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摘 要:由禾谷镰刀菌引起的小麦赤霉病和茎基腐病在中国发生严重,威胁着国家的粮食安全。NuA4
组蛋白乙酰转移酶复合体可调控真菌的多种发育过程,但在植物病原真菌中,有关NuA4中多个亚基的功能

尚不清楚。为明确NuA4中亚基Eaf7在植物病原真菌中的功能,本研究以禾谷镰刀菌为研究对象,敲除基因

FgEAF7,发现Fgeaf7突变体的生长速率显著低于野生型菌株,但基因FgEAF7的缺失不影响分生孢子的产

生、对小麦的致病力以及DON毒素的生物合成。Fgeaf7突变体对刚果红和SDS的敏感性下降,表明基因

FgEAF7的缺失影响细胞壁的发育。对FgEaf7的结构域进行分析,发现FgEaf7中含有一个保守的Eaf7结

构域,将Eaf7结构域敲除后,发现FgEAF7 △Eaf7突变体和Fgeaf7突变体的缺陷一致,表明Eaf7结构域对于

FgEaf7发挥完整功能是必需的。转录组分析显示,与野生型菌株相比,Fgeaf7突变体中有1800多个基因差

异表达,其中,多个对生长发育有重要作用的基因在Fgeaf7突变体中下调表达。推测FgEaf7主要调控禾谷镰

刀菌营养生长和细胞壁的发育等过程。
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FunctionalStudyoftheNuA4HistoneAcetyltransferaseComplex
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Abstract:FusariumheadblightandFusariumcrownrotcausedbyFusariumgraminearumoccursse-
verelyinChina,posingathreattonationalfoodsecurity.TheNuA4histoneacetyltransferasecom-
plexregulatesvariousdevelopmentalprocessesinfungi,butthefunctionsofmultiplesubunitswithin
theNuA4complexinplantpathogenicfungiarecurrentlyunclear.ToelucidatethefunctionofEaf7
subunitinplantpathogenicfungi,thisstudyusedF.graminearumasamodelorganism.Through
knockingouttheFgEAF7gene,itwasfoundthatthegrowthrateoftheFgeaf7mutantwassignifi-
cantlylowerthanthatofthewild-typestrain.However,thedeletionofFgEAF7genedidnotaffect
conidiation,pathogenicitytowheat,andDONbiosynthesis.Additionally,wefoundthattheFgeaf7
mutantshoweddecreasedsensitivitytoCongoredandSDS,indicatingthatthedeletionofFgEAF7
geneaffectscellwalldevelopment.AnalysisoftheFgEaf7domainrevealedaconservedEaf7domain
withinFgEaf7.UpondeletionoftheEaf7domain,theFgEAF7 △Eaf7mutantexhibitedsimilardefects



totheFgeaf7 mutant,suggestingthattheEaf7domainisessentialforthefullfunctionofFgEaf7.
Transcriptomicanalysisshowedthatover1800genesweredifferentiallyexpressedintheFgeaf7mu-
tant,comparedtothewildtype,withseveralgenesimportantforgrowthanddevelopmentbeing
downregulated.ThesefindingsindicatethatFgEaf7regulatesvariousprocesses,suchasvegetative
growthandcellwalldevelopmentinF.graminearum.
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  赤霉病和茎基腐病是世界上重要的小麦真菌

病害,可导致严重的小麦产量损失[1]。2012年中

国小麦赤霉病大流行,导致小麦减产两百万吨,造
成了严重的经济损失[2]。近年来,小麦赤霉病在

中国的大流行频率和发生面积显著增加[3-4],小麦

茎基腐病在黄淮海麦区也发生严重,小麦的产量

和品质受到严重影响[5]。小麦赤霉病由镰刀菌属

的多种病原菌单独或复合侵染发病[6],中国小麦

赤霉病的主要病原菌是禾谷镰刀菌(F.gra-
minearum),但在多个省份的小麦赤霉病病穗中

已分离到假禾谷镰刀菌(F.pseudograminea-
rum)[7-10]。小麦赤霉病在造成小麦减产的同时,
还产生B型单端孢霉烯族毒素雪腐镰刀菌烯醇

(NIV)和脱氧雪腐镰刀菌烯醇(DON)及其3乙

酰(3AcDON)和15乙酰(15AcDON)衍生物,这
些物质进入食物链后会严重威胁人畜健康[11]。
近年来,由于抗病品种推广面积不足、气候变暖、
秸秆还田等耕作制度的变化以及抗药菌株的出

现,小麦赤霉病流行呈现加重趋势[12-15]。目前,小麦

赤霉病在长江流域的四川省、湖北省、江苏省、安徽

省、浙江省和上海市等地区发生严重,在山东省、河
南省、辽宁省、陕西省、甘肃省和云南省等地区也时

有发生,呈现西移北扩的趋势。
组蛋白乙酰化与基因的表达关系密切,由组

蛋白乙酰转移酶(histoneacetyltransferases)和组

蛋白去乙酰转移酶(histonedeacetylases)调控,
在细胞中处于动态变化中[16]。在稻瘟菌(Mag-
naportheoryzae)中,组蛋白乙酰转移酶基因Mo-
SAS3和MoGCN5在营养生长、无性孢子的产生

和侵染等过程中具有重要作用[17]。在玉米黑粉

菌(Ustilagomaydis)中,组蛋白乙酰转移酶基因

UmGCN5的缺失导致其对玉米的致病力严重下

降[18]。在尖孢镰刀菌(F.oxysporum)中,FoGcn5
调控生长、产孢及其对香蕉树的致病性[19]。在禾

谷镰刀菌中,组蛋白乙酰转移酶基因FgGCN5、
FgRTT109、FgSAS2和FgSAS3的缺失导致营养

生长减慢和产孢量下降;突变体Fggcn5和Fgsas3

的致病力降低,DON的合成量下降,组蛋白 H3乙

酰化水平降低[20]。这说明组蛋白乙酰转移酶对植

物病原真菌的生长和侵染等过程具有重要作用。
大多数组蛋白乙酰转移酶和组蛋白去乙酰转

移酶是以复合体的形式发挥功能,比如 NuA3、

NuA4、SAGA等组蛋白乙酰转移酶复合体[21-24]

以及RPD3S、RPD3L等组蛋白去乙酰转移酶复

合体[25-26]。NuA4在真菌、植物和动物中较保守
[27]。在禾谷镰刀菌中,NuA4的核心亚基Fng1
调控组蛋白H4乙酰化以及DON和镰刀菌素A
合成相关基因的表达;fng1突变体在营养生长、
菌丝分枝、有性生殖、致病性、侵染垫的形成和侵

染菌丝的扩展等方面存在严重缺陷[28]。目前,除
了基因FNG1,有关 NuA4其他基因在植物病原

真菌中的功能尚未见报道。
本研究 以 禾 谷 镰 刀 菌 的 NuA4一 个 亚 基

FgEaf7为研究对象,在禾谷镰刀菌中构建基因

FgEAF7缺失突变体Fgeaf7和基因FgEAF7缺失

Eaf7结构域突变体FgEAF7 △Eaf7,并测定突变体

Fgeaf7和FgEAF7 △Eaf7在生长、产孢、对寄主植物

的致病力、DON毒素生物合成过程以及对不同

细胞压力和杀菌剂敏感性等方面的表型,并通

过转录组测序分析受基因FgEAF7调控的基因,
以明确该基因在禾谷镰刀菌不同生长发育过程

中的功能。

1 材料与方法

1.1 禾谷镰刀菌基因FgEAF7及其结构域的鉴定

在酵 母 基 因 组 数 据 库 Saccharomycesge-
nomedatabase(SGD)(https://www.yeastgen-
ome.org/)中查询并下载Eaf7(YNL136W)的氨

基 酸 序 列,与 EnsemblFungi(fungi.ensembl.
org/index.html)中禾谷镰刀菌菌株PH-1的基

因组数据库进行blastp比对分析,获得禾谷镰刀

菌的EAF7基因;下载禾谷镰刀菌EAF7基因的氨

基酸序列,在SGD数据库中进行blastp比对验

证。FgEaf7蛋白结构域在 Pfam(www.pfam.
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xfam.org)数据库中进行预测。

1.2 菌株培养

供试菌株为分离自美国密歇根州的禾谷镰刀

菌野生型菌株PH-1及其突变体[29]。将供试菌

株在PDA(potatodextroseagar)培养基上25℃
黑暗培养3d后,观察菌落形态并测量菌落直

径[30];在CMC(carboxymethylcellulose)液体培

养基中25℃、175r·min-1 振荡培养5d后,观
察分生孢子的形态并统计其产量[31]。

1.3 基因FgEAF7及其Eaf7结构域缺失突变体

的构建

在EnsemblFungi数据库中下载基因FgEAF7
(FGSG_09792)的DNA序列,利用软件Premier
5.0分别设计基因FgEAF7及该基因结构域Eaf7
的敲除引物(表1)。通过splitmarker的方法[32]

构建FgEAF7的基因敲除载体和Eaf7结构域敲

除载体。以野生型菌株PH-1的DNA为模板,分
别用 引 物FgEAF7-1F/FgEAF7-2R 和FgEAF7-

3F/FgEAF7-4R(表 1)通 过 PCR(polymerase
chainreaction)扩增基因FgEAF7的上游和下游同

源重组片段FgEAF7A和FgEAF7B,利用重叠PCR
分 别 用 引 物FgEAF7-1F/HYG-R 和 HYG-F/

FgEAF7-4R将片段FgEAF7A和FgEAF7B与基因

hph(hygromycinphosphotransferase)进 行 连

接,并通过PEG介导的原生质体转化将连接后

的片段转入野生型PH-1的原生质体中,用终

浓度为300μg·mL-1 的 潮 霉 素 B筛 选 转 化

子,并进行PCR验证[28]。以野生型菌株PH-1
的DNA 为 模 板,分 别 用 引 物FgEAF7ED-1F/
ΔEaf7-R、ΔEaf7-F/FgEAF7 ED-2R 和FgEAF7
ED-3F/FgEAF7ED-4R(表1)通过PCR扩增基

因FgEAF7Eaf7结构域缺失的上游和下游同源

重组 片 段FgEAF7ED A1、FgEAF7ED A2和

FgEAF7EDB,用 上 述 方 法 构 建 FgEAF7 的

Eaf7结构域缺失突变体,并对结构域缺失部分

进行测序验证。

表1 本研究中使用的引物

Table1 Primersusedinthisstudy
引物名称
Primername

序列(5'-3')
Sequences(5'-3')

FgEAF7-1F GTCTTGTGTTCGGGTGGATTCTC
FgEAF7-2R TTGACCTCCACTAGCTCCAGCCAAGCCGGAACAGTATTTGTTGTCTTCTGAG
FgEAF7-3F GAATAGAGTAGATGCCGACCGCGGGTTGAGAGCGGAACACAAGTGTCCAA
FgEAF7-4R AAGAAGAGCCACCAAGTAACGAC
FgEAF7-5F GCTTCGATCCAGATTTATACC
FgEAF7-6R ATGAACCGTCACTTTCCTCCT
FgEAF7-7F TGTCTTCCTGTTGGTGTGC
FgEAF7-8R ATTTCCACTCCTTAGCGGTCT
HYG-F GGCTTGGCTGGAGCTAGTGGAGGTCAA
HY-R GTATTGACCGATTCCTTGCGGTCCGAA
HYG-R AACCCGCGGTCGGCATCTACTCTATTC
YG-F GATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCT
H855-R GCTGATCTGACCAGTTGC
H856-F GTCGATGCGACGCAATCGT
H850 TTCCTCCCTTTATTTCAGATTCAA
H852 ATGTTGGCGACCTCGTATTGG

FgEAF7ED-1F GTCTTGTGTTCGGGTGGATTCTC
ΔEaf7-R GCGCTCCATCATCGCGTCGAATACCTGGTCGTCCGTCCAAAGGT
ΔEaf7-F ACCTTTGGACGGACGACCAGGTATTCGACGCGATGATGGAGCGC

FgEAF7ED-2R TTGACCTCCACTAGCTCCAGCCAAGCCCAATACGAATAACGCACATGTTTCCC
FgEAF7ED-3F GAATAGAGTAGATGCCGACCGCGGGTTAATATATATCCAAGCCTCCTGGTGAG
FgEAF7ED-4R TTCGTCTATTCCTAGCGAGAACTG
FgEAF7ED-5F GAAGAGAGCGGAACACAAGT
FgEAF7ED-6R GAATGGGAGCAGGAATAAAG
FgEAF7ED-7F TGTCTTCCTGTTGGTGTGC
FgEAF7ED-8R GGACTATTCAACCTCCATAC
FgEAF7N-F AGGGAACAAAAGCTGGGTACCAACACAGCAGCAGGGTCTTCTTG
FgEAF7G-R GCCCTTGCTCACCATAAGCTTACGTCTCCTTTTTGGTCGCGCCT
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1.4 Fgeaf7突变体互补菌株的构建

以野生型菌株PH-1的DNA为模板,用引物

FgEAF7N-F/FgEAF7G-R通过PCR扩增包含

启动子区域的FgEAF7全长基因片段;用限制性

内切酶KpnI和 HindIII酶切载体pKNT-GFP
(载体序列中包含一个氨苄青霉素抗性基因和遗

传霉素抗性基因,用于构建突变体互补菌株),用
一步克隆试剂盒(南京诺唯赞生物科技股份有限

公司)将酶切后的载体和FgEAF7全长基因片段

进行连接,利用1.3中描述的原生质体转化方法

将连接后的载体转入Fgeaf7突变体的原生质体

中,用终浓度为300μg·mL-1 的遗传霉素筛选

转化子,对具有遗传霉素抗性的转化子进行PCR
验证,得到互补菌株Fgeaf7/FgEAF7。
1.5 菌株致病性测定

以济麦22幼苗为材料,将待测菌株的菌饼接

种至小麦幼苗的茎基部,于接种后第7天调查小

麦幼苗茎基部发病情况并拍照[8]。在济麦22
扬花期,将待测菌株分生孢子悬浮液的浓度调

至1×105 个·mL-1,利用单花滴注法将待测菌

株10μL分生孢子悬浮液接种至自下向上第3个

小穗中,接种后喷水套袋保湿48h,于接种后第

14天调查小麦穗部发病情况并拍照[33];成熟期收

集接种点小穗籽粒用于DON含量的测定[34]。在

田间采集玉米品种郑单958的幼嫩须,将待测菌

株的菌饼接种至玉米须形态学上端,在培养皿中

保湿培养,于接种后第7天调查玉米须发病情况

并拍照[35]。
1.6 对细胞压力和杀菌剂的敏感性测定

将刚果红、NaCl、SDS(十二烷基磺酸钠)、多
菌灵、咯菌腈、氰烯菌酯和戊唑醇加入50℃左右

的PDA培养基中,使其终浓度分别为300μg·
mL-1、1.2μmol·L-1、0.02%、0.25μg·mL-1、
0.08μg·mL-1、0.25μg·mL-1 和0.2μg·
mL-1,对照为加相应量溶剂的平板。将菌株PH-
1预培养3d,在菌落边缘打取直径5mm菌饼,
分别接种至上述培养基平板中央,每处理3个重

复。于25℃培养箱中黑暗培养3d,待对照菌落长

至平板边缘时,以十字交叉法测量菌落直径。其

中,刚果红和SDS模拟细胞壁胁迫,NaCl模拟渗透

压胁迫。
1.7 转录组测序分析

将野生型菌株PH-1和突变体Fgeaf7的分生

孢子接种至 YEPD(yeastextractpeptonedex-
trose)液体培养基中,25℃、175r·min-1 振荡培

养,24h后收集菌丝,吸干菌丝表面的水份,立即

放入液氮中。将样品送至北京诺禾致源科技股份

有限公司利用IlluminaHiSeq2500进行转录组

测序(2×150bp),每个菌株重复两次。利用软件

salmon将RNA-seq数据比对到野生型菌株PH-
1的参考基因组上[36],用edgeRun包分析突变体

的差异表达基因[37],|log2FC(foldchange)|大于

1、FDR(falsediscoveryrate)小于0.05的为差异

表达基因。利用软件Blast2GO对差异表达基因

进行GO功能富集分析[38]。本研究使用的RNA-
seq数 据 已 存 储 在 NCBI(https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/)的SRA(sequencereadarchive)数
据库中,登录号为PRJNA1119246。

2 结果与分析

2.1 禾谷镰刀菌中基因FgEAF7的鉴定

通过比对分析,在禾谷镰刀菌中鉴定出乙酰

转移酶复合体 NuA4亚基 Eaf7的相应基因为

FGSG_09792,将该基因命名为FgEAF7。FgEaf7
共编码294个氨基酸,分子量为33kDa。将其氨基

酸序列在Pfam数据库中进行结构域预测,发现

FgEaf7中含有一个保守的Eaf7结构域(图1A)。
为明确FgEaf7的序列保守性和进化情况,

在EnsemblFungi网站分别下载假禾谷镰刀菌

(F.pseudograminearum )、稻 瘟 病 菌 (M.
oryzae)、核盘菌(Sclerotiniasclerotiorum)、灰霉

病菌(Botrytiscinerea)、小麦白粉病菌(Blumer-
iagraminis)、炭疽病菌(Colletotrichumorbicu-
lare)、粗糙脉孢菌(Neurosporacrassa)和大丽轮

枝菌(Verticilliumdahliae)等物种的FgEaf7蛋

白,比对分析发现,Eaf7结构域具有很高保守性

(图1B)。
2.2 Fgeaf7突变体的营养生长和产孢量表型测定

为明确禾谷镰刀菌中基因FgEAF7的功能,
我们利用split-marker的方法敲除基因FgEAF7
(图2A),用4对引物对所有具有潮霉素抗性的转

化子DNA进行PCR检测,最终得到FgEAF7基

因缺失突变体(图2B)。
将野生型和突变体菌株接种至PDA培养基

中,培养3d后,与野生型相比,突变体的生长速

率显著降低(图3A和B)。将突变体在CMC液

体培养基中摇培,发现突变体的产孢量与野生型

相比无显著性差异(图3C)。对分生孢子的长度

进行测量,发现突变体分生孢子的大小与野生型

相比也无显著性差异(图3D)。研究结果表明,基
因FgEAF7调控禾谷镰刀菌的营养生长,但不影

响孢子发育过程。
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  红色长方形中的序列是保守的Eaf7结构域。

SequenceswithintheredrectangleistheconservedEaf7domains.

图1 禾谷镰刀菌FgEaf7结构域(A)及其与其他真菌中同源蛋白氨基酸序列(B)分析

Fig.1 AnalysisoftheFgEaf7domaininF.graminearum(A)andalignmentofamino
acidsequencesofhomologousproteinsinotherfungi(B)

  A:构建FgEAF7基因敲除突变体的引物示意图;目标基因FgEAF7和潮霉素磷酸转移酶基因(hph)分别用绿色和灰色箭头标记;敲

除突变体通过三次同源重组构建。B:FgEAF7基因缺失突变株PCR验证,泳道G、U、D和 H分别代表引物对FgEAF7-5F/FgEAF7-6R、

FgEAF7-7F/H855-R、H856-F/FgEAF7-8R和 H850/H852扩增产物。

A:SchematicimageoftheprimersusedtogenerateFgEAF7genereplacementconstructs.ThetargetgeneFgEAF7andhygromycin
phosphotransferase(hph)cassettearemarkedwithgreenandgrayarrows,respectively.Knockoutmutantsweregeneratedbythreeho-
mologousrecombinationevents.B:TheFgEAF7genereplacementmutantstrainswereverifiedbyPCRwithprimerpairsFgEAF7-5F/

FgEAF7-6R(laneG),FgEAF7-7F/H855-R(laneU),H856-F/FgEAF7-8R(laneD),andH850/H852(laneH).
图2 基因FgEAF7的敲除及验证

Fig.2 KnockoutandverificationoftheFgEAF7gene
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  PH-1:野生型;E7ED:FgEAF7△Eaf7突变体;E7:Fgeaf7突变体;CE7:Fgeaf7/FgEAF7互补菌株。
A:菌株PH-1、E7ED、E7和CE7在PDA上培养3d的生长情况;B:菌株PH-1、E7ED和E7在PDA培养基中培养3d的菌落直径;

C:菌株PH-1、E7ED和E7在CMC培养基中培养3d的产孢量;D:菌株PH-1、E7ED和E7在CMC培养基中培养3d的分生孢子长度。图

B、C、D中不同字母表示差异显著(P<0.05)。下同。
PH-1:Wildtypestrain;E7ED:FgEAF7 △Eaf7mutant;E7:Fgeaf7mutant;CE7:Fgeaf7/FgEAF7complementarystrain.
A:Three-day-oldPDAculturesofPH-1,E7ED,E7andCE7strains;B:ColonydiametersofPH-1,E7ED,andE7strainsafter3

daysofcultureonPDAcultures;C:Conidianumbersharvestedfrom3-day-oldCMCculturesofPH-1,E7EDandE7strains;D:Conidia
lengthharvestedfrom3-day-oldCMCculturesofPH-1,E7ED,andE7strains.Differentlettersindicatesignificantdifferenceswith
Duncan􀆳spair-wisecomparison(P<0.05)inB,CandD.Thesameinfigure4.

图3 Fgeaf7和FgEAF7△Eaf7突变体的营养生长和产孢量

Fig.3 SituationofgrowthandconidiationinFgeaf7andFgEAF7△Eaf7mutants

2.3 基因FgEAF7在禾谷镰刀菌侵染寄主中的功能

对野生型及其突变体菌株进行致病力测定发

现,突变体对小麦幼苗茎基部的致病力与野生型

相比无显著性差异(图4A和B);对小麦穗部的

致病力与野生型也无显著性差异(图4C和D)。
测定小麦穗部接种点单籽粒DON毒素含量结果

表明,突变体合成 DON的能力不存在缺陷(图

4E)。将野生型及其突变体菌株接种至玉米须

上,发现突变体Fgeaf7对玉米须的致病力与野生

型相比显著降低(图4F和G)。说明FgEAF7基因

的缺失可导致禾谷镰刀菌对玉米须的致病力降低,
但不影响对小麦的致病力和DON毒素的合成。

2.4 Fgeaf7突变体对不同细胞压力和杀菌剂的

敏感性

将野生型和突变体Fgeaf7接种至含300μg·

mL-1 刚果红、1.2μmoL·L-1NaCl、0.02%SDS、

0.25μg·mL-1 多菌灵、0.08μg·mL-1 咯菌腈、

0.25μg·mL-1 氰烯菌酯和0.2μg·mL-1 戊唑

醇的PDA培养基培养3d的生长状态如图5A,
计算不 同 处 理 菌 株 的 菌 丝 生 长 抑 制 率,发 现

Fgeaf7突变体对刚果红、NaCl、多菌灵、咯菌腈、
氰烯菌酯和戊唑醇的敏感性与野生型相比无显著

性差异(图5B),对SDS的敏感性显著低于野生

型(图5B)。推测Fgeaf7突变体对细胞壁胁迫的

敏感性降低。

2.5 Eaf7结构域对FgEaf7功能的影响

FgEaf7中包含一个保守的Eaf7结构域,利用

split-marker的方法敲除野生型菌株PH-1的Eaf7
结构域(图6A),并经测序验证,得到FgEAF7△Eaf7结

构域缺失突变体(图6B)。对FgEAF7 △Eaf7突变体的

生长、产孢、致病性和对不同压力及杀菌剂的敏感性

等表型进行测定,发现其表型与突变体Fgeaf7的表

型无显著性差异(图3~图5)。因此,结构域Eaf7对

于禾谷镰刀菌FgEaf7发挥完整的功能是必需的。

·145·第4期 江 航等:禾谷镰刀菌NuA4组蛋白乙酰转移酶复合体亚基FgEaf7的功能研究



  A:菌株PH-1、E7ED和E7接种小麦幼苗第7天图;B:菌株PH-1、E7ED和E7接种引起的小麦幼苗茎部病斑长度;C:菌株PH-1、
E7ED和E7扬花期接种小麦穗后第14天图;D:菌株PH-1、E7ED和E7接种小麦穗后的病穗数;E:菌株PH-1、E7ED和E7接种点单籽

粒中DON毒素含量;F:菌株PH-1、E7ED和E7接种玉米须后第7天图;G:菌株PH-1、E7ED和E7接种引起的碎米须病斑长度。
A:WheatseedlingsinoculatedwithPH-1,E7ED,andE7strainswerephotographedat7dpi;B:Thelesionsizeonwheatseedling

stemscausedbyPH-1,E7ED,andE7strains;C:FloweringwheatspikesinoculatedwithPH-1,E7ED,andE7strainswerephoto-
graphedat14dpi;D:ThenumberofdiseasedspikeletscausedbyPH-1,E7ED,andE7strains;E:DONlevelsindiseasedwheatspike-
letsinoculatedwithPH-1,E7ED,andE7strains;F:CornsilkswereinoculatedwithcultureblocksofPH-1,E7ED,andE7strainsand
examinedat7dpi;G:LesionsizeoncornsilkscausedbyPH-1,E7ED,andE7strains.

图4 Fgeaf7和FgEAF7△Eaf7突变体对植物的致病力

Fig.4 PathogenicityofFgeaf7andFgEAF7 △Eaf7mutantsonplants

2.6 FgEaf7在基因转录过程中的作用

转录组测序结果表明,与野生型相比,Fgeaf7
中分别有1157和693个上调和下调差异表达基

因。对差异表达基因进行GO功能富集分析,发
现上调基因主要富集到孢子形成、细胞发育与分

化和细胞壁生物合成等过程(图7A),下调基因主

要富集到氨基酸的生物合成与代谢过程、小分子

物质的生物合成与代谢过程、转氨酶活性和有机

酸的生物合成与代谢等过程(图7B)。一些与生长

密切相关的基因在Fgeaf7突变体中下调表达,比如

FGSG_00296(FgILV1)、FGSG_02056(FgILV3A)、

FGSG_10118(FgILV5)、FGSG_01092(FgRRD2)、

FGSG_06963(FgTIP41)和 FGSG_04220(Fg-
SWI6);此外,还有一些敲除致死的基因FGSG_

01137(FgMPS1)、FGSG_01271(FgCDC5)、和

FGSG_09408(FgKIN3)也在Fgeaf7突变体中下

调表达。这些基因的下调表达可能与Fgeaf7突

变体的生长缺陷相关。
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  A:菌株PH-1、E7ED和E7在含有刚果红、NaCl、SDS、多菌灵、咯菌腈、氰烯菌酯和戊唑醇的PDA培养基上培养3d的生长情
况;B:在含有刚果红、NaCl、SDS、多菌灵、咯菌腈、氰烯菌酯和戊唑醇的PDA培养基上,菌株PH-1、E7ED和E7菌丝抑制率。图柱上不
同字母表示菌株之间差异在0.05水平上显著。

A:Three-day-oldculturesofPH-1,E7ED,andE7strainsgrownonregularPDAsupplementedwithcongored(CR),NaCl(NC),
SDStebuconazole(Teb),fludioxonil(Flu),phenamacril(Phe),andcarbendazim(Car);B:Thepercentageofmycelialgrowthinhibition
ofPH-1,E7ED,andE7strainsinPDAcultureswithCR,NC,SDS,Car,Flu,Phe,andTebcomparedtothatinPDAcultureswithout
stresses.Differentlettersonthecolumnsindicatesignificantdifferenceamongdifferentstrainsat0.05level.

图5 Fgeaf7和FgEAF7△Eaf7突变体对不同细胞压力和杀菌剂的敏感性
Fig.5 SensitivityoftheFgeaf7andFgEAF7 △Eaf7mutantstodifferentcellularstressesandfungicides

  A:构建FgEAF7△Eaf7突变体的引物示意图;Eaf7结构域和潮霉素磷酸转移酶基因分别用橙色和灰色箭头标记;敲除结构域突变体
通过三次同源重组构建。B:通过测序分析比较野生型和FgEAF7△Eaf7突变体,确定Eaf7结构域的缺失;红色和绿色方框表示Eaf7结构
域上游和下游的DNA序列,蓝色方框表示编码Eaf7结构域的DNA序列。

A:SchematicrepresentationofprimerdesignforgeneratingFgEAF7 △Eaf7mutationconstructs.TheEaf7domainandhygromycin
phosphotransferasecassettearemarkedwithorangeandgrayarrows,respectively.Knockoutofdomaindeletionmutantsweregenerated
bythreehomologousrecombinationevents.B:SequencinganalysiswasperformedtoidentifydeletionofEaf7domaininFgEAF7 △Eaf7

mutantscomparedtothewildtype.TheredandgreenboxesrepresenttheupstreamanddownstreamDNAsequencesoftheEaf7do-
main,respectively,whiletheblueboxrepresentstheDNAsequenceencodingtheEaf7domain.

图6 基因FgEAF7的Eaf7结构域敲除及验证
Fig.6 KnockoutandverificationoftheEaf7domainofgeneFgEAF7
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图7 Fgeaf7突变体中上调基因(A)和下调基因(B)的GO富集分析

Fig.7 GOenrichmentanalysisoftheupregulatedgenes(A)anddownregulatedgenes(B)inFgeaf7mutant

3 讨论

研究发现,在酿酒酵母中,乙酰转移酶复合体

NuA4由 Act1、Arp4、Eaf1、Eaf3、Eaf5、Eaf6、

Eaf7、Epl1、Esa1、Swc4、Tra1、Yaf9和 Yng2共

13个亚基组成[39]。酿酒酵母eaf7突变体在富营

养培养基中能够正常生长,但对温度较野生型敏

感,在甲磺酸甲酯、雷帕霉素和甲酰胺存在的情况

下生长出现明显缺陷[40-41]。在禾谷镰刀菌中,敲
除酿酒酵母中YNG2的同源基因FNG1,fng1突

变体的生长速率相较于野生型降低90%,失去了

产生分生孢子的能力[28]。本研究敲除禾谷镰刀

菌的基因FgEAF7后,其突变体的生长速率下降

了5.3%,对刚果红和SDS的敏感性下降;但并未

对分生孢子的产生、致病力以及DON毒素的生

物合成产生显著影响。这些结果表明,FgEAF7
基因可能主要参与调控禾谷镰刀菌的营养生长和

细胞壁发育过程。突变体Fgeaf7对小麦穗部和

茎基部的致病力与野生型无显著性差异,但对玉

米须的致病力显著低于野生型。这可能与寄主和

接种方式不同有关。
对FgEaf7的氨基酸序列分析发现,FgEaf7

中存在一个Eaf7结构域,该结构域在真菌中保守

存在。本研究对FgEaf7的Eaf7结构域进行敲

除,发现FgEAF7 △Eaf7突变体的表型与Fgeaf7突

变体相似,表明Eaf7结构域是该基因功能不可或

缺的组成部分。转录组分析显示,FgEAF7的缺

失导致大量基因差异表达,在下调表达的基因中,

包括3个必需的蛋白激酶FgMPS1、FgCDC5和

FgKIN3[42];对生长、产孢、DON毒素生物合成和

侵染非常重要的苏氨酸脱氢酶FgILV1[43]、二羟

酸脱 氢 酶FgILV3a[44]以 及 酮 酸 还 原 异 构 酶

FgILV5[45]也都在Fgeaf7突变体中下调表达;此
外,下调表达基因2A型磷酸酶激活子FgRRD2
和FgTIP41[46,47]以及转录辅因子FgSWI6 [48]在生

长和 侵 染 过 程 都 具 有 关 键 作 用。由 于 基 因

FgEAF7对许多关键基因表达有重要作用,这可

能是导致Fgeaf7突变体在生长等过程出现缺陷

的原因。综上所述,禾谷镰刀菌中NuA4组蛋白

乙酰转移酶复合体的FgEaf7亚基对其生长和细

胞壁形成有调控作用,Eaf7结构域是其功能必要

组成部分。这些发现为进一步研究植物病原真菌

的发病机制和病害防控提供了理论基础。
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