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粗糙脉孢菌中组氨酸激酶响应香芹酚胁迫的作用

机制 

陈鹏旭，蓝子依，席娟，陈莹莹，郑维发，赵艳霞* 

江苏师范大学生命科学学院，江苏 徐州 221116 

 

摘  要：以粗糙脉孢菌为研究材料，探究组氨酸激酶在应对香芹酚胁迫下的作用。通过比较不同组

氨酸激酶(HKs)缺失菌株与野生型粗糙脉孢菌在受香芹酚胁迫后的形态变化、抑菌圈形成、超氧化

物歧化酶(T-SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性，以及类胡萝素的含量等，研究 HKs 在应对香芹酚胁迫

中的作用。研究发现，除 Δdcc1 外，其他 hk 缺失菌株在香芹酚胁迫下均形成抑菌圈，且丙二醛

(MDA)的形成量增加。检测具抗氧化能力的 T-SOD 和 CAT 活性发现，hcp1 和 sln1 的敲除抑制了

T-SOD 的活性，os1、phy2 和 hk1 的敲除抑制了 CAT 的活性，且香芹酚胁迫仅能激发野生型、

Δhcp1、Δsln1、Δdcc1 和 Δhk16 菌株中的 T-SOD 的活性，不能诱导 Δhcp1、Δnik2、Δphy2、Δluxq、
Δdcc1 和 Δhk16 菌株中 CAT 的活性。类胡萝卜素是粗糙脉孢菌的主要组成成分且具抗氧化活性，

hk9、os1、sln1、phy1、phy2、luxq、hk1 和 dcc1 的缺失抑制了类胡萝卜素的合成，但是香芹酚的添

加诱导 Δsln1、Δluxq 和 Δhk16 突变体中类胡萝卜素的合成。粗糙脉孢菌通过 HKs 感知环境中香芹酚

的信号，通过调节 T-SOD 和 CAT 的活性以及类胡萝卜素的合成应对香芹酚的胁迫。 
关键词：组氨酸激酶；香芹酚；类胡萝卜素；丙二醛；超氧化物歧化酶 
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Mechanism of histidine kinases in responses to carvacrol 
stress in Neurospora crassa 

CHEN Pengxu, LAN Ziyi, XI Juan, CHEN Yingying, ZHENG Weifa, ZHAO Yanxia* 

School of Life Sciences, Jiangsu Normal University, Xuzhou 221116, Jiangsu, China 
 

Abstract: The role of histidine kinases (HKs) in response to carvacrol stimulation in Neurospora 
crassa was investigated by comparing the morphological changes, the formation of 
growth-inhibition zone, total superoxide dismutase (T-SOD) and catalase (CAT) activities, as 
well as carotenoid content between different hk-deficient mutants and the wild-type N. crassa 
under carvacrol stress. hk-deficient strains, with the exception of Δdcc1, exhibited a zone of 
growth-inhibition and increased malondialdehyde (MDA) synthesis under carvacrol stress. 
Analysis of T-SOD and CAT activities revealed that the deletion of hcp1 and sln1 resulted in 
inhibition of T-SOD activity, while the deletion of os1, phy2, and hk1 led to reduction of CAT 
activity. Carvacrol stress stimulated T-SOD activity in the wild-type strain and Δhcp1, Δsln1, 
Δdcc1, and Δhk16 mutants. However, it did not induce CAT activity in the strains Δhcp1, Δnik2, 
Δphy2, Δluxq, Δdcc1, and Δhk16. Carotenoids are the main components within N. crassa and have 
antioxidant properties. It was observed that the deletion of hk9, os1, sln1, phy1, phy2, luxq, hk1, 
and dcc1 resulted in inhibition of carotenoid synthesis, but the carvacrol stress promoted the 
synthesis of carotenoids in Δsln1, Δluxq, and Δhk16 mutants. In summary, N. crassa responded to 
carvacrol stress by regulating the activities of T-SOD and CAT and the synthesis of carotenoids 
through HKs which sense the signal from carvacrol. 
Keywords: histidine kinase; carvacrol; carotenoids; malondialdehyde; superoxide dismutase 

 
双组分信号转导系统(two-component systems, 

TCSs)广泛存在于黏菌、细菌以及真菌中，是微

生物感知和适应环境变化的主要途径之一

(Rajeev et al. 2020；Ishii & Eguchi 2021)。TCSs
可以调控微生物的多种生理功能，如对物理和化

学应激的抵抗力、细胞分裂、生物膜形成、群体

感应和孢子形成等，以维持正常的生长繁殖

(Bem et al. 2015；Calcáneo-Hernández et al. 2023)。
经典的 TCSs 主要由组氨酸激酶(histidine kinase, 
HK)和应答调节蛋白(response regulator, RR)组
成，通过磷酸化和去磷酸化反应调控细胞信号转

导(Ortet et al. 2015；van Hoek et al. 2019；Bleul 
et al. 2021)。大多 HK 是同型二聚体，位于细胞

膜或细胞内部，约 83%的 HK 含跨膜区，胞外区

是其识别外界信号的区域，不具有保守性。微生

物在感知信号后，HK 自动磷酸化其保守的组氨

酸残基，然后将磷酸转移至 RR。磷酸化的 RR
主要充当转录调节因子并控制应激反应所需基

因的表达。HK 不仅在胞质外传感器域中感知信

号，而且在胞质和跨膜域中感知信号。信号通过

辅因子和辅助蛋白直接或间接感应(Cai et al. 
2021；Xie et al. 2022)。越来越多的证据表明，

单个 HK 可以感知并响应多个信号，并通过一系

列的构象变化将信号传递到胞内(Cai et al. 2021；
Yan et al. 2024)。构巢曲霉通过组氨酸激酶 VadJ
调节其生长发育和杂色曲霉素的合成(Zhao et al. 
2021)。深绿木霉中的 HK 参与渗透应激反应

(Calcáneo-Hernández et al. 2023)。组氨酸激酶

Sln1 通过转录因子 Prf1 调节黑粉菌的有性发育

和毒力(Cai et al. 2021)。粗糙脉孢菌 Neurospora 
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crassa 作为遗传学研究的模式生物，其基因组简

单，遗传背景清晰。生物信息学分析发现其含有

11 个编码 HK 的基因，每个基因均含有典型的

HK结构域HisKA和HATPase_c，其中只有SLN1
具有跨膜结构域(Cabrera et al. 2022；Fleißner 
et al. 2022)。我们在前期研究中发现，粗糙脉孢

菌中 HK 参与识别昆虫胁迫信号，调节脂质代谢

和胡萝卜类化合物的合成等过程，以提高其抵御

昆虫胁迫的能力(Sun et al. 2023；Lu et al. 2024)。
但粗糙脉孢菌 HK 在应对环境化学物质胁迫中

的功能未知。 
香芹酚(2-甲基-5-异丙基苯酚)是一种单萜

类苯酚，分子量小、脂溶性高、易通过细胞膜、

对人体无毒，具有抗菌、抗氧化、抗炎等生物活

性(Maktabi et al. 2024；Tópor et al. 2024)。香芹

酚不仅对细菌，如：肠道沙门氏菌、大肠杆菌、

蜡样芽孢杆菌、金黄色葡萄球等具有显著的抑制

效果 (Heckler et al. 2021；Al-Tawalbeh et al. 
2024；孙伟等 2024)，对青霉、灰霉菌和曲霉菌

也表现出良好的杀伤作用(Fincheira et al. 2023；
Duan et al. 2024；Moghadasi et al. 2024)。在微生

物培养过程中，香芹酚的添加能对其造成胁迫，

使其产生应激反应(Khan et al. 2017)。在香芹酚

胁迫下，酿酒酵母的细胞形态和细胞壁膜的结构

和功能等生理学特性发生变化(牛力源等 2024)，
白色念珠菌产生内质网应激(Chaillot et al. 2015)。
然而丝状真菌应对香芹酚胁迫的机理尚未完全

阐明。 
本文以粗糙脉孢菌为研究材料，探究 11 个

HK 对香芹酚胁迫的响应，以期为深入揭示真菌

协调各种生理代谢平衡、抵御胁迫、适应环境的

机制提供参考，为新型天然抑菌剂香芹酚的应用

提供数据支撑。 

1  材料与方法 
1.1  菌株、培养基及培养条件 

野生型粗糙脉孢菌 Neurospora crassa 和 hk

突变体菌株信息及来源见表 1。Minimal medium
培养基(100 mL)：3 g 蔗糖，2 mL 50×Vogel’s salt，
1.5 g 琼脂。利用 0.1%吐温 20 收集粗糙脉孢菌

的分生孢子，采用血球计数板计数并稀释孢子悬

浮液至 2×106 个/mL。 
 

表 1  粗糙脉孢菌菌株及来源 
Table 1  Neurospora crassa and source of strain 
菌株 
Strains 

菌株编号 
Strain number 

有性型 
Sexual type 

菌株来源 
Source of strain 

Wild-type 87-3 a FGSC 
Δhk9 NCU09520 a FGSC 
Δos1 NCU02815 a FGSC 
Δhcp1 NCU07221 a FGSC 
Δnik2 NCU01833 a FGSC 
Δsln1 NCU04615 a Sun et al. 2023 
Δphy1 NCU04834 a FGSC 
Δphy2 NCU05790 a FGSC 
Δluxq NCU02057 a FGSC 
Δhk1 NCU01823 a FGSC 
Δdcc1 NCU00939 a FGSC 
Δhk16 NCU03164 a FGSC 
FGSC: Fungal genetics stock center. 

 

1.2  香芹酚对粗糙脉孢菌生长影响的测定 
接种 2×104 个孢子至含 minimal medium 的

平板中央，于 30 ℃恒温培养 3 d 后，在培养皿盖

正中央滴加香芹酚原液(上海麦克林生化科技有

限公司)，使平板内香芹酚浓度为 0.1 μg/cm2，继

续培养 1 d。拍照记录菌丝生长情况，并利用十

字交叉法测定抑菌圈直径。 

1.3  丙二醛(MDA)含量的测定 
粗糙脉孢菌可溶性蛋白提取：液氮研磨粗

糙脉孢菌培养物，加入适量的 Hepes 蛋白提取

缓冲液，涡旋振荡混匀，冰浴 5 min。在 4 ℃、

12 000 r/min 离心 15 min，收集上清液。重复提

取 3 次，合并上清液即为可溶性蛋白溶液。 
过氧化脂质降解产物中的丙二醛可与硫代

巴比妥酸缩合形成红色产物，在 532 nm 处有最

大吸收峰。取可溶性蛋白 0.1 mL，参照丙二醛

测试盒说明书(南京建成)检测粗糙脉孢菌培养

物中 MDA 含量。 
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1.4  总超氧化物歧化酶(T-SOD)活性的测定 
黄嘌呤及黄嘌呤氧化酶反应系统产生超氧

阴离子自由基，后者氧化羟胺形成亚硝酸盐，在

显色剂的作用下呈现紫红色。样品中 T-SOD 对

超氧阴离子自由基有专一的抑制性，使形成的

亚硝酸盐减少。参照 T-SOD 测定试剂盒说明书

(南京建成)检测粗糙脉孢菌培养物中 T-SOD 的

活性。 

1.5  过氧化氢酶(CAT)活性的测定 
CAT 分解 H2O2 的反应可通过加入钼酸铵而

迅速中止，剩余的 H2O2 与钼酸铵作用产生淡黄

色的络合物，在 405 nm 处测定其变化量，可计

算出 CAT 的活力。取可溶性蛋白 0.1 mL，具体

步骤参照 CAT 测定试剂盒说明书(南京建成)检
测粗糙脉孢菌培养物中 CAT 的活性。 

1.6  类胡萝卜素含量的测定 
液氮研磨样品，以丙酮为提取溶剂浸提

24 h，8 000 r/min 离心 15 min 取上清液，重复

以上步骤 3 次。精密称取番茄红素及 β-胡萝卜

素标准品，加丙酮配制成标准品储备液，并稀释

成 5 个系列质量浓度的标准品溶液。参照 Sun 
et al. (2023)的方法，利用 HPLC 法检测类胡萝

卜素含量。 

1.7  统计学分析 
所有实验均设置 3 个平行，结果采用 GraphPad 

Prism 8.0 绘图，两组计量数据比较采用 Student’s 
T 检验统计学分析，P<0.05 或 P<0.01 表示差异

具有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  香芹酚对粗糙脉孢菌生长的抑制 

正常培养条件下，不同 hk 突变菌株与野生

型(WT)菌株生长表型差异对比发现，WT 菌株菌

丝呈橘色，形成大量分生孢子；Δos1、Δsln1 菌

丝量减少，菌丝发白，分生孢子数量降低；Δhk1
产生大量褐色物质；Δdcc1 分生孢子数量增加；

其他突变菌株菌丝体蓬松，分生孢子数量降低。

在香芹酚的胁迫下，WT 菌株呈现的橘色加深，

分生孢子数量增加；Δdcc1 菌株未形成抑菌圈，

与正常培养条件下无明显差异；Δhk9、Δos1、
Δhcp1、Δnik2、Δluxq 菌株菌丝抑制率均达到 50%
以上。正常培养条件下与香芹酚处理后的同一菌

株之间对比发现：香芹酚胁迫后，Δhk1 产生更

多的褐色物质，形成少量分生孢子；其他菌株菌

丝体橘色加深(图 1)。 

2.2  香芹酚对丙二醛(MDA)含量的影响 
MDA 是脂质过氧化的产物之一，其含量与

脂质过氧化程度呈正相关。正常培养条件下，野

生型(WT)菌株膜脂过氧化程度低，hk 突变菌株

与 WT 菌株相比，Δphy1、Δphy2、Δdcc1 菌株膜

脂过氧化程度严重，是 WT 的 2–3 倍；Δos1、Δnik2
和 Δsln1 菌株膜脂过氧化程度较低。经香芹酚处

理后，WT 菌株膜脂过氧化加重，hk 突变菌株与

WT 菌株相比，Δos1 和 Δphy2 菌株中的 MDA 含

量是 WT 菌株的 5 倍；Δhcp1、Δphy1 和 Δhk16
菌株中 MDA 含量是 WT 菌株的 2 倍。正常培养

条件下与香芹酚处理后的同一菌株对比发现，

Δos1 和 Δphy2 菌株的膜脂损伤程度加大，Δhpy1、
Δluxq 和 Δdcc1 菌株与正常培养条件下无明显差

别(图 2)。 

2.3  香芹酚对总超氧化物歧化酶(T-SOD)
活性的影响 

正常培养条件下，野生型菌株 T-SOD 含量

为 169.00 U/mg prot，hk 突变菌株与 WT 菌株相

比，除了 Δhcp1 和 Δsln1 菌株低于 WT 菌株外，

其他均高于 WT 菌株。在香芹酚处理下，Δsln1

菌株的 T-SOD 活性最大，为 265.43 U/mg prot。
与 WT 菌株相比，Δhk9、Δos1、Δphy1 和 Δluxq

菌株 T-SOD 活性显著降低。正常培养条件下与

香芹酚处理后的同一菌株对比发现，WT 菌株

T-SOD 活性无明显差别，Δhcp1、Δsln1、Δdcc1
和 Δhk16 突变体中 T-SOD 活性上升，其他菌株
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均下降(图 3)。 

2.4  香芹酚对过氧化氢酶(CAT)活性的影响 
正常培养条件下，hk 突变菌株与 WT 菌株

相比，Δhcp1、Δluxq、Δdcc1 和 Δhk16 菌株 CAT
活性显著提高。经香芹酚处理后，hk 突变菌株

与 WT 菌株相比，Δhcp1 和 Δsln1 菌株 CAT 活性

显著上升，Δphy2、Δluxq、Δdcc1 和 Δhk16 菌株

CAT 活性显著下降。正常培养条件下与香芹酚

胁迫后的同一菌株之间对比发现，WT 菌株

CAT 活性显著升高，Δhk9、Δnik2、Δphy1 和

Δphy2 菌株在胁迫前后无明显差异，Δos1、
Δsln1 和 Δhk1 菌株在香芹酚胁迫下 CAT 活性约

是处理前的 2 倍，Δluxq、Δdcc1 和 Δhk16 菌株

胁迫前 CAT 活性约是处理后的 2 倍(图 4)。 

 

 
 

图 1  香芹酚对粗糙脉孢菌生长发育的影响    A：不同 hk 突变菌株在正常培养和香芹酚胁迫下的生长

表型；B：不同 hk 突变菌株在香芹酚胁迫下的抑制率 
Fig. 1  Effects of carvacrol on the growth and development of Neurospora crassa. A: Phenotype of different 
hk mutants under normal culture and carvacrol stress; B: Inhibition rate of different hk mutants under carvacrol 
stress. 
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图 2  不同 hk 突变菌株在正常培养和香芹酚胁迫

下丙二醛 (MDA)含量的变化      *P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001；蓝色*代表同一菌株在正

常培养条件和香芹酚胁迫下差异；黑色*代表在正

常培养条件下突变菌株与野生型之间的差异；红

色*代表在香芹酚胁迫下突变菌株与野生型之间的

差异. 下同 
Fig. 2  Changes of malondialdehyde (MDA) content 
in different hk mutants under normal culture and 
carvacrol stress. * P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; 
Blue * represents the difference between the same 
strains under normal culture conditions and carvacrol 
stress; Black * represents the difference between 
mutants and wild type strain under normal culture 
conditions; Red * represents the difference between 
mutant strains and wild-type strain under carvacrol 
stress. The same below. 

 
2.5  香芹酚对类胡萝卜素含量的影响 

hk 突变菌株与 WT 菌株相比，正常培养条

件下，Δhcp1、Δnik2 菌株链孢霉黄素比 WT 菌

株高；在香芹酚处理下，WT 菌株含量升高，

Δhk16 中链孢霉黄素比 WT 菌株高，其他菌株中

含量均下降。正常培养条件下与香芹酚处理后

的同一菌株对比发现，Δluxq 和 Δhk16 中链孢霉

黄素含量显著提高，约是处理前的 1.5 倍和 2 倍

(图 5A)。 
hk 突变菌株与 WT 菌株相比，正常培养条

件下，Δhcp1 产生的 3,4-脱番茄红素约是 WT 菌

株的 2 倍；经香芹酚处理后，Δhk1 菌株几乎不

产生 3,4-脱番茄红素，而 Δhk16 菌株产生的 3,4-
脱番茄红素约是WT菌株的 3倍；正常培养条件

下与香芹酚处理后的同一菌株之间对比发现，

除了 Δluxq 和 Δhk16 菌株 3,4-脱番茄红素含量上

升外，其余菌株均下降(图 5B)。 
 

 
 

图 3  不同 hk 突变菌株在正常培养和香芹酚胁迫

下超氧化物歧化酶(T-SOD)活性的变化 
Fig. 3  Changes of total superoxide dismutase 
(T-SOD) activity in different hk mutants under 
normal culture and carvacrol stress. 

 

 
 

图 4  不同 hk 突变菌株在正常培养和香芹酚胁迫

下过氧化氢酶(CAT)活性的变化 
Fig. 4  Changes of catalase (CAT) activity in different 
hk mutant strains under normal culture and carvacrol 
stress. 

 

hk 突变菌株与 WT 菌株相比，正常培养条

件下，Δhcp1 产生的番茄红素约是 WT 菌株的

2 倍；经香芹酚处理后，Δhk1 菌株几乎不产番
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茄红素，Δluxq 菌株产生的番茄红素约是 WT 菌

株的 2 倍，Δhk16 菌株产生的番茄红素约是 WT
菌株的 4 倍；正常培养条件下与香芹酚处理后

的同一菌株之间对比，除 Δluxq 和 Δhk16 菌株番

茄红素含量上升外，其余均下降(图 5C)。 
hk 突变菌株与 WT 菌株相比，正常培养条

件下，Δluxq 菌株产生更少的 γ-胡萝卜，其他菌

株与对照相比无明显差异。经香芹酚处理后，

与 WT 菌株相比，Δhcp1、Δnik2、Δsln1、Δluxq

和 Δhk16 菌株产生的 γ-胡萝卜素显著提升；正

常培养条件下与香芹酚处理后的同一菌株之间

对比，Δluxq 和 Δhk16 菌株处理后 γ-胡萝卜素含

量显著上升，Δhk1 菌株含量显著下降，其他菌

株无明显差异(图 5D)。 

经香芹酚处理后，仅 Δluxq 和 Δhk16 菌株总

类胡萝卜素总含量显著升高，其他菌株均无明

显差异或是显著下降(图 6)。 

3  讨论 
真菌在生长过程中受物理、化学、生物等因

素的影响，同时进化产生适应策略 (文晴等 
2023；赵宽和徐建平 2023)。为寻求抑制真菌生

长的方法，揭示其抗抑菌剂的机制，我们研究了

HKs 在粗糙脉孢菌抵御香芹酚胁迫中的功能。

研究发现，香芹酚对除 Δdcc1 以外的 hk 敲除菌

株的抑制率较高。phy1、phy2 和 dcc1 的敲除导

致粗糙脉孢菌严重受损，且香芹酚诱导了大多数

菌株中 MDA 的积累。此外，粗糙脉孢菌的组成 
 

 
 

图 5  不同 hk 突变菌株在正常培养和香芹酚胁迫下类胡萝卜素含量 
Fig. 5  Carotenoid content in different hk mutants under normal culture and carvacrol stress. 
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图 6  不同 hk 突变菌株在正常培养和香芹酚胁迫下类胡萝卜素总含量 
Fig. 6  Content of total carotenoid in different hk mutants under normal culture and carvacrol stress. Ctr: 
Control; Car: Carvacrol. 

 
成分和细胞内具抗氧化能力的酶活性在抵御香

芹酚胁迫中起作用。HKs 通过调节粗糙脉孢菌

组成成分和酶的活性，提高其适应环境的能力。 
香芹酚通过破坏微生物细胞膜的完整性和

通透性、干扰物质和能量代谢等对多种微生物具

有抑制作用(王江来等 2022)。胁迫条件下，细胞

内脂质发生过氧化生成 MDA。MDA 改变膜的

结构和功能，引发细胞毒性。伴随着 hk 的缺失

和香芹酚的胁迫，粗糙脉孢菌细胞内的 MDA 含

量增加。说明，hk 的敲除和香芹酚的处理，增

加了细胞脂质过氧化的程度，不利于生物的生长

发育。 
粗糙脉孢菌通过调节细胞内具有抗氧化物

能力的酶活性和细胞组成成分应对香芹酚的胁

迫。T-SOD 能催化超氧阴离子自由基歧化生成

氧和过氧化氢，CAT 以过氧化氢为电子受体催

化底物氧化，能消除过氧化氢等物质对细胞的损

伤。香芹酚胁迫改变了粗糙脉孢菌内 T-SOD 和

CAT 的活性。具抗氧化物能力的酶活性受 hk 调

控，且 T-SOD 和 CAT 活性参与粗糙脉孢菌应对

香芹酚胁迫过程。 
类胡萝卜素属于萜类化合物，在生物体内，

类胡萝卜素具有多种生物活性，并且其抗氧化活

性较强(崔醒等 2022)。粗糙脉孢菌能产生链孢霉

黄素、脱氢番茄红素、番茄红素和 γ-胡萝卜素等

(Hornero-Méndez et al. 2018)。hk9、os1、sln1、
phy1、phy2、luxq、hk1 和 dcc1 的敲除抑制了粗

糙脉孢菌中类胡萝卜素的合成，香芹酚的添加仅

促进了 Δsln1、Δluxq 和 Δhk1 中类胡萝卜素的合

成。HKs 在调节粗糙脉孢菌类胡萝卜素合成中

起作用，并且在胁迫条件下类胡萝卜素合成的增

加提高其适应胁迫的能力。 
此外，Δphy1 和 Δphy2 表现出相似的生物学

特性，通过序列比对发现，phy1 和 phy2 均属于

Ⅷ型 HK。然而，dcc1 和 hk16 均属于Ⅺ型 HK，

但其在响应香芹酚胁迫中的特性不同，Δdcc1 中
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胡萝卜素含量增加、T-SOD 和 CAT 的活性增强，

增加了其抵御香芹酚胁迫的能力，但 Δhk16 抵御

香芹酚胁迫的能力较弱。不同 HKs 在响应香芹

酚胁迫中存在差异，其内在原因有待通过研究

双组分信号传导系统中的应答调节蛋白进一步

揭示。但通过本研究可知，粗糙脉孢菌中 HKs
可以协同调控其生长和代谢过程以应对香芹酚

胁迫。 
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