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　　摘要：质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ是一种阳离子泵，在真菌中有重要作用，它能在真菌质膜两侧产生质子电化学梯度，使营
养物质或阳离子逆化学梯度跨膜运输，环境因子、调节域、蛋白激酶、钙离子信号等多种因素影响其活性。综述了真菌

质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的结构特征、生理功能、作用机制、活性变化及其调节机理等的研究进展，以期为质膜 Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ
在真菌致病过程中的作用研究提供借鉴。
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　　细胞膜上Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ按结构可以分为３类：质膜上的
Ｐ－ＡＴＰａｓｅ（ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅＨ＋ －ＡＴＰａｓｅ），它是由 ＡＴＰ驱
动的一类可以被磷酸化的阳离子泵，利用细胞内ＡＴＰ水解生
成的能量逆向跨膜转运质子，产生并保持细胞膜两侧 Ｈ＋的
电化学梯度，该电化学梯度为物质跨膜转运提供驱动力，带动

一系列次级运输体系转运各种营养物质和离子［１－２］；液泡上

的Ｖ－ＡＴＰａｓｅ（ｖａｃｕｏｌａｒＨ＋ －ＡＴＰａｓｅ），它的主要功能是利用
ＡＴＰ水解产生的能量，将质子从胞质泵至液泡内；线粒体上的
Ｆ－ＡＴＰａｓｅ，它的主要功能是偶联 Ｈ＋跨膜转运和 ＡＴＰ的合
成［３］。自从Ｈｏｄｇｅｓ等发现质膜微囊具有膜结合的 ＡＴＰａｓｅ水
解活力和质膜Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ开始［４］，人们对质膜Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ
进行了大量研究，真菌质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ也有不少报道。本
文对真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的结构特征、生理功能、作用机制、

活性变化及其调节机理等进行了综述。

１　Ｐ－ＡＴＰａｓｅ的分类和分布

质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ属Ｐ－ＡＴＰａｓｅ，Ｐ－ＡＴＰａｓｅ包括５个亚
家族（Ｐ１～Ｐ５），其中 Ｐ２是最大的亚家族，包括哺乳动物的
［Ｃａ２＋］、［Ｎａ＋，Ｋ＋］、［Ｈ＋，Ｋ＋］－ＡＴＰａｓｅｓ和真菌、植物的
Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ［５］。Ｐ－ＡＴＰａｓｅ在真细菌、古生菌、真核生物中
都有分布［６］。Ｔｈｅｖｅｒ等对动物、植物、真菌、单细胞真核生物、
纤毛虫５个生物类别共２６个真核生物细胞的 Ｐ－ＡＴＰａｓｅ进
行了生物信息学分析，按照其运输离子的不同，将这些

Ｐ－ＡＴＰａｓｅｓ大致分为９个功能特征家族，除家族６、７外，烟
曲霉等８个真菌的 Ｐ－ＡＴＰａｓｅｓ基因在９个功能特征家族中
均有分布［７］（表１）。

表１　８种真菌Ｐ－ＡＴＰａｓｅｓ家族分布［７］

真菌名称
Ｐ－ＡＴＰａｓｅｓ家族成员的基因数量（个）

家族１ 家族２ 家族３ 家族４ 家族５ 家族６ 家族７ 家族８ 家族９ 总计

烟曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｕｍｉｇａｔｕｓ） ２ ５ ３ ０ ３ ０ ０ ４ ３ ２０
构巢曲霉（Ａｎｉｄｕｌａｎｓ） ０ ７ ２ ０ ２ ０ ０ ４ ３ １８
米曲霉（Ａ．ｏｒｙｚａｅ） ２ ６ ３ ０ ４ ０ ０ ４ ３ ２２
新型隐球菌（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ） ０ ３ ２ ０ １ ０ ０ ４ １ １１
粗球孢子菌（Ｃｏｃｃｉｄｉｏｉｄｅｓｐｏｓａｄａｓｉｉ） ０ ４ １ １ ３ ０ ０ ４ ３ １６
粗糙脉孢菌（Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａｃｒａｓｓａ） ０ ４ １ ０ ３ ０ ０ ５ ３ １６
酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ） ０ ２ ２ ０ ３ ０ ０ ５ ２ １４
粟酒裂殖酵母（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｐｏｍｂｅ） ０ ２ ２ ０ １ ０ ０ ５ １ １１
总计 ４ ３３ １６ １ ２０ ０ ０ ３５ １９ １２８

２　真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的结构、功能和作用机制

真菌质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ和动物细胞的［Ｎａ＋，Ｋ＋］、
［Ｈ＋，Ｋ＋］、［Ｃａ２＋］－ＡＴＰａｓｅｓ，高等植物的质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ
及一些细菌阳离子转换 ＡＴＰａｓｅｓ在结构和功能上极保守［８］，

其原因可能是在强烈进化压力下，要保持质子泵的高效，必须

使酶的每个结构域的功能位点保持在一个精确空间上［９］。

２．１　真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的结构
利用电镜技术测定脉胞菌的质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ结构解析

分辨率达８?，它由１条α多肽链组成，分子量约１００ｋｕ［１０］。
Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ有１０个高度保守的跨膜区（Ｍ１～Ｍ１０），其功能
结构域主要包括Ｎ端的磷酸酶域、Ｃ端的 Ｒ域（调节域）、胞
质侧３个胞质域［Ｐ域（磷酸化域）、Ｎ域（核苷酸结合位点）、
Ａ域（控制ＡＴＰ的水解）］和１个比较大的能与三磷酸腺苷结
合的亲水性环［９，１１］。肽链的 Ｎ末端和 Ｃ末端均位于质膜的
胞质侧，其中 Ｎ末端在膜内侧构成 Ｈ＋入口，和 Ａ域相连，它
的功能和重金属Ｐ－ＡＴＰａｓｅ（有７个重金属结合基序）Ｎ端功
能极为相似，都对有毒的重金属敏感，在其质子通道入口把重

金属排出。Ｃ末端调节域是自抑制区域，在９１３位的丝氨酸
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残基（Ｓｅｒ９１３）和９１４位的苏氨酸残基（Ｔｈｒ９１４）上各有１个调
节位点，这个调节区涉及酶活性的调节，控制着质膜 Ｈ＋ －
ＡＴＰａｓｅ对ＡＴＰ的水解活性和对Ｈ＋的转运活性。膜上的质子
结合位点是天冬氨酸残基（Ａｓｐ７３０）和谷氨酸残基（Ｇｌｕ８０５），
这２个残基在 Ｐ－ＡＴＰａｓｅ中高度保守，对质子转换起显著作
用。质子结合位点（Ａｓｐ７３０和 Ｇｌｕ８０５）和 Ｐ域的磷酸化位点
之间的距离大约５０?，这２个位点由Ｍ域上的 Ｍ４、Ｍ５连接，
Ｐ域装备在Ｍ５上方，这个域的任何移动都会传送到质子结
合位点，改变质子结合位点链的化学环境，引起 ｐＫａ（酸度系
数）的变化，导致质子被释放到胞外。跨膜区域 Ｍ４、Ｍ５、Ｍ６、
Ｍ８是阳离子泵的中心，在酵母质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ中，Ｍ６残基
在酶蛋白稳定和功能方面有重要作用［１２］。

２．２　真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ功能
质膜Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ是一种电化学质子泵，其生理功能主

要是产生电化学梯度，把细胞质内的 Ｈ＋泵出膜外，驱动一定
数量的次级跨膜转运系统，转运一些离子和中性溶质阳离子、

阴离子、氨基酸和糖［１３］。在酵母细胞中Ｈ＋泵通过建立Ｈ＋电
化学势促进离子和代谢物的吸收［１４］。另外质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ
有助于保持细胞内ｐＨ值的调节，维持细胞内ｐＨ值的相对稳
定，从而保证各种生命活动的正常进行［１５］。

２．３　真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的作用机制
质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的转换单位包括１个中心位点质子接

收／发送器、天冬氨酸残基（Ａｓｐ６８４）、１个天冬酰胺残基
（Ａｓｎ１０６）、１个带正电荷的精氨酸残基（Ａｒｇ６５５）和１个充满
水的很大的中央腔。Ａｓｐ６８４对质子泵转换起着核心的作用，
去除它的正电荷会导致泵分子的卸载和质子泵完全不能起作

用［１６］。Ａｒｇ６５５在催化过程中影响 Ａｓｐ６８４的酸度系数，在催
化循环中协助质子从Ａｓｐ６８４上释放 ［１１］。

普遍认为，质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ存在如图１所示的 Ｅ１、Ｅ２
两种构象状态，通过构象循环变化实现离子运输。这２种构
象对所运输离子的亲和力不同，Ｅ１对输出的离子有很高亲和
力，Ｅ２对输入的离子有很高亲和力。在Ｅ１－ＡＴＰ构象中，质
子入口通道直接运送质子到 Ａｓｐ６８４上，Ａｓｐ６８４、Ａｓｎ１０６紧密
结合形成氢键，在质子入口通道和中央腔结构之间形成栅栏。

氢键形成后，Ａｓｎ１０６固定到质膜片段 Ｍ２上，Ｍ２直接连到胞
质的Ａ域，引起磷酸化作用。磷酸化作用导致膜区域构象的
改变，使Ｅ１－ＡＴＰ向Ｅ２Ｐ（ｍｏｄｅｌ）变化，中央腔向质子输出通
道开放，打断了 Ａｓｐ６８４和 Ａｓｎ１０６之间的氢键，导致质子从
Ａｓｐ６８４上释放出来，转运到细胞外。在出口通道，Ａｒｇ６５５向
Ａｓｐ６８４靠近，刺激质子从Ａｓｐ６８４上释放出来，并在这个区域
形成正电荷，阻止细胞外质子重新装载到 Ａｓｐ６８４上。Ｅ２Ｐ
（ｍｏｄｅｌ）开放状态时间非常短，最大限度使 Ａｓｐ６８４避免暴露
在细胞外，同时，Ａｒｇ６５５抵消 Ａｓｐ６８４上的负电电荷，促进
Ｅ２－Ｐ（ｍｏｄｅｌ）状态的形成，去磷酸化转换到Ｅ２状态［１１］。

３　真菌中质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的活性调节

真菌中质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的活性受诸多内外环境因素的
共同调控，如Ｃ－末端的调节域、蛋白激酶、钙离子信号以及
葡萄糖、ｐＨ值、Ｃｕ２＋和ＮＨ４

＋胁迫等。

３．１　不同的外部环境对酶活性的影响
Ｓｅｒｒａｎｏ于１９８３年发现葡萄糖能够通过糖酵解途径增强

酵母质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ的活性，随后有关葡萄糖调节质膜
Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的活性被广泛研究。依赖葡萄糖调节的质膜
Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的活性，与酶 Ｃ末端磷酸化位点丝氨酸和苏氨
酸的磷酸化水平相关［１７］。在酿酒酵母和裂殖酵母中，葡萄糖

作为外部信号，能够识别质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅＣ－末端上的丝氨
酸 Ｓｅｒ－８９９和苏氨酸 Ｔｈｒ－９１２磷酸化位点并使其磷酸化，
从而提高酶的活性［１８－１９］。该过程的动力学特征表现为酶的

米氏常数Ｋｍ减小，最高反应速度Ｖｍａｘ增大，最适ｐＨ值向中性
方向移动［１７］。上述磷酸化位点位于调节域Ｒ域中，Ｒ域通过
与酶分子催化部位相互作用，抑制质子进入并降低酶对底物

ＡＴＰ的亲和力，使质膜 Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的活性下降；葡萄糖可以
催化Ｓｅｒ－９１１和Ｔｈｒ－９１２的磷酸化从而抑制Ｒ域和酶分子
催化部位的相互作用，提高质子泵的效率和 ＡＴＰ水解的耦
联，从而提高酶的活性［２０］。Ｍａｓｏｎ等敲除酵母质膜 Ｈ＋ －
ＡＴＰａｓｅ氨基端的２７个残基后发现，尽管该酶的活性不受影
响，但它可以强化羧基端的影响，表明氨基端在调节酶活性方

面也发挥着作用［２１］。

但葡萄糖并不是对所有的真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ都具有
正调控作用。在构巢曲霉中，葡萄糖不会影响质膜

Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的活性。对酿酒酵母、脉胞菌、构巢曲霉、青霉菌
和镰刀菌的质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅＣ－端序列进行分析时发现，酿
酒酵母中酶活性Ｃ－端依赖葡萄糖的２个调节位点与脉胞菌
和镰刀菌的２个调节位点具有同源性，但是与构巢曲霉和青
霉菌差异较大。这可能是因为构巢曲霉和青霉菌质膜

Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的表达不受葡萄糖影响［２２］。

此外，Ｃａｒｍｅｌｏ等发现，ｐＨ值对酿酒酵母质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ
活性的影响也非常显著。当真菌生长在ｐＨ值为６．０的培养基
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中时，酶活性最大；当 ｐＨ值为２．５～６．０时，酶活性较大，为
６２．８％～８３％；当ｐＨ值＜２．５时，酶活性最大只有３０％，此时
细胞不能生长［２３］。Ｆｅｒｎａｎｄｅｓ等还发现铜胁迫可通过破坏质
膜组织从而降低酿酒酵母的质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ酶活性 ［２４］。

其他环境胁迫如高浓度乙醇、高温、弱酸、热激和氮胁迫等均

可增加真菌质膜 Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ的活性［２０］。抑制剂如依布硒

则对多种真菌的质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ具有强烈抑制作用［２５］。

３．２　钙离子信号参与酶活性调节
在酿酒酵母中，感应葡萄糖的酶活性调节是一个复杂的

信号转导路径，钙作为第二信使参与了这个路径。葡萄糖作

为信号分子能够促使Ｇｐａ２ｐ与磷脂酶Ｃ复合体的形成，磷脂
酶Ｃ能够水解 ＰＩＰ２得到 ＤＡＧ和 ＩＰ３，而后者是 Ｃａ２＋在细胞
内的受体，可以增加胞质内的 Ｃａ２＋浓度。Ｓｎｆ３ｐ的 Ｃ末端能
够检测到 ６－磷酸 －葡萄糖并与之作用，从而影响液泡中
Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ的活性，调节 Ｃａ２＋在胞内的利用情况，从而激
活钙依赖性的信号通路，使Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ活性增强［２６］。

Ｂｏｕｉｌｌｅｔ等最近发现，钙载体和液泡参与了感应葡萄糖的
钙信号和质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ活性调节。感应葡萄糖的钙转换
子是一个新的钙载体，对硝苯地平和钆敏感，葡萄糖能够激活

酿酒酵母细胞中的钙载体释放Ｃａ２＋，液泡通过Ｃａ２＋－ＡＴＰａｓｅ
和 Ｃａ２＋ 通 道 （Ｙｖｃ１）控 制 胞 内 Ｃａ２＋ 的 浓 度 和 质 膜
Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ活性位点与葡萄糖的识别。在胞内Ｃａ２＋浓度很
低的环境下增加葡萄糖的含量，Ｃａ２＋的吸收和液泡Ｃａ２＋通道
的活性均受影响［２７］。

３．３　酶基因表达水平调节
真菌质膜Ｈ＋ －ＡＴＰａｓｅ由多基因编码，其中 ｐｍａ１、ｐｍａ２

是２个主要编码基因。正常情况下 ｐｍａ２的表达量比 ｐｍａ１
低很多，但是当细胞受到环境胁迫时，ｐｍａ１表达被抑制，而
ｐｍａ２表达量增加，不过仍然低于 ｐｍａ１的表达量。铜胁迫下
的酿酒酵母中ｐｍａ１表达受到抑制，酶活性下降，ｐｍａ２启动子
的活性被激活。但即使达到最大值时，ｐｍａ１启动子的活性仍
然比 ｐｍａ２的表达水平高几百倍［２４］。酵母菌质膜 Ｈ＋ －
ＡＴＰａｓｅ的表达对酸胁迫敏感，在 ｐＨ值为 ２．５时，ｐｍａ１的
ｍＲＮＡ水平与其生长在最适 ｐＨ值（ｐＨ值为５）相比减少了
５０％，酶活性下降［２８］。

４　前景展望

质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ是真菌质膜上转运质子的重要功能蛋
白，目前对真菌质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ的研究主要集中在结构、功
能及活性调节方面；但是质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ是大的基因家族，
对质膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ新基因的发现、克隆及功能研究等方面
还尚显不足。生物信息学的发展为认识质膜 Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ提
供了方便，结合分子生物学技术可很方便地从真菌中克隆质

膜Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ同源基因，并通过基因沉默、基因敲除等技术
研究这些基因的具体功能，从而揭示其对真菌致病性的影响，

为更深入认识真菌对寄主植物的致病机理提供理论基础。

稻瘟菌所导致的稻瘟病是水稻生产上的一种主要真菌病

害。利用生物信息学方法，在稻瘟菌中预测到了２３个质膜
Ｈ＋－ＡＴＰａｓｅ成员［２８］，并对部分基因进行了详细的功能研究，

发现它们在稻瘟菌的致病过程中起重要作用［２９］。目前，正在

构建突变体进行更详细的功能研究。
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名贵地下真菌———块菌的研究进展
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　　摘要：从国内外块菌的研究历史、营养价值、保健功效、挥发性成分、栽培技术等方面，探讨了名贵地下食用真
菌———块菌的研究进展，并对我国今后在块菌研究方面的发展趋势提出了展望。
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　　块菌（ｔｒｕｆｆｌｅ）是一类与树木共生的地下真菌的统称。其
中，子囊菌门中的块菌被称为“真块菌”，又名松露、猪拱菌、

无娘果、土茯苓等，隶属于块菌科（ＴｕｂｅｒａｃｅａｅＤｕｍｏｒｔ．）块菌
属（ＴｕｂｅｒＭｉｃｈｅｌｉ），享有“厨房里的黑钻石”和“上帝的食物”
之美誉。块菌在北半球国家如法国、意大利、西班牙等分布广

泛，而南半球的新西兰也有报道。在我国，块菌属主要分布于

西南地区的四川省和云南省，西北地区的新疆和西藏也有一

些报道。另外，我国的山西、吉林、辽宁等省区也有发现块菌

的相关记录［１］。到目前为止，全球范围内报道的块菌属已超

过２００种，且多分布于欧洲地区，报道自我国的块菌属有２５
种左右。其中，黑孢块菌（Ｔ．ｍｅｌａｎｏｓｐｏｒｕｍＶｉｔｔａｄ．）、白块菌
（Ｔ．ｍａｇｎａｔｕｍＰｉｃｃｏ）、夏块菌（Ｔ．ａｅｓｔｉｖｕｍＶｉｔｔａｄ．）等具有很
高的商业价值。

西方国家对地下真菌的认识和研究起源较早。其中，块

菌属的研究历史最早可追溯到公元前３５０年，古希腊哲学家
和博物学家 Ｔｈｅｏｐｈｒａｓｔｕｓ总结当时人们的共识，提出了块菌
的形成与雷击有关［２］。自１７９２年，植物学家 Ｍｉｃｈｅｌｉ首次记
载了块菌属（Ｔｕｂｅｒ），再到１８２３年菌物学家 Ｆｉｒｅｓ确认了块菌
属在真菌分类学上的地位，与现代也已相隔数百年时间［３］。

虽然，我国四川、云南等地的群众也早有食用块菌的习惯，但

是１９８５年刘波对太原块菌（ＴｕｂｅｒｔａｉｙｕａｎｅｎｓｅＢ．Ｌｉｕ）新种的
报道才真正开启了国内对块菌属的科学研究工作［４］。随后，

有关块菌营养价值、活性成分和功效、香气成分、栽培技术等

方面的研究也逐渐开展起来。

１　块菌的营养价值和保健功效

１．１　营养价值
块菌是世界上最珍贵的食用菌之一，子实体中含有丰富

的蛋白质、氨基酸、碳水化合物、麦角固醇、甾醇等营养物质和

芳香成分。与其他食用菌相比，块菌的蛋白质含量普遍较

高［５］，可谓素中之荤。早在１９９０年，陶恺等便对四川省会东
县的印度块菌进行了氨基酸、蛋白质、矿物质、维生索、糖、灰

分和水的分析，结果显示印度块菌可与黑孢块菌相媲美［６］。

而据刘洪玉等报道，采自四川省会东县的块菌（未鉴定种属）
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