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摘  要 : MarR 家族转录因子广泛存在于细菌及古生菌中，并灵活、精细地调控多种毒力、抗胁迫及抗生素相关的

生理生化途径。在野油菜黄单胞菌中，MarR 家族转录因子 HpaR (XC2827) 的失活会显著降低细菌对于寄主甘蓝的

致病力，同时会导致胞外蛋白酶的过量表达。本研究进一步发现，Xcc 8004 基因组一共编码 9 个 MarR 家族转录因

子。表达并纯化其中的 HpaR (XC2827) 和 XC0449，体外微量热泳动 (MST) 实验及 Pull-down 实验证明二者可以

在体外特异性结合。同时，表型检测发现 XC0449 突变会导致细菌致病力显著下降。通过体外凝胶迁移阻滞试验 

(EMSA)、体内 qRT-PCR 和 GUS 检测证明，XC0449 和 HpaR 均作为转录激活子协同调控下游致病相关基因 XC0705

的表达，最终调控细菌毒力及胞外酶合成。 
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Abstract:  MarR family transcription regulators are ubiquitous among bacteria and archaea. They extensively control 
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multiple cellular processes and elaborately regulate the expression of genes involved in virulence, stress response and 

antibiotics at translational level. In Xanthomonas campestris pv. campestris, insertional inactivation of MarR family 

transcription regulator HpaR (XC2827) resulted in significantly decrease in virulence and increase in the production of the 

extracellular proteases. Here, we reported that the genome of Xcc 8004 encodes nine MarR family transcription regulators. The 

MarR family transcription regulators, HpaR (XC2827) and XC0449, were heterologous expressed and purified. In vitro MST 

and Pull-down assay confirmed the physical interaction between HpaR and XC0449. Phenotypical assay determined that 

deletion of XC0449 resulted in substantial virulence attenuation. In vitro EMSA, in vivo qRT-PCR and GUS activity assay 

identified that HpaR and XC0449 coordinately act as the transcriptional activator to regulate the expression of the 

virulence-associated gene XC0705, and eventually control the bacterial virulence and the production of extracellular proteases. 

Keywords:  transcription regulation, MarR family transcriptional factor, Xanthomonas campestris pv. campestris, virulence 

MarR (Multiple antibiotic resistance regulator) 

家族转录因子作为控制多重抗生素抗性的一种

转录抑制子，于 1983 年首次在大肠杆菌中被鉴

定[1-2]，这些抗生素包括四环素、氯霉素、嘌呤霉

素、萘啶酸、青霉素、氟喹诺酮等[3-4]。MarR 家

族转录因子广泛存在于细菌及古生菌中[5]。根据

Pfam 数据库的统计，结合已有的遗传及生化证

据，目前在 44 000 种细菌和古生菌中分布着至少

335 000 个 MarR 家族转录因子[6-7]。结构上，MarR

家族转录因子是保守的有翼的螺旋 -转角 -螺旋 

(wHTH) 结合蛋白，以二聚体的形式结合在启动

子内的回文序列上[8]。功能上，它们作为感应环

境变化的传感器，能够结合小分子化合物并快速

启动转录水平的适应性调节[9]，包括控制毒力因

子产生、对抗生素和氧化应激的反应以及环境芳香

族化合物的分解代谢等。MarR 作为转录调控因子，

既可以抑制也可以激活下游基因的表达。在特定的

信号或者配体分子存在的情况下，MarR 蛋白与

DNA 的结合被改变，从而控制不同基因的表达[10]。 

野油菜黄单胞菌  (Xanthomonas campestris 

pv. campestris，Xcc) 是一种杆状、极生单鞭毛、

营化能异养型革兰氏阴性细菌，是十字花科植物

的主要病原菌，也是植物病理学研究领域的主要

模式生物。它能够侵染模式植物拟南芥以及包括

甘蓝、白菜、花椰菜、芥菜、萝卜、油菜等多种

重要十字花科作物并引起黑腐病，每年造成巨大

的经济损失[11-12]。目前，已有 3 个 Xcc 菌株完成

了全基因组序列测定，它们的全基因组大小约 5.1 Mb，

编码 4 000 余个基因[13-14]。功能基因组学分析结

合遗传学证据发现，Xcc 中至少有 100 个基因参

与了细菌的致病过程，涉及胞外多糖合成、胞外

酶合成、各类分泌系统相关蛋白、铁锌离子转运、

细胞解毒途径、纤毛和菌毛组装以及芳香族氨基

酸等大分子合成等多种生理生化途径，并受到精

细、灵活及严格的转录水平的调控[15-16]。 

已有研究表明，MarR 家族转录因子 HpaR 

(XC2827) 的失活会显著降低细菌对于寄主甘蓝

的致病力和非寄主辣椒的超敏反应，同时会导致

胞外蛋白酶的过量表达[17]。此外，HpaR 能作为

转录激活子或抑制子直接调控约 448 个下游基因

的表达，涉及细菌毒力及相关的多种生理生化过

程[18]。本研究进一步发现，Xcc 8004 基因组共编

码 9 个 MarR 家族转录因子，其中 XC0449 基因编

码的转录因子能与 HpaR 相互作用，并协同调控

下游致病相关基因 XC0705 的表达，最终调控细

菌毒力及胞外蛋白酶合成。 

1  材料与方法  

1.1  材料 

1.1.1  实验菌株 

大肠杆菌 Escherichia coli DH5α、BL21 (DE3)

购自 Invitrogen 公司，TB1 购自 BioLabs 公司。

野油菜黄单胞菌  (Xanthomonas campestris pv. 

campestris 8004，Xcc) 为中国科学院微生物研究
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所植物基因组学国家重点实验室保存。 

1.1.2  质粒载体 

克隆载体  pGEM-T Easy 购自 Promega 公

司。敲除载体 pK18mob 和 pK18mobSacB，广寄

主互补载体 pHMI、pHMII 均为中国科学院微生

物研究所植物基因组学国家重点实验室保存。表

达载体 pET30a 购自 Novagen 公司。pMAL-p2X

购自 BioLabs 公司。实验中所用引物见表 1。 

1.1.3  常用分子生物学试剂 

各种 DNA 限制性内切酶、T4 DNA 连接酶购

自 TaKaRa 和 Promega 公司。各种 Taq 酶购自 Qiagen

公司。其他常用分子生物学及生化试剂均为国产

或进口分析纯。 

1.2  方法 

1.2.1  分子生物学基本操作 

PCR 扩增、酶切、连接、转化大肠杆菌感受

态细胞等常规分子生物学基本操作均按 Molecular 

Cloning[19]进行。 

1.2.2  细菌的培养条件 

LB培养基 (蛋白胨10 g/L，酵母提取物5 g/L，

NaCl 10 g/L) 用于培养大肠杆菌，培养温度为

37 ℃；NYG 培养基 (蛋白胨 5 g/L，酵母提取物

3 g/L，甘油 20 g/L) 用于培养野油菜黄单胞菌 

(X. campestris pv. campestris 8004，Xcc)，培养温

度为 28 ℃；在特定的诱导条件下需要用到 MMX

培养基 (葡萄糖 5 g/L，(NH4)2SO4 2 g/L，柠檬酸

三钠 1 g/L, K2HPO4 4 g/L，KH2PO4 5 g/L，MgSO4 

0.2 g/L) 以及 XVM2 培养基  (NaCl 1.2 g/L，

(NH4)2SO4 1.32 g/L，MgSO4 1.23 g/L，CaCl2 0.11 g/L，

K2HPO4 0.022 g/L, KH2PO4 0.073 g/L，FeSO4 

0.003 g/L，果糖 1.8 g/L，蔗糖 3.43 g/L)。抗生素

的配制浓度为利福平 (Rifampicin，25 µg/mL)，

卡那霉素  (Kanamycin，50 µg/mL) 和壮观霉素

(Spectinomycin，150 µg/mL)。 

1.2.3  读框内删除突变体以及双突菌株的构建 

按照内删除引物设计原则设计引物，具体引

物设计见表 1。分别扩增两条片段，酶切连接到

pK18mobSacB 质粒上，测序酶切正确后，电击到

野油菜黄单胞菌野生型感受态中，进行二次交换

后，通过扩增片段大小判断菌株是否正确。 

双突菌株的构建即用成功构建的单突变体菌

株制备感受态，将 pK18mobSacB 上构建的另一

基因重组载体转化到单突变体感受态中，进行二次

交换，并筛选出正确的双突变体菌株。 

 
表 1  本研究中所用到的引物 

Table 1  Primers used in this study 
Primer name Sequence (forward/reverse, 5′–3′) 

XC0449-A 
XC0449-B 
XC0449-C 
XC0449-D 

TCTAGACATCTTGCGGAAGTAGTCGTG 
CATATGCACGCTGAGGCGATAGGG 
CATATGAGCGCCGAAGAACAGCAGAC 
AAGCTTCGGGAAGCGACGCAGTG 

XC0449-F 
XC0449-R 

CATATGATGAGCGATCTCGACACCCC 
AAGCTTGTCCTTGCTGGCCATCCG 

tmRNA-F 
tmRNA-R 

CCAACGACGACAACTACGGT 
ACGAGCACGGGCACAAG  

qRT-0705-F 
qRT-0705-R 

TCAATGCGGCGTACTTCC 
TCGCCGCCCATCACAT 

P0705-F 
P0705-R 

GCCAAGTAACGCCACGCAC 
GACGTAGTCACCCGAAGAAGAAGA 

GUS-0705-F 
GUS-0705-R 

GAATTCTCGTTTCCTTGCCAAGTAACG   
GGATCCCCCGAAGAAGAAGAGACGCG  
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1.2.4  植物致病力、胞外酶表型分析 

野 油 菜 黄 单 胞 菌 Xcc 8004 对 于 寄 主 

(Brassica oleracea cv. Jingfeng 1) 的致病力通过

剪叶法来进行观测[20]。 

胞外酶检测：将菌液摇至 OD600=0.4，取 1.5 µL

于含有 0.1%可溶性淀粉的 NYG 平板上，置于

28 ℃。培养 48 h 后用 1︰100 I2/KI (0.08 mol/L I2，

3.2 mol/L KI) 溶液染色 15 min。用清水将染色液

洗净后观察淀粉酶产生的透明圈即可，每个实验

3 次重复。 

1.2.5  总 RNA 制备、RT-PCR 以及 qRT-PCR 

总 RNA 的制备：将菌液培养过夜至 OD600 = 

0.4 后，用 XVM2 培养基洗菌 2 次，用 XVM2 培

养基诱导 10 min，之后采用 Trizol 方法提取 RNA。 

RT-PCR：用反转录试剂盒 (Promega, catalog 

# A3500) 反转录 RNA 为单链 cDNA。 

qRT-PCR：反转后的 cDNA 作为模板，参考

上 海 翊 圣 生 物 科 技 有 限 公 司 HieffTM qPCR 

SYBR® Green Master Mix 说明书配制反应体系。 

1.2.6  GUS 转录融合构建及酶活性测定实验 

构建 GUS 转录融合突变体：以 Xcc 8004 的

DNA 作为模板，扩增 XC0705 基因起始密码子

ATG上游除去 SD (Shine-Dalgarno) 序列的 200 bp

基因启动子，然后通过酶切，将其与 gus 基因、

pHMⅡ载体连接，得到的重组质粒电击转化至

Xcc 野生型或突变体菌株感受态细胞中，提质粒，

酶切验证正确即为正确菌株。 

GUS 酶活测定：过夜培养细菌将其摇到

OD600 为 0.4，用 XVM2 培养基洗菌 2 次后，在

XVM2 环境中诱导 10 min，取 2 mL 菌液于 1.5 mL

进口 EP 管中，离心收菌放入液氮中，保存于 

–80 ℃。在每管中加入 300 µL PBS，重悬菌体后

加 入 终 浓 度 为 1 mmol/L 的 苯 甲 基 磺 酰 氟 

(PMSF)，进行非接触式超声，开关各 30 s，共超

声 15 个循环，高速离心取上清为蛋白样品。用

Coomassie Brilliant Blue G-250 Protein Assay 

(Bio-Rad) 试剂进行蛋白定量，根据实际情况稀释

蛋白样品。取稀释好的蛋白 10 µL，加入到 96 孔

板中，迅速加入反应液 (1 mmol/L 4-甲基伞形酮- 

β-D-葡萄糖苷与 PBS 的混合液)，加入时即开始

计时，37 ℃培养 5 min、10 min、15 min，时间

到时立即加入 200 μL 的 0.4 mol/L Na2CO3 至 60 μL

的反应液中终止反应。用酶标仪  (激发波长为

360 nm，吸收波长为 460 nm) 测定荧光值，用不

同浓度的 4-MUG 的反应产物 4-甲基伞形酮 

(4-MU) 作为标准品制作标准曲线，计算样品中

GUS 的酶活性[21]。 

1.2.7  蛋白的原核表达及纯化 

扩增目的片段、连接转化到 pGEM T-easy 载

体，测序正确后，酶切连接 pET30a 载体，挑取

正确的质粒电击到 BL21 感受态细胞中，提质粒

进行酶切验证，正确的菌株即为构建好的带有

His6 标签的融合蛋白表达菌株。 

蛋白的表达：构建好的菌株摇培到 OD600 为

0.6 左右加入终浓度 0.3 mmol/L 的异丙基硫代半

乳糖苷 (IPTG)，16 ℃过夜诱导，收集的菌体按  

3 mL/g 的比例加入含 20 mmol/L 咪唑的 1×Ni-NTA

结合缓冲液中重悬。冰上超声处理至菌体透光后，

4 ℃收集上清，即可溶性蛋白提取物。按 5−10 mg/mL

融合蛋白 Ni-NTA His·Bind (Novagen) 树脂的量

加入树脂悬液至手动装好的层析柱中，将离心后

的上清加入到平衡好的树脂中，4 ℃结合 2−3 h。

加入含 45 mmol/L 咪唑的 4 mL 1×Ni-NTA 漂洗

缓冲液洗涤树脂 4 次以洗去杂蛋白，最后用含

250 mmol/L 咪唑的 1×Ni-NTA 洗脱缓冲液洗脱特

异性吸附于树脂上的带有 His6 标签的融合蛋白，

收集此样品，进行 SDS-PAGE，考马斯亮蓝染色

验证。 

1.2.8  Western blotting 

半干转膜：SDS-PAGE 中分离完毕后，在半

干转膜仪 (Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic 
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Transfer Cell) 进行半干转膜，小心取出膜用于

Western blotting。 

Western blotting ： 用 TBST (10 mmol/L 

Tris-HCl，pH 7.5，150 mmol/L NaCl，1 mmol/L 

EDTA，pH 8.0，0.1% Tween) 加 5% 脱脂奶粉作

为封闭液，将转膜后的 PVDF 放入其中常温封

闭 1 h，或 4 ℃封闭过夜。后进行一抗孵育 1 h，

用 TBST 洗膜 3 次，每次 10 min，之后进行二抗

孵育 1 h，再用 TBST 洗 3 次，每次 10 min，根

据二抗标记物 HRP，选择用 ECL 底物发光压 X

片显影。 

1.2.9 体外 Pull-down 实验 

分别纯化蛋白带有 His6 标签的 HpaR 和带有

MBP 标签的 XC0449 蛋白，分别将两个蛋白和混

合蛋白加入到 Co-IP 缓冲液中 (50 mmol/L Tris- 

HCl，pH 7.5，50 mmol/L NaCl，0.2% Triton X-100，

1 mmol/L EDTA，pH 8，10% glycerol) 和 50 µL

能特异性吸附 MBP 标签的磁珠中，混合为终浓度

为 10 mmol/L 的 1 mL 混合物，4 ℃过夜结合。15 min

后离心取上清，将上清和过夜结合的磁珠以及

MBP 抗体 4 ℃结合 1 h 以上。弃上清，用 PBS 洗

脱 2 次，再用含 1% Triton 和 1 mmol/L EDTA 的

PBS 洗 2 次后，加入 1×SDS 上样缓冲液煮 8 min

后，取上清为 Elute 的样品。将每一步洗脱的上清

加入 1×SDS 上样缓冲液后煮，和 Elute 一起点样

进行 Western blotting 分析。 

1.2.10  凝胶迁移阻滞试验 (EMSA) 

以基因启动子区为靶标设计引物，以野油菜

黄单胞菌 Xcc 8004 基因组 DNA 为模板进行 PCR

扩增，回收得到目的片段。在 40 µL 体系中，加

入 1 pmol的探针，4 µL T4多聚核苷酸激酶 (PNK) 

缓冲液以及 1 µL PNK 酶，其余部分用水补齐后，

37 ℃标记 1 h。将纯化蛋白、10×EMSA 结合缓冲

液 (100 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5, 500 mmol/L 

KCl，10 mmol/L DTT)以及适量的非竞争 DNA 探

针混合在一起，混匀后室温反应30 min。加入300 fmol

标记好的探针至 20 µL 的反应体系中，室温反应

30 min。上样于 5%的 EMSA 非变形 PAGE 胶，

电泳缓冲液为 0.5×TBE，100 V 预电泳 30 min 后

上样，120 V 电泳 1 h 左右。将胶块置于滤纸上，

放入到透明袋中，置于磷屏上，压 3 h 左右后扫

描检测。 

1.2.11  微量热涌动实验 (MST)  

按照 Monolith NTTM Protein Labeling Kit 

RED-NHS (Cat Nr: L001) 试剂盒的方法标记纯化

的蛋白。用 MST 缓冲液 (50 mmol/L Tris-HCl，

pH 7.8，150 mmol/L NaCl，10 mmol/L MgCl2，

0.05% Tween-20) 成倍稀释标记好的蛋白，使荧光

值在 800–1 200 之间。准备 16 个离心管，第 2−16 管

每个管子中加入 10 µL MST 缓冲液，每次需要换

枪头取小分子或者是受体蛋白等配体 10 µL 加入

到第一个管子中，再取 10 µL 到第 2 个管子中，

轻轻吸打混匀后梯度稀释，直到最后一个管子中

吸打混匀后，吸出 10 µL 弃之。在每个管子中加

入 10 µL 稀释好的标记蛋白，每次需要更换枪头。

将每个管子中的溶液混匀，避免产生气泡后，用

毛细管吸取液体，上机测量 Monolith NT. Label 

Free (Nano Temper Technologies GMBH, 

Germany)，LED power 根据蛋白的荧光值调整，

MST power 为 80%。扫描结束后，用 Nano Temper 

Analysis Software 对实验结果进行分析，导出数

据并作图。 

2  结果与分析  

2.1  野油菜黄单胞菌 Xcc 8004 编码 9 个 MarR

家族转录因子 

为确定野油菜黄单胞菌 Xcc 8004 基因组中含

MarR 家族蛋白的数目，利用 HMMER2 算法[6]和

Xcc 8004 蛋白组序列信息搜索 Pfam 数据库 

(E-value≤1.0)。在结果中共搜索得到 9 个编码

MarR 家族的蛋白 (XC0273、XC0363、XC0449、
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XC0601、XC1457、XC2827 (HpaR)、XC2840、

XC3419 和 XC4254)，这些蛋白都包含典型的

MarR家族的 DNA结合结构域，其 E值在 9.10E-06 

至 8E-20 之间，推测均能发挥转录因子功能。使

用 ClustalX 软件对这 9 个 MarR 家族转录因子进

行聚类分析，根据 MEGA7.0 中的最大似然法构

建系统发育树，结果如图 1 所示。系统发育树分

析结果表明，XC2827 (HpaR) 与 XC2840 聚在一个

分支上，而 XC0449 与 XC0601 聚在一个分支上。 

2.2  MarR 家族转录因子的表达与纯化   

利用大肠杆菌 BL21 (DE3) 菌株和 pET30a 载

体系统表达并纯化了 MarR 家族转录因子。重组

蛋白在开放读码框 (Open-reading-rame，ORF) C

端带上 His6 标签，16 ℃、1 mmol/L IPTG 诱导表

达，Western blotting 检测其表达结果。用 Ni-NTA 

His-Bind 树脂亲和层析，从表达菌株的粗提液中

纯化上述重组蛋白，用含 40 mmol/L 咪唑的磷酸

缓冲液冲洗杂蛋白，含 250 mmol/L 咪唑的磷酸缓

冲液收集洗脱液，10 kDa 浓缩柱浓缩并置换至蛋 

 

 

 
图 1  野油菜黄单胞菌中 MarR 家族转录因子系统  

发育树分析 

Fig. 1  The phylogenetic tree of MarR family in X. 
campestris pv. campestris 8004 was inferred using the 
Maximum Likelihood method. The analysis involved   
9 amino acid sequences. All positions containing gaps 
and missing data were eliminated. There were a total of   
135 positions in the final dataset. Evolutionary analyses 
were conducted in MEGA 5. 

白保存液中。如图 2 所示，除 HpaR 蛋白[18]以外，

同时还纯化得到纯度在 95%以上的 MarR 家族转

录因子 XC0449，其理论大小分别是 19.7 kDa 

(XC0449-His6)和 20.0 kDa (HpaR-His6)。 

2.3  在体外 XC0449 与 HpaR 特异性结合 

实验室前期研究结果表明，系统敲除 MarR

家族转录因子后，除 HpaR[18]以外，XC0449 突变

体同样导致细菌致病力显著下降。既然 HpaR 和

XC0449 都参与到细菌致病途径中，那么作为转录

因子，它们可能通过相互作用调控同一个致病相

关基因，并在转录水平发生协同或拮抗效应。鉴

于以上推测，我们首先设计了检测 HpaR 和

XC0449 互作的体外实验。如图 3A 所示，微量热

泳动 (Microscale thermophoresis，MST) 实验表

明，体外 XC0449 蛋白与 HpaR 能发生中等强度的特

异性结合，其解离常数 (Kd) 为 (1.03±0.3) μmol/L，

而与其他的 MarR 家族转录因子在体外并不结合 

(图 3B)。推测 XC0449 蛋白可能在体内对 HpaR 的

转录活性有特异性的影响。进一步表达并纯化 N

端带有 MBP 标签的 0449 融合蛋白，进行体外验   

证蛋白-蛋白互作的 Pull-down 实验。分别将纯化  

的 HpaR-his6 蛋白、MBP-XC0449 蛋白以及能特   

异性吸附 MBP 标签的磁珠三者混合并在低温 

 
 

图 2  MarR 家族转录因子的纯化蛋白 XC0449 和

HpaR 
Fig. 2  The purified MarR family transcription factors 
XC0449 and HpaR. The final amount of protein is 10 µg, 
and the gel was stained with Coomassie Blue. 
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图 3  微量热泳动实验 (MST) 和体外 Pull-down 实验证明 XC0449 和 HpaR 之间存在相互作用 

Fig. 3  Identification of interaction between HpaR and XC0449 by Microscale thermophoresis (MST) and Pull-down 
assays. (A) Microscale thermophoresis (MST) analysis revealed the XC0449 binds HpaR. (B) MST analysis revealed the 
XC0449 does not bind XC0273, which is another MarR family protein and acts as the negative control. Labeled XC0449 
protein and diluted HpaR or XC0273 proteins as ligand. The solid curves fit the data points to the standard KD-Fit 
function. Black bars represented standard deviations. Kd=dissociation constant. The experiments were repeated three 
times. (C) Pull-down experiment revealed the interaction between HpaR-His6 and MBP-XC0449. Mix protein represent 
the fusion protein of HpaR and XC0449. The gel was transferred to PVDF membrane and incubated with different 
antibodies. 
 

下孵育过夜，通过蛋白-蛋白相互作用获得结合在

磁珠上的蛋白复合体，中等离子强度的缓冲液清

洗后，SDS 上样缓冲液裂解蛋白复合体，用鼠源

His6 单克隆抗体，Western blotting 检测复合体中

HpaR-his6 蛋白的存在。实验结果同样表明，在体

外 XC0449 能与 HpaR 相互作用 (图 3C)。 

2.4  XC0449 调控 Xcc 致病力  

为进一步探究 XC0449 基因功能以及与 hpaR

可能存在的遗传上下位关系，构建了 XC0449 基

因读码框删除突变体以及 XC0449 与 hpaR 基因双

突变体并进行致病力等表型分析。结果如图 4A

所示，XC0449 单突变体能显著降低 Xcc 对寄主甘

蓝的致病性，其致病水平下降至野生型的 50%左

右，而 XC0449 与 hpaR 双突变体致病表型则与

hpaR 单突变体相似，几乎完全丧失。这一结果提

示在遗传上，XC0449 位于 hpaR 基因的上游或处

于另外一条致病力调控的途径上。胞外蛋白酶活

性检测发现，XC0449 与 hpaR 双突变体表型与

hpaR 单突变体相似，与野生型相比，胞外蛋白酶

活性均显著上升，而 XC0449 单突变体则无明显

变化，表明 XC0449 不参与调控蛋白酶 (图 4B)。 

 
 

 
 
 

图 4  hpaR 与 XC0449 表型分析 

Fig. 4  The phenotypic characterization of hpaR and 
XC0449. (A) Bacterial virulence against host plant B. 
oleracea cv. Jingfeng No.1. Virulence scores were 
estimated 10 days after inoculation. Sterile MgCl2 (10 mmol/L) 
was inoculated as a negative control. Virulence scores of 
bacterial strains represent the virulence levels, and were 
estimated by a semi-quantitative standard. A sterisk 
indicates significant difference compared with the WT 
strain (P<0.05, n=12). (B) Assay of extracellular protease 
production. Error bars were calculated by Student’s t-test 
and represented standard deviations (n=6).  
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2.5  XC0449 协同 HpaR 调控下游基因的表达   

既然 HpaR 和 XC0449 在体外能相互作用，

并都参与到细菌致病过程中，那它们是否可能共

同调控同一个致病相关基因？结合 XC0449 与

hpaR 单突和双突的表型结果以及实验室已发表

的 hpaR 调控元的 ChIP-seq 组学数据，初步确定

编码多聚半乳糖醛酸内切酶的 XC0705 作为下游

靶基因做后续验证。如图 5A 所示，凝胶迁移实

验 (Electrophoretic mobility shift assay，EMSA) 

表明，体外 XC0449 和 HpaR 蛋白均能直接结合

基因 XC0705 的启动子区。进一步分析 XC0449

和 HpaR 与启动子结合后的竞争条带发现，在加

入 100×未标记的 PXC0705 探针后，与 HpaR 结合

的标记探针条带强度明显减弱，而与 XC0449 结

合的标记探针条带则没发生明显变化，说明 HpaR

竞争 XC0705 启动子的能力要强于 XC0449。在加

入 1 000×未标记的 PXC0705 探针后，与 XC0449

结合的标记条带才发生强度明显减弱且位置下 

 

 
 

图 5  EMSA、qPCR 及 GUS 检测 HpaR 和 XC0449 对于 XC0705 的直接调控 

Fig. 5  Identification that HpaR and XC0449 bind to and positively regulate XC0705 in vitro and in vivo. (A) 
Electrophoretic motility shift assay (EMSA) revealed that HpaR and XC0449 protein both can bind the promoter of 
XC0705. The PCR products of the promoter regions of XC0705 operons was labeled with [γ-32P] ATP and used as DNA 
probes in the EMSA. Increasing amounts of unlabeled DNA probes were used as competitors (from 100× to 1 000×). 
Each experiment was repeated three times. (B) qRT-PCR was used to quantify the mRNA amounts of these genes in 
different bacterial strains. The amplification of the cDNA of tmRNA was used as an internal control. (C) and (D) GUS 
activity assay. Detect the GUS activity after inducing in MMX medium or XVM2 medium for 10 min.  
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移，也说明 XC0449 与 PXC0705 的结合能力更强。 

结合遗传上位分析的结果，推测体内在转录

因子通过相互作用调控同一下游基因的过程中，

HpaR 起着主要作用，而 XC0449 则协同调控 HpaR

发挥功能。如图 5B 所示的 qPCR 结果表明，在三型

分泌系统诱导培养基 XVM2 中诱导 10 min 后，和

野生型相比，在 XC0449 和 hpaR 单突变体中，

XC0705 的表达量均显著下降，分别降至野生型中

XC0705 表达量的 78%和 58%，且双突变体中

XC0705 表达量下降最为严重，降至野生型的

37%，说明 XC0449 和 HpaR 均能正调控 XC0705

的表达，且两者能协同作用使得对下游基因的调

控具有叠加效应。我们进一步构建了 XC0705 的

GUS 转录融合突变体，在 XVM2 培养基或 MMX

基本培养基中诱导生长 10 min 后，hpaR 单突变

体中的 GUS 酶活均显著降低，XC0449 单突变体

在 XVM2中有显著降低，在 MMX中无显著变化，

但 XC0449 和 hpaR 双突变体表现则与 qPCR 类

似，即协同调控使得下游基因的表达出现了叠加

效应。 

3  讨论  

MarR 家族转录因子早在古生菌和细菌分化

之前就已出现，并且在这些物种中普遍存在。在

Ensembl (http://asia.ensembl.org/index.html) 中

MarR 家族转录因子已在超过 44 000 种细菌和古

生菌中收录了超过 335 000 条注释，平均每个基

因组大约有 7 个 MarR 家族转录因子。且物种的

基因组越大，生活方式越复杂，包含的 MarR 家

族转录因子一般就越多[5]。这说明 MarR 家族转录

因子在微生物进化过程中，在响应环境变化并维

持自身生存方面发挥着重要作用。本研究生物信

息学分析发现，Xcc 8004 基因组一共编码 9 个

MarR 家族转录因子，提示在植物病原细菌致病过

程中面临的复杂环境及其可能的依赖于 MarR 家

族转录因子的应对策略。MarR 家族转录因子作为

感应各种环境变化的传感器，可以调控多种细胞

过程，包括毒力、抗生素、抗胁迫反应、活性氧

反应以及有害化合物的降解等等[22-28]。如弗氏志

贺菌  Shigella flexneri 中 MarR 家族转录因子

SlyA 在酸胁迫环境下通过激活下游谷氨酸脱酸

系统相关基因的表达，最终维持细菌的生存[29]。

当前，MarR 家族转录因子相关研究的热点在于

MarR 蛋白与环境刺激相关的小分子配体的结合

影响其与 DNA 双链的结合并改变其结构及活性，

从而导致下游基因的表达量的适应性变化[30]。 

除了小分子，MarR 家族转录因子还有可能与

哪些生物大分子结合并影响其生化活性？已有研

究表明，MarR 家族转录因子 HpaR (XC2827) 在

植物病原细菌 Xcc 8004 侵染寄主甘蓝并致病的过

程中发挥关键作用[17]。本研究系统性分析了 Xcc 

8004 基因组中编码的 9 个 MarR 家族转录因子，

并利用亲和层析纯化了其中的 XC0449 和 HpaR 

(XC2827)[18]。体外 MST 和 Pull-down 实验均表

明，XC0449 基因编码的转录因子能与 HpaR 相

互作用，并协同调控下游致病相关基因 XC0705

的表达。 

在体外验证 XC0449 蛋白能结合 XC0705 启

动子区的 EMSA 实验中，在加入 1 000×未标记的

PXC0705 探针后与 XC0449 结合的标记条带发生

位置下移，而非探针位移条带的曝光量减小或游

离的标记探针条带。查阅文献发现，EMSA 胶中

出现多个条带或者条带位置的变化，是由于蛋白

与探针结合过程中，往往会形成单聚体、二聚体

甚至多聚体的形式，因而能在非变形胶上处于不

同位置[33]。对此，推测加入 1 000×竞争性探针后

蛋白构象发生变化，由高聚体解聚成低聚体，因

而在变性胶中电泳时泳动速度更快，显示为条带

位置的下降。 

XC0705 编 码 多 聚 半 乳 糖 醛 酸 内 切 酶
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(Endopolygalacturonase)，在植物病原真菌及细菌

中的主要功能是在病原菌侵染寄主过程中通过分

泌到胞外、降解植物细胞壁从而保证细菌的成功

入侵，因而是细菌重要的毒力因子[31-32]。本实验

室的系统研究发现了直接调控 XC0705 表达的两

个 MarR 家族转录因子，在细菌致病过程中能协

同激活 XC0705 的表达，最终调控细菌毒力及胞

外蛋白酶合成，从而形成完整的调控通路。 

本研究的结果为今后研究和了解 MarR 家族

转录因子打下了基础，同时也为研究其他重要调

控基因的相互作用提供了方法和思路。 
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