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摘 要：柑橘黄单胞菌芒果致病变种引起的芒果细菌性黑斑病是芒果生产上的重要病害之

一。为明确芒果细菌性黑斑病病原菌Ⅲ型分泌系统（Type	Ⅲ	Secretion	System，T3SS）中的hrpF

基因的功能，通过构建柑橘黄单胞菌芒果致病变种菌株XcmL5的hrpF基因缺失突变体及互补菌

株，研究了该基因对病原菌致病力、烟草过敏性反应、运动能力及T3SS相关基因表达的影响。

结果表明，hrpF基因缺失显著降低了病原菌在芒果上的致病力，而互补菌株则恢复了致病力。

hrpF基因的缺失对病原菌在烟草上引起过敏性反应的能力无显著影响；该基因缺失导致病原菌运

动能力下降，但对生长能力无显著影响。荧光定量PCR分析表明，hrpF基因缺失后，T3SS相关

基因hrpB1、hpa2表达下调，hrcJ、hrcD、hpaP表达上调，而趋化性基因cheA、cheY表达显著下

降，鞭毛基因fliQ、fliP表达显著增强。该研究揭示了hrpF基因在芒果细菌性黑斑病致病过程中的

重要作用，为深入解析该病害致病机制提供了理论基础。
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芒果（Mangifera	 indica 	L.）是热带和亚热带

地区重要的果树之一。全球有100多个国家种植芒

果，芒果是消费广泛的第五大水果[1]。许多芒果种

植国面临着病害带来的挑战，由柑橘黄单胞菌芒果

致病变种（Xanthomonas	citri	pv.	mangiferaeindicae）

引起的芒果细菌性黑斑病是芒果生产上最重要的病

害之一[2]。该病害由Doidge于1915年在南非首次报

道[3]，目前已传播到世界多个国家和地区，包括巴

西、印度、日本、肯尼亚、马来西亚、毛里求斯、

新喀里多尼亚、巴基斯坦、菲律宾、泰国和阿拉伯

联合酋长国等[4]。我国海南省、四川省、云南省等7

个省（自治区）均有芒果细菌性黑斑病的报道[5-7]。

芒果细菌性黑斑病能够侵染芒果树的各个部

分，包括枝条、叶片、花序、茎和果实[8]，导致叶

片上产生大量黑斑，枝条流胶甚至枯死，发病严重

时果实表面病斑呈现火山口状，伴有流胶，导致果

实失去商品价值，造成产量损失[8]。近年来，随着

芒果种植面积的扩大，芒果细菌性黑斑病的发生程

度和危害范围不断扩大，已成为限制芒果产业可持

续发展的重要因素之一[9]。因此，深入研究芒果细

菌性黑斑病的致病机制，对于有效防控该病害具有

重要意义。

Ⅲ型分泌系统（以下简称	T3SS）广泛存在于植

物病原细菌中。1986年在丁香假单胞菌菜豆萎蔫病

致病变种（Pseudomonas	syringae	pv.	phaseolicola）

首次发现了hrp基因簇[10 ]。h rp基因簇包括hrp

（hypersensitive	 response	and	pathogenicity）、hrc	

(	 hrp-conserved）基因和hpa（hrp-associated）基

因，也称为hrp-hrc-hpa基因簇[11,12]。T3SS受到信号

诱导后，会形成1个针状复合结构，细菌通过这一

通道在转位蛋白协助下将效应子输送至寄主植物体

内[13,14]，从而引起寄主植物的致病性和非寄主植物

的过敏性反应。hrpF是最早鉴定出的转位子，它

通过多个蛋白发生互作后才对效应子行使转运功

能[15]。目前，关于柑橘黄单胞菌芒果致病变种T3SS

系统的研究较少，hrpF基因在其致病过程中的具体

作用尚未明确。

本研究通过构建柑橘黄单胞菌芒果致病变种的

		

Abstract: Mango bacterial black spot, a disease caused by Xanthomonas citri  pv. mangiferaeindicae, 
significantly impacts mango production. This study aimed to investigate the function of the hrpF gene in the 
Type III Secretion System (T3SS) of the pathogen by constructing an hrpF deletion mutant and a complemented 
strain of Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae strain XcmL5. The effects of the hrpF gene on pathogenicity, 
the hypersensitive response in tobacco, motility, and the expression of T3SS-related genes were assessed. The 
results indicated that the deletion of the hrpF gene significantly reduced the pathogen's virulence on mango, and 
this phenotype was fully restored in the complemented strain. The deletion of hrpF did not significantly affect the 
pathogen's ability to induce a hypersensitive response in tobacco. However, bacterial motility was substantially 
decreased in the hrpF mutant, while its growth ability remained unaffected. Quantitative PCR analysis revealed 
deletion of the hrpF gene led to downregulation of T3SS-related genes (hrpB1, hpa2), upregulation of hrcJ, hrcD, 
and hpaP, significant downregulation of chemotaxis-related genes (cheA and cheY), and significant upregulation of 
flagellar genes (fliQ and fliP). This study highlighted the importance of the hrpF gene in the pathogenesis of mango 
bacterial black spot, providing a theoretical foundation for further elucidating the disease's pathogenic mechanism.

Keywords: bacterial black spot of mango; Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae; hrpF gene; type III 
secretion system; gene expression
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hrpF基因缺失突变体及互补菌株，系统研究了该基

因对病原菌致病力、非寄主过敏性反应、运动能力

及生长能力的影响，并通过qPCR分析探究了hrpF基

因与其他T3SS组分基因及致病相关基因之间的调控

关系，初步解析hrpF基因在芒果细菌性黑斑病致病

机制中的功能，以期为制定有效防治策略提供理论

依据。

1  材料与方法
1.1 材料

1 .1 .1 	 菌株和质粒	 柑橘黄单胞菌芒果致

病变种XcmL5菌株（野生型菌株，以下简称菌

株XcmL5）为实验室保藏。ΔhrpF为野生型菌

株XcmL5缺失hrpF基因的突变菌株，ΔhrpFcomp

为ΔhrpF的互补菌株。大肠杆菌感受态细胞E.	

co l i 	 DH5α购自上海唯地生物技术有限公司。

pK18mobsacB和pML123由中国农业科学院植物保护

研究所许景升老师馈赠。pK18-hrpF为ΔhrpF的自

杀性重组载体，pML-hrpFcomp为突变体ΔhrpF的互

补载体。

1.1.2	 主要试剂	 细菌基因组DNA提取试剂

盒、质粒提取试剂盒均购自天根生化科技（北京）

有限公司；无缝连接酶购自爱博泰克生物科技有

限公司，反转录试剂盒和qPCR	SYBR	Green试剂购

自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。抗生素及浓

度：卡那霉素，浓度为50μg·mL-1；庆大霉素，浓

度为50μg·mL-1。引物的合成和PCR产物测序等由

海南楠山生物技术有限公司完成。

1.1.3	 供试植物	 芒果品种为‘台农1号’，

烟草品种为本氏烟（Nicotiana	benthamiana）。

1.2	 方法

1.2.1	 hrpF基因缺失突变菌株的构建	 在菌株

XcmL5基因组序列中获取hrpF基因序列以及上下游

1500bp序列。通过Premier	5.0分别设计扩增hrpF基

因两个同源臂的引物。通过PCR扩增获得hrpF基因

的同源臂片段，将同源臂片段和pK18mob-sacB质粒

KpnI和SalI双酶切，用无缝连接酶获得自杀性重组

载体pK18-hrpF。采用电转化的方法，将自杀性重

组载体pK18-hrpF导入野生型菌株XcmL5中，经同

源重组筛选得到ΔhrpF突变体[16]。使用hrpF-TF/TR

引物对进行PCR和测序验证。获得hrpF基因缺失的

突变菌株。相关引物序列详见表1。	

1.2.2	 hrpF基因互补菌株的构建	 设计扩增

hrpF基因的引物hrpF-CF/CR，PCR扩增hrpF基因

片段后，将其与pML123质粒进行BamHI和XbaI双

酶切后，用连接酶16℃连接过夜，构建互补载体

pML-hrpFcomp。通过电转化法将该载体转入到

突变体菌株ΔhrpF中，获得互补菌株。使用引物

hrpF-CF/CR进行PCR和测序验证，获得互补菌株	

ΔhrpFcomp[17]。相关引物见表1。

1.2.3	 致病力测定	 将野生型菌株XcmL5、

突变体菌株ΔhrpF和互补菌株ΔhrpFcomp接种到

	

表1	 	构建载体和验证所用引物

引物 引物序列（5' － 3'） PCR产物长度/bp

hpaF_upF CGGTACCCGGGGATCACAGACGCTTGAGGCTCTG 963

hpaF_upR ACTGATGATAAAGGCTGGCAAACATCTTGCT

hpaF_dnF GCCTTTATCATCAGTGGCGGTACATGC 986

hpaF_dnR GCAGGTCGACTCTAGGGTGGACGAAGTACTGGCG

hrpF-CF CGGGATCCTCAGGCGCGCAACCACAG 471

hrpF-CR TGCTCTAGAATGAGCAGCGCGCGATTC

hrpF-TF CAGTCAATTCCTTGTCCGTT 3050

hrpF-TR AAGATGGTCAGATCCGCTAT
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LB培养基中，28℃、200r·min-1培养48h，配制

成108CFU/mL菌悬液。采取浸润接种法，接种野

生型菌株XcmL5、突变体菌株ΔhrpF和互补菌株

ΔhrpFcomp，接种后喷水套袋保湿24h。以无菌水

为阴性对照。接种12d后测量病斑直径并统计病情

指数[18]。

1.2.4	 烟草过敏性反应测定	 制备XcmL5野生

型、ΔhrpF突变株和ΔhrpFcomp互补株的菌悬液，

方法同1.2.3。用去掉针头的1mL注射器分别将3株菌

的菌悬液从本氏烟草叶片背面注射进叶片中，以无

菌水为对照，每处理重复3次，观察接种部位是否

产生过敏性坏死反应。

1.2.5	 运动能力测定	 制备XcmL5野生型、

ΔhrpF突变株及ΔhrpFcomp互补株的菌悬液，方法

同1.2.3。分别取5μL点接在半固体培养基表面，每

处理3次重复。培养48h后观察各菌株运动情况并测

定形成的扩散圈直径。

1.2.6	 生长能力测定	 制备野生型菌株XcmL5、

突变体菌株ΔhrpF和互补菌株ΔhrpFcomp菌悬液，

方法同1.2.3。各取1mL加入到100mL	 LB培养基

中，28℃、200r·min-1	持续振荡培养，每6h取样1

次，测定其OD600值，每个样品重复3次并绘制生长

曲线[17]。

1.2.7	 突变体菌株ΔhrpF 	 T3SS相关基因转

录水平测定	 将野生型菌株XcmL5、突变体菌株

ΔhrpF分别在LB培养基和T3SS诱导培养基中培养，

28℃、200r·min-1培养24h。T3SS诱导培养基培养

的菌液用于Ⅲ型分泌系统相关基因表达的分析[19]。

其他基因用LB培养的菌液。使用Trizol试剂分别提

取野生型菌株XcmL5和突变菌株ΔhrpF的总RNA，

然后将其反转录成cDNA。以rpoB为内参基因，对

Ⅲ型分泌系统相关基因（hrpB1、hrpB2、hrpE、

hrcC、hrcJ、hrcD、hpaP和hpa2）以及毒性相关基

因（trbC）、鞭毛相关基因（fliQ、fliP）、趋化性

基因（cheA、cheY）在突变体菌株和野生型菌株中

的表达进行检测，采用2-ΔΔCt相对定量法分析各基

因的表达水平。引物见表2	。每处理3次重复。

1.2.8	 数据处理	 使用SPSS	25.0软件进行统计

分析。应用t检验法对基因表达量进行差异显著性

检验，其他数据均采用单因素ANOVA法进行差异

表2	 	荧光定量PCR引物

基因 正向引物序列（5'-3'） 反向引物序列 （5'-3'） PCR 产物长度/bp

rpoB ATGCCAACGACGAAATCAAC GGACAGGTACGGACCACGA 110

trbC CCCGCTGCAATCCATCCT TGCTCAACCCGAACACGA 149

fliQ GCAGGTCGTCACCCAGATC CACGGCGGTCAAGAGCAT 109

fliP TGTTGGCGGTTACCGAAAT TCATCAGAAACGGAAGGAAGA 147

cheA GCCTGAGCACCGACGAGT GGATCTGCCCGCTGAGTT 138

cheY CCTGATCGTGGACGACTTCT CTCTGCGGTATTGGTGAAGC 82

hrpB1 CGCGGCAATTACGTGGAA CGGCATCGGCGTCTTCTT 163

hrpB2 ATCAAGTTGATGCACGAGCTG GCGTTCTTTCCCGATTGC 80

hrpE CGAGGCTCAGAAGTCCATGA CGATGAACTTGTTCAGCACCAC 83

hrcC CGCAAACGAATCCAAGAGC GCCGAAACGGTATCCACATA 174

hrcJ GCTGCGGTGTTCATCAAGTT AGTCCCTCCACGCTGTGC 92

hrcD GTCGGCGATGAGCCACTT CGTTGTCGGCAAACACCAG 128

hpaP TGGATGGCATGACGCAAGT GACAGCCCCAAGTCTGGATT 163

hpa2 CCATCTGCGGCGGTTATC CAGCCCAGGTATTTCCGTATT 125
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显著性检验。使用GraphPad	Prism	9.5软件将数据进

行作图。

2  结果与分析
2.1 hrpF基因缺失突变菌株的鉴定 

使用hrpF-TF/TR引物对同源重组的突变体菌株

进行PCR验证，以野生型菌株XcmL5为对照。突变

体菌株能扩增出2586bp片段，而野生型菌株能够扩

增出3050bp片段。电泳结果（图1）显示获得了突

变体菌株ΔhrpF。

2.2 hrpF基因互补菌株的鉴定 

使用hrpF-CF/CR引物进行PCR验证，互补菌株

能够扩增出471bp片段，突变体菌株则不能扩增出

条带。电泳结果（图2）显示成功构建了互补菌株	

ΔhrpFcomp。

2.3 致病力测定 

接种野生型菌株XcmL5的芒果叶片出现明显

病斑，而接种突变体菌株ΔhrpF也出现病斑，但

发病程度较轻，叶片接种ΔhrpFcomp互补菌株后

图2	 hrpF基因互补菌株电泳图

1：DL2000	Marker；2：野生型菌株XcmL5；3：突变体菌株
ΔhrpF的互补菌株ΔhrpFcomp；4：突变体菌株ΔhrpF；5：阴
性对照
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图1	 hrpF基因缺失突变菌株电泳图

1：DL5000	Marker；2：野生型菌株XcmL5；3：hrpF基因缺失突
变体菌株ΔhrpF；4：阴性对照
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A：芒果叶片的病斑症状；B：病情指数

图3	 菌株的致病力检测	

注：*表示差异具有统计学显著性（p	<	0.05），ns表示没

有显著性差异
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有明显发病症状（图3A）。病情指数分析表明，

ΔhrpF突变株的病情指数显著低于菌株XcmL5，而

ΔhrpFcomp互补菌株的病情指数与菌株XcmL5无显

著差异（图3B）。这表明hrpF基因缺失导致芒果细 图6	 菌株的生长能力测定	

图4	 菌株的烟草过敏性反应

XcmL5

A

ΔhrpF ΔhrpFcomp

A：菌株在半固体平板的形态；B：菌株菌落直径

图5	 菌株的运动能力	

注：***表示差异具有统计学显著性（p	<	0.001）
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菌性黑斑病病原菌在芒果上致病力的降低。

2.4 烟草过敏性反应 

注射XcmL5野生型、ΔhrpF突变株和ΔhrpFcomp

互补菌株的烟草均产生过敏性反应，而注射无菌水

的对照组未出现此反应（图4）。该结果证实hrpF

基因的缺失对芒果细菌性黑斑病原菌在非寄主烟草

中诱导超敏反应的能力没有影响。

2.5 运动能力测定 

由图5可知，突变菌株ΔhrpF形成的扩散圈直

径显著小于野生型菌株XcmL5，表明hrpF基因的缺

失削弱了其运动能力。然而，ΔhrpFcomp互补菌株

未能恢复该运动能力，结果表明hrpF基因的缺失导

致芒果细菌性黑斑病原菌运动能力显著降低。

2.6 生长能力测定结果 

野生型菌株XcmL5、突变体菌株ΔhrpF和互

补菌株ΔhrpFcomp在12～30h生长速率均呈指数增

长，随后生长速率趋于平缓（图6），表明ΔhrpF

基因缺失对芒果细菌性黑斑病病菌XcmL5的生长能

力没有影响。

2.7 突变体菌株ΔhrpF的T3SS及运动相关

基因转录水平分析	

与野生型菌株XcmL5相比，突变体菌株ΔhrpF

的hrpB1和hpa2基因表达显著降低，而hrcJ、hrcD和

hpaP基因表达极显著增强，hrpB2、hrpE和hrcC基因

表达未出现显著差异（图7）。这些结果显示hrpF

与hrcJ、hrcD和hpaP呈负相关关系，与基因hrpB1

和hpa2呈正相关。在ΔhrpF突变体菌株中，趋化性

基因cheA和cheY基因表达显著下降，鞭毛基因fliQ
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和fliP表达显著提高，而trbC基因无显著变化（图

8）。这些结果揭示了hrpF基因与T3SS及运动相关

基因间存在调控关系。

3	 讨论与结论
本研究通过构建hrpF基因缺失突变体ΔhrpF及

其互补菌株ΔhrpFcomp，系统分析了hrpF基因在柑

橘黄单胞菌芒果致病变种XcmL5中的功能。致病力

测定结果表明，ΔhrpF突变体菌株在芒果叶片上的

病情指数显著低于野生型菌株XcmL5，而互补菌株

ΔhrpFcomp的致病力则与野生型菌株XcmL5相同。

烟草过敏性反应测定结果显示野生型菌株XcmL5、

ΔhrpF突变体菌株和互补菌株ΔhrpFcomp均能引发

烟草的过敏性反应。之前研究表明，在水稻细菌性

条斑病菌X.	oryzae	 pv.	oryzicola	RS105中，hrpF突变

体菌株不丧失在水稻叶片上形成水渍的能力，病斑

扩展能力较野生型明显减弱，但在烟草上仍然能激

发过敏性反应[20]。在X.oryzae	 pv.	oryzicola	RS105中

hrpF和hpa2可能通过形成复合体调控效应子转运，

这两种蛋白是RS105菌株的T3SS效应子从细菌到水
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图7	 T3SS相关基因的表达分析	

注：*表示在p	<	0.05水平上显著，**表示在p	<	0.01水平上显著，***表示在p	<	0.001水平上显著，下同

图8	 运动相关基因的表达分析	
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稻和非寄主细胞所必需的[21]。植物细胞本身有能力

通过内吞作用摄取细胞膜上的蛋白，在没有hrpF的

情况下，毒力因子仍可被植物细胞摄取并引发反

应[22]。本研究中将hrpF基因敲除后，XcmL5没有完

全丧失致病性。

运动能力测定结果显示ΔhrpF突变体的运动能

力显著降低，但互补菌株未能恢复运动能力。运动

能力的减弱可能与趋化性基因（cheA、cheY）的

下调及鞭毛基因（fliQ、fliP）的上调相关。趋化性

基因的低表达可能减弱菌体对化学信号的响应能

力，而鞭毛基因的异常上调可能干扰鞭毛组装或功

能，导致运动失调。然而，互补菌株未能恢复运动

能力，可能表明hrpF的缺失引发了次级调控效应，

或互补载体的表达未能完全模拟hrpF的天然调控

模式。

本研究揭示了hrpF基因在芒果细菌性黑斑病

菌XcmL5中的功能，hrpF基因缺失显著降低了菌

株XcmL5在芒果上的致病力，同时也减弱了菌株

XcmL5的运动能力，但对烟草过敏性反应和基础生

长能力无显著影响。hrpF基因缺失影响了T3SS相关

基因及运动相关基因的表达。这些发现不仅丰富了

植物病原细菌T3SS功能研究，也为芒果细菌性黑斑

病的防控提供了理论依据。
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