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富锌培养对转金属硫蛋白侧耳菌丝生长和锌有机化程度的影响
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摘　要　金属硫蛋白 (M T) 是一种低分子量、高巯基含量、能结合金属离子的功能性蛋白 , 将 M T基因转入

蘑菇 , 可以获得具有重要生理功能的蘑菇以便为保健食品生产提供原料 , 但对 M T蘑菇的富锌能力缺乏系

统研究。文章报道了用电感耦合等离子体2原子发射光谱 ( ICP2A ES)法对富锌培养中的 M T侧耳 ( Pleurotus

ost reatus)菌丝和未转化的侧耳菌丝 (对照)锌含量进行了测定 , 分析了 M T侧耳菌丝的耐锌能力、富锌特性

和锌有机化程度。结果发现转 M T侧耳在锌浓度 0～112 mmol ·L - 1范围内菌丝生长速度最高 , 超过 116

mmol·L - 1时菌丝生长开始受到抑制 ; 转 M T侧耳有较强的富锌能力 , 当培养液中锌质量浓度为 016～112

mmol·L - 1时 , 菌丝体中锌含量在 2156～27149 mg·kg - 1之间 , 与锌添加量呈正相关 , 且此浓度范围内菌

丝体的生长情况良好 ; 在锌浓度为 016 mmol·L - 1的液体培养基中 , 第 7 d转 M T侧耳菌丝锌有机化程度为

8817 % , 比对照 (8211 %)显著提高 (α= 0105) , 说明转入侧耳的 M T有利于无机锌向有机锌转化 ; 对在不同

浓度下培养 7 d的两种菌丝测定发现 , 其有机化程度差异不显著 , 说明锌与菌体内的物质已经紧密结合形成

有机锌复合物 , 锌浓度对锌的吸收量有影响但对锌的有机化程度影响不大。

关键词　金属硫蛋白 ; 锌 ; 蘑菇 ; 转基因食品 ; 保健食品 ; 电感耦合等离子体2原子发射光谱
中图分类号 : S56713　　文献标识码 : A　　DOI : 1013964/ j1 issn1100020593 (2009) 0320812203

　收稿日期 : 2007211202 , 修订日期 : 2008202212

　基金项目 : 国家自然科学基金项目 (30671471 , 30571291)资助

　作者简介 : 生吉萍 , 女 , 1967年生 , 中国农业大学食品科学与营养工程学院副教授

3通讯联系人　　e2mail : pingshen @cau1edu1cn , shen5000 @gmail1com

引　言

　　金属硫蛋白 (metallothionein , M T) 是一类低分子量、高

巯基含量、能结合金属离子的性能独特的蛋白质 , 具有多种

生理功能 [1 , 2 ]。M T对 Cu和 Zn等金属离子具有较强的亲和

力 , 因而 M T可充当这些金属的贮存蛋白 [3 ]。锌是人体不可

缺少的微量元素 , 是许多金属酶的组成成分或酶的激活因

子 , 它参与细胞基因的转录和复制 , 促进激素与受体的特异

结合 , 能促进生长发育与组织再生 , 增强智力发育 , 尤其在

有机化之后 , 形成的金属一有机复合物对人体可产生各种特

殊的生理功能和保健功能 [426 ]。但目前食物中强化锌的方法

主要是添加锌的无机盐 , 不仅吸收率低而且具有一定的毒

性 [7 ] , 因此 , 有必要研究更适宜的补锌方法。

侧耳 ( Pleurotus ost reatus)是目前食用广泛的可食性真

菌 , 它除了含有丰富的营养物质之外还含有多种药用成分 ,

许多国家已将其作为传统保健食品 [8 ]。我们实验室曾经以侧

耳为材料 , 将金属硫蛋白基因转入侧耳细胞 , 得到 M T高效

表达的菌株 [9 ]。本研究以此菌株和未转化菌株为材料 , 用

ICP2A ES法精确地测定锌了的含量 , 研究转 M T侧耳的耐锌

能力和富锌特性、锌的有机化程度 , 为进一步利用转 M T侧

耳研制安全、补锌效率高的优质保健食品奠定理论基础。

1　材料和方法

111　菌种

转 M T侧耳 , 未转化的野生型 (Wild type)侧耳 ( Pleuro2
tus ost reatus)作为对照 , 均由本实验室提供。

112　培养方法

固体培养 : 分别配制不同锌质量浓度的 PDA 培养基平

板由马铃薯 20 g·L - 1 , 葡萄糖 2 g·L - 1 , KH2 PO4 012 g·

L - 1 , MgSO4 7 H2 O 011 g·L - 1 , VB1 10 mg·L - 1 , 琼脂以

及 ZnSO4 配制 ,接种于平皿进行平面培养 ,于 25 ℃下培养 7

d , 以菌落半径作为菌丝生长速度指标。

液体培养 : 将已活化的斜面菌种切割成黄豆大小的菌丝

块 , 接种于液体培养基 (成分同固体培养基 , 不加琼脂) , 500



mL 三角瓶培养液 200 mL , 25 ℃下 160 r·min - 1培养 7 d。

113　锌含量的测定

采用 ICP2A ES(电感耦合等离子体2原子发射光谱)法测

定。分析仪器为 Pekin2Elmer 公司的 5300DV 设备。样品测

定采用湿法消化 [10 ]。仪器的主要工作参数为功率1 300 W ,

冷却气流量 (Ar) 1510 L ·min - 1 , 辅助气流量 (Ar) 0102 L ·

min - 1 , 载气流量 (Ar) 0108 L ·min - 1 , 蠕动泵流量 115 mL

·min - 1 , 观测方式为轴向观测 , 测定波长 213186 nm。

114　侧耳锌有机化程度分析

采用持续透析法 [11 ] , 将 015 g 菌丝体在纯水中连续透

析 , 直至用茚三酮法检查透析液中无氨基酸为止 , 测定菌丝

体中含锌量。

115　菌丝干重测定

取 100 mL 发酵液 , 3 000 r·min - 1离心 20 min , 经自来

水洗涤多次后 , 将菌丝体在 105 ℃烘干至恒重 , 分析天平称

重。

2　结果与分析

211　转 MT侧耳和普通侧耳在平板培养基中的耐锌能力

将两种在含不同质量浓度的锌的固体平板上培养 , 考察

菌丝生长情况 (图 1) , 发现转 M T侧耳在含锌 0～212 mmol

·L - 1的培养基上均能生长 , 其中普通侧耳在 0～016 mmol

·L - 1范围内菌丝生长速度较高 , 锌浓度超过 110 mmol ·

L - 1时菌丝生长开始受到抑制。而转 M T 侧耳在 0～ 112

mmol·L - 1范围内菌丝生长速度最高 ,锌浓度超过 116 mmol

·L - 1时菌丝生长开始受到抑制。

Fig11　Different growth status of transgenic MT and wild

type mycelia at different zinc concentration

212　转 MT侧耳和普通侧耳在液体培养基中的富锌能力

转 M T侧耳有较强的富锌能力 (图 2) , 培养液中锌质量

浓度为 016～112 mmol ·L - 1时 , 菌丝体中锌的质量浓度在

2156～27149 mg·kg - 1之间 , 与锌添加量呈正相关 , 且此浓

度范围内菌丝体的生长情况良好。普通侧耳菌丝体中锌的质

量浓度比转 M T菌丝低 , 差异呈显著水平 (α= 0105)。

Fig12　Zinc enriched ability under submerged culture of

transgenic MT mycelia and wild type mycelia

213　锌有机化程度分析

采用持续透析法处理液体培养的转 M T侧耳和野生型

侧耳菌丝 , 测定透析液中的锌含量 , 待透析液中的锌含量不

再变化时 , 确定为透析的终点时间 , 然后测定液体培养的转

M T侧耳和普通侧耳菌丝中的锌含量 , 计算出锌在菌丝体内

的有机化程度。在锌浓度为 016 mmol ·L - 1的培养液中培

养 , 第 5d M T侧耳菌丝锌的有机化程度为 8211 % , 野生型

的为 7819 % , 差异显著 (α= 0105) ; 第 7d转 M T侧耳菌丝锌

有机化程度为 8817 % , 比野生型 (8211 %)显著提高 (α=

0101) , 说明转入侧耳的 M T有利于无机锌向有机锌转化。

　　对在不同浓度下培养 7 d的两种菌丝测定发现 , 其有机

化程度差异不显著 , 说明锌与菌体内的物质已经紧密结合形

成有机锌复合物 , 锌浓度对锌的吸收量有影响但对锌的有机

化程度影响不大 (图 3) 。

Fig13　Degree of zinc organic form at different zinc

concentrationin transgenic MT and wild type mycelia

3　讨　论

　　微量元素与人体健康地关系研究日渐引起人们的重

视 [12 ]。通过富锌培养研究表明 , 转 M T侧耳菌丝具有较好的

生长状态、较强的锌耐受力和富锌转化能力 , 培养基中添加

116 mmol·L - 1的硫酸锌 , 菌丝体富集转化状态最佳。本研

究可作为富锌侧耳开发的理论依据。
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Effect of Cultivation in Zinc Media on the Growth of and the Degree of
Zinc in Organic Form in Transgenic Metallothionein Mushroom
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Abstract　Metallothioneins ( M Ts) are a family of low molecular weight , cysteine2rich and metal2binding functional proteins.

Transgenic M T mushroom can be used as functional food additives , but it s zinc2enriching ability has not been studied systemical2
ly until now. The zinc content s in mycelia of t ransgenic M T mushroom ( Pleurotus ost reatus) and wild type mushroom mycelia

cultivated in different zinc concentration media were analyzed by ICP2O ES. The growth status , zinc2enriching ability and degree

of zinc in organic form (DZOF) were also analyzed. Result s showed that M T mushroom mycelia grew rapidly , but the growth

was inhibited when the zinc content in solid media was higher than 116 mmol ·L - 1 . M T mushroom mycelia could enrich more

zinc than that of wild type , and the zinc content in M T mushroom mycelia could be 2156227149 mg·kg - 1 when it was cultivated

in a liquid media with 0162112 mmol·L - 1 zinc. DZOF of M T mushroom mycelia in a liquid media with 016 mmol·L - 1 zinc at 7

d was significantly higher (8817 %) than that in the wild type (8211 % ,α= 0105) , but there was no significant difference in

DZOF when the M T mushroom mycelia was cultivated in a liquid media with different zinc content at 7 d.

Keywords　Metallothionein ; Zinc ; Mushroom ; Transgenic food ; Functional food ; ICP2A ES
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