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暹罗炭疽菌 C2H2 型转录因子 CsCreA 参与调控

营养生长、胁迫响应、孢子发育及致病性 

许寅翼，韦涵文，林少园，唐雯，柳志强，李晓宇* 

海南大学 生命健康学院，海南 海口 570228 
 

许寅翼, 韦涵文, 林少园, 唐雯, 柳志强, 李晓宇. 暹罗炭疽菌 C2H2 型转录因子 CsCreA 参与调控营养生长、胁迫响应、孢

子发育及致病性[J]. 微生物学通报, 2025, 52(7): 3176-3186. 
XU Yinyi, WEI Hanwen, LIN Shaoyuan, TANG Wen, LIU Zhiqiang, LI Xiaoyu. A C2H2 transcription factor CsCreA regulates 
vegetative growth, stress responses, conidial development, and pathogenicity of Colletotrichum siamense[J]. Microbiology 
China, 2025, 52(7): 3176-3186. 

摘  要：【背景】暹罗炭疽菌(Colletotrichum siamense)是侵染橡胶的主要病原菌之一，每年造成严

重的经济损失。CreA 在调控真菌生长及发育过程中发挥着重要作用。【目的】从暹罗炭疽菌中鉴

定 CreA 的同源蛋白 CsCreA，并分析其生物学功能。【方法】利用同源重组的方法构建暹罗炭疽菌

敲除突变株 ΔCscreA 和互补菌株，通过测定其营养生长、胁迫因子响应、分生孢子产量及萌发、致

病性等明确其功能。【结果】CscreA 编码 1 个含有 386 个氨基酸的蛋白和 2 个典型的 C2H2 蛋白结

构域。相较于野生型菌株，敲除突变株 ΔCscreA 生长速度减慢，并且对 H2O2 和刚果红更加敏感，

对 KCl 敏感性下降；ΔCscreA 分生孢子的产量和萌发率显著降低，致病性减弱。【结论】暹罗炭疽

菌转录因子 CsCreA 参与调控菌株营养生长、胁迫响应、分生孢子的产生、萌发和致病过程。 
关键词：橡胶炭疽病；暹罗炭疽菌；C2H2 型转录因子；生物学功能 
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A C2H2 transcription factor CsCreA regulates vegetative growth, 
stress responses, conidial development, and pathogenicity of 
Colletotrichum siamense 
XU Yinyi, WEI Hanwen, LIN Shaoyuan, TANG Wen, LIU Zhiqiang, LI Xiaoyu* 

School of Life and Health Sciences, Hainan University, Haikou 570228, Hainan, China 
 
Abstract: [Background] Colletotrichum siamense is one of the major pathogens infecting 
rubber trees, causing serious economic losses annually. CreA plays a crucial role in regulating 
fungal growth and development. [Objective] To identify the homolog of CreA, CsCreA, in   
C. siamense and analyze its biological functions. [Methods] The knockout mutant ΔCscreA and 
its complementation strain were constructed by homologous recombination. The roles of 
CsCreA in vegetative growth, stress responses, conidial production and germination, and 
pathogenicity of C. siamense were characterized. [Results] CscreA encoded a protein composed 
of 386 amino acid residues and containing two typical C2H2 zinc finger domains. Compared 
with the wild-type strain, ΔCscreA exhibited slow growth, increased sensitivity to H2O2 and 
Congo red, decreased sensitivity to KCl, significantly reduced conidial production and 
germination rate, and weakened pathogenicity. [Conclusion] The transcription factor CsCreA is 
involved in regulating the vegetative growth, stress responses, conidial production and 
germination, and pathogenicity of C. siamense. 
Keywords: rubber anthracnose; Colletotrichum siamense; C2H2-type transcription factor; 
biological function 
 
 

根据联合国粮农组织统计数据表明，各种

病害给天然橡胶造成的损失占橡胶总产量的

25%以上[1-2]。橡胶树病害大约有 90 多种，主要

有炭疽病、白粉病、棒孢霉落叶病、南美叶枯

病、叶斑病和死皮病等，其中炭疽病是影响橡

胶树生长及产胶最主要的真菌病害之一[3]。炭

疽病作为全球农业生产中常见的真菌病害之

一，对农作物造成巨大经济损失，其中暹罗炭

疽菌(Colletotrichum siamense)感染橡胶树使其

出现橡胶炭疽病，最主要的病原菌之一[4]。炭

疽病十分常见，除了在橡胶树和茶树等经济作

物上形成之外，在芒果、草莓和辣椒等水果蔬

菜也时常发生[5]。其强大的适应性和致病力，

很大程度上归功于其复杂的基因调控网络，尤

其是转录因子在调控其致病性、生长发育以及

逆境响应中的核心作用[6]。 
转录因子，作为真核生物基因表达调控的

关键分子，通过特定结合的 DNA 序列调控位于

下游的基因在转录过程中的活性[7]。在病原真

菌中，转录因子参与了菌丝生长、分生孢子形

成及致病因子合成的整个过程，对病原菌的适

应性和致病性具有决定性影响 [8]。CreA(Cre1)
转录因子最早在黑曲霉(Aspergillus niger)中被

发现，CreA 作为一个负调控因子，参与了碳源

代谢的调节，特别是在碳源竞争抑制中发挥作

用[9]。CreA 能够识别并结合到含有特定顺式作

用元件(Creb)的 DNA 序列上，从而抑制那些在

不利碳源条件下才能有效利用的代谢途径的基

因表达[10-11]。CreA 在黄曲霉(Aspergillus flavus)
中不仅在碳代谢调控中起作用，而且在真菌的
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生长、发育以及毒素合成等方面也具有重要的

调控功能[12]。斜卧青霉(Penicillium decumbens)
中，CreA 参与纤维素酶和半纤维素酶基因的表

达调控，敲除 creA 基因后，斜卧青霉的纤维素

酶产量发生变化 [13]。而在烟曲霉 (Aspergillus 
fumigatus)中，CreA 通过负调控作用抑制非优

势碳源的利用，参与真菌的生长、发育和次生

代谢的调控[14-15]。然而，关于暹罗炭疽菌 CreA
转录因子的具体功能及其调控机制，目前还不

清楚。 
鉴于此，本研究聚焦于暹罗炭疽菌 CreA 转

录因子的系统分析，旨在解析其在调控菌株生

长、发育及致病性中的功能和作用机制，为深

入认识暹罗炭疽菌的致病机制和开发新的防控

策略提供一定的理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

暹罗炭疽菌 (Colletotrichum siamense)野
生型菌株 WT178 (以 WT 表示)分离自橡胶树

病叶[16]；橡胶叶片采摘于海南大学农科基地；

质粒载体 pCB1532、pUC18 等均保存于本实

验室。 

1.2  培养基 
马铃薯葡萄糖琼脂 (potato dextrose agar, 

PDA)、马铃薯葡萄糖肉汤(potato dextrose broth, 
PDB)培养基、基础培养基 (minimal medium, 
MM)、完全培养基(complete medium, CM)和蔗

糖硝酸钠(Czapek-Dox, CZ)培养基等参照文献[2]
配制。通过在 MM 培养基加入 KCl、NaCl、H2O2

等不同的胁迫试剂配制各种胁迫培养基。 

1.3  主要试剂和仪器 
质粒提取试剂盒和胶回收试剂盒，南京诺

唯赞生物科技股份有限公司；限制性核酸内切

酶，宝生物工程(大连)有限公司。凝胶成像分

析仪，北京六一生物科技有限公司；PCR 仪，

Eppendorf 公司。 

1.4  CsCreA 生物信息学分析 
从 NCBI数据库获得暹罗炭疽菌(C. siamense)

的 CscreA 基因序列。用 Primer 5 设计引物(表 1)。 

1.5  CscreA 基因敲除及互补 
刮取野生型菌株的菌丝，通过 CTAB 法

提取基因组作为基因组 DNA 模板。利用同源

重组(图 1)原理，用引物(表 1)对目的基因的上

(CsCreAUF/CsCreAUR)、下(CsCreADF/CsCreADR)
游片段分别进行扩增，将扩增后的片段分别

进行酶切和回收，将回收后得到的上、下游

片段与 pCB1532 载体进行连接，获得敲除载

体 pKno-CsCreA。将构建好的敲除载体转入提

前制备好的野生型菌株的原生质体中[17]，在含

有 50 mg/L 氯嘧磺隆的 PDA 培养基上挑取转化

子，用引物 CsCreAF/CsCreAR、CsCreAUU/PI、
PI1/CsCreADD (表 1)进行 PCR 验证。PCR 反应

体系(20 μL)：2×Premix Taq 10 μL，正向引物 
(10 µmol/L) 0.5 μL，反向引物(10 µmol/L) 0.5 μL，
DNA 模板 1 μL，去离子水 8 μL。PCR 反应条

件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 0.5 min，53 ℃ 1 min，
72 ℃ 1.5 min，30 次循环；72 ℃ 10 min。 

以 CsCreAhbF/CsCreAhbR 为引物(表 1)，
利用 PCR 扩增互补片段。PCR 反应体系设置与 
 
表 1  引物名称及序列 
Table 1  Primer name and sequence 
Primer 
name 

Sequence (5′→3′) 

CsCreAF CGTCACTCAAGGATACACAG 
CsCreAR ATCTCCACCAGCAACGCTGC 
CsCreAUF CCCAAGCTTGAGTATTCCCGTCCCACGAC 
CsCreAUR GCGTCGACGTCTGTTGCATGTGATCGCC 
CsCreADF CGGAATTCGGCAAAGTGGCATGACTTGA 
CsCreADR CCCAAGCTTCGCAGATTACGTGCGGCTTC 
CsCreAUU AGGTGCTCCGTATGGCGGGTTTGAC 
PI CAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTG 
PI1 GTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG 
CsCreADD TTCAACAGATAGAGCGAGCGAGAGC 
CsCreAhbF CGGAATTCCTCCTAAAGCAACAATCCCT 
CsCreAhbR CGAGCTCAATGCGAAAAGGCGTGCTAC 
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上文中 PCR 验证的体系相同，反应条件将 PCR
验证中的延伸时间改为 4 min。PCR 扩增完成后

将得到的片段用试剂盒进行回收纯化，把得到

的纯化片段进行酶切以获得带有酶切口的片

段，将构建的连接了潮霉素磷酸转移酶的基因

作为抗性标记的 pUC18 载体，用于生成互补载

体。随后，从突变体中制备出原生质体，并将

已构建的互补载体导入这些原生质体中。接着，

在含有 50 mg/L 潮霉素的 PDA 培养基上筛选出转

化子进行培养，并提取其基因组 DNA 进行 PCR
验证(引物采用表 1 中的 CsCreAF/CsCreAR)，验

证体系和反应条件均与敲除菌株的验证体系

和反应条件一致。 
1.6  各菌株的营养生长比较分析 

将 WT、ΔCscreA、ΔCscreA-C 这 3 种菌株

分别接种到 PDA、CZ、CM 和 MM 培养基上，

每个处理设置 3 个重复，在 28 ℃无光照条件下

培养，在培养时长达到 5 d 时，用刻度尺测量

菌落直径，记录后进行比较和分析。 
1.7  不同胁迫因子对各菌株的影响比

较分析 
将 WT、ΔCscreA、ΔCscreA-C 这 3 种菌株

同时接种到 4 种培养基上(普通 MM 培养基和  
3 种分别添加了 1.0 mol/L KCl、0.2 g/L 刚果红

和 10 mmol/L H2O2 的 MM 培养基)，其中以接

种到普通 MM 培养基为对照。各胁迫培养基和

MM 培养基的 pH 值为 6.5，每个菌株做 3 个重

复，在 28 ℃无光照条件下培养，在培养时长达

到 5 d 时，用刻度尺测量各菌落直径并计算抑

制率。抑制率计算公式： 
抑制率(%)=(对照组菌落直径–实验组菌落

直径)/对照组菌落直径×100。 
1.8  分生孢子产量与萌发能力比较分析 

将各菌株分别接种于 PDB 培养基中，

28 ℃、120 r/min 振荡培养，每个菌株 3 个重复，

在培养时长达到 3、5、7 d 时取孢子液，用纱

布过滤后得到无菌丝的孢子悬液，用显微镜和

血球计数板统计暹罗炭疽菌分生孢子产量。分

生孢子悬液经 12 000 r/min 离心 1 min 后收集孢

子，用同体积的无菌水重悬，依据分生孢子产

量对孢子悬液进行适当稀释或浓缩，调整孢子

悬液的孢子浓度为 1×106 个/mL。在载玻片上滴

加孢子悬液(每次滴加的体积为 20 μL)，28 ℃条

件下密封保湿培养 8 h 后用显微镜观察孢子萌

发的情况并拍照记录，计算各菌株的萌发率，

做 3 个重复。 
1.9  橡胶叶片致病性的分析 

选取无病斑的橡胶叶片，用无菌的针头在 
 

 
 
图 1  CscreA 基因敲除原理 
Figure 1  The principle of CscreA gene knockout. 
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叶片表面制造微伤口，然后分别以菌饼和分生

孢子悬液(5×105 个/mL) 2 种方式接种叶片伤口

处[18]，菌饼接种试验以接种 PDA 菌饼的伤口作

为空白对照，孢子悬液接种试验则以接种无菌

水的伤口处作为空白对照。每个处理 3 个重复，

在日常光照条件下 28 ℃保湿培养 3 d，观察橡

胶叶上的病斑情况。 

1.10  数据分析 
利用软件 GraphPad Prism8 绘制各统计数据的

统计图，用 SPSS 单因素方差分析进行显著性分析。 

2  结果与分析 
2.1  生物信息学分析结果 

暹罗炭疽菌中 CscreA 编码的蛋白 CsCreA
长度为 386 个氨基酸，其氨基酸链上具有 2 个

典型的 C2H2 蛋白结构域(图 2A)。通过蛋白多

序列比对，观察到 CsCreA 具有一定保守性，

在 禾 谷 炭 疽 菌 (C. graminicola) 、 构 巢 曲 霉        
(A. nidulans)、烟曲霉(A. fumigatus)中均有较高的

同源性(图 2B)，其编码 C2H2 结构域的区域具

有较高的保守性。 

 

 
 
图 2  CsCreA 的生物信息学数据   A：CsCreA 的蛋白质结构域数据；B：CsCreA 的蛋白序列比对。Cs：
暹罗炭疽菌；C.gr：禾谷炭疽菌；A.ni：构巢曲霉；A.fu：烟曲霉。 
Figure 2  The bioinformatics data of CsCreA. A: The protein domain data of CsCreA; B: The protein 
sequence alignment of CsCreA. Cs: C. siamense; C.gr: C. graminicola; A.ni: A. nidulans; A.fu: A. fumigatus. 
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2.2  突变菌株 ΔCscreA 与互补菌株

ΔCscreA-C 的验证 
对各转化子进行 2 轮验证，通过引物(表 1) 

CsCreAF/CsCreAR 的验证结果(图 3A)，观察到

在 2、3、4 泳道的敲除突变体的 1、5、7 号转

化子没有扩增出目的性条带，而 5 号泳道的互

补菌株的转化子成功扩增出目的性条带，由此

可以确定 5 号泳道的转化子为互补菌株。利用

引物 CsCreAUU/PI 和 PI1/CsCreADD (表 1)对敲

除突变体的 1、5、7 号转化子进行进一步验证

的结果(图 3B、3C)可以发现：敲除突变体的 1、
5、7 号转化子均扩增出了目的条带，由此可以

确定 1、5、7 号转化子为敲除突变体。 
2.3  CsCreA 对暹罗炭疽菌营养生长的

影响 
从各菌株在 PDA、CM、CZ 和 MM 培养基

上的生长情况(图 4A、4B)来看，菌株在 PDA 培

养基上培养 5 d 后，野生型菌株的菌落直径达

到 70 mm 以上，互补菌株也达到了同样的生长

程度，相比之下敲除突变菌株的菌落直径平均

仅为 32 mm，约为野生型的 50%，与野生型菌株

存在显著差异；在其他 3 种培养基上，突变株也

表现出相似的现象，营养生长显著减少(图 4A、

4B)。由此可见，CsCreA 参与调控暹罗炭疽菌

的营养生长。 
2.4  CsCreA 对暹罗炭疽菌胁迫响应的

影响 
在含有 1 mol/L KCl 的 MM 培养基上，KCl

对野生型菌株的抑制率达到 40%，而对突变菌株

的抑制率仅为 10%，突变菌株对 KCl 的抗性明显

增强(图 5A)。10 mmol/L H2O2 对 ΔCscreA 的抑

制率达到 60%左右，显著高于野生型菌株，说

明 CscreA 的敲除减低了菌株对 H2O2 的耐受性

(图 5B)。此外，在刚果红(congo red, CR)中野生

型受抑制比例为 17%，对突变体而言该比例达

到了 33%，因而存在显著差异(图 5C)。互补菌

株的统计结果表明：互补菌株具有和野生型相

似的表现。以上结果表明，CsCreA 参与调控暹

罗炭疽菌对高渗和氧化应激、细胞壁完整性的

响应。 
2.5  CsCreA 对暹罗炭疽菌分生孢子产

量和分生孢子萌发的影响 
从分生孢子产量统计结果来看 (图 6A)，

ΔCscreA 的产量显著低于野生型菌株和互补菌株。 
 

 
 
图 3  CscreA 基因敲除及互补的 PCR 验证   A：引物 CsCreAF/CsCreAR；B：引物 CsCreAUU/PI；C：

引物 PI1/CsCreADD。M：DL2000 DNA marker；1：野生型菌株；2：ΔCscreA-1；3：ΔCscreA-5；4：ΔCscreA-7；
5：ΔCscreA-C。 
Figure 3  PCR verification of CscreA gene knockout and complementation. A: Primers CsCreAF/CsCreAR; 
B: Primers CsCreAUU/PI; C: Primers PI1/CsCreADD. M: DL2000 DNA marker; 1: WT; 2: ΔCscreA-1; 3: 
ΔCscreA-5; 4: ΔCscreA-7; 5: ΔCscreA-C. 
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图 4  菌株在不同培养基上的生长情况(A)和菌落直径(B) 
Figure 4  Growth status (A) and colony diameter (B) of bacterial strains on various media. *: P<0.05. 
 

 
 
图 5  不同胁迫因子对野生型菌株、突变菌株和互补菌株的抑制率   A：氯化钾；B：过氧化氢；C：

刚果红。 
Figure 5  Inhibition rates of different stress factors on wild-type strains, mutant strains, and complementary 
strains. A: KCl; B: H2O2; C: Congo red (CR). *: P<0.05. 
 
在 3 d 时差距尤为明显，具体表现为突变菌株在

3 d 时的平均孢子产量为 5×105 个/mL，仅为野

生型菌株的 5%。而在培养时间达到 5 d 和 7 d
时差距有所缩小，但突变菌株孢子产量也仅达

到野生型菌株的 24.8%和 32.5%左右，由此得

出，CsCreA 参与调控暹罗炭疽菌分生孢子产生

方面的调控。收集各菌株在 PDB 液体培养基中

产生的孢子悬液，以相同的孢子浓度在玻璃载

玻片上进行萌发试验，结果显示：ΔCscreA 突

变株的孢子萌发率明显降低，平均萌发率在

10%，不足野生型和互补菌株的 1/5 (图 6B)。但

从分生孢子形态上来看，ΔCscreA 突变株与野

生型无显著差异(图 6C)。 
2.6  CsCreA 对暹罗炭疽菌致病性的影响 

橡胶叶片上致病性试验结果显示：以分生

孢子悬液进行接种时，CscreA 敲除突变体形成 
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图 6  野生型、敲除突变体及互补株的分生孢子产量和萌发   A：分生孢子产量；B：萌发率(ND：未

检出)；C：分生孢子形态。 
Figure 6  Conidial production and germination of the wild type, gene-knockout mutants and complemented 
strains. A: Statistical analysis of conidial production; B: Germination rate (ND: Not detected); C: Conidial 
morphology. *: P<0.05. 
 
的病斑明显小于野生型及互补株。并且在接种

菌饼时，在橡胶叶上形成的病斑结果显示出同

样的结果。这说明，CscreA 敲除突变体的致病

力减弱(图 7A、7B)。接种 3 d 后，2 种接种方式

产生的病斑直径约为野生型菌株的 55% (图 7C)。
由此可见，CsCreA 参与调控暹罗炭疽菌的致

病性。 

3  讨论 
转录因子 CreA 属于经典的锌指蛋白 C2H2

转录因子，它含有一个典型的 Cys2His2 锌指结

构域。研究发现，C2H2 型转录因子参与丝状真

菌生长发育、胁迫应答、分生孢子的产生及萌

发和致病性等方面调控[19-20]。目前，针对转录

因子 CreA 的研究主要集中于生物学功能及其

参与调控碳代谢阻遏的机制[12,21]。在真菌的生

长发育过程中，CreA 不仅参与碳代谢的调控，

还可能影响真菌的形态建成、孢子形成和菌丝

分化等过程[22]。同时，也有研究表明，转录因

子 CreA 参与氨基酸代谢、感染的建立、酶的产

生、碳水化合物的储存、次生代谢产物的产生

及染色质重塑等多个方面[23-24]。本研究探索了 
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图 7  菌株在橡胶叶片上的毒力测定   A：分生孢子悬液接种；B：菌饼接种；C：病斑直径统计。 
Figure 7  Virulence assays of strains on rubber tree leaves. A: Conidial suspension inoculation; B: Mycelial 
plug inoculation. 1: CK; 2: WT; 3: ΔCscreA-1; 4: ΔCscreA-5; 5: ΔCscreA-7; 6: ΔCscreA-C. C: Statistical 
analyses of lesion diameters (*: P<0.05).  

 
暹罗炭疽菌中 CsCreA 的生物学特性，并发现

其具有某种程度的生物学功能保守性。 
CsCreA 在暹罗炭疽菌的菌落菌丝生长速率

方面有调控作用，在本研究中可以观察到

ΔCscreA 生长速率明显下降，并且中心部分的菌

丝颜色明显变深。在黄曲霉中，突变菌株 ΔCreA
同样表现为生长减缓，菌落形态发生变化[12]。

在深绿木霉(Trichoderma atroviride)中，CreA 基

因的沉默可造成菌株生长显著减缓[25]。此外，

CsCreA 参与调控暹罗疽菌对 KCl、H2O2 和刚果

红的敏感性。在黄曲霉中，1 mol/L 的 KCl 对野

生型菌株有抑制作用，但对突变菌株的生长有

促进作用，并且在 1 mol/L NaCl 中也表现出同

样的现象[12]。此外，黄曲霉中突变菌株 ΔCreA
对 0.01%十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, 
SDS)较野生型更加敏感[12]。与黄曲霉不同，本

研究中 1 mol/L KCl 对野生型菌株和突变菌株

均表现为抑制作用，但对突变菌株的抑制作用

显著减弱。 
CsCreA 参与调控分生孢子产量及其萌发。

在黄曲霉中，CreA 敲除突变菌株的孢子产量明

显低于野生型菌株，在 PDA 培养基中 3 d 时甚

至不足野生型的 10%，4 d 时接近 20%左右，这

与本研究中的结果相似[12]。在深绿木霉中，突

变体 ΔCreA 产孢滞后，并且产孢量明显减少(仅
为野生型的 10%左右)[26-27]。在孢子萌发方面，

本实验中的突变菌株 ΔCscreA 的萌发率明显低

于野生型菌株，但其孢子形态和野生型无明显

区别。 
CsCreA 参与调控暹罗炭疽菌致病性。暹罗炭

疽菌的侵染主要通过其产生的特殊结构——附

着胞来实现，附着胞能够穿透植物表皮，进入

寄主组织，引发病害 [28-29]。本研究中突变体

ΔCreA 的致病性不论是孢子悬液还是菌块都有

所减弱，为野生型菌株的55%左右。造成其致病

性减弱的原因可能是 CreA 的敲除造成菌丝生长

缓慢、孢子产量和萌发率降低，进而引起致病力

减弱。在黄曲霉中，突变体 ΔCreA 在表现出致病

力减弱的同时其毒素的产量也出现了显著的降

低，其致病力下降为野生型的 50%左右[12]。 

4  结论 
本研究揭示了暹罗炭疽菌中转录调控因子

CsCreA 的作用，它涉及调节营养生长、对 KCl、
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H2O2 和刚果红的敏感反应、分生孢子的形成与

萌发以及致病能力等多个方面。这一发现为深

入理解暹罗炭疽菌中 CreA 蛋白在生长发育阶

段的功能特性提供了重要基础。 
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