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雪峰虫草子座不同生长发育时期的转录组研究
△

钟灿 1，2，金剑 1，刘浩 1，谢景 1，刘平安 1，张水寒 1*

1.湖南省中医药研究院 中药研究所，湖南  长沙  410013；

2.道地药材国家重点实验室，北京  100700

［摘要］  目的：挖掘调控雪峰虫草生长发育的相关通路和基因，揭示其子座生长发育的内在分子机制。方法：

采用转录组测序技术（RNA-Seq）对雪峰虫草子座菌丝体（MD1）、子座原基（PD2）和子座（SD3）生长发育 3 个

不同阶段进行测序；数据通过非冗余蛋白（NR）、Swiss-Prot、Pfam、京都基因与基因组百科全书（KEGG）、真核

生物相邻类的聚簇（KOG）、基因本体（GO）数据库进行功能注释。利用 EdgeR 软件进行差异表达基因分析，挖掘

调控雪峰虫草子座生长发育的相关通路和基因。结果：测序结果显示，MD1、PD2、SD3 分别获得了 8. 15、7. 51、
6. 87 GB 分析数据，拼接分析数据共获得 34 218 个转录本，平均长度为 5502 bp，组装及去冗余后获得 10 511 条

unigenes，平均长度为 2470 bp。KOG 功能注释和 GO 富集分析显示，细胞和细胞组分、新陈代谢过程、信号转导及

碳代谢是雪峰虫草子座发育过程中的关键基因类别。对子座不同生长发育时期的基因进行差异表达分析发现，PD2
和 SD3 相比差异表达基因最多，其中上调基因 1073 个，下调基因 1036 个，MD1 和 SD3 相比差异表达基因最少，

上调基因 533 个，下调基因 578 个。差异表达基因的 KEGG 通路富集结果显示，细胞外信号调节激酶（MAPK）信

号通路是参与调节雪峰虫草子座生长发育的关键信号通路。结论：Ste2 和 Gpd1 及其所在途径可能分别调控雪峰虫

草子座原基的形成和子座的生长。
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[Abstract]  Objective: To study the molecular mechanism of the growth and development of Ophiocordyceps 

xuefengensis stromata. Methods: RNA-Seq was employed to determine the sequences and to mine the differentially 

expressed genes (DEGs) of the mycelium (MD1), primordium (PD2), and stroma (SD3) samples of O. xuefengensis. The 

obtained data were used for annotation against the Non-Redundant Proteins (NR), Swiss-Prot, Pfam, Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes (KEGG), clusters of EuKaryotic Orthologous Groups (KOG), and Gene Ontology (GO) databases. The 

differential expressed genes were analyzed by EdgeR software, and the related pathways and genes regulating the growth and 

development of O. xuefengensis stromata were excavated. Results: From MD1, PD2, and SD3 samples respectively, 8.15, 

7.51, and 6.87 GB clean reads were obtained. A total of 34 218 transcripts with an average length of 5502 bp were acquired. 

After assembly and redundancy removal, 10 511 unigenes were obtained with an average length of 2470 bp. The KOG 

annotation and GO enrichment analysis showed that the key genes in the development of O. xuefengensis were involved in 

cells and cellular parts, metabolic processes, signal transduction, and carbon metabolism. There were 1073 significantly up-

regulated genes and 1036 significantly down-regulated genes in SD3 as compared with PD2, as well as 533 significantly up-

regulated genes and 578 significantly down-regulated genes in SD3 as compared with MD1. The KEGG pathway enrichment 

· 基础研究 ·

△ ［基金项目］   国家自然科学基金项目（81673585）；湖南省自然科学基金项目（2020JJ5330）；2017年中医药公共卫生服务
补助专项（财社〔2017〕 66号）；中央本级重大增减支项目（2060302）；湖南省高层次卫生人才“225”工程
培养项目（湘卫函〔2019〕 196号）；湖南省科技重大专项（2014FJ1007）

 * ［通信作者］   张水寒，研究员，博士生导师，研究方向：药用植物资源综合开发利用；E-mail：zhangshuihan0220@126.com

··523



Mar. 2023 Vol. 25 No. 32023 年 3 月 第 25 卷 第 3 期 中国现代中药 Mod Chin Med
showed that the DEGs were mainly involved in the MAPK signaling pathway in the growth and development of O. 

xuefengensis stromata. Conclusion: Ste2 and Gpd1 respectively regulate the formation of the primordium and stroma of O. 

xuefengensis.

[Keywords]  Ophiocordyceps xuefengensis T. C. Wen, R. C. Zhu, J. C. Kang & K. D. Hyde; artificial cultivation; 

filamentous fungus

虫草是我国具有特殊意义的重要药用真菌，由

于野生资源的匮乏，其人工培育备受学者关注。虫

草的人工培育包括虫菌复合体、子座和发酵液等不

同方式，虫草人工培养对虫草类真菌的科学研究和

综合开发利用具有双重意义。

雪 峰 虫 草 Ophiocordyceps xuefengensis T. C.

Wen, R. C. Zhu, J. C. Kang & K. D. Hyde[1]是 2012 年

全国第四次中药资源普查中在湖南省雪峰山区发现

的一种民间称为“仙草”的虫草类药用资源，其与

冬虫夏草亲缘关系近，在洞口县民间替代冬虫夏草

用于治疗癌症、咳嗽及提高免疫力等[2]。雪峰虫草是

与冬虫夏草同科属的虫草真菌，本课题组基于线粒

体基因组研究发现两者亲缘关系在同科属真菌中最

近。基于雪峰虫草生物学特性的认识及虫草人工培

育文献的广泛调研，已开展了雪峰虫草复合体、子

座和发酵菌丝体的人工培育研究[3]。诸多学者开展了

虫草子座人工培养的探索[4-6]。基于雪峰虫草复合体

人工培育的条件，本课题组对雪峰虫草人工子座培

养基进行优化，成功培养了雪峰虫草子座[7]，然而雪

峰虫草子座生长发育的调控机制尚未见报道。

本研究采用 Illumina 高通量测序技术，对人工

培育的雪峰虫草子座的 3 个关键阶段（菌丝体、子

座原基和子座）进行转录组测序，比较分析其子座

形成不同阶段的基因表达差异，研究与雪峰虫草子

座生长发育相关的功能基因和代谢机制，以期挖掘

雪峰虫草生长发育的调控通路、丰富虫草类真菌的

发育机制，为虫草类真菌生产应用提供参考。

1　材料

1. 1　菌株

雪 峰 虫 草 Ophiocordyceps xuefengensis T. C.

Wen, R. C. Zhu, J. C. Kang & K. D. Hyde 菌种由本课

题分离纯化保存，由湖南省中医药研究院中药研究

所刘浩副研究员鉴定。

1. 2　试药

真菌培养基 1 L （含蛋白胨 5 g、酵母粉 4 g、葡

萄糖 30 g、磷酸二氢钾 1 g、七水硫酸镁 0. 5 g），用

于菌丝体发酵；固体培养基除以上试剂外，每升培

养基加琼脂 20 g，用于雪峰虫草菌丝体活化；子座

培养基（每瓶含米饭 15 g、蚕蛹粉 2 g、真菌液体培

养基60 mL）。

TRIzol、RNA 提取试剂盒、反转录试剂盒和

DNA Marker 均来自北京擎科生物技术有限公司；

TBE 缓冲液 [粉剂，1×，即用型琼脂糖片剂，生工

生物工程（上海）股份有限公司]；QuantiFluor dsDNA 

System（普洛麦格公司）。

1. 3　仪器

2100 Bioanalyser型生物分析仪（安捷伦公司）；

ND-2000 型超微量分光光度计 （NanoDrop 公司）；

LDZX-75KBS 型立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医

疗器械厂）；SW-CJ-2FD型洁净工作台（苏净集团安

泰空气技术有限公司）；ZQPL-200 型立式全温振荡

培养箱（天津莱玻特瑞仪器设备有限公司）；RXZ-

280C-LED型智能人工气候箱（宁波江南仪器厂）。

2　方法

2. 1　培育条件

雪峰虫草菌丝体和子座的人工培育条件参照

文献[8]。

2. 2　RNA提取和检测

采集平板上的雪峰虫草菌丝体 （MD1，图 1A）

及米饭培养基上的子座原基 （PD2，图 1B）、子座

（SD3，图 1C） 3个不同阶段的雪峰虫草样品，采用

TRIzol法提取组织中的总RNA，然后分别采用 2100 

Bioanalyser 型生物分析仪、ND-2000 型超微量分光

光度计检测RNA样品的质量，以保证使用合格的样

品进行转录组测序。

2. 3　测序

样品总RNA经检测合格后送至上海美吉生物医

药 科 技 有 限 公 司 进 行 cDNA 文 库 构 建 ， 通 过

QuantiFluor dsDNA System 定量，按数据比例混合
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上机；采用新一代的自动化测序流程进行桥式扩增，

生成 clusters；在 Illumina 平台上机测序。所有数据

均上传至美国国家生物技术信息中心（NCBI）序列

读取存档数据库中（登录号分别为 SAMN20892925、
SAMN20892926、 SAMN20892927、 SAMN20893057、
SAMN20893058、SAMN20893059、SAMN20940921、
SAMN20940922、SAMN20940923）。

2. 4　数据拼接组装

将原始测序数据（raw data）进行过滤筛选，得

到分析数据（clean reads）。参照文献[9]方法，将所

得 clean reads 通过 Trinity 软件 （http://trinityrnaseq.

sf. net）进行从头拼接组装（de novo assembly），获

得最终转录本序列，通过聚类去冗余后获得unigenes

序列，再与公共数据库进行比对，对 unigenes 进行

基因注释和功能分析。

2. 5　Unigene基因注释和功能分析

通过 BlastX 进行同源性比较 （算法：E-value<

1×10–5）， 将 拼 接 得 到 的 非 冗 余 unigenes 通 过

Blast2GO 6. 0 软件完成基因本体（GO）分析[10]，在

NCBI 非冗余蛋白数据库 （NR， http://www. ncbi.

nlm. nih. gov）、 Swiss-Prot （http://www. expasy. ch/

sprot）、 蛋 白 家 族 数 据 库 （Pfam， https://pfam.

sanger. ac. uk/）、真核生物相邻类的聚簇 （KOG，

http://www. ncbi. nlm. nih. gov/COG） 数据库中进行

功 能 分 析 ， 通 过 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

（KEGG， http://www. genome. jp/kegg） orthology

（KO）获得相关代谢通路[11]。

2. 6　差异表达基因（DEGs）分析

以 FPKM （fragments per kilobase per million）

值的大小衡量不同样品基因表达水平的高低[12]，并

由此得出标准化的 log2fold-change （log2FC），利用

EdgeR 差异分析软件计算 log2FC 及其统计检验的 P

值[13]。当 1 个基因同时满足 |log2FC|>1 且 P<0. 05 时，

则视该基因为 DEGs。最后对 DEGs 进行 GO 功能富

集分析和KEGG代谢通路富集分析[14]。

3　结果与分析

3. 1　转录组数据质量分析

以MD1、PD2和 SD3为样本进行RNA-Seq测序

后获得原始数据，去除带接头 reads 和低质量的

reads，综合 3 次测序结果的平均值，分别获得了

8. 15、7. 51、6. 87 GB 分析数据，不同样本的 Q20
（测序准确率在 99%以上的碱基占总碱基的百分比）

为 97. 39%~97. 72%，Q30（测序准确率在 99. 9% 以

上的碱基占总碱基的百分比） 为94. 03%~94. 40%，

G+C占比为60. 76%~61. 69%，碱基错误率<0. 025 6%

（表1）。拼接分析数据共获得 34 218个 transcripts，平

均长度为5502 bp，N50和E90分别是6462、6682 bp；

获得 10 511 个 unigenes，平均长度为2470 bp，N50和
E90分别为5986、7230 bp，transcript和 unigenes 长度

分布见图 2A，说明该测序结果可靠性较高。同时对

样本进行主成分分析 （PCA，图 2B），发现同一阶

段的不同样本聚类在一起，说明样本一致性较好，

可用于下一步分析研究。

注：A. 菌丝体；B. 子座原基；C. 子座。

图1　不同生长发育阶段的雪峰虫草

表1　雪峰虫草转录组测序数据质量统计

样品

MD1-1
MD1-2
MD1-3
PD2-1
PD2-2
PD2-3
SD3-1
SD3-2
SD3-3

原始数据/条

68 980 144
59 129 504
55 137 888
56 738 528
52 337 484
56 587 456
51 263 070
51 212 620
48 582 066

纯净数据/条

67 685 094
57 778 998
53 932 704
55 880 470
51 469 608
55 684 678
50 402 656
50 363 272
47 713 866

分析数据/GB

9.23
7.87
7.35
7.67
7.15
7.71
6.98
6.98
6.63

错误率/%

0.025 3
0.025 3
0.025 6
0.025 2
0.025 1
0.025 1
0.025 1
0.025 2
0.025 4

Q20/%

97.56
97.50
97.39
97.64
97.70
97.72
97.69
97.66
97.58

Q30/%

94.21
94.25
94.03
94.32
94.36
94.40
94.33
94.31
94.10

G+C占比/%

60.76
60.91
61.36
61.59
61.69
61.76
61.34
61.53
61.20
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3. 2　转录组unigenes注释结果及富集分析

将 10 511条 unigenes在 6大数据库中进行基因功

能注释，unigenes 全部被注释成功。其中，KOG 数

据库中注释的unigenes个数最多，为7039个；KEGG

中注释的unigenes个数最少，为3922个（表2）。

在 GO 数据库中注释成功的 5416 条 unigenes 按

照生物过程 （BP）、细胞组分 （CC） 和分子功能

（MF） 进行分类，unigenes 主要参与细胞过程、代

谢过程和生物调节历程，分布在细胞膜系统、细胞

器和大分子复合物，发挥催化活性和结合等功能

（图3A）。

将KO数据库注释成功的3922个unigenes根据参

与的KEGG代谢通路分为6个大类，在代谢的二级分类

中，主要分布在碳代谢、氨基酸代谢、能量代谢、脂代

谢。除此之外，还有辅因子和维生素代谢、异种生物降

解和代谢、核苷酸代谢、多糖生物合成代谢、萜类化合

物和多酮类化合物代谢等代谢途径，以及环境适应、细

胞生长和死亡、运输和分解代谢（图3B）。

3. 3　不同时期雪峰虫草的基因差异

将 3 个不同时期的雪峰虫草样本的基因相互之

间进行比较，以获得不同生长发育阶段的共有和特

有 DEGs。从韦恩图 （图 4A） 可以看出，MD1 与

SD3 相比差异最小，而 3 个不同生长阶段的雪峰虫

草样本间的共有DEGs为 139个。由图 4B可以看出，

PD2和SD3相比DEGs最多，其中上调基因 1073个，

下调基因 1036个；MD1和 SD3相比 DEGs最少，上

调基因 533 个，下调基因 578 个；MD1 和 PD2 相比

上调基因850个，下调基因929个。

3. 4　与雪峰虫草子座生长发育相关DEGs分析

将DEGs按 log2FC排序，将 log2FC>3. 0的基因序

列提取后分别进行 GO 和 KEGG 功能注释分析 （图

5），对不同生长阶段两两比对，log2FC>3. 0的DEGs

中，PD2 vs SD3最多（147个），其次是MD1 vs PD2
（86个），MD1 vs SD3最少（43个）。对差异显著的

基因进行GO功能注释分析发现，MF的基因数目最

多，PD2 vs SD3 为 90 个，MD1 vs PD2 为 69 个，

MD1 vs SD3为 26个；其次是CC，PD2 vs SD3为 60
个，MD1 vs PD2为 62个，MD1 vs SD3为 17个；BP

最少，PD2 vs SD3 为 44 个，MD1 vs PD2 为 37 个，

MD1 vs SD3为 12个。DEGs GO功能注释分析显示，

雪峰虫草子座生长不同阶段生物代谢存在差异。同时

也显示，MF中的催化活性（catalytic activity）和结

合 （binding）、CC 中的细胞膜 （membrane part） 和

细胞 （cell），以及 BP 中的代谢过程 （metabolic 

process）和细胞过程（cellular process）对雪峰虫草

子座的生长发育起着重要作用。

DEGs的KEGG通路富集发现，在雪峰虫草子座

生长发育不同阶段均伴随着氨基酸代谢 （赖氨酸、

甘氨酸、丝氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸）和碳水化合

物代谢，在菌丝发育成子座原基的过程中同时有聚

糖生物合成和代谢（鞘糖脂生物合成）、脂肪酸代谢

注：A. 转录本长度注释；B. 样品PCA。

图2　雪峰虫草转录本长度注释和样品PCA

表2　雪峰虫草转录组unigenes注释成功率统计

数据库

GO

KEGG

KOG

NR

Swiss-Prot

Pfam

基因数/个

5416
3922
7039
6508
5821
5625

占比/%

51.53
37.31
66.97
61.92
55.38
53.52
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注：A. GO分析；B. KEGG分析；图5同。

图3　雪峰虫草转录组unigenes的GO和KEGG注释分类

注：A. 韦恩图；B. 差异基因数量统计堆积图。

图4　不同雪峰虫草样品转录组差异表达基因韦恩图及差异基因数量统计堆积图
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（不饱和脂肪酸的生物合成、甘油磷脂代谢）等初级

代谢过程，以及次级代谢产物吲哚二萜生物碱生物

的合成。同时发现真菌丝裂原活蛋白激酶（mitogen-

activated protein kinase，MAPK）信号通路在子座原

基和子座生长阶段均显著高表达，这说明 MAPK信

号通路中的基因对雪峰虫草子座的生长发育起着关

键调控作用。

3. 5　MAPK信号途径调控雪峰虫草子座生长相关基

因挖掘

将雪峰虫草样本两两相比较，共计获得了 43个

基因或者蛋白（图 6，绿色背景所示），提取 MAPK

途径中的具有显著差异表达的 21个基因进行表达模

式聚类分析发现，MD1和 SD3中基因表达量变化趋

势更接近（图 7）。同时在 3 组样品中存在显著差异

表达的基因为 0，同时在 2组样品中存在显著差异表

达的基因有12个。MD1 vs SD3中具有显著差异的仅

有 3个基因，分别是 ste12下调，ptp2,3和 pbs2上调，

MD1 vs PD2中具有显著差异的基因有15个，上调的

基因 13个，下调基因 3个，PD2 vs SD3中具有显著

差异基因为 15个，上调基因仅有 2个，下调基因为

12 个。且在 MD1 vs PD2 和 PD2 vs SD3 中均存在显

著差异表达的 9个基因中，仅有 pkc1在MD1 vs PD2
显著下调（图 7，绿色字体），在 PD2 vs SD3中显著

上调。仅在 MD1 vs PD2中存在显著差异的基因为 4
个（图 7，蓝色字体），除了 fus3下调其他基因均上

调，仅在 PD2 vs SD3 中存在显著差异的基因为 5 个

（图 7，红色字体），除了 gpd1和 rho1上调外其他基

因均下调。

图5　雪峰虫草转录组 log2FC>3.0的差异基因序列GO和KEGG功能富集

··528



Mar. 2023 Vol. 25 No. 32023 年 3 月 第 25 卷 第 3 期 中国现代中药 Mod Chin Med

4　讨论

虫草培育关键技术难题在于提高子座的分化率、

产量和主要活性物质的含量。子座生长发育过程包

括菌丝体的培育，菌丝体在适宜的营养和环境条件

下形成子座原基，进而发育成可食用和药用的子座。

虫草子座的生长发育和活性物质积累内外因子的双

重调节，外界环境条件如营养、温度、酸碱度、光

照等[15-16]，内部因素如菌种的质量[17]、内在基因[18-19]

的调控作用等。本研究在前期子座成功培育的基础

上，基于转录组技术深入挖掘雪峰虫草子座生长发

育的内在机制，结果发现雪峰虫草子座生长发育与

其他大型真菌发育过程一样涉及氨基酸、碳水化合

物和脂肪酸等初级代谢过程，这些可能为子座的生

长发育提供能量，同时也存在细胞分化及信号转导

等生命活动[20]。然而由于雪峰虫草没有参考基因组，

图6　雪峰虫草MAPK信号途径及相关基因表达差异
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基因功能分析的过程中发现诸多基因为假定蛋白或

者未命名的蛋白，且部分蛋白在雪峰虫草子座生长

发育不同阶段高表达，对这些基因进行深入挖掘，

扩展丝状真菌子座生长发育调控机制，为丝状真菌

的菌种复壮和种质创新提供新思路。由此可见，雪

峰虫草菌种还有大量基因有待深入挖掘。

通过 KEGG 对差异显著的基因进行功能富集发

现 MAPK通路被富集。MAPK信号通路是细胞内一

种重要的信号转导系统，调节细胞的生长、分化及

对环境的应激等多种重要的细胞生理过程[21]，对真

菌有性生殖、细胞壁完整性、菌丝侵染、附着胞形

成、致病力和胁迫响应等方面起到非常重要的调控

作用[22]，在酿酒酵母 Saccharomyces cerevisiae[23]、玉

米 瘤 黑 粉 Ustilago maydis[24-25]、 黄 曲 霉 Aspergillus 

flavus[26]、灰葡萄孢Botrytis cinerea[27]等真菌物种对其

调控生长发育展开了深入的研究。有报道从不同物

种挖掘出其子座生长发育不同的关键基因，如 spm

基因突变会抑制黄曲霉的生长[28]，而 fus3和 Ste11基

因突变会影响黄曲霉菌核的形成[29]；Cdc42可能参与

调控棒瑚菌菌丝的极性生长和细胞周期[20]；在灰葡

萄孢中 bmp1基因正调控其生长、分生孢子形成、致

病力和穿透能力，bmp3 基因正调控其分生孢子形

成、致病力、穿透能力及对氧化胁迫的响应[30]。由

此可见，不同真菌中 MAPK途径调控其生长发育的

关键基因不同，也有可能存在协同作用。

目前，关于 MAPK途径调控虫草生长发育的研

究报道较少，Zheng等[31]通过分析蛹虫草基因组发现

其子实体发育主要受 MAPK信号途径调控。在雪峰

虫草子座不同生长阶段的样品中，MAPK 途径中的

多个基因被富集，且存在显著差异。转录组分析结

果显示子座不同生长发育阶段上调基因集中在子座

原基阶段，下调基因集中在子座阶段，其中 2 个基

因分别在子座原基和子座阶段显著上调，表达量在

MAPK 所有基因中最高，Ste2 基因在子座原基阶段

显著上调，但在子座阶段又出现下调现象，Gpd1基

因在子座原基阶段与菌丝体阶段表达无差异，在子

座阶段出现显著上调。这预示着 Ste2可能调控雪峰

虫草菌丝体形成子座原基，而Gpd1基因可能是雪峰

虫草子座原基发育成子座的关键调控基因。虽然尚

未见直接报道这 2 个基因是真菌生长发育调控的关

键基因，但有研究认为 Ste7、Ste11、Ste50 和 Ste12

调控灰葡萄孢致病力、分生孢子的萌发、营养生长

和菌核的形成[32-33]。

因此，雪峰虫草可能通过 Ste2 基因所在的途径

调控子座原基的形成，通过 Ypd1基因所在途径调控

子座生长和成熟。而关于雪峰虫草子座生长发育的

关键基因有待深入研究。以上结果显示，MAPK 信

号通路在雪峰虫草子座生长发育过程中有重要

作用。

本研究采集雪峰虫草子座生长发育不同阶段的

样品，结合不同阶段差异表达基因，基于功能基因

GO功能和KEGG功能富集挖掘参与调控雪峰虫草子

座生长发育的潜在分子机制，丰富了虫草类真菌的

发育机制，为虫草类真菌生产应用提供参考。
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