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摘  要 : 微丝在真菌生长发育、胞质分裂等生命过程中具有重要功能。通过农杆菌介导遗传转化方法，将荧光

mCherry标记微丝的表达载体 pSULPH-Lifeact-mCherry转入大丽轮枝菌 (Verticillium dahliae Kleb.) 野生型V592，

获得稳定的微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry，并检测了其生物学表型和孢子萌发、菌丝生长等过程中的

微丝荧光动态变化。结果表明：微丝荧光标记菌株的菌落形态、生长速率、产孢量、萌发率等表型与野生型没

有显著差异；且可以观察到微丝荧光信号在分生孢子和菌丝的顶端及隔膜都有清晰定位，同时对该菌株隔膜形

成过程微丝动态观察发现，微丝参与胞质分裂进程中肌动球蛋白收缩环 CAR (Contractile actomyosin ring) 的形

成。微丝荧光标记菌株可用于微丝在真菌发育中的动力学研究，这为深入研究微丝在真菌发育及致病过程中的

作用机制提供理论与实践支撑。 
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Abstract:  Actin filaments play an important role in fungal life processes such as growth, development and cytokinesis. The 

expression vector pSULPH-Lifeact-mCherry of fluorescent mCherry-labeled actin was transferred into Verticillium dahliae 

Kleb. wild type V592 by the genetic transformation system mediated by Agrobacterium tumefaciens to obtain the stable 

fluorescent labeled actin strain V592/Lifeact-mCherry. Then we detected its biological phenotype and the dynamic changes of 
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actin fluorescence during the process of spore germination, mycelial growth and development. There was no significant 

difference in the colony morphology, colonial growth rate, sporulation and germination rate between the fluorescent labeled 

actin strain and the wild type. The actin fluorescence signal was observed at the tip of the conidia and hyphae and the septum 

clearly. Actin participated in the formation of the contractile actomyosin ring (CAR) during cytokinesis by observing the 

dynamic behavior of the actin in the process of hyphal septum formation. The fluorescent labeled actin strain can be used to 

study the dynamics of actin in fungal development to provide theoretical and practical support for further study of the 

mechanism of actin in fungal development and pathogenesis. 

Keywords:  Verticillium dahliae, actin marker, growth and development, septum, tip-growth 

大丽轮枝菌  (Verticillium dahliae Kleb.) 是

一种土传维管束病原真菌，它严重影响包括棉花

Gossypium spp.、茄子 Solanumme longena L.和莴

苣 Lactuca sativa L.等在内的 38 科 660 余种栽培

作物和野生植物的生长[1-3]。V. dahliae 侵染循环

起始于菌丝生长接触并吸附植物根表面，菌丝形

成特异侵染结构附着枝进而形成侵染钉刺穿根

部表皮 [4-5]。菌丝和分生孢子随后在植物的维管

组织中定殖，造成维管组织系统褐变，最终导致

植物死亡[6-8]。该病原菌具有致病力强、寄主广、

生理小种多等特征，而且 V. dahliae 微菌核可不

依赖于寄主在土壤中存活 14 年之久[9]，发病后

很难高效地控制病情蔓延而导致欠收甚至绝收，

故对 V. dahliae 致病机制深入研究进而有效防治

黄萎病已成为当前植物病害防控领域的研究热

点。 

细胞骨架微丝对丝状真菌生命活动的正常进

行至关重要，包括菌丝顶端极性生长[10]、细胞分

裂[11]、胞吞作用[12]和生物大分子的运输[13-14]等。

其中丝状真菌顶端生长进程中囊泡可沿着微丝移

动至顶体，继而被肌球蛋白沿微丝输送至顶端质

膜[10]；模式丝状真菌构巢曲霉 Aspergillus nidulans

隔膜形成过程中微丝与Ⅱ型肌球蛋白 MyoB 共定

位，且微丝解聚后胞质分裂中肌动球蛋白收缩环 

(Contractile actomyosin ring，CAR) 收缩和 MyoB

的定位均被阻断 [15]。荧光蛋白标记微丝已成为

研究细胞骨架结构及动态的常见细胞生物学方

法 [16-17]。Lifeact 只有 17 个氨基酸大小，可与微

丝稳定结合且不影响微丝动态 [18]。mCherry 红

色荧光蛋白具有较高荧光信噪比，可用于目的

蛋白定位、实时追踪以及基因表达等研究 [19-22]。

因此，Lifeact-mCherry 荧光蛋白可作为真核生

物广泛存在的微丝骨架及其互作细胞组分的示

踪标记物。 

真菌微丝在其胞质分裂、菌丝顶端生长、菌

丝形态建成及定殖宿主等生命活动中具有非常重

要的功能[23]。然而 V. dahliae 微丝在其生长发育

及与宿主互作中的作用机制还不是很清楚。本研

究中，我们利用农杆菌遗传转化法获得 V. dahliae

微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry，且可以

稳定清晰地观察其发育进程中微丝动态，这为  

V. dahliae 发育机理、与环境互作机制及微丝互作

蛋白筛选等方面的深入研究奠定了较好的基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及质粒 

V. dahliae 野生型 V592、农杆菌 AGL1 菌株、

质粒 pentry-Lifeact-mCherry 和 pSULPH-mut-RG# 

PB 均由本实验室保存，感受态大肠杆菌 Trans10

购自北京全式金生物技术有限公司。 

1.1.2  主要试剂、培养基 

Gene Ruler DNA Ladder Mix、CloneExpress® Ⅱ 

One Step Cloning Kit、2×Taq PCR Master Mix、限

制性内切酶 EcoRⅠ和 BamHⅠ、PCR 产物纯化和

DNA 胶回收试剂盒 EasyPure® Quick Gel Extraction 
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Kit、TIANprep Mini Plasmid Kit 质粒小提试剂盒 

(离心柱型)。V. dahliae 培养于查氏培养基和 PDA

培养基；大肠杆菌和农杆菌分别培养于 LB 培养

基和 YEP 培养基。所用硫酸卡那霉素(Kanamycin，

Kan)的浓度为 50 μg/mL，利福平(Rifampicin，Rif)

的浓度为 25 μg/mL[24]。 

1.2  方法 

1.2.1  微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry

的获得  

以 Lifeact-mCherry-F/Lifeact-mCherry-R 从质

粒 pentry-Lifeact-mCherry中 PCR 扩增目的基因片

段 (引物见表 1，在 5′端和 3′端分别引入 BamHⅠ

和 EcoRⅠ酶切位点，在插入片段正反向引物的  

5′端各引入约 15 bp 的线性化载体两末端同源序

列)；质粒载体 pSULPH-mut-RG#PB 使用限制性

内切酶 BamHⅠ和 EcoRⅠ进行双酶切线性化后，

用 One Step Cloning Kit 将克隆所得的目的基因片

段连入表达载体；菌落 PCR 鉴定为阳性克隆的菌

落，提质粒酶切鉴定或测序进一步确认。电击转

化法将连有目的片段的重组质粒转入农杆菌

AGL1 中，取阳性克隆进行培养；利用农杆菌介导

的遗传转化 (Agrobacterium tumefaciens-mediated 

transformation，ATMT)方法将 pSULPH-Lifeact- 

mCherry 微丝标记表达载体转入 V. dahliae 野生型

V592，单孢分离后经抗生素筛选获得微丝荧光标

记菌株 V592/Lifeact-mCherry。 

1.2.2  微丝荧光标记菌株表型鉴定 

菌株生长速率测定：将野生型菌株 V592 和

微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry 接种于

PDA 培养基培养 7 d，用打孔器取 0.5 cm 菌块放

置于新的 PDA 培养基的中央，26 ℃黑暗培养，

每 3 d 测量一次菌落横纵直径并计算平均值。每

个菌株均重复 6 次。 

菌株产孢量统计：将 V592 和 V592/Lifeact- 

mCherry 接种于 PDA 培养基上培养 7 d，打孔器

在各自菌株的菌落边缘同一位置取 0.5 cm 的菌块

置于 1 mL 无菌双蒸水中，迅速振荡使分生孢子

从培养基上洗脱下来并均匀分布于无菌水中，用

血球计数板统计分生孢子浓度。每个菌株均重复

6 次。 

菌株萌发率统计：用液体查氏培养基将不同

类型菌株的分生孢子从 PDA 培养基上洗脱下来，

利用血球计数板调整分生孢子浓度至 106 孢子/mL

左右，将孢子悬浮液滴于载玻片上，26 ℃培养

12 h 统计分生孢子萌发情况。每个菌株均重复   

6 次。 

1.2.3  微丝荧光标记菌株的分生孢子与营养生长

菌丝中微丝荧光信号观察 

用液体查氏培养基将分生孢子从 PDA 培养

基洗脱下来并稀释至 106 孢子/mL；取 10 μL 孢子

液滴于载玻片，盖上盖玻片，四周封口，然后激光

共聚焦显微镜观察孢子中微丝定位情况；取 20 μL

孢子液滴于培养皿中央，盖上培养皿，封口，置

于 26 ℃的恒温培养箱里保湿培养一定时间后观

察菌丝中微丝分布情况。 

1.2.4  数据分析 

GraphPad Prism7、Image J 软件进行实验数据

分析与作图。 

 

表 1  文中所用引物列表 

Table 1  List of primers used in this study 

Primer name Primer sequences (5′–3′) Restriction enzyme 

Lifeact-mCherry-F CGTCAAACCTCTAGAGGATCCATGGGTGTCGCAGATTTGATC BamHⅠ 

Lifeact-mCherry-R GCGGCCGCTATAATCGAATTCTCACTTGTACAGCTCGTCCAT EcoRⅠ 

The underlined line sequences indicate restriction enzyme site and the wavy line indicate the homologous sequence on the 
vector. 
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2  结果与分析 

2.1  V. dahliae 微丝荧光标记菌株 V592/ 

Lifeact-mCherry 的获得 

以质粒 pentry-Lifeact-mCherry为模板 PCR 扩

增出最终带有 BamHⅠ和 EcoRⅠ的酶切位点的

Lifeact-mCherry 基因片段，琼脂糖凝胶电泳显示

Lifeact-mCherry 基因编码序列和酶切位点全长为

816 bp，说明 Lifeact-mCherry 基因克隆成功。

pSULPH-mut-RG#PB 载体质粒进行双酶切后用

ExnaseⅡ酶进行一步法连接，重组产物转化大肠

杆菌后菌落PCR验证阳性克隆，进一步测序验证。

重组质粒通过电击转化法转入农杆菌 AGL1，抗

生素筛选获得阳性单克隆。农杆菌介导 T-DNA 随

机 插 入 法 将 Lifeact-mCherry 基 因 片 段 插 入      

V. dahliae 基因组，单孢分离后经抗生素筛选获得

微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry。 

2.2  微丝荧光标记菌株的菌落形态和生长速

率与野生型 V592 相近 

如图 1A 所示，PDA 培养基培养 16 d 的微丝

荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry 和野生型菌

株 V592 的菌落形态无明显差异，都有发达的白

色气生菌丝和致密的黑色微菌核。从图 1B 可看

出，微丝荧光标记菌株的菌落生长速率与野生

型菌株相似；微丝荧光标记菌株最终直径约为

8.23 cm，而野生型菌落最终直径约为 8.17 cm，

二者之间无显著差异 (P>0.05)。综上，我们认为

微丝荧光标记菌株在 PDA 培养基的菌落形态和生

长速率与野生型菌株相近。 

2.3  微丝荧光标记菌株产孢量、萌发率都与野

生型 V592 无差异 

对微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry

和野生型菌株 V592 产孢量和萌发率进行了统

计。如图 2A 所示，微丝荧光标记菌株产孢量约

为 (3.73±0.58)×106 孢子/mL，约相当于野生型的

91.60%，t 检验对二者产孢量进行差异分析，说

明微丝荧光标记菌株和野生型菌株的产孢量没

有显著差异 (P>0.05)。如图 2B 所示，微丝荧光

标记菌株萌发率约为 93.86%，约为野生型的

97.90%，t 检验对二者萌发率进行差异分析，说

明微丝荧光标记菌株和野生型菌株的萌发率也

没有显著差异 (P>0.05)。综合以上结果表明微丝

荧光标记菌株产孢量、萌发率都与野生型 V592

无差异。 

2.4  微丝荧光标记菌株分生孢子和营养菌丝

中的微丝分布 

细胞骨架微丝即肌动蛋白丝参与真菌顶端生

长、胞质分裂、细胞内物质运输等细胞活动。为

探究 V. dahliae 中微丝分布情况，我们用激光共聚 
 

 
 

图 1  野生型与微丝荧光标记菌株的菌落形态与生长特性 

Fig. 1  Colony morphology and growth characteristics of wild-type strain and fluorescent labeled actin strain. (A) 
Colony morphology of wild-type strain V592 and fluorescent labeled actin strain V592/Lifeact-mCherry in 16 days post 
inoculation(dpi). (B) Colony growth rate of wild-type strain V592 and fluorescent labeled actin strain 
V592/Lifeact-mCherry. 
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图 2  野生型与微丝荧光标记菌株的产孢量和萌发率 

Fig. 2  Sporulation and germination rate of wild-type strain and fluorescent labeled actin strain. (A) Nonparametric t 
test was used to analyze the difference in sporulation between the fluorescent labeled actin strain and the wild-type 
strain. Mann Whitney test P=0.562 8>0.05. (B) Parameter t test was used to analyze the difference in germination rate 
between the two strains, and unpaired t test P=0.071 6>0.05. 
 
 

焦显微镜观察了微丝荧光标记菌株发育过程中微

丝的亚细胞定位。如图 3 所示，V. dahliae 分生孢

子中微丝主要以点状分布于将要萌发的孢子顶端

细胞活动旺盛区域。如图 4 所示，V. dahliae 营养

菌丝生长过程中微丝主要沿菌丝生长方向分布于

菌丝细胞两侧内壁，且在顶端有聚集现象，或   

呈环状分布于正在形成的隔膜。从图 5 可看出，

V. dahliae 菌丝胞质分裂过程中微丝从菌丝细胞

膜内侧两端不断聚合从而参与肌动球蛋白收缩环

的组装；接着环开始渐渐收缩并在第 6 min 时微

丝相对荧光强度达到峰值，继而环逐渐降解荧光

强度也随着下降，整个过程约持续 14 min。 

 
 

 
 
 

图 3  微丝荧光标记菌株孢子中微丝的亚细胞定位 
Fig. 3  Subcellular localization of actin in conidiophores of fluorescent labeled actin strain. 0.5 mg/mL Calcofluor White 
(CFW) was used for cell wall staining. 
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图 4  微丝荧光标记菌株菌丝中微丝的亚细胞定位 
Fig. 4  Subcellular localization of actin in hypha of fluorescent labeled actin strain. 

 

 
 

图 5  微丝荧光标记菌株菌丝隔膜形成过程中微丝动态及微丝相对荧光强度 

Fig. 5  The actin dynamics and relative fluorescence intensity during septation processes in hypha of fluorescent 
labeled actin strain. (A) The relative fluorescence intensity of actin during septation processes in hypha of fluorescent 
labeled actin strain. (B) Actin dynamics in the process of mycelial septum formation of fluorescent labeled actin strains. 
BF represent bright field, RFP represent red fluorescence of actin, and Merge represent a composite diagram of the two. 
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3  讨论 

V. dahliae 是棉花等众多重要双子叶植物最

具威胁的病原之一，所以 V. dahliae 的生长发育及

致病机制一直是研究热点。真菌微丝在维持菌丝

顶端极性生长、胞质分裂、胞吞及与宿主互作等

一系列细胞活动中具有重要的生物学功能[13, 25]。

鬼笔环肽微丝染色法具有操作复杂、毒性较大、

抑制微丝功能等局限，因此我们构建微丝标记表

达载体 pSULPH-Lifeact-mCherry，利用农杆菌介

导遗传转化 V. dahliae 野生型 V592 获得稳定的微

丝荧光标记菌株 V592/Lifeact-mCherry。标记菌株

的菌落形态、生长速率、产孢量、萌发率等表型

与野生型 V592 没有显著差异 (图 1 和图 2)。因

此，微丝荧光标记菌株可以用来观察 V. dahliae 生

长发育中微丝动态。此外，使用激光共聚焦显微镜

观察了V. dahliae微丝在分生孢子和营养菌丝中的

分布情况。 

微丝骨架对菌丝顶端极性建立与维持是必要

的。肌动蛋白及其结合蛋白如冠蛋白等和肌动蛋

白马达蛋白肌球蛋白对真菌顶端生长至关重要，肌

动蛋白、冠蛋白、丝束蛋白、Arp2/3 (Actin‐related 

protein 2/3，Arp2/3) 复合物等共同组成内吞颈圈[26]，

构巢曲霉 (A. nidulans)Ⅰ型肌球蛋白 MYOA 在芽

管顶端与肌动蛋白共定位，且在菌丝极性生长与

分泌中起关键作用[27]；而 A. nidulans Ⅴ型肌球蛋

白 MyoE 在顶体的定位依赖于微丝，且对菌丝形

态起重要作用[28]；且 A. nidulans Ⅴ型几丁质合成

酶  (Chitin synthase with a myosin motor-like 

domain，CsmA)通过 MMD (Myosin motor-like 

domain，MMD) 结构域与微丝直接相互作用，

参与丝状真菌极性生长过程细胞壁合成和菌丝

形态建成 [29]。 

本研究发现 V. dahliae 中微丝主要以点状分

布于将萌发状态孢子顶端或菌丝顶端的细胞活动

旺盛区域 (图 3 和 4)。这可能与细胞顶端极性生

长过程中活跃的微丝动态重构有关，菌丝顶端生

长涉及的内吞作用和细胞壁合成相关的酶等物质

的极性运输两大过程中都离不开微丝的参与。 

胞质分裂对绝大多数生物生存都极其重要，

它需要细胞信号、细胞外基质重构等活动协调作

用，出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae 细胞分裂

过程包括 CAR 的组装、收缩和解体、隔膜的形成、

脱落及其时空协调[30]。肌动蛋白是肌动球蛋白收

缩环组装与维持所必需，在胞质分裂过程中起关

键作用[31-34]。研究表明，裂殖酵母 Schizosaccharomyces 

pombe 肌动蛋白丝和Ⅱ型肌球蛋白是胞质分裂

中收缩环动力来源的保守组分 [31]；S. pombe 中

肌动蛋白丝从胞质分裂节点开始延伸并且形成束

进而形成收缩环，收缩环收缩与隔膜形成同步[32]。

S. cerevisiae 胞质分裂时肌动球蛋白环的收缩主

要由肌动蛋白解聚驱动[11]，肌动蛋白在芽颈处与

Ⅱ型肌球蛋白结合形成 CAR，然后再进行胞质

分裂，CAR 收缩同时开始形成初级隔膜，随后

质膜向颈部内陷，CAR 收缩依赖于微丝[33-34]。 

丝状真菌菌丝中胞质分裂与酵母不同，它们

不涉及母细胞与子细胞的分离，只是在菌丝中形

成隔膜从而维持适当的细胞体表面积比，但微丝

在胞质分裂 CAR 组装、维持、收缩等过程中的功

能相对保守 [15,23,31-32,35]。模式丝状真菌稻瘟菌

Magnaporthe oryzae 中 CAR 首先从菌丝两侧的细

胞壁隔膜起始位点开始组装，随着隔膜的形成，

收缩环慢慢向中心聚集，隔膜完全形成后环会在隔

膜中心部位形成一个亮点，之后渐渐解体消失[36]。

同样，禾谷镰孢菌 Fusarium graminearum、粗糙

脉孢菌 Neurospora crassa 胞质分裂 CAR 的动态

过程也类似[35, 37]。胞质分裂是真菌增殖和分化等

重要生命活动进程的基础。 

本研究发现 V. dahliae 营养生长菌丝中微丝

主要沿菌丝生长方向分布于菌丝细胞两侧内壁；
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或呈环状分布于正在形成中的菌丝隔膜 (图 4)。

我们对 V. dahliae 菌丝胞质分裂中微丝动力学进

行分析发现，微丝先分布于菌丝细胞膜内侧两端；

接着不断聚合且与其他相关蛋白组装成肌动球蛋

白收缩环；之后环开始收缩逐渐加粗，且持续一

段时间，最后慢慢降解消失 (图 5)。这与 Guo 等

和Song等的研究结论基本一致[36-37]。说明V. dahliae

菌丝胞质分裂过程中微丝参与组装肌动球蛋白收

缩环，从而为隔膜形成提供动力和轨道。 

V. dahliae 微丝荧光标记菌株 V592/Lifeact- 

mCherry 菌落形态、生长速率、产孢量、萌发率

等表型与野生型 V592 没有显著差异，且可以稳

定清晰地观察其生长发育进程中的微丝动态变

化，这为深入研究其发育机理及致病机制提供理

论与实践基础。 
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