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大丽轮枝菌VDmef2基因抗逆及致病相关性分析
*
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摘要:【目的】分析转录因子VDmef2在大丽轮枝菌(Verticilliumdahliae)中的功能。【方法】通过农杆菌(Agrobacterium
tumefaciens)介导的基因重组法获得了VDmef2 基因的定点敲除突变体,然后分析了该突变体在不同碳源及逆境条件下的

表型以及大丽轮枝菌在 MIM培养基上微菌核的形成情况,还分析了大丽轮枝菌对陆地棉(Gossypiumhirsutum)的致病力。
【结果】大丽轮枝菌转录因子VDmef2定位于细胞核。VDmef2 基因突变后,大丽轮枝菌微菌核形成能力降低,同时对 H2O2
更加敏感,也丧失了对陆地棉的致病力。【结论】转录因子VDmef2与大丽轮枝菌微菌核形成、耐氧化及致病力有关。
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大丽轮枝菌(Verticilliumdahliae)是一种土传维管束真菌病害,严重影响农业生产。该菌能够以微菌核的

形式在土壤中长期存活,导致它引起的病害极难防治[1]。研究者一直试图从植物中寻找抗性基因,如在番茄

(Solanumlycopersicum)中找到的Ve1 基因,该基因编码的抗性蛋白能特异性识别大丽轮枝菌生理小种race1
的效应因子Ave1,从而诱导番茄产生对race1的抗性[2-4];在薄荷(Menthalongifolia)与海岛棉(Gossypiumbar-
badense)找到的Ve1 同源基因mVe1 与Gbve1 都提高了植物对大丽轮枝菌具有抗性[5-6]。但研究发现在大丽轮

枝菌基因组中存在大量转座子以及频繁的基因重组现象(Transposableelements)[7-8];一些与致病相关的效应因

子如Ave1正是聚集在这些高频基因重组区域(Highlydynamiclineage-specificgenomicregions)[9]。也正是因

为转座子与基因重组导致大丽轮枝菌产生大量的生理小种,对宿主植物的防御快速产生抗性,使相关病害的防

治工作更加困难。因此,有关大丽轮枝菌致病机理的研究对农业生产而言非常重要。目前,一些与大丽轮枝菌

生长及致病相关的基因被识别,如大丽轮枝菌的 NLP[10-12],VdGARP1[13],VDH1[14-15],VdThi4[16],Vta2[17],
EG-1[18],CPC1[19],VdSSP1[20],VdSNF1[21]等基因都与该菌的致病性相关。这些致病基因的表达被精密地调

控,而转录因子在其中发挥了关键作用,如转录调节子Sge1就参与调控致病相关效应因子的表达[22]。
MADSMEF2类转录因子,具有 MADS-box与 MEF2等保守功能域[23]。对酿酒酵母(Saccharomycescere-

visiae)的研究结果表明,MADSMEF2类转录因子ScRlm1对酿酒酵母的细胞壁完整性(Cellwallintegrity)非
常重要[23]。ScRlm1 基因表达受细胞壁压力试剂(Agentsthatcausecellwallstress)如 CalcofluorWhite
(CFW),Caffeine等诱导;该基因突变后,酿酒酵母对温度变得更加敏感[24]。此外,ScRlm1 基因在表达时具备

1个保守DNA结合位点即TA(T/A)4TAG[25-26]。基于上述研究,笔者通过同源比对(blastp)找到了大丽轮枝菌

的 MADS类转录因子VDmef2。为了分析大丽轮枝菌VDmef2 基因的功能,笔者进一步通过农杆菌(Agrobac-
teriumtumefaciens)介导的基因重组法获得了VDmef2 基因的定点敲除突变体,并分析了该突变体的表型以及

它对陆地棉(Gossypiumhirsutum)的致病力,为大丽轮枝菌致病机理的研究提供基础资料。

1材料和方法

1.1实验材料

使用农杆菌AGL1转化大丽轮枝菌Vd991;质粒pGFP,pG418与pSURG分别用于基因敲除、互补及定位
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载体[29]。相关菌株与材料由笔者所在实验室保存。用于致病力分析的陆地棉种子由西南大学张正圣提供。将

陆地棉种植在室温为25℃的植物培养室内,每日光照时间为16h,光照强度为500μmol·m-2·s-1。

1.2生物信息学分析

基于酵母ScRlm1 基因编码的氨基酸序列在大丽轮枝菌基因组数据库(https://www.broadinstitute.org/

scientific-community/science/projects/fungal-genome-initiative/verticillium-comparative-genomics-pro)中进行

同源比对,获得大丽轮枝菌同源基因VDmef2(数据库登录号:VDAG_00939);采用ClustalX2.0软件对VD-
mef2蛋白与其他真菌Rlm1类蛋白进行同源比对[27]。

1.3载体构建

依据基因组序列设计引物5F/5R和3F/3R分别扩增VDmef2 基因上下游的目的片段。使用 Hyg-F/R引

物从pSilent1载体扩增潮霉素筛选标记基因,最后通过基因重组的方法把3段序列连接到pGFP做为基因敲除

载体pGFP-VDmef2[28];扩增VDmef2 基因以及上下游1500bp和1000bp序列连接到pG418做为基因互补

载体pG418-VDmef2;扩增无终止密码子的VDmef2 基因表达序列连接到pSURG载体做为亚细胞定位载体

pSURG-VDmef2。用电转法将构建好的上述载体转入到农杆菌AGL1中。载体构建工作在笔者所在实验室完

成。本研究所用引物具体信息参见表1。

表1 本研究用到的引物

Tab.1 Primersusedinthisstudy

引物名称 引物序列(5′—3′) 用途

5F AGAAGAGTAATCTAGGGGAATGGGGGTGTCGTGAT VDmef2 基因上游片段扩增

5R GAGGGTTAATTGCGCTCGTGTCGATAACGCGACGA VDmef2 基因上游片段扩增

3F TCCCAGTGATCTTCGAGCAGGAATCTAGAGACAAG VDmef2 基因下游片段扩增

3R ATTACGAATTGGATCAGATCATCATGCCGTGTTGT VDmef2 基因下游片段扩增

Hyg-F GCGCAATTAACCCTCACTAAA 筛选标记基因扩增

Hyg-R CGAAGATCACTGGGAACAACT 筛选标记基因扩增

5-out-F ACACGGTGGCGCATCTCAAT 同源重组验证引物

3-out-R TCGTTGAGGGTTGCCCAAG 同源重组验证引物

5-comp-F GGACTAGTGGGAATGGGGGTGTCGTGAT 互补载体引物

3-comp-R AGGCAAAGCCCGAGGTTTGA 互补载体引物

β-tublin-F CCGTAACGGTCGCTACCTGA RT-PCR基因表达内参基因

β-tublin-R AGCCTCCTCCTCGTACTCCT RT-PCR基因表达内参基因

939-F CGCAACCGCTCTGTCACCTT VDmef2 基因表达分析

939-R TCTGGGGCTCCATGGACTCG VDmef2 基因表达分析

939-ex-F CCCTTAATTAAATGGGTCGAAGGAAGATTGA VDmef2 基因亚细胞定位分析

939-ex-R GGACTAGTGGACTCGACCTTGGGGCGTT VDmef2 基因亚细胞定位分析

  注:下划线处为酶切位点或融合序列

1.4大丽轮枝菌转化

按照笔者所在实验室建立的方法转化大丽轮枝菌[28]。在摇床上以28℃,160r·min-1条件培养农杆菌48h,
离心后用含10mmol·L-1葡萄糖和200μmol·L-1乙酰丁香酮的IM 诱导培养液重悬洗两次,最终稀释到

OD660值约等于0.15为止。在摇床上以28℃,160r·min-1条件培养重悬的农杆菌约7h使OD660值约为0.45~
0.5时备用。转化前用PDB液体培养基培养约7天的大丽轮枝菌通过3层擦镜纸过滤获得分生孢子,用无菌水

稀释,直到溶液中孢子密度为1×107个·mL-1时备用。将制备好的农杆菌与大丽轮枝菌孢子按体积比为1∶1
混合后涂布在硝酸纤维素微孔滤膜上(孔径为0.8μm,直径为80mm,上海半岛实业有限公司生产),滤膜平铺

在含5mmol·L-1葡萄糖和200μmol·L-1乙酰丁香酮的固体IM平板上。在25℃暗培养条件下培养48h后,
将膜转移到含500μg·mL-1的头孢霉素PDA培养基上,并根据载体的不同分别加入50μg·mL-1的潮霉素或

25μg·mL-1的遗传霉素(G418)上,25℃倒置培养5~7d长出菌落后用于进一步分析。
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1.5大丽轮枝菌表型分析

为了分析不同碳源、高盐、高渗透压和 H2O2 对大丽轮枝菌突变体(KO1和 KO2,分别为两个独立筛选的

VDmef2 敲除突变体重复)、野生型(WT)和回复菌株(KO1-Compl)的生长以及产生微菌核能力的影响,取孢子

密度为1×107个·mL-1的上述4种大丽轮枝菌新鲜孢子溶液各3μL分别点播到含有0.7mol·L-1KCl(高
盐)、5mmol·L-1H2O2、1mol·L-1山梨醇(高渗透压)以及不含任何上述物质(对照)的PDA培养基上;同样

地,按上述方法将大丽轮枝菌也分别点播到含质量分数均为2%的葡萄糖、蔗糖和淀粉的调整察氏培养基

(CDM)平板上以及 MIM微菌核诱导培养基平板上[28],置于25℃恒温培养箱中培养14天后,观察菌落形态(如
有无或大小)以及微菌核的形成,并拍照。为了进一步分析不同浓度H2O2 对VDmef2 突变体生长的抑制效应,
将梯度稀释后的大丽轮枝菌孢子溶液点播到含有不同浓度H2O2 的CM培养基的平板上。

1.6大丽轮枝菌致病力分析

用PDB培养基培养大丽轮枝菌7天后,用纱布过滤获得孢子,离心后无菌水重悬并将溶液中孢子密度调整

为1×107个·mL-1;采用灌根法接种10mL上述溶液到种植约42天的陆地棉幼苗的土壤中[22]。侵染15天后

观察植物的发病情况,并进行观察拍照。

2结果

2.1Rlm1同源基因的识别与分析

通过比对,在大丽轮枝菌数据库找到了1个与ScRlm1 基因高度同源的基因VDmef2,该基因组序列包含两

个内含子(图1)。VDmef2蛋白由634个氨基酸组成,属于 MADSMEF2类转录因子,具有 MADS-box,MEF2
和SAM保守功能域及DNA结合区(图1,图2)。同源比对分析还发现VDmef2蛋白氨基酸序列较为保守,与酿

酒酵母ScRlm1、黑曲霉(Aspergillusniger)AnRlm1以及稻瘟病菌(Magnaporthegrisea)MgMig1蛋白同源性

较高。这主要是基于MADS-Box类转录因子是生物中一类较为保守的基因,在生物生长发育以及抗逆等功能中

都扮演了重要角色。MADS-Box转录因子与基因组保守的CC(A/T)6GG序列相结合从而调控基因表达,它的

保守功能域决定了这类转录因子的结合特异性。因此MADS-Box类转录因子虽然在物种中发挥不同的功能,但
都具有 MADS-Box保守功能域[29]。

注:VDmef2 基因组序列包含3个外显子(E1,E2和E3)和两个内含子(I1和I2);蛋白结构分析表明VDmef2具备DNA结合区及磷酸化位点

图1 VDmef2基因组结构和VDmef2蛋白结构

Fig.1 SchemaoftheVDmef2genestructureandconservedN-terminaldomainofVDmef2protein

2.2VDmef2蛋白定位分析

为了分析VDmef2蛋白在大丽轮枝菌中的亚细胞定位,笔者构建了VDmef2-eGFP 融合表达基因,然后转

化到大丽轮枝菌细胞内。转化子通过细胞核染料 Hoechst染色后,然后笔者在荧光显微镜下观察到 VDmef2-
eGFP融合蛋白与Hoechst定位在同样的位置。这个结果表明VDmef2蛋白定位于大丽轮枝菌细胞核(图3)。

2.3同源重组载体构建与鉴定

为了进一步分析VDmef2蛋白在大丽轮枝菌中的功能,通过本实验室建立的快速基因敲除载体构建和筛选

体系[29]敲除了大丽轮枝菌的VDmef2 基因。对VDmef2 基因上下游序列(5′端与3′端)以及潮霉素抗性表达框

HygR进行扩增(图4a),然后在EXOIII的作用下融合进基因敲除载体pGFP,最终得到基因敲除载体pGFP-
VDmef2。通过农杆菌介导转化大丽轮枝菌并基于荧光排除法初步筛选到基因敲除转化子候选菌株[29],然后通

过外延引物扩增基因组后的产物长度差异,基因敲除突变子(KO1与KO2)插入潮霉素表达框后扩增片段明显

大于野生型大丽轮枝菌(WT)(图4b)及RT-PCR分析表面基因敲除突变子(KO1与KO2)未检测到VDmef2
基因的表达,而基因回复菌KO1-ComplVDmef2回复表达(图4c)。
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  注:Sc,An,Mg和VD分别表示酿酒酵母(S.cerevisiae)、黑曲霉(A.niger)、稻瘟病菌(M.grisea)和大丽轮枝菌(V.dahliae)

图2 VDmef2与其他真菌Rlm1类蛋白氨基酸序列同源比对

Fig.2 AminoacidsequencealignmentoftheVDmef2withRlm1-likeproteinsfromotherfungalspecies

   
       a Hoechst        b VDmet2-eGFP          c 白光           d 重叠     

图3 VDmef2蛋白亚细胞定位

Fig.3 SubcellularlocalizationofVDmef2protein

  
a 扩增VDmef2 基因组上下游(5′端与3′
端)及潮霉素抗性片段(HygR)的电泳结果

b 基因组验证VDmef2 基因

敲除突变体的电泳结果

c RT-PCR分析敲除突变子

基因表达的电泳结果

  注:KO1与KO2为两个VDmef2 基因敲除突变菌株的两个重复,KO1-Compl为KO1突变菌的基因回复转化子,WT为大丽轮枝菌野生型,下

同;N为双蒸水阴性对照,M为DNA分子量标准

图4 VDmef2基因敲除突变体构建与筛选

Fig.4 ConstructionandconfirmationofVDmef2genedeletionmutants

2.4不同胁迫条件下大丽轮枝菌的表型分析

结果显示,两个VDmef2 突变体KO1和KO2在对照(图5a)、高盐(图5b)和高渗透压(图5c)的PDA培养

基中没有表现出明显的生长差异,在含有不同碳源(蔗糖、葡萄糖与淀粉)的CDM培养基中也同样没有表现出明

显的生长差异(图5d,e,f)。然而,KO1和KO2在MIM微菌核诱导培养基上产黑色微菌核的能力明显弱于 WT
(图5g)并对H2O2 更加敏感(图5h)。梯度稀释后的大丽轮枝菌孢子在不同浓度 H2O2 的CM培养基板上生长

情况(图5i,j,k,l)表明:在H2O2 浓度为2和3mmol·L-1的CM平板上,KO1和KO2的生长明显慢于 WT和

KO1-Compl(图5k,l)。
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  a 对照PDA b 高盐PDA

(含0.7mol·L-1KCl)
c 高渗透压PDA

(含1mol·L-1山梨醇)
d 含蔗糖的CDM  
(w蔗糖=0.2%)  

   
 e 含葡萄糖的CDM

 (w葡萄糖=0.2%)
f 含淀粉的CDM
(w淀粉=0.2%)

g MIM h 含5mmol·L-1 

H2O2 的PDA 

   
 i 不含 H2O2 的CM j 含1mmol·L-1H2O2 的CM k 含2mmol·L-1H2O2 的CM l 含3mmol·L-1H2O2 的CM 

  注:a到h为接种14天后拍摄,各图中显示的4个菌落分别为 WT(上)、KO1(左)、KO2(右)和KO1-Compl(下);i到l为接种3天后拍摄,i到k

中显示的4行菌落从上到下分别为KO1,WT,KO1-Compl和KO2,l中显示的菌落从上到下分别为 WT和KO1-Compl,i到l中各行大丽轮枝菌孢

子的接种密度从左到右依次均为1×108,1×107,1×106,1×105,1×104和1×103个·L-1。以上所有实验重复3次

图5 不同胁迫条件下大丽轮枝菌表型分析

Fig.5 PhenotypicanalysisofV.dahliaeunderdifferentstresscondition

2.5丽轮枝菌致病力分析

为分析VDmef2 基因是否与大丽轮枝菌的致病相关,采用灌根法接种大丽轮枝菌到陆地棉幼苗,并分析不

同菌株的致病力。接种15天后,观察到接种野生型大丽轮枝菌 WT的陆地棉叶片表现为卷曲、黄化、萎蔫坏死

等典型的黄萎病症状(图6a);接种KO1与KO2后的陆地棉叶片与接种无菌水(阴性对照)陆地棉叶片表现出的

情况类似,均无黄萎病症状(图6b,c,e);KO1-Compl恢复了VDmef2 基因敲除转化子的致病能力,导致陆地棉

幼苗叶片萎蔫坏死(图6d)。上述结果表明VDmef2 基因被敲除后导致了大丽轮枝菌突变体致病力丧失,故该

基因与大丽轮枝菌的致病力有关。

3结论与讨论

大丽轮枝菌VdMcm1属于 Mcm1类 MADS-Box保守转录因子,研究结果表明该转录因子与大丽轮枝菌产

孢、产微菌核、致病及此生代谢调控相关[30],有关灰霉(Botrytiscinerea)的研究也表明 MADS-Box类转录因子

Bcmads1被敲除后影响了菌丝生长、产菌核及致病力[31]。与这些研究结果类似,本研究结果则表明大丽轮枝菌
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Rlm1类 MADS-Box转录因子VDmef2与大丽轮枝菌微菌核形成相关,VDmef2 突变体对 H2O2 也更加敏感,
同时VDmef2 突变体丧失了对陆地棉的致病力。

  
  a 接种了 WT的陆地棉幼苗       b 接种了突变体KO1的陆地棉幼苗     c 接种了突变体KO2的陆地棉幼苗

 
d 接种了回复菌株(KO1-Comp1)的陆地棉幼苗  e 接种了无菌水(阴性对照)的陆地棉朸苗 

图6 大丽轮枝菌致病力分析

Fig.6 PathogenicityanalysisofV.dahliae

结合已有的研究[23,25],笔者推测 MADS-Box转录因子的功能可能与大丽轮枝菌细胞壁的完整性相关。基

因芯片分析发现在酿酒酵母中有25个受ScRlm1蛋白调控的基因,这些基因大多与细胞壁相关成分的合成代谢

调控相关,它们可促使新生细胞产生新细胞壁或强化原有细胞的细胞壁以对抗外界压力[25];而病原菌侵入植物

后植物会通过包括活性氧在内的各种防御手段来对抗病原菌[32]———当面对植物的活性氧防御时,VDmef2 突变

体生存能力的降低将会导致自身致病力降低。因此,大丽轮枝菌VDmef2 突变体对H2O2 的敏感性可能与自身

细胞壁完整性受损有关。
有关大丽轮枝菌微菌核的研究[33-35]已经表明:在微菌核形成过程中,大丽轮枝菌外层菌丝细胞膨大后会分

泌出黑色素粒子来填充细胞间隙,大量黑色素颗粒会成纤维状包裹在菌丝的细胞壁上。在本研究中,由于VD-
mef2 突变体的细胞壁完整性受损,因此突变体在逆境条件下形成黑色微菌核的能力也有所降低。一些研究结

果已经表明,大丽轮枝菌的微菌核形成能力与大丽轮枝菌致病力紧密相关[23,36-37],而本研究结果也证实了上述研

究结果。总之,大丽轮枝菌如果丧失了致病力,其中可能原因在于突变基因影响了大丽轮枝菌细胞壁完整性,进
而导致该菌侵入植物的能力或面对植物防御反应时的生存能力有所降低。
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FunctionalIdentificationofVDmef2GeneinVerticilliumdahliaeInvolvedin
StressResistanceandPathogenicity

XIEChengjian,YANGXingyong
(ChongqingEngineeringResearchCenterofSpecialtyCropResources,SchoolofLifeSciences,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]ToidentifythefunctionoftranscriptionfactorVDmef2inVerticillium dahliae.[Methods]Byvirtueof
Agrobacteriumtumefaciens-mediatedtransformation(ATMT)method,theVDmef2genewasknockedoutfromV.dahliae.Fun-
galgrowthandsusceptibilitywereanalyzedtocarbonsourcesandstressconditions,anditalsowasdeterminedwhetherVDmef2

genewasrequiredformicrosclerotialproductiononMIM.Cotton(Gossypiumhirsutum)seedlingswereinfectedtoevaluatethe
effectofVDmef2geneknockoutonvirulence.[Findings]ProteinsubcellularlocalizationsuggestedVDmef2locatedinthenucleusof
V.dahliae.FurtherassessmentrevealedthattheVDmef2mutantexhibitedasignificantdelayinmicrosclerotialformationandwas
alsomoresensitivetohydrogenperoxidestress,andshoweddecreasedvirulencerelativetothewildtypestrainoncotton.[Conclu-
sions]VDmef2isessentialformicrosclerotiaformation,resistanceagainstoxidativestressandthepathogenicityofV.dahliae.
Keywords:VDmef2gene;MADStranscriptionfactor;Verticilliumdahliae;oxidativestress;microsclerotia;pathogenicity
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