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摘 要：用硫酸二乙酯（E7F）诱变水稻白叶枯病菌（!"#$%&’&#"( &)*+", *G( &)*+",，简称 !&&）和

条斑病细菌（!"#$%&’&#"( &)*+", *G( &)*+-.&/"，简称 !&&.），分别得到 4 株和 /" 株黄色素缺失突

变体，其中来自 !&&. 的 H0 和 H/# 还丧失了对水稻的致病性和在烟草上激发过敏反应的能

力。以 !&&. 黄色素缺失突变体 H4/ 为受体菌交叉互补从 !&& IJKLLL 基因文库中筛选出一个

黄色素合成相关的基因克隆 *)"!/，以 !&& 黄色素缺失突变体 H/$1/ 为受体菌，从 !&&. MF/$4
基因文库中获得了一个黄色素合成相关的基因克隆 *)#1$。功能互补显示，/N 株黄色素缺失

突变体中的 /$ 株能分别被 *)"!/ 和 *)#1$ 互补后正常产生黄色素，但这两个克隆不能同时

互补同一株黄色素缺失突变体。能被 *)"!/ 互补的黄色素缺失突变体 H0 没有恢复对水稻的

致病性和在烟草上激发过敏反应，表明黄色素合成相关基因与 %)0 基因间不存在相关性。斑

点杂交结果表明，*)#1$ 与 *)"!/ 之间没有同源性。*)#1$ 亚克隆结果显示，与黄色素合成相

关的基因约 //O0PQ 大小，以基因簇的形式存在，不仅决定了黄色素的产生，还影响黄色素合

成的数量和质量（吸收峰）。在紫外光条件下，黄色素能够提高菌体的存活率，提示黄色素对

病原细菌有保护作用。
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水稻白叶枯病菌（!&&）和水稻条斑病细菌（!&&.）是我国水稻种植区域的重要细菌病

害的病原菌，是稻黄单胞菌种下的两个致病变种［/］。能够产生黄色素和胞外多糖是黄单

胞属细菌的两个重要特征。许多植物病原细菌的胞外多糖已被证明与致病性有关，如茄

科植物青枯菌（1"/($&#-" (&/"#".,")2’）、梨火疫病菌（3)4-#-" "’*/&5&)"）、玉米细菌性萎蔫

病菌（3 ( ($,4")$--）和甘蓝黑腐病菌（! ( ."’0,($)-( *G( ."’0,($)-(）等［/，#］。/661 年，S&*’:;?PT
等人克隆了甘蓝黑腐病菌黄色素合成的基因簇，发现 0-67 基因编码一种可扩散因子（E,U8
UB?,Q’3 V:DW&+，EV），调控着胞外多糖和黄色素的合成，而胞外多糖与毒性相关［#，"］。随后他

还发现黄色素和胞外多糖对菌体在寄主植物上的存活有重要的作用并借此对病菌的侵染

过程起作用［!］。目前，还不知道水稻黄单胞菌的黄色素是否有类似的情形。

已有研究表明，水稻黄单胞菌同其它革兰氏阴性植物病原细菌一样拥有 %)0 基因簇，

决定着细菌在非寄主植物上的过敏反应（@T*3+?3<?,W,G3 +3?*&<?3 &< <&<8@&?W *’:<W?）和寄主植

物上的致病性（*:W@&=3<,D,WT &< @&?W *’:<W?）。陈功友等在获得 %)0 基因突变体时也观察到

有些黄色素缺失突变体，其致病性也发生了改变，但没有从分子水平上进一步证实这种关



系是否有关联性。为了探索黄色素合成及黄色素在致病性中的可能作用，本研究用硫酸

二乙酯分别对 !"" 和 !""# 进行化学诱变获得黄色素缺失突变体，利用功能互补方法克隆

和鉴定黄色素合成相关基因，为进一步揭示黄色素合成的分子遗传学机制奠定了基础。

! 材料和方法

!"! 供试菌株、质粒及生长条件

本研究供试菌株、质粒及其特性见表 !。大肠杆菌在 "# 培养基上 $%&培养。黄单胞

菌在 ’( 或 ’# 培养基上 )*&培养。所用抗生素及其浓度分别为：利福平（+,-./0,1,2，+,-）
%3!45/"；壮观霉素（60718,29/:1,2，60）!!!45/"；卡那霉素（;.2./:1,2，;/）)<!45/"。

表 ! 供试菌株与质粒

=.>?7 ! =@7 A8B.,2A .2C 0?.A/,CA DA7C ,2 8@,A A8DC:
68B.,2A 9B 0?.A/,CA EB907B8,7A 69DB17A
!$%&’"("%$) "*+,$- ./ F "*+,0#"1$
+6!<3 +,-B，G,?C 8:07 ".>9B.89B: A891H
I3! +,-B，J.28@9/92.C,2 /,2DA /D8.28A C7B,K7C -B9/ +6!<3，@B0 L !
!$%&’"("%$) "*+,$- ./ F "*+,$-
EMNOO +,-B，G,?C 8:07 ".>9B.89B: A891H
2 F #"10 ".>9B.89B: A891H
PQ3" RS *-#(，!*<C 1$#T，#I!3
E?.A/,CA ".>9B.89B: A891H
+6!<350UR<$V 4P’( ?,>B.B: 60B，;/B ".>9B.89B: A891H
0+;)<!$ ;/B，=B.W ，/9>W ，X9?Y! B70?,192 ".>9B.89B: A891H
0($V! 60B，;/B，J.28@9/92.C,2 4727 1?927 -B9/ !"" !$
0QI! 60B，#")，.$*(，0%#Z，C7B,K.8K7 9- 0+!V<，1$#3’NET’ =@,A A8DC:
0()%< ;/B，$<[*H> J.28@9/92.C,2 4727 1?927 -B9/ +6!<3 =@,A A8DC:
0(Y! 60B，!*[!H> 2#"+\ -B.4/728 -B9/ 0()%< =@,A A8DC:
0(Y) 60B，!$[)H> 2#"+\ -B.4/728 -B9/ 0()%< =@,A A8DC:
0(Y6! 60B，V[%H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6) 60B，V[!H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6$ 60B，<[*H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6V 60B，)[<H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y63 60B，![*H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6] 60B，![<H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6% 60B，<[VH> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6* 60B，![3H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6O 60B，![*H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!< 60B，*[$H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!! 60B，V[%H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!) 60B，)[*H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!$ 60B，%[]H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!V 60B，)[*H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!3 60B，)[OH> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:
0(Y6!] 60B，$[$H> 4$1 \ -B.4/728 -B9/ 0(Y! ,2 0QI! =@,A A8DC:

!"# 黄色素缺失突变体的筛选

化学诱变参见陈功友等人的方法［3］。在不含抗生素的 ’( 平板筛选白色突变株。
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!"# $% 和致病性的测定

参见文献［!］方法。

!"& 两亲和三亲交配互补

两亲交配方法参见文献［!］；三亲交配仅在灭菌细菌滤膜上同时加入少许活化的帮助

质粒 "#$%&’(。

!"’ ()* 重组和亚克隆

质粒的提取、酶切及连接等方法见文献［!，)］。限制性内切酶 !"##*、$%&+*、’()* 和

*%+ * 及 ,- ./0 连接酶均来自华美生物工程公司（12345067829:3 ;24<79=34>4?@ A46":3@）。

!"+ 斑点杂交

将尼龙膜自上而下在纯水中浸 (& 623，再移至 %& B 11A（(64>CD 氯化钠 E &F(64>CD 柠

檬酸钠，"+GF&）中浸 (&623 后室温干燥。将目的 ./0（&F!!?C!D）在 ’&&H沸水浴中变性

’&623，点样 ’!D 于尼龙膜上，I&H真空烘烤 %= 固定。克隆 "0(-’ 的质粒 ./0 经 !"##* 酶

切后在 &FGJ的熔点琼脂糖上电泳，回收外源片段作为地高辛探针标记的模板。有关探

针标记、杂交及显色方法详见 #49=7 公司地高辛杂交操作手册。

!", 黄色素的提取和吸收峰的测定

将黄单胞菌在含相应抗生素的 /; 培养基中培养至对数生长中后期，离心收集菌体，

用 ’C! 体积的甲醇（分析纯）重新悬浮，转入玻璃试管，水浴加热至沸腾时立即取出，冷却

后离心（I&&& 8C623，’& 623）除去菌体，上清为黄色素的粗提物。在 .K5G 分光光度计

（;LA$M0/）上扫描测定 ()& N !&&36 可见光的吸收峰［G］。

!"- 黄色素对菌体的保护作用

供试菌株在 /; 培养基中生长至对数生长期，按 ’& 倍梯度稀释 ’&) 倍制备 I 份样品。

一份作对照，另 G 份在紫外透射分析仪上用 (&%36 光照射，每隔 ’F! 623 取出一个样品。

每份样品涂板 ! 块（每板 ’&&!D），置 %IH下培养 () N -I= 后记菌落形成数。

. 结果和分析

."! 黄色素缺失突变体表型分析

,## 野生菌株 OPQRR 和 ,##" #1’&! 经 .L1 诱变后，获得 ’I 株黄色素缺失突变体，其

中 MOD’ N MOD! 来自 OPQRR，M’ N M’% 和 M’&G’ 共 ’( 株来自 #1’&!（表 %）。来自条斑病

细菌的两株突变体 M) 和 M’% 还丧失了对水稻的致病性和在烟草上激发过敏反应的能

力。经测定，这 ’I 株突变体的胞外酶（果胶酶、纤维素酶、蛋白酶、脂酶及淀粉酶）活性与

野生型相比没有改变（资料未显示）。

.". 黄色素合成相关基因的克隆和交叉互补作用

在先前的研究中，我们以黄色素缺失突变体 M!’ 为受体菌，从 ,## SPQ*** 基因文库中

筛选出一个黄色素合成相关的基因克隆 "0(-’（资料未显示）。在本研究中，将水稻条斑

病细菌 #1’&! 基因文库（23 1’G5’）克隆逐一导入 ,##" 黄色素缺失突变体 M’&G’，获得一个

能够使该突变体恢复产生黄色素的克隆 "0%G&。用 "0(-’ 和 "0%G& 分别互补 ’R 株黄色素

缺失突变体（包括 M!’），发现有 ’& 个突变体能够恢复黄色素表型。突变体 MOD’、M!’、

M- 和 M) 能被克隆 "0(-’ 互补而 "0%G& 却不能互补这四个突变体；M’&G’、M(、MG、MR、

%I’ 微 生 物 学 报 -( 卷



!"" 和 !#$% 能被 &’()* 互补，而 &’%+" 也同样不能互补这 , 个突变体。这表明，黄单胞

菌两个致病变种来源的突变体在黄色素合成相关的基因突变位点上有可能不一致，两个

克隆所携带与黄色素合成相关的基因 -.’ 片段也不足以覆盖这些突变位点。另外，丧失

致病性和过敏反应的突变体 !, 的接合子 !,/&’%+"，能够恢复产生黄色素但不能恢复致

病性，表明克隆 &’%+" 所携带的外源 -.’ 片段不包含与致病性有关的基因（表 (）。

表 ! 克隆 "#!$% 和 "#&’( 对突变体的功能互补分析

01234 ( 54678917:8; 8< =1;7>8?8;1@:; 6A;7>46:6 78 ?B71;76 2A C38;4 &’%+" 1;@ &’()*

D791:;6 E1;7>8?8;1@:; #17>8F4;:C:7A D791:;6 E1;7>8?8:;1@:; #17>8F4;:C:7A

#EGHH
!#$"
!#$"/&’()*
#!$"/&’%+"
!#$(
!#$(/&’()*
!#$(/&’%+"
!#$%
!#$%/&’()*
!#$%/&’%+"
!#$+
!#$+/&’()*
!#$+/&’%+"
!#$I
!#$I/&’()*
!#$I/&’%+"
5D"*I
!I"
!I"/&’()*
!I"/&’%+"
!"
!"/&’()*
!"/&’%+"
!(
!(/&’()*
!(/&’%+"
!%
!%/&’()*
!%/&’%+"
!+

J
K
K
J
K
K
K
K
J
K
K
K
K
K
K
K
J
K
K
J
K
K
K
K
K
K
K
J
K
K

D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D

!+/&’()*
!+/&’%+"
!I
!I/&’()*
!I/&’%+"
!,
!,/&’()*
!,/&’%+"
!)
!)/&’()*
!)/&’%+"
!L
!L/&’()*
!L/&’%+"
!H
!H/&’()*
!H/&’%+"
!"*
!"*/&’()*
!"*/&’%+"
!""
!""/&’()*
!""/&’%+"
!"(
!"(/&’()*
!"(/&’%+"
!"*)"
!"*)"/&’()*
!"*)"/&’%+"

K
J
K
K
K
K
K
J
K
J
K
K
K
K
K
J
K
K
K
K
K
J
K
K
K
K
K
J
K

D
D
D
D
D
5
5
5
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
D
5
5
5
D
D
D

DA?2836：“ J ”94678917:8; 8< =1;7>8?8;1@:; 6A;7>46:6；“ K ”94678917:8;；5：;8 @:64164 6A?&78? 82649M4@ 8; 9:C4；D：7A&:C13 @:64164
6A?&78?N

!)& 水稻条斑病细菌黄色素合成相关基因的克隆

!)&)( 黄色素合成相关基因克隆 &’()* 与 &’%+" 的同源性比较：用 !"#5O 对克隆 &’()*
进行酶切得到 % 个片段 LP)Q2（M4C789）J "LP"Q2 J "%P(Q2，这和 &’%+" 的酶切图谱不同（图

"R’）。以 &’%+" 作探针进行斑点杂交，&’()* 与之未检测到杂交信号（图 "RS），表明 &’()*
与 &’%+" 有较大的差别，所含控制黄色素合成相关的基因有所不同。

!)&)! &’()* 的亚克隆及对黄色素缺失突变体的互补作用：用限制性内切酶 !"#5O 对克
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隆 !"#$% 的质粒 &’" 进行完全酶切得到 !"()（)*+),-）和 !"(#（).+#,-）两个亚克隆。功

能互补结果显示，只有 !"() 能够互补能被 !"#$% 功能互补的 / 株黄色素缺失突变体（表

.），接合子产生的黄色素的吸收峰和细菌性条斑病菌黄色素的峰型一致，表明 )*+),-（01
!"()）&’" 片段含有 / 株突变体黄色素合成所需的基因。

图 ! "#$%& 与 "#’(! 的酶切

电泳及斑点杂交

2034) 567 879:80;:0<1 =1> ;<?<1@ -?<:

=1=?@979 <A !"#$% =1> !".B)

"：) 4!&’"C!"#>DDD；# 4 !".B)C$%&ED；

.4 !"#$%C$%&ED4 F：)4!".B)；#4 !"#$%；

.4 &DGH?=-7?7> !8<-7 -=97> <1 !".B)4

用 ’()ID 和 *+#D 对 !"() 继续酶切，分别得到 B 个

和 . 个亚克隆片段，每种酶均产生 )%,- 左右的大片段，所

产生的小片段都未能互补任何一个突变体（资料未显示），

表明用这两种酶对 )*+),- &’" 片段进行亚克隆不可行。

选择内切酶 ,(-D 对 !"() 进行亚克隆，共得到 J 个完全酶

切亚克隆和 $ 个不完全酶切亚克隆。根据上述结果推导

出 !"#$% 所携带 .)+.,- &’" 的酶切图谱（图 #）。

将上述 ,(-D 酶切所获得的 )/ 个亚克隆与能被 !"#$%
功能互补的 / 株黄色素缺失突变体功能互补后发现，由一

个 ))+/,- 的 &’" 片段上所产生的四个亚克隆 !"(K)、

!"(K#、!"(K. 和 !"(KB 都具有对突变体的互补能力。因

此，!"#$% 中 与 黄 色 素 合 成 有 关 的 基 因 全 部 位 于 这 个

))+/,- 的 &’" 片段上（表 .，图 #）。对克隆 !"() 进行完

全酶切得到的亚克隆 !"(K)（B+$,-）互补了来源于条斑病

细菌的突变体 L. 和来源于白叶枯病菌的突变体 LMN.。

比较有趣的是另一个亚克隆 !"(K#（B+),-）也能够互补

LMN.。接合子 LMN.C!"(K) 和 LMN.C!"(K# 所产生黄色素

的吸收峰与野生型 EK)%O 菌株相似，LMN.C!"(K# 的右肩

比 LMN.C!"(K) 稍宽一些（图 .H"）。与 L. 和 LMN. 不同的是，LJ 和 L)) 不能单独地被亚

克隆 !"(K) 和 !"(K# 互补，但 !"(K)%（!"(K) P !"(K#）却对 LJ 和 L)) 有互补能力，说明

!"(K) 及 !"(K# 中含有多个与黄色素合成相关的基因。功能互补还发现克隆 !"(K. 和

!"(KB 均不能互补上述 / 株黄色素缺失突变体。部分酶切的亚克隆 !"(K)#（!"(K. P
!"(KB）却对突变体 L$ 和 L)%$) 有互补能力，接合子 L$C!"(K)# 和 L)%$)C!"(K)# 仅部分

地恢复了产生黄色素的能力并且黄色素的吸收峰右肩很不明显，而亚克隆 !"(K).（!"(K#
P !"(K. P !"(KB）对这两个突变体的恢复能力很强，接合子黄色素的吸收峰右肩与野生

型 EK)%O 差异不大（图 .HF），表明 !"(K)# 所携的 #+*,- &’" 片段中间的 K=?D 酶切位点影

响到黄色素合成相关基因的活性，并且该基因位点仅是黄色素合成所需的基因之一。

’ 黄色素对菌体的保护作用

水稻条斑病细菌野生型菌株 EK)%O、黄色素缺失突变体 LO) 和 L)%$) 以及接合

子LO)C!".B) 和 L)%$)C!"#$% 经紫外光照射后，突变体和接合子的活菌数要比野生型菌

株低。在紫外光照射的前 .Q01 内，菌株间的存活率差异不大。BQ01 后，突变体菌体的存

活率下降很快，菌株间存活率差异增大，到 $Q01 时，突变体菌体存活率均在 B%R以下，

LO) 只有 #%R的存活率（图 B）。虽然接合子的存活率比野生型菌株低但明显地要大于突

B*) 微 生 物 学 报 B. 卷



表 ! "#$%& 的亚克隆对不同黄色素缺失突变体的互补作用

!"#$% & ’%()*+"),*- *. /"-)0*1*-"2,- (3-)0%(,( )* 4"+,*5( 15)"-)( #3 (5#6$*-%( *. 789:;

<& <: <= <>> <>;:> <?@&

?8A>
?8A9
?8AB>
?8AB9
?8AB&
?8ABC
?8ABD
?8ABE
?8AB:
?8ABF
?8AB=
?8AB>;
?8AB>>
?8AB>9
?8AB>&
?8AB>C
?8AB>D
?8AB>E

G
H
G
H
H
H
H
H
H
H
H
G
H
H
H
H
H
H

G
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
G
G
H
H
H

G
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
G
H
H
H
H
H
H

G
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
G
H
H
H
H
H
H

G
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
G
G
H
H
H

G
H
G
G
H
H
H
H
H
H
H
G
G
H
G
H
H
H

B31#*$(：“ G ”3%$$*I 7,J1%-)"),*- ,- )0% 6*-K5J"-)(；“ H ”-* 7,J1%-)"),*- ,- )0% 6*-K5J"-)(L

图 $ 克隆 "#$%& 的酶切图谱及亚克隆对突变体的互补能力

M,JL9 ’%()+,6),*- %-2*-56$%"(% 1"7 *. 6$*-% 789:; "-2 )0% "#,$,)3 *. ,)( (5#6$*-%( )* +%()*+%

/"-)0*1*-"2,- 7+*256),*- )* 15)"-)(L

AL !"#’N；BL $%&N；“ G ”+%()*+%2 /"-)0*1*-"2,- 7+*256),*- )* 15)"-)(；“ H ”2,2 -*) +%()*+%2 )0% 15)"-)(L
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图 ! 黄色素缺失突变体 "! 和 "#$%# 接合子产生黄色素的吸收峰

!"#$% &’( )*+,-./",0 +.(1/-) ,2 3)0/’,4,0)5"0 .-,561(5 *7 1,086#)0/+ ,2 46/)0/+ 9% )05 9:;<:

=：)$ >?:;@；*$ ABCDD；1$ 9AE%F.=G?H；5$ 9AE%F.=G?:；($ 9AE%I J：)$ >?:;@；*$ 9:;<:F.=G?:%；

1$ 9:;<:F.=G?:H；5$ 9:;<:I

图 & 突变体 "’# 和 "#$%# 及其接合子在紫外光下的存活率

!"#$K ?6-L"L)M ,2 46/)0/+ )05 /’("- 1,086#)0/+ 2,MM,N"0# OP -)5"/)/",0

&’( +6-L"L)M -)/", "0 .(-1(0/)#( N)+ 1)M16M)/(5 *)+(5 ,0 /’( 064*(- ,2 M"L"0# 1(MM+ ,2 OP -)5")/(5 +/-)"0+，)+ 1,4Q

.)-(5 N"/’ /’)/ ,2 /’( 1,0/-,M $

=：! $ >?:;@；" $9@:F.=%K:；# $9@:I J：! $ >?:;@；" $ 9:;<:F.=H<;；# $9:;<:I

变体的存活率。结合子 9AE%F.=H<; 在第 < 分钟的存活率几乎和野生型 >?:;@ 相当。可

见，在紫外光的条件下，黄色素对菌体有非常明显的保护作用。

& 讨 论

黄色素在细菌中的作用一直是细菌学研究的重要内容。以前的研究主要集中在黄色

素的 理 化 特 性 及 其 在 细 菌 分 类 学 上 的 应 用［< R D］。A,.M)N+S7 在 研 究 ! $ "#$%&’()*’ .L$
"#$%&’()*’ 黄色素合成相关基因簇时曾得到具有致病性的色素突变体，但没有对突变体的

致病性是否恢复作说明［H］。在研究病菌侵染和定殖时，发现 %*+, 能够增强 ! $ "#$%&’()*’ $
.L $ "#$%&’()*’ 在甘蓝上的致病能力，这可能和黄色素能够增加菌体抵抗光损伤有关［K］。

TU: 微 生 物 学 报 K% 卷



本研究所获得的黄色素合成相关基因克隆 !"#$% 和 !"&’( 能够互补黄色素和致病性都发

生突变的突变体 )*% 和 )+，未发现接合子的致病性被恢复，表明 )*% 和 )+ 中发生突变

的黄色素合成相关基因不影响病原菌的致病性。在紫外光条件下，)*% 和 )%(’% 的接合

子的菌体存活率比突变体要高，可见黄色素可以增强病原菌对紫外光的抵抗能力。我们

认为黄色素可能有利于菌体在自然条件下的存活，在侵染寄主过程中，菌体的繁殖数量

大，有利于病原菌在寄主植物上的侵染与定殖。

黄色素是黄单胞菌属（!"#$%&’&#"(）的典型特征，编码黄色素的基因在黄单胞菌属细

菌中应该具有保守性。黄色素的化学成分是溴化芳基多烯脂的衍生物［,］，其结构的复杂

性决定了需要有多个基因来参与合成。在研究水稻黄单胞菌黄色素基因的过程中，我们

获得的两个克隆 !"#$% 和 !"&’( 均能互补来自水稻白叶枯病菌和条斑病细菌的黄色素缺

失突变体，表明克隆 !"#$% 和 !"&’( 中的黄色素基因在这两个变种之间具有保守性。另

外，还有 , 个突变体包括致病性也丧失的突变体 )%& 未能被 !"#$% 和 !"&’( 互补使黄色

素正常产生。因此，在 !&& 和 !&&) 中，可能还有其它基因参与黄色素的合成。

已有证明，野油菜黄单胞菌（! - )"’*+($,-( !.- )"’*+($,-(）有关黄色素合成的基因是以

基因簇形式存在的［&，#］，根据本研究推测，水稻条斑病细菌黄色素合成的基因也是以基因

簇形式存在的。我们所获得的 %, 株黄色素缺矢突变体在突变位点上有较大差异，不能被

同一基因克隆 !"#$% 或 !"&’( 互补，并且 !"#$% 和 !"&’( 所携带黄色素合成所需的基因

没有同源性，表明距离甚远。本文作者已从 !"#$% 中鉴定出黄色素合成所需的一个新基

因 *-./。对 !"&’( 的进一步亚克隆表明，%%0+12 的 !"34% 5 !"34& 5 !"34# 5 !"34$ 的

67" 片段是一个编码黄色素的基因簇。!"3%、!"34% 或 !"34& 可互补来自白叶枯病菌

89:;; 的突变体 )8<#。在 89:;; 的遗传背景下，接合子所产生黄色素的吸收峰与野生型

的细条斑病菌 =4%(* 相似。我们曾用来自白叶枯病菌 >9:??? 基因文库的克隆 !"#$% 互补

来自条斑病细菌的突变体 )*%。在条斑病细菌的遗传背景下，接合子所产生黄色素的吸

收峰与条斑病细菌的野生型菌株的吸收峰一致（资料未显示）。因此，该 %%0+12 的功能片

段所含有的应该是编码条斑病细菌黄色素的基因。来自这一功能区域的每一个亚克隆对

黄色素的合成都有作用，这些亚克隆片段不但决定了突变体能否产生黄色素而且还影响

黄色素合成的数量。亚克隆 !"34%&（!"34# 5 !"34$）仅部分地恢复了突变体 )’ 和 )%(’%
产生黄色素的能力，接合子 )’@!"34%& 和 )%(’%@!"34%& 所产生黄色素的吸收峰的右肩不

明显，和野生菌株 =4%(* 相比有较大差异。克隆 !"34%#（!"34& 5 !"34# 5 !"34$）对这两

个突变体的互补能力较强，接合子产生黄色素的吸收峰都与 =4%(* 相似。不同的功能基

因的突变都会影响黄色素的吸收峰的峰型，而这些功能基因在互补自身的突变体时，接合

子的峰型也会有差异［&］。上述结果尽管表明 %%0+12 67" 片段含有水稻条斑病细菌黄色

素合成所需的基因簇，但该基因簇中含有多少个基因，每一个基因起何功能，与已报道的

野油菜黄单胞菌的黄色素基因簇有无同源性以及水稻黄单胞菌两致病变种间有何差别，

还值得进一步深入研究。
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