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摘要　Ⅵ型分泌系统（ｔｙｐｅⅥｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ６ＳＳ）是革兰氏阴性细菌中新近发现的分泌系统，控制细菌的毒性

和蛋白泌出。本试验构建了植物青枯菌Ｐｏ８２菌株的Ｔ６ＳＳ基因簇完全缺失菌株，从全局水平初步分析了Ｔ６ＳＳ的

功能。与野生型菌株相比，Ｔ６ＳＳ基因簇的缺失导致了突变菌株运动能力显著增强，在接种前期突变株病情指数明

显下降；通过ｑＲＴＰＣＲ分析Ⅲ型分泌系统效应子基因，其中狆狅狆犃、狆狅狆犅和狆狅狆犘基因表达量上调，而狆狅狆犆表达

水平下调。Ｔ６ＳＳ基因簇的缺失影响了Ｐｏ８２菌株的运动能力和Ⅲ型效应子基因的表达，使得Ｐｏ８２病程延长。这

些结果说明，Ｔ６ＳＳ参与青枯菌的致病过程，且Ｔ６ＳＳ与Ｔ３ＳＳ之间有复杂的未知调控关系。
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　　由青枯菌（犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿）引起的植

物细菌性枯萎病是危害性巨大的植物细菌性病害之

一。青枯菌寄主范围非常广，可危害马铃薯、烟草、

番茄、香蕉、花生、茄子和姜等重要作物，造成严重的

经济损失［１２］。青枯菌通过非常复杂的多元件网络

调控众多致病因子，如胞外蛋白酶，细胞壁降解酶，

多糖和Ⅲ型分泌系统及其效应蛋白等
［３］，感知内部

和外部环境的变化，增强其致病力和适应能力。

Ⅵ型分泌系统（ｔｙｐｅⅥｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ６ＳＳ）广

泛存在于致病性革兰氏阴性细菌中，包括霍乱弧菌（犞犻

犫狉狅犮犺狅犾犲狉犪犲）、铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）、

沙门氏菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪犲狀狋犲狉犻犮犪）和鼻疽伯克霍尔德

氏菌（犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犿犪犾犾犲犻）等，与病原菌的致病力、

细菌竞争及互作等多种生命活动密切相关，其分泌

的效应蛋白作用于原核和真核细胞。Ｔ６ＳＳ通常由

一个平均长度超过２０ｋｂ的基因簇编码
［４］。关于

Ｔ６ＳＳ及其效应子的研究多集中在人类病原菌中，

如，黏质沙雷氏菌（犛犲狉狉犪狋犻犪犿犪狉犮犲狊犮犲狀狊）、霍乱弧菌

（犞．犮犺狅犾犲狉犪）和铜绿假单胞菌（犘．犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪）。比

较基因组分析和功能验证发现，动物病原菌中的

Ｔ６ＳＳ在细菌毒性方面具有重要作用
［５７］，而在其他

细菌存在的情况下，动物病原菌中的Ｔ６ＳＳ通过刺
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激菌体增殖，抑制寄主免疫反应，从而增加自身对环

境的竞争适应性［８］。目前研究人员也在根癌土壤杆

菌（犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊）、青枯菌（犚．狊狅

犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿）、丁香假单胞菌（犘．狊狔狉犻狀犵犪犲）、荧光假

单胞菌（犘．犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊）和犘．狆狉狅狋犲犵犲狀狊等植物病原

菌中开展Ｔ６ＳＳ的相关研究。在犘．狊狔狉犻狀犵犪犲ｐｖ．

狋狅犿犪狋狅ＤＣ３０００菌株中有３个 Ｔ６ＳＳ，分别缺失

Ｔ６ＳＳⅡ和Ｔ６ＳＳⅢ后均影响病原菌在烟草上的定

殖以及对番茄的致病力［９］。

我们前期研究发现，青枯菌Ｐｏ８２菌株的４个核

心基因狏犪狊犉、犺犮狆、狏犵狉犌和犻犿狆犃 的缺失，可导致病

菌致病力明显减弱，但致病性并未完全丧失，而Ⅵ型

分泌系统重要组成基因狋狊狊犕 的突变不仅影响了病

菌的致病力，而且影响了Ⅲ型分泌系统部分效应子

的表达［１０］，表明Ⅵ型与Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢｓｅｃｒｅ

ｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）之间可能存在着某种未知的协同

调控机制。单个基因的突变不足以反映Ｔ６ＳＳ的整体

功能，因此我们决定整体缺失Ｐｏ８２菌株中Ｔ６ＳＳ基因

簇，通过致病力和基础生物学测定，以期评价Ｔ６ＳＳ的

作用和发掘Ｔ６ＳＳ与Ｔ３ＳＳ之间的调控关系，探究

Ｔ６ＳＳ在青枯菌致病过程中的作用。

１　材料与方法

１．１　供试菌株和质粒

本研究所使用的菌株、质粒特征及来源见表１。

青枯菌菌株Ｐｏ８２采用ＮＡ或ＮＢ培养基，２８℃条件

下培养。大肠杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻ＤＨ５α）采用ＬＢ

培养基（固体或液体），３７℃培养箱中培养。

表１　本试验所用菌株与质粒

犜犪犫犾犲１　犅犪犮狋犲狉犻犪犾狊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犲狊狋狌犱狔

菌株或质粒　Ｓｔｒａｉｎａｎｄｐｌａｓｍｉｄ 特征　Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ 来源　Ｓｏｕｒｃｅ

犈．犮狅犾犻ＤＨ５α 犿犮狉犃φ８０犾犪犮犣Δ犕１５，狉犲犮犃１，犲狀犱犃１ Ｏｕｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ｐｏ８２ Ｗｉｌｄｔｙｐｅ，ｐｈｙⅡＢ／ｓｅｑ４ Ｏｕｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

Ｐｏ８２ΔⅥ Ｐｏ８２ｍｕｔａｎｔｏｆｔｈｅＴ６ＳＳｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｄｅｌｅｔｅｄ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐＫＭＳ１Ⅵ犵犿 Ｇｍｒ、Ｋａｎｒ，ｆｏｒＴ６ＳＳｇｅｎｅｃｌｕｓｔｅｒｄｅｌｅｔｉｏｎ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐＫＭＳ１犵犿（＋Ｕ） Ｇｍｒ、Ｋａｎｒ，狊犪犮犅狅狉犻犜ｒｅｇｉｏｎｏｆＲＰ４ Ｏｕｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４ Ａｍｐｒ犾犪犮犣ａｌｐｈａ Ｏｕｒｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４＿ＰＳＡ Ａｍｐｒ犾犪犮犣ａｌｐｈａ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌１ Ａｍｐｒ，ｆｏｒ狏犵狉犌１ｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌２ Ａｍｐｒ，ｆｏｒ狏犵狉犌２ｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｐＢＲ４ＰＳＡ犺犮狆 Ａｍｐｒ，ｆｏｒ犺犮狆ｇｅｎｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

１．２　主要试剂和仪器

２×ＧＣｂｕｆｆｅｒＩ、ＥｘＴａｑ酶、ｄＮＴＰＭｉｘ（２．５μｍｏｌ／

Ｌ）等购自大连宝生物（ＴａＫａＲａ）公司；ＰｈａｎｔａＭａｘ

ＳｕｐｅｒＦｉｄｅｌｉｔｙＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ、ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＳｅ

ｌｅｃｔＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ （＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ）、

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＬｏｗＲＯＸＰｒｅｍｉｘｅｄ）等购

自诺唯赞（Ｖａｚｙｍｅ）生物科技公司；其他试剂和仪器包

括ＤＮＡｌａｄｄｅｒ、琼脂糖凝胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ）、质

粒小提试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ）、中美泰和无缝连接试剂盒；

荧光定量ＰＣＲ仪（ＡＢＩ７５００），分光光度计（Ａｎａｌｉｔｉｋ

Ｊｅｎａ）等。氨苄青霉素Ａｍｐ（终浓度１００μｇ／ｍＬ），庆

大霉素Ｇｍ（终浓度５０μｇ／ｍＬ），卡那霉素Ｋａｎ（终

浓度５０μｇ／ｍＬ）。

１．３　培养基

１％蔗糖ＮＡ培养基为ＮＡ培养基加１％（犠／

犞）蔗糖，１０％蔗糖ＮＡ培养基为ＮＡ培养基加１０％

（犠／犞）蔗糖；半固体培养基（ＳＭＭ）：葡萄糖１００ｍｇ，

蛋白胨１００ｍｇ，乙二胺四乙酸二钠３８ｍｇ，ｐＨ＝７．０

的磷酸盐缓冲液１０ｍＬ，琼脂２．５ｇ，用蒸馏水定容

到１０００ｍＬ，１２１℃灭菌１５ｍｉｎ；犺狉狆 诱导培养

基［１１］等。

１．４　试验方法

１．４．１　青枯菌Ｐｏ８２菌株Ｔ６ＳＳ基因簇缺失载体构建

本试验采用ＵＳＥＲ（ｕｒａｃｉｌｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅａ

ｇｅｎｔ）技术一步构建自杀载体进行同源重组双交换，

敲除目标基因［１２１３］。参照 Ｐｏ８２（全基因组序列

ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＣＰ００２８１９），根据Ｔ６ＳＳ基因簇的

上下游序列设计引物。其中左臂引物为８２１ＵＦ／

ＵＲ，右臂引物为８２１ＤＦ／ＤＲ（表２）。以青枯菌菌株

Ｐｏ８２基因组ＤＮＡ为模板分别扩增Ｔ６ＳＳ基因簇的

上下游，得到左臂片段２．５ｋｂ，右臂片段２．８ｋｂ。扩

增条件为：９５℃３ｍｉｎ；９３℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃

２ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物

经琼脂糖凝胶电泳回收后备用；将基因左臂序列、右

·９３·
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臂序列连接到酶切处理后的ｐＫＭＳ１ｇｍ（＋Ｕ）载体

上，连接体系２５μＬ：ＵＳＥＲ酶（１０００Ｕ／ｍＬ）１μＬ，

ｐＫＭＳ１犵犿（＋Ｕ）质粒４μＬ，上游片段（＋Ｕ）１０μＬ，

下游片段（＋Ｕ）１０μＬ；连接条件：３７℃，２０ｍｉｎ；

２５℃，２０ｍｉｎ。

连接产物采用热击法转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α：转化

菌液涂于含５０μｇ／ｍＬＧｍ的ＬＢ平板上３７℃培养

过夜。挑单菌落于含５０μｇ／ｍＬＧｍ的液体ＬＢ培

养基中，３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，离心收集菌体提

取质粒。将构建好的重组质粒（ｐＫＭＳ１Ⅵ犵犿）进

行ＰＣＲ验证后交由上海生工生物工程有限公司进

行测序鉴定。

植物青枯菌Ｐｏ８２菌株的自然转化
［１４１５］：挑取Ｐｏ８２

菌株单菌落于犺狉狆液体培养基中，２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ培

养至犃６００＝０．８～１．０，取５０μＬ菌液于１．５ｍＬ离心

管中后加入２～５μｇ重组自杀质粒后混匀备用，将

灭菌后的０．４５μｍ的滤膜放在犺狉狆固体培养基中，

约３～５个／皿。将菌液点在滤膜上，不倒置，２８℃培

养４８ｈ。

基因突变菌株的筛选和鉴定：（１）自然转化培养

４８ｈ后，用无菌水洗脱滤膜上的菌脓并涂布于含

Ｇｍ的ＮＡ平板上，２８℃培养２４～４８ｈ，从中挑取单

菌落，用含Ｇｍ的１％蔗糖ＮＡ液体培养基摇菌３～

４次后，用植物青枯菌特异性引物７５９／７６０鉴定筛

选的菌株为青枯菌；（２）将上一步得到的菌液稀释到

１０－６后，取２００μＬ涂布于含Ｇｍ的１０％蔗糖ＮＡ固

体平板上，于２８℃培养２４～４８ｈ。将长出的单菌落

挑出，用含Ｇｍ的１０％蔗糖ＮＡ液体培养基摇菌；

（３）用Ｔ６ＳＳ基因簇核心基因引物（表２）进行目的基

因扩增鉴定，根据扩增情况判断是否发生双交换，最

后得到突变菌株Ｐｏ８２ΔＶＩ。

１．４．２　基因互补菌株的构建

根据基因序列，以青枯菌Ｐｏ８２基因组ＤＮＡ为

模板，设计 Ｔ６ＳＳ基因簇３个核心基因狏犵狉犌１、

狏犵狉犌２、犺犮狆引物对：ＶｇｒＧ１ＯＦ／Ｒ、ＶｇｒＧ２ＯＦ／Ｒ和

ＨＣＰＯＦ／Ｒ，引物对含上游约６００ｂｐ区域，可能包含

其启动子（表２）。ＰＣＲ扩增条件为：９５℃３ｍｉｎ；

９３℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃

延伸１０ｍｉｎ。质粒ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４是广寄主克隆载

体，在细菌体内表达能力较弱，故加入一段强启动子

序列得到重组质粒ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４＿ＰＳＡ，作为互补质

粒。设计引物对ｐＢＲ４ＰＳＡＦ／Ｒ（表２），ＰＣＲ扩增条

件为：９５℃３ｍｉｎ；９３℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃４ｍｉｎ，

共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。所得ＰＣＲ产物

（狏犵狉犌１为１２３８ｂｐ，狏犵狉犌２为１２３２ｂｐ，犺犮狆 为

１１４３ｂｐ）经琼脂糖凝胶电泳回收纯化，连接到质粒

ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４＿ＰＳＡ上。连接体系为１０μＬ：２×Ｍａｓｔｅｒ

ＡｓｓｅｍｂｌｙＭｉｘ５μＬ，ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４＿ＰＳＡ（６４μｇ／ｍＬ）

１μＬ，片段２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ２μＬ。５０℃连接１５ｍｉｎ，采用

热击法转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α。

在含Ａｍｐ的ＬＢ平板上挑取单菌落于含Ａｍｐ的

液体ＬＢ中振荡培养后提取质粒。将构建好的重组质

粒 （ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌１、ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌２、ｐＢＲ４ＰＳＡ

犺犮狆）进行ＰＣＲ验证后交由上海生工生物工程有限

公司进行测序鉴定后用于互补试验。

制备青枯菌Ｐｏ８２菌株电击感受态：参照Ｌａｖｉｅ

等［１６］的方法，将构建好的重组表达载体ｐＢＲ４ＰＳＡ

狏犵狉犌１、ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌２、ｐＢＲ４ＰＳＡ犺犮狆分别电击

导入青枯菌Ｐｏ８２ΔⅥ菌株中，在含有Ｇｍ和Ａｍｐ的

平板上筛选后进行ＰＣＲ检验和测序验证，最终获得

具有抗性的互补菌株Ｐｏ８２ΔⅥ狏犵狉犌１、Ｐｏ８２ΔⅥ

狏犵狉犌２和Ｐｏ８２ΔⅥ犺犮狆。

表２　所用引物序列

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狉犻犿犲狉狊

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）（下画线部分为接头）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐａｒｔｉｓｔｈｅｊｏｉｎｔ）

靶标基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

延伸时间

Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎｔｉｍｅ

８２１ＵＦ

８２１ＵＲ

ＧＧＴＣＴＴＡＡＵＣＧＴＴＣＧＡＣＣＣＣＴＣＡＧＡＡＧＡＡ

ＧＧＣＡＴＴＡＡＵＣＣＧＧＧＡＧＧＡＴＣＧＴＡＴＧＧＡＡＣ
６０ ２ｍｉｎ

８２１ＤＦ

８２１ＤＲ

ＧＧＡＣＴＴＡＡＵＡＡＡＣＧＡＡＴＣＧＧＧＡＡＴＣＧＧＧＧ

ＧＧＧＴＴＴＡＡＵＴＡＴＣＧＡＧＣＴＴＣＡＡＡＣＣＣＧＧＡＧ
６０ ２ｍｉｎ

ＶｇｒＧ１ＯＦ

ＶｇｒＧ１ＯＲ

ＣＴＧＣＣＧＴＴＣＧＡＣＧＡＴＴＣＡＧＣＣＡＡＧＣＧＣＧＴＴＣＧＡＡＴＧＣ

ＧＧＡＴＣＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＣＴＧＴＣＧＴＣＣＡＡＣＴＴＣＧＣＣＡＴＣ
狏犵狉犌１ ６０ １ｍｉｎ

ＶｇｒＧ２ＯＦ

ＶｇｒＧ２ＯＲ

ＣＴＧＣＣＧＴＴＣＧＡＣＧＡＴＣＧＣＴＧＧＴＧＧＡＡＴＣＣＧＴＧＣＴＧＧＣ

ＧＧＡＴＣＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＣＡＡＡＣＣＣＧＴＡＣＴＧＧＣＣＧＧＧＧＴ
狏犵狉犌２ ６０ １ｍｉｎ

ＨＣＰＯＦ

ＨＣＰＯＲ

ＣＴＧＣＣＧＴＴＣＧＡＣＧＡＴＴＧＣＣＧＡＣＧＣＡＴＡＣＣＴＴＣＡＡ

ＧＧＡＴＣＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＴＡＡＡＣＣＧＡＧＴＡＧＧＴＣＴＴＧ
犺犮狆 ６０ １ｍｉｎ
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续表２　犜犪犫犾犲２（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）（下画线部分为接头）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｐａｒｔｉｓｔｈｅｊｏｉｎｔ）

靶标基因

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

延伸时间

Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎｔｉｍｅ

ｐＢＲ４ＰＳＡＦ

ｐＢＲ４ＰＳＡＲ

ＡＴＣＧＴＣＧＡＡＣＧＧＣＡＧＣＧＡＴＡＡＡＧＣＴＴＧＣＴＧＣＡＧＧＴＣＧＡ

ＡＴＧＴＣＴＧＧＡＡＧＡＴＣＣＴＣＧＡＧＡＧＣＴＣＣＧＡＴＧＡＴＡＡＧＣＴＧ
ｐＢＲ４ＰＳＡ ６０ ４ｍｉｎ

８２狋狊狊犔Ｆ

８２狋狊狊犔Ｒ

ＣＣＧＧＣＧＡＡＡＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣ

ＧＡＡＴＡＧＣＣＣＴＣＣＡＧＣＧＴＣＴＣ
狋狊狊犔 ６０ ３０ｓ

ＤＵＦ８７６Ｆ

ＤＵＦ８７６Ｒ

ＡＧＡＡＧＴＣＧＧＴＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧ

ＧＡＡＧＴＡＧＣＧＣＧＴＣＧＡＧＡＴＣＡ
犇犝犉８７６ ６０ ３０ｓ

ＤＵＦ８７７Ｆ

ＤＵＦ８７７Ｒ

ＣＧＡＧＴＡＣＧＣＣＡＡＧＴＧＧＡＡＧＴ

ＣＡＣＣＧＧＴＴＧＡＧＧＡＡＧＧＴＣＴＣ
犇犝犉８７７ ６０ ３０ｓ

８２ＨｃｐＦ

８２ＨｃｐＲ

ＴＧＡＡＧＧＡＴＡＴＣＴＡＣＧＴＣＡＡＧＴＴＣＧ

ＡＡＣＣＧＡＧＴＡＧＧＴＣＴＴＧＴＣＧＴＴＣ
犺犮狆 ６０ ３０ｓ

８２狏犪狊犃Ｆ

８２狏犪狊犃Ｒ

ＡＡＧＣＧＧＴＣＧＧＣＴＴＴＡＣＡＧＡＡ

ＡＣＣＡＣＧＧＡＣＡＧＡＴＧＧＴＴＧＡＧ
狏犪狊犃 ６０ ４５ｓ

８２狏犵狉犌Ｆ

８２狏犵狉犌Ｒ

ＧＣＴＣＧＡＴＴＴＧＣＴＧＡＣＣＣＡＡＣ

ＧＴＡＣＴＧＧＣＣＧＧＧＧＴＡＡＴＣＧ
狏犵狉犌 ６０ ３０ｓ

８２犻犿狆犃Ｆ

８２犻犿狆犃Ｒ

ＴＧＡＣＣＧＡＧＡＴＣＡＡＧＧＡＡＧＣＧ

ＣＣＣＡＡＣＣＣＣＡＡＣＡＧＴＴＣＣＴＣ
犻犿狆犃 ６０ １ｍｉｎ

犵狔狉犅Ｆ

犵狔狉犅Ｒ

ＧＡＣＣＴＴＣＣＡＧＧＧＧＴＴＧＡＴＣＧ

ＴＣＴＣＣＣＣＣＡＧＣＣＣＣＴＴＡＴＡＣ
犵狔狉犅 ５８ ３０ｓ

狆狅狆犃Ｆ

狆狅狆犃Ｒ

ＴＴＣＡＧＧＡＧＣＴＴＣＡＣＣＡＧＧＴＣＴ

ＣＡＡＣＡＣＣＡＡＴＧＧＣＡＡＣＴＣＣＡＡ
狆狅狆犃 ５８ ３０ｓ

狆狅狆犅Ｆ

狆狅狆犅Ｒ

ＴＧＴＴＣＡＴＣＡＧＣＧＣＡＴＣＣＴＣＣ

ＣＣＧＡＴＡＣＡＧＧＣＧＧＣＧＡＴＡＣ
狆狅狆犅 ５８ ３０ｓ

狆狅狆犆Ｆ

狆狅狆犆Ｒ

ＧＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＴＧＴＧＣＴＴＴＧ

ＣＴＧＣＧＧＡＡＴＣＡＧＣＴＴＧＣＧＧＴＧ
狆狅狆犆 ５８ ３０ｓ

狆狅狆犘Ｆ

狆狅狆犘Ｒ

ＣＴＣＧＧＴＡＴＡＧＣＣＣＧＧＣＡＡＡＴ

ＣＡＡＡＧＧＡＴＧＣＧＴＴＴＧＴＧＧＣＡ
狆狅狆犘 ５８ ３０ｓ

１．４．３　野生型、突变菌株以及互补菌株致病力测定

采用伤根浇注菌液接种法［１７］，接种番茄感病品

种‘中杂９号’，每株番茄苗浇注３０ｍＬ浓度为３×

１０７ｃｆｕ／ｍＬ的菌悬液，野生型、突变株及互补菌株各

接种２０株，接种试验各重复３次。培养条件：光照

培养箱，Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ光周期，２８～３０℃，相对

湿度９０％。调查方法：青枯病的病情调查参照

Ｍｅｎｇ等
［１８］的方法。每天调查发病情况，持续观察２

～３周，记录病情指数并进行方差分析。

１．４．４　野生型、突变菌株以及互补菌株生长曲线的测定

分别挑取植物青枯菌Ｐｏ８２菌株、基因簇缺失突

变株和互补菌株的单菌落，接于含１０ｍＬＮＢ培养

基的三角瓶中，２８℃振荡培养过夜。取过夜培养菌

液稀释至犃６００＝０．１，然后按１∶１００的体积比分别接

种于１００ｍＬＮＢ液体培养基内。２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ

振荡培养。从振荡培养开始，每隔３ｈ，取样检测培

养基中的菌体浓度（犃６００），以不含菌液的ＮＢ培养基

为空白对照，当所测样品的浓度犃６００＞１．０时，对样

品进行梯度稀释，使每个稀释后样品的犃６００＜１．０，

再根据稀释倍数计算出原始菌液的犃６００值，试验重

复３次，进行统计分析。

１．４．５　野生型、突变菌株以及互补菌株运动性的

测定

　　采用针刺接种法进行运动性测定，用接种针粘

取单菌落，穿刺到含０．２５％琼脂的ＳＭＭ平板上，不

接触平板底部。培养皿不倒置，３０℃静置培养７～

９ｄ
［１９２２］。运动性细菌向周围爬行后会形成一个明

显的圆形斑，观察并测量平板上的菌落直径并进行

统计学分析。

１．４．６　野生型、突变菌株以及互补菌株生物膜的

测定

　　生物被膜的测定方法参照Ｚｈａｎｇ等
［１０，２３］。挑取

ＮＡ固体培养基平板上的青枯菌Ｐｏ８２菌株、突变株和

互补菌株的单菌落至ＮＢ液体培养基中，培养至

犃４９０＝０．７～０．８；用新鲜的Ｌ液体培养基按比例１∶

１００稀释至６０ｍＬ三角瓶中；３０℃静置培养７ｄ，每个

处理重复３次；加入６００μＬ０．１％（犠／犞）结晶紫溶液

染色３０ｍｉｎ；用洗瓶尽量小心地冲洗，避免将生物被膜

破坏，反复冲洗３～５次；加入９５％乙醇１ｍＬ进行洗

脱，采用分光光度计测量洗脱液的吸光度值（犃４９０）。
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１．４．７　ｑＲＴＰＣＲ检测Ｔ３ＳＳ相关基因的表达

本试验选取持家基因犵狔狉犅 作为内参基因，

Ｔ３ＳＳ相关基因狆狅狆犃、狆狅狆犅、狆狅狆犆、狆狅狆犘 进行

ｑＲＴＰＣＲ检测。设计引物（表２），扩增产物长度约

１５０～２００ｂｐ。通过ＰＣＲ扩增检验引物特异性和扩

增效率，扩增条件：９５℃３ｍｉｎ；９３℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

通过ＴＲＩｚｏｌ法提取青枯菌野生型和突变菌株

的ＲＮＡ，具体步骤参考张丽?等
［１７］。用琼脂糖凝

胶电泳检测ＲＮＡ的纯度。采用反转录试剂盒ＨｉＳ

ｃｒｉｐｔⅡＱＳｅｌｅｃｔＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘｆｏｒｑＰＣＲ（＋ｇＤＮＡ

ｗｉｐｅｒ）得到ｃＤＮＡ后，进行ｑＲＴＰＣＲ。相关基因表

达情况的分析采用相对定量的方法（２－△△犆ｔ）
［２４］。

反应体系２０μＬ：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，

ｃＤＮＡ２．０μＬ，ＰｒｉｍｅｒＦ／Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ７．２μＬ。反应程序：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，

５８℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环；９５℃１５ｓ，６０℃

１ｍｉｎ，９５℃３０ｓ，６０℃１５ｓ。

２　结果与分析

２．１　青枯菌犘狅８２菌株犜６犛犛基因簇突变株的构建

与鉴定

　　通过培养基筛选得到具有Ｇｍ抗性和对蔗糖敏

感的突变株后，进行ＰＣＲ验证，选用Ｔ６ＳＳ基因簇７

个核心基因引物进行验证（图１），同时将ＰＣＲ产物

纯化后送上海生工公司测序，通过序列比对后，得到

性状稳定的突变菌株Ｐｏ８２ΔⅥ。

图１　犜６犛犛突变菌株犘狅８２ΔⅥ的犘犆犚检测结果

犉犻犵．１　犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犜６犛犛犵犲狀犲犮犾狌狊狋犲狉狅犳狋犺犲犿狌狋犪狀狋狊狋狉犪犻狀狊

２．２　互补菌株的构建与鉴定

犺犮狆和狏犵狉犌不仅是Ｔ６ＳＳ装置的结构组分，也是

Ｔ６ＳＳ分泌出的效应子蛋白，作为功能性Ｔ６ＳＳ的标志

基因，存在于所有的 Ｔ６ＳＳ中。本研究选取犺犮狆、

狏犵狉犌１和狏犵狉犌２作为Ｔ６ＳＳ基因簇缺失突变株的互补

基因。根据Ｐｏ８２基因组中犺犮狆、狏犵狉犌１和狏犵狉犌２核苷

酸序列设计引物，ＰＣＲ扩增得到３个基因片段并连接

至互补载体ｐＢＢＲ１ＭＣＳ４＿ＰＳＡ中，经ＰＣＲ和测序验证，

载体ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌１、ｐＢＲ４ＰＳＡ狏犵狉犌２和ｐＢＲ４ＰＳＡ犺犮狆

构建成功。随后，将重组载体分别电转化转至突变株

Ｐｏ８２ΔⅥ中，于含有Ｇｍ和Ａｍｐ抗性的ＮＡ平板上筛

选转化子。ＰＣＲ检验和测序验证，最后获得互补菌

株，分别命名为Ｐｏ８２△Ⅵ狏犵狉犌１、Ｐｏ８２△Ⅵ狏犵狉犌２和

Ｐｏ８２△Ⅵ犺犮狆（图２）。

图２　犜６犛犛基因簇３个核心基因互补菌株犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌１、

犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌２和犘狅８２ΔⅥ犺犮狆的鉴定

犉犻犵．２　犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狋犺狉犲犲犮狅狉犲犵犲狀犲犮狅犿狆犾犲犿犲狀狋犪狉狔

狊狋狉犪犻狀狊犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌１，犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌２犪狀犱犘狅８２ΔⅥ犺犮狆

２．３　犜６犛犛缺失对青枯菌致病力的影响

伤根浇注菌液接种法接种番茄进行致病力测

定，统计结果表明：Ｐｏ８２菌株在接种后第４天开始

发病，突变株Ｐｏ８２ΔⅥ在接种后第５天才出现明显

的萎蔫症状；在接种后的第１０天，Ｐｏ８２野生型菌株的

病情指数达到８８．８９，而突变株Ｐｏ８２ΔⅥ仅为５９．５２，

下降了３３．０４％，两者差异极显著（犘＜０．０１）（图３）。

随着接种天数的增加，１５ｄ后，互补菌株的病情指数

与野生型菌株没有明显差异（犘＞０．０５）。

图３　野生型菌株、犜６犛犛基因簇突变株和

互补菌株致病力测定结果

犉犻犵．３　犞犻狉狌犾犲狀犮犲狋犲狊狋狅犳狋犺犲狑犻犾犱狋狔狆犲犘狅８２，犘狅８２ΔⅥ，

犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌１，犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌２犪狀犱犘狅８２ΔⅥ犺犮狆

２．４　犜６犛犛缺失对青枯菌生长能力的影响

试验结果显示，在ＮＢ培养基的培养条件下，突

变株Ｐｏ８２ΔⅥ较野生型菌株在对数生长期的生长速
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率减慢，差异极显著（犘＜０．０１）。随着培养时间的

增加，突变菌株、互补菌株的生长速率与野生型菌株

没有明显差异（犘＞０．０５）（图４）。结果表明：Ｔ６ＳＳ

基因簇影响青枯菌Ｐｏ８２菌株前期的生长速率。

图４　野生型菌株、犜６犛犛基因簇突变株和

互补菌株生长曲线测定结果

犉犻犵．４　犌狉狅狑狋犺犮狌狉狏犲狅犳狋犺犲狑犻犾犱狋狔狆犲犘狅８２，犘狅８２ΔⅥ，

犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌１，犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌２犪狀犱犘狅８２ΔⅥ犺犮狆

２．５　犜６犛犛缺失对细菌运动性的影响

将各菌株接种至半固体培养基，菌落直径测量

结果分析表明，突变株Ｐｏ８２ΔⅥ的运动能力增强，与野

生型菌株Ｐｏ８２有极显著差异（犘＜０．０１），互补犺犮狆的

菌株运动能力增强，有极显著差异（犘＜０．０１）；互补

狏犵狉犌１的菌株运动能力减弱，没有明显差异；互补

狏犵狉犌２基因的菌株运动能力明显减弱，有极显著差异

（犘＜０．０１）（图５）。结果表明：Ｔ６ＳＳ基因簇影响青枯

菌Ｐｏ８２菌株运动能力，并且Ｔ６ＳＳ基因簇内不同基因

对青枯菌的运动性具有不同的作用。

图５　野生型菌株、突变菌株及互补菌株的运动性试验

犉犻犵．５　犜犺犲犿狅犫犻犾犻狋狔狅犳狋犺犲狑犻犾犱狋狔狆犲犘狅８２狊狋狉犪犻狀，犘狅８２ΔⅥ，

犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌１，犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌２犪狀犱犘狅８２ΔⅥ犺犮狆

２．６　犜６犛犛缺失对细菌生物膜形成的影响

采用结晶紫法对青枯菌株Ｐｏ８２野生菌株、突变

株及互补菌株进行了测定。研究表明，突变菌株

Ｐｏ８２ΔⅥ形成生物被膜的能力较野生型弱，但差异

不显著（犘＞０．０５）。互补菌株与野生型菌株形成生

物被膜的能力没有明显差异（犘＞０．０５）（图６）。结

果表明，青枯菌Ｔ６ＳＳ不影响青枯菌生物膜的形成。

图６　野生型菌株，突变菌株及互补菌株的生物被膜形成结果

犉犻犵．６　犅犻狅犳犻犾犿犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲狑犻犾犱狋狔狆犲犘狅８２狊狋狉犪犻狀，

犘狅８２ΔⅥ，犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌１，犘狅８２ΔⅥ狏犵狉犌２犪狀犱犘狅８２ΔⅥ犺犮狆

２．７　犜６犛犛缺失对青枯菌犜３犛犛分泌蛋白基因表达的影响

Ｔ３ＳＳ在青枯菌致病过程中具有非常重要的作

用，Ｔ３ＳＳ分泌的效应子多与致病性相关，而前期研

究发现Ⅵ型分泌系统与Ⅲ型分泌系统之间存在着某

种竞争关系［１７］。Ｔ３ＳＳ标志效应子狆狅狆犃、狆狅狆犅、狆狅狆犆

和狆狅狆犘的ｑＰＣＲ分析结果表明，突变株Ｐｏ８２ΔⅥ中

狆狅狆犆表达量下调，狆狅狆犃、狆狅狆犅和狆狅狆犘表达量上调

（图７）；因此青枯菌中Ｔ６ＳＳ基因簇对Ｔ３ＳＳ效应子

蛋白表达的影响涉及复杂的调控机制。

图７　狇犘犆犚检测Ⅲ型分泌系统效应子基因表达

犉犻犵．７　狇犘犆犚犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犜３犛犛犲犳犳犲犮狋狅狉犵犲狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

３　结论与讨论

本实验室前期研究发现，将Ｔ６ＳＳ保守的核心

基因狋狊狊犕 突变后，青枯菌致病力明显降低；ｑＲＴ

ＰＣＲ结果表明，突变株的Ⅲ型分泌系统部分效应子

的表达显著上调，推测Ｔ６ＳＳ可能与Ｔ３ＳＳ存在着某
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种未知的竞争调控机制［１０］。在铜绿假单胞菌中，

Ｔ６ＳＳ和Ｔ３ＳＳ通过ＲｅｔＳ／ＧａｃＳ和ｃｄｉＧＭＰ途径来

协同调控病原菌的生存方式及其感染策略［２５］。采

用生物信息学方法搜索青枯菌全基因组序列时，并

未发现与铜绿假单胞菌中狉犲狋犛或犵犪犮犛同源的基因

或者蛋白，仅发现二鸟苷酸环化酶ＷｓｐＲ同源蛋白，

表明在植物青枯菌中Ｔ６ＳＳ影响Ｔ３ＳＳ效应子的机

制不同于铜绿假单胞菌。Ｔ６ＳＳ通常由一个单一的

包含１５～２０个保守开放阅读框的基因簇编码，基因

簇中单个组成基因的突变不能从全局水平分析

Ｔ６ＳＳ的作用，因此我们采取整体缺失Ｔ６ＳＳ基因簇

的方法鉴定Ｔ６ＳＳ的功能。本研究发现青枯菌中

Ｔ６ＳＳ对不同的Ⅲ型效应子蛋白的表达具有不同的

影响，在选取的４个Ｔ３ＳＳ效应子蛋白中，与野生型

菌株相比，其中３个（狆狅狆犃，狆狅狆犅 和狆狅狆犘）在

Ｔ６ＳＳ基因簇缺失突变体中表达量上调，这与单个

Ｔ６ＳＳ基因（狋狊狊犕）突变后的试验结果一致，但是

狆狅狆犆表达量则下调，表明青枯菌通过复杂的调控机

制和网络控制Ⅲ型效应子蛋白的表达和泌出，究竟

Ｔ６ＳＳ采用何种方式影响Ｔ３ＳＳ效应子蛋白的表达

还需要开展更为深入的研究，以解析这种影响机制。

Ｈｃｐ和 ＶｇｒＧ不仅是 Ｔ６ＳＳ泌出蛋白，也是

Ｔ６ＳＳ结构组成因子。细胞外组件Ｈｃｐ（溶血素共调

节蛋白）和ＶｇｒＧ（缬氨酸甘氨酸重复蛋白Ｇ）形成

类似细菌噬菌体尾部针状的注射装置，Ｈｃｐ蛋白类

似于λｇｐＶ尾管蛋白，形成一个六聚管状结构
［２６２７］。

ＶｇｒＧ三聚体位于Ｈｃｐ管的远端，形成一个类细胞

穿刺装置的尾钉，ＶｇｒＧ在结构上类似于Ｔ４噬菌体

中ｇｐ５ｇｐ２７融合蛋白
［２８］。因此选取Ｔ６ＳＳ核心组

件基因犺犮狆、狏犵狉犌１和狏犵狉犌２获得Ｔ６ＳＳ基因簇缺

失菌株的互补菌株。

本试验通过构建Ｔ６ＳＳ缺失突变株和３个互补

菌株，检测了Ｔ６ＳＳ对青枯菌致病力的影响。发现

突变株对番茄的致病力在接种早期明显减弱，随着

接种时间的延长，其致病力逐渐达到野生菌株的水

平，而单基因的互补菌株致病力并没有完全恢复到

野生型状态，尽管Ｈｃｐ和ＶｇｒＧ是Ｔ６ＳＳ具有功能

性的标志，但是单基因不具有Ｔ６ＳＳ基因簇的完整

功能，后期还需要通过基因组文库进行完整的Ｔ６ＳＳ

基因簇互补分析。

随后对Ｔ６ＳＳ基因簇进行了运动性和生物膜方

面的试验，发现Ｔ６ＳＳ基因簇影响青枯菌Ｐｏ８２菌株

运动能力，并且Ｔ６ＳＳ基因簇内不同基因对青枯菌

的运动性具有不同的作用。Ｓｈａｌｏｍ等
［２９］的结果表

明，犺犮狆基因可能与运动性相关，本研究中也得到了

相似的结果，犺犮狆基因互补菌株的运动性能力显著

增强。

此外，Ｐｏ８２菌株在青枯菌新的分类系统中属于

演化型２，序列变种４，进化地位十分特殊
［３０３１］。本

试验也为探究Ｔ６ＳＳ在青枯菌进化中是否发挥作用

奠定了基础。
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