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摘 要：利用简并引物PCR结合RACE技术获得S. turcica中亲环素基因的全长，并通过Real-time PCR技术检

测该基因在病菌侵染结构发育过程中的表达模式。结果表明，玉米大斑病菌亲环素基因开放阅读框全长1 125 bp，
3'UTR 154 bp，5'UTR 93 bp，编码374个氨基酸，将此基因命名为CyPs1，并将其 cDNA序列提交GenBank，获得登录

号EU679371.1，Protein ID为ACD62431.1。系统发育树分析显示，CyPs1与玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)、蓝莓枯枝

病菌(Neofusicoccum parvum)等物种的亲环素同源性可达到90%以上。该基因在病菌分生孢子萌发、附着胞形成及侵

染阶段均有表达，至附着胞形成和侵染菌丝形成阶段，转录水平分别升至分生孢子时期的2倍和3倍。
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Abstract: Cyclophilin is a highly conserved protein family and involved in the development and function of
pathogenic fungi. This study aimed to obtain the cyclophilin gene and clarify cyclophilin regulating mechanism dur⁃
ing the morphogenesis and pathogenicity of Setosphaeria turcica. The full length of the cyclophilin gene was ob⁃
tained through degenerate polymerase chain reaction(PCR) combined with rapid- amplification of cDNA ends
(RACE) technique and its expression patterns were detected at different developmental stages of S. turcica based on
quantitative real- time PCR(qRT-PCR) analysis. The main results were as follows, the full- length open reading
frame (ORF) of the cyclophilin gene was 1 125 bp[with a 3'-untranslated region(UTR) of 154 bp and a 5'-UTR of
93 bp] and encoded a protein of 374 amino acids. The gene was named as CyPs1 and submitted to GenBank with the
accession no. EU679371.1 and Protein ID ACD62431.1. phylogenetic tree analysis showed that it contained more
than 90% of the homologues in Bipolaria maydis and Neofusicoccum parvum respectively; in addition. CyPs1 contin⁃
uously expressed during the developmental process of S. turcica, with the transcription levels at appressorium forma⁃
tion and invasive mycelial morphogenesis stages were respectively increased to 2 and 3 times of that at conidia.
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大斑刚毛座腔菌(Setosphaeria turcica)俗称玉米

大斑病菌，属子囊菌门刚毛座腔菌属真菌。该菌引

起的玉米大斑病多发生于全球低温潮湿地域的玉米

产区，严重威胁着玉米生产安全。目前，对该病害的

防治主要以抗病品种为主，但由于病菌变异频繁，导

致玉米品种抗性迅速丧失。因此，明确病原菌致病

性的调控机制，寻找新的病害防控策略已成为倍受

人们关注的研究热点。

作为典型的叶部病害，玉米大斑病菌主要通过

分生孢子附着于寄主叶片表面，萌发并产生附着胞

后，在附着胞中积累高膨压，最终促使侵入钉形成并

穿透寄主表皮，完成侵染[1]。在许多病原真菌中，侵

染相关的形态学变化都与信号转导通路有关。如稻

瘟病菌(Magnaporthe grisea)中，cAMP信号途径对于

附着胞形成是至关重要的；黄瓜炭疽病菌(Colletotri⁃

chum orbiculare)中，cAMP-PKA信号通路介导分生

孢子萌发，但不是附着胞分化所必需的；MAF1(酿酒

酵母SLT2的直系同源物)基因敲除突变体表现出附

着胞发育缺陷及致病性的降低 [2]。除此之外，钙离

子信号对于附着胞的形成是十分重要的。研究表

明，多种病原真菌的附着胞发育是由Ca2+信号触发

的[3]。抑制剂阻断试验发现，Ca2+信号途径与玉米大

斑病菌、玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)、稻瘟病菌、

盘长孢状刺盘孢(Colletotrichum gloeosporioides)、三叶

草刺盘孢(Colletotrichum trifolii)、桃腐病菌(Monilinia

fructicola)等病原真菌的附着胞形成关系密切 [4～7]。

禾谷镰刀菌 (Fusarium graminearum)和粗糙脉孢菌

(Neurospora crassa)中，Ca2+还可作为菌丝分支的信

号。但Ca2+信号途径的作用机制尚缺少深入研究。

亲环素(cyclophilin，CyP)作为环孢素A的作用靶

蛋白，在内质网内与Ca2+结合蛋白-钙网蛋白共存，

是Ca2+信号途径的重要组成部分，从低等原核生物

到哺乳动物都有这类蛋白，该类蛋白的共同特征是

具有肽脯氨酰顺反异构酶(peptidy-lprolylcis-trans
isomerase，PPIase)活性[8，9]。文献报道，亲环素参与细

胞内多个过程，如环境胁迫效应、细胞周期控制、钙

信号和转录调控等，参与病原真菌的形态建成和致

病过程[10，11]。在新生隐球菌(Cryptococcus neoformans)
中，CPA1和CPA2蛋白能够调控细胞生长、交配及

致病力[12]。稻瘟病菌中，CYP1调控附着胞形成及膨

压产生、脂类物质合成等致病相关过程[13]。球孢白

僵菌(Beauveria bassiana)中的亲环素蛋白可能与细

胞增殖以及在侵染寄主时的信号转导有关[14]。在植

物病原真菌板栗疫病菌(Cryphonectria parasitica)中，

亲环素编码基因 cyp1表达下调伴随毒力减弱，该基

因缺失突变体，接种板栗茎，致病力减弱[15]。本课题

组前期利用 Ca2+信号途径特异性抑制剂 TFP[16]、

U-73122[17]，初步明确了该信号途径调控病菌的附着

胞发育及毒素的生物合成，但其中的各保守元件具

体发挥哪些作用尚不明晰。

本研究克隆玉米大斑病菌亲环素编码基因，并

分析其表达模式，为进一步研究该基因在玉米大斑

病菌生长发育及致病过程中的作用机制提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试菌株

玉米大斑病菌野生型菌株 01-23，保存于河北

农业大学生命科学学院真菌毒素与分子植物病理学

实验室。

1.2 供试培养基

PDA培养基：马铃薯200 g，葡萄糖20 g，琼脂粉

13 g，加水定容至1 L。
1.3 主要试剂

UNIQ-10柱式Trizol总RNA抽提试剂盒购于上

海生工生物工程技术服务有限公司；反转录酶、

Oligo dT Primer(PrimeScriptTM Reverse Transcriptase)、
SMARTTM RACE cDNA Amplification Kit(CLON⁃
TECH，Catalog #: K1811- 1)、3µ- Full RACE Core Set
(TaKaRa，Code No.D6121)等购自大连宝生物生物技

术有限公司；DNA回收纯化试剂盒购于全式金生物

技术有限公司；引物合成由上海生工生物工程技术

服务有限公司完成。

1.4 玉米大斑病菌DNA和RNA提取

将玉米大斑病菌接种于PDA培养基上，25℃黑

暗培养 10 d，刮取菌丝体，分别采用 CTAB 法和

UNIQ- 10柱式Trizol总RNA抽提试剂盒提取玉米大

斑病菌的基因组DNA和总RNA，用于基因克隆及

RACE。
1.5 不同发育时期病菌材料的收集

向 PDA培养基平板上 25℃黑暗培养 10 d的玉

米大斑病菌中加入10 mL无菌水，轻刮菌落表面，经

双层纱布过滤获得分生孢子悬浮液，调整浓度至

1×104个/mL。在水琼脂培养基表面放置消毒玻璃

纸，表面滴加孢悬液 25 μL，25℃黑暗诱导附着胞形

成。分别选取诱导0 h (分生孢子时期)、3 h (芽管形

成时期)、6 h (附着胞形成初期)、12 h (附着胞成熟时

期)、24 h(侵染菌丝形成阶段)的分生孢子进行材料

收集[18]。Trizol法提取以上材料总RNA，并反转录为

cDNA，用于实时定量 PCR(Real- time quantitative
PCR，qRT-PCR)分析。



1.6 亲环素基因扩增

根据丝状真菌亲环素保守结构域的基因序列，

设计简并引物(表 1)，以玉米大斑病菌 cDNA为模板

进行 PCR 扩增。总反应体系为 25 μL，包括：10×
PCR Buffer 2.5 μL、TaKaRa Taq DNA聚合酶 5 U/μL
0.3 μL、cDNA 20 ng/μL 1 μL、上下游引物 10 μmol/L
各 1 μL、dNTP Mixture(2.5 mmol/L) 2 μL、dd H2O
17.2 μL。PCR 反应条件为，95℃预变性 5 min；94℃
变性 30 s，45℃～55℃退火 30 s，72℃延伸 90 s，共进

行 32个循环；72℃延伸 10 min。取 PCR扩增产物

10 μL，1%TAE琼脂糖凝胶、1.5～2 V/cm电泳检测，

胶回收产物测序。

根据所获得的亲环素同源基因片段设计

3'RACE和5'RACE特异性引物(表1)，按照SMARTTM

RACE cDNA Amplification 试剂盒说明书扩增，根据

3'RACE和 5'RACE扩增产物的测序结果进行拼接

获得全长 cDNA。根据全长 cDNA中的ORF设计特

异性引物，以玉米大斑病菌基因组DNA为模板，扩

增亲环素全长基因。

表1 试验所用引物

Table 1 Primers used in this study
引 物

Primer
SCP1/SCP3
3′RACE /5′RACE
SCPD4/SCPD5
CyPs1-QRTF/R
18S-F/R

序列(5′-3′)
Sequence (5′-3′)

CMAAGACBGCCSRSAACTTC/ACCTCRCCRAAGACGACGTG
TTGAGAAGATCCACGACAGGCCGTTC/TGTAGTGGAGGGGTTTGCCAGATGC
CTGTACTTGCGCGATCATGG/CCAGATATGGGCCAAAATGC
AGTACAGCGACGCGATAGAGAAC/TTTTCCGTGATGCCCTCAA
GGCATCAGTATTCAGGTTGTC/GTTAAGACTACGACGGTATC

用 途

Purpose
同源片段扩增

3′RACE/5′RACE扩增

基因全长扩增

Real-time PCR
Real-time PCR

1.7 生物信息学分析

利用 ProtParam(http://web.expasy.org/protparam/)
分析目的蛋白的理化性质。SMART在线软件分析

蛋白保守结构域，ClustalX软件对相应氨基酸序列

进行比对分析。利用MEGA5.0软件对玉米大斑病

菌及其他物种同源蛋白氨基酸序列进行多重序列比

对及着色处理，进而通过Neighbor-joining method 构

建系统发育树，Bootstrap值为1 000。
1.8 qRT-PCR检测基因表达模式

选用 18S rRNA作为内参基因。将不同发育阶

段的材料总 RNA 反转录为 cDNA 做模板，SYBR
Premix Ex TaqTMⅡ(perfect real time)试剂盒进行qRT-
PCR 扩增。qRT-PCR 扩增总体系为 20 μL，ROX
(50×)0.4 μL，2×SYBR Premix Ex Taq 10 μL，上下游

引物0.8 μL，模板 cDNA 50 ng/μL 2 μL，ddH2O 6 μL，
每个样品重复 3次。qRT-PCR 反应程序为，95℃预

变性30 s；95℃变性15 s，60℃退火30 s，共进行40个
循环。采用ABI Stepone plus 型荧光定量 PCR仪进

行扩增，分析亲环素基因在分生孢子萌发形成侵染

结构过程中的表达情况。

2 结果与分析

2.1 玉米大斑病菌亲环素基因全长的克隆

利用简并引物 SCP1和 SCP3，以玉米大斑病菌

的cDNA为模板扩增得到一段全长约为0.35 kb的扩

增产物。将该片段核酸序列在 NCBI网站上进行

BLASTX比对，结果表明，该片段与其他病原菌中的

亲环素蛋白氨基酸序列具有高度 90%以上的相似

性，初步确定该基因为亲环素同源基因，命名为

CyPs1。

根据该基因片段设计特异性引物，利用RACE
技术对其进行 3'和 5' 方向的延伸，获得 cDNA全

长。电泳检测表明，3'RACE获得约 1 kb和 0.75 kb
的扩增产物，5' RACE获得约 0.6 kb和 0.25 kb的扩

增产物(图1)，测序结果表明，3' RACE的1 kb片段和

5' RACE的 0.25 kb片段可以与上述同源片段拼接

成功。将产物测序结果及基因片段拼接，ORF finder
分析表明，拼接完成的 cDNA中包含完整的 CyPs1

ORF(Open Reading Frame)，共1 125 bp，3'UTR 154 bp，
5'UTR 93 bp，编码 374个氨基酸，将CyPs1的 cDNA
序列提交GenBank，获得登录号EU679371.1，Protein
ID 为 ACD62431.1。与 ORF DNA比对发现，CyPs1

由3个外显子和2个内含子组成，外显子分别为13、
68、1 044 bp，内含子均符合“GT-AG”法则。

2.2 CyPs1的生物信息学分析

CyPs1蛋白二级结构以α-螺旋(Alpha helix，Hh)
为主，占 41.71%；延伸链、β-转角、无规则卷曲的含

量都较低，分别占17.11%、12.03%和29.14%。CyPs1

312期 赵玉兰等：玉米大斑病菌亲环素基因的克隆及表达规律分析
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的相对分子质量为 41 543.67 D，氨基酸残基中带负

电荷氨基酸残基总数为61，带正电荷氨基酸残基总

数为 54，等电点(pI)为 5.71。其 7-173位氨基酸为

cyclophilin_ABH_like保守结构域，e-value为 8.79e-
108，关键位点分别为His54、Arg55、Phe60、Gln112、Phe114

和His122，其中，His122在丝状真菌中高度一致，而在动

物及酵母菌等其他生物类群中则以 Trp最常见，少

数物种中为 Phe；174-332位氨基酸包含 Tetratrico⁃
peptide (TPR) repeat结构域，e-value为1.16e-05。氨

基酸序列比对分析结果显示，玉米大斑病菌亲环素

蛋白CyPs1与玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)、油菜

茎基溃疡病菌(Leptosphaeria maculans)、蓝莓枯枝病

菌(Neofusicoccum parvum)等物种的相应蛋白氨基酸

序列同源性可达到90%以上(图2)。

注：1为3’-RACE产物；2、3为5’-RACE产物；M为DL2000 Marker。
Note: 1, Products of 3’-RACE; 2, 3, Products of 5’-RACE; M, DL2000 Marker.

图1 玉米大斑病菌CyPs1基因的3'-RACE和5'-RACE

Fig.1 The results of 3'-RACE and 5'-RACE of Setosphaeria Turcica CyPs1

图2 cyclophilin_ABH_like保守结构域分析

Fig.2 The analysis of cyclophilin_ABH_like domain

2.3 CyPs1蛋白的系统发育分析

将玉米大斑病菌CyPs1氨基酸序列与其他真菌

同源蛋白序列构建系统发育树(图3)，发现同属物种

在发育树中均聚于相同进化支，说明亲环素在属内

具较高的保守性。玉米大斑病菌(S. turcica)与Bipo⁃

laris属的物种玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)、水稻

平脐蠕孢(Bipolaris oryzae)、小麦根腐病菌(Bipolaris
sorokiniana)、维多利平脐蠕孢(Bipolaris victoriae)、玉
米圆斑病菌(Bipolaris zeicola)在系统发育树中聚在同

一进化支，具有较近的亲缘关系。

2.4 CyPs1在玉米大斑病菌侵染结构发育过程中

的表达模式分析

CyPs1在病菌分生孢子萌发形成附着胞过程中

持续表达。在分生孢子萌发初期芽管形成阶段，该

基因表达水平未发生明显变化，与分生孢子持平；随

着芽管的延伸，转录水平上升，至附着胞形成阶段，

达到分生孢子时期的 2倍，且平稳持续到附着胞成

熟阶段；随后，附着胞进一步生长产生侵染菌丝，该

基因表达进一步升高，24 h达到分生孢子的 3倍

(图 4)。初步表明，该基因与病菌侵染结构的发育关



系密切，尤其在附着胞形成及侵染菌丝的生长过程

中表现活跃，推测其对病菌致病性发挥重要调控

作用。

图3 玉米大斑病菌CyPs1与其他真核生物同源蛋白的系统发育分析

Fig.3 The phylogenetic analysis of CyPs1 in Setosphaeria turcica and the homologs in other eukaryotes
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图4 玉米大斑病菌CyPs1基因表达模式的qRT-PCR分析

Fig.4 The qRT-PCR analysis of the expression patterns of CyPs1 in S. turcica
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3 结论与讨论

亲环蛋白是亲环素蛋白家族的肽基脯氨酰顺反

异构酶，在许多真核细胞类型中活跃表达，参与信号

转导、细胞分裂、转录调节以及胁迫应答等多种生理

过程。研究发现，CyPA可以通过与内质网中钙离子

结合蛋白结合，调节细胞内钙离子浓度从而参与

Ca2+信号转导过程[19]。此外，亲环素能够与免疫抑制

剂环孢霉素 A(cyclosporine A，CsA)特异结合，形成

CyP-CsA复合体，在人体中通过钙调磷酸酶抑制免

疫反应 [20]。Liu等 [21]证明了CyP-CsA复合物的靶蛋

白是依赖于Ca2+的钙调素 Ser/Thr蛋白磷酸酶(Calci⁃
neurin，CaN，又称神经钙蛋白)。Lee等[22]发现，在蚕

豆中CyP-CsA复合体还可以作为1种蛋白磷酸化的

抑制剂和阻断钙离子和钾离子进出保卫细胞的

通道。

越来越多的证据表明，病原菌亲环蛋白在植物

宿主的感染中起着重要的作用。稻瘟病菌的CYP1

(MgCYP1)在营养生长和发病过程中表达水平的上

调，是渗透栓形成、膨压生成和孢子形成所必需的。

灰霉病菌中，BCP1表现出侵入宿主植物后的表达上

调，是病菌穿透植物表皮细胞和植物体内生长所必

需的。板栗疫病菌的Δcyp1菌株对CsA具有高度耐

受性，将其接种到栗子茎上发现其毒力明显降低，此

外，转录分析显示，cyp1的缺失还降低了编码异三聚

鸟苷三磷酸结合蛋白信号通路关键组件基因的转录

水平。本研究所获得的亲环素基因与其他病原真菌

的亲环素具有较高的同源性，表达模式分析发现，在

玉米大斑病菌附着胞形成的中后期，CyPs1基因表

现出明显的表达上调，暗示其在该病菌附着胞及侵

染菌丝的发育过程中发挥重要的调控作用。本课题

组将在后续研究中进一步从分子水平揭示该基因调

控病菌发育及侵染过程的作用机制。
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