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摘 要：甘蔗鞭黑粉菌(Sporisorium scitamineum)引起的黑穗病是甘蔗重要病害之一，抗菌肽是能

够有效防控真菌病害的绿色抗菌剂。抗菌肽 AG-AFP 来源于巨大曲霉(Aspergillus giganteus)，具有

稳定性高、生物安全风险低等优点，本研究通过体外检测该抗菌肽对甘蔗鞭黑粉菌抑制效果，旨

在为甘蔗抗病应用提供生防资源。本研究通过原核表达纯化该抗菌肽，检测其对甘蔗鞭黑粉菌细

胞生长的抑制及对细胞膜完整性、流动性的影响，验证抗菌肽 AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌防控的有

效性。研究结果表明，原核表达的 AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌具有较好的抑制效果，对单倍体孢子

JG35/JG36 的最小抑菌浓度为 23.5 μg/mL，且能够增强甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子细胞膜流动性，

破坏细胞膜完整性，并抑制双核菌丝生长。抗菌肽 AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌抑菌效果显著，为利

用该抗菌肽的甘蔗抗病应用奠定了基础。
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Antifungal peptide AG-AFP: prokaryotic expression and 
evaluation of its inhibitory effect on Sporisorium scitamineum
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Abstract: Sugarcane smut caused by Sporisorium scitamineum is one of the major diseases of 
sugarcane. Antimicrobial peptides are eco-friendly agents that can effectively control fungal 
diseases. The antimicrobial peptide AG-AFP is derived from Aspergillus giganteus and has the 
advantages of high stability and low biosafety risk. We tested the inhibitory effect of AG-AFP on 
Sporisorium scitamineum aiming to provide biocontrol resources for diseases in sugarcane. AG-
AFP was obtained through prokaryotic expression. We examined the inhibition of AG-AFP on the 
cell growth of Sporisorium scitamineum and its effects on the integrity and fluidity of the cell 
membrane to verify the effectiveness of this antimicrobial peptide in the prevention and control of 
Sporisorium scitamineum. AG-AFP obtained by prokaryotic expression had a good inhibitory effect 
on Sporisorium scitamineum, with a minimum inhibitory concentration of 23.5 μg/mL. Moreover, 
it enhanced the cell membrane fluidity, destroyed the cell membrane integrity, and inhibited the 
dikaryotic hyphae of Sporisorium scitamineum. AG-AFP demonstrates a significant antifungal 
effect and potential application value for controlling diseases in sugarcane.
Keywords: sugarcane smut; antimicrobial peptide; prokaryotic expression of antimicrobial 
peptide; antifungal activity; Aspergillus giganteus

甘蔗黑穗病是甘蔗生产过程中危害极为严

重的真菌性病害，在重病区(如巴西、印度、中

国 、 泰 国 等 主 产 国)， 甘 蔗 产 量 损 失 可 达

20%‒50%[1]。感染黑穗病的植株生长发育受阻，

茎顶部长出形似“鞭子”的黑穗，不但使甘蔗产

量大幅下降，还严重影响其品质，给甘蔗产业

造成巨大经济损失[2]。甘蔗黑穗病的病原菌甘蔗

鞭黑粉菌 (Sporisorium scitamineum)是担子菌亚

门、孢堆黑粉菌属真菌，甘蔗鞭黑粉菌生活史

始于冬孢子萌发产生单倍体孢子，酵母状单倍

体孢子不具有侵染性，2 种单倍体细胞融合产生

具有感染力的双核菌丝，感染寄主后在寄主体

内形成冬孢子，完成其生命周期[3]。

在甘蔗抗黑穗病研究与实践中，传统杂交育

种一直是培育甘蔗抗病品种的重要方式，但由于

许多甘蔗栽培品种为异源非整倍体，F1 后代分

离，抗病性状与其他主要农艺性状难以完美组

合，需要大量杂交组合和筛选工作才能培育出目

标品种，这无疑增大了选育的难度[4]。随着分子

生物学技术的发展，虽然通过 RNA 混池分组分

析(bulked segregation RNA-seq, BSR-seq)等技术

有助于确定甘蔗黑穗病抗性关联的单核苷酸多态

性(single nucleotide polymorphism, SNP)分子标记

及抗性候选区域[5]，但后续的抗病研究仍面临挑

战。现阶段较常用的防治手段为化学防治，例

如，使用三唑酮、代森锰锌等药剂，通过对种苗

进行消毒、喷雾等方式控制病害发生和传播，但

长期使用化学药剂易导致致病菌产生耐药性，同

时农药残留造成的污染会给生态环境和人体健康

造成风险。因此，开发和应用低毒、高效的生防
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产品符合农业绿色发展的理念和需求。

抗菌肽在 20 世纪 30 年代被发现，其通常

由 10‒50 个氨基酸组成，多数带正电荷(+2‒+9)，

具有两亲性[6]。抗菌肽广泛存在于自然界的动植

物及微生物中，具有分子量小、热稳定性好、

水溶性强等特点，多数具备广谱抗菌活性，对

细菌、真菌、病毒等病原微生物有抑制效果，

不易使病原体产生耐药性[7]，是一类绿色高效且

稳定的抗菌剂。在植物病害防治中，通过基因

工程技术培育抗病转基因植物是重要的应用方

向之一，例如，将天蚕素 B、Shiva1 等抗菌肽的

编码基因转入马铃薯、水稻、泡桐等多种植物，

能够显著提高转基因植株对相应病原菌的抗

性[8-10]。通过转基因技术可以获得新型植物品

种，使抗病性状在后代中稳定遗传，因此成为

了一种对生态环境友好的防治手段，但尚未见

将抗菌肽基因用于甘蔗抗黑穗病的研究。

目前，抗菌肽数据库(Antimicrobial Peptide 

Database, APD)中有 4 664 多种抗细菌肽，而具

有抗真菌活性的肽只有 1 594 种。虽然抗菌肽登

录条目每年以 100 种左右的速度增加，但抗真

菌肽的数量远少于抗细菌肽。因此，研究与开

发新型抗真菌肽或发现抗真菌肽的新功能，对

于解决真菌污染具有重要的研究意义。巨大曲

霉(Aspergillus giganteus)抗真菌肽 AG-AFP 是由

94 个氨基酸经过前原蛋白酶酶切后获得的 60 个

氨基酸的抗菌肽，其 N 端的 9 个氨基酸残基组

成分泌信号肽，成熟的抗菌肽包含 51 个氨基

酸，在分泌出胞外后发挥作用[11]。AG-AFP 的主

要特点是其对丝状真菌的生长有抑制作用，而

对细菌、酵母、植物和哺乳动物细胞无毒

性[12-13]。抗菌肽主要通过 2 种机制发挥其抗菌

作用：(1) 靶向膜的抗菌肽能够破坏细胞膜结构

的完整性；(2) 非膜靶向的抗菌肽则主要通过抑

制核酸、酶和其他功能蛋白的合成发挥作用[14]。

推测 AG-AFP 通过多种方式发挥抑菌作用：(1)

AFP 通过直接或间接干扰真菌细胞壁生物合成

干扰丝状真菌的生长[15-16]；(2) 通过影响质膜通

透性干扰真菌生长[17]；(3) 与 DNA 结合使 DNA

浓缩抑制真菌生长[18]。

本研究利用原核表达系统制备抗真菌肽

AG-AFP，发现 AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌的生长

具有抑制作用，并对 AG-AFP 抗真菌肽抑制甘

蔗鞭黑粉菌的机制进行了初步解析，以期为进

一步利用抗菌肽在转基因甘蔗抗黑穗病中的应

用奠定基础，助力甘蔗产业发展。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　载体、菌株和细胞

本研究所用大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α

和 E. coli BL21(DE3)菌株、pET21b 质粒为本实

验室保存。野生型甘蔗鞭黑粉菌 JG35、JG36 为

中国科学院微生物研究所单淳敏实验室惠赠。

1.1.2　主要试剂

载体构建相关试剂：Phanta 高保真 Taq 酶、

2×Taq 酶、一步克隆重组酶试剂盒，均购自南京

诺维赞生物科技股份有限公司；Star Marker

(D2000)，购自 GenStar 公司；DNA 限制性内切

酶，购自兰博利德生物科技股份有限公司；羧

苄青霉素(carbenicillin disodium)，购自莫克林生

化科技股份有限公司。

蛋白提取、鉴定相关试剂：蛋白提取琼脂

糖凝胶珠 Ni-NTA Agarose，购自北京启迪利泰

科技有限公司；蛋白酶抑制剂 Cocktail、二硫苏

糖 醇 (1,4-dithiothreitol, DTT)、 6×SDS Loading 

Buffer、预染蛋白 marker，购自兰博利德生物科

技 股 份 有 限 公 司 ； 0.2 μm 聚 偏 二 氟 乙 烯 

(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜、增强型化学

发光(enhanced chemiluminescence, ECL)显影液，

购自南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

免疫印记相关试剂：His-Tag Mouse Mixture 

Monoclonal Antibody、 Goat Anti-Mouse IgG+

IgM (H+L)-HRP Conjugated，购自柏奥易杰(北

京)科技有限公司；10 kDa 超滤管、0.22 μm 滤
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膜，购自 Merck millipore 公司； Tricine-SDS-

PAGE 彩 色 ( 红 色) 凝 胶 配 制 试 剂 盒 ， 购 自

Servicebio 公司。

其他试剂：SYTOXTM Green dead-cell stain，

购自 ABP Biosciences 公司；1,6-二苯基-1,3,5-己

三烯 (1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene, DPH)，购自

Yeasen 公司；苯胺蓝，购自 Biotopped 公司。

1.2　方法

1.2.1　构建重组质粒

根据 Wnendt 等[19]报道的 AG-AFP 核苷酸序

列合成 AG-AFP DNA 片段，经 PCR 扩增后在

5′端和 3′端分别引入 20 bp 与 pET21b 载体酶切

末端同源的序列，利用同源重组的方法将合成

的目的基因片段与经 Xba I 和 Hind III 酶切的

pET21b 载体进行重组，并在多肽阅读框 C 端融

合 His 标签，构建抗菌肽的原核表达载体

pET21b-AG-AFP-His。 将 原 核 表 达 质 粒 转 入

BL21(DE3)感受态细胞，涂布在羧苄青霉素抗性

平板上，37 ℃培养过夜，挑取单克隆，利用测

序引物(AG-AFP-F：5′-GATAACAATTCCCCTC 

TAGAATGCAAGAGATGAGAGCGCG-3′；AG-

AFP-R： 5′-TCGAGTGCGGCCGCAAGCTTGCA 

GTAGCACTTCCCCTTGT-3′)进行菌落 PCR，并

测序验证。

1.2.2　蛋白表达及检测

挑取单克隆至 100 mL LB 液体培养基中，

37 ℃、220 r/min 培养至 OD600 为 0.6‒0.8，加入

0.1 mol/L IPTG，15 ℃、150 r/min 过夜培养。离

心收集菌体，重悬于 10 mL 10 mmol/L PBS 溶液

(8 g/L NaCl, 0.2 g/L KCl, 1.44 g/L Na2HPO4, 

0.24 g/L KH2PO4, pH 7.4)中，高压破碎，利用 Ni

亲和柱纯化，依次用含 20 mmol/L 和 40 mmol/L 咪

唑的 10 mmol/L PBS (pH 7.4)洗去杂蛋白，以含

600 mmol/L 咪唑的 PBS 溶液(pH 7.4)进行蛋白洗

脱，用 10 kDa 超滤管，2 800 r/min、4 ℃离心浓

缩至 200 μL。利用 BSA 蛋白浓度试剂盒绘制标

准曲线，并检测浓缩后的 AG-AFP 样品浓度用

于后续实验。取 10 μL 浓缩后的样品与 6×SDS 

Loading Buffer 混 合 后 煮 沸 10 min， 进 行

Tricine‑SDS‑PAGE 电泳、考马斯亮蓝染色，并

利用 His 抗体进行 Western blotting 检测。

1.2.3　抗真菌活性实验

用 0.22 μm 的一次性针头滤器将抗菌肽过滤

除菌，随后进行抑菌功能检测。将 600 μL 过夜

培养的甘蔗鞭黑粉菌单倍体酵母型孢子 JG35 与

JG36 菌液分别涂布在 YEPSA (酵母提取物 10 g/L，

蛋白胨 20 g/L，蔗糖 20 g/L，1.5% 琼脂)板上，

并将无菌牛津杯放置于培养基上，并向牛津杯

中依次加入 50、100、200 μL 浓度为 300 μg/mL

的抗菌肽，将平板置于 28 ℃条件下培养，1‒2 d

后观察有无抑菌圈出现。

挑取酵母型孢子 JG35、JG36 的单克隆菌

落接种于 20 mL 液体 YEPS 培养基(酵母提取

物 10 g/L， 蛋白胨 20 g/L，蔗糖 20 g/L) 中，

28 ℃、220 r/min 过夜培养。将 500 μL 的抗菌肽

加入到 2.5 mL YEPS 培养基中，同时接种 15 μL

的 JG35、JG36 种子液(1×106 CFU/mL)，28 ℃、

220 r/min 培养 48 h，观察抑菌效果。

由于甘蔗鞭黑粉菌只有在两性单倍体孢子

配合后才能够形成双核菌丝，因此本研究将过

夜培养的甘蔗鞭黑粉菌野生型单倍体孢子 JG35、

JG36 各 300 μL 混合后，取 50 μL 混合样本滴在

YEPSA 平板上，正置在 28 ℃培养箱中培养 2 d。

待样品长出白色菌丝后，取牛津杯放在培养基

上，并向牛津杯中分别加入 200 μL 和 400 μL 浓

度为 300 μg/mL 的抗菌肽 AG-AFP，将平板置于

28 ℃培养。上述实验均设置至少 3 次重复。

1.2.4　最小抑菌浓度

采用梯度稀释法[20]测定 AG-AFP 对甘蔗鞭

黑 粉 菌 单 倍 体 孢 子 作 用 的 最 小 抑 菌 浓 度

(minimum inhibitory concentration, MIC)。 利 用

YEPS 培养基采用二倍稀释法稀释 AG-AFP 溶

液，取 100 μL 加入 96 孔板各孔中，同时接种

100 μL 的 JG35、JG36 种子液(1×106 CFU/mL)，

28 ℃、220 r/min 培养 24 h，利用酶标仪测定
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OD600 值，以肉眼看不见细菌生长的最小稀释浓

度作为 MIC。

1.2.5　生长曲线

将甘蔗鞭黑粉菌 JG35、JG36 细胞在 YEPS

液体培养基中培养至对数生长期，调整细胞浓

度为 1×106 CFU/mL，分别加入 AG-AFP 至终浓

度为 100、50、25、12.5 μg/mL，振荡均匀后，

放入全自动生长曲线仪(Bioscreenn C 公司)中，

28 ℃恒温培养，每隔 60 min 测定 OD600 值，以

未加入 AG-AFP 的甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子培养

物作为空白对照，实验设置 3 次重复，绘制生长

曲线。

1.2.6　扫描电子显微镜观察

将甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子 JG35、JG36

细胞培养至对数生长期，调整细胞浓度为 

1×106 CFU/mL，加入 AG-AFP 至终浓度分别为

50 μg/mL 和 100 μg/mL，28 ℃培养 24 h 后收集

菌体。利用 2.5% 的戊二醛固定过夜，0.1 mol/L 

PBS 缓冲液(pH 7.2)漂洗 3 次，10 min/次，依次

用 50%、70%、85%、95% 乙醇进行梯度脱水，

15 min/次，100% 乙醇脱水 3 次，15 min/次。使用

二氧化碳临界点干燥仪(Leica 公司)、喷金-离子溅

射仪(Hitachi 公司)制备样品，扫描电镜观察细胞

形态。

1.2.7　细胞膜通透性检测

参 照 Almeida 等[21] 的 方 法 进 行 SytoxTM 

Green 染色，检测细胞膜通透性。将待测真菌单

倍体孢子培养至 OD600=0.4，各取 150 μL 菌液加

入 96 孔板中，加入 SytoxTM Green 至终浓度为

0.2 μmol/L，AG-AFP 的终浓度为 0.1‒100 μg/mL。

使用多功能酶标仪(TECAN 公司)，设置激发光

波长为 485 nm，发射光波长为 520 nm，检测荧

光强度，AG-AFP 孵育 12 h 期间每隔 0.5 h 测定

荧光强度，实验设置 3 次重复，绘制细胞膜通

透性和时间/剂量的关系曲线。

1.2.8　细胞膜流动性检测

参考 Liao 等[22]的方法进行 1,6-二苯基-1,3,5-

己三烯(1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene, DPH)染色

实验，用 PBS 将对数期的甘蔗鞭黑粉菌单倍体

孢子 JG35、JG36 细胞调至 OD600=0.4，与不同

浓度的 AG-AFP (0‒50 μg/mL)混合后，室温静置

20 h，无 AG-AFP 处理组作为对照。为了标记细

胞，加入终浓度为 5 μmol/L 的 DPH，37 ℃避光

孵育 30 min，用 PBS 洗涤细胞去除过量的探针

并以 PBS 重悬细胞。采用多功能酶标仪，设置

激发光波长为 360 nm，发射光波长为 430 nm，

检测荧光强度，通过减去未标记对照细胞的荧

光强度校正数据，绘制曲线。

1.2.9　细胞壁完整性检测

用 PBS 缓冲液将对数期的甘蔗鞭黑粉菌单

倍体孢子 JG35、JG36 细胞调至 OD600=0.4，与

不同浓度的 AG-AFP (0‒50 μg/mL)混合后，室温

静置孵育 20 h，无 AG-AFP 处理组作为对照。

取 1 mL 样品收集菌体，用 PBS 洗涤细胞 2 次并

重悬，各组加入终浓度为 0.1% 的苯胺蓝溶液。

30 ℃避光孵育 5 min 后，用 PBS 洗涤细胞去除

过量的苯胺蓝并重悬。使用多功能酶标仪，设

置激发光波长为 398 nm，发射光波长为 508 nm，

检测荧光强度，以检测真菌细胞壁的完整性。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　不同来源抗菌肽的筛选及 AG-AFP

抗真菌肽的表达与纯化

2.1.1　重组质粒与表达菌株的构建

AG-AFP 编码区长度为 180 bp，将合成的

AG-AFP 核苷酸片段通过末端同源重组插入到

pET21b 载体中，抗菌肽 C-末端融合 6×His 标

签，获得 pET21b-AG-AFP-His 原核表达载体(图

1A)。重组质粒转入 BL21(DE3)感受态细胞，进

行菌落 PCR 扩增 AG-AFP-His 片段(Teq-F: 5′-T 

AATACGACTCACTATAGGGG-3′; Teq-R: 5′-TT 

TGTTAGCAGCCGG-3′)，菌落 PCR 扩增结果见

图 1B，经测序验证，获得阳性克隆。

2.1.2　蛋白表达检测及 Western blotting 分析

挑取上述阳性克隆接种于 LB 液体培养基

中，0.1 mol/L IPTG 诱导蛋白表达，Ni 亲和柱纯
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化， Tricine-SDS-PAGE 电泳结果显示， AG-

AFP-His 融合蛋白为可溶性蛋白，蛋白大小为

8.4 kDa (图 2A)； 用 His 抗 体 进 行 Western 

blotting 检测，结果如图 2B 所示，检测到了

图1　构建重组质粒与表达菌株   A：载体元件示意图。编码AG-AFP的核苷酸序列与6×His标签序列融

合，基因表达由T7启动子驱动。B：AG-AFP表达菌株的构建。M：DNA marker；泳道1‒8：pET21b-AG-

AFP-His菌落PCR验证。

Figure 1　 Construction of recombinant plasmids and expression strains. A: Schematic diagram of the vector 

containing expression elements. The nucleotide sequence encoding AG-AFP is fused with the 6×His tag 

sequence, and the gene expression is driven by the T7 promoter. B: Construction of AG-AFP expressing strains. 

M: DNA marker; Lane 1‒8: PCR verification of pET21b-AG-AFP-His colonies.

图2　蛋白表达及Western blotting检测   A：AG-AFP蛋白表达检测。泳道M：蛋白marker；泳道1‒2：

10 kDa超滤管浓缩后蛋白；泳道3‒4：600 mmol/L咪唑梯度洗脱。B：用抗His抗体免疫印迹法检测AG-

AFP-His。泳道1‒2：10 kDa超滤管浓缩后蛋白。图中箭头所指位置为目的蛋白条带。

Figure 2　Protein expression and Western blotting detection. A: Detection of AG-AFP protein expression. Lane 

M: Protein marker; Lane 1‒2: Concentrated protein filtered by 10 kDa ultra-centrifugal filter units; Lane 3‒4: 

600 mmol/L imidazole gradient elution. B: Anti-His antibody immunoblot was used to detect AG-AFP-His. Lane 

1‒2: Concentrated protein in a 10 kDa ultrafiltration tube. The positions indicated by the arrows in the figure are 

the positions of the target protein bands.
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AG-AFP-His 的特异性条带。

2.2　AG-AFP 的抗甘蔗鞭黑粉菌活性

分析

2.2.1　AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌的抑菌活性

采用牛津杯扩散法及液体培养法进行抑菌

实验。使用浓缩并过滤除菌的抗菌肽 AG-AFP 

(300 μg/mL)处理单倍体孢子 JG35、JG36，抑菌

圈的测定结果见图 3A， JG35 的 50 μL 组为

(1.2±0.5) cm、100 μL 组为(2.0±0.3) cm、200 μL

组 为 (2.5±0.5) cm； JG36 的 50 μL 组 为

(1.2±0.4) cm、100 μL 组为(2.1±0.4) cm、200 μL

组为(2.9±0.3) cm。液体培养抑菌实验(终浓度

50 μg/mL)结果显示，实验组与对照组存在明显

差异(图 3B)。实验结果表明，AG-AFP 对甘蔗鞭

黑粉菌的单倍体孢子 JG35、JG36 均表现出体外

抑菌活性，使用 AG-AFP (300 μg/mL)处理双核

菌丝，2 d 后观察，抑菌圈的测定结果如图 3C

所示，加入 200 μL 与 400 μL 的抗菌肽对双核菌

丝均有抑制效果，且使用量越多效果越明显。

将距离牛津杯最近与最远的菌丝分别放大 50 倍

观察 400 μL 抗菌肽处理后的菌丝，实验结果如

图 3D 所示，与对照组相比，AG-AFP 处理后，

菌丝生长受到抑制并造成菌丝卷曲且不规则重

叠。上述结果表明，AG-AFP 可有效抑制甘蔗鞭

黑粉菌单倍体孢子及双核菌丝的生长。

2.2.2　AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌的最小抑菌

浓度测定

最小抑菌浓度(MIC)是衡量和评价物质抑菌

能力的主要指标之一。以 188 μg/mL 为起始最

高浓度，对 AG-AFP 进行 2 倍梯度稀释，如图

图3　AG-AFP对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子和双核菌丝体的抑制   A：牛津杯法平板抑菌实验。B：液体

培养法抑菌实验。C：AG-AFP对甘蔗鞭黑粉菌双核菌丝的抑制。从左到右依次为：对照、加入200 μL和

400 μL AG-AFP的处理组。D：显微镜下的正常菌丝(左侧)、AG-AFP抗菌肽抑制菌丝(右侧)。

Figure 3　 Inhibition of AG-AFP on haploid sporidia and dikaryotic hyphae of Sporisorium scitamineum. A: 

Oxford cup method plate bacteriostatic experiment. B: Liquid culture method bacteriostatic experiment. C: 

Inhibition of AG-AFP on the dikaryotic hyphae of Sporisorium scitamineum. From left to right: control, add 

200 μL or 400 μL of AG-AFP for treatment. D: Normal mycela (left), mycelia inhibited by AG-AFP 

antimicrobial peptide (right).
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4A 所示，甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子 JG35、

JG36，两者的 MIC 浓度相近，且抑菌效果随

AG-AFP 浓度的增大而增强，23.5 μg/mL 的 AG-

AFP 作用下培养 24 h，肉眼未见明显病原菌生

长。OD600 值测定结果显示，与肉眼观察结果一

致，AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子 JG35、

JG36 的 MIC 为 23.5 μg/mL (图 4B)。

2.3　AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢

子生长的影响

微生物的生长曲线可以直观反映其生长情

况及生长速率。为研究 AG-AFP 对甘蔗鞭黑粉

菌生长的影响，测定了甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢

子的生长曲线。结果如图 5 所示，对照组(CK)

的细胞生长呈现典型的 S 型生长：经过一段时

间的延滞期，OD600 值显著增高，进入快速生长

的对数期；实验组培养基中加入 AG-AFP 的浓

度为 12.5 μg/mL 时，对 JG35、JG36 抑制效果不

明显；AG-AFP 浓度为 25 μg/mL 时，细胞生长

受到明显抑制；而加入 AG-AFP 浓度为 50 μg/mL

和 100 μg/mL 的实验组 OD600 值基本不变，细胞

生长受到严重抑制。

2.4　扫描电镜观察 AG-AFP 对菌体表面

形态的影响

如图 6 所示，未经 AG-AFP 处理的甘蔗鞭

黑粉菌孢子 JG35、JG36 细胞形态完整，表面饱

满，无破损(图 6A、6D)；细胞经 50 μg/mL AG-

AFP 处理 24 h 后，JG35、JG36 细胞表面均出现

凹陷、褶皱(图 6B、6E)。AG-AFP 浓度提高至

图4　不同浓度AG-AFP对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子JG35、JG36的抑菌活性   A：在96孔板中用不同浓

度AG-AFP处理病原菌；B：不同浓度的AG-AFP处理24 h后，测定菌液OD600值。CK为对照组。

Figure 4　The antibacterial activities of different concentrations of AG-AFP against haploid sporidia JG35 and 

JG36 of Sporisorium scitamineum. A: Pathogenic bacteria were treated with different concentrations of AG-AFP 

in 96-well plates; B: OD600 values of the bacterial solutions treated with different concentrations of AG-AFP were 

determined after 24 hours of culture. CK is the control.
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100 μg/mL 时，细胞破坏严重，细胞表面严重皱

缩、形状变扁、内容物消失(图 6C、6F)。

2.5　细胞膜通透性增加

SytoxTM Green 染料能够穿透细胞膜受损的

细胞，并与 DNA 结合发出荧光，通过 AG-

AFP 处理以检测真菌膜损伤情况(图 7)。JG35、

JG36 与 50 μg/mL 的 AG-AFP 和 0.2 μmol/L 的

SytoxTM Green 染料共孵育，时间-反应曲线显

示，JG35、JG36 实验组荧光强度的差值呈现

上升趋势，且显著高于未处理的对照组。实

验结果表明，AG-AFP 抗菌肽可以作用于细胞

膜，造成细胞膜通透性增加。利用 0.1、1、

图5　不同浓度AG-AFP对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子JG35、JG36生长的影响

Figure 5　Effects of different concentrations of AG-AFP on the growth of haploid sporidia JG35 and JG36 of 

Sporisorium scitamineum.

图6　不同浓度AG-AFP对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子JG35、JG36菌体表面形态的影响   A：野生型JG35

对照；B：50 μg/mL AG-AFP处理 JG35；C：100 μg/mL AG-AFP处理 JG35；D：野生型 JG36对照；

E：50 μg/mL AG-AFP处理JG36；F：100 μg/mL AG-AFP处理JG36。

Figure 6　Effects of different concentrations of AG-AFP on the surface morphology of haploid sporidia JG35 

and JG36 of Sporisorium scitamineum. A: Wild type JG35; B: JG35 treated with 50 μg/mL AG-AFP; C: JG35 

treated with 100 μg/mL AG-AFP; D: Wild type JG36; E: JG36 treated with 50 μg/mL AG-AFP; F: JG36 treated 

with 100 μg/mL AG-AFP.
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10、100 μg/mL 的 AG-AFP 处理，在作用 2 h

后染色观察，剂量-反应曲线表明，抗菌肽浓

度越高对 JG35、 JG36 细胞膜通透性的影响

越大。

2.6　细胞膜流动性增加

细胞膜的流动性与多种重要的生理活动密

切相关，如信号转导、能量转换和营养物质运

输。DPH 具有疏水性，能够与细胞膜的亲脂尾

部结合发出荧光，而不破坏膜的结构，能够用

于定量测量细胞膜动态的相对变化。实验结果

显示，与对照组相比，AG-AFP 处理组的荧光强

度随抗菌肽浓度的增加显著增强 (图 8)，AG-

AFP 可以使甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子 JG35、

JG36 的质膜脂质部分发生扰动，增加细胞膜的

流动性。

2.7　细胞壁完整性变化

苯胺蓝能够选择性地与真菌细胞壁上的   

β-1,3-葡聚糖特异性结合而产生荧光，通过苯

胺蓝荧光试剂检测葡聚糖的暴露量来检测 AG-

AFP 对甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子 JG35、JG36

细胞壁的干扰。结果显示，随着 AG-AFP 浓度

的升高，荧光强度增强 (图 9)，表明 AG-AFP

能够增加 β -1,3-葡聚糖的暴露量，推测 AG-

AFP 可以破坏病原菌细胞壁的结构，从而抑

制细胞生长。

图7　AG-AFP使甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子JG35、JG36细胞膜通透性增加   A： JG35、 JG36在50 μg/mL

的 AG-AFP 处理下 SytoxTM Green 时间 - 剂量曲线； B： JG35、 JG36 在不同浓度的 AG-AFP 处理下

SytoxTM Green浓度 -剂量曲线。CK为对照组。

Figure 7　AG-AFP increases the cell membrane permeability of haploid sporidia JG35 and JG36 of Sporisorium 

scitamineum. A: SytoxTM Green time-dose curves of JG35 and JG36 treated with 50 μg/mL AG-AFP; B: SytoxTM 

Green concentration-dose curves of JG35 and JG36 treated with different concentrations of AG-AFP. CK is the 

control.
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3　讨论与结论　讨论与结论

巨大曲霉分泌的抗菌肽 AG-AFP 具有持久、

高效、有限毒性等优点，是抗真菌的理想候选

药物。AG-AFP 为真菌源抗菌肽，其结构稳定性

显著优于植物源防御素，AG-AFP 在 80 ℃孵育

后仍保留大部分活性[13]，而来自蒺藜苜蓿

(Medicago truncatula)的植物防御素 MtDef4 在相

同条件下活性下降至 50% 以下[23]。AG-AFP 在

微摩尔级浓度下即可对许多丝状真菌产生较高

的抗真菌活性，包括人类条件致病菌烟曲霉菌

(Aspergillus fumigatus)、 黑 曲 霉 菌 (Aspergillus 

niger)，以及植物致病菌尖孢镰刀菌(Fusarium 

oxysporum)、串珠镰刀菌(Fusarium moniliforme)、

稻 瘟 病 菌 (Magnaporthe grisea)、 白 粉 病 菌

(Erysiphe graminis) 和致病疫霉菌 (Phytopthora 

infestans)等[11]。AG-AFP 针对不同真菌的最小抑

菌浓度不同，涵盖从对尖孢镰刀菌的 0.1 µg/mL

到对构巢曲霉菌(Aspergillus nidulans)的 200 µg/mL

的较大范围[17]，可见不同真菌对 AG-AFP 的敏

图9　AG-AFP使甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子JG35、JG36细胞壁完整性变化

Figure 9　 Changes in the integrity of the cell walls of haploid sporidia JG35 and JG36 of Sporisorium 

scitamineum caused by AG-AFP.

图8　AG-AFP使甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子JG35、JG36细胞膜流动性增加

Figure 8　 AG-AFP increases the cell membrane fluidity of haploid sporidia JG35 and JG36 of Sporisorium 

scitamineum.
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感性存在差异。甘蔗鞭黑粉菌也属于丝状真菌，

生活史可分为单倍体酵母型孢子、双核菌丝和

二倍体冬孢子等 3 个阶段。本研究发现 His 标签

融合抗菌肽 AG-AFP-His 可以在大肠杆菌中表

达，说明该抗菌肽对大肠杆菌没有毒性，与

AG-AFP 对细菌无毒性的报道一致[12-13]。平板抑

菌圈实验及液体添加 AG-AFP 实验中，AG-AFP

有效抑制甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子生长，最小

抑菌浓度为 23.5 µg/mL (2.8 µmol/L)；在平板对

峙实验中，分别取 50 µL 和 200 µL 的 AG-AFP 

(浓度为 300 µg/mL)可明显抑制单倍体孢子和双

核菌丝的生长，与其他丝状真菌相比，甘蔗鞭

黑粉菌对 AG-AFP 较为敏感。

成熟的 AG-AFP 分子形成 β 桶状结构，具

有 2 个 γ-core 保守结构域，其作用方式为覆盖

于细胞膜上而非插入细胞膜中。因此，AG-AFP

增强甘蔗鞭黑粉菌细胞膜通透性及流动性，与阳

离子抗细菌肽在细胞膜上形成孔道从而破坏细胞

通透性的机制不同[24]，而 AG-AFP 抑制甘蔗鞭黑

粉菌的作用机理需要进一步阐明。AG-AFP 保守

的 GXC(X3-9)C γ-核心基序(GKCYKKDNIC)不仅

存在于抗菌肽中，也存在于其他宿主防御多肽

中[24]。已有研究表明，AG-AFP 与敏感真菌(如

Aspergillus niger)的细胞壁和质膜紧密结合，但

不与 AG-AFP 耐受真菌如产黄青霉(Penicillium 

chrysogenum)、棒曲霉(Aspergillus clavatus)的质

膜结合[25]。AG-AFP 在其 C 端含有第 2 个 γ-核

心基序 C-GXC，AG-AFP 通过促进酸性磷脂囊

泡的聚集引起膜拉伸和渗透，该 γ-核心基序在

植物防御素中介导抗真菌活性[24]。另外，AG-

AFP 通过几丁质结合域与真菌细胞壁重要组分

几丁质结合并附着在细胞壁上，锚定在几丁质

上的 AG-AFP 利用其 γ-核心基序与真菌细胞膜

紧密结合。由于真菌中几丁质合酶定位在细胞

膜上，AG-AFP 可能通过干扰几丁质合酶与邻近

的质膜成分的相互作用，影响几丁质合酶在质

膜中的适当嵌入；AG-AFP 也有可能通过黏附到

几丁质前体或新合成的几丁质上，影响几丁质

合成或干扰几丁质的运输和其在细胞壁上的整

合过程。无论 AG-AFP 是直接或间接地与膜结

合的几丁质合酶相互作用，这种相互作用均会

导致细胞壁的畸形，反过来会使质膜拉伸，并

最终导致膜通透性改变和细胞壁完整性的

丧失[11]。

甘蔗鞭黑粉菌单倍体孢子无致病能力，单

倍体细胞融合产生双核菌丝才能侵染甘蔗组织。

在黑粉菌属中，与甘蔗鞭黑粉菌类似具有二性

态特征的植物病原真菌，如模式真菌玉米瘤黑

粉菌(Ustilago maydis)也能通过有性配合产生具

有侵染能力的菌丝[26-27]，甘蔗鞭黑粉菌基因组

序列分析也揭示了其与玉米瘤黑粉菌较近的亲

缘关系[28]。AG-AFP 通过直接或间接干扰真菌

细胞壁生物合成干扰丝状真菌的生长，AG-AFP

也可以干扰几丁质合酶的活性，从而破坏真菌

细胞壁的完整性[16]，苯胺蓝染色及扫描电镜观

察(图 6 和图 9)发现，随着 AG-AFP 浓度提高，

细胞壁破坏程度逐渐加重。葡萄糖神经酰胺作

为简单形式鞘脂普遍存在于真菌质膜和脂质微

结构域中，由鞘氨醇碱基、脂肪酸和葡萄糖或

半乳糖组成，不同真菌中其脂肪酸链的不饱和

程度和长度存在差异。对 AG-AFP 高敏感的黑

曲霉(Aspergillus niger)含有不饱和脂肪酸链的葡

萄糖神经酰胺，不敏感的构巢曲霉(Aspergillus 

nidulans)含有饱和脂肪酸链的葡萄糖神经酰胺，

耐 受 AG-AFP 的 酿 酒 酵 母 (Saccharomyces 

cerevisiae)则没有葡萄糖神经酰胺[29]。推测葡萄

糖神经酰胺可以直接与 AG-AFP 相互作用，或

者葡萄糖神经酰胺对几丁质合酶嵌入具有重要

作用[30]。因此，AG-AFP 可能是通过直接或间

接作用于敏感真菌中不饱和脂肪酸链的葡萄糖

神经酰胺，直接或间接影响了细胞膜上几丁质

合酶的活性，继而造成 AG-AFP 对不同真菌抑

制效果不同。

AG-AFP 对植物和哺乳动物细胞无毒性，成

为该抗菌肽在植物转基因应用中的巨大优势，

如 AG-AFP 转基因小麦抗小麦白粉菌(Erysiphe 
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graminis)和小麦杆锈病菌(Puccinia recondita)[31]，

水稻中表达 AG-AFP 可以有效控制稻瘟病

害[32-33]，以及转基因油橄榄可以抵抗大丽轮枝

菌(Verticillium dahliae)造成的黄萎病和褐座坚壳

菌(Rosellinia necatrix)造成的白纹羽病等[34]。可

见，AG-AFP 不但能够在双子叶植物中发挥作

用，也能在单子叶植物中表达，并有效控制病

原真菌。由农杆菌介导转化获得的转基因水稻

组成型表达 afp 基因，无论是 afp cDNA 序列或

化学合成的密码子优化的 afp 基因均能在水稻中

稳定整合和遗传，对植物形态无影响，T2 代纯

合子 afp 转基因株系对稻瘟病菌表现出不同程度

的抗性[33]。病原诱导型启动子 ZmPR4 驱动 afp

基因表达，并获得抗稻瘟病水稻植株，则为

AG-AFP 在抗真菌病害的应用提供了可能性[32]。

本研究证实原核表达的 AG-AFP 抗菌肽能够有

效抑制甘蔗鞭黑穗病菌的生长，为 AG-AFP 抗

菌肽在转基因甘蔗的抗病应用奠定了基础。
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