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摘  要：【背景】野油菜黄单胞菌(Xanthomonas campestris pv. campestris, Xcc)引起十字花科植物

黑腐病，在全球范围内造成经济损失，亟须深入研究其致病机理，开发新的黑腐病防控措施。细

菌脂肪酸合成系统不仅为细胞膜合成提供原料，其中间代谢产物还是许多生物活性分子合成的底

物，具有重要的生理功能，也是抗菌药物筛选的重要靶标。【目的】研究 Xcc fabZ 对扩散信号分

子(diffusible signal factor, DSF)类信号产量、致病力、胞外酶、胞外多糖和运动性等方面的影响。

【方法】利用报告菌株检测法分析了不同替换突变株的 DSF 类群体感应信号产量。利用同源重组

原理，在 DSF 类信号高产菌株中获得替换突变株，利用高效液相色谱(high performance liquid 
chromatography, HPLC)法测定 DSF 类信号产量。利用剪叶法检测替换突变株对寄主植物甘蓝的致

病力，并分析了不同菌株的胞外多糖、胞外酶和运动性差异。【结果】报告菌株检测法和 HPLC
法都证明大肠杆菌 fabZ 替换突变株(Xcc ΔfabZ/pSRK-Ec fabZ)中 DSF 类信号产量显著下降。而该

突变株对寄主植物的致病性也下降，在白菜提取物中生长也变慢，胞外酶产量下降，运动性也变

弱。而 Xcc fabZ 替换突变株的 DSF 类信号产量恢复到野生菌水平，且过量产生胞外多糖使得致病

性增强，胞外酶、运动性也都有所恢复。【结论】Xcc 中 3-羟基脂酰 ACP 脱水酶(FabZ)与其致病

性相关，不仅影响 DSF 类信号产量，还在胞外酶、运动性等方面发挥作用。 
关键词：野油菜黄单胞菌；3-羟基脂酰 ACP 脱水酶；DSF 类信号；致病性 
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Abstract: [Background] Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) is the pathogen of black 
rot in cruciferous plants, causing immense economic losses worldwide. Therefore, it is urgent to 
study the pathogenic mechanism of this pathogen and develop novel methods to control this 
disease. The bacterial fatty acid synthesis system provides not only substrates for cell membrane 
synthesis but also the intermediates to be used as precursors for the synthesis of bioactive 
molecules. With important functions, the fatty acid synthesis system is a promising target for the 
screening of antibacterial agents. [Objective] To investigate the effects of Xcc fabZ on the 
diffusible signal factor (DSF) family signals production, pathogenicity, extracellular enzymes, 
extracellular polysaccharides, and motility of Xcc. [Methods] The yields of DSF family signals 
produced by different strains were estimated by the bioassay method with the DSF reporter 
strain. The replacement mutants were established from the DSF family signals high yield strain 
based on homologous recombination. Then, the yields of DSF family signals were determined 
by high performance liquid chromatography (HPLC). The pathogenicity of different strains to 
the host plant Brassica oleracea L. was examined by the leaf-clipping method, and the 
production of exopolysaccharides (EPS), extracellular enzymes, and motility were compared 
among different strains. [Results] The DSF family signals produced by the Escherichia coli 
fabZ replacement mutant (Xcc ΔfabZ/pSRK-EcfabZ) decreased sharply. Moreover, the mutant 
presented attenuated pathogenicity to the host plant, slow growth in the plant extract, reduced 
extracellular enzyme production, and weakened motility. The production of DSF family signals 
by the Xcc fabZ replacement mutant was restored to the level of the wild-type strain, and 
excessive production of EPS enhanced the pathogenicity and restored the extracellular enzymes 
and motility. [Conclusion] FabZ affects the production of DSF family signals and extracellular 
enzymes, pathogenicity, and motility of Xcc. 
Keywords: Xanthomonas campestris pv. campestris; 3-hydroxyacyl ACP dehydratase; DSF 
family signals; pathogenicity 
 

黄单胞菌(Xanthomonas)是植物病原菌中较

大类群，能侵染许多重要的农作物，在全球范围

内造成大面积减产，引起巨大的经济损失[1]。其

中野油菜黄单胞菌(Xanthomonas campestris pv. 
campestris, Xcc)能侵染几乎所有十字花科植物，

包括卷心菜、甘蓝、油菜、白菜和模式植物拟南

芥等。Xcc 侵染会引起黑腐病，一旦发病，会严

重影响许多重要经济类蔬菜的产量与品质[2]。随

着我国菜田复种指数的普遍提高，细菌性黑腐

病的发病程度和发病率逐渐上升，严重危害我
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国十字花科蔬菜的生产，亟须开发有针对性的

新防控方法。 
Xcc 是研究病原菌与寄主植物相互作用的

模式菌株 [3]，其侵染寄主植物是一个复杂的、

动态的多因子相互作用过程。在此过程中，Xcc
产生多种致病因子，包括胞外多糖、胞外酶(纤维

素酶、淀粉酶和蛋白酶等)、运动性等[4]。研究表

明，Xcc 产生上述致病因子主要受扩散信号分

子(diffusible signal factor, DSF)类信号介导的群

体感应系统的严格调控[5]。DSF 类信号为主链

含有 12 个碳原子的不饱和脂肪酸，其合成前体

是脂肪酸合成途径的中间代谢产物 3-羟基脂酰

ACP (acyl carrier protein)，因此 DSF 类信号合

成与脂肪酸合成途径紧密相关[6-7]。 
细菌一般采用 II 型脂肪酸合成系统(fatty 

acid synthase II, FAS II)合成脂肪酸，主要包括聚

合、还原、脱水和再还原 4 个步骤[8]。本课题组

通过多年研究，已经基本阐明了 Xcc 的脂肪酸合

成机制，详细研究了多个 3-酮脂酰 ACP 合成酶

FabH/FabB/FabF[6,9]、多个 3-酮脂酰 ACP 还原酶

FabG[10-11]，以及烯脂酰 ACP 还原酶 FabV[12]的

功能，发现均影响 DSF 类信号产量。本课题组

研究还发现，与模式生物大肠杆菌(Escherichia 
coli)类似，Xcc 也编码 2 个 3-羟基脂酰 ACP 脱

水酶 FabA 和 FabZ，其中 Xcc FabA 具有催化不

饱和脂肪酸(unsaturated fatty acid, UFA)合成的

活性，但 Xcc fabA 不是细菌生长和 UFA 合成的

必需基因，只影响 DSF 类信号合成量和对寄主

植物的致病性[13]。而 Xcc FabZ 能催化不同链长

的 3-羟基脂酰 ACP脱水，参与饱和脂肪酸合成，

但 Xcc fabZ (XC_2876)是生长的必需基因，只能

将携带 Ec fabZ (b0180)或 Xcc fabZ 的表达质粒

导入后，才能获得替换突变株，但 Xcc FabZ 的

生理功能尚不清楚[14]。因此，本研究进一步利

用植物病理学方法，研究了不同 fabZ 基因替换

突变株对寄主植物的致病性，并测定了不同菌

株的致病因子产量，分析了 Xcc FabZ 在 DSF
类信号合成中的功能，以期为开发新型防治黑

腐病病害药物提供新的思路。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株、质粒和培养基 

本研究使用了大肠杆菌 DH5α 和 S17-1，野

油菜黄单胞菌 Xcc 8004、XC1，DSF 类信号报告

菌株 Xcc FE58[15]。使用的质粒有 pK18mobsacB
和 pSRK-Gm[16]，其他载体均为上述质粒的衍生

质粒，细菌菌株和质粒特征具体见表 1。LB 培

养基用作培养大肠杆菌，NYG 培养基[13]用于

Xcc 培养，DSF 类信号提取时用 NA 培养基(牛
肉膏 3.0 g/L，蛋白胨 5.0 g/L，酵母粉 1.0 g/L，

蔗糖 10.0 g/L)培养 Xcc。抗生素的工作浓度：利

福平(Rif) 50 μg/L、卡那霉素(Km) 30 μg/L、庆

大霉素(Gm) 10 μg/L 和四环素(Tc) 25 μg/L。 
1.1.2  主要试剂和仪器 

PCR Mix、DNA Marker 等试剂，DNA 回

收和质粒提取等试剂盒均购自大连 TaKaRa 公

司；卡那霉素、庆大霉素、IPTG 等试剂购自

Sigma 公司；PCR 扩增引物的合成以及核酸序

列测定由生工生物工程(上海)股份有限公司完

成。恒温光照培养箱，宁波乐电仪器制造有限

公司；分光光度计和 HPLC，岛津公司；自动

生长曲线仪，OY Growth Curves 公司。 

1.2  替换突变株的构建 
将 pJR-4 转化大肠杆菌 S17-1，与 Xcc 

ΔrpfBΔrpfC 在 NYG 平板上 30 ℃共培养 36 h
后，稀释至 10−2 后取 100 μL 涂布于 NYG 平板

(含 Rif 和 Km)，30 ℃继续培养后获得单菌落。

进一步提取总 DNA 后 PCR 检测，确认获得 Xcc 
fabZ 敲除的一次重组菌株 Xcc JR6。分别将互补 
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表 1  本研究使用的菌株与质粒 
Table 1  The strains and plasmids used in this work 
Strain/Plasmid Relevant genotype or characteristics Sources or reference 
E. coli strains   

DH5α φ80ΔlacZΔM15 endA1recA1hsdR17 (rK
‒, mK

+) Lab collection 
S17-1 Tpr Smr recA, thi, pro, hsdR‒M+ RP4::2-Tc::Mu:Km::Tn7, λpir Lab collection 

Xcc strains   
8004 Rif R, wild type Lab collection 
FE58 RifR, TcR, DSF signal reporter [15] 
JR4 Rif R, GmR, ΔXccfabZ/pJR-5 Lab collection 
JR5 Rif R, GmR, ΔXccfabZ/pJR-6 Lab collection 
ΔrpfBΔrpfC Rif R, higher amounts of DSF signals producer, in which the rpfB and rpfC genes 

were deleted 
[17] 

JR6 RifR, KmR, pJR-4 integrated in Xcc ΔrpfBΔrpfC genome This study 
JR7 RifR, KmR, GmR, Xcc JR6 harboring pJR-5 This study 
JR8 RifR, KmR, GmR, Xcc JR6 harboring pJR-6 This study 
JR9 Rif R, GmR, ΔrpfBΔrpfCΔXccfabZ/pJR-5 This study 
JR10 Rif R, GmR, ΔrpfBΔrpfCΔXccfabZ/pJR-6 This study 

Plasmids   
pK18mobsacB Kmr, conjugation vector Lab collection 
pSRK-Gm Gmr, expression vector Lab collection 
pJR-4 Kmr, XccfabZ in-frame deletion fragment inserted to pK18mobsacB between  

EcoR I/Hind III sites 
Lab collection 

pJR-5 Gmr, EcfabZ in pSRK-Gm Lab collection 
pJR-6 Gmr, XccfabZ in pSRK-Gm Lab collection 

 
质粒 pJR-5 (Ec fabZ)和 pJR-6 (Xcc fabZ)导入大

肠杆菌 S17-1 后，与一次重组菌株结合，利用

Rif、Km 和 Gm 抗性筛选分别获得 Xcc JR7 和

Xcc JR8。分别将其在 NYG (含 Rif 和 Gm)中培

养后，涂布于含有 Rif、Gm 和 10%蔗糖的

NYGS[13]平板，筛选出 Km 敏感单菌落，参考

文献[14]利用 PCR 检测并测序验证后，获得基因

组上 Xcc fabZ 被敲除的二次重组菌株 Xcc JR9 
(ΔfabZ/Ec fabZ)和 Xcc JR10 (ΔfabZ/Xcc fabZ)。 

1.3  DSF 类信号分析 
利用报告菌株Xcc FE58检测DSF类信号参

考文献[10]进行。在 50 mL NYG 培养基(冷却后)
中添加 1 mL Xcc FE58 过夜培养物(OD600 约 2.0)，
并添加 X-Gluc (终浓度 160 µg/mL)后制备平板。

将待测菌株培养物用无菌水洗 2 次后，取 2 µL

点种到平板上，30 ℃避光培养 24 h 观察结果。 
DSF 类信号提取与分析参考文献[18]。具

体做法如下：不同菌株在 NA 培养基中 30 ℃、

200 r/min培养24 h后，6 000 r/min室温离心10 min
收集上清，调 pH 至 3.8，加入等体积的乙酸乙

酯，放置于 30 ℃、200 r/min 摇床萃取 1 h；室

温 8 000 r/min 离心 5 min 收集乙酸乙酯提取液，

利用旋转蒸发仪(45 ℃)蒸干乙酸乙酯；DSF 粗提

物溶解在 2 mL 无水甲醇(HPLC 级)中；利用氮气

吹干后在−20 ℃保藏备用。HPLC 检测时用   
100 µL 无水甲醇(HPLC 级)充分溶解提取物，用

0.22 µm微孔滤膜过滤后取 20 µL样品用于HPLC
检测。 

HPLC 检测分析方法：上样量：20 µL；C18
反相色谱柱(4.6 mm×150 mm, Agilent)；流动相：
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水和甲醇均含有 0.1%甲酸，比值为水(23%):甲
醇(77%)，流速 1 mL/min；检测波长为 212 nm；

检测系统参数：Shimadzu prominence LC-20AT 
system with UV220 detector。根据 HPLC 出峰面

积计算群体感应信号分子的相对含量。 

1.4  致病性分析 
Xcc 菌株侵染寄主植物参考文献[13]和[19]

进行。将野生菌 Xcc 8004、两种替换突变株 Xcc 
JR4 和 JR5 分别接种到 NYG 中 30 ℃、200 r/min
培养约 24 h 后，调整不同菌株浓度至 OD600 均

约为 1.0，利用剪叶法分别接种到 4 片叶龄的甘

蓝叶片上，继续培养 2 周后，测定并统计叶片

病斑长度。取不同接种天数的叶片，无菌水冲

洗 3 次，磨碎后用 1 mL NYG 重悬，10 倍系列

稀释至 10−5，分别涂布 NYG 平板(含 Rif)，30 ℃
培养约 36 h 后计数单菌落。取新鲜大白菜捣碎，

4 000 r/min 室温离心 10 min 后取上清经 0.22 µm
微孔滤膜除菌备用。不同菌株 30 ℃、200 r/min
培养过夜后，调整菌体浓度一致，按 1%比例接

种到白菜汁中并转移至 96 孔板上，然后将平板

放置到自动生长曲线仪上，读取 OD600 数值，

直到各个菌株生长至平稳期，停止读数并导出

记录，分析数据。 

1.5  胞外多糖与胞外酶分析 
将不同菌株调整菌体浓度至 OD600 约为

1.0，按 1%比例接种至含 4%葡萄糖的 NYG 中，

30 ℃、200 r/min 培养 5 d，加入 4 倍体积的无

水乙醇沉淀胞外多糖，边注入边搅拌，然后将

絮状沉淀物取出后置于 60 ℃烘箱充分干燥后

称重。胞外酶测定参考文献[13]和[20]方法进

行，其中蛋白酶测定方法：将不同菌株(2 μL)
点种到含 1%脱脂牛奶的 NYG 平板上，30 ℃培

养 48 h 后观察并测定透明圈大小，直径代表胞

外蛋白酶产量的高低；淀粉酶测定方法：将不同

菌株(2 μL)点种到含 0.1%可溶性淀粉的 NYG 平

板上，30 ℃培养 36 h，用 1:100 (体积比)的 I2/KI
溶液染色 10 min，再用 70%的酒精洗平板后，

观察并记录透明圈的大小，透明圈的直径大小

代表胞外淀粉酶产量的高低。纤维素酶测定方

法：将不同菌株(2 μL)点种到含有 0.5% (质量体

积分数)的羧甲基纤维素(carboxymethyl cellulose, 
CMC)的 NYG 平板上 28 ℃培养 48 h 后加入约

20 mL 0.1%的刚果红(Congo red)染色 30 h，水洗

2 次，再用 20 mL 1 mol/L NaCl 溶液脱色 2 次，

每次约 20 min，观察并记录透明圈的大小，透明

圈的直径大小代表胞外纤维素酶产量的高低。 

1.6  运动性分析 
将不同菌株培养物调整到浓度一致(OD600

约为 2.0)后，取 2 μL 菌液点接于含 0.6%琼脂糖

的葡萄糖代甘油的 NYG 半固体培养基平板上，

正置于 30 ℃培养箱静置培养 3 d，观察并测量

菌落大小，统计分析不同菌株的群集运动

(swarming)能力差异。与之类似，用牙签将不同

菌株穿刺接种于含有 0.3%琼脂糖的葡萄糖代甘

油的 NYG 半固体培养基平板，测定不同菌株的

泳动(swimming)能力。 

2  结果与分析 

2.1  Xcc fabZ 替换突变株 DSF 类信号产量

下降 
本课题组前期通过异体遗传互补、体外活

性分析，证明 Xcc FabZ 具有 3-羟基脂酰 ACP
脱水酶活性，参与脂肪酸合成，且 Xcc fabZ 是

必需基因，只能获得替换突变株 Xcc JR4 (Ec 
fabZ)和 Xcc JR5 (Xcc fabZ)[14]。由于脂肪酸合成

代谢中间产物为 DSF 类信号合成的底物，因此

Xcc中参与脂肪酸合成的酶类，如 3-酮脂酰 ACP
合成酶 FabH/FabB、3-酮脂酰 ACP 还原酶 FabG
和 3-羟基脂酰 ACP 脱水/异构酶 FabA，都影响

DSF 类信号产量[6,10-11,13]。为研究 Xcc FabZ 是否
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影响 DSF 类信号产量，本研究首先利用 DSF
类信号报告菌株 Xcc FE58[16]在平板上测定了不

同菌株的 DSF 类信号产量。结果显示，野生菌

Xcc 8004 和 Xcc JR5 (Xcc fabZ)菌株的周围都产生

了蓝色指示圈，而替换突变株 Xcc JR4 (Ec fabZ)
未产生蓝色的指示圈(图 1A)，初步说明 Xcc fabZ
被 Ec fabZ 替换后，影响了 DSF 类信号产量。 

由于 Xcc ΔrpfBΔrpfC菌株能产生大量的 DSF
类信号[17]，便于后续检测，本研究进一步在 Xcc 

ΔrpfBΔrpfC 菌株中构建替换突变株。首先将 Xcc 
fabZ 敲除质粒 pJR-4 导入 Xcc ΔrpfBΔrpfC 后获得

一次重组菌株 Xcc JR6。然后将表达质粒 pJR-5 
(Ec fabZ)和 pJR-6 (Xcc fabZ)分别导入 Xcc JR6
后，在含有 Gm、Rif 和 10%蔗糖的 NYGS 平板上，

分别筛选获得基因组上 Xcc fabZ 被敲除的替换突

变株 Xcc JR9 (Ec fabZ)和 Xcc JR10 (Xcc fabZ)。进

一步利用 HPLC 法测定了不同菌株的 DSF 类信

号的组分和产量，结果显示 Xcc ΔrpfBΔrpfC、 
 

 
 
图 1  不同菌株的 DSF 类信号检测   A：DSF 报告菌株检测，出现蓝色光圈说明有 DSF 类信号. B：HPLC
法测定 DSF 类信号. C：DSF 类信号产量，基于不同 DSF 类信号面积分析，不同小写字母代表显著性

差异(P<0.05) 
Figure 1  DSF-family signals tests of different strains. A: DSF family signals bioassay with reporter strain, 
the formation of a blue halo indicates the presence of DSF-like activity. B: DSF-family signals tests with hplc 
methods. C: The amounts of DSF-family signals of different strains. The relative amounts of DSF-family 
signal molecules were calculated on the basis of their peak areas. Different lowercase letters indicate 
significant differences between treatments based on the least significant difference at P<0.05. 
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Xcc JR9 和 Xcc JR10 都产生了不同种类的 DSF
类信号，其中以具有支链结构的 DSF 为主要组

分(图 1B)。但 Xcc JR9 (Ec fabZ)产生的各种 DSF
类信号产量都显著降低，其中DSF产量仅为Xcc 
ΔrpfBΔrpfC 的 22.5%，BDSF 仅为 17.8%。而

Xcc fabZ 替换菌株 Xcc JR10 的 DSF 类信号产

量均有所恢复(图 1C)。以上结果说明，Xcc FabZ
在 DSF 类信号产生过程中发挥作用，而且该

功能不能被大肠杆菌 FabZ 替换。 
2.2  Xcc fabZ 与致病性相关 

Xcc 中 DSF 类信号与致病性紧密相关，而

Xcc FabZ 在 DSF 类信号产生过程中发挥作用，

大肠杆菌 fabZ 替换突变株的 DSF 类信号产量显

著下降，推测 fabZ 在 Xcc 的致病过程中也发挥作

用。为此，利用剪叶法分别将野生菌、替换突变

株 Xcc JR4 (Ec fabZ)和 Xcc JR5 (Xcc fabZ)侵染寄

主植物甘蓝，测定不同菌株的致病性。结果显示，

3 个菌株都能引起甘蓝产生病斑(图 2A)，但不同

菌株引起的病斑长度有差异，野生菌 Xcc 8004 引

起的病斑长度平均值为 10.7 mm，而 Xcc JR4 菌

株引起的病斑长度为 8.0 mm，与野生菌有显著性

差异。Xcc JR5 的病斑长度平均值为 18.1 mm，显

著大于野生菌和 Xcc JR4 引起的病斑长度(图 2B)，
说明两种替换突变株的致病力差异显著。 

 

 

 
 
图 2  不同菌株的致病性检测   A：不同菌株侵染引起的病斑叶片. B：病斑长度统计. C：叶片中细菌

总数测定. D：白菜提取物中生长曲线分析. *：P<0.05；***：P<0.001；ns：无显著性差异 
Figure 2  Pathogenicity assay of different strains. A: Leaves with lesion caused by different strains. B: 
Lesion lengths of different strains. C: Colony counts in each lesion-exhibiting leaf. D: Growth analysis of 
different strains in Chinese cabbage extracts. *: P<0.05; ***: P<0.001; ns: No significant difference.  
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由于细菌在寄主植物中繁殖速度是影响

致病性的重要因素，本研究进一步测定了不同

菌株在甘蓝叶片中的总含量，结果如图 2C 所

示。随着侵染天数增加，叶片中细菌总数也显

著增加，而 3 种菌种总数在侵染后第 1、5 天

均无差异，但在侵染第 10 天时，替换突变株

Xcc JR4 (Ec fabZ)的数量要显著低于野生菌，而

Xcc fabZ 替换菌株 Xcc JR5 的总数与野生菌无

差异。本研究还测定了不同菌株在白菜提取物

中的生长曲线，发现 Xcc JR5 与野生菌生长无

显著差异，但 Xcc JR4 生长速度要弱于野生菌

(图 2D)。基于以上结果推测，细菌总数减少可

能是 Xcc JR4 致病力弱的原因之一。 

2.3  Xcc fabZ 影响胞外多糖和胞外酶产量 
Xcc 在致病过程中会产生多种致病因子，

分泌胞外多糖(exopolysaccharide, EPS)堵塞寄

主植物维管束，引起植物黑腐病 [21]。为进一

步分析 2 种替换突变株致病性具有显著差异

的原因，本研究测定了不同菌株在含有 4%葡

萄糖的 NYG 培养基中 EPS 产量。结果显示，

Ec fabZ 替换突变株 Xcc JR4 的 EPS 产量为   
3.6 mg/mL，与野生菌 Xcc 8004 (EPS 产量为  
4.6 mg/mL)无明显差异。但 Xcc fabZ 替换突变株

Xcc JR5 的 EPS 产量显著上升，达到 9.1 mg/mL，
说明 Xcc fabZ 与 EPS 产量紧密相关(图 3A)。 

Xcc 依附在植物表面后，会产生胞外酶(纤
维素酶、淀粉酶和蛋白酶)破坏植物组织以便

于侵染植物细胞 [22]。本研究还测定了不同菌

株的胞外酶产量，通过测定不同菌株在平板上的

降解圈直径，结果发现与野生菌 Xcc 8004 相比，

Xcc JR4 产生的纤维素酶、淀粉酶和蛋白酶均显

著下降，仅分别为 76.0%、77.8%和 67.4%，而

Xcc JR5 的胞外酶产量有所恢复，均达到野生

菌产量的 85%左右，表明 Xcc fabZ 也影响胞

外酶产量(图 3B)。 

2.4  Xcc fabZ 影响运动性 
运动性强弱一定程度上展示了细菌在环

境中可延展的距离，因此在细菌复杂的调控网

络中，运动性和致病性常常联系在一起[23]。

本研究首先在含有 0.3%琼脂糖 NYG 平板上

测定了不同菌株的泳动(swimming)能力，发现

Ec fabZ 替换突变株Xcc JR4 的泳动直径显著变小

(图 4A)。其次，在含有 0.6%琼脂糖 NYG 平板

上测定不同菌株的群集运动(swarming)能力，结

果也发现 Xcc JR4 的群集运动直径变小(图 4B)。
统计分析不同菌株的运动性，发现 Xcc JR4 的 

 

 
 
图 3  胞外多糖(A)与胞外酶(B)测定   *：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001；ns：无显著性差异 
Figure 3  EPS production (A) and extracellular enzyme (B) assay. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001; ns: 
No significant difference. 
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图 4  不同菌株的运动性分析   A：在含有 0.3%琼脂糖平板上的泳动能力分析. B：在含有 0.6%琼脂

糖平板上的群集运动能力分析. C：泳动圈直径统计结果. D：群集运动圈直径统计结果. **：P<0.05；
***：P<0.001；ns：无显著性差异 
Figure 4  Motility assay of different Xcc strains. A: Swimming test on NYG plates with 0.3% agarose. B: 
Swarming test on NYG plates with 0.6% agarose. C: Swimming circle diameter. D: Swarming circle diameter. 
**: P<0.05; ***: P<0.001; ns: No significant difference. 
 
泳动直径仅为 4.0 mm，显著低于野生菌 Xcc 8004 
(直径为 20.8 mm)和 Xcc JR5 (Xcc fabZ) (直径为

21.8 mm)，但 Xcc 8004 和 Xcc JR5 的泳动能力无

显著差别(图 4C)。Xcc JR4 的群集运动能力也显

著低于另外 2 个菌株，但 Xcc 8004 和 Xcc JR5 的

群集运动直径无显著性差异(图 4D)。泳动能力与

群集运动能力分析结果都证明，Xcc fabZ 在细菌的

运动性中发挥重要功能，且不能被 Ec fabZ 替代。 

3  讨论与结论 
野油菜黄单胞菌(Xcc)是十字花科黑腐病的

病原菌，引起许多经济类蔬菜的黑腐病，在全

球范围内造成经济损失，需深入研究其致病机

理，开发新的防控措施[3]。在 Xcc 中，DSF 类

信号介导的群体感应系统调控胞外酶、胞外多

糖和运动性等致病相关基因的表达，在致病过

程中发挥重要作用，被认为是黑腐病防控的重

要切入点[24]。研究证实 Xcc 中脂肪酸合成系统

的中间代谢产物是 DSF 类信号合成前体，因此

脂肪酸合成与 DSF 类信号产生有紧密关系。本

课题组前期已经在 Xcc 中鉴定出 3-羟基脂酰

ACP 脱水酶 FabZ，发现 fabZ 是其生长的必需
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基因，将携带 Ec fabZ 或 Xcc fabZ 的表达质粒

导入后，获得基因替换突变株 Xcc JR4 (Ec fabZ)
和 Xcc JR5 (Xcc fabZ)。但 Xcc fabZ 的生理功能

尚不清楚。 
为此，本研究首先研究了 Xcc fabZ 与 DSF

类信号产生的关系。利用报告菌株检验法检测

了不同菌株的 DSF 类信号产量，发现野生菌和

Xcc JR5 都能产生明显蓝色指示圈，但 Xcc JR4 
(Ec fabZ)周围无指示圈，说明 Ec fabZ 替换后

DSF 类信号产量下降。按照类似策略，在 DSF
类信号高产菌株 Xcc ΔrpfBΔrpfC 中获得替换菌

株 Xcc JR9 (Ec fabZ)和 Xcc JR10 (Xcc fabZ)，并

利用 HPLC 法测定了不同菌株的 DSF 类信号产

量，结果也发现 Xcc fabZ 被 Ec fabZ 替换后，

DSF 类信号显著下降，证实 Xcc fabZ 在 DSF 类

信号合成中发挥重要作用。本研究进一步分析

了不同菌株对寄主植物甘蓝的致病性，发现与

野生菌Xcc 8004相比，Ec fabZ替换菌株Xcc JR4
的致病性下降，而 Xcc JR5 (Xcc fabZ)的致病性

显著上升。而 Xcc JR4 在植物体内和白菜汁提

取物中生长变慢，可能是其致病性下降的原因。 
在致病过程中，致病因子产量对致病性有

重要作用。Xcc fabZ 替换菌株 Xcc JR5 的胞外多

糖产量显著提高，可能是其致病性显著增强的

重要原因；Xcc JR4 (Ec fabZ)的胞外酶(蛋白酶、

纤维素酶和淀粉酶)与野生菌相比有显著下降，

而 Xcc JR5 的胞外酶产量都有不同程度的恢复，

说明 Xcc fabZ 也影响致病因子产量。细菌运动

性与致病性也紧密相关，本研究也发现 Xcc JR4
的泳动能力和群集运动能力都显著下降，而 Xcc 
JR5 恢复到野生菌水平，因此 Xcc fabZ 还影响

运动性。 
不同细菌来源的 3-羟基脂酰 ACP脱水酶具

有多样性。模式生物大肠杆菌基因组编码 3-羟
基脂酰 ACP 脱水酶 FabA 和 FabZ，其中 FabA

是 UFA 合成关键酶，而 fabZ 是细菌生长必需

基因[8]。与之类似，Xcc 也编码 Xcc FabA 和 Xcc 

FabZ，其中 Xcc FabZ 也是生长关键酶，而 Xcc 

FabA 不是 UFA 合成关键酶，但 Xcc fabA 与 DSF
类信号合成、致病力都紧密相关[13-14]。乳酸乳球

菌(Lactococcus lactis)中FabZ1和FabZ2也都具有

3-羟基脂酰 ACP 脱水酶活性，但前者能参与 UFA
合成[25]。而粪肠球菌(Enterococcus faecalis)、肺

炎链球菌(Streptococcus pneumoniae)和绿色气球

菌(Aerococcus viridans)都只编码一个 3-羟基脂

酰 ACP 脱水酶，均在脂肪酸合成过程中发挥重

要作用[26-28]。 
通过多年研究本课题组已基本阐明了 Xcc 的

脂肪酸合成机制，其中 3-酮脂酰 ACP 合成酶 III 
(FabH)是脂肪酸合成起始关键酶，影响 DSF 类

信号的种类和产量 [6]；3-酮脂酰 ACP 还原酶

(FabG1/FabG2/FabG3) 催化生成 3- 羟基脂酰

ACP，为 DSF 类信号合成提供前体。而在脂肪

酸合成循环反应中，Xcc FabZ 催化 3-羟基脂酰

ACP 脱水生成烯脂酰 ACP，与 DSF 类信号合成

竞争底物，因此 Xcc fabZ 参与 DSF 类信号合成。

本研究中用 Ec fabZ 替换 Xcc fabZ 后，DSF 类

信号产量下降。尽管 Xcc FabZ 与 Ec FabZ 的氨

基酸序列相似性较高(71%)，Swiss-Model 分析

发现两者也具有类似的三维空间结构，但两者

的催化特性可能有差异，可能是由于 Ec fabZ
的催化效率较高，使得 DSF 类信号合成的底物

变少。而 Xcc fabA 突变株 DSF 类信号产量增加[13]

也印证了该推测，但具体的生化机制还有待深

入研究。 
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