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摘要:一氧化氮是一个有较高活性的自由基气体分子，无论在动植物还是微生物中，作为一个细胞内和细胞
间的信号传导分子，它在许多的生理和病理过程中都发挥着双向的调节作用。研究发现真菌细胞可以合成
一氧化氮，适当浓度的一氧化氮在真菌细胞内发挥多种重要的生物学功能，一旦一氧化氮过量累积，这个自
由基分子会对细胞造成伤害，导致细胞凋亡。一氧化氮介导生成的环鸟苷酸( cGMP)作为一种重要的第二
信使分子涉及到真菌细胞内多种信号途径的调控，调节了整个真菌类群的生长发育、形态发生、孢子形成和
萌发、繁殖和细胞凋亡的过程，影响了真菌整个生命周期的生理活动。到目前为止，尽管一氧化氮在动植物
中作用的机制得到了广泛的研究，但一氧化氮在真菌中的研究报道很有限。关于一氧化氮在真菌中的合成
和降解途径，一氧化氮介导的信号传导机制的研究还不透彻，它在真菌细胞内的功能和毒理还有待于更深入
的研究。
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一氧化氮(Nitric oxide，NO)是一种无色无味，

具有脂溶性的非极性自由基气体小分子，也是一种
重要的参与一系列关键的信号传导途径、调控多种
生理过程的信号分子。它能快速扩散通过细胞膜，

这是 NO 能成为信使分子的重要原因之一，从而将
一个细胞产生的信号传递到周围的细胞中。根据当
前的报道，NO 涉及到神经、免疫、心血管系统的信
号转导途径，病原菌的致病性侵染过程，细胞的氧化
呼吸链能量消耗，细胞防卫免疫应答机制和细胞程
序性死亡等多个生理过程的调控［1 － 2］。

研究表明真菌细胞可以主动地通过生物合成产

生 NO，这种有目的的 NO 合成表明 NO 在真菌内发
挥着重要的生物学功能。NO 可以激活环鸟苷酸
(Cyclic guanosine monophosphate，cGMP ) 的 合成，
cGMP 作为一种重要的第二信使分子参与了多种信
号通路的调控［3］，从而影响真菌的生长及形态建
成。NO 也直接参与某些基因的转录［4 － 6］;还参与调
节细胞的氧化压力、蛋白质的 S-亚硝基化修饰和酪
氨酸硝化［7］。这些机制的动态平衡对于维持真菌
细胞正常的生理活动起着非常关键的作用。总体
上，真菌中 NO 的相关研究相对较少，但现有研究表
明 NO 涉及低等真菌类群(如壶菌门，接合菌门)到
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高等真菌类群 (如子囊菌门，担子菌门) 的生长发
育、形态建成、孢子形成和萌发、繁殖和凋亡的控
制［3，8 － 9］。

1 NO 在真菌中的合成及代谢

1. 1 NO 的存在状态

图 1 NO 在真菌中的合成途径
Fig． 1 Biosynthesis of NO in the Fungal cell．

NO 在真菌中的活性状态主要有亚硝酸盐
(NO －

2 )、硝 酸 盐 ( NO
－
3 )、过 氧 亚 硝 基 阴 离 子

(ONOO － ) 和一氧化二氮 ( N2 O ) 等。其中 NO －
2 、

NO －
3 、ONOO

－ 可以通过自然氧化过程生成，NO －
2 也

可以在细胞色素 c 氧化酶 ( Cytochrome-c oxidase，
CcO)和氧合血红蛋白的催化下生成，而 N2O 可通过
NO 还原酶生成［10 － 11］。此外，还原型谷胱甘肽
(Reduced glutathione，GSH)可以和 NO 反应生成 S-
亚 硝 基 化 谷 胱 甘 肽 ( S-nitrosylated glutathione，
GSNO)，由于此反应是可逆的，GSNO 被认为是 NO
的存储库，真菌细胞内的 NO 由此以 S-亚硝基化的
形式储存，对于维持细胞内 NO 含量水平的动态平
衡起着重要作用。
1. 2 真菌中 NO 的合成:氧化型和还原型合成

NO 可以从许多氮氧化物如酸性环境中的亚硝
酸盐(NO －

2 )中释放出来，除了这种化学合成外，NO
也可以通过酶促反应生成(图 1)。

用 同 位 素 标 记 的 方 法 在 壶 菌
Blastocladiellaemersonii，子囊菌 Neurosporacrassa 中观
察到存在 L-［3 H］精氨酸到 L-［3 H］瓜氨酸的转变，
并伴随着附产物 NO 的释放，且哺乳动物 NOS 酶的
抑制剂如 Nω-nitro-L-arginine methyl ester( L-NAME)
处理真菌细胞也具有类似的抑制效果，暗示真菌中
存在类似于哺乳动物 NOS 酶的 NO 合成酶［3］。对
B． emersonii 的荧光标记显示 NO 合成酶的活性出
现在细胞粗提液中［3］，且 NO 清除分子黄素血红蛋
白 ( flavohemoglobin，flavoHb ) 大量存在于细胞质
内［12］，表明细胞质是真菌主要的氧化型 NO 合成位
点(图 1)。有氧条件下，细胞质中 NO 的氧化型合
成具有主导地位［3］。

酿酒酵母 ( Saccharomyces cerevisiae)细胞中 NO
的来源还存在争议，因为在 S． cerevisiae 的基因组中
没有发现哺乳动物的 NOS 酶的同源基因，但药理学
分析显示 S． cerevisiae 细胞中确实存在一种蛋白起
着与哺乳动物 NOS 酶类似的功能，且这种蛋白在其
他酵母属真菌中普遍存在［13］。

除了细胞质中 NO 氧化型合成外，在缺氧条件
下真菌中还存在还原型 NO 的合成途径(图 1)。还
原型 NO 的合成包括缺氧条件下由细胞色素-c 氧化
酶(CcO)在线粒体中催化 NO －

2 生成 NO，和亚硝酸

还原酶(Nitrite reductase，NR)在细胞质中催化 NO －
2
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生成 NO。虽然在真菌线粒体中没有观察到 NOS 类
酶的活性，但却存在 NO 清除分子 flavoHb，这暗示
线粒体可能是还原型 NO 合成的主要位点［12］。此
外，线粒体内膜上的一个含 Cu 的异化亚硝酸还原
酶(Nitrite reductase K，NirK)，可以在依赖 NADP 的
情况下催化 NO －

2 生成 NO［14］。在 S． cerevisiae 中，这
些还原型 NO 合成途径可诱导缺氧应答基因 CYC7
和 COX5b 的转录，从而保证了 ATP 的合成以及细胞
对于缺氧条件的适应性，对 S． cerevisiae 细胞适应低
氧环境起着重要作用。

在部分真菌中，NO 合成还存在一条特殊的途
径，如 Phanerochaetechrysosporium 可以通过降解三硝
酸甘油而释放 NO(图 1)［15］。
1. 3 真菌中 NO 的降解途径

NO 在生物体内含有多种降解途径(图 2)。NO
可以通过自然氧化过程被分解成亚硝酸盐(NO －

2 )、

硝酸盐(NO －
3 )和过氧亚硝基阴离子(ONOO

－ );NO
通过 NO 还原酶可以生成 N2 O; NO 还可以和
flavoHb 相互作用，通过氧化 NO 生成 NO －

3 来清除过
剩的 NO，这也是细胞清除多余 NO 的重要机
制［10 － 11］。此外，蛋白质的 S-亚硝基化，酪氨酸硝化
也可以降低胞内 NO 含量水平［16］，例如 NO 可以和
还原型谷胱甘肽 (GSH)反应生成 S-亚硝基谷胱甘
肽(GSNO)并进一步在 GSNO 还原酶( S-nitrosylated
glutathionereductase，GSNOR)催化下生成氧化型谷
胱甘肽( oxidized glutathione，GSSG)。

2 NO 在真菌中参与的调控机制

2. 1 NO 介导的信号传导
真菌细胞内存在多个 NO 的作用位点，包括黄

素血红蛋白，细胞色素类，过氧化氢酶，铁硫酶如顺
乌头酸酶和 NADH 脱氢酶等［17 － 18］。其中含亚铁血
红 素 的 裂 解 酶，即 2 型 鸟 苷 酸 环 化 酶
(Guanylatecyclase，cGMPase) 是主要的靶位点［19］。
cGMPase 可以催化三磷酸鸟苷(GTP)转化成环鸟苷
酸( cGMP)，它是一个重要的胞内第二信使分子，参
与多种信号途径的传导。目前为止很少有报道详细
阐述这些靶位点的作用机理。

顺乌头酸酶是另一个重要的 NO 作用位点。研
究发现顺乌头酸酶，在三羧酸循环中可以催化异柠
檬酸转化成柠檬酸，它利用一个对 NO 敏感的 Fe-S

图 2 NO 在真菌中的降解途径 (图中虚线表示未知的

降解途径)
Fig． 2 Degradation of NO in the Fungi cell．

簇，可与黄素血红蛋白 ( flavoHb)相互作用［20］。在
Escherichia coli 中，flavoHb 基因的敲除会使顺乌头酸
酶对 NO 异常敏感，导致 TCA 循环受到抑制［21］。高
通量蛋白质组学研究发现 S． cerevisiae 细胞中
flavoHb 会特异地结合顺乌头酸酶以及一个 Fe 伴侣
蛋白［22］，目前还不能解释这种互作的功能。
2. 2 NO 在真菌中直接参与调控基因表达

细菌和真菌中，黄素血红蛋白基因( flavoHb)的
序列是相当保守的。E． coli 的 HmpA 和 S． cerevisiae
的 Yhb1p 在催化靶位点上具有 34%的相似性，尽管
在序列和功能上具有相似的地方，但细菌和真菌调
控 flavoHb 表达的机制是截然不同的。细菌通常利
用 NO 敏感型的转录抑制因子(例如 NsrR)，而真菌
是通过转录激活元件来诱导 flavoHb 表达［23］。

在 S． cerevisiae 中发现一个 Cys2 His2的锌指结构
的转录因子 Fzf1p，它是一个 NO 敏感型的正向调节
因子，控制着编码 flavoHb( yhb1)和亚硫酸盐转运蛋
白 Ssu1p 的基因［24］，负责操纵依赖于 NO 的 flavoHb
的诱导。而且，Fzf1p 对于 S． cerevisiae 是特异的，在
其他真菌基因组内不存在。而 Fzf1p 感受识别 NO
的机理目前还不清楚［25］。此外，NO 在 S． cerevisiae
中调控转录之前，发现可能涉及到转录因子 Yap1 在
细胞核迁移，启动抗氧化剂基因转录的过程［6］。

Chiranand 等人对 S． cerevisiae 中 flavoHb 启动子
随机突变体的研究发现一个 33 bp 的 NO 敏感区，称
为 NO 反应元件 ( NO Responsive Element，NORE)，
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它对于 S． cerevisiae 的 flavoHb 基因 CaYhb1 的转录是
必需的［4］。利用这个 33 bp 的 DNA 片段分离和鉴
定了五种特异的 NORE 结合蛋白，包括含有锌指结
构的转录因子。其中转录因子 Cta4p 敲除突变体表
现出对 NO 敏感性的丧失，而其他四种突变体基本
不受影响。Cta4p 属于 Zn (Ⅱ) 2 -Cys6转录因子家

族［4］，可以结合到 flavoHb 的启动子上。这些数据表
明，感受元件或共激活蛋白感受 NO 后产生的激活
信号传递给了 Cta4p［23］。作为基因表达多样性的备
选，一个激活蛋白类的含亮氨酸拉链结构的转录因
子(SpFzf1)也可以起类似的作用［5］。

图 3 NO 在真菌细胞中的功能和毒理(图中虚线表示具体的调控机理还有待研究)
Fig． 3 The function of NO in the Fungi cell．

目前为止，NO 在真菌中间接参与基因表达的
报道还很有限，有待于进一步研究。但是，如果 NO
引起转录因子的 S-亚硝基化或酪氨酸硝化，从而可
能会间接影响真菌相关基因的表达水平。

3 NO 在真菌中的功能

3. 1 NO 参与真菌光周期并调控孢子形成和萌发
光是决定真菌的生活周期的一个重要因素，光

信 号 可 以 激 活 细 胞 的 形 态 建 成［26］。 在
Phycomycesblakesleeanus 中，光照会诱导细胞释放
NO，表明 NO 可能参与了光信号介导的真菌光生活
周期［27］。同样地，在子囊菌中，荧光染色发现产孢

原始细胞和早期的分生孢子期细胞是 NO 生成的主
要位点，可见，NO 也控制子囊菌的无性孢子形成以
及光依赖的孢子分化过程［28］。

目前已经证实 NO 参与了担子菌门的光形态建
成(图 3)。研究表明，担子菌有性孢子在子实体中
形成，而子实体的正常生长需要光照，在担子菌中观
察到依赖 NADPH，FAD，BH4和 FMN 为标志的类似
NOS 酶参与的精氨酸 /瓜氨酸的转变，且持续光照
可增加其活性，由此产生的 NO 刺激了真菌生长和
子实体的形成，这证明 NO 在光依赖的子实体的生
殖生长中发挥了作用［8］。

NO 在真菌生理学上的一个重要功能是控制孢
子形成和萌发，这已在相当数量的真菌中得到了证
实。真菌孢子的形成和萌发是通过一系列的信号传
导协同完成的，包括 cGMP，MAPK 和光信号通路
等［29］。在 B． emersonii 中发现 NO 介导 cGMP 信号通
路，一旦 cGMP 合成受抑制，就不能形成孢子［3，30］。
这些都证明了孢子形成和萌发受 NO 的调控。
3. 2 单胞真菌孢子形成过程中的 NO /cGMP 通路

一般认为 NO 可能通过介导 NO /cGMP 信号通
路调控着 Schizosaccharomycespombe 的孢子形成过程
(图 3)。多数真菌中只要少量的鸟苷酸环化酶
( cGMPase)活性就会影响孢子形成，但酵母属菌(包
括 S． cerevisiae、Schizosaccharomycespombe、Candida
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albicans)的基因组缺少 cGMPase 的同源基因［31］，这
使得酵母属菌中 NO /cGMP 信号传导通路是否发挥
作用很难解释。C． albicans 中 cGMPase 抑制剂和催
化剂的研究也得出了有争议的结论:cGMPase 催化
剂(如 LY-83583，米诺地尔)和 cGMP 磷酸二酯酶抑
制剂(如 MY-5445，MBCQ)不会影响 C． albicans 的光
形态发生和生存［13］，这些结果暗示这些配体的研究
不能全面反映酵母属菌中的 NO /cGMP 通路的作用
机制。
3. 3 NO 参与真菌代谢过程中的抗氧化过程

在担子菌门中，NO 可以帮助细胞对抗氧化压
力。在担子菌门代表性物种 Agaricusbisporus 中，外
源 N 源复合物 2，2'-( hydroxynitrosohydrazino) bis-
ethanamine 可以释放 NO 降低氧化性伤害。研究显
示 NO 在担子菌中可以降低过氧化物的生成率和过
氧化 氢 的 含 量，抑 制 多 酚 氧 化 酶 ( Polyphenol
oxidase，PPO) 的活性，提高过氧化氢酶 ( Catalase，
CAT)，过氧化物歧化酶 ( Superoxide dismutase，
SOD)和抗坏血酸过氧化物酶(Ascorbate peroxidase，
APX)等抗氧化酶类的活性，有效减轻氧化性损害。
在腐生担子菌 P． chrysosporium 中，NO 可以调控胞
液和微粒体中谷胱甘肽转移酶系统，从而抑制羟基
氧自由基的生成，减少其对细胞的毒害作用［15］。

4 NO 对真菌细胞的毒副作用及其清
除机制

一方面 NO 在真菌生化系统中起着重要的生物
学功能，另一方面，NO 在细胞内过量累积会引起细
胞死亡［32］，这个有害的自由基气体分子会对细胞内
的蛋白质，脂类和 DNA 造成损伤，导致细胞凋亡［2］。
研究认为，NO 主要通过直接毒性引起真菌细胞的
死亡，但它的机理目前还不是很清楚，可能与以下几
方面相关:第一，NO 本身具有细胞毒性，会与氧反
应生成 OONO －，这两种自由基均可直接杀死真菌。
第二，NO 对细胞的 DNA 造成损伤，损害了真菌遗传
信息的传递过程。第三，NO 通过抑制呼吸电子传
递链上的酶如 CcO，影响了细胞的能量代谢。
4. 1 NO 在真菌内过剩会引起亚硝化应激和细胞
凋亡
4. 1. 1 通过亚硝化应激延缓了孢子萌发:子囊菌的
孢子萌发实验证明 NO 在真菌细胞内可能会引起亚

硝化应激和氧化应激。子囊菌 Colletotrichumcoccodes
孢子萌发阶段施用过量的外源 NO 会延缓萌发，缩
减了 cGMP 在细胞内的浓度水平［33］。由此推测过
量的 NO 降低了分生孢子的 cGMP 含量，并推迟了
萌发。这也暗示 NO /cGMP 通路对于萌发的延迟可
能起作用。
4. 1. 2 氧化应激和亚硝化应激参与了细胞凋亡的
过程:在真菌中由 NO 引起的蛋白质 S-亚硝基化可
能会导致细胞凋亡的启动。在 S． cerevisiae 中，一个
典型 的 糖 分 解 的 酶，即 3-磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶
(GAPDH)是一个重要的细胞凋亡的介质［34］，研究
表明 GAPDH 的 S-亚硝基化会促进 S． cerevisiae 细胞
的凋亡并与胞内活性氧族(Reactive oxygen species，
ROS)合成量上升密切相关［9］。Almeida 等认为，正
是 NO 的合成促进了 GAPDH 的 S-亚硝基化以及它
到线粒体中的转运，从而介导了细胞凋亡的启
动［9］。用外来 N 源 DETA /NO 处理酵母细胞，进一
步证明了暴露在 NO 压力下的 GAPDH 发生了 S-亚
硝基化［9］，表明 NO 和 GAPDH 在 S． cerevisiae 凋亡
的信号传导过程中起着重要作用。
4. 2 真菌应对亚硝化应激的机制
4. 2. 1 黄素血红蛋白( flavoHb)和 S-亚硝基谷胱
甘肽还原酶(GSNOR):在模式菌 S． cerevisiae 中，黄
素血红蛋白( flavoHb，yhb1 基因编码)和 GSNO 还原
酶(GSNOR，由 sfa1 基因编码)可以高效介导 NO 和
GSNO 的代谢，它介导了胞内主要的 NO 清除机
制［35］。

flavoHb 是 NO 氧化还原酶，它把 NO 转化成
NO －

3 ，在单独结合 NADPH，FAD 和 O2的情况下，它

可以组成多种重要的参与 NO 去除的酶［36］。研究
表明在真菌孢子萌发中，编码 flavoHb 的基因转录
水平明显升高，而 flavoHb 基因的缺失使酵母细胞
对 NO 更敏感，同时蛋白质的 S-亚硝基化水平也会
升高，说明细胞通过提高 flavoHb 的表达水平来应
对 NO 压力，从而保护萌发中的分生孢子作出亚硝
化压 力 应 答［36］。 flavoHb 也 在 其 他 的 真 菌 如
Aspergillus、C． albicans、S． cerevisiae 中起同样的作
用［7，12］。 在 Saccharomyces、Magnaportheoryzae 和
Neurosporacrassa 中都发现了黄素血红蛋白的同源基
因［7，12，35］。表明黄素血红蛋白在真菌中对于限制
内生的 NO 合成过量，保护细胞应对亚硝化压力起
着非常关键的作用。
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S-nitrosylated glutathionereductase ( GSNOR ) 是
GSNO 还原酶，它催化 GSNO(GSNO 在 NO 压力下生
成) 转化成 GSSG。在 Cryptococcus neoformans 中，
GSNOR 基因的缺失使其感染毒性有一定的减
弱［37］。在 S． cerevisiae 中，GSNOR 基因的缺失会导
致细胞对于 GSNO 介导的亚硝化压力的敏感性增
强。GSNOR 的缺失同时伴随着蛋白质 S-亚硝化水
平的上升。在病原真菌与寄主的互作机制中，伴随
着寄主 iNOS 转录水平的升高，这种影响会被级联
放大，引起组织损伤和死亡［38］。
4. 2. 2 抗氧化剂:真菌也已经发展出了一系列其他
的去硝化机制来对抗 NO 过剩［7］，亚硝化应激可以
提高一些编码抗氧化酶类如过氧化氢酶(CAT)，过
氧化物歧化酶 ( SOD )［6］基因的转录水平，在 S．
cerevisiae 中，谷胱甘肽过氧化物酶 3 ( Gpx3 ) 与
GAPDH 相互作用，参与胞内的氧化压力保护，从而
影响细胞的生存和凋亡。一些真菌致病菌相比较与
S． cerevisiae 可以激活一系列的氧化和亚硝化压力应
答基因包括过氧化氢酶，超氧化物歧化酶，硫氧还蛋
白和谷氧还蛋白等的转录［39］。

5 真菌中 NO 的研究前景及未知点

在哺乳动物和植物细胞中，NO 和 ROS 乃至于
RNS 已受到了研究者越来越多的注意，因为它们在
新陈代谢中所表现出的生理学效应，而且一旦它们
在细胞内不受控制的过量合成，也会造成大范围的
破坏效应［40］。然而，在微生物特别是真菌中，关于
NO 及其相关分子尚缺少足够的研究。

尽管在真菌中 NOS 类似酶被认为是真菌 NO
合成的主要来源，但还不能排除其他的一些酶促的
NO 合成途径。微生物中 NO 的清除一直都不是研
究的很透彻，直到大约 15 年前 flavoHb 被鉴定之后，
它一直被认为是细菌和真菌中占主导地位的 NO 清
除酶。目前为止，NO 的代谢及此过程中胞内的作
用位点还有待深入研究。

真菌细胞可以通过多种机制感受并传递 NO 信
号，引起相应的生理学反应。其中涉及到多种转录
因子包括 Cta4p、Yap1 和 SpPap1，但我们目前对于这
些大分子量的蛋白还知之甚少，将来对于这些转录
因子结合蛋白以及它们潜在的翻译后修饰(例如 S-
亚硝基化、磷酸化)的研究将会揭示它们是如何感

受 NO 信号并介导相关基因表达。
尽管 NO 在哺乳动物和植物中的作用和机制得

到了广泛的研究，并取得了巨大的进展，但是在微生
物中的研究却相对落后。NO 作为一种信号分子，

能够调控真核生物生命活动的很多过程，这使科学
家提出一种假设:真菌中 NO 可能存在与动植物中
类似的生物学作用，研究已经表明 NO 可能在真菌
的信号转导及代谢途径中具有重要作用。但是关于
真菌中 NO 作用和机理的研究还很有限，这必将引
起科研工作者更多的重视和研究。近来我们研究发
现，在 M． oryzae 中 NO 可能参与了分生孢子的形成，

附着胞萌发及其自身形态发育过程，但具体作用机
理还有待深入研究。

目前研究 NO 在真菌中功能的常用手段是补加
外源的 NO，由此产生的活性氮 ( Reactive nitrogen
species，RNS)会与真菌细胞自然产生的 ROS 发生交
联互作的化学反应，因此以 RNS 为研究对象的实验
中可能会包含这种互作的影响，这个问题需要进一
步得到解决。研究真菌 ROS 和 RNS 的作用时，氧
化性压力和和亚硝化压力是同时存在的，无法区分
开，因此有必要了解真菌中这两种压力胁迫相互结
合之后会有何影响。此外，关于真菌中 ROS 和 RNS

的信号传导通路的研究还需要深入进行。对于真菌
RNS 应答调控的机制还是一片空白。这些都是未
来研究 NO 在真菌中作用时所面临的挑战。
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Abstract:Nitric oxide is a highly reactive molecule with dichotomous regulatory roles in numerous physiological and
pathological events． It has been recognized as an intra-and inter-cellular signaling molecule in animals，plants and
microorganisms． Recent research data indicate that fungi are capable of synthesizing nitric oxide． Appropriate amounts of
nitric oxide play important biological roles in fungal cells． However，excessive amounts of nitric oxide will damage cells
and evoke apoptosis． Nitric oxide regulates the synthesis of cGMP，an important intracellular secondary messenger
molecule，involved in the control of a variety of signal transduction pathways in fungal cells． Nitric oxide regulates the
cellular development，morphogenesis，sporulation，spore germination，reproduction and apoptosis in fungi． Nitric oxide
affects the physiological function of fungi throughout the life cycle． Although the mechanism of nitric oxide in plants and
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to illustrate the nitric oxide synthesis，degradation pathways and the mechanism of signal transduction in the fungal
system．
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