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野油菜黄单胞菌野油菜致病变种中一个与

!"#合成有关的新基因的鉴定
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摘 要 利用转座子 4:61)&;6对野油菜黄单胞菌野油菜致病变种（3+$/"(4($+& 0+45%&/*#& <,* 0+45%&/*#&，简称 300）
野生型菌株 5%%2进行诱变，分离到一批胞外多糖（=>?）合成减少的突变体。采用 4;@A1>BC（DE-0.8) 8FG..-D0HI H:D-01
)8I-J >BC）分析突变体的 4:61)&;6插入位点，发现其中一株编号为 !6!K%"的突变体的插入位点位于 300 5%%2菌株
的基因组编号为 LB&#"6的 MC7内，该 MC7功能尚未见报道。序列分析表明，该 MC7演绎的编码产物与 6%**+/#+
4+*0%&0%$&的 78/3基因和 9,%:&#%,,+ 5$%)4($#+%的 ;++<基因演绎的编码产物分别具有 6$N和 6%N的相似性，并具有
第 $家族糖基转移酶的功能域，因此暂将该 MC7命名为 ;+=< 基因。用同源双交换方法构建了 ;+=< 基因的缺失
突变体，并采用 >BC和 ?(ODE-0:杂交的方法对突变体进行了验证。;+=<基因缺失突变体在营养丰富培养基的生长
繁殖不受影响，但其 =>?产量与野生型菌株 5%%2相比，降低 &6N左右，并且一段 >BC合成的包含 ;+=<基因的 K+;
片段能反式互补 ;+=<基因缺失突变体，恢复缺失突变体的 =>?产量，表明 300 ;+=<基因与 =>?的生物合成有关。
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野油菜黄单胞菌野油菜致病变种（3+$/"(4($+&
0+45%&/*#& <,* 0+45%&/*#&，简称 300）是十字花科植物
一种重要病原菌［!］，它所产生的胞外多糖（=9D08I-)1
)O)80 <()GF8IIE80HJ-，=>?）又称黄原胶（L8:DE8: QO.），
具有独特的流变性、良好的水溶性、对各种盐类良好

的相容性以及对酸、碱、热稳定，在石油、食品、纺织

等多个行业用作增稠剂、乳化剂、稳定剂等［$，&］。

300 的 =>?的生物合成包括五个阶段：!R 将单
糖分子转化为糖核苷等衍生物前体；$R 将五糖亚基
顺序组装到细胞内膜的多聚异二烯醇脂载体上，形

成五糖重复单位；&R 甘露糖残基的乙酰化和丙酮酰
化；2R 五糖重复单位的聚合；6R 聚合物的分泌［2 S 3］。
目前已知染色体的 =5&!，=5&"，=5&#区域和一个
&6R&T/基因簇的基因编码产物与糖核苷等衍生物
前体的形成有关［5，"］，而 =5&$区域即 1)4 基因簇编
码产物与“五糖单元”的顺序性组装、残基修饰、重复

单元间的聚合以及 =>?的分泌有关［!% S !$］。
=>?产量除了受培养基组分及培养条件影响

外，目前已知 *5-、0,5、5#1. 等基因能正向或负向调
控其生物合成［!& S !3］。

本项研究利用转座子 4:61)&;6 对 300 野生型
菌株 5%%2进行大规模诱变，分离到一批 =>?合成减
少（=>?1）的突变体。采用 4;@A1>BC分析转座子插
入位点，发现一株编号为 !6!K%" 的突变体的
4:61)&;6 插在 300 5%%2 菌株的基因组编号为
LB&#"6的 MC7内，该 MC7也存在于另一已完成全
基因组测序的 300 ;4BB&&"!& 菌株的基因组中（编
号为 LBB&322，U@：$!!!6%$!），但功能尚未见报道，只
是根据同源比较预测其功能可能与脂多糖的核心区

糖链合成有关［!5］。对 5%%2菌株的 MC7&#"6的序列
分析表明，该 MC7与可能编码糖基转移酶的粘质沙
雷氏菌（6%**+/#+ 4+*0%&0%$&）78/3 基因和肺炎克雷伯
氏菌（9,%:&#%,,+ 5$%)4($#+%）;++< 基因在氨基酸水平
上分别具有 6$N和 6%N的相似性，并且该 MC7演绎
的编码产物具有第 $家族糖基转移酶的功能域，表
明该 MC7可能编码一个糖基转移酶，因此暂将该



!"#命名为 !"#$ 基因。通过同源双交换方法对
!"#$ 基因进行缺失，获得的 !"#$ 基因缺失突变体
$%&’的 ()*产量较野生型菌株 $++, 下降约 -./，
并且体外合成的一段包含 !"#$ 基因的 012片段能
反式互补突变体 $%&’，恢复其 ()*的合成能力。

! 材料和方法

!"! 菌株及培养条件
所用菌株为 %&& 野生型菌株 $++,、%&& $++,的

!"#$ 基因的 34.’()2.插入突变体 5.50+%和 !"#$
基因缺失突变体 $%&’，大肠杆菌（ $ 6 &*+,）07.!、
(0$&’&和 895+% 菌株。培养基及培养条件参照文
献［5%］，抗菌素用法及用量为：四环素（3:）.";<=>、
卡那霉素（?=）@.";<=>、氨苄青霉素（2=A）&.";<=>、
壮观霉素（*A:）.+";<=>、利福平（"BC）.+";<=>、庆大
霉素（D=）.";<=>。
!"# !"" 的转座子诱变
将 07.!<A>2#"5 ! 34.’()2.、$++,、(0$&’&<

A"?@+&-的细胞以 @ E@ E5的比例混合进行三亲本接
合，得到接合子 $++,<A>2#"5! 34.’()2.，然后将
$++,<A>2#"5!34.’()2.和 $@.$<A)758F以 5 E5的比
例混合进行二亲本接合，将一个与质粒 A>2#"5!
34.’()2.不相容的质粒 A)758F 导入接合子 $++,<
A>2#"5! 34.’()2. 细胞内，以将质粒 A>2#"5!
34.’()2.赶出细胞，然后在含 *A:、D=、"BC、?G=的
1HD2平板选择 $++,的 34.’()2.突变体。野油菜
黄单胞菌致病变种之间或与大肠杆菌之间的三亲本

接合，二亲本接合按照 3IJ4KJ等所述方法［5%］进行。
!"$ %&’#$%(’插入位点的定位
采用 32F>L)M"方法分析突变体的 34.’()2.在

N:: $++,菌株的基因组的插入位点，具体方法参考
文献［@+］。长引物为根据 34.’()2. 的 F*.+" 右末
端的序列设计的 -个向外的特异性嵌套引物，短引
物为随机简并引物。

!") 基因操作与重组质粒的构建
质粒 012的碱裂解法提取参考文献［@5］，细菌

总 012 的快速提取参考文献［@@］，限制酶酶切、
012的连接转化、*OIPQKJ4杂交按 *G=RJOOS 方法［@-］

或厂家提供的方法进行。限制性内切酶，3, 连接
酶，-.( 聚合酶，012同位素标记试验盒等购自 AJOL
=K;G公司，其它生化试剂购自上海生工公司。
构建用于同源双交换的重组质粒。以 ?5、?@

（?5、?@ 分别加上 /01#和 %2"#酶切位点）为引
物，质粒 A>2#"5!34.’()2. 为模板，以 %.T预变

性 , =B4，%.T变性 5 =B4，.+T复性 -+ U，&,T延伸 @
=B4，-+个循环，最后 &,T延伸 . =B4的条件下进行
)M"反应，获得卡那霉素（?=）抗性基因 3"1 的同源
片段，产物纯化后，经 /01#<%2"#双酶切连接到经
同样酶切的 AD(9L-VC（ W），获得重组质粒 AD(3%,-。
分别以 >&、>$（>&、>$别加上 $&*"#和 /01#酶切
位点）和 "&、"$（"&、"$分别加上 %2"#和 4"+#酶
切位点）为引物，$++,总 012为模板，以 %.T预变
性 , =B4，%.T变性 5 =B4，’+T复性 -+ U，&,T延伸 @
=B4，-+ 个循环，&,T延伸 . =B4 的条件扩增得到
!"#$ 基因上下游同源片段。上下游同源片段依次
连接到 AD(3%,-的 3"1 基因上游和下游位置，得到
一个 !"#$ 基因被 3"1 基因所替换的重组质粒
AD(3$%&’，重组质粒 AD(3$%&’ 经 $&*"#酶切线性
化后，连接到一个能在 %&& 细胞中稳定复制的质粒
A>2#"-，得到重组质粒 A>23$%&’，将 A>23$%&’通过
电脉冲转化到 $ 6 &*+, 895+%的细胞内。
构建用于互补试验的重组质粒。根据 !"#$ 基

因起始密码子上游和终止密码子下游序列设计引物

#&、#$，以扩增完整的 !"#$ 基因。为方便克隆，#&、
#$分别加上 5"67#和 7,1X$酶切位点。以 #&、#$
为引物，$++,总 012为模板，以 %.T预变性 , =B4，
%.T变性 5 =B4，’+T复性 -+ U，&,T延伸 @ =B4，-+个
循环，&,T延伸 . =B4 的条件扩增得到一段包含
!"#$基因的约 5Y.SR片段，该片段经测序验证后，
克隆到 A>2#"-，得到重组质粒 A>23M$%&’，将
A>23M$%&’ 通过电脉冲转化到 $ 6 &*+, 895+% 的细
胞内。

)M"引物及序列见表 5，由上海生工公司合成，
)M"反应在 )(%’++)M"仪上进行，)M"产物的纯化
采用华舜公司的 012纯化试剂盒。
!"’ 胞外多糖的检测
对 ()* 的产量进行定性比较，参考文献［5,］。

对 ()*产量作定量分析时，将 %&& 的过夜培养物以
5/的接种量接种至加 @/葡萄糖的 1HDZ培养基，
@$T摇床培养 - [ . X后，取适量的培养物离心取上
清液，将上清液缓慢注入到 .倍的无水乙醇中，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 5++ =>培养液含 ()*的重量来进行菌株间
的 ()*产量比较。
!"* 脂多糖（+,-）的分析
采用全细胞裂解法提取 >)*，以 5@/的 *0*L

)2D(凝胶电泳和银染法对 >)* 进行分析，具体方
法参考文献［@,］6
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!"# $%&和蛋白质序列分析
使用的数据库为 !"" !""# 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）、

$%&’(&)的 *(+(,(-%（.++/：001112 &3,4 2 &562 &4. 2 789），
同源比较的分析软件为 ’:;<=和 >=?@A" 9%3+8B。蛋

白质分子量和等电点的预测在 .++/：001112 %C/(-D 2
8B70374E,4&0/B8+/(B(6进行，蛋白质功能域分析在 .+E
+/：00-6(B+ 2 %6,5E.%4F%5,%B7 2 F%进行。
!"’ !"#$ 基因的基因库序列号
本文的 #$%& 基因的序列已提交至 $%&’(&)，序

列号为 ;GHIJ@IK。

表 ! 本工作所用的引物
()*+, ! -./0,.1 21,3 /4 56/1 78.9

LB46%B LB46%B -%MN%&3% LOP /B8FN3+

QR

QI

;O;$== $$=;OO $;;;$OO;O$==$=$=O=

;O;$== =O=;$; ==;$;;;;;O=O;=O$;$

S8685878N- +8 JIT,/ B%748& 8U RAH),’$(! UB(76%&+ 8U +B(&-/8-8&

=&K)*+;K，38&+(4&4&7 +.% Q6 B%-4-+(&+ 7%&% ,$-

:T

:!

;O; $== $;; ==O O$; =O$ ;;$ ;$$ =$= OO$

;O; $== $$= ;OO ==$ ;;O $O$ ;=; ;=$ O;$

S8685878N- +8 T!J,/ B%748& 8U !""# -+B(4& 7%&86%，583(+4&7 4& +.%

N/-+B%(6 8U #$%& 7%&%2

PT

P!

;O; $== =O= ;$; $O$ O$$ ;O= $;$ OO; ;=$

;O; $== $=O $;O =;O $O$ ;=$ =$$ ;;; ;OO

S8685878N- +8 JJH,/ B%748& 8U !""# -+B(4& 7%&86%，583(+4&7 4& +.%

F81&-+B%(6 8U #$%& 7%&%2

VT

V!

;O; $== $$; =OO =$$ $;= $O; ;$$ =$; $O;

;O; $== ;;$ O== OO; $O= === ;=$ O$$ O$;

S8685878N- +8 RKRR,/ B%748& 8U !""# -+B(4& 7%&86%，38&+(4&4&7 +.%

386/5%+% #$%& 7%&%2

! W&F%B54&%F (B% %&F8&N35%(-% B%-+B43+48& -4+%-2

: 结果与分析

:"! ;-<缺陷突变体的获得
采用转座子 =&K)*+;K 对 !"" 进行诱变。通过

三亲本接合将质粒 /:;VPR"=&K)*+;K导入 !"" 野
生型菌株 !""# 细胞内，得到接合子 !""#0/:;VPR"
=&K)*+;K，质粒 /:;VPR"=&K)*+;K的 =&K)*+;K在
!""#细胞内可通过复制重组随机插入细胞染色体，
然后通过二亲本接合将一个与质粒 /:;VPR及其衍
生质粒不相容的质粒 /LSRX? 导入接合子 !""#0
/:;VPR" =&K)*+;K 细胞内，/LSRX? 和 /:;VPR"
=&K)*+;K在细胞分裂过程不均等地分配到子代细
胞，经多代繁殖后，每个子代细胞只有两种质粒中的

一种。根据 /LSRX?、=&K)*+;K 和 !""#的抗性标记，
在含 $6、</3、Q6、P4U的 >G$;平板筛选菌落形态变
小变干燥的菌落，为避免选择到同一插入位点的突

变体，在每次诱变时只选择一株突变体，共获得一批

YL<合成减少（YL<Z）的突变体。

:": (4=%&’&=插入失活基因的定位
根据 =&K)*+;K的 ?<K"P右末端的序列，设计 H

个在不同位置的向外的特异性嵌套引物，以这三个

引物和随机简并引物进行 =;?:ELOP反应，从突变体
中扩增与 =&K)*+;K相邻的染色体旁侧片段，并对旁
侧片段测序。将测序得到的序列通过 ,5(C+&软件与
!"" !""#全基因组序列作同源比较，确定 =&K)*+;K
在基因组的插入位点，发现一株编号为 RKR*"J的突

变体的 =&K)*+;K 插在基因组 ##TJI!I,/ 的位置。
基因组 ##T!JJ!,/ [ ##TJ!RJ,/ 的 *>; 序列组成一
个编号为 \OH@JK的 ]PV，因此，YL<E突变体 RKR*"J
的插入失活基因是 ]PVH@JK。
:"> !"#$ 基因的特征

]PVH@JK 位于 !"" 野生型菌株 !""# 基因组
##T!JJ!,/ [ ##TJ!RJ,/ 的区域，全长 !II,/，编码一
个 IT#个氨基酸残基组成的蛋白质，蛋白质的预测
分子量为 HRA")*，等电点为 JA@T。同源比较发现，
]PVH@JK演绎的编码产物与 $%&’(&)的 *(+(,(-%中
的粘质沙雷氏菌（’ 2 .$/"0+"0-+）,12! 基因和肺炎克
雷伯氏菌（3 2 4-0*.5-6$0）#$$& 基因演绎的编码产
物分别具有 KI^和 K"^的相似性，]PVH@JK与 ,12!
基因和 #$$& 基因所演绎的氨基酸序列的同源比较
见图 R。,12! 基因和 #$$& 基因编码产物可能是一
个糖基转移酶［IK，I@］。对 ]PVH@JK 演绎的编码产物
进行功能域分析，发现该蛋白质具有第 I家族糖基
转移酶的功能域，该功能域位于蛋白质的第 R# [
RTT个氨基酸残基之间。因此，该 ]PV可能编码一
个糖基转移酶，本工作暂将包含该 ]PV的基因命名
为 #$%& 基因。
:"? !"#$ 基因的缺失和互补
采用基因置换策略，以 ,$- 基因置换 #$%& 基

因，构建 #$%& 基因的缺失突变体。将重组质粒
/:;=!JT@通过三亲本接合导入 !""# 的细胞，由于
/:;=!JT@的 ,$- 基因上下游序列与染色体 #$%& 基

H@@@期 陆光涛等：野油菜黄单胞菌野油菜致病变种中一个与 YL<合成有关的新基因的鉴定



因上下游序列同源，通过同源双交换，染色体 !"#$
基因可被重组质粒 !"#$%&’(的 %"& 基因替换。利
用二亲本接合，将一个与 !"#)*+ 不相容的质粒
!,-./0导入，筛选发生同源双交换后所产生的 !"#$
基因缺失突变体，得到 12 株缺失突变体。将 !"#$
基因的缺失突变体命名为 ’(( %&’(。

图 . ’ 3 456!789:;8 !"#$基因与 %)*’基因、!""$基因
所演绎的氨基酸序列的同源性比较

);<3. #=;<>67>9 ?@ A7AB47A 56;>? 54;A 87CB7>478
?@ !"#$、%)*’ 5>A !""$ <7>78

随机取 D株 %&’(（编号为 . E D号菌株），提取总
FG#，以 %22D菌株的总 FG#为对照、以 )’、)%为引
物进行 ,H*反应，来验证 !"#$ 基因的缺失。由于
!"#$ 基因全长 %11I!的 ’J1I!区域被一段 &+&I!的
带 %"& 基因的片段所替换，故 ,H*产物应有 .%’I!
大小的差别。由图 1可见，以 %22D为模板扩增到的
产物大小约 .KJLI，而以突变体为模板扩增到的 ,H*
产物大小为 .K’LI，这表明这些突变体的 !"#$ 基因
的相应片段已被 %"& 基因所替换。
通过 M?B9N7:>杂交对突变体进行进一步证实。

以 ,H*扩增得到的 !"#$ 基因和 %"& 基因片段为探
针，对经 +,*!酶切的野生型菌株 %22D和 !"#$ 基因
缺失突变体 %&’(的 . E D号菌株总 FG#进行 M?B9NO
7:>杂交。由图 +可见，%22D的杂交带位于约 .K&LI
的位置，而 D 株突变体 %&’( 的杂交带却位于约

1K.LI的位置，表明位于 .K&LI +,*!片段的 !"#$ 基
因被 %"& 基因替换后，+,*!片段增大为 1K.LI，与理
论计算完全符合。在以下工作中选择 %&’(的 .号
菌株进行试验。

图 1 缺失突变体的 ,H*验证
);<31 ,H* ;A7>9;@;459;?> ?@ 9N7 A7=79;?> 6B95>983

,H* :7549;?>8 P7:7 !7:@?:67A P;9N 9?95= FG# ?@ P;=AO9Q!7 89:5;> %22D 5>A

D ;8?=5978 ?@ 9N7 A7=79;?> 6B95>9 %&’( 58 976!=597 :78!749;R7=Q，)’ 5>A )%

58 !:;67:8，5>A +2 4Q4=78 ?@ A7>59B:59;?> 59 &JS @?: (2 8，5>>75=;>< 59

(2S @?: +2 8，7T97>8;?> 59 ’+S @?: + 6;>3 ,H* !:?AB498 P7:7 7=749:?O

!N?:787A ;> .KJU 5<5:?87 <7= 3

V3.22I! FG# =5AA7:；.K%22D；1 E JK @?B: ;>A7!7>A7>9 ;8?=5978 ?@ P5TW

<7>7 A7=79;?> 6B95>9 %&’(

图 + 缺失突变体的 M?B9N7:> I=?9 分析
);<3+ M?B9N7:> I=?9 5>5=Q8;8 ?@ 9N7 A7=79;?> 6B95>983

$?95= FG# ?@ P;=AO9Q!7 89:5;> %22D 5>A D ;8?=5978 ?@ 9N7 A7=79;?> 6B95>9

%&’( P7:7 A;<7897A P;9N +,*! 5>A 7=749:?!N?:787A ;> .K2U 5<5:?87 <7= 3

FG#8 P7:7 9:5>8@7::7A 9? GQ=?> 676I:5>7，5>A NQI:;A;X7A P;9N +1 ,O=5O

I7=7A %"& <7>7 5>A !"#$ <7>7 !:?I783

V3"FG#Y-.&A# V5:L7:；.K%22D；1 E JK @?B: ;>A7!7>A7>9 ;8?=5978 ?@

!"#$ <7>7 A7=79;?> 6B95>9 %&’(

!"#$ 基因缺失突变体的互补是将携带有完整
的 !"#$ 基因的重组质粒导入突变体来实现。所用
的重组质粒 !"#$H%&’( 是以质粒 !"#)*+ 为载体，
克隆入一段约 .KJ LI 的带完整 !"#$ 基因的 FG#
片段（酶切鉴定见图 D）。将 !"#$H%&’(通过三亲本

D(( 生 物 工 程 学 报 .&卷



接合导入突变体 !"#$ 细胞内，得到 %& 株接合子
!"#$’()*+,!"#$，这 %&株接合子在 -./*培养基平
板上形成的菌落大小形态与野生型菌株 !001 基本
一致，均较大较粘稠，经提质粒证实，这 %&株接合子
均携带有重组质粒 ()*+,!"#$。作为对照，将
()*234 导入 !001 和 !"#$，得到接合子 !001’
()*234和 !"#$’()*234。

图 1 重组质粒 ()*+,!"#$的酶切鉴定
25671 389:;5<:5=> ?>?@A959 =B ;8<=CD5>?>: (@?9C5E ()*+,!"#$7

F@?9C5E G-*9 H8;8 E5689:8E H5:I !"#J! ?>E $%&E"，?>E :I8 ;8?<K

:5=> C5L:M;8 H8;8 8@8<:;=(I=;898E 5> %N0O ?6?;=98 68@ 7 +I8 ;8@8?98E

%N&PD B;?6C8>: B;=C ()*+,!"#$ <=>:?5>8E :I8 <=C(@8:8 98QM8><8 =B :I8

68>8 ’"() 7

R7#G-*’$%&E" R?;P8;；% ()*234；SN()*+,!"#$

!"# 突变体的生长特征
突变体 !"#$ 在 -./*平板形成的菌落较 !001

小而干燥，但在 -./T培养基的生长繁殖特征却与
!001基本相同（见图 &）。表明 ’"() 基因功能的丧
失并没有影响细胞在 -./T培养基的生长繁殖。

图 & 突变体 !"#$与野生型菌株 !001
在 -./T培养基中生长曲线的比较

2567& +I8 <=C(?;59=> =B 6;=H:I <M;U8 =B CM:?>: !"#$ ?>E
H5@EK:A(8 9:;?5> !001 5> ;5<I C8E5MC

!"$ %&’的变化
’"() 基因与 * 7 #"+,-.,-&. 的 /012 基因和 3 7

4&-5#6&%"- 的 ’"") 基因具有一定的同源性，已知
这两个基因可能编码一个糖基转移酶，与 )FV核心
区糖链合成有关［S&，S$］。为了解 ’"() 基因是否参与
)FV 的合成，提取 ’"() 基因缺失突变体 !"#$ 的
)FV，并以 %SO的 VGVKF*/W凝胶进行电泳分析。结
果发现突变体 !"#$ 的 )FV 电泳图谱与 !001 相比，
没有明显的差异（见图 $）。

图 $ )FV电泳分析图
2567$ VGVKF*/W 68@ 8@8<:;=(I=;8959 =B )FV7

*7 )FV B;=C CM:?>: 9:;?5> !"#$；T7 )FV B;=C H5@EK:A(8 9:;?5> !001

将 !"#$’()*234、!"#$’()*+,!"#$、!001’()*234
三种菌株分别接种在含 SO葡萄糖的 -./*培养基
平板上，S!X生长 & E后，!"#$’()*234形成的菌落
与 !001’()*234相比，菌落较小，而 !"#$’()*+,!"#$
形成的菌落大小形态与 !001’()*234基本一样。这
表明 ’"() 基因缺失突变体的 WFV 合成减少，并且
突变体能被 ’"() 基因反式互补，恢复 WFV的产量。
将 !"#$、!"#$’()*234、!"#$’()*+,!"#$、!001’

()*234 四株菌株的过夜培养物以 %O的接种量分
别接种至加 SO葡萄糖的 -./T培养基，S!X摇床
培养，分别测定培养 4 E 和 & E 时各菌株的 WFV 产
量，结果见表 S。培养 4 E时，!"#$、!"#$’()*234 和
!"#$’()*+,!"#$ 的 WFV 产量均低于 !001’()*234；
到培养 & E时，!"#$ 和 !"#$’()*234 的 WFV 产量仍
然基本相当（每 %00C) 培养液约含 0N&46 WFV），但
!"#$’()*+,!"#$ 的 WFV产量则与 !001’()*234基本
相当（每 %00C) 培养液约含 0N!06），!"#$ 和 !"#$’
()*234 的 WFV 产量与 !"#$’()*+,!"#$ 和 !001’
()*234相比，约降低 4&O。这表明 ’"() 基因与
WFV的合成有关。
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表 ! 不同菌株的 "#$产量

%&’() ! "#$ *+)(, -. ,+..)/)01 21/&+02

!"#$%&
’(! )%*+,（-#$./011.2 34+"4#* 5+4%,）

678 0718

9:6; 1<=07 > 1<190 1<=?@ > 1<1=0

9:6;/A2BCD? 1<=1= > 1<1=7 1<=7? > 1<1@7

9:6;/A2BEF9:6; 1<=;= > 1<197 1<91= > 1<1:=

911@/A2BCD? 1<;:6 > 1<166 1<97= > 1<1==

! > G"$&,$#, *##H#

3 讨 论
本研究利用转座子 E&=!"#B=对 $%% 911@直接

进行诱变，获得一批 ’(!I 的突变体。利用 EBJ2K
(FD对突变体的插入失活基因进行定位，克隆到突
变体 0=0L1:的失活基因 &’()。对 &’() 基因进行
缺失和功能互补分析，证实 &’() 基因与 $%% 的 ’(!
合成有关。

$%% 的 BEFF??:0? 菌株的基因组也具有 &’()
基因［09］，对该基因的推断认为该基因可能与 2(!的
核心区糖链合成有关，但尚未有实验报道。目前在

$%%中已克隆和鉴定了一批与 2(! 合成有关的基
因，这些基因均位于一个 ?=<?MN基因簇内，其中的
一些基因也同时参与细胞 2(! 和 ’(! 的合成［76］。
本文报道的 &’() 基因位于 $%% 911@ 菌株基因组
@@69::9NA O @@6:90:NA区域内，在上述基因簇以外，
其基因产物可能是一个第 7家族的糖基转移酶。对
&’() 基因的功能研究发现该基因与 $%% 的 ’(! 合
成有关，但在采用 !L!K(BP’凝胶电泳对 &’() 基因
的缺失突变体 9:6;的 2(!进行分析时，却未发现突
变体的 2(!电泳图谱与野生型菌株 911@ 有明显差
异，但该基因是否影响 2(!产量或者 2(!个别糖基
的合成等问题还有待深入研究。

$%% 的 ’(!是由多个“五糖单元”聚合而成。两
个 LK葡萄糖分子通过!K（0"@）糖苷键连接成主链
骨架，一条由甘露糖K（!"0，@）K葡萄糖醛酸K（!"0，
7）K甘露糖组成的侧链通过"K（0"?）糖苷键连接到
主链的一个 LK葡萄糖残基，组成一个“五糖单元”。
有的侧链第一个 LK甘露糖分子携带有乙酸，末端的
LK甘露糖分子携带有丙酮酸［79 I ?1］。这些“五糖单
元”的形成需要多种糖核苷衍生物前体。在糖核苷

衍生物前体分子和“五糖单元”的形成以及“五糖单

元”的聚合过程中，需要多种糖基转移酶分别催化形

成不同的糖苷键。本文虽然已明确了 &’() 基因与
’(!合成有关，但对于该基因是否具有推断的糖基
转移酶活性以及该糖基转移酶究竟催化哪一类型糖

苷键的形成以及在 ’(! 合成过程的哪一步骤起作

用等问题仍需深入研究。
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2555期 陆光涛等：野油菜黄单胞菌野油菜致病变种中一个与 V6F合成有关的新基因的鉴定




