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　　［摘要］　目的　研究类鼻疽菌Ｔ３ＳＳ１的ＢＰＳＳ１３９５基因在番茄植株感染中的作用。方法　类鼻疽
菌野生株ＢＰＣ００６感染番茄幼苗根部，以大肠杆菌感染组作为对照，通过 ＰＣＲ技术检测番茄幼苗叶片
中细菌的存在，并通过透射电镜观察番茄幼苗叶片细胞中类鼻疽菌的定位。类鼻疽菌感染第３、７、１０、
１４、１７、２１天后，随机选取幼苗叶片，通过胞内存活实验检测类鼻疽菌在叶片细胞中的增殖。采用同源
重组技术构建ＢＰＳＳ１３９５基因的敲除株和回补株，分别以类鼻疽菌野生株ＢＰＣ００６、敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５、
回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５感染番茄幼苗根部后，首先直接观察叶片的病理变化；其次提取感染第１４和２１天
各组植物叶片的基因组，通过ＰＣＲ对细菌的定植进行鉴定；最后采用胞内存活实验检测各菌株在叶片
细胞内的增殖情况。结果　类鼻疽菌感染番茄植株后，在提取的番茄幼苗叶片基因组中，能扩增出
ＢＰＳＳ１３９５基因条带，而对照组未扩增出大肠杆菌特异性条带；通过透射电镜观察到类鼻疽菌存在于叶
片细胞中，且叶片细胞内的类鼻疽菌数量随着感染时间的延长而增加。敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５感染番茄幼
苗后，叶片无任何疾病症状，而野生株ＢＰＣ００６和回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５感染组的叶片有些许的萎蔫。此
外，在敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５感染组提取的植物基因组中未检测到类鼻疽菌的存在，而回补株
ｃΔＢＰＳＳ１３９５表现出和野生株相似的叶片细胞内的增殖能力。结论　类鼻疽菌 Ｔ３ＳＳ１的 ＢＰＳＳ１３９５基
因有利于该菌在番茄幼苗感染中的定植和增殖。
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，
ＢＰ，简称类鼻疽菌）是一种革兰氏阴性菌，常见于许多
热带和亚热带地区的土壤和污水中［１］。该菌是类鼻

疽的病原体［２］，通过吸入气溶胶和接触被污染的水、

土壤而感染。类鼻疽临床症状表现多样，包括肺炎、多

器官脓肿、全身性疾病、败血症甚至感染性休克，由于

其诊断困难，治疗不及时，导致死亡率高达 ４０％［３－４］。
作为一种兼具有公共卫生威胁和生物恐怖的病原体，

美国疾病预防控制中心（ｃｅｎｔｅｒｓｆｏｒｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ
ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，ＣＤＣ）将类鼻疽菌列为Ⅰ类生物战剂。类
鼻疽菌研究的社会效益和军事价值越来越受到重视，

已成为相关国家包括美国、澳大利亚、新加坡等政府和

军队公共卫生健康和生物国防安全的重要内容。

　　类鼻疽菌的基因组较大，为７．２４Ｍｂ，由两条染色
体组成［５］，其重要的毒力因子之一是Ⅲ型分泌系统
（ｔｙｐｅⅢ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，Ｔ３ＳＳ）［６］。类鼻疽菌的Ｔ３ＳＳ
有 ３个基因簇，分别是 Ｔ３ＳＳ１、Ｔ３ＳＳ２和 Ｔ３ＳＳ３［７］。
Ｔ３ＳＳ３与沙门氏菌、志贺氏菌的 Ｉｎｖ／ＭｘｉＳｐａＴ３ＳＳｓ有
同源性，是小鼠感染中重要的毒力因子［８－９］。以往的

研究报道，Ｔ３ＳＳ１和 Ｔ３ＳＳ２在类鼻疽菌囊泡逃逸过程
中不是必需的，且在仓鼠感染模型中也无重要作

用［１０］，但在植物感染模型中有着较为重要的作用。

Ｔ３ＳＳ１和 Ｔ３ＳＳ２与植物致病菌青枯菌和黄单胞菌的
Ｔ３ＳＳ有相似的致病性，在植物感染中，和野生株相比，
类鼻疽菌的Ｔ３ＳＳ１和 Ｔ３ＳＳ２突变株的毒力减弱，且疾
病的进程明显减缓，这说明类鼻疽菌的 Ｔ３ＳＳ１和
Ｔ３ＳＳ２对植物的毒力和致病有重要作用［１１－１２］。其中

Ｔ３ＳＳ１是类鼻疽菌特有的，在同属的洋葱伯克霍尔德

菌和泰国伯克霍尔德菌中均不存在［１３－１４］。但是近年

有研究称Ｔ３ＳＳ１突变的类鼻疽菌在 ＲＡＷ２６４．７细胞
的胞内存活率降低，在同一研究中，也发现Ｔ３ＳＳ１在类
鼻疽菌呼吸道感染小鼠模型中所必需的毒力因子，提

示Ｔ３ＳＳ１在类鼻疽菌的胞内生存和小鼠模型中有重要
作用［１５］。Ｔ３ＳＳ１基因簇编码 １９个蛋白，大部分为膜
蛋白，而目前这些蛋白的致病机制还不是很清楚［１６］。

生物信息学分析发现 Ｔ３ＳＳ１的 ＢＰＳＳ１３９５与青枯雷尔
氏菌的 ＨｒｐＦ（ｈｙｐｅｒｓｅｎｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
Ｆ，属于 Ｔ３ＳＳ效应蛋白）具有高度同源性［１７－１８］，而

ＨｒｐＦ对青枯雷尔氏菌在植株感染中的致病作用至关
重要［１９－２０］。因此，为了探究 ＢＰＳＳ１３９５在类鼻疽菌感
染植株中的作用，我们采用类鼻疽菌感染番茄幼苗模

型，通过透射电镜和 ＰＣＲ等技术研究 ＢＰＳＳ１３９５在类
鼻疽菌感染番茄植株过程中的定植、胞内增殖和引起

病理改变的功能作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　质粒和菌株　　类鼻疽伯克霍尔德菌ＢＰＣ００６［２１］，
大肠埃希菌 ＢＬ２１（ＤＥ３）（ＴａＫａＲａ公司）；ｐＥＴ２２ｂ质粒
（Ｓｉｇｍａ公司），自杀性质粒 ｐＫ１８ｍｏｂＳａｃＢ（本实验室保
存），回补质粒ｐＵＣＰ２８Ｔ（新加坡国立大学医学院生物化
学系 ＹｕｎｎＨｗｅｎＧａｎ教授惠赠），质粒均用于ＢＰＳＳ１３９５
基因敲除株和回补株的构建；大肠杆菌 Ｓ１７１λｐｉｒ（陆军
军医大学基础医学院微生物学教研室惠赠）。

１．１．２　主要试剂　　细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒、
质粒小量提取试剂盒、凝胶回收试剂盒均购自北京天
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根公司，高保真 ＤＮＡ聚合酶、ＥｃｏＲⅠ、ＢａｍＨⅠ和
ＸｈｏⅠ限制性内切酶、ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自
大连 ＴａＫａＲａ公司。
１．１．３　实验植物　　四到六叶期的番茄植株，由寿光
蔬菜种苗基地提供。

１．２　方法
１．２．１　ＢＰＳＳ１３９５基因敲除株和回补株的构建　　利
用同源重组的方法构建敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５。根据
ＮＣＢＩ数据库中类鼻疽菌 ＢＰＣ００６全基因组序列中
ＢＰＳＳ１３９５基因序列及两侧序列，设计 ３对引物
ＰＢＰＳＳ１３９５Ｆ，ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ；ＰＢＰＳＳ１３９５Ｌ１，ＰＢＰＳＳ１３９５Ｌ２和ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ１，
ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ２（表１）分别扩增 ＢＰＳＳ１３９５基因（８７０ｂｐ）
及两端的同源臂（上下游各８００ｂｐ），敲除菌株构建的
具体操作方法见参考文献［２２］。将ＢＰＳＳ１３９５片段和
ｐＥＴ２２ｂ质粒分别用ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后连接，
连接产物转化到大肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，
在含氨苄的 ＬＢ平板上筛选出阳性菌落后提取质粒，
具体操作方法见参考文献［２３］。将ＢＰＳＳ１３９５基因序
列与回补载体ｐＵＣＰ２８Ｔ用ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ双酶切后
连接，然后将重组质粒导入敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５的感受
态细胞中进行平板涂布，ＰＣＲ进一步鉴定出含重组质
粒的菌株，即得回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５。
１．２．２　类鼻疽菌感染番茄幼苗和ＰＣＲ鉴定　　将番
茄幼苗（Ｌ４０２）种植于营养土中，环境温度为２５℃，每
天光照处理１６ｈ，黑暗处理８ｈ，培养１５ｄ。将野生株
ＢＰＣ００６、敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５、回补株 ｃΔＢＰＳＳ１３９５和
大肠杆菌培养至对数生长期，调整感染复数为１×１０８，
每个实验组加入１～２ｍＬ相关菌液到番茄根部，第２、
８、１５天后分别观察番茄叶子是否萎蔫、变黄，茎干等
部位是否发黑、腐烂等症状。然后在第７、１４、２１天提
取植株叶片基因组，进行ＰＣＲ鉴定。
１．２．３　透射电镜观察番茄幼苗叶片的病理变化　　
用浓度为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的 ＢＰＣ００６菌液感染番茄幼

苗根部，感染一周后，将感染的叶片边缘剪下１ｍｍ丢
弃，以避免被叶片细胞外的杂菌污染。再剪下离边缘

２ｍｍ的叶片，剪成碎片，用２．５％戊二醛固定２ｈ，１％
锇酸固定１．５ｈ，然后乙醇梯度（３０％、５０％、７０％、９０％、
１００％）脱水；１００％ｓｐｕｒ树脂包埋后，７０℃过夜处理，超
薄切片机（Ｒｅｉｃｈｅｒｔ，美国）切片；０．３％柠檬酸铅染色；用
透射电镜（ＰｈｉｌｉｐｓＥＭ４２０，英国）观察，采集图片。
１．２．４　番茄幼苗叶片细胞中类鼻疽菌的增殖　　类
鼻疽菌通过根部感染 ５株番茄幼苗，在感染第 ３、７、
１０、１４、１７和２１天，从每株植物剪去３片叶子，用１０％
消毒液清洗１ｍｉｎ，再用无菌水冲洗。无菌滤纸吸干叶
片后，将叶片印在ＬＢ平板上，３７℃培养２４ｈ，以检测
叶片表面是否有细菌存在。然后将叶片称重后置于微

型小杵，加入１ｍＬＰＢＳ研磨，梯度稀释后，涂至 ＬＢ平
板，３７℃培养４８ｈ后计数，只有在印记板上无细菌生
长的叶片才能计数，以避免叶片表面的杂菌影响结果。

１．２．５　类鼻疽菌的生长曲线测定　　将过夜培养的野生
株ＢＰＣ００６、敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５和回补株 ｃΔＢＰＳＳ１３９５
菌液分别接种于５ｍＬＬＢ液体培养基中，于６００ｎｍ波
长测其光密度，使初始 ＯＤ值为 ０．１，３７℃培养，０、２、
４、６、８、１０、１２、２４、２６、２８、３０、３２ｈ测定其光密度。
１．３　统计分析
　　结果以至少３个独立实验的 珋ｘ±ｓ表示，实验重复３
次。采用 ＳＰＳＳ２０．０软件对数据进行 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ检验
或ＡＮＯＶＡ分析。

２　结果

２．１　类鼻疽菌能在番茄幼苗植株中定殖
　　为了检测类鼻疽菌能否感染番茄幼苗，我们将１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ的ＢＰ和大肠杆菌加入到番茄幼苗根部，
分别在第７、１４、２１天后提取植物叶片的基因组进行
ＰＣＲ检测。利用类鼻疽菌和大肠杆菌特异性引物，

表１　ＢＰＳＳ１３９５基因扩增引物序列

引物 序列 扩增片段 产物长度（ｂｐ）
ＰＢＰＳＳ１３９５Ｌ１ ５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＣＧＣＧＣＡＴＴＴＧＣＧＣＣＧＣＣＧＴＣＡＧ３′（ＨｉｎｄⅢ）
ＰＢＰＳＳ１３９５Ｌ２ ５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＧＴＡＣＴＣＣＧＧＣＡＡＴＡＡＴＣＧＡＧ３′（ＸｂａⅠ）

ＢＰＳＳ１３９５右侧翼序列 ８００

ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ１ ５′ＧＣＴＣＴＡＧＡＧＣＧＣＧＧＡＣＧＡＧＣＣＣＴＴＧＣＧＣ３′（ＸｂａⅠ）
ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ２ ５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＣＧＴＣＡＡＣＧＡＧＴＣＣＡＴＣＡＴＣ３′（ＢａｍＨⅠ）

ＢＰＳＳ１３９５左侧翼序列 ８１９

ＰＢＰＳＳ１３９５Ｆ ５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＣＴＡＴＴＴＧＧＴＴＧＡＧＡＣＧＴＣＣＣ３′（ＥｃｏＲⅠ）
ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ ５′ＧＣＧＡＡＧＣＴＴＴＣＡＴＧＣＣＣＧＣＣＣＣＣＣＣＧＣＡＴＣＣＴ３′（ＨｉｎｄⅢ）

ＢＰＳＳ１３９５ ８７０

ＰＥ．ｃｏｌｉＦ ５′ＧＡＧＣＧＣＡＡＣＣＣＴＴＡＴＣＣＴＴＴＧ３′
ＰＥ．ｃｏｌｉＲ ５′ＴＡＣＴＡＧＣＧＡＴＴＣＣＧＡＣＴＴＣＡＴＧＧ３′

１６ＳｒＤＮＡ ２４６
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Ａ：类鼻疽菌基因检测；Ｂ：Ｅ．ｃｏｌｉ的１６ＳｒＤＮＡ检测（Ｍ：标准ＤＬ２０００，１：感染第７天，２：感染第１４天，３：感染第２１天，４：未感染
组）；Ｃ：类鼻疽菌在感染番茄幼苗叶片中的检测，未感染组（左）和感染组（右），→：示类鼻疽菌

图１　类鼻疽菌在番茄植株中的定植

ＰＢＰＳＳ１３９５Ｆ／ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ和ＰＥ．ｃｏｌｉＦ／ＰＥ．ｃｏｌｉＲ进行ＰＣＲ扩
增，我们发现在第７、１４、２１天类鼻疽菌感染后提取的
植物基因组ＤＮＡ均能扩增出８７０ｂｐ条带（图１Ａ），但
是，在相同时间点大肠杆菌感染组未扩增出任何条带

（图１Ｂ）。以上结果表明，类鼻疽菌能够在番茄幼苗
植株中定植。

　　进一步我们利用透射电镜观察感染组和未感染组
的番茄幼苗的叶片细胞，发现在感染组中叶片细胞内

有类鼻疽菌，且细胞破碎，细胞结构不完整，而未感染

组的细胞结构完整，无类鼻疽菌（图１Ｃ）。为了探究
类鼻疽菌是否能在叶片细胞内增殖，我们分别在类鼻

疽菌感染第３、７、１０、１４、１７、２１天后随机选取两株感染
组的番茄幼苗，排除叶片表面无杂菌污染后，将叶片研

磨后涂至ＬＢ平板培养，对类鼻疽菌计数分析，发现类
鼻疽菌的数量随着感染时间的延长而增加（图２）。以
上结果说明类鼻疽菌定植在番茄幼苗后能在叶片细胞

内增殖。
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图２　类鼻疽菌感染番茄植株不同时间点在叶片细胞中的

增殖情况

２．２　类鼻疽菌敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５、回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５
的鉴定

　　为了确定 ＢＰＳＳ１３９５在类鼻疽菌感染植株中的作
用，我们构建了敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５。用上游臂上游引
物和下游臂下游引物 ＰＢＰＳＳ３９５Ｌ１／ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ２对敲除
株验证，如图３Ａ，野生株得到扩增产物约２４７０ｂｐ，为
ＬＢＰＳＳ１３９５Ｒ全长，而敲除株则为 １６００ｂｐ，为 ＬＲ
全长，显示敲除株比野生株的确缺失了 ＢＰＳＳ１３９５基
因片段。在此基础上，我们将 ＢＰＳＳ１３９５基因回补到
敲除株中，用引物ＰＢＰＳＳ１３９５Ｆ／ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ扩增回补株的
ＢＰＳＳ１３９５基因片段获得８７０ｂｐ条带（图３Ｂ），结果显
示回补株ＢＰＳＳ１３９５基因片段确实存在。
　　此外，我们还检测了野生株、敲除株和回补株的类
鼻疽菌在ＬＢ液体培养基的生长情况，结果发现三者
的生长曲线并没有区别（图３Ｃ），这说明 ＢＰＳＳ１３９５基
因的缺失对类鼻疽菌在体外的增殖没有影响，同时也

排除了 ＢＰＳＳ１３９５的缺失导致类鼻疽菌对环境适应性
减弱的可能性。

２．３　ＢＰＳＳ１３９５基因有利于类鼻疽菌在番茄幼苗中的
定殖

　　用类鼻疽菌野生株、敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５和回补株
ｃΔＢＰＳＳ１３９５分别感染番茄幼苗根部，第２１天观察叶
片形态变化。结果发现野生株和回补株感染的叶片有

些许萎蔫症状，无其他症状，而敲除株的叶片无任何疾

病症状（图４Ａ）。通过 ＰＣＲ检测植株中是否有类鼻
疽菌存在，在第１４和２１天提取各组植株的基因组进
行检测，用引物 ＰＢＰＳＳ３９５Ｌ１／ＰＢＰＳＳ１３９５Ｒ２扩增，野生株
和回补株感染组扩增出２４７０ｂｐ条带，说明的确有类
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Ａ：ＢＰＳＳ１３９５基因敲除的鉴定 Ｍ：标准（ＤＬ５０００）；１：野生株；２：敲除株；Ｂ：ＢＰＳＳ１３９５回补株的鉴定　Ｍ：标准（ＤＬ２０００）；１：野
生株；２：敲除株；３：回补株；Ｃ：野生株、敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５和回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５在ＬＢ液体培养基的生长曲线

图３　敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５、回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５的鉴定
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Ａ：类鼻疽菌感染第２１天的番茄幼苗叶片的形态变化；ａ：未感染植株；ｂ：野生型株感染的植株；ｃ：敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５感染的植
株；ｄ：回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５感染的植株；Ｂ：感染第１４天（左）和第２１天（右），番茄幼苗叶片中的类鼻疽菌的ＰＣＲ检测；Ｍ：标
准（ＤＬ５０００）；１：未感染植株；２：感染野生型菌株；３：感染敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５；４：感染回补株 ｃΔＢＰＳＳ１３９５；Ｃ：感染第３、７、１０、
１４、１７、２１天野生株、敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５和回补株ｃΔＢＰＳＳ１３９５的类鼻疽菌在番茄幼苗叶片细胞内的增殖　ａ：Ｐ＜０．０１，与敲
除株ΔＢＰＳＳ１３９５比较

图４　ＢＰＳＳ１３９５在类鼻疽菌感染植物中的作用

鼻疽菌存在，而在敲除株感染组未扩增出条带，说明没

有类鼻疽菌存在（图４Ｂ），即敲除株不能在番茄幼苗
中定植。

　　在本研究中，我们进一步检测了类鼻疽菌在叶片
细胞内的增殖，在感染第３、７、１０、１４和２１天后，分别
随机选取两株野生株、敲除株 ΔＢＰＳＳ１３９５和回补株
ｃΔＢＰＳＳ１３９５感染组的叶片，排除叶片表面无杂菌污
染后，将叶片研磨后涂至 ＬＢ平板培养，对类鼻疽菌计

数分析，发现敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５在感染第３天有少数
的类鼻疽菌存在，而在一周后，几乎检测不到类鼻疽

菌，与野生株、回补株 ｃΔＢＰＳＳ１３９５比较，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１，图４Ｃ）。而回补株 ｃΔＢＰＳＳ１３９５和
野生株的类鼻疽菌数量随着感染时间的延长而增加，

即胞内增殖能力相似（图 ４Ｃ）。以上结果表明，
ＢＰＳＳ１３９５基因有利于类鼻疽菌在番茄幼苗中的定植
和增殖。

７７９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１０）



３　讨论

　　类鼻疽菌的基因组为 ７．２４Ｍｂ，能编码多种毒力
因子，包括荚膜多糖、菌毛、脂多糖、Ｔ３ＳＳ和 Ｔ６ＳＳ［２４］，
其中Ｔ３ＳＳ在类鼻疽菌感染宿主并在宿主体内存活起
重要作用。我们把 Ｔ３ＳＳ１簇的基因 ＢＰＳＳ１３９５敲除
后，发现类鼻疽菌在感染番茄幼苗后，叶片细胞中的定

植和增殖明显减少，说明 ＢＰＳＳ１３９５在类鼻疽菌感染
番茄幼苗过程中发挥重要作用。

　　类鼻疽菌常见于疫区的土壤、污水和稻田中［２５］，

不仅能感染人和动物，还能使植物致病［２６］。有研究表

明，将番茄幼苗浸入含类鼻疽菌的培养液中培养，大多

数幼苗在感染第 ７天后死亡［２７］。我们的研究结果表

明，类鼻疽菌能感染番茄幼苗并在叶片细胞中定植和

增殖。类鼻疽菌野生株和回补株 ｃΔＢＰＳＳ１３９５感染
的番茄幼苗，能在叶片细胞中检测到类鼻疽菌的存在，

但是在感染过程中没有引起植株明显的病理表型变

化，敲除株ΔＢＰＳＳ１３９５感染的植物没有检测到类鼻疽
菌的存在和表型变化，这可能是因为番茄幼苗有自己

的免疫系统。植物细胞有两种抵抗病原微生物感染的

方式，病原相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ）触发免疫（ＰＡＭＰｔｒｉｇｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ，
ＰＴＩ）和 效 应 分 子 触 发 的 免 疫 （ｅｆｆｅｃｔｏｒｔｒｉｇｇｅｒｅｄ
ｉｍｍｕｎｉｔｙ，ＥＴＩ）［２８］。有研究表明，细菌鞭毛是一种
ＰＡＭＰ，能诱导植物产生防御机制［２９］。与动物致病菌

一样，植物致病菌也会分泌效应蛋白到植物细胞中，干

扰宿主的免疫过程，有利于病原体的生存，其中最重要

的效应分子就是 Ｔ３ＳＳ分泌的毒力蛋白。在 Ｔ３ＳＳ的
毒力蛋白干扰宿主免疫系统的同时，也会被宿主细胞

的特异性抗性蛋白识别，从而激活 ＥＴＩ［３０］。本研究所
用的番茄幼苗为１５天幼龄，在与自然生长环境相似的
土壤中培育，将类鼻疽菌液灌到土壤中，幼苗从土壤中

吸收营养，同时识别土壤中类鼻疽菌的ＰＡＭＰ，激活番
茄幼苗的 ＰＴＩ［３１］，当类鼻疽菌的 Ｔ３ＳＳ将毒力蛋白分
泌到番茄幼苗细胞中时，激活宿主细胞的 ＥＴＩ。因此，
我们推测类鼻疽菌可能寄生在番茄植株体内与之

共存。

　　Ｔ３ＳＳ是许多革兰氏阴性菌重要的毒力因子［３２］，

在类鼻疽菌感染过程中，Ｔ３ＳＳ３在动物致病中有发挥
重要作用，Ｔ３ＳＳ１和 Ｔ３ＳＳ２与植物致病有关［３３］。

Ｔ３ＳＳ２在类鼻疽菌和鼻疽杆菌中的研究较多，而关于
Ｔ３ＳＳ１的作用研究较少［３４］。我们在前期研究工作中，

通过生物信息学分析（数据未显示），发现除了

ＢＰＳＳ１３９５基因，其他Ｔ３ＳＳ１的基因对感染植株没有明
显影响。且 ＢＰＳＳ１３９５与青枯雷尔氏菌的致病因子

ＨｒｐＦ有高度同源性。ＨｒｐＦ由 ｈｒｐ（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ）基因簇编码，而 ｈｒｐ蛋白是
革兰氏阴性植物致病菌 Ｔ３ＳＳ的主要组成部分，也是
一种能引起病原菌在植物寄主中致病的效应蛋白。其

中ＨｒｐＦ蛋白具有与脂结合的活性，并在人工脂质双
层膜中有形成离子传导孔的能力，这提示 ＨｒｐＦ蛋白
能插入植物细胞膜，使 Ｔ３ＳＳ的效应蛋白进入宿主细
胞［３５］。ＨｒｐＦ突变会导致植物致病菌的毒力减弱，说
明ＨｒｐＦ与植物致病菌的致病性有关［１９］，为 ＢＰＳＳ１３９５
能引起植物致病提供了证据。本研究中进一步证实了

ＢＰＳＳ１３９５的缺失使类鼻疽菌不能在番茄幼苗叶片细
胞中定植和增殖。致病菌常利用 Ｔ３ＳＳ的效应蛋白干
扰宿主细胞的肌动蛋白细胞骨架，导致细胞骨架重排，

有利于致病菌进入宿主细胞，干扰吞噬作用，在胞内存

活［３６］，这为ＢＰＳＳ１３９５有利于类鼻疽菌在番茄幼苗叶
片细胞中的定殖提供依据。

　　综上所述，研究结果表明了类鼻疽菌作为一种人
畜共患病原菌，其感染植物的能力与 Ｔ３ＳＳ１簇的
ＢＰＳＳ１３９５基因有关。本研究为类鼻疽菌可能通过感
染植物途径传播到人和动物提供了实验证据，同时也

为类鼻疽病防控策略的制订提供了新思路。
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