
书书书

杨金宏．桑青枯雷尔氏菌ＭＲ１１１的ＧｓｐＦ基因的获取与结构分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（７）：３８－４０．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０７．０１１

桑青枯雷尔氏菌 ＭＲ１１１的 ＧｓｐＦ基因的获取与结构分析
杨金宏

（安康学院／陕西省蚕桑重点实验室，陕西安康７２５０９９）

　　摘要：ＧｓｐＦ是细菌Ⅱ型分泌系统的内膜平台的重要蛋白，利用ＰＣＲ扩增技术，获得了桑青枯雷尔氏菌 ＭＲ１１１的
含有该类基因功能性结构域的ＧｓｐＦ基因。ＮＣＢＩ在线 ＢＬＡＳＴＰ分析发现，该基因与雷尔氏菌属来源的同源基因的一
致性在９０％以上；在聚类分析中，首先所有雷尔氏菌属同源基因聚合在同一分支，后与皮氏罗尔斯顿菌的同源基因聚
合。基因结构分析表明，该基因有２个由α螺旋组成的具有高度相似性的、跨膜胞质结构域，揭示该基因可能参与细
菌的跨膜分泌。
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　　植物致病细菌Ⅱ型分泌系统（Ｔ２ＳＳ）是由１２～１５个分泌
途径转膜蛋白（ＧＳＰ）基因簇为中心组成的复合体，向细胞外
分泌毒性因子、胞外酶、毒素等许多重要的蛋白质，通过２步
将蛋白从细胞内转移到细胞外［１］。ＧｓｐＦ、ＧｓｐＬ、ＧｓｐＭ、ＧｓｐＥ
等共同组成Ｔ２ＳＳ的内膜平台，组装其他分泌元件，控制分泌
通道的开启［２］。ＧｓｐＦ是内膜平台中具有重要作用、并具有广
泛分布的胞质膜蛋白，Ｔｈｏｍａｓ等通过分析 ＧｓｐＦ的氨基酸序
列，结合欧文氏杆菌（Ｅｒｗｉｎｉａｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）的 ＧｓｐＦ与 ＢｌａＭ融
合试验证实ＧｓｐＦ穿过内膜３次，其 Ｎ末端和 Ｃ末端分别位
于细胞质和周质［３］。２００７年Ａｒｔｓ等进一步通过碱性磷酸酶融
合试验证实了绿脓杆菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）中ＧｓｐＦ的同
源物的拓扑结构，证实了 ＧｓｐＦ是一个质膜蛋白［４］。２００９年，
Ａｂｅｎｄｒｏｔｈ等对来自霍乱弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｃｈｏｌｅｒａｅ）的ＥｐｓＦ（ＧｓｐＦ的
同源基因）的Ｎ末端的胞质结构域的晶体结构进行了解析，其
由６个反向平行α螺旋组成。２个分子ＥｐｓＦ蛋白的Ｎ－末端
结构域形成 １个紧密的二聚体并具有保守的结合界面［５］。

Ｐｅａｂｏｄｙ等对大量来自细菌的 ＧｓｐＦ基因序列的分析表明，所
有基因类似，且其２个胞质结构域是内部重复序列［６］。

植物青枯病是由青枯雷尔氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）
引起的是一种具有严重危害的土传性病害［７］，本研究以桑青

枯雷尔氏菌为研究对象，获得了桑青枯雷尔式菌的ＧｓｐＦ基因
的序列，并分析了其结构特征，为进一步研究桑青枯雷尔氏菌

Ⅱ型分泌系统的基因功能和泌出机制奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
桑青枯雷尔氏菌ＭＲ１１１由陕西省蚕桑重点实验室分离

培养并保存。细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（ＤＰ３０２）购自天

根生化科技（北京）有限公司。ｄＮＴＰｓ、ＥＸＴａｑＤＮＡ聚合酶等
为宝生物工程（大连）有限公司产品。培养桑青枯雷尔氏菌

用的ＴＴＣ固体培养基和 ＳＰＡ液体培养基等相关试剂均为分
析纯，自行配制。

１．２　试验方法
１．２．１　桑青枯雷尔氏菌ＭＲ１１１的活化与培养　超低温冰箱
取出保存的桑青枯雷尔氏菌，划线于高压灭菌的 ＴＴＣ培养
基，于２６℃恒温培养箱中培养过夜，活化菌株。挑取 ＴＴＣ培
养基生长的单菌落于 ＳＰＡ培养基，继续置于２６℃恒温振荡
培养过夜。

１．２．２　桑青枯雷尔氏菌基因组 ＤＮＡ的提取与 ＧｓｐＦ基因的
ＰＣＲ扩增　收集培养过夜的桑青枯雷尔氏菌 ＭＲ１１１，按细菌
基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明提取基因组 ＤＮＡ，并以此为模
板，以设计的ＧｓｐＦ基因的ＰＣＲ扩增引物（Ｆ：５′－ＣＧＡＴＡＴＧＣ
ＣＡＧＣＣＴＴＣＣ－３′；Ｒ：５′－ＣＧＴＧＡＣＣＴＧＴＴＧＴ－ＴＴＧＡ－３′）进
行ＰＣＲ反应，由于 Ｇｓｐ基因簇的 ＧＣ含量相对较高（约
７０％），扩增体系中同时加入５％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），扩增
桑青枯雷尔氏菌的 ＧｓｐＦ基因。使用１．２％琼脂糖凝胶进行
电泳，检测ＰＣＲ扩增产物，并将 ＰＣＲ扩增产物送上海生工武
汉测序部进行测序。

１．２．３　ＧｓｐＦ基因序列的分析　ＮＣＢＩ在线 ＢＬＡＳＴ比对桑青
枯雷尔氏菌 ＭＲ１１１的 ＧｓｐＦ基因序列［８］，结合 Ｒｏｓｔ等的方
法［９］，分析基因编码氨基酸的结构域，并下载其他同源基因

序列，进行序列的比对和结构的分析。

２　结果与分析

２．１　桑青枯雷尔氏菌ＭＲ１１１的ＧｓｐＦ基因序列的获取
以提取的桑青枯雷尔氏菌的基因组 ＤＮＡ为模板，ＧｓｐＦ

基因扩增引物进行ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增
产物，结果在１０００ｂｐ上方获得单一扩增条带（图１）。回收
该条带并进行测序，获得 ＧｓｐＦ基因１２１ｂｐ至终止密码子后
４９个碱基共１１３８ｂｐ的序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＭ１１５５４５）。
　　ＮＣＢＩ在线分析基因编码氨基酸，结果表明同其他基因一
样，ＧｓｐＦ编码的氨基酸有２个具有高度保守性的Ｔ２ＳＦ
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（ｐｆａｍ００４８２）结构、ＧｓｐＦ（ＴＩＧＲ０２１２０）结构以及 Ｔ２ＳＳ系统的
组分ＧｓｐＦ的典型结构ＰｕｌＦ（ＣＯＧ１４５９）（图２）。
２．２　ＧｓｐＦ基因的比对与聚类分析

ＮＣＢＩ在线ＢＬＡＳＴＰ比对分析，ＧｓｐＦ基因与其他来源青枯
雷尔氏菌、皮氏罗尔斯顿氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｐｉｃｋｅｔｔｉｉ）等雷尔氏菌
属（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｐ．）的其他菌株的同源区域的一致性在９０％以
上，与伯克氏菌属（Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｓｐ．）、伯克霍尔氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄ
ｅｒｉａｓｐ．）等的相似性在均在８０％以上。ＭＥＧＡ５．０软件［１０］构

建ＧｓｐＦ基因的ＮＪ系统发育树，结果如图３所示。所有青枯
雷尔氏菌的ＧｓｐＦ基因聚合后与雷尔氏菌属和罗尔斯顿氏菌
的同源基因聚合在一起，而伯克霍尔氏菌单独位于树的最远

分支，这与传统分类一致。

２．３　ＧｓｐＦ基因结构的分析
Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ的ＥｐｓＦ基因的胞质结构域已通过晶体结构

进行解析，本研究结合ＢＬＡＳＴ比对和Ｒｏｓｔ等的方法［８－９］分析

基因结构，结果 ２个基因的 ２个胞质结构域的相似性均在
８０％以上（图４－Ａ、Ｂ），ＧｓｐＦ的前后２个胞质结构域间的相
似性也在５０％以上（图４－Ｃ），基因的Ｃ端、Ｎ端都具有６个
α螺旋，Ｍｅｔ（１７１）、Ｖａｌ（１９２）之间具有跨膜螺旋结构。这与
Ｐｅａｂｏｄｙ等分析的２个胞质结构域是内部重复序列一致［６］。

３　讨论与结论

革兰氏阴性菌中，细菌的跨膜分泌蛋白占细胞总蛋白的

２０％，与细菌毒素分泌到胞、表达细胞表面的膜蛋白等生命活
动有关［１１］。目前已经在革兰氏阴性菌中发现７种蛋白分泌
机制，其中Ⅱ型分泌系统在革兰氏阴性细菌中广泛存在，该分
泌系统以转膜蛋白ＧＳＰ基因簇为中心，突变会造成许多蛋白
分泌的缺乏［１２－１３］。本研究获得的桑青枯雷尔氏菌的 ＧｓｐＦ
是具有广泛分布的胞质膜蛋白，ＢＬＡＳＴ软件分析 ＧｓｐＦ
（ＥｓｐＦ）基因间具有高度的相似性，ＭＲ１１１的 ＧｓｐＦ基因与其
他来源青枯雷尔氏菌、皮氏罗尔斯顿氏菌以及雷尔氏菌属

的其他菌株的同源区域的一致性在９０％以上。基于该基因
进行聚类分析，所有雷尔氏菌属聚合后再与罗尔斯顿氏菌

的同源基因聚合，伯克霍尔氏菌单独位于树的最远分支，说

明ＧｓｐＦ基因的进化与细菌的进化是一致的，没有经历基因
的水平转移［１４］。

作为组成Ｔ２ＳＳ内膜平台的蛋白之一，ＧｓｐＦ基因存在于
所有的Ｔ２ＳＳ分泌系统中［１，１５］，Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ的基因ＥｓｐＦ的二级
结构中存在６个反向平行螺旋，形成具有多个 α螺旋构成的
跨膜区，把疏水基团放在骨架外侧，而亲水基团位于螺旋内

侧，与有疏水性的脂双层结构的细胞膜融合，实现穿过细胞膜

的分泌［５］。ＥｓｐＦ与ＧｓｐＦ形成α螺旋的胞质结构域内的相似
性在８０％以上，ＧｓｐＦ的２个胞质结构域也具有５０％以上相
似性，均体现了作为分泌系统的重要组成基因在基因序列和

结构上的保守性。

本研究通过ＰＣＲ技术获得了桑青枯雷尔式菌 ＭＲ１１１的
ＧｓｐＦ基因，并分析了基因间的相似性和结构特征，为进一步
研究该菌的分泌机制奠定了基础。
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