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富锌培养对香菇菌丝体生长和抗氧化酶系的影响

江洁，张爽，刘瑶，解彬，庞士磊

(大连民族大学，生物技术与资源利用教育部重点实验室，辽宁大连，116600)

摘 要 通过对香菇菌丝体进行液体和固体富锌培养，以确定香菇茵丝体在外源锌的作用下生长和抗氧化酶活

性的变化规律。香菇菌丝体具有较强的耐锌和富锌能力，低浓度锌对香菇菌丝体的生长有促进作用，高浓度有

抑制作用，适宜的锌质量浓度为600 mg／L。在锌质量浓度400～1 000 mg／L，香菇菌丝体超氧化物歧化酶(su—

peroxide dismutase，soD)、过氧化物酶(Peroxidase，POD)和过氧化氢酶(catalase，cAT)随锌浓度增加先升高再降

低，最大值分别为：147．47 u／g、6．15×10。u／g和147．52 u／g；菌丝体丙二醛(Malondialdehyde，MDA)含量随锌

浓度增加先呈下降的趋势，然后逐渐上升，在锌质量浓度600 mg／L时达到最低，为4．47×10-。“moL／g。香菇菌

丝体抗氧化酶系随培养时间变化规律的研究结果表明，香菇菌丝体在培养的第9天，sOD、POD和cAT的酶活性

均达最大值，MDA含量达到最低值，分别为：154．31 u／g、6．21×lO。u／g、147．92 u／g和4．18×10～斗moL／g。香

菇菌丝体在适宜浓度富锌培养，不仅对香菇菌丝体的生长有促进作用，同时可提高香菇菌丝体的锌含量，并且提

高了香菇菌丝体的抗氧化酶活性。
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WHO调查表明，全球近1／3的人口面临着缺锌

引起的健康问题，缺锌已成为影响人类健康的主要因

素之一¨·。锌是人体必需微量元素之一，不但参与

40多种酶的组成，更是稳定人体所必需的物质

(RNA、DNA、核糖体)旧o。锌有“儿童生长素”之称，

缺锌可致免疫力低下、佝偻病及贫血，营养不良及反

复呼吸道感染，不同程度影响儿童生长发育¨“。，甚

至导致出现异食癖¨一。补锌产品第一代是硫酸锌等

无机锌，其缺点是难以吸收，且一般游离态金属均具

有一定的毒性。第二代是葡萄糖酸锌和柠檬酸锌等

有机锌，可以提高锌的吸收率，但因其含有酸根，对人

体有一定的副作用。第三代是蛋白锌等生物锌，使锌

能被人体更高效、更安全地吸收利用。食用菌具有较

强的富锌能力。通过将锌摄入食用菌菌丝细胞内物

质代谢转化，将无机锌结合到大分子活性物质(如多

糖和蛋白质)上，成为有机锌多糖和锌蛋白，可以避

免无机锌的缺点，并更有利于有机锌的免疫功能和食

药用菌的抗病功能的发挥∽。。香菇是我国第二大栽

培食用菌o“。其菌丝体和子实体中能富集锌及其他

微量元素¨1。香菇菌丝体对锌、硒、铁和锰等微量元
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素的吸收相互影响⋯。香菇可做为谷物食品的微量

元素添加剂Ⅲ3。食用菌对微量元素的吸收主要都是

通过菌丝体⋯。14|。本课题研究了香菇菌丝体在外源

锌的作用下生长和抗氧化酶活性的变化规律，为开发

新型生物补锌制剂奠定理论基础。

1 材料与方法

1．1 实验材料

香菇(kn“n“s edodes，早丰8号)，由辽宁省岫岩

满族自治县嘉韵食用菌种植专业社提供；马铃薯，超

市购买；葡萄糖、琼脂、MgS0。、KH：PO。、K：HPO。、

NaOH、NaH2 PO。、Na2 HPO。、亚硒酸钠、愈创木酚、

30％H：O：、甲硫氨酸、氮蓝四唑、EDTA．Na：、核黄素、

PVP、DTT、硫代巴比妥酸等均为分析纯试剂；znSO。·

7H，O，食品级，购自湖南奥驰生物科技有限公司。

1．2实验仪器

z一2000原子吸收光谱仪，日本日立公司；PL203

电子精密天平，梅特勒一托利多仪器(上海)有限公

司；HYG．3多功能摇床，金坛市杰瑞尔电器有限公

司；RE一52AA旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪器厂；

uV2800型紫外可见分光光度计，尤尼柯(上海)仪器

有限公司；GRP．9080恒温培养箱，上海森信实验仪器

有限公司；TGL—16C高速台式离心机，江苏省兴化市

分析仪器厂；KDB-III cOD微波消解仪，青岛科迪博

电子科技有限公司；MLS一3750高压灭菌锅，日本三

 



洋；sw-cJ一1c无菌操作台，苏州净化设备有限公司。

1．3实验方法

1．3．1 香菇菌种制备

斜面培养基(综合PDA培养基)：马铃薯200 g、

葡萄糖20 g、KH2PO。1．5 g，Mgs0。1．0 g，琼脂粉20

g、水l 000 mL，pH自然。

液体种子和发酵培养基：不加琼脂的综合PDA

培养基。121℃，灭菌30 min。

富锌培养基：在PDA培养基和液体发酵培养基

中按照实验需要的锌浓度加入硫酸锌，混匀后分装。

菌种活化：将保存菌种用接种针接入斜面培养基

中，25℃恒温培养10 d。

液体菌种培养：将活化的斜面菌种4块(黄豆粒

大小)接种到装有100 mL液体PDA综合培养基的

250 mL三角瓶中，置25℃，150 r／min恒温振荡培养

10 d。

1．3．2香菇茵丝体液体培养

将液体菌种接人装100 mL发酵培养基的250

mL三角瓶中，接种量为10％，25℃，150 r／min振荡

培养10 d。培养结束后将菌丝体过滤，蒸馏水洗涤2

遍，60℃烘干，称重后测定菌丝体中锌含量。

1．3．3 香菇菌丝体平板培养

在平皿中倒人PDA培养基制成培养平板，将斜

面菌种用接菌环取出大小相近的2个菌块(黄豆粒

大小)，点接在培养平板上。于25℃恒温培养。

1．3．4 菌丝体生物量的测定

培养10 d的液体培养基称量发酵液体积(mL)，

用称量好的滤纸进行抽滤，抽滤过程中菌丝体用蒸馏

水反复洗涤，将抽取的菌丝体放入60℃烘干至恒重，

称重。按公式(1)计算生物量：

茵丝体生物量(s／-。。mL)=主％鸶窆器×too
(1)

1．3．5 菌丝体锌含量的测定

按照国家标准GB／T5009．14—2003《食品中锌

的测定》第一法，采用原子吸收光谱法测定。

富锌狮=型型幽。盟地}鬻饕纂畿湍岩堂型盟巡 (2)

1．3．6 抗氧化酶系酶活的测定 2．1．1 香菇茵丝体固体平板富锌培养的生长情况

将液体培养基中菌丝体过滤后称取0．5 g，加入

l mL预冷的0．05 mol／L、pH 7．5的磷酸缓冲液，研磨

后定容至5 mL，于冷冻离心机5 000 r／min，4℃、离

心10 min，得上清液，为测定酶活溶液。

超氧化物歧化酶(SOD)采用氮蓝四唑(NBT)光

化还原法测定。1“。SOD活性单位定义：以抑制NBT

光化还原的50％为1个酶活性单位。sOD总活性以

鲜重酶单位每克表示(u／g)。

过氧化物酶(POD)测定参照文献[16]。过氧化

物酶活性单位定义：以每克样品(鲜重)每分钟吸光

度变化值增加l时记为1个活性单位。

过氧化氢酶(cAT)测定参照文献[17]。过氧化

氢酶(cAT)活性单位定义：以每克样品鲜重每分钟吸

光度变化值减少0．01为1个过氧化氢酶活性单位。

1．3．7 丙二醛(MDA)含量的测定

采用硫代巴比妥酸(TBA)比色法。1⋯。

1．4数据分析

每个试验处理3次重复，用Microsoft Excel软件

计算平均值和标准偏差。

2结果及分析

2．1 富锌培养对香菇菌丝体生长的影响

通过香菇菌丝体固体平板富锌培养，测定菌落直

径，考察香菇菌丝体耐锌能力，结果如表1所示。

表1 香菇菌丝体固体平板富锌培养结果

Table 1 LBn“nHs edodes mycelium in zinc accumuIatiOn

agar plate culture resuIts

根据表1所示，在不同的锌浓度的PDA固体培

养基上，香菇菌丝生长情况有着明显的差异。在培养

的第3天，在700 mg／L的锌质量浓度下菌丝生长得

好，其次是锌质量浓度为500 mg／L、600 mg／L的培养

基；在培养至第8天时，同样是700 mg／L的锌质量浓

度下的香菇菌落直径最大；在第10天时，500 mg／L
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的锌质量浓度下的香菇菌落直径最大，其次是600

mg／L和700 mg／L的锌质量浓度。由此可见，在锌质

量浓度低于500 mg／L时培养，香菇菌落直径随着锌

浓度的增加而上升，而锌浓度为500～1 000 mg／L

时，香菇菌丝的生长随锌浓度的增加而下降。在500

mg／L的锌浓度下的香菇菌落直径最大，表明生长的

最好。

2．1．2 香菇菌丝体液体富锌培养生长情况

通过香菇菌丝体液体富锌培养，测定菌丝体生物

量，考察香菇菌丝体耐锌能力，结果如表2所示。

表2香菇菌丝体液体富锌培养结果

Table 2 LF以f诅Hs Pdod船mycelium in zinc accumulation

liquid culture resuIts

注：在同一列中，不同字母的标注表示数据具有显著差异(P≤

O．05)，标注顺序是从平均值最大的开始，依次为a，b，c，⋯，下同。

由表2可以看出，香菇菌丝体富锌培养，随着锌

浓度的增加，生物量基本呈现稳步上升的状态。当锌

质量浓度添加至600 mg／L时生物量最高达到2．28

g／100mL，继续增加锌质量浓度，生物量有所下降，但

其生物量仍显著高于对照组(P≤0．05)。所以，香菇

菌丝体具有很强的耐锌能力。菌丝体的锌含量随着

锌质量浓度的增加而升高，锌质量浓度添加到800

mg／L以后，菌丝体中的锌没有明显地上升或者下降，

仅有轻微波动，含量基本达到稳定。从富锌率来看，

随锌浓度增加，逐渐增大，在800 mg／L浓度时，达到

最大，但与600 mg／L和700 mg／L时的富锌率相差不

大。所以，选择锌质量浓度600 mg／L为香菇菌丝体

富锌液体培养时适宜添加的锌浓度。在食用菌培养

过程中添加锌会刺激食用菌菌丝体的生长，增加菌丝

体中的锌含量’1””。。

2．2 香菇菌丝体富锌液体培养抗氧化酶变化规律

2．2．1 富锌培养香菇菌丝体超氧化物歧化酶变化

规律
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不同锌质量浓度下液体培养香菇菌丝体，其菌丝

体中SOD酶活性测定结果如表3所示。

表3 不同锌质量浓度液体培养香菇菌丝体soD酶活性

Table 3 SoD activjty of￡P打所l弹s Pd口如占mycelium in

diff色rent zinc concentration Hquid culture

从表3可见，富锌液体培养香菇菌丝体，其sOD

酶活性明显高于未添加锌源的液体培养菌丝体中

sOD酶活性。锌质量浓度在400～700 mg／L，菌丝体

sOD酶活性呈逐渐升高的趋势，700 mg／L以上逐渐

降低。sOD酶活性在锌质量浓度700 mg／L时达到最

高，为147．47 u／g，比未添加锌培养的菌丝体sOD酶

活性增大了69．23％。当锌质量浓度达到l 000 mg／

L时，菌丝体s0D酶活性有明显的降低，但仍然高于

不添加锌源时培养的香菇菌丝体，说明添加锌能刺激

香菇菌丝体的s0D酶活性升高。生物体内的过氧化

作用，主要是由活性氧及其衍生物引起的脂质过氧化

反应。抗氧化酶可以针对这些过氧化反应发挥作用，

利用氧化还原作用将过氧化物转换为毒害较低或无

害的物质旧“。SOD可通过歧化反应消除0，一是生物

体防护机制的中心酶，SOD活性的增加代表O，一的

产生速率增加，可能还因为锌是sOD的重要组成

部分汹3。

在锌质量浓度为600 mg／L液体培养时，香菇菌

丝体SOD酶活性随时间变化规律，如图1所示。

图l 富锌液体培养香菇菌丝体sOD酶活性变化规律

Fig．1 SOD actiVity changes of Len≠；n¨5 edode5

mycelium in zinc accumulation liquid cuIture

 



从图1可见，在锌质量浓度为600 mg／L时，对香

菇菌丝体进行富锌培养，随培养时间增加，菌丝体生

物量逐渐增加，SOD酶活也逐渐增加，在培养的第9

天，菌丝体SOD酶活性达到最大值，为154．31 U／g，

之后呈逐渐下降趋势。

2．2．2 富锌培养香菇茵丝体过氧化物酶变化规律

不同锌浓度液体培养香菇菌丝体，其过氧化物酶

活性测定结果如表4所示。

表4 不同锌浓度液体培养香菇菌丝体POD酶活性

Table 4 POD actiVity Of LPn砌Hs PdDd时myceIium in

diff色rent zinc concentration liquid culture

在添加不同浓度锌源对香菇菌丝体液体培养时，

菌丝体中过氧化物酶活性明显高于未添加锌源的菌

丝体过氧化物酶活性。说明添加锌能刺激香菇菌丝

体中POD酶活的增加。在锌质量浓度低于500 mg／L

时，菌丝体过氧化物酶活性呈明显上升的趋势，高于

500 mg／L之后，随锌浓度增加，POD酶活呈缓慢下

降。在锌质量浓度500 mg／L时，达到最高值，为

6．15×10。U／g，比未富锌培养增大了167．39％。

POD主要功能是减轻过氧化氢对机体的伤害，其活

性的应激性变化被广泛作为反映植物受逆境胁迫程

度的一个重要指标。锌进入植物组织后，胁迫植物体

内产生大量有害的过氧化物，因此随着植物体内

POD酶底物浓度的增加诱使POD活性增加旧7|。对

于香菇菌丝体来说，锌同样刺激其POD酶活的增加。

在锌质量浓度600 mg／L液体培养香菇菌丝体，

其POD活性随时间变化规律如图2所示。

根据图2可知，香菇菌丝体POD酶活随培养时

间的增加，逐渐增大，在第9天达到高峰，为6．2l×

10。u／g，之后呈下降趋势。

2．2．3 富锌培养香菇茵丝体过氧化氢酶变化规律

不同锌质量浓度下液体培养香菇菌丝体，其过氧

化氢酶活性测定结果如表5所示。

坦 j n i {{ ‘， lII 1l 12

培养时问／d

图2 富锌液体培养香菇菌丝体POD酶活变化规律

F19．2 l’UD ac“、it)c Jlungcs uf￡e几“，lⅡ5 cdu“cs

mycelium in zinc accumulation liquid culture

表5 不同锌质量浓度液体培养香菇菌丝体cAT酶活性

Table 5 CAT activity of Le甩砌口s PdDdes mycelium

in difl’erent zinc cOncentratiOn liquid cuIture

不同锌质量浓度液体培养香菇菌丝体，其过氧化

氢酶活性明显高于未添加锌源的液体培养菌丝体过

氧化氢酶活性。锌质量浓度在400～500 mg／L，菌丝

体过氧化氢酶活性呈明显上升的趋势，在500 mg／L

之后缓慢下降。在500 mg／L时，过氧化氢酶达到最

高值，为147．52 u／g，比未富锌培养增大了78．51％。

CAT也是抗氧化酶系统的重要组成部分，可以催化

过氧化氢分解为分子氧和水，有效清除体内活性

氧【2“。添加锌培养，同样刺激了香菇菌丝体中cAT

酶活的增加。

在锌浓度600 mg／L液体培养香菇菌丝体，其

cAT活性随培养时间的变化规律如图3所示。

莪赢删篱
：兰

培养时忡d

刚3 富锌液体堵养香菇闭丝体cAT酶活变化觇律

Fig 3 (：AT activify(‘hanges of Len￡i，。“s PdndPs

mycelium in zinc accumula“on liquid culture
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从图3可见，香菇菌丝体SOD酶活性随培养时

间的增加逐渐增加，在第9天达到最大值，为147．92

u／g，之后呈下降趋势。

2．2．4 富锌培养香菇茵丝体丙二醛含量的变化规律

不同锌质量浓度液体培养香菇菌丝体，其MDA

含量测定结果如表6所示。

表6不同锌质量浓度液体培养香菇菌丝体丙二醛含量

TabIe 6 MDA content of LP以“nHs口dDdPs mycelium

in different zinc cOncentration liquid cuIture

不同锌质量浓度液体培养香菇菌丝体，其丙二醛

含量明显低于未添加锌源的液体培养菌丝体丙二醛

含量，说明富锌培养可抑制香菇菌丝体中丙二醛的产

生。锌浓度在400～600 mg／L菌丝体丙二醛含量呈

明显下降的趋势，600—800 mg／L丙二醛含量逐渐上

升，在800 mg／L之后缓慢下降。在600 mg／L时，菌

丝体中丙二醛含量达到最低值，为4．47×10～斗mol／

g，比未添加锌培养的菌丝体丙二醛含量降低

了66．89％。

富锌液体培养香菇菌丝体，其MDA含量随培养

时间的变化规律如图4所示。

：至
1’ ‘’ “ ‘’ ⋯ l= o

培养岫“¨

图4 富锌液体培养香菇菌丝体丙二醛含量变化规律

Fig．4 MDA content changes of￡胆nfinus edodes

mycelium jn zinc accumulafjon ljqujd cullure

从图4中可以看出，从培养的第5天开始，香菇

菌丝体中丙二醛含量随培养时间的增加，就逐渐呈上

升趋势，说明菌丝体逐渐衰老，丙二醛逐渐产生。

MDA是生物体内自由基作用于脂质发生过氧化反应

201 7 VoI．43 No．6(Total 354)

最重要的产物之一，它的产生加剧膜的损伤，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，因此在植物衰老生理和抗性生理研究中MDA

含量是一个常用指标，可通过MDA了解膜脂过氧化

的程度，以间接测定膜系统受损程度心“。

3 结论

通过固体平板和液体富锌培养证明香菇菌丝体

具有较强的耐锌和富锌能力，低浓度锌对香菇菌丝体

的生长，有一定的促进作用，高浓度有抑制作用，适宜

锌质量浓度为600 mg／L。通过不同浓度富锌液体培

养以及同一浓度不同培养时间对香菇菌丝体抗氧化

酶活性和丙二醛含量变化规律研究发现，与未添加锌

源的菌丝体对比，适宜浓度的富锌培养可以使香菇菌

丝体的sOD、POD和cAT酶活性显著提高，使丙二醛

含量下降。香菇菌丝体在培养的第9天时，sOD、

POD和cAT的酶活性均达最大值，MDA含量达到最

低值，生长的各项指标达到最佳值。
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Effects of zinc on the growth and antio】|【idant enzymes of LP陀矗咒珊口d础s myceli岫
GANG Jie，ZHANG Shuang，LIU Yao，XIE Bin，PANG Shi-1ei

(Key Laborato。y of Biotechnology and Bioresources utilization，Ministry of Education，

Dalian Minzu university，Dalian 116600，china)

ABSTRACT The objective of this study was to determine the growing changes and the antioxidant enzyme activities

of LentinⅡs edodes mycelium cuhured in 1iquid and solid zinc—rich medium supplemented with exogenous zinc． The re—

sults showed that三enfinus edodes mycelium had strong resistance to zinc and zinc—rich ability，while the 10w zinc con-

centration could promote the mycelial growth of￡en矗nMZo edodes， and the high zinc coneentration could inhib“the

growth，and the optimum concentmtion of zinc sulfate was 600 m∥L．The activities of superoxide dismutase(SOD)，

peroxidase(POD) and catalase(cAT) of￡e几￡in“Z。edode5 mycelium increased with the increase of zinc sulfate con—

centration in the range of 400 mg／L to 1 000 mg／L，and the maximum values were 147．47 U／g，6．15×10。U／g，

147．52 U／g，respectiVely． The content of malondialdehyde(MDA) decreased with the increase of zinc concentra—

tion，and then increased gradually，and the minimum content of MDA was 4．47×10-。斗mol／g at a zinc concentra—

tion of 600 mg／L． SOD，POD and CAT activities of Lenf：nuZ口edodes mycelia reached the maximum value and the

MDA content reached the lowest value on the 9 th day of culture，which were 154．31 U／g，6．2l×10—3 U／g，147．

92 U／g and 4．18×10_。斗mol／g，respectively．The optimal zinc concentration in the medium could improve Lenl流us

edodes mycelium growth and the zinc content of Le凡￡inMs edDdes mycelium，and increase the antioxidant enzyme activi-

ties．

Key words 厶m流u5 edodes；mycelium；zinc-accumulation；antioxidant enzymes

垫!!堡蔓箜鲞箜鱼塑f璺苤i墼塑!j 151

 


