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高毒力大丽轮枝菌特异片段 SCF73 突变株的构建及其致病力
测定
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摘要:【目的】初步明确高毒菌株 VDG1 特异片段 SCF73 与大丽轮枝菌致病力的关系。【方法】通过比较基因
组学分析和 PCR 鉴定，明确大丽轮枝菌高毒菌株 VDG1 相对于低毒菌株 VDG2 的特异片段 SCF73;构建
SCF73 片段敲除质粒，导入农杆菌 AGL-1，应用农杆菌介导法转化大丽轮枝菌 VDG1，抗性筛选和 PCR 扩增
鉴定 SCF73 敲除转化子;利用果胶、纤维素和淀粉培养基模拟分析 ΔSCF73 降解细胞壁组分的能力，采用定
量蘸根接种法鉴定其对感病棉种军棉 1 号的致病力。【结果】确定了大丽轮枝菌 VDG1 的特异片段 SCF73，
长度为27. 1 kb，预测编码 5 个基因，推测 2 个基因具有水解酶功能;筛选获得了 3 个 ΔSCF73 突变株;突变株
利用细胞壁组分的能力与野生型菌株 VDG1 相比无显著差异;突变株对感病棉种军棉 1 号的致病力显著减
弱。【结论】高毒力菌株 VDG1 特异片段 SCF73 在大丽轮枝菌致病过程中具有重要作用。
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大丽轮枝菌( Verticillium dahliae Kleb． )是引起
棉花、番茄、马铃薯、辣椒、草莓等重要经济作物黄萎
病的病原菌，常年在世界范围内造成重大经济损
失［1］。有研究表明，大丽轮枝菌的致病机理与信号
传导密切相关，如大丽轮枝菌丝裂原活化蛋白激酶
基因 VMK1( Verticillium MAP Kinase 1)与大丽轮枝
菌生长、发育和致病性相关，缺失该基因的突变株致
病 力 显 著 下 降［2］。大 丽 轮 枝 菌 PKA ( cAMP-
dependent protein kinase A)催化亚基基因 VdPKAC1
(V． dahliae gene encoding PKA catalytic subunit)缺
失后乙烯合成的能力较野生型菌株明显减弱，导致
对番茄和茄子的侵染能力降低［3］。敲除大丽轮枝
菌 1 号生理小种的编码蔗糖非发酵蛋白激酶基因

VdSNF1( V． dahliae sucrosenonfermenting 1 gene)可
显著降低其对番茄和茄子的致病力［4］。番茄大丽
轮枝菌 1 号生理小种 G 蛋白 β 亚基编码基因缺失
后，突变株较野生型的致病力显著减弱，乙烯合成量
降低［5］。因此，信号传导与基因表达调控是大丽轮
枝菌侵染寄主的重要生物学过程。

另一方面，大丽轮枝菌胞外毒素可引起寄主发
病并最终表现萎蔫病症。前人研究表明，大丽轮枝
菌培养液中含有多个不同分子量的具有致萎活性的
蛋白 /糖蛋白［6 － 14］，可以破坏寄主细胞的细胞骨架
和细胞核［15 － 16］。通过筛选大丽轮枝菌表达序列标
签文库，发现了 1 个能够引发棉花脱水萎蔫的坏死
和乙烯诱导蛋白基因 VdNEP ( V． dahliae necrosis-
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and ethylene-inducing protein)［17］。此外，胞外蛋白
中的细胞壁降解酶也是大丽轮枝菌侵染寄主的重要
因子，研究发现大丽轮枝菌侵入寄主后能够产生果
胶酶、糖基水解酶等，分解细胞壁中的胶状物质和果
胶物质，引起组织解体，从而堵塞导管。分泌蛋白中
的果胶裂解酶、多聚半乳糖苷酶和果胶酯酶可以在
体外导致植物组织枯死或出现黄萎症状，并且其产
生量的多少和轮枝菌的毒力水平相关［18］。对大丽
轮枝菌基因组分析发现，与其它病原真菌相比，果胶
酶、糖基水解酶等碳水化合物活性酶类发生了显著
的扩增，进化出了复杂的植物细胞壁降解机制［19］。

因此，大丽轮枝菌分泌的胞外蛋白可能通过降解植
物细胞壁参与了对寄主的侵染作用，并且可以作为
一种毒力因子转运到寄主胞内起作用。

新近研究发现，大丽轮枝菌的毒力或者致病类
型差异可能是由菌株之间的特异基因引起的。对 1
号和 2 号生理小种基因组测序发现，1 号生理小种
含有的特异基因 Ave1 ( for Avirulence on Ve1 tomato)
可以激发由 Ve1 ( A locus responsible for resistance
against race 1 strains of V． dahliae)基因介导的番茄
抗病反应［20］。本研究，通过高毒力大丽轮枝菌
VDG1 和低毒力菌株 VDG2 基因组比较分析，筛选
高毒力菌株特有的基因组片段，通过构建特异片段
的缺失突变体并鉴定其致病力变化，进一步确证菌
株之间特异基因对大丽轮枝菌毒力的贡献。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株和质粒:实验使用的菌株和质粒见表
1。
1. 1. 2 培养基: LB 培养基用于大肠杆菌培养，
37℃。YEB 培养基用于农杆菌 AGL-1 的常规培养，
28℃。大丽轮枝菌于 25℃条件下培养，CM 培养基
和 PDA 培养基用于大丽轮枝菌常规培养，MM 培养
基用于大丽轮枝菌遗传转化预培养，IM 培养基用于
大 丽 轮 枝 菌 遗 传 转 化 共 培 养。察 氏 培 养 基
(Czapek)、果胶培养基(察氏盐，果胶10 g /L)、纤维
素培养基(察氏盐，纤维素10 g /L)和淀粉培养基
(察氏盐，淀粉10 g /L)用于突变体表型鉴定，培养基

配方参照文献［21］。

表 1 菌株和质粒
Table 1 Strains and plasmids used in this study

Strains and
plasmids

Characteristics Source

VDG1 Verticillium dahliae Kleb

Institute of Plant
Protection，Chinese
Academy of Agricultural
Sciences

AGL-1
Agrobacterium
tumefaciens

This lab

Trans1-T1
Escherichia coli
competent cell

TransGen Biotech Company

ΔSCF73 SCF73 knockout mutant This lab

pEASY-T3 Cloning vector TransGen Biotech Company

pUC-Hyg
Plasmid carrying
Hyg resistant cassette

Guangxi University

pGKO2-Gateway Gene knockout plasmid
Pennsylvania State
University

pKO-SCF73
Homologous
recombination plasmid

This lab

1. 1. 3 主要试剂和仪器:Gateway BP 克隆酶购自
Invitrogen 公司，Taq 酶、dNTP 和限制性内切酶购自
宝生物工程(大连)有限公司。pEASY-T3 载体试剂
盒和胶回收试剂盒购自北京全式金生物技术有限公
司。乙酰丁香酮、5-氟脱氧尿苷( F2 dU)、氨苄青霉
素(Amp)、头孢霉素(Cef)、卡那霉素(Kan)、利福平
(Rif)、果胶和纤维素购自美国 Sigma 公司，潮霉素
B 购自德国 Merck 公司，可溶性淀粉购自北京奥博
星生物技术有限公司。其他试剂购自北京化学试剂
公司。PCR 仪购自德国 Biometra 公司。凝胶成像
系统购自美国 Bio-Rad 公司。
1. 2 鉴定特异性片段 SCF73

根据本实验室完成的大丽轮枝菌高毒菌株
VDG1 与低毒菌株 VDG2 基因组测序结果 (未发
表)，通过 Blastn 比对分析确定 VDG1 相对于 VDG2
的特异片段，其中 1 个特异片段位于组装序列
Scffold 73 上，故命名为 SCF73。根据 SCF73 序列设
计引物(表 2)，以 VDG1 和 VDG2 基因组为模板，通
过 PCR 确认 SCF73 为 VDG1 特有的片段，扩增条
件:94℃ 5 min;94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃ 4 min，循
环 36 次;72℃ 10 min。应用 3 种基因预测方法(从
头预测，同源预测和基于表达序列标签预测)对特
异片段进行预测发现，特异片段 SCF73 上共有 5 个
编码基因。分泌蛋白预测方法参考文献［22］。
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表 2 本研究所用引物信息

Table 2 Primers used in this study
Primer name Sequence (5'→ 3')
S73-A-F GCGGCTCTTATCTTAGCATTAA
S74-A-R CCTCTATCCAAGTATTTGTCATCAT
S73-B-F TTGATGCGATTTCTTCCACC
S73-B-R TCCAACCTGACTTAGTTTACCTTT
S73-C-F GACGATAGTGACAACGATAACAAG
S73-C-R AAATGGCAGAGGGTGAGGTA
S73-D-F CTTATGGAGTCTGGGTAAATGC
S73-D-R GGTTGATGAGTATGCCGAGTT
VDG1_1014F TTGCCAAGGTTGAGAAGACTAATG
VDG1_1014R AAGAAACGCCTCCTGAACTGA
VDG1_1015F ACTATTGACACCGCTGCTCC
VDG1_1015R TTCCGCCAGTTCTTGCTTT
VDG1_1016F CGATCCCTCCCTTCTCGTTTT
VDG1_1016R TCTCCCTCTTGTCTGTCGGTCT
VDG1_1017F CCCAACGGCGGCAAGGTCAAT
VDG1_1017R TAGGTCACGGCGTCGGAGGTGT
VDG1_1018F TATTCGCTCAATGACTTCGC
VDG1_1018R TGACGCTCTTCCACTGTTTC
SCF73-P1 TTCCTTAGCGGCTCTTATCT

SCF73-P3
GCCCAAAAATGCTCCTTCAACACTATCCA
GGCTGCGTATC

SCF73-P4
CCCTGGGTTCGCAAAGATAATGTGGTACA
GTTGACGTGCTGG

SCF73-P6 ACTCTATTTCTTTGCGATGGGG
Hyg-F TTGAAGGAGCATTTTTGGGC
Hyg-R TTATCTTTGCGAACCCAGGG

SCF73-P2
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
CGACCCGTGGTTATTTTATCCT

SCF73-P5
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTT
GTCCAAGGAACCAGCGTAAC

SCF73-Test F ATAGGTTTCGGCGGCATACAAG
SCF73-Test R TCTACTGGTTACGCCAACGACA
Hyg-F1 GCAGACAGGAACGAGGACAT
Hyg-R1 GCTCCATACAAGCCAACCAC

1. 3 构建敲除载体
根据 SCF73 上游1 kb序列设计引物 SCF73-P1

和 SCF73-P3，从野生型菌株 VDG1 的基因组中扩增
获得目的片段，反应条件为:94℃ 5 min;94℃ 30 s，
60℃ 30 s，72℃ 1 min，循环 36 次;72℃ 10 min。以
SCF73-P4 和 SCF73-P6 为引物，采用同样的方法获
得 SCF73 下游1 kb序列。以质粒 pUC-Hyg 为模板，

通过引物 Hyg-F 和 Hyg-R 扩增获得1. 8 kb的潮霉素
抗性基因盒序列，延伸时间为2 min。SCF73-P3 和
Hyg-F 及 SCF73-P4 和 Hyg-R 含有反向互补的接头，

进行 PCR 获得上游片段、潮霉素抗性基因盒和下游
片段 3 片段融合产物，反应条件为:94℃ 30 s，60℃
2 min，72℃ 4 min，循环 20 次。以 3 片段产物为模

板，采用含有 Gateway BP 反应接头的 SCF73-P2 和
SCF73-P5 巢式引物扩增已获得融合片段，反应条件
为:94℃ 30 s，60℃ 40 s，72℃ 4 min，循环 30 次。融
合片段通过 Gateway BP 反应整合到 pGKO2-Gateway
载体并转化大肠杆菌 Trans 1，筛选阳性克隆并测序
验证，获得敲除载体 pKO-SCF73，引物见表 2。
1. 4 农杆菌介导的基因敲除转化

采用冻融法将敲除载体 pKO-SCF73 转入农杆
菌 AGL-1，用于大丽轮枝菌 VDG1 的遗传转化，转化
参照 Mullins 等的方法进行［23］。大丽轮枝菌接种于
CM 液体培养基，25℃，150 r /min振荡培养4 d，制备
5 × 106 CFU /mL 孢子悬浮液。农杆菌接种于 MM 液
体培养基中，28℃振荡培养48 h，离心收集菌体并用
IM 液体培养基重悬并稀释至 OD600 = 0. 15，加入乙
酰丁香酮至200 μmol /L，继续振荡培养至 OD600 =
0. 5 － 0. 7 之间。于1. 5 mL离心管中等体积混合制
备好的大丽轮枝菌孢子悬浮液和农杆菌，取200 μL
混合菌液涂布于含有微孔滤膜和乙酰丁香酮
(200 μmol /L)的 IM 固体培养基，25℃培养48 h后
将微孔滤膜转移至 PDA 培养基(200 μg /mL Cef，
30 μg /mL Hyg 和50 μmol /L F2 dU)，25℃继续培养
5 d以上，直至转化子菌落出现。
1. 5 基因敲除转化子的筛选和鉴定

转 化 子 于 PDA 培 养 基 ( 200 μg /mL Cef，
30 μg /mL Hyg 和50 μmol /L F2 dU)中单孢纯化 3 代
后，挑取转化子于 CM 液体培养基中，25℃振荡培养
7 d，收集菌丝并提取基因组。以大丽轮枝菌 VDG1
为对照，根据潮霉素磷酸转移酶基因设计引物 Hyg-
F1 和 Hyg-R1，SCF73 上 /下游序列设计引物 SCF73-
Test-F 和 SCF73-Test-R(表 2)，分别 PCR 扩增验证，
反应条件为:94℃ 5 min;94℃ 30 s，60℃ 30 s，72℃
1 － 2 min，循环 36 次;72℃ 10 min，筛选获得缺失突
变体 ΔSCF73。
1. 6 突变体 ΔSCF73 表型测定

将突变体 ΔSCF73 接种于 CM 液体培养基中，
25℃振荡培养5 d，制备 1 × 106 CFU /mL 孢子悬浮
液，取1 μL置于不同碳源(蔗糖、果胶、纤维素和淀
粉)培养基中，25℃培养12 d，野生型菌株 VDG1 为
对照，观察突变体生长形态变化，隔天测量菌落大小。
1. 7 突变体 ΔSCF73 致病力测定

采用定量蘸根接种法测定突变体的致病力变
化［24］。将制备的 1 × 106 CFU /mL 孢子悬浮液涂布
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于 PDA 培养基中，25℃培养7 d后用无菌水洗脱孢
子并用双层纱布过滤，稀释并调整孢子悬浮液浓度
至 5 × 106 CFU /mL。感病棉种军棉 1 号播种于直径
为6 cm的营养钵中，每钵 6 － 8 粒棉种，待棉苗长至
2 － 3 片真叶时，定量接种孢子悬浮液，每株棉苗
3 mL，野生型大丽轮枝菌 VDG1 和无菌水为对照，每
个突变体处理 30 株棉苗，重复 3 次。接种后10 d、
14 d、21 d和28 d调查并计算棉株病情指数、棉株发
病率。病情指数为棉苗病情级别乘以各级样本数之
和除以调查总样本数与最高病情级别的乘积，最后
乘以 100。棉株病级划分标准为:0 级病害子叶、真
叶无病状，1 级病害 1 － 2 片子叶发病，2 级病害 2 片
子叶和 1 片真叶发病，3 级病害 2 片子叶和 2 片及 2
片以上真叶发病，4 级病害棉苗所有叶片发病，生长
点枯死。棉株发病率为发病棉苗(至少 1 片子叶发
病)在相应调查总棉苗中所占的比例。

2 结果

2. 1 高毒力大丽轮枝菌 VDG1 特异片段 SCF73 分
析

在高毒力菌株 VDG1 和低毒力菌株 VDG2 全基
因组测序的基础上，通过 Blastn 方法获得了 1 个高
毒力菌株 VDG1 特有的片段 SCF73，该特异片段全
长27. 1 kb。为确证 SCF73 为 VDG1 的特异序列，设

计 4 对引物分别扩增 SCF73，在 VDG1 基因组中获
得了 4 个预期大小的末端重叠片段，分别为4. 5 kb、
4. 4 kb、5. 1 kb和6. 2 kb，而 VDG2 基因组中则未获
得扩增条带 (图 1 )。结果表明，相对于低毒菌株
VDG2，高毒菌株 VDG1 基因组中存在特异片段
SCF73。进一步预测发现，该特异片段编码 5 个基
因( VDG1 _1014-VDG1 _1018 )，其中 VDG1 _1016 和
VDG1_1018 推测功能为糖基水解酶，且 VDG1_1016
推测为分泌蛋白，其它 3 个基因为假定蛋白(图 2，
表 3)。进一步对编码基因进行 PCR 鉴定，结果显
示 5 个基因均存在于 VDG1 基因组，而在 VDG2 基
因组中表现为缺失(图 1)。

图 1 SCF73 特异片段及其编码基因 PCR 验证
Fig． 1 PCR verification of the specific fragment SCF73 and its

genes，1: VDG1，2: VDG2． ( A) PCR verification of SCF73，A-

4. 5 kb，B-4. 4 kb，C-5. 1 kb，D-6. 2 kb; ( B ) PCR of genes

verification．

图 2 SCF73 特异片段基因组定位信息
Fig． 2 SCF73 relative positioning information in VDG1 genome．

2. 2 基因敲除载体构建与鉴定
PCR 扩增获得 SCF73 上游片段 1. 0 kb，下游

片段 1. 2 kb 和潮霉素抗性基因盒 1. 8 kb，通过融
合 PCR 和巢式 PCR 获得 4 kb 同源重组片段，与预
期片段大小一致(图 3)。通过 Gateway BP 反应将

SCF73 同源重组片段整合到 pGKO2-Gateway 载体
T-DNA 区段中致死基因单纯疱疹病毒胸苷激酶基
因的上游，经测序验证获得 T-DNA 区段含有融合
的同源重组片段和致死基因的敲除载体 pKO-
SCF73。
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表 3 SCF73 特异片段编码基因注释
Table 3 The annotation of specific genes in

SCF73 specific fragment

Gene ID
Amino acids
length

Sec．
(Y /N)

nr annotation

VDG1_1014 313 N hypothetical protein
VDG1_1015 335 N hypothetical protein
VDG1_1016 506 Y glycosyl hydrolase
VDG1_1017 316 N hypothetical protein
VDG1_1018 805 N glycosyl hydrolase

nr:non-redundant protein sequences database

图 3 SCF73 同源重组片段构建
Fig． 3 Electrophoresis patterns of the construction of SCF73

homologous recombination fragment． Line 1: upstream fragment; line

2: downstream fragment; line 3: hpt casette; line 4: homologous

recombination fragment．

2. 3 ΔSCF73 突变株的构建与验证
敲除载体 pKO-SCF73 含有单纯疱疹病毒胸苷

激酶基因，在随机插入的转化子中，带入基因组的致
死基因可以表达单纯疱疹病毒胸苷激酶并将添加的
F2 dU 转化为对大丽轮枝菌有毒的物质，抑制生长。
而同源整合的转化子未将致死基因整合到基因组
中，能够在含有 F2 dU 的培养基上生长。通过农杆
菌介导的大丽轮枝菌遗传转化，共得到 11 个能够在
F2dU 培养基上生长的转化子，经单孢分离和纯化之
后，提取基因组进行分子验证，3 个转化子均能够扩
增到潮霉素磷酸转移酶基因 (图 4 )，分别命名为
ΔSCF73-2、ΔSCF73-3 和 ΔSCF73-4。
2. 4 ΔSCF73 突变株表型鉴定

植物细胞壁是大丽轮枝菌侵染过程中的第一道
障碍。相对于低毒力菌株 VDG2，高毒力菌株 VDG1
特异片段 SCF73 编码 2 个可能的糖基水解酶，表明
该片段可能和植物细胞壁降解活性相关。以不同细
胞壁组分培养基测定 SCF73 缺失对大丽轮枝菌生
长的影响。结果表明，突变株 ΔSCF73 在 4 种碳源培
养基(蔗糖、纤维素、果胶、淀粉)中的菌落形态和生长
速率与对照菌株 VDG1 相比均无显著差异(图 5)。

图 4 SCF73 突变株分子鉴定
Fig． 4 PCR verification of the mutant ΔSCF73．

2. 5 ΔSCF73 致病力鉴定
通过定量蘸根接种法鉴定突变株 ΔSCF73 对寄

主棉花致病力的影响。结果表明，野生型菌株
VDG1 接种后仅10 d即出现真叶发病，4 周之后病情
指数即高达 57. 3，棉株发病率为 98%。而 3 个
SCF73 缺失突变株对棉花的致病力均显著减弱，突
变株 ΔSCF73 在第14 d才出现真叶发病，4 周之后病
情指数为 27. 2 ± 0. 54 ( P ＜ 0. 01)，棉株发病率为

61% (P ＜ 0. 01)(图 6)。结果表明，突变体 ΔSCF73
对寄主棉花的致病力显著下降，SCF73 与大丽轮枝
菌的致病力密切相关。同时，细胞壁组分模拟实验
显示突变体 ΔSCF73 在基本培养基(察氏培养基)中
可正常生长，说明突变体致病力下降的原因并不是
由于其自身营养缺陷所致，因此，SCF73 适于作为致
病关键基因研究的候选研究对象。
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图 5 突变体 ΔSCF73 在不同碳源培养基上生长示意图
Fig． 5 Growth rate of the mutant ΔSCF73 on different carbon source media． (A) Growth rate of the mutant ΔSCF73; (B) Phenotype of the

mutant ΔSCF73，photos were taken 12 days after inoculation． a: VDG1，b: ΔSCF73-2，c: ΔSCF73-3，d: ΔSCF73-4．

图 6 突变体 ΔSCF73 对军棉 1 号致病力测定
Fig． 6 Virulence of the mutant ΔSCF73 to the susceptible cotton Gossypium hirsutum cv． Junmian1． (A) Disease severity and

incidence on cotton; (B) The symptoms of the disease caused by ΔSCF73．
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3 讨论

大丽轮枝菌是一类寄主范围广泛、致病力极强
的植物病原真菌，严重破坏农作物的生产。多年来，
研究工作者从生理生化、蛋白组学、致病相关基因功
能鉴定、基因组学等多角度入手，初步解析了大丽轮
枝菌致病的基本生理特性，但尚未发现其致病的毒
力因子和阐明致病分子机理。新近研究发现，番茄
大丽轮枝菌生理小种 1 存在 1 个 50 kb 的基因组片
段决定了其对寄主的致病力，该片段含有 1 个无毒
基因 Ave1，编码蛋白通过识别寄主有无抗病基因
Ve1 来决定病原菌的致病力［20］。

本研究根据实验室已经完成的大丽轮枝菌高毒
力菌株 VDG1 和低毒力菌株 VDG2 全基因组测序数
据，通过比较基因组学分析和 PCR 实验确证了高毒
力菌株 VDG1 存在 1 个 27. 1 kb 的特异片段 SCF73
(图 1，图 2)。基因敲除实验表明，缺失该片段的
ΔSCF73 突变体对寄主棉花的致病力显著下降，发
病时间延缓，接种突变株的棉株病情指数和发病率
仅为野生型的一半(图 6)。因此，高毒力菌株特异
片段 SCF73 呈现出和大丽轮枝菌毒力显著相关的
特征，该片段可能编码决定大轮枝菌致病力的毒力
因子。

前人研究表明，大丽轮枝菌胞外蛋白含有多个
致萎活性因子，如培养液中不同分子量的致萎活性
蛋白、坏死和乙烯诱导蛋白 VdNEP 等［14，17］。此外，
大丽轮枝菌胞外蛋白中含有多种植物细胞壁降解
酶，如果胶酶、糖基水解酶、纤维素酶、淀粉酶等，衍
生出复杂的细胞壁降解机制［18 － 19］。因此，大丽轮枝
菌胞外蛋白是引起寄主叶片萎蔫并最终全株发病的
重要因素之一。本研究发现的高毒力菌株特异片段
SCF73 共编码 5 个基因，其中 VDG1_1016(推测为分
泌蛋白)和 VDG1_1018 具有糖基水解酶结构域，可
能和水解多糖相关，然而，细胞壁组分模拟培养表明
突变株 ΔSCF73 利用果胶、纤维素和淀粉的能力与
野生型菌株 VDG1 无显著差异(图 5)。因此，推测
SCF73 上 2 个可能具有糖基水解酶功能的基因并不
直接参与细胞壁降解作用，它们可能和其它细胞壁
降解酶协同作用参与对寄主的侵染，或者作为毒力
因子转运到寄主胞内起作用，如推测为分泌蛋白的
VDG1_1016 基因。此外，SCF73 上的其它 3 个功能

未知的基因也可能在大丽轮枝菌的致病过程中发挥
重要作用。

大丽轮枝菌致病机理异常复杂，目前的研究主
要集中在生理生化、T-DNA 突变体筛选、蛋白质组
学等方面，而通过基因组学对特异基因与毒力关系
的研究鲜有报道。本研究发现了大丽轮枝菌高毒力
菌株相对于低毒力菌株存在 1 个特异片段，且该片
段与菌株致病力密切相关，为进一步筛选鉴定决定
大丽轮枝菌毒力的基因提供了基础，下阶段将通过
基因敲除、功能互补、表达特性分析等实验筛选鉴定
特异片段的毒力基因，为解析大丽轮枝菌特异片段
SCF73 的致病机理提供理论依据。
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Construction and pathogenicity tests of a mutated specific
fragment SCF73 in Verticillium dahliae

Jinlong Wang，Jieyin Chen，Shaoyan Liu，Lei Li，Xiaofeng Dai*

Institute of Crop Science，Chinese Academy of Agricultural Sciences，Beijing 100081，China

Abstract:［Objective］ To identify preliminarily the specific fragment SCF73's function in Verticillium dahlia virulence．
［Method］The specific fragment SCF73 exposed to be existed in the high-virulent V． dahliae strain VDG1 and not in the
mild one VDG2． The SCF73 fragment was obtained from comparatively aligned genome sequences of the two strains and its
existence was confirmed using PCR method． According to SCF73's DNA sequence，a homologous recombination plasmid
was constructed to knock out the fragment． The Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation technique was used to
initiate the mutant ΔSCF73，followed by antibiotic resistance screening，and PCR verification． The mutant's ability to
secrete carbohydrate hydrolase was analyzed using pectin，cellulose and starch media and its virulence to the susceptible
cotton cultivar Gossypium hirsutum cv． Junmian1 was assessed． ［Result］ SCF73 (27. 1 kb) contains 5 genes，two of
them have glycosyl hydrolase activity． Although the mutant ΔSCF73 's carbohydrate hydrolase secretion was not
significantly different from the control VDG1，virulence of the mutant to cotton plants decreased significantly accompanied
with disease outburst delay． ［Conclusion］ The specific fragment SCF73 plays an important role in the virulence of V．
dahlia towards its cotton host plants．
Keywords: Verticillium dahliae，specific fragment，gene knock-out，virulence
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