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"对重金属铅的耐受性(并分析相关的理化机制(为

该菌在重金属环境污染治理中的应用提供理论基础(并丰富真菌重金属抗性机制理论)*方法+采用固,液两种培养

方法(分别检测不同
Vb
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"胁迫下津田弯孢
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的生长状况(并依

据菌丝体干质量计算铅对该菌的半效应浓度!
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"(明确该菌对铅的耐受性'测定不同
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$]质量浓度胁迫下津田弯

孢
Q#$

培养液的
J
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值和有机酸含量,菌丝体中的谷胱甘肽!
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"和丙二醛!
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"含量(初步分析津田弯孢
Q#$

可

能的铅耐受性机制)*结果+津田弯孢
Q#$

在所测
Vb

$]质量浓度下均能生长(但相同
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$]质量浓度下液体培养的菌

丝体干质量和
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"均显著高于固体培养!
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"(津田弯孢
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菌落

直径,菌丝体干质量和培养液
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值均显著!
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"低于不加铅!
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"的对照(而培养液中
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种有机酸含量和有

机酸总量及菌丝体内
O=\

含量均高于不加铅的对照(且草酸和柠檬酸含量显著!
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"高于酒石酸和苹果酸)随

培养基中
Vb

$]质量浓度的增加(菌落直径和菌丝体干质量呈逐渐降低的趋势'草酸含量先升高后稳定(在
Vb

$]质量

浓度
L%%
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时达到最大'酒石酸,苹果酸,柠檬酸的含量和有机酸总量都呈先升高后降低并趋于平稳(在
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$]质量浓度
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时达到最大值'培养液
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则呈先降低后升高并稳定的趋势(
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$] 质量浓度为
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时培养液
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值最低'菌丝体内
O=\

含量逐渐上升(低
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$]质量浓度!
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"(而
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含量则是先增加后降低再升高(但各个
Vb

$]质量浓度下均无

显著变化!
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")*结论+津田弯孢
Q#$

对重金属铅具有较高的耐受性(其在液体振荡培养条件下的生长状况和

铅耐受性均明显优于固体培养(改变形态以增加吸附表面积,分泌黑色素,积累
O=\

和有机酸(尤其是草酸和柠檬

酸(可能是该菌减轻重金属铅毒害,具有较高铅耐受性的潜在机制)
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津田弯孢
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随着我国工农业快速发展和人民生活,经济水

平的提高(各种形态的重金属污染物伴随工业废水

的排放和农药化肥的滥用以及重金属矿的开采和冶

炼等源源不断的输入生态系统(造成严重的环境污

染%

#C$

&

)铅是最普遍的重金属污染物(但它不是植物

生长所必需的元素)

Vb

进入土壤后(不仅会污染环

境,破坏植被,降低作物产量,打破生态系统的平衡(

而且还可通过食物链在生物体内富集(对环境安全

和人类健康构成极大的威胁%

G

&

)我国污染农田土壤

的铅含量较高(大型冶炼厂周围土壤铅含量甚至可

高达
$&%%K

T

$

I

T

%

!

&

(远远高于2土壤环境质量农用

地土壤污染风险管控标准3!试行(

$%#L

"规定的污染

土壤风险筛选值!

"%

"

$!%K

T

$

I

T

")土壤中许多真

菌对一些重金属离子具有较强的耐受性)研究表

明(米曲霉!

%:
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4;
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1++*:.;
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E(4

"能够耐受较高浓度

的铅,锌胁迫%

N

&

'低浓度!

"

#N%

%

T

$

T

"钴,铜,锰等重

金属离子可以促进黄孢原毛平革菌!

"7(04;.)7(4,4

)7;

-

:.:
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.;1*2

"的生长%

D

&

'一些外生菌根真菌!

?QC

Z7

"和深色有隔内生真菌!

B=?

"也表现出了较好的

重金属铅耐受性%

"

&

'抗氧化酶活性的提高,有机酸和

谷胱甘肽!

O=\

"的积累等(可能是这些真菌具有较

高重金属耐受性的一种潜在机制%

L

&

)

弯孢属!

F*;=*+(;1(

"真菌大多数是植物病原

菌(国内外对其致病性已有大量的研究报道%

&C##

&

(但

关于其重金属耐受性的研究却鲜有报道)已有研究

表明(津田弯孢
Q#$

!

F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$

"具有

很强的镉耐受性和吸附能力%

#$

&

)为了进一步探究

该菌对其他重金属离子的耐受性(本研究采用固,液

两种培养方法(通过分析不同质量浓度重金属铅离

子胁迫下津田弯孢
Q#$

菌丝的生长状况(以及培养

液中有机酸含量,菌丝中丙二醛!

ZB5

"和谷胱甘肽

含量的变化(评价该菌对重金属铅的耐受性(并从生

理水平上初步揭示该菌相关的耐受性机制(为该菌

在重金属污染治理方面的应用提供理论支持(对污

染环境微生物修复技术的开发和应用(以及全面揭

示真菌的重金属抗性机制具有重要意义)
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材料与方法
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!

菌种活化

津田弯孢
Q#$

!
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"(从渭

河陕西省杨凌示范区段的芦苇根内分离,纯化得到(

在
VB5

斜面上
!f

保存于西北农林科技大学林学

院森林微生物实验室)使用前将保存的菌种接种到

新鲜的
VB5

平板上(

$N f

暗培养
N@

(用打孔器
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"在生长旺盛的菌落边缘打取菌饼(用作

后续试验的接种体)

#<$

!

硝酸铅母液的配制

精确称取
#D

T

分析纯
Vb

!

/E
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"
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(用无菌!

#$#
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(

G%K9+

"蒸馏水溶解并定容到
!%%KU

(配制成

Vb

$]质量浓度为
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$
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的硝酸铅母液(用
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%

K

微孔滤膜过滤除菌后待用)

#<G

!

铅对津田弯孢
Q#$

生长的影响

#<G<#

!

固体培养
!

冷却到
D%f

左右的无菌!

#$#

f

(

G%K9+

"

VB5

培养基中加入适量硝酸铅母液(振

荡均匀后倒入无菌玻璃平板中(配制成不同
Vb

$]质

量浓度!
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(
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(
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"的

VB5

平板)分别挑取
#

个津田弯孢
Q#$

菌饼转接

到不同
Vb

$]质量浓度的
VB5

平板中央(

$Nf

暗培

养
#%@

后观察菌落形态(采用十字交叉法%

#G

&测量菌

落直径(然后将培养好的玻璃平板放在微波炉中加

热(待琼脂完全融化后收集菌丝体(用沸腾的去离子

水冲洗
G

次(

L%f

烘干至恒质量后称量其干质量)

每处理
N

个重复)
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液体培养
!

将
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马铃薯葡萄糖液体

培养基
VB[

装入
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的三角瓶中灭菌!
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(
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"(冷却至室温后加入适量的
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配制成不同
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"的液体培养基)每瓶液体培养

基中接入
$

个津田弯孢
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菌饼(

$Nf

,

#$#*

$

K9+

振荡培养
"@

后观察菌丝体形态(用滤纸过滤后分

别收集滤液和菌丝体)滤液用于
J

\

值和有机酸含

量的测定'菌丝体用去离子水冲洗
G

次后用滤纸去

除多余水分(称取
#

T

新鲜菌丝体用于谷胱甘肽

!

O=\

"和丙二醛!

ZB5

"含量测定(剩余菌丝体
L%

f

烘干至恒质量后称量干质量)为了明确津田弯孢

Q#$

与
J

\

和有机酸的关系(设置不接菌的不同

Vb

$]质量浓度!

%

(

!%%

(

L%%

(

#$%%

(

#D%%

(

$%%%

K

T

$

U

"培养液为对照)每处理
!

个重复)

#<!

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

培养液
J

\

值和有机

酸含量的影响

用
J

\

计!

=W$#%%

(奥豪斯仪器有限公司"直接

测定
#<G<$

节收集的滤液
J

\

值)用
5

T

9-3+0

"L&%5

$

N&"NQ

气
C

质联用仪!安捷伦(美国"测定滤液

中的有机酸含量)色谱条件#色谱柱
\V

"

NZ=

毛

细管柱!

NY

J

13+

;

-K301

;

-49-(X

#

G%Kg$N%

%

K9<

@<g%<$N

%

K

'

,

T

9-3+0'6P 4>93+09.9>

(

7(-4(K

(

Q5

"'分流进样(进样量
#

%

U

(分流比
$%l#

'进样口

温度
$L% f

(离子源温度
$G% f

(传输线温度
$N%

f

'程序升温(起始温度
D% f

(保持
NK9+

'以
#%

f

$

K9+

升至
G%%f

(保持
NK9+

)采用外标法%

#!

&

(分

别以标准品和去离子水为对照(根据峰面积测算草

酸,乙酸,苹果酸,柠檬酸,琥珀酸,乳酸和酒石酸的

质量浓度)

#<N

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

液体培养菌丝中
O=\

和
ZB5

含量的影响

精确称取
%<N

T

#<G<$

节中的新鲜菌丝体(加入

少量
N%

T

$

U

偏磷酸溶液冰浴研磨至匀浆后定容至

DKU

(

!f

,

N%%%*

$

K9+

离心
#%K9+

(取上清液用紫

外分光光度计在波长
!#$+K

处测定吸光值(计算菌

丝内
O=\

的含量%

#NC#D

&

)

另取新鲜菌丝
%<N

T

(加入少许石英砂和
$KU

%<%NK(-

$

U

磷酸缓冲液!

J

\ h"<L

"冰浴研磨至匀

浆(

!f

,

N%%%*

$

K9+

离心
#%K9+

(取上清液并加入

等体积的
N

T

$

U

硫代巴比妥酸(混匀后置于沸水浴

中反应
#NK9+

(迅速冷却后于
!f

,

G%%%*

$

K9+

离

心
#NK9+

(取上清液)以
N

T

$

U

硫代巴比妥酸为空

白对照(用紫外分光光度计分别在波长
!N%

(

NG$

(

D%%+K

处测定上清液的吸光值(计算菌丝内的

ZB5

含量%

#"

&

)

#<D

!

数据处理与分析

采用
?X>3-

软件进行试验数据整理(试验数据

用/平均值
i

标准差0表示'根据不同
Vb

$]质量浓度

下菌丝体的干质量(分别计算固,液培养条件下

Vb

$]对津田弯孢
Q#$

的半效应浓度!

?Q

N%

"

%

#L

&

)采

用
=V==$%<%

进行差异显著性方差分析(采用
=9

T

C

K,V-(0#$<%

进行绘图)

$

!

结果与分析

$<#

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

生长的影响

真菌的生长状况可以直接反映重金属对其造成

的毒害程度)固体培养条件下(随着
Vb

$]质量浓度

的不断增加(津田弯孢
Q#$

的菌丝体由疏松到致

密(菌落颜色加深(边缘由灰黄色逐渐变为灰色,青

黑色(中央由灰褐色逐渐加深变成黑色再到灰褐色

!图
#C5

")液体振荡培养条件下(不加
Vb

$]

!

%

K

T

$

U

"津田弯孢
Q#$

的菌丝体形成黄白色,表面毛

绒状,大小均一的菌丝球)随着
Vb

$]质量浓度的不

断增加(菌丝球颜色逐渐加深变为黄褐色,黑色'表

面先变光滑后再出现不规则的刺突和棘'菌丝球大

小不一(整体上直径先增大后减小(并在
Vb

$]质量

浓度
$%% K

T

$

U

时达到最大'高
Vb

$] 质量浓度

!

#D%%

"

$%%%K

T

$

U

"下菌丝球很小或不形成菌丝
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球(小片状或块状的菌丝体与培养基中的沉淀混在

一起呈豆腐渣样'培养液的颜色由不加铅时的无色

透明逐渐加深变成黑色透明最后再变浅!图
#C[

")

低
Vb

$]质量浓度!

$%%

"

#$%%K

T

$

U

"下津田弯孢

Q#$

菌落,菌丝球和培养液颜色加深,变黑可能是由

于津田弯孢
Q#$

的菌丝产生了黑色素(用以缓解铅

的毒害,进而提高铅耐受性'而高
Vb

$] 质量浓度

!

#D%%

"

$%%%K

T

$

U

"下铅的毒害作用较强(显著抑

制了菌丝的生长(导致黑色素分泌量降低(最终表现

为菌落,菌丝球和培养液颜色变浅或变淡)

重金属铅除了对津田弯孢
Q#$

菌丝形态特征

有一定的影响外(还能影响津田弯孢
Q#$

的生长)

由图
#

和图
$

可知(固,液两种培养条件下津田弯孢

Q#$

在所测
Vb

$]质量浓度!

%

"

$%%%K

T

$

U

"下均能

生长(但
Vb

$]质量浓度为
$%%%K

T

$

U

时仅有少量

菌丝生长(菌落直径较对照降低了
"&<"DY

(固,液

培养条件下菌丝干质量分别较对照降低了
&N<!$Y

和
LN<"$Y

)

由图
#

和图
$

还可知(与对照相比(

Vb

$]质量

浓度
$%%

"

$%%%K

T

$

U

培养基上津田弯孢
Q#$

的菌

落直径和菌丝体干质量均显著!

"

"

%<%N

"降低(由

此可见津田弯孢
Q#$

对重金属铅具有较高的耐受

性(但铅对其生长也有一定的毒害和抑制作用(且随

Vb

$]质量浓度的不断增加(这种生长抑制作用也逐

渐加大(且具有浓度依赖性)此外(相同
Vb

$]质量

浓度下(液体振荡培养时津田弯孢
Q#$

菌丝体干质

量和重金属铅的
?Q

N%

值!

&&%<LK

T

$

U

"均显著高于

!

"

"

%<%N

"固体培养!表
#

")这表明培养条件对津

田弯孢
Q#$

的生长和铅耐受性有一定程度的影响(

本研究中该菌在液体振荡培养条件下的生长状况和

重金属铅耐受性均明显优于固体培养)

,R

T

表示
Vb

$]质量浓度依次为
%

(

$%%

(

!%%

(

L%%

(

#$%%

(

#D%%

(

$%%%K

T

$

U

,R

T

9+@9>,03Vb

$]

K,44>(+>3+0*,09(+4(.%

(

$%%

(

!%%

(

L%%

(

#$%%

(

#D%%

(

,+@$%%%K

T

$

U

(

*34

J

3>09:3-

;

图
#

!

津田弯孢
Q#$

在
VB5

!

$Nf

(

#%@

"和
VB[

!

$Nf

(

"@

"培养基上的形态特征

79

T

<#

!

Z(*

J

1(-(

T;

>1,*,>03*9409>4(.F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$(+VB5

!

$Nf

(

#%@

"

,+@VB[

!

$Nf

(

"@

"

K3@9,

图柱上不同小写字母表示不同处理之间差异显著!

"

"

%<%N

")下同

B9..3*3+0-(23*>,43-3003*4K3,+49

T

+9.9>,+0@9..3*3+>3,0"

"

%<%N-3:3-<W134,K3b3-(2

图
$

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

生长的影响

79

T

<$

!

F+.-)3+>3(.Vb

$]

(+

T

*(201(.F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$
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表
#

!

固,液培养条件下铅对津田弯孢
Q#$

的
?Q

N%

W,b-3#

!

\,-.3..3>0>(+>3+0*,09(+4

!

?Q

N%

"

(.Vb

$]

0(F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$)+@3*4(-9@,+@-9

S

)9@>)-0)*3>(+@909(+4

培养方式
!!!

W*,9+9+

T

K(@3

!!!

毒力回归方程!

Ih(R]?

"

M3

T

*3449(+3

S

),09(+

决定系数!

D

$

"

B303*K9+,09(+>(3..9>93+0

?Q

N%

$!

K

T

.

U

R#

"

固体培养
=(-9@>)-0)*3 Ih#Q!NN"R]#QDN$L %<LG%% #&&<#

液体培养
U9

S

)9@>)-0)*3 IhGQN%&"RRNQN#G" %<&&"N &&%<L

!!

注#

R

表示
Vb

$]质量浓度(

I

表示生长抑制率几率值)

/(03

#

R*3

J

*343+04Vb

$]

K,44>(+>3+0*,09(+

(

I*3

J

*343+04013

J

*(b,b9-90

;

:,-)3(.

T

*(2019+19b909(+*,03<

$<$

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

培养液中有机酸含量

和
J

\

的影响

从津田弯孢
Q-$

培养液中共检测到草酸,酒石

酸,苹果酸,乳酸,乙酸,柠檬酸和琥珀酸
"

种小分子

有机酸(其中乙酸,琥珀酸和乳酸的含量非常低(故

不作分析)由图
G

可知(随着培养液中
Vb

$]质量浓

度的增加(津田弯孢
Q-$

培养液中草酸含量先是显

著!

"

"

%<%N

"升高(

Vb

$]质量浓度为
L%%K

T

$

U

时

达到最大(并趋于稳定)酒石酸,苹果酸和柠檬酸的

含量均表现为随
Vb

$]质量浓度增加先升高后降低

并趋于平稳(均在
Vb

$]质量浓度
!%%K

T

$

U

时达到

最大值)

!

种有机酸相比而言(草酸和柠檬酸的含

量在所测
Vb

$]质量浓度!

$%%

"

$%%%K

T

$

U

"下均显

著高于!

"

"

%<%N

"酒石酸和苹果酸(且柠檬酸的含

量在
Vb

$]质量浓度为!

$%%

"

L%%K

T

$

U

"时显著高于

!

"

"

%<%N

"草酸(但在
Vb

$] 质量浓度为!

#$%%

"

$%%%K

T

$

U

"时显著低于!

"

"

%<%N

"草酸)总的来

说(有机酸总量随
Vb

$]质量浓度增加呈先升高后降

低并趋于稳定)可见(重金属铅能刺激津田弯孢

Q#$

分泌多种小分子有机酸(尤其是
Vb

$]质量浓度

为
L%%K

T

$

U

时能最大限度地刺激有机酸的分泌(

而较高质量浓度
Vb

$]胁迫!

#$%%

"

$%%%K

T

$

U

"会

抑制有机酸的分泌)这与液体培养条件下重金属铅

对津田弯孢
Q#$

生长的影响一致(表明有机酸分泌

量的增加可能是津田弯孢
Q#$

应对铅胁迫,具有较

高铅耐受性的潜在机制)

Vb

$] 质量浓度为
$%%

"

L%%K

T

$

U

胁迫下(津田弯孢
Q#$

以分泌草酸和柠

檬酸来提高自身的耐受性'

Vb

$]质量浓度为
#$%%

"

$%%%K

T

$

U

胁迫下(津田弯孢
Q#$

则主要通过维

持较高的草酸含量来减轻重金属铅的毒害)

图
G

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

培养液中有机酸含量的影响

79

T

<G

!

?..3>04(.Vb

$]

(+(*

T

,+9>,>9@>(+03+09+-9

S

)9@>)-0)*3K3@9)K(.F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$

!!

铅胁迫下津田弯孢
Q#$

对液体培养基
J

\

值的 影响见表
$

)

表
$

!

铅胁迫下津田弯孢
Q#$

对液体培养基
J

\

值的影响

W,b-3$

!

?..3>04(.Vb

$]

(+

J

\:,-)39+-9

S

)9@>)-0)*3K3@9)K(.F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$

Vb

$]质量浓度$

!

K

T

.

U

R#

"

Vb

$]

K,44

>(+>3+0*,09(+

J

\

值
J

\:,-)3

津田弯孢
Q#$

培养液

F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$

对照

Q(+0*(-

Vb

$]质量浓度$

!

K

T

.

U

R#

"

Vb

$]

K,44

>(+>3+0*,09(+

J

\

值
J

\:,-)3

津田弯孢
Q#$

培养液

F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$

对照

Q(+0*(-

% D<!$i%<##!b D<LGi%<#N, #$%% G<NGi%<%G%

H

I G<LDi%<%#.

$%% G<"Di%<%ND

T

N<$Ni%<%"> #D%% G<N$i%<%$%

H

I G<DLi%<%#1

!%% G<N"i%<%$%9

H

!<&"i%<%$@ $%%% G<!Li%<%!%I G<D$i%<%#19

L%% G<G&i%<%#%- !<$!i%<%#3

!!

注#表中所有不同的小写字母表示差异性显著!

"

"

%<%N

")

/(03

#

B9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

T

+9.9>,+0@9..3*3+>3

!

"

"

%<%N

"

<
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!!

由表
$

可知(不接菌时(

VB[

培养液中
Vb

$]质

量浓度从
%

增加到
$%%%K

T

$

U

时其
J

\

值逐渐降

低(这表明硝酸铅致使
VB[

培养液的
J

\

值降低)

Vb

$]胁迫下(接种津田弯孢
Q-$

的
VB[

培养液
J

\

值均显著低于不接菌的对照!

"

"

%<%N

"(特别是

Vb

$]质量浓度在
$%%

"

L%%K

T

$

U

时(接津田弯孢

Q#$

的
VB[

培养液
J

\

值明显低于不接菌的对照(

这表明津田弯孢
Q-$

可使
VB[

培养液的
J

\

值降

低(这与该菌在低
Vb

$]质量浓度下的生长较好,有

机酸产量较高相一致)

$<G

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

菌丝体中
O=\

和

ZB5

含量的影响

由图
!

可以看出(随培养液中
Vb

$]质量浓度的

增加(津田弯孢
Q#$

菌丝体内
O=\

的含量呈逐渐

上升趋势(并在
Vb

$]质量浓度
$%%%K

T

$

U

时达到

最大值(较对照升高了
L%<DY

)在较低
Vb

$]质量浓

度!

$%%

"

#$%%K

T

$

U

"胁迫下(菌丝中的
O=\

含量

差异不显著!

"

$

%<%N

"(但显著低于!

"

"

%<%N

"高

Vb

$]质量浓度!

#D%%

"

$%%%K

T

$

U

"胁迫下的
O=\

含量)可见(重金属铅胁迫刺激了津田弯孢
Q#$

菌

丝中
O=\

的产生(且菌丝中
O=\

的含量与
Vb

$]质

量浓度呈正相关)这表明菌丝中
O=\

含量的积累

可能是津田弯孢
Q#$

应对铅胁迫(尤其是高
Vb

$]质

量浓度胁迫(提高铅耐受性的潜在机制之一)

ZB5

是生物在逆境条件下产生的膜脂过氧化

产物之一(生物细胞内的
ZB5

含量可表征其受损

伤的程度)由图
!

可以看出(随着培养液中
Vb

$]质

量浓度的升高(津田弯孢
Q#$

菌丝体中
ZB5

的含

量呈先增加后降低再升高的趋势(在
Vb

$]质量浓度

!%%

和
#$%%K

T

$

U

时分别达到最大值和最小值(但

在所测
Vb

$]质量浓度!

%

"

$%%%K

T

$

U

"下均无显著

性变化!

"

$

%<%N

")可见(本研究中重金属铅对津

田弯孢
Q#$

菌丝体内的
ZB5

含量无显著性影响)

图
!

!

铅胁迫对津田弯孢
Q#$

菌丝中
O=\

!

5

"和
ZB5

!

[

"含量的影响

79

T

<!

!

?..3>04(.Vb

$]

(+K

;

>3-9,-O=\

!

5

"

,+@ZB5

!

[

"

>(+03+04(.F*;=*+(;1(,:*5(4Q#$

G

!

讨论与结论

G<#

!

津田弯孢
Q#$

的铅耐受性

真菌的生长状况可以直接反映重金属对其造成

的毒害程度以及真菌对重金属的耐受力)楚文卉

等%

#$

&研究发现(津田弯孢
Q#$

具有较强的重金属镉

耐受性)本研究中该菌在
Vb

$]质量浓度高达
$%%%

K

T

$

U

时仍有少量菌丝生长(在液体培养条件下铅

对该菌的
?Q

N%

值为
&&%<L K

T

$

U

(高于铅对
$

种

B=?"71(+.)4

C

7(+(

/

.;,1011

和
"7(4.();42.01*2

2.;,.01(4

的
?Q

N%

值!

&N#

和
!G#K

T

$

U

"

%

"

&

(表明津

田弯孢
Q#$

的铅耐受性也较高)由以上推测(津田

弯孢
Q#$

的重金属耐受性较强(后续研究可以检测

该菌对其他重金属的耐受性(如铜,锌等(或者检测

该菌对复合重金属胁迫!如铅和镉"的耐受性)刘红

玲等%

#&

&研究表明(橙黄疣柄牛肝菌!

!4))10*2(*G

;(0,1()*2

"在液体培养条件下的生物量与重金属离

子浓度成反比(随重金属离子浓度的升高而减小'杨

超等%

"

&发现(

$

种
B=?"Q

/

.;,1011

和
"Q2.;,.01(4

的菌丝体干质量随培养液
Vb

$]质量浓度的增加而

逐渐减少)这与本研究结果一致(本研究中津田弯

孢
Q#$

的菌丝体干质量在固,液两种培养条件下均

随
Vb

$]质量浓度的增加呈逐渐降低的趋势)但是(

楚文卉等%

#$

&发现(在固体培养条件下(低浓度镉能

刺激津田弯孢
Q#$

的生长(菌丝体干质量随
Q@

$]浓

度的增加呈先增加后降低的趋势'而液体培养条件

下菌丝体干质量随
Q@

$]浓度的增加逐渐降低)可

见(同一种真菌对不同重金属胁迫的响应不同)
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G<$

!

津田弯孢
Q#$

耐铅的潜在机制

G<$<#

!

改变形态$增加表面积
!

真菌可以通过菌丝

的吸附作用(直接将重金属固定在菌丝表面(进而减

少进入菌丝内部的重金属量(从而减轻重金属的毒

害作用%

$%

&

)本研究发现(津田弯孢
Q#$

的菌丝球形

态发生了明显的变化)黄健%

$#

&研究发现(黄孢原毛

平革菌在
Q@

$]胁迫下菌丝球球体周围有许多突出

的/毛刺0(而不规则刺突的形成可以增大菌丝球的

表面积(进而增加重金属离子的吸附位点(利于真菌

吸附,固定重金属(从而降低重金属的毒害作用%

$$

&

)

因此(笔者推测改变菌丝球形态,增加菌丝球表面积

可能是津田弯孢
Q#$

应对重金属铅胁迫的一种潜

在机制)

G<$<$

!

分泌黑色素
!

本研究发现(铅胁迫下津田弯

孢
Q#$

的菌落,菌丝球和培养液颜色随
Vb

$]质量浓

度的增加逐渐加深,变黑)可见(铅胁迫能刺激津田

弯孢
Q#$

的菌丝产生黑色素(少部分黑色素还被释

放到培养液中)黑色素具有螯合重金属的作用(黑

色素的产生也是真菌用以抵抗重金属胁迫,提高重

金属耐受性的一种常见机制%

$G

&

(如培养液中
Q@

$]

质量浓度在
N%

"

GN%K

T

$

U

时可以促进嗜鱼外瓶霉

!

AP.

C

71(+(

C

1:)1

C

71+(

"菌丝合成黑色素%

#G

&

)黑色

素的产量与菌丝体的生长密切相关(本研究中高

Vb

$]质量浓度!

#D%%

"

$%%%K

T

$

U

"胁迫显著抑制

了津田弯孢
Q#$

菌丝的生长(导致黑色素产量降

低(菌落,菌丝球和培养液颜色变浅)楚文卉等%

#$

&

研究发现(镉胁迫下津田弯孢
Q#$

菌丝体呈黄白

色(并不产生黑色素)这与本研究结果不一致(说明

同一真菌对不同重金属胁迫的应对机制不同)

G<$<G

!

产生有机酸
!

有机酸可以螯合或改变重金

属的价态(从而减轻重金属的毒害作用%

$!

&

)向外分

泌小分子有机酸是真菌抵抗重金属胁迫的一个重要

机制%

$N

&

)黄孢原毛平革菌通过分泌苹果酸和富马

酸以螯合重金属镉(从而减轻镉对自身的毒害作

用%

$D

&

'白腐真菌则是通过分泌草酸与铅离子形成草

酸铅以达到稳定重金属铅(从而降低铅的毒性和生

物可利用性%

$"

&

'

?QZ7

点柄粘盖牛肝菌和草地马勃

主要是通过分泌酒石酸,苹果酸和琥珀酸来螯合重

金属铅(从而提高铅耐受性'铅胁迫下
$

种
B=?"Q

/

.;,1011

和
"Q2.;,.01(4

培养液中仅检测到草酸和

乙酸
$

种小分子有机酸%

"

&

)本研究中(津田弯孢

Q#$

的培养液中检测到
"

种小分子有机酸(其中
!

种达到了可分析水平(且在铅胁迫下
!

种有机酸的

含量和有机酸总量明显增加)在
Vb

$] 质量浓度

$%%

"

L%%K

T

$

U

胁迫下能显著刺激津田弯孢
Q#$

有机酸的分泌(尤其是草酸和柠檬酸(二者在该菌抵

抗低浓度铅胁迫中发挥着至关重要的作用'较高质

量浓度
Vb

$]胁迫!

#$%%

"

$%%%K

T

$

U

"在不同程度

上抑制了酒石酸,苹果酸和柠檬酸的分泌(但草酸的

含量依然维持在最高水平(可见草酸是津田弯孢

Q#$

抵抗高质量浓度铅胁迫的主要因子)重金属镉

胁迫下(津田弯孢
Q#$

培养液中并未检测到酒石酸

和草酸(而柠檬酸和苹果酸的含量较高(琥珀酸仅在

高质量浓度
Q@

$]胁迫下产生%

#$

&

)这表明津田弯孢

Q#$

对不同重金属的耐受机制不同(可以通过调节

有机酸的种类和含量来应对不同的重金属胁迫)此

外(柠檬酸和苹果酸在津田弯孢
Q#$

抗铅和镉胁迫

中都发挥着重要作用(可能是该菌抵抗不同重金属

胁迫的一个共性组分(这有待进一步的研究验证)

G<$<!

!

积累
O=\

!

O=\

是生物细胞中含量最丰

富的非蛋白质硫醇化合物(直接或间接参与真菌抗

逆过程中的许多功能性活动(维持细胞氧化还原状

态的平衡(也能螯合进入真菌细胞中的重金属离子

以缓解重金属毒性(保护细胞免受重金属离子引起

的氧化压力%

$L

&

)本研究中(重金属铅胁迫刺激津田

弯孢
Q#$

菌丝中
O=\

的产生(菌丝中
O=\

的含量

与
Vb

$]质量浓度呈正相关)重金属镉胁迫下(津田

弯孢
Q#$

菌丝中的
O=\

含量随
Q@

$]浓度增加也呈

逐渐升高的趋势(

O=\

含量的大量积累可能是该菌

提高镉耐受性的潜在机制之一%

#$

&

(这与本研究结果

基本一致)因此可以推断(

O=\

的产生和积累可能

是津田弯孢
Q#$

应对不同重金属胁迫,提高重金属

耐受性的一种共性机制)

综上所述(改变菌丝球形态以增加吸附表面积,

分泌黑色素,积累
O=\

和有机酸(尤其是草酸和柠

檬酸可能是津田弯孢
Q#$

具有较高重金属铅耐受

性的潜在机制)
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