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摘 要 利用 in vivo转座技术构建了白叶枯病抗性基因Xa23鉴别菌株的突变体库，特异性引物 PCR扩增和转座子插入位点 

旁侧序列分析结果表明转座子插入到白叶枯病菌的基 因组中。经人工接种鉴定，筛选到4个毒力发生变化的突变体。为进一 

步克隆 Xa23无毒基因提供 了条件。 
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Abstract The mutant population of Xanthomonas oryzae pv oryzae strain differential to rice bacterial blight resistance gene 

Xa23 has been constructed mediated by transposon in vivo．The results of PCR amplification with specific primers and analysis 

of flanking sequence of mutants indicated that the foreign DNA has been integrated into X．oryzae pv oryzae genome．Four 

mutants wi th changed avirulent activity to Xa23 gene have been identified by artificial inoculation．It is po ssible to clone genes 

that are required for AvrXa23 avirulence activity using this new strategy． 
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水稻白叶枯病 (Xanthonmonas oryzae pv oryzae，Xoo)是世 

界水稻生产中的主要病害之一，也是我国水稻高产、稳产的 

重要限制因素。利用抗性基 因选育抗病品种是防治 白叶枯 

病的有效手段 ，目前国际上命名的水稻白叶枯病基因已达 28 

个之多。我国章琦等从普通野生稻(Oryzae rufipogon)中发掘 

鉴定的新基因 Xa23是迄今发现的抗谱最广、抗性转移效应 

最强的全生育期完全显性的白叶枯病抗性基因，不同遗传背 

景的 F．植株从苗期到成株期均表现高度抗病 ]，是改良水 

稻 、特别是杂交稻白叶枯病抗性的优异抗源。水稻与白叶枯 

病菌之间存在典型的特异性互作关系，克隆 Xa23无毒基因， 
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将有助于阐明白叶枯病抗性基因的广谱抗性机理。本文采 

用一种新的 in vivo转座技术构建了Xa23鉴别菌株的突变体 

库 ，并对突变体的毒力变化进行了初步鉴定。 

l 材料与方法 

1．1 材料 

水稻白叶枯病菌菌株为 Xa23基因的鉴别菌株——菲律 

宾生理小 种 6代表 菌株 PX099。携有 Xa23的水稻 品系 

CBB23(轮回亲本为 JG30)用于突变体鉴定 ，对 PXO99表现高 

度感病的品种 IR24作为感病对照。 

1．2 茵系转化 

将供试菌株 PXO99振荡培养至 ∞  =0．5～0．6，制备 

悬浮 细胞。参考 Igor Y Goryshinde等 的方 法，采 用 Cell 

Porator Electroporation System(Life TeehnolongiesrM)将 EZ：：TN 

<KAN一2>Tnp Transposome(Epmentre。)电激转化到悬浮细胞 

中。悬浮细胞在 SOC培养基中于 28℃振荡培养 1h，涂布于 

含有 30,ttg／mL卡那霉素的 PSA培养基表面，28~C培养 24～36h 

后，将阳性菌落转移至装有 PS培养基(含30~g／mL卡那霉素) 

的 384孑L培养板中。 

1．3 突变体的 PCR鉴定及转座子插入位点旁侧序列分析 

随机 取 突 变 体 进 行 PCR 检 测 ，引 物 序 列 为：5 

3 (TS2一FW)，5 cgagcatcaaatgaaactgc 3 (TS2一 

RV)。PCR反应体系 25 ，内含 10×PCR反应缓冲液 2．5 ， 

dNTPs(10mmol／L)2 ，引物(8~mol／L)2 ，Taq DNA聚合酶 

(3u／~L)O．2 ，Mg2 (25mmol／L)2 ，菌液 l 。以未转化的 

PX099的 DNA作阴性 对照。扩增程 序为 95 oC 5min，(95℃ 

30s，58℃45s，72 oC 1．5min)30个循环，72 oC 7min。 

采用 Inverse PCR方法 分析转座子在突变体基因组中 

插入位点 旁侧 序列。采 用转 座子 内没有 切点 的 限制酶 

EcoR I或 醣fⅡ对 突变 体 DNA进 行 酶切 、连 接，连接 产 

物进行 Nested PCR扩增 ，第 一 轮 引 物 为 FP-2 (5 一 

3 ) 和 RP-2 (5'-cacctgattgcccgacattatc一 

3 )，第二轮引物为 FP-1(5 一acctacaacaaagctctcatcaacc．3 )和 RP— 

l(5 一 3 )。扩增程序为 95cc5min，95cc 

30s，52℃45s，72 oC 1．5min)30个循环，72 oC 7min。第二轮产 

物回收测序。 

1．4 人工接种鉴定突变体 

将保存于 一80~C的突变体在含有 30,ug／mL卡那霉素的 

PSA培养基活化，在水稻分蘖期采用剪叶法接种携有 Xa23 

的水稻品系 CBB23，鉴定各突变体毒力的变化。不携带抗性 

基因的品种 IR24作感病对照，接种后 12d左右，当接种野生 

型菌株 PXO99的感病品种病情趋于稳定时，调查 CBB23各植 

株的抗性反应。 

2 结果与讨论 

2．1 突变体库构建 

Xoo感受态细胞经电激转化，经 SOC培养基振荡培养后 

涂板，24—36h开始在含有 30~g／mL卡那霉素的 PSA筛选培 

养基表面出现菌落，未经转化的受体菌株感受态细胞在筛选 

培养基表面无菌落产生。不 同次试验白叶枯病菌感受态细 

胞的转化效率不同，转化效率为 20ng EZ：：TN<KAN．2>Tnp 

Transposome产生 l o2个以上的 Kan 菌落，表 l为 4次转化试 

验的结果。阳性菌落转至 384孑L板培养后 ，保存于 一80℃。 

采用 in vitro转座技术已获得 4700个 Xoo突变体 ，约覆盖白 

叶枯病菌基因组的 1．17倍。 

表 1 EZ：：TN<KAN-2>Tnp Transposome(20ng)电激 

转化水稻白叶枯病菌获得的 Kan 菌落数 

Table 1 Kan colonies of EZ：：TN<KAN一2>Tnp 

Transposome(20ng)produced by Electroporation 

2．2 转座子插入到 Xoo基因组中的证据 

采用编码卡那霉素抗性 基因的序列设计特异性引物 

TS2一Fw和 TS2一RV，随机扩增保存于一80~C的突变体。随机挑 

取的不同批次转化的各突变体扩增后均产生 800bp的目标 

片段(图 1)，野生型菌株没有相应的扩增带产生；突变体继代 

3次后，PCR检测仍 100％表现阳性，上述结果初步显示转座 

子已插入到突变体的基因组中。 

A B C D E F G H I J K 

图 1 Xanthomonas oryzae pv oryzae的 PCR检测 

Fig．1 PCR analysis ofmutants of X．oryzae pv oryzae 

Primer pairs was TS 2-FW and TS2一RV．A：marker，1kb ladder；B～J 

mutants；K：Xoo wild strain． 

采用 Inverse PCR方法分析了几个突变体转座子插入位 

点的旁 侧序列 (图 2)。所测 得的序列包括转座子两端 的 

Mosaic end，进一步表明转座子插入到了 Xoo的基因组中．并 

且不同的突变体转座子的插入位点不同(图 3)。转座子在受 

体菌株基因组中随机插入为构建和筛选不同目标性状的突 

变体提供了可能。 

FP1 FP2 RP2 RP1 

ME ATG 

图 2 EZ 

KANR TAA ME 

TN<KAN一2>Tnp Transposon结构图 

和 inverse PCR引物位 置 

Fig·2 Schematic map of EZ：：TN<KAN一2>Tnp Transposon 

and the locations of primers used in inverse PCR 

ME=Mosaic End． 

2．3 无毒基因突变体的筛选 

携带抗病基因 Xa23的品系CBB23对 PXO99菌株表现高 

度抗病反应，病斑面积为 0．5—1．Ocm。在测定的突变体 中， 

发现 4个突变体的致病力与野生型菌株相比致病力明显提 

高(图 4)，病斑长度达到 5．0～7．Ocm。Xa23是一个高度抗病 

的广谱抗性基因，与病原菌存在清晰的特异性识别反应，对 

我国7个病原型 、菲律宾和日本的全部生理小种以及韩国代 

表菌株均表现高度抗病，病斑长度均小于 1．0cm(章琦 ，个人 
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通讯)。上述几个突变体经 PCR扩增后均有转座子特异性片 

段产生。从 CBB23的抗性反应来看 ，可以初步推断上述突变 

体的致病力发生变化可能与转座子插入到无毒相关基因位 

点有关。 

l0．3 

2-I6(9) 

_B￡I· 

cgttacat 

2-16(91·⋯ ⋯ ···cgttacat tagtctctaaaact 

5-5 gccgctccgctagtccg 

10—3 cgccgcataccggaatt 

2-16(9) acacttgrtgcggccgt 

ggctaggtacac 

图3 Ez：：TN<KAN．2>Tnp Transposon在突变体 5—5、 

lO．3和2．16(9)Xoo基因组中插入位点的旁侧序列 

Fig．3 Junction sequences of EZ：：TN<KAN·2>Tnp 

Transposon to flanking DNA of mutants 5-5，10．3 and 2-16(9) 

The sequence in[]is the sequence of transposon，the shaded letters are 

the sequence of mosaic end．The sequence outside l J is DNA of Xoo． 

A B C D E 

图4 毒力变化的突变体在叶片上的症状 

Fig．4 Leaves with increased symptoms produced by 

mutants from infection assays 

A：wild-type PXO99：B～E：the mutants． 

Ez：：TN<KAN．2>Tnp Transposome转座系统是近年发展 

起来的一种转化细菌的新技术 ，不需要进行细胞融合，也 

不需要种相容的转座酶表达系统和 自杀载体 ，直接通过电激 

转化将转座子导入到活细胞中，并且转座子在大多数突变体 

基因组中均为单拷贝插入 。 

本文探索了Ez：：TN<KAN．2>Tnp Transposome体系转化 

水稻白叶枯病菌的有效性，结果表明该系统可以用于黄单胞 

细菌的转化 ，与常规的转座子转化技术相比 ，具有操作简 

便、转化效率高的特点；同时构建了广谱基因 Xa23鉴别菌株 

的突变体库，为克隆 AvrXa23基因提供了条件。目前我们正 

同时通过序列测定和 Southern杂交分析 EZ：：TN<KAN．2> 

TnD Transposome在毒力发生变化的突变体基因组中的插入和 

分布情况，以期克隆到 Xa23的无毒相关基因。 
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