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水稻条斑病细菌 .’/ 基因诱导表达系统的建立
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（南京农业大学植保学院 农业部病虫监测与治理实验室 南京 $)%%’3）

摘 要：水稻条斑病细菌（!"#$%&’&#"( &)*+", DEA &)*+-.&/"，!&&.）决定在非寄主植物上激发过敏反应（>;D-FG-,G9H9E-
F-GD<,G-）和在寄主水稻上具致病性（D5H><:-,9=9H;）的 %)0 基因簇是诱导表达的。为研究 %)0 基因的功能，利用 %0")
和 %)0!基因的启动子与 120 基因进行融合，构建了 %)0 基因诱导表达系统。绿色荧光蛋白表达揭示，!&&.的 %)0 基
因在营养丰富的 IJ培养基上不能有效表达，在 %)0 诱导培养基 KLM#上可有效表达。以 %)0! 和 %)03 突变体为参
照，N02OPN研究结果提示，!&&.野生型菌株 %0")基因在 IJ上不能有效表达，在 KLM#培养基上可有效表达。相应
地，%)0!突变体中 %0")基因不能被诱导表达，而在 %)03突变体中 %0")基因转录表达水平低于野生菌。研究结果
还证实，水稻悬浮细胞能高效诱导 !&&.的 %)0 基因表达。!&&. %)0 基因诱导表达系统的建立为研究 %)0 基因功能、
发掘 0#QQ效应分子以及开展 !&&.致病性研究奠定了基础。
关键词：水稻条斑病细菌；%)0 基因；%)0 诱导培养基；水稻；N02OPN
中图分类号：R".&，R’# 文献标识码：/ 文章编号：%%%)2&$%’（$%%"）%#2%#’&2%&

水稻细菌性条斑病（ !"#$%&’&#"( &)*+", DEA
&)*+-.&/"，!&&.）是东南亚国家和我国南方水稻种植
区的一种重要细菌病害［)，$］。!&&. 是水稻黄单胞菌
种下的致病变种，如同其它革兰氏阴性植物病原细

菌一样，!&&. 也拥有 %)0（>;D-FG-,G9H9E- F-GD<,G- <,
,<,><GH D15,HG 5,B D5H><:-,9=9H; <, ><GH D15,HG）基因
簇［#］。植物病原细菌 %)0 基因簇的功能之一是编码
!型泌出系统（H;D- ! G-=F-H9<, G;GH-8，0#QQ），将致
病性效应分子（0#QQ -SS-=H<F）转运至寄主植物细胞
中，从而引发病害［! ( &］。!&&. %)0 基因簇序列已经全
部测定［#］，!&&. 的 %)0 调控基因 %)03 和 %)0! 以基因
簇形式独立于 %)0 基因簇外［#，"］。根据其它植物病
原黄单胞菌的研究结果推测，!&&. 的 %)03 和 %)0!
基因对 !&&. 的 %)0 基因也具有调控作用，但未见文
献报道。TFDK属 /F5P家族成员，对启动子区具有
OUO2V<6（00PWP2I)3200PWP）的 %)0 基因具有调控作
用［. ( )%］。%0")基因位于 %)0 基因簇左端，它是编码
>5FD9,蛋白的基因，在其启动子中含有 OUO2V<6，可能
受 TFDK蛋白的调控，但没有直接证据［#，))，)$］。
植物病原细菌 %)0 基因是诱导表达的［)# ( )&］。

在营养丰富的培养基上 %)0 基因表达受到抑制，只
有与植物互作、或在营养贫乏的无机培养基上，植物

病原细菌的 %)0 基因才会被诱导表达［)# ( ).］。)’’&
年，X-,:-19,Y 等［).］ 获 得 了 辣 椒 斑 点 病 菌
（!"#$%&’&#"( ."’0,($)-( DEA 4,(-."$&)-"，!.4）的 %)0 诱
导培养基 KZM$，但它并不适合诱导 !&&. 的 %)0 基

因表达（资料未发表）。M5F-,B5等［)3］报道茄青枯劳
尔氏菌（5"/($&#-" (&/"#".,")6’）与拟南芥或烟草悬浮
细胞互作时，%)0 基因极显著的被诱导表达。本文
以 120（:F--, S1+<F-G=-,=- DF<H-9,）为报道基因，通过与
%0")和 %)0! 基因的启动子融合，以 %)0 诱导培养基
KLM#［#］或水稻悬浮细胞和水稻愈伤细胞为基质，建
立了 !&&. 的 %)0 基因诱导表达系统。

! 材料和方法
!"! 材料
!"!"! 菌株和质粒：供试菌株和质粒参见表 )。
!"!"# 培养基、抗生素及培养条件：黄单胞菌于 I/
固体和 IJ 液体培养基中［$#］$.[培养；大肠杆菌
（7(.%,)-.% .&-/）于 \J培养基［$!］中 #"[条件下培养。
水稻愈伤组织和悬浮细胞培养采用 I&培养基。I&
培养基中含 #] 蔗糖、38:^\ 的 $，!2_（ $，!2
B9=>1<F<D>-,<6;5=-H9=5=9B，$，!2二氯苯氧乙酸），)8:^\
的 ‘0（&24+F9S+F;12/89,<D+F9,-，激动素），继代和培养
条件见文献［$3］。诱导培养基 KLM#在 KZM$［)%］基
础上进行改良，基本成分见文献［#］。抗生素浓度：
壮观霉素（QD）$3":^8\；卡那霉素（‘8）培养 7 A .&/-
用 $%":^8\，筛选接合子时用 )% ( )$":^8\；硫酸链
霉素（Q8）)%%":^8\。
!"!"$ 试剂和仪器：!&&. 各供试菌株基因组 _I/
提取试剂盒购于 Z2:-,-公司。总 NI/的提取试剂
盒购于 N<=>-公司。反转录试剂购自 OF<8-:5公司。



表 ! 本研究所用的供试菌株和质粒
!"#$% & ’()"*+, "+- .$",/*-, 0,%- *+ (1*, ,(0-2

’()"*+, 3) .$",/*-, 4)3.%)(*%, ’30)5%,
!"#$%&’#$’( #)*’

678!
9—":;- *(#+ #<&8#（ *(#+,-=(&./）>&?@ %01-& 1%)2 &%#-& $"12&A（ )B—
/BC）3$)- "43!DD!— 5$’= * .6&-@? &%*-&

!1*, $"#

’&A=& E@D &%#-，51)3/3,3/"$$2 *+(%F)"(%- G4D -%)*H"(*H%，!.)，’.) ’*/3+［&@］，%5 (* I
7(05$)8)0(" )&69(% I .HI )&69’#)*(
G’&;8 G*J)，K*$- (2.% !1*, $"#
GL G*J)，B/)，$&37 /0("+(，+3 7G *+ (3#"553 "+- +3 ."(13F%+*5*(2 *+ )*5%I !1*, ,(0-2
GM G*J)，B/)，$&3: /0("+(，+3 7G *+ (3#"553 "+- +3 ."(13F%+*5*(2 *+ )*5%I !1*, ,(0-2
G’&;8N.LM !)"+,53+O0F"+( 3J G’&;8 K*(1 .LM !1*, ,(0-2
G’&;8N.PM !)"+,53+O0F"+( 3J G’&;8 K*(1 .PM !1*, ,(0-2
GLN.PM<& !)"+,53+O0F"+( 3J GL K*(1 .PM<& !1*, ,(0-2

4$",/*-
.P6&EQ P.)，;(#+( C 6) I P++% BI 60++%
.<6&:=! P.)，;(#+( C !"B"G"
.7<& ’.)3) ’/) <0#=，>) ?（ 3），>)? C，;(#<@ C，4BE )%.$*53+，53,/*- GI R++%,［E;］

.>9G;QD B/)，<0#=，>)?（ 3），>)? C，;(#+( C，4BE )%.$*53+，53,/*- 6% 9%2(%)［E&］ %5 (* I

.B/3#&: B/)，<3#（.），<3# C，;(#+，’.)，(41’ 9%-%)*53［EE］ %5 (* I

.>S&:：：FJ. A&A #. .A3 TG9 $*F"(%- *+ .>S&: !1*, $"#

.PM<& E8; #. .)3/3(%) )%F*3+ J0,%- K*(1 .A3 TG9 *+ .7<& !1*, ,(0-2

.LM EQD #. .)3/3(%) )%F*3+ J0,%- K*(1 .A3 TG9 *+ .>9G;QD !1*, ,(0-2

.PM E8; #. .)3/3(%) )%F*3+ J0,%- K*(1 .A3 TG9 *+ .>9G;QD !1*, ,(0-2

连接用 .<6&:=!载体、连接酶和限制性内切酶均购
自 !"B"G" 公司。UH"+, #$0%， .3$2=V=V2,*+% 购自
’*F/"公司；荧光显微镜（V%*5"，6<GP <*5)3,53.%）购
于 V%*5"公司；冷冻离心机购于 W%5X/"+ 公司；E，D=
6，B!购于南京博全生化试剂公司。试验用引物合
成和序列测定均由 !"B"G" 公司完成。
!"# !"#：：$%# 融合基因的构建

7))# 菌株 G’&;8 基因组 6YP提取参照 Z=F%+%
公司操作手册。从 7))# 的 G’&;8菌株基因组 6YP
中 4SG 扩增获得 $&37 和 $3(& 启动子，连接到
.<6&:=!载体上，!#)G$和 @"5$双酶切并回收。

以 .P6&EQ 为模板，4SG 扩增得到 .A3 完整编码区
（A&A#.），并连接到 .>S&:载体上，荧光检测转化子
证实 .A3 能正常表达，提取质粒并 @"5$和 B30$双
酶切回收 .A3 基因。.>9G;QD载体经 !#)G$=B30$
双酶切后回收。将回收的 $&37 和 $3(&启动子分别
与回收的 .A3 连接于 .>9G;QD上（图 &），转化 678!，
提取质粒，经酶切验证正确后用于后续研究。4SG
扩增的 $&37 和 $3(&启动子以及 .A3 均经测序验证。
上述质粒 6YP和外源 6YP的提取、回收、限制性酶
切、连接、电泳、转化等操作均参照 <"+*"(*,［E?］的方
法进行。所用引物及 4SG扩增参数列于表 E。

表 # 本研究所用引物
!"#$% E 4)*/%), 0,%- *+ (1*, ,(0-2

4)*/%), 4)*/%), ,%[0%+5%（8\!Q\）
P++%"$*+F

(%/.%)"(0)%N]
!*/% J3) %^(%+,*3+
（,%53+-）

’*_% 3J 4SG
.)3-05(,N#.

P55%,,*3+ +0/#%)
*+ M%+W"+X

1).L=49& SMPP!!SMP!P!SSMMSSMMP!MM 8@ Q; EQD
1).L=4G& P!S!MSPMMSSMM!S!S!S!S!!M
1."&=49& MPP!!SMP!SSPS!!PPSMMMSPPMS 8: Q; E8; P‘E;88?&
1."&=4G& S!MSPMSM!MPSMP!!SS!S!S!MP!
FJ.=9& !PS!MSPMP!MPM!PPPMMPMPPM 8? D8 A&A 6)I P++% BI 60++%
FJ.=G& MSMM!PSS!!P!!!M!P!PM!!SP
1."&=9 !!MPPSPSPSPP!!SMMSMM 8? D; D&D P‘E;88?&
1."&=G !!PS!MSP!SMP!MSMS!M!S

!"$ 两亲交配
两亲交配参照文献［:］进行。将连接 $&37：：.A3

和 $3(&：：.A3 融合基因的重组载体 .LM和 .PM分

别导入 G’&;8及其相应的 $&37 突变体中。为确保
.A3 表达受 $&37 和 $3(&启动子启动，将带有 $&37：：
.A3 和 $3(&：：.A3 融合基因的载体 .LM和 .PM分别
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导入 !"#$"中后，荧光检测转化子 !"# 表达情况。

图 ! !"#!：：$%"与 !&"’：：$%" 融合基因构建示意图
%&’( " !)*+,-.&) )/01.23).1 /4 $#%"：：!"#（5）-06 $&#’：：!"#（7）
431&/0 ’+0+1( 8*+ 9:;<= /2 9>?<= =2/,/.+2 2+’&/0 /4 .*+ $#%" /2 $&#’
’+0+1 /4 ’%()$*+*(%, *&-.%/ =@( *&-.01*2% A+2+ 431+6 A&.* .*+ /=+0
2+-6&0’ 42-,+ 4/2 .*+ ’2++0 4B3/2+1)+0)+ =2/.+&0（ !"#） &0./ @+)./2
=C%D;>?，2+1=+).&@+BE( 8*+ )/01+0131 ,/.&4 )-BB+6 .*+ =B-0.$&063)&<B+
=2/,/.+2（FGF）</H（88IJI$K":$88IJI）&1 4/306 &0 .*+ =2/,/.+2
2+’&/0 /4 .*+ $#%" ’+0+( L( 31*D!；F( 4,)!；M( 5#(! (

!"# 水稻条斑病菌和水稻愈伤组织、水稻悬浮细胞
共培养

水稻悬浮细胞用 KN 液体培养基于 9OP、
"9;2Q,&0摇床上振荡培养。取 " 周龄的悬浮细胞、
67N;;值约为 "R; 的 ";;"S ’**1 各供试菌株的菌液
组成互作体系，同时在其中加 M,至终浓度为 ";"’Q
,S。菌液按如下方法准备：供试菌株在 K7培养液
中培养 "N*，离心收集菌体（:;;;2Q,&0，";,&0），用无
菌水洗两次后定容至菌液 67N;;值为 "R;。供试菌
株与悬浮细胞共培养 "N*后，荧光检测 ’**1 各菌株
中 !"# 是否转录表达。
精心挑选浅黄色生长旺盛的水稻愈伤组织，直

接在愈伤表面滴加 9;"S上述菌液，9OP下互作 "N*
后检测荧光表达情况。

!"$ %&’()%检测
’**1 各菌株在 TUV> 上培养 "N* 后提取总

DK5，总 DK5的提取按照 D/)*+公司 82&=.32+操作手
册进行。提取的 DK5经琼脂糖凝胶电泳检测质量，
分光光度计下定量，然后反转录成 )WK5，以 )WK5
为模板扩增。所用引物 *=-"$%、*=-"$D及 FID扩增
各参数列于表 9。
!"* !&"：：$%" 融合基因表达检测
在水稻悬浮细胞和愈伤组织$’**1 互作体系中

加入 L@-01 <B3+至终浓度 ;R;;"X，染色 "*后观察。
为防止组织掉片，载玻片和盖玻片在使用前经 =/BE$
S$SE1&0+（!&’,-）浸洗。荧光显微镜下观测时，选择
激发光波长为 ?O;0,左右。荧光图像拍照时选用相
同的参数。

+ 结果和分析
+"! ,-./能有效诱导 ’(() 的 !&" 基因表达
辣椒斑点病菌 $&# 诱导培养基 TYV9不能有效

诱导 ’**1 的 $&# 基因表达（资料未显示），本研究对
其进行了改良。由于 LW85$%+> Z 较难溶于水，且

%+> Z具强氧化性，本研究用 LW85$%+9 Z K- 盐替代。
因水稻细胞壁中木聚糖为主要的多糖［9[，>;］，故以木

糖（W$（ Z）$HEB/1+）作为唯一的碳源，所获得的培养
基命名为 TUV>［>］。将野生型菌株 D!";: 及相应
$&#’和 $&#8 突变体在 TUV>培养基中培养 "N*，提
取总 DK5。D8$FID结果显示，野生型菌株 D!";:的
$#%"基因在 TUV> 中被诱导表达，$&#’ 突变体中
$#%"基因不能被诱导表达，而在 $&#8 突变体中 $#%"
基因转录表达水平低于野生菌（图 9）。这表明，
\2=T调控 $#%"基因表达。

图 + %&’()%检测 !&" 诱导培养基 ,-./对水稻条斑
病菌 !"#!基因转录表达的影响
%&’( 9 L44+).1 /4 .*+ $&# &063)&0’ ,+6&3, TUV> /0 +H=2+11&/0 /4 .*+
$#%" ’+0+ /4 ’%()$*+*(%, *&-.%/ =@( *&-.%/ .+1.+6 <E 2+@+21+$
.2-01)2&=.&/0-B =/BE,+2-1+ )*-&0 2+-).&/0（ D8$FID）( V( V-2]+2
WS9;;;；"R K+’-.&@+ )/0.2/B；9R D!";:；>R $&#8 ,3.-0.；?R $&#’
,3.-0.；:R 8*+ ’+0/,&) WK5 /4 .*+ 1.2-&0 D!";: A-1 31+6 -1 .*+ =/1&.&@+
)/0.2/B (

本研究构建了 $&#’ 和 $#%" 启动子与 !"# 的融
合基因（图 "）并分别导入 D!";:、$&#8 和 $&#’ 突变
体中，在 TUV> 中培养 "N*。荧光检测发现，D!";:Q
=TJ（图 >$5>）、D!";:Q=5J（图 >$5?）能被有效诱导
表达，而 K7 中培养的相应菌株，D!";:Q=TJ 和
D!";:Q=5J，其 !"# 表达水平较低（图 >$5"，59），含
$&#：：!"# 的 $&#’ 和 $&#8 突变体无论在 K5或 TUV>
培养基上均不能使 !"# 基因有效表达（资料未显
示）。这表明，TUV>能有效诱导 $&# 基因表达。
+"+ 水稻信号分子强烈诱导 !&" 基因表达
将 D!";:Q=TJ菌株与水稻愈伤组织、水稻悬浮

细胞共培养 "N* 后荧光检测结果表明，D!";:Q=TJ
菌株附着于水稻愈伤细胞上能发出较强的荧光，而

周围未附着的细菌发荧光很弱（图 >$I>）；与水稻悬
浮细胞互作 "N*，附着于水稻细胞壁上的细菌发出
强烈荧光，而在生长活力弱的水稻细胞上，附着的菌

体最多，显微镜下能观察到耀眼的荧光（图 >$7>），
而在水稻悬浮细胞培养液中菌体发荧光相对较弱，

但仍较 K7中培养的菌体强。
本研究还构建了 $#%"：：!"# 的融合基因，并导

入 D!";:菌株中。通过荧光观察与水稻细胞互作的
菌体，发现了上述同样的结果，与水稻细胞紧密接触

的菌体 !"#被强烈的诱导而表达（图>$I?和图>$

O[> TG5U ^/3$B30 /) %2 ( Q91)% :01&*;0*2*!01% <0(01%（9;;#）?#（>）



图 ! !"#：$%#融合基因在 "#、$%&!中和与水稻细胞互作后的表达情况
!"#$% &’()*+",’ ,- +./ !"#：：$%# -)0",’ #/’/ /123/00",’ "’ 45（6789），"’ :;<%（6%8=）>/(")> ,3 "’ 3/02,’0/ +, 3"*/ */??0（5 @’( A）$ 6：
B./ ?/C/? ,- +./ $%# #/’/ /123/00",’ D@0 ,E0/3C/( EF -?),3/0*/’*/ >"*3,0*,2F（=G H）@-+/3 +3@’0-,3>@’+0 ,- IJ7GK D"+. !"#：：$%# #/’/0 D/3/
"’*)E@+/( "’ 45 ,3 :;<% >/(")> -,3 7L.，3/02/*+"C/?F$ 67M IJ7GKN26O "’ 45 >/(")>；69M IJ7GKN2:O "’ 45 >/(")>；6%M IJ7GKN2:O
"’ :;<% >/(")>；6=M IJ7GKN26O "’ :;<% >/(")>$ 5：&’()*+",’ ,- +./ !"# #/’/ /123/00",’ "’ 3/02,’0/ +, 3"*/ 0)02/’0",’ */??0$ &’+/3@*+",’
,- &’’( D"+. 3"*/ 0)02/’0",’ */??0 D@0 ,E0/3C/( EF -?),3/0*/’*/ >"*3,0*,2F（=G H）@-+/3 7L. -,3 *,8*)?+"C@+",’$ 57 @’( 59M A,8*)?+"C@+",’ ,- I:N
26O<7 D"+. 3"*/ 0)02/’0",’ */??0$ &>@#/0 D/3/ @*P)"3/( EF ?"#.+ >"*3,0*,2F（57）,3 -?),3/0*/’*/ >"*3,0*,2F（59）$ 5%M A,8*)?+"C@+",’ ,-
IJ7GKN2:O D"+. 3"*/ 0)02/’0",’ */??0$ 5=M A,8*)?+"C@+",’ ,- IJ7GKN26O D"+. 3"*/ 0)02/’0",’ */??0$ A：&’()*+",’ ,- !"# #/’/ /123/00",’ "’
3/02,’0/ +, 3"*/ *@??)0$ &’+/3@*+",’ ,- &’’( @’( 3"*/ *@??)0 D@0 ,E0/3C/( EF -?),3/0*/’*/ >"*3,0*,2F（=G）@-+/3 7L. -,3 *,8*)?+"C@+",’（A7 @’(
A9）$ A,8*)?+"C@+",’ ,- I:N26O<7 D"+. 3"*/ *@??)0$ &>@#/0 D/3/ @*P)"3/( EF ?"#.+ >"*3,0*,2F（A7）,3 -?),3/0*/’*/ >"*3,0*,2F（A9）$ A%M A,8
*)?+"C@+",’ ,- IJ7GKN2:O D"+. 3"*/ *@??)0$ A=M A,8*)?+"C@+",’ ,- IJ7GKN26O D"+. 3"*/ *@??)0$

5=）。这表明，在水稻细胞中存在 !"# 基因诱导因
子，它能强烈地诱导 !"# 基因表达，而这种因子可能
只有当细菌附着在水稻细胞上才最有效地发挥诱导

作用。

’(! )*+$调控 !#&,基因的表达
相关研究结果证实，!组植物病原细菌中受

Q32:蛋白调控的 !"# 基因在其启动子中均存在
R&R8E,1。若 !"#& 基因突变，则 !"# 基因不能被诱导
表达［7G，%7］。水稻条斑病菌 !#)7基因启动子区也含
有 R&R8E,1。为证实 !#)7 受 !"#& 的调节，将 IJ7GK
的 !"#& 突变体在 :;<% 中培养 7L.，提取总 I46，
IB8RAI结果表明，!#)7不再转录表达（图 9），而野
生型 IJ7GK !#)7 基因能正常转录表达。将携带
!#)7：：$%# 融合基因的 2S!IG%= 导入 !"#& 突变体

中，与水稻愈伤组织（图 %8A7，A9）、水稻悬浮细胞互
作（图 %857，59），荧光显微镜下观测不到发荧光的
菌体，即使是附着于水稻细胞上的菌体也未观察到

荧光；而荧光检测与水稻细胞互作的 IJ7GKN26O，发
现附着于水稻细胞上的菌体发出强烈荧光。这些结

果表明，!"#& 基因突变，!#)7基因不能被诱导转录
表达，提示 !#)7基因的诱导表达受 Q32:调控。

! 结论
相关研究结果表明，植物病原黄单胞菌 !"#*

基因突变，!"#& 和 !"#+ 基因组成型表达［9T］。若
!"#& 基因突变，则 !"# 基因簇中的 !"#,8!"#- 转录
单元不能表达，从而失去在非寄主上激发 QI反应
及在寄主上产生致病性的能力［7G］。Q32:蛋白还调

TT%肖友伦等：水稻条斑病细菌 !"# 基因诱导表达系统的建立 $ N微生物学报（9GGU）=U（%）



控启动子区域中含有 !"!#$%&的 ’())效应分子的表
达［(*］。在 !""# 的 $%& 基因簇中，+%,等［(］发现，$&’-
和 $&’.启动子中具有 !"!#$%&。本研究根据这一特
性，将 !""# 的 $%&! 和 $&’-基因启动子与绿色荧光
蛋白基因 ()& 构建为融合基因。通过荧光显微镜检
测发现，营养丰富的 /0培养基不能有效诱导 ()& 表
达，而 123( 能有效诱导 ()& 表达。这表明 123(
是 !""# 的 $%& 诱导培养基。!""# 的 $%& 诱导培养基
123(的发掘为进一步明确 !""# 的 $%& 调控网络和
发掘 ’())致病性效应分子奠定了基础。
本研究以 $%&：：()& 为融合形式，以 $%&! 和

$%&*突变体为参照，在水稻悬浮细胞和愈伤组织水
平上，荧光检测发现，$%&!：：()& 和 $&’-：：()& 融合
基因均被显著地诱导表达。这与 045%6 等［(-］研究
+ 7 ,"-’.’#/’%01 的 $%& 基因表达结果是一致的。韦
忠明等［(.］认为，植物信号对 2%34.4’ ’15-"6"%’ 的 $%&
基因诱导作用与体外条件下 $%& 诱导培养基的诱导
效果相当。89,:96;< 等［((］发现，7,/08"1".’, ,5%4.(’/
=>7 &$’,/"-4#"-’ 的 $%& 基因在植物信号分子作用下被
更高水平地诱导表达。39:<659、045%6等［-?，(-］报道
植物信号分子更强地诱导了 + 7 ,"-’.’#/’%01 $%& 基
因的表达。本研究也发现，!""# $%& 基因高效诱导
表达需要与水稻细胞紧密接触。荧光观测结果进一

步显示，在水稻悬浮细胞周围尤其是附着于细胞壁

上的菌体发荧光最强，而游离于培养液中的菌体发

荧光较弱，推测该信号分子不能由水稻细胞分泌至

培养液中，或者该信号很不稳定，由水稻细胞中分泌

出后分解而丧失诱导 $%& 基因表达的功能，到底哪
种推测正确，还需要进一步的实验证据来证明。

045%6等［(-］认为，诱导 + 7 ,"-’.’#/’%01 的 $%& 基因
表达的植物信号可能是植物细胞壁的固有组分，诱

导 !""# $%& 基因表达的水稻信号是不是如此，还有
待进一步证实。

!""# 的 $%&! 基因与来自其它黄单胞菌中已报
道的 $%&! 基因有很高的同源性，同一性达 @(A以
上，据此推测水稻条斑病菌 $%&! 基因是 $%& 调节基
因［B］。本研究直接证实水稻条斑病菌 $&’- 基因的
表达（启动子区含有 !"!#$%&）受 $%&! 的调控。在
$%&!基因突变体中，$&’-：：()& 融合基因不表达；
C’#!DC显示，$%&! 突变体中的$&’-基因即使在 $%&
诱 导 培 养 基 中 也 不 表 达，+%, 等［(］ 通 过
EFF,6%$4%GGE6H也证实了这一点。基于 ()& 基因产物
不具有 ’())泌出信号，因而在 123(中、或与水稻
悬浮细胞和愈伤组织互作时，相应的 !""# 菌体呈现
荧光，提示 IJ!蛋白不被分泌出至 123(中或水稻
细胞中。这为发掘 !""# 的 ’())致病性效应分子提
供了研究思路。

参 考 文 献

［ -］ )KE6HL M，N96 O<6 3%%G<: 3，N9,G<:E6 8，/9 ’- 7 D49LLEPE;9GE%6 %P
GQ< ;9,L94 9H<6GL %P $9;G<:E94 $4EHQG（ !’.9$"1".’, #’1&/,9%4, =>7
"%5:’/）965 $9;G<:E94 4<9P LG:<9R（! 7 #’1&/,9%4, =>7 "%5:4#"-’）%P
:E;< 9L =9GQ%>9:L %P !’.9$"1".’, "%5:’/ 7 ;.9/%.’94".’- <"0%.’- ")
=5,9/1’94# >’#9/%4"-"(5，-SS*，!"：(*S T (--U

［ .］ 方中达，任欣正，陈泰英，等 7水稻白叶枯及条斑病和李氏禾
条斑病病原细菌的比较研究 7植物病理学报，-S?B，#（.）：SS
T -.. 7

［ (］ +%, 8J，V96H 1!，1E96H W，/9 ’- 7 X4,;E59GE%6 %P GQ< $%& ;4,LG<:L
%P !’.9$"1".’, "%5:’/ =>7 "%5:4#"-’ GQ9G ;%6G:%4 GQ< QY=<:L<6LEGE><
:<L=%6L< E6 9 6%6#Q%LG G%$9;;% 965 =9GQ%H<6E;EGY E6 9 L,L;<=GE$4< Q%LG
=496G :E;<7 ?&&-4/8 ’.8 2.64%".1/.9’- @4#%"A4"-"(5，.**Z，$%（S）：
Z.-. T Z..[U

［ [］ \< )W7 ’Y=< ! =:%G<E6 L<;:<GE%6 LYLG<FL E6 =496G 965 96EF94
=9GQ%H<6E; $9;G<:E97 ?..0 +/6 7$59"&’9$"-，-SS@，#&：(Z( T (S.U

［ ?］ 065<:L%6 O3，);Q6<<KE65 27 ’Y=< ! F9;QE6<L %P I:9F#6<H9GE><
=9GQ%H<6L：E6]<;GE6H >E:,4<6;< P9;G%:L E6G% Q%LG ;<44L 965 F%:<7 B0%%
C&4. @4#%"A4"-，-SSS，%（-）：-@ T .[U

［ Z］ \,<;R DM7 ’Y=< ! =:%G<E6 L<;:<GE%6 LYLG<FL E6 $9;G<:E94 =9GQ%H<6L
%P 96EF94L 965 =496GL7 @4#%"A4"- @"- >4"- +/6，-SS@，&%：-*S. T
.-B.7

［ B］ 陈功友，王金生 7 水稻条斑病细菌 $%& 调节基因 $%&*!""# 和
$%&!""#的克隆和序列分析 7植物病理学报，.**(，##（(）：.-(
T .-SU

［ @］ ^9F59: \N，^9F%,6 )，^95% D" 7 C<LG%:9GE%6 %P =9GQ%H<6E;EGY %P
9>E:,4<6G !’.9$"1".’, "%5:’/ =>7 "%5:’/ 965 ! 7 #’1&/,9%4,
=9GQ%>9:L $Y :<;E=:%;94 ;%F=4<F<6G9GE%6 KEGQ GQ< $%&!" 965 $%&!#
H<6<L 965 E5<6GEPE;9GE%6 %P \:=1 P,6;GE%6 $Y L<_,<6;< 9694YL<L7 <
>’#9/%4"-，-SS(，’$(：.*-B T .*.?U

［ S］ 2R, ’，04>9:<‘ 03，̂ 95% D" 7 D%6L<:>9GE%6 %P GQ< QY=<:L<6LEGE>EGY#
=9GQ%H<6E;EGY :<H,49G%:Y H<6< $%&! %P !’.9$"1".’, #’1&/,9%4, 965
! 7 "%5:’/ 7 DE? =/F，-SS?，(：.[? T .[SU

［-*］ V<6H<46ER ^，a%69L b7 \:=1>，96 0:9D#GY=< :<H,49G%:，9;GE>9G<L
<&=:<LLE%6 %P PE>< %P GQ< LE& 4%;E E6 GQ< $%& ;4,LG<: %P !’.9$"1".’,
#’1&/,9%4, =>7 6/,4#’9"%4’ 7 < >’#9/%4"-，-SSZ，’$)：([Z. T ([ZSU

［--］ 闻伟刚，王金生 7水稻白叶枯病菌 $’%&4. 基因的克隆与表
达 7植物病理学报，.**-，(-：.S? T (**U

［-.］ +Q, VI，39H$96,9 33，V\"’X JJ7 "5<6GEPE;9GE%6 %P ’K% /%><4
$%&#0LL%;E9G<5 I<6<L E6 GQ< $%& I<6< D4,LG<: %P !’.9$"1".’,
"%5:’/ =>7 "%5:’/ 7 < >’#9/%4"-，.***，’)%：-@[[ T -@?(U

［-(］ 0:49G 3，I%,HQ D，a9:$<: DX， /9 ’- 7 !’.9$"1".’, #’1&/,9%4,
;%6G9E6L 9 ;4,LG<: %P $%& H<6<L :<49G<5 G% GQ< 49:H<: $%& ;4,LG<: %P
7,/08"1".’, ,"-’.’#/’%01 7 @"- 7-’.9#@4#%"A/ ;.9/%’#9，-SS-，!：
?S( T Z*-U

［-[］ \,96H \D，\,G;Q<L%6 )V，D%44F<: 07 DQ9:9;G<:E‘9GE%6 %P GQ< $%&
;4,LG<: P:%F 7,/08"1".’, ,5%4.(’/ =>7 ,5%4.(’/ Z- 965 ’6=Q%0
G9HHE6H %P H<6<L <6;%5E6H <&=%:G<5 %P F<F$:96< L=966E6H \:=
=:%G<E6L7 @"- 7-’.9#@4#%"A/ ;.9/%’#9，-SS-，!：[ZS T [BZU

［-?］ 39:<659 3，a:EG% a，D9449:5 O， /9 ’- 7 !:Q0 ;%6G:%4L 9 6%><4
:<H,49G%:Y =9GQK9Y :<_,E:<5 P%: GQ< L=<;EPE; E65,;GE%6 %P +’-,9".4’
,"-’.’#/’%01 $%& H<6<L E6 GQ< =:<L<6;< %P =496G ;<44L7 @"-
@4#%"A4"-，-SS@，%$：[(B T [?(U

［-Z］ );Q,4G< C，a%69L b7 X&=:<LLE%6 %P GQ< !’.9$"1".’, #’1&/,9%4, =>7
6/,4#’9"%4’ $%& H<6< ;4,LG<:，KQE;Q 5<G<:FE6<L =9GQ%H<6E;EGY 965
QY=<:L<6LEGE>EGY %6 =<==<: 965 G%F9G%， EL =496G E65,;E$4<7 <
>’#9/%4"-，-SS.，’$!：@-? T @.(U

**[ 1"02 W%,#4,6 /9 ’- 7 c?#9’ @4#%"A4"-"(4#’ =4.4#’（.**B）[B（(）



［!"］ #$%&’() *，+,-./ 01 2 !"#$%&’&#"( 3.(%,4)-5$5(6 ’,$&/ 5/ 5-7&$)7
86 /&$9,/) .-7 /&’:&9;$,-(.5-5-4 .<5-, .$571 )*"#$ +,**，!==>，!：
"= ? @AB

［!@］ C)-4)’-5D E， F.95) G， *&//)’ F， ,$ "* 1 HI39)//5,- .-7
’,$.’5J.(5,- ,: K932’，. 39,()5- ,: !"#$%&’&#"( -"’.,($/0( 3L1
1,(0-"$&/0" )//)-(5.’ :,9 3.(%,4)-5$5(6 .-7 5-7&$(5,- ,: (%)
%63)9/)-/5(5L) 9).$(5,-1 2 3"-$,/0&*，!==A，"#$：!MA! ? !MA=B

［!=］ #5<,- *，N95):)9 0，N&%’)9 21 2 89,.7 %,/( 9.-4) <,85’5J.(5,-
/6/()< :,9 4)-)(5$ )-45-))95-4： (9.-/3,/,- <&(.4)-)/5/ 5- 49.<
-)4.(5L)8.$()95.1 30&$,-%#&*&45，!=@O，"："@P ? "=!B

［>M］ Q--)/ *C，K59,/) F2，E&)<3)’ NR1 Q-7&$(5,- ,: -5(9,4)-;:5I5-4
-,7&’)/ ,- $’,L)9 9)S&59)/ ,-’6 O> D5’,8./) 3.59/ ,: TU2 :9,< (%)
6%07&809’ $/0:&*00 /6<85,/5/ 3’./<571 2 3"-$,/0&*，!=@@，"#%：O"=O
? O@M>B

［>!］ T) V)6()9 *，E.7, GQ，W.895)’ TC1 #<.’’，/(.8’) /%&((’) L)$(,9/
:,9 &/) 5- !"#$%&’&#"( 1 ;,#,，!==M，$$：AX ? ">B

［>>］ E.(J)- V，+)$D)9 2，Q)’<5-5 FY，,$ "* 1 U)Z <,85’5J.8’) L)$(,9/
/&5(.8’) :,9 4)-) 9)3’.$)<)-( 5- 49.<;-)4.(5L) 8.()95.’ .-7 (%)59 &/)
5- <.335-4 ,: (%) O[ )-7 ,: !"#$%&’&#"( -"’.,($/0( 3L1 -"’.,($/0(
4&< ,3)9,-1 <=>，!===，&’：>"@ ? >@>B

［>O］ 陈功友，张学民，张信娣，等 1水稻细条斑病菌化学诱变及 %/.
基因功能互补研究 1农业和生物技术学报，>MMM，$：!!" ? !>>B

［>P］ E’)<)-( \，*&7,’3% E，#.-7/ TG1 F)(%,7/ 5- N%6(,8.$()95,’,46
（!/(）1 2D.7)<5.5 E5.7,：+&7.3)/(，!==MB

［>X］ 朱至清，王敬驹，孙敬三，等 1通过氮源比较实验建立一种较
好的水稻花药培养基 1中国科学，!="X，’：P@P ? P=MB

［>A］ F.-5.(5/ ]1 F,’)$&’.9 $’,-5-4：. ’.8,9.(,96 <.-&.’ 1 U)Z ^,9D：
G,’7 #395-4 K.98,9 R.8,9.(,96 N9)//，!==>B

［>"］ ].D)&$%5 ^，],%8.9& F，#.(, 21 N,’6/.$$%.957)/ 5- 395<.96 $)’’
Z.’’/ ,: 95$) $)’’/ 5- /&/3)-/5,- $&’(&9)1 )%5$&-%,’0($/5，!==P，(’：
OA! ? OAOB

［>@］ #&L)-79. E*，*._)/%Z.95 *，#,-(5 *Y1 F&(.-(/ ,: !"#$%&’&#"(
&/57", 3L1 &/57", 7):5$5)-( 5- 4)-)9.’ /)$9)(,96 3.(%Z.6 .9) L59&’)-$)
7):5$5)-( .-7 &-.8’) (, /)$9)() I6’.-./)1 >&* )*"#$;>0-/&8,
?#$,/"-$，>MMM，"(：O=P ? PM!B

［>=］ C)-4)’-5D E，Y.- 7)- 2$D)9L)D)- W，+,-./ 01 K93W，. D)6 %/.
9)4&’.(,96 39,()5- ,: !"#$%&’&#"( -"’.,($/0( 3L1 L)/5$.(,95. 5/
%,<,’,4,&/ (, (Z,;$,<3,-)-( 9)/3,-/) 9)4&’.(,9/1 >&* )*"#$;
>0-/&8, ?#$,/"-$，!==A，) ："MP ? "!> 1

［OM］ +&((-)9 T，+,-./ 01 W)((5-4 .$9,//;8.$()95.’ (63) ! )::)$(,9
39,()5-/ ,- (%)59 Z.6 (, (%) 3’.-( $)’’ 1 @%, =>3A 2&9#"*，>MM>，
*"：XO!O ? XO>>B

［O!］ 2’7,- T，+95(, +，+,&$%)9 G，,$ "* 1 2 8.$()95.’ /)-/,9 ,: 3’.-( $)’’
$,-(.$( $,-(9,’/ (%) (9.-/$953(5,-.’ 5-7&$(5,- ,: 6"*($&#0"
(&*"#"-,"/9’ 3.(-,4)-5$5(6 4)-)/1 @%, =>3A 2&9#"*，>MMM，")：
>OMP ? >O!PB

［O>］ *.%<) RW，F5-795-,/ F，N.-,3,&’,/ U‘1 N’.-( .-7 )-L59,-<)-(.’
/)-/,96 /54-.’/ $,-(9,’ (%) )I39)//5,- ,: %/. 4)-)/ 5- )(,9B&’&#"(
(5/0#4", 3L1 .%"(,&*0-&*" 1 2 3"-$,/0&*，!==>，"#!：OP== ? OXM"B

［OO］ C)5 \F，#-).(% +‘，+))9 #Y1 HI39)//5,- ,: =/C0#0" "’5*&1&/" %/.
4)-)/ 5- 9)/3,-/) (, )-L59,-<)-(.’ /(5<&’5 1 2 3"-$,/0&*，!==>，"#!：
!@"X ? !@@>B

+,-./01,2345- 67 -24 !"#;1589:15; ,<,-43, 76= -24 4>?=4,,165 67 -24 !"# ;454,
67 $%&’!()(&%* ("+,%- ?@ 1 ("+,./(0%

aQ2b ^,&;’&-，RQ ^&;9,-4，RQ0 \%5;6.-4，aQ2UW ^,-4，GKHU W,-4;6,&!
（D,5 E"8&/"$&/5 :&/ >&#0$&/0#4 "#B >"#"4,’,#$ &: )*"#$ F0(,"(,( "#B ?#(,-$( &: >0#0($/5 &: <4/0-9*$9/,，F,."/$’,#$ &:

)*"#$ )"$%&*&45，G"#H0#4 <4/0-9*$9/"* I#01,/(0$5，G"#H0#4 >!MM=X，+%0#"）

A/,-=.:-：]%) %/. 4)-)/ ,: !"#$%&’&#"( &/57", 3L1 &/570-&*"（!&&-），Z%5$% 5/ (%) $.&/.’ .4)-( ,: 8.$()95.’ ’).: /(9).D
5- 95$)，3,//)//)/ (%) .85’5(6 (, )’5$5( %63)9/)-/5(5L) 9)/3,-/) ,- -,-%,/( 3’.-(/ .-7 (%) 3.(%,4)-5$5(6 5- %,/( 95$) 1 Q-
,97)9 (, .-.’6J) (%) :&-$(5,- ,: (%) %/. 4)-)/，Z) 7)L)’,3)7 %/.;5-7&$5-4 /6/()</ &/5-4 (9.-/$953(5,-.’ %/.：：4:. :&/5,-/
Z5(% (%) 39,<,()9/ ,: %/.! .-7 %."! ,: !&&- 1 ]%) ’)L)’/ ,: WVN 39,()5- )I39)//5,- 5-75$.()7 (%.( (%) %/. 4)-)
)I39)//5,- 5- !&&- Z./ -,( )::5$5)-(’6 5-7&$)7 5- U+ <)75&<，8&( )::5$5)-(’6 5- abFO <)75&<1 0/5-4 (%) %/.; .-7
%/.! <&(.-(/ ,: !&&- ./ (%) $,-(9,’/，(%) 9)/&’(/ 86 *];NG* 7)<,-/(9.()7 (%.( 5- Z5’7 (63) /(9.5- (%) )I39)//5,- ,: (%)
%."! 4)-) Z./ /&339)//)7 5- U+ <)75&<，8&( Z./ 5-$9)./)7 5- abFO <)75&<1 C%)- 5-$&8.()7 5- abFO，(%)
)I39)//5,- ,: (%) %."! 4)-) Z./ .8,’5/%)7 5- %/.! <&(.-(，Z%5’) (%) ’)L)’ ,: (%) %."! 4)-) )I39)//5,- Z./ ’,Z)9 5- (%)
%/.; <&(.-( (%.- (%.( 5- Z5’7;(63) /(9.5- 1 F,9) 5<3,9(.-(’6，5( Z./ :,&-7 (%.( (%) 5-7&$(5,- ,: (%) %/. 4)-) )I39)//5,-
Z./ /(9,-4’6 5-$9)./)7 5- 9)/3,-/) (, 95$) /&/3)-/5,- $)’’/ .-7 $.’’&/ 5- (%5/ /(&761 ]%5/ /&44)/(/ (%.( (%) %/.;5-7&$5-4
/6/()</，abFO ,9 95$) /&/3)-/5,- $)’’/ ,9 95$) $.’’&/，:,9 (%) 5-7&$(5,- ,: (%) %/. 4)-)/ )I39)//5,- 8) &/):&’ :,9
:&-$(5,-.’’6 .-.’6J5-4 (%) %/. 4)-)/，<5-5-4 )::)$(,9/ /)$9)()7 86 (%) (63) ! /)$9)(5,- .33.9.(&/ .-7 &-7)9/(.-75-4
3.(%,4)-5$5(6 7)()9<5-.(/ ,: !&&- 1
B4<C6=8,：!"#$%&’&#"( &/57", 3L1 &/570-&*"；%/. 4)-)/；%/.;5-7&$5-4 <)75&<；95$)；*];NG*

V,&-7.(5,- 5()<：U.(5,-.’ N9,49.</ :,9 K54% ])$%-,’,46 *)/).9$% .-7 T)L)’,3<)-( ,: G%5-.（>MMA22M>\!@M）；U.(5,-.’ #$5)-$) V,&-7.(5,- ,: G%5-.
（OMO"M=>A，OMA"!OXP）；E)6 N9,_)$( ,: (%) F5-5/(96 ,: H7&$.(5,-（!MAM=O）
!G,99)/3,-75-4 .&(%,9 1 ])’：@A;>X;@PO=XM>@；V.I：@A;>X;@PO==MM>；H;<.5’：46,&$%)-c-_.&1 )7&1 $-
*)$)5L)7：>" #)3()<8)9 >MMAd2$$)3()7：!M U,L)<8)9 >MMAd*)L5/)7：P 2395’ >MM"

!MP肖友伦等：水稻条斑病细菌 %/. 基因诱导表达系统的建立 1 d微生物学报（>MM"）P"（O）




