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转录因子PdTP1在指状青霉中调控α-松油醇合成

及菌株生长的分子机制

黄佳琳1，张婷1，王子轩2，张佳月1，王婧玥2，安康1，程慧如1，王静文1，张璐璐1*

（1.河南工业大学粮油食品学院，河南郑州 450001）（2.河南工业大学国际教育学院，河南郑州 450001）

摘要：为了完善 Zn2Cys6 型转录因子 PdTP1 的调控网络，该研究通过转录组测序技术筛选与指状青霉（Penicillium 

digitatum）DSM 62840 生物转化柠檬烯生成 α- 松油醇及调控菌株生长相关的基因，挖掘相关通路。该研究通过对野生型

菌株 DSM 62840 和 PdTP1 沉默菌株进行转录组测序来探究差异表达基因的主要代谢途径及生物学功能，并结合荧光定量

PCR 验证转录组测序结果的可靠性。结果表明，共鉴定到差异表达基因 1 221 个，其中上调基因 499 个，下调基因 722 个，

GO 和 KEGG 分析显示这些差异表达基因显著富集在糖、氨基酸、脂肪酸等物质的代谢与合成过程中。其中，一些与萜类

代谢或合成、真菌生长以及应激响应相关基因的表达明显受到 PdTP1 的调控，表明这些基因可能在参与柠檬烯生物转化生

成 α- 松油醇、调控指状青霉生长中发挥重要作用。荧光定量 PCR 的实验结果也证实了转录组的可靠性。综上，该研究通

过研究 PdTP1 调控基因转录水平上的变化，完善了其转录调控网络，进一步为阐明转录因子 PdTP1 在调控 α- 松油醇合成

及菌株生长中的分子机制提供依据。
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Abstract: To enhance the regulatory network of the Zn2Cys6-type transcription factor, PdTP1, this study employed 

transcriptome sequencing technology to screen for genes related to the biotransformation of limonene into α-terpineol by Penicillium 

digitatum DSM 62840 and the regulation of fungal growth. Transcriptome sequencing was performed on the wild-type P. digitatum 

DSM 62840 and PdTP1-silenced strains to investigate the metabolic pathways and biological functions of key differentially 

expressed genes (DEGs). Reliability of the transcriptome sequencing results was verified through quantitative real-time PCR. A 
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α- 松油醇作为松油醇（分子为 C10H18O，图 1）最

常见的一种同分异构体，是一种重要的天然单萜类化

合物，具有海桐花的清香气息和紫丁香、铃兰的鲜幽

香气，广泛存在于多种植物精油中。由于其独特的感

官特性以及抗癌、抗炎、抗菌、抗氧化、镇痛、止泻、

胃保护、神经保护和心脏保护等生物学活性，使得 α-
松油醇已经在食品、医药、农业、化工等领域中广泛

应用 [1-4] 。

目前，α- 松油醇的主要来源是从植物中直接提取

或通过化学方法合成。然而，直接从植物中提取容易

受到季节、环境等因素的影响，产量低，难以满足工

业化生产的需求。化学合成 α- 松油醇通常是以酸为催

化剂，催化松节油或蒎烯通过水合、脱水后制得 α- 松
油醇，或以固体酸、阳离子交换树脂等为催化剂催化

蒎烯一步合成α- 松油醇 [5-10] ，环境不友好、成本高。因此，

微生物转化法已经成为 α- 松油醇生产的重要方向。

图 1 α- 松油醇的化学结构

Fig.1 Chemical structure of α-terpineol

微生物转化是指利用微生物（细菌、真菌、酵母、

植物细胞等）或其酶系，把一种化合物转变为结构相

关的有经济价值的另一种化合物，具有反应条件温和、

环境友好、产物选择性高等优点 [11] 。柠檬烯作为柑橘

加工的副产物，廉价且容易获得，通过微生物转化将

其转化为香气更浓、应用更为广泛、商业价值更高的

α- 松油醇，不仅可以提高经济效益，还能促进资源的

可持续利用 [12,13] 。

近年来，研究人员已经筛选和鉴定出多种微生

物，能够转化柠檬烯生成 α- 松油醇，并对菌株的转

化效果、转化条件、影响因素等进行研究。Velázquez

等 [14] 发现尼日尔曲霉（Aspergillus niger LBM 055）在

添加 R-(+)- 柠檬烯、橙子和柠檬精油的培养基中表

现出较高的耐受性和生长速率，并且有较强的转化能

力，能够转化柠檬烯生成包括 α- 松油醇在内的多种产

物，其中产物分子量小于柠檬烯的占 64%~100%，介

于柠檬烯和 α- 松油醇之间的占 12%~72%，大于 α- 松
油醇的占 2%~48%。Bier 等 [15] 研究了内生真菌拟茎点

霉（Phomopsis sp.）在不同培养条件下的柠檬烯代谢

产物，发现该菌株能够转化柠檬烯生成不同的转化产

物，如柠檬烯 -1,2- 二醇（主要转化产物）、α- 松油醇、

香芹酮、薄荷醇和香芹醇等。Adams 等 [16] 发现指状青

霉对两种不同旋光异构的柠檬烯转化生产 α- 松油醇的

效率存在很大差异，且有机溶剂的种类严重影响转化

效果。Tai 等 [17] 发现在指状青霉培养对数中期加入底

物 R-(+)- 柠檬烯，产物 α- 松油醇的质量浓度最高，达

608.72 mg·L-1，而在其他时期加入 α- 松油醇产量下降

明显。上述研究结果表明大多数微生物转化柠檬烯生

产 α- 松油醇存在产量低、转化率低、副产物多等问题，

导致 α- 松油醇类化合物产业发展受阻，究其原因是柠

檬烯生物转化生成 α- 松油醇的分子机制还不清楚。

指状青霉 DSM 62840 能够转化柠檬烯获得产物单

一、产量较高的 α- 松油醇，是一种可用于工业化生产

的潜在菌株。该实验室前期研究发现 Zn2Cys6 型转录

因子 PDIDSM_85260（命名为 PdTP1）在增强指状青

霉生物转化柠檬烯生成 α- 松油醇以及调控菌株生长和

环境胁迫响应方面发挥重要作用，沉默 PdTP1 能够抑

制柠檬烯微生物转化过程，降低 α- 松油醇产量，抑制

指状青霉的生长，影响对胞外金属离子和 H2O2 的敏感

性 [18] ，然而其具体的调控机制还不清楚。Zn2Cys6 型转

录因子是一类具有锌指结构域的蛋白质，是真菌特有

的转录因子，能够参与调控真菌的基础代谢、次级代

谢以及药物抗性等过程，在真菌的生长和代谢过程中

发挥着重要的作用 [19,20] 。转录因子能够通过与靶基因

启动子结合，调控基因的转录活性，影响基因的表达

水平 [21-24] ，推测转录因子 PdTP1 可能通过结合指状青

total of 1 221 DEGs, including 499 upregulated and 722 downregulated genes, were identified. GO and KEGG analyses indicated 

that these DEGs were significantly enriched in the metabolism and biosynthesis of various substances, including sugars, amino 

acids, and fatty acids. Among them, the expression of certain genes related to terpene metabolism or synthesis, fungal growth, and 

the stress response were significantly regulated by PdTP1, suggesting that these genes may play important roles in regulating the 

biotransformation of limonene to α-terpineol and the growth of P. digitatum. Reliability of the transcriptome sequencing results was 

confirmed by the quantitative real-time PCR results. In summary, this study refined the regulatory network of the transcription factor, 

PdTP1, by examining variations in gene transcription regulated by it, providing evidence for elucidating the molecular mechanisms 

by which PdTP1 regulates α-terpineol biosynthesis and fungal growth.

Key words: PdTP1; α-terpineol; fungal growth; transcriptome; genes
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霉 DSM 62840 生物转化柠檬烯生产 α- 松油醇过程中的

重要基因的启动子区域来调控这些基因的表达，从而

直接或间接影响 α- 松油醇的生物合成过程。因此，该

研究以野生型菌株 DSM 62840 和 PdTP1 沉默菌株为材

料，通过研究 PdTP1 调控基因转录水平上的变化，分

析 PdTP1 调控 α- 松油醇合成以及菌株生长的分子机制，

为工业化微生物转化生产 α- 松油醇奠定基础，同时也为

产 α- 松油醇菌株代谢工程育种相关研究提供参考。

1  材料与方法

1.1 试验材料

指状青霉 DSM 62840（野生型菌株）由该实验室

保存。基因 PdTP1 沉默菌株通过 RNAi 技术获得，由

该实验室保存 [18] 。野生型菌株和 PdTP1 沉默菌株接种

于 PDA 斜面上，25 ℃培养 5~7 d 后，4 ℃保存。

PDA 培养基：称取马铃薯提取物粉 3 g，葡萄糖

20 g，琼脂粉 14 g，添加蒸馏水定容至 1 L。
MYB 培养基：称取 10 g 葡萄糖，10 g 蛋白胨，

20 g 麦芽提取物，30 g 酵母提取物，添加蒸馏水定容

至 1 L。
吐温 80、NaCl、葡萄糖由天津市大茂化学试剂厂

购入；无水乙醇、异丙醇、氯仿由国药集团化学试剂

有限公司购入；琼脂糖、Trizol 由上海生工生物工程有

限公司购入；马铃薯提取物粉由生物风国际生物试剂

物流中心购入；琼脂粉由北京索莱宝科技有限公司购

入；麦芽提取物、酵母提取物由赛默飞世尔科技（中

国）有限公司购入；蛋白胨由北京奥博星生物技术有

限责任公司购入。

1.2 仪器与设备

Fx303-1 型电热培养箱，上海树立仪器仪表有限

公司；YX280/15 高压蒸汽灭菌锅，上海三申医疗器械

有限公司；SW-CJ-1D 型洁净工作台，上海力辰邦西仪

器科技有限公司；XB-K-25 血球计数板，上海市求精

生化试剂有限公司；SHZ-D(III) 循环水式多用真空泵，

巩义市英峪高科仪器厂；QL901 涡旋震荡仪，海门其

林贝尔；Qubit 4.0 荧光定量仪，Thermofisher ；7500 
Software 荧光定量 PCR 仪，美国 ABI。

1.3 试验方法

1.3.1 孢子悬浮液的制备

将 4 ℃放置的野生型菌株和 PdTP1 沉默菌株转接

于新鲜的 PDA 斜面培养基上，进行活化处理，25 ℃
培养 5~7 d 后，加入适量的 0.85% NaCl 和 0.1% Tween 
80 混合溶液，用接种环轻轻刮取斜面培养基表面

的孢子使其悬浮。随后，将粗制成的孢子悬浮液转

移至一个干净的无菌离心管中，并用无菌纱布过滤

以除去培养基碎片和菌丝体，得到孢子悬浮液  [25] 。

用血细胞计数板计数，控制孢子悬浮液的浓度为

1.5×107 spores·mL-1 [26] 。

1.3.2 样品制备

分别取野生型菌株和 PdTP1 沉默菌株的孢子悬

浮液（1 mL）接种于 100 mL MYB 培养基中，24 ℃，

150 r·min-1 振荡培养 48 h，真空抽滤得到菌体，液氮

速冻后置于 -80 ℃保存。一共 2 种样品，每种样品设

置 3 个生物学重复。

1.3.3 总RNA提取

使用 Trizol 法提取总 RNA [18] ，具体操作如下：液

氮预冷研钵，并向其中加入 100 mg 左右菌体，充分研

磨至粉末状，再用 RNase free 枪头将其移到装有 1 mL 
Trizol 的 2 mL RNase free 离心管中，于漩涡振荡器上

混匀，冰上静置 5 min ；加入 200 μL 氯仿，盖紧后于

漩涡振荡器上振荡混匀，12 000×g、4 ℃离心 15 min 后，

混合物分成三层，RNA 主要在上层水相中；将上清液

转移到另一 RNase free 离心管中，向其中加入等体积

的异丙醇，颠倒混匀，12 000×g、4 ℃离心 10 min，
弃除上清；缓慢加入 650 μL 的无水乙醇，微微转动，

10 000×g、4 ℃离心 2 min，弃除上清，重复该步骤；

10 000×g、4 ℃离心 2 min 后，将离心管打开，放在超

净台中静置 5 min，干燥沉淀；向已干燥的沉淀中加入

40~60 μL RNase free water，用微量移液枪吸头吹打混

匀后保存在 -80 ℃；用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳及 Qubit 
4.0 检测 RNA 的质量浓度。

1.3.4 文库构建及转录组测序 
文库构建及测序由武汉爱基百客生物科技有限公

司完成，具体操作如下：对 RNA 样品适温变性打开其

二级结构，并用 oligo(dT) 磁珠富集 mRNA ；向得到的

mRNA 中加入适量打断试剂，适温条件下使其片断化，

以打断后的 mRNA 为模板合成一链 cDNA，并配置二

链合成反应体系合成二链 cDNA ；配制反应体系，适

温反应一定时间，修复双链 cDNA 末端，在 3’ 末端加

上“A”碱基；配制接头连接反应体系，适温反应一定

时间，使接头与 cDNA 连接，之后对连接产物进行纯

化，并进行 PCR 扩增；对扩增后的 PCR 产物通过磁珠

纯化回收目的片段，纯化后的文库溶于 Elution Buffer
中，得到 cDNA 文库；构建好的文库用 Qubit 4.0 和

QSep400 进行质量浓度检测和片段大小检测，库检合

格后按照标准操作对其在 DNBSEQT7 测序平台上进

行测序。
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1.3.5 转录组分析

为保证后续分析的准确，使用 fastqc 软件（version: 
0.11.5）过滤掉低质量数据，得到 clean reads ；以指

状青霉 DSM 62840 基因组作为参考基因组（收录号

JAAQRF000000000），将 clean reads 数据使用 hisat2
软件（version: 2.0.1-beta）比对到参考基因组上 [27] ；使

用 featureCounts 软件（version: v1.6.0）根据基因组的

注释文件统计出 reads 落在基因上的数目，并对其进

行 FPKM（Fragments Per Kilobase of Exon Per Million 
Reads Mapped）标准化，估算基因表达水平；通过

R 包 edgeR 进行差异表达分析，以差异倍数（Fold 
Change, FC） ＞ 2 且错误发现率（False Discovery Rate, 
FDR） ＜ 0.05 为标准筛选差异表达基因（Differentially 
Expressed Genes, DEGs） [28] ，并对 DEGs 进行基因功

能注释（Gene Ontology, GO）和京都基因与基因组百

科 全 书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）富集分析 [29] 。同时，将转录组数据上传至

NCBI’s Sequence Read Archive（SRA）， 收 录 号 为

PRJNA1120657。

1.3 .6  荧光定量PCR（Quant i ta t ive  Real- t ime 
Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR）验证 

表 1  RT-qPCR引物信息

Table 1 Primers information of RT-qPCR

引物 引物序列（5’-3’）

β-actin F ACATTGGTGCTTCGTGATTATTCG

β-actin R ACCTTGTATTCCTGCGTCTTCTC

PDIDSM_38260 F ATCCAGATTCCTACGCTATTCATCC

PDIDSM_38260 R CAGACACTTCATTGGCAACAGAC

PDIDSM_67430 F CCACCATAGAGGCGATGAAGC

PDIDSM_67430 R CCAGAATGTCCTTACGAGCAGTC

PDIDSM_43160 F TCTCGGACTCGGCGGTTG

PDIDSM_43160 R TGGTGGAAAGCAAGCAGGAAC

PDIDSM_71940 F TGCGTTGGCGGTTGCTATC

PDIDSM_71940 R ACTCGTATTCCTCTGCGTTGAAG

PDIDSM_15410 F CGTGGCGAAGGCATTCTCC

PDIDSM_15410 R GGCAAGCAGGATGGCGATG

cDNA 的合成：在冰浴的 nuclease-free PCR 管中

加 入 RNA、1 μL Random Primer p(dN)6（100 pmol）、
1 μL dNTP Mix（终浓度 0.5 mmol·L-1），加 Rnase-free 
ddH2O 补足到 14.5 μL，轻轻混匀后离心 3~5 s，随后

在 65 ℃下温浴 5 min，冰浴 2 min，再次离心 3~5 s ；
将试管冰浴，并加入 4 μL 5×RT Buffer、0.5 μL Thermo 
Scientific RiboLock RNase Inhibitor（20 U）、1 μL 
Maxima Reverse Transcriptase（200 U），轻轻混匀后离

心 3~5 s ；在 PCR 仪上进行反转录反应，条件如下 25 ℃ 
10 min，50 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min ；获得的溶液保存

在 -20 ℃。

RT-qPCR 实验：扩增体系为 0.4 μL 正向引物

（10 µmol·L-1）、0.4 μL 反向引物（10 µmol·L-1）、2 μL
cDNA、10 μL 2×SybrGreen qPCR Master Mix，加 ddH2O 补

足到 20 μL。扩增程序为 95 ℃ 3 min ；95 ℃ 15 s，60 ℃ 
30 s（45 个循环）。每个样本设置 3 个生物学重复。内

参基因为 β-actin，引物序列见表 1。采用 2-ΔΔCT 法计

算各基因的相对表达水平。

1.3.7 数据分析

使用 Excel 2021 和 GraphPad Prism 5 软件进行数

据处理和作图，采用 SPSS 20.0 软件对数据进行统计

学分析，并应用独立样本 t 检验对其进行显著性分析

（*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01）。

2  结果与讨论

2.1 总RNA提取

使用 Trizol 法提取野生型菌株和 PdTP1 沉默菌株

的总 RNA，并使用 1.5% 琼脂糖凝胶电泳对其进行检

测。结果如图 2 所示，28、18 S 条带明显、清晰明亮，

使用 Qubit 4.0 测定样本的 RNA 完整值在 9.3 以上

（表 2），说明 RNA 质量良好，可保存备用。

图 2 总 RNA 电泳图

Fig.2 Electrophoretic map of total RNA

注：M 为 marker，1~6 分 别 为 WT-1、WT-2、WT-3、PdTP1-

silenced-1、PdTP1-silenced-2、PdTP1-silenced-3 的总 RNA。

表 2  样本的总RNA信息

Table 2 Total RNA information of samples

样本 样本质量浓度 /(ng·µL-1) RNA 完整值

野生型菌株 -1（WT-1） 1 330 9.4

野生型菌株 -2（WT-2） 1 140 9.4

野生型菌株 -3（WT-3） 608 9.5

PdTP1 沉默菌株 -1
（PdTP1-silenced-1） 1 170 9.3

PdTP1 沉默菌株 -2
（PdTP1-silenced-2） 482 9.5

PdTP1 沉默菌株 -3
（PdTP1-silenced-3） 1 540 9.4
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表 3  测序数据质量统计及参考基因组序列比对结果

Table 3 Quality statistics of sequencing data and alignment results of reference genome sequences

样本 raw reads raw bases clean reads clean bases clean ratio/% Q30/% GC/% mapped reads map rate/%

WT-1 59 175 764 8 876 364 600 59 147 900 8 666 191 444 99.95 95.46 52.48 56 505 597 95.53

WT-2 54 374 424 8 156 163 600 54 352 418 8 020 209 055 99.96 95.44 52.62 52 293 011 96.21

WT-3 58 490 542 8 773 581 300 58 464 828 8 564 624 816 99.96 96.17 52.61 56 326 469 96.34

PdTP1-silenced-1 55 456 652 8 318 497 800 55 429 966 8 153 987 720 99.95 95.90 52.65 54 165 031 97.72

PdTP1-silenced-2 60 168 480 9 025 272 000 60 147 694 8 842 010 142 99.97 95.23 52.29 58 377 136 97.06

PdTP1-silenced-3 63 202 008 9 480 301 200 63 175 040 9 233 279 585 99.96 96.29 52.48 61 746 562 97.74

注：raw reads ：原始测序 reads 数量；raw bases ：原始测序数据的总碱基数；clean reads ：将 raw reads 过滤得到的 reads 数量；clean 

bases ：过滤得到的数据的总碱基数；clean ratio ：clean reads 所占比例；Q30 ：测序错误率小于 0.1% 的碱基数目占总碱基数比例；GC ：

碱基 G 和 C 的数量占总的碱基数量的百分比；mapped reads ：比对到参考基因组上的 reads 数量；map rate ：mapped reads 所占比例。

2.2 测序数据质量分析与比对结果

对转录组测序获得的原始数据进行质控过滤，共

得到 350 717 846 bp clean reads，每个样品 clean reads
的有效数据占原始数据的比例都在 99% 以上，Q30 碱

基占总碱基的百分比均在 95% 以上，GC 碱基含量平

均值为 52.52%，说明转录组测序产生的数据质量良

好，可以用于下一步分析。将样本测序数据与参考基

因组比对，发现每个样品比对参考基因组的的比对率

都在 95% 以上，说明参考基因组选择合适，匹配度

较高（表 3）。

2.3 样品相关性分析

根据各样本基因的表达量，利用 pearson 相关系数

计算样本之间的相关性，并绘制热图，结果如图 3 所示，

野生型菌株样本重复间相关系数大于 0.972，PdTP1 沉

默菌株样品重复间相关系数大于 0.835，表明样本间重

复性好，相关性强，数据质量好。

图 3 野生型菌株和 PdTP1 沉默菌株转录组的

Pearson 相关性分析

Fig.3 Pearson’s correlation of transcriptome of PdTP1-silenced

 strain compared with that of wild-type strain

2.4 DEGs分析

使用 R 包 edgeR 分析各样本 mRNA 的差异表达模

式。以 |log2FC| ＞ 1 且 FDR ＜ 0.05 为标准筛选 DEGs，
结果如图 4 所示。与野生型菌株相比，PdTP1 沉默菌

株中共鉴定出 1 221 个 DEGs，其中 499 个基因上调，

722 个基因下调。

图 4 DEGs 火山图分析

Fig.4 Volcanic map analysis of DEGs

注：差异倍数（Fold Change，FC）表示实验组与对照组

之间基因表达水平的变化倍数，通常使用对数转换后的值（如

log2FC）来表示，一般设定 |log2FC| ＞ 1，即表达量变化倍数为 2

倍。较高的差异倍数意味着基因表达的显著变化，更有可能与

实验处理相关。错误发现率（False Discovery Rate，FDR）用于

控制假阳性结果的比例，即在所有被错误认为有显著差异的基

因中，真正有差异的基因所占的比例，一般设定 FDR ＜ 0.05。

2.5 GO和KEGG富集分析

GO功能分析发现，DEGs 共注释到 40 个功能

组，其中注释到细胞过程（Cellular process）、代

谢过程（Metabolic process）、生物调节（Biological 
regulation）、细胞（Cell）、细胞部分（Cell part）、催

化活性（Catalytic activity）、结合（Binding）等功能部

分的 DEGs 较多（图 5a）。DEGs 显著富集的 GO 条目
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为氧化还原过程、小分子分解代谢过程、小分子代谢

过程、单羧酸代谢过程、丙酮酸代谢过程、己糖代谢

过程、药物代谢过程、碳水化合物代谢过程、羧酸

代谢过程、碳水化合物分解代谢过程、单糖代谢过

程、葡萄糖代谢过程、氧化酸代谢过程、有机酸代

谢过程、ADP 代谢过程、有机酸分解代谢过程、羧

酸分解代谢过程、嘌呤核苷酸二磷酸代谢过程、嘌

呤核糖核苷酸代谢过程、核糖核苷酸二磷酸代谢过

程（图 5b）。KEGG 富集分析也表明 DEGs 显著富

集在各类物质的合成与代谢，如糖、氨基酸、脂肪

酸等（图 5c）。

2.6 PdTP1调控柠檬烯生物转化生成α-松油醇
相关DEGs的鉴定

该实验室前期研究发现 Zn2Cys6 转录因子 PdTP1

能够促进柠檬烯生物转化，提高 α- 松油醇的产量 [18,30] ，

因此我们重点关注与萜类化合物代谢或生物合成相关

的基因。如表 4 所示，与萜类和聚酮类化合物代谢相

关的 DEGs 有 11 个，其中 5 个上调，6 个下调。与外

源性物质的生物降解与代谢相关的 DEGs 有 28 个，其

中 23 个上调，5 个下调。此外，我们前期研究表明，

指状青霉 DSM 62840 生物转化柠檬烯生成 α- 松油醇

的关键酶存在于微粒体中，是可诱导的，并且细胞色

素 P450（CytochromeP450, CYP450）抑制剂和金属

蛋白酶抑制剂能明显抑制该酶的活性和降低 α- 松油醇

的产量，表明 CYP450 在柠檬烯的转化过程中起一定

的作用 [27] ，因此我们也进一步筛选了 PdTP1 调控的

CYP450 基因，共鉴定到 9 个 DEGs，其中 6 个上调，

3 个下调。

  

图 5 DEGs 的功能分析

Fig.5 Functional analysis of DEGs

注：（a）GO 分析；（b）GO 富集分析；（c）KEGG 富集分析。
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CYP450 酶属于含血红素的蛋白质超家族，主要

功能是催化氧化还原反应，在反应过程中需要电子传

递系统的参与，比如细菌中的铁氧还蛋白还原酶和

铁氧还蛋白，或真核微粒体中的细胞色素 P450 还原

酶（Cytochrome P450 Reductase，CPR） [31] 。我们前期

研究指出基因 PDIDSM_67430（编码 CPR）在柠檬烯

生物转化生成 α- 松油醇的过程中上调表达，同时，该

研究也表明 PdTP1 沉默会导致 PDIDSM_67430 转录

水平显著下降，推测基因 PDIDSM_67430 可能参与

该生物转化过程。在 CYP450 催化柠檬烯生物转化的

过程中，电子转移转运体 CPR 被激活，从 NADPH
中获得电子，通过黄素腺嘌呤二核苷酸（Flavin 
Adenine Dinucleotide, FAD）和黄素单核苷酸（Flavin 
Mononucleotide, FMN）传递给CYP450的血红素中心，

然后 CYP450 与底物发生氧化还原反应。在 P450 酶催

化的反应中分子氧被活化，其中一个氧原子插入底物

柠檬烯中，另外一个氧原子被还原成水。

此外，沉默 PdTP1 也影响了一些其他 CYP450
基 因 的 表 达， 如 PDIDSM_12990、PDIDSM_67660、
PDIDSM_87670、PDIDSM_24680 等，这些基因可能

也与柠檬烯的生物转化以及 α- 松油醇的合成相关。前

期研究表明柠檬烯的生物转化可能与苯甲酸的脱毒和

降解有关，在指状青霉生物转化柠檬烯生成 α- 松油

醇的过程中，编码苯甲酸 4- 单加氧酶的基因上调表

达 [27] 。苯甲酸 4- 单加氧酶能够将苯甲酸盐羟基化生成

4- 羟基苯甲酸盐，进一步通过 β- 酮己二酸途径进行代

谢，生成的中间产物进入 TCA 循环 [32] 。苯甲酸盐可

以抑制真菌的生长，对芳香族化合物的代谢至关重要。

在该研究中，PdTP1 沉默会导致 PDIDSM_87670（编

码苯甲酸 4- 单加氧酶）转录水平下降，推测 PdTP1 可

能通过调控 PDIDSM_87670 的表达，进一步影响柠檬

烯的生物转化过程。

表 4  PdTP1调控柠檬烯生物转化生成α-松油醇相关DEGs的鉴定

Table 4 Identification of DEGs regulated by PdTP1 involved in the biotransformation of limonene to α-terpineol

基因名称 功能注释 log2FC P 值

萜类和
聚酮类
化合物
代谢

PDIDSM_73240 Cytochrome P450/NADPH-cytochrome P450 reductase; aldehyde dehydrogenase (NAD+) 1.43 3.58×10-04

PDIDSM_11200 aldehyde dehydrogenase 1.07 1.87×10-05

PDIDSM_74740 aldehyde dehydrogenase 1.08 9.42×10-03

PDIDSM_00870 hexaprenyl-diphosphate synthase -1.39 4.48×10-12

PDIDSM_13880 aldehyde dehydrogenase -1.26 6.24×10-07

PDIDSM_34130 ditrans, polycis-polyprenyl diphosphate synthase -1.01 1.24×10-08

PDIDSM_46480 acetyl-CoA C-acetyltransferase 1.42 5.64×10-12

PDIDSM_52510 squalene monooxygenase -1.4 8.19×10-14

PDIDSM_20390 acetyl-CoA C-acetyltransferase 1.03 2.45×10-05

PDIDSM_74170 hydroxymethylglutaryl-CoA synthase -3.7 8.37×10-08

PDIDSM_86810 aristolochene synthase -1.1 6.13×10-04

外源性
物质
生物降
解与
代谢

PDIDSM_64830 glutathione S-transferase -1.4 2.10×10-07

PDIDSM_73240 aldehyde dehydrogenase 1.43 3.58×10-04

PDIDSM_08420 alcohol dehydrogenase 1.47 1.49×10-10

PDIDSM_04080 glutathione S-transferase kappa 1 -1.5 4.31×10-04

PDIDSM_57610 glutathione S-transferase 1.62 1.36×10-15

PDIDSM_11200 aldehyde dehydrogenase 1.07 1.87×10-05

PDIDSM_74730 glutathione S-transferase 1.49 2.71×10-17

PDIDSM_74740 aldehyde dehydrogenase 1.08 1.04×10-03

PDIDSM_45970 nitrilase 1.01 1.82×10-05

PDIDSM_13880 aldehyde dehydrogenase -1.3 6.24×10-07

PDIDSM_38260 soluble epoxide hydrolase/lipid-phosphate phosphatase 1.43 1.13×10-05

PDIDSM_15870 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase 1.26 7.45×10-11

PDIDSM_18670 amidase 1.05 0.004

PDIDSM_20390 acetyl-CoA C-acetyltransferase 1.03 2.45×10-05
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基因名称 功能注释 log2FC P 值

外源性
物质
生物降
解与
代谢

PDIDSM_36310 maleylacetoacetate isomerase 2.39 2.39×10-22

PDIDSM_36320 fumarylacetoacetase 2.41 6.09×10-16

PDIDSM_36330 homogentisate 1,2-dioxygenase 1.02 1.11×10-06

PDIDSM_39100 homogentisate 1,2-dioxygenase 1.26 2.34×10-07

PDIDSM_46480 acetyl-CoA C-acetyltransferase 1.42 5.64×10-12

PDIDSM_47260 amidase 1.51 1.31×10-06

PDIDSM_31870 CYP504A1; phenylacetate 2-hydroxylase -1.52 3.17×10-08

PDIDSM_52740 alcohol dehydrogenase, propanol-preferring 3.16 4.03×10-29

PDIDSM_54040 pyruvate decarboxylase; alcohol dehydrogenase, propanol-preferring -1.9 1.31×10-15

PDIDSM_55630 amidase 1.01 4.00×10-06

PDIDSM_57990 glutathione S-transferase 2.45 1.16×10-24

PDIDSM_69940 alcohol dehydrogenase, propanol-preferring 1.19 8.00×10-09

PDIDSM_74290 glutathione S-transferase 1.28 5.65×10-10

PDIDSM_88390 amidase 2.68 4.01×10-31

CYP450

PDIDSM_67430 Cytochrome P450/NADPH-cytochrome P450 reductase -1.83 1.30×10-10

PDIDSM_52630 Benzoate 4-monooxygenase cytochrome P450 2.33 1.91×10-10

PDIDSM_88710 Cytochrome P450 monooxygenase, putative 1.47 3.21×10-07

PDIDSM_12990 Cytochrome P450 monooxygenase, putative; Benzoate 4-monooxygenase 3.46 2.30×10-15

PDIDSM_24680 Cytochrome P450 alkane hydroxylase 1.14 0.001

PDIDSM_67660 Cytochrome P450 alkane hydroxylase, putative; Cytochrome P450 monooxygenase; 
unspecific monooxygenase 1.88 2.98×10-28

PDIDSM_87670 Benzoate 4-monooxygenase cytochrome P450 -2.08 1.21×10-10

PDIDSM_77350 Mitochondrial cytochrome b2, putative; L-lactate dehydrogenase (cytochrome) 1.08 2.01×10-07

PDIDSM_35010 Cytochrome c -1.33 2.01×10-08

续表4

2.7 PdTP1调控真菌生长和应激响应相关DEGs
的鉴定

转录因子 PdTP1 已经被证实参与调控指状青霉生

长，降低 PdTP1 的表达能够抑制菌株生长 [18] 。该研

究发现在 PdTP1 沉默菌株中，与真菌生长相关 DEGs
的共有 28 个，其中大部分是下调的（22 个）（部分

结果见表 5），如 PDIDSM_28970（编码丝氨酸 / 苏
氨酸蛋白激酶）、PDIDSM_44400（编码 G 蛋白 β 亚

基）、PDIDSM_71760（编码转录因子 NosA）等。其

中，NosA 是一个 Zn2Cys6 型转录因子，对真菌的生长

和发育起关键作用 [19,21] 。在烟曲霉（A. fumigatus）中，

敲除 NosA 会促进菌株的生长 [33] 。PdTP1 转录因子可

能是通过调节其他基因的表达来影响 NosA 的表达和

功能，最终影响指状青霉的生长。此外，G 蛋白信号

调控蛋白（Regulators of G Protein Signaling, RGS）在

真菌中参与调控营养菌丝的生长、孢子的形成、毒素

和色素的产生、以及致病性和有性生殖等多个重要

的生理过程 [34,35] 。Delgado-Jarana 等 [36] 发现尖孢镰刀

菌（Fusarium oxysporum）G 蛋白 β 亚基 Fgb1 能够通

过多种信号通路调控菌丝生长、发育和致病性，Fgb1
缺失菌株表现出异常的菌丝生长表型，菌丝细胞延

长，顶端生长增加，菌丝生长轴呈直线状，次生分枝

减少。再者，丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶在真菌生长和

发育中也扮演着重要的角色。Li 等 [37] 指出稻瘟病菌

（Magnaporthe oryzae）丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶可以

通过协调侵入菌丝中的自噬和谷氨酰胺溶解循环来促

进活体营养生长，敲除该基因可抑制侵入性菌丝的生

长。以上结果表明转录因子 PdTP1 可能通过调控这些

基因的表达，进而影响指状青霉的生长。

转录因子 PdTP1 也被报道在离子应激和氧化应

激方面发挥关键作用 [38] 。与野生型菌株相比，PdTP1
沉默菌株对高浓度钾离子、钠离子、以及 H2O2 的

敏感性降低 [18] 。在该研究中，与应激响应相关的

DEGs 的共有 109 个，其中 35 个上调，74 个下调

（部分结果见表 5），这些基因的表达受到了 PdTP1
的调控。例如 PDIDSM_76510（编码液泡铁离子
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转运蛋白）、PDIDSM_43160（编码钙离子转运蛋

白）、PDIDSM_71940（编码 ABC 重金属转运蛋白）、

PDIDSM_07620（编码 ABC多药转运蛋白）等。与野

生型菌株相比，这些基因在 PdTP1 沉默菌株中表达量

均下调，表明转录因子 PdTP1 可能通过调节离子转运

基因来调控离子应激反应。另一方面，我们也发现转

录因子 PdTP1 调控基因 PDIDSM_05940（编码过氧化

氢酶）的表达。过氧化氢酶（Catalase, CAT）是细胞

内抗氧化防御系统的关键酶之一，能够催化 H2O2 分解

生成水和氧气，从而保护细胞不受氧化损伤，对于维

持细胞内的氧化还原平衡至关重要。研究指出 [39] 在烟

曲霉中敲除 CAT 会导致其对 H2O2 的敏感性显著增加。

在该研究中，PdTP1 沉默能够导致 PDIDSM_05940 转

录水平增加，这可能会进一步导致指状青霉对 H2O2 的

敏感性增强。谷胱甘肽还原酶也是一种重要的酶，能

够将氧化型谷胱甘肽还原为还原型谷胱甘肽（细胞内

主要的抗氧化剂之一），在维持细胞内氧化还原平衡、

保护细胞免受氧化应激损伤方面发挥着重要作用 [40] 。该

研究发现 PDIDSM_65840（编码谷胱甘肽氧化还原酶）

的表达受到 PdTP1 的调控，表明转录因子 PdTP1 可能

通过调控 PDIDSM_65840 的表达来参与氧化应激响应。

2.8 RT-qPCR验证

为 了 验 证 转 录 组 数 据 的 可 靠 性， 对 DEGs
（PDIDSM_38260、PDIDSM_67430、PDIDSM_43160、
PDIDSM_71940、PDIDSM_15410） 进 行 RT-qPCR 验

证，结果如图 6 所示，与野生型菌株相比，沉默菌株

中 PDIDSM_38260 的表达水平显著增加，而其他几个

基因均下调，5 个 DEGs 的表达趋势与转录组结果基

本一致，说明转录组结果可信度较高。

表 5  PdTP1调控真菌生长和应激响应相关DEGs的鉴定（部分）

Table 5 Identification of DEGs regulated by PdTP1 involved in the fungal growth and stress responses (part)

基因名称 功能注释 log2FC P 值

PDIDSM_15410 Spore-specific catalase CatA -1.08 5.96×10-07

PDIDSM_14530 Serine/threonine protein kinase (Ark1), putative 1.37 1.60×10-12

PDIDSM_45050 Serine/threonine protein kinase, putative 1.03 4.03×10-06

PDIDSM_44400 G-protein comlpex beta subunit CpcB -1.10 1.47×10-06

PDIDSM_71760 C6 sexual development transcription factor NosA -1.55 5.11×10-08

PDIDSM_28970 Protein serine/threonine kinase (Ran1), putative -1.02 3.30×10-06

PDIDSM_76510 Vacuolar iron transporter Ccc1, putative 2.32 2.26×10-24

PDIDSM_87230 MFS multidrug transporter, putative 1.35 7.76×10-12

PDIDSM_67480 MFS multidrug transporter, putative 1.39 0.001

PDIDSM_46740 Vacuolar basic amino acid transporter 3 -4.13 3.13×10-37

PDIDSM_55020 MFS monosaccharide transporter, putative -2.68 1.16×10-25

PDIDSM_02050 C4-dicarboxylate transporter/malic acid transport protein, putative -3.20 4.94×10-22

PDIDSM_43160 Calcium transporter, putative -2.07 1.36×10-16

PDIDSM_16490 MFS monosaccharide transporter, putative -2.28 8.20×10-14

PDIDSM_71940 Vacuolar ABC heavy metal transporter (Hmt1), putative -1.38 2.03×10-13

PDIDSM_07620 ABC multidrug transporter, putative -1.34 4.23×10-05

PDIDSM_77480 Amino acid transporter, putative -1.65 5.81×10-04

PDIDSM_26640 MFS monosaccharide transporter, putative -1.01 0.012

PDIDSM_35150 Mitochondrial dicarboxylate carrier, putative -1.14 0.004

PDIDSM_80150 14-alpha sterol demethylase Cyp51A -1.65 2.05×10-11

PDIDSM_54790 Mitochondrial carrier protein, putative -1.17 3.85×10-07

PDIDSM_85580 Heat shock protein -1.07 3.27×10-04

PDIDSM_05940 Catalase 1.97 7.25×10-11

PDIDSM_65840 Glutathione oxidoreductase Glr1, putative 1.35 1.30×10-10
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图 6 RT-qPCR 验证

Fig.6 RT-qPCR verification

3  结论

该研究以野生型菌株 DSM 62840 和 PdTP1 沉

默菌株为研究对象，通过转录组测序分析转录因子

PdTP1 调控 α- 松油醇合成以及菌株生长的分子机制。

结果显示，共鉴定到 1 221 个 DEGs，其中 499 个基因

上调，722 个基因下调。GO 和 KEGG 富集分析表明，

这些 DEGs 显著富集于糖、氨基酸、脂肪酸等物质的

代谢与合成过程。进一步通过研究 PdTP1 调控基因转

录水平上的变化，初步筛选到一些与萜类代谢或合成、

真菌生长以及应激响应相关的基因。研究结果完善了

PdTP1 的转录调控网络（图 7），对 α- 松油醇的合成具

有重要的理论意义和实际应用价值。

图 7 柠檬烯生物转化生产 α- 松油醇过程中 PdTP1 的调控模型

Fig.7 Proposed model for the regulation of PdTP1 in the 

production of α-terpineol from limonene biotransformation
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