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摘  要：【背景】兰茂牛肝菌(Lanmaoa asiatica)等外生菌根真菌的子实体形成和发育机制仍然未

知。【目的】揭示调控子实体发育的关联物质。【方法】同时运用核磁共振、气相质谱和液相质谱

3 种代谢组学技术，分析兰茂牛肝菌纯培养 8 d 原基(Y8)与野生子实体(Z0)的小分子物质。【结

果】Y8 及 Z0 分别共指认出 451、473 种化合物；Y8 vs. Z0，有 362 种显著或极显著上调(206 种)
及下调(156 种)差异物质，其涉及 47 条调控通路。【结论】推测通过 9 条主要通路完成物质的深

度转化及调控，极显著上调及下调差异物质如牛肝菌素可能对子实体的发育起着一定的调控作

用，3 种方法互相补充扩大了检测的泛度及灵敏度，这为探究兰茂牛肝菌子实体发育机理及人工

培养提供了一定的理论参考。 
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Abstract: [Background] The fruiting body formation and development of ectomycorrhizal fungi 
such as Lanmaoa asiatica still unknown. [Objective] To identify the active components 
regulating the fruiting body development. [Methods] We employed Three metabolomics 
techniques including nuclear magnetic resonance, gas chromatography-mass spectrometry, and 
liquid chromatography-mass spectrometry were employed to analyze the small molecular 
components in L. asiatica primordia cultured for 8 days (Y8) and feral sterile fruiting bodies (Z0). 
[Results] We found that each of the three analytical methods identified 451 and 473 compounds 
in Y8 and Z0, respectively. A total of 362 significantly differential components were identified, 
including 206 up-regulated components and 156 down-regulated components, which were 
involved in 47 pathways. [Conclusion] We hypothesized that the deep transformation and 
regulation of components were accomplished via nine main pathways. The significantly up-
regulated and down-regulated differential components such as bolegrevilol may play a regulatory 
role in the development of fruiting bodies. The three methods used in this study complemented 
each other, expanding the scope and improving the sensitivity of the detection. The results 
provided some theoretical reference for deciphering the mechanism of fruiting body development 
and exploring the artificial cultivation of L. asiatica. 
Keywords: Lanmaoa asiatica; fruiting body development; metabonomics; regulatory substances; 
regulatory pathways 

兰茂牛肝菌(Lanmaoa asiatica)为云南名贵

的野生药食兼用菌之一，隶属于牛肝菌科

(Boletaceae)[1]。其子实体菌盖及菌柄基部颜色

呈砖红色，被当地人俗称“红葱”；受损后伤变

部位快速变蓝黑色，所以也称“见手青”。兰茂

牛肝菌的研究主要集中于风味物质、营养成分

以及药理等方面，如梁佳明等 [2]采用反相高效

液相色谱技术对其子实体中的游离氨基酸及 5′-核
苷酸进行了分析；孙达锋等 [3]采用电子鼻结合

气相-离子迁移谱技术探究了该菌气调贮藏过程

中的香气轮廓及变化；苏璐等 [1]证实了其可对

机体免疫系统产生潜在的正向调节作用。 

兰茂牛肝菌产量低，加之受气候如长期干

旱等自然因素的影响，仅靠野外资源尚难以实

现其可持续性开发利用。牛肝菌等属外生菌根

真菌，在自然状态下与松科等植物共生，因其

生境复杂、共生机制不明，至今人们尚未了解

其神奇的生活史及其整个生长发育的调控信

息，因而难以实现人工栽培。外生菌根真菌的

纯培养可以避开复杂的环境因素，单一地研究

生长发育过程的关键调控物质，但其在纯培养

条件下菌丝生长极其缓慢，不会纽结发育成原

基，这是制约其人工培养的瓶颈因素[4]。 
代谢组学技术被广泛应用于次生代谢物定
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量定性分析、代谢通路确定和基因功能预测等

方面 [5]。应用代谢组学分析生物体的代谢组图

谱可研究小分子物质对生物体生长发育的调节

作用 [6]。该文同时运用核磁 (nuclear magnetic 
resonance hydrogen spectrum, 1H-NMR)、气相质

谱 (gas chromatography-mass spectrometry, GC-
MS) 、 液 相 质 谱 (liquid chromotography-mass 
spectrometry, LC-MS)三大平台，以子实体及纯

培养 8 d 的原基为材料，对二者差异物质及调

控通路进行了分析，旨在探讨与兰茂牛肝菌子

实体发育过程关联的小分子物质及其调控通

路，为今后兰茂牛肝菌等真菌资源的开发利用

和人工培养提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

兰茂牛肝菌子实体购自昆明木水花野生菌

市场，并经中国科学院植物研究所鉴定核实，

标本保存于云南大学生命科学学院植物标本

馆；原基为本实验室利用改良 PDA 培养基接种

新鲜组织块继代所得(图 1)。 
核磁共振仪，布鲁克公司；气相色谱-质谱

联用仪，Agilent Technologies 公司。 
改良 PDA 培养基(g/L)：在 PDA 培养基中

添加以下成分：硫酸镁 1.00，氯化钙 1.00，磷

酸二氢钾 0.50，硝酸铵 0.40，硝酸钾 0.40，谷

氨酸 0.16，VB1 0.10。 

1.2  方法 
1.2.1  冻干样品制备  

于无菌条件下分离兰茂牛肝菌子实体(Z0)
组织块，将其切分成约 1 cm×1 cm 的小块，分

别接种于改良的 PDA 培养基中，26 ℃恒温培

养，于第 8 天收集初代或继代培养的原基

(Y8)；将 Z0 及 Y8 按照周雪等[7]的方法制备成

冻干样品。 
1.2.2  1H-NMR 和 GC-MS 分析   

1H-NMR、GC-MS 的提取溶剂、上机样品

制备、数据采集、定性及定量分析等参考周雪

等[7]的方法。 
1.2.3  LC-MS 分析  

样品制备：称取80 mg 冻干样品于1.5 mL 离心

管中，加入 800 μL 80%甲醇，涡旋 30 s，
−40 ℃静置 1 h；再涡旋静置后于 12 000 r/min、
4 ℃离心 15 min，上清液−40 ℃静置 1 h 后第二次

离心；取 200 μL 上清液于进样瓶中，加入 5 μL 
140 μg/mL 二氯苯丙氨酸作为内标。样品送上海

敏心生物科技有限公司进行检测及数据分析。 
1.2.4  差异物质分析  

将以上 1H-NMR、GC-MS 及 LC-MS 的数

据矩阵导入 SIMCA-P 14.1 软件进行数据验证及

差异物质分析，具体参考周雪等[7]的方法。 
1.2.5  调控通路分析  

将差异物质导入 MetaboAnalyst 4.0 平台

(https://www.metaboanalyst.ca/)的 pathway analysis
模块，得到调控通路。 

 

 
 

图 1  兰茂牛肝菌子实体及其培养 8 d 的原基   A：子实体(Z0). B：培养 8 d 的原基(Y8) 
Figure 1  Fruiting bodies and primordia cultured for 8 days of Lanmaoa asiatica. A: Fresh fruiting body 
(Z0). B: Primordia cultured for 8 days (Y8). 
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2  结果与分析 
2.1  化合物鉴定结果  

图 2A 及图 2B 分别为原基(Y8)及子实体(Z0)
的 1H-NMR 谱图，通过与 Chenomx 等数据库中

的标准物质图谱对照，对各峰谱进行指认；图 

2C、2D 分别为 Y8 及 Z0 的 GC-MS 谱图，经

NIST14 数据库进行逐一检索和匹配，对各峰谱

进行指认；图 2E 和图 2F 分别为 Y8 和 Z0 的

LC-MS 谱图，通过 MS-DIAL 进行峰提取、比对

及鉴定。3 种方法的物质鉴定结果如图 3 所示。 

 
图 2  三种分析方法检测的兰茂牛肝菌原基(Y8)及子实体(Z0)峰谱  A：Y8 的 1H-NMR 峰. B：Z0 的   
1H-NMR 峰. C：Y8 的 GC-MS 峰. D：Z0 的 GC-MS 峰. E：Y8 的 LC-MS 总离子峰. F：Z0 的 LC-MS 总离子峰 
Figure 2  The peak spectra of Lanmaoa asiatica primordia (Y8) and fruiting bodies (Z0) detected by three 
methods. A: 1H-NMR peaks of Y8. B: 1H-NMR peak of Z0. C: GC-MS peak of Y8. D: GC-MS peak of Z0. E: 
LC-MS total ion peaks of Y8. F: LC-MS total ion peaks of Z0.  
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由图 3 可见，1H-NMR、GC-MS 和 LC-MS 这    
3 种分析方法在 Y8 中共指认出 451 种化合物，其

中 1H-NMR 37 种、GC-MS 70 种、LC-MS 344 种 
(M+190 种，M−154 种)；在 Z0 中共指认出 473 种

化合物，其中 1H-NMR 40 种、GC-MS 89 种、  
LC-MS 344 种(M+190 种，M−154 种)。这些化合

物主要是氨基酸及其衍生物、有机酸、糖和糖苷、

醇、核苷和酯等。 

2.2  差异物质分析结果 
2.2.1  1H-NMR 技术分析结果 

由 1H-NMR 技术筛选出的差异物质及其含

量(图 4)可知，共有 29 种差异物质，其中谷氨

酸仅在 Y8 中检测到，半胱氨酸、甲酸、胆胺

及乙二醇仅在 Z0 中检测到；缬氨酸、异亮氨

酸、苏氨酸等 20 种物质在 Z0 中极显著或显著

高于 Y8。总体上，Y8 vs. Z0，共有 24 种物质

(占总差异物质的 82.8%)上调 (含量上升为上

调，含量下降为下调)。 
2.2.2  GC-MS 技术分析结果 

GC-MS 技术对 Y8 与 Z0 的差异物质及含量

的分析结果如图 5 所示，共有 62 种差异物质。

其中，6 种物质(乳糖醇、乳糖、麦芽糖、阿拉伯

糖、1-棕榈酸单甘油酯和单硬脂酸甘油酯)仅在

Y8 中检测到；18 种物质(甲基丙烯酰甘氨酸、高

丝氨酸、天冬酰胺、色氨酸、赖氨酸、异亮氨

酸、甘油酸、3-脱氧反酸、α-羟基戊二酸、黄嘌

呤酸、D-呋喃核糖-5-磷酸、尿嘧啶、5-磷酸腺

苷、5-甲基尿苷、假尿苷、半乳糖、3,6-二甲基-
2,4-二苯基喹啉和 N-乙酰基-D-半乳糖胺)仅在 Z0
中检测到；丝氨酸、海藻糖、甘油酸等 27 种物质

在 Z0 中含量显著或极显著增加。总体上，Y8 vs. 
Z0 共有 45 种物质(占总差异物质的 72.6%)上调。 

 

 
 

图 4  基于 1H-NMR 技术的 Y8 和 Z0 差异物质及其相对含量   Y8：原基；Z0：子实体； ：仅在

Y8 中检测到； ：仅在 Z0 中检测到；**：P<0.01；*：P<0.05 
Figure 4  Differential substances and their relative contents of Y8 and Z0 based on 1H-NMR technique. Y8: 
Primordia; Z0: Fruiting bodies; : Detected only in Y8; : Detected only in Z0; **: P<0.01; *: P<0.05.  
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图 5  基于 GC-MS 技术的 Y8 和 Z0 差异物质及其相对含量   Y8：原基；Z0：子实体； ：仅在 Y8
中检测到； ：仅在 Z0 中检测到；**：P<0.01；*：P<0.05 
Figure 5  Differential substances and their relative content of Y8 and Z0 based on GC-MS technique. Y8: 
Primordia; Z0: Fruiting bodies; : Detected only in Y8; : Detected only in Z0; **: P<0.01; *: P<0.05.  
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2.2.3  LC-MS 技术分析结果 
正离子模式下 Y8 与 Z0 的差异物质及含量

如图 6 所示，正离子模式下共有 118 种差异物

质，其中 59 种物质在 Z0 中含量显著或极显著

增加。Y8 vs. Z0，极显著上升物质如异琥珀 

酸、油酸、苹果酸、山梨醇-6-磷酸和脱氧腺嘌

呤核苷等，极显著下降物质如牛肝菌素、蜜环

菌酸、胞磷胆碱钠、腺苷-5′-二磷酸葡萄糖、丙

位癸内酯、吲哚-3-乙醛、二氢胸腺嘧啶和腺苷

环磷酸酯等值得重点关注。 
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图 6  基于 LC-MS 技术正离子模式下的 Y8 和 Z0 差异物质及其相对含量   A：氨基酸及其衍生物、

酸类. B：酸类. C：酸类和其他类. D：糖类、醇类和核苷类. Y8：原基；Z0：子实体；**：P<0.01；
*：P<0.05 
Figure 6  Differential substances and their relative content of Y8 and Z0 based on LC-MS technique (M+). 
A: Amino acids and their derivatives, acids. B: Acids. C: Acids and other categories. D: Sugars, alcohols, and 
nucleosides. Y8: Primordia; Z0: Fruiting bodies; **: P<0.01; *: P<0.05.  
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负离子模式下 Y8 与 Z0 的差异物质及含量如

图 7 所示，负离子模式下共有 153 种差异物质，其

中 78 种物质在 Z0 中含量显著或极显著增加；Y8 
vs. Z0，极显著上升物质如 3-吲哚甲酸、氨基己二

酸、蜜环菌癸素、蜜环菌内酯 B、蜜环菌壬素和猴

头菌多醇 P 等，极显著下降物质如曲酸、灵芝酸

F、脱落酸、N-苄基葡糖酸、N-苄基葡糖酸、赤霉

素、葡糖苷内酯和环蒿甲酚等值得重点关注。 
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图 7  基于 LC-MS 技术负离子模式下的 Y8 和 Z0 差异物质及其相对含量   A：氨基酸及其衍生物、

酸类. B：酸类. C：酸类和其他类物质. D：其他类. E：醇类、核苷类和糖类. Y8：原基；Z0：子实

体；**：P<0.01；*：P<0.05 
Figure 7  Differential substances and their relative content of Y8 and Z0 based on LC-MS technique (M‒).  
A: Amino acids and their derivatives, acids. B: Acids. C: Acids and other categories. D: Other categories. E: 
Alcohols, nucleosides and sugars. Y8: Primordia; Z0: Fruiting bodies; **: P<0.01; *: P<0.05.  
 

2.3  调控通路分析结果 
将以上分析出的 362 种差异物质 (其中  

1H-NMR 29 种，GC-MS 62 种，LC-MS 118+153= 
271 种)分成上调(206 种)、下调(156 种)两组，

分别进行调控通路分析，选择通路影响值大于

0 作为筛选条件，结果如图 8A 和图 8B 所示。 
由图 8A 可见，Y8 vs. Z0，上调差异物质

涉及相关调控通路共 27 个，其中 Ala-Asp-
Glu、Arg-Pro、Cys-Met、But 及 Arg-syn 这 5 个

通路影响较大；由图 8B 可见，下调差异物质

涉及相关通路共 20 个，其中 Ala-Asp-Glu、
Gluta、Arg-syn 及 TCA 这 4 个通路影响较大。

综合上调、下调结果，Ala-Asp-Glu、Arg-Pro、

Cys-Met、But、Arg-syn、Gluta 及 TCA 通路为

影响较大的 7 条调控通路。 
2.4  主要通路分析结果 

图 9A 中甘油酯水解酶(GEH, a)、磷酸甘油

酸变位酶(PGM, b)、β-半乳糖苷酶(GLA, c)、葡萄

糖-6-磷酸酶(G-6-P, d)、羧甲基酶(CME, e)、谷胱

甘肽合成酶(GSHI, f)、5-氧脯氨酸酶(OPR, g)及
高丝氨酸-o-酰基转移酶(HOA, h)这 8 个酶的基

因表达量在子实体 Z0 中极显著高于原基 Y8。 
图 9B 右侧显示以上 7 个主要通路的关联

分析，左侧为半乳糖(Gal)通路及甘油酯(Gly-lip)
通路。推测原基中特有的 1-棕榈酸单甘油酯、

单硬脂酸甘油酯受 a 基因的调控，先水解成甘 
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图 8  兰茂牛肝菌原基和子实体差异物质的调控通路   A：上调差异物质之调控通路. B：下调差异物

质之调控通路 
Figure 8  regulatory pathways of differential substances between primordia and fruiting bodies of Lanmaoa 
asiatica. A: Regulatory pathways of up-regulation differential substances. B: Regulatory pathways of down-
regulation differential substances.  
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图 9  九条主要调控通路及其 8 个关键酶的基因表达    A：Y8 及 Z0 中 8 个关键酶的基因表达 . 
a：甘油酯水解酶；b：磷酸甘油酸变位酶；c：β-半乳糖苷酶；d：葡萄糖 -6-磷酸酶；e：羧甲基

酶；f：谷胱甘肽合成酶；g：5-氧脯氨酸酶；h：高丝氨酸-o-酰基转移酶 . **：P<0.01. B：Y8 及

Z0 差异物质关联到的 9 条主要调控通路 . 标红的物质为仅在子实体中检测到；标绿的物质为仅在

原基中检测到 
Figure 9  Nine main regulatory pathways and the gene expression of 8 key enzymes in pathways. A: The gene 
expression of 8 key enzymes between Y8 and Z0. a: Glycerol ester hydrolase (GEH); b: Phosphoglycerate 
mutase (PGM); c: Beta-galactosidase (GLA); d: Glucose-6-phosphatase (G6P); e: Carboxymethylase (CME); f: 
Glutathione synthase (GSHI); g: 5-oxyprolinase (OPR); h: Homoserine-o-acyltransferase (HOA). **: P<0.01. B: 
9 main regulatory pathways associated with Y8 and Z0 differential substances. Substances in red are detected 
only in fruiting bodies; Substances in green are detected only in primordia. 
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油再转化成子实体特有物质甘油酸，然后受 b
基因的调控转化成丙酮酸进入 TCA 循环；原基

中特有的乳糖受 c 基因的调控分解成子实体特

有物质半乳糖，再受 d 基因的调控转化成葡萄

糖进入 TCA 循环；甘氨酸受 e 基因的调控先合

成丝氨酸再转化为子实体特有物质半胱氨酸；

半胱氨酸受 f 基因的调控合成谷胱甘肽；谷胱

甘肽可受 g 基因的调控水解成谷氨酸；子实体

特有物质高丝氨酸可受 h 基因的调控，经由蛋

氨酸再到半胱氨酸；原基特有物质谷氨酸可经由

天冬氨酸转化为子实体特有物质天冬酰胺。7 条

通路主要涉及氨基氮代谢通路，与糖代谢通路及

脂代谢通路，共同调控子实体的发育。 

3  讨论与结论 

3.1  三种分析检测方法比较 
1H-NMR 具有原位无损检测、预处理操作

简单等优点，但其稳定性差、线性范围窄 [8]。

GC-MS 及 LC-MS 皆具有较高分辨率和灵敏

度，定性和定量效果好，但 GC-MS 只能检测

挥发性或可衍生成挥发性的化合物，LC-MS 定

性常受数据库的限制 [9-10]，且目前公开的菌物

代谢组学数据库极少[11]。综上所述，3 种方法各

有优缺点，如能同时使用，可以扩大检测谱。 
图 10 为 3 种方法检测到的物质韦恩图，可

见，3 种方法总体上呈现 LC-MS 检测出的化合 
 

 
图 10  三种分析方法检测出兰茂牛肝菌原基及子实体的物质韦恩图   A：原基(Y8). B：子实体(Z0) 
Figure 10  Venn of substances of Lanmaoa asiatica primordia and fruiting bodies detected by three methods. 
A: Primordia (Y8). B: Fruiting bodies (Z0). 
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物数量最多，1H-NMR 最少；Y8 与 Z0 中，   
3 种方法共同检测到的物质分别有 6 种及 10 种；

两种方法如 1H-NMR 和 GC-MS 都能检测出的

物质分别有 12 种和 19 种；GC-MS 与 LC-MS
分别有 15 种和 20 种；1H-NMR 和 LC-MS 均有

17 种。总体上，3 种或 2 种方法共同检测到的

物质不多，3 种方法互相补充，扩大了检测范

围。检测灵敏度与化合物有关，如苹果酸的含

量呈 GC-MS>LC-MS，琥珀酸呈 LC-MS>GC-
MS>1H-NMR，苏氨酸呈 1H-NMR>GC-MS。 

3.2  子实体发育过程相关的调控物质及其

通路 
本文根据代谢组学方法，分析原基与子实

体的差异物质及其调控通路，推测与子实体发

育相关的潜在物质，以期为下一步筛选子实体

的促生物质奠定理论基础。 
三种方法联合分析表明，Y8 及 Z0 分别共

指认出 451、473 种化合物。Y8 vs. Z0，共有      
362 种显著或极显著差异物质，其中有 206 种

上调、156 种下调。这些物质特别是极显著上

调、下调物质如牛肝菌素等，对子实体的发  
育可能起着一定的调控作用，今后值得进一步

探究。 
仅在原基中检测到的物质如谷氨酸、1-棕

榈酸单甘油酯、单硬脂酸甘油酯、乳糖、乳糖

醇、麦芽糖和阿拉伯糖共 7 种。仅在子实体中

检测到的物质有 22 种：半胱氨酸、高丝氨酸、

天冬酰胺、半乳糖、甘油酸、甲酸、胆胺、乙

二醇、甲基丙烯酰甘氨酸、色氨酸、赖氨酸、

异亮氨酸、N-乙酰基 -D-半乳糖胺、5-磷酸腺

苷、5-甲基尿苷、假尿苷、尿嘧啶、3,6-二甲 
基-2,4-二苯基喹啉、3-脱氧反酸、α-羟基戊二

酸、黄嘌呤酸和 D-呋喃核糖-5-磷酸。 
综合所检测的物质的上调、下调结果，

Ala-Asp-Glu、Arg-Pro、Cys-Met、But、Arg-syn、

Gluta 及 TCA 为影响较大的 7 个主要调控通

路。将原基特有物质(谷氨酸、1-棕榈酸单甘油

酯、单硬脂酸甘油酯和乳糖)、子实体特有物质

(半胱氨酸、高丝氨酸、天冬酰胺、半乳糖和甘

油酸)与 7 条调控通路进行关联。另外原基特有

的 4 个物质是子实体 5 个特有物质的代谢前

体，通过糖代谢、脂代谢及氮代谢通路，富集

了子实体快速生长所需的糖、脂及氨基酸后进

入 TCA 通路，进一步参与物质的转化及调控。

特别是谷氨酸是连接各氨基酸通路的关键物

质，值得关注。此外，分析发现谷胱甘肽也是

氮代谢中的重要物质，其将原基特有氨基酸与

子实体特有氨基酸连结及集合，今后可对其进

行重点关注及研究。据报道，谷氨酸可调节生

物体的生长、发育和防御反应，在植物体内是

一种多功能物质和信号分子[12]。谷胱甘肽在参

与细胞信号转导、维持细胞正常生命活动中也

起着重要作用[13]。 
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