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膜泡运输蛋白 ＶｄＳｅｃ２２ 参与大丽轮枝菌胞外蛋白的分泌和致
病性

田李１ꎬ徐荣旗２∗ꎬ王转斌１ꎬ刘娜１ꎬ冯凤鹃１ꎬ曲志才１
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摘要:【目的】 验证大丽轮枝菌分泌途径中一个膜泡运输蛋白 ＶｄＳｅｃ２２ 的功能ꎬ为防治棉花黄萎病提供潜在

的生物靶点ꎮ 【方法】 利用“正负双向筛选法”的方法ꎬ构建大丽轮枝菌 ＶｄＳｅｃ２２ 蛋白编码基因缺失的突变

体菌株 ΔＱＦꎮ 通过农杆菌介导的转化ꎬ将其编码基因 ＶｄＳｅｃ２２ 重新导入 ΔＱＦ 构建了功能回补菌株 ＣΔＱＦꎮ
以野生型菌株为对照ꎬ检测上述菌株分泌胞外蛋白(果胶酶、纤维素酶和毒素蛋白)的能力ꎻ采用蘸根接种的

方法ꎬ检测上述菌株对棉花致病性的差异ꎮ 同时通过定量 ＰＣＲ 检测内质网分子伴侣表达量的方法ꎬ推断突

变体菌株 ΔＱＦ 中是否发生了内质网应激反应ꎮ 【结果】 成功构建了基因敲除突变体 ΔＱＦ 和功能回补菌株

ＣΔＱＦꎮ 突变体菌株 ΔＱＦ 的果胶酶、纤维素酶、毒素蛋白的分泌能力和对棉花的致病性均较野生型减弱ꎬ并
且产生了内质网应激反应ꎮ 重新导入 ＶｄＳｅｃ２２ 基因可弥补突变体菌株 ΔＱＦ 的上述缺陷ꎮ 【结论】 ＶｄＳｅｃ２２
是大丽轮枝菌的一个重要分泌途径蛋白ꎬ在大丽轮枝菌诸多胞外致病蛋白的分泌和棉花致病性中起重要作

用ꎮ ＶｄＳｅｃ２２ 可作为防治棉花黄萎病的潜在生物靶点ꎮ
关键词:大丽轮枝菌ꎬ分泌蛋白ꎬ分泌途径ꎬ基因敲除
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　 　 大丽轮枝菌(Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ)是引起棉花黄

萎病的病原菌ꎮ 已有研究表明ꎬ大丽轮枝菌的分泌

蛋白是造成棉花发病的主要因素[１]ꎮ 致病分泌蛋

白主要包括植物细胞壁降解酶类和毒素蛋白类ꎮ 植

物细胞壁降解酶中ꎬ果胶酶和纤维素酶被证明与大

丽 轮 枝 菌 致 病 密 切 相 关[２]ꎮ 大 丽 轮 枝 菌

(Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ ＶｄＬｓ. １７)菌株基因组中含有 １０

个果胶水解酶、１４ 个果胶裂解酶和 ３５ 个纤维素降

解酶的编码基因ꎬ这可能与其需要降解棉花富含果

胶和纤维素的细胞壁ꎬ从而进入维管束并在其内大

量繁殖的生活史特点密切相关[３￣４]ꎮ 毒素蛋白成分

复杂ꎬ包括研究人员通过蛋白分离纯化方法得到的

ＰｅｖＤ１[５]ꎬ根据蛋白同源性预测并经过功能验证的

ＶｄＮＬＰ１ 和 ＶｄＮＬＰ２[６]ꎬ和通过比较基因组学研究发
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现的 Ａｖｅ１[７] 和 ＶｄＳＳＰ１[８]ꎮ 除此之外ꎬ大丽轮枝菌

分泌蛋白组(Ｓｅｃｒｅｔｏｍｅ)含有大量潜在的毒素蛋白ꎬ
主要包括 １２７ 个富含半胱氨酸的小分子量蛋白和 ７
个 ＬｙｓＭ 类激发子蛋白[３] 等ꎮ 综上所述ꎬ大丽轮枝

菌致病相关分泌蛋白众多ꎬ因此从防治棉花黄萎病

的角度来看ꎬ单一的分泌蛋白较难成为防治棉花黄

萎病的生物靶点ꎮ
在大丽轮枝菌中ꎬ分泌蛋白需要在信号肽引导

下进入内质网ꎬ通过内质网和高尔基体一系列的运

输囊泡ꎬ最终被运输到细胞膜并与之相融合ꎬ从而把

分泌蛋白释放到细胞外ꎬ完成蛋白的分泌过程ꎮ 在

这个复杂的过程中ꎬ参与了分泌蛋白运输的蛋白统

称为分泌途径(ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ)蛋白[９]ꎮ 因此ꎬ抑
制某一分泌途径蛋白的活性可能会对诸多分泌蛋白

的运输和分泌产生影响ꎮ 将分泌途径蛋白作为潜在

的生物防治靶点ꎬ有可能为防治黄萎病提供新

的思路ꎮ
稻瘟病菌是研究植物病原真菌的模式菌株ꎮ

Ｓｏｎｇ 等研究了稻瘟病菌中一个重要的分泌途径蛋

白 ＭｏＳｅｃ２２ 的生物学功能[１０]ꎮ 该蛋白属于 ＳＮＡＲＥ
(Ｓｏｌｕｂｌｅ Ｎ￣ｅｔｈｙｌｍａｌｅｉｍｉｄｅ￣ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｆａｃｔｏｒ ａｔｔａｃｈｍｅｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ)类膜泡运输蛋白ꎬ负责分泌蛋白从

内质网到高尔基体的膜泡转运ꎬ在稻瘟病菌致病蛋

白的分泌中起了重要作用ꎬ其编码基因缺失的突变

体菌株丧失了诸多致病蛋白的分泌能力和对寄主植

物的致病性ꎮ 模式菌株稻瘟病菌中取得的研究成果

可用于指导大丽轮枝菌相关问题的研究ꎮ 因此ꎬ为
了确定分泌途径蛋白 Ｓｅｃ２２ 在大丽轮枝菌胞外蛋白

分泌和致病性中的作用ꎬ本研究通过基因敲除和功

能互补实验ꎬ对其生物学功能进行了验证ꎮ 拟从分

泌途径的角度入手ꎬ探究防治棉花黄萎病的生

物靶点ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 菌株和质粒:大丽轮枝菌野生型菌株 Ｖｄ９９１
和农杆菌 ＡＧＬ￣１ 由本实验室保存ꎬ大肠杆菌感受态

细胞 Ｔｏｐ１０ 购自北京全式金公司ꎻ基因敲除骨架载

体 ｐＧＫＯ２￣Ｇａｔｅｗａｙ 由美国宾夕法尼亚州立大学惠

赠ꎬｐＭＤ１８￣Ｔ 载体购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂:ＤＮＡ 提取试剂盒、ＰＣＲ 产物纯

化试剂盒、ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒、ｑＰＣＲ
试剂和 Ｔａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 购自 ＴａＫａＲａ 公司ꎻ５￣氟脱

氧尿苷(Ｆ２ｄＵ)、潮霉素 Ｂ、遗传霉素、乙酰丁香酮、
果胶、羧甲基纤维素、二氨基联苯胺( ＤＡＢ) 购自

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＧａｔｅｗａｙ ＢＰ 酶和 Ｔｒｉｚｏｌ 购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎮ
１􀆰 ２　 大丽轮枝菌 Ｖｄ９９１ 中 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的克隆

根据稻瘟病菌 ＭｏＳｅｃ２２ 蛋白序列ꎬ在大丽轮枝

菌(Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ ＶｄＬｓ. １７)菌株基因组数据库

( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ. ｏｒｇ / ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ / ｇｅｎｏｍｅ /
ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ＿ｄａｈｌｉａｅ)中进行 ＢＬＡＳＴｐ 搜索ꎮ 找到同

源性较高的蛋白序列后ꎬ根据数据库中该蛋白的编

码基 因 序 列ꎬ 设 计 可 扩 增 该 基 因 全 长 的 引 物

ＶｄＳｅｃ２２￣Ｆ / Ｒ(表 １)ꎮ 分别以大丽轮枝菌 Ｖｄ９９１ 的

基因组 ＤＮＡ 和 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增该基因的全长序

列和编码框序列ꎮ 反应程序为:３０ × (９４℃ ３０ ｓꎬ
５８℃ １ ｍｉｎꎬ７２℃ １ ｍｉｎ)ꎮ ＰＣＲ 产物连接到 ｐＭＤ１８￣
Ｔ 载体上ꎬ送交上海生工生物工程有限公司测序ꎮ
１􀆰 ３　 大丽轮枝菌 ＶｄＳｅｃ２２ 基因缺失突变体菌株

ΔＱＦ 的构建

按照作者构建的大丽轮枝菌高效基因敲除体

系[１１]操作ꎮ
１􀆰 ３􀆰 １　 突变载体的构建:利用融合 ＰＣＲ 的方法ꎬ构
建 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的同源重组片段(长度均为 １􀆰 ２ ｋｂ
的 ＶｄＳｅｃ２２ 基因上下游 ＤＮＡ 片段中间连接有长度

为 １􀆰 ８ ｋｂ 的潮霉素抗性基因盒)ꎬ具体实验参数参

见文献[１１]ꎮ 引物序列见表 １ꎮ 利用 Ｇａｔｅｗａｙ ＢＰ
反应将 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的同源重组片段克隆到基因敲

除的骨架载体 ｐＧＫＯ２￣Ｇａｔｅｗａｙ 载体上ꎬ构建成基因

敲除载体 ｐＧＫＯ２￣ＶｄＳｅｃ２２ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 大丽轮枝菌的遗传转化:利用冻融法将基因

敲除质粒 ｐＫＯ２￣ＶｄＳｅｃ２２ 转化到农杆菌 ＡＧＬ￣１ 中ꎬ然
后通过农杆菌介导的方法转化大丽轮枝菌[１１]ꎮ 在

添加有 ５０ μｇ / ｍＬ 头孢霉素、３０ μｇ / ｍＬ 潮霉素和

５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｆ２ｄＵ 的培养基中筛选基因敲除转化子ꎬ
并对转化子进行单孢分离ꎬ即得到候选 ＶｄＳｅｃ２２ 基

因敲除突变体ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 基因敲除转化子的分子鉴定:以野生型菌株

Ｖｄ９９１ 和 ６ 个候选 ＶｄＳｅｃ２２ 基因敲除突变体的基因

组 ＤＮＡ 为模板ꎬ设计检测引物 Ｔｅｓｔ￣１ / ２ 和 Ｔｅｓｔ￣３ / ４
(引物在基因组上的相对位置见图 １￣Ａ)ꎬ ＰＣＲ 筛选

突变体菌株ꎮ 以野生型菌株和候选突变体的 ｃＤＮＡ

４７８
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为模板ꎬ设计检测引物 Ｔｅｓｔ￣５ / ６(引物在基因组上的

相对位置见图 １￣Ａ)ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的

表达是否在候选 ＶｄＳｅｃ２２ 基因敲除突变体中丧失ꎮ
引物序列见表 １ꎮ
１􀆰 ４　 功能互补菌株 ＣΔＱＦ 的构建

１􀆰 ４􀆰 １　 功能互补载体 ｐ￣ＣΔＱＦ 的构建:以菌株

Ｖｄ９９１ 基因组为模板ꎬＣＶｄＳｅｃ２２￣Ｆ / Ｒ 为引物ꎬ扩增

２ ｋｂ 的 ＶｄＳｅｃ２２ 基因表达片段(包括 １ ｋｂ ＶｄＳｅｃ２２
基因上游片段ꎬ０􀆰 ８ ｋｂ ＶｄＳｅｃ２２ 基因编码区序列和

０􀆰 ２ ｋｂ ＶｄＳｅｃ２２ 基因下游片段)ꎮ 以载体 ｐＩＩ９９ 为模

板ꎬＧｅｎｅｔｉｃｉｎ￣Ｆ / Ｒ 为引物ꎬ扩增得到遗传霉素抗性

基因盒ꎮ 将上述两 ＤＮＡ 片段通过融合 ＰＣＲ 连接在

一起ꎬ并引入双元载体 ｐＣＡＭＢＩＡ１３００ 的 Ｔ￣ＤＮＡ 中

Ｘｂａ Ｉ / Ｘｈｏ Ｉ 酶切位点ꎬ构建成功能互补载体 ｐ￣
ＣΔＱＦꎮ 引物序列见表 １ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 遗传转化:将载体 ｐ￣ＣΔＱＦ 转入突变体菌株

ΔＱＦ(转化方法同 １􀆰 ３􀆰 ２)ꎬ从而获得功能回补菌

株 ＣΔＱＦꎮ

表 １. 本研究所使用的引物

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→ ３′)
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＶｄＳｅｃ２２
ＶｄＳｅｃ２２￣Ｆ ＡＴＧＡＡＧＴＣＴＡＴＴＣＧＧＴＣＡＡＣＡＣ
ＶｄＳｅｃ２２￣Ｒ ＴＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＧＡＧＧ
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｏｆ ＶｄＳｅｃ２２
５Ｆ ＴＴＴＧＣＧＴＡＧＧＡＧＡＣＴＴＧＴＧＣ
５Ｒ ＧＣＣＣＡＡＡＡＡＴＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡＧＴＣＧＡＧＣＣＴＣＧＣＴＡＴＴＴＧＴ
３Ｆ ＣＣＣＴＧＧＧＴＴＣＧＣＡＡＡＧＡＴＡＡＣＣＴＧＧＧＣＣＴＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＴ
３Ｒ ＧＧＴＧＣＧＴＴＴＣＴＣＧＴＣＴＡＣＣＧ
Ｎｅｓｔ￣Ｆ ＧＧＧＧＡＣＡＡＧＴＴＴＧＴＡＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＣＴ􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍ＧＡＧＡＣＴＣＴＴＣＧＡＧＣＴＧＧＧＴＴ
Ｎｅｓｔ￣Ｒ ＧＧＧＧＡＣＣＡＣＴＴＴＧＴＡＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＧＧＧＴ􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍􀪍ＧＧＣＴＧＣＣＧＡＡＧＣＡＴＣＣＡＡＧ
Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ￣Ｆ ＴＴＧＡＡＧＧＡＧＣＡＴＴＴＴＴＧＧＧＣ
Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ￣Ｒ ＴＴＡＴＣＴＴＴＧＣＧＡＡＣＣＣＡＧＧＧ
Ｔｅｓｔ￣１ ＡＴＴＣＣＣＡＣＧＣＡＣＣＡＣＡＡＣＣ
Ｔｅｓｔ￣２ ＴＣＣＡＣＧＡＣＴＧＧＴＴＣＣＣＴＣＣ
Ｔｅｓｔ￣３ ＧＴＴＴＧＣＴＣＧＧＧＣＧＡＴＡＧＡＧ
Ｔｅｓｔ￣４ ＧＣＡＧＧＡＡＧＣＴＴＣＣＴＣＧＡＧＣ
Ｔｅｓｔ￣５ ＴＧＣＴＣＣＧＣＡＡＧＧＴＣＡＣＣＣＧ
Ｔｅｓｔ￣６ ＴＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＡＡＣＴＣＣＡＴ
Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＣΔＱＦ
Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ￣Ｆ ＧＴＴＴＧＣＧＧＧＣＴＧＴＣＴＴＧＡＣＧ
Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ￣Ｒ ＣＴＣＧＡＧ􀪋􀪋􀪋ＴＡＣＣＴＧＴＧＣＡＴＴＣＴＧＧＧＴＡＡ
ＣＶｄＳｅｃ２２￣Ｆ ＴＣＴＡＧＡ􀪋􀪋􀪋ＡＡＧＡＡＧＴＧＣＣＧＴＴＴＣＣＴＣＣ
ＣＶｄＳｅｃ２２￣Ｒ ＣＧＴＣＡＡＧＡＣＡＧＣＣＣＧＣＡＡＡＣＣＡＴＴＧＴＧＴＣＣＴＴＧＡＣＧＣＴＧ
Ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ＫＡＲ￣Ｆ ＧＡＡＧＧＧＣＡＡＧＧＴＴＧＡＧＡＴＣＴＴＴＧＴＣ
ＫＡＲ￣Ｒ ＣＧＴＧＴＴＧＴＡＡＧＧＧＴＴＡＧＣＧＧＣＧ
ＬＨＳ￣Ｆ ＣＴＣＧＣＡＣＣＣＣＣＴＴＴＧＴＣＣＡＧ
ＬＨＳ￣Ｒ ＧＣＴＧＡＣＡＴＣＡＣＧＣＴＣＣＧＣＡＣ
ＳＣＪ￣Ｆ ＴＣＴＴＧＴＣＡＣＣＡＴＴＧＣＣＣＴＴＴＧＣＧ
ＳＣＪ￣Ｒ
ＳＩＬ￣Ｆ
ＳＩＬ￣Ｒ

ＴＧＧＴＡＴＴＴＣＴＴＧＣＴＧＡＧＣＴＴＧＣＧＧＴ
ＴＣＣＴＴＣＴＣＧＴＴＣＣＴＣＴＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴ
ＣＣＴＴＧＧＧＧＴＡＡＣＡＴＴＣＴＧＣＴＧＧＧＴ

β￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｆ
β￣ｔｕｂｕｌｉｎ￣Ｒ

ＧＧＣＣＧＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＣＧＴＡＡＣ
ＣＴＣＧＡＣＣＴＣＣＴＴＣＡＴＧＧＣＡＡＣＣＴＴ

Ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ￣Ｆ / Ｒ ｏｒ Ｇｅｎｅｔｉｃｉｎ￣Ｆ / Ｒ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｆｏｒ ｆｕｓｉｏｎ ＰＣＲ. Ｗａｖｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ
ａｔｔＢ１ ａｎｄ ａｔｔＢ２ ｆｏｒ Ｇａｔｅｗａｙ ＢＰ ｒｅａｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｄｏｔｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｒｅｆｅｒ ｔｏ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｘｂａ Ｉ / Ｘｈｏ Ｉ ｆｏｒ ｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ ＶｄＳｅｃ２２ ｉｎｔｏ ｐＣＡＭＢＩＡ１３００.
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１􀆰 ５　 突变体菌株果胶酶与纤维素酶分泌能力分析

１􀆰 ５􀆰 １　 定性分析:分别取 ５ μＬ 浓度为 １ × １０６ 个 / ｍＬ
野生型菌株 Ｖｄ９９１、突变体菌株 ΔＱＦ 和功能互补菌

株 ＣΔＱＦ 的孢子点接至 １％果胶作为唯一碳源的固

体查比克盐(ＮａＮＯ３ ２ｇ / ＬꎬＫＣｌ ０􀆰 ５０ ｇ / ＬꎬＦｅＳＯ４ ０􀆰 ０１
ｇ / ＬꎬＫＨ２ＰＯ４ １􀆰 ０ ｇ / ＬꎬＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ５０ ｇ / Ｌ)平板

上ꎬ２５℃恒温培养箱中培养 ７ ｄ 拍照ꎬ根据菌落大小

定性推测各菌株分泌果胶酶的差异ꎮ 采用同样的方

法推测各菌株分泌纤维素酶的差异ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２　 定量分析:将上述菌株分别培养在 １％ 果胶

作为碳源的液体查比克盐培养基中ꎬ７ ｄ 后采用

ＤＮＳ 法[１２]测定果胶酶酶活ꎮ 具体方法如下:将 １􀆰 ５
ｍＬ 浓度为 ０􀆰 ５％的果胶溶液加入到 １􀆰 ５ ｍＬ 待测酶

液中ꎬ５０℃反应 ０􀆰 ５ ｈ 后ꎬ在沸水浴中加热 ３０ ｍｉｎ 后

冷却ꎮ 取 １􀆰 ５ ｍＬ 上述反应液加入含有 １􀆰 ５ ｍＬ ＤＮＳ
试剂的试管中ꎬ沸水浴中加热 ５ ｍｉｎꎮ 冷却后用分光

光度计测定 ５４０ ｎｍ 处的吸光度值ꎮ 相似的方法进

行纤维素酶活性测定ꎮ 实验进行 ３ 次重复ꎮ
１􀆰 ６　 突变体菌株分泌总蛋白分析

１􀆰 ６􀆰 １　 菌株的培养与分泌总蛋白提取与定量:分别

取 １ × １０７个野生型菌株 Ｖｄ９９１、突变体菌株 ΔＱＦ 和

功能回补菌株 ＣΔＱＦ 的孢子在 ２００ ｍＬ 液体查比克

盐培养基中培养 １２ ｄꎬ将培养液通过 ０􀆰 ２２ μｍ 的滤

器过滤ꎬ得到各菌株的分泌总蛋白溶液ꎮ 缓慢地加

入(ＮＨ４) ２ＳＯ４ꎬ使(ＮＨ４) ２ＳＯ４ 溶液终浓度为 ８０％ ꎬ
离心弃去上清液ꎬ将蛋白沉淀溶解于 ５００ μＬ ＰＢＳ 缓

冲液中ꎮ 考马斯亮蓝法对上述分泌总蛋白定量测

定ꎮ 实验进行 ３ 次重复ꎮ
１􀆰 ６􀆰 ２　 分泌总蛋白诱发冀棉 １１ 叶片产生 Ｈ２Ｏ２ 的

过敏反应分析:将棉苗置于光照培养箱培养ꎬ期间适

量浇水ꎮ 在叶片两侧用注射器轻扎数个小孔ꎬ取
１􀆰 ５ μＬ 总蛋白样品滴在叶片的小孔上ꎬ培养 ４８ ｈꎮ
取下叶片ꎬ浸没在 ＤＡＢ 染液中暗处染色 ８ ｈꎬ再放入

无水乙醇中加热脱色直至叶片褪去叶绿素ꎮ
１􀆰 ７　 突变体菌株的内质网应激反应检测

将野生型菌株 Ｖｄ９９１ 和突变体菌株 ΔＱＦ 培养在

常规 培 养 条 件 下 (液 体 查 比 克 盐 培 养 基 中ꎬ
１５０ ｒ / ｍｉｎꎬ２５℃ꎬ１２ ｄ)ꎮ 提取 ＲＮＡ 并反转录后ꎬ通过

定量 ＰＣＲ 检测各菌株 ４ 个内质网分子伴侣编码基因

(ＬＨＳ１、 ＫＡＲ２、 ＳＣＪ１ 和 ＳＩＬ１)的相对表达量ꎬ分析突变

体菌株是否发生了内质网应激反应ꎮ 具体操作参照试

剂盒说明书ꎮ 引物序列见表 １ꎮ 实验进行 ３ 次重复ꎮ

１􀆰 ８　 致病性鉴定

用蘸根接种法[１３]ꎬ检测野生型菌株 Ｖｄ９９１、突
变体菌株 ΔＱＦ 和功能回补菌株 ＣΔＱＦ 对冀棉 １１ 的

致病性ꎬ并进行病情指数统计ꎮ 每个菌株的致病性

试验均选取 １５ 株棉苗ꎬ实验进行 ３ 次重复ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 大丽轮枝菌 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的序列分析

根据稻瘟病菌中的 ＭｏＳｅｃ２２ 蛋白序列ꎬ在大丽

轮枝菌 ＶｄＬｓ. １７ 基因组数据库中进行 ＢＬＡＳＴｐ 搜

索ꎬ得到大丽轮枝菌 ＶｄＬｓ. １７ 中的一个名称为

ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｃ２２ 的同源蛋白ꎬ Ｂｒｏａｄ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 编号为 ＶＤＡＧ＿０８３８６􀆰 １ꎮ 根据上述蛋白的

编码基因序列ꎬ设计了可扩增该基因全长的引物

ＶｄＳｅｃ２２￣Ｆ / Ｒꎬ克隆了大丽轮枝菌 Ｖｄ９９１ 中 ＶｄＳｅｃ２２
基因ꎮ 基因测序结果显示ꎬ大丽轮枝菌 Ｖｄ９９１ 中

ＶｄＳｅｃ２２ 基因的 ＤＮＡ 序列与大丽轮枝菌 ＶｄＬｓ. １７ 基

因组数据库中的序列完全一致ꎮ 该基因全长 ７７６
ｂｐꎬ含有 ２ 个内含子ꎬ编码 ２１７ 个氨基酸残基ꎮ 蛋白

质保守功能域预测表明ꎬ在该蛋白的 Ｃ 端有 １ 个保

守的 ＳＮＡＲＥ 结构域和 １ 个跨膜结构域ꎬ 说明

ＶｄＳｅｃ２２ 蛋白是一个典型的 ＳＮＡＲＥ 型分泌途径蛋

白ꎮ 大丽轮枝菌 ＶｄＳｅｃ２２ 蛋白与稻瘟病菌 ＭｏＳｅｃ２２
蛋白具有 ７０％ 的氨基酸序列同源性ꎬ其中 Ｃ 端的

ＳＮＡＲＥ 结构域的同源性高达 ９２％ ꎮ
２􀆰 ２　 获得大丽轮枝菌突变体菌株 ΔＱＦ 和功能回补

菌株 ＣΔＱＦ
ＰＣＲ 扩增获得了长度分别为 １􀆰 ２、１􀆰 ８ 和 １􀆰 ２ ｋｂ

的 ＶｄＳｅｃ２２ 基因上游片段、潮霉素抗性基因盒和

ＶｄＳｅｃ２２ 基因下游片段(图 １￣Ｂ ｌａｎｅ １ꎬ２ꎬ３)ꎬ通过融

合 ＰＣＲ 和巢式 ＰＣＲ 获得长度为 ４􀆰 ２ ｋｂ 的上述 ３ 个

ＤＮＡ 片段的融合 ＤＮＡ 片段(图 １￣Ｂ 中的 ｌａｎｅ ４)ꎮ
Ｇａｔｅｗａｙ ＢＰ 连接后ꎬ经 ＤＮＡ 测序验证ꎬ得到含有

ＶｄＳｅｃ２２ 基因同源重组片段的基因敲除载体 ｐＧＫＯ２￣
ＶｄＳｅｃ２２ꎮ

通过农杆菌介导的方法ꎬ将 ｐＧＫＯ２￣ＶｄＳｅｃ２２ 的

Ｔ￣ＤＮＡ 导入野生型菌株 Ｖｄ９９１ 进行遗传转化ꎬ共得

到 ３２ 个转化子ꎮ 随机挑选其中 ６ 个候选 ＶｄＳｅｃ２２
基因敲除的转化子ꎬ对其进行 ＰＣＲ 验证ꎮ 如图 １￣Ｃ
所示ꎬ以野生型菌株 Ｖｄ９９１ 基因组作为模板ꎬ以

Ｔｅｓｔ￣１ / ２ 作为引物ꎬ扩增出预期约 ０􀆰 ８ ｋｂ 的 ＶｄＳｅｃ２２
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基因的全长 ＤＮＡ 片段(图 １￣Ｃ 中的 ｌａｎｅ １)ꎻ同样条

件下以 ６ 个候选突变体 ＤＮＡ 作为模板ꎬ以 Ｔｅｓｔ￣１ / ２
作为引物ꎬ其中 ２ 个(２ 号和 ５ 号)候选突变体扩增

出了 １􀆰 ８ ｋｂ 的 ＤＮＡ 片段(图 １￣Ｃ 中的 ｌａｎｅ ２ꎬ３)ꎮ
说明这 ２ 个转化子中 ＶｄＳｅｃ２２ 基因 ０􀆰 ８ ｋｂ 的全长

ＤＮＡ 片段被 １􀆰 ８ ｋｂ 的潮霉素抗性基因所替代ꎬ使引

物 Ｔｅｓｔ￣１ / ２ 在基因组中的距离增加到 １􀆰 ８ ｋｂꎮ 以 ２
号和 ５ 号候选突变体基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ以 Ｔｅｓｔ￣
３ / ４(设计在基因组上重组双臂外侧)作为引物ꎬ扩
增出了 ４􀆰 ２ ｋｂ(１􀆰 ２ ＋ １􀆰 ８ ＋ １􀆰 ２ ＝ ４􀆰 ２)的 ＤＮＡ 片段

(图 １￣Ｄ 中的 ｌａｎｅ １ꎬ２)ꎻ而同样条件下ꎬ以野生型菌

株 Ｖｄ９９１ 基因组作为模板ꎬ扩增出了 ３􀆰 ２ ｋｂ(１􀆰 ２ ＋
０􀆰 ８ ＋ １􀆰 ２ ＝ ３􀆰 ２)的 ＤＮＡ 片段(图 １￣Ｄ 中的 ｌａｎｅ ３)ꎮ
进一步说明了 ２ 号和 ５ 号候选突变体中 ＶｄＳｅｃ２２ 基

因 ０􀆰 ８ ｋｂ 的全长 ＤＮＡ 片段被 １􀆰 ８ ｋｂ 的潮霉素抗性

基因所替代ꎮ 基因表达分析显示ꎬ以野生型菌株

ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ以 Ｔｅｓｔ￣５ / ６ 为引物ꎬ ＰＣＲ 扩增出了

预期 ＶｄＳｅｃ２２ 的表达产物条带(图 １￣Ｅ 中的 ｌａｎｅ １)ꎻ

以上述 ２ 个候选突变体 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ相同条件

下进行 ＰＣＲ 实验ꎬ均无任何扩增产物产生(图 １￣Ｅ
中的 ｌａｎｅ ２ꎬ ３ )ꎮ 因此 ２ 号和 ５ 号转化子即为

ＶｄＳｅｃ２２ 基因的缺失突变体 ΔＱＦꎬ分别命名为 ΔＱＦ￣
１ 和 ΔＱＦ￣２ꎮ

为进一步证明下文突变体菌株 ΔＱＦ 相对于野

生型的表型变化是由于 ＶｄＳｅｃ２２ 缺失所造成的ꎬ本
研究将 ＶｄＳｅｃ２２ 重新导入 ΔＱＦꎬ构建功能回补菌株

ＣΔＱＦꎮ 同样的方法将功能回补载体 ｐ￣ＣΔＱＦ 转入

突变体 ΔＱＦ￣１ꎬ得到 １９ 个转化子ꎮ 以第 ６ 号转化子

的基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬＴｅｓｔ￣１ / ２ 作为引物ꎬ同时扩

增出了预期的 １􀆰 ８ ｋｂ 潮霉素抗性基因片段和 ０􀆰 ８
ｋｂ 的 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的 ＤＮＡ 片段(图 １￣Ｃ 中的 ｌａｎｅ
４)ꎬ说明 ０􀆰 ８ ｋｂ 的 ＶｄＳｅｃ２２ 被重新转入突变体 ΔＱＦ￣
１ꎮ 基因表达分析也显示该转化子中重新获得了

ＶｄＳｅｃ２２ 基因的表达(图 １￣Ｅ 中的 ｌａｎｅ ４)ꎮ 因此 ６
号转化子即为 ＶｄＳｅｃ２２ 的基因回补菌株ꎬ 命名

为 ＣΔＱＦꎮ

图 １. 大丽轮枝菌突变体菌株 ΔＱＦ 和功能回补菌株 ＣΔＱＦ 的构建

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＶｄＳｅｃ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ΔＱＦ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＣΔＱＦ ｏｆ Ｖ. ｄａｈｌｉａ. Ａ: Ｐａｒｔｉａｌ ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ＶｄＳｅｃ２２ ｇｅｎｅ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ. Ｔｈｅ ０􀆰 ８ ｋｂ ＯＲＦ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｒｅｐｌａｃｅｄ ｂｙ ｔｈｅ １􀆰 ８ ｋｂ ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ
ｒｅｓｉｓｔｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ. Ｂ: Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅ ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＧＫＯ２￣ＶｄＳｅｃ２２. Ｃ￣Ｅ: Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＶｄＳｅｃ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ
ＣΔＱＦ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ＲＴ￣ＰＣＲ.

２􀆰 ３　 突变体 ΔＱＦ 分泌果胶酶和纤维素酶的能力

减弱

定性分析显示ꎬ突变体 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 在果胶

培养基上的菌落直径明显小于野生型菌株 Ｖｄ９９１ꎬ
提示突变体 ΔＱＦ 分泌果胶酶的能力减弱ꎮ 为进一

步确认上述推断ꎬ进行了酶活测定的定量分析ꎮ 结

果显示ꎬ突变体菌株 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 果胶酶活

性仅有野生型菌株 Ｖｄ９９１ 的 ３６％ 和 ３９％ (图 ２￣
Ｃ) ꎮ 功能互补菌株 ＣΔＱＦ 可弥补突变体菌株的

上述缺陷ꎮ 因此ꎬ说明突变体 ΔＱＦ 分泌果胶酶
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的能力减弱ꎬＶｄＳｅｃ２２ 基因参与了大丽轮枝菌果

胶酶的分泌ꎮ
由于大丽轮枝菌在羧甲基纤维素培养基上不能

形成白色致密的菌落ꎬ所拍摄照片不能清晰显示菌

落大小ꎬ因此对培养后的平板用刚果红染色ꎮ 刚果

红能与平板上的羧甲基纤维素结合ꎬ形成红色复合

物ꎻ当羧甲基纤维素被菌株产生的纤维素酶分解后ꎬ
培养基中会出现透明圈ꎬ该透明圈的直径即为菌落

直径ꎮ 结果显示ꎬ突变体 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 在纤维素

培养基上的菌落直径(图 ２￣Ｂ 以白色圆圈显示)明

显小于野生型菌株 Ｖｄ９９１ꎮ 提示突变体 ΔＱＦ 分泌

纤维素酶的能力减弱ꎮ ＤＮＳ 法测定的纤维素酶酶

活显示ꎬ突变体菌株 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 纤维素酶活性

仅有野生型菌株 Ｖｄ９９１ 的 ４０％ 和 ４５％ (图 ２￣Ｄ)ꎮ
功能互补菌株 ＣΔＱＦ 可弥补突变体菌株的上述缺

陷ꎮ 因此ꎬ说明突变体 ΔＱＦ 分泌纤维素酶的能力减

弱ꎬＶｄＳｅｃ２２ 基因参与了大丽 轮 枝 菌 纤 维 素 酶

的分泌ꎮ

图 ２. ＶｄＳｅｃ２２ 的缺失对果胶酶与

纤维素酶分泌能力的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｐｅｃｔｉｎａｓｅ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＶｄＳｅｃ２２
ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ. Ａ￣Ｂ: Ｃｏｌｏｎｙ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅꎬ ｍｕｔａｎｔ
ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ΔＱＦ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＣΔＱＦ ｏｎ ｍｅｄｉａ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｃｔｉｎ ａｎｄ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ. Ｃ￣Ｄ: Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ (％ ) ｉｎ ｔｈｅ ＶｄＳｅｃ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｓｔｒａｉｎ ＣΔＱＦ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ. Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

２􀆰 ４　 突变体菌株 ΔＱＦ 分泌总蛋白的能力减弱

野生型菌株 Ｖｄ９９１ 分泌总蛋白浓度为 １０􀆰 ２
μｇ / ｍＬꎬ而突变体菌株 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 的分泌总蛋

白浓度明显下降ꎬ分别仅有 ３􀆰 ６３ μｇ / ｍＬ 和 ３􀆰 ３１
μｇ / ｍＬ(如图 ３￣Ａ)ꎬ功能互补菌株 ＣΔＱＦ 的分泌总

蛋白浓度为 ９􀆰 ２９ μｇ / ｍＬꎬ与野生型菌株相似ꎮ 上述

实验说明了 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的丧失造成了大丽轮枝菌

分泌蛋白总量下降ꎮ
２􀆰 ５　 突变体菌株 ΔＱＦ 分泌总蛋白毒力减弱

已经有报道证明ꎬ大丽轮枝菌的分泌蛋白在侵

染寄主叶片使其萎焉的过程中ꎬ可诱发叶片产生过

敏反应ꎬ在这一过程中ꎬ叶片细胞周围 Ｈ２Ｏ２ 浓度剧

增ꎮ 上述叶片经二氨基联苯胺(ＤＡＢ)染色ꎬ脱去叶

绿素后ꎬ可以观察到 ＤＡＢ 在 Ｈ２Ｏ２ 产生和积累处形

成褐色斑点[１４]ꎮ 本研究运用上述模型检测 ＶｄＳｅｃ２２
基因的缺失是否影响菌株的分泌蛋白侵染棉花叶片

的能力ꎮ 结果显示ꎬ棉花叶片经 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 的

分泌蛋白处理后ꎬ所产生的褐色斑点远小于用野生

型菌株 Ｖｄ９９１ 和功能回补菌株 ＣΔＱＦ 的分泌蛋白

处理后所产生的褐色斑点(图 ３￣Ｂ)ꎮ 说明突变体菌

株 ΔＱＦ 的分泌蛋白诱导棉花叶片产生 Ｈ２Ｏ２ 的能

力下降ꎬ推测突变体菌株 ΔＱＦ 的分泌蛋白侵染棉花

叶片能力减弱ꎬＶｄＳｅｃ２２ 基因参与了大丽轮枝菌某

些毒素蛋白的分泌ꎮ
２􀆰 ６　 ＶｄＳｅｃ２２ 基因的缺失造成菌株细胞产生内质

网(Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬＥＲ)应激反应

蛋白的分泌受阻会导致大量蛋白积攒在内质网

中ꎬ从而引发内质网应激反应ꎮ 其表现为细胞会过

量表达内质网中分子伴侣的编码基因ꎬ以促进内质

网中过量的蛋白的折叠ꎮ 因此内质网应激反应模型

可提供分泌蛋白是否积累在内质网中的分子生物学

证据[１５]ꎮ 采用该模型分析后ꎬ结果显示在突变体

ΔＱＦ￣１ 中ꎬ４ 个内质网分子伴侣蛋白(Ｈｓｐ７０ 家族蛋

白 ＬＨＳ１ 和 ＫＡＲ２、Ｈｓｐ４０ 家族蛋白 ＳＣＪ１ 和核苷酸

交换因子 ＳＩＬ１)编码基因的表达量较野生型菌株明

显提高ꎬ其中以 Ｈｓｐ７０ 家族蛋白基因 ＬＨＳ１ 和 ＫＡＲ２
的表达量升高尤为明显ꎬ分别较野生型菌株提高了

５􀆰 ２ 和 ４􀆰 ７ 倍(图 ４)ꎮ 突变体 ΔＱＦ￣２ 的上述基因表

达量亦发生了相似水平的提高ꎻ功能回补菌株

ＣΔＱＦ 的相应基因的表达量又恢复到野生型菌株水

平(结果未显示)ꎮ ＶｄＳｅｃ２２ 基因的缺失使大丽轮枝

菌细胞在常规的培养条件下即产生了内质网应激反

应ꎬ说明突变体菌株 ΔＱＦ 中某些由 ＶｄＳｅｃ２２ 介导分

泌的蛋白无法顺利地从内质网运输到高尔基体ꎬ从
而积累在内质网中ꎮ

８７８



田李等: 膜泡运输蛋白 ＶｄＳｅｃ２２ 参与大丽轮枝菌胞外蛋白的分泌和致病性. /微生物学报(２０１５)５５(７)

图 ３. 缺失 ＶｄＳｅｃ２２ 使菌株分泌总蛋白的能力减弱

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｏｆ ＶｄＳｅｃ２２ ｉｍｐａｉｒｅｄ ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ. Ａ: Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｖｄ９９１ꎬ
ΔＱＦ ａｎｄ ＣΔＱＦ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ. Ｂ: Ｈ２Ｏ２ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ

ｌｅａｖｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ Ｖｄ９９１ꎬ ΔＱＦ ａｎｄ ＣΔＱＦ
ｓｔｒａｉｎｓ.

图 ４. 突变体 ΔＱＦ 中内质网应激反应相关基因的表达量

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ｔｈｅ ΔＱＦ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ. Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒｓ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ.

２􀆰 ７　 突变体 ΔＱＦ 对棉株的致病性明显减弱

致病性实验表明ꎬ接种野生型 Ｖｄ９９１ 的棉株表

现出典型的叶片萎蔫、褪绿、坏死和植株株高变矮的

黄萎病发病症状(图 ５￣Ｂ)ꎬ在第 ３ 周病情指数达到

５１􀆰 ４ ± ７􀆰 ７ꎻ而接种突变体菌株 ΔＱＦ￣１ 和 ΔＱＦ￣２ 的

棉株仅显示出轻微的发病症状ꎬ病情指数分别为

２８􀆰 ７ ± ３􀆰 ６ 和 ２６􀆰 ３ ± ４􀆰 ２(图 ５￣Ｃ、Ｄ)ꎮ 接种功能互

补菌株 ＣΔＱＦ 的棉株病情指数为 ５３􀆰 ６ ± ６􀆰 ８ꎬ与野

生型菌株相似(图 ５￣Ｅ)ꎮ 上述结果说明ꎬＶｄＳｅｃ２２ 基

因参与了大丽轮枝菌的致病性ꎮ

３　 讨论

Ｓｅｃ２２ 蛋白是酵母中一个 ＳＮＡＲＥ 类膜泡运输蛋

白ꎬ负责分泌蛋白从内质网到高尔基体的膜泡转

运[９]ꎮ 在植物病原性真菌的模式菌株稻瘟病菌中ꎬ其
同源蛋白 ＭｏＳｅｃ２２ 在稻瘟病菌胞外蛋白过氧化物酶

和漆酶的分泌中起重要作用ꎬ且该蛋白是致病性所必

需的[１０]ꎮ 由于 Ｓｅｃ２２ 蛋白在真菌中的功能高度保

守[９]ꎬ本文研究了大丽轮枝菌 Ｖｄ９９１ 中 Ｓｅｃ２２ 同源蛋

白的编码基因 ＶｄＳｅｃ２２ꎬ通过实验表明 ＶｄＳｅｃ２２ 参与

了大丽轮枝菌诸多胞外致病蛋白的分泌和菌株对棉

花的致病性ꎮ 主要有以下 ３ 方面证据:
第一ꎬ突变体 ΔＱＦ 菌株分泌胞外果胶酶和纤维

素酶的能力减弱ꎮ 果胶和纤维素是大丽轮枝菌寄主

植物细胞壁的主要组成成分ꎬ突变体菌株 ΔＱＦ 产生

果胶酶和纤维素酶的能力减弱可能会造成大丽轮枝

菌突破寄主植物细胞壁的困难ꎬ从而无法进行有效

的侵染ꎮ
第二ꎬ突变体菌株 ΔＱＦ 分泌某些毒素蛋白能力

的减弱ꎮ 大丽轮枝菌基因组中含有大量潜在的病原

菌￣寄主互作蛋白、ＲｘＬｘ[ＥＤＱ]类效应蛋白和富含

半胱氨酸的小分子量蛋白等毒素蛋白编码基因[４]ꎮ
因此ꎬ突变体菌株 ΔＱＦ 分泌毒素蛋白能力的减弱可

能是其致病性下降的另一原因ꎮ 另外ꎬ如采用质谱

技术对野生型菌株和突变体菌株 ΔＱＦ 分泌蛋白进

行比较分析ꎬ找出两者差异的蛋白斑点ꎬ也可为为筛

选大丽轮枝菌毒性分泌蛋白提供新思路ꎮ
第三ꎬ缺失 ＶｄＳｅｃ２２ 使突变体菌株在常规的培

养条件下即产生了内质网应激反应ꎮ 该模型提供了

分泌蛋白积累在突变体菌株的内质网中ꎬ无法顺利

分泌到胞外的分子生物学证据ꎮ
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图 ５. 菌株 Ｖｄ９９１、 ΔＱＦ 和 ＣΔＱＦ 对冀棉 １１ 致病性

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｖｄ９９１ꎬ ΔＱＦ ａｎｄ ＣΔＱＦ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｃｏｔｔｏｎ Ｊｉｍｉａｎ１１. Ａ: Ｈ２Ｏꎻ Ｂ: Ｖｄ９９１ꎻ Ｃ: ΔＱＦ￣１ꎻ Ｄ: ΔＱＦ￣２ꎻ Ｅ: ＣΔＱＦ.

大丽轮枝菌可产生成分复杂的分泌蛋白ꎮ 这些

蛋白可能协同发挥作用ꎬ共同构成了大丽轮枝菌的致

病性ꎮ 所以ꎬ从防治棉花黄萎病的角度来看ꎬ很难将

单一的分泌蛋白作为防治该病的生物学靶点ꎮ 本研

究发现大丽轮枝菌分泌途径蛋白 ＶｄＳｅｃ２２ 对多种致

病相关蛋白的分泌都会产生影响ꎬ因此分泌途径蛋白

ＶｄＳｅｃ２２ 可作为一个潜在的生物防治的靶点ꎬ抑制其

功能可能提供一种防治棉花黄萎病的潜在手段ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅ ＶｄＳｅｃ２２ ｏｆ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅ ｆｕｓｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｕｎｇａｌ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙꎬ ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ
ｗｉｌｔ ｄｉｓｅａｓｅ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ] ＶｄＳｅｃ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ΔＱＦ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＣΔＱＦ ｂｙ ｒｅｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ
ＶｄＳｅｃ２２ ｉｎｔｏΔＱＦ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ. Ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ (ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｐｅｃｔｉｎａｓｅꎬ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅꎬ ａｎｄ ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｎ
ｐｒｏｔｉｎ) ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ΔＱＦ ａｎｄ ＣΔＱＦ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ Ｖｄ９９１. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
ＥＲ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｗａｓ ａｌｓｏ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｉｎｆｅｒ ｗｈｅｔｈｅｒ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ΔＱＦ.
[Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｗｅ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＶｄＳｅｃ２２ ｄｅｌｅｔｉｏｎ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ΔＱＦ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎ ＣΔＱＦ.
ＶｄＳｅｃ２２ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｄｉｄ ｄｉｓｔｕｒｂ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｅｃｔｉｎａｓｅꎬ ｃｅｌｌｕｌｏｓｅꎬ ａｎｄ ｐｈｙｔｏｔｏｘｉｎ ｐｒｏｔｉｎ.
Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ΔＱＦ ｗａｓ ｄｒａｍａｔｉｃａｌｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇｌｙ. Ｗｅ ａｌｓｏ ｆｏｕｎｄ ｌｏｓｓ ｏｆ ＶｄＳｅｃ２２ ｒｅｓｕｌｔｅｄ ｉｎ ＥＲ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎ Ｖ.
ｄａｈｌｉａｅ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｉｎｔｒｏｄｕｃｉｎｇ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＶｄＳｅｃ２２ ｉｎｔｏ ΔＱＦ ｃａｎ ｃｏｍｐｅｎｓａｔｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ ａｂｏｖｅ.
[Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] ＶｄＳｅｃ２２ ｉｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｉｎ Ｖ. ｄａｈｌｉａｅ. ＶｄＳｅｃ２２ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｔａｒｇｅｔ ｆｏｒ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｖａｓｔａｔｉｎｇ ｄｉｓｅａｓｅ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅꎬ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎꎬ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙꎬ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１１７００８０)ꎬ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｈｉｎａ Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ (２０１４Ｔ７０６２１ ) ａｎｄ ｂｙ
ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (ＺＲ２０１３ＣＱ０１８)
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