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巴西橡胶树胶胞炭疽病菌 CgE6
基因 ＲNAi 突变体的构建

何 芬，罗红丽
( 海南大学 海南省热带作物资源可持续利用重点实验室，海南 海口 570228)

摘 要: 为了研究橡胶树胶孢炭疽病菌效应蛋白基因 CgE6 的功能，笔者利用 ＲNAi 技术原理，构建了可用

于转化丝状真菌的 ＲNAi 双元重组载体 pSilent-CgE6-FＲ，通过 PEG 介导法遗传转化橡胶树胶孢炭疽病菌原

生质体，在抗性培养基上获得了 CgE6 的 ＲNAi 转化子并任意选取抗性转化子进行分子鉴定。结果表明，所

检测的转化子基因组中都有抗性标记的整合; 与野生型菌株相比，所检测的转化子中目标基因 CgE6 的表达

均出现不同程度的降低，其中 1，2，7 号转化子的表达水平最低; 本实验成功构建了有效的 CgE6 效应蛋白基

因的 ＲNAi 突变体，为进一步研究该效应蛋白的功能奠定了基础。
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随着越来越多丝状真菌全基因组测序工作的完成，解读真菌基因功能成为丝状真菌研究的热点［1］。
基因功能的研究有正向遗传学和反向遗传学 2 种方法［2 － 4］。随着高通量测序技术的应用日益普遍，通过

生物信息学的方法能够容易获得大量基因的序列信息，这使反向遗传学方法在基因功能研究方面的运用

越来越广泛。ＲNA 干涉( ＲNA interference，ＲNAi) 属于反向遗传学的研究方法之一，由于其具有靶向性

高、通用性强、快速简便等特点而被广泛应用［5］。ＲNAi 现象指的是由内源或外源性双链 ＲNA 介导的细

胞内 mＲNA 特异性降解，最终导致相应的转录后基因沉默［6］。迄今为止，ＲNAi 技术在植物和动物中已经

得到了广泛的应用［7 － 8］，但在丝状真菌研究中的应用却十分有限。2007 年，YAMADA 等［9］在米曲霉( As-
pergillus oryzae) 中用 ＲNAi 技术使 brlA 基因的表达降低，其突变体产生分生孢子的时间推迟; 同时单一的

α － 淀粉酶 ＲNAi 遗传转化导致有 3 个拷贝 α － 淀粉酶的活性下降 90%。此外，在稻瘟病菌( Magnaporthe
oryzae) ［10］、烟曲霉( Aspergillus fumigatus) ［11］和构巢曲霉( Aspergillus nidulans) ［12］等丝状真菌中也有应用

ＲNAi 诱发基因沉默的报道，但在胶胞炭疽病菌( Colletotrichum gloeosporioides) 中尚未见相关报道。橡胶树

胶胞炭疽病菌( Colletotrichum gloeosporioides) 是引起胶园中橡胶树炭疽病的主要病原菌，对橡胶产量影响

很大［13］。病原菌分泌的效应蛋白是重要的致病因子，它们对于病原菌侵染寄主植物并在其上定殖及随后

的病害发生都至关重要。目前关于炭疽病菌效应蛋白的报道不多，主要有菜豆炭疽病菌中的 CgDN3 和

CIH1［14 － 17］，但橡胶树炭疽病菌中的效应蛋白研究还未见报道。在前期研究中，笔者分离到了 1 株橡胶树

强致病胶孢炭疽菌并进行了基因组序列的测定，预测到了一系列致病相关的效应蛋白基因。笔者在本实

验中扩增了其中的 1 个效应蛋白基因 CgE6，并以其为靶标构建了它的 ＲNAi 突变体，旨在为后续这些效

应蛋白基因的功能研究打下基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 橡胶树胶孢炭疽病菌菌株由本实验室分离保存; 感受态大肠杆菌 ( Escherichia coli ) 菌株
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DH5α 购于北京鼎国昌盛生物有限公司; ＲNAi 载体 pSilent 由本实验室保存。
实验所用的限制性内切酶购自 NEB 公司、DNA 聚合酶和 T4 连接酶购自 TaKaＲa 公司; 溶壁酶、链霉

素、氨苄青霉素、卡那霉素、潮霉素均购自 Sigma 公司; 真菌 ＲNA 提取所用的 Trizol 购自 Invitrogen 公司;

ＲevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit 购自 Thermo 公司; DNA 凝胶回收试剂盒购自 AxyPrep 公司;

pGEM-Teasy Vector Kit 购自 Promga 公司; 引物合成和测序均由北京鼎国昌盛生物有限公司完成。
1． 2 橡胶树胶孢炭疽病菌基因组 DNA 的提取 胶孢炭疽病菌基因组 DNA 的提取参照吴志红等［18］的

CTAB 法。具体操作步骤如下: 将培养在平板上的菌丝体转移到研钵中，加适量的液氮研磨成白色粉末，

把粉末加入到事先 65 ℃预热的 2 － ME /CTAB 抽提液中混匀后离心，取上清液用等体积氯仿 /异戊醇去杂

后，吸取水相加入等体积预冷的异丙醇进行沉淀，沉淀物用 φ = 70%的乙醇洗涤。风干沉淀后加入适量去

离子水溶解，－ 80 ℃保存备用。
1． 3 橡胶树胶孢炭疽病菌总 ＲNA 的提取 利用 Trizol 法提取胶孢炭疽病菌总 ＲNA，具体操作参照 In-
vitrogen 公司 Trizol 提取 ＲNA 的说明书进行。提取的总 ＲNA 样品经 Nanodrop 仪器确定其浓度和纯度。
1． 4 CgE6 基因的扩增及 ＲNAi 载体 pSilent-F-Ｒ 的构建 根据胶孢炭疽病菌效应蛋白 CgE6 基因序列，

设计 扩 增 CgE6 基 因 的 正 向 和 反 向 特 异 性 引 物 CgE6-F ( 5'-GGGGTACCCCCTCGAGATGCAGTTCTC-
CATCTTCACTGTCC-3') 和 CgE6-Ｒ ( 5'-GGCCTACGTAGAAGGCCTTTAGCAAACAGGGACCTTGATG-3') 。其

中引物 CgE6-F 中含有 StuⅠ和 XhoⅠ的酶切位点，引物 CgE6-Ｒ 中含有 SnaBⅠ和 KpnⅠ的酶切位点。以

总 ＲNA 为模板，按照 Thermo 公司的 cDNA 试剂盒说明书，将 ＲNA 反转录成 cDNA; 再以 cDNA 为模板进

行 PCＲ 扩增。w = 1%的琼脂糖凝胶电泳检测 PCＲ 结果，将目标片段切胶回收后送样测序。
先用限制性内切酶 XhoⅠ和 SnabⅠ分别双酶切 ＲNAi 空载体 pSilent 和 CgE6 片段，将酶切后的片段

和载体 pSilent 用 T4 DNA 连接酶连接，转化 DH5α，通过菌落 PCＲ 和酶切法鉴定获得的中间载体 pSilent-
CgE6-F 质粒; 同样再用限制性内切酶 KpnⅠ和 StuⅠ分别双酶切 pSilent-F 中间载体和 CgE6 片段，通过连

接、转化和鉴定后获得 CgE6 基因的 ＲNAi 转化载体 pSilent-CgE6-FＲ。
1． 5 胶孢炭疽病菌对潮霉素的敏感性检测 pSilent 载体中是用潮霉素磷酸转移酶做筛选标记，为了确

定胶孢炭疽病菌对潮霉素 B 的最低抑菌浓度，将活化后的病菌配置成 1 × 104cfu·mL －1孢子悬浮液，各取

20 μL 孢子悬浮液点接到分别含 0，100，200，300，400 和 500 mg·L －1潮霉素 B 的 PDA 平板上，置于 28 ℃
培养箱中培养 3 d，观察并记录其生长情况。
1． 6 胶孢炭疽病菌的遗传转化 参考文献［19］的方法通过氯化铯密度梯度离心法大量提取重组入

CgE6 基因的质粒 pSilent-CgE6-FＲ。
胶孢炭疽病菌原生质体的制备和遗传转化参照李思蒙等［20］的方法，并根据橡胶树胶胞炭疽病菌的生

长特性加以调整。具体操作步骤如下: 从 PDA 平板上挑取一定量的菌丝加入装有 50 mL PD 培养液的

250 mL 三角瓶中，28 ℃摇床培养 30 h，过滤除去菌丝，获得孢子悬浮液。再取一定量的孢子悬浮液到盛

有 200 mL PD 培养液的 500 mL 三角瓶中，28 ℃ 140 r·min －1摇床培养 14 ～ 16 h，获得幼嫩的菌丝体。用

溶壁酶溶解菌丝体的细胞壁，获得原生质体。用 PEG 法将 pSilent-CgE6-FＲ 转化原生质体，经过筛选培养

基培养后，挑选从上层培养基中最先长出的转化子，将其转接到潮霉素浓度为 400 mg·L －1 的 PDA 平板

上进行 2 次筛选，28 ℃培养 6 ～ 8 d 后用于后续的相关鉴定。
1． 7 胶孢炭疽病菌 CgE6 基因 ＲNAi 转化子的分子鉴定 从基因组和转录表达 2 个方面鉴定转化子。

转化子中潮霉素磷酸转移酶基因的鉴定。以转化子总 DNA 为模板，参照 1． 4 的方法，利用潮霉素 B
基因的特异性扩增引物 Hyg-F ( 5’-AGAATCTCGTGCTTTCAGCTTC-3’) 和 Hyg-Ｒ ( 5’-ACTTCTACACAGC-
CATCGGTC-3’) 进行 PCＲ 扩增。

CgE6 基因转录表达情况检测。以 CgActin 基因的表达作为内参，以转化子总 ＲNA 为模板，参照 1． 4
的方法，用引物 CgE6-F 和 CgE6-Ｒ 进行 PCＲ 表达鉴定。

2 结果与分析

2． 1 CgE6 基因的扩增 利用 ＲT-PCＲ 方法扩增橡胶树炭疽病菌的 CgE6 基因，在约 500 bp 位置得到 1
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图 1 橡胶树胶胞炭疽病菌 CgE6 基因的扩增

M: DNA Marker 2000; 1: CgE6 基因的 PCＲ 扩增

Fig． 1 CgE6 amplification of Colletotrichum
gloeosporioides

M: DL2000 marker; 1: CgE6 amplification by PCＲ

条特异性的条带( 见图 1) 。测序结果表明该片段与已知

序列相同，可以用于 ＲNAi 载体的构建。
2． 2 ＲNAi 载体 pSilent-CgE6-FＲ 的构建 将 CgE6 基

因片段通过 XhoⅠ和 SnaBⅠ正向插入 ＲNAi 载体 pSilent
的内含子 5'端，构建中间载体 pSilent-CgE6-F，酶切鉴定结

果( 见图 2A) 表明，CgE6 基因片段已经正向连入 pSilent
中。然后在中间载体 pSilent-CgE6-F 上，通过限制性内切

酶 KpnⅠ和 StuⅠ将 CgE6 基 因 片 段 反 向 插 入 pSilent-
CgE6-F 的内含子 3'端，构建最终 ＲNAi 转化载体 pSilent-
CgE6-FＲ。对 pSilent-CgE6-FＲ 用 KpnⅠ和 XhoⅠ进行双酶

切鉴定( 见图 2B) ，切下一段包括正反向插入 CgE6 基因

序列和它们之间内含子序列在内的约 1 300 bp 片段，这与

预测片段大小相符，表明 pSilent-CgE6-FＲ 构建成功。

图 2 重组质粒的酶切鉴定结果
M: DNA Marker 10 kb; 1: pSilent 载体; 2 ～ 3: pSilent-CgE6-F; 4: pSilent-CgE6-FＲ

Fig． 2 Identification of recombinant plasmid by digestion
M: DNA Marker 10 kb; 1: pSilent vector; 2 ～ 3: pSilent-CgE6-F; 4: pSilent-CgE6-FＲ

2． 3 橡胶树胶孢炭疽病菌对潮霉素 B 的敏感性检测 从图 3 可以看出，当潮霉素 B 质量浓度达到 400 ～
500 mg·L －1时( 见图 3 － E ～ F) ，菌丝的生长受到明显的抑制，因此，潮霉素 B 对胶孢炭疽病菌转化子的

筛选质量浓度确定为 400 mg·L －1。

图 3 胶孢疽病菌对潮霉素 B 的敏感性的测定

A ～ F: 潮霉素浓度分别为 0，100，200，300，400，500 mg·L －1

Fig． 3 The sensitivity detection of C． gloeosporioides to hygromycin B
A ～ F: Hygromycin B concentrations at 0，100，200，300，400，500 mg·L －1

2． 4 转化子的获得和筛选 由图 4 可知，橡胶树胶孢炭疽病菌原生质体外观完整饱满，浓度达到 1． 6 ×
107cuf·mL －1，完全可以用于遗传转化。将 CgE6 基因的 ＲNAi 转化载体 pSilent-CgE6-FＲ 通过 PEG 介导
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法转化胶胞炭疽病菌的原生质体，在含有 400 mg·L －1 潮霉素的平板上进行筛选，获得了大量的转化子

( 见图 5) 。随机挑取若干转化子转接到新的含有潮霉素的平板上进行复筛，复筛出的转化子用于分子鉴定。

图 4 橡胶树胶孢炭疽病菌原生质体

Fig． 4 Protoplast of C． gloeosporioides
图 5 橡胶树胶孢炭疽病菌 CgE6 的 ＲNAi 突变体初筛

Fig． 5 Screening of CgE6 ＲNAi mutants

2． 5 橡胶树炭疽病菌阳性转化子的鉴定 随机挑取 7 个转化子进行基因组 DNA 的提取。用 PCＲ 方法

检测筛选标记潮霉素磷酸转移酶基因是否插入基因组中。用潮霉素磷酸转移酶基因特异性引物 Hyg-F
和 Hyg-Ｒ 进行 PCＲ 扩增，结果表明，在被检测的 7 个转化子中均能扩增出预期条带，而在野生型 WT( 阴

性对照) 中没有相应条带出现( 见图 6) ，说明潮霉素 B 抗性基因已经插入到转化子基因组中。

图 6 阳性转化子潮霉素基因的 PCＲ 鉴定

M: DNA Marker; 1 ～ 7: 不同的转化子; WT: 野生型菌株

Fig． 6 Identification of the positive transformants by PCＲ
M: DL2000 marker; 1 ～ 7: Different transformants; WT:

Wild type strain

图 7 CgE6 在炭疽病菌 ＲNAi 不同转化子中的表达分析

Fig． 7 The expression of CgE6 in ＲNAi transformants

2． 6 CgE6 基因在不同转化子中的表达分析 以炭疽病菌 CgActin 基因为内参，通过 ＲT-PCＲ 方法检测

CgE6 基因在不同转化子中的表达情况( 见图 7) 。结果表明，CgE6 基因在 7 个 ＲNAi 转化子中的表达水

平均比野生型要低，其中在 7 号转化子中的表达最低，表明已经成功构建了 CgE6 效应蛋白基因的 ＲNAi
突变体。

3 讨 论

为了研究效应蛋白的功能，笔者首先建立了炭疽病菌的遗传转化体系。筛选标记在遗传转化体系中

起着关键的作用，合适有效的筛选标记可以降低假阳性率，减少工作量［21］。真菌的遗传转化筛选标记可

以分为 2 大类，即营养缺陷性标记和抗药性标记，其中抗药性标记的使用更普遍。在抗药性标记中，潮霉

素抗性基因的应用最广泛。根据已有报道，黄瓜炭疽菌 ( C． lagenarium) ［22］、辣椒炭疽病菌 ( C． acuta-
tum) ［23 － 24］、有节黧豆炭疽菌( C． gloeosporioides) ［25］、鳄梨炭疽菌( C． gloeosporioides) ［26］等对潮霉素都比较

敏感，潮霉素质量浓度为 50 ～ 100 mg·L －1时具有良好的抑制效果。本试验中，橡胶树炭疽病菌对潮霉素

的敏感度不高，当潮霉素质量浓度为 500 mg·L －1时不能完全抑制病菌的生长，导致试验成本加大。由此

看来，潮霉素抗性在橡胶树炭疽病菌的遗传转化筛选系统并非一个理想的筛选标记，需要通过改变抗性

筛选标记或更换菌株来加以优化。
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真菌效应蛋白的功能和致病机理千变万化，已有的研究结果表明，同一菌株中的同源效应蛋白之间

也存在明显的不同，如引起小麦叶枯病的病原真菌 Mycosphaerella graminicola 有 3 个同源效应蛋白，分别

为 Mg3LysM，Mg1LysM 和 MgxLysM，其中只有 Mg3LysM 对致病性有贡献［27］。一些弱毒性效应蛋白本身对

致病性没有直接贡献，但可以通过干涉其他效应蛋白或 Avr 因子诱导的防卫反应信号途径起作用，如来自

F． oxysporum f． sp． lycopersiciv 的 Avr1 主要通过抑制由 I － 3 介导抗病性发挥作用［28］。此外，多数效应蛋

白之间存在协同作用，其中单个效应蛋白的致病性往往较弱，缺失时并不表现出明显的表型缺陷和致病

性的变化［29 － 30］。CgE6 效应蛋白基因是橡胶树炭疽病菌中新发现的 1 个候选效应蛋白基因，其功能和作

用方式尚不清楚。本研究利用 ＲNA 干涉技术，获得了橡胶树炭疽病菌效应蛋白基因 CgE6 的 ＲNAi 突变

体，这为 CgE6 基因功能分析提供了研究材料。今后，还需要通过后续的研究来明确 CgE6 在病原菌致病

过程中的作用。
此外，尽管 ＲNAi 技术已经成为生物改良和基因功能研究强有力的手段［31］，并且因其具有靶向性高、

通用性强、快速简便等优势被迅速应用到真菌基因功能研究中［5］，特别是对一些生长发育关键基因和对

生物体细胞具有致死性基因的研究十分有利［32］。但是，由于 ＲNAi 突变体对基因表达水平的抑制是不完

全的，一般不能完全阻断目标基因的表达，有时会导致突变体不表现表型或表型不明显［5］，因此，必要时

还需要借助基因敲除技术来对基因功能进行验证。
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Construction and Expression Analysis of CgE6 ＲNAi Mutant
in Colletotrichum gloeosporioides from Hevea brasiliensis

HE Fen，LUO Hongli
( Hainan Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Bioresources，Hainan University，Haikou 570228，China)

Abstrat: ＲNA interference ( ＲNAi) technology is one of the important methods for studying gene function，but
it is not widely used in filamentous fungi． The ＲNAi binary vector pSilent-CgE6-FＲ was constructed based on
the principle of ＲNAi technology to investigate the function of effector gene CgE6 in Colletotrichum gloeospori-
oides from Hevea brasiliensis． Transformation was done by using the PEG mediated method，and CgE6 ＲNAi
transformants were screened on culture medium with hygromycin． Seven transformants randomly selected were i-
dentified resistant at a molecular level． The results of PCＲ amplification for hygromycin gene were positive，and
the semi-quantitative ＲT-PCＲ analysis demonstrated that the transformants had a lower expression of CgE6 but at
different levels than those of the wild type strain，of which the transformants 2 and 7 showed a minimum expres-
sion of CgE6． All these data showed that CgE6 ＲNAi mutants were successfully constructed，which would help
to further study the functions of CgE6．
Key words: Colletotrichum gloeosporioides; CgE6; ＲNAi mutant; molecular identification
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