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摘要：［目的］杨生褐盘二孢的单芽管专化型和多芽管专化型分别引起白杨组和黑杨组（包括青杨组）杨树的褐斑

病，其分化机制有待阐明。［方法］本文在专化性互作体系建立的基础上，利用荧光染色标记研究了病菌孢子在专

化性寄主侵染过程中的萌发发育情况，并通过ＲＴｑＰＣＲ分析了黑杨寄主抗病相关基因在应答两专化型侵染过程中
的不同表达。［结果］结果发现多芽管分生孢子在黑杨寄主上能完成发育并成功侵染，单芽管分生孢子也能成功萌

发和发育，但不能侵入黑杨寄主；黑杨抗性基因在两专化型侵染发育过程中均能被诱导表达，但在表达时间和表达

量上，除基因ＷＲＫＹ８９的表达较为一致外，病程相关基因ＰＲ５、ＰＲ１０、ＮＰＲ１和ＬＡＲ３在二者间的表达存在差异。［结
论］研究结果初步表明病原专化型可能是寄主与病原专性互作的表型，这一认识将有助于进一步探明杨树褐斑病

病原专化型形成和分化的机制。
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　　病原菌种内专化型的分化机制是植物病理学研
究的基本问题，揭示其中的机制对于认识病害发生

规律和提出防治策略均具有重要意义［１］。杨生褐盘

二孢（Ｍａｒｓｓｏｎｉｎａｂｒｕｎｎｅａ（Ｅｌｌ．ｅｔＥｖ．）Ｐ．Ｍａｇｎ．）
是引起杨树早期落叶和树势衰弱的重要病原

菌［２－３］，针对不同杨树寄主，该菌分化为多芽管和单

芽管两个专化型，并在自然界分别只侵染亲和性黑

杨（Ａｉｇｅｉｒｏｓ）（包括青杨 Ｔａｃａｍａｈａｃａ）派系寄主和白
杨派系（Ｌｅｕｃｅ）寄主［２，４］。有研究表明，籍于 ＩＴＳ分
子系统发育以及其它遗传分子标记，在一定程度上

可区分两个专化型［５－６］，尤其ＩＴＳ２遗传特征能区分
聚类不清的专化型［６］，这说明两个专化型的分化具

有一定的分子遗传基础。但这种分化基础在病原与

寄主互作水平上的表现并未给予揭示，专化型是病

原侵入寄主过程中与寄主互作的表型体现，是病原

与寄主互作生态进化的结果，其中寄主的病程相关

蛋白可能参与或奠定了专化性的发生基础［１］。为

此，作者在明确黑杨寄主对两个专化型侵染具有响

应的基础上，通过分析已有相关病原专化型侵染与

杨树互作过程的研究报道，选取了具有抗病标记作

用的杨树寄主基因，如水杨酸（ＳＡ）诱导表达防卫基
因 ＰＲ５（类奇异果糖蛋白）、抗性基因 ＰＲ１０、ＳＡＲ
（ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｑｕｉｒｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ）信号途径中起关键调
控因子的非病程相关基因表达基因 ＮＰＲ１（Ｎｏｎｅｘ
ｐｒｅｓｓｏｒｏｆＰａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄＧｅｎｅｓ１）、抗病调控转
录因子ＷＲＫＹ以及和对褐斑病病菌菌丝有抑制作
用的无色花色素还原酶基因（ＰｔｒＬＡＲ）等进行分析
研究，结果初步证明了杨生褐盘二孢和寄主的互作

是形成杨树专化型的基础之一。

１　材料与方法
１．１　杨生褐盘二孢和供试黑杨材料

杨生褐盘二孢多芽管专化型菌株 ＲＨＨＢ分离
自河北任丘黑杨（Ｐｏｐｕｌｕｓｄｅｌｔｏｉｄｓ），单芽管专化型菌
株ＲＨＢＨ分离自北京昌平白杨（Ｐ．ｔｏｍｅｎｔｏｓａ）。菌
株保藏于中国林业科学研究院森林生态环境与保护

研究所病理室。

供试黑杨为一年生扦插苗盆栽苗。扦插于第二

年３月份，７—８月份成熟叶片用于接种试验。

１．２　专化型菌株侵染黑杨试验及过程观察
孢子悬浮液制备：两专化型菌株 ＲＨＨＢ和 ＲＨ

ＢＨ分别在ＰＤＡ培养基上培养３０ｄ，无菌水洗脱孢
子，分别制备成浓度为１０６个·ｍＬ－１的孢子悬浮液
用于接种。

侵染试验及病情分级：７—８月份，选取健康长
势相近的一年生的黑杨扦插植株进行处理试验。每

株选取７ ８片健康成熟叶片用于涂抹接种，塑料
袋保湿４８ｈ。对照设置为接种无菌水。选取接种后
２、８、２４、９６ｈ观察记录侵染过程和发病情况，该时间
点对应孢子萌发的不同发育阶段和侵染阶段。发病

程度依据病情指数统计，病情指数分级标准见表１。
表１　离体叶片接种病情分级标准

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｉｓｅａｓｅｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｔａｎｄａｒｄｏｆｐｏｐｌａｒ

ｌｅａｖｅｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｉｎｖｉｔｒｏ

病级

Ｄｉｓｅａｓｅｓｔａｇｅ
病斑数·ｃｍ－２叶面
Ｓｐｏｔｓｎｏ．／ｃｍ２ｉｎｌｅａｆ

抗病程度

Ｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｌｅｖｅｌ
０ ０ 免疫

１ ０．１ １０ 高抗

２ １０．１ ２４．０ 中抗

３ ＞２４，病斑离散 中感

４ ＞２４，病斑联合 高感

侵染过程观察：黑杨接种叶组织经徒手切片［７］

后，放在载玻片上，滴加 ０．００１％的荧光增白剂
（１８９０９－１００ＭＬ－Ｆ，Ｓｉｇｍａ），黑暗条件下染色５ｍｉｎ
后，在倒置荧光显微镜（徕卡 ＤＭＩ６０００Ｂ）观察褐盘
二孢孢子在黑杨叶片的发育侵染过程。

１．３　荧光定量ＰＣＲ分析黑杨响应不同专化型菌株
侵染的相关基因表达

　　取接种后第２、２４、９６ｈ处理组黑杨和对照叶组
织，用锡箔纸包裹立即放到液氮中１ｍｉｎ，然后取出
放入－８０℃冰箱中保藏至ＲＮＡ提取。

ＲＮＡ提取及反转录：实验采用 ＣＴＡＢ法提取
ＲＮＡ［８］。用１％琼脂糖凝胶及ＮａｎｏｄｒｏｐＮＤ１０００仪
对ＲＮＡ完整性和质量进行检测。反转录前，用ＲＱ１
ＲＮａｓｅＦｒｅｅＤｎａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ）去除 ＲＮＡ样本中的
ＤＮＡ，并将 ＲＮＡ的浓度稀释为 １００ｎｇ·μｌ－１，取
１０μｌＲＮＡ作为反转录起始模板，反转录试剂盒采用
ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（Ｔｈｅｒ
ｍｏ），按说明书进行。

３８５
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１．４　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
以病程相关蛋白 ＰＲ５、ＰＲ１、ＮＰＲ１，ＷＲＫＹ基因

家族的基因 ＰｔｒＷＲＫＹ８９以及无色花色素还原酶基
因ＰｔｒＬＡＲ３为定量表达基因，内参基因为 ＡＣＴＩＮ。
内参基因与目的基因扩增效率 Ｍ值 ＜０．１。上述基
因扩增引物（表２）见相关文献［９－１２］，且其专化性经

过实验验证。

基因表达定量采用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）相对定量 ２－ΔΔＣｔ法。其中 ΔΔＣｔ的计算方法
如下：

ΔＣｔ＝Ｃｔ（目的基因）— Ｃｔ（参考基因）
△△Ｃｔ＝△Ｃｔ（试验样品）—△Ｃｔ（基准样品）
△Ｃｔ（试验样品） ＝ Ｃｔ（试验样品，目的基

因）—Ｃｔ（试验样品，内参基因）
△Ｃｔ（基准样品） ＝ Ｃｔ（基准样品，目的基

因）—Ｃｔ（基准样品，内参基因）
定量ＰＣＲ的反应体系为２０μＬ，每个处理３个

重复。反应程序：９５℃预变性１０ｍｉｎ；９５℃变性 １０
ｓ，６０℃退火６０ｓ（开启荧光），４０个循环。定量 ＰＣＲ
仪为ＲｏｒｏｔＧｅｎｅ６０００。

表２　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ中目的基因的引物
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅＰｒｉｍｅｒｓｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

基因Ｇｅｎｅ 蛋白ＩＤＰｒｏｔｅｉｎＩＤ ５’引物５’ｐｒｉｍｅｒ ３’引物３’ｐｒｉｍｅｒ 产物大小 Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ

ＰＲ５ ６６９４７５ ＣＧＡＡＡＣＣＡＡＴＧＣＣＣＴＴＡＣＡＣ ＣＡＡＴＣＡＣＣＴＧＴＣＴＣＧＣＡＣＡＴ １３９
ＰＲ１０ ８２７３９０ ＧＴＴＴＧＧＡＴＧＧＡＧＧＧＡＧＴＴＧＡ ＣＡＧＴＣＣＴＴＣＧＧＴＣＴＴＣＴＴＧＣ １２２
ＮＰＲ１ ２５３２４１ ＧＡＣＧＡＧＧＡＡＧＡＣＡＡＡＣＣＡＧＴＧＣＧ ＣＧＡＣＧＡＴＡＣＴＴＣＣＣＣＡＧＴＴＧＣＴＣ １５４

ＰｔｒＷＲＫＹ８９ ７４８４６３０ ＴＣＣＡＡＣＧＡＴＣＣＡＣＡＡＴＡＡＣＣ ＴＡＡＡＡＣＡＴＣＡＣＣＧＣＣＧＴＣＴＣ １５７
ＰｔｒＬＡＲ３ ＣＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＣＡＧＴＴＡＡＡＧ ＣＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＡＧＣＴＣＴＣＡＡ １４０
Ａｃｔｉｎ ＥＦ４１８７９２．１ ＴＣＡＴＣＧＧＡＡＴＧＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＧＴＡ ＴＡＧＴＧＧＡＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＡＡ １１７

２　结果与分析

２．１　两专化型菌株侵染黑杨
经接种试验调查，两专化型在供试黑杨上产生

的发病率情况分别是：多芽管专化型菌株 ＲＨＨＢ从
２９．２ ５０％；单芽管专化型菌株 ＲＨＢＨ从 ０
８．３％，分别表现为感病和抗病（表３）。这与自然界
专化型侵染相应寄主发病的现象是一致的。

杨生褐盘二孢黑杨专化型 ＲＨＨＢ和白杨专化
型ＲＨＢＨ在黑杨叶片上的发育过程（图１、２）基本一
致，即在接种２ｈ时，分生孢子开始萌发，在２ １２ｈ
逐渐长出芽管；１２ｈ时始见附着孢；在２４ｈ时产生
大量附着孢；４８ ９６ｈ时产生先菌丝。
表３　杨生褐盘二孢接种黑杨叶片感病病情分析结果

Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆＰ．ｎｉｇｒａ

ｌｅａｖｅｓｉｎｏｃｕｌａｔｅＭ．ｂｒｕｎｎｅａ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

黑杨

批次

Ｂａｔｃｈ
数量

Ｎｏ．
病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ
病情

Ｄｉｓｅａｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ＲＨＨＢ ２ ５ ６ ２９．２ ５０ 中感

ＲＨＢＨ ２ ２ ６ ０ ８．３ 高抗

　　注：叶片的感病程度以病情指数作为衡量标准，抗病程度与感病
指数之间的对应关系是：免疫，０；高抗０．１ １０；中抗１０．１ ２４．０；
中感２４．１ ５０．０；高感５０．１ １００。

　　ＲＨＨＢ在黑杨叶片表面开始大量形成先菌丝，
先菌丝先端接触到叶片后膨大形成附着孢，由此开

始侵染叶片。菌丝在扩展过程中逐渐形成分生孢子

盘，接种叶片在１０ｄ可以看到产生病斑，病斑颜色
由褐色逐渐加深至黑色；而 ＲＨＢＨ产生少量先菌丝
后就不再对叶片侵染，接种１０ｄ后也未发现叶片表
面有病斑出现。

表４　相对定量的相关参数
Ｔａｂｌｅ４　Ｒｅｌａｔｉｖｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

基因Ｇｅｎｅ Ｒ２值 Ｒ２ｖａｌｕｅ Ｍ值 Ｍｖａｌｕｅ Ｅ值Ｅｖａｌｕｅ

Ａｃｔｉｎ ０．９９３７６ －３．２０８ １．０５
ＰＲ５ ０．９８６６３ －３．２１８ １．０５
ＰＲ１０ ０．９７４９６ －３．１７８ １．０６
ＮＰＲ１ ０．９９５８１ －３．１７７ １．０６

ＰｔｒＷＲＫＹ８９ ０．９８１５８ －３．２０８ １．０５
ＰｔｒＬＡＲ３ ０．９９１９２ －３．２１２ １．０５

２．２　黑杨抗性基因对两专化型侵染的响应表达
选择内参基因 Ａｃｔｉｎ和五个目的基因的标准曲

线的相关系数 Ｒ２＞０．９７，扩增效率 Ｅ值为１．０５和
１．０６，两者的 Ｍ值相差小于０．１（表４）。扩增后的
产物可通过溶解曲线的峰型图直观判断，内参Ａｃｔｉｎ
和五个目的基因的ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ产物经过电泳均为
单一条带（图３），表明扩增产物特异性较高。这些结
果均符合实时荧光定量ＰＣＲ标准曲线相关标准，满足
后续试验要求，可以进行荧光定量ＰＣＲ试验［１３－１４］。

黑杨５个抗性基因在叶片分别接种孢子２ｈ、２４
ｈ、９６ｈ后的表达情况如下（图４）。
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图１　黑杨专化型菌株侵染黑杨叶片过程

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅＡｉｇｅｉｒｏｓＢｉｏｔｙｐｅｓｓｔｒａｉｎｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｌｅａｆｏｆＰ．ｎｉｇｅｒ

图２　白杨专化型菌株侵染黑杨叶片过程

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅＬｅｕｃｅＢｉｏｔｙｐｅｓｓｔｒａｉｎｉｎｆｅｃｔｉｏｎｌｅａｆｏｆＰ．ｎｉｇｅｒ

图３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ产物凝胶电泳

Ｆｉｇ．３　ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

　　在黑杨应答杨盘二孢侵染的过程中，随着孢子
在叶片上的萌发生长和侵染，抗病基因对不同专化

型的表达也呈现不同的变化。多芽管专化型（黑杨

专化型）病菌侵入时，黑杨在接种 ２ｈ时孢子萌发
时，均上调表达了５个抗性基因，其中 ＰＲ１０上调最
为显著；至接种后２４ｈ时病菌附着孢形成，寄主中
这５个基因均呈现显著下调表达，显示出寄主对这
一时期病菌侵染过程抗性的减弱；而接种９６ｈ时，

病菌先菌丝形成并侵入后，仅有 ＰｔｒＷＲＫＹ８９和 Ｐｔｒ
ＬＡＲ３显著上调表达，其余３个基因的表达与孢子萌
发期的表达水平几乎持平。

而黑杨对单芽管专化型（白杨专化型）病菌相

同发育阶段和侵染过程的应答，则是接种 ２ｈ时，
ＰＲ１０和 ＰｔｒＷＲＫＹ８９显著上调表达，而其余３个基因
的表达微式上调；接种 ２４ｈ时病菌形成附着孢，
ＰＲ５、ＮＰＲ１和ＰｔｒＬＡＲ３持续明显上调，至接种９６ｈ
时，这３个参与病菌先菌丝形成和侵入阶段的抗性
基因表达达到检测时间内的最高表达量；而 ＰＲ１０
在接种２４ｈ和９６ｈ时持续下调，ＰｔｒＷＲＫＹ８９则在接
种２４ｈ时有所下调后，接种９６ｈ时又有上调至病原
菌侵染之处２ｈ的表达水平。因此，黑杨中５个抗
性基因对两专化型的表达谱没有一个是相似的。可

见，两专化型在侵染时，与寄主的互作在分子水平上

存在显著差异。

３　讨论
侵染杨树的杨生褐盘二孢两个专化型具有一定

的遗传基础［４－６］。１１条随机扩增 ＤＮＡ多态性引物

５８５



林　业　科　学　研　究 第３０卷

注：黑色条框表示黑杨专化型菌株接种黑杨叶片的样本表达情况，白色条框表示白杨专化型菌株接种黑杨叶片的样本表达情况。

Ｎｏｔｅ：ＴｈｅｂｌａｃｋｂｏｘｓｈｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｉｇｅｉｒｏｓＢｉｏｔｙｐｅｓｓｔｒａｉｎｉｎｏｃｕｌａｔｅｌｅａｖｅｓ，ｔｈｅｗｈｉｔｅｂｏｘｓｈｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｅｕｃｅＢｉｏｔｙｐｅｓＳｔｒａｉｎｉｎｏｃｕｌａｔｅｌｅａｖｅｓ．

图４　目的基因在不同时期ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ相对定量表达

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｓａｍｐｌｅｓｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔａｇｅｓｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

（ＲＡＰＤｓ引物）能扩增到７６条带，能将国内４２株杨
盘二孢聚类成主要的两组，并与寄主来源对应；仅有

一株不在两组内，而被认为是过渡型［５］，而这过渡型

在ＩＴＳ２结构的分型中得以归化为两组之一［６］。因

此，杨盘二孢专化型是病原菌适应和遗传进化的结

果。但我们不了解这遗传形成的进化压力，最新研

究认为病原与寄主分子互作是压力构成的主要因素

或主导因素［１５］。自然界杨树褐斑病只发生在专化

型褐盘二孢与其亲和的杨树组寄主中，不发生交叉

侵染。供试的白杨专化型褐盘二孢（单芽管专化

型）孢子能在供试黑杨上发育，但不能侵染。虽然在

供试黑杨上也出现有８．３％的坏死病斑，但这些均
属于过敏性坏死（张琰锋，资料待发表）。因此，杨

树寄主对褐盘二孢的选择性或二者之间的互作是形

成专化型的分化的可能因素。

在杨树抗病抗逆的研究中，发现了一些抗性关

联的常规表达基因［９－１１，１６－１７］。本文利用的５个基因
中，ＰＲ５（类奇异果糖蛋白）是病程相关基因，由水杨

酸（ＳＡ）诱导表达的防卫基因；ＰＲ１０蛋白是具有多
种小亚类的胞内蛋白，表现抗菌、体外酶活性、参与

植物次生代谢、抵御非生物胁迫等复杂的生物学功

能；ＮＰＲ１是系统获得性抗性（ｓｙｓｔｅｍｉｃａｃｑｕｉｒｅｄｒｅ
ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＳＡＳ）信号途径关键调控因子之一，诱导 ＰＲ
相关基因表达；ＰｔｒＷＲＫＹ８９为 ＷＲＫＹ基因家族，参
与发育和生理过程调节，高通量转录组分析发现该

族蛋白在杨树黑斑病、水杨酸途径、创伤等过程都表

现抗性调控，并且加速 ＰＲ相关基因表达；最后，Ｐｔｒ
ＬＡＲ３为无色花色素还原酶基因（ＰｔｒＬＡＲ），分离自毛
果杨叶片，能抑制黑斑病菌菌丝的生长。这些基因

在植物与病原物互作过程中发挥着一定作用，在病

原菌侵染的不同时期，其表达也存在差异性。

从这５个抗病相关基因在侵染过程中的表达变
化可见（图４），黑杨寄主对病原菌的调控表达，在病
原菌接触起始就有了响应。现已知病原菌孢子在叶

组织表面萌发至附着孢形成，寄主的主要应答方式

是对病原菌相关分子程式（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏ
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ｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）因子识别引起的抗性，这种
抗性非常容易被长期进化和适应了的病原菌所克

服［１３］。自然界杨生褐盘二孢的两个专化型上，与黑

杨有着长期互作适应进化的是多芽管专化型。在我

们的研究结果中，也呈现出二者的这种适应关系。

如在２ｈ ２４ｈ间，黑杨对多芽管专化型（ＲＨＨＢ）
的接触和识别，在５个抗性基因中，寄主除 ＰＲ１０在
孢子萌发阶段有强烈上调相应和迅速下调外，其余

４个抗性基因并没有显示积极的显著上调表达，说
明病原菌进化出适应寄主抗性的能力，并进而分泌

效应物克服黑杨对ＰＡＭＰｓ的抗性，致使黑杨发生病
害［１８］。而面对单芽管专化型的病菌侵染，在２ｈ病
原菌萌发开始，黑杨寄主这５个基因就具有强烈应
答表现，而且其中三个基因的表达强度随单芽管病

原菌发育侵染过程不断增加，显示出该专化型与黑

杨寄主的不亲和性。这可能是单芽管专化型在与黑

杨寄主长期进化过程中，未发展出适应性互作关系

的结果，致使黑杨寄主对此专化型表现出高度抗性

或免疫。这种抗性从组织病理学的角度也可以发现

（图１），相对于多芽管专化型孢子发育形成附着孢
之后，表现的继续旺盛生长而言，单芽管专化型孢子

则在黑杨上萌发形成附着孢后，菌丝的发育即陷入

停滞（图２）。这些观察到的性状比较，在之前的研
究中并未给予揭示或提示。当然，更为明确的区别

特征有待于进一步通过更细致的分子组织病理学的

方法给予阐述。

４　结论
杨生褐盘二孢专化型的分化除了长期进化适应

导致的遗传变异外，还可能与寄主互作过程相关。

本文通过两个专化型菌株对黑杨侵染过程的组织病

理学、及其关联的抗性基因表达变化的研究，发现了

黑杨对两个专化型有着不同的应答图谱，进而认为

病原菌专化型的分化与寄主的互作是密切相关的，

杨生褐盘二孢与杨树寄主的互作对其专化型分化具

有选择压力的作用。其机制有待于后续互作转录组

学来做进一步的阐明。
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