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摘要：【目的】稻黄单胞杆菌水稻致病变种Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ（Ｘｏｏ）ＰＸＯ９９Ａ菌株中 ＰＸＯ＿０３４２０基因被
注释为编码具有多个ＬＲＲ的ＩＩＩ型效应物基因ｈｐａＦ，本研究旨在明确ｈｐａＦ基因的功能，为完善ＸｏｏＩＩＩ型效应物的
研究提供一定的理论基础．【方法】通过同源双交换构建ｈｐａＦ基因的缺失突变体，并通过表型分析、致病性试验和
遗传互补对该基因的功能进行研究．【结果和结论】本研究发现，ｈｐａＦ基因突变后对水稻日本晴品种的致病力降低
了５１８１％，减弱了细菌在非寄主植物蓖麻上的过敏反应．而带有ｈｐａＦ全基因片段的ｐＬＡＦＲ３能够恢复ｈｐａＦ突变
体的致病表型，结果表明ｈｐａＦ基因与水稻白叶枯病菌的致病性相关．
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　　稻黄单胞菌水稻致病变种 Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅ
ｐｖ．ｏｒｙｚａｅ（Ｘｏｏ），俗称水稻白叶枯病菌，属于革兰阴
性菌的γ变形菌纲黄单胞菌属［１］．该菌主要是通过
叶片上的伤口与水孔进入水稻的维管组织中定殖、

扩展，最终导致感病品种罹患白叶枯病（Ｂａｃｔｅｒｉａｌｌｅａｆ
ｂｌｉｇｈｔ，ＢＬＢ）［１２］．水稻白叶枯病最早在日本九州岛被
发现［３］，目前，全世界种植水稻的国家或地区几乎都

发生了水稻白叶枯病，对水稻生产造成了严重的危

害［２，４］．Ｘｏｏ的致病机理研究和ＢＬＢ防治一直是植物
病理学领域的研究热点，Ｘｏｏ作为模式细菌在病原菌
与植物互作分子机理研究方面发挥了重要作用［２］．

Ｘｏｏ与水稻之间的互作关系遵循基因对基因假
说［５］，其分子机理是 Ｘｏｏ的类转录激活因子（Ｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ，ＴＡＬ）效应物与水稻的抗病或
感病基因（启动子区）之间的相互作用［６７］．ＴＡＬ效应
物的分泌和转运依赖于Ｘｏｏ的 ＩＩＩ型分泌系统（Ｔｙｐｅ
ＩＩＩｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ），是一类ＩＩＩ型效应物（Ｔｙｐｅ
ＩＩＩｓｅｃｒｅｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｒ，Ｔ３ＳＥ）．除了ＴＡＬ效应物外，Ｘｏｏ
中还具有另外一些 Ｔ３ＳＥ，非类转录激活子（ｎｏｎ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒｌｉｋｅ，ｎｏｎＴＡＬ）效应物［６］．目前，
人们对Ｘｏｏ的ＴＡＬ效应物在病原菌致病中的作用机
理已有了较为深入的了解［７］，而 Ｘｏｏ多数 ｎｏｎＴＡＬ
效应物的功能或致病机制鲜见报道［６］．已有试验证
明，ｎｏｎＴＡＬ效应物在丁香假单胞菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙ
ｒｉｎｇａｅｐｖ．ｓｙｒｉｎｇａｅ［９］、欧文氏菌 Ｅｒｗｉｎｉａａｍｙｌｏｖｏ
ｒａ［１０］、辣椒斑点病菌Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｖｅｓｉ
ｃａｔｏｒｉａ［１１］、十字花科黑腐病菌Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ
ｐｖ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ［１２］等植物病原细菌的致病机制中发挥
着重要作用．在 Ｘｏｏ中也发现了 ｎｏｎＴＡＬ效应物与
致病相关，在 ＸｏｏＫＡＣＣ１０８５９菌株中，效应物基因
ｈｐａＦ突变导致突变体致病力降低，但不影响突变体
的致敏性［１３］；ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ中编码蛋白 ＸｏｐＺ的基因
突变后，突变体的致病力显著下降［１４］．在 Ｘｏｏ
ＭＡＦＦ３１１０１８菌株中证实了 ＸｏｐＲ与致病相关，该效
应物可抑制植物的早期防卫基因的表达［１５］．在 Ｘｏｏ
１３７５１菌株ｘｏｐＲ的同源基因突变，同样导致相应突
变体致病力显著降低［１６］．这些研究提示，ｎｏｎＴＡＬ效
应物在Ｘｏｏ的致病过程中发挥着重要作用．

ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ菌株是目前全基因组测序完成质
量最高的Ｘｏｏ菌株［８，１７１８］，该菌株是最早分离于菲律

宾Ｘｏｏ的６号小种（ＰＸＯ９９）的 ５氮杂胞嘧啶核苷
（５Ａｚａｃｙｔｉｄｉｎｅ）抗性突变体，作为鉴别菌株用于研究
Ｘｏｏ与水稻的互作机理［８，１９］．ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ菌株中包
括至少４２个已知和预测的 ＩＩＩ型效应物［８］，其中包

括１９个ＴＡＬ效应物基因和２３个ｎｏｎＴＡＬ效应物基
因．广西大学植物病原细菌功能基因组学实验室对
该菌株的 ｎｏｎＴＡＬ效应物基因进行了突变研究．其
中１个基因ｈｐａＦ，位于 ｈｒｐ基因簇的 ｈｒｐＦ基因的下
游，其编码的蛋白与茄科雷尔氏菌 Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏ
ｌａｎａｃｅａｒｕｍＰｏｐＣ蛋白高度相似，ＰｏｐＣ蛋白是１个具
有多个ＬＲＲ（Ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔｄｏｍａｉｎ）重复结构的
蛋白，与细菌在寄主植物上的致病过程相关［２０］．为了
弄清该基因在致病中的作用，本研究对 ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ

中被注释为 ｎｏｎＴＡＬ效应物的基因 ＰＸＯ＿０３４２０
（ｈｐａＦ）进行了突变和表型分析．

１　材料与方法

１．１　材料
菌株和质粒见表１．供试寄主植物水稻为粳稻日

本晴ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．ｊａｐｏｎｉｃａｃｖ．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ，由亚热
带生物资源保护与利用国家重点实验室（广西大学）

提供，供试非寄主植物蓖麻ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．由广
西壮族自治区蚕业技术推广总站提供．

大肠埃希菌Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ在ＬＢ培养基（１Ｌ培
养基含１００ｇ胰蛋白胨，５０ｇ酵母提取物，１００ｇ
氯化钠）中培养，培养温度为３７℃，水稻白叶枯病菌
Ｘｏｏ在 ＯＢ培养基（１Ｌ培养基含 ２００ｇ多聚蛋白
胨，５００ｇ胰蛋白胨，１０００ｇ蔗糖，１００ｇ谷氨酸
钠，０１０ｇ·Ｌ－１甲硫氨酸，０７２ｇ磷酸氢二钾，０２８
ｇ磷酸二氢钾，１００ｇ氯化铵，１００ｇ六水氯化镁）或
者ＮＢ培养基（１Ｌ培养基含１０ｇ胰蛋白胨，１ｇ酵母
提取物，３ｇ多聚蛋白胨）中培养，培养温度为２８℃．
ＬＡ、ＯＡ、ＮＡ培养基分别为 ＬＢ、ＯＢ、ＮＢ培养基添加
１５ｇ·Ｌ－１琼脂粉的固体培养基．

抗生素的用量为：利福平（Ｒｉｆ）５０μｇ·ｍＬ－１、卡那
霉素（Ｋｍ）２５μｇ·ｍＬ－１、壮观霉素（Ｓｐｃ）２５μｇ·ｍＬ－１；
四环素（Ｔｃ）用量：大肠埃希菌１５μｇ·ｍＬ－１，水稻白叶
枯病菌５μｇ·ｍＬ－１．异丙基－硫代－β－Ｄ－半乳糖苷
（ＩＰＴＧ）４０μｇ·ｍＬ－１，５－溴－４－氯－３－吲哚 －β－
Ｄ－半乳糖苷（Ｘｇａｌ）４０μｇ·ｍＬ－１．
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表１　本研究所用的菌株和质粒

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓａｎｄｐｌａｓｍｉｄｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

菌株／质粒 材料 特征 抗性

大肠埃希菌 ＤＨ５α１） ｒｅｃＡ１ｅｎｄＡ１ｈｓｄＲ１７ｓｕｐＥ４ｇｙｒＡ９６ｒｅｌＡ１△ （ｌａｃＺＹＡａｒｇＦ）Ｕ１６９（ｗ８０ｄｌａｃＺＤＭ１５）

ＥＤ８７６７１） ＲｅｃＡ，ｍｅｔ，包含质粒ｐＲＫ２０７３ 壮观霉素

水稻白叶枯菌 ＰＸＯ９９Ａ１） 野生型

ＤＭ０３４２０２） 缺失ｈｐａＦ（ＰＸＯ＿０３４２０）基因的野生型 利福平

ＣＤＭ０３４２０２） 导入质粒 ｐＬ０３４２０的ＤＭ０３４２０菌株 利福平，四环素

Ｐ０３４２０２） 导入质粒 ｐＬＡＦＲ３的ＤＭ０３４２０菌株 利福平，四环素

质粒 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ［２１］ 插入 ｓａｃＢ基因的ｐＫ１８ｍｏｂ 卡那霉素

ｐＲＫ２０７３１） 辅助质粒，Ｔｒａ＋，Ｍｏｂ＋，ＣｏｌＥ１， 壮观霉素

ｐＬＡＦＲ３１） 广寄主克隆质粒 四环素

ｐＫ０３４２０２） 插入 ＰＸＯ＿０３４２０基因左右臂的 ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ 卡那霉素

ｐＬ０３４２０２） 包含 ＰＸＯ＿０３４２０基因的 ｐＬＡＦＲ３ 四环素

　１）材料来源于本实验室；２）材料来源于本研究．

　　根据ＰＸＯ９９Ａ菌株的基因组序列设计ＰＸＯ＿０３４２０
基因上下游片段引物及互补片段引物（表２），用于

ＰＣＲ扩增．ＰＣＲ扩增、质粒提取、总ＤＮＡ提取、酶切及
电泳等方法参见《精编分子生物学实验指南》［２２］．

表２　本研究中所用的引物

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

引物名称 引物 （５′→３′） 产物长度／ｂｐ 用途

０３４２０ＬＦ／０３４２０ＬＲ ＧＡＡＴＴＣＡＣＧＣＣＧＡＡＣＡＡＴＣＡＣＣ／ＴＣＴＡＧＡＴＧＴＡＧＣＧＣＧＴＣＧＡＧＣＣ 　６９２ 左臂引物

０３４２０ＲＦ／０３４２０ＲＲ ＴＣＴＡＧＡＣＴＡＧＣＧＴＣＣＧＧＣＧＡＴＧＴＣＡＣＴＣ／ＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＴＴＣＡＣＴＧＣＧＣＡＧ 　６８０ 右臂引物

０３４２０ＬＦ／０３４２０ＲＲ ＧＡＡＴＴＣＡＣＧＣＣＧＡＡＣＡＡＴＣＡＣＣ／ＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＴＴＣＡＣＴＧＣＧＣＡＧ １３７２ 突变体验证

Ｃ０３４２０Ｆ／Ｃ０３４２０Ｒ ＧＧＡＴＣＣＣＧＧＧＡＴＧＴＡＣＴＧＣＡＡＡＧＣ／ＡＡＧＣＴＴＡＣＡＴＣＧＣＣＧＧＡＣＧＣＴＡＧＧ １６１０ 互补试验

１．２　方法
１．２．１　ｈｐａＦ基因突变体构建及其功能互补　根据
同源双交换的原理［２１］，采用自杀质粒 ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ
构建ｈｐａＦ基因的缺失突变体．以ＰＸＯ９９Ａ总ＤＮＡ为
模板，扩增 ｈｐａＦ上下游片段，回收后用相应的限制
性内切酶酶切，连接到相应酶切的 ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ质
粒上，转化至大肠埃希菌 ＤＨ５α中，经 ＰＣＲ验证，测
序后获得正确的重组质粒ｐＫ０３４２０．通过三亲本结合
的方法，将重组质粒导入到ＰＸＯ９９Ａ中，涂布在ＮＡ＋
Ｒｉｆ＋Ｋｍ培养基上，挑取单菌落，在ＮＢ＋Ｒｉｆ中培养，
诱导发生双交换，然后涂布在 ＮＡ＋Ｒｉｆ＋蔗糖 １５０
ｇ·Ｌ－１的培养基上，挑取单菌落进行ＰＣＲ验证，将验
证正确的突变体，命名为ＤＭ０３４２０．

构建并筛选互补菌株ＣＤＭ０３４２０．将含有ｈｐａＦ基
因全长的ＤＮＡ片段连接到相应酶切的ｐＬＡＦＲ３质粒
上，转化至大肠杆菌ＤＨ５α中，经ＰＣＲ验证测序后获
得正确的重组质粒ｐＬ０３４２０．通过三亲本结合的方法，

将重组质粒导入到 ＤＭ０３４２０中，涂布在 ＯＡ＋Ｒｉｆ＋
Ｔｃ的培养基上，挑取单菌落，ＰＣＲ验证互补菌株
ＣＤＭ０３４２０．ｐＬＡＦＲ３空质粒导入突变体 ＤＭ０３４２０中
作为对照，命名为Ｐ０３４２０．
１．２．２　胞外酶活性检测　方法参照文献［２３］．将待
测Ｘｏｏ菌株接种至含有相应抗生素的 ＯＢ液体培养
基中，２８℃摇床培养１６～１８ｈ，调节各菌液浓度一致
（Ｄ６００ｎｍ＝０３）；用微量移液器精确吸取２μＬ菌液，

分别接种至含有１０ｇ·Ｌ－１脱脂牛奶、１ｇ·Ｌ－１可溶
性淀粉或者５ｇ·Ｌ－１羧甲基纤维素（ＣＭＣ）的 ＯＡ平
板上，在２８℃培养箱中培养４８ｈ．胞外蛋白酶的差
异是通过观察脱脂牛奶平板上菌落周围透明圈的大

小来比较的；胞外淀粉酶是用稀释１００倍的 Ｉ２（母液

００８ｍｏｌ·Ｌ－１）／ＫＩ（母液３２ｍｏｌ·Ｌ－１）染色液染
色的方式通过水解圈的直径来比较胞外淀粉酶的

差异；胞外纤维素酶是用２０ｍＬ１ｇ·Ｌ－１的刚果红
溶液染色的方式通过水解圈的直径来比较胞外纤
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维素酶的差异．
１．２．３　胞外多糖产量检测　方法参照文献［２３］．将
待测Ｘｏｏ菌株接种至含有相应抗生素的ＯＢ液体培养
基中，２８℃摇床培养１６～１８ｈ，调节各菌液浓度一致
（Ｄ６００ｎｍ＝０３）；用微量移液器分别精确吸取２μＬ菌

液，接种至含有２０ｇ·Ｌ－１葡萄糖的ＯＡ平板上，２８℃培
养箱培养５ｄ，根据菌落生长的外观观察各菌株合成胞
外多糖的差异．
１．２．４　游动性检测　方法参照文献［２３］．将Ｘｏｏ待
测菌株的新鲜过夜培养物用 ＯＢ培养基调节浓度一
致（Ｄ６００ｎｍ＝０３），用微量移液器精确吸取 ２μＬ菌

液，接种至含有 ３ｇ·Ｌ－１琼脂的 ＯＡ半固体培养基
平板上，２８℃培养箱静置培养５ｄ，观察并照相记录．
１．２．５　致病性测定　试验参照文献［１６］．选取处于
分蘖期的水稻日本晴植株用于试验，试验前１ｄ将水
稻从露天盆栽场地移至２８℃培养室以适应环境．选
择长势一致，距叶心最近的２片叶．采用剪叶接种法
进行致病性检测：将待测菌株接种至１０ｍＬ加有相
应抗生素的ＯＢ液体培养基中，２８℃摇床培养１６～
１８ｈ，将各待测菌株菌液浓度调节一致（Ｄ６００ｎｍ ＝
０３），用灭菌的剪刀沾取各菌液，在距叶尖３ｃｍ处
垂直剪下叶尖，接种后将水稻置于２８℃温室培育．
约两周后，观察并测量病斑长度，对照致病力分级比

较野生型与突变体的致病反应．试验对照用 ｄｄＨ２Ｏ．
将Ｘｏｏ菌株待测试寄主植物幼苗分为３组，每组处
理３０张以上的叶片，每组随机抽取３０张叶片进行
病情调查．
１．２．６　过敏反应（ＨＲ）检测　选取蓖麻嫩叶作为供试

植株．取Ｘｏｏ待测菌株的过夜培养物，离心，收集细胞，
弃去上清，用微量移液器将残余的培养基吸干净，并用

无菌水重悬菌体，将菌液稀释至 Ｄ６００ｎｍ＝０３；用去针
头的无菌注射器分别吸取各菌液，将菌液压渗至蓖麻

叶片背面的叶肉中，形成大小一致的可见浸润斑；接种

后将蓖麻苗置于２８℃温室中培育，并用荧光灯照射，
每隔１２ｈ观察并拍照记录过敏反应结果．
１．３　数据处理

使用统计分析软件 ＳＰＳＳ２１０（ｈｔｔｐ：／／ｓｐｓｓ．ｅｎ．
ｓｏｆｔｏｎｉｃ．ｃｏｍ／）进行数据处理，计算平均值和标准差．

相对致病力＝Ｘｏｏ待测菌株病斑长度平均值／野
生型菌株病斑长度平均值．

２　结果与分析

２．１　ｈｐａＦ基因的生物信息学分析
ｈｐａＦ基因（ＰＸＯ＿０３４２０）在水稻白叶枯病菌中被

注释为ＸｏｐＡＥ效应物家族基因，长度为１４３７ｂｐ，转
录方向为反方向，编码的产物由４７８个氨基酸残基
组成．该基因编码的蛋白为 ＰｏｐＣ类蛋白，通过
ＳＭＡＲＴ在线软件分析可知，该蛋白质序列存在多个
富含亮氨酸重复结构域（ＬＲＲ）（图１）．通过 ＫＥＧＧ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ）网站上的序列分析与同源
分析，选取其中１０个同源效应物基因，均含有 ＬＲＲ
结构域进行同源进化树分析，采用 ＭＥＧＡ５软件对
ｈｐａＦ基因及其近种同源基因进行进化关系分析（图
２），发现 ｈｐａＦ基因在黄单胞菌属中相当保守，Ｘｏｏ
ＰＸＯ９９Ａ中的 ｈｐａＦ基因与发表的 ＸｏｃＢＬＳ２５６中的
ＸＯＣ＿４４５９基因也有很高的相似性．

图１　ＰＸＯ＿０３４２０基因在基因组中的位置及蛋白结构域分析

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｇｅｎｅｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｄｏｍａｉｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＸＯ＿０３４２０
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图２　ＰＸＯ＿０３４２０基因与同源基因进化关系分析

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｈｏｍｏｌｏｇｕｅｓｏｆＰＸＯ＿０３４２０ｉｎＸａｎｔｈｏｍｏｎａｓｓｐｐ．

２．２　ｈｐａＦ基因突变体的构建与表型鉴定
基于自杀质粒 ｐＫ１８ｍｏｂｓａｃＢ构建 ｈｐａＦ基因的

缺失突变体 ＤＭ０３４２０，并对其进行了功能互补
（图３）．

Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒｐｌｕｓ；１：ＰＸＯ９９Ａ总 ＤＮＡ为模板的阳性对照

（２８０９ｂｐ）；２～４：候选缺失突变体 ＤＭ０３４２０总 ＤＮＡ为模板扩增的

产物（１３７２ｂｐ）；５：以 ＰＸＯ９９Ａ总 ＤＮＡ为模板的阳性对照（１６１０

ｂｐ）；６：ＣＤＭ０３４２０的ＰＣＲ扩增产物（１６１０ｂｐ）；７：以 ｐＬＡＦＲ３空质粒

为模板的阴性对照．

图３　ｈｐａＦ缺失突变体和互补菌株的ＰＣＲ验证

Ｆｉｇ．３　ｌｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｐａＦｇｅｎｅｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｎｔａｎｄｔｈｅ

ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｅｄｓｔｒａｉｎｓｂｙＰＣＲ

　　本研究对 ＤＭ０３４２０的致病因子胞外酶（胞外蛋
白酶、胞外淀粉酶、胞外纤维素酶）、胞外多糖的产量

以及游动性进行了检测，结果发现，野生型菌株

ＰＸＯ９９Ａ、突变体 ＤＭ０３４２０、互补菌株 ＣＤＭ０３４２０胞
外酶和胞外多糖的产量没有明显差异，因此推测

ｈｐａＦ基因与水稻白叶枯病菌ＰＸＯ９９Ａ胞外酶和胞外
多糖的合成可能无关．

本研究采用半固体培养基平板检测法检测了Ｘｏｏ
菌株的运动情况（图４、５）．将菌液浓度一致的Ｘｏｏ菌
株接种至含３ｇ·Ｌ－１琼脂的ＯＡ培养基平板上，２８℃

培养箱静置培养５ｄ．结果显示，突变体ＤＭ０３４２０游动
的直径较野生型菌株 ＰＸＯ９９Ａ减小了４６６２％（Ｐ＜
００５，ｔ检验），而互补菌株ＣＤＭ０３４２０游动的直径为
野生型菌株 ＰＸＯ９９Ａ的７６９％，导入空质粒 ｐＬＡＲＦ３
的缺失突变体Ｐ０３４２０游动的直径与突变体ＤＭ０３４２０
无明显差异．这一结果表明，ｈｐａＦ基因与水稻白叶枯
病菌ＰＸＯ９９Ａ的游动性相关．

图４　ｈｐａＦ基因突变体与相关菌株的游动性检测

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｍｏｔｉｌｉｔｙｔｅｓｔｏｆｈｐａＦｍｕｔａｎｔａｎｄｏｔｈｅｒＸｏｏｓｔｒａｉｎｓ

图５　ｈｐａＦ基因突变体与相关菌株的检测结果

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｍｏｔｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｈｐａＦｍｕｔａｎｔａｎｄｏｔｈｅｒＸｏｏ

ｓｔｒａｉｎｓ

１７　第５期 　　　　　刘国芳，等：水稻白叶枯病菌ＩＩＩ型效应物基因ｈｐａＦ与毒力相关 　　　



２．３　ｈｐａＦ基因突变体致病力显著降低

剪叶接种检测了野生型菌株ＰＸＯ９９Ａ、ｈｐａＦ基因

缺失突变体 ＤＭ０３４２０、互补菌株 ＣＤＭ０３４２０及对照
菌株Ｐ０３４２０在寄主植物日本晴粳稻水稻上的致病
力（图６、７）．统计学分析发现，突变体ＤＭ０３４２０在寄

主植物上的致病力是野生型菌株 ＰＸＯ９９Ａ致病力的

４８１９％（Ｐ＜００５，ｔ检验），互补菌株能够恢复部分
致病力，导入空质粒 ｐＬＡＦＲ３的缺失突变体 Ｐ０３４２０
在寄主植物上的致病力与突变体的致病力没有明显

差异．这一结果说明，ｈｐａＦ基因与 ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ在寄

主植物上的致病相关．

图６　ｈｐａＦ基因突变体与相关菌株的致病力检测

Ｆｉｇ．６　ＶｉｒｕｌｅｎｃｅｔｅｓｔｓｏｆｈｐａＦｍｕｔａｎｔａｎｄｏｔｈｅｒＸｏｏｓｔｒａｉｎｓ

图７　接种ｈｐａＦ基因突变体与相关菌株的水稻病斑长度

Ｆｉｇ．７　ＴｈｅｌｅｓｉｏｎｌｅｎｇｔｈｏｆｒｉｃｅｉｎｎｏｃｕｌａｔｅｄｂｙｈｐａＦｍｕｔａｎｔａｎｄ

ｏｔｈｅｒＸｏｏｓｔｒａｉｎｓ

２．４　ＨＲ反应

检测野生型菌株ＰＸＯ９９Ａ、ｈｐａＦ基因缺失突变体
ＤＭ０３４２０、互补菌株ＣＤＭ０３４２０、对照菌株 Ｐ０３４２０在
非寄主植物蓖麻叶片上 ＨＲ反应（图８）．结果发现，
压渗２４ｈ后，接种野生型菌株 ＰＸＯ９９Ａ和互补菌株
ＣＤＭ０３４２０的叶片出现了明显的组织坏死，而接种突
变体ＤＭ０３４２０和Ｐ０３４２０的叶片出现较弱的组织坏
死斑，接种ｄｄＨ２Ｏ的叶片没有明显的变化．这一结果
表明，ｈｐａＦ基因突变后，减弱了Ｘｏｏ在非寄主植物蓖
麻上引发的ＨＲ，表明了 ｈｐａＦ基因与水稻白叶枯病
菌ＰＸＯ９９Ａ与非寄主植物的ＨＲ反应有关．

图８　ｈｐａＦ基因突变体与相关菌株在蓖麻上的过敏反应（ＨＲ）

Ｆｉｇ．８　ＴｈｅｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｅｓｔｓｏｆｈｐａＦｍｕｔａｎｔａｎｄｏｔｈ

ｅｒＸｏｏｓｔｒａｉｎｓｏｎｃａｓｔｏｒｏｉｌｐｌａｎｔ

３　讨论与结论

本研究通过构建ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ菌株的 ｈｐａＦ基因
的缺失突变体，并对该基因的功能进行了初步研究，

结果表明，ｈｐａＦ基因突变体对水稻的致病力显著降
低、对非寄主植物蓖麻的致敏性降低．一般认为，一
个病原菌的效应物在功能上具有一定的冗余性，单

独突变的基因表型往往会被其他同型基因功能补

偿，造成结果不明确［２４］．但也应看到，如果单独突变
具有显著的表型变化，则提示该基因功能的重要和

独特．本研究表明，ｈｐａＦ基因在 ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ菌株对
水稻的致病机制中起主要作用．
　　有关ｈｐａＦ基因突变体致病力降低的现象，已在
ＸｏｏＫＡＣＣ１０８５９菌株和大豆细菌斑疹病菌 Ｘ．ａｘｏ
ｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｇｌｙｃｉｎｅｓ，Ｘａｇ８ｒａ菌株中报道［１３，２５］．同
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时，在Ｘｃｃ８００４菌株中，ｈｐａＦ的非等位同源基因ｘｏｐＬ
（ＸＣ＿４２７３）的突变体，致病力也显著降低［１２］．ｈｐａＦ
基因产物含有３个 ＬＲＲ结构的重复，与茄科雷尔氏
菌ＰｏｐＣ蛋白高度相似，雷尔氏菌的 ＰｏｐＣ蛋白是１
个具有多个ＬＲＲ结构的蛋白，与细菌在寄主植物上
的致病过程相关［２０］．本研究结果提示，含有 ＬＲＲ结
构域的蛋白质，在植物病原细菌致病过程中发挥着

重要作用．
本研究也发现 ｈｐａＦ基因突变不影响胞外多糖

产生和胞外酶类活性，表明 ｈｐａＦ基因不参与上述这
类毒性因子的合成或分泌．但是，令人意外的是ｈｐａＦ
基因突变导致了细菌游动能力明显降低，提示 ｈｐａＦ
可能影响了细菌的鞭毛或与运动相关的功能．这与
常见的 ＩＩＩ型效应物的作用不同，通常情况下，ＩＩＩ型
效应物进入寄主植物细胞后，与寄主体内的蛋白质

发生相互作用［６，２４］．特别是，细菌的 ＬＲＲ蛋白与植
物中ＬＲＲ结构具有同源性，植物中ＬＲＲ结构通过参
与信号传导在植物发育与防御中发挥作用，在拟南

芥中许多具有 ＬＲＲ结构域的蛋白被证明与发育有
关［２６］．可以肯定的是 ｈｐａＦ基因在 ＸｏｏＰＸＯ９９Ａ菌株
中与致病相关，但ｈｐａＦ基因突变造成的病原菌运动
能力对致病能力的影响究竟有多大，现在还不清楚．

本研究结果表明ＩＩＩ型效应物基因 ｈｐａＦ具有多
重生物学功能，是水稻白叶枯病菌ＰＸＯ９９Ａ中一个重
要的致病相关基因，为 ｎｏｎＴＡＬ效应物基因的研究
提供了一定的基础．
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