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　　摘要：丁香假单胞菌猕猴桃致病变种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅｐｖ．ａｃｔｉｎｉｄｉａｅ，简称 Ｐｓａ）是引起猕猴桃细菌性溃疡病
的病原菌。对从感染溃疡病的东红猕猴桃枝条中分离得到的１株Ｐｓａ野生株（命名为ＧＸ０５）进行全基因组测序，获得
基因组草图，分析其中毒力基因、耐药基因和致病基因的情况。研究发现，多位点序列分型结果显示 ＧＸ０５为 ｂｉｏｖａｒ
３，与毒力因子数据库比对，ＧＸ０５携带９９种毒力因子及６９２个相关毒力基因，同源性和匹配度最高的毒力因子是ＰｖｄＬ
和Ｉｒｐ１；与综合抗生素抗性基因数据库比对，ＧＸ０５携带３３６种耐药基因，与２９种抗生素有关；与病原宿主互作数据库
比对，不表达导致病原菌致病力减弱的基因数量最多，其中同源性和匹配度最高的是ＰｖｄＬ，此外与增强致病力相关的
同源性和匹配度最高的基因是ｈｒｃＣ。通过全基因组测序信息初步分析了１株三型 Ｐｓａ菌株中存在的毒力、耐药及致
病基因情况，对深入研究其致病机制和合理用药有重要意义。
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　　猕猴桃细菌性溃疡病严重威胁着猕猴桃产业
的发展，给世界猕猴桃产业造成了巨大损失［１］，丁

香假单胞菌猕猴桃致病变种（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ
ｐｖ．ａｃｔｉｎｉｄｉａｅ，简称 Ｐｓａ）是猕猴桃细菌性溃疡病的
致病菌［２］。研究发现，原本健康的猕猴桃植株在春

季初次出现溃疡病症状（如叶斑）后，年底便会死

亡。溃疡病的传播速度快、危害大，１年便可毁坏整
个猕猴桃园［３－４］。目前还没有直接杀灭病原菌的有

效措施［５］，主要的防治方法包括以铜制剂为主的化

学防治［６－７］、以链霉素为主的生物防治［８－９］、果园管

理［１０］和抗性品种选育［１１］等。化学和生物防治可造

成植物毒性、药物残留、产生耐药细菌等缺点，并且

基因水平转移可使耐药基因在细菌间流动［１２］，目前

已有报道表明部分 Ｐｓａ对链霉素［１３］和铜制剂［１４］产

生了抗性。

寻找猕猴桃细菌性溃疡病的有效防治途径是

全球猕猴桃产业面临的重要任务。已发现的Ｐｓａ有
５种生物型，分别为ｂｉｏｖａｒ１、ｂｉｏｖａｒ２、ｂｉｏｖａｒ３、ｂｉｏｖａｒ
５、ｂｉｏｖａｒ６。我国目前只发现ｂｉｏｖａｒ３群体［１５］，但其
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致病机制尚不明确。有关Ｐｓａ的研究主要集中在群
体结构、病原菌鉴定、防控药物筛选等方面，对毒力

基因、耐药基因和致病基因的研究报道较少。本试

验对１株从贵州省贵阳市修文县古堡镇猕猴桃养殖
基地采集的患病东红猕猴桃（Ａｃｔｉｎｉｄｉａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
“Ｄｏｎｇｈｏｎｇ”）枝条中分离出的 Ｐｓａ进行全基因组扫
描图测序，分别与毒力因子数据库、综合抗生素抗

性基因数据库和病原宿主互作数据库等进行比较，

筛选出与毒力基因、耐药基因和致病基因同源性最

高的基因组，利用基因组信息从分子水平揭示病原

菌的致病机制，为 Ｐｓａ的致病机制研究提供理论
积累。

１　材料与方法

１．１　菌株的分离纯化
２０１８年３月在贵州省贵阳市修文县古堡镇的

猕猴桃园内采集感染猕猴桃溃疡病的东红猕猴桃

枝条。在无菌环境下，削取枝条病部，置于无菌的

生理盐水中，２７℃振荡１０ｍｉｎ，接种于１．５％ＮＢ固
体培养基（国药集团化学试剂有限公司）表面，参考

马志宏等的方法［１６］进行平板划线纯化。倒置平板

于恒温培养箱中，２７℃培养２４ｈ，挑单菌落于ＮＢ液
体培养基中，于 ２７℃恒温摇床中 １８０ｒ／ｍｉｎ摇菌
１６ｈ。吸取最后一轮纯化的菌液于无菌离心管中离
心后弃上清，收集菌体沉淀用于提取ＤＮＡ和浸染烟
草试验。

１．２　菌株基因组ＤＮＡ的提取与菌种鉴定
根据细菌基因组 ＤＮＡ小量纯化试剂盒［宝日

医生物技术（北京）有限公司］说明书提取基因组

ＤＮＡ，用２７Ｆ／１４９２Ｒ通用引物进行 １６ＳｒＤＮＡ测序
［由生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序］，

测序结果在 ＮＣＢＩ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）中进行核酸 ＢＬＡＳＴ比对，筛选出
属于Ｐｓａ的菌株。
１．３　烟草过敏反应

细菌缓冲液（１００ｍＬ）成分包括１ｍＬ的１ｍｏｌ／Ｌ
ＭｇＣｌ２、１ｍＬ的１ｍｏｌ／Ｌ２－（Ｎ－吗啉代）乙烷磺酸
一水（用 ＫＯＨ调整 ｐＨ值至 ５．６）和 １００μＬ的
１００μｍｏｌ／Ｌ乙酰丁香酮。用配制好的缓冲液将细
菌沉淀悬浮，调整浓度为 Ｄ６００ｎｍ＝０．５，避光３～４ｈ
后备用。在本氏烟草叶片背面用注射器针头轻微

划伤，将无针注射器压在伤口处，轻轻往里注射，使

菌液直径扩散至２ｃｍ左右。处理组（接种细菌悬浮

液）和对照组（直接注射缓冲液）各选择５个叶片进
行接种，２４ｈ后观察叶片的变化情况。
１．４　抗生素敏感性试验

采用纸片扩散法，选择１１种抗生素进行抗生素
敏感性试验。用无菌的生理盐水稀释菌液至０．５麦
氏浊度，用无菌涂布棒均匀涂抹菌液至整个 ＮＢ琼
脂平板，镊子灭菌后夹取各药敏纸片（杭州微生物

试剂有限公司）于平板正中。每种药敏片做３个平
行，进行３次生物学重复，每个抑菌圈统计３个直
径，计算平均值，判断抗生素敏感性［１７］。

１．５　ＧＸ０５全基因组测序
将ＧＸ０５的基因组 ＤＮＡ送往上海美吉生物医

药科技有限公司二代测序平台 ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ×１０
进行测序。使用短序列组装软件 ＳＯＡＰｄｅｎｏｖｏ２［１８］

对二代测序后的经过滤得到的有效数据进行多个

Ｋ－ｍｅｒ参数的拼接，得到最优的重叠群（ｃｏｎｔｉｇｓ）组
装结果。随后通过将测序读长（ｒｅａｄｓ）比对到ｃｏｎｔｉｇ
上，对组装结果进行局部组装和优化，获得基因组

骨架（ｓｃａｆｆｏｌｄｓ）。使用 ＣＧｖｉｅｗ［１９］软件绘制基因组
圈图。使用 Ｇｌｉｍｍｅｒ３［２０］软件预测编码基因，使用
ＴａｎｄｅｍＲｅｐｅａｔｓＦｉｎｄｅｒ软件［２１］进行串联重复序列预

测。按照管家基因在标准株 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅ
ｐｖ．ｔｏｍａｔｏＤＣ３０００基因组上的位置，使用ｂｉｏｖａｒ１～
ｂｉｏｖａｒ６型以及 Ｐｆｍ菌株［１５］的管家基因以 ｇａｐＡ－
ｐｇｉ－ｒｐｏＤ－ｇｙｒＢ－ｐｆｋ－ａｃｎ的顺序串联［２２］，使用

ＭＥＧＡ７．０用Ｔａｍｕｒａ－Ｎｅｉ模型和近邻法进行系统
发育分析［２３］。比对病原菌毒力因子数据库

（ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ，简 称
ＶＦＤＢ）［２４］，综 合 抗 生 素 抗 性 基 因 数 据 库
（ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｄａｔａｂａｓｅ，简称
ＣＡＲＤ）［２５］和病原与宿主互作数据库（ｐａｔｈｏｇｅｎｈｏｓｔ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ，简称 ＰＨＩ）［２６］分别获得毒力基因、耐药
基因和致病基因的信息。

２　结果与分析

２．１　Ｐｓａ菌株的分离与鉴定
经过多轮纯化后分离得到的 Ｐｓａ菌株在 ＮＢ平

板上的菌落形态呈光滑圆形，白色半透明状。１６Ｓ
ｒＤＮＡ测序结果在ＮＣＢＩ数据库经过ＢＬＡＳＴ比对，结
果显示与Ｐｓａ菌株（序列号：ＭＨ０７１１５９．１）相似度为
９８．２４％，判断为Ｐｓａ菌株，命名为ＧＸ０５。
２．２　烟草过敏反应

图１－ａ、图１－ｂ分别为注射细菌悬浮液（处
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理）和无菌缓冲液（对照）的烟草，注射范围约２ｃｍ，
呈现出水渍状。２４ｈ后，处理组叶片的注射部位出
现明显的黄色枯斑，产生了过敏反应（图１－ｃ），而
对照组叶片注射无菌缓冲液的部位水渍消失，叶片

恢复正常状态（图１－ｄ），说明分离纯化所得的 Ｐｓａ
野生株ＧＸ０５具有相应的致病性。
２．３　抗生素敏感性试验结果

由表１、图２可知，Ｐｓａ菌株 ＧＸ０５对磷霉素、多
黏菌素、卡那霉素、氨曲南、羧苄青霉素、阿洛西林、

美罗培南、头孢噻肟等表现为敏感，对替考拉宁、杆

菌肽和阿莫西林表现为耐药。

表１　１１种抗生素的耐药性信息

抗生素 浓度 耐药性

磷霉素 ２００μｇ Ｓ

多黏菌素 ３００ＩＵ Ｓ

卡那霉素 ３０μｇ Ｓ

氨曲南 ３０μｇ Ｓ

羧苄青霉素 １００μｇ Ｓ

阿洛西林 ７５μｇ Ｓ

美罗培南 １０μｇ Ｓ

头孢噻肟 ３０μｇ Ｓ

替考拉宁 ３０μｇ Ｒ

杆菌肽 ０．０４μｇ Ｒ

阿莫西林 ２０μｇ Ｒ

　　注：Ｓ表示敏感；Ｒ表示耐药。

２．４　Ｐｓａ菌株ＧＸ０５全基因组测序结果

ＰｓａＧＸ０５进行全基因组测序后，对获得的片段
进行过滤和组装，得到 ２５１条 ｓｃａｆｆｏｌｄｓ，总长度为
６２１２８１９ｂｐ（图３），Ｎ５０为 ４６３５６ｂｐ。长度大于
１０００ｂｐ的ｓｃａｆｆｏｌｄｓ有２２３条，共６１９５２６５ｂｐ，最
大的 ｓｃａｆｆｏｌｄ长度为 １８１０９７ｂｐ，鸟嘌呤 －胞嘧啶
（Ｇ＋Ｃ）含量为５８．５３％。经预测，基因组的编码基
因总长度为５１８０５８９ｂｐ，共有５７２５个。非编码区
有５７个 ｔＲＮＡ，９个 ｒＲＮＡ，包括１个２３ＳｒＲＮＡ１个
１６ＳｒＲＮＡ、７个５ＳｒＲＮＡ，有１９５个串联重复序列，

占基因组的０．９７％。根据多位点序列分型（ＭＬＳＴ）
构建的系统发育树结果可知，ＧＸ０５属于 ｂｉｏｖａｒ３型
Ｐｓａ（图４）。
２．５　Ｐｓａ菌株ＧＸ０５毒力因子分析

ＶＦＤＢ数据库预测到６９２个毒力基因，其中３６７
个毒力基因注释为９９种毒力因子，５２种毒力因子
的功能分属于攻击型毒力因子（２８种）、防御型毒力
因子（１１种）、非特异性毒力因子（１１种）和调控毒
力基因的毒力因子（２种），剩余的４７种没有功能归
类。按照打分由高到低的条件筛选，同源性和匹配
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度最高的 ２个毒力因子与铁载体（ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ）有
关：荧光铁载体（ｐｙｏｖｅｒｄｉｎｅ，简称 ＰＶＤ）肽合成酶
ＰｖｄＬ以及合成耶尔森菌素（ｙｅｒｓｉｎｉａｂａｃｔｉｎ）有关的耶
尔森菌素生物合成蛋白 Ｉｒｐ１。另外经统计，共匹配

到５１个ＰＶＤ合成相关毒力基因（表 ２，未完全显
示，仅显示同源性最高的１０个基因）和４个非荧光
铁载体（ｐｙｏｃｈｅｌｉｎ）合成相关的毒力因子［Ｆｅ（Ⅲ）－
ｐｙｏｃｈｅｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｅｃｕｒｓｏｒ、ｓａｌｉｃｙｌａｔｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
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ｉｓｏｃｈｏｒｉｓｍａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅＰｃｈＡ、ｓａｌｉｃｙｌａｔｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｐｒｏｔｅｉｎ ＰｃｈＢ、ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ ＡＴＰ － ｂｉｎｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎ］。
２．６　Ｐｓａ菌株ＧＸ０５耐药基因分析

通过与ＣＡＲＤ数据库比对分析，预测 ＧＸ０５携
带３６６个耐药基因，与２９种抗生素有关（图５）。经
ＡＲＯ（ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＯｎｔｏｌｏｇｙ）注释，ＧＸ０５有５

种耐药机制，分别为抗生素外排、抗生素靶标改变、

抗生素失活、抗生素靶标替代和抗生素靶标保护。

外排泵系统的基因数量最多，主要包括 ｍａｃＢ（３１
个）、ｏｌｅＣ（１４个）、ｅｖｇＳ（１３个）、ｄｒｒＡ（１３个）等２５３
个相关抗生素耐药基因本体，其中根据 ｓｃｏｒｅ打分，
同源性和匹配度最高的１０个基因中与外排泵有关
的基因是ｍｅｘＦ、ｍｅｘＫ、ＭｅｘＢ、ＴｒｉＣ、ＭｅｘＮ。

表２　ＰＶＤ合成相关毒力基因统计

基因编号 位置 ＶＦＤＢ编号 描述
同源性

（％）
覆盖度

（％） Ｅ值 得分

ｇｅｎｅ２５４４ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８ ＶＦＧ０１６０５８（ｇｉ：１５５９７６２０） 肽合成酶 ＰｖｄＬ ７２．３ １００ ０ １６４２９

ｇｅｎｅ２５５８ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８ ＶＦＧ０００１６１（ｇｉ：１５５９７５９５） 荧光铁载体合成酶 Ｄ ５６．３ ９７．６ ０ ５７９８

ｇｅｎｅ２５５６ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８ ＶＦＧ０１６０３８（ｇｉ：１１０６４５３０５） 荧光铁载体生物合成蛋白 ＰｖｄＪ ５２．０ ９５．６ ２．８×１０－３０２ ２６６７

ｇｅｎｅ４５５７ Ｓｃａｆｆｏｌｄ８１ ＶＦＧ０１５９５０（ｇｉ：１５５９７５８１） ３－羰基－Ｃ１２－高丝氨酸内酯ＰｖｄＱ ５４．２ ９８．７ １．２×１０－２３７ ２１０８

ｇｅｎｅ２５４５ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８ ＶＦＧ０１６０４６（ｇｉ：１５５９７６０９） 二氨基丁酸－２－氧化戊二酸氨基转移酶ＰｖｄＨ ８４．８ ９９．１ ９．７×１０－２３０ ２０３８

ｇｅｎｅ４５４８ Ｓｃａｆｆｏｌｄ８１ ＶＦＧ０００１６０（ｇｉ：１５５９７５９３） 荧光铁载体生物合成蛋白ＰｖｄＥ ６０．４ ９８．４ １．８×１０－１８５ １６５７

ｇｅｎｅ４５５０ Ｓｃａｆｆｏｌｄ８１ ＶＦＧ０１５９９４（ｇｉ：１５５９７５９０） 荧光铁载体生物合成蛋白ＰｖｄＮ ６３．０ ９９．１１．６×１０１－１５７ １４１５

ｇｅｎｅ２５６０ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８ ＶＦＧ０００１６３（ｇｉ：１５５９７５９４） 荧光铁载体受体ＦｐｖＡ ３７．５ ９８．７ ５．９×１０－１３４ １２１４

ｇｅｎｅ４５４９ Ｓｃａｆｆｏｌｄ８１ ＶＦＧ０１６００５（ｇｉ：１５５９７５９１） 荧光铁载体生物合成蛋白ＰｖｄＯ ６７．３ ９８．３ ５．８×１０－１１６ １０５５

ｇｅｎｅ２５４３ Ｓｃａｆｆｏｌｄ２８ ＶＦＧ０１６０６９（ｇｉ：１５５９７６２１） 荧光铁载体生物合成蛋白ＰｖｄＧ ５１．０ ９９．６ １．０×１０－６８ ６４７

２．７　Ｐｓａ菌株ＧＸ０５致病基因分析
ＰＨＩ数据库注释预测 ＧＸ０５携带有９５９个与宿

主病原菌互作相关的基因，属于８种表现型：缺失导
致病原菌致病力减弱的基因６４３个、对病原菌致病
性没有影响的基因１７２个、导致病原菌致病能力丧
失的基因９９个、使病原菌致病能力增强的基因６８
个、致病效应基因３４个、致死因子１８个、抗药基因
３个、感药基因２个。比对结果按照得分打分，同源

性和匹配度最高的是不表达导致病原菌致病能力

减弱的并与铁载体有关的基因 ＰｖｄＬ，此外与增强病
原菌致病能力有关并且同源性和匹配度最高的基

因是三型分泌系统通路上的基因 ｈｒｃＣ。当筛选作
用宿主为拟南芥时，高度匹配得到５个基因，其中
ＡｖｒＥ１、ｈｒｃＣ、ＨｏｐＤ１等３个基因与植物感染后叶片
出现细菌性斑点的症状有关（表３）。
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表３　宿主为拟南芥的高度匹配的病原基因预测结果

基因编号 位置 基因名称 基因功能 ＰＨＩ编号 宿主名称 疾病名称
同源性

（％）
覆盖度

（％） Ｅ值 得分

ｇｅｎｅ１５３０Ｓｃａｆｆｏｌｄ１４ ＡｖｒＥ１ Ⅲ型效应因子 ＰＨＩ：６３７７ 拟南芥 细菌性斑点病 ９４．３ １００ ０ ８４７３

ｇｅｎｅ３８６１Ｓｃａｆｆｏｌｄ５８ ｃｙａＡ 合成ｃＡＭＰ ＰＨＩ：２９５０ 拟南芥；烟草 野火病 ９３．５ １００ ０ ４６９６

ｇｅｎｅ４５９０Ｓｃａｆｆｏｌｄ８２ ＨｏｐＡＵ１ 莽草酸激酶 ＰＨＩ：５９０ 拟南芥 斑枯病 ９８．６ ８９．８ ０ ３５９９

ｇｅｎｅ１５４２Ｓｃａｆｆｏｌｄ１４ ｈｒｃＣ 与Ⅲ型分泌
系统有关

ＰＨＩ：６７２７；
ＰＨＩ：６７２８

拟南芥 番茄细菌性斑点病 ９９．９ １００ ０ ３５５９

ｇｅｎｅ４０４５Ｓｃａｆｆｏｌｄ６３ ＨｏｐＤ１ 效应因子 ＰＨＩ：４００５ 拟南芥 番茄细菌性斑点病 ９８．４ ９６．３ ０ ３４２３

３　讨论与结论

由于红阳猕猴桃和黄金果猕猴桃的栽培面积

最广、经济价值高，所以全世界对猕猴桃溃疡病的

关注点主要集中于这２个品种，对其他患有猕猴桃
细菌性溃疡病的猕猴桃品种的研究较少。本研究

是首次对从患病的东红猕猴桃枝条中分离出的 Ｐｓａ
（菌株命名为 ＧＸ０５）进行全基因组扫描图测序，并
且着重分析耐药基因以及同源性和匹配度最高的

毒力基因和致病基因。

注射烟草和真空渗透叶盘的结果证明Ｐｓａ菌株
ＧＸ０５有致病力。从使用 ＭＬＳＴ构建的系统发育树
结果来看，ＧＸ０５属于ｂｉｏｖａｒ３。ｂｉｏｖａｒ３是我国目前
发现唯一存在的Ｐｓａ群体［１５］，也是目前全世界最普

遍流行的 Ｐｓａ群体［２７］。在 ５种生物型中，ｂｉｏｖａｒ３
的致病力最强［２８］，但其致病机制尚不明确。Ｈａｃｋｅｒ
等发现，病原菌的致病性取决于位于毒力岛上的多

种毒力基因［２９－３０］，而各种毒力因子的组合与平衡对

于Ｐｓａ的致病性（毒力）来说很重要［２７］。目前对感

染溃疡病的东红猕猴桃的研究主要以调查其发病

情况［３１］和抗性评价［３２］为主，针对致病菌 Ｐｓａ致病
及乃耐药机制的研究尚未见报道。因此本研究着

重关注了导致东红感染猕猴桃细菌性溃疡病的 Ｐｓａ
菌株的毒力和致病基因以及导致其产生耐药性的

原因。本次测序结果得到的 ＧＸ０５基因组大小为６
２１２８１９ｂｐ，与ＮＣＢＩ数据库中丁香假单胞菌的基因
组大小（６．１Ｍｐ）接近。根据全基因组测序结果，通
过分析毒力基因和致病基因，筛选出３个同源性最
高且最具代表性的基因：ＰｖｄＬ、Ｉｒｐ１、ｈｒｃＣ；分析耐药
基因发现，该菌携带多种类型的耐药基因，并且以

外排泵系统基因为主。

本研究预测到６９２个毒力基因，同源性和匹配
度最高的基因与铁载体的合成有关。Ｍａｒｃｅｌｌｅｔｔｉ等

对２株Ｐｓａｂｉｏｖａｒ１和１株ｂｉｏｖａｒ３菌株基因组的草
图进行研究，发现它们均携带一组编码铁载体（铁

载体是假单胞菌属细菌的重要毒力因子［３４］）的基

因，例如 ＰＶＤ、肠杆菌素（ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｉｎ）和耶尔森菌
素［３３］。Ｌａｍｏｎｔ等发现，ＰＶＤ在铜绿假单胞菌中可
以调控外毒素 Ａ、ＰｒｐＬ等其他毒力因子的表达［３５］；

Ｗｏｏｌｄｒｉｄｇｅ等发现，ＰＶＤ参与调控生物膜的形成，增
加病原菌的耐药性［３６］。从测序结果来看，ＧＸ０５的
基因组中共计匹配到５１个合成荧光铁载体相关毒
力基因，覆盖了 ＰＶＤ合成、分泌和作用途径，其中
ＰｖｄＬ的同源性最高。结合 ＧＸ０５中 ＰＶＤ的存在可
以初步判定，Ｐｓａ分离株具有与铜绿假单胞菌相似
的毒力因子和致病机制，生物膜的形成是 Ｐｓａ产生
耐药性的主要原因。Ｉｒｐ１广泛存在于假单胞菌属的
细菌中［３７］，编码耶尔森菌素生物合成蛋白［３８］，与合

成、摄取铁载体有关［３９］，引起番茄和拟南芥的细菌

性叶斑病［４０］。测序结果预测显示，Ｉｒｐ１是与增强
Ｐｓａ致病力有关同源性最高的基因。因此，Ｐｓａ可能
通过Ｉｒｐ１来调控铁载体和其他铁吸收系统，从而在
猕猴桃中繁殖并增强Ｐｓａ的感染能力，这可能是Ｐｓａ
破坏力强大并造成毁园的主要原因。但目前Ｐｓａ中
还没有Ｉｒｐ１功能研究的相关报导。此外，感染溃疡
病的猕猴桃叶片出现叶斑的原因也可能与 Ｉｒｐ１有
关。Ｍｃｃａｎｎ等研究发现，Ｐｓａ通过Ⅲ型分泌效应因
子感染猕猴桃［４１］，而 ｈｒｃＣ蛋白是组成Ⅲ型分泌系
统的外膜蛋白［４２］，可以引起非宿主植物（如烟草）

的过敏反应并使宿主植物感病［４３］。本次的全基因

组测序数据显示，同源性最高的互作基因是 ｈｒｃＣ。
因此，携带ｈｒｃＣ的Ⅲ型分泌系统可能是引起 Ｐｓａ感
染猕猴桃并使得叶片出现细菌性斑点的原因之一。

目前对于Ｐｓａ的毒力因子和病原菌宿主互作的研究
主要集中于Ⅲ型分泌系统中的 ａｖｒ和 ｈｏｐ基因［２７］，

而ｈｒｃＣ的存在为完善 Ｐｓａ分泌系统通路提供了新
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的途径。通过ＣＡＲＤ预测到ＧＸ０５携带多种耐药基
因，以外排泵系统产生抗生素耐药性为主。外排泵

能够将进入细菌体内的抗生素排出［４４］，因此 ＧＸ０５
可能主要靠外排泵系统产生耐药性。药敏试验发

现，ＧＸ０５对替考拉宁、杆菌肽和阿莫西林表现出了
耐药性，这３种抗生素分别属于糖肽类抗生素、多肽
类抗生素和青霉类抗生素，与预测到的信息相匹配。

首先从患病的东红猕猴桃枝条中分离出 Ｐｓａ
（菌株命名为 ＧＸ０５），并对其进行烟草过敏反应试
验和抗生素敏感性试验，最后对其基因组进行扫描

图测序。分析发现，其致病机制主要是与ＰＶＤ的合
成和分泌有关，并发现其导致叶片出现叶斑病的是

Ｉｒｐ１致病基因。这为进一步研究Ｐｓａ的致病机制提
供了新的思路，在未来可以寻找影响 Ｐｓａ的铁载体
和外排泵系统发挥作用的方法来治疗猕猴桃细菌

性溃疡病。
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［３１］何利钦，王丽华，李明章，等．四川省猕猴桃溃疡病调查及病原
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［４１］ＭｃＣａｎｎＨＣ，ＲｉｋｋｅｒｉｎｋＥＨ，ＢｅｒｔｅｌｓＦ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
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