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灰葡萄孢菌 AUＲ1 基因内含子对肌醇磷脂酰神经酰胺合成酶
表达的影响及致病性
王新绘，孙九丽，苟萍 *

新疆大学生命科学与技术学院，新疆 乌鲁木齐 830046

摘要:【目的】AUＲ1 编码的肌醇磷脂酰神经酰胺( IPC)合成酶是真菌鞘脂代谢的关键酶，在转录水平和翻译水
平研究 AUＲ1 内含子对其基因表达的影响，以及 AUＲ1 内含子对相关致病因子的影响，为内含子调控基因表达
的分子机制提供理论依据。【方法】实时定量 PCＲ 测定野生型灰葡萄孢菌(BcAUＲ1)和 AUＲ1 缺失 115 bp 内含
子突变体(BcAUＲ1a)的 mＲNA 表达量，高效液相层析测定 IPC 合成酶活性，分别采用辣根过氧化物酶法、邻苯
三酚自氧化法、愈创木酚法和紫外分光光度法测定单位菌体的 H2O2 含量、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶
(POD)和过氧化氢酶(CAT)的酶活力。【结果】突变体 BcAUＲ1a 的 IPC 合成酶基因 cDNA 测序结果表明，IPC
合成酶无氨基酸突变。实时定量 PCＲ 和高效液相层析的结果表明 BcAUＲ1a 的 AUＲ1 基因 mＲNA 表达量和 IPC
合成酶活力比野生型 BcAUＲ1 分别增加了 50. 2% 和 14. 16%。短梗霉素 A(AbA)显著刺激 BcAUＲ1 H2O2、
SOD、POD 和 CAT 的分泌，但对 BcAUＲ1a 的这几种物质的分泌无显著影响。【结论】突变体 BcAUＲ1a 的 AUＲ1
基因在转录和翻译水平上表达上调，AbA 显著增强野生型灰葡萄孢菌致病力，但对突变体影响较小。突变体产
生了对 AbA 的抗性，推测 AUＲ1 基因内含子在 AUＲ1 基因表达调控中起转录抑制子的作用。
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脂类是生物膜最重要的组成成分之一，它不仅
是细胞膜结构的重要组成部分，而且还参与细胞几
乎所有水平上的生物学功能;如参与细胞的粘附和
识别、调节细胞的生长、分化、衰老、膜运输和脂筏的
形成等许多重要的信号转导过程 ［1-5］。目前已相继
在酵母等真菌、原生动物和拟南芥中发现鞘脂合成
代谢的关键酶———肌糖磷脂酰神经酰胺合成酶
( IPC synthase )，该 酶 由 AUＲ1 基 因 编 码
( aureobasidin A resistant gene)，催化神经酰胺和磷
脂酰肌醇生成肌醇磷脂酰神经酰胺( IPC)和甘油二

酯(图 1)。AUＲ1 表达和调控对真菌生长和发育具
有至关重要的的作用，缺乏 IPC 合成酶的酵母细胞
中神经酰胺积累，而且最终因不能合成复杂鞘脂类
而死亡［6］。短梗霉素 A ( Aureobasidin A，AbA)是
IPC 合成酶的强烈抑制剂，真菌用 AbA 处理或 IPC
合成酶基因表达抑制均导致细胞多重形态学和细胞
组织结构生理生化特性的改变，最终细胞死亡［7-8］。
Hashida-Okado 等［7］以及 Heidler 和 Ｒadding［9］通过
筛选抗 AbA 的酵母突变体中获得 AUＲ1 基因，在其
他真菌粟酒裂殖酵母( Schizosaccharomyces pombe)和
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曲霉(Aspergillus) 中亦获得具有 AbA 抗性的 AUＲ1
基因突变体［7，10］。迄今，对植物病原真菌灰葡萄孢
菌(Botrytis cinerea)的 AUＲ1 基因的特征，表达调控，
以及在病菌生长发育和致病过程中的作用，尚不明
了。我们通过紫外诱变和 AbA 筛选得到抗 AbA 的
灰葡萄孢菌突变株，其中一种突变是 AUＲ1 基因中
精确地缺失 115 bp 的内含子，通过对该突变株进行
细胞形态学、IPC 合成酶活力及致病性检测，均证明
对 AbA 产生了抗性［11-12］。

图 1． 鞘脂代谢途径中 IPC 合成酶催化的反应
Figure 1． IPC synthase catalyzed reaction in sphingolipid

metabolic pathways．

真核生物含有大量的非编码区，基因表达的信
息主要蕴藏在这些非编码区中，内含子( intron)作为
非编码区的重要成员，被认为是分子进化不可缺少
的推动者及基因表达的关键调控者。已有众多的研
究表明一些内含子具有调控基因转录的功能，在其
序列 中 发 现 了 转 录 调 控 元 件，起 着 启 动 子
(promoter)、增强子( enhancer)和抑制子( repressor)
的作用［13-16］。目前国内外对 AUＲ1 基因中的内含子
调控功能方面的研究尚未见报道，对于该内含子的
特性、及其对 AUＲ1 基因表达的影响及分子机制等
尚不清楚。本研究在转录水平和翻译水平探讨灰葡
萄孢菌 AUＲ1 基因内含子缺失对 AUＲ1 基因表达及
致病性的影响，为明确 AUＲ1 基因内含子调控基因
表达及致病机制提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌 种: 灰 葡 萄 孢 菌 ( Botrytis cinerea )
BcAUＲ1:浙江大学农业与生物技术学院李红叶教授

惠赠。
灰葡萄孢菌突变体 BcAUＲ1a:本实验室通过紫

外诱变，AbA 筛选获得［11］，提取总 DNA，IPC 合成酶
基因序列的特异引物 PCＲ 扩增，酶切鉴定，测序。
该突变体未发生氨基酸突变，但在基因序列中缺失
117 － 231 位的 115 bp 内含子序列［12］。
1. 1. 2 培养基和培养条件:马铃薯培养基(PDA)用
于培养灰葡萄孢菌，LB 培养基用于培养大肠杆菌
(Escherichia coli)，均按常规配方配制。灰葡萄孢菌
在 28 ℃培养，E． coli 在 37 ℃培养。抗生素使用浓
度为:氨苄青霉素 100 μg /mL。
1. 1. 3 主要试剂和仪器:各种限制性内切酶、连接
酶、T 载体 pMD18-T Vector，反转录 Primescript ＲT
reagent kitase 试剂盒，实时定量 PCＲ SYBＲ Premix
Ex Taq Ⅱ试剂盒等购自大连宝生物工程有限公司
(TaKaＲa)。Taq DNA Polymerase、10 mmol /L dNTP
mix、10 × PCＲ buffer、DNA 片段回收 /纯化试剂盒、
质粒提取试剂盒和大肠杆菌 DH5α 感受态细胞购
自北京鼎国生物技术有限公司。总 ＲNA 提取为美
国 OMEGA 公司的 E． Z． N． A． TM Fungal ＲNA Kit 试
剂盒。其余生化药品均为进口或国产分析纯试剂。
使用的主要仪器有高速冷冻离心机(德国 Heraeus
公司)，85P-72 型冷冻超速离心机(日本日立公司)，
凝胶成像系统(美国 BIO-ＲAD 公司)，ABI 7500 Fast
实时荧光定量 PCＲ 仪(美国 ABI 公司)，LC-20A 液
相色谱仪(日本岛津公司)。
1. 2 总 ＲNA 提取及反转录反应

菌种用平板划线法进行活化，28 ℃培养箱中倒
置培养一周，待其菌丝变为灰色长满平皿后再进行
2 次活化，直至产生孢子。用无菌水洗下孢子，接种
到液体培养基，28 ℃ 180 r /min，摇菌培养，直至瓶
中有大量小球状菌体，抽滤，液氮研磨。提总 ＲNA
(按试剂盒说明书步骤进行)，用紫外分光光度计测
量 ＲNA 样品的 A260值和 A280值，以确定其纯度和浓
度;对 ＲNA 样品进行凝胶电泳检测 ( 110 V，20
min)，以确定其完整性。立即进行反转录反应( 按
试剂盒说明书进行)，获得第一链 cDNA。
1. 3 AUＲ1 基因 cDNA 全长序列的克隆

根据 AUＲ1 基因序列，设计 AUＲ1 基因特异性引
物 F: 5'-AGACGGGAGCGGCTACCCTTTTA-3' 和 5'-
Ｒ:CACCTAACAATGACCTCACTAAGC-3'，以获得的
第一链 cDNA 为模板进行 PCＲ 扩增。扩增体系如
下:PCＲ Buffer (Mg2 + ) 5 μL，dNTP (2. 5 mmol /L)
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4 μL，F ( 10 μmol /L) 1 μL，Ｒ ( 10 μmol /L) 1 μL，
DNA 聚合酶 0. 6 μL，cDNA 模板 5 μL，ddH2O 33.
4 μL，总体系 50 μL。反应条件:94 ℃ 5 min;94 ℃
50 s，64 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，35 个循环; 72 ℃
10 min。PCＲ 扩增产物回收、连接 pMD18-T Vector
及转化(均按试剂盒说明书进行)。挑取阳性克隆
进行菌落 PCＲ(体系和反应条件同上)、酶切鉴定，
送华大基因公司测序。引物设计采用软件 Primer
premier 5. 0，引物合成由华大基因完成。
1. 4 实时定量 PCＲ

实时荧光定量分析采用相对定量的方法进行，
为了消除起始样本量不同对定量分析的影响，以灰
葡萄孢菌看家基因 β-actin 作为内参，引物序列为
F: 5'-TGGCTGGTCGTGATTTGA-3' Ｒ: 5'-TGGCGGT
TTGGATTTCTT-3'。AUＲ1 基因引物为 F:5'-TCTTC
CCTTGTTCGCCTC-3' Ｒ: 5'-GTTGCCCACCACATCC
AC-3'。反应使用 ABI 7500 Fast 实时荧光定量 PCＲ
仪，按试剂盒说明书步骤进行。反应体系: SYBＲ
Premix Ex Ⅱ 12. 5 μL，混 合 引 物 0. 5 μL，Ｒox
Ｒeference Dye Ⅱ 1 μL，cDNA 4 μL，ddH2O 7 μL，总
体系 25 μL。PCＲ 反应条件:95 ℃ 30 s;95 ℃ 5 s，
55 ℃ 34 s，72 ℃ 1 min，30 个循环。PCＲ 反应均做 3
个重复，以验证每个样品扩增的重复性。每次反应
同时设置一个不加 DNA 模板的阴性对照 (NTC)。
反应结束，导出 Ct 值，用 2 － ΔΔ Ct法计算 mＲNA 的相
对表达量［17］。
1. 5 微粒体的提取

参照 Burke 等［18］进行，取培养好的菌体抽滤，
称重，加液氮迅速研磨至白色粉末，加入 25 mL 缓冲
液［0． 1 mol /L NaCl，0． 05 mol /L Tris-HCl( pH8． 0)，
1 mmol /L EDTA，1 mmol /L EGTA，1 mmol /L
Benzamidine，1 mmol /L PMSF，1． 5 μg /mL Leupeptin，
3 μg /mL Pepstatin A］，4 ℃下 2000 × g 离心 15 min。
取上清，20000 × g 离心 15 min。取上清，100000 × g
离心 1 h，沉淀即为微粒体。将沉淀溶于 400 μL 缓
冲液中［含 50 mmol /L Tris-HCl( pH 8． 0)，10% 甘
油，0． 25 mol /L 蔗糖，1 mol /L DTT］，轻轻混匀，
Bradford 法测定微粒体蛋白浓度。
1. 6 IPC 合成酶活性的测定

IPC 合成酶活性的测定参照 Zhong 等［19］的方法
进行，以 pH7. 0 50 mmol /L 的 Tris-HCl、10 mmol /L
EDTA、150 mmol /L NaCl、10% 甘油和 2 mmol /L
CHAPS 配制成反应缓冲液;向反应缓冲液中加入底

物 C6-NBD-Cer(6-［N-(7-Nitro-2，1，3-benzoxadiazol-
4-yl) amino］-hexanoylceramide，带荧光标记的神经酰
胺)和 PI (磷脂酰肌醇)，C6-NBD-Cer 的终浓度为
0. 1 mmol /L、PI 终浓度为 2 mmol /L，最后加入微粒
体终浓度为 0. 1 mg /mL。反应混合液 50 μL 置于
30 ℃水浴中 30 min，加入 10% 的乙酸终止反应。
10000 × g 离心 3 min，取 10 μL 进行 HPLC。色谱条
件:C18的反向色谱柱(15 cm × 4. 6 mm)，荧光波长:
λex = 465 nm，λem = 530 nm，流速 1 mL /min，柱温:
25 ℃，洗脱梯度 50% CH3CN-50% H2O ( 0. 1%
CH3COOH ) 到 90% CH3CN-10% H2O ( 0. 1%
CH3COOH)，然后用 100% CH3CN 洗柱 10 min。以
荧光底物 C6-NBD-Cer 的减少量来计算 IPC 合成酶
活力。 IPC 合成酶活力单位定义为:每分钟转化 1
微摩尔底物的酶量为 1 个活力单位。
1. 7 H2O2 含量及胞外抗氧化酶活性的测定

将 2 次活化后的 BcAUＲ1 和 BcAUＲ1a 用无菌
水洗下孢子，孢子浓度调整到 107 个 /mL，取 100 μL
分别接种至液体 PDA 培养基和含 2 μg /mL AbA 的
液体 PDA 培养基中，28 ℃，200 r /min 培养 6 d。将
菌液转至 50 mL，8000 × g 离心 10 min，上清液即为
生理生化指标的待测液。菌体用滤纸吸干水分后称
重，以下指标的测定均以单位菌体重量的测定量
表示。
1. 7. 1 H2O2 含量的测定:参照耿玉珍等

［20］的方
法，在比色管中依次加入 5 mL pH = 9. 6-11 的甘氨
酸-NaOH 缓冲溶液，2 mL 钙试剂羧酸钠溶液，
0. 2 mL辣根过氧化物酶溶液和 1 mL 稀释 5 倍待测
液，以水定容至 10 mL，50 ℃ 恒温水浴中保温 17
min，取出后经流水冷却 3 min，在 630 nm 处以水为
参比测定吸光度 A630，重复 3 次。
1. 7. 2 SOD 活性的测定:采用邻苯三酚自氧化
法［21］，4. 5 mL 0. 1 mol /L Tris-HCl 和 4. 2 mL 水，25
℃恒温水浴 20 min，加入 25 ℃预热的邻苯三酚溶液
0. 3 mL 和 1 mL 稀释 5 倍，摇匀，对照管用10 mmol /L
HCl 代替，立即于 319 nm 测吸光值，每 0. 5 min 测定
1 次，持续测到 5 min，重复 3 次。每分钟抑制邻苯
三酚自氧化速率达 50%的酶量为 1 个酶单位。
1. 7. 3 POD 活性的测定:采用愈创木酚法［22］，以
高温煮沸使蛋白失活的待测液为阴性对照，25 ℃水
浴中将 2 mL 的待测液加入 8 mL 过氧化物酶反应
液，混匀，立即计时，以蒸馏水调零，测 420 nm 处的
吸光值，每 1 min 读取 1 次 A420值，共读 5 min，重复 3
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次。以每分钟 A420减少 0. 01 的酶量为 1 个酶活力
单位。
1. 7. 4 CAT 活性的测定:采用紫外分光光度
法［23］，以高温煮沸使蛋白失活的待测液为阴性对
照，依次加入待测液 0. 2 mL，0. 2 mol /L 磷酸缓冲液
1. 5 mL 和 1 mL 水，25 ℃ 预热后，加入 0. 3 mL
0. 1 mol /L H2O2，立即计时，并开始测 240 nm 处的
吸光值，每 1 min 读取 1 次 A240，共读 7 min，重复 3
次。每分钟 A240减少 0. 01 的酶量为 1 个酶活力
单位。

2 结果和分析

2. 1 AUＲ1 基因 cDNA 克隆及序列比对
分别提取 BcAUＲ1 和 BcAUＲ1a 的总 ＲNA，紫

外分光光度法检测 A260 /A280 = 2. 0，ＲNA 含量 = 50
ng / μL。利用 AUＲ1 基因的特异引物以 cDNA 第一
链为模板，PCＲ 扩增得到约 1000 bp 的条带，该条带
与已知序列 AUＲ1 基因 cDNA 序列大小一致 (图
2)。将目的片段连接到 pMD18-T 载体上，转化
DH5α。通过菌落 PCＲ(图 3)和酶切鉴定均得到约
1000 bp 目的条带。测序结果表明，BcAUＲ1 和
BcAUＲ1a AUＲ1 的 cDNA 序列相同，与 GenBank 的
序列(序列号:XM_001546265. 1)比对有 3 个碱基发
生变化(第 426 位 T→C，第 474 位 C→T，第 588 位
A→G)，但均未导致氨基酸突变，它们的蛋白序列完
全相同 (序列号 XP _001546315. 1 )进一步证实了
BcAUＲ1a AbA 抗性的获得与 AUＲ1 基因内含子缺
失有关［12］，与氨基酸突变无关。

图 2． AUＲ1 基因 cDNA 的扩增
Figure 2． AUＲ1 cDNA amplified． M: marker; lane 1 － 2:

BcAUＲ1; lane 3 － 5: BcAUＲ1a．

2. 2 AUＲ1 基因 mＲNA 的表达分析
BcAUＲ1 和 BcAUＲ1a 的总 ＲNA 含量为 80

ng /μL，纯 度 A260 /A280 = 1. 95。通 过 Ｒeal Time
PCＲ 测定 BcAUＲ1a 的 AUＲ1 基因 mＲNA 的相对

图 3． 菌落 PCＲ
Figure 3． Colony PCＲ． M: marker; lane 1 － 2: BcAUＲ1; lane 3 －

4: BcAUＲ1a．

表达量比 BcAUＲ1 增加了 50. 2% (表 1)，说明突
变体 BcAUＲ1a 的 AUＲ1 基因在转录水平呈现高
表达。

表 1． Ｒeal Time PCＲ Ct 值与 mＲNA 相对表达量
Table 1． Ｒeal Time PCＲ Ct values and the

relative value of mＲNA expression

strains genes Ct values
relative value of

mＲNA expression

BcAUＲ1
β-actin 15. 84 ± 0. 04

1 ± 0. 224
AUＲ1 18. 47 ± 0. 43

BcAUＲ1a
β-actin 15. 90 ± 0. 03

1. 502 ± 0. 070
AUＲ1 17. 95 ± 0. 05

2. 3 IPC 合成酶活性测定
以 C6-NBD-Cer 和 PI 为底物，加入 BcAUＲ1 和

BcAUＲ1a 的微粒体，进行酶促反应。通过高效液相
荧光光谱检测 C6-NBD-Cer 的减少量，计算 IPC 合成
酶活力(表 2)。结果表明 BcAUＲ1a 的 IPC 合成酶
活 力 比 野 生 型 BcAUＲ1 高 14. 16%，证 实 了
BcAUＲ1a 在翻译水平呈现高表达。

表 2． IPC 合成酶活力测定
Table 2． Determine of IPC synthase activity

strains
retention time of

substrate /min

IPC synthase activity /

(μmol /min /mg)

BcAUＲ1 20. 362 2. 8853 × 10 － 2

BcAUＲ1a 20. 258 3. 29387 × 10 － 2

2. 4 AbA 对灰葡萄孢菌过氧化氢分泌的影响
过氧化氢是一种强氧化剂，也是植物病原真菌

致病的一种重要的毒力因子。在含有 AbA 时，野生
型 BcAUＲ1 过氧化氢分泌量比缺乏 AbA 时增加 130
倍(表 3)，说明 AbA 显著刺激过氧化氢分泌。在缺
乏 AbA 时，突变体 BcAUＲ1a 的过氧化氢分泌量比
野生型高 1. 35 倍(表 3)，表明突变体中 H2O2 累积，
增强菌体的侵染力，有利于定植寄主植物。突变体
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在 AbA 存在下过氧化氢的分泌增加不显著(表 3)，
说明突变体对 AbA 产生了抵抗。

表 3． 野生型和突变体 H2O2 的分泌量
Table 3． H2O2 secretion of wild-type Botrytis cinerea and the mutants

strains c(H2 O2 ) /(μmol / g)

BcAUＲ1 8. 76 ± 0. 103
BcAUＲ1 ( + AbA) 1148 ± 6. 16
BcAUＲ1a 20. 61 ± 0. 101
BcAUＲ1a ( + AbA) 27. 76 ± 0. 14

2. 5 胞外抗氧化酶活性的测定
SOD 能催化超氧阴离子自由基转化为 H2O2，过

氧化物酶和过氧化氢酶能将 H2O2 分解为水，3 种酶

组成一个完整的抗氧化防御系统，抵抗植物的氧自
由基的攻击，在致病过程中发挥重要作用。在含有
AbA 时，野生型 BcAUＲ1 的 SOD、POD、和 CAT 活性
比缺乏 AbA 时增加了 6. 6 倍、2. 99 倍和 4. 43 倍，说
明 AbA 显著刺激 SOD、POD 和 CAT 的分泌(图 4)。
这可能与 AbA 抑制 IPC 酶活力，导致鞘脂合成受
阻，真菌细胞膜合成缺陷，抗氧化酶类泄漏有关。与
野生型相比，突变体 BcAUＲ1a 在缺乏 AbA 时，SOD、
POD 和 CAT 活性略有增加，因此抵抗植物超氧阴离
子自由基的能力较强，致病能力增强。AbA 的存在
与否对突变体中 3 个酶的影响不大，进一步说明突
变体对 AbA 产生了抗性。

图 4．单位菌体抗氧化酶活性测定
Figure 4． Determine of antioxidase activity per unit biomass． A: SOD; B: POD; C: CAT．

3 讨论

靶基因的高表达是真菌产生抗性的主要原因之
一，Sanglard 等对大量病原真菌耐药和敏感菌株的
mＲNA 表达量的比较发现，大部分耐药菌株靶酶的
mＲNA 含量会相应增高，只有极少数例外［24］。
Marichal 等发现，对唑类药物耐药的光滑念株菌株
中 Erg11 基因的拷贝数比敏感株高 3. 7 倍，mＲNA
水平比敏感株高 8 倍［25］。酵母的 AUＲ1 基因的过
量表达导致酵母对 AbA 抗性的上升［7］。我们的实
验也证实了 BcAUＲ1a 的 AbA 抗性与 AUＲ1 基因的
高表达有关，BcAUＲ1a 的 mＲNA 表达量是野生型
BcAUＲ1 的 1. 5 倍，IPC 合 成 酶 活 力 是 野 生 型
BcAUＲ1 的 1. 14 倍。近年许多研究发现真核基因
内含子具有调控基因表达的功能，充当转录促进子

和转录抑制子的作用［13-15，26］。BcAUＲ1a 的 AUＲ1
基因中的内含子在抗 AbA 机制中发挥着重要的作
用，很可能是调控 AUＲ1 基因表达的重要元件，起着
转录抑制子的作用。因此它的缺失，导致 AUＲ1 基
因的高水平表达，从而抵抗 AbA 的作用。

AUＲ1 基因是真菌生长必需和特有的，其表达
调控对鞘脂合成具有关键的作用。真菌 AUＲ1 基因
表达异常，不仅影响真菌的生长，而且影响真菌与寄
主的相互作用，改变真菌的致病性。Ｒolke 等发现
灰葡萄孢菌的致病力与 H2O2 成正比，并发现 SOD
基因缺失会导致灰葡萄孢菌对大豆的致病力减
弱［27］。我们的实验也发现灰葡萄孢菌的致病性与
H2O2 以及与致病作用相关的酶活性呈正相关。野
生型 BcAUＲ1 由于 AbA 加入 H2O2 分泌量、SOD、
POD 和 CAT 酶活力显著增加，导致了致病性增强。
这可能与 AbA 刺激这些物质的分泌，并且 IPC 合成
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酶受到抑制，鞘脂合成受阻，细胞膜形成缺陷，胞内
物质泄漏有关。突变体 BcAUＲ1a 无论 AbA 存在与
否，H2O2 分泌量、SOD、POD 和 CAT 酶活力无明显
变化，表明 BcAUＲ1a 对 AbA 引起的刺激分泌
H2O2、SOD、POD 和 CAT 的作用产生了抵抗，这可能
与 IPC 合成酶高表达有关，或存在其他的机制。
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Effect of AUＲ1 gene intron on the expression of inositol
phosphorylceramide synthase and pathogenicity in Botrytis
cinerea

Xinhui Wang，Jiuli Sun，Ping Gou*

College of Life Science and Technology，Xinjiang University，Urumqi 830046，Xinjiang Uygur Autonomous Ｒegion，China

Abstract:［Objective］ AUＲ1 encoding inositol phosphorylceramide ( IPC) synthase is the key enzyme for the sphingolipid
metabolism in fungi． In this study，we explored the mechanism of AUＲ1 intron on the regulation of AUＲ1 gene expression
at transcriptional and translational levels in Botrytis cinerea，as well as the influence of AUＲ1 intron on the pathogenicity．
［Methods］ AUＲ1 mＲNA expression of wild-type B． cinerea (BcAUＲ1) and the mutant with deletion of 115 bp intron
(BcAUＲ1a) was detected by Ｒeal-time quantitative PCＲ． The activity of IPC synthase from BcAUＲ1 and BcAUＲ1a was
measured through high-efficiency liquid fluorescent chromatogram． In addition，H2O2 concentration and activities of
superoxide dismutase (SOD)，peroxidase (POD) and catalase ( CAT) per unit fungus were determined by horseradish
peroxidase，pyrogallol oxidation，guaiacol and ultraviolet spectrophotometric，respectively． ［Ｒesults］ IPC synthase had
no amino acid mutation in mutant BcAUＲ1a． The expression of AUＲ1 gene at mＲNA level and the activity of IPC synthase
in BcAUＲ1a increased by 50. 2% and 14. 16% compared to those in BcAUＲ1． The secretion of H2O2，SOD，POD and
CAT in BcAUＲ1 was significantly stimulated by Aureobasidin A (AbA) treatment，in contrast，no significant influence
was detected upon the secretion of these substances in BcAUＲ1a via AbA treatment． ［Conclusion］ The expression of
AUＲ1 in BcAUＲ1a is significantly up-regulated at transcriptional and translational levels． AbA treatment can significantly
enhance the pathogenicity of BcAUＲ1，but has a minor influence on the BcAUＲ1a． BcAUＲ1a is AbA-resistant． The
results suggest that AUＲ1 gene intron regulate the expression of AUＲ1 as a transcriptional repressor．
Keywords: Botrytis cinerea，Mutants，AUＲ1 gene，mＲNA expression，IPC synthase
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