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水稻基腐细菌 Tn5 插入突变体库的构建
及其致病相关突变体的筛选
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摘要 采用转座子Tn5插入突变技术,共获得5261个接合子。通过马铃薯软腐快速筛选和PCR检测验证,

获得267个使马铃薯软腐能力丧失或下降的Tn5插入突变体,并测定其在水稻上的致病力和烟草上的过敏性坏死

反应(HR)。结果表明:在267个突变体菌株中,对水稻无致病力的有71个,其中在烟草上无HR反应的有59个,

产生HR反应的有12个;对水稻致病力下降的有68个,其余突变体菌株对水稻致病力与野生菌株差异不明显。

另外,267个突变体菌株中有146个无HR反应,其中有90个对水稻无致病力或者致病力下降。致病力的分析结

果表明,获得的突变体是由Tn5插入Dickeyazeae染色体上不同的致病相关基因位点导致的。
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  水稻细菌性基腐病是水稻上一种重要病害,在东

南亚一些国家都有分布,我国主要稻区都有发生,且
有扩展蔓延和逐年加重的趋势,罹病水稻分蘖减少,
茎基部腐烂,严重的可造成水稻大面积受损[1]。该病

是由菊欧氏菌玉米致病变种(Erwiniachrysanthemi
pv.zeae,现更名为Dickeyazeae)引起。D.zeae是世

界性重要植物病原细菌,其寄主已增加到13种[2]。
侵染水稻的D.zeae能潜伏侵染和抑制水稻根的生

长,来自水稻的D.zeae还能产生毒素[3-5]。植物病原

细菌的致病性是受复杂的网络系统调控的,要弄清

D.zeae的致病性及其调控机制,需要对相关基因进

行分离、鉴定以及功能分析,而进行功能突变并获得

致病相关基因的突变体,是了解基因功能最重要、最
常规的方法。

近年来,Tn5转座子突变技术成为革兰氏阴性细

菌分子遗传研究的一种简便方法,其应用十分广

泛[6-7]。关于菊欧氏杆菌,用Tn5诱导细菌素基因突

变并进行分析鉴定[8],国外报道用Tn5技术已获得

D.zeae 的 群 体 感 应(quorum-sensing,QS)相 关 基

因[9],但有关D.zeae的致病基因、致病机制及其致病

性调控等方面还知之甚少。笔者通过Tn5转座突变

技术对水稻基腐病菌D.zeae进行随机突变,筛选致

病力下降或者完全丧失致病力的菌株,获得了一定数

量的D.zeae致病相关基因的突变体菌株,旨在为D.
zeae后续致病相关基因的功能分析及其致病机制的

分子遗传学研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1)植物、菌株和质粒。供试接种的水稻为感基腐

病品种特籼13,烟草品种为K326。水稻基腐细菌野

生型菌株EC1由华南农业大学资源环境学院细菌研

究室保存。大肠杆菌菌株E.coliDH5α为笔者所在

实验室保存,供体菌大肠杆菌E.coliS17.1(携带自

杀性质粒mini-Tn5)由新加坡分子与细胞生物学研

究所张炼辉教授惠赠。

2)酶和试剂。普通Taq酶、dNTPs等购于全式

金生物技术(北京)有限公司,各类抗生素、琼脂糖、
胰蛋白胨和酵母提取物等均购自Sigma公司。

3)培养基。筛选使用 MM 培养基,其制备配

方:K2HPO40.5g,MgSO4·7H2O0.2g,CaCl2
10mg,(NH4)2SO42.0g,KH2PO44.5g,FeSO4
5mg,MnCl22mg,甘露醇2.0g,葡萄糖1.0g,
蒸馏水1000mL,pH7.0。
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LB液体培养基:胰蛋白胨10g,NaCl10g,酵
母提取物5g,蒸馏水1000mL,pH7.5;LB固体

培养基为每升LB液体中加入15g琼脂。

4)引物。用于检测水稻基腐病菌的引物ADE-
1/ADE-2,其序列为ADE-1:5′-GATCAGAAAGC-
CCGCAGCCAGAT-3′,ADE-2:5′-CTGTGGCCG
ATCAGGATGGTTTTGTCGTGC-3′;用 于 检 测

Tn5的引物 GT-F/GT-R,其 序 列 为 GT-F:5′-G
CAGTCGCCCTAAAACAAA-3′,GT-R:5′-CACT
TCTTCCCGTATGCCCAACTT-3′序 列。测 序 及

引物合成由英骏生物技术有限公司完成。
1.2 突变体库构建的步骤

参考双亲本接合法[10]进行,并略作改进。将供

体菌E.coliS17.1和受体菌EC1菌株活化后,接种

在LB平板上,30℃下培养过夜,共设3个对照。将

过夜培养的供体和受体菌混在一起共培养,将3个

对照共培养时间设置为5、6、7h,分别用2mL无菌

水将菌体洗脱出来,将原液稀释10倍、100倍、

1000倍后均匀涂布在含有卡那霉素(50μg/mL)的

MM抗性平板上,30℃下培养48h。由于含有Tn5
的供体菌E.coliS17.1能在卡那霉素平板上生长,
不能在 MM 平板上生长,而受体菌EC1则能 MM
平板上生长,不能在卡那霉素平板上生长,因此在含

卡那霉素的 MM抗性平板上生长的菌落,可初步认

为是Tn5插入的突变子。挑取该平板上的单菌落

保存,用于后续筛选。
1.3 致病突变体的初步筛选

因水稻基腐病野生型致病力菌株具有使马铃薯

块软腐的能力,故采用马铃薯软腐试验进行突变子

的快速筛选。将新鲜马铃薯切成片(厚度约5mm)
后置于灭菌培养皿里,在超净工作台上用紫外灯杀

菌15min,再将待测的接合子接种到马铃薯切片上,
以野生菌和无菌水为对照。每个接合子设3个重

复,筛选出具有使马铃薯软腐的能力和与野生菌比

较具有明显差异的突变子保存备用。
1.4 突变体的 PCR 验证

使用ADE-1/ADE-2引物检测D.zeae,同时用

GT-F/GT-R引物检测Tn5插入质粒。采用25μL
PCR反 应 体 系:Taq 酶 Buffer2.5μL,dNTP
2μL,引物各1μL,Taq 酶0.4μL,模板1μL。

PCR反应条件:94℃7min;94℃30s,55℃30s,

72℃30s,35个循环,72℃10min,4℃保存。

PCR产物用1%的琼脂糖凝胶进行电泳检测。

1.5 突变体致病力的测定

将待测的Tn5插入突变体和野生菌EC1接种

于LB培养液中,30℃下180r/min振荡培养过夜,
将菌液浓度调整为D600≈0.8(约1×108cfu/mL),
使用注射接种法分别接种3~4片叶苗龄的水稻茎

基部,烟叶接种从叶背叶脉中注射。每个菌株3个

重复,24~48h后观察其发病状况及过敏性坏死反

应(HR)。

2 结果与分析

2.1 Tn5 插入突变体库的构建

试验结果表明,共培养5、6、7h的接合子分别

有1253个、2568个和1440个。由此可知,双亲

本接合试验中,若要获得较多的接合子,供体菌和受

体菌共培养时间以6h为宜。在本试验中,双亲本

接合共获得5261个接合子,其中受体菌和供体菌

共培养液浓度约为4.0×106cfu/mL,E.coliS17.1
(pmini-Tn5)的转座突变率为1×10-8。
2.2 致病突变体的筛选

由于D.zeae具有使马铃薯软腐的能力,本研

究中以马铃薯块软腐的能力作为致病突变体的快速

筛选,5261个接合子接种马铃薯块软腐试验的结

果表明,软腐能力下降和完全不致软腐的菌株共有

565个,占接合子总数的10.74%。
2.3 Tn5 插入突变体的 PCR 验证

为了进一步确定不引起马铃薯软腐的接合子是

由于Tn5插入突变所致,本研究同时使用2套引物

进行PCR检测验证,其中引物ADE-1/ADE-2用来

检测野生菌EC1,引物GT-F/GT-R用于检测Tn5
质粒中的某一片段,如果2套引物PCR都能同时扩

增各自特异的目的片段,则说明该接合子有Tn5插

入。试验结果表明,所有被测的565个马铃薯软腐

接合子中,引物ADE-1/ADE-2的PCR扩增都能获

得420bp大小的特异目的片段(图1-A),而引物

GT-F/GT-R的 PCR结果,只有部分接合子(267
个)能扩增出特异目的片段,大小464bp(图1-B),
占软腐突变体总数的47.3%,这表明267个突变体

含有Tn5插入。然而在马铃薯软腐突变体的接合

子中,仍有52.7%的接合子用引物GT-F/GT-R不

能PCR扩增目的片段,其原因可能是转座子 Tn5
中其他位置的DNA片段插入到细菌的染色体中,
或部分接合子的自身突变等,同时也有可能存在污

染菌或者假阳性菌株。
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  M:DNAmarker;1:野生菌株 EC1;2:清水;3~17:分别为马铃薯软腐突变体菌株 M0101、M0102、M0106、M0108、M0118、

M0210、M0215、M0226、M0334、M0239、M0257、M0305、M0310、M0346、M0404。1:WildstrainEC1;2:Water;3-17:MutantsM0101,

M0102,M0106,M0108,M0118,M0210,M0215,M0226,M0334,M0239,M0257,M0305,M0310,M0346,M0404respectively.

图1 引物ADE-1/ADE-2(A)和引物GTF/GTR(B)PCR检测部分马铃薯软腐突变菌株

Fig.1 PCRdetectionofpotatosoftrotmutantsbyprimersADE-1/ADE-2(A)andprimersGTF/GTR(B)

2.4 突变体致病力的分析

1)水稻的致病力测定。试验结果表明,在测定

的267个Tn5插入突变体中,有71个突变体菌株

不能侵染水稻,对水稻无致病力。另外,有68个菌

株致病力下降,其余突变体菌株对水稻则表现一定

程度的致病力(表1,图2)。
表1 D.zeaeTn5插入突变体菌株致病表型分析1)

Table1 ThepathogenicphenotypeanalysisofD.zeaeTn5mutants

菌株序号 No.ofmutants
马铃薯
Potato

水稻
Rice

烟草
Tobacco

总数
Total

M0118,M0215,M0346,M0446,M0449,M1302,M1303,M1317,M1547,M1602,M1603,
M1701,M1723,M1806,M2003,M2604,M2622,M2641,M2643,M2901,M2928,M3021,
M3049,M3166,M3262,M4103,M4110,M4115,M4124,M4136,M4140,M4142,M4145,
M4247,M4312,M4323,M4327,M4336,M4628,M4705,M4750,M4755,M4914,M4919,
M4957,M4950,M5002,M5010,M5030,M5129,M5133,M5137,M5303,M5308,M5314,

M5315,M5335,M6749,M7141

- - - 59

M0106,M0422,M1370,M1963,M1974,M2023,M2110,M2131,M2424,M2851,M2854,
M3045,M3192,M3563,M3584,M4001,M4263,M4327,M4149,M4933,M4771,M5042,

M5175,M5649,M5923,M6745,M6869,M7253,M7342,M7346,M7516
- + - 31

M0101,M0102,M0239,M0404,M0414,M0437,M0438,M1344,M1410,M2241,M1427,
M1452,M1807,M2039,M2055,M2242,M2331,M2702,M2736,M2846,M2853,M2907,
M2911,M3024,M3078,M3117,M3137,M3239,M3556,M3557,M3928,M4290,M4293,
M4325,M4616,M4856,M4897,M4953,M4991,M5011,M5161,M5227,M5240,M5306,
M5419,M5621,M5812,M5828,M5978,M6027,M6282,M6341,M6647,M6749,M7428,

M7523

- ++ - 56

M0226,M0442,M0447,M0450,M1528,M4723 - - + 6
M0108,M1309,M1343,M1921,M1936,M2004,M2017,M2276,M2347,M2642,M2744,

M3116,M4731,M5212,M5349,M5343,M5741,M5938,M6712,M6869 - + + 20

M0310,M0431,M0438,M1224,M1803,M1923,M2042,M2226,M2273,M2332,M2417,
M2420,M2426,M2633,M2634,M2719,M2814,M2856,M2910,M2927,M2942,M3026,
M3031,M3046,M3063,M3121,M3138,M3728,M3884,M3964,M4262,M4411,M44101,

M4562,M4584,M4913,M5405,M5538,M5970,M6431,M6738,M7278

- ++ + 42

M0210,M2454,4138,M4758,M4801,M4907 - - ++ 6
M0413,M0452,M0457,M1317,M1926,M1935,M2288,M2833,M2912,M3186,M4867,

M4872,M5566 - + ++ 13

M0412,M0432,M0439,M0440,M0441,M1530,M1631,M1816,M1928,M1937,M2033,
M2034,M2038,M2041,M2278,M2282,M2627,M2650,M2822,M2832,M2842,M2843,

M2913,M2914,M2926,M4618,M4744,M5670,M5847,M6938
- ++ ++ 30

M2312,M2332,M2355,M2372 + + ++ 4
CK - - -
EC1 ++ ++ ++

 1)-:无致病力 Novirulence;+:致病力弱 Weakvirulence;++:致病力较强 Highvirulence.
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  A:叶上部症状;B,C:茎基部症状;CK为无菌水,EC1为野生菌株,M0118、M0215和 M0346为致病力完全丧失的突变体菌株,

M0422为致病力下降的突变体菌株,M1530和 M2226为致病力增强的突变体菌株。A:Symptomsontheupperleavesofrice;B,C:

Symptomsonthedownstemofriceplants;CKiswater;EC1isD.zeaewildstrain;M0118,M0215andM0346aremutantswith

nonevirulenceonrice;M0422isthemutantwithvirulencereduction,M1530andM2226arethemutantswithpathogenicityincrease.

图2 部分突变体接种水稻后的症状

Fig.2 Thesymptomonriceplantsinoculatedbysomemutants

  2)烟草的HR反应。用供试的267个突变体菌

株分别接种烟草24~48h后,观察发现不能使烟草

产生过敏性坏死反应(HR)的突变体菌株有146个

(图3)。
综合分析水稻的致病力和非寄主烟草的 HR

反应,发现有59个突变体菌株对水稻无致病力和对

烟草无HR反应,有12个突变体菌株对水稻无致病

力,但对烟草有 HR反应。在146个无 HR的突变

体菌株中,有31个菌株对水稻有弱致病力,56个菌

株对水稻仍有致病力(表1)。这表明获得的突变体

是由Tn5插入D.zeae染色体上不同的致病相关基

因位点所导致的。

 EC1为野生菌株,CK为无菌水,其他均为Tn5插入突变体。EC1isD.zeaewildstrain,CKiswater,othersareTn5mutants.

图3 部分突变体接种烟草后的HR反应

Fig.3 Thehypersenstivereactionontobaccoaftersomemutantsinoculated
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3 讨 论

随着后基因组时代的到来,基因功能研究越来

越重要。通过转座子Tn5突变技术来构建突变体

以研究基因功能是一种操作简便而备受关注的方

法,目前已经产生了一系列 Tn5衍生物,如 mini-
Tn5,该系列转座子构建于自杀性质粒pUT上[11]。
与普通诱变法如亚硝基胍诱变、吖啶橙诱变、紫外线

照射诱变比较,采用mini-Tn5系列转座子诱导突变

株有明显的优势。包括Tn5转座子载体均为自杀

性载体,必须在特定的宿主中才能复制;转座区域

带有可选择的抗生素抗性基因,便于突变体的筛选;

Tn5能抑制自身的转座,保证在突变菌株上的单拷

贝插入,有利于突变性状的筛选;转座子在插入位

点留下一段已知DNA序列,比传统的诱变方法更

容易定位;由于转座酶不发生转座,转座子在DNA
上稳定存在,保证了突变性状的稳定。近年来,Tn5
转座子突变技术已成为革兰氏阴性细菌分子遗传研

究的一种简便方法[6]。
目前,采 用 mini-Tn5方 法 获 得 了 大 量 有 关

Dickeyadadantii 的胞外酶致病酶、Hrp系统、代谢

酶和QS信号分子合成酶以及双组份调控系统的相

关基因突变体和病菌分子遗传学研究材料[12-13],但
关于水稻基腐病细菌的致病基因及其功能研究较

少。Hussain等[9]通过转座 子 突 变 途 径,获 得 了

D.zeae的群体感应信号分子合成酶基因expIEcz,
该基因在调控D.zeae的运动性中有重要作用。

本研究通过采用mini-Tn5随机插入D.zeae染

色体中,建立了以马铃薯软腐快速筛选致病突变体

方法,供体菌和受体菌共培养时间以6h为宜,能获

得较多的接合子。在获得的5261个接合子中,有

565个接合子表现对马铃薯软腐能力下降和完全不

致软腐,占总数的10.74%,进一步通过RCR验证

Tn5插入并测定这些突变体在水稻上的致病力和烟

草上的HR,结果表明,在267个无马铃薯软腐能力

或者软腐能力下降的突变体菌株中,对水稻无致病

力突变体菌株有71个,对水稻致病力下降的突变体

菌株有68个。此外,267个突变体菌株有146个对

烟草不产生 HR反应。由于本研究中突变体数量

较大,其致病性测定是分批多次完成,尽管接种液浓

度控制在4.0×106cfu/mL,但每次接种的细菌浓

度、接种水稻和烟草的长势状况等可能存在偏差,所
以对于突变体在水稻上的致病力以及烟草上的 HR

反应的强弱判断可能存在一定误差。在突变体筛选

获得的一些单菌落中,是否还存在有污染菌或者假

阳性菌株,也需要进一步研究证实。
根据上述研究结果,可以认为突变体在失去了

使马铃薯软腐的能力同时,也失去了对水稻的致病

力和烟草的HR反应,表明这些突变体是由于Tn5
插入到致病关键基因的位点上所致,但这些推断还

有待进行遗传学的分析加以证实。在失去了在水稻

上的致病性,但不影响非寄主烟草 HR反应的菌株

中,发现这些突变体可能涉及某些病害特异性基因

(diseasespecificpathogenicity,dsp)突变。此外,
本研究中还发现,少数突变体菌株对水稻的致病力

和烟草的HR反应能力增强,可能会涉及到病菌致

病性调控中的一些负调控基因的突变,这些推断也

有待于进一步研究证实。
以往有关菊欧氏菌的研究主要集中在菊致病变

种(E.chrysanthemipv.chrysanthemi=Dickeya
chrysanthemi),特 别 是 对 侵 染 双 子 叶 植 物 的

EC3937和EC16两个菌株的研究较多,其致病因子

的研究也主要集中在病菌产生和分泌的胞外酶,包
括果胶裂解酶、纤维素酶、核酸酶、多聚半乳糖醛酸

酶和果胶甲基酯酶等,其中果胶裂解酶被认为是主

要毒性因子,含有多个同功酶。这些酶有选择性地

在植物体内被诱导,降解植物细胞壁,从而产生软腐

症状[14-16]。本研究在D.zeae的Tn5插入突变体库

中发现,突变体菌株引起马铃薯软腐的能力差异显

著,有些菌株产生软腐的能力下降,有些菌株产生软

腐的能力甚至丧失,其原因可能涉及一些胞外酶基

因突变,也可能是由于致病因子的II分泌系统或外

泌基因(out)突变所致。
植物病原细菌的致病性是受复杂的网络系统调

控的[17]。本试验结果获得D.zeae不同基因位点的

突变体,可为进一步弄清D.zeae的致病性及其调

控机制提供研究材料。今后的研究将通过 TAIL-
PCR或者质粒拯救的方法获得Tn5插入基因的侧

翼序列,并对插入基因进行鉴定和进一步的功能

分析。
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ConstructionofaTn5-insertedmutantlibraryofDickeyazeae
andscreeningpathogenicity-relatedmutants

TANXiu-ming CHENXue-feng LINMin-yi LIUQiong-guang
CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China

  Abstract Inthisreport,5261transconjugantsofDickeyazeaewereobtainedbyamini-Tn5trans-
poson.PCRdeterminationrevealedthat267mutantswereinsertedbyTn5.Pathogenicityassayonpo-
tatoindicatedthattheyalllostorreducedtheabilitytocausesoftrotonpotato.Furthermore,theassays
forpathogenicityorvirulenceonriceandhypersensitivereaction(HR)ontobaccoshowedthat71mu-
tantshadnovirulenceonrice,ofwhich59mutantshadnoHRontobacco.Inaddition,68mutantsre-
ducedvirulenceinrice,therestofmutantshavenoobviousdifferencewithEC1.Moreover,146of267
Tn5mutantshadnoHRontobacco,ofwhich90hadnoorreducedthevirulenceonrice.Theabovere-
sultsindicatedthatthemutantswereproducedbyinsertingTn5transposonintodifferentgenesinD.ze-
aechromosome.ThescreenedmutantsfromourTn5-insertedmutantlibraryprovidethebasisforthe
furtherunderstandingofmolecularmechanismsofD.zeaepathogenicityinrice.

Keywords Dickeyazeae;Tn5transposon;pathogenicity;mutants;virulence
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