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　　摘要：ＨＹ５为调控光形态建成的转录因子，调控花青素的生物合成与累积。通过构建云红梨１号ＨＹ５基因的原核
表达载体，旨在为研究ＨＹ５蛋白的生物功能奠定基础。将云红梨１号的ＨＹ５基因构建到原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１
上，并对其进行诱导表达，通过谷胱甘肽 －Ｓ－转移酶（ＧＳＴ）亲和层析色谱柱纯化融合蛋白。结果表明，重组质粒
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５的酶切检测及测序结果均正确，表明重组质粒载体构建成功。十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺
凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）结果显示，用１００ｍｍｏｌ／Ｌ异丙基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）在３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ条件下诱
导３ｈ后收集诱导菌株，在ＢＬ２１菌株中均有明显的目的条带，诱导表达后的融合蛋白大小约为４３．９０ｋｕ；ＰｙＨＹ５蛋白
能够与ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体上的ＧＳＴ标签蛋白进行融合表达。通过研究成功构建了ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达
载体，诱导表达并纯化出ＰｙＨＹ５融合蛋白为进一步研究其生物学功能奠定了基础。
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　　我国是梨生产大国，年产量超过世界总产量的
６０％［１］。梨的果皮有绿色、黄色、褐色、红色等多种

颜色，其中红皮梨最受消费者的青睐［２］，选育优质

红皮梨已经成为当前国内外的育种目标之一［３］。

目前，云南红梨主要包括早熟早白蜜、中熟 ３２号
（又称美人酥）和中熟３５号（又称满天红）、晚熟云
红梨１号，其中云红梨１号是由云南省农业科学研
究院从云南省砚山县的种质资源中选育而来的［４］，

其果皮着色面积远远超过其他 ３种梨，达 ９０％以
上。由于云南红梨外观色泽鲜艳、内在品质优良，

目前已在云南安宁、江川、德宏、丽江、保山等地大

面积种植，产品远销澳大利亚、新西兰、泰国等，市

场前景广阔，在国内现已引种到河南［５－７］、贵州［８］、

安徽、山东、河北［９］、甘肃［１０］等省。

　　ＨＹ５是光形态建成的正调控因子，是光调控植
物发育的分子开关［１１］。光诱导果皮着色的过程主

要包括光作用于光受体、光受体通过某种途径作用

于转录因子、转录因子调控花青素的生物合成和累

积等。云南红梨果皮的果色着色，主要是矢车菊

素－３－Ｏ－半乳糖苷在果皮中合成和累积的结
果［１２］，影响果皮着色的主要因素是光照［１３］。本研

究对笔者所在课题组前期获得的云红梨 １号 ＨＹ５
基因的序列进行分析发现，ＨＹ５蛋白除了 ｂＺＩＰ域
外，无其他明显的结构域，说明由于缺乏潜在的转

录激活域，使得ＨＹ５蛋白要与其他转录因子发生协
同作用。ｐＧＥＸ－４Ｔ－１是一种可以高效表达插入
的外源基因的融合蛋白表达载体，带有 ｔａｃ启动子，
具有氨苄青霉素（Ａｍｐ）抗性，能够克服转录和转录
后水平对外源基因的表达可能造成的不利影响［１４］。

因此，ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５融合蛋白的成功诱导
表达和纯化，为云红梨１号依光合成红色果皮以及
ＰｙＨＹ５基因功能研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　试验材料　云红梨１号果实于２０１９年９月

—２６— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第２０期



采自云南省安宁市清水河果园，采后于笔者所在实

验室中进行试验。使用水果刀迅速削取云红梨１号
的新鲜红色果皮，立即投入盛有液氮的保温桶中，

之后于实验室－８０℃冰箱内保存。大肠杆菌ＤＨ５α
感受态细胞及表达菌株 ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）
感受态细胞，均购自天根生化科技（北京）有限公

司；原核表达载体 ｐＧＥＸ －４Ｔ－１，购自 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司。
１．１．２　主要试剂 　试验中所用引物，由生工生物
工程（上海）股份有限公司合成；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ
回收试剂盒（ＤＰ２０９－０３）及质粒小提试剂盒
（ＤＰ１０３－０２），购自天根生化科技（北京）有限公
司；限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ及 Ｔ４ＤＮＡ连接
酶，均购自 ＴａＫａＲａ公司；ＬＢ培养基，购自安琪公
司；ＮＩＣｒｙｓｔａｒｏｓｅＦＦ，购自晶诚生物科技公司；异丙
基－β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ），购自 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司。

３ＬＳ１（裂解缓冲液）配方：１５０ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
（ｐＨ值为８．０），９ｇＮａＣｌ，３０ｍＬ５００ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺
四乙酸（ＥＤＴＡ）。
３ＬＳ２（洗涤缓冲液）配方：１５０ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

（ｐＨ值为８．０），９ｇＮａＣｌ，３０ｍＬ５００ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ。
洗涤时取４０ｍＬ，加入２ｍＬ２０％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００。
２０ｍＬＳ３（洗脱缓冲液，现配现用）配方：１ｍＬ

１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ值为 ８．０），０．２ｇ谷胱甘肽
（ＧＳＨ），用去离子水定容至２０ｍＬ。
１．１．３　主要仪器与设备 　ＰＴＣ－２００ＰＣＲ仪、
ＳｉＧＭＡ３ｋ１５高速离心机、ＮＡＮＯＤＲＯＰ２０００紫外分
光光度计、ＤＹＹ－１０Ｃ型电泳槽和电泳仪，均购自北
京六一仪器厂；ＳＹＮＧＥＮＥＧ：ＢＯＸ凝胶成像系统
仪，购自英国 Ｓｙｎｇｅｎｅ公司；ＴＳ－１脱色摇床，购自
上海圣科仪器设备有限公司；ＹＬＮ－ＩＩＩ超强紫外透
射仪，购自北京誉朗诺科技有限公司；超声破碎仪，

购自南京先欧仪器制造有限公司；ＮＧＣＱｕｅｓｔ１０蛋
白纯化系统仪，购自伯乐生命医学产品（上海）有限

公司（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）。
１．２　试验方法
１．２．１　云红梨１号 ＨＹ５基因的克隆　根据已有的
苹果 ＭｄＨＹ５基因序列（登录号：ＡＢ７１０１４３．１），设计
特异性引物（ＰｙＨＹ５－Ｆ：５′－ＡＴＧＣＡＡＧＡＧＣＡＧＧＣ
Ｇ－３′；ＰｙＨＹ５－Ｒ：５′－ＴＣＡＡＴＣＣＧＣＡＴＴＴＧＣＡＣ－
３′）。以云红梨 １号红色果皮 ｃＤＮＡ为模板进行
ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ扩增的反应条件：９８℃３ｍｉｎ；９８℃

１０ｓ，６６℃ ３０ｓ，７２℃４０ｓ，３５个循环；７２℃５ｍｉｎ。
回收 ＰＣＲ产物，加尾，连接到 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体
上，转化 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细胞，提取质粒，经
ＰＣＲ检测和酶切鉴定后测序。
１．２．２　ＰｙＨＹ５基因和ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体的双酶切
　根据试剂盒的说明书提取云红梨１号红色果皮的
总 ＤＮＡ，并以此为模板，设计两端分别含有
ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ 酶切位点的引物，引物序列：
　　Ｐ９９１Ｆ：５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＡＧＡＧＣＡＧＧＣＧ
ＡＣＧＡＧ－３′；
　　Ｐ２９９１Ｒ：５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴＧＡＴ
ＧＡＴＧＡＴＣＣＧＣＡＴＴＴＧＣＡＣＴＡＣＣＡＴＣ－３′。
　　ＰＣＲ反应条件：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６５℃
４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，３３个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。扩增产
物用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测正确后切胶回收。
在３７℃条件下，用限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ处
理３ｈ，酶切完成后电泳检测，再按照琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒的使用说明切胶回收待用。同时，
用热击化法将ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体质粒转入大肠杆
菌ＤＨ５α的感受态细胞中，将其涂布到 ＬＢ固体培
养基（含２０ｍｇ／ｍＬ氨苄青霉素）上，３７℃ 过夜培
养，摇菌并挑斑，按照试剂盒使用说明书提取质粒，

之后进行双酶切，酶切后进行电泳检测，检测正确

后切胶回收待用。

１．２．３　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达载体的构
建 　将“１．２．２”节中经限制性内切酶ＢａｍＨⅠ、Ｘｈｏ
Ⅰ 双酶切纯化后的目的基因及载体片段在 Ｔ４ＤＮＡ
连接酶作用下于４℃过夜连接，之后转入大肠杆菌
ＤＨ５α感受态细胞中，于３７℃过夜培养。培养后挑
菌、ＰＣＲ鉴定，对大小正确的条带进行检测。
１．２．４　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达载体的诱
导表达

１．２．４．１　蛋白的小量表达　用 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－
ＰｙＨＹ５表达载体转化表达菌株 ＢＬ２１；挑取其中的５
个单克隆至含有Ａｍｐ的３ｍＬＬＢ培养基中，３７℃、
２２０ｒ／ｍｉｎ过夜培养；从中取出１ｍＬ作为未诱导液
（ａ液），剩余的菌液按照１∶１００的体积比转接到新
的含Ａｍｐ的３ｍＬＬＢ培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培
养３ｈ。剩余菌液过夜培养后于 ４℃暂存，按
１∶１００的体积比向菌液中加入１００ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ，
３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ诱导３ｈ，从中取出１ｍＬ诱导菌液
（ｂ液）；将上述ａ、ｂ液于６５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收
菌，去除上清；加入 ２０μＬＰＢＳ溶液，混匀后加入
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１０μＬ２×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，混匀，沸水浴煮 １０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，上样，经十二烷基硫酸
钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）检测。选
取５个克隆中表达最好的３个菌液保存。
１．２．４．２　蛋白的大量表达　选取保存的克隆表达
菌液后，按照１∶１００～１∶２００的体积比接入 ＬＢ液
体培养基（含Ａｍｐ，１０～２０ｍＬ）中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ
过夜培养，按照１∶１００的体积比转接到２个含有
Ａｍｐ的２００ｍＬＬＢ液体培养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ
培养约３ｈ，按照１∶２００的体积比加入１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，１９℃、２２０ｒ／ｍｉｎ诱导过夜。该过程连续进
行。共收集４００ｍＬ菌液，于６５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ
收集菌体，去除上清、沥干后于 －２０℃暂存或直接
进行纯化。

１．２．４．３　蛋白可溶性的鉴定　选取上述试验中表
达最好的克隆菌液，按照１∶１００～１∶２００的体积比
接入３ｍＬＬＢ培养基（含Ａｍｐ）中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ
过夜培养；从上述过夜培养的菌液中取出１ｍＬ作为
未诱导菌液，剩余菌液按１∶１００的体积比转接到新
的 ３ｍＬＬＢ培养基（含Ａｍｐ）中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ培
养３ｈ；按１∶２００的体积比向菌液中加入１００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ，１９℃、２２０ｒ／ｍｉｎ诱导过夜；取出２ｍＬ诱导菌
液，６５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ收菌，去除上清，加入
６００μＬＰＢＳ，混匀，超声破碎２～４ｍｉｎ，取２０μＬ破
碎菌液；将剩余诱导菌液于 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，取出２０μＬ上清，去除沉淀后加入 １００μＬ
ＰＢＳ，混匀；将ａ管于６５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收菌、
去除上清后加入１００μＬＰＢＳ，向 ａ、ｂ、ｃ、ｅ管中分别
加入适量上样缓冲液（ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｆｅｒ），混匀、沸水浴
１０ｍｉｎ后于 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，上样，进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测，分析目的蛋白是否可溶表达。
１．２．５　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达蛋白的纯
化　在大量表达收集的菌液中加入 １００ｍＬＳ１溶
液、１ｍＬ１ｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇 （ＤＴＴ）、１ｍＬ
１００ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ），混匀后分装菌
液（每份２０～３０ｍＬ），超声破碎（６号探头，功率为
３０％，超声２ｓ，停止２ｓ，持续１０～２０ｍｉｎ），直至菌液
澄清呈半透明状态。用５０ｍＬ离心管收集破碎菌液，
于１８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集上清待纯化。取
２ｍＬ混匀的商业化谷胱甘肽－Ｓ－转移酶（ＧＳＴ）－
琼脂糖珠，加入含有１ｍＬｄｄＨ２Ｏ的柱中，待珠子沉
淀后，将上层液体调节到 １ｃｍ高度，按照表１中的
步骤进行处理和纯化。

表１　ＧＳＴ标签蛋白的纯化流程

步骤 上柱溶液
流速

（ｍＬ／ｍｉｎ） 目的

１ ３０ｍＬＨ２Ｏ ２ 预处理

２ ６０ｍＬＳ１溶液 ２ 平衡

３ 含有目的蛋白的上清溶液 １ 上样

４ ６０ｍＬＳ２溶液 ２ 洗涤，去除杂蛋白

５ １０～１５ｍＬＳ３溶液 １ 洗脱目的蛋白

６ ３０ｍＬＨ２Ｏ ２ 清洗柱子

７ ２０ｍＬ２０％乙醇 ２ 保存柱子

　　注：上样时，收集２０μＬ从柱子中流出的溶液（记为ｆ）；洗涤时，

收集２０μＬ从柱子中流出的溶液（标记为ｇ）用于后续检测。

　　表１中第５步的目的为洗脱目的蛋白，用多个
１．５ｍＬ离心管收集洗脱下来的溶液，每个离心管收
集５００μＬ蛋白溶液，将收集了蛋白的离心管按收集
的先后顺序编号（１～２０）。收集后立即向管中加入
５０μＬ甘油，混匀，从编号为１、５、９、１３、１７、２０的管
中取出２０μＬ蛋白用于检测。剩余蛋白用自封袋收
集，于－２０℃保存。在纯化过程中，用 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
检测收集液及最后待检测的纯化蛋白。观察纯化

蛋白各管中的蛋白混度与浓度，选择最好的几管合

并，进一步进行透析处理（以去除盐离子和咪唑），

确保达到一定的浓度和纯度。

２　结果与分析

２．１　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达载体的构建
　　对于构建好的ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５，挑选菌
落进行 ＰＣＲ鉴定，切取大小正确的条带后，用
ＰＧＥＸ－５（正向通用引物，序列为 ５′－ＧＧＧＣＴＧＧＣ
ＡＡＧＣＣＡＣＧＴＴＴＧＧＴＧ－３′）进行测序检测。测序结
果表明，序列中有包含双酶切位点（ＢａｍＨⅠ和
ＸｈｏⅠ）的ＰｙＨＹ５基因片段，大小为４９５ｂｐ，且含有
双酶 切 位 点 ＢａｍＨⅠ （ＧＧＡＴＣＣ）和 ＸｈｏⅠ
（ＣＴＣＧＡＧ），与预期的载体片段相符，说明 ｐＧＥＸ－
４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达载体构建成功，详见图１。
２．２　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达载体的表达

将含有重组质粒 ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５的原
核表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）在 １００ｍｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ、
３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ的条件下进行诱导，３ｈ后收集诱
导菌株。１２％ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳鉴定结果见图
２。根据生物信息学分析结果，推测 ＰｙＨＹ５的蛋白
质大小为１７．９ｋｕ，ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体上所带 ＧＳＴ
标签蛋白大小为２６ｋｕ，因此推测诱导表达出的融合
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蛋白大小为４３．９０ｋｕ。由图２可知，该融合蛋白在
ＢＬ２１表达菌株中均有明显表达，且目的蛋白大小与
预测蛋白大小吻合，而未诱导重组质粒 ｐＧＥＸ－
４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５的原核表达菌株 ＢＬ２１（ＤＥ３）在
４３９０ｋｕ处没有出现明显条带，证明 ｐＧＥＸ－４Ｔ－
１－ＰｙＨＹ５原核表达载体得到了成功表达。

２．３　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达蛋白的可溶
性鉴定

　　选取表达最好的诱导菌液，离心收菌、去除上
清后加入６００μＬＰＢＳ，混匀后，置于超声破碎离心
管中离心，取出上清，向去除上清的沉淀中加入

１００μＬＰＢＳ，混匀，分析目的蛋白是否为可溶性表
达。用１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳进行鉴定，由图
３可知，ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达蛋白经诱
导后在约４３．９０ｋｕ处出现了１条蛋白条带，在未经
诱导的空白对照中没有出现此条带；同时，在菌液

离心后得到的上清液及沉淀中，位置相近的地方也

出现与诱导成功的菌液相同的蛋白条带，表明

ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达蛋白在上清中也有
表达，且可溶性较好。

２．４　ｐＧＥＸ－４Ｔ－１－ＰｙＨＹ５原核表达蛋白的纯化
收集４００ｍＬ大量表达菌体，加入１００ｍＬＳ１溶

液、１ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ和１ｍＬ１００ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，混
匀后超声破碎（６号探头，功率３０％，超声２ｓ，停止
２ｓ，持续１０～２０ｍｉｎ），直至菌液达澄清半透明状
态，离心后收集上清，将商业化ＧＳＴ－琼脂糖珠加入
含有１ｍＬｄｄＨ２Ｏ的柱中，待珠子沉淀后，对融合蛋
白进行处理和纯化。如图４所示，ＰｙＨＹ５融合蛋白
经过Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３溶液和ＧＳＴ－琼脂糖珠处理、纯化后
得到单一的目的条带，未出现杂带，该蛋白与大量

表达后ＰｙＨＹ５融合蛋白的位置一致，与预期蛋白大
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小相符，蛋白浓度、纯度较高，共获得８ｍＬ纯化蛋
白，经测定，纯化蛋白的质量浓度为５００μｇ／ｍＬ。

３　讨论

光在植物生长发育过程中的意义重大，在调控

植物光形态建成的过程中，红光、远红光、蓝光、

ＵＶ－、ＵＶ－Ｂ等均会影响 ＨＹ５的积累，而且 ＨＹ５
调控光信号转导下游的相关基因［１５］。目前，在部分

植物（如津田芜菁［１６］、拟南芥［１７］、油菜［１８］等）中，

ＨＹ５的编码基因已经被成功克隆，ＨＹ５可直接与花
青素合成的关键基因发生相互作用。在前人研究

的植物中，ＨＹ５基因编码的ＨＹ５蛋白的Ｃ末端具有
ｂＺＩＰ结构域，可直接与基因的启动子作用元件
Ｇ－ｂｏｘ结合，从而激活并诱导该基因的表达［１１］。

Ａｎｇ等的研究表明，拟南芥的 ＨＹ５过量表达植株在
光下生长时，表现为光形态建成［１９］，表明 ＨＹ５是光
形态建成过程中的１个正调控因子。尽管有学者对
植物中的ＨＹ５进行了一些研究，关于 ＨＹ５的结构、
功能及其分子机制也逐渐明晰，但ＨＹ５与其他蛋白
的协同作用尚未明确。因此，开展云红梨１号 ＨＹ５
基因的原核表达研究，可以为深入研究ＨＹ５的生物
学活性和互作奠定基础。

　　大肠杆菌原核表达系统制备重组蛋白有诸多
优点，目前已被广泛应用于植物蛋白的表达研究

中［２０］。将目标基因转移到带有谷胱甘肽－Ｓ－转移
酶（ＧＳＴ）标签的原核表达载体ｐＧＥＸ－４Ｔ－１上，加
入诱导剂异丙基 －β－Ｄ－硫代半乳糖苷后，ｔａｃ就
会被诱导，ｔａｃ启动子后的 ＧＳＴ标签及其后的插入
基因就会得到表达［２１］。而ｐＧＥＸ－４Ｔ－１载体表达
的蛋白产物在 Ｎ端含有 ＧＳＴ序列，加入融合标签
ＧＳＴ后，重组蛋白的大小会随即增加２６．０ｋｕ，蛋白
正确折叠，以融合形式表达［１４］。在本研究中，

ＰｙＨＹ５的蛋白质大小仅为１７．９０ｋｕ，因此表达的融
合蛋白分子量应为 ４３．９０ｋｕ；此外，由于 ｐＧＥＸ－
４Ｔ－１在表达菌株中高效表达，因此本试验以
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１作为表达载体。构建原核表达载体
后，在特定条件下被诱导，收集诱导菌株，发现有明

显的目的条带，蛋白大小为４３．９０ｋｕ，表明 ＰｙＨＹ５
蛋白在 ＢＬ２１菌株中高效表达。综上本研究以
ｐＧＥＸ－４Ｔ－１作为表达载体，与云红梨１号 ＰｙＨＹ５
基因的开放阅读框构建重组质粒，转化表达菌株Ｅ．
ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态，获得了阳性的原核表达菌
株。同时，用ＩＰＴＧ诱导原核表达载体 ｐＧＥＸ－４Ｔ－
１－ＰｙＨＹ５后，ＰｙＨＹ５蛋白获得了高效表达，这也为
进一步阐明 ＨＹ５调控花青素生物合成的分子机制
奠定了理论基础。
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克隆及表达特性［Ｊ］．分子植物育种，２００８，６（１）：５９－６４．

［１７］张　荔，周　波，李玉花．植物 ＨＹ５蛋白结构与功能的研究进

展［Ｊ］．植物生理学通讯，２０１０，４６（１０）：９８５－９９０．

［１８］郭继平．油菜ＨＹ５基因的电子克隆及生物信息学分析［Ｊ］．北

方园艺，２０１３（２３）：１１６－１１８．

［１９］ＡｎｇＬＨ，ＣｈａｔｔｏｐａｄｈｙａｙＳ，ＷｅｉＮ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎＣＯＰ１ａｎｄＨＹ５ｄｅｆｉｎｅｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｗｉｔｃｈｆｏｒｌｉｇｈｔｃｏｎｔｒｏｌ

ｏｆＡｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，１９９８，１（２）：２１３－

２２２．　

［２０］刘晓庆，徐照龙，许　玲，等．大豆 ＧｍＮＡＣ８基因克隆与原核表

达［Ｊ］．江苏农业学报，２０１３，２９（４）：７３４－７３７．

［２１］唐　琦．可用作生物杀虫剂的家蚕核型多角体病毒ｏｒｆ６５、ｏｒｆ９１

的基因功能分析［Ｄ］．镇江：江苏大学，２０１３：１３８．

邓博涵，刘丹蕾，陈秋菊，等．１株三型丁香假单胞菌猕猴桃致病变种细菌全基因组扫描图测序及分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（２０）：６７－７４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．２０．０１１

１株三型丁香假单胞菌猕猴桃致病变种细菌
全基因组扫描图测序及分析

邓博涵１，刘丹蕾１，陈秋菊１，倪培恩１，张子蕾１，王大鹏１，纠松涛１，王　磊１，马　超１，

张才喜１，王世平１，沈叶鑫２，鲍金平３，许文平１

（１．上海交通大学农业与生物学院，上海２００２４０；２．上海浦蔬农业科技有限公司，上海 ２００２４０；

３．浙江省遂昌县农业农村局，浙江遂昌３２３３００）

　　摘要：丁香假单胞菌猕猴桃致病变种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅｐｖ．ａｃｔｉｎｉｄｉａｅ，简称 Ｐｓａ）是引起猕猴桃细菌性溃疡病
的病原菌。对从感染溃疡病的东红猕猴桃枝条中分离得到的１株Ｐｓａ野生株（命名为ＧＸ０５）进行全基因组测序，获得
基因组草图，分析其中毒力基因、耐药基因和致病基因的情况。研究发现，多位点序列分型结果显示 ＧＸ０５为 ｂｉｏｖａｒ
３，与毒力因子数据库比对，ＧＸ０５携带９９种毒力因子及６９２个相关毒力基因，同源性和匹配度最高的毒力因子是ＰｖｄＬ
和Ｉｒｐ１；与综合抗生素抗性基因数据库比对，ＧＸ０５携带３３６种耐药基因，与２９种抗生素有关；与病原宿主互作数据库
比对，不表达导致病原菌致病力减弱的基因数量最多，其中同源性和匹配度最高的是ＰｖｄＬ，此外与增强致病力相关的
同源性和匹配度最高的基因是ｈｒｃＣ。通过全基因组测序信息初步分析了１株三型 Ｐｓａ菌株中存在的毒力、耐药及致
病基因情况，对深入研究其致病机制和合理用药有重要意义。

　　关键词：丁香假单胞菌猕猴桃致病变种；猕猴桃细菌性溃疡病；全基因组测序；毒力基因；耐药基因；致病基因
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　　猕猴桃细菌性溃疡病严重威胁着猕猴桃产业
的发展，给世界猕猴桃产业造成了巨大损失［１］，丁

香假单胞菌猕猴桃致病变种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ
ｐｖ．ａｃｔｉｎｉｄｉａｅ，简称 Ｐｓａ）是猕猴桃细菌性溃疡病的
致病菌［２］。研究发现，原本健康的猕猴桃植株在春

季初次出现溃疡病症状（如叶斑）后，年底便会死

亡。溃疡病的传播速度快、危害大，１年便可毁坏整
个猕猴桃园［３－４］。目前还没有直接杀灭病原菌的有

效措施［５］，主要的防治方法包括以铜制剂为主的化

学防治［６－７］、以链霉素为主的生物防治［８－９］、果园管

理［１０］和抗性品种选育［１１］等。化学和生物防治可造

成植物毒性、药物残留、产生耐药细菌等缺点，并且

基因水平转移可使耐药基因在细菌间流动［１２］，目前

已有报道表明部分 Ｐｓａ对链霉素［１３］和铜制剂［１４］产

生了抗性。

寻找猕猴桃细菌性溃疡病的有效防治途径是

全球猕猴桃产业面临的重要任务。已发现的Ｐｓａ有
５种生物型，分别为ｂｉｏｖａｒ１、ｂｉｏｖａｒ２、ｂｉｏｖａｒ３、ｂｉｏｖａｒ
５、ｂｉｏｖａｒ６。我国目前只发现ｂｉｏｖａｒ３群体［１５］，但其
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