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摘  要：【背景】真菌病害逐渐成为制约我国作物增产的主要原因，亟须开发新型抗真菌药物进行

病害防治。【目的】在分子水平上探究枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) J-15 次级代谢产物(secondary 
metabolites, SMs)抑制真菌生长发育的作用机制，为其应用于真菌病害防治提供理论依据。【方法】以

酿酒酵母 S288C 为模式真菌材料，测定 SMs 作用后酿酒酵母细胞活性变化，流式细胞术检测酿酒

酵母细胞坏死情况。利用转录组测序技术分析 SMs 对酿酒酵母基因表达的影响，并进行实时荧

光定量 PCR 验证。【结果】SMs 以时间依赖性方式引起酿酒酵母 S288C 细胞核膜裂解、DNA 弥散，

诱导细胞坏死。在转录组水平，SMs 处理 12 h 后筛选出 1 627 个差异表达基因，其中 851 个基因

上调，776 个基因下调；SMs 处理 24 h 后共 512 个基因差异表达，包括 300 个基因上调，212 个基因

下调。差异表达基因涉及细胞自噬、糖类、脂类和氨基酸代谢等多条通路，细胞壁合成过程和细

胞周期等途径也受到影响。【结论】探究了 SMs 对酿酒酵母产生抑菌作用的分子机制，为进一步

揭示 SMs 抑菌作用机理提供了试验基础，并为其应用于作物真菌病害防治提供了理论依据。 
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Abstract: [Background] Fungal diseases have gradually become a major factor restricting the 
crop production in China, and thus it is urgent to develop antifungal agents for disease 
prevention and control. [Objective] To investigate the mechanism of Bacillus subtilis J-15 
secondary metabolites (SMs) in inhibiting fungal growth and development at the molecular 
level, so as to provide a theoretical basis for their application in fungal disease control. 
[Methods] The cell viability of Saccharomyces cerevisiae S288C treated with SMs was 
measured, and the cell necrosis was detected by flow cytometry. Transcriptome sequencing was 
performed to analyze the effects of SMs on the gene expression in S. cerevisiae, and real-time 
fluorescence quantitative PCR was employed to verify the results. [Results] SMs caused nuclear 
membrane lysis, DNA diffusion, and cell necrosis of S. cerevisiae S288C in a time-dependent 
manner. A total of 1 627 differentially expressed genes were screened out after the treatment 
with SMs for 12 h, including 851 up-regulated genes and 776 down-regulated genes. A total of 
512 genes were differentially expressed after the treatment with SMs for 24 h, including    
300 up-regulated genes and 212 down-regulated genes. The differentially expressed genes were 
involved in multiple pathways such as autophagy, sugar, lipid, and amino acid metabolism, cell 
wall synthesis, and cell cycle. [Conclusion] The findings provide an experimental basis for 
revealing the mechanism of SMs in inhibiting fungal growth and a theoretical basis for the 
application of SMs in the prevention and control of crop fungal diseases. 
Keywords: Bacillus subtilis J-15 secondary metabolite; Saccharomyces cerevisiae; transcriptome; 
antifungal mechanism 
 

真菌病害严重威胁作物生产安全，化学农

药的不合理使用使得环境污染和病害耐药性等

生态安全问题日益凸显，生物防治成为作物病

害防治中安全、高效的新选择 [1]。生防细菌

(biocontrol bacteria)作为天然生物防治手段可

通过产生高活性次级代谢产物抑制病原菌的生

长发育、提高作物系统抗病性从而达到良好的

病害防治效果 [2] 。近年来，枯草芽孢杆菌

(Bacillus subtilis)的抗真菌活性受到广泛关注，

由于其能形成内生抗逆芽孢，产生不同生物活

性的代谢物质，因而在作物真菌病害的防治工

作中被广泛应用[3]。王晓琼等[4]发现枯草芽孢杆

菌发酵产生的脂肽类化合物伊枯草菌素 A 可破

坏真菌细胞膜，导致核酸蛋白质的泄漏从而抑

制草莓腐败菌镰刀霉(Fusarium fujikuroi)和灰

葡萄孢霉(Botrytis cinerea)的生长。朱华珺等[5]

发现枯草芽孢杆菌 JN005 胞外抗菌物质对稻瘟

病菌(Pyricularia oryzae Cav.)的菌丝生长和孢
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子萌发有直接抑制作用，在稻瘟病中具有良好

的预防和治疗效果。枯草芽孢杆菌产生的次级

代谢物可作用于病原菌细胞膜的磷脂双分子

层，改变细胞膜通透性和功能，抑制作物病原

真菌的生长发育，从而表现出良好的农业生物

防治剂开发潜力[6]。 
随着组学技术的不断进步，转录组学技术

逐渐成为真菌药物杀菌反应研究的有力工具[7]。

因其既能获得基因的构成、基因功能等信息，

又能反映在特殊环境下基因表达的调控机制，

从而可为天然活性产物的抗菌机制研究提供更

加全面可靠的见解[8]。酿酒酵母具有与作物致病

真菌(如曲霉菌和镰刀菌)相似的细胞壁成分[9]。

此外，酿酒酵母作为一种单细胞真核生物，其

结构相对简单、蛋白相对较少，被认为是研究

真核生物生理过程的良好模式生物[10]。曾燕[11]

以酿酒酵母为模式真菌材料探究了吩嗪-1-羧酸

杀抑真菌的机理。郭娜[12]探究了白鲜碱的体外抗

真菌活性，并以酿酒酵母为模式真菌研究对象从

分子生物学角度阐明了其抑菌的作用机制。通过

对酿酒酵母处理得出的一些试验结果具有代表

性及普遍性，因此酿酒酵母成为研究其他真核生

物的一种模式生物并提供相应的研究工具[13]。 
前 期 研 究 发 现 J-15 次 级 代 谢 产 物

(secondary metabolites, SMs)能够有效抑制棉花

黄萎病致病菌大丽轮枝菌 (Verticillium dahliae 
Kleb.)的生长及孢子萌发[14]，对实验室盆栽棉花

黄萎病具有良好的防治作用[15]。在另外一项研

究中，通过高通量测序技术探讨 SMs 对土壤真

菌多样性和丰度的影响，初步证明 SMs 作用

能引起土壤中优势真菌的相对丰度显著上升、

病原真菌相对丰度减少，提示 SMs 具有良好的

农业生物防治剂开发潜力[16]。此外，通过测定

SMs 抑菌谱发现，SMs 对青霉(Penicillium)、毛

霉(Mucor)、白色念珠菌(Candida albicans)和黄

曲霉(Aspergillus flavus)等多种致病真菌的生长

具有显著抑制效果[17]。SMs 表现出诱导真菌细

胞核裂解、核膜破裂引起细胞坏死的抑菌作用

特性，这与其他枯草芽孢杆菌次级代谢产物直

接作用于细胞膜，改变细胞膜结构、诱导膜分

裂机制发挥抑菌作用不同[18-20]，因此有必要借

助转录组学技术从分子水平探究其发挥抑菌作

用的分子机制。本文通过高通量测序技术对酿

酒酵母 S288C 进行转录组测序分析，旨在挖掘

SMs 作用酵母后转录组信息变化，探究其发挥

抗真菌作用的关键基因及关键代谢通路。以期

为揭示枯草芽孢杆菌 J-15 次级代谢产物的抑菌

作用机理奠定理论基础，并为其开发应用于作

物真菌病害防治提供理论依据。 

1  材料与方法  
1.1  材料 
1.1.1  菌种 

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae) S288C、

枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis) J-15 均来自新

疆师范大学生命科学学院新疆特殊环境物种保

护与调控生物学实验室。 
1.1.2  培养基 

牛肉膏蛋白胨培养基(g/L)：牛肉膏 5.0，蛋白胨

10.0，NaCl 5.0；酵母浸出粉胨葡萄糖培养基(g/L)：

蛋白胨 10.0，葡萄糖 20.0，酵母浸出粉 5.0。 
1.1.3  主要试剂和仪器  

真菌总 RNA 快速抽提试剂盒，生工生物工

程(上海)股份有限公司；FastKing cDNA 第一链

合成试剂盒及 SuperReal 荧光定量预混试剂盒

(SYBR Green)，天根生化科技(北京)有限公司；

MTT 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒及 Annexin 
V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒，上海碧云天生

物技术有限公司；Hoechst 33342 染色试剂盒，

北京索莱宝科技有限公司。实时荧光定量 PCR 仪
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和酶标仪，赛默飞世尔科技公司；流式细胞仪，

Becton Dickinson 公司；共聚焦显微镜，Nexcope
公司，HiSeq X Ten 高通量测序仪，Illumina 公司；

实时荧光 PCR 检测系统，Bio-Rad 公司。 

1.2  J-15 次级代谢产物的制备和纯化 
枯草芽孢杆菌 J-15 次级代谢产物(secondary 

metabolites, SMs)的制备流程及纯化方法参考

文献[21]：4 ℃、12 000 r/min 离心 30 min 收集

枯草芽孢杆菌 J-15 发酵上清液以去除细菌残留

物，在无菌发酵液中加入盐酸调节 pH 值为 2.0，
并在 4 ℃冷藏过夜进行沉淀。随后，4 ℃、     
12 000 r/min 离心 30 min 收集酸沉淀物质，并

将沉淀溶解在 80%预冷丙酮中，−20 ℃放置   
4 h。将丙酮萃取得到的上层相液体加入同等

体积的三氯甲烷，搅拌混匀 30 min。随后 4 ℃、

12 000 r/min 离心 20 min 收集上层相液体物质。

加入同等体积的正丁醇充分混合，收集上层正

丁醇相，自然风干获得 J-15 次级代谢产物。参

照 J-15 次级代谢产物对棉花黄萎病病原菌大

丽轮枝菌发挥抑菌作用的相关浓度 [22]，选定

0.3 mg/mL 和 3 mg/mL J-15 次级代谢产物处理

酿酒酵母。 

1.3  MTT 法测定酿酒酵母细胞活性 
将浓度为 1×106 CFU/mL 的酿酒酵母按照

1%的接种量接种至酵母浸出粉胨葡萄糖培养

基中，28 ℃、180 r/min 培养 24 h 至对数生长

期(OD600 值约为 0.6)。加入 0.3 mg/mL J-15 次级

代谢产物，28 ℃、180 r/min 黑暗条件下振荡培

养，在培养 6、12、18、24 和 36 h 的细胞悬浮

液中加入 MTT 工作液，按照 MTT 细胞增殖及细

胞毒性检测试剂盒说明书操作，酶标仪 560 nm
处读取 OD 值以测定酿酒酵母的细胞活性。 

1.4  Annexin V-FITC/PI 双染流式细胞术

检测细胞活力 
在浓度为 1×106 CFU/mL 的酿酒酵母菌悬

液中加入 0.3 mg/mL 和 3 mg/mL 的 J-15 次级代

谢产物，28 ℃、180 r/min 黑暗条件下振荡培养

12 h 和 24 h。按照 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡

检测试剂盒说明书操作，PBS 清洗 2 次后加入

5 μL Annexin V 和 10 μL 碘化丙啶(propidium 
iodide, PI)，避光孵育 15 min。采用流式细胞仪

测定细胞坏死情况，共聚焦显微镜观察细胞荧

光状态。 

1.5  Hoechst 33342 染色、共聚焦显微镜观

察酿酒酵母细胞形态 
参照 1.4 中酿酒酵母处理方法，0.3 mg/mL

和 3 mg/mL J-15 次级代谢产物处理酿酒酵母 
12 h 和 24 h，PBS 清洗 2 次后加入 100 μL 
Hoechst 33342 染色液，按照 Hoechst 33342 染

色试剂盒说明书操作，避光条件下孵育 15 min，
弃染色液后 PBS 洗涤 2 次，共聚焦显微镜分析

酿酒酵母细胞形态。 

1.6  J-15 次级代谢产物作用下酵母转录组

数据测序及分析 
将浓度为 1×106 CFU/mL 的酿酒酵母按照

1%的接种量接种至酵母浸出粉胨葡萄糖培养

基中，28 ℃、180 r/min 培养 24 h 至对数期(OD600

值约为 0.6)。根据酿酒酵母生长曲线，按照 3%
的接种量转接至 60 mL 含 0.3 mg/mL J-15 次级

代谢产物的酵母浸出粉胨葡萄糖培养基中，

28 ℃、180 r/min 处理酿酒酵母样品 12 h (对数

生长期)和 24 h (典型平台期)，以不加 J-15 次级

代谢产物培养 12 h 和 24 h 的酿酒酵母作为空白

对照。样品液氮保存送至北京诺禾致源科技股

份有限公司进行转录组测序分析。质量合格的

总 RNA 和 mRNA 用于后续建库测序，测序结

果的原始数据经进一步过滤后得到 clean reads。
构建参考基因组索引，将 clean reads 与参照基

因组进行比对以获得用于后续分析的 mapped 
data (reads)。基于负二项分布的 DESeq 软件进行
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统计分析，定义|log2 (fold change)|≥1.5 且 P<0.05
以获得显著差异表达基因并进行后续分析。 

1.7  实时荧光定量 PCR (RT-qPCR)验证  
以 β-actin 为内参基因，选取 8 个关键差异

表达基因进行 RT-qPCR，验证转录组数据可靠

性。利用 Primer 5.0 设计特异性引物(表 1)，委

托生工生物工程(上海)股份有限公司合成特异

性引物。按照真菌总 RNA 快速抽提试剂盒说明

书提取酵母细胞总 RNA；使用 FastKing cDNA
第一链合成试剂盒将总 RNA 反转录成 cDNA；

使用 SuperReal 荧光定量预混试剂盒对部分差

异表达基因的表达水平进行相对定量检测。

PCR 反应体系(20 μL)：SYBR Green qPCR 预混

液 10 μL、cDNA 样品 2 μL、上、下游引物(终浓

度为 0.3 μmol/L)各 0.6 μL，RNase-free 水 6.8 μL。
PCR 反应条件及相对定量结果分析方法参考 
文献[23]。 

2  结果与分析 
2.1  SMs 对酿酒酵母细胞活性的影响 

MTT 法测定 SMs 处理对酿酒酵母细胞活

性的影响，结果如图 1 所示。0.3 mg/mL SMs
处理 12 h 后酿酒酵母的细胞活性仅为对照组的

30%，表明 SMs 处理对酵母细胞生长发育具有

显著的抑制作用。酿酒酵母的细胞活性随着

SMs 处理时间的增加而持续下降，但处理 24 h
后，随着处理时间的增加，酿酒酵母细胞活性

变化不显著，这可能是由于 SMs 对酵母的毒害

作用有限，抑或是酵母细胞在 SMs 处理较长时

间后能够通过自身的调节以适应此胁迫。综合

考虑，最终选择 0.3 mg/mL SMs 处理酿酒酵母

12 h 和 24 h 进行后续试验。 

2.2  SMs 诱导酿酒酵母坏死 
流式细胞术检测结果如图 2 所示，与对照

组相比，0.3 mg/mL 和 3 mg/mL SMs 处理组酿

酒酵母受 SMs 胁迫 12 h、24 h 后细胞坏死率显

著上升。共聚焦显微镜进一步观察细胞荧光状

态(图 3)，对照组中只有极少数细胞被激发出绿色

和红色荧光，表明只有少数细胞发生早期凋亡和

坏死。SMs 处理组中绿色荧光极少，红色荧光随

处理时间的延长明显增多，SMs 处理增加了细胞

坏死的数量。以上结果表明，SMs 处理引起酿酒

酵母细胞膜通透性增大，并且以浓度依赖和时间

依赖性方式增加酿酒酵母细胞坏死的数量。 

2.3  SMs 作用核膜导致核酸外泄 
共聚焦显微镜观察 SMs 处理后酿酒酵母细 

 
表 1  本研究所用引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer 
name  

Forward primer sequence (5'→3') Reverse primer sequence (5'→3') Description 

PCK1 TTACTGTCTGGAACGCTGGT  TGTGGGTCTGCGGATAAAGT  Phosphoenolpyruvate 
carboxykinase PCK1 

CIT2 CACTTCATGGGCGTGCTAAT CCATGGCAAACTTACGCTGA  Citrate (Si)-synthase CIT2 
ATG2 GGACGGTTAATTGGTAGGTTGG CTGCATGGGTCGATTTTTCCT Atg2p 
FBP1 CTCACACCATCAGACGTGCT TGTTGTCTGCTTGGGGTTGT Fructose1,6-bisphosphate1-

phosphatase 
CHS1 GGGCATTTGAAGGCTTTGCA AACCAACGCCTCCTCTGAAG Chitin synthase CHS1 
KRE9 TTGTTTCCCCCAGCTCCAAG CCATGTGGTAGCGGTCACTT Kre9p 
SNX41 TCCACCCATTCCATCCAAGC CAGATTCGCGAAGGCTGTT Snx41p 
ATG5 GTTCATCAAGACCGCGACAT  CAGAGGAAGCTTTATCGCCG  Atg5p 
β-actin ACTTTCAACGTTCCAGCCTTC  CGTAAATTGGAACGACGACGTGAGTA Reference gene 
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图 1  J-15 SMs 对酿酒酵母细胞活性的影响   不
同小写字母表示各组别平均数之间的差异显著性

(P<0.05) 
Figure 1  Effect of J-15 SMs on the cellular activity 
of Saccharomyces cerevisiae. Different lowercase 
letters indicate the significance of the difference 
between the average numbers of each group 
(P<0.05). 
 
胞核的形态变化(图 4)。对照组中细胞核染色质

紧密分布在核区，细胞核周围透明，呈现出完

整细胞核形态。0.3 mg/mL SMs 处理后酿酒酵

母的细胞核型发生改变，核膜破裂、核酸弥散

到整个细胞中，核膜损伤程度随处理时间增加

越来越明显。值得注意的是，弥散出的核酸仅

局限分布在细胞膜内，并且未观察到其他与细

胞凋亡相关的细胞形态特征改变。因此，可以

谨慎地认为 SMs 可能通过作用于细胞核膜导致

核膜破裂，核酸泄出核区从而诱导酵母细胞发

生坏死。这与先前在 SMs 诱导大丽轮枝菌分生

孢子坏死作用机制研究中得出的 SMs 发挥抑菌

作用方式的结论[22]一致。 

2.4  高通量测序质控及序列比对分析 
借助转录组学技术进一步探究 SMs 抑菌作

用的分子机制。对测序结果进行质控分析，将

原始数据(raw reads)过滤后获得高质量的干净

数据(clean reads)。由表 2 可知各样品的有效

clean reads 比例均在 97.06%以上，clean bases
高于 6.93 Gb，样品 clean reads 的错误率均低于

0.04%，样品 Q20 和 Q30 值均高于 97.38%和

92.57%，G+C 含量及碱基质量分布均较优，表

明各组样品的 RNA 序列数据质量较高，可用于

后续分析。 

2.5  差异表达基因的筛选 
对样本采用 DESeq 分析，筛选条件设为

Padj < 0.05 且|log2 (fold change)|≥1.5 以获得差异显

著表达基因。与 CK12 相比，P12 中有 1 627 个基

因差异表达，其中 851 个基因上调表达，776 个基

因下调表达。与 CK24 相比，P24 中有 512 个基

因差异表达，包括 300 个基因上调表达，212 个

基因下调表达。0.3 mg/mL SMs 处理 12 h 后差

异表达基因较多，上调基因略多于下调基因

(图 5A)。0.3 mg/mL SMs 处理 24 h 后，由于随

着 SMs 处理时间变长细胞坏死数量增加，差异

表达基因数量变少，但仍以上调基因居多，数据

可视化为火山图(图 5B)。对 12 h 和 24 h 差异表

达基因进行关联分析，结果表明在 SMs 处理

12 h 和 24 h 后的差异表达基因中共有 197 个相同

上调表达基因(图 6A)和 155 个相同下调表达基

因(图 6B)。对不同处理时间变化趋势相同的差异

表达基因做进一步分析，以明确 SMs 发挥抑菌

作用的相关途径。 

2.6  差异表达基因基因本体论 (Gene 
Ontology, GO)分类与注释 

通过 BLAST 2GO 对基因进行功能预测，

在 0.3 mg/mL SMs 处理 12 h 条件下差异表达基

因被分为 73 个显著丰富的基因本体论(Gene 
Ontology, GO)术语(P<0.05)，其中 49 项对应于

生物过程(biological process)，16 项对应于分子

功能(molecular function)，8 项对应于细胞成分

(cellular component)。其中差异表达基因主要作

用于细胞的组分和生物过程，引起包括能量合 
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图 2  SMs 作用酿酒酵母 Annexin V-FITC/PI 双染流式散点图   A：空白对照组，酿酒酵母细胞培养

生长 24 h. B、C：酿酒酵母在 0.3 mg/mL SMs 的条件下分别培养 12 h 和 24 h. D、E：酿酒酵母在 3 mg/mL SMs
的条件下分别培养 12 h 和 24 h. 在 Annexin V-FITC/PI 双染二维散点图中，根据细胞荧光标记状态分为以

下四个象限. Q1：(AnnexinV-FITC)−/PI+，此区域的细胞为坏死细胞；Q2：(AnnexinV-FITC)+/PI+，此区域

的细胞为晚期凋亡细胞；Q3：(AnnexinV-FITC)−/PI−，此区域的细胞为活细胞；Q4：(AnnexinV-FITC)+/PI−，
此区域的细胞为早期凋亡细胞. 双染流式散点图横坐标代表 Annexin-FITC 光信号强度，纵坐标代表 PI
光信号强度. F：荧光强度散点图数据统计，**：P<0.01 
Figure 2  Annexin V-FITC/PI double dye flow scatter plot of Saccharomyces cerevisiae by SMs. A: Blank 
control group, culture of Saccharomyces cerevisiae cells for 24 hours. B, C: Saccharomyces cerevisiae cultured at 
0.3 mg/mL SMs for 12, 24 hours. D, E: Saccharomyces cerevisiae cultured at 3 mg/mL SMs for 12, 24 hours. In 
the 2D scatter plot of Annexin V-FITC/PI double staining, the cells were divided into the following four quadrants 
according to their fluorescent labeling. Q1: (AnnexinV-FITC)−/PI+, necrotic cells; Q2: (AnnexinV-FITC)+/PI+, 
the cells in this area were late apoptotic cells; Q3: (AnnexinV-FITC)−/PI−, cells in this region were considered 
viable cells; Q4: (AnnexinV-FITC)+/PI−, cells in this area were early apoptotic cells. The horizontal coordinate of 
the double dye flow scatter diagram represents the Annexin-FITC optical signal intensity, the ordinate represents 
the PI optical signal intensity. F: Fluorescence intensity scatter plot data, **: P<0.01. 
 
成相关生物过程和细胞质膜组分等生物进程的

改变，如 ATP 代谢、磷酸核糖代谢、翻译和氮

代谢过程等(图 7)。0.3 mg/mL SMs 处理 24 h 条

件下差异表达基因被分为 12 个显著丰富的 GO
术语，主要引起膜成分及结构分子活性的变化

(图 8)。综合来看 SMs 处理后上调的差异表达

基因被显著富集在各种生物过程中，包括有机

氮化合物生物合成、翻译、肽生物合成与代谢

和羧酸合成与代谢；分子功能被显著富集在结

构分子活性、核糖体的结构成分、转移酶活性

和裂解酶活性中。下调的差异表达基因被显著

富集在包括 ATP 代谢、磷酸核糖代谢、氧化还 
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图 3  0.3 mg/mL SMs 作用酿酒酵母 Annexin V-FITC/PI 荧光图(10×)   A：空白对照组，酿酒酵母细

胞培养生长 24 h. B：酿酒酵母在 0.3 mg/mL SMs 的条件下培养 12 h. C：酿酒酵母在 0.3 mg/mL SMs 的

条件下培养 24 h. FITC：在荧光显微镜 FITC 通道下观察酵母细胞的荧光发光状态. TRITC：在荧光显

微镜 TRITC 通道下观察酵母细胞的荧光发光状态. Light filed (TD)：在荧光显微镜明视场通道下观察酵

母细胞状态. Custom：荧光场、明视场融合图像 
Figure 3  Fluorogram of 0.3 mg/mL SMs acting on Saccharomyces cerevisiae Annexin V-FITC/PI (10×). A: 
Blank control group, culture Saccharomyces cerevisiae cells for 24 hours. B: Culture Saccharomyces 
cerevisiae cells at 0.3 mg/mL SMs for 12 hours. C: Culture Saccharomyces cerevisiae cells at 0.3 mg/mL 
SMs for 24 hours. FITC: The fluorescent luminescence state of yeast cells was observed under the FITC 
channel of fluorescence microscope. TRITC: The fluorescent luminescence state of yeast cells was observed 
under TRITC channel of fluorescence microscope. Light filed (TD): Yeast cell state was observed under 
fluorescence microscope under bright field channel. Custom: Fluorescent, bright field fusion image. 
 

 
 

图 4  SMs 作用酿酒酵母核型分析(40×)   A：空白对照组，酿酒酵母培养生长 24 h. B：酿酒酵母在

0.3 mg/mL SMs 的条件下培养 12 h. C：酿酒酵母在 0.3 mg/mL SMs 的条件下培养 24 h 
Figure 4  Karyotyping of Saccharomyces cerevisiae by SMs (40×). A: Blank control group, culture 
Saccharomyces cerevisiae cells for 24 h. B: Culture Saccharomyces cerevisiae cells at 0.3 mg/mL SMs for 12 h. 
C: Culture Saccharomyces cerevisiae cells at 0.3 mg/mL SMs for 24 h. 
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表 2  高通量测序质控数据统计 
Table 2  Quality control data statistics of RNA-seq sequence 
Sample Raw reads Clean reads (%)a Clean bases (Gb) Error rate (%)b Q20 (%)c Q30 (%)d Reads GC (%)e 
CK12_1 59 796 090 59 064 810 (98.78%) 8.86 0.03 97.74 93.38 41.55 
CK12_2 49 934 988 48 979 608 (98.09%) 7.35 0.03 97.70 93.32 41.29 
CK24_1 54 790 870 53 393 703 (97.45%) 8.01 0.03 97.47 92.81 41.41 
CK24_2 60 180 866 59 193 899 (98.36%) 8.88 0.03 97.64 93.16 41.55 
P12_1 55 869 980 55 143 670 (98.70%) 8.27 0.03 97.45 92.72 41.06 
P12_2 57 427 344 56 778 415 (98.87%) 8.52 0.03 97.54 92.93 41.16 
P24_1 63 603 500 62 108 817 (97.65%) 9.32 0.03 97.38 92.57 41.13 
P24_2 47 575 616 46 175 064 (97.06%) 6.93 0.03 97.61 93.06 41.22 
a：原始数据(raw reads)过滤后的 clean reads 数目及所占百分比. b：数据整体测序错误率. c：Q20：Phred 数值大于 20 的

碱基占总碱基的百分比. d：Q30：Phred 数值大于 30 的碱基占总碱基的百分比. e：Clean reads 中 G 与 C 占 4 种碱基的

百分比 
a: The number and percentage of clean reads filtered from raw data. b: Overall sequencing error rate of data. c: Percentage of 
bases with a Phred value greater than 20 in total bases. d: Percentage of bases with a Phred value greater than 30 in total bases. 
e: Percentage of G and C in the four bases of clean reads. 

 

 
 
图 5  SMs 处理 12 h (A)和 24 h (B)差异表达基因火山图 
Figure 5  Volcano map of differentially expressed genes treated with SMs for 12 h (A) and 24 h (B).  
 
原、磷代谢过程和核糖核苷酸代谢等能量合成

相关的生物过程中；在分子功能上主要被显著

富集在氧化还原酶活性和电子载流子活性中。

由此推测，SMs 可能会对酵母生长发育、酶或

功能蛋白等生物过程或细胞结构起作用。 

2.7  糖类、脂类和氨基酸代谢通路相关差

异表达基因变化 
通过京都基因和基因组数据库 (Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG)功

能富集分析发现，0.3 mg/mL SMs 处理会使酵 
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图 6  12 h 和 24 h 差异表达基因关联性分析   A：上

调基因. B：下调基因 
Figure 6  Correlation analysis of 12 h and 24 h 
differentially expressed genes. A: Up-regulated genes. 
B: Down-regulate genes. 
 
母细胞糖类、脂类和氨基酸代谢通路发生显著

变化。糖类、脂类和氨基酸代谢是机体维持正

常生命活动所必需的重要代谢通路，SMs 处理

酿酒酵母 12 h 后，糖酵解途径中有 5 个基因上

调表达，36 个基因显著下调表达；处理 24 h 后，

3 个基因上调表达，13 个基因显著下调表达

(P<0.05)，其中参与糖酵解/糖异生途径和乙醛

酸循环的 4 种关键限速酶基因(编码糖酵解/糖
异生的磷酸烯醇丙酮酸羧激酶基因 PCK1、果

糖-1,6-双磷酸酶基因 FBP1、异柠檬酸裂合酶基

因 ICL1 和苹果酸合酶基因 MLS1)表达量在 SMs
处理酿酒酵母 12 h 和 24 h 后均被显著下调，表

明 SMs 可能通过抑制乙醛酸循环关键酶活性和

糖酵解中的磷酸烯醇式丙酮酸转化过程抑制酿

酒酵母的能量供应，从而抑制酿酒酵母的生长

发育。SMs 处理酿酒酵母 12 h 后脂肪酸代谢通

路中有 4 个基因上调表达，41 个基因显著下调

表达；处理 24 h 后 2 个基因上调表达，23 个基

因显著下调表达，表明 SMs 抑制了脂类代谢的

相关生物过程。SMs 处理 12 h 后 5 个氨基酸代

谢途径中有 64 个基因显著上调表达，4 个基因

下调表达；处理 24 h 后 2 个氨基酸代谢途径中 
 

 

 
 
图 7  SMs 作用酿酒酵母 12 h 后差异表达基因的 GO 注释分类图 
Figure 7  GO annotation classification diagram of differentially expressed genes in Saccharomyces 
cerevisiae after 12 h of SMs treatment. 
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图 8  SMs 作用酿酒酵母 24 h 后差异表达基因的 GO 注释分类图 
Figure 8  GO annotation classification diagram of differentially expressed genes in Saccharomyces cerevisiae 
after 24 h of SMs treatment. 
 
有 17 个基因显著上调表达，3 个基因下调表达，

表明 SMs 促进氨基酸生物合成的相关生物过程

(表 3)。以上结果表明 SMs 作用抑制酿酒酵母

细胞中糖类、脂类代谢通路相关基因的表达，

促进氨基酸生物合成通路相关基因的表达。由

此推测，SMs 作用可引起酵母细胞糖类、脂类

代谢途径代谢流下调，阻滞酿酒酵母能量供应

机制，抑制酿酒酵母的生长，从而发挥一定的

抑菌作用。 

2.8  细胞自噬通路相关差异表达基因变化 
通过 KEGG 功能富集分析发现，23 个上调

基因被注释到自噬途径，其中 6 个基因在 12 h 时

显著上调表达，但在 24 h 时发生回落(表 4)，提

示 SMs 发挥抑菌作用可能与酵母细胞的自噬通

路有关。自噬是一种从酵母到人类高度保守的

细胞内降解途径[24]，真核细胞在能量供给被抑

制条件下可通过溶酶体降解胞内物质的自噬过

程来调整细胞能量供应的稳定。现阶段研究认

为自噬与细胞程序性死亡有关[25]，ATG2-ATG18
蛋白复合物启动自噬体形成过程中的膜扩张过

程[26]，在本研究中 ATG2、ATG18 基因在 SMs
作用后显著上调表达，表明 SMs 处理可加速酵

母细胞启动自噬体的膜扩张过程，促进细胞自

噬进程的发生。自噬体组装位点中存在 2 个泛

素样结合系统成分[27]，其中一种以 ATG12 和

ATG5 的共轭形式存在[28]。在本研究中，SMs
诱导 ATG5 基因显著上调表达，提示 SMs 在自

噬体形成过程中发挥积极作用。Scott 等[29]发现

ATG1 可强烈诱导细胞自噬、抑制细胞生长，诱

导细胞死亡。Yeh 等[30]发现 ATG13 蛋白可与

ATG1 蛋白的 C 末端结合，促进特定自关联

ATG1-ATG13 蛋白复合物的形成，并证明其最

终与自噬活性增加相关。在本研究中，ATG1
基因表达量在 SMs 处理后显著上调，表明 SMs 
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表 3  酿酒酵母糖类、脂类和氨基酸代谢通路相关基因变化 
Table 3  Changes in genes associated with sugar, lipid and amino acid metabolic pathways in Saccharomyces 
cerevisiae 
Metabolic pathway 12 h  24 h 

Up-regulation Down-regulation  Up-regulation Down-regulation 

糖酵解 Glycolysis  5 36  3 13 
柠檬酸循环 Citrate cycle 1 24  0 9 
氧化磷酸化 Oxidative phosphorylation 7 45  2 15 
丙酮酸代谢 Pyruvate metabolism 0 29  0 15 
脂肪酸降解 Fatty acid degradation 4 12  2 8 
脂肪酸代谢 Fatty acid metabolism 4 41  2 23 
丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢 
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 

0 0  0 2 

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成 
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis 

16 1  0 0 

半胱氨酸和蛋氨酸代谢 
Cysteine and methionine metabolism 

28 2  17 1 

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成 
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis 

10 1  0 0 

赖氨酸生物合成 Lysine biosynthesis 10 0  0 0 

 
表 4  酿酒酵母细胞自噬通路相关基因变化 
Table 4  Changes in autophagy pathway related genes in Saccharomyces cerevisiae cells 
Gene ID Gene name Description 12 h   24 h  

  |log2 (fold change)| P value  |log2 (fold change)| P value 

855479 ATG2 Atg26p 2.78 1.42×10−6  2.19 2.53×10−7 
850577 ATG18 Atg18p 1.93 1.27×10−7  1.55 3.18×10−6 
852200 ATG41 Atg41p 2.25 1.41×10−4  1.84 2.36×10−4 
855954 ATG5 Atg5p 3.61 9.95×10−7  2.51 7.49×10−6 
852695 ATG1 ATg1p 2.49 1.15×10−5  1.67 5.63×10−3 
852035 SNX41 Snx41p 2.31 5.95×10−9  2.06 3.71×10−5 

 
可能诱导 ATG1-ATG13 复合物结合增强并最终

引起酵母自噬依赖性细胞死亡。此外，研究发

现 SMs 诱导 SNX41 基因的上调表达，Ma 等[31]

研究表明 SNX41 可形成二元复合体促进自噬

体与质膜的融合。以上结果表明，SMs 作用引

起酿酒酵母自噬通路基因表达水平显著上调，

这可能是由于 SMs 处理导致酿酒酵母能量供应

机制发生紊乱，酿酒酵母依靠自噬进程以维持

细胞能量供应的稳定。而自噬通量的巨大变化

最终引起酿酒酵母自噬依赖性死亡的发生，从

而发挥一定的抑菌作用。 

2.9  细胞壁生物发生途径相关差异表达基

因变化 
KEGG 功能富集分析发现，SMs 诱导酿酒

酵母的细胞壁生物途径发生改变。酿酒酵母等

真菌细胞壁由 β-1,3-葡聚糖网络、甘露糖蛋白和

几丁质等成分共价结合构成[32]。在恶劣环境中

几丁质相关基因和蛋白的上调表达被认为是真菌



 
892 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

细胞适应恶劣环境的主要机制[33-34]。酿酒酵母

中 7 个细胞壁通路相关基因显著上调表达(表 5)，
表明酵母细胞在受到 SMs 刺激后可较快启动应

激保护机制，通过细胞壁补偿途径以应对 SMs
产生的不利影响。Huang 等[35]研究显示，姜黄

素处理申克链霉菌后能够促进几丁质合成酶相

关基因 CHS1 的上调表达并通过细胞壁补偿途

径克服姜黄素对细胞的不利影响。SMs 处理酿

酒酵母后 CHS1 显著上调表达，表明 SMs 处理

可导致酿酒酵母几丁质及 1,3-β-葡聚糖合成通

路的激活，诱导酿酒酵母启动细胞壁相关补偿

机制。此外，Klis 等[36]研究认为 TOS1 蛋白是

构建和扩大细胞壁 1,3-β-葡聚糖层所必需的，在

本研究中，TOS1 基因在 SMs 处理后表达量显

著上调。糖基磷脂酰肌醇锚定的天冬氨酰蛋白

酶对真菌细胞壁的完整性发挥重要作用[37]。本

研究中，编码天冬氨酸蛋白酶相关基因 YPS1、
YPS3 被诱导上调表达。此外，细胞壁相关蛋白

的编码基因如参与细胞壁 β-葡聚糖组装的糖蛋

白 KRE9P 基因、参与细胞壁几丁质沉积的膜蛋

白 RCR1P 基因以及编码细胞壁糖蛋白的

CCW14P 基因表达量均被显著诱导上调表达。

以上结果表明，在受到 SMs 作用后，功能基因

的上调表达在维持细胞壁完整性、减轻细胞壁

损伤、形态发生和致病性方面发挥重要作用。

功能基因的上调表达可能是酵母细胞在应对细

胞壁攻击时发生的相关应激作用，这些应激作用

途径包括 1,3-β-葡聚糖合酶合成通路、糖基磷脂

酰肌醇锚定蛋白合成通路以及细胞壁几丁质沉

积通路等与细胞壁补偿机制相关的代谢通路。 

2.10  转录组数据 RT-qPCR 验证 
为验证转录组数据的质量，以 β-actin 作为

内参基因，筛选出 8 个糖异生、TCA 循环和细

胞自噬途径的关键差异表达基因进行实时荧光

定量 PCR 验证。对基因表达水平进行标准化处

理后将基因差异倍数以 2 为底求对数，得到结

果与 RNA-Seq 数据进行对比(图 9)。RT-qPCR 基

因表达趋势与转录组数据中基因表达趋势具有

良好的一致性，证明了本研究中 RNA-Seq 分析

结果的可靠性。 
此外，为验证在模式真菌酿酒酵母中所获

得结果的可靠性，在棉花黄萎病致病菌大丽轮

枝菌中检测相关作用通路基因的表达情况，以

对本研究结果作进一步的解释说明。SMs 处理

后大丽轮枝菌相关通路基因的表达情况与模式

真菌酿酒酵母的基因表达具有良好的一致性

(图 10)，证明本研究通过酿酒酵母所获得结果

的可靠性，提示可通过分析酿酒酵母中基因的

表达变化去推测 SMs 在其他致病真菌中的相关

作用。 
 
表 5  酿酒酵母细胞壁生物发生途径相关基因变化 
Table 5  Changes in genes associated with the cell wall biogenesis pathway in Saccharomyces cerevisiae 
Gene ID Gene Name Description 12 h   24 h  
  |log2 (fold change)| P value  |log2 (fold change)| P value 

855529 CHS1 Chitin synthase 4.29 1.32×10−12  3.25 1.48×10−5 
852459 TOS1 Tos1p 2.20 9.74×10−16  1.83 1.86×10−7 
850811 YPS1 YPS1p 2.65 4.11×10−14  2.34 6.01×10−5 
850812 YPS3 YPS3p 2.37 8.54×10−8  2.11 7.91×10−6 
853265 KRE9 Kre9p 1.95 4.18×10−6  1.87 9.27×10−4 
852290 RCR1 RCR1P 2.83 2.32×10−14  2.04 2.16×10−7 
851107 SNX41 SNX41P 2.46 6.14×10−8  1.79 7.23×10−3 
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图 9  RNA-Seq 转录组数据 RT-qPCR 验证 
Figure 9  RT-qPCR validation of RNA-Seq 
transcriptome data. 

3  讨论与结论 
微生物次级代谢产物发挥抑菌作用的机理

主要通过以下 3 种方式：对细胞壁或细胞膜系

统起作用；对遗传物质或遗传微粒结构起作用；

对酶或功能蛋白起作用[38-39]。前期研究发现枯

草芽孢杆菌 J-15 次级代谢产物(SMs)对大丽

轮枝菌、黄曲霉等多种作物病害真菌表现出

独特的抑菌特性[40-41]。进一步通过高效液相色

谱(HPLC)、串联质谱(MS/MS)等手段对 SMs 中

具有拮抗植物病原真菌作用的成分进行纯化表

征，最终发现枯草芽孢杆菌 J-15 次级代谢产物

中抑制真菌活性的主成分被鉴定为伊枯草菌素 
 

 
 
图 10  大丽轮枝菌相关功能基因的表达验证   SC：酿酒酵母；VD：大丽轮枝菌 
Figure 10  Expression verification of functional genes related to Verticillium dahliae. SC: Saccharomyces 
cerevisiae; VD: Verticillium dahliae.  
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家族中具有 C17 脂肪酸链的脂肽类化合物[40]。

基于前期 SMs 发挥独特抑制真菌活性作用的发

现，本研究对 SMs 抑菌作用的分子机制做了进

一步的科学探讨。流式细胞术及共聚焦显微镜

观察结果表明 SMs 作用诱导酿酒酵母核膜破

裂，核酸泄出核区，引起酿酒酵母细胞坏死。

转录组结果显示，在 SMs 作用条件下，酿酒酵母

细胞内一系列基因的表达水平发生变化，差异表

达基因较多集中在糖类、脂类和氨基酸代谢；细

胞自噬和细胞壁生物发生途径等信号通路。 
碳代谢是机体内最重要的基础代谢，本研

究中，糖酵解途径和乙醛酸循环的关键限速酶

基因以及线粒体丙酮酸载体蛋白基因在 SMs 处
理后下调表达，表明 SMs 处理可能抑制了酿酒

酵母乙醛酸循环关键酶的活性以及糖酵解过程

中磷酸烯醇式丙酮酸的转化过程，从而在糖酵

解和乙醛酸循环通路上扰乱酿酒酵母的能量供

应机制，导致酿酒酵母的碳代谢过程被极大地

抑制或破坏。此外，RNA 转运基因、细胞周期

蛋白基因的下调表达可能诱导酿酒酵母的细胞

周期被延滞在细胞间期，导致 DNA 复制过程受

到极大抑制。这些变化可能均限制细胞的增殖，

起到一定的抑菌作用。自噬依赖性细胞死亡的

发生通常被认为是自噬通量(包括自噬活性、自

噬持续时间和自噬内容物)增强的结果[42]。在本

研究中，自噬通路基因的显著上调表达提示

SMs 处理可能引起自噬通量的改变，诱导酿酒

酵母发生自噬依赖性死亡。除糖脂代谢、细胞

壁完整性等途径外，其他信号转导通路基因的

差异表达也调控着酵母细胞的代谢过程，如细

胞内酶活性、氨基酸运输代谢等途径也受到影

响，提示 SMs 可能通过作用酿酒酵母细胞的多

个效应靶点从而发挥诱导酿酒酵母坏死的相关

抑菌特性。而对于 SMs 抑菌作用机理更深入的

探究，还有待于进一步分析挖掘转录组数据，

以及在作物致病真菌中继续开展对关键基因表

达的相关验证。 
本研究初步探究了 J-15 次级代谢产物(SMs)

抑制酿酒酵母的作用分子机制，为探明 SMs 抑

制真菌生长的作用机理及将其应用于作物真菌

病害防治提供了重要的试验依据和理论基础，

对于有效开发微生物资源进行生物防治具有重

要的指导意义。 
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