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摘  要：【背景】暗褐网柄牛肝菌(Phlebopus portentosus)是第一个能够人工栽培的食用牛肝菌，人工

栽培过程中，不同菌株会形成数量不等的菌核。【目的】探明不同菌株产核差异机制。【方法】采集

多菌核(JH1)、寡菌核(JH2)菌株的成熟菌核及无菌核(JH3)菌株培养相同时间的菌丝体进行转录组测

序，分析差异表达基因对菌核形成的作用和功能。【结果】KEGG 富集分析显示，JH2 vs. JH1 互比，

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，精氨酸和脯氨酸代谢，半胱氨酸及蛋氨酸代谢显著富集；

JH3 vs. JH1 互比，乙醛酸和二羧酸代谢显著富集；JH3 vs. JH2 互比，谷胱甘肽、乙醛酸和二羧酸代

谢显著富集。菌核形成相关基因分析显示，从 JH2 vs. JH1、JH3 vs. JH1 和 JH3 vs. JH2 的差异表达基

因中分别筛选到 69、118 和 82 条与信号转导、感知刺激、防御、碳水化合物活性酶等有关的基因，

其中碳水化合物活性酶基因数量最多。三个比较组共有的碳水化合物活性酶基因在 JH1 中的表达量

高于 JH2、JH3，表明 JH1 更能充分利用底物营养以形成更多菌核。【结论】本研究从转录组水平初

步分析了暗褐网柄牛肝菌不同菌株产核差异的原因，为后续菌核与出菇及产量相关性研究提供了理

论基础。 
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Abstract: [Background] Phlebopus portentosus is the first edible species of Boletales that can 
be cultivated artificially, and the number of sclerotia varies during the artificial cultivation of 
different strains. [Objective] To explore the different mechanisms of sclerotium production of 
different strains. [Methods] The mature sclerotia of the strain with multiple sclerotia (JH1) and 
the strain with oligo-sclerotia (JH2) and the mycelia of the strain with no sclerotium (JH3) 
cultivated for the same time period were collected. Transcriptome sequencing was performed to 
identify the differentially expressed genes (DEGs) in sclerotium formation, and the roles of 
these DEGs were analyzed. [Results] The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
enrichment showed that the DEGs between JH2 and JH1 were mainly enriched in the 
phenylalanine, tyrosine, and tryptophan biosynthesis, arginine, proline metabolism, cysteine and 
methionine metabolism. The DEGs between JH3 and JH1 were mainly involved in glyoxalate 
and dicarboxylate metabolism, and those between JH3 and JH2 in glutathione metabolism and 
glyoxylate and dicarboxylate metabolism. Among the sclerotium formation-associated DEGs 
between JH2 and JH1, between JH3 and JH1, and between JH3 and JH2, respectively, 69, 118, 
and 82 genes were associated with signal transduction, sensory stimulation, defense, and 
carbohydrate active enzymes, and those associated with carbohydrate active enzymes had the 
highest abundance. The expression of carbohydrate active enzyme genes shared by the three 
comparison groups in JH1 was higher than that in JH2 and JH3, indicating that JH1 could make 
full use of the substrate to form more sclerotia. [Conclusion] The differences in sclerotium 
production among different strains of P. portentosus were preliminarily analyzed at the 
transcriptome level, which provided a theoretical basis for the subsequent research on the 
correlations of sclerotia with fruiting and yield. 
Keywords: Phlebopus portentosus; sclerotium; transcriptome sequencing; differentially expressed 
genes 

菌核是真菌菌丝体通过细胞分化并相互扭

结形成的致密坚硬组织，具有贮藏养分和抵抗低

温、干旱等窘迫环境的功能，在适宜条件下可以

萌发成菌丝、子实体和分生孢子[1-2]。菌核在一

些真菌的生长发育中具有重要地位和作用，甚至

是一些食药用菌的收获部位，如冬虫夏草

(Ophiocordyceps sinensis)、茯苓(Wolfiporia cocos)
和猪苓(Polyporus umbillatus)[3-5]。众多学者认为

菌核在羊肚菌人工栽培中起重要作用，是羊肚菌

子实体发育的必要阶段[6-7]，但也有学者发现并
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非所有羊肚菌都有菌核产生[8-9]。 
随着高通量测序技术的发展，转录组测序技

术成为食药用菌转录组学研究的重要方法[10-11]。

Shu 等[12]对茯苓菌丝体和成熟菌核进行转录组

测序分析发现，菌丝体中三萜类化合物含量及与

其合成相关的基因表达量高于菌核。通过转录组

测序及 de novo 拼接分析，找到茯苓中腺苷酸环

化酶相关蛋白、丝裂元活化蛋白及还原型烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸的编码基因分别为 CAP、

PcWSmk、PcWNox，这 3 个基因均可加快茯苓菌

核形成及产量提高[13-14]。也有学者认为茯苓线粒

体中的一些差异基因在菌核形成中产生作用[15]。

利用 Illumina 高通量测序技术对虎乳灵芝

(Lignosus rhinocerus)进行转录组测序分析发现，

虎乳灵芝菌核形成的主要原因为氧化应激，同时

伴随着细胞壁的增厚、多糖和蛋白质合成等过 
程[16]。对不同时期的猪苓菌核进行转录组分析，

研究者认为猪苓菌核的发育由非生物胁迫(温差

和缺氧)和生物胁迫(共生菌蜜环菌和伴生菌的

入侵)共同诱导[17]。 
暗褐网柄牛肝菌(Phlebopus portentosus)俗

称“黑牛肝菌”，其味道鲜美、营养丰富，是一种

珍贵的美味食用菌，已实现工厂化周年栽培及经

济果林下仿生栽培[18-22]。目前暗褐网柄牛肝菌菌

核形成机制及不同菌株产菌核差异的原因尚不

清楚，人工栽培过程中菌核多寡是否影响暗褐网

柄牛肝菌出菇及产量也尚未确定。为探究暗褐网

柄牛肝菌菌核的发育机制，本研究采集多菌核、

寡菌核菌株在培养皿内形成的成熟菌核及无菌

核菌株培养相同时间的菌丝体作为研究对象，采

用 Illumina NovaSeq 6000 对样品进行转录组测

序，分析不同菌株的差异表达基因，进而对这些

差异基因进行基因本体论(gene ontology, GO)功
能分析和京都基因与基因组百科全书 (Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes, KEGG)富集

分析，筛选与暗褐网柄牛肝菌菌核发育相关的关

键基因，从分子水平了解菌核形成机制，以期为后

续菌核与出菇及产量相关性研究提供理论基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  供试菌株 

暗褐网柄牛肝菌多菌核菌株 20139、寡菌核

菌株 20019 和无菌核菌株 20134 这 3 个菌株均能

够栽培出菇，目前保藏于云南省热带作物科学研

究所植物保护与微生物利用研究中心。 
1.1.2  培养基 

参照 Ji 等[19]的方法配制 M1 培养基(g/L)：

马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，酵母膏 2.0，硫酸镁

1.0，磷酸二氢钾 1.0，琼脂 19.0，pH 自然。 
1.1.3  主要试剂和仪器 

TRIzol 总 RNA 提取试剂盒，Invitrogen 公

司；TruSeq RNA 样品制备试剂盒，Illumina 公

司；反转录试剂盒、RT-qPCR 试剂盒，Accurate 

biology 公司；所有药品均为国产分析纯，生工

生物工程(上海)股份有限公司。生化培养箱，上

海博迅医疗生物仪器股份有限公司；电泳仪，北

京六一仪器厂；Agilent 2100 bioanalyzer，安捷

伦科技有限公司；高速冷冻离心机，Eppendorf

公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌种培养及样品制备 

将供试菌株转接到M1培养基中，置于 28 ℃
恒温培养箱避光静置培养，25 d 后多菌核、寡菌

核菌株在培养皿内形成暗黑色菌核，菌核表面有

褐色液珠和斑点，横切呈暗褐色，菌核成熟。采

集多菌核、寡菌核菌株在培养皿内形成的成熟菌

核，无菌核菌株采集培养相同时间的菌丝体，为

便于分析将多菌核、寡菌核、无菌核菌株采集的

样品分别记为 JH1、JH2 和 JH3，每种样品设计
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3 个生物学重复，样品采集后用锡箔纸包裹，液

氮速冻后置于−80 ℃保存，备用。 
1.2.2  RNA 提取 

采用 Invitrogen公司的TRIzol试剂盒分别提

取 1.2.1 制备样品的总 RNA。进一步采用琼脂糖

凝胶电泳和 Agilent 2100 bioanalyzer 分析样品

RNA 的完整性、纯度和浓度。 
1.2.3  建库测序 

采用 Illumina TruSeq RNA 样品制备试剂盒

制备 RNA-Seq 配对末端文库，并在北京诺禾致

源生物信息科技有限公司完成建库测序，测序平

台为 Illumina NovaSeq 6000。 
1.2.4  转录组数据与参考基因组比对 

对原始数据进行过滤，去除含有接头及低

质量序列。使用 HISAT2 (v2.0.5)软件将过滤后

的 转 录 组 clean reads 与 暗 褐 网 柄 牛 肝 菌

PP17026 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/, JAHRG 
P000000000)的基因组进行比对，统计 read count

数量，计算 FPKM (fragments per kilobase of 

transcript per million mapped reads)值。采用

EDSeq 2 软件倍数变化法筛选 2个样本之间的差

异 表 达 基 因 (differentially expressed genes, 

DEGs)，控制 FDR (false discovery rate)来决定

P-value 的域值；把差异表达基因定义成 fold 

change≥1 且 P≤0.05。得到差异表达基因后，采

用 cluster profiler 对差异表达基因进行 GO 功能

分析和 KEGG pathway 分析。 
1.2.5  新基因预测 

新基因预测采用 StringTie (v1.3.3b)软件组

装新的转录本，将基因间区未知的转录本认定为

新基因。设置 length≥200 bp 且 exon number≥2

筛选新基因，对新基因进行功能注释。 
1.2.6  实时荧光定量 PCR 

按反转录试剂盒使用步骤，将 9 个样品的

RNA 反转录成 cDNA，采用 SYBR Green 荧光染

料法进行 RT-qPCR 分析。反应体系：cDNA 模板

1 μL，引物 F/R (10 mol/L) 各 0.4 μL，2×qPCR mix 
10 μL，rox (20 μmol/L) 0.4 μL，ddH2O 7.8 μL。

反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，    
40 个循环；72 ℃ 5 min。以暗褐网柄牛肝菌 18S 
rRNA 基因为内参基因，采用相对定量 2–ΔΔCt法进

行结果分析。设计基因的引物序列 EVM0001450 
(F: 5'-GGAATGTCTCTCTGCCTCCG-3', R: 5'-A 
GCCATGTAGCTCTGGCATC-3')，EVM0001641 
(F: 5'-GTTGTCATACTGGGACGGCA-3', R: 5'- 
CATCAGGGGCGTTTCTGAGT-3'), EVM0005624 
(F: 5'-GTCCGCTTTTGGTGGTTTCC-3', R: 5'-T 
ATGGCGATTACCCTGTCGC-3')，EVM0003609 
(18S) (F: 5'-CATTCTCGCAAAAACGGGCA-3', 
R: 5'-GCCTTTTGCGGTGTGAATGT-3')，委托昆

明擎科生物公司合成引物。 

2  结果与分析 
2.1  不同菌株菌核形成情况 

暗褐网柄牛肝菌多菌核菌株 20139、寡菌核

菌株 20019和无菌核菌株 20134在相同的营养和

环境条件下培养 25 d，菌核形成情况如图 1 所

示。由图 1 可知，菌株 20139 在培养皿中形成大

量暗褐网柄牛肝菌菌核，菌株 20019 形成少量菌

核，菌核表面出现棕褐色至黑色液珠。菌株

20134 一直处于菌丝生长阶段，无菌核形成。 

2.2  转录组测序 
对多菌核、寡菌核菌株的成熟菌核及无菌核

菌株培养相同时间的菌丝体样品进行高通量测

序。原始数据过滤后，对 clean reads 进行 Q20、
Q30 和 GC 含量检测。结果显示，来自配对末端

读数的 Q20 百分比均在 97.41%以上，Q30 百分比

均高于92.80% (表1)，说明转录组测序数据质量好，

可用于后续生物信息学统计分析。测序得到的数 
据已上传至 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)数
据库。 
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图 1  三个不同菌株菌核形成情况 
Figure 1  Sclerotium formation of three different strains. A: Strain 20139. B: Strain 20019. C: Strain 20134. 

 
表 1  转录组测序数据质量分析 
Table 1  Analysis of transcriptome sequencing data quality 
Sample Raw reads Clean reads Q20 Q30 GC content (%) NCBI accession No. 

JH1-1 41 164 820 39 151 656 98.11 94.56 52.24 SRR17380384 

JH1-2 41 028 248 38 648 406 98.31 94.95 52.18 SRR17380383 

JH1-3 49 819 872 49 448 452 97.48 92.96 51.85 SRR17380381 

JH2-1 43 277 772 40 916 430 98.09 94.51 52.05 SRR17380380 

JH2-2 40 601 888 38 348 214 98.33 95.03 52.04 SRR17380379 

JH2-3 48 063 990 47 453 862 97.96 94.01 51.88 SRR17380378 

JH3-1 47 707 132 46 197 544 98.19 94.51 51.66 SRR17380377 

JH3-2 47 470 656 46 991 230 97.49 92.92 51.88 SRR17380376 

JH3-3 44 414 386 43 833 708 97.41 92.8 51.93 SRR17380375 

 
2.3  新基因挖掘 

采用 StringTie 软件进行新转录本组装，得

到 1 414 个转录本。将新转录本与 GO 数据库进

行序列比对，发现 77 个新基因被注释到 185 个

条目中；与 KEGG 数据库进行序列比对发现，有

36 个新基因被注释到 20 条 KEGG 代谢通路中。 

2.4  差异基因筛选 
由图 2 可知，JH2 vs. JH1 互比共筛选出 1 098 个

差异表达基因，其中上调 514 个、下调 584 个；

JH3 vs. JH1 互比，共筛选出 1 661 个差异表达基

因，其中上调 863 个、下调 798 个；JH3 vs. JH2
互比，共筛选出 1 384 个差异表达基因，其中上调

797 个、下调 587 个。由此可知，无菌核与多菌核

或寡菌核菌株的差异表达基因数量高于多菌核与寡

菌核菌株之间的差异表达基因。三组样本之间进行

比较并绘制韦恩图(图 3)发现共有差异基因 138 条。 

2.5  差异表达基因 GO 功能富集分析 
对不同比较组 DEGs 的生物过程(biological 

process, BP)、细胞组分(cellular component, CC)
和分子功能(molecular Function, MF)进行 GO 富

集分析。由图 4 可知，生物过程类别中，JH2 vs. 
JH1、JH3 vs. JH1 和 JH3 vs. JH2 均不存在显著富

集条目。细胞组分类别中 JH3 vs. JH2 互比不存

在显著富集的条目(图 4A)；JH2 vs. JH1 互比有  
7 个显著富集的条目(图 4B)，分别为膜整体组成

( in tegral  component  of  membrane)  (GO: 
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0016021)、膜的固有成分(intrinsic component of 
membrane) (GO: 0031224)、细胞壁(cell wall) (GO: 
0005618)、真菌细胞壁(fungal-type cell wall) (GO: 
0009277)、外部封装结构(external encapsulating 
structure) (GO: 0030312)、外周细胞(cell periphery) 
(GO: 0071944)、膜部分(membrane part) (GO: 
0044425)；JH3 vs. JH1 互比有 3 个显著富集的条 

目(图 4C)，分别为胞外区(extracellular region) 

(GO: 0005576)、膜整体组成(integral component 

of membrane) (GO: 0016021)、膜的固有成分

(intrinsic component of membrane) (GO: 
0031224)；其中 JH2 vs. JH1 和 JH3 vs. JH1 两个

互比阶段均显著富集的条目为 GO：0016021 和

GO：0031224，均与膜组成相关。 
 

 
 

图 2  不同比较组菌核差异表达基因火山图 
Figure 2  Volcano diagram of DEGs in different comparison groups. A: JH2 vs. JH1. B: JH3 vs. JH1. C: JH3 vs. 
JH2. 
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图 3  差异表达基因韦恩图 
Figure 3  Venn diagram of differentially expressed 
genes (DEGs). A: JH2 vs. JH1. B: JH3 vs. JH2. C: 
JH3 vs. JH1. 

分子功能中 JH2 vs. JH1显著富集的条目有5个，

分别是：铁离子结合 (iron ion binding) (GO: 
0005506) ，血 红 素结合 (heme binding) (GO: 
0020037)，四吡咯结合(tetrapyrrole binding) (GO: 
0046906)，氧化还原酶活性、作用于配对供体、

与分子氧的结合或还原(oxidoreductase activity, 
acting on paired donors, with incorporation or 
reduction of molecular oxygen) (GO: 0016705)，
辅助因子结合(cofactor binding) (GO: 0048037)。
JH3 vs. JH2 互比存在显著富集的条目有 6 个，除

JH2 vs. JH1 互比显著富集的 5 个条目外，还有过

渡金属离子结合(transition metal ion binding)  
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图 4  差异表达基因 GO 功能分类 
Figure 4  GO classification of differentially expressed genes. A: JH2 vs. JH1. B: JH3 vs. JH1. C: JH3 vs. JH2. 
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(GO: 0046914)显著富集。JH3 vs. JH1 互比呈

显著富集的条目有 12 个；其中 6 个与 JH3 vs. 
JH2 互比显著富集的条目相同。此外，还有邻

甲基转移酶活性(O-methyltransferase activity) 
(GO: 0008171) ， 金 属 离 子 结 合 (metal ion 
binding) (GO: 0046872)，氧化还原酶活性、作

为 受 体 作 用 于 过 氧 化 物 (oxidoreductase 
activity, acting on peroxide as acceptor) (GO: 
0016684)，阳离子结合 (cation binding) (GO: 
0043169)，过氧化物酶活性(peroxidase activity) 
(GO: 0004601)，铜离子结合(copper ion binding) 
(GO: 0005507)。另外，分子功能中 3 个比较组

均显著富集的条目 GO 为 0020037、0046906、
0048037、0005506 和 0016705，这些显著富集

条目都与结合相关。 

2.6  差异表达基因的通路富集分析 
对 JH2 vs. JH1 之间的 DEGs 进行 KEGG 通

路分析，差异基因成功注释到 66 条通路上。选

取最显著的 20 个 KEGG 通路绘制散点图(图
5A)，结果在苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物

合 成 (phenylalanine, tyrosine and tryptophan 
biosynthesis) (abp00400)、精氨酸和脯氨酸代谢

(arginine and proline metabolism) (abp00330)、半

胱氨酸和蛋氨酸代谢 (cysteine and methionine 
metabolism) (abp00270)、谷胱甘肽代谢(glutathione 
metabolism) (abp00480)、抗坏血酸和醛酸盐代谢

(ascorbate and aldarate metabolism) (abp00053)这
5 个通路中显著富集，说明多菌核、寡菌核菌株 
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图 5  KEGG 通路富集分析 
Figure 5  KEGG pathway analysis of differentially expressed genes. A: JH2 vs. JH1. B: JH3 vs. JH1. C: JH3 vs. JH2. 
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在菌核形成时期氨基酸代谢活跃。JH3 vs. JH1
之间的 DEGs 注释到 78 条通路上，在乙醛酸和

二 羧 酸 代 谢 (glyoxylate and dicarboxylate 
metabolism) (abp00630)通路上显著富集(图 5B)；
JH3 vs. JH2 之间的 DEGs 注释到 69 条通路上，

在 谷 胱 甘 肽 代 谢 (glutathione metabolism) 
(abp00480)、乙醛酸和二羧酸代谢(glyoxylate and 
dicarboxylate metabolism) (abp00630)通路上显

著富集(图 5C)。值得注意的是 3 个比较组中次

生代谢物的生物合成(biosynthesis of secondary 
metabolites) (abp01110)是涉及基因数目最多的

通路；其中 JH2 vs. JH1 涉及 21 个、JH3 vs. JH1
涉及 35 个、JH3 vs. JH2 涉及 21 个。 
2.7  RT-qPCR 验证转录组测序表达模式 

为了证实转录组测序的准确性，随机挑选了

EVM0005624、EVM0001450 和 EVM0001641 这

3 个差异基因进行 RT-qPCR 定量分析。由图 6
可知，3 个差异基因在不同菌株的表达量与转录

组测序结果一致；其中与碳水化合物活性酶相关

的基因 EVM0005624 及与信号转导相关的基因

EVM0001450 从 JH1、JH2 到 JH3 表达量依次下

调，而与形态发育相关的基因 EVM0001641 表达

量上调，且 3 个基因在 JH1 与 JH3 之间的表达

量差异极显著(P<0.001)。 

3  讨论与结论 
菌核形成与信号转导、感官刺激、防御、形

态发育、黑色素合成、碳水化合物活性酶等多种

基因相关[23-29]。本文对这些过程中涉及的差异基

因进行挖掘和分析，从 JH2 vs. JH1、JH3 vs. JH1

和 JH3 vs. JH2 的 DEG 中分别鉴定到 69、118 和

82 条与菌核形成相关的差异表达基因。三个比

较组中碳水化合物活性酶及形态发育相关的基

因数量最为丰富。 

3.1  信号转导相关基因分析 
丝 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶 (mitogen‐activated 

protein kinase, MAPK) 1 是真核生物信号传递通

路(MAPK 通路)的关键酶，参与信号转导、真菌

细胞壁合成等生物学过程[28,30]。该类蛋白的编码

基因在本文的三组样品中均差异表达，JH3 vs. JH2

和 JH3 vs. JH1 存 在 差 异 蛋 白 编 码 基 因

EVM0001450 (protein kinase wis1)；JH2 vs. JH1

存在差异蛋白编码基因 EVM0006050 (mitogen- 

activated protein kinase)，推测这 2 个差异基因对

暗褐网柄牛肝菌菌核形成具有调控作用。 
 

 
 

图 6  差异基因 RT-qPCR 验证   
Figure 6  Differential genes were verified by RT-qPCR. A: EVM0005624. B: EVM0001450. C: EVM0001641. 
*: P<0.05; ***: P<0.001. 
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3.2  感官刺激及防御相关基因分析 
JH2 vs. JH1 的差异基因中，鉴定到 2 个热休

克 蛋 白 编 码 基 因 EVM0004159 (heat shock 
protein 16)和 EVM0008420 (heat shock protein 
70)；JH3 vs. JH1 和 JH3 vs. JH2 的差异基因中，

鉴定到 3 个热休克蛋白编码基因 EVM0007378、
EVM0004159 和 EVM0005679 (heat shock protein 
16)，值得注意的是这 3 个 DEGs 均呈下调表达。

研究报道菌核形成会受到环境胁迫的影响[31]，

本研究中热休克蛋白编码基因的差异表达可能

调控了暗褐网柄牛肝菌菌核的形成。猪苓菌核发

育过程可通过 WD40 高表达防御和响应逆境胁

迫被蜜环菌侵染的猪苓菌核 WD40 表达量显著

上调[17,23]。本研究发现在 JH3 vs. JH1 与 JH2 vs. 
JH1 的共有差异基因中，编码 WD40 的基因

EVM0001419 呈上调表达，推测该防御相关基因

与多菌核、寡菌核菌株的菌核形成有关。 

3.3  与形态发育相关的基因 
文献报道 CYP450 基因参与调控猪苓菌核

的丝状菌丝生长和形态发育[17]。本研究 JH3 vs. 
JH1、JH3 vs. JH2 和 JH2 vs. JH1 比较组中与

CYP450 相关的差异基因分别有 44、33 和 27 个。

三 个 比 较 组 共 有 的 CYP450 相 关 基 因 为

EVM0007114、EVM0000712 和 EVM0001641，其

中基因 EVM0000712、EVM0001641 在 JH3 中的

表达量高于 JH2、JH1，EVM0007114 在 JH3 中

表达量远低于 JH2、JH1。这些差异基因可能与

暗褐网柄牛肝菌从菌丝到菌核的形态转变有关。 

3.4  与黑色素合成相关的基因 
真菌菌核的发育一般伴随黑色素的沉积，黑

色素可以降低表皮通透性，保护自身水分及营

养，并具有防御作用[32]。黑色素生物合成基因

SCD1 和 THR1 能影响菌核菌中菌核的发育及营

养生长[33]；JH3 vs. JH1 互比有 6 个与黑色素合

成相关的基因，其中 EVM0002472、EVM0006026、

EVM0001182、EVM0006485 和 EVM0006014 这  
5 个基因上调表达，EVM0002909 下调表达；JH3 
vs. JH2 互比发现 4 个与黑色素合成相关的差异

基因 EVM0002472、EVM0006026、EVM0006014
和 EVM0001015 均呈上调表达，这些上调基因

可能与多菌核、寡菌核菌株菌核形成过程中的

“吐水”(菌核表面形成的暗黑色液滴)现象有一

定关系。 

3.5  碳水化合物活性酶相关基因分析 
菌核的数量、大小会受底物营养状况影  

响[34-35]，碳水化合物活性酶(carbohydrate-active 
enzymes, CAZy)是真菌分解利用糖类的催化物

质，包括糖苷水解酶(glycosylhydrolase, GH)、多

糖裂解酶(pectate lyase, PL)、碳水化合物酯酶

(carbohydrate esterase, CE)、辅助酶类(auxiliary 
activitie, AA)、糖苷转移酶(glycosyltransferase, 
GT)和碳水化合物绑定结构(carbohydrate binding 
modules, CBM)等。有学者研究发现暗褐网柄牛

肝菌的 CAZy 基因数目小于其他真菌，降解木质

纤维素的能力较弱[36]。本研究中 JH3 vs. JH1、JH3 
vs. JH2 和 JH2 vs. JH1 与碳水化合物活性酶相关

的差异基因分别有 60、38 和 33 个；三个比较组

均存在的差异基因有 4 个：EVM0009029 (GH)、
EVM0004552 (AA) 、 EVM0009414 (AA) 和

EVM0005624 (AA)，且这 4 个基因在 JH1 中的表

达量均高于 JH2 和 JH3。推测不同菌株中的

CAZy 基因影响了真菌对营养物质的利用，进而

影响菌核的数目。 
本研究通过分析多菌核 JH1、寡菌核 JH2、

无菌核 JH3 菌株同一时期的转录组数据，得到

JH3 vs. JH1、JH2 vs. JH1 和 JH3 vs. JH2 互比的差

异基因分别为 1 661、1 098 和 1 384 个。GO 功

能富集分析发现，细胞组分类别中 JH2 vs. JH1
和 JH3 vs. JH1 两个互比阶段均显著富集的条目

与膜组成相关。分子功能类别中 JH2 vs. JH1 和
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JH3 vs. JH2 互比的 DEGs 显著富集到了 binding
功能条目，该条目的基因多数为转录因子。转录

因子是可以特异性识别 DNA 序列中顺式作用元

件并调节转录过程的蛋白质因子，对生物发育具

有重要的调控作用[37]。邓冰等[38]研究报道金针

菇 MYB 转录因子可能与子实体的形态相关。Xu
等[39]报道真核起始因子 5A 可以促进脯氨酸合

成，与植物体抵抗逆境胁迫有关。由此我们推测

转录因子相关基因的差异表达会影响菌核的形

成与发育。JH3 vs. JH1互比除显著富集到 binding
功能条目外，催化活性条目也显著富集，表明菌

核发育过程中，具有催化活性编码各类酶的基因

也有着重要作用。 
KEGG 富集分析发现，JH2 vs. JH1 互比显著

富集了苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的生物合成，

精氨酸和脯氨酸代谢，半胱氨酸和蛋氨酸代谢，

谷胱甘肽代谢以及抗坏血酸和醛酸盐代谢。JH3 
vs. JH1 互比乙醛酸和二羧酸代谢被显著富集。

JH3 vs. JH2 之间谷胱甘肽代谢、乙醛酸和二羧

酸代谢显著富集，说明菌核形成过程中氨基酸代

谢活跃。 
糖苷水解酶是碳水化合物活性酶之一，在细

胞壁组成成分葡聚糖的代谢中起重要作用，与维

持细胞壁的可塑性有关[40]。本研究中多菌核、

寡菌核、无菌核菌株在同一生长时期的 DEGs
中，碳水化合物活性酶基因数量最为丰富；另外

还存在大量与形态发育、黑色素合成、碳水化合

物活性酶、脂质转运与代谢等多种与菌核发育相

关的基因，这些基因在不同暗褐网柄牛肝菌菌株

中的差异表达可能共同调控了菌株是否产生菌

核及菌核数量。 
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