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摘   要：【背景】北京欧文氏菌(Erwinia beijingensis)引起的刺芹侧耳细菌性软腐病(bacterial soft 

rot)给企业带来了严重的经济损失。wbnH2 糖基转移酶基因在北京欧文氏菌中的生物学功能尚不

明确。【目的】构建 wbnH2 基因的缺失株 Δ-wbnH2 和回补株 C-wbnH2，探究 wbnH2 基因对北京

欧文氏菌致病性的影响。【方法】采用同源重组方法构建北京欧文氏菌 LMG 27579T wbnH2 基因

缺失突变株 Δ-wbnH2，并对基因缺失菌株的致病性、生长速度、运动能力、生物膜形成能力、黏

附能力等生物学特性与野生型菌株进行比较分析；采用广宿主质粒 pBBR1MCS2 构建回补株

C-wbnH2，排除了极性效应引起的突变株表型变化。【结果】与野生型菌株相比，基因缺失株

Δ-wbnH2 的生长速度无明显差别。但是 wbnH2 基因的缺失导致多糖分泌、生物膜形成能力、黏

附能力、致病能力明显下降。【结论】wbnH2 基因影响北京欧文氏菌多糖分泌、生物膜的形成能

力、黏附能力及致病力，表明该基因在北京欧文氏菌致病过程中起重要作用，本研究为软腐病的

防控提供了理论基础。 

关键词：刺芹侧耳；同源重组；软腐病；欧文氏菌 
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Abstract: [Background] Bacterial soft rot caused by Erwinia beijingensis results in serious economic 

losses to enterprises. The biological function of the glycosyltransferase gene wbnH2 in E. beijingensis 

remains unclear. [Objective] To explore the effect of wbnH2 gene on the pathogenicity of E. 
beijingensis. [Methods] Homologous recombination was employed to construct the E. beijingensis 

LMG 27579T wbnH2-deleted mutant Δ-wbnH2. The biological characteristics such as pathogenicity, 

growth rate, motility, biofilm formation, and adhesion of Δ-wbnH2 were studied. Further, we used the 

broad-host-range plasmid pBBR1MCS2 to construct the complementation strain C-wbnH2 for excluding 

the polarity effect-caused phenotypic change of the mutant. [Results] Compared with that of the wild 

type, the growth rate of Δ-wbnH2 had no significant change. However, the deletion of wbnH2 resulted in 

significant decreases in polysaccharide secretion, biofilm formation, adhesion and pathogenicity. 

[Conclusion] The glycosyltransferase gene wbnH2 affects the polysaccharide secretion, biofilm 

formation, adhesion, and pathogenicity of E. beijingensis, playing a role in the pathogenic process. This 

study provides a theoretical basis for the prevention and control of bacterial soft rot. 

Keywords: Pleurotus eryngii; homologous recombination; bacterial soft rot; Erwinia 

欧文氏菌属(Erwinia)细菌是一种革兰氏阴

性菌，属于植物病原菌、附生菌并有机会成为

人类病原菌[1]，被列为经济上最重要的植物病

原体之一 [2]。欧文氏菌属内一些菌株是植物病

原细菌，如嗜气管埃希菌(E. tracheiphila)引起

南瓜青枯病 [3]；胡萝卜软腐菌(E. carotovorum 
pv. carotovora)引起兰花软腐病[4]；卡氏埃文氏

菌(E. carotovora subsp. carotovora)引起马铃薯

软腐病[5]。其中，嗜淀粉欧文氏菌(E. amylovora，
EA)在苹果、梨和其他蔷薇科植物中引起的火疫

病给农业造成了严重的经济损失[6-8]。近年来在

国内外多地均暴发了刺芹侧耳(商品名杏鲍菇)

细菌性软腐病(bacterial soft-rot disease)[9-11]，主

要病原菌有泛菌(Pantoea sp.)[12-13]、芽孢杆菌属

(Bacillus) 细 菌 [14] 、 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
sp.)[10]及欧文氏菌属(Erwinia)细菌[15]。感染该病

害后，子实体上出现水渍状病斑，并逐渐扩大，

子实体出现变形[14-17]，严重时可导致刺芹侧耳

产量减少 15%–20%[18]。北京地区的刺芹侧耳细

菌性软腐病病原菌经鉴定为北京欧文氏菌(E. 
beijingensis)[17]。阐明病原菌的致病机理可为软

腐病的防控及抗病育种提供理论基础。北京欧

文氏菌引起的刺芹侧耳软腐病是近年来的新兴

病害，该病原菌的致病机理尚未可知。 

胞外多糖(exopolysaccharides，EPS)是一些

特殊生物体在生长代谢过程中分泌到细胞外的

代谢产物，是一种水溶性多糖，与适应、生存

等功能有关[19]。在鲍曼不动杆菌(Acinetobacter 
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baumannii)[20] 、 丁 香 假 单 胞 菌 (Pseudomonas 
syringae)[21] 和 水 稻 黄 单 胞 菌 (Xanthomonas 
oryzae)[22]等病原菌中均发现胞外多糖是重要的

毒力因子。病原菌分泌的胞外多糖有助于病原

菌对宿主的黏附并影响病原菌生物膜的形成能

力 [23]。糖基转移酶(glycosyltransferase，GT)是

生物体多糖合成中的重要环节，GT 催化一个糖

基供体上的糖残基转移到一个受体上，糖基转

移酶特性决定了多糖的结构[24]。研究表明，糖

基转移酶在多种病原菌中均与致病性相关。如

肺炎链球菌 (Streptococcus pneumoniae)中存在     

4 种糖基转移酶对于肺炎链球菌生物膜的形成

等必不可少[25]；糖基转移酶 SMUS833 是变形

链球菌(Streptococcus mutans)生物膜发育及毒

力所必需的 [26]；FvCpsA 糖基转移酶对轮状镰

刀菌(Fusarium verticillioides)的生长、生物合

成和毒力至关重要 [27]。北京欧文氏菌存在一

个糖基转移酶基因 wbnH2，大小为 1 029 bp，

属 于 糖 基 转 移 酶 GTB 型 超 家 族 (glycosyl 

transferase_GTB-type superfamily)，病原菌侵染

宿主过程中表达量显著上调(log2 (FC)=2.58, Q 

value<0.01)，暗示该基因与北京欧文氏菌的致

病力具有重要关系。本研究以 wbnH2 基因为研

究对象，通过同源重组的方法构建基因缺失株，

与野生型菌株进行比较，探究 wbnH2 基因在北

京欧文氏菌中的生物学作用，旨在明确北京欧

文氏菌的关键致病基因，为刺芹侧耳细菌性软

腐病的防治奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株和质粒 
北 京 欧 文 氏 菌 (E. beijingensis) LMG 

27579T、自杀质粒 pRE112、大肠杆菌(E. coli) 
WM3064、大肠杆菌(E. coli) DH5α、广宿主载

体质粒 pBBR1MCS-2 均为本实验室所保存。 

1.2  主要试剂和仪器 
卡那霉素、氯霉素，上海碧云天生物技术

有限公司；二氨基庚二酸，北京沃凯生物科技

有限公司；蔗糖，生工生物工程(上海)股份有限

公司；琼脂糖，赛默飞世尔科技公司；琼脂粉，

北京跨世远洋科技有限责任公司；细菌基因组

DNA 提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒、质

粒小提试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；

无缝克隆试剂盒，中美泰和生物技术(北京)有限

公司；乙醇，阿拉丁试剂(上海)有限公司；结晶

紫，北京酷来搏科技有限公司。 

食用菌智能出菇箱，北京智态康兴生物科

技有限公司；全温度振荡培养箱，太仓华大实

验仪器科技有限公司；移液枪、微量离心机，

Eppendorf 公司；生物安全柜、生化培养箱、立

式超低温冰箱，Thermo Fisher Scientific 公司；

多功能酶标仪，珀金埃尔默企业管理(上海)有限

公司；照相机，索尼(中国)有限公司；多功能成

像系统、PCR 热循环仪，伯乐生命医学产品(上

海)有限公司。 

1.3  培养基 
LB MILLER 肉汤培养基，BD 公司；TSB

胰蛋白胨大豆肉汤培养基，Oxoid 公司。 

LB 液体培养基：2 g LB 粉溶于 100 mL 去

离子水中；LB 固体培养基：2 g LB 粉，2 g 琼

脂粉溶于 100 mL 去离子水中；TSB 培养基：3 g 

TSB 粉溶于 100 mL 去离子水中；杏鲍菇汁培养

基：新鲜杏鲍菇去掉头部，切块，每 200 g 菇

加入 300 mL 去离子水，榨汁，4 层纱布过滤，

滤纸过滤，分装灭菌，取出离心，弃沉淀，上

清液即杏鲍菇汁原液；30%杏鲍菇汁液体培养

基：30 mL 杏鲍菇汁原液，70 mL 去离子水；

30%杏鲍菇汁固体培养基：2 g 琼脂粉，30 mL

杏鲍菇汁原液，70 mL 去离子水；0.4%琼脂糖

LB 培养基：2 g LB 粉，0.4 g 琼脂糖溶于 100 mL
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去离子水中；0.4%琼脂糖杏鲍菇汁培养基：   

0.4 g 琼脂糖，30 mL 杏鲍菇汁原液，70 mL 去

离子水；所有培养基配好后分装，1×105 Pa 灭

菌 30 min，备用。 

1.4  引物的设计与合成 
本实验涉及引物由生工生物工程(上海)股

份有限公司合成，样品测序由北京诺赛基因公

司提供服务，所涉及引物信息如表 1 所示。 

1.5  wbnH2 基因缺失株的构建 
1.5.1  wbnH2 基因上下游同源臂片段扩增 

以提取的北京欧文氏菌基因组 DNA 为模

板，利用 A1 引物对扩增目的基因 wbnH2 的上

游同源臂片段，A2 引物对扩增下游同源臂片

段。PCR 反应体系(50 µL)：5×GC Buffer 10 L，

dNTPs Mix (2.5 mmol/L) 4 L ，正向引物

(10 mmol/L) 2.5 L ，反向引物 (10 mmol/L) 

2.5 L，野生型菌株 DNA (60 ng/L) 1 L，DMSO 

(10 U/L) 1.5 L，Phusion 酶(2 U/L) 0.5 L，

ddH2O 28 L。PCR 反应条件：98 °C 5 min；98 °C 

30 s，55 °C 30 s，72 °C 1 min；35 个循环，72 °C 

10 min；12 °C 保存。10%琼脂糖凝胶电泳验证，

使 用 琼 脂 糖 凝 胶 回 收 试 剂 盒 将 所 获 得 的

wbnH2 基因的上下游同源臂片段纯化回收，将

回收产物置于−20 °C 冰箱保存。 

1.5.2  pRE112-wbnH2-WM3064 自杀质粒的

构建 

使用 Kpn I 和 Sac I 对 pRE112 自杀质粒双酶

切。将酶切后的片段与 wbnH2 基因的上、下游同

源臂片段采用无缝克隆试剂盒进行连接(10 μL)：

pRE112 (20 ng/L) 0.5 L，wbnH2 上游同源臂

(60 ng/L) 3 L，wbnH2 下游同源臂(60 ng/L) 

1.5 L，Mix 酶 5 L。将连接产物于 50 °C 连接 

 
表 1  本实验所用引物 
Table 1  Primers used in this experiment 

引物名称 

Primer  

name 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

产物长度 

Product 

length (bp)

A1/F GTGTAAGTGAACTGCATGAATTCCCGGGAGAGCTCATGAAACCAACAAAAATAAAGGTA

ACTTTAACAAA 

1 158 

A1/R TCCAGAATAACATCCGTGTTATCACTAATTCAGTGCCTGAATATCAGCTCTCTCCCTCAAC

CATGTTGTG 

 

A2/F CACAACATGGTTGAGGGAGAGAGCTGATATTCAGGCACTGAATTAGTGATAACACGGAT

GTTATTCTGGA 

1 121 

A2/R GATAGGGCCCGATCCCAAGCTTCTTCTAGAGGTACCACATTAAAGAACTGTGGTAATTCA

TCAAGTGATGTT 

 

B1/F ATGAAACAAATTATTGCGGCACAAA 1 029 

B1/R CTACCGAAGAAATATTTCCTGATAC  

B2/F ACGCAAAATATTTTAATGTAAGGC 3 409 

B2/R GCCGAATTATAGCTTCTACT  

C1/F CTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCTATCCTATTCATGCTCTGGGTATTAT

ATTGAGTTGTT 

279 

C1/R TGTCTCAGCGCAGTGTAATATCTTCATTTTCATCATTTAATTATCATCGCTATGTAAAATTTT

TTTTAATC 

 

C2/F GATTAAAAAAAATTTTACATAGCGATGATAATTAAATGATGAAAATGAAGATATTACACTG

CGCTGAGACA 

1 029 

 

C2/R GGAACAAAAGCTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGCTACCGAAGAAATATTTCCTGATAC

AATTTATTCGT 
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5 min。将 pRE112-wbnH2 自杀质粒载体转化至

营养缺陷型大肠杆菌 WM3064 中，将转化后的

感受态细胞涂布于含有 50 μg/mL 氯霉素和  

50 μg/mL 二氨基庚二酸 (2,6-diaminopimelic 

acid，DAP)的抗性平板上，37 °C 培养，PCR

验证筛选阳性克隆子，并进一步通过测序验证。 

1.5.3  细菌接合转移与敲除验证 

将北京欧文氏菌野生型菌株 (以下简称

WT)和含有 pRE112-wbnH2 质粒的大肠杆菌

WM3064 分别于 LB 培养液和含有 50 μg/mL 

Cm、50 μg/mL DAP 的 LB 培养液中培养过夜。

次日分别活化 5 h，取 1 mL WT 加入 500 L 

pRE112-wbnH2-WM3064，12 000 r/min 离心

1 min，加入 1 mL LB 培养液洗涤 2 次，离心后

将混合的菌液置于 0.45 μm 滤膜上，28 °C 静置

培养过夜。将滤膜取出，用 1 mL LB 培养液冲

洗，28 °C 复性 90 min，取 100 μL 涂布含有

50 μg/mL Cm 的 LB 平板上，28 °C 培养 48 h。

挑取上述平板上长出的单菌落扩大培养后，涂

布 120、160、240 及 320 g/L 的蔗糖平板，28 °C

培养过夜，长出的单菌落于 30%杏鲍菇汁平

板上划线，28 °C 培养过夜。挑选与野生型形

态相异的菌株，置于液体 LB 培养基中 28 °C、

180 r/min 培养过夜，并划线至 Cm 平板，选取

LB 平板上能生长且 Cm 平板不生长的菌株进行

下一步验证。利用细菌基因组 DNA 提取试剂盒

提取 DNA，利用 B1/B2 引物 PCR 验证接合子，

将验证正确的菌株命名为 Δ-wbnH2。 

1.6  wbnH2 基因回补株的构建 
设计引物，利用 C1 引物对扩增 wbnH2 基

因启动子片段，利用 C2 引物对扩增 wbnH2 基

因片段，PCR 反应体系(50 μL)：Phusion 酶    

(2 U/L) 0.5 μL，GC Buffer 10 μL，dNTPs Mix 

(2.5 mmol/L) 4 μL，ddH2O 28 μL，模板 DNA    

(30 ng/μL) 1 μL，正、反向引物(10 mmol/L)各   

2.5 μL，DMSO (10 U/μL) 1.5 μL。PCR 反应条

件：98 °C 30 s；98 °C 10 s，55 °C 30 s，72 °C 

1 min，35 个循环，；72 °C 10 min；12 °C 保存，

PCR 验 证 。 利 用 Xho I/EcoR I 对 质 粒

pBBR1MCS-2 进行双酶切。将启动子片段与

wbnH2 基因片段及 pBBR1MCS-2 质粒进行无缝

连接，连接体系(10 μL)：Mix 酶 5 μL，启动子

片段 31 ng/μL 1 μL，wbnH2 基因片段 37 ng/μL 

1 μL，pBBR1MCS-2 质粒 44 ng/μL 3 μL。连接后

转化至大肠杆菌(E. coli) DH5α，37 °C 培养过

夜。PCR 验证并测序，筛选阳性克隆子，将验

证正确的菌株与 Δ-wbnH2 进行接合转移，PCR

验证筛选阳性接合子，最终成功构建回补株，

命名为 C-wbnH2。 

1.7  生长曲线测定 
前期试验中发现 30%杏鲍菇汁培养基与

LB 培养基相比能够促进北京欧文氏菌的多糖

生成，因此分别在不同培养基中测定 2 株菌株

的生长速度。具体操作为：挑取北京欧文氏菌

野生型菌株 WT 和突变株 Δ-wbnH2 菌株的单菌

落，分别接种到 LB 液体培养基中，28 °C、

180 r/min 培养过夜，按照 1:100 (体积比)接种于

10 mL LB 液体培养基中，活化 5 h，稀释 OD600

为 1.0，分别转接至 100 mL 液体 LB 培养基及

30%杏鲍菇汁培养基中，自 6 h 起，每 2 h 取样

一次，共取样 10 次，使用酶标仪测量 OD600 值，

统计数据，并绘制生长曲线，比较不同培养基

中野生型菌株和突变株的生长速度差异。每组

实验设置 3 个生物学重复。 

1.8  致病力测定 
为了验证 WT、Δ-wbnH2、C-wbnH2 这     

3 株菌株的致病力情况，分别从以下 2 个实验

验证。 

1.8.1  离体接种验证 

分别挑取 WT、Δ-wbnH2、C-wbnH2 单菌
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落至 3 mL LB 液体培养基中，28 °C、180 r/min

培养过夜，按照 1:100 比例再次活化 5 h。稀释

菌液浓度至 OD600 为 1.0，取 60 μL 接种于事先

打孔的杏鲍菇片上，28 °C 静置培养 24 h，以未

接菌的杏鲍菇片为阴性对照。使用索尼相机拍

照，每组实验设置 5 个生物学重复。 

1.8.2  子实体接种验证 

挑取 WT、Δ-wbnH2、C-wbnH2 单菌落，

分别接种到 LB 液体培养基中，28 °C、180 r/min

培养过夜，按照 1:100 比例接种于 100 mL TSB

培养基中，活化 5 h，用无菌水稀释 OD600 为

1.0，杏鲍菇子实体培养大小约 2 cm，每个菌

袋喷菌液 1 mL，温度设置为 16 °C，湿度为

80%，在食用菌智能出菇箱培养，72 h 后用索

尼相机记录拍照，同时用 ImageJ 软件测量单

个子实体的病变面积，每组实验设置 5 个生物

学重复。 

1.9  多糖含量测定 
参照王静等[28]的醇沉法并稍作改进测定菌

株的多糖产生能力。菌株培养方式同 1.7。稀释

菌液浓度至 OD600 为 1.0，将 WT 和 Δ-wbnH2
菌株分别接种于 100 mL 30%杏鲍菇汁培养基

中，28 °C、180 r/min 培养 21 h，6 000 r/min 离

心 10 min，弃沉淀，上清加入 4 倍体积的乙醇，

4 °C 静置过夜。取出 6 000 r/min 离心 30 min，

弃上清，沉淀用无菌水悬起，6 000 r/min 离心

10 min，弃沉淀，即得粗多糖溶液。利用苯酚

硫酸法测定多糖浓度，苯酚:样品:硫酸的比例为

1:2:5，混合均匀后静置 30 min，使用酶标仪于

490 nm 处测量吸光度。参照 Wang 等[29]的方法

在 30%杏鲍菇汁培养基平板上评估 2 菌株的多

糖产生能力。具体操作为：用无菌牙签蘸取菌

液，画“十字”至平板上，28 °C 静置培养 24 h，

使用索尼相机拍照记录。每组实验设置 3 个生

物学重复。 

1.10  生物膜形成能力测定 
参照 Zhang 等[30]的方法并稍作改进对菌株

的生物膜形成能力进行测定。菌株培养方式同

1.7。将菌株在 30%杏鲍菇汁培养基中活化，稀

释 WT 和 Δ-wbnH2 菌液浓度至 OD600 为 0.02，

分别取 200 μL 菌液接种于 96 孔板中，以未接

菌的 30%杏鲍菇汁液体培养基作为空白对照。

28 °C 静置培养 2 d。吸出菌液，用无菌 PBS 缓

冲液冲洗。自然风干 30 min，加入 200 μL 结晶

紫染色液，染色 30 min。用无菌水冲洗残留的

染色液，直至清澈为止。将 96 孔板放置于 37 °C

培养箱中，彻底烘干。加入 200 μL 33%冰醋酸溶

液，37 °C 放置 30 min，使用酶标仪测量 570 nm

处的吸光度。每组实验设置 5 个生物学重复。 

1.11  运动性测定 
参照 Raterman 等[31]的方法并稍作改进对

菌株运动性进行测定。菌株培养方式同 1.7。稀

释 WT、Δ-wbnH2 和 C-wbnH2 菌液浓度至 OD600

为 1.0，分别取 3 μL 菌液接种于 0.4% LB 琼脂糖

平板和 0.4%杏鲍菇汁琼脂糖平板，28 °C 培养过

夜。利用索尼相机拍照，使用 ImageJ 软件测量

运动圈的面积。每组实验设置 5 个生物学重复。 

1.12  黏附能力测定 
根据 Kutschera 等[32]的方法并稍作改进对

各菌株的黏附能力进行测定。菌株培养方式同

1.7。稀释 WT 和 Δ-wbnH2 菌液浓度至 OD600

为 0.2，取 10 μL 菌液接种到先前消毒过的 2 cm

杏鲍菇片上。28 °C 静置培养 24 h。用 1 mL 无

菌 0.85% NaCl 冲洗表面，以除去未黏附细胞，

在 5 mL 无菌 0.85% NaCl 溶液中剧烈旋转 30 s

以释放黏附的细胞，梯度稀释并在 LB 固体平

板上测定细菌数量。每组实验设置 5 个生物学

重复。 

1.13  数据分析 
所有试验均进行了 3 次，使用 DPS V7.05
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软件进行显著性分析，数据使用平均值±标准差

表示。差异显著性分别用 P<0.05、P<0.01 和

P<0.001 表示。 

2  结果与分析 

2.1  wbnH2 基因缺失株和回补株的鉴定 
采用同源同组的方法构建 wbnH2 的缺失突

变株。如图 1A 所示，利用 C2 引物对对 Δ-wbnH2

进行 PCR 验证，以野生型菌株 WT 基因组 DNA

作为阳性对照，WT 扩增出 1 029 bp (wbnH2 基

因大小)的片段，突变株 Δ-wbnH2 未扩增出条

带。利用验证 B2 引物对再次进行验证，验证结

果如图 1B 所示，WT 可扩增出 3 409 bp 大小的

片段，突变株 Δ-wbnH2 扩增出 2 380 bp 大小的

片段，表明 wbnH2 基因丢失，突变株 Δ-wbnH2
构建成功。 

 

 
 

图 1  突变株及回补株构建结果   A：内部引物验证突变株结果；B：验证引物对突变株验证结果；

C：内部引物验证回补株结果；D：验证引物对回补株验证结果。M：1 kb plus DNA Ladder Marker；

WT：野生型菌株基因组 DNA；Δ-wbnH2：突变株基因组 DNA；C-wbnH2：回补株基因组 DNA 

Figure 1  Construction results of mutant and complementary strains. A: Internal primers were used to verify 
the mutant results; B: Verify the verification results of primer pair mutant; C: Internal primers were used to 
verify the results of complementary strains; D: Verify the verification results of primer pairs. M:1 kb plus 
DNA Ladder Marker; WT: Genomic DNA of wild-type strain; Δ-wbnH2: Genomic DNA of mutant; C-wbnH2: 
complement genomic DNA of the strain. 
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回补株验证结果如图 1C 所示，利用 C2 引

物对对回补株 C-wbnH2 进行 PCR 验证，野生

型菌株 WT 扩增出 1 029 bp 产物，回补株

C-wbnH2 扩增出相同条带。使用 B2 引物对对

回补株再次验证，验证结果如图 1D 所示，野

生型扩增出 3 409 bp 产物，回补株 C-wbnH2 扩

增出相同条带，表明回补株 C-wbnH2 构建成功。 

2.2  生长曲线测定 
为了分析 wbnH2 基因敲除后是否会对菌株

的生长状况有影响，分别在 LB 培养基和 30%

杏鲍菇汁培养基中比较北京欧文氏菌野生型菌

株 WT 和 Δ-wbnH2 的生长情况。生长曲线测定

结果如图 2 所示，在不同培养基中，2 株菌株

生长能力无明显差异；但在 30%杏鲍菇汁培养

基中 2 株菌株的生长能力均低于在 LB 培养基

中的生长能力。该研究结果表明，wbnH2 基因

敲除不影响北京欧文氏菌的生长能力。 

2.3  致病力测定 
为了验证 WT、Δ-wbnH2 及 C-wbnH2 对杏

鲍菇的致病能力，对 3 株菌分别采用离体接种及

活体子实体接种验证菌株致病性，结果如图 3

所示。图 3A 为离体接种图，可见接种点位置处 

 
 

图 2  不同培养基中 WT 和 Δ-wbnH2 菌株生长曲

线测定   WT LB：野生型菌株在 LB液体培养基

中的生长曲线；WT 杏鲍菇汁：野生型菌株在

30% 杏 鲍 菇 汁 液 体 培 养 基 中 的 生 长 曲 线 ；

Δ-wbnH2 LB：突变株在 LB 液体培养基中的生长

曲线；Δ-wbnH2 杏鲍菇汁：突变株在 30%杏鲍菇

汁液体培养基中的生长曲线 

Figure 2  Growth curves of WT and Δ-wbnH2 
strains in different media. WT LB: Growth curve of 
wild-type strain in LB liquid medium; WT 
Pleurotus eryngii juice: Growth curve of wild-type 
strain in 30% Pleurotus eryngii juice liquid medium; 
Δ-wbnH2 LB: Growth curve of mutant in LB liquid 
medium; Δ-wbnH2 Pleurotus eryngii juice: Growth 
curve of mutant in 30% Pleurotus eryngii juice 
liquid medium. 

 

 
 

图 3  致病力测定结果   A：离体病原菌接种图；B：子实体病原菌接种图；C：病变面积图 

Figure 3  Pathogenicity test result. A: Inoculation diagram of isolated pathogenic bacteria; B: Inoculation 
diagram of pathogen in fruiting body; C: Lesion area map.  
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突变株发病较轻，与 WT 及回补株有明显差异。

图 3B 为子实体接种图，从图 3 可见突变株

Δ-wbnH2 表面有轻微淡黄色病斑，无黏液分泌，

致病力显著低于野生型菌株及回补株，且该基

因回补后，致病能力恢复到野生型状态，说明

基因突变未引起极性效应。图 3C 为各菌株病变

面积，野生型菌株侵染刺芹侧耳后平均病变面

积为 88.89%，突变株侵染刺芹侧耳后平均病变

面积为 50.00%，与野生型具有极显著差异

(P<0.001)，wbnH2 基因回补后，回补株侵染刺

芹侧耳的病变面积平均值为 92.20%，恢复了致

病能力。表明该基因对北京欧文氏菌的致病性

有重要作用。 

2.4  突变株多糖含量测定 
采用苯酚硫酸法测定北京欧文氏菌野生型

菌株 WT 和突变株 Δ-wbnH2 的多糖含量。结果

如图 4A 所示，WT 和 Δ-wbnH2 的多糖含量具

有极显著差异(P<0.001)。野生型菌株的多糖含

量为 1.02 mg/mL，而突变株 Δ-wbnH2 的多糖含

量为 0.19 mg/mL，野生型菌株的多糖含量是突

变株的 5.36 倍。同时平板划线测定结果也可以

看出突变株 Δ-wbnH2 的多糖含量减少(图 4B)。

表明 wbnH2 基因对北京欧文氏菌的多糖形成具

有促进作用，缺失该基因导致多糖含量下降。 
 

 
 

图 4  多糖含量测定结果   A：苯酚硫酸法测定多糖含量结果；B：平板划线法测定多糖含量。***：

P<0.001 
Figure 4  The results of the determination of polysaccharide content. A: The content of polysaccharide was 
determined by phenol sulfuric acid method; B: The content of polysaccharide was determined by plate 
scribing method. ***: P<0.001. 
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2.5  生物膜形成能力测定 
采用结晶紫染色法检测 WT 和 Δ-wbnH2 的

生物膜形成能力，以未接菌的 30%杏鲍菇汁液

体培养基为空白对照，经结晶紫染色洗脱、冰

醋酸溶解等步骤后，测定 OD570 值。结果如图 5

所示，与 WT 菌株相比，Δ-wbnH2 的生物膜形

成能力显著降低，二者具有极显著性差异

(P<0.001)。表明 wbnH2 基因对北京欧文氏菌的

生物膜形成能力具有促进作用，缺失该基因，

生物膜形成能力下降。 

2.6  运动性测定 
在 LB 琼脂糖培养基和 30%杏鲍菇汁琼脂

糖培养基上分别对 WT、Δ-wbnH2 和 C-wbnH2
的运动性进行测定，评估各菌株在不同培养基

上的运动能力。结果如图 6 所示，在 LB 琼脂

糖培养基中，运动情况无明显差异。在 30%杏

鲍菇汁培养基中，突变株与野生型菌株运动能

力有极显著差异(P<0.001)。野生型菌株的运动

能力是突变株 Δ-wbnH2 的 8.9 倍。表明 wbnH2
基因对北京欧文氏菌的运动能力具有促进作用。 

2.7  黏附能力测定 
对北京欧文氏菌 WT 和 Δ-wbnH2 的黏附能

力进行了测定。结果如图 7 所示，突变株

Δ-wbnH2 的菌落黏附数显著低于野生型菌株， 
 

 
 

图 5  生物膜形成能力测定结果   ***：P<0.001 

Figure 5  Biofilm formation ability assay results. 
***: P<0.001. 

 

 
 

图 6  运动性测定结果   A：LB 琼脂糖培养基上各菌株移动性面积测定；B：LB 琼脂糖培养基上各

菌株移动性平板图；C：30%杏鲍菇汁培养基上各菌株移动性面积测定；D：30%杏鲍菇汁培养基上各

菌株移动性平板图。***：P<0.001 

Figure 6  Motility assay results. A: Determination of the mobility area of each strain on LB agarose medium; 
B: Mobility plate map of each strain on LB agarose medium; C: Determination of the mobility area of each 
strain on 30% Pleurotus eryngii juice medium; D: Plate diagram of the mobility of each strain on 30% 
Pleurotus eryngii juice medium. ***: P<0.001. 
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图 7  黏附能力测定结果   WT：野生型菌株菌

落黏附情况；Δ-wbnH2：突变株菌落黏附情况。

***：P<0.001 

Figure 7  Adhesion determination results. WT: 
Colony adhesion of wild-type strains; Δ-wbnH2: 
Colony adhesion of mutant. ***: P<0.001. 

 
野生型菌株黏附的菌落数是突变株的 3.8 倍。

二者具有极显著性差异(P<0.001)。表明 wbnH2
基因对北京欧文氏菌的黏附能力具有促进作用。 

3  讨论与结论 

本研究利用同源重组方法[33]，利用 pRE112

自杀质粒，将 WM3064 营养缺失型大肠杆菌作

为供体菌与北京欧文氏菌野生型菌株进行同源

重组，从而获得基因缺失株 Δ-wbnH2，并研究

了该基因与致病力、生物膜形成能力、黏附能

力等的关系。欧文氏菌属细菌是常见的植物病

原菌[34-36]，其在刺芹侧耳中引发软腐病是国内

首次报道[17]。胞外多糖是众所周知的植物病原

菌的重要毒力因子之一[37]，胞外多糖的分泌是

其对宿主入侵的重要条件，糖基转移酶对多糖

合 成 具 有 极 大 的 促 进 作 用 。 粪 肠 球 菌

(Enterococcus faecalis)中的糖基转移酶促进多糖

分泌，缺失糖基转移酶基因(glycosyltransferase，

GTF)导致粪肠球菌多糖产量下降[38]。柠檬黄单

胞菌亚种[Xanthomonas citri subsp. citri (Xac)]

中编码糖基转移酶的 gpsX 基因对多糖的产生

十分重要，缺失该基因时病原菌移动性减弱，

胞外多糖显著减少[39]。比较野生型菌株和基因

缺失株发现，缺失 wbnH2 糖基转移酶基因使得

多糖产量下降，表明该基因是多糖合成关键基

因。生物膜形成能力一直被认为是重要的毒力

因素之一[40]，它是附着在病原菌表面的单一物

种或多物种微生物细胞群落，成熟的生物膜会

形成复合物，包裹在由多糖、蛋白质、核酸和

脂质组成的细菌产生的细胞外基质中，使病原

菌可以忍受恶劣的外界环境，从而有利于入侵

宿主[41]。在铜绿假单胞菌中，有多种胞外多糖

有助于生物膜的形成[42]。生物膜形成能力测定

结果表明，wbnH2 基因缺失株生物膜形成能力

下降，表明该基因参与了生物膜的形成。菌株

运动能力与生物膜形成能力有关，这 2 个过程

通常会相辅相成[43-44]。运动性测定结果显示，

突变株在 LB 琼脂糖培养基中运动面积与野生

型无明显差异。在 30%杏鲍菇汁琼脂糖培养基

中突变株 wbnH2 运动能力显著弱于野生型及

回补株，表明杏鲍菇汁培养基更有利于多糖的

分泌，从而运动范围扩大，缺失该基因后，多

糖产量下降，降低了病原菌的能力，这种现象

在铜绿假单胞菌中也有类似报道[21]。病原菌对

宿主的侵染和定殖的关键步骤之一是黏附到

宿主细胞上[45]，黏附试验测定结果表明，缺失

wbnH2 基因后显著降低了菌株的黏附能力。通

过离体接种、子实体接种可以明显看出缺失

wbnH2 基因的菌株致病力减弱，回补该基因后

与野生型致病力相当，证明该基因与致病性密

切相关。 

本研究中我们对北京欧文氏菌的 wbnH2 糖

基转移酶基因进行了生物学特性分析。我们的

研究表明，wbnH2 基因对胞外多糖的产生具有

促进作用，缺失该基因不影响北京欧文氏菌的

生长能力。但是缺失该基因降低了病原菌多糖

分泌能力、生物膜形成能力、黏附能力、运动
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能力及致病能力，表明该基因是北京欧文氏菌

的关键致病基因。 
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