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药用真菌乌灵参黑色素生物合成研究
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【摘要】 目的　解析珍稀药食两用真菌乌灵参黑色素的生物合成机制，并推动其开发应用。方法　采用多组学整合分析筛

选潜在黑色素生物合成基因簇（mel），利用合成生物学技术构建米曲霉异源表达系统，实现基因簇功能重构，结合高效液相色

谱-质谱联用（HPLC-MS）与单晶 X 射线衍射技术对代谢产物进行分离鉴定。结果　首次在乌灵参中鉴定出 1，8-二羟基萘

（1，8-DHN）型黑色素合成基因簇（mel），并通过异源表达成功重构其生物合成途径。从米曲霉转化株中分离获得关键中间体

小柱孢酮［（R）-Scytalone］，经晶体结构解析（CCDC 2440681）确证其立体构型。结论　本研究初步阐明了乌灵参中 1，8-DHN
型黑色素的生物合成机制。
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Abstract： Objective　To elucidate the biosynthesis mechanism of melanin in the rare medicinal and edible fungus Wulingshen （Xylaria spp.） and 
promote its development and application. Methods　Potential melanin biosynthesis gene clusters （mel） were screened using multi-omics integrated 
analysis. A heterologous expression system in Aspergillus oryzae was constructed through synthetic biology techniques to functionally reconstruct the 
gene cluster. Metabolites were isolated and identified via high-performance liquid chromatography-mass spectrometry （HPLC-MS） and single-crystal 
X-ray diffraction. Results　The 1，8-dihydroxynaphthalene （1，8-DHN）-type melanin biosynthesis gene cluster （mel） was identified for the first time 
in Wulingshen. The biosynthetic pathway was successfully reconstructed through heterologous expression. The key intermediate （R）-Scytalone was 
isolated from A. oryzae transformants， and its stereochemical configuration was confirmed by crystal structure analysis（CCDC 2440681）. Conclusion　
This study preliminarily clarified the biosynthesis mechanism of 1，8-DHN-type melanin in Wulingshen.
Keywords： Wulingshen； Wuling capsule； fungal melanin； 1，8-DHN； Aspergillus oryzae heterologous expression； biosynthesis； Chinese materia 
medica research

乌灵参作为一种疗效显著的珍稀药用真菌，在中

国已有悠久的应用历史，其文献记载最早见于清代《灌

县志》［1-2］。乌灵参性温、味微苦，具有补气固肾、镇静安

神、健脾除湿的传统功效［3］。现代药理学研究［2， 4］表明，

乌灵参具有镇静、抗焦虑、抗抑郁、抗氧化、抗炎等作

用，因此临床上常用于治疗心悸失眠、抑郁、焦虑等神

经衰弱性疾病。乌灵参来源于炭角菌属（Xylaria）多种

近缘真菌（Xylaria spp.），其特定生长于废弃的白蚁巢

穴中［5-6］。基于乌灵参独特的药用价值，浙江佐力药业

股份有限公司采用现代发酵工程技术成功研制出国家

一类新药乌灵菌粉和乌灵胶囊，并广泛应用于治疗心

肾不交所致的失眠、健忘、心悸、心烦及神经衰弱等［7-8］。

乌灵参以其通体乌黑的典型特征而著称，但其黑

色素的生物来源及合成机制尚未阐明。天然黑色素是

一类由多酚或吲哚前体经氧化聚合形成的高分子疏水

化合物，其复杂的聚合结构赋予其独特的化学和物理
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性质，包括对水及有机溶剂的极端不溶性，这极大限制

了对其分子结构、合成机制及功能特性的深入研究［9］。

天然黑色素具有多种生物活性，包括免疫调节、降血

脂、抗菌、抗辐射和抗肿瘤等作用［10］。特别是黑色素能

够将 99.9% 的阳光能量转化为热能，从而有效降低皮

肤癌的发生风险，展现出重要的应用前景［11-13］。

近年来，真菌黑色素研究愈发受到关注，在其形成

和调控机制以及开发利用方面取得了一些重要进展。

研究［14-16］表明，真菌黑色素的合成受多层级调控网络支

配，包括环境刺激及信号感知、关键限速酶活性和转录

因子调控。Zhang等［17］最新研究发现，一种主要协助转

运蛋白超家族（MFS）的膜蛋白PCMFS通过调控黑色素

颗粒的胞外运输决定食用蘑菇黄白侧耳菌（Pleurotus 
cornucopiae）的菌盖颜色深浅，为食用菌颜色性状的分

子育种提供了新靶点。通过基因过表达、敲除抑制剂

基因及导入外源基因等代谢工程改造可促进黑色素合

成［18］，例如在无花果拟盘多毛孢菌（Pestalotiopsis fici）中

过表达转录因子 pfmaF 和 pfmaH 使黑色素积累增

加［19］，为黑色素合成途径解析提供了重要参考。

目前，食用菌黑色素的研究主要集中在黑木耳

（Auricularia auricula）和毛木耳（Auricularia polytricha），

而其他食用菌的黑色素含量较低或几乎不含［20］。黑木

耳黑色素不仅能有效清除 2，2'-联氮-二（3-乙基-苯并噻

唑-6-磺酸）二铵盐（ABTS）、1，1-二苯基-2-三硝基苯肼

（DPPH）和羟基自由基［21］，减轻过氧化氢（H2O2）诱导的

氧化损伤和酒精性肝损伤［22-23］，还可通过调控氧化应激

与Toll样受体 4（TLR4）/核转录因子-κB（NF-κB）信号通

路缓解缺铁性贫血诱导的溃疡性结肠炎［24］。乌灵参作

为珍稀的药食两用真菌，其富含黑色素的特征可能与

其药用价值及生物活性密切相关。因此，本研究整合

多组学分析、基因组挖掘与合成生物学策略，探究乌灵

参黑色素的生物合成机制，以推动其在医药和工业领

域的开发应用。

1　材料

1.1　主要仪器　高压蒸汽灭菌器（型号：MLS-3751L-

PC），上海申安医疗器械厂；隔水式恒温培养箱（型号：

GSP-9080MBE），上海博迅医疗生物仪器股份有限公

司；大容量振荡培养箱（型号：YR101），上海西雷生物

科技有限公司；离心机（型号分别为 5425、5415R、

5910R），德国 Eppendorf 公司；聚合酶链式反应（PCR）
扩增仪（型号：GET3XG），杭州柏恒科技有限公司；恒温

金属浴（型号：Tu-100C），上海一恒科学仪器有限公司；

微量紫外分光光度计（型号：NanoDrop One），美国

Thermo Fisher Scientific 科技公司；DNA 电泳仪（型号：

JY300C），北京君意东方电泳设备有限公司；凝胶成像

系统（型号：GenoSens 1850），上海勤翔科学仪器有限公

司；显微镜（型号：SGO-PH201D），深圳市深视光谷光学

仪器有限公司；分析天平（型号：SQP），赛多利斯科学仪

器有限公司；氮吹仪（型号：TurboVap® LV），瑞典

Biotage 公司；快速色谱仪（型号：SepaBean machine 
U200），常州三泰科技有限公司；液相色谱-质谱联用仪

（HPLC-MS，型号分别为 UFLC 和 LCMS-8040），日本

SHIMADZU 公司；色谱柱（型号：Zorbax SB-C18），美国

Agilent公司；X-射线晶体衍射仪（型号：D8 Venture），德

国 Bruker 公司；核磁共振（NMR）仪（型号：AVANCE 
NEO 600M），德国Bruker公司。

1.2　试剂和工作酶　限制性内切酶 Kpn Ⅰ（批号：

0091804）、EcoR Ⅰ（批号：10198504）、Nco Ⅰ（批号：

10059043）、EcoR Ⅴ（批号：10016059）、Pst Ⅰ（批号：

10013766）和 Spe Ⅰ（批 号 ：10178129），美 国 New 
England Biolab 公 司 ；DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒 Gel 
Extraction Kit（批号：D2500020000I27X004）、质粒提取

试剂盒 E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit Ⅰ（批号：D694302000
L30X022），美国 BioTek 公司；高纯度耐热 DNA 聚合酶

2 × Taq Master Mix（批号：7E0611I4）、超保真 DNA 聚合

酶 Phanta Max Super-Fidelity DNA Polymerase（批号：

7E890A4）、重组酶 ClonExpress®Ⅱ One Step Cloning Kit
（批号：7E0770F4）、重组酶 ClonExpress® MultiS One 
Step Cloning Kit（批号：7E890A4），南京诺唯赞生物科技

有限公司；PCR 裂解液 Lysis Buffer for PCR（批号：

A6A3950），湖南艾科瑞生物工程有限公司；溶壁酶

Yatalase Enzyme（批号：ANZP011），日本 Takara 公司。

除特殊说明，化学试剂如无机盐、分析和色谱级有机试

剂等，均购自上海泰坦科技股份有限公司；除特殊说

明，生化试剂如琼脂粉、山梨醇、葡萄糖、淀粉、糊精和

多聚蛋白胨等，均购自上海生工生物技术有限公司；

PCR所需的核苷酸引物均由苏州金唯智生物科技有限

公司合成。

1.3　乌灵参、菌株和质粒　乌灵参（Xylaria spp.，由修

彦凤教授鉴定）采自云南文山（东经 103°43′～104°
27′，北纬 23°06′～23°44′）和四川乐山（东经 102°50′～
104°30′，北纬 28°25′～30°20′）；大肠杆菌（Escherichia 
coli DH5α）购自上海生工生物技术有限公司；米曲霉

（Aspergillus oryzae NSAR1）及米曲霉表达载体 pAdeA、

pTAex来源于日本东京大学 Ikuro Abe课题组，而 pAdC
载体系由本课题组在 pAdeA 载体基础上改造构建

而成［25］。

1.4　培养基及缓冲液　

1.4.1　培养基　（1）溶菌肉汤（LB）培养基：1%（质量分

数，下同）胰蛋白胨，0.5% 酵母提取物，1% 氯化钠

（NaCl）；固体培养基则添加 1.5% 琼脂粉。
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（2）糊精多聚蛋白胨酵母膏（DPY）培养基：2% 糊

精，1%多聚蛋白胨，0.5%酵母提取物，0.05%七水合硫

酸镁（MgSO4·7H2O），0.5%磷酸二氢钾（KH2PO4）。

（3）察氏-淀粉（CD-starch）培养基：2%可溶性淀粉，

1% 多聚蛋白胨，0.3% 硝酸钠（NaNO3），0.2% 氯化钾

（KCl），0.1% KH2PO4，0.05% MgSO4·7H2O，0.002% 七水

合硫酸亚铁（FeSO4·7H2O），pH = 5.5。
（4）M 筛选培养基：1.2 mol/L 山梨醇，0.2% 氯化铵

（NH4Cl），0.1% 硫酸铵［（NH4）2SO4］，0.05% KCl，0.05% 
NaCl，0.1% KH2PO4，0.05% MgSO4·7H2O，0.002% FeSO4·

7H2O，2% 葡萄糖，按照米曲霉转化子营养需求添加

0.15% 甲硫氨酸/ 0.1%精氨酸/ 0.01% 腺嘌呤，pH=5.5。
①上层 M 筛选培养基添加 0.8% 琼脂粉；②下层 M

筛选培养基添加 1.5%琼脂粉；③传代M筛选培养基去

除 1.2 mol/L 山梨醇，并添加 1.5%琼脂粉。

（5）土豆葡萄糖琼脂（PDA）培养基：20% 土豆的煮

沸液，2%葡萄糖，1.5%琼脂粉，按照米曲霉转化子营养

需求添加 0.15% 甲硫氨酸/0.1%精氨酸/0.01%腺嘌呤。

在 M 筛选培养基和 PDA 培养基中，培养已导入

pAdeA 或 pAdC 质粒的米曲霉菌株，在培养基中添加

0.15%甲硫氨酸和 0.1% 精氨酸；培养同时导入 pTAex3
和 pAdeA 质粒的米曲霉菌株，在培养基中添加 0.15%
甲硫氨酸。

1.4.2　缓冲液　转化缓冲液（TFS）0：50 mmol/L 马来

酸，pH = 5.5。
TFS 1：0.6 mol/L （NH4）2SO4，1% 真菌细胞裂解酶

（yatalase），溶剂为TFS 0。
TFS 2：1.2 mol/L 山梨醇，50 mmol/L 二水合氯化钙

（CaCl2·2H2O），35 mmol/L NaCl，10 mmol/L 三羟甲基氨

基甲烷（Tris），pH = 7.5。
TFS 3：60% 聚乙二醇 4000（PEG4000），50 mmol/L 

CaCl2·2H2O，10 mmol/L Tris，pH = 7.5。
50× Tris 乙酸 EDTA （TAE）电泳缓冲液储备液：

242 g/L Tris，57.1 mL/L 冰乙酸，5 mol/L 乙二胺四乙酸

（EDTA），pH=8。工作液浓度 1×TAE。

除特殊说明外，上述所有成分百分比（%）均表示

溶质质量（g）与溶液体积（mL）的比值，溶剂默认使用去

离子水，，并使用盐酸（HCl）或氢氧化钠（NaOH）调pH。

1.5　引物　PCR引物序列详见表 1。

2　方法

2.1　生物信息学分析　乌灵参子实体的宏基因组测序

和转录组测序由北京诺禾致源生物信息科技股份有限

公司完成。利用抗生素及次级代谢物分析平台

（antiSMASH v7.1.0）真 菌 版 本 分 析 工 具（https：//
fungismash. secondarymetabolites. org/#！/start），对乌灵

参子实体的宏基因组进行次级代谢物生物合成基因簇

（BGC）预测分析（检测严格度：宽松），并筛选聚酮合酶

（PKS）核心基因所在的基因簇。采用生物信息学工具

集软件（TBtools-Ⅱ v2.210）的基本局部比对搜索工具区

（Blast Zone）功能（E值阈值设为 1e-5）［26］，对乌灵参子实

体宏基因组进行目标基因的本地化基本局部比对搜索

工具（Local Blast）同源分析。通过奥古斯都（Augustus）
在线工具（https：//bioinf.uni-greifswald.de/augustus/），对

基因簇内编码基因的开放阅读框（ORFs）进行预测。通

表 1　PCR引物序列

引物名称

pTAex3-melA-F
pTAex3-melA-R
pTAex3-melB-F
pTAex3-melB-R
pAdC-melC-F
pAdC-melC-R
pAdeA-amy-F1

pAdeA-amy-R1

pAdeA-amy-F2

pAdeA-amy-R2

引物序列（5'-3'）
CCACAGCAAGCTCCGAATTCATGTTCAAAG
CACCCTTTGTTCC
CTACAGATCCCCGGGGTACCTTAATCTAGC
CAGTGGCCAATTTTC
CCACAGCAAGCTCCGAATTCATGTCCCCTT
CAGACGTGACACC
CTACAGATCCCCGGGGTACCTAGACACCGC
CTCCGGAGCATC
AGCAAGCTCCGAATTCCATGATGGCGGAC
CAGATGTCGTTTCTCC
CTACTACAGATCCCGATCTACCTCATATCC
ATCCCCTCCCTCATG
GTCCCCAATCCATATGACTAGGAAACATCA
TGGTGGGGTAACCAAG
GAAGATTGGGTAAGATACATGAGCTTCGG
TG
GTATCTTACCCAATCTTCAAGAGCAGAATG
TG
GTCCCCAATCCATATGACTAGGAAACATCA
TGGTGGGGTAACCAAG

长度/bp
43

45

43

42

45

45

46

31

32

46

GC含量/%
49

51

56

64

53

51

48

45

41

48

用途

从乌灵参基因组DNA 中克隆melA基因插入pTAex3载体

从乌灵参基因组DNA 中克隆melB基因插入pTAex3载体

从乌灵参基因组DNA 中克隆melC基因插入pAdC载体

从pAdC-melC质粒中克隆连有淀粉酶启动子（Pamy）和终止子
（Tamy）的melC基因片段，并插入pAdeA载体中，构建共表达质粒

从pTAex3-melA和pTAex3⁃melB质粒中克隆连有Pamy和Tamy的
melA和melB基因片段，并插入pAdeA载体中，构建共表达质粒

注：F为上游引物，R为下游引物，GC含量为鸟嘌呤（G）和胞嘧啶（C）占总碱基数的含量，pTAex3、pAdC和 pAdeA为米曲霉表达载体，melA、melB、melC

为目标基因。
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过美国国家生物技术信息中心（NCBI）平台的核苷酸-

蛋白质基本局部比对搜索工具（Blastx，https：//blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi），对 ORFs进行进一步的功能

注释和预测优化。

2.2　米曲霉异源表达质粒的构建　

2.2.1　单基因表达质粒的构建　以乌灵参基因组DNA
为模板，采用 Phanta®Max Super-Fidelity DNA 聚合酶，

通过表 1所示特异性引物分别扩增 melA、melB 和 melC
基因片段。用限制性内切酶KpnⅠ和EcoRⅠ消化载体

pTAex3，用限制性内切酶 Nco Ⅰ和 EcoR Ⅴ消化载体

pAdC，并通过DNA凝胶回收试剂盒纯化PCR产物和线

性化载体片段。将纯化的PCR产物和线性化载体片段

使用 ClonExpress® Ⅱ One Step Cloning Kit 试剂盒进行

重组连接，构建 pTAex3-melA、pTAex3-melB 和 pAdC-

melC 质粒。将重组产物转化至 E. coli DH5α 感受态细

胞，经培养扩增后使用质粒提取试剂盒提取重组质粒。

由苏州金唯智生物科技有限公司进行双脱氧链终止法

（Sanger）测序，通过序列比对验证插入基因片段的完整

性和序列正确性。

2.2.2　双基因共表达质粒的构建　以 pTAex3-melA、
pTAex3-melB 和 pAdC-melC 质粒为模板，采用 Phanta® 
Max Super-Fidelity DNA聚合酶，通过表 1所示特异性引

物分别扩增连有Pamy和 Tamy的melA、melB和melC基

因片段。用限制性内切酶 Pst Ⅰ和 Spe Ⅰ消化载体

pAdeA，同上法回收及纯化 PCR 产物和线性化载体片

段 ，进 一 步 使 用 ClonExpress® Ⅱ MultiS One Step 
Cloning Kit试剂盒进行重组连接，构建 pAdeA-melCA和

pAdeA-melCB 质粒。同上法进行 E. coli DH5α 感受态

细胞转化、质粒提取及Sanger测序。

2.3　原生质体转化法构建米曲霉转化株　为表征 mel
基因簇，选择在米曲霉（A. oryzae NSAR1）中进行异源重

构，该宿主具备卓越的真菌 BGCs 表达能力，是次级代

谢研究的理想平台［25］。通过系统地将构建的质粒导入

米曲霉中，可构建一系列米曲霉转化株，以探究各基因

功能。

2.3.1　制备原生质体　取 20 µL 米曲霉孢子混悬液，接

种于含 10 mL DPY 培养基的 50 mL 无菌离心管中，

30 ℃、150 r/min 条件下振荡培养 48 h。将预培养菌液

转接至含 100 mL DPY培养基的 250 mL无菌锥形瓶中，

在相同条件下继续培养 24 h。培养结束后，取 15 mL菌

液过滤收集菌丝体置于 15 mL 无菌离心管中。加入

10 mL TFS 1，30 ℃水浴下处理 2 h，使细胞壁裂解。处

理完毕后，过滤收集含有原生质体的滤液至 50 mL无菌

离心管中。加入10 mL TFS 2，轻柔混匀，4 ℃、1 500 r/min
离心 10 min，弃去上清。原生质体沉淀用 5 mL TFS 2轻
柔重悬，相同条件下再次离心洗涤。加入适量 TFS 2，

轻柔重悬原生质体沉淀，使原生质体浓度大致调整为

2 × 107个细胞/mL。
2.3.2　原生质体转化　取 200 µL原生质体悬浮液置于

15 mL 无菌离心管中，加入待转化的 10 µL 质粒（0.5～
1 g/L），轻柔混匀，冰上静置 30 min。随后依次加入

250 µL、250 µL 和 850 µL TFS 3，每次添加后轻柔搅动

混匀，室温静置 20 min促进原生质体融合。加入 5 mL 
TFS 2，轻柔混匀，4 ℃、1 500 r/min 离心 10 min，小心弃

去上清。添加 200 µL TFS 2轻柔重悬原生质体，加入到

下层M筛选培养基平板的中央。随后迅速覆盖 5 mL相

应的上层 M 筛选培养基（50 ℃保温），快速混匀使原生

质体均匀分布于平板表面。待培养基凝固后，于 30 ℃
倒置培养 3～7 d。
2.3.3　米曲霉转化子的鉴定与保存　从转化平板上挑

取 6～10个生长状态良好的单克隆菌落，将其菌丝接种

于不含山梨醇的传代 M 筛选培养基平板上，30 ℃倒置

培养 4～6 d，重复传代 2～3 次以获得稳定的转化子。

提取米曲霉转化子总 DNA，并通过特异性引物 PCR 进

行基因型鉴定。对于经PCR验证目的基因成功整合至

基因组的阳性转化子，将其接种于相应的营养筛选

PDA平板，30 ℃倒置培养 14～21 d，至菌丝表面形成大

量深棕色的孢子。使用 10 mL 无菌 0.1% 吐温 80溶液

收集孢子，2 500 r/min 离心 10 min 后弃去上清，加入

1 mL 20% 甘油溶液重悬孢子。将孢子混悬液分装至

1.5 mL离心管中，保存于-80 ℃。

2.4　米曲霉菌株发酵及检测　

2.4.1　米曲霉菌株发酵　经PCR验证目的基因成功整

合至基因组的阳性转化子，从其传代板上挑取适量菌

丝或取 20 µL孢子混悬液，接种于装有 10 mL DPY培养

基的 50 mL 无菌离心管中，30 ℃、150 r/min 振荡培养

48 h。 随 后 转 接 至 含 100 mL CD-starch 培 养 基 的

500 mL无菌锥形瓶中，通过淀粉激活淀粉酶 amyB启动

子［27］，诱导外源基因表达。在相同培养条件下，继续振

荡培养 7 d进行发酵。

2.4.2　米曲霉发酵液处理及检测　发酵结束后，取

800 µL含有菌丝的发酵液放至 2 mL离心管中，加入等

体积的乙酸乙酯（EA），涡旋振荡混匀，在 40 kHz 频率

下超声提取 20 min。12 000 r/min 离心 7 min，取上层

EA层至 1.5 mL离心管。使用氮吹仪将有机溶剂蒸干，

加入甲醇复溶样品，进样HPLC-MS进行检测分析。

仪器分析条件为：Agilent Zorbax SB-C18 色谱柱

（5 µm，4.6 mm×150 mm）；流动相为A相（H2O + 0.1%甲

酸）和 B 相（ACN + 0.1% 甲酸）；柱温为 25 °C；流速为

1 mL/min，梯度洗脱 33 min（时间 T = 0～3 min，10% B；

T = 3～23 min，10%～100% B；T = 23～28 min，100% B；

T = 28～30 min，100%～10% B；T = 30～33 min，10% 
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B）；检测器为 PDA（检测波长 λ 为 190～600 nm）；质谱

扫描在正离子和负离子模式下进行，质荷比（m/z）范围

为 100～1 000。
2.5　米曲霉菌株的大量发酵及化合物的分离鉴定　参

考“2.4.1”发酵方法，将米曲霉转化株孢子混悬液接种

于DPY培养基中培养 2 d，随后按 10%的接种量转接到

10 L的CD-starch培养基中继续培养 5 d。发酵结束后，

使用等体积EA对发酵液进行 2次萃取，合并萃取液，并

通过旋转蒸发仪浓缩去除溶剂，得到粗提物。使用快

速色谱仪对粗提物进行硅胶柱色谱初步分离，以石油

醚-乙酸乙酯（PE-EA）体系（EA 0～100%，流速 30 mL/
min）进行线性梯度洗脱，同时通过紫外检测器监测洗

脱过程，收集在λ254 nm和λ330 nm处具有显著吸收的

馏分。通过 HPLC-MS 分析鉴定含有目标代谢物的馏

分并评估其纯度。对分离得到的化合物进行 NMR 分

析，包括 1H-NMR 和 COSY（在 600 MHz 下测定），以

及 13C-NMR、HSQC 和 HMBC（在 151 MHz 下测定）。对

于能够形成结晶的化合物，进一步通过 X-射线晶体衍

射确证其结构。

3　结果

3.1　生物信息学分析挖掘乌灵参黑色素　本研究对云

南文山来源的乌灵参子实体进行了宏基因组测序

（GenBank 登录号：JBJGAF000000000），并对云南文山

和四川乐山来源的乌灵参子实体各 3个生物学重复样

本开展了转录组测序分析。通过对基因组开展

antiSMASH分析，发现了一个潜在的黑色素BGCs（命名

为 mel基因簇）。mel基因簇在不同地理来源的乌灵参

样本中均表现出高表达特性，表明其在乌灵参生物学

功能中的潜在重要性（图 1）。mel基因簇包含 3个可能

的编码基因，分别为漆酶（LAC，melA）、1，3，6，8-四羟基

萘 还 原 酶（T4HR，melB）以 及 非 还 原 型 聚 酮 合 酶

（nrPKS，melC）（表 2）。通过基因簇同源性分析，发现

mel基因簇的PKS骨架基因melC与多个真菌物种（包括

Glarea lozoyensis、Magnaporthe oryzae、Nodulisporium sp. 
ATCC74245和Pestalotiopsis fici）中负责 1，3，6，8-四羟基

萘（T4HN）合成的 PKS 基因具有较高的序列一致性

（图 2）［28-31］。值得注意的是，T4HN 是 1，8-二羟基萘

（1，8⁃DHN）黑色素生物合成途径中的关键前体化合

物，提示mel基因簇可能与真菌 1，8-DHN黑色素的生物

合成相关。

 

melA m elB m elC

YNWS_1
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YNWS_3
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SCLS_2

SCLS_3

m e l-Fpkm

Fp km值范围

0
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200

300

400

500

600

700

800

 
　注：YNWS和 SCLS分别为云南文山和四川乐山来源的乌灵参子实体，

Fpkm为每千碱基外显子长度每百万映射片段数（基因表达定量标准），

melA、melB、melC为目标基因。

图 1　mel基因簇在不同产地乌灵参子实体中的转录组

热图分析

表 2　mel基因簇功能注释

基因

melA

melB

melC

长度/bp
2 063

882

6 592

同源匹配

多铜氧化酶（黑柄炭角菌Xylaria nigripes来源）

T4HN还原酶（焦炭菌Ustulina deusta来源）

聚酮合酶（黄心炭角菌Xylaria intraflava来源）

登录号

KAI2640017.1
KAI0912266.1
KAI1824593.1

一致性/相似性

88%/94%
84%/92%
87%/93%

预测功能

LAC
T4HR
nrPKS

注：LAC为漆酶，T4HN为1，3，6，8⁃四羟基萘，T4HR为T4HN还原酶，nrPKS为非还原型聚酮合酶。

聚酮合酶（PKS）还原酶氧化酶 转录因子 其他
5 kb0 100Identity (%)

51%

洛佐亚棘白菌
（Glarea lozoyensis）

pks1 稻巨座壳菌
（Magnaporthe oryzae）

MGG_07219 结节孢菌
（Nodulisporium sp.）

pks1

68% 81%

74%

61%

79%

乌灵参
（Xylaria spp.）

melA C

无花果拟盘多毛孢菌
（Pestalotiopsis fici） HGFE

pfmaD

10 kb

B

J I

LAC PKS T4HR SCD T3HR

 
　注：PKS为聚酮合酶，T4HN为 1，3，6，8-四羟基萘，T4HR为T4HN还原酶，SCD为小柱孢酮脱水酶，T3HR为 1，3，8-三羟基萘还原酶（T3HN），LAC为漆

酶，melA～C为目标基因，psk1、MGG_07219、psk1和 pfmaD～J为mel基因簇的同源基因。

图 2　mel基因簇的同源基因簇比对
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3.2　米曲霉异源表达质粒的构建　在真菌底盘细胞中

进行异源表达时，每个外源基因需配备独立的启动子

和终止子元件。本研究采用诱导型淀粉酶启动子

Pamy 和终止子 Tamy 调控目标基因表达，分别构建了

单基因表达载体 pTAex3-melA、pTAex3-melB 和 pAdC-

melC，以及双基因共表达载体 pAdeA-melCA 和 pAdeA-

melCB（图 3）。

3.3　mel 基因簇在米曲霉中异源重构　米曲霉转化株

发酵结果表明，仅导入melC基因（nrPKS）的AO-melC菌

株发酵液随时间推移逐渐黑化，这一现象证实了mel基
因簇参与黑色素的生物合成（图 4A）。进一步分析表

明，共表达melC和melA（LAC）基因的AO-melCA菌株与

AO-melC 菌株的发酵谱高度相似（图 4B，ii和 iii）；共表

达 melC 和 melB（T4HR）基因的 AO-melCB 菌株以及三

基因的 AO-melCA+B 菌株发酵谱中均检测到新产生的

高丰度化合物 1（m/z 193-）（图 4B，iv和 v）。

通过对 AO-melCB 菌株的大规模发酵和产物分离

纯化，我们成功获得了化合物 1，并经 X-射线晶体衍射

和 NMR 鉴 定 为 小 柱 孢 酮［（R）-Scytalone，CCDC 
2440681］（图 5~图 7和表 3）。化合物（R）-Scytalone的核

磁数据如下：1H NMR （600 MHz， Methanol-d4） δ 6.22 
（dt， J = 2.3， 1.1 Hz， 1H）， 6.11 （d， J = 2.3 Hz， 1H）， 
4.25 （tt， J = 7.7， 3.8 Hz， 1H）， 3.08 （ddd， J = 15.9， 
3.8， 1.3 Hz， 1H）， 2.81 ~ 2.88 （m， 2H）， 2.62 （ddd， J = 
17.0， 7.8， 1.0 Hz， 1H）；13C NMR （151 MHz， Methanol-
d4） δ 201.09， 165.19， 165.11， 144.62， 110.34， 108.00， 
100.28， 65.53， 46.04， 37.78。

3.4　乌灵参黑色素的生物合成　根据组成和生物合成

途径的不同，真菌黑色素可分为： 1，8-DHN黑色素、儿

茶酚黑色素、二羟基苯丙氨酸（DOPA）黑色素以及γ-谷

氨酰胺-4-羟基苯（GHB）黑色素［32］。真菌PKS途径合成

的 1，8-DHN 黑色素中，T4HN 是主要中间体，其通过一

系列连续的还原和脱水反应转化为 1，8-DHN，后者是

聚合形成黑色素的直接前体［28］（图 8）。本研究鉴定的

Scytalone 属于 1，8-DHN 黑色素生物合成中间产物，这

提示 melB 基因可能编码 T4HR，其在过表达条件下可

促进 Scytalone的高效合成，证明了mel基因簇在乌灵参

中参与 1，8-DHN黑色素的生物合成。

与典型的 1，8-DHN生物合成途径相比，mel基因簇

缺乏编码 SCD和 T3HR的关键基因（图 8）。然而，已有

研究表明真菌 1，8-DHN黑色素合成基因可能存在分散

分布的特征，例如 pfma 基因簇中编码 T3HR 和 SCD 的

关键基因 pfmaI 和 pfmaJ 就分散在基因组的不同位置

（图 2）［31］。采用 PfmaI 和 PfmaJ 蛋白作为探针，我们通

过Local blast在乌灵参宏基因组中成功鉴定出与PfmaI

　注：P为 amyB启动子，T为 amyB终止子，melA、melB、melC为目标基因，

AmpR为氨苄青霉素抗性基因标签，adeA 为腺嘌呤营养缺陷型标记基因

标签，argB为鸟氨酸氨甲酰转移酶基因标签。

图 3　米曲霉异源表达质粒图谱

 
　注：A 为米曲霉转化株发酵液随时间变化的表观特征，B 为米曲霉转化株发酵物液相色谱-质谱联用检测图谱。米曲霉转化株为 AO-melCA+B
（melA/melB/melC 三基因共表达株）、AO-melCB（melB/melC 两基因共表达株）、AO-melCA（melA/melC 两基因共表达株）、AO-melC（melC 基因表达株）和

AO （control， pAdeA空载体对照菌株）。

图 4　米曲霉转化株发酵分析

 

图 5　化合物（R）-Scytalone的晶体结构及结构式

··19



上海中医药杂志 2025 年第 59 卷第8 期 Shanghai J Tradit Chin Med，Vol.59，No.8，Aug. 2025  

和PfmaJ同源的melD（位于Contig46：224897-226013）和

melE（位于 Contig14：154234-154841）基因。序列分析

显示，这两个基因与 pfmaI和 pfmaJ 的序列一致性分别

达到 85%和 77%，并且它们与核心基因簇melA~C（位于

Contig24：109734-137829）在基因组上也呈现出分散状

态（图 2）。

基于真菌黑色素生物合成途径的多样性特征，通

过比对儿茶酚、DOPA和GHB黑色素生物合成关键酶：

漆酶（LAC，GenBank：AAA33590.1）、酪氨酸酶（TYR，

PIR：T52526）和酪氨酸氨基转移酶（TyrB，GenBank：
CAA00594.1）［32， 34-35］，在乌灵参宏基因组中鉴定出 3个

功能候选基因：A07301（LAC 序列一致性 47%，FPKM=
7.4）、A02652（TYR 序列一致性 28%，FPKM=111.0）和

A02098（TyrB 序列一致性 38%，FPKM=253.5）。这些基

因均具有一定的转录表达水平，提示儿茶酚、DOPA 及

GHB黑色素代谢途径可能也协同参与乌灵参黑色素合

成过程。

4　讨论

黑色素作为生物体和细胞的重要组成部分，在保

护宿主细胞和生物体方面发挥着关键作用。其主要功

能包括抵御紫外线辐射、吸收能量、防止外部物理损

伤，以及通过其生理活性维持细胞内稳态，从而增强生

物体的抗逆性［36-37］。真菌黑色素可以清除自由基，发挥

抗氧化和抗炎作用，这意味着它可以用于药物和保健

品的开发，并为增强抗氧化疗法提供一种新方法［33］。

本研究以具有典型黑色表型的珍稀药食两用真菌乌灵

参为研究对象，系统开展其黑色素生物合成机制的

研究。

本研究通过多组学整合的生物信息学分析，成功

从乌灵参宏基因组中鉴定出一个黑色素相关BGC（mel
基因簇）。进一步的异源表达实验表明，在米曲霉转化

株AO-melCB和AO-melCA+B中均能检测到关键中间产

表 3　化合物（R）-Scytalone的X-射线晶体结构数据

（CCDC 2440681）
晶体数据

化学式

分子量

温度/K
波长/Å
晶体尺寸/mm
晶体形态

晶系

空间群

维度

体积/ Å3

Z
晶体密度计算值/（g/cm3）

吸收系数/ mm-1

F（000）

衍射仪

数据收集的θ角范围/°
米勒指数

衍射点收集

独立衍射点

独立衍射点覆盖/%
吸收校正

数据数/约束数/参数数

F²拟合优度

绝对结构参数

参数

C10H10O4

194.18
293（2）

1.541 84
0.150×0.120 ×0.120
透明无色

斜方晶
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图 6　化合物（R）-Scytalone的 1H-NMR谱图
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物（R）-Scytalone的积累，充分证实了mel基因簇在乌灵

参中负责 1，8-DHN黑色素的生物合成。在合成途径解

析方面，我们推测melC（nrPKS）负责催化合成前体化合

物T4HN，由于T4HN化学性质极不稳定，在实验中未能

直接检测到该中间产物。当引入melB（T4HR）时，则将

T4HN还原为相对稳定的中间体 Scytalone。此外，尽管

melA（LAC）理论上负责催化 1，8-DHN 聚合形成黑色

素，但由于黑色素产物的不溶性及结构复杂性，其直接

检测存在技术挑战，因此 melA的功能验证仍需进一步

研究。

值得注意的是，即使在mel基因簇部分功能基因缺

失的情况下，其米曲霉转化株仍能产生黑色素（图 4A）。

这提示米曲霉可能具备完整的 1，8-DHN黑色素生物合

成后修饰酶系统，能够在异源重构mel基因簇时通过内

源酶系补偿外源基因的缺失功能。通过同源比对分

析 ，我 们 发 现 米 曲 霉 基 因 组（GeneBank：GCA_
002007945.1）中存在 1，8-DHN 黑色素生物合成后修饰

酶的同源蛋白：OOO05720.1（与 PfmaD 序列一致性

40%）、OOO15209.1（与 PfmaG/PfmaI 序列一致性 48%/
67%）和 OOO11110.1（与 PfmaJ 序列一致性 33%），初步

表明了米曲霉内源补偿酶系的存在。

本研究初步揭示了药食两用真菌乌灵参黑色素的

生物合成途径，鉴定出mel基因簇介导的 1，8-DHN合成

途径，成功解析其生物合成关键中间体（R）-Scytalone

的晶体结构，并发现多条代谢途径可能协同参与乌灵

参黑色素合成，为乌灵参源天然黑色素的开发与利用

奠定了基础。同时，研究观察到米曲霉内源酶系统可

能参与异源表达途径的功能补偿，为天然产物异源合

成平台的优化研究提供了重要参考。
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