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基于碳水化合物结合结构域的香菇多糖
特异性荧光探针的构建与应用

李静敏，薛长湖，梅轩玮，刘冠辰，韩　瑾，常耀光*

（中国海洋大学食品科学与工程学院，海洋食品加工与安全控制全国重点实验室，山东青岛 266000）

摘　要：为构建得到香菇多糖特异性荧光探针以实现香菇多糖的原位可视化观察，本研究利用生物信息学技术从 β-
1,3-D-葡聚糖酶 TlGluA中挖掘得到一个潜在具有香菇多糖结合能力的碳水化合物结合结构域，并对其进行了重组

表达及分离纯化，重组蛋白命名为 LBM，进一步利用微量滴定板法研究了 LBM的结合特异性。结果表明 LBM能

够结合香菇多糖，但未表现出对大麦 β-葡聚糖、凝结多糖或魔芋葡甘露聚糖的结合能力，这证实该蛋白对香菇多

糖具有良好的结合特异性。此外，通过将 LBM与绿色荧光蛋白 EmGFP融合表达构建得到首个香菇多糖特异性荧

光探针，命名为 EmGFP-LBM，基于该探针实现了香菇多糖在香菇中的原位可视化观察。研究发现，香菇多糖不

仅存在于菌丝细胞壁中，还以散在状态分布于菌丝细胞间隙与细胞内部。本研究成功构建得到首个香菇多糖特异

性荧光探针，为香菇多糖的原位可视化观察提供了关键工具。
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Abstract： This  study  aimed  to  obtain  a  lentinan-specific  fluorescent  probe  for  the  in  situ  visualization  of  lentinan.  A
carbohydrate-binding module with potential lentinan-binding capacity was discovered in a β-1,3-D-glucanase by using the
bioinformatics  techniques,  and  further  recombinantly  expressed.  The  binding  specificity  of  the  expressed  protein,  which
was  named  as  LBM was  determined  by  the  microtiter  plate  assays.  The  results  indicated  that  LBM displayed  a  desired
specificity for lentinan. The protein exhibited positive binding signals to lentinan, while could not bind to several examined
polysaccharides  including  barley  β-glucan,  curdlan,  or  konjac  glucomannan.  Furthermore,  the  first  lentinan-specific
fluorescent probe was successfully constructed by fusing LBM with a green fluorescent protein EmGFP, based on which the
in situ visualization of lentinan in Lentinula edodes was realized. It was shown that lentinan was not only presented in the
mycelial  cell  wall,  but  also  amorphously  distributed  in  the  interstitial  space  and  inside  the  cell.  The  construction  of  the
EmGFP-LBM provided a promising tool for the in situ visualization of lentinan.
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我国食用菌产业发展迅速，已成为仅次于粮、

油、果、菜的第五大农产品。香菇，作为我国产量最

大的食用菌，具有重要经济价值和营养价值[1]。香菇

多糖（Lentinan，LNT）是从香菇子实体中获得的一类

多糖，主要活性成分结构为随机分布 β-1,6-葡萄糖分

支的 β-1,3-葡聚糖[2−3]。香菇多糖具有抗癌、抗病

毒、抗氧化、抗菌、抗抑郁和免疫调节等多种生物活

性，目前已经作为注射剂、片剂及胶囊等处方药，应

用于癌症的临床治疗[1,4−6]。除此之外，香菇多糖在世

界范围内被广泛用作药物替代物和膳食补充剂[7]。

可见，香菇多糖具有良好的应用前景和潜在的商业

价值。

香菇多糖的原位研究是阐明香菇多糖在食品中

的分布、香菇多糖与其他组分之间的相互作用以及

香菇多糖对食品感官特性的影响机制等科学问题的

关键。苯胺蓝染色剂为常用于 β-1,3-葡聚糖原位研

究的小分子染料[8]，但其容易受到 β-1,4-葡聚糖的干

扰，在特异性上存在局限性。多糖特异性探针是多糖

原位研究的重要工具[9]，基于其特异性识别功能可详

细定位食品中特定成分的原位分布[10]。目前，用于识

别多糖的结合蛋白主要为单克隆抗体和碳水化合物

结合结构域（Carbohydrate-binding module，CBM）。

然而，多糖结构异质性高，免疫原性弱，抗体制备过程

繁琐耗时，获取困难[11]。CBM是碳水化合物活性酶

（carbohydrate-active enzymes，CAZymes）中天然存

在的底物结合模块[12]，具有精准的多糖结合能力，其

结合特异性通常与其附着酶生物活性相匹配[13]。相

较于抗体，CBM具有尺寸小、成本低、标记灵活等特

点，可用于多糖的特异性检测分析[14]。CBM与荧光

蛋白融合表达所构建的荧光探针[10] 已广泛应用于木

聚糖、纤维素、果胶等多糖的荧光显微观察[15−17]。目

前香菇多糖 CBM并未见报道，因此，挖掘香菇多糖

CBM并构建特异性荧光探针对香菇多糖的荧光显

微观察具有实际意义。

本研究利用生物信息学分析，在 GH16_4家族

的 β-1,3-D-葡聚糖酶中发现了一个未知功能结构

域。该结构域呈现 β-sandwich折叠结构。众所周

知，β-sandwich是 CBMs最主要的折叠形式[14]。同

时，CBM的结合能力通常与其附属酶的催化活性相

匹配，鉴于此，推测这个未知功能结构域具有结合香

菇多糖的能力。以分子生物学技术对该结构域进行

克隆表达，分离纯化后得到重组蛋白，命名为 LBM，

随后确定 LBM对香菇多糖的结合能力。并通过

LBM与绿色荧光蛋白的融合表达，构建香菇多糖特

异性荧光探针，并验证其应用于香菇多糖荧光显微观

察的可行性。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

香菇（Lentinula edodes）　青岛黄山路市场；香

菇多糖　纯度≥96%，自制；魔芋葡甘露聚糖（纯度≥

99%）、大麦 β-葡聚糖（纯度≥95%）　上海麦克林公

司；凝结多糖　纯度≥95%，北京博奥拓达科技有限

公司；甲壳素　纯度≥99%，美国 Sigma公司；纤维

素（纯度≥99%）、四甲基联苯胺　北京索莱宝公司；

pET28a（ +）载体　美国 Novagen公司 ； pRSET-
EmGFP载体　美国 Thermo Fisher公司；大肠杆菌

BL21（DE3）感受态细胞　北京博迈德基因技术有限

公司；96孔板　美国 Corning公司；辣根过氧化物酶

标记 6×His标签的单克隆抗体　美国 Proteintech
公司。

Agilent  1260  HPLC高效液相色谱　Agilent；
Milli-Q Advantage A10超纯水机　法国默克公司；

3、10 kDa超滤离心管　美国密理博公司；iMark酶

标仪　美国 BioRad公司；ÄKTA Start蛋白纯化系

统、HisTrapTM HP、HiPrepTM 26/10 Desalting　美国

GE生命科学；FD5-3T冷冻干燥机　GOLD-SIM公

司；Tanon5200全自动化学发光成像分析系统　上海

天能科技有限公司；徕卡 CM1860冷冻切片机　德

国徕卡医疗；NanoDrop　美国 Thermo Fisher公司；

NIKON  ECLIPSE  Cl荧光显微镜　日本尼康；F-
4600荧光分光光度计　日本 HITACHI公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   香菇多糖的提取与检测　根据 Wang等[3] 的

方法，利用水提醇沉提取香菇多糖，多糖结构为 β-
1,3-糖苷键连接的葡聚糖；多糖含量由苯酚硫酸法

进行测定，随后由高效液相色谱进行检测是否呈现

单一峰。高效液相色谱：Agilent 1260 HPLC；色谱

柱：TSKgel  SuperAW4000；检测器：RID；流动相：

0.2 mol/L NaCl；流速：0.5 mL/min；柱温：40 ℃；检测

器温度：35 ℃。 

1.2.2   生物信息学分析　利用 dbCAN[18]、CD-
Search[19]、 Interproscan[20] 和 SignalIP  5.0[21] 等软件

预测 β-1,3-D-葡聚糖酶 TlGluA的序列结构域架构，

并使用 AlphaFold2[22] 预测蛋白 TlGluA的三维结

构。随后通过 ExPASy计算重组蛋白的理论分子量

和等电点[23]。 

1.2.3   基因克隆与异源表达　编码结合蛋白 LBM
的基因序列委托上海生工进行合成，利用 PCR技术

扩增目的基因。利用正向 5′-AGGAGATATACCAT
GGCCATGGGCGCAGACATTC-3′和反向引物 5′-
GGTGGTGGTGCTCGAGCTCGAGACATCTCTTG
ACAATTTTAGGT-3′扩增编码 LBM的基因序列。

将 PCR产物纯化并使用限制性内切酶 NcoI/XhoI
进行酶切，并连接到 pET28a（+）载体中（保留 N端

His标签）。将重组质粒转化至大肠杆菌 BL21（DE3）
感受态细胞中。将成功转化的菌体接种于含有

30 ng/μL卡那霉素的 LB培养基中在 37 ℃ 下培养

至 OD600 达到 0.4。在 17 ℃ 下，利用 0.5 mmol/L β-
D-硫代半乳糖苷诱导 16 h后收集菌体沉淀。将菌体

重悬于 20 mmol/L PBS（NaH2PO4-Na2HPO4）缓冲液
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（pH7.5）中，超声破碎，离心收集上清，得到含有

LBM的粗蛋白溶液。 

1.2.4   蛋白纯化　利用 HisTrapTM HP柱和ÄKTA
Start系统纯化来自细胞裂解物上清液中具有 6×
His标 签 的 重 组 蛋 白 ， 并 在 0.3  mol/L  NaCl的
20 mmol/L Tris-HCl缓冲液（pH7.5）中以 0~0.5 mol/L
咪唑浓度进行线性梯度洗脱，收集紫外信号高的组

分。使用 HiPrepTM  26/10  Desalting以 20  mmol/L
PBS缓冲液（pH7.5）对样品进行脱盐。利用 SDS-
PAGE（160 V恒压，50 min）分析纯化蛋白、上样前的

样品以及 Ni柱流穿液的纯度和分子量（Mw）。使用

NanoDrop测定蛋白质的浓度。纯化后的重组蛋白

用于结合特异性的研究。 

1.2.5   结合特异性研究　根据先前的微量滴定板

法[24−25]，将香菇多糖、大麦 β-葡聚糖、凝结多糖和魔

芋葡甘露聚糖溶解在包被（NaCl-Na2HPO4·12H2O-
KH2PO4-KCl）缓冲液（pH7.5）中，多糖浓度均为

50 μg/mL。取 100 μL上述多糖样品添加至 96孔板

中，4 ℃ 下过夜孵育。随后用封闭缓冲液（含 5%脱

脂奶粉的包被缓冲液）封闭板中的剩余结合位点。超

纯水洗涤后，依次加入 100 μL利用包被缓冲液稀释

的 LBM（浓度分别为 0.78、1.56、3.125、6.25、12.5、
25、 50、 100  μg/mL） 和 辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记

6×His标签的单克隆抗体（0.2  μg/mL），每次反应

2 h。使用四甲基联苯胺（TMB）显色 15 min，并用

1 mol/L HCl终止反应。最后，在 450 nm处测量吸

光度，当吸光度值>0.2时，判定结合蛋白 LBM与多

糖有结合。 

1.2.6   荧光探针的构建　以含有结合蛋白 LBM序

列的重组质粒为模板钓取目的基因，正向引物和反向

引物分别为 5′-TCATGGTATGGCTAGCGCAGAC
ATTCCTAAACCCAGACTCAC-3′和 5′-TGGCGAA
TTCGGATCCACATCTCTTGACAATTTTAGGTG
GTACCAAG-3′。将 PCR产物纯化并使用限制性内

切酶 NheI/BamHI进行酶切 ，并连接到 pRSET-
EmGFP载体中。将携带重组质粒的大肠杆菌 BL21
（DE3）细胞在含有 60 ng/μL氨苄青霉素的 LB培养

基中在 37 ℃、160 r/min下进行培养。按照上述方

法进行蛋白的表达和纯化。将荧光探针命名为

EmGFP-LBM。 

1.2.7   荧光显微测定实验　根据 Kawakubo等[26] 的

方法研究荧光探针 EmGFP-LBM与甲壳素和纤维素

的结合能力，将 2 mg上述多糖样品和 100 μL荧光

探针 EmGFP-LBM溶液（1 mg/mL）添加至 20 mmol/L
PBS缓冲液（pH7.5）中，总体积为 200 μL，并在 25 ℃
下振荡孵育 30 min。离心（10000 r/min，5 min）除去

上清中多余的蛋白，使用 20 mmol/L PBS缓冲液

（pH7.5）洗涤 3次，以确保最小的背景荧光和高信噪

比。将样品重悬于 40 μL 20 mmol/L PBS缓冲液

（pH7.5）中，取少量样品置于载玻片，用盖玻片覆盖，

通过荧光显微镜进行分析。对于所有样品，以相同的

曝光时间（1 s）记录图像，以检测信号强度的差异。

实验过程中保持避光操作。 

1.2.8   荧光探针的荧光特性研究　通过荧光分光光

度计测定其最佳激发波长（Ex）和发射波长（Em）。

在 Ex和 Em相等的情况下，将荧光强度定义为 0。
按照 Patterson等[27] 方法测定探针的 pH稳定性，利

用 HCl或 NaOH调节缓冲液（50 mmol/L磷酸氢二

钠、50 mmol/L无水醋酸钠、50 mmol/L甘氨酸）的

pH至 3~10，以 1:100的比例稀释荧光探针，利用荧

光分光光度计在荧光探针的最佳激发波长、发射波

长下进行定点测量。 

1.2.9   香菇多糖的荧光显微观察　将新鲜香菇的组

织包埋在 OCT包埋剂中，于−20 ℃ 冷冻 15 min后

以 10 μm进行切片。为实现香菇中多糖的共定位，

向香菇组织切片中加入 CFW与 EmGFP-LBM的混

合染液（1:9的混合比例），在室温下孵育 30 min，
20 mmol/L PBS缓冲液（pH7.5）下洗涤 5 min，使用

荧光显微镜收集蓝色通道和绿色通道图像。 

1.3　数据处理

每组实验均重复进行 3次，数据采用平均值±标
准差表示。数据处理采用 Excel、Origin和 NIS等软

件并作图。 

2　结果与分析 

2.1　生物信息学分析

本研究利用生物信息学技术对 CAZy数据库中

β-1,3-葡聚糖酶的结构域架构进行分析，在 GH16_4
家族中发现了内切 β-1,3-D-葡聚糖酶 TlGluA（Gen-
Bank：AEE89454.1），其序列结构由 N端信号肽

（1~15位氨基酸）、GH16_4催化域（129~439位氨基

酸）和一个未知功能的结构域（16~119位氨基酸）组

成（图 1A）。AlphaFold2蛋白结构预测结果显示，该
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图 1    TlGluA的序列结构分析

Fig.1    Domain architecture analysis of TlGluA
注：A. TlGluA的结构域架构；B. TlGluA的三维结构预测，蓝
色部分为未知功能结构域，绿色部分为 GH16_4家族结构域。
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未知功能结构域呈现 β-sandwich折叠结构（图 1B蓝

色部分）。β-sandwich折叠是 CBMs的主要折叠形

式[14]。同时，鉴于 CBM的结合能力通常与其附属酶

的催化活性相一致，因此猜测该段未知功能结构域为

一个具有香菇多糖结合能力的 CBM。 

2.2　克隆表达与结合特性研究

克隆 LBM的基因片段，并在大肠杆菌 BL21
（DE3）中异源表达。随后通过镍亲和层析从胞内上

清液中纯化具有 6×His标签的重组 LBM。纯化的

LBM在 SDS-PAGE分析上显示单一条带（图 2A），

Mw约为 14 kDa，这与预期的理论 Mw（13.3 kDa）接
近，并且过 Ni柱后穿透液在 SDS-PAGE分析上条

带明显减弱（图 2C），表明蛋白已成功表达并纯化。

为了进一步研究 LBM对香菇多糖的结合能力，基于

经典提取方法[3] 提取香菇多糖，利用苯酚硫酸法测定

多糖含量约为 96%，利用 Bradford法测定蛋白含量

约为 2%，通过 HPLC检测发现呈现单一峰（图 3A），

表明香菇多糖纯度良好。微量滴定板法研究表明，蛋

白 LBM表现出对香菇多糖的阳性结合信号，提示该

蛋白能够结合香菇多糖，这证实 LBM为具有香菇多

糖结合能力的 CBM。此外，LBM未表现出对大麦

β-葡聚糖、凝结多糖或魔芋葡甘露聚糖的结合能力

（图 3B）。上述结果表明，LBM具有对香菇多糖的良

好结合特异性，这种特性有助于其作为探针对香菇多

糖进行原位观察，可以有效避免其他多糖的干扰而造

成实验结果的不可信性。
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图 2    LBM的表达结果
Fig.2    Expression of LBM

注：A. 纯化重组 LBM的 SDS-PAGE分析；B. 未纯化重组
LBM的 SDS-PAGE分析；C. 重组 LBM过 Ni柱后的穿透液
的 SDS-PAGE分析。
  

2.3　香菇多糖特异性荧光探针的构建

为实现香菇多糖的荧光显微观察，将 LBM与绿

色荧光蛋白 EmGFP融合表达，成功构建荧光探针

EmGFP-LBM。纯化的 EmGFP-LBM在 SDS-PAGE
分析上显示单一条带（见图 4A），Mw约为 43 kDa，
这与预期的理论 Mw（40.7 kDa）接近，并且过 Ni柱

后穿透液在 SDS-PAGE分析上条带明显减弱（图 4C），
表明目标蛋白已成功表达并纯化。
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图 3    LBM的结合能力分析

Fig.3    Binding capacity analysis of LBM
注：A. 香菇多糖的 HPLC色谱图；B. LBM的结合特异性研究。
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图 4    EmGFP-LBM的表达与结合能力分析

Fig.4    Expression and binding capacity analysis
of EmGFP-LBM

注：A. 纯化重组 EmGFP-LBM的 SDS-PAGE分析；B. 未纯化
重组 EmGFP-LBM的 SDS-PAGE分析；C. 重组 EmGFP-LBM
过 Ni柱后的穿透液的 SDS-PAGE分析；D. EmGFP-LBM的
结合特异性研究。
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甲壳素和纤维素是 β-1,4-葡聚糖，与香菇多糖的

结构具有明显相似性，且均为香菇中存在的主要多

糖 [28−29]。结合特异性研究结果可以观察到随着

EmGFP-LBM浓度的提高，其对香菇多糖的阳性结

合信号呈上升趋势（图 4D），表明该探针可以结合香

菇多糖。由于该方法仅适用于结合蛋白对可溶性多

糖的结合能力研究，对于 EmGFP-LBM对甲壳素与

纤维素的结合，采用荧光显微实验进行验证。结果显

示，EmGFP-LBM对甲壳素和纤维素均没有显示出

绿色荧光（图 5C~5D），意味着该探针对甲壳素和纤

维素均不具有结合能力。这提示 EmGFP-LBM是香

菇多糖特异性荧光探针。
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图 5    EmGFP-LBM的荧光显微图像
Fig.5    Fluorescence microscopy image of EmGFP-LBM

注：A、C为甲壳素的明场和荧光视野；B、D为纤维素的明场
和荧光视野。
 

3D全波长扫描结果显示，EmGFP-LBM的最佳

激发波长和发射波长分别为 480  nm和 510  nm
（图 6A），与绿色荧光蛋白的荧光特性相似，这提示

着 LBM的引入并未对荧光蛋白的特性造成影响。

EmGFP-LBM的荧光性能在 pH6~10之间相对稳定

（图 6B），这表明该探针能够满足大多数食品体系中

的应用。EmGFP-LBM为首个具有香菇多糖特异性

结合能力的荧光探针，且该探针荧光性能稳定，具有

良好的应用潜力。 

2.4　香菇多糖特异性荧光探针在原位研究中的应用

香菇多糖的原位分析是阐明众多科学问题的关

键，如香菇多糖在香菇中的原位分布，或在香菇加工

过程中的原位变化。为获得香菇多糖原位可视化工

具，进一步将 LBM与绿色荧光蛋白 EmGFP融合表

达，成功构建得到香菇多糖特异性荧光探针 EmGFP-
LBM。为了评估所构建探针作为香菇多糖原位可视

化工具的可行性，利用 EmGFP-LBM对香菇中的香

菇多糖进行了原位染色观察。同时为了考察香菇中

不同多糖的分布，以卡尔科弗卢尔荧光增白剂

（Calcofluor White Stain，简称 CFW）对香菇中的甲

壳素与纤维素进行染色[30−34]。如图 7所示，在香菇

组织切片中观察到了大量的绿色荧光和蓝色荧光。

蓝色荧光分布于菌丝细胞壁（图 7C），表明甲壳素和

纤维素作为结构性多糖组成菌丝细胞壁；绿色荧光除

分布于菌丝细胞壁上外，还随机分布于菌丝细胞内部

和细胞间隙（图 7D）。目前，尚未有报道关于香菇多

糖在香菇中的原位分布研究，但这与之前描述的 β-

1,3-葡聚糖在双孢菇等其它真菌菌丝细胞壁中的分

布大致相同[35]。由于 EmGFP-LBM能特异性结合香

菇多糖而不结合香菇中其他多糖，因此，推测香菇多

糖不仅存在于菌丝细胞壁上，还以散在状态分布于菌
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图 6    EmGFP-LBM的荧光特性

Fig.6    Fluorescence properties of EmGFP-LBM
注：A. 3D扫描荧光光谱；B. pH对其荧光强度的影响。其中，
荧光强度最大值记为 100，其它值相应进行归一化处理。
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图 7    香菇组织切片的荧光显微图像

Fig.7    Fluorescence microscopic image of tissue section of
Lentinula edodes

注：A. 整体图像明场视野；B. 整体图像荧光视野；C. 局部图
像 CFW标记的甲壳素和纤维素 ；D. 局部图像 EmGFP-
LBM标记的香菇多糖。蓝色部分为甲壳素和纤维素，绿色部
分为香菇多糖。

 · 244 · 食品工业科技 2024年  10 月



丝细胞间隙和细胞内部。综上，EmGFP-LBM可以

作为香菇多糖特异性荧光探针用于香菇多糖的原位

可视化。 

3　结论
本研究从 β-1,3-D-葡聚糖酶 TlGluA中成功挖

掘得到一个新型香菇多糖结合蛋白 LBM，并对其进

行克隆表达及功能验证。结果表明，LBM对香菇多

糖具有良好的结合特异性。通过将 LBM与绿色荧

光蛋白 EmGFP融合表达，成功构建出首个香菇多糖

特异性荧光探针 EmGFP-LBM。所构建探针荧光性

能良好，适宜应用范围为 pH6~10，能够满足大多数

食品体系的应用。此外，以 EmGFP-LBM为工具，配

合显微成像技术，实现了香菇中香菇多糖的原位可视

化。研究发现香菇多糖不仅存在于菌丝细胞壁中，还

以散在状态分布于菌丝细胞间隙和细胞内部。

EmGFP-LBM的构建为香菇多糖的原位研究提供了

良好工具。

© The Author(s)  2024.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
License (https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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