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重寄生真菌盾壳霉与核盘菌对峙培养
的差异代谢物分析
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摘要　运用基于液相质谱联用技术的代谢组分析手段,检测重寄生真菌盾壳霉和宿主植物病原菌核盘菌对

峙培养时的代谢物差异.结果发现:盾壳霉与核盘菌对峙接触能显著诱发盾壳霉代谢物的分泌,构建盾壳霉特

定代谢物数据库检测到３种代谢物涉及重寄生过程,分别为 MacrosphelideA,Benzenediol和５ＧAminopentanoＧ
ate,且对峙接触２d时检测到的代谢物积累量最大.对盾壳霉重寄生过程代谢物变化的分析结果表明,真菌重

寄生能诱发代谢物水平的交流和次级代谢物积累.
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　　盾壳霉Coniothyriumminitans是核盘菌ScleＧ
rotiniasclerotinia 的选择性重寄生真菌,能寄生和

杀死植物病原菌核盘菌的菌丝和菌核,从而达到控

制油菜菌核病的目的[１Ｇ５].在北美和欧洲已经存在

商品化的盾壳霉生物防治剂用于田间病害防治.目

前从代谢物水平阐述重寄生相关研究较少[６],基因

组[７Ｇ８]和转录组水平[９Ｇ１０]分析显示重寄生过程涉及

到大量代谢物生物途径的参与[１１Ｇ１２].为此,笔者将

盾壳霉与寄主核盘菌进行对峙培养,运用液相质谱

联用技术分析重寄生过程中涉及的活性次级代谢

物.以对峙培养诱发的代谢物为载体,帮助从代谢

物水平理解重寄生相互作用过程,以期为后续新型

农药靶标分子设计提供指导.

1　材料与方法

1.1　菌株与培养基

盾壳霉菌株ZSＧ１、核盘菌菌株１９８０由华中农

业大学湖北省作物病害监测和安全控制重点实验室

提供.
以上菌株都在PDA 培养基中２０℃培养活化.

PDA培养基采用去皮马铃薯２００g,切成小块,加水

煮沸３０min,２层纱布过滤,滤液中加入２０g葡萄

糖、１０g琼脂粉,溶解后加水定容为１０００mL,湿热

高压灭菌(１２１℃,３０min).

1.2　主要仪器和试剂

试剂:甲醇(分析纯,国药集团),二氯甲烷(分析

纯,国药集团),乙酸乙酯(分析纯,国药集团),乙腈

(色谱纯,ThermoFisher),甲酸(色谱纯,Thermo
Fisher).

仪器:超净工作台(北京东联),立式压力蒸汽灭

菌器(上海三申),超声波清洗仪,氮吹仪(杭州奥

德),高效液相色谱四级杆飞行时间质谱联用仪

(１２６０QＧTOF６５４０,Agilent).
1.3　对峙培养

盾壳霉ZSＧ１菌落(１４d龄)边缘取菌丝尖端琼

脂块(直径５mm)接种于含２０mLPDA 培养基的

培养皿(直径９cm)一端,待菌落直径至３cm 时(培
养５d后),同一培养皿另一端接种核盘菌１９８０的

菌丝尖端琼脂块(直径５mm).密封保存,２０℃培

养.盾壳霉与核盘菌菌丝接触０、２、４、８和１２d时,
每皿盾壳霉和核盘菌接触区取２块琼脂块(直径

８mm)置于２mLEP管中作为１个样品,３个重复

组.以相同培养条件下ZSＧ１和１９８０单独培养菌落

作为对照组,拍照观察.对峙培养接触０d的菌丝

块采用显微镜观察.所有样品经液氮速冻,－８０℃
保存.
1.4　样品提取

每管样品加入７５０μL的有机溶剂体系,即甲
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醇∶二氯甲烷∶乙酸乙酯(１∶２∶３,体积比)混合体

系中加入１％的甲酸.超声水浴６０min,溶剂转移

到干净的２mLEP管,置氮吹仪中至溶剂挥发干.
每管样品加入５００μL的甲醇,超声水浴２０min,以
充分溶解提取物.过０．４５μm 的PTFE针头式过滤

器至干净的２mL液相进样瓶中.－２０℃保存待

测.
1.5　LCＧMS 分析

液相条件:色谱柱为 AgilentZORBAXEclipse
PlusＧC１８column(１００mm ×２．１mm,３．５μm),柱
温４０℃;流动相 A和流动相B分别为９０％ 乙腈水

溶液和０．１％ 甲酸水溶液;流速设为０．３０mL/min,
进样量为１５μL;梯度洗脱方案如下:０~１．５min,

１５％ A;１．５~２１．５min,１５％~１００％ A;２１．５~２４．５
min,１００％ A;２４．５~２５min,１５％ A,总分析时间为

２５min.
质谱条件:通过连续注入质谱溶液(１２１．０５０８７３

和９２２．００９７９８,阳性离子)进行动态质谱轴校准,扫
描方式:正离子模式扫描,喷雾器压力:２７５６００Pa;
采集范围:５０~１８００u,扫描频率２．００S－１;各气路

均使用氮气,干燥气流速为９L/min,干燥气温度为

３５０℃.
1.6　数据处理

１)色谱数据的提取和数据的前处理.采集LCＧ

MS的原始数据(．d)由 MassHunter软件转换为

(．mzData)格式,使用XCMS进行特征提取,保留时

间校准和对齐,CAMERA 进行离子类型的注释分

析,最终得到包含保留时间、质核比和峰强度的数

据列 表.导 入 MetaboAnalyst３．０ 主 成 分 分 析

(PCA)观察空白对照组、处理组样本的分布和分

组关系.

２)盾壳霉特定次级代谢物鉴定.收集盾壳霉代

谢物相关文献以及公共数据库 KNApSAcK中盾壳

霉临近物种代谢物信息,通过 AgilentFormulaDaＧ
tabaseGenerator构建盾壳霉特异代谢物数据库.
统计筛选显著差异代谢组分,显著性P 小于０．０５,
倍数变化大于２.总体差异代谢物首先通过精确分

子质量与盾壳霉数据库进行比对,进行差异代谢物

归属鉴别.

2　结果与分析

2.1　对峙培养菌丝形态观察

盾壳霉ZSＧ１与宿主核盘菌１９８０在平皿中进行

对峙培养,分别在对峙接触不同时间段即接触０、２、

４和８d以及１２d时进行观察,结果表明盾壳霉与

核盘菌接触区有浅黄色菌丝坏死带,核盘菌的菌落

和 菌 核 表 面 有 盾 壳 霉 黑 色 分 生 孢 子 器 的 形 成

(图１).

　A．盾壳霉核盘菌对峙接触０d时;B．盾壳霉核盘菌对峙接触２d时;C．盾壳霉核盘菌对峙接触４d时;D．盾壳霉核盘菌对峙接触８d
时;E．盾壳霉核盘菌对峙接触１２d时.A．Dualculturefor０day;B．Dualculturefor２days;C．Dualculturefor４days;D．Dualculturefor

８days;E．Dualculturefor１２days．

图１　盾壳霉ZSＧ１(黑色菌落)与核盘菌１９８０(白色菌落)不同时间段对峙培养(３×)

Fig．１　DevelopmentofmycoparasiticreactionofConiothyriumminitansagainst
Sclerotiniasclerotiorumatdifferenttimepoint

６３
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　　盾壳霉与核盘菌对峙接触０d时的菌丝显微观

察,从图２可以明显区分核盘菌菌丝和盾壳霉菌丝,
两者存在明显菌丝形态大小差异,核盘菌的菌丝(图

２A)明显粗壮于盾壳霉菌丝(图２B),对峙接触区

域(图２C)观察到核盘菌接触盾壳霉时出现菌丝尖

端膨大和变形,菌丝尖端破裂,细胞质物质渗漏分

泌现象,以及盾壳霉菌丝对核盘菌的向性生长.
通过菌丝形态观察,表明盾壳霉和核盘菌存在重

寄生相互作用,也保证了该对峙取样时间点的有

效性.

　A．核盘菌单独培养时的菌丝;B．盾壳霉单独培养时的菌丝;C．盾壳霉与核盘菌对峙培养时的菌丝;图中标尺为１００μm.A．Hyphaeof

S．sclerotiorumalone;B．HyphaeofC．minitansalone;C．HyphaeofC．minitansandS．sclerotiorumcoＧculture;thescalebarfor１００μm．

图２　核盘菌单独、盾壳霉单独以及对峙培养接触０d时的菌丝形态

Fig．２　OpticmicroscopyofthemyceliumofC．minitansandS．sclerotiorumcoＧcultureat０day
2.2　对峙培养的代谢组差异

对不同时间点下盾壳霉、核盘菌以及对峙区的

菌丝块样品液相质谱数据进行统计分析.主成分分

析(principalcomponentanalysis)在未知样品数据

分组的情况下,对样品中的变量进行分析,筛选最能

区分样品差异的方差即主成分(PC).样品(共１５
组样品,分为５个时间点,每个时间点有３个不同处

理,即盾壳霉单独、核盘菌单独和盾壳霉Ｇ核盘菌对

峙 )的主成分分析样品打分图(图３)显示各组间样

　图中S表示核盘菌单独培养,Z表示盾壳霉单独培养,ZS表示

盾壳霉Ｇ核盘菌对峙培养;而０d、２d、４d、８d、１２d分别表示对峙

接触 时 间 点 为 ０、２、４、８ 和 １２ d.S:S．sclerotiorum alone;

Z:C．minitansalone;ZS:CoＧculture;０d,２d,４d,８d,and１２d

forcoＧculturewith０,２,４,８,and１２drespectively．

图３　不同对峙时间处理下样品的LCＧMS数据主成分分析PCA

Fig．３　PCAscoreplotgeneratedusingMetaboAnalyst

basedonC．minitanscultureextractatdifferent

timepointinpositivemode

品都有明显的区分,组间样品重复都能较好地聚集,
其中主成分１(PC１)代表的变量差异比例为２２．６％,
主成分２(PC２)的变量差异比例为２０．３％.
2.3　对峙培养中盾壳霉代谢产物变化

对所有时间序列样品进行统计分析,以显著性

P＝０．０５为阈值,从２７３个差异组分中筛选到１０８
个显著差异组分(图４A),结合 KＧmean进行组分间

变化模式层次聚类分析,帮助区分处理差异数据间

的变化模式.
通过聚类分析将数据划分为３类变化簇,即进

一步分析簇间样品变化量的差异,可以进一步确定

总差异样品主要来自３类变化,即与核盘菌单独样

品(S)比较时差异组分的相对含量较高,图４B的

Cluster１表示差异组分相对强度变化模式为核盘

菌单独(S)＞对峙样品(ZS)＞盾壳霉单独(Z),核盘

菌单独(S)差异组分的相对含量较高;聚类分析中

的Cluster３表示差异组分相对强度变化模式为盾

壳霉单独(Z)＞对峙样品(ZS)＞核盘菌单独(S),盾
壳霉单独(Z)差异组分的相对含量较高;聚类分析

中的Cluster２表示差异组分相对强度变化模式为

对峙样品(ZS)＞盾壳霉单独(Z)＞核盘菌单独(S),
盾壳霉与核盘菌的对峙样品(ZS)差异组分的相对

含量较高.盾壳霉与核盘菌的对峙培养相比于单独

培养时,能显著提高代谢物质的积累和相互作用.
通过差异组分的精确分子质量在盾壳霉特异代

谢物数据库进行物质归属分析.盾壳霉与核盘菌对

峙样品含量较高(Cluster２)的差异组分初步归属的

７３
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　图中纵轴表示差异代谢物,横轴表示不同时间点样品,样品分为３类,即核盘菌单独(S)样品用绿色表示,盾壳霉单独(Z)样品用蓝色

表示,盾壳霉Ｇ核盘菌对峙(ZS)样品用红色表示,相对峰强度从低到高以绿到红的颜色深度区分.AxisofabscissasindicatesthedifferＧ

entialmetabolites,axisofordinatesindicatestheserialnumberofsample,differentlysampleclassgreenforS,S．sclerotiorumalone;

blueforZ,C．minitansalone;redforZS,coＧculture;relativepeaksintensityoflowandhighareshowningreentored,thefiguresin

bracketsindicatethenumberofmetabolites．

图４　重寄生时间序列样品中筛选的显著差异组分热图(A)和成簇分析结果(B)

Fig．４　Heatmapofsignificantlydifferentialmetabolitesinalltimeseriessamples(A)andclusteranalysisresult(B)

图５　共培养中鉴定出的盾壳霉代谢物结构

Fig．５　MetabolitesstructureofmetabolitesproducedbyC．minitansincoＧculturesituation

次级代谢物质(图５)包括:MacrosphelideA(分子式

C１６H２２O８,m/z 值为３６０．１６５８),Benzenediol(分子

式 C６H６O２,m/z 值为 １１１．０４３８),５ＧAminopenＧ
tanoate(分子式C５H１１NO２,m/z值为１１８．０８４６).

通过对不同时间段对应次级代谢物的相对定量

分析结果(图６)显示,鉴定出的次级代谢物都是盾

壳霉与核盘菌对峙培养的条件下显著上调表达的,
即盾壳霉在单独培养的样品中对应物质的信号较

８３



　第１期 贺　珍 等:重寄生真菌盾壳霉与核盘菌对峙培养的差异代谢物分析 　

低,并且实验是通过收集构建盾壳霉特异的代谢物

数据库进行相关物质的鉴定,可以很好地确定相关

差异物质的生物来源.通过对时间序列的分析即盾

壳霉与核盘菌接触培养０、２、４、８和１２d的样品分

析中,可以看出检测到的３种次级代谢物 MacroＧ

sphelideA、Benzenediol和 ５ＧAminopentanoate诱

发积累量都在接触２d时最高,随后时间段检测到的

差异物质大体趋势上积累量逐渐降低.结果表明重

寄生前期涉及到特定代谢物的诱发积累,在后期逐渐

降解,且接触２d时盾壳霉的代谢物积累水平最高.

　图中S表示核盘菌单独培养,Z表示盾壳霉单独培养,ZS表示盾壳霉Ｇ核盘菌对峙培养;S:S．sclerotiorum alone;Z:C．minitans

alone;ZS:CoＧculture．

图６　不同时间段３种次级代谢物的相对定量分析

Fig．６　Relativequantificationanalysisofthreemetabolitesatdifferenttimepoints

3　讨　论

已有报道表明盾壳霉具有分泌抗真菌和抗细菌

代谢物的能力[１３Ｇ１５],本研究的结果表明,重寄生过程

在代谢组水平能观测到显著差异,针对盾壳霉的次

级代谢物,检测到 ３ 种代谢物 MacrosphelideA、

Benzenediol和５ＧAminopentanoate在盾壳霉和核

盘菌接触培养２d时代谢物积累量最大.这３种次

级代谢物都是在重寄生接触中诱发产生,即在盾壳

霉、核盘菌的单独培养样品中信号强度极低,而在对

峙培养样品中能检测到显著信号.

MacrosphelideA 是已报道的盾壳霉次级代谢

物,属大环内酯类,具有抗细胞粘连和广谱抗菌作

用[１６].５ＧAminopentanoate为氨基脂肪酸类,主要

涉及到赖氨酸降解途径、精氨酸和脯氨酸代谢途径,
而这些氨基酸生物途径被报道涉及盾壳霉的生长发

育和重寄生能力[１７Ｇ１８].Benzenediol形成的内酯物

质被报道是真菌中重要的聚酮类化合物,具有广泛

的生物活性,如细胞毒性、抗线虫和受体识别[１９].
而苯二酚氧化还原酶即漆酶(benzenediol∶oxygen
oxidoreductases,EC１．１０．３．２)在真菌降解木质素、
产孢、产色素以及重寄生过程的宿主识别都扮演着

重要角色[２０Ｇ２１].木霉(Trichoderma)为对象的重寄

生机制研究表明,重寄生菌接触到植物病原菌后会

激活自身的 G 蛋白偶联受体和 MAPK 信号途径,
分泌合成相应的细胞壁降解酶和次级代谢物使病原

菌菌丝受损[２２].为此,我们推测对峙培养诱发产生

的这３类代谢物是盾壳霉接触到核盘菌刺激后,通
过信号途径激活物质合成基因簇而诱发产生的代谢

物,这３种物质在重寄生过程中的具体功能有待进

一步研究.微生物交互诱发相关代谢物的分泌机理

研究表明,作为长期进化的结果,生物只在特定的环

９３
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境或刺激下才会分泌功能生物活性物质响应外界刺

激,如扮演通讯功能的信号分子,防御功能的次级代

谢物等[２３Ｇ２６].
本试验首次运用代谢组手段分析了盾壳霉对核

盘菌的重寄生,从代谢物差异角度阐释盾壳霉次级

代谢物在重寄生过程中的变化规律.后期将设计

实验对盾壳霉重寄生过程中显著积累代谢物的生

物活性进行验证和分析,从代谢物角度分析盾壳

霉重寄生,将对后续生物源农药的研发有着重要

指导意义.
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MetabolicprofileofConiothyriumminitans
coＧculturedwithSclerotiniasclerotiorum

HEZhen１,２　HUXianwen１　FUYanping２　JIANGDaohong２

１．CollegeofScience,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．TheProvincialKeyLaboratoryofPlantPathologyofHubeiProvince,

CollegeofPlantScienceandTechnology,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　LCＧMSbasedmetabolomicsanalysiswasusedtoexploremetabolicprofileofConiothyriＧ
um minitanscoＧculturewithitshostfungusSclerotiniasclerotiorum．TheresultsshowedthatcoＧculture
couldsignificantlyinfluencefungal metabolicprofile．Three metabolites,namely Macrosphelide A,

Benzenediol,and５ＧAminopentanoate,wereidentifiedinC．minitansspecificmetabolitesdatabaseandthe
largestmetabolitesaccumulationwasdetectedat２dofcoＧculture．ThisapproachallowedtheinvestigaＧ
tionofmetabolicpatternsinmycoparasitismandindicatedthatmycoparasitismcouldinducemetabolites
communicationandsecondarymetabolitesaccumulation．

Keywords　 Coniothyrium minitans;Sclerotinia sclerotiorum; mycoparasitism;coＧculture;

metabolomics
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