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樟疫霉菌多聚半乳糖醛酸酶 16 和 17 基因的
克隆、测序及其真核表达研究
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　　[摘　要 ]　研究优化了樟疫霉菌多聚半乳糖醛酸酶 P cp g 16 和 P cp g 17 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, 其大小均为 996 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; 这 2 个基因均能指导合成相应的 PG 酶。与对照A np g É 相比, 转化 P cp g 17 基因的酵母菌所分

泌的多聚半乳糖醛酸酶 (PG)活性较弱, 而 P cp g 16 基因指导合成的 PG 酶无活性。W estern b lo tt ing 表明, 所克隆的

2 个基因指导合成的 PG 酶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而分解寄主植物细胞

壁, 不仅为其顺利侵入寄主组织打开了屏障, 而且从

其酶解过程中获得了满足自身生长、繁殖及定殖于

寄主植物所必需的营养物质。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, 这些酶通过作用于中性支链残基

而使果胶聚合体的分子量降低[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 (如细菌病原菌 E rw ina

ca rotovora 等; 真菌病原菌A sp erg illus n ig er, A . ac2
u leaus, A . f lauus, A . ory z ae, A . p a rasiticus, A . tcub2
ing ensis, B otry tis cinerea , C lav icop s pw p a roa ,

Cach lioba lus ca rbonum , Ca lletotrichum lind erm u th i2
anum , C ryp honectria p a rasitica , F usa riuvc m on iti2
f orm e, F. a ry sp orum f. sp. ty cop ersici, Op h iostrom a

novo2u lm i, P en icillium jan th inellum , P. g riseorose2
um 和 S clerotin ia sclerotorum ; P hy top h thora inf es2
tans 和 P hy top h thora cryp tog ea 等) [2～ 10 ]中分离出多

种 PG, 并对其生化特性进行了较为详尽的研究。然

而人们对严重危害生态环境的樟疫霉 PG 的认识极

其肤浅。2001～ 2004 年, 澳大利亚国立大学植物病

原菌与植物交互关系研究实验室 (以下简称植病与

植物关系实验室) 与陕西省农业分子生物学重点实

验室合作进行了樟疫霉多聚半乳糖醛酸酶 (P cp g )

基因的克隆与鉴定工作, 植病与植物关系实验室先

期从构建的 P cPG 基因组文库中筛选出包含 19 个

不同 P cp g 基因的重组子, 这些重组子是在 pB lue2
scrip t KS+ 的 S a l 位点 (或 P stÉ , H ind Ë , X hoÉ
位点) 插入大小为 7～ 12 kb 的 PC (P. cinnam om i)

基因组DNA 连接而成, 对这些重组子的PC 基因组

片段进行了测序、分析后, 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) , 这些

序 列 已 被 GenBank 接 受 (接 受 号 A F398105,

A F398936～A F398948) [11 ]。但对这些基因表达的完

整序列、所表达的 PG 活性及是否所有的 P cp g 基因

都是有功能的基因尚缺乏足够的认识。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 po lygalactu ronase) É 基因[12～ 16 ]为对照, 以筛

选的携带不同 p g 基因的克隆子——质粒DNA 为

模板, 采用 PCR 技术克隆获得 了 P cp g 16 和

P cp g 17 基因; 通过构建 2 个 P cp g 基因的表达载

体, 将这些 P cp g 基因导入酵母菌, 研究其表达、PG

活性, 旨在进一步分析这些 P cp g 基因所表达的 PG
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活性及其生化特性, 揭示 P cp g 基因的分子生物学

基础, 为疫霉属病原菌抗病基因工程的开展奠定基

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) 生

理小种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植

病与植物关系实验室提供。

1. 2　DNA 的提取

樟疫霉菌基因组DNA 的提取按常规方法[17 ]进

行。用于克隆、酶切分析和转化的质粒DNA 采用碱

解法[17 ]提取。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 K it,

提取与纯化方法参照供应商的说明。

1. 3　PCR 扩增

1. 3. 1　PCR 引物设计与耐热聚合酶来源　根据初

次克隆含有 P cp g 16 和 P cp g 17 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

位点紧接的 p g 基因 5′和 3′的序列 (未发表) 设计引

物, P cPG16E12F (ggc gcg ccg gtg cat g ta ctc t ta

cc)、P cPG16E12R (ggg ccc aaa tg t gga ggt gcc t tg)、

P cPG16E22F (ggg ccc aag t tg tgg tct ggt ccg cta)、

P cPG16E22R ( tct aga t ta gca cgg gac at t gga )、

P cPG17E22F (ggc gcg ccg gcg cct gca ctc tca cc)、

P cPG17E22R (ggg ccc gac cat aac ata ggc gca aac

gtg ga)、P cPG17E32F (ggg ccc act ag t cct ggt gaa

agg) 和 P cPG17E32R ( tct aga cta gca cag gac at t

gga)分别由 Sigm a Geno sys A u stra lia P ty. L td 公司

和GeneW o rk s P ty. L td 公司合成。PCR 反应所用的

耐热聚合酶V en t
○R为N ew England B ioL ab s 公司产

品; pf u 为L ife T echno logies 公司产品; R ED T aq
TM

为 Sigm a 公司产品。

1. 3. 2 　 PCR 反应液组成与 PCR 反应条件　

P cp g 16 和 P cp g 17 基因的克隆以质粒DNA 为模

板, 根据测序结果, 通过改良 PCR 反应液中模板

DNA 浓度、M g+ 2 浓度, 或用不同的耐热聚合酶

(R ED T aq,V en t 和 pf u ) , 或调整 PCR 反应时的退

火温度和时间, 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。扩增获得的无突变的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　

参照文献[ 18, 19 ]的方法进行。

1. 4　菌落 PCR

大肠杆菌菌落的 PCR 和酵母菌菌落的 PCR 参

照文献[ 17, 18 ]的方法进行。

1. 5　酶切分析、测序、酵母菌的遗传转化与质粒

DNA 提取

参照文献[ 18, 19 ]的方法进行。

1. 6　蛋白质的分离、W estern b lo t t ing 和 PG 活性

的检测

参照文献[ 18, 19 ]的方法进行。

2　结果与分析

2. 1　P cp g 16 和 P cp g 17 基因的克隆与测序

　　对初克隆的 P cp g 16 和 P cp g 17 基因, 用W is2
con sin GCG Package V ersion 8. 1 和BLA STX 软件

进行DNA 序列分析及蛋白质序列的推导与分析。

结果表明, P cp g 16 基因有 1 个内含子 (72 bp ) 和 2

个 外 显 子, 预 测 信 号 肽 为 M KA FSAL ITVLL 2
L IAN T T IA EA , 前肽切割位点位为 PAL E。P cp g 17

基因有 2 个内含子 (分别为 64 和 60 bp )和 3 个外显

子, 前肽切割位点位为 PAL K。同源性分析表明,

P cp g 16 DNA 序列与 P cp g 1, 2, 4, 9, 10 的同源性分

别为 79% , 79% , 90% , 78% 和 70% , 与 P. inf estans

内切 PG mRNA 的同源性为 84% , 而与A np g É ,

A np g Ê 及 P en icillium jan th inellum 的 p g 无同源

性; P cp g 17 DNA 序列与 P cp g 1, 2, 4, 9, 10, 16 的同

源性分别为 76% , 80% , 88% , 72% , 71% 和 88% , 与

P. inf estans 内切 PG mRNA 的同源性为 82% , 而与

A np g É , A np g Ê 及 P en icillium jan th inellum 的 p g

无同源性。由于 P cp g 17 基因的第 1 个外显子在推

测的前肽切割位点前, 即其转录、加工后将从

P cp g 17 酶蛋白上自然切除。因此, 未克隆 P cp g 17

的 E1 片段, 只扩增其后的E2 和 E3 序列。其方法是

分别以携带 P cp g 16 和 P cp g 17 基因的质粒DNA

为模板, 用优化的 PCR 条件扩增获得了 2 个基因的

4 个基因片段, 电泳分离纯化后, 将其分别插入 PCR

载体——pCR 2. 1 V ecto r 或 pCR 2B lun t Ê 2TO PO。

再转化大肠杆菌, 经菌落 PCR 和酶切分析后, 进行

了DNA 序列测定和分析, 结果表明, P cp g 16 基因

全长 996 bp (图 1) , 其中 E1 168 bp , E2 828 bp;

P cp g 17 基因全长也是 996 bp (图 1) , 其中 E2 168

bp , E3 828 bp。
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图 1　P cp g 16 和 P cp g 17 基因序列

F ig. 1　Sequence of P cp g 16 and P cp g 17

2. 2　P cp g 16 和 P cp g 17 基因的连接与遗传转化

2. 2. 1　P cp g 16 和 P cp g 17 基因表达载体的构建与

连接　P cp g 16 和 P cp g 17 基因表达载体的构建, 就

是将克隆的 P cp g 16E1 和 P cp g 17E2 基因片段分别

经A scÉ 2A p a É 双酶解, 获得具有A scÉ 2A p a É 的

粘性末端; P cp g 16E2 和 P cp g 17E3 基因片段分别

经A p aÉ 2X baÉ 双酶解, 获得具有A p aÉ 2X baÉ 粘

性末端, 按 3 段连接法, 同时插入所构建的切除了

A np g É 基因的酵母菌表达载体[17 ]的A scÉ 2X ba É
位点 (图 2)。连接反应液转化大肠杆菌后, 菌落 PCR

和酶切分析表明, 获得了 P cp g 16 和 P cp g 17 基因的

表达载体。

图 2　P cp g 16 和 P cp g 17 基因表达载体的构建示意图

F ig. 2　Sketch m ap of construction of exp ression vecto r con tain ing P cp g 16 and P cp g 17

2. 2. 2　P cp g 16 和 P cp g 17 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
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身不能合成 PG 酶, 因此是研究 p g 基因遗传转化的

理想宿主。将所构建的 P cp g 16 和 P cp g 17 基因表达

载体分别导入尿嘧啶缺陷型宿主酵母菌种W 3032
1B , 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, 只有转基因系才能

在选择培养基上生长。通过遗传转化, 在选择培养基

上分别获得了上述 2 个基因的转化菌落, 并通过

PCR 进行了检测和证实。

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 分析　

p g 基因的表达载体含有 Α因子前体蛋白序列, 其在

PG 被分泌之前, 在信号缩氨酸酶和 Kex2 蛋白酶的

酶解作用下将 PG 蛋白质裂解下来分泌至细胞外。

为了确定转化 p g 基因的酵母菌在含有半乳糖培养

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。

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

(老鼠单克隆抗体)A n t i2HA (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 est2
ern 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, 所有供试的转化 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

3) , 这一结果同W ubben 等[20 ]在曲霉菌 (A . n ig er)

和灰霉菌 (B . cinerea)上的研究结果一致。

2. 3. 2　PG 活性的检测　含多聚半乳糖醛酸的琼

脂糖培养基可用于检测细菌、真菌和转化 p g 基因

酵母菌的 PG 活性[18 ]。从理论上来说, 1 个酵母菌经

相同条件和相同时间培养, 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 活性越弱。

图 3　PG 蛋白质的W estern b lo tt ing

(诱导时间 4 h; N. T 代表非转化酵母菌)

F ig. 3　PG p ro tein W estern b lo tt ing of

transfo rm ed P cp g gene

(Yeast line after 4 h inducing w ith galacto se;

N. T rep resen ts un transfo rm ed yeast line)

　

　

　

图 4　转化不同 P cp g 基因的酵母菌系的 PG 酶活性

1. 阳性对照 (A np g É ) ; 2. 阴性对照 (非转化酵母菌) ;

3. P cp g 16; 4. P cp g 17

F ig. 4　PG activity of differen t transgen ic

yeast lines w ith P cp g 16 and P cp g 17

1. Po sit ive con tro l( transgen ic yeast lines w ith A np g É ) ;

2. N egative con tro l(un transfo rm ed yeast line) ;

3. PG activity of transgen ic yeast lines w ith P cp g 16;

4. PG activity of transgen ic yeast lines w ith P cp g 17

　　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 16 和 P cp g 17 基因的酵母菌接种在含多聚半

乳糖醛酸的琼脂糖培养基上, 在 28 ℃的条件下培

养, 分别在第 2 天和第 3 天进行钉红染色。结果表

明, P cp g 17 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 4)。相

对于对照A np g É , 转化 P cp g 17 基因的酵母菌所引

起的着色点小且颜色浅, 这说明转化 P cp g 17 基因

的酵母菌所分泌的 PG 酶活性低于A np g É。而转化

P cp g 16 基因的酵母菌菌落周围培养基未着色 (图

4) , 这一结果说明, 其转化的酵母菌不能分泌具有活

性的 PG。
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为了排除 P cp g 16 基因在与表达载体连接时,

因酶切和连接过程引起突变而导致其转基因系无

PG 活性的可能。本试验从转化 P cp g 16 基因的酵母

菌菌系, 提取质粒DNA 转化大肠杆菌, 再分别提

取、纯化 P cp g 16 基因的表达载体, 经再次测序证

明, P cp g 16 基因序列完整无误, 即 P cp g 16 转基因

系无 PG 活性是基因本身表达的结果。

3　讨　论

W estern b lo t t ing 结果表明, P cp g 16 基因能指

导合成相应的分泌蛋白质。但 PG 活性试验说明,

P cp g 16 基因所指导合成的分泌蛋白质无 PG 活性。

这和已报道的 P cp g 1 基因的表达一样[18 ]。用樟疫霉

菌感染桉树 (E uca lyp tus sieberi) 7 d 苗龄幼苗, 诱导

P cp g 基因的表达, 提取其mRNA 进行R T 2PCR 分

析, 结果表明, 经 4, 8, 12 和 24 h 的诱导, P cp g 2, 4,

7, 9, 10 和 17 均能扩增出目的条带, 说明能产生相

应的mRNA ; 而 P cp g 1, 16 和 19 均未扩增出目的

条带 (结果尚未发表) , 说明不能产生相应的mR 2
NA。为了弄清这些不能产生相应mRNA 的基因,

是由于基因之间的互作而限制了其的表达, 还是由

于基因内部的原因使其不能表达, 以及其完整基因

表达的产物是否具有 PG 活性。为此, 本研究利用基

因组DNA 对所有的 P cp g 基因进行了克隆和表达

研究, 结果表明, 这些不能被疫霉菌诱导的 P cp g 基

因不能在mRNA 水平上表达, 其完整基因虽能合成

相应的蛋白质, 但不表达 PG 活性。这一结果说明,

这些转化酵母菌系无 PG 活性的 P cp g 基因在樟疫

霉菌感染植物时并不表达。那么, 这些基因在何种情

况下表达, 所表达的无 PG 活性的蛋白质的生理功

能是什么, 以及这些 P cp g 基因在疫霉菌进化中的

作用等相关问题, 尚待于进一步研究。

根据已研究的结果, 除转化 P cp g 1[18 ] , P cp g 16

和 P cp g 19 (尚未发表) 基因的酵母菌, 及未转化 p g

基因的酵母菌所分泌的蛋白质没有 PG 酶活性外,

其余均具有活性。但转化不同 p g 基因的酵母菌所

分泌的 PG 酶活性有明显差异, 这种不同P cp g 基因

功能的有无以及 PG 酶活性的差异, 可能是樟疫病

原菌进化的结果。

PG 的不同糖基化在曲霉菌 (A . n ig er) 和灰霉

菌 (B . cineraea) 上均有报道[20 ]。本研究的W estern

b lo t t ing 结果表明, 供试的 2 个 P cp g 基因的相应

PG 均有不同程度的糖基化, 糖基化可产生于N 2端,

也可产生于 C2端。PG N 2端糖基化的可能功能与

PG 的稳定性有关[21 ] , 或与其在恶劣环境中分泌的

酶所产生的抗性有关[22 ]。A . n ig er PG 在非变性条件

下去糖基化将导致其完全钝化, 这表明糖基化可能

是影响 PG 酶活性的关键因素[23 ]。

P. cinnam om i PG 的另一个结构特征是C2端或

N 2端是否延伸, 由此可将其分为 3 类, 即N 2端未延

伸、N 2端延伸和 C2端延伸。与其他蛋白质相比较,

PG N 2端延伸表现为多样性。A . n ig er 鼠李糖聚半乳

糖醛酸酶B 的 1 种C2端延伸决定了其的特异性, 而

且这种特异性有别于其他已知的鼠李糖聚半乳糖醛

酸酶[24 ]。值得一提的是,A . n ig er 鼠李糖聚半乳糖醛

酸酶B 的 C2端延伸和 P. cinnam om i PG 的N 端延

伸序列, 均含有谷氨酰胺重复序列, 即 P. cinnam om i

含 D (PöQ ) TQQQ 和N PGQN 序列, A . ng er 的鼠

李糖聚半乳糖醛酸酶B 含有 GEQ 序列[24 ] , 这说明

谷氨酰胺残基与果胶分子的特异性可能具有交互作

用。
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Stud ies on clon ing, sequencing and S accha rom y ces cerev isiae exp ression of

P cp g (P hy top h thora cinnam om i po lyga lactu ronase) 16 and P cp g 17

GONG Zhen -hui,L  U Y uan -hong,W ANG X iao-m in
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he componen ts of the po lym erase chain react ion and react ion param eters fo r clon ing P cp g

( P hy top h thora cinnam om i po lygalactu ronase ) 16 and P cp g 17 genes w ere op t im ized. T he genes w ere se2
quenced, their exp ression vecto rs w ere determ ined and the genes w ere tran sfo rm ed to a yeast line,W 3032
1B. T hen the PG act ivity of t ran sgen ic lines w as invest iga ted. T he genes w ere cloned and bo th w ere 996

bp. Bo th P cp g 16 and P cp g 17 tran sgen ic yeast lines w ere ob ta ined, and although the tw o genes cou ld syn2
thesize the PGs, the yeast line of P cp g 16 gene did no t show PG act ivity. T he PG act ivity of the tran sgen ic

line of P cp g 17 gene w as w eaker than that of the con tro l, A np g (A sp erg illus n ig er po lygalactu ronase) É .

W estern b lo t t ing resu lts show ed that there w ere differen t degrees of g lyco syla t ion of PGs encoded by

P cp g 16 and P cp g 17 genes.

Key words: P hy top h thora cinnam om i; P cp g gene; gene clon ing and sequencing; gene exp ression; PG ac2
t ivity
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