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摘要：【目的】探索过氧化物酶体增殖剂(Peroxisome proliferators，PPs)对稻瘟病菌生长发育及致病性的

影响。【方法】在6种不同的PPs诱导下，观察比较稻瘟病菌过氧化物酶体数量及相关基因表达、生长速

率、孢子萌发、附着胞形成与致病性的差异。【结果】在不同的PPs诱导下，稻瘟病菌过氧化物酶体数

量均呈现明显的增加，同时过氧化物酶体形成相关基因PEX8、PEX11、PEX14的表达量升高；PPs影响

病菌菌丝生长、分生孢子萌发及附着孢形成，并导致致病性的减弱。其中，2,4-D与阿司匹林的抑制效果

最为显著。同时，2,4-D与ASA对稻瘟病菌过氧化物酶体形成突变体Δpex5和Δpex7的生长抑制效果与野生

菌株相比明显增加。【结论】首次将PPs类化合物用于模式丝状病原真菌稻瘟病菌的研究。研究发现6种
PPs均能够引起过氧化物酶体的增殖，并可抑制稻瘟病菌生长发育，降低致病性。
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过氧化物酶体是真核生物中普遍存在的细胞

器，是脂肪酸β-氧化及过氧化氢代谢的重要场

所[1]。过氧化物酶体有一个重要特点，即其数量

和体积能随着培养条件、细胞内环境及生化代谢

的需要而增加，称为过氧化物酶体增殖(Peroxisome

proliferation)。

1965年，Hess等首次发现，降血脂药物氯苯

丁酯可诱导小鼠肝薄壁组织细胞过氧化物酶体增

殖[2]，人们把这一类结构不同可诱导小鼠肝细胞

过氧化物酶体数量增加的化合物统称为过氧化物

酶体增殖剂(Peroxisome proliferators，PPs)[3]，包

括工业化学品(如邻苯二甲酸盐和全氟脂肪酸)、

农药(如苯氧基乙酸)和重要的临床药物[如阿司匹

林 (ASA)]和降血脂药物 (如贝特类衍生物 )等。

1976年，Reddy等首次发现，萘酚平(Nafenopin)可

引起小鼠肝致癌[4]，随后的研究也证实，PPs可通

过非遗传途径引起啮齿类动物致癌[5–7]；PPs的潜

在致癌性使PPs导致过氧化物酶体增殖的机制越来

微生物学报
Acta Microbiologica Sinica
2016, 56(10): 1606-1615
http://journals.im.ac.cn/actamicrocn
DOI: 10.13343/j.cnki.wsxb.20150621

Research Paper 研究报告

 
 

基金项目：国家自然科学基金(31170136, 31470249)
*
通信作者。Tel：+86-571-86404228；E-mail：王教瑜，jiaoyuwang1@gmail.com；孙国昌，sungc01@ sina.com

收稿日期：2015-12-29；修回日期：2016-03-10；网络出版日期：2016-05-05

http://dx.doi.org/10.13343/j.cnki.wsxb.20150621


越受到关注[8]。1986年，Reddy等提出假设：PPs

通过受体介导机制，激活氧化系统基因的转录，

从 而 引 发 特 异 性 的 多 效 反 应 ； 1 9 9 0 年 ，

Issemann等首次从小鼠体内克隆到过氧化物酶体

增殖剂激活受体(Peroxisome proliferator-activated

receptors，PPARs)[10]。PPAR是一类转录调控因

子，既能被自身的脂肪酸激活，又能被外来的

PPs激活。PPAR的发现使PPs致癌机制的研究进入

细胞和分子水平。过氧化物酶体产生相关的蛋白

称为Peroxin，其编码基因称为PEX。目前已报道

的PEX基因已达30多种[1]。研究表明，PPs引起过

氧化物酶体增殖的同时，会诱导多种PEX基因的

表达[11]。

目前，PPs的研究仅局限于啮齿类动物，PPs对

丝状真菌的影响还未见报道。稻瘟病菌(Magnaporthe

oryzae)是子囊菌，巨座壳目(Magnaporthales)的一

种丝状真菌，可引起水稻上最重要的病害——稻

瘟病[12]。同时，稻瘟病菌还是植物病原真菌研究

的模式生物，其致病机理研究是植物病理学的重

要组成部分[13]。本研究选用6种在哺乳动物中研究

较多的典型PPs [苯扎贝特[14](Bezafibrate)、三氯乙

烯[15](Trichlorothene，TCE)、阿司匹林[16](Aspirin，

ASA)、邻苯二甲酸二乙酯[17](Diethyl phthalate，

DEP)、邻苯二甲酸二甲酯[18](Dimethyl phthalate，

DMP)和2,4-D[19](2,4-Dichlorophenoxyaceticacid，

2,4-D)]，分析了PPs对稻瘟病菌的过氧化物酶体增

殖、生长发育和致病性的影响，旨在探明PPs对丝

状真菌生长发育的作用，同时为阐明过氧化物酶

体与植物病原真菌致病性之间的关系提供参考，

并有可能为病害防治提供药物靶点。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    供试菌株：实验使用的稻瘟病菌(Magnaporthe

oryzae)菌株为Guy11、Δpex5[20]和Δpex7[20]，Guy11-

GA[21]，由浙江省农业科学院真菌病害实验室提

供。其中Δpex5和Δpex7是分别敲除PEX5和PEX7
的稻瘟病菌突变菌株。Guy11-GA是利用GFP-

PTS1对过氧化物酶体进行荧光定位的稻瘟病菌菌

株。使用大麦品种为ZJ-8。

1.1.2    培养基：CM培养基[22]，MM培养基(g/L)：

Glucose 10，0.1% (V/V) trace elements，0.1% (V/V)

vi tamin supplement，NaNO3  6 .0，KCl 0.5，

MgSO4 0.5，KH2PO4 1.5，ddH2O 1 L，pH 6.5。

1.1.3    主要试剂和仪器：PPs试剂包括苯扎贝特

(Bezafibrate)、三氯乙烯(Trichlorothene，TCE)、

阿司匹林(Aspirin，ASA)、邻苯二甲酸二乙酯(Diethyl

phthalate，DEP)、邻苯二甲酸二甲酯(Dimethyl

phthalate，DMP)和2,4-D(2,4-Dichlorophenoxyacetic

acid，2,4-D)，均购买于SIGMA公司；总RNA提

取试剂(Trizol Reagent)购自Invitrogen公司；反转

录酶(Reverse Transcriptase XL，AMV)、RNA酶抑

制剂(Ribonuclease inhibitor)、荧光定量试剂盒

SYBR Premix Ex Taq TMⅡ等生化试剂购买于

TaKaRa生物工程(大连)有限公司。使用仪器有德

国莱卡荧光显微镜(Leica DM2500)；实时荧光定

量PCR仪(7500型Real time PCR仪)等。

1.1.4    引物：PCR引物合成由上海生工完成(表1)。

1.2    稻瘟病菌过氧化物酶体数量观察

取28 °C 12 h/12 h光暗交替培养10 d的Guy11-

GA菌株，加入适量无菌水，用毛笔轻刷菌落表

面，两层滤纸过滤，取滤液用血球计数板计数，

调孢子浓度至1×105个/mL。向孢子悬浮液中分别

加入PPs母液，调终浓度分别至2,4-D 300 mg/L、

ASA 450 mg/L、Bezafibrate 850 mg/L、DEP 300 mg/L、

DMP 450 mg/L和TCE 4000 mg/L，设置空白对

照。分别取20 μL滴于疏水膜上，28 °C黑暗培养

2 h后利用荧光显微镜观察孢子中绿色荧光点的数

量，进行统计分析。
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1.3    Real time PCR分析

收集稻瘟病菌Guy11的孢子液，接种于CM液

体培养基，28 °C、100 r/min振荡培养2 d。收集菌

丝体，无菌水冲洗3次，将菌丝体分别转入含有

PPs终浓度为2,4-D 300 mg/L、ASA 450 mg/L、

Bezafibrate 850 mg/L、DEP 300 mg/L、DMP

450 mg/L和TCE 4000 mg/L的液体MM培养基，

100 r/min振荡培养24 h。常规的Trizol法提取菌丝

中的总RNA [ 2 3 ]。Real t ime PCR分析，以提取

RNA为模板，利用表1引物，按RNA PCR Kit

(AMV)试剂盒说明进行。

1.4    接种与致病性观察

收集稻瘟病菌菌株Guy11孢子悬浮液，调浓

度至1×105个/mL。根据哺乳动物中的相关研究和

前期实验，分别配置不同浓度PPs孢子悬浮液(表2)。

取20 μL孢子悬浮液接种于离体大麦叶片，28 °C

黑暗保湿培养24 h，转移至相对湿度为  90%、

28 °C、12 h/12 h光暗交替培养，4 d后观察并统计

大麦的发病情况。

1.5    稻瘟病菌生长速率观察

将MM培养基121 °C、15 min高温灭菌，待冷

却至60 °C左右，加入无菌PPs母液，配置成含不

同浓度的PPs培养基(浓度同表2)，倒入9 cm培养

皿冷却待用。用5 mm的打孔器在生长6 d的稻瘟病

菌菌落边缘打孔，接于含不同浓度的PPs的MM培

养基上。28 °C黑暗培养10 d，十字交叉法测菌落

直径并拍照记录。

1.6    稻瘟病菌孢子萌发及附着胞形成的观察

收集Guy11孢子，调至1×105个/mL。向孢子

悬浮液中分别加入PPs母液，配置PPs梯度浓度孢

子液(表3)，取20 μL于疏水膜，28 °C 12 h/12 h培

养。2、4、8、12、24 h观察孢子萌发及附着胞形

成情况，并拍照记录。

2    结果和分析

2.1    PPs对稻瘟病菌过氧化物酶体的影响

2.1.1    PPs诱导稻瘟病菌过氧化物酶体增殖：为

明确不同PPs对稻瘟病菌过氧化物酶体数量的影

表1.  引物列表

Table 1.  Primers applied in the research

Name Sequence (5′→3′) Function

Tubulin-up GGCCAATGCGGCAACCAA Used for Reference gene

Tubulin-down AGGACAGCACGGGGAACA Used for Reference gene

PEX8-up GATTCGCTCCCATTTCTGC Used for amplifying the PEX8 gene

PEX8-down CTGCTTCACCACCTCCCTC Used for amplifying the PEX8 gene

PEX11-up CGCCATCAAGAAGCAGTT Used for amplifying the PEX11 gene

PEX11-down CGTCAAAGGTCAGGTAGC Used for amplifying the PEX11 gene

PEX14-up TGGAATTGACCAAGCGCTAC Used for amplifying the PEX14 gene

PEX14 -down CGCCTTGAGGGCTTCTGTAT Used for amplifying the PEX14 gene

表2.  PPs浓度梯度设置范围

Table 2.  The range of PPs gradient concentration

PPs 2,4-D ASA Bezafibrate DEP DMP TCE

Gradient 100 300 150 100 300 1000

Concentration/
(mg/L)

200 450 300 200 450 2000

300 600 450 300 600 3000

400 750 600 400 750 4000

500 900 750 500 900 5000
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响，不同PPs诱导下，观察并统计Guy11-GA细胞

中荧光点的数量。结果如图1所示，与对照相比，

不同PPs均可以诱导稻瘟病菌过氧化物酶体数量增

加。对照条件下细胞中过氧化物酶体数量为30个，

而在2,4-D诱导下，细胞中过氧化物酶体数高达

62个；在 DMP诱导下，细胞中过氧化物酶数高达

69个，差异极显著(P<0.01)；ASA、Bezafibrate、

DEP和TCE 诱导下细胞内过氧化物酶体数量分别

为51，42，49，41个，差异显著(P<0.05)。

2.1.2    PPs诱导稻瘟病菌PEX8、PEX11和PEX14

基因表达：PEX8，PEX11，PEX14基因在过氧化

物酶体增殖和合成有重要作用[24–26]。为明确3个基

因在PPs诱导增殖过程中的表达情况，我们分别检

测了6种PPs诱导下，菌丝中3个基因的相对表达量

(图2)。结果表明，6种PPs诱导后，均可引起

PEX8、PEX11和PEX14相对表达量的显著提高

(P<0.05)。

2.2    PPs对稻瘟病菌致病性的影响

为明确不同PPs对稻瘟病菌致病性的影响，将

含PPs的孢子悬浮液接种于大麦叶片。结果如图3

所示，与不含有P P s的对照比较，7 5 0  m g / L

Bezafibrate、500 mg/L DEP、900 mg/L DMP和

5000 mg/L TCE处理后的孢子液接种的叶片病斑明

显减小。2,4-D、ASA诱导过的孢子悬浮液接种的

叶片上无典型病斑，但由于2,4-D、ASA对大麦叶

片具有毒害作用，导致接种点发白。上述结果表

明，不同PPs对稻瘟病菌致病性均有抑制作用，随

着PPs浓度的增加，抑制作用增强。

2.3    PPs对稻瘟病菌生长速率，孢子萌发及附着

胞形成的影响

为进一步明确PPs对稻瘟病菌致病相关过程的

影响，我们对PPs处理后的稻瘟病菌生长及分生孢

子萌发与附着胞形成情况进行了观察。

2.3.1    不同PPs对稻瘟病菌的生长均有抑制作

用：测定Guy11在不同PPs平板上生长速率结果如

图4所示，在不含有PPs的MM培养基上(CK)，

Guy11的菌落直径为4.02 cm，在含500 mg/L 2,4-D

的培养基上仅为0.14 cm；在含850 mg/L Bezafibrate

培养基上为1.67 cm；在含500 mg/L DEP培养基上

表3.  孢子萌发附着胞形成PPs浓度梯度设置范围

Table 3.  The range of PPs gradient concentration in
spore germination and appressoria formation

PPs 2,4-D ASA Bezafibrate DEP DMP TCE

Gradient 100 300 150 100 200 1500

Concentration/
(mg/L)

200 450 300 200 350 2500

300 600 450 300 500 3500

400 750 600 400 650 4500

图 1.  不同PPs对稻瘟病菌过氧化物酶体数量的影响

Figure 1.   The peroxisome number of M. oryzae induced by different PPs.
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为0.48 cm；在含750mg/L ASA、750 mg/L DMP和

6000 mg/L TCE的培养基上不能生长。结果表明，

6种PPs对Guy11生长都有抑制作用，且随着PPs浓

度的增加，抑制作用增强。

2.3.2    不同PPs对稻瘟病菌孢子萌发的影响：孢

子萌发测定结果如图5所示，对照条件下，24 h的

孢子萌发率为99%；2,4-D和ASA对孢子萌发抑制

作用最强，100 mg/L 2,4-D处理下，24 h的孢子萌

发率只有1%；300 mg/L ASA处理下，24 h的孢子

萌发率为18%；750 mg/L ASA处理后，24 h孢子

萌发率为4%；而其余4种PPs处理后，孢子萌发率

在2 h和4 h显著低于对照，但24 h后孢子萌发率仍

能达到99%。由此得出结论，不同PPs对稻瘟病菌

孢子萌发均有抑制作用，其中2,4-D和ASA抑制作

用最强，其余4种PPs能显著延迟孢子萌发。

图 2.  PPs对稻瘟病菌过氧化物酶体相关基因表达的影响

Figure 2.   The expression of peroxisome biogenesis related genes in M. oryzae induced by different PPs.

图 3.  不同浓度PPs诱导下稻瘟病菌对大麦的致病性

Figure 3.   Pathogenicity of M. oryzae affected by different concentrations of PPs on barley. Drop inoculation with
20 μL conidia suspension supplmented with serial diluted PPs on barley. CK1-CK6 is inoculated with 20 μL serial
diluted PPs without conidia. CK1: 2,4-D 500 mg/L, CK2: ASA 900 mg/L, CK3: Bezafibrate 750 mg/L, CK4: DEP
500 mg/L, CK5: DMP 900 mg/L, CK6: TCE 5000 mg/L.
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图 4.  不同PPs培养基上稻瘟病菌的生长速率

Figure 4.   Growth rate of M. oryzae on media containing different PPs.

图 5.  PPs诱导下的稻瘟病菌孢子萌发速率

Figure 5.   The germination rate of M. oryzae strains induced by different PPs.
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2.3.3 不同PPs对稻瘟病菌附着胞形成的影响：诱

导4 h后统计附着胞形成发现，由于2,4-D和ASA孢

子萌发受到强烈抑制，无附着胞形成。其余4种

PPs处理后附着胞形成情况如图6所示，不同PPs处

理后，4 h的附着胞形成率均显著低于未处理的

CK，且随着PPs浓度的增加，附着胞形成率依次

降低。诱导4 h后，CK的附着胞形成率为63%，而

DEP处理后，4 h的附着胞形成率仅为1%。然而24

h后，4种PPs处理过的孢子附着胞形成率仍达到

99%与CK无显著差别。

2.4    PPs对PEX突变体生长速率的影响

以上实验结果表明2,4-D与ASA对稻瘟病菌致

病性、生长速率和孢子萌发影响最为严重。为了

进一步验证PPs对稻瘟病菌的作用，我们比较了稻

瘟病菌野生型Guy11与过氧化物酶体形成突变体

Δpex5与Δpex7在含有2,4-D与ASA培养基上的生长

情况。结果显示(图7)，300 mg/L 2,4-D对Guy11的

生长抑制率为18%，而对Δpex5和Δpex7的生长抑

制率分别为27%和29%，显著高于Guy11；450 mg/L

ASA对Guy11生长抑制率为9%，对Δpex5和Δpex7

的生长抑制率分别为27%和29%，显著高于Guy11

(P<0.05)。

图 6.  PPs诱导下的稻瘟病菌孢子附着胞形成率

Figure 6.   The rate of appressoria formation of M. oryzae strains induced by different PPs.

图 7.  2,4-D和ASA对稻瘟病菌的生长抑制率

Figure 7.   The growth inhibition rate of M. oryzae
induced by 2,4-D and ASA. P<0.05.
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3    讨论

本研究发现6种PPs均可以诱导稻瘟病菌过氧

化物酶体的增殖和过氧化物酶体形成相关基因

PEX8、PEX11和PEX14的表达量升高；同时，6种
PPs对稻瘟病菌的生长发育(包括菌落生长、孢子

萌发、附着胞形成、致病性等)均具有抑制作用。

本研究首次将PPs用于模式病原丝状真菌稻瘟病

菌，对明确病原丝状真菌的代谢机理、解毒机制

及致病机制具有重要意义，可为PPs的研究提供参

考，并可能为稻瘟病防治提供依据。

我们的结果表明，6种PPs均能引起稻瘟病菌

致病性不同程度的减弱，其中2,4-D和ASA两种

PPs对稻瘟病菌致病性影响最为显著。同时，PPs
不仅抑制稻瘟病菌的生长，同时抑制并延迟孢子

萌发、附着胞形成，且PPs浓度越高，抑制作用越

强。其中，2,4-D和ASA对孢子萌发抑制程度最为

严重，使其不能形成附着胞，导致稻瘟病菌不能

侵染寄主，无法致病；另外4种PPs (Bezafibrate、
DEP、DMP和TCE)能显著延迟稻瘟病菌孢子萌发

及附着胞形成，但24 h后，病菌附着胞形成率仍

可达正常水平，因此，推测这4种PPs对稻瘟病菌

的致病性的影响是因为对附着胞形成时间的延迟

造成的，或是干扰了侵入后的扩展过程。

PEX5和PEX7是控制过氧化物酶体基质蛋白

运输的重要基因，稻瘟病菌中Δpex5和Δpex7分别

表现出基质蛋白运输异常，脂肪代谢受阻等现

象[20]。研究发现，2,4-D和ASA对稻瘟病菌突变体

菌株Δpex5和Δpex7的抑制显著高于野生型菌株

Guy11，表明2,4-D和ASA 在稻瘟病菌中的降解与

PEX5和PEX7相关。由此我们推测，在稻瘟病菌

中，Δpex5和Δpex7由于基因PEX5和PEX7的缺

失，导致过氧化物酶体功能异常，从而影响了脂

肪代谢包括对PPs的降解代谢能力[11, 27]。

PEX8、PEX11和PEX14是另外3个与过氧化物

酶体形成和增殖相关的重要基因。PPs不仅可以诱

导稻瘟病菌过氧化物酶体增殖，也引起上述基因

的表达量升高，这一结果与Qian等在小鼠细胞内

的发现相近。在小鼠细胞内，P P s通过调节

PPAR来调控过氧化物酶体相关基因的转录表

达[11]。因此稻瘟病菌中PPs的代谢机制可能与哺乳

动物类似，也存在一类感知PPs的受体。然而利用

哺乳动物PPAR蛋白序列进行同源检索，并未在稻

瘟病菌中发现其同源蛋白。由此我们推测，稻瘟

病菌细胞内可能存在另外的受体来感知PPs，从而

引发一系列代谢来应对外来PPs。
综上所述，PPs不仅可以引起啮齿类动物致

癌，也能够对稻瘟病菌产生毒害作用，且其作用

过程与PEX基因密切相关。但PPs在稻瘟病菌中如

何被感知，如何调控PEX基因表达及其具体代谢

过程有待于进一步研究。
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Effect of peroxisome proliferators to growth and pathogenicity of
Magnaporthe oryzae

Haili Chen1, 2, Ling Li2, 3, Jiaoyu Wang2 *, Xin Zhang2, Guochang Sun2 *
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Abstract: [Objective] To study the effect of peroxisome proliferations (PPs) on the development and pathogenicity of
rice blast fungus Magnaporthe oryzae. [Methods] The peroxisomal proliferation and the expression of peroxisomal
biogenesis related genes were detected in M. oryzae strain Guy11 under the induction of 6 PPs. Vegetative growth,
conidial germination, appressoria formation and pathogenicity of the strain treated with PPs were compared with those
of the control. [Results] Induced by 6 PPs, the quantity of peroxisome and the expression of PEX14, PEX8 and
PEX11 were significantly increased. Vegetative growth, conidial germination, appressorial formation and
pathogenicity were inhibited by the majority of the PPs. Of them, 2, 4-D and aspirin (ASA) exhibited higher inhibition
rates than others. Further, the inhibition of 2, 4-D and Aspirin to the vegetative growth of Δpex5 and Δpex7 mutants of
M. oryzae was found significantly increased than that of the wild type strain. [Conclusion] PPs could induce
peroxisome proliferation in M. oryzae, inhibit the growth and development and reduce the pathogenicity of the fungus.
This is the first investigation on the effects of PPs to filamentous fungi.
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