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摘 要：由水稻黄单胞菌引起的水稻白叶枯病是水稻最严重的细菌性病害。通过筛选 76%%% 个 !"" 4*3 转座子插

入突变体，得到其中一个致病力缺失的突变体 /HI77。4JKL0M.N 方法分离该突变体中插入转座子的侧翼序列，发

现转座子插入到位于 #$% 基因簇的 #%&’ 基因中。对该基因进一步的分析表明该基因编码一个含有 73& 个氨基酸，

等电点为 !O$6，亮氨酸含量为 7!O!P的蛋白 QR9S。-T)U>+V* W5TU 和 M.N 验证表明 4*3 在该突变体中为单拷贝插入且

未发生转座子携带侧翼序列的转移。将 #%&’ 克隆到具有广泛寄主的质粒 RQX7 中，转化重组质粒进入突变体后，

突变体恢复了在其寄主水稻 KN$! 上的致病力，而转化空质粒 RQX7 后的突变体仍然表现为致病力缺失。证实了水

稻黄单胞菌中 #%&’ 基因与该细菌的致病力相关，在侵染水稻的过程中起着不可缺失的作用。
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由 水 稻 白 叶 枯 病 菌（ !&()#"*"(&+ "$,-&. RZB
"$,-&.，!""）侵染引起的白叶枯病是水稻生产上一

种严重的细菌病害［7］，同时 !"" 与水稻的相互作用

为典型的基因对基因（E+*+0[TV0E+*+）关系，是分子植

物病理学中研究植物与病原菌互作的重要模式系

统。植物病原细菌对其寄主中的致病过程是由多种

成分参与的复杂的生物化学和生理代谢过程，它包

括了细菌细胞的表面结构、多种分泌系统、胞外多糖

与脂多糖、毒素与细胞解毒系统、氨基酸，核酸及脂

肪 代 谢 等［$，#］。 由 #$%（QGR+VF+*F=U=Z+ N+FRT*F+ \
M9U>TE+*=?=UG）基因编码的!型分泌系统能将效应因

子（+[[+?UTVF）或无毒基因产物转运到寄主植物细胞

内，因而在细菌对寄主的致病过程和非寄主的过敏

反应中起重要作用［!］。在 !"" 中，#$%!" 是第一个

被证实的与 !"" 在寄主中的致病力和在非寄主中的

过敏反应（QGR+VF+*F=U=Z+ N+FRT*F+，QN）有关的!型

分泌系统相关基因［!］；#$% 基因簇中的 #%&7（ #%& 即

#$%09FFT?=9U+]）的插入突变使细菌在寄主中的致病力

减弱且在烟草中仅能引起微弱的过敏，而 #%&$，

#%&#，#%&! 和 #%&/ 的突变对致病力没有明显影响；

#$%/ 的突变极大削弱了 !"" 在寄主中的致病能力，

同时发现 #$%/ 与 #%&7 缺失后可能降低了!型分泌

因子的有效运输［3，&］。

目前已有两个 !"" 菌株完成了基因组测序：即

!"" ,J..7%##7［6］和 !"" XJ88 #77%76［C］。另外已有

#$% 基因簇全序列的 !"" 小种有 M/H6&（基因登录

号：J8%$&7C"）和 (/H!（基 因 登 录 号：J17#C%$C，

J17#C%#%，J1$%33&7）。大规模基因组测序的完成

为 !"" 基因功能及其产物性质的研究提供了重要

的参考和支持，然而大规模测序所预测基因的生物

学功能最终需要通过实验来证实。为了全面了解

!"" 的致病机理，-)* 等［7%］利用 4*3 转座子（;^：：4_
转座子）插入突变的方法，建立了一个 !"" M/HCC
4*3 插入突变体库。本研究通过筛选该突变体库的

76%%% 个菌株，得到一株 4*3 插入到 #%&’ 基因中的

突变体，该突变体在高感白叶枯病的水稻品种 KN$!
上表现为致病力丧失。遗传互补该突变体恢复了其

对宿主水稻的致病力，揭示了 #%&’ 基因在 !"" 引起

水稻白叶枯病中是不可或缺的。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株、质粒及细菌生长条件：本研究所用菌

株及质粒见表 7。水稻黄单胞菌（!&()#"*"(&+ "$,-&.
RZB "$,-&.，!""）所用培养基为 M-J（每升含 UVGRUT*+
7%E，F)?VTF+ 7%E，L0E5)U9<=? 9?=] 7E，RQ "O%），$6‘培

养。大肠杆菌（0+1#.$21#2& 1"32）所用培养基为 L)V=9
WVTU>［77］，#"‘培养。 !"" 感受态细胞的制备用 $7%
培 养 基（ 每 升 含 F)?VTF+ 3E， ?9F+=* +*@G<9U=?
>G]VT5GF9U+ 6E， G+9FU +:UV9?U !E， ,$QMH! #E，



!"#$% &’()$ *&+"，,( ’&*）［-*］，! . "#$% 感受态细胞

制备用 #$/ 培养基［--］。抗生素用法及用量为 ! .
"#$%：氨 苄 青 霉 素 -**!"012、壮 观 霉 素 -**!"012；

&##：卡那霉素 )3!"012、壮观霉素 -**!"012。

表 ! 菌株和质粒

45678 - #9:5;<= 5<> ,75=1;>= ?=8> ;< 9@;= =9?>A

#9:5;<= B: ,75=1;>= C:B,8:9;8= #B?:D8 B:
:8E8:8<D8

#9:5;<=

! . "#$% F(-*/ GH ’"(I $)"J.!-3. $)"K’%
(*"I- *+,I- $?: 756

&## CK$LL M;7>H9A,8 $?: 756
K$N-- K$@,5/：：4<3 4@;= =9?>A
K$N--@ K$N-- DB<95;<;<" ,(!-：：K$-.)/ 4@;= =9?>A
K$N--, K$N-- DB<95;<;<" ,(!- 4@;= =9?>A

C75=1;>=
,NO!H4 O5=A I1,: C:B18"5
,(!- PB<95;<;<" , $)" ,:B1B98: #,:

,(!-H-.)/ ,(!-：：K$-.)/ 4@;= =9?>A

!"!"# 试剂：FQI !5:R8: F2)***、限制性内切核酸

酶和 0)1 FQI 聚合酶购自宝生物（45S5T5）大连公

司；CPT 高保真酶（O5=AHI4! @;"@HE;>87;9A CPT D7B<;<"
8<UA18）购自 #9:595"8<8 公司；4% FQI 连接酶、,NO!H
4 O5=A 载 体 和 标 记 试 剂 盒 C:;18:H5H"8<8 25687;<"
#A=981 购自 C:B18"5 公司；卡那霉素、氨苄青霉素、壮

观霉素购自 #;"15 公司；FQI 胶回收试剂盒购自上

海申能博彩生物科技有限公司；-R6 !5:R8: 为 QO/
（Q8V O<"75<> /;B756=，/8W8:7A，!I，X#I）公司产品。

其它试剂均为国产分析纯。

!"# 转座子 $%& 插入突变体的获得及侧翼序列的

分离

利用转座子 OJ：：4Q Y SIQH) Z 4<,（4<3）建立

了 &## CK$LL 插入突变体库［-*］。菌株的致病性检

测是通过将生长至对数中期（23[** \ *&[ ] *&’）的

菌液，用剪叶法接种于 %* ] 3*> 的水稻叶片上，’ ]
-%> 时观察其病斑长度。

转座子插入侧翼序列的分离用热不对称交互

CPT（4@8:157 I=A1189:;D ^<98:75D8> CPT，4I^2HCPT）方

法，所用引物及 4I^2HCPT 方法见 #?< 等［-*］。4I^2H
CPT 产物序列测定由上海生工生物公司完成。通过

675=9（@99,：00VVV. <D6; . <71. <;@ . "BW0/2I#4）来搜索

4I^2HCPT 产物的同源序列，并确定转座子的插入

位点。

!"’ !"" #$%& 基因的序列分析

$TG 的预测采 用 G:518C7B9 )&+&)（@99,：00VVV.
<;@ . "B . _,0_?<0D";H6;<0E:518,7B9 . ,7）和基于同源比对的

/75=9；蛋白的基本性质预测用 FQI!IQ；蛋白序列的

比对用 P7?=957 K（W.-&‘*）软件完成，结果用 N8<8FBD

处理。

!"( 突变体的 )*+ 和 ,-./012% 34-/ 鉴定

根据本实验室的 &## 基因组序列（未发表数

据），在 -.)/ 基 因 上 游 设 计 引 物 -.)/HDG：3aH
IINP44PIIPN4NNPIP4PIIPIINH+a（含 4%+>"酶

切 位 点 ）；在 下 游 设 计 引 物 -.)/HDT： 3aH
NII44PNN4NPINP4NPINPPI4NH+a（含 !"# T#酶

切位点）。用该引物同时扩增野生型和突变体，扩增

条件：L%b 31;<；L%b %3=，3Lb -1;<，’)b )1;<，+)
个循环；’)b 31;<。

#B?9@8:< 67B9 鉴定是将 &## 野生型和突变体的

FQI 用 567#完全酶切后，毛细管法将 FQI 转移到

(A6B<> Qc 尼 龙 膜 上，用 C:;18:H5HN8<8 25687;<"
#A=981 试剂盒将$H［+) C］>P4C 标记到抗卡那霉素基

因（).-）片段［-*］上，用作探针杂交，以验证转座子在

突变体上的插入及插入的拷贝数。

!"& 突变体的遗传互补

以 -.)/HDG 和 -.)/HDT 为引物，用高保真 0)1
酶以 &## 野生型基因组 FQI 为摸板，扩增 -.)/ 基

因，并 连 接 于 ,NO!H4 85=A 载 体。测 序 正 确 后 将

4%+>"0!"#T#双酶切获得的约 *&[3R6 片段回收连

接于用同样酶切后的 ,(!- 质粒，转化大肠杆菌感

受态细胞 F(-*/，获得质粒 ,(!-H-.)/。将验证好

的 ,(!-H-.)/ 电击转化 K$N-- 感受态细胞。同时

转化 ,(!- 空载体，以作为对照。

# 结果

#"! 突变体的获得及其表型分析

通过剪叶法接种实验，从 &## 4<3 转座子插入

突变体库［-*］的 -‘*** 个菌株中，筛选到一个致病力

缺失突变体，命名为 K$N--。接种该突变体到宿主

水稻 ^T)% 上，只在伤口以下形成很短的病斑，而野

生型 &## CK$LL 在水稻中接种 -* ] -%> 后，病班长

度可以达到 -3D1 左右甚至 )*D1。通过分析 K$N--
的转座子侧翼序列表明，4<3 插入到 -.)/ 基因的

-L-6, 处。该突变体在 C#I 培养基中的生长表型与

野生型没有明显差异。其胞外纤维素酶和木聚糖酶

的分泌也与野生型相似。

#"# !"" )5677 #$%& 基因及其产物性质

在 &## 中 基因 -.)/ 的全长 $TG 为 %’-6,，编码

一个 -3[ 个氨基酸的蛋白，位于 -(. 基因簇的 -(.!
转录元［‘，L］。-(. 基因簇包括 [ 个保守的转录元，即

从 -(.8 到 -(.9。另外包含了 -.)-、-.))［’］、-.)9 和

-(.! 到 -(.9 之间的一个 % ] -* R6 的序列存在较大

的变异区。基因 -.)/ 和上游的编码 L+ 个氨基酸的

-(.!- 共同位于 -(.! 转录元，因此转座子对 -.)/
基因的插入阻断将不会导致其上游基因的极性效

+*%曾申艳等：水稻黄单胞菌 -(. 基因簇中致病相关基因 -.)/ 的鉴定 . 0微生物学报（)**’）%’（+）



应。!"#$ 蛋 白 分 子 量 %&’()*#，预 测 等 电 点 为

+’,-，亮氨酸含量为 %+’+.，具有 //00 分子伴侣的

特点［%1］。

!"#$ 在黄单胞菌属（!"#$%&’&#"(）中有很高的

同源性。!&& !"#$ 和其他黄单胞菌同源蛋白中氨

基酸 序 列 同 源 性 接 近 23.：与 ! 4 )"’*+($,-( "54
.+(-)"$&,-" -67%3（ !).，899::;<= =<4 >?@ 1(,%+&）为

26.；! 4 "/&#&*&0-( "54 )-$,- 13(（!")，899::;<= =<4
88A16,-&）和 ! 4 "/&#&*&0-( "54 BCD9;=E:（ !"1，

899::;<= =<4 88?1+166）为 2,.；! 4 )"’*+($,-( "54
)"’*+($,-( :FG 4 8/HH 112%1（ !))， 899::;<= =<4
88A+36%-）为 -(.。另外与 23,4%&50+,-" *(+30&’"55+-
%&%3I（ 2*，899::;<= =<4 8$86,11,）， 6)-0&.&,"/
".+#"+ :JI:"4 ".+#"（6""，899::;<= =<4 88K-%33-）

和 7"5($&#-" (&5"#")+",3’ （ 7(， 899::;<= =<4
H8*%-33+）中 的 同 源 蛋 白 的 同 源 性 分 别 达 61.，

6%.和 63.。

图 ! 突变体 "#$%&’() *+#%
L;B4% 0<JFMEG= IC<F MDIG;N;O#F;<= <P !&& :FG#;=:4 QE=<R;9 *S8 T#:

N;BE:FEN T;FM 8($! #=N MDIG;N;OEN T;FM FME UR GE:;:F#=9E BE=E "*% 4

A4%7)I R<CE9JC#G TE;BMF R#G)EG:；%’ !99 ?VW22；,’VWQ%%’

,-. 突变体及其插入拷贝数的验证

为排除突变体是由于转座子插入后又带动侧翼

序列发生二次转移产生，用位于插入位点上下游的

引物 %*"279L 和 %*"279X，分别扩增野生型和突变

体的 *S8。?HX 扩增结果表明，与 !&& ?VW22 菌株

扩增片段相比，VWQ%% 菌株扩增片段由于转座子的

插入而增加了 %’,)I（转座子 /=6 为 %’,)I），说明该

突变株确为转座子插入突变体，且转座子没有发生

附带侧翼的二次转移。为了确认转座子在突变体

VWQ%% 中的插入拷贝数，以1, ? 标记 /=6 上抗卡那霉

素基 因（ "*%）片 段 为 探 针 与 8($!完 全 酶 切 的

VWQ%% 总基因组进行 0<JFMEG= IC<F。由于 8($!在转

座子 1Y远未端有一个酶切位点，因此该酶进行的

0<JFMEG= IC<F，不但可以确定在基因组上不同位点的

转座子插入，而且可以区分出转座子串联重复插入

的情 况。杂 交 结 果 表 明，只 有 VWQ%% 突 变 体 在

%’6)I 处出现单一的杂交条带，负对照（野生型）!&&
?VW22 未出现条带。因此证明 VWQ%% 为 /=6 转座

子的单拷贝插入突变体，突变体致病性降低是由转

座子在 %*"2 基因位点的插入阻断引起（图 %）。

图 , !"#$ 突变体及其互补系的致病性分析

L;B4, ?#FM<BE=;9;FD <P !"#$%&’&#"( &,:;"+ "54 &,:;"+ :FG#;=: <= FME

:J:9E"F;ICE G;9E 9JCF;5#G ZX,+’ Z=<9JC#F;<=7 T#: "EGP<GREN ID CE#P

9C;"";=B4 [E:;<= CE=BFM: TEGE RE#:JGEN & #=N %1 N#D: #PFEG ;=<9JC#F;<=
（*8Z）4 ?VW22，RJF#=F VWQ%%，9<R"CERE=FEN :FG#;=: VWQ%%M #=N

VWQ%%" TEGE FE:FEN4 AE#= #=N :F#=N#GN NE5;#F;<= <P CE:;<= CE=BFM PG<R

& GE"C;9#FE RE#:JGERE=F: #GE B;5E=4 0;R;C#G GE:JCF: TEGE <IF#;=EN ;=

;=NE"E=NE=F E\"EG;RE=F:4

,-/ !"#$ 基因的克隆和遗传互补

为了排除致病力的缺失是由于 /=6 的插入影响

了上下游基因而产生，对 %*"2 基因进行了克隆并

对突变体进行了遗传互补。以 %*"279L 和 %*"279X
为引物，从 !&& 野生型基因组 *S8 中扩增 %*"2 基

因，并定向克隆到广寄主范围的 "!A% 载体上［%,］

（"!A% 上 有 一 个 来 源 于 "]H%2 的 多 克 隆 位 点 和

" 5") 启动子）。提取质粒以 <-#N"和 =)&X!双酶

切，除一条 %1)I 左右的载体大片段外，分离到一条

约 3’(6 )I 的小片段，说明 %*"2 基因片段已连入

"!A% 载 体。 电 击 转 化 重 组 质 粒 "!A%7%*"2 到

VWQ%% 中，抗性筛选到互补突变系 VWQ%%M（VWQ%%M
由于质粒的进入而获得了壮观霉素的抗性，能够在

含有壮观霉素的 ?08 培养基中生长，而野生型 !99
?VW22 和 <*"2 基因的突变体 VWQ%% 都没有壮观霉

素抗性）。从 VWQ%%M 中提取质粒并做酶切鉴定，确

证 VWQ%%M 中 确 实 转 入 了 "!A%7%*"2。 另 外 将

"!A% 空质粒转入 VWQ%% 得到 VWQ%%" 作为对照。

野 生 型 !99 ?VW22，%*"2 基 因 的 突 变 体

VWQ%%，互补菌株 VWQ%%M 和对照 VWQ%%" 接种到寄

主水稻 ZX,+ 上，于接种后 &N 和 %1N 调查白叶枯病

的发病情况，详细记录其病斑长度（图 ,）。发现 !&&
突变体互补系 VWQ%%M 的致病性已基本恢复至野生

+3+ ^_SQ 0ME=7D#= +$ "5 4 ‘6)$" >-),&?-&5&1-)" @-#-)"（,33&）+&（1）



型，而只转入空载体 !"#$ 的 %&’$$! 表型与突变

体类似。说明突变致病力的恢复是由于 !"#$ 基因

转入而非质粒 !"#$ 的转入产生。以上结果表明转

座子插入失活导致的致病力下降确实是由于 %&&
!"#$ 基因的失活引起的。

! 讨论

病原细菌的分泌系统在致病过程中起重要作

用，植物和动物病原细菌都是通过分泌系统将效应

蛋白、胞外酶、毒素等致病因子转入寄主细胞内或分

泌到细胞表面［$(］。细菌的!型分泌系统由一组称

为 !’" 基因的基因簇编码，它是细菌分泌效应蛋白

进入植物细胞的主要通道。 !’" 基因簇由 !’"，!’(
（")!*+,*-,./.0* 1*,!2-,* 3 42-,*+0*5），!"# 和一些转

座子组成，这些基因在诱导条件下表达并形成针状

分泌系统。效应因子在一些辅助蛋白的帮助下通过

该分泌系统而进入到植物细胞中［$6 7 $8］。目前有关

植物病原细菌 !’" 基因簇中基因的研究在 %() 和 *+
中较为清楚，而在 %&& 中研究还很少［9，8］。本文通

过转座子插入失活的方法证实了 %&& :%&;; !’" 基

因簇中 !"#$ 基因的突变导致其在寄主 <1=( 上的致

病力的丧失。

由于细菌中存在多顺反子的现象，一个转录元

下可能有多个基因，这种转座子插入阻断的突变不

但影响了被阻断基因本身，还可能影响到了同一转

录元中下游的基因甚至下游转录元中的基因，因此

用突变体的遗传互补来验证其功能显得非常重要。

本文通过将该基因的全长序列克隆到具有广泛寄主

的 !"#$ 质粒中，构建的质粒互补 %&’$$ 使其致病

力得到恢复，发病情况与野生型相似，从而确证了该

突变体致病力的缺失的确是由 !"#$ 基因引起，而

非其它基因。应当指出的是，本文报道的水稻 <1=(
在接种野生型 :%&;; $>5 后的发病病斑长度$>?@左

右与之前报道的可达到=A?@有差异［>］。这是因为在

网室中接种，虽然尽量严格控制接种条件，选择生长

情况一致、生长 (A 7 6A5 水稻苗的 = 7 > 心叶接种，

但是形成病斑的长度受到了当时的温度和湿度以及

水稻苗本身生长情况的影响，导致不同批次接种的

病斑长度有较大差异。因而该实验中设置好对照和

重复实验就显得尤为重要。本文所用接种结果的数

据均为同一批次相同条件下的接种结果，并且该结

果在不同批次的接种中也得到了验证。另外，我们

接种了对 :%&;; 敏感的水稻品种 <1BB$，<1BB>，

<1BB(，<1BB6，<1BB9，<1BBC，<1BB$A，<1BB$( 和

<1BB=$，发现突变体 %&’$$ 在所有的这些品种中都

表现为致病力的缺失，与在 <1BB=( 中的情况类似

（未显示结果），表明 !"#$ 基因在细菌侵染以上寄

主的过程中扮演着必不可少的角色。

通过对 "!DB 的序列分析表明，"!DB 具有 EEFF
分子伴侣的性质［$>］与其它黄单胞菌具有很高的同

源性。在 %() 中，"!DB 与 一 些 效 应 因 子 蛋 白 如

G0+B,$ 和 G0+B,6 相互作用并促进其分泌，但却不与

"+!H 或 %2!G 等非效应因子蛋白作用并阻碍它们进

入植物细胞［$9］。进一步研究表明它与!型分泌系

统的核心结构 "+?I 有相互作用并且可能同 "!D4
形成复合体，能够有选择的促进一些蛋白如 %2!J 和

%2!H$ 的运输而于另对另外一些蛋白不起作用，在

底物的分泌过程中起到了分子伴侣的作用［$6］。通

过酵母双杂交实验也发现在 %#( 中 "!DB 与 "+?I
和 "!DG 有相互作用［$C］。据此有理由推测本研究中

%&& !"#$ 基因的突变体在寄主中致病力的缺失可

能是由于该基因的突变影响了某些因子蛋白的有效

分泌。由于与寄主特异性相关的因子蛋白在不同的

菌株间有很大的差异，因此 %&& 中 "!DB 与哪些蛋

白有作用及在细菌致病过程中如何发挥其作用有待

进一步深入研究。
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