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摘  要 

水水稻白叶枯病菌(Xanthomonas oryzae pv. oryzae，简称 Xoo)引起的白叶枯病是世界水稻生产

上最严重的细菌病害之一，也是植物—病原物互作研究的重要模式系统之一。近十年来，对 Xoo
致病相关基因的研究，大大增加了人们对其致病机理以及与水稻互作分子基础的认识。虽然已经

从 Xoo 中鉴定出了几十个致病相关基因，但由于 Xoo 与水稻之间的互作关系以及致病机理比较复

杂，许多毒性和无毒机制至今仍不清楚，致病相关基因的表达和调控网络及其机理尚待阐明。对

Xoo 致病调控机理的解析，将为发展新型、有效和可持续的病害控制策略和方法提供科学依据。

最近公布的 Xoo 全基因组序列，为全面和系统地开展 Xoo 基因组学研究提供了前所未有的机遇。 

为了发掘 Xoo 毒性/运动性及其基因表达的调控网络和途径，本研究以在植物病原细菌普遍存

在的双组分调控系统(TCS) GacS/GacA 为靶标，根据丁香假单胞番茄致病变种应答调节因子

GacApst 基因序列，搜索 Xoo 全基因组序列，鉴别了该基因的同源序列 gacAxoo。设计引物

gacAF/gacAR，从 Xoo 基因组中克隆出 gacAxoo。序列分析表明，gacAxoo 全长 648 bp，编码 215
个氨基酸，分子量为 23.2 kD，pI 为 6.76。gacAxoo 在黄单胞菌中是保守的。GacAxoo 与其他 GacA
一样，具有 LuxR 保守结构域。采用标记置换方法，构建了ΔgacAxoo 突变体。ΔgacAxoo 对水稻

的致病性、对非寄主植物烟草的致敏性和胞外酶类产生与野生型菌株相比无明显差异，但是其运

动能力明显减弱。因此，gacAxoo 基因可能参与了 Xoo 运动性的调控。 

通过酵母双杂交（Y2H）技术，以 GacAxoo 为诱饵蛋白，从 Xoo cDNA 文库中筛选出与 gacAxoo
发生互作的基因，其中一个与 GacAxoo 互作的蛋白 Tdrxoo 具有 TonB-Depedent-Receptor (Tdr)结
构域。序列分析表明，Tdrxoo 由 969 个氨基酸组成，1-23 个为信号肽，55-167 个为 plug 结构域，

608-969 个为 TonB-Dep-Rec 结构域。Tdrxoo 与细菌外膜蛋白同源，具有接收胞外信号功能的胞外

环和跨膜功能的反向β-折叠桶结构。采用插入突变的方法，对 tdrxoo 基因进行功能分析。与野生

型菌株相比，Δtdrxoo 致病性丧失，不产生胞外酶和胞外多糖，运动能力减弱，生长受到严重抑

制，但是仍能引起烟草的 HR，生物被膜形成能力增强。因此，推测 Tdrxoo 可能位于 Xoo 细胞外

膜，负责接受来自植物或环境信号的未知信号；tdrxoo 的突变可能影响了体外信号的识别或营养

成分(如蔗糖)的转运。 

tdr基因在黄单胞菌中具有结构保守性。在柑桔溃疡病菌(Xac306)、甘蓝黑腐病菌(Xcc8004 和

ATCC33913)、辣椒斑点病菌(Xcv85-10)、水稻白叶枯病菌(XooKACC10331)和水稻白叶枯病菌

(XooMAFF311018) 基因组中分别存在 68、65、64、52、36 和 36 个tdr基因。在所分析的 226 种

G－
细菌中，tdr基因分布存在差异，27%的细菌不具有tdr基因，但是 15.5%的细菌具有 30 个以上

的tdr基因，这些细菌绝大部分属于α或γ-变形菌纲或者拟杆菌属。因此，推测Tdr在这些细菌中

可能具有功能保守性。 

总之，在 Xoo 中存在 Tdrxoo/GacAxoo 调控途径，推测 Tdrxoo 是细胞外膜蛋白，可以识别胞

外环境中的信号，并将信号传递至胞内。Tdrxoo 参与调控了 Xoo 多种生物学表型的表达，包括致

病性、运动性、胞外多糖产生、胞外酶活性、生物被膜形成和细菌生长。此外，位于 Tdrxoo 下游

的 GacAxoo 参与了 Xoo 运动性的调控。 

关键词：水稻白叶枯病菌；GacAxoo/Tdrxoo；毒性；运动性；调控途径 
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Abstract 
 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), the casual agent of bacterial blight of rice, is one of the 

most important pathogens of rice in the world, and a bacterial pathogen model to study the 

plant-pathogen interactions. In the last decade, the understanding of molecular basis of interactions of 

Xoo with rice has been advanced by the characterization of pathogenicity-related genes and regulatory 

pathways from the bacteria. However, there is still little knowledge about the pathogenesis process since 

the interactions between rice and Xoo are complicated.This project is aiming to identify novel genes and 

factors involved in this process. The goal is to help develop more innovative, effective and durable 

strategies for the disease control. The availability of whole genome sequencing of Xoo has provided the 

new opportunities and prospective for the study on Xoo biology on a genome-wide scale. 

A gacA homologue (gacAxoo) was cloned from the genomic DNA of Xoo (PXO99A) with the 

degenerated primers gacAF/gacAR by polymerase amplification reaction (PCR) according to the 

gacApst sequence of Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000. Sequence analysis showed that the 

gacAxoo gene (648bp) putatively encoded a protein with 215 amino acids in length. The molecular 

weight of GacAxoo is 23.2 kD with a pI of 6.76. The gacA gene was found to be conserved in the 

Xanthomonas genus. Blast search indicated that GacAxoo had a similar structure to that of other GacA 

proteins, and had conserved domain of LuxR-like proteins. A deletion mutant (△gacAxoo) was obtained 

after a double cross-over recombination event between the Gentamycin gene and gacAxoo through the 

marker exchange. △gacAxoo was validated by PCR analysis of gacA and Gm gene detection. The 

mutant was further characterized by no significant changes in pathogenicity on rice, induction of 

hypersensitive response (HR) on tabacco and extracellular enzyme production compared to PXO99A. 

However, the motility of △gacAxoo was reduced on the semi-solid medium compared to PXO99A. 

Therefore, GacAxoo is involved in the regulation of bacterial motlity of Xoo. 

The cDNA library of Xoo was screened by the yeast two-hybrid (Y2H) system using GacAxoo as 

the bait protein to identify its interacting proteins. An interacting protein (Tdrxoo) is homological to a 

protein with the TonB-Dependent-Receptor (TDR) domain. The sequence analysis shows that tdrxoo 

contains 2,910 bp nucleotides encoding Tdrxoo with 969 amino acids, which contains a signal peptide 

from 1 to 23 amino acids, a plug domain from 55 to 167 amino acids and a TonB-Dep-Rec domain from 

608 to 969 amino acids. An extracellular loop to recognize the extracellular signal and a β-sheet for 

trans-membrane domains exist in Tdrxoo. Thus, Tdrxoo is proposed to be localized in the out membrane, 

receiving the unidentified extracellular signals. 

△tdrxoo, the disrupted mutant was obtained after a single cross-over recombination event between 

tdrxoo and the plasmid pKtdr with the tdrxoo segment. △tdrxoo lost the abilities of causing the disease, 

and producing the extracellular enzymes and EPS compared to PXO99A. In addition, the bacterial 

motility and growth in vitro of △tdrxoo was reduced. This is probably due to the mutant unable to 

receive signals from plants or environments, therefore, affecting nutrients transportation (i.e. sucrose) or 

signal transduction. 
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The tdr gene is considerably conserved in Xanthomonas spp. There are 68, 65, 64, 52, 36 and 36 

tdr genes found in X. axonopodis pv citri 306, X. campestris pv campestris 8004, X. campestris pv 

campestris ATCC 33913, X. campestris pv vesicatoria 85-10, X. oryzae pv oryzae KACC10331 and X. 

oryzae pv oryzae MAFF 311018, respectively. The distribution of tdr in 226 species of Gram-negative 

bacteria varies, for example, 27% bacteria have not tdr genes, while 15.5% bacteria from α-orγ- 

Proteobacteria or Bacteroides have over 30 tdr. As a result, Tdrxoo might specially function in these 

bacteria. 

In summary, a novel Tdrxoo/GacAxoo-containing regulatory system was identified from Xoo in 

this study. Tdrxoo is probably localized in the outer membrane of bacterial cells, recognizing the signals 

from extracellular environment, and inducing the intracellular signal transduction. According to the 

existence of tdrxoo in Xoo genome and phenotype of △tdrxoo, Tdrxoo is proposed to be involved in the 

sugar metabolism or transportation. Gacxoo is the downstream component of the Tdrxoo/GacAxoo 

regulatory pathway, and involved in the regulation of bacterial motility. 

Key words: Xanthomonas oryzae pv. oryzae；Tdrxoo/GacAxoo；motility；virulence；regulatory pathway 
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第一章  绪论 

1 .1 植物—病原细菌的相互作用 

大多数植物病原细菌属于革兰氏阴性细菌。主要分属于农杆菌属（Agrobacterium）、欧文氏

菌属（Erwinia）、假单胞菌属（Pseudomonas）、雷尔氏菌属（Ralstonia）和黄单胞菌属（Xathomonas）

五个属。这些植物病原细菌定殖于植物细胞间，其病程涉及病原细菌的繁殖、组织间扩散和最终

产生典型的病害症状，如叶片的斑点、叶片或植物枯萎，果实、根或储藏器官的腐烂等，对农作

物的生产造成严重的危害。 

病原细菌和寄主植物经过相当复杂的相互作用后往往产生两种结果：1.亲和反应：病原细菌

成功侵染植物并产生症状，表现为病原细菌的致病和植物的感病。2.非亲和反应：不能引起植物

病害症状而只是产生侵入点局部组织坏死，如过敏反应，植物表现出的病原细菌侵入点及其周围

组织的细胞突然死亡，限制了病原细菌在植物体内的定殖和扩展。在这种情况下，病原细菌被认

为是无毒的，寄主则是抗性的。 

病原细菌致病相关基因是病原细菌在与寄主植物互作过程中，决定其对寄主植物致病性的基

础。它决定着病原细菌在侵染寄主植物过程中与植物建立的寄生关系，破坏寄主细胞正常的生理

代谢功能，以及调控对寄主的吸附、侵染、定殖、扩展和最终显症等过程。 

1.1.1 致病因子 

1.1.1.1 胞外多糖及脂多糖 

植物病原细菌胞外多糖（EPS）被认为在阻塞维管束系统，减少水分运输和保护病原细菌免

受寄主防御系统伤害及影响病菌的繁殖、扩展方面起主要作用。王金生等人认为 Xoo 的 EPS 与致

病性无关（王金生，1999），但是很多实验室的工作都发现 EPS 合成能力与致病力呈正相关（Tang 

et al., 1996a；Lelpi et al., 1993），Xoo 野生型（BXO1）和无致病力的 gumG 突变体（BXO1002）

的 EPS 的结构是有区别的（Katzen et al., 1999），推测 EPS 的化学结构的特异性影响致病性。

Xanthomonas campestris pv. campestris 的 EPS 合成途径是由许多基因共同控制的（Kumar et al., 

2003），参与 EPS 合成的酶的基因如 gum 或 xpsI 基因及调控基因已被克隆和鉴定（Lelpi et al., 

1993）。编码与 EPS 合成的第一阶段单糖转化为糖前体有关的酶的多数基因在染色体上是随机分

散的，仅 xanA 和 xanB 在染色体上是连续的。由 12 个基因组成的 xps 或 gum 操纵子（gumB-M）

参与 EPS 合成第二、三阶段糖前体的组装和输出（Harding et al., 1993）。Gum 操纵子主要以 gumB

的启动子开始转录的，但是在 gumK（Katzen et al., 1996）和 gumD（Pollock et al., 1994）上游存

在一个弱启动子。一些 gum 基因产物已经在生化水平得以鉴定（Paulsen et al., 1997），如 GumK

和 GumI 负责五糖脂类中间体的组装，Gu ml 为缩酮丙酮酸转移酶，GumF 和 GumG 是乙酰转移

酶，GumB、GumC 和 GumE 与 EPS 的聚合及移动相关（Paulsen et al., 1997）。其它 gum 基因虽然

还没有鉴定，但推测可能参与 EPS 的组装和输出。到目前为止，GumE 蛋白仅在 Xylella fastidiosa 

和 X. campestris 中被描述，X. fastidiosa GumE 有 11 个跨膜域，而 X. campestris GumE 有 9 个跨膜
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域，推测其为内膜蛋白（Nakai et al, 1999）。Xcc GumE 突变体能在体外积累完整的五糖亚单位，

但是不能合成聚合体（Katzen et al, 1999）。在 Xoo 中克隆到与 Xcc gum 基因簇高度同源的基因，

另外，位于 gum 基因簇外的两个基因产物为推测的糖核苷异构酶（putative sugar mucleotide 

epimerase）和糖基转移酶（putative glycosyl transferase）与 EPS 的合成有关，而这两个基因在

Xanthomonas 属内未见报道（Dharmapuri et al, 2001）。EPS 的合成受 rpf 基因簇的正向调控，该基

因簇上任何一个基因被破坏均影响 EPS 的合成。X. fastidiosa 的基因组中存在与 X. campestris 的

gum 基因簇高度同源的序列，排列及转录方向都一致，但没有 gumG，gumI，gu ml 基因。X. fastidiosa

的 rpf 基因簇则分成了两段。推测 X. fastidiosa EPS 的合成具有与 X. campestris 相同的机制。 

植物病原细菌的脂多糖（LPS）在细菌与寄主或非寄主植物互作中的作用机制目前还不甚明

确。Newman 等人的研究结果表明，Xcc 的 LPS 能激发甘蓝防卫基因的表达，并认为脂质 A 为活

性成分（Newman et al., 1995）。同时 Xcc 的 LPS 能诱导烟草的氧迸发反应（Pugsley et al., 1995）。

R. solanacearum 的 LPS 能诱导烟草合成一种新的多肽，而 P. syringae pv. syringae 的 LPS 是大豆植

保素合成的弱激发子（Lecch et al., 1983）。何晨阳等（1996）曾报道，Xoo 引起烟草过敏反应的

信号物质为 LPS，并且活性部分为多糖体部分。但 Minardi 的研究则认为，用 P. syringae pv. aptata

的 LPS 预注射接种烟草叶片，对随后注射接种 Erwinia amylovora 的 hrp 基因所激发的过敏反应反

而有抑制作用（Minardi et al., 1989）。 

1.1.1.2 胞外酶 

植物病原细菌分泌多种多样的酶到细胞外，其中与致病相关的酶是植物细胞壁降解酶类，包

括角质酶、果胶酶、纤维素酶、半纤维素酶、蛋白酶、淀粉酶等。这些酶是病原细菌产生的对寄

主细胞壁组分具有降解作用的酶类，在病原细菌侵入、植物组织侵离和细胞死亡中起作用。荧光

假单胞菌的胞外蛋白酶具有软化薯块组织的作用，其作用位点可能是植物细胞壁的糖蛋白。在植

物病原细菌中已分别克隆和鉴定编码胞外酶的结构基因和调控基因及与分泌有关的基因。对 E. 

chrysanthemi 中的果胶盐裂解酶基因的研究发现，pelA、pelE 对致病有重要作用，pelB、pelC 对致

病性有一定影响。茄科假单胞的聚半乳糖醛酸酶蛋白和 28 kD 的胞外蛋白酶研究的较为清楚，聚

半乳糖醛酸酶蛋白和 28 kD 的胞外蛋白酶在致病过程中并非必需的，推测茄科假单胞在致病过程

中可能是由多种蛋白（包括酶）共同作用的结果。近来有研究发现 P. aeruginosa PA14 所形成的生

物被膜与 pel 基因簇有关（Pollock et al., 1994）。几乎所有的植物细胞壁降解酶类都是通过Ⅱ型分

泌途径分泌到胞外（Ray et al., 2000），如欧文氏菌的果胶酶、纤维素酶，甘蓝黑腐病菌的蛋白酶、

淀粉酶、内聚酶、果胶盐裂解酶等。在植物病原细菌中编码Ⅱ型分泌系统结构的基因有 E. 

chrysanthemi 和 E. carotovora 的 out 基因，X. campestris 的 xps 基因，P. aeruginosa 的 xcp 基因等

（Ray et al., 2000）。Ⅱ型分泌系统的基因发生突变，细菌不能将正常合成的“胞外”酶分泌到胞

外，Xcc 的外泌基因 xpsE、xpsF、xpsG、xpsH、xpsI、xpsD、xpsN 与胞外酶分泌到胞外有关。Erwinia

中先后报道了 12 个 out 基因，与胞外酶穿过外膜的转位作用有关。Xoo 的Ⅱ型分泌系统突变的突

变体不能分泌木聚糖酶，并且引起对水稻的致病力减弱（Pugsley et al., 1997；Sun et al., 2005）。 
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1.1.1.3 hrp 基因 

植物病原细菌在寄主植物上的致病作用及在抗病或非寄主植物上引起过敏反应是受 hrp 基因

控制的。hrp 基因最先是通过 Tn5 诱变 P. syringae pv. syringae 后发现的。hrp 突变体既不能引起抗

性或非寄主植物的过敏反应，也不能引起寄主植物发病症状。 

除了Agrobacterium spp.外，hrp基因广泛存在于大多数的植物病原细菌中。hrp基因簇可分为

两类：一类是大hrp基因簇，长度为 17-41kb，由 6-8 个转录单元组成。目前已知的除了R. 

solanacearum和E. herbicola pv. gypsopilae的hrp基因簇位于大质粒上（Zhu et al., 1998；Nizan et al., 

2003），其余的hrp基因则以呈簇的形式位于病原细菌的染色体上，称致病岛（pathogenicity island，

PAIs），其两侧具有可交换的效应物座位（exchangeable effector loci）和保守效应物座位（conserved 

effector loci）组成（Alfano et al., 2000）。从P. syringae的不同菌中分离到了hrp PAIs, PAIs的G+C%

通常与基因组水平的不同，暗示着PAIs可能是通过基因水平转移获得（Hacker J et al., 2000）。已

有研究证实X. campestris pv. vesicatoria中hrp基因簇是通过基因水平转移而获得的。另一类是小的

hrp基因簇（Xiao et al., 1994；Genin et al., 1992）。两组中操纵子基因序列和调控系统明显不同，

组Ⅰhrp操纵子是由HrpL激活的（为δ因子ECF亚家族的一个成员），在hrpL上游存在活化因子hrpS

和hrpR。hrpL、hrpS和hrpR是P. syringae pv. phaseolicola中 3 个感受植物因子诱导的基因。HrpS与

调控蛋白NtrC家族成员高度同源，调节所有转录单元的表达；HrpL是该菌第二个调节产物，调节

至少 3 个操纵子的表达；HrpR自身虽不能激活hrp基因的表达，却能修饰调节其它组分。HrpV是

P. syringae hrp基因的负调控因子（Preston et al., 1998）。而大多数组Ⅱhrp操纵子是由AarC家族的

成员激活的，R. solanacearum中为HrpB（Vasse et al., 2000），X. campestris中为HrpX（Wengelnik et 

al., 1996）。在X. campestris.pv. vesicatoria中HrpX的表达可被HrpG（一个双组分调控系统OmpR家

族的调节蛋白）激活。在基因组水平上研究发现HrpG能调控hrp基因和编码外膜蛋白的基因。受

hrpX调控的hrp基因启动子处都存在一个保守的植物诱导型启动子盒（Plant-Inducible-Promoter，

PIP）（TTCGC-N15-TTCGC），然而不受hrpX调控的基因也存在PIP盒。 

植物病原细菌 hrp 基因在丰富培养基中培养时不表达或表达很低，而在基本培养基或植物组

织外植体大量表达。另外 hrp 基因表达还受不同碳源和氮源、pH 值、温度和某些植物信号分子的

影响。但环境及营养条件对 hrp 基因的表达并不完全相同。如酸性环境（pH5.5-5.7）可诱导丁香

假单胞菌和梨火疫欧文氏菌的 hrp 基因的大量表达，却强烈抑制 X. campestris.pv. vesicatoria 的 hrp

基因的表达。 

hrp 基因和编码 Yersinia 毒性蛋白分泌系统成分的基因具有同源性（Fenselau et al., 1992），这

也表明在革兰氏阴性植物病原细菌和动物病原细菌中存在保守的蛋白分泌系统（Salmond et al., 

1993；Colla et al., 1997）。进一步的序列测定分析揭示了同源性 hrp 基因的广泛存在，同时导致 hrp

基因命名上的两大变化：（1）对存在于 Pseudomonas、Erwinia、Xanthomonas、Yersinia、Salmonella、

Shigella 中保守性强的 hrp 基因重新命名为 hrc（HR and conserved）（Alfano et al., 1997）。（2）hrp

基因的概念扩大化，包括植物病原细菌不能引起典型 hrp 基因表型反应的突变基因的同源基因。 
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1.1.1.4 Ⅲ 型分泌系统 

植物病原细菌要达到引起寄主病害的目的，那么它们首先要能够侵染寄主，并在寄主体内生

长繁殖。为了达到这个目的，病原细菌需要克服寄主的免疫防卫反应。对于几个革兰氏阴性病原

细菌属的致病菌来说，它们是通过一条特殊的蛋白分泌途经即Ⅲ型分泌系统把抗寄主因子注入寄

主细胞原生质（Alfano et al., 1997）。其它一些病原细菌则利用Ⅲ型分泌系统来破坏上皮组织或侵

染特定的寄主细胞（Colla et al., 1989）。 

DNA 序列分析表明，许多植物病原细菌的 hrp 基因与人类和动物病原细菌的某些基因极为相

似，这些结果似乎表明了无论动物病原细菌或植物病原细菌，其致病性基因在功能上，甚至有关

的作用机制有着不可忽视的共性。 

病原细菌通过这种蛋白质传递方式得以大量进入寄主靶标。Ⅲ型分泌系统对于病原细菌致病

重要性是通过该系统有关基因的缺失而引起致病性丧失发现的（Kamata et al., 1988）。不同的病原

细菌中，Ⅲ型分泌系统结构成分是高度保守的（Ilueck et al., 1998），其系统结构组分至少可分为

两类：一类是外膜蛋白，其中包括和运输蛋白家族系列同源的一种蛋白质成分以及保守性较低的

脂蛋白；另一类由几个内膜蛋白组成，与鞭毛输出器高度同源。 

由Ⅲ型分泌系统泌出的毒性因子主要有Harpin、Vir(Avr)和Dsp等。已从E. amylovora、P. 

syringae pv. syringae、R. solanacearum和E. chrysantherm分离出激发子蛋白HarpinEa、HarpinPss、PopA

和HarpinEch，除PopA1 外均由hrp基因编码，HarpinEa由hrpN编码，HarpinPss由hrpZ编码，HarpinEch

由hrpNEch编码（Arlat et al., 1994）。Harpins具有共同的特性：缺少半胱氨酸而富有甘氨酸的蛋白，

在培养基中当Hrp系统表达时被泌出，热稳定，具亲水性，缺少N末端信号肽，能激发HR。harpin

基因一般接近各自的hrp基因簇，而hrpZ位于hrp操纵子内。研究表明harpins在决定寄主范围方面

具有潜在作用，但对致病力的影响还缺乏证据。 

Avr 介导了含相应抗性基因的植物抗病反应（Leach et al, 1996）然而关于大部分 avr 基因的

生化功能还不清楚。在细菌中，avr 基因的表达需要 hrp 基因（Collmer et al., 2000； Keen et al., 

1990）。在 hrp 突变体中，表达的 avr 基因不能引起症状，同时在缺乏 hrp 分泌系统的非病原细菌

如 E. coli 中也不能引起过敏反应（高量表达的 avrD 例外）（Dangi et al., 1994）。对于许多 avr 基

因，一个简单的解释是他们的表达依赖于 Hrp 调节因子（Huynh et al., 1989）。然而，载体启动子

的 avr 基因的表达也需要功能性 Hrp 系统，可见 Hrp 蛋白与 Avr 蛋白之间存在相互依赖性。avrBs3

相关基因的活性依赖于Ⅲ型分泌系统（Van den Ackerveken et al., 1996；Buttner et al., 2002；Rossier 

et al., 1999；Mudgett et al., 2000；Rossier et al., 2000；Escolar et al 2001）。avrBs3 基因家族编码的

蛋白 C 端都具有对无毒基因的功能起关键作用的结构，即 C 端的 3 个核定位信号序列（Nuclear 

localization sequence，NLS），这些 NLS 是高度保守的，其失活会导致无毒基因功能的丧失

（Ackerveken et al., 1996；Yang et al., 1995），其 N 端与该蛋白的分泌有关。已经有证据证实在 X. 

campestris pv. vesicatoria 侵染后的 4 小时能在辣椒叶片细胞核中探测到 AvrBs3 蛋白（Szurek et al., 

2002；Marois et al., 2001），当然，许多细菌的 Avr 蛋白的作用位点是在细胞质中。从 Xoo 中克隆

的四个无毒基因 avrXa7、avrXa10、avrXa4、avrXa5 都属于广泛存在于 Xoo 的 avrBs3 基因家族的

成员（Herbers et al., 1992；Zhu et al., 1998）。在 avrXa10 的 C 末端发现了 1 个原来只在原核生物
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中存在的酸失活转录功能域，它对 avrXa10 编码的无毒基因的功能起重要作用。中心结构域重复

单元的数目和顺序决定无毒基因对抗性寄主植物的专化性，其中 avrXa7 和 avrXa10 分别包括 25

个和 15 个重复。avrXa7 和 avrXa10 虽具有很高的同源性，但它们分别与不同的水稻品种互作而

激发过敏性反应。新的无毒专化性可通过改变重复的数目或碱基对的组成而实现（Vivian et al., 

2000；Herbers et al., 1992）。在对 Xoo 的 AvrXa21 蛋白的研究中发现，硫酸对 AvrXa21 蛋白的活

性起关键作用，可能是涉及到 AvrXa21 效应子的合成或调控 AvrXa21 效应子的表达。 

另外还发现许多Ⅲ型分泌蛋白不同的种中需要小的、通常是酸性的细胞质辅助蛋白，特异性

地结合到各自的分泌蛋白上，目的是提高分泌蛋白在分泌前及分泌时的稳定性。如 P. syringae pv. 

tomato DC3000 中 HopPtoM 的分泌与移动依赖Ⅲ型分泌伴侣分子（Bade et al., 2003； Anne et al., 

2002）。 

1.1.1.5 毒素 

植物病原细菌毒素是指植物病原细菌产生的一类小剂量即可对植物造成伤害的小分子化合

物，这些化合物是细菌的次级代谢产物，能在植物体内扩散，并在远离细菌生长繁殖的部分使植

物出现失绿或坏死的症状（Gross，1991；Bender et al., 1999）。 

植物病原细菌中能产生毒素的病原菌主要是假单胞属（Pseudomonas）细菌。如烟草野火病

假单胞菌（P. syringae pv. tabaci）产生烟草毒素（tabtoxin）、意大利黑麦草巧克力斑病菌（P. syringae 

pv. atropurpurea）产生冠毒素，丁香假单胞（P. syringae pv. syringae）产生丁香菌素（Syringomycin）、

万寿菊叶斑假单胞菌（P. syringae pv. agetis）产生万寿菊毒素、菜豆晕斑病菌（P. syringae pv. 

phaseolicola）产生菜豆毒素等。绝大数病原细菌的毒素只是与病菌毒性有关，而不是致病所必须

的，这些毒素只是与某些症状的产生、发展或病原细菌在寄主体内的生长繁殖有关。 

1.1.1.6 生长激素 

一些植物病原细菌能产生植物激素（Costacurta et al., 1995），这些对植物生长有调节作用的

活性物质具有双重效应，浓度适当时促进植物生长，浓度过高时则对植物有害。激素在植物病害

中的作用是影响症状的总体表现即综合症（syndrome）。目前已知假单胞菌属、黄单胞菌属、土壤

杆菌属等细菌能够产生生长素，土壤杆菌属、红球菌属等细菌能产生细胞分裂素，细胞分裂素不

仅影响病原细菌的致病力，而且还影响到病原细菌的寄主范围。此外，还发现多种病原细菌能在

培养基中产生乙烯，病原细菌侵染寄主后，寄主一些症状的出现已被证明与乙烯有关，如青枯菌

所造成的青枯病。 

1.1.2 植物病原细菌的早期侵染事件 

植物病原细菌趋化、吸附、定殖和侵入的早期侵染过程是病原菌成功侵染植物的第一步和关

键一步，然而目前关于植物病原细菌早期侵染的研究较少，机制还不清楚（VandeBroek et al., 

1995）。植物病原细菌依赖于细胞表面上毒力因子来促进其在寄主植物上的吸附和细菌群体在植物

上的定殖，这些毒力因子包括Ⅳ纤毛、非编码纤毛的 adhesins、鞭毛及能感知环境信号的趋化系
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统。 

在革兰氏阴性细菌中普遍存在的黏附结构是被称为纤毛（Manning et al., 1997）、fimbriae 的

细丝状的附加体（Kang et al., 2002）如 E. rhapontici，E. carotovora，P. syringae（Hienonen et al., 

2002），X. campestris（Ojanen-Reuhs et al., 1997），R. solanacearum 的 fimbriae，P. syringae 的Ⅳ型

纤毛（Rome et al., 1998），R. solanacearum 的脂多糖。该黏附结构除了具有黏附功能外，还调控

细菌的颤搐运动和生物被膜的形成（Manning et al., 1997；Wall et al., 1999；Merz et al., 2000）。细

菌的黏附结构在动物病原细菌中起非常重要的作用，而在植物病原细菌中的作用还有争议（Beattie 

et al., 1994）。X. campestris 和 P. syringae pathovars 的几个致病变种中的Ⅳ型纤毛能增强其在叶表

面上的黏附能力和忍受紫外光能力（Mazurnder et al., 1999）。Ⅳ型纤毛能促进 R. solanacearum 在

马铃薯上的致病和控制该菌的颤搐运动（Liu et al., 2001）。P. syringae 的Ⅳ纤毛和 X. campestirs 的

fim 基因编码的 fimriae 能调控细菌的聚集（Ojanen et al., 1997）。X. fastidiosa（Simpson et al., 2000）

和 R. solanacearum（Salanoubat et al., 2002）基因组中存在编码 adhesins 的多个基因，其中 R. 

solanacearum 的 14 个与 Bordetella pertussis 的丝状红血球凝集素（filamentous hemagglutinin，FHA)

同源，E. chrysanthemi，E. carotovora 编码 FHA 的 hecA 基因在对拟南芥的致病过程中起重要作用，

该基因与编码Ⅲ型分泌系统的基因相邻（Ham et al., 2002）。在 Xoo 中发现与动物致病菌 Yersinia

编码 non-fimrial ashesins 的 YadA 同源的 XadA 蛋白，表明在植物病原细菌中存在与动物病原细菌

类似的毒力因子在吸附过程起作用（Ray et al., 2002）。 

游动性是细菌毒性的一种决定因子，而细菌的鞭毛是决定游动性的工具。由于细菌的主动游

动行为，所以一般认为细菌的侵入主要是通过自然孔口如气孔、水孔和蜜腺及伤口。研究梨火疫

欧氏杆菌致病和不致病细菌鞭毛发育时，发现毒性菌株 10 小时就可以长出正常的鞭毛，而无毒菌

株的鞭毛则少而短，因此致病菌株在鞭毛的发育上具有优势。比较菜豆假单胞的游动菌株从气孔

侵染引起的病斑是不游动菌株的 12 倍。但这并不表明游动性的丧失就一定丧失致病性。Xoo 是具

有端生鞭毛的有运动性的细菌，在基本培养基上能诱导其鞭毛运动性，Xoo 能趋向于水稻感病品

种的分泌物，但对抗病品种不能作出反应。编码鞭毛的基因在植物病原细菌中相继发现和鉴定，

在 P. aeruginosa 中鞭毛合成有关的基因 fliMNOP 与该细菌的运动和黏附有关。在 Xoo 中克隆和鉴

定了编码鞭毛蛋白的基因 flhB、flhA、flhF 和 fliA，鞭毛蛋白 FlhF 有两个跨膜域，该基因插入突变

体的运动性受延迟但并没有丧失（Shen et al., 2001）。E. amylovora、P. phaseolicola 和 P. syringae pv. 

glycinea 的不能运动的突变体均降低了侵入寄主植物的能力，但是通过直接注入方法将突变体送

入植物体内时致病性不受影响（Bayot et al., 1986；Hatterman et al., 1989；Panapoulos et al., 1974；

Taguchi et al., 2003）。P. syringae 的 fliC 突变体不仅运动性丧失，而且导致在寄主植物上的致病性

降低并且在非寄主植物上不能诱导过敏反应，鞭毛蛋白的翻译后修饰在该菌的过敏反应中起重要

作用，P. syringae pv. tabaci 的鞭毛蛋白单体扮演着一个强的激发子诱导非寄主植物与过敏反应相

关的细胞死亡（Shimizu et al., 2003）。 

1.1.3 植物病原细菌致病因子的调控机制 

植物病原细菌的致病因子受到严谨的调控，其表达受不同环境信号的调节。在长期的进化过

程中，植物病原细菌形成一个复杂的调控机制对不同环境作出反应，以至于不必在不需要的情况
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下消耗能量。病原细菌一旦遇到寄主植物并感受到某种生化和物理的信号如温度的增加、pH 值的

变化，毒性因子的一系列级联反应就被诱导。在侵染循环的每一步，病原细菌都有不同的基因开

始表达，而另一些则被关闭。在一些病原细菌中，许多不相关基因的表达还受到单一控制组件的

调控，其中包括毒性因子的诱导表达，这种调节方式就叫全局性调控（global regulatory）。某一阶

段起作用的基因被破坏都可能导致病原细菌致病力的下降或丧失。要全面了解植物病原细菌的致

病机制，就不能简单孤立地研究某个基因，而应从植物病原细菌的侵染循环以及侵染的整体过程

考虑。 

双组分调控系统（two-component regulatory system）是普遍存在于细菌中，调控基因表达而

使细菌更好地适应环境的系统（Nixon et al., 1986），在许多情况下植物病原细菌也应用这种系统

使自己更好地“利用植物”来生存。典型的双组分调控系统由两个蛋白组成，一个叫组氨酸激酶传

感蛋白或感应蛋白（Sensor Histidine Kinase，HK），通常是跨膜蛋白；另一个是效应调节蛋白

（Response Regulator，RR），通常位于细胞质中，两者分别由两个不同的基因编码，即分属于不

同的蛋白质家族。组氨酸激酶传感蛋白家族成员的 C 末端 250 个氨基酸高度同源，而效应调节蛋

白家族成员的 N 末端 120 个氨基酸高度保守。一般是传感蛋白通过 N 末端感受环境信号后，用

ATP 的磷酸基团供体将自己保守的 C 末端一个组氨酸残基磷酸化，然后通过某种机制将这个磷酸

基团（脱磷酸化）传递到调节蛋白保守的 N 末端一个天冬氨酸残基，调节蛋白 N 末端磷酸化引起

C 末端构象改变，使得调节蛋白被活化后进而调节靶基因的表达（Stock et al., 1989；Albright et al., 

1989；Swanson et al., 1994）。 

已从植物病原细菌中克隆、鉴定了许多调控致病性相关基因表达的双组分系统，它们往往又

和其它调控系统一起组成复杂的网络（Network），全局性或部分地调控有关基因的表达。根癌农

杆菌（A. tumefaciens）调控致病性基因表达的双组分调控系统有 ChvG/ChvI（Charles and Nester，

1993）和 VirA/VirG（Shaw et al., 1988），其中 VirA/VirG 是被研究得最多也最深入。VirA 是传感

蛋白，它感受植物伤口的酚类物质后，通过自动磷酸化将磷酸基团传到调节蛋白 VirG，活化 VirG

和所有 vir 基因的表达。茄科假单胞菌（R. solanacearum）至少有两个双组分调控系统（VsrA/D

和 VsrB/C），调控重要毒性因子胞外多糖组分Ⅰ的合成（Schell，2000）。丁香假单胞菌（P. syringae 

pv. syringae）毒素 syringomycin、胞外蛋白酶的产生及病症的发展受 LemA/GacA 调控（Rich et al., 

1994）。hrp 基因的表达也受双组分调控系统的调控，如丁香假单胞菌菜豆致病变种（P. syringae pv. 

phaseolicola）和丁香致病变种（P. syringae pv. syringae）的 hrp 基因表达分别受各自的 HrpR/HrpS

调控，HrpR/HrpS 分别是感受蛋白和调节蛋白（Grimm et al., 1995；Xiao and Hutcheson，1994）。

辣椒斑点病菌（X. campestris pv. vescatoria）体内只发现了起调节作用的 HrpG，HrpG 激活所有 hrp

基因的表达（Wengelnik et al., 1996）。野油菜黄单胞菌（X. campestris pv. campestris）的 rpfC 基因

同时与双组分调控系统的感受蛋白、调节蛋白的保守区同源，和 rpfC 相隔一个基因的 rpfG 编码

的产物与调节蛋白具有高度同源性，尽管 rpfC 或 rpfG 的失活均使该病菌的毒性因子（胞外多糖、

胞外酶）的产量大大减少，致病性显著降低，但 RpfC 和 RpfG 是否真正在细胞中是相互作用的感

受蛋白和调节蛋白还有待于进一步研究（Tang et al., 1991；Dow et al., 2000）。 

一定数量的病原细菌群体的发展常常是病原细菌引起植物病害的重要因素。已发现胡萝卜软

腐欧文氏菌（E. carotovora）、斯氏泛菌（Pantoea stewartii）、茄科假单胞菌（R. solanacearum）、
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丁香假单胞菌（P. syringae）、野油菜黄单胞菌（X. campestris pv. campestris）通过细胞－细胞间信

号交换，即“群体感应”（Quorum Sensing）来调控毒性基因的表达，在细胞间可扩散的小分子物

质在这种“群体感应”系统中起决定性作用（Brelles et al., 2001；Von Bodman et al., 2003）。上面提

到的前两种病菌中起作用的可扩散小分子为酰基高丝氨酸内脂类化合物（N-acyl Homoserine 

Lactone, AHL），这类物质是许多革兰氏阴性细菌对细胞密度作出的反应而诱导特定基因表达过程

中所用的可扩散分子（Winson et al., 1998）。茄科假单胞菌（R. solanacearum）的信号分子可能是

3-OH-PAME（3-Hydroxypalmitic Acid Methyl Ester），而黄单胞菌属的两个变种可能是用不同于酰

基高丝氨酸内脂类的物质来调控胞外酶和胞外多糖产生的（Flavier et al., 1997；Barber et al；1997）。

目前的研究表明，群体感应系统是革兰氏阴性细菌整个基因调控网络中不可或缺的一环，细菌通

过它更有效地适应外界环境的改变，同时，由于其与细菌致病力的产生密切相关，本身的机制又

高度保守，所以有可能作为病害防治的靶标，从而开辟一条防治细菌病害的新途径（Dong et al., 

2001）。 

1.2 致病相关基因的突变方法 

在植物病害致病分子机理的研究中，已采取的实验技术很多，这里只扼要介绍一些用于突变

致病相关基因的实验技术。 

1.2.1 诱变 

分离和研究突变体是遗传学研究的两块基石，在植物病原细菌致病分子机理的研究中，常通

过诱变野生型菌株，然后接种诱变菌，在寄主植物上筛选不致病的突变体。常用的诱变方法有化

学诱变和转座子诱变。 

1.2.1.1 化学诱变 

在化学诱变中，最常用的诱变剂是甲基磺酸乙酯（EMS），该物质是一种很强的化学诱变剂，

可导致 DNA 点突变、染色体断裂及染色体突变。点突变主要是鸟嘌呤烷基化引起 GC/AT 转换的

结果。EMS 在细胞培养实验中的一般使用浓度为 0.05％－0.5％，处理时间为 1－1.5 小时。化学

诱变的缺点是常产生多点同时突变，影响了对突变体的分析；另一方面由于缺少选择标记，突变

体的后续分析工作量十分浩大而且困难。优点是不受寄主限制修饰系统的影响，对任何细菌都适

用，且能在短时间内获得大量突变体。 

1.2.1.2 转座子诱变 

转座子是一段可以跳跃的遗传成分，它具有一段可供选择的抗菌素抗性基因。它们作为诱变

剂具有很大的优点，已被广泛应用在体内（in vivo）和体外（in vitro）遗传操作上（Berg and Howe，

1989）。Voelker和 Dybvig（1998）综述了转座子在植物病原细菌研究上的应用，转座子诱变在植

物病理学上具有下面三方面的优点：①由于转座子上含有可供选择的抗生素抗性基因，使得突变

体容易被鉴定和进行体内操作，而不需要考虑野生型和突变体的表型；②因为DNA片断连接着一

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=9711659&dopt=Abstract
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段已知的DNA序列（即转座子序列），因而携带有转座子突变基因片段可以通过杂交或基于PCR

的方法（如TAIL-PCR）或质粒拯救确定；③转座子诱导的突变往往具有极性，同一操纵子中由于

转座子的插入使突变基因下游的基因都完全丧失功能。 

通过一个包括受体 DNA、转座子和转座酶的简单反应就可在体外实现转座（Lampe et al., 

1996；Goryshin et al., 1998；Haapa et al., 1999）。体外转座的一个应用就是用于常规鸟枪法难以奏

效的长片段测序（Devine et al., 1994）。此法也可用于细菌全基因组测序和基因功能的确定（Reich 

et al., 1999）。此后发展起来的基因组分析的体外转座（Genomic Analysis and Mapping by in Vitro 

Transposition，GAMBIT）（Akerley et al., 1998）就是一种体外转座的方法，具体过程如下：把包

含多个 ORFs 的 PCR 片断作为体外转座的受体，在体外实现转座后把包含转座子的 PCR 片断转

化到寄主细胞内，通过同源重组整合到寄主染色体上。然后用一对与转座子及相应 ORF 的特异引

物扩增所得的突变体，其中不能有效扩增到产物的 ORF 就是生长必须的，因为它的突变使细菌不

能正常生长。而特征标签转座（Signature Tagged Mutagenesis，STM）（Hensel et al., 1995）是一种

体内（in vivo）转座方法，STM 利用一段通过 PCR 扩增得到的序列作为每次转座的标签，带有标

签的转座突变体被分成不同的池（Pool）去接种寄主。从寄主中分离接种的细菌，通过 PCR 获得

标签，作为探针从接种前的突变体文库中找出相应的克隆。它的首要条件是转座子的插入不会影

响细菌的存活，用 STM 只能筛选到对细菌在特定寄主或寄主组织中生长必须的基因（细菌的毒性

基因）。通过筛选在不同生境下的 STM 突变体可能发现对寄主适应性必须的致病因子（Tsolis et al., 

1999，Coulter et al., 1998）。 

转座体（TransposomeTM）的出现把体外和体内转座联系到一起（Goryshin et al., 2000）。转

座体是转座子和转座酶在转座早期形成的复合物。当不存在受体DNA和Mg2+时，这个复合物能在

体外稳定存在，当转座体通过电转化导入细菌细胞-Mg2+存在的环境中时，转座酶被激活，在细胞

内发生转座（Goryshin et al., 2000）。它已成功的应用于E. coli（Goryshin et al., 2000）、Xylella 

fastidiosa （Guilhabert et al., 2001）及另三种革兰氏阴性菌中（Hoffman et al., 2000）。 

1.2.2 标记置换（Marker Exchange） 

标记置换，有时也称为定点突变，它是通过含有转座子的重组质粒来定位和“定点”

（Site-directed）诱变野生型菌株，它涉及必须分别转移每一个重组突变质粒到野生型菌株中，在

每个细菌细胞内，细菌染色体组中有一部分 DNA 与重组克隆中的同源 DNA 之间发生重组，通过

双交换或单交换实现“标记置换”，也就是说，将转座子转移到基因组的相应位置。在遗传操作过

程中，一般是利用质粒的不兼容性来分离标记置换突变体。因而，产生一系列新的含有单个转座

子插入的突变体，在染色体上插入的位置是和克隆的 DNA 片段预先标记的位置相对应。标记置

换具有以下两个方面的主要用途：①可以检测相连或成簇的基因；②每一个标记置换突变体与野

生型菌株唯一的差别是含有一个拷贝的转座子插入，因而，我们可以确信在相同的遗传背景下，

表型的改变是由插入某一位置的基因或操纵子的突变引起，而不是由其它的因素所引起。 
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1.2.3 基因的转移 

基因转移主要有三种方式，一是接合（Conjugation），有些本身不能转移的广谱载体，因本

身不带转移基因，自身不能在细胞间转移，只能在含有转移基因的帮助质粒（Helper Plasmid）帮

助（反式作用）下，通过三亲本结合（Triparental Matings）的方式实现在不同细菌间的有效转移。

有些质粒，本身带有mob基因，当编码转移功能的基因整合进寄主菌株以后（如E. coli S17-1），质

粒的转移可以在两亲本之间进行，即两亲本结合（Biparental Matings）。基因转移的第二种方式是

转化（Transformation），应用最广泛的转化方式是电转化，即电穿孔（Electroporation），此法已很

成熟，能以较高频率将质粒DNA导入不同属的细菌。在野油菜黄单胞菌（X. campestris pv. 

campestris）中，电转化的转化效率一般在 108和 109转化子/μg DNA（White and Gonzalez，1991），

因此电转化是一种很有效的基因转移方法。与接合相比，电转化实现基因转移还有一个优点，转

移后形成的转化体插入位点各不相同，插入同一位点克隆的几率很小，而这一点对有些实验是很

关键的。第三种方法是转导（Transduction），尽管许多病原细菌的噬菌体已经描述和鉴定（Swings 

et al., 1993），但目前仍没有具有遗传操作用途的噬菌体报道。 

1.3 酵母双杂交系统的发展及应用 

随着对多种重要生物的大规模基因组测序工作的完成，基因工程领域又迎来了一个新的时代

—功能基因组时代。它的任务就是对基因组中包含的全部基因的功能加以认识。生物体系的运作

与蛋白质之间的互相作用密不可分，例如：DNA 合成、基因转录激活、蛋白质翻译、修饰和定位

以及信息传导等重要的生物过程均涉及到蛋白质复合体的作用。能够发现和验证在生物体中相互

作用的蛋白质与核酸、蛋白质与蛋白质是认识其生物学功能的第一步。 

酵母双杂交（yeast two hybrid，Y2H）系统作为发现和研究在活细胞体内蛋白质与蛋白质之

间的相互作用的技术平台，在近几年来得到了广泛应用。Y2H 是在真核模式生物酵母中进行的，

研究活细胞内蛋白质相互作用，对蛋白质之间微弱的、瞬间的作用也能够通过报告基因的表达产

物敏感地检测得到，是一种具有很高灵敏度的研究蛋白质之间关系的技术。大量的研究文献表明，

Y2H 既可以用来研究哺乳动物基因组编码的蛋白质之间的互作，也可以用来研究高等植物基因组

编码的蛋白质之间的互作。因此，它在许多研究领域中有着广泛的应用。 

Y2H 的建立是基于对真核生物调控转录起始过程的认识。细胞起始基因转录需要有反式转录

激活因子的参与。反式转录激活因子，例如酵母转录因子 GAL4 在结构上是组件式的（modular），

往往由两个或两个以上结构上可以分开，功能上相互独立的结构域（domain）构成，其中有 DNA

结合功能域(DNA binding domain，DNA-BD)和转录激活结构域（activation domain，DNA-AD）。

这两个结构域将它们分开时仍分别具有功能，但不能激活转录，只有当被分开的两者通过适当的

途径在空间上较为接近时，才能重新呈现完整的 GAL4 转录因子活性，并可激活上游激活序列

（upstream activating sequence, UAS）的下游启动子，使启动子下游基因得到转录。 

根据这个特性，将编码 DNA-BD 的基因与已知蛋白质（诱饵蛋白，Bait protein）的基因构建

在同一个表达载体上，在酵母中表达两者的融合蛋白 BD-Bait protein。将编码 AD 的基因和 cDNA

文库的基因构建在 AD-LIBRARY 表达载体上。同时将上述两种载体转化改造后的酵母，这种改造
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后的酵母细胞基因组中既不能产生 GAL4，又不能合成 LEU、TRP、HIS、ADE，因此，酵母在缺

乏这些营养的培养基上无法正常生长。当上述两种载体所表达的融合蛋白能够相互作用时，功能

重建的反式作用因子能够激活酵母基因组中的报告基因 HIS、ADE、LACZ、MEL1，从而通过功

能互补和显色反应筛选到阳性菌落。将阳性反应的酵母菌株中的 AD-LIBRARY 载体提取分离出

来，从而对载体中插入的文库基因进行测序和分析工作。在酵母双杂交的基础上，又发展出了酵

母单杂交、酵母三杂交和酵母的反向杂交技术。它们被分别用于核酸和文库蛋白之间、三种不同

蛋白之间的互作研究以及两种蛋白相互作用的结构和位点的研究。 

基于 Y2H 平台的特点，已在许多研究工作当中得到应用。 

1、发现新的蛋白质和蛋白质的新功能 

Y2H 已经成为发现新基因的主要途径。当我们将已知基因作为诱饵，在选定的 cDNA 文库中

筛选与诱饵蛋白相互作用的蛋白，从筛选到的阳性酵母菌株中可以分离得到 AD-LIBRARY 载体，

并从载体中进一步克隆得到随机插入的 cDNA 片段，并对该片段的编码序列在 Genebank 中进行

比较，研究与已知基因在生物学功能上的联系。另外，也可作为研究已知基因的新功能或多个筛

选到的已知基因之间功能相关的主要方法。例如：Engelender 等人（2006）以神经末端蛋白

alpha-synuclein 蛋白为诱饵蛋白，利用酵母双杂交 CLONTECH MATCHMARKER SYSTEM 3 为

操作平台，从成人脑 cDNA 文库中发现了与 alpha-synuclein 相互作用的新蛋白 Synphilin-1，并证

明了 Synphilin-1 与 alpha-synuclein 之间的相互作用与帕金森病的发病密切相关。为了研究两个蛋

白之间相互作用的结合位点，找到影响或抑制两个蛋白相互作用的因素，又利用 Y2H 和基因修饰

证明了 alpha-synuclein1-65 氨基酸残基和 Synphilin-1 的 349-555 氨基酸残基之间是相互作用的位

点，研究它们之间的相互作用位点有利于基因治疗药物的开发。 

2、在细胞体内研究抗原和抗体的相互作用 

酶联免疫（ELISA）、免疫共沉淀（CO-IP）技术都是利用抗原和抗体间的免疫反应，研究抗

原和抗体之间的相互作用，但是，它们都是基于体外非细胞的环境中研究蛋白质与蛋白质的相互

作用。而在细胞内的抗原和抗体的聚积反应则可以通过酵母双杂交进行检测。例如：在来源于矮

牵牛的黄烷酮醇还原酶 DFR 与其抗体 scFv 的反应中，抗体单链的三个可变区 A4、G4、H3 与抗

原之间作用有强弱的差异，Geert 等（2006）利用 Y2H，将 DFR 作为诱饵蛋白，编码抗体的三个

可变区的基因分别被克隆在 AD-LIBRARY 载体上，将 BD-BAIT 载体和每种 AD-LIBRARY 载体

分别转化改造后的酵母菌株中，并检测报告基因在克隆的菌落中的表达活性，从而在活细胞的水

平上检测抗原和抗体的免疫反应。 

3、筛选药物的作用位点以及药物对蛋白质之间相互作用的影响 

酵母双杂交的报告基因能否表达在于诱饵蛋白与靶蛋白之间的相互作用。对于能够引发疾病

反应的蛋白互作可以采取药物干扰的方法，阻止它们的相互作用以达到治疗疾病的目的。例如：

Dengue 病毒能引起黄热病、肝炎等疾病，研究发现其病毒 RNA 复制与依赖于 RNA 的 RNA 聚合

酶（NS5）与拓扑异构酶 NS3，以及细胞核转运受体 BETA-importin 的相互作用有关。研究人员

通过 Y2H 找到了这些蛋白之间相互作用的氨基酸序列。如果能找到相应的基因药物阻断这些蛋白

之间的相互作用，就可以阻止 RNA 病毒的复制，从而达到治疗这种疾病的目的（Mastrangelo et al., 

2007）。 
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4、建立基因组蛋白连锁图（Genome Protein Linkage Map） 

众多的蛋白质之间在许多重要的生命活动中都是彼此协调和控制的。基因组中编码蛋白质的

基因之间存在着功能上的联系。通过基因组的测序和序列分析发现了很多新的基因和 EST 序列，

Hua 等人（1998）利用 Y2H，将所有已知基因和 EST 序列为诱饵，在表达文库中筛选与诱饵相

互作用的蛋白，从而找到基因之间的联系，建立基因组蛋白连锁图。对于认识一些重要的生命活

动：如信号传导、代谢途径等有重要意义。 

5、在植物—病原物互作研究中的应用 

Tang 等（1996b）采用 Y2H 研究抗病蛋白 Pto 与其相应的无毒蛋白 AvrPto 相互作用，二者的

直接结合互作为“基因—基因学说”提供了最为直接的分子证据；在 Xoo 基因组中，Shen 等（2001）

研究发现 flhF 位于鞭毛基因簇，FlhF 具有 GTP 结合保守结构域和两个跨膜结构，突变 flhF 可导

致 Xoo 运动能力急剧减弱，利用 Y2H 发现 FlhF 为抗病蛋白 Xa21 的作用底物；Khater 等（2007）

通过 Y2H 鉴定到了 X. axonopodis pv. citri (Xac)基因组中 XAC1990 为泌出伴侣基因 flgN，FlgN 与

鞭毛蛋白 FlgK 和 FlgL 结合互作，在鞭毛的正确组装过程中具有重要作用。 

尽管 Y2H 已被证实是分析蛋白与蛋白间相互作用的有效和快速的方法，有着多方面的应用，

但仍存在一定的局限性。首先，它并非对所有蛋白质适用，这是由其原理所决定的。双杂交系统

分析蛋白间的相互作用定位于核内，而许多蛋白间的相互作用依赖于翻译后加工，如糖基化、二

硫键形成等，这些反应在核内无法进行。另外，有些蛋白的正确折叠和功能有赖于其它非酵母蛋

白的辅助，这限制了某些细胞外蛋白和细胞膜受体蛋白等的研究。虽然目前已经在表达质粒中插

入了核定位序列，但也不能排除有些必须在胞质中进行翻译后加工修饰的蛋白，尤其是胞外蛋白

不能进入核内，有时也会因产生错误构象而影响筛查结果。其次，是假阳性的发生。Vidalain 等

人（2004）将筛库过程中遇到的假阳性分为两类：一类是“生物学”上的假阳性，即蛋白质与蛋

白质的相互作用在酵母细胞中发生，但是在其生物体细胞内并不发生相互作用。这主要是因为两

种蛋白不同时表达或者二者根本不在同一组织中。我们如果对所研究蛋白质的生物学特性没有深

入了解的话，这种假阳性是很难排除的。另一类是“技术上”的假阳性，即由于双杂交技术上的

局限而鉴定出的蛋白质与蛋白质间的相互作用。这类假阳性包括筛库过程中自发升高的 BD 融合

蛋白自我激活导致的假阳性、AD 融合蛋白与多个 BD 融合蛋白的表达均可激活报告基因转录导致

的假阳性、BD 融合蛋白不存在的情况下 AD 融合蛋白单独激活报告基因导致的假阳性以及酵母中

其它蛋白质作用引起的假阳性等。有时，由于在某些酵母菌株中大量表达外源蛋白质，常会带来

毒性作用，影响菌株生长和报告基因的表达。而在培养中添加 3-AT（3-Aminotriazole）或 6-Azauracil

可抑制背景表达，但这些添加物对菌株也有一定毒性，从而使一些蛋白质间较弱的相互作用可能

会因此而被掩盖（James，1996）。应该注意的是，虽然双杂交系统可筛选出发生相互作用的大量

蛋白质，但其中部分蛋白质在生理状态下可能不发生相互作用，双杂交只是反映蛋白质之间发生

作用的可能性，这种可能性还必须经过其它实验验证，尤其要与生理功能研究相结合，否则可能

会误入歧途。 

1.4 水稻白叶枯病菌致病性的分子机理 

水稻白叶枯病（bacterial blight of rice）是由水稻黄单胞细菌水稻致病变种（X. oryzae pv. 
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oryzae，Xoo）侵染引起的严重危害水稻生产的细菌性病害之一。近三十年来，随着许多高氮水稻

品种大面积推广应用，水稻白叶枯病不仅已成为亚洲等水稻主产区的主要病害，而且在澳大利亚、

非洲、拉丁美洲以及北美洲都有该病害的发生（Ryba et al., 1995；Mew，1993）。我国每年因为此

病造成的水稻产量损失在 10％以上（方中达，1990）。水稻白叶枯病是一种维管束病害，在自然

条件下，Xoo 通常由水孔或伤口侵染，进入木质部，在其中繁殖，并向导管移动。一旦进入导管，

Xoo 将不断增殖，直至导管被菌体和胞外多糖、黄原胶堵塞。如果在苗期或者分蘖早期侵染，将

会造成稻苗的萎蔫。如果是在后期侵染，病斑将会沿着叶脉扩展，并逐渐变成灰绿色至黄色。水

稻发病后，一般减产 20-30％，在危害严重的田块，可以造成 50%的减产（Ezuka and Kaku，2000）。

种植抗病品种是生产上控制水稻白叶枯病的主要措施。但因 Xoo 致病性的变异和新毒性群体的出

现，往往使经过数年培育的抗病品种在推广种植几年后就丧失了抗病性（Leach and White，1996）。 

从经济的角度上考虑，水稻白叶枯病是水稻上的一种重要病害，因此在病害诊断、病菌分离、

流行学及病害防治方面都已有大量研究。另外，根据 X. oryzae 和 X. campestris 在卵磷脂活性、丙

酸钠利用、菌体全蛋白、脂肪酸侧链类型、寄主植物种类、寄生方式和致病表型等方面的差异，

认定 Xoo 是禾本科植物上的模式革兰氏阴性病原细菌（Ronald and Leung，2002）。近年来，通过

对 Xoo 致病相关基因的研究，人们对 Xoo 的致病机理以及与水稻互作分子基础的了解取得了较大

进展。代表性的基因群有效应蛋白基因、无毒基因（avirulence genes，avr）、过敏性反应和致病性

基因（hypersensitive response and pathogenicity genes，hrp）、与胞外多糖和细胞壁降解酶产生有关

的基因等。在植物病原细菌中，由 hrp 基因编码的 III 型蛋白分泌系统（type III protein secretion 

system，TTSS）在非寄主或抗性寄主上激发防卫反应和感病寄主上的致病性中起重要作用

（Lindgren，1997）。一些 Hrp 蛋白形成菌毛，推测其功能是形成通道运输效应蛋白如无毒因子进

入植物（Rossier et al., 2000）。除了 TTSS，II 型分泌系统在分泌如胞外酶（如木聚糖酶）等其它

毒性因子时起作用（Xu and Gonzalez，1989；Ray et al., 2000），与胞外多糖的合成有关的 gum 基

因簇也是一种毒性决定因子（Dharmapuri and Sonti 1999）。 

病原细菌基因组序列测定是了解致病机制和限定寄主范围机制非常重要的一步。已经测定了

几个植物病原细菌的全基因组序列如 A. tumefaciens（Wood et al., 2001）、P. syringae（Buell et al., 

2003）、R. solanacearum（Salanoubat et al., 2002）、X. fastidiosa（Simpson et al., 2000）。在 Xanthomonas

细菌中，已经报道了 X. axonopodis pv. citri（da Silva et al., 2002）、X. campestris pv. campestris（da 

Silva et al., 2002；Qian et al., 2005）、X. campestris vesicatoria（Thieme et al., 2005；）的全基因组序

列。从这些基因组序列中已经推测出了与致病性相关的基因，例如由细菌产生的可以转移的效应

蛋白，以及与其它生物学过程有关的基因。因为水稻与其它黄单胞属病菌的寄主在分类上明显不

同（单子叶植物而非双子叶植物），Xoo 基因组含有一些特异的基因决定了其与水稻的互作。Xoo

菌株 KACC10331 和 MAFF311018（Lee et al., 2005；Hirokazu et al., 2005）全基因组序列和结构的

公布，为从基因组水平上了解 Xoo 致病机制提供了非常便利的平台。 

1.4.1 Xoo 基因组的总体特征 

Xoo KACC10331 基因组是单个环状染色体，大小为 4,941,439bp。没有自主的质粒。基因组

G+C 含量平均为 63.7%，比 Xac（64.7%），Xcc（65.0%）和 R. solanacearum（67.0%）基因组 G+C
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含量稍低，但是比其它植物病原细菌如 X. fastidiosa（52.6%），A. tumefaciens（58–60%）和 P. syringae

（58.4%）的基因组含量高。基因组大部分为编码序列，推测其包含 4637 个编码多肽的 ORFs。

根据已知的 COGs（或者序列相似性）可以对其中的 3340 个（72.0%）推测的基因分配功能。剩

余的 1297 个基因（27.9%）可能表达未知功能的蛋白。复制起始位点由 dnaA 盒组成，位于 50S

核蛋白 L34 的编码基因和推测表达 dnaA、dnaN 和 recF6 的 gyrB 位点之间。同时鉴定出两组独立

的 23S–5S和 16S rRNA基因，每组由 2个操纵子组成。另外还发现了可以识别 54个密码子的 tRNAs

编码基因（Lee et al., 2005）。 

1.4.2 Xoo 与 Xac 和 Xcc 的全基因组序列比较 

Xoo、Xac 和 Xcc 的全基因组序列比较，发现在 Xoo 和 Xac 之间发生了很多重排（反向匹配）。

许多重排发生在复制起始位点附近，而 Xoo 和 Xcc 的序列比对，仅发现了一些直向匹配。Xoo 的

基因组与 Xac 和 Xcc 的基因组不是共线性的，而是对角线匹配。Xac 和 Xcc 之间的排列比较发现

有 3 个主要的重排：一个是在复制终点附近的翻转，另外两个是对称的位于复制起点随转座发生

的翻转（da Silva et al., 2002）。 

将整个基因组与已报道的 Xac（AE008923）和 Xcc（AE008922）基因组序列进行比较，发

现了 Xoo 包含 245 个所特有的基因，它们在 Xac 和 Xcc 中都不存在。其中 95 个基因编码功能性

蛋白，150 个是未知功能的（Lee et al., 2005）。Xoo 中特有基因的功能涉及限制 -修饰

（restriction–modification，RM）、TonB 依赖型铁载体受体、毒素产生（ mlrB、Rtx）、TTSS 效应

蛋白和噬菌体相关蛋白。而且，在 Xoo 中 rax 基因是特异的，与 I 型分泌和激发水稻抗性蛋白 Xa21

所需的硫化作用有关（da Silva et al., 2004）。 

1.4.3 活动组分 

在 Xoo 其它菌株中曾经鉴定出 5 个插入序列（IS；IS1112 = TNX8, IS1113 = TNX1, IS1114, 

TNX6 和 TNX7）（Zhu et al., 2000；Goel et al., 2002；Rajeshwari and Sonti, 2000；Leach et al., 1990），

在 Xac 和 Xcc 中分别鉴定出 109 和 108 个转座成分。Xoo 基因组中转座成分的数量是 Xac 或 Xcc

基因组的两倍以上。在 478 个 Xoo IS 组分蛋白编码序列中，有 271 个与转座酶基因具有很高的相

似性，表明它们在基因的水平转移和基因组的内部重排中起重要的进化作用。Xoo 基因组中有 207

个基因与可移动的遗传组分有关。包括在 IS 内部的转座酶基因、转座子和 37 个明显的原噬菌体

相关基因。Xoo IS 组分可以划归 6 个已知的 IS 家族：IS3、IS4、IS5、IS30、ISNCY 和 IS630（Birkenbihl 

and Vielmetter，1989；Matsutani，et al., 1987）。IS5 家族是最丰富的，在 207 个 IS 组分中有 117

个拷贝。在 Xcc 中，IS5 家族数量也很多，IS1478 有 16 个拷贝（Chen，et al., 1999），然而，在

Xac 中，IS3 家族更多一些，其中一个成员（ISXac3）有 21 个拷贝，以前并没有在 Xanthomonas

中发现。许多 IS 组分分布在菌株特异的基因附近，使用不同的密码子，G+C 含量也明显不同，表

明这些基因可能是通过水平转移获得的。噬菌体也可以导致进化以及毒性因子和其它性状基因的

水平转移（Krylov，2003），在 Xoo 的菌株中发现了大量的噬菌体（Ezuka and Kaku, 2000）。在

Xoo 基因组中约 1.7Mb 的片段中，发现一个噬菌体相关的基因簇（27kb）编码了尾蛋白、整合酶、
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衣壳、裂解酶和复制酶，几乎完整的原噬菌体。这个基因簇与 Xcc 基因组中的 XccP1 噬菌体非常

相似，然而 Xoo 缺少编码噬菌体有关的 orf8，它在 Xcc 基因组中编码噬菌体相关的尾部纤维蛋白

和 int 与 orf37 间 5 个假设蛋白，因此，Xoo 基因组中原噬菌体基因簇比 Xcc 中少。Xoo 与 Xcc 中

成簇的原噬菌体基因存在很高的氨基酸相似性（74–97%）。Xac 多数缺少尾基因，但是 Xac 与 Xoo

噬菌体的剩余部分仍存在很高的氨基酸相似性（77–96%）（Lee et al., 2005）。 

1.4.4 代谢特征和 RM 系统 

Xoo、Xac 和 Xcc 有多种不同的途径产生中间产物、小分子和 DNA 代谢。在 Xcc 而非 Xac

中，鉴定出具有吸收和转化硝酸盐和亚硝酸盐成为氨基酸的基因（nasTACDEF 和 cysG）。Xoo 仅

含有 nasT（3 个拷贝）和 nasF（2 个拷贝），表明 Xoo 和 Xac 都不具备这个功能。在 Xoo 基因组

中鉴定出一种 ABC 类型的多肽转移系统（oppA、oppB 和 oppC），可以协助小的多肽进入。表明

Xoo 具有不同于 Xac 和 Xcc 的硝酸盐吸收和多肽运输能力。许多细菌可以通过细胞间的通讯系统

感受它们的种群密度，当其种群达到一定阈值时，可以改变特定基因的表达，这种现象称为群体

感应（Von Bodman et al., 2003）。植物病原细菌 A. tumefaciens、E. carotovora 和 R. solanacearum

具有与 Vibrio fischeri 中 LuxR/LuxI 相似的群体感应机制，利用酰基-高丝氨酸内酯（acyl-homoserine 

lactones，AHLs）调节一些毒性基因。尽管 AHLs 介导的群体感应在体外研究的已经很透彻，但

是信号感应和调节的动态规律在本质上很难定义，而且目前正不断出现新层次上的复杂性。例如，

不同的细菌产生不同的 AHLs，同一种菌也可能产生不止一种 AHLs。已知 AHLs 分子的酰基链的

长度可以不同（4–18 碳），可以包含双链，或者在 C3 位置上被羰基或羟基代替（Fuqua and Eberhard， 

1999；Whitehead et al., 2001）。另外，群体感应调节可能是菌株特异的，不同的菌株产生不同的

AHLs，或者根本检测不到 AHLs（Cha et al., 1988；Elasri et al., 2001）。在 Xoo 基因组中，发现了

乙酰化作用、O-乙酰基转移和高丝氨酸脱氢作用的基因，但是与 LuxR/LuxI 具有序列相似性的基

因并不明显。 

在 Xoo 中已报道过 2 个 DNA RM 系统影响转座子突变和转化的效率（Choi and Leach，1994；

Choi et al., 1998）。在 Xoo 基因组中鉴定出 2 个 II 型 RM 系统，分别是 XorI 和 XorII。另外，还存

在 3 个 I 型 DNA RM 系统。 

1.4.5 致病相关基因 

植物与病原物互作的结果决定于各自所带的基因。在多数情况下，寄主编码的抗病基因（R）

产物识别由病菌编码的无毒基因（avr）产物，这种互作触发一个快速的防卫反应，即非亲和反应，

病原细菌被限制在初始侵染位点。病菌 avr 基因只有在 hrp 基因参与时才能诱发植物产生非亲和

反应。当病菌中缺少合适的 avr 基因或者寄主植物中缺少 R 基因，都将会导致亲和性互作，这种

情况下，病菌通过向植物分泌胞外酶、胞外多糖及其它致病因子，克服植物固有的防卫机制，使

植物发病。 

现已确定了大约 30 个水稻抗白叶枯病基因，其中 5 个（Xa1、Xa5、Xa21、Xa26 和 Xa27）

已经克隆（Iyer and McCouch，2004；Gu et al., 2005）。Xa1 是一个受病菌诱导的存在于胞内的典
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型的抗病基因，其编码的蛋白在序列上包含一个核苷酸结合序列（nucleotide-binding sequence，

NBS）和富含亮氨酸重复区（LRR），能引起水稻对 Xoo 日本 1 号小种的抗性（Yoshimura et al., 

1998）。Xa21 是一个组成型表达的基因，编码蛋白具有一个位于胞外的 LRR 区及位于胞质的激酶

区，能引起水稻对 Xoo 菲律宾小种 6 的抗性（Song et al., 1995）。Xa27 是一个没有内含子的基因，

编码 113 个氨基酸。除了水稻，在其它生物中没有发现与 Xa27 具有序列相似性的蛋白（Gu et al., 

2005）。目前为止，仅有 Xa27 相应的无毒基因 avrXa27 已从 Xoo 中分离，而其它 R 基因相对应的

avr 基因还没有确定。由于各个 R 基因的结构存在较大差异，相对应的 avr 基因间的差异可能也比

较大。 

1.4.5.1 avr 基因 

在已报道的 Xoo KACC10331 基因组中鉴定出了 8 个已知的 avr 基因的同源序列。其中有 4

个 avrBs3/pthA 无毒基因家族的序列，avrBs3 和 avrBs2 各一个。还有两个 popC 同源序列，popC

最初是从 R. solanacearum 中鉴定的 avr 类似的效应子基因。这些基因与 Xac 中的相应序列具有的

同源性较 Xcc 中高（Lee et al., 2005）。 

avrXa5、avrXa7、avrXa10 和 avrXa27 都属于黄单胞菌中最早克隆的无毒基因 avrBs3 家族

（Bonas et al., 1989；Gu et al., 2005）。此家族基因最大的特点是其编码的蛋白中部有一个由 34 个

氨基酸组成的重复单元，重复的次数在不同的基因中不同，但每个重复单元的氨基酸除第 12 和

13 位外，其它位点都是很保守的，12 和 13 位的氨基酸组成重复区中的可变区，可变区的排列可

能决定了携带不同无毒基因的小种特异性。研究较为清楚的 AvrXa7、AvrXa10 和 AvrXa27 分别包

括 25.5、15.5 和 16.5 个重复区。把 AvrXa10 的重复区代换为 AvrXa7 和 AvrBs3 的重复区，其小种

特异性发生改变。AvrXa7 重复区与 AvrXa10 组成的嵌合蛋白失去了与抗病基因 Xa10 特异性互作

的特性，而具有与 Xa7 特异性互作的特性。AvrBs3 重复区与 AvrXa10 组成的嵌合蛋白赋予 Xoo

在其非寄主植物-辣椒上产生过敏性反应，这个嵌合的无毒蛋白在含抗病基因 Bs3 的辣椒上产生无

毒症状（Leach and White，1996）。 

AvrXa7、AvrXa10 和 AvrXa27 与其它 AvrBs3 家族的成员相似，在其 C 端包含一个结构上与

许多真核生物的转录调节因子相似的酸性激活区和三个核定位信号（NLS）序列。切去 C 端包含

酸性激活区的 38 个氨基酸或代换 C 端的 3 个疏水性氨基酸残基，病菌在水稻上的无毒活性及其

在酵母杂交分析中的转录活性丧失，疱疹病毒蛋白 VP16 的活性区能恢复丧失的无毒活性及转录

活性，表明转录激活区对发挥 AvrXa7 和 AvrXa10 的功能是必须的（Zhu et al., 1998；Zhu et al., 

1999）。实验表明 AvrXa7 蛋白倾向于结合富含 A/T 的双链 DNA，而且在三个 NLS 区的突变也影

响其无毒活性功能及在酵母细胞中的定位，这种影响可被 SV40 的 T 抗原 NLS 区恢复（Yang et al., 

2000）。这些结果表明，AvrXa7 和 AvrXa10 的识别发生在寄主细胞核内，需转录激活区的参与。

X. campestris pv. vesicatoria 中的 avrBs2 在 X. campestris 菌株中高度保守，在 Xoo 基因组中也有过

报道（Mazzola, et al., 1994）。AvrBs2 是一个 TTSS 转运效应子，在感病寄主中作为毒性因子，但

在抗性寄主中能激发防卫反应（Swords et al., 1996；Mudgett et al., 2000）。Xoo 中 avrBs2 同源基

因与合成和水解磷酸二酯键的酶具有相似的区域。具有 avrBs2 突变的 X. campestris 菌株克服了抗

性基因 Bs2 的抗性，表明这个酶活性对于无毒功能来说非常重要（Mudgett et al., 2000）。 
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近年来对 AvrXa21 活性的分子机制进行了许多研究，在对 Xoo PR6 的 Tn5 转座子插入突变

体库筛选时发现其中有两个基因（raxP 和 raxQ），对 AvrXa21 的表达是必须的（Shen et al., 2002）。

raxP和 raxQ位于硫同化作用相关的一个基因簇上，编码ATP硫酸化酶及腺苷酸-5'-磷酸硫酸（APS）

激酶，这两种蛋白共同作用产生两种活性硫酸盐、APS 及 3'-磷酸腺苷酸-5'-磷酸硫酸 （PAPS），

其中任何一个基因的破坏，将使 APS 和 PAPS 不能产生，在含有 Xa21 抗病基因的水稻上表现致

病，表明硫酸化作用在 AvrXa21 活性中起重要作用。然而，尚不清楚硫酸化作用是否存在于

AvrXa21 效应子或在 AvrXa21 的合成中起调节作用，AvrXa21 效应子也尚未鉴定出来。因为硫酸

化分子在许多生物中作为配体或受体，AvrXa21 效应因子无论是碳水化合物还是蛋白，可能经过

硫酸化后，再与 Xa21 的胞外结构域特异地互作。 

许多无毒基因（如 avrBs2、pthA、avrA、avrE、avrBm、avr RPM1 及 avrPto）除了与抗病基

因特异性互作产生抗病反应外，还在病菌侵袭力及其病害症状表现上起一定的作用（White et al., 

2000）。实验表明，avrXa7 和 avrXa5 及其四个同源基因 aB3.5、aB3.6、aB4.3、aB4.5 的插入突变

体在不含抗性基因的水稻品种 IR24 上的症状减轻。然而，这种双重作用在 avrXa10 上尚未发现（Bai 

et al., 2000）。这些结果有利于解释为什么无毒基因在病菌体内以多个拷贝形式保存下来，新的抗

病品种的使用使含有特定无毒基因的小种得以发展，病原细菌会选择一些新的基因家族来避免被

抗性基因识别而且能保留其侵袭力。实验还表明，AvrXa7 的转录激活区和 NLS 区对发挥其毒性

功能也是必需的，说明这些无毒基因的毒性功能是通过进入寄主细胞核而直接影响寄主基因转录

的（Yang et al., 2000）。 

由于细菌中无毒基因的功能丧失使细菌相应的小种能侵染单个抗性基因的寄主，然而，与无

毒基因功能丧失相关的病菌寄生度的不同限制了病害的流行程度，这在只包含单个抗性基因（Xa7、

Xa10、Xa4）的近等基因系（NILs）的水稻上得到了证实。田间实验发现，含有 Xa10 和 Xa4 的

NILs 水稻的白叶枯病严重度比含有 Xa7 NIL 的水稻要高得多，只有少数几个 Xoo 小种能侵染含有

Xa7 NIL 的水稻，而且这些小种的侵袭力也减低。进一步的实验表明，AvrXa7 无毒活性的丧失及

病菌侵袭力的减低与 avrXa7 基因 3'端的突变有关。这些结果表明由于 avrXa7 变异后病菌定殖能

力下降，与 Xa4 和 Xa10 相比，Xa7 引起的抗病性更持久（Cruz et al., 2000）。Xa27 和 avrXa27 是

从水稻上确定的第一个细菌 avr 基因和 R 基因的组合。Xa27 抗病和感病的等位基因编码相同的蛋

白，但是，当水稻接种带有 avrXa27 的细菌时，只有抗性的等位基因表达。avrXa27 的产物是一

个核定位的 III 型效应因子。而 Xa27 只在被侵染组织的附近被诱导表达。Xa27 的表达导致水稻对

其它亲合菌也产生抗性。因此，Xa27 对于非亲合菌的专化性在 AvrXa27 存在时也涉及 R 基因差

异表达。AvrXa27 和其它相关的 III 型效应蛋白都具有转录激活蛋白的相似特征，无论作为激发子

还是毒性因子都可能发挥转录因子的作用。AvrXa27 的存在诱导 Xa27 的表达，与上述模型相符（Gu 

et al., 2005）。然而，AvrXa27 是通过直接作用于 Xa27 的启动子还是通过激活内源转录因子间接起

作用还不得而知。 

Xoo、Xac 和 Xcc 三个基因组中均包含 PopC-like LRR 蛋白。LRR 基元在蛋白质-蛋白质互作

中非常普遍（Young，2000；Gueneron et al., 2000）。Xoo PopC 由 667 个氨基酸组成，携带 10 个

LRRs。其它一些植物和动物致病细菌编码 YopJ 同源物，是其毒性所需的半胱氨酸蛋白酶（Lahaye 

and Bonas，2001），与 Xac 相似，Xoo 缺少 YopJ 同源物。 
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1.4.5.2 hrp 基因 

许多革兰氏阴性动、植物病原细菌与寄主的互作依赖于保守的 III 型分泌系统（type III protein 

secretion system，TTSS）。在植物病原细菌中，TTSS 由 hrp 基因编码，在非寄主或抗性寄主上激

发 HR 反应，在感病寄主上引起致病反应。hrp 基因首先在大豆斑点病菌（P. syringae pv. 

phaseolicola）中发现（Lindgren et al., 1986），以后在许多病原细菌，包括 Erwinia、Pseudomonas、

Ralstonia 和 Xanthomonas 中相继被发现。至少有 9 个 hrp 基因在动、植物病原细菌中是保守的（hrp 

conserved，hrc），它们可能编码 TTSS 的核心组分。而 hrp 基因簇中其它基因编码的蛋白，对于分

泌和运输都是必需的。有些非保守的蛋白是泌出蛋白，如 Hrp 菌毛的亚基。在体外，Hrp 菌毛是

III 型分泌途径不可缺少的，可能作为运输细菌蛋白进入植物细胞的通道，如毒性因子和无毒因子。 

X. campestris pv. vesicatoria 的 hrp 基因簇是 Xanthomonas 中研究最详细的，大小约为 23kb，

包含从 hrpA 到 hrpF 6 个操纵子（Bonas, et al., 1991）。其中 HrpF 可能是 III 型转位子蛋白，是致

病性必需的（Buttner et al., 2002）。这 6 个操纵子在植物中诱导表达，并受调节基因 hrpX 和 hrpG

产物的调控。HrpG 属于 OmpR 双组分调控蛋白家族，可以激活 hrpA 和 hrpX 的表达。HrpX 编码

的蛋白属于 AraC 正调控转录激活子家族。它控制从 hrpB 到 hrpF 操纵子以及 avrXv3 和一些毒性

因子的表达（Wengelnik and Bonas，1996；Wengelnik et al., 1999）。 

分析不同细菌中的 III 型分泌系统可为其致病性研究提供新的思路。hrpX 的同源基因 hrpXo，

是从 Xoo 中克隆的第一个 hrp 基因，hrpX 基因的突变导致在水稻上丧失致病性及在曼陀罗（Datura 

stramonium）和萝卜等非寄主植物上不能引起 HR 反应。来自 Xcc 的 hrpXc 能互补突变体的功能，

恢复激发 HR 反应的能力。反过来，hrpXo 也能互补 X. campestris pv. campestris 和 X. campestris pv. 

armoracia 中相应基因突变而丧失的致病性。这些结果表明，hrpXo 和 hrpXc 具有功能上的一致性

（Kamdar et al., 1993）。以辣椒斑点病菌（X. campestris pv. vesicatoria）hrp 基因簇的部分序列为

探针，已分离到一个 12.2 Kb 的片段，此片段包含 X. campestris pv. vesicatoria 中 hrpA、hrpB、hrpC

和 hrpD 的相应片段（Zhu et al., 2000）。Tn5 转座子在此片段的插入导致在水稻上丧失致病性及在

非寄主植物番茄上不能引起 HR 反应，而野生型 Xoo 的 hrp 基因能部分互补这种功能，表明 TTSS

对 Xoo 的致病性及引起 HR 反应是必须的（Zhu et al., 2000）。在这个 12.2 K 的克隆中进一步发现

两个位于 hrp 基因簇上游的基因 hpa1 和 hpa2（Zhu et al., 2000）。hpa1 和 hpa2 的缺失使致病性减

弱，在非寄主和抗性植物诱发微弱的 HR 反应。单点突变分析表明 hpa1 功能的丧失是致病性降低

的主要原因。hpa1 的基因产物与来自 P. syringae、Erwinia 及 R. solanacearum 的 Harpin 蛋白相似

（Wei et al., 1992；He et al., 1993；Arlat et al., 1994；Gaudriault et al., 1998）。Harpin 蛋白为氨基乙

酸含量较高、通过 TTSS 分泌的一类蛋白。一些 Harpin 蛋白，如 hrpW、popA、hrpZ 和 hrpN 的基

因产物，可以引起 HR。而 HrpN 对致病性来说也是必需的。在 X. campestris pv. vesicatoria 中，发

现了 hpa1 的同源基因 xopA，该基因产物是通过依赖 hrp 的 TTSS 分泌，而且对于在植物中生长和

完全的致病性也是必不可少的（Noel et al., 2002）。这些结果表明，Xoo 中的 Hap1 也可能是通过

hrp 的 TTSS 分泌。 

对病原细菌中无毒蛋白的研究表明，由 hrp 基因编码的 III 型分泌系统可能负责将无毒蛋白

转运到寄主植物细胞内，如 AvrBs3 在特定的培养基上通过 TTSS 分泌（Rossier et al., 1999）。在
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辣椒细胞中表达 avrBs3 可以引起 R 基因特异的 HR。Xoo 中通过 TTSS 将 avr 基因产物运输至水

稻细胞的证据还比较有限。与 AvrBs3 相似，从 E. coli 或 Xoo 中提纯的 AvrXa10，直接注射到含

Xa10 抗性基因的水稻叶片中，并不能诱导其产生 HR 反应（Young et al., 1994）。这些结果并不能

作为 Xoo 的无毒基因产物通过 TTSS 运输的直接证据。然而，因为 AvrXa5、AvrXa7 和 AvrXa10

蛋白都属于 AvrBs3 家族，所以 Xoo 的无毒基因产物也可能是通过 TTSS 转运到水稻细胞中。 

Xoo全基因组序列测定以后，在其中发现了一个hrp基因簇，包括hpa2 和hrpF在内的 26 个基

因。Xoo的hrp PAIs（31.3 kb）比Xac（25.6 kb）和Xcc（23.1 kb）中的相应部分大，这是由于在hpaB

和hrpF基因之间存在 4 个转座酶基因（大约 6kb），除此之外这些基因簇非常相似（Lee et al., 2005）。

在Xoo和Xac的一些同源hrp基因之间存在很高的氨基酸同源性：hpaF（74%）、hpaP（76%）、hrpD5

（79%）、hpaA（82%）。而另外一些基因同源性偏低：hrpF（68%）、hpa1（65%）、hrpB5（66%）

和hrpB7（65%）。非常有趣的是，hrpF和hpa1 基因产物是III型分泌系统的泌出组分，这一特点可

以解释它们在不同寄主的选择压力下的多样性。在Xoo基因组中，hrpW基因的同源序列不明显，

hrpW推测编码的是果胶裂解酶，但是在Xoo中存在一些其它的果胶裂解酶基因。其中的一个根据

序列相似性命名为hrpW。其它病原细菌中的hrpW具有激发HR的活性，但并不具有果胶裂解酶活

性（He，1998）。E. amylovora也有hrpW，而且在E. amylovora中过量表达hrpW可以互补hrpN突变，

hrpN突变大大降低了HR产生能力和致病性，表明hrpN和hrpW在功能上是冗余的（He，1998）。在

Xoo、Xac和Xcc基因组中，hrpX和hrpG同源序列在相似的位置出现。在其它Xanthomonas菌株中，

受hrpX调节的基因在启动子中往往存在PIP盒（TTCG-N16-TTCG）（Fenselau and Bonas，1995）。

在Xoo基因组中，发现了 14 个拷贝的类似序列（TTCG-N16-TTCGn）。有 4 个PIP盒在hrp基因簇的

启动子区。另一个与avr基因的启动子有关，还有一个与PopC类似的富含亮氨酸的蛋白有关。剩余

的 8 个分散在基因组中，分别与肽酶、依赖于TonB受体蛋白、核糖核苷双磷酸还原酶和三个推测

的蛋白有关（Lee et al., 2005）。 

hrp 基因的表达受到严格的调节，这些基因只在植物中或者模拟植物的条件下表达，而在营

养丰富的培养基上是不表达的（Marenda et al., 1998；Schulte and Bonas，1992；Wengelnik et al., 

1996）。建立一个在培养基上诱导 hrp 基因表达的系统，对于分析 hrp 基因产物的功能、确定通过

TTSS 分泌的物质以及它们在致病性和引发 HR 反应中的作用是非常重要的。一些细菌在 hrp 基因

诱导培养基上培养时，可以通过依赖 hrp 基因的方式分泌致病相关蛋白，并通过电子显微镜观察

到了 hrp 菌毛的形成和通过菌毛分泌致病相关因子。在 Xanthomonads 中，对于 X. campestris pv. 

vesicatoria 也有了 hrp 基因诱导培养基 XVM2（Schulte and Bonas，1992；Wengelnik et al., 1996），

在此基础上发展出来 Xoo 的 hrp 基因诱导培养基 XOM1 和 XOM2（Tsuge et al., 2002），为研究依

赖 hrp 基因的分泌蛋白和 hrp 基因的表达机制提供了有利的条件。 

1.4.5.3 胞外多糖，脂多糖和表面特征 

Xoo 的一个与其它 Xanthomonas 菌相似的特征是在含有葡萄糖的培养基上形成黏着的菌落。

这种表型是由于大量胞外多糖（又被称为黄原胶）引起的，它是 gum 操纵子产物。EPS 是重复的

五聚体，由 2 个葡萄糖、2 个甘露糖和 1 个葡糖醛酸组成，往往还包含一些修饰，如乙酰化作用。

在 Xoo 长期保存及继代培养过程中会发生自发性的细菌毒性降低及 EPS 合成减少（Rajeshwari and 
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Sonti，2000）。因此，EPS 被认为是毒性因子。在 Xoo 基因组中，发现了一个 gum 操纵子（16kb），

由 13 个基因组成，gumBCDEFGHIJKLMN，与 Xcc 中的 gum 操纵子相比较，除了 gumN，二者基

本相似。在 Xoo 中，gumG 同源序列的转座子插入突变，会导致 EPS 的减少和水稻上毒性的丧失。

Xoo 中 gumG 突变的恢复，将会重新产生 EPS 和毒性。Xoo 的 gumM 对 EPS 的合成也是必需的，

gumM 的突变使 EPS 不能合成，毒性丧失（Rajeshwari and Sonti，2000）。另外，实验表明，通过

Tn5 转座子突变，在 Xoo 中发现一个新的位于 gum 基因簇外的基因位点对 EPS 合成和毒性也是必

需的。其中有两个转座子插入位点位于糖核苷异构酶和糖基转移酶基因上，这个区域基因具有一

个明显特点，其 G+C 含量（51.7%）明显低于整个细菌基因组的 G+C 含量（约 65%），可能是通

过基因水平转移获得的。此基因座在其它黄单胞菌中尚未发现（Dharmapuri et al., 2001）。EPS 在

毒性上的作用可能表现在以下方面：首先，EPS 中含有大量水份，在细菌入侵到充满空气的植物

细胞间隙生长时提供水份，防止干燥及疏水抑菌物质的破坏作用；其次，EPS 的粘附性有利于病

菌粘附到植物细胞表面；另外，部分纯化的 EPS 提取物能诱导水稻叶片的萎焉，这可能是由 EPS

引起细胞膜的渗漏（Kuo et al., 1970；Vidhyasekaran et al., 1989）。在 Xoo 中，EPS 的合成受双组

分系统 rpfC（Regulation of Pathogenicity Factor）基因的调控。rpfC 基因的突变使 EPS 合成量及毒

性大大减低，但病菌在寄主水稻体内的增殖不受影响（Tang et al., 1996a）。以上研究结果表明，

EPS 是 Xoo 中重要的致病因子。 

在 Xoo 基因组中，三个不同的基因 wxoD（O-抗原酰基化酶）、oma（外膜抗原）和 rbfC（O-

抗原生物合成中起作用）分布在三个不同的区域。然而，在 Xcc 基因组中，O-抗原合成的基因组

成一个簇（Vorhölter et al., 2001）。第一个区域包含编码转移酶、表异构酶、转座酶和糖转移蛋白

的基因，第二个区域包含 xanAB 和 r mlDABC 基因，它们与核苷-糖和 dTDP-L-鼠李糖生物合成有

关（Koplin et al., 1993）。Xoo 的 O-抗原与 Xcc 和 Xac 基因组中相应的部分缺乏明显的相似性。这

些结果与 LPS O-抗原是致病变种特异论断相同。对 LPS 的兴趣源于它们与寄主防卫反应的复杂互

作和在病原细菌毒性方面的作用。O-抗原形成亲水性表面，在决定寄主范围和致病性中起作用，

可以作为抵抗植物毒素的屏障（Dow et al., 1995；Whitfield，1995）。 

黄单胞菌色素是黄单胞菌属细菌产生的一种膜结合色素。目前还不清楚其是否与细菌的致病

性有关。对 Xcc 的白色或色素产生量减少的突变体研究表明，色素在细菌致病过程中不起决定性

的作用。然而，一个黄单胞菌色素合成缺陷的 Xoo 突变体在水稻上表现为致病性丧失及芳香族氨

基酸的营养缺陷型（Aro）。遗传学分析表明，Xoo 中负责黄单胞菌色素合成的莽草酸脱氢酶基因

能互补 E. coli 的 aroE 突变体。在野生型菌株中能检测到莽草酸脱氢酶的活性而突变体则检测不到

（Goel et al., 2001）。 

Xoo 基因组也包含 IV 型鞭毛和一些富含甘氨酸的外膜蛋白基因，这些蛋白与病原细菌在寄

主上定殖和附着有关（Cao et al., 2001）。例如，xadA 编码一种与毒性有关的外膜蛋白，与其它 hrpG

编码的致病因子共调节（Noel et al., 2001）。在 Xoo 的基因组中鉴定出 xadA 的两个等位基因，这

与 Xac 基因组相同，在 Xcc 基因组中仅有 1 个等位基因。 

1.4.5.4 潜在的致病性和毒性因子 

RTX（repeats in the structural toxin）毒素是多种人类和动物病原细菌重要的毒性因子（Welch 
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et al., 1992），也存在于一些植物细菌包括 X. fastidiosa（Simpson et al., 2000）、Rhizobium 

leguminosarum（Oresnik et al., 1999）和 E. carotovora（Kuhnert et al., 1997）中。在 Xoo 的基因组

中找到 2 个 RTX 毒素的基因（rtxA 和 rtxC），但是这些基因在 Xcc 和 Xac 中不存在。已报道过

Xoo 产生其它毒素，包括苯乙酸（ phenylacetic acid ， PAA ）、反 -3- 甲硫基 - 丙烯酸

（trans-3-methylthio-acrylic acid，MTAA）和 3-甲硫基-丙酸（3-methylthio-propionic acid），可以引

起萎蔫和褪绿（Noda et al., 1989）。因此，Xoo 基因组中的 RTX 毒素基因也可能是毒性因子。 

鞭毛（Flagella）是动、植物病原细菌重要的毒性因子（Moens and Vanderleyden，1996）。例

如，在 A. tumefaciens 中发现失去鞭毛的突变体在向日葵上的致病性减弱（Chesnokova et al., 1997）。

Xoo 具极生单鞭毛，在一定营养条件下诱导产生（Shen et al., 2001）。研究发现，Xoo 可以向人工

培养基或感病水稻的分泌物移动，但对抗病水稻的分泌物则没有趋化性（Feng and Guo，1975）。

这表明在进入植物叶片组织前，鞭毛的运动可能有助于 Xoo 到达侵染位点。一旦进入植物细胞内，

鞭毛就不再起毒性作用。在 X. campestris 中，细菌在游动培养基平板上从非游动态的野生型向游

动型的转变，伴随着黄原胶的产生减少及毒性丧失。已经观察到在受侵染的甘蓝叶片木质部，Xcc

无鞭毛也不能运动（Kamoun and Kado，1990）。从 Xoo 中已分离到包含四个 ORF 的鞭毛蛋白合

成基因簇。其中一个 ORF 为 flhF，编码 GTP 结合蛋白，flhF 的突变使其运动性减弱，然而，剪

叶接种该突变体表明，在水稻叶片上并不表现致病性的降低，说明一旦细菌进入水稻叶片后，运

动性对细菌毒性并无影响（Shen et al., 2001）。Xoo 鞭毛结构基因缺失突变体的接种试验还需要完

成，以证明运动性在 Xoo 毒性中的作用。研究表明，耶尔森氏鼠疫杆菌属（Yersinia）中一些细菌

的鞭毛也可以作为分泌系统，分泌与毒性相关的磷脂酶（Young et al., 1999）。植物病原细菌中的

鞭毛是否在毒性因子的分泌过程中起重要作用还未可知。像 Xac 和 Xcc 一样，Xoo 的基因组序列

包括用于鞭毛生物合成和趋化性的基因。与 Xac 和 Xcc 不同的是，Xoo 的趋化性受体和鞭毛生物

合成基因组成 2 簇，分布 62kb，且只有 2 个甲基化-接受趋化性蛋白基因（mcp）存在。 

许多植物病原细菌分泌多种植物细胞壁降解酶类，例如纤维素酶、木聚糖酶、果胶酶和蛋白

酶。一般分泌途径（GSP），即 II 型分泌系统，分泌这些胞外酶，对许多病原细菌在其寄主植物上

的毒性是必需的。虽然对于 X. campestris 的纤维素酶、果胶酶、蛋白酶、脂酶和淀粉酶等胞外酶

作了大量研究，然而，各种胞外酶在致病过程中的作用并不完全清楚，在不同条件下，得出的结

论并不完全一致（Chan and Goodwin，1999）。纤维素酶、蛋白酶和果胶裂解酶对 Xanthomonas 菌

来说，在毒性和细菌营养中起重要作用。Xoo 的基因组中有产生多种胞外酶的基因，包括 7 种纤

维素酶，6 种不同的蛋白酶，一种多聚半乳糖醛酸酶和果胶降解酶（1 个果胶脂酶，2 个果胶裂解

酶），4 个木聚糖酶，6 个木糖苷酶和 1 个 1，4-β-纤维二糖酶（Lee et al., 2005）。有研究认为 Xoo

的一种蛋白酶缺陷型突变体在植物上的致病性减弱，细菌增殖减少（Xu et al., 1989）。除此之外，

胞外酶在 Xoo 致病过程中的作用知之甚少，但胞外酶一直被认为是潜在的致病因子。与 Xcc 和

Xac 相比，Xoo 有更多的基因参与果胶的降解，如纤维素酶和木聚糖酶。研究表明，木聚糖酶和

蛋白酶与 Xoo 的致病性有关（Xu and Gonzalez，1989；Ray et al., 2000）。这是符合逻辑的，因为

水稻白叶枯病是一种维管束病害，Xoo 在导管中繁殖和扩展，其中木聚糖非常丰富。因此，木聚

糖酶降解木聚糖，为 Xoo 提供能量。在 Xcc 和 Xac 基因组中还没有鉴定出木聚糖酶基因，表明木

聚糖酶的产生可以作为 Xoo 致病性的特征因子。 
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上述胞外酶的分泌通常涉及到 xps 基因簇编码的 GSP 分泌系统（Dums et al., 1991；Hu et al., 

1992）。在 Xoo 基因组中鉴定出了 Xps 系统（xpsEFGHIJKLMN 和 xpsD）的同源序列，与其它

Xanthomonas 菌株中的相应基因的氨基酸相似性大于 79%。尽管胞外酶在致病过程中的确切作用

还不十分清楚，但其分泌系统（II 型分泌系统）对细菌致病性是必需的。II 型分泌系统基因的突

变使 X. campestris 的致病性丧失，胞外酶在细胞周质中积累。在 Xoo 中，II 型分泌系统基因的突

变体不能在水稻上致病和泌出木聚糖酶（Ray et al., 2000；Sun et al., 2005）。 

细胞壁降解酶和胞外多糖的合成受 rpf（regulation of pathogenicity factor）基因产物的转录调

节。这是一个复杂的调控系统，涉及到一个小的可扩散分子（diffusible signal factor，DSF）（Barber 

et al., 1997）。例如，在 Xcc 中，当 rpfE 基因失活，蛋白酶和葡聚糖酶的表达水平也降低（Dow et 

al., 2000）。在 Xoo 中，rpfC 基因影响 EPS 的产生和在水稻上的毒性（Tang et al., 1996a）。在 Xoo

基因组中发现了一个 rpf 基因簇，比较 Xac 和 Xcc 基因组中的相应部分，该簇具有独特的结构

（rpfABFCGDIE）。在 Xoo 缺少 rpfH，它与 rpfC 的跨膜感受结构域同源，在 X. campestris 中可能

起到在细胞膜上固定 rpfC 的作用（Slater et al., 2000）。在 Xoo 基因组中，鉴定出 4 个拷贝的 rpfI

基因，该基因与胞外酶和 EPS 的合成调节有关。在 Xcc 中，rpfI（orf4）的转座子插入并不影响多

聚半乳糖裂解酶的产生，但是导致蛋白酶和葡聚糖酶的降低，胞外酶水平的这些变化并不影响 Xcc

致病性（Dow et al., 2000）。 

总之，水稻是我国的主要粮食作物，Xoo 是水稻上一种重要的病原细菌，也是模式植物病原

细菌之一。许多研究对该菌的致病机制进行了探索，已分离和鉴定出了大量与致病性有关的基因。

这些基因包括 EPS 产生有关的基因，毒性和无毒因子的合成及调控基因，以及编码胞外酶、毒性

因子和无毒因子的分泌系统组分的基因。Xoo 全基因组的测序完成为鉴定毒性相关基因和该致病

变种特有基因提供了便利条件。然而，Xoo 的致病机制非常复杂，许多毒性和无毒机制目前仍不

得而知。目前需要利用基因组学的方法，鉴定出其它的致病相关基因，并确定它们的功能，为更

加全面的了解 Xoo 的致病机制提供有用的信息。 

1.5 GacS/GacA 双组分调控系统及其调控机理 

感应蛋白激酶（sensor kinase）GacS（global activator sensor kinase）和反应调控蛋白（response 

regulator）GacA（global antibiotic and cyanide contorl）组成双组分调控系统（two-component 

regulatory system），在许多中细菌中都有发现，包括 Pseudomonas、Vibrio fisceri、Salmonella、

Legionella 和 Erwinia（Anja et al., 2005；Souza et al., 2003；Christophe and Dieter，2007；Chieda et 

al., 2005；Reimmann et al., 2005；Heeb and Hass，2001；Whistler et al., 2007；Kay et al., 2006），

该系统控制着一系列表型变化，涉及到胞外蛋白酶和次级代谢物的产生，这些蛋白酶和次级代谢

物是细菌毒性或与植物共生所必需的，能保护宿主免受致病真菌的侵害。GacA/GacS 系统还控制

着抗菌素、Quorum-Sensing（QS）信号、毒素、EPS，以及细菌的移动性、生物被膜（biofilm）

的形成和蛋白的泌出，在肠细菌（Enteriebacteria）和荧光假单胞杆菌（P. fluorescens ）中已得到

深入的研究。生防细菌抗生素的产生一直被认为是荧光假单胞杆菌最重要的生防机理之一，

GacS/GacA 系统调控生防细菌次生代谢物和胞外酶的产生，在荧光假单胞杆菌的生防活性中起着

关键性的调控作用（Anja et al., 2005）。 
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1.5.1 GacS/GacA 双组分调控系统的定义 

信号感应蛋白 GacS，最早命名为 LemA（lesion manifestation），是作为 P. syringae pv. syringae

菌株 B728a 豌豆叶片上形成病斑的必需因子提出的。gacS 基因的失活突变体使这一菌株失去毒性

和生态适应性（Hirano et al., 2000）。反应调控蛋白 GacA 最早是由生防菌 P. fluorescens  CHA0

的研究中提出的（Laville et al., 1992）。在这一菌株中，GacA 作为抗生素和氰化物产生的全局调

控因子，是抗真菌活性和生态适应性所必需的因子（Laville et al., 1992；Natsch et al., 1994），其具

有整体水平上调节细菌次生代谢物的功能。P. syringae pv. syringae 的遗传学最早证实了 GacS 和

GacA 是双组分调控系统的两个组成部分（Rich，1994），随后又在其它几种细菌上得到证实（Aarons 

et al., 2000；Altier et al., 2000；Bull et al., 2001）。 

1.5.2 GacS/GacA 双组分调控系统的结构特征 

GacS是定位于细菌细胞膜的信号感应蛋白，它含有自身磷酸化（autoposphorylation）功能域、

接收（receiver）功能域、输出（output）功能域和GacS的周质环（periplasmic loop）功能域。其

中GacS的周质环功能域在不同的细菌中保守性很差，这可能与这一功能域感应不同的信号有关

（Perraud et al., 2000）。在其它感应蛋白中也具有相似的结构，例如，E. coli中的ArcB蛋白，其能

感应氧化还原电位（redox potential）氧张力（oxygen tension）的变化（Pernestig et al., 2001）；

Bordetella pertussis中控制毒性的BvgS蛋白也具有GacS相似的结构（Perraud et al., 2000）。GacS的

N端是感应功能区，它由两个跨膜成分组成（图 1，阴影方框），被周质环分开，这种周质环是许

多双组分调控系统蛋白激酶的共同特征（Stock et al., 2000）。在第二个跨膜功能域相邻的位置，连

接功能域上有两个亲水脂序列（amphipathic sequence）（图 1，白色方框）。这些序列在环境因子激

活蛋白后，可能会相互作用，引起胞质内的C-端构象变化，从而有利于自身磷酸化（Robinson et al., 

2000）。亲水连接域后面链接第一转移功能域，它含有一个保守的可自身磷酸化的组氨酸基团（图

1，H1）。这一功能域中α-螺旋和β-折叠的交互出现，对感应激酶的二聚体化（dimmerization）是

十分重要的（Dutta et al., 1999）。组氨酸残基自身磷酸化后，磷酸基团转移到GacS的第一个接受

子天冬氨酸残基上（图 1，D），然后又转移到下一个组氨酸残基上（图 1，H2），这个组氨酸在GacS

中属于C-端的Hpt功能域。Hpt功能域作为第二个转移功能域，将磷酸基团转移到GacA保守的天冬

氨酸残基上（图 1）（Pernestig et al., 2001）。磷酸化的GacA激活或阻遏调控组件的转录，从而控制

目标基因的表达。Sinorhizobium meliloti的FixJ是与GacA相似的反应调控因子，磷酸化使之形成二

聚体，而二聚体也正是FixJ与靶标DNA高亲和度结合所必需的（Da Re et al., 1999）。因此GacS和

GacA都是以二聚体形式发挥活性。GacA与其它反应调控因子一样，含有一个与DNA结合相关的

helix-turn-helix（HTH）结构域。GacA识别的DNA序列及GacA直接调控的基因目前还未知。推测

GacS/GacA系统对靶标基因的影响是间接的。 
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图 1-1 GacS/GacA 双组分调控系统的信号转导途径 

Fig.1-1. Model of the signal transduction pathway mediated by the GacS/GacA two-component system 

1.5.3 GacS/GacA 同源物中的保守结构域 

对多种细菌的 GacS 蛋白序列应用 PILEWP 比较确定了三个相似性较高的组：假单胞组，肠

细菌组和 Vibrio fisceri/Shewanella 组。在假单胞组中，P. fluorescens  CHA0 和 Pf-5，P. chlororaphis，

P. tolaasi，P. viridiflava 和 P. syringae 属于同一个亚组，它们与 P. aeruginosa 和 P. putida 的 GacS

同源性较差。这一聚类数据模式与 16S rRNA 的数据相同，表明 P. fluorescens e CHA0，P. 

chlororaphis 与 P. syringae 的关系很近（Ramette et al., 2001）。将上述 GacS 蛋白用 CLUSTALW 软

件（Thompson et al., 1994）作比较，并作进一步分析表明，转移功能域、接收功能域和 Hpt 输出

功能域具有高保守性。连接区作为第四个相关因子（linker）也显示出高于平均值的保守性。在

GacS 接收功能域，包含了三个保守区：天冬氨酸-天冬氨酸（DD），可磷酸化的天冬氨酸（D）和

赖氨酸（K）。在输出功能域，N-端和第三个磷酸化位点周围有两个显著的保守氨基酸残基的峰值。

GacS 中同源性较低的区域包括：包含有两个跨膜功能域的周质环（1~200 残基），转移区和接收

区之间的序列，以及接收区和输出功能域之间的短序列（800~840 残基）。周质环的保守性相对比

较差（Ramette et al., 2001）。 

1994 年，Thompson 等用 CLUSTALW 比较了 16 个 GacA 序列，根据已鉴定过结构的反应调

控因子，NarL（E. coli）和 FixJ（Sinorhizobium melilofi）来推测 GacA 的二级结构（Stock et al., 2000），

证实 GacA 蛋白的 N 端接收功能域中，可磷酸化的 Asp-54 残基和与其保守关联的 Asp-8/Asp-9、

Thr（Ser）-82 和 Lys-104 是其活性域（1~148 残基），在 C 端 DNA 结合结构域（149~最后的残基）

有一个 Helix-Turn-Helix（HTH）功能区，可能决定了 GacA 对 DNA 识别的特异性。进行自磷酸

化的第一个保守的组氨酸附近，包含 H-box 以及与其相邻的连接功能域可能对配体反应调控子识

别和特异性互作具有决定性作用。以 P. fluorescens  CHA0 的 GacA 蛋白序列作比较，使用 BLAST
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程序在 NCBI 的数据库中确认了 GacA 的同源序列（Bull et al., 2001；Reimmann et al., 1997）。GacA

序列成组排列的树状图（dendrogram）将四个荧光性假单胞菌的生防菌株（CHA0，Pf-5，BL915

和 30-84）聚为一簇，与 P. syringae 和 P. viridiflava 的 GacA 蛋白关系较近，而与 P. aeruginosa 和

P. putida 的关系较远。如 GacS 的树状图一样，GacA 同源的肠细菌和其它细菌（Shewanella 和

Xylella）都排除在 Pseudomonas 组之外。 

1.5.4 GacS/GacA 双组分调控系统模型及其相关联因子的研究 

以 P. fluorescens CHA0 作为材料研究表明：GacA 并不直接与其控制的基因 hcnABC 的启动

子互作，而且 hcnA 启动子上也没有与 GacA 相关的区域（Blumer et al., 2000）。当 hcnA-lacZ 翻译

融合子在 tac 启动子控制下表达时，由于在 hcnA 核糖体结合位点附近的一个约 11 bp 核苷酸的序

列使这一基因仍受 GacS/GacA 系统的调控，而且也正是这一区域被 RNA 结合蛋白 RsmA 所抑制，

说明 RsmA 可能是 GacS/GacA 调控级联反应的下游组件（Blumer et al., 2000）。RsmA 在许多革兰

氏阴性和部分革兰氏阳性细菌中对代谢起调控作用。它是一个保守的 RNA 结合蛋白。在 P. 

fluorescens CHA0 中，RsmA 的过量表达抑制了 GacA 控制的靶标基因表达，包括 hcnA，aprA（控

制胞外蛋白酶）和 phlA（控制 2,4-DAPG 合成），而 rsmA 突变体只是部分抑制了 gacS 失活突变所

引起的胞外产物的缺失（Blumer et al., 2000）。 

革兰氏阴性细菌中的这一模型的关键部分包括：（1）在由对数生长阶段向静止阶段转变时，

GacS/GacA 系统被激活，可能主要是通过磷酸化过程，激活这一系统和使之失活的信号尚不清楚；

（2）激活的 GacA 对控制分泌物产生的调控因子有直接或间接的正调控作用，如 RsmB 和相关的

调控 RNAs；（3）这些调控 RNA 可以隔离 RNA 结合蛋白 RsmA，因此可以降低对靶标 mRNA 的

翻译抑制。然而 RsmA 和 RsmB 产生的转录后抑制只能说明 GacS/GacA 的调控只具有部分效果，

一定还有其它调控因子的存在。有待发现 GacS/GacA 级联系统中更多的因子来完善它。 

P. fluorescens Pf-5 和 E. coli（Whistler et al., 1998）研究表明，静止期的 sigma 因子（rpoS 的

产物）受 GacS/GacA 系统的正调控。因此，一些依赖 GacS/GacA 的表现型可能取决于 RpoS。在

P. fluorescens 中，rpoS 和 gacS/gacA 的突变体存在不同的表现型（Whistler et al., 1998；Sarniguet et 

al., 1995）。目前，对于 RpoS 和 GacS/GacA 调控系统之间的互作关系有待进一步研究。 

P. aeruginosa，P. syringae 和 P. aureofaciens 三种细菌中，GacS/GacA 通过对 N-乙酰高丝氨酸

内酯（AHLS）合成的正调控而作用于 Quorum-sensing（QS）机制（Chancey et al., 1999；Heurlier 

et al., 2003）。AHLs 也称自体诱导因子（autoinducer），许多革兰氏阴性细菌产生这种信号，通过

群体密度介导基因表达（Fuqua et al., 1998）。在上述三种产生 AHLs 信号的生物中 GacA 通过两条

途径调控胞外产物的产生，一条包括刺激 AHLs 的产生及激活的 AHLs 对靶标基因的转录调控；

另一条不依赖于 AHLs 而是在转录后水平上作用于同一个靶标基因。由 GacA 刺激 AHLs 合成的

途径与不依赖于 AHLs 的合成途径是否包括相同的调控因子（例如 RsmA），尚须进一步研究。 

1.5.5 GacS/GacA 双组分调控系统在植物-病原物互作中的调控研究 

GacS/GacA 控制的表现型共同特点是控制合成胞外产物，即胞外蛋白酶和次生代谢产物
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（Aarons et al., 2000；Altier et al., 2000；Whistler et al., 1998；Zhang et al., 1996）。对植物有益的

根围定殖细菌研究表明（P. fluorescens  CHA0，Pf-5，BL915 和 F113；P. chlororaphis PCL1391

和 P. aureofaciens 30-84），GacS/GacA 系统对于合成有抗菌活性的次生代谢产物基因表达是正调控

的 。 这 些 代 谢 物 包 括 ： 2,4-DAPG ， pyoluteorin ， pyrrolnitrin ， hydrogen cyanide ，

2-hexyl-5-propylresorcinlo 和 phenazine 类化合物。许多研究表明这些次生代谢物能使生防细菌所

定殖的植物抵抗多种真菌的侵染（Haas et al., 2000；Thomas et al., 1997）。同一种细菌中，GacS/GacA

系统还对一些胞外酶的基因表达起正调控作用。如：蛋白酶，磷脂酶 C（phospholipase C）和几丁

质酶。尽管这些酶在所列出的细菌生防功能中的作用没有专门研究，但已知胞外蛋白酶和几丁质

酶在其它一些细菌菌株中对生防活性起作用。GacS/GacA 系统所起到的负调控功能也有报道：在

P. fluorescens CHA0 中，gacS 和 gacA 突变体导致 pyochelin 和另一种可能是 pyochelin 的荧光化合

物的过量产生（Schmidli-Sacherer et al., 1997）。 

研究表明 GacS/GacA 突变体的特征包括：1．导致植物有益的假单胞菌部分或全部丧失生防

能力；2．导致植物或动物致病细菌的病原毒性显著下降。对 P. fluorescens  CHA0 的 gacS 和 gacA

突变体的研究表明，与野生型相比，突变菌株在一般培养基上菌落大而扁平，而在半固体培养基

上，运动性（motility）有一定变化（Schmidli-Sacherer et al., 1997；Goodier et al., 2001），这说明

GacS/GacA 系统对菌体的表面组分也有影响。 

GacS/GacA 系统在多种类型的致病性中起决定性的作用。如在植物病原细菌 P. syringae pv. 

syringae B728a 中，GacS/GacA 系统对叶片上形成病斑是必须的，但对过敏性反应（HR）不起作

用。丁香霉素（Syringomycin），胞外多糖藻酸盐（polysaccharide alginate）和胞外蛋白酶都受

GacS/GacA 控制，而且也可能与病原性相关，但是这些单独作用都不能造成病害（Hirano et al., 

2000）。P. syringae pv. syringae B301D-R 在 GacS 控制下修饰一个含 12 个氨基酸的多肽 syringolin。

其本身并不抑制真菌，但是能在水稻中激发防卫相关基因，从而抵抗稻瘟病菌的侵染，阻止叶片

的坏死（Waspi U et al., 1998）。在 P. syringae pv. tomato DC3000 中 gacS/gacA 双组分系统控制着

hrpL、hrpRS、ahlI/ahlR、rpoN、rpoS 以及双组分调控系统 rsmA/rsmB 的转录，其中 rpoN 和 hrpRS

调控 hrpL 的转录，而 hrpL 控制毒性基因、无毒基因和 hrp/hop 基因的转录；ahlI/ahlR 调控与群体

感应相关的基因，ropS 控制胁迫相关基因和次级代谢产物的表达。gacA 的缺失导致上述基因转录

水平的下降和影响 Pst 菌的毒性、繁殖、HR、群体感应、运动性和色素的产生（Chatterjee et al, 2003）。

在 E. carotovora subsp. carotovora 中的研究表明，与 gacS/gacA 双组分调控系统高度同源的

ExpS/ExpA 系统控制着 Ecc 菌的胞外蛋白酶泌出和毒性，该系统不但存在于 Ecc 中，而且也存在

于 E. amylovora、E. rhapontici、E. herbicola pv gypsophilae 和 E. herbicola，突变 gacA（expA）基

因，造成果胶裂解酶基因 pel-1，多聚半乳糖醛酸酶基因 peh-1，纤维素酶基因 cel-v 转录水平的下

降，使 Ecc 丧失致病力（Cui et al, 2001）。Cui 等（2001）认为 Erwinia spp.所产生的 Harpin（烟草

叶片上激发过敏性反应的蛋白）也受 GacS/GacA 的调控。 
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1.6 本研究的目的意义和技术路线 

1.6.1 研究目的和意义 

水稻白叶枯病是水稻生产上的一种重要细菌病害，而且水稻—Xoo 是研究植物-病原物互作的

模式系统之一，白叶枯病菌和水稻全基因组序列的公布（Lee et al., 2005；Hirokazu et al., 2005；

Yu，et al., 2002）为阐明 Xoo 致病机理，发现新致病因子提供了有利的条件。GacS/GacA 双组分

调控系统存在于许多革兰氏阴性细菌中，其功能涉及到细菌毒性以及与寄主的共生，控制合成胞

外产物，即胞外蛋白酶和次生代谢产物。分析其 Xoo 全基因组序列，发现含有单拷贝的 gacA，命

名为 gacAxoo，本研究拟通过标记置换法构建 gacAxoo 突变体，采用功能互补方法来确定 gacAxoo

的功能；通过 Y2H，研究依赖于 gacAxoo 基因的转录表达调控网络，从转录调控网络方面初步阐

明水稻白叶枯病菌的致病机理。 

1.6.2 技术路线 
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第二章 水稻白叶枯病菌 gacAxoo 基因的功能分析 

与多细胞生物相比，作为单细胞生物的细菌要适应更具随机性的生境变化。因此，细菌一方

面必须能够检测到外界的环境刺激，将其转化为细胞信号，另一方面又需以此调控自身的新陈代

谢、结构和行为，达到趋利避害，正常生长的目的。研究表明，调控这两个信号转导过程的基因

不是随机分布于基因组中的，而是具有紧密的联系和精细的结构，其编码的蛋白质之间以磷酸化

形式进行着高效多样的信号传递。据其结构特征，研究者将此类系统称为“双组分调控系统”（Nixon 

et al., 1986），它们调控着细菌细胞的绝大部分生理过程，包括趋化性、碳、氮、磷等营养元素的

代谢、渗透性、孢子形成、酶合成、细胞分裂与分化等，也包括病原细菌的毒性、生物被膜（biofilm）

形成和群体感应（qurom-sensing）等致病过程（Parkinson and Kofoid，1992）。 

随着多种生物全基因组序列的破译，已经发现双组分系统不仅仅只存在细菌中，在古细菌、

真菌、酵母和植物（拟南芥和番茄）等基因组中（Stock et al., 2000）均发现具有特定功能的双组

分调控系统。研究表明双组分调控系统起源于细菌并以基因水平转移（horizontal transfer）方式传

递给有限的古细菌和真核生物类群，形成辐射进化（Koretke et al., 2000；Kim et al., 2000）。对双

组分系统分子进化的研究激发了将其作为靶分子，发展新型抗生素的探索（Stephenson et al., 

2000）。 

GacS/GacA 双组分系统是广泛存在于革兰氏阴性细菌中感应环境信号进而控制基因表达的

调控系统（Heeb et al., 2001）。反应调节子 GacA 在丁香假单胞番茄致病变种（P. syringae pv. tomato 

DC3000）中作为一个调控等级较高的主控因子，控制了细菌毒性、群体感应性、生物被膜形成、

存活、运动性、次生代谢产物产生、毒素合成、胞外多糖产生、胞外酶类和蛋白泌出等表型及其

基因表达（Chatterjee et al., 2003）。然而，至今仍不清楚 GacAxoo 对水稻白叶枯病菌致病性及其

基因表达的调控作用，以及 GacS/GacAxoo 上、下游的调控网络。本研究试图通过分析 gacAxoo

基因的结构和功能，阐明GacS/GacA双组分系统中 gacAxoo在 Xoo 致病性中的调控作用及其机理。 

根据已报道的丁香假单胞番茄致病变种 gacApst 基因序列在 Xoo 全基因组序列中检索，获得

了 gacAxoo 的基因序列。GacAxoo 属于 LuxR/uhpA 基因家族成员之一。GacAxoo 与 GacApst 核苷

酸序列同源性为 44.9%，氨基酸序列同源性为 42%；二者均具有信号接收结构域 REC 和 HTH-LuxR 

DNA 结合结构域。 

根据gacAxoo核苷酸序列设计了特异性引物gacAF和gacAR，从Xoo PXO99A基因组DNA中扩

增并克隆了gacAxoo基因。该基因在Xoo基因组中为单拷贝，与甘蓝黑腐病菌（Xcc）的gacAxcc和

柑桔溃疡病菌（Xac）的gacAxac序列同源性达到 100%，表明了gacA在黄单胞菌中的结构保守性

和潜在的功能相似性。用标记置换方法对gacAxoo进行突变分析。与野生型菌株相比，gacAxoo突

变体的运动性减弱。但是突变体的致病性和诱导非寄主植物烟草产生HR的能力未发生明显改变。

基因功能互补分析表明，gacAxoo能将突变体运动能力恢复到与野生型菌株相同的表型。因此，初

步推测gacAxoo调控了Xoo的运动性。 
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2.1 实验材料 

2.1.1 菌株和质粒 

水稻黄单胞菌（Xanthomonas oryzae pv. oryzae，Xoo）PXO99A株系，E. coli菌株DH5α和JM109，

用于互补分析的广寄主范围载体pHM1 均为本实验室保存；用于构建双交换突变体的质粒pDS132

由Schneider Dominique惠赠，提供庆大霉素抗性基因的质粒pBBR1MCS-5 由Peterson Kenneth M惠

赠；克隆载体pMD18-T购自TaKaRa（大连）公司；实验中所用抗生素浓度为：卡那霉素（Kan）

为 25 µg/ml；壮观霉素（Sp）为 100 µg/ml；氨苄青霉素（Amp）为 100 µg/ml，庆大霉素（Gm）

为 25 µg/ml，氯霉素（Cat）25 µg/ml。 

2.1.2 生化试剂 

限制性内切酶、Taq DNA 聚合酶和 T4 DNA 连接酶购自 TaKaRa（大连）公司；卡那霉素

（Kanamycin）购自 Sigma 公司；质粒纯化和凝胶回收试剂盒购自鼎国生物公司或者普博欣生物

公司；小牛肠碱性磷酸酶（Calf Intestinal Alkaline Phosphatase）CIAP 购自 New England BioLabs

公司。其它试剂均为国产分析纯，购自北京化工厂。 

2.1.3 培养基和菌株培养条件 

培养基： 

肉汁胨培养基（NA 培养基）： 

牛肉浸膏 3 g 

蛋白胨 7.5 g 

蔗糖 10 g 

加水至 1,000 ml, 调至 pH 7.0，121℃灭菌 20 分钟。固体培养基加 1.5%琼脂。 

 

LB 培养基： 

细菌培养用蛋白胨 10 g 

细菌培养用酵母膏 5 g 

NaCl 10 g 

加水至 1,000 ml, 调至 pH 7.0，121℃灭菌 20 分钟。固体培养基加 1.5%琼脂。 

 

PSA 培养基： 

细菌培养用蛋白胨 10 g 

蔗糖 10 g 

谷氨酸 1.0 g 

加水至 1,000 ml, 调至 pH 7.0，121℃灭菌 20 分钟。固体培养基加 1.5%琼脂。 
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M210 培养基： 

酶水解干酪素 8 g 

蔗糖 5 g 

酵母提取物 4 g 

K2HPO4 3 g 

MgSO4.7H2O 0.3 g 

加水至 1,000 ml, 调至 pH 7.0，121℃灭菌 20 分钟。固体培养基加 1.5%琼脂。 

 

半固体培养基： 

细菌培养用蛋白胨 0.3 g 

细菌培养用酵母膏 0.3 g 

琼脂 3 g 

加水至 1,000 ml, 调至 pH 7.0，121℃灭菌 20 分钟。 

菌株培养条件及保存： 

PXO99A及其突变菌株：液体培养在 28℃，200 rpm振荡培养 48 小时；固体培养在 28℃培养

箱培养 48-72 小时。E. coli菌株液体培养在 37℃，200 rpm振荡培养 12 小时；固体培养在 37℃培

养箱生长至 12 小时。Xoo及其突变菌株短期可保存在含有适合抗生素的NA或PSA固体平板上，E. 

coli短期保存在含相应抗生素的LB固体平板上，均储存于 4℃冰箱，每 4 周重新划线活化；Xoo和

E. coli长期保存采用新鲜培养的液体菌液 600 µl与 80%无菌甘油 400 µl充分混匀，储存于-70℃。 

2.2 实验方法 

2.2.1 Xoo 基因组 DNA 的制备 

快速提取： 

1. 取 1.5 ml过夜培养的Xoo PXO99A菌液于离心管中，12,000 rpm离心 1 分钟，弃上清，收

集菌体； 

2. 加 400 µl 裂解缓冲液（40 mM Tris-醋酸，pH 7.8 的 20 mM 醋酸钠，1 mM EDTA，1％SDS），

吹打混匀（枪头去尖）； 

3. 加 200 µl 5 M NaCl 混匀后，12,000 rpm 离心 12 分钟（时间不能少）； 

4. 将上清液移至另一离心管中，加入 10 µl RNase A（10mg/ml）37℃温浴 30 分钟； 

5. 加入等体积苯酚/氯仿（1:1, v/v）抽提，充分混匀抽提； 

6. 离心收集上清，用氯仿抽提一次； 

7. 12,000 rpm 离心 3-10 分钟，吸取上清至新 Eppendorf 离心管中； 

8. 加 2 倍体积的无水乙醇沉淀 DNA 后，再用 70％乙醇洗沉淀 2 次； 

9. 干燥后，溶于 50 µl TE 或水中。 

大量提取： 

参照《分子克隆实验指南》，略有改动。 
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1. 培养 50 ml 细菌培养物至饱和状态，取 15 ml 培养物，8,000 rpm，离心 5 分钟，弃上清； 

2. 沉淀的菌体加入 5,670 µl TE，用吸管反复吹打，重悬菌体。加入 300 µl 10%SDS 和 30 µl 

20 mg/ml 蛋白酶 K，混匀，55℃温浴 2 小时； 

3. 加入 1,000 µl 5 mol/L NaCl，充分混匀，再加入 800 µl CTAB/NaCl（10% CTAB/0.7M NaCl）

溶液，混匀，于 65℃温浴 30 分钟； 

4. 加入等体积的苯酚/氯仿/异戊醇(25:24:1)，混匀，12,000 rpm 离心 15 分钟, 将上清转至新

管中； 

5. 加入等体积（约 8,000 µl）的氯仿/异戊醇(24:1)，混匀，12,000 rpm 离心 20 分钟, 将上清

液转入一个新管中（如难移出上清，先用牙签除去界面物质）； 

6. 加入 0.6 倍体积异丙醇，轻轻混合直到 DNA 沉淀下来，用一个封口的巴斯德管将沉淀转

移至适量 70%乙醇中洗涤 1 次，再用无水乙醇洗涤 1 次；（异丙醇沉淀后，可稍加离心后

收集沉淀，再用 70%乙醇洗涤） 

7. 离心 5 分钟，弃上清，超净工作台上风干（勿使沉淀完全干燥，否则极其难溶）； 

8. 加入 100-200 µl TE缓冲液或无菌的ddH2O，4℃过夜溶解DNA； 

9. 加入 10 mg/ml RNase 至终浓度为 50 μg/ml，37℃温浴 1 小时； 

10. 加等体积酚/氯仿/异戊醇抽提 1 次，上清液再用氯仿/异戊醇抽提 1 次； 

11. 向上清中加入 1/10 体积 3 mol/L NaAc (pH 5.2) 和 2 倍体积预冷的无水乙醇，倒置混合； 

12. 离心后轻轻弃去上清，DNA 沉淀用 70%乙醇和无水乙醇各洗涤 1 次，稍干后溶于适量

TE 中，用紫外分光光度计测定 DNA 浓度及纯度后，置于 4℃冰箱保存（-20℃长期保存），

作为 PCR 扩增模板。 

2.2.2 gacAxoo 基因的扩增 

Xoo 基因组 DNA 为模板，gacAF：5’-TTGCATCGAGCTTGCCCTGA-3’和 gacAR：5’-TCACAG 

CACCCTGGAGGGAT-3’为引物，采用 50 µl 反应体系 PCR 扩增 gacAxoo 基因，反应体系如下：

扩增程序为：94℃预变性 3 分钟，35 个循环（94℃变性 30 秒，57℃退火 40 秒，72℃延伸 1 分钟），

72℃延伸补平 5 分钟。扩增产物用浓度为 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测。紫外灯下分析电泳结果。反

应体系如下： 

10×PCR buffer 5 µl 

25 mmol/L MgCl2 2 µl 

10 mmol/L dNTP 1 µl 

10 µmol/L /gacAF 1 µl 

10 µmol/L /gacAR 1 µl 

Template DNA 20-100 ng 

Taq DNA polymerase 2.5 U 

Add ddH2O to 50 µl 
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2.2.3 gacAxoo 基因纯化 

gacAxoo基因纯化使用凝胶回收纯化试剂盒(北京鼎国生物公司或者普博欣DNA快速纯化/回

收试剂盒)。成分包括：离心柱－含有Resin(树脂)，具有吸附DNA的功能，无特异性；溶液B－6 mol/L 

NaClO4, 0.03 mol/L NaAC, pH5.2，少量酚红；溶液C－200 mmol/L NaCl(pH7.5), 10 mmol/L 

EDTA(pH7.5), 50 mmol/L Tris-HCl (pH7.5)，用时用无水乙醇 1:1 混合；溶液D－TE Buffer(10 mmol/L 

Tris-HCl,1 mmol/L EDTA, pH8.0)；溶液E- NaAc。 

操作步骤： 

1. 切取含 DNA 片段的琼脂糖凝胶(100~300mg)捣碎，按重量/体积比 1：3（含 DNA 片段凝

胶：溶液 B）加入溶液 B。 

2. 50℃水浴 10 分钟直至凝胶完全溶化，其间可漩涡振荡三次，琼脂糖必须完全溶化。如果

体积大于 500 µl，可适当增加溶胶时间，若此时溶液变红，可加 15 µl NaAc。 

3. 将溶液置于离心柱中静置 1~2 分钟，≥8,000 rpm 离心 30~60 秒，若一次加不完，可分两

次离心。 

4. 倒掉溶液，加入 500 µl 用无水乙醇稀释好的溶液 C 于离心柱中，8,000 rpm 离心 30~60

秒，倒掉溶液。 

5. 用稀释好的溶液 C 500 µl 再洗一次，8,000 rpm 离心 30~60 秒。 

6. ≥15,000 rpm 再次离心 30~60 秒以甩干剩余液体，除去残余酒精。 

7. 将离心柱置于新的离心管中，加入≥50℃预热的 20~30 µl 溶液 D，混匀，静置 2 分钟，

≥15,000 rpm 离心 60 秒，管底即为所需 DNA。 

8. 将 DNA 贮存于-20℃备用。 

2.2.4 gacAxoo 基因的连接与转化 

gacAxoo 基因的连接反应参照 T4 DNA 连接酶（TaKaRa）说明书和 pMD18-T Vector 试剂盒

（TaKaRa）说明书。 

E. coli 电击感受态细胞制备及转化： 

1. 新鲜菌落接种 LB 2.5 ml，37℃ 200 rpm 振荡培养过夜； 

2. 转接（接种量 1％）300 ml LB，37℃振荡培养至OD600＝0.3~0.7。 

3. 以 3,000×g 于 4℃离心收获菌体，用等体积冰冷的 10％甘油洗涤菌体沉淀两次，然后重

悬于 1/200 培养体积的洗涤液中，保存于-70℃。 

4. 取 1.5 µl 连接产物，加入 30 µl E. coli DH5α电击感受态细胞中，混匀； 

5. 冰上放置 2-3 分钟后，转入冰预冷的电击杯中，以 1.8 KV/cm 电击（采用 BIO-RAD 公司

Pluse Controller 仪）； 

6. 立即转入 1 ml LB 培养基中，37℃ 150 rpm 振荡培养 1 小时； 

7. 取 200 µl LB培养液，40 µl 20 mg/ml的 X-gal 和 60 µl 200 mg/ml 的 IPTG涂于含 100 µg/ml

氨苄青霉素的 LB 平板上，37℃倒置培养 14-16 小时。 
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E. coli 化学感受态细胞制备及转化： 

转化储存液（2×TSS）：含 100 mM MgCl2 LB培养基稀释 40%（m/v）聚乙二醇（PEG3350）

溶液至 20%，加入DMSO至 10%（v/v），调pH至 6.5，高压灭菌，4℃保存备用。 

方法一：挑取E. coli JM109 的单菌落于 5 ml的LB培养基中，37℃振荡培养过夜；取 0.5 ml

过夜培养物加入到 100 ml培养基中，37℃振荡培养 2.5 小时左右至OD600值约为 0.4；将培养物分

装于 2 个 50 ml的离心管中，冰浴 30 分钟，4,000 rpm离心 10 分钟；弃上清，倒置离心管流尽残

余液体，然后加入TSS转化储存液 1 ml或者 5 ml预冷的 0.1 mol/L CaCl2溶液，冰浴 10 分钟，每管

100 µl，分装后保存于-70℃冰箱。 

方法二：Psi 培养液的配制： 

酵母提取物 5 g/L 

蛋白胨 20 g/L 

硫酸镁 5 g/L 

用 1M KOH 调至 pH 7.6 ，121℃高压灭菌后保存备用。 

溶液 TbfI 和 TbfII 的配制： 

溶液 药品 用量 终浓度 

TbfⅠ（200 ml） 醋酸钾 0.588 g 30 mM 

 氯化铷 2.42 g 100 mM 

 氯化钙 0.294 g 10 mM 

 氯化锰 2.0 g 50 mM 

 甘油 30 ml 15% v/v 

 用稀释的醋酸调至 pH 5.8，用孔径 0.2µm 滤器过滤灭菌 

TbfⅡ（100 ml） MOPS 0.21 g 10 mM 

 氯化钙 1.1 g 75 mM 

 氯化铷 0.121 g 10 mM 

 甘油 15 ml 15% v/v 

 用 1M KOH 调至 pH 6.5，用孔径 0.2µm 滤器过滤灭菌 

1. LB平板中挑取DH5α单菌落，LB液体培养基中 37℃ 200 rpm培养过夜。取 1 ml过夜培

养的菌液加入到 100 ml Psi 培养液（按比例增加）。37℃培养至A550=0.48。 

2. 冰浴 15 分钟。 

3. 离心沉淀细胞，5,000 g，5 分钟。 

4. 弃上清，加入 0.4 倍体积的 TbfI（预冷），悬浮，冰浴 15 分钟。 

5. 离心沉淀细胞，5,000 g，5 分钟。 

6. 弃上清，加入 0.04 倍体积的 TbfII（预冷）悬浮，冰浴 15 分钟。每管 100 µl 分装，液氮

速冻，-70℃储存。 

取 E. coli JM109 或 DH5α化学感受态细胞 100 µl 与 5~10 µl 连接产物轻轻混匀，冰浴 20 分

钟；42℃热激 90 秒后立即转入冰浴中放置 1.5~2 分钟；加入 1 ml SOB 或 LB 液体培养基，37℃，

200 rpm 振荡培养 60 分钟，使 E. coli 细胞复苏并表达质粒编码的抗生素抗性基因；分别取 100 µl、
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200 µl 转化的菌液铺 LB 平板，平板中含有 100 µg/ml 氨苄青霉素(Amp)，并附加 40 µl 20 mg/ml

的 X-gal 和 60 µl 200 mg/ml 的 IPTG。37℃倒置培养 14-16 小时，出现的白色菌落即为转化菌。 

2.2.5 质粒 DNA 的提取 

碱裂解法： 

1. 新鲜单菌落接种到 3 ml 含相应抗生素的 LB 中，37℃，250 rpm 培养过夜； 

2. 加入 1.5 ml 菌液于 Eppendorf 管中，5,000 rpm 离心 5 分钟，弃上清； 

3. 加入 100 µl 预冷的 Solution I (50 mM 蔗糖；10 mM EDTA（pH8.0）；25 mM Tris-HCl 

pH8.0），重悬菌体； 

4. 加入 200 µl 新鲜配制的 SolutionⅡ(0.2 M NaOH，1%SDS），上下颠倒几次混匀，冰浴 5

分钟； 

5. 加入 150 µl Solution Ⅲ（每 100 ml 含：5 M 醋酸钾 60 ml，冰乙酸 11.5 ml，蒸馏水 28.5 

ml），轻轻混匀，冰浴 10 分钟； 

6. 12,000 rpm 离心 5 分钟，上清转入另一管，用酚/氯仿、氯仿各抽提一次； 

7. 用 0.6 倍体积的异丙醇在室温沉淀 10 分钟以上； 

8. 12,000 rpm 离心 10 分钟，DNA 沉淀用 4℃ 70%乙醇洗涤后，于室温晾干； 

9. 加入含 RNase A（100 µg/ml）的 TE 20-50 µl 溶解。 

煮沸法： 

1. 挑取单菌落，接种于加相应抗生素的 3 ml LB 培养基中，200 rpm，37℃摇菌过夜； 

2. 取 1 ml 菌液加入 1.5 ml 离心管，12,000 rpm 离心 30 秒，弃上清，吸干液体； 

3. 加 300 µl STET（含溶菌酶 500 μg/ml），振荡混匀，室温放置 3-5 分钟； 

4. 95-100℃加热 40-60 秒； 

5. 用牙签挑出底部白色絮状沉淀，上清液加等体积（约 300 µl）异丙醇，混匀； 

6. 于-20℃放置 10 分钟或更长，12,000 rpm 离心 15 分钟，弃上清，晾干沉淀； 

7. 加 30 µl 灭菌的无离子水（含 100 μg/ml 的 RNase A），-20℃保存。 

2.2.6 用标记置换法构建△gacAxoo 突变体 

标记置换法构建突变体参照 Philippe N 等（2004）的方法。 

PXO99A基因组DNA为模板，rgaF：5’-CTGCGTGAGTGGCTGCGTAA-3’和rgaR：5’-CGACGT 

AAAGAAGGGCGTTGACTA-3’为引物，PCR扩增含有gacAxoo全长基因的DNA片段（Rga片段），

长度约为 1.4 kb。扩增体系参见 2.2.2，扩增程序为：94℃预变性 3 分钟，35 个循环（94℃变性 30

秒，55℃退火 40 秒，72℃延伸 1.5 分钟），72℃延伸补平 5 分钟。 

设计引物 GmF：5’CTAATGCATGACGCACACCGTGGAAA3’和 GmR：5’ATAATGCATG 

CGGCGTTGTGACAATTT3’，下划线部分为 NsiⅠ内切酶位点，以 pBBR1MCS-5 质粒为模板，扩

增作为突变体筛选标记的庆大霉素抗性基因 Gm，长度为 855 bp，反应体系和程序同 2.2.2。 

连接Rga片段到pMD18-T，转化E. coli 感受态细胞，获得质粒pMDR18。NsiⅠ内切酶消化
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pMDR18，切下Rga片段中的gacAxoo基因。回收NsiⅠ内切酶消化后的pMDR18 载体，载体脱磷：

每 1 µg DNA末端用 10×CIAP buffer 3 μl，CIAP（Calf Intestinal Alkaline Phosphase）0.5 单位，加

入ddH2O至 30 μl，37℃保温 1～2 小时，电泳后通过胶回收。与经过NsiⅠ内切酶处理的Gm基因连

接，得到质粒pMDR19。 

SalⅠ和 XbaⅠ内切酶消化 pMDR19 质粒 DNA，切下长度约 1.6 kb 的片段，该片段含有 Gm

基因，在 Gm 基因的 5’端和 3’端连接有 Rga 片段。将 1.6 kb 片段与经过 SalⅠ和 XbaⅠ内切酶处理

的质粒载体 pDS132 连接，转化 E. coli S-17 感受态细胞，获得质粒 pRG132，用于构建 gacAxoo

基因突变体。 

Xoo PXO99A电击感受态细胞的制备及转化： 

1. 将 Xoo 在 PSA 固体培养基上划线，28℃倒置培养 1-2 天； 

2. 挑取单菌落，接种于 20 ml M210 液体培养基中，28℃，200 rpm 振荡培养过夜； 

3. 培养液转接到 500 ml M210 液体培养基中，28℃，200 rpm振荡培养至对数生长中期

(OD600=0.5 ~ 0.6)； 

4. 让细菌在冰浴中冷却 20 分钟，4℃离心收集菌体； 

5. 菌体用冰预冷的、经高压灭菌的 10%的甘油洗三次； 

6. 最后一次弃去上清后，靠残余的 10%甘油重悬细菌，使细菌密度达 109/ml； 

7. 按每管 40 µl 分装，液氮速冻后，保存于-80℃备用。 

8. 取 1 µl（20 ng）pRG132 质粒 DNA 加入 40 µl Xoo 感受态细胞中，混匀后转移到电击杯

中（1 mm-gap），轻轻振至杯底； 

9. 电击（V＝1.8 KV，C＝25 μF，R＝200 Ω）后（采用 BIO-RAD 公司的 Pluse Controller

仪），立即转入 1 ml LB 培养基中，28℃125 rpm 振荡培养 1.5 小时； 

10. 涂布于含相应抗生素的 PSA 或 LB 平板，28℃培养 3 至 7 天。 

将突变体质粒pRG132 通过电击导入PXO99A电击感受态细胞中，含Gm抗性LB平板筛选转化

子，将在Gm抗性平板上生长的菌落重新点接于含氯霉素抗性（Cat）的LB平板，pRG132 质粒具

有氯霉素抗性基因，能在Gm抗性平板上生长而不能在Cat抗性平板上生长的转化子为所需突变体，

即Gm等位置换gacAxoo，同时所得Xoo突变体基因组中不含有自杀载体序列。PCR扩增验证突变菌

株。 

2.2.7 构建 gacAxoo 突变体的互补菌株 

以rgaF和rgaR为引物，PCR扩增PXO99A基因组DNA中包括自身启动子序列的gacAxoo基因，

克隆到pMD18-T载体上，测序鉴定后，用Kpn I和Hind III双酶切回收约 1.4 kb的片段，与同样经过

同样双内切酶处理的pHM1 载体相连接，转化E. coli 感受态细胞DH5α，提取阳性克隆中的质粒，

命名pHrga，将其转入Xoo突变体中，含壮观霉素抗性PSA平板筛选阳性转化子，即为其互补产物。 

2.2.8 △gacAxoo 突变体致病性测试和过敏性反应(HR)分析 

将待测细菌在NA平板上活化后，在含相应抗生素的NA液体培养基中振荡培养 48 小时，至
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108 CFU/ml以上，离心收集菌体，无菌水稀释菌液至OD600为 0.5。用剪叶法将培养好的菌种均匀

接种到生长期为 40 天的水稻品种IR24 的二、三心叶上，温室温度控制在 25-35℃，湿度达到 90%

左右，以利于Xoo的发病，接种 12 和 20 天后，调查接种水稻叶片的发病情况；同时将相同浓度

的菌液直接注射烟草叶片，接种 24-48 小时后观察烟草叶片接种部位有无HR反应的产生，重复三

次。 

2.2.9 △gacAxoo 突变体运动性(motility)检测 

运动性检测方法参照She等（2001）的方法，将待测细菌在NA平板上活化后，在含相应抗生

素的NA液体培养基中振荡培养 48 小时，至对数生长期，离心收集菌体，无菌水稀释菌液至

OD600=0.5，取 1 µl培养液点接于半固体培养基平板，28℃温箱培养 4 天或以上，观察细菌运动痕

迹。 

2.2.10 △gacAxoo 突变体胞外酶活性的检测 

1）胞外木聚糖酶的检测 

木聚糖酶的活性检测参照 Keen 等（1996）的方法。离心收集对数生长期的 Xoo，重悬于 PSA

液体培养基中，取 2 µl 培养液分别点接于含 0.2%RBB-xylan (Sigma)的 PSA 平板，28℃培养 48 小

时后，能产生木聚糖酶的菌落在蓝色背景下可见一个白色晕圈。 

2）胞外纤维素酶的检测 

纤维素酶活性的检测参照 Andro 等（1984）的方法。在 PSA 平板上加入 0.5%的羧甲基纤维

素（Carboxymethyl Cellulose, CMC, Sigma）及合适的抗菌素。用牙签点接菌落于该平板，置 28℃

培养 24 小时，然后加入 20 ml 0.1%刚果红染色 30 分钟，再用 1 M 的 NaCl 溶液洗 2 次，每次 20

分钟，能产生纤维素酶的菌落染色后在红色背景下可见一个透明圈。 

3）胞外蛋白酶的检测 

蛋白酶活性参照 Tsuchiya 等（1982）的方法。在 PSA 平板上加入终浓度为 2％的脱脂奶粉及

合适的抗菌素，然后用牙签点接菌落于平板表面，置 28℃培养 48 小时，能产生胞外蛋白酶的菌

株在菌落周围形成一个水解脱脂奶粉的透明圈。 

2.2.11 gacAxoo 序列的生物信息学分析 

测序分析 gacAxoo 基因核苷酸序列，输入 NCBI（http://www.ncbi.nlm.nih.gov）的 GenBank

数据库进行核酸和氨基酸序列同源性分析（BLASTN 和 BLASTX），蛋白结构分析通过 SMART

程序（http://smart.embl-heidelberg.de/）和 CDS 程序（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/ 

wrpsb.cgi）进行。序列分析采用的软件为 DNAStar 7.1（DNASTAR, Inc. USA）、DNAMAN 6.0

（Lynnon Biosoft，Canada）、BioEdit 7.0（Isis Pharmaceuticals, Inc. CA）。质粒载体图谱采用 SimVector 

4.2（PREMIER Biosoft，CA）软件绘制。引物设计采用 Primer premier 5.0 软件（PREMIER Biosoft 

International，CA）和 Oligo 6.0（Molecular Biology Insights, Inc. USA）。 
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2.3 结果与分析 

2.3.1 gacAxoo 基因克隆 

Xoo全基因组序列的发表（Lee et al., 2005）使得克隆Xoo基因组中任何一个基因成为了可能。

根据丁香假单胞番茄致病变种gacApst基因序列在Xoo全基因组序列中检索，获得了gacAxoo的基因

序列，采用引物gacAF/gacAR，以PXO99A基因组DNA为模板，PCR扩增gacAxoo基因，获得 720 bp

的片段（图 2-1）。克隆该片段并进行测序分析。DNAStar软件分析gacAxoo具有长度为 648 bp的完

整开放阅读框（ORF）。 

以pBBR1MCS-5 质粒为模板，采用引物GmF/GmR扩增庆大霉素抗性基因Gm，扩增产物长度

为 855 bp，作为突变体筛选标记（图 2-2）。PXO99A菌株不具有庆大霉素抗性，其基因组DNA中

无Gm扩增产物（图 2-2）。 

  
图 2-1 gacAxoo PCR 扩增 

Fig.2-1. The PCR production of gacAxoo 

M. 200 bp ladder 

     图 2-2 Gm 基因 PCR 扩增 

Fig.2-2. The PCR production of Gm 

M. Lambda DNA/ EcoRⅠ+Hind Ⅲ 

CK. PXO99A  Gm. pBBR1MCS-5 

2.3.2 gacAxoo 生物信息学分析 

根据测序结果搜索 Xoo 全基因组序列，发现在 Xoo 基因组中 gacAxoo 基因为单拷贝，全长

648 bp，编码 215 个氨基酸（图 2-3），推测分子量为 23.2 kD，富含亮氨酸（Leu），不含色氨酸（Tyr）。

SMART 程序分析显示 GacAxoo 属于 LuxR/UhpA 蛋白家族成员，该家族成员 N-端具有信号识别

受体（REC）结构域，接受磷酸基团，负责与信号分子的结合；C-端具有一个 Helix-turn-Helix（HTH）

结构域，负责结合启动子 DNA。GacAxoo 蛋白序列的 C-端 27 氨基酸至 140 氨基酸之间为 REC

磷酸受体结构域，在 170 氨基酸到 227 氨基酸之间为 HTH DNA 结合结构域，HTH 结合到所调控

靶基因的启动子区域，激活基因的转录（图 2-4）。 
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图 2-3 gacAxoo 序列图 

Fig.2-3. The sequence of gacAxoo gene 

 
图 2-4 GacAxoo 保守结构域分析 

Fig.2-4. The conserved domain of GacAxoo 

选取 6 个属 13 种病原细菌或共生菌（寄主包括人类、动物、植物）进行核苷酸序列和氨基

酸序列同源性比对。核苷酸比对结果（图 2-5）显示 gacAxoo基因与水稻条斑病菌（Xooc）的 gacAxooc

同源性为 99.7%；Xac 的 gacAxac 为 90%；Xcc 的 gacAxcc 为 86%；辣椒斑点病菌 Xcv 的 gacAxcv

为 90%；X. fastidiosa 的 gacAxf 为 67.27%；P. syringae pv. tmato 的 gacApst 为 50%；P. fluorescens 的

gacApf 为 55.11%；P. aeruginosa 的 gacApa 为 54.89%；V. fischeri 的 gacAvf 为 47.47%；Mycobacterium 

bovis的 gacAmb为 45.76%；M. tuberculosis的 gacAmt为 45.76%；Yersinia pestis的 gacAye为 43.36%。

Xanthomonas 属的 gacA 基因核苷酸同源性为 95.28%（图 2-6），氨基酸序列同源性达到了 98%以

上（图 2-7），可见 GacA 蛋白在黄单胞菌属中是非常保守的。GacAxoo 与 X. fastidisosa（Xf）的

GacA 同源性为 77.67%；与其它细菌的 GacA 蛋白约有 38-44%的同源性（图 2-8）。系统发育聚类

分析显示实验所选 13 种细菌分为四类：第一类为黄单胞菌属与 X. fastidiosa 9a5c；第二类为假单

胞菌属与 V. fischeri ES114；第三类为 Y. pestis CO92；第四类为分枝杆菌属（Mycobacterium）（图

2-9）。 
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图 2-5 gacA 核苷酸序列同源性分析 

Fig.2-5. Nucleic acid alignments of gacAxoo with gacA gene of other bacteria  
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图 2-6 黄单胞菌属 gacA 核苷酸序列同源性比对 

Fig.2-6. Nucleic acid alignments of gacAxoo with gacA gene of other Xanthomonas bacteria 

 

 
图 2-7 黄单胞属 GacA 氨基酸序列同源性分析 

Fig.2-7. Amino acid alignments of GacAxoo with GacA protein of other Xanthomonas bacteria 

 
图 2-8 GacA 氨基酸序列同源性分析 

Fig.2-5. Amino acid alignments of GacAxoo with GacA protein of other bacteria  
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图 2-9 gacA 系统发育聚类分析 

Fig.2-9. Phylogenetic analysis of gacA in thirteen species bacteria 

2.3.3 构建ΔgacAxoo 突变体菌株 

根据 gacAxoo 基因上下游相邻核苷酸序列设计引物 rgaF/rgaR，用于扩增含有 gacAxoo 基因的

Rga 片段，长度约为 1.4 bp，该片段含有 gacAxoo 基因及其上下游各 400 bp 的序列，用于构建

gacAxoo 基因突变体质粒。ΔgacAxoo 基因突变体质粒构建流程如图 2-10。 

将pRG132 质粒导入Xoo，因为pRG132 质粒内的Gm基因两侧为Rga片段，Rga::Gm片段与Xoo

基因组内Rga片段通过同源重组，发生双交换（图 2-11），Gm基因等位置换Xoo基因组内的gacAxoo

基因，同时从Xoo基因组染色体剔除pDS132 质粒载体序列。由于pDS132 质粒含有蔗糖致死基因

sacB（图 2-12），所以含有该质粒的细菌不能在PSA平板上生长。pDS132 质粒复制需要π基因产

物的存在，PXO99A不含有该基因，所以pDS132 及其衍生质粒不能在Xoo中进行复制。 

 
图 2-10 标记置换法构建 gacAxoo 突变体流程图 

Fig.2-10. The flow chart of constructing gacAxoo mutant using marker exchange 
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图 2-11 标记置换法构建 gacAxoo 突变体示意图 

Fig.2-11. Model of constructing gacAxoo mutant using marker exchange 

PCR扩增Gm基因验证gacAxoo突变体的正确与否，由于PXO99A不具有Gm抗性，分析Xoo全

基因组序列不含有Gm基因，因此选用Gm基因做为筛选突变体的抗性标记，引物GmF/GmR扩增结

果表明在PXO99A野生型菌株中无长度为 850 bp的Gm基因扩增产物，而具有长度为 720 bp的

gacAxoo基因扩增条带；在突变菌株中扩增结果则与此相反，不具有gacAxoo扩增条带，而有Gm扩

增产物（图 2-13）。由于Gm基因比所置换的gacAxoo基因长约 200 bp，引物rgaF/rgaR在PXO99A野

生型菌种中的扩增条带要比突变菌株的扩增条带小约 200 bp（如图 2-13）。PCR结果验证获得Δ

gacAxoo菌株。 

 
 

图 2-12 pDS132 载体 

Fig.2-12. pDS132 vector 

图 2-13 PCR 检测 gacAxoo 突变体 

Fig.2-13. PCR analysis of ΔgacAxoot 

1,3,5 PXO99A  2,4,6 ΔgacAxoo 

1-2 GmF/R primers  3-4 gacAF/R primers 

5-6 rgaF/R primers  M. 200bp ladder 

2.3.4 △gacAxoo 基因突变体的互补分析 

广范围寄主载体 pHM1 上有一个来源于 pUC19 的多克隆位点（图 2-14），Sm/Sp 为质粒提供

链霉素和壮观霉素的抗性；mob 位点赋予质粒具有运动能力（接合转移时必须）；par 位点能提高
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质粒在宿主细胞中的稳定性；为便于克隆，质粒上存在一个 Lac 启动子控制的来源于 pUC19 的多

克隆位点，其中 EcoR I、Sac I、Kpn I、Sal I、Pst I、Hind III 为单一位点，可用蓝白斑筛选重组克

隆。 

通过引物 rgaF/rgaR PCR 反应获得包括自身启动子部分的 gacAxoo 基因，片段长度为 1.4 kb，

并引入两个限制性酶切位点，Kpn I 和 Hind III。PCR 产物回收连接到 pMD18-T 载体，用 Kpn I

和 Hind III 双酶切后定向克隆到同样经双酶切的 pHM1 载体上，使 gacAxoo 基因只在自身启动子

的作用下转录、翻译，而不受质粒上 Lac 启动子的影响。构建好的重组质粒，命名为 pHrga，通

过电转化导入ΔgacAxoo 感受态细胞中。 

  

图 2-14 互补分析载体 pHM1 

Fig.2-14. pHM1 vector for complementation 

图 2-15 pHrga 酶切验证 

Fig.2-15. The restriction digestion analysis of pHrga 

M. 200 bp ladder. 1. PXO99A. 2. pHrga/Kpn I+Hind III

为确证通过广范围寄主载体 pHM1 已把 gacAxoo 导入到突变体中，首先在含庆大霉素抗性的

PSA 平板及含庆大霉素和壮观霉素双抗性的 PSA 平板上分别培养突变体及互补突变系，转接互补

菌株三次以上，从互补菌株中提取质粒，Kpn I 和 Hind III 双酶切分析质粒，结果如图 2-15 所示，

一个互补突变菌株质粒含有 Rga 片段，说明重组克隆已进入 Xoo 并稳定存在，命名互补菌株为Δ

gacAxoo::C。 

2.3.5 △gacAxoo 突变体 HR 诱导能力和致病性测试 

将PXO99A和ΔgacAxoo在 28℃条件下振荡培养至 108 CFU/ml以上，离心收集菌体，无菌水稀

释菌液至OD600=0.5。用剪叶法将稀释好的菌种PXO99A和ΔgacAxoo均匀接种到生长期为 40 天的

感病水稻品种IR24 的二、三心叶上，每个菌株接种叶片 15 张。温室温度控制在 25-35℃，湿度达

到 90%左右，以利于Xoo的发病，接种后 12 天和 20 天调查白叶枯病的发病情况，详细记录其病

斑长度，取其中有代表性的 3 片发病叶片，测量其病斑长度，重复接种一次，取 6 次测量的均值

作图。同时将相同浓度的菌液直接注射烟草叶片，接种 24-48 小时后观察烟草叶片接种部位有无

HR反应的产生。 

野生型PXO99A和突变体ΔgacAxoo在感病寄主水稻上致病力无差异（图 2-16）；突变体Δ

gacAxoo仍能引起非寄主植物烟草的HR（图 2-17），与野生型并无差异，说明gacAxoo与Xoo致病
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性无关。在丁香假单胞番茄致病变种P. syringae pv. tomato DC3000 中gacA作为一个顶级调控子，

通过调控RNA、转录激活子和σ因子来影响Pst的致病性（Chatterjee et al., 2003）；E. carotovora 

subsp. carotovora通过gacS/gacA的同源物expS/expA双组分调控系统控制其它的双组分系统、胞外

酶泌出和HarpinEcc的产生，进而影响Ecc的致病性（Cui et al., 2001）。由此可见，Xoo致病性调控

途径明显不同于Ecc和Pst。 
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图 2-16 PXO99A和ΔgacAxoo致病性分析 

Fig.2-16. The pathogenicity test of PXO99A and ΔgacAxoo 

图 2-17 PXO99A and ΔgacAxoo HR测试 

Fig.2-17. The HR test of PXO99A and ΔgacAxoo

2.3.6 △gacAxoo 突变体运动性分析 

将野生型PXO99A、突变菌株ΔgacAxoo和互补菌株ΔgacAxoo::C分别接于含相应抗生素的NA

或者M210 液体培养基中，28℃振荡培养 48 小时，至对数生长晚期，离心收集菌体，无菌水稀释

菌液至OD600=0.5，取 1 µl培养液点接于半固体培养基，28℃培养箱培养 4 天或以上，观察各个菌

株的运动痕迹。 

 
图 2-18 PXO99A、ΔgacAxoo和ΔgacAxoo::C运动性分析 

Fig.2-18. Semisolid plate analysis of PXO99A, ΔgacAxoo, ΔgacAxoo:C 

三种菌株在培养第一天观察时，在半固体培养基上几乎看不到运动的轨迹，但是第二天以后

运动明显加速（图 2-18），这说明Xoo的运动是受到培养基中某些物质的诱导。培养四天后，测量

菌株运动形成的菌斑大小，发现ΔgacAxoo的运动能力相比PXO99A极大的减弱，但是仍然具有运

动性（图 2-18），ΔgacAxoo::C恢复至野生型运动水平。电镜观察ΔgacAxoo和PXO99A显示，二者

同样具有鞭毛（图 2-19）。 
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图 2-19 PXO99A和ΔgacAxoo菌株鞭毛的电镜观察 

Fig.2-19. Electron micrograph showing the flagellum of PXO99A(left) and ΔgacAxoo (right) 

2.3.7 △gacAxoo 突变体胞外酶活性分析 

在革兰氏阴性植物病原细菌中，纤维素酶、果胶酶及蛋白酶等胞外酶类是重要的致病因子

（Andro et al., 1984；Schell et al., 1988）。因此，我们分析了PXO99A和ΔgacAxoo胞外酶类活性。

野油菜黄单胞菌（X. campestris pv. campestris）8004 分泌的胞外酶主要是纤维素酶、淀粉酶、蛋

白酶，检测不到木聚糖酶的分泌；而Xoo PXO99A几乎不分泌淀粉酶和蛋白酶或分泌量很少，在培

养基中很难检测到（结果未显示），纤维素酶及木聚糖酶则有明显的分泌，这可能和它们侵染的寄

主不同有关。Xoo几乎只侵染水稻，而水稻的细胞壁中木聚糖的成分可达 60%（Takeuchi et al, 

1994）。水稻白叶枯病是一种维管束病害，Xoo在导管中繁殖和扩展，木聚糖酶降解木聚糖，为Xoo

提供能量。在Xcc和Xac基因组中还没有鉴定出木聚糖酶基因，表明木聚糖酶的产生可以作为Xoo

致病性的特征因子。与野生型相比，ΔgacAxoo突变体的胞外纤维素酶和木聚糖酶活性并无明显差

异，说明gacAxoo基因的突变不影响Xoo纤维素酶和木聚糖酶的活性（图 2-20）。 

 
图 2-20 PXO99A和ΔgacAxoo木聚糖酶（A）和纤维素酶（B）活性分析 

Fig.2-20. Agarose plate assays for cellulase (A) and xylanase (B) activities of PXO99A and ΔgacAxoo 

2.4 讨论 

长期以来，水稻白叶枯病是全球水稻栽培区特别是亚洲地区危害非常严重的细菌性病害之

一，由水稻白叶枯病菌 Xoo 侵染引起，该菌的寄主特异性强，只侵染水稻及少数野生稻品种，Xoo

与水稻的互作符合典型的基因对基因（gene-for-gene）关系，是分子植物病理学中研究植物与病原

物互作的重要模式系统（Daniels et al., 1993）。随着全基因组测序技术的成熟和发展，越来越多的

物种完成了基因组测序，包括多种植物病原细菌，使得发现新的基因和新的致病性因子更为快捷

和方便。 
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GacS/GacA 双组分调控系统存在于多种细菌中，帮助细菌细胞根据环境信号做出适应性反

应。本研究根据丁香假单胞番茄致病变种 gacApst 基因序列搜索 Xoo 全基因组序列，发现单拷贝

的 gacAxoo 基因，对其进行了生物信息学方面的分析。近年来已有多个 gacA 和 gacS 基因被克隆，

其中 gacA 基因在 DNA 和氨基酸水平上具有高度的相似性，gacAxoo 基因在黄单胞菌属是高度保

守的，我们采用标记置换方法构建了ΔgacAxoo，并对突变体的致病力、运动性、过敏性反应等方

面进行了分析。 

标记置换法产生突变造成基因的失活、并对突变体进行功能互补是研究病原细菌致病相关基

因功能常用的方法。选择自杀载体对于成功获得突变体菌株非常重要。合适的自杀载体应该容易

进行遗传操作，具有方便后期筛选的抗性标记，同时不能在靶标菌中复制。根据以上条件，经过

多次实验，本研究最终选择了pDS132 质粒作为构建gacAxoo基因突变体的自杀载体。pDS132 载体

具有氯霉素抗性基因，区别于用作筛选突变体的标记基因庆大霉素抗性基因；蔗糖致死基因sacB

的存在使得含有pDS132 质粒的菌株不能在含有蔗糖的培养基上生长，为筛选双交换突变体提供了

很大的方便，有效的抑制了单交换突变体的产生，从而减少了插入突变产生的极性效应。pDS132

质粒复制需要π基因产物的存在，PXO99A不含有π基因，因此pDS132 不能在Xoo中复制、扩增。

上述因素为成功制备gacAxoo基因突变体打下了良好基础。 

本研究采用电击将外源质粒 DNA 导入 Xoo 感受态细胞中，对于电击条件进行了摸索，发现

当电压低于 1.2 kV 和高于 2.2 kV 时，不能获得转化子。可能是电压低于 1.2 kV 时，电脉冲不足

以使 Xoo 细胞膜形成瞬间穿孔，外源 DNA 不能进入 Xoo 细胞内；电压高于 2.2 kV 时，过高的电

压使 Xoo 细胞死亡过多，也不能获得转化子。本研究采用 1.8 kV 和 2.0 kV 电击转化 Xoo，对 Xoo

细胞造成的伤害较小，同时保证了较高的转化效率，成功获得了ΔgacAxoo 突变体。 

pRG132 突变体质粒 DNA 导入 Xoo 细胞后，庆大霉素基因两侧 Rga 片段与 Xoo 染色体上相

应片段同源重组，发生双交换事件，庆大霉素基因等位置换 gacAxoo。实验中发现当两侧 Rga 片

段长度均大于 400 bp 时，获得双交换突变体的概率大大增加，而低于 400 bp 尤其是低于 200 bp

时，几乎不能获得双交换突变体。因此采用标记置换法通过双交换事件获得突变体时，应使标记

基因两侧用于同源重组的片段长度大于 400 bp，增加发生同源重组的概率。 

与野生型比较，gacAxoo 缺失后突变菌株仍具有很强的致病性，其在感病寄主上的病斑长度

和野生型相比没有明显差异，而且仍然可以激发非寄主植物烟草的过敏反应；突变菌株胞外纤维

素酶和木聚糖酶活性没有发生变化；突变体的生物被膜（biofilm）形成无明显变化。上述结果表

明在 Xoo 中，gacAxoo 的作用与已经发表的文献有很大的不同，在 P. syringae pv. tomato DC3000

（Chatterjee et al., 2003）、P. fluorescens CHA0（Schmidli-Sacherer et al., 1997）、E. carotovora pv. 

carotovora（Cui et al., 2001）和 Serratia plymuthica IC1270（Ovadis et al., 2004）等细菌中 gacA 基

因全局性地调控细菌的各种生命活动，包括次生代谢物产生、胞外酶泌出、致病力等性状。个人

认为出现这种结论也具有一定的合理性，已有文献研究表明 gacS/gacA 系统在不同的细菌中调控

不同的基因表达，影响的性状也不相同，细菌表现出不同的生理生化反应和生态适应性（Whistler 

et al., 1998）。同时，分析 Xoo 全基因组序列显示，XOO1109 具有与 gacAxoo 基因相同的结构域，

二者核苷酸和氨基酸序列同源性均低于 30%，但是不排除 XOO1109 具有与 gacAxoo 相似的功能，

因此 gacAxoo 突变后，突变菌株的胞外酶类活性和致病力并没有表现出明显变化，可能是因为基
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因冗余的原因。 

细菌的鞭毛（Flagella）是重要的毒性因子，在农杆菌（A. tumefaciens）中发现失去鞭毛的突

变体在向日葵上的致病性减弱（Chesnokova et al., 1997）。在某些植物—病原物互作系统中，鞭毛

相关的趋化性在互作早期也具有重要作用（Vande Broek and Vanderleyden，1995）。Feng 等（1975）

研究发现 Xoo 对感病水稻品种分泌物具有趋化性，对非亲和水稻则不然，这说明进入水稻体内之

前，趋化性在 Xoo 接近侵染位点的过程中具有一定作用。水稻白叶枯病菌是单根极生鞭毛细菌，

它通过叶片的水孔或伤口侵染水稻，定殖在通水组织，然后进入维管束。鞭毛的运动可能在 Xoo

进入植物叶片组织前有利于病菌到达侵染位点。一旦进入植物细胞内，鞭毛就不再起毒性作用。

从 Xoo 中已分离到包含四个 ORF 的鞭毛蛋白合成基因簇。其中一个 ORF 为 flhF，编码 GTP 结合

蛋白，flhF 的突变使其运动能力减弱，然而，剪叶接种试验表明，水稻叶片上并不表现致病性的

降低，说明一旦细菌进入水稻细胞后，运动性对细菌毒性并无影响（Shen et al., 2001）。然而目前

黄单胞菌属细菌的鞭毛形成机制及其在致病性方面的详细作用机制还不清楚，植物病原细菌中的

鞭毛是否在毒性因子的分泌过程中起重要作用还未可知。gacAxoo 突变后，与野生型比较运动性

发生了明显的减弱，互补分析突变菌株运动能力恢复到野生型水平，电镜观察突变菌株显示，突

变菌株与野生型同样具有鞭毛。推测突变体菌株运动能力减弱而不是丧失可能是 Xoo 存在其它的

调控途径或基因，部分分担了 gacAxoo 的功能。 

在Pseudomonas、Erwinia、Escherichia、Vibrio和Salmonella五个属中均存在gacA直系同源基

因，分别是gacA、varA、expA、uvrY和sirA。为了方便，本研究统一用gacA来代表。五个基因的氨

基酸序列一致性超过 54%，其功能具有保守性，均调控次生代谢物产生和细菌毒性，在E. 

carotovora、P. syringae、P. aereofacients、P. marginalis和P. viridiflava中还调控胞外酶类产生（Goodier 

et al., 2001）。根据以上研究结果， gacA最初功能或许并不是调控细菌毒性，上述五个属中的细菌

其毒性基因对于各自病原菌都是非常特异的，而且在非致病细菌中也存在gacA同源基因，推测gacA

可能在识别目前所调控的各个属的细菌毒性基因之前就已经通过基因水平转移而进入到这些细菌

的基因组中，因此GacA功能应该具有进化保守性。在S. typhimurium和E. coli中gacA位于鞭毛基因

簇之间，而且突变S. typhimurium、E. coli、P. aeruginosa、P. fluorescens和V. cholerae中的gacA同源

基因，均导致这些细菌运动性减弱或丧失。说明gacA是鞭毛调控子家族成员之一（Goodier et al., 

2001）。采用microarray技术分析PXO99A与ΔgacAxoo基因表达谱的差异，表明在ΔgacAxoo中，fleQ、

flgC、fliC、fliO和cheA表达均下调（本实验室资料），上述基因位于Xoo鞭毛基因簇，表明GacAxoo

确实参与了Xoo运动性调控。 

GacA 调控细菌的运动性可能是其古老的功能，而且具有进化保守性。该功能的鉴定具有很

重要的作用，它可以帮助我们发现到底是哪种环境或者生理信号激活了 gacA。γ-变形菌纲细菌

寄主范围非常广，可以引起人类、动物和植物病害，如果能获得在这些寄主中均具有活性的信号

物质，可能将会是科学史上的里程碑。 

综上所述，gacAxoo 基因在黄单胞细菌中是保守的，突变该基因后，Xoo 的致病力、胞外酶

类活性和过敏反应无明显变化，但是突变菌株运动能力发生显著减弱，推测 gacAxoo 基因可能参

与了 Xoo 运动性相关基因表达的调控，而且调控细菌的运动性及鞭毛相关基因的表达可能是 GacA

的最初功能。 
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第三章 酵母双杂交系统分析与 GacAxoo 互作的相关蛋白 

酵母双杂交系统利用酵母 GAL4 蛋白是由两个独立亚基组成的这一特性，构建了分别含有不

同亚基基因的质粒载体，并将已知基因构建在其中的一个载体（诱饵载体）上，将另一个已知基

因或 cDNA 文库构建在第二载体（捕获载体）上，当蛋白彼此之间发生相互作用时，蛋白在空间

的彼此结合将启动酵母基因的转录，通过下游的报告基因筛选相互作用的蛋白。 

Y2H已经广泛应用于分子植物病理学研究，利用该系统证明了Pto与AvrPto之间的相互作用，

为“基因对基因学说”提供了最为直接的分子证据（Tang et al., 1996b）；在 Xoo 基因组中 flhF 位

于鞭毛基因簇，flhF 的突变可导致 Xoo 运动能力急剧减弱，通过 Y2H 发现 FlhF 为抗病蛋白 XA21

的作用底物（Shen et al., 2001）；植物病原细菌的Ⅱ型、Ⅲ型和Ⅳ型分泌系统对于其致病性具有非

常重要的作用，通过设计精巧的蛋白传输系统，产生各种与致病有关的毒性因子和效应子（effector）

（Koster et al., 2000）。利用 Y2H 验证了玉米细菌性茎腐病菌（E. chrysanthemi）的Ⅱ型分泌系统

组成蛋白之间的互作关系（Douet et al., 2004）。在柑橘溃疡病菌中，通过双杂交系统以 hrp、hrc

和 hpa 蛋白为诱饵，从基因组水平上发现了与Ⅲ型分泌系统发生相互作用的新蛋白基因，阐述了

已知蛋白的新功能，提出了关于柑橘溃疡病菌致病性的新假说（Marcos et al., 2004）；以 VirB 为

诱饵蛋白，验证了Ⅳ型分泌系统组成蛋白之间的互作，同时发现了该系统中与 VirD 发生作用的新

蛋白（Marcos et al., 2005）。柑橘溃疡病菌基因组中 XAC1990 为泌出伴侣基因 flgN，Y2H 分析 FlgN

与鞭毛蛋白 FlgK 和 FlgL 结合互作，在鞭毛的正确组装过程中具有重要作用（Khater et al., 2007）。 

本实验采用 CLONTECH 公司 2001 年推出的 MATCHMARKER library Construction & 

Screeningkit，该试剂盒中诱饵载体为 pGBKT7，捕获载体为 pGADT7。操作流程参见图 3-1。 

该试剂盒的特点：1．将文库的构建和筛选过程结合在一起，利用 SMART 技术简化了 cDNA

合成的步骤，在合成的 cDNA 两端分别加上了 SMART Ⅲ 和 CDS Ⅲ 序列；2．利用同源重组介

导克隆将 cDNA 片段克隆到同样含有 SMART Ⅲ 和 CDS Ⅲ 序列的线性 pGADT7-Rec 载体中，

形成 AD 融合文库；3．文库构建和筛选能够在相同的宿主菌中并且在同一天进行；4．增加了报

告基因，大大减少了假阳性的概率，ADE2，HIS3 和 MEL1 交配或共转化筛选双杂交系统中相互

作用的蛋白，减少了假阳性的概率；5．此系统简化了下游双杂交阳性克隆的分析程序。 

本研究以 GacAxoo 为诱饵蛋白，通过 Y2H 从 Xoo cDNA 文库中筛选与 gacAxoo 发生互作的

相关基因。分离到一个具有 TonB-Depedent-Receptor（Tdr）结构域的蛋白 Tdrxoo。序列分析显示，

Tdrxoo 由 969 个氨基酸组成，1-23 个氨基酸为信号肽，55-167 个为 plug 结构域，608-969 个为

TonB-Dep-Rec 结构域；该蛋白具有接收胞外信号功能的胞外环和跨膜功能的反向β-折叠桶结构。

由于 Tdrxoo 与细菌外膜蛋白同源，推测其可能是位于细菌外膜，接收来自细菌体外、目前尚不清

楚的环境信号。 
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图 3-1 酵母双杂交系统流程图 

Fig.3-1. The flow chart of yeast two-hybrid system 

3.1 实验材料 

3.1.1 菌株和质粒 

酵母菌株 Saccharomyces cerevisiae AH109，诱饵载体 pGBKT7，捕获载体 pGADT7 购自

CLONTECH 公司，pMD18-T 载体购自 TaKaRa 公司，E. coli DH5α本实验室保存。抗生素用量参

见 2.1.1 



中国农业科学院博士学位论文                       第三章 酵母双杂交系统分析与GacAxoo互作的相关蛋白 

        

 50 
 

3.1.2 生化试剂 

酵母双杂交试剂盒购自 CLONTECH 公司，cDNA 文库构建所需试剂均包括在该试剂盒中。

试剂盒内容详细清单可登录 http://www.bdbiosciences.com 或者 http://www.clontech.com 网站查询。 

X-α-Gal、限制性内切酶、Taq DNA 聚合酶、T4 DNA 连接酶购自 TaKaRa（大连）公司；无

RNA 酶活性的 DNA 酶（RQ1 RNase-Free DNase）购自 Pormega 公司；卡那霉素（Kanamycin）和

氨苄青霉素（Amp）购自 Sigma 公司；质粒纯化和胶回收试剂盒购自鼎国生物公司或者普博欣生

物公司；其它试剂均为国产分析纯，北京化工厂产品。 

3.1.3 培养基和培养条件 

LB 培养基见 2.1.3。 

YPDA 培养基： 

蛋白胨（poly）peptone 20 g 

酵母粉 yeast extract 10 g 

腺嘌呤 adenine hemisulfate 30 mg 

加水至 950 ml, 调 pH 至 5.8，121℃灭菌 20 分钟，冷却至 55℃，加 50 ml 40%过滤灭菌的葡

萄糖。固体培养基加 2%琼脂。 

SD 选择性培养基： 

无氨基酸酵母氮源 6.7 g 

琼脂 20 g 

加水至 850 ml, 调 pH 至 5.8，121℃灭菌 20 分钟，冷却至 55℃，加 50 ml 40%过滤灭菌的葡

萄糖和 100 ml 过滤灭菌的所需的 10×Dropout 溶液。 

PEG/LiAc：（现配现用）： 

50% PEG 4000（polyethylene glycol） 8 ml 

10×TE 1 ml 

10×LiAc 1 ml 

合计 10 ml 

酵母裂解缓冲液： 

Trito X-100 10 ml 

SDS 5 g 

NaCl 2.9 g 

Tris（pH8.0） 605.7 mg 

EDTA（pH8.0） 186.1 mg 

3.1.4 酵母菌株的活化 

取出-70℃条件下保存的酵母菌株 S. cerevisiae AH109，在 YPDA 固体培养基上划线活化，30

℃培养 3 天。制备酵母感受态细胞要选取保存在 4 周内的 2-3 mm 的酵母单菌落。 
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3.2 实验方法 

3.2.1 制备双酶切诱饵载体 pGBKT7 

从试剂盒中取出 0.5 μl 环状 pGBKT7 载体质粒，余下载体仍保存在-70℃。化学转化法导入

E. coli DH5α感受态细胞，挑取单克隆于 5 ml 含卡那霉素抗性的 LB 液体培养基，37℃振荡培养

过夜，碱裂解法提取质粒（见 2.2.5）。采用 BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶切 pGBKT7 载体，酶切体系为： 

10×K buffer 5 μl 

pGBKT7 载体 10 μl 

EcoRⅠ（15U/μl） 1 μl 

BamHⅠ（15U/μl） 1 μl 

ddH2O 33 μl 

总体积 50 μl 

37℃酶切 3 小时以上，1%琼脂糖凝胶电泳检测，EB 染色，紫外灯下观察。DNA 回收试剂盒

回收纯化酶切质粒载体，取 3 μl 电泳检测浓度，余下可-20℃长期保存或用于下一步实验。 

3.2.2 制备 gacAxoo 诱饵质粒 

PXO99A全基因组DNA为模板，gacAF2：5’-CGCGAATTCATGACCATCAGAGTTTTTCT-3’ 

（EcoRⅠ）gacAR2：5’-TTAGGATCCTCACAGCACCCTGGAGGGAT-3’（BamHⅠ）为引物（下

划线为内切酶位点），扩增gacAxoo基因，扩增体系和程序参见 2.2.2，为了减少PCR扩增过程中引

入的错误碱基，采用具有高保真性pfu DNA聚合酶。试剂盒回收PCR扩增产物，将回收产物进行双

酶切，体系参见 3.2.1，酶切时间调整为 5 小时至过夜。回收纯化酶切产物，-20℃可长期保存。 

加 A 反应体系： 

10×buffer  2 μl 

MgCl2（25 mM） 1.2 μl 

dATP（10 mM） 0.4 μl 

pfu DNA 聚合酶（5 U/μl） 0.2 μl 

PCR 产物 16.2 µl

总体积 20 μl 

72℃，15-20 分钟 

gacAxoo 与 pGBKT7 载体连接，反应条件为： 

10×buffer  1 μl 

双酶切 pGBKT7 载体 1 μl 

双酶切 gacAxoo 7 μl 

T4 DNA Ligase（350 U/μl） 1 μl 

总体积 10 μl 

16℃连接6小时或过夜。连接产物转化E. coli DH5α感受态细胞，提取质粒，酶切验证gacAxoo
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插入的正确性，选取两个正确插入 gacAxoo的克隆，采用 pGBKT7载体多克隆位点上游的T7 primer

进行插入片段测序，验证插入的 gacAxoo 读码框是否正确。 

3.2.3 Xoo 总 RNA 提取 

采用热酚法提取 Xoo 总 RNA，所用的器皿和药品的处理参照《分子克隆实验指南》： 

酸性酚配制：将结晶酚置于 55℃水浴中，直至完全溶化，然后加入等体积 150 mmol/L NaAc

（用冰醋酸调至 pH4.0），充分混匀，于 4℃静置备用。 

1. 离心收集的 Xoo 菌体迅速加入 10 ml 沸腾的裂解液（1％SDS、0.1 mol/L NaCl、8 mmol/L 

EDTA，高压灭菌），100℃剧烈混匀 1.5 分钟； 

2. 加入等体积的酸性酚，64℃剧烈振荡 6 分钟； 

3. 离心（12,000 rpm 离心 10 分钟），取上层水相； 

4. 重复用酸性酚抽提一次； 

5. 加入等体积酸性酚/氯仿/异戊醇（25:24:1），室温抽提一次； 

6. 加入氯仿/异戊醇（24:1），室温抽提两次； 

7. 加入 0.1 倍体积的 3 mol/L NaAc 溶液（pH 5.3）和 2 倍体积无水乙醇； 

8. 混匀后，置于-20℃沉淀 3 小时以上或过夜； 

9. 离心（12,000 rpm，4℃，20 分钟），弃掉上清液； 

10. 沉淀用 70％乙醇洗涤一次； 

11. 离心获得沉淀，真空干燥后，溶于适量的无 RNase 污染的水中, 用紫外分光光度计测定

RNA 浓度及纯度后置于-20℃冰箱保存（可于-80℃长期保存）。 

3.2.4 RNA 样品中残余 DNA 去除 

反应体系如下： 

RNA 样品 1-8 µl 

10×Reaction Buffer 1 µl 

RQ1 RNase-Free DNase 1 U/μg RNA 

无 RNase 污染的水加至总体积为 10 µl 

1. 37℃处理 30 分钟； 

2. 加入 90 µl 无 RNase 污染的水，混匀； 

3. 加入 100 µl 氯仿/异戊醇（24:1），抽提一次； 

4. 取上清，加入 0.1 倍体积的 3 mol/L NaAc 溶液（pH5.3）和 2 倍体积无水乙醇； 

5. 混匀后，置于-20℃沉淀 3 小时以上或过夜； 

6. 离心（12,000 rpm，4℃，20 分钟），弃掉上清液； 

7. 沉淀用 70％乙醇洗涤一次； 

8. 离心获得沉淀，真空干燥后，溶于适量的无 RNase 污染的水中，用紫外分光光度计测定

RNA 浓度。 
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3.2.5 cDNA 文库的构建 

3.2.5.1 第一链 cDNA 的合成 

1. 在无菌的 0.2 ml 的离心管中混合以下试剂： 

RNA 样品（0.025-1.0 μg），对照反应用 1 μg control RNA 2 μl 

CDS Ⅲ/6 primer 引物 1 μl 

ddH2O 1 μl 

总体积 4 μl 

2. 混合反应成分并简单离心。 

3. 72℃温浴 2 分钟。 

4. 冰浴冷却 2 分钟，简单离心。 

5. 加以下成分于反应管中： 

5×First-Strand Buffer 2 μl 

DTT 1 μl 

dNTP Mix（10 mM） 1 μl 

M MLV 反转录酶 1 μl 

总体积 9 μl 

6. 用手指轻弹混匀，再简单离心，42℃温浴 10 分钟。 

7. 加 1 μl SMART Ⅲ Oligonucleotide。 

8. 42℃温浴 1 小时。 

9. 在 75℃加热 10 分钟，以终止第一链合成反应。 

10. 在室温下冷却后，加 1 μl（2 U）RNase H。 

11. 在 37℃温浴 20 分钟。 

12. 第一链 cDNA 用于下一步实验或者储存在-20℃，在-20℃储存时间可达到 3 个月。 

3.2.5.2 第二链 cDNA 的合成 

1. 加以下成分于 0.2 ml 的 PCR 反应管： 

第一链 cDNA 反应液 2 μl 

10×Advantage 2 PCR Buffer 10 μl 

50×dNTP Mix  2 μl 

5’PCR primer 2 μl 

3’PCR primer 2 μl 

10×GC-Melt Solution 10 μl 

50×Advantage 2 Polymerase Mix 2 μl 

ddH2O 70 μl 

总体积 100 μl 



中国农业科学院博士学位论文                       第三章 酵母双杂交系统分析与GacAxoo互作的相关蛋白 

        

 54 
 

2. 轻弹管壁混匀，简单离心。 

3. 放入预热至 95℃的 PCR 仪 

4. 扩增程序为：95℃预变性 30 秒，30 个循环（95℃变性 10 秒，68℃延伸 6 分钟，从第一

个循环开始，以后每个循环增加 5 秒钟延伸时间），最后 68℃补平 5 分钟。 

5. 循环完成后，取 7 μl PCR 产物，用 1 kb DNA marker 和 1.2%的琼脂糖凝胶电泳检测，理

想的（典型的）结果是在泳道中呈现 0.4-1 kb 的弥散条带。 

6. 进行下一步实验或者储存双链 cDNA 于-20℃。 

3.2.5.3 CHROMA SPIN+TE-400 Column 纯化双链 cDNA 

1. 从塑料袋中取出 CHROMA SPIN 柱，倒转几次以充分混匀内容物，95 μl 样品使用一个柱。 

2. 垂直拿起纯化柱，掰断底部，将柱子尾部放入 2 ml 的收集管中，去掉顶盖，保存顶盖和

白色尾盖。 

3. 700 g 离心 5 分钟，离心后柱身呈半干，这一步是为了净化平衡缓冲液，重新形成柱床。 

4. 离心后，去除收集管和平衡缓冲液。 

5. 将柱子放入 1.5 ml 的离心管中，缓慢将 95 μl cDNA 样品加到柱床中心的表面，不要让

样品顺着管壁流失。 

6. 700 g 离心 5 分钟，去除柱子和收集管，纯化样品在收集管底部。 

7. 混合两次实验样品，加入 1/10 体积的 NaAc（3 M，pH 4.8）和 2.5 倍体积的 95%冰冷乙

醇，温和地内外旋转离心管以混匀样品。 

8. 将离心管放在-20℃静置 1 小时（也可选择-20℃沉淀过夜，回收效果更佳）。 

9. 室温下 14,000 rpm 离心 20 分钟。 

10. 小心去除上清，不要扰起沉淀。 

11. 简单离心，使所有液体都集中在离心管底部。 

12. 小心去除所有液体，干燥 10 分钟 

13. 用 20 μl 无离子水重悬沉淀，温和地混匀。 

14. 至此，用于与 pGADT7-Rec 体外结合的 cDNA 已经制备完毕。可进行下一步实验或者储

存 cDNA 于-20℃直到做结合实验。 

3.2.6 酵母菌株感受态细胞的制备 

1. 挑一个保存在 4 周以内的 2-3 mm 的酵母单菌落于盛有 1 ml YPDA 培养基的 1.5 ml 离心

管中，振荡，打散菌体。 

2. 将 1 ml 内容物全部转入盛有 50 ml YPDA液体培养基的 300 ml三角瓶中，30℃，230-250 

rpm条件下培养 16-18 小时，检测OD600应大于 1.5，否则重新培养。 

3. 转移足够量的过夜培养物于 300 ml YPDA培养基中（建议用 1000 ml三角瓶），使OD600达

到 0.2-0.3。 

4. 30℃振荡培养 3-4 小时，酵母菌液浓度OD600在 0.5 左右。 
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5. 20℃ 2,200 rpm 离心 5 分钟，弃上清，用 25-50 ml 预冷的无菌水洗沉淀，重悬菌体。 

6. 20℃ 2,200 rpm 离心 5 分钟，弃上清，用 1.5 ml 1×TE/LiAc 重悬沉淀。 

制备好的酵母感受态细胞应立即使用，不能长期保存。 

3.2.7 诱饵载体和捕获文库共转化酵母 

1. 加下列成分于 15 ml 无菌管中： 

双链 cDNA 20 μl 

pGADT7-Rec（0.5 μg/μl） 6 μl 

pGBKT7-gacAxoo 5 μg（≤10 μl） 

Herring Testes Carrier DNA（denatured） 20 μl 

（转 50 μl Herring DNA 到 1.5 ml 离心管中 100℃热变性 5 分钟，立即置于冰上。使 DNA 变

成单链。在加已变性的 Herring DNA 于 15 ml 离心管中时再重复一次。） 

2. 加 600 μl 感受态细胞于含有上述成分的离心管中。 

3. 温和振荡混匀。 

4. 30℃温浴 45 分钟，每 15 分钟混匀一次。 

5. 加 160 μl DMSO 于离心管中，混匀，42℃水浴 20 分钟，每 10 分钟混匀一次。 

6. 冰上 5 分钟 

7. 700 g 离心 5 分钟 

8. 去除上清，重悬沉淀于 3 ml YPD Liquid Medium 

9. 30℃振荡培养 90 分钟 

10. 700 g 离心 5 分钟 

11. 去除上清，重悬沉淀于 600 μl 0.9%NaCl 中。 

12. 取 150 μl 转化液铺于 150 mm 三缺培养基（SD/His-Leu-Trp）平板。 

13. 30℃培养直到菌落长出。 

14. 将在三缺培养基平板上生长的菌落复制到四缺培养基（SD/Ade-His-Leu-Trp）上，30℃培

养 3-8 天。 

15. 选取Ade+His+Mel+的菌落重新划线在SD/ Ade-His-Leu-Trp/X-α-Gal平板上，30℃培养 2-4

天。X-α-Gal溶于二甲基甲酰胺（dimethylformamide，DMF），直接加入培养基混匀使用

时X-α-Gal的终浓度为 40 µg/ml；涂布于已制备好的平板上使用时每个 15-cm平板加入

200 µl或者每个 10-cm平板加入 100 µl浓度为 4 mg/ml的X-α-Gal。 

16. 挑取呈现蓝色的菌落进行分析验证。 

3.2.8 超声波法提取质粒 DNA 

1. 挑取在 SD/Ade-His-Leu-Trp/X-α-Gal 显蓝的酵母单菌落于液体培养基中，振荡 2 分钟打

散菌团，30℃ 230 rpm 培养 20 小时以上。 

2. 4,000 rpm 离心 5 分钟，弃上清，用 1,000 μl 酵母裂解缓冲液悬浮沉淀，振荡混匀。 
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3. 超声波处理 30 秒，重复一次。 

4. 4,000 rpm 离心 5 分钟，弃上清，用 200 μl 酵母裂解缓冲液悬浮沉淀。 

5. 加入等体积酚:氯仿（25:24）抽提，13,000 rpm 室温离心 5 分钟，转上清至一干净离心管

中。 

6. 加入 1/10 体积的 NaAc（3 M，pH 5.2），2.5 倍体积的无水乙醇室温沉淀，13,000 rpm 离

心 10 分钟。 

7. 70%乙醇洗涤沉淀，真空干燥，DNA 溶解于 20 μl 无菌水中。 

3.2.9 质粒 DNA 的扩增 

E. coli DH5α电击感受态细胞制备以及电击转化从酵母中提取的两种质粒 DNA 详细步骤参

见 2.2.4，质粒提取参见 2.2.5。 

PCR 方法分析酵母双杂交阳性克隆，扩增体系如下： 

10×Advantage 2 PCR Buffer 5 μl 

50×dNTP Mix（10 mM） 1 μl 

5’LD primer（20 µM） 1 μl 

3’LD primer（20 µM） 1 μl 

50×Advantage 2 Polymerase Mix 1 μl 

ddH2O 41 μl 

总体积 50 μl 

用无菌的移液器枪头蘸取少量新鲜培养的酵母双杂交阳性克隆单菌落菌体于干净的 200 µl 

PCR 管中。加入 50 µl 上述 PCR 反应混合液，轻轻地打散菌体细胞，开始 PCR 扩增。扩增程序为：

94℃预变性 3 分钟，30 个循环（94℃变性 30 秒，68℃延伸 3 分钟），最后 68℃延伸补平 3 分钟。

1%琼脂糖凝胶电泳检测分析。 

3.2.10 互作蛋白的再次验证 

酵母感受态细胞制备参见 3.2.6。 

在两个无菌的 1.5 ml Eppendorf 管中分别加入： 

pGADT7-Tdrxoo 3 μl 

pGBKT7-gacAxoo 3 μl 

Herring Tests Carrier DAN（denatured） 10 μl 

和 

pGADT7-gacAxoo 3 μl 

pGBKT7-Tdrxoo 3 μl 

Herring Tests Carrier DAN（denatured） 10 μl 

共转化过程参见 3.2.7。 
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3.2.11 阳性克隆质粒 DNA 序列分析 

将经过验证的阳性克隆质粒 DNA 送 Invitrogen 公司进行序列测定。序列分析参见 2.2.11。 

3.3 结果与分析 

3.3.1 gacAxoo 诱饵载体的制备 

由于试剂盒提供的 pGBKT7 载体为环状质粒 DNA，为了长期保存该质粒，将其通过化学法

导入 E. coli ，同时也避免了反复冻融试剂盒提供的 pGBKT7，导致其污染或者不稳定。根据

pGBKT7 质粒提供的多克隆位点内切酶图谱（图 3-2），选用 EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切消化该质粒，

回收酶切产物，与经过同样内切酶处理的 gacAxoo 连接，转化 E. coli ，提取转化子质粒 DNA，

EcoRⅠ和 BamHⅠ双酶切验证，得到诱饵载体 pGBKT7-gacAxoo（图 3-3）。 
 

 
 

图 3-2 pGBKT7 载体 

Fig.3-2. pGBKT7 vector 
图 3-3 pGBKT7-gacAxoo 双酶切分析 

Fig.3-3. The Restriction digestion analysis of 

pGBKT7-gacAxoo by EcoRⅠ and  BamHⅠ 

M. 200 bp ladder 

为了在gacAxoo的 5’端和 3’端引入EcoRⅠ和BamHⅠ内切酶位点，设计引物gacAF2 和gacAR2，

扩增PXO99A基因组DNA，对PCR产物直接进行双酶切，然后回收酶切产物，连接同样经过双酶切

处理的pGBKT7 载体，多次连接均未成功，分析可能是虽然设计引物时在内切酶位点 5’端加入了

三个保护碱基，但是当内切酶位点位于PCR产物片段的端部时，由于空间位阻的原因，造成内切

酶不能正常识别酶切位点，因而连接不成功。针对这个问题，我们先将PCR产物连接到普通的T-

载体上，普通Taq DNA聚合酶具有在产物末端加A的特点，因此连接是很容易的。对于使用pfu DNA

聚合酶扩增得到的PCR产物，可以先进行PCR产物的末端加A反应，再进行T克隆。连接成功后根

据设计的内切酶位点酶切处理T克隆质粒，回收酶切产物，再与pGBKT7 载体连接，根据调整后的

连接方法，我们成功的获得了诱饵载体pGBKT7-gacAxoo。 
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3.3.2 提取和纯化 Xoo 总 RNA 

RNA质量的合格与否直接关系到酵母双杂交实验的成败。获得高质量的RNA，首先要做好前

期准备工作，所有用到的玻璃器皿都要经过高温长时间的烘烤，实验所需的离心管和移液器枪头

经过DEPC溶液 37℃浸泡 12 小时，然后高温灭菌。所需试剂为新配制，操作过程中尽量减少RNA

酶的污染。采用热酚法提取Xoo PXO99A总RNA作为cDNA文库构建的起始RNA（图 3-4）。由图可

知，提取的RNA完整性很好，可以用于cDNA的合成。由于细菌对外界环境变化的感应敏感性很

高，所以在设计实验重复时，要保证每次重复时细菌的培养条件是相同的，这样才能尽量减少由

于实验操作上带来的误差。 

在提取细菌总 RNA 的过程中，很难避免细菌基因组 DNA 的污染，为了减少基因组 DNA 对

后续 cDNA 合成的影响，必须用无 RNA 酶的 DNA 酶处理提取的 RNA 样品，除去样品中的 DNA，

这样才能保证反转录合成的 cDNA 真实地反映了细菌基因表达的情况。 

  

图 3-4 PXO99A总RNA 

Fig.3-4. The total RNA of PXO99A

图 3-5 双链 cDNA 合成 

Fig.3-5. ds cDNA synthesization 

M，200 bp ladder 

3.3.3 合成和纯化双链 cDNA 

细菌 mRNA 3’端不具有 poly（A）尾巴，因此以随机六聚体核苷酸为引物，反转录合成第一

链 cDNA，双链 cDNA的合成采用试剂盒提供的引物5’PCR primer和3’PCR primer。CHROMA SPIN

柱子纯化双链 cDNA，电泳检测纯化产物长度分布在 0.4-2.2 kb 之间，可以用于构建 cDNA 文库，

共转化酵母，然而，从图上看双链 cDNA 的浓度较低（图 3-5），因此在共转化酵母时，我们适当

的增加了双链 cDNA 的量。 

3.3.4 诱饵载体 pGBKT7-gacAxoo 和 Xoo 捕获文库的互作分析 

在诱饵载体 pGBKT7-gacAxoo 与捕获文库进行互作分析之前，检测 gacAxoo 的自激活活性和

毒性，发现 gacAxoo 不具有自激活活性，对酵母细胞无毒性，可以作为诱饵蛋白，用于双杂交系

统筛选与其互作的蛋白。 

pGBKT7-gacAxoo和Xoo捕获文库共转化酵母感受态细胞，转化液铺于SD/His-Leu-Trp三缺培
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养基上，在 2-3 天后，有些菌落将显现出来，但平板至少需要培养 5 天，使生长较慢的菌落也显

现出来，有些小而苍白的菌落在培养 2 天后就出现了，但直径不会超过 1 mm。真正的Ade+His+克

隆生长旺盛，也能长到大于 2 mm。另外Ade+菌落是白色的或呈淡粉色，而Ade-菌落在限制adenine

的培养基中将慢慢变红。5 天后将三缺培养基上生长的直径大于 2 mm的菌落接种到

SD/Ade-His-Leu-Trp-四缺培养基上。 

在四缺平板上共筛选到 150 个克隆。通过 PCR 方法鉴定 150 个阳性克隆，结果显示仅有五

个克隆的插入片段在 400-800 bp 之间，插入片段小于 200 bp（图 3-6）的克隆被认为是假阳性克

隆而舍弃。同时将 PCR 检测为阳性克隆的菌落接种到 SD/Ade-His-Leu-Trp-/X-α-Gal 四缺培养基，

通过 lacZ 报告基因继续筛选阳性克隆（图 3-7），五个菌落均变蓝，但是显示蓝色程度不同。 

 

 
图 3-6 PCR 分析酵母双杂交阳性克隆（部分） 

Fig.3-6 The PCR analysis of positive clones acquired using Y2H (part) 

 

  

图 3-7 lacZ 报告基因筛选酵母双杂交阳性克隆 

Fig.3-7. Screening the positive clones using lacZ gene 

图 3-8 Y2H1 酶切分析 

Fig.3-8. The restriction digestion of Y2H1 

M. 200 bp ladder 

利用超声波破碎酵母细胞壁，从五个阳性克隆中提取质粒，电转化 E. coli ，在含氨苄青霉素

抗性的平板筛选插入捕获文库 cDNA 片段的质粒 pGADT7，得到一个阳性克隆 Y2H1。对该克隆

再次进行 PCR 分析，回收 PCR 产物连接到 pMD18-T，酶切分析结果如图 3-8。 
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将 Y2H1 质粒送 Invitrogen 公司测序分析，插入片段长度为 571 bp，由于 PCR 检测酵母双杂

交阳性克隆使用的引物是 5’LD primer 和 3’LD primer 引物，该对引物的扩增产物不但包括插入片

段还含有 pGADT7 载体一部分序列，约 100 bp 左右，所以 Y2H1 酶切分析插入片段为 700 bp 左

右（如图 3-8）。 

登录 NCBI 网站（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/），输入 Y2H1 插入片段序列，进行 BLAST 搜

索，发现该片段具有 TonB-Depedent-Receptor 结构域，同时在 Xoo 全基因组序列中搜索到含有该

插入片段的开放阅读框 XOO1805，命名 XOO1805 为 tdrxoo 基因。 

3.3.5 GacAxoo 与 Tdrxoo 互作的再验证 

为了避免载体因素造成的假阳性，将已得到初步验证的蛋白互作进行载体互换，即原来在

pGADT7 上的 cDNA 插入片段换成 gacAxoo，原来在 pGBKT7 载体上的 gacAxoo 换成 tdrxoo 的

cDNA 插入片段。将互换载体后的诱饵载体和捕获载体共转化酵母仍表现为互作，lacZ 基因表达

验证结果如图 3-9。 

 

pBKT7-gacAxoo 

pGAD-tdrxoo 

pBKT7-tdrxoo 

pGADT7-gacAxoo 

图 3-9 GacAxoo 与 Tdrxoo 互作的 lacZ 基因再验证 

Fig.3-9. Reverification interactions between gacAxoo and tdrxoo segment with lacZ report gene 

3.4 讨论 

Y2H 是在真核模式生物酵母中进行的，研究活细胞内蛋白质相互作用，对蛋白质之间微弱的、

瞬间的作用也能够通过报告基因的表达产物敏感地检测得到，它是一种具有很高灵敏度的研究蛋

白质之间关系的技术。作为发现和研究在活细胞体内的蛋白质与蛋白质之间的相互作用的技术平

台，Y2H 在哺乳动物基因组和高等植物基因组编码的蛋白质之间的互作方面得到了广泛的应用。 

在分子植物病理学方面，Y2H 也得到了广泛应用，不仅验证了 Pto 与 AvrPto 之间的互作（Tang 

et al., 1996b），而且通过 Y2H 筛选 Xac 基因组文库，发现 RpfC 分别与 RpfG、RpfF、QS 相关调

节因子和 NtrB/NtrC 类双组分调控系统发生作用，同时发现 RpfG 的磷酸二酯酶结构域（HD-GYP）

与二鸟苷环化酶结构域 GGDEF 互作，携带 GGDEF 的蛋白可以产生环化二鸟苷酸（cyclic diGMP），

作为重要的第二信使分子参与 Xac 复杂的生理生化过程，包括毒性，生物被膜形成和运动性

（Andrade et al., 2006）。 

Y2H 对植物病原细菌的Ⅱ型、Ⅲ型和Ⅳ型分泌系统的各自组成蛋白之间及其底物蛋白之间的

相互作用研究的也极为详尽（Douet et al., 2004；Marcos et al., 2004，2005）。最近，通过 Y2H 鉴

定到了柑橘溃疡病菌 X. axonopodis pv. citri 基因组中 XAC1990 为泌出伴侣基因 flgN，FlgN 与鞭毛

蛋白 FlgK 和 FlgL 互作，在鞭毛的正确组装过程中具有重要作用（Khater et al., 2007）。 
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本研究采用了 CLONTECH 公司于 2001 年推出的 MATCHMARKER library Construction & 

Screening kit，相对于以前的系统，新系统做出了改进：将 cDNA 文库的构建与筛选结合到了一起，

简化了操作步骤，缩短了实验操作时间；同时增加了检测双杂交阳性克隆的报告基因，降低了筛

选过程中的假阳性率。 

某些诱饵蛋白质在酵母中大量表达时可能对酵母产生一定的毒性作用，如使酵母体内的信号

传导通路阻断，干扰酵母中正常基因的表达调控，抑制酵母细胞的分裂，甚至使酵母细胞在选择

培养基上不能生长等，由此使得对某些种类的蛋白质不能在该系统中进行分析；另外，本身就有

转录激活活性的蛋白质，如 RNA 聚合酶Ⅱ转录激活因子，会直接激活报告基因而不需要两种蛋白

质相互作用，导致假阳性产生，因此不能用来作为诱饵蛋白。本研究在构建诱饵载体时对 gacAxoo

进了检测，发现 GacAxoo 不具有自激活活性，对酵母菌无毒性作用，因此可以用作诱饵，钓取与

其发生互作的蛋白。 

在 Y2H 中，RNA 质量的好坏直接关系到双杂交实验的成败。本研究采用实验室保存的成熟

的细菌总 RNA 提取方法，对实验过程中所用到的器皿、药品和试剂进行严格地处理，获得了高质

量的 Xoo 总 RNA，为双杂交实验的成功打下了良好的基础。因为细菌 mRNA 不具有 poly（A）

尾巴，所以采用随机六聚体作为反转录引物合成 cDNA，得到的双链 cDNA 大小分布在 0.4-2.2 kb

之间，可以用于下一步实验。但是实验中获得的双链 cDNA 浓度较低，分析原因可能是试剂盒为

了后期筛选的方便，在随机六聚体引物的 5’端引入了 27 bp 的核苷酸序列，因此降低了反转录的

效率，导致合成 cDNA 的浓度降低。为了弥补这一不足，在后期的诱饵载体与双链 cDNA 共转化

酵母感受态细胞时，适当增加 cDNA 的用量。 

将pGBKT7-gacAxoo、pGADT7-Rec和双链cDNA三者共转化酵母感受态细胞，转化液分为两

个部分：一部分转化液涂布在SD/Leu-和SD/Leu-Trp-平板上，用于测试转化效率。其中在SD/Leu-

培养基上菌落数达到了 1.8×106，在SD/Leu-Trp-培养基上菌落数达到了 4.5×105，基本符合Y2H

的筛选要求。剩余转化液涂布于SD/His-Leu-Trp-三缺平板上，筛选与GacAxoo互作的阳性克隆。

经过三缺和四缺培养基的筛选，获得了 150 个克隆，为了减少工作量和节省X-α-Gal的用量，并

没有直接提取 150 个克隆的质粒，而是采用PCR方法对获得的 150 个克隆进行了鉴定，其中 5 个

克隆的插入片段大于 400 bp。由于X-α-Gal极其昂贵，因此选择将其涂布于四缺培养基而不是直

接加入培养基中，5 个PCR鉴定的克隆划线于四缺/X-α-Gal培养基，培养 3 天后菌落均显蓝色，

但显现蓝色程度不一致，可能是X-α-Gal涂布的不均匀或者浓度太低或者诱饵蛋白与捕获蛋白结

合的能力不同。从酵母中提取 5 个克隆所含质粒，转化E. coli ，仅获得一个转化子Y2H1。从酵母

提取的质粒DNA含有两种质粒，可能是质粒的不兼容性造成了转化效率的降低。测序分析Y2H1

含有长度为 571 bp的cDNA插入片段，搜索Xoo全基因组序列，该片段包含在XOO1805 ORF中，

具有TonB-Dep-Rec结构域，命名XOO1805 为tdrxoo基因。 

TonB-Dep-Rec 家族蛋白参与细菌多种分子透过外膜的过程，如铁离子吸收。一般认为，革兰

氏阴性细菌外膜与周质间无任何能量来源，推测分子透过外膜所需能量可能主要来自内膜的原动

力或细胞质内的 ATP（Braun et al., 1995）。Tdr 蛋白行使能量传递的功能，提供外膜铁离子接受蛋

白向胞内输送铁离子过程中的能量。因此，该途径的基因突变将影响铁离子转运系统，影响细菌

生长。然而，青枯菌 prhA 编码的 Tdr 蛋白并不参与铁离子转运，却是其致病性和Ⅲ型分泌系统
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（TTSS）的主控因子之一（Marench M et al., 1998）。Tdrxoo 蛋白在水稻白叶枯病菌 Xoo 中的作

用至今尚不清楚。 

为了避免载体干扰造成的假阳性，将初步验证发生互作的 GacAxoo 和 tdrxoo 编码 TDR 结构

域的片段进行载体互换，经过 lacZ 基因再验证，二者仍表现为互作。但是 GacAxoo 与完整的 Tdrxoo

蛋白之间的互作未得到验证，推测原因可能是由于 tdrxo 全长为 2910 bp，编码 969 个氨基酸，合

成的 Tdrxoo 分子量较大，在酵母中表达时，造成 Tdrxoo 的空间挤压，影响了 GacAxoo/Tdrxoo 之

间的彼此靠近，或者全长的 Tdrxoo 在空间的折叠妨碍了二者之间功能结构域的结合，导致互作信

号减弱，双杂交系统检测不到。下一步应采用 pull-down 技术或免疫共沉淀法体外验证 GacAxoo

与 Tdrxoo 之间的作用，以确认二者的体外互作。 
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第四章 水稻白叶枯病菌 tdrxoo 基因的功能分析 

白叶枯病是水稻生产上的三大病害之一，由黄单胞菌水稻致病变种(Xanthomonas oryzae pv. 

oryzae, Xoo)引起，最早于 1884 年在日本福岗地区发现。近几十年来，由于有机肥料在水稻生产

上的大量使用，水稻白叶枯病已成为东南亚等水稻主产区水稻生产上的主要病害。在澳大利亚、

非洲、拉丁美洲、北美洲水稻生产区的发生也很严重（Ryba-White et al., 1995）。 

水稻黄单胞菌是研究植物—病原物互作的一种重要模式菌（David et al., 2006），Xoo 致病基

因与其寄主水稻的抗病基因互作模式严格遵循“基因对基因假说”（Daniels and Leach，1993）。在

Xoo 的致病性研究上，通过分离和研究致病相关突变体，许多毒性基因已被分离，如与胞外多糖

（EPS）合成有关的 gumG 和 gumM（Dharmapuri and Sonti, 1999；Rajeshwari and Sonti, 2000）；调

节 EPS 合成的 rpfC（Tang et al., 1996a）及离子代谢的 rpfF（Chatterjee and Sonti, 2002）；编码 III

型分泌系统结构蛋白及其效应子的 hrp和 avr（Kamdar et al., 1993；Bai et al., 2000；Yang et al., 2000；

Zhu et al., 2000；Hopkins et al., 1992；Shen et al., 2001）。编码 II 型分泌系统的结构蛋白基因 xpsD

和 xpsF，及一个与动物致病菌的非菌毛粘附物同源基因 xadA 的突变都使 Xoo 的致病性明显降低

（Ray et al., 2001；Ray et al., 2002）。另外，一种氨基酸营养缺陷型突变体也影响其致病性（Goel 

et al., 2001）。所有这些研究促进了我们对 Xoo 致病机制的理解。然而 Xoo 的致病过程很复杂，尚

有很多致病因子未被发现。 

因为水稻白叶枯病菌的寄主水稻为单子叶植物，而黄单胞属其它种病菌的寄主为双子叶植

物，二者在分类上明显不同，所以 Xoo 基因组（AE013598）必定含有一些特异的基因决定了其与

水稻的互作。将整个基因组与已报道的 Xac（AE008923）和 Xcc（AE008922）基因组序列进行比

较，发现了 Xoo 包含 245 个所特有的基因，它们在 Xac 和 Xcc 中都不存在。其中 95 个基因编码

功能性蛋白，150 个是未知功能的（Lee et al., 2005）。Xoo 中特有基因的功能涉及限制-修饰

（restriction–modification，RM）、TonB 依赖型铁载体受体、毒素产生（ mlrB、Rtx）、TTSS 效应

蛋白和噬菌体相关蛋白。而且在 Xoo 中 rax 是特异的，与 I 型分泌和激发水稻抗性蛋白 XA21 所

需的硫化作用有关（da Silva et al., 2004）。 

研究一个基因的功能，最直接的方法是干扰这个基因的表达，研究其引起的表型变化。本研

究对通过酵母双杂交获得的具有 TonB-Dep-Rec 结构域的 tdrxoo 基因进行突变分析，实验结果表

明，与野生型菌株相比，tdrxoo 突变体对水稻致病性完全丧失，胞外纤维素酶和木聚糖酶活性、

胞外多糖产生和生物被膜形成均明显减弱，但铁离子的运输却未受影响。对 tdrxoo 突变体进行功

能互补分析，可以恢复到与野生型菌株相同的表型。 

4.1 实验材料 

4.1.1 菌株和质粒 

实验用菌株和质粒以及抗生素用量参见 2.1.1。质粒 pK18mob 为中国科学院微生物研究所植

物基因组学重点实验室惠赠，该质粒不能在 Xoo 中复制。 
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4.1.2 生化试剂 

pMD18-T Vector kit 购自 TaKaRa（大连）公司，其余药品和试剂参见 2.1.2 

4.1.3 培养基和菌株培养条件 

LB 培养基、M210 培养基和 PSA 培养基参见 2.1.3 

XOM2 培养基： 

EDTA-FeNa 0.101 g/L 

（D）+Xylose 1.8 g/L 

谷氨酸钠 1.87 g/L 

L-Met 0.99 g/L 

KH2PO4 2 g/L 

MnSO4 0.006 g/L 

MgCl2 1.017 g/L 

调 pH 至 6.5-6.8，过滤灭菌。固体培养基加 1.5%琼脂。 

4.2 实验方法 

4.2.1 △tdrxoo 突变体质粒制备 

设计引物 tdrF：5’-TGGGCAGCTTGTAGTTCACGCCAA-3’和 tdrR：5’-CCATTATGGCCGGG 

GGGACTACTGG-3’，以酵母双杂交菌落 Y2H1 质粒 DNA 为模板，扩增含有 TonB-Dep-Rec 结构

域的片段。将该片段连接 pMD18-T 载体，转化 E. coli 感受态细胞，提取重组子质粒，EcoRⅠ和

Hind Ⅲ 双酶切分析质粒 DNA，回收酶切片段，与经过相同内切酶处理的 pK18mob 载体连接，

转化 E. coli 感受态细胞。选取阳性克隆提取重组子质粒 DNA，EcoRⅠ和 Hind Ⅲ 双酶切分析验

证。构建好的 tdrxoo 突变体质粒 DNA 于-20℃长期保存。 

4.2.2 △tdrxoo 基因突变体构建 

PXO99A电击感受态细胞制备参见 2.2.4。将 4.2.1 中构建好的tdrxoo突变体质粒，电击法导入

PXO99A电击感受态细胞中，转化液铺于含卡那霉素抗性的PSA平板，28℃培养 3-5 天；将阳性转

化子菌落重新转接于一个新的含卡那霉素抗性的PSA平板，转接三到四次；然后将阳性菌落接种

含卡那霉素抗性的M210 液体培养基，28℃ 200 rpm振荡培养 48 小时，接种针蘸取少量菌液划线

于含卡那霉素抗性的PSA平板，28℃培养 48-72 小时；挑取阳性单克隆接种含卡那霉素抗性的M210

液体培养基，28℃ 200 rpm振荡培养 48 小时，保存tdrxoo突变体菌种于-70℃，保存方法参见 2.1.3。

PCR 设 计 PCR 引 物 tdrxooF ： 5’-ATCACTGATTTTATTAAAATTTACTG-3’ 和 tdrxooR ：

5’-GCTGACGTGGTGAGATCGAACGCG-3’，分析验证tdrxoo突变体Δtdrxoo。 
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4.2.3 △tdrxoo 突变体的互补菌株构建 

采用引物 tdrxooF 和 tdrxooR 扩增含自身启动子的 tdrxoo，克隆到 pMD18-T 载体上，测序鉴

定后，用 Kpn I 和 Hind III 双酶切回收约 3.2 kb 的片断，与同样经双酶切的 pHM1 载体相连接，转

化 E. coli 感受态细胞 DH5α，提取阳性克隆中的质粒，将其转入 tdrxoo 突变体中，含壮观霉素抗

性和卡那霉素抗性 PSA 平板筛选阳性转化子，所得转化子即为其互补菌株Δtdrxoo::C。 

4.2.4 △gacAxoo/Δtdrxoo 双基因突变菌株构建 

ΔgacAxoo 突变体电击感受态细胞制备参见 2.2.4。将 4.2.2 中构建好的Δtdrxoo 突变体质粒，

电击法导入ΔgacAxoo 电击感受态细胞中，转化液铺于含庆大霉素和卡那霉素抗性的 PSA 平板，

28℃培养 3-7 天；将阳性转化子菌落重新转接于一个新的含庆大霉素和卡那霉素抗性的 PSA 平板，

转接三到四次；然后将阳性菌落接种含庆大霉素和卡那霉素抗性的 M210 液体培养基，28℃ 200 

rpm 振荡培养 48 小时，接种针蘸取少量菌液划线于含庆大霉素和卡那霉素抗性的 PSA 平板，28

℃培养 48-72 小时；挑取阳性单克隆接种于含庆大霉素和卡那霉素抗性的 M210 液体培养基，28

℃ 200 rpm 振荡培养 48 小时，保存ΔgacAxoo/Δtdrxoo 菌种于-70℃，保存方法参见 2.1.3。采用

引物 tdrxooF 和 tdrxooR PCR 分析验证ΔgacAxoo/Δtdrxoo 双突变体。 

4.2.5 致病性和 HR 反应测定 

将待测菌株在 28℃条件下振荡培养至 108 CFU/ml以上，离心收集菌体，无菌水稀释菌液至

OD600=0.5。用剪叶法将稀释好的各个菌种均匀接种到生长期为 40 天的感病水稻品种IR24 的二、

三心叶上，每个菌株接种叶片 15 张。温室温度控制在 25-35℃，湿度达到 90%左右，以利于Xoo

的发病，接种后 12 天和 20 天调查白叶枯病的发病情况，详细记录其病斑长度，取其中有代表性

的 3 片发病叶片，测量其病斑长度，重复接种一次，取 6 次测量的均值作图。同时将相同浓度的

菌液直接注射烟草叶片，接种 24-48 小时 后观察烟草叶片接种部位有无HR产生。 

4.2.6 运动性测定 

Δtdrxoo 和ΔgacAxoo/Δtdrxoo 菌株运动性分析方法参见 2.2.9。 

4.2.7 胞外多糖分泌检测 

胞外多糖是根据菌落在 PSA 固体培养基上的生长形态来检测。将待测菌株接种在含有 2%

（w/v）葡萄糖的 PSA 固体平板上，28℃培养 48 小时后，移至室温（约 20-25℃）放置 3 天，测

量菌落的直径，观察野生型与突变体胞外多糖产生情况。能产生胞外多糖的菌株在菌落表面产生

大量粘液，菌落湿润而大，不能产生胞外多糖的菌株菌落干燥而小。 

4.2.8 胞外酶类活性测定 

Δtdrxoo 和ΔgacAxoo/Δtdrxoo 菌株胞外酶类活性分析方法参见 2.2.10。 
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4.2.9 生长曲线测定 

将待测菌株 28℃振荡培养 48 小时后，用新鲜的M210 或XOM2 培养基将各菌稀释至

OD600=0.5，以 1：1000（v：v）的比例将各个相同浓度的菌种接种于 100 ml的M210 或XOM2 培

养基中，28℃条件下 200 rpm培养，每隔 6 小时同时测定各菌株在 600 nm的吸光值。 

4.2.10 嗜铁素（siderophore）产生的检测 

嗜铁素检测培养基（CAS-PSA）制作参照Schwyn 和 Neilands（1987）方法：取 0.012 g铬天

青S（CAS）溶于 10 ml ddH2O中，并与 2 ml 1 mM FeCl3溶液混匀配制为溶液A；取 0.015 g十六烷

基三甲基溴化铵（CTAB）溶于 8 ml ddH2O中配制溶液B；将溶液A缓慢加入到溶液B中，充分混

匀即为CAS染液。 

将待测菌用牙签蘸取少许菌液点接于含 1%CAS 染液的 PSA 平板上。28℃培养 48 小时后，

由于嗜铁素竞争培养基中 EDTA 螯合的铁离子，使培养基由蓝色变成黄色，观察菌落黄色晕圈的

有无或者大小判断菌株间嗜铁素产量的差异。每个处理设 3 个重复。 

4.2.11 △tdrxoo 和△gacAxoo/△tdrxoo 鞭毛电镜观察 

将新鲜培养的待测菌株送至中国农业科学院农产品加工研究所电镜室观察各个菌株的鞭毛

产生情况。 

4.2.12 生物被膜（Biofilm）的定性检测 

将待测菌株用 M210 液体培养基培养至饱和，按 1:1000 的比例用新鲜的 LB 稀释。取 0.5 ml

转移到新的 1.5 ml 离心管中，28℃培养（避免振动），每个处理 3 个重复。培养 24 小时后，加入

100 µl 0.1%（w/v）的结晶紫溶液室温染色 15 分钟，然后用蒸馏水冲洗试管至冲洗液清晰。在菌

液与空气交界面的位置，细菌形成坚固的附着膜附着于管壁，蒸馏水冲不掉则被结晶紫染色，呈

现一个紫色环状带。 

4.2.13 tdrxoo 基因的生物信息学分析 

对 tdrxoo 基因进行生物信息学分析，方法和软件参见 2.2.11 

4.2.14 革兰氏阴性细菌中 TDR 类基因分析 

TDR 类蛋白具有两个保守结构域，分别是位于 N 端的 plug 结构域（PF07715）和位于 C 端

的 TonB-Dep-Rec 结构域（ PF00593 ）。以这两个结构域为基础，登录 Pfam 数据库

（http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/）搜索 226 种革兰氏阴性细菌全基因组氨基酸序列。统计

分析 TDR 类蛋白在革兰氏阴性菌中的分布情况。 
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4.3 结果与分析 

4.3.1 △tdrxoo 的制备 

酵母双杂交实验获得的 cDNA 片段含有 TonB-Dep-Rec 结构域，长度为 571 bp，连接此片段

到 pK18mob 载体（图 4-1），构建 tdrxoo 突变体质粒，命名为 pKtdr。EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶切分

析，cDNA 片段正确插入 pK18mob 载体（图 4-2）。 

 

 
 

图 4-1 pK18mob 载体图 

Fig.4-1. pK18mob vector 

图 4-2 pKtdr 质粒 DNA 双酶切分析 

Fig.4-2. The restriction analysis of pKtdr  

by EcoRⅠ and Hind Ⅲ 

M. 200bp ladder 

 

  

图 4-3 同源重组单交换突变 tdrxoo  

Fig.4-3. Model of construction tdrxoo mutant by a single 

corss-over recombination 

图 4-4 PCR 分析 tdrxoo 野生型和突变体 

Fig.4-4. PCR analysis of PXO99A and Δtdrxoo 

M. 1 kp ladder CK. ddH2O 

将构建好的pKtdr质粒DNA电击导入PXO99A感受态细胞中，当质粒导入细菌细胞后，因为

pKtdr中含有的cDNA片段为PXO99A基因组中tdrxoo的一部分，所以二者发生同源重组，质粒将整

合到PXO99A基因组中，造成tdrxoo的断裂，达到突变该基因的目的（图 4-3）。以野生型PXO99A和

tdrxoo突变体基因组DNA为模板，采用引物tdrxooF和tdrxooR通过PCR分析验证tdrxoo突变体，因
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为引物tdrxooF/tdrxooR位于tdrxoo基因相邻的 5’端和 3’端，在野生型中的扩增产物是 3.2 kb，tdrxoo

突变体中由于pK18mob的插入到tdrxoo基因中，因此其扩增产物为 7.2 kb（图 4-4），证明已经获得

tdrxoo基因突变体。 

4.3.2 △tdrxoo 互补菌株的制备 

引物 tdrxooF 和 tdrxooR 位于 tdrxoo 基因相邻的 5’端和 3’端，可以扩增包含 tdrxoo 基因及其

自身启动子的序列，扩增产物连接于 pMD18-T，对重组子进行测序分析，验证重组子中 tdrxoo 的

读码框是否正确。Kpn I 和 Hind III 双酶切重组子，回收酶切产物连接于同样经过双酶切处理的

pHM1 载体，转化 E. coli 感受态细胞，提取重组子质粒 DNA，命名为 pHtdrxoo，Kpn I 和 Hind III

双酶切分析，tdrxoo 片段正确插入 pHM1 载体（图 4-5）。将 pHtdrxoo 电击导入Δtdrxoo 感受态细

胞，在含壮观霉素抗性和卡那霉素抗性 PSA 平板筛选阳性转化子，所得转化子即为其互补菌株，

命名为Δtdrxoo::C。从互补菌株中提取质粒，Kpn I 和 Hind III 双酶切分析，证明互补菌株含有

pHtdrxoo 质粒（图 4-6）。 

  
图 4-5 pHtdrxoo 双酶切分析 

   Fig.4-5. The restriction analysis of pHtdrxoo in    

Δtdrxoo by Kpn I and Hind III 

M. 1 kp ladder 

图 4-6 互补菌株中 pHtdrxoo 双酶切分析 

   Fig.4-6. The retrsiction analysis of pHtdrxoo in    

Δtdrxoo::C by Kpn I and Hind III 

M. 1 kp ladder 

4.3.3 △gacAxoo/Δtdrxoo 双基因突变菌株的构建 

将pKtdr质粒DNA电击导入到ΔgacAxoo中，含庆大霉素和卡那霉素抗性的PSA平板筛选转化

子，转化子经多次转接培养，具有稳定的庆大霉素和卡那霉素抗性菌株为双突变菌株，命名为Δ

gacAxoo/Δtdrxoo。采用庆大霉素抗性基因Gm引物GmF/GmR和tdrxoo基因引物tdrxooF/tdrxooR检

测野生型菌株PXO99A和双突变菌株。在PXO99A中无Gm扩增产物，而ΔgacAxoo/Δtdrxoo中扩增

Gm基因，大小为 850 bp左右（图 4-7）；tdrxooF/tdrxooR引物扩增结果显示在PXO99A中具有 3.2 kb

左右的扩增条带，而ΔgacAxoo/Δtdrxoo中扩增条带为 7.2 kb左右（图 4-8），表明pKtdr质粒已经整
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合到ΔgacAxoo基因组中，获得了ΔgacAxoo/Δtdrxoo双基因突变体。 

  
图 4-7 GmF/GmR 引物 PCR 检测ΔgacAxoo/Δtdrxoo 

Fig.4-7. PCR analysis of ΔgacAxoo/Δtdrxoo by the 

primers GmF/R 

M. 200 kb ladder 

图 4-8 tdrxooF/tdrxooR 引物 PCR 检测ΔgacAxoo/Δtdrxoo 

Fig.4-8. PCR analysis of ΔgacAxoo/Δtdrxoo  

by the primers tdrxooF/R 

M. 1 kp ladder 

4.3.4 突变体致病性和 HR 反应分析 

用剪叶法将稀释好的PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌种均匀接种到生

长期为 40 天的感病水稻品种IR24 的二、三心叶上，致病性分析结果显示与野生型菌株PXO99A相

比，Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo丧失致病性，在接种叶片上几乎看不到病斑的产生，tdrxoo单突

变体的互补菌株Δtdrxoo::C致病性恢复至野生型水平（图 4-9），推测tdrxoo基因参与了Xoo致病过

程的调控。 

 

 

图 4-9 PXO99A，Δtdrxoo，Δtdrxoo::C和 

ΔgacAxoo/Δtdrxoo 菌株致病性分析 

Fig.4-9. The pathogenicity analysis of PXO99A,  

Δtdrxoo, Δtdrxoo::C and ΔgacAxoo/Δtdrxoo 

图 4-10 PXO99A、Δtdrxoo和 

ΔgacAxoo/Δtdrxoo 菌株 HR 反应测试 

Fig,4-10. HR test of PXO99A, Δtdrxoo and  

ΔgacAxoo/Δtdrxoo on tobacco 



中国农业科学院博士学位论文                               第四章 水稻白叶枯病菌 tdrxoo 基因的功能分析 

        

 70 
 

将PXO99A、Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌种调至相同浓度，直接注射入烟草叶片，进行

HR反应分析，结果显示四个菌株均引起烟草叶片的HR反应（图 4-10），说明tdrxoo的突变可能并

不影响hrp基因的表达。 

4.3.5 胞外多糖分泌检测 

新鲜培养的PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌液，划线培养于PSA固体

平板，野生型PXO99A菌株和互补菌株Δtdrxoo::C能产生胞外多糖，在菌落表面产生大量粘液，菌

落湿润而大；而Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌株菌落形状在PSA平板上表现为菌落小而蜜黄色，

较干燥，可能是由于胞外多糖不能合成或不能有效分泌到胞外造成的。（图 4-11）。 

 
图 4-11 PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C、ΔgacAxoo/Δtdrxoo胞外多糖检测 

Fig.4-11. The EPS production of PXO99A, Δtdrxoo, Δtdrxoo::C, ΔgacAxoo/Δtdrxoo 

4.3.6 突变体菌株运动性分析和鞭毛的电镜观察 

取浓度一致的PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌液 1 µl接种于半固体培

养基，28℃培养 4 天，观察各个菌株的运动轨迹。与野生型相比，Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo

的运动能力明显减弱但仍具有运动性，Δtdrxoo::C运动能力恢复至野生型水平（图 4-12）。表明

tdrxoo影响了Xoo的运动性。电镜观察单突变菌株、双突变菌株和野生型菌株显示，三者均具有鞭

毛（图 4-13）。 
 

 
图 4-12 PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌株运动性分析 

Fig.4-12 Semisolid plate analysis of PXO99A, Δtdrxoo, Δtdrxoo::C and ΔgacAxoo/Δtdrxoo 
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图 4-13 PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C菌株鞭毛的电镜观察 

Fig.4-13. Electron micrograph showing the flagellum of PXO99A, Δtdrxoo and Δtdrxoo::C 

4.3.7 突变体菌株胞外酶活性分析 

新鲜培养的PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌液，调至浓度一致，各取

1 µl菌液点接于含 0.2%RBB-xylan的PSA平板，检测胞外木聚糖酶活性；另取 1 µl点接于含 0.5%羧

甲基纤维素的PSA平板，检测胞外纤维素酶活性。与野生型相比，Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo

纤维素酶和木聚糖酶活性明显减弱（图 4-14），在Δtdrxoo::C中两种酶的活性恢复至野生型水平，

推测tdrxoo可能参与了两种酶的产生或泌出过程的调控。 
 

 
图 4-14 PXO99A, Δtdrxoo, Δtdrxoo::C, ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌株纤维素酶（左）和木聚糖酶（右）活性分析 

Fig.4-14. Agarose plate assays for cellulase (left) and xylanase (right) activities of PXO99A, Δtdrxoo,  
Δtdrxoo::C, ΔgacAxoo/Δtdrxoo 

4.3.8 嗜铁素产生的检测 

新鲜培养的PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌液，调至浓度一致，各取

1 µl菌液点接于CAS-PSA平板，28℃培养 48 小时后观察菌落周围黄色晕圈产生的大小，发现各个

菌株的嗜铁素产生水平并无明显差异，表明虽然Ttdrxoo具有TonB-Dep-Rec结构域，但是该基因的

表达与否与胞外铁离子的浓度无关（结果未显示）。 

4.3.9 生长曲线的测定 

接种统一浓度的PXO99A、Δtdrxoo、Δtdrxoo::C和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌液至M210 和XOM2
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培养基，28℃振荡培养，每隔 6 小时测定各个菌株在 600 nm的吸光值。在丰富培养基M210 中，

Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo菌株的迟滞期比PXO99A晚 12 小时，而且在静止生长期突变体菌株

的最大菌浓度明显低于野生型，互补菌株Δtdrxoo::C则恢复至野生型水平（图 4-15 左）。 
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图 4-15 PXO99A及tdrxoo突变体株系和互补株系在M210（左）和XOM2（右）培养基中生长曲线测定 

Fig.4-15. The growth curve of PXO99A and its tdrxoo derivatives in M210 (left) and XOM2 (right) medium 
 
hrp基因的表达在丰富培养基中受到抑制，而在基本培养基中受到诱导，因此选择hrp基因诱

导培养基XOM2 模拟细菌在植物体内的环境。与PXO99A菌株相比，Δtdrxoo和ΔgacAxoo/Δtdrxoo

菌株在XOM2 培养基中迟迟不能达到静止生长期（图 4-15 右），生长受到严重抑制。 

由此可见，tdrxoo 与 Xoo 的生长密切相关，该基因的突变使得 Xoo 在丰富培养基 M210 和

hrp 基因诱导培养基 XOM2 中的生长均受到影响。 

4.3.10 Biofilm 形成分析 

Biofilm是在固体表面由微生物及其胞外多糖形成的一种类似于膜的坚固结构，biofilm内的细

菌形成一个交互的群落而并非自由的浮游细胞（Dennis, et al., 2003）。在实验中发现，野生型菌株

PXO99A形成biofilm的能力较弱，当tdrxoo突变后，在离心管壁能明显观察到紫色环状biofilm的形

成（图 4-16），功能互补tdrxoo突变基因后，互补菌株的biofilm形成能力减弱。表明tdrxoo基因对

Xoo的biofilm形成具有负调控作用。 

 
图 4-16 PXO99A及其tdrxoo突变体和互补株系Biofilm形成分析 

Fig.4-16. Biofilm formation analysis of PXO99A and its tdrxoo derivatives 

4.3.11 tdrxoo 基因的生物信息学分析 

SMART 程序分析显示 tdrxoo 基因全长为 2910 bp，编码 969 个氨基酸，分子量为 103.3 kD，
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等电点为 4.656。1-23 位氨基酸为信号肽，55-167 位氨基酸为 plug 结构域，608-969 位氨基酸为

TonB-Dep-Rec 结构域（图 4-17）。Tdrxoo 具有接受胞外信号的胞外环和可以进行跨膜的反向β-

折叠桶。CDS 程序搜索保守结构域，发现 Tdrxoo 与离子通道配体蛋白、铁离子运输蛋白、

TonB-Dep-Rec 蛋白和细菌外膜蛋白具有同源性（图 4-18）。推测其是位于细菌外膜的蛋白，可能

接收来自细菌体外环境的信号。tdrxoo 基因在已经完成全基因组测序的 Xoo KACC10331 菌株中其

功能注释为未知功能蛋白（hypothetical protein）。 

 
图 4-17 Tdrxoo 氨基酸序列分析 

红色为信号肽 
Fig.4-17. The analysis of amino acid sequence of Tdrxoo using SMART programe.  signal peptide (red) 

 

 
图 4-18 tdrxoo 同源性分析 

Fig.4-18. Nucleic acid alignments of tdrxoo using BLAST 

分析已完成全基因组序列测定的六个黄单胞属细菌的基因组序列，发现 tdrxoo 及其在其它黄

单胞属细菌中的同源基因，在基因组中的位置具有高度保守性，tdrxoo 上游为热激蛋白基因和与

内膜转运相关的基因，下游为 terR 类调控抑制子和水解酶相关基因（图 4-19）；氨基酸序列同源

性比对表明 Tdrxoo 在黄单胞属细菌中为一保守蛋白（图 4-20）。 

 
图 4-19 tdrxoo 基因在黄单胞属细菌基因组中位置分析 

Fig.4-19. The genome organization of tdrxoo in completely sequenced Xanthomonas bacterial genomes 
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图 4-20 Tdrxoo 在黄单胞属中氨基酸同源性分析 

Fig.4-20. Amino acid alignments of Tdrxoo with Tdrxoo in Xanthomonas bacteria 

在其它Xanthomonas菌株中，受hrpX调节的基因在启动子中往往存在一个植物诱导型启动子

PIP盒（TTCG-N16-TTCG）（Fenselau and Bonas，1995）。在Xoo KACC10331 基因组中，发现了

14 个PIP盒（TTCG-N16-TTCGn），其中 4 个PIP盒在hrp基因簇的启动子区，一个与avr基因的启动

子有关，一个与富含亮氨酸的类PopC蛋白有关。剩余的 8 个分散在基因组中，分别与肽酶、依赖

于TonB受体蛋白、核糖核苷双磷酸还原酶和三个推测的蛋白有关（Lee et al., 2005）。在Xoo 

MAFF311018 基因组中，存在 37 个拷贝的类似PIP盒（TTCGN··N15··TTCGN），5 个位于hrp

基因簇，其它分布于整个基因组（Hirokazu et al., 2005），其中XOO1706 与我们获得的tdrxoo基因

几乎完全相同，仅有一个碱基差异。分析tdrxoo，在其起始密码子上游-117 bp处具有hrpⅡ盒

（TTCG··N16··TTCG）和PIP盒（TTCGT··N16··TTCGC）（图 4-21），推测该基因可能受
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hrpX的调控。 
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图 4-21 tdrxoo 核苷酸序列和氨基酸序列分析 

Fig. 4-21. The sequence of nucleic acid and amino acid of tdrxoo 

蓝色为 PIP 盒；浅蓝色为起始密码子；红色为终止密码子 

PIP box (blue), start code (light blue), stop code (red) 

4.3.12 tdr 基因分析 

搜索 226 种革兰氏阴性菌基因组序列，结果显示，大部分细菌（71%）在其各自基因组中拥

有少于 14 个 TDR 蛋白，27%的细菌不具有 TDR 蛋白，43%的细菌含有 TDR 蛋白的数量在 1-13

之间。只有 15.5%的细菌基因组具有超过 30 个 TDR 蛋白，这些细菌绝大部分属于α或γ-变形菌

纲（Proteobacteria）或者拟杆菌属（Bacteroides）（图 4-22），TDR 蛋白在该纲细菌中存在数量如

此之多，推测 tdr 基因在γ-变形菌纲具有非常重要的作用。 

6 个黄单胞菌株：柑桔溃疡病菌(Xac 306)、甘蓝黑腐病菌(Xcc 8004 和 ATCC 33913)、辣椒斑

点病菌(Xcv 85-10)、水稻白叶枯病菌(Xoo KACC10331 和 MAFF 311018)基因组中分别存在 68、65、

64、52、36 和 36 个 tdr 基因（图 4-22）。在黄单胞细菌中目前仅有少数 tdr 类基因涉及到铁离子

运输，其他的功能仍是未知的。 
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图 4-22 革兰氏阴性菌中 tdr 基因的统计分析 

Fig.4-22. Occurrence of tdr genes in completely sequenced Gram-negative bacterial genomes 

4.4 讨论 

TonB-Dep-Rec类蛋白最初是作为铁离子转运载体而为研究人员所熟知（Braun，1995）。由位

于细菌细胞内膜的TonB-ExbB-ExbD复合体提供能量，位于外膜的依赖于TonB的受体特异性识别

结合有三价铁离子的铁载体，将三价铁离子从细菌细胞外转运至周质空间（Larsen et al., 1996）。

在梨火疫病菌（E. amylovora）中， foxR基因编码TonB-Dep-Rec蛋白特异性识别去铁胺

（desferrioxamine），该基因的突变破坏了铁离子转运途径，造成了E. amylovora在寄主苹果上定殖

能力的减弱和毒性的丧失（Dellagi et al., 1999）。在E. chrysanthemi中，tonB突变体只能浸软侵染位

点，但菌体却不能从侵染位点扩散（Enard and Expert，2000）。在Xcc中，tonB-exbB1-exbD1 基因

簇是激发非寄主植物HR反应和引起寄主花椰菜黑腐病症状所必需的（Wiggerich and Pühler，

2000），突变体仅仅能在花椰菜的叶片上引起小的非常干的斑点而不是典型的黑腐病症状，但是突

变体能从侵染位点扩散。FeoB是革兰氏阴性细菌的一个主要铁运输体，它的突变能引起多种病原

细菌致病性的丧失，包括E. coli，S. typhimurium，Legionella pneumophila 和 Helicobacter pylori

（Stojiljkovic et al., 1993；Robey and Cianciotto 2002；Velayudhan et al., 2000）。在Xac、Xcc和Xoo

（da Silva et al., 2002；Lee et al., 2005）中也存在FeoB的同源物，但是尚未有关于这些基因突变研

究的文献。细胞内过量的铁离子对细菌细胞是具有毒害作用的，Fe2+可以催化电解氧化反应，产

生对细胞具有破坏作用的羟基自由基。因此，许多细菌通过Fur（Ferric Uptake Regulator）调控子

严密地调控离子转运系统的活动。在黄单胞属细菌中也存在fur基因同源物（Loprasert et al., 1999）。

Xoo中fur基因的突变导致嗜铁素的过量产生（Subramoni and Sonti，2005），突变体的过氧化氢酶

活性减弱，对过氧化氢敏感，在水稻叶片内生长缓慢，如果添加抗坏血酸则可以缓解突变体在水

稻体内生长缓慢症状。有关黄单胞菌是如何通过fur调控离子转运系统的机制，尚需在实验室条件

下和宿主体内开展更深入的研究。 

本研究通过 Y2H，发现了与 GacAxoo 互作的蛋白的基因 tdrxoo，突变该基因可以引起 Xoo

多效性表型变化，包括致病性、运动性、胞外多糖、生物被膜形成、胞外酶类活性和细菌生长。
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在 R. solanacearum，PrhA 作为一个外膜蛋白受体，虽然具有与依赖于 TonB 的铁载体受体相似的

结构，但是 PrhA 并不能感应细菌细胞外铁离子的浓度，反而感应来自拟南芥或烟草悬浮细胞的非

扩散性信号分子，通过其 N-端与位于内膜的 PrhR 蛋白的 C-端互作，将信号传递到细胞质，PrhR

和 ECF 类σ因子 PrhI 的相互作用会激活 PrhI，被激活的 PrhI 感受来自环境中的植物信号，激活

prhJ，hrpG 和 hrpB 基因，进而激活整个 hrp 基因簇。因此可以说 PrhA 作为一个受体，位于这个

信号级联调控途径的顶级位置，接受来自植物特异性信号，但是突变 prhA 基因，R. solanacearum

对烟草和拟南芥仍具有致病性（Marenda et al., 1998；Belen et al., 1999, 2002；Didier et al., 2000）。 

根据 R. solanacearum 中 prhA 基因的序列，在 X. oryzae pv. oryzicola 中也发现了 prhA，该基

因同样具有 Tdr 结构域，突变该基因造成 X. oryzae pv. oryzicola 致病性丧失，不能引起非寄主植

物烟草叶片过敏性反应，但仍能引起水稻幼苗叶片的水渍症状，突变菌株 hap1 基因的表达并不受

prhA 突变的影响（Zou，et al., 2006）。 

我们的实验结果表明突变 tdrxoo 导致 Xoo 致病性丧失，但是仍能引起烟草的过敏性反应。Δ

tdrxoo 致病性的丧失可能是一个综合的复杂的过程，Δtdrxoo 并不产生胞外多糖，不具有胞外纤

维素酶和木聚糖酶活性。胞外多糖和胞外酶类对植物病原细菌的毒性具有非常重要的作用，目前

具体哪种胞外酶影响病原细菌的致病性还不是很清楚，但是胞外酶泌出机制发生突变会使病原细

菌的致病性丧失（Andro et al,1984；Hinton et al, 1989；Sun et al., 2005），本研究中 tdrxoo 基因究

竟是调控胞外酶产生过程还是泌出机制，还需进一步研究。EPS 对 Xoo 致病性具有非常重要的作

用，其原因可能是：首先，EPS 中含有大量水份，在细菌入侵到充满空气的植物细胞间隙生长时

提供水份，防止干燥对细胞生长的抑制；其次，EPS 的粘附性有利于病菌粘附到植物细胞表面，

其中含有的物质可能具有细胞识别作用；第三，Xoo 进入水稻导管组织后，起机械堵塞作用，影

响植株体内水分的运输。因此，合成和调控 EPS 的基因突变后，对 Xoo 的毒性，特别是对受侵染

寄主的显症有重要影响，tdrxoo 以何种方式参与 EPS 的合成或调控，目前还是未知。 
tdrxoo 基因与 R. solanacearum 和 X. oryzae pv. oryzicola 中的 prhA 比较，发现三者核苷酸同源

性为 41%，氨基酸同源性仅为 15%，因此 tdrxoo 基因明显不同于上述两个基因，其参与调控的途

径可能是一个全新的信号途径，这或许是 tdrxoo 突变体与 R. solanacearum 和 X. oryzae pv. oryzicola

的 prhA 突变体表型有差异的原因。 

最近，研究发现新月柄杆菌（Caulobacter crescentus）基因组内含有 67 个 tdr 基因，其中 malA

是 C. crescentus 运输麦芽糖糊精（maltodextrins）所必需的，由于 C. crescentus 生存在淡水环境中，

营养比较匮乏，C. crescentus 通过表面膜蛋白富集水中的营养成分，MalA 从 ExbB/ExbD 获得能量，

将麦芽糖糊精主动运输到细胞内（Neugebauer et al., 2005）。malA 基因的突变使得 C. crescentus 不

能转运麦芽糖糊精，生长受到抑制。在 Xcc 中，suxABCR 由相邻的四个基因组成，参与蔗糖的运

输和代谢。suxA 具有 TDR 结构域，suxB 编码蔗糖水解酶，suxC 编码蔗糖运输蛋白，辅助底物分

子通过细菌细胞内膜；suxR 编码 LacI/GalR 类转录抑制子。suxA、suxB 和 suxC 的分别突变，均导

致 Xcc 相似的表型变化，包括致病性丧失和生长缓慢（Blanvillain et al., 2007）。分析 tdrxoo 在 Xoo

基因组中的位置，其相邻上游两个 ORF 中 XOO1806 为内膜转运蛋白，XOO1807 为热激蛋白基因，

相邻下游两个 ORF 中 XOO1803 为水解酶基因，XOO1804 为 TetR 转录调控抑制子，具有 HTH 结

构域。tdrxoo 基因簇类似于 Xcc 中 suxABCR 基因簇，因此推测 Tdrxoo 参与了蔗糖代谢和运输。
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由于 tdrxoo 的突变，导致了 Xoo 不能利用培养基中的蔗糖作为碳源，因此突变体生长缓慢，进而

影响到其他的生理生化过程，包括胞外酶活性，运动能力下降和生物被膜形成。 

通过分析 tdr 类基因在革兰氏阴性菌中的分布，发现 tdr 类基因在黄单胞菌属中是保守的，在

Xac、Xcc 8004 和 ATCC 33913、Xcv、Xoo KACC10331 和 MAFF 311018 基因组中分别存在 68、

65、64、52、36 和 36 个 tdr 基因。在 226 种革兰氏阴性菌中，tdr 类基因分布存在很大差异，27%

的细菌不具有 tdr 基因，15.5%的细菌基因组具有超过 30 个 tdr 蛋白，在 Bacteroides thetaiotaomicron

更是达到了 120 个，这些细菌绝大部分属于α或γ-变形菌纲（Proteobacteria）或者拟杆菌属

（Bacteroides）。γ -变形菌纲包括一些医学上和科学研究中很重要的类群，如肠杆菌科

(Enterobacteraceae) 、 弧 菌 科 (Vibrio) 、 假 单 胞 菌 科 (Pseudomonadaceae) 和 黄 单 胞 菌 科

（Xanthomonadaceae）等。很多重要的人类、动物和植物病原细菌都属于这个纲，如沙门氏菌属

(Salmonella)、耶尔辛氏菌属 (Yersinia)、弧菌属 (Vibrio fisceri)、铜绿假单胞菌 (Pseudomonas 

aeruginosa)、丁香假单胞菌（Pseudomonas syringae）等，重要的模式生物 E. coli 也属于此纲。为

什么众多的 tdr 基因存在于这些致病菌中，其功能如何目前尚未知晓，不过随着基因组测序技术

的成熟，microarray 技术的发展以及高通量分析技术的应用等会加速这些谜团的破解。 

TDR蛋白参与细菌多种分子透过外膜的过程，如铁离子吸收和营养成分的运输。细菌的外膜

是选择性通透膜，能阻挡溶于水的物质通过，包括许多营养成分和离子。然而在外膜上有整合蛋

白，称为外膜蛋白，这些蛋白识别和运输细胞所需的营养成分和离子进入细胞内。外膜蛋白一部

分特异性识别某些物质，运输这些物质通过外膜，称为孔蛋白；另一部分为依赖于TonB的受体蛋

白，早期研究认为其与铁离子和维生素B12的运输有关。但是近来在一些革兰氏阴性菌中TDR蛋白

负责营养成分的运输和代谢，如蔗糖和麦芽糖糊精。这个运输过程是耗能的，一般认为革兰氏阴

性细菌外膜与周质间无任何能量来源，推测分子透过外膜所需能量可能主要来自内膜的原动力或

细胞质内的ATP（Braun et al., 1995）。TonB蛋白行使能量传递的功能，提供外膜受体蛋白向胞内

输送铁离子或营养成分的能量。因此，该途径的基因突变将影响铁离子的运输和营养成分的吸收，

进而影响细菌的生长。Tdrxoo蛋白在Xoo中的作用至今尚未有报道，本研究初步阐述了Tdrxoo在

Xoo中的功能，然而Tdrxoo是通过什么机制影响Xoo诸多表型的变化仍不清楚。 

Tdrxoo 与外膜蛋白具有同源性，具有接受胞外信号的胞外环，那么 Tdrxoo 接受哪些信号呢

并且这些信号是怎样通过 Tdrxoo 基因被传递的呢？信号分子是直接结合到 Tdrxoo 受体结构域，

还是通过 Tdrxoo 形成的配体通道进入细胞内的？但是不管怎样，信号传递过程是依赖于

TonB-ExbB-ExbD 能量传递复合体的。 

以 GacAxoo 为诱饵，通过 Y2H 获得了 Tdrxoo 蛋白，二者的互作在酵母细胞内得到了证实。

但是同时突变 gacAxoo 和 tdrxoo 时，ΔgacAxoo/Δtdrxoo 和Δtdrxoo 的表型变化并无明显差异，我

们推测 gacAxoo 只是 tdrxoo 调控途径的一个分支（图 4-23），由于基因冗余，gacAxoo 基因突变后，

可能存在其他功能相似的基因仍在起作用，所以 gacAxoo 突变体的表型变化并不明显。然而，推

测 tdrxoo 位于 Xoo 细胞的外膜，负责接受来自植物或环境中的信号。突变 tdrxoo 基因后，可能导

致体外信号不能被识别，或者营养成分转运受到影响，因而突变体表型变化非常明显。 

综上所述，推测在Xoo中存在Tdrxoo/GacAxoo调控途径（图 4-23）。Tdrxoo识别细胞外信号或

者营养成分，将信号或者营养物质转运至细胞内，调控Xoo运动性、致病性、胞外多糖产生、胞
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外酶类活性、生物被膜形成以及细菌的生长，但是调控机制有待进一步研究。GacAxoo与Tdrxoo

互作，调控Xoo运动性相关基因的表达。采用microarray技术分析PXO99A与ΔgacAxoo基因表达谱

的差异，表明在ΔgacAxoo中，fleQ、flgC、fliC、fliO和cheA基因表达下调（本实验室资料），上述

基因均位于Xoo鞭毛基因簇，表明GacAxoo确实参与了Xoo运动性调控。 

 
图 4-23 Tdrxoo/GacAxoo 调控途径示意图 

Fig.4-23. Model of the regulatory pathway of Tdrxoo/GacAxoo 
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第五章 全文结论 

本研究的完成得到以下结论： 

1. GacAxoo 调控了 Xoo 的运动性。采用标记置换方法对 gacAxoo 基因进行突变分析，与野生型

菌株相比，ΔgacAxoo 的运动性减弱。但是突变体的致病性、胞外酶泌出和诱导非寄主植物

烟草产生 HR 的能力未发生明显改变。基因功能互补分析表明，ΔgacAxoo 运动能力恢复至

野生型菌株水平。 

2. 通过 Y2H 筛选到与 GacAxoo 互作的、具有 TonB-dependent receptor 结构域的 Tdrxoo 蛋白。

该蛋白具有接收胞外信号功能的胞外环和跨膜功能的反向β-折叠桶结构。由于 Tdrxoo 与细

菌外膜蛋白同源，推测可能是位于细菌外膜，接收来自细菌体外、目前尚不清楚的环境信号。 

3. Tdrxoo 参与了 Xoo 多种生物学表型的表达，包括致病性、运动性、胞外多糖产生、生物被膜

形成、胞外酶活性和细菌生长。推测原因可能是 Tdrxoo 位于 Xoo 细胞的外膜，负责接受来

自植物或环境中的信号。突变 tdrxoo 基因后，可能影响了 Xoo 对体外信号的识别以及营养成

分（如蔗糖）的转运和吸收，造成 Xoo 生长缓慢。 

4. Tdrxoo 在黄单胞菌属中是保守的。通过分析 tdr 在革兰氏阴性细菌中的分布，发现 tdr 基因

在黄单胞菌属中是保守的，在 Xac、Xcc 8004 和 ATCC 33913、Xcv、Xoo KACC10331 和 MAFF 

311018 基因组中分别存在 68、65、64、52、36 和 36 个 tdr 类基因，推测 Tdrxoo 在这些细菌

中具有重要的作用。在 226 种革兰氏阴性细菌中，tdr 类基因分布存在很大差异，27%的细菌

不具有 tdr 基因，15.5%的细菌基因组具有超过 30 个 tdr 蛋白，这些细菌绝大部分属于α或γ

-变形菌纲或者拟杆菌属，可能 Tdr 在这些细菌中具有特殊的功能。 

5. 提出在 Xoo 中存在 Tdrxoo/GacAxoo 调控途径。tdrxoo 编码位于细胞外膜的蛋白，识别胞外

环境中的信号，并将信号传递至胞内，根据 tdrxoo 在 Xoo 基因组中的位置以及Δtdrxoo 表型

的变化，表明 tdrxoo 可能参与糖代谢或者运输。gacAxoo 位于 tdrxoo/gacAxoo 调控途径下游，

可能参与 Xoo 运动性的调控。 

 

下一步工作展望： 

1. 在本研究中，gacAxoo参与了Xoo运动性调控，结合其他细菌中gacA功能的研究，表明GacAxoo

对Xoo运动性调控具有进化保守性，那么GacAxoo是以何种方式进行调控的？应该结合高通

量分析平台，比较PXO99A和ΔgacAxoo基因组表达谱，从基因组水平阐明gacAxoo对Xoo运动

性的调控机理。 

2. GacAxoo 功能的进化保守性，揭示了存在某些环境或生理信号激活 gacAxoo，这种信号或许

在人类、动物和植物中均具有活性，获得这种信号物质对于新型医药开发具有非常大的诱惑

性。 

3. Tdrxoo 蛋白位于细菌的外膜，同时具有胞外环，可以接受胞外信号，那么 Tdrxoo 接受哪些

信号呢？这些信号是怎样通过 Tdrxoo 基因被传递的呢？信号分子是直接结合到 Tdrxoo 受体

结构域，还是通过 Tdrxoo 形成的配体通道进入细胞内？如果这种信号分子存在，那么发现它

不仅可以为防治水稻白叶枯病提供理论依据，而且可以作为新型农药开发。 
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4. tdrxoo 的突变所引起的 Xoo 多效性表型变化，说明其对于 Xoo 是至关重要的，因此有必要知

道其具体的调控机制。下一步对本文提出的 tdrxoo 基因簇内的基因进行功能分析，明确 tdrxoo

基因簇的调控机理。 

5. tdr 类基因在黄单胞菌中存在数量众多，其具体的功能报道很少，部分 tdr 类基因参与了铁离

子运输，但是大部分 tdr 类基因的功能未知，本文分析 Xoo 基因组中存在 36 个 tdr 类基因，

对这些基因的功能进行分析，结合高通量的基因组表达谱分析工具，逐步阐明 tdr 类基因在

Xoo 中的作用。 
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附录  
本研究所用菌株、质粒 Strains and plasmids used in this study 

菌株或质粒 
Strains or plasmids 

特  征 
Characteristics 

来  源 
Source 

Escherichia coli   

JM109 recA1, endA1, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relA1 Lab collection 

DH5α Φ80 lacZΔM15, Δ(lacZYA-argF)U169, recA1, endA1, thi-1 Lab collection 

S17-1(λ-pir) 294, recA, chromosomally integrated RP4 derivative, SmR, TcR Lab collection 

Xanthomonas oryzae pv. oryzae   

PXO99A Philippine race 6 srain, avirulence to rice plants with Xa21 Lab collection 

ΔgacAxoo gacAxoo gene replaced by GmR gene, GmR This study 

ΔgacAxoo::C ΔgacAxoo complemented with pHrga, GmR, SpR This study 

Δtdrxoo tdrxoo gene inserted by pKtdr, KanR This study 

Δtdrxoo::C Δtdrxoo complemented with pHtdrxoo, KanR, SpR This study 

ΔgacAxoo/Δtdrxoo double mutant in gacAxoo and tdrxoo gene, GmR, KanR This study 

Saccharomyces cerevisiae   

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ CLONTECH 

Plasmids   

pMD18-T AmpR, ColE1 origin, T-vector TaRaKa 

pBBR1MCS-5 GmR, clone vector Kovach et al., 1995 

pK18mob KanR, oriT (RP4), lacZα Schafer et al., 1994 

pHM1 SpR, SmR, cos, parA, IncW, derivative of pRI40 Hopkins et al., 1992

pDS132 CatR, R6K ori, mobRP4, sacB Philippe et al., 2004

pRG132 pDS132 with gacAxoo gene inserted by Gm gene This study 

pHtdrxoo pHM1 with tdrxoo gene This study 

pKtdr pK18mob with tdrxoo fragment This study 

pHrga pHM1 with gacAxoo gene This study 

pGBKT7 KanR, Express any protein as a GAL4 DNA-BD fusion CLONTECH 

pGADT7-Rec(SmaⅠ-linearized) AmpR, Express any protein as a GAL4 DNA-AD fusion CLONTECH 

pMDR18 pMD18-T with Rga fragment containing gacAxoo This study 

pMDR19 gacAxoo replaced the Gentamycin gene in pMDR18 This study 

pGBKT7-gacAxoo pGBKT7 with gacAxoo to express the bait protein This study 

pGADT7-tdrxoo pGADT7 with tdrxoo fragment to express the prey protein This study 

pGBKT7-tdrxoo pGBKT7 with tdrxoo fragment to express the baitprotein This study 

pGADT7-gacAxoo pGADT7 with gacAxoo to express the prey protein This study 
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