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封面图说: 雄视———中国的金丝猴有川、黔、滇金丝猴三种,此外还有越南和缅甸金丝猴两种。 金丝猴是典型的森林树栖动物,常
年栖息于海拔 1500—3300m 的亚热带山地、亚高山针叶林,针阔叶混交林,常绿落叶阔叶混交林中,随着季节的变化,
只在栖息的生境中作垂直移动。 川金丝猴身上长着柔软的金色长毛,十分漂亮。 个体大、嘴角处有瘤状突起的是雄性
金丝猴的特征。 川金丝猴只分布在中国的四川、甘肃、陕西和湖北省。 属国家一级重点保护、CITES 附录一物种。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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九州虫草菌丝体对 Mn 的耐性及富集

罗摇 毅, 程显好*, 张聪聪, 李维焕, 于德洋
(鲁东大学菌物科学与技术研究院,生命科学学院,烟台摇 264025)

摘要:重金属耐性真菌的研究是生物修复的重要研究内容。 研究了九州虫草(Cordyceps kyusyuensis)对于 Mn 的耐性及富集。 在

液体培养基中添加不同浓度(0—60 g / L)的 Mn 离子,测定其菌丝生物量、菌丝 Mn 含量、菌丝抗氧化酶活性和过氧化水平以及

菌体细胞离子交换量、Mn 在细胞中的分布的变化情况。 实验结果表明九州虫草菌丝生物量与 Mn 浓度呈显著负相关,Mn 浓度

60 g / L 为九州虫草菌丝生长极限浓度。 菌丝中 Mn 含量随培养基中 Mn 浓度的增大而显著升高,10 g / L Mn 时,菌丝细胞中 Mn
积累量达到细胞干重的 1. 0013% 。 九州虫草菌丝中过氧化产物丙二醛(MDA)、可溶性蛋白(SP)含量、可溶性糖浓度与培养基

中 Mn 浓度呈负相关,实验组与对照组差异显著。 抗氧化酶(过氧化氢酶(CAT)、过氧化物酶(POD)、超氧化物歧化酶(SOD))
活性随着培养基中 Mn 浓度增大而显著升高,但变化趋势不同。 九州虫草菌丝细胞不可溶性组分中 Mn 的量(91郾 51%—
98郾 6% )显著高于可溶部分(1. 40%—8. 49% )。 九州虫草菌丝细胞壁离子交换量(CEC)随着培养基中 Mn 浓度的升高变化不

明显。 说明在九州虫草菌丝对 Mn 的富集过程中,其细胞壁、细胞膜和细胞器对于 Mn 结合发挥了主要作用,细胞质中可溶性成

分对 Mn 的结合发挥次要作用。 在 Mn 的胁迫下,增强抗氧化酶系统的协同作用以清除大量自由基是细胞对锰耐性的重要

机制。
关键词:生物修复;抗氧化物酶;膜脂过氧化;离子交换量;超积累

Manganese tolerance and accumulation in mycelia of Cordyceps kyusyuensis
LUO Yi, CHENG Xianhao*, ZHANG Congcong, LI Weihuan, YU Deyang
Institute of Mycological Science and Technology, College of Life Science, Ludong University, Yantai, 264025, China

Abstract: The study of fungi resistance to heavy metals is a very important part in the bioremediation. In this paper we
report the Mn resistance and hyperaccumulation in Cordyceps kyusyuensis in terms of mycelia biomass, manganese content in
mycelia, antioxidant enzyme activities, peroxidation level, cation exchange capacity ( CEC) of mycelia cells, and the
distribution of manganese in cells in submerged culture supplemented with Mn2+ concentrations from 0 to 60 g / L. The
results showed that the mycelia biomass of C. kyusyuensis was negatively correlated with manganese concentration, and the
upper limit of Mn2+ concentration for mycelia growth was 60 g / L. At a Mn2+ concentration of 70 g / L or above, the mycelia
growth was completely inhibited. The manganese content in mycelia increased significantly with the increase in Mn2+

concentration in the culture medium when the Mn2+ concentration in the culture medium was below 60 g / L, up to 1郾 0013%
manganese content based on the dry weight of mycelia was approached when the manganese concentration in the culture
medium was 10 g / L. The contents of malondialdehyde (MDA), soluble protein (SP) and soluble sugar in mycelia of C.
kyusyuensis were negatively correlated with the Mn concentration in the culture media, which were significantly different
between the control and the group treated with manganese in the culture medium. The activity of antioxidant enzymes
including peroxidase (POD), catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) in mycelia of C. kyusyuensis all increased
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with the increase in the initial Mn concentration in the culture media, but the mode of change in those indices varied
greatly. The manganese content in the insoluble components (91. 51%—98郾 6% ) were much higher than that (1郾 4%—8.
49% ) in the soluble part of the mycelia cells. The cation exchange capacity (CEC) in C. kyusyuensis mycelia did not show
significant change with the increase in Mn concentration in the media. The cell wall, cell membrane and organelles of C.
kyusyuensis played major roles in binding the manganese ions in manganese accumulation, while the soluble components in
cytoplasm played a minor role. Under manganese stress, the joint action of antioxidant enzyme in removing the great amount
of free radicals due to peroxidation and maintaining the normal metabolism of cells is important in the mechanisms of
manganese resistance in C. kyusyuensis. Compared with other fungi, the resistance to manganese stress in C. kyusyuensis is
relatively high with a threshold of 60 g / L, and its ability to hyperaccumulate manganese is also very high. Our experiments
showed that the manganese accumulated in the mycelia on dry weight basis was 1. 0013% , just approached 1% , the
threshold of hyperaccumulation, this makes the macrofungi C. kyusyuensis a potential hyperaccumulator for manganese. The
high resistance to manganese stress and the high ability to accumulate manganese under submerged culture suggest that C.
kyusyuensis may be applied to the bioremediation of contaminated water and soil. On the other hand, manganese content in
the mycelia should be monitored and proven safe when C. kyusyuensis is used for medical purposes due to the ability to
hyperaccumulate manganese in this fungus.

Key Words: bioremediation; antioxidant enzymes; lipid peroxidation; cation exchange capacity; hyperaccumulation

由于锰矿、电解锰废水和矿渣的排放,造成了世界各国水体、土壤及周围环境的锰污染。 如何安全、高效

地修复锰污染水源和土壤,是一项迫切需要解决的新课题[1鄄2]。 生物修复因具有费用低、操作简便和对环境

影响小等优势,近些年来受到极大的关注[3鄄6]。 其取得的研究成果主要包括:Jan Borovicka 于 2007 年提出了

重金属超富集大型真菌的概念[7], Stijve 等发现紫星裂盘菌(Sarcosphaera coronaria)对砷具有超富集能力[8],
而 Jan Borovicka 等发现松果鹅膏菌(Amanita strobiliformis)和角鳞白鹅膏菌(Amanita solitaria)对银具有超富

集能力[9],程显好等发现蛹虫草(Cordyceps militaris)具有锌离子的超强耐性和富集能力[10]。 然而,近 10 a 的

研究中还没有具有 Mn 超富集能力的大型真菌的报道,只有研究表明,欧洲未污染地区的野生蘑菇中 Mn 的含

量都在 10—60mg / kg 干重范围内[11]。
当前,重金属耐性菌株的选育及其富集、耐性机制研究已成为生物修复领域研究的热点。 国内这方面的

研究尚处于起步阶段。 九州虫草(Cordyceps kyusyuensis A. Kawam. )是寄主为豆天蛾(Clanisbilineata Walker)
幼虫的虫草真菌,无性型为九州轮枝菌(Skyushuensis Verficillium kyushue),是一种大型子囊真菌。 九州虫草可

以以菌丝体形态营养生长,也可以形成子座形式的子实体。 本文以液体培养九州虫草菌丝体为研究对象,研
究不同浓度 Mn 对九州虫草菌丝生长的影响,对菌丝过氧化程度和抗氧化酶活力的变化的影响,对菌丝体中

对 Mn 的积累和在细胞中的分布的影响,以及对菌丝细胞壁吸附能力的影响,探讨了九州虫草对 Mn 的耐性和

富集机制。 研究工作为获得有效治理 Mn 污染的微生物菌株提供候选资源,并可以为 Mn 污染水体、土壤的生

物修复提供理论依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

九州虫草(Cordyceps kyusyuensis)CFCC89250 购于中国林业微生物菌种保藏管理中心。
1. 2摇 菌种培养

菌株保存于马铃薯琼脂培养基试管斜面,试管斜面接种菌株后,于 25 益培养 6 d,然后置于 4 益下保存。
液体菌丝培养基配方:葡萄糖 20 g,蛋白胨 5 g,酵母浸粉 5 g,MgSO4·7H2O 5 g,KH2PO4 5 g、蒸馏水 1000

mL, pH 值 7. 0。 取培养好的试管斜面菌株接种到三角瓶中,接种量 5mm3 /瓶。 液体培养基中 Mn 浓度设定为

0、10、20、30、40、50、60 g / L Mn(MnSO4·H2O),每个浓度 4 个重复。 于 25 益,150 r / min 摇瓶培养 6 d。

005 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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1. 3摇 菌丝生物量测定

菌丝生物量测定:液体培养基中培养了 6 d 的新鲜菌丝取出,用 200 目滤布过滤,去离子水冲洗 3 次,充
分洗去附带的培养基成分,洗过的培养物于 105 益烘干至恒重,称重。
1. 4摇 锰含量的测定

称取 0. 1 g 烘干至恒重的菌丝样品,加入 10 mL 的浓硝酸 /高氯酸(体积分数)为 4 颐1 的消化液在沸水浴

中加热至澄清,用去离子水在 100 mL 容量瓶中定容后采用原子吸收分光光度仪进行测定(AA800 型,美国 PE
公司,附带微机和打印机) [12],重复 3 次。 测试条件为:波长 285. 2 nm,狭缝 3 mm,灯电流 5 mA,灯电压 170
V,空气流量 0. 15 MPa / min,乙炔流量 0. 05 MPa / min。
1. 5摇 丙二醛(MDA)含量和可溶性糖(soluble sugers)浓度的测定

根据 Heath 和 Pcker[13]方法,测定脂质过氧化产物 MDA 含量。 菌丝体培养物于 5000 r / min 离心 20 min,
取 0. 2 g 新鲜菌丝于 4 mL 0. 3mol / L 三氯乙酸(TCA)中充分研磨,12000 r / min 离心 10 min。 取 2 mL 上清液,
加入 0. 3 mmol / L TCA,42 mmol / L 硫代巴比妥酸(TBA)。 混合液 96 益 加热 10 min,立即冰浴停止反应。
10000 r / min 离心 15 min 后,分别在 532、600、450 nm 波长下测定吸光值,重复 3 次。 MDA(滋mol / L)含量和可

溶性糖浓度用 Heath 和 Packer 公式计算。 脂质过氧化产物浓度单位为 滋mol / g(鲜重)。
1. 6摇 抗氧化物酶测定

1. 6. 1摇 酶液制备

菌丝体培养物于 5000 r / min 离心 20 min,取新鲜菌丝于预冷研钵中(4 益),加入酶提取液(磷酸缓冲液,
pH 值=6. 0),冰浴充分研磨成匀浆,镜检至细胞完全破裂。 在 4 益下以 15000 r / min 离心 15 min,取上清液进

行抗氧化酶活性、可溶性蛋白含量的测定[14],重复 3 次。
1. 6. 2摇 抗氧化物酶活性的测定

SOD 活性采用氮蓝四唑(NBT)光还原法[15] 测定,以每克菌丝(鲜重)抑制 NBT 光化还原量为 1 个酶活

单位。
POD 活性测定采用愈创木酚法[16],以每克菌丝(鲜重)每分钟氧化 1 滋mol 愈创木酚为 1 个酶活单位。
CAT 活性测定采用紫外吸收法[17],以每克菌丝(鲜重)每分钟分解 1 滋molH2O2为 1 个酶活单位。

1. 6. 3摇 可溶性蛋白(SP)含量的测定

可溶性蛋白含量的测定采用 Folin鄄lowry 法[18]。
1. 7摇 锰在细胞的可溶性组分与不可溶性组分中的分布

菌丝培养物以 50 滋m 滤膜抽滤,再以去离子水冲洗菌丝 3 遍,3 g 菌丝加 30 mL 去离子水,在超声时间

30 s、超声次数 8 次、间隔时间 10 s、4 益条件下,破碎细胞。 镜检,在细胞完全破碎时停止超声处理。 细胞破

碎液于 12000 r / min 离心 30 min,分离上清液和沉淀部分,为细胞的可溶性组分和不可溶性组分[19]。 可溶性

组分直接以原子吸收分光光度仪(AA800 型,美国 PE 公司, 附带微机和打印机)测定 Mn 含量,不可溶性组分

消化后测定 Mn 含量,重复 3 次。
1. 8摇 菌丝细胞壁离子交换量(CEC)的测定

取菌丝体培养物,以 50 滋m 滤膜抽滤,再用去离子水冲洗菌丝 3 遍,分离的菌丝依次经过 20 mL 的下列溶

液,5 min,4 益:淤HCl(0. 05 mol / L)、于Ca(NO3) 2(0. 04 mol / L)、盂HCl (0. 05 mol / L) 、榆PbCl2(0郾 01 mol / L),
Ca (NO3) 2 (0. 01 mol / L), Mg (NO3) 2 (0. 01 mol / L), KNO3(0. 01 mol / L) 、虞 HCl(0郾 05 mol / L) 。 把菌丝

放在烘干恒重并称重的滤纸上,在 80 益干燥 12 h,测定干重。 用原子吸收分光光度仪测定在溶液虞中 4 种重

金属(Pb2 +、Ca2 +、Mg2 +、K+)的浓度,其加和量为细胞壁离子交换量[20],重复 3 次。 测试条件同 1. 4。
1. 9摇 数据分析

采用 Excel 软件完成数据整理和计算,SPSS 11. 5 软件进行单因素方差分析。 采用 t鄄检验检验 pearson 相

关系数是否有显著差异性。
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2摇 结论

2. 1摇 锰对九州虫草生长的影响及在菌丝细胞中的积累

不同浓度 Mn 影响九州虫草菌丝体的生长,如图 1。 当低浓度 Mn 处理(0—20 g / L)时,菌丝生长没有受

到显著影响,而当 Mn 浓度超过 30 g / L 时,菌丝生物量显著降低(P ﹤ 0. 05),菌丝生长受到抑制。 Mn 浓度达

到 70 g / L 时,菌丝生长完全抑制。 由此可见,60 g / L 应当为九州虫草菌丝体的对 Mn 的极限生长耐性浓度。
培养基中添加 Mn 以后,九州虫草菌丝内的 Mn 含量与对照相相比,都有显著增加(P ﹤ 0. 05) (图 2)。

培养基中添加Mn 10—40 g / L 时,九州虫草菌丝的Mn 含量组间差异不显著(P ﹥ 0. 05),培养基中添加Mn 达

到 50 g / L 时,九州虫草菌丝内的 Mn 含量达到最高水平,可以达到菌丝体干重的 1. 2% 。

图 1摇 不同 Mn 浓度下培养 6 d 的九州虫草菌丝生物量

摇 Fig. 1摇 Mycelia biomass of C. kyusyuensis exposed to different Mn

concertrations after 6 days

图 2摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝的 Mn 积累浓度

摇 Fig. 2 摇 Mn contents in mycelia of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

图 3摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体中 MDA 含量

摇 Fig. 3 摇 MDA contents in mycelia of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

2. 2摇 锰对九州虫草菌丝过氧化水平的影响

在生物体内,自由基作用于脂质发生过氧化反应,
氧化终产物为 MDA,会引起蛋白质、核酸等生命大分子

的交联聚合,且具有细胞毒性[21]。 培养基中 Mn 浓度

的变化显著影响九州虫草菌丝中 MDA 含量(图 3)。 随

着培养基中 Mn 浓度的增加,实验组九州虫草菌丝的

MDA 含量均较对照组显著减少。 10、20 g / L Mn 处理组

的菌丝 MDA 含量较对照分别减少了 47. 5% 、52郾 5% ;
20—60 g / L Mn 处理时,菌丝 MDA 含量的组间差异不

显著(P ﹥ 0. 05);当 60 g / L Mn 时,菌丝 MDA 含量达

到最小值。
可溶性糖浓度变化趋势与图 3 一致(图 4)。 随着

培养基中 Mn 浓度的增加,实验组九州虫草菌丝中可溶性糖浓度较对照组均显著降低(P ﹤ 0. 05);10、20 g / L
Mn 处理时可溶性糖浓度较对照组分别降低了 27郾 8% 、37. 0% ;20—60 g / L Mn,菌丝可溶性糖浓度组间差异不

显著(P ﹥ 0. 05);当 60 g / L Mn 时,菌丝可溶性糖浓度达到最小值。
不同 Mn 浓度对九州虫草菌丝中可溶性蛋白含量的影响,如图 5。 随着培养基中 Mn 浓度的增加菌丝中

可溶性蛋白的含量呈减少趋势。 除 20 g / L Mn 时,菌丝中可溶性蛋白含量与对照组无显著差异,其余实验组

的可溶性蛋白含量均显著低于对照组;当 60 g / L Mn 时,菌丝可溶性蛋白含量达到最小值(P ﹤ 0. 05)。
2. 3摇 锰对九州虫草菌丝抗氧化酶活性的影响

过氧化氢酶(CAT)存在于过氧化物酶体中,CAT 是过氧化物酶体的标志酶,它的作用是将 H2O2水解,清

除细胞产生的毒性物质,对细胞起保护作用[22]。 九州虫草菌丝中 CAT 酶活随着培养基中 Mn 浓度的增加呈

先升高后降低趋势(图 6),统计分析表明,两者呈显著负相关( r = -0. 7155) (表 1)。 培养基中 Mn 浓度 0—
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20 g / L时,CAT 活力显著上升;培养基中 Mn 浓度 20 g / L 时活力最大,较对照升高 64. 7% ;之后随着培养基中

Mn 浓度继续升高,CAT 活力开始下降(P ﹤ 0. 05)。

图 4摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体中可溶性糖浓度

摇 Fig. 4摇 Soluble sugers concentrations in mycelia of C. kyusyuensis

cultured in different Mn concentrations

图 5摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体中可溶性蛋白的含量

摇 Fig. 5 摇 SP contents in mycelia of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

在生物体中有许多酶参与氧自由基的清除,其中超氧化物歧化酶( SOD)可将活性氧自由基歧化为

H2O2
[21鄄22]。 九州虫草菌丝中 SOD 活力变化趋势随培养基中 Mn 浓度的增加逐渐增加,见图 7,统计分析表明,

菌丝中 SOD 活力的变化与 Mn 浓度的变化呈极显著正相关( r = 0. 9445)(表 1)。 在培养基中 Mn 浓度 0—50
g / L 时,SOD 活力持续上升(1. 9%—10. 7% ),且上升幅度显著(P ﹤ 0. 05)。 这可能是由于 Mn 是 Mn鄄SOD 的

必要组成成分,还是多种重要生物酶的活性中心、激活剂或辅基,参与蛋白质、合成和糖、脂肪等代谢,维持个

体生理功能与生化过程所必需[22]。 在 Mn 浓度增加过程中,诱导了 Mn鄄SOD 的活性升高。 实验组的 SOD 活

性均显著高于对照组,这说明在整个清除氧自由基过程中,SOD 一致保持了很高的活性,也说明九州虫草菌

丝在抵御外界氧化胁迫中,SOD 活力的变化非常敏感。

图 6摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝中过氧化氢酶酶活

摇 Fig. 6 摇 CAT activities in mycelia of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

图 7摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体中超氧化物歧化酶酶活

摇 Fig. 7 摇 SOD activities in mycelia of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

过氧化物酶(POD)由微生物或植物所产生的一类氧化还原酶,主要起到降解 H2O2的作用,从而使生物机

体消除在逆境胁迫下产生的有害物质而避免对其细胞的伤害[21,23]。 随培养基中 Mn 浓度的增加,九州虫草菌

丝细胞中 POD 活性变化趋势与 SOD 活性变化趋势基本一致(图 8),统计分析表明,菌丝细胞内 POD 活力的

变化与 Mn 浓度的变化呈显著正相关( r=0. 8677)(表 1)。 在培养基中 Mn 浓度 0—40 g / L 时,POD 活力持续

上升,且上升幅度显著,在 40 g / L Mn 处理时达到最大值较对照组升高了 116. 7% ,培养基中 Mn 浓度超过 50
g / L 时 POD 活性不再升高。 但所有实验组 POD 活性均高于对照组。 原因可能是由于 POD 活性增加可以导

致生长素氧化分解,而且 Mn 也是生长素氧化酶的激活剂,个体内 Mn 含量增加势必引起该酶活性的增加,同
时生长素含量降低[24]。 从以上结果发现,在抵抗外界 Mn 引起的氧化胁迫的过程中,POD 起到了重要作用。
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图 8摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体中过氧化物酶酶活

摇 Fig. 8 摇 POD activities in mycelia of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

2. 4摇 锰在九州虫草菌丝细胞可溶性组分与不可溶性组

分中的分布

通过超声波细胞破碎分离九州虫草菌丝细胞的可

溶性组分和不可溶性组分,细胞的不可溶性组分成分主

要是细胞壁、膜和细胞器,可溶性组分以细胞溶质为主。
结果如表 2 所示。 可溶性组分的 Mn 含量随着培养基

中 Mn 浓度的升高呈升高趋势,培养基中 Mn 浓度达到

20 g / L 后,可溶性组分的 Mn 含量没有显著变化。 实验

组与对照组比较,可溶性组分的 Mn 含量均有显著增

加。 培养基中 Mn 浓度为 50 g / L 时,可溶性组分的 Mn
含量较对照组增加了 97. 0% 。 除对照组之外,实验组

中可溶性组分 Mn 的量占细胞中 Mn 的总量的 10% 以

下。 说明细胞质中可溶性成分络合或结合的 Mn 在菌丝细胞对于 Mn 的富集过程中起次要作用。 随着 Mn 浓

度升高,可溶性组分 Mn 的量占细胞中 Mn 的总量百分比升高(1. 40%—8. 49% ),原因可能是培养基中 Mn 的

浓度的增加,诱导产生了更多的金属硫蛋白等能够结合 Mn 离子的成分[25]。

表 1摇 CAT, SOD 和 POD 三种酶酶活和培养基中 Mn 浓度的相关系数

Table 1摇 Coefficient correlations of enzyme activites of CAT, SOD and POD between Mn concentrations in media

酶活 Enzymes activities CAT SOD POD

Mn -0. 7155* 0. 9445** 0. 8677*

摇 摇 t 检验相关系数的显著差异性; *P<0. 05,** P<0. 01

九州虫草菌丝细胞不可溶性组分 Mn 含量随着培养基中 Mn 浓度的升高呈先升高后降低的趋势,培养基

中 Mn 浓度 10 g / L 时,不可溶性组分中 Mn 含量达到最大值,Mn 含量百分比为 98. 60% ,说明此时菌丝体内绝

大部分的 Mn 离子被不可溶组分吸附。 除对照组之外,实验组不可溶性组分 Mn 含量比例都占细胞中 Mn 的

总量的 90%以上,说明九州虫草菌丝细胞在富集 Mn 离子过程中,细胞壁、膜以及其它细胞器的表面吸附起主

要作用。

表 2摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体不可溶性组分和可溶性组分中 Mn 含量

Table 2摇 Mn contents in insoluble components and soluble components in mycelium of C. kyusyuensis cultured in different Mn concentrations

组别
Groups / (g / L)

不可溶性组分中 Mn 含量
Mn content ininsoluble
components / (mg / g)

不可溶部分 Mn 含量
占总量的百分比

Percent of insoluble Mn / %

可溶性组分中 Mn 含量
Mn content in soluble
components / ( mg / g)

可溶部分 Mn 含量
占总量的百分比

Percent of soluble Mn / %

CK(0) 0. 0443依0. 0104a 58. 70 0. 0311依0. 0177a 41. 30

10 34. 2347依13. 5804c 98. 60 0. 4937依0. 0876b 1. 40

20 21. 2113依9. 7688bc 95. 73 0. 9457依0. 1425c 4. 27

30 22. 5890依4. 8545bc 95. 90 0. 9603依0. 0864c 4. 08

40 19. 5790依8. 2200bc 95. 22 0. 9833依0. 0991c 4. 78

50 11. 3660依8. 0534b 90. 83 1. 0417依0. 0693c 8. 40

60 11. 0000依10. 7270bc 90. 72 1. 0213依0. 0993c 8. 49

摇 摇 *同列的不同字母表示在 0. 05 水平的差异显著

2. 5摇 锰对九州虫草菌丝细胞 CEC 的影响

菌丝细胞壁离子交换量反应了细胞壁上带负电离子基团的数量,这些离子基团可以有效吸附外界阳离

子。 九州虫草菌丝细胞壁离子交换量 CEC 随着培养基中 Mn 浓度的升高变化趋势不明显(图 9)。 除了最高

值(20 g / L)和最低值(60 g / L)外,其他组之间没有显著差异性,说明在各个 Mn 浓度下,九州虫草菌丝细胞壁
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图 9摇 不同 Mn 浓度下九州虫草菌丝体的离子交换量

摇 Fig. 9 摇 Mn contents of CEC of C. kyusyuensis cultured in

different Mn concentrations

吸附重金属能力大致相当,即没有因为培养基中 Mn 离

子浓度的提高而诱导菌丝细胞壁产生更多的阴离子基

团来吸附 Mn 离子。
3摇 讨论

3. 1摇 九州虫草菌丝生长及锰的耐性和积累

九州虫草菌丝在低浓度 Mn 条件下时,生长不受影

响,但随着培养基中 Mn 浓度的继续增高,九州虫草菌

丝生物量降低,二者呈显著负相关关系。 说明培养基中

Mn 浓度的增大,引起细胞内 Mn 积累,会导致 H2O2 水

平和氧化损伤程度升高,破坏了菌丝细胞膜系统、影响

新陈代谢正常进行,这可能是九州虫草菌丝生长受到抑

制的生理原因。
九州虫草对 Mn 的最大耐性浓度在 60 g / L 左右。 和其它真菌相比,九州虫草菌丝对 Mn 离子有较高的耐

性性。 本实验结果表明,九州虫草菌丝细胞具有较强的 Mn 吸收积累能力,10 g / L Mn 处理时,菌丝细胞中 Mn
积累量达到细胞干重的 1. 0013% ,超过了 Mn 超积累植物定义中 Mn 积累量 1%的界限,所以九州虫草可能是

一种潜在的 Mn 超积累大型真菌。
液体培养条件下九州虫草菌丝体对 Mn 的强耐性和富集能力,预示九州虫草菌丝体可能在受到 Mn 污染

的水体、土壤修复上有应用前景。 另一方面,九州虫草菌丝作为一种药用菌,具有较强富集重金属能力,在对

其进行质量控制时,应当重视其 Mn 含量的检测,以防该项项目超标。
3. 2摇 过氧化水平产物与抗氧化物酶关系

SOD、CAT、POD 能够有效地清除自由基,是酶促防御系统(即保护酶系统)的重要组成成分。 SOD 能以

O2-为基质进行歧化反应转化为 H2O2;CAT 可分解 H2O2为 H2O 和 O2;POD 也可清除细胞内有害自由基并能

促化有毒物质[25鄄26]。 SOD、CAT、POD 这 3 种保护酶的活性变化在 Mn 积累过程中的前期和后期有所不同。
在低浓度 Mn 处理时,CAT 活性明显提高,而在高浓度 Mn 处理时,SOD 和 POD 活性增高,表明在 Mn 积累过

程中,低浓度时 CAT 在保护酶系统中起主要作用,在高浓度时 SOD 和 POD 起主要作用。 SOD、CAT、POD 三

者协同作用,使过氧化产物维持在一个低水平,从而防止氧自由基伤害。 虽然 3 种抗氧化酶酶活变化趋势不

同,但总体上,抗氧化体系保持高活性,这也是九州虫草能在极高 Mn 浓度下存活的原因。 由上结果是否说明

CAT 较 POD 和 SOD 更容易受到过氧化产物激活还有待下一步研究。 由 PEARSON 相关系数分析,说明 SOD
在抗氧化过程中为主导因子[26]。

值得注意的是,MDA 含量从 Mn 浓度 20—60 g / L 无显著差异性,但同时起保护酶作用的 SOD 和 POD 却

显著增加,说明此时,并非是图 3 直观显示出的 MDA 含量降低的结果,而是菌丝细胞体内实际上已有大量的

过氧化产物产生,只是大部分被保护酶体系及时清除。 但如果 Mn 浓度再持续加大(﹥ 60 g / L)超过菌丝生长

极限浓度,SOD 和 POD 会严重失活而不再能清除过氧化产物、生物膜受到严重破坏,这也是机体受 Mn 胁迫

死亡的原因之一。
3. 3摇 锰在九州虫草菌丝中的富集机制

测定菌丝细胞中 Mn 在可溶组分和不可溶组分分布情况以及测定菌丝细胞中细胞壁吸附重金属能力,可
以探究九州虫草菌丝体富集重金属的机制[27鄄28]。 超声波破碎菌丝细胞,分离的上清部分即细胞可溶性组分

为细胞溶质,沉淀部分即细胞不可溶性组分为细胞壁和细胞膜以及细胞器系统。 细胞溶质大分子中的金属硫

蛋白、小分子的有机酸等成分对重金属有高度亲和力,可以结合 Mn 离子;细胞不可溶性组分中的细胞壁是富

集 Mn 的主要部分。
细胞壁是菌丝细胞的第一道屏障,遇到 Mn 胁迫时,可以在细胞表面大量吸附。 10—40 g / L Mn 胁迫九州

505摇 2 期 摇 摇 摇 罗毅摇 等:九州虫草菌丝体对 Mn 的耐性及富集 摇



http: / / www. ecologica. cn

虫草时,菌丝体的生长受到抑制,菌丝体内的锰离子含量基本稳定,细胞壁离子交换量变化不大,表明细胞壁

作为保护细胞的第一道屏障起到了积极作用,保证了细胞内 Mn 胁迫在细胞器和细胞基质所能耐性的范围之

内。 但此浓度区间菌丝体生物量、胞内过氧化水平和可溶性蛋白含量均出现较大幅度的下降,细胞内过氧化

酶系活性显著升高,即说明细胞已明显受到重金属胁迫,但由于细胞的自我保护机制,其仍可生长。 而当受到

高浓度(>50g / L Mn)Mn 胁迫时,细胞内各种生命活动因子均出现显著减低,九州虫草菌丝细胞壁、膜或细胞

器合成也会受到影响,菌丝细胞壁、膜或细胞器结构受到一定程度的破坏。 细胞已不能承受高浓度的金属离

子的胁迫,细胞的各种自我保护因子的能力均下降、对于 Mn 的吸附量明显减少直至细胞无法进行新陈代谢,
从而停止生长。

离子交换量是生物细胞壁吸附作用的一个很重要的指标,它的测定过程一般是通过细胞壁对阳离子 Mg、
K、Pb、Ca 的吸附量来估算。 离子交换量反映了细胞壁上负电位的多少,以及生物单位重量的表面积的大小,
是生物对重金属吸附能力的重要参考指标。 一般情况下,植物根的离子交换量介于 100—700 滋mol / g 之间。
在本实验中,九州虫草的离子交换量在 781. 232—1094. 509 滋mol / g,显著大于植物的离子交换量。 这一方面

是九州虫草菌丝细胞有更大的比表面积,具有更强的 Mn 离子吸附能力,另一方面菌丝表面负电位是否也多

于植物细胞,需要进一步探讨。
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