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摘    要：【目的】 通过转录组测序分析添加不同氮源培养后广叶绣球菌基因差异表达情况，旨在探究氨基酸调节基

质降解的分子机理，为其高效生产提供理论依据。【方法】  以硫酸铵、鱼粉蛋白胨、天冬氨酸和谷氨酸为氮源，

测定菌丝生长速度并利用转录组测序技术对不同氮源诱导下广叶绣球菌进行基因差异表达分析。【结果】  天冬氨

酸和谷氨酸相对于硫酸铵、鱼粉蛋白胨可显著促进菌丝生长（P＜0.01）；GO功能富集分析显示差异基因主要富集

在氧化还原酶活性、铁离子跨膜转运蛋白活性和铁离子的还原和转运同化等；KEGG通路富集分析显示，富集度较

高的通路主要有色氨酸代谢、花生四烯酸代谢和氮代谢等。差异基因中溶血素蛋白 ostreolysin A6、GroES类似蛋白

和 6-甲基水杨酸脱羧酶等基因在天冬氨酸或谷氨酸诱导下表达量变化倍数较大（P＜0.01）。【结论】  天冬氨酸和

谷氨酸可能通过促进绣球菌氧化还原酶活性及铁离子代谢过程，提高其基质利用能力。研究结果为进一步研究广叶

绣球菌木质纤维素降解机制及栽培生理提供理论依据。
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Abstract: 【Objective】  Effects of differential expression genes (DEGs) of Sparassis latifolia cultured with varied nitrogen

sources on substrate degradation were analyzed for efficient cultivation of the mushroom. 【Method】  Cultured on substrates

of varied nitrogen sources, such as ammonium sulfate (As), fish peptone (Pep), aspartic acid (Asp), and glutamic acid (Glu), S.

latifolia  mycelium  growth  was  observed.  Transcriptomes  of  DEGs  were  determined. 【Result】    Of  the  various  nitrogen

sources, Asp and Glu significantly promoted the mycelial growth (P＜0.01). According to a GO enrichment analysis, the DEGs

in  the  mushrooms  were  mainly  related  to  the  activities  of  oxidoreductase,  iron  ion  transmembrane  transport,  and  iron

assimilation  by  reduction  and  transport.  And  the  KEGG  showed  their  involvement  in  the  metabolisms  of  tryptophan,

arachidonic  acid,  and  nitrogen.  The  expressions  of  the  ostreolysin  A6,  GroES-like  protein,  and  6-methylsalicylic  acid

decarboxylase genes were significantly altered by the presence of Asp and Glu (P＜0.01). 【Conclusion】  The use of Asp and

Glu as a nitrogen source promoted the substrate utilization through the heightened oxidoreductase activity and iron metabolism

in S. latifolia. Hence, the addition would facilitate an efficient mushroom cultivation.
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 0    引言

【研究意义】广叶绣球菌（Sparassis latifolia）
作为一种具有极高营养和药用价值的珍稀食用

菌[1−3]，已在福建、江苏、浙江和陕西等地实现了工

厂化栽培。目前，绣球菌的研究主要集中于生物学

特性、葡聚糖及其活性等方面[1−2, 4−5]。然而，国内的

工厂化生产模式中，从接种至采摘需要  90 d左右，

而其生物学效率仅为 65%左右。此外，胞外酶活性

与基质降解速率的变化具有一定的相关性，在一定

程度上可以反映食用菌的生长速度和生物转化率 [6]。

因此，通过进一步解析特定营养因子对胞外酶活性

和基质降解速率的影响，或能提高绣球菌生物学效

率，缩短工厂化栽培周期。【前人研究进展】食用

菌栽培添加剂在生产上可提高产量，以氨基酸为主

要成分的食用菌添加剂在香菇（Lentinula edodes）、

草 菇 （Volvariella  volvacea）、 双 孢 蘑 菇 （Agaricus
bisporus）等食用菌提高产量、缩短栽培周期方面具

有一定的效果[7−9]。不同氨基酸氨对真菌胞外酶活性

的影响存在差异，例如 DL-蛋氨酸、DL-色氨酸、甘

氨酸和 DL-缬氨酸可促进黑蛋巢菌（Cyathus bulleri）
漆酶的产生，但 L-半胱氨酸则完全抑制漆酶的产

生 [10]。DL-正亮氨酸、L-亮氨酸、DL-异亮氨酸、L-
赖氨酸单盐酸盐和  DL-β-苯丙氨酸可以提高链霉菌

（Streptomyces  sp.）木 聚 糖 酶 和 果 胶 酶 的 产 量 约

3倍，且复合使用 DL-正亮氨酸 , L-亮氨酸 , DL-异亮

氨酸可以提升酶的产量约 6倍 [11]。半胱氨酸对烟曲

霉（Aspergillus fumigatus）内切葡聚糖酶、外切葡聚

糖酶、β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶的产生具有促进作

用，而蛋氨酸对胞外酶的产生则具有一定的抑制作

用 [12]。此外，在以半胱氨酸为单一氮源的处理中，

烟曲霉的分泌蛋白中可检测出大量的过氧化氢酶，

而在以蛋氨酸和硫酸铵为单一氮源的处理中则未检

测出过氧化氢酶 [12]。过氧化氢酶与羟基自由基的产

生有关，可能通过芬顿反应参与了木质素的及纤维

素解聚。【本研究切入点】在广叶绣球菌生长发育

过程中，氮源是必不可少的，特别是氮源的种类和

比例对绣球菌菌丝生长和子实体生长发育至关重

要。[5, 13]。氨基酸作为重要的氮源因子，可以刺激多

种真菌胞外酶的产生，但相关机制尚不清楚。厘清

氨基酸如何通过调节酶活变化和基质降解速率来促

进菌丝生长，能够为绣球菌营养添加提供参考。【拟

解决的关键问题】以 PDB为基础培养基，分别添加

无机氮源硫酸铵（As）、有机复合氮源鱼粉蛋白胨

（Pep）、谷氨酸（Glu）和天冬氨酸（Asp），通过

转录组测序分析氨基酸对广叶绣球菌基质降解相关

基因表达的影响，旨在探究氨基酸调节广叶绣球菌

降解机制的分子机理，为其高效生产提供理论依据。

 1    材料与方法

 1.1    菌株和试验材料

广叶绣球菌闽绣 1号由福建省农业科学院食用

菌研究所保藏。马铃薯葡萄糖肉汤培养基（potato
dextrose broth，PDB）购自美国 BD公司，鱼粉蛋白

胨购自国药集团化学试剂有限公司，谷氨酸和天冬

氨酸购自北京索莱宝科技有限公司。

PDA培养基：PDB粉末 24 g·L−1，琼脂 15 g·L−1，

121 ℃ 高压灭菌 20 min。液体种子培养基：PDB粉末

24 g·L−1，121 ℃ 高压灭菌 20 min。氮源平板试验培

养基：PDB粉末 24 g·L−1，琼脂 15 g·L−1，121 ℃ 高

压灭菌 20 min，温度降至 50 ℃ 后分别加入经 0.22 μm
滤膜过滤除菌的硫酸铵、谷氨酸、天冬氨酸、鱼粉

蛋白胨，终质量浓度为 1 g·L−1。氮源诱导培养基：

氮源平板试验培养基配方中不添加琼脂。

 1.2    菌丝生长测定

将活化后的广叶绣球菌菌块接种于不同氮源培

养基中 [13]，25 ℃ 黑暗培养 25 d，利用十字交叉法测

定菌丝生长速度，每个试验设 4次重复。

 1.3    不同氮源液体培养

将经 PDA活化的绣球菌菌块接种于 100 mL液体

种子培养基，25 ℃，150 r·min−1 振荡培养 9 d，过滤

去除培养基收集菌丝体，加入 100 mL无菌水，匀浆

后取 5 mL加入 100 mL氮源诱导培养基，25 ℃，150
r·min−1 振荡培养 6 d后收集菌丝体，液氮速冻后保藏

于−80 ℃ 超低温冰箱。每个处理组重复 3次。

 1.4    转录组测序

使用 TRIzol总 RNA提取试剂盒提取不同氮源培

养条件下的绣球菌总 RNA。总 RNA经纯化、质检合

格后构建文库上机测序。使用 FastQC（http://www.
bioinformatics.  babraham.ac.uk/projects/fastqc/）对测序

原始数据进行过滤，获得高质量测序数据。通过

StringTie[14] 软件对所有的 clean reads进行转录本拼接

与合并。与 S. latifolia 参考基因组 [15] 比对后，利用

edgeR[16] 软件计算不同氮源试验处理样品中转录本丰

度与差异比较。以 log2FC的绝对值≥1且 P ＜  0.05
为标准筛选差异表达基因。分别采用 Goatools和
KOBAS[17] 软件对天冬氨酸/硫酸铵（Asp/As）、谷氨

酸 /硫酸铵（Glu/As）、天冬氨酸 /鱼粉蛋白胨（Asp/
Pep）、谷氨酸 /鱼粉蛋白胨（Glu/Pep）和天冬氨酸

/谷氨酸（Asp/Glu）比较组差异表达基因分别进行
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GO和 KEGG富集分析，P＜0.05时为显著富集。

 1.5    数据分析

用 Excel和 TBtools[18] 进行数据整理和热图的绘

制，菌丝生长速度统计分析采用 SPSS 19进行。

 2    结果与分析

 2.1    不同氮源对菌丝生长的影响

不同类型氮源对绣球菌菌丝生长的影响见图 1。

以天冬氨酸（Asp）和谷氨酸（Glu）为氮源时菌丝

平均生长速度较快，分别可达 0.31  cm·d−1 和 0.30
cm·d−1，以硫酸铵（As）为氮源时菌丝生长速度为

0.24 cm·d−1，以鱼粉蛋白胨（Pep）为氮源时菌丝生

长速度为 0.26 cm·d−1。以氨基酸 Asp和 Glu为氮源

时，相对于As和 Pep，菌丝生长速度差异极显著（P＜
0.01）。且以 Asp和 Glu为氮源培养时，绣球菌菌丝

较浓密，呈絮状。

  

As Pep Asp Glu 
图 1    不同氮源对广叶绣球菌生长的影响

Fig. 1    Effects of different nitrogen sources on growth of S. latifolia
 

 2.2    不同氮源差异表达基因的鉴定

以 |log2FC|≥1为变化阈值，且 P＜0.05为标准，

获得不同氮源比较组间的差异表达基因（differential
expression genes, DEGs）。从图2-A看出，比较组Asp/As

获得DEGs 631个，Glu/As获得DEGs 392个，Asp/Pep
获得 DEGs 635个，Glu/Pep获得 DEGs 331，Asp/Glu
获得 DEGs 144个。从图 2-B得知，不同比较组间共

有的 DEGs有 23个。
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图 2    差异表达基因统计图（A）和韦恩图（B）

Fig. 2    Statistical histogram (A) and Venn diagram (B) of DEGs
 

 2.3    不同氮源比较组差异表达基因的功能分析

通过对不同氮源比较组间 DEGs的 GO功能富集

（图 3-A）可以看出：Asp和 Glu与硫酸铵、蛋白胨

相 比 差 异 基 因 主 要 富 集 在 氧 化 还 原 酶 活 性

（oxidoreductase  activity）、高亲和力亚铁离子跨膜

转运蛋白活性（high-affinity ferrous iron transmembrane
transporter activity）、铁离子跨膜转运蛋白活性（iron
ion transmembrane  transporter  activity）和铁离子的还

原 和 转 运 同 化 （iron  assimilation  by  reduction  and
transport）等。差异基因的 KEGG通路富集分析结果

（图 3-B）显示：Asp和 Glu与硫酸铵、蛋白胨相比

差异基因富集度较高的通路主要有色氨酸代谢

（tryptophan  metabolism）、 花 生 四 烯 酸 代 谢

（arachidonic  acid  metabolism）、 氮 代 谢 （nitrogen
metabolism）、 甘 油 酯 代 谢 （glycerolipid
metabolism）、脂肪酸降解（fatty acid degradation）等。

 2.4    不同组间变化倍数显著差异基因分析

根据不同比较组间 DEGs的变化倍数，分别筛

选 Asp/As、Glu/As、Asp/Pep和 Glu/Pep比较组内上

调前 10的 DEGs，共获得 22个 DEGs，基因相对表
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达量 FPKM（fragments  per  kilobase  of  exon  model  per
million  mapped  fragments）值 如 图 4所 示 。 相 对 于

As和 Pep， 变 化 显 著 的 基 因 主 要 编 码 细 胞 色 素

P450单加氧酶（Cytochrome  P450  monooxygenase）、

溶血素蛋白 ostreolysin A6、吡喃糖氧化酶（pyranose
oxidase）、肽蛋氨酸亚砜还原酶（peptide methionine
sulfoxide  reductase）、 GroES类 似 蛋 白 （GroES-like
protein）、 6-甲 基 水 杨 酸 脱 羧 酶 （6-methylsalicylic
acid  decarboxylase）、黄素依赖性单加氧酶（flavin-
dependent  monooxygenase）、 脱 氢 酶 orsE

（dehydrogenase orsE）以及部分未能获得注释的假想

蛋白。

 2.5    不同比较组基质降解差异显著基因分析

不同比较组间所有的 DEGs共注释到 95个氧化

还原酶基因，聚类分析可区分为 2个分支（图 5）。

其中一个分支含 60个基因，在 Asp或 Glu组中表达

量相对较高，另外一个分支含 35个基因在 Pep或

As组中表达量相对较高。氧化还原酶中单加氧酶数

量最多（18个），其次为短链脱氢酶（15个）。在

Asp/As、Glu/As、Asp/Pep和 Glu/Pep比较组中上调倍

 

谷胱甘肽转移酶活性 Glutathione transferase activity

UDP-乙酰氨基甲酸酯脱氢酶活性 UDP-Nacetylmuramate dehydrogenase activity

寡肽跨膜转运蛋白活性 Oligo peptide transmembrane transporter activity

酸性磷酸酶活性 Acid phosphatase activity

过氧化氢酶活性 Catalase activity

阴离子通道活性 Anion channel activity

铁离子跨膜转运体活性 Iron ion transmembrane transporter activity

铁通过还原和运输同化 Iron assimilation by reduction and transport

高亲和铁渗透酶复合物 High-affinity iron permease complex

黄素腺嘌呤二核苷酸结合 Flavin adenine dinucleotide binding

细胞色素释放的正向调节 Positive regulation of release of cytochrome

邻甲基转移酶活性 O-methyltransferase activity

水解酶活性 Hydrolyase activity

次生代谢物生物合成过程 Secondary metabolite biosynthetic process

卟啉原氧化酶活性 Coproporphyrinogen oxidase activity

蛋白水解作用 Proteolysis

阴离子跨膜转运蛋白活性 Anion transmembrane transporter activity

前列腺素的生物合成过程 Prostaglandin biosynthetic process

单氧酶活性 Monooxygenase activity

铁离子结合 Iron ion binding

固醇代谢过程 Sterol metabolic process

氧脂素生物合成过程 Oxylipin biosynthetic process

氧化还原酶活性 Oxidoreductase activity

氧化还原过程 Oxidation-reduction process

代谢过程 Metabolic process

血红素结合 Heme binding

电子转移活性 Electron transfer activity

倍半萜类生物合成过程 Sesquiterpenoid biosynthetic process

氧化还原酶活性，氧化金属离子 Oxidoreductase activity, oxidizing metalions

单端孢霉烯合成酶活性 Trichodiene synthase activity

高亲和亚铁跨膜转运蛋白活性 High-affinity ferrous iron transmembrane transporter activity

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

生物素代谢 Biotin metabolism

不饱和脂肪酸的生物合成 Biosynthesis of unsaturated fatty acids

果糖和甘露糖代谢 Fructose and mannose metabolism

谷胱甘肽代谢 Glutathione metabolism

丙酮酸代谢 Pyruvate metabolism

赖氨酸退化 Lysine degradation

Propanoate 代谢 Propanoate metabolism

硫胺素代谢 Thiamine metabolism

二萜生物合成 Diterpenoid biosynthesis

甘油酯代谢 Glycerolipid metabolism

叶酸生物合成 Folate biosynthesis

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解 Valine, leucine and isoleucine degradation

丙氨酸代谢 Alanine metabolism

抗坏血酸和醛酸盐代谢 Ascorbate and aldarate metabolism

嘧啶代谢 Pyrimidine metabolism

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢 Glycine, serine and threonine metabolism

吲哚，二萜，生物碱生物合成 Indole diterpene alkaloid biosynthesis

其他聚糖降解 Other glycan degradation

糖胺聚糖降解 Glycosam inoglycan degradation

鞘糖脂生物合成 Glycosphingolipid biosynthesis

维生素 B6 代谢 Vitamin B6 metabolism

MAPK 信号通路-酵母 MAPK signaling pathway-yeast

色氨酸代谢 Tryptophan metabolism

花生四烯酸代谢 Arachidonic acid metabolism

氮代谢 Nitrogen metabolism

ABC 转运蛋白 ABC transporters

脂肪酸降解 Fatty acid degradation

氰基氨基酸代谢 Cyanoaminoacid metabolism
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图 3    差异基因 GO（A）和 KEGG（B）富集分析

Fig. 3    GO (A) and KEGG (B) enrichment analyses on DEGs
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数较大的有：EVM0004464肽甲硫氨酸亚砜还原酶

（peptide  methionine  sulfoxide  reductase）分 别 上 调

23.81倍、 9.56倍、 36.24倍和 14.54倍（P＜ 0.01），

EVM0011114 6-甲基水杨酸脱羧酶（6-methylsalicylic
acid  decarboxylase）分 别 上 调 13.75倍 、 9.70倍 、

5.36倍和 3.78倍（P＜ 0.01），EVM0013050吡喃糖

氧 化 酶 （putative  pyranose  oxidase）分 别 上 调

24.02倍、4.09倍、17.57倍 和 2.99倍（P＜0.01）。

通过 dbCAN [19] 在线注释工具对不比较组间所有

差异基因进行注释，其中与纤维素和半纤维素降解

相 关 的 糖 苷 水 解 酶 （glycoside  hydrolases， GHs）
11个 ， 碳 水 化 合 物 酯 酶 （carbohydrate  esterases，
CEs）1个 ， 多 糖 裂 解 酶 （polysaccharide  lyases，
PLs）1个（图 6）。主要包括 2个 β-己糖胺酶（β-
hexosaminidase）、 2个几丁质酶（chitinase）及 2个

β-甘露糖苷酶（β-mannosidase）等。大多数纤维素和

半纤维素降解相关酶基因在 Asp和  Glu组中相对于

As和 Pep表 达 量 下 调 ， 而 内 切 -1,4-β-木 聚 糖 酶

（endo-1,4-β-xylanase）基 因 在 Asp/As和 Asp/Pep比

较组中表达量显著上调（P＜0.01），内切 -1,3-β-葡
聚糖酶（endo-1,3-β-glucanase）在 Asp和  Glu中相对

于 As和 Pep表达量均显著上调（P＜0.01），2个 β-
甘露糖苷酶基因在 Asp/Pep比较组中均显著上调

（P＜0.01）。

差异基因中与铁离子转运和还原相关的基因共

鉴定出 8个（图 7），包括 2个质膜铁离子渗透酶

（plasma membrane iron permease）、2个铁离子还原

酶（iron  reductase）、 2个铁转运多铜氧化酶（iron
transport  multicopper oxidase fio1）、1个锌 /铁离子渗

透酶（zinc/iron permease）和 1个铁离子摄取簇蛋白

（hypothetical  iron  uptake  cluster  protein）。 其 中 ，

EVM0004041（incomplete  iron  reductase）在 As中 表

 

EVM0011114 6-甲基水杨酸脱羧酶
EVM0011114 6-methylsalicylic acid decarboxylase
EVM0002306 GroES 类似蛋白
EVM0002306 GroES-like protein
EVM0009264 预测蛋白
EVM0009264 Predicted protein
EVM0005779 黄素依赖性单加氧酶
EVM0005779 Flavin-dependent monooxygenase
EVM0009667 假想蛋白
EVM0009667 Hypothetical protein
EVM0002795 非特征氧化还原酶
EVM0002795 Uncharacterized oxidoreductase
EVM0004925 脱氢酶
EVM0004925 Dehydrogenase
EVM0004328 预测蛋白
EVM0004328 Predicted protein
EVM0005068 假想蛋白
EVM0005068 Hypothetical protein
EVM0011287 假想蛋白
EVM0011287 Hypothetical protein
EVM0013050 假定的吡喃糖氧化酶
EVM0013050 Putative pyranose oxidase
EVM0003205 假想蛋白
EVM0003205 Hypothetical protein
EVM0006142 假想蛋白
EVM0006142 Hypothetical protein
EVM0004464 肽蛋氨酸亚砜还原酶
EVM0004464 Peptide methionine sulfoxide reductase
EVM0008528 假想蛋白
EVM0008528 Hypothetical protein
EVM0007697 假想蛋白
EVM0007697 Hypothetical protein
EVM0010357 GroES 类似蛋白
EVM0010357 GroES-like protein
EVM0008356 细胞色素 P450 单加氧酶
EVM0008356 Cytochrome P450 monooxygenase
EVM0003453 假想蛋白
EVM0003453 Hypothetical protein
EVM0012045 假想蛋白
EVM0012045 Hypothetical protein
EVM0008502 假想蛋白
EVM0008502 Hypothetical protein
EVM0012428 溶血素 A6
EVM0012428 Ostreolysin A6

As Pep Asp Glu

1.5

1.0

0.5

0

−0.5

−1.0

−1.5

 
热图上数字为基因表达量 FPKM值，下同。

Datas are FPKM values. Same for below.

图 4    差异显著基因热图聚类分析

Fig. 4    Heat map clustering on significantly differentiated genes
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图 5    氧化还原酶基因热图聚类分析

Fig. 5    Heat map clustering on oxidoreductase genes
 

 

EVM0004532 糖苷水解酶10_内切-1,4-β 木聚糖酶
EVM0004532 GH10_endo-1,4-β-xylanase
EVM0003260 碳水化合物酯酶16_乙酰酯酶
EVM0003260 CE16_acetylesterase
EVM0005041 糖苷水解酶16_内切-1,3-β 葡聚糖酶
EVM0005041 GH16_endo-1,3-β-glucanase
EVM0002697 糖苷水解酶2_β-甘露糖苷酶
EVM0002697 GH2_β-mannosidase
EVM0007744 糖苷水解酶2_β-甘露糖苷酶
EVM0007744 GH2_β-mannosidase
EVM0004829 糖苷水解酶20_β-己糖胺酶
EVM0004829 GH20_β-hexosaminidase
EVM0002541 糖苷水解酶3_β-葡糖苷酶
EVM0002541 GH3_β-glucosidase
EVM0002624 糖苷水解酶20_β-己糖胺酶
EVM0002624 GH20_ β-hexosaminidase
EVM0012388 多糖裂解酶14

EVM0012388 PL14

EVM0000458 糖苷水解酶18

EVM0000458 GH18

EVM0012824 糖苷水解酶12_内切葡聚糖酶
EVM0012824 GH12_endoglucanase
EVM0002263 糖苷水解酶18_几丁质酶
EVM0002263 GH18_chitinase
EVM0004229 糖苷水解酶18_几丁质酶
EVM0004229 GH18_chitinase

Asp Glu As Pep

1.5

1.0

0.5

0

−0.5

−1.0

−1.5

 
图 6    纤维素和半纤维素降解相关基因热图聚类分析

Fig. 6    Heat map clustering on cellulose- and hemicellulose-degrading genes
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达量相对较高，其余铁离子代谢相关基因在 Asp和

Glu组中表达量相对较高。

 3    讨论

外源额外添加营养物质，可以为生物体生长发

育提供适宜及必需的营养因子，促进其生长发育或

次级代谢产物合成。如特异性添加糖类 [20−21]、氨基

酸[12, 22]、矿质元素[23]、芳香族化合物[24]、有机酸[25−26]

等，可促进食用菌菌丝生长或胞外酶活性。因此针

对一些生长周期较长、基质转化率较低的食用真

菌，可通过添加适宜的生长促进物质，提高木质纤

维素降解酶活性，促进栽培基质的高效利用。

本研究通过比较 Asp、Glu与无机氮源硫酸铵、

有机复合氮源鱼粉蛋白胨对绣球菌菌丝生长的影

响，结果表明 Asp、Glu不仅可促进菌丝生长，且菌

丝更浓密。在生长培养基中添加谷氨酸和天冬酰胺

可提高里氏木霉菌（Trichoderma reesei）的纤维素酶

和 β-木聚糖酶活性[27]，谷氨酸对拟层孔菌（Fomitopsis

sp.）羧甲基纤维素酶活性促进作用较天冬酰胺和天

冬氨酸效果更好 [28]。天冬酰胺也可以促进地曲霉

（Aspergillus terreus）的纤维素酶合成[29] 并提高金针

菇（Flammulina velutipes）β-葡萄糖苷酶的产量[30]。因

此，Asp和 Glu促进绣球菌生长可能由于相关胞外酶

活性的提升，促进了菌丝生长。

为进一步分析 Asp和 Glu对绣球菌生长促进作用

的机制，试验通过转录组测序分析 4种不同氮源诱

导下菌丝体基因表达差异。DEGs中与纤维素和半纤

维素利用相关的基因较少，内切-1,4-β-木聚糖酶、内

切-1,3-β-葡聚糖酶和 β-甘露糖苷酶在 Asp或 Glu处理

组中表达量上调，但上调倍数较小（2～3倍）。而

氧化还原酶中上调基因数量较多，其中肽甲硫氨酸

亚砜还原酶、6-甲基水杨酸脱羧酶和吡喃糖氧化酶等

在Asp或Glu处理组中上调倍数相对较大（3～36倍），

同时与铁离子转运（plasma membrane iron permease、

iron  transport  multicopper  oxidase  fio1和 hypothetical

iron uptake  cluster  protein）、还原（iron reductase）相

关的差异表达基因在 Asp或 Glu处理组中大都表达

量上调。氧化还原反应及铁离子代谢与木腐真菌基

质降解过程中的芬顿反应相关，氧化还原反应参与

了 H2O2 的产生，铁离子与 H2O2 反应产生羟基自由

基，羟基自由基在木质素修饰及纤维素解聚方面起

关键作用[31−32]。GO功能富集结果也表明氧化还原酶

活性和铁离子跨膜转运活性富集度较高。因此推测

Asp和 Glu对绣球菌芬顿反应具有一定的促进作用。

不同比较组中差异变化上调倍数排名靠前的基

因中除了功能未知的假想蛋白和氧化还原酶基因，

溶血素蛋白 ostreolysin  A6和 GroES类蛋白基因受

Asp和 Glu诱导上调显著。溶血素基因在糙皮侧耳

（Pleurotus ostreatus）原基形成和子实体阶段特异性

表达，可抑制菌丝生长和诱导原基形成 [33−34]，溶血

素 A6基因是子实体形成的触发基因[35]。蛋白质组和

qPCR结果也显示绣球菌溶血素基因在幼菇阶段表达

 

EVM0004041 不完整的铁还原酶

EVM0004041 Incomplete iron reductase

EVM0004942 锌/铁渗透酶

EVM0004942 Zinc/iron permease

EVM0010107 铁还原酶

EVM0010107 Iron reductase

EVM0007794 假想铁摄取簇蛋白

EVM0007794 Hypothetical iron uptake cluster protein

EVM0003023 质膜铁渗透酶

EVM0003023 Plasma membrane iron permease

EVM0011741 铁转运多铜氧化酶 fiol

EVM0011741 Iron transport multicopper oxidase fiol

EVM0002908 质膜铁渗透酶

EVM0002908 Plasma membrane iron permease

EVM0010806 铁转运多铜氧化酶 fiol

EVM0010806 Iron transport multicopper oxidase fiol

Asp Glu As Pep
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图 7    铁离子转运和还原相关基因热图聚类分析

Fig. 7    Heat map clustering on iron transport and reduction genes
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量最高，与菌丝阶段相比分别上调 23倍和 280倍，

也可能参与了子实体的形成过程 [36]。GroES作为蛋

白质折叠过程中的辅分子伴侣，协助 GroEL完成蛋

白质的折叠 [37]。由于绣球菌基因组功能注释还不完

善，基因功能的研究更是鲜见报道，因此 ostreolysin
A6、GroES 以及功能未知的假想蛋白基因在其生长

发育过程中的作用还需更加深入的研究。

 4    结论

本研究结果初步表明 Asp和 Glu可促进广叶绣球

菌菌丝的生长。Asp和 Glu可能通过促进绣球菌氧化

还原酶活性及铁离子代谢过程，提高其基质利用能

力。多种氨基酸的复合使用是否能够发挥更好的促

进作用还需进一步研究。同时，结合蛋白质组技术

分析氨基酸对绣球菌降解木质纤维素的影响，可为

木质纤维素降解机制、栽培生理及代谢研究更好的

奠定基础。
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