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研究报告 

天然氨基酸诱导野油菜黄单胞菌降解 DSF-家族群体感应

信号活性分析 
陈慧  周莲  陈博  宋凯  郭晓春  何亚文* 
上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢国家重点实验室 代谢与发育科学国际合作联合实验室   
上海  200240 

摘  要：【背景】野油菜黄单胞菌(Xanthomonas campestris pv. campestris，Xcc)是十字花科植物黑腐

病的致病菌。Xcc 中 DSF (Diffusible signal factor)信号依赖的群体感应系统和 RpfB 介导的群体感应

退出机制均与其致病性密切相关。【目的】分别检测 18 种氨基酸对 DSF-家族群体感应信号分子合成

的影响，为研发新型生物防治方法提供思路。【方法】添加不同浓度的氨基酸到 ΔrpfC 菌株 XYS 培

养体系中，接种后不同时间点取样提取 DSF 信号分子，利用高效液相色谱法(High performance liquid 
chromatography，HPLC)分析 DSF 和 BDSF 浓度。【结果】18 种氨基酸中，甲硫氨酸、色氨酸和胱氨

酸能有效降低 ΔrpfC 菌株培养体系中 DSF 和 BDSF 水平，抑制效果与氨基酸浓度密切相关；3 种氨

基酸对 DSF 信号分子的抑制作用存在叠加效应；甲硫氨酸、色氨酸或胱氨酸不影响 ΔrpfCΔrpfB 双

突变体菌株中 DSF 和 BDSF 水平。【结论】首次发现了甲硫氨酸、色氨酸和胱氨酸通过 RpfB 诱导

Xcc 退出群体感应状态。 
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The activities of natural amino acids to induce Xanthomonas 
campestris to degrade DSF-family quorum sensing signals 
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Abstract: [Background] Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) is a causal agent of black rot in 
cruciferous plants. The diffusible signal factor (DSF)-dependent quorum sensing (QS) system and 
RpfB-dependent QS exit mechanism are closely associated with Xcc pathogenicity. [Objective] We 
investigated the effects of 18 amino acids on the biosynthesis of DSF-family QS signals, to provide a clue 
for developing new strategy to control plant diseases. [Methods] The Xcc mutant strain ΔrpfC was grown 
in the XYS medium supplemented with 18 amino acids, respectively. The crude DSF extracts after 24 h to 
36 h inoculation were then analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). [Results] 1) Among 
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the 18 amino acids tested, methionine, tryptophan and cystine were found to significantly decrease DSF 
and BDSF levels in the ΔrpfC culture. The inhibitory effect was closely associated with amino acid 
concentration; 2) Additive inhibitory effects between three amino acids were observed; 3) Addition of 
methionine, tryptophan or cystine had no significant effect on the levels of DSF and BDSF in the 
ΔrpfCΔrpfB culture. [Conclusion] Methionine, tryptophan and cystine probably induce Xcc to exit from 
quorum sensing stage via the RpfB-dependent pathway. 

Keywords: Xanthomonas campestris, DSF-family quorum sensing signals, Methionine, Tryptophan, Cystine 

野油菜黄单胞菌(Xanthomonas campestris pv. 
campestris，Xcc)属革兰氏阴性细菌，侵染十字花

科花卉、蔬菜和油料作物引起黑腐病[1]。在适宜的

温度和湿度条件下，Xcc 利用植物表面有限的营养

快速繁殖，通过水孔或伤口侵入植物，在质外体空

间增殖；当群体密度达到一定阈值时，触发群体感

应(Quorum sensing，简称 QS)，产生大量致病因子，

如胞外酶(果胶酶、纤维素酶、半纤维素酶、淀粉

酶、蛋白酶和酯酶等)、胞外多糖和菌黄素等。这

些致病因子主要有两方面的作用：(1) 抵抗植物宿

主的免疫攻击，适应寄生环境；(2) 降解植物细胞

和组织，使病原菌获得生长所必需的营养[2]。Xcc
利用自身产生的 DSF 家族 QS 信号感应群体密度，

调控上述致病因子的表达。DSF 家族 QS 信号包括：

顺式-11-甲基-2-十二碳烯酸(DSF)、顺式-2-十二碳

烯酸(BDSF)、顺式，顺式-11-甲基-2,5-十二碳二烯酸

(CDSF)、顺式-10-甲基-2-十二碳烯酸(IDSF)，其中

DSF 和 BDSF 为主要信号分子[3]。它们的合成前体

为氨基酸和碳水化合物，通过脂肪酸循环途径合成

3-羟基酯酰 ACP；再经 RpfF 催化脱水和脱硫得到

结构稍有不同的信号分子[4]。在 Xcc 中，DSF 主要

调控三类生物学功能：一是促进致病相关基因表

达；二是抑制生物膜的形成；三是促进菌群作出代

谢调整，适应高群体密度环境 [5] 。双组分系统

RpfC/RpfG 负责感应和传导 DSF 信号；RpfG 具有

磷酸二酯酶活性，激活后降解二级信使环二鸟苷酸

(c-di-GMP)；环二鸟苷酸(c-di-GMP)与全局性转录因

子 Clp 互作，直接或间接调控下游基因的表达[6-7]。 
群体感应是一个高度耗能的过程，群体感应后

期细菌必须退出感应状态，恢复正常生理状态才能

有效生存和适应环境；迅速酶促降解群体感应信号

是细菌退出群体感应状态的一条重要途径[8]。群体

感应退出机制在根瘤农杆菌群体感应中有详细的

报道 [9]：根瘤农杆菌利用 N-酰基高丝氨酸内酯

(N-acyl-homoserine-lactone，AHL)为主要群体感应

信号，调控 Ti 质粒转移至植物体内诱发产生冠瘿

瘤。根瘤农杆菌还编码一个 AHL-内酯酶 BlcC，负

责降解 AHL 信号，终止 Ti 质粒转移。在侵染过程

中，植物源代谢产物，如水杨酸(Salicylic acid，SA)、
γ-氨基丁酸(Gamma-aminobutyric acid，GABA)、γ-
丁 内 酯 (Gamma butylactone ， GBL) 和 吲 哚 乙 酸

(Indole acetic acid，IAA)等，具有诱导农杆菌退出

群体感应状态的活性。在感染早期，GABA 正调

控根癌农杆菌 blcC 的表达，使 AHL 信号分子维持

在较低水平[10-11]；在感染后期，植物根瘤中积累的

游离氨基酸，如丙氨酸、脯氨酸和缬氨酸通过抑制

根癌农杆菌吸收 GABA，间接抑制 blcC 表达，使

AHL 信号分子维持在较高水平[8,12]。 
在 Xcc 摇瓶培养过程中，培养体系中 DSF 群

体感应信号分子在细菌进入稳定期后大量合成，随

后迅速降低[13-15]，这一现象说明黄单胞菌具有天然

群体感应信号调控机制。rpf 基因簇中的 rpfB 编码

一个脂酰辅酶 A 连接酶，位于 DSF 合成酶基因 rpfF
上游。Bi 等[16]首次通过生物化学和遗传学分析阐

明 RpfB 具有酯酰辅酶 A 连接酶活性，与大肠杆菌

FadD 酶活性类似。Zhou 等[17]发现敲除 rpfB 显著

提高 DSF 和 BDSF 的内源水平，过表达 rpfB 显著

降低二者的含量；点突变辅酶 A 连接酶活性所需

的关键氨基酸 E365 显著影响 RpfB 降解 DSF 信号

的活性。因此，RpfB 参与 DSF 群体感应信号分子

的降解。rpfB 的表达与细胞密度密切相关，转录

水平在对数生长中期较低，对数生长后期略有增
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加，在稳定期前期达到最高。rpfB 的表达也受到

群体感应信号系统的调控：进入群体感应状态前，

Xcc 胞内高水平的 c-di-GMP 与转录因子 Clp 形成

复合体，结合在 rpfB 启动子区域，抑制 rpfB 转录；

进入群体感应状态后，胞内 c-di-GMP 水平降低，

Clp 和 c-di-GMP 形成的复合体解散，并脱离 rpfB
启动子，rpfB 转录启动[17-18]。 

氨基酸是一类重要的营养物质和信号分子[19-20]。

Zhou 等[4]和 Diab 等[21]利用双突变体 ΔrpfBΔrpfC
研究了所有氨基酸对 DSF-家族 QS 生物合成的影

响，前者发现亮氨酸和缬氨酸促进 DSF 生物合成，

异亮氨酸促进 IDSF 生物合成，非支链氨基酸和碳

水化合物主要促进 BDSF 生物合成；后者发现

BDSF 是 Xcc 在感染植物过程中产生的主要 QS 信

号。本研究进一步利用 ΔrpfBΔrpfC 和 ΔrpfC 两个

菌株，系统探究 18 种氨基酸对 DSF-家族群体感应

信号分子降解的影响。 

1  材料与方法 
1.1  主要试剂和仪器及培养基 

蛋白胨、酵母粉、甘油、蔗糖、氨基酸和各种

无机盐试剂都购自生工生物工程(上海)股份有限

公司；无水甲醇、无水乙醇和乙酸乙酯等分析纯级

别的有机试剂购自国药集团化学试剂有限公司；

HPLC 级别的有机试剂购自 Sigma-Aldrich (中国)
公司。旋转蒸发仪购自东京理化株式会社；HPLC
购自安捷伦科技(中国)有限公司。 

NYG 培养基(g/L)：蛋白胨 5.0，酵母提取物

3.0，甘油 20.0。 
XYS 培养基(g/L)：K2HPO4 0.7，KH2PO4 0.2，

(NH4)2SO4 1.0，MgCl2 0.1，FeSO4 0.01，MnCl2 
0.001，酵母提取物 0.625，蔗糖 5.0，pH 7.0。 

1.2  菌株及其培养条件 
ΔrpfC 和 ΔrpfCΔrpfB 是本实验室早期构建的

突变菌株[17,22]。接种和培养方法：首先用无菌接种

环从平板上刮取菌体，接种到 20 mL NYG 培养基

(添加 25 μg/mL 利福平)中，28 °C、200 r/min 培养

过夜，得到 OD600 值为 1.0 左右的起始培养液。按

2%的体积比例分别再接种到 50 mL XYS 培养基

中，同时添加氨基酸母液(50 mg/mL)，28 °C、

200 r/min 培养 24−36 h 后，分别采集 20 mL 菌液

用于提取 DSF 和 BDSF。 

1.3  DSF 和 BDSF 的提取纯化方法[4,23] 

用 6 mol/L HCl 调节培养 24−36 h 后的菌液 pH
至 4.0，加入等体积乙酸乙酯，28 °C、200 r/min 振

摇萃取 20 min；转移萃取混合液到 50 mL 离心管中，

室温、8 000 r/min 离心 5 min，促进乙酸乙酯相与

水相分离；吸取 15 mL 乙酸乙酯提取液到圆底烧瓶

中，利用旋转蒸发仪(40 °C)蒸干乙酸乙酯；DSF 粗

提物溶解在 1 mL 无水甲醇中，转移到 1.5 mL EP
离心管中；利用真空离心浓缩仪(40 °C，60 min)蒸
干粗提物，蒸干的样品可在−20 °C 保藏备用。 

1.4  DSF 和 BDSF 的检测与定量分析方法[4] 
用 100 μL 无水甲醇(HPLC 级别)充分溶解提

取物，室温离心 15 min (12 000 r/min)去除提取液

中的不溶性杂质，转移上清液至新的 EP 离心管

中，取 70 μL 到 HPLC 样品管中用于检测。HPLC
检测分析方法：上样量 5 μL；C18 反相色谱柱

(4.6 mm×150 mm，Agilent)；流动相比例为水:甲醇

(体积比 23:77，0.1%甲酸)，流速 1 mL/min；检测

系统参数为 Agilent Technologies 1260 Infinity system 
with DAD G1315D VL detector。DSF 和 BDSF 的保

留时间分别为 21.1 min 和 15.2 min，最大紫外吸收波

长在 212 nm。根据 HPLC 出峰面积(Peak area，A)计
算 DSF 和 BDSF 浓度，DSF (μmol/L)=1.32A−50.24，

相关系数(r)为 0.999；BDSF (μmol/L)=0.71A−10.64，

相关系数(r)为 0.998。 

2  结果与分析 
2.1  18种氨基酸对ΔrpfC菌株培养过程中BDSF
和 DSF 水平的影响 

为了方便 DSF 和 BDSF 的检测，选用 DSF 高

产菌株 rpfC 突变体(ΔrpfC)作为出发菌株。在 XYS
培养基中分别添加 0.1 mmol/L 18 种氨基酸，接种

ΔrpfC 菌株后培养 12−36 h，分别检测生长(OD600)、
BDSF 和 DSF 水平。实验结果表明：添加任何一
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种氨基酸对 ΔrpfC 菌株生长没有显著影响，培养

24 h 后菌群生长进入了稳定期，菌液 OD600 值约为

1.2 (图 1A、1B)。HPLC 分析结果表明：18 种氨基

酸中甲硫氨酸(Met)、胱氨酸(Cyss)和色氨酸(Trp)
能显著降低 ΔrpfC 菌株培养体系中 DSF 和 BDSF

水平，其它氨基酸没有显著效果。接种培养 24 h
后，添加 Met、Cyss 或 Trp 的培养体系中 BDSF
水平分别为对照培养体系 XYS 中的 63.1%、61.7%
和 33.3%，DSF 水平分别为对照培养体系 XYS 中

的 71.8%、62.0%和 42.9% (图 1C、1D)。接种培养 
 

 
 

图 1  18 种氨基酸对 ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中生长、BDSF 和 DSF 水平的影响 
Figure 1  Effects of 18 amino acids on the growth, BDSF and DSF levels of ΔrpfC strain in XYS medium 
注：A、B：ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中的生长曲线，所有氨基酸的最终浓度为 0.1 mmol/L；C：接种 24 h 或 36 h 后，添加氨基

培养体系与对照培养体系中 BDSF 的相对水平；D：接种 24 h 或 36 h 后，添加氨基酸培养体系与对照培养体系中 DSF 的相对水

平. 所有实验重复 3 次后，数据代表平均值±标准偏差. 统计学上显著差异(P≤0.05)用“*”或“**”表示. 
Note: A, B: Time-course of bacterial growth. The ΔrpfC strain was grown in XYS medium supplemented with 0.1 mmol/L amino acid; C: 
The relative BDSF levels 24 h or 36 h after inoculation; D: The relative DSF levels 24 h or 36 h after inoculation. Averages for three 
technical repeats with standard deviation are shown. Statistically significant differences with respect to culture without additional amino 
acids are indicated by “*” or “**” (P≤0.05). 
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36 h 后，添加 Met、Cyss 或 Trp 的培养体系中 BDSF
水平分别为对照培养体系 XYS 中的 10.0%、46.8%
和 4.5%，DSF 水平分别为对照培养体系 XYS 中的

9.9%、45.6%和 13.9% (图 1C、1D)。 

2.2  Met对ΔrpfC菌株培养过程中BDSF和DSF
水平的影响 

为了进一步研究 Met、Cyss 和 Trp 对 ΔrpfC 菌

株中 BDSF 和 DSF 水平的影响，分别针对 3 种氨

基酸设置了浓度梯度实验。外源添加 0.05、0.1 或

0.2 mmol/L Met 到 ΔrpfC 菌株 XYS 培养体系中对

菌株的生长没有显著影响(图 2A)。接种培养 24 h
后，添加 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L Met 的培养体系

中 BDSF 水平分别为 1.69、1.45 和 0.13 μmol/L，

分 别 是 对 照 培 养 体 系 XYS 中 BDSF 水 平 的

77.2%、65.8%和 5.80%；DSF 水平分别为 2.24、

1.71 和 0.31 μmol/L，分别是对照培养体系 XYS 中

DSF 水平的 106.8%、81.1%和 14.7% (图 2B、2C)。
接种培养 36 h 后, 添加 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L 
Met 的培养体系中 BDSF 水平分别为 0.17、0.22 和

0.06 μmol/L，分别是对照培养体系 XYS 中 BDSF
水平的 8.1%、10.8%和 3.1%；DSF 水平分别为 0.82、

0.54 和 0.21 μmol/L，分别是对照培养体系 XYS 中

DSF 水平的 41.3%、27.2%和 10.8% (图 2B、2C)。 

2.3  Cyss 对 ΔrpfC 菌株培养过程中 BDSF 和

DSF 水平的影响 
外源添加 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L Cyss 到ΔrpfC

菌株 XYS 培养体系中对菌株的生长没有显著影

响(图 3A)。接种培养 24 h 后，添加 0.05、0.1 或

0.2 mmol/L Cyss 的培养体系中 BDSF 水平分别为

1.86、1.43 和 0.25 μmol/L，是对照培养体系 XYS
中 BDSF 水平的 91.7%、70.3%和 12.4%；DSF 水

平分别为 1.72、1.15 和 0.34 μmol/L，是对照培养

体系 XYS 中 DSF 水平的 83.8%、56.3%和 16.5% 
(图 3B、3C)。接种培养 36 h 后，添加 0.05、0.1
或 0.2 mmol/L Cyss 的培养体系中 BDSF 水平分别

为 1.95、1.56 和 0.06 μmol/L，是对照培养体系 XYS
中 BDSF 水平的 102%、81.7%和 2.9%；DSF 水 

 

 

 
 

图 2  甲硫氨酸对 ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中生长、

BDSF 和 DSF 水平的影响 
Figure 2  Effects of methionine on the growth, BDSF and 
DSF levels of ΔrpfC strain 
注：A：ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中的生长曲线，甲硫氨酸最

终浓度分别为 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L；B：接种 24 h 或 36 h
后，培养体系中 BDSF 水平；C：接种 24 h 或 36 h 后培养体

系中 DSF 水平. 所有实验重复 3 次，数据代表平均值±标准偏

差. 统计学上显著差异(P≤0.05)用“*”或“**”表示. 
Note: A: Time-course of bacterial growth. The ΔrpfC strain was 
grown in XYS medium supplemented with 0.05, 0.1 or 
0.2 mmol/L methionine; B: BDSF levels in the culture 24 h or 
36 h after inoculation; C: DSF levels in the culture 24 h or 36 h 
after inoculation. Averages for three technical repeats with 
standard deviation are shown. Statistically significant differences 
with respect to culture without additional amino acids are 
indicated by “*” or “**” (P≤0.05). 



陈慧等: 天然氨基酸诱导野油菜黄单胞菌降解 DSF-家族群体感应信号活性分析 2957 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 

 
 

图 3  胱氨酸对 ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中生长、BDSF
和 DSF 水平的影响 
Figure 3  Effects of cystine on the growth, BDSF and DSF 
levels of ΔrpfC strain 
注：A：ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中的生长曲线，胱氨酸最终

浓度分别为 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L；B：接种 24 h 或 36 h 后

培养体系中 BDSF 水平；C：接种 24 h 或 36 h 后培养体系中

DSF 水平. 所有实验重复 3 次，数据代表平均值±标准偏差. 统

计学上显著差异(P≤0.05)用“*”或“**”表示. 
Note: A: Time-course of bacterial growth. The ΔrpfC strain was 
grown in XYS medium supplemented with 0.05, 0.1 or 
0.2 mmol/L cystine; B: BDSF levels in the culture 24 h or 36 h 
after inoculation; C: DSF levels in the cultures 24 h or 36 h after 
inoculation. Averages for three technical repeats with standard 
deviation are shown. Statistically significant differences with 
respect to culture without additional amino acids are indicated by 
“*” or “**” (P≤0.05). 

平分别为 1.87、1.18 和 0.26 μmol/L，是对照培

养体系 XYS 中 DSF 水平的 95.3%、60.0%和

13.2% (图 3B、3C)。 

2.4  Trp 对 ΔrpfC 菌株培养过程中 BDSF 和 DSF
水平的影响 

外源添加 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L Trp 到 ΔrpfC
菌株 XYS 培养体系中对菌株的生长没有显著影响

(图 4A)。接种培养 24 h 后，添加 0.05、0.1 或

0.2 mmol/L Trp 的培养体系中 BDSF 水平分别为

1.75、0.75 和 0.41 μmol/L，是对照培养体系 XYS
中 BDSF 水平的 85.3%、36.5%和 20.0%；DSF 水

平分别为 1.26、0.83 和 0.56 μmol/L，是对照培养

体系 XYS 中 DSF 水平的 61.4%、40.3%和 27.4% 
(图 4B、4C)。接种培养 36 h 后，添加 0.05、0.1 或

0.2 mmol/L Trp 的培养体系中 BDSF 水平分别为

0.15、0.11 和 0.04 μmol/L，是对照培养体系 XYS 中

BDSF 水平的 6.5%、4.7%和 1.7%；DSF 水平分别为

0.85、0.29 和 0.19 μmol/L，是对照培养体系 XYS 中

DSF 水平的 41.2%、14.1%和 9.1% (图 4B、4C)。 

2.5  Met、Cyss 和 Trp 对 ΔrpfC 菌株 BDSF 和

DSF 水平的影响具有叠加效应 
Met、Cyss 和 Trp 都能显著降低 ΔrpfC 菌株培

养体系中 DSF 和 BDSF 水平，为了探究它们的作

用是否具有叠加效应，设置了组合添加实验。在

XYS 培养基中添加 Met+Trp、Met+Cyss、Trp+Cyss
或 Met+Trp+Cyss 组合，每一组合中氨基酸浓度为

0.05 或 0.1 mmol/L；以添加 0.05 或 0.1 mmol/L Met
的 XYS 培养体系作为对照，接种 ΔrpfC 菌株后培

养 24 h 和 36 h，分别检测 BDSF 和 DSF 水平。氨

基酸浓度均为 0.05 mmol/L 条件下培养 24 h 后，添

加 Met+Trp、Met+Cyss、Trp+Cyss 或 Met+Trp+Cyss
的培养体系中 BDSF 水平分别为 0.45、1.35、1.43
和 0.35 μmol/L，是对照培养体系中 BDSF 水平的

25.7%、77.1%、81.4%和 20%；DSF 水平分别为

1.25、1.4、1.79 和 0.4 μmol/L，是对照培养体系中

DSF 水平的 58.1%、65.2%、83.3%和 18.6% (图 5A)。
氨基酸浓度均为 0.1 mmol/L 条件下培养 24 h 后， 
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图 4  色氨酸对 ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中生长、BDSF
和 DSF 水平的影响 
Figure 4  Effects of tryptophan on the growth, BDSF and 
DSF levels of ΔrpfC strain 
注：A：ΔrpfC 菌株在 XYS 培养基中的生长曲线，色氨酸最终

浓度分别为 0.05、0.1 或 0.2 mmol/L；B：接种 24 h 或 36 h
后培养体系中的 BDSF 水平；C：接种 24 h 或 36 h 后培养体

系中的 DSF 水平. 所有实验重复 3 次，数据代表平均值±标准

偏差. 统计学上显著差异(P≤0.05)用“*”或“**”表示. 
Note: A: Time-course of bacterial growth. The ΔrpfC strain was 
grown in XYS medium supplemented with 0.05, 0.1 or 0.2 mmol/L 
tryptophan; B: BDSF levels in the culture 24 h or 36 h after 
inoculation; C: DSF levels in the culture 24 h or 36 h after 
inoculation. Averages for three technical repeats with standard 
deviation are shown. Statistically significant differences with 
respect to culture without additional amino acids are indicated by 
“*” or “**” (P≤0.05). 

添 加 Met+Trp 、 Met+Cyss 、 Trp+Cyss 或

Met+Trp+Cyss 的培养体系中 BDSF 水平分别为

0.39、0.68、0.69 和 0.05 μmol/L，是对照培养体系

中 BDSF 水平的 30.5%、53.0%、54.2%和 4.2%；

DSF 水平分别为 0.67、0.74、0.73 和 0.14 μmol/L，

是对照培养体系中 DSF 水平的 40.4%、44.5%、

44.2%和 8.1% (图 5B)。 
氨基酸浓度均为 0.05 mmol/L 条件下培养 36 h

后 ， 添 加 Met+Trp 、 Met+Cyss 、 Trp+Cyss 或

Met+Trp+Cyss 的培养体系中 BDSF 水平分别为

0.08、0.15、0.12 和 0.00 μmol/L，是对照培养体系

中 BDSF 水平的 30.6%、61.2%、50.6%和 0.0%；

DSF 水平分别为 0.18、0.25、0.41 和 0.11 μmol/L，

是对照培养体系中 DSF 水平的 31.4%、43.5%、

70.0%和 19.3% (图 5C)。氨基酸浓度为 0.1 mmol/L
条件下培养 36 h 后，添加 Met+Trp、Met+Cyss、

Trp+Cyss 或 Met+Trp+Cyss 的培养体系中 BDSF
水平分别为 0.00、0.01、0.03 和 0.00 μmol/L，

是对照培养体系中 BDSF 水平的 0.0%、4.6%、

13.2%和 0.0%；DSF 水平分别为 0.03、0.03、0.07
和 0.02 μmol/L，是对照培养体系中 DSF 水平的

5.6%、5.6%、15.9%和 3.8% (图 5D)。综上所述，

添加上述组合氨基酸对 ΔrpfC 菌株培养体系中

DSF 和 BDSF 水平具有叠加效应，氨基酸浓度越

高或培养时间越长，叠加效应越显著。 

2.6  Met、Cyss 和 Trp 对 ΔrpfC 菌株 BDSF 和

DSF 水平的影响依赖 DSF 降解酶 RpfB 
为了探究 Met、Cyss 和 Trp 是否通过 RpfB 依

赖的群体感应退出机制来降低 ΔrpfC 菌株培养体

系中 DSF 和 BDSF 水平，进一步检测了这 3 种氨

基酸对ΔrpfCΔrpfB 菌株 DSF 和 BDSF 水平的影响。

外源添加 Met、Cyss 或 Trp (终浓度为 0.1 mmol/L)
到 ΔrpfCΔrpfB 菌株 XYS 培养体系中对菌株的生

长没有显著影响(图 6A)。HPLC 分析结果表明：

Met、Cyss 和 Trp 对 ΔrpfCΔrpfB 菌株培养体系中

DSF 和 BDSF 水平没有显著影响。接种培养 36 h
后，添加 Met、Cyss 或 Trp (终浓度为 0.1 mmol/L) 
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图 5  3 种氨基酸对 ΔrpfC 菌株 BDSF 和 DSF 水平影响的叠加作用 
Figure 5  The superposition effect of three amino acids on the levels of BDSF and DSF of ΔrpfC strain 
注：ΔrpfC 菌株在添加不同氨基酸组合的 XYS 培养基中 BDSF 和 DSF 水平. A：各氨基酸组合的单一氨基酸浓度为 0.05 mmol/L，

培养 24 h；B：单一氨基酸浓度为 0.1 mmol/L，培养 24 h；C：单一氨基酸浓度为 0.05 mmol/L，培养 36 h；D：单一氨基酸浓度

为 0.1 mmol/L，培养 36 h. 所有实验重复 3 次，数据代表平均值±标准偏差.  
Note：The levels of BDSF and DSF of ΔrpfC strain in the XYS medium with different amino acid combinations. A: The concentration of 
individual amino acid of each combination is 0.05 mmol/L and incubated for 24 h; B: Individual amino acid is 0.1 mmol/L and incubated 
for 24 h; C: Individual amino acid is 0.05 mmol/L and incubated for 36 h; D: Individual amino acid is 0.1 mmol/L and incubated for 36 h. 
Averages for three technical repeats with standard deviation are shown. 

 

   
 

图 6  3 种氨基酸对 ΔrpfCΔrpfB 菌株在 XYS 培养基中生长、BDSF 和 DSF 水平的影响 
Figure 6  Effects of three amino acids on growth, BDSF and DSF levels of ΔrpfCΔrpfB strain in XYS medium 
注：A：ΔrpfCΔrpfB 菌株在 XYS 培养基中的生长曲线，3 种氨基酸的最终浓度为 0.1 mmol/L；B：接种 36 h 后，培养体系中 BDSF
和 DSF 水平. 所有实验重复 3 次，数据代表平均值±标准偏差.  
Note：A: Time-course of bacterial growth. The ΔrpfCΔrpfB strain was grown in XYS medium supplemented with 0.1 mmol/L amino acid. 
B: BDSF and DSF levels 36 h after inoculation. Averages for three technical repeats with standard deviation are shown.  
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的培养体系中 BDSF 水平分别为 10.61、10.95 和

10.94 μmol/L，是对照培养体系 XYS 中 BDSF 水平

的 83.5%、86.2%和 86.1%；DSF 水平分别为 25.22、

22.60 和 22.56 μmol/L，是对照培养体系 XYS 中

DSF 水平的 102.1%、91.5%和 91.3% (图 6B)。 

3 讨论与结论 

在病原菌与植物相互作用过程中，寄主植物产

生的特定代谢产物能影响病原菌致病性，例如：植

物代谢物 SA 对铜绿假单胞菌的致病性有显著干扰

作用，包括抑制生物膜的形成、降低运动能力、下

调绿脓菌素、蛋白酶和弹性蛋白酶等毒力因子水平

等[24-26]。Yuan 等[27]发现 SA 能够抑制根瘤农杆菌

表达毒力调节因子，并诱导其 AHL 内酯酶基因

attM 的表达。Wang 等[28]发现水果、蔬菜和中草药

中富含的绿原酸(Chlorogenic acid，CA)，能够诱导

铜绿假单胞菌中群体感应相关基因的表达下调，并

抑制其生物膜的形成、泳动能力以及包括蛋白酶、

弹性蛋白酶、鼠李糖脂和绿脓菌素在内的毒力因子

的产生。Xcc 与植物互作过程中天然代谢产物的作

用近年来也被广泛研究。Xcc 编码一个脯氨酸亚氨

基肽酶(Pip)，其不仅能够参与调控病原菌的运动

性，还能作为 III 型效应因子进入植物细胞，抑制

植物免疫反应[29]。pip 的表达受到 AHL 信号受体

同源蛋白 XccR 正调控[30]，后者进一步受到转录因

子 XerR 的抑制；Wang 等[31]发现某种小分子量   
(<1 kD)未知植物代谢产物能有效阻断 XerR 结合

到 XccR 基因启动子区域，却促进 XccR 结合到 pip

基因启动子。Coutinho 等[32]在杨树与假单胞内生

菌互作过程中观察到类似现象，推测该植物代谢产

物可能是乙醇胺衍生物。Wang 等[33]发现植物细胞

分裂素 2-iP 能有效结合 Xcc 细胞表面受体激酶

PcrK，刺激 Xcc 抗氧化相关基因表达。 
植物代谢产物不仅影响病原菌的致病性，还可

能干扰病原菌的群体感应与退出系统。在根癌农杆

菌与植物互作过程中，寄主植物代谢产物 γ-氨基

丁酸和农杆糖酯能分别诱导 AHL 内酯酶基因 attM

和 aiiB 的表达，调节胞内 AHL 水平，进而调控

Ti 质粒接合和致病因子表达等生理过程[8]。在 Xcc
与植物互作过程中，Xu 等[34]发现 SA 一方面抑制

Xcc 的运动能力，另一方面又能够诱导 Xcc 合成

DSF 和 DF 群体感应信号分子，并引起菌黄素和胞

外多糖的积累；脱落酸(Abscisic acid，ABA)不影

响群体感应信号分子的合成，但能够增强 Xcc 的运

动能力。Zhang 等[35]发现植物体内蔗糖与葡萄糖能

够被 Xcc 有效利用，参与 DSF 群体感应信号合成

和 DSF 相关基因的表达。本研究以模拟植物体内

营养环境的 XYS 培养基作为基础培养基，利用

HPLC 分别检测了 18 种氨基酸对 DSF-家族群体感

应信号分子合成的影响，首次发现 Met、Cyss 和

Trp 能有效降低 ΔrpfC 菌株培养体系中 DSF 和

BDSF 水平，抑制效果与氨基酸浓度密切相关；另

外，Met 和 Trp 的抑制效果还与培养时间密切相关，

Met 或 Trp 浓度越高，BDSF 和 DSF 水平降低现象

越早出现，我们推测该现象是由于低浓度氨基酸环

境下，菌体需要更长的积累时间才能达到氨基酸有

效作用浓度。在与植物互作过程中，病原菌常常受

到多种植物源代谢产物的共同调控，Yuan 等[10]发

现 GABA 和 SA 对根瘤农杆菌群体感应退出机制

的促进作用具有叠加效应，而 SA 和 IAA 对根瘤

农杆菌致病性的抑制作用也具有叠加效应。与这些

研究结果相符合，本研究发现 Met、Cyss 和 Trp
对 DSF 信号分子的抑制作用存在叠加效应。本研

究还发现 Met、Cyss 和 Trp 对 ΔrpfC 菌株 BDSF
和 DSF 水平的影响依赖 DSF 降解酶 RpfB。 

Xcc 是重要的农业病害，目前主要的防治措施

是化学防治，例如施用叶枯宁、叶枯净、氯霉素，

这些农药的大量使用已经带来了环境污染、生态平

衡破坏和粮食安全等负面问题[5]。近年来，通过在

病原细菌或寄主植物中表达 AHL 降解酶来抑制病

原细菌群体感应的策略被广泛应用于研究植物细

菌病害的防治[36]。例如：在具有 AHL 群体感应系

统 的 植 物 病 原 胡 萝 卜 果 胶 杆 菌 (Pectobacterium 
subsp. carotovora，Pcc)或西甜瓜细菌性果斑病菌
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(Acidovorax citrulli)中异源表达芽孢杆菌 AHL 降

解酶基因 aiiA，能够有效降低它们对宿主植物的致

病性[37-38]；在烟草、马铃薯、魔芋和大白菜等植物

中异源表达 aiiA 基因，转基因植物对 Pcc 的抗性

显著提高，接种病原菌后病斑的出现显著推迟或不

出 现 病 斑 [39-41] 。 在 植 物 细 菌 病 害 的 生 防 菌 株

Pseudomonas fluoresens P3 和溶酶杆菌 OH11 中转

入 aiiA 基因也可提高其防病效果[42-43]。苛养木杆

菌(Xylella fastidiosa)产生一类新型群体感应信号

XfDSF，Lindow 等将 XfDSF 合成酶基因转入葡萄

(‘Freedom’品种)，转基因葡萄对苛养木杆菌的抗

病性显著增强[44]。这些前人的研究结果表明群体

感应系统是防治植物细菌病害的有效靶标。本研

究发现 Met、Cyss 和 Trp 能够有效降低 Xcc 中 DSF
群体感应信号分子的水平，有助于研发绿色环保

的十字花科植物黑腐病防治措施，其机理有待进

一步阐明。 
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