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摘   要：苹果黑腐皮壳(Valsa mali)引起的腐烂病是苹果最具毁灭性的枝干病害。微小核糖核酸

(microRNA-like RNAs, milRNAs)在真菌生长发育、侵染致病和胁迫响应等过程中发挥重要作用。

前期研究发现 Vm-milR21在病菌侵染阶段特异性下调表达，推测其可能参与 V. mali的侵染致病过程。

【目的】本文对 Vm-milR21 的功能进行研究。【方法】制备 Vm-milR21 前体过表达和沉默转化株，

评价不同转化株与野生型菌株表型差异。进而，通过实时荧光定量聚合酶链反应(quantitative real 
time polymerase chain reaction, qRT-PCR)和共转化技术验证 Vm-milR21 与其潜在靶标 Vm-03494 之

间的靶向调控关系。在此基础上，构建 Vm-03494 的基因敲除突变体，并鉴定突变体表型。【结果】

与野生型菌株相比，过表达转化株的菌丝生长速率以及对叶片和枝条的致病力均大幅降低，而沉

默转化株无明显变化。Vm-milR21 能够序列特异性地抑制 Vm-03494 表达。相较于野生型菌株，

Vm-03494 敲除突变体菌丝生长速率和致病力均显著降低。【结论】Vm-milR21 能够调控靶标基因

Vm-03494 表达参与病菌侵染过程。研究结果丰富了对真菌 milRNAs 功能的认知，同时为全面解

析 V. mali 的致病机理提供了新的理论依据。 

关键词：苹果树腐烂病；微小核糖核酸；过表达；基因敲除 
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Abstract: Apple Valsa canker caused by Valsa mali is a destructive disease of apple trees. 
MicroRNA-like RNAs (milRNAs) play an important role in fungal growth and development, 
pathogenicity, and stress responses. Our previous study had demonstrated that the expression of 
Vm-milR21 was significantly down-regulated in the infection, suggesting Vm-milR21 might be 
involved in the pathogenicity of V. mali. [Objective] To reveal the role of Vm-milR21. [Methods] 
The strains with overexpression and silencing of Vm-milR21 precursor were constructed, and the 
phenotypic characteristics were compared between different transformants and the wild type. 
Furthermore, the targeting relationship between Vm-milR21 and Vm-03494 was verified by 
Quantitative real time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and co-transformation. On this basis, 
the mutant with the knockout of Vm-03494 was constructed and the phenotype of the mutant was 
characterized. [Results] Compared with the wild type, the transformant overexpressing Vm-milR21 
precursor presented slow mycelial growth and weakened pathogenicity, while the silencing of 
Vm-milR21 did not cause significant changes. Vm-milR21 inhibited the expression of Vm-03494 in 
a sequence-specific manner. Compare with the wild type, the mutant without Vm-03494 presented 
slow mycelial growth and diminished pathogenicity. [Conclusion] Vm-milR21 plays a role in the 
infection of V. mali by regulating the expression of Vm-03494. The results enrich the 
understanding of the functions of fungal milRNAs and provide a new theoretical basis for 
comprehensively deciphering the pathogenesis of V. mali. 
Keywords: apple Valsa canker; milRNA; overexpression; gene knockout 
 
 

RNA 干扰(RNA interfering, RNAi)在真核

生物中广泛存在，是由 sRNAs 介导的通过降解

mRNA、抑制基因转录或翻译的转录水平或转

录后水平调控机制[1-2]。RNAi 通路的核心组分

主要包括 dicer (DCL)、 argonaute (AGO)和
RNA-dependent RNA Polymerase (RdRP)等[3]。

参与RNAi的 sRNAs主要包括3类，即microRNA 
(miRNAs)、small interfering RNA (siRNAs)和
piwi-interacting RNA (piRNAs)[4]。 

真菌中最早的 RNAi 现象是在粗糙脉胞菌

(Neusospora crassa)中发现的[5]。真菌中 sRNAs

的种类和生成途径更为复杂。早期曾认为真菌

中不存在 miRNA。直到 2010 年，首次在     
N. crassa 鉴定获得了一个与微小核糖核酸

miRNA具有类似生成机制和作用机制的 sRNA，

被命名为 microRNA-like RNAs (milRNAs)[6]。

之后，关于真菌 milRNAs 的研究日渐增加。作

为一类重要调控因子，植物病原真菌 milRNAs
对其侵染致病能力具有重要贡献，而这种调控

机制主要分为两类：一类 milRNAs 在侵染阶段

上调表达，通过跨界抑制寄主中靶标基因表达

或抑制内源靶标基因表达来发挥作用。例如，
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尖镰孢番茄专化型 (Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici)的 milRNAs 可通过跨界抑制番茄中

的靶标基因表达从而干扰寄主的免疫反应[7]；而

尖镰孢古巴专化型(F. oxysporum f. sp. cubense)
的 milR-87 能够调控糖基水解酶 FOIG_15013
的 降 解 以 增 强 病 菌 的 致 病 力 [8] ； 另 一 类

milRNAs 在侵染时期下调表达，通过上调相

关靶标基因的表达发挥功能。例如，在大丽

轮枝菌(Verticillium dahliae)的侵染过程中，通

过下调表达 Vd-milR1 来减少对致病相关基因

VdHy 的抑制，进而促进病菌的侵染[9]。类似的

调 控 机 制 在 对 非 苜 蓿 轮 枝 菌 (Verticillium 
nonalfalfae)、新月弯孢(Curvularia lunata)、壳

针孢(Zymoseptoria tritici)中均有发现 [10-12]。可

见，milRNAs 在植物病原菌侵染致病方面发

挥关键作用。但相较于动植物，其功能和机

理的研究仍然较少。 
苹果是我国农业的重要组成部分，对巩固

脱贫攻坚成果、助力乡村振兴和生态文明建设

等具有重要支撑作用。然而，作为苹果最具毁

灭性的病害，苹果树腐烂病严重威胁苹果产业

高质量发展。该病害主要由子囊菌黑腐皮壳

(Valsa mali)引起 [13]，主要危害苹果树主干大

枝，导致树皮腐解溃烂，枝干枯死，甚至死树

毁园。已有研究表明，V. mali 的 milRNAs 是关

键的致病调控因子，如 Vm-milR16、Vm-milR37
等能够通过调控 VmSNF1、VmDODA、VmHy1

和 VmGP 等多个致病相关基因的表达从而参与

病菌的侵染致病过程[14-15]。同时，研究还发现

Vm-milR1 能够跨界抑制寄主免疫相关基因的表

达从而促进病菌的侵染[16]。本研究在前期发现

Vm-milR21 在病菌侵染时期显著下调表达的基

础上，进一步通过遗传学、分子生物学等技术

揭示其在病菌侵染致病中的功能及调控机理，

为全面解析腐烂病菌的致病机理奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料和载体 

苹果树腐烂病菌野生型 03-8、ΔKu80 菌株[17]

由西北农林科技大学植物保护学院果树病害病

原生物学及综合防控研究团队分离保存；富士

苹果(Malus domestica borkh. cv. ‘Fuji’)一年生

枝条采自陕西省杨陵区实验果园；苹果组培叶

片和本氏烟(Nicotiana benthamiana)培养于 22 ℃
恒温温室；大肠杆菌 DH5α 感受态购自北京擎

科生物科技股份有限公司；农杆菌 GV3101 感受

态购自上海唯地生物技术有限公司。pDL2、
pBIN 表达载体质粒由西北农林科技大学刘慧

泉教授惠赠。 

1.2  试剂和引物 
miRcute 多糖多酚植物 miRNA 提取分离试

剂盒 DP504 (Tiangen)、E.Z.N.A® Gel Extraction 
Kit (Omega) 、 Plasmid Mini Kit (Omega) 、
RevertAid RT 逆转录试剂盒(Thermo)、Xho I 限
制性内切酶(Thermo)、Phanta Max Super-Fidelity 
DNA 聚合酶(Vazyme)、ClonExpress II 一步克隆

酶(Vazyme)、miRNA 1st Strand cDNA Synthesis 
Kit (Vazyme)、ChamQ SYBR qPCR Master Mix
预混液(Vazyme)、2×ES Taq 预混液(Cowin)、崩

溃酶(Sigma)、裂解酶(Sigma)、遗传霉素 G418 
(Solarbio)、潮霉素B (Roche)。研究所需引物均委

托北京擎科生物科技股份有限公司合成(表 1)。 

1.3  仪器 
生物安全柜、超净工作台、PCR 扩增仪、

电泳仪、双光子共聚焦显微镜、凝胶成像系

统、NanoDrop 2000、LightCycler 96 real-time 
PCR machine、高速离心机、水浴锅、恒温摇

床、烘箱、冰箱和超低温冰箱等。 
1.4  Vm-milR21 过表达及沉默载体构建 

设计引物扩增 Vm-milR21 前体序列，并将

前体序列与 pDL2 载体连接，构建 Vm-milR21 
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表 1  本试验所用引物 
Table 1  Primers used in this study  
Primers Sequences (5'→3') Primer usage 
Vm-milR21OE-F GTAGGAACCCAATCTTCAAATAGATTTTTGGGCGACTGAAGAA Amplification of 

Vm-milR21 precursor Vm-milR21OE-R TGAATGTTGAGTGGAATGATTAAAGAGGAGCGACCGAAGGGAG 
R21-STTM-F GTAGGAACCCAATCTTCAAATTCGTAGGAACCCAATCTTCAAATA Amplification of 

Vm-milR21 silencing vector R21-STTM-R TGAATGTTGAGTGGAATGATGCCTGAATGTTGAGTGGAATGATGC 
Vm-03494-1F ACTCTGATTGTCTTCTGCTTGTGTC Amplification of Vm-03494 

upstream homologous arm Vm-03494-2R CAGATACGGCAGAGAAATCGCAACCTCCTAGTGTAGTGATCTCCAG
GGTCTC 

Vm-03494-3F GTTTAGATTCCAAGTGTCTACTGCTGGCGAACAACCGACTTCAACA
CAAA 

Amplification of Vm-03494 
downstream homologous 
arm Vm-03494-4R CAACAGCAATACTACGGACACA 

Vm-03494-5F AAGAGGAGGTCAACATGAACGG Detection of Vm-03494 
Vm-03494-6R GGGGAAAGGATAGGTGAGGAAA 
Vm-03494-7F AATAGAAGGCAAACAAATCGG Detection of Vm-03494 

replacement Vm-03494-8R CCACGGCAAGGTAACAGGCAG 
Vm-03494-CF TACTGGGACCGCTACTGTTGC Amplification of Vm-03494 

knockout vector Vm-03494-CR TGGGTTTCCTGGTTCTGGATA 
G852-F TCGGCTATGACTGGGCACAACA  Detection of NEO gene 
G850-R GAGCGGCGATACCGTAAAGCAC 
G855-R TGTTGGGTTTGAGCTAGGTGGGGTGA Detection of NEO 

replacement G856-F GAATGGTCAAATCAAACTGCTAGATAT 
Tar-Vm03494-F CATTTCATTTGGAGAGGACCATGTTGATGGTGTATTTTAAGGCCATAG Amplification of Vm-03494 

CDS Tar-Vm03494-R GTTGTGTTGAGAATTCTCGATCCGTTCCAAGACGAACGAACACTG 
DT-Vm03494-1R GCGATTCTTGAGGGAGGTTTG Construction of Vm-03494 

point mutation fragment DT-Vm03494-2F CAAACCTCCCTCAAGAATCGC 
qrt-milR21-F CGCGTAGTCCTTCCTCCAGC Real-time amplification of 

Vm-milR21 qrt-milRNA-TY AGTGCAGGGTCCGAGGTATT 
qrt-Vm03494-F GCGTGCTTGCTAGTCTTCCT Real-time amplification of 

Vm-03494 qrt-Vm03494-R CTGCTCTTGTCCACCTGCTT 
 
过表达载体。参照 Wang 等 [18]方法，设计

Vm-milR21 的 STTM (short tandem target mimic)
序列，委托生工生物工程(上海)股份有限公司合

成，后将片段与 pDL2 载体片段相连，构建

Vm-milR21 沉默载体。 

1.5  Vm-milR21 过表达及沉默转化株制备

和鉴定 
使用聚乙二醇(polyethylene glycol, PEG)介

导的原生质体转化法将过表达及沉默载体转化

至 V. mali 原生质体中[19]。使用含潮霉素 B 的

PDA (potato dextrose agar)平板对转化株进行筛

选。使用 CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)
法提取转化株 DNA，并进行 PCR 检测。 

1.6  Vm-milR21 过表达水平及沉默效率

测定 
提取野生型和不同转化株的 milRNAs，并

进行实时荧光定量聚合酶链反应 (quantitative 
real time polymerase chain reaction，qRT-PCR)
检测。设定 V. mali 核内 sRNA VmU6 作为内参

基因，表达水平按照 2–ΔΔCt 法计算[20]。将野生型

菌丝中 Vm-milR21 表达量设定为 1，计算过表达

和沉默转化株中 Vm-milR21 的相对表达量。 
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1.7  Vm-milR21 靶标基因表达量检测 
提取野生型和不同转化株的总 RNA，并进

行 qRT-PCR 检测。设定 V. mali 核内 VmG6PDH
作为内参基因，转录水平计算按照 2–ΔΔCt 法[20]。

将野生型菌丝中靶标基因表达量设定为 1，计

算过表达和沉默转化株中靶标基因的相对表

达量。 

1.8  烟草共表达载体构建 
分别扩增 milRNAs 前体序列和靶标基因含

靶向区域的序列，将序列分别与 pBIN 表达载

体进行连接，得到 pBIN-pri-R21 和 pBIN-含靶

向区域片段 -绿色荧光蛋白 (green fluorescent 
protein, GFP)表达载体。使用试剂盒对靶标基

因表达载体进行序列突变，获得 pBIN-突变的

含靶向区域片段-GFP 的表达载体。 

1.9  Vm-milR21 与靶标基因调控关系验证 
将不同载体转化至 GV3101 感受态中，参

照 Feng 等[15]的方法分 4 个处理进行烟草共表达

试验。在双光子共聚焦显微镜(奥林巴斯)下观

察烟草叶片 GFP 荧光信号并拍照，使用 ImageJ
软件进行 GFP荧光强度统计[21]。提取不同处理

的烟草叶片蛋白，通过 Western blotting 试验检

测 GFP 蛋白表达水平，使用 ImageJ 软件统计

蛋白印迹灰度。使用 GraphPad Prism 5 对数据

进行分析处理，并采用 Student’s t-test 方法进

行差异显著性分析。 

1.10  Vm-03494 保守结构域预测 
使用美国国家生物技术信息中心(National 

Center for Biotechnology Information, NCBI) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 搜 索 并 获 取

Vm-03494 蛋白序列，使用 Conserved domains 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure/cdd/wrpsb/ 
cgi)对基因的保守结构域进行预测分析。 

1.11  靶标基因敲除突变体制备 
设计靶标基因敲除引物(图 1)，使用 Double- 

joint PCR技术构建基因敲除盒[22]。将敲除盒转

化至 V. mali 原生质体中，使用含 G418 抗生素

的 PDA 平板筛选转化子。提取转化子 DNA，

并进行 PCR 检测。当转化子 DNA 不含目的基

因片段(Vm-03494-5F/Vm-03494-6R)，含有抗性

基因片段(G850F/G852R)且抗性片段替换位置

(Vm-03494-7F/G855R 、 G856F/Vm-03494-8R)
正确时，认为该转化子为基因敲除突变体。 

1.12  营养生长速率测定 
将不同菌株分别接种至定量 PDA 培养基

上，25 ℃避光培养 48 h 后，测量菌落直径并拍

照。每个菌接种 6 个平板，试验重复 3 次。使

用 GraphPad Prism 5 对数据进行分析处理，并

采用 Student’s t-test 方法进行差异显著性分析。 

1.13  致病力评价 
参考韦洁玲等[23]的研究方法，选取苹果叶

片和一年生枝条进行接种。室温静置 1 d 后，测 
 

 
 

图 1  目的基因敲除载体构建示意图 
Figure 1  Diagram of strategy of generation target gene knockout constructs. 
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量叶片病斑并拍照。每个菌株接种 6 枚叶片；

室温静置 3 d 后，测量枝条病斑并拍照。每个

菌株接种 6 根枝条，试验重复 3 次。使用

GraphPad Prism 5 对数据进行分析处理，并采

用 Student’s t-test 方法进行差异显著性分析。 

2  结果与分析 
2.1  Vm-milR21 前体过表达转化株与沉默

转化株筛选鉴定 
通过 PCR 检测，筛选获得 13 个含过表达

载体片段和 9 个含沉默载体片段的阳性转化株。

利用 qRT-PCR 技术检验各转化子中 Vm-milR21
的表达量，获得了过表达和沉默效率较高的转化

菌株，Vm-milR21OE-1、Vm-milR21OE-2 的过表

达倍数分别是 7.4 和 11.3 (图 2A)；Vm-milR21S-6
和 Vm-milR21S-11 的沉默效率分别是 29.4%和

30.8% (图 2B)。 

2.2  Vm-milR21 过表达转化株表型测定 
对野生型菌株和过表达转化株表型进行测

定(表 2)，并采用 Student’s t-test 方法进行差异

显著性分析。相较于野生型菌株，Vm-milR21
过表达转化株的菌落明显变小(图 3A)，过表达转

化株生长速率分别降低 12.1%和 18.6% (图 3B)。
致病力水平评价发现，Vm-milR21 过表达转化

株对离体枝条的致病力明显低于野生型菌株

(图 3C)，Vm-milR21OE-1 和 Vm-milR21OE-2
的病斑长度分别降低 62.4%和 71.3%，差异显

著(图 3D)；同时发现，相较于野生型菌株，

Vm-milR21 过表达转化株对叶片的致病力也明

显下降(图 3E)，病斑面积分别降低 47.3%和

78.4% (图 3F)。 

2.3  Vm-milR21 沉默转化株表型测定 
对野生型菌株和沉默转化株表型进行测定

(表 3)，并采用 Student’s t-test 方法进行差异显

著性分析。结果表明，Vm-milR21 沉默转化株

的菌丝生长速率比野生型菌株高 5% (图 4A、

4B)，Vm-milR21 沉默转化株对枝条致病力不变

(图 4C)，其病斑长度与野生型菌株相近(图 4D)；
相较于野生型菌株，Vm-milR21 沉默转化株对

叶片致病力也无明显变化(图 4E、4F)。 

 

 
 
图 2  Vm-milR21 前体过表达转化株(A)和沉默转化株(B)效率鉴定 
Figure 2  Identify the efficiency of Vm-milR21 precursor overexpression (A) and silencing transformants 
(B). Data are x s± . Data significant differences were analyzed by Student’s t-test. **: P<0.01; ****: 
P<0.000 1. 
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表 2  过表达转化株表型数据统计  
Table 2  Phenotypic data of overexpression transformants 
Strain Colony diameter (cm) Lesion length (cm) Lesion size (cm2) 

WT 7.70±0.08a 2.62±0.07a 0.66±0.10a 
Vm-milR21OE-1 6.77±0.18b 0.98±0.10b 0.35±0.06b 
Vm-milR21OE-2 6.27±0.17b 0.75±0.08b 0.14±0.05b 
Different letters in the same line are significant compare with wild-type stain (P<0.05).  

 

 
 
图 3  Vm-milR21 前体过表达转化株表型 
Figure 3  Phenotype of Vm-milR21 precursor overexpression transformants. A, B: Vegetative growth rate 
detection and data statistics of Vm-milR21 precursor overexpression transformants. C, D: Pathogenicity 
detection and data statistics of Vm-milR21 precursor overexpression transformants on twigs. E, F: 
Pathogenicity detection and data statistics of Vm-milR21 precursor overexpression transformants on leaves. 
Data are x s± . Data significant differences were analyzed by Student’s t-test. ****: P<0.000 1. 
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表 3  沉默转化株表型数据统计 
Table 3  Phenotypic data of silencing transformants 
Strain Colony diameter (cm) Lesion length (cm) Lesion size (cm2) 

WT 6.99±0.13a 3.32±0.21a 1.55±0.21a 
Vm-milR21S-6 7.37±0.07b 3.23±0.35b 1.35±0.44b 
Vm-milR21S-11 7.38±0.05b 3.21±0.48b 1.61±0.37b 
Different letters in the same line are significant compare with wild-type stain (P<0.05).  

 

 
 

图 4  Vm-milR21 前体沉默转化株表型 
Figure 4  Phenotype of Vm-milR21 precursor silencing transformants. A, B: Vegetative growth rate 
detection and data statistics of Vm-milR21 precursor silencing transformants. C, D: Pathogenicity detection 
and data statistics of Vm-milR21 precursor silencing transformants on twigs. E, F: Pathogenicity detection 
and data statistics of Vm-milR21 precursor silencing transformants on leaves. Data are x s± . Data 
significant differences were analyzed by Student’s t-test. **: P<0.01; ns: No significant difference. 
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2.4  靶标基因鉴定及调控关系验证 
基于降解组数据分析 [16]，发现 Vm-03494

是 Vm-milR21 的潜在靶标基因。利用 qRT-PCR
技术检测了 Vm-03494 在野生型菌株 03-8、
Vm-milR21 前体过表达转化株和沉默转化株中

的表达情况。结果显示，Vm-03494 在过表达

转化株内表达量显著下降，而在沉默转化株中

表达量上升(图 5)，初步说明 Vm-03494 的表达

可能受 Vm-milR21 的调控。 
进而利用烟草共转化技术验证了 Vm-milR21

对靶标基因的调控作用。当 Vm-milR21 与靶标

基因混合共表达时，GFP 荧光强度明显减弱

(图 6A)。统计分析发现，与对照组相比，共表 

 
 

图 5  靶标基因 Vm-03494 表达量检测 
Figure 5  Detection of target gene Vm-03494 
expression level. Data are x s± . Data significant 
differences were analyzed by Student’s t-test. *: 
P<0.1; ***: P<0.001. 

 

 
 

图 6  Vm-milR21 与 Vm-03494 调控关系验证 
Figure 6  Validation of the regulatory relationship between Vm-milR21 and Vm-03494. A, B: Fluorescence 
expression and fluorescence intensity statistics of GFP of different treatments. Bar=50 μm. Vm-03494-m: The 
mutant of Vm-03494. + or − indicates transient expression of the corresponding protein is or isn’t expressed 
in N. benthamiana. Blots were stained with Coomassie brilliant blue (CBB) to verify equal loading. C, D: 
GFP expression and gray level statistics of different treatments. Data are x s± . Data significant differences 
were analyzed by Student’s t-test. ****: P<0.000 1; ns: No significant difference. 
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达后荧光强度降低 31.1%，差异显著(图 6B)。进

一步检测不同处理组 GFP 蛋白表达情况，发现

共表达后 GFP 蛋白量明显减少(图 6C)，表达量

减少 51.5%，差异显著(图 6D)。而其他组合之间

的 GFP 荧光强度和蛋白表达量与对照相比无明

显差异。表明 Vm-milR21 与靶标基因 Vm-03494
之间存在基于序列特异性的靶向调控关系。 

2.5  Vm-03494 基因功能鉴定 
对 Vm-03494 的蛋白序列进行分析，发现

含有一个 PgsA 结构域，该结构域通常属于

CDP (cytidine diphosphate)-醇磷脂酰转移酶家

族，与磷脂生物合成有关。 
对靶标基因 Vm-03494 进行敲除。通过 4 对

引物检测，从 131 个转化子中筛选获得 2 个阳性

转化子，将其命名为ΔVm-03494-2和ΔVm-03494-5 
(图 7)。 

对野生型菌株和敲除突变体表型进行测定

(表 4)，并采用 Student’s t-test 方法进行差异显

著性分析。相较于野生型 03-8，Vm-03494 敲除

突变体的菌丝生长速率明显下降(图 8A)，平均

降低 25.1% (图 8B)。对敲除突变体的致病力进

行评价，发现突变体菌株对枝条和叶片的致病

力与野生型菌株相比均显著降低(图 8C、8E)。
Vm-03494 敲除突变体菌株在枝条上的病斑长

度平均降低 10.2% (图 8D)，在叶片上的病斑面

积平均降低 44.2% (图 8F)。 

 

 
 
图 7  Vm-03494 敲除突变体检测 
Figure 7  Detection of Vm-03494 knockout mutants. M: DNA marker; Lane 1, 5: Vm-03494 target band; 
Lane 2, 6: G418 resistant fragment; Lane 3, 7: Knockout carrier upstream homologous arm; Lane 4, 8: 
Knockout carrier downstream homologous arm. 
 
表 4  敲除突变体表型数据统计 
Table 4  Phenotypic data of knockout mutants 
Strain Colony 

diameter (cm) 
Lesion length 
(cm) 

Lesion size 
(cm2) 

WT 6.52±0.12a 3.27±0.17a 1.46±0.15a 
ΔVm-03494-2 4.83±0.13b 2.92±0.16b 0.79±0.21b 
ΔVm-03494-5 4.93±0.13b 2.95±0.19b 0.83±0.20b 
Different letters in the same line are significant compare 
with wild-type stain (P<0.05). 

3  讨论与结论 
病菌对寄主的侵染过程中需要多种致病因子

的参与，包括毒素、效应蛋白和 sRNA 等[24-26]。

milRNAs 是真菌重要的一类 sRNA。在早前研

究中，已经发现真菌 milRNAs 能够通过调控自

身靶标基因的表达参与对寄主的侵染致病过 
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图 8  Vm-03494 敲除突变体表型 
Figure 8  Phenotype of Vm-03494 knockout mutants. A, B: Vegetative growth rate detection and data 
statistics of Vm-03494 knockout mutants. C, D: Pathogenicity detection and data statistics of Vm-03494 
knockout mutants on twigs. E, F: Pathogenicity detection and data statistics of Vm-03494 knockout mutants 
on leaves. Data are x s± . Data significant differences were analyzed by Student’s t-test. *: P<0.1; **: 
P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 
程。例如，稻巨座壳(Magnaporthe oryzae)中的

Mo-milR236能够靶向调控MoHAT1的表达促进

病菌的侵染[27]。立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)
侵染寄主的过程中，Rhi-milR16 通过上调靶标

基因的表达来增强病菌的致病力[28]。前期分析

发现，Vm-milR21 在侵染时期特异性下调表

达，推测其也是一个关键的致病调控因子。 

目前，过表达和沉默是研究 milRNAs 功能

的重要且有效的试验方法[12,15]。本文首先通过

创建过表达菌株和沉默菌株探究 Vm-milR21 对

病菌营养生长和致病力的影响。发现 Vm-milR21
过表达后对苹果的致病力显著降低，说明

Vm-milR21 可能是 V. mali 重要的致病调控因

子。然而，Vm-milR21 沉默转化株的生长速率
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在一定程度有所提升，但致病力未发生显著变

化，推测与 Vm-milR21 沉默菌株的沉默效率不

高有一定关系。 
milRNAs 通过在转录水平或转录后水平降

解 mRNA、抑制基因的转录或翻译而参与生物

的生长发育、生物或非生物胁迫等各种生命进

程[1-2]。这种特异的调控机制使得 milRNAs 的

表达水平通常与靶标基因相异。因此在侵染时

期，病菌中下调表达的 milRNAs 往往调控与致

病正相关的基因。基于降解组数据分析，发现

Vm-03494可能是Vm-milR21的潜在靶标基因。

通过 qRT-PCR 和共转化技术明确了两者之间的

调控关系。 
为探究靶标基因功能，在 V. mali 中对

Vm-03494 进行敲除，发现突变体的生长速率

及致病力均显著降低。Vm-03494 可能属于

CDP-醇磷脂酰转移酶家族蛋白，该类蛋白在

磷脂的生物合成、脂质的转运和代谢等过程中

发挥作用[29]。本研究发现 Vm-03494 敲除突变

体表型发生改变，可能是该基因的缺失破坏了

基础代谢，影响了病菌的营养生长，从而导致

致病力下降。但 Vm-03494 敲除突变体的生长

速率相较于致病力降低更为显著，推测在侵染

寄主过程中，基础代谢得到一定程度的弥补，

恢复了部分致病力。然而，Vm-03494 的具体

作用机理，仍需进一步试验探究。 
前期研究表明，一个 milRNA 能够靶向多

个基因，而一个基因也可能受到多个 milRNAs
调控[30-31]。推测 Vm-milR21 可能具有多个致病

相关的靶标基因。相较于 Vm-03494 敲除突变

体，Vm-milR21 过表达转化株在生长和致病力

方面降低更为显著，说明转化株中可能有其他

靶标基因共同发挥作用。沉默转化株的表型也

间接说明 Vm-milR21 可能存在其他的靶标基

因，这些靶标受沉默效率影响而未得到足够的

调控，导致转化株与野生型致病力无显著差

异。在真菌中，类似Vm-milR21的调控机制并不

少见。病原菌在侵染时通过降低自身 milRNAs
的表达来上调致病相关基因的转录水平，从而

提高对寄主的毒力；在营养生长时期，病原菌

通过 milRNAs 抑制这些靶标基因的表达以减少

消耗。这种调控机制可能是病原菌对生物能量

合理利用的表现，能够帮助病原菌更好地生存

和繁育。 
综上，本研究发现 Vm-milR21 通过上调致

病相关基因 Vm-03494 的表达促进 V. mali 的侵

染。该结果丰富了对 V. mali 中 milRNAs 功能

的认知，为苹果树腐烂病的防控提供了新的理

论依据。 
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