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药用真菌猪苓 2 种氧化应激相关基因的克隆和序列分析
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摘要:【目的】克隆药用真菌猪苓 NADPH 氧化酶及乙二醛氧化酶基因并进行生物信息学分析。【方法】利
用 ＲACE 技术取得基因 cDNA 全长;利用生物信息学在线工具预测蛋白的理化性质、结构域等分子特征;用
Bioeditor 和 MEGA 5. 0 分别对氨基酸进行多序列比对和进化关系分析。【结果】克隆到 PuNOX( JX035912)
及 PuGLOX( JX035913)。它们 cDNA 全长分别为 1674 bp、1723 bp;分别编码 557、515 个氨基酸，相对分子质
量分别为 63. 845 kDa、55. 891 kDa，等电点分别为 5. 58、4. 82。PuNOX 与真菌 NADH 蛋白的一致性为74% －
80%，系统进化树分析结果显示猪苓 PuNOX 与糙皮侧耳(Pleurotus ostreatus)亲缘关系较近;PuGLOX 与真菌
乙二醛氧化酶同源性较高，均大于 50% ;其系统进化树分析表明猪苓 PuGLOX 与黄孢原毛平革菌
(Phanerochaete chrysosporium)进化上最保守。【结论】药用真菌猪苓 NADPH 基因 PuNOX 以及乙二醛氧化
酶基因 PuGLOX 的分子特征为进一步研究其在猪苓菌核生长发育过程中的作用奠定理论基础。
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生物体内的氧化代谢会产生少量的自由基，体
内的抗氧化系统能及时清除以维持自由基的代谢平
衡。但是在特定时期，体内大量自由基的堆积，细胞
中抗氧化保护机制不足时，使活性氧堆积形成氧化
和抗氧化的不平衡状态，这种状态称为氧化应激。
活性氧的堆积对细胞产生毒性，破坏细胞膜影响细
胞结构甚至导致细胞死亡。同时活性氧也是细胞中
的活性分子，可以作为第二信使参与信号传递，在细
胞发育、分化过程中活性氧扮演了重要的角色［1 － 2］。

菌核是由菌丝纽结而形成的休眠结构，研究发
现菌核分化与氧化应激相关连，氧化应激启动了齐
整小菌核菌(Sclerotinia rolfsii)的菌丝进行分化产生
菌核，而菌核的形成又反过来消除了这种氧化应激

反应［3］。
猪苓是一种药用真菌，其菌核是我国重要的中

药资源。近些年猪苓菌核遭到灭绝性开采，导致其
野生资源濒临灭绝，由于人工栽培菌核产量低，质量
差，不能有效缓解猪苓菌核资源匮乏的现状。猪苓
菌丝形成菌核是缓解该资源问题的有效方案之一。
目前对于猪苓菌核的研究主要集中于其药理活性，
以及中药化学方面，对于其菌核形成的分子机制的
研究尚属空白。依据本实验室先前的抑制差减文库
分析，获得了两个与氧化应激相关的表达序列标签
(EST)，并且这两个基因在菌丝形成菌核的过程中
呈现出显著高表达［4］。因此，本研究通过 ＲACE 技
术从猪苓菌核中克隆到这两个与氧化应激相关的基
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因并进行生物信息学分析，旨在为深入研究该基因
在猪苓菌丝形成菌核的分子调控作用提供基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌种:猪苓纯培养种由药用植物研究所
真菌室提供。
1. 1. 2 主 要 试 剂 和 仪 器: M-MLV Ｒeverse
Transcriptase Kit 购 于 Promega 公 司，SMAＲTerTM

ＲACE cDNA Amplification Kit 购于 Clotech 公司，胶
回收试剂盒购于天根公司，pMD18-T 载体，大肠杆
菌 ( Escherichia coli ) JM109 感 受 态 细 胞 均 购 于
TaKaＲa 公司，NanoDropTM 2000 分光光度计购于
Thermo Fisher 公司。
1. 2 猪苓菌核培养

按照文献［4］中报道的方法，猪苓菌丝培养40 d
形成菌核，取菌核样品液氮速冻后置于 － 80 ℃中以
备提取 ＲNA。
1. 3 ＲNA 提取及 cDNA 合成

采用 CTAB 法［5］提取猪苓菌核的总 ＲNA。用
NanoDropTM 2000 分光光度计( Thermo Fisher，USA)
检测 ＲNA 质量、纯度，用 1. 2% 琼脂糖凝胶电泳检
测 ＲNA 完整性。采用 M-MLV Ｒeverse Transcriptase
kit(Promega，USA)，按照操作手册，逆转录合成第一
链 cDNA，－ 20 ℃保存备用。
1. 4 cDNA 末端快速扩增 ( rapid amplification of
cDNA ends，ＲACE)克隆

根据原始的核心 EST 序列，设计 2 对特异引物
(表 1)，按照 SMAＲTerTM ＲACE cDNA Amplification
Kit ( Clotech，Japan ) 操 作 手 册，分 别 与 Nested
UniversalPrimer A(NUP)引物组合进行 2 次巢式 5'-
ＲACE。2 次 PCＲ 反应体系包括 2. 5 μL 10 ×
Advantage 2PCＲ缓冲液，0. 5 μL dNTPs(10 mmol /L)，
引物(10 μmol /L)各 0. 5 μL，0. 5 μL 10 × NUP，5'-
ＲACE ready cDNA(第 1 次 PCＲ 模板)或第 1 次 PCＲ
产物(第 2 次 PCＲ 模板)各 1. 0 μL，0. 5 μL 50 ×
Advatange 2 Polymerase Mix ( 5 U /L )，19. 5 μL
ddH2O，共 25 μL。PCＲ 程序为:95 ℃ 3 min;95 ℃
30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，32 个循环; 72 ℃
7 min。PCＲ 产物经 1. 8% 琼脂糖凝胶电泳后得到
目的条带，经 TianGen 胶回收试剂盒 ( TianGen，

China) 纯化目的条带，连接至 pMD18-T 载体上
(TaKaＲa，China)，转化到大肠杆菌(Escherichia coli)
JM109( TaKaＲa，China)感受态细胞，阳性克隆由北
京金唯智生物科技有限公司进行测序。

表 1． 2 个氧化应激基因的引物序列

Table 1． Primer sequences of the two oxidative stress genes

Gene name Sequence ＲACE PCＲ(5'→3')

NADPH oxidase

Glyoxal oxidase

TCCTCCCACCCTCCTTGTTTCTTCTC

CGAATGGCGTGACACCAATACCG

CAGGCTGATCCCAACTTCCTCCGTAT

CGGCACTGTCGCTCTTTACTT

1. 5 序列分析
使用以下在线工具对获得的 2 种氧化应激相关

基因的 cDNA 序列进行分析:BLAST( http: / /www．
ncbi． nlm． nih． gov / blast． cgi )、CAP3 ( http: / / pbil．
univ-lyon1． fr / cap3． php)、OＲF Finder( http: / /www．
ncbi． nlh． nih． gov / gorf / gorf． html)。利用 TMHMM
2. 0 程 序 ( http: / /www． cbs． dtu． dk / services /
TMHMM /) 对 蛋 白 跨 膜 区 进 行 预 测。 采 用
InterProScan ( http: / /www． ebi． ac． uk / cgi-bin /
iprscan /)预测基因编码蛋白的保守结构域和基序。

采用 Bioeditor v7. 0. 0 对氨基酸序列进行比对分析;

借助 MEGA 5. 0 程序包［6］构建系统进化树。

2 结果和分析

2. 1 氧化应激相关基因的克隆和序列分析
2. 1. 1 猪苓 NADPH 氧化酶基因的克隆:经过 2 次
ＲACE 扩增，获得长度为 1004 bp 的 3' cDNA，与
EST 核心序列拼接后获得一条 2010 bp 的猪苓
NADPH 氧化酶全长 cDNA，暂命名为 PuNOX，提交
GenBank 获得登录号为 JK035912。OＲF Finder 分
析显示，猪苓 NADPH 氧化酶基因(PuNOX)的 OＲF

区共 1674 bp。编码 557 个氨基酸，推测分子量为
63. 845 kDa，理论等电点为 5. 58。
2. 1. 2 猪苓乙二醛氧化酶基因的克隆:经过 2 次巢
式 3'-ＲACE 反应，扩增产生目标条带，经克隆、测序
获得 1024 bp 的序列，聚类拼接后获得了 1723 bp 的
猪苓乙二醛氧化酶全长 cDNA。GenBank 登录号为
JX035913，定名为 PuGLOX。猪苓乙二醛氧化酶基
因(PuGLOX)的 OＲF 区共 1548 bp，编码 515 个氨基
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酸，推测分子量为 55. 891 kDa，理论等电点为 4. 82。
2. 2 氧化应激相关基因编码蛋白结构域的预测
2. 2. 1 猪苓 NADPH 氧化酶基因编码蛋白结构域
预测:NOX(NADPH 氧化酶)分子大致可以分为两
个大的结构域:N 端的疏水跨膜区和 C 端的黄素蛋
白结合区，具有六个跨膜片段，一些保守的区段可能
与 NADPH、FAD 的结合有关。 InterProScan 软件对
猪苓 NADPH 氧化酶( PuNOX)进行结构域分析，如

图 1 所示，PuNOX 有黄素蛋白结合区，2 个 FAD 结
合区和一个 NAD 结合区，还包括细胞色素 b245 重
链。TMHMM 软件分析 PuNOX 的跨膜结构域，
PuNOX 是跨膜蛋白，在 N 端具有 6 个跨膜片段。以
上结果均表明本研究克隆得到的 PuNOX 其推定的
氨基酸序列具有 NOX 结构域，PuNOX 为一个新的
编码 NADPH 氧化酶基因。

图 1． InterProScan 分析 PuNOX 蛋白的保守结构域
Figure 1． Analysis of conserved domains of deduced PuNOX protein by InterProScan (A) and the conserved domain of amino acid sequence

in the blue box (B) ．

2. 2. 2 猪苓乙二醛氧化酶基因编码蛋白结构域预
测:乙二醛氧化酶 ( GLOX ) 是一个铜基氧化酶
(Ｒadial-copper oxidase)，拥有两个完全不同的氧化
还原中心，一个金属离子和一个稳态的蛋白自由基，
同时还含有一个不寻常的由 7 个 β 折叠组成的桶
状结构———超桶折叠。 InterProScan 软件对猪苓乙
二醛氧化酶( PuGLOX)进行结构域分析，如图 2 所
示，PuGLOX 具有乙二醛氧化酶 N 端。TargetP 软件
对 PuGLOX 细胞定位进行预测，推测其位于膜上。
TMHMM 软件分析 PuGLOX 的跨膜结构域，其在 N

端具有跨膜区。SignalP 软件分析发现 PuGLOX 推
定氨基酸序列的 N 端有一段信号肽，分裂位点是
P26 /27。根据分析结果推测 PuGLOX 为一新的编码
乙二醛氧化酶的基因。
2. 3 氧化应激相关基因编码蛋白的多序列比对分析
2. 3. 1 猪苓 NADPH 氧化酶基因编码蛋白的多序
列比对分析:运用 Bioeditor 程序包中的 MegAlign 程
序对 PuNOX 推定的氨基酸序列和其他 NADPH 氧
化酶进行多序列比对，结果表明猪苓 NADPH 氧化
酶与其他来源于担子菌 NADPH 氧化酶高度同源。
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PuNOX 与灰盖鬼伞 (Coprinopsis cinerea)、糙皮侧耳
( Pleurotus ostreatus )、裂 褶 菌 ( Schizophyllum
commune)和干腐菌( Serpula lacrymans)同源性均高

达 80%，与双色蜡蘑 ( Laccaria bicolor) 同源性为
77%，与印度梨形孢 ( Piriformospora indica) 的同源
性为 74%。

图 2． InterProScan 分析 PuGLOX 蛋白的保守结构域
Figure 2． Analysis of conserved domains of deduced PuGLOX protein by InterProScan (A) and the conserved domain of amino acid sequence in the blue

box (B) ．

2. 3. 2 猪苓乙二醛氧化酶基因编码蛋白的多序列

比对分析:运用 Bioeditor 程序中的 MegAlign 程序对
PuGLOX 推定的氨基酸序列和其他乙二醛氧化酶进

行多序列比对，结果表明猪苓 PuGLOX 与真菌乙二

醛氧化酶同源性较高，均大于 50%，其中 PuNOX 与

黄 孢 平 革 菌 ( Phanerochaete chrysosporium )

(ABD61572)同源性为 61%。PuNOX 与植物拟南芥

有 35%的同源性。

2. 4 氧化应激相关基因编码蛋白的系统进化树分析
2. 4. 1 PuNOX(Puctg110． pro)基因编码蛋白的系

统进化树分析:通过 NCBI 检索选取高等真菌中的
NOX 序列利用 MEGA 5. 0构建了包括 PuNOX 在内

共 13 个 NADPH 氧化酶的系统进化树(图 3)。序列

包 括 干 腐 菌 ( S． lacrymans )、S． commune、P．

ostreatus、L． bicolor、C． cinerea、灰 葡 萄 孢 霉
( Botryotinia fuckeliana )、马 毛 癣 菌 ( Trichophyton

equinum)、Ajellomyces capsulatus、马尔尼菲青霉菌
( Penicillium mameffei ) 和 禾 柄 锈 菌 ( Puccinia

graminis)。除锈菌(P． graminis)外，其他所有序列

分为两个分支:担子菌类群和子囊菌类群，支持度均

为 100。担子菌类群中，P． indica 与其他担子菌进

化关系较远，为一单独分支，所有其他担子菌进化上

一致为同一单系群。在该单系群中又分为两个姐妹

类群，S． lacrymans、S． commune、P． ostreatus 和猪苓
PuNOX(Puctg110)聚类成一个类群，为平行分支，L．

bicolor 和 C． cinerea 为另一类群。该结果与分类上

的亲缘关系一致。

2. 4. 2 PuGLOX 基因编码蛋白的系统进化树分析:

通过 NCBI 检索选取 GLOX 序列利用 MEGA 5. 0 构

建了包括 PuGLOX 在内共 9 个乙二醛氧化酶的系统

进化树 (图 4)。序列包括 C． cinerea、新型隐球菌
(Cryptococcus neoformans)、Laccaria bicolor、青杨叶锈

病 菌 ( Melampsora larici )、 Phanerochaete

chrysosporium、Piriformospora indica、禾 柄 锈 菌
(Puccinia graminis)、玉米丝黑穗病菌 ( Sporisorium

reilianum)和拟南芥 ( Arabidopsis thaliana)。拟南芥
GLOX 分支最早，其余全部真菌类乙二醛氧化酶形

成单一群系。丝黑穗菌 S． reilianum 与其他真菌进

化关系较远，为单一分支。在其他真菌群系中分为
3 平行分支:担子菌类、子囊菌类和 P． indica，锈菌

聚 类 在 子 囊 菌 类 群。 猪 苓 PuGLOX 与 P．

chrysosporium 进化上最保守。
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图 3． 猪苓及相关真菌 NADPH 氧化酶的系统进化树

Figure 3． Phylogenetic tree of related fungi inferred from NOX proteins． Numbers in parentheses represent the sequences’accession number in

GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，5% sequence divergence．

图 4． 猪苓乙二醛氧化酶的系统进化树

Figure 4． Phylogenetic tree of related fungi inferred from GLOX proteins． Numbers in parentheses represent the sequences’ accession number in

GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． Bar，5% sequence divergence．

3 讨论

本研究利用 ＲACE-PCＲ 方法首次从猪苓中克

隆得到 NADPH 氧化酶、乙二醛氧化酶的全长

cDNA。分析结果显示 PuNOX 具有黄素蛋白结合

区、2 个 FAD 结合区、1 个 NAD 结合区和 N 端 6 个

跨膜片段，表明本研究克隆得到的 PuNOX 为一新的

编码 NADPH 氧化酶的基因。NOX 是细胞内最重要

的 ＲOS 产生酶，不仅能诱导细胞的氧化应激反应，

还能作为第二信号分子参与细胞的分化。Kim 在核

盘菌中克隆得到 NADPH 氧化酶基因，发现该基因

的突变株不能形成菌核，也不再具有致病性［7］。经

比对 SsNox1 与 PuNOX 的同源性高达 67%。由此推

测，NADPH 氧化酶可能同样也参与了猪苓菌核的形

成。PuGLOX 具有乙二醛氧化酶 N 端，N 端具有跨

膜区和一段信号肽，分析结果显示 PuGLOX 为一新

的编码乙二醛氧化酶的基因。乙二醛氧化酶催化醇

醛类化合物和甘油生成相应的酸类，同时伴随着过

氧化氢的生成［8］。研究发现，乙二醛氧化酶作为过

氧化氢生成酶同样能诱导氧化应激反应，这种反应

通常发生在菌丝顶端和菌丝细胞壁［9］。过氧化氢、

超氧化物自由基等引起的氧化应激反应均能启动菌

核发育［3］。因此推论，PuGLOX 可能参与了猪苓菌
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丝形成菌核的过程。猪苓菌丝和菌核中存在活性氧

分子，发现猪苓菌核的产生与其菌丝内产生的活性

氧有密切的联系，即猪苓菌核发育过程中会伴随着

氧化应激生物过程［10］。本研究后续将利用 ＲNAi

研究 PuNOX 和 PuGLOX 基因在猪苓菌核生长发育

中的生物学功能，为猪苓菌丝形成菌核的分子机制

研究提供理论基础。
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stress related genes from medicinal fungus Polyporus
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Abstract:［Objective］ To clone the NADPH gene ( PuNOX) and Glyoxal oxidase gene ( PuGLOX) from a medicinal
fungus Polyporus umbellatus，and to carry out the bioinformatic analysis． ［Methods］We used the Ｒapid Amplification of
cDNA ends (ＲACE) technique to obtain the full length cDNA of these two genes． We used a series of bioinformatic tools
to characterize physiochemical properties of the two deduced protein． The analyses of multiple alignment and phylogenetic
trees were performed using Bioeditor and MEGA 5. 0 softwares． ［Ｒesults］The entire cDNA of PuNOX and PuGLOX were
1674 bp，1723 bp in length and encoded a 557-amino acid protein and 515-amino acid protein with a molecular weight of
63. 845 kDa and 55. 891 kDa and the isoelectric point of 5. 58 and 4. 82，respectively． PuNOX had high identities (74 to
80% ) with NADPH peroxidase from other fungus． From the evolutionary tree，PuNOX was closely related to that of
Pleurotus ostreatus． PuGLOX had high identities ( ＞50% ) with Glyoxal oxidases from various fungus． Phylogenetic tree
analysis suggested that PuGLOX was closely related to that of Phanerochaete chrysosporium． ［Conclusion］ Molecular
characterization of the two oxidative stress related genes will be useful for further functional determination of the genes
involved in the sclerotium development of Polyporus umbellatus．
Keywords: Polyporus umbellatus，oxidative stress，molecular cloning，sequence analysis
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