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摘要　　采用 RT-PCR方法 , 研究了玉米弯孢菌的弱致病性分化型WS18在抗性玉米自交系 Mo17 ,

沈135 , 78599-1上分别继代接种后所得的各个世代菌株中 Sod , Scd1 , Brn1三种基因表达量的变化.

Sod基因变化比较灵敏 , 继代前期有剧烈变化 , 而后恢复与原始菌株相当;而 Scd1与 Brn1基因表达

量在继代前后均未发生显著性变化;这与基因所编码蛋白的表达量变化趋势有所差异.因此 , 在寄主

一定程度的选择压力下病菌致病力相关蛋白的变化可能在 mRNA水平并没有发生同步改变.

关键词　　玉米弯孢病菌　mRNA　致病力

　　由新月弯孢菌(Curvularia lunata (Wakk.)

Boed.)所引起的玉米弯孢菌叶斑病属世界性病害 ,

主要发生于热带 、 亚热带地区 , 20世纪 90 年代中

后期在我国华北 、 东北玉米产区大面积爆发 , 造成

严重损失
[ 1]
, 种植玉米抗性品种是目前比较有效的

防治措施.但我国玉米品种遗传背景相对单一 , 抗

性品种多数来源于热带与亚热带地区 , 而玉米弯孢

叶斑病菌又具有较强的适应性 , 因此该菌存在致病

性变异的风险.病原菌与寄主之间的互作引发微突

变效应 , 环境因素的定向选择模式已经为越来越多

的研究者们所认识
[ 2]
.孙国昌等

[ 3]
在研究水稻品种

与稻瘟病菌群体互作的选择作用时发现当病菌群体

中存在有对某一品种致病性强的菌株时 , 经若干代

后该品种有加重发病的趋势 , 并且该强致病力菌株

的频率在群体中会不断上升致使水稻品种的抗性丧

失.近年来研究也证实玉米弯孢叶斑病菌存在明显

的致病性变异现象 , 不同的菌株致病力有明显差

异 , 同一生态环境下的菌株也存在明显的遗传多样

性[ 4] , 因而该病菌极有可能形成与抗病品种适合度

高的菌株 , 存在引发玉米品种抗病性丧失的风险.

为了预防此种情况的发生 , 需要建立一定的监

测机制 , 关注弯孢叶斑病菌致病力的变化情况.常

规喷雾接种的方法虽能显示菌株的致病力变化 , 但

无法实现早期的预警功能 , 因此需要从分子水平上

找到特异的与致病力相关的变化 , 在强致病力菌株

形成初期做出预测 , 从而预防此菌株在寄主的定向

选择作用下大规模扩大.而目前揭示病菌不同致病

力菌株分子水平上的差异 , 常有从基因到蛋白 , 和

从蛋白到基因的两种方式.从基因到蛋白的手段通

常运用于人工突变株的研究 , Coul thurst等
[ 5]
利用

基因敲除获得 LuxS 基因缺失突变体后 , 将突变体

与原始菌株的蛋白进行 2-D 胶的分离与比较 , 从而

获得了所有与 LuxS基因相关蛋白的整体变化趋势 ,

确定了 Lu xS 基因在Erwinia carotovora中的作用.

而从蛋白到基因的方式则常运用于研究致病菌在自

然界中存在的不同致病力亚种的研究 , Wu 等
[ 6]
利

用蛋白质组学手段从 Pantoea stewart ii 的两个致病

亚种中找到了特异存在于致病亚种中的 21个蛋白 ,

进而利用 Northern 及 Southe rn技术确定了一些差

异蛋白在基因水平上的变化.因此 , 蛋白质组学能
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够从宏观上展示不同致病性菌株之间的差异 , 而基

因水平上的研究则能够确定这种差异的稳定性.

翟羽红等[ 7] 已经利用蛋白质组学手段研究了在

抗性玉米自交系上的继代接种对玉米弯孢叶斑病菌

的弱致病性分化型 WS18蛋白质组产生的影响 , 发

现铁/锰超氧化物岐化酶(SOD)、 小柱酮孢脱水酶

(SCD1)、 T3HN还原酶(BRN1)等蛋白表达量均发

生了变化.SOD作为内源 、 外源活性氧的清除剂 ,

能够保护病原菌膜系统免遭活性氧的破坏 , 对于病

原菌适应抗性寄主的互作环境有着一定的作用[ 8 , 9] .

SCD1 与 BRN1 均与 DHN-黑色素合成相关 , 有研

究表明黑色素缺乏突变株的附着胞由于缺少足够的

侵入寄主表皮的膨压 , 会导致致病性丧失[ 10 , 11] .但

目前尚无研究表明这些相关差异蛋白的变化是否与

基因水平的变化相关 , 因此研究寄主诱导下的这些

病菌差异蛋白在转录和翻译水平上的动态变化规

律 , 对于在基因水平上评价这些蛋白用于标记致病

性分化的质量具有重要意义.

1　材料与方法

1.1　材料

供试菌株:玉米弯孢叶斑病菌弱致病性分化型

WS18 , 为第 0 代;WS18 分别在抗病玉米自交系

Mo17 , 沈 135 , 78599-1 上继代接种 1次后分离所

得菌株 , 均为第 1代;第 1代菌株分别在各自抗病

玉米自交系上继代 1次后分离所得菌株 , 均为第 2

代;依此类推 , 所得菌株分别记为第 3 , 4 , 5代.

所有菌株均保存于上海交通大学农业与生物学

院植物病理系实验室.

1.2　方法

1.2.1　菌丝培养 　菌株在马铃薯葡萄糖琼脂

(PDA)培养基上培养 7 d 后 , 取 3 个菌饼接种于

100mL 马铃薯葡萄糖(PD)液体培养基中 , 28℃,

培养 5 d.过滤收集菌丝 , 用无菌水清洗后迅速放入

液氮中速冻 , 转移至-80℃保存备用.

1.2.2　引物设计　根据翟羽红
[ 7]
等的结果 , 选取

可能与致病性相关的 SOD , SCD1 , BRN1 3种差异

蛋白点作为研究对象.Gap dh为 RT-PCR反应的内

标基因.实验共设计 4对引物:

(1)Sod(Accession No.:gi 37003419)

sense:ATGGAACTGCATCACAGCAAG

anti sense:TTAAATAGACGCTTTGAGGATGC

(2)Scd1(Accession No.:gi 32879677)

sense:ATGTTTGAGAAGAAAGAACTCCAGC

anti sense:ACTTCCACTCGCCGTCAATC

(3)Brn1(Accession No.:gi 3425981)

sense:GTCAACTACGCCAACGCCG

anti sense:GTTGTGAGGAGACCATGTG

(4)Gapdh(Accession No.:gi 2600)

sense:GACGGCAACAACCTGACT

anti sense:CAGTGCTGCTGGGAATGA

所有引物均由上海生工合成.

1.2.3　常规 PCR检测 　以 WS18 菌株 DNA 为模

板 , PCR扩增使用 Takara 公司的 premix Taq酶 ,

反应体系 25μL .PCR扩增程序:95℃5min;94℃

1min , 55℃1 min , 72℃1 min 35个循环后 , 72℃

延伸10min.PCR产物在 1%琼脂糖凝胶上电泳后 ,

用 GenClean琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒(Generay

公司)纯化.纯化后的片段克隆到 pMD19-T 载体

(Takara 公司)上 , 送至上海桑尼公司测序.NCBI

比对 , 确定与各自差异蛋白点所对应的基因序列高

度同源.

1.2.4　RT-PCR反应　菌株总 RNA 的抽提按 Tr-

izo l
TM

Reagent 试剂(Invi tro gen 公司)说明书进行 ,

用 DNaseI(Takara公司)去除所含的 DNA 杂质.根

据 PrimeScript TM RT Reagent Ki t(Takara 公司)的操

作说明逆转录合成 cDNA 的一链.

以所得 cDNA 1s t为模板 , 进行 PCR反应 , 扩

增循环数为 30
[ 12]
:94℃ 1 min , 55℃ 1 min , 72℃

1min.取 5μL 扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳 , 检

测各基因的 IOD(积分光密度)值.目的基因 mRNA

的相对表达量=目的基因 IOD 值/ 内标基因产物

IOD值.整个实验重复 3次.

2　结果与分析

2.1　病菌诱导下的差异蛋白分析

根据翟羽红等[ 7] 的研究 , 将差异蛋白与病情指

数的变化进行比较(图 1).发现随着病情指数的增
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加 , 在不同世代的菌株中几种特异变化的差异蛋白

表现出非线性的变化规律:诱导后 SOD蛋白在其

中一代时急剧变化(如在 Mo17的第三代 , 在沈 135

的第五代 , 在 78599-1的第四代), 而后恢复与原始

菌株相当的水平;诱导后的 SCD1 蛋白在 Mo17 和

78599-1上均表现出先升后降的趋势 , 到第五代时

蛋白量不到原始菌株的一半;而 BRN1蛋白在 3种

抗性寄主上继代后均先降后升 , 但仍远远低于原始

菌株的表达量;对同一种蛋白而言 , 不同自交系对

病菌特异蛋白表达丰度的影响规律基本相同.

图 1　各世代蛋白表达量与病情指数

(a)WS18在 Mo17上继代接种;(b)WS18在沈 135上继代接种;(c)WS18在 78599-1上继代接种

2.2　Sod基因表达量的变化

WS18在抗病玉米自交系上继代接种后 , Sod

基因表达量的变化表现出不同的趋势(图 2).

从同一品种的不同接种代数来看:在 Mo17 上

继代接种后 , Sod 基因的表达量在第一代时最高 ,

与第 0代相比增加了 52%, 表现出极显著差异(P<

0.01), 而后逐渐下降 , 至第四代时仅为 0代菌株

的一半 , 第五代时恢复到与 0 代菌株相当的水平;

在沈 135上的继代接种结果表明 , Sod 基因的表达

量在第二代时最高 , 与第 0代相较增加了 44%, 达

到极显著差异(P<0.01), 但在第三代时急剧下降 ,

此后逐步回升到 0代的水平;78599-1 作为抗性诱

导寄主时 , Sod 基因的表达量在五代的范围内未超

过第 0代 , 第一代时表达量下降为0代菌株的一半 ,

而后逐渐上升 , 直至恢复到与 0代菌株相类似的水

平.从不同寄主的相同代数来看 , 在三种抗性寄主

上继代接种后 , 一 、二 、 四代时 , 不同寄主上分离

的菌株 Sod基因的表达量均表现出极显著差异.

由此可见 , Sod 基因表达量的变化十分灵敏 ,

并且寄主对其影响显著 , 寄主不同 , 变化的趋势有

所不同 , 但均在致病菌与寄主互作的起始阶段有剧

烈的改变 , 随着互作代数的增加 , 会逐渐恢复为与

原始菌株相当的表达水平 , 这可能与致病菌适应了

互作环境有关.

2.3　Scd1基因表达量的变化

从同一品种的不同接种代数来看 , 沈 135 和

78599-1的诱导作用均未使 Scd1基因表达量发生明显

的改变(图 3).Mo17对于 Scd1基因表达量的影响较

大 , 第四代时的表达量与 0代相比 , 有显著性下降

(P<0.05), 而沈135和78599-1对于 Scd1基因表达量

的影响则不显著.而从不同寄主的相同代数来看 , 除

第四代时的变化较大 , 有极显著差异外 , 寄主对于

Scd1基因表达的影响较小.可见 Scd1基因 mRNA的

表达比较稳定 , 不易受到抗性寄主等外界环境的影响.
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2.4　Brn1基因表达量的变化

从同一品种的不同接种代数来看 , Brn1基因表

达量受抗性寄主的影响不大(图 4).沈 135 和

78599-1两种抗性寄主对于 B rn1基因表达量基本没

有影响 , 而 Mo17 的诱导作用 , 使得 B rn1基因的

表达量从第三代起略有下降 , 至第五代时与 0代相

比有显著性差异(P <0.05).而在同一世代时 , 不

同寄主对 Brn1 基因表达的影响很小.从三种抗性

寄主上分离所得的菌株 , 同一世代时 B rn1基因表

达量的变化均未达到显著性差异.因此 B rn1基因

在转录水平上变动较小 , 并且不同自交系对其表达

量的影响很小.

图 4　Brn1 基因在不同世代中的表达

(a)WS18在 Mo17上继代接种;(b)WS18在沈 135上继代接种;(c)WS18在 78599-1上继代接种

3　结论与讨论

从上述结果可以看到 , 在同一世代菌株中 S cd1

与 Brn1 两种基因的表达量比较接近 , 这可能与

Scd1 , B rn1基因都是 DHN-黑色素合成通路中的关

键酶基因有关 , Kimura等研究发现在丝状真菌 Al-

ternaria alternata 中 , 这两个基因的同源基因在染

色体上连锁[ 12] ;同时这两种基因的表达量在继代前

后并未发生极显著的变化 , 推测这两种基因在自然

界中可能并不容易发生突变 , 更多时候是色素沉积

部位发生改变 , 譬如 A lternaria al ternata 的孢子无

色 , 但菌丝亦产色素 , 将其色素合成相关基因转入

色素基因缺失的 M.grisea 突变体中却能够使突变

体孢子恢复黑色 , 重新拥有致病性[ 13 , 14] .

而比较蛋白与基因的变化趋势可以发现 , 抗性

自交系诱导后不同世代病菌的基因表达规律与蛋白

质表达丰度的变化并不存在简单的对应关系.翟雨

红等
[ 7]
研究表明玉米弯孢菌的弱致病性分化型

WS18在抗性玉米自交系沈 135 , Mo17 和 78599-1

上反复继代接种后 , 菌株致病性会发生适应性变

化 , 即随着继代数的增加 , 病情指数基本上与特异

蛋白质点数量同步增加.然而我们进一步研究发现

对这些特异蛋白质点的表达丰度变化规律与相应的

mRNA 表达水平的变化不存在同步关系.换言之 ,

抗性寄主诱导后病菌 SCD1 , SOD , BRN1 蛋白的

变化与它们各自在 mRNA 水平上变化不存在对应

关系 , 除 SOD外 , 其他两个蛋白的 mRNA 也没有

表现出明显的时间动态.

导致上述结果的可能原因 , 我们推测有以下 3

方面的原因:(1)抗性寄主诱导下的病菌蛋白质与
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mRNA 变化过程中均存在各种修饰 、剪切和降解等

各种复杂的作用 , 因此两者不相关是非常正常的现

象[ 15 , 16] .例如 , 有人研究发现 , 酵母的某些基因

mRNA 表达量相同 , 蛋白表达量可能相差超过 10

倍 , 而某些表达量相同的蛋白 , 其 mRNA 表达量

可以相差 30倍以上[ 17 , 18] .(2)差异蛋白点选择的

不够多 , 可能从蛋白和基因网络水平上寻找两者对

应的关系会更为科学.一些蛋白合成后的定位 , 或

者蛋白的多点分布
[ 18]
, 会使得蛋白在胶上的位置发

生改变 , 而编码的基因表达量并未有大的变化.

(3)在抗性寄主选择压力下病菌致病力变化的早期

反应可能仅是病菌适应抗性寄主的一种渐进变异的

前兆反应 , 或者是病菌发生明显遗传变异前的一种

早期预警反应 , 在这一时期病菌的致病性适应性变

异的积累程度还未达到基因上可检测的水平 , 需要

较多世代微突变或微变异的累积.上述推论需要进

一步在分子遗传学上进行印证.
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