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摘  要：【背景】灵芝被纳入我国“药食同源”试点名单，腺苷作为其主要活性物质之一，在免疫调

节、抗炎、抗癌等方面发挥着重要作用。【目的】调控腺苷生物合成关键酶基因的表达来提高灵芝

腺苷产量。【方法】将不同培养时间阶段腺苷合成酶基因(包括 5-氨基咪唑-4-甲酰胺核糖核苷酸甲

酰转移酶 GlATIC、嘌呤核苷磷酸化酶 GlPNP、腺苷激酶 GlADK)的表达量与腺苷含量相关联，筛

选出与灵芝腺苷含量呈正相关的关键酶基因。克隆关键酶基因并在灵芝中过表达，探究关键酶基

因过表达对灵芝腺苷积累的影响。【结果】GlPNP 的表达与灵芝腺苷含量呈正相关。GlPNP 的 cDNA
全长为 969 bp，预测 GlPNP 蛋白的相对分子量为 34.6 kDa，呈三聚体的四元结构。研究结果表明，

过表达菌株中 GlPNP 的表达量在第 4 天比野生型菌株(WT)上调了 2.9−3.9 倍，与含空载体的菌株

(CK)相比，腺苷含量分别提高了 78%和 63%。【结论】过表达嘌呤核苷磷酸化酶是提高灵芝腺苷产

量的一种有效手段。 
关键词：灵芝；腺苷；嘌呤核苷磷酸化酶；过表达  
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Abstract: [Background] Ganoderma lucidum is a precious Chinese medicinal herb with both 
medicinal and edible values. Adenosine, one of the active components, endows the herb with 
immunomodulatory, anti-inflammatory, and anti-tumor activities. [Objective] To regulate the 
expression of key genes involved in adenosine biosynthesis to increase the adenosine 
production of G. lucidum. [Methods] We studied the correlations of the expression of 
adenosine synthase genes (GlATIC, GlPNP, and GlADK) with the adenosine content. The key 
enzyme genes that were positively correlated with the adenosine content of G. lucidum were 
screened out. The key enzyme genes in G. lucidum were cloned and overexpressed to 
investigate the effect of key enzyme gene overexpression on adenosine accumulation. 
[Results] The expression of GlPNP was positively correlated with adenosine content. The key 
gene GlPNP was cloned and overexpressed in G. lucidum. The cDNA of GlPNP was 969 bp in 
length. GlPNP displayed a trimeric quaternary structure, with a predicted molecular weight of 
34.6 kDa. The expression levels of GlPNP in the transformants were 2.9–3.9 folds higher than 
that of the wild type on day 4. The adenosine content in the transformants increased by 78% 
and 63%, respectively, compared with that in the strain transformed with the blank vector. 
[Conclusion] Overexpression of GlPNP is an effective strategy to increase the production of 
adenosine.  
Keywords: Ganoderma lucidum; adenosine; purine nucleoside phosphorylase; overexpression 

灵芝 [Ganoderma lucidum (Leyss. ex Fr.) 
Karst.]是担子菌纲多孔科灵芝属真菌，被纳入我

国药食同源试点名单，几千年来在中国被用于治

疗和预防多种疾病，具有抗肿瘤、保肝和抗衰老

等作用[1]。灵芝含有多种活性物质，其中灵芝酸

和灵芝多糖被认为是主要活性成分[2]。此外，灵

芝腺苷及其衍生物也是灵芝中重要的活性成分[3]。

腺苷作为一种普遍存在的细胞外信号分子，通过

激活腺苷受体在调节冠状动脉微循环中起到重

要作用，并在免疫调节、抗炎和抗癌等方面也发

挥着积极作用[4]。最新的研究表明，高腺苷灵芝

提取物具有降脂和抗动脉粥样硬化作用[5]。 
目前，灵芝腺苷主要来源于灵芝的子实体和

菌丝体[6]，产量低下严重限制了其广泛应用[7-8]。

深层发酵培养质量稳定、成本效益高，被看作是 
一种比子实体培养更具有前景的腺苷生产替代
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方案[9-11]。然而，随着真菌遗传转化技术的发展，

传统的发酵优化方法已难以满足腺苷产量的需

求。利用分子生物学技术和基因工程技术来调控

腺苷生物合成关键酶基因的表达是提高灵芝腺

苷产量的有效手段。 
腺苷代谢调节机制复杂，主要通过嘌呤核苷

酸的从头合成和补救合成途径进行生物合成(图
1)[12]。嘌呤核苷酸的从头合成途径，以焦磷酸核

糖(phosphoribosyl pyrophosphate, PRPP)为起始

原料经过多步反应合成核苷[13]。在这些酶促反

应中，限速酶 5-氨基咪唑-4-甲酰胺核糖核苷酸

甲酰转移酶(ATIC, EC:2.1.2.3)催化 5-氨基咪  
唑-4-甲酰胺核糖核苷酸(又名 Z-核苷酸单磷酸

酯，ZMP)转化为 5-甲酰胺-4-咪唑甲酰胺核糖核

苷酸(FAICAR)，进而转化为 5′-单磷酸肌苷(IMP)、
5′-单磷酸腺苷(AMP)，然后去磷酸化生成腺苷[14] 

(图 1)。此外，腺苷还可以通过补救途径合成，以

体内已有的游离嘌呤碱基或核苷为底物合成核苷 
 

 
 

图 1  腺苷的生物合成途径   PRPP：焦磷酸核糖；PRA：5-磷酸核糖胺；GAR：甘氨酰胺核苷酸；FGAR：

甲酰甘氨酰胺核苷酸；FGAM：甲酰谷氨酸核苷酸；AIR：氨基咪唑核糖核苷酸；CAIR：4-羧基-5-氨基

咪唑核糖核苷酸；SAICAR：4-(N-琥珀酰氨基)-5-氨基咪唑核糖核苷酸；AICAR：氨基咪唑-4-甲酰胺核

糖核苷酸；ATIC：5-氨基咪唑-4-甲酰胺核糖核苷酸甲酰转移酶；FAICAR：甲酰氨基咪唑-4-甲酰胺核糖

核苷酸；IMP：5′-单磷酸肌苷；AMP：5′-单磷酸腺苷；ADK：腺苷激酶；PNP：嘌呤核苷磷酸化酶；XMP：
5′-单磷酸黄苷；GMP：5′-单磷酸鸟苷 
Figure 1  The biosynthetic pathways of adenosine. PRPP: Phosphoribosyl pyrophosphate; PRA: 
5-phosphoribosylamine; GAR: Glycinamide ribonucleotide; FGAR: Formylglycinamide ribonucleotide; FGAM: 
Formylglicinamidine ribonucleotide; AIR: Aminoimidazole ribonucleotide; CAIR: 4-carboxy-5- 
aminoimidazole ribonucleotide; SAICAR: 4-(N-succinylcarboxamide)-5-aminoimidazole ribonucleotide; 
AICAR: Aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide; ATIC: 5-aminoimidazole-4-carboxamide 
ribonucleotide formyltransferase; FAICAR: Formylaminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide; IMP: 
Inosine 5′-monophosphate; AMP: Adenosine 5′-monophosphate; ADK: Adenosine kinase; PNP: Purine 
nucleoside phosphorylase; XMP: Xanthosine 5′-monophosphate; GMP: Guanosine 5′-monophosphate. 
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酸[15](图 1)。嘌呤核苷磷酸化酶(PNP, EC:2.4.2.1)
和腺苷激酶(ADK, EC:2.7.1.20)催化最后一步反

应生成腺苷[16]。PNP 催化核苷和脱氧核苷的可

逆性磷酸化生成腺苷或腺嘌呤[17]。ADK 是腺苷

的关键调节因子，催化腺苷到 AMP 的可逆代谢[18] 

(图 1)。目前，哺乳动物和植物中腺苷的生物合

成途径和关键基因已被报道[19-22]，但真菌腺苷的

生物合成途径并不清晰。 
本研究通过灵芝不同培养时间腺苷合成酶

基因(GlATIC、GlPNP 和 GlADK)的表达量与菌

丝体中腺苷含量的关联分析，获得灵芝腺苷生

物合成的关键基因 GlPNP，克隆与过表达关键

基因 GlPNP，检测灵芝生长特性和腺苷的合成

量，从而研究 GlPNP 基因过表达对腺苷合成的

影响，以期有助于阐明真菌中腺苷合成的生物

途径。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌种和质粒 

湘赤芝 1 号灵芝菌株由湖南农业大学国家

中医药管理局亚健康干预技术实验室保存，大肠

杆菌(Escherichia coli) HST08 购自大连 TaKaRa
公司，质粒 pCAMBIA1302 由湖南农业大学园艺

学院国家柑橘改良中心长沙分中心馈赠。 
1.1.2  培养基 

马铃薯葡萄糖肉汤 (potato dextrose broth, 
PDB)培养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0；
马铃薯葡萄糖琼脂(potato dextrose agar, PDA)培
养基(g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼脂 20.0；
LB 培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，酵母提取物 5.0，
NaCl 10.0；LB 固体培养基(g/L)：胰蛋白胨 10.0，
酵母提取物 5.0，NaCl 10.0，琼脂 20.0；MYG
培养基(g/L)：麦芽糖 10.0，葡萄糖 4.0，酵母粉

4.0，琼脂 18.0。 

1.1.3  主要试剂和仪器 
限制性内切酶 Noc Ⅰ，Thermo Fisher 科技公

司 ； PrimeSTAR® Max DNA Polymerase 、

PrimeScriptTM RT reagent Kit with gDNA Eraser
试剂盒、TB Green® Premix Ex Taq™试剂盒、

In-Fusion 克隆试剂盒、E. coli HST08 Premium 
Competent Cells，宝日医生物技术有限公司；

SteadyPure 植物 RNA 提取试剂盒，湖南艾科瑞

生物工程有限公司；EasyPure® Plasmid MiniPrep 
Kit 和 EasyPure® PCR Purification Kit，北京全式

金生物技术有限公司；溶壁酶，广东省微生物研

究所；崩溃酶，Sigma 公司；金牌 Mix ver.2，北

京擎科生物有限公司；潮霉素 B，Roche 公司；

腺苷标准品，上海源叶生物科技有限公司。 
凝胶成像系统，BioRad 公司；电泳仪，北

京六一生物科技有限公司；荧光定量基因扩增

仪，Roche 公司；高效液相色谱仪，安捷伦科技

有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  腺苷含量与酶基因表达水平的关联分析 

湘赤芝 1号菌种活化后接种于 PDB培养基，

28 ℃、160 r/min 振荡培养 4−12 d，收集 4、6、
8、10 和 12 d 的菌丝体用来检测腺苷含量和基因

表达量。将菌丝体置于 60 ℃烘箱中烘至恒重，

研磨成粉末状。称取 0.01 g 样品加入 1 mL 10%
甲醇溶解，经 200 W 超声仪持续超声提取     
60 min。4 ℃、3 000 r/min 离心 6 min，取上清

液，利用 HPLC 检测腺苷含量。HPLC 条件：色

谱柱为 Agilent Microsorb C18 色谱柱(150 mm× 
4.6 mm, 5 μm)；流动相为 20 mmol/L 乙酸钾+   
0.52 mmol/L正戊烷磺酸钠(pH 4.0) (A)-甲醇(B)，
梯度洗脱 (0−15 min, 5%−7% B; 15−17 min, 
7%−5% B; 17−22 min, 5% B)，流速 1.0 mL/min，
柱温 35 ℃，检测波长 254 nm，进样量 20 μL。 

收集 4、8 和 12 d 的菌丝体，经液氮研磨成



 
朱亚婷等: 过表达腺苷生物合成正相关基因 GlPNP 提高灵芝腺苷的含量 4405 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

粉末状，使用植物 RNA 提取试剂盒提取总 RNA，

经 1%琼脂糖凝胶电泳检测后反转录成 cDNA，根

据本课题组湘赤芝 1 号中 GlATIC、GlPNP 和

GlADK 的基因序列[23]设计荧光定量 PCR 引物

(表 1)。利用 RT-qPCR 检测不同时间阶段的酶基

因表达量，RT-qPCR 反应体系(20 μL)：TB Green 
Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus) (2×) 10 μL，

上、下游引物(10 μmol/L)各 0.8 μL，cDNA 模板 
(100 ng/μL) 2 μL，灭菌水 6.4 μL。RT-qPCR 反应

条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，40 个循环。 
基于 SPSS 25.0，采用双因素相关分析方法

分析腺苷含量与腺苷合成酶基因表达之间的

Pearson 相关系数。利用 TBtools 进行层次聚类

分析，绘制热图。 
1.2.2  GlPNP 基因过表达载体的构建及 GlPNP
蛋白结构的预测 

以灵芝 cDNA 为模板，使用引物 GlPNP-F 
(5′-GGACTCTTGACCATGATGGCACTCCTCG
ACATCGACC-3′)和 GlPNP-R (5′-GTCAGATCT 
ACCATGTTAGGCGGCGCTGGCCGG-3′) 通 过

PCR 扩增得到 GlPNP 目的片段，用于构建过表

达载体。PCR 反应体系(50 μL)：PrimeSTAR Max 
Premix (2×) 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
1 μL，模板 DNA (200 ng/μL) 1 μL，灭菌水 22 μL。

PCR 反应条件：98 ℃ 10 s，55 ℃ 5 s，72 ℃ 20 s， 
 

表 1  荧光定量引物序列 
Table 1  Primers for quantitative real-time PCR 
Primer 
name 

Primer sequence (5′→3′) Size 
(bp) 

GlPNP-qF AGGTCCTCGTGCTCAGTCTG 20 
GlPNP-qR ACTTCCTCCTTGATGCTCCTGTA 23 
GlADK-qF AGTCCAACGACGCCATCCT 19 
GlADK-qR CCACCAGCGACATATACGATCTT 23 
GlATIC-qF ATTCACGGACACAATCGCCAAG 22 
GlATIC-qR AGGAACTCTGCGTAGTCGGATG 22 
GAPDH-F CGCTCAACAAGAACTTCGTCAA 22 
GAPDH-R CGTAGACAAGGAGGTCACAGA 21 

35 个循环。以 pCAMBIA1302 为基础表达载体，

选择其酶切位点 Nco I 进行单酶切。采用 In-Fusion
克隆将扩增产物与质粒 pCAMBIA1302 进行连

接，得到重组质粒 p-GlPNP (图 2)。该重组载体

含有卡那霉素抗性基因，可作为 E. coli HST08
菌株的选择标记。将重组载体转化到 E. coli 
HST08 感受态细胞中，在含有 50 μg/mL 卡那霉素

的 LB 平板上进行筛选。使用引物 GlPNP-F (5′-GG 
ACTCTTGACCATGATGGCACTCCTCGACATC
GACC-3′)和 GlPNP-R (5′-GTCAGATCTACCAT 
GTTAGGCGGCGCTGGCCGG-3′)通过菌落 PCR
检测 CaMV 35S 启动子和 GlPNP 基因的融合片

段来筛选阳性转化子，菌落 PCR 反应体系    
(25 μL)：1.1×金牌 Mix Ver.2a 22 μL，上、下游

引物(10 μmol/L)各 1 μL，菌液 1 μL。菌落 PCR
反应条件：98 ℃ 2 min；98 ℃ 2 s，56 ℃ 15 s，
72 ℃ 50 s，30 个循环；72 ℃ 5 min。提取阳性

转化子的质粒 DNA，通过测序进一步确认目的

基因是否与线性化载体成功连接。 
使 用 在 线 网 站 SWISS-MODEL (https:// 

swissmodel. expasy.org/interactive)模拟 GlPNP 蛋

白的三级结构。使用在线网站 ExPASy-ProtParam 
(https://web.expasy.org/protparam/)预测 GlPNP 的

相对分子量和等电点。 
1.2.3  过表达菌株的构建 

取灵芝菌块接种于 PDB 培养基中活化，

28 ℃、160 r/min 培养 7 d 作为种子液。将种子液按

15% (体积分数)的接种量接种至 100 mL PDB 培养

基中，28 ℃、100 r/min 培养 1 d。将菌龄为 1 d 的

灵芝菌丝培养液过滤菌丝，并用 0.6 mol/L 甘露醇

冲洗至团状，每 1 g 菌丝体加入 1.5 mL 混合酶

液(1 mL 溶壁酶+0.5 mL 崩溃酶)，用移液枪吹打

混匀后，30 ℃、100 r/min 酶解 4 h，制备原生质

体。参照文献[24]利用 PEG 介导的原生质体转化

将 p-GlPNP 导入灵芝原生质体中。在含有 
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图 2  重组质粒图谱 
Figure 2  Recombinant plasmid map. 
 

150 μg/mL潮霉素B的MYG平板上筛选转化子，

于 28 ℃培养 15−20 d 后，将萌发的转化菌落转

移到含有 150 µg/mL 潮霉素 B 的 PDA 平板上进

行第 2 轮筛选。利用 CTAB 法提取转化子 DNA，

使用引物 GlPNP-DF (5ʹ-TTGAGGAGACCTTGA 
ACAC-3ʹ)和 GlPNP-DR (5ʹ-GCATTGAACACCA 
TAAGAGA-3ʹ)通过 PCR 检测 pCAMBIA1302 载

体和 GlPNP 基因的融合片段，筛选过表达菌株，

PCR 反应体系和反应条件同 1.2.2 菌落 PCR。通 

过 3 次传代培养获得稳定且具有遗传潜力的转

化菌株，提取转化菌株总 RNA，反转录为 cDNA
后，RT-qPCR 分析转化菌株与 WT 菌株的基因

相对转录水平，RT-qPCR 引物序列见表 1，反应

体系和反应条件同 1.2.1。 
1.2.4  菌丝体生物量、生长速度和腺苷含量的测定 

转化菌株接种于 100 mL PDB 培养基中，

28 ℃、160 r/min 培养 4、8 和 12 d。用 200 目试验

筛过滤收集菌丝体并用蒸馏水清洗 3 次，置 60 ℃ 
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烘箱中烘至恒重，期间称量并记录其重量，重量

法测定其生物量。将直径约 0.8 cm 的菌丝块接种到

PDA 培养基上，于 28 ℃恒温培养箱中培养 4 d，测

量菌落的生长速度。将转化菌株接种于 150 mL PDB
培养基中，28 ℃、160 r/min 培养 7 d 作为母种，取

菌球接种于 100 mL 培养基中，28 ℃、160 r/min 培

养 5 d，收集菌丝体，用 10%甲醇溶解，200 W 持续

超声工作 60 min 提取腺苷，HPLC 检测腺苷含量。 
1.2.5  数据分析 

所有的试验进行 3 次重复，误差条表示    
3 次重复平均值的标准偏差。相关分析采用双因

素相关分析，比较 Pearson 相关系数。使用 SPSS 
25.0 进行统计分析，在双尾分析中，当 P<0.05
时具有显著性差异。 

2  结果与分析 
2.1  不同时间阶段腺苷含量与相关酶基因

表达水平的相关性分析 
菌丝体中腺苷含量变化如图 3A 所示，在  

第 4天最高，达到4 154 μg/g，然后下降。鉴于GlPNP、
GlADK 和 GlATIC 在腺苷生物合成途径中的关键作

用，分析了其在灵芝整个发酵过程中的表达情况。在 
 

 
 

图 3  腺苷含量与基因表达量的 Pearson 相关分析   A：不同时间阶段 WT 菌株的腺苷含量. B：WT 中

GlPNP、GlADK 和 GlATIC 基因的相对转录水平. C：腺苷含量与基因(GlPNP、GlADK、GlATIC)表达的

Pearson 相关分析. 误差条表示 3 个独立样本的标准偏差(SD). WT：野生型菌株；*表示与第 4 天相比有

显著差异，*：P<0.05；**：P<0.01；***：P<0.001 
Figure 3  Pearson correlation analysis between adenosine content and gene expression. A: The content of 
adenosine in WT at different fermentation time points. B: Relative transcriptional levels of the GlPNP, GlADK 
and GlATIC genes in WT. C: Pearson correlation analysis between adenosine content and gene expression 
(GlPNP, GlADK, GlATIC). The error bars indicate the standard deviations (SDs) of three independent samples. 
WT: Wild-type strain; * indicates significant differences vs the 4th day; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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第 4 天观察到 GlPNP 基因达到最高表达水平(图
3B)；GlADK 基因表达水平从第 4–12 天无显著

差异；GlATIC 基因表达水平从第 4–8 天呈先升

高后下降的趋势。对腺苷含量与基因表达进行

了 Pearson 相关分析(图 3C)，结果表明，GlPNP
基 因 表 达 与 腺 苷 含 量 呈 正 相 关 (r=0.848, 
P<0.01)，而 GlADK 基因表达与腺苷含量呈负

相关(r=−0.742, P<0.05)。因此对 GlPNP 基因进

行了过表达，以探讨其对腺苷积累的影响。 
2.2  GlPNP 过表达菌株的构建 

为了研究真菌中 GlPNP 基因在腺苷生物合

成中的作用，我们在灵芝中克隆(图 4A)并构建

了 GlPNP 过表达菌株。在 GlPNP 阳性转化子的

泳道中检测到一条清晰的 999 bp 的条带，与上下

游带有 15 bp 同源臂的 GlPNP 基因片段的理论大

小一致(图 4B)。序列分析表明，GlPNP 基因的全

长为 969 bp，与预测的 323 个氨基酸残基对应。

GlPNP 显示出三聚四元结构，如图 5A 所示。预

测其相对分子质量为 34.6 kDa，等电点为 5.89。 

将构建成功的重组载体转入灵芝原生质体

中，在 GlPNP 转化子(OE::GlPNP-5, OE::GlPNP-7)
和 p-GlPNP 质粒中检测到一条代表 CaMV-35S
启动子和 GlPNP 基因融合片段的 1 110 bp 的目

的条带(图 4C)，而在 WT 株中未检测到相应的

条带。RT-qPCR 结果表明，在第 4 天 GlPNP 转

化子(OE::GlPNP-5, OE::GlPNP-7)的转录水平是

WT 菌株的 2.9‒3.9 倍(图 5B)。 
2.3  GlPNP 基因过表达对灵芝生长速度、

生物量和腺苷含量的影响 
为了确定 GlPNP 基因的过表达是否有助于

灵芝中腺苷的积累，对 WT、CK 和 2 个 GlPNP
过表达菌株(OE::GlPNP-5, OE::GlPNP-7)的腺苷

含量、生长速度和生物量进行了分析。与 WT
菌株相比，CK 和 GlPNP 菌株在 PDA 平板上的

菌落生长速度显著降低(图 6A)，生物量(图 6B)
显著减少。如图 6C 所示，OE::GlPNP-5 和

OE::GlPNP-7 菌株的腺苷含量分别为 4 946 μg/g
和 4 520 μg/g，比 CK 菌株分别提高 78%和 63%。 

 

 
图 4  GlPNP 过表达菌株的构建   A：GlPNP 基因的 PCR 扩增. B：E. coli HST08 阳性转化子的 PCR 鉴

定(每个载体选择 5 个 E. coli HST08 转化子). C：转化子 gDNA 中扩增载体与 GlPNP 的融合片段. M：GL 
DNA Marker 2000 
Figure 4  Construction of GlPNP overexpression strains. A: Amplification patterns of genomic PCR obtained 
GlPNP. B: PCR identification of E. coli HST08-positive transformants (Five E. coli HST08 transformants were 
selected for each vector). C: Amplification patterns obtained with primers for the fusion vector-GlPNP in 
genomic DNA isolated from different strains. M: GL DNA Marker 2000. 
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图 5  GlPNP 蛋白结构预测与表达量分析   A：GlPNP 蛋白的三级结构预测. B：GlPNP 基因在 WT 菌

株和 GlPNP 转化菌株中的相对表达量 
Figure 5  Structure prediction and expression analysis of GlPNP protein. A: Predicted tertiary structure of 
GlPNP protein. B: Relative expression of the GlPNP gene in WT strain and GlPNP transformants. ****: 
P<0.000 1. 

 

 
 

图 6  GlPNP 转化菌株的生长速度(A)、生物量(B)和腺苷含量(C)   不同小写字母表示不同菌株之间差

异显著(P<0.05). 采用 Tukey’s post-hoc test 进行单因素方差分析 
Figure 6   Growth rate (A), biomass (B) and adenosine content (C) of the GlPNP transformants. Different 
lowercase letters indicate significant differences (P<0.05) between different strains (by one-way ANOVA with 
Tukey’s post-hoc test). 
 

3  讨论与结论 

腺苷的生物合成途径在哺乳动物、细菌和 

植物中已有研究报道，但在真菌特别是药食用 

真菌中尚无相关报道。本研究通过检测不同时间

阶段灵芝菌丝体的腺苷含量，发现灵芝 GlPNP
基因的转录水平与腺苷含量呈正相关关系。因

此，本研究克隆了 GlPNP 基因并构建了灵芝的
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GlPNP 过表达菌株。本研究表明，GlPNP 基因

的过表达增加了灵芝腺苷的产量，是一种有效生

产灵芝腺苷的方法。 
嘌 呤 核 苷 磷 酸 化 酶 (purine nucleoside 

phosphorylase, PNP)是嘌呤补救合成途径中的关

键酶，其催化核苷和脱氧核苷的 C–N 糖苷键可逆

磷酸化生成嘌呤碱和核糖(脱氧核糖)-1-磷酸[17]。

在热力学上，该反应的平衡偏向于核苷的合成。

然而，由于与释放的嘌呤碱基的氧化和磷酸核糖

基化相耦合，体内往往会趋向于磷酸化[25-27]。在

本研究中，GlPNP 过表达后，反应平衡倾向于

核苷的合成，导致腺苷的合成量上升。 
PNP 的底物识别表现出高度的混杂性，它

可以催化基于许多不同碱基和核苷类似物的反

应。一般来说，低分子质量的 PNP (聚体)其天然

底物是 6-氧嘌呤(guanine, hypoxanthine)及其核

苷和 2'-脱氧核苷，而高分子质量的 PNP (六聚体)
则主要作用于 6-氨基嘌呤(腺嘌呤)及其核苷。虽

然目前还不清楚灵芝中的 GlPNP 是否具有广泛

的底物，但与常规底物不同的是，GlPNP 作为

一种低分子量(34.6 kDa)的三聚体 PNP，却可用

于腺苷的合成。类似的现象也出现在 Thermus 
thermophilus HB8 中，TtPNP 类似于三聚体 PNP 
(例如来自 E. coli 的 PNPs)，对腺苷表现出专一

的活性[28]。 
在灵芝中，GlPNP 过表达菌株的腺苷含量

增加，而菌丝生长受到抑制，生物量下降。在其

他基因过表达菌株中也观察到了类似的现象。枯

草芽孢杆菌中 PNP 的过表达导致菌株干重下 
降[29]；腺苷产生菌中过表达 purA 使腺苷的产量

增加 10.8%，但抑制了菌株的生长[30]；在酿酒酵

母中过表达 ADK 导致生长抑制，转化菌株的

OD600 值低于对照菌株[31]；在灵芝中过表达葡萄

糖基转移酶基因 GL24971提高了胞外多糖产量，

然而生物量分别降低了 50.2%和 37.5%[32]。原因

可能是：(1) 质粒的添加对菌丝自身的新陈代谢

造成了额外的负担；(2) 一个基因的高表达不利

于菌丝的存活[33]。单独过表达某个基因可能导

致细胞内代谢通量的比例失衡，导致终产物合成

途径中的某种中间产物过度积累而对细胞造成

毒性[34-36]。 
在本研究中，GlPNP 基因的表达与灵芝中

的腺苷含量呈正相关。GlPNP 基因的过表达成

功提高了胞内腺苷含量。结果表明，GlPNP 基

因的过表达是提高灵芝腺苷产量的有效策略，对

于探索灵芝腺苷合成途径中的关键酶基因，培育

腺苷高产菌株具有重要意义。 
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