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摘要!果生炭疽菌B'""(%'%&*)1:<8&:)%*)'"#侵染引起的草莓炭疽病是草莓生产中的重要病害'前期研究发现一
个在果生炭疽菌侵染阶段高表达的含OKSJ结构域的候选效应子 ]̂OKSJ!'为进一步研究 ]̂OKSJ!的致病功能#
运用同源重组方法构建B8C,/=!缺失突变株#B8C,/=!和回补菌株B8C,/=!9'致病力测定结果表明#接种后

#:P##B8C,/=!接种的草莓叶片病情指数显著下降'荧光定量`̂ G分析表明B8C,/=!基因在果生炭疽菌接种
草莓叶片后!(B相对表达量最高'利用转录组技术对野生型菌株$@-.P*DKI0SD5,-1#cQ&和#B8C,/=!接种后

!(B的草莓叶片样品进行比较分析#获得差异表达基因#"$个'B8C,/=!的缺失导致宿主代谢途径尤其是次生代
谢物生物合成通路的激活#说明B8C,/=!可能在果生炭疽菌侵染草莓过程中通过靶向黄酮醇合成酶等代谢相关
基因#抑制植物次生代谢产物合成及其介导的抗真菌免疫#保证其顺利侵染'该研究为揭示B8C,/=!机理及对果
生炭疽菌和草莓互作研究奠定了理论基础'
关键词!果生炭疽菌(!OKSJ结构域(!致病性(!转录组
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!!草莓5&#2#&*#k#$#$#//#'49B6属蔷薇科草莓
属多年生草本植物$是我国传统的优秀果品之一(#)*
然而$草莓病害一直制约草莓产业的发展$草莓炭疽
病在我国乃至世界各地的草莓主产区一直是制约草

莓产业持续稳定发展的主要瓶颈*草莓炭疽病指由
炭疽菌属B'""(%'%&*)1:<SII6真菌引起的草莓病
害*在我国草莓生产中$炭疽病危害严重的年份直
接导致草莓减产:"F!?"F$甚至绝产(!)*团队前
期研究结果表明果生炭疽菌B'""(%'%&*)1:<8&:)%*6
)'"#为华东地区草莓炭疽病菌的优势种(<)*

细胞溶解酶基序!.KS-1+7D-]$OKSJ"最初在芽
胞杆菌噬菌体的溶菌酶中发现(()*OKSJ结构域存
在于原核生物和真核生物的蛋白质中(:)$由大约("
个氨基酸残基组成(;)*在真核生物的OKSJ结构域
中存在多个半胱氨酸残基和二硫键$以维持蛋白质
的结构稳定性(C)*迄今为止$已在真菌中鉴定出

C?<种含OKSJ的蛋白(?)*
效应子是病原菌分泌的$通过干扰寄主植物细

胞的活动来促进病原菌成功侵染和定殖的一类外泌

型蛋白分子($)*含有OKSJ结构域的效应子被称为

OKSJ效应子*几丁质 !9B-D-1"是真菌细胞壁的重
要组分之一$病原真菌在侵染寄主植物过程中释放
的几丁质寡糖是重要的病原相关分子模式!I,DB7*
201*,SS79-,D0P+7.094.,5I,DD051S"$能够被寄主植
物细胞膜表面的受体识别并激发寄主植物的先天免

疫反应*病原真菌则分泌OKSJ效应子$通过竞争
性结合游离几丁质寡糖$阻断其与寄主植物受体结
合等手段$抑制几丁质诱导的寄主植物免疫反
应(#"##)*该机制在番茄叶霉B"#-'/0'&*:<8:"9:<
中已经得到了充分的研究&番茄叶霉在侵染过程中
分泌具有无脊椎动物几丁质结合域 !̂VJ#("的效
应子>85($结合番茄叶霉自身细胞壁几丁质$从而
保护菌丝免受番茄几丁质酶的水解(#!)*此外$番茄
叶霉分泌的效应子)9I;含有<个OKSJ结构域$能
够结合几丁质抑制其诱导的植物免疫*)9I;的晶
体结构显示其<个OKSJ结构域中的!个通过底物
诱导的内链二聚化!-1D5,9B,-1P-+05-/,D-71"建立了
具有超高几丁质结合亲和力的凹槽$使)9I;能够
与植物受体竞争结合几丁质(#<)*此外$OKSJ 效应

子也被证明是病原真菌致病过程中的关键因素*不
同真菌中OKSJ效应子的功能也不尽相同*小麦壳
针孢叶枯菌=,)'/01#(&(""#2&#<*$*)'"#OKSJ效
应子在病原菌的定殖过程中发挥作用(#()*希金斯
炭疽菌B'""(%'%&*)1:<1*22*$/*#$:< OKSJ效应子

B̂)Ò#和 B̂)Ò!能够控制附着胞的形成(#:)*
大丽轮枝菌G(&%*)*""*:<-#1"*#(_POS#C菌株中的

OKSJ效应子基因GDFE2":#?"的缺失能够导致菌
株对番茄的致病力显著下降(#;)*

目前对果生炭疽菌致病相关基因已有研究$但
其致病机理仍不清楚$尚未见果生炭疽菌OKSJ效
应子的相关报道*研究组在前期工作的基础上筛选
获得一个在果生炭疽菌侵染阶段高表达的候选效应

子 ]̂OKSJ!(#C)*本研究拟以B8C,/=!基因为研究
对 象$通 过 构 建 B8C,/=! 缺 失 突 变 菌 株

!#B8C,/=!"$比较分析了野生型菌株!@-.P*DKI0
SD5,-1$cQ"和#B8C,/=!侵染的草莓叶片的转录
组$观察二者侵染后草莓叶片在代谢途径和防御反
应上的差异$旨在揭示果生炭疽菌侵染宿主过程中$

]̂OKSJ!通过何种途径影响果生炭疽菌 草莓互

作$进一步影响果生炭疽菌致病性的机制*

*!材料与方法

*+*!试验材料
果生炭疽菌B'""(%'%&*)1:<8&:)%*)'"# 野生型

菌株=b*"#由上海市农业科学院林木果树研究所
保存*构建敲除载体和回补载体的Idb*dW和

IdH质粒由中国农业科学院植物保护研究所张昊
副研究员惠赠*植物材料为草莓栽培品种4红颜5*

'̀>培养基&马铃薯!""2$葡萄糖!"2$琼脂
粉!"2$定容到#O* Ĵ̂ 培养基&羧甲基纤维素
钠#:2$磷酸二氢钾#2$七水合硫酸镁"E:2$硝
酸铵#2$酵母提取物#2$加蒸馏水到#O*QV<
培养基&酵母提取物<2$酪氨酸水解蛋白<2$蔗
糖!""2$加蒸馏水到#O*以上培养基均经高压灭
菌$室温保存*

*+,!试验方法

*6,6*!B8C,/=!基因序列分析
利用=J>GQ!BDDI&#S+,5D60+A.*B0-P0.A0526

/"(/
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P01"在线生物信息学工具对 ]̂OKSJ!效应子的结
构域进行分析*通过 eH\̀GWQ!BDDIS&#@@@6
41-I57D67521"在线网站中的VO>=Q工具获得其他
病原真菌的 OKSJ 效应子的氨基酸序列*利用

J)T>CE"E!;软件中的邻接法!10-2BA75*37-1-12
+0DB7P$HU"构建系统发育树*

*6,6,!B8C,/=!基因的敲除与回补

利用)6X6H6>6'&412,.'H>d-D!W+02,$
美国"提取果生炭疽菌基因组'H>*以果生炭疽菌
菌株的 'H> 为模板采用上游序列扩增引物

!O!e&1O!eG"$下 游 序 列 扩 增 引 物 !O!'&1

O!'G"$分别扩增出$""AI的上游片段和$""AI的
下游片段*引物序列见表#*在e=)G酶的作用下$
将上游片段连接到敲除载体Idb*dW的@#<b&1

;)'G&位点上$下游片段连接到Idb*dW 质粒的

>1'&1N0$&位点上*从而得到B8C,/=!基因
的敲除载体*将敲除载体用内切酶线性化$转化至
果生炭疽菌野生型菌株的原生质体中*原生质体的
制备及转化参照'0S+71P等(#?)的方法*转化子在
潮霉素浓度为#""*21+O的 '̀>培养基上筛选*
提取抗性 转 化 子 基 因 组 'H>$分 别 用 引 物

]̂O!W&1̂]O!WG检测目的基因B8C,/=!'引物

b?:"1b?:!检测替代B8C,/=!基因的潮霉素基
因!+01"'引物 ]̂O!Q&1b?:"检测重组左臂'引
物 b?:!1̂]O!QG检测重组右臂*

分析B8C,/=!基因序列$设计引物 ]̂O!&1

]̂O!G!表#"$以野生型菌株的基因组'H>为模板
进行`̂ G扩增$获得带有N0$&和@#<b&位点的

表*!本研究所用引物

/567"*!J9$="9&:&"@$;8?$&&8:@G

引物

5̀-+05
引物序列 !:m*<m"

=0Z401907]I5-+05

产物长度1AI
O012DB7]
,+I.-971

退火温度1j
>110,.-12

D0+I05,D450

用途

4̀5I7S0

O!e& TT̂ >QQ>>e>>̂ >̂>̂ QQ̂ QQTTTQ̂ Q>̂ Q>̂ $"" :: 扩增B8C,/=!基因上游序列

O!eG TTQ̂ QQ>>eQQQT>>̂ T>QQQTT>QTTQ>Q̂
O!'& TTTQQQ>>eT̂ >TT̂ T̂QQT̂ TTQQT>QT> $"" :? 扩增B8C,/=!基因下游序列

O!'G TT>̂ QQ>>ê >̂ T̂Q̂ T>T>QQ̂ Q̂ ^̂ Q̂>̂ >
]̂O!& T̂TTTQ>̂ ^̂ T̂ T̂Q̂ T̂QQQ̂ T̂̂ TT>>̂ QTQ <<"$ :: 扩增B8C,/=!全基因序列

]̂O!G T̂̂ TT>Q̂ T̂̂ TT̂ Q̂ TT>>QQT>T̂ >TQQTT>
b?:! QQ̂ Q̂̂ ^̂ QQQ>QQQ̂ >T>QQ̂ >> C:" :< 检测替代B8C,/=!的+01基因

b?:" >QTQQTT̂ T>̂ Q̂̂ TQ>QQTT
]̂O!W& >QT̂ >T>̂ Q̂̂ QQ>̂ >Q̂ QQ̂ > :#" :: 检测B8C,/=!基因

]̂O!WG QQQT̂ >T>̂ TTTT>QTQQT>Q
]̂O!Q& TT>QTTQQTTTT>̂ >TQ>QT #;:" :: 引物 ]̂O!Q&1b?:"检测重组左臂序列

]̂O!QG >̂ >Q̂ TQQ>QTT̂ T̂>>̂ Q̂ #;:" :< 引物b?:!1̂]O!QG检测重组右臂序列

]̂OKSJ!& TT̂ T>̂ >̂ QQQ̂ QQ̂ >Q̂ TQ ##" :! GQ*Z̀ Ĝ检测B8C,/=!基因表达量

]̂OKSJ!G TQQT>Q>>̂ Q̂TT̂ ^̂ Q̂ Q̂

!*,9D-1& >QTQT̂ >>TT̂ T̂TQQQ̂ T̂ #!: :! 内参基因!果生炭疽菌"

!*,9D-1G Q>̂ T>TQ̂ Q̂Q̂ QTT̂ ^̂ >Q
&O=& ^̂ >>Q>Q̂ ^̂ >̂Q̂ >Q̂ T>̂ #;$ :! GQ*Z̀ Ĝ检测5CA基因表达量

&O=G QQ̂ QT̂ TQ̂ QQTQ̂ >̂Q̂ >T
ẀM#!& ^̂ QT>TQQQT>T>T̂ >̂>TT #C! :! GQ*Z̀ Ĝ检测!K>#!基因表达量

ẀM#!G Q̂ >̂Q̂ Q̂QQ̂ QQ̂ ^̂ >TQT

!*T.4& >̂ T>>>̂ TT̂ T>̂ >>QQQ>̂ !!( :! GQ*Z̀ Ĝ检测!6E":基因表达量

!*T.4G ^̂ T>TQ>TTTQQT̂ >̂ >QQQ
cGd%C"& TQ̂ >̂>̂ >̂T>>T>TTTQT> !($ :! GQ*Z̀ Ĝ检测PINOC"基因表达量

cGd%C"G T̂ >T>>̂ >̂T>>̂ >̂T>>T̂
cGd%:<& ^̂ >>Q̂ >̂>>T>TT̂ >̂ Q̂> #;" :! GQ*Z̀ Ĝ检测PINO:<基因表达量

cGd%:<G >QTT>>TQ>T̂ QQT̂ T>TT>
Ẑ %̀ & QTT̂ >T̂ T̂ Q>̂ >TQ>QT>̂ !!# :! GQ*Z̀ Ĝ检测BO!基因表达量

Ẑ %̀ G T̂ QQ̂ QTQTT̂ Q̂QQQTQQ̂
,9D-1& >̂ ^̂ >>̂ ^̂ >̂QQ̂ Q>QQ̂ Q #<C :! 内参基因!草莓"

,9D-1G >Q̂ >Q̂ Q̂ >̂T̂ >>>̂ ^̂ Q

/#(/
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<<"$AI的片段$其中:#"AI为B8C,/=!基因的

WG&序列*̀ Ĝ产物纯化后用N0$&1@#<b&双
酶切$酶切产物连接到同样经N0$&1@#<b& 双

酶切的IdH中$获得B8C,/=!的回补载体*将回
补载体用内切酶线性化后转化到由B8C,/=!敲除
突变体制备的原生质体中$利用T(#?抗性 '̀>培
养基筛选$以抗性转化子的基因组'H>为模板$用
引物 ]̂O!W&1̂]O!WG进行 `̂ G验证$能扩增出

B8C,/=!完整 WG&的抗性转化子为回补菌株

B8C,/=!9*

*6,6-!果生炭疽菌对草莓的致病性测定
参照柯智健等(#$)的方法配制孢子悬浮液$将浓

度为#";个1+O的果生炭疽菌野生型菌株=b*"##
突变菌株#B8C,/=!和回补菌株B8C,/=!9的分
生孢子悬浮液!含"E":FD@001*!""用喷雾器均匀
喷洒到草莓植株4红颜5叶片上$直至雾滴滴下为止$
各菌株分别接种#"株$<次重复*以含有"E":F
D@001*!"的无菌水为对照*覆膜黑暗!?j保湿!(B
后于光周期O#'[#!B##!B$相对湿度大于?"F
的条件下培养*接种后#:P调查叶片的发病情况*
病情分级参考c,12等(!")!表!"*

病情指数!'\"[((!各级发病株数k病级值"1
!最高发病级值k调查株数")k#""*

利用)Y90.!"#;和=>=软件对试验数据进行汇
总#处理和分析$通过单因素方差分析和O='法比较
草莓植株接种野生型菌株##B8C,/=!和B8C,/=!9
后病情指数的差异$结果用)Y90.!"#;作图*

表,!病情分级标准

/567",!F85;@59@&<09B95@$;B@$&"5&"0;7"5#"&
病级

T5,P0
描述

'0S95-ID-71

"级T5,P0" 无病斑

#级T5,P0# "F&病斑覆盖叶片面积 ):F

<级T5,P0< :F&病斑覆盖叶片面积 )#:F

:级T5,P0: #:F&病斑覆盖叶片面积 )<"F

C级T5,P0C <"F&病斑覆盖叶片面积 ):"F

$级T5,P0$ :"F&病斑覆盖叶片面积 )#""F

*6,6.!病原菌侵染过程中B8C,/=!基因表达量
变化

!!以果生炭疽菌野生型菌株接种草莓4红颜5叶
片$采集接种后"#;##!#!(#(?B和C!B叶片组织$
液氮速冻后于a?"j保存备用*利用植物总GH>

提取试剂盒!天根$中国"提取叶片总GH>$用GH>
反转录试剂盒!全式金$中国"反转录成9'H>作为
荧光定量 `̂ G模板*依据基因 '̂=区序列$利用
软件 5̀-+05:E"设计引物 ]̂OKSJ!&1̂]OKSJ!G
!表#"*引物由生工生物工程!上海"股份有限公司
合成*以果生炭疽菌!*#)%*$基因为内参基因$按照

=%VG!&(<*?;?3#Rd-D!Q,d,G,$中国"说明书
进行荧光定量`̂ G$用相对阈值法!!a))B%"计算侵染
后不同时期组!;##!#!(#(?B和C!B"与对照组
!"B"中B8C,/=!基因表达差异$使用软件T5,IB*
,̀P 5̀-S+:分析并作图*

*6,6I!样品准备
用果生炭疽菌野生型菌株及#B8C,/=!的分

生孢子悬浮液!#";个1+O"分别接种草莓植株各#"
株$设置<次生物学重复*分别采集接种后!(B的
草莓叶片$液氮速冻后保存于a?"j$用于转录组测
序及差异表达基因的验证*

*6,6M!GH>提取及文库构建和测序
采用 QG\/7.法!\18-D57201 公司"分别提取

#E!E:准备的草莓叶片样本总GH>*利用H,17*
P57I!"""检测GH>的浓度和纯度$琼脂糖凝胶电泳
检测GH>完整性$>2-.01D!#""测定G\H值*文库
构建及测序工作均委托上海美吉生物医药科技有限

公司完成*使用美吉生物云平台完成数据分析*

*6,6N!转录组数据质控及序列比对分析
对原始测序数据进行过滤得到高质量的测序数

据!9.0,1P,D,"*使用 Q7Ib,D!软件!BDDI'#D7*
IB,D69A9A64+P60P41"(!#)将质控后的数据$即9.0,1
P,D,!50,PS"与草莓参考基因组!BDDIS&#@@@657*
S,90,067521SI09-0S1]5,2,5-,2Y2,1,1,SS,12017+02

8#E"6,#"进行比对分析$获得用于后续分析的

+,II0PP,D,!50,PS"$同时对本次测序的比对结果进
行质量评估*

*6,6O!差异基因筛选
利用软件G=)J 对转录本的表达量进行分

析$定量指标为 Q̀ J!D5,1S95-IDSI05+-..-71"值$
以转录本的条数为计算单位*同组重复样本的
最终表达量为所有重复样本数据的平均值*使
用基于负二项分布的')=0Z!软件进行分析$以

*]7.P9B,120*+!和!,P3&"E":为筛选条件得到
差异 表 达 基 因 !P-]]0501D-,..K0YI50SS0P2010S$

/!(/
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')TS"*

*6,6Q!功能注释和富集分析
采用软件T7,D77.S!BDDIS&#2-DB4A697+1D,12*

B,-A,71TW,D77.S"(!!)对差异基因进行TW富集分
析$使用&-SB05精确检验得到!值$采用Vb检验
进行较正$当经过校正的!值!!,P3"&"E":时$认为
此TW功能存在显著富集情况*

将差异基因与d)TT数据库进行比对$默认当

! 值!! 8,.40241975509D0P"&"E":时$认为此

d)TT通路存在显著富集情况*

*6,6*W!差异表达基因的GQ*Z̀ Ĝ验证
以#E!E:准备的草莓叶片为材料提取GH>$选

取;个差异表达基因进行GQ*Z̀ Ĝ验证$包括!个
显著差异表达的次生代谢相关基因$黄酮醇合成酶
基因!5CA"和过氧化物酶#!基因!!K>#!"*用目
的基因\'检索蔷薇科基因组数据库T'G!BDDIS&#
@@@657S,90,067521"$获得目的基因序列*草莓

#)%*$基因作为内参基因*引物设计及GQ*Z̀ Ĝ方
法同#E!E(*每份样品<次生物学重复*使用软件

T5,IB̀,P 5̀-S+:分析并作图*

,!结果与分析

,+*!2<1G&V,生物信息学分析
利用=J>GQ网站预测 ]̂OKSJ!的结构域$发

现其在H端!第:#至$:位$#!!至#;;位"具有!
个典型的OKSJ结构域!图#,"*对 ]̂OKSJ!的氨
基酸序列及其同源序列的系统进化树分析发现$

OKSJ!在炭疽菌属内相对保守$与同属的胶孢炭疽
菌B.2"'('/0'&*'*-(/ 2̂*#(OKSJ!氨基酸序列的
一致性为$$F$与同属的杨柳炭疽菌B./#"*)*/#瓜
类炭疽菌B.'&4*):"#&(#油茶炭疽病菌B.8*'&*$*#(#
大豆炭疽病菌B.)1"'&'01,%*#B.%'8*("-*#(和希金斯
炭疽菌B.1*22*$/*#$:<中的OKSJ!氨基酸序列的一
致性分别为C$E;F#CCE;F#C<E?F#C<E!F#C<E#F
和C!E;F'与早熟禾夏季斑枯病菌=#2$#0'&%1*'0/*/
0'#(#向日葵茎溃疡病菌D*#0'&%1(1("*#$%1*#马唐
瘟病菌=#2$#0'&%1(2&*/(##小麦全蚀病菌E#(:6
<#$$'<,)(/%&*%*)*和稻瘟病菌=#2$#0'&%1('&,M#(

图*!2<1G&V,结构域和系统发育分析

A$B+*!J908"$;@0=5$;5;@H?G70B";"8$>5;57G&$&0<2<1G&V,

!
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等OKSJ!氨基酸序列的一致性相对较高$分别为

;(E(F#;#E;F#;"E$F#;"E#F和;#E#F!图#A"*

,+,!67$89:,基因的敲除及回补

B8C,/=!敲除#回补菌株构建策略如图!,所
示$野生型菌株仅能扩增出B8C,/=!基因$以左
右臂和 +01基因引物扩增无法获得目的条带
!图!A"'将敲除载体线性化后转入以果生炭疽菌
野生型菌株制备的原生质体中$共获得("个转化
子$其中!C号转化子利用引物 ]̂O!W&1̂]O!WG
不能扩增出B8C,/=!基因目的条带$而利用引物

]̂O!Q&1b?:"#b?:!1̂]O!QG和 b?:"1b?:!能
够分别扩增出目的条带!图!9"*由此确定第!C
号转 化 子 为 敲 除 突 变 体$并 将 其 命 名 为

#B8C,/=!*将回补载体IdH*̂]OKSJ!转化到以
敲除突变体#B8C,/=!制得的原生质体中$经潮
霉素培养筛选后$共得到!"个转化子*利用

]̂O!W&1̂]O!WG引物对转化子进行 `̂ G鉴定$其
中<号转化子可以扩增出B8C,/=!的WG&片段

:#"AI!图!P"$由此证明回补菌株构建成功$并将
其命名为B8C,/=!9*

图,!67$89:,基因突变菌株及回补菌株的筛选与鉴定

A$B+,!F>9"";$;B5;@#"9$<$>58$0;0<67$89:,=:85;85;@>0=H7"=";859G&895$;&

!
,+-!67$89:,基因的缺失影响果生炭疽菌的致

病性

!!将野生型菌株#突变菌株#B8C,/=!和回补菌
株B8C,/=!9采用喷雾法分别接种至草莓植株$接
种后#:P$#B8C,/=!的致病力明显减弱$病情指数
显著低于野生型菌株和B8C,/=!9!!&"E":"!图

<"$说明B8C,/=!的缺失对果生炭疽菌的致病力
造成了一定影响*

,+.!67$89:,基因的表达分析
采用GQ*Z̀ Ĝ研究B8C,/=!基因在接种后

"#;##!#!(#(?B和C!B的表达水平*结果!图("显
示$B8C,/=!基因在接种后!(B表达量达到最高$

!(B后开始下调*因此选取野生型菌株和突变菌株

#B8C,/=!接种草莓叶片后!(B的样本进行后续
转录组测序*

,+I!转录组测序数据分析
通过GH>*S0Z技术对果生炭疽菌野生型菌株和

#B8C,/=!分别接种草莓叶片后!(B的;个样品
!cQ*#$cQ*!$cQ*<和OJ!*#$OJ!*!$OJ!*<"进行
分析*各样品用于组装的测序数据 g<"均高于

$(F*本次转录组测序结果可满足后续组装分析的
质量要求*将序列进行拼接和分析$与参考基因组比
对$获得用于后续表达量计算等的+,II0PP,D,!50,PS"
!表<"$与;大数据库!HG#=@-SS*̀57D#̀],+#)22HWT#

/((/
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TW和d)TT"进行比对$获得基因的注释信息*

图-!野生型菌株#67$89:,基因突变菌株及回补菌株的
致病性测定

A$B+-!J58?0B";$>$8G8"&8&0<%$7@L8GH"$67$89:,=:85;8
5;@>0=H7"=";859G&895$;&0;&895%6"99G

!

图.!果生炭疽菌野生型菌株接种草莓叶片后67$89:,
的表达模式

A$B+.!UKH9"&&$0;H588"9;&0<67$89:,$;&895%6"99G7"5#"&
5<8"9$;0>:758"@%$8?%$7@L8GH"63++&(3(')*/,-7',*()*3+.FELW*

!
表-!野生型菌株和突变菌株!67$89:,侵染草莓叶片总!3R转录组测序质控数据和比对结果统计*%

/567"-!F858$&8$>&0<P:57$8G>0;8907@5855;@57$B;=";89"&:78&0<895;&>9$H80="&"P:";>$;B0<80857!3R<90=&895%6"99G
7"5#"&$;<">8"@6G%$7@L8GH"5;@!67$89:,&895$;&

样品

=,+I.0

原始测序数据的

总条目数1条
G,@50,PS

质控后测序数据

的总条目数1条
.̂0,150,PS

质控后测序

总数据量1AI
.̂0,1A,S0

碱基平均

错误率1F
)55755,D0

g!"1F g<"1F

定位到基因组的

条目数!占比"
Q7D,.50,PS+,II0PD7

DB02017+0!I57I75D-71"

cQ*# $$!!:C;; $?:#$!"; #(:"?C;$!:! "E"!(C $?E#? $(E<$ #"!#:C#((!$"E#?F"

cQ*! #"#"#$!$" #""(""$;! #(C<$:($(!" "E"!(: $?E!? $(E;( ?:"":C:(!$"E??F"

cQ*< $;?#<"<; $;#:#<C( #(##<;#(#C( "E"!(( $?E!? $(E;C ?#<CC:;:!$"E$F"

OJ!*# $;:#!#:; $:???;;; #("?(:$<C;: "E"!(? $?E#: $(E!C ?;<<:C!:!$"E"(F"

OJ!*! #"#!?:$#" #"";:#:!; #(C;C!;"$$: "E"!(C $?E!" $(E(< $"?;<??"!$"E!?F"

OJ!*< ##!$#$#$? ##!!;?;(! #;(;!$$#"$; "E"!(; $?E!< $(E:" #""#:("<:!?$E!#F"

!#"cQ&野生型菌株'OJ&#B8C,/=!'g!"#g<"&分别表示对质控后测序数据进行质量评估$测序质量在$$F和$$E$F以上的碱基占总
碱基的百分比$一般g!"在?:F以上$g<"在?"F以上*
cQ&c-.PDKI0SD5,-1'OJ&#B8C,/=!'g!",1Pg<"&QB0I05901D,207]A,S0S@-DB,S0Z4019-12Z4,.-DKS97507]+750DB,1$$F,1P
$$E$F-1DB0D7D,.A,S0SA,S0P7108,.4,D-717]DB0Z4,.-DK7]S0Z4019-12P,D,,]D05Z4,.-DK971D57.$50SI09D-80.K!g!"&,?:F'g<"&
,?"F"6

,+M!差异表达基因的C(分析结果
比较野生型菌株和#B8C,/=!侵染草莓叶片

转录本$共筛选出#"$个差异表达基因*以接种野
生型菌株!(B后的草莓叶片为对照$其中上调表达
基因的有C$个!其中上调倍数最多的达!<<倍"$下
调表达的基因有<"个!其中下调倍数最多的达#;C
倍"*将差异表达基因进行TW功能分类$本研究中
野生型菌株和#B8C,/=!接种草莓叶片后!(B差

异表达基因按TW功能分类归为<类基因集&生物
过程!A-7.72-9,.I5790SS"#分子功能!+7.094.,5]419*
D-71"#细胞组分!90..4.,597+I7101D"!图:"*在所有
类别中$催化活性#代谢过程和结合<个类别是含有
差异表达基因最多的<类*在各个类别中$生物过程
方面主要富集在代谢过程#细胞过程#定位'细胞组分
方面主要富集在细胞组分#膜组分'分子功能方面主
要富集在催化活性#结合等功能类别*

/:(/
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图I!野生型菌株和突变菌株!67$89:,侵染的草莓叶片总!3R转录组测序差异表达基因C(功能富集结果

A$B+I!C(>75&&$<$>58$0;0<@$<<"9";8$577G"KH9"&&"@B";"&6G895;&>9$H80="&"P:";>$;B0<80857!3R<90=&895%6"99G
7"5#"&$;<">8"@6G%$7@L8GH"5;@!67$89:,&895$;&

!
,+N!差异表达基因的SUCC分析结果

对差异表达基因进行d)TT功能分类$野生型
菌株和#B8C,/=!分别接种草莓叶片后!(B的差
异表达基因中$共(C个差异表达基因注释到#"个

d)TT通路*d)TT总共有<类基因集$分别描述
基因参与的代谢!+0D,A7.-S+"#遗传信息处理
!2010D-9-1]75+,D-71 I5790SS-12"和 生 物 系 统
!752,1-S+,.SKSD0+S"!图;"*与野生型菌株相比$

#B8C,/=!侵染草莓叶片后$上调基因占所有差异
表达基因的?CF!(#1(C"$在所有上调基因中$代谢
相关基因占所有差异表达基因的$<F!<?1(#"$说
明果生炭疽菌侵染草莓叶片后$B8C,/=!广泛抑制
了宿主的代谢途径*在所有上调的代谢基因中$次
生代谢途径中的其他次生代谢物生物合成!A-7SK1*
DB0S-S7]7DB05S0971P,5K+0D,A7.-D0S"$萜类和聚酮
类化 合 物 代 谢 !+0D,A7.-S+ 7]D05I017-PS,1P
I7.KR0D-P0S"是包含差异表达基因最多的两大类别$
占所有上调基因的:(F!!!1(#"*除此之外$氨基
酸代谢!,+-17,9-PS+0D,A7.-S+"和其他氨基酸代谢
!+0D,A7.-S+7]7DB05,+-17,9-PS"中富集的差异表
达基因仅次于次生代谢类别$占所有上调基因的!(F
!#"1(#"*另外$与野生型菌株相比$#B8C,/=!侵染

草莓叶片后$下调基因仅占所有差异表达基因的

#<F!;1(C"$分别在环境适应#翻译#辅助因子和维
生素代谢#聚糖生物合成和代谢类别中富集$其中$
聚糖生物合成和代谢仅富集到下调基因$说明

B8C,/=!在果生炭疽菌侵染过程中除了广泛抑制
次生代谢#氨基酸代谢之外$还能一定程度上激活特
异性次生代谢通路*

,+O!差异基因荧光定量J2!验证
选取;个差异表达基因对转录组结果进行

GQ*Z̀ Ĝ验证$包括!个显著差异表达的次生代谢
相关基因5CA和!K>#!*其他(个基因分别为&!*
#$<*葡聚糖酶基因!!6E":"$是一种主要存在于植物
中的水解酶$能催化真菌细胞壁的重要成分葡聚糖
的水解'PINOC"和PINO:<是cGd%转录因子
家族的成员$在植物抗病免疫的茉莉酸和水杨酸信
号传导中发挥重要作用'̂%̀ !C#V<(*.-R0"是细胞色
素 (̀:"酶超家族成员之一$细胞色素 (̀:"酶广泛
存在于哺乳动物#植物#真菌等中$参与多种代谢途
径$合成的许多次生代谢物能够保护植物应对各种
生物和非生物胁迫*结果!图C"显示$选取的;个
差异基因的表达情况与转录组测序结果一致$说明
转录组分析结果可靠*

/;(/
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图M!野生型菌株和突变菌株!67$89:,侵染的草莓叶片总!3R转录组测序差异表达基因SUCC功能注释结果

A$B+M!SUCC>75&&$<$>58$0;0<@$<<"9";8$577G"KH9"&&"@B";"&6G895;&>9$H80="&"P:";>$;B0<80857!3R<90=&895%6"99G
7"5#"&$;<">8"@6G%$7@L8GH"5;@!67$89:,&895$;&
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-!结论与讨论

本研究在前期工作基础上$研究了果生炭疽菌
侵染草莓过程中上调表达的候选效应子 ]̂OKSJ!
的致病功能* ]̂OKSJ!效应子具有典型的信号肽
序列和!个OKSJ保守结构域$不含任何跨膜结构
域*同源性比对分析发现$不同病原菌中的OKSJ
具有一定的同源性$但差异较大* ]̂OKSJ!与同属
的胶孢炭疽菌的OKSJ的一致性最高$为$$F$与不
同种属 OKSJ 一致性相对较低$仅有;"E#F!
;(E(F*根据同源重组成功获得了B8C,/=!的突
变菌株#B8C,/=!及回补菌株B8C,/=!9*致病
性测定结果表明$#B8C,/=!的致病力与野生型
菌株和回补菌株B8C,/=!9相比明显减弱*GQ*

Z̀ Ĝ检测结果显示$该基因在果生炭疽菌侵染
草莓叶片后的!(B相对表达量最高$推测B8C,6
/=!可能在果生炭疽菌侵染的早期阶段发挥作
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用*取野生型菌株和#B8C,/=!接种草莓叶片后

!(B的样本进行转录组测序$共筛选出#"$个差
异表达基因*TW分析显示$差异基因显著富集在
催化活性#代谢过程和结合<个类别$其中$次生代
谢物生物合成和氨基酸代谢通路中上调基因显著

富集*
植物次生代谢由初生代谢衍生而来$初生代谢

合成碳水化合物#核酸#蛋白质等初生代谢产物*
初生代谢产物在特定酶的作用下转化为次生代谢产

物$这一过程被称为次生代谢*次生代谢产物多是
分子结构较复杂的化合物$如萜类化合物#抗生素#
生物碱等(!<)*尽管次生代谢产物是植物非必需小
分子化合物$但其是植物与环境中生物和非生物因
素长期共存进化的结果*在应对环境胁迫#病原微
生物侵染等过程中起重要作用(!(!:)*本研究中$转
录组学d)TT分析结果显示$B8C,/=!基因敲除
后次生代谢物质的生物合成#萜类和聚酮类化合物
代谢是上调转录本最多的两大类别$说明B8C,/=!
可能在抑制植物次生代谢生物合成过程中发挥关键

作用*
在所有植物次生代谢产物中$黄酮类化合物是

植物抵御外界恶劣环境#微生物侵害等过程中形成
的一大类次生代谢产物$目前已发现("""多种黄
酮类化合物$分为黄酮醇#黄酮#异黄酮和花色素
苷(!;)*其中$黄酮醇的生物合成过程中需要苯丙氨
酸解氨酶!̀>O"#肉桂酸*(*羟化酶!̂(b"#(*香豆酸
辅酶>连接酶!(̂ O"#查尔酮合成酶!̂bS"#黄酮醇
合成酶!&O="等多个酶的共同参与*&O=是黄酮醇
生物合成最后一步的关键限速酶(!C)*本研究中$转
录组差异表达基因中上调倍数最高的是黄酮醇合成

酶基因!!<<倍"$表现为极其显著上调$说明B8C,6
/=!可能通过抑制黄酮醇合成酶活性$抑制次生代
谢产物黄酮醇的合成$帮助真菌侵染*

除了次生代谢相关基因之外$植物过氧化物酶
!I057Y-P,S0$̀WM"也被广泛认为在植物应对病原侵
染过程中发挥关键作用$̀WM是病原菌侵染寄主植
物后诱导的一类病原相关!I,DB72010S-S*50.,D0P$

G̀"蛋白$除此之外$̀WM还在激素调节#活性氧代
谢#细胞壁形成过程中发挥关键作用(!?)*本研究鉴
定到的差异表达基因中除了黄酮醇合成酶$还鉴定

到!K>#!基因显著上调!#$#倍"$由于 ẀM在细
胞中发挥多种功能$因此B8C,/=!调控 ẀM的具
体机制有待进一步研究*

本研究运用转录组学技术$对野生型菌株和突
变菌株#̂]OKSJ!分别侵染后草莓叶片的转录组进
行比较$发现B8C,/=!的敲除导致宿主代谢途径$
尤其是次生代谢物生物合成通路的激活$说明

]̂OKSJ!可能在果生炭疽菌侵染草莓过程中通过
靶向黄酮醇合成酶#C*甲基黄嘌呤合成酶等基因$抑
制植物次级代谢产物合成及其介导的抗真菌免疫$
保证其顺利侵染*该结果为揭示B8C,/=!机理及
对果生炭疽菌和草莓互作研究奠定了理论基础*
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