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摘  要：香叶基香叶基焦磷酸合酶(GGPPS)是植物二萜类次生代谢物合成过程中的关键酶，通过在

银耳芽孢中表达红豆杉 GGPPS，探讨外源 GGPPS 基因对银耳芽孢萜类代谢途径及其营养、活性代

谢物的调节，为利用银耳芽孢作为生物反应器表达萜类化合物提供科学理论依据。采用醋酸锂转化

法对外源基因 GGPPS 进行异源表达，首次对工程菌株银耳芽孢生产萜类化合物香叶基香叶基焦磷

酸(GGPP)进行了分析，并对外源基因 GGPPS 调节工程菌株中的萜类代谢途径以及营养、活性代谢

物进行了分析。在工程菌株银耳芽孢中检测到了二萜化合物前体 GGPP，与对照菌株相比，工程菌

株银耳芽孢萜类代谢途径上的异戊烯基焦磷酸、二甲丙烯焦磷酸、法尼基焦磷酸、鲨烯和麦角甾醇

含量明显下降，总二萜含量增加；营养组分(总蛋白、氨基酸组成、微量元素、碳水化合物)和活性

物质(总多糖、还原性糖、可溶性糖)等代谢物含量发生改变。外源基因 GGPPS 可以利用银耳芽孢

萜类代谢途径上的底物生成二萜化合物前体 GGPP，进而调节了萜类代谢途径上的甲羟戊酸途径代

谢流以及营养组分和活性物质多种代谢物的变化。 
关键词：银耳芽孢；香叶基香叶基焦磷酸合成酶；香叶基香叶基焦磷酸；萜类代谢；营养成分 
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Abstract: Geranylgeranyl pyrophosphate synthetase (GGPPS) is a key enzyme in the synthesis of 
secondary metabolites of plant diterpenes. By expressing GGPPS of Taxus chinensis in yeast-like 
conidia (YLC) of Tremella fuciformis, the regulation of exogenous GGPPS genes on terpene 
metabolism pathway, nutrition and active metabolites of YLC of T. fuciformis was investigated 
for the purpose of providing scientific theoretical basis for the expression of terpene compounds 
by using YLC of T. fuciformis as biological reactors. The exogenous gene GGPPS was 
heterologously expressed using lithium acetate conversion method. The production of terpenoid 
geranyl geranyl pyrophosphate (GGPP) from engineered YLC of T. fuciformis was analyzed for 
the first time, and the regulation of terpenoid metabolism pathway, nutrition and active 
metabolites by exogenous genes GGPPS in engineered strains were analyzed. The diterpene 
compound precursor GGPP was detected in the engineered strain YLC of T. fuciformis. Compared 
with the control strain, the content of isopentenyl pyrophosphate (IPP), dimethylallyl 
pyrophosphate (DMPP), farnesyl pyrophosphate (FPP), squalene and ergosterol in the terpenoid 
metabolic pathway of the engineered strain YLC of T. fuciformis were significantly decreased, 
while the total diterpene content was increased. The content of metabolites such as nutrient 
components (total protein, amino acid composition, trace elements, carbohydrates) and active 
substances (total polysaccharide, reducing sugar, soluble sugar) were changed. The exogenous 
gene GGPPS can utilize substrates in the terpenoid metabolic pathway of YLC of T. fuciformis to 
generate the diterpene compound precursor GGPP, thereby regulating the metabolic flux of the 
mevalonate pathway in the terpenoid metabolic pathway, as well as changes in various 
metabolites of nutritional components and active substances. 
Keywords: YLC of Tremella fuciformis; geranylgeranyl pyrophosphate synthase; geranylgeranyl 
pyrophosphate; terpenoid metabolism; nutrients 

 
香叶基香叶基焦磷酸合酶(GGPPS)在生物

体内萜类化合物合成中扮演着至关重要的角色

(郭霄和史硕博 2024)。在生物体内，GGPPS 能

够催化法尼基焦磷酸(FPP)与异戊烯基焦磷酸

(IPP)发生缩合反应，生成香叶基香叶基焦磷酸

(GGPP) (刘旭平等 2024)。GGPP 是一种二萜类

前体化合物，是植物光合作用分子类胡萝卜素和

叶绿素合成所必需的物质，也是合成赤霉素、独

脚金内酯和脱落酸等植物激素的关键前体(谭洪

虎等 2024)，同时还是临床常用抗癌药物紫杉醇

合成的起始底物之一(尤琳烽等 2015)。另外，

GGPP是甲戊二羟酸(MVA)途径中的一个重要中

间体，MVA 途径是合成萜类途径中的一条途径，

它是由 2 个碳的化合物乙酰辅酶 A 开始，经乙

酰辅酶转移酶缩合成 4 碳的乙酰乙酰辅酶 A，开

始进入 MVA 途径(Vishwakarma et al. 2013)。因
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此，植物里的 GGPPS 在调控代谢流分配以及二

萜产物合成的调节方面，扮演着举足轻重的角

色。然而，植物中的次级代谢产物 GGPP 以及其

他的萜类化合物积累都比较少，严重阻碍了对其

分子靶点和潜在药物用途的进一步研究，并且植

物基因组中通常编码不止一个 GGPPS，而这些

GGPPS 的亚细胞定位也不尽相同(Vaccaro et al. 
2020)，因此，解析这些 GGPPS 的物种特异性及

分子互作机理对于理解植物代谢调控及萜类代

谢基因工程改良有着重要意义。基于代谢工程与

组合生物合成策略，利用微生物作为细胞工厂，

实现萜类化合物的异源表达，已从理论设想逐步

转化为可实现的技术路径。这一新兴领域的研究

成果，不仅为萜类化合物的大规模生产提供了新

的思路，也为拓展萜类化合物的应用范围奠定了

坚实的基础(石士涛 2023)。 
大型真菌是理想的外源宿主，自身能合成丰

富萜类次生代谢物，具备完善的萜类代谢网络。

这为外源构建的萜类生物合成网络，提供了丰富

的代谢底物，给网络中的复杂生化反应与中间产

物转化，奠定了充足且多样的物质基础(马紫卉

等 2016；李洪涛等 2023；周一鸣等 2023)。近

年间，大型真菌食用菌因其独特的经济价值、营

养价值以及在生态系统中的特殊地位，成为了众

多科研人员关注的焦点。越来越多的研究者投身

于大型真菌食用菌基因工程的研究领域。将食用

菌作为全新的基因工程受体，食用菌能够高效地

将外源蛋白分泌至细胞外，这不仅提高了蛋白的

产出效率，也为后续的分离纯化工作提供了便

利，并且食用菌基因组结构较小，简化了复杂的

基因操作流程，无论是基因的导入、编辑还是表

达调控，都能更精准、高效地实现，为利用基因

工程手段大规模生产特定外源蛋白开辟了新路

径(王丕武等 2001；赵姝娴等 2007)。 
银耳 Tremella fuciformis Berk.，俗称白木耳，

富含多种多糖类物质，这些成分在刺激免疫细胞

活性、调节免疫系统功能(许欢怡等 2023)，抗

肿瘤、抗炎等(韩英等 2011)方面发挥着关键作

用，银耳对降低血糖，延缓衰老也有很明显的作

用(Tsa et al. 2003)。此外，银耳还具有补肾润肺，

退热免疫调节、保护酒精性肝损伤等作用(Wu et 
al. 2019)。银耳的营养生长方式有一种为出芽增

殖方式，在这种生长方式下，银耳的担孢子具备

与酵母相似的特性，能够长出芽体，通过出芽增

殖的方式，大量产生单核单细胞的酵母状芽孢子

(郭丽琼等 2008)。因此，银耳芽孢既具有原核

细胞快速繁殖的优点，又有完善的自我加工体

制，且作为食药同源的食用真菌，作为外源表达

宿主，有着天然的优势。银耳芽孢的遗传转化基

础研究已经比较成熟，有研究者采用限制性内切

酶介导的 DNA 转化法将人胰岛素基因成功转化

银耳芽孢(谢宝贵等 2005)，Zhu et al. (2006)采用

此方法将粪透明颤菌血红蛋白基因 VHb 成功转

化银耳芽孢。本课题组利用电击法对银耳芽孢的

完整细胞进行目的基因转化获得成功(郭丽琼

等 2008)。近年来，萜类代谢产物在大型食药

用真菌中进行表达，为萜类化合的生物合成提

供了新途径。本课题组对来自红豆杉的紫杉二

烯合酶基因(TS)与 GGPPS 开展研究，构建出

多种不同类型的表达载体，运用 PEG 介导法，

把它们共同导入灰盖鬼伞原生质体，证实这 2 个

基因成功在灰盖鬼伞中实现了外源表达(尤琳

烽等 2015)。 
有研究证实，银耳中含有萜类代谢化合物

(Liu et al. 2019)，林兴生等(2021)通过优化不同

的工厂化栽培方式，发现银耳的萜类化合物含量

不同，通过对银耳芽孢培养物的化学成分分析，

已经鉴定出了多种萜类化合物。近年来，He et al. 
(2023)对担子菌全基因组测序和分析发现含有

多个与萜类合成相关的基因。这些研究成果说明

银耳具有较为完整的萜类合成代谢途径，从基因

到代谢产物等多个层面都显示出其具有良好的

萜类合成潜力。研究 GGPPS 在银耳芽孢中的表

达及代谢调节，不仅有助于深入了解银耳芽孢的

代谢机制，还有望为提升银耳内萜类化合物的产

量夯实理论根基。然而，目前关于该酶在银耳芽

孢中的具体表达模式及代谢调节机制仍不清楚。

鉴于课题组前期已成功克隆红豆杉中包括

GGPPS 在内的二萜化合物紫杉醇合成的全部关

键基因(黄仕杰等 2010；程抒劼等 2011；韩飞
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等 2011)，并在多个食用菌物种中实现这些基因

的异源表达(康林芝等 2013；辛燕花等 2014；
尤琳烽等 2015)，取得了阶段性研究进展。基于

前期成果，本研究选取红豆杉来源的 GGPPS 基

因作为研究靶点。通过在银耳芽孢体系中开展 
GGPPS 基因的表达研究，深入解析其对萜类代

谢途径的调控机制。旨在借此探讨银耳芽孢作为

生物反应器，用于高效表达萜类化合物的技术可

行性，为拓宽萜类化合物的生物合成途径提供理

论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株和质粒 

银耳 Tr01 菌株，PDA 固体斜面芽孢种购于

福建古田；Escherichia coli DH5α 菌株由本实验

室保存。表达载体 pgLes-ggpps 含香菇 gpd-Les
启动子(613 bp)，香叶基香叶基焦磷酸合成酶基

因 GGPPS (1 231 bp)；表达载体 pBgGl-hph 中包

含灵芝 gpd-Gl 启动子与潮霉素抗性基因 HPH。

这些载体均为本实验室自主构建(图 1)。 
1.1.2  试剂和培养基 

Geranylgeraniol 标准品购自 Sigma 公司，真

菌 RNA 提取试剂盒、胶回收试剂盒以及质粒小

提试剂盒，均从天根生化科技有限公司购入；

RT-PCR 试剂盒 PrimeScript™ RT-PCR Kit 购自

TaKaRa 公司；引物合成委托上海捷瑞生物工程

有限公司完成，测序任务由华大基因科技有限公

司承担，实验中使用的常规试剂均为国产分析

纯。PDSA 培养基：马铃薯(去皮) 200 g，磷酸氢

二钾 3 g，硫酸镁 1.5 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g，
蒸馏水定容至 1 L，121 ℃灭菌 30 min 后备用。

PDSB 培养基：上述 PDSA 培养基中不加琼脂，

121 ℃灭菌 30 min 后备用。RM 培养基：

PDSA/PDSB 培养基中加入终浓度为 0.6 mol/L
的蔗糖，121 ℃灭菌 30 min 后备用。 
1.2  方法 
1.2.1  醋酸锂转化银耳芽孢 

无菌条件下，将挑取的芽孢单克隆接种于

50 mL PDSB 液体培养基中，于 25 ℃、180 r/min
振荡培养 3–4 d。待 OD 值达到 10.0 时，离心收

集菌体，以 0.1 mol/L LiAc 预处理液洗涤 2 次，

离心收集细胞，重悬于 20 mL 0.1 mol/L LiAc 预

处理液，25 ℃水浴 30 min；4 000 r/min、10 min，
收集菌体，重悬于含 15%甘油的 0.1 mol/L 
LiAc 预处理液中，终浓度调至 1.0×107 个/mL，

80 μL/管分装。在银耳芽孢预处理液中分别加入

表达质粒 pgLes-ggpps 和 pBgGl-hph 各 1.0 μg，
加入 20 μL PEG/S 混匀，冰浴 5 min；加入 1.0 mL 
PEG/S 混匀，25 ℃水浴 60 min；40 ℃热激处理

20 min，2 000 r/min 离心收集菌体；加入 1.0 mL 
RM 液体培养基重悬菌体，以 200 μL 涂布于含 
 

 
 

图 1  表达载体结构图   A：表达载体 pgLes-ggpps；B：表达载体 pBgGl-hph 
Fig. 1  Expression vector structure diagram. A: Expression vector pgLes-ggpps; B: Expression vector pBgGl-hph. 
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有终浓度 50 μg/mL HmB 的 RM 固体培养基进行

筛选；将拟转化子接种于不含抗性的 PDSA 平板

培养基上，2 代转接后，进行鉴定。 
1.2.2  银耳芽孢总 DNA 和 RNA 的提取 

参照李刚等(2004)的方法，提取银耳芽孢总

DNA 和 RNA。 
1.2.3  转化子鉴定 

基于 GGPPS 基因的核苷酸序列，设计引物，

其预期扩增的片段长度为 1 000 bp。引物为：

Primer GGPPS-R：5′-CATGTACATCAGTTTTG 
CCTGAATGCAATGTAATC-3′, Primer GGPPS-F：
5′-GACTAGTCATGGCTTACACGGCAATGGC
AG-3′。基于 HPH 基因的核苷酸序列，设计引物，

其预期扩增的片段长度为 1 026 bp，引物为：

Primer HPH-R：5′-ACGTCCTCGGAGGAGGCCA 
TCT CTATTCCTTTGCCCTCGG-3′, Primer HPH- 
F： 5′-ATAAGCTTGATATCGAATTCGGAGGT 
CAACACATCATGC-3′。 
1.2.4  表达产物鉴定 

GGPP 由于含有 2 个高能磷酸键，在较高温

度下不稳定，不能直接做 GC-FID 分析。利用

CAIP 使其酶解变成性质稳定的 GGOH，参考

Vallon et al. (2008)的方法对产物进行提取及 GC
测定分析。仪器采用天美 GC7890Ⅱ，ZB-5ms 
(Phenomenex)，30 m × 0.25 mm × 0.25 μm 毛细

管柱分离样品。进样口温度：250 ℃；FID 检测

器温度：260 ℃；无分流进样；1 µL 进样。 
1.2.5  萜类代谢产物测定 

鲨烯的提取与测定参照 Anterola et al. (2009)
的方法，采用 HPLC 测定，仪器采用天美 LC2000，
色谱柱：Phenomenex luna C18 250 mm × 4.6 mm。

流动相为甲醇-水(98:2，体积比)，流速 1.0 mL/min，
波长设定为 208 nm。参照 Vallon et al. (2008)
的方法提取异戊烯基焦磷酸 (IPP)、二甲丙烯

焦磷酸(DMAPP)和法尼基焦磷酸(FPP)并进行

GC 测定。仪器采用天美 GC7890Ⅱ，ZB-5ms 
(Phenomenex)，30 m × 0.25 mm × 0.25 μm 毛细

管柱分离样品。进样口温度：250 ℃；FID 检测

器温度：260 ℃；无分流进样；1 µL 进样。IPP：
50 ℃保留 1 min，以 35 ℃/min 的速度提高到

150 ℃；以 15 ℃/min 的速度提高到 270 ℃，保

留 5 min。DMPP：50 ℃保留 1 min，以 30 ℃/min
的速度提高到 150 ℃；以 15 ℃/min 提高到

270 ℃，保留 5 min。FPP：50 ℃保留 2min，以

30 ℃/min 的速度提高到 150 ℃；以 10 ℃/min
的速度提高到 270 ℃，保留 5 min。总二萜化

合物的提取参考 Zhou et al. (2007)的方法。 
1.2.6  营养、活性成分测定 

近似组分的测定参考 Cheung (2010)的方

法。糖类的提取参考 Negrulescu et al. (2012)的报

道。氨基酸的提取参照 Guo et al. (2007)的方法，

采用氨基酸自动分析仪对样品进行分析检测，进

样 1 µL。微量元素的提取与测定参照王土金

(2011)的方法进行。 
1.3  数据统计 

采用 SPSS 11.5 软件对数据进行处理和统计

分析，采用 Duncan’s Multiple Range Test 对均值

之间的差异显著性进行检验。 

2  结果与分析 
2.1  转化子的筛选 

表达质粒 pgLes-ggpps 与 pBgGl-hph 经醋酸

锂介导的方法共转化银耳芽孢，仅当成功转入包

含质粒 pgLes-ggpps 和 pBgGl-hph 的共转化子，

或者仅含有 pBgGl-hph 的单转化子之时，这些转

化子才能正常生长，进而获得拟转化子(图 2)。 
 

 
 

图 2  银耳芽孢拟转化子的再生   A：阴性对照；

B：转化银耳芽孢后获得的拟转化子 
Fig. 2 The putative transformants of yeast-like 
conidia of Tremella fuciformis on regeneration 
medium. A: Negative control (non-transformated 
promoplasts); B: Putative transformants. 

 
2.2  PCR 及 RT-PCR 鉴定转化子 

随机挑取的 pgLes-ggpps 转化子进行 HPH
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和 GGPPS 基因 PCR 鉴定(图 3)。拟转化子扩增

出一条特异的条带，与阳性质粒 HPH 基因扩增

得到的约 1 026 bp 的条带一致，且与预期的 HPH
基因片段(1 026 bp)相符(图 3A)，同时拟转化子

扩增出的另一条特异的条带，与阳性质粒

GGPPS 扩增得到的约 1 000 bp 的条带一致，

且与预期的 GGPPS 基因片段(1 000 bp)相符

(图 3B)，因此，初步推断 HPH 和 GGPPS 基因

已成功整合至这些转化子的基因组之中。在挑取

的 20 个 pgLes-ggpps 转化子中，18 个转化子基

因组中整合了 GGPPS 基因和 HPH 基因，共转

化率为 90%。进一步经 PCR 鉴定的转化子提取

总 RNA 进行 RT-PCR 检测，部分拟转化子扩增

出一条与阳性对照质粒所产生的条带大小一致

的条带，经切胶回收测序，序列比对结果显示该

条带序列与目的基因 GGPPS 基因序列完全一致

(图 3C)。基于此结果，初步可以判定 GGPPS 基

因已经成功在转基因银耳芽孢菌株中实现转录，

初步说明外源基因 GGPPS 的成功表达未破坏银

耳芽孢基因的转录起始与延伸过程，启动子等调

控元件可以正常发挥作用。 
2.3  表达产物的 GGPP 测定 

对提取水解的 GGOH 进行测定(图 4)，与未

转化 GGPPS 基因的银耳芽孢原种比较，银耳芽

孢工程菌株在 17–18 min 之间出现了一个明显

的差异峰，经 GC-FID 鉴定，该峰为目标产物

GGOH。各个转化子之间的含量无显著差异，结

果表明：通过代谢工程，GGPPS 基因首次成功

地在银耳芽孢中进行表达，并催化银耳芽孢自身

的底物生成 GGOH。 
2.4  萜类化合物测定 

为了揭示 GGPPS 基因对萜类代谢途径的影

响，对工程菌株和对照菌株提取物中的萜类代谢

途径上的甲羟戊酸途径代谢产物进行了测定分

析。工程菌株 TTf 的直接底物 FPP 的含量急剧

减少，与对照菌株相比，含量下降了 91.98%；

IPP、DMPP 和鲨烯的含量分别下降了 45.19%，

42.16%和 28.01% (图 5)。工程菌株 TTf 的总二

萜含量却有所增加，说明 GGPPS 直接或间接利用

了 FPP 以及其他底物生成了二萜化合物 GGPP， 
 

 
 

图 3  表达载体 pgLes-ggpps PCR 和 RT-PCR 鉴定   A：HPH 基因 PCR 结果. B：GGPPS 基因 PCR 结果. 
C：GGPPS 基因 RT-PCR 结果. M：DL5000 DNA marker. CK+：阳性对照. CK-：阴性对照. 1–6：拟转化子  
Fig. 3  PCR and RT-PCR analysis of putative yeast-like conidia of Tremella fuciformis transformants. A: PCR 
pattern of the HPH gene. B: PCR pattern of the GGPPS gene. C: RT-PCR pattern of the GGPPS gene. M: 
DL5000 DNA marker. CK+: Plasmid pgLes-ggpps. CK-: Non-transformed host yeast-like conidia of T. 
fuciformis. Lanes 1–6, the putative transformants.  
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图 4  GC-FID 分析 GGOH   A：对照菌株 CK. B：工程菌株 TTf. C：GGOH 含量. ****极显著差异 
(P<0.000 1), ns：无明显差异. 下同 
Fig. 4  GC-FID analysis of GGOH. A: Control strain Tremella fuciformis Tr01. B: Transgenic Tremella 
fuciformis strain TTf. C: Content of GGOH. **** Extremely significant difference (P<0.000 1), ns: No 
significant difference. The same below. 

 
进而改变了萜类代谢途径中的部分代谢流。 
2.5  营养、活性成分测定 

进一步探讨 GGPPS 基因对银耳芽孢的营

养、活性成分以及其他代谢物的影响。与对照相

比，工程菌株中的总蛋白含量显著增加，碳水化

合物含量下降，而活性物质多糖、还原性糖和可

溶性糖的含量却明显增加，特别是多糖的含量，

增加了 246.50%。微量元素的变化也比较明显， 
 

 
 

图 5  GC-FID 分析代谢物 
Fig. 5  GC-FID analysis of metabolite. 
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工程菌株中的钙和锌的含量减少，镁、铁和钾

的含量呈现出显著增长态势，其中镁含量的增

长幅度最为突出，与之前相比，提升了 130.25% 
(表 1)。氨基酸在两种菌株之间也有变化，其中

有 6 种氨基酸无显著性差异(缬氨酸、甲硫氨酸、

胱氨酸、亮氨酸、羟赖氨酸、苯丙氨酸)；7 种

氨基酸含量下降(磷酸丝氨酸、苏氨酸、天冬氨

酸、丝氨酸、谷氨酸、半胱氨酸、赖氨酸)，半

胱氨酸含量减少较多，降低了 93.04%；11 种氨

基酸含量增加(牛磺酸、甘氨酸、丙氨酸、异亮

氨酸、亮氨酸、酪氨酸、γ-氨基丁酸、鸟氨酸、

组氨酸、精氨酸、鹅肌肽)，γ-氨基丁酸含量涨

幅最大，含量增加了 323.53%。除了这些氨基酸

之外，工程菌种的提取物中检测到了对照菌株中

没有的 β-氨基异丁酸。对氨基酸的组成含量比

例进一步分析发现，对照菌株和工程菌株的必需

氨基酸/非必需氨基酸(E/N)的值分别为 0.61 和

0.65，必需氨基酸 /总氨基酸 (E/T)的值分别为

34.69%和 34.84%，与对照菌种相比，工程菌株

的 E/N 和 E/T 值都明显高于对照(表 2)。PLS-DA
分析发现，工程菌种与对照菌株的组成成分有明

显的区别，差异比较大的主要集中在糖类、氨基

酸及微量元素上(图 6)。说明 GGPPS 在银耳芽

孢中的成功表达，调控了银耳芽孢的糖代谢，

氨基酸代谢以及微量元素的合成。 

3  讨论 
本研究选取了银耳芽孢作为外源表达系统，

在研究过程中，发现银耳芽孢有较为明显的优

势。经醋酸锂转化法转化银耳芽孢，省时快速，

省去了制备原生质体等过程，只需经醋酸锂处理

细胞就可进行遗传转化，经醋酸锂预处理的细胞

可以冷冻保存，随用随取，简化了一般宿主细胞

转化过程中遇到的原生质体制备浓度太低，酶解

不彻底(沈慧敏等 2017)，以及转化后容易染菌，

筛选标记难以选择等问题(乐易林等 2016)，且

遗传转化效率高，达到 90%以上。工程菌株传

代培养 22 代后，经 PCR 鉴定，包括筛选标记潮

霉素基因在内的所有目标基因条带清晰，经 GC
检测，均可检测到目标产物，说明外源基因在银

耳芽孢中遗传转化后稳定性较高。本课题组之前

经 PEG 和电击法遗传转化银耳芽孢，转化效率

和稳定性也较高(郭丽琼等 2008；Guo et al. 
2009)，经醋酸锂转化法遗传转化多功能纤维素

酶于银耳芽孢中，纯化的多功能纤维素酶蛋白分

子量大小与天然的多功能纤维素酶蛋白一样，说 
 

表 1  工程菌株和对照菌株成分测定 
Table 1  Component of the yeast-like conidia of Tremella fuciformis transgenic and control strains 
组成成分 
Component 

对照 
CK 

工程菌株 
Transgenic strain TTf 

水分 Moisture 95.42±0.87a g/100 g 95.49±0.83b g/100 g 
粗蛋白 Crude protein 9.08±0.64a g/100 g 9.33±0.66b g/100 g 
粗纤维 Crude fibre 1.57±0.93b g/100 g 1.56±0.87 a g/100 g 
粗脂肪 Crude fat 0.76±0.47 a g/100 g 0.78±0.55b g/100 g 
碳水化合物 Carbohydrate 78.10±0.94b g/100 g 74.91±0.86 a g/100 g 
灰分 Ash 5.91±0.19b g/100 g 5.87±0.23 a g/100 g 
钙 Calcium 11.68±0.21b mg/100 g 10.05±0.24 a mg/100 g 
镁 Magnesium 250.00±0.08a mg/100 g 575.63±0.32b mg/100 g 
铁 Iron 4.10±0.16a mg/100 g 6.17±0.176b mg/100 g 
锌 Zinc 5.31±0.319b mg/100 g 2.47±0.419a mg/100 g 
钾 Potassium 2 421.00±421.0a mg/100 g 2 587.23±587.2b mg/100 g 
多糖 Polysaccharide 3.57±0.75a mg/g 12.37±0.77b mg/g 
还原糖 Reducing sugar 87.73±1.07 a mg/g 89.40±0.91b mg/g 
可溶性糖 Soluble sugar 20.64±0.72a mg/g 24.31±0.74b mg/g 
Note: Each value is expressed as mean ± standard error of three replicate analyses. Values with different small letters in same row are 
significantly different at the level of 0.05. a, b: Significant difference (P<0.05).  
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表 2  工程菌株和对照菌株氨基酸测定 
Table 2  Amino acid content of yeast-like conidia of Tremella fuciformis transgenic and control strains 
氨基酸 
Amino acid 

含量 
Content (g/kg dry weight) 
对照 
CK 

工程菌株 
Transgenic strain TTf 

磷酸丝氨酸 P-ser 0.2±0.23b 0.16±0.22a 
牛磺酸 Tau 0.08±0.24a 0.64±0.27b 
天冬氨酸 Asp 4.48±0.26b 4.36±0.24a 
苏氨酸 Thr 2.71±0.21b 2.66±0.23a 
丝氨酸 Ser 3.45±0.21b 3.35±0.25a 
谷氨酸 Glu 9.15±0.23b 8.2±0.21a 
α-AAA 0.02±0.21a 0.07±0.23b 
甘氨酸 Gly 3.04±0.23a 3.07±0.24b 
丙氨酸 Ala 4.79±0.21a 5.13±0.23b 
缬氨酸 Val 2.02±0.22a 2.01±0.23a 
半胱氨酸 Cys 1.58±0.22b 0.11±0.21a 
甲硫氨酸 Met 1.03±0.31a 1.03±0.33a 
胱硫醚 Cysthi 0.04±0.13a 0.05±0.15a 
异亮氨酸 Ile 1.53±0.19a 1.58±0.17b 
亮氨酸 Leu 4.15±0.21a 4.17±0.19a 
酪氨酸 Tyr 1.09±0.13a 1.20±0.13b 
苯丙氨酸 Phe 2.11±0.16b 2.12±0.15b 
β-氨基异丁酸 β-AiBA ND 0.01±0.13a 
γ-氨基丁酸 γ-ABA 0.17±0.14a 0.72±0.15b 
羟赖氨酸 Hyl 0.03±0.19a 0.03±0.17a 
鸟氨酸 Orn 0.02±0.21a 0.09±0.19b 
赖氨酸 Lys 3.64±0.13b 3.60±0.13a 
组氨酸 His 1.24±0.13a 1.42±0.13b 
鹅肌肽 Ans 0.52±0.18a 0.70±0.17b 
精氨酸 Arg 2.47±0.19a 2.80±0.19b 
总氨基酸含量 Total amino acid content (T) 49.56±0.17b 49.28±0.15a 
必需氨基酸含量 Essential amino acid content (E) 17.19±0.21a 17.17±0.23a 
儿童必需氨基酸含量 Essential amino acid content in children (CE) 3.71±0.19a 4.22±0.21b 
非必需氨基酸含量 Non-essential amino acid content (N) 28.04±0.23a 26.45±0.21a 
必需氨基酸/非必需氨基酸 E/N 0.61 0.65 
必需氨基酸/总氨基酸 E/T 34.69% 34.84% 
儿童必需氨基酸/总氨基酸 CE/T 7.49% 8.56% 
Note: Each value is expressed as mean ± standard error of three replicate analyses. Values with different small letters in same row are 
significantly different at the level of 0.05. ND: Not detected. 

 
明在银耳芽孢中表达的外源基因多功能纤维素

酶不像在原核细胞中一样以包涵体的形式存在，

也没有被过度的糖基化。银耳芽孢既具有原核细

胞快速繁殖的优点，又有完善的自我加工体系，

银耳本身又是可食用的食药用真菌，与其他表达

系统相比，更加安全，加上其可以大规模地深层

发酵，是一个有潜力的外源表达系统(Cho et al. 

2006)，银耳芽孢有望成为工业生产过程中的优

势表达系统。 
近年来，随着代谢工程的快速发展，GGPPS

合酶在许多宿主中都有表达，有研究者将来源于

鼠尾草和巴西橡胶中的 GGPPS 合酶在大肠杆菌

中成功表达(Takaya et al. 2003；Kai et al. 2010)，
将来源于蔓地亚红豆杉的 GGPPS 合酶在酵母中 
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图 6  PLS-DA 分析代谢物   A：不同菌株分布. B：代谢物分布 
Fig. 6  PLS-DA analysis of metabolite. A: Distribution of different strains. B: Metabolite distribution. 

 
表达(Liao et al. 2005)，但是这些研究对目标产物

GGPP 的表达水平和表达量都没有进行深入的

研究。在本研究中，银耳芽孢作为外源表达宿主，

能够成功表达 GGPPS 合酶基因，并能得到目标

产物 GGPP，表达量为 0.26 μg/g，与其他 GGPPS
合酶基因在大肠杆菌和酵母中表达的产量相比，

GGPP 的含量比较低。推测原因，在银耳芽孢中，

GGPPS 合成 GGPP 的底物 FPP 含量较低，实验

前期，我们通过 GC 检测到，FPP 的含量在银耳

芽孢中的含量比较低(1 627.58 μg/g)，FPP 作为

合成各种萜类物质的交叉点，在合成二萜类的过

程中，GGPPS 利用到 FPP 的含量比较低，导致

目标产物 GGPP 的含量比较低。另外，采用随机

插入法将 GGPPS 单基因导入银耳芽孢，由于插

入位点和拷贝数均不可控，无法确定导入的外

源基因拷贝数，致使目标产物含量偏低。当前，

代谢工程领域的研究重点聚焦于借助优化代谢

途径提升目标产物的产量水平，可以通过找到

来源不同的基因缩短代谢途径，或者是通过优

化上游代谢途径来提高目标基因的底物，从而

达到提高目标产物的目的。在本研究中，我们

拟考虑将来源于其他物种的 GGPPS 合酶遗传

转化银耳芽孢，提高其与其他酶竞争底物的能

力，从而达到目的。 
到目前为止，通过代谢工程来提高萜类化合

物的研究已经取得了一定的进展(Pitera et al. 

2007；Leonard et al. 2010)，然而这些类异戊二

烯的前体物质都是无色的，它们在不同的极性和

亲脂性溶液中，有一定的吸附趋势，导致这些庞

大的代谢物如何进行检测和鉴定是一个比较棘

手的问题(Beyer et al. 1985)。目前针对这些化合

物(如 IPP、DMPP、FPP、GGPP)的提取和检测

都是基于放射性标记的方法(Song 2003)。本研究

参考了 Vallon et al. (2008)提出的一种更快速的、

非放射标记的方法来检测这些化合物，该方法是

经溶剂正己烷对这些萜类化合物进行提取，再经

碱性去磷酸化酶去磷酸变成相应的醇，经

GC-MS 进行检测。本研究在萜类化合物的提取

检测时发现，1 mmol/L 的标准品 GGOH 经

GC-MS检测的响应值远远高于 1 mmol/L的标准

品 GGPP 加去磷酸化酶后水解为 GGOH 后的响

应值。换言之，GGPP 经去磷酸化酶水解后，生

成 GGOH 的含量较低。因此，对工程菌株中的

GGPP 经磷酸化水解后的产物 GGOH 进行检测，

得到的结果并不能真实反映银耳芽孢作为宿主

细胞生成的 GGOH，该方法得到的数据要远远

低于实际的结果。因此，在研究过程中我们尝试

在去磷酸化的过程中加大用酶量，延长反应时

间，希望得到更多的水解产物，但是效果不显著。

萜类化合物是一个很庞大的化合物体系，我们希

望在今后的研究过程中，能够找到一种更快速、

高效、方便的方法来检测这些萜类骨架前体。 
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各种新陈代谢过程互相联系构成一个复杂

的生物系统，越来越多的证据表明外源基因的表

达有可能导致其他代谢的变化 (Manetti et al. 
2006；Chen et al. 2011；Trienens ＆  Rohlfs 
2012)。因此，这些基因对于萜类代谢途径上的

代谢物是否有影响，是值得探讨的一个问题。

GGPPS 作为二萜类代谢途径及紫杉醇合成途径

的关键酶基因，它的表达水平是否会对其上下游

基因表达产物合成产生影响。进一步对 GGPPS
转基因银耳芽孢工程菌株萜类代谢物的合成进

行分析，发现与原种对照相比，萜类代谢的合成

前体物 IPP 和 DMPP，其含量均出现了不同程度

的降低；萜类代谢途径的重要交叉点 FPP 的含

量也明显的降低；鲨烯的含量也呈现下降的趋

势；而总二萜的含量明显增加。我们推测，

GGPPS 合酶基因在银耳芽孢体内的表达，打乱

了银耳芽孢本身萜类化合物的代谢， IPP 和

DMPP 作为前期底物，被大量地利用，FPP 在用

于倍半萜、二萜和四萜的合成后，还用于一些固

醇类(麦角甾醇)的合成；FPP 含量减少，总二萜

含量增加，说明作为底物被 GGPPS 利用，合成

了二萜类化合物，鲨烯作为合成麦角甾醇的第一

个前体物质，含量显著下降，说明 GGPPS 合酶

的表达和合成鲨烯的鲨烯合酶竞争了同一底物

FPP，导致了鲨烯的含量减少，使合成代谢朝着

有利于二萜类合成的方向移动。因此，外源基因

GGPPS 的表达，影响了银耳芽孢中萜类代谢物的

变化，导致银耳芽孢中总二萜类含量的增加。 
本研究结果表明，工程菌株中的营养成分与

原种银耳芽孢之间有很大的差异，尤其是常见的

氨基酸。在与原种对照比较后发现，工程菌株中

含量明显下降的 7 种氨基酸都是可以参与乙酰

辅酶 A 的代谢途径的氨基酸，乙酰辅酶 A 是各

种代谢途径中的一个重要的分子起始模块

(Vishwakarma et al. 2013)，参与在原核生物中聚

-β-羟基丁酸酯 (PHB)的合成，真核生物中的

MVA 途径(Slater et al. 1988)。当在银耳芽孢体内

引入一个外源基因 GGPPS 时，GGPPS 的成功

表达，影响了乙酰辅酶 A 的代谢途径，使乙酰

辅酶 A 向着二萜类的方向流动，从而导致这些

参与乙酰辅酶 A 代谢的氨基酸含量降低。

GGPPS 表达可能激活或抑制与氨基酸代谢相关

的酶或调节因子，进而影响氨基酸的合成、转化

和利用。有研究证实，外源基因的表达，通过影

响转氨酶、脱羧酶等的活性，从而改变氨基酸的

代谢途径和速率(Pan et al. 2003)。氨基酸是蛋白

质的基本组成单位，而蛋白质在萜类代谢中发挥

着重要作用。因此，宿主氨基酸的变化可能影响

萜类代谢相关酶的合成和活性，从而影响萜类化

合物的合成。GGPPS 表达后，宿主细胞内的代

谢平衡被打破，可能通过信号转导途径调节萜类

代谢相关基因的表达，进而影响萜类代谢的进

程。某些氨基酸的变化可能激活或抑制萜类合成

途径中的关键酶基因的表达，从而影响萜类化合

物的产量。同时，氨基酸的变化可能影响细胞内

的能量代谢和物质运输，进而影响萜类代谢的通

量。氨基酸的缺乏可能导致细胞内能量供应不

足，从而影响萜类化合物的合成。其次，萜类代

谢途径中的一些中间产物可能参与氨基酸的合

成。丙酮酸是萜类代谢途径的重要中间产物，它

可以通过一系列反应转化为丙氨酸等氨基酸

(Babekov et al. 2000)。因此，萜类代谢途径的变

化可能会影响氨基酸合成的前体供应，从而间接

影响氨基酸的含量。萜类化合物对植物的生长发

育和生理过程具有重要调节作用(Hasanuzzaman 
et al. 2010)。当萜类代谢途径发生变化时，可能

会影响生物体的整体生理状态，进而影响氮代谢

等与氨基酸合成和代谢相关的过程。微量元素对

细胞的生长、代谢和生理功能具有广泛的影响。

有研究指出，微量元素对红豆杉生长及萜类化合

物紫杉醇含量有明显的影响(杨秀利 2012)。微

量元素是许多酶的组成成分或激活剂，对萜类代

谢途径中关键酶的活性至关重要。有研究证实，

镁离子是多种激酶的激活剂，参与调控萜类代谢

途径中磷酸化反应相关酶的激活，缺乏镁离子会

影响这些酶的活性，进而影响萜类代谢(Xie et al. 
2010)。铁元素参与一些氧化还原酶的组成，影

响萜类合成过程中的氧化还原反应，缺铁可能导

致萜类代谢途径受阻(Zhang et al. 2015)。微量元

素含量变化可影响细胞内的生理和代谢环境，从
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而影响外源基因的表达。当微量元素缺乏或过量

时，会引起植物体内一系列应激反应，激活或抑

制某些转录因子的活性(Yamasaki et al. 2007)，
这些转录因子可能作用于外源基因的启动子区

域，影响其表达。萜类代谢途径的中间产物或终

产物可能参与微量元素的螯合、转运或调节微量

元素相关酶的活性(Noushahi et al. 2022)。另外，

萜类代谢途径变化影响植物生长发育和生理状

态，也会间接影响微量元素的吸收、运输和利用。

外源基因的表达、萜类代谢途径的变化和氨基酸、

微量元素含量变化相互作用、互相影响，共同构

成了一个复杂的网络，精细地调控着生物体的生

长发育、代谢平衡和对环境的适应等过程。在不

同的生物体系和环境条件下，它们之间的具体关

系和作用机制可能有所不同，有待进一步的研究。 
在本研究中，我们采用的基因转化策略使 

GGPPS 基因和 HPH 基因随机插入到银耳基因

组中。这种随机插入方式虽然实现了外源基因的

导入，但也带来了诸多不确定性。外源基因的随

机整合极有可能干扰银耳正常的生长情况。一方

面，基因插入可能会破坏基因组中关键的功能区

域，如插入到编码重要生长调控蛋白的基因内

部，导致该基因功能丧失(Zarka et al. 2010)，进

而影响银耳细胞的分裂、分化以及营养物质的吸

收和代谢等基本生理过程，最终对其生长速度、

形态特征等产生负面效应。另一方面，即使外源

基因插入到非编码区域，也可能会影响附近基因

的表达调控，通过改变染色质结构或影响转录因

子与调控元件的结合(Juho et al. 2023)，间接干

扰银耳正常的生长发育。银耳芽孢中的营养、活

性成分的改变不能充分证明是由于 GGPPS 基
因表达所引起的，这种变化可能受到多种因素的

影响。部分表型变化或许并非源于 GGPPS 基
因本身的表达，而是基因随机插入过程中对其他

未知基因功能的破坏或干扰所引起的。同时，

HPH 基因作为筛选标记基因，其存在和表达也

有可能对银耳的生理过程产生一定影响。为进一

步明确  GGPPS 基因表达所产生的特异性影

响，后续的研究过程中我们拟设置多组对照实

验，包括仅转入 HPH 基因的对照组以及野生

型银耳对照组，通过对比分析不同组别的生长特

征、代谢物含量以及基因表达谱等数据，排除其

他因素的干扰，从而探讨 GGPPS 基因表达所产

生的独特效应。 

4  结论 
在本研究中，我们选用银耳芽孢作为生物反

应器，通过基因工程引入红豆杉的 GGPPS 基因

并实现异源表达，成功获取了二萜化合物的关键

前体 GGPP。外源 GGPPS 基因的成功表达，对

银耳芽孢内部代谢网络产生了一定影响。银耳芽

孢的总二萜化合物及 MVA 途径中的主要代谢物

含量发生了显著的变化；与此同时，其营养成分、

活性成分以及参与乙酰 CoA 代谢途径的氨基酸

含量也均发生了明显改变。此次研究结果证实，

银耳芽孢作为工程菌株具有一定的潜力，异源表

达外源 GGPPS 后，引发的萜类代谢流重塑、营

养成分的改变以及 MVA 途径中乙酰 CoA 代谢

的动态变化，为深入开发和高效利用银耳芽孢提

供了重要的理论基础。 
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