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摘要：【目的】本实验室前期研究发现水稻条斑病菌(Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, Xoc) RS105 菌株

中 pilT 基因 Tn5 转座子插入突变体在寄主水稻上致病性明显降低，在非寄主烟草上激发过敏反应

(hypersensitive response，HR)的能力也明显减弱。为了揭示 pilT 基因在 Xoc 菌株中的功能，本文进行了

深入研究。【方法】本实验通过无标记双交换敲除的方法获得 Xoc RS105 菌株 pilT 基因缺失突变体

RΔpilT，并对该突变体的游动性以及生物膜等表型进行了检测。【结果】与野生型 RS105 菌株相比，敲

除突变体 RΔpilT 不仅在感病水稻 IR24 上的致病性显著降低，在非寄主烟草上产生过敏反应的能力减弱，

而且突变体游动性降低，生物膜含量增加，互补子能够恢复上述缺陷至野生型水平。qRT-PCR 结果显

示，在 RΔpilT 中，hrpG、hrpX、hrcC、clp、rpfG、pilA、pilC 基因表达量明显降低。【结论】Xoc 中 pilT
为重要的毒性相关基因，其致病性与游动性和生物膜含量变化相关，并且受 clp、rpfG、pilA、pilC 等基

因调控。pilT 基因编码的 PilT 蛋白是构成 IV 型菌毛的亚基之一，为菌体运动提供能量。本文对 pilT 基

因的功能研究，为进一步分析 IV 型菌毛在 Xoc 中的功能提供了线索。 
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水 稻 条 斑 病 菌 (Xanthomonas oryzae pv. 

oryzicola，Xoc)是水稻稻黄单胞菌种下致病变种之

一，引起水稻细菌性条斑病(bacterial leaf streak，

BLS)，近年来该病发生日趋严重，成为水稻的第

四大病害[1–2]。该病原菌从水稻叶片的气孔或伤口

侵入，在薄壁细胞间繁殖与危害，因受叶脉限制

产生条斑病症状。随着高产杂交水稻品系的大面

积推广，以及生产上无有效的抗条斑病种质资源，

使水稻安全生产受到严重的威胁。Xoc 能够成功侵

染其寄主水稻，主要依靠胞外酶类(extracellular 

enzymes)、胞外多糖(exoplysaccharides，EPS)、生

物膜(biofilm)、鞭毛(flagellum)以及Ⅲ型效应蛋白

(type  secretⅢ ion system effectors，T3SEs)等毒性

因子[3]的帮助。 

Type IV pili (T4P)是革兰氏阴性菌产生的直

径为 5–8 nm、长约为 20 μm 的长纤维复合体，是
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细菌表面的毛状附属物[4]。Ralstonia solanacearum、

Xylella fastidiosa 、 Acidovorax citrullih 和

Pseudomonas species 等细菌都能产生 T4P。数十

个基因参与 T4P 的合成和调节，大多数被命名为

pil/fim 基因。革兰氏阴性菌的 T4P 参与细菌活动，

如蹭行运动(twitching motility)、生物膜的形成、

宿主表面粘附及定殖、细菌毒性、DNA 摄取及蛋

白分泌等，这些细菌活动都需要具有 ATP 酶活性

的 PilT、PilU 等蛋白水解 ATP 提供能量[5]。T4P

在同源六聚体环 PilT 蛋白水解 ATP 作用下收缩以

发生颤动运动、吸附以及细胞间信息的传递。PilT

属于 ATP 酶家族的成员，具有核苷酸结合模体，

与 T4P 的合成有关。PilT 紧贴细胞内膜上，与 T4P

相连，是 T4P 收缩所必需的分子马达。PilT 是六

聚体 ATP 酶，通过分解 ATP 提供给纤毛运动的能

量，从而保证纤毛在固体表面上运动，同时 PilT

还 有 协 助 纤 毛 组 装 的 作 用 。 在 Pseudomonas 

aeruginosa 中，静态条件下，pilT 突变体相比野生

型可以形成更加密集的生物膜，揭示了 pilT 基因

与生物膜形成相关[6]。在 Geobacter sulfurreducens

中，PilT 具有 ATP 酶活性，能够为细胞外电子转

移提供能量[7]。研究表明，IV 型菌毛及 Twitching 

motility 影 响 P. aeruginosa 的 致 病 性 ， 丧 失

Twitching motility 或 IV 型菌毛的突变体致病性丧

失或减弱。Twitching motility 还参与生物被膜的形

成，而形成生物被膜则是难以根治铜绿假单胞菌

感染的最主要的根源[8]。 

T4P 及其在动物致病菌中的致病性已有很多

研究报道[9]，但 T4P 在植物病原菌中的作用很少

涉及，近几年人们开始关注这些表面附属物与植

物细菌病原物毒力的关系。PilT 作为形成 IV 型菌

毛过程中重要的亚基之一，对于揭示 IV 型菌毛在

Xoc 中的作用具有重要意义。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株和质粒：菌株和质粒的特性见表 1。大

肠杆菌(Escherichia coli)于 LB 培养基中 37 °C 培

养，Xoc 菌株于 NA 或 NB 培养基中 28 °C 培养。NY

培养基用于游动性测定，XOM3 培养基用于 hrpG

基因等的诱导表达[10]。生长所需抗生素浓度：氨苄青

霉素(Ap) 100 μg/mL，卡那霉素(Km) 20 μg/mL，利福

平(Rif) 75 μg/mL。 
 

表 1.  本研究所用菌株和质粒 
Table 1.  Strains and plasmids used in this study 

Strain and plasmid Relevant characteristics Source 
X. oryzae pv. oryzicola   

RS105 Wild-type, Chinese race 2; Rif r This lab 
RΔpilT pilT deletion mutant of RS105; Rif r This study  
CRΔpilT RΔpilT containing a functional pilT gene; Rif r Kmr This study  
RΔhrcV hrcV deletion mutant of RS105; Rif r This lab 

E. coli   
DH5α φ90, lacZΔm15, recA1, host of pHM1 Invitrogen 

Plasmids   
pUFR034 IncW, Mob(p), Mob+, LacZa+, PK2 replicon, Kmr This lab 
pKMS1 Suicidal vector for deletion mutant; mob, oriV, sacB, Kmr This lab 
pKΔpilT A fusion ligated in pKMS1 for pilT deletion mutant; Kmr This study  
pUFR-pilT The full length of pilT gene in pUFR034; Kmr This study  
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1.1.2  供试植物材料：烟草品种为本氏烟，水稻品

种为感病品种 IR24，本实验室保存，种植于上海

交通大学农业与生物学院温室。烟草生长 4–6 周时

用于 HR 反应测定；水稻生长 2–3 周时用于水渍症

状测定，生长 2 个月大小时用于病斑长度测定。 

1.1.3  主要试剂和仪器：Xoc 基因组 DNA 提取试

剂盒、质粒提取试剂盒购于 Axygen 公司，总 RNA

提取试剂盒、反转录试剂盒购于 TransGen 公司，

实验中所用的限制性内切酶、修饰酶购于 TaKaRa

公司。冷冻离心机、PCR 仪和分光光度计购于

Eppendorf 公司，凝胶成像系统购于 Bio-Rad 公司。 

1.1.4  引物：表 2 为本研究中所用的引物，根据

GenBank 登录的基因序列用 Primer 5.0 软件设计，

引物由上海捷瑞生物公司合成。 
 

表 2.  本研究所用引物 
Table 2.  Primers used in this study 

Primer Sequence 5′→3′ (restriction sites underlined) Description 
upF TCCCCCGGGAATACGGCCACATCCTCACC A 700 bp upstream fragment of pilT gene 
upR CGGGATCCGGCGTGCTCCTCTGGAGCAG 
downF CGGGATCCGCGCGTCGGCAGGCATGCAG A 500 bp downstream fragment of pilT gene  
downR  GCTCTAGAGTAGTGCAGCAGAAAGGCCA 
pilT-F AATACGGCCACATCCTCACC Primers to identify the pilT mutant 
pilT-R GCAGCGCGTAGTGCAGCAGA 

pilT com-F  CGGGATCCATGAGCACCATCGACTTCAC A 1131 bp complementary fragment of pilT gene

pilT com-R GGATCCTTACAGATCTTCTTCAGAAATAAGTTTTTGT
TCTCGAACTTCGGAAATCTCCAC 

gyrb rRNA-F CGGCACTTACGACTCCAGCAAG A 121 bp gyrb rRNA gene fragment for qPCR 

gyrb rRNA-R CGACCAGGATTTTCACCACGATG 

rpoD-F CGACAACACCACCAACATCAATC A 140 bp rpoD gene fragment for qPCR 

rpoD-R GCTTACCGACCTCTTCCAACG 

hrpG-F GTTGCTCCGCGACGAAAATAC A 199 bp hrpG gene fragment for qPCR 

hrpG-R CTTGCGCAGCTTGTAGATATG 

hrpX-F GGCGAHGTTGTCTTHGCTC A 209 bp hrpX gene fragment for qPCR 

hrpX-R GACCTCATCGTCGGCTCCATC 

hrcC-F TGGCAATCGCCGAAACGGTATCCAC A 200 bp hrcC gene fragment for qPCR 

hrcC-R CATGCTCAGGATCTGGGGTGCAA 

rpfG-F CGACAACACCACCAACATCAATC A 164 bp rpfG gene fragment for qPCR 

rpfG-R GCTTACCGACCTCTTCCAACG 

clp-F CGACAACACCACCAACATCAATC A 167 bp clp gene fragment for qPCR 

clp-R GCTTACCGACCTCTTCCAACG 

pilA-F TCGGTGGAAGTTGGGTATCG A 130 bp pilA gene fragment for qPCR 

pilA-R GGTATCGAAGCGCTCATCCA 

pilC-F AAGGGACATAGATGGGTGCG A 110 bp pilC gene fragment for qPCR 

pilC-R CGAGCCTAAGGTCAATCCCA 

pilT-F CGACAACACCACCAACATCAATC A 154 bp pilT gene fragment for qPCR 

pilT-R GCTTACCGACCTCTTCCAACG 
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1.2  pilT 基因敲除突变体的构建和分子验证 

本实验通过无标记双交换敲除的方法[11]，以

RS105 gDNA 为 模 板 ， 利 用 表 2 中 的 引 物

pilT-up-F/R 和 pilT-down-F/R，扩增目的基因的上

下游同源片段，上下游同源片段经 BamH I 单酶切

后连接，连接后的片段经 Sma I 和 Xba I 双酶切消

化处理后，再连接在经相同酶切处理的 pKMS1 载

体上，将重组质粒转化进入 DH5α 菌株中，LB+Km

平板上挑取单克隆测序。将测序正确的重组质粒

通过电转化方式导入 RS105 感受态细胞中，涂布

在含有 Km+Rif 的 NAN (NA 中不含有蔗糖)平板

上。28 °C 培养 3–5 d 后得到单交换子，将单交换

子接种到 NAN 液体培养基中培养 12 h 后，取 100 μL

涂布到 NAS (NA 中含有 10%蔗糖)平板上，28 °C

培养 3–5 d 后，挑取单菌落分别于 NA+Rif 和

NA+Km+Rif 的平板上生长，能在 NA+Rif 平板上

生长但不能在 NA+Km+Rif 平板上生长的单菌落，

即为敲除突变体，命名为 RΔpilT。 

获得的突变体经 PCR 和 Southern 杂交验证。

用 pilT-up-F 和 pilT-down-R 为引物，以敲除突变

体基因组 DNA 为模板进行 PCR 扩增。pilT 敲除

突变体产生 1200 bp 的 DNA 片段，比野生型小

1131 bp。经 PCR 筛选验证的突变体用 Southern

杂交验证。将突变体 RΔpilT 和野生型 RS105 菌株

的基因组 DNA 用 Not I 和 Sma I 酶切处理，同时

将 pilT 基因上游 700 bp 片段标记成地高辛探针，

按照 Southern 杂交的方法进行杂交，探针的标记、

杂交和检测过程参照 Roche 的 DIG 试剂盒说   

明书。 

1.3  pilT 基因功能互补子的构建 

利用引物 pilT com-F 和 pilT com-R，以 RS105

的基因组 DNA 为模板，PCR 扩增得到 1131 bp 

DNA 片段，经 BamH I 酶切消化处理后，连接在

经相同酶切处理的 pUFR034 载体上，获得重组质

粒 pUFR-pilT。经酶切及测序验证后，将该质粒通

过电转化的方法导入敲除突变体 RΔpilT 中，挑取

单克隆，经 Western 杂交[12]验证正确后，获得功

能互补子 CRΔpilT。 

1.4  水稻上致病性和烟草上过敏反应测定 

待测菌株单菌落接种于含有相应抗生素的

NB 培养基中，28 °C 振荡培养 24 h 后，取一定比

例菌液转接入新鲜的 NB 培养基中，继续培养 12 h

后，收集菌体，无菌水洗涤 1 次，调整菌液浓度

为 OD600=2.0，针刺接种于生长 2 个月的 IR24 水

稻叶片，15 d 后观察病斑扩展情况，并统计病斑

长度。同样，调整菌液浓度为 OD600=0.6，用无针

头的注射器注射接种于生长状况良好的 IR24 水稻

幼苗叶片上，3 d 后观察叶片上水渍状病斑(water 

soaking，WS)的产生情况。 

将上述菌液调整 OD600=0.1，同样用无针头的

注射器注射接种于生长 4–6 周的本氏烟叶片上，

24 h 内观察过敏性反应产生情况。上述实验重复

3 次，每次处理 5 片叶。 

1.5  细菌游动性检测 

按照 1.4 中的方法准备待测菌株。调整菌液浓

度为 OD600=0.5，用移液器取 2 μL 待测菌液，接

种于含有 0.5%葡萄糖的 NY 半固体培养基上，水

平放置，28 °C 培养 3–4 d 后，观察细菌的游动圈，

每个样品设置 3 个重复，统计细菌游动圈的直径，

并计算平均值[13]。 

1.6  细菌生物膜检测 

采取两种方法进行细菌生物膜测定实验。取

浓度 OD600=2.0 的待测菌株 5 mL 于试管中，室温
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静置 3 d，用移液枪将试管内的菌液吸出，用等

体积的无菌水洗涤试管 2 次，加入 6 mL 结晶紫，

染色 30 min。将结晶紫吸出，用等体积的无菌水

洗涤试管 3 次；于 37 °C 将试管烘干，观察试管

周围的紫色圈，即为生物膜。每个菌株设置 3 个

重复[14]。 

取浓度 OD600=0.5 的待测菌液 200 μL 于 96 孔

板中，28 °C 培养 12 h，将菌液弃去，无菌水洗    

1 次，加入 210 μL 1%的结晶紫，染色 15–20 min

后弃去结晶紫，无菌水洗 2 次，加入 210 μL 无水

乙醇溶解后，用酶标仪读取数值。 

1.7  Real-time PCR 

突变体和野生型菌株单菌落接种于含有相应

抗生素的 NB 培养基中，28 °C 振荡培养 24 h 后，

取一定比例菌液转接入新鲜的 NB 培养基中，继

续培养 12 h 后，收集菌体，XOM3 洗涤沉淀 1 次

后，调整菌液 OD600=1.0；XOM3 诱导培养 3 h 后，

按照 TransGen 公司总 RNA 提取试剂盒说明书提

取细菌总 RNA，经无 RNase 的 DNase I 充分消化，

去除 gDNA 的污染，之后反转录成 cDNA；用表 2

中的引物检测 hrpG、rpfG、clp、pilA 等基因的表

达水平。 

2  结果和分析 

2.1  水稻条斑病菌 pilT 基因缺失突变体及功能互

补子的构建 

为了研究 Xoc RS105 菌株中 pilT 基因的功能，

本 研 究 利 用 带 有 反 向 筛 选 标 记 的 自 杀 载 体

pKMS1，对 pilT 基因进行无标记敲除。以 RS105

的 gDNA 为模板，通过引物对 pilT-up-F/R 和

pilT-down-F/R，分别扩增出 pilT 基因上下游同源

臂 pilT up 和 pilT down (图 1-A)。将同源臂构建在

自杀载体 pKMS1 上，获得重组质粒 pK∆pilT。通

过电转化，将重组质粒导入 RS105 菌株中，经过

2 次 同 源臂 交换 ，获 得 pilT 基 因敲 除突 变体

RΔpilT。 

用 pilT-up-F 和 pilT-down-R 对野生型和突变

体基因组 DNA 进行 PCR 扩增，野生型获得预期

2331 bp 大小的 DNA 条带，突变体因缺失 1131 bp

而得到 1200 bp 大小的条带(图 1-B)。Southern

杂交结果显示：与野生型相比，突变体缺失 1 个

1131 bp 的信号(图 1-C)。PCR 和 Southern 杂交结

果证实，pilT 缺失突变体 RΔpilT 构建正确。同时，

PCR 扩增 pilT 基因全长并构建在 pUFR034 载体

上，导入 RΔpilT 突变体，进行功能互补，命名为

CRΔpilT。CRΔpilT 经 Western 杂交验证正确后进

行后面的实验研究(图 1-D)。 

2.2  pilT 基因是水稻条斑病菌 Xoc 菌株在寄主水

稻上的全毒性所必需的 

为了检测 R∆pilT 突变体在水稻上的毒性，我

们分别在水稻幼苗期和成株期进行了毒性测定实

验。针刺接种成株期感病水稻品种 IR24，2 周后

观察病斑形成情况。野生型 RS105 菌株在针刺点

上下扩展形成较长的条斑症状；而突变体 R∆pilT

仅在针刺部位形成条斑症状，并不扩展；功能互

补子 CR∆pilT 与野生型菌株症状相同(图 2-A)。同

时将这 3 个菌株注射接种 3 周龄的感病水稻品种

IR24，3 d 后观察水稻叶片上水渍状病斑的形成情

况，发现野生型 RS105 菌株、突变体 R∆pilT 和功

能互补子 CR∆pilT 在水稻上均有致病性，形成水

渍状病斑，但 4–5 d 后观察发现野生型 RS105 菌

株和功能互补子 CR∆pilT 能够上下扩展，形成明

显的条斑症状，而突变体 R∆pilT 仅在注射点形成
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水渍状病斑，不能上下扩展(图 2-C)。这些结果表

明，pilT 基因缺失并未使 Xoc 丧失在寄主水稻上

的致病性，只是显著削弱了病原菌在水稻上的毒

性，pilT 基因是 Xoc 在水稻全毒性上所必需的。

非寄主烟草上 HR 测定结果显示，突变体 R∆pilT

激发烟草产生 HR 的能力减弱(图 2-D)。 

2.3  pilT 基因影响水稻条斑病菌 Xoc 菌株的游

动性 

植物病原细菌的游动性能够使病原菌获得更

多更好的营养物质，逃避不利的寄主环境，与毒

性呈正相关。为了检测 pilT 突变体对 Xoc 菌株游

动性的影响，本研究检测了野生型 RS105 菌株、

突变体 R∆pilT 以及功能互补子 CR∆pilT 的游动

性。实验发现，在半固体 NY 培养基上，与野生

型 RS105 菌株相比，R∆pilT 突变体的游动性显著

下降，功能互补子 CR∆pilT 的游动能力部分回补

(图 3-A)。菌落扩散后的直径统计显示，突变体的

游动性较野生型下降了 50%，互补菌株恢复至野

生型水平的 80% (图 3-B)。该结果说明，pilT 基因

影响 Xoc 菌株的游动性。 

 
 

 
 
 

图 1.  Xoc pilT 突变体的构建及分子验证 
Figure 1.  The construction of Xoc pilT mutant and molecular analysis. Schematic diagram about the construction 
of the Xoc pilT mutant. A: Black region stands for the left arm of the pilT gene locus (white region) and the grey 
presents the right arm. The left and right arms were fused in pKMS1 and the knock-out mutant was obtained after 
two steps recombination occurred; B: The pilT mutants were verified by PCR; C: The pilT mutants were verified by 
Southern blotting; D: The complementation of pilT mutant was verified by Western blotting. 
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图 2.  Xoc pilT 突变体在水稻和烟草上的反应 
Figure 2.  Responses of tobacco and rice to Xoc pilT mutant. A: Symptoms caused by RS105, R∆pilT and CR∆pilT 
(OD600=0.3; approximately 1×108 CFU/mL) on inoculated leaves of the host rice IR24 by leaf-needling inoculation. 
The photograph was taken 15 d after infiltration; B: Lesion lengths of rice bacterial streak caused by Xoc strains in 
rice. The lesion lengths were measured at 15 d post-inoculation. Data are the means standard deviation from three 
replications. (P<0.05, student’s t test); C: Water-soaked symptoms on leaves of the rice IR24. The photographs 
were taken 4 d post-inoculation with Xoc strains (1×108 CFU/mL) using needleless syringes; D: Induction of the 
hypersensitive response (HR) on the leaves of non-host tobacco by RS105, R∆pilT and CR∆pilT. The photograph 
was taken 24 h after infiltration. 
 

 
 

图 3.  Xoc 菌株游动性测定 
Figure 3.  Determination of motility of Xoc strains. A: Cell were inoculated onto NY supplemented 0.5% glucose 
plates and photographed after 3–4 d of incubation at 28 °C; B: Data are the means standard deviation from three 
replications. (P<0.05, student’s t test). 
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2.4  pilT 基因影响水稻条斑病菌 Xoc 菌株的生物

膜形成 

R∆pilT 突变体致病性降低的同时，也会对生

物膜的形成产生一定的影响，因此本研究检测了

pilT 缺失突变体生物膜的形成情况。玻璃试管表

面的附着生长实验显示，R∆pilT 突变体形成的生

物 膜明 显多 于野 生型 RS105 以 及功 能互 补子

CR∆pilT，其中功能互补子 CR∆pilT 形成的生物膜

略多于野生型 RS105 菌株(图 4-A)。96 孔板方法

测定生物膜形成情况的实验中，定量检测了 Xoc

菌株生物膜的形成，R∆pilT 突变体形成的生物膜

明显多于野生型 RS105 以及功能互补子 CR∆pilT，

功能互补子 CR∆pilT 部分回补形成的生物膜略多

于野生型 RS105 菌株(图 4-B)。实验结果说明，pilT

基因影响 Xoc 菌株的生物膜形成。 

2.5  pilT 基因影响 Xoc 菌株相关基因的表达 

为了进一步解析 pilT 基因突变影响 Xoc 毒性

的分子机理，本研究使用 qRT-PCR 来检测野生型

RS105 菌株和突变体 R∆pilT 中主要毒性相关基因

的表达情况。水稻条斑病菌 hrpG 和 hrpX 两个基

因主要调控 hrp 基因的表达，决定病原菌在寄主

植物上的致病性，而 hrcC 与三型分泌系统(type  Ⅲ

secretion system，T3SS)的形成相关，同样影响菌

株的毒性。实验结果显示，与野生型菌株 RS105

相比，hrpG、hrpX 和 hrcC 的表达水平在突变体

R∆pilT 中显著降低(图 5)。这表明，pilT 突变体在 
 

 
图 4.  Xoc 菌株生物膜形成测定 

Figure 4.  Determination of biofilm formation of Xoc strains. A: Representative photographs of biofilm formation 
assay for RS105, R∆pilT and CR∆pilT strains grown statically in glass tubes; B: Data are the means standard 
deviation from three replications. (P<0.05, student’s t test). 
 

 
 

图 5.  pilT 影响相关基因的表达 
Figure 5.  Relative genes expression levels in RΔpilT and RS105 strain. Similar results were observed in two 
independent experiments with three replicates. Asterisk indicates statistically significant differences between the 
WT and mutants. (P<0.05, student’s t test). 
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寄主水稻上致病性降低与 hrpG、hrpX 和 hrcC 的

转录表达降低有关。在突变体 R∆pilT 中，clp、rpfG、

pilA 和 pilC 的表达量同样明显低于在野生型菌株

RS105 中的表达量(图 5)。已有研究指出，Xoc rpfG

突变体显著影响 DSF 信号分子的生物合成水平，

改变 Xoc 细胞的群体形态，生物膜聚集，而 pilA

和 pilC 与菌体的游动性有关。以上实验结果表明，

pilT 基因通过影响水稻条斑病菌 Xoc 相关基因的

表达，从而影响毒性、游动性以及生物膜的合成

等相关表型。 

3  讨论 

本实验中，为了研究 Xoc RS105 菌株中 pilT

基因的功能，我们通过无标记敲除方式[11]构建了

pilT 基因的缺失突变体 RΔpilT。研究发现，与野

生型 RS105 菌株相比，RΔpilT 在感病水稻上的致

病性显著降低，功能互补子 CR∆pilT 在水稻上的

毒性恢复至野生型水平(图 2)。 

研究 pilT 基因在病原菌致病性中的功能时，

我们发现与野生型 RS105 菌株相比，突变体菌株

R∆pilT 在半固体 NY 培养基上的游动能力显著降

低，功能互补子 CR∆pilT 游动能力部分回补(图 3)；

R∆pilT 形成的生物膜明显多于野生型 RS105 菌

株，功能互补子 CR∆pilT 部分恢复至野生型水平

(图 4)。植物病原细菌的游动性和生物膜的产量都

与病原菌的毒性相关，影响其在寄主水稻上的致

病性[15]。qRT-PCR 实验发现，pilA 和 pilC 的基因

的转录表达水平在突变体 R∆pilT 中显著降低，

PilA 是构成 T4P 的主要亚基，PilT 能够为 PilA 蛋

白的组装与拆卸提供能量[16]。在本研究中，pilT

突变体能够继续形成 T4P，但该突变体缺乏提供

菌毛回缩和游动所需的 ATP 能量，导致游动性降

低。同样，c-di-GMP 与病原菌的游动性和生物膜

合成相关，当菌体内 c-di-GMP 含量升高时，细菌

的游动性明显减弱，而菌体内 c-di-GMP 的含量是

受 rpfG 调控的，RpfG 可以降解 c-di-GMP[17]。在

突变体 R∆pilT 中，rpfG 的表达量明显降低，导致

菌体内的 c-di-GMP 含量升高，细菌游动性降低，

群体形态发生改变，突变体形成更加致密的生物

膜[18–19]。这些结果表明，突变体 R∆pilT 可能通过影

响游动性、生物膜形成进而影响病原菌的致病性。 

在进一步解析 pilT 基因影响 Xoc 菌株毒性的

分子机理时，我们利用 qRT-PCR 检测了野生型

RS105 菌株和突变体 R∆pilT 中主要毒性相关基因

的表达情况。结果显示，与 hrp 基因表达调控相

关的两个主要调控因子 hrpG 和 hrpX 基因的表达

量明显降低，并且与 T3SS 形成相关的 hrcC 基因

表达同样明显降低(图 5)，这 3 个基因都是水稻条

斑病菌全毒性所必需的基因[20–21]。由此我们推断，

pilT 基因主要通过影响 hrp 基因表达导致其在水

稻上致病性降低。对于 pilT 基因如何影响 hrp 基

因的表达以及在 T4P 形成中的作用机制，有待进

一步探讨。 
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Roles of pilT gene in pathogenicity of Xanthomonas oryzae pv. 
oryzicola on rice 

Yangyang Yang, Lulu Cai, Lifang Zou, Xiaobin Chen*, Gongyou Chen* 
School of Agriculture and Biology, Shanghai Jiao Tong University, Shanghai 200240, China 

Abstract: [Objective] Our previous study found that a Tn5 transposon inserted mutant in pilT gene of 
Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) RS105 strain (the causal agent of bacterial leaf streak) significantly 
reduced bacterial virulence in susceptible rice plants, and the ability to trigger hypersensitive response (HR) on 
non-host tobacco. [Methods] To reveal the roles of pilT gene in bacterial pathogenicity in rice, we constructed a 
deletion mutant of pilT gene in Xoc RS105 named RΔpilT. Then we tested phenotypes of the mutant compared to 
the wild-type RS105 in bacterial virulence, motility and biofilm formation. [Results] The pilT mutant RΔpilT 
significantly reduced bacterial virulence in rice and the ability to trigger HR on tobacco. In addition, compared to 
RS105 strain, RΔpilT mutant displayed severely weakened motility on semisolid medium, and increased the 
production of biofilm. Full virulence, bacterial motility and biofilm formation was restored to the mutant when Xoc 
pilT was expressed in trans. Through qRT PCR analysis, we found that pilT gene was regulated by clp, rpfG, pilA 
and pilC. [Conclusion] These results indicate that pilT gene is essential for full bacterial virulence in rice possibly 
due to the association with the reduced motility and increased biofilm production by the pilT mutation, implying 
that the importance of further investigation on the function of PilT in composition of type IV pili in Xoc. 

Keywords: Xanthomonas oryzae pv. oryzicola, pilT gene, pathogenicity, motility, biofilm 

 
(本文责编：李磊) 

                           

Supported by the National Natural Science Foundation of China (31470235) and by the Ministry of Agriculture of China 
(201303015) 
*Corresponding authors. Tel/Fax: +86-21-34205873; E-mail: Xiaobin Chen, xbchen@sjtu.edu.cn; Gongyou Chen, 
gyouchen@sjtu.edu.cn 
Received: 16 May 2017; Revised: 14 June 2017; Published online: 21 July 2017 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (None)
  /CalRGBProfile (None)
  /CalCMYKProfile (None)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.5
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo false
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Japan Color 2001 Coated)
  /PDFXOutputConditionIdentifier (JC200103)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName (Japan Color 2001 Coated)
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 0
      /MarksWeight 0.283460
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /JapaneseWithCircle
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


