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摘 要：从大白菜软腐组织中分离出一株软腐病细菌 HI0，经过形态观察、生理生化特性分析、致病性检测和 0.J
*K,(序列分析，该分离物被鉴定为胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种（!"#$%$& ’&"()(*("& AF?A)’ ’&"()(*("&，!’’）的一
个新菌株，编号为 HI0。这是首次从 0.J *K,(序列水平上对在我国分布的软腐欧文氏菌进行鉴定。!’’ HI0的 0.J
*K,(序列与其它软腐欧文氏菌株的 0.J *K,(序列之间同源性达 8-LCM N 88L/M，而且在系统发育树中独立于 !’’
其它菌株。序列分析结果表明，!’’ HI0具有至少 "种不同的 0.J *K,(序列，它们都在第 !48位和 !C/位（相对于
大肠杆菌 0.J *K,(序列）发生碱基突变，同一基因中两个突变位点之间彼此互补，处于 0.J *O,(螺旋 P0C颈部，而
且这两处碱基变异只存在于 HI0菌株中。通过与其它软腐欧文氏菌亚种和菌株 0.J *K,(序列进行比对分析，还
进一步鉴定出一些 HI0菌株特异的 0.J *K,(碱基突变位点。本文报道的 !’’ HI0两个 0.J *K,(序列在 Q2;H6;R
中的登录号分别为 (S/#8#.-和 (S/#8#.8。
关键词：0.J *K,(，突变，系统发育分析，软腐欧文氏菌，!"#$%$& ’&"()(*("& AF?A)’ ’&"()(*("&，大白菜，+"&,,$’& "&-&
AF?A)’ -./$%.%,$,
中图分类号：T8/8 文献标识码：( 文章编号：###03."#8（"##!）#"3#0/.3#4

植物细菌软腐病是一种世界范围内的重要植物

病害，胡萝卜软腐欧文氏菌（!"#$%$& ’&"()(*("&）是其
主要病原物，危害胡萝卜、烟草、黄瓜、茄子、番茄、辣

椒、大白菜、甘蓝、马铃薯等，同时引起贮藏期蔬菜腐

烂［0］。引起大白菜软腐病的病原为胡萝卜软腐欧文

氏菌胡萝卜亚种［!"#$%$& ’&"()(*("& AF?A)’ ’&"()(*("&
（U%;2A）H2*<E .) &0 ’，!’’］或变种（! ’ ’&"()(*("& V6* ’
’&"()(*("& KE2’，!’’）［"］。在我国，大白菜软腐病最
早于 0-88年报道，主要发生在黑龙江、吉林、辽宁等
省。自本世纪 /# 年代以来，对该病的研究逐渐增
多。4#年代初，该病在我国大白菜主要产区流行，
白菜产量严重下降，人们将其列为白菜“三大病害”之

一［"］。目前软腐病仍然是我国大白菜的主要病害。

在分子水平上对胡萝卜软腐欧文氏菌的鉴定主

要有 (5WX分子标记技术［/］及 0.J3"/J *K,(转录间
隔区［!］和 0.J *K,( 序列分析［4 N C］。由于细菌 0.J
*K,(的核苷酸序列及其在基因组中的拷贝数相当
稳定，利用 0.J *K,( 序列高度保守区设计 XIO 引
物，扩增和分析不同细菌种、亚种或菌株之间的序列

差异，已成为对细菌鉴定和定量分析的基本技术。

我国科研人员在 "#世纪 4# N 8#年代对白菜软
腐欧文氏菌进行了许多研究，如细菌分离鉴定、致病

机理等［- N 00］。但是，对该菌的鉴定只是停留在形态

观察和生理生化特征分析，对在我国分布的软腐欧

文氏菌一直没有从 K,(水平上进行分类鉴定。我
们在工作中了解到，由于种种原因，现在国内所分离

的白菜软腐欧文氏菌除中国科学院微生物研究所在

"#世纪 C# 年代保存的菌株以外，其他实验室都已
经不再保存，也没有新的菌株报道。为了进一步研

究白菜软腐欧文氏菌的分子生物学和软腐病致病分

子机理，我们从白菜软腐组织中分离了软腐病细菌，

并且从形态、生理生化特性、0.J *K,(序列分析和
致病性测定等方面进行了鉴定，确定该菌为胡萝卜

软腐欧文氏菌胡萝卜亚种（!"#$%$& ’&"()(*("& AF?A)’
’&"()(*("&，!’’）的一个新菌株，编号为 HI0。

! 材料和方法

!"! 软腐病细菌的分离［!#］

白菜软腐病组织取自北京蔬菜研究中心大白菜



试验地，从具有典型发病症状的腐烂组织的边缘比

较硬的部位分离软腐病细菌。将带有病斑的组织用

锋利刀片切下，在 !"#的酒精中浸 $ % &’后，用灭菌
去离子水洗 &次。转移到含有 "()*+无菌的生理盐
水（"(,)# -./0）无菌培养皿中，用灭菌的玻棒将病
组织捣碎，无菌条件下于室温静置 1" % 1)*23，使病
组织中的细菌流入水中，形成细菌悬浮液。然后用

灭菌的移植环蘸取菌悬液在 +4平板上划线培养，
放在 $,5培养 16 % $"7。从中挑取不同的单菌落进
一步划线培养，转接纯化 6 % !次。根据软腐欧文氏
菌能在结晶紫果胶培养基（/89）上产生很深凹陷的
特征，从凹陷中心挑取典型菌落在肉汁胨培养基上

划线纯化，进一步挑取单菌落纯化，用于下面的菌株

鉴定。

!"# 白菜软腐欧文氏菌的初步鉴定［!#，!$］

大白菜软腐病菌的鉴定首先是通过形态观察，

包括大小测定、革兰氏染色反应、鞭毛染色，然后进

行生理生化鉴定。

!"$ 致病性测定［!#］

将经过初步鉴定的白菜软腐欧文氏菌活化后用

无菌生理盐水稀释到 $ : 1"6 /;<=*+浓度。在灭菌
的土中栽培大白菜幼苗，待白菜幼苗长到 ) % 6片真
叶时，将其移入人工气候箱中，进行接种。接种时先

用锋利的刀片在叶柄基部轻轻划几道小伤口，然后

用注射器缓慢地把 "("1*+菌液（液体 +4培养基悬
浮）注入到伤口表面，形成悬浮滴。发病温度为

$,5、相对湿度为 1""#。定时观察发病情况。同
时设置对照，对照的材料也用解剖刀轻轻划几道伤

口，将无菌生理盐水滴在上面。

!"% 白菜软腐欧文氏菌 !&’ ()*+片段的扩增和序
列分析

!"%"! 软腐欧文氏菌基因组 >-?的提取：方法参
考文献［1@，1)］。
!"%"# 16A B>-?片段的扩增：实验所用 9/C 引物
是根据已经发表的胡萝卜软腐欧文氏菌 16A B>-?
序列［6］，使用 >-?!"#$ 软件（+?ADCED-D ’FGHI.BJ，
>-?%"#$ K3L M，N.O2’F3，PK）设计的。正向引物 QG1：
)RSTE?TEE?EEEEE?T??/T?/TEE?S&R；反向 引 物
QB1：)RS////T?/EETT?//TTETT?/E?/S&R。9/C 反
应体系为 )"!+，包括 )!+ 1" : 4UGGJB，1()**F0=+
NV/0$，"($**F0=+ O-T9，$"W*F0’ 引物 QG1，$"W*F0’
引物 QB1，"(&!V模板 >-?。扩增反应条件为：X@5
$*23；X@5 1*23，)65 1*23，!$5 $*23，&" 个循环；
!$5 1"*23。扩增产物大小约 1(&,YZ，对应 & M ’()*

16A B>-?基因中 1&! % 1)1!ZW处（下文所提各个核
苷酸位置均以大肠杆菌 16A B>-?序列为参照）。
!"%"$ >-?序列测定：在本实验室的 >-?序列分
析仪（4JLY*.3 /D[$"""）上进行。9/C扩增产物被
克隆进入 WEDNSTSJ.’Q 载体（9BF*JV.，<A?），转化
大肠杆菌 >\)"后，阳性克隆中的插入片段使用
&’(C#进行酶切分析。为排除 9/C扩增的错误和
保证序列测定的准确性，选取 X 个阳性克隆，使用
T!和 AW6引物分别从两端测序。根据所测定的两
端序列进一步设计一个内部测序引物（)RST??T/ES
E??TE?/TEEE/ET???ES&R），以完成该片段的全序
列测定。

!", 欧文氏菌 !&’()*+序列系统发育树构建
文中引用的已经发表的欧文氏菌 16A B>-?序

列均来自于 EJ34.3Y 数据库。>-? 序列的比对和
16A B>-?序列系统进化树构建采用 >-?!"#$ 软件
NU0H2W0J AJ]UJ3LJ ?02V*J3H程序。应用 >-?!"#$ 软件
作 >-?序列比对和基于 16A B>-? 序列的系统进化
树构建时，选取所有序列中位置相对应的片段，先用

/0U’H.08程序进行比对，以找出插入和缺失突变，用
“ ^”补齐，再用 /0U’H.0P 的 A0FIS?LLUB.HJ 程序进行
精确比对，然后采用近邻法构建系统进化树。

# 结论

#"! 白菜软腐病细菌的分离与初步鉴定

图 ! 白菜软腐病细菌 !"" -.!的形态（!/// 0）
;2VM1 T7J *FBW7F0FVQ FG &’’ 4/1 U3OJB *2LBF’LFWJ（1""" :）

所分离的白菜软腐病细菌的形态如图 1所示。
其形态特征为：革兰氏阴性，菌体两端钝圆、呈短杆

状，散在，大小（"() % "(!）!* :（1(" % $("）!*，形状
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为圆或短杆状，菌落圆形或不规则、稍凸起、呈灰白

色、有光泽、半透明、表面光滑，有周生鞭毛 ! " #
根。对该菌进行生理生化特性分析后，结果总结如

表 $。根据这些结果可以认为所分离的菌株为胡萝
卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种（!"#$%$& ’&"()(*("& %&’(
%)* ’&"()(*("&），编号为 +,$。

表 ! 白菜软腐病细菌 !"" "#!的生理生化特性
-.’/0 $ +12340513./ .67 )48%12/2913./ 34.:.3;0:1%;13% 2< !’’ +,$

,4.:.3;0:1%;13% =;:.16 +,$

>?17.;1@0 9/&32%0(<0:50:6;.;126 A

B03;.;0 487:2/8%1% A

C6.0:2’13 9:2D;4 E.3&/;.;1@0/8 .6.0:2’13

E/&2:0%30630 26 F169’% + 5071&5 G

H:2D;4 .; IJK A

H.% ):27&3;126 <:25 L(9/&32%0 G

C317 ):27&3;126 <:25 .58/25./;2%0 G

C317 ):27&3;16 <:25 %&3:2%0 A

C317 ):27&3;126 <:25 9/830:2/ A

C317 ):27&3;126 <:25 162%1;2/ A

C317 ):27&3;126 <:25 9/&32%0 A

A：B2%1;1@0；G：M09.;1@0*

$%$ 软腐欧文氏菌 "#!致病性测定
将所分离的白菜软腐欧文氏菌 +,$ 在大白菜

上进行回接试验表明，在接种 N4后白菜接种部位就
表现软腐症状，在 O " !N4内随着时间的延长软腐病
症状明显加重，与田间观察到的软腐病发病症状一

致。这一实验证明新分离到的软腐欧文氏菌 +,$
能引起大白菜软腐病（图略）。

$%& 软腐欧文氏菌 "#! !’( )*+,片段序列分析
白菜软腐病细菌 !’’ +,$ 的 $O= :LMC序列测

定结果表明，扩增的 LMC 序列全长 $I#$ ’)。从 P
个克隆的 LMC序列测定结果可以看出，在 !’’ +,$
菌株中至少存在 !种 $O= :LMC转录区序列，它们与
已经发表的 O株胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种、J
株胡萝卜软腐欧文氏菌其它亚种、$Q 种欧文氏菌
$O= :LMC序列之间的同源性分别在 P#RJS、PJRQS
和 PNRJS以上。这两个序列在 H06+.6T中的登录号
分别为 CUIVPVO#和 CUIVPVOP。P个克隆的 $O= :LMC
部分序列比对结果如图 ! 所示，该图只示出了 !’’
+,$菌株两种 $O= :LMC序列之间发生突变的一段
LMC序列。
从图!可以看出，克隆!(I、!(N、Q(!和Q($#含有

图 $ !"" "#!菌株 !’( )*+,部分序列比较
E19*! B.:;1./ %0W&0630 ./196506; 2< ;40 +,$ $O= :LMC

%0W&0630% <:25 ;40 P )2%1;1@0 3/260%

相同的 $O= :LMC序列（+,$($），克隆 I(N、Q(P、Q($O、Q(
$P和 Q(!! 含有另一个序列（+,$(!）。所以，本工作
所分离的胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种的 $O=
:LMC序列共有两种，都在第 NQP 位和 NJI 位（对应
于大肠杆菌 $O= :LMC序列）发生突变，同一 LMC片
段上的两个突变的碱基互补，在 $O= :XMC二级结构
中位于螺旋 Y$J颈部。!’’ +,$菌株与胡萝卜软腐
欧文氏菌其它亚种或菌株比较，主要存在以下特征

性碱基：HNNQ、,N#P、H$VV$、,$VVO、C$VVP、,$V$$、H$V$#、-$V!V、

H$V!I、,$VIP；其碱基配对情况为：螺旋 Y$J，HNNQ (,N#P；

螺旋 YII，H$VV$ (,$VIP；螺旋 YII.，,$VVO (H$V!I、C$VVP (-$V!V

和 ,$V$$ (H$V$#。这些碱基变异在 !’’ +,$的两种 $O=
:LMC序列中是相同的。
从系统进化树上可以看出，我们从白菜软腐组

织上所分离的 !’’ +,$与其它胡萝卜软腐欧文氏菌
聚为一类（图 I）。但是 +,$菌株又独立于其它胡萝
卜软腐欧文氏菌各个亚种或菌株，表明 +,$与分离
自欧洲和北美洲（加拿大和美国）的胡萝卜软腐欧文

氏菌各个亚种或菌株不同，为一株新的胡萝卜软腐

欧文氏菌胡萝卜亚种。

& 讨论
本工作对从大白菜软腐组织中分离的软腐病细

菌通过形态学观察、生理生化特性分析、病原菌回接

试验和 $O= :LMC序列分析确证其为胡萝卜软腐欧
文氏菌胡萝卜亚种的一个新菌株。据我们所知，这

是首次从 $O= :LMC序列水平上对从我国分离的软
腐欧文氏菌进行鉴定。

通过 $O= :LMC序列分析发现在嗜盐古菌 +&,(-
&"’.,& /&"$0/(").$ 的基因组中存在着两个 $O= :LMC
基因［$O］。对胡萝卜软腐欧文氏菌黑腐亚种（! * ’&-
"()(*("& %&’%)* &)"(012)$’&，!’&）C-,, +CC(OJ! 菌株
基因组中的 $O= :LMC序列进行分析发现该菌有 J
个 $O= :LMC拷贝（4;;)：ZZDDD* %.690: * .3 * &TZ）。根据

#I$ 微 生 物 学 报 NN 卷



图 ! 欧文氏杆菌 "#$ %&’(序列系统发育树
!"#$% &’()*#+,-". -/,, *0 !"#$%$& 123 /456 7,89,+.,7

转录区序列可将它们分为 :类，突变位点仅发生在
第 11%%和 11;:位核苷酸处，分别为 <!6和 =!>
突变。在所测定的 !’’ ?=1 123 /456序列中也存在
与 !’& 类似的碱基突变情况。本研究为了避免 &=@
扩增过程中可能存在的碱基插入错误，我们测定了

多个阳性克隆的 123 /456序列，从而保证了序列测
定的准确性。而且，由于同一序列两个突变位点之

间的互补性，可以确定所克隆的序列属于两个不同

的基因。

胡萝卜软腐欧文氏菌 123 /456 序列在种内、种
间都有特异性位点，位于 123 /@56 的不同结构域。
123 /@56 的空间结构在维持核糖体 %A3 亚基的结
构和功能方面扮演极为重要的角色，参与核糖体 6、
&和 B 位的构建及 %A3 与 CA 3 亚基间的作用［1D］。
123 /@56的二级结构主要包括 CE区、核心区、%E大区

和 %E小区 ; 部分［1F］。与其它胡萝卜软腐欧文氏菌
123 /456相比，!’’ ?=1 菌株有 1A 个特异性碱基，
位于多个颈环结构的颈部并彼此配对，所以这种碱

基突变没有改变其二级结构，但可以改变颈环结构

的自由能，可能会影响结构的稳定性。其中，一对碱

基突变位于螺旋 G1D，;对位于螺旋 G%%。G%%位于
%E大区，是 %A3亚基头部的组成部分［1H］。
在欧文氏菌 123 /456序列系统发育树中，!’’

?=1与胡萝卜软腐欧文氏菌胡萝卜亚种聚为一类，序
列同源性在 HFIDJ K HHI%J间，但是独立于分离自加
拿大、美国和欧洲国家的各个菌株，这可能与它们不

同的地理分布有关。相信随着对在我国分布的更多

!’’ 菌株的分离和鉴定将进一步揭示出其特有的遗
传特性，从而认识 !’’ 不同菌株的起源和进化关系。

H%1: 期 远 方等：一株新的胡萝卜软腐欧文氏菌的分离和鉴定
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