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+目的,明确
'(,&

基因在山梨醇高渗胁迫条件下对玉米大斑病菌菌丝生长和发育的调控作用)+方

法,将野生型菌株!

`V

"与
'(,&

基因敲除突变体!

hG

"分别接种在不同山梨醇浓度的葡萄糖
C

蛋白胨!

FW6

"培养基

上(对比其生长速度%菌落形态%菌丝形态的差异变化*并通过油红
G

染液进行菌丝细胞脂肪染色(观察脂类物质沉积

的形态学变化)+结果,山梨醇高渗胁迫显著抑制了野生型菌株!

`V

"的菌落生长速度(但
&=%L).

$

U

山梨醇对

'(,&

基因敲除
hG

菌株的生长有显著的促进作用(这种促进作用随着山梨醇浓度的增加而迅速降低(山梨醇浓度增

加至
&=Q

#

$=%L).

$

U

时(菌落生长速度受到显著抑制(并且抑制程度显著高于
`V

菌株)显微观察菌丝细胞内容

物(发现山梨醇高渗胁迫后(

hG

菌株的颗粒状物明显少于
`V

菌株)利用油红
G

染色观察菌丝细胞的脂类物质沉

积情况(发现在山梨醇高渗胁迫条件下(

hG

菌株的脂滴数量远远少于
`V

菌株)+结论,山梨醇胁迫具有与盐胁迫

不同的渗透调节机制(

'(,&

基因可能通过调节脂类物质的合成及分布调控对山梨醇高渗透胁迫的调节)
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玉米大斑病!
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"是由

玉米大斑病菌!

'%50#

$

B"%63"596:3:"

"所引起的以叶

部产生大型病斑症状为主的玉米病害(其分布广%危

害重(是世界性的真菌病害&

&C$

'

)玉米大斑病菌利用

无性分生孢子传播(以侵染性菌丝在玉米寄主组织

内扩展(并通过产生
YV

毒素!

P%<M345B0#

$

0639M

596:3:9M1)O:,

"抑制寄主的防御体系(从而引起病

害症状&

DC!

'

)

S6Wh

信号转导途径对玉米大斑病菌

分生孢子萌发%附着胞产生%致病性和
YV

毒素活性

都有重要的调控作用&

QC'

'

)巩校东等&

EC&%

'研究发现(

玉米大斑病菌至少存在
Y)

P

&

%

>.1$

%

8*5D

$

h55&

和

HL4$

等
!

条
S6Wh

途径)谷守芹&

&&

'利用候选基因

法克 隆 了
D

个
S6Wh

基 因
'(,&

%

'(,$

和

'(,D

(其中
'(,&

基因属于
Y)

P

&CS6Wh

途径(主

要与渗透胁迫和应激胁迫调节有关*

'(,$

基因属

于
>.1$CS6Wh

途径(主要与病原菌的致病性和孢子

发育有关*

'(,D

基因属于
8*5D

$

h55&CS6Wh

途

径(主要与细胞壁合成有关)

U:

等&

&$

'研究发现(

'(,&

基因不仅调控玉米大斑病菌的渗透胁迫调

节(而且与菌丝%分生孢子和附着胞发育%毒素合成

及致病性都有关)因此(

'(,&

基因是调控玉米大

斑病菌生长%发育和致病性的重要
S6Wh

基因)

王梅娟等&

&D

'研究发现(在
&=%L).

$

U0-T.

高

渗胁迫条件下玉米大斑病菌生长受到抑制(甘油浓

度增加(同时
'(,&

基因的表达量稳定增加(从而

明确甘油是玉米大斑病菌主要的一种渗透调节物

质)谷守芹&

&&

'和
U:

等&

&$

(

&!

'的研究也证明(在

0-T.

%

hT.

%

U:T.

等盐胁迫条件下
'(,&

基因具有

重要的渗透调节功能)植物病原真菌进化了多条信

号应答途径来适应环境中的渗透压变化(其中高渗

透性甘油促分裂原激酶信号转导途径 !

YGZC

S6Wh

"是植物病原真菌中最主要的渗透胁迫调节

途径)该途径通过促进甘油积累%延缓细胞生长及

调节其他生理条件抵抗渗透胁迫刺激&

&Q

'

)在稻瘟

病菌!

2"

?

4"

$

065<6%

?

63#%"

"%炭疽病菌!

!0<<%50&

563:B446<"

?

%4"634M

"%稻平脐蠕孢菌 !

>3

$

0<"63#

06

-

="%

"%栗疫病菌!

!6

-$

B04%:563"

$

"6"#353:"

"%小

麦壳针孢!

2

-

:0#

$

B"%6%<<"

?

6"M343:0<"

"%灰葡萄孢

菌!

>056

-

53#:34%6:"

"等植物病原真菌中均发现

S6Wh

途径(并克隆了相应的
Y)

P

CS6Wh

同源基

因&

&"

'

)但是在植物病原真菌高渗胁迫研究中(主要

研究的是盐胁迫对生长%发育和致病性的影响(对山

梨醇等有机分子的渗透胁迫研究却鲜见报道)

本研究利用玉米大斑病菌
'(,&

基因的敲除

突变体!

J,)?J)*1L*1-,15

(

hG

"(比较该突变体与

野生型菌株!

`V

"在山梨醇胁迫下菌落生长速度%

菌丝形态及脂类物质在菌丝细胞内沉积情况等方面

的差异(分析玉米大斑病菌在山梨醇高渗胁迫下的

渗透调节机制(为进一步明确
'(,&

基因对玉米大

斑病菌渗透胁迫调节的分子机理(以及
'(,&

基因

在玉米大斑病菌生长%发育和致病性等方面的调控

功能奠定基础)

&

!

材料与方法

&=&

!

供试菌种

玉米大斑病菌野生菌株 !

`V

"

%&C$D

及其

'(,&

基因敲除突变体!

hG

"

>VSCDQ

(均由河北农

业大学谷守芹教授提供)

&=$

!

试验材料和供试培养基

油红
G

染液&

&#

'

#取油红
%=Q

P

(加异丙醇至
&%%

LU

(

"%c

水浴中加温溶解
D%L:,

(配成油红
G

储备

液(置于棕色小磨沙口瓶保存)临用前取
%="LU

油红
G

加蒸馏水
%=!LU

(混合静置
&%L:,

后用

%=!Q

"

L

滤膜过滤除菌)

WF6

培养基#马铃薯
$%%

P

(葡萄糖
$%

P

(琼脂

粉
&$

P

(水
&%%%LU

)

FW6

培养基#葡萄糖
$%

P

(蛋白胨
Q

P

(琼脂粉

&$

P

(水
&%%%LU

)

&=D

!

试验方法

&=D=&

!

菌株培养和活化
!

将试管内保存的野生菌

株
%&C$D

和突变体
>VSCDQ

分别接种到
WF6

培养

基上(

$Qc

黑暗倒置培养
"A

后(再次转接到
WF6

平皿上(培养至菌落直径达到
Q?L

左右)

&=D=$

!

适宜高渗胁迫分析培养基的筛选
!

将野生
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菌株
%&C$D

分别接种于
WF6

和
FW6

培养基上(

$Q

c

黑暗倒置培养
"A

后(挑取菌丝于洁净载玻片上(

滴入适量
WR>

缓冲液(置于显微镜下观察)

&=D=D

!

高渗胁迫处理
!

无菌条件下(用打孔器!直

径为
#LL

"在
%&C$D

和
>VSCDQ

菌落外缘打取菌

盘(然后接种至
D

种不同山梨醇浓度!

&=%

(

&=Q

(

$=%

L).

$

U

"的
FW6

培养基平板上(置于恒温培养箱中

$Qc

黑暗培养(以在无山梨醇的
FW6

培养基上生

长的菌株为对照!

Th

")

&=D=!

!

菌落#菌丝形态观察及生长速率测定
!

将菌

株在高渗固体培养基上培养
'A

后(观察菌落形态(

采用十字交叉法测量菌落直径(计算抑制率(显微观

察菌丝的形态特征及发育情况)

抑制率
i

!对照菌落直径
M

高渗处理菌落直径"$!对

照菌落直径"

b&%%_

)

&=D=Q

!

脂类物质沉积的形态学观察
!

将
$=%

L).

$

U

山梨醇处理的
`V

和
hG

菌株利用油红
G

染

液进行脂肪染色%制片(并在显微镜下观察脂类物质

沉积的形态学变化)染色参照陈侃等&

&#

'的方法略

作修改(具体步骤#取培养
&%A

的菌株(向培养皿中

加入
DLU

无菌水(轻轻刮取菌丝(用双层擦镜纸过

滤(滤液经
&$%%%+

$

L:,

离心
QL:,

后去掉上清(收

集沉淀(用液氮反复冻融
Q

次(转入
!_

中性甲醛中

固定
&$2

(取出用
WR>

漂洗后放入
"%_

异丙醇中浸

泡
D%L:,

(取出后加入
Q%

"

U

油红
G

染液(黑暗条

件下染色
$!2

(置于
"%_

异丙醇中脱色(显微镜下

观察染色情况并照相)

&=!

!

数据统计分析

利用
HRS >W>>>1-1:51:?5

!

;4+5:),&E

"软件

!

>W>>H,?=

"对试验数据进行
60GB6

方差分析)

$

!

结果与分析

$=&

!

玉米大斑病菌高渗胁迫培养基的筛选

由于
WF6

培养基中马铃薯浸提液中含有盐离

子(并且不同马铃薯品种及熬煮时间都可能对其浸

提液中盐离子浓度产生影响(从而干扰本试验中高

渗胁迫分析结果)而蛋白胨作为一种化学产品(不

仅排除了生产工艺的干扰(而且蛋白胨中不含盐离

子或盐离子非常少(不会影响本试验中高渗胁迫分

析结果(因此本研究采用蛋白胨代替马铃薯浸提液

的
FW6

培养基进行高渗胁迫分析)通过比较
`V

菌株与
hG

菌株在
WF6

和
FW6

培养基上的菌丝形

态(结果发现(在
WF6

培养基上
`V

菌株与
hG

菌

株生长菌丝形态有较明显的区别(

`V

菌株的菌丝

细胞内有明显颗粒状内容物出现(而
hG

菌株的菌

丝细胞内无明显颗粒状内容物)在
FW6

培养基上(

`V

菌株与
hG

菌株的菌丝细胞内均有明显的颗粒

状物出现(

$

种菌株的菌丝状态相似)因此(

FW6

培

养基更适于分析
'(,&

基因对渗透胁迫的调控作

用)

$=$

!

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌落生长的

影响

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌落生长速度

的影响见图
&

)

$

表示
`V

和
hG

菌株间差异显著!

+

"

%=%Q

"*

$$

表示
`V

和
hG

菌株间差异极显著!

+

"

%=%&

"

$

:,A:?-1455:

P

,:/:?-,1A://4+4,?4 4̂1344,51+-:,`V-,AhG

!

+

"

%=%Q

"*

$$

:,A:?-1454O1+4L4.

<

5:

P

,:/:?-,1A://4+4,?4 4̂1344,51+-:,`V-,AhG

!

+

"

%=%&

"

图
&

!

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌落生长的影响
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!!

由图
&

可以看出(在
&=%L).

$

U

山梨醇胁迫条

件下(

hG

菌株与
`V

菌株的菌落生长速度没有显

著差异(但在
&=Q

和
$=%L).

$

U

山梨醇胁迫条件下(

hG

菌株的菌落生长速度都显著低于
`V

菌株(表

明
hG

菌株对较高浓度山梨醇的渗透胁迫比
`V

菌株更敏感)

对
`V

菌株(未加山梨醇和山梨醇浓度为
&=%

L).

$

U

的
FW6

培养基中(

`V

菌株的菌落生长速度

基本上一致*当山梨醇浓度大于
&=%L).

$

U

时(浓度

越大(菌落生长速度越慢!图
&C6

"(即高浓度山梨醇

对
`V

菌株菌落生长速度有显著抑制作用)

对
hG

菌株(在
&=%L).

$

U

山梨醇高渗胁迫条

件下(

hG

菌株的生长速度显著加快(当山梨醇浓度

增加到
&=Q

和
$=%L).

$

U

时(菌落生长速度又显著

减慢(说明一定浓度山梨醇高渗胁迫对
hG

菌株的

菌落生长速度有促进作用(但高浓度山梨醇却有抑

制作用!图
&C6

")

由图
&CR

可以看出(除在
&=%L).

$

U

山梨醇胁

迫条件下
hG

菌株的菌落生长速度得到显著的促进

作用以外(其它处理的菌落生长速度均受到显著的

抑制作用)在
&=Q

和
$=%L).

$

U

山梨醇渗透胁迫

下(

hG

菌株菌落生长速度的抑制率显著高于
`V

菌株)

$=D

!

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌落形态和

颜色的影响

在山梨醇高渗胁迫条件下(

`V

菌株和
hG

菌

株的菌落形态没有显著变化(但菌落颜色变化非常

明显)在山梨醇高渗胁迫条件下(

`V

菌株的菌落

颜色由黑色变为灰白色(而
hG

菌株则在
&=Q

L).

$

U

山梨醇胁迫条件下菌落颜色变深(在
&=%

和

$=%L).

$

U

山梨醇胁迫条件下菌落颜色变浅!图
$

")

图
$

!

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌落形态和颜色的影响
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山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌丝形态的

影响

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌丝形态的影

响结果见图
D

)由图
D

可以看出(在无山梨醇添加

的
FW6

培养基上(

`V

菌株和
hG

菌株的菌丝形态

无明显差别)在
&=%L).

$

U

山梨醇胁迫条件下(

hG

菌株的菌丝形态没有明显变化(而
`V

菌株的菌丝

细胞内出现了大量的小型颗粒状物质)在
&=Q

L).

$

U

山梨醇胁迫条件下(

hG

菌株的菌丝细胞内

也出现了大量的小型颗粒状物质(而
`V

菌株的菌

丝细胞内出现了较多的大型颗粒状物质)在
$=%

L).

$

U

山梨醇胁迫条件下(

hG

菌株的菌丝变粗(原

生质体浓缩成颗粒状(而
`V

菌株的菌丝细胞内出

现很多空隙)

$=Q

!

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌丝细胞内

脂类物质沉积的影响

由于脂类物质是玉米大斑病菌菌丝内主要的渗

透胁迫调节物质&

&D

'

(在图
D

中出现的颗粒状物质极

有可能是脂类物质的积累)因此(本研究利用油红

G

染色剂(对
`V

菌株和
hG

菌株在
$=%L).

$

U

山

梨醇高渗胁迫条件下菌丝细胞内脂类物质的沉积情

况进行显微观察(结果!图
!

"发现(与高渗胁迫处理

前相比(

$=%L).

$

U

山梨醇高渗胁迫后(

`V

菌株菌

丝细胞内的脂滴数量明显增多(并且脂滴体积明显

增加(而
hG

菌株的菌丝细胞变粗膨大(脂滴数量有

所减少(但脂滴体积显著变大)脂滴的分布情况也

明显不同(在高渗胁迫处理前(

`V

菌株和
hG

菌株

的脂滴分布都不均匀(但山梨醇高渗胁迫处理后(

/3

第
#

期 张淑红(等#

'(,&

基因对山梨醇高渗胁迫下玉米大斑病菌菌丝生长和发育的调控



`V

菌株的脂滴大小及分布都比较均匀一致(而

hG

菌株大脂滴和小脂滴并存且分布极不均匀(位

于中部或偏于某一侧)该试验结果与图
D

的表现基

本一致)

图
D

!

山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌丝形态的影响
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山梨醇高渗胁迫对玉米大斑病菌菌丝细胞内脂类物质沉积的影响
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讨论与结论

山梨醇是一种重要的渗透胁迫调节物质(它可

以与水%甘油和丙二醇混溶(因此具有与
0-T.

%

hT.

等盐分子不同的化学性质&

&'

'

)在植物的耐盐胁迫

研究中(

$%%

"

P

$

LU

山梨醇浸种处理可促进无花果

种子萌发(加速可溶性糖和脯氨酸积累(增强无花果

幼苗渗透调节(有效降低盐胁迫对幼苗细胞造成的

伤害(提高无花果幼苗耐盐性&

&E

'

)因此(山梨醇渗

透胁迫与盐胁迫具有不同的渗透调节机制)在本课

题组的前期研究中发现(在相同的盐离子浓度条件

下(与野生型!

`V

"菌株相比(

'(,&

基因敲除突变

体!

hG

"菌株的菌丝生长缓慢(细胞内容物减少(生

理状况降低&

&$

(

&!

'

)但是本试验的研究结果表明(在

&=%L).

$

U

山梨醇渗透胁迫条件下(玉米大斑病菌

hG

菌株生长状况与
`V

菌株没有显著差异(只有

当山梨醇浓度提高到
&=QL).

$

U

以上时(才显著抑

制了
hG

菌株的菌丝生长速度)因此(

'(,&

基因

在山梨醇高渗胁迫调节过程中存在一个滞后的信号

应答过程)另外(与非渗透胁迫相比(在
&=%L).

$

U

山梨醇渗透胁迫条件下(

hG

菌株菌丝生长速度不

但未受到抑制(反而得到促进(说明
&=%L).

$

U

山梨

醇处理使玉米大斑病菌菌丝恢复了部分渗透胁迫调

节功能(即
&=%L).

$

U

山梨醇处理可能增强了菌丝

的渗透胁迫调节能力(-补偿.了
'(,&

被敲除后造

成的某些功能障碍)该试验结果与山梨醇是桃&

$%

'

%

烟草&

$&

'等植物渗透调节物质和医药领域渗透剂&

$$

'

的结论是一致的(并且
>1-;,::?2*J

等&

$D

'研究表明(

山梨醇通路与
S6Wh

通路可协同调控糖尿病的发

生)但是(更高浓度的山梨醇对这一未知途径也产
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生了一定的阻遏作用(使玉米大斑病菌的渗透胁迫

调节能力受到了不可逆的抑制作用(不仅菌落生长

速度受到抑制(而且细胞壁色素的合成受到干扰(菌

丝颜色变浅*细胞内物质的降解能力下降(出现颗粒

状物质积累)研究表明(参与渗透胁迫调节的细胞

壁色素物质为黑色素(而这些颗粒状物质极有可能

是渗透胁迫调节物质&

$!C$Q

'

)王梅娟等&

&D

'研究表明(

玉米大斑病菌的渗透胁迫调节物质主要为甘油(而

真菌细胞内甘油主要来自于脂肪的降解)因此(菌

丝细胞内脂类物质沉积形成的脂滴大小和分布与渗

透胁迫调节能力密切相关)在本试验中发现(山梨

醇高渗胁迫条件下(脂类物质的沉积与颗粒状物质

的分布基本一致)利用油红
G

染色观察脂类物质

在菌丝内的沉积情况(发现
'(,&

基因缺失后脂滴

的大小及分布均与野生型菌株不同(因此(

'(,&

基

因很可能通过调控脂类物质合成进行渗透胁迫调

节)
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