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野油菜黄单胞菌野油菜致病变种 !""#菌株
!"#$ 基因与 $%&的产量有关

陆光涛 唐纪良" 危广宁 何勇强 陈保善
（广西大学分子遗传研究所，南宁 6-"""6）

摘 要 在以前的工作中，采用转座子 2@61)&36对野油菜黄单胞菌野油菜致病变种（400）4""#菌株进行诱变，获
得一批胞外多糖（:BC）合成减少的突变体，对这些突变体的 2@61)&36的插入位点进行分析后，发现有两株突变体是
5603基因不同插入位点的突变体。以前认为 5603 基因与脂多糖（DBC）的 1.抗原合成有关而与 :BC的合成无关。
为明确 5603基因的功能，对 4""#菌株的 5603基因进行缺失，获得的!5603突变体的 :BC产量与野生型菌株相比，
减少了 6"E，并且一段 BFG合成的包含 5603基因的 H)I片段能反式互补!5603突变体，恢复突变体的 :BC产量。
这证实了 4""#菌株的 5603基因与 :BC的合成产量有关。
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黄原胶（K8@LM8@ =+;）是由野油菜黄单胞菌野油
菜致病变种（4+$/"(7($+& 0+78%&/*#& NO( 0+78%&/*#&，简
称 400）所产生的一类胞外多糖（39LP8A3’’+’8P N&’,?8A.
AM8P<Q3，:BC），由于具有独特的流变性、良好的水溶
性以及对酸、碱、热稳定和具有对各种盐类良好的相

容性，作为增稠剂、乳化剂、稳定剂等广泛应用于石

油、食品、纺织等 !" 多个行业［/，!］，是目前世界上仅
次于抗生素类和溶剂类产品的第三大类发酵产品。

由于黄原胶具有巨大的商业价值，人们对黄原

胶的生物合成机理也作了大量的研究，希望通过对

黄原胶生物合成机理的了解，最终使人们可对黄原

胶合成的产量和质量进行控制，生产出具有良好理

化特性的黄原胶，或者是能够改变一些发酵成本低

廉的非野油菜黄单胞菌的菌种的代谢途径，使这些

菌种能够生产黄原胶，从而大大降低黄原胶的生产

成本。经多年的研究，目前已知染色体的 68&"，68&
#，68&$区域和一个 -6 ( -RS 的基因簇的基因编码
产物与合成黄原胶所需的前体糖核苷等衍生物的形

成有关，68&%区域即 1)7 基因簇基因产物与构成
黄原胶的五糖重复单元的顺序性组装、残基修饰、重

复单元间的聚合以及黄原胶的分泌有关［- T 5］。

6+$3和 6+$. 是 -6 ( -RS基因簇内的两个基因，

它们的编码产物由于与多糖合成的前体糖核苷衍生

物的形成有关，因此同时参与 :BC 和 DBC 的合
成［#，6］。近年的研究表明，-6 ( -RS 基因簇内的大多
数基因参与脂多糖（’<N&N&’,?8AAM8P<Q3，DBC）的合成与
分泌，5603 基因是该基因簇内的一个基因，首先从
400 U/""菌株中克隆到，该基因参与 U/""菌株细胞
DBC的合成但与 :BC的合成无关［$］。但在以前的工
作中，我们获得一批 :BC合成减少的突变体［4］，对这
些突变体的 2@61)&36的插入位点进行分析后，发现
有两株编号为 "!/F/!和 "#4V/的突变体是 5603 基
因的 2@61)&36不同插入位点的突变体。为明确 400
4""#菌株 5603 基因的功能，本工作对 4""# 菌株
5603 基因进行缺失和互补分析，发现 4""#菌株 569
03基因的敲除除了导致细胞 DBC合成受影响外，还
使得细胞 :BC 产量降低约 6"E，并且一段包含有
5603 基因的 BFG产物能反式互补 5603 基因缺失突
变体，恢复突变体细胞的 :BC产量。

’ 材料和方法

’ (’ 菌株及质粒
4""#菌株为 400 野生型菌株、"!/F/! 和 "#4V

为 4""# 菌株 5603 基因的 2@61)&36 插入（ 5603#



!"#!"#$#）突变体、$#%&为 $&&’菌株 %&’$ 基因缺失
（!%&’$）突变体，()*&+ 为大肠杆菌（( , ’)*+）。,’’
和 ( , ’)*+ 的培养条件和抗生素的用法用量参考文
献［+］。广谱宿主质粒 -./012 以及 -./012 的不相
容质粒 -34*(5 分别参考文献［*&］和［**］，质粒
-67!+’2参考文献［$］，该质粒是由载体 -67) 8 29:
（ ;）的 -./"<,01"酶切位点处克隆上一段 3=1
合成的 +2+>- 的卡那霉素（?@）抗性基因 21/ 而产
生的。

! "# $%&操作
质粒 AB/的碱裂解法提取参考文献［*C］，细菌

总 AB/ 的快速提取参考文献［*2］，限制酶酶切、
AB/的连接转化、DEFGHIJ"杂交按 DK@>JEEL 方法［*’］

或厂家提供的方法进行。限制酶，!’连接酶，.3" 聚
合酶，AB/同位素标记试验盒等购自 3JE@IMK公司，
其它生化试剂购自上海生工生物工程公司。

! "’ !"#$ 基因的 ()*扩增
根据 $&&’菌株 %&’$ 基因的上游和下游序列设

计引物 3*、3C（3*：/=/6!!6//!!==6/ ///6/=N
=6//=!6!!， 3C： /=/6!!//6=!!/66//=/=66N
!/!66=/6，3*、3C分别加上 4154"和 6+/O# 酶
切位点，下划线所标，下划线前为保护碱基，以下引

物表示方式相同），扩增 $&&’ 基因组中长度为
*PC’>-的片段，该片段包含 %&’$ 基因及其上游约
C&&>-的片段。以 $&&’总 AB/为模板，3*、3C为引
物，在 +#Q预变性 ’ @R"、+#Q变性 * @R"、P&Q复性
2& S、%’Q延伸 C @R"、2&个循环、%’Q延伸 # @R"的
反应条件进行 3=1反应，扩增得到的约 *TPL> AB/
片段经测序证实符合设计要求后，将该片段以

4154"<6+/O#双酶切后，连接到 -./012，得到重
组质粒 -./!=$#%&，-./!=$#%& 通过电脉冲转化到
( , ’)*+ ()*&+的细胞内。
! "+ !!"#$ 突变体的构建
根据 %&’$ 基因上游序列设计引物 U*、UC（U*：

/=/6!!6//!!=!66!66!66!66/=//=/， UC：
/=/6!!66!/===!6/=6!!6=6//6//!=，U*、UC 分
别加上 (’)1"和 -./"酶切位点序列），下游序列
设计引物 A*、AC（A*：/=/6!!!=!/6/6/6/=6!=6N
6!!!6//6=， AC： /=/6!!6!=6/=6/!/=////=N
==/66/!6，A*、AC分别加上 ,01"和 71*"酶切位
点序列），分别扩增 %&’$ 基因上游 P%+>- 和下游
+&2>-的同源片段，3=1扩增条件同 *T2。扩增得到
的上下游同源片段经测序验证后依次连接到

-67!+’2的 21/ 基因上游和下游位置，得到一个

%&’$ 基因被 21/ 基因所替换的重组质粒 -67!$#%&，
重组质粒 -67!$#%& 经 (’)1"酶切线性化后，连接
到质粒 -./012，得到重组质粒 -./!$#%&。将
-./!$#%&通过三亲本接合导入野生型菌株 $&&’的
细胞内，然后利用二亲本接合，将 -./012的不相容
质粒 -34*(5导入接合子，筛选同源双交换所产生的
%&’$基因缺失突变体，将获得的突变体命名为 ,’’
$#%&。三亲本接合、二亲本接合的具体过程参考文
献［+］。!%&’$ 突变体采用 3=1和 DEFGHIJ" 杂交证
实。3=1扩增以 3*、3C为引物，分别以 $&&’和 $#%&
的 * V ’号菌株的总 AB/为模板，反应条件同 *T2。
DEFGHIJ"杂交则分别以 21/ 基因和 %&’$ 基因为探
针，分别对经 4154"<6+/O#双酶切的 $&&’和 $#%&
的 * V ’号菌株的总 AB/进行杂交。

3=1引物由上海生工合成，3=1产物由华舜公
司的 AB/纯化试剂盒纯化。
! ", 胞外多糖和脂多糖的检测
对 73D产量作定性分析是将 ,’’ 接种到 *&@.

的 BW6X，C$Q摇床培养过夜后，对培养物浓度进行
调节以使 89 值基本相同，用移液器精确取 *$.的
培养物，分别接种于含 CY葡萄糖的 BW6/平板，将
平板置于 C$Q培养箱培养 2 O后在自然光照下培养
C O，再通过比较菌落的形态大小，对 73D的产量作
定性比较。对 73D产量作定量分析是将 ,’’ 的过夜
培养物以 *Y的接种量接种至加 CY葡萄糖的
C&&@. BW6X培养基，C$Q摇床培养 2 O，取适量的培
养物离心弃掉菌体，将上清液缓慢注入到 #倍的无
水乙醇，边注入边搅拌，然后将絮状沉淀物取出后干

燥，称重，换算成每 @.培养液含多少 @M 73D进行
菌株间的产量比较。

脂多糖的检测具体方法参考文献［*#］，采用全
细胞裂解法提取 .3D后以 DADN3/67凝胶电泳和银
染法对 .3D进行分析。
! "- $%&和蛋白质序列分析
使用的数据库为 ,’’ $&&’ 菌株全基因组序列

数据库（广西大学、中国科学院微生物研究所、上海

南方人类基因组研究中心共同完成，未发表资料）、

6I"XK"L的 AKGK>KSI（HGG-：<<ZZZ, "[>R , "\@, "RH , ME]），
分析软件为 X./D!和 B!5 ]I[GEJ。蛋白质分子量和
等电点的预测在 HGG-：<<ZZZ, I^-KS_ , EJM<[MRN>R"<-JEGN
-KJK@进行，蛋白质功能域分析在 HGG-：<<S@KJG , I@>\N
HIROI\>IJM , OI进行。
! ". !"#$ 基因序列
本文的 ,’’ $&&’菌株的 %&’$ 基因序列已提交
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至 !"#$%#&，基 因 库 接 受 号（ ’(("))*+# ,+-）为
’./0111/。

! 结果与分析

! "# !"#$!$%&%&’$&突变体的分离
在以前的工作中获得一批 233/ 菌株的 456合

成减少（4567）的 8#9!"#$9 突变体，对突变体的
8#9!"#$9在基因组的插入位点进行分析［2］，发现编
号为 3:;<;:和 3/2=;的两株突变体均是 %&’$ 基因
的 8#9!"#$9突变体，%&’$ 基因参与脂多糖 >7抗原
的合成，>?@ 全长 ;A2ABC，3:;<;: 和 3/2=; 的
8#9!"#$9分别插在 >?@起始密码子下游第 A//BC和
第 ;39/BC的位置，因此 4567突变体 3:;<;:和 3/2=;
是 %&’$ 基因的 8#9!"#$9不同插入位点的突变体。
! "! !"#$!$%&%&’$&突变体的互补
由于两株不同插入位点的 %&’$!8#9!"#$9 突

变体的 456合成均减少，表明 %&’$ 基因可能与 456
合成产量有关。为证实 %&’$ 基因与 456合成产量
是否有关，通过 5<?方法合成完整的 %&’$ 基因，并
用 %&’$ 基因反式互补 %&’$! 8#9!"#$9 突变体
3:;<;:，检测突变体的 456合成是否恢复。
根据 233/菌株 %&’$ 基因上游和下游序列设计

引物 5;、5:，扩增完整的 %&’$ 基因（产物电泳图见
图 ;），将 5<?扩增得约 ;DE&B的 F,’片段经测序
证实符合设计要求后，克隆到质粒 CG’@?A，得到的
重组质粒 CG’8<2913（酶切鉴定见图 :），然后将
CG’8<2913通过三亲本接合导入 %&’$!8#9!"#$9
突变体 3:;<;: 的细胞，得到 :3 株接合子 3:;<;:H
CG’8<2913。经提质粒证实，这 :3 株接合子均携带
有重组质粒 CG’8<2913。作为对照，同时将 CG’@?A
导入 233/和 3:;<;:，得到 ;9 株 233/HCG’@?A 和 ;2
株 3:;<;:HCG’@?A 接合子。将 3:;<;:HCG’8<2913、
233/HCG’@?A 和 3:;<;:HCG’@?A 分别接种在加 :I
葡萄糖的 ,.!’平板，培养 9 J后，233/HCG’@?A所
形成的菌落较大较粘稠，而 3:;<;:HCG’8<2913形成
的菌落大小形态与 3:;<;:HCG’@?A形成的菌落基本
一致，比 233/HCG’@?A形成的菌落小。这表明 %&’$
基因不能互补 %&’$!8#9!"#$9突变体 3:;<;:，恢复
突变体 456的产量。
! "’ !!"#$ 突变体的构建
转座子 8#9!"#$9对染色体的诱变是极性突变，

除破坏插入位点的基因外，还阻断与插入位点基因

同一操纵子的下游基因的转录。因此，%&’$ 基因不
能互补 %&’$!8#9!"#$9突变体 3:;<;:，并不能排除

%&’$ 基因与 456合成无关。为明确 %&’$ 基因的功
能，对 233/ 菌株的 %&’$ 基因进行缺失，构建 233/
菌株的!%&’$ 基因突变体。

图 ; %&’$基因的 5<?扩增
@*K-; 5<? %LCM*N*(%O*+# +N OP" K"#" %&’$

5<? Q"%(O*+#) R"Q" C"QN+QL"J R*OP O+O%M F,’ +N R*MJ7OSC" )OQ%*# 233/

%) O"LCM%O"，5; %#J 5: %) CQ*L"Q)，%#J A3 (S(M") +N J"#%OTQ%O*+# %O 09U

N+Q E3 )，%##"%M*#K %O E3U N+Q A3 )，"VO"#)*+# %O 1/U N+Q : L*#-

5<? CQ+JT(O) R"Q" "M"(OQ+CP+Q")"J *# ;D9I %K%Q+)" K"M -

W：;33BC F,’ M%JJ"Q；;：5<? CQ+JT(O)

图 : 重组质粒 CG’8<2913的酶切鉴定
@*K-: ?")OQ*(O*+# %#%MS)*) +N OP" Q"(+LB*#%#O CM%)L*J CG’8<2913

5M%)L*J F,’) R"Q" J*K")O"J R*OP ()*=" %#J +,-J#，

%#J OP" Q"%(O*+# L*VOTQ" R"Q" "M"(OQ+CP+Q")"J *# ;D3I

%K%Q+)" K"M - 8P" Q"M"%)"J ;DE&B NQ%KL"#O NQ+L CG’8<2913

(+#O%*#"J OP" (+LCM"O" )"XT"#(" +N %&’$ K"#"-

W：$F,’H+,-.# W%Q&"Q；;：CG’@?A；:：CG’8<2913

采用基因置换策略，以卡那霉素抗性基因 /)- 置
换 233/菌株染色体的 %&’$ 基因。根据设计，染色体
上 %&’$ 基因的 ;:33BC区域将被 0A0BC的 /)- 基因片
段所置换，得到的!%&’$ 突变体命名为 0’’ 2913，然
后采用 5<?和 6+TOP"Q#杂交对!%&’$ 突变体进行验
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证。!"#验证是分别以 $%%&和 $’(%的 ) * &号菌株
的总 +,-为模板，以 !)、!.为引物进行。!"#反应
结果见图 /，从 $%%&扩增得到的产物大小约 )0123，而
从 $’(%的 ) * &号菌株扩增得到的产物大小约 )0&23，
比从 $%%&扩增得到的产物约小 .%%34，表明这 &株突
变体是由 !"#$ 基因被 %&’ 基因置换所产生。56789:
;<=杂交验证是以 !"#扩增得到的 !"#$ 基因和 %&’
基因的 +,-片段作探针，分别对 $%%&和 $’(% ) * &号
菌株的总 +,-进行杂交。杂交结果见图 &，$%%&在约
123处具有一条杂交带，&株突变体在相应位置则没
有出现杂交带，而在约 /23处出现两条杂交带，这是
由于 %&’ 基因具有一个 ()’>!酶切位点，!"#$ 基因
被 %&’ 基因置换后，123的 *&+?"@()’>!变成 .条
约 /23的片段，这进一步证实 $’(%的 ) * &号菌株的
!"#$基因已被 %&’ 基因置换。在以下工作中，取 $’(%
的 )号菌株进行试验。
对#!"#$ 突变体的反式互补是将重组质粒

4A-B"$’(%通过三亲本接合导入 $’(%细胞内，得到
接合子 $’(%@4A-B"$’(% .’ 株，作为对照，同时将
4A-C#/导入 $%%&和 $’(%的细胞。

图 / #!"#$突变体的 !"#验证
CDEF/ !"# D>;=8DGDHI8D6= 6G#!"#$ J78I=8K

!"# <;IH8D6=K L;<; 4;<G6<J;> LD89 868IM +,- 6G LDM>:8N4;

K8<ID= $%%& I=> & DK6MI8;K 6G#!"#$ J78I=8 $’(% IK 8;J4MI8;

<;K4;H8DO;MN，!) I=> !. IK 4<DJ;<K，I=> /% HNHM;K 6G >;=I87<I8D6=

I8 P’Q G6< 1% K，I==;IMD=E I8 1%Q G6< /% K，;R8;=KD6= I8 (&Q

G6< . JD=F !"# 4<6>7H8K L;<; ;M;H8<6496<;K;> D= )0’S IEI<6K; E;M F

T：)%%34 +,- MI>>;<；)：$%%&；. * ’：G67< D=>;4;=>;=8 DK6MI8;K 6G

#!"#$ E;=; J78I=8 $’(%

! "# !"#$ 基因不影响细胞的生长繁殖
为了解 !"#$ 基因功能的丧失，是否影响细胞的

生长繁殖，对#!"#$ 突变体 $’(%的生长繁殖进行测
定。以 $%%&作对照，绘制生长曲线（图 ’）。突变体
$’(%的生长曲线与野生型菌株 $%%&基本相同，$’(%
在 ,UVW培养基的生长繁殖速度与 $%%&相比，基本
没有差异，这两株菌株的代时均约为 )01. 9。这表

明 !"#$ 基因功能的丧失并没有影响细胞在 ,UVW
培养基的正常生长繁殖。

图 & #!"#$突变体的 56789;<= 3M68 分析
CDEF& 56789;<= 3M68 I=IMNKDK 6G#!"#$ J78I=8K

B68IM +,- 6G LDM>:8N4; K8<ID= $%%& I=> & DK6MI8;K 6G#!"#$

J78I=8 $’(% L;<; >DE;K8;> LD89 *&+?"@()’>! I=>

;M;H8<6496<;K;> D= )0%S IEI<6K; E;M F +,-K L;<; 8<I=KG;<<;>

86 ,NM6= J;J3<I=;，I=> 9N3<D>DX;> LD89 /.!:MI3;M;>

%&’ E;=; I=> !"#$ E;=; 4<63;KF

T：$+,-@()’>! TI<2;<；)：$%%&；

. * ’：G67< D=>;4;=>;=8 DK6MI8;K 6G#!"#$ J78I=8 $’(%

图 ’ #!"#$突变体 $’(%在培养基 ,UVW的生长曲线
CDEF’ B9; E<6L89 H7<O; 6G 89;#!"#$

J78I=8 D= <DH9 J;>D7J ,UVW

! "$ !"#$ 基因与 %&’产量有关
将 $’(%@4A-B"$’(%、$%%&@4A-C#/、$’(%@4A-C#/

三种菌株接种在含 .S葡萄糖的 ,UV-培养基的平
板上，定性比较 Y!5产量。将平板在 .$Q培养箱培
养 / > 后再见光培养 . >，观察比较菌落大小形态
（图 1）。$’(%@4A-C#/形成的菌落大小形态与 $%%&@
4A-C#/和 $’(%@4A-B"$’(%相比，菌落较小，并且随
着培养时间的延长，圆形菌落往往变得不规则，而

$’(%@4A-B"$’(% 和 $%%&@4A-C/ 这两种菌株形成的
菌落大小形态基本一样，较大较粘稠。这表明
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!!"#$突变体与野生型菌株相比，!"#产量降低，并
且 !"#$ 基因能反式互补该突变体，恢复 !"# 的产
量。

图 $ !!"#$突变体的 !"#检测
%&’($ !)*+&,*-&., ./ !"# 0&123 ./!!"#$ +4-*,-

平板检测表明!!"#$ 突变体 !"# 产量比野生
型菌株 5667降低，为了解!!"#$ 突变体 !"#减少的
程度，采用液体培养基培养菌体后，用乙醇沉淀法提

取 !"#，定量检测!!"#$ 突变体 !"# 的产量。将
5896、5896:;<=>?5896、5667:;<=%@A、5896:;<=%@A
等 7 株菌株分别从 BCD= 平板接种到 E6+< 的
BCDF液体培养基后过夜培养，再将过夜培养物以
EG的接种量分别接种至加有 HG葡萄糖和不加葡
萄糖的 BCDF培养基中，H5I摇床培养 A 3，分别测
定这 7 株菌株的胞外多糖，结果见表 E。菌株在
BCDF培养基培养 A 3后，5896和 5896:;<=%@A的培
养液中 !"#含量约为 EJA +’:+<，而 5667:;<=%@A培
养液的 !"#含量与 5896:;<=>?5896差别不大，约为
H (6 +’:+<；菌株在加 HG葡萄糖的培养基培养时，
!"# 含量较高，5896 和 5896:;<=%@A 的培养液中
!"#含量约为 A ( A +’:+<，而 5667:;<=%@A 和 5896:
;<=>?5896则约达到 $ (K +’:+<，!!"#$ 突变体 !"#
产量与野生型菌株相比，降低 86G左右。

表 ! !!"#$突变体的 "#$产量
%&’() ! "#$ *+)(, -.!!"#$ /01&21

#-L*&,
!"# 0&123:（+’:+<）

BCDF +13&4+ BCDF +13&4+ M HG ’24N.O1
5896 E(A6 P 6(9E A (75 P 6(9H
5896:;<=%@A E(A5 P 6(8H A (HA P 6(8A
5896:;<=>?5896 H(E8 P 6(EH $ (K6 P 6(58
5667:;<=%@A H(6A P 6(69 $ (K9 P 6(99

! P #-*,3*L3 1LL.L

3 45 !"#$ 基因与 6#$合成有关
以上结果证实 5667菌株的 !"#$ 基因与 !"#的

产量有关，为证实该基因也参与 5667菌株的 <"#合
成，分别提取 5896、5896:;<=>?5896 和 5667 三种菌
株的 <"#，以 #Q#R"=D!凝胶进行电泳，电泳图见图
9，结果表明 5896 的 <"# 电泳图谱与 5667 相比，发

生了变化，而 5896:;<=>?5896 和 5667 的电泳图谱
基本一致，这证实 5667 菌株的 !"#$ 基因参与 <"#
的合成。

图 9 <"#电泳分析图
%&’(9 #Q#R"=D! ’12 121N-L.;S.L1O&O ./ <"#

E：5896；H：5667；A：5896:;<=>?5896

3 47 !"#$ 基因的基本特征
5667菌株的 !"#$ 基因 T@%全长 EA5AU;，利用

U2*O-,程序将该基因与 D1,F*,V 的 3*-*U*O1 的 QB=
序列作同源比较发现，5667菌株的 !"#$ 基因与 %##
=>??AAKEA菌株和 %## FE66菌株的 !"#$ 基因（DW：
HEEEE8K5，E76K6769）分别具有 E66G和 KKG的一致
性。!"#$ 基因首先从 FE66 菌株中克隆到，功能研
究发现该基因参与 FE66 菌株 <"# 的 TR抗原合成，
但并不影响 !"# 的合成［9］；=>??AAKEA 是 %## 的另
一菌株，于近年已完成了全基因组测序，但对其

!"#$基因功能的研究未见报道，只是根据 FE66菌株
!"#$基因研究结果进行注释［E$］。根据 5667 菌株
!"#$基因序列推测其编码产物是一个 7$E 个氨基
酸残基组成的蛋白质，该蛋白质的预测分子量为

8EJ8VQ，等电点为 5 ( AH。对该产物进行同源比较发
现，该蛋白与新月柄杆菌（?*42.U*N-1L NL1ON1,-4O）的
<"#合成相关基因 2;O!和大肠杆菌 TK（& ( #’() TK）
的 <"#合成相关基因 T@%967演绎的编码产物均有
77G的相似性［E9，E5］。对该产物的功能域进行分析，
发现该蛋白质具有第 E家族糖基转移酶的功能域，
位于第 H7E X 7A$ 个氨基酸残基组成的区域。这表
明 !"#$ 基因可能编码一个第 E家族糖基转移酶。

8 讨论

Y.LS.2-1L等从 %## FE66菌株克隆和鉴定了一簇
共 E8个与 <"#合成有关的基因，!"#$ 基因是该簇
基因中的一个，Y.LS.2-1L等对 FE66菌株的两株!"#$
基因 >,8RFH6不同插入位点的突变体的表型进行分

E577期 陆光涛等：野油菜黄单胞菌野油菜致病变种 5667菌株 !"#$基因与 !"#的产量有关



析，发现这两株突变体的 !"#电泳图谱与野生型菌
株相比，发生了变化，因此认为 !"#$ 基因参与 !"#
合成，但由于这两株突变体所形成的菌落大小形态

与野生型菌株 $%&&相比，基本没有差异，因此认为
该基因与 ’"#的合成无关［%(］。而在本课题组所分
离到的 ’"#合成减少的突变体中，发现两株突变体
是 !"#$ 基因的 )*(%&’$(插入突变体，这两株突变
体在含 +,葡萄糖的 -./0平板上形成的菌落大小
形态与野生型菌株 1&&2 相比，较小且不规则，对
1&&2菌株的 !"#$ 基因进行缺失和功能互补分析，
证实 !"#$ 基因与 1&&2 菌株的 ’"# 的合成产量有
关。这表明 1&&2 菌株的 !"#$ 基因除了与细胞的
!"#合成有关外，还与 ’"#的合成产量有关。
对 !"#$ 基因的序列分析发现，该基因编码产物

具有第 %家族糖基转移酶的功能域，表明该基因可
能编码一个糖基转移酶。第 %家族糖基转移酶的功
能是将糖基转移至各种不同的底物如肝糖元、34磷
酸果糖、脂多糖等，参与细菌的胞外多糖、脂多糖核

心区、粘液多糖等细胞表面多糖的合成。在本工作

中发现 1&&2菌株的 !"#$ 基因与 ’"#的合成产量有
关，这可能是 !"#$ 基因失活后，直接影响 ’"#合成
过程中某一糖基转移的反应，从而影响 ’"#的合成
产量；也可能是 !"#$ 基因失活后，!"# 的合成受影
响，使得细胞的膜蛋白和分泌系统蛋白的正确组装

或者细胞的信号转导等受影响，从而影响 ’"#的转
运和分泌。因此，1&&2 菌株的 !"#$ 基因在 ’"# 合
成过程中的具体作用方式，以及为何 !"#$ 基因在不
同菌株间引起不同的表型变化等问题有待进一步研

究。

两株 !"#$!)*(%&’$(突变体的 ’"#合成均减
少，但一段包含完整的 !"#$ 基因的 5-0片段却不
能互补 !"#$!)*(%&’$(突变体 &+%6%+，恢复突变体
’"#的产量，这是由于转座子 )*(%&’$(对细胞的诱
变是极性突变，)*(%&’$( 插入细胞的染色体后，除
破坏插入位点基因外，还阻断与该基因同一操纵子

的下游基因的表达。因此，)*(%&’$( 插入 !"#$ 基
因，不但破坏了 !"#$ 基因，使 !"#$ 基因不能转录，
而且还阻断了与 !"#$ 基因同一操纵子的下游基因
如!"#(、!"#)、!"#*等基因的转录，因此单个 !"#$
基因不能恢复 !"#$!)*(%&’$(突变体的 ’"#产量，
这表明在与 !"#$ 基因同一操纵子的下游基因中还
有一些基因与 ’"#的合成产量有关。但至于在 !"+
#$基因的下游还有哪些基因与 ’"#的合成有关，我
们将另文发表。
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!"#$%&，!""!，!"#：#$% & #’(
［)*］ +,-./ 0，1/23 45 678932:2;.32<9 <: =2><><=?@.;;A.-278 B .932C89 @?9D

3A8@2@ C898@ -8EF2-87 :<- .33.;A/893 <: 3A8 1D=.?8- <: ’"$()*"+#&% +%&,-

+&.#$, 5 /0+%)*0)()12，!"")，"!#：)#$) & )#’"

［)G］ 1FC2?./. H，I27< J，K<L<;A2 H &# "( 5 M898-.32<9 <: 3,+4&%0+40" +)(0

B%. @8-<3?>8，. @FN3?>8 <: 3 5 +)(0 B%，N? 3-.9@:8- <: 3A8 5*! C898

;=F@38- <: 6(&*,0&((" B( 293< 3 5 +)(0 O2. -8;</N29.32<95 7 8"+#&%0)(，

)%%G，"$%：!**$ & !**G

&’( )(*( !"#$ +, %&’()*+*’&, #&+-.,(/0, -./ #&+-.,(/0,
$%%! 01234* 5*.+6.(7 4* 890 :4(67

PQ MF.9CDH.< H+JM 42DP2.9C! RS6 MF.9CDJ29C TS K<9CDU2.9C VTSJ W.<D1A.9
（ 9.,#0#$#& ): /)(&+$("% 1&.&#0+,，;$".1<0 =.0>&%,0#2，!"..0.1 $("""$，’40."）

;<=123>1 ?".#4)@).", +"@A&,#%0, >O5 +"@A&,#%0,（?++），3A8 >.3A<C892; .C893 <: N=.;L -<3 72@8.@8 29 ;-F;2:8-<F@ >=.93@，>-<7F;D
8@ =.-C8 ./<F93 <: 8X3-.;8==F=.- ><=?@.;;A.-278（S01），,A2;A A.@ :<F97 ,278 .>>=2;.32<9@ 29 297F@3-? 5 Y<- 3A8 C-8.3 ;<//8-;2.=
O.=F8 <: 3A8 X.93A.9 CF/，/.9? <: 3A8 C898@ 29O<=O87 29 S01 N2<@?93A8@2@ A.O8 N889 ;=<987 .97 3A8 /8;A.92@/ <: S01 N2<@?9D
3A8@2@ .=@< A.@ N889 @3F72875 69 <-78- 3< ;=<98 C898@ 29O<=O87 29 S01 N2<@?93A8@2@，?++ ,2=7D3?>8 @3-.29 G""# ,.@ /F3.C892Z87
,23A 3-.9@><@<9 H9$1$,B$，.97 . 9F/N8- <: S01D78:8;32O8 /F3.93@ ,8-8 2@<=.387 29 <F- >-8O2<F@ ,<-L5 HA8 H9$1$,B$ 29@8-387
@238@ <: 3A8@8 /F3.93@ ,8-8 =<;.387 N? F@29C 3A8-/.= .@?//83-2; 2938-=.;87 0V[，.97 -8@F=3@ @A<,87 3A.3 3,< S01D78:8;32O8 /F3.D
93@ ,8-8 29@8-32<9 /F3.93@ <: 3A8 C898 5<+B ,A2;A 29O<=O87 29 =2><><=?@.;;A.-278（P01）N2<@?93A8@2@ 5 HA8 C898 5<+B 29O<=O87 29
=2><><=?@.;;A.-278 N2<@?93A8@2@ NF3 7<@8 9<3 8X3-.;8==F=.- ><=?@.;;A.-278 29 <3A8-@’-8><-3 5 5<+B"H9$1$,B$ /F3.93 "!)V)!，
3A8 ><=.- /F3.93，,.@ ;</>=8/89387 ,23A -8;</N29.93 >=.@/27 >P+HVG$*" A.-N<-29C .9 293.;3 5<+B C898 29 3A2@ ,<-L，NF3 3A8
?28=7 <: S01 <: 3A8 5<+B"H9$1$,B$ /F3.93 ,.@ 9<3 -8@3<-875 69 <-78- 3< 278932:? 3A8 :F9;32<9 <: 5<+B C898 <: ?++ G""# @3-.29，
3A8 C898 5<+B ,.@ 78=8387 N? C898 -8>=.;8/893 @3-.38C?，.97 3A8 9<D><=.- /F3.93 <: 5<+B ,.@ <N3.29875!5<+B /F3.93 @3-.29，
9./87 ?++ G$*"，,.@ ;<9:2-/87 N? F@29C N<3A 0V[ .97 @<F3A8-9 .9.=?@2@ 5 W8@278 3A8 P01 N2<@?93A8@2@ <:!5<+B /F3.93 ,.@ .:D
:8;387，HA8 S01 ?28=7 <:!5<+B /F3.93 @3-.29 -87F;87 N? $"\ .@ ;</>.-87 ,23A 3A8 ,2=7D3?>8 @3-.29 G""# 5!5<+B /F3.93 ;<F=7
N8 ;</>=8/89387 29 3-.9@ ,23A 3A8 293.;3 5<+B C898，.97 3A8 S01 ?28=7 <: 3A8 /F3.93 ,.@ -8@3<-875 HA8 ;</N2987 7.3. @A<,87
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