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摘  要：大田栽培条件下，环境温度无法精确调控，温度胁迫是影响羊肚菌生长发育的重要因素。抗氧

化酶和抗氧化活性物质是羊肚菌抵御逆境胁迫的重要因子。温度胁迫下，羊肚菌菌丝会通过增加相应酶

活性来减少活性氧的积累，降低对细胞的损伤。作者研究了不同温度对梯棱羊肚菌菌丝生长、抗氧化酶
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（超氧化物歧化酶 SOD、过氧化氢酶 CAT、谷胱甘肽还原酶 GR、谷胱甘肽过氧化物酶 GPX）活性及其基

因表达和抗氧化活性物质的影响，结果显示：在 5–25℃的温度区间内，随着温度的增加，菌丝生长速度

加快，菌丝的老化速度也加快；对抗氧化酶活性研究发现，SOD、GPX 和 GR 在低温下活性更高，CAT 在

高温下活性更高；抗氧化活性物质含量会随温度升高而增加，如还原型抗坏血酸（AsA）和还原型谷胱

甘肽（GSH）；温度越高，羊肚菌菌丝中 H2O2、O2-和丙二醛含量也随之增加。因此，在温度胁迫下，羊

肚菌通过启动不同的抗氧化酶和抗氧化活性物质来减少活性氧含量，缓解菌丝损伤，本研究为探讨温度

对羊肚菌种质质量的影响和栽培条件优化提供了基础数据支撑。 
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Abstract: In filed cultivation, the ambient temperature cannot be precisely regulated, then 
temperature stress is an important factor affecting the growth and development of Morchella 
importuna. Antioxidant enzymes and antioxidant active substances are important factors for M. 
importuna to resist stress. Under temperature stress, mycelia are able to increase corresponding 
enzyme activity to reduce the accumulation of reactive oxygen species and to reduce the 
damage to cells. The effects of different temperatures on the growth of mycelium, antioxidant 
enzyme activity (sueroxide dismutase, catalase, glutathione reductase, and glutathione 
peroxidase), gene expression and antioxidant active substances are studied. As a result, in the 
temperature range of 5–25°C, with the increase of temperature, the growth rate of mycelia is 
accelerated, and the aging rate of mycelia is accelerated. It was found that SOD, GPX and GR had 
higher activity at low temperature, and CAT had higher activity at high temperature. The content 
of antioxidant active substances, such as reduced ascorbic acid (AsA) and reduced glutathione 
(GSH), increased with the increase of temperature. The content of H2O2, O2- and MDA in M. 
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importuna hyphae increased with the increase of temperature. Therefore, under temperature 
stress, M. importuna activate different antioxidant enzymes and antioxidant active substances to 
reduce the content of reactive oxygen species and alleviate mycelial damage. Our study provides 
basic data support for regulation of temperature effecting quality of spawn and the optimization 
of cultivation conditions of M. importuna. 
Key words: Morchella importuna, antioxidant enzymes, gene expression, active oxygen 

 
羊肚菌 Morchella spp.属于低温食用菌，

温度是影响其生长发育的关键因子之一（郝

海波等 2021）。近年来，温度异常导致当地

羊肚菌生产的减产甚至绝收的现象时有报

道。肖锋等（2000）应用正交试验方法研究

了温度、pH 值、光照对羊肚菌 M. esculenta
菌丝生长的影响，结果显示温度是影响羊肚

菌菌丝生长的主要因素。食用菌的温度响应

机制已经成为食用菌研究热点之一（张金霞 
2015）。刘秀明等（2015）研究发现高温胁迫

下白灵侧耳 Pleurotus eryngii var. tuoliensis 
C.J. Mou 的栽培种质和微观菌丝形态均发生

了显著变化。程泳春等（2020）研究了温度

对斑玉蕈 Hypsizygus marmoreus 后熟阶段生

理活性的影响，结果显示随温度升高，菌包

颜色由白色变为浅黄色，过高的培养温度还

造成了菌丝大量死亡，无法正常出菇。 
温度胁迫会使生物体发生氧化应激反

应，并伴随活性氧（reactive oxygen species，
ROS）的积累。ROS 包括超氧阴离子（superoxide 
anions，O2-）、过氧化氢（H2O2）和羟基自

由基（HO-）（D’Autréaux & Toledano 2007）。
已有研究表明，低温胁迫会对草菇造成氧化

损伤，低温胁迫过程中超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）活性前期上升

后期下降，过氧化氢酶（catalase，CAT）和

抗坏血酸过氧化物酶（aseorbate peroxidase，
APX）活性总体上升，谷胱甘肽（ reduced 
glutathione，GSH）含量增加（姜威 2014）；
在高温胁迫中糙皮侧耳会增加过氧化氢酶

（CAT）活性来缓解损伤（王丽宁等 2019）。
赵旭（2019）关于香菇 Lentinula edodes 高温

胁迫的研究表明，香菇高温表型分析的最佳

胁迫温度为 37℃，不同高温胁迫 24h，香菇

主栽品种 18 菌株及经诱变筛选得到的高温

恢复型菌株 18N44 两个香菇菌株在基因、蛋

白和代谢物方面均有显著差异。当食用菌生

长环境温度与其适宜培养温度相差过大时，

食用菌体内活性氧以及抗氧化机制发生应激

变化，以此缓解逆境胁迫的伤害（管道平

2004）。 
羊肚菌作为需氧生物，细胞进行生命活

动时，线粒体等会产生活性氧（ROS），不同

温度处理会影响细胞内 ROS 的动态平衡，导

致细胞结构、糖类和DNA等的损伤，影响细

胞正常生命活动。生物体为了正常的生长发

育，利用自身生理发展出一套抗氧化防御机

制用以清除 ROS（Krengel & Törnroth-Horsefield 
2015），分为酶促清除机制和非酶促清除机

制。其中酶促机制包括超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽还

原酶（glutathione reductase，GR）和谷胱甘

肽过氧化物酶（gliutathione，GPX）等。非酶

促机制主要是一些抗氧化剂，包括还原型抗

坏血酸（ascorbic acid，AsA）和还原型谷胱

甘肽（GSH）等。温度对羊肚菌菌丝细胞内

抗氧化系统影响的研究尚未有报道。因此，

本研究对不同温度下羊肚菌菌丝生长速度，

抗氧化酶（SOD、CAT、GR 和 GPX）活性及其

基因表达水平、抗氧化物质、活性氧（H2O2



研究论文  22 December 2021, 40(12): 3276-3285   Mycosystema  ISSN1672-6472  CN11-5180/Q 

 

菌物学报 3279

和 O2-）含量和丙二醛（malondialdehyde，
MDA）含量的变化进行研究，以期了解温度

对羊肚菌菌丝胞内抗氧化酶的影响及其变

化趋势，为羊肚菌栽培条件优化提供数据

支撑。 

1 材料与方法 
1.1 材料 
1.1.1 供试菌株：梯棱羊肚菌 Morchella 
importuna (M. Kuo, O’Donnell & T.J. Volk)菌株

“申羊一号”由上海市农业科学院食用菌研

究所菌种保藏中心提供。 
1.1.2 培养基和试剂：PDA 培养基、PDB 液体

培养基、抗坏血酸过氧化物酶（APX）活性测

定试剂盒、还原型抗坏血酸（AsA）含量测定

试剂盒、BCA 法蛋白含量测定试剂盒、谷胱

甘肽过氧化物酶（GSH-Px）活性测定试剂盒、

谷胱甘肽还原酶（GR）活性测定试剂盒、还

原型谷胱甘肽（GSH）含量测定试剂盒、超

氧化物歧化酶（SOD）活性测定试剂盒、丙

二醛（MDA）含量测定试剂盒、超氧阴离子

（OFR）含量测定试剂盒、过氧化氢（H2O2）

含量测定试剂盒、过氧化氢酶（catalase，CAT）
活性测定试剂盒等购买于苏州科铭生物技术

有限公司。 
1.2 方法 
1.2.1 不同温度处理后菌丝生长速度测定：将

试管菌种转接到 PDA 培养基上进行活化，

菌种活化后转接相同直径的菌块在 PDA 培养

基中央，25℃下培养 2d，再置于不同的温度

处理 5、10、15、20、25℃，处理时间 5d。
分别记录不同温度处理下 24h 和 48h 时菌丝

在平板上的延伸程度以标记菌落直径，菌丝

生长速度=48h 测量直径-24h 测量直径。 
1.2.2 菌丝形态观察：将 5 个温度处理，每个

处理 5 个重复共计 25 个培养基平板，使用倒

置显微镜（蔡司 LSM 880）40x 条件下，观察

菌丝的微观形态。 
1.2.3 酶活及其抗氧化物质变化测定：活化后

的菌种采用 PDB 液体培养基培养，然后分别

置于不用的温度下处理 24h，收集菌丝，备

用。SOD、CAT、GR、GPX、超氧阴离子、MDA
等含量测定方法参照苏州科铭生物科技股份

有限公司的试剂盒说明书进行。 
1.2.4 不同温度处理后抗氧化酶基因表达水

平变化：收集 5 个温度处理，每个处理 5 个

重复，共计 25 个平板菌丝，用 Redzol 法提取

RNA，按照反转录试剂盒操作说明将 RNA 反

转录成 cDNA。将反转录产物  cDNA 放入

-20℃冰箱中待后续荧光定量使用。荧光定量

PCR（RT-PCR）的内参基因是 act1，以 5℃作

为对照组，反应条件：第一阶段 95℃ 20s；第

二阶段 95℃ 5s，60℃ 15s，72℃ 15s，循环 40
次；第三阶段 95℃ 15s，60℃ 1min。每个样

品设3个重复。RT-PCR数据由仪器StepOnePlus
的软件 StepOneSoftwarev2.2.2 获取。 
1.3 统计学分析 

记录酶活性、氧化物质含量数据以及基

因表达量数据，用 Graph Pad Prism 6.0 对记

录处理后的数据进行绘图，用 SPSS 26.0 对记

录处理数据进行 Duncan 多重比较分析，

P<0.05 为组间差异，具有统计学意义。 

2 结果与分析 
2.1 不同温度处理对菌丝生长速度的影响 

羊肚菌菌丝生长速度测定结果表明，在

5–25℃这个温度区间，菌丝生长速度随着温

度升高而增加，存在显著性差异（P<0.05）
（图 1A）。同时发现随着处理温度的升高，羊

肚菌菌丝逐渐出现菌核现象，20℃下可见羊

肚菌菌丝已经出现黄褐色菌丝，25℃下黄褐

色更加明显（图 1B）。此外，在显微镜下观察

到随着温度上升，羊肚菌菌丝分叉增多（图

1C），因此，温度升高会诱导羊肚菌菌丝分叉。 
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图 1 不同温度处理对羊肚菌菌丝生长和形态的影

响   A：菌丝生长速度；B：不同温度下培养皿中

羊肚菌菌落形态；C：不同温度下菌丝的微观形态，

标尺 =10μm. 不同小写字母表示差异显著性

（P<0.05）. 下同 
Fig. 1 Effects of different temperature treatments on 
the growth and morphology of Morchella importuna 
hyphae. A: Growth rate of mycelia; B: Growth of 
mycelia in petri dishes at different temperatures; C: 
Microscopic morphology of mycelia at different 
temperatures, bars=10μm. Different lowercase 
letters indicate significant difference (P<0.05). The 
same below. 

2.2 不同温度处理对羊肚菌活性氧和丙二醛

含量的影响 
逆境胁迫下，胞内活性氧产生和清除的

平衡被打破，随着活性氧逐渐增加，细胞中

蛋白质、DNA 和不饱和脂肪酸等受损，引起

膜脂过氧化，而 MDA 就是膜脂过氧化的指

标。MDA 含量随处理温度的升高显著上升

（P<0.05）（图 2A）。超氧阴离子含量也随着 
 

 
 

图 2 不同温度处理对羊肚菌活性氧含量的影响   
A：不同温度下菌丝中 MDA 含量；B：不同温度下

菌丝中 O2-含量；C：不同温度下菌丝中 H2O2 含量 
Fig. 2 Effects of different temperature treatments on 
ROS content of Morchella importuna. A: MDA 
content in mycelia at different temperatures; B: O2- 
content in mycelia at different temperatures; C: H2O2 
content in mycelia at different temperatures. 
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温度升高显著上升（P<0.05），与 MDA 相似，

其含量也在 25℃时达到最大值。H2O2 含量也

随着温度升高显著升高（P<0.05）（图 2C），
但与 MDA 和超氧阴离子不同的是，H2O2 的含

量在 10–15℃无显著差异（P>0.05）（图 2B）。 
2.3 不同温度处理对羊肚菌抗氧化酶活性的

影响 
研究发现，SOD 酶活性随着处理温度的升

高呈现下降的趋势，酶活性在 5℃处理下达到

最大值，且差异显著（P<0.05）（图 3A）。

CAT 的酶活性随着处理温度的升高显著上升

（P<0.05），酶活性在 25℃处理下达到最大

值，在 10–20℃无显著差异（P>0.05）（图 3B）。
GR 的活性随温度升高显著降低（P<0.05），

5℃下酶活性最高，在 20–25℃无显著差异

（P>0.05）；GPX 的活性（图 3C）也随温度升

高显著降低（P<0.05）（图 3D）。 
2.4 不同温度处理对羊肚菌抗氧化活性物质

的影响 
非酶促清除系统主要包括一些抗氧化

剂，如抗坏血酸（ascorbic acid，AsA）、谷

胱甘肽（GSH）、酶类、生物碱、非蛋白氨 

 

 
 

图 3 不同温度处理对羊肚菌抗氧化酶活性的影响   A：不同温度下菌丝中 SOD 活性；B：不同温度下菌

丝中 CAT 活性；C：不同温度下菌丝中 GR 活性；D：不同温度下菌丝中 GPX 活性 
Fig. 3 Effects of different temperature treatments on antioxidant enzyme activity of Morchella importuna. A: 
SOD activity in mycelia at different temperatures; B: CAT activity in mycelia at different temperatures; C: GR 
activity in mycelia at different temperatures; D: GPX activity in mycelia at different temperatures.  
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基酸等（Taha et al. 2020）。抗氧化酶和抗氧

化剂能够共同清除活性氧，减轻不同温度胁

迫对生物细胞的损伤。APX 在抗坏血酸-谷胱

甘肽循环中，以抗坏血酸作为电子受体，发

挥清除 H2O2 的作用。APX 与 H2O2 的亲和力比

CAT 和 POD（peroxidase，过氧化物酶）更强，

已经证明在不同的胁迫条件下，植物中的

APX 表达量增大。AsA 含量随处理温度升高

先上升后下降，在 20℃处理下达到最大值

（图 4A）；还原型 GSH 的含量随温度升高显

著上升（P<0.05）（图 4B）。 
 

 
 

图 4 不同温度处理对羊肚菌抗氧化活性物质的影

响   A：不同温度下菌丝中 AsA 含量；B：不同温

度下菌丝中 GSH 含量 
Fig. 4 Effects of different temperature treatments on 
antioxidant active substances in Morchella 
importuna. A: AsA content in mycelia at different 
temperatures; B: GSH content in mycelia at different 
temperatures. 

2.5 不同温度处理对羊肚菌抗氧化酶基因表

达的影响 
以 act1 为内参基因，5℃下各酶基因表

达量作为对照组。cat 基因表达量在 20℃下

达到最高；sod 基因表达量在 10℃下达到最

高，20℃其次；gpx 和 gr 的基因表达量变化

趋势相似，都在 20℃下达到最高，15℃下最

低。总体来说各酶基因表达量在 15℃下最低，

其中 cat、gpx、gr 的基因表达量在 20℃达到

最高，sod 在 10℃下达到最高（图 5）。 

3 讨论 
羊肚菌属于低温型食用菌。近年来，我

国羊肚菌栽培面积不断扩大，栽培区域遍布

除热带地区外的全国各地（刘伟等 2019）。
温度已成为限制羊肚菌推广区域的重要因

素。因人们缺乏温度对羊肚菌生长规律的认

识和相关基础研究的开展，所以温度影响羊

肚菌种质和生产的情况时常发生。本研究通

过不同的温度处理，深入研究了温度对羊肚

菌外部形态及胞内抗氧化系统的影响，结果

显示，羊肚菌生长速度在 5–25℃之间随着温

度升高一直增加，在 20–25℃区间内的增幅

减缓。李洁等（2004）研究发现，25℃条件

下，羊肚菌菌丝生长最好，而在 30℃时菌丝

变褐，较早出现老化现象，并认为 25℃是羊

肚菌菌丝生长和孢子萌发的最佳温度条件。

朱永真（2011）认为羊肚菌菌丝在 4℃下生

长缓慢，在 10–22℃之间，随着温度升高，

菌丝生长速率增加，并且在 22℃达到最大值，

在 22–34℃之间，随着温度升高，菌丝生长

速率降低，并且在 34℃停止生长。上述研究

结果与本研究观测的羊肚菌生长速度趋势基

本一致，其菌丝生长速度最快的温度在

20–25℃。但此温度下，菌丝易发生分泌色素、

出现菌核的菌丝老化现象（图 1B），同时微观

形态显示菌丝分叉明显增多（图 1C）。因此， 
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图 5 不同温度处理对羊肚菌抗氧化酶基因表达的影响   A：不同温度下菌丝 sod 表达量；B：不同温度

下菌丝 cat 表达量；C：不同温度下菌丝 gr 表达量；D：不同温度下菌丝 gpx 表达量 
Fig. 5 Effects of different temperature treatments on antioxidant enzyme gene expression in Morchella 
importuna. A: The expression level of sod in mycelia at different temperatures; B: The expression level of cat in 
mycelia at different temperatures; C: The expression level of gr in mycelia at different temperatures; D: The 
expression level of gpx in mycelia at different temperatures. 

 
为了保证菌种质量，羊肚菌菌丝培养时，除了

考虑菌丝生长速度指标外，可能还需要兼顾菌

落形态和菌丝微观形态等特征。 
温度胁迫是重要的非生物胁迫因子之

一，影响生物体的生长发育和产量，并诱导

植物在分子、生理和生化水平上发生显著变

化（Kotak et al. 2007），从而使其能够应对温

度胁迫的影响。胡开辉等（2009）研究表明

斑玉蕈菌丝在低温胁迫下，体内抗氧化机制

也会做出相应改变，SOD、CAT 的活性在最初

9h 内上升较快，MDA 含量相应时间内也在上

升。而本研究表明，随着温度升高，羊肚菌

菌丝中的活性氧（超氧阴离子、H2O2）含量

都显著增加，与上述研究结果一致。黄年来

（2000）认为当食用菌遭受到温度胁迫时，

菌丝体内超氧阴离子等活性氧产生速率增

加，引起结构和功能上的损伤，同时机体内

SOD 活性氧清除酶发生应激性变化，缓解逆

境胁迫的伤害。本研究结果表明 SOD、GPX、
GR 这 3 种酶的活性在 5℃时达到最高，而 CAT
在 25℃时达到最高。温度过高或过低都会造

成胁迫，不适合羊肚菌的生长。低温胁迫时

SOD、GPX、GR 3 种酶发挥清除活性氧的主要

作用，并可以有效保持 MDA、O2-和 H2O2 含
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量在较低水平（图 2）。温度在 5–10℃时，cat
和 sod 的基因表达量增加，gpx 和 gr 无显著

变化，SOD、GPX、GR 3 种酶活性较 5℃时下

降，MDA、O2-和 H2O2 含量增加，但氧化还原

系统整体处于平衡状态，15℃时 cat、gpx、
gr 和 sod 的基因表达量最低（图 5）。当温度

达到 20℃时 cat、gpx、gr 的基因表达量均达

到最高，sod 基因表达量达次高（图 5），原

有胞内氧化还原系统的平衡被打破，AsA 含

量也达到最大值，此时高温胁迫已经发生，

羊肚菌菌丝细胞为了应对胁迫启动了相关基

因的表达。当温度 25℃时，除了分子和生化

水平上的变化，菌丝微观形态和菌落宏观表

型上也已经有显著变化。 
综上所述，不同温度对羊肚菌菌丝形态

及生长速度都有影响，随着温度升高，菌丝

生长速度增加，其出现菌核以及菌丝老化的

速度也随之增加。菌丝胞内抗氧化体系的酶

活及抗氧化物质也随温度改变而改变，其中

SOD、GPX、GR 的酶活性都在低温胁迫时发

挥清除活性氧的主要作用，而 CAT 在高温胁

迫时起清除活性氧的主要作用。对于抗氧化

活性物质而言，AsA 含量在 20℃达到最高，

GSH 含量在 25℃达到最高。羊肚菌菌丝中活

性氧物质（O2-、H2O2）含量也都在 25℃时达

到最高。这说明高温较低温而言，会使羊肚

菌菌丝细胞产生更多活性氧物质，并伤害菌

丝细胞，而菌丝则通过产生抗氧化活性物质

和 CAT 来清除大量活性氧，以缓解对菌丝细

胞的氧化伤害。低温下，菌丝也会通过产生

SOD、GPX 和 GR 来缓解细胞损伤。本研究对

不同温度下羊肚菌的菌丝性状、抗氧化酶活

性和抗氧化酶基因表达的研究，为今后了解

温度对羊肚菌菌丝胞内抗氧化酶的影响及其

变化趋势，为羊肚菌栽培条件优化提供了数

据支撑。 
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