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摘要    球毛壳菌(Chaetomium globosum)是自然界中分布最广泛的真菌之一, 因产生

球毛壳菌素(chaetoglobosins)而被人们所熟知. 然而, 该真菌球毛壳菌素合成的分子机

制尚不清楚. 本研究利用 RNAi 技术证实 C. globosum 的一个聚酮合酶(polyketide 

synthase)基因 pks-1 参与 chaetoglobosin A 合成. RNA 干扰 pks-1 后, chaetoglobosin A 的

产量明显下降, 同时沉默转化子的黑色素合成降低、菌丝变白, 表明两种聚酮类化合物

—黑色素和 chaetoglobosin A, 可能共有相同合成步骤. 实验还发现 pks-1 在孢子生成

过程中也起着重要的作用, pks-1 基因沉默转化子失去了产孢的能力, 聚酮类化合物可

能通过未知过程调控孢子生成. C. globosum 的 pks-1 基因的多重作用未有报道. 本研究

为 C. globosum 的 chaetoglobosins 生物合成以及次生代谢和真菌形态发生的关系提供了

有用信息.  
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球毛壳菌(Chaetomium globosum)是一类分布广

泛在土壤、植物碎屑腐生真菌, 也是活体植物宿主的

内生菌或病原菌. 还有报告其引起人类室内空气综

合症(sick building syndrome, SBS)和过敏症[1], 一些

菌株能够对人类产生入侵性感染的病原体[2]. 此外, 

球毛壳菌在农业和工业上都有应用, 如对病原微生

物和蚜虫的生物防治[3,4]、对植物木质纤维素的分解

可以用于生物能源制造等[5]. 球毛壳菌产生丰富的次

生代谢产物 [6,7], 这些产物有些能够引起食品污染 , 

有的具有很强的生物活性, 可以用于生物制药开发[8], 

其中研究最多的是球毛壳菌素[6,7,9]. 球毛壳菌素属于

细胞松弛素(cytochalasans)家族, 能够与细胞内肌动

蛋白微丝结合, 抑制肿瘤细胞运动和分裂[10]. 球毛壳

菌素早于 20 世纪 70 年代中期在球毛壳菌中发现, 后

来也在其他的真菌中分离得到[11,12]. 在 C. globosum

产生的众多次生代谢产物中, 球毛壳菌素 A (chaeto- 

globosin A) 是最主要的成分, 由于具有对肿瘤细胞

强烈的细胞毒性、抗细菌和真菌活性而受到关注[13]. 

Chaetoglobosin A 是由 9 个单位的乙酸盐/丙二酸缩合

而成的聚酮骨架组成的, 在环状结构上还带有 1 个色

氨酸基团[14,15].  

大量真菌基因组测序揭示大量参与聚酮合成基 
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因族的存在, 为研究和利用真菌聚酮类次生代谢物

提供了基础[16]. 近年来, 真菌此生代谢的分子生物学

取得许多进展, 基本阐明了重要聚酮类此生代谢产

物的合成步骤和调节的规律, 如黄曲霉毒素 aflato- 

xin[17~22]. 控制次生代谢的调节网络逐渐在一些真菌

中被描述, 如 G protein-cAMP-PKA 代谢调节通路、

LaeA 和 VeA 代谢调控蛋白复合体[19,23~25]等.  

相比较而言, 对 C. globosum 的分子生物学研究

进展甚少, 甚至到目前, 在球毛壳菌中还没有基因敲

除的工作报道, 也没有研究 chaetoglobosin 的生物合

成机制的报道 . 本小组最近研究发现 , 在 C. 

globosum 中实施同源重组敲除基因的方法非常困难, 

可能是分子研究进展缓慢的原因 . RNA 干扰技术 

(RNAi) 是研究基因功能的有效手段, 已经应用于多

种真菌[26~28]. 参与RNAi的基本蛋白成员, 即RNA依

赖的 RNA 聚合酶、Argonaut 蛋白和 Dicer 酶在一些

真 菌 中 具 有 高 度 保 守 性 , 如 在 Cryptococcus 

neoformans[29], Bipolaris oryzae[30], Aspergillus 和

Fusarium[31], Cochl- iobolus sativus[32]等真菌中均有报

道和利用.  

为建立 C. globosum 基因功能研究方法, 本文选

择了一个聚酮合酶基因 pks-1(CHGG_00542), 尝试建

立了 RNAi 基因沉默的方法. C. globosum CBS 148.51

基 因 组 数 据 库 (http://www.broadinstitute.org/annot- 

ation/genome/chaetomium_globosum/Home.html)以及

本实验室 C. globosum NK102 基因组数据库均证明此

真菌中确实存在 RNAi 沉默机制. CBS 148.51 中发现

了 RNAi 的 3 个重要组成元件, 分别是 RNA 依赖的

RNA 聚 合 酶 (CHGG_04734) 、 Argonaut 蛋 白

(CHGG_08996)和Dicer酶(CHGG_03638). 选择 pks-1

基因是因为它与介导黑色素合成的聚酮合酶 PKSs 同

源性最高, 能够通过菌体颜色的表型变化鉴别沉默

转化子. 参与黑色素生物合成通路的聚酮合酶的分

子遗传研究已经在许多真菌中展开 , 如 Sordaria 

macrospora[33], Bipolaris oryzae[34]和 Colletotrichum 

lagenarium[35]. C. globosum pks-1 基因编码的 PKS 蛋

白与 Neurospora tetrasperma 中参与黑色素合成的

PKS蛋白具有高度同源性(EGO61342.1, 达65%一致). 

本研究发现 pks-1 基因不仅参与黑色素产生, 还在

chaetoglobosin 的生物合成以及孢子形成过程中发挥

着关键作用.  

1  材料与方法 

1.1  菌株与培养条件  

球毛壳菌 C. globosum NK102野生型为本实验室

分离保存 , 其培养条件见文献[6]. NK-102 接种于

PDA 固体培养基或者 PDB 液体培养基中, 28℃培养, 

液体培养基需振荡培养(150 r/min).  

1.2  质粒构建 

沉默质粒 pSilent-1 曾用于多种真菌 RNAi 研  

究[26,27], 本实验中的 pSilent-1由中国哈尔滨工业大学

杨谦、宋金柱教授惠赠, 其质粒图谱见图 1C. 实验前

首先验证了潮霉素 B 抗性选择标记基因 (hph)在

NK102 中是否具有正常功能. RNA 发卡结构和 hph

基因表达的启动子为 PtrpC(图 1C). 质粒在 E. coli 

DH5α中扩增.  

根据 C. globosum pks-1 基因(CHGG_00542)的序

列, 设计引物 PKS-ia/ib(表 1), 从 pks-1 上扩增 320 bp

片段插入pSilent-1构成反向重复序列(图1A和C). 片

段 pks1a 位于 pks-1 的 5′端(图 1A), 核酸序列具有特

异性, 即与基因组其他基因没有相似性, 以防止干扰

的脱靶(off-target). 分别用 XhoⅠ和 Hind Ⅲ, BglⅡ和

KpnⅠ两组限制性内切酶酶切 pks-1 片段, 正向和反

向序列分别插入到 pSilent-1 相应的酶切位点, 得到

沉默质粒 pPKS-1a(图 1C). 另外, 本研究还同时构建

了沉默质粒 pPKS-1b. 

1.3  原生质体转化和转化子的筛选 

将沉默质粒 pPKS-1a 转化到 C. globosum 野生型

中, 原生质体转化方法参阅 Turgeon 等人[36]的方法. 

转化子接种于含有 100 mg/L 潮霉素 B 的 PDA 培养基

上进行筛选. 为确定沉默质粒转化到 C. globosum 基

因组中, 用引物 hyg(s)/hyg(as)(表 1)扩增潮霉素抗性

基因(200 bp), 并对扩增产物进行测序.  

1.4  Southern blot 检测 

NK-102 转化子基因组的提取按照 Raeder 和

Broda[37]的方法进行, Southern blot 按照 Yang 等人[18]

描述的方法进行. 用限制性内切酶进行基因组 DNA

的消化, 0.8% 琼脂糖凝胶电泳后转移至纤维素尼龙

膜上(Osmonics, 美国). 用于杂交的探针有 3 个: 来 
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图 1  PKS 分析以及沉默质粒的构建 
A: PKS-1 蛋白结构域示意图. KS(β-酮酰合酶, 氨基酸序列 349~822), 

AT/MT(酰基转移酶, 926-1224); DH(脱水酶, 1341-1492); ACP(酰基

载体蛋白, 1667-1731)和 TE(硫酯酶, 1939-2179). RNAi 的靶位点

pks-1a 位于 pks-1 的 366~685 核酸序列(320 bp), pks-1b 位于

1847-2073(227 bp). B: RT- PCR检测 pks-1基因不同时间梯度的表达

量. 菌体于 500 mL 三角瓶中(装有 200 mL PDB), 150 r/min, 28°C 振

荡培养 2~10 天后, 提取总 RNA.下图为内参基因 actin 的表达量. C: 

质粒 pSilent-1 和 RNAi 发卡结构的构建图谱. 箭头方向为 pks-1 片

段的方向. IT, Magnaporthe oryzae 中 CUT 基因的内含子; PtrpC, A. 

nidulans trpC 基因的启动子; TtrpC, A. nidulans trpC 基因的终止子 

源于质粒 pSilent-1 且经引物 Hyg(s)/Hyg(as)扩增的潮

霉素基因片段; 连接到沉默质粒 pPKS-1a 上 320 bp 

pks-1 片段; 以及 XhoⅠ酶切 pSilent-1 得到的线性质

粒 . 探针标记 , 杂交和检测按照 DIG High Prime 

DNA Labeling and Detection Starter Kit Ⅱ试剂盒

(Roche China, 上海)说明书介绍方法进行.  

1.5  RNA 提取和反转录 PCR(RT-PCR) 

菌丝尖端接种法将各菌株接种于 200 mL的 PDB 

表 1  实验所用引物 a) 

 
 
 
液体培养基中, 于 28℃培养箱中, 以 160~200 r/min

的转速连续振荡培养 2~10 天, 菌丝冷冻干燥研磨后

用 TRIzol 试剂盒提取(Invitrogen, CA, USA). 总 RNA

用 RNase-free DNase(TaKaRa Inc, 大连)进行消化处

理. cDNA 第一链的合成使用 1 μg 总 RNA 作为模板, 

Oligo(dT)作为引物, 在 M-MLV 反转录酶作用下进行. 

具体步骤参照 M-MLV RTase cDNA Synthesis Kit 试

剂盒说明书(TaKaRa Inc, 大连).   

1.6  荧光实时定量 PCR(qRT-PCR) 

本实验的 qPCR 反应使用的是 Eppendorf 的

Mastercycler ep realplex 系统和相应的软件(Eppendorf, 

德国). 以 SYBR green(BioRad, 美国)作为荧光标记, 

实验步骤按照说明书进行. 以 actin 编码基因作为内

参基因, 引物 qPKS(s)/qPKS(as)扩增 pks-1, qActin(s)/ 

qActin(as)扩增 actin基因(表 1). 反应体系(20 μL)含有

10 μL SYBR Green I PCR master mix (Roche China, 

上海). PCR 反应条件如下: 94℃ 10 min, 94℃ 15 s, 

59℃ 30 s; 40 个循环后做熔解曲线分析. 每个样品 3

个重复. 通过连续 4 倍稀释 cDNA 样品浓度得到标准

曲线, 目的基因和内参基因扩增效率基本一致. 数据

用 2∆∆CT 法分析本实验中基因相对表达量[38].  

1.7  高效液相色谱(HPLC)检测 chaetoglobosin A 

菌丝尖端接种法分别接菌于装有 200 mL PDB液

体培养基中, 28℃, 180 r/min连续振荡培养 8天, 得到

上清液培养液后加入等体积氯仿甲醇混合液(10:1, 

体积比)萃取, 收集有机相, 55℃减压蒸馏有机相得到

粗提产物, 粗提产物重悬于甲醇中, 浓缩体积至 2 

mL, 12000 r/min, 10 min 离心弃杂质, 上清液用 0.45 
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μm 的有机滤膜过滤后上样 HPLC.  

HPLC 使用 Angilent 1100(Angilent Technologies, 

美国), 分析柱为 Kromasil C18 ODS(4.6×250 mm, 

AKZO Nobel, 瑞士 ), 检测波段 227 nm, 流速 1 

mL/min, 标准样品 chaetoglobosin A(Sigma, 美国)作

为对照, 制作标准曲线以定量 chaetoglobosin A.  

2  结果 

2.1  C. globosum PKS 编码基因 pks-1 的表达量随
时间梯度变化 

C. globosum CBS 148.51 全基因组注释表明聚酮

合酶基因在十几个以上. pks-1 基因编码基因组中最

大的 PKS, 并与其他真菌中编码黑色素生物合成的

PKS 具有同源性. pks-1 基因全长从本实验室保存的

NK102 克 隆 得 到 , 并 进 行 测 序 (GenBank ID: 

JX125042). 预测聚酮合酶有 5 个特征性结构域构成, 

属于Ⅰ型重复型 PKS 即 KS(β-酮酰合酶)、AT/MT(酰

基转移酶 )、DH(脱水酶 )、ACP(酰基载体蛋白 )和

TE(硫酯酶). 这些结构域的作用包括完成 Claisen 缩

合反应、延伸形成 chaetoglobosins 的聚酮碳骨     

架[39~41](图 1A). 但在 PKS-1 中没有发现烯醇还原酶

(ER)和酮基还原酶(KR).  

在众多丝状真菌中, 次生代谢相关的基因常常

成簇存在, 大都是处于沉默[42]. 通过反转录 PCR 的

方法确定 pks-1基因在C. globosum中的表达情况. 结

果表明, pks-1 的表达依赖于培养时间, 直到培养的第

8 天基因开始表达. 事实上, pks-1 基因的表达与生长

平台期和真菌色素的生成相关联 (未发表数据 ). 

NK102的菌体生物量在第 8天达到最大值, 菌丝在第

7 天时颜色开始变深. 作为内参的 actin 基因表达量

则持续不变(图 1B). 反转录 PCR 结果表明, pks-1 基

因并未沉默, 其表达与真菌生长状态有关.  

2.2  沉默质粒转化得到黑色素缺失转化子 

针对 pks-1 基因的 RNA 干扰质粒 pPKS-1a 构建

方法如图 1C 所示. 之后以 PEG 介导的原生质体转化

方法转化到 NK102 中, 得到了具有潮霉素抗性的转

化子 40 株(命名为 pA), 随机挑选用 PCR 扩增证明质

粒 pPKS-1a 转入到转化子中, PCR 产物进行测序.  

大部分转化子表型产生变化, 菌丝颜色较野生

型NK102浅. 根据菌落颜色深浅, 40株转化子大致分

为 3 个组. 第 1 组(7 株转化子)表型与野生型相似, 菌

丝体为黑色或者深灰色(图 2A), 如 pA6; 第 2 组(31

株转化子), 占转化子的绝对数量, 菌丝颜色明显变

浅, 但是没有变成无色或白色, 图 2A 中 pA3, pA10, 

pA11 和 pA25 即为此类; 第 3 组菌丝完全呈现白色, 

表型与加入三环唑的培养基上的表型相似, 如 pA27

和 pA28(图 2B). 三环唑是二羟基萘DHN黑色素合成

通路中两个关键还原酶(1,3,6,8-四羟基萘还原酶和

1,3,8-三羟基萘还原酶)的专一性抑制剂[43]. 由此可以

证明, pks-1 的表达受到了 RNAi 的影响, 导致 C. 

globosum 的黑色素产量下降 , 即 pks-1 介导 C. 

globosum 黑色素的合成, 色素量的差异可能是干扰

效率不同造成的. 

2.3  RNA 干扰质粒在转化子中的存在状态 

为证明色素含量的下降是由于 RNA 干扰引起, 

而不是由于 pks-1 基因被转化的质粒截断(disrupted)

的结果, 使用 Southern blot 进行了检测. 随机挑选了

7 株转化子, 如图 2A 所示, pA3, pA6, pA10, pA11, 

pA25, pA27 和 pA28. 首先对未经过酶切的基因组

DNA 用潮霉素基因作为探针进行杂交 , 发现质粒

pPKS-1a 不是游离存在, 而是完全整合到基因组中

(图 3A). 经过 XbaⅠ消化过夜的基因组 DNA, 用

pks-1 沉默片段 pks1a 作为探针杂交. 由于 pks-1 基因

上没有 XbaⅠ酶切位点, pks-1 杂交结果会得到 1 条

9.2 kb 大小的全基因条带, 被检测的 7 株转化子中都

得到了这条片段(图 3B). 此外, XbaⅠ酶切 pPKS-1a

后会得到带有完整发卡结构的 3.0 kb 片段. 如图 1C

和 3B 所示, 转化子中的发卡结构都完整存在. 作为

对照, 质粒 pPKS-1a 具有相同的酶切位点, 也能够产

生 3.0 kb 杂交带(P 带, 图 3B). 这些结果证明, 表型

发生变化的转化子, 其 pks-1 基因本身没有受到破坏, 

排除了 pks-1 突变的可能影响.  

为确定转化子中 pPKS-1a 的拷贝数, 基因组

DNA 用 XhoⅠ消化过夜, XhoⅠ在 pPKS-1a 质粒上只

有 1 个酶切位点(图 1C), 用同样经 XhoⅠ酶切的线性

质粒 pSilent-1(不含 pks-1 片段)作为探针杂交. 如果

是 1 个拷贝插入到基因组, 那么应该可以杂交得到两

条带, 如图 3C 所示, 在分析的转化子中, pA6 为单拷  
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图 2  pks-1 基因沉默转化子的表型 

A: 上图为转化子在液体培养基中的表型. 菌体于 200 mL PDB 中, 28℃振荡培养 8 天. 下图为转化子在固体培养基中的表型, 与上图转化子

一一对应. 转化子培养于含有浓度为 100 mg/L 潮霉素的固体 PDA 平板上, 野生型菌株的培养基不加潮霉素. B: 三环唑抑制 C. globosum 黑

色素生成. 右图为 PDA 培养基中加入 50 μg/mL 三环唑的表型, 左图为对照, C. globosum 均在 28°C 培养 7 天 

贝插入, pA25, pA28 和 pA11 均有 3 条带, 可能是 2

个拷贝 pPKS-1a 以首尾相接的形式在同一位点插入, 

另外 3 个转化子 pA3, pA10 和 pA27 为多个拷贝插入. 

作为对照的野生型(Wt)没有杂交到任何带(图 3C). 和

这些转化子的表型比较, 可以说明插入质粒的拷贝

数与 RNAi 沉默效果并没有直接的相关性.  

2.4  沉默转化子的 pks-1 基因表达下降 

为证实黑色素量减少转化子是 pks-1 基因表达沉

默的结果, 本研究使用荧光实时定量技术 qRT-PCR

对 pks-1 mRNA 进行了检测. 结果表明 7 株转化子的

pks-1 mRNA 水平都明显下降(图 4A), 表达量是对照

的11%~61%(对照为转入pSilent-1质粒的转化子, Ct). 

有趣的是, 第 3组中表型白化的转化子 pA27和 pA28, 

其 pks-1 表达量最低; 相反, 与野生型表型接近的第

一组转化子, pA3 和 pA6, pks-1 mRNA 量最高, 分别

是对照菌株的 61%和 57%, 第 2组转化子 pA10, pA11

和 pA25 的表达量则处于中间值(图 4A). qRT-PCR 结

果表明, pks-1 mRNA 表达水平与色素含量之间存在

密切关系, 进一步证明 pks-1 介导了黑色素合成, 并

且 RNAi 方法可以有效的降低 C. globosum 中基因的

表达.  

实际上, 本研究在构建 pPKS-1a 的同时, 还构建

了另 1 个干扰质粒 pPKS-1b, pks-1 片段 pks1b 的位点

选择如图 1A 所示 . 整个实验过程 , pPKS-1b 与

pPKS-1a 都同时进行. 得到的沉默转化子(命名为 pB)

也使用 qRT-PCR 检测 pks-1 基因的表达量. 结果符合

预期, 随机挑选的转化子的 pks-1 表达量都明显下降, 

是对照的 34%到 59%(图 4B).  

2.5  pks-1 基因对 chaetoglobosin A 生物合成和孢
子发生的影响 

本研究的长远目的在于鉴定影响 chaetoglobosin 

A 生物合成的 PKS 基因, 因此, 使用 HPLC 检测了沉

默转化子中 chaetoglobosin A 的产量(图 5). C. 

globosum 生物合成 chaetoglobosin A 的最优条件为 
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图 3  Southern blot 检测 pks-1a 干扰质粒在转化子中的存在形式 

A: DNA样品不进行消化, 直接用pSilent-1上的潮霉素基因片段hph进行杂交. M: Hind Ⅲ-digested λ DNA marker; 泳道 1: 野生型; 泳道 2~8: 

随机挑选的沉默转化子; 泳道 9 和 10, 只带有空质粒 pSilent-1 而没有 pks-1 片段的转化子. 0.8%的琼脂糖凝胶电泳, 每个泳道上样 DNA 5 μg; 

B: DNA 样品用 XbaⅠ进行消化处理, 用 320 bp 长的 pks-1 片段进行杂交. 图中标注的 9.2 和 3.0 kb 是与预期大小相同的条带. 泳道 P: XbaⅠ

酶切过的 pPKS-1a 质粒; Ct: 与图 3A 的泳道 10 相同的对照菌株; 25, 27, 28, 3, 6, 10, 11 分别对应沉默转化子 25, 27, 28, 3, 6, 10, 11. 图上方的

数字代表泳道; C: DNA 样品使用 XhoⅠ进行消化, 并用线性质粒 pSilent-1 进行杂交. Wt, 野生型作为负对照 

 

 

图 4  实时定量 PCR 检测 pks-1 沉默转化子的 mRNA 水平 

A: pPKS-1a 沉默转化子的 qRT-PCR 检测(3, 6, 10, 11, 25, 27 和 28 分别代表转化子的编号), Ct; 带有空质粒 pSilent-1 的转化子; pks-1 cDNA 使

用引物 qPKS(s)和 qPKS(as)进行扩增. 内参基因 actin cDNA 使用引物 qActin(s)和 qActin(as)(表 1)进行扩增. B: pPKS-1b 沉默转化子的 qRT-  

PCR 检测(具体步骤请查阅图 1A 和 2.4) 
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表 2  对照菌株和 pks-1基因沉默转化子的 chaetoglobosin A
产量 

菌株 出缝时间(min) CheA 含量(mg/L) 
Wt 10.973 50.51±8.79 
Ct 11.012 53.71±4.34 

pA6 10.957 8.13±0.37 
pA25 10.967 2.44±0.28 
pA28 10.937 2.94±0.72 
pA27 10.943 4.83±0.55 
pA10 11.000 9.88±2.13 
pA3 10.947 16.14±3.69 

 

 

图 5  对照菌株(Ct)和 pks-1 基因沉默转化子(pA28)发酵液

的 chaetoglobosin A 高效液相色谱分析 

箭头所示即为 chaetoglobosin A 出峰 

200 mL PDB 培养基 28℃振荡培养 8 天. 由表 2 和图

5 可见, 所有转化子的 chaetoglobosin A 的产量都明

显下降. pA25, pA27 和 pA28 的 chaetoglobosin A 含 

量分别为 2.44, 4.83和 2.94 mg/L. 而野生型和对照(Ct)

的 chaetoglobosin A 含量分别为 53.71 和 50.51 mg/L. 

这些结果表明, pks-1 基因参与了 chaetoglobosin A 的

生物合成.  

另外, 本研究还发现 pks-1 基因对于 C. globosum

的孢子发生也是必需的. 沉默转化子产孢少、或者不

产孢子和子实体(子囊壳)(图 6). 与其构成鲜明对比, 

野生型产生大量的孢子和子囊壳. 与预期相符, 对照

菌株(Ct)的产孢子表型与野生型相似. 光学显微镜下

可以明显观察到 pA28 菌丝颜色比野生型颜色浅、视

野中的孢子几乎难以观察到.  

3  讨论 

本研究在使用同源重组方法敲除 C. globosum 基

因的过程中遇到了极大的困难, pks-1 以及其他几个

单拷贝基因敲除的失败之后, 尝试使用 RNAi 的方法

研究聚酮合酶 pks-1 基因. 结果表明, RNAi 在 C. 

globosum 中研究基因功能高效可行. 超过 80%的转

化子表现出明显的黑色素缺失表型(pA 系列 40 株转

化子中有 33 株, pB 系列 40 株转化子中有 32 株)(图

2A). 观察表明, 转化子的表型与细胞中产生干扰的

PKS-1a 质粒的拷贝数并不直接相关(图 2 和 3). 沉默

效率可能由其他因素决定, 例如质粒 PKS-1a 的插入

位点不同会影响 RNA 发卡结构的产生. 在 N. crassa

中 , RNAi 沉默效率不足  40%[44,45]. 在担子菌类 C. 

neoformans 中, RNAi 沉默效率不足 10%[46]. qRT-PCR 

结果证实, 被检测的 7 株黑色素降低的转化子中, 其

pks-1 mRNA 水平都明显下调(图 4A). pA27 和 pA28 

两个转化子在培养基上和显微镜下都能观察到白化

的菌丝体, 并且 pks-1mRNA 水平最低(图 2A 和 6). 

Southern blot 结果表明, 发卡结构是异位插入基因组, 

排除了 pks-1 基因敲除的影响(图 3). 综上所述, pks-1

基因缺失参与了 C. globosum 黑色素的合成. pks-1 基

因编码 2181 个氨基酸的多肽, 含有与其他真菌聚酮

合酶相似的 5个结构域(图 1A), 表明C. globosum黑色

素的合成与其他一些真菌类似, 通过经典的 DHN 黑

色素合成通路[22,47,48]. 在培养基中加入了 DHN 黑色素

合成通路的专一抑制剂三环唑, 结果发现黑色素合成

受到抑制表现型和 pks-1 干扰突变株一致(图 2B).  

更为重要的是, pks-1 的沉默对 chaetoglobosin A

生物合成产生了影响. HPLC 结果显示, 转化子 pA28

的 chaetoglobosin A 产率大大降低(图 5). 培养液中

chaetoglobosin A 的浓度为 2.94 mg/L, 仅是野生型的

5.8%(表 2). 因为 RNAi 使大部分 pks-1 基因的转录受

到抑制 ,  转化子产物中可能还存留有少量的

chaetoglobosin A是可以解释的. 需要指出的是, pks-1

与 P. expansum[41]中负责 chaetoglobosin 生物合成, 编

码聚酮合酶 -非核糖体多肽杂合酶(PKS-NRPS)的

cheA 基因不同. PKS-1 和 CheA 蛋白只在 KS, AT 和

DH 结构域上具有保守性. 而其他一些结构域, 如

CheA 中的 MT, ER, KR 结构域和将色氨酸残基添加

到聚酮骨架上的 PCP 结构域, 在 PKS-1 中并不存在. 

而 PKS-1 上存在的参与释放聚酮链状结构的 TE 结构

域在 CheA 中缺失[15]. 另外, 本研究还查找了 pks-1

上下游的基因序列, 在 C. globosum 中没有发现类似

的基因簇. 因为 chaetoglobosins 是由 1 个带有色氨酸

集团的聚酮骨架组成的[14,15], 仅 PKS-1无法完成整个 
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图 6  对照菌株和 pks-1 基因沉默转化子的显微结构图 

分子的合成. HPLC 结果还显示, PKS-1 也影响了另外

1 个次生代谢产物的合成, 出峰时间在 7 min 的次生

代谢物在 pA28中消失(图 5). 这表明 PKS-1可能为其

他聚酮提供共同的前体物质, PKS-1 更有可能为黑色

素和 chaetoglobosin 生物合成提供前体. 即单一 PKS 

能够产生多种聚酮化合物, 而且真菌中存在着不同

的 chaetoglobosin 生物合成机制. 但是 C. globosum 中

chaetoglobosin 的生物合成还有很多问题有待于解决, 

例如将色氨酸残基连接到聚酮化合物的非核糖体多

肽还未发现.  

本研究还发现, pks-1 是孢子发生(分生孢子和子

囊孢子)所必需的基因(图 6). pks-1 的沉默转化子不产

生孢子或者孢子数量显著下降. pks-1 基因 mRNA 水

平最低的白色转化子 pA28 完全丧失了产生孢子的能

力(图 6). 这个结果提示次生代谢和繁殖分化之间可

能存在直接的联系. 在大多数情况下, 次生代谢是由

G protein-cAMP-PKA 通路和 VeA-LaeA-VeB 复合蛋

白共同调节的结果 , 特别是在曲霉属中 [19,23,25,49~51]. 

次生代谢产物可以作为真菌不同生长阶段的化学指

示剂[49]. 此前有研究表明, C. lagenarium 的黑色素对

形成附着胞乃至侵入植物寄主具有至关重要的作  

用[52]. A. alternata 的黑色素则影响分生孢子的大小[53]. 

另有研究发现, F. graminearum 产生的雌激素类真菌

毒素能够提高子囊壳的产量[54]. A. terreus 的代谢物丁

内酯 Butyrolactone Ⅰ, 能够增加菌丝的分支和孢子

的发生, 以及 lovastatin的产量[55]. 然而, 次生代谢和

发育直接相关的现象还从未发现. A. paraciticus 的 6-

甲基水杨酸甲酯合成酶(MSAS)基因 fluP 对黄曲霉毒

素的生成没有直接的影响, 但与本研究的结果相似

的是, 此基因是菌丝生长和孢子形成所必需的[56]. 基

于这些研究的发现, 本文推测细胞内某些聚酮化合

物, 可能作为分子信号调控其他细胞活动, 例如孢子

发生和附着胞形成.  

本研究在 C. globosum 中建立了 RNAi 方法, 使

得这个真菌的基因功能研究成为. 利用 RNAi 方法研

究了聚酮合酶基因 pks-1, 发现其在黑色素和

chaetoglobosin 生物合成中的关键作用. 此外, 还发

现 pks-1 在有性生殖和孢子发生过程中也具有至关重

要的作用. 在黑色素、chaetoglobosin 生物合成和孢子

发育中同时具有多种功能的聚酮合酶还属于首次报

道. 本研究为 C. globosum 中真菌毒素 chaetoglobosin

和其他聚酮类化合物的生物合成提供了参考.  
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