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摘要　我们曾报道了来自水稻白叶枯病菌基因文库的重组质粒 pGXN3000中含有一个能互补甘蓝黑腐病菌

rpfC致病因子调控基因突变体的基因 ,并通过转座子诱变获得了转座子插入在 pGXN3000中的这一基因的转座

子插入重组质粒 [1 ]。本研究利用这些转座子插入重组质粒 , 通过标记置换方法构建了水稻白叶枯病菌这一基因

的突变体菌株。植株试验结果表明 ,突变株虽然在水稻中仍能正常生长繁殖 , 但毒性严重降低 ,说明水稻白叶枯

病菌的这一基因在致病过程中起着重要作用。
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Abstract　We have repo rted tha t the recombinant plasmid pGXN3000 isolated from a genomic

libra ry of Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo ) contained a gene which could complement an

rpfC mutant of Xanthomonas campestris pv. campestris , and tha t sev eral t ransposon insertion

recombinant plasmids wi th t ransposons loca ted in the gene cloned in pGXN 3000 w ere obtained

by transposon mutagenesis o f pGXN3000[1 ] . Xoo mutants o f the gene w ere created in this study

by ma rker exchange wi th the transposon insertion recombinant plasmids. Plant tests rev ealed

tha t the vi rulence of the mutants reduced signi ficant ly al though their g row th in planta w as un-

a ltered, indicating that the gene may play an impo rtant ro le in the pathogenici ty of Xoo.
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　　水稻白叶枯病是危害水稻最严重的细菌性病害 ,

它已遍及全球所有水稻栽培区 [2 ]。近年来 , 虽然通过

选育和推广抗病品种对此病害起到了一定的防治作

用 , 但由于引起此病的病菌 ( Xanthomonas or yzae

pv . oryzae )致病性的变异 , 导致栽培品种抗性不起

作用 , 造成水稻减产仍十分严重。为了探索此病菌的

致病性及其变异机理 ,为培育抗病品种及开辟有效防

治途径提供依据 ,我们对此病菌的致病基因进行了克

隆研究。

通过 DNA- DNA杂交、转座子 Tn5诱变和功能

互补等实验 ,我们从水稻白叶枯病菌基因文库中鉴定

筛选到一个重组质粒 ( pGXN3000) ,并证实了此重组

质粒中含有与甘蓝黑腐病菌的一个致病因子调控基

因 ( rpfC)在结构上和功能上都具有同源性的基因 [1 ]。

本研究通过标记置换 ( ma rker exchange)构建了水稻

白叶枯病菌的这一基因的突变体 , 植株试验结果表

明 ,这一基因突变后会使病菌在水稻上的毒性严重降

低 ,从而证实了这一基因在水稻白叶枯病菌的致病过

程中起着重要的作用。

1　材料与方法

1. 1　培养基及培养条件

大肠杆菌的培养基及培养条件同文献 [1 ]。水稻

白叶枯病菌的培养温度为 28℃ , 培养基为 OB, 此培

养基是在 Yuan
[ 3 ]报道的培养基的基础上稍加改进形

成的 , 每升含 2 g蛋白胨 , 5 g胰蛋白胨 , 10 g蔗糖 ,

1 g谷氨酸钠 , 0. 1 g蛋氨酸 , 0. 72 g磷酸氢二钾 ,

0. 28 g磷酸二氢钾 , 1 g氯化氨 , 1 g氯化镁 , 1× 10
- 6
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EDTA铁盐。固体培养基 ( O A) 含 1. 2% 琼脂。使用

的抗菌素及其最终浓度分别为 : 四环素 ( Tc): 5

μg /mL; 链霉素 ( Sm ): 250μg /mL; 卡那霉素

( Km): 25μg /mL; 庆大霉素 ( Gm): 5μg /mL。

1. 2　三亲本接合

本研究采用三亲本接合将质粒从大肠杆菌转移

到白叶枯病菌 , 帮助质粒为 pRK2073
[4 ]。具体方法

为: 分别用 OB和 NYGB
[ 4]
培养基过夜培养白叶枯病

菌和大肠杆菌 , 分别取 1 mL供体和受体菌株菌液与

0. 5 mL帮助菌株菌液混合一起 , 离心收集细胞 , 用

O B洗涤细胞 2次后 , 将菌体悬浮在 30μL OB中 , 然

后将细菌悬浮液转移到一张硝酸纤维素滤膜表面 ,并

事先将滤膜置于 OA固体培养基上。在 28℃培养过夜

后 , 将细菌悬浮在 3 mL无菌水中 , 然后将悬浮液涂

布于固体选择培养基 , 在 28℃下培养 3 d～ 4 d。

1. 3　标记置换

标记置换 ( ma rker exchange)除所用与 pLAFR1

及其衍生质粒不相容的质粒为 p IJ3011[5 ]外 , 其余基

本按 Tur ner等
[6 ]
报道的方法。

1. 4　植株试验

植株试验所用水稻为品种广桂 110及汕优广 12的

3星期苗龄叶片 ,接种方法为剪叶法 [ 7 ]。将剪刀先浸泡

于浓度为 10
9
cfu /mL的细菌悬浮液 , 然后剪叶尖。通

过度量病斑的长度测定菌株的致病强弱 [7 ]。每菌株每

2 d取 5张接种叶片 , 磨碎后稀释涂布于选择培养基

上检测病菌在植株中的生长情况。

1. 5　 DNA操作

DNA提取、 限制性内切酶酶解、 琼脂糖凝胶电

泳、 Southern杂交等按 Sambrook等 [8 ]描述的方法。

2　结果

2. 1　水稻白叶枯病菌突变体的构建

我们曾报道了来自水稻白叶枯病菌基因文库的

重组质粒 pGXN3000中含有一个在结构上和功能上

都与甘蓝黑腐病菌的致病因子调控基因 ( rpfC)具有

同源性的基因 , 并通过转座子 Tn5诱变 , 获得了 5个

Tn5插入在 pGXN3000中的这一基因的不同位点的

转座子插入重组质粒 (即 pGXN3000: : Tn5)
[ 1]。我们

将这 5个 pGXN3000: : Tn5质粒通过三亲本接合导入

水稻白叶枯病菌 13751菌株 (来自野生型菌株

T3000
[1 ]
的一个抗 Sm的自发突变体 , 致病性及其它

各种特性与 T3000无区别 ) ,然后应用 “标记置换法”

分别将这 5个 Tn5转座子通过 DNA- DN A同源双交

换从 pGXN 3000: : Tn5中转移到病菌基因组的相应

位置 , 获得了 5个白叶枯病菌的这一基因的 Tn5插入

突变体。我们将插入在 pGXN3000其它位置的一个

Tn5通过同样的方法转移到了病菌染色体的相应位

置 , 构建了一个作为对照的突变体。这些突变体都分

别通过抗性检测及 Southern杂交得到了验证。

2. 2　突变体的致病性

为探讨水稻白叶枯病菌这一基因在致病性中的

作用 , 我们通过剪叶接种法在水稻品种广桂 110及汕

优广 12的小苗上对这一基因的突变体菌株进行了植

株试验。结果表明 , 这一基因的突变株的致病力明显

低于野生型菌株 13751。在品种广桂 110上 , 野生型菌

株在接种 5 d后就开始引起典型的白叶枯病病症 , 然

后症状发展迅速 , 至第 1 4 d病斑平均长度达 6. 4

cm,而这一基因的突变株直到接种后第 8 d才出现可

见病症 , 至第 14 d病斑平均长度只有 1. 3 cm (图 1)。

在品种汕优广 12的致病性也相似 (图 1)。

图 1　水稻白叶枯病菌不同菌株的致病性

Fig. 1　 Pathogenicity of diffe rent strains o f Xoo

( a ) 接种在水稻品种广桂 110 14 d后的病斑长度 On

rice cultiv ar Guanggui110 14 days af ter inocula tion;

( b)接种在水稻品种汕优广 12 16 d后的病斑长度 On

rice cultiva r Shangyouguang12 16 days af ter inocu-

lation。柱子和线条分别表示 10张叶片的病斑平均长

度和标准差 The mean and standa rd devia tion o f ten

replicate measurements of lesion leng th a re given.

A, 培养液对照 Medium; B, 野生型菌株 Wild type;

C, 对照 Tn5插入突变株 Control Tn5 insertion mu-

tant; D,毒性相关基因 Tn5插入突变株 Tn5 insertion

mutant of the vi rulence related gene.

2. 3　突变体在水稻中的生长繁殖

为了解水稻白叶枯病菌这一基因突变后对病菌
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在寄主植物中的生长是否有影响 ,我们从接种后的水

稻小苗叶片中回收菌体。结果表明 , 这一基因的突变

体在水稻小苗中仍能正常生长繁殖 ,它的增长速度及

总群数量均与野生型菌株 13751没有明显差别 (图 2)。

图 2　水稻白叶枯病菌不同菌株在品种广桂 110水稻叶

中的生长细菌数为 5张叶片的平均值

　　 Fig. 2　 Grow th of Xoo st rains in leaves o f rice

cultiva r Guanggui110. Bacterial numbers a re the av-

erages f rom 5 leaves

A, 野生型菌株 Wild type; B, 对照 Tn5插入突变株

Control Tn5 insertion mutant; C,毒性相关基因 Tn5

插入突变株 Tn5 insertion mutant o f the v irulence-

rela ted gene.

3　讨论

　　通过标记置换构建突变体的方法 ,我们证实了克

隆在重组质粒 pGXN 3000中的一个基因在水稻白叶

枯病菌的致病过程中起重要的作用 ,因为这一基因突

变后 , 会严重降低病菌对寄主水稻的毒性。这一基因

的突变体在水稻中仍能保持与野生型菌株相似的生

长增殖速率 ,表明它在致病过程中的作用与病菌在寄

主体内的生长繁殖无关 ,可能直接涉及到病菌致病因

子的表达。进一步研究这一基因突变体的生化表型将

有助于我们了解该基因在病菌致病过程中的作用机

理。

　　 DNA- DN A杂交结果表明 , 水稻白叶枯病菌的

这一毒性相关基因与甘蓝黑腐病菌的 rpfC致病因子

调控基因具有同源性 [1 ] , 甘蓝黑腐病菌的 rpfC基因

编码的蛋白属于一种 “双组份调控系统” 成员 , 它调

控其它致病因子的表达
[9 ]
。水稻白叶枯病菌的这一基

因编码的产物是否与甘蓝黑腐病菌的 rpfC蛋白具有

同源性 ,还有待于对水稻白叶枯病菌的这一基因进行

测序分析。
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