
第３８卷 第４期

２０１９年　７月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３８　No．４

July２０１９,６３~７０

收稿日期:２０１９Ｇ０１Ｇ１６
基金项目:国家自然科学基金项目(３１６７０４９４)
刘　晴,硕士研究生．研究方向:森林病理学．EＧmail:４０１３３９７２１＠qq．com
通信作者:董爱荣,副教授．研究方向:森林病理学．EＧmail:darlmy＠１６３．com

短密木霉降解咪唑乙烟酸候选基因的筛选

刘　晴　刘宇彤　邓世林　鲍　彤　董爱荣

东北林业大学林学院,哈尔滨１５００４０

摘要　为探明短密木霉(Trichodermabrevicompactum)降解咪唑乙烟酸的分子机制,通过转录组学和蛋白

质组学数据整合分析筛选降解咪唑乙烟酸的候选基因.结果显示:以５００mg/kg咪唑乙烟酸驯化后的短密木霉

为材料,分别在基础培养基和以咪唑乙烟酸为单一碳源的培养基中培养至降解效率最高的第７天,在转录组学

中差异表达的基因１３２９个,其中上调７０３个,下调６２６个.用ITRAQ进行蛋白质组学分析,共鉴定到２１８８３
条肽段和４００３个蛋白质.关联分析中,鉴定出２４个在转录组和蛋白质组中均差异表达的基因,其中１４个基因

上调,１０个基因下调.定量蛋白质和基因的表达关联系数为－０．０４７２,显著差异蛋白质和显著差异基因表达关

联系数为－０．１４２０,蛋白质和表达变化趋势相同的基因关联系数为－０．７４１３,蛋白质和表达变化趋势相反的基

因关联系数为 －０．７９１６.关联分析鉴定的 ２４ 个基因中,有 ２ 个基因具有功能注释,分 别 为 TBU３９８１A
(NCBInr:绿色木霉 Gv２９Ｇ８糖苷水解酶１６家族部分 mRNA)和TBU１４２５A(NCBInr:HEXＧ１),可作为降解咪唑

乙烟酸的候选基因.
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　　随着除草剂在农业生产中的广泛应用,其给生

态环境带来的负面影响也越来越大.咪唑乙烟酸

(英文通用名imazapyr,商品名有arsenal、assaul、灭
草烟和阿时拉等)是农业生产中常用的除草剂,具有

杀草种类多、活性高、选择性强等优点.咪唑乙烟酸

被广泛应用于大豆、花生和苜蓿等农作物的杂草防

治,多用于我国大豆产区防治杂草[１].但因其残留

期较长,易对后茬作物产生药害,给粮食安全带来潜

在威胁.咪唑乙烟酸使用量仍在逐年增加,对我国

农业可持续发展也将产生重大威胁,同时也将带来

严重的食品安全问题.因此,筛选降解咪唑乙烟酸

的基因,揭示咪唑乙烟酸降解机制,从而为减轻咪唑

乙烟酸对我国农业生态环境的影响尤为重要.
目前对咪唑乙烟酸降解的研究仅停留在降解菌

株鉴定和降解条件的分析上.丁伟等[２]分离鉴定出

１株碱菌属(Alcaligenessp．)的高效降解菌并探究

其降解的最适条件.陈玉洁等[３]分离鉴定出哈夫尼

希瓦氏菌(Shewanellahafniensis)对咪唑乙烟酸有

降解能力并对其降解特性进行了研究.曹知平等[４]

研究了黑曲霉 LZ１降解咪唑乙烟酸的条件.吕翻

洋等[５]从大豆田块土壤样品中分离到１株高效咪唑

乙烟酸降解菌表皮短杆菌(BrevibacteriumepiderＧ
midis).金雷等[６]研究发现投加芽孢杆菌(BacilＧ
lussp．)QCＧ１３对咪唑乙烟酸污染土壤的修复有较

好的效果.咪唑乙烟酸的降解过程是一个复杂的生

命活动过程,全面探究该过程,需要同步检测 mRＧ
NA和蛋白质的表达量,并进行数据整合分析.但

目前多数文献报道蛋白质与 mRNA 之间表达的一

致性并不高,因此,将蛋白质组和转录组联合分析对

了解基因表达调控情况尤为重要[７].
如何从大量转录组数据中挖掘关键基因也是一

个值得考虑的问题.目前,并未见将定量蛋白质组

学技术和转录组测序结合筛选咪唑乙烟酸降解相关

基因的研究报道.本研究以咪唑乙烟酸为单一碳

源,运用同位素标记相对/绝对定量技术(ITRAQ)
和转录组测序分别鉴定短密木霉降解咪唑乙烟酸差

异表达的蛋白和基因,并对组学数据进行关联分析,
获得降解咪唑乙烟酸的候选基因,以期为揭示咪唑
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乙烟酸的降解机制提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　菌株的驯化

在黑龙江省某药厂排污渠污泥中分离纯化出短

密木霉作为原始菌种,原始菌种在富集培养基中活

化培养３d后,移至咪唑乙烟酸含量为１００mg/kg
的无机盐培养基中,按V菌液 ∶V培养基 ＝１∶９的比例

配制无机盐培养基,培养基以咪唑乙烟酸为单一碳

源,２５℃、１６０r/min培养３d,同样方法和培养条

件循环操作,分别用２００、３００、４００mg和５００mg驯

化短密木酶,获得最终驯化后的短密木霉.计算出

驯化后的降解率[８].
1.2　样品的制备

将驯化后的高效降解短密木霉在富集培养基中

活化３d,移至无机盐培养基(无碳源)和咪唑乙烟酸

浓度为１００mg/kg的无机盐培养基中培养(V菌液 ∶
V培养基 ＝１∶９),分别作为对照组和处理组,３组生物

学重复,培养基 pH 值为８,转速１６０r/min,温度

２５℃培养至第７天,－４℃离心去上清,PBS缓冲液

清洗菌丝体,所得沉淀即为本试验样品,于－８０℃
保存.
1.3　降解率的测定

参照文献[９]采用液相色谱法测定咪唑乙烟酸

降 解 率,采 用 Waters２６９５ 液 相 色 谱 仪 与 WaＧ
ters２９９６紫外检测器,流动相 A 液:冰乙酸＋乙腈,

B液:冰乙酸＋纯水,VA∶VB＝４０∶６０;分离分析柱

为 AgilentZORBAXExtendＧC１８柱(２５０mm,４．６
mm,５m);进样条件:柱温室温,进样量１０μL,检测

波长２５４nm.
咪唑乙烟酸降解率＝[(CK残留浓度－加发酵

液残留浓度)/CK残留浓度]×１００％.
1.4　转录组测序分析差异表达基因

将驯化后的短密木霉分别在基础培养基和加入

咪唑乙烟酸的培养基中培养至第７天,提取样品总

RNA,用带有 Oligo(dT)[１０]的磁珠富集[１１]真核生

物 mRNA,由华大基因构建文库,构建完成后的文

库质检合格后进行测序.由于缺乏基因组测序参

考,使 用 Trinity[１２] 进 行 de novo 组 装. 使 用

Blast２GO[１３]软件将比对上 NR 数据库的 Unigene
结果注释到 GO数据库和 KEGG数据库.
1.5　ITRAQ 联合 2DLCＧMS/MS 分析差异表达蛋白

向对照组和试验组分别加入２mLPBS混匀,

４℃离心２min,弃上清.向样品管中加入适量无

SDS的 L３,终浓度为１倍 Cocktail、２ mmol/L 的

EDTA,置于冰上５min后加入终浓度１０mmol/L
的 DTT,用 TissueLyser充分研磨,４℃离心１５
min,取上清;加终浓度１０mmol/L的DTT,３０℃水

浴１h;加终浓度５５mmol/L的IAM,暗室放置４５
min;４℃离心１５min,上清即为蛋白质溶液.将对

照组和试验组样品分别取 １００μg 蛋白溶液,按

VTrypsin酶 ∶V蛋白 ＝１∶４０的比例加入 Trypsin酶２．５

μg,３７℃酶解４h,按上述比例再补加 Trypsin酶

１次,３７℃酶解８h,用StrataX柱将 Trypsin酶酶

解后的肽段除盐后真空抽干,将样品送往华大基因

进行肽段标记、肽段分离、ITRAQ 联合２DLCＧMS/

MS分析和蛋白质的信息分析.
1.6　蛋白质组与转录组关联分析

将转录组数据和蛋白质组数据进行整合分析,
采用Lan等[１４]方法计算在蛋白质和转录水平的皮

尔逊相关系数,从而确定蛋白和 mRNA的相关性.
1.7　实时荧光定量 PCR

分别提取对照组和咪唑乙烟酸处理的短密木霉

菌丝中总 RNA,qRTＧPCR反转录合成cDNA 采用

日本 TaKaRa公司的PrimeＧScriptRTreagentKit
WithgDNAEraser的试剂盒(RR０４７A),作为实时

荧光定量PCR(qRTＧPCR)的模板.利用Primer５．０
软件设计qRTＧPCR引物,绿色木霉 Gv２９Ｇ８糖苷水

解酶 １６ 家 族 部 分 mRNA 的 引 物 为 (５′ＧAGGＧ
GAGTTACGACCAGGGAAＧ３′)和 (５′ＧTCTATＧ
CAGAACCAGGCTAATGCTAＧ３′),HEXＧ１ 基 因

的引物为(５′ＧAGCCTCTTCGTCGTAGTAACCCＧ
３′)和 (５′ＧCCGTCCCAACTTCCGTGAＧ３′). 以

Actin 基因为内参,引物为(５′ＧGGCTCAGTCTAＧ
AGCGTGGTATCCＧ３′)和(５′ＧACAGAACGGCCTＧ
GGATGGAGAＧ３′)[１５].各处理均做３次重复,计

算基因的相对表达量.

2　结果与分析

2.1　短密木霉的降解率

研究结果显示:在咪唑乙烟酸初始质量分数

１００mg/kg、pH８、２５℃的条件下培养至第７天的

短密木霉降解咪唑乙烟酸的作用最强,降解效率

为７８．３８％.咪唑乙烟酸初始质量色谱图如图１所

示,短密 木 霉 处 理 后 咪 唑 乙 烟 酸 色 谱 图 如 图 ２
所示.

４６
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图１　咪唑乙烟酸初始质量分数色谱图

Fig．１　Imidazoliumnicotinicacidinitialconcentration
chromatogramimazethapyr

图２　处理后咪唑乙烟酸色谱图

Fig．２　Chromatogramofimidazolium
concentrationaftertreatment

2.2　转录组测序数据

使用IlluminaHiSeq平台一共获得４０．３Gb数

据,组装并去冗余后得到２８２６８个Unigene,总长度

为５７０２０５７１bp,将其比对到七大功能数据库进行

注释,最终分别有 ２１４１６(NR:７５．７６％)、１６９３２
(NT:５９．９０％)、１４２７８(SwissProt:５０．５１％)、１３２４９

(KOG:４６．８７％)、１５２６３(KEGG:５３．９９％)、１４５８４
(GO:５１．５９％)以及１５７６２(InterPro:５５．７６％)个

Unigene获得功能注释.使用 Transdecoder检测

出３３５８３个CDS(蛋白质编码区).

１)总基因.共有８４８４８个 Unigene注释到GO
３个方面,生物过程占比６６４１．３７％,细胞组分占比

３８．７４％,分子功能占比１９．８８％.与 KEGG数据库

对比,共有１７６５６个 Unigene被注释,根据基因参

与的 KEGG代谢通路分为５个分支:遗传信息处理

占比３４．０３％,环境信息处理占比６．９５％,细胞过程占

比１１．９５％,代谢占比６１．１９％,有机系统占比０．６２％.

２)差异基因.获得显著差异表达的基因１３２９
个(上调７０３个,下调６２６个).如图３所示,对这些

差异基因进行 GO注释分析,属于分子功能的有１０
个分类,占比２５．６４％;属于细胞组分的有１１个分

类,占比２８．２０％;属于生物学过程的组分最多,共有

１８个,占比４６．１５％.如图４所示,KEGG代谢通路

分析中 有 １１９１ 个 差 异 基 因 被 注 释,参 与 ５ 个

KEGG代谢通路,代谢通路包括:环境信息处理１１５
个,占比９．６５％;细胞过程１４６个,占比１２．２５％;遗
传信息处理２０５个,占比１７．２１％;代谢７１４个,占比

５９．９４％;有机系统１１个,占比０．９２％.其中９７７个

差异基因可被富集在１０９个途径中,１５个途径可被

显著富集,其中包括 ABC转运体、脂肪酸代谢和脂

肪酸降解等.

　１．Nitrogenutilization;２．MultiＧorganism process;３．Reproduction;４．Developmentalprocess;５．Positiveregulationofbiological

process;６．Cellularprocess;７．Carbonutilization;８．Reproductiveprocess;９．Localization;１０．Regulationofbiologicalprocess;１１．BioＧ

logicalregulation;１２．Detoxification;１３．Negativeregulationofbiologicalprocess;１４．Responsetostimulus;１５．Metabolicprocess;

１６．Growth;１７．Signaling;１８．Cellularcomponentorganizationorbiogenesis;１９．MembraneＧenclosedlumen;２０．Cellpart;２１．Organelle

part;２２．Extracellularregion;２３．Cell;２４．Organelle;２５．Membrane;２６．Macromolecularcomplex;２７．Nucleoid;２８．Supramolecular

complex;２９．Membranepart;３０．Moleculartransduceractivity;３１．Signaltransduceractivity;３２．Molecularfunctionregulator;３３．CataＧ

lyticactivity;３４．Transporteractivity;３５．Transcriptionregulatoractivity;３６．Binding;３７．Structuralmoleculeactivity;３８．Translation

regulatoractivity;３９．Nutrientreservoiractivity．

图３　差异基因上下调GO功能分类

Fig．３　GOclassificationofupＧregulatedanddownＧregulatedgenes

５６
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　１．Inositolphosphatemetabolism;２．NonＧhomologousendＧjoining;３．ABCtransporters;４．Ribosomebiogenesisineukaryotes;５．LonＧ

gevityregulatingpathwayＧmultiplespecies６．Peroxisome;７．AlphaＧlinolenicacidmetabolism;８．Fattyaciddegradation;９．Glycerolipid

metabolism;１０．Ascorbateandaldaratemetabolism;１１．Biosynthesisofsecondarymetabolites;１２．Tryptophanmetabolism;１３．Lysine

biosynthesis;１４．BetaＧlactamresistance;１５．Glyoxylateanddicarboxylatemetabolism;１６．Cysteineandmethioninemetabolism;１７．BioＧ

synthesisofunsaturatedfattyacids;１８．Homologousrecombination;１９．Valine,leucineandisoleucinedegradation;２０．AflatoxinbioＧ

synthesis;２１．Ribosome;２２．Phenylalaninemetabolism;２３．Propanoatemetabolism;２４．Folatebiosynthesis;２５．Fattyacidbiosynthesis;

２６．Biosynthesisofantibiotics;２７．MAPKsignalingpathwayＧyeast;２８．Fattyacidmetabolism;２９．MitophagyＧyeast;３０．TyrosinemetabＧ

olism．

图４　差异基因上下调的富集通路

Fig．４　Pathwayfunctionalenrichmentresultforup/downＧregulatedgenes

2.3　 iTRAQ 定量蛋白质组数据

１)总蛋白.共鉴定到２１８８３条肽段和４００３个

蛋白.用 Blast２GO 软件进行 GO 注释分析,本试

验鉴定到的蛋白在 GO 功能注释的结果是:在细胞

组分中有１１个,占比２９．６２％;分子功能中有１５个,
占比２６．４６％;生物过程有２０个,占比４３．９０％.同

样,进行 KEGG生物数据库通路富集分析,与咪唑

乙烟酸作用途径相关的３１１６种蛋白在１２７条途径

中被注释到.

２)差异蛋白.以 Foldchange＞１．２和QＧvalue＜
０．０５两个条件来鉴定处理组和对照组之间差异表达的

蛋白质,共检测到３５３个差异表达蛋白;其中１８４个

上调,１６９个下调.本研究鉴定到的差异蛋白在 GO
功能注释的结果是:细胞组分中鉴定到１２９个差异

蛋白,富集在６２个功能中,其中１３个功能被显著注

释到;分子功能中鉴定到２２０个差异蛋白,富集在

１５７个功能,其中６个功能被显著注释到;生物过程

中鉴定到１９５个差异蛋白,富集在３５１个功能中,其
中３２个功能被显著注释到.同样,KEGG 生物数

据库的通路富集分析结果显示:２５８个差异表达蛋

白富集在１０５条通路中,仅有２条途径被显著富集

到,分别是核糖体代谢和基础转录因子代谢.差异

蛋白显著富集的代谢通路如图５所示.
2.4　蛋白质组与转录组关联

１)蛋白质组与转录组关联数量关系.由表１可

以看出,３９４１个基因在 mRNA 和蛋白质水平均可

鉴定到,同时有３９４１个基因在 mRNA和蛋白质水

平均可表达,其中蛋白质组和转录组均差异表达的

有２４个基因.

２)蛋白质组与转录组的相关性.用咪唑乙烟酸

处理短密木霉培养至第７ 天后,２个样品显著差异

蛋白质和显著差异基因呈负相关关系,相关系数为

　注释到该Pathway的差异蛋白数目/注释到该Pathway的所

有鉴定到的蛋白为富集因子(richfactor),该值越大,说明在该

Pathway中差异蛋白比例越大.圆点大小表示该Pathway差异

蛋白的数目.Richfactoristheratioofdifferentiallyexpressed

proteinnumberannotatedinthispathwaytermtoallprotein

numberannotatedinthis pathwayterm．Greaterrichfator

meansgreaterintensiveness．Thedotsizeindicatesthenumber

ofpathwaydifferentialproteins．

图５　差异蛋白显著富集通路的统计图

Fig．５　Statisticsofpathwayenrichmentofdifferentially
expressedproteinsineachpairwise
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表１　关联转录组和蛋白质组数量

Table１　Numberofcorrelationtranscriptomicsandproteomics

类型

Type

蛋白质数量

Numberof
proteins

基因数量

Numberof
genes

关联数量

Numberof
correlation

鉴定

Identification
４００３ ２４６２１ ３９４１

定量

Quantitative
４００３ ２４６２１ ３９４１

差异表达

Differentially
expressed

３５３ １３３１ ２４

－０．１４２０,如图６所示;蛋白质和变化趋势相同的

mRNA呈正相关,相关系数为０．７４１３,如图７A 所

示;蛋白质和变化趋势相反的基因呈负相关关系,相
关系数为－０．７９１６,如图７B所示.

图６　显著差异蛋白质和显著差异基因表达关联图

Fig．６　Correlationforsignificantlydifferential

proteinsandsignificantdifferentialgenes

　A:蛋白质和基因表达变化趋势相同;B:蛋白质和基因表达变化趋势相反.A:Proteinandgeneexpressiontrendsaresimilar;B:Protein

andgeneexpressiontrendsareopposite．

图７　蛋白质和基因表达变化趋势的关联图

Fig．７　Correlationfortrendexpressionproteinsandgenes

　　３)关联到差异基因.咪唑乙烟酸处理后,得到

了在转录组和蛋白质组中均差异表达的基因２４个,
其中１４个基因上调,１０个基因下调.上调基因包括

TBU３９８１A(NCBInr:T．virensGv２９Ｇ８糖苷水解酶家族

１６部分蛋白,glycosidehydrolasefamily１６protein,parＧ
tial)、TBU１４２５A (NCBInr:深 绿 木 霉,HEXＧ１),

TBC４３８７C２A(哈茨木霉IOCＧ３８菌株克隆 EGL３BAC
全序列,T．harzianumstrainIOCＧ３８４４cloneegl３BAC,

completesequence)、TBC１５７６C１１A(NCBInr:绿色木

霉 Gv２９Ｇ８糖基转移酶１家族蛋白部分 mRNA,T．
virensGv２９Ｇ８glycosyltransferasefamily１protein
partialmRNA)以及功能未知的假定蛋白;下调基

因包括TBC１８１０C１A(NCBInr:里氏木霉 QM６a硫

酸盐腺苷酰转移酶 mRNA,T．reeseiQM６asulfate
adenylyltransferasemRNA)以及一些功能未知的

假定蛋白基因.差异基因在９条代谢通路上与蛋白

质变化趋势相同,这９条代谢通路是过氧化物酶体、

长寿调节途径Ｇ多物种、精氨酸生物合成、αＧ亚麻酸代

谢、RNA降解、阿特拉津降解、氨基糖和核苷酸糖代

谢、泛酸和辅酶A生物合成及烟酸和烟酰胺代谢.

２４个基因中表达趋势一致且同时上调的７个

基因,无论基因水平还是蛋白质水平,受到咪唑乙烟

酸刺激均增加表达量.７个基因在 NCBInr数据库

中已 知 功 能 的 基 因 有 ２ 个,分 别 为 TBU３９８１A
(NCBInr:T．virensGv２９Ｇ８糖苷水解酶家族１６部

分蛋白,glycosidehydrolasefamily１６protein,parＧ

tial)和TBU１４２５A(NCBInr:深绿木霉,HEXＧ１),

将这２个基因作为短密木霉降解咪唑乙烟酸的候选

基因,候选基因的相关信息如表２所示.
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表２　转录组和蛋白质组关联分析中均差异表达的基因

Table２　Differentiallyexpressedgenesbothincorrelationanalysisoftranscriptomeandproteome

NCBI登记号

NCBIID
基因名称

Nameofgene
NCBInr数据库

Numberofproteins
P 值

PＧvalue
转录组中表达情况

DEPs
蛋白质组中表达情况

DEGs

XM_０１４１０５０４０．１ TBU３９８１A

绿色木霉 Gv２９Ｇ８糖苷水解
酶 １６ 家 族 部 分 mRNA
Glycosidehydrolasefamily
１６protein,partial

１．７０EＧ０４ ＋ ＋

XM_００６９６７３９９．１ TBU１４２５A HEXＧ１ ７．３３EＧ０９ ＋ ＋
　注:P 值是指差异检验的P 值,该值越小越显著;蛋白质倍数大于１．２表示表达上调,小于０．８３３表示表达下调;“＋”表示表达上调.

Note:PＧvalueisthedifferencetestvalue,thesmallerthevalue,themoresignificant;Proteinratiogreaterthan１．２indicatesexＧ

pressionup,lessthan０．８３３indicatesexpressiondown;“＋”indicatesthattheexpressionisup．

2.5　差异表达基因的荧光定量验证

对联 合 分 析 筛 选 得 到 的 降 解 候 选 基 因

TBU３９８１A 和 TBU１４２５A 进 行 qRTＧPCR 验 证

(t检验,P＜０．０５,n＝３).由图８可知,２个基因在

蛋白质组中表达差异倍数分别为１．２５和１．２３,转录

组表达差异倍数分别为１．２７和１．０４,qRTＧPCR分析

得到的表达差异倍数分别为 １．０３ 和 ０．９９,虽然

qRTＧPCR与组学表达差异倍数不一致,但咪唑乙烟

酸处理后表达的变化趋势相同,说明转录组分析结

果可靠[１６].

图８　差异表达基因的qRTＧPCR验证

Fig．８　ValidationofDEGSdatabyqRTＧPCR

3　讨　论

本研究将蛋白质组与转录组学数据进行关联分

析,结果显示:当短密木霉在以咪唑乙烟酸为单一碳

源的培养基中培养至降解效率最高的第７天后,定
量蛋白和基因的表达呈现负相关关系,这可能是翻

译的蛋白质和 mRNA表达水平不一致所导致[１８].

本研究获得蛋白质组和转录组均差异表达的

２４个基因,其中,NCBI数据库中功能已知的基因有

２个:TBU３９８１A 和TBU１４２５A.若这２个基因中

没有和降解相关的基因,我们将继续研究其他２３个

基因.以下对这２个基因的具体功能进行探讨.

TBU３９８１A基因编码绿色木霉 Gv２９Ｇ８糖苷水

解酶１６家族部分 mRNA.Kubicek等[１９]推测该基

因可以改进生物防治菌株,与木霉保护植物相关.
绿色木霉和短密木霉的亲缘性很近,绿色木霉产生

的新型次级代谢产物除了在制药和农业防治上被广

为利用之外,还具有降解有害化合物如杀虫剂、多酚

和多环芳烃以及螯合重金属的能力.微生物合成βＧ
１,３Ｇ１,４ＧDＧ葡聚糖酶属于糖苷水解酶１６家族,降解

存在于真菌和植物中的βＧ葡聚糖.王圆等[２０]报道

在动物饲料中添加βＧ１,３Ｇ１,４ＧDＧ葡聚糖酶可以消除

βＧ葡聚糖的抗营养作用,提高消化酶活力,促进动物

对营养物质的消化吸收,改善饲料的转化率,促进动

物的生长发育.本试验将短密木霉在以咪唑乙烟酸

为单一碳源的培养基中培养,提高短密木霉对咪唑

乙烟酸的利用率,从而达到降解咪唑乙烟酸的目的.

TBU１４２５A 基 因 可 编 码 形 成 HEXＧ１ 蛋 白.

HEXＧ１蛋白是构成伏鲁宁体的主要蛋白[２１],伏鲁

宁体是一种特化的过氧化物酶体,存在于真菌中的

细胞器中,当菌丝体受伤时,伏鲁宁体可与菌丝隔膜

形成孔塞,防止原生质流失,保持丝状真菌细胞的完

整.目 前 已 经 从 构 巢 曲 霉 (AspergillusniduＧ
lans)[２２]、里 氏 木 霉 (T．reesei)[２３]、粗 糙 脉 孢 菌

(Neurosporacrassa)[２４]和稻瘟病菌(Magaporthe
grisea)[２５]中分离出 HEXＧ１基因.有研究显示,将
粗糙脉孢菌 HEXＧ１基因敲除后,可导致细胞受伤、
原生质外流,表明在真菌细胞受损后该基因可通过

封闭 隔 膜 孔,防 止 细 胞 质 流 失[２４].Soudararajan
等[２６]曾对缺失 HEXＧ１基因的稻瘟病菌(MagnaＧ
porthegrisea)进行研究,发现稻瘟病菌细胞形态发

生改变,侵染或定殖能力下降,进而使其致病能力下
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降.唐俊等[２７]将康氏木霉 HEXＧ１基因在原核中

纯化和表达,在其前期试验研究中发现,HEXＧ１蛋

白在敌敌畏处理后表达量明显上调,推测 HEXＧ１
基因可能调控木霉菌的隔膜系统,使其增强耐受敌

敌畏胁迫的能力[２８].本研究中无论是进行转录组

分析还是蛋白质组分析 HEXＧ１基因均有差异表

达,推断 HEXＧ１基因在短密木霉耐受咪唑乙烟酸

时作用机制与 HEXＧ１基因在其他木霉中耐受敌敌

畏机制相似.
综上,短密木霉(T．brevicompactum)可在以咪

唑乙烟酸为唯一碳源的培养基中生长,有降解土壤

中咪唑乙烟酸的能力,可减缓除草剂污染土壤的生

态压力,具有潜在的应用价值.利用转录组和蛋

白质数据整合分析,可筛选降解咪唑乙烟酸的候

选基因,为 揭 示 咪 唑 乙 烟 酸 的 降 解 机 制 提 供 新

线索.
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Screeningcandidategenesofdegradatingimazethapyr
byTrichodermabrevicompactum

LIUQing　 LIUYutong　DENGShilin　BAOTong　DONGAirong

CollegeofForestry,NortheastForestryUniversity,Harbin１５００４０,China

Abstract　Thecandidategenesofdegradatingimazethapyrwerescreenedwithintegrationanalyses
oftranscriptomicsandproteomicsdatatoexplorethemolecularmechanismofdegradatingimazethapyr
inTrichodermabrevicompactum．Theresultsshowedthatwhenthebasalmedium with５００ mg/kg
mazethapyrwasusedasthesolecarbonsourcetocultivateT．brevicompactumforsevendays,thehighＧ
estdegradationefficiencywasobtained．Therewere１３２９geneswithsignificanttranscriptomicdifferＧ
ences,ofwhich７０３wereupＧregulatedand６２６weredownＧregulated．２１８８３peptidesand４００３proteins
wereidentifiedbyproteomeanalysesperformedwithITRAQ．Theresultsofassociationanalysesshowed
that２４geneswithdifferentialexpressionandproteinabundancewerecorrespondinglychanged,ofwhich
１４wereupＧregulatedand１０weredownＧregulated．TheassociationcoefficientbetweenquantitativeproＧ
teinandgeneexpressionwas－０．０４７２．Theassociationcoefficientbetweensignificantdifferenceprotein
andgeneswithsignificantlydifferentialexpressionwas－０．１４２０,withthesimilartrendofexpression
change．Theassociationcoefficientbetweenproteinandgeneexpressionwas－０．７４１３．Theassociation
coefficientbetweenproteinandgeneswiththeoppositetrendofexpressionchangewas－０．７９１６．Two
ofthe２４genesidentifiedbyassociationanalysishadfunctionalannotations．TheyareTrichodermaviＧ
rensGv２９Ｇ８glycosidehydrolasefamily１６proteinpartialmRNAandHEXＧ１gene,respectively．They
canbeusedascandidategenesofdegradatingimazethapyr．ItisindicatedthatthecandidategenesofdegＧ
radatingimazethapyrbyT．brevicompactumcanbeeffectivelyscreenedwiththeassociationanalysesof
transcriptomeandproteome．

Keywords　Trichodermabrevicompactum;imazethapyr;transcriptome;proteome;association
analysis

(责任编辑:张志钰)

０７


