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　　摘要：植物表皮毛广泛地分布在陆生植物地上部分，是植物表皮组织的一种特化结构，具有多种重要的生物学功
能。通过甲基磺酸乙酯（ｅｔｈｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ，ＥＭＳ）诱变获得了１个莲座叶表皮毛分支明显增加的突变体，将其命
名为ａｂｅｒｒａｎｔｔｒｉｃｈｏｍｅ２（ａｂｔ２）。遗传分析结果表明，ａｂｔ２突变体是由细胞核单基因控制的隐性突变。图位克隆和遗
传互作结果显示，ａｂｔ２的表型是由ＫＡＫＴＵＳ（ＫＡＫ）基因第＋６８８１处核苷酸发生突变所导致的，这为进一步研究植物表
皮毛的发育调控机制提供新的遗传材料。
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　　表皮毛是植物地上部组织表皮向外突出形成的单细胞或
多细胞结构 ［１－２］。表皮毛作为植物与环境接触的最外层屏

障，具有多种生理、生态功能。表皮毛的存在能抵御植食性昆

虫和病原菌对植物体的危害［３］；也可以减少植株热量的散

失，提高植物对冷害的抗性［４－５］；同时也能减少植物对太阳辐

射的吸收，保护组织免受紫外线和极端温度的伤害［６］；增强

叶片对空气中水蒸气的储藏能力，提高植物的抗旱性等［７］，

以及吸收重金属元素，提高植物对土壤重金属污染的防

御［８－９］。另外，表皮毛作为一种特化的表皮细胞，也是研究细

胞命运决定、细胞周期调控、细胞极性生长以及细胞成熟的优

良模式系统［１０］。

在模式植物拟南芥中，表皮毛存在于除下胚轴和子叶外

的几乎所有气生器官上，如莲座叶、主茎、茎生叶以及花瓣

等［１１］。拟南芥莲座叶上的表皮毛为典型的单细胞结构，形态

上通常为３～４个分支，其发育过程受到多种因子的调控［１２］。

其中ＫＡＫ基因编码１个ＨＥＣＴ泛素蛋白连接酶，抑制表皮毛
细胞从有丝分裂向核内复制过程的转变，ＫＡＫ基因功能缺失
导致细胞核ＤＮＡ含量升高，表皮毛分支数增加［１３］。

本试验在以拟南芥表皮毛突变体 ｇｌ２－３为背景的 ＥＭＳ
二次诱变库中，筛选获得了１个莲座叶表皮毛分支数明显增
加的突变体ａｂｔ２。通过回交并观察后代的表皮毛表型，发现
ａｂｔ２是细胞核单基因控制的隐性突变体；图位克隆以及杂交
试验证实突变基因ａｂｔ２是ＫＡＫ基因的一个新等位基因，ａｂｔ２
的突变表型是由于ＫＡＫ基因第＋６８８１ｂｐ处核苷酸发生突变
所导致的。

１　材料与方法

１．１　试验材料
拟南芥（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ）野生型 Ｃｏｌｕｍｂｉａ（Ｃｏｌ－０）、

Ｌａｎｄｓｂｅｒｇｅｒｅｃｔａ（Ｌｅｒ）、ｇｌ２－３（ＳＡＬＫ＿０３９８２５）突变体纯合体、
ＫＡＫ基因 Ｔ－ＤＮＡ插入功能缺失突变体 ＳＡＬＫ＿０３７６３６由笔
者所在实验室保存。ｇｌ２－３背景的 ＥＭＳ突变体库由笔者所
在实验室创制保存。

１．２　试验方法
１．２．１　植物的培养与候选突变体筛选　将 ｇｌ２－３背景的
ＥＭＳ诱变体库按库种植在充分吸水后的进口品氏基质泥炭
土（ｐｉｎｄｓｔｒｕｐｓｕｂｓｔｒａｔｅｐｅａｔｍｏｓｓ）上，４℃黑暗处理３ｄ后移入
植物培养间，培养温度为（２２±２）℃，相对湿度为７０％，２４ｈ
持续光照，光照度为１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。待植株生长２周后
观察莲座叶叶表皮毛发育状况，筛选表皮毛发育异常的植株

作为候选突变体。

１．２．２　突变体遗传背景纯化及遗传分析　先将候选突变体
进行自交并观察后代表型，选取突变表型明显且能稳定遗传

的候选突变体作为目标突变体；再以拟南芥 Ｃｏｌ－０为母本，
目标突变体为父本进行回交，观察Ｆ２代群体中出现的表型并
统计分离比，判断突变基因的显隐性以及控制突变表型的基

因数目；另外，通过正反交试验判断突变表型的遗传方式。

１．２．３　图位克隆　将确定的目标突变体与拟南芥 Ｌｅｒ生态
型进行杂交，在Ｆ２代植株中挑选具有突变体表型的植株作为
图位克隆群体。首先提取 ９５株作图群体中植株的基因组
ＤＮＡ，构建ＤＮＡ池（ｂｕｌｋ），利用已经公布的均匀覆盖拟南芥
５条染色体的２７对分子标记为引物进行 ＰＣＲ，通过统计突变
位点与分子标记的连锁情况，判断突变位点所在的染色体区

间；确定突变位点所在区间及与其连锁的侧翼分子标记后，扩

大作图群体，设计新分子标记进行精细定位。

１．２．４　候选基因的确定　根据精细定位的区间，在拟南芥基
因组数据库（ｗｗｗ．ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ．ｏｒｇ）中下载该区间内所覆盖的
全部基因，查阅相关资料，筛选出候选突变基因；然后针对这

些候选突变基因设计引物进行ＰＣＲ扩增并测序，最终确定出
突变基因。

１．２．５　ａｂｔ２与ＳＡＬＫ＿０３７６３６突变体之间的遗传互作分析　
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将ａｂｔ２与 ＳＡＬＫ＿０３７６３６杂交，观察 Ｆ１代植株的表型，验证
ＫＡＫ基因与ａｂｔ２基因之间的等位性。
１．２．６　表皮毛分支表型分析　将Ｃｏｌ－０、ａｂｔ２、ＳＡＬＫ＿０３７６３６
及ａｂｔ２×ＳＡＬＫ＿０３７６３６Ｆ１代植株培养３周后，观察并统计第
３、第４张莲座叶上具有不同分支数的表皮毛数量，并计算各
种类型表皮毛所占的比例。每种基因型植株至少统计２０株，
利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行作图。

２　结果与分析

２．１　ａｂｔ２突变体的获得和表型分析
为获得参与调控拟南芥表皮毛发育的新基因，构建了以

植物表皮毛发育的关键调控因子ＧＬ２功能缺失突变体ｇｌ２－３
为背景的ＥＭＳ诱变库，并进行了大规模的遗传筛选。在此过

程中获得了１个莲座叶表皮毛分支数明显增加的突变体，将
其命名为ａｂｔ２（ａｂｅｒｒａｎｔｔｒｉｃｈｏｍｅ２）。通过统计第３、第４张莲
座叶上不同类型的表皮毛数量，发现与 Ｃｏｌ－０相比，ａｂｔ２突
变体中表皮毛分支数显著增加。在Ｃｏｌ－０中，表皮毛主要以
３个分支为主，约占表皮毛总数量的 ７７．８３％（第 ３张莲座
叶）、７５．６９％（第４张莲座叶），仅存在极少数５个分支的表
皮毛；而在ａｂｔ２突变体中，表皮毛主要以４、５个分支为主，４
个分支的表皮毛约占叶片表皮毛总数量的６０．５５％（第３张
莲座叶）、６１．１９％（第４张莲座叶）；５个分支表皮毛约占叶片
表皮毛总数量的３０．６９％（第３张莲座叶）、３０．１４％（第４张
莲座叶），并且能观察到一定数量的６个分支的表皮毛（第３
张莲座叶上为２．４２％，第４张莲座叶上为１．６６％）（图１）。

２．２　ａｂｔ２突变基因的定位
２．２．１　ａｂｔ２突变位点的遗传分析　由于 ａｂｔ２突变体表皮毛
发育缺陷表型非常明显，所以期望通过图位克隆分离突变基

因，以进一步研究其调控表皮毛发育的机制。在进行图位克

隆之前，首先对ａｂｔ２突变位点进行遗传分析。通过将 Ｃｏｌ－０
与ａｂｔ２突变体进行正反交并观察表皮毛表型，发现所获得的
Ｆ１代植株均表现野生型表皮毛表型，表明ａｂｔ２突变体是细胞
核基因控制的隐性突变体；Ｆ２代植株中野生型表型与突变体
表型个体的分离比约为３∶１，符合孟德尔隐性单基因遗传定
律，从而说明ａｂｔ２突变体的发育表型是由单基因控制的。
２．２．２　ａｂｔ２突变位点的粗定位　 在确定了ａｂｔ２突变体的遗
传特性之后，对ａｂｔ２的突变位点进行粗定位。首先将 Ｌｅｒ生
态型植株与ａｂｔ２突变体进行杂交，在 Ｆ２代中挑选具有 ａｂｔ２

表型的植株作为作图群体，利用实验室已有的均匀分布在拟

南芥５条染色体的２７个分子标记（图２）和由９５株作图群体
植株的基因组ＤＮＡ构成的ＤＮＡ池进行ＰＣＲ扩增，根据与突
变位点连锁的分子标记所扩增出条带的遗传背景偏向突变体

来源的Ｃｏｌ－０，而用于杂交的另一亲本 Ｌｅｒ条带不能扩增或
扩增量弱于对照的原理，发现突变位点与第４条染色体上分
子标记Ｆ２０Ｄ１０＃１（１７９３３９４２）连锁较为紧密，说明突变位点可
能位于该分子标记附近（图２）。
２．２．３　突变位点的精细定位　确定突变位点与染色体的连
锁关系后，为了进一步确定突变位点在染色体上所在的区间，

以９５个突变体 ＤＮＡ为模板，以 Ｆ２０Ｄ１０＃１（１７９３３９４２）及在
Ｆ２０Ｄ１０＃１下方增加的新的分子标记 Ｔ５Ｊ１７＃１（１８５１６０２２）为
引物进行ＰＣＲ扩增，结果（表１）显示突变位点位于分子标记
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Ｆ２０Ｄ１０＃１和 Ｔ５Ｊ１７＃１之间，所以将分子标记 Ｆ２０Ｄ１０＃１和
Ｔ５Ｊ１７＃１作为后续定位的侧翼分子标记（ｆｌａｎｋｉｎｇｍａｒｋｅｒ）（图
３）。接着通过在Ｆｌａｎｋｉｎｇｍａｒｋｅｒ区间内增加新的分子标记对
ａｂｔ２突变位点进行精细定位。利用 １个新的 ｄＣＡＰＳ引物
Ｆ２０Ｍ１３＃３（１８０１０１２６）和１个新的插入／删除（Ｉｎ／Ｄｅｌ）分子标
记Ｔ９Ａ１４＃１（１８０５３４３２）（表１）对 Ｆ２作图群体中４７５株突变
体表型植株的基因型进行分析，最终将突变基因定位在分子

标记Ｆ２０Ｍ１３＃３和Ｔ９Ａ１４＃１的区间内，该区间的物理距离为
４３３０６ｂｐ（图３）。

表１　精细定位所用分子标记

标记名称 正向引物（５′→３′） 反向引物（５′→３′）
Ｆ２０Ｄ１０＃１ ＣＴＣＡＡＴＧＡＣＴＴＧＣＴＣＴＴＧＡＣ ＧＧＴＡＣＴＴＡＡＴＴＴＧＣＡＧＧＧＴＧ
Ｆ２０Ｍ１３＃３ ＧＡＡＧＣＴＧＡＴＧＣＧＴＧＣＡＡＧＡＧ ＡＣＡＴＴＧＡＴＧＴＴＴＴＴＧＣＣＡＴＧ
Ｔ９Ａ１４＃１ ＡＴＧＴＴＴＧＡＣＡＡＡＧＡＡＡＧＡＧＣ ＣＡＴＴＡＣＧＧＴＴＡＡＴＡＣＣＡＡＧＧ
Ｔ５Ｊ１７＃１ ＴＴＣＣＴＡＣＧＡＧＧＴＴＣＧＡＴＣＣＴ ＡＣＧＧＧＧＡＣＧＡＧＴＴＴＣＧＧＡＧＧ

２．２．４　候选基因的筛选与确定　确定了 ａｂｔ２突变位点所在
的区间后，利用拟南芥基因组数据库对该区间内所覆盖的全

部基因进行分析，重点关注与表皮毛发育相关的基因。通过

查阅文献发现，在该区间内基因 Ａｔ４ｇ３８６００被报道与表皮毛
发育有关。Ａｔ４ｇ３８６００基因也被称为 ＫＡＫＴＵＳ／Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ＰｒｏｔｅｉｎＬｉｇａｓｅ３（ＫＡＫ／ＵＰＬ３），编码 Ｅ３泛素蛋白连接酶，ＫＡＫ
基因的功能缺失会导致拟南芥莲座叶上的表皮毛分支数显著

增加，与ａｂｔ２突变体的表皮毛发育缺陷表型相似［１４－１５］。因

此推测ａｂｔ２突变体的表型很可能是由于 ＫＡＫ基因的功能缺
失所导致的。为了验证ａｂｔ２是否为ＫＡＫ的新等位基因，首先
对ａｂｔ２突变体背景中的ＫＡＫ基因进行测序，发现在ａｂｔ２突变
体中ＫＡＫ基因的第６８８１ｂｐ处发生了单碱基突变，由鸟嘌呤
（Ｇ）突变为腺嘌呤（Ａ）（图４），这表明ａｂｔ２突变表型的产生
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很可能是由 ＫＡＫ基因的单碱基突变造成的，ＫＡＫ可能就是
ａｂｔ２的突变基因。
２．２．５　ａｂｔ２和ＫＡＫ基因间的遗传互作分析 　为了进一步确
定ＫＡＫ基因的突变是造成 ａｂｔ２突变表型产生的原因，利用
ＫＡＫ基因的功能缺失突变体 ＳＡＬＫ＿０３７６３６对 ａｂｔ２和 ＫＡＫ基
因之间的等位性进行分析。ＳＡＬＫ＿０３７６３６的突变表型是由于
在ＫＡＫ基因的第＋１２４１ｂｐ处插入了 Ｔ－ＤＮＡ，导致 ＫＡＫ的
表达量降低所造成的（图５）。
　　将ａｂｔ２与ＳＡＬＫ＿０３７６３６进行杂交并获得了 Ｆ１代植株，
通过观察Ｆ１代植株第３、第４张莲座叶上的表皮毛发育表
型，发现其与ａｂｔ２和 ＳＡＬＫ＿０３７６３６的表型相似，表皮毛分支
数明显增加（图６），这表明ａｂｔ２基因突变与ＫＡＫ基因突变不
能互补彼此的突变表型，ａｂｔ２的突变基因就是 ＫＡＫ，ａｂｔ２是
ＫＡＫ的新等位基因。

３　讨论与结论

特色遗传材料的获得是研究基因功能的强有力手段。为

了获得新的参与调控植物表皮毛发育的新因子，本试验利用

ＥＭＳ高效诱变拟南芥ｇｌ２－３所建立的二次突变体库进行了
大规模的遗传筛选。在此过程中获得了１个莲座叶上表皮毛
分支数明显增加的突变体，并将其命名为 ａｂｔ２。通过图位克
隆及遗传互作分析，表明ａｂｔ２的突变表型是由ＫＡＫ基因的＋
６８８１ｂｐ处发生由鸟嘌呤到腺嘌呤的单碱基突变所造成的，
ａｂｔ２基因是ＫＡＫ基因的一个新等位基因。同时也发现，尽管
在ａｂｔ２突变体背景中ＫＡＫ基因发生了单核苷酸突变，但是该
突变并未造成所编码的相关氨基酸发生改变，因此为无义突

变。该无义突变如何造成了 ａｂｔ２突变体表现出了显著的表
皮毛发育缺陷表型将是下一步研究的重点。另外，ＫＡＫ是表
皮毛核内复制的抑制基因，ＫＡＫ功能缺失突变体的莲座叶表
皮毛呈现过度分支的表型，并伴随表皮毛细胞核ＤＮＡ含量增
加［１６］，本试验所获得的 ａｂｔ２突变体为进一步研究 ＫＡＫ基因
与表皮毛调控之间的关系提供了新的遗传材料，也为深入研

究ＫＡＫ参与调控植物表皮毛发育的可能机制奠定了基础。
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牛源 ＭＲＳＡ新疆流行株毒力基因检测
及 Ａｇｒ分子分型研究

孟　丹，孟庆玲，乔　军，蔡扩军，于伟伟，伍晔晖，才学鹏，陈创夫
（石河子大学动物科技学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：为了解新疆地区引起奶牛乳房炎和子宫内膜炎的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）流行株的分子特征
及毒力基因分布状况，对采集的２２１份样品进行金黄色葡萄球菌的分离，采用生化试验和分子生物学方法进行了鉴
定，通过药敏试验对 ＭＲＳＡ进行判定；应用多重 ＰＣＲ方法对 ＭＲＳＡ新疆流行株进行 Ａｇｒ基因分型研究，并检测了
ＭＲＳＡ流行株的部分毒力基因。结果表明，在新疆地区７１株金黄色葡萄球菌临床分离株中共检出１３株 ＭＲＳＡ，检出
率为１８．３％；１３株ＭＲＳＡ检出ｈｌｄ、ｌｕｋＥＤ和ｔｓｔ这３种毒力基因，其中３株检出ｈｌｄ，１０株检出ｌｕｋＥＤ，１３株检出ｔｓｔ；不
同地区来源的１３株 ＭＲＳＡ均检出 ＡｇｒⅠ和 ＡｇｒⅣ ２种 Ａｇｒ型。本研究表明新疆地区 ＭＲＳＡ流行株的毒力基因以
ｌｕｋＥＤ和ｔｓｔ为主，Ａｇｒ分型以 ＡｇｒⅠ 和ＡｇｒⅣ基因型为主。
　　关键词：耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）；毒力基因；Ａｇｒ分型
　　中图分类号：Ｓ８５５．１＋１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）１５－００２７－０４

收稿日期：２０１７－０３－０６
基金项目：新疆生产建设兵团中青年科技创新领军人才计划（编号：

２０１６ＢＣ００１）；国家“十三五”重点研发计划子课题（编号：
２０１６ＹＦＤ０５００９００）；新疆维吾尔自治区研究生科研创新项目（编
号：ＸＪＧＲＩ２０１６０４０）；乌鲁木齐市科学技术局现代服务业促进计划
（编号：Ｆ１４１３１０００２）。

作者简介：孟　丹（１９９０—），女，安徽宿州人，硕士，主要从事病原分
子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：２３９３８０２２９４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：乔　军，教授，主要从事畜禽病原分子生物学研究。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｊ７１０６２５＠１６３．ｃｏｍ。

　　金黄色葡萄球菌是一种感染人畜最为常见的病原菌［１］。

目前，人类医源感染的病原菌多为耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌（ｍｅｔｈｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ），会引起深

部感染以及皮肤感染，具有较高的发病率和病死率［２］。动物

源特别是牛源 ＭＲＳＡ感染易引起奶牛严重的乳房炎和子宫
内膜炎，给奶牛养殖业带来严重的经济损失。美国疾病预防

控制中心报告，在细菌感染引起的疾病中，由金黄色葡萄球菌

引起的感染占第２位，仅次于大肠杆菌［３］。此外，一些致病性

金黄色葡萄球菌能够产生多种致病因子，如 ｌｕｋＦ、ｌｕｋＳ、ｈｌａ、
ｈｌｂ等，这些致病因子可诱发炎症，并引起组织损伤，加剧了
临床治疗难度［４］。

金黄色葡萄球菌能够分泌多种毒素和酶，这些毒力蛋白

的表达由ＲＮＡⅢ调控，它是 Ａｇｒ（ａｃｃｅｓｓｏｒｙｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ）位
点转录的一个中心多向调节因子。目前，认为ＲＮＡⅢ至少是
由２个双组分系统激活，这２个双组分系统一个是由 ａｇｒ位
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