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摘要：【目的】木霉属真菌是应用最为广泛和潜力最大的生防真菌，其产生的典型化合物哌珀霉素

(peptaibols)类抗生素在生物防治中发挥重要作用。本研究采用基因组挖掘技术(genome mining)发现炭团

木霉(Trichoderma hypoxylon)的潜在哌珀霉素生物合成基因簇及对病原菌的防治作用。【方法】生物信息

学分析预测合成哌珀霉素的基因簇，利用 Quick-change 技术构建基因骨架敲除盒，通过 PEG 介导的原

生质体转化方法获得敲除突变株，通过平板对峙法和菌丝生长毒力实验验证该基因簇对炭团木霉生物活

性的影响。【结果】基因挖掘鉴定一个非核糖体多肽合成酶(nonribosomal peptide synthetases，NRPS)可

能合成哌珀霉素类抗生素，命名为 NRPS1，对该基因进行部分敲除，成功获得 3 株 NRPS1 缺失突变株。

对峙实验表明，突变株对寄生曲霉(Aspergillus parasiticus)、尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)、黑白轮

枝菌(Verticillium alboatrum)等 9 株植物病原真菌的抑制作用与野生株相比显著下降，且突变株的粗提物

的抑菌活性明显弱于野生型。【结论】NRPS1 是一个潜在的哌珀霉素合成基因，该基因在宿主与病原真

菌对抗过程中起关键作用，该研究为炭团木霉哌珀霉素结构解析及生物防治机理研究奠定了基础。 
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木霉属(Trichoderma spp.)真菌，属于半知菌亚

门，丛梗孢目，广泛存在于土壤、腐木、植物根

系等[1]。作为最重要的有益真菌之一，早在 19 世

纪 20 年代就被作为生防制剂，用于对抗植物病原

菌[2–3]。其生物防治的机制复杂且多元化，其中主

要机制之一是通过产生大量有活性的次级代谢产

物来发挥生防作用[4–5]。目前从木霉属中发现的次

级代谢产物多达 180 种，包括肽类(peptides)、聚

酮类 (polyketides)、萜烯类 (terpenes)、吡喃酮类

(pyrones) 、 铁 载 体 (siderophores) 和 非 挥 发 性 萜

(nonvolatile terpenes)等[6–8]。这些次级代谢产物具

有多种生物活性如抗真菌、抗细菌、促进植物生
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长活性等[9–11]。例如，Lynch 等发现哈茨木霉(T. 

harzianum)能够产生易挥发的抗生素六戊烷基吡

喃 及 戊 烯 基 吡 喃 ， 对 立 枯 丝 核 菌 (Rhizoctonia 

solani)有良好抑制活性[12]；Meyer 等在绿色木霉(T. 

viride)中发现一个由 20 个氨基酸残基构成的哌珀

霉素类(peptaibols)化合物——丙甲菌素(alamethicin) 

(图 1)，对革兰氏阳性菌有抑制作用[13]。 

哌珀霉素是一类主要由木霉属真菌产生的典

型活性化合物，其化学结构具有典型的特征，即

N 端 富 含 非 天 然 氨 基 酸 α- 氨 基 异 丁 酸

(α-aminoisobutyric acid，Aib)，C 末端会常常被羟

基化成氨基醇(alcohol)的肽(peptide)类抗生素[14–16]。

哌珀霉素的主要长度在 5–20 个氨基酸之间，多数

含有 15–20 个氨基酸残基[17–18]。迄今为止，已鉴

定的哌珀霉素类化合物超过 300 个[19]，随着越来

越多的哌珀霉素被发现，这类特殊化合物的生物

合成和功能研究也逐渐成为焦点。2002 年，Wiest

等从绿木霉(T. virens)中鉴定并克隆了第一个哌珀

霉素合成酶基因 tex1，该基因由 18 个完整的最小

模块(A-T-C，adenylation-thiolation-condensation，

腺苷酰化结构域-巯基化结构域-缩合结构域)组成，

每个模块序列之间的同源性达到 35%–58%[20]。其

中腺苷酰化结构域(adenylation，A-domain)的差异

决定了对底物的选择性不同，进而导致化合物结

构多样性，也决定了该类化合物对革兰氏阳性菌、

阴性菌、真菌、螺原体和病毒等活性的不同[13–14]。

哌珀霉素抗菌的作用机制是复杂的，目前的研究

主要集中于其穿膜时三维构象的差异，其作用机

制主要有“桶-板”模型(barrel-stave model)、“毯式”

模 型 (carpet model) 、 “ 虫 孔 ” 模 型 (toroidal pore 

model)等。最广为接受的机制是 Ehrenstein 等在

1977 年提出的“桶-板”模型，认为哌珀霉素以多聚

体的形式插入细胞膜双分子层，形成跨膜的离子

通道，破坏细胞膜的完整性，干扰细胞正常的代

谢，从而导致细胞的死亡而达到杀菌的目的[15,21]。

哌珀霉素区别于其他抗生素的作用机制使其具有

广谱的抗微生物活性，且不易使病原微生物产生

抗药性。 

 

图 1.  哌珀霉素类化合物丙甲菌素的结构 

Figure 1.  The structure of alamethicin. 
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本研究中使用的炭团木霉菌株是 2016 年从

Hypoxylon anthochroum 中分离得到的[6]，在前期

的工作中已建立了该菌高效的遗传操作体系[22]。

鉴于其丰富的次级代谢产物，对其生物学功能的

研究具有重要理论意义。通过基因挖掘策略，对

炭团木霉基因组进行生物信息学分析，发现了一

个含有 19 个 A-T-C 模块的 NRPS1，且该序列在不

同木霉中均保守。通过与已知哌珀霉素的生物合

成基因进行序列比对，预测 NRPS1 可能是合成哌

珀霉素类化合物的核心基因。通过 PEG 介导的原

生质体转化的方法获得 NRPS1 缺失株，并研究了

炭团木霉野生型与突变株的活性差异。证明了该基

因在炭团木霉生防过程中发挥重要作用，为该菌的

后续研究提供了方向，为其生防应用奠定了基础。 

1  材料和方法 

1.1  供试菌株 

本研究中所用的炭团木霉、炭团菌(Hypoxylon 

sp.)和植物病原菌均由中国科学院微生物研究所

真菌学国家重点实验室保藏。供试病原菌：寄生

曲霉 Aspergillus parasiticus (CGMCC3.0124)、赤霉

菌 Gibberella zeae (CGMCC3.2873)、黑白轮枝菌

Verticillium alboatrum (CGMCC3.4306)、灰霉菌

Botrytis cinerea (CGMCC3.4584) 、 雪 腐 镰 刀 菌

Fusarium nivale (CGMCC3.4600) 、 尖 孢 镰 刀 菌

Fusarium oxysporum (CGMCC3.2830)、Pochonia 

chlamlosporia (CGMCC3.0829) 、 Cladosporium 

cladosporioides 和 Mucor corcinelloides。 

1.2  培养基及试剂 

PDA 培养基：39 g/L Potato Dextrose Agar，高

压灭菌，用于菌株活化和对峙培养。 

PDB 培养基：24 g/L Potato Dextrose Broth，

高压灭菌，用于菌丝培养和基因组的提取。 

TG 培养基：10 g/L Tryptone，100 g/L Glucose，

高压灭菌，用于菌丝培养。 

SPDA 培养基：218.6 g/L D-sorbitol，39 g/L 

Potato Dextrose Agar，高压灭菌，用于遗传转化。 

TOP SPDA 培养基：218.6 g/L D-sorbitol，24 g/L 

Potato Dextrose Broth，8 g/L Agar，高压灭菌，用

于遗传转化。 

大米培养基：600 g/L 大米，高压灭菌，用于

菌株发酵提取次级代谢产物。 

N-M 溶 液 ： 17.532 g/L NaCl ， 73.941 g/L 

MgSO4·7H2O，10 mmol/L Tris-HCl (pH=7.5)，高压

灭菌，用于酶解原生质体。 

STC 缓冲液：218.6 g/L D-sorbitol，1.47 g/L 

CaCl2·2H2O，10 mmol/L Tris-HCl (pH=7.5)，高压

灭菌，用于遗传转化。 

PEG 溶液：600 g/L 聚乙二醇 6000，7.35 g/L 

CaCl2·2H2O，10 mmol/L Tris-HCl (pH=7.5)，高压

灭菌，用于遗传转化。 

1.3  引物和质粒 

本研究所用引物和质粒见表 1 及表 2。 

1.4  生物信息学分析 

在 NCBI 数据库中获得哌珀霉素合成基因的

蛋白序列，用已报道的绿木霉(T. virens GV29-8)

哌珀霉素合成骨架基因 tex1(XP_013953110.1)为

探针，对炭团木霉基因组进行本地比对分析，确

认 其 基 因 组 中 的 哌 珀 霉 素 合 成 基 因 。 并 通 过

antiSMASH (antibiotics & secondary metabolite 

analysis shell)软件对该基因所在的基因簇进行在

线分析[24]。 
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表 1.  本研究中使用的引物 

Table 1.  PCR primer sets used in this study 
Primers  Sequences (5′→3′) Uses 

NRPS1 5f-for (P1) CTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGCTGGCTACCGCGTTGATAG Up flanks’ amplification 

NRPS1 5f-rev (P2) GATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCCTGAACTGCGGCAGCCATC 

NRPS1 3f-for (P3) GAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGCGTGCTGCTAACCGACTAGC Down flanks’ amplification 

NRPS1 3f-rev (P4) GTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCTGCAGGCCTTGCGCCATTG 

NRPS1 5f scr-for (P5) CATTTATCTCTGACGCGGCG Transformant up screening 

HYG5f scr-rev (P6) GCCTATGCCTACAGCATCC 

HYG3f scr-for (P7) CGTGGTCGAGCTACAAAGC Transformant down screening

NRPS1 3f scr-rev (P8) GCTCAGCAGTCATTGACAC 

NRPS1RT-for (P9) CGAGCCTCTAGTGCAGGAAG Transformant target screening

NRPS1RT-rev (P10) GATGGCCGAAGTCTGTGCAG 

 
表 2.  本研究中使用的质粒 

Table 2.  Plasmids used in this study 
Plasmid Description 

pUCH2-8 Hygromycin B[23] 
pYHL12 NRPS1 (1-4526 bp) deletion cassette in 

pUCH2-8 
 

1.5  NRPS1 骨架基因敲除盒的构建 

炭团木霉哌珀霉素核心基因 NRPS1 共含有

66642 个碱基对(base pair，bp)，采用敲除完整基

因策略较困难，因此，本实验目标性地对 NRPS1

基因 5′端 4526 bp 进行敲除。敲除载体的构建采用

Quick-change 方法[25]，引物、质粒信息如表 1 表 2

所示，其中 P1–4 引物为长引物，设计时将目的基

因两侧分别加上和质粒插入位点两侧同源序列。

首先，以炭团木霉基因组 DNA 为模板，用引物

P1/P2、P3/P4 分别扩增得到 1197 bp 上游同源臂和

1201 bp 下游同源臂；其次，利用 PCR 将模板质

粒 pUCH2-8 与目的基因片段连接，然后使用 Dpn I

内切酶消化甲基化的模板质粒；最后，将酶切产

物进行大肠杆菌转化，筛选验证即得到阳性质粒。 

1.6  炭团木霉 NRPS1 缺失菌株构建  

炭团木霉的转化采用 PEG 介导的原生质体

法，原生质体的制备、抗生素浓度与筛选策略均

参考实验室发表的方法[22]。原生质体的制备方法

如下：首先，在玻璃纸上接种活化后的炭团木霉菌

株，生长 3 d 后经过无菌破碎转移至 PDB 培养基，

于 28 °C、200 r/min 培养 24 h；其次，取菌体再经

过无菌破碎转移至 TG 培养基，于 28 °C、200 r/min

培养 12 h；最后，过滤收集菌丝转移至 10 mL 的

酶解液(20 mg/mL lysing enzymes，Sigma)，于

28 °C、100 r/min 酶解 8 h，收集原生质体，溶于

适量 STC 溶液中。突变株的筛选策略如下：本实

验采用的抗生素为潮霉素，转化中 SPDA 培养基

的抗性浓度为 60 µg/mL，TOP SPDA 培养基的抗

性浓度为 30 µg/mL。转化的平板于 26 °C 生长  

5–7 d 后，将转化子转接至含 60 µg/mL 潮霉素的

PDA 平板上，重复转接操作使其传代 2 次，再挑

取生长状态良好的菌落接种至 PDB 培养基，培养

24 h 后提取基因组 DNA 经 3 对筛选引物(P5/P6、

P7/P8 和 P9/P10)进行 PCR 验证(表 1)，从而获得

NRPS1 基因完整性被破坏的正确突变株。 

1.7  炭团木霉次级代谢产物的提取与活性测定 

将活化后的炭团木霉野生型(wild type，WT)

和 NRPS1 缺失株(TYHL3)接种于大米培养基中，

于 26 °C 静置培养 10 d。利用乙酸乙酯萃取，旋转
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蒸发仪去除有机试剂，再用 1 mL 的甲醇溶解样

品，0.22 μm 微孔滤膜过滤后，溶解于二甲亚砜

(DMSO)，配制为 100 mg/mL 母液备用。按照    

20 μg/mL 的浓度将粗提物加到 10 mL PDA 培养基

中，以加入等量 DMSO 的 PDA 为空白对照，于

第 7 天测量菌落直径来表征菌株生长速度。按生

长速率法测定 WT 和 TYHL3 的粗提物对炭团菌生

长的抑制作用，设置 3 个生物学平行[26]。 

1.8  炭团木霉菌株抗真菌活性测定 

采用平板对峙法对 A. parasiticus 等 9 株病原

菌进行炭团木霉抗真菌的活性测定。首先在 PDA

平板上活化菌株，然后在直径为 60 mm 的 PDA 平

板两侧固定位置分别接种直径为 3 mm 活化后的

炭团木霉菌饼(WT 或 TYHL3)与植物病原菌，以

单独接种的病原菌为对照，各设 3 个生物学平行。

26 °C 培养 7 d，观察菌落形态变化，并测量病原

菌菌落直径，按公式(1)计算抑制率。其中 D1 为

对照组菌落直径(mm)，D2 为木霉对峙组菌落直径

(mm)[27–29]。 

1 2
(%) = 100

1

D D

D


菌丝生长抑制率  公式(1) 

 

1.9  数据处理与统计分析方法 

利用 Excel 2016 和 GraphPad Prism 5.01 软件

对实验结果进行数据统计分析，采用 t 检验-平均

值成对二样本分析方法，每组数据处理均为 3 个

重复[30]。显著性水平为 0.05，P<0.05 代表具有显

著差异，P<0.01 代表极显著差异。 

2  结果和分析 

2.1  炭团木霉中哌珀霉素生物合成基因簇预测 

以绿木霉 T. virens GV29-8 中哌珀霉素合成骨

架基因 tex1(XP_013953110.1)蛋白序列为探针，通

过本地比对确定了炭团木霉中 tex1 的同源基因，

获得假定的哌珀霉素生物合成基因 NRPS1。然后

利用 antiSMASH 预测分析炭团木霉 NRPS1 基因

所在的基因簇[24]，结果如图 2-A 所示，该簇包括

非核糖体肽合酶 NRPS1、黄曲霉毒素 B1 醛还原

酶(aflatoxin b1 aldehyde reductase)、MFS 转运蛋白

(MFS general substrate transporter)、转录调控蛋白

(retrograde regulation protein)、细胞色素 P450 单氧

化酶(cytochrome P450 monooxygenase)、UbiA 异

戊烯基转移酶(UbiA prenyltransferase)等。其骨架

基因 NRPS1 的结构域分析如图 2-B 所示，由 19

个 A-T-C 模块组成，5′端为 KS-AT 结构域，3′端

为 NAD 结构域，含有 3 个内含子和 4 个外显子，

开放阅读框为 66156 bp，编码蛋白为 22052 个氨

基 酸 。 且 在 木 霉 属 中 高 度 保 守 ， 与 T. virens 

(XP_013953110.1)、T. parareesei (OTA01063.1)和

T. citrinoviride (XP_024748081.1)相 似 性 分 别 为

74%、74%和 76%。 

由于 NRPS1 具有特殊结构与高度保守性，因

此，推测 NRPS1 是炭团木霉哌珀霉素类化合物的

生物合成基因。 

2.2  炭团木霉 NRPS1 缺失菌株的构建及分析 

生物信息学分析表明，炭团木霉哌珀霉素生

物合成基因 NRPS1 基因长度为 66642 bp。利用

Quick-Change 技术构建敲除盒，split-marker 策略

和 PEG 介导的原生质体转化法对靶基因 NRPS1   

5′端 4526 bp DNA 片段进行敲除。验证结果如   

图 3-A、B 所示，NRPS1 突变株可以扩增得到片

段长度为 1517 bp (P5/P6)和 1462 bp (P7/P8)的条带，

而野生型菌株不能扩增出该条带，与预期结果符合。

进而使用 NRPS1 基因内部引物(P9/P10)扩增 814 bp 
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图 2.  炭团木霉中 NRPS1 基因簇生物信息学分析 

Figure 2.  The NRPS1 gene cluster is conserved in Trichoderma species. A: Orthologous gene analysis of the 
NRPS1 gene cluster. a: T. hypoxylon NRPS1; b: T. virens GV29-8 XP_013953110.1 (tex1); c: T. parareesei 
OTA01063.1; d: T. citrinoviride XP_024748081.1. B: The domain structure of NRPS1. 
 
 

 
 

图 3.  炭团木霉 NRPS1 基因缺失菌株的构建及验证分析 

Figure 3.  Schematic illustration of deletion and confirmation of T. hypoxylon NRPS1. A: Schematic representation 
of the deletion of NRPS1. B: Confirmation of NRPS1 deletion by genomic DNA PCR amplification. TYHL3 with 
primer pairs 9/10 (lanes 1 and 4), primer pairs 5/6 (lanes 2 and 5) and primer pairs 7/8 (lanes 3 and 6). M: D2000 
ladder DNA marker. C: The HPLC analysis the mutant of deletion NRPS1. 
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片段，野生型菌株能扩增出目的条带，NRPS1 突

变株由于目标基因片段被潮霉素抗性基因替换而

不能扩增出该条带，说明炭团木霉 NRPS1 基因  

5′端 4526 bp DNA 片段在染色体水平已被定点敲

除，NRPS1 基因被破坏。通过 PCR 验证成功获得

了 3 株能稳定遗传的 NRPS1 基因缺失株，验证结

果如图 3-B 所示。突变株的形态和生长速度与野

生型相比均无明显差异，命名为 TYHL3.1、3.2、

3.3。 

将炭团木霉 WT 和 TYHL3 在 PDA 培养基上

培养 7 d，用乙酸乙酯萃取菌丝及培养基，利用高

效液相色谱法(HPLC)分析对次级代谢产物进行分

析，分析结果如图 3-C 所示。在 210 nm 波长下，

野生型中保留时间为 20.2 min 的代谢产物峰在

NRPS1 基因缺失后消失，推测该峰为炭团木霉哌

珀霉素类化合物的代谢产物峰，NRPS1 基因为哌

珀霉素类化合物的生物合成基因。 

2.3  NRPS1 对炭团木霉次级代谢产物活性的影响 

采用炭团木霉的寄生菌株 H. anthochroum 同

属的一株炭团菌作为试验菌株，以不同粗提物作

用下的炭团菌的菌丝生长直径来表征菌丝生长速

率，进一步探究 NRPS1 对炭团木霉次级代谢及其

相关活性的影响。实验结果显示，在 WT 与 TYHL3

的粗提物作用下，炭团菌菌丝生长速度与对照菌

株相比显著变慢，20 μg/mL 浓度的 WT 粗提物能

够 完 全 抑 制 炭 团 菌 菌 丝 的 生 长 ， 而 缺 失 基 因

NRPS1 后该抑制作用显著下降(图 4-A，B)。因此，

NRPS1 基因的缺失导致具有抑菌活性的代谢产物

减少，从而显著降低了炭团木霉对寄主菌的抑制

作用，此结论与之前推测 NRPS1 是哌珀霉素的生

物合成基因功能相符。 

 
 

图 4.  NRPS1 缺失对炭团木霉活性的影响 

Figure 4.  Effect of NRPS1 deletion on the activity of 
T. hypoxylon. A: Mycelia growth of Hypoxylon sp. 
under crude extract of T. hypoxylon. The Hypoxylon sp. 
strain was cultured on PDA plate at 26 °C for 7 days 

with DMSO (a), crude extracts (b) of TYHL3 (NRPS1), 

crude extracts of WT (c). B: The colony diameters of 
Hypoxylon sp. were measured. Three replicates are for 
each culture. Error bars represent the standard 
deviations. 

2.4  NRPS1 对炭团木霉抗植物病原菌活性的影响 

木霉属真菌是重要的生防真菌，对多种植物

病原菌具有良好拮抗作用。因此，本研究对炭团

木霉的活性与农业上应用前景作了初步探究。炭

团 木 霉 野 生 型 与 N R P S 1 缺 失 突 变 株 分 别 与     

A. parasiticus 等 9 株植物病原真菌进行平板对峙

培养，以单独生长的植物病原真菌为对照。如图 5

所示，野生型炭团木霉与病原真菌对峙培养时。

炭团木霉对 8 株病原菌的生长均有明显的抑制作

用，仅对 M. cinelloides (图 5-I)的拮抗作用较弱。

其中抑制效果最显著的菌株为 P. Chlamlosporia 

(图 5-A)，野生型炭团木霉菌落的生长能够完全包

围 P. Chlamlosporia 的菌落。NRPS1 基因缺失株

TYHL3 与病原真菌对峙培养时，相比于野生型， 
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图 5.  NRPS1 突变株对炭团木霉抗病原菌活性的影响 

Figure 5.  Influences of NRPS1 mutant against pathogenic fungi. All strains were growth on PDA at 26 °C for 7 
days; T. hypoxylon was plated on left side and pathogenic fungus was plated on right side; A: P. chlamlosporia; B: 
C. cladosporioides; C: A. parasiticus; D: G. zeae; E: F. nivale; F: B. cinerea; G: V. alboatrum; H: F. oxysporum; I: 
M. cinelloides. 
 

TYHL3 对 9 株病原菌的生长抑制作用均下降。炭

团木霉野生型的抑菌能力强于 NRPS1 基因缺失

株，这说明了 NRPS1 基因的缺失降低了抑菌活性

物质的产生。此结论与之前推测 NRPS1 是哌珀霉

素的生物合成基因功能相符。 

以生长 7 d 的实验组与对照组菌丝直径来表

征菌丝生长抑制率，结果如表 3 和图 6 所示。其

中，菌丝生长抑制率最高的 3 株病原菌为 P. 

chlamlosporia、C. cladosporioides 和 A. parasiticus，

炭团木霉 WT 对其抑制率分别为 61.52%、58.67%、

53.62%，而 TYHL3 对其抑制率分别仅为 43.63%、

31.00%、44.20%，这表明 WT 对病原菌菌丝生长 

表 3.  炭团木霉对植物病原菌的抑制作用 

Table 3.  Inhibition of T. hypoxylon on plant pathogenic fungi 
No. Strains WT (7 d) TYHL3 (7 d) 

1 P. chlamlosporia 61.52±0.05 43.63±0.03 

2 C. cladosporioides 58.67±0.03 31.00±0.08 

3 A. parasiticus 53.62±0.06 44.20±0.04 

4 G. zeae 39.06±0.08 33.33±0.08 

5 F. nivale 44.27±0.08 36.86±0.03 

6 B. cinerea 44.67±0.11 34.67±0.07 

7 V. alboatrum 42.38±0.04 32.33±0.04 

8 F. oxysporum 39.06±0.08 33.33±0.08 

9 M. corcinelloides 27.67±0.03 21.67±0.03 

Inhibition of growth is defined as (diameter of growth in the 
absence of the test strain-diameter of growth in the direction of 
the test strain)/(diameter of growth in the absence of the test 
strain)×100%. Data are shown with mean±SEM, n=3. 
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图 6.  炭团木霉(野生型和突变株)对 9 株病原菌的抑制率 

Figure 6.  Inhibition rates of T. hypoxylon against pathogenic fungi. Data were presented as Mean±SD, values with 
capital letters and lowercase letters in the same column indicated significant difference at 0.01 and 0.05 levels, 
respectively; *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

的抑制效果较 TYHL3 更为显著。其中 TYHL3 对

P. chlamlosporia 的抑菌率较 WT 下降大于 20%，

其余菌株也下降 5%–20%不等，分析可知 NRPS1

基因的缺失导致炭团木霉对植物病原菌的抑制能

力显著下降。因此，NRPS1 所合成的哌珀霉素类

化合物具有良好的抑菌活性，进一步也说明了

NRPS1 基因在炭团木霉适应自然环境中与其他菌

株竞争、拮抗过程中发挥重要的作用。 

3  讨论 

基因组测序和生物信息分析技术的迅速发

展，表明微生物基因组中蕴藏着大量未知天然产

物，是活性分子发现和开发的巨大宝库。但在传

统的筛选办法和常规的实验室培养条件下，微生

物失去了选择和竞争压力，导致越来越难发现新

的活性化合物，目前已被鉴定和分离的化合物仅

仅是冰山一角。Wang 等完成了无花果拟盘多毛孢

(Pestalotiopsis fici)的全基因组测序，生物信息学

分析显示，其基因组中共包含 76 个次级代谢产物

合成基因簇，远远大于已鉴定的化合物类型。转

录组分析显示，超过 86%基因簇未表达，证明该

菌株中大量的基因簇仍处于“沉默”状态[31]。因此，

从基因组入手的基因组挖掘技术已经成为发现新

天然产物的重要策略之一[32]。该技术主要通过对

基因组中特定酶及基因簇的保守区序列进行生物

信息分析，预测酶的功能和基因簇编码的天然产

物的结构，再通过遗传调控、异源表达等方法激

活表达量低或沉默的基因与基因簇，从而特异性

地发现新酶以寻找结构新颖的化合物[33–34]。例如，

Zheng 等通过对 P. fici 中 COP9 信号小体亚基

PfcsnE 基因的敲除，从 PfcsnE 敲除突变株中分离

到了结构新颖的化合物，该蛋白对 P. fici 次级代谢

起到重要的调控作用[35]。Udwary 等利用基因组挖

掘策略首次鉴定了来源于海洋放线菌 Salinispora 

tropica CNB-400 中的多烯大环内酰胺类化合物

salinilactam A[36]。因此，该策略能够有效避免化

合物的重复发现，有助于发现新化合物，打破以

往的天然产物发现瓶颈，使微生物天然产物研究

进入新时代[37]。 
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木霉作为重要的生防真菌，其中哌珀霉素是

其特征性次级代谢产物，也是重要的活性物质。

为了从新鉴定的炭团木霉中挖掘新活性物质，利

用绿木霉中 tex1 基因为参考序列，搜索到一个与

其 同 源 性 性 高 达 74% 的 非 核 糖 体 肽 合 酶 基 因

NRPS1，推测该基因可能参与哌珀霉素类化合物

的合成。利用先前构建的遗传操作体系，成功敲

除该基因并获得突变株，提取其粗提物进行了活

性实验。研究炭团木霉和 NRPS1 缺失突变株

TYHL3 粗提物对寄生宿主炭团菌生长影响及对植

物病原菌的拮抗作用。结果发现，与野生菌株相

比，NRPS1 基因的缺失菌株的粗提物对炭团菌的

抑制作用显著降低(图 4)，说明该基因的缺失影响

了活性物质的产生，进而降低了对炭团菌的抑制。

推测炭团木霉可能通过活性次级代谢产物的产

生，达到对寄主菌株的抑制作用，这可能是两个

真菌在进化过程中长期适应环境的结果。为了研

究该基因在抗病原菌的作用，将炭团木霉野生菌

株和突变株与 A. parasiticus 等 9 株病原菌进行共

培养，发现 NRPS1 基因的缺失突变株对抗病原菌

的能力大大减弱(图 5)，证明该基因是合成活性物

质的关键基因，进而表明该基因的防御功能。由

于该基因与木霉属中哌珀霉素类化合物合成基因

同源性很高，这些基因编码的均为结构特殊且高

度保守的非核糖体多肽合成酶，比如与绿木霉中

哌珀霉素 tex1 的同源性 74%。因此，推测该基因

可能是合成哌珀霉素类化合物，相关化合物结构

的解析对其作用机制的研究将会更加清晰。本研

究利用基因组挖掘策略成功鉴定一个木霉中有生

防功能的基因，并发现其在对抗病原菌中起关键

作用。该研究对木霉中活性物质的挖掘及其将来

生防应用具有重要应用价值。 
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Abstract: [Objective] Trichoderma is a genus of common filamentous fungi used for biological control, by 

producing a variety of secondary metabolites that play an important role in biological control. In this study, a 

putative nonribosomal peptide synthetase (NRPS) NRPS1 was identified in Trichoderma hypoxylon by genome 

mining approach and the function of this gene’s function was studied by using NRPS1 mutant against the 

pathogens. [Methods] Bioinformatics analysis reveals a putative NRPS containing biosynthetic gene cluster that is 

potential for the biosynthesis of peptaibol. The deletion cassette containing the hygromycin resistance gene was 

constructed by Quick-change method. The partial gene was deleted by using PEG mediated transformation in T. 

hypoxylon. NRPS1’s function was identified by the biological activity assay against pathogenic fungi. [Results] We 

identified a putative peptaibol synthesis gene NRPS1 and obtained three deletion mutants. Deletion of NRPS1 

significantly decreased the ability to resistance the pathogenic fungi, such as Aspergillus parasiticus, Fusarium 

oxysporum, and Verticillium alboatrum. [Conclusion] NRPS1 is a potential peptaibol synthesis gene in T. 

hypoxylon and plays important roles in the resistance to pathogenic fungi. This work lays the foundation for the 

elucidation of peptaibol biosynthesis and its application for the biological control in agriculture. 
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