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摘要　可可毛色二孢犔犪狊犻狅犱犻狆犾狅犱犻犪狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲是引起葡萄溃疡病的主要致病菌之一。病原菌会分泌许多效应子

抑制植物的防御反应。本试验对可可毛色二孢特有的效应子犔犜＿３９７基因进行克隆，开放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇ

ｆｒａｍｅ，ＯＲＦ）全长１１４０ｂｐ，含有１１个半胱氨酸。生物信息学软件预测显示：效应子ＬＴ＿３９７信号肽为位于Ｎ端的

１～１６个氨基酸。ｑＲＴＰＣＲ结果表明：犔犜＿３９７受可可毛色二孢诱导下，在侵染２４ｈ的基因相对转录水平最高；在

逆境胁迫处理方面：犔犜＿３９７在营养、氧化、离子、酸碱和ＵＶ胁迫下基因的相对转录水平都上升。烟草瞬时表达表

明，效应子ＬＴ＿３９７可抑制水稻细菌性谷枯病菌犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犵犾狌犿犪犲引发的过敏反应（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，

ＨＲ）。以上结果为进一步分析效应子对寄主的致病机制奠定了基础。

关键词　可可毛色二孢；　犔犜＿３９７基因；　生物信息学；　逆境胁迫；　过敏反应
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　　葡萄犞犻狋犻狊狏犻狀犻犳犲狉犪属于葡萄科葡萄属木质藤

本植物。葡萄因具有营养价值高、易加工等特点，深

受人们的喜爱［１］。２０１８年，我国葡萄的种植面积约

８７万ｈｍ２（国家葡萄产业技术体系）。但葡萄病害

长期制约葡萄产业的健康发展，其中由葡萄座腔菌

科Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ真菌引起的葡萄溃疡病（Ｂｏｔ

ｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｉｅｂａｃｋ）是一种重要的葡萄枝干病害。

该病害引起枝干溃疡、果梗干枯、掉粒等病征，严重
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时会造成整株植株枯死［２３］。在我国葡萄产区共发

现６种葡萄座腔菌科真菌可引起葡萄溃疡病，分别

是 犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪 犱狅狋犺犻犱犲犪、犇犻狆犾狅犱犻犪狊犲狉犻犪狋犪、
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狏狌犿、犔．狆狊犲狌犱狅狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲和犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿犿犪狀

犵犻犳犲狉犪犲，优势病原菌为葡萄座腔菌犅．犱狅狋犺犻犱犲犪和

可可毛色二孢犔．狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲，致病性最强的是可可

毛色二孢［４７］。目前对葡萄溃疡病的研究主要集中

在病原真菌的分离鉴定、种群结构和化学防治等方

面，对主要致病菌可可毛色二孢犔．狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲的致

病机制尚不明晰［８］。

在植物与病原物的长期协同互作过程中，植物

形成了多种免疫机制来阻止病原物的侵染；同时病

原物也进化出多种致病机制来克服宿主的防卫反

应，最终使宿主发病［９］。效应子是一类由病原菌产

生，通常富含半胱氨酸的蛋白分子，可分泌到寄主植

物细胞间或细胞内，抑制寄主的防御反应，从而促使

病原菌在寄主植物上定殖、侵入和扩展［１０１１］。已发

现真菌效应子主要通过靶标蛋白来影响植物的ＰＴＩ

（ＰＡＭＰｔｒｉｇｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ）防御反应，如小麦条锈

菌犘狌犮犮犻狀犻犪狊狋狉犻犻犳狅狉犿犻狊ｆ．ｓｐ．狋狉犻狋犻犮犻效应基因

犘犈犆６可以与拟南芥和小麦中的腺苷激酶互作，从

而抑制寄主ＰＴＩ，促进小麦条锈菌在寄主中的侵

染［１２］。稻瘟菌 犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲 效应基因

犛犔犘１与番茄叶霉病菌犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿犳狌犾狏狌犿 效应

基因犈犆犘６含有保守的ＬｙｓＭ结构域，能与植物几

丁质结合受体竞争结合几丁质，从而逃避ＰＴＩ防御

反应［１３１４］。植物激素对调控植物的防御机制起着重

要的作用，真菌效应基因也通过影响植物激素的合

成来调控植物的防御反应。例如玉米黑粉菌犝狊狋犻

犾犪犵狅犿犪狔犱犻狊分泌的效应子Ｃｍｕ１能够催化水杨酸

的前体物质分支酸转为预苯酸（ｐｒｅｐｈｅｎｉｃａｃｉｄ），抑

制水杨酸的生物合成，影响水杨酸信号传导途

径［１５］。某些真菌效应子通过干扰宿主植物的活性

氧生成来抑制植物的防御反应，玉米黑粉菌的效应

子Ｐｅｐ１直接与玉米的过氧化物酶ＰＯＸ１２互作抑制

活性氧介导的免疫反应［１６］。病原真菌效应蛋白也

可以通过抑制ＲＮＡ沉默来抑制植物的防御反应，

小麦秆锈菌 犘．犵狉犪犿犻狀犻狊ｆ．ｓｐ．狋狉犻狋犻犮犻效应子

ＰｇｔＳＲ１通过改变防御调节因子小ＲＮＡ的丰富度

来抑制植物ＲＮＡ沉默诱导的防御机制
［１７］。总之效

应子可以通过不同的信号途径来抑制寄主的免疫反

应，从而使病原物能够完成侵染、定殖寄主植物的过

程［１８］。Ｙａｎ等
［１９］对犔．狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲进行全基因测序

组装分析，并结合生物信息学方法预测发现：共３５９

个具有效应子特征的基因。但目前对可可毛色二孢

效应子的功能研究还未见报道，效应子与寄主葡萄

之间的互作机制并不明晰。

探究效应子基因的转录模式及致病性对研究病

原菌效应子与寄主植物的作用机制有重要意义。

本试验对可可毛色二孢特有的效应子基因犔犜＿

３９７进行克隆，得到目的基因ＯＲＦ全长并进行生

物信息学分析，对犔犜＿３９７基因受可可毛色二孢诱

导转录分析和逆境胁迫转录分析，利用烟草毒力测

定体系对效应子ＬＴ＿３９７进行毒力测定。研究结

果为进一步分析病原菌对寄主的作用机制提供了

理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

可可毛色二孢菌株ＣＳＳ０１ｓ由本实验室分离并

保存。水稻谷枯病菌（颖壳伯克氏菌）犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪

犵犾狌犿犪犲菌株１０６６１９和ｐＥＤＶ５载体由中国农业大

学 孙 文 献 课 题 组 馈 赠。本 氏 烟 犖犻犮狅狋犻犪狀犪

犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪培养条件为２６℃，Ｌ∥Ｄ＝１４ｈ∥１０ｈ，

取生长４周烟草进行接种试验。

完全培养基（ＣＭ）：６ｇ／Ｌ酵母提取物、３ｇ／Ｌ酪

蛋白、１０ｇ／Ｌ葡萄糖和０．１％（犞／犞）微量元素混合

液［２０２１］；基础培养基（ＭＭ）：６ｇ／ＬＮａＮＯ３、０．５ｇ／Ｌ

ＫＣｌ、１．５ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４、１０ｇ／Ｌ葡

萄糖；缺碳源基础培养基（ＭＭＣ）：６ｇ／ＬＮａＮＯ３、

０．５ｇ／ＬＫＣｌ、１．５ｇ／ＬＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４；

缺氮源基础培养基（ＭＭＮ）：０．５ｇ／ＬＫＣｌ、１．５ｇ／Ｌ

ＫＨ２ＰＯ４、０．５ｇ／ＬＭｇＳＯ４、１０ｇ／Ｌ葡萄糖；培养基

ｐＨ均调至６．５。

ＬＡ犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ｐＭＤ１８Ｔ载体、ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ购自宝生物工程有限公司。Ｔｒｉｚｏｌ

和反转录酶ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｔｒａｎｓ５α感受态购自全式

金生物技术有限公司。其他常规化学药品均为分

析纯。

１．２　试验方法

１．２．１　犔犜＿３９７基因的克隆

采用ＴＲＩｚｏｌ法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）提取可可毛色二孢
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ＣＳＳ０１ｓ总ＲＮＡ，利用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ反转录体系

合成ｃＤＮＡ。设计犔犜＿３９７特异性引物（登录号Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：ＫＡＢ２５７７０６２．１），上游引物为Ｌｔ３９７Ｆ：５′ＡＴ

ＧＣＧＣＧＣＣＧＣＡＧＣＣＣＴＣＡＴＴＣ３′；下游引物为Ｌｔ３９７

Ｒ：５′ＧＴＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＧＴＡＡＡＣＧＡＡＧＴＣ３′，由 上

海生物工程股份有限公司合成。以反转录生成的可

可毛色二孢ｃＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增犔犜＿３９７基因，反

应体系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μＬ，２．５ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰｓ２μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上游和下游引物各１μＬ，

ＬＡ犜犪狇０．４μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，补水至５０μＬ。

ＰＣＲ扩增程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃

３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，共３２个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ
［２２］。

ＰＣＲ产物用１．５％的琼脂糖凝胶进行电泳检测，采

用ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对目的基因进行纯化回

收，并与 ｐＭＤ１８Ｔ 载体连接，转化大肠杆菌

Ｔｒａｎｓ５α，挑取单克隆进行菌液ＰＣＲ验证，阳性克隆

送至北京擎科新业生物技术有限公司进行测序。

１．２．２　效应子ＬＴ＿３９７的生物信息学分析

利用ＥｄｉｔＳｅｑ和ＥｘＰＡｓｙ软件对ＬＴ＿３９７进行

氨基酸序列分析；ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ预测ＬＴ＿３９７

氨基酸序列信号肽［２３２４］；使用Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ和ＳＯＰＭＡ

软件测定ＬＴ＿３９７跨膜螺旋等二级结构和蛋白质表

面氨基酸分布；ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ预测ＬＴ＿３９７蛋白的结

构模型［２５］。

１．２．３　逆境胁迫处理对犔犜＿３９７基因转录水平的

影响

　　检测不同胁迫处理条件下可可毛色二孢ＣＳＳ

０１ｓ效应子犔犜＿３９７基因的转录情况。营养胁迫处

理：将 ＣＳＳ０１ｓ菌株于 ＣＭ 液体培养基上２６℃

１６０ｒ／ｍｉｎ摇培２４ｈ，离心收集菌丝，随后将菌丝分

别置于缺碳源ＭＭＣ和缺氮源 ＭＭＮ培养基上生

长４ｈ
［２６２７］。氧化胁迫处理：将ＣＳＳ０１ｓ在ＣＭ液体

培养基上培养２４ｈ后，向培养基里分别加入Ｈ２Ｏ２

至终浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ和１０ｍｍｏｌ／Ｌ处理４ｈ
［２８］。

高温胁迫处理：ＣＳＳ０１ｓ在ＣＭ液体培养基上培养

２４ｈ，转移到４２℃培养箱静止４５ｍｉｎ
［２９］。离子胁迫

处理：ＣＳＳ０１ｓ在ＣＭ液体培养基上培养２４ｈ，离心

收集菌丝，分别转移到浓度为１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ和浓度

为０．１ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ的ＭＭ培养基中处理４ｈ。酸碱

胁迫处理：ＣＳＳ０１ｓ在ＣＭ液体培养基上培养２４ｈ，

离心收集菌丝，转移到ｐＨ分别为４和８的ＭＭ培养

基中处理４ｈ。紫外线ＵＶ胁迫处理：将ＣＳＳ０１ｓ在

ＣＭ液体培养基上培养２４ｈ后，用ＵＶＢ辐射测定仪

（北京师范大学光电仪器厂）进行测定，辐射强度为

５ｋＪ／ｍ２，分别设处理时间为５ｍｉｎ和１０ｍｉｎ
［３０３２］。处

理完毕后，将离心收集的菌丝置于液氮中速冻，

－８０℃保存。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测犔犜＿３９７基因的转录水平

液氮研磨菌丝后，采用ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）法对处

理样本ＲＮＡ进行提取。ＲＮＡ经ＤＮａｓｅＩ（ＴａＫａＲａ）

消化处理后，运用ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）反转录合

成第一链ｃＤＮＡ为模板进行实时定量ＰＣＲ扩增

（ｑＲＴＰＣＲ）。设计ｑＲＴＰＣＲ特异性引物，犔犜＿３９７基

因（登录号 ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＡＢ２５７７０６２．１）（Ｆ：５′ＣＡＴ

ＣＡＣＣＴＡＣＡＣＣＡＣＣＴＡＣ３′；Ｒ：５′ＣＴＣＣＴＴＧＴＣＧ

ＴＡＴＴＣＡＧＴＣＴ３′）；犔狋犃犮狋犻狀基因（登录号ＧｅｎＢａｎｋ：

ＡＹ８４６８７９．１），（Ｆ：５′ＴＣＴＴＣＧＣＴＣＧＡＧＡＡＧＴＣＧ

ＴＡ３′； Ｒ：５′ＡＣＡＡＴＧＧＡＡＧＧＴＣＣＧＣＴＣＴＣ３′）。

参照ＴａＫａＲａ说明书，采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩ染料法进

行荧光定量ＰＣＲ，反应在ＡＢＩ７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

检测系统上进行。ＰＣＲ反应体系：１０μＬＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ、０．５μＬ上游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、

０．５μＬ下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）、０．４μＬＲＯＸＲｅｆｅｒ

ｅｎｃｅＤｙｅＩＩ，０．５μＬｃＤＮＡ模板、补水至２０μＬ。反应

程序为：９５℃ 预变性３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ共４０个循环。每批检测３次，设３个生物

学重复。根据实时荧光定量ＰＣＲ得到的犆狋值以及

标准曲线，采用２－△△犆狋法分析试验数据
［３３］。以接种

可可毛色二孢时间０ｈ作为参照（转录水平为１），计

算犔犜＿３９７基因受可可毛色二孢不同侵染时间的相

对转录水平。以未做胁迫处理的样本ＣＫ作为参照

（转录水平为１），计算犔犜＿３９７基因逆境胁迫处理时

的相对转录水平。

１．２．５　效应蛋白ＬＴ＿３９７毒力测定

以３９７Ｔ 为模板，用引物 ３９７Ｆ（５′ＡＣＴＣ

ＧＡＧＧＧＣＣＣＴＧＴＧＧＡＡＡＡＧＣＧＴＣ３′）和 ３９７Ｒ

（５′ＡＧＧＡＴＣＣＧＴＴＧＧＣＧＴＣＴＴＣＧＴＡＡＡＣＧ３′）

进行ＰＣＲ扩增（扩增反应１．２．１），扩增得到的片

段连接到 Ｔ载体上，得到的重组载体命名为

３９７ＸＢＴ。由北京擎科新业生物技术有限公司进

行测序验证。用犡犺狅Ｉ和犅犪犿ＨＩ双酶切３９７ＸＢＴ

载体，回收小片段插入到ｐＥＤＶ５载体的犡犺狅Ｉ和

犅犪犿ＨＩ酶切位点间，得到的重组载体命名为

ｐＥＤＶ３９７。
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参照Ｓｈａｒｍａ等
［３４］和Ｚｈａｎｇ等

［３５］的方案，挑取

颖壳伯克氏菌单菌落接种于ＬＢ液体培养基，２８℃

振荡培养至ＯＤ６００＝０．８。４℃下８００ｇ离心１０ｍｉｎ，

弃去上清。用２５ｍＬ预冷的１０％甘油溶液轻轻悬

浮细胞，４℃下８００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，重复上述

步骤一次。最后加入７００μＬ预冷的１０％ 甘油溶液

悬浮细胞，即为颖壳伯克氏菌感受态细胞。采用电激

转化方法，将ｐＥＤＶ３９７载体转入颖壳伯克氏菌感受

态细胞。取２００μＬ培养液，涂布于含２５ｍｇ／Ｌ庆大

霉素（ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ）的ＬＢ固体平板上，２８℃倒置培养筛

选获得转化子，并利用ＰＣＲ验证转化子是否构建

成功。

将转化子和空载菌株接种于１０ｍＬ含有２５ｍｇ／Ｌ

ＧＭ的ＬＢ液体培养基中，２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培

养过夜。用０．９％ＮａＣｌ调整ＯＤ６００＝０．１。用１ｍＬ

注射器将菌液注射入烟草叶片下表皮。２～３ｄ后观

察细胞坏死情况。

２　结果与分析

２．１　犔犜＿３９７基因犘犆犚结果分析

设计特异性引物，以可可毛色二孢的ｃＤＮＡ为模

板，克隆犔犜＿３９７基因，测序分析结果表明，犔犜＿３９７开

放阅读框（ＯＲＦ）全长１１４０ｂｐ（图１）。

图１　犔犜＿３９７基因的扩增

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犔犜＿３９７犵犲狀犲

　

２．２　犔犜＿３９７蛋白的基本性质与功能分析

２．２．１　ＬＴ＿３９７蛋白的氨基酸序列分析

以ＮＣＢＩ中基因登录号ＫＡＢ２５７７０６２．１序列为

参照序列，利用ＥｘＰＡｓｙ在线软件分析犔犜＿３９７的

开放阅读框。如图２所示：犔犜＿３９７基因是编码３７９

个氨基酸的多肽。ＥｄｉｔＳｅｑ软件分析该多肽相对分

子质量约为４０．８ｋＤ，有１７个碱性氨基酸、５１个酸

性氨基酸、１３１个疏水性氨基酸和１３７个极性氨基

酸，含有１１个Ｃｙｓ。等电点为３．７９，在ｐＨ为７时，

电荷为－３４．０６。

图２　犔犜＿３９７基因序列与氨基酸组成图

犉犻犵．２　犃犱犻犪犵狉犪犿狅犳狋犺犲犔犜＿３９７犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犱

犪犿犻狀狅犪犮犻犱犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀

　
２．２．２　ＬＴ＿３９７信号肽分析

信号肽指的是一段通常位于蛋白质Ｎ端，在新

合成的多肽链中指导蛋白质合成及跨膜转移，大小

为１５～３０个的氨基酸多肽。它一般由３部分组成，

即疏水核心区、信号肽的Ｃ端和Ｎ端
［３６］。使用Ｓｉｇ

ｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ在线软件对可可毛色二孢效应子

ＬＴ＿３９７蛋白序列进行分析，预测其信号肽由１６个

氨基酸组成（图３）。

２．２．３　ＬＴ＿３９７蛋白的亲水性和疏水性分析

维持蛋白质结构特征的主要因素是疏水和亲水

间的平衡。疏水作用有利于与氨基酸的基团形成氢

键等作用力使蛋白质结构稳定，因而蛋白质的稳定

性很大程度上依赖于分子内的疏水相互作用［３７］。

使用在线软件Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ分析ＬＴ＿３９７蛋白分子的

亲水性和疏水性，并根据蛋白的得分数（Ｓｃｏｒｅ）来计

算蛋白的亲、疏水性。结果表明，该蛋白的氨基酸
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Ｓｃｏｒｅ值在３～－３．５（图４）。疏水性质用正值来表

示，亲水性质用负值表示，且绝对值越大，亲、疏水的

性质则越明显［３７］。用Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ工具统计分析显示

ＧＲＡＶＹ值为－０．２４４（最小值：－３．３００，最大值：

２．７１１），表明ＬＴ＿３９７为具有较强亲水性的蛋白质。

ＬＴ＿３９７蛋白前１５～２０个氨基酸均为疏水性氨基

酸，表明在Ｎ端有一典型的疏水区域，可能与信号

肽的组成相关。

图３　犔犜＿３９７信号肽分析

犉犻犵．３　犛犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犔犜＿３９７狆狉狅狋犲犻狀

　

图４　犔犜＿３９７蛋白的亲水性和疏水性分析

犉犻犵．４　犎狔犱狉狅狆犺犻犾狔犪狀犱犺狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊

狅犳犔犜＿３９７狆狉狅狋犲犻狀

　
２．２．４　ＬＴ＿３９７蛋白二级结构分析

使用在线软件ＳＯＰＭＡ对ＬＴ＿３９７蛋白的二级

结构进行分析，结果显示ＬＴ＿３９７氨基酸序列的二

级结构是由３１．１３％的α螺旋、１５．８３％的延伸链区

和４９．３９％的无规则卷曲并通过３．４３％的β转角进

行连接构成。

２．２．５　ＬＴ＿３９７蛋白三级结构分析

使用ＢｌａｓｔＰ对ＬＴ＿３９７蛋白进行同源序列比对，

选择同源序列Ｅ值低的氨基酸序列ＯＭＰ８１８６３．１作

为预测模板，并使用ＳｗｉｓｓＭｏｄｅｌ查询同源序列的

蛋白质三级结构，从而预测得到ＬＴ＿３９７蛋白三级

结构。结果如图５所示：ＬＴ＿３９７是单体，没有与其结

合的配体；该蛋白质三级结构主要由２个螺旋结构并

通过α螺旋和无规则的残基片段构成，并且通过β转

角连接、折叠形成这种“背包形”的蛋白结构。

图５　可可毛色二孢犔犜＿３９７蛋白三级结构预测

犉犻犵．５　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狋犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犿狅犱犲犾狅犳犔犜＿３９７

狆狉狅狋犲犻狀犻狀犔犪狊犻狅犱犻狆犾狅犱犻犪狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲

　
２．３　犔犜＿３９７受逆境胁迫诱导转录分析

以犔狋犃犮狋犻狀基因作为内参基因，利用ｑＲＴＰＣＲ

分析不同侵染时间下可可毛色二孢对犔犜＿３９７基因

转录水平的影响。犔犜＿３９７受到可可毛色二孢诱导

上调表达，相对转录水平在２４ｈ达到最高，是对照

的２．８５倍，之后转录水平逐渐下降（图６）。可可毛

色二孢胁迫处理后效应子犔犜＿３９７基因的相对转录

水平均高于未胁迫处理样本（图７）。在营养吸收方

面，氮元素的缺少诱导犔犜＿３９７基因的相对转录水

平上升明显，相对转录水平为１８．８６；氧化胁迫处理

中，基因的相对转录水平随Ｈ２Ｏ２ 浓度的增加呈上

升趋势，１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２ 处理下基因的相对转录

水平为１５．２０；热胁迫处理中，４５℃高温处理的样本

相对转录水平为３．９８；在离子胁迫下，ＮａＣｌ处理的样

本中犔犜＿３９７基因的相对转录水平是４．７５，而ＬｉＣｌ处

理下相对转录水平与对照水平相比，转录水平微上

调，相对转录水平为２．３０；酸碱胁迫处理发现：与适宜

的ｐＨ值５～７相比，弱酸弱碱都会造成犔犜＿３９７基因

转录水平的上升，但碱性条件下基因的转录水平更

高，相对转录水平为８．６６；ＵＶ胁迫发现：紫外线照射

时间越长，犔犜＿３９７基因相对转录水平越高，ＵＶ照

射１０ｍｉｎ的犔犜＿３９７基因相对转录水平为１８．７８。
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图６　可可毛色二孢侵染后不同时间犔犜＿３９７的

相对转录水平

犉犻犵．６　犚犲犾犪狋犻狏犲狋狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犔犜＿３９７犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋

狋犻犿犲狆狅犻狀狋狊狌狆狅狀犻狀犳犲犮狋犻狅狀犫狔犔犪狊犻狅犱犻狆犾狅犱犻犪狋犺犲狅犫狉狅犿犪犲

　

图７　犔犜＿３９７基因在不同逆境处理下的转录模式

犉犻犵．７　犜狉犪狀狊犮狉犻狆狋犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犔犜＿３９７狌狀犱犲狉

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊狋狉犲狊狊犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

　

２．４　效应子犔犜＿３９７可抑制颖壳伯克氏菌诱导的

犎犚反应

　　效应子ＬＴ＿３９７转入颖壳伯克氏菌感受态细胞

后，在含有２５ｍｇ／Ｌ庆大霉素的ＬＢ固体平板上挑

取生长的单克隆转化子，进行菌液ＰＣＲ验证。如图

８所示：阳性转化子ＰＣＲ扩增得到约１０００ｂｐ大小

片段，阴性对照ｐＥＤＶ空载体无假阳性的条带出现。

将验证成功的转化子进行测序验证，也证明重组质

粒ｐＥＤＶ３９７构建成功。

图８　狆犈犇犞３９７转化子验证

犉犻犵．８　犘犆犚狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犈犇犞３９７狋狉犪狀狊犳狅狉犿犪狀狋

　

图９　效应子犔犜＿３９７可抑制颖壳伯克氏菌在本生烟中诱导的犎犚反应

犉犻犵．９　犈犳犳犲犮狋狅狉犔犜＿３９７狊狌狆狆狉犲狊狊犲狊犎犚犻狀犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪犻狀犱狌犮犲犱犫狔犅狌狉犽犺狅犾犱犲狉犻犪犵犾狌犿犪犲

　
　　植物病原真菌通常通过效应因子克服宿主免

疫。颖壳伯克氏菌自身能够在本生烟上诱导很强的

过敏性坏死反应［３４］。因此我们构建了ｐＥＤＶ３９７

载体，利用颖壳伯克氏菌三型分泌系统将效应子ＬＴ

＿３９７分泌到植物细胞内。结果如图９ａ所示，在本

生烟上瞬时表达效应子ＬＴ＿３９７，正常条件下生长

·７６·
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３ｄ后观察发现：瞬时表达效应子ＬＴ＿３９７的叶片

ＨＲ面积小于对照。选取１０组处理样品测量 ＨＲ

反应直径，统计结果如图９ｂ所示，在烟草叶片中，表

达效应子ＬＴ＿３９７的ＨＲ反应平均长度为０．５５ｃｍ，

而对照组平均长度为１．７４ｃｍ，说明该效应子可抑

制颖壳伯克氏菌诱导的ＨＲ反应。

３　讨论

大量研究报道发现，植物病原真菌效应子通过

多种途径抑制寄主植物的防卫反应，使病原真菌成

功在寄主体内定殖、侵入和扩展［３５，３８４０］。然而关于

葡萄枝干病害的病原效应子功能的研究还未见报道。

本试验克隆了可可毛色二孢特有的效应子犔犜＿３９７

基因，并利用生物信息学手段对该蛋白进行理化性

质、二级结构和功能结构域预测分析，其编码的氨基

酸Ｎ端具有一个典型的信号肽区段，含有１１个Ｃｙｓ

属于分泌蛋白。利用实时定量ＰＣＲ技术分析犔犜＿３９７

基因在不同胁迫处理的转录模式发现：高温、Ｈ２Ｏ２、

ＵＶ处理均可诱导该基因转录水平的提高。

病原真菌效应子对植物免疫系统的调控作用，

可通过烟草的细胞坏死反应进行快速检测［４１］。部

分效应子在烟草的超表达可以引起烟草细胞坏死，

另外的效应子可抑制不同激发子诱导的细胞坏

死［３８，４２４３］。本研究通过烟草毒力试验证实：效应子

ＬＴ＿３９７可抑制颖壳伯克氏菌诱导的 ＨＲ反应，可

能对可可毛色二孢的毒性有一定的促进作用。

可可毛色二孢是一种半活体营养型真菌，在侵染

植物的早期需要从活体中吸取营养物质，而在侵染后

期，则要杀死寄主植物，转换到死体营养，从死体植物

组织中吸收营养物质。在可可毛色二孢中可能存在

大量功能特异的效应子，它们可能在该病原侵染寄主

过程中发挥重要作用［１９，４４］。有关可可毛色二孢效应

子的作用机制研究有待进一步通过基因编辑、蛋白互

作等进行深入分析。通过探索ＬＴ＿３９７等效应子的生

物学功能以及作用机制研究，将有利于揭示可可毛色

二孢的致病机制，进一步寻找和设计药物新靶点，为

创建持久、高效的绿色防治技术提供理论基础。
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