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基于多组学的真菌病毒与寄主真菌互作的研究进展
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（华南农业大学 植物保护学院/广东省微生物信号与作物病害防控重点实验室，广州 510642）

摘    要： 阐述了多组学包括代谢组学、转录组学和蛋白组学技术的原理、方法和步骤，并结合其在弱毒真菌

病毒中研究的案例，全面分析了代谢组学、转录组学和蛋白组学技术在真菌病毒与寄主真菌互作中的研究现

状、未来的研究方向以及具备的高灵敏度、高通量优势，有助于深度探究真菌病毒对寄主真菌的影响及其分

子机制，并为判断真菌病毒能否作为植物真菌病害生物防治因子提供方法和思路。
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真菌病毒（Fungal virus 或 Mycovirus）是一种

以真菌为寄主，能在真菌体内进行复制和繁殖的

病毒。 1962 年， Hollings[1] 在栽培的双孢蘑菇

（Agaricus bisporus）中通过电子显微镜首次发现

了 3 种真菌病毒。20 世纪 50 年代，Grente 等[2] 在

栗疫病菌（Cryphonectria parasitica）中发现，可以

通过菌丝融合的方式将弱毒菌株中的低毒力转染

给强毒力菌株，造成病原真菌的弱毒现象，于

1995 年将这种导致其寄主真菌致病力降低的一类

无衣壳蛋白的真菌病毒定义为弱毒真菌病毒。

近些年来，随着越来越多的弱毒病毒被发现，对其

侵染过程以及与寄主真菌互作机制的研究也受到

更广泛的关注。研究表明，部分弱毒真菌病毒侵

染可造成寄主真菌生长异常以及致病力下降等现

象，病毒的侵染可以改变寄主真菌的转录组、蛋白

质组、代谢组和表观基因组等方面的表达水平[3]。

目前，研究真菌病毒与寄主真菌互作的经典技术

包括核酸与核酸互作、核酸与蛋白互作、蛋白与蛋

白互作这 3 种技术类型。而随着后基因组时代的

深入，测序、质谱、生物信息联合分析等技术的进

一步发展，使得高通量筛选生物标记物、寻找生物

关联分子、探索生物之间的影响机制变成可能，同

时对生物间互作技术的应用也提出了更高的要

求。近年来，寄主真菌遗传操作系统和反向遗传

学系统的构建，为弱毒真菌病毒与寄主真菌互作

系统的建立提供了科学依据，涵盖了多种植物致

病真菌与其真菌病毒的互作系统[4]。在真菌病毒

与寄主真菌互作系统当中，RNA 沉默（RNA silencing，
RNAi）作为一种寄主真菌抵御病毒入侵的防御机

制，受到研究人员的广泛关注。目前，在栗疫病

菌、核盘菌 (Sclerotinia sclerotiorum) 和禾谷镰刀

菌 (Fusarium graminearum) 等多种植物致病真菌

中先后发现，真菌病毒的成功侵入与该机制被破

坏存在关联 [5 − 7]。在 RNA 沉默病毒防御机制中，

Dicer 蛋白能够对一种具有发卡结构的双链 RNA
（precursor microRNA）进行识别并将其加工成为

miRNA（microRNA），Argonaute 蛋白对 miRNA 进

行解旋并释放其中一条单链后形成 RNA 诱导沉

默复合体（RNA-induced silencing complex，RISC），

最终通过 RNA 诱导沉默复合体上的导链与目的

基因上的碱基序列进行互补配对，以实现对病毒

基因沉默，达到抵御病毒侵入的目的（图 1）[8]。越 
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来越多的研究表明，寄主真菌的弱毒现象与其

RNA 沉默防御机制受到抑制有关[9]。深入探索真

菌病毒与寄主真菌的互作机制，了解运用组学技

术探究弱毒真菌病毒造成其寄主真菌弱致病力原

理的研究进展，可为植物病原真菌的生物防治提

供理论依据。

本综述旨在阐明利用多组学技术揭示真菌病

毒与寄主真菌互作的原理，综述多组学技术研究

方法及利用多组学技术探究弱毒病毒与寄主真菌

互作的研究进展,为真菌病毒的利用及病毒与寄主

互作的深入研究提供参考。

 1    基于转录组学的真菌病毒与寄主真菌

互作

 1.1    转录组学研究方法    基因在表达上的差异

变化是转录调控细胞生命活动过程的核心机制。

转录组学（Transcriptomics）是功能基因组学研究个

体基因组的重要组成部分。是一门在整体水平上

研究细胞中所有基因转录的情况并揭示转录调控

规律的学科[10]。目前，转录组主要包括基于杂交技

术的微阵列技术（Microarray）和基于测序技术的转

录组测序技术（RNA sequencing）2 种系统研究技

术。在研究真菌病毒与寄主真菌互作过程中，通

常对病毒侵染前后的寄主真菌进行转录组学分

析，识别寄主真菌在被真菌病毒侵染前后和不同

时间阶段的差异表达基因（differentially expressed
gene, DEG）。然后通过富集分析、蛋白互作网络

分析和转录因子分析等技术手段，筛选出差异基

因，最终得出真菌病毒影响寄主真菌相关的致病

性与寄主真菌关联基因表达的相关性[11]。

 1.2    转录组学技术在研究互作机理中的应用

　    栗疫病菌的弱毒真菌病毒（CHV1）与栗疫病

菌的互作系统是研究真菌病毒与寄主真菌互作关

系最为彻底的系统。栗疫病菌抗病毒防御反应是

一种 RNA 沉默机制，触发其机制所需的 Dicer 蛋
白基因 dcl2 可在真菌病毒侵染时能够被诱导并抑

制病毒 RNA 的表达。而栗疫病菌抗病毒防御反

应激活，只需要 4 个 Argonaute 蛋白中的 1 个基

因，即 agl2 基因表达，该基因是 dcl2 基因转录所

必需的通路 [12 − 13]。通过转录组学数据分析发现，

与野生型相比，缺乏 p29 蛋白的突变型菌株，在受

病毒侵染时，Agl2 和 dcl2 转录物增长到更高水

平[5]。这表明病毒侵入时，CHV1 中 p29 蛋白能够

调控 Agl2 和 dcl2 基因的表达，从而降低其对真菌

病毒的抗性。此外，通过分析 CHV1 侵染寄主栗

疫病菌前后的转录水平后发现，真菌病毒侵染导

致的毒力降低和相关表型变化与真菌病毒侵染引

起 G 蛋白信号转导通路的改变有关。Shang 等[14]

报告了 6 318 个单基因序列，并对栗疫病菌的 G 蛋

白信号转导途径进行了虚拟重建。该途径包括转
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图 1    RNA 沉默病毒防御机制示意图[8]
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录因子（Ste12 和 CYP1），膜受偶联的异源三聚体

G 蛋白（Gα、 Gβ 和 Gγ）和丝裂原活化蛋白（MAP）
激 酶 CpMK2[15]。 转 录 分 析 表 明 ， 编 码 Ste12、
CYP1、Gα、Gβ、Gγ 和 CpMK2 基因的转录水平被

病毒侵染均受到不同幅度的下调，这表明调节

G 蛋白信号转导通路基因的缺失将导致栗疫病菌

毒力降低。

在核盘菌（Sclerotinia sclerotiorum）中已发现

由弱毒真菌病毒引起 3 种菌株（Ep-1PN、AH98 和

DT-8）的低毒现象，其中，分别鉴定出 3 种核酸类

型（dsRNA、ssRNA 和 ssDNA）的弱毒真菌病毒（Sc-
lerotinia  sclerotiorum debilitation-associated  RNA
virus,  SsDRV； Sclerotinia  sclerotiorum hypoviru-
lence-associated  DNA  virus  1,  SsHADV-1； Sclero-
tinia  sclerotiorum negative-stranded  RNA  virus  1,
SsNSRV-1）。利用转录组学，通过对病毒侵染前后

或对转化特定基因突变体的菌株进行转录组分

析，能够揭示病毒侵染引起低毒现象的机制。通

过正向和反向遗传学方法证实，在 SsDRV 侵染

后，核盘菌的 SSITL 蛋白表达会被沉默，导致其毒

力和生长率显著降低[16]。将 SsNSRV-1 ORF Ⅰ的

编码蛋白（ORF Ⅰ）缺失和过表达转化突变型菌株

分别进行转录学分析，结果显示，SsNSRV-1 的

ORF Ⅰ可以调节寄主基因的转录、翻译和修饰以

促进病毒增殖并降低寄主的毒力 [11]。通过对

SsHADV1 侵染前后的寄主核盘菌株 DT-8 进行转

录组分析，结果显示，SsHADV1 感染可能会影响

宿主 Ras-small G 蛋白信号转导途径，从而可能调

节宿主代谢的变化 [17]。此外，高通量测序（RNA-
sequencing，RNA-seq）证实，SsHADV-1 病毒侵染

能下调参与碳水化合物和脂质代谢、核糖体组装、

翻译和毒力因子的基因的表达，从而造成了核盘

菌的低毒现象。

 2    基于蛋白组学的真菌病毒与寄主真菌

互作

 2.1    蛋白组学研究方法    蛋白质是生物学功能

的效应物，其水平的变化反应细胞翻译和调控水

平。蛋白质组学（Proteomics）可用于检测各种状态

下的蛋白质，包括蛋白质在任何阶段的表达、结

构、功能、相互作用和修饰 [18]。目前，双向电泳

（two-dimensional  electrophoresis,  2-DE）与 质 谱

（Mass spectrometry, MS）联用是进行蛋白质组学

研究最常用的方法，该方法可以极高的灵敏度分

离成分复杂的蛋白质[19]。在研究真菌病毒与寄主

真菌互作过程中，为探究真菌病毒侵染导致寄主

真菌中蛋白质种类、表达水平和功能的动态变化，

应先对侵染前后的寄主真菌进行蛋白质定性或定

量的检测，然后利用富集分析以及蛋白质互作网

络分析对数据进行分析，最终筛选出差异蛋白，以

揭示真菌病毒与寄主真菌互作机制中，蛋白质组

成及其变化的规律。

 2.2    蛋白组学技术在研究互作机理中的应用

　    禾谷镰刀菌（Fusarium graminearum）DK21 菌

株中发现一种弱毒真菌病毒（Fusarium graminear-
um virus 1, FgV1）[20]。利用蛋白质组学技术分别对

病毒侵染前后的菌株进行双向电泳及质谱分析表

明，148 个位点中 23 种蛋白质表达发生了差异表

达。其中，参与细胞分化、代谢和蛋白质合成相关

的 7 种蛋白质被显著上调；而参与代谢、细胞组

成、信号转导、防御和毒力相关的 16 种蛋白质被

显著下调。初步证实 FgV1 能够调控寄主真菌的

相关蛋白表达水平，提高对病毒侵染的敏感性。

寄主真菌的多种蛋白质表达差异的鉴定，为该互

作系统机制的后续研究提供了有力支撑。在病毒

侵染后 36 h 和 120 h 的 2 个不同时间点，通过对

产生差异表达的蛋白基因数据再次进行实时分

析。结果显示，早期 FgV1 能够通过上调禾谷镰刀

菌中的转录与翻译机制，以此促进病毒复制。相

比之下，参与细胞代谢和运输系统所需的基因被

显著下调，以此破坏宿主的防御机制与真菌毒

力 [21]。为进一步研究蛋白质调节病毒的 RNA 复

制机制，Son 等[22 − 23] 通过转录和蛋白质组学分析，

以禾谷镰刀菌中的伏鲁宁体成分蛋白 FgHex1 作

为研究对象，通过构建缺乏和过表达 FgHex1 蛋白

的突变体菌株，以及使用 FgHex1 蛋白和 FgV1 基

因组的 RNA 序列进行了电泳迁移率分析（electro-
phoretic  mobility  shift  assays， EMSA）， 证 明

FgHex1 可能通过特异性结合 FgV1 基因组 RNA
在 FgV1 侵染禾谷镰刀菌的复制中起直接作用，并

促进病毒 RNA 在 FgV1 感染的宿主真菌中的积

累。这是首次关于真菌细胞蛋白可以直接与病毒

基因组 RNA 结合的报道[24]。

禾谷镰刀菌包含 2 种编码 dicer 蛋白的基因
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（FgDicer1 和 FgDicer2）和 2 种编码 Argonaute 蛋

白的基因（FgAgo1 和 FgAgo2）。有研究表明，

dicer 蛋白和 Argonaute 蛋白在发夹 RNA（hpRNA）

介导的 RNA 沉默病毒防御机制中发挥了关键作

用[25]。为研究禾谷镰刀菌中 RNA 沉默相关的病

毒防御机制，Yu 等[26 − 27] 通过绿色荧光蛋白转录本

表达测定以及开放阅读框（open  reading  frame,
ORF）的 表 达 转 录 水 平 差 异 测 定 证 实 ， FgV1
ORF2 编码蛋白（pORF2）能够体外与 FgDICERs
和 FgAGOs 的上游区域结合，抑制寄主真菌防御

相关基因的表达。

 3    基于代谢组学的真菌病毒与寄主真菌

互作

 3.1    代谢组学研究方法    内源性代谢物受机体

内基因以及蛋白质的调控，其在机体的丰度能够

直接地反映疾病发生的表征生物学信息规律。代

谢组学（Metabolomics）研究对象是某一生物、系统

或细胞中所有代谢产物的集合[28]。目前，代谢组学

研究主要采用核磁共振（nuclear magnetic resonance,
NMR）和质谱这 2 种分析技术。而随着质谱联用

技术的发展，气相色谱质谱（gas chromatography/
mass spectrometry, GC/MS）、液相色谱质谱（liquid
chromatography/mass spectrometry, LC/MS）等测定

方法也不断提高和完善，已成为代谢组学研究的

重要工具[29]。在真菌病毒互作研究领域，可以通

过 GC-MS 分析方法，获得内源性代谢物谱，之后

利 用 主 成 分 分 析 （principal  component  analysis,
PCA）对样本原始数据进行降维处理，然后运用最

小二乘法判别分析（partial least squares discriminant
analysis, PLS-DA）以及正交偏最小二乘方判别分

析 （orthogonal  partial  least  square  discriminant
analysis, OPLS-DA）识别代谢物谱，判别组间差异

大小。最终通过差异倍数分析、聚类分析以及富

集分析等分析手段，揭示真菌病毒侵染过程代谢

物组分的差异变化，进而推导出被真菌病毒侵染

的寄主真菌体内代谢紊乱的相关生理机制。

 3.2    代谢组学技术在研究互作机理中的应用

　    立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）是引起水稻纹

枯病的病原真菌。笔者所在实验室前期研究发

现，水稻纹枯病菌 D122 菌株中有 3 种 dsRNA 真

菌病毒（Rhizoctonia solani dsRNA virus  1～3,  Rs-

RV1～3）存在[30 − 31]。一种导致其致病力减弱的内

源性 RNA 病毒（Rhizoctonia solani endornavirus 1,
RsEV1）在立枯丝核菌 GD-2 菌株中被发现。利用

GS-MS 分析表明，致病强毒菌株 GD-118P 与其同

基因低毒力菌株 GD-118P-V1 之间有 32 种代谢物

的差异表达。差异代谢物主要包含有机酸、氨基

酸、碳水化合物和能量代谢的中间产物。参与了

戊糖和葡萄糖醛酸的相互转化以及乙醛酸、二羧

酸、淀粉和蔗糖等代谢途径。综合研究结果分析，

RsEV1 侵染立枯丝核菌后可导致代谢紊乱，从而

降低其侵染毒性[32]。

灰霉菌（Botrytis cinerea）是寄主广泛且具严重

破坏性的植物病原真菌之一，引起全球 200 多种

作物的灰霉病，造成严重的积极损失[33]。真菌病毒

（Botrytis virus F, BVF）是一种被认为能够造成灰

霉菌产生低毒性的 ssRNA 弱毒真菌病毒，通过代

谢组学分析，BVF 的侵染造成灰霉菌中的多种代

谢物体出现了明显的差异表达，包括碳水化合物、

氨基酸、脂肪酸的代谢情况。其中，甘氨酸和苏氨

酸被显著下调，而甲硫氨酸、缬氨酸和同型半胱氨

酸的表达水平被显著上调[34]。近期，Córdoba 等[35]

通过构建 BVF 的侵染性克隆体，将病毒成功导入

2 种不同的灰霉菌菌株（B05.10 和 Pi258.9），然而，

通过表型分析显示，在菌丝营养生长以及致病力

方面，BVF 侵染的灰霉菌菌株与无毒菌株并无明

显差异。

 4    小结与展望

利用多组学研究真菌病毒与寄主真菌互作已

是近年来广泛的研究方法，尤其是利用转录组学

对真菌病毒的侵染机制进行研究。转录组学相较

于传统互作研究方法以及其他组学研究方法，有

着更好的前瞻性和针对性。从本质上来看，病毒

与寄主的互作机制，是在蛋白质水平上体现的。

而蛋白质受基因的调控，而代谢物提供实时生物

学表型的终端信息。利用转录组学技术进行分析

能够快速推断未知基因的功能，并从转录水平揭

示产生蛋白质互作的机理。而发掘寄主真菌转录

水平的差异，能够揭示真菌病毒侵染寄主真菌造

成其发生疾病现象的本质。相比于转录水平，蛋

白质表达水平更适合作为动态的生化指标。蛋白

质组学能够发掘侵染过程中真菌病毒与寄主真菌
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中蛋白质互作的机制，从两者互作的这一关键环

节揭示其相互关系。而基因与蛋白质水平表达的

差异在代谢水平上放大，使其更易检测，也准确地

提供寄主真菌在受真菌病毒侵染后的表型信息。

相比于其他组学，代谢组学反应蛋白质在功能上

的作用，是连接其他组学和表型之间的桥梁，能够

反映生物状态的实时信号，如果说研究基因组学

和蛋白质组学能够推断病毒与寄主互作的原理机

制，那么研究代谢组学将能够揭示病毒与寄主互

作时细胞生命活动发生的实时差异变化。但无论

通过何种组学技术分析研究，都离不开发掘和筛

选其中的数据差异，通过分析数据差异来探寻病

毒侵染寄主背后，调控因子的作用功能以及互作

的复杂原理机制。需要注意的是，组学技术的诞

生，是为了探寻生物体微观层面的变化，以发掘生

命活动中深层次的因素。这就需要操作平台的灵

敏度和精确度能够达到比较高的水平，因此每次

测量所花费的资金成本较高。并且，受平台技术

限制，单一仪器无法对测量目标进行多方位的测

量，难免会造成测量数据出现假阳性。

生物与生物之间的关系是相互促进，相互进

化的。生物会随时间进化出符合自身条件与适应

环境的生存法则。多组学技术的发展为探索真菌

病毒更为复杂的侵染机制提供了可能，而多组学

联合分析在真菌病毒与寄主真菌互作机制研究中

也具有独特的优势，可以填补单一组学数据分析

的数据假阳性带来的问题，通过多组学数据之间

的相互验证，提高数据的可信度[36]。更重要的是，

多组学数据的联合分析，能探究真菌病毒与寄主

真菌互作过程的各类生命物质的演化，更利于对

互作位点的发掘以及真菌病害发生完整机制的研

究。真菌病毒与其寄主真菌在植物上的互作，是

不同于实验室培养物上的相互作用。对于已发现

的互作机制，可以利用多组学技术进行验证。此

外，根据病毒侵入真菌时两者发生互作的关键位

点，以此为突破口，或许对受到菌体不亲和限制的

菌株或真菌病毒进行基因改造，能够拓展真菌病

毒的传播途径，以打破真菌病毒在菌株间的传播

受到菌体不亲和的限制[37]。倘若要对有价值的真

菌病毒进行利用，还需要通过多组学系统地研究

真菌病毒、真菌和植物之间的三重相互作用，以探

究其在自然环境中作用的真实性。
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Exosomes derived from lipopolysaccharide-activated macrophage
cell line HD 11 cell induce the activation of dendritic cells from

Wenchang chicken in vitro

XING Niwen,   XIE Yan,   QIN Yao
（School of Animal Science and Technology, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract： It  has  been  demonstrated  that  exosomes  derived  from  macrophages  can  be  used  as  adjuvants  to
enhance  cellular  immune  response.  An  attempt  was  made  to  explore  whether  exosomes  derived  from
lipopolysaccharide-activated  chicken  macrophages  could  be  used  as  immune  adjuvants  for  the  potential
prevention  and  control  of  epidemic  diseases  in  Wenchang  chicken.  The  exosomes  were  extracted  by
ultracentrifugation and identified by transmission electron microscopy and particle size analysis. Subsequently,
the exosomes were labeled with PKH67 dye and co-incubated with bone marrow-derived dendritic cells from
Wenchang chicken.  The  uptake  and  activation  of  the  exosomes  by  the  dendritic  cells  were  observed  under  a
fluorescence microscope. The results showed that the exosomes derived from chicken macrophage HD 11 cells
stimulated  with  lipopolysaccharides were  ingested  by  amphioxus-derived  dendritic  cells  and  promoted  the
activation of dendritic cells.
Keywords：exosome；macrophage；dendritic cell；Wenchang chicken；lipopolysaccharide
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Advances in the interaction between mycoviruses and
host fungi based on multi-omics

FAN Yu,   HE Zhenrui,   HUANG Xiaotong,   YANG Mei,   ZHOU Erxun
（Guangdong Key Laboratory of Microbial Signals and Disease Control/ College of Plant Protection,

South China Agricultural University, Guangzhou, Guangdong 510642, China）

Abstract： The  principles,  methods  and  steps  of  multi-omics,  including  metabonomics,  transcriptomics  and
proteomics technologies, were described, and the current status, future research directions and the advantages
of high sensitivity and high throughput  of  metabonomics,  transcriptomics and proteomics technologies in the
interaction  between  mycoviruses  and  host  fungi  were  comprehensively  analyzed  in  combination  with  their
research  cases  in  hypovirulent  mycoviruses.  This  review  is  helpful  for  deep  exploration  of  the  effects  of
mycoviruses  on  host  fungi  and  their  molecular  mechanisms,  and  provides  methods  and  ideas  to  determine
whether mycoviruses can be used as biological factors for control of plant fungal diseases.
Keywords：mycovirus；multi-omics；interaction；biological control
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