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摘　 要　 挖掘五味子（Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ． ）Ｂａｉｌｌ． ）诱导环境下珊瑚状猴头菌（Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ）在不

同生长阶段产生 γ⁃氨基丁酸（γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＢＡ）过程中基因的表达。 以珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 为研究

对象，通过设置五味子实验组和对照组，对比分析了五味子诱导下菌株 ＲＴ２５ 菌丝体生长状态及原基、子实体

各项指标，利用转录组学技术分析菌株 ＲＴ２５ 在不同生长发育阶段的差异基因表达及相关富集途径。 研究结

果表明，与对照组相比，五味子实验组菌株 ＲＴ２５ 发酵液菌球表现出更高的均匀性与密度；实验组菌株 ＲＴ２５
菌丝生长速率、原基形成及生物学效率等指标均显著提升；转录组研究结果表明，在菌株 ＲＴ２５ 菌丝体发酵阶

段，五味子通过上调菌株 ＲＴ２５ ＤＮ３４４ 基因表达，增强谷氨酸脱氢酶活性，使 Ｌ⁃谷氨酸水平升高，从而促进 ＧＡ⁃
ＢＡ 含量增加；在原基形成期，五味子诱导菌株 ＲＴ２５ ＤＮ３４６４ 基因表达上调，提高谷氨酸脱羧酶活性，进而提升

ＧＡＢＡ 的生物合成效率；在子实体成熟期，菌株 ＲＴ２５ ＤＮ３４４ 基因表达上调，谷氨酸脱氢酶活性增强，Ｌ⁃谷氨酸

含量增加，而 ＤＮ３４６４ 基因表达水平及谷氨酸脱羧酶活性保持稳定，γ⁃氨基丁酸转氨酶活性增强，最终使菌株

ＲＴ２５ＧＡＢＡ 含量上升。 五味子通过调控菌株 ＲＴ２５ 细胞内的信号传导通路，影响其 ＧＡＢＡ 合成相关基因的表

达，进而调节其 ＧＡＢＡ 代谢通路相关酶的活性，促进谷氨酸向 ＧＡＢＡ 转化，最终提高 ＧＡＢＡ 的产量。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ （ＧＡＢＡ） ｗａｓ
ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｕｎｄｅｒ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ． ） Ｂａｉｌｌ． ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅｓ． Ｈ． ｃｏｒａｌ⁃
ｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｔｈｅ Ｈ． ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｉ⁃
ｍｏｒｄｉｕｍ， ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈ
Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ｗｉｔｈｏｕｔ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ Ｈ． ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｓｔａｇｅｓ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｐｅｌｌｅｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｇｒｏｕｐ ｈａｄ ｈｉｇｈｅｒ ｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ
ａｎｄ ｄｅｎｓｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｇｒｏｕｐ ｓｈｏｗｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔ
ｉｎ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ， ｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｔｕｄｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＮ３４４
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ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈ． ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５ ｗｉｔｈ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
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ｔｈｅｒｅｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＧＡＢＡ ｃｏｎｔｅｎｔ． Ｔｈｅ ＤＮ３４６４ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈ． ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５ ｗｉｔｈ Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｉｍｏｒｄｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｗａｓ ｉｍ⁃
ｐｒｏｖｅｄ， ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＧＡＢＡ． Ｔｈｅ ＤＮ３４４ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｉｎ ｔｈｅ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｍａｔｕｒｉｔｙ， ｔｈｅ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ Ｌ⁃ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＤＮ３４６４ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｓｔａｂｌｅ，
ａｎｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ ｔｒａｎｓａｍｉｎａｓｅ ｗａｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｆｉｎａｌｌｙ ｌｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＧＡＢＡ ｃｏｎ⁃
ｔｅｎｔ． Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ ｃｅｌｌｓ， ａｆｆｅｃｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＧＡ⁃
ＢＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＧＡＢＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙ， ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｃｏｎｖｅｒ⁃
ｓｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ＧＡＢＡ， ｆｉｎａｌｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＧＡＢＡ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　 Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ；Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ． ）Ｂａｉｌｌ． ； γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ； ｒｅｇｕｌａ⁃
ｔｏｒｙ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ

　 　 珊瑚状猴头菌（Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ）是隶属于

担子菌亚门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）、伞菌纲（Ａｇａｒｉｃｏｍｙ⁃
ｃｅｔｅｓ）、红菇目（Ｒｕｓｓｕｌａｌｅｓ）、猴头菌科（Ｈｅｒｉｃｉａｃｅ⁃
ａｅ）和猴头菌属（Ｈｅｒｉｃｉｕｍ） ［１］ 的珍稀食用菌。 珊

瑚状猴头菌具有助消化、滋补等多种功效，常被用

于治疗胃溃疡和神经衰弱等相关疾病［２⁃３］。 珊瑚

状猴头菌的主要活性成分包括多糖［４］、氨基酸［５］、
猴头菌素和猴头菌酮［６］，不仅能够提高机体的免

疫力［７］， 还 具 有 抗 氧 化 和 抗 肿 瘤 潜 力［８⁃９］。
γ⁃氨基丁酸（γ⁃ａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ， ＧＡＢＡ）是一种

非蛋白氨基酸，在神经传递及调节动物生理功能

方面发挥着关键作用［１０⁃１２］。 ＧＡＢＡ 在动物体内具

有调节血压、抗衰老、改善肝肾功能等功效［１３⁃１４］。
近年来，随着对 ＧＡＢＡ 关注度的持续上升，关于

ＧＡＢＡ的相关研究逐渐增多，因其市场需求持续增

长，迫切需要高效、低成本的生物合成方法来获取

ＧＡＢＡ。 传统的 ＧＡＢＡ 获取方式（化学合成或植

物提取）存在成本高、效率低或纯度低等问题，微
生物（如乳酸菌、真菌）发酵法因其具有环保和高

效的特点已成为研究热点［１５］。 尽管多种食用菌

（如香菇、金针菇、羊肚菌等）中的 ＧＡＢＡ 已被广

泛研究［１６］，但是珊瑚状猴头菌作为食药用真菌，
其产生 ＧＡＢＡ 的潜力尚未被充分挖掘。 珊瑚状猴

头菌自身能合成 ＧＡＢＡ，但产量受内源性谷氨酸

脱羧酶（ｇｌｕｔａｍｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＧＡＤ）活性和

底物（谷氨酸）的影响。 珊瑚状猴头菌单独发酵

时，ＧＡＢＡ 产量无法满足工业化需求。 若要提高

菌体中 ＧＡＢＡ 的含量，对 ＧＡＢＡ 合成途径的研究

是前提。 在植物体内有两条 ＧＡＢＡ 合成和转化途

径：一条是谷氨酸经 ＧＡＤ 催化谷氨酸脱羧合成

ＧＡＢＡ，称为 ＧＡＢＡ 支路（ＧＡＢＡ ｓｈｕｎｔ）；另一条是

由多胺降解产物转化形成 ＧＡＢＡ，称为多胺降解

途径（ｐｏｌｙａｍｉｎｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙ）。 研究表明，
ＧＡＢＡ 的合成代谢通路主要是 ＧＡＢＡ 支路和多胺

降解途径：在 ＧＡＢＡ 支路中，谷氨酸在 ＧＡＤ 的催

化作用下发生不可逆的脱羧反应产生 ＧＡＢＡ，之
后 ＧＡＢＡ 在 ＧＡＢＡ 转氨酶的作用下发生转氨反

应，进而转化为琥珀酸半醛，琥珀酸半醛在琥珀酸

半醛脱氢酶的氧化作用下最终合成琥珀酸并进入

三羧酸循环［１７⁃１８］。 前期研究发现，通过外源诱导

剂（如五味子）刺激菌体的代谢通路，可提高 ＧＡＤ
活性、增加谷氨酸积累，从而提高 ＧＡＢＡ 含量［１９］。
五味子（Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ． ） Ｂａｉｌｌ． ）含有

木脂素、多糖、有机酸、维生素、五味子素等成分，
具有保肝、抗氧化、抗疲劳、调节神经系统等功

能［２０］，其中五味子素已被证明具有显著的抗癌活

性［２１］。 五味子通过多种机制协同作用促进珊瑚

状猴头菌合成 ＧＡＢＡ。 首先，其所含的有机酸类

成分可能降低胞内 ｐＨ 值，使其更接近 ＧＡＤ 的最

适酸性环境，从而增强酶活；其次，五味子多糖或

氨基酸可能参与菌体代谢过程，促进谷氨酸（ＧＡ⁃
ＢＡ 的直接前体）的积累；此外，五味子中的抗氧化

成分（如木脂素）可减轻菌体的氧化损伤，维持代

谢稳态，延长 ＧＡＢＡ 的高产周期。 作为一种传统

中药材，五味子具有多组分、多靶点的特点，在调

控菌体代谢方面可能比单一化学诱导剂 （如

Ｃａ２ ＋ 、维生素 Ｂ６）更具有综合优势。 目前，利用乳

酸菌生产 ＧＡＢＡ 的研究已较为广泛，但关于大型
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真菌（如珊瑚状猴头菌）的 ＧＡＢＡ 合成路径及其

调控机制研究较少。 本研究创新性地将五味子作

为诱导剂，用于促进珊瑚状猴头菌合成ＧＡＢＡ，该
共发酵技术的提出，并非由于 ＧＡＢＡ 本身研究不

足，而是旨在通过天然诱导剂解决珊瑚状猴头菌

的ＧＡＢＡ产量较低的问题，并探索更高效、更安全

的生物合成途径。 与基因工程或化学添加剂相

比，五味子作为天然诱导剂更符合食品与药品的

安全要求，适合用于功能型产品的研发。 基于前

期研究基础，珊瑚状猴头菌和五味子共同发酵可

以显著提高菌丝体生物量及 ＧＡＢＡ 含量，两种原

料的活性成分可能发生相互作用，产生新的代谢

产物或增强原有成分的生物活性，发酵过程中，微
生物可能将原料中的大分子物质（如多糖、蛋白

质）分解为更易吸收的小分子物质（如寡糖、氨基

酸），从而提高生物利用率。 发酵过程中ＧＡＢＡ产

量的调控机制可能涉及复杂的生物途径，其合成

途径关键酶的活性可能会因发酵底物的相互作用

而受到影响，并促进谷氨酸脱羧酶的活性，而

ＧＡＤ 负责将谷氨酸转化为 ＧＡＢＡ［２２］。 本研究构

建了珊瑚状猴头菌⁃五味子共发酵体系，通过对珊

瑚状猴头菌菌丝体、原基、子实体不同生长阶段的

转录组测序，找出了 ＧＡＢＡ 通路差异基因，通过

ＧＯ、ＫＥＧＧ 功能注释和荧光定量 ＰＣＲ 验证，解析

了其生长发育过程中 ＧＡＢＡ 合成相关基因的差异

表达情况。 珊瑚状猴头菌和五味子在传统中医药

领域均有广泛的应用，本研究结合传统经验与现

代生物技术，揭示两种原料的相互作用机制，探索

其协同作用的科学依据，旨在为珊瑚状猴头菌活

性成分 ＧＡＢＡ 调控机理研究提供参考，为抗氧化、
抗炎、神经保护等领域的产品研发提供新的方向，
为功能性食品、保健品及药物研发提供侯选产物，
以满足市场对天然、健康产品的需求，从而促进珊

瑚状猴头菌产业的发展。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 供试菌株　 珊瑚状猴头菌（Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌ⁃
ｌｏｉｄｅｓ）ＲＴ２５ 由黑龙江省农业科学院牡丹江分院

张鹏助理研究员馈赠，采自黑龙江省小兴安岭地

区，经分离纯化获得，保藏于中国微生物菌种保藏

管理委员会普通微生物中心，保藏编号为 ＣＧＭＣＣ

ＮＯ． ４１３０４。
１． １． ２ 　 培养基 　 ＰＤＡ 培养基；种子液培养基

（％ ，质量分数，下同）：在 ＮＢ 培养基基础上，添加

ＫＨ２ＰＯ４ ０． ３，ＭｇＳＯ４ ０． １５，维生素 Ｂ１ ０． ００１；发酵

对照培养基（ＣＫ） （％ ）：马铃薯 ２０ （煮汁），乳糖

１． ９，蛋白胨 ０． ３，ＫＨ２ＰＯ４ ０． ３，ＭｇＳＯ４ ０． １５，维生

素 Ｂ１ ０． ００１；发酵实验培养基：在发酵对照培养基

基础上添加０． ２４％ 五味子（烘干粉碎），其他成分

不变［１９］；袋料栽培对照培养基（％ ）：细木屑 ４３，
粗木屑 ３５，麸皮 ２０，石膏 １，玉米粉 ０． ５，红糖 ０． ５，
石灰 ０． ４，料水比 １∶ １． ２ （ｇ ／ ｍＬ）；袋料栽培实验培

养基：在袋料栽培对照培养基基础上添加 ５． ４％
五味子（烘干粉碎），其他成分不变［２３］。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备　 ＮＢ 培养基、乳糖、
蛋白胨、ＭｇＳＯ４、ＫＨ２ＰＯ４ 等均购自北京奥博星生

物技术有限责任公司；五味子购自朝阳市双塔区

北方人民康泰大药房；ＤＥＰＣ 水、Ｔｒｉｚｏｌ 裂解液、
ＲＮａｓｅ 水购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司；
液氮购自朝阳市五羊气体有限公司。 生物安全柜

（ＢＨＣ⁃１３００ＩＩＡ ／ Ｂ２，上海力申科学仪器有限公

司）；立式双层大容量恒温培养摇床（ ＳＰＨ⁃２１０２，
上海世平实验设备有限公司）；数控超声波清洗器

（ＫＱ⁃５０ＤＡ，昆山市超声仪器有限公司）；可见光分

光光度计（７２３Ｎ，上海仪电分析仪器有限公司）；
显微细胞分析联用仪（ＭＦ６，杭州迅数科技有限公

司）；鼓风干燥箱（ＤＨＧ⁃９２４０，上海一恒科学仪器

有限公司）；智能多温区培养箱（ＲＳＨＬ⁃４Ｌ，宁波科

晟实验仪器有限公司）；台式高速冷冻离心机

（５８１０Ｒ，ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｏ． ，Ｇｅｒｍａｎｙ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 发酵培养 　 接种菌株 ＲＴ２５ 斜面菌种至

ＰＤＡ 平板培养基，２５ ℃暗培养至菌丝长满培养基

表面。 用直径为 ９ ｍｍ 的打孔器在平板上打孔取

菌块（确保菌龄一致），接种于三角瓶中，３ 块菌

块 ／瓶，２５ ℃、１４０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 ７ ｄ，制备种子

液。 以 ２％ （体积分数，下同）接种量分别将种子

液接种至实验组发酵培养基和对照组发酵培养基

中，培养条件同种子液。 发酵培养过程中记录菌

球直径、菌球密度等参数。 收集菌丝体经无菌水

洗涤、纱布过滤、液氮速冻后， － ８０ ℃ 保存，供后

续转录组分析使用。 同时，将菌丝体于 ５５ ℃烘干

至恒重，用于生物量及 ＧＡＢＡ 含量测定。 其中，以
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发酵对照培养基得到的菌丝体为对照组（ＣＫ），发
酵实验培养基得到的菌丝体为实验组（ＳＣ）。 检

测菌球密度（个 ／ １００ ｍＬ）、菌球直径（ｍｍ）、菌丝

体生物量（ｇ ／ ２００ ｍＬ），每组包含 ｎ ＝ ３ 个生物学重

复，每个样本检测 ３ 次重复。
１． ２． ２　 袋料栽培　 将种子液按 １０％ 接种量接种

于袋料栽培对照培养基和袋料栽培实验培养基，
避光培养 ３７ ｄ 至菌丝长满料袋。 之后将料袋移

入恒温箱（１８ ～ ２０ ℃）进行出菇管理，每日通风两

次。 当菇刺生长至 ０． ５ ｃｍ 且未大量弹射孢子时

采收，测定子实体鲜重和生物学效率。 将原基和

子实体液氮冷冻（ － ８０ ℃）保存，用于转录组分

析。 同时，将原基与子实体于 ５５ ℃烘干至恒重，
用于干重和 ＧＡＢＡ 含量测定。 其中袋料栽培对照

培养基培养得到的原基和子实体为对照组，袋料

栽培实验培养基出菇得到的原基和子实体为实验

组。 测定指标为菌丝生长速度（ｃｍ ／ ｄ）、菌丝长满

天数（ｄ）、原基形成天数（ｄ）、子实体鲜重（ｇ）、子
实体干重（ｇ）、生物学转化率（％ ），每组包含 ｎ ＝
１０ 个生物学重复，每个样本检测 ３ 次重复。 生物

学转化率（％ ） ＝ （每袋鲜子实体总产量 ／每袋干

料重） × １００％ 。
１． ２． ３　 ＧＡＢＡ 含量测定　 将发酵菌丝体、原基和

子实体烘干、粉碎，过 ８０ 目筛，取（０． ５０ ± ０． ０１） ｇ
后样品，按料水比 １ ∶ １００（ ｇ ／ ｍＬ）３５ ℃ 超声提取

１． ５ ｈ，８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清液测 ＧＡＢＡ
含量。 采用分光光度法测定 ＧＡＢＡ 含量［２４］。 ①标

准曲线制备：使用 ５． ００ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＧＡＢＡ 标准储

备溶液配制标准溶液（０、０． ０５、０． １０、０． ２５、０． ５０、
１． ００、２． ５０、５． ００ ｍｇ ／ ｍＬ），得回归方程 ｙ ＝０． ９９０ １ｘ ＋
０． １３３ ７ （Ｒ２ ＝ ０． ９９９ ６），式中，ｘ 为 ＧＡＢＡ 浓度

（ｍｇ ／ ｍＬ），ｙ 为吸光度。 ②样品测定：取 ０． ５ ｍＬ 上

清液，加 ０． ５ ｍＬ 硼酸盐缓冲液（０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ
１０． ０）、１ ｍＬ ６％苯酚和 １ ｍＬ ＮａＣｌＯ（８％ ～１２％活

性氯），混匀后沸水浴 １０ ｍｉｎ，冰浴冷却 ２０ ｍｉｎ 至

蓝绿色，加 ２ ｍＬ ６０％ 乙醇，于 ６４５ ｎｍ 测吸光度，
按标准曲线计算 ＧＡＢＡ 含量。
１． ２． ４ 　 转录组分析　 将菌株 ＲＴ２５ 的发酵菌丝

体、原基、子实体样品（表 １）委托徐州泱锐生物

科技有限公司进行 ＲＮＡ 提取及转录组测序（ Ｉｌ⁃
ｌｕｍｉｎａ Ｘ⁃ｔｅｎ，１５０ ｂｐ）。 实验流程： ＲＮＡ 质检，
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００ 测纯度 ／ 浓度，琼脂糖电泳验证完

整性，合格后建 ｃＤＮＡ 文库； 对数据进行分析，
原始数据过滤得 ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ，经 Ｔｒｉｎｉｔｙ 拼接生成

转录本，选取最长 ｕｎｉｇｅｎｅ 进行后续分析；对 ｕｎｉ⁃
ｇｅｎｅ 和转录本进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ 功能注释，解析分

子互作及代谢网络。
表 １　 实验样本编号

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

样品名称 分组 编号

发酵菌丝体 实验组（ｍＳＣ） ＨＣｍＳＣ⁃１ ＨＣｍＳＣ⁃２ ＨＣｍＳＣ⁃３
对照组（ｍＣＫ） ＨＣｍＣＫ⁃１ ＨＣｍＣＫ⁃２ ＨＣｍＣＫ⁃３

原基 实验组（ｐＳＣ） ＨＣｐＳＣ⁃１ ＨＣｐＳＣ⁃２ ＨＣｐＳＣ⁃３
对照组（ｐＣＫ） ＨＣｐＣＫ⁃１ ＨＣｐＣＫ⁃２ ＨＣｐＣＫ⁃３

子实体 实验组（ｆＳＣ） ＨＣｆＳＣ⁃１ ＨＣｆＳＣ⁃２ ＨＣｆＳＣ⁃３
对照组（ｆＣＫ） ＨＣｆＣＫ⁃１ ＨＣｆＣＫ⁃２ ＨＣｆＣＫ⁃３

２　 结果与分析

２． １　 菌种鉴定

菌株 ＲＴ２５ 菌丝长势良好、生育期较短、子实体

个体大且外形美观，单袋产量高，生物学效率可达

６０％以上（图 １）。 为进一步鉴定菌株 ＲＴ２５，本研究

进行了分子鉴定和系统发育分析。 将 ＰＣＲ 扩增产

物送至生工生物（上海）股份有限公司进行纯化和

单向测序，随后利用 ＧｅｎＢａｎｋ 核酸序列数据库对测

得的 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列进行分析，并构建系统发育树

（图 ２）。 菌株 ＲＴ２５ 被鉴定为珊瑚状猴头菌（Ｈｅｒｉｃｉ⁃
ｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ），隶属于猴头菌属（Ｈｅｒｉｃｉｕｍ）。 Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ 编号为 ＸＵＢ１５３３４００１ＲＴ２５ＰＶ６６０２６６。

图 １　 珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 子实体生长状态

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ
ＲＴ２５ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ

２． ２　 发酵与栽培实验对比结果

本研究将发酵对照培养基菌丝体作为对照

组，发酵实验培养基菌丝体为实验组；袋料栽培对

照培养基子实体为对照组，袋料栽培实验培养基

子实体为实验组。 结果见图 ３ 和表 ２。
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图 ２　 基于 ＩＴＳ 构建的珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 系统发育树

Ｆｉｇ． ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ

图 ３　 五味子对珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 发酵及栽培状态的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ． ）Ｂａｉｌｌ． ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５
菌丝体 ｎ ＝ ３，原基和子实体 ｎ ＝ １０；Ａ：发酵状态对比图；Ｂ：栽培菌丝生长速度、原基、子实体对比图

Ｍｙｃｅｌｉｕｍ， ｎ ＝ ３； ｐｒｉｍｏｒｄｉａ ａｎｄ ｆｒｕｉｔ ｂｏｄｉｅｓ， ｎ ＝ １０； Ａ： Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ； Ｂ：Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉｕｍ， ｐｒｉｍｏｒｄｉａ， ａｎｄ ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ
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　 　 结果显示，菌株 ＲＴ２５ 经添加五味子诱导发

酵后，实验组菌丝体 ＧＡＢＡ 含量约为对照组的

２． ５３ 倍，原基实验组 ＧＡＢＡ 含量约为对照组的

１． １５ 倍，子实体实验组 ＧＡＢＡ 含量约为对照组的

２． １２ 倍；发酵菌丝体对照组菌球密度较小，菌球

直径大小不均一，发酵液呈浅黄色，菌丝较细，锁
状联合较少，烘干菌丝呈乳黄色；发酵菌丝体实验

组菌球密度大，分散度好，菌球直径均匀度好，发
酵液呈橘黄色；子实体对照组菌丝致密，浅黄色，

原基形成较慢，数量少，子实体较小，珊瑚状，刺柔

软，肉质，子实体经 ５５ ℃恒温干燥后呈浅褐色；实
验组菌丝致密洁白，原基形成快，数量多，子实体

较大，珊瑚状，具较密的长刺，刺柔软，肉质，子实

体干燥后呈黄褐色。 结果表明，实验组发酵液中

的菌球表现出更高的均匀性与密度；与对照组相

比，实验组在菌丝生长速率、原基形成及生物学效

率等指标上均显著提高，证实五味子对珊瑚状猴

头菌的生长发育具有显著促进作用。

表 ２　 五味子对珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ ＧＡＢＡ、发酵菌丝体及栽培状态的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｃｈｉｓａｎｄｒａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ （Ｔｕｒｃｚ． ）Ｂａｉｌｌ． ｏｎ ｔｈｅ ＧＡＢＡ， ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５

培养方式 指标 对照组 实验组

发酵培养 菌丝体 ＧＡＢＡ ／ （ｍｇ·ｇ － １） ３． ６３８ ± ０． ００８ｂ ２８． ０８７ ± ０． ００６ａ

发酵菌球密度 ／ （个·１００ ｍＬ － １） ４２３． ０００ ± ３． ０１８ｂ ６７２． ０００ ± ２． ３６５ａ

发酵菌球直径 ／ ｍｍ ０． ６８４ ± ０． ０２４ｂ ０． ９４７ ± ０． ０６２ａ

菌丝生物量 ／ （ｇ·２００ ｍＬ － １） １． ２３５ ± ０． ０３９ｂ ２． ６５７ ± ０． ０８７ａ

袋料栽培 原基 ＧＡＢＡ ／ （ｍｇ·ｇ － １） １１． ８２５ ± ０． ０１１ｂ １２． １０４ ± ０． ０７４ａ

子实体 ＧＡＢＡ ／ （ｍｇ·ｇ － １） ２５． ８７７ ± ０． ０４９ｂ ５４． ７９５ ± ０． ６９５ａ

菌丝生长速度 ／ （ｃｍ·ｄ － １） ０． ３９７ ± ０． ０５３ｂ ０． ４９１ ± ０． ０３７ａ

菌丝长满天数 ／ ｄ ２１． ０００ ± ０． ９５８ａ １７． ０００ ± ０． ９６４ｂ

原基形成天数 ／ ｄ ３２． ０００ ± １． ０５７ａ ２７． ０００ ± １． ７２５ｂ

子实体鲜重 ／ ｇ １９． ３３０ ± ０． ８９９ｂ ２１． ５６０ ± １． ０３６ａ

子实体干重 ／ ｇ ２． ０４０ ± ０． ０８６ｂ ２． ２６０ ± ０． ２８８ａ

生物学效率 ／ ％ ６０． ７４０ ± １． １６９ｂ ６８． ２５０ ± １． ０８７ａ

　 注：数据为平均值 ± 标准误差（菌丝体 ｎ ＝ ３，原基和子实体 ｎ ＝ １０）；不同小写字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）

２． ３　 ＲＮＡ 质量检测与转录组测序

对提取的珊瑚状猴头菌菌株 ＲＴ２５ 的菌丝

体、原基、子实体 ＲＮＡ 进行质量检测，将转录组原

始数据提交至 ＳＲＡ 数据库（ ＳＵＢ１５３７３６３３，ＢＩＯ⁃
Ｐｒｏｊｅｃｔ ＩＤ： ＰＲＪＮＡ１２７７８１７ ）。 待 测 ＲＮＡ 样 品

ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０的比值均介于 １． ８ ～ ２． ２ 之间，达到建

库要求。
使用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 对所有样本高质量质控数据

（ｃｌｅａｎ ｄａｔａ）进行从头组装，并对组装结果进行优

化评估，采用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ 测序平台进行转录

组测序。 原始数据经过质量过滤（剔除测序接头

序列、低质量读段、Ｎ 率较高序列、长度过短序列）
得到高质量质控数据，Ｑ２０ 值均高于 ９９％ ，Ｑ３０ 值

均超过 ９６％ ，碱基 Ｇ 和碱基 Ｃ 的比值几乎达到

１∶ １，说明测序过程中出现的碱基错误率极小，测
序质量高，可进行下一步分析。

２． ４　 差异基因筛选

图 ４ 呈现了基因组间的表达差异，图中以

红色标记上调基因，绿色标记下调基因，灰色则

表示无显著差异基因。 该图的横轴量化了基因

在样本间的表达倍数变化，纵轴反映了表达量

变化的统计学意义。 分析结果显示， ｍＳＣ 与

ｍＣＫ 组间存在 ８３２ 个显著差异基因，其中上调

基因 ３５２ 个，下调基因 ４８０ 个（图 ４Ａ）；ｐＳＣ 与

ｐＣＫ 组间差异基因达 ５ ３３１ 个，包含２ ６７２个上

调基因和 ２ ６５９ 个下调基因（图 ４Ｂ）；ｆＳＣ 与 ｆＣＫ
组间则检测到 ３ ８４８ 个显著差异基因，包括

１ ７６７个上调基因和 ２ ０８１ 个下调基因（图 ４Ｃ）。
这些数据表明，五味子的加入可能激活了菌株

ＲＴ２５ 在多个生长阶段的基因表达调控机制，进
而影响珊瑚状猴头菌生长过程中活性成分的动

态变化。
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图 ４　 珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 不同样本差异基因火山图

Ｆｉｇ． ４　 Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５
Ａ：ｍＳＣ 与 ｍＣＫ； Ｂ：ｐＳＣ 与 ｐＣＫ； Ｃ：ｆＳＣ 与 ｆＣＫ。 每组包含 ｎ ＝ ３ 个生物学重复，每个样本检测 ３ 次重复，图 ５、图 ７ 同

Ａ：ｍＳＣ ｖｓ ｍＣＫ； Ｂ：ｐＳＣ ｖｓ ｐＣＫ； Ｃ： ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｎ ＝ ３ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ， ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ３ ｒｅｐ⁃
ｌｉｃａｔｅｓ，ｓａｍｅ ａｓ ｆｉｇｕｒｅ ５ ａｎｄ ｆｉｇｕｒｅ ７

２． ５　 差异基因 ＧＯ 富集分析

ＧＯ 富集分析将菌株 ＲＴ２５ 基因分为三大类，
即生物途径 （ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ）、细胞组分

（Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ） 和分子功能 （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）。 由图 ５ 可知，ｍＳＣ 与 ｍＣＫ 组显著

差异基因大部分诠释在细胞过程、代谢过程、细胞

组分、细胞器、蛋白质复合体、催化活性等生物过

程；ｐＳＣ 与 ｐＣＫ 组与 ｆＳＣ 与 ｆＣＫ 组显著差异基因

大部分诠释在细胞过程、代谢过程、催化活性等过

程。 ＧＯ 富集分析结果表明，在五味子诱导下，菌
株 ＲＴ２５ 菌丝体和子实体差异基因在生物途径、
细胞组分和分子功能方面均有显著体现。
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图 ５　 珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 不同样本差异 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＧＯ 功能富集柱状图
Ｆｉｇ． ５　 Ｂａｒ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５

Ａ：ｍＳＣ 与 ｍＣＫ；Ｂ：ｐＳＣ 与 ｐＣＫ；Ｃ：ｆＳＣ 与 ｆＣＫ。 每组包含 ｎ ＝ ３ 个生物学重复，每个样本检测 ３ 次重复

Ａ：ｍＳＣ ｖｓ ｍＣＫ；Ｂ：ｐＳＣ ｖｓ ｐＣＫ；Ｃ：ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｎ ＝ ３ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ， ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ３ ｒｅｐｌｉ⁃
ｃａｔｅｓ
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２． ６　 差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析

差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析结果如图 ６ 所示。
通过对比 ｍＳＣ 与 ｍＣＫ（图 ６Ａａ、６Ａｂ），筛选出显

著富集的上调基因代谢通路，包括长寿调节途

径⁃多种物种、氨基酸生物合成、ＤＮＡ 复制和精氨

酸生物合成。 同时，筛选出显著富集的下调基因

代谢通路，包括核糖体代谢途径和内质网蛋白质

加工。
对比 ｐＳＣ 与 ｐＣＫ（图 ６Ｂａ、６Ｂｂ），显著上调基

因代谢通路的有核糖体合成、次级代谢产物生物

合成、氧化磷酸化、碳代谢、吞噬体、蛋白酶体、乙
醛酸和二羧酸代谢、脂肪酸、柠檬酸循环、戊糖磷

酸途径。 筛选出显著富集的下调基因代谢通路，

参与代谢的有 ２⁃氧代羧酸代谢、氨基酸生物合

成、抗生素生物合成、碳代谢、氨基酰⁃ｔＲＮＡ 生物

合成、柠檬酸循环、脂肪酸生物合成、丙氨酸、天冬

氨酸和谷氨酸代谢、次级产物生物合成、真核生物

核糖体、核糖体、糖酵 ／糖异生。
对比 ｆＳＣ 与 ｆＣＫ（图 ６Ｃａ、６Ｃｂ），显著上调基

因代谢通路的有次级代谢物的生物合成、抗生素

的生物合成、碳代谢、过氧化物酶体合成、２⁃氧代

羧酸代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、色氨酸代谢、脂
肪酸降解、三羧酸循环、不饱和脂肪酸的生物合成

等；筛选出显著富集的下调基因的代谢通路，参与

代谢的有核糖体合成、细胞周期、内质网中的蛋白

质加工、碱基切除修复等。
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图 ６　 珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 不同样本差异基因 ＫＥＧＧ 富集气泡图

Ｆｉｇ． ６　 Ｂｕｂｂｌｅ ｃｈａｒｔ ｏｆ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５
Ａ：ａ 为 ｍＳＣ 与 ｍＣＫ 组上调基因，ｂ 为 ｍＳＣ 与 ｍＣＫ 组下调基因；Ｂ：ａ 为 ｐＳＣ 与 ｐＣＫ 组上调基因，ｂ 为 ｐＳＣ ｖｓ ｐＣＫ 组下调

基因；Ｃ：ａ 为 ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ 组上调基因，ｂ 为 ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ 组下调基因。 每组包含 ｎ ＝ ３ 个生物学重复，每个样本检测 ３ 次重复

Ａ：ａ ｉｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍＳＣ ｖｓ ｍＣＫ ｇｒｏｕｐ； ｂ ｉｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍＳＣ ｖｓ ｍＣＫ ｇｒｏｕｐ． Ｂ：ａ ｉｓ ｕｐ⁃ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐＳＣ ｖｓ
ｐＣＫ ｇｒｏｕｐ； ｂ ｉｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｐＳＣ ｖｓ ｐＣＫ ｇｒｏｕｐ． Ｃ：ａ ｉｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ； ｂ ｉｓ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ
ｉｎ ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ ｇｒｏｕｐ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｎ ＝ ３ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ， ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ３ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ

２． ７　 ＧＡＢＡ 差异基因分析

筛选倍数变化大于 ２ 的 ＧＡＢＡ 代谢显著差异

基因（表 ３）结果显示，ｍＳＣ 与 ｍＣＫ 组共有 ６ 个差

异基因（５ 个上调，１ 个下调）；ｐＳＣ 与 ｐＣＫ 组共有

１０ 个差异基因（７ 个上调，３ 个下调）。
尽管不同发育阶段（菌丝体 ｍ、原基 ｐ、子实

体 ｆ）的 ＳＣ 处理组与 ＣＫ 对照组之间，差异基因

的表达模式（上调 ／ 下调）存在差异，但 ＫＥＧＧ 通

路注释分析揭示了一个关键共性，这些显著差异

基因共同富集于以下核心代谢通路：代谢途径

（Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ），次级代谢产物生物合成

（Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ），丙氨酸、
天冬氨酸和谷氨酸代谢（Ａｌａｎｉｎｅ， ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｎｄ
ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）。 以上结果提示这些共有

的富集通路，可能是五味子调控珊瑚状猴头菌生

长发育并最终提高产量的关键机制所在。 具体

作用机制可归纳为以下几点。 ①促进次级代谢

产物的生物合成：次级代谢产物（如多糖、萜类、

生物碱）是珊瑚状猴头菌主要的活性成分，五味

子可能通过上调菌株 ＲＴ２５ 的相关通路基因，促
进有益物质（如多糖或抗氧化活性物质） 的合

成。 这不仅提高了产量，还可能间接增强菌体的

抗逆性（如抗氧化、抵抗病原菌能力），从而延长

其生长周期或提高生物总量。 ②谷氨酸代谢的

主要作用：丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸不仅是蛋

白质合成的关键氨基酸，更是氮代谢的核心。 五

味子诱导菌株 ＲＴ２５ ＧＤＨ 等基因表达发生变化，
可能优化了菌体对氮源的利用率，进而促进菌体

蛋白质的合成，为菌体生长提供物质基础。 ③代

谢途径的调控：代谢途径通路的富集表明，五味

子的影响是系统性的，涉及碳源利用、氮代谢、能
量供应等基础代谢过程。 这种代谢重编程，避免

了仅针对单一通路的局限性，通过协调多个途径

（如糖代谢提供能量、氨基酸代谢支持蛋白质合

成）的协同作用，最终实现珊瑚状猴头菌的活性

增长和产量提升。
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　 　 ＧＡＢＡ 在 ＫＥＧＧ 数据库中的代谢通路为

ｍａｐ００２５０。 通过对比分析菌株 ＲＴ２５ 不同生长发

育时期与 ＧＡＢＡ 合成相关的基因（图 ７，红色标记

为上调基因，蓝色为下调基因，绿色代表活性不

变），发现在 ｍＳＣ 与 ｍＣＫ 组（图 ７Ａ），丙氨酸、天
冬氨酸和谷氨酸代谢通路中，基因 ＤＮ３４４＿ｃ０＿ｇ１
表达上调，使谷氨酸脱氢酶［ＥＣ：１． ４． １． ２］活性增

强，从而增加 Ｌ⁃谷氨酸含量。 随后，通过谷氨酸

脱羧酶 ［ＥＣ：４． １． １． １５］的作用，ＧＡＢＡ 含量得以

提升。
在 ｐＳＣ 与 ｐＣＫ 的丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢通路（图 ７Ｂ）中可以看到，基因 ＤＮ１６６１８＿ｃ０＿
ｇ１ 表达上调使谷氨酸合酶（ＮＡＤＰＨ）［ＥＣ：１． ４． １．
１４］含量减少， Ｌ⁃谷氨酸含量减少，同时基因

ＤＮ２９２２８＿ｃ０＿ｇ１ 表达下调使谷氨酰胺合成酶 ［ＥＣ：
６． ３． １． ２］活性降低，Ｌ⁃谷氨酸含量增加，即 Ｌ⁃谷氨

酸总量变化不大。 在 ＧＡＢＡ 代谢通路中，基因

ＤＮ３４６４＿ｃ０＿ｇ１ 表达上调，促进谷氨酸脱羧酶［ＥＣ：
４． １． １． １５］活性增强，从而使 ＧＡＢＡ 含量增加；同
时，ＧＡＢＡ⁃琥珀酸半醛⁃琥珀酸盐通路代谢减慢，也

会使 ＧＡＢＡ 含量在一定程度上得到累积。
在 ｆＳＣ 与 ｆＣＫ 的丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢通路中可以看到（图 ７Ｃ），基因 ＤＮ３４４＿ｃ０＿ｇ１
表达上调，谷氨酸脱氢酶［ＥＣ：１． ４． １． ２］活性增

强，Ｌ⁃谷氨酸含量增加，基因 ＤＮ３４６４＿ｃ０＿ｇ１ 表达

水平不变，谷氨酸脱羧酶［ＥＣ：４． １． １． １５］活性不

变，４⁃氨基丁酸转氨酶 ［２． ６． １． １９］ 酶活增加，
ＧＡＢＡ含量增加。 结合 ＧＡＢＡ 试验，ｍＳＣ、ｐＳＣ、ｆＳＣ
均较 ｍＣＫ、ｐＣＫ、ｆＣＫ 的 ＧＡＢＡ 含量增加，表明添

加五味子作为诱导剂可通过 ＧＡＢＡ 代谢通路中

相关基因调控，以及不同代谢通路的酶活增加或

降低，从而在一定程度上提高菌株 ＲＴ２５ 活性成

分 ＧＡＢＡ 的含量。
２． ８　 ＰＣＲ 荧光定量

综合 ｍＳＣ 与 ｍＣＫ 组别中 ＧＡＢＡ 代谢差异基

因，选择 ６ 个差异表达显著的基因进行实时荧光

定量 ＰＣＲ 的引物设计（表 ４）。 荧光定量表达结

果显示见图 ８、图 ９。 该结果与转录组测序的表达

量一致，进一步说明转录组测序结果的可靠性。
ＣＴ 值越小，对应的基因表达量越高。
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图 ７　 丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢通路

Ｆｉｇ． ７　 Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ａｌａｎｉｎｅ， ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｎｄ ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
Ａ：ｍＳＣ 与 ｍＣＫ；Ｂ： ｐＳＣ 与 ｐＣＫ；Ｃ：ｆＳＣ 与 ｆＣＫ。 每组包含 ｎ ＝ ３ 个生物学重复，每个样本检测 ３ 次重复

Ａ： ｍＳＣ ｖｓ ｍＣＫ； Ｂ： ｐＳＣ ｖｓ ｐＣＫ； Ｃ： ｆＳＣ ｖｓ ｆＣＫ． Ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｎ ＝ ３ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ， ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ３
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ
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表 ４　 本研究中的引物信息

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

基因 正向序列（５′⁃３′） 反向序列 （５′⁃３′） ＰＣＲ 产物 ／ ｂｐ

１８Ｓ ＣＧＴＧＧＴＣＧＣＴＧＧＣＴＴＣＴＴ ＴＣＧＣＴＣＧＣＴＣＴＧＴＣＡＧＴＧＴＡＧ １２４

ＤＮ９１１９ ＡＧＧＣＧＧＣＡＧＴＡＴＧＧＧＡＧＧ ＣＧＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣＧＧＡＴＴＧＧＡＧ １９５

ＤＮ３３４ ＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＣＴＣ ＧＡＣＴＴＧＴＧＣＣＧＴＴＣＣＴＴＧＴＣ １１８

ＤＮ４４５４ ＴＴＴＴＧＡＴＧＡＴＴＡＴＴＧＧＣＧＴＧＴＴ ＴＣＧＧＧＡＣＴＧＣＴＴＴＧＡＧＧＡＴ １３８

ＤＮ６２８０ ＣＡＧＣＧＡＣＧＣＣＧＡＧＡＡＧＴＡ ＴＧＡＴＣＧＡＧＴＴＧＣＧＧＡＧＧＴＴ １０４

ＤＮ１４４５６ ＣＣＣＡＧＧＣＴＡＣＡＣＣＴＴＣＴＣＣＡ ＴＧＣＣＡＧＣＡＧＧＣＧＴＣＴＣＡＴ １６４

ＤＮ４２７０ ＧＡＣＧＡＣＡＡＡＣＣＧＣＡＡＡＣＣＡ ＧＣＣＧＣＴＧＡＣＴＣＣＡＧＡＣＴＴＡＧＡＴ ８４
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图 ８　 珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 不同样本差异基因的荧光定量 ＰＣＲ 扩增曲线及溶解曲线

Ｆｉｇ．８　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅｓ ａｎｄ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５
Ａ：ａ 为 １８Ｓ 扩增曲线，ｂ 为 １８Ｓ 溶解曲线；Ｂ：ａ 为 ＤＮ３３４ 扩增曲线，ｂ 为 ＤＮ３３４ 溶解曲线；Ｃ：ａ 为 ＤＮ４２７０ 溶解曲线；ｂ 为 ＤＮ４２７０
扩增曲线；Ｄ：ａ 为 ＤＮ４４５４ 扩增曲线，ｂ 为 ＤＮ４４５４ 溶解曲线；Ｅ：ａ 为 ＤＮ６２８０ 扩增曲线，ｂ 为 ＤＮ６２８０ 溶解曲线；Ｆ：ａ 为 ＤＮ９１１９
扩增曲线，ｂ 为 ＤＮ９１１９ 溶解曲线；Ｇ：ａ 为 ＤＮ１４４５６ 扩增曲线，ｂ 为 ＤＮ１４４５６ 溶解曲线

Ａ：ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ １８Ｓ，ｂ ｉｓ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ １８Ｓ； Ｂ：ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ３３４， ｂ ｉｓ ｔｈｅ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ３３４； Ｃ：
ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ４２７０，ｂ ｉｓ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ４２７０， Ｄ：ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ４４５４，ｂ ｉｓ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ４４５４；
Ｅ：ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ６２８０；ｂ ｉｓ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ６２８０； Ｆ：ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ９１１９，ｂ ｉｓ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ
ＤＮ９１１９； Ｇ：ａ ｉｓ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ１４４５６，ｂ ｉｓ ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＤＮ１４４５６

图 ９　 珊瑚状猴头菌 ＲＴ２５ 不同样本差异表达基因的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ＣＴ 值

Ｆｉｇ． ９　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ＣＴ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｈｅｒｉｃｉｕｍ ｃｏｒａｌｌｏｉｄｅｓ ＲＴ２５
数据为平均值 ± 标准误差（ｎ ＝ ３）；不同小写字母表示差异显著（Ｐ ＜ ０． ０５）

Ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ＳＥ （ｎ ＝ ３）； Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ （Ｐ ＜ ０． ０５）
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３　 讨　 论
本研究结果表明，五味子的添加对珊瑚状猴

头菌 ＲＴ２５ 发酵过程中的生物量积累及单位菌体

ＧＡＢＡ 生成效率具有显著促进作用，同时还能改

善子实体的综合品质，提高生物学转化率。 转录

组测序数据显示，在菌丝体发酵过程中，实验组与

对照组相比，共检测到 ８３２ 个差异表达基因（上
调 ３５２ 个，下调 ４８０ 个）；在原基形成期，差异表达

基因数量达到 ５ ３３１ 个（上调 ２ ６７２ 个，下调 ２ ６５９
个）；在子实体成熟期，差异表达基因数量达到

３ ８４８ 个（上调 １ ７６７ 个，下调 ２ ０８１ 个）。 经 ＧＯ
功能注释分析，这些差异基因主要参与细胞过程、
代谢过程、细胞组分、细胞器、蛋白质复合体、催化

活性等多种生物学过程；通过 ＫＥＧＧ 通路富集发

现，差异基因主要富集在 ＤＮＡ 复制、精氨酸合成、
核糖体代谢、次级代谢产物合成、丙氨酸⁃天冬氨

酸⁃谷氨酸代谢以及内质网蛋白质加工等途径。
进一步分析表明，在菌丝体发酵过程中，五味子通

过上调 ＤＮ３４４ 基因表达，增强谷氨酸脱氢酶活

性，使 Ｌ⁃谷氨酸水平上升，最终促进 ＧＡＢＡ 含量

增加；在原基形成期，五味子诱导 ＤＮ３４６４ 基因表

达上调，提高谷氨酸脱羧酶活性，从而提升 ＧＡＢＡ
的生物合成效率；在子实体成熟期，基因 ＤＮ３４６４
表达上调，谷氨酸脱氢酶活性增强，Ｌ⁃谷氨酸含量

增加，基因 ＤＮ３４６４ 表达水平不变，谷氨酸脱羧酶

酶活不变，γ⁃氨基丁酸转氨酶酶活增加，最终使

ＧＡＢＡ 含量增加。
本研究通过转录组学技术，分析了珊瑚状猴

头菌 ＲＴ２５ 在菌丝体、原基和子实体三个生长发

育阶段的差异基因表达模式。 结果表明，与对照

组（ＣＫ）相比，五味子处理组（ＳＣ）在代谢途径、次
级代谢产物生物合成以及谷氨酸代谢等多个通路

中均呈现显著富集。 这些共性通路表明，五味子

并非仅针对某一特定生长阶段发挥作用，而是通

过系统性调节碳氮代谢流和能量供应，优化菌体

的整体生理状态，从而促进生物量积累及活性成

分（如 ＧＡＢＡ）的合成。 具体机制包括：①ＧＡＢＡ
合成的代谢基础，谷氨酸代谢通路的富集与 ＧＡ⁃
ＢＡ 合成直接相关，ＧＡＤ 基因的表达变化是五味

子诱导 ＧＡＢＡ 积累的关键因素；②次级代谢产物

的协同增效，萜类、多糖合成等次级代谢通路的上

调可能增强了菌体的环境适应性，延长其生长周

期，间接促进产量提升。 上述发现从分子层面揭

示了五味子如何通过多靶点调控珊瑚状猴头菌的

代谢网络，为其在促进活性成分合成和生长调控

方面的应用提供了理论依据。
ＧＡＢＡ 是珊瑚状猴头菌的重要功能成分，其

合成主要依赖谷氨酸代谢途径。 本研究发现，
五味子处理组的差异基因在丙氨酸、天冬氨酸

和谷氨酸代谢通路中显著富集，调控机制体现

在以下三个方面：①谷氨酸供应增强，糖酵解提

供的丙酮酸可进入 ＴＣＡ 循环生成 α⁃酮戊二酸，
进而转化为谷氨酸，五味子可能通过促进糖酵

解和谷氨酸合成酶（ ＧＯＧＡＴ ／ ＧＳ） 途径，增加谷

氨酸池，为 ＧＡＢＡ 合成提供底物；②ＧＡＤ 酶活性

调控，ＧＡＤ 是 ＧＡＢＡ 合成的限速酶，其基因表达

上调可直接提高 ＧＡＢＡ 产量，ｑＰＣＲ 检测验证了

ＧＡＤ 基因的表达模式；③氮代谢再平衡，ＧＡＢＡ
的积累可能影响菌体氮代谢，五味子或通过调

节谷氨酸⁃丙氨酸转氨酶（ＡＬＴ）等基因，优化氮

源利用效率。 这些结果不仅揭示了五味子促进

ＧＡＢＡ 合成的可能途径，也为后续通过代谢工程

或发酵优化提高 ＧＡＢＡ 产量提供了理论基础。
近年来，珊瑚状猴头菌产业发展迅速，然而

其基础研究相对滞后，难以满足产业发展的需

求［２５⁃２６］ 。 目前，关于珊瑚状猴头菌的发育机理、
遗传育种、营养代谢以及基因功能等方面的研

究不够深入，一定程度上影响了产业的可持续

发展［２７］ 。 随着高通量测序技术的持续发展，转
录组学、代谢组学在食用菌领域的应用日渐普

及，为深入研究珊瑚状猴头菌的生物学特性提

供了新的技术方法［２８⁃３０］ 。 有研究表明，转录组

学已成功应用于食用菌基因的多样性分析［３１］ 、
遗传连锁图谱构建以及数量性状位点（ＱＴＬ）定

位［３２］ 等多个研究方向，为食用菌的遗传改良和

功能基因挖掘［３３］ 提供了重要理论支持。 基于当

前研究近况，需进一步加强珊瑚状猴头菌的基

础研究，特别是利用高通量测序和转录组学等

生物技术系统阐释其遗传和生理机制，为产业

发展提供坚实的技术支持。 珍稀食用菌与中药

共发酵是一项新型的发酵技术，它通过定向微

生物培养和代谢过程，显著提升了发酵效率和

终产物的产量［３４⁃３５］ 。 共发酵技术能够将原料转

化为具有更高生物活性的产物，具有提升有效
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成分的生物利用率、改善口感和增强稳定性等

优点，该技术已在食品和饮料生产中得到应

用［３６⁃３７］ 。 基于本研究结果，未来可从以下方向

进行深入挖掘。 ①关键基因的功能验证：针对

ＧＡＢＡ 合成、次级代谢等通路中的差异表达基

因，通过基因敲除或过表达实验，解析其对菌体

生长和代谢产物的影响。 ②代谢组学与转录组

学联合分析：结合代谢物检测 （如 ＧＡＢＡ、谷氨

酸、多糖含量），验证转录组预测的通路变化，构
建更完整的代谢调节网络。 ③品种改良与分子

育种：筛选高产 ＧＡＢＡ 的菌株，并利用 ＣＲＩＳＰＲ
等基因编辑技术修饰关键代谢节点（如谷氨酸

脱羧酶基因），培育高效合成 ＧＡＢＡ 的珊瑚状猴

头菌新菌株。 除上述基础科学和菌株改良层

面，更应注意到其潜在的应用价值。 ＧＡＢＡ 具有

镇静、抗焦虑等作用［３８］，经五味子诱导珊瑚状猴

头菌生产的 ＧＡＢＡ，可用于开发具有保健作用的

功能性食品。 ＧＡＢＡ 在神经系统疾病治疗中有潜

在应用价值［３９］，共发酵技术生产的 ＧＡＢＡ，可为

相关药物开发提供原料；ＧＡＢＡ 还具有抗衰老和

舒缓皮肤的作用［４０］，共发酵产物可用于高端化妆

品的开发；ＧＡＢＡ 对植物生长有促进作用［４１］，利
用该方法生产的 ＧＡＢＡ 可用于开发植物生长调

节剂，提升作物产量和抗逆性。 本研究通过转录

组学分析了五味子调控珊瑚状猴头菌不同生长发

育阶段的代谢通路，揭示了其对 ＧＡＢＡ 合成的促

进作用，不仅深化了对食药用真菌代谢调控的理

解，也为后续高产菌株选育以及功能性产品（如
ＧＡＢＡ 富集型猴头菇）开发提供了理论依据和技

术支撑。 未来研究方向可进一步聚焦关键代谢基

因的精准调控，推动珊瑚状猴头菌在食品、保健品

等领域的应用。
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