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培养于天然冷杉木片的黄孢原毛平革菌木质素
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摘 要：利用 E57FGE 方法分析了生长于冷杉木片上的黄孢原毛平革菌木质素过氧化物酶基

因 !"#H$（IJI"）、!"#G#（IJI$）、!"#G$（IJI3）、!"#K$（IJI#）、!"#9（JF%6##）的表达。结果发现在

不同的培养时间里仅有特定的基因表达，在第 $ 周时仅有 !"#H$（IJI"）基因表达，在第 ! 周时

未检测到任何基因的表达，在第 4 周时 !"#K$（IJI#）和 !"#G#（IJI$）基因表达，在第 6 周时仅

有 !"#H$（IJI"）基因表达。这些结果说明，在冷杉木片上培养的黄孢原毛平革菌的 !"# 基因

表达具有明显的时间特异性，并且与限定培养基中得到的结果明显不同。
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在植物光合作用固定的碳中，木质素是仅次于纤维素的第二大有机碳形式。它的矿

化是生物圈碳循环的关键步骤之一［#，$］。木质素包裹纤维素、半纤维素等多糖类物质形成

的木质纤维素被大量应用于造纸工业。由于木质素结构复杂、难以降解，从而影响了纤维

素的利用，目前木质素的生物降解已成为天然生物资源利用的研究热点［#，"］。

木质素降解菌———黄孢原毛平革菌（$%&’()*+%&(,( +%)-.*.#*)"/0）能分泌多种胞外酶，

木质素过氧化物酶（J;F）是降解木质素的关键酶。木质素过氧化物酶（J;F）由 #% 个结构上

相关联的基因编码，它们分别被命名为 !"#H M !"#N，并已被定位于 ! 个连锁群中［!，3］。

大量研究表明，不同的 !"# 基因对不同的培养条件有不同转录应答，碳、氮、分子氧等

不同的营养因子显著地影响 !"# 基因的转录。1’-OP+-< 杂交表明，!"#K 是碳受限或在培养

基中加入球磨麦草粉时的一个主要产物［4，2］，Q-’@/ 等发现在几乎所有限定培养基中 !"#K
基因转录物都可以被检测到［2 M A］。定量 E57FGE 分析结合 1’-OP+-< 杂交表明，!"#G 和 !"#N
在氮受限的培养基中显著表达［#%］。在受到蒽污染的土地中只有 !"#* 的转录能被检测

到［##］。在杨树木片上培养时，则发现基因的表达与限定培养基中的表达情况显著不

同［#$］。

在比较不同研究者的研究结果时发现，相同培养条件得到不同的结果，甚至是相反的

结果。其原因可能是由于不同的方法学所致，同时也从另一角度表明 !"# 基因对不同营

养因子应答反应的复杂性。目前，!"# 基因在天然条件下的基因表达研究较少，至今只见



到一篇在杨树木片上 !"# 基因表达的文章，在其它的树种中未见报道。鉴于木质素过氧

化物酶在生物制浆中的重大应用前景，研究黄孢原毛平革菌在不同的木材上 !"# 基因的

转录调控是非常必要的。

研究 !"# 基因的表达较为有效的方法是 !"#$%! 分析。有作者对 !"#$%! 和 &’()*+(,
杂交应用于 !"# 基因转录调控研究时的精确性进行了比较，结果发现 !"#$%! 的灵敏度比

&’()*+(, 杂交法高 - ... / -. ... 倍［0］。基于以上几个方面的原因，本研究中采用了 !"#
$%! 方法分析生长于冷杉木片上的黄孢原毛平革菌 !"# 基因的表达。

! 材料和方法

! "! 菌种

$%&’()*+%&(,( +%)-.*.#*)"/0 123#4-565 是一个木质素降解研究的常用菌株，为本实验

室保存。

! "# 培养基

! "# "! 完全培养基（%3）：主要用于 $ 7 +%)-.*.#*)"/0 的常规培养和形成分生孢子［-8］。

! "# "# 天然培养基：采用岷江上游的冷杉木，加工为 0 7.9: ; -7.9: ; .7<9: 的薄木片，经

蒸馏水浸泡 <=*，高压灭菌后作为黄孢原毛平革菌的天然培养基。

! "# "$ $ 7 +%)-.*.#*)"/0 的培养：$ 7 +%)-.*.#*)"/0 的常规培养采用 %3 平板或斜面，85>培

养约 0? 左右，在平板或斜面上形成大量的分生孢子后，用 . 7-@的 "A++,<. 溶液将孢子从

平板上洗下，涡旋分散，玻璃纤维丝过滤，= ... (B:C, 离心 0:C,，再用无菌水洗涤 - / < 次，

重新将孢子悬浮，将浓度调节到 16..!- 70，每次均配制新鲜孢子悬液［-8］。

在 < ; -.. :D 的 %3 培养液中，分别接种上述孢子悬液 0 :D ，85>下 -0. (B:C, 振荡

培养约 86*，灭菌纱布过滤收集菌丝体用于提取总 E&F。$ 7 +%)-.*.#*)"/0 在冷杉木片上的

培养采用如下的方法：将木片按每 0 片串成栅栏状，干燥好后用无菌的蒸馏水浸泡 <=*，

-<->灭菌 <0 :C,，将木片浸入 16..!- 7 0 的新鲜孢子悬液中，最后将其放入到已灭菌的

0.. :D 的三角瓶中 <G>培养 < / G 周。取样时，用无菌的乙酸钠缓冲液（0. ::’HBD IJ0K<）

将生长于冷杉木片的菌体洗下，= ... (B:C, 离心分离菌体用于总 !&F 的提取。

! "$ ! " "#$%&’&($’)*+ 菌体总 %&’ 提取

参照 !L+?+( 介绍的方法提取总 E&F［-=］，总 E&F 样品溶于适量的 "M 缓冲液中（"(CN#
J%H，-. ::’HBD IJG7.；ME"F - ::’HBD IJG7.）。取适量的 E&F 样品稀释后，测定 1<6. 和

1<G.光密度值，检测总 E&F 纯度并计算含量；. 75@的琼脂糖凝胶电泳检查总 E&F 的大小

分布。E&F 样品分装后于 O <. >保存。

! "( ! " "#$%&’&($’)*+ 总 )&’ 的提取

提取 !&F 时所用的塑料制品用浓度为 . 7-@ EM$% 溶液 85>浸泡 <=* 后，-<->蒸气

灭菌至少 8. :C,，烘箱干燥后置于干净处备用。玻璃和金属物品 <0.>烘烤 8* 以上。样

品总 !&F 的提取按上海生物工程公司的 P&QR O -. "(CS’H !&F 抽提试剂盒的操作指南进

行。提取出的 !&F 样品立即测定样品在 <6. ,: 和 <G. ,: 的光密度值，以确定 !&F 的浓

度和质量。通过琼脂糖凝胶电泳，确定 !&F 的完整性和 E&F 的污染情况。!&F 样品可

立即使用或 O 5.>保存。
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! "# 核酸的电泳检测

总 !"# 和 $% & ’($ 产物采用常规琼脂糖凝胶电泳检测［)*］。

总 $"# 的电泳的检测采用 )+的琼脂糖凝胶电泳［)*］，电泳缓冲液为 %,- ,.//01，电泳

槽用 2 3) 45678 的 "9:; 溶液浸泡 <=> 后用 !-’( 处理过的 ??;<: 冲洗 @ 次，最后用无水

乙醇干燥。操作过程中所用的玻璃器皿均应于 )A2B干烤 A> 以保证无 $"9C0 的污染，电

泳结果用 D!EFA22 凝胶图像系统照相，记录。

! "$ 总 %&’ 的反转录

用大连宝生物公司的 !"9C0 G 对总 $"# 样品进行预处理，防止 $"# 样品中污染的

!"# 可能作为模板干扰实验结果。处理完后 )+琼脂糖凝胶电泳检测 $"# 是否发生降

解。取 =22HI 总 $"#，参照 $%9C0 供应商指南进行反转录后直接置于 & <2B保存备用。

! "( )*% 扩增

首先用 ! 3 "#$%&’&(’$)*+ 的总 !"# 作为模板，分别用 * 对引物进行 ’($ 扩增，以检测 *
对 ,)( 基因引物的特异性。在 <2!8 的反应体系中依次加入模板 !"# 约 )2 HI，* J %9K 缓

冲液 =!8 ，< 3* 445678 ?"%’ <!8，)2 445678 上下游引物各 )!8，%9K !"# 聚合酶 )L，最后在

反应混合物上加盖一层 <2!8 的轻质矿物油。在 MN $0C091O> 公司生产的 ’%(F)22 型扩增

仪上进行 ’($ 扩增。反应条件为 P=B预变性 = 4QH，每次循环 P=B变性 ) 4QH，R2B退火

) 4QH，S<B延伸 ) 4QH，共 @) 次循环，最后 S<B再延伸 * 4QH。

$%F’($ 反应方法如下：取 <!8 的反转录产物，用 )A!8 无菌超纯水稀释，从中取 )!8
作为 $%F’($ 反应的模板，在 <2!8 的反应休系中分别依次加入 * J %9K 缓冲液 =!8 ，< 3 *
4456 T 8 ?"%’ <!8 ，)2 4456 T 8 的上下游引物各 )!8 ，%9K !"# 聚合酶 )L，其上覆盖 <2!8
无菌轻质矿物油。在 ’%(F)22 型热循环仪上进行 ’($ 反应，反应的条件与总 !"# 扩增时

一致。’($ 均设置了相应的正负对照，即以总 !"# 为模板作为 ’($ 正对照，以不加模板

作为负对照。整个反转录系统则以 ! 3 "#$%&’&($’)*+ 的三磷酸甘油醛脱氢酶基因（ -(.）引

物能否扩增出预期大小的条带作为正对照。$%F’($ 产物与总 !"# 扩增产物在 )+琼脂

糖凝胶上电泳检测，并用 D!EFA222 凝胶图像分析系统照像记录。

+ 结 果

+ "! 总 %&’ 的提取

提取的总 $"# 质量的高低直接影响 $%F’($ 的结果。经测定本实验中获得的 $"#
样品的 /0<R2 7/0<A2!< 3 2，总 $"# 的质量较好。每 A24I 菌体中可提取到约 @2!I 的总

$"#，经电泳检查，可观察到 )AE 和 <*E 两条带，说明在提取过程中 $"# 未降解（见图 )）。

+ "+ %,-)*% 引物的设计及验证

! 3 "#$%&’&(’$)*+ 的 8Q’ 分别由木质素过氧化物酶基因家族编码，由于这些基因序列

高度同源，设计引物时需充分考虑序列上的微小差异。为验证 $%F’($ 反应体系是否正

常，设计了 ! 3 "#$%&’&(’$)*+ 的 -(. 基因引物作为整个 $%F’($ 反应的正对照。本研究中

的 ,)(#<（D8D@）、,)(()（D8D<）、,)((<（D8D*）、,)(!（D8D)）引物由冯红设计［)@］，,)(- 及 IU?
基因引物序列由本实验的研究者设计。R 对引物序列及预测长度见表 )。为检测 ,)(# 等

基因 ’($ 引物的特异性，提高 $%F’($ 分析的准确性，用 * 对 ,)( 基因引物扩增! 3 "#$%&’&1
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!"#$%& ’() 的结果见图 !。结果表明，每对引物扩增总 "#$ 所获得的 "#$ 片段与预期大

小一致（表 %）。

图 ! ! " "#$%&’&(’$)*+ 总 #$% 电泳

&’()% *+,-./0120/,3’3 04 * ) +,#-.".!"#$%& .0.5+ 6#$

%7 8) * ) +,#-.".!"#$%& .0.5+ 6#$ 3591+,3 54.,/ ’:-;<5=

.’0: 04 !，8，>，?@,,A3，/,31,-.’B,+C) 图 & ’ 对 ,)( 基因特异性引物扩增总 ($%
&’()! DE6 1/0F;-.3 04 * ) +,#-.".!"#$%& .0.5+ "#$

% 7 G) /$!"!，/$!E% ，/$!$!，/$!E!，/$!*，DE6 1/0F;-.3；

> ) "#$ 95/A,/ )

表 ! 用于 #)*+,# 的基因特异引物序列

H5<+, % I,:,=31,-’4’- 1/’9,/3 ;3,F ’: 6H=DE6

I,:, D/’9,/ D/’9,/ 3,J;,:-,（G’K L’）
D/,F’-.,F 3’M,N<1

E"#$ I,:09’- "#$

/$!"!（IOI%） DOI%& IE$ I$H IE$ IHH EHH E 8%P >8>

DOI%6 HEE HEE HIE $IE HHE I

/$!E!（IOI!） DOI!& EII HEH EI$ EI$ I$H E QLR P?R

OI!6 I$I HEI $I$ I$I HEI I

/$!$!（IOIL） DOIL& E$E HIH EI$ EE$ $$H E G8% >8G

DOIL6 EEI II$ $I$ HII HI$ I

/$!E%（IOIG） DOIG& E$E HII HEI HIE HEE I 8?! >?R

DOIG6 III $HI $E$ IE$ I$I E

/$!*%（ODR?%%） DOSD*& HEI EEI EI$ HE$ EEI HEI >?G %RR>

DOSD*6 EHE I$E I$$ I$$ EHI EI$

0!1 DID"& EIH $HE IHE EHE EIH $$H IE PRQ %%R>

DID"6 $EH EIH HIH EIH $EE $II $I

& "- 培养于冷杉木片上的 ! " "#$%&’&(’$)*+ 木质素过氧化物酶基因转录的 #)*+,# 分析

& "- "! 0!1 基因转录的 6H=DE6 分析：用 D(1F 引物分别扩增总 "#$ 和 !，8，>，? 周的 8 个

6#$ 样品，均产生预期大小的 "#$ 带，说明培养于冷杉木上的 * ) +,#-.".!"#$%& 0!1 基因

在不同的时间均表达，也表明本研究中的反转录和 DE6 系统是正常的，结果见图 L。

& "- "& /$!E%，/$!*% 基因转录的 6H=DE6 分析：用 DOIG 和 DOSD* 引物分别扩增 !，8，>，? 周

的 8 个 6#$ 样品，均无预期的 "#$ 带产生（结果未显示），而以总 "#$ 为模版却能扩增出
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相应的 !"# 带，说明 $%& 反应是正常的。表明培养于冷杉木上的 ! ’ "#$%&’&(’$)*+ 的

,)(%(（)*)+）和 ,)(,（*$-.((）基因不表达。

! "# "# ,)(!/ 基因转录的 &01$%& 分析：,)(!/ 基因的引物 $*)( 在培养 2 周的样品中扩增

出了与预期大小（3(4 56）一致的 7!"# 带（见图 3）。

图 # ! " "#$%&’&(’$)*+ ,(- 基因的 $%&’($分析

89:’; &01$%& <=<>?@9@ AB ! ’ "#$%&’&(’$)*+ -(. :C=C

( D 3’/，3，2，. ECCF @<G6>C@；+ ’ $A@9H9IC 7A=HJA>；2 ’ !"#

G<JFCJ ’

图 ) ! " "#$%&’&(’$)*+ .)(*! 基因的 $%&’($
89:’3 &01$%& <=<>?@9@ AB ! ’ "#$%&’&(’$)*+ ,)(!/ :C=C

( ’ "C:<H9IC 7A=HJA> ；/ D +’ /，3，2，. ECCF @<G6>C@；2’ $A@91

H9IC 7A=HJA>；K ’ !"# G<JFCJ ’

! "# ") ,)(#/ 基因的 &01$%& 分析：,)(#/ 基因引物 $*); 在冷杉木上培养 ! ’ "#$%&’&(’$)/
*+ 的第 / 周和第 . 周样品中均扩增出预期大小的 ,)(#/ 7!"#（+3(56）带。说明 ! ’ "#$%/
&’&(’$)*+ 在冷杉木上培养的第 / 周和第 . 周 >96#/ 基因是一个主要转录产物（图 +）。

! "# "+ ,)(%/ 基因的 &01$%& 分析：,)(%/ 基因的引物 $*)/ 在培养 2 周的 ! ’ "#$%&’&(’$)*+
样品中扩增出与预期大小一致的 7!"# 的带，说明该基因在培养的第 2 周时是一个主要

的转录产物（见图 2）。

将 ,)(#/（)*);）、,)(%(（)*)/）、,)(%/（)*)+）、,)(!/（)*)(）、,)(,（*$-.((）+ 个木质素

过氧化物酶基因在冷杉木上培养不同时间的转录应答的情况归纳如表 /。

表 ! 在冷杉木片上培养 ! , - 周后 ! " "#$%&’&(’$)*+ 的 .)( 基因的 $%&’($ 分析结果

0<5>C / 0LC &01$%& JC@M>H@ AB ! ’ "#$%&’&(’$)*+ >96 :C=C@ 9= B9J EAAN 7L96 <BHCJ 9=7M5<H9A= BAJ / D . ECCF@

O=7M5<H9A= H9GCPECCF

)C=C / 3 2 .

,)(!/（)*)(） Q Q R Q

,)(%/（)*)/） Q Q R Q

,)(#/（)*);） R Q Q R

,)(%(（)*)+） Q Q Q Q

,)(,(（*$-.((） Q Q Q Q
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图 ! ! " "#$%&’&(’$)*+ ,)(#$
基因的 %&’()% 分析

!"#$% &’()*& +,+-./"/ 01 ! $ "#$%&’&(’$)*+ ,)(23 #4,4

5 $ 64#+7"84 90,7:0-；3 ; %$ 3，<，=，> ?44@ /+AB-4/；=$ )0/"(

7"84 90,7:0-；C $ D62 A+:@4: $

图 * ! " "#$%&’&(’$)*+ ,)()$
基因的 %&’()% 分析

!"#$= &’()*& +,+-./"/ 01 ! $ "#$%&’&(’$)*+ ,)(*3 #4,4

5 $ 64#+7"84 90,7:0-；3 ; %$ 3，<，=，> ?44@ /+AB-4/；=$ )0/"(

7"84 90,7:0-；C$ D62 A+:@4: $

+ 讨论

+ ", 木质素降解菌 ! " "#$%&’&(’$)*+ ,)( 基因在天然底物条件下的转录

近年来，一些研究者检测了生长于杨树木片和有机物污染的土地中 ,)( 基因的转录

情况，培养底物的复杂性制约了对单个木质素过氧化物基因对不同营养因子转录应答的

精确研究，但在研究中，他们发现 ,)( 基因的转录与限定培养基中的研究结果存在明显的

差异［55，53，5=］。E+#0,（5FF=）发现受到蒽污染的土地中只有 -"B! 的转录能被检测到［55］。E4:(
,+:G 等发现在限定培养基中通常易于检测到的 ,)(D 和 ,)(H 基因在杨树木片上生长的样

品只以极低的水平表达，在培养 3 周时主要转录的是 ,)(2、,)(*、,)(I 基因［53］，并且在第 >
周后所有的木质素过氧化物酶基因的表达水平均出现了剧烈的下降，呈现出明显的时间

依赖性。本研究中发现，,)(23 基因在冷杉木上培养到第 3 周时是唯一被检测到的转录基

因，在此后的 < 周内未能再检测到该基因的表达，在培养到第 > 周该基因又是唯一被检测

到转录的基因。本研究在培养的第 > 周时还检测到 ,)(D3 和 ,)(*3 基因的表达，而 E4:,+:G
认为 ,)(D 和 ,)(H 基因难以在杨树木片上生长的样品中检测到。令人费解的是本研究在

培养 < 周的样品中未检测到任何基因的表达。其原因可能是由于本研究只分析 % 个 ,)(
基因的表达情况，而在这段时间内可能由其它的 ,)( 基因起主要作用（例如 ,)(I 基因）。

但从中仍可以看出，! $ "#$%&’&(’$)*+ ,)( 基因在降解天然木材时，其基因的表达的确具有时

间的依赖性，其转录的总体模式也与在限定培养基中时有较大的差异。

+ "$ ,)( 基因家族的组成形式与基因调控间的关系

木质素过氧化物酶基因家族由 5J 个基因组成［%］。按基因的内含子和外显子的结构

可以将 ,)( 基因分为 % 个明显的亚家族［%，55］。基于 KL) 的氨基酸序列可将 ,)( 基因家族分

为两个大类［%］；)M-"B N74?+:7（5FFF）等人建立了关于木质素过氧化酶基因在染色体上组成

的详细的物理图谱，< 个基因 ,)(2、,)(E、,)(*、,)(H 定位于一个 O%@P 的区域，,)(Q、,)(R、
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!"#!、!"#" 定位于一个 #$%& 的区域，!"#’ 和 !"#( 不与其余的基因相连；其中 ) 个基因以相

反的转录方向成对出现于染色体上（ !"#* 和 !"#+、!"#, 和 !"#!、!"#- 和 !"#"）［$］。

在大多数研究中，!"# 基因的表达与基因的内含子和外显子结构以及 ./0 的氨基酸序

列之间均没有找到明显关系的证据［$，## 1 #2］。研究 !"# 基因在染色体上的组成与基因表达

的关系时，一些研究者用定量 345673 的方法进行了分析，结果发现 !"#* 和 !"#+ 基因在

低氮和低碳的培养条件下出现相似的转录模式［$］，在其余的 !"# 基因间没有找到明显相

关的的证据。如同在限定培养基中一样 +89:;9< 等在杨树木片上进行的研究也证实了这

一观点，但他发现两个与其它 !"# 基因不相连的基因 !"#’ 和 !"#( 的转录模式与其余基因

的确非常不同［#=］。本研究也未发现在 !"# 基因的转录和 !"# 基因的组成有明显的关系，如

定位于染色体上同一区域的 !"#*=（,>,2）、!"#7#（,>,=）、!"#7=（,>,$）、!"#?（>6@A##）基因

并没有表现出协同表达的特性，而在基因的内含子和外显子结构以及氨基酸序列间差异

较大同时在基因组成上也没有联系 !"#7=（,>,$）和 !"#’=（,>,#）却在培养的第 ) 周同时

检测到基因的表达。这说明在天然木材上的培养如同在限定培养基中一样，木质素过氧

化物酶基因的转录模式与按内含子划分的亚家族，与基因在染色体上的排列形式，或按氨

基酸序列的相似性划分的亚家族之间没有明显的相关。这也从另一角度支持了独立的木

质素过氧化物酶基因在木质素的降解中完成独特的功能。

! "! 木质素过氧化物酶基因转录调控机制的研究方法

目前 !"# 基因在染色体上的组成方式已经阐明，!"# 基因在染色体上的组成方式暗示，

!"# 基因家族也许起源于一系列的加倍事件［$］。已有的研究表明，无论在限定培养基上还

是天然底物中，单独的木质素过氧化物酶基因在不同的营养因子影响下其转录应答是不

同的，这支持了一种假设：每个木质素过氧化物酶扮演着独特生物学角色。当然，也不能

排除其中的一些基因是进化的过程中积累突变而形成假基因的可能性。要阐明这些问

题，仅仅进行 345673 分析是远远不够的，当前应集中于木质素过氧化物酶基因调控机理

的研究，如通过凝胶延迟的方法和 ’B;C8! 足迹实验鉴定出与 !"# 基因中对特定营养因子

发生转录应答的顺式作用元件，再通过序列特异的 ’B* 亲合层析法分离纯化调控蛋白进

而克隆调控蛋白基因［#2］；也可用 !"# 基因表达前后的 D3B* 来构建消减文库，以寻找与

!"# 基因家族调控有关的基因。在进行这些研究前首先用 345673 分析的方法确定在天

然底物中主要表达的基因是十分必要的。显然，在天然底物中主要表达 !"# 基因将是构

建基因工程菌株，提高其表达水平，应用于生物制浆和污染治理时的首选基因。
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