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摘要：为明确钙调磷酸酶应答锌指转录因子1（calcineurin responsive zinc finger transcription factor 1，

Crz1）在果生刺盘孢Colletotrichum fructicola中的生物学功能，进而有效防控油茶炭疽病，该研究构

建果生刺盘孢Crz1基因敲除突变体ΔCfcrz1和回补菌株ΔCfcrz1/Crz1，并测定突变体ΔCfcrz1、回补

菌株ΔCfcrz1/Crz1和野生型菌株的生长发育、附着胞形成、外界胁迫应答、致病力以及对唑类杀菌

剂的敏感性。结果显示，果生刺盘孢 Crz1 蛋白氨基酸序列与暹罗刺盘孢 C. siamense 的同源性最

高，支持率高达100%；在马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose agar，PDA）和基本培养基上，野生型菌

株、回补菌株ΔCfcrz1/Crz1和突变体ΔCfcrz1的菌落直径分别为5.7、5.5、5.1 cm和5.3、5.1、2.8 cm，突变

体ΔCfcrz1菌丝直径均极显著低于其他2株菌株；在含CaCl2 和二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）的

PDA培养基上，突变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率分别为100.0%和46.3%，极显著高于其他2株菌株；

突变体ΔCfcrz1形成的分生孢子量和附着胞形成率分别为7.2×105个/mL和17.3%，极显著小于其他

2株菌株；突变体ΔCfcrz1对油茶叶的致病力明显减弱，病斑直径仅为0.06 cm，极显著低于其他2株菌

株；当抑霉唑浓度大于0.1 μg/mL、苯醚甲环唑浓度大于0.5 μg/mL、三唑酮浓度大于4 μg/mL、戊唑

醇浓度大于0.5 μg/mL时，突变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率分别大于34%、80%、39%和22%，极显著

高于野生型菌株和回补菌株ΔCfcrz1/Crz1。表明转录因子Crz1参与调控油茶果生刺盘孢的生长、

产孢、外界胁迫应答、致病力和对DMI类杀菌剂的抗性。
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Abstract: To study the biological functions of calcineurin responsive zinc finger transcription factor 1

(Crz1) in fruit rot pathogen Colletotrichum fructicola, and to control anthracnose of Camellia oleifera

effectively, a gene knockout mutant ΔCfcrz1 and its complementary strain ΔCfcrz1/Crz1 of C. fructicola

were generated, then the biological functions of the mutant strain ΔCfcrz1, complementary strain ΔCf‐

crz1/Crz1 and wild strain were determined, including growth, appressorium formation, stress response,

pathogenicity and resistance to DMI fungicides. This result indicated that Crz1 protein from C. fructico‐

la had the highest amino acid sequence homology, 100% identify, with that of C. siamense; the colony

diameters of wild type, complement strain ΔCfcrz1/Crz1 and mutant ΔCfcrz1 cultured on the potato dex‐



trose agar (PDA) and minimal medium (MM) were 5.7, 5.5, 5.1 cm and 5.3, 5.1, 2.8 cm, respectively,

significantly lower for the mutant than for the other two strains; the inhibition rates on the PDA medium

supplemented with CaCl2 and dithiothreitol (DDT) were 100.0% and 46.3%, respectively, for the mutant

strain ΔCfcrz1 of C. fructicola, which was significantly higher than those for the other two strain; the per‐

cent conidia produced appressorium and conidia volume for mutant ΔCfcrz1 was 17.3% or 7.2×105/mL,

which that was significantly lower than those for the other two strains; the mutant strain ΔCfcrz1

showed weaker pathogenicity, with a mean lesion diameter of 0.06 cm, on wounded tea-oil than the oth‐

er two strains; when the concentration of imazolium was greater than 0.1 μg/mL, the concentration of di‐

fenoconazole was greater than 0.5 μg/mL, the concentrations of triazolone greater than 4 μg/mL, and

the concentration of tebuconazole greater than 0.5 μg/mL, the inhibition rates of mutant ΔCfcrz1 were

34%, 80%, 39% and 22%, respectively, which were significantly higher than that of wild type and sup‐

plement strain. These results revealed that the transcription factor Crz1 was involved in regulating the

growth, conidiation, response to external stresses, pathogenicity, and resistance to DMI fungicides in C.

fructicola.
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油茶是我国重要的木本油料树种，主要分布于

长江流域以南的14个省区（李河等，2017）。茶油含

有丰富的不饱和脂肪酸，可预防高血压和动脉硬化，

有“中国橄榄油”之称（Zhang et al.，2019）。近年来，

病害发生严重，致使油茶产量严重下降，经济损失巨

大，其中炭疽病是油茶的主要病害之一（李河，

2018），其由刺盘孢属 Colletotrichum 真菌引起的。

目前关于油茶炭疽病的研究大多集中在病原菌鉴

定、防治、生物学特性以及群体遗传等方面（朱英芝

等，2015；李河等，2019）。本课题组前期研究发现油

茶炭疽病的优势致病菌为果生刺盘孢 C. fructicola

（李河等，2014；2019），但其致病机制和抗药性分子

机制尚不清楚。

钙调磷酸酶应答锌指转录因子1（calcineurin re‐

sponsive zinc finger transcription factor 1，Crz1）是真

菌中普遍存在的一种转录因子，参与细胞中Ca2+信

号传导，调控 Ca2+泵进入内质网、液泡和高尔基体

中，进而参与各种生物学过程（赵运英和蒋伶活，

2013）。如在酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae 中

存在着一条Ca2+信号途径，当受到外界环境刺激后，

细胞质内Ca2+浓度升高，与钙调素一起激活钙调磷

酸酶，钙调磷酸酶通过去磷酸化使得转录因子Crz1

移位到细胞核中，进一步诱导有关Ca2+敏感基因的

表达，其中包含真菌对外界环境胁迫的响应、内质网

压力应答、蛋白质降解、小分子运输以及致病性等过

程（Stathopoulos-Gerontides et al.，1999；Cyert，

2003）；在丝状真菌中转录因子Crz1对病原菌的生

长发育、渗透调节和致病性等有重要作用，如在灰霉

菌Botrytis cinerea和稻瘟菌Magnaporthe oryzae中，

敲除Crz1基因会影响病菌菌丝生长发育、孢子萌发

以及致病力等（Schumacher et al.，2008；Choi et al.，

2009；Zhang et al.，2019）；此外张天园（2013）研究发

现 Crz1 转录因子参与调控柑橘绿霉病菌 Penicilli‐

um digitatum对苯醚甲环唑和抑霉唑的抗性。

目前，林业生产主要采用戊唑醇等甾醇脱甲基

抑制剂类杀菌剂（demethylation inhibitor，DMI）防治

油茶炭疽病，但油茶果生刺盘孢菌已对戊唑醇等

DMI 类杀菌剂产生严重抗性（李河等，2019），且抗

性机制尚不清楚。同源重组是利用带有目标基因同

源序列的 DNA 对目标位点实现精确基因编辑，是

目前广泛应用的一种基因敲除方法（Zhang et al.，

1998；Yi et al.，2009）。本研究采用同源重组基因敲

除方法获得果生刺盘孢Crz1基因敲除突变体ΔCf‐

crz1，构建果生刺盘孢回补菌株ΔCfcrz1/Crz1，并测

定突变体ΔCfcrz1、回补菌株ΔCfcrz1/Crz1和野生型

菌株的生长发育、附着胞形成、外界胁迫应答、致病

力以及对唑类杀菌剂的敏感性，以期为油茶炭疽病

的防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株和植物：果生刺盘孢野生型菌株是经

筛选、鉴定的果生刺盘孢CFLH16菌株，该菌株由本

实验室分离并保存；油茶品种海科大2号，3年树龄，

采集健康的幼嫩油茶叶片供试。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose
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agar，PDA）培养基成分为马铃薯200 g、葡萄糖20 g、

琼脂15 g，加蒸馏水定容至1 L；马铃薯葡萄糖（pota‐

to dextrose，PDB）培养基为不加琼脂的PDA固体培

养基；TB3培养基成分为酵母提取物3 g、酪蛋白氨基

酸3 g、蔗糖200 g、琼脂15 g，加蒸馏水定容至1 L；SD-

Trp 培养基成分为 Trp 0.74 g、酵母氮基 6.7 g、D-山

梨醇 182.2 g、琼脂 20 g、50%葡萄糖 40 mL，调节 pH

至5.8，加蒸馏水定容至1 L；酵母浸出粉胨葡萄糖琼

脂（yeast extract peptone dextrose，YEPD）培养基成分

为酵母提取物10 g、蛋白胨20 g、葡萄糖 20 g，加蒸馏

水定容至 1 L；基本培养基（minimal medium，MM）

成分为NaNO3 6 g、KCl 0.52 g、MgSO4·7H2O 0.152 g、

KH2PO4 1.52 g、VB1 0.01 g、1 000×微量元素溶液

1 mL、葡萄糖 10 g、琼脂 15 g，加蒸馏水定容至 1 L。

所有培养基均高温高压灭菌后使用。

供试药剂：43%戊唑醇（tebuconazole）原药，烟

台绿云生物科技有限公司；20%苯醚甲环唑（difeno‐

conazole）原药，青岛瀚生生物科技股份有限公司；

20%抑霉唑（imazole）原药，江西禾益化工股份有限

公司；20%三唑酮（triazolon）原药，四川润尔科技有

限公司；二硫苏糖醇（dithiothreitol，DTT）粉末，北京

索莱宝科技有限公司。

试剂和仪器：潮霉素，北京索莱宝科技有限公

司；博来霉素，美国 Invitrogen公司；DL5000 Marker、

2×Taq Master Mix、大肠杆菌Escherichia coli JM109、

PCR 回收试剂盒，湖南擎科生物技术有限公司；质

粒Pbc1003、质粒 pYF11和酵母 Saccharomyces cere‐

visiae感受态细胞XK-125，南京农业大学惠赠；其他

试剂均为国产分析纯。SK210显微镜，厦门麦克奥

迪有限公司；9700 PCR仪，美国ABI有限公司；SPX-

280恒温培养箱，宁波江南仪器厂；IS-RDD3台式恒

温振荡器，美国精琪公司；DYY-2C 电泳仪，北京六

一仪器厂。

1.2 方法

1.2.1 果生刺盘孢Crz1蛋白鉴定及系统发育分析

根据酿酒酵母中Crz1蛋白的氨基酸序列（Gen‐

Bank 登录号为 NP 014371.1）在油茶果生刺盘孢全

基因组数据库（ANPB00000000.1）中进行搜索，获得

同源蛋白氨基酸序列。根据果生刺盘孢Crz1蛋白

的氨基酸序列在NCBI数据库中获得其他 4种物种

同源蛋白的氨基酸序列。使用 Mega 7.0（Kumar et

al.，2016）软件采用双参数模型（Kimura，1980）计算

距离矩阵，用邻接法建立果生刺盘孢Crz1蛋白氨基

酸序列的系统发育树，自举检验重复1 000次。

1.2.2 果生刺盘孢Crz1基因敲除突变体的获得

采用同源重组基因敲除方法构建果生刺盘孢基

因敲除载体Cfcrz1。野生型菌株CFLH16于28℃恒

温培养箱中培养3 d后切取20个左右的菌丝块置于

PDB培养基中，于 28℃、160 r/min下恒温振荡培养

2 d，采用溴化十六烷三甲基铵（cetyltrimethyl ammo‐

nium bromide，CTAB）法提取其基因组DNA。分别

在果生刺盘孢Crz1全基因组序列起始密码子ATG

前 1 000 bp 和 20 bp 及终止密码子TGA后 20 bp和

1 000 bp 位置设计引物对 CfCrz1-1F（5′-ACAACT‐

GTCAGGTACTGCGT-3′）/CfCrz1-2R（5′-TTGACCT-

CCACTAGCTCCAGCCAAGCCGTAAATGGATGC-

CGGGAGTC-3′）和 CfCrz1-3F（5′-CAAAGGAATA-

GAGTAGATGCCGACCGTGTTCGAACACGGCTG‐

GTTG-3′）/CfCrz1-4R（5′-TCGTCAGAGCTTACAA-

ATGC-3′），所用引物均由湖南擎科生物技术有限

公司合成。以获得的野生型菌株 CFLH16 基因组

DNA为模板，分别用引物对CfCrz1-1F/CfCrz1-2R和

CfCrz1-3F/CfCrz1-4R 进行 PCR 扩增获得约 1 kb 左

右的上、下臂片段。100 μL PCR扩增体系：引物各

4 μL、DNA 模板 4 μL、2×Taq Master Mix 50 μL，加

ddH2O至100 μL。PCR扩增程序：95℃预变性5 min；

95℃变性30 s，56℃退火30 s，72℃延伸30 s，共32个

循 环 ；72℃ 再 延 伸 10 min，4℃ 保 存 。 以 质 粒

Pbc1003为模板利用引物对Hyg F（5′-GGCTTGGC-

TCCAGCTAGTGGAGGT-3′ ）/HygR（5′-CTCTATT-

CCTTTGCCCTCG-3′）扩增潮霉素抗性筛选基因

HPH，PCR扩增体系和程序同上。所有PCR扩增产

物均使用 PCR回收试剂盒进行回收。以果生刺盘

孢 Crz1 基因的上、下臂片段和 HPH 基因片段为模

板，利用引物对 CfCrz1-1F/CfCrz1-4R 进行 PCR 扩

增。50 μL PCR扩增体系：3个模板DNA片段各4 μL、

2×Taq Master Mix 25 μL、10 pmol/L CfCrz1-1F引物

2 μL、10 pmol/L CfCrz1-4R引物 2 μL，ddH2O补充至

50 μL。PCR扩增程序：95℃预变性5 min；95℃变性

30 s，56℃退火 30 s，72℃延伸3.5 min，共32个循环；

72℃再延伸10 min，4℃保存。取 10 μL PCR 产物进

行 1%琼脂糖凝胶电泳验证，电泳验证后用DL5000

marker筛选含有潮霉素基因HPH的敲除载体。参

考钱恒伟等（2018）方法制备果生刺盘孢原生质体，

并采用 PEG介导法把敲除载体片段转化至原生质

体中，在含潮霉素的TB3培养基中培养至长出转化

子。利用目的基因内 500~800 bp位置的引物对Cf‐

Crz1-7F（5′-AACGGCCAGTCATTCAACCA-3′）/Cf‐
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Crz1-8R（5′-TCCCATACCTCGGTCAGGAG-3′）和目

的基因起始密码子前1 200 bp位置的引物对CfCr z1-

5F（5′-GAAGGTACGATACTCACTTC-3′）/H885R（5′-

TCCCATACCTCGGTCAGGAG-3′）分别进行 PCR

扩增筛选潮霉素抗性转化子，扩增体系及程序同

上。电泳验证后获得果生刺盘孢Crz1基因敲除突

变体ΔCfcrz1。

1.2.3 果生刺盘孢回补菌株ΔCfcrz1/Crz1的获得

在果生刺盘孢Crz1全基因组序列起始密码子

前 1 500 bp和终止密码子前 20 bp的位置设计引物

对 CfCrz1-9F（5′-ACTCACTATAGGGCGAATTGG-

GTACTCAAATTGGTTTGCTAGGCTTGCAGCAT-

AGC-3′）/CfCrz1-10R（5′-CACCACCCCGGTGAAC-

AGCTCCTCGCCCTTGCTCACCCGACCGCCGTA-

GTCGCTGG-3′），利用设计引物对PCR扩增含有启

动子 Cfcrz1 基因互补片段，扩增体系及程序同上。

与线性化的pYF11质粒共转入酵母感受态细胞XK-

125 中，并在 SD-Trp 培养基上培养 2 d，利用 YEPD

培养基振荡培养转化成功的酵母 12 h，利用引物对

CfCrz1-7F/GFPR （5′-GACACGCTGAACTTGTGG-

CCGTT-3′）进行 PCR 扩增，扩增体系及程序同上。

并参考高亚兰等（2020）方法筛选获得大肠杆菌质

粒，将质粒回转到ΔCfcrz1突变体原生质体中，在含

博来霉素的TB3培养基上培养，对生长出的转化子

进行绿色荧光筛选获得果生刺盘孢基因回补菌株

ΔCfcrz1/Crz1。

1.2.4 果生刺盘孢Crz1基因敲除突变体的生物学表型

测定果生刺盘孢突变体 ΔCfcrz1 的生长特性。

将果生刺盘孢突变体 ΔCfcrz1、回补菌株 ΔCfcrz1/

Crz1 和野生型菌株 CFLH16 菌丝块放置在 PDA 培

养基中央，在28℃恒温培养箱中培养3 d后，在每个

菌落边缘打取直径为 8 mm的菌饼，将其分别接种

至MM和新的PDA培养基上，培养 3 d后测量各菌

株的菌落直径，试验重复3次。

测定果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1对Ca2+敏感性

的响应情况。果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1、回补菌株

ΔCfcrz1/Crz1和野生型菌株CFLH16纯化培养同上，

在每个菌落边缘打取直径为 8 mm的菌饼，将其分

别接种至含0和0.3 mmol/LCaCl2的PDA培养基中，

倒置培养3 d后测量各菌株的菌落直径，计算菌丝生

长抑制率。生长抑制率=（在PDA培养基上菌落生

长直径-在含 CaCl2 的 PDA 培养基上菌落生长直

径）/（在 PDA 培养基上菌落生长直径-8 mm）×

100%，试验重复3次。

测定果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1对内质网压力

胁迫的响应情况。果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1、回补

菌株ΔCfcrz1/Crz1和野生型菌株CFLH16纯化培养

同上，在每个菌落边缘打直径为8 mm的菌饼，将其

分别接种到含 5 mmol/L二硫苏糖醇（dithiothreitol，

DTT）的PDA培养基中央，培养3 d后测量各菌株菌

落直径，计算菌丝生长抑制率，公式同上。

测定果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1分生孢子量及

附着胞形成情况。果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1、回补

菌株ΔCfcrz1/Crz1和野生型菌株CFLH16纯化培养

同上，在每个菌落边缘打 5个直径为 8 mm的菌饼，

将其分别转接到PDB培养基上，于28℃恒温振荡培

养2 d促使其产孢，在显微镜下采用血球计数板计数

分生孢子量，试验重复 3次。将分生孢子分别用无

菌水洗涤5次，调节分生孢子液浓度至1×104个/mL，

分别取 10 μL分生孢子液滴至疏水玻片中央，保湿

培养24 h后，于显微镜下观察附着胞的形成并统计

其数量，试验重复3次。

果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1致病力的测定。果

生刺盘孢突变体ΔCfcrz1、回补菌株ΔCfcrz1/Crz1和野

生型菌株CFLH16纯化培养同上，采用有伤接种方

式接种。采集 3片健康的幼嫩油茶叶，用无菌牙签

在油茶叶背面上下左右等距离刺破 4个点，每株菌

株分别取3 mm×3 mm的菌丝块接种至同一油茶叶

背面的 3 个点上，以接种 3 mm×3 mm PDA培养基

的点为对照，保湿培养2 d后观察并测量不同接种处

所形成的病斑直径，试验重复3次。

果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1对唑类药剂敏感性

的测定。用二甲基亚砜将抑霉唑、苯醚甲环唑、三唑

酮和戊唑醇分别配制成浓度为 0.2、0.04、1.0 和

0.06 mg/mL的母液，分别取50、250 、300、400、500 μL

抑霉唑药剂，50、250、1 250、2 500 μL苯醚甲环唑药

剂，50、100、200、400、800、1 600 μL 三唑酮药剂和

50、200、800、3 200 μL 戊唑醇药剂加入到 100 mL

PDA 培养基中，使得抑霉唑浓度分别为 0.1、0.5、

0.6、0.8和 1.0 μg/mL，苯醚甲环唑浓度分别为 0.02、

0.1、0.5 和 1.0 μg/mL，三唑酮浓度分别为 0.5、1.0、

2.0、4.0、8.0 和 16.0 μg/mL 和戊唑醇浓度分别为

0.031、0. 125、0.5和 2.0 μg/mL。将果生刺盘孢突变

体 ΔCfcrz1、回补菌株 ΔCfcrz1/Crz1 和野生型菌株

CFLH16在PDA培养基中培养4 d，在每个菌落边缘

打取直径为 8 mm的菌饼，将其分别接种到含不同

浓度抑霉唑、苯醚甲环唑、三唑酮和戊唑醇的 PDA

培养基上培养，以不含药剂的PDA培养基为对照，
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观察并测量菌落直径，计算抑制率，公式同上。试验

重复3次。

1.3 数据分析

使用SPSS 23.0软件对试验数据进行统计分析，

采用最小显著差数（LSD）法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 果生刺盘孢Crz1蛋白的鉴定及系统发育分析

根据酿酒酵母中Crz1蛋白的氨基酸序列，在油

茶果生刺盘孢全基因组数据库中鉴定到1个同源蛋

白。系统发育树分析结果显示果生刺盘孢Crz1蛋

白与其他丝状子囊真菌转录因子Crz1的同源序列

具有较高的相似性，其中与暹罗刺盘孢C. siamense

的同源性最高，支持率高达 100%，而与酿酒酵母

Crz1蛋白的氨基酸序列遗传距离最远（图1）。

2.2 果生刺盘孢Crz1基因敲除突变体ΔCfcrz1的获得

目标基因内引物 CfCrz1-7F/CfCrz1-8R 能在果

生刺盘孢野生型菌株基因组中扩增出750 bp左右单

一目的条带，而在突变体 ΔCfcrz1 中未扩增出目的

条带；目标基因上游引物 CfCrz1-5F 和潮霉素基因

上游引物H855R能在突变体ΔCfcrz1基因组中检测

出一条 1 000 bp左右的目的条带，而在野生型菌株

中未检测到目的条带（图 2），表明成功获得果生刺

盘孢基因敲除突变体ΔCfcrz1。

图1 基于氨基酸序列采用距离法构建果生刺盘孢Crz1蛋白与其他4种蛋白的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of Crz1 protein from Colletotrichum fructicola and four other proteins constructed by distance method

based on amino acid sequences

引物 1：CfCrz1-5F/H855R；引物 2：CfCrz1-7F/CfCrz1-

8R；M：DL5000 marker；1：H2O；2：野生型菌株；3：突

变体；4：回补菌株。Primer 1: CfCrz1-5F/H855R; prim‐

er 2: CfCrz1-7F/CfCrz1-8R; M: DL5000 marker; 1: H2O;

2: wild type strain; 3: mutant; 4: complement strain.

图2 果生刺盘孢基因敲除突变体及回补菌株的PCR检测

Fig. 2 PCR detection of gene knockout mutant and its

complement strain of Colletotrichum fructicola

2.3 果生刺盘孢回补菌株ΔCfcrz1/Crz1的获得

通过PCR扩增验证抗博来霉素的转化子，目标

基因内引物 CfCrz1-7F/CfCrz1-8R 能在果生刺盘孢

基因回补菌株基因组中扩增出1条750 bp左右的目

的条带；同时目标基因上游引物 CfCrz1-5F 和潮霉

素基因上游引物H855R也能在果生刺盘孢回补菌

株基因组中检测出一条 1 000 bp 左右的目的条带

（图2），表明最终获得果生刺盘孢回补菌株ΔCfcrz1/

Crz1。

2.4 果生刺盘孢突变体的生物学表型

2.4.1 在MM和PDA培养基上的生长特性

在PDA培养基上培养 3 d后，果生刺盘孢野生

型菌株、回补菌株ΔCfcrz1/Crz1和突变体ΔCfcrz1的

菌落直径分别为5.7、5.5和5.1 cm，前两者极显著高

于后者（P<0.01）；在MM培养基上培养3 d后，其菌

落直径分别为5.3、5.1和2.8 cm，前两者极显著高于

后者（P<0.01，图3），表明Crz1基因参与调控油茶果

生刺盘孢生长。

图3 Crz1基因敲除对果生刺盘孢菌丝生长的影响

Fig. 3 Effects of Crz1 gene knockout on mycelial

growth of Colletotrichum fructicola

图中数据为平均数±标准误。**表示同培养基上不同菌

株经LSD法检验差异显著（P<0.01）。Data are mean±SD. **

indicates significant difference by LSD method (P<0.01).
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2.4.2 对Ca2+胁迫压力的响应

在含 0.3 mmol/L CaCl2 的 PDA 培养基上，果生

刺盘孢突变体 ΔCfcrz1 菌丝生长受到完全抑制，抑

制率达100.0%，而野生型菌株菌丝生长的抑制率仅

为 9.5%，前者极显著高于后者（P<0.01，图 4-A），表

明Crz1基因参与调控果生刺盘孢对外界Ca2+胁迫的

响应。

2.4.3 对内质网压力胁迫的响应

在含 5 mmol/LDTT 的 PDA 培养基上，果生刺

盘孢野生型菌株、回补菌株ΔCfcrz1/Crz1 和突变体

ΔCfcrz1 菌丝生长的抑制率分别为 31.6%、20.5%和

46.3%，前两者极显著小于后者（P<0.01，图4-B），表

明Crz1基因参与调控果生刺盘孢菌对内质网压力

胁迫的响应。

2.4.4 对果生刺盘孢分生孢子量的影响

果生刺盘孢野生型菌株、回补菌株 ΔCfcrz1/

Crz1 和突变体 ΔCfcrz1 形成的分生孢子量分别为

1.3×106、1.1×106和 7.2×105个/mL，且前两者极显著

高于后者（P<0.01，图5-A），表明Crz1基因参与调控

果生刺盘孢菌分生孢子形成。

2.4.5 对果生刺盘孢附着胞形成的影响

果生刺盘孢野生型菌株、回补菌株 ΔCfcrz1/

Crz1和突变体ΔCfcrz1附着胞形成率分别为75.8%、

70.0%和17.3%，前两者极显著高于后者（P<0.01，图

5-B），表明Crz1基因参与调控果生刺盘孢菌附着胞

形成。

图4 在含CaCl2（A）和DTT（B）的PDA培养基上果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率

Fig. 4 Inhibition rate of mycelial growth for knockout mutant ΔCfcrz1 of Colletotrichum fructicola

on PDA medium containing CaCl2 (A) and DTT (B)

图中数据为平均数±标准差。**表示经LSD法检验差异显著（P<0.01）。Data are mean±SD. ** indicates significant differ‐

ence by LSD method (P<0.01).

图5 Crz1基因敲除对果生刺盘孢分生孢子量（A）和附着胞形成率（B）的影响

Fig. 5 Effects of Crz1 gene knockout on conidiation (A) and appressorium formation (B) of Colletotrichum fructicola

图中数据为平均数±标准差。**表示经LSD法检验差异显著（P<0.01）。Data are mean±SD. ** indicates significant differ‐

ence by LSD method (P<0.01).
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2.4.6 致病力

新鲜油茶叶背面接种果生刺盘孢野生型菌株、

回补菌株ΔCfcrz1/Crz1和突变体ΔCfcrz1 3 d后，前2种

菌株接种处观察到典型病斑，病斑直径分别为0.93 cm

和 0.83 cm，而在突变体ΔCfcrz1接种处仅观察到较

小病斑，病斑直径为 0.06 cm（图 6），表明Crz1基因

参与调控果生刺盘孢菌的致病力。

图6 接种果生刺盘孢不同菌株后油茶叶片的病斑直径

Fig. 6 Lesion diameter of Camellia oleifera leaves inoculated

with different strains of Colletotrichum fructicola

图中数据为平均数±标准差。**表示经LSD法检验差异显

著（P<0.01）。Data are mean±SD. ** indicates significant dif‐

ference by LSD method (P<0.01).

2.4.7 对DMI类药剂的敏感性

当抑霉唑浓度大于0.1 μg/mL时，果生刺盘孢突

变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率大于34%，极显著大于

野生型菌株和回补菌株ΔCfcrz1/Crz1（P<0.01，图 7-

A）；当苯醚甲环唑浓度为0.1 μg/mL时，果生刺盘孢

突变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率为54%，显著高于野

生型菌株和回补菌株 ΔCfcrz1/Crz1（P<0.05），当浓

度大于 0.5 μg/mL时，果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1菌

丝生长抑制率大于 80%，极显著高于野生型菌株和

回补菌株 ΔCfcrz1/Crz1（P<0.01，图 7-B）；当三唑酮

浓度为2 μg/mL时，果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1菌丝

生长抑制率为 22%，显著大于野生型菌株和回补菌

株 ΔCfcrz1/Crz1（P<0.05），当浓度大于 4 μg/mL 时，

突变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率大于39%，极显著高

于野生型菌株和回补菌株ΔCfcrz1/Crz1（P<0.01，图

7-C）；当戊唑醇浓度大于 0.5 μg/mL时，果生刺盘孢

突变体ΔCfcrz1菌丝生长抑制率大于22%，极显著高

于野生型菌株和回补菌株ΔCfcrz1/Crz1（P<0.01，图

7-D）。表明Crz1基因参与调控果生刺盘孢对这4种

DMI类杀菌剂的抗性。

图7 果生刺盘孢突变体ΔCfcrz1对抑霉唑（A）、苯醚甲环唑（B）、三唑酮（C）和戊唑醇（D）的敏感性

Fig. 7 Sensitivity of gene deletion mutant ΔCfcrz1 of Colletotrichum fructicola to imazole (A),

difenoconazole (B), triazolon (C) and tebuconazole (D)

图中数据为平均数±标准差。*、**分别表示经LSD法检验差异显著（P<0.05或P<0.01）。Data are mean±SD. *, ** indi‐

cate significant difference by LSD method (P<0.05 or P<0.01).
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3 讨论

病原菌的生长发育是其侵染寄主植物的重要前

提。本研究结果发现果生刺盘孢Crz1基因敲除会

导致果生刺盘孢生长功能部分丧失，而本课题组前

期也报道了 ATG8、HAC1 和 SNF1 等基因参与调控

果生刺盘孢的生长发育，即多个基因共同调控果生

刺盘孢的生长（姚权等，2019；Zhang et al.，2019；郭

源等，2021）。

外界环境Ca2+浓度的变化能够影响Crz1基因在

病原真菌中正常表达。在丝状真菌中，敲除Crz1基

因会导致柑橘绿霉病菌 Penicillium digitatum（张天

园，2013）和稻瘟病菌 Magnaporthe grisea 对 Ca2+的

耐受性下降，菌丝生长受到较强抑制（Zhang et al.，

2009），而本研究结果显示果生刺盘孢Crz1基因敲

除后，其也对CaCl2高度敏感，菌丝生长完全受到抑

制。虽然Crz1基因在不同病原真菌中均参与调控

对Ca2+的胁迫，但在不同种类病原菌中其调控程度

存在差异。另外，DTT会影响内质网内的蛋白质错

误折叠，进而引起内质网应激反应（冯若等，2005），

果生刺盘孢敲除Crz1基因后，其对DTT的敏感性显

著增加，可能是Crz1基因敲除后，果生刺盘孢菌中

调控Ca2+等物质泵入内质网的PMR1等相关基因的

表达异常，造成内质网压力胁迫应答不正常。

分生孢子的产生和附着胞的形成是植物病原真

菌侵染寄主的关键因素，果生刺盘孢中分生孢子通

过形成附着胞并产生侵入钉刺破寄主表皮，进而致

病（Weir et al.，2012）。本研究结果发现果生刺盘孢

Crz1基因敲除后，其分生孢子形成能力较野生型菌

株显著下降，附着胞形成率也较野生型菌株显著下

降 50% 左右，基本丧失了致病能力。Choi et al.

（2009）研究结果显示，稻瘟病菌Crz1基因敲除后分

生孢子和附着胞减少，与本研究结果一致。

DMI 类杀菌剂能够通过抑制病原菌细胞膜上

甾醇的生物合成来有效抑制病原菌生长（陈淑宁，

2017）。本研究结果发现果生刺盘孢Crz1基因敲除

后，其对抑霉唑、苯醚甲环唑、三唑酮和戊唑醇等

DMI类杀菌剂的敏感性均较野生型菌株显著增加。

梁凌星（2015）研究结果发现 CYP51 基因突变会引

起杧果胶孢炭疽菌Colletotrichum gloeosporioides对

咪鲜胺产生抗药性；刘尊勇（2017）研究结果显示转

录因子 FgTeb 参与调控禾谷镰刀菌 Fusarium gar‐

minearum对DMI类杀菌剂的敏感性。此外，张天园

（2013）研究发现柑橘绿霉病菌Crz1基因敲除后，其

对高浓度抑霉唑、苯醚甲环唑的敏感性增强，而本研

究结果显示低浓度抑霉唑、苯醚甲环唑就能引起基

因敲除突变体高度敏感，说明Crz1基因在不同病原

真菌对DMI类杀菌剂的抗性影响中起到的作用不

完全相同，这可能与不同病原菌的调控网络差异

有关。

本研究揭示了油茶果生刺盘孢转录因子 Crz1

的生物学功能，但关于转录因子Crz1如何调控果生

刺盘孢对DMI类杀菌剂敏感以及对内质网压力的

响应机制尚不清楚，需要进一步研究。
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