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苹果树腐烂病菌染色质重塑因子
Ｖｍｌｅｓ４ 的功能研究

杜红霞ꎬ聂嘉俊ꎬ冯雅琼ꎬ刘建英ꎬ黄丽丽
(西北农林科技大学植物保护学院ꎬ旱区作物逆境生物学国家重点实验室ꎬ陕西 杨凌 ７１２１００)

摘　 要:染色质重塑因子 ＩＮＯ８０ 是一类由多亚基构成的遗传学调控因子ꎬ调控多种 ＤＮＡ 代谢ꎬ在基因的表达中

发挥着重要的调控功能ꎮ 但其在苹果树腐烂病菌(Ｖａｌｓａ ｍａｌｉ)中是否存在及其生物学功能并不清楚ꎬ为此ꎬ本研究从

病菌基因组中分析鉴定到 ＩＮＯ８０ 的一个亚基基因 Ｖｍｌｅｓ４ꎬ利用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术分析了 Ｖｍｌｅｓ４ 在病菌侵染过程中的表

达模式ꎬ利用 Ｄｏｕｂｌｅ－ｊｏｉｎｔ ＰＣＲ 技术和 ＰＥＧ 介导的原生质体转化方法进行了基因敲除ꎬ然后对 ３ 个突变体的营养生

长及致病力进行测定和分析ꎬ并对病菌的非核糖体肽合成酶基因 ＶｍＮＲＰＳ１２ 及 ＶｍＮＲＰＳ１４ 在突变体中的表达进行

定量分析ꎮ 结果表明:Ｖｍｌｅｓ４ 在侵染初期的表达显著上调ꎬ接种后 ６ ｈ 上调表达 ６.２ 倍ꎮ 敲除突变体的生长速率平均

降低 ２８％且菌丝生长稀疏ꎬ在富士苹果品种(Ｍａｌｕｓ ｄｏｍｅｓｔｉｃ ｃｖ. Ｆｕｊｉ)叶片和枝条上的致病力分别降低到 ２２.５％和

２７.５％ꎬＶｍＮＲＰＳ１２ 及 ＶｍＮＲＰＳ１４ 基因在 Ｖｍｌｅｓ４ 突变体侵染苹果枝条 ２４ ｈ 后的表达量分别下调 ８６.５％和 ５０％ꎻ综上

所述ꎬＶｍｌｅｓ４ 正调控腐烂病菌的营养生长、致病力以及次级代谢合成酶基因 ＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 的表达ꎮ
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　 　 近年来苹果产业在我国发展迅猛ꎬ其种植面积

与总产量均位居世界第一ꎬ而苹果树腐烂病却严重

制约着苹果产业的发展ꎮ 该病是由 Ｖａｌｓａ ｍａｌｉ ＝Ｃｙ￣
ｔｏｓｐｏｒａ ｍａｌｉ 引起的一种真菌性病害ꎬ主要危害苹果

树枝干ꎬ轻则树枝树干枯死ꎬ苹果减产ꎬ重则造成绝

产甚至毁园ꎮ 因此深入揭示该病原菌的分子致病

机理对病害高效防控意义重大ꎮ
真核生物的遗传信息通常存储在高度压缩的

染色质中ꎬ因此ꎬ染色质的结构在基因的表达调控

中具有重要意义ꎮ 真核生物在进化中产生的各类

染色质重塑因子ꎬ利用 ＡＴＰ 水解的能量对染色质基

本结构核小体进行改装ꎬ进而改变染色质结构参与

对基因的调控[１]ꎮ 染色质重塑因子根据功能域划分

为 ＳＷＩ / ＳＮＦ、ＩＳＷＩ、ＣＨＤ 和 ＩＮＯ８０ / ＳＷＲ１[２]ꎮ ＩＮＯ８０
染色质重塑因子最早在酿酒酵母细胞中发现[３]ꎬ由
１５ 种不同的亚基组成ꎬ能调控细胞内多个基因的表

达ꎬ结合在 ＩＮＯ８０ 不同结构域上的不同亚基形成了 ３
个主要的功能区:(１) Ｎ 端调控功能区:包括亚基

ｌｅｓ１、ｌｅｓ３、ｌｅｓ５ 和 Ｎｈｐ１０ꎻ(２)ＨＳＡ 功能区:包括亚基

Ａｒｐ４、Ａｒｐ８ 和 ｌｅｓ４ꎻ(３) ＳＮＦ２－ＡＴＰａｓｅ 功能区:包括

ＡＡＡ ＋ ＡＴＰａｓｅ ( Ｒｖｂ１ 和 Ｒｖｂ２)、 Ａｒｐ５、 ｌｅｓ２ 和 ｌｅｓ６
亚基[４]ꎮ

ＩＮＯ８０ 染色质重塑因子及其亚基参与多种细胞

过程且功能多样ꎮ 如拟南芥 ＩＮＯ８０ 缺失突变体植

株表现为弱化矮小且重量减少[５]ꎻ医学方面的研究

发现ꎬ沉默肺癌细胞 ＩＮＯ８０、肺癌细胞的形成速率明

显下降[６]ꎬ另外ꎬ癌细胞中敲除了 ＩＮＯ８０ 后发现部

分基因的表达上调或下调[７]ꎬ而酵母细胞中 Ｎｈｐ１０
亚基缺失导致 ＩＮＯ８０ 对 ＤＮＡ 结合活性降低[８]ꎬ缺
失 ｌｅｓ３ 基因的酵母细胞端粒伸长并且位置发生改

变[１]ꎬ并且缺失 ＩＮＯ８０ 催化亚基或 Ａｒｐ５－Ｉｅｓ６ 核心

亚基的酵母细胞基因组内 １５％的基因表达受到影

响[９]ꎮ 因此ꎬ揭示 ＩＮＯ８０ 及其亚基在腐烂病菌致病

中的作用具有重要价值ꎮ 本研究从 Ｖ.ｍａｌｉ 全基因

组数据[１０]中鉴定到一个染色质重塑因子 ＩＮＯ８０ 亚

基基因 Ｖｍｌｅｓ４ꎬ利用缺失突变体揭示该基因对病菌

营养生长、致病力的影响ꎬ同时探索其对致病相关

次级代谢合成酶基因 ＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 的

影响ꎬ这将有助于进一步揭示染色质重塑因子在腐

烂病菌致病中的功能ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

１.１.１ 　 菌种来源 　 苹果树腐烂病菌(Ｖａｌｓａ ｍａｌｉ ＝
Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｍａｌｉ)野生型分离菌株 ０３－８ꎬ由西北农林

科技大学植物保护学院果树病害病原生物学及综

合防治研究团队的研究室分离并保存ꎻｐＦＬ２ 质粒

(含有 Ｔｒｐ 合成基因 ｎｅｏꎬＧ４１８ 抗性)ꎬ由西北农林科

技大学许金荣教授惠赠ꎮ
１.１.２　 致病性测定材料 　 苹果树叶片和枝条均为

采自杨凌美庭快乐农场的富士品种ꎬ叶片为表面平

整的初夏叶片ꎬ枝条为粗细均匀的 １~２ ａ 生枝条ꎮ
１.１.３　 主要 试 剂 　 Ｐ５０５ 高保真酶 ( Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｓｕｐｅｒ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ诺维赞)、ＤＮＡ 胶回

收试剂盒(Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｄ２５００ꎬＯＭＥＧＡ)、崩溃

酶 ( Ｄｒｉｓｅｌａｓｅꎬ Ｓｉｇｍａ )、 裂 解 酶 ( Ｌｙｓｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅꎬ
Ｓｉｇｍａ)、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、定量 Ｍｉｘ(Ｇｅｎｓｔａｒ)、Ｇ４１８
(ＭＰ)、华越洋核酸提取试剂盒、反转录试剂盒

(Ｔｈｅｒｍｏ)及其他实验室常规化学药品和试剂ꎬ试验

中所需引物均委托上海生工生物工程股份有限公

司进行合成ꎮ 实验用到的引物序列见表 １ꎮ
表 １　 本实验所用引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５’→３’)

ＲＴ－Ｆ ＣＧＧＡＧＡＣＡＣＣＣＡＡＧＧＡＡＧＡＣ
ＲＴ－Ｒ ＴＧＴＡＧＣＡＧＴＡＧＣＡＧＣＣＡＧＧＡＧ
１Ｆ ＡＧＧＣＴＣＣＡＧＴＧＧＣＴＴＣＣ
２Ｒ ＣＡＧＡＴＡＣＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＴＣＧＣＡＡＣＣＴＣＴＧＣＴＣＧＡＴＧＧＴＣＧＡＡＡＡ
３Ｆ ＧＴＴＴＡＧＡＴＴＣＣＡＡＧＴＧＴＣＴＡＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＣＡＧＣＡＧＴＣＴＴＧＧＡＴ
４Ｒ ＧＧＧＴＧＴＧＴＧＡＡＡＧＧＡＧＡ
５Ｆ ＡＣＴＣＡＡＴＣＴＣＴＣＴＣＣＴＧＧＣ
６Ｒ ＴＣＡＣＡＴＣＣＧＴＴＧＴＣＴＣＴＴＣ
ＣＦ ＡＡＴＴＧＡＴＣＣＡＧＴＣＧＧＴＴ
ＣＲ ＣＡＴＣＴＡＣＴＴＧＧＣＴＣＴＧＣＴ

ＧＥＮ－Ｆ ＧＡＧＧＴＴＧＣＧＡＴＴＴＣＴＣＴＧＣＣＧＴＡＴＣＴＧ
ＧＥＮ－Ｒ ＧＣＣＡＧＣＡＧＴＡＧＡＣＡＣＴＴＧＧＡＡＴＣＴＡＡＡＣ
Ｈ８５０Ｆ ＴＣＴＣＡＡＡＧＡＧＧＡＡＣＣＣＡＡＴＣ
Ｈ８５２Ｒ ＡＣＴＧＴＡＡＣＣＣＧＣＡＡＣＧＡＡ
Ｈ８５５Ｒ ＴＧＴＴＧＧＧＴＴＴＧＡＧＣＴＡＧＧＴＧＧＧ
Ｈ８５６Ｆ ＧＡＡＴＧＧＴＣＡＡＡＴＣＡＡＡＣＴＧＣＴＡＧＡＴＡＴ

１.２　 实验方法

１.２.１　 Ｖｍｌｅｓ４ 的侵染表达模式分析 　 将活化好的

野生型菌株 ０３－８ 的菌饼接种于健康的离体富士枝

条上ꎬ取 ６、１２、２４、４８、７２ ｈ ５ 个时间点的病健交界处

皮层组织样品ꎬ以纯培养 ７２ ｈ 的菌丝组织为对照ꎬ
按照核酸提取试剂盒 (华越洋) 和反转录试剂盒

(Ｔｈｅｒｍｏ)说明书操作进行总 ＲＮＡ 的提取并合成

ｃＤＮＡꎬ反转录引物采用 Ｏｌｉｇｏｄ(Ｔ)１８ꎬ以 Ｇ６ＰＤＨ 为

内参基因ꎬ用 ２－ΔΔＣｔ法计算 Ｖｍｌｅｓ４ 相对表达量ꎬ每个

反应 ３ 次平行重复ꎬ试验重复 ３ 次后取均值ꎮ
１.２.２　 突变体的获得 　 基于本实验室前期的病菌

全基因组测序分析结果得到目的基因序列ꎬ用
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Ｐｒｅｍｉｅｒ５.０ 软件设计定量引物 ｑＲＴ－Ｆ / ｑＲＴ－Ｒꎬ上游

引物 １Ｆ / ２Ｒꎬ下游引物 ３Ｆ / ４Ｒꎬ巢氏引物 ＣＦ / ＣＲꎬ检
测引物 ５Ｆ / ６Ｒꎮ 其中引物 ２Ｒ 和 ３Ｆ 的 ５′端带有同

Ｇ４１８ 两端同源的序列(斜体序列)ꎮ 以苹果树腐烂

病菌的基因组 ＤＮＡ(１ ４０２ ｎｇμｌ－１)为模板ꎬ扩增

目的基因的上下游片段ꎬ以 ｐＦＬ２ 质粒为模板ꎬ扩增

ｎｅｏ 基因片段ꎬ回收各个扩增片段ꎬ用 Ｄｏｕｂｌｅ￣ｊｏｉｎｔ
ＰＣＲ 三步法构建基因敲除载体ꎬ用 ＰＥＧ 介导法将敲

除载体导入原生质体中ꎬ含有 ２００ μｇｍＬ－１Ｇ４１８ 抗

生素的 ＰＤＡ 培养基培养皿筛选转化子ꎬ提取其

ＤＮＡꎬ４ 对引物 ＰＣＲ 检测后得到 ３ 个阳性突变体ꎬ将
其保存在 ２０％的甘油中并于－２０ ℃冰箱保存ꎮ
１.２.３　 表型分析　 活化好的野生型 ０３－８ 及突变体

菌株ꎬ用打孔器(ｄ＝ ５ ｍｍ)在菌落边缘打菌饼ꎬ接种

在含有 １２ ｍｌ ＰＤＡ 培养基的培养皿中央ꎬ２５℃黑暗

培养 ４８ ｈ 后ꎬ观察菌落的生长情况并用十字交叉法

测量菌落的直径ꎬ每组设置 ３ 个重复ꎬ试验重复 ３ 次

后取均值ꎮ
１.２.４ 　 致病力测定 　 离体叶片接种参照韦洁玲

等[１１]的方法ꎮ 叶片用自来水冲洗干净后ꎬ用 ０.６％
的次氯酸钠(ＮａＣｌＯ)溶液消毒 ５ ｍｉｎꎬ用灭菌 ｄｄＨ２Ｏ
水冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ一次性 １ ｍｌ 注射器针头刺

伤叶片正面制造伤口ꎬ用直径为 ５ ｍｍ 的打孔器在

活化好的菌落边缘打孔制成菌饼ꎬ再将菌饼接种在

叶片正面的伤口上ꎬ以 ＰＤＡ 为空白对照ꎬ灭菌的脱

脂棉蘸缠于叶柄防止水分的散失ꎬ叶片置于托盘内

２５℃保湿培养ꎬ３~ ４ ｄ 后用十字交叉法测量叶片病

斑的大小ꎬ每个菌株设置 ５ 个重复ꎬ试验重复 ３ 次后

取均值ꎮ 离体枝条接种参照臧睿等[１２] 的方法ꎮ 将

枝条剪成 １０ ｃｍ 左右的小段ꎬ自来水冲洗干净ꎬ
０.６％的次氯酸钠溶液进行表面消毒 １５ ｍｉｎꎬ用灭菌

ｄｄＨ２Ｏ 水冲洗 ３ 次ꎬ待其晾干ꎬ融化的石蜡将枝条两

端封口ꎬ打孔器(ｄ ＝ ５ ｍｍ)在枝条上破坏其韧皮组

织打孔制造伤口ꎬ用打孔器(ｄ ＝ ５ ｍｍ)将活化好的

野生型及突变体菌株打菌饼ꎬ菌饼接种在枝条制造

的伤口上ꎬ野生型菌株作为阳性对照ꎬ２５ ℃保湿培

养ꎬ７ ｄ 后测量并记录枝条病斑纵向扩展长度ꎬ每个

菌株设置 ６ 个重复ꎬ试验重复 ３ 次后取均值ꎮ
１.２. ５ 　 ＶｍＮＲＰＳ１２ 及 ＶｍＮＲＰＳ１４ 表达量 　 参照

１.２.１小节的方法枝条接种野生型 ０３－８ 与突变体菌

株 ΔＶｍｌｅｓ４ꎬ取接种后 ２４ ｈ 的树皮组织(以纯培养菌

丝体为对照)ꎬ提取 ＲＮＡ 并合成 ｃＤＮＡꎬｑＲＴ－ＰＣＲ
检测 ＮＲＰＳ１２ 及 ＮＲＰＳ１４ 基因的相对表达量ꎬ试验

重复 ３ 次后取均值ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 侵染期 Ｖｍｌｅｓ４ 的表达分析

运用 ｑＲＴ－ＰＣＲ 技术分析 Ｖｍｌｅｓ４ 在不同时间的

相对表达水平ꎬ结果如图 １ꎬＶｍｌｅｓ４ 在病菌接种 ６ ｈ
显著上调表达ꎬ上调达 ６.２ 倍ꎮ 说明该基因在苹果

树腐烂病菌侵染前期发挥重要作用并且可能参与

致病过程ꎮ

　 　 注:试验重复 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ 利用 ＳＰＳＳ ２３.０ 分析差

异显著性ꎮ ∗表示显著性差异(０.０１<Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗表示

非常显著性差异(０.００１<Ｐ<０.０１)ꎬ∗∗∗表示极显著性差

异(Ｐ<０.００１)ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ

ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｔａｋｅｎ. ＳＰＳＳ ２３.０ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉ￣
ｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ. ∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (０.０１<Ｐ<
０.０５)ꎻ ∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (０.００１<Ｐ<
０.０１)ꎻ∗∗∗ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ (Ｐ<
０.００１)ꎬ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 不同侵染时期 Ｖｍｌｅｓ４ 基因表达水平
的实时荧光定量 ＰＣＲ 分析

Ｆｉｇ.１　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＲＴ－ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｖｍｌｅｓ４
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｇｅｓ

２.２　 敲除突变体的获得

Ｖｍｌｅｓ４ 上下游片段的扩增ꎬ片段大小分别为

１６８３ ｂｐ 和 １６８８ ｂｐ(见图 ２Ａ)ꎻ抗性基因 ｎｅｏ 片段扩

增片段大小为 １４３３ ｂｐ(图 ２Ｂ)ꎻＤｏｕｂｌｅ￣ｊｏｉｎｔ ＰＣＲ 融

合上游、下游和 ｎｅｏ 片段ꎬ片段大小为 ４８０４ ｂｐ(图
２Ｃ)ꎻＣＦ / ＣＲ 巢式 ＰＣＲ 构建敲除载体ꎬ片段大小为 ４５９５
ｂｐ(图 ２Ｄ)ꎻＰＥＧ 介导的原生质转化方法得到转化子ꎬ
用 ４ 对引物检测后得到 ３ 个基因缺失突变体(图 ３)ꎮ
２.３　 突变体的表型观察

在 ＰＤＡ 培养基上生长 ４８ ｈ 后ꎬ与野生型菌株

０３－８ 相比ꎬＶｍｌｅｓ４ 突变体菌落较白、菌丝较稀少ꎬ生
长速率平均下降达 ２８％ꎬ且生长不规则(图 ４)ꎮ 表

明 Ｖｍｌｅｓ４ 基因影响菌落的形态和生长速率ꎮ
２.４　 突变体致病力的测定

与野生型 ０３－８ 相比ꎬＶｍｌｅｓ４ 缺失突变体分别

在离体叶片上病斑直径平均下降 ２２.５％ꎬ在枝条上

病斑长度平均下降 ２７％(图 ５)ꎮ 表明 Ｖｍｌｅｓ４ 基因

的缺失使病原菌在叶片和枝条上的致病力下降ꎮ
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２.５　 ΔＶｍｌｅｓ４ 对 ＶｍＮＲＰＳ１２ 及 ＶｍＮＲＰＳ１４ 表达量的

影响

　 　 ＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 基因在野生型 ０３－８
及 ΔＶｍｌｅｓ４ 菌株侵染树皮 ２４ ｈ 的 ｑＲＴ－ＰＣＲ 结果显

示(图 ６)ꎬＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 在 ΔＶｍｌｅｓ４ 菌

株中的相对表达量均显著低于野生型ꎬ分别下调

８６.５％和 ５０％(图 ６)ꎮ 表明 Ｖｍｌｅｓ４ 正调控了基因

ＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 的表达ꎮ

　 　 注:(Ａ):Ｖｍｌｅｓ４ 上下游片段扩增ꎻ Ｆ:目标上游片段ꎻ
Ｌ:目标下游片段ꎻ Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ(Ｂ):ｎｅｏ 基因扩增 Ｍ:
ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ(Ｃ)－(Ｄ):构建敲除载体 Ⅰ:Ｄｏｕｂｌｅ－ｊｏｉｎｔ
ＰＣＲ 融 合 基 因 片 段ꎻ Ⅱ ａｎｄ Ⅲ: 巢 式 ＰＣＲ 片 段ꎻ
Ｍ:ＤＬ５０００ꎮ

Ｎｏｔｅ: (Ａ):Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｏｆ
Ｖｍｌｅｓ４ꎻ Ｆ:ｔａｒｇｅｔ ｕｐｓｔｒｅａｍꎻ Ｌ:ｔａｒｇｅｔ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍꎻ Ｍ:ＤＬ２０００
ｍａｒｋｅｒꎻ ( Ｂ ): Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｏ ｃａｓｓｅｔｔｅꎻ Ｍ: ＤＬ２０００
ｍａｒｋｅｒꎻ(Ｃ)－(Ｄ):Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｖｅｃｔｏｒꎻ Ⅰ:ｆｕ￣
ｓｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ － ｊｏｉｎｔ ＰＣＲꎻ Ⅱ ａｎｄ Ⅲ:ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ
ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ Ｍ:ＤＬ５０００.

图 ２　 构建敲除载体的 ＰＣＲ 验证
Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｖｅｃｔｏｒ

１:目的基因 Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅꎻ２:ｎｅｏ 基因 ｎｅｏ ｃａｓｓｅｔｔｅꎻ
３:上游片段 Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｒｅｇｉｏｎꎻ４:下游片段 Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｒｅｇｉｏｎꎻ
５:阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ６:阳性对照 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ
图 ３　 突变体 ４ 对引物 ＰＣＲ 验证

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｍｕｔａｎｔｓ ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

　 　 注:试验重复 ３次ꎬ取平均值ꎮ 利用 ＳＰＳＳ２３.０ 在 Ｐ＝０.０５ 水平上
分析差异显著性ꎮ 不同小写字母表示两者间存在显著差异ꎮ 下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｈｒｅｅ ｔｉｍｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅａｎ
ｖａｌｕｅ ｗａｓ ｔａｋｅｎ. ＳＰＳＳ２３.０ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ０.０５
ｌｅｖｅｌ. Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｔｗｏ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ４　 野生型菌株 ０３－８ 和突变体 ΔＶｍｌｅｓ４
在 ＰＤＡ 培养基上的菌落直径(４８ ｈ)

Ｆｉｇ.４　 Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ ０３－８ ａｎｄ ｔｈｅ
ｍｕｔａｎｔ ΔＶｍｌｅｓ４ ｉｎｏｃｕｌａｔｅ ｏｎ ＰＤＡ ｍｅｄｉｕｍ (４８ ｈ)

图 ５　 野生型菌株 ０３－８ 及突变体 ΔＶｍｌｅｓ４ 的致病力测定及分析
Ｆｉｇ.５　 Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎｓ ０３－８ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｓ
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图 ６　 ＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 基因在野生型 ０３－８ 和突变体 ΔＶｍｌｅｓ４ 侵染枝条 ２４ ｈ 的相对表达量

Ｆｉｇ.６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶｍＮＲＰＳ１２ ａｎｄ ＶｍＮＲＰＳ１４ ｉｎ ｔｈｅ ｔｗｉｇｓ ｏｆ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎｓ ０３－８ ａｎｄ ｍｕｔａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ２４ ｈ

３　 结论与讨论

本研究就苹果树腐烂病菌染色质重塑因子

ＩＮＯ８０ 亚基 Ｖｍｌｅｓ４ 基因在 Ｖ.ｍａｌｉ 中的功能进行了

初步探究ꎮ Ｖｍｌｅｓ４ 在接种离体苹果树枝条 ６ ｈ 后的

相对表达量显著上调ꎻ有文献报道ꎬ真菌中一些起

作用的致病基因在侵染初期会出现上调表达的情

况[１３]ꎬ这与本研究对侵染期 Ｖｍｌｅｓ４ 表达模式分析

结果相符ꎬ说明 Ｖｍｌｅｓ４ 是一类毒性基因ꎬ可能参与

致病ꎮ 与野生型 ０３－８ 比较ꎬ３ 个敲除突变体的生长

速率及其在叶片和枝条上的致病力均显著下降ꎬ说
明 Ｖｍｌｅｓ４ 基因确实参与了致病ꎮ 对拟南芥染色质

重塑因子核心亚基的研究发现ꎬ其参与了多种发育

过程[１４]ꎬ且缺失 ＩＮＯ８０ 基因后ꎬ植株生长受到限制ꎻ
ＩＮＯ８０ 重塑因子的 Ｎ 端调控域与 ＨＡＳ 功能区 Ａｒｐ４
Ａｒｐ８ ｌｅｓ４ 亚基结合后ꎬ改变亚基 Ａｒｐ８ 的构象ꎬ构象

改变后的 Ａｒｐ８ 与核小体上的组蛋白结合紧紧抓住

核小体ꎬ随后亚基 Ａｒｐ５－ｌｅｓ６ 将 ＳＮＦ２－ＡＴＰａｓｅ 功能

区 Ｒｖｂ 蛋白亚基募集过来[１５]ꎬＲｖｂ１ 和 Ｒｖｂ２ 亚基具

有螺旋酶的活性[１６]ꎬＲｖｂ１ 和 Ｒｖｂ２ 与其他的亚基结

合后ꎬ在超螺旋位置与核小体上的 ＤＮＡ 结合ꎬ打开

碱基ꎬ并阻止组蛋白 Ｈ２Ａ 与 ＤＮＡ 的接触[１７]ꎬ将核

小体上的 ＤＮＡ 暴露出来ꎬ便于转录因子和 ＲＮＡ 聚

合酶等结合ꎻＩＮＯ８０ 亚基间通过以上方式共同合作

重塑染色质ꎬ来调控基因的表达ꎮ
本研究对致病基因 ＶｍＮＲＰＳ１２[１７]及 ＮＲＰＳ 类相

关基因 ＶｍＮＲＰＳ１４ 在 ＩＮＯ８０ 亚基 Ｖｍｌｅｓ４ 突变体中

的相对表达量进行定量 ＰＣＲꎬ结果发现其表达能力

显著下降ꎮ 酵母和 Ｈｅｌａ 细胞 ＩＮＯ８０ 亚基缺失后ꎬ基

因组内基因也出现上调或者下调表达的现象ꎬ与本

研究中 Ｖｍｌｅｓ４ 缺失后ꎬＶｍＮＲＰＳ１２ 和 ＶｍＮＲＰＳ１４ 基

因的表达量出现下降相符ꎮ 本研究中位于 ＨＡＳ 功

能区的亚基 Ｖｍｌｅｓ４ 基因缺失后ꎬ病菌的致病力显著

下降ꎮ 有文献报道ꎬＨＡＳ 功能区与核小体组蛋白及

ＤＮＡ 的结合有关[１８]ꎬＶｍｌｅｓ４ 导致致病性下降的原

因可能是 Ｖｍｌｅｓ４ 缺失后ꎬ致病基因的转录因子等无

法与 ＤＮＡ 结合ꎬ使得致病基因的表达下降ꎬ无法发

挥毒性功能最终导致了致病力的降低ꎮ 本研究只

是初步探究了染色质重塑因子 ＩＮＯ８０ 亚基 Ｖｍｌｅｓ４
基因的毒性功能及其对 ＶｍＮＲＰＳ１２ 及 ＶｍＮＲＰＳ１４
表达的调控功能ꎬ然而苹果树腐烂病的致病是一个

复杂的过程ꎬＩＮＯ８０ 染色质重塑因子作为一类由多

亚基组成的保守调控因子ꎬ各个亚基之间到底以怎

样的相互作用来影响 Ｖ.ｍａｌｉ 的致病和调控能力将

会是一个新的研究方向ꎮ
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