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玉米大斑病菌小柱孢酮脱水酶基因（ ."/）
的克隆与功能分析

于 清，曹志艳，董金皋"

（河北农业大学真菌毒素实验室 保定 %"&%%&）

摘 要：根据已知植物病原真菌黑色素生物合成相关基因 !"#（:,EH62GB+ <+;E</6H6:+）氨基酸序列保守区域设计简并
引物，分别以玉米大斑病菌基因组 *IJ和 ,*IJ为模板，通过 K0L技术获得 !"# 基因的同源片段，利用 MNJL13
LJ08 技术和 ’OLJ08技术获得了 !"# 的 ,*IJ全长序列。并根据 !"# 基因 ,*IJ全长序列设计基因特异性引物扩
增玉米大斑病菌基因组 *IJ获得了该基因 *IJ全长。通过 *IJ序列和 ,*IJ序列对比分析发现 !"# 基因编码一
个 &)%个氨基酸的开放阅读框架，*IJ序列含有两个分别为 4%.P和 ").P的内含子。生物信息学分析表明其氨基
酸序列与水稻胡麻叶斑病菌的 !"# 基因的相似性很高。*QI黑色素生物合成途径特异性抑制剂—06/P/GP6-9<处
理玉米大斑病菌，在 &$ ( $!;之内可以抑制病菌分生孢子的萌发和附着胞的产生，但随着处理时间的延长抑制剂的
抑制作用变弱，并且经过抑制剂处理的病菌不能侵入寄主组织或不能在寄主组织内扩展。初步明确了 !"# 与玉米
大斑病菌黑色合成途径及致病性的关系。
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玉米大斑病是威胁玉米生产的一种重要真菌病

害，该病害在主要玉米产区都曾造成过重大经济损

失。研究表明，玉米大斑病菌主要靠机械力穿透寄

主组织［&］。附着胞是病菌致病过程中所形成的一种

特殊侵染结构，一般呈半球状，四周沉积着黑色素。

附着胞必须产生足够的压力才能保证病菌穿透寄主

角质层完成侵入过程，而黑色素则是附着胞产生压

力的前提。

真菌中黑色素的形成途径为 &，)3二羟萘酚聚合
体（PG2E-+/: GS &，)3<9;E</G7EB6P; H;62+B+，*QI）途径，
即醋酸盐在多聚合酮合成酶基因（ PG2ET+H9<+
:EBH;6:+，$%!）作用下合成四羟萘（!QI），通过 IJ*Q
作用还原成小柱孢酮（:,EH62GB+），再在小柱孢酮脱水
酶基因（:,EH62GB+ <+;E</6H6:+，!"#）作用下脱水转化成
三羟萘（’QI），然后在三羟萘酚还原酶基因（QI
/+<@,H6:+，&’(）作用下，依赖于 IJ*KQ 脱氢酶，以
’QI为底物还原成柱孢醌（U+/-+2GB+，U8L），U8L经
脱水合成二羟萘，最后合成多聚二羟黑色素［$ ( 4］。

研究表明，对于某些植物和动物病原菌来讲，*QI

黑色素都被认为是重要的毒力因子［#，"］。06/P/G6-9<
为真菌病害防治中的一种有效的化学制剂，其主要

的作用靶标为黑色素合成途经中的小柱孢酮脱水酶

基因（ !"#）［)，C］。0;@-2+E 和 U62+BH 利用获得的水稻
稻瘟病菌（)*+’*$,(-&. +(/!.*）突变体分离到 $%!、!"#
和 0&’( ’个基因，它们编码的黑色素合成酶基因对
合成 *QI黑色素起着关键作用［&%］。丧失上述任何
一个基因，黑色素则不能形成，附着胞也就丧失形成

穿透能力的高膨压，最终导致病菌丧失致病性。可

见，真菌中黑色素的合成与致病性密切相关，对玉米

大斑病菌黑色素生物合成相关基因进行研究可为杀

真菌剂的研制奠定理论基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌种与玉米品种：玉米大斑病菌菌株 %&3$’，
玉米品种 V’"（由河北农业大学真菌毒素实验室保
存）。

!"!"# 主要试剂：06/P/GP6-9<3黑色素生物合成相关



基因 !"# 特异性抑制剂（上海泉岛科贸有限公司）；
固定染色透明液和脱色液（!"#$乙醇，%"#$苯酚，
%"#$水，%"#$ &’(乳酸，%""#)台盘兰，饱和水合氯
醛溶液）（保定万科化学试剂公司）；*+,- ./0123 .2453
6+7 ,82354029 :04，;+58< ,，6<=</8< ./598>/0?458< @A
@$B，CDAEF33 67GH G2/< I<4 B</ J !K"（宝生物工程大
连有限公司）；I@76. 67GH >;+7 7#?30L0>54029 :04
（G3294<>M 公 司 产 品）。 ;,N ;+7 $5O<309) 59P
;<4<>4029 :04（ G54 J +2J % "QC R’S，62>M< 7??30<P
I>0<9><，N</#59T）、;,N <58T UTO杂交液、V02AG3294<>M
+F>3<2./5? N<3 HW4/5>4029 :04（ X :C"S"A%）（上海吉泰
公司）；@53<0> 5>0P（马来酸）、!" Y IIG、I;I、尼龙膜
（上海生物工程公司）。其他试剂均为化学纯。

!"# 玉米大斑病菌小柱孢酮脱水酶基因 !"# 的
克隆

!"#"! 引物设计及病菌基因组 ;+7和总 6+7的提
取及第一链 >;+7的合成：利用 ;+7@7+软件，根据
已知的胡麻斑病菌（ $%&’()*%! ’*+,)-）、稻瘟病菌
（ .)/0)&’*12- /*%!-) ）、炭 疽 菌（ 3’((-1’1*%"245
()/-0)*%45）等 R种病原真菌 !"# 基因氨基酸序列的
两段保守区域 Z7;I[;和 Z:E7N$设计 % 对寡核
苷 酸 简 并 引 物。 即 上 游 引 物 I%： ’DA
.NNNG+N7[ZI+.7[N7ACD 和 下 游 引 物 I!：’DA
76+GG+NG677[..GG7ACD。
采用 G.7V 法提取玉米大斑病菌的基因组

;+7［%%］。根据 *+,- 柱式 ./0123总 6+7 提取试剂盒
使用说明书，提取玉米大斑病菌总 6+7，再由总
6+7反转录合成第一链 >;+7。
第一链 >;+7合成的步骤如下：（%）取 %"!$总

6+7，加入 %!$ %"!@锚定引物（230)2（P.）%&），S"\保
温 %"#09后，迅速置于冰浴中冷却。（!）加入 ]!$ ’
Y /<5>4029 OFLL</，!!$ %"#@ P+.^，补水到 %Q!$，CS\
温育 ’#09。（C）加入 3!$ @A@$B（!""*_!$），]!\保
温 R"#09。S"\处理 %’#09终止反应。（]）所得样品
即为反转录后的第一链 >;+7，用琼脂糖电泳检测
>;+7的浓度和质量。将 >;+7第一链溶液于A!"\
保存备用。

!"#"# 病菌 !"# 基因组 ;+7和 >;+7同源片段的
获得：分别以基因组 ;+7和合成的第一链 >;+7为
模板，扩增 !"# 基因。采用 !’!$反应体系，̂G6 反
应条件：Q’\ S#09，Q]\ %#09，’"\ %#09，S!\ %#09，
C’个循环；S!\ %"#09。%K’(琼脂糖凝胶电泳检测
扩增结果。

^G6产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，利用 ;+7

凝胶回收试剂盒回收目的条带。将目的条带与

?@;%&A. 载体 %R\连接过夜后，转化大肠杆菌感受
态细胞 ;U’"，经蓝白斑筛选并利用菌落 ^G6 法进
行验证，选取阳性克隆测序。利用 V$7I. 软件，将
所获得的序列与 N<9V59‘中已知的核苷酸或蛋白序
列进行同源性分析。

!"#"$ !"# 基因 >;+7 全长序列和结构基因的克
隆：根据所获得的 !"# 基因同源片段的 >;+7序列设
计基 因 特 异 性 引 物，即 NI^%：’DANG.NG.G77
N7G7G7NG7...G7.GNACD用于 CD67GH扩增；NI^!：
’DAG..N.7GG7N.NGN.N..N77NG.NACD和巢式基因
特异 性 引 物 +NI^!：’DAN.7GG7N.NGN.N..N77
NG.N.NGACD用于 ’DA67GH 扩增。以玉米大斑病菌
的总 6+7 为模板，参照 CDAEF33 67GH G2/< I<4
B</K!K"试剂盒和 I@76. 67GH >;+7 7#?30L0>54029
试剂盒操作方法分别获得玉米大斑病菌 CD末端和 ’D
末端 >;+7。参照试剂盒说明书扩增小柱孢酮脱水
酶基因 CD末端和 ’D末端 >;+7序列。利用 ;+7@7+
软件将 CD末端和 ’D末端 >;+7序列进行拼接，得到
了 >;+7全长序列。根据 >;+7全长序列设计基因
特异性引物扩增病菌基因组 ;+7，采用 !’!$反应体
系，̂G6反应条件：Q’\ S#09，Q]\ %#09，’’\ %#09，
S!\ %#09，C’ 个循环；S!\ %"#09。%K’(琼脂糖凝
胶电泳检测扩增结果。将所获得的 ;+7 序列与
>;+7进行比较，进而明确基因的结构。
!"$ 小柱孢酮脱水酶基因 !"# 的抑制剂分析
!"$"! G5/?/2?5#0P 对玉米大斑病菌分生孢子萌发
的影响：分别用 !"#)_$，%"#)_$，’K"#)_$，!K’#)_$和
%K!’#)_$的 G5/?/2?5#0P 处理玉米大斑病菌分生孢
子悬浮液，以无菌水处理为空白对照。分不同处理

时间取样，显微观测分生孢子萌发百分率。

!"$"# G5/?/2?5#0P 对玉米大斑病菌附着胞形成的
影响：分别用 !"#)_$，%"K"#)_$，’K"#)_$，!K’#)_$和
%K!’#)_$的 G5/?/2?5#0P 处理玉米大斑病菌分生孢
子悬浮液。取 !"!$滴加在带有玻璃纸的载玻片和
S叶期供试玉米离体叶片上，!’\黑暗条件下保湿
培养，分不同时间段观测附着胞数目和形态，同时观

察玉米大斑病菌在离体叶片上的侵入情况。

# 结果和分析

#"! 玉米大斑病菌的 !"# 同源基因片段基因组
%&’和 (%&’扩增
通过扩增 !"# 目的基因的基因组 ;+7，共得到

两条大小分别为 !R"O? 和 ]""O? 的条带。>;+7 扩

]%"% [* -09) -1 )( J _6"1) .%"*’7%’(’/%") 8%0%")（!""S）]S（R）



增获得一条约 !"#$%的条带（图 &）。

图 ! 玉米大斑病菌 !"#基因同源片段扩增结果
’()*& +,- ./ !"# )010 2.3.4.).56 /78)3019 :(92 ;<=> 81? <=> ./

$%&’()*+,- .,’"*",- * @810 & A B* ;<=>，4810 C A "* D01.3(; <=>，E*

E87F07 <@G### *

"#" !"# 基因 $%&’全长序列和结构基因的克隆
以合成的玉米大斑病菌 !H末端和 CH末端 ;<=>

为模板，进行 !HI->,J 和 CHI->,J 扩增。经 &KCL
的琼脂糖凝胶电泳分析证明扩增获得的条带与预期

大小一致，分别为 BBM$%和 !N&$%（图 G）。将所获得
的 !H末端和 CH末端 ;<=>序列进行拼接，拼接后的
;<=>序列经过 O-’分析，发现其内部含有编码 &"#
个氨基酸的开放阅读框架。根据拼接后所得到的

;<=>序列设计引物扩增病菌基因组 <=>，得到大
小为 MMM$%的条带（图 !）。经过序列分析，该基因序
列含有 NMB$%的基因全长序列，在其内部含有 G 个
分别为 C#$%和 M"$%的内含子。

图 " !"#基因 ()*+’,-和 .)*+’,-扩增结果
’()* G !HI->,J（>）81? CHI->,J（P）./ !"# )010* & 81? G：+7.?5;9

./ +,-；E：E87F07 <@G###*

图 ( 玉米大斑病菌 !"#基因 %&’全长扩增结果
’()*! +,- ./ !"# )010 :(92 <=> ./ $%&’()*+,- .,’"*",- * & 81? G：

+7.?5;9 ./ +,-；E：E87F07 <@G###*

"#( !"# 基因的 $%&’序列及其推测氨基酸序列的
同源性及可能功能分析

所获得的 ;<=> 序列已经提交国际基因库
（D01P81F），序列登陆号为 <QRR!&"N。->,J扩增产
物与原 ;<=> 序列进行拼接，得到大小为 MNG$% 的
;<=>序列。利用 P@>STU 软件与 D01P81F 中的已
知蛋白进行同源性分析，发现该开放阅读框所编码

的氨基酸序列与许多真菌如 /*0(+1’*! (’231&、
4(++&.(.’*"),- +15&61’*,-、715610(’.)& 5’*!&1 等的小
柱孢酮脱水酶基因的相似性为 B"L A RGL。同时，
利用 <=>E>=软件，将该序列与其它已知真菌的小
柱孢酮脱水酶基因进行多序列比对，发现该序列含

有 !"# 基因保守的氨基酸残基（图 B）。因此，初步推
测该序列为玉米大斑病菌小柱孢酮脱水酶基因

!"#。
"#/ 玉米大斑病菌小柱孢酮脱水酶基因 !"# 的功
能分析

"#/#! ,87%7.%83(?对分生孢子萌发的影响：试验发
现，玉米大斑病菌的分生孢子悬浮液经抑制剂

,87%7.%83(?处理后，分生孢子的萌发受到抑制，且受
抑制的程度与处理时间和抑制剂的浓度呈正相关，

其中 G#3)V@的处理在 &G2时，抑制率高达 R&KBL，
处理 GB2后，尽管仍然具有一定的抑制作用，但处理
间差异不明显（图 C>）；分生孢子悬浮液产生附着胞
的数量在 &G A GB2内受抑制明显，且随着抑制剂浓
度的增加而减少，但 !N2以后，附着胞产生的数量受
抑制剂的影响就不明显了（图 CP）。
"#/#" ,87%7.%83(?对附着胞形成的影响：将经过抑
制剂处理的分生孢子悬浮液接种玉米离体叶片，病

菌的侵入过程发生了显著变化。未经抑制剂处理的

分生孢子所产生的附着胞在接种 B"2时就可以侵入
寄主组织并在寄主组织内扩展，导致寄主组织的坏

死（图 N>）。经过抑制剂处理的分生孢子悬浮液，接
种离体叶片后，在抑制剂浓度为 &KGC3)V@时，所产
生的附着胞虽能侵入寄主组织但并不能在寄主组织

内扩展（图 NP），抑制剂浓度为 GKC3)V@时分生孢子
虽然能够产生附着胞，但附着胞的颜色变浅且不能

侵入寄主组织（图 N,）。

( 讨论
稻瘟病菌中已经克隆到了 !"# 基因的 ;<=>序

列，经过大肠杆菌异源表达，纯化得到了多聚肽的晶

体结构，并且氨基酸残基 TW7I!#，>6%I!&，TW7IC#，X(6I
"C，X(6I&&#，S07I&GR和 >61I&B!为小柱孢酮脱水酶的

C&#&于 清等：玉米大斑病菌小柱孢酮脱水酶基因（ !"#）的克隆与功能分析 * V微生物学报（G##M）BM（N）



图 ! !"#基因多序列比对结果
!"#$% &’()*+ ,- .)*+"/*’ 0*"#1.’1+ ,- !"# $

催化及底物的结合位点［23］。$ $ %&’()&*+,- 的小柱
孢酮脱水酶活性分析表明碳端区域在催化和与底物

的结合过程中起重要作用［24，2%］。

真菌黑色素的合成过程是由多基因控制的。已

有报道表明，506/6,/0."7和三环唑是黑色素合成途
径的特异性抑制剂。在黑色素合成途径中三环唑抑

制从 2，4，89:;< 向 (=>+0*,1’的还原过程，能够有效
的防治稻瘟病。506/6,0."7为真菌病害防治中的另
一种有效的化学制剂，其主要的作用靶标为黑色素

合成途经中的小柱孢酮脱水酶。506/6,/0."7 处理
稻瘟病菌以后，对病菌的分生孢子萌发，芽管的伸长

以及 附 着 胞 的 形 成 均 没 有 显 著 的 影 响，但

506/6,/0."7可以显著的抑制附着胞内黑色素的合
成，并使附着胞颜色变浅，导致病菌既不能侵入人工

的赛珞芬膜，也不能侵入水稻叶片角质层［2?］。本试

验中经过抑制剂处理的分生孢子悬浮液所产生的附

着胞颜色变浅且不能侵入寄主组织。可能是由于

!"# 基因功能受阻，黑色素不能正常形成所致。

@2A2 BC D"1# (. &% $ E/".& 0+"*12+1%1’+"& 3+)+"&（3AAF）%F（@）



图 ! "#$%$&%#’()对玉米大斑病菌分生孢子萌发（*）和
附着胞形成（+）的影响
!"#$% &’(")"*+,- .//.0* +/ 01,2,+213"4 +’ *(. 0+’"4"15 #.,3"’1*"+’（6）
1’4 *(. .//.0*"+’ +/ 01,2,+213"4 +’ *(. 122,.77+,"83 2,+480*"+’（9）+/
!"#$%&’()*+ ,*%-(-*+

本试验得到了玉米大斑病菌中一个黑色素生物

合成相关的基因—小柱孢酮脱水酶基因（ "-.）。同
源分析表明，所获得的序列与水稻胡麻叶斑病菌、炭

疽菌、稻瘟病菌等许多真菌的小柱孢酮脱水酶基因

（ "-.）有高度的相似性。玉米大斑病菌中的 "-. 基
因氨基酸残基 :-,;<=，672;<>，:-,;?=，@"7;=A @"7;BC=，
D.,;B<E和 67’;B<>与稻瘟病菌中小柱孢酮脱水酶的
氨基酸残基 :-,;<A，672;<?，:-,;?A，@"7;E=，@"7;>E，
D.,;B<C和 67’;B<?及玉米小斑病菌中小柱孢酮脱水
酶的氨基酸残基 :-,;<=，672;<>，:-,;?=，@"7;=A @"7;
BC=，D.,;B<E 和 67’;B<> 一 致。利 用 抑 制 剂
（01,2,+213"4）分析表明，经过 01,2,+213"4 处理的玉
米大斑病菌所产生的附着胞不能产生侵入钉，进而

不能侵入寄主组织，导致病菌致病力的丧失。推测

"-. 基因在玉米大斑病菌黑色素合成途径及致病过
程中均起着重要的作用。

图 , 玉米大斑病菌在离体叶片上的侵入过程
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