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灵芝 β-葡萄糖苷酶基因的克隆与功能分析 
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摘  要：灵芝是我国著名的药用真菌，具有抗癌、抗肿瘤等功效。灵芝酸属于三萜类化合物，是灵

芝的主要活性成分，并已成为评价灵芝品质的重要指标之一。β-葡萄糖苷酶(β-glucosidase，BG)是

次生代谢产物合成途径中的关键限速酶，能够调节次生代谢产物的生物合成。本研究通过同源序列

比对，注释获得了灵芝 β-葡萄糖苷酶基因(GlBG)，并通过 RNAi 技术对灵芝 β-葡萄糖苷酶进行功能

分析。序列分析结果显示 GlBG 基因的 DNA 全长为 2 759 bp，包含 7 个外显子和 6 个内含子，编码

793 个氨基酸，其编码的蛋白序列中含有 β-糖苷水解酶的 2 个保守结构域。灵芝 β-葡萄糖苷酶基因

的沉默转化子中灵芝酸含量比野生型菌株的灵芝酸含量平均降低了 38%，并且灵芝酸生物合成途径

中的关键酶基因(hmgs、hmgr、fps、sqs 和 osc)的表达量也显著下降，实验结果表明灵芝 β-葡萄糖苷

酶在灵芝酸生物合成过程中具有重要作用，并为灵芝次生代谢途径及其调控机制提供了参考。 
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Abstract: Ganoderma lingzhi is a well-known medicinal fungus with anti-cancer and anti-tumor 
effects in China. Ganoderic acid (GA), a natural triterpenoid compound, is recognized as an 
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important indicator for evaluating the quality of G. lingzhi. β-Glucosidase (BG) is a key 
rate-limiting enzyme involved in the regulation of secondary metabolites in G. lingzhi. In this 
study, the β-glucosidase gene (GlBG) of G. lingzhi was obtained by homologous sequence 
alignment and annotation, and the function of GlBG was analyzed by RNAi technology. Sequence 
analysis revealed that the full-length DNA of GlBG was 2 759 bp containing seven exons and six 
introns, encoding 793 amino acids. The protein sequence of GlBG contained two conserved 
domains of β-glycoside hydrolase. The ganoderic acid content in the GlBG-silencing 
transformants were reduced by an average of 38% compared to that in the wild-type strain, and 
the key enzyme genes (hmgs, hmgr, fps, sqs, osc) in the ganoderic acid biosynthesis pathway were 
also significantly decreased. These results indicated that GlBG played an important role in the 
secondary metabolism of G. lingzhi. This study provides a reference for further investigating the 
secondary metabolism and its regulatory mechanism in G. lingzhi. 
Keywords: Ganoderma lingzhi; ganoderic acid; β-glucosidase; secondary metabolism 

 
灵芝 Ganoderma lingzhi S.H. Wu, Y. Cao & 

Y.C. Dai 是我国著名的药用真菌 (戴玉成等

2021)，具有抗肿瘤、降血压、降血糖和调节机

体免疫力等功效(Ferreira et al. 2015；Kladar et al. 
2016；Wu et al. 2019)。灵芝酸是其主要活性成

分之一，通过甲羟戊酸途径进行生物合成，并受

多种因素的影响，如不同发育时期、化学和生物

信号、物理因素和营养因素等(Ren et al. 2019)。

其中不同发育阶段对灵芝酸含量的主要影响有

子实体阶段的灵芝酸含量显著高于菌丝体阶段

的灵芝酸含量；化学和生物信号主要包括茉莉酸

甲酯、水杨酸、乙烯、 阿司匹林、Na+和 Cu2+

等(Ren et al. 2010；Tang & Zhu 2010；Zhang et al. 
2016；Cao et al. 2017)；物理因素主要包括热激、

固体/液体培养方式和 pH 等(Calvo et al. 2002；

You et al. 2012；Wu et al. 2016)；营养因素主要

包括碳源、氮源和碳氮比等(Liu et al. 2012；Wang 

et al. 2012；Hu et al. 2017)。此外，Ca2+、ROS

及磷脂等信号通路也参与调控灵芝酸的生物合

成(Kim et al. 2018)。  

β-葡萄糖苷酶(EC3.2.1.21)属于纤维素酶类，

是纤维素分解酶系中的重要组成成分，它可将纤

维二糖转化为葡萄糖(Singhania et al. 2017)，通

过催化末端非还原性 β-D-葡萄糖残基的水解并

释放 β-D-葡萄糖。β-葡萄糖苷酶在许多领域具有

重要的应用价值，例如：纤维素降解、食品风味

的改善等，并且它存在于自然界中许多植物、昆

虫、酵母、曲霉、木霉及细菌体内，可参与生物

体的糖代谢，对维持生物体正常生理功能起着重

要作用 (Decker et al. 2001；Barbagallo et al. 
2004)。此外，β-葡萄糖苷酶能将果、蔬、茶中的

风味前体物质水解为具有浓郁天然风味的香气

物质，还能协助纤维素酶降解纤维素。因此对 β-

葡萄糖苷酶的研究具有重要的理论和实用价值。 

本研究通过同源序列比对和生物信息学分

析，注释得到灵芝的 β-葡萄糖苷酶基因，为了

进一步研究 β-葡萄糖苷酶在灵芝次生代谢生物

合成中的作用，本文构建了 β-葡萄糖苷酶基因

的 RNAi 载体，分析其在灵芝活性物质合成中的

调控作用，为灵芝次生代谢产物的生物合成及在

生产中的应用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株 
灵芝菌株(ACCC53264)由南京农业大学赵

明文教授馈赠，原始菌株保藏于中国农业微生物

菌种保藏管理中心。灵芝菌株接种于完全培养基

(CYM，葡萄糖 20 g/L，蛋白胨 2 g/L，酵母提取

物 2 g/L，七水硫酸镁 0.5 g/L，磷酸二氢钾 0.46 g/L)

中，26 ℃、160 r/min 振荡培养 7 d，收集菌丝体，
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一部分菌丝体置于–80 ℃低温保存，用于 DNA

及 RNA 的提取，剩余菌丝体置于 60 ℃烘干箱

内烘干至恒重，用于灵芝酸含量的测定。 

1.2  灵芝 β-葡萄糖苷酶基因的生物信息学

分析 
通过同源比对注释获得灵芝的 β-葡萄糖苷

酶基因，通过 DNAMAN 对其 DNA 和 cDNA 序

列进行分析，确定基因的基本结构。利用

InterProscan 网站对灵芝 β-葡萄糖苷酶的氨基酸

序列进行保守结构域预测，并在 NCBI (National 

Centre of Biotechnology Information)上对其进行

比对分析，下载相关 β-葡萄糖苷酶的氨基酸序

列，使用 MEGA5.0 通过邻接法(neighbor-joining 

algorithm，NJ)构建真菌 β-葡萄糖苷酶蛋白的系

统发育树，使用 MEME 网站对所有序列进行

Motif 的预测。 

1.3  灵芝 DNA 及 RNA 的提取 
收集灵芝菌丝体，置于研磨钵中，液氮研磨

至粉末状，分别利用 FastPure Plant DNA Isolation 

Mini Kit 试剂盒(诺唯赞)、RNAiso plus (TaKaRa)

提取灵芝的 DNA 和 RNA，并通过 TransScript Ⅱ 

All-in-One First-Strand cDNA Synthesis SuperMix 
for PCR 试剂盒(全式金)将 RNA 反转录成 cDNA，

利用引物 QC-GlBG (表 1)克隆 GlBG 基因的 DNA

和 cDNA 全长序列，用于后续实验，具体实验

步骤参见试剂盒说明书。 

1.4  灵芝 β-葡萄糖苷酶 RNAi 沉默载体的

构建 
1.4.1  灵芝 β-葡萄糖苷酶 BG 沉默片段的克隆 

以 β-葡萄糖苷酶 BG cDNA 序列为模板，利

用软件 primer premier 5.0 设计沉默片段引物

RNAi-GlBG (表 1)。通过 SpeⅠ和 KpnⅠ两个酶

切位点将沉默片段与质粒 pAN7-dual 进行连接，

构建其 RNAi 载体 pAN7-dual-BGi。 

1.4.2  RNAi 载体的转化及转化子的筛选 
利用脂质体转化方法将 RNAi 载体转入到

野生型菌株(wild type，WT)中(Meng et al. 2021)，

经潮霉素抗性筛选，提取阳性转化子 RNA，反

转录为 cDNA，通过荧光定量 PCR (qRT-PCR)

对基因的沉默效率进行筛选，筛选 3 个沉默效率

较高的转化子用于后续的功能分析。 

1.5  灵芝酸含量的测定 
收集在 CYM 培养基中振荡培养 7 d 的菌丝

体，置于 60 ℃烘箱内烘干至恒重，用组织研磨

器研磨成粉末，保存于 1.5 mL 离心管中，并根

据 Meng et al. (2019)的方法对总灵芝酸含量进

行测定。 

1.6  基因表达量分析 
利用荧光定量 PCR 技术检测干扰转化子

的干扰效率及灵芝酸生物合成途径中关键酶

基因的表达情况。荧光定量 PCR 的反应体系：

模板 1 μL，上下游引物(10 μmol/L)各 0.4 μL， 

 
表 1  引物序列 
Table 1  Primer sequences 
基因名称 

Gene 

上游引物 

Forward primer (5ʹ→3ʹ) 

下游引物 

Reverse primer (5ʹ→3ʹ) 

QC-GlBG ATGGTGCAGAAAGGCTCAATGA CTAGAGCGGGATGCTGCCCTTCAAA 

RNAi-GlBG TCTactagtAGGGAGGAAGGAATTGGG GTTggtaccCGTATCTGCGATTGTGCC 

18S rRNA TATCGAGTTCTGACTGGGTTGT ATCCGTTGCTGAAAGTTGTAT 

GlBG AGGGAGGAAGGAATTGGG CGTATCTGCGATTGTGCC 

hmgs CCCATCAACGCTTCCACCA GCTCCTCCTCCGAAATGC 

hmgr GTCATCCTCCTATGCCAAAC GGGCGTAGTCGTAGTCCTTC 

fps CCTCATCACCGCTCCAGAA AGGGCGACGGGAAGGTAGAA 

sqs CTGCTTATTCTACCTGGTGCTACG GGCTTCACGGCGAGTTTGT 

osc AGGGAGAACCCGAAGCATT CGTCCACAGCGTCGCATAAC 
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2×PerfectStart Green qPCR SuperMix 10 μL，

nuclease-free water 补足至 20 μL。反应程序：

94  30 s℃ ，94  5 s℃ ，60  30 s℃  (40 个循环)。

以 18S 为内参基因，引物序列见表 1，计算方法

采用 2–ΔΔCT。 

2  结果与分析 

2.1  灵芝 β-葡萄糖苷酶基因的生物信息学

分析 
本实验通过同源比对，获得编码灵芝 β-葡

萄糖苷酶的基因 GlBG，通过基因克隆，分别获

得了 GlBG 的 DNA 和 cDNA 序列。通过基因序

列分析表明，基因 GlBG 的 DNA 序列全长为

2 759 bp，包含 7 个外显子和 6 个内含子(图 1A)。

此外，灵芝 β-葡萄糖苷酶由 793 个氨基酸组成，

通过蛋白保守结构域预测，其氨基酸序列包含

糖苷水解酶的 2 个保守结构域(图 1B)，分别为

Glyco_hydro_3_N (IPR001764)和 Glyco_hydro_ 

3_C (IPR002772)。 

2.2  灵芝 β-葡萄糖苷酶的系统发育分析 
为了深入分析真菌中 β-葡萄糖苷酶的亲缘关

系，将灵芝的 β-葡萄糖苷酶与其他真菌的 28 个

β-葡萄糖苷酶的氨基酸序列利用 NJ 法构建系统

发育树(图 2)。系统发育分析结果显示，真菌中

的 β-葡萄糖苷酶的氨基酸序列较为保守，均含

有 3 个典型的保守基序 Motif 1、Motif 2 和 Motif 

3，并且保守结构域在序列中分布基本相同。此

外，研究发现，真菌的 β-葡萄糖苷酶主要分为

两个分支，其中担子菌聚为一支，子囊菌聚为一

支，说明真菌在进化过程中，担子菌和子囊菌的

β-葡萄糖苷酶在进化速度上有所差异。系统发育

分析结果表明注释获得的序列为灵芝的 β-葡萄

糖苷酶，并且灵芝的 BG 蛋白在进化上是保守的。 

2.3  灵芝 β-葡萄糖苷酶 RNAi 沉默载体的

构建 
以灵芝 cDNA 为模板，PCR 扩增获得灵芝

GlBG 基因的沉默片段(图 3A)。通过 SpeⅠ和

KpnⅠ两个酶切位点，将灵芝 RNAi 沉默片段与

质粒 pAN7-dual 进行连接，将构建好的载体命名

为 pAN7-dual-BGi (图 3B)。灵芝 GlBG 基因的沉

默片段由两个方向相反的启动子(Glgpd 和 35S 

promoter)双向启动转录，从而表达正义和反义

GlBG 基因的沉默片段，进行转录水平上的干扰。

采用脂质体转化的方式将沉默载体转化到灵芝

的原生质体中，静置培养一段时间后再涂布至含

有潮霉素抗性的平板中进行抗性筛选。提取 
 

 
 

图 1  灵芝 β-葡萄糖苷酶的基因结构和保守结构域    A：基因结构(E 为外显子，I 为内含子)；B：保守

结构域 

Fig. 1  The gene structure and conserved domain of β-glucosidase in Ganoderma lingzhi. A: The gene 
structure (E, exon; I, intron); B: Conserved domain. 
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图 2  不同真菌 β-葡萄糖苷酶系统发育树分析和蛋白结构比对    使用 MEGA.5.0 对真菌 BG 蛋白进行

序列比对并利用邻接法构建系统发育树(1 000 次重复) 

Fig. 2  Phylogenetic tree analysis of β-glucosidase from different fungi and protein structure alignment. 
Sequence alignment and neighbor-joining tree construction of fungal BG proteins using MEGA.5.0 (1 000 
repeats). 

 
阳性转化子的 RNA，反转录成 cDNA，通过荧

光定量 PCR 对阳性菌株的干扰效率进行筛选，

筛选出 3 个沉默效率较高的菌株，用于下一步灵

芝 β-葡萄糖苷酶的功能分析。 

2.4  灵芝 β-葡萄糖苷酶对灵芝酸生物合成

的影响 
分别将野生型菌株(WT)、转入空质粒载体

的对照菌株(CK)和 RNAi 沉默菌株(BGi-45、

BGi-87 和 BGi-88)接种于 CYM 固体培养基上，

26 ℃恒温培养，研究发现灵芝 β-葡萄糖苷酶

GlBG 的沉默菌株与野生型和对照菌株在菌落形

态和菌丝生长速度方面无明显差异(图 4A)。本

实验利用荧光定量 PCR 技术进一步检测了 WT

与沉默菌株中 GlBG 基因在转录水平上的表达

情况，研究发现沉默菌株 BGi-45、BGi-87 和

BGi-88 的沉默效率分别为 87%、94%和 92%， 
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图 3  灵芝葡萄糖苷酶 GlBG 沉默菌株的构建    A：RNAi 载体构建菌液 PCR 凝胶电泳结果. M：DL2000 

marker，14 号泳道均为待测质粒 PCR 扩增结果；B：GlBG 沉默载体的构建示意图 

Fig. 3  Construction of GlBG-silencing strain. A: Gel electrophoresis of PCR products. M: DL2000 marker; 
14: PCR amplification results of the RNAi plasmid; B: Schematic diagram of the construction of 
GlBG-silencing vector. 

 

 
 

图 4  灵芝 β-葡萄糖苷酶基因沉默菌株对菌丝生长和灵芝酸含量的影响    A：不同菌株在 CYM 平板上

生长 7 d 的菌落形态；B：GlBG 基因的相对表达量；C：灵芝酸含量. WT，野生型；CK，转入 pAN7-dual

空质粒的对照菌株；BGi-45，87 和 88 为 GlBG 的沉默菌株. 下同 
Fig. 4  Effects of GlBG-silencing strains on mycelial growth and ganoderic acid content of Ganoderma 
lingzhi. A: The morphology of different strains cultured on CYM plates for 7 d; B: The relative transcript levels 
of GlBG; C: The content of ganoderic acid. WT, wild type; CK, the vector where pAN7-dual is used as an 
empty vector control; BGi-45, 87 and 88 are GlBG-silencing strains. The same below. 



研究论文  22 December 2022, 41(12): 1971-1979   Mycosystema  ISSN1672-6472  CN11-5180/Q 

 

菌物学报 1977

 

沉默效率较好(图 4B)，可用于后续的功能分析实

验。由于 β-葡萄糖苷酶在次生代谢产物生物合成

中发挥重要作用，因此，本实验检测了 β-葡萄糖

苷酶基因沉默菌株中的灵芝酸含量。研究结果显

示，β-葡萄糖苷酶基因的沉默菌株 BGi-45、BGi-87

和 BGi-88 中的总灵芝酸含量分别为 14.27、14.15

和 13.56 mg/g，与野生菌株的 22.54 mg/g 分别下

降了 36.70%、37.22%和 39.84% (图 4C)。实验

结果显示，灵芝 β-葡萄糖苷酶参与了灵芝酸的

生物合成。 

2.5  灵芝 β-葡萄糖苷酶对灵芝酸生物合成

关键酶的影响 
为了进一步研究灵芝 β-葡萄糖苷酶对灵芝

酸生物合成的影响，利用荧光定量 PCR 检测了

灵芝酸生物合成中几个关键酶基因 (hmgs、
hmgr、fps、sqs 和 osc)的表达水平。研究结果显

示，在灵芝 β-葡萄糖苷酶基因的沉默菌株

BGi-45、BGi-87 和 BGi-88 中，检测的 5 个关键

酶基因表达量相较于野生型和对照菌株的基因

表达量均显著下降(图 5)。实验结果显示，灵芝

酸生物合成酶基因的表达量与灵芝酸的含量趋

势一致，说明 β-葡萄糖苷酶基因的沉默可影响

灵芝酸生物合成关键酶的表达情况，从而影响灵

芝酸的生物合成，引起灵芝酸含量的下降。 

3  讨论 
β-葡萄糖苷酶 (BG)是纤维素水解的限速

酶，可将低聚糖和双糖纤维二糖水解成葡萄

糖，从而为真菌的生长提供一个易于利用的碳

源。BG 蛋白发挥的生物学功能也较为广泛，

如 BG 在糖脂和外源糖苷代谢、防御、细胞壁

木质化、细胞壁 β-葡聚糖周转、植物激素激活

和芳香化合物释放以及微生物生物量转化中

发挥重要作用(Singhania et al. 2017；杨世玲等 

2017)。因此，付永平等(2012)构建了木霉 β-葡

萄糖苷酶 bglⅠ基因的真核表达载体，并利用真

核表达系统在粟酒裂殖酵母中进行表达，获得了

高活性的 β-葡萄糖苷酶，并研究了不同温度对

其酶活性的影响，研究发现真核表达的 β-葡萄

糖苷酶耐高温，在 60 ℃条件下仍可以保持较高

的酶活性，因此在工业中具有较好的应用前景。 

 

 
 

图 5  灵芝 β-葡萄糖苷酶基因沉默菌株对灵芝酸

生物合成关键酶基因的影响    hmgs：3-羟基-3-

甲基戊二酰辅酶 A 合酶基因；hmgr：3-羟基-3-甲

基戊二酰辅酶 A 还原酶基因；fps：法尼基焦磷酸

合酶基因；sqs：鲨烯合酶基因；osc：氧化鲨烯环

化酶基因 

Fig. 5  Effects of GlBG-silencing strains on the 
gene encoding key enzymes during ganoderic acid 
biosynthesis gene. hmgs: 3-hydroxy-3-methylglutaryl- 
CoA synthase gene; hmgr: 3-hydroxy-3- 
methylglutaryl coenzyme-A reductase gene; fps: 
Farnesyl pyrophosphate synthase gene; sqs: Squalene 
synthase gene; osc: Oxidosqualene cyclase gene. 

 
β-葡萄糖苷酶不仅是纤维素酶系的主要组

分，而且与真菌的子实体形态建成也密切相关，

隋飞飞和陈艳秋(2015)研究了桦褐孔菌的 β-葡萄

糖苷酶基因 IO-BGL，发现 IO-BGL 在桦褐孔菌菌

核发育过程中差异表达，呈先上升后下降的趋

势，而在草菇中，BGL 基因则呈逐渐增加的趋势

(Ding et al. 2007)，但是关于 BGL 对子实体形态

建成调控机理的研究较少，调控机制尚不明确。 

此外，β-葡萄糖苷酶在调控植物次生代谢产

物生物合成方面也发挥重要作用，当橄榄 β-葡
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萄糖苷酶基因(OeGLU)沉默后会破坏橄榄环烯

醚萜类化合物的生物合成能力(Koudounas et al. 
2021)。为进一步探究 β-葡萄糖苷酶对真菌次生

代谢产物生物合成的影响，本研究克隆到灵芝的

β-葡萄糖苷酶 GlBG 基因，发现灵芝 β-葡萄糖苷

酶基因沉默后，灵芝酸的生物合成能力明显降

低。结果显示 β-葡萄糖苷酶在真菌中也具有相

似的功能，可调控次生代谢产物的生物合成，并

通过 KEGG 分析发现 β-葡萄糖苷酶参与了淀粉

和蔗糖代谢(starch and sucrose metabolism)、次生

代谢产物的生物合成(biosynthesis of secondary 

metabolites)、氰基氨基酸代谢(cyanoamino acid 

metabolism)、植物次生代谢产物的生物合成

(biosynthesis of various plant secondary metabolites) 

以及多种代谢通路(metabolic pathways)。在植物

次生代谢产物生物合成通路中，β-葡萄糖苷酶基

因同时涉及到苯丙氨酸生物合成、三羧酸循环以

及三萜类骨架的生物合成，当 β-葡萄糖苷酶基

因沉默后，直接影响苯丙氨酸的生物合成，从而

影响三羧酸循环，而三羧酸循环中的乙酰辅酶 A

同时是三萜类骨架生物合成中的重要前体物质，

当 β-葡萄糖苷酶基因沉默后，植物次生代谢也

随之发生改变。基于此，本研究推测灵芝的次生

代谢途径也受到了类似的影响。真菌是天然产物

生物合成的重要来源，因此对次生代谢产物生物

合成的研究显得尤为重要。本研究发现灵芝 β-

葡萄糖苷酶基因对灵芝酸生物合成具有重要的

调控作用，为灵芝的遗传改良、筛选灵芝酸高产

菌株提供了理论依据。 
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