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蓝光作用下黑曲霉形态发育与消减文库的分析
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摘 要 以持续黑暗培养为对照，采用扫描电镜观察了蓝光对黑曲霉孢子发育的影响，结果表明蓝光处理使菌丝粗壮，孢囊

增大。以黑暗培养至 $#. 再经蓝光处理 $ W K. 的菌丝为实验组，对应时间段的黑曲霉菌丝为对照组，采用抑制性消减杂交

（44Q）方法，构建了蓝光作用下黑曲霉的差异表达基因的 -<); 文库。阳性克隆菌落经 XH/ 扩增出 !"" W :""85 差异表达基因

的 -<); 片段，对序列进行同源性分析后发现两个差异表达的未知基因片段，为进一步研究蓝光诱导下黑曲霉差异表达的未

知基因的功能提供依据。差异表达的基因片段大都与黑曲霉线粒体氧化还原酶类同源；荧光定量 XH/ 分析结果表明所选取

的部分差异基因片段在蓝光诱导下表达量均有提高。
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蓝光和近紫外光可以调节从真菌到哺乳动物等

大多数生物的生理活动，尤其是蓝光能够调节真菌

包括生长发育、向光性和生理节律变化在内的很多

生命活动［!］，有研究［"，#］表明，蓝光对子囊菌属的粗

糙链胞霉和须霉菌的生长发育有明显的调控作用。

我们 也 曾 报 道［$］，蓝 光 能 明 显 促 进 黑 曲 霉

（!"#$%&’(()" *’&$%）分生孢子发育和产孢阶段包括糖

化酶在内的多种淀粉酶活力的迅速增加。然而，迄

今为止，对于光调控黑曲霉表达的基因方面的研究

尚未见报道，我们选择了产糖化酶黑曲霉东酒一号

为材料，进一步研究了蓝光作用下黑曲霉形态发育

的变化，并采用抑制性消减杂交（%%&），建立了差异

表达基因消减 ’()* 文库，初步分析了蓝光诱导下

黑曲霉特异表达基因，为研究黑曲霉中部分与蓝光

作用相关的基因以及蓝光对黑曲霉生长发育影响的

分子机理提供线索。

! 材料与方法

!"! 光源

$+,蓝色荧光灯由广州灯泡厂生产，将蓝色光

源通过蓝色滤膜（ - .#）（日本ケ!ルデイユヌ株式

会社生产的截止型滤膜）而获得较纯的蓝光（/0），

蓝光最强波长为 $1+23，半高宽为 1+23，光强均为

1++!345·36"·76 !。所有光源装置均放在遮光的控

温室中，温度为（"8 9 "）:。

!"# 黑曲霉的培养与电镜形态观察

黑曲霉（!"#$%&’(()" *’&$%）东酒一号，由广东微生

物研究所提供。采用查氏培养基并添加 !;葡萄糖

和 +<!; 酵母膏，=&><+。试管斜面菌种转接到新的

试管斜面上，经过培养，待长出孢子后，做成孢子悬

浮液（稀释至 !+> 个?30）。将 "130 上述高压灭菌后

的液体培养基倒入培养皿内，接入孢子悬浮液 !30，

混和均匀后，黑暗下培养后再在蓝光下培养，每隔

>@ 取样，样品经前固定后用 =& .<$ 磷酸盐缓冲液

洗涤 # 次，质量分数 + A !;的锇酸后固定 !@，双蒸

水洗涤 # 次，单宁酸 B 戊二醛双导电染色，双蒸水洗

涤 # 次，转入酒精梯度脱水，干燥，喷金膜，采用

C@D5D=7EF0E#++ 电镜扫描、观察并摄影。

!"$ 消减杂交文库的建立

!"$"! 总 G)* 的提取：以黑暗培养 #>@ 菌丝为材

料，蓝光处理 $@ 后的菌丝体为实验组，黑暗培养至

同一时间段的菌丝为对照组。液氮研磨后，按照总

G)* 提取试剂盒 HGIJK0（LI/MK/G0）的方法提取

菌丝 总 G)*，经 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 及 分 光 光 度 计

（">+23?"8+23）进行定性定量检测后 6 .+:备用。

!"$"# 抑制性消减杂交：具体操作按 CMGE%N5N’OHP

’()* %QROST’OD42 试剂盒（M0K)HUM&）常规 %%& 方法

说明书进行：以黑暗培养 #>@ 后再经蓝光处理 # V $@
后的菌丝体 3G)* 为模板逆转录合成双链 ’()*，标

记为 HN7ONS，以持续黑暗培养至同一时间段的菌丝所

合成的 ’()* 为对照组，标记为 (SDWNS。将 HN7ONS 的

’()* 分为两份，再经 ,"-"酶切后通过 H$ ()* 连

接酶作用，分别连接试剂盒提供的特殊设计的寡核

苷酸 接 头 *XT=O4S! 和 *XT=O4S"，变 性 后 与 过 量 的

(SDWNS ’()* 进行杂交；合并两种杂交产物后再与

(SDWNS ’()* 作 第 " 次 杂 交，将 杂 交 产 物 分 别 以

*XT=O4S! 和 *XT=O4S" 的内外侧引物先后做两轮选择

性 CMG 扩增，使 HN7ONS ’()* 中特异性表达或高表达

的片段得到特异性扩增。

!"% 消减文库扩增及克隆分析

扩增产物与 =YM!8HEWN’O4S 载体连接，转化感受

态大肠杆菌 (&1#感受态细胞，在含氨苄青霉素的

0/?FEZT5?ICHL 琼脂平板上 #.:培养 !8@。挑取白色

菌落，以载体多克隆位点两端引物进行菌落 CMG 扩

增，证 明 含 有 插 入 片 段（ "++ V 1++ R=）后，

CU*/ICGI%P #.++ 测序仪测序（上海博亚公司）。测

序结 果 用 软 件 [N’O4S)HI\<+ 分 析，将 测 得 序 列

LN2/T2] 数据库进行同源性分析。

!"& 荧光定量 ’() 分析

参照荧光定量 CMG（^_ GHECMG）引物与探针设

计要求，设计合成差异 ’()* 片段及其 HT‘PT2 荧光

探针和黑曲霉 !8% G)* 等引物。分别提取对应时

间段的黑曲霉菌丝 3G)* 进行 GHECMG 反应，将扩

增的差异 ’()* 片段为目的基因，克隆于 =YM!8 载

体上，抽提质粒后定量，作为标准品。每个样品取逆

转录产物 ’()* 1!0，分别进行对应引物及其相应探

针的 ^_ GHECMG 反应，每组设一个既无 ’()* 又无

阳性标准品的阴性对照管。样品扩增的同时，将已

经进行从 ! a !+! 至 ! a !+. 梯度稀释的阳性标准品

各取 1!0 作模板，进行与样本同条件的 ^_ GHECMG，

电脑自动绘制标准曲线，以和 !8% G)* 拷贝数的相

对值为报告数据。

# 结果与讨论

#"! 蓝光对黑曲霉分生孢子形成的影响

我们先前的实验［$］表明，蓝光促进菌丝增粗，顶

端膨大。进一步运用扫描电镜观察（图 !）发现，在

黑暗中生长 #>@ 的菌丝，顶端膨大，顶囊初步形成。
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此时给予蓝光处理后，相比于黑暗处理的对照组而

言，菌丝顶囊初生孢子梗较为密集，分生孢子柄粗

短，菌丝较粗（图 !"、!#）；而持续黑暗处理的菌丝

（图 !$ 至 %）顶端分化出的初生孢子梗较稀疏，分生

孢子柄较小，菌丝较细。蓝光下培养 !& ’ !() 后形

成的孢子穗已完全成熟，且大而结实，但孢子穗有蜂

窝状结构出现（图 !*），相比之下持续黑暗培养形成

的孢子穗较小，孢子形成滞后。蓝光诱导 &+) 时菌

落直径较持续黑暗培养的大，生长速度也大于持续

黑暗培养的菌落（表 !）。

表 ! 持续黑暗和蓝光诱导后黑曲霉菌落形态及生长的比较

"#$%& ! ’()*#+,-(. (/ )01&%,2) )(+*3(%(40 $&56&&. 7#+8
1(.5+(% #.7 $%2& %,435 5+&#5)&.5-

,-./ 012/3
$45)

67879: ;-0./2/35<. *37=2) 302/5（..5)）

%03>9/?? $8@/ 8-A)2 %03>9/?? $8@/ 8-A)2
&+ BCD( E FCGF BC(& E FC&( !C!F !C&F
BH +CD! E FCBF +CGH E FCFH+ FCGG FCID

图 ! 蓝光影响黑曲霉菌丝生长和分生孢子形成的扫描电镜观察（ J BFFF）

#-AK! L<099-9A /8/<2379 .-<37?<7M: 7N?/3O02-79?（ J BFFF）71 .73M)787A-<08 <)09A/? ;@3-9A <79-;-7M)73/ 173.02-79
012/3 N8@/ 8-A)2 -9;@<2-79

P：<792378（=)-<) -? BH) 78; 012/3 ;03> <@82@3/）；$ ’ %：<@82@3/; @9;/3 ;03> <79;-2-79 02 2)/ 2-./ <733/?M79;-9A 27 2)7?/ 23/02/; N: N8@/ 8-A)2；" ’ *：H)，

!&)，!() 012/3 N8@/ 8-A)2 -330;-02-79，3/?M/<2-O/8:K

9:9 差异表达 1;<= 片段的扩增及克隆

用接头序列的外侧引物对消减杂交产物进行扩

增，如图 & 所示，BF 循环后 Q6R 产物位于 FC&D>N 左

右。用接头序列的内侧引物对第一轮 Q6R 稀释产

物进行扩增，!D 个循环后见 Q6R 产物表现为 FC& ’
FCD>N 之间的许多隐约可见的条带，这些条带可能

代表差异表达的基因片段。!FF!4 转化菌液涂布的

氨苄青霉素 STA085UQ,* 平板上有大约 &FF 个白色及

蓝色菌落生长，菌落清晰饱满，白色菌落占总菌落的

(FV以上。随机挑取的 &D 个白色菌落繁殖后进行

菌液 Q6R 检测，结果（图 B）显示 !D 个克隆有 &FF ’
DFFNM 的插入片段，与 <%WP 酶切结果相符，提示可

能含有实验组差异表达基因 <%WP。纯化提取阳性

克隆的质粒并进行了测序验证。

9:> 1;<= 测序与同源性分析

纯化提取阳性克隆质粒测序，与 */9$09> 数据

库进行同源序列比较。表 & 列举了部分片段与已知

基因的序列同源性（(IV ’ !FFV），表达谱包括的同

图 & 两轮抑制 Q6R 扩增结果

#-AK& Q6R 0.M8-1-<02-79 71 2=7 ?@MM3/??-79
X：.03>/3；!：M37;@<2 71 173=03; ?@N230<2-79；&：M37;@<2 71 ?/<79;03:

?@N230<2-79K

源基因主要是黑曲霉的，基因功能涉及呼吸链氧化

还原酶、线粒体小核糖体亚基、!(L 核糖体 RWP 等等

相关基因。其中有 D 个差异片段与黑曲霉糖化酶基

因 *! 的 <%WP 同源性都是 !FFV，此外，还有 & 个克

DH&朱俊晨等：蓝光作用下黑曲霉形态发育与消减文库的分析



图 ! 菌落 "#$ 筛选结果

%&’(! ")*+&), *-./,+. 01 20,034 "#$ )56,&1&2)+&03
7：5)*8-*；9 : 9;：6*0</2+ 01 20,034 "#$(

表 ! 阳性克隆与 "#$%&$’ 同源序列比较结果

(&%)# ! *#+,#$-#. &)/0$1#$2.
#,03- =0 ><-3+&1&-< *-,)+&?- ’-3- =/5@-* 01 *-,)+&?- 2A=B 1*)’5-3+. ><-3+&+&-. C-3D)38 E&+

FG9HDGI ’,/20)54,).- ’-3-. C9，CJ ; 9GGK B=CBG9，BLJ;GMMIH9

FGMHDGI 9NO *&@0.05), $=B ’-3-，6)*+&), J 9GGK PQIM9IH9

FG;HDGI .0RB ’-3- 9 MMK SM9GTJH9

F99HDGI 5&+02U03<*&), .5),, *&@0.05), $=B ! MMK B%;TNGITH9

F9GHDGI )0R9 ’-3- 10* ),+-*3)+&?- 0R&<).- 9 NMK BDGTII9MH9

FG;HDGI 30 &<-3+&+4 ),&’3-< 9 — —

FGIHDGI 30 &<-3+&+4 ),&’3-< 9 — —

隆未检索到任何对应的相似序列，为未知序列（分别

为 9MG@6 和 JGG@6），可能分别代表了两个新基因，

关于该未知基因结构及功能分析的研究正在进行

中。选取其中同源性较高的 ! 个较长序列设计引

物，以黑曲霉 9NO 核糖体基因设为内置对照，进行荧

光定量 "#$ 验证。

图 T 消减文库部分 2A=B 片段荧光定量 "#$ 分析结果

%&’(T $-), +&5-V"#$ *-./,+ 01 <&11-*-3+&), 2A=B 1*)’5-3+.
B：F9GHDGI；D：FG;HDGI；#：FG9HDGI（C,/20)54,).- ’-3-. C9）(

!34 荧光定量 567 分析

对同 源 性 高 的 ! 个 差 异 表 达 的 基 因 片 段

（FG9HDGI、FG;HDGI、F9GHDGI）进 行 实 时 荧 光 定 量

"#$ 分析，图 T 是将黑曲霉黑暗培养 !IU 后再经蓝

光诱导不同时间的差异片段 2A=B 的拷贝数相对于

9NO $=B 的表达量，由实验结果看出，所取的差异表

达片段均受蓝光诱导，相比于持续黑暗培养的黑曲

霉而言，在蓝光诱导 JU 后，上述差异表达 2A=B 片

段的相对拷贝量增大至最高值，之后也始终高于对

照组，在 IU 后才逐渐下降。其中以糖化酶基因 C9
高度同源的 2A=B 片段诱导后表达量最高，推测糖

化酶基因的表达不是蓝光诱导的直接差异表达结

果，很可能是蓝光诱导其它因素表达后促进黑曲霉

菌丝体生长代谢的结果。此外，与交替氧化酶同源
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的 !"#$%#& 基因片段在持续黑暗培养下直到 &’ 后

才开始表达，而同一时间段的菌丝在蓝光诱导后的

表达量却始终偏高。

! 讨论

光能调控真菌生长的形态发育的变化。蓝光是

环境中的重要信号因子，可影响真菌的生理周期、形

态变化、基因表达、进而影响真菌的代谢和生长发

育［(，)，&］。我们考察了黑曲霉生长发育过程不同阶段

蓝光对其的诱导作用，发现黑暗中生长至 )&’ 时，菌

丝顶端开始突起膨大产生顶囊再进一步形成孢子梗

和孢子，以蓝光处理生长至 )&’ 阶段的菌丝后，相比

于持续黑暗或一直持续蓝光培养的菌丝体而言，菌

丝粗壮，产孢率较高，孢子穗大而结实，提示了黑暗

生长至 )&’ 的菌丝对蓝光作用较为明显，提示黑曲

霉只有在生长发育至一定阶段时，由于基因的多效

性变化，进而影响了蓝光的应答机制，促进了生长和

孢子发育。以此阶段的菌丝经蓝光作用 ) * +’ 后，

进行 ,,-，从实验结果分析来看，除了新发现的两个

未知基因（目前正在克隆基因的全长和作进一步深

入研究）外，差异片段主要是黑曲霉线粒体中呼吸链

有关的氧化还原酶类（如交替氧化酶等）以及线粒体

小核糖体亚基的部分 ./01 序列，其中与交替氧化

酶同源的片段表达差异较为明显，在经蓝光作用后

即开始表达，而黑暗下同一时间段的菌丝中却未见

表达，这也进一步提示，黑曲霉蓝光信号途径与线粒

体中呼吸作用的氧化还原作用有关。此外，黑曲霉

在黑暗下生长至 )&’ 时，经蓝光诱导后的形态差异

更为明显，表明黑曲霉存在一个对蓝光反应产生最

适光感应的发育阶段，事实上抑制性扣除杂交实验

和部分差异基因片段表达分析的结果也提示了交替

氧化酶可能参与了蓝光的光反应，呼吸链中电子传

递（氧化还原）途径因蓝光作用而发生改变，最终产

生黑曲霉孢子形态发育的变化，有关交替氧化酶呼

吸途径参与蓝光信号途径的研究目前正在进一步的

深入进行之中。

多细胞真核微生物的器官形成是一个复杂的过

程，其中涉及到感应细胞外环境信号的多个途径，其

生命周期的无性阶段一般是先形成多细胞分生孢子

梗，然后再产生分生孢子，而其分生孢子的发生也是

由基因决定的一个程序的过程，发生在其生命周期

的一个精确的时间段内［2］，345678 等［(］曾报道子囊菌

属的粗糙链胞霉有一些基因是在产孢阶段表达而受

蓝光调控的，而 978:4;<=>7:? 等［)，@］的研究也表明，

真菌发育过程基因的多效性变化影响了光的应答机

制，真菌的光信号转导途径是随着生长发育过程中

多个基因的表达及其相互作用而完成的。黑曲霉只

有在菌丝顶端膨大即将分化形成初生孢子梗时，才

对蓝光作用更为敏感，说明这一阶段菌丝中已表达

出一系列与蓝光信号调控有关的基因，并参与蓝光

信号途径。随着对黑曲霉光信号传导网络以及光形

态建成机制研究的深入，蓝光对黑曲霉的光效应的

研究最终将有助于了解真菌光控发育机制和环境因

素是如何调控真菌微生物的生长发育的，而致力于

寻找黑曲霉光信号传导途径中的功能基因，并研究

它们所起的作用就显得尤其迫切与需要，同时也可

为该领域研究提供借鉴与参考。
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