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摘要 环乞之bach 沁 是一类寄生于许多节肢动物细胞质内的类立克次 氏体细菌
.

该

细菌与广泛存在于节肢动物群体内的生殖
、

发育异常现象相关
.

为了研 究这些现象

的分子机制
,

利用 RDA ( erP 溉 en at it ol lal id ffe 阳
n ce an a lys i , )方法分析了不 同表型 乳 l

-

乙山角衍 的基 因组差异
.

发现在强烈诱导胞质不相容性的 乳肠砚 h记 品系 wR i( 存在于

果蝇 刀功占hor ial
,￡爪以。 。 凡 ve o ide D SR 品系 )的基因组 中

,

存在一个潜在的可转移遗传

因子
,

将其命名为 wl sE (肠肠侧先故 i lsr ert ion sequ en ce el em en t)
.

关键词 胞质不相容 可转移遗传因子

胞质不相容性 (
c
yt

o p las m ic icn
o m pat iib h yt

,

CI )是存在于多种昆虫群体内的一种胚胎发育异

常现象
,

这种现象是 由呈细胞质遗传方式的类立克次氏体细菌 肠肠山火她 引发 的
.

当感染了

耳乞2灰沈人沁 雄性个体与非感染的雌性个体交配时
,

通常不产生或者产生极少数 目的子代
.

而如

果雌性个体感染了 确 lb ac h池
,

与任何雄性个体交配均能产生正常数 目的子代
.

这样
,

感染了

肠 lb hac 如 的宿主相对于非感染 的同种昆虫具有生殖上的优势
,

从而能在一个群体中快速传

播川
.

对于这一现象的群体生物学和细胞学研究已经进行得相当深人
,

一般认为
,

这一现象的

产生是由于 肠 lb ac h如 结合了宿主的某种生殖细胞特异染色体蛋 白质并在随后精子发生过程

中将这种蛋白质携至精细胞外
,

从而影 响了受精后 的第 1 次有丝分裂过程 2j[
.

不 同品系的

环乞肠山火沁 能产生不同的 CI 表型
.

为了研究 CI 的分子机制
,

我们采 用了 RD A ( erP er s e n协 tion al

d iffe er cn 。 阴习y s i s )方法川分析不同表型 两 lb
hac 讯 之间的差异

.

结果从 wR
i 乳 lb hac

ia 品系分离

到一个潜在的可转移遗传因子并将其命名为 节几S E ( 环乞肠
。动记 isn e

irt on s

equ en ce el e

me in )
.

1 材料与方法

1
.

1 果蝇品系

刀m s粤汤而
s i m浏姗 凡v e sr id e

( DSR )
,

刀m 3

hoP i阮 s im以a sn D SW/ M au ( M au )
,

刀沁 5叩人ila ; ￡爪“ 之̀刀`

N

~
a( 邢 A )

,

D阳 `

hor 而 硼￡̀爪珍哪et r C an otn (S MD )刃即
`叩人而 砒 2。 爪管邵恕 r

卿山 ( 、W )
,

均携带共

生菌 肠肠配入沁
,

其命名依次为 w R i
,
w M a ,

wN
O ,

w M el CS
,
w M e l

.

其中 w R i
,

wN
o ,

w M d 能诱导 CI 表

2X( X] -() 8
一
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,
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~

〔为一
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型
,

而咖
a ,

w M el c s 则不能闭
.

5 种果蝇经四环素处理后体内的 肠 lb 、 h记 均被清除
,

其简称为

D SRT
,

M au T
,

邢AT
,

D M飞
, ,

、节 T
.

l

6 1

1 2 1

1 8 1

2 4 1

T G C G T C T C A A

T C C G G A C A A C

G A A GG T TA T A

A八T T T T A G C T

C T T T T A G T T G

T T T C A C C A T G

C T C T C A T A C C

C T A A G G C A G T

T T TA C T T G T T

T A C A T T G T G C

T A T T A A A T AA

C G G T G A C C C G

几八T T T C TA T T

八江
I

A A T G A T G G

C A A T C T T T C T

G G A GA T C T G八 A T T CA A G C C T

八 C A T A A C八A A C几及A T A GAC A

A G T T T T G GAA T GG C A T T GG T

T C A A T T G C T G C TC GC A T A A A

G A C G C T T T AA AA AAG T A A G T

八 TC A GG T T G C

T T C T G C C T G T

3 0 1

3 6 1

GG A G T G T T AG A T A T G A G T A C 八八八 A T A T T A A 了、A ( : C AAA G C T A GA GA A C T A G

F 4 2 1

Y R F K E L 丫 E N G G E E A L H E 1 S K

4 8 1

5召 l

A T E F P A 丫 G Q E R A A N E L R K 只 G

6 0 1

1 1 1 5 Q G G V R S V W L R N D L E T L

6 6 1

K K R L K A 毛 E T K V A Q D G 1 1 L T E

7 2 1

E Q L A A L E K V K E Q R E A H I E

7 8 1

T Q H P G Y L G S Q D T Y Y V G N I K G

8 4 1

I G 只 1 Y Q Q T F V D T Y 5 R V A M V K

9 0 1

L Y T D 只 T A I T A A D L L N D R V I P

9 6 1

F F D E Q K I P L L 只 I L T D R G T E 丫

1 0 2 1

C G K P E N H A 丫 Q L Y L G I E N I D H

1 0 8 1

5 R T K A N S P O T N G 1 C E R F H R T

1 1 4 1

M Q D E C Y N I I F R K K 1 Y S 5 L E D

1 2 0 1

L Q 工 D V O H W L 只 5 Y N E T R P H S G

1 2 6 1 二工石几八T乙T里G C TA T GGC几了七A A C GC C T A T GC A A A C T T T T C田 T G八T八舀C八几八 T八T几TTG CT T

K Y C Y G K T P M Q T F L D S K Y I A F

1 2 8 1

Q K N 1 5 5

C T T C T弓T C八石 T T A A T T C T T G

5 V S

T八A A A T T A C C A AGG A T TA T G

G A C T T A T G T G C A A T T A GA GA

T AA TA A C T C T C TA AC T C C C A

工 宁 Q E P D 1 5 F D Y L N S

13 4 1 T C T T T AA C T T A T G
* *

1 4 吸1

1 5 0 1

1 5 6 1

GAG AAGA T A T GC T GT T T T GA T T T GT G T G八A AA T T几T T G T T

八C C T A和弓T C A C T T T AG C T A T A八江T C A GA八理 T弓虹芥石 C T T T

C T T A GG T C T T GG T GC匆V叭 T T AAG T GGA T A

图 1 iw SE 的结构

开放阅读框 ( ORF ) 以下划线标出
,

反向重复序列 以箭头标出
,

两个正 向重复的碱基下 面以星号 (
二
)指示
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1
.

2 W IS E 的分离

RD A 分析参见文献「3」
,

DR A cP R 产物直接克隆连接至 p GE M
一

T 载体 ( P m m e ga )
.

挑选含有

插人片段的转化子进行序列测定
.

所得顺序经 BLA S TX 分析 s[]
,

并选定与 已知转座酶具有较

高同源性的片段作进一步研究
.

通过连接介导多聚酶链式反应 ( h gat ion
~ n l e d i a t e d CP R )获得该

片段上下游序列 e[]
.

L 3 S o u山 em 印迹分析

取 5 咫果蝇总 DN A 经 匆 11 完全酶解后进行 ouS het m 印迹分析
,

以转座酶基 因的特异性

引物 45 F ( 5’ C以
,

IU G G AT A CT C AA ( ; AG AT 3’ )和 RD A R I ( 5
`
AA T ( ; A T C G A T GT 代T CAT

咒C 3
`

)扩增 片段作为杂交探针
.

同一张膜放射 自显影后洗脱探针
,

与 CP R 扩增的 肠 lb hac 沁

wsP 基因片段图再次进行杂交
.

2 结果与讨论

以 R DA 分析获得的 D NA 片段为起始
,

经过 1扒
一

CP R 扩增上下游序列
,

我们获得 了一段长

约 1
.

6kb 的序列
,

为了排除 不刃 酶扩增引人的差错
,

以确定基 因的确切序列
,

我们测定了 3 个

独立克隆卯序列
,

选定 3 个序列的一致顺序作为最终的正确顺序
·

该序列包含 了一个长 993 坤

的完整开放阅读框
,

对其进行的 BLA S TX 分析表 明
,

这一段序列编码 的多肤序列与一些 已知的

转座酶有较高的同源性
.

GC G 分析在开放阅读框的上下游识别 出一对不完全匹配的反向重复

序列 IRS ( ivne
rt de 比 pe a t s

equ en ce )
,

31 个碱基中
,

有 21 个能够配对
.

在 IR S 的两侧
,

则有两个碱

基的顺向重复 (图 1 )
.

这些发现都符合可转移遗传因子 的特征阁
,

因此
,

这可能是一个潜在 的

可转移遗传因子
,

我们将其命名为 饥S E
.

阮 u ht e m 印迹实验表明在 w R i 品系 肠 lb ac h at 的基因组 中
,

至少含有 5 个饥SE 的拷 贝 (图

2 ( a) )
.

这一结果进一步证实了 W ISE 极有可能是一个可转移 的遗传因子
,

在其他 品系中未能

检测到明显 的阳性信号
.

以 wsP 为探针的杂交结果证实了电泳上样总 DNA 中含有 的 肠 l
-

占政天裕 DNA 已足够进行 Sou ht 二 检测
,

因此 W I SE 阴性结果确是因为在基因组 中没有这种因子

(图 2 ( b ) )
.

仅在 w M a 品系 中出现很弱的信号
,

这也许表明 w M a 品系的基因组中存在其他与

W IS E 有一定同源性的可转移遗传因子
.

不 含 肠肠配入必 的果蝇总 DN A 中没有阳性信号
,

说明

饥SE 的确来自 肠 lb 〔cz h她
,

而并非是果蝇 D NA 的污染
.

1 2 3 4 5 6 宁 8 9 10 1 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1

粼歉{

图 2 oS
u ht e m 印迹法检测 胡几S E在 样b肠配入她 基因组中的存在及拷贝数

(
a
) ,月 S E转座酶探针杂交结果 ; ( b) 呷
分别为 D M

,

D M陌田6 R田6 R r
,
Mau

,

基 因杂交
.

两者系对同一张膜杂交的结果
.

1 一 11

M段 lT
,

3R A
,

3B AT
,

丫W
,

Y研月 )
,

明注S E转座酶探针
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V八 SE的转座酶与数种转座酶表现出程度不等的同源性
,

几种同源性较高的转座酶之间的

比较见图 3
.

其中
,

对应于 iw SE 转座酶 127
一 140

,

193 一 2 09
,

2 35 一 254 位氨基酸残基 的 3 个区

域保守性较强
.

估计这些区段对转座酶的活性较为重要
.

1 M G Y S R D T F Y R牙K E L Y E 一一 N G G E E A L H E 一 一 一 一一

一 I S K K K P L L A仪R V S D一一 D I E R AV I G I A

2 M R S Y A G S D I V E R一乙冈 R RW C L C Q I QA只 S W G K D S V M P A P M双 T QA V D G F P S G V E’ D K HA L V 一G R 一

3 M D R E 工Q Q R 一 一 一一 L Q一W 一 V K 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一一 一 一 一

一 M丫 E E C G 一一 O A G L V C R R C G

4 M K Y l l N N F N L 护D一 L QA K一 L K N F L S K N Y K N K Y Y K R I K QK I F S Y I N L C N D Y Y N G N F L L K D L I

1 T E 一 r P A 一 一 - 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

一了G Q
- - 一 - 一 一 - -

一 E R及八双一

一 E L R K RG 工工工S QG G V R S V W

2 G R R L T V E D RV A I E A G C R V G D S A RA I A Q K I N R H H S V V A R E I T R N G WK I V D E D G T E Q一一 L R

3 一 一 一

一 I S R P T L R KW A K R一 一

一 Y K QC G I A G L E S Q S R R P H S 一一 S P DT K L T D E L RA L I L T M R

4 K K Y F K N K F S T F Y YW A N K I L I A Y K S N D F A E L L L K S T I P NN I N Y QY S N D V R QN I C D L Y F K Y C

L RN D L E一 T乙K一一 K R一 L K A L E T欣VA Q D G 工工
一 一 一 一一 一

一 乙T 一 皿E Q一乙八几 L E从V 双居 QR E

YN A H N AA V S T A G RMV R P K L R KL D E S P T L R G V V V D C L A R R W S P G R I S A WL E H 一 一 A F S D D E S

D K RN L G A R R乙 Q T E L I R一 L H K I H L S T A T L HK V 一 一 一 一一 一

一 L S 一 皿八 S一 V K P I V T Y R R K K D

N K H A G G V L S L F Y N L欣K G 一 I H G E E L式N K A P K N L K T F F一 RW L K一 K D E RW L K I K N K I 水珍 I K K

1
勺̀

八J月性

1 A H G E 一 工E T Q H P Q Y L G S Q D T $ 丫 V G N 工一 - - - 一 - - - - 一 - - - - - -

一式尸 一 G工 G R工 Y QQ T F V O T丫

2 M R I S H一皿 A I Y S A L Y I 一 Q G K G S L RA E L E E V何 K T K DV L I R G G S T R K R一 一一 RA R N A GV L T G R

3 一 F QR Y居 R P工 P G D RV一 Q州 O T C K工 A P G - - 一 一 - - - - 一 - 一 - 一 一 一 一 - - 一 - 一 一

一 I Y Q丫 T A工O DC

4 Q H一 S R Y皿V K E I G一 L L一 Q坷 D A K Y F V P一 - - 一 一 - 一 一 一 一 一 - - - -

一 S K F S V D K K Y YV Y D F I D E K

S RV A MV K L Y T D R T A I T及八 D L L N D RV I P F F D E QK I P L L R I 一 L T DR G T E Y C一口K一 一 一 一 一

一
,山2

S R Y RV L R C丫 S R只 .T几 A N T V D F I 一 一一 D C V V E E M P F P I QR I 一 QT D获G R E F F一 A E 一 一 一 一 一一
T R L A L G Y V Y D K L S T D N A I D A V K KA I S D F K N I F G I I I T R I 一 R T D N G S E F I一 N N Y RN N QK I

ōdj
几

1 一 P E N H A Y Q L Y L G I E N I D班 S R T 从A N S p QT N 一 G I C皿 R r H R T M Q D E 一 C Y N l l F R K欲 I Y S S L E D

2 H T V V A T L QD M V K D L N T E Q L K T I T W D QG A E M A V T AQV Q I K D G C QV F F C E P H S P WQ R P T N居N

3 一 KV Q K Q L M I Y 一 一一 G I K F R P N K P G S P H L N 一 G K V E R S QK T D K S居 F’ 一 Y P T I D V S 一一 V G L QE

4 S V K K T N F T Q F L T D KN I L H Q T T P V R S P Q S N 一 G K I 砚只尸HQ N Y T K L FV F E E 一 一

一长 I L N A V S 一

1 L Q I DV D HW L R S Y N E T R P H S G K Y C Y G K T P M Q T F L D S K Y I - - 一 -

一 A E Q KN I S S I T Q珍 P一 D

2 T N G E I R R一 R F Y 一 一 一 一

一 K K G T D F A T V T P E H V A WV QN E L N E T P R Q I L G G A T P R一 一 一

一 E

3 .I D L L L A EWQH Y YN W日R P H S S L N G L T P I D R I T E I S DQ T P L S E E V S QN Y Q I K K E R F Q珍QN Y K

4 L QN K L N D Y Y Y r YN F E R V H K S L - 一 一 一 - - - - - - - - - - 一 - - - - - - 一 - - - 一 - - - 一 - - 一 -

一 N F Q

I S F D Y L N 一 一 S S V S

I L N E L F K RG A S T A

L D L Q L R K 一 L K P S L

T P F N F L N S L S L I K

,八二/ú

勺Jd
通

图 3 W IS E转座酶与其他转座酶的 比较

1 为 W IS E 转座酶
,

2
,

3
,

4 分别为晓
n B az 血登录号为 A R卫山义汤

,

AR ) 344 34
,

2U 89 74 的转座酶
.

图中黑体字部分为保守

性较强的氨基酸残基

自从 R】) A 方法在 199 3 年建立起来
,

在许多方面得到了广泛的应用
.

利用这一方法
,

研究

者们分离到了与肿瘤相关的基 因片段或标记
.

肠 lb ac h at 由于不能在体外培养
,

显得有应用价值
.

一般而言
,

RD A 方法较适用于获得仅存在于 目的基因组中的

RD A 方法尤其

DN A
,

或者差异
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较大的 RFLP 标记
.

我们的研究成功地分离到 了一系列 DNA 片段
,

其中与 已知转座酶有较高

同源性的一个片段尤其引起 了我们的兴趣
,

这是 因为在前期 的研究中
,

我们曾以 环乞肠以汤衍 染

色体基因为基础建立了分子系统发生
,

发现 Wo lb ac h她 品系诱导 CI 的能力与其在系统发生的

位置无关闭
,

也就是说
,

相近品系的 wo lb hac 么 并不表现同样的 cI 诱导表型
,

而 同样表达 cI 的

品系则可能亲缘关系较远
.

因此
,

有理由认为
,

Wo lb aC 六at 诱导 CI 的基 因 (簇 )可能位于某种可

转移 的遗传因子上
.

所以我们推测 叭 SE 可能与 CI 现象有某种联 系
.

然而
,

就我们 目前的结

果来看
,

WI SE 与 CI 现象并没有直接联系
.

比如
,
WR i

,
W N。 门甲M el 同样能诱导 lC

,

但只有 wR i 的

基因组 内有 iw sE 存在 的证据
.

但我们并不能排除这样一种可能性
,

即 矶 SE 的一个拷 贝也许

位于某种质粒或者噬菌体因子上
,

除 iw SE 外
,

该质粒或噬菌体携带 了与 CI 相关的基因 (簇 )
.

之前
,

M as ul 等曾报道 了从 WT a i wo lb hac 记 品系中分离到一种插人序列刚
.

可转移遗传因

子可能较普遍地存在于多种 肠肠ac h记 的基因组 中
.

可转移遗传因子在 确撇
汉洒沁 的理论研究

或实践应用中都有较重要的意义
,

可作为一种诱变因子产生各种 Wo lba e h记 突变型从而有助于

对 乳 lb ac h记 的遗传分析
.

此外
,

我们用可转移遗传 因子转化 肠 lb ac 六记
,

可使其携带针对某种

病虫害的抗性基因
,

从而降低其宿主群体传播疾病的能力
.
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