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芒果炭疽病菌!!微管蛋白基因的克隆及其与

多菌灵抗药性发生的关系
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摘 要：参照豆科合萌属（!"#$%&’()"’"）作物炭疽病菌的 *+,% 和 *+,# 基因序列设计了 # 对引物，分别从芒果（-.’/
012"3.）炭疽病菌对多菌灵（LMN）田间抗药性（LMNO ）和敏感（LMNP ）的菌株中扩增!1微管蛋白基因。结果只有以

*+,# 为参照设计的引物扩增到了特异片段。进一步对全基因进行了克隆和测序。该基因序列全长 %7!!.E，编码

!!;99，其核苷酸和氨基酸序列与豆科合萌属炭疽病菌的 *+,# 基因高度同源。对芒果炭疽病菌抗、感菌株!1微管蛋

白氨基酸序列进行比较分析，发现第 %5%、#7; 和 7"7 位氨基酸发生了突变，而其它位置（如第 %65 位或 #$$ 位）均不变。
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芒果炭疽病是芒果的严重病害，其病原菌为 4(55"*(*31/
$%+) 05("(#6(31(17"# R+I>（N) S)L）。我国长期以来主要依赖多

菌灵等苯并咪唑类杀菌剂进行防治，取得了很好的效果。但

多菌灵等苯并咪唑类杀菌剂是单作用位点的内吸性杀菌剂，

病菌容易产生抗药性。由于此类药剂被长期频繁的大量使

用，某些热带地区的芒果园中已出现了病菌对其敏感性下降

而导致防效显著降低的现象，笔者 #$$# 年在广东省湛江市

和海南省海口市的某些果园中检测到了高频率的抗药性（另

文报道）。

苯并咪唑类杀菌剂的作用机理主要是与病菌的!1微管

蛋白结合影响微管的形成，从而阻止细胞的有丝分裂，而抗

药性的产生主要是!1微管蛋白基因发生点突变，使氨基酸的

三维结构改变，从而降低了药剂的亲和力，使病菌表现抗药

性［%］。大多数植物病原真菌田间抗药性菌株的突变位点是

!1微管蛋白的第 %65 或 #$$ 位氨基酸［7 T 2］。但也有因其它位

点突变而引起抗药性的报道［" T 6］。目前还未见有关芒果炭

疽病菌对多菌灵抗药性的研究报道，因此，本研究以在广东

和海南等热带地区芒果园检测到的田间抗药性菌株为材料，

对抗、感菌株!1微管蛋白基因进行了克隆和全序列测定，以

明确!1微管蛋白基因是否存在突变位点，探究芒果炭疽病菌

对多菌灵产生抗药性的分子机理。

" 材料和方法

"#" 材料

"#"#" 菌株：! 个芒果炭疽病菌供试菌株均由本实验室分离

保存，包括 # 个田间抗性菌株 UO2% 和 UO!7，# 个敏感菌株

UP%6 和 UP!!。其中两个抗性菌株在含 2$$"SV-W 多菌灵的平

板上仍能生长良好，而两个敏感菌株的 LXN（-=I=-9( =I@=.=H’/A
,’I,+IH/9H=’I）分别为 $K%%$"SV-W 和 $K%7$"SV-W（另文报道）。

"#"#$ 质 粒、转 化 受 体 菌 种 和 试 剂：EL*%514 &+,H’/，8#/
$%"31$%1. $(51 YL%$6，4!*03 连接酶，Z1[9(，XR4[，#*03V91’G$
L9/\+/C，:.)]%，R/+-=: ;.<，G04RC，L9/\+/ *W#$$$ 均 为

49^9O9 公司产品，其它常用化学试剂为国产分析纯。

"#$ %&’ 的提取

参照文献［#］的方法并略有改进。先用灭过菌的接种针

挑取培养 !G 的供试菌的菌落边缘菌丝体，放入 R* 液体培养

基中摇菌培养 "G，然后以 !$$$/V-=I 离心 %$-=I 收集菌体，再

置于冷冻真空干燥器中干燥。将干燥的菌体进一步用于

*03 的提取。

"#( 引物的设计

参照 [+IM9I\ 中（3NN<PPX_0：‘%!%75，L6$6;;）豆科合萌

属炭疽病菌［ 4(55"*(*31$%+) 05("(#6(31(17"# a ) CE) !"#$%&’()"’"
（N) S)3）］的!1微管蛋白基因 *+,% 和 *+,# 全序列，分别设计

两对 引 物 R%1%（2b13N[N3[[4[33[3N3N4[[4417b）、R%1#（2b1

4[NN3[4[3334434[3[[[317b）和 R71%（2b1NN434NN4N[[41

N33[NNN317b）、R71#（2b1[33[NNN34[44N4[[N33317b）扩 增

N) S)L 的!1微管蛋序白基因全序列，理论上这两对引物能扩

增的片段长度约为 %";%.E 和 %662.E。引物委托北京三博远

志生物技术责任有限公司合成。

"#) !!微管蛋白基因的克隆和鉴定

!1微管 蛋 白 基 因 的 RNO 扩 增 反 应 体 系（2$"W）：#2"W



!"#$%& !"#（’()*+,)*!-），’!-（’../0）123 4#$5678#9，!’:’
（!; < ’）和 !’ < )（!; < )）均为 *$$=6,- 各取 >!-，’?!- @@A) B。反

应条件：C>D * $%/；C>D ’ $%/，**D ;.9，E)D )$%/，;. 个循

环；E)D ’. $%/，>D保存。取反应产物 ’.!- 进行电泳分析。

采用 47F7G7 公司的 123 回收试剂盒对各供试菌株的

!HG 目的片段进行回收和纯化，并克隆于 5I1’J:4 载体中。

又分别转化 $ K %&’( LI’.C，并涂布在含氨苄青霉素、M:N76 和

O!4N 的 -P 培养平板上，过夜培养后挑选白色菌落进行小量

培养，并提取质粒 123，通过酶切鉴定重组质粒。委托上海

孟德尔基因有限责任公司对所获得的不同菌株的目的片段

进行":微管蛋白基因序列的测定。

!"# 抗、感菌株":微管蛋白基因全序列的比较：比较 HK 0KI
与 HK 0K3 的":微管蛋白基因的同源性及两者的变异位点；以

12399%98 分析软件比较 HK 0KI 抗、感菌株":微管蛋白基因的

核苷酸和氨基酸全序列，找出突变点。

$ 结果和分析

$"! %& ’&(!)微管蛋白基因的 *%+ 扩增

在 !’ < ’，!’ < ) 和 !; < ’，!; < ) 两对引物中，只有后者扩增到

约 )QR 的特异片段，与理论扩增片段大小（’CC*R5）相近。

$"$ %& ’&(!)微管蛋白基因的 *%+ 产物的克隆和鉴定

图 ’ 表明，)"*A#有两个酶切位点，有两条带；+(,@$有

一个酶切位点，只出现一条带，大小为载体和插入片段之和，

约 >?JE（)?C) S ’CC*）R5；)"*A#和 +(,@$双酶切后可见有 ; 条

带，其中一条带分子量较小，约 *..R5。可以推断该质粒中存

在插入片段，且该片段中存在 )"*A#酶切位点。经 !HG 法进

一步验证，插入片段的大小与以基因组为模板所扩增的片段

大小一致。以上证据可确定目的片段已插入到载体中。

图 ! 酶切及 *%+法鉴定重组质粒 ,-.图谱

T%0K’ I75 =U #/VW$# @%0#98#@ 7/@ !HG 7$56%U%#@ 5"=@XY89 =U "#Y=$R%/7/8 5679$%@9 123

’( I7"Q#" 1-)...；)，?，’.，’>(1%0#98#@ RW )"*A#；;，E，’’，’*(1%0#98#@ RW +(,@$；>，J，’)，’?(1%0#98#@ RW )"*A#7/@ +(,@$；

’J(!HG 5"=@XY8 =U Z[>> %9=678#；’C(%123 ,+(,@$ I7"Q#"9K

$"/ %& ’&(!)微管蛋白基因全序列及抗、感菌株!)微管蛋

白基因氨基酸序列的比较

各菌株的目的片段经测序后得到的 123 长度约 )QR，其

核苷酸序列与 HK 0K3 -./) 同源性达 CC(;\，其中含 ? 个内含

子。编码核苷酸序列长为 ’;>>R5，编码 >>E 个氨基酸，与 HK
0K3 -./) 基因的氨基酸同源性达 CC(?\，因此可以断定所获

目的片段均含":微管蛋白 -./) 基因。HK 0K 3 与 HK 0K I 的

-./) 氨基酸序列也偶有不同，如 ’CJ 和 ;E’ 位。

核苷酸的序列比较发现，抗、感菌株间存在着不少碱基

的差异，但只有在第 ’.)>、’’C) 和 ’?); 位碱基的突变才导致

编码氨基酸的改变，在上述位点，敏感菌株中分别为 N、3 和

3，抗性菌株中分别为 3、N 和 4。这 ; 个碱基的突变相应地

导致了编码第 ’J’、);E 和 ;?; 位氨基酸的改变，敏感菌株中

分别为赖氨酸（-W9）、丙氨酸（367）和亮氨酸（-#X），抗性菌株

中分别为谷氨酸（N6X）、苏氨酸（4]"）和甲硫氨酸（I#8）。其它

位点（如第 ’CJ 或 ).. 位点）均没有发现变异。

/ 讨论

对许多真菌来说，其抗药性与":微管蛋白基因变异有

关，而且主要是由于个别碱基的变化而产生抗药性的。常见

的现象是":微管蛋白基因的第 ’CJ 位氨基酸的编码碱基发

生变化：如在粗糙脉胞菌（01.2&34&2" %2"33"）的抗性突变中，

原来编码的甘氨酸变成了谷氨酸［;］；在灰霉病菌（)&-25-(3 %(6
,121"）中，谷氨酸变成了丙氨酸［>］；而在苹果黑星病菌（71,-.6
2(" (,"1#.1’(3）中，该位点的氨基酸突变随着抗药性水平的高

低而不同，在高抗菌株中，原来的谷氨酸变成丙氨酸，中抗菌

株中，则由谷氨酸变成甘氨酸［*］。除了在 ’CJ 位氨基酸基因

序列发生变化以外，不同的植物病原菌还可在其他位置发生

突变而产生抗药性。在构巢曲霉（834129(’’.3 ,(:.’",3）中，导

致抗药性的基因突变发生在微管蛋白 /1,8 基因上［?］。在绒

泡菌属（;<53"2.* 955K）中，引起抗药性的突变分别发生在 >
个基因位点上，它们分别是 /1,8、/1,)、/1,=、/1,>［E］。在酿

洒酵母（?"%%<"2&*5%13 %121@(3("1）中，导致抗药性的突变发生在

-./) 基因的第 )>’ 位氨基酸上，原来的精氨酸变成了组氨

酸［J，C］。在苹果黑星病菌（7 K (,"1#."’(3）中，导致抗药性的突

变发生在第 ).. 位氨基酸上，原来的苯并氨酸变成了酪氨

酸［*］。在本研究中，通过比较抗、感菌株的 -./) 基因氨基酸

序列，发现在第 ’J’、);E 和 ;?; 三个位点发生了突变，这些突

变均有可能导致芒果炭疽病菌对多菌灵产生抗药性，说明该

菌对多菌灵产生抗药性的分子机制与其它真菌可能相同，

都是":微管蛋白基因发生点突变，但突变的氨基酸位点

比较特殊，与已有的报道均不相同，不是常见的第 ’CJ 位或

).. 位的突变，因此还有待进一步通过定向突变检测等研究

确认 ; 位氨基酸突变与 HK 0KI 对多菌灵抗感性间的关系。

上述的分析发现，在发生抗药性突变的菌株中，":微管

蛋白各种氨基酸的变化并没有一定的规律，不同的病原菌或

同一病菌在不同位点上并没有发现由某些固定的氨基酸所

控制，但个别氨基酸的改变有可能导致":微管蛋白三维构象

的变化，降低了药剂与":微管蛋白的亲和力而引起抗药性。

另外，通过比较病原菌抗、感菌株的形态特征、生长速率、产

J)J 微 生 物 学 报 >> 卷



孢能力及致病力等生物学功能，发现抗性菌株在这些方面并

没有特异性，与抗性水平的高低没有相关性（另文报道）。说

明了真菌抗性菌株的微管蛋白在结构上虽然有了细微的变

化，但这种变化并不损害微管系统的正常功能。

本研究获得了 !" #"$!%微管蛋白的全基因序列，该基因

氨基酸序列与 !" #" & !"#’ 的同源性达 (()*+，可肯定此基

因为 !" #"$ 的 !"#’ 基因，但 !" #" & 有两条!%微管蛋白［,’］，

而在 !" #"$ 中只扩增到 !"#’ 基因。抗药性分子机理分析表

明，在!%微管蛋白氨基酸发生突变而引起对杀菌剂产生抗药

性的具有二条!%微管蛋白的真菌中，!"#’ 基因的突变是形成

抗药性的主要原因［,-，,,］，而也有报道将抗药性菌株的 !"#,
基因转化到野生敏感菌株中后也能产生抗药性的现象［,’］。

因此在本研究中，对所获得的 !"#’ 基因全序列进行比较分

析，对探究芒果炭疽病菌抗药性的分子机理具有重要意义。

炭疽病是芒果上的主要病害，本研究获得了 !" #"$!%微
管蛋白的全基因序列并初步明确了其对多菌灵产生抗药性

的机制，在此基础上可以通过定向突变等方法检验其真实

性，然后进一步采用分子生物学技术如 ./01%234/ 5!. 快速、

简便地监测田间抗药性群体的发展动态，这对于治理抗药

性、延长药剂的使用寿命及降低生产成本具有重要的意义。

致谢 对中国热带农业科学院热带作物生物技术国家重点
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