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摘要：【目的】决定水稻条斑病菌（ /$-#0(1(-$2 (’34$5 6S = (’34&"(*$）在非寄主植物上激发过敏反应
（5N6I9,I:,>->SI 9I,68:,I，DT）和在寄主水稻上致病性（6;-58+I:>@>-N）的 0’6 基因簇是受 0’67 和 0’6/ 基因调控
的，但还不清楚 0’67 和 0’6/ 基因是否共同决定着所有 0’6 基因的表达。【方法】本文通过基因敲除方式获得
了水稻条斑病菌的 0’67 和 0’6/ 基因的双突变体。【结果】烟草和水稻上测定结果显示，双突变体与单突变
体一样，均在烟草上失去 DT激发能力和丧失在水稻上的致病性；相应地，功能互补后双突变体恢复至野生
表型。细菌在水稻悬浮细胞、0’6 诱导培养基 FUVA 和营养丰富的培养基 0W中生长后的 THGX2T结果显示，
0W中 0’6 基因低水平表达，FUVA 和水稻细胞能够高水平诱导 0’6 基因表达。无论何种生长条件，0’67 单
突变体中 0’"8、0’"9、06$. 和 0’6: 基因表达，而 06$;、06$<、06$=、0’"> 和 0’67 基因不表达；0’6/ 单突变体中
06$<、0’"8、06$.、0’6: 和 0’67 基因表达，而 06$;、0’"9、06$= 和 0’"> 基因不表达；0’67 和 0’6/ 双突变体中
0’"8、06$. 和 0’6: 基因表达，而 06$;、06$<、06$=、0’"9、0’"> 和 0’67 基因不表达。【结论】这提示，水稻条斑
病菌的 0’"8、0’6: 和 06$. 基因不受 0’67 和 0’6/ 基因单独或同时调控，而 0’"9 基因受 D96Y 调控。由此推
测，水稻条斑病菌!型分泌系统关键组份的表达有可能通过另外的信号途径进行调控，这为进一步分析!
型分泌途经的形成提供了线索。
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水 稻 条 斑 病 菌（ /$-#0(1(-$2 (’34$5 6S =
(’34&"(*$，/(("）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［$］。 /((" 和其它革兰氏阴
性植物病原细菌一样拥有 0’6（5N6I9,I:,>->SI 9I,68:,I
8: :8:58,- 6<;:-, ;:P 6;-58+I:>@>-N >: 58,- 6<;:-,）基因
簇，决定着在非寄主植物上激发过敏性反应（DT）和
在寄主植物上的致病性（6;-58+I:>@>-N）［’］。 /((" 的
0’6 基因簇由两部分构成：核心 0’6 基因簇由 " 个

0’"（ 0’6G@8:,I9SIP）基因、$% 个 0’6 基因和 # 个 06$
（ 0’6G;,,8@>;-IP）基因组成；0’6 调节基因簇由 0’67 和
0’6/ 组成，独立存在于核心 0’6 基因簇外的其它染
色体区域［A］。目前，有关 /((" 的 0’6 基因和 0’6 调
控基因间的关系并不清楚。根据结构上的保守性和

相关植物病原黄单胞菌的研究结果推测，" 个 0’" 基
因产物形成!型分泌系统（ -N6I ! ,I@9I->8: ,N,-I?，
HA//），负责将致病性效应物注入寄主细胞中，从而



使寄主产生抗（感）病性［! " #］，其中 $%&’ 蛋白位于细
菌细胞外膜上，$%&( 蛋白与 $%&)、$%&*、$%&+ 和
$%&,蛋白组成复合体位于细菌的内膜上，介于内膜
和外膜间的是 $%&- 蛋白［. " /］。(!++ 效应物经 (!++
分泌后经过 $%0 01234，再由 $%05 转位进入寄主细胞
中［6 " 7］。6 个 !"# 基因中，!"#$ 和 !"#% 基因位于
!&"’ 转录单元的左端，!"#$ 基因产物推测与细胞溶
解酶有关［89］，!"#% 基因产物为 $* 激发因子［!］，
!"#( 和 !"#) 基因位于 !&"* 和 !&"+ 转录单元之间，
在致病性方面的功能并不是很清楚。

表 ! 本研究所用菌株与质粒
(:;2< 8 +=%:1>4 :>? 02:4@1?4 34<? 1> =A14 4=3?B

+=%:1> C% 02:4@1? D%C0<%=B +C3%&<

*,-!.&/-!/# -01/
E$#! "79，1#-2!3%4，&.-’%，AC4=4 CF 0,’86G(，0,’87G(，0*5*9!H，:>? =A<1% ?<%1I:=1I<4 J>I1=%CK<><
5 L 0&67#. 0I L 0&67/-01#
*+89# *1F%，M12? =B0< (A14 2:;
!*!&"8 *1F%，!&"8 N>C&NGC3= @3=:>= CF =A< 4=%:1> *+89# (A14 2:;
!*!&"5 *1F%，!&"5 N>C&NGC3= @3=:>= CF =A< 4=%:1> *+89# (A14 2:;
!*!&"85 *1F%，!&"8 :>? !&"5 ?C3;2< N>C&NGC3= @3=:>= CF =A< 4=%:1> *+89# (A14 4=3?B
DOA%0PQ (%:>4&C>R3K:>= CF!*!&"85 M1=A 0$OJG !&"85 (A14 4=3?B
D2:4@1?
0OE86G( S@%，T0%，OC; U ，OC;（D），V:&W!U (:X:*:
0$OJ +0% C% +@%，9:-;，OC;（0），OC; U ，V:&JD U ，DXY %<021&C>，&C4@1? +A:> <= :2 L［YY］

0XO+8 X@%，. ZH N;，0,’86 0C2B21>N<%，30<，0&/=，,#-> (A14 2:;
0OE86G(G !&"85 T ! N; F%:K@<>= &C>=:1>1>K !&"8 :>? !&"5 K<><4 M:4 21K:=<? 1>=C 0OE86G( (A14 4=3?B
0XO+!!&"85 T 88!/ ;0 F341C> CF =A< 2<F= :>? %1KA= :%@4 F2:>N1>K =A< !&"8 :>? !&"5 2C&34 M:4 21K:=<? 1>=C 0X+O8 :=
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植物病原黄单胞菌的 !&" 基因调控机制还
没有像茄科青枯病菌（B#1,C0:/# ,01#:#-.#&D3）那样清
楚，但肯定的是植物病原黄单胞菌的 !&" 基因是诱
导表 达 的［.，88］，并 受 到 !&"8 和 !&"5 基 因 的 调
控［.，8Y " 86］。$%0P是双组分调控系统的 [@0*家族成
员，调控 !&"’ 转录单元和 !&"5 基因的表达［8Y］。
$%0Q属于 T%& 家族成员，调控 !&">G!&"+ 转录单元
中的 !&" 基因和一些启动子中存在 DJD（ 02:>=G
1>?3&1;2< 0%C@C=<%）G;C\（((’P’GS8#G((’P’）特征的
(!++效应物的表达［8!，8#］。推测 $%0P 位于细胞外膜
上，作为感应器的接收部分，当 0$、’: U 、活性氧和

渗透压等信号激发因子存在时［87］，感应信号通过磷

酸化的方式传递信号到 $%0Q，$%0Q 位于细胞内膜
上，被激活后启动启动子区含有 DJDG;C\ 的 !&" 基因
的表达［.，8!，8#］。据研究，500- 的 !&" 基因簇中存在
DJDG;C\的有 !"#% 基因、!&">G!&"+ 转录单元和 !"#(
基因［!］。 500- 的 !&"8 和 !&"5 基因分别单突变，都
能导致病菌的致病性丧失和在非寄主上失去激发

$*的能力［!，Y9］。但 !&"8 和 !&"5 基因同时被突变后

!&" 基因表达是否全部受到影响，至今仍不清楚。
本文通过基因敲除方法获得了 500- 的 !&"8 和 !&"5
的双突变体，发现 !&-E、!&"* 和 !"#( 基因的表达并
不受影响，推测其表达依赖于另一调控途径的调控。

这为进一步分析 !&" 基因的调控机理和 (!++ 装置
的形成奠定了工作基础和提供了科学线索。

! 材料和方法

! "! 材料
! "! "! 供试菌株、质粒和植物的培养条件：菌株及
质粒特性见表 8。水稻条斑病菌 500- 于 ST 培养基
Y6]培养，大肠杆菌（ *,-!.&/-!/# -01/）于 V^ 培养基
!/]培养［!］。水稻条斑病菌 !&"8 和 !&"5 基因突变
体筛选所用培养基见文献［Y8］。所用抗生素浓度：氨

苄青霉素（T@0）899%K_@V，卡那霉素（X@）Y#%K_@V，
利福平（*1F）899%K_@V，硫酸链霉素（+@）899%K_@V
和壮观霉素（+0）899%K_@V。
烟草品种为 F/-0C/#:# C#<#-D3 V L &I L 5#:C!/，水

稻品种为感病品种 J*YH，本实验室保存，种植于南
京农业大学温室。

! "! "# 主要试剂和仪器：500- 各供试菌株基因组
EST提取试剂盒购于 T\BK<> 公司，总 *ST 提取试
剂盒购于 *C&A< 公司，反转录试剂购于 (:X:*: 公
司。连接所用 0OE86G( 载体、连接酶、限制性内切
酶、*GGH#I 酶和 EST @:%N<% 均购于 (:X:*: 公司。
+C3=A<%> ;2C= 所用 EJP试剂盒购于 *C&A<公司。引物
合成和测序由 J>I1=%CK<>< 公司完成。冷冻离心机、
D’* 仪和分光光度计购于 ‘00<>?C%F 公司。凝胶成
像系统购于 ^1CG*:?公司。
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! "# !"#$ 和 !"#% 基因双突变体的构建和分子验证
参照 !""# !"#$%& 菌株的基因组序列［$’］，根据

基因位置和转录方向，选取 $%&’ 上游 ’() *+ 和
$%&! 下游 ,)) *+ 的 -./ 片段作为 $%&’ 和 $%&! 位
点的左右同源臂，以 0#1)% 菌株的基因组 -./ 为模
板，利用!0$%&’!2 31 和!0$%&’!2 01 及!0$%&’!2
3$ 和!0$%&’! 20$（表 $）两对引物分别 450扩增得
到 $ 个同源臂片段（图 1），分别经 ()*!和 (+)!及
(+)!和 !,)!双酶切，连接至 ()*!和 !,)!双酶
切处理后的 +67#1 载体上，转化至 -8%"后经 450

和相应酶切验证得到 +67#!$%&’! 的阳性克隆。
将 +67#!$%&’! 质粒按照 9:;< ":;=> 等［$?］的方

法电转化导入 0#1)% 菌株中，经过 $ 次不同培养基
上的筛选［$1］获得 $%&’ 和 $%&! 基因双突变菌株。以

!0$%&’!2 31 和!0$%&’!20$ 为引物组合（图 1）经
450验证得到正确的突变体克隆。按照基因 -./
提取试剂盒提取 $%&’ 和 $%&! 双突变体基因组，经
-##!酶切，以基因敲除所用的’() *+同源臂片段为
探针，用 -@A 试剂盒进行 #BCD>:E< *FBD（具体步骤参
见 -@A试剂盒操作手册）。

表 # 本研究所用引物
G;*F: $ 4EHI:EJ CJ:K H< D>HJ JDCKL

4EHI:EJ
#:MC:<=:（E:JDEH=DHB< JHD:J C<K:EFH<:K）

%N!’N

/<<:;FH<O
D:I+:E;DCE:

PQ

GHI: RBE
STD:<JHB<

PJ

450
4EBKC=D
P*+

G;EO:D O:<:J

#0$%&’! 2 31
#0$%&’!2 01

/G/AG5A/5G5GA5/A/G5GG5/5AG55
/GG555AAAA5//AG55/55A5GA5/AA

%& $) ’() G>: F:RD ;EI RF;<UH<O D>: $%&’ ;<K $%&! FB=H

#0$%&’!2 3$
#0$%&’!2 0$

G/G555AAAA5AGG//AAGA5A5//5AG
/G/G5G/A/5AA5AA5G5AAA/GGA/

%( %) ,)) G>: EHO>D ;EI RF;<UH<O D>: $%&’ ;<K $%&! FB=H

$%&’!.""#2 3
$%&’!.""#2 0

AAG//A5GG55/5AGGA5A5/55GG//5
5/A//A5GG5G5/A5/AA5AA5GAGA5A/GAG

%V 1,) ’))) G>: $%&’ ;<K $%&! O:<:J

#0$&)/
GG55/AAGGA/55///A55/
/A//A5GA5GAA5A///5GA

?&? $&)/

#0$&)0
GG5//5AAG5A5/GA55/AG/
5G/5GA5/A555/AAG/GGG55/G

’?& $&)0

#0$%#1
/GA5/A/A5G/GAA5/555G
A5GAA/AAG//GA/55AA//G

%&( $%#1

#0$%#2
AA55/55GG5GA5AG5AG/G5
/A5//AA5A/A5/A5//G/

&?? $%#2

#0$&)3
AA55/55GG5GA5AG5AG/G5
GG5AGAG/GAA5A5AAGGAAGG5

%$ ?% ’,) $&)3

#0$&)4
/5GGA55/A/GAGAA/5G5AAGG
A//5/G5G5AG5AGA5A5//

’(( $&)4

#0$%&5
5A5GG5A//5/AAAG/GAA/G
A55GGA55A/GA//5GGAGG

$11 $%&5

#0$%#6
GGA55GGG5AG5AG5//5G5A
G5AG5GAA5AGA/5GGGAA/5

&$) $%#6

#0$%&’
A5//GAG5G5AAGAGGGG55
A5/5AA5//A55A/G5

’,) $%&’

! "$ 功能互补
以 0#1)% 菌 株 基 因 组 -./ 为 模 板，以

$%&’!.""#23和 $%&’!.""#20（表 $）为引物，450 扩增
’ U*含有 $%&’ 和 $%&! 元件的 -./ 片段，连接在到
47-1,2G 载体上，获得重组质粒 +7-1,2G2 $%&’!，
789K$单酶切该质粒后回收’ U*的 -./ 片段再与
789K$相应酶切的 +87@ 载体连接，获得重组质粒
+87@2 $%&’!。将该质粒电转导入!0$%&’! 菌株中，
在含壮观霉素的 ./平板上筛选，经过 450验证，得
到互补菌株 47>E+AW。该接合子用于烟草上的 80
测定和水稻上的致病性测定。

! "% 烟草过敏反应和水稻水浸症状、致病性及菌体
生长能力的测定

按照 XBC 等方法［’］，将水稻条斑病菌培养至对
数生长期（:;&)) Y ) Z& [ ) Z(）进行植物上的表型测

定。无针头注射器注射细菌于非寄主植物烟草的叶

片中，1$ [ $? >内观察是否产生过敏性反应；将细菌
注射到生长两周左右的 @0$? 水稻叶片中，’ K后观
察水浸症状（\;D:E JB;UH<O），同时每隔$? >进行 1 次
细菌种群数量测定。用打孔器取注射区域的水稻叶

片研碎，通过梯度稀释涂布在含有相应抗生素的 ./
平板上，’ [ ? K后计数菌落数量［$，$)］。水稻成株期经

)$)1 9H; 9H;<O :D ;F ] P -#<) =8#%",8"*">8#) (898#)（$))V）?V（,）



针刺法接种供试菌株，!" #后测量病斑长度。上述 试验重复 $ 次，每次处理 % 片叶。

图 ! 水稻条斑病菌 !"# 基因簇结构示意图以及 !"#$ 和 !"#% 基因敲除突变体的构建和分子验证
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! "# $%&’($检测 !"# 基因的表达
%))0 各菌株在水稻悬浮细胞、!"# 诱导培养基

NOI$ 和营养丰富的培养基 K?［D%］中生长 !P 4 后收
集菌体，按照 G0’<-60+操作手册（C/.4+ 公司）提取总
CK>，经琼脂糖凝胶电泳检测质量，分光光度计下定
量，然后按照 C+=+07+ G01,7.0’<17+试剂盒的方法合成
.JK>。以 .JK>为模板，EFC扩增 !"# 基因（引物见
表 D）。以 !P7CK>为内参，确定 .JK>模板浓度。每
D%"L EFC 反 应 体 系 中，34;5&6 ! Q，*F B633+0
!D R%"L，D% 88/5SL I(D T D R%"L，#KGE I’U-60+（各
D R% 88/5SL）D"L，.JK> ! ,(，引物（DM"8/5SL）各
!"L，加灭菌水至 D%"L。反应条件：V%W 预变性
% 8’,；V"W变性%M 7，%DW退火"% 7，XDW延伸"% 7，$%
个循环；XDW充分延伸!M 8’,。EFC 产物经 !Y琼脂
糖凝胶电泳后通过凝胶成像系统（*+5 J/. DMMMGI

?ZOC>J，QA>）分析含量。

) 结果和分析

) "! 水稻条斑病菌 !"#$ 和 !"#% 基因双突变体的
构建

水稻条斑病菌各 !"#、!"0 和 !#& 基因在 !"# 基
因簇中的位置和转录方向如图 !;> 所示。为研究
!"#$ 和 !"#% 的功能，本研究采用同源重组的方法获
得 !"#$ 和 !"#% 的双突变体!C!"#$%。选取 !"#$ 和
!"#% 基因位点的上游 $XM B< 和下游 [MM B< 作为两
个同源交换臂，EFC扩增后构建在 <HIA! 载体上成
为融合片段，通过电转后在 K>K 平板上进行生长，
获得发生第一次同源交换的重组子（图 !;?）。重组
子再在含有 !MY蔗糖的 K> 平板上进行筛选，对应
卡那霉素的平板上不生长的菌落即为发生第二次同

源重组的突变体（图 !;?），表明 !"#$ 和 !"#% 基因被
敲除（图 !;?）。以同源臂的上游引物和另一同源臂
的下游引物进行 EFC 扩增，结果发现，!"#$ 和 !"#%
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基因突变体!!!"#$% 中的 "#! 产物为$$%& ’(，而
野生型菌株 !)$*+ 为,$%& ’(（图 $-#）；)./01234 杂交
结果显示，突变体 !!!"#$% 中杂交信号条带为
5+6 ’(，比野生型菌株的信号条带 6+7% ’(小（图 $-
8）。这说明本研究构建获得了正确的 !"#$ 和 !"#%
双基因敲除突变体。

! "! 水稻条斑病菌 !"#$ 和 !"#% 基因决定着在非
寄主上的 #$和在水稻上的致病性
将同时敲除 !"#$ 和 !"#% 基因的双突变体

!!!"#$%，注射接种感病水稻品种 9!6,（% 周龄）发
现，其与 !"#$ 和 !"#% 单突变体一样，丧失了在水稻
上产生水浸症状的能力（图 6-:）；经针刺接种成株
期水稻 9!6, 发现，其也与 !"#$ 和 !"#% 单突变体一

样丧失了致病性（图 6-;）；经检测病菌在水稻组织
中的生长能力发现，双突变体!!!"#$% 在水稻中的
繁殖能力显著降低，下降水平同 !"#$ 和 !"#% 单突
变体（图 6-8）；注射接种非寄主烟草后发现，其与
!"#$ 和 !"#% 单突变体一样也丧失了激发产生 <!
的能力。相应地，!!!"#$% 可被 !"#$ 和 !"#% 基因
互补，恢复在水稻幼苗上的水浸症状（图 6-:）和在
成株期水稻上的致病性（图 6-;），同时在水稻病菌
组织中的生长能力与野生型菌株 !)$*+ 相当（图 6-
8），在烟草上也可恢复产生 <!（图 6-#）。这表明，
水稻条斑病菌 !"#$ 和 !"#% 基因是决定病菌 <3( 表
型的关键基因。

图 ! 水稻条斑病菌 !"#$ 和 !"#% 基因双突变体在水稻和烟草上的反应
=>? @ 6 !2A(.4A2A .B 0.’CDD. C4E 3>D2 0. 012 F4.DF-./0 G/0C40 >4 012 !"#$ C4E !"#% ?242A .B %&’(!)*)’&+ )",-&. (H @ )",-/0)1& @ : @ IC023 A.CF>4? AJG(0.GA

>4 3>D2 A22EK>4?A（9!6,，% L22FA .KE）；; @ "C01.?24>D>0J CAACJA >4 CE/K0 3>D2；# @ <J(23A24A>0>H2 32A(.4A2 >4 0.’CDD.；8 @ ;CD023>CK ?3.L01 >4 >4B2D02E 0>AA/2A

.B 3>D2 @ $ @ M12 L>KE 0J(2 A03C>4 !)$*+；6 @ !!!"#$%；% @ !!!"#$；, @ !!!"#%；+ @ "N13(OP，012 D.4Q/?C40 .B !!!"#$% L>01 012 !"#$ C4E !"#%

?242A @

! "% 水稻条斑病菌 !"#$ 和 !"#% 基因共同决定着
!"# 基因的转录表达

%))0 的 !"# 基因是诱导表达的［$$，67］。为了研究
!"#$ 和 !"#% 对 !"# 基因（图 $-:）的调控表达情况，
将野生型菌株 !)$*+、!"#$ 突变体!!!"#$、!"#% 突
变体!!!"#%、!"#$ 和 !"#% 双突变体!!!"#$% 及其
功能互补菌株 "N13(OP 分别在水稻悬浮细胞、!"#
诱导培养基 PRN% 和营养丰富的 S;中生长 $7 1，经
!M-"#! 检测发现，水稻细胞和 !"# 诱导培养基
PRN%能够有效诱导 !"# 基因的表达，被检测的
!#&2、!#&3、!"04、!"05、!#&6、!#&7、!"08、!"#9 和
!"#$ 等 5 个基因均被诱导表达（图 %-:，%-;）；在 S;
中生长的水稻条斑病菌，其 !"# 基因表达水平比水
稻细胞和 PRN% 培养基中生长的要低（图 %-#，%-
8）。这表明，在 S; 中生长的水稻条斑病菌，其 !"#
基因也能被诱导表达，但表达水平远低于在水稻细

胞和 PRN% 培养基中生长的水稻条斑病菌。在水稻
细胞和 PRN% 条件下，虽然野生型菌株 !)$*+ 中的
!#&3、!#&2、!"04、!"05、!#&6、!#&7、!"#9、!"08 和
!"#$ 基因均转录表达（图 %-:，%-;），但比较而言，
!"04、!"#9 和 !#&6 基因的表达量较高（图 %-8）。有

意义的是，无论在何种生长条件下，!"#$ 单突变体

!!!"#$ 中，!#&3、!#&2、!#&7 和 !"08 基因不表达，而
!"04、!"05、!#&6 和 !"#9 基因转录表达，说明 !"#$
基因突变后 !#&3、!#&2、!#&7 和 !"08 基因的表达受
到影响（图 %-:，%-;，%#-!!!"#$）；!"#% 单突变体

!!!"#% 中，!#&3、!"05、!#&7 和 !"08 基因不表达，而
!#&3、!"04、!#&6、!"#9 和 !"#$ 基因转录表达（图 %-
:，%-;，%-#-!!!"#%）；!"#$ 和 !"#% 基因均被敲除
的突变体!!!"#$% 中，!"04、!#&6 和 !"#9 基因转录
表达，而其它 !"# 基因不转录表达（图 %-:，%-;，%#-

!!!"#$%）；功能互补子 "N13(OP 中所有被测试的
!"# 基因表达水平与野生型菌株基本一致（图 %:，
%;，%#-"N13(OP）。以上结果提示，!"#$ 基因控制
着 !#&3 和 !"#% 基因的表达，!"#% 基因控制着 !#&2、
!"05、!#&7 和 !"08 基因的转录表达，而 !"04、!#&6
和 !"#9 基因的转录既不受 !"#$ 基因控制，也不受
!"#% 基因控制。这表明，水稻条斑病菌，无论是在
水稻细胞和 !"# 诱导培养基中生长，还是在营养丰
富的 S;培养基中生长，!"# 基因均被诱导表达，但
!"04、!#&6 和 !"#9 基因的转录表达可能受另一调节
因子的调控。

66*$ T>C T>C4? 20 CK @ U :0(& ;/0")</)1)=/0& >/’/0&（6**5）,5（V）
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图 ! "#$%&"检测水稻条斑病菌中关键 !"# 基因的表达
!"# $% &’()*++",- ,. /*0 !"# #*-*+ ,. $%&’!()(&%* ("+,%- (1 $ ("+,./(0% *’23"-*4 50 6789:6 $ $%&’!()(&%* +;)2"-+ <*)* #),<- "- )"=* +>+(*-4"-# =*??+

（@），!"#8"-4>="-# 3*4">3 ABC%（D）2-4 ->;)"*-;8)"=E 3*4">3 FD（:）.,) GH E，)*+(*=;"1*?0，2-4 ;E*- ;E*") 6F@ <2+ *’;)2=;*4 2+ ;E* ;*3(?2;*+ .,)

)*1*)+* ;)2-+=)"(;",-2? (,?03*)2+* =E2"- )*2=;",-（6789:6）$ GH+6F@ <2+ >+*4 2+ =,-+;";>;"1* =,-;),? $ C $ IF@ 32/*) $ @.;*) )>- "- GJ 2#2),+* #*?，;E*

=,-=*-;)2;",-+ ,. 6789:6 (),4>=;+ <*)* 2-2?0+*+ "- #*? "32#"-# +0+;*3（I）$ 6KGLMN6"=* 3*2-+ ;E2; ;E* <"?4 ;0(* +;)2"- <2+ #),<- "- )"=* +>+(*-+",- =*??+，

2-4 ;E* ,;E*)+ =2- 5* 50 ;E* +23* ;2/*- $

! 结论
革兰氏阴性植物病原细菌通过 !"# 基因簇编码

的 7%KK装置分泌效应物至植物细胞中，使植物产生
抗（感）病性，!"# 基因的转录表达受 !"#1 和 !"#$ 基
因的调控。本文通过基因敲除的方法获得了 $((/
的 !"#1 和 !"#$ 基因的双突变体，接种水稻和烟草后
发现其丧失了致病性和激发 O6 的能力，同时菌的
生长能力显著下降，这与 $((/ 中 !"#1 和 !"#$ 基因
的单突变体结果一致［PQ］，遗传互补后又恢复了野生

型。这表明 $((/ 中 !"#1 和 !"#$ 作为调节基因缺失
后直接影响 !"# 基因的表达，从而影响病菌的致病
性。

植物病原细菌 !"# 基因的调控网络非常复杂，
目前对 !"# 基因表达的调控机制也知之甚少。基本
的概貌是：!"# 基因是诱导表达的［PH］；在营养丰富的
培养基中培养，!"# 基因的表达明显受到抑制，而只
有在营养贫瘠的基本培养基中培养或与植物互作

时，!"# 基因才会被诱导表达［PH］。一般认为，!"#1 和

!"#$ 基因突变后所有的 !"# 基因表达都会受到影
响［R S M］。但本研究结果发现，在水稻悬浮细胞、!"#
诱导培养基 ABC% 和营养丰富的 FD 培养基中生长
后，水稻条斑病菌 !"# 基因均被诱导表达，只是 FD
培养基中 !"# 基因的表达水平较低。这与 K*, 等人
的研究结果是一致的［PT］。本研究还发现，无论在何

种生长条件下，!"#1 和 !"#$ 的单突变体中，大多数
的 !"# 基因的转录表达受到抑制（资料未显示）。惊
奇的是，!"/2、!"#3 和 !#%% 基因的转录并不受到
!"#1 和 !"#$ 基因的调控。鉴于本研究应用的是水
稻悬浮细胞、!"# 诱导培养基 ABC% 和营养丰富的
FD培养基，因此我们认为，!"/2、!"#3 和 !#%% 基因
的转录表达并不受到 !"#1 和 !"#$ 基因的调控，而
可能通过其他途径被调控。本研究还发现，!#%4、
!#%5、!#%6 和 !"/7 在调节基因 !"#1 和 !"#$ 单缺失
或同时缺失时均不能有效表达，这与 $/8 和 $(( 的
研究结果一致［PU］。但例外的是，在其他植物病原黄

单胞菌中认为位于 !"#6 转录单元的 !"/9 基因是受
!"#$ 基因调控的，但在本研究中发现，它的表达还

%PLG姜佳等：水稻条斑病菌 !"/2、!#%% 和 !"#3 基因表达不依赖 !"#1 和 !"#$ 基因调控 $ N微生物学报（PLLU）RU（T）
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受到 !"#$ 基因的调控，当 !"#$ 突变时，!"%& 基因表
达。 !"#$ 基因对 !"%& 基因的这一负调控机制尚待
进一步研究。有趣的是，!#’! 基因的转录表达是受
!"#$ 基因调控的，这在以往的研究中并没有发现。
同源性比较发现，!"%( 和 !"#) 在 *++%、*++、*%,、* "
%’-#./0"1/ #$ " %’-#./0"1/（ *%%）、* " ’2+3+#+41/ #$ "
567%13./（*’5）、* " ’2+3+#+41/ #$ " %10"1（*’%）中高度
保守，其中 !"%( 编码 %&’(蛋白，是组成!型泌出通
道的外膜蛋白，属 )*+,-#./ 类，也许通过"型分泌
系统分泌［01］，并且在 !"%( 基因的上游220 3#内找不
到诱导表达识别的 ).)4567［02］；!"#) 编码 %&#8 蛋
白，组成 %&# #9+*:，是一种外泌蛋白，56;<: 等发现其
在复杂培养基 =>?5上 !"#) 能低水平表达，而其它
转录单元的表达完全受到抑制，表明 !"#) 的表达调
控与其它转录单元可能有所不同［@］。因此，本文作

者认为，!"%(、!"#) 和 !#’0 基因的转录表达可能受
其它未知调节机制的调控并独立于 !"#$ 和 !"#* 基
因。这种推测，还有待进一步证实。
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