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摘 要：为了了解外生菌根真菌在过量铜胁迫下的生长和物质积累特点，揭示外生菌根真菌

对过量铜胁迫的抵抗能力，研究了四种外生菌根真菌—美味牛肝菌（ !"#$%&’ $(&#)’）、铆钉菇

（*"+,-)()&’ .)’/)(&’）、厚环乳牛肝菌（0&)##&’ 12$.)##$)）和红绒盖牛肝（3$2"/"+&’ /-24’$5%$2"5）在过

量铜胁迫条件下菌丝中铜积累量、菌丝生长特性以及碳氮积累速率。四种测试菌种菌丝中的

铜积累量，随营养液中铜浓度的增加而增加，在 !#-89: 铜培养基下生长 %7;，四种菌种菌丝内

铜浓度分别是对照的 !$ < #$ 倍。! ) $(&#)’ 和 3 ) /-24’$5%$2"5 菌丝中铜浓度与培养基中铜浓度

呈直线相关，0 ) 12$.)##$) 和 * ) .)’/)(&’ 为指数相关。菌丝在铜胁迫下依然呈 = 曲线增长，但初

始生长推迟，指数增长期比对照晚 % < ";。菌丝生物量和碳氮积累随铜浓度增加而显著降

低。综合所有试验结果显示，四种测试菌种对过量铜的抗性强度为：>) +;?(@A B C) D@A,@;?A B =)
8/+D@((+@ B E) ,F/GA+HI+/’H。
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在必需微量元素缺乏的土壤中，菌根真菌通过扩大植物根系吸收范围以增加寄主植

物对土壤中微量必需元素的吸收能力［%，"］。然而，%23" 年 >/M;(+G 等在调查矿区植物时发

现，在锌、铜等微量元素含量过高导致重金属污染的土壤中，幸存的植物往往有大量的菌

根［1，!］。这个发现引起了植物和微生物研究者的关注。许多对菌根真菌以及菌根植物的

研究结果显示，外生菌根真菌能缓解过量重金属对其寄主植物的胁迫［7 < %1］。菌根真菌能

减轻过量重金属胁迫对其寄主植物的毒害。

然而，大量的研究主要集中在必需微量元素锌以及镉、铅等非必须元素上，对菌根真

菌，尤其是外生菌根真菌与过量铜污染的关系，研究非常少。铜作为植物生长的必需元

素，参加生物生长中的细胞有丝分裂过程，并与蛋白质结合成铜蛋白参与光和作用、呼吸

作用和植物的木质化等。环境中的过量铜，常常导致植物失绿，生物量积累下降，严重时

导致生物体死亡［%!，%7］。因此，对环境中过量铜与外生菌根真菌的研究，具有理论和实际意

义。

本文通过研究铜在四种我国主要松类外生菌根真菌中的积累，了解外生菌根真菌在

不同铜浓度下的生长和物质积累，探讨外生菌根真菌对过量铜的反应，筛选抗过量铜的菌



种，为进一步探讨外生菌根真菌抗重金属胁迫的生理机制和铜污染地的植物恢复提供理

论依据。

! 材料和方法

!"! 材料和培养

!"!"! 材料：四种供试材料分别为美味牛肝菌（!"#$%&’ $(&#)’）、铆钉菇（*"+,-)()&’ .)’/)(0
&’）、厚环乳牛肝菌（1&)##&’ 23$.)##$)）和红绒盖牛肝（4$3"/"+&’ /-35’$6%$3"6），均由北京林业大

学雷增普教授提供。

!"!"# 母菌培养：将改良 !"##$% 营养液［&’］调到 ()*+*，按 &,-./ 的浓度加入琼脂制成固体

培养基。于 &,’0灭菌 12345，无菌操作再注入灭菌培养皿，冷却凝固，分别接种四种供试

外生菌根真菌。移入 ,’0恒温箱内培养一周，备用。

!"!"$ 液体培养：取 ,*23/ 的三角瓶分别装入 ()*6* 的 !"##$% 营养液 *23/，&,’0灭菌

,2345 后，每瓶接入直径为 733 的母菌圆形菌块 8 片。将三角瓶固定于频率为 12 次.345
的 9,72 型恒温摇床，于 ,’0下振荡培养。

!"!"% 固体培养：将改良 !"##$% 营养液［&8］制成 ()*+ * 的固体培养基（方法与母菌培养相

同），灭菌后倾入直径为 :;3 的无菌培养皿内，每皿 ,23/。冷却凝固。在母菌菌落边缘，

用孔径为 733 的无菌打孔器取圆形菌块，接种在装有培养基的培养皿中央，于 ,’0恒温

箱内培养。

!"# 试验处理

称取 <=>?8·*),? 加入 !"##$% 营养液，配制浓度为 ,*、*2、&22、&*2、&@23-./ 的铜处理

培养基，调 () 至 *6*。取 !"##$% 营养液为对照（含硫酸铜 &6,*3-./）。即试验用培养基中

铜浓度分别为 261,、’6*、&1、,’、1@、8’3-./。固体和液体培养中，每个菌种铜处理浓度各 1
个重复。

!"$ 测定方法

菌落直径测定：接种后第 1 天开始，每隔一天定时测定固体培养基上 ! + $(&#)’ 和 4 +
/-35’$6%$3"6 菌落的直径增长，垂直方向测量 , 次，取平均数，连续测量 7 次。对 * + .)’/)(&’
和 1 + 23$.)##$)，从接种第 , 天开始，与上述同样方法每天定时测定菌落直径，连续测量 @
次。

菌丝干重测定：称好干燥定性滤纸的重量，用滤纸过滤液体培养基，滤出全部菌丝体，

用蒸馏水冲洗 , A 1 次，连同滤纸一起在 @20烘箱内干燥 ,8 B，干燥器内冷却 * B，于分析

电子天平上称重，得出菌丝体的干重。

培养液中糖含量测定：用蒽酮比色法，使用 7*& 型分光光度计，分别测定培养 *C 和 :C
后营养液中葡萄糖含量［&7］。

培养液中氮含量测定：用钠氏比色法，使用 7*& 型分光光度计，分别测定培养 *C 和 :C
后营养液中氨态氮（D)1ED）的含量［&@］。

菌丝中铜含量测定：用 FGH I 82, 型原子吸收分光光度计，分别测定不同铜处理培养

基上生长的菌丝中铜含量［&:］。
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!"# 数据处理

菌丝耐受指数（!"#$%&’($ )’*$+）,（处理的生长率-对照的生长率）. /001［2］。

方差分析：将有关数据进行双因素方差分析和 3 检验等统计分析，以确定不同处理和

菌种间的差异显著性。

$ 结果和讨论

$"! 铜在不同菌种中积累

用孔径为 455 的无菌打孔器，从四种供试菌种的母菌培养皿中，分别取圆形菌块一

块，置于不同铜处理水平的营养液里振荡培养 /6*。过滤，测菌丝干重。结果显示如图 /。

图 ! 铜在不同外生菌根真菌中积累量

7)89/ :; ("’($’3%&3)"’ )’ 5<($#)& "= *)==$%$’3 >3%&)’>

从图 / 可以看出，四种供试菌种的菌丝铜

含量，随营养液中铜浓度的升高而升高，但不

同菌种在菌丝中积累的速度和增长方式不同。

对菌丝中铜积累量与营养液中铜浓度拟

合方程显示（表 /），! 9 "#$%&’ 和 ( 9 )*+,’"-."+/-
中铜积累量与营养液中铜浓度呈直线相关，在

试验所用铜的浓度范围内，铜在该两种菌丝中

的积累量，随营养液中铜浓度的增加而直线增

加，当营养液中铜浓度为 ?258-@ 时，! 9 "#$%&’
菌丝中铜积累量达 ABC0!8-8，在 ( 9 )*+,’"-."+/-
菌线中达 A4D6!8-8，分别为对照的 ?0 倍和 2A
倍，显示出 ( 9 )*+,’"-."+/- 菌丝对铜具有较强的吸收和积累能力。

0 9 1+"2&%%"& 和 3 9 2&’)&#$’ 菌丝中铜积累与营养液中的铜浓度呈指数相关（见表 /），在

营养液中铜浓度相对较低的情况下，菌丝中铜积累量相对较低，在高浓度铜环境中，菌丝

中铜积累有显著增加的趋势，如 /D58-@ 铜处理营养液中，菌丝铜积累量为对照的 /0 倍和

// 倍，在 ?258-@ 铜处理营养液中，菌丝铜积累量达到对照的 20 倍和 ?? 倍。 0 9 1+"2&%%"& 和

3 9 2&’)&#$’ 在外界较高铜浓度铜胁迫下，对菌丝的吸收和积累量比前两菌种相对较高。

表 ! 四种供试菌种铜积累和铜处理浓度的相关关系

!&E#$ / F$G$’*$’3 $H;&3)"’ E$3I$$’ :; ("’($’3%&3)"’ )’ 5<($#)& &’* ’;3%)3)"’

7;’8&# >3%&)’> JH;&3)"’

! 9 "#$%&’ < , 669A?+ K A?6 90C LA , 09C/D4

( 9 )*+,’"-."+/- < , 6?9D24+ K CB 9DC/ LA , 09CD64

( 9 )*+,’"-."+/- < , 2/9B/A$0 90B/?+ LA , 09C/2D

3 9 2&’)&#$’ < , 4B9/D2$0 902D4+ LA , 094CCD

当外界过量铜浓度变化相同的条件下，! 9 "#$%&’、( 9 )*+,’"-."+/- 与 0 9 1+"2&%%"&、3 9 2&’)&4
#$’ 菌丝内铜的变化趋势不同的结果显示，虽然同为松的菌根真菌，不同菌种对铜的生理

积累过程可能不同。然而，过量铜在菌丝细胞内的具体生理过程，有待于研究。
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进一步将不同菌种的菌丝中铜测定浓度与其培养基中铜处理浓度相比，得到不同菌

种对铜的吸收指数，其结果显示于图 !。

图 ! 不同菌种铜吸收指数

"#$%! &’ ())#*#+(,#-. #./01 -2 /#22030., 2’.$(+ ),3(#.)

菌丝对重金属的积累量和外界铜浓度的

比值，表现了菌丝对重金属的吸收能力［4］。图

! 展示，四种外生菌根真菌在过量铜胁迫条件

下，其菌丝中铜浓度为处理浓度的 56 7 !!8
倍，显示这四种菌根真菌均为主动吸收。而无

论是低浓度还是高浓度铜处理下，! % "#$%&’ 的

吸收 指 数 都 高 于 其 它 三 种 菌，其 次 为 ( %
)*+,’"-."+/-。在 较 低 铜 浓 度（95*$:;）下，0 %
1&’)&#$’ 铜吸收指数大于 2 % 3+"1&%%"&，而当铜浓

度较高时，2 % 3+"1&%%"& 的铜吸收指数则较大。

因此，它们对重金属铜的吸收能力依次为：! % "#$%&’ < ( % )*+,’"-."+/- < 2 % 0+"1&%%"& < 0 % 1&’4
)&#$’。

按照 =0..> 的研究结果，菌丝对重金属的吸收和积累量，可能反映了菌丝对该元素的

过量胁迫的抗性能力［!6］。以上试验结果显示，菌根真菌侵染植物后，大量重金属被滞留

在菌丝中，从而提高了植物对铜的抗性，减轻对植物的危害，四种外生菌根真菌在过量铜

胁迫环境中，对过量铜的抗性强度依次为 ! % "#$%&’ < ( % )*+,’"-."+/- < 2 % 3+"1&%%"& < 0 % 1&’)&4
#$’。
!"! 铜胁迫对菌丝生长的影响

!"!"# 对菌丝增长的影响：对生长在铜处理的固体培养基上的菌落直径做连续测定，其

结果展示如图 5。

在固体培养基上，测试菌种菌丝表现出不同的生长特性。0 % 1&’)&#$’ 和 2 % 3+"1&%%"& 菌

落直径增长迅速，4/ 时间里达到 4?*，充满整个培养皿。( % )*+,’"-."+/- 和! % "#$%&’ 直径增

长相对较慢，第 4/ 直径为 !?* 和 @?*。但后者菌落菌丝比前者厚且密度大。菌丝在土壤

迅速蔓延的菌种，显示其具有较强适应新环境的能力［9，!］。结果显示，0 % 1&’)&#$’ 和 2 % 3+"4
1&%%"& 对新环境适应快，是改良铜污染时良好的先锋种。

在过量铜胁迫下，四种菌种都表现出初始生长受到抑制。培养 9/ 后，对照出现生长，

而铜处理菌种都未见菌丝生长，!/ 后，0 % 1&’)&#$’、2 % 3+"1&%%"& 和 ( % )*+,’"-."+/- 开始生长，

! % "#$%&’ 在培养的第 5 天，还没有出现菌落直径的增大。这种抑制作用，随铜浓度的增加

而加强。

从图 5 可以看出，虽然过量铜胁迫不同程度地抑制了菌丝增长，但四种菌种菌落直径

增长依然保持典型 A 生长模式（见表 !）。然而，各菌种指数期出现滞后，且随铜处理浓度

增大，指数期出现时间变晚，增长率降低。! % "#$%&’ 培养的第 8 7 B 天是菌丝生长的指数

期，但在 !C*$:; 铜处理下，指数期延迟到生长的第 4 7 99 天。第 5 7 8 天是 ( % )*+,’"-."+/-
生长的指数期，而在铜浓度为 5D*$:; 时，指数期推迟到第 4 7 99 天。过量铜对菌丝增长

指数期和增长率的影响，导致四种菌种菌落生长随铜处理浓度的增加而显著下降。这个

结果与一些研究者对 EF 菌根研究的结果相似［!9］。

6@B 微 生 物 学 报 @! 卷



图 ! 铜对菌斑直径生长的影响

!"#$% &"’()*)+ ",-+)’.) +)./0,.) *0 12 .*+)..

表 " 过量铜胁迫下四种试验外生菌根真菌生长模型

3’45) 6 7+08*9 (0:)5 0; ;0+ <",:. 0; *).* )-*0(=-0++9">’5 (=-)5"’ 2,:)+ 12 .*+)..

10//)+ *+)’*(),*
?（(#?@）

7+08*9 (0:)5 & A ’?（B C 4)<*）

! $ "#$%&’ ( $ )*+,’"-."+/-

DE%6 & A FG$%H6I6?（B C G$FBG6F)D$%BGFJ*） & A JJ$K6IHF?（B C F$JGFDI)D$6IHDH*）

B% & A FF$BDFFG?（B C BD$JIDBJ)D$6GIIJ*） & A J6$BJFKF?（B C F$DHKGK)D$6KIGF*）

JK & A J6$%JGGJ?（B C BD$J%HHB)D$6I%GB*） & A %H$HHBII?（B C F$%FDKH)D$6JHF6*）

0 $ 1+"2&%%"& 3 $ 2&’)&#$’

DE%6 & A GD$H6D%F?（B C 6K$DGGHH)D$HJH6H* & A BDF$DFD%B?（B C BG$FHHHG)D$FJ%BI*）

B% & A II$HDBFK?（B C BG$JGBDI)D$KDG%K* & A GF $B666G?（B C BJ$%IH%I)D$JGG%J*）

JK & A I6$H6KHK?（B C BH$H%%KB)D$F%J%6*） & A HF$%FDGB?（B C BH$%KG6%)D$F%BJ6*）

&：39) (=-)5"’ :"’()*)+；*：39) #+08*9 *"()$

"#"#" 对生物量积累的影响：为了消除培养皿直径对菌丝增长的限制，用液体培养测定

铜对四种菌种生物量积累的影响。四种菌在营养液里振荡培养 BF: 后，过滤，测菌丝干
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重。结果如图 ! 所示。

图 ! 过量铜胁迫对菌丝生物量积累的影响

"#$%! &#’()** ’+ (,-./#) 0.*1’2*. 3’ 45 *30.**

在过量铜胁迫下，四种菌种生物量积累速度与

铜处理浓度呈负相关。 ! % "#$%&’ 对照在 678
里生物量增加到 69:($，在 !;($<= 铜处理培养

基中，生物量为 66;($，为对照的 ;>?；同样，

!;($<= 铜处理下，( % )&’*&#$’、+ % ,-")&%%"& 和 . %
*/-0’"12"-31 生物量分别为其对照的 ;!?、;7?
和 >:?。对不同铜浓度下四种菌种生物量与

其对照做方差分析，结果显示，过量铜对菌丝

的生长和物质积累产生了抑制作用。

"#$ 铜胁迫对碳氮积累的影响

对培养菌丝 @8 后的不同铜胁迫营养液中

碳和氮剩余量做测定，以初始碳含量 !AB9C;($<= 和氮含量 666C9($<= 为 6::?，计算出菌

丝 @8 内碳和氮相对消耗量，结果展示如图 7。

图 % 铜胁迫下菌丝碳氮积累量

"#$%7 D--5(5/)3#’2 )(’523 ’+ (,-./#) +’0 -)0E’2 )28 2#30’$.2

因为菌丝生长在一个封闭的环境里，培养液中碳氮的消耗量表现了菌丝对碳氮的需

求量和消耗速度，直接呈现了菌丝生理代谢速率。在过量铜胁迫环境里，四种测试菌种的

营养液中，其相对碳氮消耗量都随营养液中铜含量的增加而减少，且差异性显著。这个结

果显示，过量铜影响了碳氮代谢途径，减低了菌丝对碳和氮的消耗速度。铜对碳氮代谢生

理途径的具体影响，还需要做进一步的测试。

在不同铜处理水平下，! % "#$%&’ 和 ( % )&’*&#$’ 的碳相对消耗量大于 + % ,-")&%%"& 和 . %
*/-0’"12"-31，尤其在铜浓度相对较高的情况下（!;($<=），但四种菌种种间菌丝碳消耗量与

对照相比差异不显著（1!:C:7）。在试验用铜处理水平下，四种菌种种间碳消耗速度排序

为：! % "#$%&’ F ( % )&’*&#$’ F + % ,-")&%%"& F . % */-0’"12"-31。

与碳消耗相似，培养 @8 后，! % "#$%&’ 氮相对消耗量最大，在铜处理浓度为 6B($<= 的

生长条件下，四种菌种种间氮相对消耗量排序为：! % "#$%&’ F ( % )&’*&#$’ F + % ,-")&%%"& F . %
*/-0’"12"-31，与碳消耗情况相同。但随着铜处理浓度增大，各菌种间氮消耗量差异逐渐减

少，当铜浓度达到 !;($<= 时，相对消耗量趋于相等（;B? G ;!?）。
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当外生菌根真菌与其寄主植物结合后，通过共生组织（菌根）从寄主植物获得碳水化

合物，从土壤直接吸收有机养分供其生长［!，"］。离体培养的菌根真菌虽然与菌根真菌结合

体上的菌丝不一样，但其对培养基中碳水化合物和无机氮的消耗量，反映了菌丝的生理活

性［""］。过量铜胁迫下菌丝碳氮消耗量与对照相比显著受影响的结果显示，菌丝生理活性

受到铜的抑制。然而，菌丝在铜处理下的碳氮相对消耗量并不太低，在最高铜处理浓度

#$%&’( 条件下，所有菌种碳氮相对量都大于对照的 $)*，这个结果与铜对菌丝生物量积

累相一致（见 "+"+"）。菌丝在过量铜胁迫下，菌丝内铜含量随营养液中铜浓度的升高而

增加，以及相对碳氮消耗量较高的结果，显示供试菌种对铜具有较强的主动吸收能力。这

说明，测试菌种可能通过调节细胞的生理生化过程，减轻铜的生理毒害，达到抵抗外界过

量铜作用。然而，但是，具体调节机制，还需要通过测试铜污染环境下菌丝细胞的碳氮代

谢酶活性来了解。

!"# 结论

在过量铜胁迫下，四种外生菌根真菌都表现出初始生长受到抑制，但菌落直径增长依

然保持典型 , 生长模式。生物量积累随处理浓度增加而显著降低。

四种供试菌种在过量铜胁迫下，菌丝内铜含量随营养液中铜浓度的升高而升高，显示

出对铜具有较强的主动吸收能力。在测试的铜浓度范围内，不同菌种菌丝内铜积累量与

铜浓度相关关系不同，! - "#$%&’ 和 ( - )*+,’"-."+/- 为线性相关，0 - 1+"2&%%"& 和 ( - )*+,’"-."+/-
为指数相关。它们对碳和氮的积累速率顺序分别为：! - "#$%&’ . 3 - 2&’)&#$’ . 0 - 1+"2&%%"& .
( - )*+,’"-."+/-。
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