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西瓜噬酸菌Ⅲ型分泌系统犺狉犮犙基因功能分析

于　畅，　吴林娜，　赵立萍，　张晓晓，　杨玉文，　关　巍，　赵廷昌
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摘要　Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）是影响西瓜噬酸菌犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻致病性的重要因素，

犺狉犮犙作为Ｔ３ＳＳ的保守基因，在组成和维持该系统功能方面扮演着重要角色，但犺狉犮犙在西瓜噬酸菌中的具体生物

学功能尚不明确。本试验以西瓜噬酸菌Ａａｃ５菌株为研究对象，通过基因敲除、致病力及相关表型测定等，解析了

犺狉犮犙基因的功能。结果表明：犺狉犮犙缺失导致Ａａｃ５菌株对寄主的致病能力丧失，运动性及生物膜形成能力降低，并

丧失了引起烟草过敏性反应能力；犺狉犮犑和犺狉犮犚基因在犺狉犮犙缺失突变株中的表达量下调，犺狉犮犙对犺狉犮犑和犺狉犮犚基

因均为正调控。表明犺狉犮犙在维持西瓜噬酸菌致病能力中起着不可或缺的作用。
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　　瓜类细菌性果斑病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｆｒｕｉｔｂｌｏｔｃｈ，

ＢＦＢ）是葫芦科作物上的一种重要病害。大量报道

表明，ＢＦＢ可在全球范围内发生，威胁着葫芦科作物

的种植［１］，造成了严重的经济损失，其病原菌为西瓜

噬酸菌 犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻，属于革兰氏阴性

菌［２３］。目前，由于缺乏抗性品种，防治手段仍然以

病原菌检疫、种子检测、种子处理和生物防治等传统

方法为主［４５］，因此亟需解析西瓜噬酸菌的致病机

理，从而制定新的防控策略提高ＢＦＢ的防治效果。

Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）是

植物病原细菌致病过程中的关键因子［６］，许多植物

病原细菌依靠Ｔ３ＳＳ分泌的效应蛋白干扰寄主免疫

反应从而实现侵染［７］。在丁香假单胞菌犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲、欧美杨细菌性溃疡病菌犔狅狀狊犱犪犾犲犪

狇狌犲狉犮犻狀犪ｓｕｂｓｐ．狆狅狆狌犾犻和水稻条斑病菌 犡犪狀

狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲中Ｔ３ＳＳ均扮演着重要作用。Ｔ３ＳＳ

中犺狉狆／犺狉犮基因的突变可导致菌株丧失寄主植物致

病性和非寄主植物致敏性（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，

ＨＲ），同时也影响着一些致病表型和Ⅲ型分泌效应

蛋白的传递［８１０］。
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Ｔ３ＳＳ在西瓜噬酸菌中同样扮演着重要角色。

实验室前期研究证明Ⅲ型分泌系统保守基因犺狉犮犖

与细菌致病力有关，喷雾接种时突变株的致病力完

全丧失，使用针刺的方法进行接种时突变菌株仍然

有些许致病力［１１］。西瓜噬酸菌ＡＡＣ００ １菌株中

犺狉犮犆基因的缺失使得菌株丧失了致病力及致敏

性［１２］。任争光等研究表明犺狉犮犚 基因直接影响

ＭＨ２１菌株在珊西烟叶片上引起ＨＲ的能力，基因

缺失后菌株的致病力也完全丧失［１３］；Ｗａｎｇ等研究

发现犺狆犪犃和犺狉狆犌基因突变体的鞭毛缺失且细胞

形态发生显著变化［１４］。

ＨｒｃＱ是Ｔ３ＳＳ跨膜装置蛋白，决定着Ⅲ型效应

蛋白的转运和输出，是维持Ｔ３ＳＳ完整结构的重要

组成部分［１５］。报道表明在水稻条斑病菌 犡犪狀

狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲和野油菜黄单胞菌犡．犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊

中ＨｒｃＱ对维持细菌致病性和在Ｔ３ＳＳ中的功能至

关重要［１６１７］。然而在西瓜噬酸菌中犺狉犮犙未见报道，

生物信息学分析表明西瓜噬酸菌Ａａｃ５菌株参考基

因组ＡＡＣ００ １中存在犺狉犮犙基因，鉴于其高度保守

性，我们推测犺狉犮犙基因可能在西瓜噬酸菌致病过程

中同样起着重要作用。为明确西瓜噬酸菌的犺狉犮犙

基因在致病性中的作用，本研究通过基因敲除完全

缺失了Ａａｃ５（ＷＴ）菌株中犺狉犮犙基因，同时对该基因

在致病性和表型中的贡献，以及犺狉犮犙与其他基因间

的调控关系进行了初步探索，以解析其在致病性及

致病表型中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　供试菌株、质粒及培养条件

本试验所用菌株及质粒详见表１。西瓜噬酸菌

犃．犮犻狋狉狌犾犾犻及其衍生菌株于Ｋｉｎｇ’ｓＢ（ＫＢ）培养基

２８℃培养；大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻及其衍生菌株

于ＬＢ培养基３７℃培养。抗生素终浓度分别为：氨苄

青霉素（ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ）１００μｇ／ｍＬ；卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ）

５０μｇ／ｍＬ；氯霉素（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ）５０μｇ／ｍＬ。

表１　本研究所用的菌株、质粒及引物

犜犪犫犾犲１　犛狋狉犪犻狀狊犪狀犱狆犾犪狊犿犻犱狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

菌株及质粒

Ｓｔｒａｉｎａｎｄｐｌａｓｍｉｄ

特性

Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

菌株Ｓｔｒａｉｎｓ

Ａａｃ５ 野生型菌株，氨苄青霉素抗性　ＡｍｐＲ，ｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ ［１８］

Δ犺狉犮犙 野生型Ａａｃ５缺失犺狉犮犙基因突变株，氨苄青霉素抗性　ＡｍｐＲ，犺狉犮犙ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｕｔａｎｔｏｆｔｈｅＷＴＡａｃ５ 本研究

Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ Δ犺狉犮犙突变株互补犺狉犮犙基因，氨苄青霉素抗性　ＡｍｐＲ，ＫｍＲ，Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈ犺狉犮犙ｇｅｎｅ 本研究

犈．犮狅犾犻ＤＨ５α 大肠杆菌感受态细胞

Ｆ，Φ８０ｄ犾犪犮犣ΔＭ１５，Δ（犾犪犮犣ＹＡａｒｇＦ）犝１６９，犱犲狅Ｒ，狉犲犮Ａ１，犲狀犱Ａ１，犺狊犱Ｒ１７，狊狌狆Ｅ４４，λ－ｔｈｉ１，犵狔狉Ａ９６狉犲犾Ａ１

Ｔｉａｎｇｅｎ

质粒Ｐｌａｓｍｉｄｓ

ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ 含有ｓａｃＢ蔗糖致死位点的自杀性载体，卡那霉素抗性　ＫｍＲ，ｃｏｎｔａｉｎｓｔｈｅｓａｃＢｓｕｃｒｏｓｅｌｅｔｈａｌｓｉｔｅ ［１８］

ｐＫ１８ｈｒｃＱ
用于构建突变株Δ犺狉犮犙的自杀性重组载体，卡那霉素抗性

ＫｍＲ，ｓｕｉｃｉｄｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｕｓｅｄｔｏｇｅｎｅｒａｔｅｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎΔ犺狉犮犙
本研究

ｐＢＢＲ１ＭＣＳ２
含ｌａｃ启动子的广泛宿主表达载体，卡那霉素抗性

ＫｍＲ，ｂｒｏａｄｈｏｓｔｒａｎｇｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｌａｃｐｒｏｍｏｔｅｒ
［１９］

ｐＢＢＲｈｒｃＱ
具有犺狉犮犙基因片段的ｐＢＢＲ１ＭＣＳ２载体用于构建互补菌株Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ，卡那霉素抗性

ＫｍＲ，ｐＢＢＲ１ＭＣＳ２ｗｉｔｈｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ犺狉犮犙ｇｅｎｅｆｏｒΔ犺狉犮犙ｃｏｍｐ
本研究

ｐＲＫ６００ 三亲本杂交中的辅助菌株，氯霉素抗性　ＣｍＲ，ｈｅｌｐｅｒｓｔｒａｉｎｉｎｔｒｉｐａｒｅｎｔａｌｍａｔｉｎｇ ［２０］

１．１．２　试剂及仪器

２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，天根生化科技（北

京）有限公司；ＫＯＤｐｌｕｓＮｅｏ高保真酶，ＴＯＹＯＢＯ；

Ｉｎｆｕｓｉｏｎ无缝连接酶及Ｑ５反应液，Ｖａｚｙｍｅ；质粒提

取试剂盒及琼脂糖凝胶纯化回收试剂盒，Ａｘｙｇｅｎ；

细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒，ＢｉｏＴｅｋｅ；ＳｕｐｅｒＲｅａｌ

ＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ和ＦａｓｔＱｕｅｎｔＲＴＫｉｔ，天根生化科技

（北京）有限公司，试验所用引物由华大基因（北京）

合成。ＤＨＰ１２０立式恒温培养箱，上海实验仪器厂

有限公司；Ｔｈｅｒｍｏ低温离心机，Ａｍｅｒｉｃａｎ；Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＦａｓｔＰｒｅｐ２４研磨机，（ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ，

Ｇｅｒｍａｎ）。

１．１．３　培养基

培养基：Ｋｉｎｇ’ｓＢ（ＫＢ）培养基（ｐＨ７．０）：胰蛋

白胨１０ｇ、ＭｇＳＯ４０．７５ｇ、Ｋ２ＨＰＯ４０．７５ｇ、丙三醇

７．５ｍＬ；ＬＢ培养基（ｐＨ７．０）：胰蛋白胨５ｇ、酵母提

取物２．５ｇ、ＮａＣｌ５ｇ；Ⅲ型分泌系统诱导培养基（ｐＨ

５．８）
［２１］：胰蛋白胨５ｇ、酵母提取物２．５ｇ、ＮａＣｌ
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２．５ｇ、ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ１．０１５ｇ；以上３种培养基均

加入蒸馏水至５００ｍＬ，１２１℃，灭菌２０ｍｉｎ。０．３％

半固体培养基（ｐＨ７．０）：细菌专用蛋白胨０．０６ｇ、

酵母提取物０．０６ｇ、琼脂粉０．６ｇ；加入蒸馏水至

２００ｍＬ，１２１℃高温高压灭菌，２０ｍｉｎ。

１．２　试验方法

１．２．１　犺狉犮犙基因缺失突变菌株的筛选

利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计引物ｈｒｃＱ１Ｆ／Ｒ和

ｈｒｃＱ２Ｆ／Ｒ，克隆Ａａｃ５菌株犺狉犮犙基因的上下游片

段，并使用ＤＮＡＭＡＮ５．２．２将Ａａｃ５与ＡＡＣ００ １

进行比对，序列相似性为１００％。设计引物对ｈｒｃ

ＱＬＦ／ｈｒｃＱＬＲ和ｈｒｃＱＲＦ／ｈｒｃＱＲＲ，以西瓜噬酸

菌Ａａｃ５基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增犺狉犮犙（犃犪狏犲

＿０４５０）上游和下游片段。通过ｏｖｅｒｌａｐＰＣＲ技术将

上下游片段融合［２２］，随后连接到自杀性质粒

ｐｋ１８ｍｏｂｓａｃＢ中形成重组质粒ｐｋ１８ｈｒｃＱ。

表２　目的片段扩增及检测所用引物

犜犪犫犾犲２　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狋犪狉犵犲狋犳狉犪犵犿犲狀狋狊

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

产物大小／ｂｐ

Ｓｉｚｅ

ＷＦＢ１ ＧＡＣＣＡＧＣＣＡＣＡＣＴＧＧＧＡＣ ３６０

ＷＦＢ２ ＣＴＧＣＣＧＣＡＣＴＣＣＡＧＣＧＡ

ｈｒｃＱＬＦ ＣＴＡＴＧＡＣＡＴＧＡＴＴＡＣＧＡＡＴＴＣＧＴＧＧＧＧＧＡＡＡＣＣＴＧＧＧＡ ５６８

ｈｒｃＱＬＲ ＣＧＡＣＣＧＣＣＴＧＣＣＧＡＴＣＣＣＣＣＧＡＴＣＴＣＧＧＧＡＣＴＣ

ｈｒｃＱＲＦ ＧＡＧＴＣＣＣＧＡＧＡＴＣＧＧＧＧＧＡＴＣＧＧＣＡＧＧＣＧＧＴＣＧ ４３１

ｈｒｃＱＲＲ ＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＧＡＣＧＧＣＧＡＣＧＣＡＴＣＣＣ

ＣｈｒｃＱＦ ＧＧＴＡＣＣＧＧＧＣＣＣＣＣＣＣＴＣＧＡＧＡＣＧＣＡＴＣＣＣＧＧＣＡＡＣＧ １６０３

ＣｈｒｃＱＲ ＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＴＡＣＴＧＧＣＧＣＧＣＣＴＧＴＧ

ｈｒｃＱＴＦ ＧＴＣＴＣＣＧＴＧＣＣＣＣＴＧＴＣ ４６９

ｈｒｃＱＴＲ ＣＧＡＧＴＴＣＴＧＣＧＧＧＴＡＴＧＴＧ

ＪＣｈｒｃＱＦ ＴＧＧＧＴＧＴＴＧＧＡＧＣＴＴＴＧＧ １０５９

ＪＣｈｒｃＱＲ ＧＣＧＡＡＴＣＧＧＣＡＣＧＡＣＴＡＡ

　　采用同源重组双交换原理，筛选突变菌株
［２３］。

通过与携带辅助质粒ｐＲＫ６００的大肠杆菌进行三亲

本杂交，将ｐｋ１８ｈｒｃＱ转化到西瓜噬酸菌Ａａｃ５中。

在含有Ａｍｐ和Ｋｍ抗性的ＫＢ平板上选择单交换

克隆，涂布于ＫＢ＋ＡｍｐＲ＋１０％蔗糖抗性平皿中，

由于 ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ 质粒中含有蔗糖致死位点

狊犪犮犅，因此携带该质粒的菌落无法在含有蔗糖的平

板中生长；挑取生长出的单菌落，使用果斑菌特异性

引物 ＷＦＢ１／ＷＦＢ２
［２４］及ＪＣｈｒｃＱＦ／Ｒ 引物进行

ＰＣＲ验证，验证正确的ＰＣＲ产物送测序再次验证。

引物见表２。

１．２．２　互补菌株的筛选

根据犺狉犮犙基因序列，设计引物ＣｈｒｃＱＦ／Ｒ，以

Ａａｃ５ＤＮＡ为模板，扩增基因及其上游启动子序列，

并回收目的条带。应用无缝连接酶将目的基因及其

启动子片段与ｐＢＢＲ１ＭＣＳ２载体连接，获得ｐＢＢＲ

ｈｒｃＱ互补载体，使用ＪＣｈｒｃＱＦ／Ｒ引物进行ＰＣＲ验

证，条带正确的菌液送至华大基因，以ｐＢＢＲ１ＭＣＳ２

载体通用引物 Ｍ１３Ｆ／Ｒ测序验证。采用三亲本杂

交的方法，利用抗性筛选，进行ＰＣＲ及测序验证。

引物见表２。

１．２．３　致病力测定

采用喷雾接种法［１１，２５］，接种西瓜品种‘瑞宏’（原

‘中选２号’）和甜瓜品种‘ＩＶＦ１９２’。将每个品系的

种子分别播种于盛有相同土壤混合物的盆中。西瓜

９盆，每盆５粒西瓜种子；甜瓜９盆，每盆１０粒甜瓜

种子。幼苗在温室（２５～２８℃）中生长至２片真叶期

后，进行喷雾接种。

野生型菌株Ａａｃ５、突变菌株及互补菌株振荡培

养至对数期，离心并收集菌体，使用无菌水重悬，并配

制成浓度为３×１０８ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液２００ｍＬ。使用

一次性无菌喷头，将菌液均匀喷雾于西瓜和甜瓜幼苗

叶片的正面及背面，每种幼苗接种３盆，并喷雾无菌

水为阴性对照。喷雾后使用无菌塑料袋覆盖，并置于

光照气候培养箱中，设定１６ｈ光照、２８℃，８ｈ黑暗、

１６℃，相对湿度８５％。接种８ｄ后调查植株的发病情

况，计算病情指数［２５］。试验重复３次。

１．２．４　烟草过敏性反应测定

用加有相应抗生素的ＫＢ液体培养基摇培野生

型菌株Ａａｃ５、突变菌株和互补菌株至对数期，离心

并收集菌体，加入无菌水吸打悬浮菌体，并调节菌液

浓度为３×１０８ｃｆｕ／ｍＬ。使用１ｍＬ无针注射器吸
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取２００μＬ菌液，注射于幼嫩烟草叶背面的叶脉交界

处，以无菌水为阴性对照；置于光照培养箱中，１６～

２８℃，相对湿度８５％；２４ｈ后观察有无过敏性反应

发生［２５］。试验重复３次。

１．２．５　运动能力测定

使用无菌水将供试菌株的菌悬液浓度调至３×

１０８ｃｆｕ／ｍＬ，每种菌液各取２μＬ轻点在０．３％半固

体琼脂培养基中，２８℃正置培养４８ｈ，测量平皿中的

晕圈直径大小，拍照记录并进行统计学分析［２５］。每

个菌株进行９次生物学重复，试验重复３次。

１．２．６　生物膜形成能力测定

ＫＢ液体培养基摇培野生型菌株、突变株及互

补菌株，用新鲜的ＫＢ液体培养基清洗并重悬菌体，

调节菌液浓度至３×１０８ｃｆｕ／ｍＬ，以１∶１００的比例稀

释菌悬液，并吸取５００μＬ菌液垂直加入聚苯乙烯

２４孔板中，２８℃静置条件下孵育４８ｈ；然后倾尽菌

液，用无菌蒸馏水清洗，８０℃固定２０ｍｉｎ后，将表面

的生物膜用１ｍＬ０．１％结晶紫染色４５ｍｉｎ，无菌蒸

馏水漂洗５次，３７℃烘干；用１．５ｍＬ９５％乙醇溶液

溶解染色的生物膜２ｈ，并在分光光度计中测定染色

菌悬液的ＯＤ５９０
［２６］，以此对生物膜的形成能力进行

定性和定量分析。每种菌株进行９次生物学重复，

试验重复３次。

１．２．７　寄主体内生长能力测定

将所有供试菌株在ＫＢ液体培养基中培养至对

数期，调节菌悬液浓度至１０４ｃｆｕ／ｍＬ和１０６ｃｆｕ／ｍＬ。

使用一次性无针注射器将菌悬液手动注入至完全展

开的２周龄西瓜幼苗子叶中；接种１、２４、４８、７２和９６ｈ

后，取注射浓度为１０６ｃｆｕ／ｍＬ的子叶进行发病情况

的观察和拍照，取注射浓度为１０４ｃｆｕ／ｍＬ的每种菌

株处理的子叶６片，每片子叶取面积约为０．５ｃｍ２

的叶盘，使用ＭＰ仪器研磨，并在连续稀释后涂布于

ＫＢ固体琼脂培养基上，２８℃孵育４８ｈ，统计细菌菌

落数［２７］。试验重复３次。

１．２．８　ｑＲＴＰＣＲ测定

通过ＴＲｉｚｏｌ方法提取野生型菌株Ａａｃ５和突变

株Δ犺狉犮犙的总ＲＮＡ，并进行反转录，将ｃＤＮＡ浓度

统一调节至１００ｎｇ／μＬ
［２８］。本试验选取狉狆狅犅作为

内参基因［２０］，对 Ｔ３ＳＳ相关基因（犺狉狆犌、犺狉狆犡、

犺狉狆犈、犺狉犮犛、犺狉犮犚和犺狉犮犑）、鞭毛相关基因（犳犾犻犆和

犳犾犻犘）、群体感应基因（犾狌狓犚）、趋化性基因（犮犺犲犃）及

调控因子（狉狆狅犖）进行ｑＲＴＰＣＲ检测，引物序列见

表３。采用相对定量（２－ΔΔＣｔ）的方法测定基因表

达量［２９］。

反应程序：９５℃１５ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，６０℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，４０个循环；９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，９５℃

３０ｓ，６０℃１５ｓ。试验重复３次。

表３　荧光定量犘犆犚引物序列表

犜犪犫犾犲３　犜犺犲犾犻狊狋狅犳狇犘犆犚狆狉犻犿犲狉狊

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

产物大小／ｂｐ

Ｓｉｚｅ

犺狉狆犌Ｆ ＣＴＣＧＣＣＴＧＧＣＴＧＣＴＧＴＴ １３６

犺狉狆犌Ｒ ＧＣＴＴＧＴＡＧＡＴＧＴＧＣＴＧＣＴＣＣ

犺狉狆犡Ｆ ＧＣＧＣＴＣＡＣＧＣＡＡＡＴＧＣＴ １７５

犺狉狆犡Ｒ ＧＧＣＡＡＧＣＴＣＣＴＣＣＴＧＴＣＣＴＡ

犺狉狆犈Ｆ ＧＴＣＡＧＧＡＴＧＧＡＣＡＣＧＣＡＧＧＣ １６２

犺狉狆犈Ｒ ＡＡＣＧＣＡＴＧＧＴＧＣＴＧＧＣＡＧＡＧ

犺狉犮犛Ｆ ＡＴＧＣＴＧＴＧＣＣＴＧＣＴＧＣＴＧ １４２

犺狉犮犛Ｒ ＧＣＴＴＧＡＴＧＣＣＣＴＧＣＧＡＧ

犺狉犮犚Ｆ ＣＣＧＣＡＡＧＴＴＣＣＴＧＧＡＣＡＡＧ １４４

犺狉犮犚Ｒ ＧＣＣＧＴＧＡＧＴＴＣＧＧＴＧＡＧＣ

犺狉犮犑Ｆ ＣＧＧＣＡＡＧＡＣＣＴＧＧＡＡＣＧ １５１

犺狉犮犑Ｒ ＧＣＧＡＣＧＣＣＡＴＡＧＡＴＧＡＡＧＣ

犳犾犻犆Ｆ ＡＣＧＣＡＣＴＣＣＡＡＣＧＴＧＡＡＴＣ １６５

犳犾犻犆Ｒ ＴＣＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＧＣＧＡＣＴＴ

犳犾犻犘Ｆ ＧＡＣＧＣＣＴＡＣＣＴＧＣＣＣＴＡＣＡ １７３

犳犾犻犘Ｒ ＧＧＣＧＡＡＣＡＧＧＧＣＧＡＡＧＴ

犾狌狓犚Ｆ ＧＴＧＡＧＣＡＴＧＧＡＧＣＴＧＡＴＧＧＧ １３３

犾狌狓犚Ｒ ＧＣＴＴＧＧＧＴＡＡＣＧＧＣＡＡＣＧ

犮犺犲犃Ｆ ＣＣＡＴＣＧＴＧＴＴＣＡＧＣＣＧＴＴＴＣ １２６

犮犺犲犃Ｒ ＣＡＴＴＴＣＧＡＴＧＣＣＧＴＧＧＴＣＧ

狉狆狅犖Ｆ ＧＣＣＧＡＣＡＣＴＣＧＣＴＣＴＴＧＧＡ １５８

狉狆狅犖Ｒ ＴＣＡＣＧＣＴＣＴＧＧＡＴＧＡＡＣＴＣＣ

狉狆狅犅Ｆ ＧＣＧＡＣＡＧＣＧＴＧＣＴＣＡＡＡＧＴＧ １３４

狉狆狅犅Ｒ ＧＣＣＴＴＣＧＴＴＧＧＴＧＣＧＴＴＴＣＴ

２　结果与分析

２．１　突变菌株及互补菌株的制备与验证

本试验通过三亲本杂交的方法将质粒ｐＫ１８

ｈｒｃＱ导入野生型菌株Ａａｃ５中，经同源重组双交换，

得到无标记的犺狉犮犙突变株。以西瓜噬酸菌特异性

引物ＷＦＢ１／ＷＦＢ２对获得的突变株进行验证，能够

扩增出３６０ｂｐ的电泳条带（图１ａ），确定其为西瓜噬

酸菌；使用目的基因检测引物ＪＣｈｒｃＱＦ／Ｒ进行

ＰＣＲ验证，突变株无法扩增出该片段（图１ｂ），证明成

功敲除犺狉犮犙基因。以同样方法将互补载体质粒ｐＢ

ＢＲｈｒｃＱ导入突变株中，使用载体通用引物对导入互

补质粒的突变株进行ＰＣＲ检测，能够扩增出相应的

犺狉犮犙（１０５９ｂｐ）片段（图１ｂ），比对测序结果与目的基

因序列一致，证明获得互补菌株Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ。

·１５·



２０１９

图１　突变株及互补菌株电泳检测图

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犿狌狋犪狀狋犪狀犱

犮狅犿狆犾犲犿犲狀狋犪狉狔狊狋狉犪犻狀狊

２．２　致病力测定结果

野生型菌株Ａａｃ５（ＷＴ）、突变株Δ犺狉犮犙和互补

菌株Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ喷雾接种于健康的西瓜、甜瓜幼

苗，８ｄ后调查西瓜（图２ａ）、甜瓜（图２ｂ）幼苗子叶及

真叶的发病情况，发现接种野生型Ａａｃ５（ＷＴ）后西瓜

子叶和真叶上出现不同面积大小的黑褐色病斑，后期

病斑扩大，导致整片叶片枯黄皱缩；而接种突变株

Δ犺狉犮犙的西瓜叶片则无明显发病症状，表明突变株丧

失了寄主致病力；接种互补菌株Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ后西瓜叶

片上产生坏死病斑，说明互补菌株部分恢复致病力

（图２ａ１，２）。接种后，甜瓜幼苗的发病程度较西瓜幼

苗轻，但发病趋势与西瓜幼苗基本一致（图２ｂ１，２）。

西瓜和甜瓜幼苗喷雾接种８ｄ后调查病情指数，

发现：接种野生型Ａａｃ５、突变株Δ犺狉犮犙和互补菌株

Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ后，西瓜幼苗的病情指数分别为５８．５、０、

５２．９，甜瓜幼苗的病情指数分别为３７．５６、０、２７．４４（图２ｃ

～ｄ）。其中，与野生菌株和互补菌株相比，突变菌株

Δ犺狉犮犙对西、甜瓜的致病性均表现出显著差异（犘＜

０．０５），表明犺狉犮犙基因正调控西瓜噬酸菌的致病能力。

图２　西瓜噬酸菌犃犪犮５、Δ犺狉犮犙和Δ犺狉犮犙犮狅犿狆菌株对西瓜和甜瓜幼苗致病力测定

犉犻犵．２　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳犃犪犮５，Δ犺狉犮犙犪狀犱Δ犺狉犮犙犮狅犿狆狊狋狉犪犻狀狊狅犳犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻狅狀狑犪狋犲狉犿犲犾狅狀犪狀犱犿狌狊犽犿犲犾狅狀狊犲犲犱犾犻狀犵狊

２．３　烟草过敏性反应测定结果

注射野生型Ａａｃ５（ＷＴ）、突变株Δ犺狉犮犙及互补

菌株 Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ菌悬液于三生烟草 犖犻犮狅狋犻犪狀犪

狋犪犫犪犮狌犿中，无菌水作为阴性对照（ＣＫ），２４ｈ后观

察结果发现：注射Ａａｃ５（ＷＴ）及Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ的烟草均

产生过敏性反应，而注射Δ犺狉犮犙的烟草不能引起过敏

性反应的发生（图３）。表明犺狉犮犙缺失后使得西瓜噬

酸菌丧失了诱导非寄主三生烟过敏性反应的能力。
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图３　烟草过敏性反应测定

犉犻犵．３　犎狔狆犲狉狊犲狀狊犻狋犻狏犲狉犲犪犮狋犻狅狀狋犲狊狋狅狀狋狅犫犪犮犮狅

２．４　运动性测定结果

在０．３％半固体培养基中测定供试菌株的游动

运动性，并对菌落晕圈直径进行测量。结果如图４

所示：野生型菌株Ａａｃ５（ＷＴ）、突变株Δ犺狉犮犙和互

补菌株Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ的菌落直径大小分别为１．０３、

０．５５、０．８６ｃｍ（图４ｂ）。与野生型菌株相比，突变株

Δ犺狉犮犙所形成的晕圈直径缩小，差异显著（犘＜

０．０５）；而与突变株相比，互补菌株的晕圈直径显著

增加，恢复了一定的运动能力，但与野生型菌株相比

仍存在显著差异（犘＜０．０５）（图４ａ～ｂ）。

图４　犃犪犮５、Δ犺狉犮犙和Δ犺狉犮犙犮狅犿狆游动运动能力测定

犉犻犵．４　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狊狑犻犿犿犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狅犳犃犪犮５，Δ犺狉犮犙犪狀犱

Δ犺狉犮犙犮狅犿狆狊狋狉犪犻狀狊狅犳犃犮犻犱狅狏狅狉犪狓犮犻狋狉狌犾犾犻

２．５　生物膜形成能力测定结果

野生型菌株、突变株和互补菌株所形成的生物

膜经结晶紫染色后在孔壁内呈现紫色（图５ａ），使用

９５％无水乙醇洗脱并测定５９０ｎｍ处的吸光值，分别

为１．１８、０．６４、０．９４（图５ｂ）。与野生型Ａａｃ５（ＷＴ）

菌株相比，突变株Δ犺狉犮犙所形成的生物膜经染色

后，ＯＤ５９０显著降低（犘＜０．０５），说明其生物膜形成能

力显著下降；染色后互补菌株的生物膜在５９０ｎｍ处

吸光值与野生型菌株接近，无显著差异（图５ｂ）。

图５　供试菌株生物膜形成能力测定

犉犻犵．５　犅犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犪狋犻狅狀犮犪狆犪犮犻狋狔狅犳狋犺犲狋犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊

２．６　寄主体内生长能力测定结果

用高浓度（１０６ｃｆｕ／ｍＬ）及低浓度（１０４ｃｆｕ／ｍＬ）

的细菌悬浮液渗透完全展开的西瓜子叶，以确定

犺狉犮犙基因突变对菌株体内生长能力和叶片发病程

度的影响。发现注射高浓度（１０６ｃｆｕ／ｍＬ）的野生型

Ａａｃ５（ＷＴ）和互补菌株Δ犺狉犮犙ｃｏｍｐ菌液７２ｈ后，子

叶出现褪绿坏死症状，９６ｈ后子叶显现出大面积黑

褐色坏死病斑（图６ａ）；而在观察时间范围内，注射

高浓度（１０６ｃｆｕ／ｍＬ）突变株Δ犺狉犮犙菌液的子叶无明

显坏死症状（图６ａ）。

注射低浓度（１０４ｃｆｕ／ｍＬ）的野生型菌株及互补

菌株菌液后，随观察时间增加，子叶中的菌落数量均

呈指数递增；而注射低浓度的（１０４ｃｆｕ／ｍＬ）突变株

菌液后，子叶内的菌落数量增长速率较野生型缓慢，

差异显著（犘＜０．０５）（图６ｂ）。说明犺狉犮犙基因缺失

影响西瓜噬酸菌在寄主体内的生长能力。

２．７　犺狉犮犙缺失对犜３犛犛及致病表型基因表达的影响

突变株Δ犺狉犮犙中与Ⅲ型分泌系统相关的基因

表达量如图７ａ所示。结果表明：突变株Δ犺狉犮犙中

犺狉犮犚和犺狉犮犑基因表达量下调，与野生型相比差异

极显著（犘＜０．０１）；犺狉犮犛、犺狉狆犈、犺狉狆犌以及犺狉狆犡 基

因表达量显著上调（犘＜０．０５）。
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图６　供试菌株在西瓜子叶中的体内生长能力

犉犻犵．６　犐狀狏犻狏狅犵狉狅狑狋犺犪犫犻犾犻狋狔狅犳狋犺犲狋犲狊狋犲犱狊狋狉犪犻狀狊犻狀狑犪狋犲狉犿犲犾狅狀犮狅狋狔犾犲犱狅狀狊

　　突变株中与其他表型相关的基因表达量如图

７ｂ所示：与野生型相比，Δ犺狉犮犙中鞭毛基因犳犾犻犆和

犳犾犻犘 的表达量均有不同程度的下降，差异极显著

（犘＜０．０１）；群体感应相关基因犾狌狓犚和趋化性基因

犮犺犲犃 的表达量均显著上调（犘＜０．０５）。结果说明

犺狉犮犙基因与Ｔ３ＳＳ中其他基因和致病表型相关基因

间均存在一定的调控关系。

图７　突变株中相关基因表达量测定结果

犉犻犵．７　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狉犲犾犪狋犲犱

犵犲狀犲狊犻狀犿狌狋犪狀狋狊狋狉犪犻狀狊

３　结论与讨论

西瓜噬酸菌作为革兰氏阴性菌在与寄主的长期

互作过程中，已经进化出了多种复杂的致病机制，其

中与致病力密切相关的机制即为Ｔ３ＳＳ
［１２］。Ｔ３ＳＳ

的核心组成部分是８种高度保守的犺狉犮基因（犺狉犮犚、

犺狉犮犆、犺狉犮犖、犺狉犮犜、犺狉犮犙、犺狉犮犝、犺狉犮犑、犺狉犮犞），它们在

维持细菌Ｔ３ＳＳ完整性及病原菌致病能力方面均有

重要作用［６］。由于病原菌可通过Ｔ３ＳＳ将细菌效应

蛋白转运到真核宿主细胞中［１７］，因此，跨膜分泌装

置在效应蛋白的转运过程中就显得尤为重要。

ＨｒｃＱ所构成的胞质环为分泌装置的底座部分，其

存在能够确保Ｔ３ＳＳ的完整性及Ⅲ型效应蛋白的输

出［１６］。目前，在水稻条斑病菌犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲

和野油菜黄单胞菌犡．犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊中犺狉犮犙的研究较

为透彻，已证实该基因在细菌致病过程中起着决定

性作用［１６１７］，但在西瓜噬酸菌中还未见报道。本研

究证实西瓜噬酸菌中犺狉犮犙缺失后，病原菌在非寄主

烟草中引起过敏性反应能力和在寄主上的致病性完

全丧失，这说明犺狉犮犙是西瓜噬酸菌在非寄主烟草上

诱导ＨＲ的关键基因之一。在水稻条斑病菌犡．

狅狉狔狕犪犲中犺狉犮犙基因缺失突变体丧失了在非寄主烟

草上的过敏性反应和在寄主水稻上的致病性［３０］，这

与本试验结果相似。

群体感应系统（ｑｕｏｒｕｍｓｅｎｓｉｎｇ，ＱＳ）对于西瓜

噬酸菌犃．犮犻狋狉狌犾犾犻的运动能力、毒力、种子黏附能力

和生物膜形成能力等均有调控作用［３１］，本研究中群

体感应基因犾狌狓犚 在Δ犺狉犮犙 中表达量上升，表明

犺狉犮犙基因的缺失影响了该基因的表达。细菌鞭毛
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及趋化性的存在对于病原菌的运动性和生物膜形成

过程十分重要［２７，３１］，ｑＲＴＰＣＲ分析显示，犺狉犮犙与趋

化性基因犮犺犲犃、鞭毛基因犳犾犻犆和犳犾犻狆等均存在调

控关系，因而，该现象可以解释犺狉犮犙缺失后菌株的

运动性和生物膜形成能力均显著下降，低于野生型

菌株。推测突变株Δ犺狉犮犙可能是通过影响群体感

应基因犾狌狓犚、鞭毛基因犳犾犻犆和犳犾犻犘以及趋化性基

因犮犺犲犃的表达，进而对菌株的运动性和生物膜形成

能力等表型产生影响。前期研究结果表明，细菌的

运动性和生物膜形成能力通常会影响其致病性［２７，３２］，

在本研究中同样发现突变株Δ犺狉犮犙丧失了寄主致

病力，其在寄主体内的生长能力也显著降低，这与之

前的报道相类似。

综上发现Ｔ３ＳＳ中犺狉犮犙基因的缺失影响了多

个致病表型相关基因的表达，包括鞭毛形成、群体感

应及趋化性的相关基因，而鞭毛、趋化性及群体感应

均与西瓜噬酸菌的定殖能力密切相关［２７，３１］。瓜类细

菌性果斑病为种传细菌性病害，而细菌在种子中定

殖能力的强弱与幼苗发病率直接相关。因此，在本

研究的基础上，可继续探究犺狉犮犙缺失后是否影响西

瓜噬酸菌在种子中的定殖能力。

由于种子的化学处理方法无法完全消灭定殖于

种皮下的病原菌，因而种子处理对于ＢＦＢ的防治效

果有限［３３］。有研究表明，野油菜黄单胞菌 犡．

犮犪犿狆犲狊狋狉犻狊和解淀粉欧文氏菌犈狉狑犻狀犻犪犪犿狔犾狅狏狅狉犪

中Ｔ３ＳＳ突变体可作为生物防治剂
［３４３５］，防止病害

的发生与流行。西瓜噬酸菌ＡＡＣ００１菌株中，提前

使用Δ犺狉犮犆对种子进行处理，可以极大地降低幼苗

带菌率，从而降低瓜类细菌性果斑病的发生［１２］。因

此，后期我们将继续探索Δ犺狉犮犙是否同样可以作为

生物防治剂应用于种子或花，以期降低田间瓜类细

菌性果斑病的大面积发生。
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