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含有绿色荧光蛋白基因的质粒载体的构建
及其在水稻白叶枯细菌中的表达
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摘　要: 本文用绿色荧光蛋白基因 (green fluo rescen t p ro tein)标记水稻白叶枯细菌,观察其在白叶枯细菌中的表

达情况。光激发后,白叶枯细菌发出绿色荧光,表明 gf p 在白叶枯细菌中得到了高效表达。后续工作意在利用 gf p

所发出的绿色荧光,来追踪白叶枯细菌侵染水稻的路径,以及检测水稻在遭受白叶枯病害时的一些生理生态变化,

进一步探讨水稻对白叶枯细菌的抗生机理,希望能够为水稻抗性品种的检测提供新的理论依据。文中重点介绍了

对质粒pM 2464的改造过程,经 gf p 标记后的水稻白叶枯细菌,在紫外或蓝光的激发下,发出绿色荧光,证明了用标

记有 gf p 基因的白叶枯细菌来观察其侵染水稻过程的想法是可行的。
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Abstract: T h is paper in troduced X an thom onas ory z ae pv. ory z ae w as m arked w ith green fluo rescen t p ro tein

(gf p ) gene and observat ion the exp ression of gf p. Excited w ith ligh t, the pathogen em it ted green fluo rescence,

show ed gf p w as exp ressed h igh effcien t ly. In the fo llow 2up w o rk, by tracing the green fluo rescence, can be know n

the infesta t ion path of the pathogen in rice and the physio logical changes of irce infracted by pathogen; so the

disease resistance m echan ism of rice versus pathogen ic bacteria can be fu rther p robed in to th rough the above w o rk.

In th is paper the p rocess of reconstruct ion p lasm id pM P2464 w as in troduced part icu larly, the pathogen m arked

w ith gf p w as excited by u ltravio let o r b lue ligh t and em it ted fluo rescence, th is all p roved that the idea stated as

p revious is feasib le.
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0　引言

绿色荧光蛋白 (GFP)是一类存在于包括水母、

水螅和珊瑚等腔肠动物体内的生物发光蛋白。当受

到紫外或蓝光激发时, GFP 发射绿色荧光。其独特

之处在于:它产生荧光无需底物或辅因子;而其它已

知的荧光素酶 (L uciferase)都是氧化酶,它利用分子

氧来氧化底物,使产物分子处于一种激发态而发光。
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这种酶ö底物 (L uciferaseöL uciferin )的相互作用是

生物发光的普遍模式[ 1 ]。而 GFP 是第一个例外,它

是分子量为 30KD 的单体发光蛋白,受 395 nm 近紫

外光或 470 nm 蓝光激发后,在Ca2+ 催化下,能发出

波长为 510 nm 的绿色荧光。该作用不需要酶参与,

也不需作用底物,发光蛋白对细胞没有毒性、结构稳

定、作用持久,其最大的特点是可以在活体组织、细

胞内部直接检测[ 2 ]。

由 革 兰 氏 阴 性 菌 黄 单 孢 水 稻 变 种
(X an thom onas ory z ae p v. O ry z ae, X oo)引起的白

叶枯病是水稻生产中最严重的细菌性病害。白叶枯

病菌由水稻叶片上的气孔或伤口侵入,沿叶脉产生

灰白色病斑。水稻遭受白叶枯病后,会严重减产,甚

至绝收[ 3 ]。如何选育出抗白叶枯病的水稻抗性品种,

是农业育种方面亟待解决的问题。常规的育种方法

一般是根据水稻被白叶枯细菌感染后其外观形态的

变化来进行抗病和感病品种的筛选。这种方法耗时

长,易受外界环境的影响,而且不能从根本上解释抗ö
感病的机理。本实验意在利用 gf p 基因标记白叶枯细

菌,根据 gf p 发出的绿色荧光,观察白叶枯细菌的侵

染过程,及其与水稻之间的互作。通过对水稻叶绿体、

线粒体A T P 酶的活性[ 4 ]及叶片可溶性蛋白[ 5 ]的研

究,有望提出抗白叶枯病菌水稻品种筛选的新方法。

1　材料和方法

1. 1　菌株和培养条件

1. 1. 1　本实验中所用的是水稻白叶枯病优势致病

型Ì 型菌,由广东省农业科学院植物保护所曾列先

老师提供; 大肠杆菌 S217 (E scherich ia coli S1721

m ob iliser st ra in)以及质粒 pM P2464均由华中农业

大学农业部农业微生物重点实验室提供。

1. 1. 2　培养基与培养条件　大肠杆菌采用LB 培

养基, 于 37℃下培养; 水稻白叶枯细菌采用 T Y 培

养基,于 28℃下培养。

1. 2　实验步骤

1. 2. 1　绿色荧光蛋白基因 (gf p )在大肠杆菌 (E.

coli)中的表达

用 E coR É酶切载体 pA C2gf p ,回收 0. 9 kb 的

片段插入到 SK (+ )的 E coR É 位点得到重组质粒
pHN 114,然后用合成引物 Pgf p 以 pHN 114为模板

进行 PCR 扩增,产物经B am H I2X ba I酶切后插入到

表 达 载 体 pBBR 1M CS5 上 构 建 成 重 组 质 粒

pM P2464 (见图 1)。将pM P2464的 E. coli转化子经

37℃摇瓶培养,直至对数中期。

1. 2. 2　水稻白叶枯细菌抗性菌株的筛选

在 T Y 液体中培养 48小时～ 60小时活化该菌,

图 1　gf p 表达载体 pBBR 1M CS5的构建过程

F ig. 1　Con struct ion cou rse the pBBR 1M CS5 exp ression vecto r carrying GFP gene
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将菌液稀释至 10- 3,均匀涂在 T Y+ 链霉素 (200 Λgö
m l)平板上, 28℃培养,长出的菌落再在 T Y+ 链霉素

平板上验证抗性,即获得带链霉素抗性的突变株。 1.

2. 3　利用 gf p 基因标记白叶枯细菌

质粒 pM P2464 (Gm R )上携带有由 lac启动了控

制表达的 gf p 基因,能在多数革兰氏负反应细菌中

稳定复制,并且带有可诱导转移的 R K2 (R P4)m ob

位点。将 pM P2454质粒转化到大肠杆菌 S1721 (协

助转移宿主菌)中。S1721 (pM P2464)在LB 液体中

培养至对数中期,与培养至对数中期的水稻白叶枯

细菌等体积混合,菌体用 T Y 液体洗涤 3次,再用微

量 T Y 液体溶散,滴加到铺在 T Y 平板上的微孔滤

微膜上, 28℃培养 2 天。菌膜用无菌水稀释, 涂在

T Y+ 链霉素 (200 Λgöm l) + 庆大霉素 (20 Λgöm l)平

板上。长出的菌落经纯化后即获得 gf p 标记菌株。

2　实验结果

2. 1　gf p 基因在大肠杆菌中正确表达的检测

重组质粒 pHN 114经酶切、电泳鉴定 (见图 2) ,

证明含有 pA C2gf p 片段。将含有质粒 pM P2464的

E. coli 转化子培养至对数中期, 经 470 nm 的光照

射,能检测出绿色荧光。表明 gf p 可以在大肠杆菌中

正确表达。

1. pA C2gf p öE coR É ; 2. SK (+ ) E coR É ;

3. pHN 114öE coR É ; 4. ΚDNA öH ind

图 2　重组质粒 pHN 114的酶切鉴定

F ig. 2　 Iden t if ica t ion the recom b ina t ion p lasm id

by enzym e incising

2. 2　水稻白叶枯细菌的发光检测

2. 2. 1　平板检测　将长有用 gf p 基因标记的白叶
枯细菌的平板与长有未用 gf p 基因标记的初发菌平

板进行对比。在以汞灯为激发光源的荧光显微镜下

观察现发,含有 gf p 基因的白叶枯菌落有微弱的绿

色荧光发出 (见图 3)。而初发菌的菌落呈现浅黄色,

看不到绿色荧光。

2. 2. 2　涂片检测　用接种环挑取少许菌落,用蒸馏

水稀释。在酒精灯上灼烧接种环,待冷却后,把接种

图 3　含有 gf p 基因的白叶枯菌落

F ig. 3　T he co lony of X an thom onas ory z ae pv.

ory z ae carrying GFP gene

环浸于稀释好的菌液里,使接种环上能够形成单层

水膜。把接种环上的水膜均匀涂布在洁净的载玻片

上,使所涂布的菌膜尽可能的稀薄。用 395 nm 的光

激发,检测其发光情况。观察发现,经 gf p 标记的细

菌较对照有明显发光。

3　结论

gf p 是目前被广泛采用的新型标记基因, 文中

通过对质粒pM P2464进行改造,将 gf p 基因标记到

水稻白叶枯细菌上:光激发后,可看到标记菌有明显

绿色荧光发出,表明 gf p 基因已在白叶 2 细菌中成

功表达。这为后续工作中利用 gf p 所发出的荧光,来

在体实时观测白叶枯细菌在水稻中的侵染提供了可

能。
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·科技动态·

关于组团参加第 19届国际遗传学大会的通知

各地遗传学会:

第 19届国际遗传学大会将于 2003年 7月 6日- 12日在澳大利亚召开,主题是: Genom es

- T he L inkage to L ife (基因组: 生命的纽带)。中国遗传学会曾在今年 6月份发出通知,届时将

组团前往,目前报名人数已达 30人,组团条件已经成熟。估计每人总费用在 2万元左右。(往返

机票及悉尼和莫尔本食宿全部费用,并含 4天参观费用。7月 5日启程, 7月 14日返回。)组团

价格大约可为每人节省 3000余元。19届大会秘书 Ph il教授将于 12月访华,请欲参加组团的

同志报来姓名、单位和职称以便向澳大利亚申请邀请信。请与学会联系。 (E2m ail: xpan

@genet ics. ac. cn　T el: 010 - 64889611　Fax: 010 - 64853199) 大会的信息请参考网页

(www. genet icscongress2003. com )

中国遗传学会

2002年 11月 6日
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