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摘   要：【目的】虫草酸是虫草中重要的活性成分之一，但其低含量极大地限制了其工业应用。

水杨酸(salicylic acid, SA)是一种非生物诱导子，可以显著提高蝙蝠蛾拟青霉中虫草酸的合成，但

蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢途径及其对水杨酸的响应尚不明确。本研究旨在获得蝙蝠蛾拟青霉响应

SA 处理的转录组学信息，挖掘蝙蝠蛾拟青霉中虫草酸代谢途径关键酶基因。【方法】采用 SA 诱

导培养蝙蝠蛾拟青霉，8 h 后选取诱导和未诱导的菌丝进行转录组高通量测序分析。【结果】测序

最终获得 40.37 Gb 的 clean data，拼接得到 20 317 条 unigene，平均长度为 1 357.13 bp，功能注释

共获得 13 592 条 unigene。差异基因分析共筛选出差异基因 2 574 个，其中有 1 135 个上调，1 439 个

下调。KEGG 富集分析表明，差异基因主要富集于细胞周期、减数分裂、半乳糖代谢、DNA 复制、

糖醇脂类生物合成、甘油脂类代谢等 KEGG 通路中。进一步分析得到与虫草酸代谢相关的基因

13 条，其中参与虫草酸生物合成的基因 glk、gpi、gla、mpi、fbp、mtld 在 SA 处理后表达量上调，

而涉及虫草酸消耗的基因 mdh 在 SA 处理后表达量下调，qRT-PCR 验证结果与 RNA-Seq 数据基
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本一致。【结论】对 SA 诱导后的蝙蝠蛾拟青霉转录组进行分析，获得虫草酸代谢途径相关的候选

基因，SA 能够提高虫草酸合成相关基因表达的同时抑制消耗虫草酸的基因表达，从而提高虫草

酸生物合成量。本研究为 SA 调控蝙蝠拟青霉虫草酸生物合成途径相关基因研究提供了依据，也

为后期开展虫草酸代谢调控机制研究奠定了基础。 

关键词：蝙蝠蛾拟青霉；水杨酸；转录组；虫草酸；代谢途径  
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Abstract: [Objective] Cordycepic acid is one of the most important active substances in Samsoniella 
hepiali, but the low content greatly restricts its industrial application. Salicylic acid (SA) is an abiotic 
inducer, and we found that it could increase the content of cordycepic acid in S. hepiali. However, the 
metabolic pathways of cordycepic acid and its response to SA are not clear. This study was designed to 
obtain the transcriptome information of S. hepiali in response to SA treatment, and to explore key 
enzyme genes for the metabolic pathways of cordycepic acid. [Methods] In this study, SA was used to 
induce S. hepiali, and after 8 h treatment, high-throughput transcriptome sequencing was performed on 
induced and uninduced mycelia. [Results] A total of 40.37 Gb clean data was acquired, and 20 317 
unigenes with an average length of 1 357.13 bp were constructed. Additionally, 13 592 unigenes were 
annotated in the public databases NR, NT, KEGG, Swissprot, GO, and Pfam, and 2 574 differentially 
expressed genes were identified, in which 1 135 were up-regulated and 1 439 were down-regulated. 
KEGG enrichment analysis demonstrated that the differentially expressed genes were concentrated in 
the pathways such as cell cycle, meiosis, galactose metabolism, DNA replication, glycolipid 
biosynthesis, and glyceride metabolism. Furthermore, 13 unigenes involved in metabolic pathways of 
cordycepic acid were found based on the assignment of KEGG pathway. The expression of genes glk, 
gpi, gla, mpi, fbp and mtld related to cordycepic acid biosynthesis was all up-regulated after the 
induction of SA, yet that of the gene mdh involved in cordycepic acid consumption was 
down-regulated, and the qRT-PCR results were in substantial agreement with RNA-Seq data. 
[Conclusion] Transcriptome information of S. hepiali induced by SA was obtained, and candidate 
genes for the metabolic pathways of cordycepic acid were identified. SA improved the expression of the 
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biosynthetic genes and inhibited the gene transcription related to cordycepsic acid consumption, thus 
increasing the accumulation of cordycepic acid. This study provides reference for regulating the genes 
related to the biosynthetic pathways of cordycepic acid in S. hepiali by SA, and also facilitates the 
investigation on the regulatory mechanism of cordycepic acid metabolism. 

Keywords: Samsoniella hepiali; salicylic acid; transcriptome; cordycepic acid; metabolic pathways 
 

蝙蝠蛾拟青霉(Samsoniella hepiali)是从新

鲜冬虫夏草中分离获得的药用真菌，属于丛梗

孢 科 (Moniliaceae) ， 瓶 梗 青 霉 属

(Paecilomyces)[1]。2020 年前普遍使用的学名为

Paecilomyces hepiali[2]，但由于在早期的系统发

育分析中蝙蝠蛾拟青霉的系统地位不明确，所

以 Wang 等利用多基因序列数据和大规模分类

单元取样构建了一个新的系统发育框架，提出

以 Samsoniella hepiali 组合命名[3]。在国家药品

与食品监督管理局 2001 年颁布的《真菌类保健

食品评审规定》中蝙蝠蛾拟青霉被列为 2 种人

工虫草生产的菌种之一[4–5]，在工业化发酵虫草

中有着广泛的应用。冬虫夏草作为我国的一味

传统名贵中药材有着悠久的应用历史，在我国

古代医书《本草从新》中记载虫草有保肺、益

肾、化血补气、止咳等功效。蝙蝠蛾拟青霉作

为天然虫草的优良替代物同样有着极高的药用

价值。研究表明蝙蝠蛾拟青霉的 rDNA-ITS 序

列与天然虫草的序列具有 72%的一致性[6]，并

且人工发酵产生的活性物质与天然虫草成分相

似，目前从中分离获得的活性物质主要有腺苷、

虫草素、虫草多糖、虫草酸、甾醇、大量脂肪酸

和无机元素[7–8]，这些活性组分具有抗肿瘤、降

血糖、抗炎、调节免疫等作用[9]，在抗肿瘤方

面蝙蝠蛾拟青霉对膀胱癌、HeLa、HepG2 和

MCF-7 等肿瘤细胞均具有抑制作用[10–11]。此外，

在小鼠实验中蝙蝠蛾拟青霉醇提物被证明可以

降低小鼠血糖并减轻胰岛内炎症减少 β 细胞死

亡[12]。 

虫 草 酸 (cordycepic acid) 即 D- 甘 露 醇

(C6H14O6)，属于糖醇类物质[13–14]，是蝙蝠蛾拟

青霉发酵菌丝的主要活性成分，通常被用作评

价人工发酵虫草质量的指标之一。研究表明其

能够改善脂多糖诱导的 HSCs 炎症和 TGFB1 诱

导的成纤维细胞反应[15]。到目前为止，人工虫

草中仅中国被毛孢(Ophiocordyceps sinensis)和
蛹虫草(Cordyceps militaris)中有关虫草酸合成

相关的功能基因被成功解析[16–18]，而蝙蝠蛾拟

青霉中虫草酸的研究主要集中于提取工艺、分

离检测、活性评价等方面，关于其生物合成途

径解析及代谢调控的研究鲜少。Yu 等报道了蝙

蝠蛾拟青霉的基因组，公布了 34.6 Mb 的基因

组草图序列[19]；宋利璞对蝙蝠蛾拟青霉不同发

酵阶段的转录组分析揭示了部分化合物的代谢

通路信息及酶基因[20]。但蝙蝠蛾拟青霉虫草酸

生物合成途径及代谢调控机制有待解析。 
水杨酸(salicylic acid, SA)作为一种非生物

诱导子，能够显著诱导中药中次生代谢产物的

合成，是一种有效的代谢调控策略。在水杨酸

诱导的丹参悬浮培养细胞中，研究人员发现水

杨酸能不同程度地增加丹参酚酸的合成，激活

超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶、

苯丙氨酸解氨酶和 TAT 酶[21–22]。此外，外源水

杨酸可以促进白花丹根中白花丹素的合成[23]；

藏红花在不同浓度水杨酸处理下藏红花鳞茎叶

片中总多酚和黄酮含量、PAL 活性和基因表达均

有不同程度的增加[24]。而在植物黄花蒿中，水

杨酸可以通过增加活性氧的爆发和通过提高与
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青蒿素生物合成相关的基因的表达来激活青蒿

素生物合成[25]。本课题组在前期研究中发现不

同浓度的 SA 处理蝙蝠蛾拟青霉后，其虫草酸

的含量得到了显著的提升。因此作者推测 SA
诱导可能会激活蝙蝠蛾拟青霉中虫草酸代谢相

关基因的表达。本研究利用外源 SA 诱导蝙蝠

蛾拟青霉，以未诱导组作为对照，利用高通量

测序平台进行转录组测序，构建 SA 处理前后

蝙蝠蛾拟青霉的转录组文库，分析差异基因转

录表达谱，挖掘与蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢相

关的关键基因，以期揭示 SA 处理后蝙蝠蛾拟

青霉的转录组整体特征及虫草酸代谢相关基因

的差异表达，为阐明蝙蝠蛾拟青霉虫草酸生物

合成途径及代谢调控机制等奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  材料和仪器 
1.1.1  材料 

蝙蝠蛾拟青霉菌种购自中国普通微生物菌

种保藏管理中心(China General Microbiological 

Culture Collection Center ， CGMCC) ， 编 号

3.17103；PDA 培养基，无水麦芽糖，葡萄

糖，酵母提取物，蛋白胨，硫酸镁，磷酸二氢

钾，水杨酸(国药试剂)；10×loading buffer 缓冲

液，琼脂糖，50×EDTA 缓冲液，Gel Red 核酸

染料，Spin Column Fungal Total RNA Purification 

Kit 提取试剂盒(生工生物工程(上海)股份有限

公司 ) ， HiScript ⅡQ-RT SuperMix Synthesis 

Kit ， ChamQ Universal SYBR qPCR Master 

Mix-kit 试剂盒(南京诺维赞有限公司)。 
1.1.2  仪器 

QYC-2102 恒温培养摇床(上海圣科仪器有

限公司)、立式蒸汽灭菌锅(上海博讯医疗生物

仪器有限公司)、恒温水浴锅(上海赫田科学仪

器有限公司)、CF-RN 高速冷冻离心机(日立)、

Colibri 超微量分光光度计(伯赫)、PowerPac 电

泳仪(伯乐)、凝胶成像系统 JY04S-3C (北京君

意东方电泳设备有限公司 )、T100PCR 仪 (伯
乐)、CFX96 荧光定量 PCR 仪(伯乐)等。 

1.2  SA 诱导条件 
取200 μL过滤除菌的SA母液添加至100 mL 蝙

蝠蛾拟青霉发酵液中，使其浓度为 200 μmol/mL，
在 25 °C、150 r/min 条件下诱导培养 8 h，空白

对照采用同体积无菌水处理。诱导结束后，取

发酵液离心去上清，菌丝液氮速冻后保存于

–80 °C 冰箱备用。 

1.3  RNA 提取及 cDNA 文库构建 
用试剂盒提取样本总 RNA，清除 gDNA，

检测完整性后用带有 Oligo(dT)的磁珠从总

RNA中纯化 mRNA。在合成反应缓冲液中片段

化，用打断后的 mRNA 为模板合成第一链

cDNA 以及二链 cDNA，之后进行纯化回收、

黏性末端修复、cDNA 的 3ʹ端加入 poly(A)尾部

并连接接头，然后进行片段大小选择，最后进

行 PCR 扩增。扩增产物被纯化后在 Agilent 
Bioanalyzer 2100 系统上评估文库质量。 

1.4  测序及数据组装 
使用 Illunima HiSeqTM 2000 150PE 平台进

行测序。利用 Trinity[26]软件根据测序数据完成

转录组的组装，min_kmer_cov 默认设置为 2，
所有其他参数为默认设置。 

1.5  功能注释 
使用 BLAST 软件将 unigene 序列与 NR、

Swiss-Prot、GO、COG、KOG、eggNOG4.5、
KEGG 等数据库进行序列比对和功能注释预测

(E<1×10–5)，预测 unigene 的氨基酸序列后使用

HMMER 软件与 Pfam 数据库比对(E<1×10–10)，
获得 unigene 的注释信息。 

1.6  差异基因表达水平分析 
使用 DESeq R 软件包(1.10.1)进行 2 组的差 
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异表达基因分析。DESeq 提供统计程序，使用

基于负二项分布的模型确定数字基因表达数据

中的差异表达。使用 Benjamini 和 Hochberg 的

方法对产生的 P 值进行了调整，以控制假发现

率。通过 DESeq 发现的调整后 P 值<0.05 的基

因被指定为差异表达基因。 

1.7  蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢相关基因的

挖掘与差异性分析 
参考文献中提出的中国被毛孢虫草酸合成

途径，结合 KEGG 注释结果和数据库中已知

的基因信息，利用本地 BLAST 进行检索比

对，确定本转录组数据库中与蝙蝠蛾拟青霉虫

草酸代谢相关的基因。提取转录组数据库中关

键基因的 FPKM 值进行差异性分析。 

1.8  实时荧光定量 PCR 检测 
采用 qRT-PCR 对蝙蝠蛾拟青霉转录组数据

(CK 和 SA)中虫草酸代谢相关的差异基因进行

表达量检测。使用 Actin 作为内参基因，并根

据各核苷酸序列片段设计 qRT-PCR 引物 (表
1)。PCR 反应体系为 20 μL：cDNA 约 150 ng，
ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix (2×) 
10 μL，正反引物各 1.0 μL，加 ddH2O 至 20 μL。
PCR 程序为 95 °C 30 s；95 °C 15 s，60 °C 30 s，
40 个循环。熔解曲线条件设置为 60–95 °C 15 s，

每升高 0.5 °C 时收集一次荧光，结果采用

2−ΔΔCt 法进行计算，每组样品设置 3 个重复。 

2  结果与分析 
2.1  SA 对蝙蝠蛾拟青霉生长及虫草酸含

量影响 
SA 诱导处理 8 h 对蝙蝠蛾拟青霉生长及虫草

酸含量的影响如图 1 所示。结果表明，200 μmol/mL
的 SA 诱导 8 h 蝙蝠蛾拟青霉生物量与未诱导组相

比无显著变化，而诱导后虫草酸含量显著增加，

达到 26.34 mg/g，较未诱导组提高 2.34 倍，说明

SA 对虫草酸的生物合成具有显著诱导调控作用。 

2.2  RNA 提取与质量控制 
用试剂盒提取蝙蝠蛾拟青霉总 RNA 然后

进行质量检测，结果显示，RNA 质量和完整性

较高(RIN>7.5)。将各组样品的 RNA 反转录成

cDNA 后进行高通量测序，构建 CK 和 SA 处理

组的转录组文库。 

2.3  转录组测序与组装结果 
用高通量测序平台进行测序，质量控制处

理后共得到 134 798 202 条 clean reads 和  
40.37 G clean data，Q30碱基平均值为 94.38%，

GC 含量为 57.73%，获得数据质量较好，均达

到后续分析标准。 
 

表 1  荧光定量引物序列 
Table 1  Sequence of primers used for qRT-PCR 
Gene 
name Forward primer (5ʹ→3ʹ) Reverse primer (5ʹ→3ʹ) Length of PCR 

product/bp 
Actin CTCCATCATCAAATGCGACG TCAACTCCTTTTGCATGCGA 148 
glk GGACGAGATTGACAACCTGCGACTG AGGATAGATTGGTGCTTGCCGACAGA 114 
hk-1 ACAGTAACGGCGACATTGTCAGCAT AACTCCAAGCAAGAGCCACAGGAATAG 177 
hk-2 TTGCCGACTGTCTTCACCAATTCCTC GCCCTCAACGCCATCAATATCAAAGC 167 
gpi ATTGGTATTGGTGGTTCCGACCTTGG GGTAATGTGAGTGCCGTCAATGTTGGA 117 
gla GCTGACAAGGTTGCCGACTACA GCTGACAAGGTTGCCGACTACA 473 
fbp TCCAGTTCTCCTTCAAGTCCAT TCCAGTTCTCCTTCAAGTCCAT 201 
hxpb CGAGTTTGGCAAGCGTCTGGTT CGAGTTTGGCAAGCGTCTGGTT 244 
mdh GTGGTGGAAGACTTTGGCAAGATTGAC CTGACGCTTAAAGACTTCTCCGACATACT 168 
mtld AGAGGAACCGAAGCCCATTGATGT CGTTAATGTGGCTGTACTGCTGTAGG 95 
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图 1  SA诱导前后蝙蝠蛾拟青霉生长及虫草酸含

量影响  
Figure 1  Effects of SA on biomass and cordycepic 
acid in Samsoniella hepiali. *: represents a 
significant difference, P<0.05.  
 

利用 Trinity 软件对序列进行组装，组装获

得 59 765 条 transcripts，在 transcripts 数据的基

础上进一步对序列进行组装，共获得 20 317 条

unigene，详细结果如表 2 所示。 

2.4  Unigene 功能注释及分析 
通过 BLAST 比对和 HMMER 比对，最终

获得 13 592 个有注释信息的 unigene (表 3)。其

中 KEGG 和 COG 数据库中注释的 unigene 数量

在 6 000 条以下，其余数据库的注释数量均超

过 6 000 条，在 eggNOG 数据库中的注释数最

多，为 12 090 条。 
 

表 2  蝙蝠蛾拟青霉组装结果统计 
Table 2  Summary of transcript assembly 
generated form Samsoniella hepiali 
Length range/bp Transcript Unigene 
200–300 5 689 (9.52%) 5 178 (25.49%) 
300–500 4 243 (7.10%) 3 070 (15.11%) 
5 00–1 000 6 393 (10.70%) 3 398 (16.72%) 
1 000–2 000 11 001 (18.41%) 3 833 (18.87%) 
2 000+ 32 439 (54.28%) 4 838 (23.81%) 
Total number 59 765 20 317 
Total length 163 736 242 27 572 860 
N50 length 4 206 2 549 
Mean length 2 739.67 1 357.13 

表 3  蝙蝠蛾拟青霉 unigenes 注释结果 
Table 3  Statistics of functional annotation for 
Samsoniella hepiali sequences in public databases 
Annotation 
database 

Number of 
annotations Percentage/% 

COG 5 219 25.69 
GO 6 807 33.50 
KEGG 4 414 21.73 
KOG 6 675 32.85 
Pfam 9 035 44.47 
Swissprot 7 085 34.87 
eggNOG 12 090 59.51 
NR 12 088 59.50 
All annotated 13 592 66.90 

 
蝙蝠蛾拟青霉转录组中发现 1 344 条

unigene 参与到 81 个 KEGG 代谢标准通路中，

其中排名前 5 的通路为抗生素生物合成

(biosynthesis of antibiotics)、氨基酸生物合成

(biosynthesis of amino acids)、碳代谢 (carbon 
metabolism) 、 氧 化 磷 酸 化 (oxidative 
phosphorylation)、糖酵解和糖异生 (glycolysis/ 
gluconeogenesis)(图 2)。 

2.5  差异表达基因的分析与鉴定 
以无菌水处理的 CK组作为对照筛选 SA诱

导下的差异表达基因(DEGs)。如图 3 所示，作

者使用 DESeq2[27]对 SA 处理和对照蝙蝠蛾拟青

霉样本进行分析，筛选阈值为 Padj<0.05 且    
| log2fold change |>1.5。共鉴定出了 2 574 条 DEGs，
其中上调 1 135 条，下调 1 439 条，该结果表明

蝙蝠蛾拟青霉中大量基因参与了 SA 诱导的非

生物胁迫应答。 
为了阐明这些 DEGs 的特定生物学功能，

进行了 Go 富集分析。图 4 表明，DEGs 主要涉

及催化活性(catalytic activity，703 条)、代谢过

程 (metabolic process ， 690 条 ) 、 细 胞 过 程

(cellular process ， 606 条 ) 、 单 组 织 过 程

(single-organism process，596 条)、结合位点  
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图 2  Unigene 的 KEGG 代谢通路分类(数量前 20) 
Figure 2  KEGG pathway analysis of transcriptome unigenes (number of the top 20). 

 
 

 
 

图 3  差异表达基因火山图(A)和差异基因聚类分析(B) 
Figure 3  Volcano plot of differentially expressed genes (A) and cluster analysis of differential genes (B). 
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图 4  差异表达基因 Go 注释分类(数量前 20)(A)和 KEGG 代谢通路富集(B) 
Figure 4  Go annotation (number of the top 20) (A) and KEGG pathway annotation (B) of differentially 
expressed genes. A: metabolic process; B: cellular process; C: single-organism process; D: localization; E: 
biological regulation; F: cellular component organization or biogenesis; G: response to stimulus; H: 
reproduction; I: membrane; J: cell; K: cell part; L: membrane part; M: organelle; N: organelle part; O: 
macromolecular complex; P: membrane-enclosed lumen; Q: catalytic activity; R: binding; S: transporter 
activity; T: nucleic acid binding transcription factor activity. 
 
(binding，482 条)、膜(membrane，468 条)、细

胞(cell，441 条)、细胞部位(cell part，439 条)、
膜部位 (membrane part，401 条 )以及细胞器

(organelle，357 条)。此外，我们利用 KEGG 途

径富集分析解析了响应 SA 诱导的生物途径，

结果表明有 355 条 DEGs 被分配到了 KEGG 
pathway 数据库中，共涉及 106 个代谢通路。富

集程度最高的前 20 条代谢通路如图 3 所示，其 
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中 DEGs 参与最多的前 5 条通路为抗生素生物

合成(biosynthesis of antibiotics，52 条)、细胞周

期(cell cycle，42 条)、减数分裂(meiosis，31 条)、

碳代谢(carbon metabolism，27 条)和氨基酸生物合

成(biosynthesis of amino acids，27 条)。而我们比

较关注的半乳糖代谢(galactose metabolism)、果糖

和甘露糖代谢(fructose and mannose metabolism)以

及糖酵解 (glycolysis/gluconeogenesis)涉及到的

DEGs 分别为 9 条、8 条和 7 条。差异基因富集

分析结果表明，蝙蝠蛾拟青霉通过调节抗生素合

成、氨基酸代谢、碳水化合物代谢以及增强信号

转导来响应 SA 的诱导胁迫。 
2.6  蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢的关键基因

筛选 
对 蝙 蝠 蛾 拟 青 霉 转 录 组 注 释 所 得 的

unigene 进行分析，共筛选鉴定到参与虫草酸

代谢的 9 个关键酶，共 13 条 unigene，详细信

息见表 4。然后利用 TBtools 工具对 13 条

unigene 进行了保守结构域预测，结果如图 5 所

示，mdh (c10386.graph_c0、c7065.graph_c1、

c15676.graph_c1) 拥 有 共 同 的 保 守 结 构 域

NADB_Rossmann super family，根据 NCBI 数

据库注释结果反映 NADB 结构域存在于许多代

谢途径的脱氢酶中，这也符合 mdh 的注释结

果；glk (c14612.graph_c0、c17058.graph_c0)保

守 结 构 域 属 于 COG5026 superfamily ； hk 

(c14123.graph_c0、c11278.graph_c0)的结构分析

表明每条 unigene均存在 2个保守结构域，分别

是 hk-1 和 hk-2。其余 6 条 unigene 的预测结果

表明它们的保守结构域相互独立不存在重复。 

 
表 4  蝙蝠蛾拟青霉虫草酸生物合成相关候选基因 
Table 4  Candidate genes involved in cordyceps acid biosynthesis identified in Samsoniella hepiali 
Gene name Ko Number Number Annotation function 

Glucokinase (glk) K00845 2 Carbohydrate transport and metabolism glucokinase 
activity. A group of enzymes found in invertebrates and 
microorganisms that are highly specific for glucose. 

Hexokinase (hk) K00844 2 Carbohydrate transport and metabolism hexokinase activity. 
D-glucose, D-mannose, D-fructose, sorbitol, and 
D-glucosamine can act as acceptors; ITP and dATP can act 
as donors. The liver isoenzyme has sometimes been called 
glucokinase. 

Glucose-6-phosphate 
isomerase (gpi) 

K01810 1 Carbohydrate transport and metabolism 
glucose-6-phosphate isomerase activity 

Alpha-galactosidase (gla) K07407 1 Carbohydrate transport and metabolism 
alpha-galactosidase activity 

Mannose-6-phosphate 
isomerase (mpi) 

K01809 1 Carbohydrate transport and metabolism 
mannose-6-phosphate isomerase activity 

Fructose-1,6-bisphosphatase 
(fbp) 

K03841 1 Carbohydrate transport and metabolism 
fructose-1-6-bisphosphatase activity, N-terminal domain 

Mannitol-1-phosphate 
5-dehydrogenase (mtld) 

K00009 1 Carbohydrate transport and metabolism 
mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase activity 

Mannitol-1-phosphate (hxpb) K24204 1 Coenzyme transport and metabolism. Energy production and 
conversion oxidoreductase activity 

Mannitol dehydrogenase  
(cytochrome)(mdh) 

K00045 3 Enoyl-(acyl carrier protein) reductase，short chain 
dehydrogenase. KR domain NAD(P)-binding domain 
protein oxidoreductase activity  
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图 5  关键酶基因保守结构域预测 
Figure 5  Prediction of conserved structural domains of key enzyme genes. 
 

目前已报道的虫草酸生物合成主要有两种[28]，

一种以葡萄糖为底物，在葡萄糖激酶的作用下

转变为葡萄糖-6-磷酸，然后葡萄糖磷酸异构酶

将葡萄糖-6-磷酸异构化为果糖-6-磷酸，经过

甘露醇-1-磷酸脱氢酶将果糖-6-磷酸转化成甘

露醇-1-磷酸，该过程需要 NADH 的辅助并产

生 NAD+，最后在甘露醇磷酸酶的作用下将甘

露醇-1-磷酸去磷酸化生成虫草酸；另外一种主

要以混合底物生产甘露醇，当底物是葡萄糖和

果糖的混合物或者只存在果糖时，都先转化成

葡萄糖-6-磷酸，然后进入磷酸戊糖途径，在产

生 NADH 的同时将果糖在甘露醇脱氢酶的作用

下转化成虫草酸同时生产 NAD+。在本研究转

录组数据中以上关键酶均得到了注释。其中

hk-1、hk-2 和 gpi 与 Lin 等对不同生长期中被毛

孢的转录组研究中发现的关键酶己糖激酶和葡

萄糖磷酸异构酶一致[29]，不同的是，在蝙蝠蛾

拟青霉中挖掘到了与 hk-1、hk-2 具有相同功能

但特异性更强的 glk 基因。本研究还发现对半

乳糖降解起关键作用的 gla 基因表达量显著上

调，较对照组提高了 13.14 倍，而半乳糖降解

后经过 hk 和 mpi 的作用可以转化成虫草酸合成

的关键前体物质果糖-6-磷酸。这一结果和前期

实验中发现的 SA 能够抑制虫草多糖合成结论

相一致，因而推测部分葡萄糖转化成了半乳

糖，而在 SA 的刺激下 gla、hk 和 mpi 的表达量

提高，将半乳糖转化成果糖-6-磷酸，最终进入

虫草酸合成途径从而形成了一条虫草酸合成的

新补充途径。另外我们发现 SA 处理的转录组

数据中 fbp 的表达量提高了 1.58 倍，该酶可以

促使果糖转化成果糖-6-磷酸，而本研究培养基

底物中没有添加果糖而是添加了麦芽糖，所以

我们认为底物中麦芽糖降解后导致葡萄糖含量

的增多，其中一部分被转化成了果糖然后再转

化成果糖-6-磷酸进入虫草酸合成途径，在其他

文献中并未有类似报道。最后果糖-6-磷酸在

mtld 和 NADH 的作用下合成甘露醇-1-磷酸，进

一步合成虫草酸，这与王晓瑞所报道的结果一 
致[30]。根据以上分析构建蝙蝠蛾拟青霉虫草酸

生物合成途径，如图 6 所示，底物葡萄糖经由

3 条途径合成关键前体物质果糖-6-磷酸，再经

甘露醇-1-磷酸脱氢酶将果糖-6-磷酸转化成甘

露醇-1-磷酸，最后在甘露醇磷酸酶的作用下甘

露醇-1-磷酸去磷酸化生成虫草酸。 
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图 6  SA 对蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢的调控作用 
Figure 6  Regulation of SA on the metabolic pathways of cordycepic acid in Samsoniella hepiali. GLK: 
glucokinase; HK: hexokinase; GPI: glucose-6-phosphate isomerase; GLA: alpha-galactosidase; MPI: 
mannose-6-phosphate isomerase; MTLD: mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase; HXPB: 
mannitol-1-phosphate; MDH: mannitol dehydrogenase (cytochrome); XYLA: xylose isomerase; FBP: 
fructose-1,6-bisphosphatase Ⅰ. 
 
 
 
 
 
 

在构建的蝙蝠蛾拟青霉虫草酸生物合成途

径中，hk 和 glk 作为虫草酸生物合成的起始酶，

催化底物葡萄糖合成葡萄糖-6-磷酸。该物质不

仅是虫草酸合成的前体物质，也是糖酵解途径

的重要中间产物，对于虫草酸代谢十分重要，

因此是虫草酸合成的关键酶基因。SA 诱导提高

了 glk 和 hk 酶基因表达，可促进前体物质葡萄

糖-6-磷酸的积累，同时增强糖酵解途径，从而

促进 NADH 等辅酶因子的形成，有利于虫草酸

的合成。gpi 是直接催化葡萄糖-6-磷酸合成果

糖-6-磷酸的关键酶基因，此外 gla、hk 和 mpi

是经半乳糖合成果糖-6-磷酸的酶基因，fpb 是

由果糖合成果糖-6-磷酸的酶基因，以上合成关

键前体物质果糖-6-磷酸的酶基因在 SA 的诱导

下均上调表达，促进果糖-6-磷酸的积累。果  
糖-6-磷酸不仅是虫草酸合成的前体物质，也是

糖酵解等多种代谢途径的中间产物，因此催化

果糖-6-磷酸合成甘露醇-1-磷酸的 mtld 基因是

使代谢流向虫草酸的分支途径基因，也是虫草

酸合成的关键酶基因。SA 诱导提高了 mtld 基

因表达量，使果糖-6-磷酸更多地流入虫草酸代

谢途径。此外，mtld 催化活性需要辅酶因子的

参与，有研究指出在甘露醇合成途径中 mtld 只

表现出还原活性而没有氧化活性，需要辅酶因

子 NADH/NADPH 活化，并且以 NADH 作为辅

酶因子时要比以 NADPH 作为辅酶因子时的酶

活高 20%[31]。本研究转录组数据表明，糖酵解

途径基因表达提高，可为虫草酸代谢提供能量
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及辅酶因子，从而促进果糖-6-磷酸转化为甘露

醇-1-磷酸。最后，hxpb 催化甘露醇-1-磷酸合成

虫草酸，该酶具有较高的活性，在低表达时即

可高效催化虫草酸的合成，因此不是虫草酸合

成限速酶。虫草酸在辅酶因子 NADH 存在时可

经 MDH 酶转化为果糖，因此消耗虫草酸的 mdh

也是虫草酸代谢的关键酶基因。在 SA 的作用

下 mdh 的表达量降低抑制虫草酸消耗的同时也

降低了 mdh 与 mtld 竞争 NDAH，使得 NDAH
更多地被 mtld 所利用提高了虫草酸合成关键限

速步骤的反应速度。 

2.7  蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢途径关键基

因的启动子分析 
利用 PlantCARE 对筛选到的虫草酸生物合

成途径基因的上游启动子区域的顺势作用元件

进 行 了 分 析 ， 结 果 如 图 7 所 示 。 Glk 
(c14612.graph_c0 、 17058.graph_c0) 、 gla 
(c9801.graph_c0)、mpi (c7023.graph_c0)、mtld 
(c13424.graph_c2)、fbp (c9690.graph_c0)和 mdh 
(c10386.graph_c0、7065.graph_c1)都存在水杨酸

结合位点，这表明水杨酸可直接作用于这些基

因从而引起虫草酸代谢关键基因表达量的变

化。而且 13 条 unigene 均存在不同种类的激素

响应元件，如赤霉素、生长素和脱落酸等，还

发现了参与防御应激响应的作用元件，这可能

与 SA 诱发生物的获得性免疫有关。除此之

外，我们还发现这些启动子序列上都存在

MYB 转录因子的结合位点，而转录组数据表

明 SA 处理下多个 MYB 转录因子的表达量上

调，表明 MYB 转录因子可能在 SA 调控虫草酸

代谢途径的过程中发挥重要功能。 

2.8  蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢途径关键基

因的表达分析 
为了验证转录组数据的准确性，选取 actin

为内参基因对挖掘到的 9 个关键酶基因进行荧

光定量 PCR 验证(图 8)。结果表明 glk、gpi、

gla、fbp、mtld、hxpb、mdh 的相对表达量与转

录组测序表达量变化趋势基本一致，其中 GLA

的表达量变化最为明显，而转录组数据中 hk-1

和 hk-2 表达量无明显差异，但其表达在 qPCR
检测结果中均得到了上调，其中 hk-1 的提高更

加明显。综上所述，SA 诱导处理能够显著上调

虫草酸生物合成相关基因表达同时抑制虫草酸

消耗基因，从而显著提高虫草酸的积累。 
 

 
 

图 7  蝙蝠蛾拟青霉虫草酸代谢途径关键酶基因的启动子分析 
Figure 7  Promoters analysis of the key genes in cordyceps acid metabolic pathways. 
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图 8  SA 处理下差异表达基因分析  
Figure 8  Validation of DEGs in SA-stressed Samsoniella hepiali. RNA-Seq: transcriptome expression; 
qPCR: quantitative real-time PCR expression; *: represents a significant difference, P<0.05; **: represents 
an extremely significant difference, P<0.01. 
 

3  讨论 
蝙蝠蛾拟青霉作为从冬虫夏草中分离的一

种药用真菌，因其发酵菌丝中含有与野生冬虫

夏草相似的活性成分而成为冬虫夏草的人工替

代资源。虫草酸作为冬虫夏草中的标志性活性

成分之一，是评价冬虫夏草质量的重要标准。然

而，由于虫草酸含量低、生物代谢途径不明确，

限制了其产量提升及产业化应用。目前转录组测

序技术可以有效挖掘中药活性物质生物合成途

径和调控网络[32]，可为虫草酸的有效开发和利

用奠定基础。在款冬(Tussilago farfara L.)[33]、全

萼秦艽(Gentiana lhassica Burk.)[34] 中利用转录

组技术挖掘了萜类生物合成途径的关酶基因，

在桔梗[35]和黄精[36]的活性物质生物合成关键酶 

基因挖掘中也有报道。近年来，对冬虫夏草基

因组及转录组的研究取得了一定的进展，通过

对不同培养基发酵和不同生长阶段的蝙蝠蛾拟

青霉进行转录组分析预测了其虫草素相关的合

成基因[37]；通过转录组和蛋白质组分析，比较

了人工栽培的冬虫夏草菌丝体和子实体之间的

基因表达差异[38]。但尚缺乏蝙蝠蛾拟青霉虫草

酸合成途径及代谢调控方面的研究。然而，为

了提高蝙蝠蛾拟青霉虫草酸的合成量，必须明

确其生物合成途径及代谢调控。 
作者在前期研究中发现 SA 诱导显著提高

蝙蝠蛾拟青霉中虫草酸的生物合成，据此推测

SA 诱导可能通过激活蝙蝠蛾拟青霉中虫草酸

合成相关基因的表达从而提高其在细胞内的积 
累。因此本研究利用 SA 诱导下的转录组数据
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挖掘蝙蝠蛾拟青霉中虫草酸生物合成途径和代

谢调控网络。本研究首次解析了 SA 处理下蝙

蝠蛾拟青霉转录组数据，通过对 SA 诱导和未

诱导的蝙蝠蛾拟青霉细胞进行高通量测序，共

获得 40.37 Gb 的 clean data，20 317 条 unigene，
平均长度为 1 357.13 bp，注释共获得 13 592 条

unigene。共筛选出差异基因 2 574 个，其中有   
1 135 个上调，1 439 个下调。我们重点分析了

与虫草酸代谢相关的基因，在其上游代谢途径

共鉴定出了 glk、hk、gpi、gla、mpi 和 fbp 6 个

合成前体物质果糖-6-磷酸的关键酶基因，而在

下游代谢途径中挖掘到了 2 个虫草酸合成基因

mltd 和 hxpb 以及 1 个虫草酸消耗基因 mdh。 
RNA-Seq 及 qRT-PCR 定量结果一致表明，

与虫草酸生物合成相关的基因 glk、gpi、gla、
mpi、fbp、mtld 在 SA 处理后表达量上调，涉

及虫草酸消耗的基因 mdh 在 SA 处理后表达量

下调，而作为直接合成虫草酸的关键酶基因

hxpb (c5372.graph_c0)无明显变化。我们认为

其中一个原因是 hxpb酶活较高，因此其基因表

达量及酶合成量低的情况下具备较高的催化活

性，这与封志媚的报道一致[39]；另外也可能是

由于 hxpb基因启动子中没有水杨酸响应元件，

因此其表达不受 SA 的调控。综上所述，SA 诱

导能够提高虫草酸合成相关基因的表达同时抑

制消耗虫草酸的基因表达，从而提高虫草酸生

物合成量。重要的是，我们首次发现 SA 诱导

下对半乳糖降解起关键作用的 gla 基因显著上

调，而半乳糖降解后经过 hk 和 mpi 的作用可以

转化成虫草酸合成的关键前体物质果糖-6-磷
酸，从而揭示出蝙蝠蛾拟青霉虫草酸的生物合

成存在一条新的补充途径。  
此外，通过对虫草酸代谢基因的启动子分

析 我 们 发 现 glk (c14612.graph_c0 、

17058.graph_c0) 、 gla (c9801.graph_c0) 、 mpi 

(c7023.graph_c0)、mtld (c13424.graph_c2)、fbp 

(c9690.graph_c0) 和 mdh (c10386.graph_c0 、

7065.graph_c1)基因上游启动子区域都存在水

杨酸响应元件，表明水杨酸可直接作用于这些

基因从而引起虫草酸代谢关键基因表达量的变

化。除了水杨酸响应元件外，虫草酸代谢基因

的启动子中还存在赤霉素、生长素和脱落酸等

激素响应元件，参与防御应激响应的作用元

件，以及 MYB 转录因子结合位点，这表明 SA

还可能通过调节激素代谢和诱导获得性免疫调

控虫草酸的代谢，这与文献报道关于 SA 调控

次生代谢产物合成的机制一致[40–41]。但是目前

仍缺乏蛋白水平的实验验证，且蝙蝠蛾拟青霉

虫草酸代谢调控网络十分复杂，仍待进一步解

析 ， 过 表 达 载 体 构 建 、 RNA 干 扰 技 术 和

CRISPR-Cas9 技术将为日后研究提供更有力的

证据。 

总之，本研究首次报道了 SA 对蝙蝠蛾拟

青霉中虫草酸合成的调控作用，通过 RNA-Seq
技术从构建的转录组文库中获得了高质量的数

据，通过对 SA 诱导前后差异基因的比较分析

构建了蝙蝠蛾拟青霉虫草酸生物合成途径及

SA 诱导调控网络，并在蝙蝠蛾拟青霉中发现了

一条虫草酸合成的新补充途径，解析了 SA 调

控虫草酸生物合成的分子机制。不仅如此，本

研究还为蝙蝠蛾拟青霉提供了丰富的遗传资

源，并将为冬虫夏草物种功能基因组学的研究

提供一定的数据支持。 
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