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ＦａｂＨＬＨ３７ 调控草莓抗灰霉病的功能分析
刘晓宇ꎬ张欣ꎬ彭悦ꎬ于淼ꎬ熊劲松∗ꎬ程宗明

(南京农业大学园艺学院ꎬ江苏 南京 ２１００９５)

摘要:[目的]本文旨在通过验证草莓 ｂＨＬＨ(ｂａｓｉｃ / ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ)家族转录因子 ＦａｂＨＬＨ３７ 的功能ꎬ解析其调控草莓抗灰

霉病的机制ꎬ为草莓的抗病育种提供新的基因资源ꎮ [方法]以栽培草莓品种‘红颜’为试验材料ꎬ提取灰霉菌侵染后的草

莓果实总 ＲＮＡ 并反转录为 ｃＤＮＡꎬ克隆 ＦａｂＨＬＨ３７ 编码区序列ꎬ并使用在线软件对其进行生物信息学分析ꎻ利用实时荧光定

量 ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)分别检测该基因在草莓不同组织及果实接种灰霉菌后的相对表达量ꎻ利用烟草瞬时表达系统研究该基因的

亚细胞定位ꎻ通过草莓果实瞬时表达系统研究 ＦａｂＨＬＨ３７ 抗灰霉病功能ꎮ [结果]ＦａｂＨＬＨ３７ 基因 ＣＤＳ 全长 ７８９ ｂｐꎬ编码 ２６２
个氨基酸ꎬ理论等电点(ｐＩ)为 ６. ６１ꎬ相对分子质量为 ２. ９× １０５ꎮ 进化分析显示 ＦａｂＨＬＨ３７ 与月季、苹果等蔷薇科植物

ｂＨＬＨ３７ 蛋白同源关系较近ꎮ 亚细胞定位分析显示 ＦａｂＨＬＨ３７ 特异性定位于细胞核ꎮ ｑＰＣＲ 分析表明 ＦａｂＨＬＨ３７ 在草莓根

中表达量最高ꎬ叶次之ꎬ灰霉病菌侵染可以显著诱导 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因的表达ꎮ 草莓果实瞬时表达结果显示ꎬ与对照相比ꎬ过
表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实接种灰霉菌后感病程度轻ꎬ而沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实相反ꎮ 进一步的 ｑＰＣＲ 检测发现ꎬ在草

莓果实瞬时表达体系中ꎬＦａＰＲ１ / ４ / ５￣１、ＦａＢＧ２￣１、ＦａＣＨＩ３￣１、ＦａＳＯＤ、ＦａＰＡＬ 等多个防御基因的表达量与 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达量

呈正相关ꎬ即过量表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 可显著提高这些基因的表达量ꎬ而沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 则显著降低这些基因的表达量ꎮ
[结论]ＦａｂＨＬＨ３７ 可通过诱导防御基因的表达从而正向调控草莓灰霉病ꎮ
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(Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ ＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒｅꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｐａｐｅｒ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｂＨＬＨ(ｂａｓｉｃ / ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ) ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ
ＦａｂＨＬＨ３７ꎬａｎｄ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｉｔｓ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｇｒａｙ ｍｏｌｄꎬｓｏ ａｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｎｅｗ ｇｅｎｅ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｏｒ
ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ‘Ｂｅｎｉｈｏｐｐｅ’ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ
ｉｎｔｏ ｃＤＮＡ. Ｔｈｅ ＦａｂＨＬＨ３７ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ａｎｄ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｆｔｗａｒｅ. Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ(ｑＰＣＲ)ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ａｎｄ ｉｎ ｆｒｕｉｔｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ.
Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ａｇａｉｎｓｔ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ ｗａｓ ｓｔｕｄｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｇｅｎｅ ＣＤＳ ｗａｓ ７８９ ｂｐꎬｅｎｃｏｄｉｎｇ ２６２ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ. Ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｐｏｉｎｔ(ｐＩ)ｗａｓ ６.６１ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｗａｓ ２.９×１０５ . Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｏｆ ｂＨＬＨ３７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＦａｂＨＬＨ３７
ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｂＨＬＨ３７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｒｏｓａｃｅａｅ ｃｒｏｐｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｒｏｓｅ ａｎｄ ａｐｐｌｅ. Ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＦａｂＨＬＨ３７ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ. Ｔｈｅ ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｗａｓ
ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｒｏｏｔｓꎬｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｌｅａｖｅｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎬｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ｗｉｔｈ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｔｏ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎬｗｈｉｌｅ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ｗｉｔｈ ｓｉｌｅｎｃｅ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７
ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｏｐｐｏｓｉｔｅ. Ｆｕｒｔｈｅｒ ｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦａＰＲ１ / ４ / ５￣１ꎬＦａＢＧ２￣１ꎬＦａＣＨＩ３￣１ꎬＦａＳＯＤꎬＦａＰＡＬ
ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｅｆｅｎｓｅ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ
ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓꎬｗｈｉｌｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ＦａｂＨＬＨ３７



南　 京　 农　 业　 大　 学　 学　 报 第 ４７ 卷

ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｇｅｎｅｓ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ] ＦａｂＨＬＨ３７ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｃｏｕｌｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙꎻＢｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａꎻｂＨＬＨ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｂＨＬＨ３７ꎻｄｅｆｅｎｓｅ ｇｅｎｅｓ

草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ × ａｎａｎａｓｓａ Ｄｕｃｈ.)属于蔷薇科草莓属多年生草本植物ꎬ因其果实风味鲜美、营养丰富

而深受大众青睐[１－３]ꎮ 目前ꎬ我国草莓以设施栽培为主ꎬ由于栽培环境的特殊性ꎬ草莓在生长发育过程中

容易受到各种病害的侵害ꎬ其中灰霉病是主要病害之一[４]ꎮ 感染灰霉病会导致草莓花干枯、果实腐烂ꎬ造
成重大的经济损失[５－７]ꎮ 目前在草莓生产中ꎬ传统灰霉病防治方式的防治时间长、易污染环境、防治效果

不理想等问题突出[８－９]ꎮ 而挖掘草莓抗病基因ꎬ研究其抗病机制ꎬ并以此为基础培育抗灰霉病的草莓品种

是解决以上问题的有效途径之一ꎮ
当灰霉菌侵染植物时ꎬ病原微生物信号分子或病原微生物降解宿主细胞的代谢产物ꎬ即 Ｐ / ＤＡＭＰ

(ｐａｔｈｏｇｅｎ / ｄａｍａｇｅ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐａｔｔｅｒｎｓ)被植物模式识别受体 ＰＲＲ(ｐａｔｔｅｒｎ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ)特
异性识别并结合后激活了 ＰＴＩ(Ｐ / ＤＡＭＰ ｔｒｉｇｇｅｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ)ꎬ然后通过信号通路传递病原信号ꎬ进一步诱

导防卫基因的表达ꎬ使植物产生防御反应[１０－１２]ꎮ 在此过程中ꎬ转录因子作为基因表达的关键调控子起着

至关重要的作用ꎬ这些转录因子主要属于 ＮＡＣ、ｂＺＩＰ、ＷＲＫＹ、ＥＲＦ、ＭＹＢ 和 ｂＨＬＨ 等基因家族[１３]ꎮ
ｂＨＬＨ(ｂａｓｉｃ / ｈｅｌｉｘ￣ｌｏｏｐ￣ｈｅｌｉｘ)转录因子是植物中最大的转录因子家族之一ꎬ在植物生长发育、次生代

谢产物合成以及抗逆性等方面发挥重要作用[１４]ꎮ 陈亚铎等[１５]发现草莓 ｂＨＬＨ 转录因子 ＦａＦＩＴ 能调控植

物对铁元素的吸收ꎬ异源过表达 ＦａＦＩＴ 的拟南芥株系根系吸收 Ｆｅ２＋能力显著增强ꎮ Ｓｃｈａａｒｔ 等[１６]发现草莓

ＦａｂＨＬＨ３ 在调控草莓果实原花青素的合成中起重要作用ꎬ而森林草莓 ＦｖｂＨＬＨ９ 则被发现能正调控花青

素的合成[１７]ꎮ 此外ꎬ森林草莓 ｂＨＬＨ 转录因子 ＦｖＩＣＥ１ 可正调控植株的抗旱性和抗寒性[１８]ꎬ而在响应生

物胁迫方面ꎬＣｈｅｎｇ 等[１９] 研究表明大豆 ｂＨＬＨ 转录因子 ＧｍＰＩＢＩ 可增强大豆对疫霉菌的抗性ꎮ 白杨

ＰｄｌｂＨＬＨ１ 通过调控类黄酮的合成从而增强其对灰霉病的抗性[２０]ꎮ 然而有关草莓 ｂＨＬＨ 转录因子在抗病

方面的研究尚未见报道ꎮ
本课题组前期对灰霉菌侵染后草莓果实进行转录组测序分析ꎬ发现 ＦａｂＨＬＨ３７ 在灰霉菌侵染后表达

量显著上升[２１]ꎬ推测该基因可能在防御草莓灰霉病过程中发挥作用ꎮ 因此ꎬ本研究通过生物信息学分析、
亚细胞定位、ｑＰＣＲ 以及草莓果实瞬时表达等试验ꎬ探究草莓 ｂＨＬＨ 转录因子 ＦａｂＨＬＨ３７ 调控草莓抗灰霉

病的功能ꎬ旨在为草莓抗病育种奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试材料为栽培草莓品种‘红颜’ꎮ 试验所用烟草为本氏烟草(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ)和带核定位信

号的红色荧光蛋白转基因烟草(ｍＲＦＰ￣ＮＬＳ)ꎮ 烟草种植在营养土、蛭石和珍珠岩(体积比为 ５ ∶５ ∶１)混合

的栽培基质ꎬ置于 ２３ ℃植物培养室中生长(光照 /黑暗时间为 １６ ｈ / ８ ｈ)ꎮ 灰霉菌菌株 Ｂ０５.１０ 由华中农业

大学李国庆教授惠赠ꎬ植物瞬时转化所用农杆菌菌株 ＧＶ３１０１ 保存于本实验室ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 总 ＲＮＡ 提取及 ｃＤＮＡ 的合成　 取 ５０ ｍｇ 灰霉菌侵染的草莓果实ꎬ经液氮速冻后研磨ꎬ使用 Ｐｌａｎｔ
Ｔｏｔａｌ ＲＮＡ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ Ｐｌｕｓ( ｆｏｒｇｅｎｅ)试剂盒提取 ＲＮＡꎬ再利用琼脂糖凝胶电泳和核酸仪检测 ＲＮＡ 质量和

浓度ꎬ最后使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ(ＴａＫａＲａ)试剂盒反转录成 ｃＤＮＡꎮ
１.２.２　 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因克隆　 根据转录组分析的基因名称(ｍａｋｅｒ￣Ｆｖｂ３￣４￣ａｕｇｕｓｔｕｓ￣ｇｅｎｅ￣１２１.２６￣ｍＲＮＡ￣１)
在蔷薇科植物基因组数据库(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｒｏｓａｃｅａｅ.ｏｒｇ)中检索 ＦａｂＨＬＨ３７ 的序列ꎬ根据其 ＣＤＳ 序列设计引

物并合成ꎬ引物序列见表 １ꎮ 以草莓果实 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ 高保真 ＤＮＡ 聚合酶扩增获得基因

全长ꎮ
１.２.３　 ＦａｂＨＬＨ３７ 的生物信息学分析　 使用 ＧＳＤＳ ２.０ 在线工具(ｈｔｔｐ: / / ｇｓｄｓ.ｇａｏ￣ｌａｂ.ｏｒｇ / )对 ＦａｂＨＬＨ３７
基因结构进行分析ꎻ 使用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏｔＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 在线工具 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / ｐｒｏｔｐａｒａｍ / ) 对

ＦａｂＨＬＨ３７ 蛋白相对分子质量、等电点、亲水性和不稳定指数等理化性质进行分析ꎮ 使用 ＳＯＰＭＡ 在线网

站(ｈｔｔｐ: / / ｎｐｓａ￣ｐｂｉｌ.ｉｂｃｐ.ｆｒ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ.ｐｌ? ｐａｇｅ ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ.ｈｔｍｌ)预测该蛋白二级结构ꎮ 使用
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ＮＣＢＩ 的 ＢＬＡＳＴｐ 工具 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ. ｃｇｉ? ＰＲＯＧＲＡＭ ＝ ｂｌａｓｔｐ＆ＰＡＧＥ ＿ ＴＹＰＥ ＝
ＢｌａｓｔＳｅａｒｃｈ＆ＬＩＮＫ＿ＬＯＣ＝ｂｌａｓｔｈｏｍｅ)筛选出 ２６ 条 ＦａｂＨＬＨ３７ 蛋白同源序列ꎬ用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件构建系统发育

树ꎬ采用邻接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)进行 １ ０００ 次引导复制ꎮ
表 １　 本研究所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因
Ｇｅｎｅ

上游引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′→３′)

下游引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒｓ(５′→３′)

用途
Ｕｓａｇｅ

ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ ＡＡＡＧＧＡＴＣＣＡＴＧＣＡＧＣＣＧＧＡＡＡＡＣＣＡＡＧ ＡＡＡＧＴＣＧＡＣＧＡＣＧＡＧＴＡＡＣＧＴＴＧＧＡＴＣＴＡＡＡＡＣ 克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ
ＦａｂＨＬＨ３７ ＧＣＴＧＴＴＡＧＣＡＡＡＧＧＴＧＧＴＣＧ ＴＣＡＴＣＣＴＣＡＣＴＧＧＡＧＣＡＡＡＧＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＦａＡｃｔｉｎ ＣＣＣＡＡＧＴＡＡＧＧＡＴＧＣＣＣＣＣＡＴＧＴＴＧＧ ＴＴＧＧＣＡＡＧＧＧＧＡＧＣＡＡＧＡＣＡＧＴＴＧＧＴＡＧ 内参基因
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ

ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ￣ｆ ＴＴＣＣＣＡＴＧＧＣＡＧＣＣＧＧＡＡＡＡＣＣＡＡＧＡＡＣＴ ＧＧＧＣＣＣＡＴＴＴＡＡＡＴＣＣＣＡＧＡＣＧＣＣＴＣＣＡＧＡＴＴＡＴ 克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ
ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ￣ｒ ＣＧＧＧＡＴＣＣＣＣＣＡＧＡＣＧＣＣＴＣＣＡＧＡＴＴＡＴ ＴＣＣＣＣＣＧＧＧＣＡＧＣＣＧＧＡＡＡＡＣＣＡＡＧＡＡＣＴ 克隆 Ｃｌｏｎｉｎｇ

ＦａＰＲ１ ＣＴＡＡＡＴＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＴＡ ＡＡＴＧＴＴＧＴＡＴＣＴＡＴＴＧＣＴＧＴＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＰＲ４ ＴＣＧＴＧＴＴＣＴＴＧＧＴＧＡＴＧＴＴＧＴＧ ＴＧＣＧＧＧＴＴＧＴＡＧＡＧＧＴＧＧＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＰＲ５￣１ ＴＧＧＣＡＧＣＡＡＡＣＣＡＡＴＣＡＡＧ ＣＣＡＴＡＣＧＧＴＧＴＡＧＧＧＧＣＡＧＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＰＲ１０ ＴＴＣＣＣＣＴＣＣＴＴＣＧＴＴＴＴＣＴＣ ＴＴＣＣＡＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＴＣＣＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＭＹＣ２ ＣＴＣＴＣＣＧＡＧＣＴＧＴＴＧＴＴＣＣＡ ＴＣＴＧＡＣＴＣＣＧＴＣＧＴＴＴＧＣＡＧ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＪＡＺ１ ＡＡＣＣＴＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＣＡＧＴＴ ＡＴＴＴＧＡＡＧＣＣＴＣＴＧＧＧＡＧＣＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＪＡＺ２ ＡＧＡＣＡＴＧＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＡＧＣ ＧＡＴＣＴＣＣＴＴＧＧＣＣＴＴＣＴＣＣＧ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＰＤＦ ＧＣＴＴＣＴＧＡＡＧＡＧＡＣＧＧＴＧＡＴＴＣＧＣＡＧＴ ＡＴＧＧＣＴＴＧＡＡＧＣＡＣＡＴＧＣＡＴＴＴＴＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＦａＰＤＦ１.２ ＧＧＡＴＧＣＣＧＡＣＴＴＧＴＴＣＡＡＡＡＡ ＣＧＧＧＴＡＴＴＧＣＣＡＣＡＡＴＴＧＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＬＯＸ ＡＴＣＴＧＡＡＧＧＴＧＡＧＴＧＡＧＡＧＣ ＧＴＧＣＣＣＡＡＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＴＡ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＡＯＳ ＣＡＧＡＡＣＣＣＴＣＴＣＣＴＡＴＣＴＣＧ ＧＡＴＴＧＴＧＡＣＡＣＧＣＴＴＣＧＴＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＯＰＲ２ ＧＧＡＧＣＣＧＴＴＡＴＴＴＴＣＴＧＴＣＡＧＣ ＴＣＡＡＡＡＣＣＴＧＣＴＣＧＡＡＴＧＧＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＳＯＤ ＡＴＧＧＴＧＣＴＣＣＴＧＡＡＧ ＡＴＧＡ ＴＡＧＡＧＴＧＴＧＧＴＣＣＡＧＴＧＡＧ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＰＡＬ ＣＴＴＣＴＧＴＧＧＴＧＣＴＧＴＴＴＧＡＴＧ ＡＧＧＧＴＧＧＴＧＣＴＴＣＡＧＴＴＴＡＴＧＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

ＦａＣＨＩ３￣１ ＡＧＧＴＣＴＴＣＴＴＡＧＧＡＣＴＣＣＣＴＧ ＣＴＴＧＧＡＣＣＡＡＡＧＣＡＴＧＡＣＡＣＣＧＣＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＢＧ２￣１ ＣＴＡＡＡＴＡＴＣＴＴＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＴＡ ＡＡＴＧＴＴＧＴＡＴＣＴＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＷＲＫＹ１ ＴＧＴＧＣＡＧＧＧＴＧＴＧＣＴＣＴＣＴＴ ＴＧＧＧＡＴＴＴＧＧＡＴＴＧＣＣＴＴＴＴＡＣ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＷＲＫＹ１１ ＴＡＴＴＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣ ＣＣＧＧＧＧＣＣＧＧＧＧＣＴＡＣＧＧＣＡＧＣＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
ＦａＷＲＫＹ２５ ＣＧＧＡＴＣＡＴＴＣＴＴＴＣＧＧＣＴＣＴ ＣＣＣＴＣＣＴＣＣＴＧＡＣＴＴＧＣＴＴＣＴ ＲＴ￣ｑＰＣＲ

　 　 注:１)加粗序列为酶切位点ꎮ Ｔｈｅ ｂｏｌｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｉｔｅ. ２)ＦａＰＲ:病程相关蛋白基因 Ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅꎻ
ＦａＭＹＣ:髓细胞组织增生蛋白基因 Ｍｙｅｌｏｃｙｔｏｍａｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｅｎｅꎻＦａＪＡＺ:茉莉酸 ＺＩＭ 结构域蛋白基因 Ａｓｍｏｎａｔｅ ＺＩＭ￣ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｇｅｎｅꎻＦａＰＤＦ:植物防御基因 Ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｉｎ ｇｅｎｅꎻＦａＬＯＸ:脂氧合酶基因 Ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻＦａＡＯＳ:丙二烯氧化物合酶基因 Ａｌｌｅｎｅ ｏｘｉｄｅ
ｃｙｃｌａｓｅ ｇｅｎｅꎻＦａＯＰＲ:１２ －氧代植二烯酸还原酶基因 １２￣ｏｘｏｐｈｙｔｏｄｉｅｎｏａｔｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｇｅｎｅꎻＦａＳＯＤ:超氧化物歧化酶基因 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ ｇｅｎｅꎻＦａＰＡＬ:苯丙氨酸解氨酶 Ｐｈｅｎｙｌａｌａｍｉｎｅ ａｍｍｏｎｉａ ｌｙａｓｅ ｇｅｎｅꎻＦａＣＨＩ:几丁质酶基因 Ｃｈｉｔｉｎａｓｅｓ ｇｅｎｅꎻＦａＢＧ:β－１ꎬ３－半乳
糖葡聚糖酶基因 β￣１ꎬ３￣ｇｌｕｃａｎａｓｅ ｇｅｎｅꎻＦａＷＲＫＹ:ＷＲＫＹ 转录因子基因 ＷＲＫＹ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｇｅｎｅ. 下同 Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

１.２.４　 ＦａｂＨＬＨ３７ 的亚细胞定位　 用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软件设计包含相关酶切位点的目的基因引物(表 １)ꎬ以草

莓果实 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ扩增得到带有酶切位点的目的片段ꎮ 用 ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ对基因片段和 ｐＪＸ００３ 载

体进行酶切ꎬ胶回收后通过 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶连接ꎬ构建带绿色荧光蛋白(ＧＦＰ)标签的过表达载体:ｐＪＸ００３￣
ＦａｂＨＬＨ３７￣ＧＦＰꎮ 将成功构建的载体转入农杆菌菌株 ＧＶ３１０１ꎬ用 ＹＥＰ 液体培养基(含 Ｋａｎ ５０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１ꎬ
Ｒｉｆ ２０ ｍｇ􀅰ｍＬ－１)培养菌液至 Ｄ６００为 ０.８~１.０ꎬ离心并收集菌体ꎬ用悬浮液[含 １０ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭＥＳ(ｐＨ５.８)ꎬ１０
ｍｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＭｇＣｌ２ꎬ１００ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＡＳ]重悬菌体至 Ｄ６００约为 ０.８ꎬ重悬好的菌液于黑暗条件下静止 ３ ｈꎮ 选取适

龄生长期的带核定位信号烟草ꎬ用 １ ｍＬ 注射器(去针头)将农杆菌菌液从背面注入烟草叶片ꎮ 注射完的

烟草暗培养过夜ꎬ正常培养 ２~３ ｄ 后ꎬ用剪刀剪取 １ ｃｍ２ 的叶片制片ꎬ通过激光共聚焦显微镜观察荧光信号ꎮ
１.２.５　 草莓瞬时表达验证 ＦａｂＨＬＨ３７ 的功能　 ＦａｂＨＬＨ３７ 沉默载体构建:选取 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因的特异序

列ꎬ用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计相应的基因沉默引物(表 １)ꎬ利用该引物以 ｐＪＸ００３￣ＦａｂＨＬＨ３７ 质粒为模板扩增

得到正、反向干扰小片段条带ꎮ 将正、反小片段按先后顺序连接到 ｐＦＧＣ５９４１ 载体中ꎬ成功构建的

ｐＦＧＣ５９４１￣ＦａｂＨＬＨ３７ 质粒转入农杆菌菌株 ＧＶ３１０１ꎮ 草莓瞬时表达验证功能:准备好生长状态一致、果形

端正且处于大绿果期的‘红颜’草莓果实ꎬ用 ５％的次氯酸钠溶液浸泡 ３ ｍｉｎꎬ再用无菌水清洗 ２ 次ꎬ在超净

工作台中吹干表面水分后备用ꎮ 过表达菌液 ｐＪＸ００３￣ＦａｂＨＬＨ３７ 和对照空载 ｐＪＸ００３ 以及基因沉默菌液

ｐＦＧＣ５９４￣ＦａｂＨＬＨ３７ 和空载 ｐＦＧＣ５９４１ 的培养、收集重悬步骤同 １.２.４ 节ꎮ ４ 种菌液重悬完成后于 ２８ ℃、
１００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１继续培养 １ ｈꎮ 利用 ２.５ ｍＬ 注射器分别将相应的菌液从果柄中心处垂直注射于果实ꎬ直至整
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个果实呈现透明水渍状ꎮ 注射好的果实置于温度 ２３ ℃、湿度 ７０％的培养箱中暗培养 １ ｄꎬ然后在光照度

４ ０００ ｌｘ、光照 /黑暗时间为 １６ ｈ / ８ ｈ 的环境中正常培养ꎮ 在培养至第 ５ 天时ꎬ收集灰霉菌孢子至浓度为

１×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ每个果实接种 ５ μＬ 菌液ꎬ隔天拍照观察草莓果实病害情况ꎮ 拍照完成后ꎬ每个处理取

６ 个果实ꎬ保存于－８０ ℃备用ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计接种灰霉菌第 ３ 天(注射农杆菌第 ７ 天)的病斑面

积ꎬ试验进行 ３ 次生物学重复ꎮ
１.２.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 设计 ＦａｂＨＬＨ３７ 的特异性定量引物ꎬ以草莓不同组织的 ｃＤＮＡ 为模板进行

ｑＰＣＲꎬ以 ＦａＡｃｔｉｎ 为内参基因ꎬ分析 ＦａｂＨＬＨ３７ 的组织特异性ꎮ 以不同侵染时间草莓果实的 ｃＤＮＡ 为模板

进行 ｑＰＣＲꎬ分析灰霉菌侵染后 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达情况ꎮ 草莓果实注射完成后ꎬ以注射农杆菌第 ５ 天的草

莓果实 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ检测该基因和相关抗病基因的表达情况ꎮ 引物序列见表 １ꎮ
１.３　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件整理数据ꎻ采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２４ 软件进行差异分析ꎻ采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２３ 软件

绘图ꎮ

图 １　 草莓 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因的克隆

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｌｏｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ＦａｂＨＬＨ３７ ｇｅｎｅ
ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ(ＤＬ２０００) .

２　 结果与分析

２.１　 草莓 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因的克隆及生物信息学分析

以栽 培 草 莓 ‘ 红 颜 ’ 的 ｃＤＮＡ 为 模 板ꎬ 克 隆 得 到

ＦａｂＨＬＨ３７ꎬ基因全长为 ７８９ ｂｐꎬ共编码 ２６２ 个氨基酸(图 １)ꎮ
ＧＳＤＳ 在线分析显示ꎬＦａｂＨＬＨ３７ 有 ２ 个外显子ꎬ１ 个内含子ꎮ
进一步用 ＳＭＡＲＴ 分析其结构域ꎬ显示该蛋白属于 ｂＨＬＨ 转

录因子家族成员ꎬ在第 ９２~１４１ 位氨基酸有保守的 ＨＬＨ 结构

域ꎮ 使用 ＥｘＰＡＳｙ ＰｒｏＰａｒａｍ ｔｏｏｌ 对其氨基酸的性质进行分

析ꎬ结果显示 ＦａｂＨＬＨ３７ 的相对分子质量为 ２.９×１０５ꎬ等电点

为 ６.６１ꎬ亲水性指数－０.４９９ꎬ为亲水性蛋白ꎻ不稳定系数为

６６.４９ꎬ表明该蛋白的稳定性较低ꎮ 用 ＳＯＰＭＡ 网站预测

ＦａｂＨＬＨ３７ 蛋白二级结构ꎬ结果表明其蛋白主要由 α－螺旋、
无规则卷曲、延伸链和 β － 转角构成ꎬ 所占比例分别为

４３.５１％、４２.７５％、９.９２％和 ３.８２％ꎮ 草莓 ＦａｂＨＬＨ３７ 与其他 ２５ 个物种同源蛋白进化分析结果(图 ２)表明ꎬ
ＦａｂＨＬＨ３７ 与森林草莓、月季和苹果中 ｂＨＬＨ３７ 蛋白的亲缘关系较近ꎬ而与水稻和玉米的亲缘关系较远ꎮ

图 ２　 ＦａｂＨＬＨ３７ 与不同植物 ｂＨＬＨ３７ 蛋白的系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｂＨＬＨ３７ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
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２.２　 ＦａｂＨＬＨ３７ 的亚细胞定位

由图 ３ 可见:３５Ｓ ∶ ∶ＧＦＰ￣ＦａｂＨＬＨ３７ 的烟草样品 ＧＦＰ 信号与带核定位信号肽的红色荧光信号(ｍＲＦＰ￣
ＮＬＳ)完全重合ꎬ表明 ＦａｂＨＬＨ３７ 定位在细胞核ꎮ

图 ３　 ＦａｂＨＬＨ３７ 在本氏烟草叶片中的亚细胞定位

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｂｅｎｔｈａｍｉａｎａ ｌｅａｖｅｓ
　 　 ＧＦＰ:绿色荧光蛋白 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎꎻｍＲＦＰ￣ＮＬＳ:带核定位信号肽的红色荧光蛋白 Ｎｕｃｌｅａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｉｇｎａｌ ｔａｇｇｅｄ ｍｏｎｏｍｅｒｉｃ ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ.

２.３　 ＦａｂＨＬＨ３７ 组织特异性分析和灰霉菌侵染后的表达模式分析

如图 ４－Ａ 所示:ＦａｂＨＬＨ３７ 在不同组织中的表达量有较大的差异ꎮ 其中 ＦａｂＨＬＨ３７ 在根中表达量最

高ꎬ约为叶柄表达量的 ５ 倍ꎬ而在成熟果实中的表达量最低ꎮ 由图 ４ －Ｂ 可见:清水处理的对照组

ＦａｂＨＬＨ３７ 表达量除 １２ ｈ 短暂上升后基本保持不变ꎮ 接种灰霉菌的试验组 ＦａｂＨＬＨ３７ 表达量发生了显著

变化:０~７２ ｈꎬＦａｂＨＬＨ３７ 表达量持续上升并在 ７２ ｈ 达到峰值ꎬ是对照的 ４.３ 倍ꎬ之后在 ９６ ｈ 时表达量又下

降ꎮ 表明灰霉菌处理能诱导 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达ꎮ

图 ４　 草莓 ＦａｂＨＬＨ３７ 的组织表达量(Ａ)及灰霉菌诱导表达量(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｐｌａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ(Ａ)ａｎｄ

ａｆｔｅｒ Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ(Ｂ)
不同小写字母表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎮ 下同ꎮ

Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒ ｌｅｔｔｅｒｓ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ(Ｐ<０.０１) .∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.４　 ＦａｂＨＬＨ３７ 调控草莓果实灰霉病抗性的分析

草莓果实中瞬时过表达和沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 后ꎬ接种灰霉菌孢子ꎬ通过检测对照组和试验组 ＦａｂＨＬＨ３７
基因的表达量ꎬ测量果实表面的病斑面积和发病率ꎬ分析 ＦａｂＨＬＨ３７ 能否参与调控草莓果实对灰霉病的抗

性ꎮ 在瞬时表达第 ５ 天(ＤＡＩ５)时ꎬ每种处理取 １ / ３ 的果实用于 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测ꎬ验证草莓果实瞬时表达体

系的可靠性ꎮ 由图 ５－Ａ 可见:过表达 ＦａｂＨＬＨ３７(ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ)的果实基因表达量为对照组的 ４.１ 倍ꎬ而
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ＲＮＡ 干扰沉默 ＦａｂＨＬＨ３７(ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ)果实基因表达量下调了 ４３％ꎬ说明 ＦａｂＨＬＨ３７ 成功在草莓果

实中瞬时表达ꎮ 因此ꎬ对余下的草莓果实进行灰霉菌接种处理ꎬ进行下一步的功能研究ꎮ 由图 ５－Ｂ 可以

看出:接种灰霉菌第 ３ 天(ＤＡＢＩ３)ꎬ草莓果实开始出现感病症状ꎬ接种部位逐渐褐化、坏死ꎬ表面出现灰霉

菌菌丝并向外蔓延ꎻ接种灰霉菌第 ５ 天(ＤＡＢＩ５)ꎬＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 果实病斑面积明显小于对照组果实ꎬ而
ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 的果实灰霉菌菌丝的覆盖面积显著大于对照组果实ꎮ 统计接种灰霉菌第 ３ 天的果实病

斑面积中发现ꎬ与对照组相比ꎬＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 的果实病斑面积显著减少 ６４.１ ｍｍ２ꎬＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 果实病

斑面积显著增加 ６１.６ ｍｍ２(图 ５－Ｃ)ꎮ 同时瞬时表达的果实发病率在接种灰霉菌第 ３ 天差异显著ꎬ与对照

相比ꎬＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 的果实发病率下降了 ２８.９％ꎬ而 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 的果实比对照高 １３.３％(图 ５－Ｄ)ꎮ
以上结果表明 ＦａｂＨＬＨ３７ 正调控草莓果实对灰霉菌的抗性ꎮ

图 ５　 瞬时过表达和沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 果实接种灰霉菌的表型统计

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｂ􀆰 ｃｉｎｅｒｅａ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ / ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７

　 　 Ａ. 瞬时表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实第 ５ 天 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因表达水平 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＦａｂＨＬＨ３７ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔ
ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＦａｂＨＬＨ３７ ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｆｔｈ ｄａｙꎻＢ. 瞬时过表达和沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实接种灰霉菌的发病情况 Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｏｆ
ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ ａｎｄ ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ａｆｔｅｒ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ Ｂ􀆰 ｃｉｎｅｒｅａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎꎻ Ｃ. 瞬时表达

ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实接种灰霉菌第 ３ 天病斑面积 Ｌｅｓｉｏｎ ａｒｅａ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＦａｂＨＬＨ３７ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｂ􀆰 ｃｉｎｅｒｅａ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙꎻＤ. 瞬时表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实接种灰霉菌第 ３ 天发病率 Ｔｈｅ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＦａｂＨＬＨ３７ ｏｎ ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｂ􀆰 ｃｉｎｅｒｅａ.

ＤＡＩ 为草莓果实注射农杆菌时间ꎬＤＡＢＩ 为瞬时表达后的果实接种灰霉菌时间ꎮ ＤＡＩ ｄｅｎｏｔｅｓ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎꎬａｎｄ ＤＡＢＩ ｄｅｎｏｔｅｓ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ Ｂ􀆰 ｃｉｎｅｒｅａ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ. ＥＶ:空载体 Ｅｍｐｔｙ ｖｅｃｔｏｒꎻＯＥ:过表达 ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎻＲＮＡｉ:核糖核酸干扰

Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ.

如图 ６ 所示:多个茉莉酸( ＪＡ)合成和响应基因如 ＦａＪＡＺ１ / ２、ＦａＭＹＣ２、ＦａＡＯＳ、ＦａＬＯＸ、ＦａＰＤＦ１ / １.２、
ＦａＯＰＲ２ 表达量存在差异ꎮ ＦａＰＤＦ１ / １.２、ＦａＬＯＸ 与 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达量呈正相关ꎬ即在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 的

果实中表达量上升ꎬ在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 的果实中表达量下降ꎮ ＦａＯＰＲ２ 的表达量在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 果实中

显著上调ꎬ但在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 果实中不显著ꎮ ＦａＪＡＺ１ 在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 果实中表达量几乎不变ꎬ但在

ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 果实中ꎬＦａＪＡＺ１ 的表达量显著下降ꎮ ＦａＪＡＺ２、ＦａＡＯＳ 的表达与 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达无相关

性ꎮ ＦａＭＹＣ２ 的表达与 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达呈负相关ꎬ说明 ＦａｂＨＬＨ３７ 可能是通过参与 ＪＡ 合成和代谢途径

８１２



　 第 ２ 期 刘晓宇ꎬ等:ＦａｂＨＬＨ３７ 调控草莓抗灰霉病的功能分析

来调控灰霉病的抗性ꎮ 此外ꎬ一些防御基因的表达量也发生了变化ꎬ如 ＦａＰＲ１ / ４ / ５￣１、ＦａＢＧ２￣１、ＦａＣＨＩ３￣１、
ＦａＳＯＤ、ＦａＰＡＬ 与 ＦａｂＨＬＨ３７ 的表达呈正相关ꎮ ＦａＰＲ１０ 表达与 ＦａｂＨＬＨ３７ 无相关性ꎮ 在检测的 ＷＲＫＹ 基

因中ꎬ发现 ＦａＷＲＫＹ１１ / ２５ 受 ＦａｂＨＬＨ３７ 诱导ꎬ并在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 果实中表达量下降ꎮ ＦａＷＲＫＹ１ 的表

达与 ＦａｂＨＬＨ３７ 无相关性ꎮ 上述结果说明 ＦａｂＨＬＨ３７ 过表达和沉默会影响一些防御基因的表达ꎬ从而共

同调节草莓果实对灰霉病的抗性ꎮ

图 ６　 瞬时表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 的草莓果实接种灰霉菌第 １ 天相关抗性基因的表达量

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｓｔｒａｗｂｅｒｒｙ ｆｒｕｉｔｓ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ ＦａｂＨＬＨ３７
ｏｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｂ􀆰 ｃｉｎｅｒｅａ

３　 讨论

灰霉病是草莓生长过程中的主要病害之一ꎬ作为典型的坏死型真菌性病害ꎬ灰霉病能快速导致被感染

的草莓果实腐烂ꎬ因而给草莓产业带来重大的经济损失ꎮ 基因的转录调控会调节植物生长发育以及对各

种胁迫的反应ꎮ 研究表明ꎬｂＨＬＨ 家族转录因子在植物抗病过程中发挥重要作用ꎮ 然而ꎬ关于 ｂＨＬＨ 转录

因子调控草莓抗灰霉病的研究尚未见报道ꎮ 本研究通过在感染灰霉病的果实中检测 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因的表

达量发现ꎬＦａｂＨＬＨ３７ 在果实接种灰霉菌 ７２ ｈ 时表达量是对照的 ４.３ 倍ꎬ能够响应灰霉菌侵染ꎬ这与课题

组前期转录组测序结果一致[２１]ꎬ进而对转录因子 ＦａｂＨＬＨ３７ 进行研究ꎬ分析其调控草莓抗灰霉病的机制ꎮ
本研究对草莓 ＦａｂＨＬＨ３７ 基因克隆及生物信息学分析表明ꎬ该基因全长 ７８９ ｂｐꎬ编码 ２６２ 个氨基酸ꎬ

蛋白相对分子质量为 ２.９×１０５ꎮ 研究发现拟南芥中 ＡｔｂＨＬＨ１０６ 及苹果同源蛋白 ＭｄｂＨＬＨ１０６ 均正向调控

植物对盐胁迫的响应[２２－２３]ꎬ说明 ＦａｂＨＬＨ３７ 可能参与调控植物的多种胁迫反应ꎮ 亚细胞定位结果表明

ＦａｂＨＬＨ３７ 定位在细胞核ꎬ与预测结果及拟南芥和苹果同源蛋白亚细胞定位结果一致ꎮ
研究表明ꎬ草莓果实瞬时表达体系可以用于基因功能验证ꎮ 例如ꎬＷａｎｇ 等[２４]通过草莓果实瞬时表达

试验证明 ＦａＷＲＫＹ１１ 正调控草莓果实对灰霉病的抗性ꎻＦａＭＡＰＫ５ / １０ 在果实中瞬时过表达促进草莓成

熟ꎬ过表达 ＦａＭＡＰＫ５ 的草莓果实灰霉病抗性显著增强[２５]ꎮ 本研究中ꎬ首先在草莓果实中瞬时过表达和沉

默 ＦａｂＨＬＨ３７ꎬ并通过 ｑＰＣＲ 验证了瞬时表达体系的可靠性ꎬ进一步的灰霉菌接种试验发现ꎬ在草莓果实中

瞬时过表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 能使其表面灰霉菌病斑面积显著变小ꎬ而沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 则出现相反的结果ꎬ表明

过表达 ＦａｂＨＬＨ３７ 能抑制灰霉菌的生长ꎬ而沉默 ＦａｂＨＬＨ３７ 则促进灰霉菌的生长ꎬ证明 ＦａｂＨＬＨ３７ 能正调

控草莓灰霉病抗性ꎮ
植物激素在调控植物抗病过程中起重要作用ꎮ 大量研究表明ꎬ水杨酸( ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄꎬＳＡ)主要在抗活

体和半活体营养型病原菌中起作用ꎬ而乙烯(ｅｔｈｙｌｅｎｅꎬＥＴ)和茉莉酸( ｊａｓｍｏｎｉｃ ａｃｉｄꎬＪＡ)则在植物抗死体营

养型病原菌中起作用[２６－２７]ꎮ 植物被坏死性真菌侵染后会立刻激活体内的 ＪＡ 信号通路并诱导下游防御基

因的表达ꎬ其中 ＰＤＦ１.２ 基因被认为是依赖 ＪＡ 信号通路防御反应的标记基因ꎬ例如过表达 ＧｈｂＨＬＨ１７１ 通

过提高 ＧｈＰＤＦ１.２ 基因的表达量从而增强棉花对黄萎病菌和灰霉病菌的抗性[２８－２９]ꎮ ＯＰＲ、ＬＯＸ 基因参与
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ＪＡ 的合成反应ꎬＭＹＣ２ 是 ＪＡ 信号通路的核心转录因子ꎬ但该转录因子在不同植物中对灰霉病的抗性反应

可能不同[３０－３２]ꎮ 在番茄中的研究发现ꎬ敲除 ｂＨＬＨ 转录因子 ＳｌＪＩＧ 后ꎬＪＡ 介导的防御基因表达降低导致

番茄对灰霉菌敏感[３３]ꎮ 本研究发现 ＦａＰＤＦ１ / １.２、ＦａＯＰＲ２、ＦａＬＯＸ 的表达量在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 的果实中上

升ꎬ而在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＲＮＡｉ 的果实中下降ꎬ其中 ＦａＰＤＦ１ 在 ＦａｂＨＬＨ３７￣ＯＥ 果实中的表达量提高了 ２.３ 倍ꎬ而
ＦａＭＹＣ２ 基因表达与 ＦａｂＨＬＨ３７ 呈负相关ꎬ说明 ＦａｂＨＬＨ３７ 可能通过参与 ＪＡ 信号通路来调控草莓对灰霉

病的抗性ꎮ ＰＲ 基因作为植物抗病的标记基因ꎬ在抗真菌性病害中发挥重要作用ꎮ 在番茄和烟草中ꎬＰＲ１
蛋白均能提高植株对疫霉病原菌的抗性[３４]ꎮ 烟草 ＮｔｂＨＬＨ１４９ 影响 ＰＲ１ / ２ / ４ 的表达从而影响疫霉病的抗

性[３５]ꎮ 在植物中几丁质酶和 β－１ꎬ３－葡聚糖酶可协同提高植物抗病性[３６]ꎮ 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)与植

物抗逆密切相关[３７]ꎮ 异源过表达 ＣｍｂＨＬＨ１８ 拟南芥转基因株系通过提高 ＰＡＬ、ＳＯＤ 及 ＣＡＴ 等防御酶的

含量从而增强对坏死性真菌链格孢菌的抗性[３８]ꎮ 在本研究中ꎬＦａＰＲ１ / ４ / ５￣１、 ＦａＢＧ２￣１、 ＦａＣＨＩ３￣１、
ＦａＳＯＤ、ＦａＰＡＬ 的表达均与 ＦａｂＨＬＨ３７ 呈正相关ꎬ说明 ＦａｂＨＬＨ３７ 可以通过提高一些防御基因的表达量增

强草莓的抗病性ꎮ 大量研究表明ꎬＷＲＫＹ 转录因子在植物抗病中也发挥着重要作用ꎮ 本研究中ꎬ
ＦａＷＲＫＹ１１ 的表达也与 ＦａｂＨＬＨ３７ 呈正相关ꎬ而 ＦａＷＲＫＹ１１ 能正调控草莓的灰霉病抗性[２４]ꎬ表明

ＦａｂＨＬＨ３７ 可能通过 ＷＲＫＹ１１ 来间接调控草莓的灰霉病抗性ꎮ 值得注意的是ꎬ除了能正调控以上防御基

因的表达之外ꎬ作为负调控草莓抗病反应的 ＦａＷＲＫＹ２５ 基因表达也受 ＦａｂＨＬＨ３７ 的诱导[３９]ꎬ表明

ＦａｂＨＬＨ３７ 调控草莓灰霉病抗性机制较为复杂ꎮ 总之ꎬ本研究初步验证了 ＦａｂＨＬＨ３７ 能正向调控草莓对

灰霉病的抗性ꎬ为草莓抗病育种提供了参考ꎬ但其具体的抗病机制还需进一步研究ꎮ
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