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　　摘要：为了探明分离自芒果的胶孢炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）漆酶同工酶基因的序列特征，进一步研究
该菌的分子致病机理。以该菌为材料，采用同源克隆和ＲＴ－ＰＣＲ法获得胶孢炭疽菌漆酶基因 Ｌａｃ２（ＫＦ９２４６２５）。结
果表明，其编码区大小为１７８５ｂｐ，编码５９４个氨基酸，分子量为６５．５３ｋｕ，等电点是６．５６，含４个铜离子结合保守结构
域；聚类分析发现，其预测蛋白与西瓜炭疽病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ）的漆酶 ｌａｃｃａｓｅ－１（ＥＮＨ７７１９１．１）同源性最
高，达到７９％；半定量ＲＴ－ＰＣＲ分析表明，在分生孢子不同萌发时段，Ｌａｃ２的表达量有明显的升降趋势，接种后６ｈ表
达量最低，９ｈ最高。可见Ｌａｃ２具备真菌漆酶基因家族的序列特征，初步推测它可能与Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ分生孢子萌发
侵染寄主有关，也可能参与调控芒果胶孢炭疽菌的漆酶活性和抗氧化反应等。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｘｍｐｌｌ＠１２６．ｃｏｍ。

　　漆酶是含铜的多酚氧化酶，能够催化多种酚类化合物及
其衍生物，使之生成相应的苯醌和水，且其催化底物具有广谱

性，在环保、食品、医药、纺织等各个领域具有潜在的应用价

值［１］。最早在漆树上发现漆酶，随后发现其也广泛存在于昆

虫、高等植物、细菌及真菌中［２］。真菌漆酶与致病力、营养生

长、增殖生长、孢子和黑色素的形成、氧化胁迫及渗透调节能

力相关［３－５］。真菌中存在多种漆酶同工酶，且在不同生长期

表达，功能也存在差异［６］，如 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ的 Ｌａｃ１
与Ｌａｃ２的功能截然不同，与野生型相比，Ｌａｃ２突变体失去了
致病力、黑色素含量下降及分生孢子颜色变浅，而 Ｌａｃ１突变
体的黑色素含量略微减少、漆酶酶活却有所上升［７－８］。序列

分析表明，不同漆酶基因氨基酸序列相似性不高，但在铜原子

结合区域的保守性相当高，因此可以根据这些保守区设计简

并引物同源克隆漆酶基因。

　　芒果（ＭａｎｇｉｆｅｒａｉｎｄｉｃａＬ．）隶属漆树科芒果属，是世界五
大著名热带水果之一。由胶孢炭疽菌（Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）引
起的芒果炭疽病是芒果最严重的病害之一，在整个生育期均

可发病，且在贮运期危害最重，是限制芒果产业发展的主要因

素之一。炭疽病菌的致病过程主要是通过病原菌分生孢子附

着在寄主表面，萌发形成附着胞，附着胞内沉积一层黑色素，

前端产生侵染钉侵入寄主并在寄主体内扩展，黑色素在病原

菌穿透寄主组织中起着非常重要的作用，细胞壁降解酶起着

软化细胞的辅助作用［９－１０］，而漆酶又是形成 ＤＨＮ黑色素必
不可少的氧化酶［１１］，因此推测在芒果炭疽菌中漆酶可能通过

干扰附着胞黑色素的合成而影响着该菌的致病力。目前，关

于芒果胶胞炭疽菌的漆酶基因仅见笔者所在实验室报道的

Ｌａｃ１［１２］，为了系统研究各漆酶在芒果炭疽菌中的功能，本研
究采用同源克隆策略，从芒果胶胞炭疽菌中又克隆获得了漆

酶新基因Ｌａｃ２，这为进一步研究其功能打下了材料基础。
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１　材料与方法

１．１　供试菌株
　　芒果胶胞炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）单孢菌株
Ａ２由中国热带农业科学院环境与植物保护研究所鉴定并
提供。

１．２　方法
１．２．１　病原菌菌丝的收集和核酸提取　将 Ａ２接种至 ＰＤＡ
上培养收集菌丝。ｇＤＮＡ的提取按照ＯＭＥＧＡＨＰＦｕｎｇａｌＤＮＡ
Ｋｉｔ说明书操作。ＲＮＡ的提取按照 ＯＭＥＧＡＦｕｎｇａｌＲＮＡＫｉｔ
说明书操作。

１．２．２　Ｌａｃ２基因的ＰＣＲ扩增　采用同源克隆策略。经本地
查找橡胶树胶孢炭疽菌全基因组测序数据，设计特异引物对

Ｌａｃ２－Ｆ（５′－ＡＴＧＧＴＣＧＣＣＡＴＣＡＡＡＧＡＣＣＴＴＡＴＧＡＡ－３′）和
Ｌａｃ２－Ｒ（５′－ＴＴＡＣＴＧＡＣＣＧＣＴＧＴＣＡＡＴＧＡＣ－３′）扩增漆酶
基因，以 Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ基因组 ｇＤＮＡ为模板，扩增体系
（５０μＬ）：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ５μＬ；ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
４μＬ；Ｌａｃ２－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）和Ｌａｃ２－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各２μＬ；
ＴａＫａＲａＴａｑＨＳ０．５μＬ；ＤＮＡ模板１μＬ；加ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。
扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃ ５０ｓ，６０℃ ４０ｓ，７２℃ ２ｍｉｎ，３５
个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物的凝胶回收、连接分别按照
ＯＭＥＧＡ和 ＴａＫａＲａ相应试剂盒操作。用载体通用引物
Ｍ１３－４７和ＲＶ－Ｍ进行ＰＣＲ鉴定后，选择阳性克隆测序（华
大基因生物有限公司）。

１．２．３　Ｌａｃ２基因的 ＲＴ－ＰＣＲ扩增　用 ＤＮＡＭＡＮ１．０软件
对所得 Ｌａｃ２基因全序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中的嗜热毁丝霉（Ｍｙｃｅ
ｌｉｏｐｈｔｈｏｒａｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ）ｌａｃ基因 ｃＤＮＡ序列（索取号：ＸＭ－
００３６５９７９５．１）比对分析后，用推定的 ｃＤＮＡ序列设计引物对
ＲＬａｃ２－Ｆ（５′－ＴＣＧＣＣＡＴＣＡＡＡＧＡＣＣＴＴＡＴＧＡＡＡ－３′）和
ＲＬａｃ２－Ｒ（５′－ＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＣＣＴＴＧＧＡＣＧＧＧＡＴ－３′）用于
扩增 Ｌａｃ２的 ｃＤＮＡ。ＲＴ－ＰＣＲ按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭⅡ Ｈｉｇｈ
ＦｉｄｅｌｉｔｙＲＴ－ＰＣＲＫｉｔ说明书操作，其余同上。
１．２．４　Ｌａｃ２序列分析　用 Ｅｘｐａｓｙ的 ＰｒｏｔＰａｒａｍ在线分析软
件（ｈｔｔｐ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分析该蛋白序列组
分；利用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１软件进行多重序列比对，采用 ＭＥＧＡ
５．１软件通过 ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ方法构建系统进化树，其中
ｂｏｏｔｓｔｒａｐ设为１０００ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ。其余参照文献［１２］。
１．２．５　Ｌａｃ２基因在分生孢子不同萌发时段的半定量表达分
析　通过筛选，选用真菌１８ＳｒＲＮＡ通用引物作为内参基因
（ＳＲ５：５′－ＧＴＧＣＣＣＴＴＣＣＧＴＣＡＡＴＴ－３′，ＳＲ７Ｒ：５′－ＡＧＴＴＡ
ＡＡＡＡＧＣＴＣＧＴＡＧＴＴＧ－３′）；根据已获得的 Ｌａｃ２ｃＤＮＡ序列，
设计半定量引物对 ｑＬａｃ２－Ｆ（５′－ＡＣＡＡＣＧＧＴＡＧＣＧＴＴＣＧＴ
ＧＴＴＡＴＴＧ－３′）和 ｑＬａｃ２ －Ｒ（５′－ＡＣＣＴＧＧＴＣＡＡＣＣＴＴＧ
ＧＡＣＧＧＧＡＴ－３′）。参照文献［１３］，配制１×１０７／ｍＬ的孢子
悬浮液，取６ｍＬ均匀涂布于保鲜膜上，保湿密闭，置于２８℃
黑暗培养，分别收集处理０、１、２、４、６、９、１２、１８ｈ后的分生孢
子，提取总 ＲＮＡ。扩增体系 （２５μＬ）：ＰｒｉｍｅｒＳＴＡＲ ＨＳ
１２．５μＬ；ｑＬａｃ２－Ｆ（１０μｍｏｌ／Ｌ）和ｑＬａｃ２－Ｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ）各
１μＬ；ｃＤＮＡ模板 １μＬ；加 ｄｄＨ２Ｏ补至 ２５μＬ。扩增程序：
９５℃３ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，６５℃ ４０ｓ，７２℃ ４０ｓ，３４个循环；
７２℃７ｍｉｎ。　

２　结果与分析

２．１　芒果胶胞炭疽菌Ｌａｃ２基因的克隆
　　用设计的特异引物对Ｌａｃ２－Ｆ和Ｌａｃ２－Ｒ，以芒果胶胞
炭疽菌ｇＤＮＡ为模板扩增获得了约２０００ｂｐ的片段（图１），
与预期的序列大小一致。双向测通结果表明，插入的目的片

段大小为１９６６ｂｐ。经 ＢＬＡＳＴＮ分析发现，该片段与多个不
同物种的漆酶基因序列有很高的相似性，最高达８１％，但与
已报道的芒果胶胞炭疽菌 Ｌａｃ１［１２］的同源性仅为２４．５８％，说
明该片段为芒果胶胞炭疽菌的另一个漆酶基因，命名为 Ｌａｃ２
基因。用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件推测Ｌａｃ２基因编码的氨基酸序列，
发现目的片段含完整的开放阅读框。

２．２　ＲＴ－ＰＣＲ扩增获得Ｌａｃ２的ｃＤＮＡ序列
　　经ＲＴ－ＰＣＲ扩增获得约１８００ｂｐ的ｃＤＮＡ片段（图１），
测序表明大小为１７８５ｂｐ。该序列已提交ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为
ＫＦ９２４６２５。
２．３　Ｌａｃ２序列分析
２．３．１　Ｌａｃ２基因全长 ＤＮＡ与 ｃＤＮＡ序列分析　比对分析
Ｌａｃ２基因ＤＮＡ和ｃＤＮＡ序列，发现含１个１７８５ｂｐ大小的开
放阅读框，起始密码子 ＡＴＧ位于第１～３ｂｐ处，终止密码子
ＴＡＡ位于第１９６４～１９６６ｂｐ处，自ＡＴＧ到ＴＡＧ的ＤＮＡ全长
１９６６ｂｐ，其中存在３个大小分别５７、７１、５３ｂｐ的内含子（位于
第８６～１４３、５６５～６３６和１５６４～１６１７碱基处），是典型的真
菌内含子的长度（４９～８５ｂｐ），所有内含子均符合 ＧＴ－ＡＧ
法则。用ＢｉｏＥｄｉｔ软件分析结果表明：Ｌａｃ２基因编码序列的
双链核苷酸分子量大小为１０８７．２２ｋｕ，（Ｇ＋Ｃ）摩尔百分含
量为５６．８６％，（Ａ＋Ｔ）摩尔百分含量为４３．１４％，可见该编码
区富含ＧＣ碱基，其中Ｃ的摩尔百分含量最高，为３４．０１％。
２．３．２　Ｌａｃ２基因预测蛋白的生化特征分析　用 Ｐｒｉｍｅｒ５．０
软件预测Ｌａｃ２基因编码５９４个氨基酸，其中参照文献［１４］发
现其中含有５个可能的 Ｎ－糖基化位点（Ａｓｎ－Ｘ－Ｔｈｒ／Ｓｅｒ）
（分别位于第９～１１、１５２～１５４、３９４～３９６、４０１～４０３、５８０～５８２
氨基酸处），分子量约为６５．５３ｋｕ，包括５９个强碱性氨基酸
（ＫＲＨ）、４７个强酸性氨基酸（ＤＥ）、２４２个非极性氨基酸（ＡＶ
ＬＩＰＦＷＭ）、３５２个极性氨基酸（ＧＳＴＣＹＮＱＫＲＨＤＥ），等电点
（ｐＩ）为６．５６，可见是一种偏酸性蛋白质，富含极性氨基酸，特
别是天冬酰胺（Ａｓｎ）、甘氨酸（Ｇｌｙ）的含量分别达 ９．１％和
８．２％。在真菌漆酶中，由于 Ｃｕ原子结合保守区的 Ｃｙｓ残基
下游的第１０个氨基酸残基种类对漆酶氧化还原潜能具有重
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要作用，Ｓｈｉｎ据此将漆酶分为３类：１型（Ｍｅｔ）、２型（Ｌｅｕ）和３
型（Ｐｈｅ）［１５］，按此分类标准，Ｌａｃ２属于２型漆酶。漆酶属含
铜的多酚氧化酶，对Ｌａｃ２的氨基酸序列分析发现它具有４个
铜离子结合区域（Ｈｉｓ－Ｘ－Ｈｉｓ）、１０个铜离子结合位点
（图２）。　
２．３．３　Ｌａｃ２基因预测蛋白的同源性分析　将该基因编码的
氨基酸序列提交ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴＰ同源比对，分析表明该漆
酶与已发表的Ｃ．ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅＭＡＦＦ２４０４２２ｌａｃｃａｓｅ－１ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
（ＥＮＨ７７１９１．１）、Ｃ． ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍ ｍｕｌｔｉｃｏｐｐｅｒ ｏｘｉｄａｓｅ
（ＣＣＦ３４８６８．１）、Ｃ．ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａＭ１．００１ｍｕｌｔｉｃｏｐｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ

（ＥＦＱ３６３５７．１）、Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐ．Ｔ０１ｌａｃｃａｓｅ（ＡＣＳ４５１９９．１）、
Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃｉＲ３－１１１ａ－１ｌａｃｃａｓｅ－１
（ＥＪＴ７０８７８．１）、Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｃｕｂｅｎｓｅｒａｃｅ１Ｌａｃｃａ
ｓｅ－２（ＥＮＨ６６０７５．１）、ＭｅｔａｒｈｉｚｉｕｍａｃｒｉｄｕｍＣＱＭａ１０２Ｌｃｃ１
（ＥＦＹ８７１０１．１）、Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍｌａｃｃａｓｅ（ＡＡＫ７２９０１．１）和 Ｆ．
ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉＬｃｃ１（ＡＢＳ１９９３８．１）基因编码的蛋
白同源性较高，相似性分别为７９％、７８％、７０％、６３％、６１％、
６１％、６１％、６１％和６０％。系统聚类结果表明（图３）：Ｌａｃ２预
测蛋白可能与西瓜炭疽菌（Ｃ．ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ）的 ｌａｃｃａｓｅ类或禾生
炭疽菌（Ｃ．ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ）的ｍｕｌｔｉｃｏｐｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ聚为一类。

２．３．４　Ｌａｃ２基因预测蛋白的保守结构域分析　利用 ＮＣＢＩ
的Ｂｌａｓｔ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｅｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｓｔｒｕｅｔｕｒｅ／ｃｄｄ／
ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）进行Ｌａｃ２基因预测蛋白的结构域分析（图４），发

现该蛋白中含有Ｃｕ－ｏｘｉｄａｓｅ保守结构域，说明 Ｌａｃ２蛋白属
于含铜的氧化物酶类。

２．４　Ｌａｃ２基因在分生孢子不同萌发时段的半定量表达分析
　　在胶孢炭疽菌分生孢子萌发过程中，Ｌａｃ２在不同时期表

达量不尽相同（图５），有明显的升降趋势，总体呈“升—降—
升—降”趋势，０ｈＬａｃ２的表达比较弱，０～４ｈ表达量逐渐上
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升，至４ｈ达到第１个波峰，而６ｈ时突然减弱，９ｈ又突然达
到第２个波峰，随后逐渐减弱；总体上在处理６ｈ后表达量最
低，９ｈ后达到最高。据此初步推测Ｌａｃ２与Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ
分生孢子萌发后侵染寄主有关。

３　讨论

　　漆酶一般含有４个铜离子结合区，不同漆酶基因所编码
的氨基酸序列的同源性较抵，但铜原子结合区保守性高，该区

是鉴定获得基因是否为漆酶基因的主要依据［７］。笔者所在

实验室先后发现的胶孢炭疽菌的２个漆酶基因 Ｌａｃ１和 Ｌａｃ２
的氨基酸序列同源性仅２４．５８％，而对应的铜原子结合区保
守性较高。可见，根据铜原子结合区保守序列设计简并引物

是克隆漆酶基因有效途径。

　　漆酶基因广泛存在于子囊菌和担子菌中，在不同的生长
条件、生长周期及侵染过程的表达量不同。在不同培养条件

下，小麦全蚀病菌（Ｇａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．ｔｒｉｔｉｃｉ）的３
种同工漆酶的表达量存在明显差别，其中 Ｌａｃ１均表达，Ｌａｃ２
只在含有ＣｕＳＯ４的培养基上表达，而Ｌａｃ３的表达仅在含寄主
滤液的基础培养基上才能检测到［１６］；番茄枯萎病菌（Ｆ．ｏｘｙｓ
ｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）的Ｌａｃ２、Ｌａｃ４和Ｌａｃ５在整个侵染过程
中均不表达，而 Ｌａｃ１、Ｌａｃ３和 Ｌａｃ９能表达，但时间上存在差
异［３］。Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ孢子悬浮液处理９ｈ后，８０％以上的
炭疽菌分生孢子萌发并形成附着胞，开始侵染寄主［１７］；本试

验Ｌａｃ２在侵染０～１８ｈ时段中，９ｈ表达量最高，因此推测
Ｌａｃ２可能与Ｃ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ分生孢子萌发侵染寄主相关。
　　在不同植物病原真菌中的漆酶的功能差异较大。番茄枯
萎病菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）的 ３个漆酶基因
（ｌａｃ１、ｌａｃ３和 ｌａｃ５）的缺失突变体对致病力均无影响，而
Δｌａｃ３与氧化胁迫能力及对酚类化合物的敏感性相关，Δｌａｃ１
与氧化胁迫能力及漆酶酶活相关［３］；玉米大斑病菌（Ｓｅｔｏｓｐｈａ
ｅｒｉａｔｕｒｃｉｃａ）的漆酶基因（ＳｔＬＡＣ１）缺失突变体不能形成分生
孢子，附着胞膨压、致病力、黑色素合成明显减弱，菌落颜色由

灰黑色变为灰白色［４］；与本研究克隆的Ｌａｃ２基因编码的蛋白
同源性达 ７０％以上的 Ｃ．ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅｌａｃｃａｓｅ－１ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
（ＥＮＨ７７１９１．１）、Ｃ．ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍ ｍｕｌｔｉｃｏｐｐｅｒ ｏｘｉｄａｓｅ
（ＣＣＦ３４８６８．１）和 Ｃ．ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ ｍｕｌｔｉｃｏｐｐｅｒ ｏｘｉｄａｓｅ
（ＥＦＱ３６３５７．１）未见相应基因功能鉴定的报道，而 Ｌａｃ２编码
蛋白与Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍｆ．ｓｐ．ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ的 Ｌａｃ１编码的漆酶有
较高的序列相似性，且 Ｌａｃ１与抗氧化反应及漆酶酶活有关，
因此推测芒果胶胞炭疽菌的Ｌａｃ２基因可能也有相似的功能。

但由于芒果胶胞炭疽菌与上述真菌在生活史、侵入寄主的方

式、致病因子等方面均存在差异，该基因的具体功能还有待进

一步研究。
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ｔｏｔｒｉｃｈｕｍｌａｇｅｎａｒｉｕｍ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
１９９７，６３（１）：３５１－３５４．

［１４］李剑凤，洪宇植，肖亚中．栓菌４２０漆酶同工酶Ｂ基因克隆及异
源表达［Ｊ］．生物学杂志，２００７，２４（３）：２５－２８．

［１５］ＳｈｉｎＫＳ，ＬｅｅＹＪ．Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｅｗｍｅｍ
ｂｅｒｏｆｔｈｅｌａｃｃａｓｅｆａｍｉｌｙｆｒｏｍｔｈｅｗｈｉｔｅ－ｒｏｔｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅＣｏｒｉｏｌｕｓ
ｈｉｒｓｕｔｕｓ［Ｊ］．ＡｒｃｈｉｖｅｓｏｆＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＢｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，２０００，３８４
（１）：１０９－１１５．

［１６］ＬｉｔｖｉｎｔｓｅｖａＡＰ，ＨｅｎｓｏｎＪＭ．Ｃｌｏｎｉｎｇ，ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｌａｃｃａｓｅｇｅｎｅｓｆｒｏｍＧａｅｕｍａｎｎｏｍｙｃｅｓｇｒａｍｉｎｉｓｖａｒ．
ｔｒｉｔｉｃｉ，ｔｈｅｔａｋｅ－ａｌｌｆｕｎｇｕｓ［Ｊ］．ＡｐｐｌｉｅｄａｎｄＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏ
ｂｉｏｌｏｇｙ，２００２，６８（３）：１３０５－１３１１．

［１７］王　科．黄柏炭疽病（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｅｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）的研究［Ｄ］．
雅安：四川农业大学，２０１０．
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