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摘要　前期研究表明核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿产生的一种分支酸变位酶同源效应蛋白能够提高其致病能力。

为了进一步研究该效应蛋白在核盘菌致病过程中的作用机制，我们通过构建ＧＦＰ融合蛋白对其分泌行为和亚细胞

定位开展了研究。首先通过ＰＣＲ技术扩增了该基因的启动区＋信号肽（ＳＰ）＋叶绿体定位肽（ＣＴＰ）的ＤＮＡ序列，

构建ＧＦＰ融合载体，然后借助ＲＥＭＩ技术转化核盘菌原生质体，筛选ＧＦＰ能够表达的转化子，最后接种转化子菌

丝于烟草叶片，激光共聚焦检测ＧＦＰ荧光信号，发现ＧＦＰ荧光与叶绿体自体荧光共定位，表明该效应蛋白可分泌

进入寄主叶绿体内发挥作用。
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　　核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿（Ｌｉｂ．）ｄｅＢａｒｙ属

子囊菌亚门Ａｓｃｏｍｙｃｏｔｉｎａ，核盘菌科Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｃｅａｅ，

核盘菌属犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪，是一种寄主范围广泛的植物

致病真菌，能侵染油菜、向日葵、豆科、葫芦科、茄科

蔬菜等４００多种植物，引起菌核病
［１］。核盘菌与灰

葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪Ｐｅｒｓ．致病机制类似，属于

死体营养的病原真菌［２］。核盘菌对寄主的破坏性较

大，在其致病过程中草酸和细胞壁降解酶发挥着重

要作用［３５］，而且核盘菌能够产生活性氧并利用寄主

过敏性坏死反应来克服寄主防御、促进自身侵

染［６８］。核盘菌全基因组序列的公布为核盘菌致病

机制的研究开启了新篇章，除了传统的细胞壁降解

酶、草酸等致病因子，人们也开始关注一些分泌性效

应蛋白在核盘菌与植物互作过程中的作用。例如

Ｇｕｙｏｎ等通过分泌组分析找到了７８个潜在的效应

蛋白候选对象，并对其中的１６个分泌蛋白在不同植

物中的表达模式进行了分析［９］；Ｌｙｕ等证明了小分

子效应蛋白ＳｓＳＳＶＰ１能够通过影响植物能量代谢
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来帮助自身侵染［１０］；Ｗａｎｇ等研究发现核盘菌的效

应蛋白Ｓｓｐｇ１ｄ能够与植物体内的一个小分子蛋白

ＩＰＧ１互作，在致病早期发挥作用
［１１］；Ｚｈｕ等发现分

泌效应蛋白ＳＳＩＴＬ能于侵染早期阶段在抑制茉莉

酸介导的抗病过程中发挥作用［１２］。我们前期研究

明确了一分支酸变位酶同源效应蛋白能够提高核盘

菌致病性，但对其作用机制还不清楚。为了进一步

探究其作用机制，我们对其亚细胞定位进行了分析。

１　材料与方法

１．１　材料

核盘菌犛．狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿由德克萨斯农工大学教授

Ｄｉｃｋｍａｎ提供，保存于含ＰＤＡ培养基的试管内；绿色

荧光蛋白ＧＦＰ基因来自质粒ｐＢｌｕｎｔＮＡＴＧＦＰ１１；

潮霉素抗性基因犺狆犺来自质粒ＰＵＣＡＴＰＨ；引物

ＸＳ１１：５′ＧＣＡＡＧＧＡＧＧＡＴＣＣＴＡＡＴＡＧＡＡＴＣ

３′；ＸＳ１２：５′ＴＣＣＣＣＣＣＧＧＧＧＣＡＴＧＴＴＧＴＴＣＣＡＴＴ

ＡＧＧＡＡＧＧ３′为自行设计，用于扩增基因启动区＋

信号肽（ＳＰ）＋叶绿体定位肽（ＣＴＰ）部分，并于两

引物５′端分别增加了犅犪犿ＨⅠ和犡犿犪Ⅰ酶切位点；

根据潮霉素基因序列设计了筛选引物 Ｈｐｈ１和

Ｈｐｈ２，Ｈｐｈ１：５′ＡＴＧＡＡＡＡＡＧＣＣＴＧＡＡＣＴＣ３′；

Ｈｐｈ２：５′ＣＴＡＴＴＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＧＧ３′。

１．２　试验方法

１．２．１　生物信息学分析

分别通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ、ＰｒｅｄｉｃｔＮＬＳ和Ｃｈｌｏ

ｒｏＰ１．１Ｓｅｒｖｅｒ等生物信息学工具对核盘菌的一分支

酸变位酶同源效应子的信号肽、细胞定位特征进行

分析。

１．２．２　基因片段的扩增及载体的构建

收集ＰＤＡ培养的核盘菌菌丝，提取ＤＮＡ，然后

依据所设计的引物ＸＳ１１和ＸＳ１２扩增核盘菌分支

酸变位酶同源基因的启动区＋信号肽（ＳＰ）＋叶绿

体定位肽（ＣＴＰ）的９３０ｂｐ的ＤＮＡ序列，将所得

ＤＮＡ片段与ＧＦＰ基因融合构建转化载体。方法

为：以ｐＢｌｕｎｔＮＡＴＧＦＰ１１为基础，插入真菌筛选

标记潮霉素抗性基因，再将经ＰＣＲ克隆获得的含启

动子（ＮＰｒｏ）＋信号肽（ＳＰ）＋叶绿体定位肽（ＣＴＰ）

的ＤＮＡ片段连入载体中，构建得到启动子＋ＳＰ＋

ＣＴＰ＋ＧＦＰ融合载体ｐＢｌｕｎｔＮＡＴＰＳＣＧＦＰ。

１．２．３　遗传转化及转化子筛选

酶解法制备核盘菌原生质体，将融合载体通过

ＲＥＭＩ技术转化核盘菌原生质体，３００μｇ／ｍＬ潮霉

素筛选转化子，并提取转化子ＤＮＡ，采用引物Ｈｐｈ１

和Ｈｐｈ２进行ＰＣＲ，验证潮霉素抗性基因在核盘菌

基因组上的整合，最后通过荧光显微镜检测ＧＦＰ表

达与否［１３］。

１．２．４　效应蛋白的分泌特性及植物细胞定位分析

接种ＧＦＰ能够正常表达转化子的菌丝于烟草

叶片，通过荧光共聚焦显微镜检测荧光信号，分析其

分泌特性和细胞定位。

２　结果与分析

２．１　信号肽及定位信号预测结果

通过ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ、ＰｒｅｄｉｃｔＮＬＳ和ＣｈｌｏｒｏＰ

１．１Ｓｅｒｖｅｒ等在线软件对该效应蛋白进行分析，发

现该蛋白具有２０个氨基酸组成的信号肽（ＳＰ）序列，

并且具有包含４５个氨基酸的叶绿体定位肽（ＣＴＰ）

序列特征，二者的氨基酸残基序列如图１所示：

图１　预测的效应蛋白信号肽和叶绿体

定位肽氨基酸序列

犉犻犵．１　犜犺犲犛犘犪狀犱犆犜犘狅犳狋犺犲犲犳犳犲犮狋狅狉

２．２　犌犉犘融合载体的构建

２．２．１　启动子＋ＳＰ＋ＣＴＰ序列的扩增

采用引物对ＸＳ１１／ＸＳ１２进行ＰＣＲ扩增，获得

长度约９００ｂｐ的ＤＮＡ序列，如图２所示。

图２　效应子的启动子、信号肽、叶绿体定位肽序列的

犘犆犚产物电泳分析结果

犉犻犵．２　犃犵犪狉狅狊犲犵犲犾犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狅犳犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋

狅犳狋犺犲狆狉狅犿狅狋犲狉＋犛犘＋犆犜犘
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经测序表明，该片段全长为９３８ｂｐ，与预测的一

致，包含分支酸变位酶基因７４０ｂｐ的上游启动区序

列＋信号肽序列＋叶绿体定位肽序列，该ＤＮＡ片

段包含预测的启动子元件ＣＡＡＴＢｏｘ和相应的信

号肽、叶绿体定位肽序列，序列结果如图３所示：

图３　启动子、信号肽和定位肽犇犖犃序列

犉犻犵．３　犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳狋犺犲狆狉狅犿狅狋犲狉＋犛犘＋犆犜犘

２．２．２　ＧＦＰ融合载体的构建

将潮霉素抗性基因犺狆犺插入ｐＢｌｕｎｔＮＡＴＧＦＰ１１

中，再分别将经ＰＣＲ克隆获得的上述启动子（Ｎ

Ｐｒｏ）＋信号肽（ＳＰ）＋叶绿体定位肽（ＣＴＰ）的一

ＤＮＡ片段连入载体中，构建得到启动子＋ＳＰ＋

ＣＴＰ＋ＧＦＰ融合载体，具体操作步骤如图４所示。

２．３　转化子的筛选与验证

将上述载体经ＲＥＭＩ介导的技术转化核盘菌原

生质体，筛选到了在含有３００μｇ／ｍＬ潮霉素的ＰＤＡ

培养基上生长的转化子，提取转化子 ＤＮＡ，以

Ｈｐｈ１／Ｈｐｈ２为引物经ＰＣＲ验证，扩增到了预期条

带（图５），表明转化子中载体已整合到基因组中。

图４　融合载体构建流程图

犉犻犵．４　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狏犲犮狋狅狉

图５　犘犆犚检测转化子中潮霉素抗性基因

犉犻犵．５　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犺狆犺犵犲狀犲犻狀狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋狊犫狔

犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

２．４　荧光蛋白细胞定位分析结果

将 ＮａｔｕｒａｌＰｒｏ＋ＳＰ＋ＣＴＰ＋ＧＦＰ融合载体

转化获得的转化子菌丝接种到烟草叶片上，经

荧光显微镜检测发现ＧＦＰ荧光蛋白均能正常表

达，并且发现荧光蛋白具有分泌到菌丝外的现

象（图６）。

图６　融合犌犉犘蛋白的表达及分泌性检测

犉犻犵．６　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱狊犲犮狉犲狋犻狅狀狅犳狋犺犲犳狌狊犻狅狀犌犉犘狆狉狅狋犲犻狀

　　经转化子接种的烟草叶片在５６ｈ后进一步检

测叶片中荧光分布，同时制备烟草叶片原生质体，并

通过荧光共聚焦显微镜检测，发现ＧＦＰ荧光和叶绿

体自体荧光能够共定位，ＧＦＰ荧光蛋白有在细胞叶

绿体内聚集现象（图７～８）。

３　结论与讨论

通过试验我们得到了能够正常表达ＧＦＰ融合

蛋白的转化子，该融合蛋白包含核盘菌分支酸变位

酶同源蛋白的信号肽和叶绿体定位肽。经过接种转
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化子菌丝于烟草叶片后对荧光信号的检测发现该融

合蛋白能够正常表达、具有分泌性并聚集于烟草叶

片细胞中的叶绿体处。由此推测该分支酸变位酶同

源蛋白发挥作用的部位可能是在叶绿体，可能通过

影响光合产物中分支酸衍生物的合成，从而影响寄

主防御反应。

图７　犌犉犘融合蛋白的荧光定位检测结果

犉犻犵．７　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犳狌狊犻狅狀犌犉犘狆狉狅狋犲犻狀

图８　接种转化子的烟草原生质体内融合犌犉犘荧光检测结果

犉犻犵．８　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犳狌狊犻狅狀犌犉犘狆狉狅狋犲犻狀

　　分支酸衍生物 （ｃｈｏｒｉｓｍａｔｅｄｅｒｉｖｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，

ＣＤＣｓ）在植物的生长、发育、防御及与其他生物的

互作中起重要作用［１４］，特别是水杨酸（ＳＡ）信号通路

是植物体内重要的抗性相关信号通路［１５］，在对活体

寄生病原物的防御中发挥重要作用［１６］。

莽草酸途径（ｓｈｉｋｉｍａｔｅｐａｔｈｗａｙ）是微生物和植物

的基本代谢途径，其终产物是分支酸 （ｃｈｏｒｉｓｍａｔｅ）
［１７］。

分支酸是生物中许多化合物的前体，包括芳香族氨

基酸 （如苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸）、水杨酸

（ＳＡ）、ＩＡＡ及其他次生代谢物
［１８］。

分支酸变位酶 （ｃｈｏｒｉｓｍａｔｅｍｕｔａｓｅ，ＣＭ）催化

分支酸转化成预苯酸，为苯丙氨酸与酪氨酸的合成

提供前体，从而改变分支酸进一步转化路径，影响体

内水杨酸的水平及其植物抗性水平［１９］。对于寄生

性的病原微生物来讲，其所需要的苯丙氨酸和络氨

酸可以从寄主获得，分支酸变位酶对于自身氨基酸

代谢可能并不是必需的。但通过ＮＣＢＩ数据库中

ＢＬＡＳＴ发现该类基因在部分真菌如黑粉菌犝狊狋犻犾犪犵狅

犿犪狔犱犻狊、核盘菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿 等的部分

病原微生物体内存在，推测可能在植物病原菌与植

物的联系中发挥作用。研究也证明了在专性寄生的

黑粉菌中分支酸变位酶基因Ｃｍｕ１与其致病性密切

相关，植物感病后其水杨酸水平显著下降［１９］。生物

信息学分析发现在死体营养的病原物中仅核盘菌具

有分支酸变位酶同源基因，前期研究表明该基因与

致病性相关，但对其如何发挥作用还不清楚。通常

认为植物对死体营养病原物的抗性过程中水杨酸通

路并不发挥主要作用［１６］，因此对于该基因如何在核

盘菌与寄主植物互作过程中发挥作用值得进一步深

入探索。
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１９９７：３８７ ４１６．

［１８］ＤＥＷＩＣＫＰＭ．Ｔｈｅｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｓｈｉｋｉｍａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ［Ｊ］．

ＮａｔｕｒａｌＰｒｏｄｕｃｔＲｅｐｏｒｔｓ，１９９８，１５：１７ １８．

［１９］ＡＲＭＩＮＤ，ＫＥＲＳＴＩＮＳ，ＭＡＴＴＨＩＡＳＭ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｐｒｉｍｉｎｇｂｙａｓｅｃｒｅｔｅｄｆｕｎｇａｌｅｆｆｅｃｔｏｒ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１１，４７８：

３９４ ３９８．
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［４０］许童羽，于丰华，曹英丽，等．粳稻多旋翼植保无人机雾滴沉积

垂直分布研究［Ｊ］．农业机械学报，２０１７，４８（１０）：１０１ １０７．

［４１］杨知伦，葛鲁振，祁力钧，等．植保无人机旋翼下洗气流对喷幅

的影响研究［Ｊ］．农业机械学报，２０１８，４９（１）：１１６ １２２．

［４２］ＨＥＷＩＴＴＡＪ．Ｄｒｏｐｌｅｔｓｉｚｅｓｐｅｃｔｒａｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｃａｔｅｇｏｒｉｅｓｉｎ

ａｅｒｉａｌａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｃｅｎａｒｉｏｓ［Ｊ］．ＣｒｏｐＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００８，２７（９）：

１２８４ １２８８．

［４３］ＨＵＡＮＧＹ，ＨＯＦＦＭＡＮＮＷＣ，ＬＡＮＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

ｏｆａｓｐｒａｙｓｙｓｔｅｍｆｏｒａｎｕｎｍａｎｎｅｄａｅｒｉａｌｖｅｈｉｃｌｅｐｌａｔｆｏｒｍ［Ｊ］．

ＡｐｐｌｉｅｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｉｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，２００９，２５（６）：８０３ ８０９．

［４４］ＧＡＳＫＩＮＲＥ，ＳＴＥＥＬＥＫＤ，ＦＯＳＴＥＲＷＡ．ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ

ｐｌａｎｔｓｕｒｆａｃｅｓｆｏｒｓｐｒａｙａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄｒｅｔｅｎｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮｅｗＺｅａｌ

ａｎｄＰｌａｎｔＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，２００９，５８：１７９ １８３．

［４５］朱金文，周国军，曹亚波，等．氟虫腈药液在水稻叶片上的沉积

特性研究［Ｊ］．农药学学报，２００９，１１（２）：２５０ ２５４．

［４６］ＤＩＥＰＥＮＢＲＯＣＫＷ．Ｙｉｅｌｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｗｉｎｔｅｒｏｉｌｓｅｅｄｒａｐｅ（犅狉犪狊狊犻犮犪

狀犪狆狌狊Ｌ．）：Ａｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＦｉｅｌｄＣｒｏｐｓＲｅｓｅａｒｃｈ，２０００，６７：３５ ４９．

［４７］宋坚利，何雄奎，杨雪玲．喷杆式喷雾机雾流方向角对药液沉积

影响的试验研究［Ｊ］．农业工程学报，２００６，２２（６）：９６ ９９．

［４８］邱白晶，王立伟，蔡东林，等．无人直升机作业高度与速度对喷

雾沉积分布的影响［Ｊ］．农业工程学报，２０１３，２９（２４）：２５ ３２．

［４９］陈盛德，兰玉彬，李继宇，等．小型无人直升机喷雾参数对杂交

水稻冠层雾滴沉积分布的影响［Ｊ］．农业工程学报，２０１６，３２

（１７）：４０ ４６．

［５０］王昌陵，何雄奎，王潇楠，等．无人植保机施药雾滴空间质量平

衡测试方法［Ｊ］．农业工程学报，２０１６，３２（１１）：５４ ６１．

［５１］王玲，兰玉彬，ＨＯＦＦＭＡＮＮＷＣ，等．微型无人机低空变量喷药

系统设计与雾滴沉积规律［Ｊ］．农业机械学报，２０１６，４７（１）：１ ８．

［５２］何玲，王国宾，胡韬，等．喷雾助剂及施液量对植保无人飞机喷

雾雾滴在水稻冠层沉积分布的影响［Ｊ］．植物保护学报，２０１７，

４４（６）：１０４６ １０５２．
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