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　 　 摘要:　 为阐明与大丽轮枝菌微菌核发育相关的聚酮合成酶基因 ＶｄＰＫＳ 的功能ꎬ在前期获得 ＶｄＰＫＳ 被单拷贝 Ｔ￣
ＤＮＡ 插入的微菌核发育异常突变体 ２Ｈ３ 的基础上ꎬ通过基因敲除和回补技术ꎬ经分子鉴定和表型验证ꎬ获得了 ２ 株

ＶｄＰＫＳ 基因敲除突变体和 ３ 株回补突变体ꎮ 研究发现野生型菌株孢子在接种到 ＰＤＡ 培养基上培养的第 ６ ｄ 开始积

累黑色素ꎬ而此时 ＶｄＰＫＳ 基因的表达量也最高ꎮ 敲除突变体虽然没有形成黑色素ꎬ却也观察到微菌核的初始结构ꎬ
表明 ＶｄＰＫＳ 基因不是微菌核形成的必须基因ꎬ仅参与微菌核发育后期黑色素的形成ꎮ 致病力测定结果表明 ＶｄＰＫＳ
基因与菌株的致病力无关ꎮ 杀菌剂嘧菌酯和咯菌腈对敲除突变体菌丝生长的抑制率相对于野生型菌株和回补突变

体有显著提高ꎬ表明 ＶｄＰＫＳ 基因与大丽轮枝菌的抗逆性相关ꎮ
关键词:　 大丽轮枝菌ꎻ 微菌核ꎻ 聚酮合成酶ꎻ 黑色素ꎻ 致病力
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　 　 黄萎病是温带双子叶植物的主要病害ꎬ导致棉

花、番茄、草莓等经济作物发生严重的经济损失[１￣３]ꎮ
当前ꎬ对于黄萎病仍然没有有效的控制方法ꎬ其主要

原因为除了缺乏抗病品种和对环境安全的有效药剂

之外ꎬ病区土壤中残留着大量、抗逆性很强的微菌核

(Ｍｉｃｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉａ) [４]ꎮ 微菌核是大丽轮枝菌(Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉ￣
ｕｍｄａｈｌｉａｅ)在土壤中的主要存活结构和黄萎病的初

侵染菌源ꎬ在病害循环中起重要作用ꎬ也是病害防治

的直接靶标[５￣６]ꎮ 因此ꎬ明确微菌核形成、发育机制

对于深入研究黄萎病流行规律和制定防治措施具重

要意义ꎮ
前人对于大丽轮枝菌微菌核的研究大多集中于

微菌核的形态、大小、分布ꎬ微菌核的形成条件、微菌

核的分离培养技术ꎬ以及影响微菌核存活与萌发的

外界土壤环境因素等[７]ꎮ 已有研究结果表明ꎬ微菌

核形成的最初阶段单根或数根菌丝膨大ꎬ并产生大

量的隔膜ꎬ然后具有隔膜的细胞继续增大ꎬ成为球状

并产生侧芽ꎬ最后外层菌丝细胞膨大ꎬ分泌出黑色素

(Ｍｅｌａｎｉｎ)粒子ꎬ填充细胞间隙ꎬ大量黑色素颗粒成

纤维状包裹在菌丝的细胞壁上ꎬ最外层菌丝细胞自

溶形成紧密结构ꎬ即形成成熟的微菌核ꎮ 微菌核能

保护大丽轮枝菌度过低温等严酷的外界环境[８]ꎮ
自大丽轮枝菌基因组数据库公布以来ꎬ国内外同行

对大丽轮枝菌微菌核形成机理的研究主要包括黑色

素合成与微菌核形成两个方面ꎮ 大丽轮枝菌微菌核

的黑色素属于 ＤＨＮ￣ｍｅｌａｎｉｎ 类黑色素[９]ꎮ 在微菌

核的形成过程中ꎬ黑色素合成相关基因的表达明显

上调ꎮ
江苏省农业科学院植物保护研究所土传种传病

害实验室已经从大丽轮枝菌菌核型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 的

Ｔ￣ＤＮＡ 插入突变体库中ꎬ筛选到 １ 株单拷贝插入的

微菌核发育异常的突变体 ２Ｈ３[１０]ꎬ该突变体在

ＰＤＡ、Ｃａｚｅｐｅｋ 固体培养基上培养 １４ ｄ 都没有黑色

素的积累ꎮ 通过 ＴＡＩＬ￣ＰＣＲ 获得 Ｔ￣ＤＮＡ 插入位点

的侧翼序列ꎬ与美国 ＢＲＯＡＤ 研究所公布的大丽轮

枝菌 ＶＤＬｓ.１７ 全基因组序列进行比对ꎬ得到 Ｔ￣ＤＮＡ
插入的位点ꎬＴ￣ＤＮＡ 破坏的基因是位于第 ２ 条染色

体上的 ＶＤＡＧ＿００１９０ 基因ꎬ为聚酮合成酶(ＰＫＳ)基
因[１１]ꎮ ＰＫＳ 是传统 ＤＨＮ 黑色素合成途径中的一个

关键酶[１２]ꎬ在 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ 菌株中ꎬＰＫＳ 催化

乙酰辅酶 Ａ 和丙二酰辅酶 Ａ 合成一种多聚酮类化

合物 ＹＷＡ１ꎬ 该化合物经过 Ａａｙｇ１、 ＴＨ４Ｒ、 ＳＣＤ、
ＴＨ３Ｒ、ＬＡＣ 一系列酶的催化反应ꎬ最终合成 ＤＨＮ 黑

色素[１３￣１４]ꎮ 本研究在此基础上ꎬ通过对基因 ＶｄＰＫＳ
进行敲除与回补ꎬ以期验证该基因在微菌核黑色素

合成中的作用ꎬ以及与大丽轮枝菌的致病力和对杀

菌剂敏感性的相关性ꎬ为寻求新的黄萎病防治方法

奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌株、质粒和棉花品种　 大丽轮枝菌菌核型

菌株 Ｖ０８ＤＦ１ꎬ从江苏省大丰棉区发病棉花植株中

分离得到ꎬ保存于江苏省农业科学院植物保护研究

所ꎮ 感受态大肠杆菌 ＤＨ５α 从南京擎科生物有限公

司购得ꎮ 农杆菌菌株 ＡＧＬ￣１ 由江苏省农业科学院

农业种质资源与生物技术研究所张保龙研究员提

供ꎮ 用于构建同源重组敲除质粒 ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣
Ｄｅｌ 的 ｐＡ￣Ｈｙｇ￣ＯＳＣＡＲ 和 ｐＯＳＣＡＲ 质粒均购自 ＦＧ￣
ＳＣ 公司ꎮ 用于构建回补载体的 １３００￣ｂｌｅ 载体保存

于江苏省农业科学院植物保护研究所ꎮ 致病力测定

所用棉花品种为泗棉 ３ 号ꎬ由江苏省农业科学院经

济作物研究所肖松华研究员提供ꎮ
１.１.２　 试剂　 Ｇｏｌｄｅｎ＿Ｓｔａｒ＿Ｔ６＿Ｓｕｐｅｒ＿ＰＣＲ＿Ｍｉｘ 购于

南京擎科生物科技有限公司ꎬ潮霉素 Ｂ(Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ
Ｂ)和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交试剂盒购于 Ｒｏｃｈｅ 公司ꎬ ＢＰ 重

组酶购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬＢｓｔ ＸＩ、Ｈｉｎｄ Ⅲ酶购于

ＮＥＢ 公司ꎬＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＴＭ ＩＩ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购
于诺维赞公司ꎬ博莱霉素购于 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公司ꎬ
ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐＴＭ ＲＴ ｒｅ￣
ａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ Ｇｄｎａ Ｅｒａｓｅｒ(Ｐｅｒｆｅｃｔ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ)以及用

于荧光定量 ＰＣＲ 的试剂盒 ＳｕｐｅｒＭｉｘ 购于 ＴａＫａＲａ
公司ꎬ９７􀆰 ４％嘧菌酯原药购于江苏耕耘化学公司ꎬ
９６％咯菌腈原药购于江西禾益化工股份有限公司ꎬ
９７.３％戊唑醇原药购于北京拜耳公司ꎮ 其他常规试

剂及抗生素均为国产分析纯ꎮ
１.２　 方法

１.２.１ 　 ＶｄＰＫＳ 基因敲除突变体的获得 　 按照 Ｐａｚ
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等[１５]报道的方法ꎬ构建 ＶｄＰＫＳ 基因敲除所需要的

同源重组敲除质粒ꎬ所用上游同源臂的引物为

ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣ａｔｔＢ２ｒ、ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣ａｔｔＢ１ｒꎬ下游

同 源 臂 的 引 物 引 物 为 ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣ａｔｔＢ４、
ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣ａｔｔＢ３ ( 表 １ )ꎮ 然 后ꎬ 参 考 邓 晟

等[１６￣１７]报道的方法进行农杆菌介导的大丽轮枝菌

Ｖ０８ＤＦ１ 的转化以及转化子的 ＰＣＲ 验证ꎬ将能够检

测到潮霉素抗性基因但无法正常扩增到 ＶｄＰＫＳ 的

转化子判断为该基因的敲除突变体△ＶｄＰＫＳꎬ潮霉

素抗性基因和 ＶｄＰＫＳ 基因的 ＰＣＲ 检测引物见表 １ꎮ
通过 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交进行敲除突变体中 Ｔ￣ＤＮＡ 插入

拷贝数的分析ꎬ用 Ｂｓｔ ＸＩ 和 Ｈｉｎｄ Ⅲ两种酶对敲除突

变体基因组进行酶切ꎬ以潮霉素抗性基因探针进行

杂交ꎮ 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测敲除突变体中 ＶｄＰＫＳ 基

因的表达情况ꎬ内参基因 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 和 ＶｄＰＫＳ 基因的

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测引物见表 １ꎮ 转化子表型验证方法:
将敲除突变体接种到 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２８ ℃、黑暗条

件下培养 １４ ｄꎬ观察平板上的菌落形态ꎬ以野生型菌

株 Ｖ０８ＤＦ１ 作为对照ꎮ
１.２.２　 ＶｄＰＫＳ 基因回补突变体的获得 　 采用引物

ＰＫＳ 回补￣５Ｓ、ＰＫＳ 回补￣３Ａ(表 １)在野生菌株基因

组中扩增 ＶｄＰＫＳ 基因序列ꎬ并用 ＣｌｏｎＥｘｐｒｅｓｓＴＭⅡ无

缝连接方法连接至经 Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切后的 １３００￣ｂｌｅ 载

体上ꎬ构建回补质粒ꎬ然后用农杆菌介导的方法对插

入突变体 ２Ｈ３ 进行转化ꎬ筛选抗生素选用 １００
μｇ / ｍｌ博莱霉素和潮霉素ꎮ 将同时能 ＰＣＲ 检测到

ＶｄＰＫＳ 基因、博莱霉素抗性基因和潮霉素抗性基因

的转化子判断为回补突变体ꎬＶｄＰＫＳ 基因、博莱霉素

抗性基因和潮霉素抗性基因的 ＰＣＲ 检测引物见表

１ꎮ
１.２.３　 微菌核的显微观察以及 ＶｄＰＫＳ 基因表达量

检测　 参考 Ｘｉｏｎｇ 等报道的方法[１８]ꎬ将在 ＰＤＢ 培养

基中培养 ７ ｄ 的敲除突变体△ＶｄＰＫＳ 及野生型菌株

Ｖ０８ＤＦ１ 的分生孢子悬浮液用无菌水调至 １ ｍｌ １×
１０６个的孢子悬浮液ꎬ分别吸取 ２０ μｌ 均匀涂布在铺

有玻璃纸的 ＰＤＡ 平板上ꎬ２８ ℃黑暗培养ꎮ 分别在 １
ｄ、３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１４ ｄ 时显微观察微菌核发育情况ꎮ
同时ꎬ收集野生型菌株的孢子以及培养不同时间的

菌丝样品ꎬ提取 ＲＮＡꎬ反转录获取 ｃＤＮＡꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ
检测微菌核发育不同时期 ＶｄＰＫＳ 基因的表达量ꎬ内
参基因 β￣ｔｕｂｕｌｉｎ 和 ＶｄＰＫＳ 基因的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测引

物见表 １ꎮ

表 １　 本研究所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 序列 (５′→３′) 说明

ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣
ａｔｔＢ２ｒ

ＧＧＧＧＡＣＡＧＣＴＴＴＣＴＴＧＴＡ￣
ＣＡＡＡＧＴＧＧＡＡＣＣＴＡＡＴＣ￣
ＧＧＣＴＧＣＣＴＧＴＣＴＧＴＣ

敲除 质 粒 上 Ｖｄ￣
ＰＫＳ 的 ５′侧翼同
源臂序列引物

ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣
ａｔｔＢ１ｒ

ＧＧＧＧＡＣＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧＴＡ￣
ＣＡＡＡＣＴＴＧＴＣＴＣＴＣＣＧＣＣ￣
ＡＧＴＧＡＡＧＣＧＡＣＡＴ

ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣
ａｔｔＢ４

ＧＧＧＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＴＡＴＡ￣
ＧＡＡＡＡＧＴＴＧＴＴＣＧＴＧＴＡＴ￣
ＧＧＧＡＴＧＧＣＴＧＴＣＡＡＧ

敲除 质 粒 上 Ｖｄ￣
ＰＫＳ 的 ３′侧翼同
源臂序列引物

ｐＯＳＣＡＲ￣ＶｄＰＫＳ￣
ａｔｔＢ３

ＧＧＧＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧＴＡＴＡ￣
ＡＴＡＡＡＧＴＴＧＴＴＣＡＣＧＣＣＴ￣
ＡＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＧＣＴＡ

ＨＹＧ￣５Ｓ ＧＡＣＡＧＣＧＴＣＴＣＣＧＡＣＣＴ￣
ＧＡＴＧＣ

潮霉素抗性基因
ＰＣＲ 检测引物

ＨＹＧ￣３Ａ ＴＧＧＧＧＣＧＴＣＧＧＴＴＴＣＣＡＣ￣
ＴＡＴＣ

ＰＫＳ￣５Ｓ ＧＡＴＧＴＣＡＣＣＧＡＧＧＣＡＧＡＴ ＰＫＳ 基因 ＰＣＲ 检
测引物

ＰＫＳ￣３Ａ ＣＴＡＧＧＧＴＣＧＡＡＧＡＧＴＣＣ￣
ＡＧ

ＢＬＥ￣５Ｓ ＡＴＧＣＣＧＡＣＧＧＡＴＴＴＧＣＡ￣
ＣＴＧ

博莱霉素抗性基
因 ＰＣＲ 检测引物

ＢＬＥ￣３Ａ ＡＧＣＡＧＡＣＡＧＧＡＡＣＧＡＧＧ￣
ＡＣＡＴ

β￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣５Ｓ ＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＧＴＣＣＴＣＣＡ￣
ＣＣＴＴ

内参基因 β￣ｔｕｂｕ￣
ｌｉｎｑＲＴ￣ＰＣＲ 检 测
引物

ＴＵＢＬＩＮ￣３Ａ ＧＡＣＴＣＡＧＣＣＴＣＡＧＴＧＡＡ￣
ＣＴＣＣＡＴ

ＰＫＳ 荧光￣５Ｓ ＧＣＣＧＣＡＣＴＴＧＧＴＡＴＧＧＡ ＰＫＳ 基 因 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测引物

ＰＫＳ 荧光￣３Ａ ＧＣＣＴＴＣＴＣＡＡＣＴＴＧＧＧＡＣ￣
Ａ

ＰＫＳ 回补￣５Ｓ ＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡ￣
ＧＧＣＧＡＴＣＣＣＡＣＣＧＴＣＧＴＴ￣
Ｔ

回补 ＰＫＳ 基因的
引物

ＰＫＳ 回补￣３Ａ ＧＣＡＧＧＣＡＴＧＣＡＡＧＣＴＴＣ￣
ＴＣＴＣＣＡＧＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＣ￣
ＡＡＡ

引物中添加下划线的部分为保守序列ꎬ是构建敲除载体所必须的 ＢＰ
重组酶识别位点ꎮ

１.２.４　 致病力的测定　 按照喻秀秀等[１９] 报道的方

法ꎬ测定 ＶｄＰＫＳ 基因敲除突变体、回补突变体及野

生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 的致病力ꎬ以无菌水为对照ꎮ 所

用棉花品种为泗棉 ３ 号ꎬ每个菌株对应接种的总苗

数控制在 １００ 株左右ꎮ 接种的孢子液含孢子量为 １
ｍｌ ５×１０６个ꎬ在接种后第 ８ ｄ 开始进行病情分级调

查ꎬ每隔 ７ ｄ 调查 １ 次ꎬ一直到第 ５６ ｄ 调查结束ꎮ
１.２.５　 杀菌剂对菌丝生长抑制率的测定 　 采用平

皿法测定 ０􀆰 ４８ μｇ / ｍｌ嘧菌酯、１􀆰 ２９ μｇ / ｍｌ咯菌腈对

１０３１姚传飞等:大丽轮枝菌微菌核发育相关基因 ＶｄＰＫＳ 的功能分析



敲除突变体、回补突变体及野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 的

菌丝生长抑制率[２０]ꎮ
１.２.６　 数据分析　 用 ＳＰＳＳ 统计软件对试验数据进

行方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ用新复极差法(Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒａｎｇｅ ｔｅｓｔꎬＤｕｎｃａｎ)对各处理的平均值进行

组间比较ꎮ

２　 结 果

２.１　 ＶｄＰＫＳ 敲除突变体的获得

通过同源重组转化ꎬ在添加潮霉素的 ＰＤＡ 筛选

培养基上ꎬ挑取到 ４ 个转化子ꎬ分别用 ＨＹＧ￣５Ｓ、

ＨＹＧ￣３Ａ 和 ＰＫＳ￣５Ｓ、ＰＫＳ￣３Ａ 检测引物对转化子进

行 ＰＣＲ 验证ꎬ其中△ＶｄＰＫＳ１、△ＶｄＰＫＳ２ 基因组中

含有潮霉素抗性基因ꎬ不含 ＶｄＰＫＳ 基因(图 １￣Ａ、图
１￣Ｂ)ꎮ 为验证 Ｔ￣ＤＮＡ 是否为单拷贝插入ꎬ对△Ｖｄ￣
ＰＫＳ１、△ＶｄＰＫＳ２ 进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交ꎬ选用 Ｂｓｔ ＸＩ、
Ｈｉｎｄ Ⅲ两种酶对 ２ 个转化子的基因组进行酶切ꎬ以
潮霉素抗性基因探针进行杂交ꎬ结果显示△Ｖｄ￣
ＰＫＳ１、△ＶｄＰＫＳ２ 所含有的潮霉素抗性基因均为单

拷贝插入(图 １￣Ｃ)ꎮ ｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ除了野生

型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 有 ＶｄＰＫＳ 基因的表达ꎬ△ＶｄＰＫＳ１、
△ＶｄＰＫＳ２ 均无 ＶｄＰＫＳ 基因的表达(图 １￣Ｄ)ꎮ

Ａ:潮霉素抗性基因的 ＰＣＲ 验证ꎬＭ:Ｍａｒｋｅｒꎬ１:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ꎬ２:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ꎬ３:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ２ꎮ Ｂ:ＶｄＰＫＳ 基因的

ＰＣＲ 验证ꎬ１:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ꎬ２:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ꎬ３:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ２ꎮ Ｃ:敲除突变体潮霉素抗性基因插入拷贝数的 Ｓｏｕｔｈ￣
ｅｒｎ 检测ꎬ１、２:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ 基因组分别用 Ｂｓｔ ＸＩ、Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切后产生的条带ꎬ３、４:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ２ 基因组分别用 Ｂｓｔ ＸＩ、
Ｈｉｎｄ Ⅲ酶切后产生的条带ꎮ Ｄ:ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＶｄＰＫＳ 基因的表达ꎮ

图 １　 敲除突变体的分子鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ

２.２　 ＶｄＰＫＳ 回补突变体的获得

将 ＶｄＰＫＳ 基因回补转化插入突变体 ２Ｈ３ꎬ在添

加潮霉素和博莱霉素的 ＰＤＡ 筛选培养基上ꎬ挑取到

９ 个转化子ꎬ分别用引物 ＨＹＧ￣５Ｓ 和 ＨＹＧ￣３Ａ、Ｖｄ￣
ＰＫＳ￣５Ｓ 和 ＶｄＰＫＳ￣３Ａ、ＢＬＥ￣５Ｓ 和 ＢＬＥ￣３Ａ 进行 ＰＣＲ
验证ꎬ结果显示 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６、２Ｈ３￣ＰＫＳ８、２Ｈ３￣ＰＫＳ９ 含

有潮霉素抗性基因、ＶｄＰＫＳ 基因和博莱霉素抗性基

因(图 ２)ꎮ
２.３　 敲除突变体与回补突变体的表型验证

通过肉眼观察 ＶｄＰＫＳ 基因对微菌核发育的影

响ꎬ将敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１、△ＶｄＰＫＳ２ 和回补突变

体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６、２Ｈ３￣ＰＫＳ８、２Ｈ３￣ＰＫＳ９ 接种到 ＰＤＡ 培

养基上ꎬ以野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 作为对照ꎬ２８ ℃、黑
暗条件下培养 １４ ｄꎬ观察平板上的菌落形态ꎮ 结果
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Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１~３ 分别为回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６ 潮霉素抗性基因片段、ＶｄＰＫＳ 基因片段、博莱霉素抗性基因片段ꎻ４~６ 分别为回补突变体 ２Ｈ３￣
ＰＫＳ８ 潮霉素抗性基因片段、ＶｄＰＫＳ 基因片段、博莱霉素抗性基因片段ꎻ７~９ 分别为回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ９ 潮霉素抗性基因片段、ＶｄＰＫＳ 基因

片段、博莱霉素抗性基因片段ꎻ１０~１２ 分别为插入突变体 ２Ｈ３ 潮霉素抗性基因片段验证、ＶｄＰＫＳ 基因片段验证、博莱霉素抗性基因片段验

证ꎮ
图 ２　 回补突变体的 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｕｔａｎｔｓ

显示野生型菌株培养 １４ ｄ 产生黑色素ꎬ２ 个 ＶｄＰＫＳ
基因敲除突变体均不产黑色素ꎬ而 ３ 个回补突变体

恢复了产黑色素的能力(图 ３)ꎮ

Ａ:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ꎻＢ:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ꎻＣ:敲除突变

体△ＶｄＰＫＳ２ꎻＤ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６ꎻＥ:回补突变体 ２Ｈ３￣
ＰＫＳ８ꎻＦ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ９ꎮ
图 ３　 敲除突变体与回补突变体的表型验证

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｕｔａｎｔｓ

２.４　 大丽轮枝菌微菌核的发育形态以及 ＶｄＰＫＳ 基

因表达水平

　 　 为了解 ＶｄＰＫＳ 基因在微菌核发育过程中的作

用ꎬ分别在野生型和敲除突变体菌株生长的不同时

间段观察菌落的形态ꎬ同时用光学显微镜观察微菌

核的发育情况ꎮ 结果显示ꎬ野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 的

孢子在 ＰＤＡ 培养基上第 １ ｄ 开始萌发形成菌丝ꎻ第
３ ｄ 显微观察到由单根或数根菌丝膨大产生隔膜后

形成球状多细胞结构ꎬ但此时菌落仍然为白色ꎻ到第

６ ｄꎬ菌落开始呈现黑色ꎬ通过显微镜观察到球状多

细胞结构开始产生侧芽ꎬ并且外层菌丝细胞膨大ꎬ分
泌出黑色素粒子ꎻ第 ９ ｄꎬ菌落黑色加深ꎬ通过显微观

察到球状多细胞结构细胞数增多ꎬ并且仍在长出侧

芽ꎬ黑色也逐渐加深ꎬ分泌出黑色素粒子ꎬ填充在细

胞间隙ꎻ第 １４ ｄꎬ菌落基质中黑色进一步加深ꎬ表面

覆盖白色的气生菌丝ꎬ通过显微镜观察到球状多细

胞结构进一步增大ꎬ大量黑色素颗粒包裹在菌丝的

细胞壁上ꎬ最外层菌丝细胞自溶形成紧密的结构ꎬ成
为成熟的微菌核(图 ４)ꎮ 敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ 则

不能产生黑色素ꎬ但也能完成微菌核发育的最初阶

段ꎬ形成球状多细胞结构ꎬ菌落则一直呈现浅黄色

(图 ４)ꎮ
此外ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 结果显示ꎬ野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１

从分生孢子萌发到微菌核黑色素开始积累的过程

中ꎬ即在 ＰＤＡ 培养基上生长的第 １ ｄ 至第 ６ ｄꎬＶｄ￣
ＰＫＳ 基因表达量逐渐增加ꎬ之后ꎬ表达量开始下调ꎬ
一直到形成成熟的微菌核结构ꎬＶｄＰＫＳ 基因呈低表

达状态ꎮ
２.５　 ＶｄＰＫＳ 基因对大丽轮枝菌致病力的影响

为了检测 ＶｄＰＫＳ 基因是否影响大丽轮枝菌的

致病性ꎬ我们检测了 ２ 个敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１、
△ＶｄＰＫＳ２ꎬ３ 个回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６、２Ｈ３￣ＰＫＳ８、
２Ｈ３￣ＰＫＳ９ 以及野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 对泗棉 ３ 号的

致病力ꎮ 结果显示ꎬ棉苗在接种后第 １４ ｄ 开始陆续

出现病症ꎬ之后病情逐渐加重ꎮ 到接种后第 ３５ ｄ
时ꎬ接种野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 的棉苗病情指数达到

了 ５８􀆰 ３ꎬ接种敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１、△ＶｄＰＫＳ２ 的

病情指数分别为 ６０􀆰 ３、５３􀆰 ９ꎬ接种回补突变体 ２Ｈ３￣
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Ａ~Ｅ:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 在 ＰＤＡ 培养基上生长 １ ｄ、３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１４ ｄ 的菌落形态ꎻＦ~ Ｊ:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 在 ＰＤＡ 上生长 １ ｄ、３ ｄ、６ ｄ、９
ｄ、１４ ｄ 光学显微镜下微菌核的发育情况ꎻＫ~Ｏ:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ 在 ＰＤＡ 上生长 １ ｄ、３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１４ ｄ 的菌落形态ꎻＰ ~ Ｔ:敲除突变体

△ＶｄＰＫＳ１ 在 ＰＤＡ 上生长 １ ｄ、３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１４ ｄ 光学显微镜下微菌核的发育情况ꎮ
图 ４　 野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 和敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ 微菌核的发育形态

Ｆｉｇ.４　 Ｍｉｃｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｖ０８ＤＦ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ △ＶｄＰＫＳ１

ＰＫＳ６、２Ｈ３￣ＰＫＳ８、２Ｈ３￣ＰＫＳ９ 对应的病情指数分别

为 ５５􀆰 ７、６０􀆰 ９、５４􀆰 ９ꎬ而接种无菌水的对照组无发病

症状(图 ５)ꎮ 到第 ５６ ｄ 时ꎬ接种野生型、敲除突变

体以及回补突变体菌株的棉苗病情指数均达到

９０􀆰 ０ 以上(图 ６)ꎮ 各菌株处理后植株的病情指数

接近ꎬ方差分析结果显示各菌株之间不存在显著性

差异ꎮ
２. ６ 　 真菌杀菌剂对 Ｖ０８ＤＦ１、△ＶｄＰＫＳ１ 和△Ｖｄ￣
ＰＫＳ２菌丝生长的抑制率

　 　 通过测定 ０.４８ μｇ / ｍｌ嘧菌酯、１.２９ μｇ / ｍｌ咯菌

腈对野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１、敲除突变体(△ＶｄＰＫＳ１、

△ＶｄＰＫＳ２)和回补突变体(２Ｈ３￣ＰＫＳ６、２Ｈ３￣ＰＫＳ８、
２Ｈ３￣ＰＫＳ９)菌丝生长的抑制率ꎬ发现敲除突变体、回
补突变体和野生型菌株在 ＰＤＡ 培养基上的生长速

度一致ꎬ而在添加嘧菌酯和咯菌腈的 ＰＤＡ 培养基

上ꎬ敲除突变体的菌落直径比野生型菌株和回补突

变体小ꎬ嘧菌酯和咯菌腈对敲除突变体的菌丝生长

抑制率相对于野生型菌株和回补突变体有所提高ꎮ
方差分析结果表明ꎬ嘧菌酯和咯菌腈对敲除突变体

△ＶｄＰＫＳ１、△ＶｄＰＫＳ２ 菌丝生长的抑制率与野生型

菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 和回补突变体之间存在显著差异ꎬ而
野生型菌株与回补突变体之间差异不显著(图 ７)ꎮ
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棉花品种为泗棉 ３ 号ꎬ照片拍摄于接种后第 ３５ ｄꎮ Ａ、Ｈ:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ꎻＢ、Ｉ:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１ꎻＣ、Ｊ:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ２ꎻＤ、Ｋ:
回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６ꎻＥ、Ｌ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ８ꎻＦ、Ｍ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ９ꎻＧ、Ｎ:无菌水对照ꎮ
图 ５　 接种野生型菌株、敲除突变体及回补突变体的棉苗发病情况

Ｆｉｇ.５　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｔｔｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｕｔａｎｔｓ

图 ６　 野生型菌株、敲除突变体及回补突变体的致病力

Ｆｉｇ.６　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕ￣
ｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｍｕｔａｎｔｓ

３　 讨 论

在前期研究中ꎬ江苏省农业科学院植物保护研

究所土传种传病害实验室已经从大丽轮枝菌

Ｖ０８ＤＦ１ 菌株中克隆了 ＶｄＰＫＳ 基因全长ꎬ与大丽轮

枝菌 ＶｄＬｓ. １７ 的基因组中的 ＶＤＡＧ ＿ ００１９０ 达到

１００％同源ꎮ 通过在 ＮＣＢＩ 数据库的保守结构域比

对ꎬ预测该基因主要包含 Ａｃｙｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｄｏｍａｉｎ(酰
基转移酶结构域ꎬＡＴ)、Ｉｔｅｒａｔｉｖｅ ｔｙｐｅ Ｉ ＰＫＳ ｐｒｏｄｕｃｔ
ｔｅｍｐｌａｔｅ ｄｏｍａｉｎ、ＡＣＰ ｔｒａｎｓａｃｙｌａｓｅ(酰基载体蛋白结

构域ꎬＡＣＰ)、Ｂｅｔａ￣ｋｅｔｏａｃｙｌ ｓｙｎｔｈａｓｅ(β￣酮合成酶结构

域ꎬ ＫＳ )、 ａｌｐｈａ / ｂｅｔａ ｈｙｄｒｏｌａｓｅｓ、 Ｐｈｏｓｐｈｏｐａｎｔｅｔｈｅｉｎｅ
ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ ｓｉｔｅ 这些结构域ꎮ 已有文献报道ꎬ不同真

菌中的 ＰＫＳ 功能域组成有所差异ꎬ但都含有最基本

Ａ:嘧菌酯ꎻＢ:咯菌腈ꎮ ａ:野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ꎻｂ:敲除突变体

△ＶｄＰＫＳ１ꎻｃ:敲除突变体△ＶｄＰＫＳ２ꎻｄ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ６ꎻ
ｅ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ８ꎻｆ:回补突变体 ２Ｈ３￣ＰＫＳ９ꎮ
图 ７　 真菌杀菌剂对野生型菌株、敲除突变体及回补突变体菌丝

生长的抑制率

Ｆｉｇ.７　 Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ
ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ
ｍｕｔａｎｔｓ

的结构域ꎬ即 β￣酮合成酶结构域(ＫＳ)、酰基载体蛋

白(ＡＣＰ)结构域、酰基转移酶(ＡＴ)结构域[２１]ꎮ 酮

５０３１姚传飞等:大丽轮枝菌微菌核发育相关基因 ＶｄＰＫＳ 的功能分析



基合成酶(ＫＳ)负责催化双碳单位的缩合反应使聚

酮链得以延长ꎬ酰基载体蛋白(ＡＣＰ)结合延长的聚

酮链ꎬ酰基转移酶 ( ＡＴ) 负责底物选择、激活和转

运[２２]ꎮ 其中ꎬＫＳ 结构域的序列比基因全序列具有

更高的序列保守性[２３]ꎮ 这些酶与蛋白质构成了聚

酮合成酶这一复杂的体系ꎬ聚酮合成酶对于大丽轮

枝菌微菌核 ＤＮＨ 黑色素的合成至关重要ꎮ 本研究

证实了 ＶｄＰＫＳ 基因对于大丽轮枝菌微菌核黑色素

的形成是必须的ꎮ 野生型菌株在微菌核的形成过程

中ꎬＶｄＰＫＳ 基因表达明显上调ꎻＶｄＰＫＳ 基因敲除突变

体不能产生黑色素ꎬ而回补突变体则恢复了产黑色

素的能力ꎮ 我们还发现ꎬ敲除突变体△ＶｄＰＫＳ１、
△ＶｄＰＫＳ２ 虽然没有形成黑色素ꎬ却能够启动微菌

核结构的形成ꎬ说明 ＶｄＰＫＳ 基因不是微菌核形成的

必须基因ꎬ仅影响微菌核发育后期黑色素的产生ꎮ
本研究发现ꎬＰＫＳ 基因的敲除并没有明显改变

菌株的致病力ꎬ这与 Ｐｕｈａｌｌａ 等[２４]的研究结论一致ꎬ
大丽轮枝菌的致病力和菌落形态之间一般不存在明

显的相关性ꎮ 但是与 Ｚｈａｎｇ 等[２５] 报道的 ＰＫＳ 基因

参与了大丽轮枝菌的致病过程的结论不一致ꎮ
Ｚｈａｎｇ 等[２５]以大丽轮枝菌菌核型菌株 Ｖ９５２ 为野生

型ꎬＰＫＳ 基因敲除突变体致病力比野生型菌株显著

下降ꎬ回补突变体致病力则有所回升ꎮ 为此ꎬ我们将

致病力测定试验重复了 ３ 次ꎬ连续 ３５ ｄ 调查棉苗的

病情指数ꎬ结果都表明 ＰＫＳ 基因与菌株的致病力无

关ꎮ 比较我们与 Ｚｈａｎｇ 等[２５]的试验方法ꎬ发现致病

力测定所用的棉花品种和菌株均不相同ꎬ本试验中

Ｖ０８ＤＦ１ 菌株的 ＰＫＳ 基因序列在 １００、３５３、７０４ 等多

个位点与 Ｚｈａｎｇ 等所用的 Ｖ９５２ 菌株存在差异ꎮ
由于微菌核的抗逆性与其含有丰富的黑色素密

切相关ꎬ为此ꎬ我们试图探究 ＰＫＳ 基因与杀菌剂敏

感性之间的关系ꎮ 最初我们选择了 ５ 种杀菌剂ꎬ包
括嘧菌酯、咯菌腈、戊唑醇、噻呋酰胺和氰烯菌酯ꎬ发
现野生型菌株 Ｖ０８ＤＦ１ 对嘧菌酯、咯菌腈、戊唑醇这

３ 种杀菌剂表现为高度敏感ꎬ而对噻呋酰胺和氰烯

菌酯不敏感ꎮ 最终ꎬ我们测定了 ０.４８ μｇ / ｍｌ嘧菌酯、
１.２９ μｇ / ｍｌ咯菌腈对敲除突变体△ＶｄＰＫＳ 的菌丝生

长抑制率ꎮ 其中ꎬ咯菌腈通过抑制葡萄糖磷酰化的

有关转移ꎬ并抑制真菌菌丝体的生长ꎬ最终导致病原

菌死亡ꎻ嘧菌酯为甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂ꎬ高效、
广谱ꎬ对几乎所有的真菌界病害有良好的活性ꎮ Ｖｄ￣
ＰＫＳ 基因敲除突变体的微菌核没有黑色素的积累ꎬ

敲除突变体在添加这 ２ 种杀菌剂的培养基上生长速

度相对于野生型和回补突变体菌株有所下降ꎬ其中

嘧菌酯和咯菌腈对敲除突变体的菌丝生长抑制率相

对于野生型菌株和回补突变体有显著升高ꎬ这提示

ＰＫＳ 基因与大丽轮枝菌的抗逆性相关ꎮ
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