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摘  要: 盾壳霉是一种重要的核盘菌寄生菌。近年来, 该菌在分子水平的研究取得了一定的进展。

本文概述了盾壳霉在产孢调控、与核盘菌互作、遗传转化以及动态检测和遗传多样性等方面的研

究现状, 并对研究中存在的问题进行了讨论。希望在此基础上能够促进该菌分子生物学研究的不

断深入, 更好地开发利用该菌的基因资源。 
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Abstract: Coniothyrium minitans Campbell is a ubiquitous antagonistic fungus of Sclerotinia sclerotiorum 
(Lib.) de Bary, which is an important widespread plant pathogen. Many researches indicated that C. minitans 
had great potential in controlling Sclerotinia diseases caused by Sclerotinia spp. in green houses and fields. 
In recent years, there have been crucial advances for this fungus at the molecular level. In order to promote 
further research, the present advancement on the molecular biology of conidiation, interaction with host, 
transformation, detection and genetic diversity are summarized and existing problems are discussed. 
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盾 壳 霉 (Coniothyrium minitans Campbell)是

1947年发现的一种重要的菌核寄生菌。在核盘菌的

众多生防菌中, 盾壳霉由于具有分布广泛、专一性

强、作用时间长、对植物无致病性等特点, 被公认

为最具开发潜力的生防菌之一。欧洲市场上已有两

种盾壳霉制剂出售[1]。近年来, 国内外有关盾壳霉的

研究广泛而深入, 尤其是分子生物学方面的研究已

经逐步展开, 并呈现出迅速发展的良好势头。作者

于 2004年曾就盾壳霉的研究进行过总结, 但当时分

子水平的研究还很少[2]。本文分别从产孢调控、与

核盘菌相互作用、遗传转化、动态检测和遗传多样

性等方面对盾壳霉分子水平的研究进展进行总结。

希望在此基础上能够促进盾壳霉研究的不断深入 , 

同时, 能为其它相似真菌体系的研究提供借鉴之处。 
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1  盾壳霉产孢调控的分子基础 

分生孢子是盾壳霉在土壤中存活的主要形式、

传播的重要媒介和商业制剂中的主要成分, 在盾壳
霉的开发应用中具有重要的意义。然而, 以前的研
究多集中在促进产孢的环境因素方面, 对产孢的分
子基础并不清楚。Li等从构建的ATMT突变库中筛选
到 98个产孢缺陷突变体。与野生型菌株相比, 突变
体除产孢能力缺失外, 还在菌落形态、菌落色素或
菌核致病力等方面表现出差异。在突变体ZS-1T1000
中发现被破坏的基因编码MAP激酶[3], 这暗示着盾
壳霉产孢是涉及信号传导的复杂过程。在另一突变

体ZS-1T2029 中发现被破坏的基因为CMCPS1(氨基
甲酰磷酸合成酶基因), 该基因编码产物是鸟氨酸循
环中的关键酶。当培养基中添加外源L-精氨酸或者
硝普钠(NO供体)时, 该突变体可恢复产孢; 而在存
在NG-硝基-L-精氨酸甲酯(NO合成酶抑制剂)时, 野
生型菌株产孢受到抑制。由此推测, CMCPS1的破坏
阻断了L-精氨酸(NO合成酶的底物)的生物合成, 后
者进而影响了NO的产生 , 最终导致不能正常产孢
[4]。这种产孢介导方式在真菌中尚属首次报道。然

而, 真菌的产孢受到光照、营养、空气、温度和次
生代谢物等因素的综合影响, 这必然涉及众多生化
途径的调控, 是一个非常复杂的过程。我们相信随
着研究的深入一定还会有更多产孢相关基因被陆续

发现。 

2  盾壳霉与核盘菌互作的分子基础 

盾壳霉在土壤中通常呈休眠状态, 只有在遇到
菌核时或在被核盘菌侵染的植物病组织上才有活

性。那么, 盾壳霉是怎样识别寄主的呢？Smith等研
究了盾壳霉分生孢子和幼嫩菌丝与凝集素的亲合性

以及孢子表面的疏水性和静电荷, 认为这些特性可
能在盾壳霉与寄主的早期识别和结合中起作用[5,6]。

在盾壳霉基因组中含有与Magnaporthe grisea 中
PTH11 类似的基因[7]。该基因编码产物为一种膜蛋

白, 在M. grisea中可以感知物体表面特性, 进而介
导附着胞的分化[8]。该蛋白编码序列的存在暗示着

它可能在盾壳霉与核盘菌的识别过程中起作用。 
盾壳霉对核盘菌的作用方式主要包括寄生作

用、抗生作用和溶菌作用[2]。Phillips和Price认为盾
壳霉在寄生核盘菌菌核和菌丝体过程中, 存在着机

械压力和酶解两种作用途径[9]。目前, 已经知道葡聚
糖酶和几丁质酶在寄生菌核过程中发挥着非常重要

的作用。此外, 在盾壳霉发酵液中还可检测到木聚
糖酶和纤维素酶活性[10]。Giczey等从盾壳霉中克隆
了一个外切β-1,3-葡聚糖酶基因(cmg1), 且在酿酒酵
母中表达的重组酶对核盘菌菌丝生长有抑制作用 ; 
在寄生菌核过程中 ,  该基因的表达水平提 
高[11]。Laroche等从盾壳霉中克隆到一个木聚糖酶基
因cxy1(美国专利 6121034), 并在毕赤酵母中得到表
达[12]。此外, Laroche等和 Giczey等还曾分别报道过
一种外切 β-1,3-葡聚糖酶基因 cbeg1(美国专利
6734344)和一个几丁质酶基因CH1(GenBank登录号
AF285086)。 

盾壳霉对菌核的寄生是一个复杂的涉及众多生

化反应的过程。M u t h u m e e n a k s h i等通过构建
SSH-cDNA文库鉴定出与盾壳霉寄生菌核过程相关
的 251 个非冗余EST序列, 涉及信号传导与细胞通
讯、寄主细胞壁的降解与能量消耗、抗微生物代谢

产物和毒素的合成、营养利用、解毒和胁迫应答以

及一些功能未知基因等 [7]。在细胞壁降解相关酶类

中, 既有β-葡聚糖酶、α-葡聚糖酶和几丁质酶, 也有
α-L-鼠李糖酶、甘露糖酶、木聚糖酶, 乙酰木聚糖酯
酶及肽酶 [7]。β-葡聚糖酶中, 已发现有内切-1,3 和
-1,4 葡聚糖酶, 以及外切-1,3 和-1,4 葡聚糖酶; α-葡
聚糖酶中, 已发现有内切-1,3 葡聚糖酶, 以及外切
-1,3, -1,4 和-1,6 葡聚糖酶。这种降解酶种类的多样
性, 在一定程度上暗示了它们在寄生菌核过程中的
协同作用。此外, Roger等从 4000个突变体中筛选到
9 个对核盘菌菌核的致病性降低或丧失的突变 
体[13], 但未分离突变体中被破坏的基因。 

核盘菌分泌的草酸是其侵染寄主植物时的主要

致病因子之一。研究发现盾壳霉可以降解草酸, 并
且草酸的降解与β-1,3 葡聚糖酶的产量与活性呈正
相关; 而该酶的产生在一定范围内与环境pH呈正相
关。这可能意味着草酸的降解适当提高了环境pH, 
进而诱导了β-1,3 葡聚糖酶的产生, 提高了该酶的活
性[14]。 

长期以来, 人们普遍认为盾壳霉对核盘菌只存
在寄生作用, 而不存在抗生作用[15]。导致这种误判

的原因可能是因为抗生物质的产生受到菌株、环境

pH和营养因子等的影响[16,17]。盾壳霉可以产生抗细

菌和抗真菌的次生代谢产物[18,19]。目前, 已从盾壳
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霉培养滤液中鉴定出至少 3 类代谢物质：3(2H)-苯
并 呋 喃 酮 类 , 色 烷 类 和 macrosphelide A[2] 。

Muthumeenakshi等从盾壳霉中发现许多与次生代谢
产物合成相关的基因, 如聚酮类化合物合成通路相
关基因 , epipolythiodioxopiperazine 类(ETP)真菌毒
素(如gliotoxin和sirodesmin)生物合成的基因簇[7]。闫

帅发现一个与抗真菌物质产生能力相关的基因

(CMGPI-like 1), 其与曲霉 (Aspergillus fumigatus 
Af293)的GPI(糖基磷脂酰肌醇)锚定蛋白有较高的
同源性。该基因破坏后, 突变菌株除产抗真菌物质
特性发生改变外, 在生长速度、产孢能力、寄生致
腐能力等方面跟出发菌株ZS-1相比也都产生了一定
程度的差异 , 说明盾壳霉中的GPI蛋白不仅对盾壳
霉产抗真菌物质途径具有调控作用, 对其它途径也
可能具有一定的调控作用[20]。纵观目前的研究结果, 
可以认为盾壳霉寄生菌核的过程可能涉及到机械压

力、抗生物质和降解酶类的共同作用。 

3  盾壳霉遗传转化的研究 

在传统的真菌遗传分析中, 常用物理或化学方
法诱导原始菌株产生突变, 然后分析突变菌株的特
性。例如, 用紫外线照射盾壳霉的分生孢子, 可获得
β-葡聚糖酶活性提高的菌株[21]。根据适应性变异和

紫外线照射可获得抗农利灵和菌核净的菌株[22,23]。

然而, 常规方法获得的突变体均为随机突变, 要从
获得的突变体中分离突变基因非常困难。 

近年 , 盾壳霉的DNA转化已经有了一定的进
展。Jones等首先建立了菌株A69 的PEG-CaCl2原生

质体转化方法, 获得潮霉素Ｂ抗性基因(hph)和β-葡
萄糖醛酸糖苷酶基因(uidA)共表达的突变株。突变体
均为多拷贝整合、具有较高的遗传稳定性, 在培养
形态、水势敏感性以及菌核寄生能力等特性方面与

野生型相似 [24]。相比PEG-CaCl2介导的原生质体转

化, REMI和ATMT的转化频率和单拷贝整合事件都
明显提高。Roger等使用REMI和ATMT分别转化菌株
Conio的原生质体和分生孢子。REMI对原生质体的
转化效率为常规原生质体转化方法的两倍。ATMT
对萌发的分生孢子的转化效率高于未萌发的孢子 ; 
未萌发的分生孢子高度黑化 , 不适合直接用于
ATMT转化。常规原生质体转化方法获得的转化子
没有单拷贝整合, 而REMI和ATMT获得转化子中单
拷贝整合的频率分别为 8%和 40% [13]。Li 等使用

ATMT方法转化菌株ZS-1 的分生孢子, 构建了包含
3 万个转化子的突变体库。研究发现孢子成熟度影
响转化效率, 用在PDA上培养 21 d的孢子进行转化
时获得转化子的数目最多。获得的突变体中单拷贝

插入的频率达到 82.7%, 并且筛选到四种类型的突
变体(产孢缺陷突变体、致病缺陷突变体、色素改变
突变体和抗生素缺陷突变体)[3]。高频率单拷贝突变

体的获得为相关基因的克隆和功能研究提供了很大

的便利。除此之外, 绿色荧光蛋白作为一种重要的
报告基因, 在病原菌与寄主的互作及对环境微生物
的监测等诸多方面均显示了良好的应用前景, 然而
迄今还未用于转化盾壳霉。 

4  盾壳霉定殖的动态检测 

研究群体动态常常需要使用特殊的选择性标记

物或特殊的菌株。利用农利灵抗性菌株SV-5-2 并用
含农利灵、青霉素和链霉素的选择培养基可以检测

油菜花瓣上[25]或土壤中的盾壳霉[26]。Jones等用构建
的含潮霉素Ｂ抗性基因的突变体研究盾壳霉的存活

和对菌核的侵染, 发现潮霉素B抗性可以区分土壤
中的突变体和自然菌株, 也能用于从腐烂菌核中分
离盾壳霉[27]。然而, 用传统分离培养的方法比较费
时。Ridgway和Stewart用为菌株A69设计的PCR检测
方法 ,  可以特异研究该菌株在土壤中的生态 
学[28], 但还做不到准确定量。如果能够建立实时定
量PCR检测体系, 将有助于准确评估盾壳霉在环境
中的菌量变化。 

5  盾壳霉遗传多样性研究 

盾壳霉的不同菌株在菌落形态、色素颜色、分

生孢子器的大小、多少及着生方式, 寄生致腐菌核
能力等方面存在明显差异。根据这些特征, 许多学
者分别将采集的菌株分为不同的菌落类型[29−31]。然

而, 这些基于形态特征的划分容易受到环境条件的
影响, 无法作为鉴定菌株的稳定特征, 而分子标记
被证明是分析遗传多样性的有利工具。Grendene等
发现AFLP、RAPD和形态生理特征均可区分供试的
8 个菌株, 3 种方法之间没有紧密的对应关系, 但
AFLP法较RAPD法和形态生理特征分析对检测盾壳
霉种内变异和田间动态更有效、更可靠 [ 3 2 ] 。

Muthumonakshi等对代表 8 种菌落类型的 48 个菌株
进行SSR-PCR和ITS序列分析, 结果表明盾壳霉菌 
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株间多态性水平相对较低, 菌落类型或其它特性与

SSR-PCR或 ITS分析之间没有必然的联系 [33]。

Goldstein发现盾壳霉菌株之间RAPD图谱存在差异, 

且菌株A69 有一条 1.4 kb的特异条带。测序发现该

条带含有两个 114 bp的重复片段和一些 8 bp~11 bp

的短重复序列。从该段序列设计引物进行扩增可以

得到A69特异的图谱[34]。 

6  其他 

程家森等和周浩等从盾壳霉中发现一种

totiviridae科的双链RNA真菌病毒(CmRV)。它可以通

过无性繁殖传递给子代, 但菌株间的传递受到营养

亲合性的限制 [35]; 它对寄主不产生明显影响 [36]。

Dihiya和Nigam从盾壳霉中纯化到一种漆酶 , 具有

潜在工业应用价值[37]。Lu等将盾壳霉的木聚糖酶基

因cxy1 用ATMT法成功转入拟南芥, 得到 2 个表达

cxy1 的突变株, 为研究植物对核盘菌的抗病机制奠

定了基础[38]。盾壳霉可以在较高pH条件下生长(pH 

2-12), 因此, 克隆其耐碱相关基因可以为构建耐盐

碱的作物提供基因材料。张禄从构建的突变体库中

筛选到四个耐碱缺陷型突变体(在pH 9 的培养基中

无法生长), 但没有克隆到相应的基因[39]。 

7  展望 

近 30 年来, 关于盾壳霉的研究多集中在生物

学、生态学、生防机制以及发酵和应用等方面。直

到最近几年才在分子水平进行研究, 但多角度广泛

开展研究并在某些方面具有很强的启示性。例如 , 

盾壳霉与核盘菌互作关系的研究可以为研究其它真

菌-真菌相互作用提供很好的借鉴。虽然以前曾在

Aspergillus nidulans中报道过L-精氨酸对产孢的促

进作用[40], 但在盾壳霉中首次分析了L-精氨酸调控

产孢的途径 , 即通过著名的信号分子NO对产孢进

行调节。这提高了我们对其它真菌产孢调控的认识。 

然而 ,  目前也还存在许多有待加强研究的问

题。例如, 虽然早就研究了盾壳霉与凝集素的结合

特性, 并且知道盾壳霉只在接触寄主真菌时才表现

活性, 但凝集素在盾壳霉与核盘菌早期识别中的作

用尚不清楚, 也没有对凝集素进行纯化或克隆。虽

然鉴定了盾壳霉中许多与寄主体壁降解相关的酶的

序列, 但起最主要作用的酶是什么并不明确。对于 

盾壳霉的遗传改造, 目前只是对遗传转化方法进行
了探索; 而从自然界分离的野生菌株很难直接满足
生产和应用的要求, 因而对盾壳霉进行遗传改良具
有重要意义。相信随着分子生物学研究的不断深入, 
盾壳霉将可以得到更好地开发和利用。 
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