椒 斑 点 病 菌［22］

（! ) 0"’*1($4,( FJ) 81(,0"$&4,"，!08）的 %*"2 基 因 序

列，设计简并引物，从 !"- 中克隆 和 表 达 了 具 有

?;EF<A 蛋白质特征的 %*"2 基因，并明确其产物具有

?;EF<A 的理化特性和生物学功能。克隆和表达 !"-
的 %*"2 基因，目的在于比较黄单胞菌 ?;EF<A 类蛋白

的结构与功能关系，为开展利用 ?;EF<A 蛋白防治植

物病害以及基因药物学设计提供科学线索。

’ 材料和方法

’(’ 材料

’(’(’ 菌株、质粒和生长条件：大豆斑疹病菌（本实

验室）于 /* 培养基［!］上 #%^下生长，大肠杆菌 4M#2
（Q5W）（本实验室保存）于 M4 培养基［!］上 17^下生

长。表达质粒 F5L1$;（ _ ）由本实验室提供，抗生素

卡那霉素（6:）使用终浓度为 #$",‘:M。

’(’() 试剂：9) :"; 酶（L;6;I;），\GLU、LE<-、5QL*、

H=>(’?@a<:<D@、#9*:;A<.<A、M;H(1、GbWc 和 GE’.@;-@ 6
（W<,:;）。

’() *+, 扩增和基因克隆

!"- 基因组 Q/* 和 F5L1$;（ _ ）质粒 Q/* 提取



参见文献［!"］。依据黄单胞菌已报道的 !"#$ 基因

序列设计简并引物，两端分别引入 %&’!和 (")!
酶切 位 点（ 下 划 线 标 出 ）。 引 物 序 列 #!：$%&
’()()))(’)*)*())（ *’）*’（)*）**())（’*）

)’)’) （ () ） （ ’* ） *’&+%； #"： $%&
()((*)’’**)’*(’)*（*’）()*（(’）’（()）（(’）*

（*(）（’*）’(&+%。反应体系（$,"-）：!"- *+ ,#- 酶

（!. /"-），!"- "$00123- 45*#，""- ", 60123- #! 和

""- ", 60123- #"，!"- !,, 783"- .#/ 895) 和 :+"-
去离 子 无 菌 水。#’; 反 应 条 件：<:= :0>7；<:=
+,?，@,= +,?，A"= +,?，+, 个循环；A"= :0>7。#’;
产物和质粒 95) 纯化后用 %&’!和 (")!双酶切，

!B低溶点琼脂糖上回收纯化，连接后转化宿主菌

C-"!。-C D E0 ","830- 的平板上筛选转化子，经

#’; 扩增和相应双酶切验证后获得基因工程菌株。

!"# 基因表达产物的提取和检测

单菌落基因工程菌接种于 ",0- -C 中 +A=培

养 @F，加 G#*( 至终浓度 !00123- 诱导表达 +F 后，离

心 收 集 菌 体，去 上 清 后 加 $00123- *H>?·I9*)
（6JKL,）（含终浓度为 ,L!00123- 的 #MNO）缓冲液，

于沸水中水浴 $0>7，冷却后离心取上清，即为粗提

蛋白（’P22 QHPP PRSHTUSP4 6H1SP>7，’OI#）。

蛋白质检测方法参见文献［!"］。’OI# 与 " V
N9N&#)(I 加 样 缓 冲 液 等 体 积 混 合 上 样，!AL$B
N9N&#)(I 检测，:,0) 恒流电泳 @F，考马斯亮蓝染

色后，C>1G0T8P 系统成像和分析基因表达产量。

!"$ %& 反应和 %& 阻断

J; 反应和 J; 阻断分别在普通烟 5’K< 和转

%#!0 的三生烟（本实验室提供）上进行，测定方法

参见文献［!+］。对照 FTH6>7IT由 WP> 博士惠赠［@］。

!"’ 基因序列测定和分析

由 *TET;T 公司进行序列测定。C2T?S 程序进行

核苷 酸 和 氨 基 酸 序 列 同 源 性 比 较，95)NSTH 和

C>1I4>S 软件进行序列分析。

( 结果和分析

("! 大豆斑疹病菌 )*+,-. 编码基因的克隆和表达

以 .#/ 基因组 95) 为模板，#’; 方法扩增出

约 ,L:XY 的 95) 片段，经与表达载体 6I*+,T（ D ）连

接后转化大肠杆菌 C-"!，获得基因重组表达质粒

6J;+ 和工程菌 CJ;&+（未显示）。经 G#*( 诱导表达

和 N9N&#)(I 分析发现，CJ;&+ 比宿主菌 C-"! 多一

条 !$L!X9 大小的蛋白质条带（图 !）。这表明，.#/
中的 !"#$ 基因已成功地构建于表达载体 6I*+,T

（ D ）上，并能在大肠杆菌中表达。

图 ! 大豆斑疹病菌 )*+,-. 编码基因表达产物的 /0/1
2345 检测

O>8Z! N9N&#)(I 4PSPUS>17 1Q T7 FTH6>7 6H1SP>7 PR6HP??P4 >7 * Z 1234

C-"! FTHY1H>78 T HPU17?SH[USP4 62T?0>4 6J;+

ML MTHXPH；!LCJ;&+；"LC-"! T? U17SH12 Z

("( %*+,-. 编码基因序列分析

序列测定结果显示，编码 .#/ 中 FTH6>7 蛋白编

码基因 :,"Y6，编码 !++ 个氨基酸的蛋白质。该蛋白

富含甘氨酸（(），不含半胱氨酸（’），(((&(( 基序有

" 个。(P7CT7X 数据库中同源性搜索比较显示，该

95) 片段与 E>0 等［<］报道的 !"#0 基因相同，与 .#1
的 !"#$ 基因［!,］同源性达 <+LKB，与 .22 #\]K@ 菌

株的 !"#$［+］同源性达 A"L:B，与 .22 M)OO+,!"+A
菌株 的 !"#$［$］同 源 性 达 A!L!B，与 .221 的 !"#$

（)^KA$A!:，本实验室）达 @AL$B，与 .15 的 +2"6［!!］

达 @!L@B，与 .11 的 !"#$［!,］达 $!L:B（表 !），与其它

革兰氏阴性植物病原细菌的 FTH6>7 编码基因无同源

性。氨基酸序列比较提示，该基因编码的蛋白质与

E>0等［<］报道的 J6T( 相同，与 .#1 的 J6T!［!,］同源

性达 <!LAB，与 .22 #\]K@ 菌株的 J6T!［+］同源性达

$<L:B，与 .22 M)OO+,!"+A 菌株的 J6T!［$］同源性

达 $<L:B，与 .221 的 J6T!（)^KA$A!:，本实验室）达

$$L@B，与 .15 的 \16)［!!］ 达 :AL<B，与 .11 的

J6T!［!,］达 "<LKB（表 !），与其它革兰氏阴性植物病

原细菌的 FTH6>7 蛋白质无同源性。同列比对发现，

植物病原黄单胞细菌的 FTH6>7 蛋白富含甘氨酸（(）

区域是可变区。.#/ 的 FTH6>7 含 " 个 (((&(( 基序

（01S>Q），比 .22 #\]K@ 菌 株 少 " 个，比 .22
M)OO+,!"+A 菌株少 ! 个，.11 和.15 中没有 (((&((
基序（图版!&)）。这表明，!"#$ 基因位点在不同黄

单胞菌中有一定的变化。从图版!&) 中还可以看

出，水稻黄单胞菌 !"#$ 基因编码的 FTH6>7 蛋白质存

在 ! 个半胱氨酸，而 .#/ 等其它植物病原黄单胞菌

的 FTH6>7 中不存在半胱氨酸残基。

A<:",,$，_12Z:$ 51Z: 陈功友等：大豆斑疹病菌 FTH6>7 编码基因的克隆与特性研究



表 ! 大豆斑疹病菌 !"#! 基因及其蛋白质的同源性比较

!"#$% & !’% ()*(%)+,%- *. "#$! /%0% "01 2("& ()*+%,0 *. %$&’"()(&$*
$+(&(#(,-* (34 ./01-&2* 5*6(")%1 7,+’ *+’%) ($"0+ %$&’"()(&$* ("+’*/%0-

8*9)5%
*. "#$!
/%0%

:%0%
-,;%<#(

=95$%*+,1%
,1%0+,+>
<?

@6,0*
"5,1

096#%)

A)*+%,0
,1%0+,+><?

B*0+%0+
*. :$><?

%$.! CDE — &FF — E&G&

%$1 C&C（H"5DC&I） JFGK &FL J&GL EEGI

%(( CFE（M@MDLCKC!!） LEGC &CF NJGC EIGI

%(( CED（@M&&NDK&） L&G& &FJ NJGC ECGN

%((1 C&C（@OKLNL&C） ILGN &FL NNGI E&GE

%13 FNC（PFFNCK） I&GI &&L CLGJ KGI

%11 FID（H55&ECD） N&GC &E& EJGK &FGE

! %$.，%$&’"()(&$* $+(&(#(,-* (34 ./01-&2*；H**，% 4 (405$2 (34 (405$2；
%((1， % 4 ( 4 (34 (405-1(/$； %$1， % 4 $+(&(#(,-* (34 1-’4-； %11， % 4
1$)#2*’4-* (34 1$)#2*’4-*； %13， % 4 1 4 (34 32*-1$’(4-$ 4 !! @55%--,*0
096#%) *) :%0% QR ,0 :%0M"0S4

"#$ %&’()*+&,蛋白的理化特性和生物学功能

基因工程菌 M2TUF 诱导表达后提取的 ’")(,0H"/
蛋白，经 &DDV处理 &D6,0，仍可在烟草上激发 2T；

’")(,0H"/经蛋白酶 W（终浓度 ED!/<6X）处理，则丧失

在烟草上激发 2T 的能力；’")(,0H"/经蛋白质稳定剂

AY8Z 和蛋白酶 W 处理后，则在烟草上可激发 2T
（图版"UM），表明大豆斑疹病菌 ’")(,0H"/对热稳定，

对蛋白酶 W 敏感。2")(,0H"/ 蛋白与放线菌素 R（LG&
[ &D\ N66*$<X）、氯化镧（& [ &D\ F66*$<X）和环己酰亚

胺（& [ &D\ C66*$<X）分别组合注射烟草，则丧失激发

烟草产生 2T 的能力，与对照 2")(,0]" 蛋白相同，提

示 ’")(,0H"/激发烟草产生的 2T 可被 T=@ 转录抑制

剂放线菌素 R、蛋白合成抑制剂环己酰亚胺以及钙

离子通道阻断剂氯化镧所抑制，在 6$"7 烟草上，

’")(,0H"/不能激发产生 2T（图版"UM），表明 ’")(,0H"/
激发烟草产生 2T 需要烟草体内水杨酸的积累。以

上提示，2")(,0H"/与革兰氏阴性植物病原细菌中产生

的 2")(,0 具有相同的理化特性和生物学功能。

$ 讨论

革兰氏阴性植物病原细菌在非寄主植物上激发

产生 2T 的蛋白是由 "4# 基因编码的［F ^ J］。本文依

据黄单胞菌已报道的 "#$! 基因［F ^ N，&D，&&］设计简并引

物，用异源基因克隆法从大豆斑疹病菌中克隆了编

码 ’")(,0 的基因 "#$!（命名为 "#$!%$. ），并证明该基

因产物具有 2T 激发能力。本研究克隆的 "#$!%$. 基

因与 W,6 等报道的 "#$7 基因［J］相同。从大豆斑疹

病菌中克隆和表达 ’")(,0 编码基因，在国内尚属首

次。

植物病原黄单胞细菌 "#$! 基因编码的 ’")(,0
蛋白质虽然具有 2T 激发活性，但在结构方面还有

一定的差异。本文在蛋白质水平上同列比较发现，

富含甘氨酸区域是植物病原黄单胞细菌 ’")(,0 蛋白

质的可变区域，而且仅有水稻黄单胞菌的 ’")(,0 蛋

白质中存在半胱氨酸。植物病原黄单胞细菌 ’")(,0
蛋白质这种结构上的差别与其 2T 激发能力以及在

植物上的生物学效应间的内在联系还有待进一步研

究。

2T 是 植 物 的 抗 病 反 应［&，E，L］。有 证 据 表 明，

’")(,0 类 蛋 白 激 发 植 物 产 生 2T 是 由 水 杨 酸

（8"$,5>$,5 "5,1，8@）介导的信号传导途径进行的［L］。

8@ 介导的信号传导途径是植物产生系统获得抗病

性（8>-+%6,5 "5_9,)%1 )%-,-,+"05%，8@T）所 需 的［L，&C］。

本研究将 ’")(,0H"/注射 6$"7 烟草叶片，则不能激发

2T。6$"7 烟是水杨酸羟化酶转基因烟，可阻断烟

草中的 8@ 积累［&C］。这表明，2")(,0H"/激发 2T 是由

水杨酸介导的信号传导途径进行的，可以激发植物

产生 8@T。现有研究结果表明，’")(,0 类蛋白是由

植物病原细菌 !!88 前端的 2)( (,$, 泌出的［&N］，并且

其结合位点是在植物细胞膜上［K］。目前尚不清楚植

物病原黄单胞菌的 ’")(,0 蛋白是否也是作用于植物

细胞膜上。基于植物病原细菌 ’")(,0 蛋白质可激发

植物产生 8@T、以此为切入点可解析植物U病原物互

作的分子机理以及利用 ’")(,0 蛋白开展植物病害防

治的潜力，因此，发掘和分离 ’")(,0 类蛋白编码基因

已成为科学研究的热点问题。本文从大豆斑疹病菌

中克隆和表达了 ’")(,0 编码基因，将为开展水稻黄

单胞菌 ’")(,0 蛋白结构与功能分析以及基因药物学

设计方面具有重要的参考价值。
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