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　 　 摘要:　 胶孢炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ)是引起橡胶树炭疽病的优势小种ꎬ橡胶树感染后会大量减

产ꎮ 自噬现象是植物病原真菌中普遍存在的生理过程ꎬ自噬过程会受到多个自噬相关基因(ＡＴＧ)的调控ꎬ在病原

真菌对逆境的响应、生长发育和致病性方面具有重要作用ꎮ 本研究克隆了橡胶树胶孢炭疽菌的 ＡＴＧ２０ 同源基因

ＣｇＡＴＧ２０ꎬ构建了该基因的敲除突变株△ＣｇＡＴＧ２０ꎬ并对其致病性、孢子产量、组织侵染情况和自噬情况等进行分

析ꎮ 结果显示ꎬ与野生型相比ꎬ△ＣｇＡＴＧ２０ 的致病性、分生孢子产量和对植物的入侵率显著降低ꎮ 在缺氮条件下ꎬ
△ＣｇＡＴＧ２０ 菌丝体中自噬小体的数量显著少于野生型ꎮ 以上结果表明 ＡＴＧ２０ 在胶孢炭疽菌的生长发育、致病性和

自噬中发挥重要作用ꎬ这为寻找有效阻断病原真菌发育和侵染途径的防治策略提供了新的靶点ꎮ
关键词:　 橡胶树ꎻ 胶孢炭疽菌ꎻ 自噬ꎻ ＡＴＧ２０ꎻ 致病力
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　 　 细胞自噬是真核细胞中在进化上高度保守的、
用于降解并利用细胞内过多或异常的蛋白质或细胞

器的过程[１]ꎮ 当自噬被诱导后ꎬ首先自噬膜在自噬
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体组装位点(ＰＡＳ)处延伸形成自噬泡ꎬ随后多种蛋

白质和膜材料参与自噬膜的延伸、融合和扩张ꎬ最终

形成双层膜的自噬体ꎬ自噬体捕获需降解的蛋白质、
细胞器等物质ꎬ将其内容物运送至溶酶体腔降解成

小分子物质[２]ꎮ
根据对降解底物的选择性的不同ꎬ自噬可分为非

选择性自噬和选择性自噬ꎬ其中非选择性自噬随机对

底物进行降解ꎬ而选择性自噬是与特定的底物结合并

将其降解ꎬ有利于维持细胞器的完整性和数量[３]ꎮ 细

胞质空泡靶向(Ｃｖｔ)途径、线粒体自噬、内质网自噬、
过氧化物酶体自噬、核糖体自噬等都属于选择性自

噬[４]ꎮ 在选择性自噬中ꎬ一类具有磷酸肌醇结合 ＰＸ
(Ｐｈｏｘ 结构域同源)结构域的蛋白质被称为分选连接

蛋白质(ＳＮＸ)ꎬ该蛋白质对于货物蛋白质的识别和运

输起着重要作用[５]ꎮ 在酵母中ꎬ自噬相关基因(ＡＴＧ)
ＡＴＧ２０ 编码一种分选连接蛋白质ꎬ在该蛋白质的缺失

突变体中几乎检测不到成熟的氨基肽酶(Ａｐｅ１)ꎬ导致

Ｃｖｔ 途径缺陷[６￣７]ꎮ 而且ꎬ酵母的 ＡＴＧ２０ 与 ＡＴＧ２４ 蛋

白存在功能冗余ꎬ不仅影响内质网自噬和线粒体自噬

过程中的液泡运输[８]ꎬ还影响非选择性自噬的液泡运

输和自噬小体的形成[９￣１０]ꎮ 在稻瘟病病菌(Ｍａｇｎａ￣
ｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ) 中 ＭｏＳｎｘ４１ 与 酵 母 ＡＴＧ２０ 同 源ꎬ
ＭｏＳｎｘ４１ 缺失突变体表现出产孢能力减弱、致病性减

弱和过氧化物酶体自噬缺陷[１１]ꎮ 在禾谷镰刀菌(Ｆｕ￣
ｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)中ꎬＦｇＡＴＧ２０ 被证明不仅参与自

噬小体的形成和 Ｃｖｔ 途径ꎬ而且调控病菌的生长、孢
子产量和致病性[１２]ꎮ 在玉米小斑病病原菌异旋孢腔

菌(Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ ｈｅｔｅｒｏｓｔｒｏｐｈｕｓ)中ꎬＣｈＡＴＧ２０ 参与病菌

正常无性生长和致病力的调控[５]ꎮ 由此可见ꎬ不同真

菌中 ＡＴＧ２０ 的功能存在差异ꎮ
天然橡胶是重要的工业原料和战略资源ꎬ由胶

孢炭疽菌引起的橡胶树炭疽病是导致橡胶减产的重

要因素之一[１３]ꎮ 自噬对植物病原真菌的生长发育

和致病性具有重要影响ꎬ深入研究自噬的机制和影

响因素能为研发可有效阻断病原真菌发育和侵染途

径的防治策略提供新的靶点[１４￣１５]ꎬ但是目前对于胶

孢炭疽菌自噬机理和自噬相关基因的研究不多ꎬ仅
对 ＣｇＡｔｇ４ 和 ＣｇＡＴＧ８ 进行了克隆和初步的功能分

析[１６￣１７]ꎮ 本研究拟克隆和分析胶孢炭疽菌中的

ＣｇＡＴＧ２０ 基因ꎬ构建该基因的 ２ 个敲除突变株△Ｃ￣
ｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ꎬ分析 ＣｇＡＴＧ２０ 对胶孢炭

疽菌致病力、分生孢子产量和附着胞生长发育以及

自噬的影响ꎬ为解析胶孢炭疽菌自噬机理提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

胶孢炭疽菌菌株由本实验室分离保存ꎻ致病性

分析所用的巴西橡胶树品种为热研 ７￣３３￣９７ꎮ
试验中用于进行目的片段扩增的高保真酶购自

北京全式金生物技术有限公司ꎻ用于目的片段检测

的２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自近岸蛋白质科技股份有限

公司ꎻ用于原生质体转化试验的 ＰＥＧ４０００、氯嘧磺

隆和用于自噬染色的单丹磺酰尸胺(ＭＤＣ)购自西

格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司ꎻ马铃薯葡萄糖

琼脂(ＰＤＡ)培养基购自北京双旋微生物培养基制

品厂ꎻ羧苄青霉素(Ｃａｒ)和卡那霉素(Ｋａｎ)购自赛国

生物科技有限公司ꎻ钙荧光白(ＣＦＷ)购自源叶生物

有限公司ꎻ十二烷基硫酸钠(ＳＤＳ)购自北京美莱博

医学科技有限公司ꎻ刚果红(ＣＲ)购自北京索莱宝科

技有限公司ꎻ苯甲基磺酰氟(ＰＭＳＦ)购自兰杰柯科

技有限公司ꎮ
ＣＭ 培养基:葡萄糖 １０ ｇ、微量元素 １ ｍｌ、维生素

１ ｍｌ、硝酸盐 ５０ ｍｌ、蛋白胨 ２ ｇ、酵母提取物 １ ｇ、酸水

解酪蛋白 １ ｇꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ 定容到 １ Ｌꎬ１２１ ℃高压灭菌

２０ ｍｉｎꎮ ＭＭ 培养基:氯化钾 ０􀆰 ５０ ｇ、硝酸钠 ２􀆰 ００ ｇ、
磷酸二氢钾 １􀆰 ００ ｇ、七水硫酸镁 ０􀆰 ５０ ｇ、七水硫酸亚

铁 ０􀆰 ０１ ｇ、蔗糖 ３０􀆰 ００ ｇ、微量元素 ２００ μｌꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ
定容到 １ Ｌꎬ１２１ ℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎꎮ 在 ＭＭ 培养基

配方的基础上去除硝酸钠即为 ＭＭ￣Ｎ 缺氮培养基ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１ 　 生物信息学分析 　 引物设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ
Ｐｒｅｍｉｅｒ ５.０ 软件ꎬ引物合成由北京擎科生物科技股

份有限公司完成ꎮ 使用美国国家生物技术信息中心

蛋白质注释资源(ＮＣＢＩ ＣＤＤ)分析蛋白质的保守结

构域ꎬ使用在线工具 ＮｏｖｏＰｒｏ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｎｏｖｏｐｒｏ. ｃｎ /
ｔｏｏｌｓ / ｓｉｇｎａｌｐ. ｈｔｍｌ) 和 ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ(ｈｔｔｐｓ: / / ｄｔｕ. ｂｉ￣
ｏｌｉｂ.ｃｏｍ / ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ)预测蛋白质信号肽和跨膜

结构域ꎬ使用 ＤＮＡＭＡＮ 软件对蛋白质进行序列对

比ꎬ使用 ＭＥＧＡ ４.０ 软件进行系统进化树的构建ꎮ
１.２.２　 敲除突变体的构建　 根据同源重组敲除原理ꎬ
利用融合 ＰＣＲ 扩增目的基因的上下游同源臂和抗性

基因的融合片段ꎬ使用聚乙二醇(ＰＥＧ)介导的转化法

将融合片段转入到胶孢炭疽菌的原生质体中[１８]ꎬ对
获得的抗性转化子进行单孢分离和 ＰＣＲ 检测ꎮ ＰＣＲ

７３６黄志睿等:橡胶树胶孢炭疽菌自噬相关基因 ＡＴＧ２０ 的功能



检测结果显示上游、下游片段扩增结果呈阳性而目的

基因扩增结果呈阴性的转化子为纯合的敲除突变株ꎮ
１.２.３　 生长速率分析　 参照 Ｌｉｕ 等[１９] 的方法进行ꎮ
将生长状况一致的待测菌株用无菌打孔器打出相同

大小的菌块ꎬ将其分别接种在 ＰＤＡ 培养基中央ꎬ置
于 ２８ ℃培养 ６ ｄꎬ用十字交叉法测量菌落直径并拍

照ꎬ对数据进行生物统计学分析ꎮ 试验独立重复 ３
次且每次有 ３ 个以上重复ꎮ
１.２.４　 分生孢子产量分析　 参照 Ｌｉｕ 等[１９] 的方法

进行ꎮ 将待测菌株置于完全培养基(ＣＭ 培养基)
中ꎬ在 ２８ ℃ １２０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ２ ｄꎬ用滤膜过滤 １
ｍｌ 新鲜孢子悬浮液ꎬ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎ 获得橙

黄色分生孢子沉淀ꎬ倒掉上清液ꎬ加入 １ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ
振荡混匀ꎬ重复以上步骤ꎬ清洗 ２ 遍分生孢子后加 １
ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 振荡混匀ꎬ使用显微镜计数ꎬ将孢子含量

调整到 １ ｍｌ １×１０３个ꎬ往 ３０ ｍｌ ＣＭ 培养基中加入羧

苄青霉素、卡那霉素和 １ ｍｌ 稀释好的孢子液ꎬ在 ２８
℃ １２０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ３ ｄꎬ过滤孢子液ꎬ使用血球

计数板在显微镜下对分生孢子计数ꎮ 试验独立重复

３ 次且每次有 ３ 个以上重复ꎮ
１.２.５　 致病性分析 　 参照 Ｇａｏ 等[２０] 的方法进行ꎮ
将重悬于 ＣＭ 培养基的新鲜的菌液孢子含量调整至

１ ｍｌ ２×１０５个ꎬ采集生长状态相对一致的橡胶树苗

叶片ꎬ接种 ５ μｌ 菌液在完整叶片或预先刺伤的叶片

上ꎬ保湿并做好标记ꎬ在 ２８ ℃黑暗条件下培养 ３ ｄ
后拍照留存并测量病斑直径进行统计分析ꎮ 试验独

立重复 ３ 次且每次有 ３ 个以上重复ꎮ
１.２.６　 细胞壁应激分析　 参照 Ｌｉｕ 等[１９] 的方法进

行ꎮ 将待测菌株培养 ５ ~ ６ ｄꎬ用无菌打孔器打出相

同大小的菌块ꎬ将菌块分别转接于添加了 ＳＤＳ
( ０􀆰 ００５％)、 ＣＦＷ ( ２００ μｇ / ｍｌ ) 和 刚 果 红 ( ２５０
μｇ / ｍｌ)的 ＰＤＡ 培养平板中央ꎬ置于 ２８ ℃培养 ６ ｄꎮ
测量菌落直径并拍照ꎬ计算并分析生长抑制率ꎮ 每

个样品至少设置 ３ 个重复ꎮ
１.２.７　 附着胞形成分析　 参照 Ｇａｏ 等[２０] 的方法进

行ꎮ 将重悬于新鲜的 ＣＭ 液体培养基中的菌液孢子

含量调整至 １ ｍｌ ５×１０５个ꎬ接种 ５ μｌ 在聚苯乙烯板

上ꎬ置于 ２８ ℃恒温培养箱中保湿培养ꎬ于不同时间

点在显微镜下观察ꎬ拍照并进行附着胞形成率的统

计分析ꎮ 试验独立重复 ３ 次ꎮ
１.２.８　 洋葱表皮穿透力分析　 参照 Ｇａｏ 等[２０] 的方

法进行ꎮ 将新鲜的孢子悬浮液稀释至 １ ｍｌ ２.５×１０５

个的孢子含量ꎬ小心揭下洋葱内表皮ꎬ将其置于培养

皿中ꎬ接种 ５ μｌ 稀释的孢子悬浮液在洋葱内表皮

上ꎬ于 ２８ ℃保湿培养 １２ ｈ 后观察并拍照ꎬ统计穿透

洋葱内表皮的附着胞比例ꎮ 试验独立重复 ３ 次ꎮ
１.２.９　 氮饥饿诱导自噬　 参照廖至雯等[２１] 改良的

Ｖｅｎｅａｕｌｔ￣Ｆｏｕｒｒｅｙ 等[２２]的方法进行ꎮ 用 ＣＭ 液体培养

基培养获得新鲜的孢子悬浮液ꎬ稀释至 １ ｍｌ ５×１０５

个ꎬ将 ２０ ｍｌ 孢子液在 ２８ ℃ １２０ ｒ / ｍｉｎ的条件下培养

２４ ｈ 获得菌丝体ꎬ将培养获得的菌丝体吸取出来平均

分装到不同离心管中ꎬ然后加入 １ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 轻摇混

匀ꎬ重复以上步骤ꎬ用离心水洗 ２ 遍以洗去 ＣＭ 培养

基营养ꎬ再将菌丝体加入到不同培养基中进行处理ꎬ
并加入 ＰＭＳＦ 溶液(终浓度 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ)使其发生氮饥

饿诱导的自噬ꎬ在 ２８ ℃ １２０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ３ ｈ 后ꎬ
加入 ＭＤＣ 染液(终浓度 １００ μｍｏｌ / Ｌ)避光染色 ３０
ｍｉｎꎬ洗去营养和 ＭＤＣ 染液ꎬ在荧光显微镜下观察和

统计自噬小体的数目ꎮ 试验独立重复 ３ 次ꎮ
１.３　 数据统计与分析

使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ 软件进行数据统计及差异

分析ꎬ单变量数据采用单因素方差分析ꎬ采用 Ｄｕｎ￣
ｃａｎ’ｓ 多重范围检验ꎮ 在 Ｐ<０.０５ 时的差异被认为

是显著的ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＣｇＡＴＧ２０ 的基因扩增和生物信息学分析

在胶孢炭疽菌的转录组中ꎬ我们发现了一个编码

自噬相关蛋白质 ＡＴＧ２０ 的基因(ＸＰ＿０４５２６５３７６.１)ꎬ将
其命名为 ＣｇＡＴＧ２０ꎮ 通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 技术扩增了该基因

的编码区并进行了测序验证ꎬ结果表明该基因编码了 １
条含有 ６３６ 个氨基酸的多肽链ꎬ相对分子质量约为

７０ ３００ꎬ等电点(ｐＩ)为 ５􀆰 ４１ꎮ 该蛋白质序列与酵母

(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)ＳｃＡＴＧ２０(ＡＪＶ０７４８１.１)、稻瘟

病病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)ＭｏＡＴＧ２０(ＭＧＧ＿１２８３２)和
禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)ＦｇＡＴＧ２０(ＦＧＳＧ＿
０６９５０)的一致性分别为 ２８􀆰 ６５％、７５􀆰 ０８％和 ７５􀆰 ３１％ꎮ
ＮＣＢＩ ＣＤＤ 分析结果显示ꎬＣｇＡＴＧ２０ 蛋白含有位于第

１１７~２２７ ａａ 处的 ＰＸ 保守结构域和第３０８~６２９ ａａ 处的

ＢＡＲ (Ｂｉｎ / Ａｍｐｈｉｐｈｙｓｉｎ / Ｒｖｓ)保守结构域ꎮ 使用在线

工具 ＮｏｖｏＰｒｏ 和 ＤｅｅｐＴＭＨＭＭ 预 测ꎬ 结 果 表 明ꎬ
ＣｇＡＴＧ２０ 蛋白不含信号肽和跨膜结构域ꎮ 利用 ＤＮＡ￣
ＭＡＮ 软件对 ＣｇＡＴＧ２０ 和其他几个主要植物病原真菌

的ＡＴＧ２０ 进行多序列对比ꎬ结果显示ꎬＣｇＡＴＧ２０ 与其他
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同源蛋白质在结构域 ＰＸ 和 ＢＡＲ 处高度保守(图 １Ａ)ꎮ
利用ＭＥＧＡ ４􀆰 ０ 软件对 ＣｇＡＴＧ２０ 与其他同源蛋白质和

禾谷镰刀菌的 ２８ 个 ＡＴＧ 蛋白的氨基酸序列进行系统

进化树的构建ꎬ结果(图 １Ｂ)显示ꎬＣｇＡＴＧ２０ 与来自稻

瘟病病菌的ＭｏＡＴＧ２０、禾谷镰刀菌的 ＦｇＡＴＧ２０ 和烟曲

霉菌的 ＡｆＡＴＧ２０ 位于同一分支ꎬ其中与禾谷镰刀菌

ＦｇＡＴＧ２０ 的亲缘关系最近ꎮ 以上结果表明ꎬＣｇＡＴＧ２０
是胶孢炭疽菌中 ＡＴＧ２０ 的同源蛋白质ꎮ

Ａ:ＣｇＡＴＧ２０ 和其他几个植物病原真菌的同源 ＡＴＧ２０ 的多序列对比分析ꎮ ＰＸ:ｐｈｏｘ 同源结构域ꎻＢＡＲ:Ｂｉｎ / Ａｍｐｈｉｐｈｙｓｉｎ / Ｒｖｓ 结构域ꎮ Ｂ:
ＣｇＡＴＧ２０ 与其他同源蛋白质和禾谷镰刀菌的 ２８ 个 ＡＴＧ 蛋白的氨基酸序列的系统发育关系ꎮ Ｃｇ:胶孢炭疽菌ꎻＦｇ:禾谷镰刀菌ꎻＭｏ:稻瘟病

病菌ꎻＡｆ:烟曲霉ꎻＣｈ:异旋孢腔菌ꎮ
图 １　 ＣｇＡＴＧ２０ 的生物信息学分析

Ｆｉｇ.１　 Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｇＡＴＧ２０
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２.２　 ＣｇＡＴＧ２０ 敲除突变体的构建

为了研究 ＣｇＡＴＧ２０ 的生物学功能ꎬ我们根据同

源重组原理构建胶孢炭疽菌的敲除突变株 (图

２Ａ)ꎮ 利用 ＰＣＲ 技术分别扩增了 ＣｇＡＴＧ２０ 的上游

同源臂(７０２ ｂｐ)、下游同源臂(８０４ ｂｐ)和氯嘧磺隆

抗性基因 ＳＵＲ(２ ８０７ ｂｐ)ꎬ用融合 ＰＣＲ 的方法得到

带有氯嘧磺隆的片段ꎬ使用 ＰＥＧ 介导法将片段转入

胶孢炭疽菌野生型的原生质体中ꎬ利用抗性筛选出

阳性转化子并进行单孢分离ꎬ获得 ２ 个纯合株系ꎬ通
过 ＰＣＲ 技术检测ꎬ在 ２ 个纯合株系的基因组中均可

以检测到上游片段(图 ２Ｂ)和下游片段(图 ２Ｃ)ꎬ但
检测不到目的基因的存在(图 ２Ｄ)ꎬ说明 ＣｇＡＴＧ２０
基因已经被成功敲除ꎮ 将这 ２ 个纯合株系分别命名

为△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ꎮ

Ａ:同源重组敲除原理ꎻＢ:上游同源臂检测ꎻＣ:下游同源臂检测ꎻＤ:基因检测ꎻＷＴ:野生型ꎻ１:ＣｇＡＴＧ２０ 的 １ 号敲除突变株ꎻ２:ＣｇＡＴＧ２０ 的 ２
号敲除突变株ꎻ５’Ｆｌａｎｋ:上游同源臂ꎻ３’Ｆｌａｎｋ:下游同源臂ꎻＳＵＲ:氯嘧磺隆抗性基因ꎻＭ:ＤＮＡ ｍａｋｅｒꎮ

图 ２　 ＣｇＡＴＧ２０ 敲除突变株的构建与分子鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣｇＡＴＧ２０ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｕｔａｎｔ

２.３　 ＣｇＡＴＧ２０ 对胶孢炭疽菌致病力影响

为了探究 ＣｇＡＴＧ２０ 对胶孢炭疽菌致病力的影

响ꎬ用野生型(ＷＴ)、△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２
的孢子悬浮液分别接种离体橡胶树叶片ꎬ３ ｄ 后观

察到 ＷＴ、△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 都能够引

起典型的病斑ꎬ且△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 引

起的病斑明显小于 ＷＴ 引起的病斑(图 ３Ａ)ꎬ进一步

测量并统计分析病斑直径ꎬ结果显示ꎬ△ＣｇＡＴＧ２０￣１
和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 引起的病斑直径显著小于 ＷＴ 引起

的病斑直径(图 ３Ｂ)ꎬ说明 ＣｇＡＴＧ２０ 的缺失导致胶

孢炭疽菌对橡胶树叶片的致病能力显著降低ꎬ
ＣｇＡＴＧ２０ 能够影响胶孢炭疽菌对橡胶树的致病力ꎮ
２.４　 ＣｇＡＴＧ２０ 对菌落生长和产孢能力的影响

为了探究 ＣｇＡＴＧ２０ 是否影响胶孢炭疽菌的生

长发育ꎬ将 ＷＴ 和△ＣｇＡＴＧ２０ 接种在 ＰＤＡ 培养基

上ꎬ６ ｄ 后观察到△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 的菌

落形态与 ＷＴ 没有明显差异(图 ４Ａ)ꎬ菌落直径统计

分析结果显示ꎬ△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 的菌

落直径分别比 ＷＴ 减少了 １１􀆰 ５％和 １２􀆰 ３％ꎬ具有显

著差异(图 ４Ｂ)ꎮ 对孢子产量的统计结果表明ꎬ△Ｃ￣
ｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 的孢子产量显著低于 ＷＴ
的孢子产量(图 ４Ｃ)ꎮ 以上结果说明 ＣｇＡＴＧ２０ 参与

Ａ:ＷＴ 和△ＣｇＡＴＧ２０ 在完整橡胶树叶子上接种 ３ ｄ 的病斑情况ꎬ
标尺为 １ ｃｍꎻＢ:对叶片上的病斑直径进行统计分析ꎮ ＷＴ、１ 和 ２
见图 ２ 注ꎻ不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ３　 ＣｇＡＴＧ２０ 对橡胶树叶片的致病性分析

Ｆｉｇ.３　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣｇＡＴＧ２０ ｏｎ ｒｕｂｂｅｒ ｔｒｅｅ ｌｅａｖｅｓ

调控病菌的产孢能力和菌落的放射性生长ꎮ
２.５　 ＣｇＡＴＧ２０ 对细胞壁完整性的影响

为了探究 ＣｇＡＴＧ２０ 对细胞壁完整性的影响ꎬ我
们 将 ＷＴ 和 △ＣｇＡＴＧ２０ 接 种 在 添 加 了 ＳＤＳ
(０􀆰 ００５％)、ＣＦＷ(２００ μｇ / ｍｌ)和 ＣＲ(２５０ μｇ / ｍｌ)的
ＰＤＡ 培养基上进行培养ꎬ６ ｄ 后观察ꎬ结果显示ꎬ
△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 的菌落形态与 ＷＴ 没

有明显差异(图 ５Ａ)ꎮ 抑制率分析结果显示ꎬ这几

种药剂对△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 的生长抑制
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率与对 ＷＴ 的生长抑制率也没有明显差异(图 ５Ｂ)ꎮ
以上结果说明ꎬＣｇＡＴＧ２０ 不参与细胞壁应激反应ꎬ与

胶孢炭疽菌的细胞壁完整性无关ꎮ

Ａ:不同菌株在马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基上培养 ６ ｄ 的菌落形态ꎻＢ:不同菌株在 ＰＤＡ 培养基上培养 ６ ｄ 的菌落直径的统计分析结果ꎻ
Ｃ:不同菌株的分生孢子产量分析结果ꎻＷＴ、１ 和 ２ 见图 ２ 注ꎻ不同的小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ４　 △ＣｇＡＴＧ２０ 的菌落生长和产孢能力分析

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｐｏｒｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ △ＣｇＡＴＧ２０

Ａ:不同菌株在添加了不同药剂的马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基上培养 ６ ｄ 的菌落形态ꎻＢ:不同菌株在不同培养基上培养 ６ ｄ 的抑制率

的统计分析结果ꎮ ＷＴ、１ 和 ２ 见图 ２ 注ꎻＣＫ:马铃薯葡萄糖琼脂培养基ꎻＳＤＳ、ＣＦＷ、ＣＲ 分别表示在添加了十二烷基磺酸钠(０.００５％)、钙荧光

白(２００ μｇ / ｍｌ)和刚果红(２５０ μｇ / ｍｌ)的 ＰＤＡ 培养基上培养的菌株ꎮ 小写字母相同表示差异不显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 △ＣｇＡＴＧ２０ 的细胞壁应激分析

Ｆｉｇ.５　 Ｃｅｌｌ ｗａｌｌ ｓｔｒｅｓｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ △ＣｇＡＴＧ２０

２.６　 ＣｇＡＴＧ２０ 对胶孢炭疽菌侵染结构形成的影响

为了探究 ＣｇＡＴＧ２０ 是否影响胶孢炭疽菌侵染

结构的形成ꎬ我们观察并分析了分生孢子在疏水聚

苯乙烯板表面形成附着胞的过程(图 ６Ａ)和对洋葱

表皮的侵染过程ꎮ 结果表明ꎬＷＴ、△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和

△ＣｇＡＴＧ２０￣２ 的孢子形态和附着胞形成率没有显著

差异(图 ６Ｂ、图 ６Ｃ)ꎮ 洋葱表皮接种试验结果显示ꎬ
在侵染过程中附着胞存在 ２ 种类型ꎬ我们将其分为

ＴｙｐｅⅠ和 ＴｙｐｅⅡꎬ其中 ＴｙｐｅⅠ可以形成正常的侵染

菌丝ꎬＴｙｐｅⅡ不能形成侵染菌丝(图 ６Ｄ)ꎮ 在 ＷＴ 菌

株侵染过程中ꎬ约有 ８０％的附着胞可以形成正常的

侵染菌丝 ( Ｔｙｐｅ Ⅰ)ꎬ 而在 △ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和 △Ｃ￣
ｇＡＴＧ２０￣２ 菌株侵染过程中ꎬ形成正常侵染菌丝的附

着胞只占不到 ２０％ꎬ大部分为 ＴｙｐｅⅡ(图 ６Ｃ、图

６Ｄ)ꎮ 以上结果表明ꎬＣｇＡＴＧ２０ 并不影响附着孢的

形成ꎬ但在侵染过程中发挥重要作用ꎮ
２.７　 ＣｇＡＴＧ２０ 参与氮饥饿诱导的自噬

根据文献报道ꎬ禾谷镰刀菌中 ＡＴＧ２０ 在自噬过

程中 参 与 了 自 噬 小 体 的 形 成[１２]ꎮ 为 了 探 究

ＣｇＡＴＧ２０ 是否参与胶胞炭疽菌自噬小体的形成ꎬ我
们将ＷＴ 和△ＣｇＡＴＧ２０ 菌株的菌丝在氮缺失培养基

中培养 ３ ｈ 后进行 ＭＤＣ 染色ꎮ 结果显示ꎬＷＴ 菌株

在 ＣＭ 培养基培养条件下ꎬ菌丝体中荧光强度较弱

且几乎观察不到自噬小体ꎬ在基本培养基(ＭＭ 培养

基)和氮饥饿条件下ꎬＷＴ 菌株荧光亮度增强且形成

明显的自噬小体ꎻ而△ＣｇＡＴＧ２０￣１ 和△ＣｇＡＴＧ２０￣２
菌丝体中荧光强度普遍弱于 ＷＴ 且没有明显的自噬

小体形成(图 ７Ａ)ꎮ 进一步对不同菌株中自噬小体

１４６黄志睿等:橡胶树胶孢炭疽菌自噬相关基因 ＡＴＧ２０ 的功能



的数目进行统计分析ꎬ结果表明ꎬ２ 个突变体菌株中

的自噬小体数量显著低于野生型中的自噬小体数量

(图 ７Ｂ)ꎮ 以上结果说明 ＣｇＡＴＧ２０ 参与了自噬小体

的形成ꎮ

Ａ:疏水聚苯乙烯表面附着胞形成过程观察(标尺为 ５ μｍ)ꎻＢ:疏水聚苯乙烯表面 ８ ｈ 附着胞形成率统计分析结果ꎻＣ:不同菌株接种洋葱表

皮 １２ ｈ 观察结果(标尺为 ５０ μｍ)ꎬＡＰ:附着胞ꎻＩＨ:入侵菌丝ꎻＤ:不同菌株接种洋葱表皮的入侵菌丝分类统计ꎮ ＷＴ、１ 和 ２ 见图 ２ 注ꎻＴｙｐｅⅠ
和 ＴｙｐｅⅡ为附着胞的 ２ 种类型ꎮ 小写字母相同表示差异不显著显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

图 ６　 △ＣｇＡＴＧ２０ 在疏水聚苯乙烯板上的附着胞形成率分析和对洋葱表皮的入侵分析

Ｆｉｇ.６　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｐｐｒｅｓｓｏｒｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ △ＣｇＡＴＧ２０ ｏｎ ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｐｌａｔｅ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｎ ｏｎｉｏｎ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓ

Ａ:不同菌株在不同培养基上的 ＭＤＣ 染色分析ꎻＢ:不同菌株自噬小体数量统计分析ꎻＷＴ、１ 和 ２ 见图 ２ 注ꎻ不同的小写字母表示差异显著

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＣＭ、ＭＭ、ＭＭ￣Ｎ 表示 ＣＭ 培养基、ＭＭ 培养基、ＭＭ￣Ｎ 缺氮培养基处理ꎬ培养基的具体配方见方法 １.１ꎮ
图 ７　 △ＣｇＡＴＧ２０ 在氮饥饿条件下的单丹磺酰尸胺(ＭＤＣ)染色分析

Ｆｉｇ.７　 Ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌｃａｄａｖｅｒｉｎｅ (ＭＤＣ) ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ △ＣｇＡＴＧ２０ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

３　 讨 论

自噬现象是植物病原真菌中普遍存在的生理过

程ꎬ该过程由多个自噬相关基因参与ꎮ ＡＴＧ２０ 原名

Ｃｖｔ２０ꎬ因从酵母 Ｃｖｔ 途径缺陷突变体中筛选出来而

得名ꎬ后来被统一命名为 ＡＴＧ２０[６]ꎮ 目前ꎬ真菌中已

经被鉴定的 ＡＴＧ２０ 蛋白并不多ꎬ主要包括酿酒酵母

(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)、稻瘟病病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ
ｏｒｙｚａｅ)和禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)、玉米

旋孢腔菌(Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｕｓ ｈｅｔｅｒｏｓｔｒｏｐｈｕｓ)和烟曲霉(Ａｓ￣
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ)的同源蛋白质ꎬ这些不同真菌的

ＡＴＧ２０ 同源蛋白质结构中都含有保守的 ＰＸ 和 ＢＡＲ
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结构域[５ꎬ１０￣１１ꎬ２３￣２４]ꎮ 本研究的生物信息学分析结果

表明ꎬＣｇＡＴＧ２０ 蛋白同样含有 ＰＸ 和 ＢＡＲ 保守结构

域ꎬ同时系统进化树的分析结果也显示 ＣｇＡＴＧ２０ 与

来自其他真菌的 ＡＴＧ２０ 位于同一分支ꎬ与禾谷镰刀

菌 ＦｇＡＴＧ２０ 的亲缘关系最近ꎮ 因此ꎬ从蛋白质结构

和进化关系上来说 ＣｇＡＴＧ２０ 应该就是胶孢炭疽菌

中 ＡＴＧ２０ 的同源蛋白质ꎮ
已有的研究结果证明ꎬ自噬相关基因在植物病

原真菌的生长发育和致病性中起着关键作用ꎬ而且

同一自噬相关同源基因在不同病原真菌中的功能也

存在差异[２５]ꎮ 例如:在稻瘟病病菌中ꎬＭｏＡＴＧ２０ 的

缺失导致分生孢子的形成缺陷和致病力减弱ꎬ说明

ＭｏＡＴＧ２０ 与稻瘟病病菌的分生孢子的产生和致病

力有关[１１]ꎻ在禾谷镰刀菌中ꎬＦｇＡＴＧ２０ 的敲除突变

体表现为病菌营养生长缓慢、病菌在寄主组织中的

传播和症状的发展受阻ꎬ但无性孢子的形成率没有

改变ꎬ证明 ＦｇＡＴＧ２０ 在病菌的营养生长和致病性调

控中发挥重要作用ꎬ但对有性孢子的发育影响不

大[２３]ꎻ在玉米旋孢腔菌中ꎬＣｈＡＴＧ２０ / ＣｈＳＮＸ４１ 的缺

失影响病菌的营养生长和分生孢子的产量ꎬ同时导

致病菌对玉米的致病力显著降低ꎬ而且病菌对氧化

胁迫、细胞壁完整性应激、杀菌剂和异硫氰酸酯的敏

感性显著增强[５]ꎻ在烟曲霉中ꎬＡｆＡＴＧ２０ 受到蛋白激

酶 Ａ(ＰＫＡ)的磷酸化调节ꎬ对烟曲霉生长、病菌细胞

壁应激反应和病菌毒力有重要影响[２４]ꎮ 我们发现

ＣｇＡＴＧ２０ 与其他病原真菌中的同源蛋白质一样影

响病菌营养生长、分生孢子产量和对寄主的致病性ꎬ
尽管 ＣｇＡＴＧ２０ 对胶孢炭疽菌的附着胞形成和发育

没有影响ꎬ但能调控侵染菌丝的产生和入侵ꎬ说明

ＣｇＡＴＧ２０ 影响胶孢炭疽菌的侵染过程ꎬ但其对侵染

过程的调控机制还需要进一步的解析ꎮ
如前所述ꎬＣｇＡＴＧ２０ 的蛋白质结构中存在 ＰＸ

和 ＢＡＲ 保守结构域ꎮ 已有的研究结果表明ꎬＰＸ 结

构域是一个磷酸肌苷结合结构域ꎬ含有该类结构域

的蛋白质在与分泌和内吞作用相关的膜运输、细胞

信号转导和脂质代谢中具有多种功能ꎬ多被称为分

类连接蛋白质(ＳＮＸ) [２６￣２７]ꎮ ＡＴＧ２０ 的 ＰＸ 结构域能

够与磷脂酰肌醇 ３￣单磷酸(ＰＩ３Ｐ)结合参与前自噬

体结构的形成[２８]ꎮ ＢＡＲ 结构域是一种存在于多种

蛋白质中的膜脂结合结构域ꎬ它不仅与脂质双分子

层结合ꎬ还具有膜雕刻能力ꎬ能够直接控制生物膜的

拓扑结构ꎬ诱导膜弯曲[５ꎬ２９]ꎮ ＡＴＧ２０ 与同属于分类

连接蛋白质的 ＡＴＧ２４ 可以通过 ＢＡＲ 结构域相互作

用组装成异源二聚体ꎬ是内吞体循环所必需的[８ꎬ３０]ꎮ
因此ꎬ自噬相关蛋白质 ＡＴＧ２０ 是分类连接蛋白质家

族的关键成员ꎬ其中的 ＰＸ 和 ＢＡＲ 结构域均参与自

噬和膜重塑过程[１０]ꎬ在细胞质￣液泡靶向(Ｃｖｔ)途径

介导的选择性自噬过程中发挥重要作用[７ꎬ３１￣３２]ꎮ 在

本研究中ꎬ 我们通过 ＭＤＣ 染色的方法分析了

ＣｇＡＴＧ２０ 对胶孢炭疽菌自噬的影响ꎬ发现在经过氮

饥饿诱导自噬的 ＷＴ 菌丝体中ꎬ形成自噬小体的数

量显著多于 ＣｇＡＴＧ２０ 敲除突变体中形成的自噬小

体的数量ꎬ证明了 ＣｇＡＴＧ２０ 参与自噬小体的形成ꎬ
与胶孢炭疽菌的自噬过程有关ꎮ 在酵母和禾谷镰刀

菌中的研究结果已经证明 Ａｔｇ２０ 与 Ａｔｇ２４、Ａｔｇ１１ 和

Ａｔｇ１７ 直接相互作用形成蛋白质复合物参与自噬起

始系统[６ꎬ１２ꎬ３３￣３４]ꎬ那么 ＣｇＡＴＧ２０ 是否以同样的作用

方式发挥作用? 这还需要进一步的试验证明ꎮ
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Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ２０１８ꎬ２１９(２):６５４￣６７１.

[３１] ＬＹＮＣＨ￣ＤＡＹ Ｍ Ａꎬ ＫＬＩＯＮＳＫＹ Ｄ Ｊ. Ｔｈｅ Ｃｖｔ ｐａｔｈｗａｙ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ
ｆｏｒ ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ａｕｔｏｐｈａｇｙ [ Ｊ] . Ｆｅｂｓ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２０１０ꎬ５８４ ( ７):１３５９￣
１３６６.

[３２] ＭＡ Ｍꎬ ＫＵＭＡＲ Ｓꎬ ＰＵＲＵＳＨＯＴＨＡＭＡＮ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｌｉｐｉｄ ｔｒａｆｆｉｃ￣
ｋｉｎｇ ｂｙ ｙｅａｓｔ Ｓｎｘ４ ｆａｍｉｌｙ ＳＮＸ￣ＢＡＲ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄ ｖａｃｕｏｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｕｓｉｏｎ[ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｅｌｌꎬ
２０１８ꎬ２９(１８):２１９０￣２２００.

[３３] ＫＡＢＥＹＡ Ｙꎬ ＫＡＭＡＤＡ Ｙꎬ ＢＡＢＡ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ａｔｇ１７ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｉｎ
ｃｏｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ａｔｇ１ ａｎｄ Ａｔｇ１３ ｉｎ ｙｅａｓｔ ａｕｔｏｐｈａｇｙ[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｅｌｌꎬ２００５ꎬ１６(５):２５４４￣２５５３.

[３４] ＹＯＲＩＭＩＴＳＵ Ｔꎬ ＫＬＩＯＮＳＫＹ Ｄ Ｊ. Ａｔｇ１１ ｌｉｎｋｓ ｃａｒｇｏ ｔｏ ｔｈｅ ｖｅｓｉｃｌｅ
ｆｏｒｍｉｎｇ ｍａｃｈｉｎｅｒｙ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ｔｏ ｖａｃｕｏｌｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
[Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｅｌｌꎬ２００５ꎬ１６(４):１５９３￣１６０５.
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