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摘  要：【目的】鉴定柑橘溃疡病菌胞外水解酶减弱突变体 Mxac56-20 的 Tn5 插入位点，及其

在柑橘上的致病力。【方法】采用质粒拯救方法获得 Tn5 旁侧序列，与基因组信息比对后明确突

变体的插入位点；构建功能互补载体对突变体进行功能互补，检测互补菌株胞外蛋白水解酶、

纤维素酶和淀粉酶的恢复情况；在寄主植物柑橘上观察致病力变化。【结果】Mxac56-20 的 Tn5
插入位点是 II 型分泌系统 xpsD 基因，所构建的互补载体使突变体的胞外水解酶活性和致病力

得到恢复。【结论】柑橘溃疡病菌 xpsD 基因的突变，导致胞外水解酶活性降低，在寄主上的致

病力减弱，说明柑橘溃疡病菌的 II 型分泌系统在与寄主互作过程中起到致病因子的作用。 
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Abstract: [Objective] The purpose of this work was to identify the insertion site of mutant Mxac56-20 
with reduced extracellular enzyme activities, and to characterize the function of the mutated gene. 
[Methods] The Tn5 flanking sequence was identified by using plasmid rescue method. After the 
complementary recombinant was constructed, the restorations of extracellular enzyme and 
pathogenicity on host plant were tested. [Results] Tn5 transposon was inserted in the general secretion 
pathway xpsD gene in Xanthomonas citri subsp. citri. The phenotypic alterations were restored when 
constitutively expressing xpsD gene in mutant Mxac56-20. [Conclusion] The mutagenesis of xpsD 
gene in X. citri subsp. citri led to the reductions in extracellular enzyme activities and pathogenicity on 
host plant. These collected data demonstrated that the general secretion pathway is required for full 
virulence on host plant by X. citri subsp. citri. 
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柑桔溃疡病是由黄单胞属病原细菌引起的柑

橘细菌病害。病原菌在世界范围内主要为来源于

亚洲的 A 菌系、来源于美洲的 B 菌系和来源于巴

西的 C 菌系[1]。中国柑橘产区的病原菌属亚洲 A

菌系，学名为柑橘黄单胞菌柑橘亚种 Xanthomonas 

citri subsp. citri，以前在分类上归为地毯草黄单

胞 Xanthomonas axonopodis pv. citri，是致病力最

强、蔓延最为广泛的菌系，使绝大多数柑橘品种

发病[2-3]。 

植物病原细菌的胞外水解酶是通过 II 型分泌

系统(Type II secretion system，T2SS)扩散到胞外

的，是一个非常重要的致病因子[4]。植物细胞壁主

要成分是纤维素和半纤维素，以及少量的木质素

和果胶[5]。在 Dickeya dadantii 侵染危害过程中，

分泌的果胶酶能够降解植物细胞壁，但将果胶酶

合成基因 pel 突变后就不能在寄主上引起发病[4]。

在植物病原黄单胞菌 X. oryzae pv. oryzae、 X. 

oryzae pv. oryzicola 和 X. campestris pv. 

campestris 中，T2SS 的完整性是分泌胞外水解酶

所必需的，T2SS 功能的丧失影响病原菌在寄主

上的致病力[6-8]。 

以中国柑橘溃疡病菌株 Xac 29-1 为初发菌构

建 Tn5 随机插入突变体库的工作中，我们得到了

突变体 Mxac56-20，它在柑橘上的致病力减弱，平

板上检测的胞外水解酶活性也显著降低。本研究

通过质粒拯救方法明确了 Mxac56-20 突变体的

Tn5 插入位点是 II 型分泌系统的 xpsD 基因；构建

xpsD 基因的互补载体，完成对突变体表型的互

补，证明 T2SS 在柑橘溃疡病菌 Xanthomonas citri 

subsp. citri 致病力中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒和培养条件 

研究所用的菌株和质粒见表 1。柑橘黄单胞 X. 

citri subsp. citri 在 NB 液体或 NA 固体培养基中

28 °C 培养[7]。大肠杆菌在 LB 培养基(g/L，胰蛋白

胨 10，氯化钠 5，酵母粉 5)中 37 °C 培养。抗生素

卡那霉素和庆大霉素的使用浓度分别为 50 mg/L 和

10 mg/L。 

1.2  质粒拯救 

提取 Tn5 插入突变体 Mxac56-20 的基因组

DNA，取 2 μg DNA 经 Pst I 完全酶切后进行连接

反应，连接产物转化大肠杆菌 S17-1λpir 感受态细

胞，涂布于卡那霉素抗性 LB 平板，培养过夜。待

菌落长出后，提取质粒 DNA，用 Tn5 特异性引物

R6KAN-2 RP-1 (5′-CTACCCTGTGGAACACCTAC 
TCT-3′)进行测序，获得 Tn5 插入旁侧序列。 

 
 
 

表 1  实验中所用的菌株和质粒 
Table 1  Strains and plasmids used in this study 

菌株或质粒 

Strains or plasmids 
相关特性 

Relevant characteristics 
来源 

Source 

Strains   

Escherichia coli DH5α 901acZm15, recA1 Invitrogen 

Xanthomonas citri subsp. citri   

Xac 29-1 Wild-type This lab 

Mxac56-20 A xpsD mutant with Tn5 insertion derived from Xac 29-1 This lab 

CMxac56-20 Mxac56-20 carrying pBB-xpsD This work 

Plasmids   

pBBR1MCS-5 Gmr, mob, broad host range cloning vector [9] 

pBB-xpsD pBBR1MCS-5 expressing xpsD gene under wxacO promoter This work 
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1.3  功能互补构建 

根据 X. citri subsp. citri 的基因组信息，设计

特 异 性 引 物 (5′-TTAAGCTTATGAGTGAACGCA 

TGACGCC-3′； 5′-TTTCTAGATTATTTTCCATCC 

CGACTTAT-3′)，从基因组中扩增 xpsD 的全长编

码序列，克隆到载体 pBBR1MCS-5 的 Hind III 和

Xba I 酶切位点。用引物 5′-TTCTCGAGGGTTCTA 

CATGGCCGATACG-3′和 5′-CTCAAGCTTGCTGC 

CTGATTCATCGATGC-3′扩增柑橘溃疡病菌 wxacO

基因 500 bp 启动子区域[10]，克隆到 pBBR1MCS-5

的 Xho I 和 Hind III 酶切位点，使 xpsD 可以在

wxacO 基因启动子的推动下，在 X. citri subsp. citri

中组成型表达。将得到的重组质粒 pBB-xpsD 电转进

入突变体 Mxac56-20，获得互补菌株 CMxac56-20。 

1.4  胞外水解酶活性分析 

将新鲜活化的突变体和野生型 Xac 29-1 接入

含 有 合 适 抗生 素 的 NB 培 养 基 中 28 °C 培 养    

24-48 h，将菌液的 OD600 值调成 1.0，分别取   

1.5 μL 点到含 1%脱脂牛奶的 NA 平板上，28 °C

培养 2 d，观察蛋白水解圈的形成；在含有 1%淀粉

的 NA 平板上 28 °C 培养 2 d，碘液染色观察淀粉

水解圈的形成；在含有 0.5%羧甲基纤维素钠盐的平

板(NaNO3 1.0 g/L，K2HPO4 1.0 g/L，KCl 1.0 g/L，

MgSO4 0.5 g/L，Yeast extract 0.5 g/L，Glucose  

1.0 g/L)上，28 °C 培养 2 d，用刚果红染色，观察

纤维素水解圈的形成。测量水解圈直径和菌落直

径大小，以两者之间的差值衡量菌体对底物的水

解，反映胞外水解酶的活性大小。 

1.5  致病力检测 

柑橘黄单胞 X. citri subsp. citri 在 28 °C 培养至

对数生长期，将菌液的 OD600 值调成 0.3，用无针

头注射器注射寄主柑橘叶片，观察病原菌引起的

水渍症状和病斑的发生和扩展。 

2  结果与分析 

2.1  突变体 Mxac56-20 插入位点的确定 

在 Tn5 随机插入突变体库的构建工作中，获

得了 40 个在柑橘上致病力减弱或丧失的突变体，

其中突变体 Mxac56-20 不仅在柑橘上致病力减

弱，胞外水解酶的活性也同时降低。采用质粒拯

救的方法，获得在卡那平板上生长的阳性克隆。经

测序确认，Tn5 插入在 xpsD 的编码基因 XAC3534

从起始密码子开始的第 74 个核苷酸位置，转录方

向与 xpsD 基因相反(图 1)。柑橘溃疡病菌 X. citri 

subsp. citri 的 xpsD 基因有 2 292 个核苷酸，编码含

有 764 个氨基酸的 XpsD 蛋白。在基因组上，xpsD

与 xpsN 紧密相连，位于 II 型分泌系统的最左端，

与其他 9 个 xps 基因一起形成 xps II 型分泌系统。

与 X. campestris 及 X. oryzae 一样，X. citri subsp. 

citri 也含有一套由 12 个 xcs 基因组成的 xcs II 型分

泌系统(图 1)。本研究中的胞外水解酶减弱突变体

的插入位点在 xps-II 型分泌系统的 xpsD 基因上。 

2.2  互补载体构建 

柑橘溃疡病菌的 wxacO 基因与脂多糖和生物

膜的形成有关。为了获得组成型表达 xpsD 的重组

质粒，将 wxacO 基因的 500 bp 启动子区域构建到

载体 pBB1MCS-5 的 Xho I 和 Hind III 位点[10]，用

特异性引物扩增 2 292 bp 的 xpsD 全长序列，构建

到载体 pBB1MCS-5 的 Hind III 和 Xba I 位点，获

得重组互补构建 pBB-xpsD，使得 xpsD 在 wxacO

启动子下推动表达(图 2)。重组质粒电转进入突变

体 Mxac56-20 进行功能互补后的表型分析。 

 

 
 

图 1  突变体 Mxac56-20 的 Tn5 插入位点 
Figure 1  The Tn5 insertion site of mutant M56-20 

 

 
 

图 2  xpsD 功能互补载体构建 
Figure 2  The construction strategy for xpsD 
complementation analysis 
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2.3  xpsD 突变体胞外水解酶活性降低 

将 携 带 互 补 重 组 质 粒 pBB-xpsD 的 突 变 体

Mxac56-20，在分别含有淀粉、脱脂牛奶和羧甲基

纤维素钠盐的平板上检测菌株胞外水解酶活性。

突变体的蛋白酶和淀粉酶的水解圈为 0.2 cm，与

野生型相比，下降超过 50%。胞外纤维素酶的水

解酶为 0.75 cm，下降了 30%。功能互补菌株都恢

复了突变体的胞外水解酶活性，其中淀粉酶的活

性恢复到了野生型的 75%，蛋白酶和纤维素酶的

活性接近野生型水平(图 3)。 

2.4  xpsD 突变体在柑橘上致病力减弱 

xpsD 突变体在柑橘上的致病力与野生型有明

显的差别。采用注射接种方法在叶片主脉两侧、

次脉之间接种 OD600=0.3 的菌液。野生型一般在 

3 d 后就可以看到水渍症状，突变体 Mxac56-20

出现水渍症状的时间延迟 2 d；接种后 7 d，随着

接种区域细胞的增生膨大，注射接种区域出现典

型的隆起症状，突变体引起的症状比野生型轻；

接种 14 d 后，野生型的接种区域伴随有轻微的坏

死 ， 而 突 变 体 接 种 区 域 没 有 坏 死 现 象 。 携 带

pBB-xpsD 的互补菌恢复了突变体在柑橘上的致

病力，引起的溃疡症状时间和发病程度与野生型

一致(图 4)。 

3  讨论 

柑橘溃疡病菌的 II 型分泌系统是一个致病因

子。Baptista 等以胞外纤维素酶为筛选目标，没有

得到纤维素酶的编码基因，仅得到了一个 xpsD 突

变体，胞外纤维素水解酶活性降低，但未能构建

互 补 载 体 对 突 变 体 进 行 功 能 互 补 验 证 [11] 。

Xanthomonas citri subsp. citri 的 xpsD 突变体在柑

橘上致病力减弱的表型与 Xanthomonas campestris

及 Xanthomonas oryzae 中报道一致[12-13]。本研究中

的胞外水解酶减弱突变体 Mxac56-20，经质粒拯救

实验证明也是一个 II 型分泌系统 xpsD 的插入突变

体，xpsD 可能是 II 型编码基因中的一个 Tn5 插入

热点[14-15]。 

与其他黄单胞细菌相似，X. citri subsp. citri 菌

株中含有 2 套 II 型分泌系统 Xps 和 Xcs[16]。在

Xanthomonas campestris 中研究结果显示：xcs 突变

对胞外水解酶活性和细菌的致病力都没有影响，

但单个 xcs 基因可以互补 xps 系统中对应的同源基

因的表型[17]。因此，在已知报道的 Xps 系统突变

体中，突变菌株的胞外水解酶活性几乎全部是减

弱而不是完全丧失。在果斑病菌 Acidovorax citrulli 

AAC00-1 菌株中，对 xpsG1 和 xpsG2(xcsG)进行双

突变，获得了胞外纤维素酶活性全部丧失的突变

体，虽然在西瓜上仍然具有致病力，但是在种子

和寄主表面上的定殖能力下降，其种子传播病害

的效率降低了 50%[18]。在 X. citri subsp. citri 中，

含有多个编码胞外纤维素酶、蛋白酶和淀粉酶的 
 

 
 

图 3  xpsD 突变体胞外水解酶活性检测 
Figure 3  The extracellular enzyme activities of xpsD mutant 
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图 4  xpsD 突变体在柑橘植物上的致病力检测 
Figure 4  The pathogenicity of xpsD mutant on citrus 
plants 
 

基因，我们将 EcpAXoc 的同源基因 XAC2763 进行

缺失突变后，用注射接种方法，在葡萄柚上致病

力下降，但在平板上还保留部分的蛋白酶活性(未

发表数据)。我们认为胞外酶对 X. citri subsp. citri

的致病力有一定的作用，但需要在野生型菌株的

基础上获得双突变或多突变菌株，至胞外水解酶

活性完全缺失，才能对其功能有更准确的评价。 
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