
Research Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
53(3):249 － 258; 4 March 2013
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn

基金项目:福建省自然科学基金(2007J0120，2011J05047)

作者简介:郑耀通(1965 － )，浙江丽水人，男，博士，教授，研究方向环境微生物学。E-mail:fafu5188@ yahoo． com． cn

收稿日期:2012-10-21;修回日期:2012-11-26

一氧化氮在启动黄孢原毛平革菌木质素降解酶合成中的作用
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福建农林大学应用微生物技术研究所，福州 350002

摘要:【目的】通过了解一氧化氮在启动黄孢原毛平革菌合成木质素过氧化物酶( LiP)中的作用及其作用机
制，弄清白腐菌启动次生代谢的调控机制。【方法】以黄孢原毛平革菌原种 pc530 及突变种 pcR5305 为研究
对象，弄清在不同营养条件下 NO 含量的动态变化及其与合成 LiP 之间的关系，再通过添加外源 NO 供体
SNP、NO 淬灭剂 cPTIO 对两菌株合成 LiP 的影响分析，揭示 NO 在白腐菌启动合成 LiP 中的作用和作用机
理。【结果】两菌株均能在两种不同营养条件下产生 NO，但 NO 的产生量与菌株及其营养状况有关，富营养
使 pc530 产生 NO 量低且严重延后，而 pcR5305 产生 NO 并不需要营养饥饿激发且产生量显著高于 pc530。
除了 LiP 峰值出现时间迟于 NO 峰值时间外，NO 含量与 LiP 合成呈正相关性;外施 SNP 对合成 LiP 有促进作
用，但对 pcR5305 的促进作用没有 pc530 明显;15 mmol /L cPTIO 使黄孢原毛平革菌合成 LiP 均大为降低，但
并没有完全抑制产生 LiP。【结论】黄孢原毛平革菌可能通过产生 NO 启动 LiP 的合成，但 NO 并不直接参与
或影响合成 LiP，NO 更可能是作为一种上游的信号分子起作用。除了 NO 外，可能还有其它与 NO 有相互促
进作用的信号分子也参与了 LiP 合成的调控。与 pc530 具有不同的产生 NO 的机制可能就是 pcR5305 抗营
养阻遏合成木质素降解酶的机理。
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以 黄 孢 原 毛 平 革 菌 ( Phanerochaete
chrysosporium)为模式种的白腐菌 ( white-rot fungi，
WRF)因能产生非专一性的木质素降解酶 ( Lignin
degrading peroxidases，LDPs)，降解木质素及其结构
类似物而在生物制浆与漂白、环境污染治理和修复、
木质纤维素的生物处理与利用等方面具有巨大的应
用前景［1 － 2］。然而，WRF 合成 LDPs 要求营养饥饿
的特性及其产酶量低且不稳定的缺陷，则严重制约
了 WRF 的实际应用［3 － 5］。因此，解决 WRF 合成
LDPs 需要营养饥饿的缺陷、阐明 WRF 启动 LDPs 合

成的机理具有十分重要的科学与实际意义。以往的
研究显示，活性氧( reactive oxygen species，ROS)可
能是 WRF 合成 LDPs 的信号分子，也意识到 WRF
合成 LDPs 可能与胁迫产生的抗氧化机制有关［6 － 7］，
重金属胁迫能诱导 P． chrysosporium 产生抗氧化性酶
等［8，9］。然而，WRF 启动 LDPs 合成的机制还不清
楚，与胁迫防卫反应密切相关的 NO 信号分子在
WRF 合成 LDPs 中的可能作用及其机制还没有报
导。NO 作为一种信号分子首先在动物细胞中发
现，随后证实 NO 同样存在于植物当中，并且发挥
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着重要的作用［10 － 11］。作为一个具有广泛作用的重
要信号分子，NO 愈来愈受到广泛关注，许多生物的
次生代谢调控、环境胁迫、防卫反应等都受 NO 的调
节［12 － 13］。基于以上研究进展，我们认为，WRF 在营
养饥饿(特别是氮饥饿)时才能启动合成 LDPs，可能
就是 WRF 抗营养饥饿胁迫而产生的一种防御反应
机制，因 NO 在调节植物细胞对逆境胁迫反应过程
中发 挥 着 重 要 的 作 用，NO 同 样 也 可 能 是 P．
chrysosporium 启动 LDPs 合成的重要信号分子。为
了验证这种假设，本试验以 P． chrysosporium 野生型
pc530 及其选育的能在富营养条件下产生 LDPs 的
pcR5305 突变菌株为研究对象，分析两菌株在限营
养与富营养条件下产生 NO 含量的动态变化及其与
合成 LDPs 之间的关系，再通过添加外源 NO 供体硝
普钠 ( sodium nitroprusside，SNP)、NO 专一淬灭剂
cPTIO ( 2， 4-carboxyphenyl-4， 4， 5， 5-
tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxide) 对两菌株合成
LDPs 影响的分析，以期揭示 NO 在 WRF 启动合成
LDPs 中的作用和作用机理。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 供试菌株:黄孢原毛平革菌野生株 ( P．
chrysosporium 530，pc530)，紫外诱变选育的抗营养
阻遏产酶黄孢原毛平革菌突变株(P． chrysosporium
R5305，pcR5305)等菌株由福建农林大学应用微生
物技术研究所提供。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:主要试剂包括葡萄糖、
KH2PO4、MgSO4·7H2O、酒石酸铵、酒石酸钠、CaCl2、
CuSO4·5H2 O、甘氨酸、FeSO4·7H2 O、NaCl、CoSO4、
ZnSO4、H3BO3、AlK(SO4) 2、NaMoO4、氨基苯磺酸、N-
萘基-乙二胺、磷酸、亚硝酸钠等，均为分析纯，购于
中国上海国药集团化学试剂有限公司。SNP、cPTIO
购于 Sigma 公司。主要仪器包括 SPX-250B-Z 生化
培养箱(上海博迅实业有限公司医疗设备厂)、VIS-
723G 分光光度计(北京瑞利分析仪器公司)，GL-
20G-H 冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂)等。
1. 1. 3 培养基:①PDA 固体培养基( g /L):马铃薯
200，葡萄糖 20，KH2 PO4 3，MgSO4·7H2 O 1. 5，VB1

0. 005，琼脂 20，用蒸馏水配制，pH 自然，其中 VB1

先经过滤灭菌后加入到灭菌的培养基中。此培养基

用于菌种扩大培养。②液体培养基( g /L):采用经
典的 Kirk 培养基并略作修改［14］，由葡萄糖 10、酒石
酸铵 2. 2(富氮，NS)或 0. 22(限氮，NL)、酒石酸钠
0. 28、CaCl2 0. 1、KH2 PO4 0. 2、MgSO4·7H2 O 0. 5、
5 mg /L VB1 1 mL(先过滤灭菌，再加入到灭菌后的
液体 培 养 基 中 )、1 mL 无 机 盐 溶 液 组 成，用
0. 1 mmol /L HAc-NaAc 缓冲液调节至 pH4. 5。无机
盐溶液 ( g /L):由甘氨酸 1. 5、FeSO4·7H2 O 0. 1、
MgSO4·7H2 O 3. 0、NaCl 1. 0、CoSO4 0. 1、CaCl2
0. 082、ZnSO4 0. 1、MnSO4·H2 O 0. 01、CuSO4·5H2 O
0. 01、H3BO3 0. 01、AlK( SO4 ) 2 0. 01、NaMoO40. 01 组
成。此培养基用于 WRF 产酶培养。
1. 2 菌株的液体培养与产酶动力学

利用改良的 Kirk 经典液体培养基，设置限氮
(NL)和富氮(NS)两种营养条件。在装有20 mL液
体培养基的250 mL三角瓶中以每瓶 4 个 Ф 6 mm的
菌塞接种，设 3 个重复，分别置于 37℃静置培养，此
后每天取出 1 瓶培养液过滤，滤液经 9300 × g，4℃
离心5 min后得粗酶液用于测定酶活力及 NO 含量。
外源 NO 供体及其淬灭剂的添加试验，先将 NO 外
源供体 SNP、NO 淬灭剂 cPTIO 配制成一定浓度的母
液，经微孔滤膜过滤灭菌后加入到已灭菌的液体培
养基中，按实验要求控制 SNP、cPTIO 的添加量使培
养液中的浓度达到所需值，其它培养条件相同。每
组实验重复 3 次取平均值。
1. 3 木质素过氧化物酶(LiP)活力的测定

以 LiP 在 H2O2存在下氧化 Azure B 染料来表示
LiP 的活力［15］，具体方法为取125 mmol /L的酒石酸
钠缓冲液 ( pH 3. 0) 1 mL，0. 160 mmol /L的 Azure B
溶液500 μL，粗酶液500 μL，30℃ 下加入2 mmol /L
的 H2 O2溶液500 μL启动反应，测定反应最初3 min
内651 nm处 OD 值减小速率，1 个酶活力单位以每
分钟每毫升的培养基滤出液降低 0. 1 个 OD 值来表
示。
1. 4 NO 浓度的测定

细胞中 NO 的浓度按文献测定［16 － 17］，在酸性条
件下，将 NO 氧化成亚硝酸盐，利用 Griess 试剂(1%
对氨基苯磺酸，0. 1% N-萘基-乙二胺，5%磷酸)测定
所生成的亚硝酸含量推算细胞中 NO 的浓度。不同
时间及介质中培养液经过滤并冷冻离心后，取2 mL
滤液加入2 mL Griess 试剂振荡混匀，室温下放置
30 min后在 550 nm 测吸光值，根据吸光值利用
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NaNO2标准曲线计算 NO 含量。
1. 5 统计学分析

采用 SPSS 18. 0 统计软件对实验数据进行分
析，组间比较用 t 检验，P ＜ 0. 05 时表示组间存在显
著性差异。

2 结果和分析

2. 1 P． chrysosporium 产生 NO 的动态变化及其与
合成 LDPs 的相关性

P． chrysosporium 野生菌株 pc530 启动 LDPs 的
合成，需要满足营养饥饿特别是氮浓度要很低的要
求，在富氮(NS)环境下 pc530 不能合成 LDPs，经诱
变筛选的抗营养阻遏产酶 pcR5305 菌株却能在 NS
条件下合成木质素降解三种主要酶［18 － 19］，为了弄
清 P． chrysosporium 启动 LDPs 合成特别是诱变菌株
能在 NS 条件下合成 LDPs 的机制，验证 NO 在 P．
chrysosporium 合成 LDPs 中是否具有调控作用，实验
比较了 pc530 与 pcR5305 在 NL、NS 培养条件下产
生 NO 的动态变化，以及 NO 对木质素过氧化物酶
LiP 产量的影响，结果如图 1。结果表明，两菌株均
能在两种培养条件下产生 NO，且产生的动力学趋
势相似，都具有在前期快速上升，随后下降，后期
NO 产生不明显的特点。然而，抗营养阻遏产酶菌
株 pcR5305 不仅产生 NO 的量显著高于野生菌株
pc530(P ＜ 0. 05)，而且其出现 NO 峰值时间也提前，
如在 NL 条 件 下，pcR5305 在 第 一 天 就 能 产 生
0. 811 μm /L的 NO，在第 4 天达到高峰2. 822 μm /L;
野生菌株 pc530 在第一天仅产生 NO 0. 052 μm /L，
并在第五天达到峰值1. 241 μm /L(图 1-A)。在 NS
条件下，两菌株因富氮而使 NO 产生的变化明显不
同，NS 抑制了 pc530 产生 NO，而 pcR5305 在 NS 条
件下产生 NO 反而更高(图 1-B)。pc530 在第 1 － 4
天产生的 NO 量很少且 LiP 产量也非常低，产生的
NO 及 LiP 的峰值远低于 NL 条件下的产生量且滞
后 2 天 (图 1-B)，说明富氮抑制了野生菌株产生
NO。从富营养不利于野生菌株 NO 的产生现象，推
测野生菌株开始产生 NO 可能是营养饥饿造成的结
果。再从突变菌株 pcR5305 不管是在 NL 还是 NS
条件下，均比 pc530 产生更多的 NO 且不受高氮抑
制，证实 pcR5305 与 pc530 产生 NO 的机理不同，说
明 pcR5305 可能通过某种机制形成更高浓度的 NO

并因此启动富营养条件下 WRF 合成 LDPs，这可能
就是筛选的菌株能抗营养阻遏产酶的原因。

从 NO 含量的动态变化与 LiP 活性变化趋势的
关系看，较高浓度的 NO 大致对应于较高 LiP 的活
性，而从 NO 的产生总是发生于 LiP 合成之前的现
象，说明 NO 与黄孢原毛平革菌合成 LiP 相关。但
NO 的绝对浓度并不直接对应于 LiP 的产生量，因为
LiP 峰值出现时间总是迟于 NO 峰值的出现，说明 NO
并不直接参与或影响 P． chrysosporium 合成 LiP，NO
更可能是作为一种上游的信号分子在起作用。实验
结果还显示，不管是在 NL 还是 NS 条件下，2 菌株产
生的 NO 对 LiP 合成的影响总趋势相似，说明 NO 对
LDPs 合成所起的作用并不因营养条件的改变而改
变，这也进一步说明了 NO 的作用可能仅仅是作为第
二信使而依浓度变化启动 LDPs 的合成。

图 1 P． chrysosporium 产生 NO 与 LiP 的动态变化
Fig． 1 The relationship between LiP production and NO levels． A:

nitrogen limitation;B: nitrogen sufficiency．

2. 2 外源 NO 对 P． chrysosporium 合成 LiP 的影响
为了进一步验证 NO 在调控 P． chrysosporium 合成

LiP中的可能作用，在培养基中加入外源 NO 供体硝普
钠( SNP )，分 别使其 终 浓 度达到 0. 05、0. 1、0. 5、
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1. 0 mmol /L，再测定培养过程中合成 LiP 的动态变化，
结果如图 2。结果显示，外源 NO 均能提高两菌株在
NL及 NS 条件下 LiP的产量，特别是能显著提高 pc530
在 NS 条件下的产酶量，说明 NO 对 P． chrysosporium 合
成 LiP有促进作用。但外源 NO 对不同菌株的产酶促
进效果又有不同，一定浓度的 SNP( ＜ 0. 5 mmol /L)对
pc530 合成 LiP有明显促进作用，也使 LiP 峰值出现时
间提前，其中0. 5 mmol /L SNP作用最为明显，但更高浓
度如 1. 0 mmol /L SNP 的促进作用则明显减弱，说明
NO对 P． chrysosporium合成 LiP 的影响与其浓度有关。
在 NS条件下加入 SNP 后对 LiP 合成的促进作用比在
NL条件下更为有效，也说明了在 NS 条件下 pc530 产
生的内源 NO 比在 NL 条件下低，这与图 1 结果一致。

与 pc530 菌株不同，pcR5305 在 NL 条件下，加入外源
SNP产生的效果比在 NS 条件下明显，这可能是因为
pcR5305在 NS 条件下产生内源 NO 量高于 NL 环境，
也说明了 pcR5305可能具备了由氮源直接合成 NO 的
机制，使 pcR5305 菌株在 NS条件下产生更多的 NO，这
有待于进一步证实。此外，pcR5305 不管是在 NL 还是
NS 条件下，加入 SNP 后对 LiP 合成的促进作用都没
有 pc530 菌株明显，高于0. 1 mmol /L的 SNP 加入则明
显抑制 pcR5305 合成 LiP，这可能是 pcR5305 由于本
身能合成更多的 NO 还者因其它突变导致能产生更
多的 NO，外源 SNP 使细胞中的 NO 浓度太高产生硝
化胁迫，对细胞产生毒性效应。高浓度的 NO 不利于
细胞生命活动，已得到充分证实［20］。

图 2 外源 NO 供体 SNP 对菌株合成 LiP 的影响
Fig． 2 Effect of exogenous NO donor SNP on LiP production． A: pc530 nitrogen limitation;B: pc530 nitrogen sufficiency;C: pcR5305 nitrogen

limitation;D: pcR5305 nitrogen sufficiency．

2. 3 NO 专一淬灭剂 cPTIO 对 P． chrysosporium
合成 LiP 的影响

外源 NO 供体均可使两菌株合成 LiP 增加，显

示 NO 可能是合成的 LDPs 正调控子，为进一步确证
NO 的作用及其作用机理，比较了15 mmol /L NO 清
除剂 cPTIO 对 P． chrysosporium 合成 LiP 的影响(图
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3)。结果显示，加入15 mmol /L cPTIO 均可使两菌
株在两种不同的营养条件下合成 LiP 下降，但
cPTIO 对不同菌株及其在不同营养条件下对产酶的
抑制作用又有区别，pc530 产酶受抑制在 NL 条件下
更明显，进一步说明了营养饥饿是野生菌株合成
NO 及 LiP 的基础。相反，pcR5305 则在 NS 条件下
受 cPTIO 的影响更大，说明 pcR5305 发生的突变可
能直接涉及到 NO 的合成的增强。加入15 mmol /L

的 cPTIO 能使 NO 完全被清除，也没有影响菌株对
碳、氮源的消耗 (数据未显示)，说明 cPTIO 对产酶
的抑制作用并不是由 cPTIO 产生的毒性效应。
cPTIO 能完全清除基质中的 NO 但并没有完全抑制
P． chrysosporium 产生 LiP，进一步说明除了 NO 外，
P． chrysosporium 合成 LiP 可能还涉及到其它正调控
因子在起作用。

图 3 NO 清除剂 cPTIO 对菌株合成 LiP 的影响
Fig． 3 Effect of NO scavenger cPTIO on LiP production． A: pc530 nitrogen limitation;B: pc530 nitrogen sufficiency;C: pcR5305 nitrogen

limitation;D: pcR5305 nitrogen sufficiency．

3 讨论

随着动、植物细胞中 NO 的来源及功能研究的
不断深入，NO 在真菌中的存在及其合成途径的研
究也日益受到重视。研究显示，真菌细胞中 NO 可
通过氧化、还原两种途径产生，好氧条件下细胞质中
的 NO 主要由类一氧化氮合酶(NOS)经 L-精氨酸氧
化合成［21 － 22］，而在低氧或缺氧条件下，线粒体通过

NO －
2 还原生成 NO［23 － 25］。目前，已在盘基网柄

( Dictyostelium )、须 雷 ( Phycomyces ) 及 脉 孢 菌
(Neurospora )［26］ 以 及球刺盘 孔菌 ( Colletotrichum
coccodes)、盾壳霉 ( Coniothyrium minitans)等真菌中
发现 类 NOS［27］。最 近 又 在 桦 褐 孔 菌 ( Inonotus
obliquus)白腐菌中发现了 NOS，并证实 NO 参与次
生代谢调控［28 － 30］。因此，P． chrysosporium 中也可能
存在 NOS 并催化 NO 的生成;同时，P． chrysosporium
中的 NO 还可能来自于在初生代谢到次生代谢的转
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换期大量产生的细胞色素氧还酶合成［31 － 32］;此外，
早在 1991 年 Servent 等［33 － 34］就发现 P． chrysosporium
还可能由谷胱甘肽转移酶(GST)系统参与由硝化甘
油产生 NO。众所周知，谷胱甘肽转移酶在生物的
初级和次级代谢、胁迫防御和细胞信号传导中发挥
重要作用，江明锋等［35］也发现 P． chrysosporium 从初
级代谢到次生代谢的转换期，有一个与氮代谢相关
的基因转录显著上调，而 P． chrysosporium 进入次生
代谢阶段的触发因子就是氮饥饿。在 KOG 分类
中，该基因编码的蛋白质与信号传递相关，被称之为
寡肽转运蛋白，其中一个参与谷胱甘肽的转运，而谷
胱甘肽对于代谢调控特别是氧自由基介导的信号传
导和调节有重要作用［36］。结合 Servent 等［33 － 34］研
究结果，可以认为在 P． chrysosporium 中谷胱甘肽转
移酶系统参与了 NO 的合成并在该菌的代谢转换期
和次生代谢期的调控中起重要作用，但由谷胱甘肽
转移酶系统合成 NO 的具体机制还不清楚。

我们的实验结果也证实了 P． chrysosporium 能产
生 NO，但 NO 的产生与菌株及其营养状况有关，营
养饥饿有利于野生型菌株产生 NO，富营养使野生
菌株 pc530 产生 NO 量低且延后，说明营养饥饿胁
迫可能是野生型菌株产生 NO 的重要条件。与野生
菌株不同，突变菌株 pcR5305 产生 NO 并不需要营
养饥饿激发，不仅产生 NO 的量明显高于野生菌株
pc530(P ＜ 0. 05)，而且出现 NO 的峰值时间也提前，
说明突变菌株产生 NO 的机制发生了变化，可能涉
及到 NO 合成途径的直接或间接改变，使其能产生
更高浓度的 NO，而这可能就是筛选的菌株能抗营
养阻遏产酶的原因。而对于 P． chrysosporium 细胞中
NO 的产生机制，如是否存在 NOS、谷胱甘肽转移酶
系统在合成 NO 的作用与机制、由苯丙氨酸裂解酶
(PAL)裂解苯丙氨酸产生 NO 的可能性、由其它信
号分子诱导产生 NO、突变菌株在富营养条件下产
生 NO 的分子机制等等则需要进一步研究与证实。

目前，有关 NO 在真菌细胞中的功能与作用了
解不多，有研究认为真菌孢子萌发、形态发生与 NO
有关，如在森氏小芽枝霉 ( Blastocladiella emersonii)
孢子形成过程中发现 NO 含量增加［37］。我们先前
的研究发现 pcR5305 菌株菌落形态明显不同于野
生菌株 pc530，pc530 在固体培养基上菌落呈淡黄
色，孢子萌发成菌丝速度很慢，菌落因多以孢子形式
存在而呈粉状。相反，突变菌株 pcR5305 菌丝生长

很快，形成大量的白色菌丝，相同培养时间内很少见
到孢子［18］。这种现象证实了在 P． chrysosporium 中
的 NO 也同样控制孢子的形成与萌发，因 pcR5305
能不受营养饥饿激发产生 NO，使孢子形成与萌发
速度远远快于野生菌株。

NO 除了影响真菌孢子的萌发和形态发生外，
还与真菌的应激反应有关，如在某些真菌中发现
NO-cGMP 信号通路［21 － 22］、NO 直接控制某些基因转
录水平［38 － 41］、NO 通过 S-亚硝基化［42］或酪氨酸硝基
化［43］来减轻或加重氧化应激反应等等，使 NO 在真
菌细胞体内稳态中起重要作用，而最近的研究则证
实了 NO 是真菌激发子提升桦褐多孔菌白腐菌次生
代谢产物酚类化合物积累的信号传导分子［28 － 30］。
然而，对 NO 在 WRF 合成 LDPs 中的作用等还不为
人知，本实验结果显示，NO 对两菌株合成 LiP 的影
响机制相同，即 NO 对合成 LiP 有促进作用。从产
生 NO 发生于 LiP 合成之前，LiP 峰值总是迟于 NO
峰值出现等现象说明 NO 极有可能参与了 LiP 的合
成，但 NO 又不直接影响 LiP 的产生，而更可能是作
为一种上游的信号分子在起作用。我们先前的研究
还发现，pc530 产漆酶受碳或氮饥饿调控，碳、氮各
自独立发挥作用且在不同的营养条件下由不同营养
素所调控，如在限碳条件下产漆酶主要由葡萄糖饥
饿启动，而在富碳条件下则由氨氮饥饿所激发。相
反，突变菌株漆酶合成的启动不受碳、氮营养所阻
遏，可能涉及一个全局调控的改变，解除了漆酶合成
的营养阻碍或通过某种正调控因子直接促进了漆酶
的合成［19］。这些结果不仅证实了营养饥饿胁迫(碳
源或氮源饥饿)是野生型 P． chrysosporium 启动 LDPs
合成的条件，同时也将 NO 与 LDPs 合成的相关性联
系了起来。原先认为 WRF 启动次生代谢必须满足
营养饥饿的观点可能需要重新认识，现在看来，营养
饥饿可能仅仅是产生 NO 的一种条件，而 NO 的产
生及达到必要的浓度才是激发 WRF 启动 LDPs 合
成的关键。如果 WRF 能通过其它途径产生 NO，可
能不需要营养饥饿也会启动 LDPs 的合成，这极有
可能就是突变菌株能在富营养条件下合成 LDPs 的
机制。这种新观点，对于 WRF 的工业应用提出了
一种新的思路，而对于次生代谢产酶微生物育种也
提供了一种新的手段，这种思路对于微生物特别是
真菌次生代谢产物的提高及其次生代谢调控机制的
研究与了解具有重要指导意义。
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NO 对 P． chrysosporium 合成 LiP 的影响与其浓
度有关，外施 NO 对合成 LiP 的影响随菌株以及营
养状况的不同而不同，如野生菌株 pc530 在 NS 条件
下加入 SNP 对 LiP 合成的促进作用比在 NL 条件下
更为有效，这与野生菌株本身在 NS 条件下内源 NO
生成量很少结果相一致，而 NL 形成的营养胁迫以
及可能因此产生的某些信号分子是启动合成 LiP 的
基础。突变菌株 pcR5305 不管是在 NL 还是 NS 条
件下，加入 SNP 后对 LiP 合成的促进作用都没有野
生菌株效果明显，而且产生抑制 LiP 合成的 SNP 浓
度也比 pc530 低，原因可能是 pcR5305 能合成或因
其它突变导致能产生更多的内源 NO，更容易达到
NO 的细胞毒性浓度。但令人费解的是 pcR5305 在
NS 条件下受高浓度 SNP 抑制产酶的影响反而比 NL
低，可能是更高浓度的 NO 会导致其它信号传导分
子浓度的增加，如徐茂军等［44］研究发现，NO 信号分
子与 H2O2信号分子对彼的合成反应具有促进作用，
NO 处理可以提高细胞中 H2O2的水平，而外源 H2O2

对细胞 NO 合成积累也有促进作用。在白腐菌中也
可能存在这种信号分子的相互促进作用，而本身
ROS 在 WRF 合成 LDPs 中也有激活作用［6，45 － 47］。
此外，野生菌株 pc530 即使在0. 5 mmol /L的最佳浓
度 SNP 加入后也无法达到突变菌株 pcR5305 的产
酶水平，说明 NO 并非是唯一的参与 WRF 合成
LDPs 的调控因子，pcR5305 菌株发生的变异除了可
能导致生成 NO 反应直接发生变化外，也可能是由
于其它因素的改变，而这种改变却又能影响 NO 的
产生，同时这种改变本身又能对 WRF 合成 LDPs 的
启动有效或者是必须的，徐茂军等人在植物细胞中
的研究结果似乎也证实了这种可能性［44］。

利用 NO 专一清除剂 cPTIO 去除 NO 后对 P．
chrysosporium 合成 LiP 影响显示，两菌株在两种营养
条件下合成 LiP 均大为降低，进一步说明了 NO 对
P． chrysosporium 启动 LiP 合成在起作用，当加入
15 mmol /L cPTIO 能使培养介质中的 NO 完全清除，
但并没有完全抑制 P． chrysosporium 产生 LiP，说明
除了 NO 外，P． chrysosporium 合成 LiP 可能还涉及到
其它正调控因子。当 cPTIO 与 SNP 同时存在时的
产酶活性高于不含有 SNP 的处理，可能原因是 SNP
在起作用或其产生的 NO 能快速刺激其它正调控因
子的产生。除了这些共性外，cPTIO 对不同的菌株
及其在不同的营养条件下，对产酶的抑制作用又有

区别，野生菌株 pc530 产酶抑制在 NL 条件下受
cPTIO 影响更明显，进一步证实了营养饥饿是野生
菌株合成 NO 的条件。相反，突变菌株 pcR5305 则
在 NS 条件下受 cPTIO 的影响更大，也说明 pcR5305
发生的突变极有可能直接涉及到 NO 的合成，图 1
结果也显示，在 NS 条件下 pcR5305 产生 NO 更高，
更高浓度的 NO 也可能促进产生更有效的其它信号
分子如 ROS 等，cPTIO 不仅清除了 NO，也间接减少
了其它信号分子如 ROS 的产生量。从 pcR5305 受
cPTIO 的抑制影响比野生菌株 pc530 低的现象也证
实了还有其它存在相互促进作用的信号分子存在。

WRF 是一类以木材为基质的腐生真菌，木质材
料的含氮量在 0. 3% 以下，因此利用木质材料存活
的腐生真菌的生存环境应是一个限氮环境，WRF 限
氮条件下启动木质素降解酶的合成则是长期进化适
应的结果。长期以来，尽管采用了多种先进的方法
进行了研究，但对 WRF 营养限制产酶的机理研究
一直进展不大，对有报导的白腐菌可在富氮 (非营
养饥饿)的条件下产木素酶没法解释清楚，应该说，
木素酶合成的机理同真菌对氮饥饿胁迫响应并启动
的一系列防御体系有关，如果从胁迫及其防御响应
机制去研究能够解释非营养饥饿产酶的机理。因
此，利用富营养产酶突变菌株生物材料，深入弄清其
启动木质素降解酶的信号分子产生机制、信号分子
的传导途径、信号分子间的相互关系，将是有重要科
学意义与应用价值的工作。
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Function of nitric oxide in initiating production of lignin
degrading peroxidases by Phanerochaete Chrysosporium

Yaotong Zheng* ，Ailian Qiu，Wenyan Li，Feng Zheng，Li Zhang，Yaqing Shi，Gang
Zheng，Yanqiong Zou
Institute of Application Microbial Technology，Fujian Agriculture and Forestry University，Fuzhou 350002，China

Abstract:［Objective］By analyzing the function and mechanism of nitric oxide in initiating producing lignin peroxidases
by phanerochaete chrysosporium，we studied the regulation mechanism triggering the secondary metabolism of white-rot
fungi． ［Methods］Mutant (pcR5305) and wild-type ( pc530) strains of phanerochaete chrysosporium were respectively
cultured under both the conditions of nitrogen limitation and nitrogen sufficiency． To compare their lignin peroxidases
(LiP)-production and nitric oxide(NO)-production kinetics and their different influences on producing LiP after the NO
donor Sodium Nitroprusside (SNP) and scavenger cPTIO were respectively added to the nitrogen limitation or sufficiency
culture medium to show the function and mechanism of nitric oxide in initiating production of lignin peroxidases by white-
rot fungi． ［Results］Both strains produced nitric oxide (NO) under the two opposite nutritional conditions，but the levels
of NO produced were related with the type of strain and the nutritional conditions． Strain pc530 produced NO requiring
nutrition depletion and producing of NO was strongly delayed and reduced when it was cultured under nitrogen sufficiency
condition． On the contrary，pcR5305 did not require nitrogen depletion to trigger and the levels of NO were higher than
that of pc530． The results indicate that LiP content had positive correlation with NO value except the occurrence time of
LiP peak value was later than that of NO． The ability of producing LiP was promoted after the NO donor SNP added，but
SNP affected more on pc530 than pcR5305 in promoting producing LiP． 15mM cPTIO would greatly repress producing
LiP，but could not completely restrain the synthesis of LiP for both strains． ［Conclusion］ By producing NO，
Phanerochaete chrysosporium triggers LiP synthesis． However，the evidences do not indicate that NO participates or effect
directly in LiP synthesis． It is more likely that NO is reacting as an upstream signal molecule． Besides NO，there are other
signal molecules that have a positive effect on NO levels also involving in the regulation producing LiP． The mechanism of
the resistance to nutritional repression of pcR5305 in synthesizing lignin degrading peroxidases may be the answer to the
different NO production mechanism of pcR5305 from pc530．
Keywords: phanerochaete chrysosporium，nitric oxide，lignin peroxidases，SNP，cPTIO
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