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　 　 摘要:　 为明确 Ｚｎ２(Ⅱ)Ｃｙｓ６型转录因子 ＵｖＺＣ１在稻曲病病菌中的功能ꎬ利用 ＣＲＩＳＰＲ￣Ｃａｓ９ 结合同源片段双

交换的方法ꎬ诱导野生型菌株 Ｊｔ２０９发生 ＵｖＺＣ１ 基因缺失突变ꎮ 结果显示ꎬ与 Ｊｔ２０９相比ꎬＵｖＺＣ１ 基因缺失突变体的

生长速率和分生孢子量均显著下降ꎬ且突变体中部分与稻曲病病菌其他产分生孢子相关基因表达量发生变化ꎻ此
外ꎬ该基因的缺失导致突变体对十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)更敏感ꎬ而对氧化胁迫的耐受性增强ꎻ在稻曲病病菌接种水

稻后 ２４ ｈ、４８ ｈ的侵染早期ꎬＵｖＺＣ１ 基因的表达量明显上升ꎬ但基因缺失突变体接种水稻后形成的稻曲球数量与野

生型之间没有差异ꎮ 综上所述ꎬＵｖＺＣ１ 基因参与稻曲病病菌营养生长、分生孢子产生和侵染水稻过程ꎬ还与稻曲病

病菌细胞壁的完整性和响应氧化胁迫相关ꎮ
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　 　 稻曲病(Ｒｉｃｅ ｆａｌｓｅ ｓｍｕｔ)是由稻曲病病菌[Ｕｓｔｉ￣
ｌａｇｉｎｏｉｄｅａ ｖｉｒｅｎｓ (Ｃｏｏｋｅ) Ｔａｋ.]侵染引起的一种世

界性水稻穗部病害ꎬ在世界各水稻主产区均有发生ꎮ
近年来ꎬ稻曲病在中国逐渐成为水稻的主要病害之
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一ꎬ年平均发病面积达 ３.０６×１０６ ｈｍ２ꎬ造成水稻年减

产 １.５８６×１０８ ｋｇꎬ尤其在长江中下游地区ꎬ稻曲病重

发的水稻种植面积占水稻总种植面积的 １９％~
４０％[１]ꎮ 稻曲病的发生会影响谷粒的营养运输和正

常发育ꎬ造成空秕率升高、千粒质量下降[２￣３]ꎻ而稻曲

球中含有的稻曲菌素更能抑制微管蛋白的组装ꎬ并
干扰细胞骨架形成ꎬ引起人畜病变[４￣５]ꎮ 深入研究稻

曲病病菌致病相关基因功能ꎬ对解析稻曲病病菌致

病机制、选择防治策略具有重要意义ꎮ
转录因子是一类调控基因转录起始的重要蛋白

质ꎬ稻曲病病菌转录因子 ＵｖＨＯＸ２ 的基因敲除突变

体菌株不产生厚垣孢子ꎬ且分生孢子产量下降ꎬ致病

力减弱[６]ꎮ 转录因子 ＵｖＣｍｏ１、ＵｖＨｏｇ１ 参与稻曲病

病菌响应非生物胁迫、致病等多个重要生物学过

程[７￣８]ꎮ Ｚｎ２(Ⅱ)Ｃｙｓ６ 型转录因子是子囊菌中最大

的一类转录因子ꎬ其结构中包含 １ 个 ＣＸ２ＣＸ６ＣＸ５￣１２￣
ＣＸ２ＣＸ６￣８Ｃ 基序ꎬ可以与 ２ 个锌离子结合ꎬ该类蛋白

质只存在于真菌界[９]ꎮ Ｚｈａｎｇ 等[１０]用稻曲病病菌

接种水稻孕穗期的穗部ꎬ在转录组水平分析接种的

水稻穗部发现ꎬ编码 Ｚｎ２ (Ⅱ) Ｃｙｓ６ 型转录因子 １
(Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａ ｖｉｒｅｎｓ Ｚｎ２Ｃｙｓ６ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ １ꎬ
ＫＤＢ１８６６４)的 ＵｖＺＣ 基因在侵染早期的表达量显著

升高ꎬ据此推测ꎬ该基因与稻曲病病菌侵染相关ꎮ 目

前 ＵｖＺＣ１ 基因在稻曲病病菌中的生物学功能尚不

明确ꎬ本研究通过分析该基因敲除突变体菌株的表

型ꎬ对稻曲病病菌中 ＵｖＺＣ１ 基因的功能进行解析ꎬ
以期为稻曲病病菌致病机制研究提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试材料

Ｊｔ２０９菌株分离自 ２０１８ 年从江苏金坛田间采集

的稻曲病病株标样ꎬ经单孢纯化和测序鉴定为稻曲

病病菌后保存[１１]ꎮ 供试水稻品种为稻曲病感病品

种两优培九ꎮ 在田间用 Ｊｔ２０９ 菌株接种两优培九后

表现出强致病力ꎮ 敲除载体 ｐＣａｓ９￣ｇＲＮＡ 由南京农

业大学张海峰教授惠赠ꎬ回补载体 ｐＫＯ１￣Ｎｅｏ 由笔

者所在实验室保存ꎮ 稻曲病病菌用马铃薯蔗糖琼脂

(ＰＳＡ)培养基活化和培养ꎬＹＴ培养基用于稻曲病病

菌生物学特性的观察分析[８ꎬ１２]ꎮ 稻曲病病菌的培养

条件为 ２８ ℃、避光ꎮ
１.２　 稻曲病病菌 ＵｖＺＣ１ 基因的克隆与分析

将新活化的 Ｊｔ２０９ 菌株在 ＹＴ 培养液中摇动培

养５ ｄꎬ过滤并收集菌丝ꎮ 用十六烷基三甲基溴化铵

(ＣＴＡＢ)法提取 Ｊｔ２０９ 总基因组ꎻ用 ＲＮＡ 提取试剂

盒(ＢｉｏｔｅｋｅꎬＰＲ１２０２)提取 Ｊｔ２０９ 总 ＲＮＡꎬ用反转录

试剂盒(ＴａＫａＲａꎬＲＲ０４７)将 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎮ
参考稻曲病病菌 Ｕｖ８ｂ 菌株的全基因组序列ꎬ设计

ＵｖＺＣ１ 基因的全长扩增引物 ＵｖＺＣ１ Ｆ、ＵｖＺＣ１ Ｒꎬ以
Ｊｔ２０９基因组和 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增分别

获得 ＵｖＺＣ１ 基因及 ｃＤＮＡ 全长序列并测序ꎮ 将序

列在美国国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)网站上进

行 ＢＬＡＳＴ同源比对ꎬ用 ＣＤＡＲＴ 进行基因编码蛋白

的结构域分析ꎬ用 ＭＥＧＡ ７构建系统进化树ꎮ
１.３　 稻曲病病菌 ＵｖＺＣ１ 基因敲除和回补突变体的

获得

　 　 通过 １Ｆ / １Ｒ 引物对、２Ｆ / ２Ｒ 引物对对 Ｊｔ２０９ 基

因组进行扩增ꎬ分别获得 ９６４ ｂｐ ＵｖＺＣ１ 基因上游片

段和 ９９８ ｂｐ 下游片段ꎻ用引物对 ｈｙｇ１.４Ｆ / ｈｙｇ１.４Ｒ
从质粒 ｐＳＫ０４４中扩增获得潮霉素抗性基因(ＨＰＨ)
片段ꎬ通过多片段重组酶(Ｃ１１３￣０２)连接获得基因

敲除载体 ｐＭＤ１９Ｔ￣ＨＰＨ￣ＵｖＺＣ１ꎮ ＣＲＩＳＰＲ 载体构建

和稻曲病病菌原生质体转化参考 Ｌｉａｎｇ 等[１３]的方

法ꎮ 经潮霉素抗性初筛获得转化子ꎬ通过 ＲＴ￣ＵｖＺＣ１
Ｆ / ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｒ、ｈｙｇ１.４Ｆ / ｙｚＲ和 ｈｙｇ１.４Ｒ / ｙｚＦ特异性

引物对扩增转化子基因组进行再次扩增ꎬ并对扩增

片段进行测序和序列比对ꎮ 利用地高辛标记的

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交方法对 ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株的

基因组 ＤＮＡ进行分析ꎬＪｔ２０９ 和突变体基因组 ＤＮＡ
的提取参照方法 １. ２ 进行ꎻ探针的制备采用 ｈｙｇ１.
４Ｆ / ｈｙｇ１.４Ｒ引物对经 ＰＣＲ扩增获得的 ＨＰＨ 基因片

段ꎻ利用 Ｘｈｏ Ｉ单酶切基因组 ＤＮＡꎬ按照 Ｒｏｃｈｅ ＤＩＧ￣
Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ Ｉ
试剂盒的说明书进行 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交ꎬ明确 ＵｖＺＣ１ 基

因敲除突变体菌株中 ＨＰＨ 基因的插入拷贝数ꎮ
为了获得基因回补突变体ꎬ用引物对 ＣＦ / ＣＲ扩

增 Ｊｔ２０９基因组ꎬ获得包含基因上游 １.９ ｋｂ 的片段、
基因全长和基因下游 ０.５ ｋｂ 的片段ꎬ连接获得回补

载体 ｐＫＯ１￣Ｎｅｏ￣ＵｖＺＣ１ꎬ测序正确后ꎬ用农杆菌介导

的稻曲病病菌转化方法将目的基因转化至 ＵｖＺＣ１
基因敲除突变体菌株上[１１]ꎬ用遗传霉素 Ｇ４１８ 筛选

转化子ꎬ再用 ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｆ / ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｒ引物对进行

转化子中 ＵｖＺＣ１ 基因表达量的测定ꎬ筛选回补菌

株ꎮ 所用引物序列见表 １ꎮ

１０４１俞咪娜等:稻曲病病菌 Ｚｎ２(Ⅱ)Ｃｙｓ６型转录因子 ＵｖＺＣ１基因的克隆及功能分析



１.４　 稻曲病病菌生物学表型的测定

将稻曲病病菌菌株在 ＰＳＡ 培养基上培养 １５ ｄ
后ꎬ在菌落生长边缘处取菌碟(直径为 ５ ｍｍ)ꎬ用于

生物学表型的测定ꎮ 每个菌设 ３ 个重复ꎬ每个试验

重复 ３次ꎮ

表 １　 ＵｖＺＣ１ 基因克隆和获取突变体所用的引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ＵｖＺＣ１ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ ｏｂ￣
ｔａｉｎｉｎｇ

引物　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　

ｈｙｇ１.４ Ｆ ＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＡＡＧＧＡＧＣ

ｈｙｇ１.４ Ｒ ＴＡＣＴＣＴＡＴＴＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＧ

ｙｚ Ｆ ＡＣＣＡＧＴＣＴＡＣＣＣＧＡＣＣＧＴＡ

ｙｚ Ｒ ＧＡＡＣＣＡＧＣＣＡＣＴＣＧＴＣＴＣＧＧ

１ Ｆ ＧＣＡＡＣＧＧＣＴＡＣＡＧＣＡＡＧＣＴＣ

１ Ｒ ＡＣＡＧＡＡＧＡＴＧＡＴＡＴＴＧＡＡＧＧＡＧＣＣＧＧＧＡＴＡＧＣＧＡＴＡＴＣ￣
ＴＧＧＧＣ

２ Ｆ ＣＧＧＧＡＴＡＧＣＧＡＴＡＴＣＴＧＧＧＣ

２ Ｒ ＴＡＣＴＣＴＡＴＴＣＣＴＴＴＧＣＣＣＴＣＧＣＧＣ￣
ＣＴＣＧＴＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＴＧ

ＵｖＺＣ１ Ｆ ＡＴＧＧＣＧＣＣＡＣＣＧＧＴＣＧＡＧＧＴＧ

ＵｖＺＣ１ Ｒ ＣＴＡＧＣＣＡＧＣＣＡＧＧＣＣＣＣＴＴＧ

ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｆ ＣＡＣＣＴＣＧＡＣＣＧＧＴＧＧＣＧＣＣＡＴ

ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｒ ＣＧＧＣＴＴＣＴＡＴＧＧＡＣＡＧＧＴＡＧ

Ｃ Ｆ ＴＴＣＴＧＡＣＣＣＧＧＧＧＡＴＣＣＧＧＡＡＧＧＡＣＡＴＣＡＡＣＡＣＣＧＡＡＣ

Ｃ Ｒ ＧＧＣＣＡＧＴＧＣＣＡＡＧＣＴＴＡＡＴＴＡＣＣＧＡＧＧＣＡＧＡＴＴＧＡＧＣ

ＵｖＺＣ１ ＣｒＦ ＡＣＣＴＧＣＴＧＡＡＣＡＧＣＴＣＧＡＡＧＣＴＧＴ

ＵｖＺＣ１ ＣｒＲ ＡＡＡＣＡＣＡＧＣＴＴＣＧＡＧＣＴＧＴＴＣＡＧＣ
引物 ＵｖＺＣ１ ＣｒＦ和 ＵｖＺＣ１ ＣｒＲ用于获得 ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌
株的 ｇｕｉｄｅ ＲＮＡꎮ

１.４.１　 菌丝生长速率的测定 　 将菌碟接种至 ＹＴＡ
培养基上ꎬ于 ２８ ℃避光培养 １２ ｄ后观察菌落形态ꎬ
测量菌落直径ꎮ
１.４.２　 菌丝对非生物胁迫的响应试验 　 分别将菌

碟接种至含 ０ ３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、０ ３ ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、０ ８
ｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣山梨醇(Ｓｏｒｂｉｔｏｌ)、７０ μｇ / ｍｌ 刚果红(Ｃｏｎｇｏ
Ｒｅｄ)、０ ００５％ 十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)和 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２的 ＹＴＡ培养基上ꎬ２８ ℃避光培养 １２ ｄ 后测量

菌落直径ꎮ
１.４.３　 分生孢子产生量的测定 　 取菌碟后将其接

至含有 ５０ ｍｌ ＹＴＳ 培养液的 １００ ｍｌ 三角瓶中ꎬ每瓶

接种 ５粒菌碟ꎬ于 ２８ ℃、１６０ ｒ / ｍｉｎ摇动培养 ７ ｄꎬ用
血球计数板统计分生孢子数量ꎮ
１.５　 致病力的测定

稻曲病病菌致病力的检测参考张君成等[１３]的

方法ꎬ将摇动培养 ７ ｄ的培养液作为接种体(分生孢

子含量为 １ ｍｌ １×１０６个)ꎮ 在两优培九孕穗期(破口

前５~ ７ ｄ)ꎬ用注射器将菌液注入穗苞ꎬ每个菌株接

种 １２穗ꎬ每穗接种 １ ｍｌ 接种体ꎮ 接种 ２８ ｄ 后调查

每穗稻曲球数ꎬ重复 ３次ꎮ
１.６　 ＵｖＺＣ１ 基因表达的测定

１.６.１　 分生孢子不同萌发阶段 ＵｖＺＣ１ 基因的表达

　 用单层 Ｍｉｒａｃｌｏｔｈ(ＣａｌｂｉｏｃｈｅｍꎬＬａ Ｊｏｌｌａ ＣＡꎬＵＳＡ)
过滤摇动培养 ５ ｄ的稻曲病病菌 ＹＴ培养液ꎬ收集分

生孢子ꎮ 分生孢子用无菌水洗涤后ꎬ稀释至终含量

为 １ ｍｌ １×１０６个ꎬ取 ４０ μｌ孢子液并将其涂布于铺在

ＹＴＡ培养基上的玻璃纸上ꎬ于 ２８ ℃避光培养ꎬ分别

于涂布培养后 １２ ｈ、１８ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ和 ７２ ｈ取样ꎬ以
收集的未涂布的分生孢子作为对照ꎮ 提取样品

ＲＮＡꎬ用于测定 ＵｖＺＣ１ 基因在孢子不同萌发阶段的

表达量ꎬ基因的相对表达量通过荧光定量反应

(ｑＰＣＲ)分析获得(ＴａＫａＲａꎬＲＲ８２０)ꎮ ｑＰＣＲ 反应在

ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ ３ 荧光定量 ＰＣＲ 仪( Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ)中
完成ꎮ 以 α￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣１ 作为内参基因ꎬ基因表达量的

计算参照 ２－△△Ｃｔ方法ꎮ ３次重复ꎮ
１.６.２　 Ｈ２Ｏ２胁迫下 ＵｖＺＣ１ 基因的表达　 收集分生

孢子ꎬ按照终含量为 １ｍｌ １×１０６个接种至 ＹＴ 培养液

中ꎬ避光摇动培养 ２ ｄ后ꎬ加入终浓度为 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ的
Ｈ２Ｏ２继续摇动培养ꎬ分别于处理后 ０.５ ｈ、１.０ ｈ 收集

菌丝ꎬ以处理前收集的菌丝为对照ꎮ 按照方法 １.６.１
的基因表达量检测方法分析菌丝用 Ｈ２Ｏ２处理后的

ＵｖＺＣ１ 基因表达情况ꎮ
１.６.３　 接种水稻后侵染初期 ＵｖＺＣ１ 基因的表达　 参照

方法 １.５用 Ｊｔ２０９菌株接种两优培九ꎬ分别于接种后 ２４
ｈ、４８ ｈ取接种的稻穗ꎬ以接种前收集的菌丝为对照ꎮ
参照方法 １.６.１提取接种稻穗的 ＲＮＡꎬ用荧光定量方法

分析 ＵｖＺＣ１在 ２个侵染时间点的表达情况ꎮ
１.７　 其他产分生孢子相关基因在 ＵｖＺＣ１ 基因敲除

突变体菌株中表达量的测定

　 　 各取 ５ 粒 Ｊｔ２０９ 和 ＵｖＺＣ１ 敲除突变体菌碟ꎬ
分别接种至含有 ５０ ｍｌ ＹＴＳ 培养液的 １００ ｍｌ 三
角瓶中ꎬ２８ ℃ 、１６０ ｒ / ｍｉｎ避光摇动培养 ５ ｄ 后ꎬ收
集菌丝用于 ＲＮＡ 提取ꎮ 按照 １. ６. １ 的方法分析

其他产分生孢子相关基因在 ＵｖＺＣ１ 基因敲除突

变体菌株中的表达情况ꎮ 每个反应设 ３ 个重复ꎬ
同时本试验重复 ３ 次ꎮ 被检测的其他产分生孢

子相关基因及其引物见表 ２ꎮ
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表 ２　 其他产分生孢子相关基因及其表达量分析所用引物

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ
ｓｔｕｄｙ

基因　 　 引物　 　 　 　 引物序列(５′→３′) 　 　

ＵｖＣｏｍ１[７] ｑＵｖＣｏｍ１ Ｆ ＧＧＣＧＧＴＣＣＣＴＴＧＧＣＴＡＴ

ｑＵｖＣｏｍ１ Ｒ ＣＧＡＴＴＣＧＡＣＡＧＴＡＣＧＡＴＡＡＡＣ

ＵｖＨＯＧ１[８] ｑＵｖＨＯＧ１ Ｆ ＧＧＴＡＣＧＧＡＧＣＡＡＧＡＴＡＴＴＣＧ

ｑＵｖＨＯＧ１ Ｒ ＴＣＡＴＣＡＡＣＡＣＣＡＴＣＧＣＡＡＧ

ＵｖＳＬＴ２[１３] ｑＵｖＳＬＴ２ Ｆ ＧＣＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＡＧＡＡＡＧＴＣＡＣ

ｑＵｖＳＬＴ２ Ｒ ＣＧＣＡＡＡＧＡＡＴＣＴＧＧＴＡＡＡＴＡＡＡＣＧ￣
ＡＣＴ

ＵｖＡｃ１[１４] ｑＵｖＡｃ１ Ｆ ＴＧＣＴＡＴＧＣＡＧＣＡＣＴＣＴＧＧＡＧＴＧＣＧＴ

ｑＵｖＡｃ１ Ｒ ＣＧＡＡＡＧＡＧＴＣＡＡＧＡＡＴＣＡＧＡＧＣＣＡＴ

ＵｖＣＤＣ２[１５] ｑＵｖＣＤＣ２ Ｆ ＣＧＴＣＡＣＴＴＣＡＴＡＣＣＣＣＧＡＣＴ

ｑＵｖＣＤＣ２ Ｒ ＡＧＴＡＧＣＣＡＴＴＣＡＴＧＣＧＧＣＣＡＡ

ＵｖＢＩ￣１[１６] ｑＵｖＢＩ￣１ Ｆ ＡＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＣＣＣＡＡＧＴＡＣ

ｑＵｖＢＩ￣１ Ｒ ＡＣＧＣＴＧＣＴＣＣＴＣＧＴＣＴＧＧＴＣ

α￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣１[８] ＵＶ￣α￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣１ Ｆ ＡＧＧＴＴＧＣＧＴＴＧＡＡＧＧＡＧＧＴＴ

ＵＶ￣α￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣１ Ｒ ＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴＴＧＣＣＧＡＴＡＡＡ

２　 结果与分析

２.１　 ＵｖＺＣ１基因在稻曲病病菌侵染早期的表达模式

　 　 由图 １ 可以看出ꎬＵｖＺＣ１ 基因在 Ｊｔ２０９ 接种两

优培九 ２４ ｈ和 ４８ ｈ后均有表达ꎬ且基因表达量在接

种后随着接种时间的延长显著上升ꎬ接种 ２４ ｈ、４８ ｈ
时分别为接种起始阶段的 ９ １ 倍、１６ ２ 倍ꎬ表明该

基因参与稻曲病病菌早期侵染水稻的过程ꎮ

∗表示接种后基因表达量与接种起始阶段存在显著差异(Ｐ<
０ ０５)ꎮ
图 １　 ＵｖＺＣ１ 基因在侵染早期的表达模式

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｅａｒｌｙ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｉｎ￣
ｆｅｃｔｉｏｎ

２.２　 稻曲病病菌 ＵｖＺＣ１ 基因的克隆与序列分析

序列分析结果显示ꎬＵｖＺＣ１ 基因全长１ ４５８ ｂｐꎬ
不含内含子ꎬ编码 ４８５ 个氨基酸ꎮ ＵｖＺＣ１ 的预测编

码蛋白质含有 １ 个 ＧＡＬ４(ｓｍａｒｔ０００６６)基序和 １ 个

Ｆｕｎｇａｌ ＿ ＴＦ ＿ ＭＨＲ ( ｃｌ２３７６６ ) 基 序ꎬ 与 其 他

Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６型转录因子相似ꎮ 蛋白质同源性比较

结果显示ꎬＵｖＺＣ１与金龟子绿僵菌(Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ａｎｉ￣
ｓｏｐｌｉａｅ)、大孢绿僵菌(Ｍｅｔａｒｈｉｚｉｕｍ ｍａｊｕｓ)等子囊菌

的Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６型转录因子的相似度超过 ６５％ꎬ与其

他丝状真菌Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６蛋白的相似度也为 ５０％左

右(图 ２)ꎮ 因此确定 ＵｖＺＣ１ 基因编码的蛋白质属

于Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６型转录因子ꎮ

Ａ:ＵｖＺＣ１与其他真菌中 Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 转录因子(括号内数值表示 ＵｖＺＣ１与其他蛋白质同源比较的 ｉｄｅｎｔｉｔｙ值)的系统发育树分析ꎻＢ:ＵｖＺＣ１

与其他真菌中 Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 转录因子的蛋白质结构分析ꎮ

图 ２　 ＵｖＺＣ１ 蛋白与其他真菌中同源蛋白的系统发育树和结构比较

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｍｏｔｉｆ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｆｕｎｇｉ
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２.３　 ＵｖＺＣ１ 基因敲除和回补突变体的获得

以野生型菌株 Ｊｔ２０９为对照ꎬ经抗性筛选、特异性

引物 ＰＣＲ鉴定和 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交分析ꎬ共获得 ２个基因

敲除突变体菌株(△ＵｖＺＣ１￣１９ 和△ＵｖＺＣ１￣２０)ꎮ 再以

敲除突变体菌株△ＵｖＺＣ１￣１９为初始菌株ꎬ回补 ＵｖＺＣ１
基因ꎬ获得 ２个基因回补菌株(ＵｖＺＣ１ ｃ￣１和 ＵｖＺＣ１ ｃ￣
２)ꎮ 用 ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｆ / ＲＴ￣ＵｖＺＣ１ Ｒ扩增 Ｊｔ２０９、敲除突变

体和回补菌株的 ｃＤＮＡꎬ发现 ＵｖＺＣ１ 在 Ｊｔ２０９和回补菌

株中表达ꎬ而在敲除突变体菌株中不表达ꎮ 用 ＨＰＨ 基

因特异性引物 ｈｙｇ１.４ Ｒ / ｈｙｇ１.４ Ｆ只能从敲除突变体和

回补菌株的基因组中扩增到目的片段ꎬ而在 Ｊｔ２０９基因

组中不能扩增到目的片段(图 ３)ꎮ 上述结果表明ꎬ敲除

突变体菌株中的 ＵｖＺＣ１基因已经被潮霉素抗性基因成

功替换ꎬ回补菌株中的 ＵｖＺＣ１基因得到了回补ꎮ

Ａ:ＵｖＺＣ１ 基因敲除载体构建ꎻＢ:Ｊｔ２０９菌株、ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体和回补菌株中 ＵｖＺＣ１ 和 ＨＰＨ 基因 ＰＣＲ检测ꎻＣ:Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交检测基因

敲除突变体菌株中 ＨＰＨ 基因拷贝数ꎮ ａ:Ｊｔ２０９ꎻｂ:△ＵｖＺＣ１ꎻｃ:△ＵｖＺＣ１ｃꎻｄ:△ＵｖＺＣ１￣１９ꎻｅ:△ＵｖＺＣ１￣２０ꎻｆ:△ＵｖＺＣ１￣６６ꎻＭ:Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 ３　 稻曲病病菌 Ｊｔ２０９ 菌株的 ＵｖＺＣ１ 基因敲除

Ｆｉｇ.３　 Ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｉｎ Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａ ｖｉｒｅｎｓ Ｊｔ２０９ ｓｔｒａｉｎ

２.４　 ＵｖＺＣ１ 基因对稻曲病病菌生长的影响

由图 ４Ａ、图 ４Ｂ 可以看出ꎬ在 ＹＴＡ 培养基上ꎬ
△ＵｖＺＣ１￣１９、 △ＵｖＺＣ１￣２０ 的 菌 落 直 径 分 别 为

(３３.４４±０ ２５) ｍｍ、(３３.７５±０ ２７) ｍｍꎬ与 Ｊｔ２０９ 的

(３５.５５±０ ４６) ｍｍ和回补菌株的(３５.７７±０ ３２) ｍｍ
相比显著下降ꎬ但各菌落间的形态没有明显差异ꎬ表
明 ＵｖＺＣ１ 基因敲除会影响稻曲病病菌的生长速率ꎬ
但不影响菌落形态ꎮ

由图 ４Ｃ 可以看出ꎬ在 ０ ３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ、 ０ ３
ｍｏｌ / Ｌ ＫＣｌ、０ ８ ｍｏｌ / Ｌ Ｄ￣山梨醇和 ７０ μｇ / ｍｌ 刚果红

等非生物胁迫下ꎬＪｔ２０９、ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌

株和回补菌株在生长抑制效果上没有显著差异ꎬ然
而 ０ ００５％ ＳＤＳ对 ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株的抑

制率明显高于 Ｊｔ２０９ 菌株和回补菌株ꎬ表明 ＵｖＺＣ１
基因参与调节稻曲病病菌细胞壁的完整性ꎮ
２.５　 ＵｖＺＣ１基因对稻曲病病菌响应氧化胁迫的影响

　 　 分析 Ｊｔ２０９、ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株和回补

菌株在含 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２培养基上的生长抑制率发

现ꎬＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体对氧化胁迫的耐受性高

于 Ｊｔ２０９菌株和回补菌株(图 ４Ａ、图 ４Ｃ)ꎻ而 Ｊｔ２０９
菌株中 ＵｖＺＣ１ 基因的表达量在 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２处理

１.０ ｈ时显著上升(图 ５)ꎬ表明 ＵｖＺＣ１ 可能参与调控

稻曲病病菌响应氧化胁迫的过程ꎮ

２.６　 ＵｖＺＣ１ 基因对稻曲病病菌产分生孢子的影响

由图 ６Ａ可以看出ꎬＪｔ２０９、ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变

体菌株和回补菌株摇动培养产生的分生孢子在形

态、大小、萌发率等方面没有显著差异ꎬ但 ＵｖＺＣ１ 基

因敲除突变体菌株△ＵｖＺＣ１￣１９ 和△ＵｖＺＣ１￣２０ 产分

生孢子数量较 Ｊｔ２０９分别减少 ９１ １％和 ８９ ４％ꎮ
由图 ６Ｂ可以看出ꎬ进一步分析 ＵｖＺＣ１ 在稻曲

病病菌分生孢子萌发和菌丝生长、分生孢子产生等

不同阶段的基因表达情况发现ꎬＵｖＺＣ１ 在孢子萌发

产生芽管及芽管伸长(萌发时间 １８ ｈ)、菌丝伸长

(萌发时间 ２４ ｈ)阶段的表达量与分生孢子时期没

有显著差异ꎻ随着萌发的菌丝顶端新分生孢子的产

生(萌发时间 ４８ ｈ、７２ ｈ)ꎬＵｖＺＣ１ 相对表达量与分生

孢子时期相比逐渐上升ꎬ表明 ＵｖＺＣ１ 参与了稻曲病

病菌产分生孢子的过程ꎮ
此外ꎬ检测已报道的稻曲病病菌产分生孢子其

他相关基因的表达量发现ꎬ与 Ｊｔ２０９ 相比ꎬＵｖＺＣ１ 基

因敲除突变体菌株中 ＵｖＡＣ１、ＵｖＳＬＴ２ 基因的相对表

达量显著上升ꎬＵｖＣＤＣ２、ＵｖＣｏｍ１ 和 ＵｖＨｏｇ１ 基因的

相对表达量显著下降ꎬＵｖＢＩ￣１ 基因的相对表达量变

化不显著(图 ６Ｃ)ꎮ 上述结果表明ꎬＵｖＺＣ１ 可能通过

调节稻曲病病菌多个产分子孢子相关基因ꎬ从而参

与调控稻曲病病菌分生孢子的产生ꎮ
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Ａ:Ｊｔ２０９菌株、ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株和回补菌株在不同非生物胁迫下的菌落形态ꎻＢ:在 ＹＴＡ培养基上的菌落直径ꎻＣ:在 ＹＴＡ培养基

上不同非生物胁迫对菌株生长的抑制率ꎮ ∗表示突变体菌株与其野生型菌株间存在显著差异(Ｐ<０ ０５)ꎮ
图 ４　 ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株的生长表型

Ｆｉｇ.４　 Ｇｒｏｗｔｈ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ

２.７　 ＵｖＺＣ１ 基因对稻曲病病菌致病性的影响

田间接种试验结果显示ꎬＪｔ２０９、ＵｖＺＣ１ 基因敲

除突变体菌株和回补菌株在接种稻穗上产生的稻曲

球数量无显著差异ꎬ稻曲球形态也无明显差异(图
７)ꎬ表明 ＵｖＺＣ１ 基因不影响稻曲球的产生ꎮ

３　 讨 论

本研究从稻曲病病菌中克隆到 ＵｖＺＣ１ 基因ꎬ其
编码蛋白质与其他真菌中的 Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 型转录因

子在序列和结构域上有很高的相似性ꎬ均具有包含

６个半胱氨酸的 ＧＡＬ４ 基序ꎬ可以结合 ２ 个锌离子ꎬ
表明 ＵｖＺＣ１ 蛋白是典型的 Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 型转录因

子[９]ꎮ Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 转录因子为仅存于真菌中的锌

簇蛋白ꎬ在酿酒酵母(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)中ꎬ含
Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 基序的 Ｍｏｃ３ 蛋白可以与其他蛋白质

互作ꎬ参与调控酵母有性生殖和 ＤＮＡ 完整性[１７￣１８]ꎮ
在丝状真菌中ꎬ这类蛋白质参与真菌菌丝生长、产分

生孢子、致病力及对不良环境的响应等过程ꎬ具有多

种调 节 功 能ꎬ但 在 不 同 真 菌 中 的 功 能 存 在 差

异[１９￣２４]ꎮ

∗表示 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２处理 Ｊｔ２０９ 菌株后 ＵｖＺＣ１ 基因表达量与

处理前存在显著差异(Ｐ<０ ０５)ꎮ
图 ５　 稻曲病病菌在 ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 胁迫下 ＵｖＺＣ１ 基因的表

达

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｇｅｎｅ ｕｎｄｅｒ ３ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ ｓｔｒｅｓｓ

ｉｎ Ｕ. ｖｉｒｅｎｓ

　 　 稻曲病病菌 ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株与野

生型菌株相比ꎬ菌丝生长速度减慢ꎬ产分生孢子量减

少ꎬ表明 ＵｖＺＣ１ 基因参与了稻曲病病菌生长和产分

５０４１俞咪娜等:稻曲病病菌 Ｚｎ２(Ⅱ)Ｃｙｓ６型转录因子 ＵｖＺＣ１基因的克隆及功能分析



Ａ:不同菌株的产孢量ꎻＢ:ＵｖＺＣ１ 基因在分生孢子不同萌发阶段的表达量ꎻＣ:ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株中稻曲病病菌其他产分生孢子相

关基因表达量ꎮ ∗表示在突变体菌株与野生型菌株间存在显著差异(Ｐ<０ ０５)ꎮ
图 ６　 ＵｖＺＣ１ 基因敲除对稻曲病病菌产分生孢子的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｃｏｎｉｄｉａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｕ. ｖｉｒｅｎｓ

Ａ:接种后稻穗产稻曲球症状ꎻＢ:每穗平均稻曲球数ꎮ
图 ７　 ＵｖＺＣ１ 基因敲除对稻曲病病菌致病力的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＵｖＺＣ１ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ Ｕ .ｖｉｒｅｎｓ

生孢子过程ꎮ 真菌产分生孢子是多基因参与的过

程ꎬ在稻曲病病菌中ꎬ已有报道显示ꎬ编码腺苷酸环

化酶(ＵｖＡｃ１)、蛋白激酶(ＵｖＳＬＴ２ 和 ＵｖＣＤＣ２)、转录

因子(ＵｖＣＯＭ１ 和 ＵｖＨＯＧ１)、效应因子(ＵｖＢＩ￣１)等
蛋白质的基因敲除均导致稻曲病病菌的产分生孢子

量下降[７￣８ꎬ１３￣１４ꎬ１６]ꎮ 本研究发现ꎬＵｖＺＣ１ 基因正调控

基因 ＵｖＡｃ１ 和 ＵｖＳＬＴ２ 的表达ꎬ负调控基因 ＵｖＣＤＣ２、
ＵｖＣｏｍ１ 和 ＵｖＨｏｇ１ 的表达ꎬ可见稻曲病病菌产分生

孢子也是多基因参与的过程ꎬＵｖＺＣ１ 作为转录因子

参与调节多个稻曲病病菌产分生孢子相关基因的表

达ꎮ 此外ꎬＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株对由 ＮａＣｌ、
ＫＣｌ和 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ等引起的盐胁迫和渗透压胁迫的响

应与野生型没有显著差异ꎬ表明 ＵｖＺＣ１ 不参与调节

稻曲病病菌对盐胁迫和渗透压胁迫的响应[１１]ꎮ 刚

果红通过阻止细胞壁葡聚糖链之间的横向作用来影

响细胞壁的完整性ꎬ而 ＳＤＳ 能使细胞壁变脆弱ꎬ从
而裂解细胞ꎮ ＵｖＺＣ１ 基因敲除突变体菌株对 ＳＤＳ
的耐受性降低ꎬ表明 ＵｖＺＣ１ 参与调控稻曲病病菌细

胞壁的完整性ꎬ但不影响稻曲病病菌细胞壁葡聚糖

链之间的互作ꎮ
病原菌侵染寄主植物时会诱导其产生一系列防

卫反应来抵御病原菌的侵染[２５￣２６]ꎬ活性氧是侵染早

期寄主的重要防卫反应物质之一[２７]ꎮ 本研究中ꎬＨ２
Ｏ２可以诱导稻曲病病菌 ＵｖＺＣ１ 基因的表达ꎬ同时
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ＵｖＺＣ１ 敲除突变体菌株对 Ｈ２Ｏ２的耐受性较野生型

增强ꎬ表明 ＵｖＺＣ１蛋白参与稻曲病病菌响应氧化胁

迫的过程ꎮ 通过检测侵染阶段 ＵｖＺＣ１ 基因的表达

量发现ꎬＵｖＺＣ１ 基因表达量在接种后 ２４ ｈ和 ４８ ｈ即
侵染早期显著上升ꎮ 然而 Ｊｔ２０９、ＵｖＺＣ１ 敲除突变体

菌株和回补菌株在水稻上产生的稻曲球数量和形态

没有明显差异ꎬ说明该基因不影响稻曲病病菌稻曲

球的产生ꎮ 可能由于从稻曲病病菌基因组中已经预

测到 ９０ 多个 Ｃ６ 转录因子[１]ꎬ它们之间存在功能冗

余现象ꎬ即在 ＵｖＺＣ１ 缺失时ꎬ稻曲病病菌的其他 Ｃ６
转录因子基因能够部分替代 ＵｖＺＣ１ 行使功能ꎬ导致

最终表现为致病力无明显改变[２８￣２９]ꎮ 综上所述ꎬ
ＵｖＺＣ１参与了稻曲病病菌生长、分生孢子产生、响应

氧化胁迫和细胞壁完整性建成、侵染水稻等过程ꎬ这
对认识稻曲病病菌 Ｚｎ(Ⅱ) ２Ｃｙｓ６ 型转录因子功能具

有重要意义ꎮ
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