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水稻条斑病菌 +$"! 基因的克隆及功能初析

杨万风，陈 磊，刘红霞，胡白石，刘凤权"

（南京农业大学 农业部病虫监测与治理重点开放实验室 南京 #’$$.0）

摘 要：根据黄单胞菌 !"#$ 基因的同源性设计简并引物，采用 FGH 方法从水稻条斑病菌（%"&’()*)&"+ ),-."/ )I?
),-.0#)1"，%))#）中克隆了 !"#$ 同源基因，命名为 !"#$%))# 。序列比较显示，该基因在黄单胞菌中是相对保守的。通

过同源重组的方法，构建了 !"#$%))# 的插入突变株。对 $E’J 1*C)KA>2 的趋化应答能力检测发现，!"#$ 突变株的趋化

能力明显降低，证明 !"#$ 与 %))# 的趋化性相关。
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细菌的感应和调控机制是近年来研究的热点和

重点。M5@(NM5@O 双组份调控系统是广泛存在于革

兰氏阴性细菌中感应环境信号进而控制基因表达的

调控系统［’］。M5@O 为一跨膜的信号感应蛋白，它识

别胞外信号并通过磷酸基团的形式激活调控蛋白

M5@(。被激活后的 M5@( 蛋白，则在转录或转录后

水平上全局性调控细菌各种生命活动，如致病性的

变化［#，-］，次生代谢物的产生［!，0］，群体感应信号的分

泌［/，"］，胞外酶的分泌［%］等。在许多病原菌中，严格

需要 M5@(NM5@O 因子合成毒性因子，M5@( 或 M5@O 的

突变株一般均丧失或降低致病性［#，-，.，’$］。近年来，

已有多个 !"#$ N!"#2 基因被克隆，它们在氨基酸水

平上具有很高的同源性，并且在不同的菌中行使不

同的功能。

水稻细菌性条斑病菌（%"&’()*)&)"+ ),-."/ )I?
),-.0#)1"，%))#）是稻黄单胞菌种下的致病变种之一，

侵染水稻引起细菌性条斑病。它主要在水稻薄壁组

织细胞间隙生长，这和白叶枯病菌在维管束中生长

不同。本文依据柑橘溃疡病菌（ % ? "3)&)4)50+ )I?
#0’,0， %"# ）和 甘 蓝 黑 腐 病 菌（ % ? #"*4/+’,0+ )I?
#"*4/+’,0+，%##）的 !"#$ 基因序列，设计简并引物，

从 %))# 中克隆了 !"#$ 基因，并进一步分析基因的

结构和序列，同时用同源重组的方式构建 !"#$ 基因

的插入突变株，初步研究了 !"#$ 基因在 %))# 中的

生物学功能。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、生长条件和质粒：%))# 菌株 H=MP!#
（本实验室保存）于 Q;K*+2>K (R5*（Q(）培养基上 #%S

生 长，大 肠 杆 菌（ 6+#(/,0#(0" #)10 ）PT0!于 U;*+53
V2*K5>+（UV）培养液中 -"S振荡培养，相应的固体培

养基每升加 ’0R 琼脂。用于测试 %))# 趋化性的 VT
培养 液 成 份：每 升 含 WROX! $E#R，Y#TFX! ’E$R，
YT#FX! ’E$R，42G,- $E$0R，QT!QX- ’E$R，G5G,# $E$#R。
氨苄青霉素（(8)）用量为：6 ? #)10 ’$$"RN8U，%))#
#0$"RN8U。)WP’%31、)ZG’% 载体购于 15Y5H5 公司。

!"!"# 试剂和仪器：63 7"8 酶、限制性内切酶、1!
PQ( 连 接 酶 及 PQ( 凝 胶 回 收 试 剂 盒 [2*? #’$
P[%$0( 均购自 15Y5H5 公司；杂交用地高辛试剂盒

购自 HA@\2 公 司；其 他 生 化 试 剂 均 为 分 析 纯。

F1G#$$ FGH 扩增仪（]W H2=25*@\）、M7Q7 FZUO7H#
电转化仪均为 V^X3H(P 产品。

!"# +$"! 基因的 $%& 扩增和克隆

染色体 PQ( 提取、质粒抽提、感受态细胞制备、

转化等步骤参照文献［’’］进行。限制酶酶切、PQ(
片段回收及连接、地高辛标记探针及 OA;K\2*> 杂交

按厂商说明书进行。根据 %"# 和 %## 的 !"#$ 序列

设计简并引物（M4：0_3MGG(MGGMG‘(MGM(MM(3-_；
MH：0_3G(OGWHOMMa(OO‘M11G(3-_）并 扩 增 %))#
H=MP!# 基因组。反应体系（#0"U）：#E0"U’$ b c;992*，



!!" #$%&（!’())*+,"），-’(!" ./,.0（!-1)*+,"），

-’!!" 23 %45（(6,!"），7!" 08.9:! ;9$<（(-=;,!"），

补足 水 至 !(!"。&>0 反 应 条 件：?:@ ()A=；?(@
!-8，(:@ (-8，B!@ 7)A=，C- 个循环；B!@ ()A=。&>0
获得约 B--D1 的片段，回收后连接于 1E97FG%，转化

宿主菌 9H("，在 "I J <)1 平板上筛选转化子。经

&>0 扩增和酶切验证阳性转化子。

!"# 基因序列测定和分析

由 %4K404 公司进行序列测定。I+48L 程序进行

核苷酸和氨基酸序列同源性比较，9$<E4=、9$<ML4N
和 IA*2#AL 软件进行序列分析。

!"$ !"#$ 基因插入突变株的构建

突变株的构建按 MO*N= 等［7!］的方法进行。以引

物 PQ07,PQ0!（ 引 物 序 列 PQ07：(RG.>%%>%<.<
<%>.%.>%.%.>.<>>%.GCR；PQ0!：(RG.>%%>%<.<
%>>%..<%.>>.<>>%%%GCR，下 划 线 处 为 添 加 的

!"##酶切位点）扩增 $#%& 基因的内部序列 PQ0
（7(7 S (F:D1），扩增条件同上。产物连接 1E97FG%，

构建载体 1PQ08，用 &>0 和酶切验证并测序，确保

不移码。将 1PQ08 电击转化野生菌 08.9:! 感受态

细胞，$< J <)1 平板筛选转化子。将在平板上生长

的菌落重新点接于一新的 $< J <)1 平板上，在其上

生长的即为可能的突变株。由于 1PQ08 中所带有

的 >*+27 复制起点不能在 08.9:! 中独立复制，所以

只有通过单交叉（8A=;+T UN*88G*VTN TVT=L）同源重组将

整个质粒整合入 08.9:! 染色体 9$< 的菌株才能在

含 <)1 的平板上生长，形成克隆。但由于 !’’% 易

对氨苄青霉素抗性产生耐受，经转化后在 $< J <)1
平板上长出的 !’’% 多数为野生型菌株，故将在平板

上长出的接合子用 16> 系列载体上的氨苄青霉素

抗性 基 因 的 引 物 <&07,<&0!（<&07：(RG.<><.%%
<>><<%.>%%<<%>GCR,<&0!：(RG%.>%><>>><.<<<
>.>%..%GCR）作 &>0，以 16>7F 作对照，如扩增出氨

苄青霉素抗性基因的菌落即为可能的突变株。用引

物 1P<>7,1P<>!（1P<>7：(RG<..<%.<>><%><.<.%
%%%%>GCR；1P<>!：(RG..%%><><.><>>>...<...<G
CR）和测序通用引物 E: 进行 &>0 扩增来验证突变

株。M*WLXTN= 杂交验证质粒插入的正确性。最终得

到 $#%& 突变株，命名为 0(。

!"% 毛细管趋化应答试验

!’’% 菌株的趋化应答试验按 E4YW)#TN 等［7C］的

方法进行。在含适当抗生素的 $I 培养基中培养菌

株，等其达到 ()Z-- [ -’F 左右时，离心收集 7)" 细

胞，用 IH 培养液洗细胞两次，再用 (-!" IH 液重悬

细胞。用 !’()" 注射器吸取 (--!" 的 IH J % 培养

液（IH 培养液、-’7\ %N]1L*=T），将注射器针头插入

到 (-!" 悬浮细胞的 IH 液中，室温静置 7-)A= 后将

注射器取出，注射器中的 (--!" IH J % 培养液于

!F@培养箱培养 ZX 后稀释涂 $< 平板。采用平板

记数法测定 (--!" 的 IH J % 培养液中相应菌株的

活菌数。

!"& 致病性测试

将在 $I 内培养好的菌液稀释到 ()Z-- [ -’F 左

右，用接种针穿刺接种孕穗期的杂交稻汕优 ZC，每

菌接 !- 张叶片，接种后植株置于温室生长，温室从

早上 B：C- 到下午 7F：C- 提供光照且温度保持在

!F@，其余时间保持在 !(@；同时用菌液直接注射

烟草叶片。接种 :FX 后观察烟草叶片接种部位有无

H0 反应的产生。在 7:# 后观察水稻上的发病情况，

并用直尺测量病斑长度。把测得的数据输入 23UT+，
每 ( 个数据的平均数为一个处理，共 C 个处理。用

M<M 软件进行数据分析。

!"’ !"#$ 基因序列

本文 08.9:! 菌株的 $#%& 基因序列已提交至

.T=I4=O，基因登录号为 <^?--ZZ!。

( 结果和分析

("! !"#$ 基因的克隆及其结构分析

以 08.9:! 基因组 9$< 为模板，通过 &>0 扩增

出约 B--D1 的 9$< 片段。将连接转化后得到的阳

性克隆随机挑选 ( 个送 %4K404 公司测序，测序结果

在 $>I_ 网站上 I+48L 分析表明，该片段中含有一个

完整的 $#%& 同源基因，命名为 $#%&!’’%。$>I_ 网站

蛋白保守域搜索结果表明，.4U<P**U 具有同 .4U< 蛋

白相似的结构。.4U< 同源蛋白的 $ 端一般具有和

信号分子结合的结构域，调控许多基因的转录；> 端

具有一个 HT+A3GLWN=GXT+A3（H%H）结构域，负责多极

化以及和启动子 9$< 结合。.4U<P**U蛋白的 $ 端具

有一个 MA;=4+ NTUTAVTN #*)4A=（02>）结构域（Z<< S
7!-<<），> 端具有 H%H 结合 9$< 结构域（7:Z<< S
!-C<<）。除此之外，.4U<P**U 蛋白还包括一个 >XTI

（>XT)*L43A8 NT81*=8T NT;W+4L*N U*=L4A=A=; 4 >XT^G+AOT
NTUTAVTN #*)4A=）的结构功能域（!<< S 7:-<<），可能

参与调控细菌的趋化性。

("( !"#$ 基因的序列分析

$#%&!’’% 基因全长 Z:FD1，编码 !7( 个氨基酸的蛋

白，推断的相对分子质量为 !C’!O94。该蛋白富含

?-!杨万风等：水稻条斑病菌 $#%& 基因的克隆及功能初析 ‘ ,微生物学报（!--B）:B（!）



亮氨酸（!"#）。同源性搜索比较显示，该基因与 !"#
的 $"#%（$%&’’()*）同源性达 +’,-.；与 !## 的 $"#%

（$%&’-/’0）同源性达 (),+.；与水稻白叶枯病菌

（! 1 &’()"* 231 &’()"*，+&&）的 $"#%（$4(5&)05，本实

验室）同源性高达 ++,5.，两基因只有在 -() 位和

)5+ 位的碱基发生了变化，由 6 和 7 变为 8；而与其

他细菌的 $"#% 基因同源性很低。氨基酸序列比较

提示，79:$;<<:与 !",-.&/&,"0 属的 79:$ 蛋白的同源

性均 超 过 了 +0.，这 间 接 说 明 79:$ 蛋 白 在

!",-.&/&,"0 属 中 是 保 守 的。 79:$;<<: 与 !(1*11"
2"0-343&0"（!2）的 79:$（$%&’-0*&）同源性达 5(.；与

其它细菌的 79:$ 蛋白约有 /(. = )).的氨基酸同

源 性，如 50*64&/&,"0 216&’*0#*,0 （ 52 ）的 79:$
（ $>&0)/*/ ）、 5 1 "*’6$3,&0" （ 5" ） 的 79:$
（$%&&)*(5）、7"1/&,*11" -(8.3/6’36/ （ 7- ）的 ?@A$
（B((*0’C/ ）、916&’3:"#-*’ 46/&2233 （ 94 ）的 D9E$
（$>’()+*(）、;*$3&,*11" 8,*6/&8.31" （ ;8 ）的 79:$
（$4&5(+(’）。

!"# !"#$ 突变株 $% 的验证

将电转化后在 F$ G $H2 平板长出的 !&&# 菌落

用 $IJ’K$IJ- 引物作 I6J 筛选有质粒插入的菌株。

大量筛选后得到一株阳性克隆，命名为 J0，作进一

步的验证。

!"#"& I6J 验证：分别提取野生菌 JL7M)- 和突变

菌 J0 的基因组 MF$，用引物 2;$6’K2;$6-（扩增

$"#%!&&# 完整序列）扩增。由于 J0 $"#% 基因中有质

粒 2;NJL 的 插 入，故 扩 增 出 的 条 带 应 为 JL7M)-
$"#% 基 因 和 载 体 2;NJL 的 碱 基 之 和（*)(O2 G
-*(*O2 G )/)O2），经过 I6J 确实得到了这样的结果。

此外还用 2;$6- 和 2B6 系列载体的测序通用引物

P) 作为引物进行 I6J，因 JL7M)- 染色体 MF$ 中没

有引物 P) 的结合位点，故不应扩出任何条带，而 J0
基因组 MF$ 中有 2;NJL 的插入，应能扩出 &,*QO 左

右的条带。I6J 结果也与此完全相符。

!"#"! ?<#RS"AT 杂 交 验 证：用 !.& !酶 单 酶 切

JL7M)- 和 J0 的基因组 MF$，以 2;$6’K2;$6- 的扩

增产物为探针进行 ?<#RS"AT 杂交分析。由图 ’ 可

见，JL7M)- 染色体中 !.&!酶切片段长度为 ’,0QO，

泳道 - 为突变株 J0 的片段长度，约 ),*QO。由此表

明在 J0 基因组中，2;NJL 已经插入到 $"#% 基因中。

!"’ !"#$ 基因具有调控细菌趋化应答反应

采用平板记数法测定 0&&"! 的 >U G 8 培养液

中相 应 菌 株 的 活 菌 数，以 检 测 突 变 体 对 &,’.
8AV2R<T" 的趋化应答能力，以 >U 培养液作对照，实

图 & ()*+,-./ 杂交验证突变株

D@W1’ ?<#RS"AT OE<R 9T9EVL@L <X RS" H#R9TR #L@TW RS" 2A<Y#:R <X I;$6’K

I;$6- 2A@H"AL 9L 9 2A<O"1

验重复 / 次。从图 - 看出，野生型和突变体都能对

&,’. 8AV2R<T" 作出反应，但是无论是 >U 培养液还

是 >U G 8 培养液，$"#% 突变体通过毛细管作用进入

注射器内的群体数量较野生型明显降低，表明 $"#%
突变体的趋化能力有了一定程度的下降。

图 ! 水稻条斑病菌的趋化应答比较

D@W1 - 6<H29A@L<T <X :S"H<R9:R@: A"L2<TL"L <X !&&# 1 >9A A"2A"L"TR

LR9TY9AY "AA<A <X RS" H"9TL1

图 # !"#$ 基因突变体 $% 致病力检测结果

D@W1 / Z@A#E"T:" R"LR A"L#ERL <X RS" $"#% H#R9TR 1 >9A A"2A"L"TR
LR9TY9AY "AA<A <X RS" H"9TL1 8A"9RH"TR H"9TL H9AQ"Y [@RS RS" L9H"
E"RR"A 9R Y@XX"A"TR 39A@"R@"L Y@Y T<R Y@XX"A L@WT@X@:9TREV（5 \ &,&0）1

!"% !"#$ 基因突变不影响细菌致病性

从图 / 中可知，突变体的致病力和野生型菌株

相比没有大的差异，这说明 $"#% 基因不是 !&&# 致

病所必需的，另外突变体仍和野生型一样可激发烟

草的 UJ 反应（结果未显示）。

&’- 4$F7 ]9TCX"TW *- "1 1 K%#-" <3#’&:3&1&$3#" 73,3#"（-&&5）)5（-）



! 讨论

由 !""# 引起的水稻条斑病是危害水稻生产的

重要细菌病害之一，因此研究水稻条斑病菌的感应

调节系统对预防和降低它对水稻生产的危害具有重

要的意义。本文依据已报道的黄单胞菌 $%#& 基因

序列设计简并引物，用异源基因克隆法从水稻条斑

病菌中克隆了 $%#& 基因。通过与数据库中其他

!"# 序列和已知的功能蛋白进行比对分析后发现，

$%&#’((&和其他的 $%&# 蛋白相似。同时我们利用插

入突变法，构建了 $%#&!""# 基因的插入突变株，为验

证其基因的功能奠定了基础。

通过与野生型菌株的对比试验发现，$%#& 基因

突变后仍具有较强的致病性，其在感病寄主上的病

斑长度和野生型相比没有太大的差异；而且仍可以

激发非寄主烟草的过敏反应。除此之外，$%#& 基因

突变体的胞外蛋白酶、铁载体分泌、菌体游动性、群

体感应信号分子的分泌和野生型相比没有大的变化

（数据未显示）。以上结果表明在 !""# 中，$%#& 基

因并 不 像 在 ’ ) ()*+,$%- *+) ."/%." !,-...［-］、’ )
012"*-(#-,( ,/#.［01］和 3-**%.+% 41)/2.5+#% 2,034.［4］等

细菌中那样全局性地调控细菌的各种生命活动。

有关趋化性的研究主要集中在 6 ) #"1+［05］。6 )
#"1+ 的 #5- 基因簇的功能已鉴定，并提出了细菌趋化

应答模式，由接受外界信号刺激的受体蛋白超分子

复合物和引起细菌运动的鞭毛67(8(9 复合物及在这

两类超分子复合物之间传导信号的趋化蛋白组成了

细菌的趋化信号系统。在细菌的趋化应答系统中应

答调节蛋白 ,:;< 与甲基转移酶 ,:;= 共同调控趋

化受体的甲基化水平。位于 ,:;< 蛋白的 " 末端调

节域上的天冬氨酸残基的磷酸化能激活其 ,6末端

催化域活性，即趋化受体蛋白的去甲基化［05］。细菌

基因组中往往存在 #5- 基因簇，在 ’(( 基因组中存

在两个拷贝的 #5- 基因簇［0>］。对 !""# $%&# 蛋白的

结构分析发现，其 " 端具有和信号分子结合的结构

域 =?,，, 端具有一个 /@/ 结构域。除此之外，它

还有一个 ,:;< 的功能域，暗示可能与细菌的趋化性

相关。通过毛细管趋化应答试验发现 $%&# 突变体

趋 .A0B @9C*8(D; 有了明显的降低。所以说 $%#& 基

因可能与水稻黄单胞菌趋化性相关。然而，$%#& 基

因如何调控水稻条斑病菌趋化性，以及调控所涉及

到相应基因的转录和表达都需要作进一步研究。
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