
第３８卷 第４期

２０１９年　７月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３８　No．４

July２０１９,４５~５４

收稿日期:２０１９Ｇ０３Ｇ０６
基金项目:国家自然科学基金项目(３１８７１８５０)
王　萌,硕士研究生．研究方向:果蔬贮藏与保鲜．EＧmail:１４０３１１８０３５＠qq．com
通信作者:彭丽桃,博士,教授．研究方向:农产品贮藏与加工．EＧmail:penglt１２＠mail．hzau．edu．cn

柑橘采后病原菌意大利青霉 creA 基因的
克隆及表达分析
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摘要　为初步分析柑橘采后病原菌意大利青霉(Penicilliumitalicum)碳代谢调控因子 CreA 的功能,克隆

到意大利青霉的creA 基因.PicreA 基因全长１２３６bp,无内含子,PiCreA蛋白由４１１个氨基酸组成,含有２个

转录因子典型的锌指结构域.系统进化分析表明,PiCreA 蛋白与扩展青霉(Penicilliumexpansum)亲缘性最

高.采用荧光定量PCR方法,观察到PicreA 基因面对不同碳源诱导具有不同的表达响应.对于单糖一般在短

时间内诱导得到较高表达,随着时间延长,抑制碳源葡萄糖诱导PicreA 呈现先下降再上升的趋势,推测发生了

PicreA 的自我抑制;而在去抑制碳源木糖环境中,PicreA 的表达量略有下降并逐渐保持相当高的水平.对于非

糖类的去抑制碳源乙醇,PicreA 基本维持稳定的较高表达状态.PicreA 基因在整个意大利青霉侵染柑橘过程

中稳定表达.
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　　柑橘采后病害青霉病由意大利青霉(PenicilliＧ
umitalicum)引发,可造成采后经济损失的１０％~
３０％[１].目前控制青霉病的方法主要依赖化学农药

防治,但由于农药种类相对单一,且长期使用会导致

病原菌的抗药性显著增强[２],生产上药剂使用量的

不断加大,也会极大增加食品安全风险和环境污染

风险[３].寻找高效、安全的控制技术措施,成为防治

柑橘病害、实现绿色保鲜的迫切问题.深入了解意

大利青霉与柑橘果实在采后贮藏期间的相互作用,
是控制果实腐烂问题的关键理论基础.

研究表明,果实采收后,病原菌的感染与宿主的

抗性是不断变化的动态过程[４Ｇ５].在宿主成熟期间,

由果实伤口侵入并逐渐活跃的定植过程,病原菌需

要克服宿主的防御活动,适应不同时期的宿主营养

条件[６].而对于柑橘类水果,伴随不同成熟阶段,果

实中的可溶性糖含量和种类不同[７].为了利用寄主

中的糖类作为碳源,微生物中存在一套全局监控调

节机制,以优先利用简单的碳源,此机制即碳代谢抑

制(carboncataboliterepression,CCR).CCR可以

确保微生物优先利用快速代谢的糖类如葡萄糖,而
不利用复杂的次级碳源,同时抑制与次级碳源利用

的相关基因表达[８].
目前已经对酿酒酵母(SaccharomycescerevisiＧ

ae)中的CCR进行了大量研究,包括葡萄糖存在时

对其碳代谢的影响,及葡萄糖缺失时替代碳源的解

除抑制过程[９].在丝状真菌中,对遗传模式生物构

巢曲霉(Aspergillusnidulans)中的 CCR进行了最

广泛的研究[１０].在A．nidulans中的 CCR已被确

定与 CreA(cataboliteresponsiveelements,Cre)、

CreB、CreC 和 CreD 相关[１１].其中 CreA/Cre１作

为一种核心调控因子,通过与丝状真菌中靶基因的

启动子区域结合直接调节 CCR.含有２个 Cys２

His２锌指结构域[１２]的负调控因子 CreA/Cre１在多

个丝状真菌中被报道,包括黑曲霉(AspergillusniＧ
ger)[１３]、核盘菌(Sclerotiniasclerotiorum)[１４]、镰刀

菌 (Fusarium oxysporum )[１５]、里 氏 木 霉 (TriＧ
chodermareesei)[１６]、烟曲霉(AspergillusfumigaＧ
tus)[１７]等.
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CCR被广泛报道可调节真菌生长和致病过程.

CCR机制中的关键转录因子CreA在真菌生长和发

育中具有显著的影响,缺失creA 基因后,禾谷镰孢

菌(Fusariumgraminearum)的生长速率相比野生

型下降了９０％[１８].在黄曲霉(Aspergillusflavus)
中,CreA缺失影响其菌落形态,气生菌丝产生能力

明显减弱,在细胞分化中隔膜数量显著减少,表明

CreA影响黄曲霉的营养生长和发育[１９].对球孢白

僵菌(Beauveriabassiana)的creA 缺失突变体的研

究表明,CreA调节因子的缺失导致其氨基酸毒性,
致病力部分丧失[２０].

本试验克隆PicreA 基因,并观察PicreA 在不

同碳源环境下和致病过程中的表达情况,为进一步

研究该基因在意大利青霉与柑橘果实互作中的调控

作用奠定基础.

1　材料与方法

1.1　菌株与培养基

意大利青霉(Penicilliumitalicum)菌株 PＧ５,
从自然发病柑橘果实上分离,接种表现出典型的青

霉病症状.

PDA培养基:马铃薯２００g,加入１L蒸馏水,
煮沸后取滤液加入蔗糖１０g,琼脂２０g.

PDB培养基:马铃薯２００g,加入１L蒸馏水,
煮沸后取滤液加入蔗糖１０g.

LB培养基:胰蛋白胨１０g,酵母浸粉５g,NaCl
１０g,用２mol/LNaOH 溶液调pH 至７．４,加双蒸

水(ddH２O)至１L.

MM (minimal medium)培 养 基:KH２ PO４

１１mmol/L,NaNO３７０ mmol/L,KCl７ mmol/L,

MgSO４ 􀅰７H２ O ２ mmol/L,ZnSO４ 􀅰７H２ O ７６

μmol/L,FeSO４ 􀅰７H２ O １８ μmol/L,CuSO４ 􀅰

５H２O６．４μmol/L,H３BO３１７８μmol/L,MnSO４􀅰

H２O２５μmol/L,Na２MoO４ 􀅰H２O６．２μmol/L,

CaCl２０．４５μmol/L.
完全培养基:MM 培养基,加入２０g/L葡萄糖.

1.2　试　剂

胶回收试剂盒、质粒抽提试剂盒、真菌 RNA 抽

提试剂盒,购自上海生工有限公司;反转录试剂盒、
荧光定量PCR 试剂盒、DNA Marker、exTaq聚合

酶、T４连接酶,购自宝生物工程(大连)有限公司.

1.3　 PicreA 基因的克隆

从GenBank上分别下载Aspergillusniger(GenＧ
Bank 登 录 号:AAA３２６９０．１)、Trichoderma reesei
(GenBank 登 录 号:BAA０９７８４．１)、Botrytiscinerea
(GenBank登录号:CAA７６３２９．１)和 PenicilliumdeＧ
cumbens(GenBank登录号:AGY４６３５６．１)的 CreA 同

源序列,并用 DNAMAN 软件进行多序列比对,获
得CreA蛋白序列在不同物种间的保守结构域.根

据保守区域设计１对简并引物CreA２ＧF/R,见表１.
抽提意大利青霉的 RNA,并反转录得到cDＧ

NA,以此cDNA 为模板,CreA２ＧF/R 为引物进行

PCR扩增,并进行电泳检测.将扩增得到的７００bp
片段进行纯化回收,由上海生工有限公司完成测序.
将测得的序列利用 BioEdit软件进行本地 DNA 序

列比对(blastn),将这段７００bp序列定位于 NCBI
已公布的意大利青霉基因组中,参考基因组序列,设
计 引 物 CreAＧUＧF/R、CreAＧDＧF/CreA２ＧRＧnew
(表１)对PicreA 基因及其上下游序列进行克隆并

测序.
表１　PCR扩增所用引物序列

Table１　PrimersequencesusedforPCRamplification

引物 Primer 引物序列 Primersequence

CreA２ＧF TTCCACCGNYTNGAGCACC
CreA２ＧR GCNARNGGRGTGTGGTC
CreAＧUＧF CGGGGTACCATCGTCGTCTCCAGGTTC
CreAＧUＧR GCTCTAGAATGTGGTTGGCGTAGTTG
CreAＧDＧF CGGGGTACCTCCAACTACGCCAACCAC

CreA２ＧRＧnew
GCTCTAGAGGATAGAGCGGＧ

GAAATACATAC
ActinＧF CATTGAGCACGGTGTTGTCA
ActinＧR CTGGGTCATCTTCTCACGGT
QＧcreAＧF GCTTGTTACCGCCTCTCATG
QＧcreAＧR TTCGTGCAACCAGGGAATTG

1.4　 PicreA 基因的生物信息学分析

对PicreA 基因上游序列进行启动子区域和顺

式调控元 件 预 测 (http://www．fruitfly．org/seq_

tools/promoter．html;http://bioinformatics．psb．
ugent．be/webtools/plantcare/html/).利用 MEGA
软件构建PiCreA蛋白的系统进化树,并对其相关结

构域进行预测(http://www．ebi．ac．uk/interpro/).在

线分析PiCreA蛋白一级结构和理化性质(https://

web．expasy．org/protparam/),利用SOPMA在线预测

PiCreA蛋白的二级结构(https://npsaＧprabi．ibcp．fr/

cgiＧbin/npsa_automat．pl? page＝npsa_sopma．html),
在线预测PiCreA 蛋白的三级结构(https://swissＧ

６４
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model．expasy．org/＃opennewwindow),同时预测

蛋白磷酸化修饰位点(http://kinasephos．mbc．ncＧ
tu．edu．tw/predict．php;http://www．dabi．temple．
edu/disphos/pred/predict)以 及 亚 细 胞 定 位 (htＧ
tps://psort．hgc．jp/form２．html)、跨膜结构域(htＧ
tp://www．cbs．dtu．dk/services/TMHMM/)和 信

号肽分 析 (http://www．cbs．dtu．dk/services/SigＧ
nalP/).
1.5　 PicreA 基因的定量表达分析

以意大利青霉肌动蛋白基因(βＧActin)作为内

参基因,检测在不同碳源条件下PicreA 基因在转

录水平上的相对表达量.将在完全培养基中培养

４８h的意大利青霉于基础培养基中培养６０min,分
别转入含有２０g/LDＧ葡萄糖、２０g/LDＧ果糖、２０
g/LLＧ木糖、体积分数２％乙醇的基础培养基中,继
续培养１０、３０、６０、１２０min.收集各时间段的菌丝,
抽提总 RNA,反转录得到单链cDNA.qRTＧPCR
反应体系为:SYBRGreenPCRMasterMix１０μL,
不同样本的cDNA(稀释１０倍)２μL,２μmoL/L的

βＧActin(ActinＧF/R,见表１)和PicreA(QＧcreAＧF/
R,见表１)上下游引物DNA 各２μL,双蒸水补足体

积至２０μL.反应程序为:预变性９５℃ ３０s;变性

９５℃５s,延伸６０℃３０s,４０个循环收集荧光信号.
每个样品３次重复,采用相对定量法公式２－ΔΔCt计

算相关基因表达量,数据为“平均值±标准差”.利

用SPSS２１．０进行方差分析,Excel软件绘图.
1.6　 PicreA 基因在侵染果实过程中表达情况

新鲜橙子在体积分数０．１％次氯酸钠溶液中浸

泡２min,用蒸馏水冲洗２遍并晾干.使用接种针在

果实腰部造伤２０针,深度约３mm.将长势一致的

意大利青霉菌丝饼反贴至果实伤口处.将果实放置

于２６℃环境下,分别于５、１０、１５、２０d收集病健部

组织,并抽提 RNA,反转录得到cDNA.以cDNA
为模板,利用意大利青霉βＧActin 和PicreA 引物进

行半定量PCR,循环数设置为２６,确保扩增处于对

数期.PCR反应程序为:９４℃ ５min;９４℃ ３０s;
５８℃ ３０s;７２℃ １０s;７２℃ ５min.对不同样品

cDNA分别扩增βＧActin 和PicreA,PCR扩增产物

在含有溴化乙锭的１０g/L琼脂糖凝胶中电泳,并进

行拍照.

2　结果与分析

2.1　 PicreA 基因的克隆及生物信息学分析

利用 简 并 引 物 CreA２ＧF/R 以 意 大 利 青 霉

cDNA为模板进行扩增,结果获得１条７００bp左右

的条带,见图１.将目的条带割胶回收并克隆测序.
将获得的碱基序列与 NCBI公布的意大利青霉

PHIＧ１ 基 因 组 序 列 (GenBank 登 录 号:GCA _

０００７６９７６５．１)进行本地blastn,将其定位于基因组

中.参考基因组序列,设计引物对PicreA 基因及

其上下游序列进行克隆并测序,得到PicreA 基因

完整序列及其上下游部分序列信息.

　M:２０００bp Marker;１:CreA２ＧF/R 扩增产物.M:２０００bp

Marker;１:AmplificationofprimersCreA２ＧF/R．

图１　简并引物对CreA２ＧF/R扩增产物

Fig．１　AmplificationofdegenerateprimersCreA２ＧF/R

　　与其他丝状真菌[２１Ｇ２２]一致,意大利青霉基因组中

只有单一的creA 基因.PicreA 基因序列和cDNA开

放阅读框(ORF)确定为１２３６bp长,并编码１个含

４１１个氨基酸的蛋白质.预测PiCreA含有２个Cys２

His２锌 指 蛋 白 结 构 域,１ 个 富 含 丙 氨 酸 的 区 域

(AAAAAAA),一些在丝状真菌中保守的 SPXX/

TPXX重复基序[２０],１个在丝状真菌中高度保守的区

域,以及已报道的与碳代谢抑制相关区域,见图２.

图２　意大利青霉CreA蛋白结构域

Fig．２　ProteindomainofPiCreA

７４
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　　根据所获得的１６９１bp长的PicreA 基因上游

序列,使用 BDGP在线预测PicreA 基因的核心启

动子,推测其可能位于－６１０bp(ＧATG)至－６６０bp
(ＧATG)范围内.同时,利用 PlantCARE分析启动

子序列的部分顺式调控元件,发现在该基因 ATG
上游序列中,存在多个启动真核生物基因表达的核

心启 动 子 元 件 TATAＧbox、增 强 子 元 件 CAATＧ
box.在此１６９１bp的基因５′上游区域内发现了３
个PicreA 基因的 DNA 结合位点５′ＧGTGGAGＧ３′
和５′ＧCTGGACＧ３′,见图３.这表明作为一种 DNA
结合蛋白,PiCreA 可能与自身启动子区域结合,并
进行自我抑制调控.

　红色区域为假定的核心启动子区域,划线部分表示顺式作用元件;蓝色区域为假定的PicreA 基因 DNA结合位点.翻译起始密码子

ATG用“＋０”表示.Theredregionistheputativecorepromoterregion,theunderlinedportionindicatesthecisＧactingelement;The

blueregionistheputativePicreAgeneDNAbindingsite．ThetranslationinitiationcodonATGisrepresentedby“＋０”．

图３　PicreA 基因生物信息学分析

Fig．３　BioinformaticsanalysisofPicreA

　　在线分析 PiCreA 蛋白一级结构和理化性质,
结果显示,PiCreA蛋白分子质量约４４．２６ku,共４１１
个氨基酸,其中带负电荷的天冬氨酸和谷氨酸共３２
个,带正电荷的精氨酸和赖氨酸共４０个.该蛋白质

的不 稳 定 指 数 (Ⅱ)为 ６４．２５,为 不 稳 定 蛋 白.

PiCreA蛋白的理论等电点为９．４８.利用SOPMA
在线 预 测 PiCreA 蛋 白 的 二 级 结 构,发 现 存 在

２１．６５％ αＧ螺 旋,３．４１％ 链 延 伸,１．４６％ βＧ转 角,

７３．４８％无规卷曲,见图４.预测蛋白三级结构如

图５所示.

　蓝色:αＧ螺旋;红色:链延伸;绿色:βＧ转角;橙色:无规卷曲.Bluecolor:αＧhelix;redcolor:chainextension;greencolor:βＧturn;orange

color:randomcurl．

图４　意大利青霉CreA蛋白二级结构预测

Fig．４　SecondarystructurepredictionofPiCreA

８４
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图５　PiCreA蛋白三级结构预测

Fig．５　TertiarystructurepredictionofPiCreA

　　 对 PiCreA 蛋 白 磷 酸 化 修 饰 位 点 进 行 预 测

(表２),发现 PiCreA 蛋白可能含有１４个丝氨酸磷

酸化位点,能够分别被６种激酶IKK、PKG、cdc２、

CKII、CKI、ATM 催化,并可能含有３个苏氨酸磷酸

化位点和４个酪氨酸磷酸化位点.预测PiCreA 蛋

白亚细胞定位,其定位在胞外、线粒体、细胞核、细胞

质的可能性分别为４４．４％、２２．２％、２２．２％和１１．１％.
对PiCreA蛋白进行信号肽预测,结果表明,该蛋白

中不含有信号肽序列(见图６A).对 PiCreA 蛋白

跨膜结构域进行在线预测分析,发现该蛋白为位

于细胞 表 面 的 膜 外 蛋 白,未 形 成 跨 膜 区 域 (见

图６B).

图６　PiCreA蛋白跨膜结构域(A)及信号肽预测(B)

Fig．６　Proteintransmembranedomain(A)andsignalpeptideprediction(B)ofPiCreA

　　将PicreA 的翻译蛋白质序列进行蛋白比对

(blastp),结果显示,PiCreA 与扩展青霉PenicilliＧ
umexpansum CreA 蛋白同源 ９９％,与构巢曲霉

AspergillusnidulansCreA 蛋白同源７９％.根据

氨基酸比对结果,采用邻接法构建系统进化树,发现

PiCreA与扩展青霉序列具有最高的同源性,与曲霉

属的CreA蛋白高度同源,见图７.
2.2　 PicreA 定量表达分析

将处于无碳源环境中的意大利青霉转入不同碳

源条件下,发现PicreA 基因对不同碳源响应情况

不同.对于广泛报道的抑制碳源葡萄糖,由饥饿状

态转入含有葡萄糖的环境后,PicreA 基因表达量迅

速升高,后急剧下降,再随着培养时间延长表达量不

断提高(图８A).而在果糖环境,PicreA 基因表达

总体偏高,在很短时间内引起基因表达量激增,后略

有下降而趋于平缓(图８B).对于去抑制碳源木糖,
短时间内最大地激发了PicreA 基因的表达,后表

达量小幅下降但始终保持高表达状态(图８C).非

糖类的去抑制碳源乙醇,情况区别于单糖(己糖或者

戊糖),在这种环境中 PicreA 基因的表达微量上

调,且诱导一定的表达水平(图８D).
2.3　 PicreA 基因在侵染柑橘过程中表达情况

为了 解 意 大 利 青 霉 碳 代 谢 抑 制 调 控 因 子

PiCreA在其侵染柑橘果实过程中的转录情况,分
析了不同侵染时期意大利青霉PicreA 基因的表达

情况.结果发现,在意大利青霉中,PicreA 基因从

侵染初 期 到 侵 染 后 期 一 直 存 在 稳 定 的 表 达,见

图９.

3　讨　论

转录调控机制的研究是表征真菌控制其生长、
对寄主适应性和致病力的一个重要手段.青霉病是

柑橘贮藏期间常见的采后病害,由意大利青霉引起.
意大利青霉一般由果实伤口处侵入,不存在潜伏期,
芽管直接萌发成菌丝,进而产生病害[２３].在侵染过

程中,宿主中的营养物质是意大利青霉的生长发育

来源,面对复杂多变的寄生环境,微生物必须迅速应

对并及时调节以进行最适生长.目前在许多病原微

９４
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图７　PiCreA系统进化树分析

Fig．７　PhylogenetictreeanalysisofPiCreA

　A、B、C、D分别代表以DＧ葡萄糖、DＧ果糖、LＧ木糖和乙醇为碳源.图中相同处理中不同字母代表０．０５水平差异显著.A,B,CandD

representDＧglucose,DＧfructose,LＧxylose,andethanol,respectively．Thedifferentlettersinthesametreatmentsrepresentsignificant

differencesat０．０５level．

图８　PicreA 在不同碳源环境中定量表达分析

Fig．８　QuantitativeexpressionanalysisofPicreAindifferentcarbonsourceenvironments

生物中发现,存在一套对环境碳源响应的机制,将葡

萄糖作为优选碳源,这个机制通常由CreA/Mig１因

子全局调控.
在本试验中笔者成功克隆到意大利青霉creA

基因,并对其生物信息学特性进行了初步分析.

PicreA 基因全长１２３６bp,编码１个含４１１个氨基

酸的蛋白,该蛋白含有２个锌指结构.PiCreA中存

在多个SPXX/TPXX重复基序,目前已确定氨基酸

序列S(T)PXX在结合DNA的调节蛋白中,相比其

他蛋白更常出现[２０].PiCreA中存在连续的丙氨酸

１５
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　不同侵染阶段PicreA 基因的半定量 PCR;１、２、３、４分别代

表侵染５、１０、１５、２０d.SemiＧquantitativePCRofPicreA gene

indifferentstageoftheinfectionprocess;１,２,３and４represent

５,１０,１５and２０d,respectively．

图９　PicreA 基因在侵染柑橘过程中表达情况

Fig．９　ExpressionofPicreAgeneduring
theinfectionprocessofcitrusfruits

区域,有报道称 DNA 转录阻遏物在其对应蛋白中

存在独立结构域,这一结构域可能为富含丙氨酸的

区域[２４],这表明PiCreA蛋白可能也具有抑制功能.
目前在部分丝状真菌中发现,CreA蛋白可作为碳代

谢过程抑制物与一些目的基因的启动子特异性结

合,从而抑制这些基因的表达[２５].

CreA介导的CCR依赖于葡萄糖转运和随后的

磷酸化[２６].目前存在很多关于CreA蛋白磷酸化的

报道,主要发生在翻译后修饰过程中,通过磷酸化和

去磷酸化来控制CreA的定位和功能.在酪氨酸激

酶Ⅱ催化下,里氏木霉Cre１转录因子在其酸性结构

域内Ser２４１处被磷酸化,这种翻译后修饰对于 DNA
结合是必需的,并且确保 Cre１被完全抑制[２７].在

S．cescerevisiae中,CreA 的同源物 Mig１也受到蛋

白激酶Snf１p的磷酸化调控[２８].对PiCreA蛋白磷

酸化位点进行预测,发现大多可能发生在丝氨酸处.
对于多数报道的丝状真菌,当存在抑制碳源如

葡萄糖时,去磷酸化的CreA定位于细胞核,而当生

长环境中缺少葡萄糖时,次级碳源被利用,CreA 发

生磷酸化并定位于细胞质,伴随碳代谢抑制的解

除[２９].预测PiCreA 蛋白的亚细胞定位,发现了其

在细胞核和细胞质中存在的可能性.
在意大利青霉中,迄今尚未见关于 CreA 调控

真菌碳源利用的报道.笔者观察了添加不同碳源对

PicreA 基因表达的影响,以明确在意大利青霉中

CreA介导的碳代谢抑制的可能机制.在转录水平

上,面对不同碳源,PicreA 以不同的方式进行调节.
在缺少碳源的情况下,PicreA 表达水平较低,而当

环境中存在单糖时,在几分钟内诱导表达水平的提

高,对于抑制碳源如葡萄糖,时间延长导致表达水平

的下调,这表明可能存在 CreA 在意大利青霉中的

自我抑制[１９].在PicreA 基因１６９１bp启动子区域

内发现３个PicreA 基因结合位点,进一步表明这

种自我抑制的可能性.对于去抑制单糖如木糖,

PicreA 一直维持高的表达量.对于去抑制碳源如

乙醇,表达量在整个诱导过程基本维持稳定,在１２０
min时,其诱导的PicreA 表达量与抑制碳源葡萄糖

基本一致.这种表达模式类似于在构巢曲霉和里氏

木霉中观察到的情况[２２,３０].
目前已发现CreA影响某些植物病原菌的致病

性.CreA 介导的 CCR 可以控制柑 橘 链 格 孢 菌

(Alternariacitri)的毒力,creA 的过度表达导致病

原菌在柑橘果实果肉处的定殖,这是一种在野生型

菌株中未观察到的现象[３１].缺失creA,导致扩展

青霉几乎完全丧失毒力[３２].关于PicreA 是否可能

参与意大利青霉侵染柑橘的活动,笔者观察了侵染

过程中 PicreA 基因的表达量.在整个侵染过程

中,PicreA 基因存在稳定表达,猜测可能与致病性

相关.
目前已有很多关于creA 基因在丝状真菌中控

制生长、水解酶基因表达、毒力等的报道,而PicreA
基因的具体功能还未见报道,克隆PicreA 基因并

观察其在侵染果实过程中及不同碳源环境中的表达

情况,有利于进一步研究PicreA 在意大利青霉致

病过程所起作用.
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CloningandexpressionanalysisofcreAfromPenicilliumitalicum,
apostharvestpathogenofcitrusfruits

WANG Meng　YANGShuzhen　LIU Hanhan　ZHANG Meihong　PENGLitao

CollegeofFoodScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China

Abstract　InordertoanalyzethefunctionofCreA,acarbonmetabolismregulatorofPenicillium
italicum,whichisapostharvestpathogenofcitrusfruits,thePicreA genewassuccessfullycloned．The
genehas１２３６bpcDNAlengthwithoutintron,whichencodes４１１aminoacidsandcontainstwotypicalzＧ
incfingerdomainsoftranscriptionfactors．PhylogenetictreeanalysisshowedthatthePiCreAproteinhad
thehighesthomologywithPenicilliumexpansum．TranscriptionalanalysisofPicreArevealedacomplex
expressprofileinresponsetodifferentcarbonsources．Formonosaccharide,higherexpressionwasinＧ
ducedinashortperiodoftime．Withtheprolongationoftime,inthecaseofrepressingcarbonsource
suchasglucose,PicreA expressionshowedagradualdeclineandthenincreased．Itwaspresumedthat
selfＧinhibitionofPicreAoccurred．Intermofthedepressingcarbonsourcelikexylose,PicreAexpression
levellightlydecreasedandgraduallyremainedfairlyhigh．FornonＧmonosaccharidecarbonsourcesuchas
ethanol,highlevelofPicreAexpressionwasmaintained．ThePicreAgeneisstablyexpressedthroughout
theinfectionprocessofPenicilliumitalicumoncitrusfruits．

Keywords　citrusfruits;Penicilliumitalicum;creA;carboncataboliterepression;bioinformatics
anaＧlyses;RTＧPCR
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