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Flammutoxin是金针菇（Flammulina velutipes）子实体的

一种蛋白质. Lin等首先从金针菇中分离获得一种具心脏毒

性和溶细胞特性的相对分子质量（Mr）为22×103的蛋白质，并

将此蛋白质命名为Flammutoxin [1]. Bernheimer等从金针菇中

纯化的一个具溶血特性的蛋白质也被称为Flammutoxin [2]，

但是蛋白质的Mr（32×103）比Lin等所描述的要大很多. Tomita 

等分离得到的Flammutoxin为一个Mr为31×103的溶血素蛋白

（Hemolysin），并指出该蛋白质具成孔特性，在所作用的细

胞上可组装成一个环形的低聚物，该环形物外部和内部直径

分别为10 nm和5 nm，并测定了该蛋白质的N-端28氨基酸残

基 [3]. Tadjibaeva 等研究了Flammutoxin在细胞膜上形成通道

的电生理特性，认为Flammutoxin可形成两种类型中等程度

阳离子选择性的电压门通道 [4]. 
Wat a nabe等 获 得 一种 跨上 皮电 阻（Tra nsepi t hel ia l 

electrical resistance，TEER）减弱蛋白（TEER-decreasing 
protein，TDP），并克隆了TDP基因的cDNA，它编码一个272
氨基酸残基的蛋白质（GenBank accession No. AB012289）[5]. 
Tomita等也克隆了Flammutoxin的cDNA（GenBank accession 
No. AB015948）[6]并在大肠杆菌（Escherichia coli）中进行了

表达，但不能获得具溶血活性的重组蛋白[6]. Narai等证明TDP
就是Flammutoxin [7]. 

Flammutoxin是存在于金针菇中具有多种生理功能的蛋

白质，但目前对该蛋白质的功能研究还局限在它对其他生物

的影响，该蛋白质对金针菇本身的影响还不太清楚 . 本研究

根据已报道的Flammutoxin基因的序列，设计特异性引物制

备杂交探针，以进一步确定Flammutoxin基因在金针菇发育

过程中的表达部位. 

1  材料与方法
1.1  培养基

金针菇菌丝体的分离和培养在马铃薯葡萄糖琼脂培养

基（PDA）上进行. 
1.2  金针菇子实体与菌丝体的获得

金针菇子实体购于大型超市，为白色品种. 金针菇菌丝

体的分离采用孢子弹射方法，从所购买的金针菇子实体上

分离获得，并进行出菇实验验证 . 菌丝体的培养和保存均在

PDA培养基上进行. 
1.3  其他食用菌子实体的获得

平菇（Pleurotus ostreatus）、香菇（Lentinus edodes）、

杏鲍菇（P. eryngii）、双孢蘑菇（Agaricus bisporus）、白玉菇

（商品名，未鉴定）子实体均购于大型商场，蛹虫草菌丝体

和子实体由本实验室培养. 
1.4  总RNA提取

用TRIZOL（上海 生 工生物 技 术 有限 公司产品）按产

品说明书从所用食用菌 菌丝体、菌柄和菌盖中分别提取总

RNA，电泳检测所提取RNA的纯度. 
1.5  探针（DIG-DNA）制备及检测

N o r t h e r n 杂 交 用 的 探 针 以 地 高 辛 进 行 标 记

（ 标 记 试 剂 盒 购 于 深 圳 莱 伯 克 生 物 科 技 有 限

公 司 ），根 据 已 经 公 布 的 F l a m m u t o x i n 基 因 序 列

（G e n B a n k  a c c e s s io n  No.  A B 0159 4 8）[6 ]设 计 特 异 性

P C R引 物，分 别 为：ATG C C TCA AGTCA AGACA AG和
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TCACTCAGGACCAGGAACCA（引物由上海生工生物工程有

限公司合成），底物为人工合成质粒pBinFTX（测序结果表明

该质粒中带有完整的Flammutoxin基因序列）. 在探针制备的

PCR反应过程中，褪火温度为53 ℃，PCR结束后电泳检测所

扩增DNA分子的大小. 
1.6  Northern杂交

所提 取 的 金 针 菇 菌丝体 、菌 柄 和 菌盖 总 R NA在含 有

1.8 mol L-1甲醛的1.2%琼脂 糖凝 胶 上电泳，而后溴化乙锭

（EB）染 色 来 确 定 R NA的 完 整 性 .  R NA被 转 移 到 尼龙 膜

（PerkinElmer, USA）上，而后进行预杂交、杂交和洗膜，杂

交试剂盒购于深圳莱伯克生物科技有限公司，按产品说明书

进行操作. 

2  结 果
2.1  Northern杂交用探针的合成

Flammutoxin的基因已经构建在质粒载体pBinFTX，表

明这是特异性的底物，经PCR扩增以后可获得特异性的产物. 
本研究根据已经发表的Flammutoxin基因序列，设计了特异

性的引物，经PCR扩增以后，电泳检测到一条830 bp的DNA条

带（图1），这表明合成了可用于Northern杂交检测的探针. 扩
增过程中目标DNA条带已经标记上地高辛. 

2.2  金针菇总RNA的Northern杂交检测
将 获 得 的 金 针 菇 的菌丝体 、菌 柄 和 菌 盖 分 别 提 取 总

RNA，变性琼脂糖凝胶电泳检测表明已经获得了金针菇这3
个部分的总RNA. 在金针菇菌丝体、菌柄和菌盖的总RNA进

行变性电泳以后，转尼龙膜，再用地高辛标记的Flammutoxin
基因探针与金针菇这3个部分的RNA进行杂交，结果表明只

有金针菇的菌柄总RNA电泳泳道上 显现出杂交带. 由此可

以确定，只有金针菇菌柄中转录产生了Flammutoxin基因的

mRNA，Flammutoxin在菌柄中得到了表达. 而在菌丝体和菌

盖中无Flammutoxin蛋白质的表达.  
2.3  其他食用菌总RNA的Northern杂交检测

在 本 研 究中提 取了平菇、香 菇、杏 鲍 菇、双 孢 蘑 菇和

白玉菇菌柄和菌盖的总RNA，获得平菇和杏鲍菇的菌丝体

总RNA. 而蛹虫草子实体无菌柄和菌盖之分，但分别也提取

了它的菌丝体和子实体的总RNA. 将所获得的这几种食用

菌菌柄、菌盖和菌丝体总RNA电泳以后，转膜，再用合成的

Flammutoxin基因探针进行Northern杂交，结果表明所检测的

几种食用菌的菌柄、菌盖和菌丝体均无杂交带出现. 

3  讨 论
现有研究表明，在金针菇中Flammutoxin蛋白质有大量

的表达，且表达量会有一定的变化 [8]. 在本研究中，通过提取

金针菇生长发育过程中的菌丝体或子实体的菌柄和菌盖中

的总RNA，通过地高辛标记的Flammutoxin基因作为探针进

行Northern杂交，结果仅在金针菇子实体的菌柄中检测到有

Flammutoxin基因的表达. 这表明Flammutoxin只在金针菇菌

柄的生长发育过程中才会出现，而在菌丝体和菌盖中均未见

有该蛋白质的表达，这无疑也暗示该蛋白质对金针菇菌柄的

生长发育有促进作用. 
由于初生菌丝经质配以后可形成次生菌丝，而子实体是

由成熟的次生菌丝进一步扭结分化而成. 既然Flammutoxin只

在金针菇菌柄上出现，表明Flammutoxin对次生菌丝的形成

或进一步的扭结分化可能会有一定的作用，这种对次生菌丝

的作用只局限在对菌柄上的次生菌丝的作用，而对菌盖上的

次生菌丝却没有这种作用. 目前还不清楚Flammutoxin对次生

菌丝的细胞有何作用，还有待进一步研究. 尽管现有研究已

经清楚Flammutoxin可以形成六聚体的环状结构[3]，但这种研

究结果只在作用于动物细胞的细胞膜时发现，而在金针菇菌

柄细胞中是否也会形成这种结构，也有待进一步研究. 
对数种食用菌的研究表明，Flammutoxin并不存在这些

真菌中，因此可以初步推测该蛋白质是金针菇所特有的，后

续将通过更多食用菌检测来验证. 
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1: Total RNA of mycelium; 2: Total RNA of stipe; 3: Total RNA of pileus
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