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摘   要：【背景】大型真菌是重要的食品和药物资源，可产生包括必需氨基酸在内的多种营养成

分。谷氨酸是食用大型真菌中呈现鲜味的重要功能分子之一，是衡量食用菌营养价值的一个重要

指标。【目的】基于伞菌目中谷氨酸合酶同源基因的保守性，对大型真菌中含有谷氨酸的菌株资源

进行筛选，为野生大型真菌资源的挖掘及谷氨酸产品的开发提供指导。【方法】通过对伞菌目中已

报道的 25 株谷氨酸合酶基因序列进行比对分析，在谷氨酸合酶保守的外显子区域设计了 2 对简并

引物 GS Ag_les F1/R1 和 GS Ag_les F2/R2，并将其用于对伞菌目 13 个科的 65 株大型真菌进行 PCR

筛选。另外，还采用异硫氰酸苯酯衍生化的方法结合 LC-MS 和 HPLC 对这 65 个菌株产生的谷氨

酸进行定量分析，进而评估该筛选方法的筛选效率。【结果】获得筛选引物的筛选效率为 86.2%，

并且引物 GS Ag_les F1/R1 的筛选效率明显优于 GS Ag_les F2/R2。优化后的伞菌目大型真菌谷氨

酸发酵培养条件为：LMM 培养基，28 °C、200 r/min，2−4 d。结合 PCR 和 HPLC 的分析结果评估

该引物筛选的真阳性率为 81.5%，应用范围涉及伞菌目的口蘑科、泡头菌科、伞菌科、丝膜菌科、

粪伞科、离褶伞科、侧耳科、鬼伞科和鸟巢菌科 9 个科。【结论】本研究获得的筛选引物在伞菌目

产生谷氨酸的菌株筛选中显示出了良好的应用前景，为谷氨酸生产菌株提供了高效、便捷的筛选

技术方法。 

关键词：谷氨酸；谷氨酸合酶；分子标记；食用菌；高效筛选 
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Abstract: [Background] Macrofungi are important food and drug resources, which can produce a variety 

of nutrients including essential amino acids. Glutamate, one of the important functional molecules of edible 

macrofungi, presents umami taste and is an important index to measure the nutritional value of edible fungi. 

[Objective] We evaluated the resources of macrofungal strains containing glutamate based on the conserved 

homologous genes of glutamate synthase in Agaricales, aiming to guide the exploitation of wild macrofungal 

resources and the manufacture of glutamate products. [Methods] We compared the glutamate synthase gene 

sequences from 25 strains and analyzed the conserved exon region. Two pairs of degenerate primers, GS 

Ag_les F1/R1 and GS Ag_les F2/R2, were designed for the conserved exon region of glutamate synthase and 

used for PCR screening of 65 strains belonging to 13 families of Agaricales. In addition, 

phenylisothiocyanate derivatization was combined with LC-MS and HPLC to quantify the glutamate 

produced by the 65 strains, and then the screening efficiency of this method was evaluated. [Results] The 

screening efficiency of primers designed in this study was 86.2%, and the screening efficiency of the primer 

pair GS Ag_les F1/R1 was significantly better than that of GS Ag_les F2/R2. The fermentation conditions of 

Agaricales for the production of glutamate were optimized as follows: LMM medium, 28 °C, 200 r/min and 

2–4 days. The results of PCR and HPLC showed that the primer screening method in this study had a true 

positive rate of 81.5%, and the application scope involved multiple families including Tricholomataceae, 

Physalacriaceae, Agaricaceae, Cortinariaceae, Bolbitiaceae, Lyophyllaceae, Pleurotaceae, Psathyrellaceae 

and Nidulariaceae of Agaricales. [Conclusion] The primers obtained in this study exhibit a good application 

prospect in the screening of glutamate-producing strains of Agaricales. 

Keywords: glutamic acid; glutamic acid synthase; molecular marker; edible mushroom; efficient 
screening 

大型真菌一直被视为食品和药物的重要来

源，如木耳、香菇、侧耳属、牛肝菌、双孢蘑

菇及金针菇等 [1-3]。大型真菌之所以具有重要

的药用和食用价值，是因为其能够产生种类丰

富且结构多样的代谢产物，如氨基酸类、核苷

酸类、萜类、多肽类及聚酮类等[4-5]。而谷氨酸

作为食用菌呈现鲜味的关键成分之一，对食用

菌的营养和风味的影响至关重要。 

大型真菌中氨基酸的种类十分丰富，不但

包括赖氨酸、组氨酸和亮氨酸等人体必需氨基

酸[6-7]，而且还包括丰富的谷氨酸和天冬氨酸等

呈味氨基酸[8-9]，从而使得食用大型真菌既营养

丰富又口味鲜美。史琦云等[10]通过对香菇、糙

皮侧耳、金针菇、双孢蘑菇、茶树菇及黑木耳

等食用菌进行氨基酸组成和含量分析，发现谷

氨酸是食用菌呈鲜味的关键。宋爱荣等[11]研究表

明，谷氨酸在 4 个刺芹侧耳新品种子实体中的

含量占总氨基酸的 15.30%−21.45%。然而，目

前对富含谷氨酸的食用菌进行筛选普遍采用氨

基酸自动分析仪对某个食用菌品种进行全氨基
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酸的分析，如张航等[12]通过氨基酸自动分析仪测

定和分析了云南新鲜羊肚菌中 16 种氨基酸的含

量，最终证明了谷氨酸和天冬氨酸是其中含量

最高的氨基酸，但该方法包括样品匀浆、酸水

解等复杂的样品前处理过程且成本较高，难以

大规模应用。目前对大型真菌中氨基酸的筛选

已经建立了更为高效的筛选方法，如 Song 等[13]

利用大型真菌中赖氨酸生物合成的关键酶高柠

檬酸合酶实现了对 70 多株大型真菌中赖氨酸

的快速筛选。 

真菌中谷氨酸的生物合成涉及 2 种不同的

途径，在第一种生物合成途径中，α-酮戊二酸

与游离的氨在高 NH4
+浓度的条件下由谷氨酸

脱氢酶(glutamate dehydrogenase)催化还原氨基

化而形成谷氨酸；在另一生物合成途径中，α-

酮戊二酸在谷氨酸合酶(glutamate synthase，GS)

的催化下接受 L-谷氨酰胺的酰胺基形成 2 分子

的谷氨酸，该途径在真菌谷氨酸生物合成中较

为普遍[14]。朱静等[15]通过对谷氨酸合酶的基因

序列进行预测和分析，获得了大型真菌灵芝中

谷氨酸合酶基因序列，证实了该酶不仅在进化

上高度保守，而且对灵芝的生长及次级代谢至

关重要。可见，谷氨酸合酶对高等真菌中谷氨

酸的生物合成起到了关键的调控作用。本研究

从高等真菌灰盖鬼伞(Coprinus cinereus)的染色

体上获得了谷氨酸合酶的氨基酸序列[16]，通过

对其在整个伞菌亚门的保守性分析，以期获得

适用于对整个伞菌目的谷氨酸进行挖掘的基因

筛选标记，为研究产生谷氨酸的野生大型真菌

资源的挖掘和筛选提供高效、便捷的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株 

研究中所用的 65 株大型真菌由中国科学

院微生物研究所真菌学国家重点实验室保藏，

菌株具体信息见表 1。 

1.1.2  引物 

研究中用于 PCR 扩增筛选的引物详见表 2。 

1.1.3  培养基 

PDA 培养基：PDA 39 g 溶于 1 L 蒸馏水，

用于菌株的活化和固体培养。 

PDB 培养基：PDB 24 g 溶于 1 L 蒸馏水，

用于菌株的发酵培养。 

LMM 培养基(g/L)：葡萄糖 10.0，硝酸盐

50.0，微量元素 1.0，酵母提取物 5.0。pH 6.5，

用于菌株的基因组提取和发酵培养。 

CBY 培养基(g/L)：玉米粉 25.0，大豆粉

10.0，酵母提取物 2.0，MgSO4·7H2O 0.5，磷酸

二氢钾 1.0，磷酸氢二钾 0.25。pH 5.5，用于菌

株的发酵培养。 

所有培养基均于 105 kPa 高压蒸汽灭菌 20 min

后备用。 

1.1.4  主要试剂和仪器 

PDA 和 PDB 培养基，BD 公司；其他生化

试剂，国药集团化学试剂有限公司；SanTaq PCR 

Mix 酶，生工生物工程(上海)股份有限公司。 

恒温培养箱，太仓市豪成仪器制造有限公司；

超净工作台，北京亚泰科隆仪器有限公司；PCR

仪，Bio-Rad 公司；高速冷冻离心机，Eppendorf

公司；电泳仪和凝胶分析仪，北京君意东方电泳

设备有限公司；紫外分光光度计，尤尼柯(上海)

仪器有限公司；高效液相色谱仪，Agilent 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  谷氨酸合酶序列比对和系统发育分析 

灰盖鬼伞(C. cinerea)中已报道的谷氨酸合

酶(XP_002911893.1)的氨基酸序列 [16]被提交到

NCBI 中的 BLASTp 进行同源比对，分别下载

不同分类单元内已报道的与鬼伞菌谷氨酸合酶

具有同源性的谷氨酸合酶氨基酸序列，包括伞

菌目 25 株、红菇目 3 株、多孔目 8 株、花耳目
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2 株、银耳目 2 株、块菌目 4 株、盘菌目 1 株、

肉座菌目 14 株，并基于不同物种来源的谷氨酸

合酶基因序列的保守性，通过 MEGA 6.0 中的

neighbor-joining 法构建系统发育树，进而对谷

氨酸合酶在不同分类单元内的聚类关系进行分

析，bootstrap 值为 1 000。 

1.2.2  谷氨酸合酶简并引物设计 

通过 DNAMAN 软件对来源于伞菌目的

14 个不同属的谷氨酸合酶基因序列进行保守性

分析，利用 MEME 5.4.1 分析软件对伞菌目不

同菌株之间谷氨酸合酶基因序列的区域保守性

进行分析(Multiple EM for Motif Elicitation，

MEME ， https://meme-suite.org/meme/tools/ 

meme)[17]，根据这些保守序列的外显子区域

设计简并引物，用于对产生谷氨酸的大型真

菌进行快速筛选。  

 

表 1  本研究中所用的筛选谷氨酸产生菌株 
Table 1  The fungal strains screened glutamate production in this study 

Family Species Strains Family Species Strains 

Tricholomataceae Lepista sordida SZL-003 Psathyrellaceae Psathyrella bivelata SZL-004

 Lepista sordida SZL-026  Psathyrella bivelata SZL-028

 Lepista sordida SZL-072  Psathyrella bivelata SZL-030

 Lepista sordida SZL-097  Psathyrella bivelata SZL-054

Physalacriaceae Flammulina velutiper SZL-109  Psathyrella subsingeri SZL-021

 Flammulina velutiper SZL-118  Psathyrella subsingeri SZL-061

 Oudemansiella raphanipes SZL-117  Psathyrella candolleana SZL-058

Agaricaceae Coprinus comatus SZL-089  Psathyrella candolleana SZL-147

 Coprinus comatus SZL-174  Psathyrella candolleana SZL-148

 Agaricus sp. SZL-015  Coprinellus radians SZL-020

 Agaricus sp. SZL-130  Coprinellus radians SZL-087

 Agaricus sp. SZL-079  Coprinellus radians SZL-108

 Agaricus xanthodermus SZL-047  Coprinellus radians SZL-179

 Agaricus xanthodermus SZL-040  Coprinopsis atramentaria SZL-014

 Agaricus xanthodermus SZL-029  Coprinopsis atramentaria SZL-036

 Agaricus xanthodermus SZL-044  Coprinopsis atramentaria SZL-049

 Agaricus xanthodermus SZL-081  Coprinopsis atramentaria SZL-060

 Agaricus parvibrunneus SZL-105 Cortinariaceae Hebeloma sp. SZL-010

 Agaricus blazei SZL-110  Hebeloma sp. SZL-033

 Agaricus bisporus SZL-025 Strophariaceae Stropharia rugosoannulata SZL-119

 Agaricus bisporus SZL-125 Omphalotaceae Lentinula edodes SZL-043

 Agaricus bitorquis SZL-059  Lentinula edodes SZL-178

 Agaricus bitorquis SZL-046 Bolbitiaceae Agrocybe pediades SZL-154

 Agaricus bresadolanus SZL-052  Agrocybe aegirit SZL-111

 Agaricus bresadolanus SZL-051B  Panaeolus retirugis SZL-100

 Agaricus subrufescens SZL-053 Pleurotaceae Pleurotus geesteranus SZL-113

 Agaricus subrufescens SZL-074  Pleurotus sajor-caju SZL-116

 Agaricus subrufescens SZL-099  Pleurotus eryngii SZL-122

 Macrolepiota sp. SZL-168  Pleurotus ostreatus SZL-127

 Agaricus xanthodermus SZL-038 Amanitaceae Amanita sp. SZL-157

Lyophyllaceae Hypsizygus marmoreus SZL-112 Lycoperdaceae Lycoperdon sp. SZL-180

 Hypsizygus marmoreus SZL-114 Nidulariaceae Cyathus sp. SZL-181

 Hypsizygus marmoreus SZL-121    
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表 2  本研究中所用筛选引物 
Table 2  The primers for screening strains produced 
glutamate in this study 

Primer Sequence (5′→3′) 

GS Ag_les F1 ATGGGYTGYATCATGATGCG 

GS Ag_les R1 GARATYTCCTTCCARTCCTTGAC 

GS Ag_les F2 CGKACYATYAATGAGATGG 

GS Ag_les R2 GTRAAYTCYGGGAAGTTG 

 

1.2.3  基因组 DNA 的提取与 PCR 筛选 

从平板上刮取部分菌丝接种到 10 mL 装

有 LMM 液体培养基的平板内，28 °C 静置培

养 3−5 d，挑取部分菌丝吸干培养基后进行基

因组 DNA 的提取，提取方法参照丝状真菌基

因组 DNA 提取方法[13]。PCR 扩增利用 SanTaq 

PCR Mix 酶进行。PCR 反应体系(10 μL)：基因

组 DNA (20 ng/μL) 0.5 μL，筛选引物(正向和

反向，10 μmol/L)各 0.4 μL，SanTaq PCR Mix 

5 μL，无菌水补足；PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，54 °C 30 s，72 °C 1 min，33 个循

环；72 °C 5 min；12 °C 保存。PCR 产物检测

通过 1%的琼脂糖凝胶电泳(135 V，16 min)

进行。  

1.2.4  菌株的活化与发酵培养 

将保存在 4 °C PDA 培养基斜面的 65 株菌

株接种到 PDA平板培养基上，28 °C培养 3−5 d，

然后将其接种到新鲜的 PDA 培养基上培养  

5−7 d，作为发酵种子。利用无菌打孔器在平板

上相同的位置进行打孔，获得直径 1 cm 左右的

菌饼，取 2 块菌饼放入 2 mL 无菌的带有钢珠的

离心管进行菌体破碎(70 Hz，60 s)，然后将破

碎后的菌体分别接种到装有 10 mL PDB、LMM

或 CBY 的液体培养基中，28 °C、200 r/min 摇

床振荡发酵 10 d，发酵液中谷氨酸的含量每

2 天检测一次。 

1.2.5  谷氨酸衍生化反应 

通 过 谷 氨 酸 的 异 硫 氰 酸 苯 酯 (phenyl 

isothiocyanate，PITC)衍生化的方法进行谷氨酸

的 HPLC 检测[18]。首先称取谷氨酸标准品溶于

适量的超纯水中，配制成 1 mg/mL 的谷氨酸标

准液，然后分别配制 0.1 mol/L 的 PITC 溶液

(0.6 mL PITC 溶于 49.4 mL 乙腈)和 1 mol/L 三

乙胺溶液(6.75 mL 三乙胺溶于 43.25 mL 乙腈)

进行衍生化反应。反应体系包括 0.1 mol/L PITC 

100 μL、1 mol/L 三乙胺溶液 100 μL 和谷氨酸

标准液 200 μL，混合均匀后室温孵育 1 h，最后

加入 400 μL 正己烷终止反应。取下层溶液

12 000 r/min 室温离心 15 min，上清液用于

HPLC 或 LC-MS 的分析。不同菌株发酵液中谷

氨酸的检测采用相同的衍生化方法进行。 

1.2.6  谷氨酸衍生物测定标准曲线的制作 

将上述配制好的 1 mg/mL 的谷氨酸标准液

依次稀释成 0.00、0.05、0.10、0.15、0.20、0.25、

0.30 mg/mL 的浓度梯度，分别进行衍生化后通

过 HPLC 检测衍生物含量；再以谷氨酸含量为

横坐标、谷氨酸衍生物峰面积为纵坐标绘制标

准曲线，依据衍生物的含量对谷氨酸进行定量

分析。 

1.2.7  谷氨酸提取与定量分析 

取 300 μL 发酵液 12 000 r/min 室温离心

15 min，然后将离心后的上清进行 PITC 衍生化

和 HPLC 分析检测，依据谷氨酸衍生物的标准

曲线对发酵液中的谷氨酸进行定量。HPLC 分

析采用 XTerra MS C18 (4.6 mm×250 mm×5 μm)

色谱柱进行，流速为 1 mL/min，检测波长为

254 nm。HPLC 流动相梯度洗脱条件为：0−2 min，

甲醇 10%−28%；2−13 min，甲醇 28%−28%；

13−28 min， 28%−85%； 28−28.1 min，甲醇

85%−100%；28.1−33 min，甲醇 100%−100%；

33−33.1 min，甲醇 100%−10%；33.1−38 min，

甲醇 10%−10%。食用菌发酵液中谷氨酸衍生物

的 LC-MS 检测通过 Agilent 1200 进行，LC-MS
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梯度洗脱条件为：0−30 min，乙腈 5%−100%；

30−35 min，乙腈 100%−100%；35.0−35.1 min，

乙腈 100%−5%；35.1−40.0 min，乙腈 5%−5%。

谷氨酸衍生物的分子量被提取用于验证谷氨酸

衍生化的可行性。 

1.2.8  数据处理与统计分析方法 

通过 Excel 2016、MEGA 6.0、DNAMAN

及 SnapGene 3.2 等软件对引物设计时的数据进

行处理，通过 GraphPad Prism 8.01 对实验结果

的数据进行统计分析，通过 Agilent ChemStation 

Rev. B.04.01 对 LC-MS 数据进行分析处理。每

个样品培养分析均设置 3 个重复。 

2  结果与分析 

2.1  谷氨酸合酶氨基酸序列具有高度保

守性 
通过对灰盖鬼伞中已报道的谷氨酸合酶的

氨基酸序列进行同源比对，获得同源的 59 种

不同菌株来源的谷氨酸合酶，并对这些酶进行

了聚类分析。在系统发育树中，产生 59 种谷

氨酸合酶的菌株涉及 21 个科和 8 个目，其中

伞菌目菌株有 25 株，几乎占到所有菌株的一

半。伞菌目 25 株菌株分别归属于 12 个科，然

而由于这些谷氨酸合酶在不同科之间的亲缘

关系较近，导致科与科的分类界限并不明显，

如 KN817587.1 和 KL142370.1 等。归属于同一

目的谷氨酸合酶大多聚到同一分支，其中谷氨

酸合酶的保守性在伞菌目 (Agaricales)中达到

79.12%、在红菇目(Russulales)中达到 82.45%、

多 孔 目 (Polyporales) 达 到 90.09% 、 花 耳 目

(Dacrymycetales) 达 到 81.61% 、 银 耳 目

(Tremellales)达到 97.54%、块菌目(Tuberales)达

到 94.58%、肉座菌目(Hypocreales)达到 74.16% 

(图 1)。结果表明，在高等真菌中谷氨酸合酶在

目内高度保守。 

2.2  简并引物设计和谷氨酸合酶基因 PCR

扩增 
通过对伞菌目中 25 株菌的谷氨酸合酶基

因序列进行保守性分析，获得了 4 段保守的基

因序列，分别为 ATGGGXTGXATXATGATG 

XG、CGXACXATXAAXGAXATGG、XAAXT 

TCCCXGAXTTXAC 和 GTCAAXGAXTGGAA 

XGAXATXTC，其中用于保守性分析的菌株归

属于 12 个科，几乎涉及伞菌目所有常见的科，

表明这些基因序列在整个伞菌目具有较强的保

守性。基于谷氨酸合酶这些保守的基因序列我

们设计了伞菌目谷氨酸高效筛选的 2 对简并引

物，用于伞菌目产谷氨酸菌株的 PCR 筛选验证。

通过引物对 GS Ag_les F1/R1 的 PCR 扩增验证

发现，在 65 株伞菌目菌株中共有 51 株能获得

目的条带，筛选效率高达 78.5%；而对于引物

对 GS Ag_les F2/R2 的 PCR 扩增，共有 44 株

能够获得目的条带，其中有 10 株显示非特异

性扩增，因此，GS Ag_les F1/R1 的筛选效果明

显优于 GS Ag_les F2/R2，然而当 2 对引物组合

使用时效率高达 86.2% (图 2A−2D)。该结果

表明，本研究依据谷氨酸合酶保守序列设计

的简并引物可用于伞菌目 Tricholomataceae、

Physalacriaceae、Agaricaceae、Cortinariaceae、

Bolbitiaceae 、 Lyophyllaceae 、 Pleurotaceae 、

Psathyrellaceae 等科中产谷氨酸菌株的筛选。 

2.3  不同菌株发酵液中谷氨酸定量分析方

法的建立 
谷氨酸是生物体内氨基酸代谢的重要成

员，参与多种重要的生理代谢过程。然而，由

于谷氨酸特殊的化学性质导致其在一般的

HPLC 分析过程中难以直接被检测和定量，因

此，本研究先对谷氨酸进行 PITC 衍生化后再对

谷氨酸进行 HPLC 检测和定量。通过将谷氨酸标

准品与 PITC 进行衍生化反应，成功检测到无其 
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图 1  高等真菌谷氨酸合酶的系统发育分析   括号中的序列号表示不同菌株的谷氨酸合酶的 GenBank

登录号；分支点的数字表示进化树不同分支之间的置信程度；标尺表示不同菌株的谷氨酸合酶之间进

化距离的比例 

Figure 1  Phylogenetic analysis of glutamate synthase in higher fungi. Serial numbers in brackets indicate the 
GenBank accession numbers of glutamate synthase of different strains. The number of branch points represents 
the confidence degree between different branches of the evolutionary tree. The scales indicate the proportion of 
evolutionary distances between glutamate synthases of different strains. 
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图 2  伞菌目菌株来源的谷氨酸合酶筛选简并引物设计及菌株 PCR 筛选   A：序列保守区 MEME 分

析及 GS Ag_lesF1/R1 引物对设计；B：GS Ag_lesF1/R1 引物对用于 PCR 扩增筛选食用菌菌株；C：序

列保守区 MEME 分析及引物对 GS Ag_lesF2/R2 设计；D：引物对 GS Ag_lesF2/R2 用于 PCR 扩增筛选

食用菌菌株 

Figure 2  Degeneracy primer design of glutamate synthase and PCR screening of strains in Agaricales. A: 
Conservative motif of gene by MEME and the designed GS Ag_lesF1/R1 primers; B: PCR with the GS 
Ag_lesF1/R1 primers; C: Conservative motif of gene by MEME and the designed GS Ag_lesF2/R2 primers; 
D: PCR with the GS Ag_lesF2/R2 primers. 

 

他化合物干扰的谷氨酸衍生物，并进一步采用

此方法对 A. blazei SZL-110 发酵液中的谷氨酸

进行了检测，结果显示在相同保留时间存在具

有相同吸收波长的化合物(图 3A 和 3B)。为了

验证相同保留时间的化合物是谷氨酸衍生化后

的产物，通过 LC-MS 分别对谷氨酸标准品的衍

生物和 SZL-110 发酵液的衍生物进行了分析，

结果显示在相同保留时间的 2 种化合物具有相

同的分子量为 283.2 [M+H]+，表明此化合物为

谷氨酸衍生化后的产物(图 3C)。为了对不同菌

株发酵液中的谷氨酸进行定量，利用谷氨酸衍

生物对谷氨酸的产量进行表征，并通过 HPLC

建立了谷氨酸标准曲线，R2 接近于 1 (图 3D)。

上述结果表明，谷氨酸 PITC 衍生化可有效用于

大型真菌谷氨酸的定量分析。 

2.4  产谷氨酸菌株发酵培养条件的优化 
谷氨酸是由微生物所产生的初级代谢产物，

其产量受到发酵培养条件的影响，本研究采用

CBY、LMM 和 PDB 3 种培养基对大型真菌在

10 d 内的谷氨酸产量进行分析。为了充分表征 
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图 3  不同菌株发酵液中谷氨酸 PITC 衍生化及其检测标准曲线测定   A：谷氨酸衍生物 HPLC 分

析；B：菌株 SZL-110 发酵培养液的 HPLC 分析；C：谷氨酸衍生物 LC-MS 分析；D：谷氨酸衍生物检

测标准曲线 

Figure 3  Glutamate derivation and standard curve measurement for in fermentation broth of mushrooms. A: 
HPLC analysis of glutamate derivative; B: HPLC analysis of the SZL-110 strain; C: LC-MS analysis of 
glutamate derivative; D: The standard curve of gultamate determined by HPLC analysis. 

 

在伞菌目不同科内谷氨酸的产生情况，分别在伞

菌科(Agaricaceae)、泡头菌科(Physalacriaceae)、

类脐菇科(Omphalotaceae)、鬼伞科(Psathyrellaceae)

和口蘑科(Tricholomataceae) 5 个科中选取了一株

菌进行谷氨酸发酵培养条件的优化，5 个科的代表

菌株分别为 Agaricus sp. SZL-015、F. velutipes 

SZL-118、L. edodes SZL-043、P. bivelata SZL-004

和 L. sordida SZL-026。结果显示，不同培养基成

分和发酵时间均能显著影响食用菌中的谷氨酸产

量，而且不同科菌株之间谷氨酸产量也存在着较

大的差别。通过分析培养基成分对谷氨酸产生的

影响，结果发现 LMM 培养基在谷氨酸生产上具

有明显的优势，其产量能达到 0.1 mg/mL 以上。

另外，发酵时间也对谷氨酸的产量产生了重要影

响，伞菌科、泡头菌科、类脐菇科和口蘑科的菌

株在发酵 2 d 内谷氨酸产量达到峰值，分别为

0.126、0.098、0.029 和 0.095 mg/mL，随后便开始

下降。鬼伞科菌株 SZL-004 的谷氨酸产量在 4 d

时达到峰值，产量为 0.098 mg/mL (图 4)。因此，

为得到较高的谷氨酸产量，本研究采用 LMM 培

养基进行发酵培养，鬼伞科菌株发酵 4 d 进行谷氨

酸含量测定，其他 4 科的菌株发酵 2 d 进行谷氨

酸含量测定。 

2.5  谷氨酸合酶基因分子标记可用于谷氨

酸生产菌株的筛选 
为了进一步评价简并引物筛选谷氨酸生产

菌株的可靠性，利用优化后的谷氨酸发酵培养

条件对筛选时所用的 65 株伞菌目菌株进行了

发酵培养，并通过 HPLC 对这些菌株的谷氨酸

产量进行了测定(图 5)。结果显示，不同菌株的

谷氨酸产量在同一科内具有一定的相似性，但

不同科之间的差异较为明显。在所有检测的 
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图 4  不同培养基和发酵周期对不同菌株产谷氨酸的影响   A：伞菌科 Agaricus sp. SZL-015 的产量；

B：泡头菌科 F. velutipes SZL-118 的产量；C：类脐菇科 L. edodes SZL-043 的产量；D：鬼伞科 P. bivelata 

SZL-004 的产量；E：口蘑科 L. sordida SZL-026 的产量 

Figure 4  Effects of media and fermentation period on glutamate production in different strains. A: 
Glutamate production of Agaricus sp. SZL-015 (Agaricaceae); B: Glutamate production of F. velutipes 
SZL-118 (Physalacriaceae); C: Glutamate production of L. edodes SZL-043 (Psathyrellaceae); D: Glutamate 
production of P. bivelata SZL-004 (Tricholomataceae); E: Glutamate production of L. sordida SZL-026 
(Omphalotaceae). 

 

 
 

图 5  伞菌目不同菌株在 LMM 培养基中的谷氨酸含量定量分析 
Figure 5  Quantitative analysis of glutamic acid yield for the macrofungi strains Agaricales in LMM broth 
fermentation. 
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13 科的 65 株菌中共有 5 株未检测到谷氨酸的

产生，分别是 A. parvibrunneus SZL-105、C. 

radians SZL-020 、 C. radians SZL-087 、 C. 

radians SZL-108 和 C. radians SZL-179，其中

4 株 C. radians 菌株在 PCR 的筛选结果中有目

的 PCR 条带，但在 HPLC 分析结果中未检测到

谷氨酸，表明本研究设计的简并引物用于 C. 

radians 筛选时会出现一定的假阳性。对于菌株

A. blazei SZL-110、A. xanthodermus SZL-029、

S. rugosoannulata SZL-119、L. edodes SZL-043、

L. edodes SZL-178、P. eryngii SZL-122、Amanita 

sp. SZL-157 和 Lycoperdon sp. SZL-180，PCR

扩增结果显示无目的条带，而 HPLC 分析则有

谷氨酸产生，表明本研究设计的简并引物在筛

选球盖菇科(Strophariaceae)、类脐菇科、鹅膏

科(Amanitaceae)、马勃科(Lycoperdaceae)的菌

株中是否产生谷氨酸时具有一定的局限性。通

过对 PCR 和 HPLC 的结果进行综合分析，在所

用的 65 株菌中共有 53 株显示出 PCR 筛选和谷

氨酸产生的一致性，效率达到 81.5%。结果表

明所设计的基于谷氨酸合酶基因的分子筛选标

记可用于伞菌目中的口蘑科、Physalacriaceae、

伞菌科、丝膜菌科 (Cortinariaceae)、粪伞科

(Bolbitiaceae)、离褶伞科(Lyophyllaceae)、侧耳科

(Pleurotaceae)、鬼伞科和鸟巢菌科(Nidulariaceae)

中谷氨酸生产菌株的筛选。该分子标记是否能

用于伞菌目范围内的其他类群，需要在更多菌

株分析的基础上做进一步的筛选验证。 

3  讨论与结论 

谷氨酸因能赋予食用菌特殊的鲜味而受到

广泛关注[19-20]，截至目前，人们对食用菌中谷

氨酸含量的检测主要还是依靠传统的氨基酸自

动分析仪或者氨基酸衍生化后的产物进行分

析，这些方法尽管具有较高的精确度和可重复

性，但也存在着周期长及操作过程烦琐等多种

局限性，在一定程度限制了谷氨酸生产菌株的

挖掘和谷氨酸产品的开发进程[21-23]。如谢志茹

等 [21]采用了邻苯二甲醛 -9-氟乙酸甲酸甲酯

(orthophthalaldehyde-9-formic acid methyl ester 

of flutorene chlorine，OPA-FMOC)柱前衍生化

HPLC 法对香菇及金针菇中的蛋白氨基酸及非

蛋白氨基酸进行了测定，该方法的建立包括了

至少 4 h 的样品制备及 80 min 的 HPLC 运行程

序，另外还需要建立标准曲线及计算该方法的精

密度、重复性、稳定性、回收率等参数指标，最

后得到谷氨酸的含量分别为(2.53±0.75) mg/g- 

香菇、(2.73±0.39) mg/g-金针菇。然而基于分子

标记 PCR 筛选的方法用于功能分子的检测不

仅能大幅度缩短筛选周期，而且成本较低，适

用于对大批量的产物进行快速检测 [24-25]。如

Guo 等[24]利用多重简并 PCR 技术开发了一种能

够同时针对 8 个基因的转基因食物筛选方法，

并且该方法已用于 90 多个转基因事件的筛选

中。本研究基于大型真菌中谷氨酸生物合成途

径的关键酶谷氨酸合酶基因序列的保守性，设

计了 2 对简并引物用于谷氨酸生产菌株的筛

选，效率达到了 86.2%，在一定程度上提高了

产谷氨酸的大型真菌资源的筛选效率，为大型

真菌谷氨酸产生菌株的快速筛选提供了另一个

有效方法。 

目前，人们对大型真菌中氨基酸的获取方

式主要是依靠子实体，然而子实体的发酵周期

相对较长且培养过程较为复杂，不利于快速获

取特定的氨基酸产品。近年来，食用菌菌丝液

体发酵成为新的获取特定食用菌产品的技术手

段，与传统的食用菌栽培相比具有发酵周期短、

生长速度快、条件易控等优点。例如，赵瑞华

等[26]综述了羊肚菌发酵物中的主要营养和活性

成分，表明羊肚菌发酵物和子实体一样富含蛋
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白质、脂肪酸、维生素、矿物质等营养成分，

还富含多糖、多酚及甾醇等活性成分，赋予了

羊肚菌发酵物极高的利用价值；张忠等[27]以猴

头菌发酵菌丝体中的麦角甾醇产量为考察指

标，研究了发酵液中的碳源、氮源和无机盐对

发酵产物的影响，最终获得了稳定可控的猴头

菌液体发酵产麦角甾醇的工艺技术方案。大型

真菌中谷氨酸的产量除了会受到谷氨酸合酶

表达的影响，同时也会受到其他外界因素的影

响[15]。本研究同时采用 3 种含有不同营养成分

的培养基对 5 株不同科菌株的发酵培养条件进

行了优化，为大型真菌液体发酵生产谷氨酸提

供了一定的工艺参数。本研究还利用 HPLC 对

大型真菌发酵培养时的谷氨酸产量进行了定量

分析，并结合 PCR 筛选结果进行了效率评价，

最终的阳性率达到 81.5%。因此，本研究所建

立的谷氨酸合酶基因作为分子标记在产谷氨酸

的伞菌目菌株的筛选中具有较高的通用性，在

评价和鉴别大型真菌谷氨酸生产菌株和谷氨酸

类产品的开发等方面具有潜在的应用价值和前

景，将对大型真菌谷氨酸产品的开发起到积极

的推动作用。 
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