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桑青枯病病原G12-9内切葡聚糖酶基因的克隆和分类
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摘要:桑青枯病是一种土传性细菌病害,从广东省桑园发生青枯病的桑树根部分离得到1株病原菌G12-9;经鉴定确定该

菌为青枯菌(Ralstoniasolanacearum),该病原菌在TZC固体培养基上呈圆形及不规则圆形,菌落中央呈现淡红色,革兰

氏染色成阴性。对G12-9分离株内切葡聚糖酶基因的克隆、序列测定及聚类分析结果表明,桑青枯菌G12-9内切葡聚糖

酶属于糖基水解酶家族12。青枯菌最重要的致病性分泌系统为Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型分泌系统,内切葡聚糖酶属于细菌Ⅱ型分泌

系统,内切葡聚糖酶对于青枯菌的定植及寄主植物的致病性有着非常重要的作用,明确该酶在糖基水解酶家族的分类地

位对桑青枯病的防治具有重要意义。
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桑青枯病是由青枯菌(Ralstoniasolanacearum)引起的一种土传性细菌病害,又称细菌性青枯病、疽桑、瘟
桑,是一种典型的维管束病害;它广泛分布于热带、亚热带及温带地区,受之感染的宿主涵盖单子叶植物和双子

叶植物,且蔓延速度快,一旦爆发便可造成不可逆转的危害[1]。该病在中国最早发现于广东省[2]。青枯菌复合

体系具有群体复杂性,菌体能够快速适应环境及新的宿主[3]。它的致病机制也已经成为当前的研究热点,目前

发现内切葡聚糖酶(Endoglucanase)在细菌的致病性中发挥了重要作用,因此在青枯菌复合体系中它也是确定菌

种亚分类的一个重要基因[4]。
内切葡聚糖酶与外切葡聚糖酶及β-葡萄糖苷酶同属于纤维素酶系统[5],它们能够分解纤维素最终产生葡萄

糖,由于内切葡聚糖酶能够协同其它两类酶发挥重要的生化过程,在食品、中药、纺织等轻工业应用中具有重要

地位[6-7]。内切葡聚糖酶属于糖基水解酶类,糖基水解酶是原核生物及真核生物新陈代谢的关键酶之一,基于氨

基酸序列可将糖基水解酶类划分为35个家族,内切葡聚糖酶分属于糖基水解酶的6个家族,这6个家族分别是

糖基水解酶家族5、6、7、8、9、12[8]。
本研究对桑青枯病病原菌株G12-9内切葡聚糖酶基因进行了扩增、克隆、序列测定及聚类分析,确定了该酶

在糖基水解酶家族中的分类地位,从而为桑青枯菌致病性的研究、青枯病的检疫检测及疾病控制提供理论依据。

1材料与方法

1.1供试菌株

G12-9由广东省农业科学院蚕业与农产品加工研究所提供,采集于广东英德。

1.2病原菌的分离纯化及培养性状观察

利用TZC鉴别培养基(蛋白胨10.0g、酸水解酪蛋白1.0g、TTC0.05g、葡萄糖10.0g,H2O1L,pH值为

6.8~7.0)分离青枯菌,28℃下培养3~4d观察性状。TZC培养基中含有的TTC可与青枯菌发生生化反应,使
之在该培养基上呈现典型的流动、平滑、带白色晕圈的红色菌落,可特异性区分青枯菌和其它细菌[9]。

1.3病原菌的形态观察及检测

细菌染色试验采用革兰氏染色,按结晶紫、蕃红染色法进行[10]。
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1.4病原菌的分子检测

1.4.1桑青枯菌基因组DNA的提取 挑取TZC板上单菌落接种到200mLTZC培养液中,在30℃的振荡培养

箱中,以150r/min振荡培养16h,然后3000r/min离心收集菌体。采用TIANGEN细菌基因组DNA提取试

剂盒提取基因组DNA,用1%琼脂糖电泳检测提取的DNA质量。

1.4.2PCR扩增及产物回收 引物序列及PCR反应条件如表1所示。PCR反应在50μL体系中进行,依次加

入以下试剂:上游引物及下游引物各1μL,DNA模板1μL,10×PCRbuffer5μL,dNTPMixture4μL,Mg2+3

μL,Taq0.5μL,ddH2O34.5μL。反应程序:94℃持续5min,94℃持续30s,58℃持续30min,72℃持续1
min,共30个循环;72℃持续10min。PCR后产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测,符合要求则用OMEGA琼脂糖

DNA回收试剂盒进行目的片段纯化回收。

表1 引物序列

引物名称 引物序列 片段大小/bp 退火温度/℃

egl
5′-GACACCACGACCCTGAAGAC-3′
5′-GCATCGAATTGGGCTCGTTC-3′

649
59.50
57.45

1.4.3目的片段克隆,测序和聚类分析 取3μL目的片段连接到pMD19-TVector载体上,16℃连接过夜,连接

产物转化至E.coliDH-5α感受态细胞中,用含有Amp(100μg/mL)、X-Gal(20mg/mL)的LB固培养基上进行

蓝白斑筛选,检测为阳性克隆的片段经液体培养基大量培养并提取重组质粒。阳性克隆送至南京金斯瑞生物公

司进行序列测定,每个菌株测定3个阳性克隆,保证测序结果的可靠性。测序后的序列通过生物分析软件 MA-
GA5用N-J法建立系统进化树并进行序列分析。

2结果

2.1病原菌分离纯化培养性状

分离所得菌株 G12-9在 TZC固体培

养基上生长,24、48h时均没有菌落出现;

72h时出现菌落,菌落较少,呈现白色;培养第4d菌落布满整个TZC培养基,生长速度明显加快,菌落呈圆形及

不规则圆形,白色,略隆起,菌落中央呈现淡红色周围白色较宽;培养第5d时,随着培养时间的延长菌落红色区

域越多,菌落越大,明显隆起(封三彩图1)。经革兰氏染色在1000倍油镜下观察,G12-9呈短杆状,菌体并列、堆
状或分散排布,偶见短链状排列,经鉴定该菌为青枯菌[11-12]。

2.2内切葡聚糖酶基因的克隆测序及聚类分析

2.2.1PCR扩增 扩增所得菌株G12-9的内切葡聚糖酶基因片段大小为649bp,与目的片段大小一致(图2)。

2.2.2内切葡聚糖酶基因分子克隆 通过蓝白斑筛选,随机挑取12个白斑外加阴性对照及空白对照进行PCR
验证及电泳检测,G12-9内切葡聚糖酶基因的阳性克隆为:2、3、5、6、7、9、11、12,如图3所示。提取质粒并测序。

2.2.3内切葡聚糖酶的聚类分析 系统进化分析表明桑青枯菌G12-9内切葡聚糖酶与其它青枯菌落在同一分

支,同时与棘孢曲霉(Aspergillusaculeatus)的亲缘关系最近(图4),属于糖基水解酶家族12。

  注:M:DL5000DNA marker;1:
G12-9内切葡聚糖酶基因片段。
图2 桑树青枯病病原菌G12-9内

切葡聚糖酶基因的PCR扩增产物

   注:M:DL5000DNAmarker;1~12泳道:目的片段检测结果;13:阴性对照;14:空白对照。

图3 桑树青枯病病原菌G12-9内切葡聚糖酶基因克隆菌落PCR核酸电泳图

3讨论

内切葡聚糖酶属于细菌6个分泌系统[13]中的Ⅱ型分泌系统,青枯菌最重要的致病性分泌系统为Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型

分泌系统[3]。Ⅱ型分泌途径广泛存在于植物、动物和人类病原细菌中[14]。它是革兰氏阴性菌中的常规代谢途

径,能够向细胞外分泌植物细胞壁降解酶,运动性相关蛋白、附着蛋白,趋氧性传感器、多种纤维素酶及毒力因子

等,这些胞外蛋白毒力因子能够破坏宿主细胞、组织系统最终发挥致病性[3,15]。Ⅱ型分泌系统主要以分泌途径转

膜蛋白(GSP)基因簇为中心,通过二步转移将蛋白从细胞内运输到细胞外[16]。越来越多的研究发现Ⅱ型分泌系
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图4 内切葡聚糖酶蛋白质系统进化树

统在病原感染宿主及致病过程

中发挥着重要作用。导致植物

青枯病萎蔫症状的主要因素是

胞外多糖(EPS),但内切葡聚糖

酶也有助于致病性的产生,该酶

的基因突变可导致细菌毒性的

丧失或减弱,这也表明内切葡聚

糖酶对这些细菌的毒性是至关

重要的[17]。除了青枯菌还包括

胡萝卜软腐病菌((Erwiniaca-
rotovorasp.carotovora)、马铃

薯黑胫病菌(Erwiniacarotovo-
rasubsp.atroseptica)、玉米细

菌性茎腐病菌(Erwiniachry-
santhemi)、甘 蓝 黑 腐 病 菌

((Xanthomonascampestrispv.
campestris)、水 稻 白 叶 枯 病 菌

(Xanthom onas oryzae pv.
oryzae)等[16],内切葡聚糖酶在这些病原的侵染和毒力方面都发挥着重要的作用。

桑青枯菌内切葡聚糖酶属于糖基水解酶家族12,糖基水解酶家族12的酶催化的质子供体是Glu,受体是

Glu,遵循保持机制。蛋白的高级结构常常比氨基酸序列更具有保守性,某些蛋白家族根据结构相似性可以被分

为不同氏族,糖基水解酶家族12属于氏族c,典型结构为β-果冻卷(β-jellyroll)。桑青枯菌内切葡聚糖酶基因开

放阅读框均含有信号肽、催化结构域、碳水化合物结合元件和连接区的编码序列。内切葡聚糖酶能够分泌到细

胞外,桑青枯菌通过该酶降解植物细胞壁而进入植物。因此,内切葡聚糖酶对于青枯菌的定植及其对寄主植物

的致病性有着非常重要的作用,明确桑青枯菌内切葡聚糖酶在糖基水解酶家族的分类地位对该病的防治有着重

要意义。
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CloneandClassificationofEndoglucanaseGene
ofMulberryBacterialWiltPathogenG12-9

MIAOXue1,TANGCuiming2,DANGXiaoqun1,ZHOUZeyang1,WANGLinling1

(1.DepartmentofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331;

2.GuangdongAcademyofAgriculturalScienceSericultureandAgriculturalProcessingInstitute,Guangzhou510610,China)

Abstract:Mulberrybacterialwiltpathogenisasoilbornebacterialdisease,apathogenG12-9wasisolatedfromtherootofmulberry
whichwasinfectedbacterialwiltplantdiseasefrommulberryfieldinGuangdongprovince.ThispathogenonTZCsolidmediumwas
roundedorirregularround,thecolonycentercolorshowedpink.ItwasanegativeGramstrain.ByendoglucanasegenewithinG12-
9isolatecloning,sequencingandclusteranalysis,mulberryRalstoniasolanacearum G12-9endoglucanasebelongingtoglycosyl
hydrolasefamily12.ThemostimportantpathogenicitysecretionsysteminR.solanacearumareⅡ,Ⅲ,Ⅳ,endoglucanasebelongs
toT2S.Itplaysanimportantroleoncolonizationandhostinfection,soitisverysignificantforthediseasepreventionandtreatment
byclearingmulberryR.solanacearumendoglucanasepositionintheclassificationofglycosylhydrolasefamily.
Keywords:mulberrybacterialwilt;Ralstoniasolanacearum;endoglucanase;classification
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