
!" 卷 ! 期

#$$" 年 % 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,+-.

/’)!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

基金项目：国家自然科学基金（"$$0$12$、"$#$$2%2）；教育部《高等学校骨干教师资助诸》项目

"通讯作者。34(：%56#16!"71#!7；89:：%56#16!"715!2；;6<9=(：<,>?’+@AB9+) 4C+) DA
作者简介：李红霞（2701 E ），女，新疆阿勒泰人，在读博士生，从事植物病原真菌抗药性与分子生物学研究。

;6<9=(：?:(=#$$#@F9?’’) D’<) DA
收稿日期：#$$#6226$%，修回日期：#$$"6$#622

禾谷镰孢菌!!微管蛋白基因克隆及其与

多菌灵抗药性关系的分析

李红霞 陆悦健 王建新 周明国"

（南京农业大学 农业部病虫监测与治理重点开放实验室 南京 #2$$71）

摘 要：应用 " 对引物，从禾谷镰孢菌（!"##$%$&&’ ($’$）对多菌灵（GHI）的敏感菌株（GHIJ）和田

间及室内诱导抗药性菌株（GHIK）中扩增!6微管蛋白基因。该基因全长 25"2LM，包含 " 个内

含子，编码 !!099，与其他常见植物病原丝状真菌!6微管蛋白基因的氨基酸同源性达 71) 2#N
O 77)"$N。GHIJ 和 GHIK 菌株核苷酸序列分析表明，GHIK 菌株未发生任何位点的突变，说

明 ! ) ($’$ 对 GHI 的抗药性机制并非像其他丝状真菌一样由!6微管蛋白 27% 位氨基酸突变

所致。
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小麦赤霉病（P?49. JD9L）是中国长江中下游冬麦区和东北春麦区发生的重要病害，造

成严重的产量损失，病菌产生的赤霉毒素对人畜有较大的毒害作用。其病原菌的无性态

为禾谷镰孢菌（)*+’%"*, -%’,".$’%*, JD?Q），有性态为玉蜀黍赤霉〔!"##$%$&&’ ($’$（JD?4Q)），

K4.D?〕。我国长期以来采用以多菌灵为主的化学药剂进行扬花期喷雾防治，取得良好的

防效。多菌灵是一种内吸性的苯并咪唑类杀菌剂，其作用位点单一，易产生抗药性。2772
年周明国等［2］首先获得了室内诱变的抗药性菌株，并于 277# 年首次在浙江海宁检测到田

间抗多菌灵的小麦赤霉病菌株，随后连续多年的监测结果表明抗性菌株比例呈上升趋势，

但抗药性水平较低。

苯并咪唑类杀菌剂与病原真菌!6微管蛋白结合，抑制微管功能，进而阻止细胞有丝分

裂。近年来对许多病原真菌的抗性检测发现!6微管蛋白基因的点突变，蛋白的三维构象

发生改变，阻止药剂与靶标结合，导致抗药性的产生。田间抗药性菌株的突变位点一般位

于!6微管蛋白 27% 或 #$$ 位氨基酸，27% 位氨基酸突变表现与乙霉威和 /6苯氨基甲酸酯类

杀菌剂的负交互抗性［# O !］，但人工诱变抗药性菌株中还涉及到!6微管蛋白第 5、1$、2"!、

251、250、#!2、#10 位氨基酸的突变［1］。本研究在已获得 ! ) ($’$ 抗药性菌株!6微管蛋白基

因部分序列，并已知 27% 和 #$$ 位氨基酸未发生突变的基础上［5］，获得 ! ) ($’$!6微管蛋

白的全序列，以确定!6微管蛋白是否存在别的突变位点，导致 ! ) ($’$ 对多菌灵抗药性的

产生。



! 材料和方法

! "! 供试菌株

实验室提供 ! 个菌株，其中包括 " 个野生敏感菌株 #$%&，’ 个田间抗药性菌株 #$’(%!
和 #$’(!)，’ 个室内诱导突变体 %&*+*, 和 %&*+。

! "# 药剂敏感性测定

敏感菌株在含 (、( -%、( - .、( - )、" - (、" - ’ 和 " - %!/012 多菌灵（345678 94:;<1<=>;?84 @>A*
9>1>54 3B,）的 CDE 培养基（马铃薯 ’((/，蔗糖 ’(/，琼脂 ’(/，去离子水 "(((12，FG.H)）上

培养。抗药性菌株在含 (、"、!、"(、’(!/012 3B, 和含 (、" - )+!、& - +!、+ - !、"!、&(、.(!/012
乙霉威（I*F64:78@>A9>1>54 IC,）的 CDE 上培养。以上菌株均在 ’!J条件下培养 !=。根据

!"!(值确定敏感性水平，确定其对 3B, 和 IC, 敏感性表型。

! "$ 基因组 %&’ 提取

预培养的菌碟转入绿豆汤液体培养基（绿豆 &(/，去离子水 "(((12），’!J摇培 .=，产

孢后孢子转入 CD（马铃薯 ’((/，蔗糖 ’(/，去离子水 "(((12，FG.H)）中 ’!(A01<: 摇床培养

’=，收 集 菌 丝 冻 干，液 氮 研 磨。取 ( - ’/ 菌 丝，加 )((!2 提 取 缓 冲 液（"((11?802 2<,8；
"(11?802 KLME；"(11?802 MA<N*G,8，FG)- (；"(/02 DLD，高压灭菌），充分震荡，.(J 温育

&(1<:，"((((A01<: 离心 %1<: 后，用苯酚：氯仿：异戊醇（’!：’%："）抽提 % 次至无中间层，上

清液加 ’ 倍无水乙醇沉淀干燥后溶于 !(!2 MK（含 ’(!/012 OIE>N4），&+J水浴 ’(1<:。取

!!2 经 ( -.P琼脂糖电泳检测。

! "( )*+ 扩增及测序

根据已知植物病原真菌"*微管蛋白基因设计 & 对引物（表 "）。引物对 BE$. 和 ,C*"
用于扩增"*微管蛋白基因 !Q端约 +((9F，由于"*微管蛋白基因第一个编码区只有 "’9F，因

此正向引物 BE$. &Q端的 "’9F 是特异性的，而该引物 !Q端的 "’9F 是根据与模式菌株粗糙

脉孢霉（#$%&’()’&* +&*((*）"*微管蛋白基因第一个编码区相接序列而设计的；引物对 B" 和

B& 用于扩增该基因中间片段约 )!(9F，针对目标序列的 "R) 位氨基酸；引物对 BE$& 和

KIL& 用于扩增该序列的 &Q端约 " -’S9。B"0B& 的扩增产物与前后两对引物的扩增产物有

部分重复。引物 B"0B& 的扩增条件参照文献［.］，BE$.0,C*" 和 BE$&0KIL& 的扩增条件：

R%J !1<:；.(J !(N，R%J %(N，+’J )(N，&( 个循环；+’J !1<:；%J保存。

表 ! 用于 )*+ 扩增的引物

M>984 " CA<14AN TN4= U?A C,O >1F8<U7

CA<14AN
E1<:? >@<=

F?N<5<?:N>
IT@84?5<=4

F?N<5<?:N9
D4VT4:@4（!Q W &Q） L<A4@5<?:

BE$. " W % " W "’ E,EE,,X,,EE,EMX,XMXEXEMM Y
BE$& %& W !" &.) W &R" X,M,XEX,X,EMXEE,XM,ME,MM Y
B" "&% W "%’ .)) W +"’ E（EX）EM（,M）E,,,E（,M）M,（,M）,M（,M）XXMXXMXX Y
,C W " RR W "(. .+’ W .R! XXMXEM,MXXEEE,,,MXXEXX,E Z
B& %(R W %". "%)) W "!"" ,M,,EM（,M）M,（EX）M,,EM（E,M）,,（,M）M,（EX）,, Z
KIL& %%& W %%+ "."! W ".&" EM（M,）ME（,M）M,,M,X,,,M,EE Z

>- M64 F?N<5<?:N @?AA4NF?:= 5? 564 :T194A ?U >1<:? >@<= N4VT4:@4 ?U 564"*5T9T8<: /4:4 UA?1 564 57F<@>8 @>A94:=>;<1*A4N<N5>:5
UT:/TN，#$%&’()’&* +&*((*；9- M64 F?N<5<?:N @?AA4NF?:= 5? 564 :T194A ?U :T@84?5<=4 N4VT4:@4 ?U 564"*5T9T8<: /4:4 UA?1 ,-..$&$//* 0$1
*$（$</ ’）-
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回收、纯化引物对 !"#$%&’()、!)%!* 和 !"#*%+,-* 的 ’&. 产物，分别与 /0+1! (2
+345 6789:;（’;:<3=3）连接，转化 ! > "#$% -?@!，在含 "</、A(=3B 和 C’20 的 D! 平板上筛选白

色菌落，碱裂解法提取质粒 -," 验证阳性克隆，由上海联合基因公司完成测序，将以上 *
对引物的测序结果用 -,"8BEF 软件分析，去除重复部分后得到完整的基因（见图 G）。最

后用 !"#$%+,-* 验证，反应条件：HIJ @<KL；IMJ )<KL，HIJ )<KL，NGJ *<KL，*O 个循环；

NGJ @<KL，回收特异性条带后电泳并照相。

! "# 序列同源性分析

-,"8BEF 分析序列，检索 07L!3LP 和 +1!D 基因数据库，通过 !D"Q2 比较 & > ’()( 与

其他常见植物病原丝状真菌"(微管蛋白基因的同源性，明确有无突变位点。

$ 结果和分析

$ "! ! " "#$# 对 %&’ 敏感性测定

供试菌株对 1!& 的敏感性结果显示（表 G）。敏感菌株对 1!& 的 !*@O值小于)#=%<D，

无论是田间或诱导抗性菌株的 !*@O值均在 )O#=%<D 左右，抗药性水平不高。所以目前仍

能用多菌灵或其复配剂防治小麦赤霉病。

表 $ ! " "#$# 菌株对多菌灵（%&’）敏感性测定

23FB7 G 2749KL= 47L4K9KRK95 :S 83;F7LT3UK<（1!&）9: & > ’()( K4:B3974

Q9;3KL4 25/7 :S 49;3KL4 .7=;744K:L 7VE39K:L .7B39KRK95 !*@O %（#=%<D） ’W7L:95/7

X#I* YKBT 1!&(47L4KRK95 + Z @>G*M@ [ *>I$H*, O>HHOG O >M@IO 1!&Q

X#GO@I #K7BT 1!&(;74K493L87 + Z G>OO*$ [ *>ONMH, O>HHHI H >IO)G 1!&.

X#GO@M #K7BT 1!&(;74K493L87 + Z *>O)H) [ O>HHON, O>HHII H >NM@G 1!&.

I* \ N CLTE87T 1!&(;74K493L87 + Z *>*OIM [ )>HOH), O>HMHI H >)H$@ 1!&.

I*(N(& CLTE87T 1!&(;74K493L87 + Z G>OMNM [ G>MIIO, O>HHO) )O>@ON 1!&.

图 ! 引物 &()*+,-./
的 0’1 产物

#K=>) ’&. /;:TE89 :S

!"#$%+,-* /;K<7;4

) > ’&. /;:TE89；

G > 13;P7;（-D GOOO）>

1!&. 菌株在含 ,’& 系列浓度的 ’Q" 培养基上的生长速率

一致，差异不显著，无法测定其 !*@O 值，说明 1!&. 菌株与 ,’&
间不存在负交互抗药性。

$ "$ 序列分析

测序结果显示小麦赤霉病菌的"(微管蛋白基因全长 )$*)F/
（图 )），07L!3LP 序列号为 "]*O*$MH 包含 * 个内含子，大小分别

是 )M)F/、@MF/ 和 IMF/，* 个内元都有相似的 @（̂02,,02）和 *^
（20"）序列；外元（0 [ &）<:B_为 @N > )G<:B_，有 I 个编码区，分

别位于 ) ‘ )GF/、)HI ‘ G)NF/、GN$ ‘ *HMF/、IIN ‘ )$GMF/ 间，共

)*I)F/，编码 IIN 个氨基酸（图 G）。比较 1!&Q 和 1!&. 菌株，

1!&. 菌株未发生任何位点的突变，明确了 & > ’()( 对 1!& 产生

抗药性的原因不是由于"(微管蛋白基因发生点突变所至。与其

他丝状真菌抗药性产生机制不同。
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图 ! 小麦赤霉病菌野生型菌株的!"微管蛋白基因的核酸序列及推断的氨基酸序列

!"#$% &’()*+,"-* ./- -*-’(*- .0"/+ .("- 1*2’*/(* +3 ,4*!5,’6’)"/ #*/* +3 !"##$%$&&’ ($’$ 7")-5,89* 1,:."/

;/,:+/1 .:* ’/-*:)"/*-；<=5-+/+: ./- >=5.((*9,+: 1",*1 .:* -+’6)* ’/-*:)"/*-；?*3, 3"#’:*1 "/-"(.,* ,4* /’()*+,"-* 1*2’*/(*$

! #$ 同源性比较

通过 @?ABC 与已知几种常见植物病原真菌!5微管蛋白基因进行比较，发现氨基酸水

平上同源性很高，达 D< $ E%F G DD$ >HF（见表 >），因此该基因可以被确定为!5微管蛋白基

因。但所含内元数及内元大小不同。

$ 讨论

苯并咪唑类杀菌剂在连续使用 % G > 年后易产生抗药性，且抗药频率高，对某些病害

如灰霉病已失去防治价值。多菌灵在中国已连续用 于 防 治 小 麦 赤 霉 病 近 >H 年，但

! $ ($’$对多菌灵的抗药性田间发生频率仍然较低［I］，在大多数地区用多菌灵防治赤霉病

仍有一定的防治价值。从抗药性表型来看，抗药水平显著低于其他病原真菌如油菜菌核

病菌（)*&$%+,"-"’ .*&$%+,"+%/0）［J］和灰霉病菌（1+,%2,". *"-$%$’）［D］，前者 34<H值均在 EH"#K0? 左

I%LL 期 李红霞等：禾谷镰孢菌!5微管蛋白基因克隆及其与多菌灵抗药性关系的分析



右，且与乙霉威无负交互抗药性；后两种抗药性真菌的 !"!"大于 #""!$%&’，且与乙霉威存

在负交互抗药性。

表 ! 小麦赤霉病菌的!"微管蛋白基因与其他常见植物病原真菌同源性比较

()*+, - ./&0)123/4 /5"678*8+24 $,4, /5 # 9 $%&% :27; 7;)7 /5 /7;,1 </&&/4 0+)47 0)7;/$,42< 584$2

=+)47 0)7;/$,42< 584$2 ><<,332/4 48&*,1 /5 48<+,/72?,
)4? )&24/ )<2? 3,@8,4<,

A/&/+/$B )7 )&24/
)<2? +,C,+%D

(;, 48&*,1 )4? 32E, /5
2471/43

#’((%)%**& $%&% >F-"-GHI， % % -（#H#，!H，JH*0）

#’((%)%**& +,*’-)’.（78*K） >LJ#JHGG，>>M"-NHN II9-" -（#IN，!N，JH*0）

#’((%)%**& /,0’1,)’2 OKN-"-，>>P#HKN! II9"N J（#NI，!I，JH，JI*0）

"2**%323)’-4,5 6*2%2.+2)’2’7%.
5 9 30 9 &%.-48925%9% O#J#-H，>>>GKHN! IG9IH G（#HJ，!H，N#，!G，N#，!-*0）

"2**%323)’-4,5 6)&5’9’-2*& Q-JJIK，>>>--"JG IG9IH G（K"K，!I，NG，G"，N#，!H*0）

:23)823’9’& /,1%*’&9& RGIKG-，.>>I-K!J IG9KH G（#-!，!-，GI，!G，!K，!G*0）

;%,)2.+2)& -)&..& Q#-G-"，>>>--G#N I!9H# G（KJ"，NJ，GH，G!，N-，!N*0）

<489-42.+2)’,5 .%-&*’. SH#"JG，.>>!GI-G I!9#K G（#-K，!!，NN，N"，!K，!"*0）

=%93,)’& ’9&%>,&*’. QINI!#，>>>-JK-" IG9NJ G（#"N，!-，!#，!K，!"，!G*0）

只用引物对 P>LG%TMU- 的扩增结果会出现非特异性条带，而用 - 对引物扩增特异性

高，扩增片段长度适中测序准确率高。序列分析发现 # 9 $%&%"6微管蛋白基因共有 - 个内

元，而同源性较高的病原真菌中 #’((%)%**& +,*’-&)’. 和 #’((%)%**& /,0’1,)’2 也分别有 - 个和 J
个内元，少于其他真菌的 G 个内元。且 # 9 $%&%"6微管蛋白基因 - 个内元的 !V剪切处共有

W(MMW( 序列，略微不同于其他丝状真菌的 W(>MW( 序列［#"］。

# 9 $%&%"6微管蛋白氨基酸水平上和其他丝状真菌同源性很高，但其抗药性菌株并未

像这些病原菌一样存在点突变，导致抗药性的产生。本实验室已研究发现 # 9 $%&% 对多

菌灵的抗药性是由单基因控制的，因此必定存在别的未知蛋白质或#6微管蛋白与多菌灵

结合，要了解 # 9 $%&% 对多菌灵产生抗药性的原因，今后的研究工作应从蛋白角度入手。
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