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摘要:【目的】为了研究鞭毛钩基因 flgK 在胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜亚种( Pectobacterium carotovorum
subsp． carotovorum，P． c． c)的功能。【方法】本研究采用两亲同源交换法构建了基因缺失突变体 ΔflgKpcc 并
构建了互补菌株 ΔflgKpcc-KH，测定突变体及其互补菌株的菌体形态、运动性、致病因子、致病性等表型。
【结果】与野生菌株 PccS1 相比，ΔflgKpcc 鞭毛缺失，菌体易沉降，在 0. 3% 半固体培养基上运动能力明显降
低，生长速率无明显变化，但是纤维素酶和蛋白酶的活性、生物膜形成能力明显下降，对感病寄主的致病力显
著减弱。基因互补可以使上述突变表型恢复。【结论】实验表明，鞭毛基因 flgK 突变导致了菌体的运动性降
低、病原菌毒性相关的酶活力下降，从而导致致病力下降。
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鞭毛是细菌的重要组成结构，它在细菌鉴别与

分类、致病性、运动性和环境适应性等方面具有重要
意义
［1 － 2］。鞭毛由基体、鞭毛钩、鞭毛丝三部分组

成，其中鞭毛钩作为分子铰链，连接马达的主轴和鞭

毛丝，在传递扭矩中起着重要的作用
［3，19］。FlgK 蛋

白是鞭毛钩中钩状体的组成之一，且在组装中起作

用
［2］。
胡 萝 卜 软 腐 果 胶 杆 菌 胡 萝 卜 亚 种

(Pectobacterium carotovorum subsp． carotovorum，简称
P． c． c)，是多种植物细菌性软腐病的病原菌［4］。P．
c． c 引起的软腐病一直都是植物病理学研究的重要
内容之一，特别是在其全基因序列公布 ( 2002 )
后
［5］，与其致病相关的研究

［6 － 7］
更有所增加。本研

究 室 前 期 研 究 发 现 P． c． c 与 黄 花 马 蹄 莲
(Zantedeschia elliotiana)组织离体互作，FlgK 蛋白表
达量显著增加(未发表)。在许多病原细菌中，鞭毛

已被证实具有重要的生物学功能
［8，17 － 18］，然而，鞭

毛钩基因 flgK 在 P． c． c 鞭毛形成、致病性、运动性
等方面的作用和功能尚未见报道。
为了分析 flgK 基因的生物学功能，特别是在 P．

c． c 与病菌致病性之间的关系。本研究从 P． c． c 基
因组克隆 flgKpcc 基因，用同源重组的方法构建了
P． c． c 的 flgK 基因缺失突变株 ΔflgKpcc，并进行基
因互补获得互补菌株 ΔflgKpcc-KH。将其与野生菌
株 PccS1 比较，分析了 flgKpcc 基因突变对病原菌的
鞭毛形成、毒性相关因子、致病性和致敏性等表型的
影响。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌株、质粒及其培养条件 本研究使用
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的菌株和质粒见表 1。胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜
亚种菌株 PccS1 于 Luriar Bertani ( LB) 培养基中
28℃培养，大肠杆菌(Escherichia coli)于 LB 中 37℃

培养。根据需要加入的抗生素的终浓度为:庆大霉
素(Gm) 50 μg /mL，卡那霉素 (Km) 50 μg /mL 和利
福平(Rif) 100 μg /mL。

表 1 本研究所用菌株与质粒
Table 1 Strains and plasmids used in this study

Strains，plasmids Characteristics Source
Escherichia coli
S17-1λpir λpir pro hsdR，recA Lab collection
DH5α Φ80 lacZΔM15，Δ( lacZYA-argF)U169． recA1，endA1． thi-1 Lab collection
Pectobacterium carotovorum subsp． carotovorum
PccS1 Wild type This lab
PccS1-R RifR，induced from PccS1 with resistance to Rif This study

ΔflgKpcc RifR，The flgKpcc gene knock-out mutant of strain PccS1 This study

ΔflgKpcc-KH RifR，GmR
，ΔflgKpcc complemented with pHMI-D This study

Plasmid
pMD19-T( simple) ApR

，T-cloning vector，colEl origin，without MCS Takara
pMD19-F1 ApR

，FlgK-1 gene ligated in pMD19-T( simple) This study
pMD19-F2 ApR

，FlgK-2 gene ligated in pMD19-T( simple) This study
pEX18Gm GmR

，Allelic exchange suicide vector，sacB oriT(RP4) LacZ Lab collection
pEX18-K GmR

，a 1224 bp fusion fraement of FlgK-1、FlgK-2 gene ligated in pEX18Gm This study
pBBR034 GmR

，Broad-host-range cosmid vector Lab collection
pBBR-flgK GmR

，FlgK-H gene ligated in pBBR034 This study

1. 1. 2 主要试剂和仪器 引物合成和测序由
Invitrogen 公司完成;基因组 DNA 提取试剂盒、琼脂
糖凝胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒均由 Axygen
公司提供;连接所用 pMD19-T 载体、连接酶、限制性
内切酶、r-Taq 酶和 DNA marker 均由 TaKaRa 公司提
供;冷冻离心机、PCR 仪和分光光度计为 Eppendorf
公司产品，凝胶成像系统为 Bio-Rad 公司产品。
1. 2 缺失突变体及其互补菌株的构建
参照 Josenhans 介绍的方法［8］进行 flgKpcc 基因

缺失突变体构建。以 PccS1 基因组 DNA 为模板，以
K1 和 K2、K3 和 K4 (表 2 ) 为引物分别扩增得到
flgKpcc 基因的上下游片段 FlgK-1、FlgK-2，均连接到
pMD19-T，转 化 DH5α 分 别 获 得 pMD19-F1 和
pMD19-F2。分别用 EcoRI 和 HindⅢ、HindⅢ和 KpnI
双酶切，一并与经 EcoRI 和 KpnI 双酶切的自杀载体
pEX18Gm 连接，获得重组质粒 pEX18-K(图 1)，提
取质粒 pEX18-K 并转化到 E． coli S17-1 λpir。两亲
同源交换得到一次交换子，用 Rif + Gm + LB 平板筛
选、PCR 验证。挑取阳性单菌落过夜培养，从中取
50. 0 μL 用 LB 培养基稀释 100 倍培养 2 － 4 h，其间
每隔 1 h 吸取 50. 0 μL 培养液涂含 10. 0%蔗糖 + Rif
的 LB 平板进行筛选。同时，PCR 验证获得二次交
换子，即为突变体 ΔflgKpcc。

表 2 本研究所用引物及其序列

Table 2 The sequences of PCR primers used in this study
Primers Sequence (5'→3') Source
K1 CCGGAATTCACACCGCCGCCTTTGATGAC This study
K2 CCCAAGC TTAGTCCGTATGGTGTAACTAC This study
K3 CCCAAGCTT ATTCGTTGTATTGGCGGTTG This study
K4 CGGGGTACCACCACG ACAGAGTATGAGCA This study
KH1 CGCGGATCCACGCTGTGAAATGGCCTGAT This study
KH2 CGGGGTACCGGCGAAAGAGCCTGTGTAAA This study
PCC1 TCAATCCCAGTTTCTGACCG This study
PCC2 TGTAGCGGCCTACCTGTCTG This study

以 PccS1 基因组 DNA 为模板，KH1 和 KH2 为
引物，PCR 扩增得到互补片段 FlgK-H( flgKpcc 基因
全长 +启动子)，将其连接到表达载体 pBBR034，构
建重组质粒 pBBR-flgK。利用两亲同源交换法将该
质粒转化到突变体 ΔflgKpcc，Rif + Gm + LB 平板筛
选、PCR 进行验证后，获得互补菌株 ΔflgKpcc-KH。
1. 3 细菌生长、游动性、沉降性及生物膜的测定
参照殷芳群介绍的方法

［9］，利用 LB 培养基培
养 PccS1、突变株及互补菌株，测定其生长量、电镜
观察形态，重复 3 次。根据傅本重介绍的方法［10］，

用含 0. 3%琼脂的半固体培养基测定各菌株的游动
性。将细菌培养至 OD600 = 1. 2，取 3. 0 mL 于灭过菌
的试管中静置 12 h，观察细菌沉降现象。参照
Wakimoto介绍的方法［11］进行生物膜形成的测定。
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图 1 敲除载体 pEX18-K 的构建
Fig． 1 Construction of knock-out vector pEX18-K．

待测菌株培养至 OD600 = 1. 2，取 2. 0 mL 培养液于已
灭菌的试管中，28℃静置培养 48 h。弃培养液，每管
加 0. 1% 结晶紫 3. 0 mL 染色 20 min，移出染色液，

再用蒸馏水洗 3 － 5 次。
1. 4 致病因子的测定
参照 Barnard 介绍的方法［12］测定各菌株的胞外

纤维素酶、胞外果胶酶活性。待测菌株过夜培养后，

稀释至 OD600 = 1. 0，取 5. 0 μL 点样于分析平板，于
28℃培养 48 h。胞外纤维素酶分析平板用 0. 2%刚
果红染色 20 min，1. 0 mol /L NaCl 漂洗 15 min，1. 0
mol /L HCl 着色 5 min。果胶酶分析平板用 7. 5%乙
酸铜染色 1 h。

参照陈磊介绍的方法
［13］
测定胞外蛋白酶活性。

待测菌株过夜培养后，稀释至 OD600 = 1. 0，取 5. 0

μL 点样于添加 10. 0%无脂牛奶的 LB 平板，28℃培
养 48 h 后观察透明圈的大小。
1. 5 细菌致病性的测定
参照谷春燕介绍的方法

［14］
测定各菌株的致病

性。使用无菌注射器吸取 1. 0 × 108 CFU /mL的菌悬
液，在经 75. 0%乙醇表面消毒的黄花马蹄莲叶片或
大白菜叶柄背面，用注射针头挑起表皮，注入菌悬液

2. 5 μL，28℃保湿培养 12 h，观察发病情况，测量病
斑长度，重复 3 次。所得结果用 SPSS 软件 Duncan's

多重比较法进行统计分析。

2 结果和分析

2. 1 突变菌株与互补菌株的构建
含蔗糖致死基因 sacB 的重组质粒 pEX18-K 与

PccS1-R 发生两亲同源交换获得突变体 ΔflgKpcc
后，以 K1 和 K4 为引物进行 PCR 扩增验证，突变体
ΔflgKpcc 可扩增出大小为 1. 2 kb 的条带，与预期一

致，而野生型 PccS1 中条带大小为 2. 5 kb(图 2-B)，
同时，利用 P． c． c 特异性引物在野生和突变体菌株
中均扩增出 350 bp 大小的条带(图 2-A)由此表明
成功构建了缺失突变体 ΔflgKpcc。互补菌株在 LB
+ Gm + Rif 平板上筛选，进行质粒提取和酶切分析
验证(未列出资料)，获得了互补菌株 ΔflgKpcc-KH。

图 2 胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜亚种 flgKpcc 基因突

变体的分子验证

Fig． 2 Molecular analysis of the flgKpcc knock-out mutant of P． c． c．

A， PCR confirmation by using specific primers; B， PCR

confirmation for the deletion flgKpcc gene by using primer pair K1and

K4． 1，blank control; 2，PccS1; 3，ΔflgKpcc．

2. 2 运动性、生物膜及生长能力测定
如图 3-A 所示，将含有 3 个不同菌株的培养液

试管静置 12 h 后，ΔflgKpcc 细胞培养液与其余两者
相比，清澈透明。从图 3-B 可看出在 0. 3% 半固体
平板上 ΔflgKpcc 的菌落很小，其直径分别为 PccS1、
ΔflgKpcc-KH 的 1 /9 和 1 /8。图 3-C 所示，ΔflgKpcc
鞭毛 丧 失，而 ΔflgKpcc-KH 恢 复 了 周 生 鞭 毛。
ΔflgKpcc 的生物膜形成能力明显降低(图 3-D)。图
4 所示 3 个菌株在 LB 培养基中的生长曲线，表明三
者生长速度差异不显著。
2. 3 致病相关因子的比较
将 PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH 加到各种分
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图 3 PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH 的部分生物特性与菌体形态比较
Fig． 3 Biological properties and cell morphology of PccS1、ΔflgKpcc and ΔflgKpcc-KH． ( A)，Bacterial settling

process; (B)，motility; (C)，flagellum production; (D)，biofilm formation．

图 4 PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH 的生长能力
Fig． 4 Bacterial growth in vitro of PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH．

析平板进行培养，28℃培养 48 h 后进行染色，结果
表明:与 PccS1 相比，ΔflgKpcc 果胶酶活性无明显变
化(图 5-A)，但纤维素酶(图 5-B)和蛋白酶(图 5-
C)活性均有不同程度的减小，酶降解生物圈直径分
别从 2. 3 cm 和 2. 2 cm 降到 1. 5 cm 和 1. 1 cm。而
互补菌株 ΔflgKpcc-KH 使突变体的酶活性得到恢
复。表明 flgKpcc 基因缺失影响胡萝卜软腐果胶杆
菌部分致病因子的产生。
2. 4 ΔflgKpcc 的致病性
将 PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH 离体接种感

病寄主黄花马蹄莲叶片，12 h 后发现 ΔflgKpcc 对马
蹄莲的致病力显著降低，而互补菌株ΔflgKpcc-KH

图 5 PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH 的果胶酶(A)、纤维素酶(B)、蛋白酶活力(C)测定
Fig． 5 Enzymatic assay on pectate lyase (A)，cellulose (B) and protease activity (C) of PccS1，ΔflgKpcc and ΔflgKpcc-KH．

发病情况与野生型接近(图 6-A)。三者接种大白菜
结果与之一致(图 6-B)。同时分别记录病斑长度，
统计结果如图 6-C。表明 flgK 基因的缺失导致
PccS1 的致病性丧失。

3 讨论

鞭毛是细菌的运动器官，是细菌在长期的进化

中适应环境的结果。对鞭毛的长期研究表明鞭毛影
响细菌的运动性、粘附性，甚至在侵入细胞组织等环
节中起重要作用

［1 － 3，17 － 18］。本试验对胡萝卜软腐果
胶杆菌胡萝卜亚种的鞭毛钩基因 flgKpcc 进行缺失
突变，同时对突变体的鞭毛合成，运动性及致病性，

致病因子等方面进行了测定。
试 验中利用电子显微镜观察到突变菌株
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图 6 PccS1、ΔflgKpcc 和 ΔflgKpcc-KH 对黄花马蹄莲(A)和大白菜(B)的致病力测定
Fig． 6 Pathogenicity assay of PccS1，ΔflgKpccand ΔflgKpcc-KH on Zantedeschia elliotiana (A) and Chinese cabbage (B) ．

ΔflgKpcc 的鞭毛完全丧失，同时发现突变菌株
ΔflgKpcc 的游动性、沉降性和生物膜生成能力相对
野生型有了明显下降，表明 flgKpcc 基因影响胡萝卜
软腐果胶杆菌胡萝卜亚种的鞭毛合成，从而影响了

P． c． c 的运动性和粘附性，进一步验证了 Macnab 等
的结果

［1 － 3，10］。
P． c． c 主要的致病因子包括果胶酶、纤维素酶、

多种蛋白水解酶和碳青霉烯抗生素等
［15］。其中，纤

维素酶主要表现葡聚糖酶活性，首先降解纤维素，然

后降解寄主的细胞壁。它在致病过程中虽不是最重
要的致病因子，但可以和其他酶协同侵染植物，蛋白

酶的功能是提供细菌蛋白生物合成所需的氨基酸或

降解寄主中与抗性有关的蛋白质
［16，19］，所以 P． c． c

的致病力测定通常是测定果胶酶、纤维素酶和蛋白
酶活力。本试验中，在对 ΔflgKpcc 的致病因子的测
定中发现，除了果胶酶活性几乎没有影响外，纤维素

酶和蛋白酶活性均受到了一定的下降调节，这与其

他致病菌
［2，8 － 10］
的鞭毛突变体致病因子测定结果有

所差距。一直以来，病理学家一般认为鞭毛是通过
影响微生物的游动性和粘附性来影响病原菌的致病

性，同时对于致病性的研究主要着重于外泌致病蛋

白及相关致病基因，而对于鞭毛基因对于致病基因

和致病蛋白的研究还有所缺乏
［16 － 19］。然而，Toth

等
［20］
发现一株 Eca 细胞表型缺陷突变体，不仅外膜

蛋白、脂多糖、鞭毛等细胞表型变化，而且纤维素酶
也受到了一定的影响，表明鞭毛基因与纤维素酶的

分泌有一定的关系。本试验中，ΔflgKpcc 突变体的
外泌纤维素酶和果胶酶表达量下降，可能是由于细

胞外膜的破坏而导致致病蛋白分泌量的下降。同
时，本报道是首次对病原菌 P． c． c 上 flgK 基因进行
定向敲除，结果的差异性将有利于不同病原菌致病

因子的研究。
致病性测定显示，flgKpcc 基因的突变显著降低

了 P． c． c 对感病寄主的致病力，而通过生长速率测
定表明，致病力的下降并不是 P． c． c 的生长受到抑
制导致的。试验中，不仅发现 ΔflgKpcc 的鞭毛缺
失、游动性减弱，还发现 P． c． c 的毒性因子—生物
膜、纤维素酶和果胶酶均受到了不同程度的影响，表
明病原菌致病性的降低是 flgKpcc 基因缺失突变引
起的鞭毛缺失，生物膜生成能力减弱，纤维素酶和果

胶酶活性降低等综合作用引起的。此外，本实验还
表明细菌鞭毛钩 flgKpcc 基因会影响 P． c． c 的致病
因子的产生分泌。
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Function of flgK gene in Pectobacterium carotovorum
subsp． carotovorum

Zhongling Yang，Yamin Deng，Shuo Du，Ting Li，Huan Jiang，Fengquan Liu，
Jiaqin Fan*

College of Plant Protection，Key Laboratory of Integrated Management of Crop Diseases and Pests，Ministry of Education，
Nanjing Agricultural University，Nanjing 210095，China

Abstract:［Objective］ To investigate functions of flgKpcc gene in Pectobacterium carotovorum subsp． carotovorum (P． c．
c) ．［Methods］The gene knock-out mutant ΔflgKpcc and complemented strain ΔflgKpcc-KH were generated by biparental
mating and their phenotypes including cell morphology，motility，pathogenic factors，and pathogenicity were investigated．
［Results］Non-flagellum，cell precipitation in the culture and significantly attenuated motility on 0. 3% semisolid medium
were observed in ΔflgKpcc compared to Pectobacterium carotovorum subsp． carotovorum S1． In addition，significant
decrease in cellulase and protease activity，biofilm formation，and pathogenicity on host plant were found in ΔflgKpcc．
While there were no apparent difference in growth rate in vitro，ΔflgKpcc-KH，the complementation strain，restored the
phenotype of ΔflgKpcc to the wild type level．［Conclusion］ The gen of flgKpcc not only influences the cell motility，but
also pathogenic factors to lead to the decreased pathogenicity in Pectobacterium carotovorum subsp． Carotovorum．
Keywords: Pectobacterium carotovorum sub sp． carotovorum，flagellum，flgK，pathogenic factors
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