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莲腐败病菌多聚半乳糖醛酸酶
Fcpg1基因功能研究

叶丽芳，宋水林，张连虎，林桠春，崔汝强*，况卫刚*

（江西农业大学 农学院，江西 南昌 330045）

摘要：【目的】共享镰刀菌（Fusarium commune）侵染莲引起的莲腐败病严重影响莲的生产，鉴定莲腐败病菌中多

聚半乳糖醛酸酶基因Fcpg1，分析其在生长发育及致病过程中的作用，为进一步研究共享镰刀菌的致病机理及

莲腐败病菌的防治提供依据。【方法】利用 BLASTP 在莲腐败病菌全基因组数据中查找 PG 同源蛋白，并使用

ExPASy等在线软件对Fcpg1氨基酸序列进行生物信息学分析。通过基因敲除的方法，获得Fcpg1基因敲除突变

体ΔFcpg1和回补菌株ΔFcpg1-Com。测定野生型菌株FCN23、突变体ΔFcpg1和回补菌株ΔFcpg1-Com的菌落形

态、生长速率、产孢量及致病力。【结果】Fcpg1 基因编码 388 个氨基酸，分子量为 40.354 ku，分子式为

C1756H2775N489O577S12，理论等电点为 6.57，脂溶系数为 79.9。Fcpg1为稳定的、易溶于水的外泌性蛋白，其信号肽剪

切位点在第 16~17个氨基酸，主要定位于胞外基质。Fcpg1蛋白与尖孢镰刀菌的多聚半乳糖醛酸酶蛋白序列具

有较高的同源性。与野生型菌株FCN23和回补菌株ΔFcpg1-Com相比，ΔFcpg1突变体的菌落形态、营养生长和

产孢量等方面均无明显差异，但突变体ΔFcpg1的致病力显著减弱。【结论】Fcpg1是典型的多聚半乳糖醛酸酶蛋

白，参与对莲腐败病致病力的调控。
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Functional studies on polygalacturonase gene Fcpg1 in Fusarium 
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Abstract：［Objective］Lotus rhizome rot caused by Fusarium commune seriously affects the production of 

lotus in China.The polygalacturonase gene Fcpg1 in the pathogen of lotus spoilage was identified，and its role in 
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growth，development and pathogenicity was analyzed，which provided a basis for further research on the 
pathogenic mechanism of F. commune and the prevention and control of the disease.［Method］BLASTP was 
used to find Fcpg1 homologous proteins in the whole genome data of F. commune and the amino acid sequence 
of Fcpg1 was analyzed using online software ExPASy. The Fcpg1 knockout mutant ΔFcpg1 and the 
complementation strain ΔFcpg1-Com were obtained. Colony morphology，growth rate，spore production，and 
pathogenicity were measured for the wild-type strain FCN23，the mutant ΔFcpg1，and the complementation 
strain ΔFcpg1-Com.［Result］The Fcpg1 gene encoded 388 amino acids with a molecular weight of 40.354 ku.
The molecular formula was C1756H2775N489O577S12，the isoelectric point was 6.57 and an aliphatic index was 79.9.
Fcpg1 was a stable，water-soluble exocytotic protein，mainly localized in the extracellular. Its signal peptide 
shear site was between amino acids 16-17. The Fcpg1 protein had high homology to the polygalacturonase 
protein sequence of F.oxysporum.There were no significant differences in colony morphology，vegetative growth，
and spore production in the ΔFcpg1 mutant compared with the wild-type strain FCN23 and the 
complementation strain ΔFcpg1-Com，but the pathogenicity of the mutant ΔFcpg1 was significantly reduced.
［Conclusion］Fcpg1 is a typical polygalacturonase protein involved in the regulation of the pathogenicity of 
lotus rhizome rot.

Keywords：lotus；Fusarium commune；gene knockout；polygalacturonase；phenotype；pathogenicity

【研究意义】共享镰刀菌（Fusarium commune）是一种土传病原真菌，其引起的莲腐败病在我国常年发

生，造成植株枯萎死亡，发病严重时可造成 70%的产量损失，严重威胁莲的生产安全[1-4]。但是，目前对莲

腐败病菌的了解不深，缺乏抗病品种和有效的防治策略。解析莲腐败病菌的致病机制，对制定合理有效

的综合防治策略具有重要意义。【前人研究进展】多聚半乳糖醛酸酶（polygalacturonase，PG）从病原真菌产

生的果胶酶中获得，是降解寄主植物细胞壁结构的主要酶之一，导致植物组织浸解和原生质体死亡，在

真菌致病过程起重要作用[5-7]。Ten 等[8]对灰葡萄孢（Botrytis cinerea）的 Bcpg1 基因进行基因敲除，发现

Bcpg1的缺失导致灰葡萄孢多聚半乳糖醛酸酶酶含量下降，对番茄和苹果的致病力也显著下降。Jia等[9]

发现随着由辣椒疫霉（Phytophthora capsici）引起的辣椒疫病发病程度加重，PG酶活性越高，表明PG参与

辣椒疫霉的致病过程。崔佳等[10]发现新月弯孢（Curvularia lunata）Clpg1缺失后对玉米的致病性减弱。【本

研究切入点】目前，多聚半乳糖醛酸酶Fcpg1在莲腐败病菌（F. commune）的功能还未见报道。【拟解决的

关键问题】基于莲腐败病菌全基因组数据，通过生物信息学对其多聚半乳糖醛酸酶基因Fcpg1进行鉴定。

利用同源重组原理获得莲腐败病菌Fcpg1敲除突变体ΔFcpg1以及回补菌株ΔFcpg1-Com，明确Fcpg1在

共享镰刀菌生长发育和致病方面的作用，为进一步解析莲腐败病菌的致病机制和莲腐败病的防治提供

理论依据。

1 材料与方法

1.1　试验材料

1.1.1　供试菌株及载体　

莲腐败病菌（Fusarium commune，FCN23）由本实验室分离自江西广昌莲种植基地，于 30% 甘油中

-80 ℃保存。供试莲为感病品种太空莲 36号。敲除载体为 pBS-HYG含潮霉素抗性，回补载体为 pKNT-
GFP含有遗传霉素抗性，由本实验室改造。

1.1.2　主要试剂及测序　

崩溃酶（driselase）、蜗牛酶（snailase）、溶壁酶（lyticase）和真菌 DNA 提取试剂盒购自索莱宝 Solarbio
公司。T4连接酶购自Takara公司。限制性内切酶购自Thermo公司。普通Taq酶、高保真酶、DNA无缝克

隆酶、氨苄青霉素钠（ampicillin）、G418（遗传霉素）和潮霉素 B（hygromycin B）购自翌圣公司。DNA凝胶

回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自擎科擎科生物技术（湖南）有限公司。试验所用引物合成及PCR产物

测序由擎科生物技术（湖南）有限公司完成。
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1.1.3　培养基　

PDA培养基：去皮马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，用超纯水定容至 1 L。YPD液体培养基：酵母

提取物10 g，胰蛋白胨20 g，葡萄糖20 g，用超纯水定容至1 L。
1.2　Fcpg1基因的鉴定及生物信息学分析

莲腐败病菌全基因组数据是课题组利用第三代测序技术测序得到的。基于实验室已测得的莲腐败

病菌全基因组数据，对F. commune全基因组进行BLASTP搜索查找同源蛋白。利用ProtParam工具（http:
//web.expasy.org/protparam）分析Fcpg1蛋白的分子量、分子式、理论等电点、脂溶系数和不稳定系数。用

ProtScale 在线工具（http://web.expasy.org/protscale）对 Fcpg1 的亲疏水性进行分析。TMHMM 蛋白跨膜结

构域在线分析工具（https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TMHMM-2.0）[11]。利用在线软件 SignaIP 
4.1（https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-4.1）预测信号肽。利用 BLASTP（http://www.ncbi.
nlm.nih.gov）查找其他蛋白的同源序列。使用MEGA 7.0[12]以邻接法构建Fcpg1与其他真菌物种同源物的

系统发育树，重复1 000次Bootstrap检测。

1.3　Fcpg1基因敲除突变体和回补菌株的构建

Fcpg1 基因敲除突变体构建：采用真菌 DNA 提取试剂盒提取莲腐败病菌 FCN23 基因组 DNA，用

split-marker策略[13]扩增Fcpg1基因同源重组序列。利用引物对 Pg1F1+Pg1R1和 Pg1F2+Pg1R2分别扩增

800 bp左右的Fcpg1上游片段和下游片段，利用合适的酶切位点对上下游片段和载体 pBS-HYG进行酶

切，回收产物后用 T4连接酶将上下游片段连接到 pBS-HYG的两端，构建Fcpg1基因敲除载体。以上述

产物为模板使用引物对Pg1F1+HY/R和YG/F+Pg1R2，分别重叠扩增Fcpg1基因和 hph基因上下游侧翼序

列，并用于转化 FCN23菌株原生质体。然后参照张磊等[14]的方法，稍作改进，制备莲腐败病菌的原生质

体并进行原生质体转化，用含 800 µg/mL潮霉素的PDA平板对转化子进行初步筛选。用CTAB法提取转

化子DNA，引物对Pg1F+Pg1R扩增Fcpg1部分ORF，引物对HYG/F+HYG/R扩增潮霉素基因。

回补菌株构建：将携带G418抗性基因的质粒 pKNT-GFP用限制性内切酶KpnI和HindIII酶切，以野

生型菌株FCN23的基因组DNA为模板，用引物对Pg1-CF+Pg1-CR和高保真酶扩增Fcpg1基因的上游启

动子和全长回补片段，再通过无缝克隆技术将纯化回收后的产物克隆到回补载体 pKNT-GFP。将构建

好的载体转入Fcpg1基因敲除突变体的原生质体中，用含 120 µg/mL G418的 PDA平板对转化子进行初

步筛选。提取转化子DNA，利用引物对Pg1F+Pg1R扩增Fcpg1部分ORF，G418F+G418R扩增遗传霉素基

因。研究所用引物见表1。
表1　试验所用引物

Tab.1　Sequences of the primers used in the study

引物 Primer name
Pg1F1
Pg1R1
Pg1F2
Pg1R2
YG/F
HY/R

HYG/F
HYG/R
Pg1F
Pg1R

Pg1-CF
Pg1-CR
G418F
G418R

序列Sequence（5'—3'）
CCCTCGAGTAGCGTGACACTATCTCCG
CCATCGATAAATTCCGTCTCGTCGTTC

CGGGATCCTAGGCGTAAGTGGGAAGGT
GCTCTAGA CCGGATTGAAATTGGGTAA
GATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCT
GTATTGACCGATTCCTTGCGGTCCGAA

GACAGCGTCTCCGACCTGA
GCTCCATACAAGCCAACCAC

TCGCTACCGCCGTCTCATC
CTTGGCATTGGGCTTGTCG

ACAAAAGCTGGGTACCAATTAAAGCTTCCGCCTGTAAG
CCGCCGCCGCCGCCAAGCTTGCTAGGGCAAGTGTTGGTAGGA

GATGTTTCGCTTGGTGGTCG
TGATGCCGCCGTGTTCC
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1.4　Fcpg1基因缺失突变体表型观察

菌落形态观察及生长速率测定：将莲腐败病菌野生型菌株 FCN23、Fcpg1敲除突变体（ΔFcpg1）和回

补菌株（ΔFcpg1-Com）分别接种至PDA培养基中央，置于 28 ℃培养箱中倒置培养，5 d后测量菌落直径。

试验重复3次。

产孢量测定：将野生型菌株 FCN23、ΔFcpg1 和 ΔFcpg1-Com 接种至 YPD 液体培养基中，25 ℃、

180 r/min的条件下培养 3 d，收集各菌株孢子并配置成 1×104 mL－1的孢子悬浮液。将 1 mL各菌株孢子悬

浮液接种至 100 mL YPD液体培养基中，25 ℃、180 r/min的条件下培养 3 d，收集孢子并用血球计数板镜

检分生孢子，计算产孢量。试验重复3次。

1.5　致病性检测

将待测菌株接种于YPD液体培养基中，在 25 ℃、180 r/min的条件下培养 3 d，过滤菌丝，收集分生孢

子并配置成 1×107 mL－1的孢子悬浮液备用。取健康太空莲 36号植株用酒精棉球擦拭并用无菌针头刺

伤，将各菌株孢子悬浮液分别接种在莲茎上，28 ℃保湿培养 3 d，观察发病情况并测量病变长度。设无菌

水为对照，试验重复3次。

2 结果与分析

2.1　Fcpg1基因的鉴定及生物信息学分析

在莲腐败病菌全基因组数据库中进行 BLASTP 比对分析，鉴定到同源蛋白，命名为 Fcpg1。运用

ProtParam 在线软件对 Fcpg1蛋白进行理化性质分析，结果表明 Fcpg1基因编码 388个氨基酸，分子量为

40.354 ku，分子式为C1756H2775N489O577S12，理论等电点为 6.57，脂溶系数为 79.9，不稳定系数为 26.62，是一种

稳定的蛋白。利用ProtScale工具分析Fcpg1基因编码蛋白的亲疏水性，表明该蛋白为亲水性蛋白。利用

TMHMM蛋白跨膜结构域在线分析工具发现 Fcpg1蛋白不含跨膜结构域，为外泌蛋白。利用 SignalP 4.1
在线工具分析Fcpg1信号肽，结果显示Fcpg1蛋白含有信号肽，其剪切位点在第16~17个氨基酸（图1）。亚细

胞定位分析结果表明，Fcpg1主要定位在胞外基质。

2.2　Fcpg1保守结构域预测及系统发育树构建

系统发育分析莲腐败病菌 Fcpg1 氨基酸序列与尖孢镰刀菌番茄转化型 Fusarium oxysporum f. sp. 
lycopersici（登录号：AAC05015.1）亲缘关系最近（图2）。

图1　Fcpg1蛋白信号肽预测

Fig.1　Prediction of Fcpg1 protein signaling peptide
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2.3　Fcpg1基因敲除突变体和回补菌株的筛选和验证

为了分析 Fcpg1在莲腐败病菌 FCN23中的生物学功能，用 split-marker PCR 策略对 Fcpg1基因进行

了敲除（图 3A）。利用潮霉素抗性初步筛选阳性转化子并进行PCR检测，如图 3B所示，能检测到潮霉素

基因片段（673 bp）并且无法检测到Fcpg1基因（538 bp），表明Fcpg1已成功敲除，最终获得 2个正确的转

化子，分别标记为 Fcpg1缺失突变体 ΔFcpg1-2和 ΔFcpg1-10。突变体 ΔFcpg1-2和 ΔFcpg1-10在表型上

无明显差异，故选取突变体ΔFcpg1-2用于后续试验。

将构建好的Fcpg1回补质粒转入突变体ΔFcpg1-2的原生质体中，利用遗传霉素抗性初步筛选阳性

转化子并进行 PCR检测，能检测到遗传霉素基因片段（323 bp）并且能检测到 Fcpg1基因（538 bp），表明

Fcpg1基因回补成功，最终获得 2个回补菌株，分别标记回补菌株为ΔFcpg1-Com-3和ΔFcpg1-Com-13，
且2个回补菌株在表型上无明显差异，故选取回补菌株ΔFcpg1-Com-3用于后续试验。

2.4　生物学特性观察

在同样的培养条件下，用打孔器分别对野生型FCN23、ΔFcpg1突变体和ΔFcpg1-Com回补菌株打孔

接种于PDA培养基中置于 28 ℃培养箱中黑暗培养。发现ΔFcpg1突变体和ΔFcpg1回补菌株的菌落形态

和颜色与野生型FCN23一致，并且Fcpg1基因敲除不影响菌落的生长速率（图 4，表 2）。各菌株在YPD液

体培养基中培养 3 d后，对分生孢子进行收集并统计，发现ΔFcpg1突变体的产孢量基本不受敲除基因的

影响（图4，表2）。

2.5　致病力检测

为了检验Fcpg1在致病性中的作用，分别将野生型菌株、ΔFcpg1和ΔFcpg1-Com的分生孢子接种于

太空莲 36号，3 d后观察发病情况。发现对照组无病害症状出现，ΔFcpg1突变体的致病性与野生型菌株

相比显著降低，同时互补菌株恢复了部分致病力（图5）。

图2　Fcpg1蛋白和其他物种中PG蛋白进化树分析

Fig.2　Phylogenetics tree analysis of PG proteins in F. commune and others species
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A：Fcpg1 基因敲除策略示意图；B：Fcpg1 基因缺失突变体 PCR 检测；C：Fcpg1 基因回补菌株 PCR 检测；M：DL 2 000 
marker；H：引物HYG/F+HYG/R扩增的潮霉素抗性基因片段；P：引物Pg1F+Pg1R扩增的Fcpg1基因部分ORF片段；G：引物

G418F+G418R扩增的遗传霉素抗性基因片段。

A：Schematic representation of Fcpg1 deletion strategy；B：PCR products for the Fcpg1 gene replacement construct.C：PCR 
products for Fcpg1 gene complementation strains；M：DL 2000 marker；H：Amplified fragments of the hygromycin resistance gene 
by primers HYG/F+HYG/R；P：Partial ORF fragment of Fcpg1 gene amplified by primers Pg1F+Pg1R；G：Amplified fragments of 
the geneticin resistance gene by primers G418F+G418R.

图3　莲腐败病菌Fcpg1基因敲除与验证

Fig.3　Fcpg1 gene knockout and Validation in Fusarium commune

A、D、G分别为野生型FCN23、ΔFcpg1突变体和ΔFcpg1-Com回补菌株的菌落正面；B、E、F分别为各菌株的菌落反面；

C、F、I分别为各菌株的分生孢子。

A，D，and G are colony fronts of wild-type FCN23，ΔFcpg1 mutant，and ΔFcpg1-Com complemented strains，respectively；B，

E，and F are colony reverses of each strain，respectively；and C，F，and I are conidia of each strain，respectively.
图4　莲腐败病菌ΔFcpg1突变体的菌落形态和孢子形态

Fig.4　Colony morphology and conidiation morphology of the ΔFcpg1 mutant of F. commune
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3 结论与讨论

植物细胞壁是抵御病原真菌入侵的潜在屏障，也是病原物分泌胞外酶的底物，病原真菌能分泌

一系列细胞壁水解酶降解细胞壁，以达到入侵植物的作用 [15]。多聚半乳糖醛酸酶（PG）是一种在真菌

中广泛存在的细胞壁水解酶，其通过降解寄主植物细胞壁中多聚半乳糖醛酸区域，引起原生质体死

亡，在病菌侵染寄主植物引起致病过程中发挥重要作用 [16-18]。目前，国内关于病原真菌多聚半乳糖醛

酸酶基因的功能研究尚少，莲腐败病菌 Fcpg1 在菌落形态、营养生长及致病力的作用及机制尚不

清楚。

本研究以莲腐败病菌多聚半乳糖醛酸酶基因Fcpg1为研究对象，通过基因敲除和基因回补的方法，

初步探究了莲腐败病菌中Fcpg1的功能。生物信息学分析发现，Fcpg1是典型的多聚半乳糖醛酸酶蛋白，

Fcpg1与尖孢镰刀菌亲缘关系最近。表型分析结果显示莲腐败病菌PG基因缺失不影响其菌落形态和生

长速率，这与在玉米弯孢叶斑病菌新月弯孢（Curvularia lunata）和苹果树腐烂病菌黑腐皮壳属菌（Valsa 

mali）的情况基本一致[10-19]。莲腐败病菌Fcpg1 的缺失不影响分生孢子的产量，这与崔佳等[10]发现新月弯

孢Clpg1缺失突变体产孢量较野生型菌株相比显著下降的结果不一致。通过致病性试验结果显示，相较

野生型 FCN23 和回补菌株 ΔFcpg1-Com，突变体 ΔFcpg1 的致病力显著下降，与之相同的是灰葡萄孢

（Botrytis cinerea）缺失Bcpg1后，在番茄和苹果上的致病力下降[8]，麦角菌（Claviceps purpurea）Cppg1缺失后

在黑麦上的致病力显著下降[20]，白地霉（Geotrichum candidum）pg1也被证实是柑橘酸腐病重要的致病因

子[21]。但甜瓜专化型尖孢镰刀菌 pg1 基因缺失突变体对甜瓜的致病性与野生型菌株并无差异[22]，说明

表2　莲腐败病菌ΔFcpg1突变体的生长速率及产孢量测定

Tab.2　Growth rate and sporulation of ΔFcpg1 mutant of Fusarium commune

菌株

Strain
WT
ΔFcpg1

ΔFcpg1-Com

生长速率/（cm·d－1）

Growth rate
1.46±0.01
1.47±0.01
1.47±0.01

产孢量/（×107·mL－1）

Sporulation
5.03±0.20
5.91±1.29
6.64±0.97

A：野生型菌株和ΔFcpg1侵染太空莲36号3 d后的发病症状，无菌水作为对照；B：太空莲36号的病变长度（*，P<0.05）。
A：Morbidity symptoms of wild-type and ΔFcpg1 strains after 3 days of infestation of Taikong lotus 36，with sterile water as a 

control；B：The lesion length of the Taikong lotus 36（*，P<0.05）.
图5　ΔFcpg1的致病力检测

Fig.5　Pathogenicity assay for ΔFcpg1
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pg1在不同真菌中的作用可能已产生分化。

已有报道称PG有助于病原菌的侵入，寄主植物发病程度越高，PG酶活性也越高，并且 pg1基因的缺

失或RNAi干扰均导致 PG酶活性下降[23-24]，说明 PG在寄主植物致病方面发挥了一定作用。今后的研究

中可以从该基因敲除是否影响莲腐败病菌PG酶活性的角度，解释Fcpg1基因对莲致病力减弱的调控机

制，进而为莲腐败病防治提供理论依据。
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