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摘 要 以 :;@;05@11-30 45 转座子中 $3/AA 片段作为探针，对已获得的五株野油菜黄单胞菌野油菜黑腐病致病型

（600）非致病突变体进行了 B’?C/6-@ D(’C 分析，结果表明，这五株突变体确由 :;@;05@11-30 45 转座子插入致病相关基

因所致，且为单拷贝不同位点的插入。提取这五株突变体总 E*F 作为模板，采用改进的热不对称交错 G4H（5FAI0
G4H）方法从其中克隆到了各自转座子插入区侧翼序列，对这些侧翼序列进行了序列测定并将分析结果与 J6@K,@L
M,C,D,>6 及 600 全基因组序列做了比较，结果表明，五个侧翼序列所在的基因确与 600 致病性有关。这种改进后的

5FAI0G4H 方法为突变体特别是转座子插入突变体中目的基因的克隆提供了一种简便高效的新方法。

关键词 600，致病相关基因，:;@;05@11-30 45 转座子，5FAI0G4H
中图分类号 NO"! 文献标识码 F 文章编号 !$$$0%$7!（#$$#）$#0$!"#0$1

野油菜黄单胞菌野油菜黑腐病致病型［ 6+$7
/"(5($(& 0+53%&/*#& PQ) 0+53%&/*#&（G,-:6(）E’R>’@ 简

称 600］为假单胞菌科、黄单胞菌属的革兰氏阴性杆

菌，可侵染大白菜、中国甘蓝、球茎甘蓝、萝卜、油菜、

花椰菜等大多数十字花科作物而引起黑腐病（K(,.L
-’C，俗称半边瘫），被认为是世界范围内对该科作物

危害最为严重的病原菌。在热带、亚热带地区如我

国南方，由于温度、湿度适宜，病害尤为严重，对其防

治措施的研究具有重要的现实意义［!］。

植物病害的发生实质上是一定条件下植物与病

原两者间一系列基因或基因产物相互作用的结果，

因而对其防治的研究必然涉及植物抗病机制和病原

致病机制两个方面［#］。对于后者来说，病原必须克

服植物的一系列防御反应才能成功地引起病害，可

见其致病过程十分复杂，相关的基因必然很多，要深

入了解病原致病的分子机制，就必须对这些基因进

行分离与分析。自 "$ 年代以来，600 已作为一种模

式病菌从其中鉴定和克隆出了许多致病相关基因，

并对他们的结构与功能等作了深入分析［%，8］。本研

究在已获得的 1 株 600 致病相关基因 :;@;05@11-30
45 转座子插入突变体的基础上，通过各种方法比

较，最终选用经过改进后的热不对称交错 G4H［1］

（5/6-:,( ,>S::6C-;. ;@C6-(,.6M G4H 简称 5FAI0G4H）方

法从这些突变体中成功地克隆到了各自的致病相关

基因，为今后的进一步研究打下基础；同时，这种改

进后的 5FAI0G4H 方法也为其它突变体特别是转座

子插入突变体中目的基因的克隆提供了一种新方

法，与其他基因克隆方法尤其是经典的质粒拯救方

法相比，本方法具有明显的简便、快速、高效、特异等

优点。

) 材料与方法

) *) 实验材料

) * ) * ) 菌 株 与 质 粒：600 致 病 相 关 基 因 的 :;@;0
5@11-3045 转座子插入突变体 ! T 1 U 由本室制备

（有关它们的具体制备方法和表型将另文发表）；质

粒 P5J*［7］（含 :;@;05@11-3045 转座子）由新加坡 G,@
B/6@ N)博士惠赠；600 野生型菌株 4* 和 "$$8、8 )
0(,# EV1!由本室保存。

) *) * + 试剂与其他：同位素%# G 购自 E?P’@C 公司；

探针标记试剂盒 H6,MS05’0J’5: E*F I,D6((;@W K6,M>
（0M45G）购自 F:6->/,: G/,-:,.;, 公司；E*F 片段回

收试剂盒 9) X) *) F# J6( 9YC-,.C;’@ 2;C、质粒提取试

剂盒 9) X) *) F# G(,>:;M +;@;P-6P 2;C"购自 Z:6W,
公司；50载 体 系 统 PJ9+05 9,>S&6.C’-BS>C6:> 购 自

G-’:6W, 公司；% 种 5,[ 酶分别来自上海生工生物工



程技术服务公司（!"#、!"# $%&’ $(%)*+,"’+）及本室；

限制性核酸内切酶均来自 -./01 公司；引物由上海

生工生物工程技术服务公司合成；测序由上海基康生

物技术有限公司完成；!"" 基因组文库由本室构建。

! "# 实验方法

! "# "! !"" 非致病突变体及野生型基因组 234 的

提取：各取 5 67*8 !"" 非致病突变体 5 9 7 : 及野生

型 !""03、!"";<<= 的过夜液体培养物离心收集菌

体，加 =<<!8 裂解液（=<**(%>8 !,?’@A4B、C<**(%>8
$AD6;3"4B、5 **(%>8 E2!4、5FG2G）及 C<<!8 7*(%>8
3"0% 溶液将菌体沉淀吹打混匀后离心收集上清，等

体积氯仿抽提两次，两倍体积无水乙醇离心沉淀，

D<F乙醇洗涤，最后溶于适量 HHAC1 中。5F琼脂糖

凝胶电泳检测。

! "# "# !"" 非致病突变体中 *?I?@!I7#$%@&’ 转座子

插入的检测：各取 5!J !"" 非致病突变体与野生型

!"" 的基因组 234 及 7<IJ $!-3 质粒用 (’). 酶切

过夜，经 5F琼脂糖凝胶电泳后，碱法［D］转移至尼龙

膜上。再以 $,?*+,5、$,?*+,C 为引物，从 $!-3 质粒中

扩增 *%+"片段，以KC L 标记为探针进行 G(&MN+,I 杂

交，检测 !"" 非致病突变体中 *?I?@!I7#$%@&’ 转座

子插入情况。

$,?*+,5：7O@--!-000!-44!-440!-@KO
$,?*+,C：7O@!4-00440-0!4!-!00!@KO

! "# "$ !4.8@L0P 方法克隆 *?I?@!I7#$%@&’ 转座子

插入区侧翼序列：根据获知的 #$% 序列，在其 7O端设

计 K 个 向 外 的 特 异 性 巢 式 引 物 ’$5、’$C、’$K（见

图 5），再参照文献［Q，;］设计 D 个随机简并引物 425
9 D（见表 5），同时准备 K 种 !"# 酶，然后以 C< IJ 的

5 9 7 : 突变体基因组 234 为模板，K 个特异性巢式

引物与任一种随机引物及任一种 !"# 酶组合进行

!4.8@L0P 扩增（反应体系及反应条件见表 C、表 K）。

5F琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物大小。

! "# "% !4.8@L0P 扩增产物的测序：!4.8@L0P 的最

终产物与 ! 载体 $-ER@! E"’) 连接后电激转化 , 6
"-./ 2A7#感受态细胞，蓝白筛选阳性克隆后，提取

并纯化质粒，再取少量质粒用 ,"-P$酶切鉴定，对

插入片段大于 K<<S$ 的重组质粒测序。

! "# "& 与 !"" 基因组全序列的比较：测序结果中去

除 ! 载体 $-ER@! E"’) 序列、*?I?@!I7#$%@&’ 转座子

序列及随机引物序列后得到转座子插入区侧翼序

列，分 别 与 !"" 基 因 组 序 列、-+I/"IT H"M"S"’+ 作

/%"’MI、/%"’MU 比较，得到目的基因的结构及可能的功

能信息。

图 5 $!-3 质粒中转座子 *?I?@!I7#$%@ &’ 的结构及

!4.8@L0P 特异性引物在其上的位置

V?J65 GM,&BM&,+ (W *?I?@!I7#$%@ &’ M,"I’$(’(I ?I $!-3
"IH ’?M+’ (W ’$+B?"% $,?*+,’ &’+H W(, !4.8@L0P (I ?M

!N+ #$%@*%+.. ($+,(I ?’ $,(*(M+,@%+’’6 !N+ -VL 1PV B(IM"?I+H ?M’ (XI

’M",M B(H(I "IH MN+ )+%,，M,"I’%"M?(I"% ’?JI"% 6 !N+ 3$M.. 1PV ?IB%&H+H

?M’ (XI ,?S(’(*+@S?IH?IJ ’?M+（P/G）"IH ’M",M B(H(I6 -*P ,+$,+’+IM’ MN+

J+I+ +IB(H?IJ J+IM"*?B?I ,+’?’M"IB+；)+%,，MN+ +WW?B?+IM M,"I’%"M?(I ,+J?(I

(W MN+ , 6 "-./ )+%, J+I+；. "IH 1，?IY+,M+H ,+$+"M’ (W .G7<；+*%，MN+ J+I+

+IB(H?IJ !I7 M,"I’$(’"’+；-0/1 6 PL= M,"I’W+, (,?J?I；-0/2，PQZ (,?J?I (W

,+$%?B"M?(I6 G$+B?"% $,?*+,’ &’+H W(, !4.8@L0P X+,+ B(*$%+*+IM",) M(

#$% (W *?I?@!I7JW$@T*6 !N+ H?’M"IB+ W,(* 7O M+,*?I&’ (W #$% M( 1 ,+J?(I

X"’ 5C<S$

表 ! 随机简并引物

’()*+ ! ,- ./01+/2

L,?*+, 3( L,?*+, ’+#&+IB+

42 L,?*+,’ 5 7O@3!0-4（->0）!（4>!）!（->0）-（4>!）-!!@KO

42 L,?*+,’ C 7O@3-!0-4（->0）（4>!）-434（4>!）-44@KO

42 L,?*+,’ K 7O@（4>!）-!-34-（4>!）430434-4@KO

42 L,?*+,’ = 7O@!-（4>!）-34-（4>!）4304（->0）4-4@KO

42 L,?*+,’ 7 7O@4-（4>!）-34-（4>!）4304（4>!）4--@KO

42 L,?*+,’ Q 7O@04（4>!）0-.03-4.4（->0）-44@KO

42 L,?*+,’ D 7O@!0（->0）!.0-340.!（4>!）--4@KO

表 # ’,345.67 反应混合液的组成

’()*+ # ’8+ 9:1;:2+ :< ’,345.67 /+(9=0:> 10?=@/+

P+"J+IM
4*(&IM ?I

L,?*",) ,+"BM?(I
*?UM&,+>!8

4*(&IM ?I
G+B(IH ,+"BM?(I
*?UM&,+>!8

4*(&IM ?I
!+,M?",) ,+"BM?(I

*?UM&,+>!8

5<US&WW+, CC CC CC

C **(%>8 H3!L’ 5< 7 7

C7 $*(%>!8 42 C< C< C<

C< $*(%>!8 GL6 5 5 5

!"#（7[>!8） C C C

HHAC1 M( C<< C<< C<<

（E"BN ,+"BM?(I "%?#&(M B(IM"?I+H 5;!8 (W !4.8@L0P *?UM&,+ "IH M(
XN?BN C!8 H?%&M+H M+*$%"M+ X"’ "HH+H。V(, MN+ ’+B(IH",) "IH !+,M?",) L0P，

!+*$%"M+ B"*+ W,(* MN+ $,(H&BM (W %"’M B)B%+ "IH X"’ H?%&M+H 5<< M?*+’ S+W(,+
,+"BM?(I6）

K;5C 期 应 革 等：!4.8@L0P 方法快速分离 !"" 致病相关基因序列



表 ! "#$%&’() 反应条件

"*+,- ! (./,012 /314050316 76-4 839 "#$%&’()

!"#$%&’( )&*" +’ ,-"./#* $0$*&(1 $’(2&%&’( 30$*" +’

4.&/#.0 5 678 7/&(，698 5/&( 5

7 698 59:，;58 59:，<78 =>: 9

= 698 59:，798 =/&(，.#/?&(1 %’
<78 ’@". =/&(，<78 7/&(

5

A 698 59:，AA8 59:，<78 =>: =

9 698 5>:，;58 59:，<78 =>:
698 5>:，;58 59:，<78 =>:
698 5>:，AA8 59:，<78 =>:

57

; <78 9/&( 5

B"$’(2#.0
<

698 5>:，968 59:，<78 =>:
698 5>:，968 59:，<78 =>:
698 5>:，AC8 59:，<78 =>:

5=

; <78 9/&( 5

,".%&#.0
C

698 5>:，;58 59:，<78 =>:
698 5>:，;58 59:，<78 =>:
698 5>:，AC8 59:，<78 =>:

5=

; <78 9/&( 5

: 结果与分析

: ;< !"" 非致病突变体 < = > ? 与野生型 !""(@、

ABBC 基因组 D@# 的提取及突变体中 E010&"1>#$%&
&’ 转座子插入的检测

用 5 D7 D5 中所述方法分别提取到 !"" 非致病突

变体 5 E 9 F 及野生型 !""3+、C>>A 基因组 G+H，5I
琼脂糖凝胶电泳检测大小在 =>JK 以上（结果略）。

再以上述基因组 G+H 进行 B’L%-".( K*’% 分析，!"" 野

生型 3+ 和 C>>A 无 /&(&M,(9#$%M&’ 转座子插入作为

负对照，结果确为阴性；?,N+ 质粒含 /&(&M,(9#$%M&’
转座子作为正对照，结果确为阳性；突变体 5 E 9 F
中都有 /&(&M,(9#$%M&’ 插入，且为单拷贝不同位点

的插入，表明这些突变确由 /&(&M,(9#$%M&’ 转座子

插入所致，而且是不同位点的突变（见图 7）。

: ;: !"" 非致病突变体中插入区侧翼序列的克隆

及测序

在 5I琼脂糖凝胶上各取适量 ,HOPM43! 第二

轮及第三轮扩增产物电泳。第三轮产物比第二轮产

物稍小，但大于 =>>K? 者为阳性，且只有一条带为最

佳（A F 结果见图 =，其余略）。经过不同组合，9 株突

变体的第三轮阳性产物全部得到（见表 A）。分别与

,载体 ?NQRM, Q#:0 连接、克隆后，(")!O 酶切鉴定

结果均符合要求（A F 结果见图 A，其余略）。重组质

粒测序结果略。

图 7 突变株中 /&(&M,(9#$%M &’ 转座子插入

的 B’L%-".( K*’% 分析

)&1D7 B’L%-".( K*’% #(#*0:&: ’S /&(&M,(9#$%M &’
&(:".%&’( ’S /L%#(%:

5 D *’+OM2&1":%"2 ?,N+，/&(&M,(9#$%M&’ ?’:&%&@" $’(%.’* G+H；7T=D

*’+OM2&1":%"2 1"(’/&$ G+H ’S !"" 3+，C>>A，/&(&M,(9#$%M&’ ("1#%&@"

$’(%.’* G+H；A E CD *’+OM2&1":%"2 1"(’/&$ G+H ’S !"" (’(?#%-’1"(&$

/L%#(%: 5 E 9 F

表 C 五株突变体 "#$%&’() 反应组合及结果

"*+,- C )-67,56 *14 /3EF36050316 38 "#$%&’() 38 > E75*156

H::"/K*0 ’S ,HOPM43!
"*"/"(%

P"(1%- ’S ,HOPM43!
S&(#* ?.’2L$%UK?:

5 F :?5M=、HG7、,#V ?’* D5 =A9

7 F :?5M=、HG;、,#V ?’* D7 =75

= F :?5M=、HG<、,#V ?’* D7 =CC

A F :?5M=、HG=、,#V ?’* D= A=>

9 F :?5M=、HG<、,#V ?’* D= 9CC

（,#V ?’* D 5：,#V ?’*0/".#:" S.’/ B#(1’(，B-#(1-#&；,#V ?’* D 7：,#V

?*L: ?’*0/".#:" S.’/ B#(1’(，B-#(1-#&；,#V ?’* D=：,#V ?’*0/".#:" S.’/ ’L.

’W( *#K’.#%’.0D）

图 = A F 突变体 ,HOPM43! 结果的电泳分析

)&1D= Q*"$%.’?-’.":&: #(#*0:&: ’S ,HOPM43!
?.’2L$% ’S /L%#(% A F

5D GPM7>>> /#.J".；7 D 4.’2L$% ’S %".%&#.0 43! ."#$%&’(；

=D 4.’2L$% ’S :"$’(2#.0 43! ."#$%&’(
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图 ! ! " 突变体插入区侧翼序列的酶切鉴定

#$%&! ’()*+$,$-.+$/* /, +0) 1)23)*-) ,4.*56$*%
$*1)7+$/* 1$+) $* 83+.*+ ! " 9: ($%)1+$/*

;& ;59 8.75)7（<8)710.8 =0.78.-$.）；>?@& A$*5$*% B7/(3-+ C$+0

BDEF6G E.1: H)-+/7 $* -4/*);；!?I& A$*5$*% B7/(3-+ C$+0 BDEF6G E.1:

H)-+/7 $* -4/*) >（>?!& A$*5$*% B7/(3-+；@?I& !"#J’6($%)1+)( 4$*5$*%

B7/(3-+）；K & !"#J’6($%)1+)( BDEF6G E.1: H)-+/7；L& MA6>NNN8.75)7；

O& BDEF6G E.1: H)-+/7

! "# !"" 非致病突变体中插入区侧翼序列与 !""
基因组全序列的比较

! " 转座子插入区侧翼序列全长 ;OL9B，与 $""
基因组全序列相比较，同源性为 ;NNP，所在位点为

!>LL;LO6!>LL@K!9B，所在 QJ# 为 !>LR!@N6!>LL;I!9B；

再与 D)*S.*5 (.+.9.1) 相比较，与 $"" TU;LNO VB1M
B7)-371/7（FO;K!O& ;）核酸 序 列 的 同 源 性 为 ;NNP。

TB1M B7)-371/7（<<<>LK;I& ;）是一种已知外膜蛋白，

作为 T-- 蛋白分泌系统!的组成部分，与果胶酶、"6
淀粉酶、葡聚糖内切酶等胞外酶的分泌密切相关，它

的突变将导致胞外酶在周质空间中的积累，是一种

致病相关因子［;@，;!］。这表明 ! " 突变体的确是致病

基因发生了插入突变。其余突变体的比较结果中，>
" 、@ " 、I " 分别与已知致病因子调节基因、磷酸核

糖表 位 酶 基 因 及 外 膜 蛋 白 基 因 同 源 性 较 高（ W
KNP），; " 的同源性较低（ X @NP），推测可能为新基

因，结果将另文发表。

# 讨 论

本实验采用改 进 的 G<’A6=UJ 的 方 法 从 I 株

$"" 非致病突变体中成功地克隆出了各自相关基

因。结果表明，所得 I 个相关基因确与 $"" 致病性

有关。下一步的工作中我们准备对克隆得到的这几

个基因的结构、功能、表达调控等做进一步的分析。

当前，随着后基因组时代的来临，功能基因组学

的研究迫切需要了解基因组时代所释放的大量未知

基因的功能，制备突变体是一种非常有效的解决办

法，而转座子插入突变已成为制备突变体的常规选

择［R］，’%/7 Y&D/7:10$* 等［;N］利用体外制备的 G*I 转座

复合物电激制备转座插入突变体则更将这一方法推

陈出新［;;］。但接下来从转座插入突变体中克隆相

关基因的方法有很多［;>］，本实验报道的 G<’A6=UJ
方法与其它方法尤其是经典的质粒拯救方法相比，

具有明显的优点，例如：它简便、快速，通常一次反应

K、L0 后就可见结果，而质粒拯救法最少 @ 天；另外

它特异、高效，只要 =UJ 最终产物符合大小要求，G
载体连接转化后阳性克隆比例高，不含侧翼序列的

假阳性克隆比例很低，筛选容易，而质粒拯救法所得

假阳性克隆比例则很高，精度差，因而筛选繁琐，工

作量大；还有，由于它操作程序化，引物可通用，尤其

适合于同时处理大批量样品，有自动化应用的前景。

当然，G<’A6=UJ 方法也有缺陷，如不是每次反应都

有阳性结果，需要的组合可能较多等等。但总的来

说，G<’A6=UJ 不失为一种简便高效的基因克隆方

法，尤其在后基因组时代可作为突变体研究的良好

的技术平台，值得改进与推广。

本研 究 中，为 达 到 更 好 的 效 果，我 们 已 经 对

G<’A6=UJ 方法做了一些改进。首先，我们在第三轮

=UJ 中仍采用 G<’A 循环而不是经典循环，既增加了

最终产物中目的片段的丰度又大大降低了非特异性

产物的干扰；其次，我们用 @ 种不同的 G.2 酶与已有

随机简并引物组合，大大增加了可选性与成功率（具

体原因尚待探讨）；还有，鉴于用 G<’A6=UJ 最终产物

直接测序（文献［ I ］中推荐）效果不好，我们将之首

先转入 G 载体中（之前未经纯化），转化鉴定后再送

测菌株或质粒，效果非常理想。需要特别注意的是：

考虑到特异引物并不总在已知序列最末端，因此可

用的 G<’A6=UJ 最终产物必须满足一定的大小（本实

验中需不小于 @NN9B），否则不能包含侧翼序列在

内。
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