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摘要 　 目的 　 探究 ＲＮＡ 干扰 （ ＲＮＡｉ） 机制中 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ
（Ａｇｏ）基因和 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶（ＲＤＲＰ）基因在黄曲

霉生长发育中的作用。 方法　 利用同源重组的方法构建黄

曲霉 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因突变菌株，接种 １０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ 孢子悬液 ３ μｌ 至马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）
培养基上观察突变菌株的生长发育现象。 在小量酵母提取

物葡萄糖（ＹＧＭ）培养基中加入 ２００、４００ μｇ 细胞壁压力试剂

刚果红 （ ＣＲ），０. ８ ｍｏｌ ／ Ｌ、１. ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 渗透压药物氯化钠

（ＮａＣｌ）， 氧化压力试剂 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２），基因组损伤剂 ０. ０１％ 、０. ０２％ 甲磺酸甲酯（ＭＭＳ）
试剂分析突变菌株的压力应激反应。 结果　 成功构建黄曲

霉突变菌株 ΔＡｇｏ１、ΔＡｇｏ２、ΔＲＤＲＰ１、ΔＲＤＲＰ３ 且生长发育正

常。 ΔＡｇｏ１、ΔＡｇｏ２ 菌株相比对照可降低对细胞壁和渗透压

的胁迫影响。 Ａｇｏ１ 基因缺失可降低 Ｈ２Ｏ２ 的影响，相反

ＲＤＲＰ３ 基因缺失，Ｈ２Ｏ２ 的抑制作用增加。 ΔＡｇｏ２、ΔＲＤＲＰ１
菌株能降低对基因损伤剂的作用。 此外，ΔＲＤＲＰ１ 增加渗透

压胁迫作用。 结论 　 黄曲霉 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基

因不参与生长速率和无性繁殖调控，可以参与调节宿主菌对

环境的应激反应。
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　 　 黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ，Ａ． ｆｌａｖｕｓ）是次于烟曲

霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｕｍｉｇａｔｕｓ，Ａ． ｆｕｍｉｇａｔｕｓ）常见引起侵

袭性和非侵袭性曲霉菌病（Ｉｎｖａｓｉｖｅ ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＡ）
的条件致病菌［１］。 针对曲霉病使用的抗真菌药物

进行治疗，在一定程度上可导致曲霉产生耐药性而

使治疗复杂化；此外，抗真菌药物有一定的副作

用［２ － ３］。 因此，寻找新的治疗靶点对于曲霉病的治

疗具一定的重要性。 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，

ＲＮＡｉ）是一种保守的真核生物基因调控机制，可利

用小的非编码 ＲＮＡ 特异性的降解信使 ＲＮＡ（ｍｅｓ⁃
ｓｅｎｇｅｒ ＲＮＡ，ｍＲＮＡ）抑制转录和翻译，使靶基因表

达受到抑制［４］。 有研究表明通过 ＲＮＡｉ 相关基因可

以调控节真菌的生长发育和极端条件下适应

力［５ － ６］。 但黄曲霉中 ＲＮＡｉ 相关基因并未报道过是

否参与其生长发育的调控及外界环境干扰下的调控

作用。 因此，选择性缺失 ＲＮＡｉ 中沉默基因 Ａｒｇｏ⁃
ｎａｕｔｅ（Ａｇｏ）和 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶（ＲＮＡ⁃ｄｅ⁃
ｐｅｎｄｅｎｔ ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲＤＲＰ）基因，阐明其是否

参与对黄曲霉自身生长发育的调节及其对外界的环

境的应激，为后续黄曲霉 ＲＮＡｉ 相关机制研究奠定

一定的基础。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 菌株及培养条件质粒　 尿嘧啶营养缺陷型

的突变体菌株 Ａ． ｆｌａｖｕｓ ＣＡ１４（Δｋｕ７０ΔｐｙｒＧ）由福建

农林大学汪世华教授惠赠。 大肠杆菌 ＤＨ５α 购买于

北京 全 式 金 生 物 公 司。 Ｐｙｒｉｔｈｉａｍｉｎｅ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ⅰ
（ｐＰＴＲＩ）质粒购自北京 Ｔａｋａｒａ 生物技术有限公司。
１． １． ２　 培养基　 Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ Ｇｌｕｃｏｓｅ Ｔｒａｃｅ（ＹＧＴ）
＋尿嘧啶尿苷（ｕｒａｃｉｌ ｕｒｉｄｉｎｅ，ＵＵ）培养基：称量 １％
酵母提取物，２％ 葡萄糖，吸取 １ ｍｌ 微量元素，０. ５
ｍｇ ／ ｍｌ 尿嘧啶，０. ５ ｍｇ ／ ｍｌ 尿苷，用 ８００ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 溶

解，定容至 １ ０００ ｍｌ，固体培养基加入 １３ ｇ 琼脂粉，
于 １２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。

察氏培养基（ ｃｚａｐｅｋ⁃ｄｏｘ ａｇａｒ，ＣＺ） ＋ ＵＵ：称量

ＮａＮＯ３ ３ ｇ，ＫＣｌ ０. ５ ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ １ ｇ，ＭｇＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ ０. ５ ｇ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０. ０１ ｇ，蔗糖 ３０ ｇ，０. ５ ｇ
尿苷，０. ５ ｇ 尿嘧啶，琼脂粉 １３ ｇ，用 ８００ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ
溶解，定容至 １ ０００ ｍｌ、１２１ ℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。

小量酵母提取物葡萄糖（Ｙｅａｓｔ ｅｘｔｒａｃｔ Ｇｌｕｃｏｓｅ
Ｍｉｎｉｍｕｍ，ＹＧＭ） ＋ ＵＵ 培养基：１ ｇ ／ Ｌ 酵母提取物，１０
ｇ ／ Ｌ 葡萄糖，１３ ｇ 琼脂粉，０. ５ ｇ 尿苷，０. ５ ｇ 尿嘧啶，
用 ８００ ｍｌ ｄｄＨ２Ｏ 溶解，定容至 １ ０００ ｍｌ １２１ ℃灭菌

２０ ｍｉｎ。
马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ｐｏｔａｔｏ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒ，

·２４４１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｓｅｐ；５８（９）



ＰＤＡ） ＋ ＵＵ：马铃薯 ２００ ｇ，加水煮烂，４ 层纱布过

滤，葡萄糖 ２０ ｇ，０. ５ ｇ 尿苷，０. ５ ｇ 尿嘧啶，琼脂粉

１３ ｇ，用 ８００ ｍＬ ｄｄＨ２Ｏ 溶解，定容至 １ ０００ ｍＬ，１２１
℃灭菌 ２０ ｍｉｎ。
１． １． ３　 主要试剂及仪器　 十六烷基三甲基溴化铵

（ｈｅｘａｄｅｃｙｌ ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ（北京

博奥拓达科技有限公司）；嘧啶磺胺（ ｐｙｒｉｔｈｉａｍｉｎｅ，
ＰＴ） Ａ００９８⁃１００ｇ（美国 ＧＬＰＢＩＯ 公司）；Ｑ５ Ｈｉｇｈ⁃Ｆｉ⁃
ｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （美国 ＮＥＢ 公司）；蜗牛酶

（Ｓｎａｉｌａｓｅ）、纤维素酶 Ｒ⁃１０（ｃｅｌｌｕｌａｓａ）、溶菌酶（ ｌｙｓｏ⁃
ｚｙｍｅ）、氨苄青霉素 （ ＡＭＰ）、尿苷 Ｕ８０７０、尿嘧啶

Ｕ８０７０ 均采购于北京 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 科技有限公司；溶壁

酶 Ｌ１４１２ （ ｌｙｓｉｎｇ ｅｎａｙｍｅｓ） （日本 Ｓｉｇｍａ 公司）； ＩＧ
Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ ＩＩ
（瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）；尼龙膜 Ｈｙｂｏｎｄ Ｎ ＋ （０. ４５ｕｍ）（
Ａｍｅｒｓｈａｍ，美国）。

生化培养箱 ＳＰＸ⁃２５０Ｂ（天津赛得利斯）；通风

橱（泸净净化 ＳＷ⁃ＴＦＧ⁃１５）；杂交仪（ＭＯＤＥＬ １０００）
（深圳市三莉科技有限公司），生物安全柜（ＨＲ４０⁃Ⅱ
Ａ２）（青岛海尔特种电器有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 黄曲霉 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ、ＲＤＲＰ 基因的生物信息学

分析　 在 ＮＣＢＩ（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎ⁃
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ）网址中找到黄曲霉 Ａｒｇｏｎａｕｔｅ 及 ＲＤＲＰ 基

因：Ａｇｏ１ （ ＧＩ：１５６１２８５９９）、Ａｇｏ２ （ ＧＩ：１５６１２８５３５）、
ＲＤＲＰ１（ＧＩ：６４８５３７９８）、ＲＤＲＰ３（ＧＩ：６４８５１３２６）利用

比对工具 ＢＬＡＳＴＸ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）获得与黄曲霉 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３
有一定同源性的其他曲霉属氨基酸序列，使用

ＭＥＧＡ７. ０ 软件和邻接法（ＮＪ）构建系统发育树，其
中 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 重复设置为 １ ０００。 ＮＣＢＩ 中 Ｄｏｍａｉｎｓ ＆
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ 在线软件预测基因的结构域，用软件

ＴＢｔｏｏｌｓ 将结构域进行可视化。
１． ２． ２　 同源基因打靶片的构建　 利用 ＳｎａｐＧｅｎｅ 软

件，按照 ｏｖｅｒｌａｐ 重叠延伸聚合酶链式反应（ ｏｖｅｒｌａｐ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ， ｏｖｅｒｌａｐ ＰＣＲ） 原理设计

Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因上下游引物（分别

携带 ｐｔｒＡ 抗性基因上下游引物序列），嘧啶磺胺抗

性基因（ｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ，ｐｔｒＡ）引物如表所

１ 示，接种 ＣＡ１４ 菌株于含玻璃纸的 ＹＧＴ ＋ ＵＵ 培养

基，３０ ℃黑暗条件下培养 ５ ｄ，收集菌丝。 用 ＣＴＡＢ
提取基因组，用表 １ 中的引物使用 Ｏｖｅｒｌａｐ ＰＣＲ 方

法将 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因的侧翼序列

与 ｐｔｒＡ 抗性基因融合在一起。

１． ２． ３　 原生质体制备及真菌转化与鉴定　 参考文

献［７］，略有调整。 具体为：接种 ＣＡ１４ 菌株于 ＹＧＴ ＋
ＵＵ 培养基上，３０ ℃黑暗条件下培养 ５ ｄ 收集孢子

１０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ 于 １００ ｍｌ 的 ＹＧＴ ＋ ＵＵ 液体培养基中，
３０ ℃充分振荡培养 １２ ｈ，利用 １００ μｍｏｌ 细胞筛过

滤收集菌丝，用 ２０ ｍｌ 无菌酶解液（０. ８ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ，
１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ３ＰＯ４，ｐＨ ６. ０，１. ５％ 溶壁酶，１. ５％ 纤

维素酶，１. ５％蜗牛酶，１％溶菌酶）于 ３０ ℃ ８０ ｒ ／ ｍｉｎ
消化 ２ ｈ，用 ４０ μｍｏｌ 细胞筛过滤收集原生质体，
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，０. ８ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 洗涤 ２ 次，
加入 １ ｍｌ 溶液 Ⅰ ［０. ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ， ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＣａＣｌ２，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ （ ｐＨ ８. ０）］。 利用聚乙

二醇（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，ＰＥＧ）４ ０００ 介导的方式将

融合 ＰＣＲ 产物转化进入黄曲霉 ＣＡ１４ 原生质体中：
取 １６０ μｌ 原生质体与 ４０ μｌ 溶液Ⅱ［４０％ （Ｗ ／ Ｖ）
ＰＥＧ ４ ０００，０. ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＫＣｌ，５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＣａＣｌ２，１０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ（ｐＨ ８. ０）］，加入 ５ μｇ 构建的 ＤＮＡ
片段轻缓混匀，冰浴 ３０ ｍｉｎ，加入 １ ｍｌ 溶液Ⅱ轻缓

混匀室温静置 ２０ ｍｉｎ。 加入 １０ ｍｌ 含有 ０. ２ μｇ ／ ｍｌ
ＰＴ ＣＺ ＋ ＵＵ 半固体培养基混匀，倒入预先倒好含有

０. ２ μｇ ／ ｍｌ ＰＴ ＣＺ ＋ ＵＵ 的底层固体培养基中，置于

３０ ℃静置培养 ２ ｄ，挑取转化子在 ０. ２ μｇ ／ ｍｌ ＰＴ ＣＺ
＋ ＵＵ 固体培养基中连续培养 ５ 代得到稳定的转化

子。
１． ２． ４　 黄曲霉　 ＲＮＡｉ 相关基因突变菌株鉴定 利

用 ＣＴＡＢ 提取 ＣＡ１４ 突变菌株和正常菌株基因组

ＤＮＡ 以 检 测 引 物 ｄｅｔ⁃Ａｇｏ１⁃Ｆ１ ／ ｄｅｔ⁃Ａｇｏ１⁃Ｒ１、 ｄｅｔ⁃
Ａｇｏ２⁃Ｆ ／ ｄｅｔ⁃Ａｇｏ２⁃Ｒ、ｄｅｔ⁃ＲＤＲＰ１⁃Ｆ ／ ｄｅｔ⁃ＲＤＲＰ１⁃Ｒ、ｄｅｔ⁃
ＲＤＲＰ３⁃Ｆ ／ ｄｅｔ⁃ＲＤＲＰ３⁃Ｒ 确定目的基因是否缺失。
Ｐｔｒ⁃Ｆ ／ Ｐｔｒ⁃Ｒ 确认抗性基因 ｐｔｒＡ 片段是否插入成功。
全 长 引 物 Ａｇｏ１⁃１Ｆ ／ Ａｇｏ１⁃２Ｒ、 Ａｇｏ２⁃１Ｆ ／ Ａｇｏ２⁃２Ｒ、
ＲＤＲＰ１⁃１Ｆ ／ ＲＤＲＰ１⁃２Ｒ、ＲＤＲＰ３⁃１Ｆ ／ ＲＤＲＰ３⁃２Ｒ 片段

变化来确认阳性转化子，ＰＣＲ 反应体系：总体积 ２０
μｌ，２ × Ｇｒｅｅｎ Ｔａｑ Ｍｉｘ １０ μｌ，上下游引物 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
各 １ μｌ，模板 ＤＮＡ １ μｌ，无菌双蒸水 ７ μｌ。 反应条

件：９５ ℃、５ ｍｉｎ；９５ ℃、３０ ｓ，５５ ℃、 ３０ ｓ，７２ ℃、 ４０
ｓ，３０ 个循环；７２ ℃、 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物于 １％琼脂糖

凝胶电泳检测。 对比 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ２
基因敲除前后的序列变化，设计探针（表 １）。 用适

当的酶消化 ＣＡ１４ 突变菌株和野生型菌株基因组

ＤＮＡ，采用试剂盒 ＩＧ Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ Ｋｉｔ ＩＩ，进行 ｓｏｕｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 确认突变

菌株。
１ ． ２ ． ５　 突变菌株表型与生长速率观察　 取新鲜的
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表 １　 引物及探针列表（５′⁃３′）

基因名称 基因序列（５′⁃３′） 长度（ｂｐ） ／作用

Ａｇｏ１⁃１ Ｆ：ＣＣＡＣＡＣＣＧＡＡＣＴＡＴＡＴＧＴＡＧ １ １９４（上游）
Ｒ： ＧＡＧＧＴＧＣＣＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＡＡＡＧＡＧＧＴ
ＧＡＡＡＣＣＡＴＡＡＧＴＧＴ

Ａｇｏ１⁃２
Ｆ： ＴＧＧＡＴＧＧＡＧＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＴＣＴＣＣＡＣＴ
ＴＧＡＣＡＧＣＴＧＴＡＣＣ ８２０（下游）

Ｒ：ＧＴＧＡＧＡＡＣＧＧＴＣＧＡＧＡＡＧＡ
ｄｅｔ⁃Ａｇｏ１ Ｆ：ＣＡＡＧＡＣＣＡＧＣＡＣＣＧＡＧＧＴＣＣ ５３９（检测）

Ｒ：ＡＴＧＧＴＣＴＴＧＴＣＴＴＡＣＧＧＴＣＧ
Ａｇｏ２⁃１ Ｆ：ＡＴＧＧＡＧＧＡＡＴＴＣＧＡＡＧＴＣＧＴ １ ２４０（上游）

Ｒ： ＧＡＧＧＴＧＣＣＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＡＡＣＧＡＴＧＡ
ＴＧＴＡＣＴＴＧＣＴＣＧＣＡ

Ａｇｏ２⁃２
Ｆ：ＴＧＧＡＴＧＧＡＧＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＴＧＡＴＡＣＣＴ
ＴＴＧＧＴＧＧＡＣＧＣＴＡ ８３７（下游）

Ｒ：ＣＴＡＧＡＴＧＴＡＣＣＡＡＡＣＴＧＣＧＡ
ｄｅｔ⁃Ａｇｏ２ Ｆ：ＴＡＣＣＡＧＡＣＣＴＣＧＣＡＧＡＴＧＡＴ ５２７（检测）

Ｒ：ＧＧＴＡＴＧＴＧＡＡＣＧＡＧＴＴＣＴＴＧＴ
ＲＤＲＰ１⁃１ Ｆ：ＣＧＧＣＡＣＧＴＴＴＴＧＡＧＡＴＣＧＴ ８９７（上游）

Ｒ： ＧＡＧＧＴＧＣＣＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＡＡＧＡＴＴＧＧ
ＡＣＴＴＧＡＧＣＡＧＣＡＴＧ

ＲＤＲＰ１⁃２
Ｆ：ＴＧＧＡＴＧＧＡＧＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＴＴＧＣＧＡＡＴ
ＣＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＧ ７９３（下游）

Ｒ：ＣＡＴＡＴＣＡＡＴＧＧＣＧＣＴＧＧＴＴＧ
ｄｅｔ⁃ＲＤＲＰ１ Ｆ：ＣＣＴＴＧＡＧＡＡＡＣＣＴＴＧＣＴＧＴＣ １ ２００（检测）

Ｒ：ＣＣＴＴＣＡＴＣＣＣＡＣＣＡＣＴＡＧＣ
ＲＤＲＰ３⁃１ Ｆ：ＡＴＧＧＣＧＴＴＴＣＣＴＣＡＣＡＣＣ １ ０００（上游）

Ｒ： ＧＡＧＧＴＧＣＣＧＴＡＡＡＧＣＡＣＴＡＡＡＴＧＧＣ⁃
ＣＣＧ ＴＡＧＴＧＡＡＧＧＡＧ

ＲＤＲＰ３⁃２
Ｆ： ＧＧＡＴＧＧＡＧＧＣＧＧＡＴＡＡＡＧＴＣＡＣＴＴＴＧ⁃
ＧＴＣ ＴＴＧＡＧＧＡＡＣＡ ９９６（下游）

Ｒ：ＴＣＡＣＴＣＣＡＣＧＧＡＧＡＧＡＴＣＡ
ｄｅｔ⁃ＲＤＲＰ３ Ｆ：ＴＧＣＴＧＣＧＡＧＡＡＡＧＴＡＴＡＧＣＣ ８８５（检测）

Ｒ：ＧＡＡＧＣＡＴＴＧＣＡＧＣＧＣＴＡＣＴＧ
Ａｇｏ１⁃ｐｒｏｂ Ｆ：ＣＴＡＧＴＧＣＧＡＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＧ ４５７（探针）

Ｒ：ＧＴＡＣＡＣＧＡＧＧＣＡＧＣＡＴＣＴＣ
Ａｇｏ２⁃ｐｒｏｂ Ｆ：ＣＴＧＴＣＣＡＴＣＣＡＴＧＴＧＧＧＡＡＧ ４８５（探针）

Ｒ：ＧＧＣＴＧＡＧＴＣＡＡＡＣＡＡＧＡＴＡＣ
ＲＤＲＰ１⁃ｐｒｏｂ⁃ Ｆ：ＧＴＧＡＣＧＡＴＡＴＡＧＣＴＣＡＡＧＴＣ ６２１（探针）

Ｒ：ＣＧＣＡＡＧＧＡＧＧＴＡＴＡＣＧＧＴＧＡ
ＲＤＲＰ３⁃ｐｒｏｂ Ｆ：ＧＣＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＧＣＴＡＣＴＣＣ ６３２（探针）

Ｒ：ＣＧＣＡＧＧＡＣＣＡＴＣＴＣＡＴＧＡＴＡＴ
Ｐｔｒ Ｆ：ＴＴＡＧＴＧＣＴＴＴＡＣＧＧＣＡＣＣＴＣＧ ２ ９２６（抗性基因）

Ｒ：ＡＣＴＴＴＡＴＣＣＧＣＣＴＣＣＡＴＣＣＡＧ

１０６ ＣＦＵ ／ ｍｌ 孢子悬液 ３ μｌ 接种于 ＰＤＡ 固体培养基

中央，置于 ３０ ℃黑暗条件下连续测定培养 ５ ｄ 的生

长速率，７ ｄ 后观察表型变化。
１． ２． ６　 突变菌株抗压力分析　 取新鲜的 １０６ ＣＦＵ ／
ｍｌ 孢子悬液 ３ μｌ 接种于携带不同试剂的以下培养

基中：对照组不加任何试剂的 ＹＧＭ ＋ ＵＵ 固体培养

基；①细胞壁压力：加入 ２００ μｇ ／ ｍｌ，４００ μｇ ／ ｍｌ 刚果

红（Ｃｏｎｇｏ ｒｅｄ，ＣＲ）的 ＹＧＭ ＋ ＵＵ 培养基；②渗透压

测定：含 ０. ８ ｍｏｌ ／ Ｌ，１. ６ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ 的 ＹＧＭ ＋ ＵＵ

固体培养基；③基因组损伤胁迫测定：加入 ０. ０１％ 、
０. ０２％甲磺酸甲酯（ｍｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ，ＭＭＳ）
的 ＹＧＭ ＋ ＵＵ 固体培养基；④氧化压力测定：含 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ、４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ ＹＧＭ ＋ ＵＵ 固体培养基。
接种完毕后置于 ３０ ℃黑暗条件下采用十字交叉法

连续测量培养 ５ ｄ 的生长直径，并计算生长抑制率。
每个菌株 ５ 个重复，每个实验 ３ 次重复。 生长抑制

率计算公式如下：

生长抑制率 ＝ 对照组生长直径 －实验组生长直径
对照组生长直径

× １００％

１． ２． ７　 产孢量测定 　 在 ＰＤＡ ＋ ＵＵ 培养基上接种

突变菌株 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 孢子悬液 ３ μｌ，培养 ７ ｄ 后，
用 ６ ｍＬ 磷酸盐缓冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）洗脱分生孢子，４ 层擦镜纸过滤后采用血细胞

计数板统计。
１． ２． ８　 统计学处理　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ７. ０ 软件

统计分析作图，所有实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果与分析

２． １　 系统发育树构建及功能域预测　 用黄曲霉的

Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 的基因序列通过 ＮＣＢＩ
（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｌａｓｔ. ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ． ｃｇｉ）查询并

分别选取了 １２、１３、９、１０ 种与黄曲霉相似的曲霉氨

基酸序列构建系统发育树。 结果表明，黄曲霉 Ａｇｏ１
（ＲＡＱ４９５５０. １） 与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ （ ＸＰ ＿０２３０８９０３
３. １）、 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｎｏｖｏｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ （ ＫＡＢ８２１９１７７. １ ）、
Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ（ＫＡＢ８２１２２２５. １）和 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｔｒａｎｓｍｏｎｔａｎｅｎｓｉｓ（ＫＡＥ８３０９０１２. １）同源性达 ９０％ 以

上；黄曲霉 Ａｇｏ２ （ＸＰ ＿０４１１４３０７４. １） 与 Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｏｒｙｚａｅ（ＸＰ＿００１８１９８０８. １）有 ９９％ 的同源性，与 Ａｓ⁃
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｍｉｎｉｓｃｌｅｒｏｔｉｇｅｎｅｓ （ ＫＡＢ８２６７６９８. １ ） 有 ８５％
的同源性。 此外黄曲霉 ＲＤＲＰ１（ＸＰ＿０４１１５１０４０. １）、
ＲＤＲＰ３（ＸＰ＿０４１１４８６３１. １）蛋白序列分别与 Ａｓｐｅｒ⁃
ｇｉｌｌｕｓ ｏｒｙｚａｅ ＲＤＲＰ１ （ ＸＰ ＿ ００１８２６７２５. ３ ）、 ＲＤＲＰ３
（ＯＯＯ０８４４９. １）） 存在 ８４％ 、８８％ 的同源性 （图 １
Ａ）。 另外，通过保守功能结构域的预测，黄曲霉

ＲＮＡｉ 中 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因编码的蛋

白序列结构域高度保守（图 １Ｂ）。
２． ２　 基因敲除与验证　 用同源重组的方法敲除黄

曲霉 ＲＮＡｉ 中 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 结果表

明：Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 全长 ４ ８５７ ｂｐ、３ ０１７
ｂｐ、４ １８５ ｂｐ、３ ８７２ ｂｐ 分别被 ４ ９００ ｂｐ、４ ９６３ ｂｐ、
４ ６１６ ｂｐ、４ ９２２ ｂｐ 同源片段所取代并带有ｐｔｒＡ抗
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图 １　 黄曲霉 Ａｇｏ 与 ＲＤＲＰ 基因鉴定

Ａ：系统发育树构建；Ｂ：保守结构域预测；图由上至下分别表示：Ａｇｏ２、Ａｇｏ１、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 蛋白的系统发育树和保守结构域

性基因 ２ ９２６ ｂｐ。 用检测引物均不能检测到突变菌

株中的目的基因（图 ２Ａ）。 用的限制性酶 Ｓａｃ Ⅱ处

理 ΔＡｇｏ１ 和 ΔＲＤＲＰ１，ＮｄｅⅠ处理 ΔＡｇｏ２、ΔＲＤＲＰ３ 基

因组 ＤＮＡ，Ｓｏｕｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 确认获得突变菌株（图 ２
Ｂ）， 并 分 别 命 名 为 ΔＡｇｏ１、 ΔＡｇｏ２、 ΔＲＤＲＰ１、
ΔＲＤＲＰ３。
２． ３　 突变菌株表型及生长速率鉴定　 为研究黄曲

霉突变菌株 ΔＡｇｏ１、ΔＡｇｏ２、ΔＲＤＲＰ１、ΔＲＤＲＰ３ 在表

型和生长速率上是否存在差异，对其经行验证。 结

果显示，与 ＣＡ１４ 对照组相比，敲除 Ａｇｏ１、 Ａｇｏ２、
ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因后对生长速率和表型均无影响

（Ｐ ＞ ０. ０５）（图 ３Ａ，Ｂ）。
２． ４　 突变菌株压力应激的反应　 关于黄曲霉 ＲＮＡｉ
中 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因是否参与外界

环境压力应激的调控而稳定自身发育，实验中选择

在 ＹＧＭ ＋ ＵＵ 培养基中添加细胞壁压力试剂刚果红

（ＣＲ），渗透压药物 ＮａＣｌ，氧化压力试剂过氧化氢

（Ｈ２Ｏ２）及基因组损伤剂甲磺酸甲酯（ＭＭＳ）进行实

验。 结果显示相比 ＣＡ１４，在 ２００ μｇ ／ ｍＬ 浓度下

ΔＡｇｏ１ 和 ΔＡｇｏ２ 抑制率降低（Ｐ ＜ ０. ００１），随着浓度

的增加每个突变菌株的抑制率随之增加；４００ μｇ ／
ｍＬ 的浓度中，对比 ＣＡ１４，ΔＡｇｏ２ 菌株抑制率较低

（Ｐ ＜ ０. ０５），而 ΔＲＤＲＰ１、ΔＲＤＲＰ３ 没有显著差异（图
４ Ａ）。 在渗透压胁迫实验中，０. ８ Ｍ ＮａＣｌ 条件下所

有菌株均显示促进的作用，但 ΔＡｇｏ２ 相比 ＣＡ１４ 显

示对生长的促进作用较低（Ｐ ＜ ０. ０５），对 ΔＡｇｏ１、
ΔＲＤＲＰ１、ΔＲＤＲＰ３ 没有影响；１. ６ Ｍ ＮａＣｌ 条件下

ΔＡｇｏ１ 和 ΔＡｇｏ２ 较 ＣＡ１４ 抑制作用低（Ｐ ＜ ０. ００１），
而 ΔＲＤＲＰ１ 却凸显为抑制率增高（Ｐ ＜ ０. ００１）（图 ４
Ｂ）。 基因组损伤胁迫环境下，甲磺酸甲酯浓度为

０. ０１％的条件下 ΔＡｇｏ１ 和 ΔＲＤＲＰ１ 相对 ＣＡ１４ 的抑

制率较低（Ｐ ＜ ０. ０５），ΔＡｇｏ１ 和 ΔＲＤＲＰ３ 对基因损

伤剂没有显著差异（图 ４ Ｃ）。 对于氧化压力胁迫实

验而言，Ｈ２Ｏ２ 在 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 浓度下与 ＣＡ１４ 比较，
ΔＡｇｏ１ 在表现为抑制率降低 （ Ｐ ＜ ０. ００１ ），相反

ΔＲＤＲＰ１、ΔＲＤＲＰ３表现为抑制作用有一定的增加
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图 ２　 基因敲除与验证

Ａ：琼脂糖凝胶电泳检测；Ｂ：ｓｏｕｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 确认突变菌株；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｑ：全长片段检测；Ｊ：目的基因检测；Ｐ：ｐｔｒＡ 基因检测

　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 ３　 突变菌株生长发育

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ａ：突变菌株表型，Ｂ：生长速率测定

（图 ４ Ｄ）；４ ｍＭ 的条件下相比 ＣＡ１４，ΔＡｇｏ１ 抑制率

降低，ΔＲＤＲＰ３ 增加。 这些压力应激的结果表现为

ＲＮＡｉ 机制中不同基因应对环境有着不同的调节作

用。
２． ５　 突变菌株产孢与菌核产量的测定　 分生孢子

是黄曲霉的一种无性繁殖，是生长发育的一种形式。
在此实验中我们对黄曲霉突变菌株产孢量测定观

察，发现 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 的基因缺失与

对照组相比均没有显著的差异，Ｐ ＞ ０. ０５（图 ５）。

３　 讨论

　 　 真菌中 ＲＮＡｉ 机制参与着生物发育的过程，是

一种保守的机制，它通过产生小 ＲＮＡ（ｓＲＮＡｓ）来抑

制基因表达以此调节自身的发育或防御外界的侵

扰［８］。 丝状真菌中，ＲＮＡｉ 机制中包含有三类成分

且分别执行着不同的功能，每一种成分包含着一个

以上的基因，可能参与调控宿主菌的生长发育［９］。
为探究黄曲霉的 Ａｇｏ 和 ＲＤＲＰ 基因是否参与了黄曲

霉的生长发育，我们选择性敲除黄曲霉 Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、
ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因，对突变菌株 ΔＡｇｏ１、ΔＡｇｏ２、
ΔＲＤＲＰ１、ΔＲＤＲＰ３ 生长发育进行初步研究。 结果发

现，Ａｇｏ１、Ａｇｏ２，ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因的缺失不影响

黄曲霉的表型、生长速率和无性繁殖（图 ３，图 ５）。
在隐球菌中 ΔＡｇｏ２ 突变体在营养有限条件下的生
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图 ４　 压力应激实验

Ａ：突变菌株细胞壁胁迫实验；Ｂ：渗透压胁迫实验；Ｃ：基因组损伤压力实验；Ｄ：氧化压力实验；在低浓度下，与 ＣＡ１４ 突变菌株比较：∗Ｐ ＜

０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；在高浓度下，与 ＣＡ１４ 突变菌株比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０． ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１
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图 ５　 突变菌株产孢量测定

长显著降低［１０］； Ｃｅｒｖａｎｔｅｓ ｅｔ ａｌ［１１］ 发现卷枝毛霉

（Ｍｕｃｏｒ ｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ）中 Ａｇｏ１ 基因的缺失参与了无

性繁殖的调控，ＲＤＲＰ２ 基因缺失具有营养应激自溶

反应；除此之外，Ｒｏｓａ ｅｔ ａｌ［１２］ 发现 ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ２
基因的缺失可降低 Ｍｕｃｏｒ ｃｉｒｃｉｎｅｌｌｏｉｄｅｓ 产孢量，这些

结果与本实验的研究结果存在一定的差异。 然而，
炭疽病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｈｉｇｇｉｎｓｉａｎｕｍ）中［１３］，ΔＡｇｏ１
突变菌株相比野生型菌株不影响表型和生长速率；
板栗疫病菌 （Ｃｒｙｐｈｏｎｅｃｔｒｉａ ｐａｒａｓｉｔｉｃａ） 中单敲菌株

ｒｄｒ１、ｒｄｒ２、ｒｄｒ３、ｒｄｒ４ 及组合敲除 ｒｄｒ１ ／ ２ ／ ３ 对生长和

表型没有影响［１４］。 这些结果与本实验缺失黄曲霉

Ａｇｏ１、Ａｇｏ２、ＲＤＲＰ１、ＲＤＲＰ３ 基因对其生长发育没有

影响有着一定的相似性。 这些研究可能暗示着不同

真菌 ＲＮＡｉ 中的 Ａｇｏ、ＲＤＲＰ 基因执行的功能不同。
此外，为了探索这些基因是否参与黄曲霉的压力应

激反应调节，在实验中适当的向其施加一些外界环

境的压力（图 ４）。 其中 Ａｇｏ１，Ａｇｏ２ 基因缺失相比对

照可以降低黄曲霉对细胞壁和渗透压的胁迫作用；
Ａｇｏ１ 基因缺失降低了黄曲霉对氧化胁迫作用，而
ＲＤＲＰ３ 基因的缺失却增加了黄曲霉对氧化的敏感

性；Ａｇｏ２ 和 ＲＤＲＰ１ 基因缺失降低了黄曲霉对基因

组胁迫的作用。 这些数据显示黄曲霉的 ＲＮＡｉ 途径

中不同成分的基因可能在宿主处于各种压力下调控

着不同应激反应，维持宿主的生长，而这些现象在标

准条件不能被直接观察［１５］。 Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ ｅｔ ａｌ［６］ 研究

发现毛霉中 ＲＤＲＰ，Ａｇｏ１ 突变体鉴定出许多 ｅｓＲＮＡ
可映射到外显子并调节许多蛋白质编码作用，这些

ｅｓＲＮＡｓ 称为外显子 ｓｉＲＮＡ（ｅｘ⁃ｓｉＲＮＡ），可以根据其

生物发生所需沉默蛋白。 如毛霉 ＲＤＲＰ１ 和 ＲＤＲＰ２
突变菌株在极端低 ＰＨ 条件提高了生长速率，说明

ＲＤＲＰ１ 和 ＲＤＲＰ２ 应该特异性地调节一组参与在极

端 ｐＨ 条件下生长能力的基因，突出了 ＲＮＡｉ 机制参

与对环境信号的反应［６］。
丝状真菌中 ＲＮＡｉ 机制相对保守，但是每一种

曲霉的 ＲＮＡｉ 相关基因可能执行着一些相对不保守

的功能［１０⁃１５］。 本研究中初步的了解黄曲霉 Ａｇｏ 和

ＲＤＲＰ 基因的功能，这些数据解释了黄曲霉 ＲＮＡｉ 相
关基因的功能在宿主菌的生长发育中可能与其他曲

霉不保守，各自承担的功能还有待进一步跟踪研究。
ＲＮＡｉ 是否通过产生不同的 ｅｘ⁃ｓｉＲＮＡ 调节宿主菌对

外界环境的作用值得探索，是本研究中未深入了解

的机制，在后续的研究中将会在此部分进行探究。
这些数据为后续黄曲霉 ＲＮＡｉ 的研究提供一些参考

意义。
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