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　　[摘　要 ]　研究优化了樟疫霉多聚半乳糖醛酸酶基因 9 (P cp g 9)和 P cp g 10基因克隆的 PCR 条件,并对其进

行了克隆、测序和遗传转化研究。克隆获得了 2个基因,其大小前者 1 059 bp ,后者 1 290 bp;通过构建表达载体和

遗传转化获得了 2个基因的转基因菌系; 2个基因均能指导合成相应的 PG 酶蛋白,其中转化 P cp g 10基因的酵母

菌所分泌的 PG 酶活性最强,对照A np g É的 PG 酶活性次之, P cp g 9的 PG 酶活性最弱。W estern b lo tt ing表明,所

克隆的 2个基因所指导合成的 PG 酶蛋白均有不同程度的糖基化。
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　　植物细胞壁是植物抵御病原菌的物理屏障。病

原菌通过分泌细胞壁降解酶分解寄主植物细胞壁,

不仅为其顺利侵入寄主植物组织打开了屏障,而且

从其酶解过程中获得了满足自身生长、繁殖及定殖

于寄主植物必需的营养物质。细胞壁降解酶包括多

聚半乳糖醛酸酶 (PG)、果胶裂解酶、果胶甲基酯酶

和 Β2半乳糖苷酶,通过作用于中性支链残基而使果

胶聚合体的分子质量降低[1 ]。由于 PG 是病原菌侵

染寄主植物首先分泌的细胞壁降解酶,因此, PG 的

研究受到了广泛的关注。

人们已从许多病原菌中分离出多种 PG, 并对

其生化特性进行了较为详尽的研究[2～ 10 ]。然而人们

对严重危害生态环境的樟疫霉 (P. cinnam om i) PG

的认识极其浅薄。查新结果表明,有关P. cinnam om i

PG (PcPG)的研究尚未见报道。澳大利亚国立大学

植物病原菌与植物互作关系研究实验室从构建的

PcPG 基因组文库中,筛选出包含多个不同 P cp g 基

因的重组子,并对这些重组子的 PC 基因组片段进

行了测序、分析,认为 PC 基因组含有 19个 P cp g 基

因 (其中 2 个 P cp g 基因序列不完整, 3 个 P cp g 假

基因, 3个含有突变的 P cp g 基因)。但对这些基因表

达的完整序列、所表达的 PG 酶活性、是否所有

P cp g 基因都是有功能的基因尚缺乏认识。围绕这些

问题,本研究以已有较多研究的A np g (A sp erg illus

n ig er) É 基因[11～ 15 ]为对照, 以筛选的携带不同 p g

基因的克隆子——质粒DNA 或 P. cinnam om i基因

组DNA 为模板,采用 PCR 技术克隆获得了 P cp g 9

和 P cp g 10 基因; 通过构建 2 个 P cp g 基因的表达

载体,将目的基因导入酵母菌,研究 P cp g 基因的表

达、PG 酶活性,旨在进一步分析这些 P cp g 基因所

表达的 PG 活性及其生化特性,揭示 P cp g 基因的分

子生物学基础,为开展疫霉属病原菌抗病基因工程

奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　菌种与来源

　　供试的樟疫霉菌 (P hy top h thora cinnam om i)系

H 1000,酵母菌W 30321B ,大肠杆菌DH 5Α和M J 110

以及转化A np g É 基因的酵母菌菌种, 均由澳大利

亚国立大学植物病原菌与植物互作关系研究实验室

提供。

1. 2　DNA 的提取

樟疫霉菌基因组DNA 的提取方法按常规方法

进行。用于克隆、酶切分析和转化的质粒DNA 的提

取采用碱解法[16 ]。用于测序的质粒DNA 的提取和

纯化采用Q IA GEN 公司的Q IA p rep Sp in M in ip rep
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K it,提取与纯化方法参照供应商说明。

1. 3　PCR 扩增

1. 3. 1　PCR 引物设计与耐热聚合酶来源　根据试

验初次克隆含有 P cp g 9 和 P cp g 10 基因的 PC 基

因组片段的重组子序列、p g 基因预测信号肽、前肽

切割位点近接的 p g 基因 5′和 3′的序列 (未发表)设

计引物, 其引物 PcPG9E12F ( ggcgcgccatggaagccgaaggtgga)、

PcPG9E12R ( gtcgacggtgttgccacccagcga )、PcPG9E22F ( gtcgacgatt

cctccactgtgcag )、PcPG9E22R ( tctagactacacagcaatgctgtt )、PcPG102F

( ggcgcgccatggaagccgagagcaag ) 和 PcPG102R ( tctagactaca2
catcaatgctgtt)由 Sigm a Geno sys A ustralia P ty. L td 公司和 Ge2
neW o rk s P ty. L td公司合成。PCR 反应所用的耐热聚合

酶有V en t○R和R ED T aqTM。V en t○R是N ew England B io2
L abs 公司的产品; R ED T aqTM是 S IGM A 公司的产

品。

1. 3. 2　 PCR 反应液组成与 PCR 反应条件　

P cp g 9以基因组 DNA 为模板, P cp g 10 以质粒

DNA 为模板扩增目的基因, 根据测序结果优化

PCR 反应液组成成分的浓度 (体积)或改变应用不

同的耐热聚合酶,以扩增获得无突变序列。PCR 扩

增在GeneW o rk s的 PTC2200 DNA Engine PCR 机

上进行。在对不同基因的 PCR 反应条件进行了优化

后,扩增获得了不同基因或基因片段用于连接和测

序。

1. 3. 3　PCR 产物的纯化、连接与转化大肠杆菌　

PCR 反应液经琼脂糖电泳后, 采用Q IA GEN 公司

的Q IA qu ick Gel Ex tract ion K it 进行目的基因的分

离与纯化。其方法步骤参照供应商说明进行。所获

得的 PCR 产物,用 Invit rogen L ife T echno logies公

司的pCR 2B lun t Ê 2TO PO 或pCR 2. 1 V ecto r PCR

C lon ing K it 进行连接和转化大肠杆菌。其连接与转

化方法按供应商提供的说明进行。

1. 4　酶切分析与测序

酶切分析所用的限制性内切酶A scÉ (10 000

U ömL )和 X ba É (20 000 U ömL )是N ew England

B ioL ab s公司的产品; S a lÉ (10 000 U ömL )是 S IG2
M A 公司的产品。酶解均在 37 ℃下温育 2 h 后,进

行电泳和酶切结果分析。

测序反应液总体积为 10 ΛL , 其中携带待测序

列的质粒 DNA 200 ng, B ig D ye term inato r (AB I

P rism Cycle Sequencing k it ) 4 ΛL , M 13 Fo rw ard

P rim er (1. 6 Λmo löL )或M 13 R everse P rim er (1. 6

Λmo löL ) 1 ΛL ,最后用 dH 2O 补足 10 ΛL。测序反应

在 PCR 仪上进行,共进行 24个循环。每个循环的主

要参数是,变性 95 ℃ 30 s,退火 50 ℃ 15 s,延伸 60

℃ 4 m in,温度升降时速为 0. 5 ℃ös。反应后,将 10

ΛL 的反应液移至一新的 1. 5 mL 离心管,再加入 3

mo löL 的醋酸钠 (pH 5. 2) 1 ΛL ,无水乙醇 25 ΛL ,混

匀; 放置于 - 20 ℃下处理 15～ 30 m in, 在 15 000

röm in下离心 30 m in, 沉降 DNA , 后用 2 倍体积

70%乙醇冲洗并在室温下干燥。将干燥样品送至澳

大利亚国立大学 John Cu rta in Schoo l of M edical

R esearch B iomo lecu lar R esou rce Facility 上机进行

测序。

1. 5　酵母菌的遗传转化与质粒DNA 的提取

酵母菌的遗传转化按D an iel等[17 ]的方法进行。

酵母菌质粒 DNA 的提取采用 P IERCE 公司的

Y2PER TM Yeast P ro tein Ex tract ion R eagen t 产品,

提取方法参照供应商的说明进行。

1. 6　蛋白质的分离与W estern b lo t t ing

1. 6. 1　PG 蛋白质的诱导与分离　为了确定 PG 蛋

白质诱导的适宜时间, 以转化A np g É 的酵母菌为
试验材料,将其接种于 YPD (Bacto2yeast ex tract 10

g, Bacto2pep tone 20 g, Gluco se 20 g, H 2O to 1 L ,

Bacto2agar 20 g)液体培养基上,在 30 ℃, 280 röm in

下过夜培养。经 1 500 röm in 离心 5 m in,弃去培养

基,收集酵母菌于 1. 5 mL 离心管。再向离心管中加

1 mL PG 蛋白质诱导培养基 (1 L 转化 PG 基因选

择培养基+ 20 g 半乳糖) ,然后在 30 ℃, 280 röm in

下, 经 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24 h 诱导培养, 在 13 000

röm in下离心 5 m in 后,分别收集酵母菌繁殖体和培

养液,酵母菌繁殖体再经无菌水冲洗和离心 1次,最

后收集无培养液的酵母菌繁殖体,并提取其蛋白质。

将收集的培养液和提取的蛋白质同时进行 SD S2
PA GE 及W estern b lo t t ing。根据W estern b lo t t ing

结果确定适宜的 PG 蛋白质诱导时间。

1. 6. 2　W estern b lo t t ing　SD S2PA GE 和W estern

b lo t t ing 参照文献[ 16 ]提供的方法进行。

SD S2PA GE 采用 10%的分离胶 (每次用量 10

mL )和 5%的积层胶 (每次用量 5 mL )。

W estern b lo t t ing 采用电转膜 (用M in i T ran s2
B lo t E lectropho ret ic T ran sfer Cell, 30 mA , 1. 5 h)。

第一抗体 (老鼠单克隆抗体) A n t i2HA (使用时用

TBS2T 缓冲液稀释 2 000 倍)是 Roche 公司产品;

第二抗体A n ti2M ou se IgG (使用时用 TBS2T 缓冲

液稀释 1 000倍)是 S IGM A 公司产品。

1. 7　PG 活性的检测

PG 活性的检测参照M cKay [18 ]的方法进行。
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2　结果与分析

2. 1　P cp g 9和 P cp g 10基因的克隆与测序

　　以樟疫霉菌 (P hy top h thora cinnam om i)基因组

DNA 为模板进行 PCR 扩增,获得了无突变的 P cp g

9基因 E 1 和 E 2 片段的克隆。

对克隆获得的 P cp g 10 基因经测序表明,有两

处发生同义突变,一处是第 400个氨基酸2缬氨酸V

(GTA )错配为 GT G,另一处是第 410 个氨基酸2亮
氨酸L (T T G)错配为 CT G; 此外,第 390 个氨基酸

与基因组文库机读结果不一致,基因组文库机读结

果是 GCC (丙氨酸A ) ,克隆后测序是 GGC (甘氨酸

G) ,在重新核对 2 次机读序列曲线图后发现, 基因

组文库机读结果有误。故所克隆获得的 P cp g 10基

因可用于转化及表达研究。

2. 2　P cp g 9和 P cp g 10基因的连接与遗传转化

2. 2. 1　P cp g 9和 P cp g 10基因表达载体的构建与

连接　PCR 扩增获得了 P cp g 9基因的 E 1 和 E 2 片

段, 经测序后, 按 3 段连接法, 同时插入 pYES 2. 1

酵母菌表达载体的 E coR É 2X baÉ 位点。连接反应
液转化大肠杆菌后,菌落 PCR (图 1)和酶切分析 (图

2)表明,获得了 P cp g 9基因的表达载体。

图 3　pYES2. 1∷P cp g 10表达载体酶切分析
1. 1 kb p lus DNA ladder; 2～ 3. A scÉ 2X baÉ双酶解转化

P cp g 10基因的大肠杆菌 1和 2号菌落质粒DNA

F ig. 3　Enzym e digest ion of pYES2. 1∷P cp g 10

gene exp ression vecto r
1. 1 kb p lus DNA ladder; 2- 3. P lasm id DNA

of co lony N o. 1and 2 in transfo rm ed E. coli lines of

P cp g 10 digested w ith A scÉ and X baÉ

基因组序列分析表明, P cp g 10 基因是一连续

完整基因,不含内含子。因此,利用 PCR 技术分别获

得具有A scÉ 2X baÉ 粘性末端的 P cp g 10 基因,将

其连接于 pYES2. 1 酵母菌表达载体的 A sc É 2
X baÉ位点。连接反应液转化大肠杆菌后,菌落 PCR

(图 1)和酶切分析 (图 3)表明,获得了 P cp g 10基因

的表达载体。

2. 2. 2　P cp g 9和 P cp g 10基因的遗传转化　酵母

菌菌种W 30321B 与植物不同, 不含有 p g 基因, 自

身不能合成 PG,是研究 p g 基因遗传转化的理想宿

主。将所构建的 P cp g 9和 P cp g 10基因表达载体分

别导入尿嘧啶缺陷型宿主酵母菌种W 30321B。由于

所构建的 p g 基因表达载体携带尿嘧啶合成基因,

因此非转化 p g 基因系不能在不含尿嘧啶 (选择培

养基)的培养基上生长,只有转基因系能在选择培养

基上生长。通过遗传转化,在选择培养基上分别获得

了大量转化上述 2个基因的转化菌落。菌落 PCR 表

明, 供检测菌落 100%携带被转化基因 (图 4) ,未发

现假阳性现象。这一结果,一方面说明已将 2个基因
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分别导入了酵母菌,另一方面说明利用尿嘧啶缺陷 型选择转化系十分有效。

图 4　转化 P cp g 9和 P cp g 10基因的酵母菌菌落 PCR
A 1, A 11和B1, B7是 1 kb p lus DNA ladder; A 2～A 10是转化 P cp g 9基因的酵母菌 1～ 9号菌落 PCR;

B2～B6是转化 P cp g 10基因的酵母菌 1～ 5号菌落 PCR

F ig. 4　Co lony PCR fo r transfo rm ed yeast lines of P cp g 9 and P cp g 10
A 1, A 11, B1 and B7 are 1 kb p lus DNA ladder; A 2- A 10 show co lony PCR p roducts from co lony 1 to co lony 9 of

transfo rm ed P cp g 9 gene; B2- B6 show co lony PCR p roducts from co lony 1 to

co lony 5 of transfo rm ed P cp g 10 gene

2. 3　转化 PG 基因系的W estern b lo t t ing 与 PG 活

性检测

2. 3. 1　转化 PG 基因系的W estern b lo t t ing　p g

基因的表达载体含有Α因子前体蛋白序列,它在 PG

被分泌之前,通过在信号缩氨酸酶切位点上的信号

缩氨酸酶,及在 Kex2酶切位点的 Kex2蛋白酶的酶

解作用下,将 PG 蛋白质裂解下来分泌在细胞外。为

了确定转化 p g 基因的酵母菌在含有半乳糖的培养

液中的适宜诱导培养时间,进行了 0～ 24 h 诱导培

养试验,结果表明, p g 基因经 4 h 的诱导即可获得

较为理想的W estern b lo t t ing 结果。

图 5　转化 P cp g 基因酵母菌在诱导 4 h 时
PG蛋白质的W estern b lo tt ing

N. T 代表非转化酵母菌

F ig. 5　PG p ro tein W estern b lo tt ing of transfo rm ed
P cp g gene yeast line under 4 h inducing w ith galacto se

N. T rep resen ts non2transfo rm ed yeast line

转化不同 P cp g 基因的酵母菌在含有半乳糖的

PG 诱导培养基上分别经 4 h 的诱导,采集不同菌系

的诱导培养液作为 SD S2PA GE 样品,采用第一抗体

A n ti2HA (转基因菌系携带 3×HA 标记)和第二抗

体A n ti2M ou se IgG 进行W estern b lo t t ing, 结果表

明,同转化A np g É 基因的酵母菌菌系一样,所有供

试转化的 P cp g 基因的菌系均出现了大小不同、深

浅不一、连续的多条印迹带 (图 5)。这一结果同A .

n ig er和B . cinerea
[15, 19 ]PG 的报道一致,说明 PG 的

糖基化是一个普遍现象。PG 蛋白质的糖基化可发

生在N 2端,也可发生在C2端,其可能功能一是提供

稳定性[20 ]; 二是对恶劣环境所分泌的酶产生抗

性[21 ];三是 PG 酶活性的关键因素[22 ]。

2. 3. 2　PG 活性的检测　利用含多聚半乳糖醛酸

的琼脂糖培养基检测真菌 PG 活性是M ckay 建立

的,目前已在细菌、真菌和转化 p g 基因的酵母菌所

分泌的 PG 活性检测上得到了广泛应用。钉红能渗

入菌落周围被 PG 酶降解的多聚半乳糖醛酸的琼脂

糖培养基的底部,而使菌落周围培养基着色;但钉红

不能渗入菌落周围未被 PG 酶降解的多聚半乳糖醛

酸的琼脂糖培养基的底部,只能在培养基表面形成

一紫红色薄层,且容易被水冲洗掉。因此,能分泌具

有 PG 活性的转化 p g 基因的酵母菌菌落经钉红染

色后可在其菌落周围形成紫红色晕圈,不能分泌具

有 PG 活性的转化 p g 基因的酵母菌菌落经钉红染

色后其菌落周围未发生变化。从理论上来说,一个酵

母菌在相同条件和相同时间培养下,其菌落经钉红

染色后所形成的晕圈越大、越深, 则该菌所分泌的

PG 活性越强;反之, PG 的活性越弱。
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以转化A np g É 基因的酵母菌作为阳性对照,

以未转化的酵母菌W 30321B 作为阴性对照,将转化

P cp g 9 和 P cp g 10 基因的酵母菌接种在含多聚半

乳糖醛酸的琼脂糖培养基,在 28 ℃培养条件下,分

别在第 2 天和第 3 天进行钉红染色。结果表明,

P cp g 9和 P cp g 10都是有功能的基因,其转化的酵

母菌所分泌的 PG 酶降解了培养基中的多聚半乳糖

醛酸, 使钉红渗入其菌落周围培养基而引起着色

(图 6)。

除未转化 p g 基因的酵母菌所分泌的蛋白质没

有 PG 酶活性外, 转化菌均具有活性。但转化不同

p g 基因的酵母菌所分泌的 PG 酶活性有差异。转化

P cp g 10 基因的酵母菌所分泌的 PG 酶活性最强,

其次是对照转化A np g É ,而转化 P cp g 9基因的酵

母菌所分泌的 PG 酶活性最弱。

图 6　转化 PG 基因酵母菌 PG 酶活性的测定
1. 阳性对照 (A np g É ) ; 2. 阴性对照 (非转化酵母菌) ;

3. P cp g 9; 4. P cp g 10

F ig. 6　PG activity of differen t yeast lines

of P cp g 9 and P cp g 10
1. Po sit ive con tro l (A np g É ) ; 2. N egative

con tro l (non2transfo rm ed yeast line) ;

3. PG activity of yeast lines of P cp g 9;

4. PG activity of yeast lines of P cp g 10
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Stud ies on clon ing, sequencing and genet ic t ran sfo rm at ion

of P cp g (P hy top h thora cinnam om i po lyga lac2
tu ronase) 9 and P cp g 10

GONG Zhen -hui1, Arv id Gotesson 2,Dav id A Jones2

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 P lan t Cell B iology , R esearch S chool of B iolog ica l S cience,A ustra lian N ationa l U niversity , Canberra A CT 2601,A ustra lia)

Abstract: P cp g (P hy top h thora cinnam om i po lygalactu ronase) 9 and P cp g 10 genes w ere cloned based

on the studying of the PCR compo sit ion and its react ion condit ion of the genes. T he sequence and their ex2
p ression vecto rs of the genes w ere done and the genes w ere tran sfo rm ed to a yeast line of W 30321B. T hen

the PG act ivity of t ran sgen ic lines w as invest iga ted. T he genes w ere cloned and the size of P cp g 9 w as

1 059 bp and P cp g 10 w as 1 290 bp. T he tran sgen ic yeast lines of P cp g 9 and P cp g 10 genes w ere ob ta ined

respect ively. P cp g 9, P cp g 10 and the con tro l,A np g (A sp erg illus n ig er po lygalactu ronase) É cou ld gu ide to

syn thesize the PGs. T he PG act ivity of t ran sgen ic line of P cp g 10 w as the st rongest, and that of the P cp g 9

gene w as the w eakest. W estern b lo t t ing resu lts show ed that there w ere differen t degree glyco syla t ion of

PGs w h ich w ere encoded by P cp g 9 and P cp g 10 genes.

Key words: P hy top h thora cinnam om i; P cp g gene; clon ing; sequencing; genet ic t ran sfo rm at ion; PG act iv2
ity
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