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摘要　柑橘绿霉病菌（犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犱犻犵犻狋犪狋狌犿）是引起柑橘储藏期腐烂最主要的病原之一，严重影响了柑橘产业发

展。本试验克隆了柑橘绿霉病菌的木聚糖酶基因（犘犱犡犢２），对其表达进行研究，在柑橘发病过程中，犘犱犡犢２的表

达显著升高，至４８ｈ达到最高，其表达量为对照的４倍。为进一步明确犘犱犡犢２基因功能，构建了犘犱犡犢２基因缺失

突变株（Δ犘犱犡犢２），Δ犘犱犡犢２突变株的致病性与野生型相比没有明显差异。由此我们推断，在柑橘绿霉病菌侵染柑

橘的过程中犘犱犡犢２有一定的作用，但是单一缺失木聚糖酶犘犱犡犢２基因不能影响其致病性。
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　　植物病原菌侵入寄主时必须先破坏寄主的细胞

壁，这个过程主要有两方面作用：一方面破坏寄主的

天然屏障，使病原物能侵入寄主，建立侵染关系；另

一方面降解的产物能够为病原物提供营养物质。在

细胞壁的降解过程中，细胞壁水解酶起到了重要的

作用［１２］。已有研究表明细胞壁水解酶对致病性至

关重要，如在黄曲霉（犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊犳犾犪狏狌狊）中，内切

多聚半乳糖醛酸酶突变株对棉铃的致病性降低［３］；

在灰葡萄孢（犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪）中，内切多聚半乳糖

醛酸酶突变株对番茄的致病性降低［４］，果胶甲酯酶

突变株对多种作物的致病性均有所下降［５］；在稻瘟

病菌（犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲）中，角质酶突变株对水

稻和大麦的致病性下降［６］；在胶孢炭疽菌（犆狅犾犾犲狋狅

狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊）中，果胶裂解酶突变株对

牛油果的致病性下降［７８］；紫麦角菌（犆犾犪狏犻犮犲狆狊狆狌狉

狆狌狉犲犪）中，多聚半乳糖醛酸酶基因突变株对黑麦的

致病性下降［９］。因此，研究细胞壁水解酶对探索病

原菌的致病性有重要意义。

柑橘是我国最主要的水果之一，而储藏期柑橘

腐烂病对柑橘的经济效益造成了严重的影响，通常

造成的损失达到２０％～３０％，而其中９０％以上是由

柑橘绿霉病菌（犘．犱犻犵犻狋犪狋狌犿）引起的
［１０１１］。在柑橘

绿霉病菌中，内切多聚半乳糖醛酸酶对致病性有非

常重要的作用［１２］。为明确柑橘绿霉病菌中其他水

解酶的作用，本试验克隆柑橘绿霉病菌的木聚糖酶

基因，并对其表达及功能进行分析，以阐明其在柑橘

绿霉病菌致病过程中的作用，增加对柑橘绿霉病菌

致病机制的了解。
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１　材料与方法

１．１　材料

柑橘绿霉病菌野生型菌株Ｐｄ０１（ＣＢＳ１３０５２５）分

离于浙江［１３］，保存于本实验室；根癌农杆菌ＡＧＬ１、

大肠杆菌ＤＨ５α保存于本实验室；质粒ｐＴＦＣＭ含

有ＴＤＮＡ插入臂序列，其潮霉素基因由构巢曲霉

强启动子ＰｔｒｐＣ启动，由强终止子ＴｔｒｐＣ终止，保存

于本实验室；ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ采用７３００ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ系统；本试验使用到的引物见表１，由上海桑尼

公司合成。

表１　试验中使用的引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

ｎａｍｅ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′ｔｏ３′）

酶切位点

Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

ＰｄＸＹ２Ｆ ＧＣＡＣＧＧＡＴＴＧＡＡＡＣＴＧＡＧＣＣ －

ＰｄＸＹ２Ｒ ＴＧＡＡＡＣＡＴＴＣＣＴＴＣＣＧＴＧＣＣ －

ＰｄＸＹ２ｑＦ ＴＡＡＧＧＧＡＡＣＣＧＴＧＡＣＣＡＧＴＧ －

ＰｄＸＹ２ｑＲ ＧＧＴＡＧＴＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＡＡＧＡ －

ＸＹ２ｊｄＦ ＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＡＧＡＧＴＴＧＣＴ －

ＸＹ２ｊｄＲ ＧＧＴＴＧＴＡＧＴＣＧＣＣＡＴＡＧＴＴＴＴ －

ＰｄＸＹ２Ａ ＧＧＧＧＴＡＣＣＣＧＣＡＣＧＧＡＴＴＧＡＡＡＣＴＧＡＧＣＣ 犓狆狀Ｉ

ＰｄＸＹ２Ｂ ＣＣＧＡＧＣＴＣＧＴＡＧＧＧＡＡＧＡＣＡＴＧＣＣＡＣＧＡＴ 犛犪犮Ｉ

ＰｄＸＹ２Ｃ ＧＡＣＴＡＧＴＣＴＧＧＡＡＡＴＧＣＴＴＡＣＣＴＣＧＣＴＧＴＣ 犛狆犲Ｉ

ＰｄＸＹ２Ｄ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＣＧＴＧＡＡＡＣＡＴＴＣＣＴＴＣＣＧＴＧＣＣ 犡犺狅Ｉ

ＡｃｔｉｎｑＦ ＴＣＣＡＣＴＡＣＴＧＣＣＧＡＧＣＧＴＧＡＡＡＴ －

ＡｃｔｉｎｑＲ ＣＣＧＣＣＡＧＡＣＴＣＡＡＧＡＣＣＡＡＧＡＡＣ －

１．２　方法

１．２．１　柑橘绿霉病菌木聚糖酶犘犱犡犢２基因克隆

根据基因组信息设计扩增木聚糖酶基因的引物

ＰｄＸＹ２Ｆ和ＰｄＸＹ２Ｒ（表１），以柑橘绿霉病菌野生

型Ｐｄ０１基因组ＤＮＡ为模板扩增犘犱犡犢２基因的片

段，ＰＣＲ 产物经１％琼脂糖凝胶电泳后，利用

ＡｘｙＰｒｅｐ
ＴＭＤＮＡＧｅｌＥｘｔｒａｔｉｏｎＫｉｔ（Ａｘｙｇｅｎ，杭州）

回收目的条带，将目的片段连接到克隆载体

ｐＭＤ１８Ｔ（ＴａＫａＲａ，大连）上并送到Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司

进行测序。

１．２．２　柑橘绿霉病菌犘犱犡犢２在侵染过程中的表达分析

从市场上购买成熟温州蜜柑（犆犻狋狉狌狊狀狅犫犻犾犻狊），

经０．１％次氯酸浸泡５～１０ｍｉｎ后吹干待用；用无菌

水洗脱ＰＤＡ培养基上培养７ｄ的野生型菌株Ｐｄ０１

孢子，并将孢子稀释到１．０×１０６个／ｍＬ，取３μＬ孢

子悬浮液接种于柑橘果实的伤口上（用针簇在果皮

上刺１～２ｍｍ深的伤口），２５℃保湿培养，分别在接

种后间隔１２ｈ提取发病组织的总ＲＮＡ（Ｘｙｇｅｎ），并

反转录成ｃＤＮＡ（ＴａＫａＲａ），使用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ

Ｔａｑ
ＴＭ试剂盒（ＴａＫａＲａ）进行ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ，用

ＰｄＸＹ２ｑＦ与ＰｄＸＹ２ｑＲ引物扩增木聚糖酶基因，

以γＡｃｔｉｎ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＢ０３０２２７）作为

内参，ＡｃｔｉｎｑＦ和ＡｃｔｉｎｑＲ引物扩增内参基因，相

对表达量的计算方法参考文献［１４］。

１．２．３　柑橘绿霉病菌犘犱犡犢２突变体构建

采用同源重组原理构建犘犱犡犢２基因敲除质

粒，基本过程如图１：以柑橘绿霉病菌野生型菌株

Ｐｄ０１的基因组ＤＮＡ为模板，用引物ＰｄＸＹ２Ｄ（含

犡犺狅Ｉ酶切位点）和ＰｄＸＹ２Ｃ（含犛狆犲Ｉ酶切位点）扩

增犘犱犡犢２基因３′端侧翼０．７５ｋｂ的序列，产物用限

制性内切酶犡犺狅Ｉ和犛狆犲Ｉ消化后连接到质粒ｐＴＦ

ＣＭ的犺狆犺的３′端；用引物ＰｄＸＹ２Ｂ（含犛犪犮Ｉ酶切

位点）和ＰｄＸＹ２Ａ（含犓狆狀Ｉ酶切位点）扩增犘犱犡犢２

基因５′端侧翼０．８２ｋｂ的序列，产物用限制性内切

酶犛犪犮Ｉ和犓狆狀Ｉ消化回收后连接到质粒ｐＴＦＣＭ中

犺狆犺基因的５′端。ＰＣＲ鉴定选择成功连接的单菌

体，碱法小量抽提质粒，得到新的质粒ｐＴＦＣＭ

犡犢２，将质粒电击到农杆菌ＡＧＬ１中。

图１　犘犱犡犢２功能缺失突变株的构建

犉犻犵．１　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犘犱犡犢２犽狀狅犮犽狅狌狋犿狌狋犪狀狋

１．２．４　柑橘绿霉病菌转化及转化子的分析

农杆菌转化的方法参考文献［１５］。挑取含有潮

霉素抗性的单菌落转入含有潮霉素的ＰＤＢ培养基

中，２８℃培养５ｄ后取部分菌丝提取基因组ＤＮＡ，

用引物ＰｄＸＹ２ｊｄＦ和ＰｄＸＹ２ｊｄＲ进行ＰＣＲ鉴定。

利用Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析犘犱犡犢２基因缺失突变株中

外源插入潮霉素抗性基因的拷贝数，其步骤是用限

制性内切酶犎犻狀ｄⅢ消化野生型Ｐｄ０１和Δ犘犱犡犢２

的基因组ＤＮＡ１０μｇ，在３７℃的水浴条件下酶切

·６９·
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２４ｈ，将经过酶切处理后的基因组ＤＮＡ在１％琼脂

糖凝胶中电泳１２ｈ（电压２０Ｖ），将电泳后的基因组

ＤＮＡ经毛细管法转移到尼龙膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）上，再以

地高辛标记的潮霉素基因片段为探针，用ＤＩＧＨｉｇｈ

ＰｒｉｍｅｒＤＮＡＬａｂｅｌｉｎｇａｎｄＤｅｔｅｃｔｉｏｎＳｔａｒｔｅｒＫｉｔＩＩ

（Ｒｏｃｈｅ）试剂盒进行杂交，具体的操作方法详见使用

说明书。

１．２．５　Δ犘犱犡犢２突变株菌丝生长及产孢能力

野生型Ｐｄ０１和Δ犘犱犡犢２的菌碟制作方法见文

献［１６］，将菌碟放在ＰＤＡ中培养７ｄ后测量菌落直

径，并用无菌水或者５％吐温洗脱孢子，将孢子稀释

后用血球计数板计数孢子量，每次试验３个重复，整

个试验重复３次。

１．２．６　Δ犘犱犡犢２突变株致病性分析

柑橘准备方法同上，在ＰＤＡ培养基上培养野生

型菌株Ｐｄ０１和Δ犘犱犡犢２突变株７ｄ，再用无菌水洗

脱孢子并稀释到１．０×１０６ 个／ｍＬ，接种方法同上，

２５℃保湿培养，观察发病情况，每个菌株接种约２０

～３０个果实，整个试验重复３次以上。

２　结果与分析

２．１　犘犱犡犢２基因的克隆

利用引物ＰｄＸＹ２Ｆ和ＰｄＸＹ２Ｒ扩增柑橘绿霉

病菌的基因组，得到一条２６１１ｂｐ的核苷酸序列，将

该序列在ＮＣＢＩ官方网站上进行比对，发现与其他

物种的木聚糖酶基因具有较高的一致性；根据转录

组数据测序该基因ｃＤＮＡ全长６５１ｂｐ，含有１个大

小为５８ｂｐ的内含子，能够编码出含有２１６个氨基

酸的多肽，在ＮＣＢＩ中登录犘犱犡犢２基因序列，登录

号为ＪＸ４９５１７１。

２．２　犘犱犡犢２蛋白分析

将柑橘绿霉病菌犘犱犡犢２编码的蛋白在ＮＣＢＩ进

行ＢＬＡＳＴ，结果表明该蛋白与其他丝状真菌中水解

酶／内切木聚糖酶有较高的一致性（图２），与犗狆犺犻狅狊

狋狅犿犪狆犻犾犻犳犲狉狌犿中内切木聚糖酶（ＡＦＲ３３０４８）的一致

性为９１％，与犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犮犪犿犲犿犫犲狉狋犻中糖苷水解酶

（ＣＲＬ２４５７１）的一致性为９０％，与犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犮犪狀犲狊

犮犲狀狊内切木聚糖酶（ＡＣＰ２７６１０）的一致性为８１％。

图２　犘犱犡犢２蛋白与其他同源蛋白比较

犉犻犵．２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犱犡犢２狑犻狋犺狅狋犺犲狉犺狅犿狅犾狅犵狅狌狊狆狉狅狋犲犻狀狊

２．３　犘犱犡犢２重组转化子的分析

将获得的转化子进行ＰＣＲ鉴定，结果（图３ａ）

表明，在野生型Ｐｄ０１中扩增出了一条１．４ｋｂ的

条带，而在重组突变株中扩增出一条２．４ｋｂ的条

带（２ｋｂ潮霉素抗性基因取代了犘犱犡犢２基因及

其启动子区１ｋｂ片段）。取其中一个转化子

（Δ犘犱犡犢２Ａ）进行Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交鉴定，结果如图

３ｂ所示，在野生型中潮霉素标记的探针没有杂交

出条带，而在Δ犘犱犡犢２突变株中则会出现一条约

４．５ｋｂ的条带，结果表明获得的重组突变株只有

一条潮霉素基因序列，不存在异位插入，可以进

行后续研究。

·７９·



２０１６

图３　Δ犘犱犡犢２突变株的犘犆犚鉴定结果（犪）和

犛狅狌狋犺犲狉狀鉴定结果（犫）

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犱犡犢２犱犻狊狉狌狆狋犲犱犿狌狋犪狀狋犫狔

犘犆犚（犪）犪狀犱犛狅狌狋犺犲狉狀犫犾狅狋（犫）

２．４　犘犱犡犢２基因的表达分析

在接种柑橘的发病过程中，犘犱犡犢２基因的表达

情况如图４所示，侵染初期，犘犱犡犢２基因的相对表

达量呈现出一个升高趋势，在接种后４８ｈ达到高

峰，此时的相对表达量为对照的４倍，随后其表达量

逐渐下降，至８４ｈ与对照差异不大，可见在侵染过

程中，犘犱犡犢２基因表现出了先升高后下降的趋势。

图４　在侵染柑橘过程中犘犱犡犢２的表达

犉犻犵．４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犱犡犢２犱狌狉犻狀犵犻狀犳犲犮狋犻狅狀

２．５　Δ犘犱犡犢２突变株生长及产孢分析

菌丝生长试验结果表明，Δ犘犱犡犢２突变株与野生

型菌株生长速度相似，生长速率均为１．０～１．２ｃｍ／ｄ。

产孢试验结果显示，Δ犘犱犡犢２突变株与野生型菌株

的产孢量相似，在ＰＤＡ平板上培养７ｄ后其孢子量

均可达到１×１０８，因此，Δ犘犱犡犢２突变株与野生型

菌株在菌落生长和产孢方面没有明显差异。

２．６　Δ犘犱犡犢２突变株致病性分析

致病性试验结果（图５）显示，Δ犘犱犡犢２突变株

能够侵染柑橘果实，接种后培养２４ｈ，Δ犘犱犡犢２和

野生型Ｐｄ０１均出现了腐烂，且病斑扩展速度差异不

大，由此可见，Δ犘犱犡犢２突变株对柑橘绿霉病菌的

致病性与野生型相比没有明显差异。

图５　野生型（犠犜）与Δ犘犱犡犢２突变株

接种８４犺后发病情况

犉犻犵．５　犞犻狉狌犾犲狀犮犲狅犳狋犺犲狑犻犾犱狋狔狆犲（犠犜）犪狀犱Δ犘犱犡犢２

犿狌狋犪狀狋犪犳狋犲狉８４犺狅犳犻狀犮狌犫犪狋犻狅狀

３　讨论

柑橘绿霉病菌是造成柑橘采后腐烂的最主要病

原，对柑橘产业造成了严重的损失，为了增加对柑橘

绿霉病菌致病分子机制的了解，本研究对柑橘绿霉

病菌中的木聚糖酶基因（犘犱犡犢２）进行研究，表达分

析表明犘犱犡犢２在侵染柑橘的过程中明显升高，可

能起到一定的作用。Δ犘犱犡犢２突变株的致病性与

野生型相比没有明显的差异，可见单一突变犘犱犡犢２

基因对柑橘绿霉病菌的致病性影响不大，可能与其

他同源基因相关。细胞壁水解酶含有很多同源基

因，很多单一水解酶功能缺失不会引起致病性的下

降［１７１８］。如在赤球丛赤壳（犖犲犮狋狉犻犪犺犪犲犿犪狋狅犮狅犮犮犪）

中，双突变果胶裂解酶Ａ基因和果胶裂解酶Ｄ基因

能够降低致病性，然而单一突变其中任何一个基因

都对致病性没有影响［１９］；内切多聚半乳糖醛酸酶对

柑橘链格孢（犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犮犻狋狉犻）引起的柑橘黑腐病致

病性有影响，但是对链格孢（犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪）引起的褐

斑病没有影响［２０］；在稻瘟病菌（犕．狅狉狔狕犪犲）中，突变

内切木聚糖酶对致病性没有影响［２１］；在尖孢镰刀菌

（犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿）中，突变外切多聚半乳糖醛

酸酶对致病性没有影响［２２］；在玉米圆斑病菌（犆狅犮犺

犾犻狅犫狅犾狌狊犮犪狉犫狅狀狌犿）中，双突变胞外多聚半乳糖醛酸

酶可导致酶活下降，但是致病性与野生型差异不

大［２３］。此外还有一些报道也同样表明单一的突变

对致病性没有影响［２４２６］。
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