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摘  要：真核翻译起始因子 IF4E（initiation factor 4E）可通过与 mRNA 的 5’帽子端结合，在蛋白质的翻译起始过程中扮演

重要角色。草菇 Volvariella volvacea 是一种富有商业价值的食用真菌，其生长发育与蛋白质的合成代谢密切相关。本文通

过鉴定草菇编码 IF4E 的基因（Vv-IF4E），并根据生物信息学和实时荧光定量数据分析 Vv-IF4E 及相关转录因子基因表达量

的变化规律。结果显示，草菇 Vv-IF4E 基因上游存在较多顺式作用元件，基因存在 4 种可变剪切体，只有一种具有翻译起

始因子的保守结构域。预测开放阅读框（ORF）长度为 3 083bp，所编码蛋白分子量为 87.1kDa，存在 35 个磷酸化位点。

Vv-IF4E 蛋白结构有异于拟南芥 IF4E，但与皱木耳 Auricularia delicata IF4E 相似。实时荧光定量结果表明，Vv-IF4E 与转录

因子 YRR1、ECM22 存在极强的共表达规律。 
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Abstract: A gene (Vv-IF4E) encoding translation initiation factor IF4E from Volvariella volvacea was identified, and its correlating 

expression with associated transcription factors was analyzed by bioinformatics and RT-qPCR. Eukaryotic initiation factor 4E (IF4E) 

can combine with the 5′ cap of mRNA, and plays an important role in the translation initiation process of protein synthesis. The 

results showed that there were many upstream cis-acting elements on Vv-IF4E. There were 4 types of alternative splicing 
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variants, but only one (Vv-IF4E) contained an initiation factor domain. The Vv-IF4E coding sequence (CDS) of 3 083bp encoded a 

protein with a predicted molecular weight of 87.1kDa and 35 phosphorylation sites. The protein structure of Vv-IF4E differed 

from Arabidopsis thaliana IF4E, but showed most similarity to that of Auricularia delicata. RT-qPCR results indicated that there 

was a strong co-expression pattern among Vv-IF4E and its potential target transcription factors YRR1 and ECM22. 

Key words: Volvariella volvacea, protein synthesis, RT-qPCR, co-expression, Pearson correlation coefficient 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

草菇 Volvariella volvacea (Bull.) Singer 是中国

热带和亚热带地区一种常见的食用菌（戴玉成等

2010），该菌是以降解稻草为主的担子菌门，其子

实体的生长发育与其他生物一样均受到基因的表

达调控。DNA 的遗传信息通过转录传递给 mRNA，

mRNA 通过翻译合成蛋白质。蛋白质的生物合成是

把 mRNA 中碱基排列顺序转变成肽链中的氨基酸

顺序，这一过程十分复杂，mRNA、tRNA、核糖体、

翻译起始因子、翻译延伸因子等参与了合成与调

控。翻译起始因子（IF）是蛋白质合成的必要组成，

并且起到调控作用，在细胞核中能促进一些蛋白的

mRNAs 从核转运到胞质，如周期蛋白 D1（cyclin 

D1）（Topisirovic et al. 2003）。真核生物的翻译起始

因子有 12 种，其中包括 IF4。IF4 又包括 IF4A、IF4G、

IF4E 和 IF4F 等因子，目前认为 IF4E 是特异性帽结

合蛋白，可识别 mRNA 的 5’端帽子结构，并可和

IF4A（解旋酶活性）和 IF4G 共同组成 eIF4F 复合物

参与并调控翻译起始（Ayub et al. 2012）。因此，IF4E

不仅是蛋白质合成的重要元件，又是调控因子，对

生物体中的蛋白合成具有十分重要的作用。 

食用菌和其他生物一样，其生长发育是基因表

达的时空调控结果，这种调控机制仅在模式生物

（酿酒酵母、裂褶菌、鬼伞）中有相关研究，在食

用菌中鲜有报道。基因表达的第一步是转录，转录

因子是基因表达调控元件之一，目前真菌中已经鉴

定的转录因子有 37 类，如 Zn2Cys6（Todd & 

Andrianopoulos 1997）、C2H2、C2HC 等，它们协同

调控许多代谢过程、环境胁迫的应激以及细胞的分

裂分化。 

Luo & Xie（2004）测量了草菇子实体不同生长

发育阶段菌丝的大小，认为在开伞之前子实体的生

长是以细胞数量增加为主，而从伸长期开始，则转

变为以细胞伸长为主。在生产实践上，草菇在伸长

期之前干物质是不断增加的，而在破膜进入伸长期

和成熟期后干物质几乎没有增长或增长很少。我们

在分析草菇不同生长发育阶段的表达谱时，发现翻

译起始因子 IF4E 的表达量在伸长期之前处于高表

达，推测它在细胞生物合成过程中有重要作用。本

研究通过定量 PCR 进一步验证该基因的表达，同

时应用生物信息学方法筛选控制该基因表达的转

录因子，以期为草菇品种改良提供理论基础。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 供试菌株：草菇单孢菌株PYd15和PYd21，以

及它们的可出菇杂交菌株H1521，由福建省食用菌

种质资源保藏与管理中心提供。 

1.1.2 总RNA的提取和cDNA合成：通过常规方法种

植菌株H1521，出菇时于栽培料面采集菌丝、子实

体原基、纽扣期菌柄、蛋形期菌柄、伸长期菌柄

和成熟期菌柄。采用OMEGA E.Z.N.A.Plant RNA试剂

盒提取各个时期总RNA，使用TransScript All-in-One 

First-Strand cDNA Sythesis SuperMix for qPCR试剂盒

合成cDNA。 

1.2 Vv-IF4E基因的结构分析 

基于PYd21（NCBI: PRJNA171553）全基因组测

序的注释数据，抽提草菇Vv-IF4E基因的DNA序列以

及全长编码框CDS序列。参照严俊杰等（2014）的

方法，应用Zoom软件将基因组reads和转录组reads

分别比对到Vv-IF4E基因组DNA序列上，验证此基因

序列测序拼接的正确性，并分析其基因结构（包括

序列全长、内含子、外显子、可变剪切等），软件
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运行参数设定为：1–1 000bp的相邻paired reads距

离、Illumina type数据格式、碱基错配值为0，其余

参数均为默认值，基于所得数据绘制基因的结构和

上游序列顺式作用元件位置等图谱。 

1.3 Vv-IF4E蛋白质的结构、磷酸化位点及其进化分析 

采用ProtParam（http://www.expasy.org/）分

析蛋白质的分子量大小、等电点等理化性质；磷酸

化位点预测采用在线网站 NetPhos 2.0 servier

（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/）进行；

蛋白质二级结构采用 PSIPRED（ http://bioinf.cs. 

ucl.ac.uk/psipred/）分析，三级结构则采用Phyre 2

（http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi

?id=index）进一步比较分析。在NCBI网站下载有代

表性物种的 IF4E氨基酸序列，采用 InterProtScan

（http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/）（Quevillon 

et al. 2005）对比其结构域位置及长度差异情况。

利用ClustalX进行同源比对，参数为默认值，应用

MEGA5.0软件包的不加权算术平均数法（UPGMA）

对数据进行聚类分析，构建树状聚类图（Tamura et 

al. 2011）。 

1.4 Vv-IF4E 基因上游调控序列分析及转录调控因子 

真菌转录因子的数据库FTFD（http://ftfd.snu. 

ac.kr/）（Park et al. 2008）对草菇基因组注释，获

得锌指结构转录因子基因。同时，从草菇PYd21菌

株基因组注释数据抽提Vv-IF4E基因的上游序列，

通 过 酵 母 基 因 组 数 据 库 SDG （ http://www. 

yeastgenome.org/）获取草菇同源转录因子，结合

转录因子数据库YEASTRACT（http://www.yeastract. 

com/）获取草菇同源转录因子结合的基序，采用

Promoter2.0（http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

Promoter/）分析基因上游序列顺式作用元件的分布、

TATA框（Joshi 1987）、CpG岛（Bird 1985）等情况。 

1.5 实时荧光定量 PCR 检测基因的表达量 

基于对Vv-IF4E基因及其转录因子基因生物信

息学分析结果，使用Premier 5.0软件进行RT-qPCR

引物设计，并选用GAPDH基因作为内参基因进行试

验（Tao et al. 2013），引物（表1）由上海生工生物

工程有限公司合成。采用TransStart TOP Green 

qPCR试剂，PCR反应体系及程序按照荧光定量试剂

盒的使用说明书进行，退火温度设为59℃，循环数

设为40，每个反应进行3个平行试验。相对表达量

计算采用2-△△Ct法处理。 

采用皮尔森相关系数（Pearson correlation 

coefficient）对基因共表达的相关系数进行统计分

析。相关系数 0.8 至 1.0 为极强相关，0.6 到 0.8 为

强相关，0.4 到 0.6 为中等程度相关，0.2 到 0.4 为

弱相关，0.0 到 0.2 为极弱相关或无相关（Adler & 

Parmryd 2010；胡健颖和冯泰 2002）。 
 

表 1 荧光实时定量 PCR 所使用的引物 

Table 1 Primers used for qRT-PCR in this study 

引物 

Primer 

序列 

sequence (5’–3’) 

GAPDH-F ATTGGCGTGGTGGTCGTAG 

GAPDH-R ACGGAAACATCAAGGGTAGGG 

GME11390-F TGGGAGATGAGGGTGAGGTT 

GME11390-R GGCTGAAATGGGTGTCTGC 

GME1959-F CCTTCCGCCAATCAGACC 

GME1959-R GAGCACCATCGCATTTTGTC 

GME910-F TCATTGTGCCGACATAGCC 

GME910-R GTCAGGCAAGGCAGGAAAG 

 

2 结果与分析 

2.1 草菇翻译起始因子 IF4E 基因结构 

基于草菇基因组测序数据，从PYd21基因组注

释得到一个编码翻译起始因子蛋白Vv-IF4E，基因全

长4 571bp，其中开放阅读框（ORF）3 083bp、上

游的5’非编码区127bp和下游3’非编码区1 360bp。

利用基因组测序原始reads对4 571bp长的gDNA序

列进行检验，证明了该序列拼接完全正确，并且在

2个同核体菌株中序列相同。以验证后的基因序列
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作为reference，利用Zoom软件将转录组原始reads

定位到参考序列上，得到了Vv-IF4E基因的内含子、

外显子和可变剪切的位置（图1）。草菇Vv-IF4E基

因有8个内含子和9个外显子，有2个内含子保留的

可变剪切位点，存在4种可变剪切体，第6个和（或）

第8个内含子如果保留，将会使读码框发生改变而

无法翻译，只有一种可变剪切体（即内含子剪切）

具有完整的翻译起始因子保守结构域。 

2.2 草菇 IF4E 蛋白质的二级和三级结构分析 

草菇 Vv-IF4E 基因编码 808 个氨基酸，其中含

有带负电荷的氨基酸（天冬氨酸、谷氨酸）95 个、

带正电荷氨基酸（精氨酸、赖氨酸）81 个，等电点

为5.83。分子量为87.1kDa，远大于皱木耳Auricularia 

delicate IF4E（Ad-IF4E）的分子量 34.2kDa 和拟南芥

Arabidopsis thaliana IF4E （ At-IF4E ） 的 分 子 量

26.5kDa。草菇 Vv-IF4E 二级结构（图 2A）主要由 18

个 α-螺旋和 6 个 β-折叠组成，α-螺旋在维持 Vv-IF4E

多肽链局部的空间结构起主要作用  。另外，对

Vv-IF4E、Ad-IF4E 和 At-IF4E 的三级结构进行预测和对

比（图 2B），分析发现Vv-IF4E和同属于担子菌Ad-IF4E

比较相似，但与属于植物的 At-IF4E 相差较大。 

2.3 草菇 IF4E 蛋白质的磷酸化位点分析 

已有研究报道，IF4E 蛋白质的磷酸化程度影响

着它与 mRNA 帽子的结合能力，它的 Ser 残基被磷

酸化后，可与 mRNA-Cap 结构产生不可逆的静电排

斥作用，而不利于 IF4E 与 Cap 结构相结合，从而影

响蛋白质的合成（Mckendr et al. 2001）。根据草菇

Vv-IF4E、皱木耳 Ad-IF4E 和拟南芥 At-IF4E 的氨基酸

序列，采用 NetPhos 2.0 servier 分析其磷酸化位点。

结果表明，共存在 54 个磷酸化位点（图 3），其中

Ser 残基磷酸化位点多达 35 个，多于皱木耳（10

个）和拟南芥（9 个），这表明草菇 IF4E 对 mRNA

帽子具有较强的结合调控能力。 

2.4 草菇翻译起始因子 IF4E 系统进化分析 

通过 NCBI 下载皱木耳 Auricularia delicata 

XP_007336733.1 、 拟 南 芥 Arabidopsis thaliana 

CAB53645.1 等 11 个物种 IF4E 氨基酸序列；

InterprotScan5 对比它们的功能结构域，草菇 IF4E

蛋白明显较其他物种大，但它们的功能结构域长度

相当（图 1，图 2）。 
 
 

 
 

图 1 Vv-IF4E 基因生物信息学分析 

Fig. 1 Volvariella volvacea gene Vv-IF4E bioinformatics analysis. 
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图 2 Vv-IF4E 预测蛋白质的二级（A）和三级结构（B）比较分析 

Fig. 2 Comparison of secondary (A) and tertiary structure (B) analysis of predicted Vv-IF4E protein. 

 
采用 ClustalX 和 MEGA5.0 软件包的不加权算

术平均数法（UPGMA）进行聚类分析，草菇 IF4E

基因在进化中与纹缘盔孢伞 Galerina marginata 

KDR85054.1 、 干 朽 菌 Serpula lacrymans 

XP_007312210.1 、 云 芝 Trametes versicolor 

XP_008032891.1、不整异担子菌 Heterobasidion 

irregulare XP_009541196.1、皱木耳等担子菌子实

体真菌亲缘关系较近，与半知菌曲霉 Wallemia 

ichthyophaga XP_009266481.1 及植物欧洲油菜

Brassica napus CDY48345.1、污叉丝孔菌 Dichomitus 

squalens XP_007359812.1、烟草 Theobroma cacao 

EOY27850.1、拟南芥亲缘关系较远（图 4），这与

IF4E 蛋白三级结构的分析结果一致。 

2.5 草菇翻译起始因子 IF4E 基因上游调控序列及

潜在的转录因子分析 

通过在线分析得到草菇翻译起始因子 Vv-IF4E

基因上游 Zn2Cys6 型转录因子结合的顺式作用元

件共 29 个，其中 16 个 ECM22 结合基序、13 个 YRR1
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结合基序（图 1）；Vv-IF4E 基因上游序列存在 1 个

CpG 岛。 

通过真菌转录因子、酵母 YEASTRACT 数据库

和草菇转录因子数据比对筛选，获得了 12 个可结

合在 Vv-IF4E 基因上游序列的转录因子，其中

Zn2Cys6 型转录因子有 2 个，分别是 YRR1 和

ECM22。YRR1 和 ECM22 的氨基酸组成均具有

CysX2CysX6CysX5-12CysX2CysX6-8Cys 基 序 （ Todd & 

Andrianopoulos 1997），此基序中的半胱氨酸与 2

个锌离子结合，这种特征转录因子为真菌所特有。 

 

 

 

图 3 草菇、皱木耳、拟南芥中 IF4E 氨基酸序列的磷酸化位点比较分析 

Fig. 3 Comparison of prediction of phosphorylation sites of Volvariella volvacea Vv-IF4E (A) and the IF4E protein of Auricularia 

delicata (B) and that of Arabidopsis thaliana (C). 

 

 

 

图 4 真菌和植物中 IF4E 系统发育进化分析 

Fig. 4 The phylogeny of IF4E in fungi and plant. 
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进一步对这 2 个转录因子进行序列结构分析，

结果显示：YRR1 开放阅读框（ORF）长为 2 463bp，

包含 7 个内含子和 8 个外显子，编码 820 个氨基酸，

分子量为 89kDa；ECM22 开放阅读框（ORF）长仅

为 810bp，包含 6 个内含子和 7 个外显子，编码 262

个氨基酸，分子量 28.9kDa。 

2.6 草菇翻译起始因子 Vv-IF4E 基因及其转录调控

因子的共表达分析 

Vv-IF4E 基因的表达可促进蛋白质的生物合成，

增加细胞质，为细胞分裂、细胞数量增加提供物质

基础。Luo & Xie（2004）的研究表明，在开伞之前，

子实体的生长是以细胞分裂、细胞数量增加为主，

而在开伞时，则以细胞伸长为主。RT-qPCR 的结果

（图 5）显示：该基因在子实体的原基、扭扣期菌

柄、蛋形期菌柄的表达量显著高于菌丝阶段，也显

著高于伸长期和成熟期的菌柄。根据定量 PCR 的检

测结果，我们认为，草菇在开伞之前（从原基到蛋

形期），Vv-IF4E 高表达，蛋白质合成增加，细胞质

增加，通过有丝分裂使细胞数量增加，子实体生长

是以细胞数量增加为生长方式；而在开伞之后，

Vv-IF4E 表达量下调，子实体的生长转为以细胞伸长

为生长方式，这一结果可以解释 Luo & Xie（2004）

观察到的现象。 
 

 
 

图 5 IF4E 基因及其转录因子表达变化规律   Myc.：菌丝

期；Pri.：原基期；But.：钮扣期；Egg：蛋形期；Elg.：伸

长期；Mat.：成熟期. 

Fig. 5 The expression change law of Volvariella volvacea gene 

Vv-IF4E and its transcription factors. Myc.: Mycelium stage; 

Pri.: Primordium stage; But.: Button stage; Egg: Egg stage; 

Elg.: Elongation stage; Mat.: Maturation stage. 

本研究获得了 2 个能结合在 Vv-IF4E 基因上游

调控序列的转录因子 YRR1 和 ECM22，实时荧光定

量检测结果显示（图 5），这 2 个转录因子基因与

Vv-IF4E 基因具有紧密的共表达关系，YRR1 与

Vv-IF4E 表达相关系数为 0.956，ECM22 与 Vv-IF4E

为 0.996，YRR1 和 ECM22 为 0.967，均为极强程度

相关。YRR1、ECM22 以及 Vv-IF4E 3 个基因在子实

体发育过程中的共表达模式，进一步证明 YRR1 和

ECM22 对 Vv-IF4E 存在转录调控关系。 

3 讨论 

草菇翻译起始因子 Vv-IF4E 的基因结构分析显

示，其上游序列存在较多顺式作用元件，表明基因

表达可受众多转录因子调控，所编码的 Vv-IF4E 与

皱木耳、多孔菌等担子菌真菌的亲缘关系较近，而

与半知菌和植物则较远，且蛋白分子量大小相较于

其他物种大，可能与调控草菇子实体生长发育过程

中蛋白储备积累有关。 

根据本研究的结果，我们构建了 IF4E 基因的

表达调控机制（图 6），推测草菇翻译起始因子 IF4E

的表达受 Zn2Cys6 型转录因子 YRR1 和 ECM22 的调

控，当信号受体接收不同的外界信号（A、B、C 等）

时，可通过一系列信号通路（MEKK、MAPK、MNK

等）的蛋白激酶激活相应的无活性转录因子，使其

结 合 到 特 异 的 基 序 （ YRR1-WCCGYKKWW 、

ECM22-TCGTATA 等），调控 Vv-IF4E 的表达，进而

提高 mRNA 翻译的效率，但不影响管家基因 mRNA

的转录和转运；同时，翻译起始因子 IF4E 在表达

通路后期受到 4E-BPs（IF4E-binding proteins，起始

因子结合蛋白）的负调控，从而使蛋白质的翻译终

止（Topisirovic & Sonenberg 2010）。  

由于食用菌的遗传转化率较低，突变体获得比

较困难，它的分子生物学研究还处于比较低的水

平。随着基因组、表达谱、转录组、蛋白质组、代

谢组等技术的普及，食用菌子实体形成与发育的分

子调控机制已经可以通过组学分析获得基因时空 
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图 6 IF4E 的基因表达调控机制 

Fig. 6 Regulation mechanism of IF4E expression. 
 

特异性表达变化规律、发掘调控基因表达的转录因

子，还可以通过建立基因或蛋白的调控网络，发现

食用菌自身生长或受环境胁迫所引发的一系列相

关基因及其转录调控因子。组学和生物信息学结合

将成为食用菌基础理论研究的得力工具。 
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