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真菌灰树花菌丝体转录组测序及分析
聂文强1，吴天祥1,2,*，钟  敏1，芦红云1

（1.贵州大学酿酒与食品工程学院，贵州 贵阳 550025；2.贵州大学明德学院，贵州 贵阳 550025）

摘  要：灰树花多糖具有抗肿瘤、抗HIV、抗氧化等作用，为探明灰树花多糖合成的遗传基础，采用Illumina高通

量测序技术对灰树花转录组进行测序，获得74 575 910 个reads，10.4 G数据量；将测序数据进行de novo拼接后得

到18 077 个Unigene。对所得Unigene进行不同数据库比对，在Nr数据库中有11 651 个Unigene被注释到，其中灰树

花转录组与变色栓菌相似序列最多（18.74%）；有8 332 个Unigene在GO数据库中注释到，分为细胞组分、分子功

能及生物学过程等3 大类59 个分支；与KEGG数据库比对，共有5 200 个Unigene被注释，分属376 条代谢通路。从

18 077 个Unigene中共找到1 155 个简单重复序列（simple sequence repeat，SSR）位点，其中单核苷酸重复最高，六

核苷酸重复最少，A/T出现频率最高。本研究中在KEGG数据库注释到115 个Unigene与灰树花多糖合成有关，这些

Unigene及其注释信息为今后深入开展灰树花多糖代谢途径及相关功能基因等研究提供了依据。
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Abstract: The exopolysaccharide of Grifola frondosa possesses anti-tumor, anti-HIV, and anti-oxidant effects. In order to 

investigate the genetic basis for polysaccharide synthesis by G. frondosa, the transcriptome of G. frondosa was sequenced by 

high-throughput sequencing technology. A total of 74 575 910 reads and 10.4 G data were generated, which formed 18 077 

Unigenes after de novo splicing. A total of 11 651 Unigenes were annotated in the Nr database. Among them, G. frondosa 

transcriptome had the most similar sequence (18.74%) to M. tumefaciens. A total of 8 332 Unigenes were annotated in 

the GO database, which were divided into 3 major categories: molecular composition, molecular function and biological 

processes, including 59 branches. Compared with the KEGG database, 5 200 Unigenes were annotated which belonged to 

376 metabolic pathways. A total of 1 155 simple sequence repeat (SSR) loci were found in 18 077 Unigenes, among which 

the highest repeat was single nucleotide whereas the repetition of hexanucleotide was the least, and the frequency of A/T was 

the highest. In this study, 115 unigenes which have been annotated in the database of KEGG were related to the biosynthesis 

of polysaccharide by G. frondosa. These annotated Unigenes and the information about them can lay the foundation for 

further studies on polysaccharide metabolism pathways and related functional genes in G. frondosa.
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灰树花（Grifola frondosa）是一种营养丰富的药食两

用真菌。多糖是灰树花的主要活性成分，具有抗肿瘤[1-4]、

抗HIV[5]、抗氧化[6-8]、清除自由基[8]、降血糖[9]、促进胶

原蛋白合成[10]、提高机体免疫力[11-12]等生物活性。
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转录组测序是基于Illumina HiSeq等测序平台，对特

定组织或细胞在某个时期转录出来的所有mRNA进行测

序。近年来，随着转录组测序技术不断发展和完善，为

研究功能基因、生物学性状的分子机制提供了全新的方

法[13-14]。Yu Guojun等[15]对灵芝菌丝体进行转录组测序，

获得了18 892 个Unigene，其中1 389 个Unigene被京都基

因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and 

genomes，KEGG）注释到，分属16 类代谢途径；Huang 
Yating等[16]对药用真菌桑黄的菌丝体转录组进行测序分

析，获得25 811 个Unigene，并发现23 个候选基因可能

与甾醇的生物合成有关；Yang Fang等[17]对白蚁蘑菇进

行转录组测序，获得6 494 个Unigene，并发现在白蚁蘑

菇中许多已知的酶类和三萜皂苷的生物合成有关；Shu 
Shaohua等[18]对茯苓的菌丝体和菌核进行转录组测序，

分别获得40 939 个Unigene和37 220 个Unigene，并发现

在茯苓中萜类化合物的生物合成只能通过甲戊二羟酸

（mevalonic acid pathway，MVA）途径；在草菇[19]、牛

樟芝[20]、酵母[21]、紫背天葵[22]等多个物种的研究中都应

用了转录测序技术。

本课题组前期研究结果表明，在灰树花液体发酵体

系中添加天麻提取物或其主要成分均可显著促进灰树花

多糖的合成[23-27]。基于天麻提取物等促进灰树花多糖合成

的机理尚不明确，本研究以真菌灰树花菌丝体为材料，

进行转录组测序，并对所有Unigene进行生物信息学分

析，探明灰树花细胞生长过程中的相关基因，为研究天

麻提取物促进灰树花多糖的合成的机理、进一步挖掘功

能基因及开发分子标记提供科学方法的理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

灰树花菌株（Grifola frondosa，菌种编号：51616）   

中国农业微生物菌种保藏管理中心；Total RNA Extractor

（Trizol） 生工生物工程（上海）股份有限公司；

Qubit2.0 RNA检测试剂盒、Qubit2.0 DNA检测试剂盒 

美国Thermo Fisher公司。

1.2 仪器与设备

BXM-30R立式灭菌锅 上海博讯实业有限公司医

疗设备厂；SW-CJ-1D净化工作台 苏州净化设备有限

公司；TG2-16G低速离心机 上海安亭科学仪器厂；

Qubit2.0荧光计 美国Thermo Fisher公司；微型旋涡混

合仪 上海沪西分析仪器厂有限公司；聚合酶链式反应仪 

美国Bio-Rad公司；电泳仪 北京市六一仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 培养基配制

斜面培养基：马铃薯葡萄糖琼脂培养基。

液体种子培养基：葡萄糖30 g/L，酵母膏6 g/L，蛋

白胨2 g/L，KH2PO4 0.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 g/L；pH

值自然。

发酵培养基：葡萄糖50 g/L，酵母膏10 g/L，蛋白胨

5 g/L，KH2PO4 2 g/L，MgSO4·7H2O 2 g/L；pH值自然。

1.3.2 样品制备

于母种试管中挑取黄豆粒大小菌丝块接种于斜面中

部，置于25 ℃恒温培养箱中培养至菌丝长满整个斜面。

在培养好的斜面菌种切取蚕豆大小于液体培养基中，

250 mL三角瓶装液量为100 mL，置于25 ℃、150 r/min

摇床培养7 d。按10%的接种量，用移液枪量取液体种子

于发酵培养基中，250 mL三角瓶装液量为100 mL，置于

25 ℃、150 r/min摇床培养12 d，过滤得灰树花菌丝体。

1.3.3 总RNA的提取

总RNA提取方法按照试剂盒说明书进行。利用Qubit 2.0 

RNA试剂盒检测RNA浓度及琼脂糖凝胶检测RNA完整性

以及基因组污染情况。检测合格的RNA用于后续测序。

1.3.4 转录组测序数据处理及分析

将测序得到的原始数据去除3’端测序接头序列，去

除融合后的reads尾部质量在20以下的碱基，切除reads中

含N部分序列并进行污染评估。利用Trinity软件（版本

trinityrnaseq_rr20140717）通过序列之间的Overlap将序列

延伸成Contig，再根据序列的Paired-end信息，将Contig

连接成转录本序列；对拼接序列去重复，取长度大于

200 bp的序列，通过组装的Component从潜在的可变剪

接转录本选取组装最长的转录本作为该样品的Unigene

序列，最后将Unigene序列进行简单重复序列（simple 

sequence repeat，SSR）分析并与Nr、Nt、SwissProt、

TrEMBL、CDD、PFAM、GO（gene ontology）、

KOG、KEGG数据库比对，取相似度大于30%且e小于

10－5的注释，获得Unigene的注释信息。

2 结果与分析

2.1 Unigene拼接

利用Trinity软件对测序得到的原始reads数据进行拼

接，获得的contig再次组装得到33 898 个转录本，序列信

息达54 167 696 bp（51.66 M），平均长度1 597.96 bp，

N50（判断灰树花菌丝体基因组拼接结果优劣的依据）

为2 969 bp，N90为718 bp。所得转录本进一步拼接获得

18 077 个Unigene，Unigene总长度为23 615 260 bp，平

均组装长度为1 306.37 bp；最长Unigene为19 899 bp，最

短Unigene为201 bp；N50为2 885 bp，N90为445 bp。其

中不小于500 bp和不小于1 000 bp分别占总数的50.33%和

36.38%。



8  2017, Vol.38, No.20             食品科学	 ※生物工程

800

600

400

200

20 30 40 50 60 70 80
0

U
ni

ge
ne

GC /

图 1 Unigene GC含量分布图

Fig. 1 GC content distribution of Unigene 
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图 2 Unigene长度分布图

Fig. 2 Length distribution of Unigene

由图1中Unigene GC含量分布可知，Unigene的GC含

量主要分布在40～60 对之间。由图2可以看出，Unigene

主要集中在200～300 bp之间和2 000 bp以上，其中在

200～300 bp的最多为5 682 个，占总数的31.4%；大于

2 000 bp为3 889 个，占总数的21.5%。

2.2 SSR分析

对灰树花菌丝体转录组进行SSR位点分析，筛选

标准为：1～6 个核苷酸序列重复次数分别为大于等于

10、6、5、5、5和5，两个SSR间最大间隔长度100 bp。

从18 077 个Unigene中共找到1 155 个SSR位点，占

总Unigene的6.39%，其中单核苷酸重复重复最高为

780 个，占总重复序列的67.53%，其次是三核苷酸序

列，共249 个，占总重复序列的21.56%，最少为五核苷

酸序列，只有2 个，仅占0.17%（表1）。在检出的SSR

位点中，出现频率最高的是A/T（721 个），其次是C/G

（59 个）、AGC/CTG（53 个）、ACG/CGT（51 个）。

上述SSR特征分析，有助于开展灰树花及其同属物种的基

因组差异分析、通用性标记开发和遗传图谱构建的研究。

表 1 灰树花菌丝体SSR不同重复基序分布

Table 1 Distribution of different repeat motifs in SSR analysis

重复基元长度 数量/个 比例/% 主要的重复类型

单核苷酸 780 67.53 A/T

二核苷酸 109 9.43 AG/CT

三核苷酸 249 21.56 AGC/CTG

四核苷酸 12 1.04 AGAT/ATCT、AAAG/CTTT

五核苷酸 2 0.17 每个SSR位点均相同

六核苷酸 3 0.26 每个SSR位点均相同

2.3 Unigene的功能注释

表 2 Unigene 的功能注释在各数据库分布情况

Table 2 Database distribution of Unigene functional annotation

数据库 被注释的Unigene个数 占总数的比例/%

CDD 8 189 45.3

KOG 6 461 35.74

Nr 11 651 64.45

Nt 3 643 20.15

PFAM 7 407 40.97

Swissprot 7 777 43.02

TrEMBL 11 507 63.66

GO 8 332 46.09

KEGG 5 200 28.77

至少注释到一个数据库 12 025 66.52

在所有数据中得到注释 1 766 9.77

总Unigene个数 18 077 100

通过BLAST程序将Unigene序列分别与Nr、Nt、

SwissProt、TrEMBL、CDD、PFAM、GO、KOG、

KEGG数据库比对。由表2可以看出，18 077 个Unigene全

部成功比对，其中12 025 个Unigene至少在一个数据库中

被注释到，占总数的66.52%；1 766 个Unigene在所有的

数据库中都被注释到，占总数的9.77%。在Nr和TrEMBL

数据库中被注释到的Unigene最多，分别为11 651和

11 507，占总数的64.45%和63.66%；在数据库Nt中被注

释到的最少为3 643 个，仅占20.15%。

2.3.1 Unigene的Nr数据库比对分析

表 3 灰树花Unigene的Nr数据库比对分析

Table 3 Blast results of maitake Unigene via Nr

物种* Unigene个数 比例/%

变色栓菌（Trametes versicolor） 2 184 18.74
木质素降解菌（Ceriporiopsis subvermispora） 1 321 11.34

污叉丝孔菌（Dichomitus squalens） 1 299 11.15
褐腐真菌（Fibroporia radiculosa） 933 8.01
黄萎病菌（Verticillium dahliae） 439 3.77

松生拟层孔菌（Fomitopsis pinicola） 410 3.52
褐腐菌（Postia placenta） 258 2.21

大肠埃希氏菌（Escherichia coli） 256 2.20
家蚕（Bombyx mori） 226 1.94

Verticillium alfalfae 202 1.73
黑脉金斑蝶（Danaus plexippus） 174 1.50

Phanerochaete carnosa 168 1.44
密褐褶菌（Gloeophyllum trabeum） 159 1.36

葡萄（Vitis vinifera） 157 1.35
毛韧革菌（Stereum hirsutum） 115 0.99
干朽菌（Serpula lacrymans） 115 0.99
毛果杨（populus trichocarpa） 98 0.84

玉米（Zea mays） 79 0.68
可可树（Theobroma cacao） 78 0.67

水稻（Oryza sativa） 75 0.64
其他 2 905 24.93

注：*.经比对，Unigene与Nr数据库记录相同的物种。

通过BLAST程序，将 Unigene序列与Nr数据库比

对，有11 651 个Unigene与Nr数据库中记录相同，占总
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Unigene的64.45%。灰树花转录组测序组装的Unigene

与变色栓菌的相似性最多，为2 184 个，占18.74%；其

次是木质素降解菌，比对上的Unigene为1 321 个，占

11.34%。值得注意的是，有24.93%的Unigene属于其他序

列，可能包含了灰树花菌丝体与大多数物种不同的、自

身特有的基因序列（表3）。

2.3.2 Unigene的KOG数据库比对分析

将灰树花菌丝体转录组所有的Unigene与KOG数据库

进行比对，有6 461 个Unigene与KOG数据库比对上，占

总Unigene的35.74%。根据功能划分，本研究中所获灰树

花菌丝体转录组功能注释的Unigene可分25 类（图3）；

其中一般功能预测类基最多，有816 个，占12.63%；其

次为翻译后修饰、蛋白质转换、伴侣和翻译，核糖体结

构和生物合成相关的基因，分别有763 个和723 个，占

11.81%和11.19%。而与细胞运动有关只有5 个，与核结

构有关的只有6 个。
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胞周期调控、细胞分裂，染色体分隔；E.氨基酸转运与代谢；F.核苷酸

转运和代谢；G.碳水化合物转运和代谢；H.辅酶转运与代谢；I.脂质转

运与代谢；J.翻译，核糖体结构和生物合成；K.转录；L.复制，重组和

修复；M.细胞壁/膜/膜的生成；N.细胞运动；O.翻译后修饰，蛋白质转

换，伴侣；P.无机离子转运与代谢；Q.次级代谢产物的合成、转运和代

谢；R.一般功能预测；S.未知功能；T.信号转导机制；U.细胞内的转运，

分泌和囊泡运输；V.防御机制；W.胞外结构；Y.核结构；Z.细胞骨架。

图 3 灰树花Unigene的KOG分类

Fig. 3 KOG functional classification of maitake Unigene

2.3.3 Unigene的GO数据库注释分析

GO分类是国际标准化分类体系，适用于各个物种，

能对基因进行限定和描述。对灰树花菌丝体Unigene进行

GO功能分析，有8 332 个Unigene被注释到，分为生物过

程、细胞组成、分子功能3 大类59 个分支（图4）。统计

每一类的基因数量发现，在细胞组成类的19 个分支中，

涉及本转录组的Unigene最多，为26 962 个；生物过程

类次之，为26 051 个；分子功能类最少，为11 573 个。

其中代谢过程（5 272 个）、细胞过程（5 714 个）、

细胞（6 016 个）、细胞器（4 532 个）、细胞组分

（6 014 个）、催化活性（4 651 个）及连接（4 742 个）

功能组中涉及的Unigene较多，病毒（3 个）、病毒组

分（3 个）、通道调节活性（2 个）、金属伴侣活性

（6 个）、受体调节活性（1 个）、蛋白标签（3 个）

及转录调节因子活性（7 个）功能组涉及的Unigene较少

（表4）。

表 4 灰树花菌丝体转录组GO功能分类的Unigene分布

Table 4 Maitake Unigene distribution in gene ontology

GO分类 基因功能 Unigene个数

生物
过程

繁殖 349
细胞杀伤 11

免疫系统过程 120
代谢过程 5 272
细胞过程 5 714
生殖过程 213
生物附着 66
信号 477

多细胞生物过程 516
发育过程 595
生长 121
运动 89

单机体过程 2 924
律动过程 21

生物过程正向调控 341
生物过程负向调控 408
生物过程调控 1 448
应激反应 1 710
定位 1 285

定位建立 1 147
多细胞有机体过程 284

生物调节 1 623
细胞组分的组织与生物合成 1 317

细胞
组成

胞外区 500
细胞 6 016
拟核 29
膜 2 385
病毒 3

细胞连接 84
胞外基质 32
膜封闭内腔 872
大分子复合物 1 881

细胞器 4 532
胞外基质组分 15
胞外区组分 129
细胞器组分 2 574
病毒组分 3
膜组分 1 807
突触组分 11
细胞组分 6 014
突触 14
共质体 61

分子
功能

蛋白结合转录因子活性 76
核酸结合转录因子活性 160

催化活性 4 651
受体活性 44

结构分子活性 526
转运活性 688
连接 4 742

电子载体活性 275
抗氧化活性 93
通道调节活性 2
金属伴侣活性 6
酶调节活性 198
受体调节活性 1
蛋白标签 3

转录调节因子活性 7
氮素营养活性 12
分子传感器活性 89
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2.3.4 Unigene的KEGG数据库注释分析

KEGG数据库能够系统分析基因产物在细胞中的

代谢途径以及功能。将灰树花菌丝体的Unigene注释到

KEGG数据库进行代谢分类分析，有5 200 个Unigene

被注释到，占总Unigene的28.77%。被注释到的通路有

376 条，其中核糖体（400 个）、碳代谢（313 个）、

氨基酸生物合成（245 个）通路涉及的Unigene较多 

（表5）。灰树花多糖具有抗肿瘤、抗HIV、抗氧化等

作用，本研究中在KEGG代谢途径数据库注释到115 条

Unigene与灰树花多糖合成有关。这些Unigene及其注释

信息为今后深入开展灰树花多糖代谢途径及相关功能基

因等研究提供了理论支持。

表 5 KEGG注释Unigene最多的前20 位代谢通路

Table 5 Top 20 pathways with the largest number of annotated 

Unigenes in KEGG

编号 代谢途径 编码 Unigene个数

1 核糖体 ko03010 400

2 碳代谢 ko01200 313

3 氨基酸生物合成 ko01230 245

4 氧化磷酸化 ko00190 176

5 内质网蛋白加工 ko04141 169

6 RNA运输 ko03013 164

7 糖酵解/糖异生 ko00010 158

8 阿耳滋海默氏病 ko05010 144

9 亨廷顿氏舞蹈病 ko05016 142

10 帕金森氏病 ko05012 139

11 剪接体 ko03040 120

12 EB病毒感染 ko05169 120

13 嘌呤代谢 ko00230 117

14 光和生物固氮 ko00710 115

15 丙酮酸代谢 ko00620 110

16 吞噬体 ko04145 103

17 细胞周期 ko04111 95

18 三羧酸循环 ko00020 93

19 乙醛酸和二羧酸代谢 ko00630 92

20 嘧啶代谢 ko00240 91

2.4 Unigene的CDS预测
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图 4 灰树花转录组CDS长度分布图

Fig. 4 CDS length distribution for digital transcriptome of maitake

获取N r数据库最佳比对结果，通过该结果确定

Unigene的ORF的读码框，然后根据标准码子表确定

其CDS及编码氨基酸序列，未比对上的Unigene通过

OrfPredict软件预测其CDS序列。最终得到CDS序列片段

18 040 个，其中长度为200 bp最多，为5 522 个；长度为

100 bp的次之，为3 198 个；长度为1 900 bp的最少，为

155 个，序列长度分布见图4。

3 讨论与结论

本研究采用高通量测序技术对灰树花菌丝体进行

转录组测序。采用生物信息学软件对测序结果组装得到

18 077 个Unigene，在所有的Unigene中共检测到1 155 个

SSR位点，并对其进行了特征分析，这为灰树花及其同

属物种的基因组差异分析、通用性标记开发和遗传图谱

构建的研究提供了依据。

将Unigene与Nr数据库比对，与变色栓菌的相似序列

最多，为2 184 个，在Swissprot数据库中检测到蛋白同源

序列有7 777 条；与KOG数据库比对，注释到的6 461 个

Unigene在真核生物功能系统中分为25 类，其中一般功

能预测类最多；利用GO数据库进行功能注释，可将注

释到的8 332 个Unigene分为生物过程、细胞组成、分子

功能3 大类59 个分支；KEGG通路注释，注释到5 200 个

Unigene涉及376 条代谢通路，其中有115 个Unigene与灰

树花多糖合成有关，这些数据为研究灰树花多糖合成途

径提供了依据。

袁卫东等 [28]2015年采用高通量测序技术对灰树花

子实体进行转录组测序，获得了63 137 个Unigene。将

Unigene与Nr数据库比对，与变色栓菌的相似序列最多；

在GO数据库中注释到3 大类35 个分支，其中最多的是生

物过程分支；有27 472 个Unigene在KEGG数据库中被注

释到239 条代谢途径。与上述研究结果相比本实验建立的

灰树花菌丝体转录组数据库，获得的Unigene相对较少，

但Unigene的GO功能分类有生物过程、细胞组成、分子

功能3 大类59 个分支，KEGG通路注释，注释到376 条代

谢通路。

本研究采用高通量测序技术对灰树花菌丝体进行转录

组测序，获得了大量灰树花菌丝体转录组信息，并进行了

生物信息学分析，为深入开展灰树花多糖合成机理、灰树

花分子标记开发等研究提供了丰富的数据资源。
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