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摘   要：【目的】蛋白-O-岩藻糖基转移酶 1 (protein O-fucosyltransferase 1，POFUT1)是催化蛋白

质 O-岩藻糖基化的关键酶，在动物和人体内被证明调控一系列的生理病理过程，然而 POFUT1
基因在果生炭疽菌乃至真菌中还未见报道。本研究旨在克隆果生炭疽菌中 CfPOFUT1 基因，并分

析其生物学功能。【方法】利用 RT-PCR 技术扩增 CfPOFUT1 的基因并进行生物信息学分析，构

建了 CfPOFUT1 基因的沉默和过表达载体，通过 PEG 介导法将载体导入原生质体中获得

CfPOFUT1 基因的沉默和过表达突变体。测定了野生型菌株、CfPOFUT1 沉默菌株和过表达菌株

在 PDA 上的菌丝生长、分生孢子产生、萌发与附着胞形成、胁迫应答和致病力、杀菌剂敏感性

等生物学表型。【结果】与野生型菌株相比，基因过表达突变体产孢量显著增加，致病力增强，

对嘧菌酯敏感性降低，但对多菌灵和咪鲜胺敏感性增强。基因沉默突变体产孢量减少，细胞壁完

整性、内质网应激敏感性提高，致病力减弱，对嘧菌酯敏感性提高，但对多菌灵和咪鲜胺敏感性

降低。【结论】CfPOFUT1 基因参与调控果生炭疽菌分生孢子产量，细胞壁完整性、内质网对应激

和药剂敏感性，并对其致病性也具有一定的影响。 

关键词：果生炭疽菌；蛋白-O-岩藻糖基转移酶 1；CfPOFUT1；药剂敏感性；致病力  



 

 

 

3802 Zhu Junzi et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(10) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

Functions of CfPOFUT1 in Colletotrichum fructicola 
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Abstract: [Objective] Protein O-fucosyltransferase 1 (POFUT1), a key enzyme catalyzing protein 
O-fucosylation, has been verified to regulate a series of physiological and pathological processes in 
animals and humans. However, POFUT1 gene in Colletotrichum fructicola or even fungi has not been 
reported. This study aims to clone the CfPOFUT1 gene from C. fructicola and analyze its biological 
functions. [Methods] RT-PCR was employed to amplify the CfPOFUT1 gene and then the 
bioinformation of the gene was analyzed. We constructed the CfPOFUT1 silencing and overexpression 
vectors, which were then transformed into the protoplasts with the PEG-mediated method to yield the 
CfPOFUT1-silenced and -overexpressing mutants. The biological phenotypes of the wild-type LY5-1, 
and the CfPOFUT1-silenced and -overexpressing mutants were determined, such as the mycelia growth, 
conidial production, conidial germination, appressorium formation, stress response, pathogenicity, and 
fungicide sensitivity. [Results] CfPOFUT1-overexpressing mutant showed higher conidial production, 
stronger pathogenicity, lower sensitivity to azoxystrobin, but higher sensitivity to carbendazim and 
prochloraz than the wild-type LY5-1. CfPOFUT1-silenced mutant demonstrated lower conidial 
production, intact cell wall, higher sensitivity to endoplasmic reticulum (ER) stress and azoxystrobin, 
lower pathogenicity, and lower sensitivity to carbendazim and prochloraz. [Conclusion] CfPOFUT1 is 
involved in conidial production, cell wall integrity, ER stress, and fungicide sensitivity of C. fructicola, 
affecting the pathogenicity. 

Keywords: Colletotrichum fructicola; protein O-fucosyltransferase 1; CfPOFUT1; fungicide sensitivity; 
pathogenicity 
 

炭疽菌(Colletotrichum spp.)是一类具有重要

经济意义的植物病原真菌，可引起多种作物炭疽

病[1]。其中果生炭疽菌(Colletotrichum fructicola)
可引起多种作物的叶斑和果腐病，包括苹果、

梨子、芒果、柑橘和葡萄和油茶等[2–7]。目前防

治果生炭疽菌主要依赖于化学杀菌剂，但由于

该病原菌寄主范围广泛，侵染策略多样，易产

生抗药性，防治相对困难。因此，挖掘和解析

病原菌重要功能基因，对阐明病原菌的分子致

病机制，寻找新的防治靶标具有重要意义。 
糖基化是一种重要的蛋白质翻译后修饰方

式，可影响蛋白质的溶解性、稳定性和催化活

性，同时也与蛋白的折叠、定位和转运有关，

具有重要的生物学功能[8]。糖基化可分为多种

形式，其中 O-岩藻糖基化是一种重要的糖基化

类型。临床研究中揭示了 O-岩藻糖基化与肿瘤

发生、病灶转移、细胞迁徙、胚胎发育等生理

和病理过程密切相关[9–11]。蛋白-O-岩藻糖基转

移酶 1 (protein O-fucosyltransferase 1，POFUT1)
是催化蛋白质 O-岩藻糖基化的关键酶，在动物

和人体内被证明调控一系列的生理病理过程。

有研究表明 POFUT1 基因是 Notch 信号通路

的重要组成元件 [10]，人体中 POFUT1 对 Notch
蛋白的折叠、配体识别及内吞具有调控作用，
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当该基因被敲除后 Notch 信号通路介导的细胞

间信息交流与细胞迁徙等生物学过程受到影

响[12–13]。近年来有少量的关于植物中 O-岩藻糖

基化的修饰及 POFUT1 基因功能的报道。拟南

芥中 POFUT1 同源基因 AtPOFUT1 对拟南芥细

胞粘附和花粉管生长具有重要的调控作用[14]。

有研究表明 POFUT-SPY 与 PRR5 互作促进

PRR5 的水解从而调整拟南芥的分子钟[15]。到目

前为止，关于真菌中 O-岩藻糖基化及 POFUT1
的功能还未见报道。本研究以果生炭疽菌的

CfPOFUT1 基因为研究对象，构建 CfPOFUT1
基因的过表达和沉默突变体，通过表型分析确

定其生物学功能，为揭示该病原菌的致病分子

机制提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

本实验所用菌株 LY5-1 为分离自油茶上的

野生型(wild type，WT)菌株，由湖南农业大学

植物保护学院保存。CfPOFUT1 基因的沉默和

过表达菌株基于野生型菌株 LY5-1 获得。所有

菌株均在 PDA(potato dextrose agar)培养基上于

28 °C 下生长。 
1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯去皮 200，葡萄

糖 20，琼脂 20。 
1.1.3  主要试剂 

RNA 提取试剂盒和反转录试剂盒购自

TransGen Biotech 生物公司；DNA 凝胶回收试

剂盒、质粒提取试剂盒购自 Omega Bio-Tek 公司；

限制性内切酶(EcoR Ⅴ、XhoⅠ、Hind Ⅲ、KpnⅠ、

StuⅠ)及 PCR 相关试剂等均购自 ThermoFisher 
Scientific 公司；引物合成和测序均由上海生工

生物工程股份有限公司完成；其他试剂为国产

分析纯。 

1.2  果生炭疽菌中的 CfPOFUT1 基因的克

隆及序列分析 
果生炭疽菌总RNA用TransZol Up Plus RNA 

Kit 提取，利用 TransScript® One-Step gDNA 
Removal and cDNA Synthesis SuperMix 合成

cDNA。以果生炭疽菌的 cDNA 为模板扩增

CfPOFUT1 基因的 CDS 区域。PCR 产物经过切

胶回收、连接、转化并送上海生工测序公司测

序。将获得的序列利用 SMART (http://smart. 
embl-heidelberg.de/)工具进行保守区分析，采用

GenBank 中 BLASTp 工具进行蛋白同源性分析，

利用 MEGA 6 软件进行多重序列比对后，利用

邻接法(neighbor-joining，NJ)构建系统发育树。 

1.3  果生炭疽菌中 CfPOFUT1 基因的过表达 
利用同源重组技术构建 CfPOFUT1 的过量

表达载体，利用带有同源臂的引物 CfOFUT1-F 
(5′-AGCATCGATAAGCTTGATATCATGTCTCT
ACTAAGTA-3′)和 CfOFUT1-R (5′-GGGCTGCA 
GGAATTCGATATCCTATGGAAACATCCCT-3′)
从果生炭疽菌 LY5-1 的 cDNA 模板中扩增

CfPOFUT1 基因 CDS 区，载体 KSTNP 用 EcoR Ⅴ
酶切后，利用同源同组连接到载体上，经大肠

杆菌转化及菌落 PCR 扩增验证，获得正确的质

粒，并进行测序验证，构建过表达载体 KSTNP- 
CfOFUT1。利用 PEG 介导法将过表达载体导入

到果生炭疽菌原生质体中，在含有 G418 的培

养基中培养 2–3 d 后，通过引物 G418-JCF 
(5′-ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGC-3′)
和 G418-JCR (5′-TCAGAAGAACTCGTCAAGA 
AGGCG-3′)检测 G418 抗性转化子，筛选阳性转

化子用于后续生物学研究。 

1.4  果生炭疽菌中 CfPOFUT1 基因的沉默 
以 pSlient 载体为骨架构建基因沉默载体。利

用果生炭疽菌的 cDNA 为模板，根据 CfPOFUT1
基因序列设计引物 Si-CfOFUT1-fp (5′-CCGC  
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TCGAGTACCCGTCTCCGACTACCAG-3′) 和
Si-CfOFUT1-rp (5′-CCCAAGCTTTCTTGTCAG 
GGCTCTTGTCC-3′)扩增 CfPOFUT1 基因内部

片段。扩增片段的 5′和 3′端含有 XhoⅠ和 Hind Ⅲ
酶切位点；将扩增 PCR 产物经 XhoⅠ和 Hind Ⅲ
双酶切后与同样双酶切的 pSlient 载体连接，经

大肠杆菌转化及菌落 PCR 扩增验证获得正确的

质粒，并进行测序验证，获得 pSlient-aCfOFUT1。
用引物 Si-CfOFUT1-afp (5′-GGGGTACCTACC 
CGTCTCCGACTACCAG-3′)和 Si-CfOFUT1-arp 
(5′-GAAGGCCTTCTTGTCAGGGCTCTTGTCC-3′)，
扩增片段的 5′和 3′端含有 KpnⅠ和 StuⅠ酶切位

点。采用同样的方法用 KpnⅠ和 StuⅠ双酶切

PCR 产物和质粒 pSlient-aCfOFUT1，分别纯化

PCR 产物和质粒 pSlient-T1，并连接、克隆、测

序验证。将测序验证正确的质粒命名为 pSlient- 
CfOFUT1。用同样的方法将质粒 pSlient-CfOFUT1
导入到果生炭疽菌原生质体中，并在含潮霉素

的培养基中培养 2–3 d 后，通过引物 Hyg-JCF 
(5′-CTGTCGAGAAGTTTCTGATCG-3′)和 Hyg-JCR 
(5′-CTGATAGAGTTGGTCAAGACC-3′)检测潮

霉素磷酸转移酶基因(HPT)抗性转化子，筛选阳

性转化子用于后续生物学研究。 

1.5  突变体表型分析 
1.5.1  营养生长及菌丝形态观察 

将野生型菌株LY5-1、过表达突变体OCfOFUT1

和沉默转化子 SiCfOFUT1 在 PDA 平板上活化 
5 d 后，用打孔器打取 5 mm 直径的菌饼接种于

PDA 培养基上，28 °C 下黑暗培养 5 d。观察菌

落形态并测量菌落直径，每个处理设置 3 个重

复，以野生型菌株为对照。 
1.5.2  分生孢子产量及萌发 

将野生型菌株LY5-1、过表达突变体OCfOFUT1
和沉默转化子 SiCfOFUT1 在 PDA 平板上活化 
5 d 后，用打孔器打取 5 mm 直径的菌饼接种于

PD 培养基中，180 r/min、28 °C 振荡培养 5 d。
用灭菌纱布过滤后收集孢子液。用血球计数板

对孢子计数，试验设 3 个重复，结果取平均值。

滴加 20 μL 孢子悬浮液于干净的疏水玻片上，

28 °C 黑暗保湿条件下诱导孢子萌发，统计孢子

萌发率及附着孢形成率，试验设 3 个重复。 
1.5.3  外界胁迫敏感性测定 

野生型菌株 LY5-1、过表达突变体 OCfOFUT1
和沉默转化子 SiCfOFUT1 在 PDA 平板上活化 
5 d 后，用打孔器打取 5 mm 直径的菌饼接种于

含有 800 μg/mL 刚果红、1 mol/L NaCl、30 mmol/L 
H2O2、0.01% SDS、1 mol/L 山梨醇和 5 mmol/L 
DTT 的 PDA 平板上，28 °C 下黑暗培养 5 d，观

察并拍照记录，计算抑制率，试验设 3 个重复。 
1.5.4  致病力测定 

选取健康、无病斑、表面均匀光滑的苹果

进行菌饼接种。将苹果用 75%的乙醇表面消毒，

无菌水漂洗，晾干，用已灭菌的大头针在苹果

表面形成伤口。在培养 5 d 的新鲜野生型菌株

LY5-1、过表达突变体 OCfOFUT1 和沉默转化

子 SiCfOFUT1 平板边缘打取 5 mm 菌饼接种于

苹果上。将接种体置于干净的透明聚苯乙烯盒

中，以无菌水湿润的棉花保湿。每个处理 5 个重

复，试验重复 3 次。 
1.5.5  药剂敏感性测定 

采用菌丝生长速率法对野生型菌株 LY5-1、
过表达突变体OCfOFUT1和沉默转化子SiCfOFUT1
进行咪鲜胺、嘧菌酯和多菌灵 3 种杀菌剂的抑

菌活性测定。将咪鲜胺、嘧菌酯和多菌灵 3 种

杀菌剂分别配置成 0.05、10.00 和 0.05 mg/L 的

终浓度。以未加杀菌剂的 PDA 培养基接种为

空白对照。每个浓度重复 3 次，配制培养基时，

将灭菌后的 50 °C 的 PDA 培养基中分别加入不

同浓度的杀菌剂制成不同终浓度的含药剂培

养基。用直径 5 mm 打孔器从新培养 5 d 的菌落



 

 

 

朱俊子等 | 微生物学报, 2022, 62(10) 3805 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

边缘打取菌饼接种于不同药剂的含药及对照

PDA 平板上。接种后置于 28 °C 恒温培养箱中

培养 5 d，用十字交叉法测量各处理的菌落直

径，计算菌丝生长抑制率。生长抑制率(%)=(对
照菌落直径–药剂处理菌落直径)/(对照菌落直 
径–0.5)×100。 
1.5.6  敏感药剂处理及致病力测定 

参照上述方法准备消毒的苹果，用已灭菌

的大头针在苹果表面形成伤口后在伤口表面滴

入 10 μL 浓度为 10 mg/L 的嘧菌酯，待药剂完全

吸收后，将培养 5 d 的新鲜野生型菌株 LY5-1、过

表达突变体 OCfOFUT1 和沉默转化子 SiCfOFUT1
平板边缘打取 5 mm 菌饼接种于苹果上。以未用

敏感药剂处理的苹果作为对照，每个处理 5 个

重复，试验重复 3 次。 

2  结果与分析 
2.1  基因的克隆及序列分析 

CfPOFUT1 基因的全长为 1 452 bp，编码

484个氨基酸，保守区分析该蛋白含有1个O-FucT_ 
like 保守区。将 CfPOFUT1 的氨基酸序列在

GenBank 中利用 BLASTp 工具进行比对，发现

果生炭疽菌 CfPOFUT1 氨基酸序列与胶孢炭疽

菌(Colletotrichum gloeosporioides 23) K456DRAFT_ 
43402 氨基酸序列同源性最高，为 98.14%。选

取来自于不同真菌、动物、植物的该蛋白类似

序列构建系统发育树，结果显示这 3 类聚为不

同的大簇，CfPOFUT1 与炭疽菌属的同源蛋白

亲缘关系较近，并与胶孢炭疽菌(Colletotrichum 
gloeosporioides 23) K456DRAFT_43402 的亲缘

关系最近(图 1)。 

2.2  CfPOFUT1 基因的沉默与过表达 
将 CfPOFUT1 基因的沉默载体用 PEG 介导

法转入野生型菌株 LY5-1 的原生质体，共获得

28 个转化子。HPT 抗性基因检测发现突变体中

能扩增出目的条带，而野生型菌株基因组中不能

扩增出目的条带。实时荧光 RT-PCR 检测野生型

与转化子中 CfPOFUT1 基因的相对表达量。结

果显示，与野生型菌株 LY5-1 相比，CfPOFUT1
基因在转化子 SiCfOFUT1-2和 SiCfOFUT1-6中表

达水平显著性下降，分别下调 49.5%和 64.5%    
(图 2A)。因此选择沉默转化子 SiCfOFUT1-2 和

SiCfOFUT1-6 进行后续生物学研究。 
将过表达载体 KSTNP-CfOFUT1 导入野生

型菌株 LY5-1 的原生质体中，通过 G418 筛选将

G418 抗性菌株进行 PCR 验证，获得 CfPOFUT1
基因过表达转化子。实时荧光 RT-PCR 检测野生

型与转化子中 CfPOFUT1 基因的相对表达量。

结果显示与野生型菌株 LY5-1 相比，CfPOFUT1
基因在转化子 OCfOFUT1-9 和 OCfOFUT1-22
中表达水平显著性提高，分别上调 554.1 和

717.2 倍 (图 2B)。因此选择过表达转化子

OCfOFUT1-9 和 OCfOFUT1-22 进行后续生物学

研究。 

2.3  突变体表型分析 
检测了野生型菌株 LY5-1、过表达突变体

OCfOFUT1-9 和 OCfOFUT1-22 和沉默转化子

SiCfOFUT1-2 和 SiCfOFUT1-6 菌株在 PDA 培养

基上营养生长情况。结果显示菌株间生长速度

与菌落形态无明显差异。这说明 CfPOFUT1 基

因不影响果生炭疽菌的营养生长。 

2.4  外界胁迫应答测定 
将野生型菌株 LY 5 - 1、过表达突变体

OCfOFUT1-9 和 OCfOFUT1-22 和沉默转化子

SiCfOFUT1-2 和 SiCfOFUT1-6 菌株分别接入含

有细胞壁胁迫因子 800 μg/mL 刚果红和 0.01% 
SDS、渗透压胁迫因子 1 mol/L NaCl 和 1 mol/L
山梨醇、活性氧胁迫因子 30 mmol/L H2O2 以及内

质网胁迫因子 5 mmol/L DTT 的 PDA 培养基中，

培养 5 d 后统计抑制率。试验结果表明三者在 
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图 1  CfPOFUT1 基因系统发育分析 
Figure 1  Phylogenetic analysis of CfPOFUT1. The numbers in the parentheses indicate the GenBank 
accession number of amino acid sequences used for phylogenetic tree construction. The notes at the branch 
points mean the bootstrap values supporting the branches. The scale bar means the estimated number of 
substitutions per amino acid. 
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图 2  CfPOFUT1 沉默转化子、过表达转化子的实时荧光 RT-PCR 鉴定 
Figure 2  Real Time RT-PCR identification of CfPOFUT1 in silencing transformants and over expression 
transformants. A: relative expression level of CfPOFUT1 in silencing transformants; B: relative expression 
level of CfPOFUT1 in over expression transformants. Error bars represent SD of three replicates and 
asterisks indicate significant differences (**: P<0.01; *: P<0.05). 

 
不同培养基上菌丝生长均受到不同程度的抑

制，相对于野生型菌株 LY5-1，过表达突变体

与野生型菌株 LY5-1 无明显差异，但沉默转化

子 SiCfOFUT1-2 和 SiCfOFUT1-6 菌株对 SDS、
DTT 更加敏感(图 3)。这表明 CfPOFUT1 基因

参与调控果生炭疽菌细胞壁完整性和内质网应

激过程。 

2.5  CfPOFUT1 基因参与调控分生孢子产量 
通过血球计数板，发现过表达突变体

OCfOFUT1 产孢量与野生型相比差异显著，野

生型菌株分生孢子产量为 1.41×107 个 /mL，

OCfOFUT1 过表达菌株分生孢子产量分别为

2.86×107 个/mL 和 2.34×107 个/mL。沉默菌株

SiCfOFUT1 的分生孢子产量分别为 1.24×107 个/mL
和 1.29×107 个 /mL (图 4)。该研究结果说明

CfPOFUT1 基因参与调控果生炭疽菌的分生孢

子形成。用疏水玻片进行分生孢子萌发和附着

胞形成观察，发现野生型与过表达和沉默突变

体菌株间分生孢子萌发率和附着胞形成率比无

显著差异。 

2.6  致病力测定 
为了确定 CfPOFUT1 基因对果生炭疽菌致

病力的影响，将野生型菌株 LY5-1、过表达突

变体 OCfOFUT1 和沉默转化子 SiCfOFUT1 的菌

饼接种苹果(图 5)。结果显示，在有伤接种条件

下 10 d 后，所有菌株均能引起明显的病斑，但

过表达突变体 OCfOFUT1 致病力明显强于野生

型菌株，沉默突变体 SiCfOFUT1 致病力低于野

生型菌株。由此可见，CfPOFUT1 影响果生炭

疽菌致病力。 

2.7  药剂敏感性测定 
为了确定 CfPOFUT1 基因对果生炭疽菌对

3 种杀菌剂敏感性的影响。分析了咪鲜胺、多

菌灵和嘧菌酯对野生型菌株 LY5-1、过表达突

变体 OCfOFUT1 和沉默转化子 SiCfOFUT1 的菌

丝生长抑制率。与野生型菌株 LY5-1 相比，过

表达突变体 OCfOFUT1 对咪鲜胺和多菌灵的敏

感性显著增强而对嘧菌酯敏感性减弱。沉默转

化子 SiCfOFUT1 对咪鲜胺和多菌灵的敏感性显

著减弱，对嘧菌酯敏感性显著增强(图 6)。该结 
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图 3  CfPOFUT1 沉默转化子、过表达转化子胁迫敏感性测定 
Figure 3  Sensitivity test to the stress factor of CfPOFUT1 in silencing transformants and over expression 
transformants. A: WT, OCfOFUT1-9, OCfOFUT1-22, SiCfOFUT1-2 and SiCfOFUT1-6 were grown on PDA 
and PDA with 0.01% SDS, 800 μg/mL CR, 1 mol/L sorbitol, 1 mol/L NaCl, 30 mmol/L H2O2 and 5 mmol/L 
DTT; B: statistical analysis of inhibition rates of the strains to indicate significant differences. Error bars 
represent SD of three replicates and asterisks indicate significant differences (P<0.01). 
 

 
 

图 4  CfPOFUT1 沉默转化子、过表达转化子产

孢量 
Figure 4  Conidial production of CfPOFUT1 in 
silencing transformants and over expression 
transformants were measured and statistically analyzed. 
Error bars represent SD of three replicates and asterisks 
indicate significant differences (**: P<0.01; *: P<0.05). 

果说明 CfPOFUT1 基因正向调控果生炭疽菌对

咪鲜胺和多菌灵的药剂敏感性，而反向调节对

嘧菌酯敏感性。 

2.8  敏感药剂对 CfPOFUT1 基因调控果生

炭疽菌致病力的影响 
为了验证敏感药剂对 CfPOFUT1 基因调控

果生炭疽菌致病力的影响，本研究在进行菌株

致病力测定时，引入敏感药剂嘧菌酯。在苹果

表面用 10 mg/L 的嘧菌酯处理后，再分别接种

野生型菌株 LY5-1、过表达转化子 OCfOFUT1-9

和 OCfOFUT1-22、沉默转化子 SiCfOFUT1-2 和

SiCfOFUT1-6。结果表明，在有伤接种苹果 10 d

后，药剂处理组三者致病力相对未用药剂处理 
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图 5  CfPOFUT1 沉默转化子、过表达转化子致病力比较 
Figure 5  Pathogenicity analysis of CfPOFUT1 in silencing transformants and over expression transformants. 
A: diseased symptoms of wounded apples inoculated with different mycelial plugs at 10 dpi; B: lesion 
diameter of wounded apples inoculated with different mycelial plugs (P<0.05). 
 

 
 
图 6  CfPOFUT1 沉默转化子、过表达转化子不同药剂敏感性 
Figure 6  Sensitivities of CfPOFUT1 in silencing transformants and over expression transformants in 
different drug. A: WT, OCfOFUT1-9, OCfOFUT1-22, SiCfOFUT1-2 and SiCfOFUT1-6 were grown on PDA 
and PDA with 0.05 mg/L carbendazim, 0.05 mg/L prochloraz, 10 mg/L azoxystrobin; B: statistical analysis of 
inhibition rates of the strains to indicate significant differences (P<0.05). 
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组都受到了抑制，与野生型菌株 LY5-1 相比，无

论是否用药剂处理，过表达突变体 OCfOFUT1
致病力明显强于野生型菌株，沉默突变体

SiCfOFUT1 致病力低于野生型菌株(图 7)。因此

敏感药剂嘧菌酯对 CfPOFUT1 调控果生炭疽菌

致病力产生影响。 

3  讨论 
果生炭疽菌是油茶炭疽病的主要致病菌，

分布范围广，对油茶致病力强。对果生炭疽菌

中重要功能基因进行鉴定，将为阐明其致病分

子机理提供基础。本研究在果生炭疽菌中克隆

了一个 CfPOFUT1基因，成功获得了 CfPOFUT1

基因的过表达和沉默突变菌株，对该基因进行

了生物学功能鉴定。研究发现该 CfPOFUT1 基

因可以调控果生炭疽菌分生孢子产生、致病力、

细胞壁、内质网对外界胁迫的应答过程及药剂

敏感性。 
表型分析发现，虽然过表达突变菌株与野

生型菌株在 PDA 培养基以及在含有刚果红、

SDS、NaCl、山梨醇、H2O2、DTT 的胁迫培养

基上生长无显著差异，但是 SiCfOFUT1 沉默菌 
 

 
 
图 7  敏感药剂处理后 CfPOFUT1 沉默转化子、过表达转化子致病力影响 
Figure 7  Pathogenicity of CfPOFUT1 in silencing transformants and over expression transformants in drug 
treatment. A: WT, OCfOFUT1-9, OCfOFUT1-22, SiCfOFUT1-2 and SiCfOFUT1-6 on the azoxystrobin-treated 
apples; B: lesion diameter of azoxystrobin-treated apples inoculated with different mycelial plugs (P<0.01). 
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株对 SDS、DTT 更加敏感，这表明 CfPOFUT1

基因参与调控果生炭疽菌细胞壁完整性、内质

网应激过程。致病力试验发现 CfPOFUT1 沉默

转化子的致病力与野生型相比显著降低，而过

表达转化子致病力增强，因此 CfPOFUT1 影响

果生炭疽菌致病力。 
本研究发现，CfPOFUT1 基因过表达转化

子产孢量明显高于野生型，而沉默转化子产孢

量低于野生型，说明 CfPOFUT1 参与调控了分

生孢子形成。分生孢子是炭疽菌侵染循环中的

关键因子，对病原菌的繁殖和侵染致病起到重

要作用[16]。目前在果生炭疽菌中已有部分基因被

报道参与调控分生孢子的形成，如高亚兰等[17]

发现油茶果生刺盘孢 bZIP 转录因子 CfAp1 调控

分生孢子的形成。 
药剂敏感性分析发现过表达突变体 OCfOFUT1

对咪鲜胺和多菌灵的敏感性显著增强，对嘧菌

酯敏感性显著减弱，而沉默转化子 SiCfOFUT1

对咪鲜胺和多菌灵的敏感性显著减弱，对嘧菌

酯敏感性显著增强。嘧菌酯属于 QoIs 杀菌剂，

其作用机制为药剂与细胞色素 bc1 复合物中

的 Qo 位点(即线粒体内膜外壁位点)结合，阻

止复合物Ⅲ中电子从细胞色素 b 传到细胞色

素 c1，从而阻止 ATP 的产生而干扰病原菌的能

量循环[18–19]。研究表明交替氧化酶基因突变可

增强灰葡萄孢对 QoIs 杀菌剂的敏感性[20]，这与

本研究中 CfPOFUT1 基因沉默转化子对嘧菌酯

敏感性增强一致。咪鲜胺为 14α-脱甲基酶抑制

剂类杀菌剂，其作用机制为抑制 14α-脱甲基酶

的活性，从而阻碍麦角甾醇的合成，最终起到

杀菌的作用[21]。多菌灵为苯并咪唑类杀菌剂，

其作用机制主要是通过与真菌微管蛋白的结合

破坏纺锤丝的形成，最终阻碍细胞的正常有丝

分裂[22]。多菌灵和咪鲜胺作用机制不同，但在

本研究中，CfPOFUT1 基因沉默后咪鲜胺和多

菌灵的敏感性显著减弱而对嘧菌酯敏感性显著

增强，CfPOFUT1 基因过表达后对咪鲜胺和多

菌灵的敏感性显著增强而对嘧菌酯敏感性减

弱，由此推测 CfPOFUT1 基因可能影响了 AOX
途径，或者病原真菌中受 CfPOFUT1 基因调控

的通路广泛地参与了对多种杀菌剂的敏感性调

控。用敏感药剂嘧菌酯处理后进行致病力测定，

结果表明过表达突变体 OCfOFUT1 致病力明显

强于野生型菌株，沉默突变体 SiCfOFUT1 致病

力低于野生型菌株，与未用药剂处理组趋势一

致，说明敏感药剂嘧菌酯对 CfPOFUT1 调控果

生炭疽菌致病力产生影响，由此推测果生炭疽

菌抗药性与致病力可能由部分相同或交叉的信

号通路调控。 
总之，本研究从油茶炭疽病的病原菌果生

炭疽菌中克隆和鉴定了一个蛋白-O-岩藻糖基

转移酶基因，将其命名为 CfPOFUT1。通过基

因过表达和沉默以及生物学分析发现该基因可

调控果生炭疽菌的分子孢子产生、致病力、细

胞壁完整性、内质网应激以及对药剂的敏感性。

该研究结果可为阐述果生炭疽菌分子致病机理

及开发潜在的防治靶标提供理论依据。 
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