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马铃薯青枯细菌基因文库构建

研究及胞外多糖基因克隆

康耀卫 毛国璋 何礼远

�中国农科院植物保护研究所 北京 �������
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植 物 细 菌 性 青 枯 病 ��
������口

��
�

����������“ � �
·

�
�

�川����是一种重大 的细

菌性病害
，

在我国每年都可 以造成很大损

失
。 ，

长期以来对此病害缺乏有效的防治办

法
，

其原因之一是对其致病机制还没有本质

的了解
。

构建基因文库是分析克隆病原细菌

与致病性有关的基因重研究病原菌同寄主植

物相互作用机制的重要基础
。

本研究先用我

国马铃薯优势小种 �号为材料
，

以具有广寄

主范围转移柯式质粒 �������为载体
，

构

建了马铃薯青枯菌的基因文库
，

并从中克隆

了青枯菌胞处多糖的基因
，

为进一步研究青

枯菌的致病基因奠定了基础
。

� 材料与方法

菌株和质粒的特征及来源见表 �
。

�� 试剂和缓冲液

限 制 性 内 切 酶 ���且
，

�����
，

��
���

，
����

，

�������
，
��� 消解酶

，

几 连接酶
，

人 噬菌体外壳蛋 白物来源 于

������
，

蛋 白酶 �
，

溶菌酶
，

碱性磷酸酶
，

氯化艳
，

低融点琼脂糖和 �����十六烷基

三甲基嗅化钱�是华美生物工程公 司进 口分

装产品
，

其它试剂均为国产分析纯
。

��� 培养基和抗生素

植物青枯菌于牛肉汁液体或固体培养基

��
�

�� 牛肉膏
，
�

�

��蛋白膝
，
��葡萄糖

，

�
�

��� 酵
一

母膏�在 ��℃ 条件下培养
，

大肠

杆 菌采 用 �� 液体或 固休 ��� 蛋 白陈
，

�
�

��酵母膏
，

�� �����培养基在 ��℃条

件 下 培 养
，

需 要 时 卡 那 霉 素 用 量 为

������一
，

四环素 ��拼����
�

用于基因文

库保存的 ������� 培养液成分为 ��蛋 白

陈
，

�
�

�� 酵 毋 膏
，

��������
，

����甘

油
，

��� 乙酸钠
，

��� � �����，

����

������，
��� ����

�，
�������

�
�
��� 。 。

用 于基因互补试验的培养基为基本培养基

��
。

��� 总体 ��� 的提取

�����生长 ��小时的青枯菌株 ���，
在

�����离心 ��分钟
，

菌体细胞悬浮在 �
�

���

�� 缓 冲液 中
，

加人 �
�

���������和 ��拜�

�������蛋 白酶 � 在 ��℃条件下反应 �

小 时
。

加 人 �
�

��一�� ����和 �
�

���

����� �������� ���� 于 �
�

�� ����

中�在 ��℃ 下反应 �� 分钟
�

然后采用苯

酚 � 氯仿除去 蛋 白
，

最 后 用 异丙醇 沉淀

���
。

��� 溶解 ��缓冲液后
，

于 �℃条

件下透析 �� 小时
。

��� 柯式质粒 �������的提纯

生 长 �� 小 时 的 大 肠 杆 菌 ���一 ��含

��������经 溶 菌 酶
、

��，��� �一 ��� 裂解
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后
，

采 用 ���一 ���� 沉 淀 ���
，

在

������� �����一 �进行超速离心 �小时
，

用 �� 号针头把下层的质粒带取出
，

经正丁

醇除去澳化乙锭
，

经 ��缓冲液透析过的质

粒 ��� 即可用于酶切
。

�
·

� ��一����长度 ��� 片段的制备

参考了 ��������
�
等标准方法建立内切

酶 ����� 部分水解 ��� 成 ��一 ����的最

佳反应条件
，

依照此反应条件水解 ���一

���雌 的总体 ���
，

反应结束后用苯酚及

氯仿进行抽提并用异丙醇沉淀 ���
，

最后

溶于 ���月 ���缓冲液中
�

这些样品在 �℃

条件下经过 �
，

��低融点琼脂糖凝胶电泳过

夜分离
，

回收 ��一 ����的 ��� 片段
�

表 � 菌株与质粒的来源和特征

菌株及质粒 来 源

��‘ � 马铃薯野生型青枯菌株生理小种 �号

��� 诱变 ���，
后获得的胞外多

糖缺失突变株

本实验室

�一
，
�‘ ，

�，
，
�一� 本实验室

�一�一
大肠杆菌 ���

，
���一� ���

，
����一，

����
十，����

，
��一�

������ ����� ������

澳大利亚莫

纳石大学

�������
柯式质粒 ������

，

编码 �� 区域

具有单一的限制性内切酶 ����酶切位点

澳大利亚

莫纳石大学

��一��
，
�卜�，等 插有外源 ��� 片段的质粒 ������� 本实验室

�� 载体的制备

用过量的内切酶 �����完全水解大约

��拼�的 �������后
，

采用苯酚
、

氯仿抽提

水解后 的样 品除去和失活 内切 酶 �����
，

并用 乙醇沉淀 ���
，

溶解于 ���川 �� 缓

冲液中
，

再用碱性磷酸纯化其粘性末端
�

��� 连接和包装

取制备好的 �
�

知�质粒载体 �������

同�
�

�“ ���一 �����仁段总体 ��� 混合
，

加

入 ��连接酶及缓 冲液
，

使最后 的总体积为

��川
，

在 ��℃ 条件下反应过夜
，

加 �川 上述反

应液于一个标准的人外蛋 白壳混合物中
，

在

��℃反应 �小时
，

再加人 �
�

������ 缓冲液

��
�

�� ���一
，
�

�

��� ����
，
�������

�
�和 �

滴氯仿
。

�� 侵染与保存

包 装 后 的 反 应 物 ��川
，

加 入

�
�

������ 和 �
�

���生长在含有 ����麦芽

糖 �� 液体培养基 的大 肠杆菌 ���一，
，

在

��℃ 下作用 �� 分钟后
，

加人 ����� 液体

培养液
，

��℃ 下作用 �� 分钟
，

最后在含有

四环素的 ��平板培养基上涂布
，

挑取单个

菌落
，

进一步测定对卡那霉素的敏感性
，

从

中筛选出对卡那霉素敏感的并抗四环素的克

隆
，

保存在 �� 孔细胞培养板上
。

��� 胞外多糖基因克隆的筛选

取 �
�

����� �����������青枯菌胞外多

塘缺失突变株的菌悬液
，

均匀涂在含四环素

的 �� 平板上
，

然后采用影印法分别以每

皿 �� 个柯式质粒克隆影印在上述 �� 平板

上
，

��℃下培养 �一 �天
，

观察胞外多糖产

生情况
。

� 试验结果

�
�

� 马铃薯青枯菌 ����
总体 �����一

����片段的制备

���雌 的总体 ��� 经过 ���
单位的

����� 水解 �小时
，

完全 可 以得到大部分

����的 ��� 片段
。

结果见图 �
。

��� 载体的制备

��月� 的 ������� 经 ��料 的 �����
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图 � ����的 ��� 片断

� � 又���
一

�����

�� �� 单位 ��
��� 酶解青枯菌总体 ����� 分钟�

�
‘ � 一�单位 ����� 酶解青枯菌总体 ��� 一小时�

�� �����酶切人 ���
�

酶切后
，

经 电泳 只 出现一条大约为 ����

带
，

而对照末经 ���且酶切的 ������� 由

于 构 象 不 同 则 出现 了 �条 带
。

线性 的

������� 经 ���拌 的碱性磷酸酶处理后
，

不

能自身连接成环
，

结果表明试验所制备的载

体是符合构建基因文库的要求的
。

��� 连接与包装

制备好的外源 ��� 片段同载体质粒混

合后
，

在 �。
连接酶的作用下

，

就可以把外

源 ��� 连接到载体质粒上
，

得到一个大约

为 ����左右的重组质粒
，

这样大小的重组

质粒是具备被人外壳蛋白包装的条件的
，

而

过分大于或小于 ��一 ������� 片段虽然

有可能被连接于载体上
，

但这样的重组质粒

是不可能被人外壳蛋白所包装的
，

也就不具

备侵染大肠杆菌的能力
，

因此在侵染大肠杆

菌后
，

会被 自然淘汰掉
。

但也有一种可能是

两个载体质粒被连接酶连接后
，

成为 一个

����左右的重组二聚体质粒
，

它有可能被

人外壳蛋白包装后侵染大肠杆菌
。

但是这样

的重组质粒由于没有外源 ��� 的插人
，

其

对卡那霉素的抗失就不会丧失
，

经过在含有

卡那霉素的平板上筛选
，

就可以去掉这一部

分克隆
。

��� 筛选青枯菌胞外多糖的基因克隆

通过基因互补试验
，

从青枯菌的基因文

库中筛选出了多个克隆
，

可以使青枯菌的胞

外多糖缺失突变株恢复产生胞外多糖的能

力
，

这表明这些基因克隆所包含有的外源

表 � 柯式质粒克隆互补胞外多糖缺失突变株恢复

产生胞外多糖的情况

胞外多糖缺失突变株
重组柯式质较 一

���
�

一—一一
� �

一一

——
�

—
� �

——
�

�

—
�一 �� �， �一�

�州
， 十 � 一 一

��� � 一 � 一

�〕
一， 十 � � �

�，一�， 一 一 � �

��卜�� 一 一 � �

��一� 一 一 � �

�引 一们 一 一 一 十

��诵。 一 一 一 �

��
一�� 一 一 十 十

��卜〕� 一 一 一 �

�，
一， 一 十 一 一

�」�一�� 一 � 一 一

�川 一�� 一 十 一 一

注� 十代表产生胞外多糖� 一代表不产生胞外多搪
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戈‘心‘
、，
��犷必必 岭必

各令

经 验

交 流 膨大素在马铃薯上的应用

‘八
口

卜必‘心﹄奈

忿的� 。 �� 店

王春珍 李荫藩 樊民夫 丰秀珍 杨如达

�山西省农科院高寒区作物研究所 大同 ����以�

膨大素是 一 种植物生 长 调节剂 的复

配剂
，

它能提高马铃薯光合效率
，

可将较

多的光合产物运 送 到 马铃薯块茎 内
，

提

高经济系数
。

近年来
，

江苏
、

四 川
、

云

南等省在甘薯上应用面积较大
。

����年

山西省开 始引进并在 马铃薯上应 用
，

我

们于 ����年和 ����年两年在 山西省广

灵县
、

浑 源 县进行 了试验示 范
，

增产效

果较好
，

一 般增 产 �� � 以上
，

大薯率提

高 �� 以上
。

现将试验总结如 下
。

材料和方法

�� 供试材料

供试品种晋薯 �号
，

膨大素由山西农科

院玉米研究所提供
。

�� 试验设计

试验在广灵县曹庄村马铃薯基点进行
，

土壤质地为沙壤
，

肥力中等
，

前茬作物为黍

子
。

试验小 区而积 住��亩
，

重复 �次
，

随

机排列
，

分以 「两组处理
。

沉弓二六冷 沈军‘ 嗽孕匕 ，潜乌 公户匕公洲吕嗽宇汤 ，弓�职井，谓‘ 嗽谓‘ ，污�裕匕 俄子笠 ，泞乌�孚场 ，洲‘ 嗽宇匕 ，污二‘ 贾买二，污匕袱乌分， 价洲二 ” 址‘ ，污乌 ，分场 窗�冶 二“ 洲二‘ ” 乡 沉澎‘ ，泞匕 ，污匕 ” 谓二公买‘ ，矛�分匕 ，污匕

��� 片段是青枯菌控制产生胞外多糖的基

因
。

结果见表 ��

恢复产生胞外多糖的能力
，

这说明青枯菌的

胞外多糖的产生是由多个基因控制的
。

� 讨 论 参 考 文 献

若以大肠杆菌染色体 ��� 的长度 ��

��、 �来假设 为青枯菌 ���，
基 因组 的长

度
，

由于 柯 式 质 粒 �������插 人外 源

��� 的片段是 ���即 �
�

�� ������
，

依据

� �

落琪二其可 以计算出在基因文库中能
����一 � �

代表青枯菌 ���的染色体所需要 的重组数

为 � 二 ������ ���
，

因此本试验所挑取 的

���� 个克隆是可以包含青枯菌的 ���染色

体信息的
。

从表 �的结果可以看到
，

没有任何一个

克隆
�
�以互补所有供试胞外多糖缺失突变株

� 何礼远
、

华静月
、

张长龄 我国细 菌性青枯病发生及

防治 植物保护
，
����

，
� ��� ��� ��

� 吴鹤龄
、

林锦湖
�

遗传学实验方法和技术
�

高等教育出

版社
， 】���

� � ����� � � ���������� � � ���一� ������� ������

��� ��� �陀�������� �� ���之�行�� �����记�
�

����

�������
，
���� ��������一 ���

� � ��一���一� �� ��
�

� �������� ���� 一�� � � ����������

���������������������� ���������� ����������

������� � ����

���
�，一���� � ������������ � �

�

���一���������� ��

�一�� ���������卜�����‘ ��������
�

� �������� ���
�

����
，

吕�����、
，

����

� ���� � � ���� ���飞�飞��� ��� ���������������� �� �
�

�“ ���� �一����� ����� ��� � ��� ���������
，

����
，

�������� ���


