
微生物学通报 Sep. 20, 2017, 44(9): 2120−2127 
Microbiology China http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

tongbao@im.ac.cn DOI: 10.13344/j.microbiol.china.170239 
 

                           

Foundation item: Education Office of Sichuan Province (No. 15ZA0013) 
*Corresponding author: Tel: 86-28-86290982; E-mail: xiangquanju@163.com 
Received: March 23, 2017; Accepted: May 19, 2017; Published online (www.cnki.net): May 31, 2017 
基金项目：四川省教育厅重点项目(No. 15ZA0013) 

*通讯作者：Tel：86-28-86290982；E-mail：xiangquanju@163.com 

收稿日期：2017-03-23；接受日期：2017-05-19；优先数字出版日期(www.cnki.net)：2017-05-31 

研究报告 

金属胁迫下灵芝寡肽转运蛋白基因家族的转录表达 

何茂兰  沈柯宇  秦澎  向泉桔* 
(四川农业大学资源学院微生物系  四川 成都  611130) 

 
 

摘  要：【目的】寡肽转运蛋白(Oligopeptide transporters，OPTs)通过细胞质膜，将细胞外环境

中的物质转入细胞内，从而参与各种生理活动。植物中 OPTs 蛋白参与金属运输和分配，从而

促进植物对金属的利用和适应，但真菌中 OPTs 是否参与这一过程的相关报道较少。探究 OPTs

是否在灵芝对金属的适应过程中发挥作用。【方法】以灵芝荣保 1 号为材料，利用平板实验分

析不同浓度的 Cu2+、Fe2+和 Se4+对菌丝体生长和生物量的影响，并采用实时荧光定量 PCR 分析

不同金属离子胁迫下，两个培养阶段(15 d 和 30 d)灵芝寡肽转运蛋白基因(OPTs)的转录表达水

平。【结果】Cu2+、Fe2+和 Se4+三个金属离子在实验使用的浓度范围内抑制灵芝菌丝体的生长量

和生物量，且在相同处理条件下的生长量与生物量的变化趋势相同。荧光定量 PCR 结果显示，

除未检测到转录本的 3 个基因(OPT7、OPT8 和 OPT9)，其余 10 个基因均表现出了差异性表达

模式。在培养前期(15 d)，有 6 个寡肽转运蛋白基因(OPT1、OPT3-6 和 OPT10)的相对表达量在

Cu2+的胁迫下发生上调，而在 Fe2+和 Se4+的胁迫下，所有的 OPTs 基因的表达量均被下调。在

培养后期(30 d)，Se4+胁迫下的 OPTs 基因的表达量仍旧被下调，而 Cu2+和 Fe2+的胁迫下表达量

均显著上调。【结论】金属能够在不同的程度上影响灵芝的生长量和生物量，同时寡肽转运蛋

白基因对这些金属胁迫在转录水平上做出了响应，表明寡肽转运蛋白基因可能在灵芝对金属的

适应过程中发挥作用。 

关键词：生长量，生物量，寡肽转运蛋白基因，金属胁迫 

Transcriptional analysis of oligopeptide transporter gene family 
under metal stress of Ganoderma lucidum 
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Abstract: [Objective] Substrates in the environment can be transported into the cell by oligopeptide 
transporters (OPTs), and then contribute to various biological processes. OPTs proteins are involved 
in metal transports and distributions in plants, which can promote the plants to use and adapt various 
metals. However, if OPTs from fungi participates in this process is still unknown. To explore if OPTs 
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play a role in the adaptation process of Ganoderma lucidum to metals. [Methods] Mycelium growth 
and biomass of G. lucidum (No. 1 Rongbao) were tested in the presence of different concentrations of 
Cu2+, Se4+ and Fe2+. The specific or differential expression profiles of OPTs were analyzed by 
real-time quantitative PCR (RT-PCR) from the samples cultured for 15 d and 30 d. [Results] Growth 
and biomass were inhibited under all metal concentrations of Cu2+, Fe2+ and Se4+. The results of 
RT-PCR showed that, except three genes (OPT7, OPT8 and OPT9), whose transcripts were not 
detected, the other 10 OPT genes have differential expression profiles. At the early culture stage (15 d), 
the relative expression levels of 6 OPT genes (OPT1, OPT3-6 and OPT10) were up-regulated under 
Cu2+ stress, but the expression levels of all OPTs gene were down-regulated under Fe2+ and Se4+ 

treatments. At the later culture stage (30 d), the relative expression levels of all OPTs gene were 
down-regulated under Se4+ stress, but the expression levels were significantly up-regulated under 
Cu2+ and Fe2+ treatments. [Conclusion] These results indicate that these metals can affect the 
growth and biomass of G. lucidum, while the oligopeptide transporter genes responded to metal 
stress at transcriptional levels, suggesting that OPT genes may function in the metal adaption 
processes in G. lucidum. 

Keywords: Growth quantity, Biomass, Oligopeptide transporter gene, Metal stress 

随着工业的快速发展及“三废”的大量排放、不

合理的施肥和农药的使用，重金属污染的土壤和栽

培基质(木屑、秸秆等)对食药用菌人工栽培的影响

越来越大[1-2]。与绿色植物相比，食用菌能够吸附

和累积高浓度的金属，具有较高的修复金属污染环

境的潜力，可以作为一种新兴的生物吸附剂，在污

染环境的治理方面发挥重要作用。 

食用菌耐受和吸附金属的机理复杂多样，其对

金属的耐受主要通过细胞外多聚物的防御(如吸

附、沉淀等)、细胞膜的选择通透性以及细胞内蛋

白的解毒，而对金属的富集则主要表现为细胞表面

的生物吸附以及食用菌在生长代谢过程中对金属

的需求[3-4]。寡肽转运蛋白(Oligopeptide transport 

protein，OPT)是一类广泛存在于原核和真核生物

中的转运蛋白，通常以基因家族的形式存在。OPT

蛋白的功能多样，可以转运胞外环境的物质进入胞

内，如可以转运环境中的寡肽至细胞体内作为营养

物质，同时也可以协助金属离子的转运及有毒金属

离子的解毒[5]。OPT蛋白在金属胁迫下的研究较多

地在植物中开展，如拟南芥 AtOPT 协助保持金属

在其体内的平衡，同时在种子发育过程中参与铁离

子的转运[6]；芥菜中 OPT蛋白 BjGT1可以转运谷

胱甘肽，并参与调控重金属解毒过程[7]，水稻中

OsOPT7基因的表达在缺铁状态下特异性上调，表

明其参与水稻铁离子的转运[8]。真菌，尤其是食药

用菌，作为一种对金属耐受性和吸附能力均较高的

生物，OPT蛋白在金属胁迫方面的报道相对较少。

根据已有的真菌基因组数据库可以发现，OPT 基

因在真菌中大量存在，如在白假丝酵母中有 8个编

码 OPT蛋白的基因[9]，黄孢原毛平革菌中有 14个

编码 OPT蛋白的基因[10]，大量 OPT基因的存在，

表明其在这些生物体内可能发挥重要的作用。 

灵芝是一种名贵的食药用真菌，具有免疫调

节、抗肿瘤、抗病毒等功效[11]，已大范围实现人

工栽培。作为一种覆土食用菌，其生长极易受到

土壤和栽培基质中金属的污染，从而影响灵芝正

常的生长发育。对灵芝基因组序列分析，发现其

存在 13 个编码 OPT 蛋白的基因。课题组在前期

的研究中发现，灵芝 OPT基因的转录表达水平受

到重金属铅和镉的影响[12]。为了进一步了解不同

金属胁迫下，灵芝OPT蛋白可能发挥的生理作用，

本研究以灵芝荣保 1号为材料，初步探讨 Cu2+、

Fe2+和 Se4+三种金属对灵芝生长量、生物量及

OPTs 基因转录表达水平的影响，为进一步阐明

OPT蛋白在灵芝生长发育过程中的具体作用提供

基础。 
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1  材料与方法 

1.1  菌种、主要试剂和仪器 

灵芝(Ganoderma lucidum)荣保 1号，由四川农

业大学微生物系保存。 

Pb(NO3)2 、 CdCl2·2½H2O 、 CuSO4·5H2O 、

FeSO4·7H2O、Na2SeO3，成都科龙化工试剂厂；葡

萄糖，西陇科学股份有限公司；琼脂粉，上海伊卡

生物技术有限公司；所有试剂均为分析纯。

FastQuant cDNA 第一链合成试剂盒，天根生化科

技(北京)有限公司；SYBR Green Master Mix，南京

诺唯赞生物科技有限公司。 

DHP-9082电热恒温培养箱，上海一恒科学仪

器有限公司；GI54DWS高压蒸汽灭菌锅，创博环

球北京科技有限公司；AIRTECH超净工作台，苏

州净化设备有限公司；iQ5 荧光定量 PCR 仪，美

国 Bio-Rad公司。 

1.2  金属离子标准液与培养基 

CuSO4·5H2O、FeSO4·7H2O和 Na2SeO3配置成

50 g/L 的母液，其中 CuSO4·5H2O 母液 1×105 Pa

灭菌 30 min，FeSO4·7H2O和 Na2SeO3用 0.22 μm

滤膜过滤除菌。 

PDA固体培养基和 PDB液体培养基用于菌株

的常规保存和培养。灵芝对金属耐受性实验培养基

的制备如下：吸取适量金属离子母液到灭菌后的

PDA 固体培养基中，制成平板，待冷却后，铺上

一层无菌玻璃纸。其中 Cu2+的终浓度设置为 0、20、

100、200、400和 800 mg/kg，Fe2+和 Se4+的终浓度

设置为 0、50、200、400、600和 1 000 mg/kg。 

为了分析 OPT 基因在这 3 种金属胁迫下的转

录表达水平，根据平板实验的结果，设置 Cu2+浓

度为 100 mg/kg，Fe2+和 Se4+浓度为 200 mg/kg，进

行液体发酵培养。并分别在培养 15 d和 30 d取样，

液氮速冻。 

1.3  培养方法 

用灭菌打孔器打孔新鲜活化的灵芝平板一块

(直径 D=1 cm)，接种到加了不同金属浓度的 PDA

平板中间，30 °C恒温静置培养 7 d，测定菌丝生

长速度及生物量。每个处理设置 3个重复。 

接种三块菌块(直径 D=1 cm)至加入了相应金

属浓度的 PDB液体发酵培养基中，30 °C恒温静置

培养，分别于 15 d和 30 d 收集样品，用于 RNA

提取，每个条件设置 3个重复。 

1.4  菌丝体生长量与生物量的测定 

生长量的测定：平板固体培养 7 d，测定培养

基上菌落的直径，垂直方向测定两次后取平均值。 

生物量的测定：平板固体培养 7 d，将菌膜从

玻璃纸上剥下，50 °C烘干至恒重后称重。 

1.5  总 RNA 提取、cDNA 合成和 qRT-PCR 

分别取培养 15 d和 30 d的菌丝体，液氮速冻

研磨，利用 TRIzol 法提取总 RNA[13]，通过 1%琼

脂糖凝胶电泳检测所提 RNA 的完整性。使用

FastQuant cDNA 第一链合成试剂盒合成第一链

cDNA。具体步骤如下，首先去除 gDNA，反应体

系为(10 μL)：Total RNA 2 μL，5×gDNA buffer     

2 μL，RNase-Free Water 6 μL。将体系置于 42 °C，

孵育 3 min后冰上放置。配置反转录体系(10 μL)：

10×Fast RT Buffer 2 μL，RT Enzyme Mix 1 μL，

FQ-RT Primer Mix 2 μL，RNase-FreeWater 5 μL。

将配置好的反转录体系加入 gDNA 去除体系中，

42 °C孵育 15 min，95 °C孵育 3 min之后放于冰上，

得到 cDNA。将 cDNA放置−20 °C保存。 

以 cDNA 为模板，使用 SYBR Green Master 

Mix试剂盒对OPT基因进行RT-PCR分析，RT-PCR

在 Bio-Rad 公司的 iQ5 荧光定量 PCR 仪上进行。

荧光定量 PCR反应体系为(20 μL)：2×Green Master 

Mix 10 μL，10 μmol/L Forward和 Reverse引物各

0.2 μL，50×Rox Reference Dye1 0.4 μL，1 500 ng

模板 cDNA 2 μL，加入 ddH2O补充至 20 μL。反应

程序为：95 °C 5 min；95 °C 10 s，60 °C 30 s，40个

循环，通过溶解曲线分析引物的特异性。以灵芝

RPL4 为内参基因[14]，OPTs 和内参基因引物序列

参照文献[12]。寡肽转运蛋白基因的相对表达量的

计算方法为 t /3 100CY     ，其中 ΔCt是 OPTs

基因与内参基因 Cq值的差异
[15-17]。 
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1.6  数据分析方法 

用 Excel 进行平均值和标准值的计算，SPSS

进行方差分析。 

2  结果与分析 

2.1  Fe2+、Cu2+和 Se4+对灵芝菌丝生长的影响 

在 PDA培养基中添加不同浓度的金属离子，

培养 7 d后，灵芝菌丝体生长情况如图 1所示。虽

然三种金属离子对灵芝菌丝体生长的影响存在区

别，但总的趋势均是抑制的，其中 Cu2+和 Se4+两种

金属随浓度增加，灵芝菌丝体生长量逐渐减少，抑

制作用逐渐加强，当 Se4+的浓度达到 1 000 mg/kg

时，菌丝几乎不生长，可能为菌丝生长致死浓度。

Fe2+对灵芝菌丝生长的影响表现出不规律的现象，

低浓度(50−200 mg/kg)处理下，Fe2+含量的增加，

灵芝菌丝体的生长量受到抑制，当浓度逐渐升高

(200−600 mg/kg)时，这种抑制作用不断减弱，但

随着浓度的进一步升高，抑制作用又不断加强。 

2.2  Fe2+、Cu2+和Se4+对灵芝菌丝体生物量的影响 

不同金属及其浓度下灵芝菌丝生物量如图  

2所示，总的来说生物量变化的趋势和菌丝生长速

度的变化趋势一致。Fe2+在研究中使用的浓度范围，

其生物量呈波动变化的趋势，当浓度为 200 mg/kg

时，生物量最小。Cu2+和 Se4+两种金属处理下，随

着金属含量的增加，抑制作用逐渐加强，菌丝体的

生物量逐渐减少，当 Se4+的浓度达到 1 000 mg/kg

时，菌丝无法生长，生物量为 0。 

2.3  Cu2+、Se4+和Fe2+三种金属胁迫下灵芝OPTs

基因的转录表达 

采用实时荧光定量 PCR分析灵芝中OPT基因

家族在三种金属胁迫下的转录表达情况。结果显示

除未检测到转录本的 3个 OPT基因(OPT7、OPT8

和 OPT9)，其余 10个基因都出现了差异性表达模

式(图 3)。 

培养 15 d的样品中，在 Cu2+的胁迫下，6个寡

肽转运蛋白基因(OPT1、OPT3、OPT4、OPT5、OPT6

和 OPT10)的相对表达量较对照组明显上调，其中

OPT6 较对照上调约 591.3倍，其余 4个寡肽转运 

 
 

 
 

 
 

图 1  ρ(Fe2+)、ρ(Cu2+)和 ρ(Se4+)对灵芝菌丝生长的影响 

Figure 1  Effects of ρ(Fe2+)，ρ(Cu2+) and ρ(Se4+) on the 

growth of G. lucidum 
注：A：不同浓度的 Fe2+对灵芝菌丝体生长量的影响；B：不同

浓度的 Cu2+对灵芝菌丝体生长量的影响；C：不同浓度的 Se4+

对灵芝菌丝体生长量的影响. 

Note: A: Effects of different concentrations of Fe2+ on the growth 
of G. lucidum; B: Effects of different concentrations of Cu2+ on the 
growth of G. lucidum; C: Effects of different concentrations of Se4+ 

on the growth of G. lucidum. 
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图 2  ρ(Fe2+)、ρ(Cu2+)和 ρ(Se4+)对灵芝菌丝体生物量的影响 

Figure 2  Effects of ρ(Fe2+)，ρ(Cu2+) and ρ(Se4+) on the 

biomass of G. lucidum 
注：A：不同浓度的 Fe2+对灵芝菌丝体生物量的影响；B：不同

浓度的 Cu2+对灵芝菌丝体生物量的影响；C：不同浓度的 Se4+

对灵芝菌丝体生物量的影响. 

Note: A: Effects of different concentrations of Fe2+ on the biomass 
of G. lucidum; B: Effects of different concentrations of Cu2+ on the 
biomass of G. lucidum; C: Effects of different concentrations of 
Se4+ on the biomass of G. lucidum. 

蛋白基因(OPT2、OPT11、OPT12 和 OPT13)转录

表达量下调，其中 OPT11较对照下调约 2.68倍。

在 Se4+的胁迫下，10 个寡肽转运蛋白基因的相对

表达量均下调，其中 OPT10较对照下调约 42.9倍。

在 Fe2+的胁迫下，除 OPT4和 OPT5的相对表达量

上调外，其余基因的表达量均下调，其中 OPT2较

对照下调约 7.95倍。 

培养 30 d的样品中，所检测到的 OPT基因的

相对表达量在 Cu2+胁迫下均发生上调，与培养 15 d

的样品一样，OPT6的表达量最高，较对照上调约

537.30倍。Se4+胁迫处理下，4个寡肽转运蛋白基

因(OPT1、OPT5、OPT6和 OPT10)的相对表达量发

生小幅度上调，上调幅度最大的 OPT6仅比对照上

调约 3.67倍，其余 6个寡肽转运蛋白基因(OPT2、

OPT3、OPT4、OPT11、OPT12和 OPT13)的相对表

达量均下调，其中 OPT13较对照下调约 108.59倍。

在 Fe2+的作用下，所检测的 OPT 基因的相对表达

量均发生上调，其中上调幅度最小的为 OPT4 (约

14倍)，上调幅度最大的为 OPT3 (约 3 400倍)。在

培养初期(15 d)，OPT3转录表达水平对 Fe2+未发生

变化，但随着培养时间的延长(30 d)，其转录表达

水平发生巨大的上调，表明 OPT3 在灵芝对金属

Fe2+的胁迫中发挥重要作用。 

3  讨论 

在食药用菌培养基中添加一定浓度的钙、铁、

锌、镁、铜、锰等金属离子有利于其菌丝体的生长，

但其机制的研究报道较少[18-19]。谢宝贵等[20]认为

金属的添加量趋向于无穷大时，食药用菌对金属的

累积量会趋于一个极限值。当金属达到一定浓度

后，会刺激启动细胞内的所有防御机制，但细胞内

仍然有游离状态的金属离子的存在，会产生毒害

作用，从而破坏细胞的物质和能量基础。因此，中

低浓度的金属会促进菌丝生长，而较高浓度则抑制

菌丝生长，甚至死亡[21]。在液体发酵培养中根据

不同菌株的特性适量添加微量元素，可以促进菌丝

体的生长[22]。叶盛权等通过在灵芝液体发酵培养

基中添加 0.2%的 Fe2+，大大的增加了其生物量和 
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图 3  OPTs 在不同金属胁迫下不同培养阶段的相对表达量 
Figure 3  Relative expression levels of OPTs under different metal treatments and culture stages 

注：A、B、C、D、E、F、G、H、I、J 分别代表 10 个寡肽转运蛋白基因(OPT1、OPT2、OPT3、OPT4、OPT5、OPT6、OPT10、

OPT11、OPT12、OPT13)在不同金属离子(Fe2+、Cu2+和 Se4+)及两个培养阶段(15 d、30 d)的转录表达水平. 

Note: A, B, C, D, E, F, G, H, I, and J represent the transcriptional expression levels of OPTs in different metal ion (Fe2+, Cu2+ and Se4+) 
stresses and two culture stages (15 d, 30 d). 
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多糖含量[23]，张晓柠分析了灵芝 S3在不同金属及

其不同浓度处理下，对其菌丝生长的影响，结果显

示，当 Cu2+浓度达到 150 mg/kg时，其菌丝生长受

到抑制[21]。在本研究中，不同浓度 Fe2+、Cu2+和

Se4+处理下的灵芝菌丝生长量和生物量均低于对

照组，这可能是由于不同灵芝菌株对金属种类和浓

度的敏感性存在差异性，导致本研究中所设置的金

属浓度超过对实验菌株生长量和生物量的促进浓

度范围。 

寡肽转运蛋白的功能多样，可以协助胞外物质

向胞内转运，参与金属耐受性和解毒等，从而发挥

各种生理作用，其转录表达受培养条件、生长阶段

等因素的影响 [24-25]。本研究通过实时荧光定量

PCR分析灵芝中 13个寡肽转运蛋白基因在 3种金

属胁迫下的转录表达差异，结果显示，始终没有检

测到 3个寡肽转运蛋白基因(OPT7、OPT8和OPT9)

在转录水平上的表达，表明这 3 个基因可能是假

基因，也可能需要在特定的条件下才会被诱导表

达。其余 10个基因在金属离子胁迫下，在两个培

养阶段(15 d和 30 d)出现差异性的表达模式。在培

养前期(15 d)，金属 Cu2+和 Fe2+的胁迫下，部分寡

肽转运蛋白基因的转录表达上调，而 Se4+抑制了所

有基因的表达；随着培养时间的延长(30 d)，Cu2+

和 Fe2+上调了所有 OPT 基因的表达，而 Se4+仅促

进了少部分 OPT 基因的表达。培养后期，Fe2+胁

迫下除 OPT2，其余 9个 OPT基因的上调幅度均大

于 Cu2+胁迫下的上调幅度，其中 OPT3上调量最大，

是其他寡肽转运蛋白基因上调量的 2.43–230.21倍。

在多种植物中，如拟南芥[6]、水稻[8]和玉米[26]，已

经证实 OPT蛋白参与 Fe2+转运和分配，而 OPT蛋

白在金属 Cu2+的转运和分配中的作用目前还未见

报道。本研究中，OPT 基因在 Cu2+胁迫下，随着

培养时间的延长(30 d)其转录表达水平均发生上

调，表明其在 Cu2+的转运和分配中可能发挥重要

作用。这些研究结果表明随着金属胁迫时间的延

长，灵芝中大多数的 OPT 基因均在转录水平上做

出了响应，暗示 OPT 蛋白在灵芝适应金属胁迫过

程中发挥重要的作用。 

4  结论 

外界条件，如金属离子会不同程度影响食用菌

的生长状况，本研究中 3种金属离子在不同浓度下

对灵芝的生长速度和生物量均存在影响。同时，灵

芝中寡肽转运蛋白基因的转录表达受培养基中金

属的影响，这种影响随着金属离子的不同及培养阶

段的不同而存在差异，表明寡肽转运蛋白参与了灵

芝对金属的适应性。培养后期，在 Cu2+和 Fe2+胁

迫下，灵芝 OPT 基因的转录表达水平发生较大的

变化，其具体作用机制值得深入探讨，尤其是 Fe2+

胁迫下 OPT3 (转录表达上调约 3 400倍)以及 OPT

在 Cu2+胁迫下的具体作用值得进一步研究。 
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