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摘   要：【背景】褪黑素(melatonin)是动植物内广泛存在的一种小分子生物胺类物质，在促进生物

生长和提高环境耐受性等方面发挥重要作用。木霉(Trichoderma)既是重要的生防菌株也是高效的

工业产品生产菌株，能够合成丰富的代谢产物。【目的】针对目前木霉菌株中还未发现褪黑素合成

的问题，构建具有褪黑素合成能力的绿色木霉(Trichoderma viride)工程菌，并对其生理特性进行研

究。【方法】在绿色木霉 Tv-1511 中异源表达了来源于人基因组的芳烷基胺 N-乙酰转移酶

(aralkylamine N-acetyltransferase, AANAT)编码基因 hAANAT 和乙酰复合胺 -O-甲基转移酶

(acetylserotonin-O-methyltransferase, ASMT)编码基因 hASMT，高效液相色谱法(high performance 
liquid chromatography, HPLC)检测了木霉工程菌合成褪黑素的产量，并利用生化方法检测了工程菌

的生长、抗逆及对植物的促生抗病能力。【结果】获得了具有褪黑素合成能力的绿色木霉工程菌，

此株工程菌具有更好的生长和产孢特性、更强的逆境胁迫耐受能力、更高的病原菌拮抗性，以及

更有效的植物促生能力。【结论】褪黑素对绿色木霉的生长和抗逆具有积极的作用，通过遗传改造

获得具有褪黑素合成能力的木霉菌株，对工农业生产应用具有重要意义。 
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Abstract: [Background] Melatonin is a small-molecule biogenic amine ubiquitous in animals and 
plants, which promotes the growth and environmental adaptation of organisms. Trichoderma act as 
important biocontrol strains and engineering strains of industrial products, which can produce 
diverse secondary metabolites. [Objective] Since the melatonin synthesis in Trichoderma strains 
remains unclear, we constructed a Trichoderma viride strain capable of synthesizing melatonin and 
characterized its physiological properties. [Methods] In this study, the genes hAANAT encoding 
human alkylamine N-acetyltransferase and hASMT encoding human acetylserotonin 
O-methyltransferase were heterologously expressed in T. viride Tv-1511. The yield of melatonin 
synthesized by the engineered strain was determined by high performance liquid chromatography 
(HPLC). Furthermore, the growth, stress resistance, and growth-promoting and biocontrol abilities 
of the engineered strain were determined by biochemical methods. [Results] A 
melatonin-producing strain of T. viride was obtained, which had better growth and sporulation 
characteristics, stronger stress tolerance, stronger antagonism to pathogens, and higher plant 
growth-promoting ability than the start strain. [Conclusion] Melatonin plays a positive role in the 
growth and stress resistance of T. viride. It is of great significance to construct the Trichoderma 
strains with melatonin-synthesizing ability by genetic modification. 
Keywords: Trichoderma viride; melatonin; gene editing; gene function; physiological properties 

褪黑素(melatonin)，学名 N-乙酰基-5-甲氧

基色胺，又称松果体素，是动植物体内广泛存

在的一种小分子生物胺类物质，具有重要的生

理作用。褪黑素在人体和动物体内的含量极

少，只有 pg/mL 水平，但生理作用十分重   
要 [1]，主要作用有调节昼夜节律 [2]、缓解睡眠

障碍、抗氧化、抗衰老、抗肿瘤 [3]等。褪黑素

在植物体中也广泛存在，其含量分布差异巨

大，从 pg/g到 μg/g 都有分布，但一般含量高于

人体和动物体，其在植物中的主要作用包括促

进植物生长、侧根形成 [4-7]及提高环境耐受性

等，褪黑素在植物体内可以作为一种信号分

子，调节逆境胁迫对植物的影响 [8]。有研究报

道在细菌、真菌和藻类中也存在褪黑素[9-11]。 
动物中褪黑素的合成主要在松果体细胞中

合成，其合成的前体物是色氨酸[12]。松果体细

胞从血液中摄取色氨酸，在色氨酸羧化酶

(tryptophan hydroxylase, TPH)、5-羟色氨酸脱羧酶

(5-hydroxytryptophan decarboxylase, 5-HTPDC)、
芳 烷 基 胺 N- 乙 酰 转 移 酶 (aralkylamine 
N-acetyltransferase, AANAT)[13]、乙酰复合胺-O-
甲基转移酶 (acetylserotonin O-methyltransferase, 
ASMT)等一系列酶的作用下，经过羟化、脱

羧、N-乙酰化和氧甲基化，最终形成褪黑素。
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褪黑素在植物中的合成和在动物中类似，也是

由植物中的色氨酸生物合成的[14]。首先通过色

氨酸脱羧酶(tryptophan decarboxylase, TDC)和
5-羟化酶将色氨酸转化为色胺和 5-羟色氨酸。

然后分别通过色胺 5-羟化酶和氨基酸脱羧酶作

用将色胺和 5- 羟色氨酸转化为 5- 羟色胺

(serotonin)[15-16]，5-羟色胺再通过 5-羟色胺-N-
乙酰转移酶转变为 N-乙酰羟色胺，最终通过

ASMT 的甲基化作用将 N-乙酰羟色胺合成为褪

黑素[17-20]。 
有研究发现，经酿酒酵母发酵后葡萄酒中

褪黑素大量产生，但用于发酵的葡萄浆却并未

检出褪黑素的存在，表明了酿酒酵母与褪黑素

之间关系密切。在发酵的整个过程中，褪黑素

存在先升后降的趋势，这个趋势与酵母的生长

曲线有关联，推断褪黑素与酵母的生长代谢关

系密切，可能是作为一种信号分子参与酵母的

生长代谢 [21]。有研究者以酿酒酵母为宿主细

胞，通过异源表达哺乳动物体内褪黑素合成相

关的酶，重构了褪黑素合成路线。 
木霉(Trichoderma)是一类重要的多功能丝

状真菌，种类众多[22]，是农业生产中重要的生

防菌株和植物促生菌株，也是工业生产中重要

的酶和代谢产物的工程菌。木霉产生的次级代

谢产物种类繁多，具有各种各样的生物活性。

目前已从木霉代谢产物中分离出了 180 余种化

合物 [ 2 3 ]，例如聚酮类化合物 [ 2 4 - 2 5 ]、蒽醌 (萜
类 )、氨基酸及其衍生物等。其在农药、医

药、食品等领域有广泛的开发应用前景，例如

开发为杀菌剂、除草剂、杀虫剂及抗肿瘤药物

等。然而，目前尚无木霉代谢合成褪黑素的报

道，在其菌体和发酵液内也未检测到褪黑素。

绿色木霉(Trichoderma viride) Tv-1511 是我们

前期分离鉴定的一株具有良好植物促生和生物

防治功能的优势菌株[26-27]，其菌剂与生物肥料 

已获授权国家发明专利(ZL201910626525.9)[28]，

同时该菌株也已完成了全基因组精细图谱的绘

制 [DDBJ/ENA/GenBank (accession No: 

VCEC00000000; BioProject ID：PRJNA543939; 

BioSample accession: SAMN11791795)]和功能

基因的鉴定。我们在 Tv-1511 基因组中鉴定出

了褪黑素合成途径中的关键基因，包括色氨酸

合成酶(tryptophan synthase, TvTRPS)、色氨酸

羟化酶(tryptophan hydroxylase, TvTPH)、色氨酸

脱羧酶(L-tryptophan decarboxylase, TvTDC)的

编码基因，但是未发现 AANAT 和 ASMT 的编

码基因。因此，通过引入外源 AANAT 和 ASMT

基因可能是实现木霉合成褪黑素的可能途径。 

木霉具有发酵周期短、培养条件简单、反

应条件温和、不涉及有毒有害的化学试剂、发

酵产物易于下游分离的特点，同时能够实现高

密度发酵，产物合成效率高，是优良的宿主表

达系统和良好的异源蛋白生物反应器。利用基

因组分析和基因工程技术，调控木霉中重要代

谢产物的表达是提高木霉抗逆性、促生能力的

有效途径。构建筛选能够合成褪黑素的木霉工

程菌株，可为促进生物肥料的研发等提供出发

菌株，也可为褪黑素的工业化生产提供优良底

盘，对促进木霉菌在农业和工业生产中的应用

具有重要意义。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  样品 

绿色木霉(Trichoderma viride) Tv-1511，本

实验室分离保存，在中国普通微生物菌种保藏

中心的保藏号为 CGMCC 16800。 
质粒pCAMBIA1303-Hygro和pCAMBIA1303- 

Ble 由 pCAMBIA1303 质粒改造而来。供试植物
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为小麦(济麦 22)和黄瓜(津研四号)。 
1.1.2  培养基 

PDA 培养基(g/L)：马铃薯浸粉 6.0，葡萄糖

20.0，琼脂 20.0。LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨

10.0，酵母浸粉 5.0，氯化钠 10.0，琼脂 15.0。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

潮霉素、氨苄青霉素、Hoagland 营养液、

溶解酶和褪黑素标准品，Merck/Sigma-Aldrich

公司；限制性内切酶 Spe Ⅰ和 BstE Ⅱ，NEB 公

司；高保真 PCR 聚合酶预混液 2×Phanta Master 

Mix、 DNA 回收试剂盒 FastPure Gel DNA 

Extraction Mini Kit，南京诺唯赞生物科技股份有

限公司。溶液Ⅰ：1.2 mol/L D-sorbitol，0.1 mol/L 

KH2PO4，pH 5.6。溶解酶液：取 0.15 g 溶解酶  

溶于 20 mL 溶液Ⅰ，0.22 μm 滤膜过滤除菌。溶液

Ⅱ ： 1 mol/L sorbitol ， 50 mmol/L CaCl2 ，       

10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5。Polyethylene glycol 

(PEG)溶液：25% PEG600，50 mmol/L CaCl2，

10 mmol/L Tris-HCl，pH 7.5。 

温度梯度 PCR 仪，Applied Biosystems 公

司；冷冻离心机，Eppendorf 公司；高效液相色

谱仪，Agilent 公司；电泳仪，Tanon 公司；凝

胶成像仪，Gensens 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  hAANAThAaNAT 和 hASMT 基因序列的

克隆及表达载体的构建 
(1) hAANAThAaNAT 和 hASMT 基因表达盒

的克隆 
在 NCBI GenBank 中查询 hAANAThAaNAT 

(gene ID: 15)和 hASMT (gene ID：438)的基因序

列，用化学合成的方法获得密码子优化后的

hAANAThAaNAT 和 hASMT 基因序列。以密 
码子优化后的 hAANAThAANAT 基因序列作 
为模板，采用引物 hAANAThAANAT-YH-SpeI- 
Forward (5′-CGGACTAGTATGAGCACCCAGT 

CCACGCA-3′) 和 hAANAThAANAT-YH-BstEII- 
Reverse (5′-GGGTTACCTCAACACCCCGAGT 
TGCGTCG-3′)扩增，克隆获得带有酶切连接位

点(Spe I 和 BstE II)的 hAANAThAANAT 基因表达

盒；以密码子优化后的 hASMThASMT 基因序

列作为模板，采用引物 hASMThASMT-YH- 
SpeI-Forward (5′-CGGACTAGTATGGGCTCAT 
CTGAAGACCA-3′)和 hASMThASMT-YH-BstEII- 
Reverse (5′-GGGTTACCTCATTTTCTCGCCAG 
TATGCCGT-3′)扩增克隆获得带有酶切连接 
位点(Spe I 和 BstE II)的 hASMThASMT 基因表

达盒。 
利用高保真 PCR 聚合酶预混液 2×Phanta 

Master Mix 进行 PCR 扩增，获得带有酶切连接

位点(Spe I 和 BstE II)的 hAANAT 和 hASMT 基因表

达盒；对 PCR 产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，利

用 DNA 回收试剂盒 FastPure Gel DNA Extraction 

Mini Kit 回收扩增的 DNA 片段；将 DNA 片段连

接 T 载体，测序验证序列的正确性，获得

hAANAT 和 hASMT 基因表达盒的完整序列。 

(2) DNA 片段及表达载体双酶切 

将回收得到的 hAANAT 和 hASMT 的基因表达

盒与载体pCAMBIA1303-Hygro和pCAMBIA1303- 

Bleo 用限制性内切酶 Spe I 和 BstE II 进行双酶

切；对酶切产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳，将

目的条带切胶，利用 DNA 回收试剂盒 FastPure 

Gel DNA Extraction Mini Kit 回收酶切后的基因

表达盒和线性化的 pCAMBIA1303-Hygro 和

pCAMBIA1303-Bleo 质粒。 

(3) 表达载体的构建及转化 
DNA 片段与表达载体的连接采用 T4 连接

酶进行，将以上获得的 hAANAT 基因和 hASMT

基因的表达盒分别连入 pCAMBIA1303-Hygro

和 pCAMBIA1303-Bleo 线性载体中，反应体系

10 μL。 
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取 50 μL 大肠杆菌 DH5α 感受态细胞与  
10 μL 连接体系混匀孵育进行质粒转化，转化

后涂布到含有 100 μg/mL 卡那霉素的 LB 平板

上；37 ℃培养 12−20 h 后，挑取菌落至含有

100 μg/mL卡那霉素的LB液体培养基中，37 ℃、

200 r/min 培养 12−20 h 后菌落 PCR 验证。 
1.2.2  原生质体制备及过表达工程菌株的构建 

(1) 原生质体制备 
接种绿色木霉 Tv-1511于 PDA平板，28 ℃

培养 10 d 以产生大量新鲜分生孢子。用 10 mL
生理盐水(0.9% NaCl，0.05% Tween-20)洗涤菌

丝表面，经玻璃绒纸过滤，去除菌丝体得到孢

子悬液。在玻璃纸覆盖的 PDA 平板上，取 200 μL
孢子悬液涂布，28 ℃避光培养 24 h，使 PDA 平

板上的孢子萌发。配制溶解酶溶液：取 0.15 g 溶解

酶溶于 20 mL 溶液Ⅰ，0.22 μm 滤膜过滤除菌。取

出 PDA 平板，将长有菌丝的纤维膜取出并反向贴

在含有 3−4 mL 裂解液的平板上，28 ℃、100 r/min
条件下处理 100 min。在无菌超净台将平板中的纤

维膜取出，确保大部分菌丝体保留在平板中，在

此过程中可以用溶液Ⅰ冲洗纤维膜上残留的菌丝

块，利用枪头反复吹吸液体中的菌丝块，充分

释放内部的原生质体。用装有纱布的 1.5 mL 管过

滤上述混合液，保留下层滤液并于 4 ℃、       
2 000 r/min 离心 10 min，弃上清，保留底部的原

生质体，加 1 mL 溶液Ⅰ，再次离心，弃上清。加  
1 mL 4 ℃预冷的溶液Ⅱ，冰上得到原生质体。用血

球计数板观察计数，稀释原生质体至 107个/mL。 
(2) 原生质体转化及突变子筛选 
冰上放置 15 mL 离心管，分别加入 200 μL

原生质悬浮液、10 μL 质粒载体和 50 μL PEG
溶液，用枪头混匀，冰上放置 20 min。加 2 mL 
PEG 溶液，轻轻混匀，常温下放置 5 min。加  
2 mL 溶液Ⅱ轻轻混匀，取 2 mL 混合液涂布在

覆盖层析纸的含 1 mol/L 蔗糖 PDA 平板上，层

析纸预先剪成条形，28 ℃避光培养 24 h。将条形

层析纸转导含 300 μg/mL 潮霉素和 200 μg/mL 博

来霉素两种抗生素的 PDA 平板上，28 ℃避光培

养36 h，待条形层析纸边缘长出菌落后挑取菌落，

转接至新鲜的含抗生素 PDA 平板上，培养 2 d。 
转化成功获得转化子后，采用荧光定量

PCR 的方法检测 hAANAT 和 hASMThASMT 的转

录表达，扩增引物分别为： hAANAT-qPCR- 
sense (5′-GAGATTCGCCACTTCCTG-3′) 和

hAANAT-qPCR-antisense (5′-GCATCAGTCGTTCCT 
TGT-3′)，以及 hASMT-qPCR-sense (5′-GGTCAGCCA 
AGTCCTCTT-3′) 和 hASMT-qPCR-antisense 
(5′-CAGCAGCGGTAAGAAGTG-3′)。 

(3) 转化子的遗传稳定性测定 
将转化子接种到 PDA 培养基上于 28 ℃条

件下培养，每隔 7 d 挑取菌落边缘成熟孢子转

接一次，连续转接 20 次。分别取转接的第 5 次、

第 10 次和第 20 次的培养物用于实验。 
1.2.3  绿色木霉出发菌株及工程菌株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/hASMThASMT 发酵液中褪

黑素含量的检测 
将 200 μL 木霉出发菌株和工程菌株(Tv- 

1511-hAANAT/hASMThASMT) 的孢子分别接

种于 PDB 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 培养

96 h，每间隔 24 h 取一次样。通过 2 层无菌纱布

过滤菌丝体后，回收液体发酵液，回收的发酵液

经 10 000 r/min 离心 15 min 后取上清，将上清

液用 0.45 μm 的滤膜过滤后待用。利用高效液

相色谱仪对褪黑素进行定量定性检测。采用外

标峰高法检测木霉发酵液中的褪黑素含量。 
1.2.4  绿色木霉出发菌株及工程菌株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/hASMThASMT 生长和产孢

特性的分析   
(1) 无菌孢子的收集 
接种绿色木霉出发菌株及工程菌株于 PDA

平板上，28 ℃培养 10 d 后，产生大量新鲜分
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生孢子；用 10 mL 生理盐水(0.9% NaCl, 0.05% 
Tween-80)洗涤菌丝表面，经玻璃绒纸过滤，

去除菌丝体得到孢子悬液。用 30%的甘油悬浮，

充分混匀，分装到 1.5 mL 离心管中，标记好名

称和时间，−80 ℃冻存。取一管孢子液进行活菌

计数，确定孢子液的浓度。 
(2) 生长和产孢特性的分析 
将 200 μL 木霉出发菌株和工程菌株 Tv-1511- 

hAANAThAANAT/ hASMT 的孢子分别接种于

PDB 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 培养 48 h，
通过 2 层无菌纱布过滤获得菌丝体。收集菌丝

体，烘干后测定菌体生物量。 
在 PDA 平板上活化木霉出发菌株和工程

菌株 Tv-1511-hAANAT/hASMThASMT，28 ℃
避光培养 48−72 h，使得出发菌株和突变工程

菌株长势均一，再使用打孔器制备大小均一的

菌块并转移到含有 PDA 平板中央。将接有菌

块的平板置于 28 ℃培养 10 d 后，用 10 mL 生

理盐水(0.9% NaCl, 0.05% Tween-80)洗涤菌丝

表面，经玻璃绒纸过滤，去除菌丝体得到孢子

悬液，活菌计数，确定孢子液的浓度。 
1.2.5  绿色木霉出发菌株及工程菌株耐受胁迫

能力的分析 
木霉无菌孢子的收集方法如 1.2.4 所述。 
(1) 液体摇瓶耐盐实验 
将 200 μL 木霉出发菌株和工程菌株

Tv-1511-hAANAThAANAT/ hASMThASMT 的

孢子分别接种于 PDB 液体培养基中，28 ℃、

180 r/min 培养 48 h，通过 2 层无菌纱布过滤获

得无菌的菌丝体。将等量的菌丝体分别接种于

含有 300 mmol/L NaCl 的 PDB 液体培养基中，

28 ℃、180 r/min 培养 72 h，收集菌丝体，烘干

后测定菌体生物量。 
(2) 液体摇瓶耐热实验 
将 200 μL 木霉出发菌株和工程菌株 Tv- 

1511-hAANAThAANAT/ hASMThASMT 的孢子

分别接种于PDB液体培养基中，28 ℃、180 r/min
培养 48 h，通过 2 层无菌纱布过滤获得无菌的

菌丝体。将等量的菌丝体分别接种于新的 PDB
液体培养基中，35 ℃、180 r/min 培养 48 h，收

集菌丝体，烘干后测定菌体生物量。 
1.2.6  绿色木霉(Trichoderma viride) Tv-1511 出发

菌株及其工程菌株对病原菌的生物防治能力分析 
(1) 病原菌平板对峙试验 

先在 PDA 平板上活化木霉出发菌株和工程菌

株 Tv-1511-hAANAThAANAT/hASMThASMT ，

28 ℃避光培养 48−72 h，使得出发菌株和工程

菌木霉长势均一。同时在 PDA 平板上活化不

同的植物病原菌株。使用打孔器分别切取木霉

菌菌饼(直径 5 mm)与病原菌菌饼(直径 5 mm)

接种于直径为 9 cm 的 PDA 培养皿中，使 2 个

菌饼直线距离为 6 cm，28 ℃暗培养 3 d，每天

观察抑制作用，测量病原菌菌落半径。 

(2) 发酵液平板抑菌试验 

将 200 μL 木霉出发菌株和工程菌株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/ hASMThASMT 的孢子分别

接种于 PDB 液体培养基中，28 ℃、180 r/min 培

养 48 h，通过 2 层无菌纱布过滤获得无菌的菌丝

体。将等量的菌丝体转接于 PDB 培养基中，

28 ℃、180 r/min 培养 7 d，收集其发酵液，0.22 μm
无菌滤膜过滤，滤液置于无菌离心管中备用。

将 10 mL 无菌木霉菌发酵液与 40 mL PDA 培养

基混合均匀后倒平板，待其冷却后在平板一侧

转接病原菌，28 ℃静置培养，每天观察抑制作

用，测量病原菌菌落半径。对照为10 mL无菌PDB
培养基与 40 mL PDA 培养基均匀混合倒平板。 
1.2.7  绿色木霉出发菌株及工程菌株发酵液对

植物促生能力的分析  
供试植物为小麦(济麦 22)和黄瓜(津研四

号)。挑选饱满一致的种子进行消毒处理，于

25 ℃培养箱中遮光催芽至露白，然后 16 h光照
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8 h 黑暗培育一定时间后，挑选长势一致的幼苗移

至水培装置，进行处理。以1/2 Hoagland营养液为

水培溶液作为对照组(CK)，以1/2 Hoagland营养液

加入木霉出发菌株及工程菌株发酵液的处理组分

别为T1组和T2组，每个处理设置4个重复，处理

7 d 后进行主根长、株高、叶宽、叶长、鲜重、干

重等指标的测定。 

2  结果与分析 
2.1  表达载体 pCAMBIA1303-Hygro-hAANAT
和pCAMBIA1303-Bleo-hASMT的构建 

根据对褪黑素合成途径的分析，如图 1A

所 示 ， 通 过 引 入 外 源 hAANAThAANAT 和

hASMThASMT 基因来验证是否可以实现绿色木

霉中褪黑素的合成(图 1A)。以化学合成的方法

获 得 密 码 子 优 化 后 的 hAANAThAANAT 和

hASMThASMT 基因序列为模板，设计引物后，

扩增克隆并经过验证，成功获得带有酶切连接

位点(Spe I 和 BstE II)的 hASMThASMT 基因表达

盒。DNA 片段和载体分别进行双酶切，连接

后转入大肠杆菌 DH5α。用无内毒素质粒大提

试剂盒提取并进行验证测序，成功获得表达载

体 pCAMBIA1303-Hygro-hAANAThAANAT 和

pCAMBIA1303-Bleo-hASMThASMT (图 1B)。 
 

 
 

图 1  绿色木霉褪黑素合成的预测通路(A)及表达质粒构建图谱(B) 
Figure 1  The possible biosynthesis pathway of melatonin in Trichoderma viride (A) and the maps of 
constructed vectors for the expressions of hAANAT and hASMT (B). 
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2.2  绿色木霉 Tv-1511-hAANAThAANAT/ 
hASMThASMT 工程菌株的构建 

成功获得表达载体 pCAMBIA1303-Hygro- 
hAANAThAANAT 和 pCAMBIA1303-Bleo- 
hASMThASMT 后，利用 PEG-CaCl2 介导的方

法，将 pCAMBIA1303-Hygro-hAANAThAANAT
和 pCAMBIA1303-Bleo-hASMThASMT 真菌表

达载体转入到绿色木霉原生质体中，经过潮霉

素和博来霉素共筛选，得到能够同时表达

hAANAThAANAT和 hASMThASMT的绿色木霉工

程菌株 Tv-1511-hAANAThAANAT/hASMThASMT，

成功获得绿色木霉 Tv-1511-hAANAThAANAT/ 
hASMThASMT 工程菌株 8 株。采用荧光定量

PCR 的 方 法 检 测 Tv-1511-hAANAThAANAT/ 
hASMThASMT 工程菌中 hAANAThAANAT 和

hASMThASMT 的转录表达水平。结果表明，与野

生型菌株相比，绿色木霉工程菌株 Tv-1511- 
hAANAThASNAT/hASMThASMT 中可以检测到

hAANAThASNAT (图 2A)和 hASMThASMT (图 2B)
的转录表达。同时传代 20 次后的绿色木霉工

程菌株中 hAANAT 和 hASMThASMT 基因表达和

发酵液褪黑素含量能保持稳定，表明了转化子遗

传和生理的稳定性。 

2.3  绿 色 木 霉 工 程 菌 株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/hASMThASMT 发酵液

中褪黑素含量的检测 
离心收集绿色木霉野生型菌株和工程菌 

株 Tv-1511-hAANAThASNAT/hASMThASMT 的

发酵液，利用高效液相色谱仪检测其中的褪黑

素含量(图 3A)。结果显示，在野生型菌株(wild 
type)发酵液中未检测到褪黑素含量，而在

Tv-1511-hAANAThAANAT/hASMThASMT 工程菌

株中，随着培养时间的延长，褪黑素含量逐渐

上升，在培养 72 h 的发酵液中达到最大值，产

量达到 21.26 mg/L (图 3B)。 
2.4  绿 色 木 霉 工 程 菌 株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/hASMThASMT 生长及

抗逆特性的鉴定 
为研究内源合成褪黑素对绿色木霉生长和

产孢的影响，分别进行平板和液体培养实验。

结果显示，培养 72 h 后，工程菌株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/hASMThASMT 的生长菌落

和生物量均比野生型菌株显著提高 (图 4A、

4B)。而在培养 10 d 后，工程菌株 Tv-1511- 
hAANAThAANAT/hASMThASMT 的产孢量比

野生型菌株显著增加(图 4C、4D)。 
 

 
 

图 2  HAANAThAANAT (A)和 HASMThASMT (B)基因表达的 qPCR 鉴定结果 
Figure 2  Identification of the transcriptional expression of HAANAThAANAT (A) and HASMThASMT (B) 
genes by qPCR. 



 
156 微生物学通报 Microbiol. China 

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

 

 
 

图 3  高效液相色谱检测绿色木霉发酵液中褪黑素的含量   A：野生型菌株发酵液中褪黑素含量的检

测. B：工程菌中褪黑素含量的检测 
Figure 3  Determination of melatonin content in the fermentation broth of Trichoderma viride using HPLC. 
A: Determination of melatonin content in the fermentation broth of wild type strains. B: Determination of 
melatonin content in the fermentation broth of engineered strains. 
 

 
 

图 4  绿色木霉工程菌株生长和产孢特性的评价   A 和 B：Tv-1511-hAANAT/hASMT 的菌落生长情况. 
C 和 D：Tv-1511-hAANAT/hASMT 的产厚垣孢子情况 
Figure 4  Characteristic analysis of the growth and sporogenesis of the engineered strain of Trichoderma 
viride. A, C: Growth condition of Tv-1511-hAANAT/hASMT. B, D: SPOROGENESIS of 
Tv-1511-hAANAT/hASMT.  
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我们也利用工程菌株 Tv-1511-hAANAT/ 
hASMT 对内源合成褪黑素对木霉抗逆能力的

影响进行了研究。耐盐性评价实验中发现，在

300 mmol/L NaCl 胁迫下，工程菌株 Tv-1511- 
hAANAT/hASMT 的菌落生长和生物量均比野

生型菌株显著提高(图 5A、5B)；在 35 ℃的培

养环境下，工程菌株 Tv-1511-hAANAT/hASMT
的菌落生长和生物量均比野生型菌株显著提高

了 85.37% (图 5C、5D)。 

2.5  绿色木霉工程菌株 Tv-1511-hAANAT/ 
hASMT 病原菌拮抗特性的鉴定 

木霉是一种被广泛应用的生防菌，有研究

表明褪黑素也对灰霉病、黑斑病等具有一定的

抗性。为了探讨内源合成褪黑素对绿色木霉病原

菌拮抗性的影响，我们进行了工程菌株 Tv-1511- 
hAANAT/hASMT 与病原菌的平板对峙实验和

发酵液抑菌实验。结果发现，与野生型菌株相

比，工程菌株 Tv-1511-hAANAT/hASMT 对不同

病原菌均表现出了更强的抑制效果(图 6)，而工

程菌株 Tv-1511-hAANAT/hASMT 的发酵液对不

同病原菌均表现出了更强的抑制效果(图 7)。 

2.6  绿色木霉工程菌株 Tv-1511-hAANAT/ 
hASMT 的植物促生能力的鉴定  

木霉可以产生一些植物促生性物质比如生

长素等来促进植物的生长，而褪黑素可以参与

植物生长素的合成调控和促进根生长。我们选

取小麦 (济麦 22)和黄瓜 (津研四号 )为供试植

物，研究了绿色木霉工程菌株 Tv-1511-hAANAT/  
 

 
 

图 5  绿色木霉工程菌株盐胁迫和高温胁迫抗性的评价   A 和 B：Tv-1511-hAANAT/hASMT 的盐胁迫

抗性分析. C 和 D：Tv-1511-hAANAT/hASMT 的高温胁迫抗性分析 
Figure 5  Characteristic analysis of the tolerance of the engineered strain of Trichoderma viride to salt stress 
and high temperature. A, B: Salt tolerance analysis of Tv-1511-hAANAT/hASMT. C, D: High temperature 
tolerance analysis of Tv-1511-hAANAT/hASMT. 
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hASMT 的植物促生作用。 
通过对供试植物主根长、株高、叶宽、叶

长、干重、鲜重等指标的测定发现，野生型菌

株及工程菌株发酵液都能有效促进小麦和黄瓜

的生长，尤其是工程菌株发酵液促生效果更加

明显。与野生型菌株发酵液处理组 T1 相比，

工程菌株发酵液处理组 T2 中，小麦的主根

长、株高、叶宽、叶长、干重和鲜重分别增加

了 31.89% 、 24.79% 、 26.64% 、 32.73% 、

22.35%和 40.74% (表 1)，黄瓜的各项指标则分

别 增 加 了 24.98% 、 20.41% 、 17.89% 、

24.78%、28.57%和 34.55% (表 2)。 

 
图 6  绿色木霉工程菌株病原菌拮抗特性的评价   1：尖孢镰刀菌；2：串珠镰刀菌；3：灰葡萄孢菌；

4：葡萄座腔菌；5：棒孢菌；6：盾壳菌；7：立枯丝核菌；8：禾谷镰刀菌 
Figure 6  Characteristic analysis of the antagonism of the engineered strain of Trichoderma viride to several 
pathogens. 1: Fusarium oxysporum; 2: Fusarium moniliforme; 3: Botrytis cinerea; 4: Botryosphaeria rhodina; 
5: Corynespora; 6: Coniothyrium minitans; 7: Rhizoctonia solani; 8: Fusarium graminearum. 

 
图 7  绿色木霉工程菌发酵液的病原菌拮抗特性评价   1：尖孢镰刀菌；2：串珠镰刀菌；3：灰葡萄

孢菌；4：葡萄座腔菌；5：棒孢菌；6：盾壳菌；7：立枯丝核菌；8：禾谷镰孢 
Figure 7  Analysis of the antagonism of the fermentation broth of the engineered strain of Trichoderma 
viride to several pathogens. 1: Fusarium oxysporum; 2: Fusarium moniliforme; 3: Botrytis Cinerea; 4: 
Botryosphaeria rhodina; 5: Corynespora; 6: Coniothyrium minitans; 7: Rhizoctonia solani; 8: Fusarium 
graminearum. 
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表 1  绿色木霉出发菌株及工程菌株发酵液对小麦幼苗生长的影响 
Table 1  Effects of the fermentation broth of the engineered strain of Trichoderma viride on the growth of 
wheat seedlings 
Treatment Root length (cm) Plant height (cm) Leaf width (mm) Leaf length (cm) Dry weight (g) Fresh weight (g) 
CK 9.51±1.12 3.66±0.47  3.61±0.37  12.11±0.75  0.150±0.009 1.15±0.11  
T1 14.11±1.11*  4.88±0.64*  5.01±0.33*  15.21±1.09*  0.270±0.016*  1.68±0.32*  
T2 18.61±1.32**  6.18±0.77**  6.65±0.51**  18.61±1.58**  0.380±0.026**  2.18±0.31**  

CK：1/2 Hoagland 溶液；T1：1/2 Hoagland+野生菌株发酵液；T2：1/2 Hoagland+工程菌株发酵液. 显著性分析采用

Student’s paired t-test 方法：*：P<0.05；**：P<0.01. 下同 
CK: 1/2 Hoagland solution; T1: 1/2 Hoagland+fermentation broth of the wild type strain; T2: 1/2 Hoagland+fermentation 
broth of the engineered strain. Statistical analysis was performed with Student’s paired t-test: *: P<0.05; **: P<0.01. The same 
below. 
 
表 2  绿色木霉出发菌株及工程菌株发酵液对黄瓜幼苗生长的影响 
Table 2  Effects of the fermentation broth of the engineered strain of Trichoderma viride on the growth of 
cucumber seedlings 
Treatment Root length (cm) Plant height (cm) Leaf width (mm) Leaf length (cm) Dry weight (g) Fresh weight (g) 
CK 23.65±3.11  2.55±0.54  5.01±0.59  4.88±0.77  0.38±0.06  3.26±0.24  
T1 32.18±3.51* 3.43±0.63* 6.15±0.65* 5.65±0.63* 0.49±0.08* 5.21±0.61* 
T2 40.22±4.61** 4.13±0.57** 7.25±1.05**  7.05±0.91**  0.63±0.15**  7.01±0.49**  
*: P<0.05; **: P<0.01. 
 

3  讨论 
褪黑素在动物和植物体内都广泛存在，在

细菌、真菌和藻类中也有发现，但动物和植物

相关褪黑素的研究较多。Okazaki 等[20]从莱茵

衣 藻 (Chlamydomonas) 中 鉴 定 出 了

N-acetyltransferase (AANAT)基因的同源序列

CrAANAT，并且将其转入了番茄品种(Solanum 

lycopersicum L.)中，构建了可以表达 CrAANAT

基因的转基因植物，转基因植株的褪黑素产量

显著提升，并且发现褪黑素在番茄的生长发育

中起到重要作用，能够促进植物生长并提高抗

逆性。而且众多研究还发现，褪黑素在植物的

抗逆如低温、干旱和盐碱等方面也发挥着重要

的作用[29-32]。 
Arnao[33]研究了褪黑素在植物体内的生物

合成途径，以色氨酸为底物，在 L-色氨酸脱羧

酶(L-tryptophan decarboxylase, TrpDC)、色氨酸

羟化酶(tryptophan hydroxylase, T5H)、5-羟色

胺-N-乙酰转移酶(N-acetyl-5-hydroxytryptamine, 
SNAcT) 和 N- 乙 酰 -5- 羟 色 胺 甲 基 转 移 酶

(acetylserotonin methyltransferase, AcSNMT)或
羟 基 吲 哚 -O- 甲 基 转 移 酶 (hydroxyndole- 
O-methyltransferase, HIOMT)等酶的作用下合

成褪黑素。目前，科学家已成功从植物中克隆

出褪黑素合成关键酶基因 TrpDC 、 T5H 、

AcSNMT和 HIOMT并进行了表达分析研究[34]。

Murch 等[14]运用同位素标记法研究褪黑素合成

过 程 时 ， 在 吲 哚 乙 酸 (indole-3-acetic acid, 
IAA)、色胺 (tryptamine, TAM)、 5-羟色氨酸

(5-hydroxytryptophan, 5-HTP) 和 5- 羟 色 胺

(5-hydroxytryptamine, 5-HT)中检测到了同位

素。同时，色氨酸和色胺也是吲哚乙酸(IAA)
合成过程中的前体物质，TDC 基因编码的色氨

酸脱羧酶(L-tryptophan decarboxylase, TDC)是
IAA 合成途径中的重要催化酶之一[35]。由此可
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见 IAA 合成与褪黑素合成相关。 
褪黑素在微生物中的研究较少，在木霉中

的研究还未曾有过报道。Contreras-Cornejo 等[36]

通过气相色谱-质谱在木霉培养液中检测到吲

哚类化合物 IAA。木霉具有培养条件简单、发

酵时间短、合成效率高、能够实现高密度发酵

等优点，是优良的宿主表达系统和良好的异源

蛋白生物反应器。本实验室也在木霉基因组中

鉴定到了 TDC 基因，因此，本研究通过在木霉

中表达来源于人基因组的 AANAT 编码基因

hAANAT 和 ASMT 编码基因 hASMT，成功构建

了一株具有褪黑素合成能力的绿色木霉工程

菌，并且研究了此工程菌产生的褪黑素对木霉

的生长特性和抗逆能力有积极作用。 

4  结论 
本研究以绿色木霉 (Trichoderma viride) 

Tv-1511 为原始菌株，异源表达了来源于人基

因组的 AANAT 编码基因 hAANAT 和 ASMT 编

码基因 hASMT，构建了一株具有褪黑素合成能

力的绿色木霉工程菌，并且进行了褪黑素关于

木霉生长特性、抗逆和促生的研究。结果表明

此工程菌具有更好的生长和产孢特性、更强的

逆境胁迫耐受能力、更高的病原菌拮抗性，以

及更有效的植物促生能力。确定了褪黑素对绿

色木霉的生长和抗逆具有积极的作用，对木霉

的生产应用也有重要意义。 
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