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犺狉犮犙基因决定水稻条斑病菌在非寄主烟草上的过敏性反应和

在寄主水稻上的致病性
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摘　要：水稻条斑病菌（犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪）犺狉犮犙 基因在动植物病原细菌中高度保守。不同植物病原细菌的

ＨｒｃＱ蛋白因在Ｎ端有变化，推测可能与分泌的效应分子特异性有关。但水稻条斑病菌 ＨｒｃＱ蛋白对Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢ

ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）的形成以及对效应分子的分泌性影响还不清楚。为弄清 ＨｒｃＱ蛋白在此方面的作用，利用同源重组

方式获得了水稻条斑病菌犺狉犮犙基因的敲除突变体，该突变体丧失了在烟草上激发过敏性反应的能力和在水稻上的致病性。

犺狉犮犙基因与水稻细胞互作时受诱导表达。蛋白质蛋白质互作结果显示，ＨｒｃＱ可分别与 Ｈｐａ１、ＨｒｃＮ、ＨｒｐＢ５和 ＨｒｐＢ２互

作。分泌性检测发现，ＨｒｃＱ不通过 Ｔ３ＳＳ分泌至胞外。犺狉犮犙 基因突变，影响 Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２蛋白分泌。这些结果表明，

ＨｒｃＱ蛋白是形成Ⅲ型分泌系统的基本组分，并通过帮助 Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２等Ｔ３ＳＳ效应因子的分泌，从而影响病菌在非寄主

上的过敏性反应和在水稻上的致病性。这为进一步分析水稻黄单胞菌Ｔ３ＳＳ的形成和分泌机制奠定了基础。

关键词：水稻条斑病菌；犺狉犮犙基因；Ⅲ型分泌系统；过敏性反应；致病性
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　　水稻条斑病菌（犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻

犮狅犾犪，犡狅犮）侵染水稻产生细菌性条斑病（ｂａｃｔｅｒｉａｌ

ｌｅａｆｓｔｒｅａｋ，简称条斑病），是东南亚国家和我国水

稻上的重要细菌病害，在局部地区已成为水稻上的

第四大病害［１］。犡狅犮在非寄主植物上的过敏性反应

（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ）和在寄主植物上的致病

性（ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ）是由犺狉狆基因簇决定的
［２］。犺狉狆

基因编码Ⅲ型分泌系统（ｔｙｐｅⅢｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，

Ｔ３ＳＳ）将各类效应蛋白（Ｔ３ＳＳｅｆｆｅｃｔｏｒｓ）注入植物

细胞 中，干 扰 和 改 变 植 物 的代 谢 途 径 从 而 导

收稿日期：２０１００３３１；修改稿收到日期：２０１００５１０。

基金项目：国家９７３计划资助项目（２００６ＣＢ１０１９０２）；国家自然科学

基金资助项目（３０７１０１０３９０２）；国家公益性行业（农业）科研专项资

助项目（ＮＹＨＹＺＸ０７０５６）。
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致植物产生抗（感）病性［３］。犡狅犮的犺狉狆 基因簇位于

染色体上２７ｋｂ的区域，由９个犺狉犮 （犺狉狆ｃｏｎ

ｓｅｒｖｅｄ）、１０个犺狉狆和８个犺狆犪（犺狉狆ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ）基

因构成［４］。９个犺狉犮（犺狉狆ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ）基因在动植物

病原细菌中高度保守，推测编码Ⅲ型分泌系统的核

心组分。生物信息学和蛋白质蛋白质互作研究推

测ＨｒｃＲ、ＨｒｃＳ、ＨｒｃＴ、ＨｒｃＵ和 ＨｒｃＶ蛋白位于细

菌内膜上［５６］；ＨｒｃＣ蛋白位于外膜环上
［５６］；ＨｒｃＪ蛋

白跨膜连接内膜和外膜环［６］；ＨｒｃＮ是一个ＡＴＰ酶

（ＡＴＰａｓｅ），主要位于Ｔ３ＳＳ系统内膜环的顶部，能

够水解 ＡＴＰ，提供能量，驱动效应蛋白通过 Ｔ３ＳＳ

分泌［７８］；ＨｒｃＱ是一个可溶性的蛋白，在细胞中的

精确定位还不清楚［６］。在植物病原细菌犘狊犲狌犱狅

犿狅狀犪狊狊狔狉犻狀犵犪犲中ＨｒｃＱ的ＨｒｃＱ（Ｂ）亚基以及动物

病原细菌犛犺犻犵犲犾犾犪中的 ＨｒｃＱ（Ｂ）同源物Ｓｐａ３３，都

与ＴＴＳＳ的Ｃ环结构的组成相关
［９１０］。而在水稻条

斑病菌中，是否所有的 Ｈｒｃ蛋白都是病菌在水稻上

致病所必需的以及这些 Ｈｐａ、Ｈｒｃ和 Ｈｒｐ蛋白如何

相互作用构成Ｔ３ＳＳ系统，仍然不清楚。本研究通

过基因敲除、致病性测定、酵母双杂交和免疫杂交等

方式研究了水稻条斑病菌的犺狉犮犙基因对于致病性

的贡献、表达特性、ＨｒｃＱ蛋白的Ｔ３ＳＳ分泌性以及

ＨｒｃＱ蛋白与其他 Ｈｒｐ蛋白的互作关系，以期为揭

示水稻条斑病菌与水稻的分子互作机制提供科学线

索。

１　材料与方法

１．１　供试菌株和质粒

本研究所用的菌株及质粒详见表１。水稻条斑

病菌培养于 ＮＡ 固体和 ＮＢ液体培养基中，置于

２８℃下生长；大肠杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）于ＬＢ培

养基中３７℃下培养。犺狉狆诱导培养基为ＸＯＭ３
［１１］。

生长中所用到的抗生素终浓度：氨苄青霉素（Ａｐ）

１００μｇ／ｍＬ；卡那霉素（Ｋｍ）２５μｇ／ｍＬ；利福平

（Ｒｉｆ）１００μｇ／ｍＬ；硫酸链霉素（Ｓｍ）１００μｇ／ｍＬ和

壮观霉素（Ｓｐ）２５μｇ／ｍＬ。

１．２　植物材料

烟草为本生烟（犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪），水稻

品种为ＩＲ２４，种植于南京农业大学温室中。水稻悬

浮细胞的培养按照肖友伦等［１１］的方法进行。

１．３　主要试剂、引物合成及相关仪器

水稻条斑病菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒、质粒

提取试剂盒、凝胶回收试剂盒均购于Ａｘｙｇｅｎ公司。

总ＲＮＡ提取试剂盒、反转录试剂盒、ｐＭＤ１８Ｔ载

体、限制性内切酶、连接酶、犈狓犜犪狇 酶和 ＤＮＡ

ｍａｒｋｅｒ均购于大连 ＴａＫａＲａ公司。Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交

所用试剂及探针标记试剂盒购于 Ｒｏｃｈｅ公司。本

研究所用引物（表２）由金思瑞科技（南京）公司合

成。凝胶成像系统（ＧｅｌＤｏｃ２０００ＴＭ ＢＩＯＲＡＤ，

ＵＳＡ）购于ＢｉｏＲａｄ。ＣＭｙｃ多克隆抗体购于金思

瑞科技（南京）公司。

１．４　水稻条斑病菌犺狉犮犙突变体的构建

以菌株ＲＳ１０５的犺狉狆基因簇序列（ＡＹ８７５７１４）

为依据，根据基因位置和转录方向，分别选取犺狉犮犙

基因编码区上游３４６ｂｐ和下游９０９ｂｐ的ＤＮＡ片

段作为左右同源臂。以ＲＳ１０５菌株的基因组ＤＮＡ

为模板，分别使用ｈｒｃＱ１Ｆ和ｈｒｃＱ１Ｒ及ｈｒｃＱ２Ｆ

和ｈｒｃＱ２Ｒ 引物（表２）进行 ＰＣＲ 扩增。分别经

犅犪犿ＨⅠ犡犫犪Ⅰ及犡犫犪Ⅰ犛犪犾Ⅰ双酶切、纯化，连接

在经犅犪犿ＨⅠ犛犪犾Ⅰ酶切的ｐＫＭＳ１载体上，获得

ｐＫＭＳΔＲ犺狉犮犙的重组载体（表１）。通过电转化将

ｐＫＭＳΔＲ犺狉犮犙质粒导入 ＲＳ１０５菌株中，在不含蔗

糖的ＮＡ＋Ｋｍ培养基上筛选第一次同源重组的单

交换子，再在１０％蔗糖的 ＮＡ平板上借助狊犪犮犅 的

负选择压力进行第二次同源交换，对应 ＮＡ＋Ｋｍ

平板上不生长的菌落，即为 犺狉犮犙 基因突变体

ΔＲ犺狉犮犙。为了准确，以ｈｒｃＱ１Ｆ和ｈｒｃＱ２Ｒ为引

物对 ΔＲ犺狉犮犙 进 行 ＰＣＲ 验 证；以 ｈｒｃＱ１Ｆ 和

ｈｒｃＱ１Ｒ扩增获得的ＰＣＲ片段为探针进行Ｓｏｕｔｈ

ｅｒｎ杂交验证。

１．５　功能互补

以 ＣｈｒｃＱＦ 和 ＣｈｒｃＱＲ 为引物 （表 ２），以

ＲＳ１０５的基因组ＤＮＡ为模板，经ＰＣＲ扩增得到包

含犺狉犮犙启动子区域的１３６６ｂｐ的功能互补片段。

经犅犪犿ＨⅠ犈犮狅ＲⅠ双酶切后克隆到经相同酶切处

理的ｐＵＦＲ０３４载体上，得到重组质粒ｐＵＦＲ犺狉犮犙。

将ｐＵＦＲ犺狉犮犙载体电转化至ΔＲ犺狉犮犙 的感受态细

胞中，获得经ＰＣＲ验证的功能互补子ＣΔＲ犺狉犮犙。

１．６　水稻上致病性、烟草上过敏性反应以及细菌生

长能力的测定

水稻条斑病菌各供试菌株培养至对数生长期，

菌体浓度约为３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ（犗犇６００＝０．５）。使用

无针头注射器将菌液注射到叶龄为１４ｄ的ＩＲ２４水

稻叶中，３ｄ后观察水渍症状的形成，同时每隔１ｄ

取注射区域的水稻叶片研碎，通过梯度稀释涂布在

含有相应抗生素的ＮＡ平板上，３～４ｄ后统计细菌

数量，连续测定５ｄ，试验重复３次。使用带有菌

液的针头针刺两个月龄的水稻叶片，共计１０张叶

２１ 中国水稻科学（犆犺犻狀犑犚犻犮犲犛犮犻）　第２５卷第１期（２０１１年１月）



表１　本研究所用菌株和质粒

犜犪犫犾犲１．犛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犻狊狊狋狌犱狔．

菌株和质粒

Ｓｔｒａｉｎａｎｄｐｌａｓｍｉｄ

特性

Ｐｒｏｐｅｒｔｙ

来源

Ｓｏｕｒｃｅ

酵母Ｙｅａｓｔ

　ＡＨ１０９ ＭＡＴａ，ｔｒｐ１９０１，ｌｅｕ２３，１１２，ｕｒａ３５２，Ｈｉｓ３２００，ｇａｌ４，ｇａｌ８０，

ＬＹＳ２∷ＧＡＬ１ＵＡＳＧＡＬ１ＴＡＴＡＨｉｓ３

Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ

大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻

　ＤＨ５α φ９０，犾犪犮犣Δ犿１５，ｒｅｃＡ，ｈｏｓｔｓｏｆｐＵＣ１８２Ｔ，ｐＵＣ１９２Ｔ，ｐＲＦＲ０３４，ａｎｄｔｈｅｉｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎｅ

水稻条斑病菌犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪

　ＲＳ１０５ Ｒｉｆｒ，野生型，中国２号小种 本实验室

Ｒｉｆｒ，ｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎ，Ｃｈｉｎｅｓｅｒａｃｅ２ Ｔｈｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

　ΔＲ犺狉犮犙 Ｒｉｆｒ，野生型ＲＳ１０５的犺狉犮犙 基因敲除突变体 本研究

Ｒｉｆｒ，ｔｈｅ犺狉犮犙ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｕｔａｎｔｏｆｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＲＳ１０５ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ＣΔＲ犺狉犮犙 Ｒｉｆｒ，Ｋｍｒ，犺狉犮犙 基因敲除突变体的功能互补菌株 本研究

Ｒｉｆｒ，Ｋｍｒ，ａｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｓｔｒａｉｎｏｆｔｈｅ犺狉犮犙ｋｎｏｃｋｏｕｔｍｕｔａｎｔ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ΔＲ犺狉犮犞 Ｒｉｆｒ，野生型ＲＳ１０５的犺狉犮犞 基因敲除突变体 本实验室

Ｒｉｆｒ，ｔｈｅ犺狉犮犞ｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｍｕｔａｎｔｏｆｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＲＳ１０５ Ｔｈｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

质粒Ｐｌａｓｍｉｄ

　ｐＧＢＫＴ７ Ｋｍｒ，ＤＮＡ／ｂａｉｔ，ｃＭｙｃ，ＴＲＰ１，７．３ｋｂ Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ

　ｐＧＡＤＴ７ Ａｐ
ｒ，ＡＤ／ｌｉｂｒａｒｙ，ＨＡ，ＬＥＵ２，８．０ｋｂ Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ

　ｐＡ犺狉犮犙 Ａｐ
ｒ，构建在ｐＧＡＤＴ７上，含有犺狉犮犙 基因的８３１ｂｐ片段 本研究

Ａｐ
ｒ，ａ８３１ｂｐ犺狉犮犙ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＧＡＤＴ７ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＢ犺狆犪１ Ｋｍｒ，构建在ｐＧＢＫＴ７上，含有犺狆犪１基因的４１４ｂｐ片段 本研究

Ｋｍｒ，ａ４１４ｂｐ犺狆犪１ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＧＢＫＴ７ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＢ犺狉犮犖 Ｋｍｒ，构建在ｐＧＢＫＴ７上，含有犺狉犮犖 基因的１３３０ｂｐ片段 本研究

Ｋｍｒ，ａ１３３０ｂｐ犺狉犮犖ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＧＢＫＴ７ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＢ犺狉狆犅２ Ｋｍｒ，构建在ｐＧＢＫＴ７上，含有犺狉狆犅２基因的３９３ｂｐ片段 本研究

Ｋｍｒ，ａ３９３ｂｐ犺狉狆犅２ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＧＢＫＴ７ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＢ犺狉狆犅５ Ｋｍｒ，构建在ｐＧＢＫＴ７上，含有犺狉狆犅５基因的２６１ｂｐ片段 本研究

Ｋｍｒ，ａ２６１ｂｐ犺狉狆犅５ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＧＢＫＴ７ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＭＤ１８Ｔ Ａｐ
ｒ，ＴＡ克隆载体，来源于ｐＵＣ１８ ＴａＫａＲａ

Ａｐ
ｒ，ＴＡｃｌｏｎｉｎｇｖｅｃｔｏｒ，ｐＵＣ１８ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ

　ｐＭＤ１８犺狉犮犙犿狔犮 Ａｐ
ｒ，构建在ｐＭＤ１８Ｔ上，犺狉犮犙 和犿狔犮融合基因质粒 本实验室

Ａｐ
ｒ，Ｔｈｅｆｕｓｉｏｎｇｅｎｅｏｆ犺狉犮犙ａｎｄ犿狔犮ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＭＤ１８Ｔ Ｔｈｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

　ｐＫＭＳ１ Ｋｍｒ，６．４ｋｂ，ｐＵＣ１８的多克隆位点，含有犿狅犫、狅狉犻犞 和狊犪犮犅 基因 本实验室

Ｋｍｒ，６．４ｋｂ，ｐＵＣ１８ｐｏｌｙｌｉｎｋｅｒ，ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ犿狅犫，狅狉犻犞，ａｎｄ狊犪犮犅 Ｔｈｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

　ｐＨＭ１ Ｓｐ
ｒ，广泛寄主范围的载体，含有ｐＵＣ１９的多克隆位点 Ｈｏｐｋｉｎｓｅｔａｌ

［１２］

ＳＰｒ，ＢｒｏａｄｈｏｓｔｒａｎｇｅｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｐＵＣ１９ｐｏｌｙｌｉｎｋｅｒ

　ｐＵＦＲ０３４ Ｋｍｒ，８．７ｋｂ，ＩｎｃＷ，Ｎｍｒ，Ｍｏｂ＋，ＬａｃＺａ＋，ｃｏｓｍｉｄ ＤｅＦｅｙｔｅｒ
［１３］

　ｐＫＭＳΔＲ犺狉犮犙 Ｋｍｒ，构建在ｐＫＭＳ１上，含有犺狉犮犙 基因左右两端同源臂１２５５ｂｐ的融合片段 本研究

Ｋｍｒ，ａ１２５５ｂｐｆｕｓｉｏｎｏｆｔｈｅｌｅｆｔａｎｄｒｉｇｈｔｆｌａｎｋｉｎｇｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｔｈｅ犺狉犮犙ｌｏｃｕｓｗａｓｌｉｇａｔｅｄ

ｉｎｔｏｐＫＭＳ１

Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＨ犺狆犪１犿狔犮 Ｓｐ
ｒ，Ｓｍｒ，构建在ｐＨＭ１上，含有犺狆犪１和犿狔犮的６０４ｂｐ的融合基因 本实验室

ＳＰｒ，Ｓｍｒ，ａ６０４ｂｐｆｕｓｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ犺狆犪１ａｎｄ犿狔犮ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＨＭ１ Ｔｈｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

　ｐＨ犺狉狆犅２犿狔犮 Ｓｐ
ｒ，Ｓｍｒ，构建在ｐＨＭ１上，含有犺狉狆犅２和犿狔犮的６２４ｂｐ的融合基因 本实验室

ＳＰｒ，Ｓｍｒ，ａ６２４ｂｐｆｕｓｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ犺狉狆犅２ａｎｄ犿狔犮ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＨＭ１ Ｔｈｉｓｌａｂｏｒａｔｏｒｙ

　ｐＨ犺狉犮犙犿狔犮 Ｓｐ
ｒ，Ｓｍｒ，构建在ｐＨＭ１上，含有犺狉犮犙 和犿狔犮的１４８１ｂｐ的融合基因 本研究

ＳＰｒ，Ｓｍｒ，ａ１４８１ｂｐｆｕｓｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ犺狉犮犙ａｎｄ犿狔犮ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＨＭ１ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　ｐＵＦＲ犺狉犮犙 Ｋｍｒ，构建在ｐＵＦＲ０３４上的携带犺狉犮犙 基因及其启动子的１３６６ｂｐ的片段 本研究

Ｋｍｒ，ａ１３６６ｂｐｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｐｒｏｍｏｔｅｒａｎｄＯＲＦｏｆ犺狉犮犙（ＲＳ１０５）ｌｉｇａｔｅｄｉｎｐＵＦＲ０３４ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　　Ｋｍ
ｒ
－卡那霉素抗性；Ｒｉｆｒ－利福平抗性；Ｓｐ

ｒ
－壮观霉素抗性；Ａｐ

ｒ
－青霉素抗性；Ｓｍｒ－链霉素抗性。

Ｋｍ
ｒ，Ｋａｎａｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ；Ｒｉｆ

ｒ，Ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ；Ｓｐ
ｒ，Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ；Ａｐ

ｒ，Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ；Ｓｍ
ｒ，Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ．

片，１４ｄ后测量病斑长度。以同样的菌液浓度注射

非寄主烟草，２４ｈ内观察过敏性反应是否形成，重

复３次。

１．７　细菌犚犖犃提取和犚犜犘犆犚

水稻条斑病菌在犺狉狆诱导培养基ＸＯＭ３中生

长１６ｈ后收集菌体，按照ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ操作手册

３１张鼎鼎等：犺狉犮犙基因决定水稻条斑病菌在非寄主烟草上的过敏性反应和在寄主水稻上的致病性



表２　本研究所用引物

犜犪犫犾犲２．犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔．

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′→３′，下划线示酶切位点）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′，ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄａｒｅｔｈｅ

ｓｉｔｅｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｓ）

退火温度

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

延伸时间

Ｔｉｍｅｆｏｒ

ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ／ｓ

片段长度

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

／ｂｐ

ｈｒｃＱ１Ｆ（犅犪犿ＨⅠ） ５′ＴＴＡＧＧＡＴＣＣＧＣＧＧＣＡＧＧＧＡＡＣＴＧＧＧＡＡＧＣＧＴ３′ ５８ ３０ ３４６

ｈｒｃＱ１Ｒ（犡犫犪Ⅰ） ５′ＡＴＴＴＣＴＡＧＡＣＣＴＧＣＣＣＡＧＣＴＧＣＧＣＧＣＧＣＴＣ３′

ｈｒｃＱ２Ｆ（犡犫犪Ⅰ） ５′ＡＴＡＴＣＴＡＧＡＣＧＴＴＧＧＣＴＣＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＧＴ３′ ５６ ６０ ９０９

ｈｒｃＱ２Ｒ（犛犪犾Ⅰ） ５′ＴＡＡＧＴＣＧＡＣＧＡＧＡＴＧＣＧＡＣＧＧＡＴＣＡＴＧＧＧＡＡＣ３′

ＣｈｒｃＱＦ（犅犪犿ＨⅠ） ５′ＴＡＡＧＧＡＴＣＣＧＡＣＣＧＡＧＴＧＧＡＴＡＣＧＣＡＣＧＣＡＡＣ３′ ５８ １５０ １３６６

ＣｈｒｃＱＲ（犈犮狅ＲⅠ） ５′ＡＴＡＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＧＣＡＴＣＴＧＣＡＴＧＣＧＴＧＣＴＣ３′

ｈｒｃＱｍｙｃＦ（犓狆狀Ⅰ） ５′ＴＡＡＧＧＴＡＣＣＡＡＧＣＴＴＴＡＣＡＡＡＣＧＧＡＣＣＣＧＣＣＡＴＣＡＣＧＴＣＴ３′ ６４ ９０ １４８１

ｈｒｃＱｍｙｃＲ（犎犻狀ｄⅢ） ５′ＡＴＡＡＡＧＣＴＴＧＧＴＡＣＣＴＣＡＣＡＧＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＡＡＧＴ

ＴＴＴＴＧＴＴＣＧＧＣＡＴＣＴＧＣＡＴＧＣＧＴ３′

ｈｒｃＱｐＦ（犈犮狅ＲⅠ） ５′ＡＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＣＧＡＣＡＧＡＴＣＧＣＧＡＣＣＧＡＧＴＧＧ３′ ５４ ４０ ５５１

ｈｒｃＱ３１Ｒ ５′ＴＡＡＴＡＴＣＣＡＧＣＴＧＣＡＧＧＣＧＣＡＧＧＣＧＡＧ３′

ｈｐａ１ｍｙｃＦ（犎犻狀ｄⅢ） ５′ＴＴＡＡＧＣＴＴＴＴＣＧＣＧＣＧＴＡＣＡＡＧＣＡＣＡＡＴＴＴＣＧＣＡ３′ ５８ ５０ ６０４

ｈｐａ１ｍｙｃＲ（犘狊狋Ⅰ） ５′ＡＡＣＴＧＣＡＧＴＴＡＣＡＧＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＡＡＧＴＴＴＴＴ

ＧＴＴＣＣＴＧＣＡＴＣＧＡＴＣＣＧＣＴＧＴＣＧＴＴ３′

ｈｒｐＢ２ｍｙｃＦ（犛犪犾Ⅰ） ５′ＡＡＴＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＣＧＣＴＣＡＴＴＣＣＴＣＣＴ３′ ５９ ３５ ３９３

ｈｒｐＢ２ｍｙｃＲ（犎犻狀ｄⅢ） ５′ＴＡＴＡＡＧＣＴＴＣＴＡＣＡＧＡＴＣＴＴＣＴＴＣＡＧＡＡＡＴＡＡＧＴＴＴＴＴ

ＧＴＴＣＣＴＧＧＴＴＣＴＴＣＡＣＣＡＧＣＧＴＣＴＧＣＡＣ３′

（ＴａＫａＲａ公司）提取总 ＲＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳

检测和分光光度计定量后，按照 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐａｓｅ试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）的方法合成ｃＤＮＡ。

以ｃＤＮＡ 为模板，ＰＣＲ 扩增犺狉犮犙 基因。以１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因为内参，校正ｃＤＮＡ模板浓度。２５μＬ

ＰＣＲ体系包括１ＵＥｘ犜犪狇，ＧＣ缓冲液１２．５μＬ，

２．５μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋，２μＬｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），５ｎｇｃＤＮＡ ，２μＬ引物（２０ｐｍｏｌ／

Ｌ），用超纯水定容至２５μＬ。ＰＣＲ条件：９５℃下预

变性５ｍｉｎ；９４℃下变性５０ｓ，５２℃下退火４５ｓ，

７２℃下延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃下充分延伸１０

ｍｉｎ。

１．８　酵母双杂交系统

按照Ｃｌｏｎｅｔｅｃｈ酵母双杂交操作手册，将犺狉犮犙

基因克隆在ｐＧＡＤＴ７载体上，获得重组载体ｐＡ

ｈｒｃＱ，将２６个犺狉狆基因分别克隆在ｐＧＢＫＴ７载体

上，获得相应ｐＢ犺狉狆重组质粒（未全部显示所有构

建）。将 ｐＡｈｒｃＱ 分别和 ｐＢｈｒｐ载体同时导入

ＡＨ１０９酵母细胞中，涂布于营养缺陷的ＳＤ／Ｌｅｕ／

Ｔｒｐ／Ｈｉｓ平板上，于３０℃下培养４ｄ后挑取阳性

克隆，在ＳＤ／Ａｄｅ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ／Ｈｉｓ平板上划线，获

得阳性克隆，随后进行βｇａｌ活性检测。同时设置

ｐＧＡＤＴ７Ｔ 和 ｐＧＢＫＴ７５３ 作 为 阳 性 对 照，

ｐＧＡＤＴ７和ｐＧＢＫＴ７作为阴性对照。

１．９　犎狉犮犙蛋白的Ⅲ型分泌性检测

将ＣＭｙｃ标签与犺狉犮犙基因进行融合，对ＨｒｃＱ

蛋白进行分泌性检测。以ｈｒｃＱｍｙｃＦ和ｈｒｃＱｍｙｃ

Ｒ（表２）为上下游引物，以ＲＳ１０５菌株ｇＤＮＡ为模

板，ＰＣＲ扩增得到１４８１ｂｐ含有启动子和犺狉犮犙 基

因的片段；ＰＣＲ产物纯化回收后与ｐＭＤ１８Ｔ载体

连接，获得重组载体ｐＭＤ１８ｈｒｃＱｍｙｃ。重组载体

ｐＭＤ１８ｈｒｃＱｍｙｃ及ｐＨＭ１载体同时进行犓狆狀Ⅰ和

犎犻狀ｄⅢ双酶切连接，得到重组质粒ｐＨｈｒｃＱｍｙｃ。

按照同样的流程获得犺狆犪１犆犿狔犮和犺狉狆犅２犆犿狔犮

的重组质粒ｐＨｈｐａ１ｍｙｃ和ｐＨｈｒｐＢ２ｍｙｃ。采用电

转化方式，将所得重组质粒分别导入至 ＲＳ１０５、

犺狉犮犞突变体和犺狉犮犙 突变体中，获得相应阳性转化

子（表１）。相应菌株在含有相对应抗生素的ＮＢ培

养液中培养至对数生长期，收集适量菌体，无菌水洗

涤菌体２次后加入２ｍＬＸＯＭ３诱导培养基悬浮菌

体，置于２８℃摇床中培养１６ｈ，１００００×犵下离心５

ｍｉｎ，收集菌体和上清。对上清进行冻干处理，得到

上清蛋白（ＳＮ）。冻干处理后的上清蛋白和离心后

收集的菌体均使用适量的ＰＢＳ进行溶解，并加入

１／５体积的５×ＳＤＳ上样缓冲液，沸水浴５ｍｉｎ，得

到用于加样的上清蛋白（ＳＮ）和总蛋白（ＴＥ），于

－２０℃下保存。在１５％分离胶和６％浓缩胶上进行

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，采用湿转法从蛋白胶转移到

ＰＶＤＦ膜上。ＰＶＤＦ膜置于含有５％脱脂牛奶的封

闭液中，在４℃条件下封闭过夜。将１ｍｇ／ｍＬ的Ｃ

Ｍｙｃ兔抗多克隆抗体按照１∶５０００的比例稀释加

入到封闭液中，３７℃下孵育３０ｍｉｎ，用１×ＴＢＳＴ清

洗３次，１×ＴＢＳ清洗１次，每次清洗置于摇床上１０

ｍｉｎ。在终浓度为０．２μｇ／ｍＬ的羊抗兔ＩｇＧ／ＨＲＰ
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的封闭液中，３７℃下孵育４５ｍｉｎ，用ＴＢＳＴ和ＴＢＳ

清洗。最后用ＥａｓｙｓｅｅＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｋｉｄ荧光底物

溶液孵育３０ｓ，在暗室中将医用Ｘ胶片与膜压入相

片夹曝光５～１５ｍｉｎ，对胶片进行显影和定影，拍照

保存。

２　结果与分析

２．１　犺狉犮犙是水稻条斑病菌在非寄主上激发过敏

性反应和寄主上具有致病性所需的基因

将含有犺狉犮犙 左端臂（３４６ｂｐ）和右端臂（９０９

ｂｐ）的融合片段构建于ｐＫＭＳⅠ中，获得了重组载

体ｐＫＭＳΔ犺狉犮犙，电转化至野生型菌株ＲＳ１０５中，经

两次同源交换，获得犺狉犮犙 缺失突变体ΔＲ犺狉犮犙（图

１Ａ）。用ｈｒｃＱ１Ｆ和ｈｒｃＱ２Ｒ引物分别对野生型

和突变体基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，野生型获得

预期的２０１７ｂｐ条带，突变体缺失了９１５ｂｐ的条带

（图１Ｂ）。以ｈｒｃＱ１Ｆ和ｈｒｃＱ１Ｒ扩增获得的ＰＣＲ

片段为探针，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交结果显示，与野生型相

比，突变体获得一个增加了２５４ｂｐ的信号条带（图

１Ｃ），与预期的结果一致。ＰＣＲ和Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交

结果证实，水稻条斑病菌犺狉犮犙基因被成功敲除。

致病性测定结果显示，犺狉犮犙突变体同犺狉犮犞 突

变体一样，丧失了在苗期水稻上形成水浸症状（图

２Ａ）和在成株期水稻上的致病能力（图２Ｂ），也丧

失了在非寄主烟草上激发过敏性反应的能力（图２

Ｃ），同时在水稻中的生长能力也显著下降（图２Ｄ）。

这提示，犺狉犮犙基因是水稻条斑病菌在水稻上具有致

病性和在非寄主上激发过敏性反应所需的。将

犺狉犮犙基因功能互补突变体ΔＲ犺狉犮犙，结果显示，功

能互补子恢复了在水稻上的致病性和烟草上产生过

敏性反应的能力（图２），细菌在水稻组织中的生长

能力也恢复至野生型水平（图２Ｄ）。这表明犺狉犮犙

基因决定着水稻条斑病菌在烟草上产生过敏性反应

和在水稻上的致病性。

２．２　犺狉犮犙基因受水稻细胞诱导表达

为了揭示水稻条斑病菌犺狉犮犙基因是否受水稻

细胞诱导表达及在病程中的表达特性，将水稻条斑

病菌野生型菌株ＲＳ１０５与水稻悬浮细胞互作，通过

ＲＴＰＣＲ分析犺狉犮犙基因的转录表达水平。结果显

示，犺狉犮犙基因在与水稻细胞互作２ｈ时呈微弱表

达，互作４ｈ时表达水平增高，互作８ｈ时表达水平

最高，互作１６ｈ后表达呈减弱趋势（图３）。这表明

水稻条斑病菌犺狉犮犙 基因受水稻细胞诱导，并参与

了病菌的病程。

图１　水稻条斑病菌犺狉犮犙基因突变体的构建及分子验证

Ｆｉｇ．１．Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｍａｐａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ犺狉犮犙 ｍｕ

ｔａｎｔｏｆ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪．

Ａ－犺狉犮犙敲除突变体的构建。灰色和黑色区域分别代表犺狉犮犙

基因的旁侧序列，连入自杀性载体ｐＫＭＳ１，经两次同源交换，获得

犺狉犮犙基因的敲除突变体。Ｂ代表犅犵犾Ⅰ酶切位点。１Ｆ、１Ｒ、２Ｆ和

２Ｒ代表利用ＰＣＲ扩增的引物结合位点。Ｂ－突变体ＰＣＲ分析。１

－野生型菌株ＲＳ１０５；２－犺狉犮犙突变体。Ｃ－犺狉犮犙突变体Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

杂交分析。野生型和犺狉犮犙突变体基因组ＤＮＡ经犅犵犾Ⅰ酶切，利用

ｈｒｃＱ１Ｆ和ｈｒｃＱ１Ｒ引物进行ＰＣＲ扩增获得的ＤＮＡ片段（灰色区

域）作为Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交的探针。１!

野生型菌株ＲＳ１０５；２!犺狉犮犙

突变体。

Ａ，Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｐｒｏｃｅｓｓｆｏｒｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ犺狉犮犙ｋｎｏｃｋ

ｏｕｔｍｕｔａｎｔ．Ｔｈｅｇｒｅｙａｎｄｂｌａｃｋｒｅｇｉｏｎｓ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｗｏｆｌａｎｋｉｎｇ

ｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅ犺狉犮犙 ｇｅｎｅ，ｗｅｒｅｌｉｇａｔｅｄｉｎｔｏａｓｕｉｃｉｄｅｖｅｃｔｏｒ

ｐＫＭＳ１．Ｔｈｅ犺狉犮犙 ｇｅｎｅｗａｓｋｎｏｃｋｅｄｏｕｔａｆｔｅｒｔｗｏｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ

ｃｒｏｓｓｏｖｅｒｅｖｅｎｔｓｏｃｃｕｒｒｅｄ．Ｂｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇ

ｓｉｔｅｏｆ犅犵犾Ⅰ．１Ｆ，１Ｒ，２Ｆａｎｄ２Ｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｐｒｉｍｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

ｆｏｒＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．Ｂ，ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅ犺狉犮犙ｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕ

ｔａｎｔ．１，ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＲＳ１０５；２，Ｔｈｅ犺狉犮犙 ｍｕｔａｎｔ；Ｃ，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｆｏｒｔｈｅ犺狉犮犙 ｍｕｔａｎｔ．ＴｈｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ（ｔｈｅｇｒｅｙｒｅ

ｇｉｏｎ）ｂｙ１Ｆａｎｄ１ＲｐｒｉｍｅｒｓｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｐｒｏｂｅｆｏｒＳｏｕｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓａｆｔｅｒｔｈｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｓｏｆｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅａｎｄｔｈｅ犺狉犮犙

ｍｕｔａｎｔｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ犅犵犾Ⅰ．１，ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＲＳ１０５；２，Ｔｈｅ

犺狉犮犙ｍｕｔａｎｔ．

２．３　犎狉犮犙不通过犜３犛犛进行分泌

为了证实 ＨｒｃＱ 蛋白是否通过 Ｔ３ＳＳ进行分

泌，将犺狉犮犙基因与ＣＭｙｃ融合，分别导入野生型和

犺狉犮犞突变体中。Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交结果显示，野生型菌

株ＲＳ１０５及其犺狉犮犞 突变体总蛋白中均能检测到

ＨｒｃＱ杂交信号（图４），说明 ＨｒｃＱｍｙｃ蛋白能够有

效表达。但在野生型和犺狉犮犞突变体的细胞外均不

能够检测到 ＨｒｃＱｍｙｃ的杂交信号（图４），说明

ＨｒｃＱ不通过Ｔ３ＳＳ进行分泌。

５１张鼎鼎等：犺狉犮犙基因决定水稻条斑病菌在非寄主烟草上的过敏性反应和在寄主水稻上的致病性



图２　犺狉犮犙突变体在水稻上的致病性和在烟草上激发过敏性反

应的能力

Ｆｉｇ．２．Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｎｒｉｃｅａｎｄａｂｉｌｉｔｙｔｏｔｒｉｇｇｅｒｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｔｏｂａｃｃｏｆｏｒｔｈｅ犺狉犮犙ｍｕｔａｎｔｏｆ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．

狅狉狔狕犻犮狅犾犪．

Ａ!

注射接菌ＩＲ２４苗期（两周叶龄）水稻叶片（３ｄ后观察水渍

症状的形成）。Ｂ!

针刺接种成株期（两个月）水稻（１４ｄ后测量病斑

长度）。Ｃ!

利用无针头注射器将３×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌液注射烟草

叶片（２４ｈ后观察过敏性反应）。Ｄ!

水稻条斑病菌犺狉犮犙突变体在

水稻ＩＲ２４中生长能力的测定。１!

野生型菌株ＲＳ１０５；２!犺狉犮犙

突变体ΔＲ犺狉犮犙；３!犺狉犮犞突变体ΔＲ犺狉犮犞；４!犺狉犮犙突变体的功

能互补子ＣΔＲ犺狉犮犙。

Ａ，Ｗａｔｅｒｓｏａｋｉｎｇｓｙｍｐｔｏｍｓｉｎｒｉｃｅｓｅｅｄｌｉｎｇｓ（ｔｗｏｗｅｅｋｏｌｄ）ｏｆ

ＩＲ２４ｂｙｕｓｉｎｇｎｅｅｄｌｅｌｅｓｓｓｙｒｉｎｇｅｓ（ｏｂｓｅｒｖｅｄ３ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｆｉｌｔｒａ

ｔｉｏｎ）．Ｂ，Ｌｅｓｉｏｎｌｅｎｇｔｈｓｉｎａｄｕｌｔｒｉｃｅ（ｔｗｏｍｏｎｔｈｏｌｄ）ｂｙｌｅａｆ

ｎｅｅｄｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄ（ｍｅａｓｕｒｅｄ１４ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ）．Ｃ，Ｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｏｆｔｏｂａｃｃｏｔｏ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪ｓｔｒａｉｎｓａｔ２４ｈａｆｔｅｒｉｎｆｉｌｔｒａ

ｔｉｏｎｏｆｂａｃｔｅｒｉａａｔ３×１０
８
ＣＦＵ／ｍＬｉｎｔｏｔｏｂａｃｃｏｌｅａｖｅｓｗｉｔｈｎｅｅｄｌｅ

ｌｅｓｓｓｙｒｉｎｇｅｓ．Ｄ，Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅ犺狉犮犙 ｍｕｔａｎｔｏｆ犡．

狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪ｉｎｒｉｃｅＩＲ２４．１，ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＲＳ１０５；２，Ｔｈｅ

犺狉犮犙ｍｕｔａｎｔΔＲ犺狉犮犙；３，Ｔｈｅ犺狉犮犞 ｍｕｔａｎｔΔＲ犺狉犮犞；４，Ｔｈｅｃｏｍ

ｐｌｅｍｅｎｔｅｄｓｔｒａｉｎｏｆｔｈｅ犺狉犮犙ｍｕｔａｎｔｗｉｔｈ犺狉犮犙ｇｅｎｅ．

２．４　犎狉犮犙对水稻条斑病菌犜３犛犛形成和犜３犛犛效

应分子的分泌具有重要影响

为了分析ＨｒｃＱ与其他２６个 Ｈｒｐ蛋白的互作

关系从而明确ＨｒｃＱ在分泌Ｔ３ＳＳ效应蛋白方面的

作用，利用酵母双杂交系统（Ｙ２Ｈ）对 ＨｒｃＱ与其他

２６个Ｈｒｐ蛋白的互作关系进行了分析。结果显示，

ＨｒｃＱ蛋白能够与 Ｈｐａ１、ＨｒｐＢ２、ＨｒｐＢ５和 ＨｒｃＮ

呈互作关系（图５）。这提示，ＨｒｃＱ在形成Ｔ３ＳＳ系

统时可能需要这些因子的参与，或者ＨｒｃＱ对这些

图３　水稻条斑病菌犺狉犮犙基因受水稻悬浮细胞诱导表达

Ｆｉｇ．３．Ｔｈｅ犺狉犮犙ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪ｂｅｉｎｇ

ｉｎｄｕｃｅｄｗｈｅｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｎｔｅｒａｃｔｅｄｗｉｔｈｒｉｃｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ

ｃｅｌｌｓ．

野生型菌株ＲＳ１０５与水稻悬浮细胞互作０、２、４、８、１２、１６、２０和

２４ｈ后，提取细菌的总ＲＮＡ，通过ＲＴＰＣＲ进行检测，１６ＳｒＲＮＡ

基因作为内参。

ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅｓｔｒａｉｎＲＳ１０５ｗａｓｇｒｏｗｎｉｎｒｉｃｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｃｅｌｌｓ

ｆｏｒ０，２，４，８，１２，１６，２０ａｎｄ２４ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅ

ＲＮＡｓｏｆｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅｓｆｏｒＲＴＰＣＲ．

Ｔｈｅ１６ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｗａｓｕｓｅｄａｓｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

图４　水稻条斑病菌 ＨｒｃＱ蛋白不通过Ｔ３ＳＳ分泌

Ｆｉｇ．４．ＨｒｃＱｏｆ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪 ｗａｓｎｏｔｓｅｃｒｅｔｅｄ

ｔｈｒｏｕｇｈＴ３ＳＳ．

携带犺狉犮犙∷犿狔犮融合基因的野生型菌株ＲＳ１０５和犺狉犮犞突变体

在犺狉狆诱导培养基ＸＯＭ３中诱导１６ｈ，细菌的总蛋白和上清蛋白用

ＣＭｙｃ抗体进行免疫杂交。

ＨｒｃＱｓｅｃｒｅｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＴ３ＳＳｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇ．

ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＲＳ１０５（ｗｔ）ａｎｄｔｈｅ犺狉犮犞ｍｕｔａｎｔΔＲ犺狉犮犞ｃａｒｒｙｉｎｇｔｈｅ

ｆｕｓｉｏｎｏｆ犺狉犮犙∷犿狔犮ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎ犺狉狆ｉｎｄｕｃｉｎｇｍｅｄｉｕｍＸＯＭ３

ｆｏｒ１６ｈ．Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＴＥ）ａｎｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＳＮ）ｏｆｔｈｅ

ｂａｃｔｅｒｉａｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｕｓｉｎｇＭｙｃａｎｔｉｂｏｄｙａｓｔｈｅ

ｐｒｏｂｅ．

因子的Ｔ３ＳＳ分泌性有影响。为了证实此点，我们

对Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２进行犿狔犮标记，Ｗｅｓｔｅｒｎ杂交结

果显示，野生型ＲＳ１０５、犺狉犮犙突变体和犺狉犮犞 突变体

总蛋白中均能检测到 Ｍｙｃ的杂交信号（图６），在野

生型的上清液中能够检测到 Ｍｙｃ的杂交信号，但在

犺狉犮犙突变体和犺狉犮犞 突变体的上清液中均不能够检

测到 Ｍｙｃ的杂交信号（图６）。这说明，ＨｒｃＱ 和

ＨｒｃＶ一样，是 Ｔ３ＳＳ的重要组分，它们突变后因

Ｔ３ＳＳ不能形成而导致 Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２不分泌。

３　讨论

水稻条斑病菌犺狉犮犙 基因是犺狉狆 基因簇犺狉狆犇

操纵单元第一个基因，在动植物病原细菌中高度保
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图５　酵母双杂交分析水稻条斑病菌 ＨｒｃＱ蛋白与其他 Ｈｒｐ蛋白的互作

Ｆｉｇ．５．ＰｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨｒｃＱｗｉｔｈｏｔｈｅｒＨｒｐｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪ｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｙｅａｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄ

ｓｙｓｔｅｍ．

生长在营养缺陷培养基上的酵母细胞显示ＨｒｃＱ蛋白能够与ＨｒｃＮ、Ｈｐａ１、ＨｒｐＢ５以及ＨｒｐＢ２呈阳性互作，同时通过β半乳糖苷酶检测进

行确认。

ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｏｆＨｒｃＱｗｉｔｈＨｒｃＮ，Ｈｐａ１，ＨｒｐＢ５，ａｎｄＨｒｐＢ２ｗａｓｓｈｏｗｎｉｎｙｅａｓｔＡＨ１０９ｏｎＳＤ／Ｌｅｕ／Ｔｒｐ／Ｈｉｓｐｌａｔｅｓａｎｄ

ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙβｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅａｓｓａｙ．

图６　水稻条斑病菌的犺狉犮犙基因突变对 Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２蛋白分

泌的影响

Ｆｉｇ．６．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｎ犺狉犮犙ｇｅｎｅｏｎｔｈｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎ

ｏｆＨｐａ１ａｎｄＨｒｐＢ２ｏｆ犡．狅狉狔狕犪犲ｐｖ．狅狉狔狕犻犮狅犾犪．

携带犺狆犪１犆犿狔ｃ和犺狉狆犅２犆犿狔犮 融合基因的野生型菌株

ＲＳ１０５、犺狉犮犞突变体以及犺狉犮犙 突变体在犺狉狆 诱导培养基ＸＯＭ３中

诱导１６ｈ，细菌的总蛋白（ＴＥ）和上清蛋白（ＳＮ）用 Ｍｙｃ抗体进行免

疫杂交。

Ｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅ（ｗｔ）ｓｔｒａｉｎＲＳ１０５，ｔｈｅ犺狉犮犙ｍｕｔａｎｔΔＲ犺狉犮犙ａｎｄ

ｔｈｅ犺狉犮犞 ｍｕｔａｎｔΔＲ犺狉犮犙，ｃａｒｒｙｉｎｇｔｈｅ犺狆犪１犆犿狔犮ａｎｄ犺狉狆犅２犆

犿狔犮ｆｕｓｅｄｇｅｎｅ，ｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎａｎ犺狉狆ｉｎｄｕｃｉｎｇｍｅｄｉｕｍＸＯＭ３

ｆｏｒ１６ｈ．Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＴＥ）ａｎｄｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＳＮ）ｏｆｔｈｅ

ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｂｌｏｔｔｉｎｇｕｓｉｎｇＣＭｙｃａｎｔｉｂｏｄｙ．

守，被认为是Ｔ３ＳＳ的核心组分
［１４］。本研究使水稻

条斑病菌犺狉犮犙 基因发生突变，该突变体在水稻上

丧失了致病性，不能在水稻苗期叶上形成典型的水

渍症状和在成株期水稻上产生典型的条斑症状，同

时也丧失了在非寄主烟草上产生过敏性反应的能

力。分泌性检测发现，ＨｒｃＱ蛋白自身没有分泌性。

蛋白质蛋白质互作研究揭示，ＨｒｃＱ 与 Ｈｐａ１、

ＨｒｐＢ２、ＨｒｃＮ和ＨｒｐＢ５等相互作用。如同犺狉犮犞基

因一样，犺狉犮犙基因突变，Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２蛋白的分

泌性受到影响。这表明，ＨｒｃＱ是 Ｔ３ＳＳ的重要组

分。这提示犺狉犮犙基因决定水稻条斑病菌在水稻上

的致病性和在非寄主植物上的过敏性反应是通过

Ｔ３ＳＳ的形成和影响Ｔ３ＳＳ效应分子的分泌而造成

的。

水稻条斑病菌犺狉犮犙 基因，如同其他犺狉狆基因

一样，是受诱导表达的［１５］，且这种诱导表达在病菌

水稻互作的早期发生，后期犺狉犮犙 基因的表达水平

减弱。这表明 Ｔ３ＳＳ效应分子通过 Ｔ３ＳＳ系统分

泌、识别和作用于植物，是病程的早期事件，这与其

他动植物病原细菌的研究结果一致［１６１９］。

有证据显示，ＨｒｃＱ是可溶性蛋白，不具有膜结

合特性［５６］。在部分动植物病原细菌中，ＨｒｃＱ的部

分同源物与Ｔ３ＳＳ的Ｃ环结构形成有关
［９１０］。而在

水稻条斑病菌中，我们还不清楚ＨｒｃＱ在形成Ｔ３ＳＳ

系统时是位于细菌细胞的何种位置。本研究中证

实，ＨｒｃＱ与 Ｈｐａ１、ＨｒｃＮ、ＨｒｐＢ５和 ＨｒｐＢ２间存在

相互作用，这并未在其他植物病原细菌中发现。由

于ＨｒｃＱ可与Ｈｐａ１、ＨｒｐＢ２、ＨｒｐＢ５和ＨｒｃＮ互作，

不与其他 Ｈｒｐ蛋白互作，而Ｈｐａ１和ＨｒｐＢ２蛋白被

证实是Ｔ３ＳＳ效应分子
［２０］，我们推测，ＨｒｃＱ在形成

Ｔ３ＳＳ系统时需要 ＨｒｐＢ５蛋白的参与并需要 ＨｒｃＮ

提供能量，Ｈｐａ１和 ＨｒｐＢ２需要借助与 ＨｒｃＱ的互

作才能被Ｔ３ＳＳ系统分泌进入寄主细胞中。虽然这

仍需要进一步的证据进行证实，但这无疑对于进一

步分析植物病原细菌，特别是水稻条斑病菌的

Ｔ３ＳＳ形成和分泌机制以及与水稻的互作机理提供

了科学线索。
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