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寄生疫霉 .$’!! 基因的克隆及在大肠杆菌中的表达
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摘 要：根据已报道的寄生疫霉（!"#$%&"$"%’( &(’()*$*+(）&(’,. 基因的序列设计引物，从 ! 株寄生疫霉中国菌株（8 株

来自烟草，. 株来自刺槐）中克隆到此基因并进行了重组表达。序列分析表明 ! 株寄生疫霉 &(’,. 基因序列高度保

守。对表达载体 ):368#<（ J ）双酶切，构建表达 K<*<D+=+G4+A 蛋白的表达载体 ):364&+，用 L<L&" 法转化大肠杆菌

（-)+".’*+"*( +%/*）-M".，通过诱导在大肠杆菌中进行非融合表达，表达产物在烟草上引起过敏性反应。性质测定表

明，表达产物有一定的耐热性，并对蛋白酶 N 敏感。
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:&+G+=+AD 是疫霉（!"#$%&"$"%’(）和腐霉（!#$"*01）

两个属的植物病原卵菌产生的、在烟草上引起过敏

性反应（P>)4*D4AD+=+Q4 *4D)%AD4，PR）和系统获得抗性

（S>D=4;+G <GTF+*4E *4D+D=<AG4，S(R）的一类胞外蛋白质

的总称。:&+G+=+AD 氨基酸序列高度相似和保守，前体

蛋白质含 .1 或 "# 个氨基酸的信号肽，成熟蛋白质

一般 含 15 个 氨 基 酸，分 子 量 一 般 为 .#U2，少 数

:&+G+=+AD 略有不同［.］。:&+G+=+AD 有!型（酸性）和"型

（碱性）。寄生疫霉（!"#$%&"$"%’( &(’()*$*+(）可产生!
型的 :&+G+=+A，称 K<*<D+=+G4+A［"］。:&+G+=+AD 蛋白具有诱

导植物抗病性和程序化细胞死亡信号通路的作用，

是研究植物抗病机制的理想材料。

寄生疫霉 ! ’ &(’()*$*+( 能引起包括烟草在内的

至少 1# 多种植物的病害，在烟草上引起黑胫病。从

国内主产烟区采集的烟草黑胫病菌 ! ’ &(’()*$*+( 菌

株致病力有明显分化［8］。已有研究表明对烟草致病

力强的菌株 :&+G+=+A 不产生或产量少，但含有编码

:&+G+=+A 的基因［!］，说明 :&+G+=+A 的表达可能影响病菌

的致病力。但目前还没有充分的证据支持这一假

设，还未见有针对国内疫霉菌株的类似研究。为研

究 :&+G+=+AD 的产生与病菌致病力之间的关系及其引

发的信号传导等问题，我们克隆了编码 K<*<D+=+G4+A
的基因 &(’,.，并转化大肠杆菌进行重组表达。

! 材料和方法

! "! 菌株和载体

寄生疫霉（!"#$%&"$"%’( &(’()*$*+(）! 个菌株的来

源和特征见表 .；原核表达载体是 ):368#<（ J ），其

宿主菌为大肠杆菌（-)+".’*+"*( +%/*）-M".；限制性内

切酶、3! 2,( 连接酶等分子生物学试剂购自大连宝

生物工程有限公司；其余试剂为国产分析纯。

表 ! 菌株来源及特征

3<I&4 . !"#$%&"$"%’( &(’()*$*+( +D%&<=4D FD4E +A =@+D D=FE>

VD%&<=4 P%D= K<=@%B4A+G+=> S%F*G4

15./ 3%I<GG% P+B@ S=%*4E +A =@+D &<I

15"" 3%I<GG% W4<U S=%*4E +A =@+D &<I

19#!6. 3%I<GG% W4<U S=%*4E +A =@+D &<I

)! M%GFD= ,% 34D=4E S=%*4E +A &<I %X )<=@%B4A，,<AY+AB

(B*+GF&=F*<& ZA+Q4*D+=>

! "# 引物

根据序列同源性，参考已报道的烟草寄生疫霉

&(’,. 基因序列［!］设计特异引物，上游引物序列为

7[6\\((33LL(3(3\((L33LL\L\L3L368[（ 划 线 部

分 为 23. # 酶 切 位 点 ），下 游 引 物 序 列 为 7[6
L\\\(3LL3(33(L(\3\(L\L\L(L\68[（划 线 部 分

为 4(1P#酶切位点），引物由大连宝生物工程有限

公司合成。

! "$ 寄生疫霉基因组 %&’ 的提取

用液体培养基（(S]3）［7］培养寄生疫霉 ! 个菌

株，"/^培养 " _ 8 周，收集菌丝体，蒸馏水冲洗数次

后，保存于 H "#^冰箱中。用 L3(- 法［/］提取寄生

疫霉的基因组 2,(。



! "# 寄生疫霉 !"#$! 基因的 $%& 扩增

!"# 反应体系：$% & ’())*+（含 ,-../0 1 2 34"0,）

-!2，567!8（各 ,9-../0:2）;!2，上、下 游 引 物

（$%!./0:2）各 ,!2，!" #$% <6= 聚 合 酶（-> 1!2）

%9;!2，模板 <6= ?!2，无菌 55@,A ;;9B!2，总体积

-%!2。反应条件：C?D 预变性 -.EF；C?D ;%8，G%D
$.EF，B,D ?%8，;- 个循环；B,D延伸 B.EF。$H琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物。

! "’ 扩增产物的回收、酶切和连接

用以前的方法［B，I］进行扩增产物的回收、酶切及

连接。低熔点胶回收扩增产物。;BD酶切过夜，酶

切产物用醋酸铵沉淀，以除去寡核苷酸片段。回收

片段与经双酶切的 JK7L;%M（ N ）载体连接，然后转化

入感受态细胞 ’2,$。

! "( 重组克隆的酶切和测序

碱裂解法提取质粒［B］，用 &’("和 )$*@"进

行双酶切，$H琼脂糖凝胶电泳鉴定；<6= 序列测定

由大连宝生物工程有限公司完成。

! ") %"#$! 基因的诱导表达

将鉴定、测序后的克隆接种到 2’ 液体培养基

（含 O. ,%!4 1 .2）中，;BD培养过夜，取 - P $%.2 转

接到 $%%.2 2’ 液 体 培 养 基 中（含 O. ,%!4 1 .2），

;BD振荡培养 ; P GQ 后，加 $./0 1 2 异丙基L硫代L#L
<L半乳糖苷（R!7S）至终浓度 $../0 1 2，诱导培养 ;Q。

离心 收 集 菌 体，-../0 1 2 磷 酸 盐 缓 冲 液（ !’T）

（J@G9-）洗 一 次，再 溶 于 $ 1 $% 体 积 的 !’T 中，加

$../0 1 2 蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（!3TU）至终浓

度为 $../0 1 2，超声波破碎（?%H功率，破碎 $%.EF）。

然后，$%%%%+ 1 .EF，?D离心 $%.EF，上清液用于 T<TL
!=SK 和活性分析。

! "* %"#$! 表达产物的 +,+-$./0 和活性分析

为获得较好的小分子量蛋白质的分离效果，提

高了 7+E8 缓冲液的浓度，浓缩胶浓度 ; V -H，分离胶

浓度 $-H［I］。浓缩胶中电流 $%.=，分离胶中电流

,%.=，进行 T<TL!=SK。

重组菌破碎产物上清液（含有 !M+M8EWEX*EF 目的

蛋白 $%%F./0 1 2）和含空载体的出发菌破碎产物上清

液分别注射烟草叶片观察过敏反应（@#）以确定活

性和性质。分三组处理，第一组，两种上清液直接注

射烟草叶片；第二组，重组菌破碎产物上清液煮沸

-、$- 和 ;%.EF；第三组，在重组菌破碎产物上清液中

加入蛋白酶 O（终浓度 % V -!4 1 .2），;BD保温 ;%.EF。

处理后的样品注射烟草叶片观察有无 @#。

1 结果

1 "! 疫霉菌 !"#$! 基因的 $%& 扩增结果

? 株寄生疫霉的基因组 <6= 都扩增出了一条

约 ;-%YJ 的片段（图 $），大小与设想一致，说明疫霉

菌中国菌株中无论寄主是烟草还是刺槐基因组中都

可能含有 +$,-$ 基因。初步确定扩增出的片段就是

要克隆的基因片段。

图 ! 从疫霉菌 # 个中国菌株扩增 !"#$! 同源物的结果

UE4V$ !"# J+/5(XW8 M.J0E)E*5 )+/. ? 8W+MEF8 /) ./012+/1/2,$ +$,$34145$

X/00*XW*5 )+/. "QEFM

$ V3M+Z*+ <2L,%%%；, P -V TW+MEF8 CI$G、CI,,、CB%?L$ MF5 J?V

1 "1 重组质粒的酶切鉴定和序列分析

从酶切后的电泳图谱（略）可看出，酶切后的小

片段约 ;-%YJ，初步表明 +$,-$ 已克隆成功。酶切鉴

定后，含重组质粒的克隆序列分析表明，? 个菌株的

序列与已报道的序列完全一致（序列未列出）。说明

+$,-$ 是一段高度保守的序列，无论是烟草还是刺

槐分离菌株中都含有此序列。这表明 !"# 扩增出

的片段就是 +$,-$ 基因的片段。

1 "2 %"#$! 基因表达产物的 +,+-$./0
经双酶切、测序后的克隆，在 2’ 液体培养基中

培养，通 过 R!7S 诱 导 以 产 生 !M+M8EWEX*EF 蛋 白 质。

T<TL!=SK 图谱表明（图 ,），在约 $%Z< 的位置，重组

菌 比 出 发 菌 多 出 一 条 明 显 的 条 带，可 能 就 是

!M+M8EWEX*EF 蛋白，与预测的大小基本一致；对电泳图

谱扫描可知目的蛋白（$%Z<）占总蛋白量的 I V,H。

1 "# %"#$! 表达产物的活性分析和性质测定

为确定 +$,-$ 表达产物是否有生物活性和性

质，进行了注射烟草叶片实验。重组菌破碎产物上

清液（含有 !M+M8EWEX*EF 目的蛋白 $%%F./0 1 2）注射烟

草叶片后，在 $, P ,?Q 内看到典型的过敏性反应，而

含有空载体的出发菌菌体破碎产物上清液注射烟草

叶片没有发生过敏性反应，进一步表明约 $% Z< 的

蛋白质是 +$,-$ 基因表达产生的具有生物活性的目

;%,, 期 梁元存等：寄生疫霉 +$,-$ 基因的克隆及在大肠杆菌中的表达



图 ! !"#$" 基因表达产物的 #$#%&’() 分析

!"#$% &’()*+"+ ,- ./01.++",’ 01,2345 ,- 56. !"#$7 #.’. 8* 9:9;<&=>

7$& 4.));-1.. +,)35",’ 01.0(1.2 -1,? 1.4,?8"’(’5 % $ &’()；%$ & 4.));-1..

+,)35",’ 01.0(1.2 -1,? % $ &’() 4,’5("’"’# 56. .?05* @.45,1；A$B(1C.1 $

的蛋白。沸水分别处理表达产物 D、7D?"’，此蛋白

仍能保持生物活性，而沸水处理 AE?"’ 和蛋白酶 F
（终浓度 E $ D!# G ?H）处理后，表达产物活性丧失，在

烟草叶片上不能产生过敏性反应，说明表达产物有

一定的耐热性，但对蛋白酶敏感（图 A）。这些结果

符合 >7"4"5"’+ 天然蛋白的性质。

图 * !"#$" 基因表达产物在烟草叶片诱发 +, 和性质

!"#$A I6. 5,8(44, ).(- "’-")51(5.2 J"56 ./01.++",’ 01,2345,- 56. !"#$7 #.’.

I6. 06,5,#1(06 J(+ 5(C.’ D2 0,+5"’-")51(5",’$ 7 $ <1,5."’+ -1,? % $ &’()

4,’5("’"’# 56. .?05* @.45,1；%$ <(1(+"5"4."’ -1,? % $ &’)( ./01.++"’#

!"#$7，6.(5.2 "’ 8,")"’# J(5.1 -,1 D?"’；A$ <(1(+"5"4."’ -1,? % $ &’()

./01.++"’# !"#$7，6.(5.2 "’ 8,")"’# J(5.1 -,1 7D?"’；K$ <(1(+"5"4."’ -1,?

% $ &’() ./01.++"’# !"#$7，6.(5.2 "’ 8,")"’# J(5.1 -,1 AE?"’；D$

<(1(+"5"4."’ -1,? % $ &’() ./01.++"’# !"#$7；L$ <(1(+"5"4."’ -1,? % $ &’()

./01.++"’# !"#$7，C..0 (5 AMN -,1 AE?"’；M$ <(1(+"5"4."’ 51.(5.2 8*

01,5.(+. F (5 AMN -,1 AE?"’$

* 讨论

研究表明，在寄生疫霉中，对烟草不同致病性的

菌株产生 >)"4"5"’ 的能力不同，弱致病性菌株比强致

病性菌株产生的 >)"4"5"’ 多，并且 >)"4"5"’ 的产生受转

录水平的调控［K］。K 株寄生疫霉 !"#$7 基因的克隆

也为了解寄生疫霉的内部表达调控奠定了基础。

寄生疫霉 !"#$7 基因是一个 ADK80 完整的开放

阅读 框 架（ OP!），编 码 77Q 个 氨 基 酸 的 <1.;
0(1(+"5"4."’。<1.;0(1(+"5"4."’ 含有 %E 个氨基酸的信号

肽，经过加工产生 RQ 个氨基酸的成熟 <(1(+"5"4."’ 蛋

白，分子量 7EC:［K］。根据已知的序列设计引物，扩

增片段是一完整的 OP!，测序结果表明，无论寄主是

烟草还是刺槐寄生疫霉的菌株，其 !"#$7 序列完全

一致，说明此功能片段在进化上高度保守。在液体

培养中，>)"4"5"’+ 可由 *+,-’!+-+’#" 和*,-+)./ 两个属

的植物病原卵菌胞外分泌而产生，但产量低。通过

*"#$7 基因在大肠杆菌中的表达，获得了有生物活

性蛋白质，为进一步研究其诱导的抗病机制提供了

物质基础。

过敏性反应（SP）是植物受到非亲和病原小种

侵染时细胞快速死亡的现象，SP 一般在 7% T AL6 内

发生，常作为一种抗病反应。>)"4"5"’+ 在烟草叶片上

能引起 SP 和 9&P，SP 是 >)"4"5"’+ 在烟草上的特异

性反应。因此，本研究用 SP 和 9:9;<&=> 的结果验

证表达产物的正确性。>)"4"5"’+ 是研究抗病信号传

导的好材料，因而受到广泛的重视。目前，我们正在

这一领域进行深入研究。
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科学出版社生命科学编辑部精品书推荐（微生物类）

微生物生物学，XG4D^ X.4C45J 4H _.DG44G5)*.FIF，?E9 :LN
_N<N_)L.5)* 杨文博 主译

6>>! 年 ? 月出版，6>>T 年 6 月重印，!\ 开，!6T? 页，彩色插页：!\ 定价：!\>N>> 元

本书是全美经典微生物教材，一版再版。本书从细胞化学和细胞生物学入手，详尽地介绍了微生物的营养、代谢、合成；

大分子和分子遗传、微生物遗传，遗传工程和生物工程；生长和调控；工业微生物；寄主 ‘ 寄生菌的关系；免疫学和免疫；临床

和诊断微生物；流行病学和公共卫生微生物学；主要的微生物疫病；微生物代谢的多样性；微生物生态学；分子体系和微生物

进化；病毒、细菌、古细菌和真微生物等内容。

微生物生物技术，_.DG4M.4C45J X.4E:D9*4C45J
$N&C)S:G，2N%.^).L4（-3$），喻子牛 等译

6>>6 年 ! 月出版 !\ 开，纸面精装，T=T 页定价：\=N>> 元

本书内容属应用微生物学，特别是工业微生物学方面的一本极有价值的参考书。书中涵盖了微生物在食品加工、生产、

杀虫、疫苗、抗生素、生物降解塑料等方面的应用，即有基础理论，又着重实践指导。

现代微生物学与实验技术
林稚兰、黄秀梨 主编 6>>> 年 = 月出版，大 V6 开，T>> 页，定价：6? 元

本书概述了近几年来在微生物学一些重要领域中的研究进展及其实验技术。主要内容有基因工程（包括基因工程原理、

抗生素基因工程、植物抗病毒基因工程、基因重组菌培养工程等）、微生物细胞工程、微生物发酵工程、特殊生理类型微生物的

研究进展（包括固氮菌、烃细菌、厌氧菌、极端环境下的微生物）及其他若干领域研究进展（如真核微生物 _<、真菌细胞壁、微生

物杀虫毒素）。

欢迎各界人士邮购科学出版社各类图书（免邮费）。

邮购地址：!>>=!= 北京东黄城根北街 !\ 号科学出版社 科学分社，联系人：阮芯 联系电话：>!> ‘ \T>VT\66（带传真）
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