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摘要　柑橘绿霉病菌犘犲狀犻犮犻犾犾犻狌犿犱犻犵犻狋犪狋狌犿是储藏期柑橘腐烂病最主要的病原之一，严重影响柑橘产业的发展。

已有研究表明，柑橘绿霉病菌中多聚半乳糖醛酸酶（ＰｄＰＧ２）对其致病性有重要作用，犘犱犘犌２基因功能缺失突变株

的致病性会下降，然而有关犘犱犘犌２基因的表达研究尚不完善。本文研究了犘犱犘犌２基因在不同条件下的表达情

况，结果表明犘犱犘犌２是酸性表达基因，其表达量随着ｐＨ的升高而降低，ｐＨ为３．０时其表达量为对照条件下的１０

倍，ｐＨ为８．０时其表达量为对照条件下的０．３６倍。柑橘果胶能够诱导犘犱犘犌２的表达，其表达量为对照的３．６倍。

因此，在侵染过程中犘犱犘犌２表达的升高是由于发病部位酸化以及橘皮降解物诱导共同引起的。
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　　柑橘绿霉病菌引起的柑橘腐烂病是贮藏期柑橘

的主要病害之一，其造成的损失通常占所有损失的

９０％以上，严重影响了我国柑橘的经济效益
［１２］。柑

橘绿霉病菌不形成特定的侵染结构，主要通过采摘

等农事操作形成的伤口侵入。在侵入寄主的过程

中，细胞壁水解酶起到了重要的作用［３４］。目前，关

于细胞壁水解酶对病原菌致病性的作用在许多真菌

中都有报道，在灰葡萄孢犅狅狋狉狔狋犻狊犮犻狀犲狉犲犪中，内切

多聚半乳糖醛酸酶基因缺失突变株对番茄的致病性

降低［５］，果胶甲酯酶基因缺失突变株对几种作物的

致病性均有所下降［６］；紫麦角菌犆犾犪狏犻犮犲狆狊狆狌狉

狆狌狉犲犪中，两个多聚半乳糖醛酸酶基因缺失突变株

对黑麦花组织致病性严重下降［７］；在黄曲霉犃狊狆犲狉

犵犻犾犾狌狊犳犾犪狏狌狊中，内切多聚半乳糖醛酸酶基因缺失

突变株对棉铃的致病性降低［８］；在红球丛赤壳犖犲犮

狋狉犻犪犺犲犿犪狋狅犮狅犮犮犪中，果胶裂解酶Ａ及果胶裂解酶Ｄ

同时缺失其致病性降低，而单一突变其中任何一个

基因都对致病性没有影响［９］；在胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲
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狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊中，果胶裂解酶基因缺失

突变株的致病性下降［１０１１］，可见细胞壁水解酶对病

原菌的致病性有重要意义。

研究表明柑橘绿霉病菌中多聚半乳糖醛酸酶基

因（犘犱犘犌２）对其致病性有重要的作用
［１２］，该基因编

码３７８个氨基酸，属于内切多聚半乳糖醛酸酶（ｅｎ

ｄｏＰＧ，ＥＣ３．２．１．１５）。目前，关于犘犱犘犌２表达模

式尚不清楚，本试验对柑橘绿霉病菌犘犱犘犌２基因

的表达进行研究，以探究该基因在侵染过程中表达

量变化的原因，增加对柑橘绿霉病菌致病性分子机

制的了解。

１　材料与方法

１．１　材料

柑橘绿霉病菌菌株Ｐｄ０１（ＣＢＳ１３０５２５）由本实验

室从浙江衢州发生腐烂病的柑橘上分离［１３］，保存于本

实验室；本试验使用的引物为自己设计（表１），由上海

桑尼生物科技有限公司合成，其中犘犱犘犌２的扩增片

段为１８４ｂｐ，犃犮狋犻狀的扩增片段为２１８ｂｐ。

表１　本试验所用引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犳狅狉狋犺犻狊狊狋狌犱狔

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＰｄＰＧ２ｑＦ ＧＡＡＧＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＴＴＴＣＧＧ

ＰｄＰＧ２ｑＲ ＴＣＡＧＧＣＴＧＴＧＡＧＣＧＴＡＧＡＡＧＡＡ

ＡｃｔｉｎｑＦ ＴＣＣＡＣＴＡＣＴＧＣＣＧＡＧＣＧＴＧＡＡＡＴ

ＡｃｔｉｎｑＲ ＣＣＧＣＣＡＧＡＣＴＣＡＡＧＡＣＣＡＡＧＡＡＣ

１．２　方法

１．２．１　犘犱犘犌２在侵染过程中的相对表达量分析

从市场上购买成熟蜜橘犆犻狋狉狌狊狀狅犫犻犾犻狊果实，在

次氯酸中浸泡１０ｍｉｎ后用无菌水冲洗并吹干备用。

将ＰＤＡ培养基上培养７ｄ的野生型菌株Ｐｄ０１孢子

用双蒸水洗脱，配制成１．０×１０６个／ｍＬ的孢子悬浮

液。在蜜橘果实上用针簇（５根针围成）刺１个１～２

ｍｍ深的伤口，取３μＬ孢子悬浮液接种到伤口上，

于２５℃保湿培养，每组试验３个重复，分别在接种

后１２、２４、４８和９６ｈ采用ＡｘｙＰｒｅｐＴＭ ｍｕｌｔｉｓｏｕｒｃｅ

ｔｏｔａｌＲＮＡｍｉｎｉｐｒｅｐｋｉｔ（Ｘｙｇｅｎ，杭州）提取病斑组

织的总ＲＮＡ，并利用ＲＮＡＰＣＲ（ＡＭＶ）３．０ｋｉｔ

（ＴａＫａＲａ，大连）反转录成ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模

板，ＰｄＰＧ２ｑＦ／ＰｄＰＧ２ｑＲ 为 引 物，采 用 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒配制

ＰＣＲ反应液，随后在７３００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 系统

（ＡＢＩ，美国）上完成ＰＣＲ反应。ＰＣＲ反应以γ犃犮

狋犻狀基因（ＧｅｎＢａｎｋ，ＡＢ０３０２２７）为内参，相对表达量

的计算方法参考文献［１４］。

１．２．２　果胶对犘犱犘犌２相对表达量的影响

柑橘绿霉病菌的野生型菌株孢子悬浮液制作方

法同１．２．１，吸取１０μＬ孢子悬浮液到５０ｍＬＰＤＢ

中培养３ｄ，过滤菌丝并用无菌水冲洗３次，将菌丝

转入以果胶为单一碳源的ＳＭ培养基中继续培养６０

ｈ，按１．２．１的方法提取菌丝总ＲＮＡ，测定犘犱犘犌２

的相对表达量，以相同条件下，用葡萄糖为单一碳源

的ＳＭ培养基培养的菌丝为对照。

１．２．３　犘犱犘犌２在不同ｐＨ条件下的相对表达量

按１．２．２的方法收集在ＰＤＢ中培养３ｄ的菌

丝，将菌丝转入ｐＨ分别为３．０、４．０、５．０、６．０、７．０

和８．０的ＰＤＢ中继续培养１２ｈ，ｐＨ用磷酸柠檬酸

缓冲液调节。按１．２．１的方法提取总ＲＮＡ，测定

犘犱犘犌２的相对表达量。

２　结果与分析

２．１　犘犱犘犌２在侵染过程中的相对表达量

在柑橘发病过程中，犘犱犘犌２的表达如图１所

示，在侵染发病２４ｈ后，犘犱犘犌２的相对表达量升

高，为对照条件下的１０倍，在侵染发病４８ｈ后为对

照条件下的１４倍，在侵染发病７２ｈ后，犘犱犘犌２的

相对表达量最高，为对照条件下的１８倍，在侵染发

病９６ｈ后，犘犱犘犌２的表达降低。这些结果表明

犘犱犘犌２基因在侵染发病的过程中迅速升高，对致病

性起到了重要的作用。

图１　在侵染柑橘过程中犘犱犘犌２基因的表达

犉犻犵．１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犱犘犌２犱狌狉犻狀犵犻狀犳犲犮狋犻狅狀

２．２　果胶对犘犱犘犌２相对表达量的影响

试验结果（图２）表明，柑橘绿霉病菌野生型菌

·９３１·
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株Ｐｄ０１在含果胶的培养基中培养６０ｈ之后，犘犱

犘犌２的相对表达量明显升高，其表达量为对照条件

下的３．６倍，可见果胶能够诱导犘犱犘犌２的表达。

图２　不同碳源下犘犱犘犌２的表达

犉犻犵．２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犱犘犌２狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犪狉犫狅狀狊狅狌狉犮犲

２．３　不同狆犎条件对犘犱犘犌２表达的影响

犘犱犘犌２的表达与环境ｐＨ相关，在酸性的条件

下，犘犱犘犌２的表达明显升高，在ｐＨ为３．０时其表

达量为对照条件下的１０倍，而在ｐＨ为８．０时其表

达量为对照条件下的０．３６倍（图３），表明犘犱犘犌２

的表达依赖于外界环境的酸性条件。

图３　犘犱犘犌２基因在不同狆犎条件下的表达

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犘犱犘犌２犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎狏犪犾狌犲狊

３　讨论

柑橘绿霉病菌犘．犱犻犵犻狋犪狋狌犿引起的柑橘腐烂病

是贮藏期柑橘最重要的病害，给柑橘产业造成了严

重的损失。研究柑橘绿霉病菌致病的分子机制，有

助于增加对柑橘绿霉病菌防控的理论基础。

本研究对犘犱犘犌２的表达模式进行研究，在侵

染过程中犘犱犘犌２的表达呈现出先升高后下降的趋

势，表明在侵染过程中犘犱犘犌２起到了重要的作用。

犘犱犘犌２的表达依赖于环境的酸性条件，在侵染的过

程中，发病部位的ｐＨ会降低，特别是在接种后４８ｈ

内［１２］，而这段时期也正是犘犱犘犌２相对表达量升高

的时期，可见在柑橘绿霉病菌侵染过程中的酸化有

利于犘犱犘犌２的表达，从而提高原菌的致病性。犘犱

犘犌２是一个诱导表达的基因，本试验发现果胶也能

够诱导犘犱犘犌２的表达，果胶是柑橘果皮的重要组

成成分［１５］，因此接种后犘犱犘犌２表达量的提高可能

与发病部位的果皮降解物相关。在侵染过程中，

犘犱犘犌２的表达呈现先升高后下降，而在接种后第

４８ｈｐＨ最低，此后，发病部位的ｐＨ基本不变
［１２］，

而犘犱犘犌２的表达却继续升高，因此我们推测橘皮

果胶在诱导过程中也起了重要的作用。
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