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虎奶菇多功能过氧化物酶的基因克隆和表达分析 
 

田云恒，杨加亮，马爱民 

（华中农业大学食品科学技术学院，湖北武汉 430070） 

摘要：根据白腐菌多功能过氧化物酶（Versatile peroxidase，VPs）基因序列的保守区域设计引物，利用简并 PCR、cDNA 末端

的快速扩增（RACE）和融合引物巢式结合 PCR（FPNI-PCR）等方法，扩增得到虎奶菇多功能过氧化物酶基因（GenBank 登录号

MN701764），命名为 Pt-vp1。该基因 DNA 全长 1833 bp，含有 15 个外显子和 14 个内含子，cDNA 和完整开放阅读框 1077 bp，编码

358 个氨基酸。多种白腐菌 VPs 氨基酸序列的系统发育结果表明，Pt-vp1 蛋白与平菇 VP（GenBank 登录号 ASU87523.1）亲缘关系最

近。在发酵培养基中静止培养4 d后虎奶菇VP达到最大酶活，为43.83 U/L。在发酵培养基中加入不同浓度Mn2+，当其浓度为200 μmol/L

时，虎奶菇 VP 酶活达到最大值，为 91.98 U/L，表明 Mn2+不是虎奶菇产生 VP 的必要因子，但可以显著提高产酶量。利用实时荧光

定量 qRT-PCR 技术检测不同浓度 Mn2+对 Pt-vp1 基因转录水平的影响，结果显示 Mn2+对 Pt-vp1 蛋白的表达具有促进作用，当 Mn2+

浓度为 300 μmol/L 时，其转录水平增加了 5.79 倍。本研究结果为研究虎奶菇 VP 基因的表达机制及功能研究提供了重要信息。 
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Abstract: Primers were designed according to the conserved domain of versatile peroxidase gene cDNA sequences of white-rot fungi, and 

the gene of versatile peroxidase from Pleurotus tuber-regium (termed Pt-vp1; GenBank accession number: MN701764) was obtained via 

amplification using degenerate PCR, rapid amplification of cDNA end (RACE), and fusion primer and nested integrated PCR (FPNI-PCR). The 

full-length DNA of Pt-vp1 was 1833 bp, with 15 exons and 14 introns. The length of cDNA and open reading frame were both 1077 bp and 

encoded 358 amino acids. Phylogenetic analysis of the amino acid sequences of VPs from various white-rot fungi showed that Pt-vp1 protein 

was the closest to Pleurotus ostreatus VP (GenBank accession number: ASU87523.1). The VP activity of P. tuber-regium reached the highest to 

43.83 U/L after 4 days of stationary culture in the fermentation medium. Mn2+ was added at different concentrations. When its concentration was 

200 μmol/L, the VP activity was the highest 91.98 U/L. The results indicated that Mn2+ was not the necessary factor for producing VP in 

Pleurotus tuber-regium, but could increase significantly the enzyme production. The effect of Mn2+ at different concentrations on the 

transcription level of Pt-vp1 was examined using quantitative real-time PCR (qRT-PCR), and the results showed that Mn2+ promoted the 

expression of Pt-vp1. When the concentration of Mn2+ was 300 μmol/L, the transcription level of Pt-vp1 increased 5.79 times. This study 

provides important information for investigating the expression mechanism and function of the VP gene from P. tuber-regium. 
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白腐菌木质素降解酶包括漆酶（Laccase，Lac）、
多功能过氧化物酶（versatile peroxidase，VP）、锰过

氧化物酶（manganese peroxidase，MnP）和木质素过

氧化物酶（lignin peroxidase，LiP）等酶系。VP 于上

世纪九十年代首次在侧耳属杏鲍菇（Pleurotus eryngii）
中被发现，是发现较晚的一类木质素降解过氧化物酶
[1]。目前，已经在白腐真菌的侧耳属（Pleurotus）、烟

管菌属（Bjerkandera）、栓菌属（Trametes）等菌属中

发现 VP[2,3]。VP 是含亚铁血红素的一类糖蛋白，分子

量 38~45 ku，最适 pH 3~5，等电点偏酸性[4]。研究表

明 VP 是 MnP 和 LiP 的综合体，既具有 MnP 特有的

Mn2+结合位点，又具有 LiP 特有的 Trp 催化位点和远

程电子传递通路[5,6]。 
到目前为止，国内外已开展对 VPs 的基因克隆[7]、

转录表达[8]等研究。Ruiz-Dueñas 等[7]克隆了一个含 15
个内含子，编码 361 个氨基酸的杏鲍菇 VPL 基因。在

胞外酶水平，王力生等[9]的研究表明 Mn2+可促进平菇

分泌 MnP，Ruiz-Dueñas 等[10]研究发现 Mn2+对杏鲍菇

胞外 VP 产量无明显作用；但是由于白腐菌胞外含有

众多 VP 等木质素过氧化物酶及其同工酶，难以确定

Mn2+对某一 VP 的准确影响。在基因转录水平，Cohen
等[11]发现 Mn2+对平菇 VP 有抑制作用。在基因结构水

平，通常认为 Mn2+对木质素降解过氧化物酶基因的表

达调控与其启动子区域的 MRE（金属响应元件）有关
[12]，此外，Singh等人[13]在Phanerochaete chrysosporium 
mnp1~3的启动区域发现一个长33 bp的锰离子反应元

件，推测 Mn2+可能在转录水平影响木质素过氧化物酶

的表达。因此，研究 Mn2+对 VP 及其他木质素过氧化

物酶表达的影响是十分必要的。 
虎奶菇（Pleurotus tuber-regium），是一种生长在

多种阔叶树上的热带白腐菌[14]。目前国内外对虎奶菇

VP 基因的克隆及表达研究尚未见报道。本研究以虎

奶菇为材料，克隆了其 VP 基因（Pt-vp1），同时对该

基因进行了生物信息学分析，并对其基因表达进行了

初步研究。这些工作为今后研究 Pt-vp1 基因功能、转

录调控和进一步构建优良工程菌株提供重要参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株 

虎奶菇（P. tuber-regium）菌株，由华中农业大学

食品科学技术学院微生物实验室保存；大肠杆菌

（DH5α）菌株，购自全式金生物技术有限公司。 
1.1.2  试剂和仪器 

主要试剂：pMD18-T 克隆载体、PrimeScript™ II 
1st Strand cDNA Synthesis Kit，Takara 公司；凝胶纯化

试剂盒、回收试剂盒、质粒提取试剂盒，Axygen 公司；

SYBR® Select Master Mix (2X)试剂盒，ABI 公司；硫

酸锰、琥珀酸、琥珀酸钠、30% H2O2，均购自国药集

团化学试剂有限公司。 
仪器：DYY-8C 型电泳仪，北京六一仪器厂；

Centrifuge 5415R 冷冻高速离心机，eppendorf；GEL 
LOGICAL 200 凝胶成像系统，Koda（USA）；DU2640
型核酸分析仪，Beckman Coulte；超净工作台，哈尔

滨市东联电子技术开发有限公司；HH-4 型数显恒温

水浴锅，上海力辰邦西有限公司；恒温摇床，天津市

欧诺仪器仪表有限公司；生化培养箱，天津市泰斯特

仪器有限公司。 
1.1.3  培养基 

LB 培养基（g/L）：胰蛋白胨 10 g，酵母抽提物 5 
g，氯化钠 10 g，琼脂粉 15 g。 

PDA 培养基（g/L）：马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，
琼脂粉 15 g。 

发酵培养基（g/L）：葡萄糖 10 g，天冬酰胺 0.54 g，
醋酸缓冲溶液 10 mmol/L（pH 4.5），吐温 80 1 g，
KH2PO4 2 g，VBl 0.001 g，微量元素混合液（Glycine 0.5 
g，MgSO4·7H2O 3 g，NaCl 1 g，FeSO4·7H2O 0.1 g，
CoSO4 0.1 g，CaCl2·2H2O 0.1 g，ZnSO4·7H2O 0.19 g，
CuSO4·5H2O 0.01 g，AlK(SO4)2·12H2O 0.01 g，H3BO3 
0.01 g，Na2MoO4·2H2O 0.01 g，MnSO4·H2O 0.01 g）
70 mL。 

1.2  方法 

1.2.1  Pt-vp1 基因克隆 

1.2.1.1  简并引物扩增 Pt-vp1 中间序列 
将虎奶菇接种在 PDA 平板上，32 ℃培养 7 d，

当菌丝长满平板时，收集菌丝。采用 CTAB 法[15]提取

总 DNA，采用 RNAiso Plus 法[16]提取总 RNA，提取

后的总 DNA 和 RNA 分别用核酸测定仪及 1.0%琼脂

糖凝胶电泳检测其纯度、浓度及完整性。随即，使用

Takara 公司的 PrimeScript™ II 1st Strand cDNA 
Synthesis Kit 合成 cDNA。根据 NCBI 数据库已报道的

多个白腐菌 VP 基因序列的保守区，设计简并引物

Deg-vF/Deg-vR（表 1），以虎奶菇 cDNA 为模板，PCR
扩增 VP 的保守序列。20 μL PCR 反应体系为：10×PCR
缓冲液 2 μL， dNTPs（ 2.5 mmol/L） 0.8 μL，

Deg-vF/Deg-vR（10 μmol/L）各 1 μL，Taq DNA 聚合

酶（5 U/μL）0.2 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 14 μL。PCR
反应条件：95 ℃  5 min；95 ℃ 30 s，58 ℃  30 s，
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72 ℃  1 min，35 个循环；72 ℃  5 min。PCR 产物经

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测确定目的条带后，对目的条

带进行回收、将回收产物与 pMD18-T 克隆载体连接

后，转化到大肠杆菌 DH5α感受态细胞中，菌落 PCR
后选取阳性转化子送往天一辉远有限公司测序。 

表1 基因克隆及表达分析引物列表 

Table 1 Primers used in cloning and expression analysis of genes 

引物名称 引物序列（5'→3'） 用途 

Deg-vF GGAGGTGCACGAGTCCCTGCGGCTGACNTTYCAYGA 
保守序列的扩增 

Deg-vR GGATCTTCGCCTGGTTGTTCACCATNSWYTGCCAYTC 

3'Vp-F GGTGAACAACCAGGCGAAGATCC 
3'RACE 的扩增 

AUAP GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

Part-geneF GATGCCATTGGTTTCTCTCCTAC 
部分 DNA 的扩增

Part-geneR CACCGCTTAGGAAGGAGGG 

Sp1 CGCTGAATCCTGCGTCACCCAT 
FPNI-PCR 5'端的

扩增 
Sp2 GCGGAGATGTTGTGCTTGGCGAT 

Sp3 GATGGTATCGAATGTGATGATC 

Pt-vp1F ATGGCCTTTAACAAGCTCTCTGC 
基因全长扩增 

Pt-vp1R TTATCACCGCTTAGGAAGGAGGG 

Pt-vp1qF GAATCGCCATTGAGAGGAGAG 

qRT-PCR 
Pt-vp1qR GAATCACGTCGGAGCAGTC 

Tubulin-F CCTGTTCCACCACCAAACGA 

Tubulin-R CCGAGACACTGATAACCGGC 

1.2.1.2  Pt-vp1 全长基因的克隆和生物信息学分析 
利用DNAMAN对1.2.1.1中获得的Pt-vp1保守序

列进行比对、分析，在该序列中设计 1 条 3'RACE 上

游引物（3'Vp-F）（表 1）和 1 条锚定下游引物 AUAP
（表 1），以虎奶菇 cDNA 为模板，以 3'Vp-F 和 AUAP
为引物，扩增 Pt-vp1cDNA 3'端未知序列，扩增产物使

用 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测后进行序列片段的回收、

测序、序列比对分析。将 3'RACE 产物序列和 1.2.1.1
中得到的 Pt-vp1 保守序列比对拼接后，在其拼接序列

5'和 3'端设计一对引物 Part-geneF/Part-geneR（表 1），
以虎奶菇 DNA 为模板，扩增 Pt-vp1 部分 DNA 序列，

扩增结果电泳检测后，进行回收、测序、序列分析，

接着在该序列中设计3条5'端巢式特异性引物（5'SP1、
5'SP2、5'SP3）（表 1），以虎奶菇 DNA 为模板，利用

融合引物巢式结合 PCR（Fusion Primer and Nested 
Integrated PCR，FPNI-PCR）[17]扩增 Pt-vp1 DNA 5'端
未知序列，扩增结果电泳检测后，对目的片段进行回

收、测序、序列比对分析。根据扩增序列分别在其 5'
端起始密码子处和 3'端终止密码子处设计一对引物

Pt-vpF/Pt-vpR（表 1），分别以虎奶菇总 DNA 和 cDNA
为模板扩增 Pt-vp1 的 DNA 和 cDNA 全长片段，序列

扩增结果经电泳检测后回收纯化，将回收产物与

pMD18-T 克隆载体连接后，转化到大肠 DH5α感受态 
 

细胞中，菌落 PCR 后挑取阳性转化子测序。利用

ExPASy 数 据 库 （ http://www.Expasy.org/ ） 中 的

ProtParam 在线程序，预测该基因编码蛋白的基本理化

性质；利用 NCBI 中 CDD 分析 Pt-vp1 序列保守结构

域；利用 SOPMA 在线程序预测蛋白质的二级结构；

利用 SWISS-MODEL 在线软件，对该编码蛋白的三维

结构进行同源建模[18]；在 NCBI 数据库中查找其他白

腐菌多功能氧化酶氨基酸序列与 Pt-vp1 蛋白进行比

对，并用 MEGA-X 软件中 Neighbor-Joining 算法进行

分子系统学分析，进行 1000 次 bootstrap 统计学检验，

构建系统发生树。 
1.2.2  虎奶菇 VP 酶活检测 

将虎奶菇接种至 PDA 培养基，32 ℃培养 7 d 后

打孔（直径 0.5 cm），将 5 个菌丝块接种至装有 20 mL
液体发酵培养基中，于 32 ℃静置培养，培养至 2、3、
4、5、6、7、8、9、10 d 后吸取 1 mL 发酵液经 10000 
r/min 离心 5 min，取上清液。使用 Mn2+氧化法测定

VP 的活性，酶活测定方法如下：取 50 mmol/L 的琥

珀酸钠缓冲液（pH 4.5）2 mL，15 mmol/L 的 MnSO4

溶液 0.5 mL，0.4 mL 培养基滤出液，放在 10 mL EP
管中，振荡混匀加入 10 mmol/L 的 H2O2溶液 0.1 mL
启动反应，37 ℃反应，3 min，测 λ=240 nm 处吸光度

变化。利用 SPSS 20 对数据进行分析，检验差异显著性。 
 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2020, Vol.36, No.6 

124 

1.2.3  Mn2+对虎奶菇 VP 活力的影响 
为了研究 Mn2+对虎奶菇产 VP 规律的影响，本实

验在发酵培养基中加入不同浓度的 Mn2+，分别为 0 
μmol/L（对照组）、50 μmol/L、100 μmol/L、150 μmol/L、
200 μmol/L、250 μmol/L 和 300 μmol/L，每个浓度设 3
个重复。将虎奶菇培养 4 d 后吸取 1 mL 发酵液，利用

1.2.2 中方法测定酶活，绘制 Mn2+浓度对 VP 活力影响

折线图。 
1.2.4  Mn2+对 Pt-vp1 基因转录影响 

为了研究 Mn2+对 Pt-vp1 转录水平的影响，本实

验利用实时荧光定量 PCR（quantitative real-time PCR，
qRT-PCR）技术，通过在发酵培养基中加入不同浓度

的 Mn2+（0 μmol/L（对照组）、200 μmol/L、300 μmol/L
和 500 μmol/L）， 在培养 7 d 后取样，对不同样品

Pt-vp1 基因的表达情况进行检测。以虎奶菇 α-微管蛋

白（α-tubulin）基因为内参基因，Pt-vp1 基因和内参

基 因 引 物 分 别 为 Pt-vp1qF/Pt-vp1qR 和

Tubulin-F/Tubulin-R（表 1）。qRT-PCR 反应试剂采用

ABI 公司 SYBR® Select Master Mix (2X)试剂盒，反应

程序为 95 ℃ 10 min，95 ℃ 15 s，60℃ 60 s，95 ℃ 
15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s，40 个循环。反应体系

为 20 μL，cDNA 模板 2 μL，Vp-qRT-F 和 Vp-qRT-R
各 1 μL，12 x qRT-PCRmix 10 μL，ddH2O 6 μL。 

1.2.5  数据处理 
每项试验均重复三次，利用 SPSS 20 对数据进行

处理，检验其差异显著性；利用 Origin 8 软件作图，

数据以平均值±标准差表示。 

2  结果与讨论 

2.1  Pt-vp1基因克隆 

2.1.1  Pt-vp1 基因保守序列的获得 
以虎奶菇 cDNA 为模板，利用简并引物

Deg-vF/Deg-vR 进行 PCR 扩增，得到长 657 bp 的目的

片段。将该序列进行 BLAST 同源比对后发现该序列

与多种白腐真菌 VP 基因一致度在 74.06%~80.67%之

间，具有较高的同源性。于是推测该序列为 VP 基因

片段，将其命名为 Pt-vp1。 
2.1.2  Pt-vp1 全长基因的获得 

RACE 方法扩增 Pt-vp1 3'端 cDNA 片段的电泳检

测结果见图 1-b，该片段纯化回收、测序、序列分析

后，得到长为 872 bp 的序列，与 1.2.1.1 扩增的 Pt-vp1
部分序列有 241 bp 重叠区域，将两段序列拼接后，得

到 861 bp 的 Pt-vp1 cDNA 部分序列。序列分析显示，

该序列包含 3'端的终止密码子 TAA 和一段明显的

polyA 序列，确定该序列为 3'端完整的 Pt-vp1 cDNA
部分序列。以 Part-geneF/Part-geneR 扩增的 Pt-vp1 部

分 DNA 序列电泳结果见图 1-c，将其纯化回收、测序、

序列分析，得到长为 1487 bp 的序列。FPNI-PCR 扩增

Pt-vp1 5'端未知序列的电泳检测结果见图 1-d，分析后

发现该序列长 1528 bp，包含 5'端起始密码子 ATG。

序列拼接后，以 Pt-vpF/Pt-vpR 为引物，以虎奶菇总

DNA 为模板，扩增 Pt-vp1 全长 DNA 和 cDNA（图 1-e
第 1-2 泳道分别为：cDNA 和 DNA），经测序分析后

发现Pt-vp1 DNA全长序列1833 bp，cDNA长1077 bp。
该基因含有 14 个内含子，15 个外显子，所有内含子

剪切位点均符合 GT-AG 规则。将测序得到的 Pt-vp1 
cDNA 序列提交至NCBI数据库进行BLAST后显示，

发现该序列与多种多功能过氧化物酶编码基因具有较

高同源性，确定 Pt-vp1 为多功能过氧化物酶家族新基

因序列。 

 

 
图1 Pt-vp1基因克隆 

Fig.1 Cloning of full-length DNA and cDNA of Pt-vp1 

注：M: DNA Marker: Trans2k Plus Ⅱ；a. Pt-vp1 保守序列

扩增产物，泳道 1：引物 Deg-vF/Deg-Vr；b. 3'RACE PCR 产物，

泳道 1：引物 3'Vp-F/ AUAP；c. Pt-vp1 DNA 部分序列产物，泳

道 1：Part-geneF/Part-geneR；d. FPNI-PCR 扩增 Pt-vp1 5'端未知

序列产物，泳道 1：SP3/FP1，泳道 2：SP3/FP2，泳道 3：SP3/FP3，

泳道 4：SP3/FP4，泳道 5：SP3/FP5；e. Pt-vp1 cDNA 和 DNA

全长序列扩增产物，泳道 1-2：Pt-vpF/Pt-vpR。 

2.1.3  Pt-vp1 编码蛋白的特征和系统发生树的

构建 
利用 ProtParam 在线程序，预测该基因编码蛋白

的基本理化性质，Pt-vp1 蛋白中丙氨酸（Ala）含量最
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高，占全部氨基酸的 2.80%；带负电氨基酸（Asp+Glu）、
带正电氨基酸（Arg+Lys）残基的数量分别为 42 和 21
个 ， 不 稳 定 指 数 为 51.61 ， 分 子 式 为

C1664H2584N452O514S14，原子总数为 5228，相对分子质

量为 37.59 ku，理论等电点为 4.65，是酸性蛋白，脂

肪族氨基酸指数为 82.15，总平均疏水性 0.013。利用 
NCBI中CDD分析Pt-vp1蛋白保守结构域发现，Pt-vp1
与其它真菌 VP 相同，也存在 1 个保守域（图 2），该

域内有 Mn2+结合位点、血红素结合位点、Ca2+结合位

点。 

 
图2 Pt-vp1蛋白保守结构域 

Fig.2 Conserved domain of Pt-vp1 

 

 
图3 Pt-vp1 Pt-vp1 蛋白折叠盘绕方式 

Fig.3 The folded and coiled ways of Pt-vp1 protein 

 
图4 Pt-vp1 三维结构模型的构建 

Fig.4 Construction of the three-dimensional structure model of 

Pt-vp1 

利用 SOPMA在线程序对 Pt-vp1 蛋白二级结构进

行预测，结果如图 3 所示，该蛋白中存在 183 个无规

则卷曲（51.12%）、134 个 α-螺旋（37.43%）、12 个 β
转角（3.35%）和 29 个伸展链（8.10%）。使用

SWISS-MODEL在线工具预测虎奶菇Pt-vp1蛋白三维

结构模型，如图 4 所示，Pt-vp1 蛋白三维结构模型中

显示该蛋白有 1 个 Ca2+和 1 个 Mn2+的结合位点。利用

Verify3D 和 ERRAT 对预测模型质量进行评估，

Verify3D 中 3D-1D score≥0.2 的值为 97.58%，ERRAT
综合质量因素为 86.2069，说明预测的三维模型可信。 

 
图5 Pt-vp1蛋白系统发育树分析 

Fig.5 Phylogenetic tree analysis of Pt-vp1 protein 

利用 MEGA-X 构建系统发育树，如图 5 所示，

发现 Pt-vp1与其他 9 种多功能过氧化物酶氨基酸序列

形成两个大的聚簇，侧耳属（Pleurotus）VP 为一个聚

簇 ， 绒 毛 栓 菌 （ Trametes pubescens ） VPL1
（QJT05068.1）、变色栓菌（Trametes versicolor）VPS1
（EIW53183.1）和烟管菌（Bjerkandera adusta）VP
（AAY89586.1）为另一个聚簇。Pt-vp1 属于第一聚簇，

与平菇（Pleurotus ostreatus）VP（ASU877523.1）亲

缘关系最近，推测 Pt-vp1 可能具有类似于平菇 VP 的

功能，具体功能需进一步研究。 

2.2  虎奶菇VP酶活的检测 

 
图6 虎奶菇VP 酶活力曲线 

Fig.6 VP activity of P. tuber-regium 

注：不同字母表示不同培养时间下差异显著（p<0.05）。 

如图 6 所示，随着培养时间的延长，VP 酶活呈

现先升高后下降的，再趋于平稳的趋势。VP 酶活于

第 4 d 到最大值，为 43.83 U/L，由此确定第 4 d 是研

究培养条件改变对VP酶活影响最适时间。尹立伟等[19]

研究结果显示灰树花 MnP 活性 13 d 达到最高；
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Isikhuemhen等[20]研究结果表明菌核侧耳培养至9 d时
MnP 达到最高活性；张姝[21]等研究了亚卧孔菌属

Physisporinus sp. P18 菌株 VP 活性随时间变化，结果

显示培养至 11 d 时 VP 活性达到最高。与其他研究相

比，虎奶菇 VP 最大酶活分泌时间提前，推测原因可

能与发酵培养基种类、培养方式和虎奶菇菌丝生长速

度较快等有关。 

2.3  Mn2+浓度对VP活力的影响 

 
图7 Mn2+对虎奶菇VP酶活力的影响 

Fig.7 Effect of Mn2+ on VP activity of P. tuber-regium 

注：不同字母表示不同 Mn2+浓度下差异显著（p<0.05）。 

如图 7 所示，随着 Mn2+浓度增加，虎奶菇 VP 酶

活先增加后降低，在 Mn2+浓度≤200 μmol/L 时，VP
的活力随 Mn2+浓度的增加而提高，在 Mn2+浓度为 200 
μmol/L时VP达到最大酶活91.98 U/L，是对照组29.63 
U/L 的 3.1 倍，在 Mn2+浓度>200 μmol/L 时，VP 的活

力随 Mn2+浓度的增加而减小。本研究结果表明 Mn2+

对虎奶菇胞外 VP 酶活有显著的促进作用，推测这可

能与 VP 蛋白中存在 Mn2+结合位点有关。 

2.4  Mn2+对 Pt-vp1基因转录的影响 

据文献报道[22]，胞外 VP 多是以同工酶的形式存

在，因此，本实验又利用 qRT-PCR 技术检测了不同浓

度 Mn2+对 Pt-vp1 的转录水平。结果如图 8 所示，在

Mn2+浓度为 200~500 μmol/L 时，其对 Pt-vp1 的转录

具有显著促进作用，且 Mn2+浓度为 300 μmol/L 时，

转录达到最大值，是对照组的 5.79 倍。 
目前 Mn2+对白腐菌木质素降解酶系的调控研究

大多集中于 MnP 和 Lac，对 VP 的研究少有报道。大

多数研究表明，Mn2+对多功能过氧化物酶基因转录水

平的影响在不同同工酶基因之间有较大差异，Knop
等[23]研究发现，在缺乏 Mn2+条件下，VP 在木质素过

氧化物酶中占主导地位；Ruiz-Dueñas 等[10]研究表明

Mn2+对 VP 转录没有明显影响；Cohen 等[11]研究发现

Mn2+对平菇 VP 转录有抑制作用。而本研究首次发现

Mn2+对 Pt-vp1 基因的转录有显著促进作用。有研究表

明，Mn2+对 MnP 表达调控的影响与 MnP 启动子区域

的MRE或Mn2+调控元件有关[24]，根据本研究的结果，

推测 Pt-vp1 可能具有类似于 MnP 启动子区域的 Mn2+

反应元件，这还有待进一步研究。上述实验结果表明，

Mn2+可显著促进虎奶菇产 VP 酶和 Pt-vp1 转录，但最

佳浓度稍有差别，促进酶活的最佳浓度为 200 μmol/L，
促进转录的最佳浓度为 300 μmol/L，推测这可能与虎

奶菇胞外含有的多种 Mn2+依赖性过氧化物酶及其同

工酶有关。 

 
图8 Mn2+对 Pt-vp1基因转录影响 

Fig.8 The effect of Mn2+ on the transcription of Pt-vp1 gene 

注：不同字母表示不同 Mn2+浓度下差异显著（p<0.05）。 

3  结论 

本研究克隆了虎奶菇 VP1 全长基因 Pt-vp1，同时

利用发酵培养基并对虎奶菇 VP 酶活进行检测，在此

基础上，分别研究了 Mn2+对虎奶菇胞外 VP 酶活和

Pt-vp1 转录的影响。得出以下结论：Pt-vp1 基因全长

1833 bp，cDNA 1077 bp，完整开放阅读框 1077 bp，
编码 358 个氨基酸，Pt-vp1 蛋白呈疏水性，与平菇 VP
亲缘关系最近，高级结构以无规则卷曲为主；虎奶菇

在发酵培养基中静止培养 4 d 后，VP 酶活达到最大值

43.83 U/L；在发酵培养基添加 0~300 μmol/L Mn2+后，

虎奶菇胞外VP等Mn2+依赖性过氧化物酶酶活明显升

高，当 Mn2+添加量为 200 μmol/L 时，达到最大酶活

91.98 U/L，是对照组的 3.1 倍；Mn2+浓度为 200~500 
μmol/L 时，对 Pt-vp1 基因转录有显著促进作用，且在

300 μmol/L 的浓度时促进作用最大，为对照组的 5.79
倍。 
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