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基于RNAi和蛋白质组学研究

胶孢炭疽菌CgCDC2基因的功能
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摘 要：【目的】CDC2是调控细胞周期的主要因子之一，对植物病原菌的生长发育有着重要作用，但目前还未有胶孢

炭疽菌 CDC2 蛋白生物学功能方面的研究。本试验的目的是获得胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides）

CgCDC2 的 RNAi突变体菌株，并分析 CgCDC2 基因的功能。【方法】利用 RNAi技术和 PEG 介导法获得 CgCDC2 的

RNAi突变体菌株，通过表型分析、TMT蛋白质组学分析和酶活性测定来确定该基因的生物学功能。【结果】通过PCR

扩增获得CgCDC2基因，编码一个 326个氨基酸的蛋白，其RNAi突变体菌株与野生型相比，生长速率减缓、分生孢子

产量显著下降、对H2O2敏感性增强，PG、PL蛋白质含量、基因相对表达量和酶活性均显著降低，致病力减弱。【结论】

CgCDC2参与调控胶孢炭疽菌的生长，分生孢子产量，氧化应激反应以及PG、PL的酶活性，从而降低病原菌的致病力。
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des with RNAi and TMT-based proteomic analysis
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Abstract:【Objective】CDC2 is one of the main factors in cell cycle regulation, which plays an impor-

tant role in the growth and development of plant pathogens. However, there are few studies on the bio-

logical function of CDC2 in Colletotrichum gloeosporioides. The purpose of this study was to obtain

and analyze the CgCDC2 RNAi mutants of Colletotrichum gloeosporioides and provide some informa-

tion about the function of CgCDC2.【Methods】The CgCDC2 gene was cloned by RT-PCR. RNA inter-

ference and the CgCDC2 RNAi mutants were obtain by using PEG-mediated protoplast transformation

system. PCR amplification, agarose gel electrophoresis, along with qRT- PCR were used to determine

whether the transformant obtained were RNAi mutants. The biological phenotypes including colony

growth rate, spore yield and sensitivity to stress factors were tested to understand the phenotypic differ-

ences between mutants and wild-type strain. TMT-based proteomic analysis and enzyme activity assay

were performed in order to analyze the differential proteins in the mutants and the wild-type strain. The

pathogenicity of the mutants and the wild-type strain were determined by inoculating them on the man-

go. The diameter of the lesion was observed and measured every other day.【Results】The CgCDC2 gene

encoded a protein containing 326 amino acids. It was found that through sequence alignment analysis
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真核细胞中，有丝分裂和细胞周期的进程受许

多细胞周期蛋白依赖性激酶CDK（cyclin-dependent

kinases）的调控，它们能够与周期蛋白结合，形成 cy-

clin-CDK复合体，进而实现对细胞周期不同时相的

推进和转化作用[1]。CDC2（CDK1）便是细胞周期调

控的主要因子之一，由Nurse等[2]首次在裂殖酵母中

发现。它广泛存在于丝状真菌和酵母中，可以使多

种蛋白底物磷酸化，基因突变会导致细胞停留在

G1/S或G2/M期交界处，进而影响DNA复制和细胞

的有丝分裂 [3- 5]。胡澄等 [6]发现麦冬皂苷 B 能通过

the protein sequence of CgCDC2 was highly conserved. Compared with other plant pathogenic fungi,

CgCDC2 was highly homologous. RNAi mutants were obtained by constructing RNAi expression vec-

tor and PEG-mediated protoplast transformation system. After the mutants and the wild-type strain inoc-

ulated on PDA and Czapek plates for several days, the colony growth rate of the mutants was found low-

er than that of the wild-type strain by observing and measuring the diameter of lesion. The collected co-

nidia were counted by the hemocytometer and it was found that the conidia yield of mutants significant-

ly decreased compared with the wild-type strain, it was about 1/8 of that of the wild-type strain. The sen-

sitivity test of the mutants and the wild type strain to stress factors showed that both of them were not in-

hibited on the medium containing 0.7 mol ·mL-1 NaCl or 100 μg ·mL-1 Congo Red. However, the growth

of the mutants was inhibited to varying degrees, while the growth of the wild-type strain was not inhibit-

ed on the medium containing 5 mmol·mL-1 H2O2. TMT-based proteomic analysis showed that 5 420 pro-

teins were identified both in the mutants and the wild-type strain. In pSilent-1: CgCDC2-1 vs WT, 86

significant differential proteins were identified, of which 47 were up-regulated and 39 were down-regu-

lated. In pSilent-1:CgCDC2-2 vs WT, 73 significant differential proteins were identified, of which 37

were up- regulated and 36 were down- regulated. GO enrichment analysis showed that in pSilent- 1:

CgCDC2-1 vs WT, the biological processes involved in differential proteins were mainly concentrated

in the carbohydrate metabolic process, the regulation of transcription from RNA polymerase III promot-

er, nucleosome assembly and amino acid transmembrane transport. The molecular function were mainly

concentrated in lyase activity, substrate-specific transmembrane transporter activity. The cellular compo-

nents were mainly concentrated in chromatin. In pSilent-1:CgCDC2-2 vs WT, the biological processes

involved in differential proteins were mainly concentrated in the aromatic amino acid family metabolic

process. The molecular functions were mainly concentrated on oxidoreductase activity, carbon-sulfur ly-

ase activity and antioxidant activity. The expression levels of PG and PL genes in the mutants the wild-

type strain were determined by qRT-PCR. The results showed that the expression levels of PG and PL

genes were significantly down-regulated in the mutants compared with the wild-type strain. The results

of enzyme activity assay showed that the enzyme activities of PG and PL in mutants were significantly

lower than those of the wild-type strain, which was consistent with the results of TMT-based proteomic

analysis. The result of pathogenicity test showed that after inoculating mango for 5 days, the diameter

of lesion caused by mutants was significantly smaller than that of the wild-type strain. This indicated

that the pathogenicity of the mutants was weakened.【Conclusion】Sequence alignment results showed

that the CgCDC2 protein was highly conserved. The biological phenotypic determination of the mu-

tants indicated that the CgCDC2 gene was involved in the regulation of the colony growth rate, conidia

yield, oxidative stress response, the expression levels of PG and PL genes, the expression levels of PG

and PL proteins and enzyme activities in Colletotrichum gloeosporioides, thereby reducing the pathoge-

nicity.

Key words: Mango; Colletotrichum gloeosporioides; CDC2; RNAi; TMT- based proteomic analysis;

Pathogenicity
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Myt/Cdc2信号通路使细胞周期停滞在G0/G1期，从

而抑制 H460 细胞有丝分裂。Liu 等 [7]的研究发现，

对于丝状真菌禾谷镰刀菌中鉴定到的 2个CDC2蛋

白，CDC2A和CDC2B基因敲除结果表明，CDC2A和

CDC2B在营养生长和无性生殖阶段功能冗余，但只

有CDC2A在生长和有性生殖的细胞周期调控中发

挥着阶段特异性作用，这说明同一种真菌中可能存

在多个 CDC2同源基因，且它们之间的功能有所不

同。

Colletotrichum 是典型的丝状真菌，被 Molecu-

lar Plant Pathology评为分子植物病理学研究中十大

模式真菌之一，主要用于病原菌的致病机理、病原菌

与寄主之间的互作机制等方面的研究，如吴曼莉

等[8]利用同源重组的方法对胶孢炭疽菌G蛋白信号

调控因子 CgRGS2基因进行敲除并回补，通过对敲

除突变体和互补株表型分析后发现，CgRGS2蛋白

参与调控胶孢炭疽菌的营养生长、细胞壁完整性、致

病性等多个方面。Alkan等 [9]通过对胶孢炭疽菌侵

染番茄果实过程进行转录组分析，发现果实持续大

规模上调防御基因来应对胶孢炭疽菌的侵染，而在

死体营养阶段，真菌代谢显著变化，致病因子显著上

调。为了阐明胶孢炭疽菌CgCDC2基因是否在其致

病过程中发挥作用，笔者利用 RNAi 技术 [10]和 PEG

介导法对胶孢炭疽菌CgCDC2基因进行沉默，对沉

默突变体的生长速率、产孢量和对胁迫因子的敏感

性进行了测定。运用 TMT（Tandem Mass Tag，串联

质谱标签）定量蛋白质组学技术研究了沉默突变体

的差异表达蛋白，同时进行了致病性试验，综合比较

分析，最终确定和完善了该基因的生物学功能，为深

入了解胶孢炭疽菌和寄主之间的互作机制提供理论

依据。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 供试菌株和杧果品种 胶孢炭疽菌野生型

WT为 171-1菌株，由中国热带农业科学院环境与植

物保护研究所热带果树病害研究组鉴定，保存。致

病力测定所用杧果品种为‘台农1号’。

1.1.2 主要试剂 E.Z.N.M.TM Fungal RNA Kit（购自

Omega），PrimeScriptTM Ⅱ 1st Strand cDNA Synthe-

sis Kit（购自 TaKaRa），UltraSYBR Mixture（购自康

为世纪），二硫苏糖醇（DTTred，购自 Sigma），碘乙酸

（IAA，购自 Sigma），质谱级胰酶（购自 Promega），

Bradford 蛋白定量试剂盒（购自 Bio- Rad），TMT®

Mass Tagging Kits and Reagents（购自Thermo），酶活

性测定试剂盒（购自苏州科铭生物），引物由 Invitro-

gen公司合成，其他试剂为国产分析纯。

1.2 胶孢炭疽菌总RNA的提取和 cDNA第一链的

合成

参照E.Z.N.M.TM Fungal RNA Kit试剂盒说明书

提取总 RNA，使用超微量紫外分光光度计（Nano-

drop 2000C）测定总 RNA 浓度，利用 PrimeScriptTM

Ⅱ 1st Strand cDNA Synthesis Kit试剂盒反转录合成

cDNA第一链，10倍稀释后保存备用。

1.3 CgCDC2基因的克隆

从胶孢炭疽菌全基因组序列中获得CDC2（cell

division control protein 2，登录号：EQB57285.1）的蛋

白序列，通过Primer Premier 5.0软件设计克隆引物，

其正向引物为CgCDC-F，反向引物为CgCDC-R（表

1）。以 cDNA为模板，扩增获得CgCDC2全长基因，

电泳检测，切胶回收，连接 pMD19-T载体，转化到大

肠杆菌 DH5α感受态细胞中，挑选阳性克隆送至

Thermo Fisher公司测序、分析。

表 1 本研究所用的引物序列

Table 1 Primers used in this study

引物名称 Primer name

CgCDC-F

CgCDC-R

Hyg-F

Hyg-R

CgCDC2-F

CgCDC2-R

Cg2S-F

Cg2S-R

qCgCDC2-F

qCgCDC2-R

qACT-F

qACT-R

qCgPG-F

qCgPG-R

qCgPL-F

qCgPL-R

序列 Sequence (5’—3’)

ATGGAGAACTACCAGAAGCT

TAGTGACCATAGTATCCGT

TGATATTGAAGGAGCATTTT

TTCCCGGTCGGCATCTA

CTCTTCAACATCGTCCACGC

GAGAAGTTGTAGCAGGTGCG

GAGCCTTTCTTCTTGCCTCTC

GCCAACAAATCTCCAGTGGG

GAGGTTGTCACGCTGTGGTA

GGGGAAGGAGCTCTTGAAGT

AGCGGAAAGCCTCGCAGT

TGTCGTTACCATCTCGACCCA

ATCAAGACCATCGCTAAGAAGACC

TCCTGCTGGATCACGATGC

CTCTGGTCGCTACGGTGCAT

TGGTTCGTTGTCTTCCTTCCC

1.4 CgCDC2基因RNAi沉默载体的构建

利用真菌转化载体 pSilent-1[11]构建CgCDC2沉

默载体，构建策略见图1。序列的正向引物5’端添加

XhoⅠ和ApaⅠ酶切位点，反向引物5’端添加Hind Ⅲ

和KpnⅠ酶切位点。CgCDC2正向序列经限制性内切

夏 杨，等：基于RNAi和蛋白质组学研究胶孢炭疽菌CgCDC2基因的功能 1485
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CgCDC2

CgCDC2

酶XhoⅠ和Hind Ⅲ双酶切后克隆至 pSilent-1的Xho

Ⅰ和Hind Ⅲ位点，得到中间载体pSilent-1:CgCDC2-i，

反向序列经内切酶KpnⅠ和ApaⅠ双酶切后克隆至中

间载体 pSilent-1:CgCDC2-i的KpnⅠ和ApaⅠ位点，

得到RNAi沉默载体pSilent-1:CgCDC2。

1.5 原生质体制备及转化

胶孢炭疽菌菌株原生质体的制备和 PEG 介导

的原生质体转化参考韦运谢[12]的方法进行。

1.6 CgCDC2基因RNAi转化子的鉴定

采用CTAB法[13]提取CgCDC2基因沉默转化子

的DNA，根据Hyg B基因和 IT上下游片段序列设计

特异性引物 Hyg- F/Hyg- R、CgCDC2- F/Cg2S- R、

Cg2S-F/CgCDC2-R、CgCDC2-F/CgCDC2-R 对转化

子进行 PCR 鉴定。以空载 pSilent-1:CgCDC2 为阳

性对照，野生型WT为阴性对照，4对引物均能扩增

出目的条带的初步鉴定为阳性转化子，克隆转化后

送 Thermo Fisher公司测序、比对分析，初步鉴定获

得突变体。

利用实时荧光定量 PCR 分析突变体菌株与野

生型菌株 CgCDC2 基因的表达差异。采用 Quant

Studio 6 Flex 的实时荧光定量PCR检测系统进行实

时荧光定量 PCR 操作，设计荧光定量引物 qC-

gCDC2-F/qCgCDC2-R，以 ACT作为内参基因，引物

为 qACT-F/qACT-R，建立 20 μL 反应体系：2×Ultra-

SYBR Mixture 10 μL，引物各 1 μL，cDNA 1 μL，

ddH2O 7 μL，每个处理样本设置 3 个重复。qRT-

PCR 反应程序为：95 ℃预变性 10 min；95 ℃变性 15

s，60 ℃退火/延伸 1 min，40个循环；在 60 ℃时收集

荧光信号。采用 2-ΔΔCt法进行数据统计 [14]，并通过邓

肯新复极差法对数据进行方差分析。

1.7 CgCDC2沉默突变体生长特性分析

1.7.1 生长速率测定 用直径 0.5 cm打孔器分别沿

野生型和 CgCDC2 沉默突变体的菌落边缘打取菌

饼，接种于 PDA和 Czapek平板上，28 ℃培养，分别

在接种后 2、3、5、7 d观察拍照，测量菌落直径，试验

设3次重复，每次设3个重复。

1.7.2 产孢量测定 分别从CgCDC2沉默突变体和

野生型的PDA平板上打 0.5 cm菌饼 3个，接种于PD

培养液，28 ℃、180 r·min-1摇床培养 3 d，经无菌滤纸

过滤，收集分生孢子，用血球计数板计算分生孢子数

量，试验设3次重复。

1.7.3 胁迫因子敏感性测定 CgCDC2沉默突变体

菌株和野生型菌株在 PDA平板上活化 7 d后，打取

0.5 cm 菌饼分别接种于含有 NaCl（0.7 mol · mL- 1）、

Congo Red（100 μg · mL- 1）、H2O2（5 mmol · mL- 1）的

PDA平板上。28 ℃培养 7 d后观察、拍照记录，计算

抑菌率，试验重复3次，每次设3个重复。

1.8 TMT定量蛋白质组学分析

1.8.1 蛋白提取与酶解 总蛋白提取参考曹方彬[15]

的方法进行，称取适量样品，液氮研磨成粉，加入适

量蛋白裂解液（8 mol·mL-1尿素、50 mmol·mL-1 Tris-

HCl、0.2% SDS，pH=8），冰水浴超声裂解 5 min，

4 ℃、12 000 g 离心 15 min，取上清。加入终浓度 2

mmol · mL- 1 DTTred于 56 ℃反应 1 h，之后加入足量

IAA，室温避光反应 1 h。加入适量冷丙酮，-20 ℃沉

淀 2 h，4 ℃、12 000 g离心 15 min，弃上清液，加入适

图 1 基因沉默载体 pSilent-1:CgCDC2 的构建策略

Fig. 1 The construction strategy of gene silencing vector pSilent-1:CgCDC2
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量蛋白溶解液（8 mol · mL- 1 尿素、100 mmol · mL- 1

TEAB，pH=8.5）溶解蛋白沉淀。蛋白质量检测参考

Bradford蛋白质定量试剂盒中的说明书完成。每个

样品按照定量结果准确取出 100 μg蛋白，按照m 酶∶

m 蛋白=1∶50比例加入胰酶，37 ℃酶切过夜，再以m 酶∶

m 蛋白=1∶100比例加入胰酶，酶切 4 h，蛋白酶解液经

C18固相萃取柱除盐后冻干。

1.8.2 TMT 标记和肽段分离 以 100 mmol · mL- 1

TEAB 缓冲液复溶，并加入 41 μL 乙腈溶解的 TMT

标记试剂，室温放置 1 h，加入终浓度 2.7%氨水终止

反应，取等体积标记后的样品混合，除盐后冻干。使

用 XBridge Peptide BEH C18（250 mm × 4.6 mm，5

μm）色谱柱进行液相分离，梯度洗脱 50 min。流动

相 A 为 2%乙腈水溶液，流动相 B 为 98%乙腈水溶

液，氨水调至 pH=10。合并成 15 个组分，冻干后备

用。

1.8.3 液质联用分析 肽段用 0.1%甲酸溶解，每个

组分上样约 2 μg 蛋白，流动相 A 为 0.1%甲酸水溶

液，流动相 B 为 0.1%甲酸和 80%乙腈水溶液，洗脱

过程在 EASY-nLCTM 1200 纳升级 UHPLC 系统上

进行。使用Q ExactiveTM HF-X质谱仪，离子源喷雾

电压为 2.3 kV，采用数据依赖型采集模式，一级质谱

扫描范围设为m/z 350~1 500，分辨率设为60 000，选

取全扫描中离子强度前 40的母离子使用高能碰撞

裂解（HCD）方法碎裂，进行二级质谱检测，二级质

谱分辨率设为 15 000，碎裂碰撞能量设为 32%，阀强

度设为 8.3×103，动态排阻范围设为 60 s，生成质谱检

测原始数据。

1.9 差异表达蛋白分析

将质谱原始数据导入到Proteome Discoverer2.2

软件进行数据库检索，本研究中采用的是胶孢炭疽

菌对应的UniProt数据库，共计 15 380条序列。酶切

类型为胰酶酶切，固定修饰类型为半胱氨酸烷基化，

可变修饰类型为甲硫氨酸的氧化修饰，肽段 N 端

TMT标记。设置允许最大的酶漏切位点数目为 2，

前体离子质量偏差为 10 ppm，碎片离子质量偏差为

0.02 Da。本研究中，当 FC（蛋白表达差异倍数）≥
1.5，同时 p-value≤ 0.05，蛋白表现为表达量上调，当

FC≤ 0.67，同时 p-value≤ 0.05时，蛋白表现为表达量

下调，对每个蛋白质差异倍数以 2为底取对数，将 p-

value值以10为底取对数的绝对值，做出差异蛋白火

山图。

对鉴定出的差异蛋白进行 GO 功能注释，把所

有差异蛋白质向Gene Ontology数据库（http://www.

geneontology.org/）的各个 term 映射，计算每个 term

的蛋白质数目，应用超几何检验，找出与所有蛋白

质背景相比，在差异蛋白质中显著富集的 GO 条

目。根据富集结果，绘制富集到的 GO条目的柱状

图。

1.10 CgCDC2沉默突变体的PG、PL表达分析

1.10.1 PG、PL蛋白质含量分析 PG、PL蛋白质含

量根据TMT蛋白质组学分析结果得出。

1.10.2 PG、PL基因的表达分析 通过 qRT-PCR分

析突变体和野生型菌株中PG（ploygalacturonase，多

聚半乳糖醛酸酶）、PL（pectinate lyases，果胶裂解酶）

基因的表达情况。根据胶孢炭疽菌 PG、PL基因序

列，设计 qRT-PCR 引物 qCgPG-F/qCgPG-R、qCgPL-

F/qCgPL-R，以ACT作为内参基因，内参基因引物和

反应程序同1.6。

1.10.3 PG、PL酶活性测定分析 参考 PG、PL酶活

性测定试剂盒说明书，采用微量法进行酶活性测定，

比较分析突变体和野生型菌株PG、PL的酶活差异。

1.11 CgCDC2沉默突变体的致病性测定分析

选取表面光滑、无病斑的杧果，用灭菌好的束针

刺伤杧果果皮，在菌株活化 7 d后，打取 0.5 cm菌饼

接种于果皮表面，28 ℃保湿，逐天观察并记录病斑

直径。试验设3次重复，每次3个重复。

2 结果与分析

2.1 CgCDC2基因的扩增

通过PCR扩增获得了CgCDC2基因的ORF框，

全长 981 bp，编码一个含 326 个氨基酸的蛋白。氨

基酸序列比对发现，CgCDC2与Colletotrichum chlo-

rophyti（OLN85260.1）、Colletotrichum incanum（KZL-

81795.1）、Colletotrichum tofieldiae（KZL76309.1）等

真菌的 CDC2（cell division control protein 2）蛋白序

列高度同源，一致性为 83.28%，其中与 Colletotri-

chum chlorophyti 同源性最高，为 95.09%，与 Schizo-

saccharomyces pombe同源性较低，为62.12%。

采用 MEGA 6.0 软件中的 Neighbor- jointing 法

构建了CgCDC2与其他10种真菌CDC2蛋白的系统

进化树（图 2），这 10种真菌包括病原真菌和裂殖酵

母，进化树结果显示，CgCDC2 蛋白与 Colletotri-

chum chlorophyti 同源性最高，从而确认所获得的
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CgCDC2 蛋白为 Colletotrichum gloeosporioides cell

division control protein 2。

2.2 CgCDC2沉默突变体的鉴定

为验证 RNAi所获得的转化子是否为 CgCDC2

沉默突变体，设计了 4对引物进行了 PCR鉴定。电

泳结果见图 3，结果表明，获得 4种大小分别为 1 406

bp、405 bp、474 bp和 802 bp的单一条带（图 3-A；图

3-B；图 3-C；图 3-D），与预期大小一致。PCR产物送

Thermo Fisher公司测序，测序结果正确。

通过实时荧光定量 PCR 分析突变体菌株与野

生型菌株 CgCDC2 基因的表达差异，结果表明（图

4），pSilent-1:CgCDC2-1和 pSilent-1:CgCDC2-2菌株

CgCDC2基因的表达量均下调，分别为野生型菌株

的 0.62和 0.38倍，说明所获得的 pSilent-1:CgCDC2-

1和 pSilent-1:CgCDC2-2菌株是RNAi突变体，可用

于后续试验。

0.05

Colletotrichum incanum (KZL81795.1)

Colletotrichum tofieldiae (KZL76309.1)

Colletotrichum higginsianum (XP_018157871.1)

Colletotrichum fioriniae (EXF80666.1)

Colletotrichum orchidophilum (XP_022475189.1)

●Colletotrichum gloeosporioides (EQB57285.1)

Colletotrichum chlorophyti (OLN85260.1)

Fusarium graminearum (XP_011320297.1)

Fusarium sporotrichioides (RGP67812.1)

Fusarium graminearum (XP_011322636.1)

Schizosaccharomyces pombe (NP_001342995.1)

图 2 CgCDC2 与其他真菌 CDC2 蛋白的系统进化分析

Fig. 2 Phylogenetic analysis of CgCDC2 with other CDC2 proteins from different fungals

A. 转化子 Hyg B 基因的 PCR 鉴定；B. 转化子正向序列 CgCDC2 至 IT 区段的 PCR 鉴定；C. 转化子 IT 区段至 CgCDC2 反向序列的 PCR

鉴定；D. 转化子跨越 IT 区段的 PCR 鉴定；M. DL 2 000 DNA Marker；1. 基因沉默载体 pSilent-1:CgCDC2；2~4. 转化子 pSilent-1:CgCDC2-1，

pSilent-1:CgCDC2-2，pSilent-1:CgCDC2-3；5. 野生型 WT；6. 空白对照。

A. PCR identification of Hyg B gene; B. PCR identification from forward sequence to IT fragments; C. PCR identification from IT fragments to re-

verse sequences; D. PCR identification across IT fragments; M. DL 2 000 DNA Marker; 1. Gene silencing vector pSilent-1:CgCDC2; 2~4. Transfor-

mant pSilent-1:CgCDC2-1，pSilent-1:CgCDC2-2，pSilent-1:CgCDC2-3; 5. Wild type（WT）; 6. Control.

图 3 CgCDC2 沉默突变体的 PCR 鉴定

Fig. 3 Identification of CgCDC2 mutants by PCR

2.3 CgCDC2沉默突变体生长特性分析

2.3.1 生长速率分析 将野生型菌株和CgCDC2突

变体菌株分别接种于PDA和Czapek培养基上，观察其

生长情况，结果显示（图5），2个沉默突变体菌株在PDA

和Czapek培养基上的生长速率较野生型均有所下降。

2.3.2 产孢量分析 血球计数板计数结果表明，与

野 生 型 菌 株 相 比 ，2 个 突 变 体 菌 株 pSilent- 1:

CgCDC2-1 和 pSilent-1:CgCDC2-2 的产孢量显著

下降，其中野生型菌株的产孢量平均为 1.6×106

个·mL-1，而 pSilent-1:CgCDC2-1的产孢量为 2.4×105

个·mL- 1，pSilent-1:CgCDC2-2 的产孢量为 2.0×105

个·mL-1，约为野生型产孢量的1/8。
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2.3.3 胁迫因子敏感性分析 以不加任何胁迫因子

的 PDA平板为对照（图 6），在含有 0.7 mol ·mL-1 Na-

Cl和 100 μg·mL-1 Congo Red的培养基上，野生型菌

株和突变体菌株的生长均没有受到抑制；在含有 5

mmol · mL-1 H2O2的培养基上，野生型菌株没有受到

抑制，而突变体菌株 pSilent-1:CgCDC2-1和 pSilent-

1:CgCDC2-2的生长均受到不同程度的抑制，其中，

pSilent-1:CgCDC2-1 的抑制率为 23.4%，pSilent-1:

CgCDC2- 2 的抑制率为 25.2% 。以上结果表明

CgCDC2参与调控胶孢炭疽菌的氧化应激反应。

2.4 差异表达蛋白分析

为分析CgCDC2沉默突变体菌株与野生型菌株

在蛋白质水平上的差异，进行了TMT定量蛋白质组

学分析。分析结果表明，突变体菌株 pSilent- 1:

CgCDC2-1 和 pSilent-1:CgCDC2-2 与野生型菌株共

同 鉴 定 到 的 蛋 白 有 5 420 个 ，其 中 pSilent- 1：

CgCDC2-1 vs WT中，鉴定出 86个差异显著蛋白，其

中上调表达 47 个 ，下调表达 39 个 ；pSilent- 1：

CgCDC2-2 vs WT中，鉴定出 73个差异显著蛋白，其

中上调表达37个，下调表达36个（图7）。

为进一步研究CgCDC2突变体菌株与野生型菌

株的生物学功能，对差异蛋白进行了GO富集分析，

从生物过程（Biological process）、分子功能（Molecu-

lar function）及细胞组分（Cellular Component）三个

方面进行分析。结果表明 pSilent-1：CgCDC2-1 vs

WT中（图 8），差异蛋白参与的生物过程主要集中在

碳水化合物代谢过程（carbohydrate metabolic pro-

cess）、RNA聚合酶Ⅲ启动子转录调控（regulation of

transcription from RNA polymerase Ⅲ promoter）、核

小体组装（nucleosome assembly）和氨基酸跨膜转运

（amino acid transmembrane transport）；分子功能主

要集中在裂解酶活性（lyase activity）、底物特异性跨

膜转运蛋白活性（substrate- specific transmembrane

transporter activity）和细胞组分主要集中在染色质

（chromatin）。pSilent-1：CgCDC2-2 vs WT 中，差异

蛋白参与的生物过程主要集中在芳香族氨基酸代谢

过程（aromatic amino acid family metabolic process），

分子功能主要集中在氧化还原酶活性（oxidoreduc-

tase activity）、碳硫裂解酶活性（carbon-sulfur lyase

activity）和抗氧化活性（antioxidant activity）。

2.5 CgCDC2沉默突变体的PG、PL表达分析

选取差异表达蛋白 PG和 PL，采取 qRT-PCR检

测PG、PL基因的表达水平，同时采用微量法对 PG、

PL 的酶活性进行了测定。qRT-PCR 结果显示（图

9），与野生型菌株相比，突变体菌株 pSilent- 1:

CgCDC2-1和 pSilent-1:CgCDC2-2的PG、PL基因表

*表示在 0.05 水平上差异显著。

* indicates significant difference between mutants and the wild-type

strain at 0.05 level.

图 4 沉默突变体菌株 CgCDC2 基因的表达差异

Fig. 4 Differential expression levels of CgCDC2 gene in

mutants
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A. PDA 平板上菌落生长速率；B. Czapek 平板上菌落生长速率。

A. Colony growth rate on the PDA plates; B. Colony growth rate on

the Czapek plates.

图 5 突变体和野生型菌株的生长速率分析

Fig. 5 Growth rate analysis between mutants

and the wild-type strain
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图 6 不同胁迫因子对野生型和突变体菌株的菌落生长影响

Fig. 6 Effects of stress factors on colony growth of the wild-type strain and mutants

图 7 突变体与野生型菌株之间的差异蛋白火山图

Fig. 7 Differentially expressed protein between mutants and the wild-type strain
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达均显著下调；酶活性测定结果表明，突变体菌株的

PG、PL的酶活性较野生型均显著降低，这与TMT蛋

白定量分析结果变化趋势一致，说明CgCDC2参与

调控PG、PL基因的表达量、蛋白质含量和酶活性。

2.6 CgCDC2沉默突变体的致病性

将野生型和沉默突变体菌株接种杧果，观察致

病效果。接种 5 d后（图 10），野生型菌株的病斑直

径为 1.03 cm，突变体菌株 pSilent-1:CgCDC2-1的病

斑直径为 0.78 cm，pSilent-1:CgCDC2-2的病斑直径

为 0.79 cm，方差分析表明两个突变体菌株的病斑直

径显著小于野生型菌株，说明CgCDC2影响胶孢炭

疽菌的致病力。

3 讨 论

细胞周期蛋白依赖性激酶CDKs普遍存在于真

核生物细胞中，属于 Ser/Thr激酶家族，是细胞周期

调控的重要因子。笔者克隆并鉴定了胶孢炭疽菌

CgCDC2基因，通过序列比对发现，CgCDC2基因所

编码的蛋白与其他病原真菌的CDC2蛋白具有很高

的同源性，说明该蛋白高度保守。夏晓峰等[16]的研
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图 8 突变体与野生型菌株之间差异蛋白的 GO 富集分析

Fig. 8 GO enrichment analysis of differentially expressed proteins between mutants and the wild-type strain
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图 9 突变体与野生型菌株 PG、PL 基因的表达差异

Fig. 9 Differential expression levels of PG、PL gene between mutants and the wild-type strain
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图 10 突变体与野生型菌株的致病力试验

Fig. 10 Pathogenicity test of mutants and the wild-type strain on mangos

CK WT pSilent-1:CgCDC2-1 pSilent-1:CgCDC2-2

究表明，CDC2蛋白在各个物种中是非常保守的；代

西维等 [17]的研究发现，小麦条锈菌 CDC2蛋白高度

保守，这与本研究结果相一致。

病原菌入侵时，植物会迅速做出防御反应，活性

氧迸发便是植物对病原菌应答的最早期反应之一，

植物会在病原菌入侵的地方产生活性氧（ROS），如

超氧化物和 H2O2，以抵抗病原菌的侵入 [18-19]。而病

原菌为了达到侵染的目的，会调节体内的ROS解毒
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酶基因产生解毒酶来降解植物表面的 ROS [20]。本

研究中沉默突变体菌株对H2O2胁迫的敏感性增强，

说明CgCDC2基因参与调控胶孢炭疽菌的氧化应激

反应，间接影响其致病力。

CDC2 可以与周期蛋白结合，形成的 cyclin-

CDK复合体能够催化底物磷酸化，从而推进细胞周

期进程的转变，因而又被称作细胞周期引擎。Minz-

Dub等 [21]的研究发现，灰霉菌 BcRac/BcCla4通过改

变细胞周期蛋白依赖性激酶BcCdk1的磷酸化状态

的改变来控制有丝分裂。细胞壁对植物细胞具有支

持和保护作用，降解细胞壁的酶如果胶酶、纤维素酶

在侵染过程和发病机制中起着重要作用[22]。在胶孢

炭疽菌死体营养阶段，植物细胞壁降解酶如多聚半

乳糖醛酸酶（PG）和果胶裂解酶（PL）明显高度表

达 [23]。Yakoby等 [24]的研究发现，胶孢炭疽菌果胶裂

解酶 pelB基因的缺失会引起对鳄梨致病力的下降，

这与本研究结果相类似。本研究中沉默突变体菌株

的致病力较野生型明显降低 ，推测这是由于

CgCDC2基因的下调使 CgCDC2蛋白表达量下降，

有丝分裂的进行受到抑制，菌丝生长缓慢，ROS 的

清除能力下降；同时突变体菌株的PG、PL基因表达

下调，PG、PL蛋白表达量下降、酶活性降低，病原菌

侵染寄主时对细胞壁的降解能力减弱；两者共同作

用最终削弱了病原菌的致病力。

4 结 论

胶孢炭疽菌 CgCDC2 蛋白高度保守，CgCDC2

基因参与调控胶孢炭疽菌的生长，分生孢子产量，氧

化应激反应以及PG、PL的酶活性，从而降低病原菌

的致病力。
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