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摘   要：【目的】本文借助基因编辑技术在具有生物防治潜力的绿色木霉(Trichoderma viride)中
敲除组蛋白去乙酰化酶编码基因 TvRpd3，来研究 TvRpd3 基因及其编码蛋白在提高木霉病原菌拮

抗能力中的作用。【方法】利用融合 PCR 和同源重组策略构建了 TvRpd3 基因缺失的突变菌株，

通过对峙培养、表型观察、免疫组化检测、代谢组学分析等系统比较 TvRpd3 基因敲除前后菌株

的组蛋白乙酰化修饰水平、次级代谢产物合成、病原菌拮抗能力以及田间防治效果等。【结果】

与野生型菌株相比，缺失 TvRpd3 基因的木霉工程菌(∆TvRpd3)对多种病原菌表现出了更强的对峙

抑制效果，其所产的发酵液对小麦白粉病、烟草黑胫病和番茄枯萎病的防治效果分别提高了

62.27%、57.45%和 70.71%。同时，敲除 TvRpd3 基因也显著改变了木霉工程菌所产次级代谢产物

的种类和产量，抗生性物质的产量大幅提高。【结论】绿色木霉 TvRpd3 基因及其介导的组蛋白

乙酰化修饰在提高绿色木霉生物防治中起着重要作用。 
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Abstract: [Objective] This paper aimed to analyze the role of TvRpd3 encoding histone 
deacetylase in the biocontrol of Trichoderma viride Tv-1511 by constructing the engineered 
strain with TvRpd3 deleted (∆TvRpd3). [Methods] Fusion PCR technique and homologous 
recombination method were employed to delete TvRpd3 in T. viride Tv-1511. Confrontation 
culture, phenotype observation, immunohistochemistry detection, and metabonomics analysis 
were carried out to compare the histone acetylation level, secondary metabolite synthesis, 
antagonism to pathogens, and field biocontrol effect between the engineered and the wild-type 
strains. [Results] Compared with the wild type, ∆TvRpd3 exhibited enhanced inhibitory effects 
on pathogens. The biocontrol effects of ∆TvRpd3 fermentation broth on wheat powdery 
mildew, tobacco black shank, and tomato Fusarium wilt increased by 62.27%, 57.45%, and 
70.71%, respectively. Meanwhile, the knockout of TvRpd3 significantly changed the species 
and yields of secondary metabolites produced by Trichoderma. Specifically, the yields of 
several vital antibiotic substances including trichomycin, sorbicillinoids, and monocillin I 
produced by ∆TvRpd3 increased compared with those of the wild type. [Conclusion] TvRpd3 
mediates histone deacetylation to play a role in the biocontrol of T. viride. 
Keywords: Trichoderma viride; histone deacetylase; molecular modification; functional analysis; 
biocontrol 
 
 

木霉(Trichoderma spp.)作为一种广泛存在

于土壤和植物根际等生态环境中的多功能丝状

真菌，是土壤微生物群落的重要组成部分[1-2]。

作为生防菌株，木霉菌的主要生防机制是重寄生

作用[3]。木霉菌制剂作为活体微生物制剂，以其

对环境影响小且不易使病原菌产生抗性、易培养

和对环境安全等特点，使其成为安全有效的微生

物肥料[4-5]。随着木霉在生物防治中作用的广泛

和深入研究，抗生性代谢产物作为植病生防菌筛

选的重要指标越来越受到关注[6]。自 1932 年发

现胶霉毒素(gliotoxin)到现在，从木霉中分离到

的次级代谢产物已超过了 300 种，其中已经有超

过 45 种具有杀菌杀虫作用的抗生性代谢产物被

鉴定出来，它们与其生产菌株的生物防治有效性

直接相关[7-8]。早期的研究主要集中在不同菌种

及其代谢物对植物病原菌的防治效果方面，近期

的研究重点一方面集中在如何提高生防菌中已

知代谢产物的产量，另一方面是从生防菌中发现

具有更广泛活性的新型化合物[8-9]。 
染色质介导的调控在次级代谢产物生物合

成基因簇的转录表达中起着重要作用，它通过表

观遗传对组蛋白进行修饰来改变染色质的构象，
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调控一些基因簇的激活或沉默[10-11]。其中组蛋白

乙酰化与去乙酰化被当作调控基因活化和抑制

的主要表观修饰机制[12]。组蛋白赖氨酸残基的

乙酰化修饰是由组蛋白乙酰转移酶 (histone 
acetyltransferase, HAT) 和组蛋白去乙酰化酶

(histone deacetylase, HDAC)协同调控的[12-13]。

目前，以组蛋白乙酰化修饰为靶点，通过对组

蛋白乙酰化酶 /去乙酰化酶的编码基因和酶活

性进行精准调控来改变组蛋白乙酰化和去乙酰

化之间的动态平衡，是发现新的具有生物活性

研究价值的先导化合物的重要手段，越来越得

到广泛的应用[13-14]。 
在木霉的表观遗传研究中，通过敲除里氏木

霉组蛋白去乙酰化酶基因 HDAC1 显著提高了纤

维素酶编码基因及其相关调控基因 cbh1、egl1
和 xyr1 的转录水平[15]，而干扰掉组蛋白去乙酰

化酶基因 GCN5 则导致里氏木霉的生长受到抑

制、产纤维素酶的活性下降[16]。但是目前表观

遗传修饰调控木霉抗生性次级代谢产物合成的

研究还很少，相关分子调控机制以及基于表观遗

传修饰的产物发掘和鉴定工作亟待深入开展。减

少钾依赖 3 (reduced potassium dependency 3, 
Rpd3)是人们最早发现的具备 HDAC 活性的蛋

白，其通过催化底物组蛋白赖氨酸的去乙酰化来

调控基因表达[17]。将丝状真菌橘青霉(Penicillium 
citrinum)组蛋白去乙酰化酶基因 Rpd3 过表达

后，其主要次级代谢产物美伐他汀的产量大幅下

降，表明 Rpd3 蛋白对次级代谢产物的生物合成

可能起到负调控作用[18]。前期工作中，本团队对

绿色木霉 Tv-1511 中组蛋白乙酰化酶 GCN5 的功

能进行了分析，发现过表达 TvGCN5 基因有效提

高了绿色木霉 Tv-1511 的生长、抗逆以及促生和

防病能力[19-20]。但是作为另一种有效提高组蛋白

乙酰化水平方法，敲除组蛋白去乙酰化酶对绿色

木霉生长及促生防病功效的影响还未深入研究。 

基于木霉丰富的代谢途径和繁多的代谢产

物，利用基因编辑和分子改造技术构建高效木霉

底盘菌株创制合成菌群并利用发酵调控手段来

增加其活性物质的多样性，可发现更多的新型生

物活性物质，增强其生物防治效能[21-23]。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌株  

本实验室分离保存的绿色木霉(Trichoderma 

viride) Tv-1511，已保藏在中国普通微生物菌种

保藏中心(保藏号 CGMCC No. 16800)。绿色木霉

工程菌株 ΔTvRpd3 由本研究构建保存，在中国

普通微生物菌种保藏中心的保藏号为 CGMCC 
No. 23516。本研究所用病原真菌[立枯丝核菌

(Rhizoctonia solani) 、 串 珠 镰 刀 菌 (Fusarium 

moniliforme)、尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)、
葡萄座腔菌(Botryosphaeria rhodina)、层生镰刀

菌(Fusarium proliferatum)、盾壳霉(Coniothyrium 

minitans)、白绢病菌(Sclerotium rolfsii)、棒孢菌

(Corynespora sp.) 、 灰 葡 萄 孢 菌 (Botrytis 

Cinerea)、禾谷镰孢菌(Fusarium graminearum)]
均为本实验室分离保藏。 
1.1.2  培养基 

PDA (马铃薯浸粉 6.0 g/L，葡萄糖 20.0 g/L，

琼脂 20.0 g/L)、PDB (马铃薯浸粉 6.0 g/L，葡萄

糖 20.0 g/L)和 LB (胰蛋白胨 10.0 g/L，酵母浸粉

5.0 g/L，氯化钠 10.0 g/L，琼脂 15.0 g/L)培养基，

均购自青岛海博生物技术有限公司。 
1.1.3  试剂 

氨苄青霉素溶液和潮霉素溶液均购买于生

工生物工程(上海)股份有限公司。溶解酶(lysing 
enzyme)购于 Sigma 公司。 

1.2  绿色木霉 TvRpd3 缺失工程菌株构建 
本研究利用基于融合 PCR 构建敲除片段、 
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PEG 介导的原生质体转化以及高效的突变子筛

选为核心的基因编辑方法，来构建 TvRpd3 缺失

工程菌株。敲除片段的构建如图 1 所示，敲除片

段由 3 部分组成，TvRpd3 上游片段、TvRpd3 下

游片段和 HygR 抗性基因表达框。以绿色木霉

Tv-1511 基因组 DNA 为模板，扩增 TvRpd3 基因

的上游片段和下游片段，敲除片段扩增引物分别

为：上游片段扩增引物 TvRpd3-up-F: 5′-GATTCG 

GGCGTCTCGAGATAT-3′和 TvRpd3-up-R: 5′-GA 
GAGCTACCTTACATCAATATGGCAAGAGGC
GCTTTGGCGCA-3′；下游片段扩增引物 TvRpd3- 

down-F：5′-GGTACTATGGCTTAGATGGAATAC 

CCGCGATTCAGGAACTTGTTG-3′ 和 TvRpd3- 

down-R: 5′-TGGATGGATGGCTTGTTG-3′。以线

性化的 pBARGPE1- Hygro 质粒为模板，扩增潮

霉素抗性基因(HygR)，扩增引物为：HygR-F：5′-G 

AGAGCTACCTTACATCAATATGGC-3′和 HygR-R: 

5′-GGTACTATGGCTTAGATGGAATACCC-3′ 。

融合 PCR 扩增后纯化回收敲除片段。参照之前

的实验方法进行原生质体的制备及转化[19-20]。挑

取菌落至新鲜的抗生素平板上获得 TvRpd3 缺失

工程菌株 ΔTvRpd3。采用 RT-PCR 的方法检测

TvRpd3 的转录表达，扩增引物为：TvRpd3-F: 

5′-CAAGTTCGGCGGTATGAC-3′ 和 TvRpd3-R: 

5′-TTCTCCTCCTCCTTCTCCT-3′；TvRpd3 的蛋

白表达则利用蛋白质免疫印迹(Western blotting, 

WB)的方法进行检测。 

1.3  绿色木霉组蛋白 H3 和 H4 的乙酰化水

平检测 
在 PDA 平板上活化木霉野生型菌株(wild 

type)和突变工程菌(ΔTvRpd3)，28 °C 避光培养

48–72 h。参照之前的实验方法 [19-20]，利用

EpiQuik 公司试剂盒(Total H3ac Detection Kit, 
P-4031; Total Histone H4 Acetylation Detection 
Fast Kit, P-4033)进行出发菌株和突变工程菌中

组蛋白的提取和乙酰化状态检测。 

1.4  绿色木霉野生型菌株及工程菌与病原

菌平板对峙实验 
在 PDA 平板上活化木霉野生型菌株(wild 

type)和突变工程菌(ΔTvRpd3)，利用之前报道的

方法[24]进行木霉菌与病原菌的平板对峙实验，

逐日观察抑制作用，测量病原菌菌落半径。 

1.5  绿色木霉野生型菌株及 TvRpd3 缺失工

程菌发酵液的平板抑菌实验 
利用之前报道的方法[24]收集木霉菌的发酵

液，发酵液经 0.22 μm 无菌滤膜过滤后置于无菌

离心管中备用。随后，在 40 mL PDA 培养基中

加入 10 mL 无菌木霉菌发酵液，混匀后倒平板，

待其冷却后在平板一侧转接不同病原菌(尖孢镰

刀菌、串珠镰刀菌、灰葡萄孢菌、葡萄座腔菌、

盾壳霉、立枯丝核菌、白绢病菌、层生镰刀菌、

棒孢菌、禾谷镰孢菌)，28 °C 倒置培养，逐日观

察抑制作用。将 10 mL 无菌 PDB 溶液与 40 mL 
PDA 培养基均匀混合后，倒平板作为对照组。 

1.6  绿色木霉野生型菌株及工程菌的发酵

液施用对几种植物病原菌的田间防治效果 
试验设 3 个处理，包括清水对照(A)、绿色

木霉 Tv-1511 发酵液处理(B)、绿色木霉 ΔTvRpd3

发酵液处理(C)。将经过菌体过滤后所收集得到

的发酵液进行 10 倍稀释后使用。 

烟草黑胫病田间抑制实验：大田试验在黑

胫病高发田地，分别在移栽后 0、10 和 20 d，

对植株全株特别是茎基部进行全面喷雾，做到

药液可以沿茎基部流渗到根际表土中。移栽 

30 d 后观察是否出现病害，进行防效调查，采

用 5 点取样法，每点选取 30 株。按照标准方

法 (GB/T23222—2008)调查烟草黑胫病发病情

况。以未处理的烟株为对照，计算烟株病叶平均

严重度、病情指数以及生防菌相对防效。 
小麦白粉病田间抑制实验：大田试验于在白
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粉病高发田地进行，在白粉病初发期，采用手动

喷雾器喷洒将发酵液均匀喷洒于三叶期小麦的

叶片上，间隔 15 d 再喷洒 1 次，共防治 2 次。

首次用药后 30 d 进行防效调查，参照《小麦白

粉病测报调查范围》评价小麦白粉病发病情况。

采用 5 点取样法，每点选取 30 株。 
番茄枯萎病田间抑制实验：在番茄 6–7 片真

叶时进行移栽，每个处理 20 株，共 3 个重复。

利用番茄枯萎病菌孢子悬浮液灌根接种刚移栽

的番茄植株。分别在移栽后第 10、25 和 40 天进行

3 次发酵液灌根处理，施用量为 300 mL 发酵液/株。

30 d 后调查番茄植株枯萎病发病情况。番茄枯萎病

病情分级标准参照《番茄病虫害诊治图册》。 
防治效果、病情指数和病叶平均严重度(%)

按照以下公式计算：相对防效=(对照病情指数–
处理病情指数)/对照病情指数×100%；病情指  
数=∑(各级病株数×该病级值)/(调查总株数×最

高级值)×100；病叶平均严重度(%)=∑ (各严重度

级值×各级病叶数)/调查总病叶数×100。 

1.7  绿色木霉野生型菌株及工程菌发酵液

成分的代谢组学分析 
将菌株接于含有 PDB 培养液的摇瓶中，

28 °C、180 r/min 发酵 7 d。用滤纸过滤发酵液，

然后经 10 000 r/min 离心 20 min，取上清液，送

北京诺禾致源科技股份有限公司进行非靶向代

谢组学(Untargeted metabolomics)分析。 

1.8  绿色木霉野生型菌株及工程菌发酵液

中几种抗生性次级代谢产物含量的检测 
将菌株接于含有 PDB 培养液的摇瓶中，

28 °C、180 r/min 发酵 7 d。用滤纸过滤发酵液，

然后经 10 000 r/min 离心 20 min，乙酸乙酯(ethyl 
acetate, EtOAc) 500 mL 萃取 3 次。用旋转蒸发

仪浓缩萃取液制成发酵浸膏。将 0.5 g 发酵浸膏

用 1 mL 乙醇溶解，3 000 r/min 离心 1 min，取

上 清 ， 用 旋 转 蒸 发 仪 浓 缩 ， 经 CHCl3 和

CH2Cl2+0.5%甲醇溶液浓缩溶解后，高效液相色

谱仪测定分析。 
Monocillin Ⅰ含量检测使用 Agilent C18 色谱

柱。用甲醇:水=60:40 (体积比)作流动相，流速

1 mL/min，柱温 20 °C，紫外检测波长 220 nm。 

木霉菌素含量检测使用 Agilent C18 色谱柱，

流动相为 V (乙腈):V (水)=60:40，流速 1 mL/min，

柱温 22 °C，紫外检测波长 193 nm。 
Sorbicillinoids 含量检测使用 Agilent C18 色

谱柱。用甲醇:水=80:20 (体积比)作流动相，流

速 1 mL/min，柱温为 20 °C，紫外检测波长为

370 nm。 

1.9  数据处理和分析 
运用 SPSS 21.0 统计软件对试验数据进行

分析，利用 Origin 9.0 软件进行图表制作，所有

数据均采用平均值±标准误差(mean±SE)表示。

数据采用方差分析(analysis of variance, ANOVA)

法比较不同处理间的差异显著性。 

2  结果与分析 
2.1  绿色木霉 TvRpd3 缺失工程菌株的构建 

从绿色木霉 Tv-1511 基因组中克隆 TvRpd3

基 因 的 上 游 片 段 和 下 游 片 段 ， 从 质 粒

pBARGPE-1-Hygro 中克隆潮霉素基因片段，通

过融合 PCR 的方法构建 TvRpd3 的敲除基因片

段，将构建好的敲除基因片段通过 PEG-CaCl2

法转入绿色木霉原生质体，通过同源重组的方法

敲除 TvRpd3 基因，并利用 Hyg-R 抗性，进行菌

落 PCR 筛选得到阳性突变子 18 株(图 1)。然后

分别采用 RT-PCR 和蛋白质免疫印迹的方法检

测 TvRpd3 的转录表达，以及 TvRpd3 编码蛋白

的表达。结果显示，在 TvRpd3 缺失工程菌株中

检测不到 TvRpd3 的转录表达(图 2A、2B)和蛋白

表达(图 2C、2D)。 
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图 1  TvRpd3 基因敲除片段的构建及验证 
Figure 1  Construction and identification of TvRpd3 knockout fragment. A: Construction of knockout fragment 
of TvRpd3 gene. B: Identification of knockout fragment of TvRpd3 gene. 
 
 
2.2  绿色木霉 TvRpd3 缺失工程菌株中组蛋

白 H3 和 H4 的乙酰化水平的改变 
利用获得的 TvRpd3 缺失工程菌株检测了敲

除 TvRpd3 基因对绿色木霉基因组中组蛋白 H3
和 H4 乙酰化水平的影响。结果表明，TvRpd3

缺失工程菌 ΔTvRpd3 中组蛋白 H3 和 H4 的乙酰

化修饰水平，与野生型菌株相比均明显上升(图
3)，其中组蛋白 H3 乙酰化水平提高了 104.5% 
(图 3A)，组蛋白 H4 乙酰化水平提高了 62.4% 
(图 3B)。 
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图 2  绿色木霉 TvRpd3 敲除工程菌的 RT-PCR 和 WB 验证 
Figure 2  Identification of Trichoderma engineering strains deleting TvRpd3 gene by RT-PCR and Western 
blotting. A, B: Identification of TvRpd3 gene transcription level in Trichoderma engineered strains by RT-PCR. 
C, D: Identification of TvRpd3 protein expression in Trichoderma engineered strains using Western blotting. 
Data were mean±SE, values were significantly different with * at 0.05 level. 

 

 
 

图 3  绿色木霉 TvRpd3 敲除工程菌中的组蛋白乙酰化修饰水平 
Figure 3  Acetylated level of histone H3 and H4 in Trichoderma engineering strains deleting TvRpd3 gene. A: 
Acetylated level of H3 in Trichoderma engineering strains deleting TvRpd3 gene. B: Acetylated level of H4 in 
Trichoderma engineering strains deleting TvRpd3 gene. Data were mean±SE, values were significantly different 
with * at 0.05 level. 
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2.3  绿色木霉 TvRpd3 缺失工程菌株及其发

酵液的植物病原菌平板对峙实验 
利用绿色木霉 TvRpd3 缺失工程菌株进行了

木霉菌株与多种植物病原菌的平板对峙实验。结

果发现，与野生型菌株相比，缺失 TvRpd3 基因

的木霉工程菌(ΔTvRpd3)对不同植物病原菌均表

现出了更强的抑制效果(图 4A)。其中，ΔTvRpd3

工程菌对尖孢镰刀菌、串珠镰刀菌、灰葡萄孢菌、

白绢病菌、层生镰刀菌、棒孢菌和禾谷镰孢菌的

对峙抑制效果相比野生型菌株明显提高(图 4B)。 

同时，收集 TvRpd3 缺失工程菌株的发酵液

进行了平板抑菌试验。结果发现，与野生型菌株

相比，TvRpd3 基因缺失工程菌株所产生的发酵

液对不同病原菌(尖孢镰刀菌、串珠镰刀菌、灰

葡萄孢菌、葡萄座腔菌、盾壳霉、立枯丝核菌、

白绢病菌、层生镰刀菌、棒孢菌、禾谷镰孢菌)
均表现出了更强的抑制效果(图 5A)。其中，

ΔTvRpd3 工程菌发酵液对灰葡萄孢菌、葡萄座腔

菌和盾壳霉的抑制效果相比野生型菌株提高最

为明显(图 5B)。 
 

 
 

图 4  绿色木霉 TvRpd3 敲除工程菌 ΔTvRpd3 与病原菌平板对峙实验 
Figure 4  Plate confrontation experiment between Trichoderma engineering strains deleting TvRPD3 gene and 
pathogens. A: Phenotype of plate confrontation experiment between Trichoderma and pathogens. B: 
Quantitative statistics of plate confrontation experiment between Trichoderma and pathogens. Data were 
mean±SE, values were significantly different with * at 0.05 level, with ** at 0.01 level. 
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图 5  绿色木霉 TvRpd3 敲除工程菌 ΔTvRpd3 发酵液对病原菌的抑制实验 
Figure 5  Plate anti-pathogen experiment by fermentation broth of Trichoderma engineering strains deleting 
TvRpd3 gene. A: Phenotype of plate anti-pathogen experiment by the fermentation broth. B: Quantitative 
statistics of plate anti-pathogen experiment by the fermentation broth. Data were mean±SE, values were 
significantly different with * at 0.05 level, with ** at 0.01 level. 
 
2.4  绿色木霉 TvRpd3 缺失工程菌株发酵液

对几种植物病原菌的田间防治效果 
为了验证敲除 TvRpd3 基因对木霉菌株田间

病害防治效果的影响，分别进行了木霉工程菌发

酵液对烟草黑胫病、小麦白粉病和番茄枯萎病的

田间防治实验。结果显示，施用 ΔTvRpd3 工程

菌株发酵液后，小麦白粉病、烟草黑胫病和番茄

枯萎病的发病率显著降低。与野生型菌株相比，

工程菌株对小麦白粉病、烟草黑胫病和番茄枯萎

病的防治效果分别提高了 62.27%、57.45%和

70.71% (表 1，表 2，表 3)。 

2.5  敲除 TvRpd3 基因对绿色木霉抗生性次

级代谢产物的影响 
高效液相色谱的检测结果发现，与野生型菌株

Tv-1511 相比(图 6A)，ΔTvRpd3 工程菌株发酵液(图
6B)中代谢物的总离子流(total ion flow, TIC)图呈现

明显的峰形差异，表明改变木霉组蛋白乙酰化水平

对其次级代谢的种类和含量产生了显著影响。 
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表 1  绿色木霉野生型及 ΔTvRpd3 工程菌发酵液对小麦白粉病的田间防治效果 
Table 1  Field control effects of the fermentation broth wild-type and engineering (ΔTvRpd3) strains of 
Trichoderma on wheat powdery mildew 
Treatment Average disease severity (%) Disease index Control effect (%) 
Control 32.15±4.77a 25.22±2.81a / 
Fermentation broth of Tv-1511 15.66±2.98ab 12.31±1.21ab 51.29±6.88a 
Fermentation broth of ΔTvRpd3 5.39±0.71bc 1.56±0.21bc 83.23±8.39b 
Data were mean±SE, values with different lowercase letters in the same column were significantly different at 0.05 level.       
/ indicated null. 

 

表 2  绿色木霉野生型及 ΔTvRpd3 工程菌发酵液对烟草黑胫病的田间防治效果 
Table 2  Field control effects of the fermentation broth wild-type and engineering (ΔTvRpd3) strains of 
Trichoderma on tobacco black shank 
Treatment Average disease severity (%) Disease index Control effect (%) 
Control 18.99±2.99a 4.58±1.01a / 
Fermentation broth of Tv-1511 8.32±1.91ab 1.87±0.31ab 56.19±6.33a 
Fermentation broth of ΔTvRpd3 2.19±0.51bc 0.59±0.15bc 88.47±6.91b 
Data were mean±SE, values with different lowercase letters in the same column were significantly different at 0.05 level.        
/ indicated null. 

 

表 3  绿色木霉 Tv-1511 及 ΔTvRpd3 工程菌发酵液对番茄枯萎病的田间防治效果 
Table 3  Field control effects of the fermentation broth wild-type and engineering (ΔTvRpd3) strains of 
Trichoderma on tomato Fusarium wilt 
Treatment Average disease severity (%) Disease index Control effect (%) 
Control 93.21±7.99a 59.66±7.12a / 
Fermentation broth of Tv-1511 48.31±4.78ab 21.88±4.03ab 48.17±5.89a 
Fermentation broth of ΔTvRpd3 21.56±3.21bc 11.21±1.78bc 82.23±7.98b 
Data were mean±SE, values with different lowercase letters in the same column were significantly different at 0.05 level.       
/ indicated null. 

 
图 6  绿色木霉工程菌株发酵液中代谢物的总离子流图 
Figure 6  Total ion flow diagram of metabolites in fermentation broth of wild-type and engineering strains of 
Trichoderma. A: Total ion flow diagram of metabolites in fermentation broth of wild-type Trichoderma viride. B: 
Total ion flow diagram of metabolites in fermentation broth of Trichoderma engineering strains deleting TvRpd3 gene. 
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因此，本研究进一步对木霉野生菌株和工

程菌株的发酵液进行了代谢组学的差异性分析

(图 7)，结果显示，与野生型菌株相比，ΔTvRpd3
工程菌株发酵液中筛选出 324 个差异代谢产

物，其中产量上调的代谢产物有 233 个，产量

下调的代谢产物有 91 个，表明 ΔTvRpd3 工程

菌株发酵液中有 71.9%的差异代谢产物的含量

增加。 

随后，比较了野生菌株与 TvRpd3 缺失工程

菌株发酵液中几种重要抗生性次级代谢产物的

含量差异。结果发现，敲除 TvRpd3 基因后，木

霉 菌 株 生 产 木 霉 菌 素 、 sorbicillinoids 和

monocillin I 的能力均显著提升。与野生型菌株

相比，ΔTvRpd3 工程菌发酵液中木霉菌素、

sorbicillinoids 和 monocillin I 的产量分别提高了

75.11%、95.63%和 72.26% (表 4)。 
 
 

 
 

图 7  绿色木霉野生型菌株和工程菌株发酵液成分的代谢组分析 
Figure 7  Metabolomic analysis of metabolites in fermentation broth of wild-type and engineering strains of 
Trichoderma. A: The score plot and loading plot of PCA. B: Volcanic map of differential metabolites. C: 
Cluster analysis of differential metabolites. 
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表 4  绿色木霉野生型及 ΔTvRpd3 工程菌发酵液中几种抗生性次级代谢产物含量的检测 
Table 4  Detection of several antibiotic secondary metabolites in the fermentation broth of wild-type and 
engineering (ΔTvRpd3) strains of Trichoderma 
Samples Trichodermin  

(mg/L) 
Sorbicillinoids  
(g/L) 

Monocillin I  
(mg/L) 

Fermentation broth of Tv-1511 83.21±3.51a 4.85±0.79a 10.06±0.87a 
Fermentation broth of ΔTvRpd3 145.71±6.78b 9.44±1.35b 17.33±2.31b 
Data were mean±SE, values with different lowercase letters in the same column were significantly different at 0.05 level. 

 

3  讨论与结论 
组蛋白去乙酰化酶介导的组蛋白低乙酰化

水平会使染色质的结构变得更紧密[25]，其介导

的低乙酰与抑制基因的表达有关[26]。Rpd3 作为

人们最早发现的具备 HDAC 活性的蛋白，与特

定基因的转录密切相关。Vidal 等[27]在酵母中证

明 Rpd3 蛋白参与基因的转录，Tomimoto 等[28]

在研究组蛋白去乙酰化酶基因对清酒酿酒酵母

的发酵特性的影响时发现，敲除酵母的 Rpd3s

基因后，与乙酸酯合成的相关基因的转录水平上

升，一些相关醇类的产量得到提高。基于已经完

成的全基因组测序结果，本研究从绿色木霉

Tv-1511中克隆到了组蛋白去乙酰化酶编码基因

TvRpd3，其基因序列和氨基酸序列已提交至

NCBI GenBank (OK335751)。本研究通过构建

TvRpd3 缺失的木霉菌株 ΔTvRpd3，解析了

TvRpd3 及其介导的组蛋白去乙酰化修饰在绿色

木霉生物防治中的功能。木霉是真菌类生物农药

的代表性菌种，它对植物具有很好的防病、促生

作用[29]。本研究结果表明，与野生型菌株相比，

缺失 TvRpd3 基因的木霉工程菌(ΔTvRpd3)对多

种病原菌表现出了更强的对峙抑制效果，木霉工

程菌(ΔTvRpd3)所产的发酵液对多种病原菌和植

物病害表现出了更强的抑制和防治效果。 
木霉产生的抗生性次级代谢产物种类繁多，

由于具有新颖的化学结构和显著的生物活性而

受到广泛关注，其中抗生性代谢产物在生物防治

中的作用至关重要[30]。大量真菌基因组测序表

明，真菌中超过 90%的次级代谢产物合成基因

簇处于沉默状态，极大地限制了新代谢产物的发

现及其合成机制研究[10]。作为表观遗传调控的

重要方式，组蛋白乙酰化修饰在代谢产物合成及

表达调控过程中发挥着重要作用[31-32]。在互隔交

链 孢 霉 (Alternaria alternata) 和 扩 张 青 霉

(Penicillium expansum)中，HDAC 抑制剂处理能

够有效促进其次级代谢产物的产生[33-34]，而且进

一步的研究发现在齿梗孢霉 (Calcarisporium 
arbuscula)中敲除 HDAC 编码基因 HdaA 显著激

活了大约 75%的次级代谢产物合成基因(簇)的
表达[35]。这些研究表明通过表观遗传调控来改

变组蛋白乙酰化和去乙酰化动态平衡，在提高已

知代谢产物的产量和激活次级代谢产物生物合

成“沉默”基因(簇)方面均有重要调控作用。本研

究结果发现，敲除 TvRpd3 基因显著改变了木霉

工程菌所产次级代谢产物的种类和产量，与野生

型菌株相比有 300 余种差异代谢产物的含量发

生变化，其中有超过 70%的次级代谢产物的含

量上调。未来的工作将基于已测序完成的绿色木

霉 Tv-1511 全基因组信息，结合多组学分析和代

谢通路解析，进一步挖掘组蛋白乙酰化修饰与木

霉次级代谢产物生物合成基因(簇)之间的调控

机制，为丰富木霉次级代谢产物的结构与功能多

样性提供理论和技术支持。 
本研究利用基于同源重组的基因编辑方法

敲除了绿色木霉组蛋白去乙酰化酶编码基因
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TvRpd3，构建了 TvRpd3 基因缺失菌株 ΔTvRpd3，
并开展了其在木霉生物防治方面的功能研究。缺

失 TvRpd3 基因的绿色木霉工程菌(ΔTvRpd3)及
其发酵液具有更强的对不同病原菌和植物病害

的抑制和防治效果，对小麦白粉病、烟草黑胫病

和番茄枯萎病的防治效果显著提高。代谢组学分

析结果发现 ΔTvRpd3 工程菌发酵液中次级代谢

产物种类和产量均有显著变化，其中几种重要生

防 物 质 包 括 木 霉 菌 素 、 sorbicillinoids 和

monocillin I 等的产量明显提高。这些结果表明

敲除 TvRpd3 基因可以显著提高绿色木霉对病原

菌的拮抗能力，在木霉的生物防治作用中起着重

要作用。 
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