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　 　 摘要:　 为了明确 ＣｇＣＤＡ３ 基因在胶孢炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)生长及侵染致病过程中的功能ꎬ从
Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 基因组中克隆 ＣｇＣＤＡ３ 基因ꎬ首先进行生物信息学分析ꎬ然后利用基因同源重组的方法获得 ＣｇＣ￣
ＤＡ３ 基因缺失突变体(△ｃｄａ３)ꎬ最后分析了△ｃｄａ３ 的孢子萌发、附着胞形成和侵染致病性变化ꎮ 结果表明ꎬＣｇＣ￣
ＤＡ３ 基因 ＯＲＦ 全长１ ４７０ ｂｐꎬ编码含 ４８９ 个氨基酸的蛋白质ꎬ其含有一个聚多糖去乙酰化酶保守结构域ꎮ ＣｇＣＤＡ３
蛋白与已知的西瓜炭疽菌(Ｃ. ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ)、禾生炭疽菌(Ｃ. ｇｒａｍｉｎｉｃｄａ)和睡莲炭疽菌(Ｃ. ｎｙｍｐｈａｅａｅ)的 ＣＤＡ 蛋白同

源性较高ꎬ同源性分别为 ６３％、６０％和 ８０％ꎮ ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变体同野生型相比ꎬ生长及产孢正常ꎬ但表现为孢

子萌发能力下降ꎬ附着胞形成率降低ꎬ同时侵染芒果的致病性也显著减弱ꎮ 推测 ＣｇＣＤＡ３ 基因参与调控胶孢炭疽菌

孢子萌发和附着胞形成等形态生长和建成过程ꎬ从而对其致病性产生一定的影响ꎮ
关键词:　 胶胞炭疽菌ꎻ 几丁质脱乙酰酶ꎻ 孢子萌发ꎻ 附着孢ꎻ 突变体ꎻ 致病性
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｋｎｏｗ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣｇＣＤＡ３ ｉｎ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓꎬｃｈｉｔｉｎ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｇｅｎｅ ＣｇＣＤＡ３ ｗａｓ ｆｉｒｓｔｌｙ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｔｈｅｎ
ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ (△ｃｄａ３) ｉｎ ｗｈｉｃｈ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｄｉｓｒｕｐｔｅｄ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉ￣
ｎａｔｉｏｎ ｗａｙ. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎬ ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ △ｃｄａ３ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｇｅｎｅ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ａｎ ｏｐｅｎ ｒｅａｄｉｎｇ ｆｒａｍｅ ｏｆ １ ４７０ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｗｈｉｃｈ
ｅｎｃｏｄｅｄ ａ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ４８９ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｒｅｓｉｄｕｅｓ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ａ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｏｌｙｓａｃ￣

ｃｈａｒｉｄｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ. Ｔｈｅ ｄｅｄｕｃｅｄ ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ６３％ꎬ ６０％
ａｎｄ ８０％ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｗｉｔｈ ａ ｃｈｉｔｉｎ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｆｒｏｍ Ｃ. ｏｒｂｉｃ￣

ｕｌａｒｅꎬ Ｃ. ｇｒａｍｉｎｉｃｄａ ａｎｄ Ｃ. ｎｙｍｐｈａｅａｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｎｕｌｌ
ｍｕｔａｎｔｓ ｏｆ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｓｔａｂｌｅ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｐａｔｔｅｒｎｓ

ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ

３１０１



ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎꎬ ｂｕｔ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ
ｗｉｔｈ ｗｅａｋｅｎｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｎ ｍａｎｇｏ ｆｒｕｉｔ. Ｓｐｅｃｕｌａｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｓ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｓｐｏｒｅ
ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉａ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｐａｒｔｌｙ ｔｈｅ ｒｅａｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ
ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｎｔ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓꎻ ｃｈｉｔｉｎ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅꎻ ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎꎻ ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉａꎻ ｍｕｔａｎｔꎻ ｐａｔｈｏｇｅ￣
ｎｉｃｉｔｙ

　 　 芒果(Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ Ｌ.)是世界著名的热带水

果之一ꎬ深受消费者和果农的喜爱ꎬ也是中国主要栽

培水果之一ꎮ 胶孢炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｉｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉ￣
ｏｉｄｅｓ)是世界性的、广谱的、潜伏性侵染芒果的常发

性病原菌之一[１￣２]ꎬ主要危害嫩叶、新梢、花及果实ꎬ
尤其是引起贮运期的果实腐烂ꎬ降低果实的品质和

外观质量ꎬ造成采后重大损失ꎮ 由于胶孢炭疽菌的

寄主范围广泛ꎬ侵染策略多样ꎬ目前还没有安全有效

的防治策略[３￣５]ꎮ 挖掘该菌在侵染致病过程中的功

能基因ꎬ并了解其在胶孢炭疽菌与寄主互作过程中

的机制ꎬ对于有效防治胶孢炭疽病菌引起的采后病

害具有重要的理论和实践意义ꎮ 这也是植物病原真

菌研究的热点领域之一[６]ꎮ
几丁质脱乙酰酶(ＣＤＡ)是一种糖蛋白ꎬ可催

化植物病原真菌细胞壁几丁质分子脱去乙酰基

生成壳聚糖ꎮ 目前ꎬ已从多种真菌中分离纯化获

得 ＣＤＡ 蛋白ꎬ也已从鲁氏毛霉(Ｍｕｃｏｒ ｒｏｕｘｉｉ) 、菜
豆炭疽菌 ( Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｌｉｎｄｅｍｕｔｈｉａｎｕｍ) 、布克

须霉 ( Ｐｈｙｃｏｍｙｃｅｓ ｂｌａｋｅｓｌｅｅａｎｕｓ) 、裂褶菌 ( Ｓｃｈｉｚｏ￣
ｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅａｎｄ) 、麦类白粉病菌 ( Ｂｌｕｍｅｒｉａ
ｇｒａｍｉｎｉｓ)及酿酒酵母( Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)等

微生物中克隆得到 ＣＤＡ 基因 [７￣８] ꎮ 已有研究结果

证明 ＣＤＡ 基因在病原真菌生长发育及侵染致病

过程中有多种功能ꎮ 例如鲁氏毛霉 (Ｍ. ｒｏｕｘｉｉ)
和蓝色犁头霉(Ａ. ｃｏｅｒｕｌｅａ)的 ＣＤＡ 参与细胞壁壳

聚糖的合成ꎬ酿酒酵母( Ｓ. ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)的 ＣＤＡ 可维

持子囊孢子细胞壁的硬度 [９] ꎬｃｄａ１ 基因缺失的裂

殖酵母( Ｓ. ｐｏｍｂｅ) 产孢及孢子形态异常 [１０] ꎮ 菜

豆炭疽菌 ( Ｃ. ｌｉｎｄｅｍｕｔｈｉａｎｕｍ) 、黄瓜炭疽菌 ( Ｃ.
ｌａｎｇｅｎａｒｉｕｍ)和构巢曲霉( Ａ. ｎｉｄｕｌａｎｓ)的 ＣＤＡ 参

与其对植物的侵染致病过程 [８ꎬ１１￣１２] ꎮ
在植物和病原菌的互作过程中ꎬ致病力大小由

病原菌自身产生的致病因子和寄主植物的抗性两方

面的因素决定[１３￣１４]ꎮ 有研究结果显示ꎬ高乙酰化程

度的几丁寡糖和寡肽同乙酰化程度低的复合物相

比ꎬ可有效增加植物对病原真菌的抗性[１５]ꎮ Ｓｉｅｇｒｉｓｔ
等[１６]和李春娟等[１７] 研究认为ꎬ病原菌产生 ＣＤＡ 降

解自身细胞壁几丁质产生多糖聚合物ꎬ多糖聚合物

可逃避植物的几丁质酶对病原菌细胞壁的水解ꎬ同
时脱乙酰化产物壳聚糖可能起抗性反应激发子的功

能ꎬ抑制植物体致病因子激发的免疫反应ꎬ从而促进

定殖ꎮ 这一相互作用在黄瓜炭疽菌(Ｃ. ｌａｎｇｅｎａｒｉ￣
ｕｍ)中首次被证实ꎮ 虽然认为病原真菌的 ＣＤＡ 决

定了其对宿主的致病性ꎬ但至今无更多可靠证据证

明几丁质的乙酰化程度对植物抗性和病原菌致病力

的重要性[１８]ꎮ 另外ꎬ根瘤菌 ｎｏｄＢ 蛋白和多数真菌

的 ＣＤＡ 都具有一个典型的多糖脱乙酰酶结构

域[１９￣２１]ꎬ因此也推测真菌的 ＣＤＡ 基因在功能上与

ＮｏｄＢ 类似ꎬ参与几丁质酶激发的防御反应ꎮ 目前关

于芒果胶孢炭疽菌 ＣＤＡ 基因的生物学功能知之甚

少ꎮ Ａｌｋａｎ 等发现 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 存在 ３ 个 ＣＤＡ
相似基因ꎬＣＤＡ１ 基因的缺失对菌株的致病性没有

显著影响[２２]ꎮ 本研究对其中的 ＣｇＣＤＡ３ 基因进行

生物信息学分析ꎬ并通过基因敲除策略研究基因缺

失对 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 生长及侵染致病力的影响ꎬ为
明确 ＣＤＡ 基因在炭疽病菌致病过程中的功能提供

更多的实验证据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 菌株和果实　 野生型 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 菌株

为从芒果果实上分离的具有强致病性的单孢培养

物ꎬＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变株的构建由本实验室完

成ꎮ 用于胶孢炭疽病菌接种及致病力分析的芒果果

实材料为广东、海南等地的栽培种象牙芒ꎮ
１. １. ２ 　 培 养 基 及 缓 冲 液 　 ① Ｍ３ Ｓ 培 养 基:
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ２􀆰 ５ ｇ / Ｌ、ＫＨ２ ＰＯ４ ２􀆰 ７ ｇ / Ｌ、胰化蛋

白胨 １􀆰 ０ ｇ / Ｌ、酵母提取物 １􀆰 ０ ｇ / Ｌ、蔗糖 １０􀆰 ０
ｇ / Ｌ、氯霉素 ２５０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、琼脂粉 ２０􀆰 ０ ｇ / Ｌꎮ ②诱

导培养基: Ｋ２ＨＰＯ４ ４􀆰 ０ ｇ / Ｌ、 ＭｇＳＯ４ 􀅰７Ｈ２ Ｏ ２􀆰 ０
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ｇ / Ｌ、ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ３ ｇ / Ｌ、ＦｅＣｌ３１０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、葡萄

糖 ５０􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ４􀆰 ０ 或 者 ｐＨ７􀆰 ０ꎮ ③ 再 生

(ＲＥＧ)培养基:甘露醇 １４５􀆰 ７ ｇ / Ｌ、酵母提取物 ４􀆰 ０
ｇ / Ｌ、可溶性淀粉 １􀆰 ０ ｇ / Ｌ(固体培养基添加琼脂粉

１６􀆰 ０ ｇ / Ｌ)ꎮ ④豌豆汁培养基:取 １ Ｌ 的大烧杯ꎬ加
入从超市购买的冷冻豌豆至 ４００ ｍｌ 处左右ꎬ加蒸馏

水至 ５００ ｍｌꎬ高压灭菌使豆子软化ꎬ待冷却后将豌豆

捣碎ꎬ用 Ｍｉｃｒｏｃｌｏｔｈ 过滤ꎬ过滤后约得到 ２５０ ｍｌ 豌豆

汁ꎬ分装至 ５０ ｍｌ 离心管ꎬ１３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ
后取上清液ꎬ 再次灭菌ꎬ 备用ꎮ ⑤ 电击缓冲液

(ｐＨ７􀆰 ５):甘露醇 ９􀆰 １０９ ｇ / Ｌ、羟乙基哌嗪乙硫磺酸

(ＨＥＰＥＳ)０􀆰 ２３８ ｇ / Ｌꎮ
１.１.３　 抗生素及主要试剂　 潮霉素 Ｂ (Ｈｙｇ Ｂ)购自

Ｒｏｃｈｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ 公司ꎬ基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、
Ｐｒｉｍｅ ＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ (Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)反
转录试剂盒、限制性内切酶(ＮｏｔⅠ)及 ＰＣＲ 相关试

剂购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＲＮＡ 提取试剂盒购自北京天

恩泽公司ꎬＤＮＡ 凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒

购自 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司ꎮ 引物的合成与测序工作均由

上海生工生物工程有限公司完成ꎮ 含有潮霉素

(ＨＹＧ)抗性基因的中间入门载体(Ｅｎｔｒｙ ｃｌｏｎｅ)由以

色列农业研究组织凡卡尼研究中心 ＤＯＶ ＰＲＯＳＫＹ
实验室提供ꎮ 培养基及缓冲液中的常规试剂均为分

析纯ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 的培养及继代方法　 用Ｍ３Ｓ
培养基进行各菌株的常规继代培养和保存ꎮ 菌丝的

离体初培养:将 １×１０６ ＣＦＵ / ｍｌ的各菌株孢子接种于

４０ ｍｌ 液体 Ｍ３Ｓ 培养基中ꎬ在 ２６~ ２８ ℃条件下 １５０
ｒ / ｍｉｎ振荡培养 ３ ｄꎮ 进行诱导培养时ꎬ将初培养 ３ ｄ
的菌丝体清洗过滤后转移至 ４０ ｍｌ 诱导培养基中ꎬ
然后在同样条件下进行振荡培养ꎮ 以上操作均在超

净台中进行ꎮ 收集各菌丝样品置液氮中速冻保存备

用ꎮ
１.２.２　 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 在离体致病过程中 ＣｇＣＤＡ３
的表达检测 　 将离体培养 ３ ｄ 的胶孢炭疽菌的菌

丝ꎬ诱导培养 ２ ｄ 的孢子及玻璃平板孵育 ８ ｈ 和 １２ ｈ
的萌发态孢子和附着胞 ４ 个时期的材料ꎬ液氮速冻ꎬ
按照柱式真菌 ＲＮＡｏｕｔ 试剂盒使用说明提取 ＲＮＡꎮ
采 用 Ｂｉｏ￣ＲａｄｉＣｙｃｌｅｒ ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ Ｄｅｅｐｗｅｌｌ 仪 和

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒ꎬ按照说明书进行荧光

定量 ＰＣＲ 试验ꎬ比较分析 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 在离体

培养的 ４ 个时期 ＣｇＣＤＡ３ 基因的表达量ꎬ以 １８Ｓ
ｒＲＮＡ 为内参对照ꎮ
１.２.３　 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 的果实接种及致病力检测

　 挑选果形、果实大小和成熟度一致的芒果果实ꎬ自
来水清洗并进行果实表面浸泡消毒处理ꎬ晾干备用ꎮ
在果实表面创伤深 ２~３ ｍｍ、直径 １０ ｍｍ 的伤口ꎬ将
菌株孢子液稀释至 １×１０６ ＣＦＵ / ｍｌꎬ取 １０ μｌ 滴加在

创口上ꎮ 然后置于室温 (２２±３) ℃、相对湿度(ＲＨ)
９０％的环境下ꎬ定期观察发病情况ꎬ测量芒果果实的

病斑直径ꎮ 每个处理的果实数为 ８ 个ꎬ试验重复 ３
次ꎮ 在分析 ＣｇＣＤＡ３ 基因在 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 活体

侵染过程中的表达量时ꎬ以接种伤口为中心ꎬ取直径

４０ ｍｍ 大小的芒果果皮组织ꎬ液氮速冻后保存ꎮ 取

样时间分别为:接种病原菌后 ２２ ｈ、４８ ｈ、３ ｄ、５ ｄ、６
ｄꎮ ＣＴＡＢ 法提取 ＲＮＡꎬ 按照反转录试剂盒和 ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 试剂盒说明书进行荧光定量 ＰＣＲ 试

验ꎬ以芒果 Ａｃｔｉｎ 为内参对照ꎮ
１.２.４　 孢子萌发及附着胞形成的检测和统计方法

　 菌株在 Ｍ３Ｓ 液体培养基中 １５０ ｒ / ｍｉｎ、２８ ℃培养 ３
ｄꎬ抽真空过滤后转移到诱导培养基中再培养 ２ ｄꎬ４
层纱布过滤收集孢子ꎬ离心后用灭菌水洗涤定容ꎬ用
血球计数板在显微镜下对孢子计数ꎮ 将孢子浓度稀

释至 １×１０５ ＣＦＵ / ｍｌꎬ滴加 １０ μｌ 孢子液于干净的载

玻片上ꎬ２８ ℃黑暗高湿条件下诱导其萌发ꎬ培养 ８ ｈ
和 １２ ｈ 后显微镜下分别观察统计孢子萌发率和附

着胞形成率ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ
１.２.５ 　 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 的 ＣｇＣＤＡ３ 基因敲除策略

　 ＣｇＣＤＡ３ 基因的敲除策略见图 １ꎮ 以胶孢炭疽菌

基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ首先利用引物对 １ 和 ２、３ 和 ４
(表 １)分别扩增 ＣｇＣＤＡ３ 基因的 ５′端和 ３′端侧翼序

列ꎮ 将获得的 ５′端和 ３′端侧翼序列分别进行凝胶

回收纯化ꎬ分别依次通过 ＢＰ 反应连接到载体

ｐＤＯＮＲＴＭＰ４￣Ｐ１ｒ 和 ｐＤＯＮＲＴＭＰ２ｒ￣Ｐ３ꎬ形成 ５′端和 ３′
端的 Ｅｎｔｒｙ ｃｌｏｎｅꎮ 通过抗生素筛选、ＰＣＲ 鉴定及序

列测定后挑选阳性的 ５′端和 ３′端的 Ｅｎｔｒｙ ｃｌｏｎｅꎬ提
取 ５′端和 ３′端阳性及含 ＨＹＧ 抗性基因的 Ｅｎｔｒｙ
ｃｌｏｎｅ 质粒 ＤＮＡꎬ然后将其与 ｐＤＥＳＴＴＭＲ４￣Ｒ３ 载体通

过 ＬＲ 反应生成用于转化的重组质粒ꎮ 采用抗生

素、ＰＣＲ 鉴定及序列测定筛选正确的重组质粒ꎮ 最

后获得的重组质粒经扩大培养、质粒抽提和纯化后

用 Ｎｏｔ Ｉ 酶切回收线性重组质粒ꎬ用于野生型 Ｃ.
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 的电击转化ꎮ
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图 １　 胶孢炭疽菌 ＣｇＣＤＡ３ 基因敲除策略示意图

Ｆｉｇ.１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｕｓｅｄ ｔｏ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ

表 １　 ＣｇＣＤＡ３ 基因敲除及突变株 ＰＣＲ 检测所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｏｕｔ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

序号 引物名称　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

１ ａｔｔＢ４￣ＣｇＣＤＡ３￣５Ｆ ＧＧＧＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＴＡＴＡＧＡＡＡＡＧＴＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＧＡＧＡＣＡＣＴＧＴＧＡＣＡＣＧＧＡＧＧＴ

２ ａｔｔＢ１ｒ￣ＣｇＣＤＡ３￣５Ｒ ＧＧＧＧＡＣＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＣＴＴＧＴＴＧＣＴＧＧＧＡＧＴＧＴＣＧＴＴＧＣＣ

３ ａｔｔＢ２ｒ￣ＣｇＣＤＡ３￣３Ｆ ＧＧＧＧＡＣＡＧＣＴＴＴＣＴＴＧＴＡＣＡＡＡＧＴＧＧＡＣＧＣＴＣＡＴＣＡＣＴＡＡＣＡＴＣＡＡＡＡＴＡＧ

４ ａｔｔＢ３￣ＣｇＣＤＡ３￣３Ｒ ＧＧＧＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＴＡＴＡＡＴＡＡＡＧＴＴＧＧＣＧＧＣＣＧＣＴＧＴＴＴＣＡＧＧＴＣＡＣＡＴＴＴＣＡＣＡＧＴ

５ ＣｇＣＤＡ３￣２１２Ｆｃｔｒｌ ＧＣＣＣＡＴＧＣＡＧＣＧＡＧＡＣＡＣＴ

６ ＣｇＣＤＡ３￣２１２Ｒｃｔｒｌ ＣＴＣＡＴＧＴＧＴＧＣＴＴＴＣＧＴＣＧＡ

７ ＨｙｇＲ ＧＣＣＴＧＧＡＣＧＡＣＴＡＡＡＣＣＡＡＡ

８ ＨｙｇＦ ＴＣＡＡＣＣＴＡＣＴＡＣＴＧＧＧＣＴＧＣ

１.２.６　 Ｃ.ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 感受态的制备及电击转化　
参考 Ｒｏｂｉｎｓｏｎ 等[２３] 的方法制备电击感受态 Ｃ.
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓꎮ 首先收集在 Ｍ３ Ｓ 固体平板上生长

１４ ｄ 的野生型孢子ꎬ然后加入到碗豆汁培养基中ꎬ
２８ ℃下 ２００ ｒ / ｍｉｎ预培养 ２.５~ ３􀆰 ０ ｈꎮ 预培养后的

孢子用预冷的电击缓冲液洗涤 ３ 次ꎬ再用电击缓冲

液浓缩至 １００ μｌꎮ 电击时将电击缓冲液中的 １００ μｌ
孢子转入电击杯中ꎬ立即加入 １ μｇ 经 Ｎｏｔ Ｉ 酶切后

的线性重组质粒ꎬ然后在电击仪(Ｇｅｎｅ Ｐｕｌｓｅｒ Ｘｃｅｌｌ)
上立即进行电击转化ꎮ 电击条件为电压 １􀆰 ４ ｋＶꎬ电
容 ２５ μＦꎬ 电阻 ８００ Ωꎬ 时间常数(Ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｔａｎｔ)
１６~１８ ｍｓꎮ 电击后立即加入 １ / ２０ 体积的预冷碗豆

汁培养基ꎬ混匀后涂布至含 １００ μｇ / ｍｌ潮霉素 Ｂ 的

ＲＥＧ 固体筛选平板上ꎬ室温培养 ３~４ ｄ 后进行抗性

突变体的筛选、纯化和鉴定ꎮ
１.２.７　 抗性突变体的筛选鉴定 　 将在筛选平板

上生长出的单菌落(候选阳性基因缺失突变株)
分别转至含 １００ μｇ / ｍｌ 潮霉素 Ｂ 的 Ｍ３ Ｓ 固体培

养基上ꎬ待菌圈扩展至足够大时ꎬ分别提取各候

选株的菌丝基因组 ＤＮＡꎮ 以各候选株的基因组

ＤＮＡ 为模板ꎬ采用表 １ 中的引物对 １ 和 ２、５ 和 ７
分别扩增 ５′端侧翼序列及其两端各约 １００ ｂｐ 的

片段ꎬ采用引物对 ３ 和 ４、６ 和 ８ 分别扩增 ３′端侧

翼序列及其两端各约 １００ ｂｐ 的片段ꎮ 能同时扩

增出与 ５′和 ３′端目的片段大小一致的条带ꎬ且经

序列测定后与目的片段序列一致的菌株即为

ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变株ꎮ 一次电击转化可获得

多个正确的相应基因缺失突变株ꎬ本研究随机选

取其中 ２ 个 (△ＣｇＣＤＡ３￣２ 和△ＣｇＣＤＡ３￣３) 进行

后续相关试验ꎮ
１.２.８　 数据统计与分析　 数据用 ＳＰＳＳ １３.０ 和 Ｅｘ￣
ｃｅｌ 进行处理和分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣｇＣＤＡ３ 基因的序列分析及同源比对

根据转录组测序得到的 ＣｇＣＤＡ３ 基因片段序
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列ꎬ利用同源检索、聚类、序列延伸等方法从 Ｃ.
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 基因组中获得 ＣｇＣＤＡ３ 基因全长(结
果未显示)ꎮ 进一步对序列进行生物信息学分析ꎬ
结果显示ꎬＣｇＣＤＡ３ 基因含有完整的开放阅读框

(ＯＲＦ)ꎬＯＲＦ 全长１ ４７０ ｂｐꎬ预测编码含 ４８９ 个氨基

酸的蛋白质ꎬ位于基因组 Ｃｏｎｔｉｇ ００１１７ꎮ 预测蛋白质

的结构域分析结果显示ꎬ该蛋白质 Ｎ 端含有 ＣＥ４＿
ＳＦ / ＣＩＣＤＡ 结构域ꎬ存在于第 ２８９~ ４４０ 位氨基酸处

(图 ２)ꎬ占整个蛋白质序列的 ３０％以上ꎮ 这是菜豆

炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｌｉｎｄｅｍｕｔｈｉａｎｕｍ)几丁质脱乙

酰酶具有的典型结构ꎬ具有催化活性ꎬ与苜蓿根瘤菌

(Ｓ. ｍｅｌｉｌｏｔｉ)的 ＮｏｄＢ 结构域同源ꎬ属于 Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
ｅｓｔｅｒａｓｅ ４ (ＣＥ４) 超级家族成员ꎮ

将该基因编码的氨基酸序列提交 ＮＣＢＩ 进行

ＢＬＡＳＴＰ 同源比对ꎬ结果表明该 ＣｇＣＤＡ３ 蛋白质与

已发表的西瓜炭疽菌 Ｃ. ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ(ＥＮＨ８６７８２)、禾
生炭疽菌 Ｃ. ｇｒａｍｉｎｉｃｄａ (ＸＰ￣００８０９６７９１.１)和睡莲

炭疽菌 Ｃ. ｎｙｍｐｈａｅａｅ (ＫＸＨ２７８８６.１)的乙酰几丁质

蛋白质同源性较高ꎬ同源性分别为 ６３％、６０％和 ８０％
(图 ３)ꎮ

图 ２　 ＣｇＣＤＡ３ 基因编码的蛋白质保守结构域

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ

ＥＱＢ５９４００ / ＣｇＣＤＡ３ 为 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ＣＤＡ３ 基因编码的蛋白质ꎬＥＮＨ８６７８２、ＸＰ￣００８０９６７９１.１ 和 ＫＸＨ２７８８６.１ 分别为西瓜炭疽菌(Ｃ. ｏｒｂｉｃｕ￣
ｌａｒｅ)、禾生炭疽菌(Ｃ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ)和睡莲炭疽菌(Ｃ. ｎｙｍｐｈａｅａｅ)的乙酰几丁质酶在 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列号ꎮ
图 ３　 ＣｇＣＤＡ３ 基因编码的氨基酸序列及与其他炭疽病菌 ＣＤＡ 基因编码的氨基酸序列的同源性比对

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｂｙ ｏｔｈｅｒ
ＣＤＡ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ
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２.２　 ＣｇＣＤＡ３ 基因在 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 离体生长

及活体侵染过程中的表达

　 　 对 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 孢子(Ｓｐｏｒｅ)、萌发期孢子

(Ｇ￣ｓｐｏｒｅ)、附着胞 (Ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉｕｍ)、菌丝 ( Ｓｍｙｃｅｌｉ￣
ｕｍ)各时期离体条件下 ＣｇＣＤＡ３ 基因的表达量进行

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 定量分析ꎬ结果(图 ４)显示ꎬＣｇＣＤＡ３ 基因

在胶孢炭疽菌离体生长的不同时期都有不同水平的

表达ꎬ在萌发期的孢子及附着胞中的相对表达量分

别为 ４􀆰 ６７ 和 ４􀆰 ８５ꎬ表达量最高ꎬ而在孢子和菌丝中

的相对表达量分别为 １􀆰 ００ 和 ０􀆰 ７８ꎬ显著降低ꎮ 在

Ｃ􀆰 ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 侵染芒果的致病过程中ꎬ仅在侵染

致病期已感病的果皮和病斑的混合组织中检测到

ＣｇＣＤＡ３ 基因的高水平表达ꎬ而在接种后至感病前

的各个阶段 ＣｇＣＤＡ３ 基因的表达水平几乎为 ０(图
４)ꎮ 说明 ＣｇＣＤＡ３ 基因表达与后期的致病力密切相

关ꎮ

１:孢子ꎻ２:萌发期孢子ꎻ３:附着胞ꎻ４:菌丝ꎻ５:创伤接种后 ２２ ｈꎻ６:创伤接种后 ４８ ｈꎻ７:从潜伏侵染到死体营养型转换期ꎻ８:死体营养型晚期ꎻ
９:侵染果实致病期ꎮ
图 ４　 ＣｇＣＤＡ３ 基因在胶孢炭疽菌离体生长(Ａ)和侵染芒果致病过程(Ｂ)中的表达变化

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｇｒｏｗｉｎｇ ｐｅｒｉｏｄｓ (Ａ) ａｎｄ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇ ｓｔａｇｅｓ ｏｎ ｍａｎｇｏ ｆｒｕｉｔ (Ｂ)

２.３　 胶孢炭疽菌 ＣｇＣＤＡ３ 基因敲除缺失突变体

要证明 ＣｇＣＤＡ３ 基因在 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 离体

生长及侵染果实致病过程中的作用ꎬ获得其基因缺

失突变体是最直接的证据ꎮ 因此ꎬ我们通过基因敲

除策略ꎬ用潮霉素 Ｂ 抗性基因替换 ＣｇＣＤＡ３ 基因

ＯＲＦ 获得 ２ 个基因缺失突变菌株ꎬ分别为△ｃｄａ３￣２
和△ｃｄａ３￣３ꎮ 以各菌株的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ用引

物对 ６、８ 和引物对 ５、７ 分别从潮霉素 Ｂ 抗性基因序

列两端扩增 ３′端和 ５′端侧翼序列ꎬ结果(图 ５)显示ꎬ
在野生型菌株及纯水对照中没有扩增产物ꎬ而在

ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３
中ꎬ３′端和 ５′端分别扩增出大于 ５００ ｂｐ 和１ ０００ ｂｐ
的片段ꎻ同时用引物对 ３、４ 和引物对 １、２ 也分别从

△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３ 中扩增出了 ３′端和 ５′端的相应

插入基因片段ꎬ而野生型菌株中没有相应扩增产物ꎮ
对扩增的 ３′端和 ５′端片段产物的测序结果显示ꎬ其
与设计敲除 ＣｇＣＤＡ３ 基因时采用的同源重组片段序

列完全一致ꎮ 另外ꎬ与野生型相比较ꎬ缺失突变菌株

△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３ 中 ＣｇＣＤＡ３ 基因的表达量几乎

为 ０(图 ５)ꎮ ＰＣＲ 扩增测序及基因表达检测结果证

明△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３ 两个菌株中的 ＣｇＣＤＡ３ 基因

被潮霉素 Ｂ 抗性基因取代ꎬ为 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突

变菌株ꎮ
２.４　 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变体在培养基上的菌圈

生长变化

　 　 图 ６ 显示 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株△ｃｄａ３￣２
和△ｃｄａ３￣３ 在添加 １５０ μｇ / ｍｌ潮霉素 Ｂ 的 Ｍ３Ｓ 培养

基上ꎬ菌圈可正常生长扩展ꎬ一定时间后产生分生孢

子ꎬ而野生型 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 菌圈扩展至直径 ３ ｃｍ
左右时即停止生长ꎬ产孢过程也被抑制ꎬ表明突变株

具有潮霉素 Ｂ 的抗性ꎮ 在不含潮霉素的 Ｍ３Ｓ 培养

基上ꎬ ＣｇＣＤＡ３ 基 因 缺 失 突 变 菌 株 △ｃｄａ３￣２ 和

△ｃｄａ３￣３ 的生长速率与野生型无差异ꎬ菌圈可正常

生长扩展ꎮ 说明潮霉素 Ｂ 抗性基因取代 ＣｇＣＤＡ３ 基

因造成的缺失对 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 的离体生长、菌圈

扩展和产孢过程没有明显影响ꎮ
２.５　 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变体的孢子萌发与附着

胞形成变化

　 　 离体条件下培养 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 获得的孢子

在 ２８ ℃孵育 ８ ｈ 和 １２ ｈ 分别观察孢子萌发和附着

胞形成情况ꎮ 结果(图 ７)显示ꎬ野生型的孢子萌发

率为 ８５􀆰 ９％ꎬＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株△ｃｄａ３￣２
和△ｃｄａ３￣３ 的孢子萌发率分别为 ５９􀆰 ６％和 ６３􀆰 ４％ꎬ
与野生型相比较分别下降了 ２６􀆰 ３ 个百分点和 ２２􀆰 ５

８１０１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ５ 期



个百分点ꎻ野生型 Ｃ􀆰 ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 萌发的孢子分

化形成附着胞的比率为 ７３􀆰 ３８％ꎬ而 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺

失突变菌株△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３ 的附着胞形成率明

显下降ꎬ分别下降至 ５０􀆰 ５１％和 ５１􀆰 ５３％ꎮ 与野生型

相比ꎬ ＣｇＣＤＡ３ 基 因 缺 失 突 变 菌 株 △ｃｄａ３￣２ 和

△ｃｄａ３￣３ 的孢子萌发率和附着胞形成率均明显降

低ꎬ说明 ＣｇＣＤＡ３ 基因参与 Ｃ􀆰 ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 孢子萌

发和附着胞形成ꎮ

△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３:ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株ꎻＷｔ:野生型菌株ꎻＷａｔｅｒ:纯水对照ꎮ
图 ５　 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株的 ＰＣＲ(Ａ、Ｂ)及基因表达水平(Ｃ)检测验证

Ｆｉｇ.５　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｂｙ ＰＣＲ(Ａꎬ Ｂ) ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎａｌｙｓｉｓ(Ｃ)

△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３:ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株ꎻＷｔ:野生型菌株ꎮ
图 ６　 胶孢炭疽菌在 Ｍ３Ｓ＋潮霉素培养基上的菌落形态(Ａ)及菌圈直径变化(Ｂ)

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ (Ａ) ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｃｈａｎｇｅ (Ｂ) ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ △ｃｄａ３￣２ ａｎｄ △ｃｄａ３￣
３ ｏｎ Ｍ３Ｓ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ

△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３:ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株ꎻＷｔ:野生型菌株ꎮ
图 ７　 胶孢炭疽菌野生型和 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株的孢子萌发率和附着胞形成率

Ｆｉｇ.７　 Ｓｐｏｒｅ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ａｎｄ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ

２.６　 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变体对芒果果实的致病

力变化

　 　 对芒果进行创伤接种胶孢炭疽菌ꎬ在果实的

左侧创伤接种野生型菌株作对照ꎬ右侧接种缺失

突变菌株△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３ꎬ在接种后的不同时

间观察统计病斑直径变化ꎮ 结果(图 ８)显示ꎬ接
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种后第 ６ ｄ 野生型菌株侵染诱导的病斑直径平均

扩大至 ６􀆰 ９３ ｃｍꎬ而△ｃｄａ３￣２ 侵染诱导的病斑直径

平均值为 ２􀆰 ４２ ｃｍꎬ与野生型比较降低达 ６５􀆰 １％ꎬ
差异显著ꎬ缺失突变菌株△ｃｄａ３￣３ 的病斑直径也

呈现同样的变化趋势ꎮ 在另一个重复的基因缺失

单细胞株系中ꎬＣｇＣＤＡ３ 基因的缺失导致 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓ￣
ｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 致病性降低 ４６％ꎮ ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变

菌株 △ｃｄａ３￣２ 和 △ｃｄａ３￣３ 的 致 病 力 降 低ꎬ 说 明

ＣｇＣＤＡ３ 基因的功能与 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 的侵染致

病力密切相关ꎮ

△ｃｄａ３￣２ 和△ｃｄａ３￣３:ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株ꎻＷｔ:野生型菌株ꎮ
图 ８　 胶孢炭疽菌野生型及 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变菌株侵染芒果果实病斑大小变化

Ｆｉｇ.８　 Ｌｅｓｉｏｎ ｓｉｚｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ａｎｄ ＣｇＣＤＡ３ ｇｅｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｎｇｏ ｆｒｕｉｔｓ

３　 讨 论

Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 基因组中存在 ３ 个 ＣＤＡ 相似

基因ꎬ它们在染病芒果果皮下坏死组织中有不同程

度的表达ꎬ敲除 ＣＤＡ１ 基因对菌株的致病性没有显

著影响ꎬ说明不同 ＣＤＡ 基因的功能存在差异ꎬ ＣＤＡ２
和 ＣＤＡ３ 基因可能对其致病性起关键功能作用[２２]ꎮ
本研究对其中的 ＣｇＣＤＡ３ 基因进行生物信息学分

析ꎬ结果显示编码的氨基酸序列 Ｎ 端含有催化真菌

细胞壁中的几丁质脱乙酰化为壳聚糖的 ＣＩＣＤＡ 结

构域ꎬ这也是鲁氏毛霉(Ｍ. ｒｏｕｘｉｉ)、酿酒酵母(Ｓ. ｃｅｒ￣
ｅｖｉｓｉａｅ)和菜豆炭疽菌(Ｃ. ｌｉｎｄｅｍｕｔｈｉａｎｕｍ)等病原菌

ＣＤＡ 具有的典型结构ꎮ 在这些病原真菌中ꎬ几丁质

的脱乙酰化对其生长发育和侵染致病性均有不同的

作用[８￣９ꎬ１１]ꎮ 目前关于芒果胶孢炭疽菌 ＣＤＡ 基因的

生物学功能知之甚少ꎮ 本研究通过基因敲除策略直

接证明 ＣｇＣＤＡ３ 的缺失导致 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 孢子

萌发和附着胞形成率降低ꎬ同时侵染芒果的致病性

也显著减弱ꎬ说明 ＣｇＣＤＡ３ 基因在侵染致病过程中

起着重要的作用ꎮ 这与菜豆炭疽菌(Ｃ. ｌｉｎｄｅｍｕｔｈｉａ￣
ｎｕｍ)、黄瓜炭疽菌(Ｃ. ｌａｎｇｅｎａｒｉｕｍ)和构巢曲霉(Ａ.
ｎｉｄｕｌａｎｓ)中 ＣＤＡ 参与致病过程的研究结果[１１￣１２ꎬ１６]

一致ꎬ这为了解 ＣＤＡ 基因在采后病原真菌中的功能

提供了新的证据ꎮ
在植物与微生物互作的研究中发现ꎬ植物体中

几丁质酶是一种重要的水解酶ꎬ在植物抵抗病原菌

的防御反应中发挥着重要的作用ꎮ 它通过降解病原

真菌细胞壁中的几丁质致使病原体死亡ꎬ降解产生

的细胞壁碎片和寡糖产物还具有诱导作用ꎬ刺激寄

主植物诱发一系列抗病反应ꎮ 同时ꎬ病原菌可通过

分泌产生 ＣＤＡ 水解自身的几丁质脱去乙酰基ꎬ从而

增加寄主识别几丁质底物的困难ꎬ并降低寄主几丁

质寡糖的激发子活性ꎬ继而拮抗寄主中的几丁质

酶[１５￣１７]ꎮ 在病原菌侵染部位乙酰化的几丁质由于

病原菌 ＣＤＡ 的产生快速脱乙酰化ꎬ病原真菌的几丁

质乙酰化程度影响植物细胞的抗性功能[１８]ꎮ 为了
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了解 Ｃ. ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ 侵染致病过程中宿主几丁质

酶活性变化ꎬ我们预试验中检测了芒果果实几丁质

酶基因表达的变化ꎬ但结果并无规律可循ꎮ 说明病

原菌 ＣＤＡ 水解自身几丁质以抵抗宿主的防御反应

及与宿主几丁质酶的水解产生抗性之间存在非常复

杂的相互作用关系ꎬ可进一步采用生理生化手段直

接观察病原菌几丁质的脱乙酰化程度与植物的抗性

和病原菌致病力的关系ꎬ以明确 ＣｇＣＤＡ３ 是否通过

脱乙酰化自身几丁质以抵抗寄主的防御反应而参与

致病力的形成ꎮ 本研究 ＣｇＣＤＡ３ 基因缺失突变体与

野生型相比ꎬ生长及产孢正常ꎬ但孢子萌发和附着胞

形成能力下降ꎬ因此至少可以推测 ＣｇＣＤＡ３ 基因参

与调控胶孢炭疽菌孢子萌发和附着胞形成等生长和

形态建成过程ꎬ从而促进其致病性产生ꎮ
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