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　 　 摘要:　 为了研究油酸激活型转录因子 ＭｏＯａｆ２２ 编码基因 ＭｏＯＡＦ２２(ＭＧＧ＿０３４１３)在稻瘟病菌生长发育及致

病过程中的功能ꎬ利用基因敲除方法将其进行了缺失突变并对突变体进行了一系列的生物学表型分析ꎮ 结果表明

该基因缺失突变体在完全培养基(ＣＭ)上营养生长加快ꎬ但在基本培养基(ＭＭ)上生长变慢ꎬ同时该突变体原生质

体释放速度变慢ꎬ对荧光增白剂(ＣＦＷ)和刚果红(Ｃｏｎｇｏ Ｒｅｄ)耐受性增强ꎬ对十二烷基磺酸钠( ＳＤＳ)、氯化钠

(ＮａＣｌ)和山梨醇(Ｓｏｒｂｉｔｏｌ)敏感ꎬ但该突变体在产孢量、附着胞形成及致病性等方面较野生型没有明显变化ꎮ 说明

ＭｏＯａｆ２２ 在稻瘟病菌的营养生长、细胞壁完整性和对外界的胁迫应答过程中具有重要的调控作用ꎮ
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　 　 稻瘟病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)引起的稻瘟病

是水稻生产上最为重要的一种病害ꎬ已经严重威

２４２１



胁世界粮食安全生产 [１￣３] ꎮ 该病原菌是一种子囊

菌ꎬ因其经济重要性、遗传转化的易操作性和全

基因组序列测序及注释结果的公布ꎬ稻瘟病菌￣水
稻互作研究已经成为病原菌￣寄主互作研究的模

式 [４] ꎮ 稻瘟病菌主要通过分生孢子侵染危害水

稻ꎬ侵染过程同样受水稻和外界环境的影响 [５] ꎮ
氧化压力可以帮助植物抵抗病原菌的侵染ꎬ细胞

壁和渗透压胁迫经常作为药剂设计的靶标ꎬ稻瘟

病菌细胞壁是感受这些压力最重要的结构ꎮ 因

此稻瘟病菌细胞壁完整性在其致病过程中同样

发挥着重要的作用ꎮ 转录因子在真菌生长发育

和侵染循环中起着关键作用ꎬ精密调控真菌形态

建成和侵染过程中基因的时空表达 [６] ꎮ 真核生

物中ꎬ依据 ＤＮＡ 结合区域的结构特征ꎬ转录因子

主要分为 ４ 种类型:螺旋￣转角￣螺旋 ( Ｈｅｌｉｘ￣ｔｕｒｎ￣
ｈｅｌｉｘꎬＨＴＨ)、锌指结构( Ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ) 、碱基亮氨酸

拉链( Ｂａｓｉｃ ｌｅｕｃｉｎｅ ｚｉｐｐｅｒꎬｂＺＩＰ)和螺旋￣环￣螺旋

(Ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘꎬＨＬＨ) [７] ꎮ
在酿酒酵母( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)中ꎬ油酸

激活型转录因子 Ｏａｆ１ 属于 Ｚｎ(２)Ｃｙｓ(６)类转录因

子ꎬ作为 Ｐｉｐ２ 异质二聚体的一个亚基ꎬ构成 Ｐｉｐ２￣
Ｏａｆ１ 复合物ꎬ与一些基因启动子区的油酸反应元件

结合ꎬ共同调控脂肪酸氧化酶、过氧化物酶的生物合

成ꎬ同时调控端粒染色质的沉默[８]ꎮ 在轮状镰刀霉

菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ)中ꎬ转录因子 Ｏａｆ１ 调控病

原菌对氮源和碳源的利用[９]ꎮ 为了明确油酸激活

型转录因子在稻瘟病菌中的功能ꎬ本研究通过基因

敲除的方法对油酸激活型转录因子ＭｏＯａｆ２２ 功能进

行解析ꎬ以了解其在稻瘟病菌生长发育、细胞壁完整

性及致病过程中的作用ꎬ为研发新农药靶标提供理

论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

稻瘟病菌 (Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ) 野生型菌株

Ｇｕｙ１１ 及水稻感病品种 ＣＯ３９ꎬ由南京农业大学植物

保护学院卵菌与真菌分子生物学实验室提供ꎮ
完全培养基(Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍꎬＣＭ)、基本培养

基(Ｍｉｎｉｍａｌ ｍｅｄｉｕｍꎬＭＭ)、产孢培养基(Ｒｉｃｅ ｄｅｃｏｃ￣
ｔｉｏｎ ＆ ｃｏｒｎ ｍｅｄｉｕｍꎬＳＤＣ)、燕麦培养基(Ｏａｔｍｅａｌ ｍｅ￣
ｄｉｕｍꎬＯＭ)配制方法参照 Ｚｈａｎｇ 等的方法[１０]ꎮ 荧光

增白剂 ( Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ ｗｈｉｔｅꎬ ＣＦＷ) 和几丁质裂解酶

(Ｌｙｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅｓ) 购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ刚果红 ( Ｃｏｎｇｏ
Ｒｅｄ)、氯化钠(ＮａＣｌ)、十二烷基磺酸钠(Ｓｏｄｉｕｍ ｄｏ￣
ｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅꎬＳＤＳ)、山梨醇(Ｓｏｒｂｉｔｏｌ)购自上海生工

公司ꎮ
１.２　 敲除载体构建及稻瘟病菌敲除转化

从真菌基因组序列网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｆｕｎｇｉｄｂ. ｏｒｇ /
ｆｕｎｇｉｄｂ / )下载油酸激活型转录因子 ＭｏＯａｆ２２ 编码

基因 ＭｏＯＡＦ２２(ＭＧＧ＿０３４１３)的序列ꎮ 敲除载体构

建方法:将 ＭｏＯＡＦ２２ 基因上、下游各 １ ｋｂ 左右的

ＤＮＡ 序列作为同源重组的左、右两臂ꎬ利用潮霉素

基因作为抗性筛选标记进行敲除载体构建ꎮ 以野生

型 Ｇｕｙ１１ 基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ分别用引物 ｏａｆ２２￣ｐ１
(Ｆ) / ｏａｆ２２￣ｐ２ (Ｒ)和 ｏａｆ２２￣ｐ３(Ｆ) / ｏａｆ２２￣ｐ４(Ｒ) 扩

增该基因上、下游片段ꎮ ＰＣＲ 产物纯化后作为模

板ꎬ用引物 ｏａｆ２２￣ｐ１(Ｆ) / ｏａｆ２２￣ｐ４(Ｒ)进行 ｏｖｅｒ￣ｌａｐ
ＰＣＲ 扩增ꎮ 约 ２ ｋｂ 左右的 ＰＣＲ 产物纯化后连接到

ｐＭＤ１９￣Ｔ ｓｉｍｐｌｅ ｖｅｃｔｏｒ(ＴａＫａＲａ 公司产品)获得质粒

ｐＭＤ ∶ ∶ ＯＡＦ２２ꎮ 随后ꎬ以质粒 ｐＣＢ１００３ 为模板ꎬ用
引物 ＦＬ１１１１ (Ｆ) / ＦＬ１１１２ (Ｒ)ꎬ利用高保真 ＰＣＲ
扩增潮霉素基因(ＨＰＨ)作为抗性筛选基因ꎮ 所用

的高保真酶为 Ｐｒｉｍｅｒ ＳＴＡＲ( ＴａＫａＲａ 公司产品)ꎮ
反应程序为:９８ ℃ １０ ｓꎬ５７ ℃ １５ ｓꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ３２
个循环ꎮ 扩增得到的平末端 ＰＣＲ 产物切胶回收后

插入 ＥｃｏＲＶ 酶切过的质粒ｐＭＤ ∶ ∶ ＯＡＦ２２中ꎬ获得

敲除载体ｐＭＤ ∶ ∶ ＯＡＦ２２ ∶ ∶ ＨＰＨꎮ 以该质粒为模

板ꎬ用引物 ｏａｆ２２￣ｐ１(Ｆ) / ｏａｆ２２￣ｐ４(Ｒ) 扩增得到约

３􀆰 ４ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ该片段用于稻瘟病菌原生质体

转化ꎮ 原生质体转化参照 Ｑｉ 等的方法[１１]ꎮ 引物序

列见表 １ꎮ
１.３　 转化子验证及 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交

原生质体转化后 ７ ｄꎬ 在含有潮霉素 ( ３００
μｇ / ｍｌ)的 ＣＭ 板上挑取转化子ꎬ培养 ３ ｄ 后ꎬ采用

ＣＴＡＢ 法提取转化子基因组ꎬ用引物 ｏａｆ２２￣ｐ５(Ｆ) /
ｏａｆ２２￣ｐ６(Ｒ)进行 ＰＣＲ 验证ꎮ 再通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ
方法进一步确定疑似转化子是否成功敲除ꎬ用地高

辛标记的探针与尼龙膜(Ａｍｅｒｓｈａｍ ＨｙｂｏｎｄＴＭ￣Ｎ＋)
上专一酶切后的转化子和野生型 Ｇｕｙ１１ 基因组进

行杂交ꎮ 探针引物 ｏａｆ２２￣ｐ５(Ｆ) / ｏａｆ２２￣ｐ６(Ｒ)ꎬ大小

为 ８０１ ｂｐꎬ分别用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 进行基因组酶

切ꎮ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交步骤主要参照 Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ ｈｉｇｈ￣
ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｒｔｅｒ 试剂盒

(Ｒｏｃｈｅ 公司产品)操作手册ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
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表 １　 本研究中使用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称 引物序列

Ｏａｆ２２￣ｐ１(Ｆ) ５′￣ ＡＣＡＴＣＣＧＣＧＡＧＣＴＴＧＧＣＡＧＴ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ２(Ｒ) ５′￣ ＣＡＣＡＣＡＣＴＡＣＴＣＧＣＣＡＡＧＧＣＴＣＧＧＡＡＣＧＧＣＧＡＧＣＣＣＣＧ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ３(Ｆ) ５′￣ＣＧＧＧＧＣＴＣＧＣＣＧＴＴＣＣＧＡＧＣＣＴＴＧＧＣＧＡＧＴＡＧＴＧＴＧＴＧ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ４(Ｒ) ５′￣ ＡＣＣＡＧＡＧＡＴＣＴＡＣＡＡＴＧＣＣＧ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ５(Ｆ) ５′￣ ＡＴＧＴＣＣＴＣＧＡＧＣＴＡＣＧＣＧＣＣ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ６(Ｒ) ５′￣ ＡＣＡＴＴＣＴＡＣＧＴＴＣＡＡＣＧＡＧＣ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ７(Ｆ) ５′￣ＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＣＧＡＡＴＴＧＧＧＴＡＣＴＣＡＡＡＴＴＧＧＴＴＡＣＡＴＣＣＧＣＧＡＧＣＴＴＧＧＣＡ￣３′

Ｏａｆ２２￣ｐ８(Ｒ) ５′￣ＣＡＣＣＡＣＣＣＣＧＧＴＧＡＡＣＡＧＣＴＣＣＴＣＧＣＣＣＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＴＴＧＡＣＣＴＡＴＣＧＣ￣３′

ＦＬ１１１１ ５′￣ＧＧＡＧＧＴＣＡＡＣＡＣＡＴＣＡＡＴＧ￣３′

ＦＬ１１１２ ５′￣ＣＴＣＴＡＴＴＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＧ￣３′

１.４　 互补载体构建及互补转化子获得

以 Ｇｕｙ１１ 基因组为模板ꎬ用引物 ｏａｆ２２￣ｐ７(Ｆ) /
ｏａｆ２２￣ｐ８(Ｒ)扩增 ＭｏＯＡＦ２２ 启动子区和编码区序列

片段ꎬ纯化后的片段与经 Ｘｈｏ Ｉ 酶切线性化的

ｐＹＦ１１ 质粒载体共同导入酵母菌株 ＸＫ￣１２５ 感受态

细胞中ꎬ提取阳性克隆质粒转入大肠杆菌 ＪＭ１０９
中ꎬＰＣＲ 验证并测序ꎮ 将测序结果正确的质粒转入

突变体菌株中ꎬ挑取转化子接种到含有 １ ｍｏｌ / Ｌ和 ２
ｍｏｌ / Ｌ山梨醇的 ＣＭ 平板中ꎬ生长速率和野生型没有

差异的为互补转化子ꎮ
１.５　 ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体产孢量测定

将敲除突变体和野生型菌株接种到产孢培养基

(ＳＤＣ)上ꎬ２８ ℃黑暗培养 ５ ｄ 左右ꎬ将表面气生菌丝

刮除ꎬ黑光灯下照射 ３ ｄꎬ诱导产孢ꎮ 用毛笔将孢子

刷下ꎬ４ 层擦镜纸过滤后收集待用ꎮ
１.６　 突变体附着胞形成率测定

将收集到的孢子悬浮液浓度调至 １ ｍｌ ５×１０４

个ꎬ滴加 ４０ μｌ 孢子悬浮液于盖玻片上ꎬ２８ ℃黑暗保

湿培养ꎬ分别于 ８ ｈ 和 ２４ ｈ 后观察附着胞形成率ꎮ
试验设置 ３ 个重复ꎮ
１.７　 突变体对水稻和大麦的致病性测定

将基因敲除突变体孢子悬浮液(１ ｍｌ ５×１０４个ꎬ
含有 ０􀆰 ２５％明胶)ꎬ喷施到生长 １４ ｄ 的 ＣＯ３９ 水稻

植株叶片上ꎬ２８ ℃黑暗培养 ２４ ｈ 后保持高湿状态ꎮ
５~７ ｄ 后ꎬ观察发病情况并拍照记录ꎮ

剪取生长 ７ ｄ 的大麦叶片置于保湿培养皿中ꎬ
每片叶片滴加 ３ 滴 ２０ μｌ 基因敲除突变体孢子悬浮

液(１ ｍｌ ５×１０４个ꎬ含有 ０.２５％明胶)ꎬ每个样品 ３ 片

叶片ꎬ以滴加清水作为对照ꎮ ２８ ℃黑暗培养 ２４ ｈ 后

放置到 ２８ ℃光暗交替培养室中ꎬ接种 ５~ ７ ｄ 后ꎬ观
察发病情况并拍照记录ꎮ
１.８　 突变体原生质体释放速率测定

待测菌株在 ＣＭ 培养基上培养 ３ ｄ 后ꎬ切取

３ ｍｍ×３ ｍｍ 的菌丝块置于 ＣＭ 培养液中ꎬ２８ ℃、１５０
ｒ / ｍｉｎ培养 ４８ ｈꎬ用无菌滤纸过滤收集菌丝ꎬ并用吸

水纸吸干ꎮ 称取 ０􀆰 ２ ｇ 菌丝体置于 ２ ｍｌ １０ μｇ / ｍｌ酶
解液(含有 ０􀆰 ７ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ)中进行酶解ꎮ 每隔 ３０
ｍｉｎ 取样并终止反应ꎬ用血球计数板统计原生质体

释放数目ꎮ 试验重复 ３ 次ꎬ每次设置 ３ 个重复ꎮ
１.９　 突变体对细胞壁胁迫因子的敏感性测定

从 ＣＭ 培养基上生长 ６ ｄ 的菌落边缘上ꎬ切取

３ ｍｍ×３ ｍｍ 的菌丝块ꎬ接种于直径 ６０ ｍｍ、加入不

同浓度胁迫因子的 ＣＭ 平板中ꎬ２８ ℃黑暗培养 ６ ｄ
后测量菌落直径并拍照ꎬ试验重复 ３ 次ꎬ每次设 ３ 个

重复ꎮ 胁迫因子及浓度为: ０􀆰 ００５％十二烷基磺酸

钠ꎬ０􀆰 ０１０％十二烷基磺酸钠ꎬ０􀆰 ０２０％十二烷基磺酸

钠ꎻ２００ μｇ / ｍｌ荧光增白剂ꎬ４００ μｇ / ｍｌ荧光增白剂ꎻ
２００ μｇ / ｍｌ刚果红ꎬ ４００ μｇ / ｍｌ刚果红ꎻ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ
ＮａＣｌꎬ１􀆰 ０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌꎻ １ ｍｏｌ / Ｌ山梨醇ꎬ２ ｍｏｌ / Ｌ山梨

醇ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体的获得

根据同源重组原理对 ＭｏＯＡＦ２２ 基因进行敲除ꎬ
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通过初步验证获得 ３ 个疑似敲除突变体＃２３、＃３１ 和

＃３２ꎮ 进一步进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交验证ꎬ发现 ３ 个疑似

突变体均没有基因探针杂交条带 (３􀆰 ７ ｋｂ 和 ９􀆰 ０
ｋｂ)ꎬ但有潮霉素探针杂交条带 ( ２􀆰 ３ ｋｂ)ꎬ表明

ＭｏＯＡＦ２２ 基因已被潮霉素基因替换ꎮ 但是＃３２ 突变

体出现 ２ 条杂交条带ꎬ所以＃２３ 和＃３１ 为敲除突变体

(图 １)ꎬ以下试验均已＃２３ 突变体作为研究对象ꎮ

１:野生型菌株 Ｇｕｙ１１ 基因组 ( Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 酶切)ꎻ２:野生型菌株

Ｇｕｙ１１ 基因组(Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切)ꎻ３:敲除突变体(△Ｍｏｏａｆ２２) ＃２３
基因组(Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切)ꎻ４:敲除突变体(△Ｍｏｏａｆ２２) ＃３１ 基因组

(Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切)ꎻ５:敲除突变体(△Ｍｏｏａｆ２２)＃３２ 基因组(Ｈｉｎｄ ＩＩＩ
酶切)ꎮ

图 １　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交验证

Ｆｉｇ.１　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ

２.２　 ＭｏＯＡＦ２２ 基因参与病菌对营养的吸收利用过

程

　 　 油酸激活型转录因子 Ｏａｆ１ 能够调控微生物对

营养的吸收和利用[９]ꎮ 为了研究 ＭｏＯａｆ１ 在稻瘟病

菌对营养吸收和利用过程中的作用ꎬ将野生型

Ｇｕｙ１１ 和＃２３ 突变体及互补转化子分别接种到 ＣＭ、
ＭＭ、ＳＤＣ、ＯＭ 培养基上检测其生长情况ꎮ 结果显

示ꎬ在完全培养基 ＣＭ 上ꎬ突变体生长速率显著上

升ꎬ但在基本培养基上突变体生长速率显著下降ꎬ在
另外两种天然培养基上生长速率与野生型没有差

别ꎬ但是气生菌丝减少(图 ２、图 ３)ꎮ 不同培养基上

生长情况显示 ＭｏＯＡＦ２２ 参与了稻瘟病菌对营养物

质的吸收利用过程ꎮ
２.３　 ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体细胞壁完整性变化

将野生型、ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体和互补转

化子进行 ２８ ℃培养ꎬ随后放入 ０.７５％几丁质裂解酶

液中ꎬ３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ 和 ９０ ｍｉｎ 后对释放的原生质体

进行计数ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ基因敲除突变体原生

质体释放速率较野生型变慢ꎬ表明其细胞壁完整性

发生了改变ꎮ

Ｇｕｙ１１:野生型菌株ꎻ△Ｍｏｏａｆ２２ 基因:敲除突变体ꎻ△Ｍｏｏａｆ２２ /
ＭｏＯＡＦ２２:互补转化子ꎮ ＣＭ:完全培养基ꎻＭＭ:基本培养基ꎻ
ＳＤＣ:产孢培养基ꎻＯＭ:燕麦培养基ꎮ
图 ２　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体在 ＣＭ、ＭＭ、ＳＤＣ 和 ＯＭ 培养基

上的生长情况

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｏｎ ＣＭꎬ ＭＭꎬ
ＳＤＣ ａｎｄ ＯＭ ｍｅｄｉｕｍ

不同字母表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ３　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体在不同培养基上生长速率差异

Ｆｉｇ.３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ
ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ

２.４　 ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体的胁迫耐受性

细胞壁对于真菌维持细胞形态ꎬ行使功能具有

重要意义ꎮ 将野生型 Ｇｕｙ１１ 和＃２３ 突变体及互补转

化子分别接种到含有不同浓度 ＣＦＷ、刚果红、ＳＤＳ、
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ＮａＣｌ 和山梨醇的 ＣＭ 培养基中ꎮ ２８ ℃、黑暗培养 ７
ｄ 后ꎬ测量突变体和野生型的菌落直径ꎬ并且统计在

不 同 浓 度 处 理 条 件 下 的 抑 制 率ꎮ 结 果 显 示

ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体在不同浓度细胞壁胁迫

因子(ＳＤＳ)、渗透压胁迫因子(ＮａＣｌ 和山梨醇)条件

下ꎬ生长速率显著下降(图 ５)ꎬ抑制率较野生型显著

升高(图 ６)ꎬ表明该突变体对这 ３ 种胁迫更为敏感ꎮ
在另外 ２ 种细胞壁胁迫因子 ＣＦＷ 和刚果红处理中ꎬ
ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体生长速率较野生型加快(图
５)ꎬ抑制率较野生型显著下降(图 ６)ꎬ表明该突变体

对这 ２ 种胁迫耐受性增强ꎮ 说明 ＭｏＯＡＦ２２ 参与了

稻瘟病菌细胞壁对外界胁迫的应答过程ꎮ

不同字母表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ４　 ＭｏＯＡＦ２２ 突变体原生质体释放速率变化

Ｆｉｇ.４　 Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｐｒｏｔｏｐｌａｓｔ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ＭｏＯＡＦ２２
ｍｕｔａｎｔ

Ｇｕｙ１１:野生型菌株ꎻ△Ｍｏｏａｆ２２:ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体ꎻ△Ｍｏｏａｆ２２ / ＭｏＯＡＦ２２:互补转化子ꎮ ＣＦＷ:荧光增白剂ꎻＣＲ:刚果红ꎻＳＤＳ:十二烷

基磺酸钠ꎻＮａＣｌ:氯化钠ꎻＳｏｒ:山梨醇ꎮ
图 ５　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体在不同胁迫条件下的生长情况

Ｆｉｇ.５　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｏｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.５　 ＭｏＯＡＦ２２ 基因敲除突变体的致病性

为了分析 ＭｏＯＡＦ２２ 基因对稻瘟病菌产孢量、附
着胞形成率及致病性的影响ꎬ将敲除突变体和野生型

菌株接种到产孢培养基(ＳＤＣ)上培养ꎬ发现其产孢量

与野生型没有差异ꎬ同时对其附着胞形成情况进行检

测ꎬ发现附着胞形成率与野生型也没有差异(图 ７、图
８)ꎮ 随后利用孢子悬浮液ꎬ分别采用活体水稻喷雾和

大麦离体点滴的方法进行致病性测定ꎮ 结果显示ꎬ
ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体在 ２ 种接种条件下ꎬ发病情况

均与野生型没有明显差异ꎮ 同时ꎬ还采用梯度稀释方

法在大麦叶片上进行了致病性测定ꎬ结果显示敲除突

变体和野生型没有明显差异(图 ９)ꎮ 上述结果表明

ＭｏＯＡＦ２２ 基因不参与稻瘟病菌的致病过程ꎮ

３　 讨 论

油酸激活型转录因子 Ｏａｆ１ 作为 Ｐｉｐ２ 异质二聚

体的一个亚基ꎬ与 Ｐｉｐ２ 构成 Ｐｉｐ２￣Ｏａｆ１ 复合体ꎬ该复

合体诱导一些基因表达ꎬ主要参与脂肪酸 β 氧化ꎮ
本研究通过基因敲除方法ꎬ发现稻瘟病菌中一个油

酸激活型转录因子ＭｏＯａｆ２２ 参与调控稻瘟病菌细胞

壁完整性和对营养物质的吸收ꎮ
在酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)中ꎬ油酸激活型转

录因子Ｏａｆ１参与碳源代谢过程[８]ꎮ 在毕赤酵母(Ｐｉｃｈｉａ
ｐａｓｔｏｒｉｓ)中ꎬ油酸存在条件下ꎬＯａｆ１活性被激活ꎬ而葡萄糖

存在时ꎬ其活性受到抑制[１２]ꎮ 在甘蔗梢腐病菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ)中ꎬ油酸激活型转录因子 Ｏａｆ１ 参与调控氮

源的代谢从而影响对甘蔗的致病性[９]ꎮ
　 　 真菌细胞壁完整性对其生长发育和对外界环境

的耐受性至关重要[１３]ꎮ 在稻瘟病菌中ꎬＭｐｓ１ ＭＡＰＫ
信号通路主要调控细胞壁完整性ꎮ 该通路上 ２ 个蛋

白 ＭｏＭｃｋ１ 和 ＭｏＭｐｓ１ 编码基因的敲除突变体细胞

壁通透性发生改变ꎬ原生质体释放显著加快[１４￣１５] ꎮ
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ＣＦＷ:荧光增白剂ꎻＣＲ:刚果红ꎻＳＤＳ:十二烷基磺酸钠ꎻＮａＣｌ:氯化钠ꎻＳｏｒ:山梨醇ꎮ 不同字母表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ６　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体在不同胁迫条件下的抑制率

Ｆｉｇ.６　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｏｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｔｒｅｓｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

１:野生型菌株 Ｇｕｙ１１ꎻ２:基因敲除突变体△Ｍｏｏａｆ２２ꎻ３:互补转化

子△Ｍｏｏａｆ２２ / ＭｏＯＡＦ２２ꎮ 不同字母表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ７　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体产孢量

Ｆｉｇ.７　 Ｃｏｎｉｄｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ

本研究中ꎬ敲除油酸激活型转录因子编码基因

ＭｏＯＡＦ２２ 后ꎬ其突变体原生质体释放速度变慢ꎬ同
时该突变体对细胞壁完整性胁迫因子 ＣＦＷ 和刚果

红的耐受性增强ꎬ表明其细胞壁感知外界胁迫的能

力变弱ꎬ此外该突变体对另一胁迫因子 ＳＤＳ 表现为

敏感ꎮ ＣＦＷ 和 ＳＤＳ 主要通过绑定几丁质和 β￣１ꎬ４￣
葡聚糖对细胞壁产生应答[１６￣１８]ꎬ因此这种差异可能

源于上述胁迫因子作用靶点不同ꎮ
在稻瘟病菌中ꎬ乳清酸磷酸合成转移酶 ＭｏＰｙｒ５

调控稻瘟病菌对营养的吸收及致病性[１９]ꎮ 对营养

不同字母表示差异达 ０.０５ 显著水平ꎮ
图 ８　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体附着胞形成率

Ｆｉｇ.８　 Ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕ￣
ｔａｎｔ

的吸收是生物体生存的必要条件ꎮ 本研究中ꎬ
ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体在完全培养基上生长速率较
野生型变快ꎬ但在基本培养基上生长速率显著变慢ꎬ
表明其在营养缺乏情况下对营养吸收能力下降ꎻ此
外ꎬ在另外 ２ 种天然培养基 ＳＤＣ 和 ＯＭ 上ꎬ生长速
率没有显著变化ꎬ但是在 ４ 种培养基上气生菌丝均
减少ꎬ说明该突变体对营养吸收能力存在缺陷ꎮ 综

７４２１齐中强等:转录因子 ＭｏＯａｆ２２ 对稻瘟病菌营养生长、细胞壁完整性和胁迫应答的调控



１:野生型菌株 Ｇｕｙ１１ꎻ２:敲除突变体△Ｍｏｏａｆ２２ꎻ３:互补转化子△Ｍｏｏａｆ２２ / ＭｏＯＡＦ２２ꎮ ｃ１、ｃ２、ｃ３:孢子悬浮液浓度分别为 １ ｍｌ ５×１０２ 个、５×１０３

个、５×１０４ 个ꎮ
图 ９　 ＭｏＯＡＦ２２ 敲除突变体对水稻和大麦的致病性

Ｆｉｇ.９　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ＭｏＯＡＦ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｏｎ ｒｉｃｅ ａｎｄ ｂａｒｌｅｙ

上所述ꎬ本研究结果表明 ＭｏＯａｆ２２ 参与调控稻瘟病
菌细胞壁完整性及对营养物质的吸收ꎬ这对认识稻
瘟病菌的生理过程有重要意义ꎮ
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Ｃｙｔｏｃｈｅｍꎬ １９８３ꎬ ３１: ８２３￣８２６.

[１７] ＲＡＭ Ａ Ｆꎬ ＷＯＬＴＥＲＳ Ａꎬ ＴＥＮ Ｈ Ｒꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｎｅｗ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｉ￣
ｓｏｌａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｍｕｔａｎｔｓ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｂｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
ｆｏｒ ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ ｗｈｉｔｅ [ Ｊ] . Ｙｅａｓｔꎬ １９９４ꎬ １０:
１０１９￣１０３０.

[１８] ＺＨＡＮＧ Ｈ Ｆꎬ ＬＩＵ Ｋ Ｙꎬ ＺＨＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｗｏ ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ
ｇｅｎｅｓꎬ ＰＤＥＬ ａｎｄ ＰＤＥＨꎬ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
ｂｙ ｍｏｄｕｌａｔｉｎｇ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｙｃｌｉｃ ＡＭＰ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ
ｏｒｙｚａｅ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１１ꎬ ６ (２): ｅ１７２４１.

[１９] ＱＩ Ｚ Ｑꎬ ＬＩＵ Ｍ Ｘꎬ ＤＯＮＧ Ｙ Ｈꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｒｏｔａｔｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＭｏＰｙｒ５ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｕｒｉｄｉｎｅ ５′￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ[ Ｊ] . Ａｐｐｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌꎬ ２０１６ꎬ １００(８): ３６５５￣３６６６.
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