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水稻白叶枯病菌核苷酸信号受体蛋白 !"#$%% 的分子鉴定及其

功能

管文静，吴茂森，何晨阳!

（中国农业科学院植物保护研究所，植物病虫害生物学国家重点实验室，北京 #..#"$）

摘要：【目的】本文的目的为阐明水稻白叶枯病菌（.$-#/(0(-$1 (’23$4 9N> (’23$4，简称 O;;）核苷酸信号途径及

其作用机理。【方法】本研究对推导的信号受体蛋白 3<9P;; 进行了基因克隆、序列分析、缺失突变和互补及

其相关表型的鉴定。【结果】克隆的 "*56(( 基因序列与大肠杆菌 "’5 和铜绿假单胞菌 78’ 的同源性较高，与其

它几种病原黄单胞菌 "*5 高度保守。3<9P;; 序列 1 端具有环化核苷酸 A1QR 结合结构域（3SR IJT），3 端具

有保守的 T1S 结合结构域（UEU I3DR）。用双交换法构建了基因缺失突变体（" "*56((）。与野生型菌株

ROV""S 相比，" "*56(( 的运动性、胞外多糖产生能力和对 U%V% 的抗性均显著降低，基因互补可使之部分恢

复；" "*56(( 胞外酶产生和对烟草致敏性无显著改变。【结论】3<9P;; 可能作为全局性的保守调控因子之一，

调控了 O;; 的鞭毛运动性、胞外多糖产生和对 U%V% 的抗性。
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环鸟苷二磷酸（AIW?IXQR）是近年来新发现的、

广泛存在于细菌中的第二信使，调控了细菌运动性、

生物膜形成、胞外多糖产生、毒性因子表达和解毒作

用等诸多方面的功能［# & $］。在植物病原黄单胞菌中

可能存在 AIW?IXQR 信号途径，但至今对于 AIW?IXQR
受体或效应子了解甚少［!］。最近从甘蓝黑腐病菌中

发现了 ASQR 信号受体蛋白（大肠杆菌 3,9 和铜绿

假单胞菌 YZ,）的同源物 3<9PAA，推测其可能是 AIW?I
XQR 核苷酸信号受体或效应子［4］。

鉴于 AIW?IXQR 信号途径在植物病原细菌致病

性调控中的重要性，本实验室采用功能基因组学的

方法，对 水 稻 白 叶 枯 病 菌（ .$-#/(0(-$1 (’23$4 9N>
(’23$4，简称 O;;）AIW?IXQR 信号途径（包括信号分子

的代谢及其调控）的鉴定、对致病性的调控作用及其

机理开展了系统研究（实验室待发表资料）。本文报

道对推导的核苷酸信号受体蛋白 3<9P;;（OVV!#4H）

进行基因克隆、序列分析、缺失突变和互补及其表型

鉴定的研究结果，目的在于揭示 3<9P;; 在 O;; 运动

性、生物膜形成、毒性因子产生和 U%V% 解毒作用等

方面的调控功能，为进一步阐明 AIW?IXQR 信号传导

途径在 O;; 中作用机理提供科学依据。

& 材料和方法

&’& 材料

&’&’& 供试菌株、质粒及培养条件：供试细菌菌株

和质粒的特征及来源列于表 #。O;; 菌株 ROV""S 及

其突变体在 %H[ R0S 培养基（细菌培养用蛋白胨 #.
L5C，蔗糖 #. L5C，谷氨酸 #\. L5C，9U’\.）上培养。大

肠杆菌（91"/4’&"/&$ "(*&）在 $’[ C] 培养基（细菌培



养用蛋白胨 !" #$%，细菌培养用酵母膏 & #$%，’()*
!" #$%，+,-."）上培养。试验用抗生素浓度：氨苄青

霉素（/0+）&"!#$0%、卡那霉素（1(2）&"!#$0% 和壮

观霉素（3+）4"!#$0%。

表 ! 本研究所用细菌菌株及质粒

5(6*7 ! 587 6(9:7;<(* =:;(<2= (2> +*(=0<>= ?=7> <2 :8<= =:?>@
3:;(<2 A; +*(=0<> )8(;(9:7;<=:<9= 3A?;97

!"#$%&’#$’( #)*’

B,&" !+, *(#-"./0，"（ *(#-123(&45）6/78，&%#2/，%9:2/，;$’3/ C?; *(6A;(:A;@

< D )&=>(% +ED )&=>(%

FGCHH/ I<*>J:@+7 =:;(<2，F8<*<++<27 ;(97 K C?; *(6A;(:A;@

##*?@)) L227; >7*7:7> #*? #727 58<= =:?>@

##*?@))：：A 3+M，##*? 9A0+*7072:7> N<:8 +,O9*+ 58<= =:?>@

F*(=0<>

+OB!PJ5 /0+M，A)*!/ A;<#<2，5JE79:A; 5(M(1( )AD

+1!P0A6=(9Q "(#B，*(9R(，10;，09= 0A6<*<S(6*7 C?; *(6A;(:A;@

+,O! 3+M，30M，#)"，?(&2，C9#D，>7;<E(:<E7 AT +ML4" ,A+U<2= 7: (* D，!HHV

+OB9*+ +OB!PJ5 N<:8 T;(#072: 9A2:(<2<2# #*?@)) 58<= =:?>@

+OB9*+JB +OB9*+ N<:8 >7*7:7> +(;:= AT #*?@)) =7W?7297 58<= =:?>@

+139*+JB +1!P3(9Q N<:8 >7*7:7> +(;:= AT #*?@)) =7W?7297 58<= =:?>@

+,O9*+ +,O! N<:8 T;(#072: 9A2:(<2<2# #*?@)) 58<= =:?>@

! "! "# 主要试剂和仪器：限制性内切酶、E(F B’/
聚合酶和 54 B’/ 连接酶购自 5(1(M(（大连）公司；

凝胶回收试剂盒纯化试剂盒，B’/ 分子量标准购自

诺德 金 生 物 公 司；)(;6AX@07:8@* )7**?*A=7，)O) 和

MQQJX@*(2 购自 3<#0( 公司。电击仪（QLCJM/B 公司

F*?=7 )A2:;A**7; 仪）；全自动 B’/ 测序仪（/QL F;<=0
Y--）。

!$# 基因克隆和序列分析

用 B’/O/’ K 软件对 GAA 菌株 1/))!"YY! 基

因组中 #*?@)) 序列（GCC4!&P）进行分析，设计特异

性引物（ #*?@))Z$M）（表 V），以 FGCHH/ 基因组 B’/
为模板，进行 F)M 扩增，扩增条件：H4[ Y 0<2；H4[
Y" =，K![ 4" =，-V[ ! 0<2，Y& 个循环；-V[ & 0<2。

!.V\琼脂糖凝胶电泳进行产物检测，使用凝胶回收

纯化试剂盒和 +OB!PJ5 ]79:A; 试剂盒进行基因纯化

和连接，获得质粒 +OB9*+。常规 )()*V 法制备热击

感受态细胞，按照文献［K］的方法热击转化 ! D #)*’
细胞。经酶切，F)M 检测后，跳取 & 个克隆用 /QL
F;<=0 Y-- 测序仪进行基因 序 列 测 定。用 B’/3:(;
-.!、B’/O/’ K 和 Q<A^><: - 进 行 序 列 分 析；用

3O/M5（8::+：$$=0(;: D 706*J87<>7*67;# D >7）和 )B3 进行

蛋白质结构域分析；用 Q*(=: 进行序列同源性比对。

!$% 基因缺失突变体构建及其互补分析

参照文献［-］的方法进行基因标记交换。用于

基因标记交换的自杀性质粒载体 +1!P0A6=(9Q 不能

在 FGCHH/ 中复制和扩增，并且含有蔗糖致死基因

"(#B，带有该质粒的菌株在含有蔗糖的培养基上不

能生长。用 G";$消化 +OB9*+，切除基因 #*?@)) 中

间约 VP" 6+，进行自连和电泳回收。用 H’9>%和

<I($消化中间序列缺失的 +OB9*+JB，连接到经同

样酶切处理的 +1!P0A6=(9Q，获得重组质粒 +139*+J
B。用电击法将 +139*+JB 转化到 FGCHH/ 后，涂布

于 F3/ _ 1(2M 平板上生长，长出的菌落在含 !"\蔗

糖的 F3/ 上划线。对长出的菌落用引物 #*?@))Z$M
进行 F)M，筛选和验证突变体（! #*?@))）。

设计特异性引物 #*?@))VZ$VM（表 V），扩增 #*?@))
全长基因及前后 Y"" 6+ 序列（推测基因前后 Y"" 6+
序列能够包含全部启动子区域）克隆到广寄主质粒

载体 +,O! 上，获得重组质粒 +,O9*+。用电击法转

化到! #*?@)) 中，涂布在 F3/ _ 3+ 平板上生长，将长

出的菌落重新转接在 F3/ _ 3+ 平板，重复转接 Y 次

以上，得到互补子。对互补菌株! #*?@))：：) 进行提

取质粒及其酶切验证。

表 # 本研究所用引物列表

5(6*7 V 587 =7W?7297= AT +;<07;= ?=7> <2 :8<= =:?>@
F;<07;= 37W?7297=（&‘"Y‘）
#*?@))Z ))5)5/a/aa)/))/5)a/a)a555)
#*?@))M ))//a)55/aa)/a5)a55)a/a5aaa
#*?@))VZ ))aa5/))5a)a/5/55a/aa/5a55aa
#*?@))VM ))a5)a/))aa5//aa)a)5a5/aa5
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!"# 细菌运动性、胞外酶和多糖产生、$%&% 抗性和

对烟草致敏性的测定

将细菌培养至平台期，静置约 !" #$%，观察细菌

沉降能力。参照文献［&］的方法，在含有 "’()琼脂

糖的半固体培养基上进行细菌运动性的测定。参照

文献［*］的方法，检测浓度为 +"" ##,-./ 0121 所形

成抑菌圈，进行细菌对 0121 敏感性测定。参照文

献［3"］的方法，用结晶紫染色法检测细菌形成生物

膜的能力。参照文献［+］，用乙醇沉淀3"" #/菌液，

进行胞外多糖产生能力测定。参照文献［33，31］的

方法，检测培养基上菌落周围产生的底物水解圈，进

行纤维素酶和木聚糖酶活性的测定。参照文献［3(］

的方法，将菌悬液（!"4"" 5 "’+）注射接种到普通烟

叶片，接种后 1 6 观察叶片 07 的产生。

% 结果和分析

%"! ’()*++ 的基因克隆、功能结构域和序列同源性

以 8,, 菌株 982**: 基因组 ;<: 为模板，用特

异性引物进行 9=7 扩增，成功地获得了 *1" >? 的

#$%&’’ 基因片段及其旁侧序列。将这些克隆片段进

行测序，其序列与 @A%BC%D 中 982**: 菌株基因序列

完全一致。

生物信息学分析表明，=-?E,, 是 =:9 蛋白家族

成员之一，由 1(" 个氨基酸组成，分子量为 1+’4+
D;C，< 端 3&F3(G 氨基酸具有环化核苷酸 H<I9 结合

结构域（=:9 FJ;），= 端 3&"F11& 氨基酸具有 ;<: 结

合保守结构域（0K0 F=79），通过结合靶基因启动子

区域、激活基因的转录（图 3）。

图 ! !"#$%% 保守结构域分析

L$MN3 ;,#C$% COHP$QAHQROA ,S #$%&’’ N

#$%&’’ 与其它 3" 种重要动植物病原细菌同源

序列进行比对表明，#$%&’’ 基因序列与大肠杆菌 #(%
和铜绿假单胞菌 )*( 具有较高的同源性，氨基酸同源

性分别为 !1’G*)和 !4’11)；#$%&’’ 与其它几种黄

单胞菌 #$% 相比较，氨基酸同源性均为 *")以上，说

明 #$% 在黄单胞杆菌中高度保守。系统发育聚类分

析表明，33 种重要动植物病原菌可分为 ( 类，第一

类为葡糖醋酸杆菌；第二类为黄单胞杆菌，大肠杆菌

和铜绿假单胞杆菌；第三类为金黄色葡萄球菌、化脓

性链球菌和变形链球菌（图 1）。

%"% !!"#$%% 突变体构建和互补

根据 #$%&’’ 上下游相邻核苷酸序列，设计引物

#$%&’’L.7 扩增 *1" >? 片段，构建用于基因突变的重

组质粒 ?TUH-?F;。将 ?TUH-?F; 导入 982**: 后，缺

失片段两端的 #$%&’’ 片段与 982**: 基因组相应的

片段发生同源重组和双交换事件，从而获得了基因

缺失 突 变 体（! #$%&’’）（图 (F:）。对 982**: 和

! #$%&’’ 进 行 #$%&’’ 片 段 的 9=7 检 测，发 现 引 物

H-?E,,L.7 从! #$%&’’ 中的扩增条带比 982**: 中的

小 1&" >?（图 (FB），表明! #$%&’’ 基因组中己缺失了

#$%&’’。

图 , ! !"#$%% 突变体构建
L$MN( =,%VQORHQ$,% ,S ! #$%&’’ #RQC%Q ,S +,-./’0’-,1 ’(23,4 ?WN ’(23,4 982**: N :：UHPA#CQ$H RVA6 $% MA%A 6A-AQ$,%

#RQC%Q H,%VQORHQ$,%N B：9=7 C#?-$S$HCQ$,% ,S H-?E,, $% 982**: C%6 ! #$%&’’ N IN ;/1""" ICODAO；3’! #$%&’’；1’982**: N

将构建好的互补载体 ?0IH-? 电击转化到相应

的突变体中，在 9U: X U? 平板上连续培养，挑选互

补子（U?7）。对互补子进行质粒提取和酶切分析验

证（未列出资料），获得了互补菌株! #$%&’’：：=。

%", !!"#$%% 突变体的表型

分 别 对 982**:、! #$%&’’ 及 其 互 补 菌 株

! #$%&’’：：= 进行细菌鞭毛运动性、沉降能力、生物

膜形成、0121 敏感性、胞外降解酶活性、胞外多糖产

!( YA%Z$%M @RC% AQ C- N .5#., 67#(’87’$’97#, :7-7#,（1""*）!*（3）
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图 ! 氨基酸同源性分析及 !"# 系统发育聚类分析

!"#$% &’()’*+’ ,"-"./0"12 /*3 452.6#’*’,", 67 8.4 /*3 56-6.6#)’,$ 9：:’41"3’ ,’()’*+’ /."#*-’*1 67 8.4;66 67 ! $ "#$%&’ 4<$ "#$%&’ :=>??9，8.4;++ 67
! $ (&)*’+,#-+ 4<$ (&)*’+,#-+ 9@88 AA?BA，804 67 . $ ("/- /*3 C70 67 0 $ &’#12-3"+& $ @5’ +DE:F/*3 GD9FH"*3"*# 36-/"*, 40’3"+1’3 I’0’ "*3"+/1’3$ @5’
/-"*6 /+"3 0’,"3)’, JKB，LK%，MN%，&NA，@B%K /*3 &B%N 67 804 "-4."+/1’3 "* +9E: H"*3"*# I’0’ "*3"+/1’3 "* /006I,$ @5’ +6*,’0<’3 5’.";F1)0*F5’."; -61"7 "*
GD9FH"*3"*# 36-/"* I/, )*3’0."*’3$ J’*H/*O /++’,,"6* *)-H’0：+.4;66 99PKKQB%；+.4;++ 89:Q?NAR；+04 998KRAN%；<70 99JSQSQB$ T：=66，=$ 602U/’
4<$ 602U/’ :=>??9；=++，! $ (&)*’+,#-+ 4<$ (&)*’+,#-+ 9@88 AA?BA；=/+，!&3,4")"3&+ &5"3"*"6-+ 4<$ (-,#- ASR；=+<，! $ (&)*’+,#-+ 4<$ 7’+-(&,"#-& NV
W BS；J3"，8/1("3&(’,"9&(,’# 6-&%",#"*4-(1+ :9. V；&/,，:,&*4$/"("((1+ &1#’1+ ,)H,4$ /)0’), X&9ASS F@8YBVBR；&-)，:,#’*,"("((1+ )1,&3+ X9BV?；&42，
:,#’*,"("((1+ *$"2’3’+ EJ9&N%A%；L$ +6."，.+(4’#-(4-& ("/- ;<= +19+,# > ?8<@AA；:/’，0+’16")"3&+ &’#12-3"+& BCD00E0F<G

生、和致敏性测定（图 Q，V）。与野生型菌株 :=>??9

相比，! (/*5"" 在菌体沉降、半固体培养基上的泳

动、胞外多糖产生和 Y%>% 抗性方面发生了显著的

改变；基因互补可以部分恢复! (/*5"" 的表型。此

外，与 :=>??9 相比，! (/*5"" 在生物膜形成、胞外纤

维素酶和木聚糖酶活性、引起非寄主植物烟草 YM
的能力方面无明显改变。

" 讨论

近年来，病原细菌环化核苷酸信号途径及其作

用机理的研究受到愈来愈多的关注。对大肠杆菌和

铜绿假单胞菌的相关研究发现，环化寡核苷酸信号

受体蛋白 804 和 C70 通过结合 +9E:、调控着细菌许

多方面的生物学功能。然而，虽然己报道在黄单胞

菌中发现了 804 和 C70 的同源物，但在基因组中至今
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图 ! ! !"#$%% 突变体运动性、菌体沉降、"#$# 敏感性、
生物膜形成、诱导烟草叶片过敏性反应测定
!"#$ % &’()*+"’, -.)",")/，(*,, 0+*("0")’)".1，2343 5*15")"6")/，7".8",-
8.+-’)".1， *9)+’(*,,:,’+ *1;/-* 0+.<:()".1， ’1< "1<:()".1 .8
=/0*+5*15")"6* +*50.15* .1 ).7’((. ,*’6*5 .8 !"#$%&’&#"( &)*+", 06$
&)*+", 5)+’"15$

未发现负责合成 (>?@ 的 -*" 同源物，也未检测到

(>?@ 信号物质的存在［%A］。表明 B,0 可能通过结合

其它寡核苷酸发挥作用。由于黄单胞菌存在 (C<"C
D?@ 信号途径，推测 B,0 可能作为潜在的信号分子

受体，调控下游基因表达及其表型。

本研究首先对 B,09.. 进行分子克隆及其功能鉴

定，报道了 B,09.. 是 B+0 和 E8+ 的同源物，F 端具有

环化核苷酸 (F?@ 结合结构域，推测其可能是 (C<"C
D?@ 的受体；明确了它对细菌运动性、毒性因子产

生、生物膜形成以及 2343 解毒的调控作用。B,09..
基因发生缺失突变明显地影响了病菌的运动能力、

图 % ! !"#$%% 突变体胞外多糖产生测定
!"#$ G H9)+’(*,,:,’+ 0.,/5’((=’+"<* 0+.<:(").1 .8 !"#$%&’&#"( &)*+",

06$ &)*+", 5)+’"15$

胞外多糖产生和 2343 抗性，基因互补可使之恢复。

这些因为 -./0&& 突变所引起的表型变化与 (C<"CD?@
调控 的 细 胞 功 能 很 类 似（作 者 另 文 发 表），表 明

B,09.. 可能位于 (C<"CD?@ 信号途径的下游，调控病

菌的生物学功能。目前，正在深入地分析 (C<"CD?@
代谢相关基因对下游的 -./0&& 表 达 的 影 响、(C<"C
D?@ 与 B,09.. 的直接结合作用，以阐明二者之间的

关系。

B,09.. 除 F 端具有 (F?@ 结合结构域，B 端具有

IF> 结合结构域，具备转录激活子典型的结构特

征。B,09.. 不仅在植物病原黄单胞菌中具有高度保

守的序列同源性，而且在其它动物和医学病原细菌

中也具有一定的序列同源性，表明其在动植物病原

细菌中的结构保守性。有必要深入研究 B,09.. 是否

具有功能上的保守性。一旦得以阐明，它可能会成

为一个新型抗菌药物的分子靶标。
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