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水稻条斑病细菌 ( X a n t h o m o n a s o r 夕z a e p v
.

o r 夕z i e o l a )

Wz
t 基因参与 L P S O

一

抗原合成和影响细菌致病性
’

龙菊英 张佳环 王金 生 “

南京农业大学
,

农业部病虫监测重点开放实验室
,

南京 21 。。 9 5

摘要 A B C
一

转运系统将 同质 O
一

抗原多糖链从细 胞质 内膜转运到细胞周质空间合成脂多糖 ( L P )S
.

通过功能互补和亚 克隆序列分析在 X
.

or y z a o p v
.

or y iz co la 的基 因组文库 中发现 了一个 W
z t 基 因

,

该基因编码产物是运输 O
一

抗原的 A B C
一

转运系统的疏水组成部分
,

为 A T P
一

结合蛋 白
.

为区别基 因来

源将该基因命名为 W z t X oo
c .

W
z t xo

。 。

编码 一个 3 5
.

9 k u 的蛋 白质
.

通过分析发现
,

W zt xo
o e

与数据库中

的其他细菌包括水稻 白叶枯病菌的 A B C
一

转运系统的 A T P 结合蛋 白质不 同
.

在 W zt xo
o c

序列 中仅发现

A T P
一

结合蛋白中 4 个保 守基序的 3 个
,

没有发现 A T P 一结合位点 w al k er A ( A T P / G T P b in din g S i et

m ot if A )
.

通过基 因插入突变得到 W z t : ;oo
c

基 因突变体 M w zt
.

L P S 分析表 明
:

由于该基 因突变使 0
-

抗原链不 能转运通过细胞质膜
,

不 能形成完整的 L P S 分子
,

突变体菌落表面丧失 了产 生大量胞外多

糖的能力 ; 突变细 菌不 产生鞭毛
,

丧失 了游动性和生物膜形成的能力
.

重要的是突变体在水稻上的

繁殖能力和致病性明显下降
,

证 明 W zt
x oo

c

基因与 L P S 合成及致病性有关
.

关键词 xa
n t五o m o n a 、 。口 : a e p v

.

o
理

z i e o z a A B e 转运系统 L l, s 致病性

A B C
一

转运系统在生物中普遍存在
,

参与细胞 中

蛋白质
、

多肤
、

多糖和药 物的运输 l[,
2〕

.

该系统一

般包括 3个组成部分
:

膜结合蛋白
,

周质结合蛋白

和底物结合蛋 白
.

周质结合蛋 白即 A T P 结合蛋 白
,

是几个蛋白中最保守的
;
膜结合蛋 白的氨 基酸序列

几乎没有相似性
,

而底物结合蛋 白序列的变异程度

最大比叼
.

编码这 3 个组分 的基因常常位 于一个操

纵子内
.

在许多微生物中
,

如小肠结肠炎耶尔森氏

菌 0 3 ( eY
r s i n i a e n t e or c o l i t i c a 0 3 )

,

肺 炎 杆 菌

( K l e b s i e l l a P n e u m o n 艺a e 0 1 )
,

大 肠 杆 菌 ( E ` 0 11

0 9 )
,

海红沙雷氏菌 ( S e r r a z i a m a r c e s c e n : 0 1 6 )
,

霍

乱杆菌 (巩 b ir 。 ` h o l e ar o 0 1) 和黄 色粘 球菌 (M乡二。 -

co “ us x a
nt h us ) 等都发现 A B C

一

运输 系统参 与 O
一

抗

原的合成阁
.

微生 物中的 A B C
一

运输 系统 包含 亲水

和疏水两个蛋白组分
:

亲水蛋 白组分的特征是有一

个保守的 A T P
一

结合结构域
; 疏水蛋 白组分 的特征

是具有多个转膜结构域
.

细菌脂多糖 ( L P )S O
一

抗原合成 的主要步骤包括

0
一

抗原多糖的起始合成和多糖重复单元 的延伸
,

O
-

抗原多糖的转运和聚合以及脂质载体 U n d
一

P P 的再

循环
.

目前关于 O
一

抗原合成相关基因的命名方法参

照 R ee ve S
等提出 的规则困

.

0
一

抗原运 输系统
,

根

据其延伸特征分为 3 种类型 7[,
8〕 :

第 1种发生在合

成异质多糖的生物中
,

O
一

抗原重复多糖链 的延长是

在还原端
.

单个 --O 抗原重复单元在细胞 内膜细胞质

界面上形成
,

0
一

抗原重 复单元通过 Wxz ( R fb X ) 转

运到周质空 间后
,

在周质环境 中被 0
一

抗 原聚合酶

W
z y ( R f e ) 聚合

.

在此 系统 中
,

W
z z ( R o l ) 具有调节

抗原链长度的功能
.

第 2 种类型发生在合成同质多

糖的生物中
,

O
一

多糖重复链 的延伸是在非还原端
.

20 0 5一 0 2一0 5 收稿
,
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O
一

多糖链的聚合在细胞 内膜细胞 质的界面上完成
,

聚合后 的 O
一

多糖链从细胞质空间由 A B C
一

转运系统

转运到周质空间
,

依靠 W aa L ( R fa L ) 聚合酶连接到

核心
一

脂质 A 上
.

在此系统 中
,

W zt 蛋 白是 A BG 转

运系统的亲水组分
,

结合 一水 解 A T P 为运输系统

提供能量
.

W
z m 蛋 白是 A B C

一

转运系统的疏水组成

部分
,

在细胞 质 膜 上形 成 运输 O
一

抗 原 的跨膜 通

道 〔 9〕
.

第 3 类是在 S a zm o n e z z a 。 n t e r
i c a S e r o v a r B o r -

er ez 中发现的
,

合成多糖链时不需要 w yz 基因
,

多

糖链的运输也不需要 A B C
一

转运系统 6j[
.

动物病原细菌中对 A B C
一

转运 系统在 仔抗原多

糖侧链合成中的作用 已有较多研究
,

而在植物病原

细菌中研究较少
.

在 X
. 。 .

vP
.

。 a m P es t ir : ( x c 。 ) 中已

发现 W七t 突变体影响 O
一

抗 原多糖侧链 的合成
,

但

对其与致病性 的关系 尚不清楚 l0[ 〕
.

M at t h y s s e
等报

道 A g or bo ct er i u m ut m e f 。 。 i en :
的 A B c

一

转运系统组

分 尸ot B 基因的突变会导致细菌在胡萝 卜悬浮细胞

上的 附着 能 力 丧 失
,

因 而 影 响 细 菌 的 毒 性 llE 〕
.

D h a r m a p u r i 等 在 水 稻 白 叶 枯 病 菌 X a n t h o m o n a s

。
yr az

“
vP

·

or yz ae ( X oo ) E P S 缺失突变体的研究 中鉴

定了 3 个与 L P S 合成有关的遗传位点和一个推测的

A B --C 转运 因子 ( Q s 4 B F 4 ) [ , 2〕
.

P a t i l 等最 近在 X o o

的 12
,

Z k b 毒性位点 中鉴定 出 6 个基 因
,

这 些基因

与 L P S 合成和 O
一

抗原转运有关呻〕
.

水稻条斑病菌 ( X a n t h o m o n a s o
卿

z a 。 p v o
卿

z 艺
-

co la
,

简称 X oo 。 ) 是水稻黄单胞条斑病致病变种
,

与

水稻白叶枯病菌在维管束中生长不 同
,

在薄壁组织

细胞 间隙中生长
.

我们在研究 X oo 。 (菌株 R S l o s )表

面多糖合成与致病性关系中
,

从基因组文库 中筛选

到一个能互补化 学诱 变突变体 M 1 2 ( E P s
一

P at h
一

) 胞

外多糖 ( e x o p o l y s a e e h a r id e E P S ) 和致病性 ( p a t h o g e -

n i e i t y P a t h )的 阳性克 隆 p 3 5
.

对其 6
.

8 7 k b 的亚克

隆 p 80 进行序列分析后发现左端 的一个 O R F 编码

与 A B C
一

运输系统中 A T P
一

结合蛋白基 因具有 同源性

( G e n B a n k 登录号
:

A Y 54 25 34 )
.

本文报道对 该基

因的鉴定和系统发生分析
,

以及通过缺失突变研究

阐明该基 因对细菌致病性和有 关细胞学 性状 的影

响
.

1 材料与方法

1
.

1 菌株和质粒

研究 中使 用 的 菌 株 和 质 粒 见 表 1
.

X oo 。 在

N u t r ie n t B r o t h ( N B ) 或 N u t r i e n t A g a r ( N A ) ( D i f
-

co )培养基中培养
,

含利福平 ( iR f ) 75 拜g / m I
J ,

温度

2 8 aC ; 含质粒 p B C S K C ) 的宿 主菌用 氯霉素 ( C m )

5。 拼g / m L 筛 选
; P M仆 T 18 用 氨 节 青 霉 素 ( A m )

10 0 拼g / m L筛选
.

1
.

2 细菌生长曲线和致病性实验

水稻汕 优 63 (感 细 菌性 条斑 病 ) 在 温度 25 一

3。℃
,

空气相对湿度 80 %温室 中生长 80 d
.

对数生

长期 的细菌 ( X oo
。
) 稀释至浓度 1 只 10

“ c f u/ m L
,

用

无针头注射器渗透接种 〕 〕
.

接种后第二天起回收

细菌
,

每天 1 次
,

3个接种点作为一个重复
,

重复 3

次
.

10 d 后记录发病情况
.

表 1 研究 中所用的菌株和质粒

菌株和质粒 有关特性 来源

X
口 n th o m o 儿 a s o

即
z a e P v

.

o r 夕 z a e

( R S 1 0 5 )

M 12

M w
z t

iR f
R ,

野生型细菌
R S 1 0 5 化学诱变突变体

,
E P S

一 P a th -

C m R ,

携带氯霉素抗性载体序列整合在野生 细菌 R S 10 5

染色体上的 W七t xo
、
基因中

仁1 5 ]

本研究

本研究

E
.

c o l i

D H 5 a

5 1 7
一
1

质粒

R 1S 05 基因组文库

PU F R 0 3 4

F
` r e e A

,
中 8 0 d l

a e
Z

, △M 1 5

2 9 4 r e e A
,

R P 4 d
e r i v a t iv e ,

T P
r ,

S p
,

G v i b
e o 一 B R I 公司

[ 1 6二
4 o kb 左右片段的基因组 D N A 连接在 p U F R o 34 上
I n e

W
,

N m
` ,

K m
· ,

M
o b十

,

M
o b ( p ) L a e Z a + , e o s

l) 张学名
.

水稻黄单胞 ( X an
t
ho m on

a S or yz al ) 致痛相关基因的研究
.

南京农业大学博士学位论文
.
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续表

菌株和质粒 有关特性

PM D T 18

PB K C S(
一

)

PSO

1下 v e eto r

Cl
on in g v e eto r,

C m R

L P S b i
o s y n t h

e s i s g e n e e l u s t e r a 6
.

7 8 k b
s e g m e n t lig

a t e d o n

PU C 1 8

5 0 4 b p 〔 e n t r a l
r e g io n o

f W
z t e

l
o n e d in p B C S K (

一

)

来源

[ 1 7】
T a K a

R
a

N C C B

p B C S K : : △W
z t 本研究

本研究

N C C B
:

T h e
N

e th e r la n d
s C u l t u r e

C
o
l l

e e t i o n o f B a e t e r i a

1
.

3 D N A 操作和序列分析

D N A 提取
,

限制性酶切
,

电泳
,

D N A 连接
、

转化
,

筛选
,

P C R
,

S o
ut h er n 杂交等操作参见分子

克隆手册 lsE 〕 ,

限制酶购 自 T ak ar
a

.

序列特征通过

下列网站所提供的在线软件进行分析
.

分子量及等电点预测通过 ( ht tP
:

/ / c n `

ex p a s .y

o r g / e g i
一

b i n / p r o t p a r a m ) ; 亚 细 胞 定 位 分 析 通 过

( h t t p
:

/ / w w w
.

p s o r t
.

o r g / p s o r t b / r e s u l t
、 .

p l ) ;
转

膜结构预测通过 ( h t t p
:

/ / S。 S u i
.

p r o t e o trt e
.

b i。
.

t u
-

a t
.

a e
.

j p / e g i
一

b i n / a d y _ s o s u i
.

e g i ) ; 同源 比较通 过

( h t t p :

/ / w w w
.

e b i
.

a e
.

u k / b l a s t Z八 h t t p
:

/ / d o v e
.

e m b l
一

h e i d e l b e r g
.

d e / e g i / b l a s t Z a ? ; h t t p :

/ / w w w
.

n e b i
.

n lm
.

n ih
.

g o v / B L A S T / B l a s t
.

e g i ) ; 多 序列 比

较和进 化树 分析 通 过 ( h t t p
:

/ / w w w
.

e )〕 1
.

a e
.

u k /

d us at lw )/ 等相应 网站所 提 供 的在 线 分 析软 件 进

行
.

1
.

4 缺失突变体的构建

用 P C R 扩 增 W z t 、
。

基 因 的 中 心 序 列 ( 1 9 0
一

6 9 4 b p 片段 )
,

引物 中添加 限制酶切位 点 H i n d l l l
,

引 物 序 列 为 5仁以二A A以 ! T T C《义 ;A C月 T 〔: T 。 〕1…
-

G A T C G
一

3 `

和
,

5 ,-

C CA A ( X二T IA TC A〔兀X3( ; A C TC r G
-

C A以二
一

3
.

得到的 P C R 产物直接克隆到 P M D
一

T 1 8
,

测序验证后
,

回收并连接到 p B C S K C )士
.

参照文

献 [ n 〕将 得 到 的重 组 质 粒 p B C S K :: △W zt 转 化

X oo c
.

抗 生 素 ( C m ) 筛 选 同源 重 组 后 的 突 变 体

M w z t
.

的方法 巨̀ “ 〕银染观察 L P s
,

再以 C o o m a s s i e B l u e 染色

检测蛋 白污染状况
.

1
.

6 细菌鞭毛
,

游动性和生物膜形成能力的测定

透射电子显微镜负染观察细菌 的鞭毛
,

半 固体

培养基法观察细菌游动性呻口
.

生物膜形成测定参照

文献 [ 1 9 ]
,

将 对 数 生长 期 的 X
o o 。

稀 释 1 0 0 倍
,

3 m L稀释液在试管中静置 36 一 48 h 后倾出
,

自来水

细流缓缓冲洗管壁 3 次
,

结晶紫染色 s m in
,

再用水

反复缓慢冲洗
,

直至无紫色液体出现
,

然后对器壁

上的紫色进行 比较和记录
.

1
.

5 L P S 分析

L P S 的 提取 采 用 L P S 提 取 试 剂 盒 ( iN t R O N

B I O T E C H N M O L O G Y )
.

T r i e i n e 一 SD S
一

P A G E 的浓

缩胶浓度为 4%
,

分离胶浓度 为 16 %
.

电泳条件
:

电压 g o V
,

电流 4 0 m A
,

温度 4 oC
.

参照 V o r
h o l t e

r

2 结果与分析

2
.

1 功能互补筛选恢复菌落表型的阳性克隆和亚

克隆

通过两亲交配从 X oo C ( R S l o s) 基因组文库哪〕的

2 2 0 0 个克隆中筛选到一个能恢 复突变体 M 12 菌落

表型和致病性的阳性克隆 P 3 5
.

P 35 用 K P ln 不完全

酶切得到大小约 1 2
.

7 k b 片段
,

包含两个片段 4 k b的

p K E 和 8
.

7 k b 的 p K B 的亚克隆 P K 23
.

功能互补表

明 P K 2 3 也能恢复 M 12 的菌落表型和致病性
.

P K 23

经 E co R I 不完全酶切得到一个 大小为 6
.

87 k b 的亚

克隆 p 80
.

序列测定和分析后发现
,

p 80 中包含 7 个

开放 阅读 框 ( O R F I
一

7
,

登 录 号 A Y 5 4 2 5 3 4 )
,

是 与

O
一

抗原合成和转运有关的基因 (图 1 )
.

2
.

2 序列分析

O R F 4 的蛋 白质登 录号 为 A A V 6 7 4 2 1
.

1
,

含

32 6 个 氨基 酸
.

通过序 列 比对发 现 O R F 4 编 码 的

蛋 白质属于 A B C
一

转运系 统的 A T P
一

结合蛋 白
.

根

据 R ee ve
s
建议的命 名法将该 基 因命名 为 W zt 为

。 。 .

A T P
一

结合蛋白是一种超级蛋 白家族
,

在 N C BI ( n r )
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P 3 5 /人孕们 1

amB 思忙羚
1州州州

P 80

一
又丽喘新耐万五而店五丸石获拓茹`

图 l 阳性克隆 p 3 5 的限制性酶切图谱和

亚克隆 8P 0的组织结构

数据库中有 2 1 8 7 4 7 3个蛋白序列与本文报道基因产

物具有同源性
.

根据文献报道这些蛋 白质的共同特

点是
:

( 1 ) W
a lk e r A 和 W

a lk e r B 基序 形成便于与

A T P 结合的 口 袋
; ( 2 ) W

a l k e r A 和 W
a lk e r B 基序

之间有一个 A B C转运家族的标记
; ( 3) 位于 W al k

-

er B 基序下游有由 6个 氨基酸组成的 iL nt o
n/ H i g

-

ig sn 基 序卿〕 ,

基 序 中组 氨 酸 是保守 的
,

是 几 个

A B C
一

转运系统功能所必需的氨基酸〔20
一

绷
.

图 2 示对 其 中 1 2 个序 列 的 C l u s t e r
W 比对

,

W zt xo
o `

包含该类蛋 白 4 个保守基序中的 3 个
:

具有

与 A T P
一

结合功能相关的保 守结构域 中的 W al ke
r B

( A T P / G T P b i n d i n g s i t e m o t i f B )位 点
,

A B C
一

转运

家族 的标记 ( A B G t r a n s p o r t e r f a rn i l y s i g n a t u r e ) 和

iL n
ot

n / H ig g in s 基 序
.

但 没 有 发 现 W al k e r A

( A T P / G T P b i n d i n g s i t e m o t i f A )
.

如 图所示
,

巴

西固氮螺菌 ( A z
os 户 ir ll u m b ar is l en se ) 的 A T P

一

结合

蛋白 (蛋 白登录号为 Q 6 QW B 3) 与 W zt 二
。`

相 似
,

也

不具有 W
a lk e r A

.

有趣的是水稻条斑病菌和水稻 白叶枯病菌虽然

是水稻 黄 单胞 的两 个 亲 缘关 系很 近 的致 病变 种

( X oo 。 和 X oo )
,

但 两者 0
一

抗原 A B G转运 系统 的

A T P
一

结合蛋 白却存在较大 区别
.

与水 稻条斑病菌

的 A T P
一

结合蛋 白不同
,

水稻白叶枯病菌的 A T P
一

结

合蛋白具有 4个保守结构域
.

他们在核昔酸和氨基

酸水平上的同源性分别只有 39 %和 60 %
.

甘蓝黑腐

病菌 ( X c 。 ) 与水稻条斑病菌 的同源性更低
,

分别只

有 29 %和 4 8 %
.

W z t x oo
c

核酸序列的 G C 含量为 56 %
,

低于基因

组总体 G C 的含量 (6 5% )
.

另外
,

该蛋 白质 的分子

量为 35
.

g k u ,

等 电点 ( IP ) 为 4
.

97
,

负电荷氨基酸

( A sP + lG u) 含量为 40 %
,

正 电荷氨基酸 ( A gr +

L ys )含量为 27 % ; 蛋白质定位在细胞质上
,

蛋 白质

的 4 4
一

6 6 区域氨基酸可能与转膜相关
.

2
.

3 缺失突变体的构建和检测

W z t xo oc
基因中一段 5 0 4 b p 的序列 经 P C R 扩增

并测序 验证 后
,

连接到 p B C S K C ) 的 H i dn ll l 位点

上 ( 图 3 ( a) )
,

得到的重组质粒 p B C SK : : △W zt 通过

电转化使 p B C S K : : △W
z t 在 X o o 。 ( R S l o s ) 中发生同

源重组
.

同源重 组后 的突变体重 组子 即为 R S 10 5

W z t x oo
。

的突变体 M w zt 、
,

其 中 W
之 t x co

c

基 因由于质

粒 p B C SK 的插人被中断表达
,

因为 p B C S K 上多克

隆位点的两端均具有 启动 子
,

因此该突 变是非极

性突变
,

突变 体 M w zt 在含 氯霉 素和利 福平 双抗

N A 平板上培养后
,

随机挑选 3 个单菌落株作 为可

能的突变体
,

以载体 p B C S K C ) 的序列为探针
,

对

R 1S 05 和 3 个突变体基 因组 H动dI H 消化产物进行

oS ut he m 杂交检测
.

结果 显示 3 个 突变体 单 菌落

株 中两个 (1 和 2 号 ) 出现 了很 强 的杂 交信号
,

说

明发生 了染 色体整合和基 因突变
,

而 3 号突 变体

菌株几乎 没有 杂交信号
,

说 明 没有 突变 成 功 (图

3 ( b)
,

( c ) )
.

下面的实验除特别指出外
,

均使用 1

号突变株
.

2
.

4 突变菌株 L P S 电泳检测

A B --C 转运系统参 与 L P S 合成
,

转运 系统 突变

会造成 L P S 分子结构的变化
.

本实验分析了野生菌

株和 3个可能突变菌株的 L P S 分子构型
.

根据 L P S

的结构
,

电泳后一般会 出现两个条带
,

迁移速度慢

且有一定弥散性 的是完整 L P S 分子
,

即脂质 A 十核

心多糖 + 仔抗原带区
,

另外一条迁移速率较快的条

带是核心多糖十 0
一

抗原区
.

在 O
一

抗原合成受阻的突

变体菌株 中
,

往 往 出现一条 迁移 速率 比 核心 多糖

+ O
一

抗原更快的条带
,

这一条带是 由于合成 O
一

抗原

链 中间产物积累的结果
.

T ir ic n e 一 SD S
一

P A G E 电泳分

析的 L P S 分子构型表明
,

突变体菌株 1 和 2 的脂质

A + 核心多糖 + O
一

抗原带和核心多糖 + O
一

抗原带都

比野生菌株 R S 10 5 明显减弱
,

同时多出一条迁移速

率更快的条带 (图 4)
.

这表明基因突变阻断了 0
一

抗

原链与外膜上脂质 A + 核心多糖连接成完整 的 L P S

结构
.
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L in to 时 H ig g in s s ite

图 2 w zt
x . 与其他 A T -P 结合蛋白的 同源性 比对

W
z t x 。。 。

为本文报道 的蛋 白 ( G
e n B a n k A A V 6 7 4 2 1

.

1 ) ; Q g A E V 3 来 自 B u r
k h

o ld
e r 艺a 、 a l l e 艺( A A K 2 7 39 6

.

1 ) ;
Q 6 2 I 9 8 来 自

B u r
k h o ld e r 乞a m a l l e i A T C C 2 3 3 4 4 ( A A U 4 9 9 7 9

.

i ) ; 0 6 9 1 2 1 来自 B u r k h o ld e r i a p s e u d o m a l l e ` ( A A D O5 4 5 9
.

1 ) ;
Q 6 QWB 3 来

自 A z o s
p

z r 乞l l u m b r a s i l e n 、 e
( A A S 8 3 1 00

.

1 ) ; Q S L 35 1 来 自叭 b r i o c h o l e r a e 0 3 7 ( A A M 2 2 5 92
.

1 ) ;
Q 7 V 9 5 1 来 自 P r o e h l o

r o -

e o c c u s
m a r 乞n u 、 S t r a i n M IT 9 3 13 ( C A E 2 0 2 8 3

.

1 ) ; Q 8 4 B F 4 来 自 X a n t h o
m o n a s o r y 二 a e p v

.

o r y z a e ( A A O 2 0 8 4 7
.

1 ) ; Q 8 2 X 1 7

来 自 N 乞r
r o s o m o n a s e u

or p a e a ( C A D 8 4 3 9 4
.

1 )
;
P 7 2 1 6 3 来 自 P

s e u d o
从 o n a s a e r u g 艺n o s a ( A A C 1 6 6 68

.

1) ; 0 6 7 18 1 来 自 A q u 乞介x

。 。 0 2乞c u : ( A A C o 7 i 4 8
.

i ) ; 0 6 6 2 3 1 来 自 E s e 几。 r i e 人i a ` 0 1艺( B A A 2 8 3 2 5
.

1 ) ; Q 8 8 8 F I 来 自 P s e u d
o
m o n a s s y r 乞n g a e p v

.

t o m a t o

( A A O 5 4 60 4
.

1 ) ; Q SP C V I 来自 X a n t h o m o n a s c a m p
e s t r 乞s ( p v

. c a m p e s t r i s S t r a i n A T C C 3 3 9 1 3 ) ( A A M 3 9 9 1 7
.

1 ) ; Q 9 3 5 8 3

来自 X a n t h o m
o n a s c a m p e s t r i s ( p v

. c a m p e s t r ￡5 S t r a i n B l o o ) ( A A K 53 4 8 1
.

1 ) ; Q SP G L 6 来 自 X a n t h o饥 o n a s a x o n o
p o d i

s
( p v

.

cit ir st ar in 30 6) ( A A M 3 8 4 4 3
.

1 ) ; * 代表完全保守的序列
, ,

代表高度保守的序列
, ·

代表低水平保守的序列

2
.

5
wz

t 突变体菌落形态
,

鞭毛
,

游动性
,

生物膜

( ib of ll m )以及在水稻上的繁殖能力和致病性

突变体 M w zt 的菌落形态
:

与野生型细菌菌落

相比
,

突变体 M w zt 的菌落形态与另一种编码糖基

转移酶基因 (W xo
c B ) 的突变体 (待发表资料 ) 表现一

致
,

菌落小而扁平且表面粘质胞外多糖明显减少
.

表明由于 W z t xo
o `

基因的突变
,

使 A B C
一

运输系统受

阻
,

影响了 0
一

抗原和胞外多糖的合成 (图 5 ( a ))
.

突变体 M w zt 的游动性
:

M w zt 的游动能力与野

生细菌相 比明显下降
,

72 h 内只形成直径为 0
.

6 c m

的菌 落
,

而 野 生 型 细 菌 的 菌 落 直 径 可 以 达 到

2一 2
.

3 e m
.

( 图 5 ( b ) )
.

突变体 M w zt 的鞭毛合成
:

电子显微镜观察表

明突变体丧失 了合成 鞭毛 的能力
,

而野生型 细菌
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R S I 0 5能形成典型的单根极生鞭毛 (图 5 ( d) )
.

突变体 M w tz 生物膜形成能力
:

通过结 晶紫染

色观察
,

野生型细菌 R S 10 5 在试管壁上附着大量的

个体
,

形成了比较致密的一层由细菌组成的膜
.

而

突变体则没有发现有细菌附着 ( 图 5 ( e ))
.

突变体 M w zt 在水稻 中的繁殖能力 和致病性变

化
:

在温室条件下接种 10 d 后野 生细菌在接种点

周围形成典型的水浸状 病斑
,

而 突变体只 能形成

少数水浸状斑点 ( 图 5 ( c ) )
.

在接种后从接种 点 回

收细菌的实验结果显 示
,

第 3 天野生 菌 R S 10 5 在

每克叶片上 的细菌数可达 1 08
c
fu

,

此后数量保 持

上升
, s d后达到 1 0 ` 0 c f u ; 而 M w z t 的数量最高是

在第 4 天
,

达到 10
“ c

fu
,

此后群 体数量 开始下 降

(图 5 ( f ) )
.

图 3 】叭 t~ 基 因突变体的构建和 so ut he rn 杂交检测

a( ) 突变单元构件的酶切 电泳
:

空 载体 p B C s K 介 ) 和转化单元

p B C S K : : △W
z t 经 H￡n d l l l 消化 后 电 泳 ; ( b ) 野 生 型 细 菌

( R S I O S )和 突变体候 选 菌 株 1 ,

2
, 3 号基 因组 和 p B C S K C )

H i n d l l l 酶切电泳 ; ( e ) 以 p B C S K C )为探针
,

与野生细菌 R S 10 5

和突变体候选菌株 1 ,

2
, 3 号基因组 S ou t h er n 杂交检测

公ù一一妇。à妙

图 5
wz

t
, 突变体的菌落形态

,

鞭 毛
,

游

动性
,

生物膜形成和在水稻上的繁殖能 力

a( ) 菌落形态
; b( ) 细菌的游动性

; ( 。 ) 致病能力测试
; d( ) 鞭毛观察

;

e( ) 生物膜形成能力 的定性观察
; ( f) 在水稻上 繁殖能力的测定

图 4 ” 飞t、 突变体和野 生型细菌 (R S 1 0 s)

L P s 的 S D S P A G E 电泳分析

箭头 1 所指 区域为弥散 区
,

代表完整 的 L P S 结构
,

箭头 2 指

向脂质 A 十核心的条带
,

箭头 3 指向 --O 抗原中间体积累形成

的条带
.

S a lm o n e lla 为 5
. : e r o

va
r

yT P入￡m u r ￡u m L P S ( 5 19
-

m a ) ; M w z t z 和 M w z t Z 与 R S l o s 相 比缺少箭头 z 所指弥散

带
,

多了一条箭 头 3 所指向的条带
; M w zt 3 条带特征与 R S 1 05

相似
,

参照杂交的结果推测 3 号突变株没有突变成功

3 讨论

本研究报道了水稻条斑病菌参与 O
一

抗原合成的

A B C
一

转运系统组分 W乏t 、
。

基 因
.

我们的实验表 明

W
之 t xoo

。

基因 突变 可 以造成细 菌 的多种 表 型变化
.

W z t xo
o 。

基因突变对 L P S 和 E P S 合成都有影 响
,

丧

失鞭毛
,

细菌失去游动性
,

生物膜不能形成
,

在水

稻上繁殖能力下降和毒性降低
.
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3
.

1 ” 乞t o oc
基因对水稻条斑病菌 L P S 和 E P S 合成

的影响

LP S 是细菌细胞外膜上的重要组分
,

在维持细胞

结构中起重要作用
.

在植物病原细菌 中 L l
〕
5 0 抗原侧

链的合成常常与 EP S 合成相关联 l0E,
` 3口

.

A砚 )转运系

统对 EP S和 仔抗原合成的影响已在不同细菌中分别有

所报道巨 2
,
5

,
6

,
1于13, 23

,

川
.

wz
t 基因作为 A仪 ) 转运系统的一

个亲水组分
,

为运输 0 抗原和 EP S 到细胞质外组装提

供能量进而释放 。 抗原载体 un 手 p gE, 绷
.

根据 LP s 电

泳分析
,

M w z t 合成脂质 A + 核心多糖 + 0 抗原和核心

多糖十公抗原的能力都有明显减弱
,

同时 0 抗原链中

间产物累积
.

这与甘蓝黑腐黄单胞 ( Xc c) W
之t 突变体的

LP S 电泳 图像基本一致 [ , 。 ]
.

在 凡 z泌 s乞e zza P n e

umo
n * a e

血清型 0 1 0 抗原转运系统的缺失研究中也有类似报

道叫
.

但是在 Vo hr d et r
等的研究中显示造成 EP S 合

成减少的突变体均为第 1组的糖基转移酶基因 (~
c
E,

~
c D )的突变

,

而 环飞之基因突变是否影响 EP S 合成尚

不明确10[ 口
.

由于 环飞艺、 突变体的 LP S 和菌落形态都发

生了明显变化
,

我们推测在水稻条斑病细菌中 EP S 和

LP S 的合成可能共用了一个转运系统或载体
.

根据 Xc
。

黄原胶合成的遗传调控研究
,

发现在一个启动子控制

下的 12 个开放阅读框中有几种基因饱
饱胡 lD

,

g
um H

,

g “ n d
,

g
u阴K

,
g
um M

,

名刀刀 zL
,

g 双刀
I F 和 邵阴 G )参与糖

基和非糖基物质及运输载体的合成
,

另外几个基因

( g u刀 ZB
,

g “ 刀式二和 g u 刀 ZE
,

g u n习)可能与 Xa nt ha n 多聚物

形成和细胞膜转运有关哪洲
.

Xo
。 `

EP S 的合成和运输

是否也涉及这么多的基因尚需进一步研究
.

3
.

2 水稻条斑病细菌与有关细菌 Wz
t 基 因的变异

分析

最近
,

P at il 报 道 了水 稻 白 叶 枯 病 菌 ( X oo )

12
.

2 k b的一个基 因族
,

包含 6 个与 L P S 组装和转

运有关的基因 s1[ 〕
.

由于这一区域不典型的 G + C 含

量和特殊的密码子 而构成了基 因组 岛标志
.

该基 因

组岛在 X oo 菌株 中有 明显变化
,

而且与 X oo 。 中的

有关区域完 全不 同
,

说明 IsP 基 因也 是高度 变异

的田〕
.

在 尸
.

ae ur g i on sa 中的两个基因 W七t 和二 z m

发生突变不仅造成 A
一

B an d o
一

抗原在细胞质内的积

累
,

而且还造成 珍B an d o
一

抗原 的分子重排川
.

本

文从 6
.

87 k b的亚 克隆 P 80 中鉴定 出含 7 个基 因的

lP :
基因簇

,

其最左端是 W zt xo
o。 ,

因此很可能在邻

近还有一个 w z m
.

根据亚克隆 P 80 序列和最近报道

的 X o 。 中 1 2
.

2 k b 序列 的比对
,

除在 w z m 位 点的

1 6 4 个 核 营 酸 序 列 ( A Y 5 4 2 5 3 4
,

9 3
一

2 5 6 ;

A F 3 3 7 6 4 7
,

1 1 4 2 7
一

1 2 2 6 4 ) 有 7 5 % 的一致 性外
,

没

有发现其他同源基 因
.

根据多重序列比对构建 的系

统发生树推测这两个分类关系相近细菌 的 W
z t 基因

也没有密切关系
,

可能具有不同的系统发生 ( 图 6)
.

Q 84 B F 4

W zt 加
o e

Q S L 3 5 1

Q 6Q
嘿涵

Q 8 8 8 F I

Q S P C V

P 7 2 16 3 0 6 7 18 1

图 6 部分细菌 A B C
一

转运 系统基 因 林飞t 的系统发生树

图中黑体字代码为蛋白登录号
,

进化树用在线软件 ( h t t p :

/ / w w w
.

e b i
. a e

.

u k / e lu
s t a lw / )

N J ( N
e
ig h b o u r J o i n i n g ) 方法构建
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在系统发生上
,

不同植 物病原细菌 的 W
z t 基 因可能

被聚类在不同的组 中
,

水稻条斑病菌与巴西 固氮螺

菌 ( A z o s p乞r i Zzu m b r a s艺ze n s 。 ) 的 W
z t 基 因 (蛋 白登录

号为 Q 6 QW B 3) 关系更为密切
.

另外
,

X oo 。 的 p 80

6
.

87 k b 片段 的 G 十 C 含 量 为 56 %
,

而 X oo 中

12
.

2 k b的 G + C 含量 为 50 %
.

说 明这两 种细菌在

L P S 合成 中糖基转移 酶和转 运系统 都是 高度 专一

的
,

L P S 基因簇 内基因的组织存在明显变异
.

W讼t 基因编码 的蛋 白一般有 4 个保守基序
,

但

W z t xo 二与 A z o s P i r i l l u m 占r a s艺ze n s 。 ( Q 6 Qw B 3 ) 一样

只有 3 个
,

比报道 的 W
z t二

。 。

( Q 8 4 B F 4 ) 少一个
.

但

已报道 的 A B -C 结 合蛋 白 R v1 6 6 7 c (人好
,

co bac t er iu m

t u b e r c u l o s艺s ) 也不具有 W
a l k e : A 位点

.

然而
,

在该

蛋白上游的另一个蛋 白 ( R v1 6 6 8 c ) 除含 A B C
一

结合蛋

白的全套基序外
,

还 多出一个 w al ke
r A 位点哪〕

.

在 X oo 。 的 lP : 基因簇 中是否也有 这一现象还不清

楚
.

3
.

3
Wz

t
* 基因突变导致的多种细胞结构和生物功

能的改变

由于 W
z t xo

。 。

基 因突变影 响 了 L P S 合成
,

可 以

导致多种细胞结构和生物功能的改变
.

首先
,

L P S

分子层作为鞭毛钩状体 L
一

环着生的位置和鞭毛纤丝

合成的基础
,

L P S 缺失也会影响鞭毛的形成 0z[ 〕
.

长

期 以来
,

细菌运动能力 的丧失和 自凝结现象都报道

与 L P s 合成缺陷有关卿〕
.

鞭毛在致病性 中的作用
,

不仅 在 于决 定 细 菌 的 运 动
,

而且 影 响生 物 膜 形

成即〕
.

生物膜是有高度组织的细菌群体
,

它改变 了

单一细菌个体的生理特性和生存状态
,

.

同时提高了

细菌在寄主表面的附着和定殖能力
,

提高抵抗环境

和寄主防卫反应能力以及对寄主的致病性脚一川
.

已

有的研 究 表 明
,

P se u d o m on
a : 细 菌通 过 表 面组分

( E P S 和 L P )S 与寄主或其他表面物质 的静 电互作
,

影响生 物膜形 成和在基质上 的附着 眯 ,36 〕
.

因此
,

W之 t x oo
c

基因突变造成 的 E P S 和 O
一

抗原和鞭毛缺失

都可能是导致生物膜形成能力丧失的原 因
.

尸 ot B 基

因作为 A g or b a ct er iu m ut m e

fa
` i en : 的一种 A B C

一

转

运系统组分
,

突变后不仅丧失了在胡萝 卜悬浮细胞

上的附着能力
,

同时也使细菌失去毒性卿」
.

H e 的

研究认为鞭毛与 X oo
。
的侵染有关而与毒性无关 ss[ 〕

.

本研究发现失去鞭毛的 W
z t X oo

。

基因突变体虽然几乎

完全丧失 了生物膜 形成 能力
,

但仍具有一 定的毒

性
.

这一研究结果可能与本研究所用 的强迫渗透接

种方法有关
.

由于 W乏t xo
o 。

基 因突变体失去鞭 毛后仍

有一定致病性
,

我们推测 X oo 。 的鞭毛 可能与 毒性

或毒素分泌功能没有密切关系
.

W z t xo
O:

突变体致病

性减弱的原 因可能是与 E P S 和 O
一

抗原所构成 的屏

障缺陷或不能够形成生物膜使细菌对植物防卫反应

敏感
,

导致繁殖能力下 降有关
.
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