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♦植物学♦

植物病原细菌应急反应研究进展*

刘国芳1**,苏辉昭2,覃思绮1

(1.广西民族大学海洋与生物技术学院,广西多糖材料与改性重点实验室,广西南宁 530008;2.广西医科大学第一附属医院学

科建设办公室,广西南宁 530021)

摘要:细菌生活在营养匮乏的环境时,为了能够适应这种恶劣的环境,细菌自身会产生应急反应。细菌的应急

反应至今仍是生物学研究热点之一,实施这一应急反应的是胞内的信号分子(p)ppGpp,其能与RNA聚合酶

结合,调控许多细胞过程,包括病原细菌致病过程,可以作为防治动植物细菌性病害的药物靶点。植物病原细

菌分布范围很广,能引起植物的许多重要病害发生,对许多农作物造成了重大经济损失。本文综述了植物病原

细菌解淀粉欧文氏菌(Erwinia
 

amylovora)、丁香假单胞杆菌(Pseudomonas
 

syringae)、黑腐果胶杆菌(Pecto-
bacterium

 

atrosepticum)、柑橘黄单胞菌柑橘亚种(Xanthomonas
 

citri
 

subsp.citri)和十字花科黑腐病菌(X.
campestris

 

pv.campestris,Xcc)中应急反应的研究进展,为全面、深入地了解植物病原细菌的应急反应,有效

防治植物细菌性病害提供参考。
关键词:植物病原细菌;应急反应;RSH;(p)ppGpp;全局调控
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  细菌直接暴露在变幻莫测的环境中,经常会遇到

比较恶劣的环境条件,要想在逆境中生存,就必须能

够及时感应环境的变化,并且对其细胞生理生化过程

作出适当、准确的调控。细菌生活的环境中,营养物

质匮乏对细菌的生存是一个关键因子,当营养物质匮

乏时,为了“紧缩开支”,度过危机,细菌会产生应急反

应。细菌的应急反应是一个全局调控过程,受细胞内

的两种小分子物质鸟苷四磷酸(ppGpp)和鸟苷五磷

酸(pppGpp)调控,这两种物质统称为(p)ppGpp[13]。
(p)ppGpp在细菌的应急反应过程中起全局调控作

用,与细菌致病因子的合成和分泌有关,能够调控细

菌许多基因的复制、转录以及表达[4],至今仍是生物

学研究热点之一。

  植物病原细菌发生应急反应后,相关基因会发生

突变,导致细菌的致病力下降,对宿主细胞的侵染力

和繁殖能力也明显降低[511]。目前关于植物病原细
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菌与应急反应相关的研究较少,仅在解淀粉欧文氏菌

(Erwinia
 

amylovora)[5]、丁香假单胞杆菌(Pseudo-
monas

 

syringae)[6,7]、黑腐果胶杆菌(Pectobacterium
 

atrosepticum)[8]、柑 橘 黄 单 胞 菌 柑 橘 亚 种 (Xan-
thomonas

 

citri
 

subsp.citri)[9]、十字花科黑腐病菌

(X.campestris
 

pv.campestris,Xcc)[10,11]有相关报

道。本文主要综述了上述病原细菌的应急反应研究

进展,旨在使研究者对植物病原细菌的应急反应和致

病机制有更全面、更深入的认识,为寻找防治细菌性

病害的药物靶点,从而有效地防治植物细菌病害提供

理论基础。

1 应急反应概述

  革兰氏阴性细菌中胞内(p)ppGpp的积累主要

由RelA和SpoT这两种酶决定,这两种酶分别是基

因relA 和 基 因spoT 的 编 码 产 物。RelA 具 有

(p)ppGpp合成酶活性,并且只在氨基酸饥饿时才合

成(p)ppGpp。基因spoT 编码一种双功能酶SpoT,
具有较强的(p)ppGpp水解酶活性和较弱的(p)ppG-
pp合成酶活性[12,13]。细菌的应急反应不仅在氨基酸

饥饿时才会被诱导发生,还有许多其他的应急情况,
如在碳源、氮源、能量、磷酸、铁离子或者脂肪酸匮乏、
氧化应激时,革兰氏阴性细菌也会利用SpoT合成

(p)ppGpp,度过恶劣的环境[1416],并且在危机过后,

SpoT会立即水解胞内高浓度的(p)ppGpp,使细菌胞

内(p)ppGpp含量保持平衡。

  革兰氏阳性细菌基因组中一般只含有一个基因

rel,它 编 码 一 个 双 功 能 酶 Rel,具 有 合 成 和 水 解

(p)ppGpp的活性[17]。在枯草芽孢杆菌(Bacillus
 

subtilis)中还鉴定出另外两个基因,分别为yjbM 和

ywaC,它们编码的酶是只具有合成(p)ppGpp功能

的小分子蛋白质[18,19]。在链球菌(Streptococcus)中
也鉴定出两个只具有合成(p)ppGpp活性的蛋白质,
分别为RelP和RelQ[20]。近年来在植物中也发现了

许多 RelA/SpoT 同 源 物 质,这 些 物 质 被 称 为

Rsh[2125]。

  目前,在许多革兰氏阴性病原菌中已证实relA
和spoT 参与细菌的应急反应。(p)ppGpp可与转录

因子DksA直接结合,降低RNA聚合酶(RNA
 

poly-
merase,RNAP)与 相 关 基 因 复 合 物 的 稳 定 性[26]。
(p)ppGpp也可以间接调节RNAP核心酶与不同σ
因子的亲和力,调控不同基因的表达[27]。(p)ppGpp
在应急反应中与病原菌的多种生理生化过程相关[28]

(图1),包括DNA的转录、复制、翻译,病原菌的致病

力、细菌的繁殖、运动以及潜伏等[6,9,15,26,29]。

图1 (p)ppGpp调控细胞过程的示意图

  Fig.1 Schematic
 

diagram
 

of
  

(p)ppGpp
 

regulating
 

cellu-

lar
 

processes

2 植物病原细菌的应急反应

  植物病原细菌能引起植物的许多重要病害发生,
造成农作物减产。植物叶、茎、果实的病斑和坏死是

植物病原细菌最常引起的病害症状,病害严重时多个

病斑可连成一片,造成植株大片枯死,甚至引起整个

器官坏死。双子叶植物病斑因受叶脉限制呈多角形,
单子叶植物叶片或茎杆上呈条纹或条板状。许多植

物病原细菌病害的病斑呈水渍状,在潮湿环境下,病
部表面常产生淡黄色或白色颗粒状、薄膜状的细菌

脓,可作为诊断病原细菌病害的特征。目前已发现的

植物病原原核生物有30个属,其中研究比较多的革

兰氏阴性植物病原细菌有土壤杆菌属(Agrobacteri-
um)、欧氏杆菌属(Erwinia)、假单胞菌属(Pseudo-
monas)、黄单胞菌属(Xanthomonas)、茄科劳尔氏菌

属(Ralstonia)。

2.1 解淀粉欧文氏菌的应急反应

  解淀粉欧文氏菌能够引起苹果树和梨树的火疫

病[30],感染初期,病原菌进入宿主细胞后会面临营养

物质匮乏和氧化应激等环境压力,为了度过这些逆

境,细菌会合成第二信使———线性核苷酸,如鸟苷四

磷酸和鸟苷五磷酸,启动细菌的应急反应,调节与细

菌生长和生存相关基因的表达[31]。

  Ancona等[30]研 究 发 现,ppGpp缺 失 突 变 体

(ppGpp0)以及dksA 突变体在寄主植物上的致病力

和生长繁殖明显降低,表明ppGpp与解淀粉欧文氏

菌在寄主植物上的毒性相关。hrpⅢ型分泌系统

(Type
 

Ⅲ
 

Secretion
 

System,T3SS)是解淀粉欧文氏
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菌主要的致病系统,通过抑制宿主的防御系统来调节

细菌的早期感染,促进该菌在宿主细胞内繁殖[32]。

  Yang等[5]在hrp 基因诱导基本培养基(hrpin-
ducing

 

Minimal
 

Medium,HMM)中分别培养解淀粉

欧文氏菌野生型和ppGpp0 突变体,将其总RNA提

取后进行全基因转录组测序分析,结果发现解淀粉欧

文氏菌在营养匮乏的环境中可能利用(p)ppGpp作

为信 使 分 子 激 活 致 病 相 关 基 因 的 表 达,如 编 码

T3SS、胞外多糖、果聚糖、运动等相关基因,同时通过

负调控DNA复制、蛋白质翻译、细胞分裂以及核苷

酸、氨基酸、脂肪酸和脂质的合成来调节细菌致病和

生存 之 间 的 平 衡。其 中,(p)ppGpp通 过 正 调 控

T3SS相关基因如hrpL、hrpA、hrpN 和hrpW 的表

达,进而调控解淀粉欧文氏菌在寄主植物上的致病

力[5](图2)。

indicates
 

positive
 

regulation,_|
 

indicates
 

negative
 

regulation.
图2 解淀粉欧文氏菌中(p)ppGpp调控模式图

  Fig.2 Diagram
 

of
 

(p)ppGpp
 

regulating
 

pattern
 

in
 

Er-

winia
 

amylovora

2.2 丁香假单胞杆菌的应急反应

  丁香假单胞杆菌是许多植物和附生植物重要的

病原细菌[6],属于革兰氏阴性植物病原细菌,能适应

各种各样的环境,使不同宿主植物如豌豆、卷心菜、黄
瓜、番茄、烟草和水稻等致病[33]。根据宿主特异性和

病征可将丁香假单胞杆菌分为50多个致病变种,其
通过分泌大量致病因子如植物毒素、胞外多糖和

T3SS等使宿主致病[34]。丁香假单胞杆菌生活在一

些极端环境(如营养物质匮乏、低铁或氧化应激等)
时,细胞中的RelA/SpoT会合成ppGpp,从而引发细

菌的应急反应。有研究发现,ppGpp在丁香假单胞

菌番 茄 致 病 变 种 DC3000(Pseudomonas
 

syringae
 

pv.tomato
 

DC3000,PstDC3000)和丁香假单胞菌致

病变 种 B728a(P.syringae
 

pv.syringae
 

B728a,

PssB728a)致病因子的合成与分泌中起着重要的作

用[6,7]。Chatnaparat等[6]在PssB728a中发现,应急

反应过程中合成的ppGpp对该菌T3SS相关基因的

表达和致病是至关重要的,并且ppGpp还调控该致

病菌细胞的大小以及在体外和宿主表面的生存状况。

  Liu等[7]在hrp 基因诱导基本培养基中分别培

养PstDC3000和PssB728a野生型菌株及其各自对

应的(p)ppGpp0 突变体,通过全基因转录组测序发

现,(p)ppGpp正调控多种与致病相关的基因,包括

T3SS、Ⅵ型分泌系统(Type
 

Ⅵ
 

Secretion
 

System,

T6SS)、细胞运动性、细胞分裂和海藻酸生物合成相

关基因;负调控该菌多种生理生化过程,包括DNA
复制、核苷酸合成、脂肪酸代谢、核糖体蛋白合成和氨

基酸 代 谢 等 细 胞 过 程。转 录 组 测 序 发 现,Pst
 

DC3000和PssB728a各自对应的(p)ppGpp0 突变体

中,有38个 T3SS相关基因的表达下调,如hrpL、

hrpPhrpC 以及许多效应物相关基因;28个 T6SS
相关基因的表达下调,如7个ppkA 同源基因下调、

PssB728a中有15个T6SS相关基因簇 HSIⅠ基因

表达下调、PstDC3000中有18个T6SS相关基因簇

HSIⅡ基因表达下调。(p)ppGpp可通过正调控

T3SS和 T6SS 相 关 基 因 的 表 达,进 而 影 响 Pst
 

DC3000和 PssB728a在 寄 主 植 物 上 的 致 病 力[7]

(图3)。

2.3 黑腐果胶杆菌的应急反应

  黑腐果胶杆菌是革兰氏阴性植物病原菌,通过分

泌一些胞外酶降解宿主细胞的细胞壁,引发寄主植物

的黑胫病和细菌性软腐病[8,35]。Toth等[36]研究发

现,Pectobacterium
 

atrosepticum
 

strain
 

SCRI1043全

基因组中包含许多致病因子编码基因,包括编码蛋白

分泌系统的基因、编码植物毒素和细胞壁降解酶的相

关基因(如编码果胶裂解酶和外切蛋白酶的基因)。

  Wang等[37]研究表明,Pectobacterium
 

atrosep-
ticum

 

strain
 

SCRI1043 的 (p)ppGpp0 突 变 体

ΔrelAΔspoT 无 法 合 成 植 物 细 胞 壁 降 解 酶(Plant
 

Cell
 

Wall
 

Degrading
 

Exoenzymes,PCWDEs)和胞内

群体感应信号分子3氧己基L高丝氨酸内酯(3
OxoHexanoylLHomoserine

 

Lactone,OHHL),
 

而
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indicates
 

positive
 

regulation,_|
 

indicates
 

negative
 

regulation.
图3 丁香假单胞杆菌中(p)ppGpp的全局效应

  Fig.3 Global
 

effect
 

of
 

(p)ppGpp
 

in
 

Pseudomonas
 

sy-
ringae

PCWDEs、OHHL与黑腐果胶杆菌的致病力密切相

关,因此,(p)ppGpp是调节该致病菌致病的一个重

要因子。

2.4 黄单胞菌的应急反应

  目前在黄单胞菌属中,关于柑橘黄单胞菌柑橘亚

种和十字花科黑腐病菌的应急反应报道较多。柑橘

黄单胞菌柑橘亚种是革兰氏阴性植物病原细菌,能引

起柑橘溃疡病,是柑橘中具有破坏性的细菌病害之

一[38]。Zhang等[9]研究发现,转录因子 DksA 的编

码基因dksA 突变体 ΔdksA 和spoT/relA 突变体

ΔspoTΔrelA 在寄主植物上的致病力和生长减弱,

DksA和(p)ppGpp抑制了tRNAs和核糖体蛋白编

码基因的表达,以及铁离子的吸收和鞭毛的组装,提
高了组氨酸代谢、T3SS、Ⅱ型分泌系统(Type

 

Ⅱ
 

Se-
cretion

 

System,T2SS)等相关基因的表达。总之,转
录因子DksA和(p)ppGpp在柑橘黄单胞菌柑橘亚种

致病、营养吸收和宿主环境适应等过程中起着非常重

要的作用。
 

  Xcc属于黄单胞菌属的一个种,其寄主植物为十

字花科植物,包括白菜、花椰菜、油菜、芥菜、萝卜等多

种十字花科蔬菜。Xcc能导致十字花科植物的黑腐

病,被认为是世界范围内十字花科经济作物最重要的

病害[39]。T3SS是Xcc重要的致病系统,能将效应物

蛋白转运至植物细胞内,使寄主植物致病和非寄主植

物产生过敏性反应(Hypersensitive
 

Response,HR)。

Xcc8004菌株全基因组中存在relA、spoT 同源基

因,由于relA、spoT 基因双突变体不能合成ppGpp,
引起细胞的许多表型发生改变,胞外多糖、胞外酶的

产量减 少,运 动 性 和 致 病 力 丧 失[11]。在 Xcc 中,

ppGpp的水平、细胞过程主要由spoT 基因调控[11],
该基因突变后延迟了Xcc在非寄主植物辣椒ECW
10R上引发的HR反应。研究发现,Xcc中spoT 同

源基因在寄主植物细胞内外正调控T3SS相关基因

的表达,与该菌在寄主植物上的致病力相关[10]。

3 展望

  应急反应最早在大肠杆菌中提出,是指在氨基酸

饥饿时,阻止了rRNA合成的反应[40]。应急反应过

程中细菌会迅速合成应急信号分子(p)ppGpp,参与

调控细菌的许多表型,如胞外酶的合成、运动性、生物

膜的形成、一些毒素的合成、致病力[3,4143]等。动物

病原细菌与植物病原细菌中均发现,(p)ppGpp可以

通过调控Ⅲ型分泌系统和致病因子相关基因的表达,
进而影响病原菌的致病力。近年来在一些植物中也

发现了参与(p)ppGpp代谢的同源基因,如在拟南芥

(Arabidopsis
 

thaliana)中发现了4个 RelA/SpoT
同源蛋白(Rsh)[44]。

  虽然目前关于细菌应急反应以及relA 基因、

spoT 基因功能研究的相关报道较多,但是绝大多数

研究多集中在动物病原细菌和一些生防菌中,而在植

物病原细菌中应急反应相关的报道还很少。植物病

原细菌中(p)ppGpp是一个全局因子,调控病原细菌

的致病 力 以 及 致 病 相 关 的 致 病 因 子 和 致 病 系 统

(图1)。因此,可以推断植物病原细菌应急反应的研

究对预防和治理植物细菌病害是非常重要的,(p)

ppGpp可作为药物靶点来防治植物细菌病害。尽管

目前关于动植物病原细菌应急反应的研究较多,尤其

是动物病原细菌应急反应的机制已很明确,但是绝大

多数仅停留在理论阶段,将(p)ppGpp作为药物靶点

来防治动植物细菌病害的例子仍较少。未来在探究

不同植物病原细菌应急反应机制的基础上,还应寻找

一些能抑制(p)ppGpp功能的微生物代谢产物,开发

出相关生物肥料用于防治植物细菌性病害,减少经济

损失。
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Abstract:When
 

bacteria
 

live
 

in
 

a
 

nutrientdeficient
 

environment,in
 

order
 

to
 

adapt
 

to
 

this
 

harsh
 

environment,

the
 

bacteria
 

themselves
 

will
 

have
 

an
 

emergency
 

response.Bacterial
 

stringent
 

response
 

is
 

still
 

one
 

of
 

the
 

hot
 

spots
 

in
 

biological
 

research.This
 

emergency
 

response
 

is
 

carried
 

out
 

by
 

intracellular
 

signaling
 

molecule
 

(p)ppGpp,which
 

can
 

bind
 

to
 

RNA
 

polymerase
 

and
 

regulate
 

many
 

cellular
 

processes,including
 

pathogenic
 

bacteria,and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

drug
 

target
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

bacterial
 

diseases
 

of
 

animals
 

and
 

plants.Plant
 

pathogenic
 

bacteria
 

are
 

widely
 

distributed
 

and
 

can
 

cause
 

many
 

important
 

diseases
 

of
 

plants,cau-
sing

 

significant
 

economic
 

losses
 

to
 

many
 

crops.In
 

this
 

article,the
 

research
 

progress
 

about
 

the
 

stringent
 

re-
sponse

 

of
 

plant
 

pathogenic
 

bacteria
 

was
 

reviewed,including
 

Erwinia
 

amylovora,Pseudomonas
 

syringae,

Pectobacterium
 

atrosepticum,Xanthomonas
 

citri
 

subsp.citri
 

and
 

X.campestris
 

pv.campestris(Xcc).This
 

review
 

will
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

a
 

comprehensive
 

and
 

indepth
 

understanding
 

of
 

the
 

emergency
 

response
 

of
 

plant
 

pathogenic
 

bacteria
 

and
 

the
 

effective
 

control
 

of
 

plant
 

bacterial
 

diseases.
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pathogenic
 

bacteria;stringent
 

response;RSH;(p)ppGpp;global
 

regulation
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