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[摘要] 　 真菌为了应对渗透胁迫进化出包括高渗甘油途径(ｈｉｇｈ ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬＨＯＧ)在内的一系列调控网络ꎬ但
其上游信号调控因子尚不明确. 本文以禾谷镰孢菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)为研究对象ꎬ在盐胁迫下通过遗传学和生理

生化手段ꎬ研究了一个关键的线粒体能量代谢酶基因丙酮酸脱氢酶激酶(ＦｇＰＤＫ１)在调控渗透胁迫方面的重要作用.
结果显示ꎬ(１)菌丝生长测定结果表明 ＦｇＰＤＫ１敲除突变体(ΔＦｇＰＤＫ１)对盐胁迫的敏感性较野生型(ＰＨ￣１)显著增加ꎻ
(２)与 ＰＨ￣１相比较ꎬ盐胁迫下 ΔＦｇＰＤＫ１表现出更为严重的电解质外渗和更高的胞内甘油累计量ꎻ(３)盐胁迫下

ΔＦｇＰＤＫ１菌丝的活性氧(ＲＯＳ)累计量、丙二醛含量、细胞死亡量都比 ＰＨ￣１ 显著增加ꎻ(４)盐胁迫下 ΔＦｇＰＤＫ１菌丝的

抗氧化酶基因(ＳＯＤ和 ＣＡＴ)表达量显著低于 ＰＨ￣１ꎻ(５)上述生理生化表现在 ＦｇＰＤＫ１功能恢复菌株(ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ)均
可恢复到野生型水平. 这些结果表明 Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ可能通过 ＦｇＰＤＫ１调控 ＨＯＧ 下游途径并维持抗氧化能力来应对

高渗透胁迫. 本研究为解析真菌适应渗透胁迫的分子调控机制提供了新证据.
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小麦赤霉病是流行性病害中较常见的一种ꎬ在世界范围内普遍发生[１] . 引起小麦赤霉病的病原菌有

很多ꎬ主要分布在 Ｆｕｓａｒｉｕｍ和 Ｍｉｃｒｏｄｏｃｈｉｕｍ这两个属中[２]ꎬ其中禾谷镰孢菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ 和黄色

镰孢菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｃｕｌｍｏｒｕｍ最为常见[３－４] . 禾谷镰孢菌(Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)又称禾谷镰刀菌ꎬ属半知菌亚门真
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菌ꎬ分生孢子呈镰孢形ꎬ有隔膜 ２~７ 个ꎬ顶端钝圆或略微收缩ꎬ基部有明显的足细胞. 大型分生孢子ꎬ分隔

明显ꎬ多数有 ３ 个隔膜ꎻ小型分生孢子极少或没有ꎬ无厚膜孢子[５] . 随着 Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ全基因组测序的完

成和注释ꎬＦ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ已成为研究丝状真菌生理生化的模式菌种之一[６] .
为了应对复杂的外界环境变化ꎬ真菌体内进化出了一系列适应性分子调控机制. 有研究表明ꎬ渗透压在

丝状真菌的生长和发育过程中发挥重要作用[７] . 外界高盐离子浓度能够影响真菌渗透压ꎬ从而引发渗透胁

迫ꎬ进而表现出细胞膜损伤、细胞内电解质渗漏、细胞死亡. 真菌主要通过高渗甘油(ｈｉｇｈ ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ ｇｌｙｃｅｒｏｌꎬ
ＨＯＧ)途径来响应渗透胁迫ꎬ即通过关键基因 ｈｏｇ１介导的一系列激酶信号通路调控甘油合成ꎬ进而维持渗透

压平衡[７] . 近年来ꎬ通过对模式真菌酵母的深入研究ꎬ逐渐明确了真菌 ＨＯＧ 途径中复杂的信号调控模式ꎬ但
对于其上游调控因子的研究却相对欠缺[８] . 从而限制了对真菌响应渗透胁迫信号调控网络的解析.

丙酮酸作为糖酵解的最终产物在生物体中发挥重要作用[９] . 丙酮酸脱氢酶复合体(ｐｙｔｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＰＤＣ)可以通过脱羧作用催化丙酮酸代谢成重要活性物质乙酰 ＣｏＡ. ＰＤＣ 主要由以下三部

分构成:丙酮酸脱氢酶( ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＰＤＨ)、二氢硫辛酰胺乙酰转移酶、二氢硫辛酰胺脱氢

酶. 而对于 ＰＤＣ 活性的调节ꎬ主要是通过对 ＰＤＨ 上特定丝氨酸残基的磷酸化作用(抑制作用)和去磷酸化

作用(激活作用)实现[１０] . 丙酮酸脱氢酶激酶(ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅꎬＰＤＫ)作为一种重要的线粒体

酶ꎬ通过磷酸化作用选择性抑制 ＰＤＨ 的活性ꎬ进而调控乙酰 ＣｏＡ 的合成ꎬ同时影响葡萄糖氧化过程[１１] . 另
外ꎬ有研究发现除 ＰＤＨ 以外ꎬＰＤＫ 亦能够磷酸化其他靶标蛋白ꎬ证明了 ＰＤＫ 在调控生理代谢方面的多样

性[１２] . 目前ꎬＰＤＫ 作为热点的潜在药靶ꎬ其在哺乳动物中的生理调控功能得到了广泛深入的研究[１３] . 已

知在酵母中发现两个 ＰＤＫ 蛋白ꎬ能够调控 Ｐｄａ１ｐ 第 １３３ 位丝氨酸残基以及 ＰＤＣ 中 α 亚基的磷酸

化[１４－１５] . 但目前关于真菌中 ＰＤＫ 的生理调控作用研究仍十分有限. 实验室前期从 Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ中鉴定

出一个丙酮酸脱氢酶基因(ＦｇＰＤＫ１)ꎬ并发现 ＦｇＰＤＫ１敲除突变体对渗透胁迫的敏感性增加[１６] . 鉴于线粒

体在真菌响应渗透胁迫中发挥的重要作用[１７]ꎬ挖掘 ＦｇＰＤＫ１ 对渗透胁迫的调控方式及其可能的分子机

制ꎬ将有助进一步揭示真菌适应渗透胁迫的分子调控网络.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料与试剂

供试菌株:Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ标准菌株 ＰＨ￣１(野生型)、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 均为本实验室前期工作

保存的菌株[１６] . ΔＦｇＰＤＫ１: ＰＨ￣１ 中 ＦｇＰＤＫ１ 敲除突变体ꎻ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ: 将 ＦｇＰＤＫ１ 基因重新导入

ΔＦｇＰＤＫ１形成突变体恢复菌株.
主要试剂:氯化钠(ｓｏｄｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＮａＣｌ)购于西陇股份有限公司ꎻ微量丙二醛(ＭＤＡ)检测试剂盒购

于南京建成生物试剂公司ꎻ组织甘油含量测定试剂盒购于南京建成生物试剂公司ꎻＰＩ 荧光染料和 ＲＯＳ 荧

光染料购于碧云天公司ꎻ其他常规试剂(分析纯)全部购于中国国药集团.
ＰＤＡ 培养基:马铃薯 ２００ ｇꎬ葡萄糖 ２０ ｇꎬ琼脂粉 １６ ｇꎬ用蒸馏水定容至 １ Ｌꎬ高温高压灭菌后常温保存ꎻ

ＹＥＰＤ 培养液:葡萄糖 ２０ ｇꎬ酵母粉 ３ ｇꎬ胰蛋白胨 １０ ｇꎬ用蒸馏水定容至 １ Ｌꎬ调 ｐＨ ７.０ꎬ高温高压灭菌后常

温保存.
１.２　 试验方法

１.２.１　 菌株培养与处理

(１)固体培养基培养:在连续转接培养约 ３ ｄ 的菌落边缘用打孔器打取直径为 ５ ｍｍ 的菌碟接种于

ＰＤＡ 平板ꎬ于恒温培养箱ꎬ避光ꎬ２５ ℃培养 ３ ｄ.
(２)液体培养基培养:菌落培养 ３ ｄ 后同样用打孔器在边缘打取 ５ ｍｍ 的菌碟ꎬ转接入含有 ＹＥＰＤ 液

体培养基的三角瓶中ꎬ每 １００ ｍＬ 培养基接种 ５ 个菌碟ꎬ１７５ ｒ / ｍｉｎ、２５ ℃振荡培养 ２４ ｈ.
(３)采用菌落生长直径法测定野生型菌株 ＰＨ￣１ 对盐胁迫的敏感性. 首先采用含不同浓度 ＮａＣｌ(０、

０.２、０.４、０.６、０.８、１.０)ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＤＡ 培养基 ２５ ℃培养菌株 ３ ｄꎬ每个处理 ３ 个重复ꎬ独立试验重复 ３ 次. 十

字交叉法测定菌落直径. 根据测定的结果ꎬ选取能够抑制菌落生长 ５０％的 ＮａＣｌ 浓度(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)ꎬ监测培

养 ０ ｈ、６ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 后的菌落直径动态变化ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎬ独立试验重复 ３ 次.
—７７—
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１.２.２　 不同 ＮａＣｌ 浓度处理对菌株 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ生长的影响

采用含不同浓度 ＮａＣｌ(０ ｍｏｌ / Ｌ、０. ４ ｍｏｌ / Ｌ、０. ８ ｍｏｌ / Ｌ)的 ＰＤＡ 培养基培养菌株 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、
ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃꎬ２５ ℃培养 ３ ｄꎬ拍照并测定菌落直径ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎬ试验重复 ３ 次.
１.２.３　 ＮａＣｌ 处理 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ后菌丝生理生化测定

采用含不同浓度 ＮａＣｌ ( ０ ｍｏｌ / Ｌ、 ０. ８ ｍｏｌ / Ｌ) 的 ＹＥＰＤ 液体培养基培养菌株 ＰＨ￣１、 ΔＦｇＰＤＫ１、
ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ(２５ ℃、１７５ ｒ / ｍｉｎ)ꎬ用双层纱布过滤菌丝ꎬ剔除菌碟ꎬ用无菌水冲洗 ２ 次ꎬ收集菌丝进行相关

生理生化测定. 对于每一种指标测定ꎬ每个处理设置 ３ 个重复ꎬ试验重复 ３ 次.
相对电导率采用电导仪测定[１８] . 菌体振荡培养 ２４ ｈ 后ꎬ称取 ０.５ ｇ 菌丝于离心管中ꎬ加入 ２０ ｍＬ 的蒸馏

水搅拌混匀ꎬ分别在(０、５、１０、２０、４０、６０、８０、１００、１２０、１４０、１６０、１８０)ｍｉｎ 测定各个时间段的电导率值ꎬ１８０ ｍｉｎ
后ꎬ将菌丝置于沸水中消煮 ５ ｍｉｎꎬ冷却后测定最终电导率值ꎬ根据以下公式计算:相对电导率(％)＝ 不同时间

电导率 /最终电导率×１００％.
丙二醛(ＭＤＡ)含量测定. 菌体振荡培养 ３ ｄ 后ꎬ称取 ０.１ ｇ 菌丝ꎬ采用微量丙二醛试剂盒测定(参照说

明书) [１９] . 主要基于检测丙二醛与 ＴＢＡ 和 ＴＣＡ 反应的生成物在 ５３２ ｎｍ 的吸光值并计算.
甘油含量测定. 菌体振荡培养 ３ ｄ 后ꎬ称取 ０.１ ｇ 菌丝ꎬ采用组织甘油含量测定试剂盒测定(参照说明

书) [２０] . 主要基于甘油铜比色法ꎬ检测甘油与铜离子在碱性溶液中反应生成甘油铜络合物在 ５５０ ｎｍ 处吸

光值. 同时制作 ５０ μｍｏｌ / Ｌ~１００ μｍｏｌ / Ｌ 的甘油标准曲线ꎬ用于计算所测样品中甘油含量.
菌丝活性氧(ＲＯＳ)荧光检测. 采用特异荧光探针 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 对菌丝细胞中的 ＲＯＳ 进行原位荧光检

测[２１] . 菌体振荡培养 ３ ｄ 后ꎬ取少量新鲜菌丝ꎬ加入 １ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 中ꎬ避光装载探针 ２０ ｍｉｎ. 然后

使用无菌水清洗 ３ 次以洗去菌丝体表面的多余探针ꎬ采用荧光电子显微镜(激发波长 ４８８ ｎｍ /发射波长

５２５ ｎｍ)观察并拍照.
菌丝细胞死亡荧光检测. 采用特异荧光探针 ＰＩ 对菌丝的死亡细胞进行原位荧光检测[２２] . 菌体振荡培

养 ３ ｄ 后ꎬ取少量新鲜菌丝ꎬ加入 ２ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＩ 溶液中ꎬ避光装载探针 ２０ ｍｉｎ. 然后使用无菌水清洗 ３ 次

以洗去菌丝体表面的多余探针ꎬ采用荧光电子显微镜(激发波长 ５３５ ｎｍ /发射波长 ６１５ ｎｍ)观察并拍照.
１.２.４　 基因表达分析

处理后菌丝中的基因表达分析采用实时荧光定量 ＰＣＲ(ｑＲＴ￣ＰＣＲ) . 采用含不同浓度 ＮａＣｌ(０ ｍｏｌ / Ｌ、
０.８ ｍｏｌ / Ｌ)的 ＹＥＰＤ 液体培养基培养菌株 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ(２５ ℃、１７５ ｒ / ｍｉｎ)３ ｄ. 收集的菌

丝采用 Ｔｒｉｚｏｌ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)提取总 ＲＮＡꎬ然后采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ １ｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ(ＴａＫａＲａ)将得

到的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡꎬ作为后续 ＰＣＲ 的模板. 针对每个基因的特异引物ꎬ采用 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

(ＴａＫａＲａ)进行 ｑＲＴ￣ＰＣＲ(Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ７５００ Ｆａｓｔ Ｒｅａｌ￣Ｔｉｍｅ ＰＣＲ ＳｙｓｔｅｍꎬＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＴＭ) . ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 程序如下:９５ ℃预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃变性 ５ ｓꎬ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ共 ４０ 个循环. 采用 ＡＢＩ
７５００ ｓｏｆｔｗａｒｅ(ｖ. ２.０.６ꎬＡｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ)对基因相对表达水平进行分析. 被检测基因的特异引物序列如

下:ＣＡＴ ( ＦＧＳＧ ＿ ０６５５４)ꎬ正向引物 ５′￣ＡＡＧＧＧＣＡＡＧＧＴＣＡＡＣＴＡＣＴＧ￣３′ꎬ反向引物 ５′￣ＣＧＡＣＡＡＴＣＴＴＴＧ￣
ＣＡＧＣＧＴＡＡＴＣ￣３′ꎻＳＯＤ(ＦＧＳＧ＿０２０５１)ꎬ正向引物 ５′￣ＣＣＴＡＧＣＡＴＣＴＣＴＧＣＴＣＡＡＡＴＣＡ￣３′ꎬ反向引物 ５′￣ＣＧＡ￣
ＴＧＴＣＧＣＴＧＧＡＴＧＡＡＧＴＡＧ￣３′. 采 用 ＧＡＰＤＨ ( 正 向 引 物 ５′￣ＣＴＴＡＣＴＧＣＣＴＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧ￣３′ꎬ 反 向 引 物

５′￣ＴＧＡＣＧＴＴＧＧＡＡＧＧＡＧＣＧＡＡＧ￣３′)作为内参基因进行校准. 每个基因表达分析进行 ３ 次重复.
１.３　 数据统计分析

每次试验结果都以至少重复 ３ 次后的(平均值±标准差)表示ꎬ首先采用 ＳＰＳＳ １４.０ 对试验数据进行单

因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ然后通过 Ｆ检验检测处理组与对照组在 Ｐ<０.０５ 水平的差异显著性. 对于任意

两个处理组间的多重相互比较ꎬ采用最小显著极差法(ＬＳＤ)分析其在 Ｐ<０.０５ 水平的差异显著性.

２　 结果

２.１　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１生长的影响

不同浓度 ＮａＣｌ 处理对野生型菌株 ＰＨ￣１ 生长的抑制作用呈现一定的浓度效应. 如图 １ 所示ꎬ０.２ ｍｏｌ / Ｌ
的 ＮａＣｌ 处理对菌落直径无显著影响ꎬ而 ０.４ ｍｏｌ / Ｌ、０.６ ｍｏｌ / Ｌ、０.８ ｍｏｌ / Ｌ、１.０ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＣｌ 处理的菌落直径分

别比对照下降了４.３９％、２４.３９％、５０.７３％、６９.２７％(图 １) . 进一步对 ０.８ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理的菌落生长进行了

—８７—
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时间效应研究ꎬ发现在 １２ ｈ~７２ ｈ 的各个时间点ꎬ处理后的菌落直径均为对照的 ５０％左右(图 ２) . 因此后续实

验均采用 ０.８ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理进一步研究.

∗表示处理与对照之间在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著

图 １　 不同浓度 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１菌落生长的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＰＨ￣１

∗表示处理与对照之间在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著

图 ２　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ＰＨ￣１生长影响的时间效应

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＰＨ￣１

２.２　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 生长影响

ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ在 ０.２ ｍｏｌ / Ｌ 和 ０.８ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理下生长 ７２ ｈꎬ测定菌落直径. 结

果如图 ３ 所示ꎬ０.２ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理后ꎬＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 的菌落生长与各自对照无显著差异ꎬ而
ΔＦｇＰＤＫ１则比对照显著下降 ４０％. 采用浓度 ０.８ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理后ꎬＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 的菌落生长

分别比各自对照下降了 ５２％和 ５０％ꎬ而 ΔＦｇＰＤＫ１则比对照下降 ７１％. 这些结果说明:与野生型相比ꎬ敲除

ＦｇＰＤＫ１基因后该菌对盐胁迫的敏感性增加.

图 ４　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ΔＦｇＰＤＫ１
和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝的相对电导率

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

∗表示处理与对照之间在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著

图 ３　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 生长的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

２.３　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌

丝细胞膜透性的影响

渗透胁迫胞外溶液电导率升高是细胞膜破裂的

典型指示. 如图 ４ 所示ꎬＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理后ꎬ３ 种

菌株的相对电导率均明显上升. ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ与

各自对照相比ꎬ最终电导率变化趋势基本一致ꎬ分别

上升了 ３５％、４２％ꎻ而 ΔＦｇＰＤＫ１的最终电导率则比对

照上升了 ９６％ꎬ明显高于 ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ. 这说

明与野生型(ＰＨ￣１)和回复体(ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ)相比较ꎬ
突变体 ΔＦｇＰＤＫ１在 ＮａＣｌ 处理后出现了更大程度的

细胞膜破损.
２.４　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌

丝甘油含量的影响

当真菌受到外界渗透压力胁迫时ꎬ细胞内会累

—９７—
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积甘油来维持细胞内外渗透压的平衡[２３] . 因此ꎬ胞内甘油含量可用于指示菌丝细胞遭受渗透胁迫的程

度. 如图 ５ 所示ꎬ虽然 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理后ꎬＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝的甘油含量均显著上

升ꎬ但 ΔＦｇＰＤＫ１菌丝的甘油含量分别是 ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ的 ２.５１ 倍和 ２.９７ 倍.
２.５　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝丙二醛含量的影响

丙二醛作为细胞膜脂过氧化的典型产物ꎬ其含量可以反映细胞膜氧化损伤的程度. 由图 ６ 可看出ꎬ
ＮａＣｌ(０.８ Ｍ)处理后ꎬＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ菌丝的丙二醛含量均显著增加ꎻＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ
之间无显著差异ꎬ而 ΔＦｇＰＤＫ１菌丝的丙二醛含量则显著高于 ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ.

不同小写字母表示不同处理间在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著

图 ６　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１
和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝丙二醛含量的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ＭＤＡ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

不同小写字母表示不同处理间在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著

图 ５　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１
和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 甘油含量影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

２.６　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝 ＲＯＳ 累积和细胞死亡的影响

为研究盐胁迫对菌丝 ＲＯＳ 累积的影响ꎬ本研究采用特异荧光探针 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 对菌丝细胞内 ＲＯＳ 进行

原位检测ꎬ绿色荧光强度可反映 ＲＯＳ 的相对含量. 结果如图 ７ 所示ꎬＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理后ꎬＰＨ￣１ 和

ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ菌丝 ＲＯＳ 荧光强度略微增强ꎻ而 ΔＦｇＰＤＫ１菌丝 ＲＯＳ 荧光明显较强. 采用荧光探针 ＰＩ 对菌丝

细胞死亡进行原位检测ꎬ红色荧光强度反映细胞死亡的程度. 结果如图 ８ 所示ꎬＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理后ꎬ
ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ菌丝红色荧光强度轻微增强ꎻ而 ΔＦｇＰＤＫ１ 菌丝红色荧光明显增强. 这些结果表明ꎬ
与野生型 ＰＨ￣１ 比较ꎬ突变体 ΔＦｇＰＤＫ１在盐胁迫后菌丝细胞内 ＲＯＳ 累积更多ꎬ并且呈现出更强烈的细胞

死亡现象.

图 ７　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１
和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝 ＲＯＳ 累积的影响

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ＲＯＳ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

图 ８　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１
和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝细胞死亡的影响

Ｆｉｇ􀆰 ８　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｉｎ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

—０８—
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２.７　 ＮａＣｌ 处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１、ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 基因表达的影响

抗氧化酶基因表达分析结果显示ꎬ用 ０.８ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 处理后ꎬ３ 种菌株中的 ＣＡＴ 基因表达均有所下

调ꎬ但 ΔＦｇＰＤＫ１中 ＣＡＴ 的表达量显著低于 ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ(图 ９ａ) . 对于 ＳＯＤ 基因ꎬＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处
理后ꎬ其在 ３ 种菌株中的表达均上调ꎬ但在 ΔＦｇＰＤＫ１中的表达量显著低于 ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ(图 ９ｂ) . 不
论 ＳＯＤ 还是 ＣＡＴꎬ两者在 ＰＨ￣１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ中的表达量较为一致(图 ９) . 这些结果表明ꎬ敲除 ＦｇＰＤＫ１后
Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ在盐胁迫下的抗氧化能力显著下降.

不同小写字母表示不同处理间在 Ｐ<０.０５ 水平差异显著

图 ９　 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)处理对 ＰＨ￣１、ΔＦｇＰＤＫ１ 和 ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ 菌丝 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ９　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ) ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＣＡＴ ｉｎ ＰＨ￣１ꎬΔＦｇＰＤＫ１ꎬａｎｄ ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ

３　 讨论

高盐环境是诱导真菌产生渗透胁迫响应的重要方式之一[２４] . 研究结果显示ꎬＦ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ中的丙酮

酸脱氢酶激酶 ＦｇＰＤＫ１ 是响应渗透胁迫的重要调控因子. 一ꎬ生长测定结果证实敲除 ＦｇＰＤＫ１ 后的

Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ对盐胁迫的敏感性显著增加ꎻ二ꎬ盐胁迫下ꎬＦｇＰＤＫ１ 敲除突变体 ΔＦｇＰＤＫ１ 比野生型 ＰＨ￣１
的细胞膜透性和甘油累计量明显增加ꎻ三ꎬ与野生型 ＰＨ￣１ 相比较ꎬ盐胁迫下 ΔＦｇＰＤＫ１ 中的 ＲＯＳ 累积、氧
化损伤、细胞死亡明显增强ꎬ而抗氧化能力却显著下降ꎻ四ꎬ上述生理生化表现在 ΔＦｇＰＤＫ１ 互补子

ΔＦｇＰＤＫ１￣Ｃ中均可恢复到野生型水平. 这些结果说明ꎬＦｇＰＤＫ１ 可作为上游因子参与调控渗透胁迫下的

ＨＯＧ 途径和氧化胁迫代谢.
盐胁迫导致的 ＲＯＳ 过量累积是影响真菌细胞正常生理代谢的重要因素ꎬ而 ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 是细胞内清

除过量 ＲＯＳ 的关键抗氧化酶. 在本研究中ꎬ盐胁迫下 ΔＦｇＰＤＫ１中上述两种抗氧化酶基因的表达水平均显

著低于野生型 ＰＨ￣１ꎬ从而可能导致过量产生的 ＲＯＳ 不能被及时清除. 这些过量累积的 ＲＯＳ 可攻击细胞

膜ꎬ造成膜损伤、胞内物质外漏ꎬ进一步导致细胞死亡和生长抑制. 由此可见ꎬ盐胁迫下 ＦｇＰＤＫ１ 在维持细

胞抗氧化水平方面发挥重要作用. 有报道显示ꎬ酵母 ＰＤＫ１ 敲除突变体对 Ｈ２Ｏ２ 的敏感性增强[２５] . 线粒体

中的电子传递链是细胞 ＲＯＳ 的重要来源之一[２６] . ＰＤＫ１ 作为线粒体中关键的能量代谢调控基因ꎬ在人体

神经细胞中其对 ＲＯＳ 的抑制作用很可能是通过抑制平衡线粒体呼吸代谢实现的[２７] . 那么在渗透胁迫下

的真菌细胞中ꎬＦｇＰＤＫ１是否通过类似的作用机制来抑制 ＲＯＳ 的过量累积还需要进一步的深入研究.
研究发现ꎬ盐胁迫下 ΔＦｇＰＤＫ１中甘油累积量较野生型显著上升. 在中等渗透胁迫和高渗胁迫条件

下ꎬ真菌细胞对于 ＨＯＧ 下游途径的调控方式有所不同. 两种情况下ꎬＨＯＧ 的上游途径都会被激活ꎬ从而诱

导下游甘油合成增加. 但在高渗条件下ꎬＨｏｇ１ 可进一步调控通道蛋白 Ｆｐｓ１ 关闭ꎬ从而使真菌细胞内累积

更多甘油[２８] . 本研究中发现 ΔＦｇＰＤＫ１对 ＮａＣｌ(０.８ ｍｏｌ / Ｌ)的敏感性显著增加ꎬ因此 ０.８ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＣｌ 对
于野生型虽然属于中等渗透胁迫ꎬ但对于 ΔＦｇＰＤＫ１则变成了高渗胁迫条件ꎬ从而通过调控 Ｆｐｓ１ 组织合成

的甘油外流. 这说明 ＦｇＰＤＫ１作为上游调控因子ꎬ精确调控 ＨＯＧ 途径应对不同程度的渗透胁迫条件. 另

外ꎬ在酵母中的 ＰＤＫ１ 可直接转录后修饰质膜 Ｈ＋ ￣ＡＴＰａｓｅ[２９]ꎬ而 Ｈ＋ ￣ＡＴＰａｓｅ 通过维持膜电位来适应渗透胁

迫方面发挥重要作用[３０] . 在 Ｆ􀆰 ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ应对渗透胁迫过程中ꎬ进一步鉴定 ＦｇＰＤＫ１的靶标 Ｈ＋ ￣ＡＴＰａｓｅ
将有助于解析 ＦｇＰＤＫ１调控渗透胁迫的信号作用网络.

综上所述ꎬ本研究通过遗传学证据揭示了 ＦｇＰＤＫ１在调控真菌渗透胁迫响应方面的关键作用. 不但发

现了 ＦｇＰＤＫ１新的生理调控作用ꎬ也为解析真菌响应渗透胁迫的上游分子机制提供了新证据.

—１８—
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Ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１１ꎬ３９:Ｄ６３７－Ｄ６３９.
[７] ＲＯＣＩＯ ＤꎬＪＥＦＦＲＥＹ Ｗ ＣꎬＡＮＡ Ｍ Ｃ. Ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏ￣

ｌｉｓｍ ｉｎ Ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓ Ｆｕｎｇｉ[Ｊ] . Ｔｏｘｉｎｓꎬ２０１０ꎬ２ꎬ３６７－３６８.
[８] ＳＡＸＥＮＡ ＡꎬＳＩＴＡＲＡＭＡＮ Ｒ. Ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｖｉａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ

ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１６ꎬ１６２:１ ５１１－１ ５２６.
[９] ＰＲＯＮＫ Ｊ ＴꎬＹＤＥ ＳＴＥＥＮＳＭＡ Ｈꎬｖａｎ ＤＩＪＫＥＮ Ｊ Ｐ. Ｐｙｒｕｖａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ[ Ｊ] . Ｙｅａｓｔꎬ１９９６ꎬ

１２(１６):１ ６０７－１ ６３３.
[１０] ＨＵＲＤ Ｔ ＲꎬＣＯＬＬＩＮＳ ＹꎬＡＢＡＫＵＭＯＶＡ Ｉꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ２ ｂｙ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅａｃｔｉｖｅ

ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１２ꎬ２８７(４２):３５ １５３－３５ １６０.
[１１] ＰＩＡＯ ＬꎬＳＩＤＨＵ Ｖ ＫꎬＦＡＮＧ Ｙ Ｈꎬｅｔ ａｌ. ＦＯＸＯ１￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ￣４(ＰＤＫ４)ｄｅｃｒｅａｓｅｓ

ｇｌｕｃｏｓｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐａｉｒｓ ｒｉｇｈｔ ｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ:ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｂｅｎｅｆｉｔｓ ｏｆ ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔａｔｅ[Ｊ] .
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ２０１３ꎬ９１(３):３３３－３４６.

[１２] ＰＥＲＥＩＲＡ Ｒ ＲꎬＣＡＳＴＡＮＨＥＩＲＡ Ｄꎬ ＴＥＩＸＥＩＲＡ Ｊ Ａꎬ ｅｔ ａｌ. Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ( ｓ) ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ
ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｈ＋￣ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . ＦＥＭＳ Ｙｅａｓｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１５ꎬ１５(２):ｆｏｖ００３.

[１３] ＺＨＡＮＧ ＳꎬＨＵＬＶＥＲ Ｍ ＷꎬＭＣＭＩＬＬＡＮ Ｒ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｐｉｖｏｔａｌ ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅｓ ｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｌｅｘｉｂｉｌｉｔｙ[Ｊ].
Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍꎬ２０１４ꎬ１１:１０.

[１４] ＧＥＹ ＵꎬＣＺＵＰＡＬＬＡ ＣꎬＨＯＦＬＡＣＫ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｙｅａｓｔ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ａ ｃｏｎｃｅｒｔｅｄ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｗｏ
ｋｉｎａｓｅｓ ａｎｄ ｔｗｏ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｓ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００８ꎬ２８３(１５):９ ７５９－９ ７６７.

[１５] ＹＤＥ Ｓ ＨꎬＴＯＭＡＳＫＡ ＬꎬＲＥＵＶＥＮ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅｓ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｒｅｔａｒｄｅｄ
ｇｒｏｗｔｈ ｏｎ ａｃｅｔａｔｅ ａｎｄ ｅｔｈａｎｏｌ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ[Ｊ] . Ｙｅａｓｔꎬ２００８ꎬ２５(１):９－１９.

[１６] ＧＡＯ ＴꎬＣＨＥＮ ＪꎬＳＨＩ Ｚ. Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ １(ＦｇＰＤＫ１) ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｃｏｎｉｄｉａｔｉｏｎꎬｍｙｃｅｌｉ￣
ｕｍ ｇｒｏｗｔｈꎬａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ[Ｊ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ２０１６ꎬ１１:ｅ０１５８０７７.

[１７] ＰＡＳＴＯＲ Ｍ ＭꎬＰＲＯＦＴ ＭꎬＰＡＳＣＵＡＬ Ａ Ａ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｓ ａｎ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔ ｏｆ ｏｓｍｏｔｉｃ ｓｔｒｅｓｓ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｉｎ
ｙｅａｓｔ[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２００９ꎬ２８４:３０ ３０７－３０ ３１７.

[１８] 段亚冰. 咯菌腈(适乐时)对油菜菌核病菌(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ)的作用机制研究[Ｄ] . 南京:南京农业大学ꎬ２０１３.
[１９] ＹＡＮＧ ＹꎬＦＡＮ ＦꎬＺＨＵＯ Ｒꎬｅｔ ａｌ. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｃｃａｓｅ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ ａ ｗｈｉｔｅ ｒｏｔ ｆｕｎｇｕｓ ｉｎ Ｐｉｃｈｉａ ｐａｓｔｏｒｉｓ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｉｓ ｙｅａｓｔ ｔｏ Ｈ２Ｏ２ ￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｂｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ￣ｂａｓｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｙｓｔｅｍ[ Ｊ] . Ａｐｐｌ
Ｅｎｖｉｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ２０１２ꎬ７８:５ ８４５－５ ８５４.

[２０] ＹＡＮ ＪꎬＱＩＵ Ｔ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｂｙ ｃｕｐｒｉｃ ｇｌｙｃｅｒｉｎａｔｅ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ[Ｊ] . Ｃｈｉｎａ ｏｉｌｓ ａｎｄ ｆａｔｓꎬ２００４ꎬ１:０１０.
[２１] ＦＯＲＥＭＡＮ ＪꎬＤＥＭＩＤＣＨＩＫ ＶꎬＢＯＴＨＷＥＬＬ Ｊ Ｈ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ＮＡＤＰＨ ｏｘｉｄａｓｅ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｐｌａｎｔ

ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ[Ｊ] . Ｎａｔｕｒｅꎬ２００３ꎬ４２２(６ ９３０):４４２－４４６.
[２２] ＫＥＬＬＥＲＭＥＩＥＲ ＦꎬＣＨＡＲＤＯＮ ＦꎬＡＭＴＭＡＮＮ Ａ. Ｎａｔｕｒａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｒｏｏｔ ａｒｃｈｉｔｅｃｔｕｒｅ ｒｅｖｅａｌｓ ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｇ

ａｄａｐｔｉｖｅ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｔｏ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｓｔａｒｖａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ２０１３ꎬ１６１(３):１ ４２１－１ ４３２.
[２３] ＷＯＪＤＡ. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｈｉｇｈ ｏｓｍｏｔｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｉｓ ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ ｂｙ ｉｎｔｒａｃｅｌ￣

ｌｕｌａｒ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ａｎｄ ｉｎｖｏｌｖｅｓ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ ｐａｔｈｗａｙｓ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００３ꎬ１４９(５):１ １９３－１ １９４.

(下转第 ９６ 页)

—２８—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４１ 卷第 １ 期(２０１８ 年)

ｕｌａｔｉｏｎ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｉｎ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｃｙｃｌｅｓ[Ｊ] . Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄꎬ２００８ꎬ２３(１):１６０－１６７.
[２６] ＨＡＺＯＵＴ ＡꎬＢＯＵＣＨＡＲＤ ＰꎬＳＥＩＦＥＲ Ｄ Ｂꎬｅｔ ａｌ. Ｓｅｒｕｍ ａｎｔｉｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ / ｍüｌｌｅｒｉａｎ￣ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ａｐｐｅａｒｓ ｔｏ ｂｅ ａ ｍｏｒｅ

ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙ ｍａｒｋｅｒ ｏｆ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｕｔｃｏｍｅ ｔｈａｎ ｆｏｌｌｉｃｌｅ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ ｈｏｒｍｏｎｅꎬｉｎｈｉｂｉｎ Ｂꎬｏｒ ｅｓｔｒａｄｉｏｌ[Ｊ].
Ｆｅｒｔｉｌ Ｓｔｅｒｉｌꎬ２００４ꎬ８２(５):１ ３２３－１ ３２９.

[２７] ＳＯＭＡＹＥＨ ＡꎬＧＨＡＭＡＲＴＡＪ ＨꎬＢＡＴＯＯＬ Ｈ Ｒ. Ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｂａｓａｌ ａｎｄ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ
ａｓ ａ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ ｏｆ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｕｔｃｏｍｅｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｎｄ ｗｉｔｈｏｕｔ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ[ Ｊ] . Ａｎｎ Ｓａｕｄｉ Ｍｅｄꎬ
２０１０ꎬ３０(６):４４２－４４７.

[２８] ＥＢＮＥＲ ＴꎬＳＯＭＭＥＲＧＲＵＢＥＲ ＭꎬＭＯＳＥＲ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｂａｓａｌ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｏｃｙｔｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｉｎ
ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｃｙｃｌｅｓ[Ｊ] . Ｈｕｍ Ｒｅｐｒｏｄꎬ２００６ꎬ２１(８):２ ０２２－２ ０２６.

[２９] ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ ＣꎬＦＵＪＩＴＯ ＡꎬＫＡＺＵＫＡ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｓｕｃｃｅｓｓ ｉｎ ｏｏｃｙｔｅ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｆｅｒｔｉｌ Ｓｔｅｒｉｌꎬ２００８ꎬ８９(３):５８６－５９１.

[３０] ＦＡＮＣＨＩＮ ＲꎬＭＥＮＤＥＺ ＬＯＺＡＮＯ Ｄ ＨꎬＦＲＹＤＭＡＮ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｒｅｏｖｕｌａｔｏｒｙ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｓｕｉｎｇ ｅｍｂｒｙｏ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] .
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ Ｍｅｔａｂꎬ２００７ꎬ９２(５):１ ７９６－１ ８０２.

[３１] ＰＡＢＵＣＣＵ ＲꎬＫＡＹＡ ＣꎬＣＡＧ̌ＬＡＲ Ｇ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ￣ｆｌｕｉｄ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ａｒｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ ｏｆ ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｕｔｃｏｍｅ ｉｎ ＰＣＯＳ ｐａｔｉｅｎｔｓ[Ｊ] . Ｒｅｐｒｏｄ Ｂｉｏｍｅｄ Ｏｎｌｉｎｅꎬ２００９ꎬ１９(５):６３１－６３７.

[３２] ＣＵＰＩＳＴＩ ＳꎬＤＩＴＴＲＩＣＨ ＲꎬＭＵＥＬＬＥＲ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅꎬ ｉｎｈｉｂｉｎ Ｂꎬａｎｄ ａｃｔｉｖｉｎ Ａ ｉｎ
ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ｆｌｕｉｄ ｉｎ ＩＶＦ / ＩＣＳＩ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｏｒ ａｓｓｅｓｓｉｎｇ ｔｈｅ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｏｆ ｏｏｃｙｔｅｓ[Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ Ｍｅｄ Ｒｅｓꎬ
２００７ꎬ１２(１２):６０４－６０８.

[３３] ＤＥＳＦＯＲＧＥＳ Ｂ ＶꎬＧＡＬＬＯ ＣꎬＬＥＦＥＢＶＲＥ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ａｎｄ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ＦＳＨ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ
ｆｌｕｉｄ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｗｏｍｅｎ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｉｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｌｅ ｐｕｎｃｔｕｒｅ ｆｏｒ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｆｅｒｔｉｌ Ｓｔｅｒｉｌꎬ２０１０ꎬ
９４(１):１９８－２０４.

[３４] ＹＩＬＭＡＺ ＮꎬＵＹＧＵＲ ＤꎬＤＯＧＡＮ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒ ａｎｔｉ￣Ｍüｌｌｅｒｉａｎ ｈｏｒｍｏｎｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｎｏｎ￣ｏｂｅｓｅꎬｎｏｎ￣ｈｙｐｅｒａｎｄｒｏ￣
ｇｅｎｅｍｉｃ ｐｏｌｙｃｙｓｔｉｃ ｏｖａｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｏｎ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｕｔｃｏｍｅ[Ｊ] . Ｇｙｎｅｃｏｌ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌꎬ２０１２ꎬ２８(３):１６２－１６５.
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[２４] 祝文婷ꎬ陈为京ꎬ陈建爱ꎬ等. 丛枝菌根真菌提高植物抗盐碱胁迫能力的研究进展[ Ｊ] . 安徽农业科学ꎬ２０１３ꎬ４１(５):
２ ０６１－２ ０６２.

[２５] ＡＬＴＩＮＴＡＳ ＡꎬＭＡＲＴＩＮＩ ＪꎬＭＯＲＴＥＮＳＥＮ Ｕ Ｈꎬｅｔ ａｌ. Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｈｉｇｈ￣ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｇｒｏｗｔｈ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔｓ[Ｊ] . ＦＥＭＳ Ｙｅａｓｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ２０１６(１６):ｆｏｖ１０１.

[２６] ＢＯＬＩＳＥＴＴＹ ＳꎬＪＡＩＭＥＳ Ｅ Ａ. Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ:ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ[ Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１３ꎬ１４:６ ３０６－６ ３４４.

[２７] ＮＥＷＩＮＧＴＯＮ Ｊ ＴꎬＲＡＰＰＯＮ ＴꎬＡＬＢＥＲＳ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｙｒｕｖａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ １ ａｎｄ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
Ａ ｉｎ ｎｅｒｖｅ ｃｅｌｌｓ ｃｏｎｆｅｒｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ａｍｙｌｏｉｄ ｂｅｔａ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｔｏｘｉｎｓ ｂｙ ｄｅｃｒｅａｓｉｎｇ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｒｅｓｐｉｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ[Ｊ] . Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍꎬ２０１２ꎬ２８７(４４):３７ ２４５－３７ ２５８.

[２８] ＡＢＨＩＳＨＥＫ ＳꎬＲＡＭＡＫＲＩＳＨＮＡＮ Ｓ. Ｏｓｍｏｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｖｉａ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｔｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣
ｏｓｍｏｌａｒｉｔｙ ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｐａｔｈｗａｙ[Ｊ] . Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ２０１６ꎬ１６２:１ ５１１－１ ５１３.

[２９] ＰＥＲＥＩＲＡ Ｒ ＲꎬＣＡＳＴＡＮＨＥＩＲＡ ＤꎬＴＥＩＸＥＩＲＡ Ｊ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｓｅａｒｃｈ ｆｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ(ｓ) ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ
Ｈ＋ ￣ＡＴＰａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ[Ｊ] . ＦＥＭＳ Ｙｅａｓｔ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１５ꎬ１５:１５－１９.

[３０] ＰＯＲＴＩＬＬＯ Ｆ. Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ Ｈ(＋) ￣ＡＴＰａｓｅ ｉｎ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｐｌａｎｔｓ[Ｊ] . Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ ｅｔ ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ ａｃｔａ(ＢＢＡ) ￣
ｒｅｖｔｅｗｓ ｏｎ ｂｉｏｍｅｍｂｒａｎｅｓꎬ２０００(１ ４６９):３１－４２.
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