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7�摘　要：从感病稗草标样上分离到一株病原真菌 ＡＡＥ，其粗蛋白预处理的水稻幼苗接种稻瘟病菌后，稻瘟病的发病显

著减轻，诱抗效果达２３．５５％。用 ＰＣＲ技术扩增了该菌的内转录间隔区基因序列，并进行了测序，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为

ＥＦ１９２２３４。ＢＬＡＳＴ同源检索结果显示与该序列高度同源的均为链格孢属的内转录间隔区基因序列。选取同源性高的菌

株的内转录间隔区基因序列进行系统发育分析，发现菌株 ＡＡＥ与 7�Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ 7�处于同一分枝，相似性为９９．２％，结

合形态特征将它鉴定为 7�Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ。

7�关键词：链格孢菌；诱导抗性；稻瘟病菌；内转录间隔区；系统发育分析

7�中图分类号：Ｑ９３３；Ｓ４３５ ��．１１１．４ 7�＋ 7�１；Ｓ４８２．２ 7�文献标识码：Ａ 7�文章编号：１００１-７２１６（２００８）０３-０３２７-０４ %O

7�　　稻瘟病是由 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ引起的一种病害，广泛

分布于栽培水稻的国家和地区，是水稻三大病害之一，每年

都造成严重损失，如１９７５－１９９０年间全世界１１％～３０％的

水稻因稻瘟病而颗粒无收 7�［１］ 7�。２０世纪９０年代以来，我国稻

瘟病的年发生面积均在３８０万ｈｍ 7�２ 7�以上，年损失稻谷达数亿

ｋｇ 7�［１］ 7�。长期的生产实践证明，水稻抗稻瘟病品种的选育和生

物防治稻瘟病是行之有效的措施。但由于抗瘟品种的单一

化和稻瘟病菌生理小种复杂易变，往往造成抗病品种在推广

种植３～５年后即因产生能侵染该品种的优势小种而导致水

稻品种的抗性丧失。近年来，利用生物因子诱导水稻对稻瘟

病的抗病性发展非常迅速，如用表达 Ｈａｒｐｉｎ基因的大肠杆

菌ＤＨ５菌悬液处理水稻可提高对稻瘟病的抗性 7�［２］ 7�；用非致

病性的稻瘟病菌菌株控制由稻瘟病菌引起的稻瘟病 7�［３］ 7�；将拮

抗细菌用于稻瘟病的防治 7�［４］ 7�等。

7�在真菌学研究中，传统的菌物分类以形态特征和生理生

化指标为基础，但大部分菌物的种类多、分布广、形态特征复

杂，且少数形态特征和生理生化指标随着环境的变化而不稳

定。近年来分子生物学技术在真菌学研究中得到了广泛而

深入的应用，一些分类地位不明确、亲缘关系不清楚的物种

通过该技术得到了验证 7�［５］ 7�。真菌的核糖体基因序列由于存

在高度保守区和可变区被认为是目前真菌分子系统学研究

的理想部位 7�［６］ 7�，尤其是５．８ＳｒＤＮＡ及其两侧的内转录间隔

区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅ，ＩＴＳ）序列适用于种级水平的

分类研究 7�［７］ 7�。本研究报道了从自然感病稗草上分离筛选到

的一株生防菌株ＡＡＥ 7�［８］ 7�，该菌株的粗蛋白能诱导水稻对稻

瘟病的抗性，并根据其形态培养特征以及ＩＴＳ序列分析，对

该菌株进行了初步鉴定。

7�１　材料与方法

7�１．１　供试材料

7�供试菌种ＡＡＥ由本实验室从感病稗草标样中分离保

存。稻瘟病菌（Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｒｉｓｅａ）ＴＨ１６菌株由本实验室

7�保存。供试的水稻品种为原丰早。
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7�１．２　培养基

7�ＰＤＡ培养基（马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂２０ｇ，加蒸

7�馏水至１０００ｍＬ）用于稻瘟病菌和菌株ＡＡＥ的培养；ＰＤＢ培

养基（马铃薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ，加蒸馏水至１０００ｍＬ）用于

发酵培养。

7�１．３　真菌蛋白的提取

7�将在ＰＤＢ培养基中培养好的菌液抽成菌饼，用液氮研

磨成细粉，加入０．０５ｍｏｌ／Ｌ磷酸缓冲液（ｐＨ７．８），混合均

匀，于４℃、８０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ（下同）。取上清加入

固体硫酸铵至９０％饱和度，４℃下静置过夜，离心，收集沉淀。

用适量０．０５ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ-ＨＣｌ缓冲液（ｐＨ８．０）溶解后，在相

同的缓冲液中透析２４ｈ，其间更换３次缓冲液，离心，收集的

上清液即为ＡＡＥ真菌蛋白粗提液，置４℃下保存。取少量粗

7�提液做ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳检测 7�［９］ 7�，其余置－２０℃冰箱中保存。

7�１．４　稻瘟病菌孢子的培养

7�采用大麦粒培养基接种稻瘟病菌，于２８℃下培养１０ｄ，

加适量灭菌水冲洗菌丝，沥干水摊一薄层于灭菌瓷盘中，置

于黑暗下保湿培养３～４ｄ，将长满稻瘟病菌孢子的大麦粒于

２８℃下烘干备用。

7�１．５　真菌蛋白处理对稻瘟病的抑制作用

7�将含０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的１００μｇ／ｍＬ粗蛋白液喷雾于３

叶１心期稻苗上，直至全部植株叶片湿润为止。以含０．０５％

Ｔｗｅｅｎ２０双蒸水喷雾作对照。２ｄ后将浓度为５×１０ 7�５ 7�个／

ｍＬ的稻瘟菌孢子悬浮液均匀喷于稻苗叶片上。在２８℃的

恒温暗室内保湿培养２４ｈ后继续置于室温下培养。７ｄ后记

7�载每株苗发病最严重叶片的病斑数目、病斑大小（长和宽），

分级记载病级 7�［１０］ 7�，计算病情指数及诱导效果。病情指数＝

7�Σ（各级病叶数×相对级数值）／（调查总数×９）×１００；诱抗效

果＝（对照病情指数－处理病情指数）／对照病情指数×

１００％。

7�１．６　菌株ＡＡＥ的鉴定

7�１．６．１　菌株培养性状和形态特征观察

7�将菌株移植于ＰＤＡ培养基平板上，恒温培养７ｄ后观察

7�菌株的形态培养特征，洗下孢子，取分生孢子悬浮液滴在玻

片上，在显微镜下观察分生孢子梗和分生孢子的形态。

7�１．６．２　ＩＴＳ基因序列测定和系统发育分析

7�ＣＴＡＢ法抽提菌丝体总ＤＮＡ 7�［１１］ 7�。使用通用引物ＩＴＳ１

（５′-ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ-３′）和ＩＴＳ２（５′-ＴＣＣＴＣ

7�ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ-３′） 进 行 ＩＴＳ 片 段 的 ＰＣＲ 扩

增 7�［１２］ 7�。ＰＣＲ产物用 ＤＮＡ 纯化试剂盒 ＡｇｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡ

7�ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔＶｅｒ２．０回收纯化，再进行双向测序。通过

7�ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｂ．ｇｏｖ／）对测序结果进行

分析，并在ＧｅｎＢａｎｋ中注册。调出ＧｅｎＢａｎｋ中与菌株ＡＡＥ

的ＩＴＳ同源性高并经过菌种鉴定的序列，用ＣｌｕｓｔａｌＷ 进行

多重序列比对，软件 ＭＥＧＡ２．１按 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ-Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建

系统发育树，系统树各分枝的置信度由１０００次自展法（Ｂｏｏｔ-

ｓｔｒａｐ）重复检测获得。

7�２　 结果与分析

7�２．１　真菌蛋白的ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分离结果

7�ＡＡＥ菌株粗蛋白用ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分离到２０条左右分子

量在１４～９７ｋＤ的条带，有１１条较明显的主带（图１）。

7�２．２　真菌蛋白处理水稻对稻瘟病菌的诱导抗性作用

7�真菌粗蛋白预处理提高了水稻对稻瘟病的抗性，表现为

发病时间迟，病斑扩散慢。平均病斑数量减少了２６．８７％，病

斑长度缩短了３４．６８％，病斑宽度减小了３６．３６％，差异显

著，对水稻幼苗的诱抗效果达到了２３．５５％（表１）。结果表

明，粗蛋白预处理后水稻自身的抗性得到了明显增强。

7�２．３　菌株ＡＡＥ的鉴定

7�２．３．１　培养性状和形态特征

7�菌株在ＰＤＡ培养基上菌落平展，棉絮状，灰褐色，背面

褐色，表面长有白色绒毛状的菌丝。菌丝体埋生，菌丝淡褐

色、光滑，具隔膜，常分枝，宽２．０～３．５μｍ。分生孢子梗端生

7�或侧生，单生或簇生，直立。分生孢子单生或短链生，倒棍棒

形、倒梨形，淡褐色至褐色，光滑，有３～７个横隔膜，１～３个

7�图１　ＡＡＥ菌株粗蛋白ＳＤＳ-ＰＡＧＥ分析

7�Ｆｉｇ．１．ＳＤＳ-ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＡＥｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ．

7�Ｍ－标准谱带；Ｎ－ＡＡＥ菌株蛋白。

7�Ｍ，Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｍａｒｋｅｒ；Ｎ，ＡＡＥｓｔｒａｉｎｐｒｏｔｅｉｎ．

7�表１　经ＡＡＥ粗蛋白预处理的水稻幼苗接种稻瘟病菌后的发病情况

7�Ｔａｂｌｅ１．Ｄｉｓｅａｓｅｓｅｖｅｒｉｔｙｏｆｒｉｃｅｓｅｅｄｌｉｎｇｓｐｒｅ-ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎｏｆＡＡＥｂｙＭａｇｎａｐｏｒｔｈｅｇｉｒｓｅａ．

7�处理

7�Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

7�每张叶片的病斑数

7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆｌｅｓｉｏｎｓ

7�ｐｅｒｌｅａｆ

7�病斑长度

7�Ｌｅｓｉｏｎｌｅｎｇｔｈ

7�／ｃｍ

7�病斑宽度

7�Ｌｅｓｉｏｎｗｉｄｔｈ

7�／ｃｍ

7�病情指数

7�Ｄｉｓｅａｓｅ

7�ｉｎｄｅｘ

7�诱抗效果

7�Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｄｕｃｅｄ

7�ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ／％

7�ＡＥＥ粗蛋白预处理 Ｐｒｅ-ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡＥＥｃｒｕｄｅｐｒｏｔｅｉｎ 7�３ ��．８９±０．２３ｂ 7�１ ��．１３±０．１９ｂ 7�０ �U．１４±０．０２ｂ 7�４５ !�．６７±３．５６ｂ 7�２３ $�．５５±０．２５

7�对照ＣＫ 7�５ ��．３２±０．２２ａ 7�１ ��．７３±０．２１ａ 7�０ �U．２２±０．０４ａ 7�５８ !�．５４±４．２１ａ 7�－

7�　　同一列中，数据后跟不同小写字母者表示差异达５％显著水平。

7�Ｗｉｔｈｉｎａｃｏｌｕｍｎ，ｄａｔａｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔＰ＜０．０５ｌｅｖｅｌ．
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7�图２　菌株 ＡＡＥ的分生孢子形态

7�Ｆｉｇ．２．ＣｏｎｉｄｉａｏｆＡＡＥｆｕｎｇｕｓ．

7�图３　菌株 ＡＡＥ与 7�Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 7�属其他种构建的以ＩＴＳ基因序列

7�为基础的系统发育树

7�Ｆｉｇ．３ Ｎｅｉｇｈｂｏｒ-Ｊｏｉｎｉｎｇｔｒｅｅｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎ-

ｓｈｉｐｓａｍｏｎｇＡＡＥａｎｄｏｔｈｅｒＩＴＳ-ｂａｓｅｄｒｅｌａｔｅｄｓｐｅｃｉｅｓｏｆ

7�Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ 7�ｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋ．

7�纵、斜隔膜，隔膜处一般不缢缩，大小（１８．０～３５．０）μｍ×（８．

０～１４．５）μｍ，具短喙，锤状或少数近圆柱状，部分分生孢子

的顶端有短柱状的假喙（图２）。

7�２．３．２　菌株ＡＡＥ的ＩＴＳ序列测定和系统发育分析

7�用ＰＣＲ技术扩增了该菌的ＩＴＳ基因序列，并进行了测

序（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＥＦ１９２２３４）。用Ｃｌｕｓｔａｌｗ软件将该序

列与ＧｅｎＢａｎｋ中所有序列进行比对，结果发现，在亲缘关系

相近的序列中，前７０个菌株中９０％为 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ属的菌株，

从ＧｅｎＢａｎｋ数据库调集 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ属有效发表种典型菌株

的ＩＴＳ基因序列进行比较，按Ｎｅｉｇｈｂｏｒ-Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统

发育树（图３）。结果表明，菌株 ＡＡＥ与链格孢属的 Ａ．

Ａｌｔｅｒｎａｔａ和Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ系统发育关系最密切，分别以

９９．２％和９８．６％的ＩＴＳ基因序列相似性聚为一簇，其中

ＡＡＥ与 Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ发育关系更近，单独构成一个分枝，且

以很高的分枝值相聚（ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅ为１００），表明这两者具

7�有非常近的亲缘关系。

7�３　讨论

7�近年来，病原菌致病相关基因及其产物在非寄主植物上

的作用，以及在非寄主植物上引起的过敏性反应（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉ-

ｔｉｖｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＨＲ）和系统获得抗性（ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｑｕｉｒｅｄｒｅ-

ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＡＲ）过程中的识别、信号传导和调控防卫基因表

达等，成为了分子生物学和分子植物病理学研究的热门领

域。Ｗｅｉ等 7�［１３］ 7�从梨火疫病菌（Ｅｒｗｉｎｉａａｍｙｌｏｖｏｒａ）中分离

和表达能够激发非寄主烟草产生 ＨＲ的 ＨａｒｐｉｎＥａ蛋白激发

子。董汉松等 7�［１４］ 7�证明，非特异性激发子 ＨａｒｐｉｎＥａ诱导的

ＳＡＲ是由水杨酸这一信号传导分子途径进行的。Ｐｅｒｅｚ

等 7�［１５］ 7�认为由疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏａ）和腐霉属（Ｐｙｔｈｉｕｍ）的

某些种产生的低分子量蛋白ｅｌｉｃｉｔｉｎｓ和糖蛋白具有无毒基因

（ａｖｒ）激发子活性，可诱导ＨＲ和ＳＡＲ。从交链孢菌、稻瘟病

7�菌、木霉菌和镰刀菌等多种真菌中筛选、分离、纯化出的一种

新型蛋白也能激活植物体内免疫系统，提高植物自身免疫

力 7�［１６］ 7�。本研究的结果表明，真菌粗蛋白预处理水稻幼苗提

高了对稻瘟病菌的抗性，表现为幼苗病斑数少、发病时间迟、

病斑扩散慢，对水稻幼苗的诱抗效果达到了２３．５５％。这说

明真菌粗蛋白预处理可以诱导水稻对稻瘟病的抗病性，其诱

导抗病性的机理可能是产生了特异性的蛋白激发子。本研

究室将进一步对诱导水稻抗稻瘟病的信号传导蛋白分子进

行分离、纯化。

7�链格孢属最初是由Ｎｅｅｓ以 ＡｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓＮｅｅｓ为模

式种建立的 7�［１１］ 7�，该属真菌分生孢子具有纵横隔膜，与匍柄霉

属Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍ、细基格孢属 Ｕｌｏｃｌａｄｉｕｍ、假格孢属 Ｎｉｍｂ-

ｙａ、小匙孢属 Ｍｙｓｔｒｏｓｐｏｒｉｅｌｌａ和陷孢属Ｓｉｒｏｓｐｏｒｉｕｍ等属的

真菌在形态上极为相似 7�［１７-１９］ 7�，且其形态易受生存环境的影

响而发生较大幅度变异，仅靠分生孢子的形态不容易区分。

本研究在菌株ＡＡＥ形态分类的基础上，对其ｒＤＮＡ的ＩＴＳ

区段进行了序列分析。从 ＧｅｎＢａｎｋ上查找同源性高的菌株

ＩＴＳ序列，建立以ＩＴＳ序列分析为基础的系统发育树，可以

看出该菌株与 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ在系统发育树状图中形

成一个亚分枝，两者聚在同一分枝上的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ支持率为

１００，结果与来自形态学方面的证据相符，进一步将它确定为

Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ。
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