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摘  要：【背景】由水稻白叶枯病菌(Xanthomonas oryzae pv. oryzae, Xoo)引起的白叶枯病是水稻生

产中最严重的细菌性病害。脂肪酸合成是细菌最重要的基础代谢之一，对细胞生长、膜磷脂和生

物活性物质合成尤为重要，但对于该菌脂肪酸合成相关基因的功能知之甚少。【目的】鉴定 Xoo 
PXO99A 基因组中 PXO_01118 (XoofabZ)基因是否编码 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶并参与脂肪酸的从

头合成，为防治水稻白叶枯病害提供新思路。【方法】通过异体遗传互补和体外酶学活性检测分析

XooFabZ 的蛋白活性；进一步利用同源重组原理进行 XoofabZ 基因的遗传学分析。通过剪叶法检

测替换突变株对寄主水稻的致病力。【结果】利用异体遗传互补和体外酶学活性检测手段相结合证

明了 XooFabZ 能在脂肪酸合成的起始反应和脱水反应中发挥 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶活性。本研究

无法直接获得 XoofabZ 基因敲除突变株，证明 XoofabZ 是必需基因。大肠埃希氏菌(Escherichia coli) 
EcfabZ 基因替换突变株对寄主水稻的致病性显著降低。【结论】XoofabZ 是水稻白叶枯病菌必需基

因，编码 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶，参与 Xoo 脂肪酸从头合成反应和致病力的形成。 
关键词：水稻白叶枯病菌；3-羟基脂酰 ACP 脱水酶；脂肪酸合成 
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gene XoofabZ in Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
YAN Mingfeng#, LI Xingshen#, SUN Yang, HUA Juling, HUANG Shuijin* 

Institute of Plant Protection, Jiangxi Academy of Agricultural Sciences, Nanchang 330299, Jiangxi, China 
 
Abstract: [Background] Bacterial leaf blight caused by Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) 
is the most serious bacterial disease in rice production. Fatty acid synthesis is one of the most 
important basic metabolisms in bacteria, essential for cell growth, and the synthesis of 
membrane phospholipid and bioactive substances. However, little is known about the functions 
of fatty acid synthesis-related genes in Xoo. [Objective] This study aims to investigate whether 
the gene PXO_01118 (XoofabZ) in the genome of Xoo strain PXO99A encodes 
3-hydroxyacyl-ACP dehydratase and participates in de novo fatty acids synthesis, providing 
new insights into the prevention and control of bacterial leaf blight in rice. [Methods] The 
protein activity of XooFabZ was analyzed through allogeneic genetic complementation and in 
vitro enzyme activity detection. Further, genetic analysis of XoofabZ was conducted using 
homologous recombination principles. The pathogenicity of the replacement mutant strains to 
the host rice (Oryza sativa L. ssp. Japonica cultivar Nipponbare) was detected by leaf clipping. 
[Results] Combining allogeneic genetic complementation and in vitro enzyme activity detection 
to demonstrate that XooFabZ exhibits 3-hydroxyacyl-ACP dehydratase activity in the initiation 
and dehydration reactions of fatty acid synthesis. It was not possible to directly obtain XoofabZ 
gene knockout mutants, indicating that XoofabZ is an essential gene in Xoo. The pathogenicity 
of Escherichia coli EcfabZ gene replacement mutant strains on the host rice was significantly 
reduced. [Conclusion] XoofabZ is an essential gene in Xoo, encoding 3-hydroxyacyl-ACP 
dehydratase, participating in de novo fatty acids synthesis reactions, and the formation of 
pathogenicity in Xoo. 
Keywords: Xanthomonas oryzae pv. oryzae; 3-hydroxyacyl-ACP dehydratase; fatty acid synthesis 
 

细菌以酰基载体蛋白(acyl carrier protein, 
ACP)为载体，利用简单的前体能源物质乙酰辅

酶 A (acetyl-CoA)和 II 型脂肪酸合成酶系(type 
II fatty acid synthesis, FAS II)通过聚合、还原、

脱水、再还原四步循环酶学催化反应从头合成

脂肪酸[1-3]。FAS II 每一步合成步骤均由一系列

各自独立的小分子可溶酶催化特定的酶促反应

构成[1]。FAS II 是细菌体内最重要的基础物质代

谢之一，其产物不仅是构成细胞膜磷脂、脂多

糖的重要成分，中间代谢产物还可用于多种生

物活性物质的合成，如扩散信号因子(diffusible 
signal factor, DSF)类信号、N-酰基高丝氨酸内

酯(N-acyl-homoserine lactones, AHL)、生物素、

类脂 A 和硫辛酸等[4-8]。 
在细菌 II 型脂肪酸合成中研究最为透彻的

模式菌株大肠埃希氏菌(Escherichia coli)中，关

键的脱水反应由 2 种 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶

(3-hydroxyacyl-ACP dehydratase) FabZ 或 FabA 催

化完成，催化 3-羟基脂酰 ACP 脱水生成反-2-烯
脂酰 ACP，随后进入还原反应生产脂酰 ACP[9]。
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大肠埃希氏菌中 EcfabZ 和 EcfabA 都是生长必需

基因，不同的是 EcfabA 编码产物还具有 3-羟基

脂酰 ACP 异构酶活性，能将脱水生成的反-2-癸
烯脂酰 ACP 进一步异构化生成顺-3-癸烯脂酰

ACP，因该产物含有烯键不能被进一步还原并

最终保留碳碳双键生成不饱和脂肪酸，而

EcFabZ 对不饱和脂肪酸及饱和脂肪酸均有脱

水酶催化活性[10-11]。 
3-羟基脂酰 ACP 脱水酶是细菌脂肪酸合成

的关键酶，在不同细菌中体现出酶学功能的复

杂多样性。粪肠球菌(Enterococcus faecalis)基因

组中缺乏 fabA 基因，但其 fabZ 基因编码蛋白

同时具有 3-羟基脂酰 ACP脱水酶和异构酶双重

活性，直接参与体内不饱和脂肪酸合成[12]。同

样地，在乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)基因组

中虽也缺乏 fabA 基因，但存在 2 个 fabZ 基因，

分别单独具有 3-羟基脂酰 ACP脱水酶或异构酶

活性，并且 2 个 fabZ 基因均为乳酸乳球菌生长

必需基因[13]。然而，在浅绿气球菌(Aerococcus 
viridans)基因组只有 1 个 fabQ 基因，该基因编

码产物具有 3-羟基脂酰 ACP脱水酶和异构酶双

重活性，并且该基因为其生长必需基因[14]。 
水稻白叶枯病菌(Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae, Xoo)侵染所引起的白叶枯病是水稻生产

过程中危害最为严重的细菌性病害之一，与稻

瘟病、纹枯病并称为水稻的“三大病害”[15-16]。

Xoo 在定殖侵染水稻的过程中，产生多种不同类

型的 DSF 类家族群体感应信号分子，全局性调

控 Xoo 的致病性[17-18]，而 DSF 合成的前体来源

于水稻白叶枯病菌的脂肪酸合成途径[19]，所以

研究 Xoo 脂肪酸合成代谢机制为开发防控水稻

白叶枯病的特异性抗菌剂提供了可能。然而对于

Xoo 脂肪酸合成与功能方面的研究较少，国内外

尚无关于水稻白叶枯病菌 3-羟基脂酰 ACP 脱水

酶的报道。因此，本课题组采用异体遗传互补、

体外酶学活性检测及基因敲除突变株生理性状

分析等方法，研究 Xoo 基因组中 XoofabZ 编码的

产物是否具有 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶活性及其

在脂肪酸合成、致病性等方面的生物学功能。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

水 稻 品 种 日 本 晴 (Oryza sativa L. ssp. 
Japonica cultivar Nipponbare)由本实验室保藏。

本 研 究 所 用 到 的 大 肠 埃 希 氏 菌 菌 株 有

MG1655、DH5α、CY57、HW7 和 BL21(DE3)，
以及水稻白叶枯病菌包括野生型 Xoo PXO99A、

XooMF1/pMF-3 和 XooMF1/pMF-4。使用的质粒

有 pBAD24M、pSU18、pSRK-Gm、pET28(b)
和 pK18mobsacB，以上述质粒载体骨架构建了

本文所用的衍生质粒，其他相关菌株和质粒见

表 1。 
1.1.2  培养基 

LB 培养基(g/L)：蛋白胨 10.0，酵母提取物

5.0，氯化钠 10.0，琼脂粉 15.0；NA 培养基(g/L)：
牛肉膏 3.0，蛋白胨 5.0，酵母粉 1.0，蔗糖 10.0，
琼脂粉 15.0；NB 培养基：NA 培养基中去掉酵

母粉。LB 为培养大肠埃希氏菌的丰富培养基，

NA 为水稻白叶枯病菌及突变株的丰富培养基。抗

生素使用的工作浓度为：10 µg/mL庆大霉素(Gm)、
30 µg/mL 卡那霉素(Kan)、100 µg/mL 氨苄青霉素

(Amp)。诱导剂 L-阿拉伯糖(Ara)浓度为 0.02%，

异丙基-β-D-硫代吡喃半乳糖苷(IPTG)的工作浓

度为 1 mmol/L。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

限制性内切酶，TaKaRa 公司；2×Taq PCR 
Master Mix、DL2000 DNA Marker、T4 DNA 连

接酶、标准蛋白 Marker，以及 DNA 切胶回收

和质粒提取等试剂盒，生工生物工程(上海)股份 
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表 1  本研究使用的菌株与质粒 
Table 1  Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain/Plasmid Relevant characteristic Source or reference 

E. coli strains   
MG1655 Wild-type Lab collection 
DH5α φ80ΔlacZΔM15endA1recA1hsdR17 (rK–, mK+) Lab collection 
CY57 E. coli fabA (Ts) Lab collection 
HW7 E. coli DY330 fabZ::kan transformed with pBAD24 carrying Clostridium 

acetobutylicium fabZ 
[12] 

BL21(DE3) ompT hsdS B (rB– mB–) (DE3) Lab collection 
Xoo strains 

PXO99A Wild-type Lab collection 
XooMF1 Kanr, pMF-6 integrated in PXO99A genome This study 
XooMF1/pMF-3 Kanr, Gmr, ΔXoofabZ/pMF-3 This study 
XooMF1/pMF-4 Kanr, Gmr, ΔXoofabZ/pMF-4 This study 

Plasmids   
pET28(b) Kanr, expression plasmid Lab collection 
pK18mobsacB Kanr, suicide plasmid Lab collection 
pSRK-Gm Gmr, expression plasmid Lab collection 
pBAD24M Ampr, expression plasmid Lab collection 
pSU18 Gmr, expression plasmid Lab collection 
pMF-1 Ampr, XoofabZ in pBAD24M This study 
pMF-2 Gmr, XoofabZ in pSU18 This study 
pMF-3 Gmr, XoofabZ in pSRK-Gm This study 
pMF-4 Gmr, EcfabZ in pSRK-Gm This study 
pMF-5 Kanr, XoofabZ in pET28(b) This study 
pMF-6 Kanr, XoofabZ knockout cassette in pK18mobsacB This study 

  
有限公司；庆大霉素(Gm)、卡那霉素(Kan)、氨

苄青霉素(Amp)、L-阿拉伯糖(Ara)、IPTG 及各种

脂肪酸等试剂，Sigma 公司；PCR 扩增引物的

合成以及核酸序列测定委托生工生物工程(上
海)股份有限公司完成。恒温光照培养箱和恒温

金属浴，上海一恒科学仪器有限公司；紫外分

光光度计，岛津公司；自动微生物生长曲线测

定仪，OY Growth Curves 公司。 

1.2  XoofabZ 基因克隆与质粒的构建 
本研究所使用的 PCR 引物见表 2。利用十

六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 (CTAB) 法 提 取 Xoo 
PXO99A 总 DNA，以 Xoo PXO99A 总 DNA 为

模板，使用 XoofabZ F/R 引物对扩增 XoofabZ
基因片段。PCR 反应体系：2×Taq PCR Master 
Mix 25 μL，XoofabZ F/R (10 μmol/L)各 1 μL，

模板 DNA (10 mg/L) 2 μL，ddH2O 21 μL。PCR
反应条件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，
72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 10 min。扩增产

物经 Nde I 和 Hind Ⅲ双酶切后分别克隆至表达

载体 pBAD24M、pSU18 和 pSRK-Gm 上，获得

互补质粒 pMF-1、pMF-2 和 pMF-3；用类似的

策略将大肠埃希氏菌 MG1655 的 EcfabZ 克隆至

pSRK-Gm 上获得互补质粒 pMF-4，将 XoofabZ
克隆至 pET28(b)上获得蛋白表达质粒 pMF-5。 
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表 2  本研究所用的引物信息 
Table 2  Sequences of PCR primers used in this study 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 

XoofabZ F AACAGCATATGAGCCACCCCGCTTAC 
XoofabZ R ATCGATAAGCTTTATTCCCTCGCGGCGGCGC 
XoofabZ P1 ACTGAATTCAAGCGCGTGCGCATCCAC 
XoofabZ P2 ACCGAGCTGGGTCATCACGTAAGCGGGGTGGCTCAT 
XoofabZ P3 ATGAGCCACCCCGCTTACGTGATGACCCAGCTCGGT 
XoofabZ P4 ATCGGATCCGCGAATCACGTTGTCGTC 
XoofabZ P5 TGGACGACGGCAGCGAACTG 
XoofabZ P6 AACACGCAGTGGTTGCCCACAT 
The under lined sequences are the introduced restriction sites. 
 
1.3  异体遗传互补大肠埃希氏菌突变株 

将构建好的 pMF-1 互补质粒及 pBAD24M
空载体分别热激转化至大肠埃希氏菌的 EcfabA
温敏突变菌株 CY57 中，涂布于含有 Amp 抗生

素的 LB 平板上，筛选阳性转化子，在不同培

养温度(30 ℃和 42 ℃)、不同诱导剂(Ara和 IPTG)
条件下检测转化子的生长情况。进一步将

pMF-2 互补质粒及 pSU18 空载体分别热激转化

至大肠埃希氏菌的 EcfabZ 条件突变菌株 HW7
中，涂布于含有 100 µg/mL Amp和 10 µg/mL Gm
的 LB 平板上，筛选阳性转化子，将转化子分

别划线在添加 IPTG 诱导剂的 LB 培养基上培养

过夜，检测各转化子的生长情况。 

1.4  XooFabZ 蛋白纯化与体外酶学功能的检测 
将构建好的表达质粒 pMF-5 热激转化至大

肠埃希氏菌 BL21(DE3)，随后参照文献[20-21]
进行蛋白质的表达和分离纯化。同时参照文献

[20-21]分别纯化了大肠埃希氏菌 3-羟基脂酰

ACP 脱水酶(EcFabZ)、丙二酸单酰 CoA:ACP 转

移 酶 (EcFabD) 、 3- 酮 脂 酰 ACP 合 成 酶 Ⅲ 
(EcFabH)、烯脂酰 ACP 还原酶(EcFabI)、3-酮
脂酰 ACP 还原酶(EcFabG)、holo-ACP 蛋白和哈

氏弧菌脂酰 ACP 合成酶(AasS)，并且体外合成

丙二酸单酰 ACP (Mal-ACP)和 3-羟基癸酰 ACP 
(3-OH-C10-ACP)[21-22]。 

水稻白叶枯病菌 XooFabZ 的体外活性检测

参照文献[13,23]进行。首先检测 XooFabZ 参与

起始反应的功能活性，具体做法如下：起始反

应体系 50 μL，含有 0.1 mol/L Tris-HCl (pH 8.0)、
1 mmol/L β-巯基乙醇、50 μmol/L NADPH、50 μmol/L 
NADH、100 μmol/L 乙酰 CoA、100 μmol/L 丙二

酸单酰 CoA，大肠埃希氏菌 EcFabD、holo-ACP、
EcFabH、EcFabG、EcFabI 各 0.1 μg，0.1 μg 不同

宿主来源的 FabZ。反应体系在 37 ℃孵育 1 h 后，

用分离胶浓度为17.5%且含有0.5 mol/L尿素的非

变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 (urea-polyacrylamide 
gel electrophoresis, UREA-PAGE)进行分析。 

检测 3-羟基脂酰 ACP脱水酶功能的具体方

法如下[13]：反应体积 50 μL，含有 0.1 mol/L 
Tris-HCl (pH 8.0)、1 mmol/L β-巯基乙醇、50 μmol/L 
3-羟基癸酰 ACP、50 μmol/L NADH、0.1 μg 
EcFabI、0.1 μg 不同宿主来源的 FabZ。反应体

系在 37 ℃孵育 1 h 后，用分离胶浓度为 17.5%且

含有 2 mol/L 尿素的 UREA-PAGE 进行分析。 

1.5  基因敲除与替换突变株的构建 
以 Xoo PXO99A 总 DNA 为模板，分别采用

表 2 中的 XoofabZ P1/P2、XoofabZ P3/P4 引物对

扩增 XoofabZ 基因上、下游各约 600 bp 片段，

并利用重叠延伸 PCR 技术将上、下游片段融合。

将所获得的 DNA 片段经 EcoR Ⅰ和 BamH I 双酶
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切后克隆至 pK18mobsacB 上，获得敲除质粒

pMF-6。 
将敲除质粒 pMF-6电击转化至Xoo PXO99A

菌株中，获得一次重组菌株 XooMF1。进一步

分别将互补质粒 pMF-3 (携带 XoofabZ 基因)和
pMF-4 (携带 EcfabZ 基因)电击转化至一次重组

菌株 XooMF1 中，30 ℃培养 48 h 获得单菌落。

分别挑取单菌落在含有 Gm 的 5 mL NB 培养基

中，30 ℃、200 r/min 振荡培养过夜后，稀释涂

布于含有 15%蔗糖的 NA 平板中。挑取蔗糖耐

受并对 Kan 敏感的菌株，再用 XoofabZ P5/P6
引物对验证 XoofabZ 基因敲除突变菌株的正确

性。按照上述基因敲除突变菌株筛选策略获得了

XoofabZ 基因敲除替换突变菌株 XooMF1/pMF-3
和 XooMF1/pMF-4。 

1.6  生长曲线的测定 
各待测菌株富集培养后按 1%的接种量转接

至 5 mL 新鲜 NB 培养基中，30 ℃、200 r/min 继

续培养 72 h 至稳定期；转接 10 µL 菌液至 1 mL
新鲜 NB 培养基中，充分吸打混匀后，转接 300 µL
悬浮液于微生物生长测定板中，30 ℃、200 r/min
振荡培养，重复 3 次，每 6 h 测定 OD600 值，绘

制生长曲线。 

1.7  病原菌致病性的测定 
参考文献[24]进行水稻叶片致病性的检测。

将野生菌 Xoo PXO99A、2 种替换突变菌株

XooMF1/pMF-3 和 XooMF1/pMF-4 于 30 ℃、 
200 r/min 富集培养 24 h 至对数生长期，使用磷

酸缓冲盐溶液调至 OD600 约为 0.5，用无菌剪刀

蘸取菌液，在水稻的第二、第三片生长叶的叶尖

端 1.0–2.0 cm 左右进行剪切并做好标记。将接种

后的水稻移至 28 ℃温室培养，定期观察，接种

14 d 后随机选取 25 片叶片进行病斑长度测量。 

1.8  统计分析 
使用 GraphPad Prism 7 进行数据分析和单

因素 ANOVA 检验，差异的显著性定义为*P<0.05
代表差异显著，**P<0.01 代表差异极显著。 

2  结果与分析 
2.1  XooFabZ 生物信息学分析 

水稻白叶枯病菌 Xoo PXO99A 的基因组测

序和注释工作已经完成[25]，PXO_01118 (XooFabZ)
注释为 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶，PXO_03138 
(XooFabA)注释为 3-羟基脂酰 ACP 脱水/异构

酶。将大肠埃希氏菌 EcFabZ 蛋白序列与 Xoo 
PXO99A 基因组进行 BLAST 比对，结果显示仅

XooFabZ 与 EcFabZ 蛋白序列具有同源性，两者

的氨基酸序列一致性达到 45.8%，并且 XooFabZ
还具有 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶保守的 2 个 α 螺

旋结构(图 1)，推测其参与 Xoo 的脂肪酸合成代

谢。将大肠埃希氏菌 EcFabA 蛋白序列与

XooFabZ 进行比对，发现 EcFabA 与 XooFabZ
的序列一致性仅为 22.1%，并且 2 个保守的 α
螺旋结构区域内的氨基酸序列差异较大(图 1)，
表明 XooFabZ 可能仅具有 3-羟基脂酰 ACP 脱

水酶活性。 

2.2  水稻白叶枯病菌 XoofabZ 遗传互补大肠

埃希氏菌突变株 
在大肠埃希氏菌中，3-羟基脂酰 ACP 脱水酶

(EcFabZ)和3-羟基脂酰ACP脱水/异构酶(EcFabA)
是参与脂肪酸合成的 2 个关键酶，EcfabZ 和

EcfabA 都是生长必需基因[10-11]。大肠埃希氏菌

CY57 是 EcfabA 的温敏突变菌株，在 30 ℃正常生

长，在 42 ℃时由于 FabA 功能缺失，造成不饱

和脂肪酸合成缺陷，菌株不能正常生长[26]。为

了研究 XoofabZ 基因编码蛋白是否具有大肠埃希

氏菌 EcFabA 的类似功能，首先以水稻白叶枯病

菌 Xoo PXO99A 基因组 DNA 为模板，PCR 扩增

PXO_01118 (XoofabZ)基因，酶切连接到受外源

阿拉伯糖(Ara)诱导表达的质粒载体 pBAD24M 
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图 1  水稻白叶枯病菌 XooFabZ 与大肠埃希氏菌 EcFabA、EcFabZ 蛋白的序列比对分析   方框内为

保守的 α 螺旋结构区域 
Figure 1  The alignment of XooFabZ, EcFabA and EcFabZ proteins. The conservative α helix regions are in 
the boxes. 
 
后获得互补质粒 pMF-1，热激转化至菌株 CY57
中，在不同培养温度条件下检测转化子的生长

情况。结果显示，在 42 ℃含有添加 IPTG 的培

养基上，携带EcfabA表达质粒能恢复菌株CY57
的正常生长，而 XoofabZ 不能恢复菌株 CY57
的正常生长(图 2A)。 

大肠埃希氏菌 HW7 是卡那霉素抗性基因

替换 EcfabZ 基因后的条件突变菌株，而缺失

FabZ 功能由 pBAD24 表达质粒携带丙酮丁醇梭

菌(Clostridium acetobutylicum)的 fabZ 基因提

供，但该基因受外源 Ara 诱导表达，因此 HW7
菌株在无外源 Ara 诱导条件下不能正常生长[12]。

为研究 XoofabZ 基因编码蛋白是否具有大肠埃

希氏菌 EcFabZ 的类似功能，将 XoofabZ 酶切连

接到受 IPTG 诱导的质粒表达载体 pSU18 后获

得互补质粒 pMF-2，分别将空载体 pSU18 和

pMF-2 转化至菌株 HW7 中，在不同培养条件下

检测各转化子的生长情况。结果发现，在含有

Ara 的培养基上，各菌株均能正常生长；但在

不添加 Ara 而添加 IPTG 的培养基上，只有携

带 XoofabZ基因的转化子能够正常生长(图 2B)。
以上互补结果充分表明 XoofabZ 编码的蛋白产

物能替代大肠埃希氏菌 3-羟基脂酰 ACP脱水酶

功能，但不具有 3-羟基脂酰 ACP 异构酶活性。 

2.3  XooFabZ 的表达纯化和体外酶学活性

分析 
异体遗传互补实验表明 XooFabZ 具有 3-羟

基脂酰 ACP 脱水酶活性。为进一步确定上述结

论，采用 Ni-NTA 琼脂糖亲和层析进行蛋白纯

化，最后成功纯化了氨基端融合有 His-tag 标签

的 XooFabZ 蛋白。检测发现 XooFabZ 蛋白在

12%的 SDS-PAGE 凝胶上为单一条带(图 3A)，
与推测的 XooFabZ 蛋白分子量(约为 20 kDa)相
符，表明 XooFabZ 蛋白分离纯化成功。 
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图 2  水稻白叶枯病菌 XoofabZ 遗传互补大肠埃希氏菌 CY57 (A)和 HW7 (B) 
Figure 2  Complementation of E. coli CY57 (A) and HW7 (B) strains. 
 

体外重建大肠埃希氏菌脂肪酸合成体系，

通过分析合成产物来明确 XooFabZ 蛋白的体外

活性。首先，检测 XooFabZ 是否具有参与大肠

埃希氏菌脂肪酸合成起始反应的功能活性。利

用以乙酰 CoA 和丙二酸单酰 ACP 为底物在大

肠埃希氏菌 EcFabH 的缩合催化下生成 3-酮基

丁酰 ACP，再添加还原酶 EcFabG 催化生成 3-羟
基丁酰 ACP，但该产物在非变性聚丙烯酰胺凝

胶中的迁移位置与丙二酸单酰 ACP无显著性差

异，而继续添加 XooFabZ 和还原酶 EcFabI 后，

催化生成了终产物丁酰 ACP (图 3B，泳道 4)，
证明 XooFabZ 能催化 3-羟基丁酰 ACP 脱水，

具 有 脱 水 酶 活 性 。 仅 添 加 大 肠 埃 希 氏 菌

EcFabH、EcFabG 和 EcFabI 时，也不能生成丁

酰 ACP (图 3B，泳道 3)。其次，进一步构建了

XooFabZ参与的以3-羟基癸酰ACP为底物的脱水

反应。3-羟基脂酰 ACP 脱水酶能催化 3-羟基癸酰

ACP 脱水生成反-2-烯脂酰 ACP，而继续添加还

原酶 EcFabI，催化还原生成癸脂酰 ACP，由于

3-羟基癸酰ACP和癸脂酰ACP在非变性聚丙烯

酰胺凝胶中的迁移位置存在差异，以此来检测

脱水酶的活性。结果显示，XooFabZ 能将 3-羟
基癸酰 ACP 脱水生成反-2-烯脂酰 ACP，并在

EcFabI 的作用下进一步还原生成癸脂酰 ACP 
(图 3C，泳道 2)，再次证明 XooFabZ 具有 3-羟基

脂酰 ACP 脱水酶活性。 

2.4  XoofabZ 基因替换突变菌株的构建 
上述异体遗传互补和体外酶学活性检测结

果都表明，水稻白叶枯病菌 XoofabZ 基因编码

蛋白具有 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶活性。 



 
鄢明峰 等 | 水稻白叶枯病菌 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶基因 XoofabZ 的功能鉴定 4695 

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

 

 
 

图 3  XooFabZ 的纯化与体外酶学活性检测   A：XooFabZ 纯化. B：起始反应，其中泳道 2 和泳道 3
分别生成了丁酰 ACP (C4-ACP)和丙二酸单酰 ACP (Mal-ACP)条带. C：以 3-羟基癸酰 ACP 为底物的脱

水反应，其中泳道 1 和泳道 2 分别生成了 3-羟基癸酰 ACP (3-OH-C10-ACP)和癸酰 ACP (C10-ACP)条带 
Figure 3  Purification and enzymatic characterization of XooFabZ in fatty acid biosynthesis. A: XooFabZ 
purification. M: Protein marker. B: The initial reaction. The migration positions of butyryl-ACP (C4-ACP, 
lane 2) and malonyl-ACP (Mal-ACP, lane 3) on gel are shown. C: Dehydration reaction with 
3-hydroxydecanoyl-ACP as substrate. The migration positions of 3-hydroxydecanoyl-ACP (3-OH-C10-ACP, 
lane 1) and decanoyl-ACP (C10-ACP, lane 2) on gel are shown.  
 

为进一步研究水稻白叶枯病菌 XoofabZ 的生

物学功能，本研究采用重叠延伸 PCR 技术，利用

pK18mobsacB 质粒构建了 XoofabZ 自杀性敲除

质粒 pMF-6，电击转化至野生菌 Xoo PXO99A
中，筛选获得了一次重组菌株 XooMF1。然而

经过多次独立实验并重复进行 XoofabZ 突变菌

株筛选，却始终无法成功获得 XoofabZ 基因敲

除突变菌株，推测该基因为 Xoo 生长必需基因。

因此，本研究利用筛选获得的一次重组菌株

XooMF1 为出发菌株，分别电击转化表达质粒

pMF-3 (携带 XoofabZ 基因)和 pMF-4 (携带

EcfabZ 基因)，在含有 Gm 和 15%蔗糖的 NA 平

板上筛选 Kan敏感的 XoofabZ基因敲除突变株，

最后经过 PCR 验证和测序验证顺利获得了

XoofabZ 敲除替换突变菌株 XooMF1/pMF-3 和

XooMF1/pMF-4。上述结果也进一步表明了XoofabZ
基因是 Xoo 生长必需基因，XooFabZ 对细胞的正

常生长至关重要。随后测定各突变菌株在 NB 培

养基上的生长曲线，发现 2 个 XoofabZ 敲除替换

突变菌株 XooMF1/pMF-3 和 XooMF1/pMF-4 在生

长速率方面无显著性差异，但两者都比野生菌株

Xoo PXO99A 生长慢(图 4)。这也说明了 EcfabZ
能在体内替换 XoofabZ 的基因功能，推测 Xoo 的

正常生长与胞内 fabZ 基因表达量密切相关。 

2.5  XoofabZ 敲除替换突变菌株对寄主水

稻的致病性分析 
为研究 XoofabZ 基因替换后对水稻白叶枯

病菌致病力的影响，以野生型菌株 Xoo PXO99A 
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图 4  不同菌株在 NB 培养基中的生长曲线 
Figure 4  The growth curves of different strains in 
NB medium. 
 
作为对照，将获得的 2 个 XoofabZ 敲除替换突

变菌株 XooMF1/pMF-3 和 XooMF1/pMF-4 通过

剪叶法接种在寄主水稻上进行致病力测定。结果

显示，接种 14 d 后各菌株均能引起寄主水稻叶片

上产生感染病斑 (图 5A)，野生型菌株 Xoo 
PXO99A在水稻叶上形成的病斑长度平均10.6 cm，

而菌株 XooMF1/pMF-4 所形成的病斑长平均仅

为 8.3 cm，与野生菌相比致病力显著降低(图 5B)。
而 XooMF1/pMF-3 的病斑长度显著大于 Xoo 
PXO99A 对照菌株，平均值达到了 12.4 cm，说

明 2 种 XoofabZ 敲除替换突变菌株的致病力差

异显著，XoofabZ 参与了 Xoo 致病力的形成。 

3  讨论与结论 
本研究通过序列比对发现，在 Xoo PXO99A

中，PXO_01118 基因被注释为 3-羟基脂酰 ACP
脱水酶，与大肠埃希氏菌 EcFabZ 的一致性为

45.8%，还具有 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶保守的

2 个 α 螺旋结构。为鉴定其功能，本研究首先

将 XoofabZ 分别异体遗传互补大肠埃希氏菌 
 

 
 
图 5  野生菌株和突变菌株的致病性检测   A：不同菌株侵染引起的病斑叶片. B：通过测量病斑长度

来统计菌株致病力 
Figure 5  Pathogenicity test on Oryza sativa L. ssp. Japonica cultivar Nipponbare with the Xoo wild type 
and mutants. A: Rice leaves (Oryza sativa L. ssp. Japonica cultivar Nipponbare) with lesion caused by 
different strains. B: Calculated lesion lengths were recorded from the Xoo strains inoculated rice leaves in a 
growth chamber. *: P<0.05; **: P<0.01. 
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EcfabA 温敏突变菌株 CY57 和 EcfabZ 条件突变

菌株 HW7，结果显示互补 XoofabZ 基因只能恢

复 HW7 突变株的正常生长，初步说明 XoofabZ
编码的蛋白能够替代大肠埃希氏菌 3-羟基脂酰

ACP 脱水酶功能，但不具有 3-羟基脂酰 ACP
异构酶活性。进一步体外酶学活性分析也证明

了 XooFabZ 具有 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶活性

参与 Xoo 脂肪酸的合成。 
在大肠埃希氏菌中 EcfabA 和 EcfabZ 均为

其生长必需基因[11]。与大肠埃希氏菌类似，Xoo
基因组中也存在 2 个编码 3-羟基脂酰 ACP 脱水

酶的基因 XoofabA 和 XoofabZ。本研究利用同源

重组原理尝试敲除 Xoo 基因组上的 XoofabZ 基

因，经多次独立重复实验均无法获得该基因突

变菌株，仅在导入携带 XoofabZ 或大肠埃希氏

菌 EcfabZ 基因的表达质粒时成功获得了敲除突

变菌株。充分说明了 XoofabZ 对 Xoo 细菌脂肪

酸的合成和生长的必需性。 
水稻白叶枯病菌中 RpfF 为 DSF 类信号合

成酶，具有脂酰 ACP 脱水/硫酯酶双重活性，

可将多种主链含有 12 个碳原子的 3-羟基脂酰

ACP 脱水和硫解转化为 DSF 类信号[17,27]。而在

本研究中 XooFabZ 能催化 3-羟基脂酰 ACP 脱

水生成烯脂酰 ACP，由此推测 XooFabZ 与 RpfF
在体内存在酶学底物的竞争关系，XooFabZ 的

催化效率也影响着 Xoo 的 DSF 类信号合成。本

研究发现 XoofabZ 基因参与水稻白叶枯病菌致

病力的形成。为此，本课题组后续将进一步检

测 XoofabZ 替换后对 DSF 信号的合成及致病因

子的产生所构成的影响，以期阐明 2 种 XoofabZ
敲除替换突变菌株存在致病力差异的原因。 

本研究揭示了 PXO_01118 (XoofabZ)是水

稻白叶枯病菌 Xoo PXO99A 的必需基因，该基

因编码有活性 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶，在水稻

白叶枯病菌的正常生长、脂肪酸从头合成和致

病力的形成等方面具有重要作用。以上研究结

果为探究 XoofabZ的生理功能提供了前期证据，

为开发以脂肪酸合成途径为靶点的抗水稻白叶

枯病防控药剂提供了理论依据。 
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