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天麻抗真菌蛋白对木霉菌丝的作用位点 

徐荣华，刘小烛 
(中国科学院昆明植物研究所 ，云南 昆明 650"204) 

摘要：天麻抗真菌蛋白 (C,astrod／a Antiftmgal Protein，GA )能强烈抑制腐生真菌菌丝的生 

长 ，在天麻限制和防止蜜环菌 [Arm／／／ar／d／a md／ea(Vah1．eX Fr．)Karst．]侵染球茎的防卫机 

制中起重要作用。本文报告 GAFP抗菌机理研究的部分内容——GAFP对木霉菌丝的作用位 

点 。用荧光试剂异硫氰酸荧光素 (Fluorescein isothiocyanate，F1TC)标记 GAFP，试验表明 ，标 

记后的 GAFP与未标记的 GAFP对木霉菌丝生长均有抑制作用 。在荧光显微镜下观察 GAFP在 

木霉菌丝上的作用位点 ，发现被 “标记 GAFP”作用后 的菌丝边缘有荧光 ，并 主要集中在 木 

霉菌丝的顶端和菌丝横隔处，表明 GAFP对木霉的作用位点在菌丝的细胞壁上。 
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Action Site of Gastrod／a Antifunga~Protein Oil 

Trichoderma Hyphae 
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A ；b ct：The C-astrodia alltJftli~ protein(GArP)Call strongly inhibit the mycella growth of saprophytic 

Ilgi and plays叭 important role inthe defence mechanism ofplants to restrict and preventthe infection of 

the funs~ Amff／／add~ md／ea．This paper reported a part of researches of alltJfll~ mechanism of 

ClAn 一 the action site of GAFP on Tr／choderma hyphae． GAFP had been labeled by Fluorescein iso— 

thiocyanate(F1TC)．The experimetas showed GAFP labeled and GAFP alone both could inhibit the growth 

of Tr／choderma．The ac on site ofGAFP 0n Tr／choderma hyphae hadbeen observed by thefluorescence mi— 

crascope ．Fluorescence had been found on the edges of TdchMmma hyphae affected by the GAFP labeled ． 

Fluorescence from the apex of Tdchodama hyphae and~ptum were smmger than that from the other Ia． ． 

It indicated that the action site of Gastrod／a lIlgal Protein on Tr／chodmma hyphae was in the cell wal1． 

Key words： C,astrodia Ar击fI珊 Protein； 7『丌 hod田7，l8；Fluorescein isothiocyanate；Action site 

天麻 ( data B1．)是我 国特有的一种兰科 (Orch／daceae)非 自养型的药用植 

物，具有平肝息风、止痉等功效 (杨世林等，2OOO)，近年来的研究发现天麻还有增智、 
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健脑、延缓衰老的作用 (杜贵友等 ，1998)。天麻没有叶绿素 ，不能光合作用 ，依靠消化 

侵入其球茎的蜜环菌 [Arm／／／ar／e／／a mellea(Vah1．ex Fr．)Karst．]提供营养而生长发育 ，和 

蜜环菌是一种很特殊的共生关系。形态学上的证据表明：在蜜环菌和天麻共生过程 中，蜜 

环菌的菌丝不能侵染当年生的顶生球茎，而在蜜环菌侵染的头年生球茎 中，菌丝被限制在 

皮层的一定区域 ，并在该处消化 (周铉等 ，1987)。在天麻生长过程中，蜜环菌 的侵染是 

天麻形成初生、次生球茎乃至开花结实的必要条件 ，但侵入的蜜环菌菌丝只能局限在特定 

区域 ，这说明天麻具有一种有力的阻止和限制真菌侵染的防御机制。 

1988年首次从天麻顶生球茎 中分离得到一种 14 kD的抗真菌蛋白 (胡忠等，1988)， 

命名为天麻抗真菌蛋白 (Gastrodia Antifimgal Protein，简称 GAFP-1)，后又分离到 GAFP-2， 

在体外对绿色木霉和羊肚菌均有明显的抑制作用。研究表明：天麻中虽然也存在几丁质酶 

和 一1，3一葡聚糖酶 ，但它们的抗真菌作用和 GAFP相 比是次要的 (杨增明和胡忠 ，1990)； 

GAFP同天麻中的几丁质酶和 8．1，3．葡聚糖酶均没有协同作用 (胡忠和黄清藻 ，1994)， 

同时GAFP也没有这两种酶活性。目前，GAFP的基因已被克隆 (胡忠等，1999；王晓晨等， 

1999a)，GAFP的基 因也被转人烟草 (陈英等，20 )和棉花 (危晓薇等 ，2001)。GAFP的 

eDNA序列和火烧兰 ( hel／obor／ne)、二叶兰 (Iistera oval~)的甘露糖结合蛋白 (I啪 一 

nose-binding protein of 慨 hel／obor／ne，EHMBP；mannose-binding protein of／2stera 僦  ， 

LOMBP) (Van Dmmne等，1994)以及雪花莲 ( n／va／／s L．)的甘露糖结合凝集素 

(Ga／anthus n／va／／s agglutinin，GNA)(Van Damme等，1987)具有很高的同源性，在蛋白质理化 

性质方面亦很相近，而且 GAFP亦有同甘露糖和几丁质结合的特性 (徐庆等，1998)。 

迄今为止，对 GAFP的研究已有很大的进展，但是就 GAFP结构与功能研究方面来说， 

结构研究的报道较多，而有关功能研究的报道却还很少。本文以GAFP对真菌细胞的作用 

位点作为抗菌机理研究的切人点来研究 GAFP的功能，采用荧光标记来研究 GAFP对木霉 

的孢子和菌丝可能的作用位点。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

绿色木霉 (Tn~hoderma v／r／de Pers．Ex Fr．)菌种由本实验室保存 。供试天麻为昭通 的乌天麻 (Castro． 

d／a data B1．f．gla,~ S．Chow)。异硫氰酸荧光素 (fluorescein isothiocyanate，m ℃)isomerl为 Sigma产品 ； 

SephadexG-25、Sephad∞dG-50、DEAE-Sephadex A25为 Pharmacia产品 ，CM-Cellulose 52为 Whatman产品，小 

牛血清蛋白 (Albllinin Bovine，BSA)为 SIGMA产品；其余试剂除标明外均为国产分析纯。 

1．2 方法 

1．2．1 GAFP-1的分离纯化 

天麻抗真菌蛋白的分离纯化参考胡忠的方法 (胡忠等，1988)稍作修改 ：将鲜球茎切碎 (主要是皮 

和皮下 2—3nlln处的组织)，于O．2mol／L的氯化钠中匀浆，10'X g冷冻离心去沉淀。上清用硫酸铵沉淀， 

饱和度 80％，用适量的 O．05mol／L pI-I6．0的磷酸钠盐缓冲液溶解沉淀 ，除去不溶物 ，对 O．05 mol／LpI-I6．0 

的磷酸钠盐缓冲液充分透析 。过 DEAE-Sephadex A25(O．05 mol／L pI-I 6．0的磷酸钠盐缓冲液平衡)，除去色 

素和酸性蛋白，流出液经浓缩上 Sephadex-GS0，将第二个流出峰组分上 CM-Cellulose 52柱，用 DH 6．5的 

O．05mol／L磷酸钠盐缓冲液平衡，0—0．4mol／L氯化钠 (pI-I 6．5)梯度洗脱，得到两个有抗真菌活性的峰， 

收集峰 1，脱盐浓缩 ，冻成干粉备用 ，即为 GAFP-1。 
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蛋 白质电泳采用 I．ammeli系统的 SDS—PAGE，胶浓度为 15％，考玛斯亮蓝染色。 

1．2．2 GAFP-1的荧光标记和纯化鉴定 

天麻抗真菌蛋白和小牛血清蛋 白的荧光标记 ：取天麻抗真菌蛋白 (GAFP-1)5 Illg，溶于 5 Illl稀醋酸 

缓冲液 (pH 6．0)，置于截 留分子量 3 500的透析袋 中，对 0．025mol／L的碳酸钠缓冲液透析 72 h，每隔 6h 

换一次缓冲液 。取 FITC荧光素 1．5 rag，溶于 1ml相同浓度的碳酸钠缓冲液中。将荧光素溶液缓缓加入天 

麻抗真菌蛋白溶液 中，边滴加边搅拌 ，4~C慢速搅拌 2 h。小牛血清蛋白直接用 0．025mol／L的碳酸钠缓冲 

液溶解后，浓度亦为 1 ms／na，荧光标记操作同上 。 

准备 Sephadex G-25洗脱柱 ，柱体积 10Illl，用 0．005mol／L的磷酸钠盐缓冲液 (pH 7．4)平衡。将上述 

标记过 的天麻抗真菌蛋 白 (GAFP-1)溶液和小牛血清蛋白溶液分别上柱，0．005 mol／L的磷酸钠盐缓冲液 

(pH 7．4)洗脱，紫外 (280am)检测，收集洗脱峰，冷藏备用。 

在直径 9 em的培养皿中加入马铃薯葡萄糖培养基 (PDA)约 8 ml，取绿色木霉孢子接种培养皿的中 

心 ，置于 25℃培养 ，待菌丝向外蔓延的圆面直径约为 3 em时 ，在前方滴加一定量的待测液 ，继续 培养 ， 

以检测滴加待测液处是否有抑菌 圈出现。 

1．2．3 荧光标记的天麻抗真菌蛋 白对木霉作用 

接种绿色木霉菌种孢子于 20 lain的玻璃平皿 (内含 PDA平板培养基)上 28℃活化培养 ，24 h后转接 

其新产生的孢子于 50Illl三角瓶 中 (内含 15Illl的菌丝生长培养基 ，0．5％的酵母膏，1％的葡萄糖)，37℃ 

水浴，80 r／min摇晃培养 18 h。取出 1．5ml的菌丝培养液于 1．5ml的离心管中，800dmin离心5min，收集 

菌丝，使用 0．01 mol／L的磷酸钠盐缓 冲液 (pH 7．4)洗涤菌丝 2次 ，除去残留的培养基成分 ，每次洗完均 

离心，向其 中加入标记了 FITC的 GAFP或对照 (FITC标记的 BSA)，室温 (25℃)放置 10 min，离心收集 

菌丝 (4~C 800 r／min)，倾出上清，使用0．001 mol／L的磷酸缓冲液洗涤菌丝 2次，置于多聚赖氨酸处理过 

的载玻片上，荧光显微镜观察。 

诤 ’ 

图 1 GAFP-I的 SDS电泳图谱 

左边为标准蛋 白质的分子量 nlarkel"， 

右边为 GAFP-I 

Fig．1 Patters 0fGAFP-I’SDS-PAGE 

Ontheleftlane are bands 0f standard 

molecular weight proteins；on the,ight 

laneis a band 0fGAn)_1． 

接种木霉菌种孢子于 20 lain的玻璃平皿 (内含 PDA平板培养 

基)上 28~C活化培养，24 h后用 0．01 mol／L磷酸钠盐缓 冲液 (pH 

7．4)洗下培养基上新产生的孢子 ，重新悬浮于相同浓度的磷酸盐 

缓 冲液 中，孢子浓度约 1 个，L，与荧光标记的天麻抗真菌蛋 白作 

用的步骤 同上 ，荧光显微镜观察 。 

2 结果 

2．1 GAFP-1的分离纯化 

图 1表明：在 15％的 SDS—PAGE上，GAFP-1显示 

出一条带 ，分子量 14 kD。 

2．2 FITC标记的 GAFP．1的纯化鉴定 

FITC标记 GAFP．1、BSA反应后，分别经 Sephadex G- 

25凝胶过滤纯化，紫外 (280 nln)检测收集 ，有明显的 

单一蛋白洗脱峰。图 2显示 ：未标记 FITC的 GAFP．1有 

抗真菌活性，FITC标记后 的 GAFP．1仍有抗真菌 活性 ， 

未标记 F1TC的 BSA无抗真菌活性 ，FITC标记后的 BSA 

仍未有抗真菌活性 ，FITC、碳酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲 

液均无抗真菌活性。 

l r k  ●●i ，Il _̂ liI -t暮 4 扣 
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图 2 抗真菌活性测试 

测试真菌为绿 色木霉 。l为 5 m GAFP-1(1 ms／n~)；2 

为 5 FITC标记的 GAFP-1(1ms／n~)；3为5 lISA (1 

ms／n~)；4为5 FITC标记的 lISA (1 ms／n~)；5为 5 

的 FITC(0．01ms／n~)；6为 5 磷 酸盐缓冲液 (0．001 

ms／n~)；7为 5 碳酸盐缓冲液 (0．01ms／n~)． 

Fig．2 Antifungal test 

The funs~ tested was Tr／chodenna v／r／de． 

Sample(concentration) volume re~xlt 

1．GAFP—l(1 ms／n~) 5 + 

2．GAFP-1 labeled by FITC(1 ms／n~) 5 m + 

3．1ISA 5 ul 一 

4．1ISA labeled by FITC (1 ms／n~) 5 m 一 

5．FITC(0．01 Ing，IIl1) 5 一 

6．Pho~ te btl~er(0．001moY1) 5m 一 

7．Carbonate btl~er(O．01 morn) 5 m 一 

2．3 FITC标记的 GAFP-1、BSA对木霉菌 

丝及孢子作用的荧光显微镜观察 

标记了 FITC的 GAFP-1作用后的木霉菌 

丝，在荧光显微镜下可看到菌丝壁上有一定 

量的荧光 ，但主要集 中在菌丝 的菌 隔及顶 

端，菌丝的其余部位虽然也有荧光，较菌隔 

和菌丝顶端为弱。标记 了 FITC的 GAFP-1作 

用后的木霉孢子在荧光显微镜下未见荧光。 

标记了F1TC的 BSA作用后的木霉菌丝及孢 

子都未见荧光。 

3 讨论 

已经报道过的分子量 为 10kD (王晓晨 

等，1999b)的 GAFP是从黄天麻中分离纯化 

的；14 kD (胡忠等，1988)的 GAFP则分离 

于红天麻。本文第一次报道来 自乌天麻的天 

麻抗真菌蛋 白 GAFP-1，用 SDS-PAGE测得其 

分子量为 14 kJ)，在体外对绿色木霉的菌丝 

延伸有显 著的抑制作用。本研究 中，FITC 

标记的 GAFP作用后的木霉菌丝在荧光显微 

镜下 可观 察 到荧 光，而 FITC标记 的 BSA 

(作为阴性对照)作用后的木霉菌丝和 GAFP 

(作为阴性对照)单独作用后的木霉菌丝上 

没有观察到可见的荧光，这表明观察到荧光 

是 FITC标记的 GAFP结合真菌菌丝的结果。 

FITC标记的 BSA作用后的木霉菌丝没有观察到荧光是因为 BSA不能与真菌的菌丝结合； 

GAFP单独作用后的木霉菌丝上未观察到荧光，则是因为单独的 GAFP虽然可以结合菌丝， 

但它不能产生荧光。本实验中没有使用单独的 F1TC作用后的菌丝作为对照是 因为 FITC的 

分子较小 (分子量为 389．39)，很容易通过渗透作用进人菌丝细胞。徐庆等 (1998)报道 

GAFf'有结合甘露糖、几丁质 、N一乙酰葡萄糖胺的特性 ，而甘露糖、几丁质和 N一乙酰葡萄 

糖胺则是大多数真菌细胞的主要成分。目前已有证据表明一些抗真菌蛋白或抗菌肽的抗菌 

作用是与其专一性结合真菌细胞壁表面的甘露糖和几丁质有关。Bormann等 (1999)发现 
一 种抗真菌的几丁质结合蛋 白可与真菌新生细胞壁的 J3一几丁质相结合 ，导致细胞极性的改 

变，从而菌丝生长受抑制。在植物防御反应中起重要作用的植物凝集素 (Peumans&Van 

Damme，1995；Rakhel等，1993)，如从 荨 麻 中分 离 到 的 UDA (Urtica dioica agglutinin) 

(Broekaert等，1989)、从橡胶中分离到的 HEVEIN (Van Parijs等，1991)在体外对多种真 

菌都有明显的抗性 ，而这两种凝集素的抗菌活性也被认为和几丁质结合有关。目前有抗真 

菌活性的几丁质结合蛋 白 (chitin—binding protein)也已从马铃薯、烟草、燕麦、西 红柿 等 
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图 3 GAFP(标记了 FITC)对菌丝作用的荧光显微镜 

观察菌丝的中间虽然也有荧光 ，但较菌隔和 

菌丝顶端为弱。 

Fig．3 Fluorescence microscopic iII】ages of n 0dmM 

hyphae reacted with FITC·labeled GAFPFluorescencefrom 

the apex of Tr／chodenna hyphae and septum WCl'e stronger 

thanthatflorathe other nIace． 

多种植 物 中分 离得 到 (Friedrich等 ，1991； 

Hei鼬a 等，1992；Koo等，1998；Ponstein， 

1994；Van Darcane等，1999)，这些蛋白在氨 

基酸序列上同 HEVIEN比较相似 ，且一般具 

有几丁质的结合域 ，分子量大多都在 l3～ 

14．5 kD附近。GAFP的分子量也很小，对木 

霉等多种病原真菌的孢子萌发和菌丝延伸均 

有抑 制作 用 (胡 忠等 ，1988；王 晓晨 等 ， 

1999a，1999b)。本 实验 使 用 FITC标记 的 

GAFP与木霉的菌丝作用，在荧光显微镜下 

观察到菌丝周围有荧光出现 ，且以菌丝横隔 

和菌丝顶端较强 ，表明 GAFP．1抑制真菌生 

长的作用位点应该在真菌的细胞壁上。推断 

天麻抗真菌蛋白抑制真菌菌丝作用的位点可 

能是位于真菌细胞壁上的几丁质。真菌生长 

过程中，真菌细胞壁上的几丁质水解和再合 

成存在一个平衡 ，GAFP可能是通过结合几 

丁质 ，打破这个平衡 ，从而抑制真菌生长。 

菌丝的顶端和菌丝横隔处是几丁质的水解和 

再合成的活跃部位，所以暴露出的几丁质残 

基也较真菌细胞壁的其他部分较多，以至可 

结合的 GAFP分子也较多 ，这与观察到的菌 

丝的顶端和菌丝横隔处的荧光较强也相一致。而 FTrC标记的 GAFP作用后的孢子上未观 

察到明显的荧光，可能是因为未萌发时的胞子还处于休眠封闭状态，其胞壁结构和成分很 

少变化 ，以致不结合或结合的 GAFP很少。至于 GAFP结合几丁质以后是如何起作用的， 

真菌的生理生化会产生什么变化 ，还需要实验的进一步证实。 
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