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　 　 摘要： 　 为了探究活性氧对黄孢原毛平革菌产木质素过氧化物酶的调控机制，以黄孢原毛平革菌

（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）野生菌株 ｐｃ５３０ 及突变菌株 ｐｃＲ５３０５ 为研究对象，研究两菌株在富氮液体培养基及外

加不同浓度活性氧供体条件下，羟自由基（·ＯＨ）浓度与木质素过氧化物酶（ＬｉＰ）活性的动态变化规律。 结果表

明，两菌株均能产生较高浓度的·ＯＨ，且·ＯＨ浓度与 ＬｉＰ 活性变化趋势相一致，但·ＯＨ的绝对浓度与 ＬｉＰ 的产生

量并不相关；不同浓度的 Ｈ２Ｏ２均能提高两菌株 ＬｉＰ 的产生量；外加二甲亚砜（ＤＭＳＯ）和芬顿试剂（Ｆｅｎｔｏｎ）均能对两

供试菌株合成 ＬｉＰ 及产生·ＯＨ起作用。 因此推测，·ＯＨ不直接参与或影响两菌株合成 ＬｉＰ，更可能是作为一种信

号分子在起作用。 活性氧作为一种胁迫因子对两菌株的产酶具有极为重要的作用。
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　 　 白腐真菌是一类具有引起木质白色腐烂功能的

丝状真菌的总称，以白腐真菌为代表的真菌技术体

系是生命科学与环境保护相结合的新兴学科［１］。
白腐真菌能降解各种结构相异的化学物质，它通过

木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶等关键酶

催化自由基链式反应，有效降解各种异生物质［２］，
对环境中难降解的有机污染物具有高效、广谱的降

解功能，在环境治理方面显示出富有希望的应用前

４１５



景［３］。 在白腐真菌中，对黄孢原毛平革菌的研究最

久、最多、最透［４］，它作为白腐真菌首选模式生物被

广泛用于木质素生物降解研究中。
近年来，国内外对白腐真菌的研究主要体现在

４ 个方面：一是白腐真菌产酶发酵条件的优化及提

高产酶能力的措施［５⁃８］；二是利用白腐真菌处理有

毒、难降解有机物及在生物制浆、造纸工业、漂白废

水等方面的应用［９⁃１２］；三是白腐真菌漆酶酶学特性

的研究及其应用［１３⁃１７］；四是白腐真菌产木素酶的生

理、代谢与调控机制研究。 目前，前三方面的研究相

对较多，而后一方面的研究十分有限。 在白腐真菌

木质素降解酶合成过程中，活性氧（ＲＯＳ）不仅作为

氧化胁迫因子，而且直接参与酶的合成，是木质素降

解酶调控因子的主要组成部分，目前尚未见到该方

面的研究报道。 因此，研究活性氧在启动黄孢原毛

平革菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）的木质素降解

过程中的作用及其机制具有非常重要的意义。 另

外，白腐菌野生菌株 ｐｃ５３０ 需要在营养饥饿特别是

氮浓度很低的条件下才能启动木质素降解酶的合

成，而在富氮条件下， 经紫外诱变的突变菌株

ｐｃＲ５３０５ 却能抗营养阻遏产酶［１８］。 为了弄清黄孢

原毛平革菌启动木质素降解酶特别是诱变菌株能在

富氮条件下合成木质素降解酶的机制，本研究以白

腐真菌的模式种黄孢原毛平革菌野生菌株 ｐｃ５３０ 及

突变菌株 ｐｃＲ５３０５ 为研究对象，分析在富氮条件

下，活性氧对黄孢原毛平革菌产木质素过氧化物酶

（ＬｉＰ）的影响及其与酶活性之间的动态关系，再通

过添加外源活性氧供体、活性氧消除剂和活性氧生

成剂等研究活性氧（ＲＯＳ）对两菌株合成 ＬｉＰ 的影

响，弄清 ＲＯＳ 在白腐真菌产酶过程中的调控作用。

１　 材料和方法

１．１　 材 料

１．１．１　 供试菌种 　 黄孢原毛平革菌野生菌株 （Ｐ．
ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ ５３０，ｐｃ５３０）及其经紫外诱变所得的突

变菌株（Ｐ． ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ Ｒ５３０５，ｐｃＲ５３０５）由福建农

林大 学 应 用 微 生 物 技 术 研 究 所 提 供。 其 中，
ｐｃＲ５３０５ 生长较快且能在富氮条件下高效合成木质

素过氧化物酶。
１．１．２ 　 液体培养基 　 以 Ｋｉｒｋ 液体限氮基本培养

基［１９］为基础改良的液体富氮基本培养基成分如下：
葡萄糖 １０􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，酒石酸铵 ２􀆰 ２ ｇ ／ Ｌ，ＫＨ２ ＰＯ４ ２􀆰 ０

ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ，ＣａＣｌ２ ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ，ＶＢ１
微

量，微量元素溶液 ７０ ｍｌ，０􀆰 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸钠⁃醋酸缓

冲液（ｐＨ＝ ４􀆰 ５） ５０ ｍｌ。 其中，微量元素溶液：甘氨

酸 ０􀆰 ６ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４·７ Ｈ２Ｏ ３􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，ＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ
０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ，ＮａＣｌ １􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ，ＦｅＳＯ４ ·７ Ｈ２ Ｏ ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ，
ＣｏＳＯ４·７ Ｈ２Ｏ ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ， ＣａＣｌ２ ·２ Ｈ２ Ｏ ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ，
ＺｎＳＯ４·７ Ｈ２Ｏ ０􀆰 １ ｇ ／ Ｌ，ＣｕＳＯ４ ·５Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ，
ＡｌＫ（ ＳＯ４ ） ２ ·１２ Ｈ２ Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ，Ｈ３ ＢＯ３ ０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ，
Ｎａ２ＭｎＯ４·２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０１ ｇ ／ Ｌ。
１．２　 方法

１．２．１　 富氮培养基下 ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５ 产酶培养　
将 ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５ 菌块分别接种到装有 ８０ ｍｌ 富
氮液体培养基的 ５００ ｍｌ 三角瓶中，每瓶培养液接种

８ 个直径 ６ ｍｍ 的菌块，设 ３ 个重复，分别置于 ３７
℃、８０ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养。 在培养过程中，每隔 ２４ ｈ 用

微量进样器 （ ５ ０００ μｌ） 吸取 ３ ｍｌ 置于试管，经

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃ 冷冻离心后测定其 ＬｉＰ 活性和

·ＯＨ浓度。
１．２．２　 不同浓度外源活性氧供体（Ｈ２Ｏ２）的添加对

ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５ 的 ＬｉＰ 活性和·ＯＨ产生量的影响

　 配制富氮液体培养基，再分别于第 ３ ｄ 添加 ０􀆰 １２５
ｍｌ、０􀆰 ２５０ ｍｌ 的 ３０％ Ｈ２ Ｏ２，使其终浓度分别为

０􀆰 ０５％、０􀆰 １０％，以不添加为空白对照，５００ ｍｌ 三角

瓶装液量为 ８０ ｍｌ，每瓶接种直径 ６ ｍｍ 的菌块各 ８
个，设 ３ 个重复，分别置于 ３７ ℃、８０ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养，
以 １ ｄ 为测定周期，测定其 １０ ｄ 内两菌株 ＬｉＰ 活性

和·ＯＨ浓度。
１．２．３　 活性氧消除剂二甲亚砜（ＤＭＳＯ）与活性氧生

成剂（芬顿试剂）的添加对 ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５ 的 ＬｉＰ
活性和·ＯＨ产生量的影响　 配制富氮液体培养基，
再分别于第 ３ ｄ 添加 ０􀆰 １２５ ｍｌ、０􀆰 ２５０ ｍｌ 的 ３０％Ｈ２

Ｏ２，于第 ５ ｄ 添加 ０􀆰 ２ ｍｌ ＤＭＳＯ 溶液，于第 ７ ｄ 添加

０􀆰 ３ ｍｌ ６０ ｍｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ２和 ９０ ｍｇ ／ Ｌ ＦｅＳＯ４的混合液。
以不添加为空白对照，５００ ｍｌ 三角瓶装液量为 ８０
ｍｌ，每瓶接种直径 ６ ｍｍ 的菌块各 ８ 个，设 ３ 个重

复，分别置于 ３７ ℃、８０ ｒ ／ ｍｉｎ振荡培养，以 １ ｄ 为测

定周期，测定其 １０ ｄ 内两菌株的 ＬｉＰ 活性和·ＯＨ
浓度。
１．２．４　 ＬｉＰ 酶活性测定方法　 以 ＬｉＰ 在 Ｈ２Ｏ２存在下

氧化 Ａｚｕｒｅ Ｂ 染料来表示 ＬｉＰ 活性［２０］。 在 ２􀆰 ５ ｍｌ
反应体系中，含有酶液 ０􀆰 ５ ｍｌ 和 ０􀆰 １２５ ｍｏｌ ／ Ｌ酒石

酸钠缓冲液（ｐＨ＝ ３􀆰 ０）１􀆰 ０ ｍｌ，随后向反应体系中添
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加 ０􀆰 ５ ｍｌ ０􀆰 １６０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ天青 Ｂ 溶液，在比色皿中振

荡混匀后加入 ７％Ｈ２ Ｏ２ 溶液 ０􀆰 ５ ｍｌ 启动反应，在
６５１ ｎｍ 波长处测定反应最初 ３ ｍｉｎ 内 ＯＤ 值减小速

率，１ 个酶活性单位以 １ ｍｉｎ １ ｍｌ 培养基滤出液 ＯＤ
值降低 ０􀆰 １ 表示。
１．２．５　 羟自由基（·ＯＨ）浓度的测定　 采用改良的

邻二氮菲法［２１］。 具体方法如下：１０􀆰 ０ ｍｌ 反应体系

中依次加入 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ邻二氮菲溶液 １􀆰 ５ ｍｌ、０􀆰 ５
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 缓冲液（ ｐＨ ＝ ７􀆰 ４） ３􀆰 ０ ｍｌ、７􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＦｅＳＯ４溶液 １􀆰 ０ ｍｌ，立即摇匀，再加入适当稀释的待

测滤液样品 ０􀆰 ５ ｍｌ、０􀆰 １０％ Ｈ２Ｏ２ １􀆰 ０ ｍｌ，蒸馏水补

足至 １０􀆰 ０ ｍｌ，迅速摇匀。 反应物于 ３７ ℃水浴 １ ｈ，
随后测定其在 ５１０ ｎｍ 波长处吸光值。 再利用 Ｈ２Ｏ２

标准曲线计算羟自由基浓度。 绘制标准曲线方法：
配制 一 组 浓 度 梯 度 分 别 为 ３􀆰 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、 ６􀆰 ６
ｍｍｏｌ ／ Ｌ、１３􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、２６􀆰 ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、５２􀆰 ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、
１０５􀆰 ６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、２１１􀆰 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的 Ｈ２Ｏ２溶液，以 Ｈ２Ｏ２

代替待测样品，测定其在 ５１０ ｎｍ 处的吸光值。 以

Ｈ２Ｏ２的吸光值为横坐标，以 Ｈ２Ｏ２浓度为纵坐标，绘
制标准曲线 Ｃ ＝ ｋＡ＋ｂ，得到标准曲线的斜率 ｋ 和截

距 ｂ。 再将吸光值 Ａ 代入标准曲线方程计算即可得

到浓度 Ｃ。
１．３　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ １８．０ 统计软件对试验数据进行方差

分析。

２　 结果与分析

２．１ 　 富氮培养基下两菌株 ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５ 产

·ＯＨ及 ＬｉＰ 活性的动态变化

　 　 为验证 ｐｃＲ５３０５ 是否解除富营养限制，弄清活

性氧（ＲＯＳ）在 ｐｃＲ５３０５ 和 ｐｃ５３０ 合成 ＬｉＰ 中的调控

作用，比较了两菌株在富氮（ＮＳ）条件下产 ＬｉＰ 的差

异，分析两菌株产 ＬｉＰ 与·ＯＨ浓度间的关系。 结果

（图 １）显示，两菌株均能在富氮条件下产生·ＯＨ，
且产生的动力学趋势相似，都具有前期上升随后下

降的特点。 抗营养阻遏产酶菌株 ｐｃＲ５３０５ 不仅产

生·ＯＨ的量显著高于野生菌株 ｐｃ５３０ （Ｐ＜０􀆰 ０５），
而且其出现·ＯＨ峰值时间也提前。 具体表现为

ｐｃＲ５３０５ 在第 １ ｄ ·ＯＨ浓度为 ９１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，在第 ６ ｄ
达到高峰值；野生菌株 ｐｃ５３０ 在第 １ ｄ ·ＯＨ的浓度

仅为 ７３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，在第 ８ ｄ 达到峰值。 显然，ｐｃＲ５３０５
和 ｐｃ５３０ 在富氮条件下产生·ＯＨ随时间的动态变

化存在显著差异，这可能由于两菌株产生·ＯＨ的机

理不同，说明 ｐｃＲ５３０５ 可能存在另一种机制能使其

产生更多·ＯＨ，也可能是由于该机制与解除富营养

限制有关。 而从·ＯＨ的浓度与 ＬｉＰ 活性变化的关

系看，较高浓度的·ＯＨ大致对应于较高的 ＬｉＰ 活

性，从而说明·ＯＨ的产生与两菌株合成 ＬｉＰ 相关。
但·ＯＨ的绝对浓度并不直接对应于 ＬｉＰ 的产生量，
具体表现为不管是 ｐｃＲ５３０５ 还是 ｐｃ５３０，其合成 ＬｉＰ
的量峰值出现时间总是迟于·ＯＨ浓度峰值的出现，
说明·ＯＨ可能不直接参与两菌株合成 ＬｉＰ，·ＯＨ更

可能作为一种信号分子在起作用。

图 １　 黄孢原毛平革菌富氮条件下产·ＯＨ与 ＬｉＰ 的动态变化

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＬｉＰ ａｎｄ·ＯＨ ｌｅｖｅｌｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ
ｂｙ Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅ ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ ｕｎｄｅｒ ｎｉｔｒｏｇｅｎ⁃ｒｉｃｈ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

２．２　 添加外源活性氧对 ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５ 产 ＬｉＰ
的影响

　 　 为进一步验证活性氧在黄孢原毛平革菌合成

ＬｉＰ 中的调控作用，于第 ３ ｄ 在培养基中加入外源活

性氧供体 Ｈ２ Ｏ２，分别使其终浓度达到 ０􀆰 ０５％ 和

０􀆰 １０％，再动态监测 ＬｉＰ 活性和·ＯＨ浓度。 结果

（图 ２ ～图 ５）显示，不同浓度的 Ｈ２Ｏ２均能提高两菌

株的 ＬｉＰ 产量，且 Ｈ２Ｏ２浓度越高，促进作用越明显，
说明外源活性氧对菌株合成 ＬｉＰ 具有正方向的调控

作用，两菌株合成 ＬｉＰ 受外源活性氧浓度的影响。
但 Ｈ２Ｏ２对 ｐｃＲ５３０５ 产酶量的促进作用不如 ｐｃ５３０，
特别是当 Ｈ２ Ｏ２ 浓度为 ０􀆰 １０％ 时， 这可能由于

ｐｃＲ５３０５ 所产生的·ＯＨ浓度超过自身细胞维持平

衡的活性氧浓度，进而对 ＬｉＰ 的合成产生了一定的

抑制作用。 说明当两菌株面对氧化胁迫时，其自身

的抗氧化系统起到了有效的防御作用，氧化胁迫对
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两菌株的产酶有极为重要的调控作用。 而从·ＯＨ
浓度的动态变化与 ＬｉＰ 活性变化趋势的关系看，较
高浓度的·ＯＨ对应较高的 ＬｉＰ 活性，而且其合成

ＬｉＰ 的量峰值出现时间总是迟于·ＯＨ浓度峰值的

出现，说明·ＯＨ与黄孢原毛平革菌合成 ＬｉＰ 相关，
这也进一步说明较高浓度的活性氧有利于提高 ＬｉＰ
的活性。 结果还显示，当 Ｈ２Ｏ２浓度达到 ０􀆰 １０％时，
·ＯＨ的浓度变化趋势接近于浓度为 ０􀆰 ０５％时，说明

两菌株面对氧化胁迫时，其自身的抗氧化系统起到

了有效的防御作用。

图 ２　 外源活性氧供体Ｈ２Ｏ２对 ｐｃ５３０ 合成 ＬｉＰ 的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｄｏｎｏｒ （Ｈ２

Ｏ２） ｏｎ ＬｉＰ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｃ５３０ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

图 ３　 外源活性氧供体 Ｈ２Ｏ２对 ｐｃＲ５３０５ 合成 ＬｉＰ 的

影响

Ｆｉｇ．３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｄｏｎｏｒ （Ｈ２

Ｏ２） ｏｎ ＬｉＰ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｃＲ５３０５ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

２．３　 ＤＭＳＯ 和 Ｆｅｎｔｏｎ 的添加对 ｐｃ５３０ 及 ｐｃＲ５３０５
的 ＬｉＰ 活性和·ＯＨ产生量的影响

　 　 由图 ６ ～图 ９ 可见，第 ５ ｄ 时，在外加 ０􀆰 ０５％或

０􀆰 １０％Ｈ２Ｏ２的培养基中，ｐｃＲ５３０５ 和 ｐｃ５３０ 产·ＯＨ
量和 ＬｉＰ 活性均显著下降 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。 但在外加

图 ４　 外源活性氧供体 Ｈ２Ｏ２对 ｐｃ５３０ 产 ·ＯＨ的影响

Ｆｉｇ．４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｄｏｎｏｒ（Ｈ２Ｏ２）

ｏｎ ·ＯＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｃ５３０ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

图 ５　 外源活性氧供体 Ｈ２Ｏ２对 ｐｃＲ５３０５ 产 ·ＯＨ的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ ａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｄｏｎｏｒ （Ｈ２Ｏ２）

ｏｎ ·ＯＨ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｐｃＲ５３０５ ｏｖｅｒ ｔｉｍｅ

０􀆰 ０５％Ｈ２Ｏ２的培养基中，ｐｃ５３０ 的 ＬｉＰ 合成量下降

幅度远大于·ＯＨ产生量的下降幅度，而 ｐｃＲ５３０５ 二

者的下降幅度几乎持平；在外加 ０􀆰 １０％Ｈ２Ｏ２的培养

基中，ｐｃＲ５３０５ 和 ｐｃ５３０ 产 ·ＯＨ量和 ＬｉＰ 合成量的

抑制程度更明显。 这些结果均说明·ＯＨ产生量与

ＬｉＰ 合成量相关，·ＯＨ在 ｐｃＲ５３０５ 和 ｐｃ５３０ 合成 ＬｉＰ
中起重要的调控作用。 加入 ＤＭＳＯ 后，两菌株所产

生的·ＯＨ并未被完全消除，且·ＯＨ浓度的维持与

Ｈ２Ｏ２浓度有关。 第 ７ ｄ 加入 Ｆｅｎｔｏｎ 后，两菌株 ＬｉＰ
合成量和·ＯＨ浓度均显著回升（Ｐ＜０􀆰 ０５），说明菌

株合成 ＬｉＰ 的变化趋势与·ＯＨ的生成呈正相关，证
明·ＯＨ是黄孢原毛平革菌合成 ＬｉＰ 的正调控因子。

３　 讨 论

有研究结果表明，白腐真菌的木质素降解过程
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图 ６　 在外加 ０．０５％Ｈ２Ｏ２条件下 ＤＭＳＯ 和 Ｆｅｎｔｏｎ 对 ｐｃＲ５３０５

合成的 ＬｉＰ 酶活性与·ＯＨ浓度关系的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＭＳＯ ａｎｄ Ｆｅｎｔｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＬｉＰ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ·ＯＨ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｃＲ５３０５ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ０．０５％ Ｈ２Ｏ２

图 ７　 在外加 ０．０５％Ｈ２Ｏ２条件下 ＤＭＳＯ 和 Ｆｅｎｔｏｎ 对 ｐｃ５３０ 合

成的 ＬｉＰ 酶活性与·ＯＨ浓度关系的影响

Ｆｉｇ．７　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＭＳＯ ａｎｄ Ｆｅｎｔｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＬｉＰ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ·ＯＨ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｃ５３０ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ０．０５％ Ｈ２Ｏ２

与活性氧之间有很大的相关性，活性氧是胞外木质

素降解系统中的重要成分［２２⁃２３］，是木质素降解的启

动因子［２４⁃２５］。 在正常情况下细胞自身活性氧的产

生和清除代谢是平衡的，但当活性氧的水平超过细

胞的抗氧化能力时，对细胞产生氧化胁迫［２６］。 活性

氧作为一种氧化胁迫因子，同时又参与白腐真菌对

木质素的降解。 木质素降解酶的产生是白腐真菌对

氧化胁迫的应激反应，活性氧在一定程度上能引起

木质素降解酶活性的增加。 本试验中，Ｈ２Ｏ２对黄孢

原毛平革菌合成 ＬｉＰ 具有显著促进作用，且在一定

范围内，Ｈ２Ｏ２浓度越高，菌株 ＬｉＰ 的合成量越大，说
明 ＬｉＰ 活性的增加是为适应外源氧化胁迫而形成的

一种策略，并且活性氧极有可能直接或间接地参与

图 ８　 在外加 ０．１０％Ｈ２Ｏ２条件下 ＤＭＳＯ 和 Ｆｅｎｔｏｎ 对 ｐｃＲ５３０５

合成的 ＬｉＰ 酶活性与·ＯＨ浓度关系的影响

Ｆｉｇ．８　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＭＳＯ ａｎｄ Ｆｅｎｔｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＬｉＰ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ·ＯＨ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｃＲ５３０５ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ
０．１０％ Ｈ２Ｏ２

图 ９　 在外加 ０．１０％Ｈ２Ｏ２条件下，ＤＭＳＯ 和 Ｆｅｎｔｏｎ 对 ｐｃ５３０ 合

成的 ＬｉＰ 酶活性与·ＯＨ浓度的关系

Ｆｉｇ．９　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＭＳＯ ａｎｄ Ｆｅｎｔｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
ＬｉＰ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ · ＯＨ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｃ５３０ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ０．
１０％ Ｈ２Ｏ２

了菌株的 ＬｉＰ 合成。
早期对 Ｐ． ｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ 的研究结果表明，木质

素降解酶产生于真菌的次生代谢期间，主要在限碳、
限氮条件下产生基因转录或酶活性［２７⁃２９］。 我们的

研究也证实，在富营养条件下，突变菌株 ｐｃＲ５３０５
产·ＯＨ 的量远高于野生菌株（Ｐ＜０．０５），峰值也相应

提前，说明了突变菌株产生·ＯＨ 的机制与野生菌株

不同，可能是由于高氮培养导致碳迅速耗竭所致，也
可能存在另外一种机制在起调控作用。 另外，有研

究结果表明，不同的 ＬｉＰ 同工酶间具有底物和动力

学差异［３０］，基因调控的结果也表明不同的基因响应

不同的环境信号。 可以认为，具有广泛底物的木质
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素降解酶，在不同的底物诱导下，主要的应答基因以

及产生的优势同工酶是不同的。 Ｚａｃｃｈｉ 等［３１］ 利用

透射电镜观察，发现在以纤维素为碳源的培养条件

下菌丝因氧毒性导致超微结构破坏，可见胞质凝结，
线粒体虽能维持其结构，但功能严重受损，因而菌丝

只能通过无氧代谢维持能量平衡，对 Ｏ２的摄取量大

大降低。 若向这些菌丝通入纯氧，则易造成菌丝细

胞内活性氧自由基累积。 据此，ＬｉＰ 可能是响应活

性氧累积的应激蛋白。 对其他菌种的研究结果也提

示，氧化胁迫可能是诱导 ＬｉＰ 产生的机制之一［３２］。
本试验结果还表明，白腐真菌中的抗氧化酶系

统能够使菌体受到的活性氧胁迫保持在较低水平，
使细胞不受到进一步的氧化伤害。 在本试验中，
Ｈ２Ｏ２对 ｐｃＲ５３０５ 产酶量的促进作用不如对 ｐｃ５３０
的促进作用，特别是当 Ｈ２Ｏ２浓度为 ０．１０％时，这可

能由于 ｐｃＲ５３０５ 所产生的·ＯＨ浓度超过自身细胞

维持平衡的活性氧浓度，其自身的抗氧化系统起到

了有效的防御作用，使 ＲＯＳ 对细胞的伤害水平下

降。 另外，在第 ７ ｄ 加入 ＲＯＳ 生成剂 Ｆｅｎｔｏｎ 后，尽
管·ＯＨ浓度开始有不同程度的提高，但随后的几天

并没有持续上升，而是缓慢下降或趋于稳定。
综上所述，外源活性氧可以有效地调节黄孢原

毛平革菌木质素过氧化物酶的活性，使木质素降解

酶的活性增加；菌株的抗氧化系统能够充分阻止外

源氧化胁迫，使细胞免受进一步伤害。 因此，外源活

性氧可以作为一种有效的氧化胁迫剂，通过提高木

质素降解酶活性，提高白腐真菌对环境污染物的

降解。
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