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摘 要：为了了解大球盖菇对铜胁迫的耐受和应答，进一步研究铜对大球盖菇的毒害机理及避免大球盖菇铜污染提供参考，通过液

体培养试验研究了不同浓度铜（Cu）（0、50、100、200、400 μmol·L-1）对大球盖菇可溶性糖、脯氨酸含量影响和过氧化物酶、过氧化氢

酶活性影响。结果表明，随着基质 Cu2＋浓度增加，菌丝体内的可溶性总糖和脯氨酸含量显著降低，当 Cu2＋浓度达到 400 μmol·L-1 时，

其含量分别下降至对照组的 24．03％和 33．91％。过氧化物酶和过氧化氢酶活性呈先增加、后降低趋势，活性最大时的铜离子浓度分

别是 200 μmol·L-1 和 100 μmol·L-1。大球盖菇在铜胁迫下可溶性糖和脯氨酸含量没有像高等植物那样随铜浓度升高而先升高后下

降的现象，过氧化物酶和过氧化氢酶活性的变化趋势与植物相同，但活性最高对应的铜浓度比植物偏低，二者说明大球盖菇对铜胁

迫敏感，在栽培时应注意环境及基质的铜污染程度不能高于 100 μmol·L-1。
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Abstract：The study will benefit the research for harm theory with Cu2＋ poison to Stropharia rugoso-annulata. The effect of different Cu2＋ con－
centration（0,50,100,200,400 μmol·L-1）on the content of soluble sugar,proline,the activities of POD and CAT of Stropharia rugoso-annulata
in liquid culture medium was researched. The result showed that the total soluble sugar and proline decreased with increasing of Cu2＋ con－
centration. At 400 μmol·L-1 of Cu2＋, the proline and total soluble sugar greatly decreased, being 24.03% and 33.91% of CK. The activities of
POD and CAT increased firstly then dcreased, and reached the peak when Cu2＋ concentration was 200 μmol·L-1 and 400 μmol·L-1 respec－
tively. The content of soluble sugar and proline in Stropharia rugoso-annulata did not increase at first then decrease with increasing of Cu2＋

concentration as did in a plant,but the activities of POD and CAT in Stropharia rugoso-annulata changed similarly to that in a plant,but [Cu2＋]
was lower than in a plant when the activities of POD and CAT reached the highest. These results implied that Stropharia rugoso-annulata was
highly sensitive to Cu2＋. Therefore, Cu2＋ concentration in environment or culture medium could not be higher than 100 μmol·L-1.
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铜是生物必需的微量营养元素，作为多种酶的辅

基参与许多生理代谢过程，但过量又有害。铜具有富

集性，过量的铜不仅影响植物的生长发育，导致植物

体的铜毒害，而且通过食物链的富集作用直接或间接

危害人类的健康和生命[1]。现代工、农业的发展，如工

业废水废渣的超标排放、含铜农药的频繁施用等，使

环境尤其是土壤中铜的含量越来越高，植物的铜毒害

问题日益严重[2-3]。铜可以直接诱发活性氧（ROS）产

生，包括超氧阴离子、H2O2、羟基自由基等。这些自由

基毒性很强，可以氧化细胞内的生物大分子，使细胞

受害甚至死亡[4]。重金属胁迫可以启动抗氧化酶系统，

清除过量 H2O2 和 O-
2·，从而防止氧化伤害或毒性更

强的羟基自由基的形成[5]。虽然人们广泛关注铜胁迫

引起的抗氧化酶及膜系氧化指标的变化，有关植物的

研究报道很多[6-12]，但有关铜胁迫对食用菌影响的研

究还未见报道。重金属污染已经波及到利用农副产品
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作为培养料的食用菌，且食用菌富集重金属的能力较

强，远远超过绿色植物[13-15]。我们以大球盖菇为试验材

料，研究了铜胁迫对其过氧化物酶（POD）、过氧化氢

酶（CAT）活性及游离脯氨酸、可溶性糖含量等生理生

化指标的影响，旨在了解大球盖菇对铜胁迫的耐受和

应答，为大球盖菇的栽培及生产绿色产品提供依据，

也为进一步研究铜对食用菌的毒害机理及食用菌重

金属污染的早期诊断提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试菌种

引自河南省清丰县食用菌技术推广中心，所用化

学试剂均为分析纯。
1.2 不同浓度铜离子的胁迫

向综合 PDA 液体培养基中加入 100 mmol·L-1

CuSO4 母液，使培养基中 Cu2+浓度分别为 0、50、100、
200、400 μmol·L-1，接种后，在 25~28℃条件下，120 r·
min-1 振荡培养 7 d。
1.3 可溶性总糖的测定

可溶性糖的提取：取菌丝在 110 ℃烘箱烘 15
min，然后调至 70℃过夜，干菌丝磨碎后称取 50 mg
样品置于 10 mL 刻度离心管内，加入 4 mL 80%酒精，

于 80 ℃水浴且不断搅拌 40 min，以 4 000 r·min-1 离

心 15 min，收集上清液，其残渣加 2 mL 80%酒精重复

提 2 次，合并上清液，加 10 mg 活性炭，80 ℃脱色 30
min，定容至 10 mL，过滤后取滤液测定。可溶性总糖

的测定采用蒽酮比色法[16]。
1.4 脯氨酸含量测定

脯氨酸提取：取菌丝 0.5 g 放入研钵中，加入 3%
磺基水杨酸溶液 2 mL 研磨后移入大试管中，再加入

3%磺基水杨酸溶液 3 mL，加盖，于沸水浴中浸提 10
min，取出试管冷却至室温，取上清液测定。脯氨酸含

量测定采用比色法[17]。
1.5 过氧化物酶与过氧化氢酶活性测定

酶液制备：称取菌丝 1 g，加 20 mmol·L-1 KH2PO4

5 mL，于研钵中研磨成匀浆，以 4 000 r·min-1 离心 15
min，收集上清液低温保存，所得残渣用 5 mL KH2PO4

溶液再提取一次，合并两次上清液作为待测酶液。过

氧化物酶（POD）活性测定采用愈创木酚法[16]。过氧化

氢酶（CAT）活性测定采用紫外分光光度法[18]。
1.6 数据处理

采用 DPS V3.01 专业版数据处理设计软件对试

验数据进行方差分析。

2 结果与分析

2.1 铜对大球盖菇胞内可溶性总糖和脯氨酸含量的

影响

从表 1 可以看出，随着培养基中 Cu2+浓度的增加

菌丝体胞内可溶性总糖的含量逐渐降低，在试验浓度

范围内，Cu2+浓度为 400 μmol·L-1 时降至最低值，仅为

对照组的 24.03%。多重比较分析表明，不同 Cu2+浓度

影响下可溶性总糖含量在 1%显著水平上呈现极显著

差异。方差分析结果 F 值为 541.311**，表明不同浓度

Cu2+影响下胞内可溶性总糖含量差异达 1%的极显著

水平。
随着培养基中 Cu2+浓度的增加，菌丝体胞内脯氨

酸的含量逐渐降低。在试验浓度范围内 400 μmol·
L-1 时降至最低值，仅为对照组的 33.91%。多重比较

分析表明，不同浓度 Cu2+影响下脯氨酸含量在 1%
显著水平上呈现极显著差异。方差分析结果 F 值为

2 347.275**，表明不同浓度 Cu2+影响下胞内脯氨酸含

量差异达 1%的极显著水平。

2.2 铜对大球盖菇胞内过氧化物酶（POD）和过氧化

氢酶（CAT）活性的影响

由表 2 可知，在试验浓度范围内，随着培养基中

Cu2+浓度的增加菌丝体胞内 POD 的活性先是呈增加

趋势，在 200 μmol·L-1 达到最大值，为对照组的 2.283
倍，后呈降低趋势。多重比较分析表明，50 μmol·L-1

和 100 μmol·L-1 浓度胁迫下，POD 活性在 1%显著水

平上无显著差异，但与其他浓度处理组均存在 1%极

显著差异。方差分析结果 F 值为 173.065**，不同浓度

Cu2+处理大球盖菇 POD 活性差异均达 1%的极显著

水平。
菌丝体胞内 CAT 的活性呈现相似的变化趋势，

随着培养基中 Cu2+浓度的增加，菌丝体胞内 CAT 的

表 1 Cu2+浓度对菌丝胞内可溶性糖和脯氨酸含量的

影响及显著性分析

Table 1 Effect and prominence analysis of Cu2+ concentration
to content on soluble sugar and proline

注：均值单位 mg·g-1 干重；标准差后的大写字母表示 1%显著水平。

浓度/μmol·L-1

concentration

样品数

sample
number

可溶性糖 soluble sugar
均值±标准差

mean±tandard deviation

脯氨酸 proline
均值±标准差 mean±
tandard deviation

CK
50
100
200
400

3
3
3
3
3

1.983±0.061A
1.520±0.046B
0.923±0.041C
0.793±0.043D
0.477±0.041E

5.260±0.046A
4.717±0.050B
3.343±0.056C
2.507±0.070D
1.783±0.031E
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活性先上升，在 100 μmol·L-1 达到最大值，大约为对

照组的 2.902 倍，随后下降。多重比较分析表明，在不

同浓度 Cu2+影响下，大球盖菇菌丝体内 CAT 活性差异

达 1%极显著差异。方差分析结果 F 值为 3 206.93**，

不同浓度 Cu2+处理大球盖菇，其胞内 CAT 的活性差

异达 1%的极显著水平。

3 讨论

3.1 铜胁迫下大球盖菇可溶性总糖和脯氨酸含量的

变化

在本试验 Cu2+胁迫浓度范围内，随着 Cu2+浓度增

加，大球盖菇菌丝体内可溶性总糖含量和脯氨酸含量

均呈现下降的趋势。且不同处理间差异极显著，说明

重金属 Cu2+的浓度对大球盖菇可溶性总糖和脯氨酸

含量的影响比较明显。400 μmol·L-1 Cu2+处理的大球

盖菇菌丝体内可溶性总糖含量和脯氨酸含量最低，分

别为对照组的 24.034%和 33.91%。大球盖菇在铜胁

迫下可溶性糖和脯氨酸含量没有像植物那样随铜浓

度升高而先升高后下降，我们认为其原因可能是：（1）
大球盖菇与铜相关的代谢或抗性生理与植物不同；

（2）大球盖菇对铜的耐受力比植物要低，50 μmol·L-1

的铜浓度就达到了胁迫严重程度，即导致二者含量升

高的浓度小于 50 μmol·L-1。真正原因有待进一步探

讨，但不论是什么，都说明大球盖菇对铜胁迫敏感，在

栽培时应注意环境及基质的铜污染程度。一则为大球

盖菇提供优良的生长环境，二则避免生成铜污染的大

球盖菇。
3.2 铜胁迫下大球盖菇过氧化物酶和过氧化氢酶活

性的变化

50、100 μmol·L-1 Cu2+浓度胁迫下，菌丝体内POD
活性无显著差异，而 CAT 活性却呈现极显著差异。但

这两个浓度处理组与其他处理组无论 POD 活性还是

CAT 活性均为极显著差异。POD 活性在 200 μmol·L-1

Cu2+胁迫下达到最大值，为对照组的 2.283 倍。当 Cu2+

浓度为 300 μmol·L-1 时，POD 活性有下降的趋势。
100 μmol·L-1 Cu2+胁迫下 CAT 活性最大，约为对照组

的 2.902 倍，当大于这一浓度后，CAT 活性也有下降

趋势。
与前人的研究结果[1，7，12]相似，本研究表明在 50～

400 μmol·L-1 Cu2+浓度范围内，菌丝体 POD 与CAT 活

性也都是先升高、后降低。大球盖菇在铜胁迫下过氧

化物酶和过氧化氢酶活性的变化趋势与植物相同，说

明抗氧化机制相似；活性最高的铜浓度比植物偏低，

如小白菜 POD 在铜浓度 270 μmol·L-1 时活性最大，

CAT 在铜浓度 180 μmol·L-1 时活性最大[12]，说明大球

盖菇对铜胁迫敏感。
3.3 需要进一步研究的问题

本研究发现，大球盖菇对铜胁迫的响应在可溶性

糖及脯氨酸含量变化、POD 及 CAT 活性变化方面与

植物有相同又有不同，至于其他抗氧化物质如超氧化

物歧化酶（SOD）、谷胱甘肽还原酶（GR）等和活性氧

毒害指标物质如丙二醛（MDA）等的变化趋势如何，

以及对铜胁迫敏感的原因还有待进一步探讨。

4 结论

在本试验浓度范围内 Cu2+胁迫下，随着 Cu2+浓度

增加，大球盖菇菌丝体内可溶性总糖含量和脯氨酸含

量均呈现下降的趋势，没有像高等植物那样随铜浓度

升高出现先升高后下降的现象。过氧化物酶和过氧化

氢酶活性的变化趋势与植物相同，活性也都是先升高

后降低，但活性最高对应的铜浓度比植物偏低。可见

大球盖菇对铜胁迫敏感，耐受力差，栽培时应注意环

境及基质的铜污染程度。一则为大球盖菇提供优良的

生长环境，二则避免生产铜污染的大球盖菇。
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