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稻瘟病菌效应蛋白犕狅犐犈犈犘１功能初探
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摘要　由稻瘟病菌引起的稻瘟病是全球最严重的植物真菌病害之一，严重威胁水稻生产安全。效应蛋白是病原菌

与植物对抗过程中分泌产生的一种蛋白质，可作为毒力因子促进侵染或作为无毒因子触发防御反应。本研究对实

验室前期筛选到的在稻瘟病菌侵染早期诱导表达的效应蛋白（ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭｏＩ

ＥＥＰ１）进行了功能验证与分析。结果表明：犕狅犐犲犲狆１在稻瘟病菌侵染初期８ｈ表达量最高；信号肽和亚细胞定位分

析验证该蛋白Ｎ端含有１７个氨基酸的信号肽且在水稻原生质体中呈明亮点状的定位信号，初步推测该定位信号

为过氧化物酶体或线粒体等细胞器；与野生型菌株Ｇｕｙ１１相比，犕狅犐犲犲狆１基因敲除突变体菌丝生长无明显差异，但

其致病性受到影响。以上研究结果为进一步探究该蛋白质的作用机理打下良好基础，也为揭示其他效应蛋白在稻

瘟病菌侵染水稻过程中的功能提供新的理论依据。

关键词　稻瘟病菌；　诱导表达；　效应蛋白
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　　水稻是最重要的粮食作物之一，供养着全世界

５０％以上的人口。然而，由稻瘟病菌引起的水稻全

生育期病害极其严重且难以控制。研究显示，稻瘟

病造成的水稻年均减产量可大约供给６０００万人口

的稻米需求［１］。稻瘟病菌无性态为灰梨孢犘狔狉犻犮狌

犾犪狉犻犪狅狉狔狕犪犲Ｓａｃｃ，属半知菌亚门，丛梗孢纲，丛梗孢

目，丛梗孢科，梨形孢属；有性态为 犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲

狅狉狔狕犪犲ＢａｒｒＹａｅｇａｓｈ，子囊菌亚门。其侵染阶段分为：

首先，在适宜温湿度条件下，稻瘟病菌分生孢子梗产

生分生孢子，作为侵染循环的接种体；其次，借助空气

和风雨的传播，分生孢子利用尖端的黏液附着在植物

组织表面，２ｈ后萌发形成芽管，８ｈ后特异性分化产
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生附着胞；成熟的附着胞随即形成侵染钉穿透植物表

皮细胞，侵入植物体内；最后，稻瘟病菌菌丝在寄主细

胞内和组织间生长，并在侵染４～５ｄ后形成病斑，寄

主细胞死亡。空气湿度较高的情况下，稻瘟病菌侵染

菌丝再次产生分生孢子梗和分生孢子，形成新一轮侵

染循环，造成病害的不断产生与扩散［２］。自稻瘟病菌

全基因组测序完成以来，己有上百个基因被预测并证

明可能与稻瘟病菌的致病性相关［３］。如敲除稻瘟病

菌犕狅犇狌狅１基因后，发现其突变体分生孢子发育异

常，营养菌丝生长减缓，致病力明显减弱［４］。有些基

因则与稻瘟病菌附着胞和侵染钉的形成有关，如

犘犿犽１、犕狅犕犛犅２、犕狅犛犎犗１、犆狅狀１等，进而影响其致

病性［５］。因此，稻瘟病菌致病相关基因及其与水稻

的互作研究是寻找新的防病途径的关键，具有重要

的科学意义和实践价值。

为了顺利侵入寄主植物，病原菌需要经历一系

列形态和生理变化，其中包括抑制或克服植物免疫

系统，扰乱寄主新陈代谢和信号传导，促进其自身生

长。相应地，植物体内进化出一套相对完善的防御

系统［６］。该系统包括两个层面。第一是植物细胞表

面模式识别受体识别保守的病原菌相关分子模式

（ＰＡＭＰ）激发植物基础防卫反应ＰＴＩ（ＰＡＭＰｔｒｉｇ

ｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ）；第二是植物抗病蛋白直接或间接

识别病原菌分泌的效应蛋白产生的更强烈的免疫防

卫反应ＥＴＩ（Ｅｆｆｅｃｔｏｒｔｒｉｇｇｅｒｅｄｉｍｍｕｎｉｔｙ）
［７］，通常

在侵染位点引起寄主细胞死亡。在植物和病原菌激

烈的“军备竞赛”中，ＰＴＩ是寄主植物先天免疫的基础

防线。寄主植物模式识别受体识别到鞭毛蛋白、碳水

化合物、脂质和小分子等病原菌相关分子模式即可抵

御病原菌侵染［８］。随之病原菌协同进化出多种途径

直接或间接抑制植物ＰＴＩ反应，其中最重要的是通过

分泌效应蛋白干扰免疫反应［９］。大多数真菌效应蛋

白Ｎ端具有信号肽，利用内质网－高尔基体蛋白分泌

系统分泌到细胞外基质，或被转运至植物细胞特定空

间发挥作用［１０］。基因组、转录组和蛋白质组等相关生

物技术的不断发展，使越来越多与水稻互作的稻瘟病

菌效应蛋白先后被鉴定。稻瘟病菌犛犾狆１基因编码一

个具有分泌功能的ＬｙｓＭ效应蛋白，通过与水稻模式

识别受体几丁质激发子结合蛋白（ＣＥＢＩＰ）竞争结合几

丁质，抑制植物免疫反应［１１］。ＡＶＲＰＩＴＡ 和ＰＷＬ２

含有分泌信号肽且在真菌侵入、定殖和晚期感染过程

中特异表达［２］。犪犮犲１是已克隆无毒基因中唯一编码

非分泌蛋白的基因，控制合成一种次生代谢物，侵染

水稻时特异性积累在附着胞细胞质中［１２］。

鉴定更多的稻瘟病菌效应蛋白并明确其在寄主

细胞中的可能作用位置及其致病性不仅是当前研究

“水稻稻瘟病菌”分子互作机制的热点内容，而且对

稻瘟病防治及培育抗性品种等工作具有极其重要的

意义。前期研究中，本实验室应用ＲＬＳＡＧＥ、ＭＰＳＳ

与ＳＢＳ转录组高通量分析技术，检测到犕狅犐犲犲狆１分

泌蛋白基因在稻瘟病菌侵染寄主植物时诱导表

达［１３］。为进一步了解该基因的功能，本文对 ＭｏＩ

ＥＥＰ１（ＭＧＧ＿０００８３）蛋白的预测信号肽进行了分析与

功能验证，亚细胞定位分析与验证了该蛋白的定位，

并构建该基因的敲除突变体，解析其生长表型与致病

性，为进一步研究该效应蛋白的功能奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

水稻品种为‘日本晴’和‘ＣＯ３９’。稻瘟病菌菌株

为Ｇｕｙ１１，农杆菌犃犵狉狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犿犲犳犪犮犻犲狀狊菌株为

ＥＨＡ１０５，克隆菌株为大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻菌株

ＤＨ５α和ＪＭ１０９，酵母突变体菌株为ＹＴＫ１２。试验用

载体为用于信号肽验证的ｐＳＵＣ２和用于水稻亚细胞

定位的ｐＹＢＡ１１３２，以上试验材料均由本实验室保存。

用于酵母菌培养的ＳＤ／Ｔ培养基、蔗糖培养基、ＹＰＤ

培养基的配制参考文献［１４］。

１．２　试验方法

１．２．１　效应蛋白基因克隆与载体构建

根据真菌数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｆｕｎｇｉｄｂ．ｏｒｇ／ｆｕｎ

ｇｉｄｂ／）中犕狅犐犲犲狆１（ＧｅｎｅＩＤ：ＭＧＧ＿０００８３）基因编

码区（ＣＤＳ）序列信息，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件

设计包含全长开放阅读框（ｆｕｌｌｌｅｎｇｔｈ，ＦＬ）和不含预

测信号肽的截短编码区（ｎｏｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＳ）目的基

因引物，正反向引物前端加上合适的酶切位点及同源

序列，用于载体构建；以稻瘟病菌菌株Ｇｕｙ１１菌丝

ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增目的基因并进行琼脂糖凝胶

检测和纯化回收；对ｐＳＵＣ２和ｐＹＢＡ１１３２载体相应

酶切位点进行双酶切，胶回收后分别与犕狅犐犲犲狆１基

因不同片段重组连接并转化至大肠杆菌感受态细胞

中，挑取适量单克隆菌落进行ＰＣＲ筛选和测序验

证；确认序列准确的单菌落经扩大培养后提取质粒，

－２０℃保存备用。引物合成和测序由北京擎科生物

技术公司完成。
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１．２．２　效应蛋白转录分析

参照吴立叶等［１５］的稻瘟病菌菌丝和孢子样品收

集方法，获得Ｇｕｙ１１新鲜菌丝和孢子样品，液氮速冻，

－８０℃保存备用。喷雾接种法将Ｇｕｙ１１分生孢子接

种于生长１周的大麦叶片背面，分别在接种后２ｈ（芽

管形成阶段）、８ｈ（附着胞形成阶段）、１８、２４、４２ｈ撕取

叶片下表皮，液氮速冻，－８０℃保存备用。

ＴＲＩｚｏｌ法提取稻瘟病菌Ｇｕｙ１１菌丝、孢子及不

同侵染时期大麦样品总ＲＮＡ，获得的总ＲＮＡ用全

式金生物公司ＲＮＡ反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ作为

荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）模板。本试验使用引物

见表１。内参基因犕狅犃犮狋犻狀（ＭＧＧ＿０３９８２）作为对

照，基因表达量用相对阈值法（２－ΔΔ犆犜）计算，软件

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５分析并作图。

表１　稻瘟菌效应蛋白功能分析所用引物１
）

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉犳狌狀犮狋犻狅狀犪犾犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲犳犳犲犮狋狅狉狆狉狅狋犲犻狀

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒ

备注

Ｒｅｍａｒｋ

ＡｃｔｉｎｑＦ ＴＧＡＣＧＴＣＣＧＡＡＡＧＧＡＴＣＴＧＴ 内参基因ＣＤＳ特异区段正向引物

ＡｃｔｉｎｑＲ ＣＣＴＧＣＴＴＣＧＡＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ 内参基因ＣＤＳ特异区段反向引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＱＦ ＡＴＧＡＡＣＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＣＣ 目的基因ＣＤＳ特异区段正向引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＱＲ ＴＣＧＣＴＡＡＡＣＡＴＧＴＣＣＴＴＧＧＣ 目的基因ＣＤＳ特异区段反向引物

ｐＳＵＣ２＿ＭｏＩＥＥＰ１＿ＦＬＦ
ＣＧＧＡＡＴＴＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＡＴＴＣＡＴ

ＧＡＧＡＴＴＣＧＡＧＡＣＴＣＴＧＡ
目的基因ＣＤＳ全长克隆到ｐＳＵＣ２载体正向引物

ｐＳＵＣ２＿ＭｏＩＥＥＰ１＿ＮＳＦ
ＣＧＧＡＡＴＴＴＴＡＡＴＴＡＡＧＡＡＴＴＣＡＴＧ

ＧＴＣＣＣＣＡＴＧＡＡＣＧＧＡＧ
目的基因ＣＤＳ去信号肽克隆到ｐＳＵＣ２载体正向引物

ｐＳＵＣ２＿ＭｏＩＥＥＰ１Ｒ
ＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＡＧＡＡＣＣＴＣＧＡＧＧＡＡＣＡＴ

ＧＧＣＧＧＧＣＡＧＣＣＴＧ
目的基因ＣＤＳ克隆到ｐＳＵＣ２载体反向引物

ｐＹＢＡ１１３２＿ＭｏＩＥＥＰ１＿ＦＬＦ
ＣＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴ

ＧＡＧＡＴＴＣＧＡＧＡＣＴＣＴＧＡＴＣ
目的基因ＣＤＳ全长克隆到ｐＹＢＡ１１３２载体正向引物

ｐＹＢＡ１１３２＿ＭｏＩＥＥＰ１＿ＮＳＦ
ＣＧＣＴＣＴＡＧＡＡＣＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＴＣ

ＣＣＣＡＴＧＡＡＣＧＧＡＧ
目的基因ＣＤＳ去信号肽克隆到ｐＹＢＡ１１３２载体正向引物

ｐＹＢＡ１１３２＿ＭｏＩＥＥＰ１Ｒ
ＧＡＴＡＡＧＣＴＴＧＡＴＡＴＣＧＡＡＴＴＣＧＡＡ

ＣＡＴＧＧＣＧＧＧＣＡＧＣＣＴ
目的基因ＣＤＳ克隆到ｐＹＢＡ１１３２载体反向引物

ＨＹＧＦ ＣＴＴＧＧＣＴＧＧＡＧＣＴＡＧＴＧＧＡＧＧＴ 目的基因敲除第一轮ＰＣＲ扩增犺狔犵基因正向引物

ＨＹＧＲ ＣＣＣＧＧＴＣＧＧＣＡＴＣＴＡＣＴＣＴＡＴＴＣ 目的基因敲除第一轮ＰＣＲ扩增犺狔犵基因反向引物

ＬＢＣＫ ＣＧＡＣＧＡＧＣＧＡＡＴＡＡＡ 目的基因敲除第一轮ＰＣＲ扩增上游ＬＢ正向引物

ＬＢＲ
ＡＣＣＴＣＣＡＣＴＡＧＣＴＣＣＡＧＣＣＡＡＣＧＴＡ

ＣＡＣＧＣＡＣＡＡＣＣ
目的基因敲除第一轮ＰＣＲ扩增上游ＬＢ反向引物

ＲＢＦ
ＧＡＡＴＡＧＡＧＴＡＧＡＴＧＣＣＧＡＣＣＧＧＧＣＴＴＴ

ＧＴＴＴＣＴＴＧＴＴＴＣＧＴＣ
目的基因敲除第一轮ＰＣＲ扩增下游ＲＢ正向引物

ＲＢＣＫ ＴＴＧＣＴＧＣＣＴＴＴＣＴＧＣ 目的基因敲除第一轮ＰＣＲ扩增下游ＲＢ反向引物

ＨＹＧＦ１ ＧＡＴＧＴＡＧＧＡＧＧＧＣＧＴＧＧＡＴＡＴＧＴＣＣＴ 目的基因敲除第二轮ＰＣＲ扩增ＹＧ＋ＲＢ融合基因正向引物

ＨＹＧＲ１ ＧＴＡＴＴＧＡＣＣＧＡＴＴＣＣＴＴＧＣＧＧＴＣＣＧ 目的基因敲除第二轮ＰＣＲ扩增ＬＢ＋ＨＹ融合基因反向引物

ＬＢＦ ＣＣＡＧＣＣＧＡＡＡＣＡＧＡＴ 目的基因敲除第二轮ＰＣＲ扩增ＬＢ＋ＨＹ融合基因正向引物

ＲＢＲ ＡＧＧＣＧＴＧＣＣＡＴＴＣＴＣ 目的基因敲除第二轮ＰＣＲ扩增ＹＧ＋ＲＢ融合基因反向引物

Ｈ７０８ ＧＣＣＧＴＧＧＴＴＧＧＣＴＴＧＴＡＴ 目的基因敲除突变体ＤＮＡ鉴定潮霉素正向引物

Ｈ８５３ ＡＣＡＧＡＣＧＴＣＧＣＧＧＴＧＡＧＴＴ 目的基因敲除突变体ＤＮＡ鉴定潮霉素反向引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＵＡ ＡＴＧＣＡＴＡＡＣＡＧＣＴＴＧＴＧＧＣＴＡＧＡＣ 目的基因敲除突变体ＤＮＡ鉴定基因上游正向引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＤＢ ＣＡＧＴＴＣＧＴＧＧＣＣＡＣＡＧＡＧＣ 目的基因敲除突变体ＤＮＡ鉴定基因下游反向引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＮＦ ＡＴＧＡＡＣＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＣＣ 目的基因敲除突变体ＤＮＡ／ＲＮＡ鉴定基因内部正向引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＮＲ ＴＣＧＣＴＡＡＡＣＡＴＧＴＣＣＴＴＧＧＣ 目的基因敲除突变体ＤＮＡ／ＲＮＡ鉴定基因内部反向引物

　１）Ｆ代表正向引物，Ｒ代表反向引物，犺狔犵代表潮霉素基因，ＬＢ代表目的基因上游片段，ＲＢ代表目的基因下游片段，ＨＹ代表潮霉素基因前

２／３段，ＹＧ代表潮霉素基因后２／３段；引物中的下划线序列代表添加的限制性内切酶的酶切位点序列。犈犮狅ＲⅠ：ＧＡＡＴＴＣ，犡犺狅Ⅰ：

ＣＴＣＧＡＧ，犅犪犿ＨⅠ：ＧＧＡＴＣＣ。

Ｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒｓ，ａｎｄＲｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒｓ，犺狔犵ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎｇｅｎｅ，ＬＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｕｐｓｔｒｅａｍｆｒａｇｍｅｎｔｏｆ

ｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ，ＲＢｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｆｒａｇｍｅｎｔｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ，ＨＹｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｆｉｒｓｔ２／３ｓｅｇｍｅｎｔｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ，ＹＧｒｅ

ｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｌａｓｔ２／３ｓｅｇｍｅｎｔｏｆｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ；Ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｔｈｅｐｒｉｍｅｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ．犈犮狅ＲⅠ：ＧＡＡＴＴＣ；

犡犺狅Ⅰ：ＣＴＣＧＡＧ；犅犪犿ＨⅠ：ＧＧＡＴＣＣ．

１．２．３　效应蛋白生物信息学分析

利用ＳｉｇｎａｌＰ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖ

ｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ５．０／）在线平台预测ＭｏＩＥＥＰ１氨基酸序

列信号肽的有无和具体位置；ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ（ｈｔｔｐｓ：∥

ｗｏｌｆｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／）在线平台预测ＭｏＩＥＥＰ１在植物中

的亚细胞定位。网站预测过程中，均需首先输入ＭｏＩ

·４１·
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ＥＥＰ１氨基酸序列Ｆａｓｔａ格式，信号肽分析选择“Ｏｒｇａｎ

ｉｓｍｇｒｏｕｐ”为“Ｅｕｋａｒｙａ”，亚细胞定位分析选择相应物

种类型为“Ｐｌａｎｔ”，然后直接提交即可获得预测结果。

１．２．４　效应蛋白信号肽验证

ＬｉＡｃ法
［１６］制备酵母突变体菌株ＹＴＫ１２感受态

细胞，并将构建好的含有目的基因犕狅犐犲犲狆１的ｐＳＵＣ２

载体质粒进行转化。挑取转化成功的酵母单克隆于

ＳＤ／Ｔ液体培养基中，２８℃，１８０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。当

ＯＤ６００达到０．８时，菌液稀释１０００倍划线于蔗糖筛

选培养基上，观察酵母菌株在培养基上的生长情况。

１．２．５　效应蛋白亚细胞定位验证

高渗透压下，利用以纤维素酶和果胶酶为主要

成分配制的酶解液消化生长１０ｄ的‘日本晴’水稻

黄化苗细胞壁，使之结构松散破坏；随后移除酶解

液，用普通渗透压，浓度为０．６ｍｏｌ／Ｌ的缓冲液使细

胞吸水，原生质体冲破细胞壁释放出来，离心收集原

生质体。再将构建好的含有目的基因犕狅犐犲犲狆１的

ｐＹＢＡ１１３２载体质粒转化到水稻原生质体中，光照

培养箱２８℃，Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ条件下孵育４８ｈ

后，激光共聚焦显微镜观察。

１．２．６　犕狅犐犲犲狆１基因敲除突变体的构建

依据改进的ＳｐｌｉｔＰＣＲ
［１７］方法进行目的基因敲

除。首先根据稻瘟病菌犕狅犐犲犲狆１基因组ＤＮＡ序列

信息，设计两轮ＰＣＲ扩增引物；然后以稻瘟病菌

Ｇｕｙ１１基因组ＤＮＡ为模板，ＬＢＣＫ／ＬＢＲ和ＲＢＦ／

ＲＢＣＫ两对引物，分别扩增目的基因上游ＬＢ片段

和下游ＲＢ片段，并以ｐＣＸ６２载体为模板，ＨＹＧＦ／

ＨＹＧＲ扩增完整潮霉素（ＨＹＧ）基因；再分别以片

段ＬＢ和ＨＹＧ共同作为模板，ＬＢＦ和ＨＹＧＲ１为

引物，扩增出片段ＬＢ＋ＨＹ，以片段ＲＢ和ＨＹＧ共

同作为模板，ＨＹＧＦ１和ＲＢＲ为引物，扩增出片段

ＹＧ＋ＲＢ；最后将两个ＤＮＡ融合片段共同转化至稻

瘟病菌Ｇｕｙ１１原生质体；用含有潮霉素抗性的培养

基筛选转化子并进行ＤＮＡ和ＲＮＡ水平的验证，最

终获得阳性敲除菌株。

１．２．７　犕狅犐犲犲狆１突变体生长表型分析

用孔径６ｍｍ打孔器从生长一周左右的稻瘟病

菌野生型菌株Ｇｕｙ１１和２个犕狅犐犲犲狆１敲除突变体

菌落边缘取同等大小的菌块，同时接种于完全培养

基（ＣＭ）正中央，２８℃黑暗培养７ｄ后观察菌落生长

形态并测量菌落直径。

１．２．８　犕狅犐犲犲狆１突变体致病力检测

稻瘟病菌野生型菌株 Ｇｕｙ１１和突变体菌株于

２５℃养菌室暗培养３ｄ后恢复光照，７～１０ｄ后产生

大量孢子。用０．０５％的Ｔｗｅｅｎ２０水溶液洗下分生

孢子，并调整孢子悬浮液浓度为１．５×１０５个／ｍＬ，

再均匀喷施在三叶一心期‘ＣＯ３９’水稻叶片上，避免

孢子悬浮液液滴凝聚，影响接种效果。接种后于植物

光照培养箱中２６～２８℃，覆膜黑暗保湿培养２４ｈ，然

后恢复正常光照，温度不变，光照和黑暗各１２ｈ，湿

度为８０％～９０％，７ｄ后调查病情并统计病斑密度。

即统计叶片上一定面积的病斑数，计算不同病原菌

接种后的平均病斑数（个／ｃｍ２）。

２　结果与分析

２．１　稻瘟病菌效应蛋白基因犕狅犐犲犲狆１转录分析

稻瘟病菌侵染水稻过程中，黏附在水稻表面的

分生孢子先产生芽管，再逐渐分化出一种特殊的圆

顶状休眠结构———附着胞，附着胞通过积累高浓度

的相容性溶质产生巨大的膨压，细胞膨压再转换成

机械动力，促使侵染钉穿透叶角质和表皮细胞壁。

稻瘟病菌侵染早期表达的效应蛋白更有可能与致病

性相关。我们利用ｑＲＴＰＣＲ技术，验证了稻瘟病

菌犕狅犐犲犲狆１在不同生长和侵染时期的表达水平。

如图１所示，犕狅犐犲犲狆１在侵染初期８ｈ（附着胞形成

阶段）表达量最高，而在菌丝、孢子等营养生长阶段

表达量较低，侵染寄主８ｈ后的表达量呈逐渐降低

趋势。推测该基因可能在稻瘟病菌被寄主植物识别

或进行活体营养侵染阶段发挥重要作用。

图１　犕狅犐犲犲狆１在稻瘟病菌不同生长和侵染时期的表达量分析

犉犻犵．１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犕狅犐犲犲狆１犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狑狋犺犪狀犱

犻狀犳犲犮狋犻狅狀狊狋犪犵犲狊狅犳犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲

　
２．２　稻瘟病菌效应蛋白犕狅犐犈犈犘１信号肽分析与验证

信号肽是真菌效应蛋白Ｎ端的一段氨基酸序列，

使效应蛋白在病原菌入侵寄主植物时具有分泌性。

首先利用ＳｉｇｎａｌＰ在线分析软件预测了ＭｏＩＥＥＰ１蛋

白的信号肽，结果表明，该蛋白Ｎ端氨基酸序列具有
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信号肽，且其信号肽切割位点为１７／１８（图２）。随后

构建了２个犕狅犐犲犲狆１基因的ｐＳＵＣ２（含蔗糖转化酶基

因）转化质粒并分别转化到酵母突变体菌株ＹＴＫ１２

中。ＹＴＫ１２菌株不含蔗糖转化酶基因，仅能在ＹＰＤ

培养基上生长，而不能在以蔗糖为唯一碳源的筛选培

养基上生长。试验结果表明（图３），转化 Ａｖｒ１ｂ＿

ｐＳＵＣ２（阳性对照）的ＹＴＫ１２菌株能在蔗糖筛选培养

基上正常生长，但含有ｍｇ８７＿ｐＳＵＣ２（阴性对照）的

ＹＴＫ１２菌株因ｍｇ８７不具有分泌性，不能在蔗糖筛选

培养基上生长。含ＭｏＩＥＥＰ１＿ＦＬ＿ｐＳＵＣ２序列的菌株

能在蔗糖筛选培养基上生长，而含 ＭｏＩＥＥＰ１＿ＮＳ＿

ｐＳＵＣ２序列的菌株不能在蔗糖筛选培养基上生长，说

明该效应蛋白含有信号肽序列，为分泌蛋白。

图２　稻瘟病菌效应蛋白犕狅犐犈犈犘１信号肽预测分析

犉犻犵．２　犅犻狅犻狀犳狅狉犿犪狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲狅犳犕狅犐犈犈犘１

犲犳犳犲犮狋狅狉犻狀犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲

　

图３　酵母分泌试验验证犕狅犐犈犈犘１信号肽功能

犉犻犵．３　犢犲犪狊狋狊犲犮狉犲狋犻狅狀狋犲狊狋狏犪犾犻犱犪狋犲狊狋犺犲犳狌狀犮狋犻狅狀狅犳

犕狅犐犈犈犘１狊犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲

　
２．３　稻瘟病菌效应蛋白犕狅犐犈犈犘１亚细胞定位分析

与验证

　　病原菌效应蛋白在水稻细胞中的亚细胞定位与

其功能的发挥密切相关。采用 ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ
［１８］软

件对ＭｏＩＥＥＰ１蛋白进行亚细胞定位分析。该软件

数据库来源于ＵｎｉＰｒｏｔ网站，分为真菌、植物和动物

３个方面，各包含２１１３、２３３３和１２７７１个蛋白质。

基于分类信号、氨基酸组成和功能修饰（如ＤＮＡ结合

基序），ＷｏＬＦＰＳＯＲＴ将蛋白质氨基酸序列转换为数

字定位特征，然后使用ｋ近邻分类法预测其亚细胞定

位。预测结果以两种方式显示：Ⅰ）与查询序列最相似

定位特征的已知定位蛋白质个数；Ⅱ）关于各个已知定

位蛋白的详细特征信息。如表２、表３所示，该软件共

筛选到１４个ＭｏＩＥＥＰ１最相似定位蛋白。其中与定

位在内质网、内质网和质膜、过氧化物酶体、细胞质

和过氧化物酶体中的相似蛋白质个数相等且最多；

其次是叶绿体和细胞外基质。所以ＭｏＩＥＥＰ１蛋白极

表２　经犠狅犔犉犘犛犗犚犜软件分析犕狅犐犈犈犘１与数据库中

相似定位的蛋白质数量

犜犪犫犾犲２　犖狌犿犫犲狉狅犳狆狉狅狋犲犻狀狊狊犻犿犻犾犪狉狋狅狋犺狅狊犲犻狀狋犺犲犱犪狋犪犫犪狊犲

犫犪狊犲犱狅狀犠狅犔犉犘犛犗犚犜

细胞器Ｏｒｇａｎｅｌｌｅ
相似定位蛋白数量／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｉｍｉｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓ

内质网Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ２．５

过氧化物酶体Ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ２．５

细胞质＿过氧化物酶体

Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ＿ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ
２．５

内质网＿细胞膜

Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ＿ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ
２．５

叶绿体Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ２

细胞外Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ２

细胞质Ｃｙｔｏｐｌａｓｍ １．５

细胞膜Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ １．５

细胞核Ｎｕｃｌｅｕｓ １

线粒体 Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ １

表３　稻瘟病菌犕狅犐犈犈犘１效应蛋白亚细胞定位预测分析

犜犪犫犾犲３　犛狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犕狅犐犈犈犘１

犲犳犳犲犮狋狅狉犻狀犕犪犵狀犪狆狅狉狋犺犲狅狉狔狕犪犲

基因号

Ｇｅｎｅｃｏｄｅ

定位

Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

距离

Ｄｉｓｔａｎｃｅ

一致性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

ＡＤＴ＿ＣＨＬＲＥ 线粒体 ３３１．２９８ １２．６６２３

Ａｔ２ｇ３９９７０．１ 过氧化物酶体 ３７４．０１０ １４．９７０１

ＰＧＫＹ＿ＷＨＥＡＴ 细胞质 ３９２．５７３ １４．９６２６

Ａｔ５ｇ５３４７０．１ 细胞膜 ４００．５２７ １２．７２１９

Ａｔ４ｇ２７７８０．１ 内质网＿细胞膜 ４１４．８１０ １４．４０６８

Ａｔ１ｇ２０３３０．１ 内质网 ４４２．７１６ １３．５７３４

ＭＰＯ１＿ＯＲＹＳＡ 细胞外 ４５６．６９６ １４．０４１１

Ａｔ５ｇ６２８１０．１ 细胞质＿过氧化物酶体 ４６２．２５５ １３．０１７８

ＧＳＡ＿ＳＯＹＢＮ 叶绿体 ４６９．６６０ １５．０２１５

ＮＣＰＲ＿ＣＡＴＲＯ 内质网 ４７５．５９７ １１．７６４７

ＭＦＰＡ＿ＣＵＣＳＡ 过氧化物酶体 ４８２．４９４ １２．２７５９

ＣＫＸ１＿ＭＡＩＺＥ 细胞外 ４９１．５８６ １３．１０８６

Ａｔ３ｇ１２４８０．１ 细胞核 ４９４．６２０ １１．７４５０

ＣＢ２２＿ＯＲＹＳＡ 叶绿体类囊体膜 ４９８．６７４ １４．４３３０
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有可能定位在内质网或过氧化物酶体等细胞器。激

光共聚焦观察亚细胞定位结果显示：ＭｏＩＥＥＰ１蛋白

质全长或去信号肽均在水稻原生质体中呈明亮点状

的定位信号，排除内质网定位，初步推测该定位信号

为过氧化物酶体或线粒体等细胞器（图４）。该结果

与软件预测内容相互辅正，可信度较高。

图４　犕狅犐犈犈犘１在水稻原生质体中的亚细胞定位

犉犻犵．４　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犕狅犐犈犈犘１犻狀狉犻犮犲狆狉狅狋狅狆犾犪狊狋狊

　

２．４　犕狅犐犲犲狆１基因敲除突变体的获得

本研究利用ＳｐｌｉｔＰＣＲ方法构建犕狅犐犲犲狆１基因

敲除突变体。通过两轮ＰＣＲ扩增待敲除基因两侧

的同源片段分别融合部分潮霉素基因，再将两个

ＤＮＡ片段直接转化至稻瘟病菌Ｇｕｙ１１原生质体，

两个片段经过同源重组构成完整的潮霉素基因，进

而替换目的基因，获得阳性敲除菌株（图５ａ）。整个

试验过程操作方便，转化效率高。潮霉素抗性培养

基上筛选的阳性转化子，需分别提取菌丝ＤＮＡ和

ＲＮＡ进一步验证。ＤＮＡ水平上，目的基因内部引物

ＭｏＩＥＥＰ１ＮＦ／ＮＲ和基因上下游１．５ｋｂ处的正反向

引物ＵＡ／ＤＢ与潮霉素基因的正反向引物 Ｈ７０８／

Ｈ８５３同时验证（图５ｂ）；ＲＮＡ水平上，仅用基因内部

正反向引物鉴定即可（图５ｃ）。结果如图所示。本试

验成功获得２个目的基因敲除突变体，后续试验中分

别命名为ＭｏＩＥＥＰ１ＫＯ１、ＭｏＩＥＥＰ１ＫＯ２。

２．５　犕狅犐犲犲狆１敲除突变体表型鉴定

生长表型方面，稻瘟病菌野生型菌株Ｇｕｙ１１和

犕狅犐犲犲狆１敲除突变体在ＣＭ培养基生长一周的表型

如图６所示，突变体和野生型在菌落形态和生长速

率方面无明显差异，和图７中菌落生长直径测量结

果一致，表明犕狅犐犲犲狆１基因可能不直接参与稻瘟病

菌的营养生长过程；致病性方面，水稻叶片发病情况

和病斑密度统计结果见图８和图９，相比于野生型

菌株，犕狅犐犲犲狆１敲除突变体致病性轻微减弱。因此，

该基因可能对稻瘟病菌的致病性产生一定的影响。

图５　犕狅犐犲犲狆１敲除突变体的构建与验证

犉犻犵．５　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀犪狀犱狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犕狅犐犲犲狆１犽狀狅犮犽狅狌狋犿狌狋犪狀狋狊
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图６　稻瘟病菌犕狅犐犲犲狆１敲除突变体菌落生长形态

犉犻犵．６　犌狉狅狑狋犺犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犕狅犐犲犲狆１犽狀狅犮犽狅狌狋犿狌狋犪狀狋狊

图７　稻瘟病菌犕狅犐犲犲狆１敲除突变体菌落生长直径

犉犻犵．７　犆狅犾狅狀狔犵狉狅狑狋犺犱犻犪犿犲狋犲狉狊狅犳犕狅犐犲犲狆１犽狀狅犮犽狅狌狋犿狌狋犪狀狋狊

图８　稻瘟病菌犕狅犐犲犲狆１敲除突变体接种水稻

‘犆犗３９’后的发病情况

犉犻犵．８　犛狔犿狆狋狅犿狅狀狉犻犮犲犾犲犪狏犲狊狅犳‘犆犗３９’犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱犫狔
犕狅犐犲犲狆１犽狀狅犮犽狅狌狋犿狌狋犪狀狋狊

图９　稻瘟病菌犕狅犐犲犲狆１敲除突变体接种水稻后病斑数统计

犉犻犵．９　犔犲狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉狊狅犳犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狉犻犮犲犾犲犪狏犲狊犮犪狌狊犲犱

犫狔犕狅犐犲犲狆１犽狀狅犮犽狅狌狋犿狌狋犪狀狋狊

　

３　讨论

稻瘟病是最具破坏性的植物病害之一，每年可

造成１０％～３０％的产量损失，严重时甚至造成颗粒

无收，俗称水稻的癌症［１９］。目前，施用化学农药和

培育抗性品种是防治稻瘟病的主要方法。随着生态

环境建设思想的贯彻执行和人民综合素质的不断提

高，化学农药的使用逐渐减少，水稻抗性品种的选育

和种植成为最经济有效的措施［２０］。深入了解水稻

和稻瘟病菌的分子互作机制，有助于培育更加优质

高效的水稻抗病品种。稻瘟病菌是最早完成全基因

组测序的病原真菌。Ｄｅａｎ等
［２］解析了稻瘟病菌实

验室菌株７０－１５总长度３８．８Ｍｂ的序列，分析表明

其含有１１１０９个预测基因，其中包含１０３２个编码

分泌蛋白的基因［２１］。事实上，稻瘟病菌侵染水稻是

一个复杂的过程，大量分泌蛋白参与其中。例如，稻

瘟病菌犕犆９６基因编码一个分泌蛋白。研究显示，

该基因突变后，不仅会显著降低其致病性，而且会影

响稻瘟病菌侵染菌丝的扩展［２２］。Ｍｏｓｑｕｅｒａ等
［２３］研

究表明，真菌侵染早期分泌的效应蛋白具有较高的

研究价值。已发表的稻瘟病菌犌犃犛１和犌犃犛２基因

在附着胞形成过程中特异表达且编码蛋白定位于细

胞质，预测有信号肽，表示它们可能从附着胞移动到

侵染菌丝，或运送到寄主植物细胞内发挥作用［２４］；

Ｃａｔａｎｚａｒｉｔｉ等
［２５］还通过筛选亚麻锈菌吸器ｃＤＮＡ

文库，鉴定了２１个特异表达的分泌蛋白。因此，本

研究对在稻瘟病菌侵染初期８ｈ诱导表达的犕狅犐

犲犲狆１基因进行了初步的功能鉴定和分析，期望为进

一步开展该基因在后续水稻稻瘟病菌分子互作机

制研究中提供借鉴。

信号肽位于分泌蛋白的Ｎ端，引导分泌蛋白离

开其合成所在的细胞到其他组织细胞［２６］。侵染寄

主植物期间，病原真菌分泌蛋白干扰寄主免疫防卫

反应［２７］。本研究采用酵母系统验证目的基因的信

号肽。酵母是一种高效真核表达体系，本身含有较

少的分泌蛋白，且酵母狊狌犮２基因编码蔗糖转换酶，

可在以蔗糖为唯一碳源的筛选培养基上生长，而酵

母突变体菌株ＹＴＫ１２因缺乏狊狌犮２基因，不能将蔗

糖或棉籽糖转化为可直接吸收利用的单糖，因此不

能在蔗糖或棉籽糖培养基上生长［２８］。利用该特性，我

们分别将含有全长和不含信号肽的犕狅犐犲犲狆１基因的

ｐＳＵＣ２载体（含有狊狌犮２基因）转化至ＹＴＫ１２酵母突

·８１·
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变体菌株感受态细胞并挑取单菌落涂板，若该基因含

有信号肽，则只有含有该基因全长的ｐＳＵＣ２载体

（ＭｏＩＥＥＰ１＿ＦＬ＿ｐＳＵＣ２）可将蔗糖转换酶分泌至胞

外，并把培养基中的蔗糖转化为葡萄糖或果糖，从而

在蔗糖培养基上正常生长，而不含信号肽的ｐＳＵＣ２

载体（ＭｏＩＥＥＰ１＿ＮＳ＿ｐＳＵＣ２）则不能在蔗糖培养基

上生长。本文研究结果与该假设一致，表明犕狅犐

犲犲狆１基因的信号肽具有分泌活性，可能通过分泌到

胞外执行生物学功能。

蛋白质的合成在核糖体上进行，信号肽是蛋白

质的一个片段。“信号假说”认为信号肽引导核糖体

定位并附着于内质网上，并使不断伸长的蛋白质链

通过水溶性通道，随后信号肽被切割，合成的蛋白质

被释放进内质网腔，随蛋白分泌系统转运到胞

外［２９］。因此，信号肽不仅与蛋白质的分泌特性相

关，也与蛋白质在细胞内的定位有关。近年来，原生

质体瞬时表达系统广泛应用于水稻功能基因组学研

究。为进一步探究 ＭｏＩＥＥＰ１效应蛋白在水稻细胞

中的作用位点，结合在线平台 ＷｏＬＦＰＲＯＳＴ的亚

细胞定位预测结果，将目的基因构建到含有绿色荧

光蛋白基因的表达载体ｐＹＢＡ１１３２上并转化至水稻

原生质体细胞，激光共聚焦观察。该方法可以保持

效应蛋白的天然特性，灵敏度高，易于操作，试验周期

相对较短。试验结果表明，该蛋白定位于水稻细胞的

过氧化物酶体或线粒体上，初步证明ＭｏＩＥＥＰ１可能

通过影响寄主植物过氧化物酶体或线粒体上的蛋白

受体或其他抗性相关蛋白，进而调控植物抗病反应。

４　结论

本研究首先通过转录分析犕狅犐犲犲狆１基因在稻

瘟病菌野生型菌株Ｇｕｙ１１菌丝、孢子和不同侵染时

期的表达量，发现其在侵染初期８ｈ表达量最高；信

号肽和亚细胞定位分析结果表明ＭｏＩＥＥＰ１Ｎ端含

有１７个氨基酸的信号肽，为分泌蛋白且定位于水稻

细胞过氧化物酶体或线粒体上；通过构建犕狅犐犲犲狆１

基因敲除突变体，证明其与稻瘟病菌野生型Ｇｕｙ１１

相比在生长表型方面无明显差异，但影响其致病性。

因此推测该基因可能参与调控稻瘟病菌的致病性。
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