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摘要　分离猕猴桃溃疡病菌中的质粒,从质粒角度探索细菌的致病机制,分析其编码的主要基因、毒力因

子.用试剂盒提取分离自安徽省岳西县猕猴桃溃疡病菌株JF８的质粒,对质粒 DNA进行高通量测序及生物信

息学分析.质粒基因组拼接显示菌株JF８质粒全长６５１４９bp,GC含量５６．２９％,包含４５个假定蛋白(hypothetＧ
icalprotein)和３８个有预测功能的蛋白.生物信息学分析发现,质粒携带多达８个直接参与基因重组和转移的

转运蛋白(mobileelementprotein),５个基因直接参与细菌Ⅳ型分泌系统、１个基因参与细菌Ⅲ型分泌系统.基

因ParA 编码的蛋白是一个 ATP酶,对质粒的分配以及维持质粒稳定具有重要作用,编码转录激活蛋白的基因

LuxR 与细菌的群体感应机制相关,影响毒力因子的表达和分泌,基因UmuC 是细菌中SOS应答系统的组分之

一,控制细胞中聚合酶Ⅴ的量.
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　　 由丁香假单胞菌猕猴桃致病变种 (PseudoＧ
monassyringaepv．actinidiae,Psa)引起的猕猴桃

细菌性溃疡病是威胁猕猴桃产业发展的重要病害.
特别是近些年出现的红肉猕猴桃种植热潮,导致溃

疡病随‘红阳’等易感病品种迅速在猕猴桃产区扩散

蔓延,给我国乃至全球猕猴桃产业造成了严重的经

济损失.
猕猴桃溃疡病是一种细菌性病害,病原菌为革

兰氏阴性菌,主要危害猕猴桃的主蔓、枝干、叶片和

花蕾[１Ｇ２].该病自１９８４年在日本首次被发现,随后

在韩国、意大利、智利、新西兰和中国等十几个国家

中均有发现[２Ｇ４].在我国,自２０世纪９０年代在湖南

省石门县东山峰农场和安徽省岳西县主簿镇等地方

发现猕猴桃溃疡病以来,现已在陕西、四川、湖南、贵
州、江苏、浙江和安徽等１６个省份发生和为害,一般

病株率在２０％左右,发病严重的果园病株率高达

８６％[５Ｇ６].中国、新西兰、美国和欧洲植物保护组织

(EPPO)已分别将Psa 作为植物检疫对象和 A２类

检疫性有害生物,以控制该病害的迅速蔓延.
溃疡病具有发生范围广、致病性强、传播速度快

和防治难度大等特点,极易短期内在园区内扩散蔓

延.按照分泌毒素和致病力等不同,将世界猕猴桃

Psa 分为４ 种不同的致病基因型(genotype),即

PsaＧJ(含有编码菜豆毒素基因簇)、PsaＧK(含有编

码冠菌素基因簇)、PsaＧV(缺乏编码菜豆毒素和冠

菌素基因簇)和 PsaＧLV(缺少部分effector基因

簇)[４,７],不同基因型菌株存在着明显的致病差异.
其中,PsaＧLV致病力较弱,仅在叶片上形成病斑;
而PsaＧV 致病力最强,危害也最为严重[４,８].我国

Psa 菌株均为PsaＧV,到目前为止虽然尚未发现其

他基因型,但在筛选有效防治药剂和防控手段时,应
该考虑不同致病基因型之间的差异.目前猕猴桃溃

疡病的防治主要依赖药物防治,如溃注灵、噻霉酮、
硫酸铜、噻菌铜和氢氧化铜等,春雷霉素和农用链霉

素等抗生素也有很好的防治效果.然而,铜制剂的

使用易使猕猴桃产生药害,长期使用链霉素也已经

在病原菌(包括Psa)中引起了链霉素抗性,并且药

物防治还会污染环境,许多国家限制了铜化合物和

抗生素的使用[９Ｇ１０],因此,抗病品种的选育以及新型

预防手段、防治药剂的开发至关重要.
溃疡病菌作为革兰氏阴性细菌,在病菌基因组

中除染色质以外,常常还含有质粒,参与病菌的致病
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过程和基因的平行转移来快速适应新环境.质粒是

位于染色体外的能够自我复制的 DNA 分子,大多

数质粒是环状的.根据质粒编码的基因以及其对宿

主细胞的影响不同,将质粒分为５种类型,分别是抗

性质粒、产细菌素和抗生素质粒、产毒质粒、接合性

质粒、具生理功能的质粒[１１].质粒的作用可能包括

以下几个方面:(１)作为能够自主复制的遗传单位,
质粒能够提升宿主对营养缺乏、有抗生素和重金属

存在等逆境环境的适应力;(２)很多质粒携带有毒力

基因座,可以影响病原菌的致病性;(３)质粒经常携

带可移动元件(如转座子),可以作为基因水平转移

的介导,这是耐药细菌产生的重要机制之一[１２Ｇ１３].
基于以上研究,促使我们从质粒角度探索细菌的致

病机制,分析编码的主要基因、毒力因子等.

1　材料与方法

1.1　试材及取样

猕猴桃溃疡病病菌选取笔者所在实验室于

２０１２年自安徽省岳西县主薄镇‘金丰’猕猴桃的溃

疡病菌株JF８.取－８０℃保存的菌种,在液体 KB
培养基中于２５℃的条件下活化４８h,取适量菌液接

种在斜面上,２５℃培养４８h.挑取单菌落于液体培

养基中,２５℃,１８０r/min,培养２４h,４℃保存备用.
1.2　质粒提取

按照溃疡病菌的生长曲线,选取对数生长期菌

体,４℃离心后收集菌体,双蒸水(ddH２O)洗涤后用

小量质粒提取试剂盒(TIANGEN,北京)提取质粒,
详细 步 骤 参 考 说 明 指 导 书.为 提 高 洗 脱 率,将

ddH２O在６５℃恒温水浴锅中预热,最后质粒溶解于

２０μL的ddH２O中,保存在－２０℃的冰箱中备用.
1.3　测序质控及信息分析

对样本进行双端(pairedend)测序获得原始数

据,对原始数据进行质量控制.质控结果符合测序

标准后,用 SPAdes软 件 进 行 基 因 组 拼 接,其 中

SPAdes是专门用来拼接小型基因组的软件,拼接

获得原始scaffold,而后用 Gapcloser及 GapFiller
对scaffold补 Gap,最后采用 PrInSeSＧG 进行序列

校正[１４].随 后 采 用 RAST 对 基 因 组 进 行 注 释,

RAST首先对基因组进行基因预测,而后对基因组

做功能注释.样本预测的 ORF序列通过EMBOSS
中的transeq程序转换为蛋白序列,后将蛋白序列

与公共数据进行比较,通过基因的同源性进行功能

注释.注 释 上 NR、CDD、PFAM、SWISSＧPROT、

TREMBL和 COG 库的基因,进一步进行 GO 功

能、COG功能和pathway显著性的富集分析.

2　结果与分析

2.1　质粒 DNA 的提取

根据电泳检测结果,选取条带清晰的质粒 DNA
(OD２６０/OD２８０＝１．８~２．１)切胶回收后送到生工生物

工程股份有限公司(上海)进行下一步的测序工作.
双端(pairedend)测序,共获得的数据量为:reads数

目４１３６６６条,共１０４９０２７２６bp,其中高质量的数

据(＞Q２０)９４５３１２６９bp,占总数９０．１１％.鉴于高

通量测序数据错误率可能对拼接结果产生影响,需
对原始数据进行质量控制,滑动窗口法去除低质量

片段:质量阈值２０(错误率＝１％),窗口大小５bp,
长度阈值３５bp.切除reads中含N部分序列:长度

阈值３５bp.９９％以上的序列经QC之后留存下来,
该质控结果符合正常测序数据质量标准.从 QC之

后数据中随机抽取１００００条reads比对到nt数据

库中来进行污染检测(表１).
2.2　基因预测

通过质 粒 基 因 组 拼 接,结 果 显 示 质 粒 全 长

６５１４９bp,平均GC含量为５６．２９％,编码有８３个基

因(表２和表３),基因平均编码长度６１１bp,编码４５
个假定蛋白(hypotheticalprotein)和３８个有预测功

能的蛋白(表４).３８个功能蛋白中,有６个与T４SS
或 T３SS型分泌系统相关,参与细菌的结合转移和

毒力因子的传送,涉及病原菌耐药性和致病性的产

生[１５Ｇ１６];含８个直接参与基因重组和转移的转运蛋

白(mobileelementprotein);还含有与转录调控、毒
素代谢与转运相关的蛋白,如DMT基因家族.
2.3　JF8 基因组功能注释

１)GeneOntology(GO)分类.对预测的基因

进行了 GO 功能分类预测,共有３３个基因注释上

６９条 GO功能分类.如图１所示,从生物学过程、
细胞组分和分子功能３个方面分析基因功能.

生物过程中,有与细胞杀伤、代谢进程、细胞进

程、信号、运动、单一有机体进程、生物调控、应激、定
位、多组织进程、细胞成分组织或生物合成相关的基

因,其中与应激、生物调控及生物合成相关的基因可

能在宿主抵御不良环境时发挥作用;细胞组分中,有
与胞外区、细胞、细胞膜、细胞零件、胞外区零件、细
胞膜零件、细胞器相关的基因,其中与膜相关的基因

数量最多.

０４
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表１　双端测序部分比对结果

Table１　Pairedendsequencescomparedwithdatabase

物种 Species 读取数 Readnumbers

丁香假单胞菌番茄致病变种 DC３０００Pseudomonassyringaepv．tomatostr．DC３０００ ３８２０

丁香假单胞菌菜豆致病变种１４４８APseudomonassyringaepv．phaseolicola１４４８A ６９６

丁香假单胞猕猴桃致病变种 Pseudomonassyringaepv．actinidiae ６３６

丁香假单胞菌 Pseudomonassyringae ４６２

树生黄单胞菌李变种CFBP５５３０Xanthomonasarboricolapv．prunistr．CFBP５５３０ ３７８

丁香假单胞菌丁香致病变种B７２８aPseudomonassyringaepv．syringaeB７２８a ２７０

萨氏假单胞菌 Pseudomonassavastanoi ２５４

丁香假单胞菌茶致病变种 Pseudomonassyringaepv．Theae １３７

丁香假单胞番茄致病变种 Pseudomonassyringaepv．tomato １２９

丁香假单胞菌斑点致病变种 Pseudomonassyringaepv．maculicola ９１

丁香假单胞菌菜豆致病变种 Pseudomonassyringaepv．phaseolicola ８４

荧光假单胞菌F１１３PseudomonasfluorescensF１１３ ７２

假单胞根际土壤菌 NFM４２１Pseudomonasbrassicacearumsubsp．brassicacearum NFM４２１ ６１

丁香假单胞大豆致病变种 Pseudomonassyringaepv．glycinea ４１

表２　猕猴桃溃疡病菌株JFＧ８基因组基本情况

Table２　Thefundentalstateaboutkiwifruit

bacterialcankerofJF８genome

分类 Class 数值 Number

基因组大小/bpSize ６５１４９

GC含量/％ G＋Ccontent ５６．２９

编码蛋白的基因 ProteinＧcodinggenes ８３

最小长度/bpMinlength １１７

最大长度/bpMaxlength ３３７５

平均长度/bpAveragelength ６１１．１３

编码基因总长/bpTotalcodinggene ５０７２４

编码率/％ Codingratio ７７．８６

tRNA ０

rRNA ０

表３　数据库注释结果统计

Table３　Geneannotationbydatabases

数据库来源

Databasesource

基因数

Numberof
unigenes

占基因
总数比例/％
Percentage

保守域数据库 CDD ３４ ４０．９６

蛋白直系同源数据库 COG ２４ ２８．９２

非冗余数据库 NR ８２ ９８．８

蛋白家族数据库 PFAM ３２ ３８．５５

已注释的蛋白质序列数据库

Swissprot
２６ ３１．３３

EMBL数据库翻译所得蛋白质数据
库

TrEMBL
７９ ９５．１８

基因本体数据库 GO ３３ ３９．７６

京都基因和基因组百科全书 KEGG １５ １８．０７

全部注释基因 Totalunigenes ８３ １００

表４　基因功能预测

Table４　Theresultofgeneprediction

基因种类 Thetypeofgene 数量 Amount

假定蛋白 Hypotheticalprotein ４５

复制、重组、转录调控基因

Replication,recombinationandrepair
１０

酶代谢和转运相关基因

Enzymetransportandmetabolismconcerninggene
９

转运蛋白 Mobileelementprotein ８

细菌分泌系统相关基因

Bacterialsecretionsystemconcerninggene
６

噬菌体 Phage ２

其他功能 Otherfunction ３

基因总数 Totalgene ８３

　　２)COG 功能分类.对预测基因进行 COG 功

能分类预测,共有２４个 Genes被注释上８种COG
分类.unigenes的 COG 分类图如图２所示,与质

粒复制、重组、修复方面的基因数量最多,其次为胞

内运输、分泌和囊泡运输,此类功能基因参与分泌蛋

白的合成,可能与病原菌的致病性相关[１７].

３)unigenes的KEGG代谢通路注释.对所有uniＧ
genes进行KEGG代谢通路注释,９个基因共注释上７
个pathway,该样本注释上的７个pathway如表５.由

表可知,与环境信息处理相关的基因数最多,包含在细

菌分泌系统和双组分系统中,值得关注的是细胞进程

中含有与细菌趋化性相关的基因,细菌的趋化性能够

帮助其适应不良环境[１８],这可能与 Psa 的耐药性

相关.

１４
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　有３３个基因注释上６９条 GO功能分类,从生物学过程、细胞组分和分子功能３个方面对基因及其产物的功能进

行定义.其中生物过程是指细胞水平、器官水平、组织水平等一系列分子事件的集合,细胞组分描述的是在亚细胞

结构和大分子化合物水平基因产物的位置,分子功能指的是基因产物在分子水平上的基本活动.Thereare３３

genesannotatedon６９functionclassifications．Definingthefunctionsofgenesandtheirproductsintermsofbiological

processes,cellularcomponentsandmolecularfunctions．Thebiologicalprocessreferstothecollectionofaseriesof

moleculareventssuchascelllevel,organlevel,andtissuelevel．Thecellcomponentdescribesthepositionofthegene

productatthesubcellularstructureandthemacromolecularcompoundlevel．Themolecularfunctionreferstothe

geneproductinthemoleculelevel．

图１　猕猴桃溃疡病菌株JFＧ８基因功能GO分析

Fig．１　GeneontologyanalysisaboutJF８

　有２４个基因预测有相应的COG注释,注释功能包括胞内运输、分泌和囊泡运输,信号转导、通用功能预测,细胞

壁、细胞被膜起源,复制、重组和修复,转录,辅酶转运和代谢,细胞周期调控、细胞分裂和染色体分离.Thereare２４

genespredictedtohaveCOGannotations．Annotationfunctionsincludeintracellulartrafficking,secretionandvesicuＧ

lartransport,signaltransductionmechanisms,generalfunctionprediction,cellwall,membraneandcellenvelopebioＧ

genesis,replication,recombinationandrepair,transcription,coenzymetransportandmetabolism,cellcyclecontrol,

celldivisionandchromosomepartitioning．

图２　COG功能分类

Fig．２　COGfunctionclassification

２４
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表５　代谢通路pathway注释

Table５　UnigenesannotatedinKEGGpathway

KEGG号

PathwayID
途径名

Pathwayname
分类

Group
基因数

Genenumber

ko０３０７０
细菌分泌系统

Bacterialsecretionsystem
环境信息处理

Environmentalinformationprocessing
３

ko０１２３０
氨基酸生物合成

Biosynthesisofaminoacids
代谢

Metabolism
２

ko０２０２０
双组份系统

TwoＧcomponentsystem
环境信息处理

Environmentalinformationprocessing
２

ko０５１２０
幽门螺旋杆菌感染上皮细胞信号传导通路

EpithelialcellsignalinginHelicobacterpyloriinfection
病害

Diseases
２

ko００４００
苯丙氨酸

Phenylalanine
代谢

Metabolism
２

ko０２０３０
细菌趋化性

Bacterialchemotaxis
细胞过程

Cellularprocesses
１

ko００３６０
苯丙氨酸代谢

Phenylalaninemetabolism
代谢

Metabolism
１

3　讨　论

质粒是细菌细胞内一种可以自我复制的双链

DNA分子,参与细菌基因重组和基因平行转移,促
进细菌新遗传信息的获得或交换,最近发现质粒拷

贝数还与细菌 T３SS功能和致病性有关[１９].细菌

耐药性问题日益严峻,大量研究表明细菌的耐药性

是由质粒介导的,如高升杰[２０]研究发现在肺炎克雷

伯杆菌的质粒中含有大量的耐药基因,认为细菌耐

药基因的传播与质粒结合转移相关.Stall等[２１]研

究发现 Xcv 菌株的耐铜性与一个可以自我转移的

质粒相关.向平安等[２２]报道 XanthomonasvesicaＧ
toria 和X．oryzaepv．oryzicola 的一些含有质粒

的菌株耐硫酸链霉素.本研究从我国猕猴桃溃疡病

病菌JF８中成功分离获其质粒,测序结果显示质粒

含有８３个基因,其中３８个已知功能基因.通过基

因聚类分析可以看出溃疡病病菌的质粒携带有大量

参与溃疡病致病过程的基因,如多达８个直接参与

基因重组和转移的转运蛋白[２３Ｇ２４],６个基因直接参

与细菌 Ⅳ 型或 Ⅲ 型分泌系统,植物病原细菌的

TTSS(Ⅲ型分泌系统),作为丁香假单胞菌属细菌

入侵宿主过程中的重要蛋白分泌系统,通过分泌效

应蛋白,能够抑制寄主的先天免疫,帮助细菌致

病[１５].已有研究证实,在 TTSS(Ⅲ型分泌系统)
中,致病细菌感染宿主的必要条件之一是质粒编码

基因数量的增加,低数量的毒力因子还不足以诱导

感染[１９].此外,还有一些其他涉及致病相关基因被

发现,如基因ParA 编码的蛋白是一个 ATP酶,对

质粒的分配以及维持质粒稳定具有重要作用[２５];编
码转录激活蛋白的基因LuxR 与细菌的群体感应

机制相关,影响毒力因子的表达和分泌[２６];基因

UmuC 是细菌中SOS应答系统的组分之一,控制细

胞中聚合酶Ⅴ的量[２７];还含有和生物体DNA复制、
重组及转录调控相关的基因,这说明质粒含有独立

的复制系统,具有自主性,也可以解释质粒为什么转

移到其他菌株中仍具有活性.此外,注释中还有大

量的基因功能未知,说明Psa 菌株携带的质粒具有

一些其他已知功能质粒不具备的功能.通过高通量

测序,GO细胞组分聚类中,与膜相关的基因数量最

多,生物膜在细菌致病中占有重要作用,当细菌入侵

宿主时可能会遭遇强酸、强碱、高盐等不利条件,细
菌可以通过形成生物膜来躲避宿主免疫杀伤系统,
从而实现自我保护.此外,生物膜还与细菌的耐药

性相关,保护其免受抗生素的杀菌作用[２８];分子功

能中,含有与核酸结合转录因子活性、催化活性、结
合、转运子活性、分子转换器活性相关的基因.最近

有学者对新西兰果园分离得到的Psa 菌株以及其

携带的质粒进行了全基因组测序,发现质粒基因组

中含有与抗铜性相关的基因位点[２９],然而有关Psa
质粒可能具备的其他功能,如抗生素抗性、致病性尚

未有研究报道,关于Psa 质粒耐药的机制也尚未被

揭示.本研究为Psa 致病机制研究提供了新思路,
也为多基因组学比较分析提供了基础数据.
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Functionalanalysisofnaturalplasmidfromthepathogen
ofbacterialcankerofkiwifruit,Pseudomonassyringaepv．actinidiae

WANGYue１,２　DONGJun２　WUQun３　TANGXiaomei１　 LIUPu２

１．CollegeofHorticultureandForestrySciences,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．CollegeofHorticulture,AnhuiAgriculturalUniversity,Hefei２３００３６,China;

３．QuzhouCity,ZhejiangProvinceEconomicSpecialtyStation,Quzhou３２４０００,China

Abstract　ToexplorethepathogenicmechanismofPseudomonassyringaepv．actinidiae (Psa)

fromtheperspectiveofplasmid,andtoanalyzethemaingenesandvirulencefactorstheyencode,weisoＧ
latedhighpurityplasmidfromthePsastrainJF８(Yuexi,Anhui)byplasmidextractionkit,sequenced
andanalyzeditbioinformatically．Theresultsshowedthattheplasmidwas５０７２４bpwithanaverageGC
contentof５６．２９％,containing８３proteinＧcodinggenes．Amongthe８３genes,４５werepredictedtoencode
hypotheticalproteinsand３８wereknownfunctionalgenes．BioinformaticsanalysisshowedthattheplasＧ
midcarriedseveralgenesassociatedwithbacterialpathogenesisanddiseaseresistance．TheplasmidcarＧ
riesupto８mobileelementproteinsdirectlyinvolvedingenerecombinationandmetastasis．Fivegenes
directlyparticipateinthebacterialⅣsecretionsystemandonegeneparticipatesintheⅢsecretionsysＧ
tem．TheproteinencodedbythegeneParAisanATPasethatplaysanimportantroleinthedistribution
ofplasmidsandmaintainingplasmidstability．ThegeneLuxR,whichencodesatranscriptionalactivator
protein,isinvolvedinthequorumsensingmechanismofbacteriaandaffectstheexpressionandsecretion
ofvirulencefactors．TheUmuCgeneisoneofthecomponentsofthemediumSOSresponsesystem,conＧ
trollingtheamountofpolymeraseⅤinthecell．

Keywords　Pseudomonassyringaepv．actinidiae;kiwifruitcanker;plasmid;functionalanalysis
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