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研究报告 

草菇过氧化氢酶基因(VvCAT1)异源表达及耐温度胁迫功能

分析 

杨焕玲  常婷婷  赵妍*  游华芳  查磊  李正鹏  仝宗军  陈明杰* 
上海市农业科学院食用菌研究所  上海  201403 

摘  要：【背景】过氧化氢酶(Catalase，CAT)参与真菌的生长发育，逆境胁迫时保护真菌免受氧化    

损伤。【目的】实现草菇过氧化氢酶基因(VvCAT1)的异源表达，分析 VvCAT1 耐温度胁迫的功能。   

【方法】克隆 VvCAT1，构建过表达载体 pBAR GPE1/VvCAT1，转化到大肠杆菌(Escherichia coli)菌

株 Stbl3 中，异源表达草菇过氧化氢酶。测定温度胁迫后重组菌(pBAR GPE1/VvCAT1/Stbl3)与对照

菌(pBAR GPE1/Stbl3)的过氧化氢酶活性和生长情况，验证 VvCAT1 的功能。【结果】重组菌的 CAT

酶活性显著提高，生长情况显著优于对照菌。【结论】VvCAT1 的导入及表达显著提高了大肠杆菌 

Stbl3 的耐温度胁迫功能。 
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Expression of catalase gene (VvCAT1) from Volvariella volvacea in 
Escherichia coli and its temperature tolerance 
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Abstract: [Background] Catalase (CAT) is involved in the growth and development of fungi and protects 
them from oxidative damage in the event of stress. [Objective] The VvCAT1 gene from Volvariella 
volvacea was expressed in Escherichia coli Stbl3 and its temperature tolerance was characterized. 
[Methods] VvCAT1 was cloned to construct a recombinant plasmid pBAR GPE1/VvCAT1 which was then 
transformed into Stbl3 to yield a recombinant strain expressing catalase. Catalase activity and growth of 
the recombinant strain (pBAR GPE1/VvCAT1/Stbl3) and the control strain (pBAR GPE1/Stbl3) were 
measured to verify the temperature tolerance. [Results] The recombinant strain exhibited stronger heat and 
cold tolerance than the control with increased catalase activity and better growth. [Conclusion] The 
transgenosis and expression of VvCAT1 significantly improved the heat and cold tolerance of E. coli Stbl3. 
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草菇[Volvariella volvacea (Bull.) Singer]属于高

温型食用菌，32−35 °C 为最适生长温度，在 0−4 °C

的冷藏条件下出现低温自溶现象[1]。草菇由于不耐

低温，产生了菌种低温保藏、子实体的贮藏和运输

等一系列问题，严重限制了草菇产业的快速发展[2]。 

过氧化氢酶(Catalase，CAT)是一种广泛存在于

生物体内的抗氧化酶，主要分布在细胞质、乙醛酸

循环体和过氧化物酶体中，少数存在于线粒体内[3-4]。

在生物体遭受胁迫时，细胞膜上的受体物质接收并

传 递胁迫信号 ，胞内的活 性氧 (Reactive Oxygen 

Species，ROS)含量会迅速增加，生物体内的 ROS 清

除系统通过抗氧化酶来调控胞内 ROS 的平衡。H2O2

作为主要的活性氧物质，浓度过高时则会导致氧化

损伤，引起细胞程序性死亡。CAT 是分解 H2O2 的主

要途径，在生物抗逆性上起到重要作用[5-7]。 

本研究克隆并异源表达了草菇过氧化氢酶

VvCAT1 基因，检测重组菌和对照菌在热胁迫及冷

胁 迫 下 菌 株 的 酶 活 性 及 生 长 情 况 差 异 ， 验 证

VvCAT1 基因的功能，以期为草菇抗逆定向育种及

子实体保鲜提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

草菇主要栽培品种 V23 保藏于上海市农业科

学院食用菌研究所。 

大肠杆菌(Escherichia coli)感受态细胞(Stbl3)

和过表达载体 pBAR GPE1 均购于吉满生物科技(上

海 ) 有 限 公 司 ， 抗 性 基 因 是 氨 苄 青 霉 素

(Ampicillin，Amp)，载体全长 5 518 bp。 

1.2  构建过表达重组菌 

在草菇全基因组信息中进行 BLAST 搜索，获

得草菇的 VvCAT1 基因序列，详情参见姜威[8]的方

法。将 VvCAT1 基因序列整合到经 BamH I 和 EcoR 

I 双酶切后的 pBAR GPE1 载体上，详情参考杨焕玲

等[9]的转化方法，构建 pBAR GPE1/VvCAT1/Stbl3

重组菌和 pBAR GPE1/Stbl3 对照菌。取 50 μL 重组

菌和对照菌液，分别涂布到 LB 固体培养基(含有

100 µg/mL Amp)上，37 °C 培养过夜。挑取单菌

落，接种到 LB 液体培养基(含有 100 µg/mL Amp)中，

37 °C、220 r/min 培养过夜，进行菌液 PCR 验证。 

在 NCBI 网站上使用 Primer-BLAST 在线设计

PCR 引物，VvCAT1 基因的 PCR 正向引物序列为：

5′-ATGAGCGGTGTAGCCTCTACTGC-3′； 反向引

物序列为：5′-TTAGTACGCGACACCACTAGTCAA 

T-3′，引物由上海擎科生物科技有限公司合成。

PCR 反应体系和条件参照杨焕玲等[9]的方法。PCR

扩增产物送上海擎科生物科技有限公司进行测序，

将测序结果与 VvCAT1 进行序列比对，验证重组菌

是否构建成功。 

1.3  目的蛋白质的表达 

将重组菌菌液接种于 100 mL LB 液体培养基(含

有 100 μg/mL Amp)中，在转速为 37 °C、220 r/min

恒温摇床上培养 2.5−3.0 h，在 600 nm 处菌液的吸光

度值为 0.6 时，加入 IPTG 使终浓度达到 1 mmol/L，

继续诱导培养 6 h。对照菌的操作采用相同的方法。

蛋白质的提取方法参考杨焕玲等[9]，SDS-PAGE 操作

参考辛苗苗[10]，使用 8%分离胶检测 VvCAT1 蛋白质

的相对表达量。为量化重组菌表达 VvCAT1 蛋白质

情况，使用 ImageJ 软件进行灰度分析。 

1.4  耐温度胁迫功能分析 

分别取 100 μL 的重组菌液和对照菌菌液，接种

到 LB 液体培养基 (含有 100 µg/mL Amp)中， 

37 °C、220 r/min 恒温摇床上培养 2.5−3.0 h，在   

600 nm 处菌液的吸光度值为 0.6 时，加入 IPTG 使终

浓度达到 1 mmol/L，继续诱导培养 6 h。分别进行耐

热性及耐冷性实验，由于 CAT 可以分解 H2O2，使反

应溶液在 240 nm (H2O2 有特征吸收峰)下的吸光度随

反应时间下降，根据吸光度的变化率计算出 CAT 活

性[11]；参考邓婷婷等[12]的方法，测定胁迫处理后大

肠杆菌在 600 nm 处的吸光度值，分析其生长情况。 

1.4.1  耐热性实验 

将重组菌和对照菌转入 50 °C 的培养箱中，分

别热胁迫 0、2、4、6、8、10 h。收集不同热胁迫
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处理的菌液，详细步骤参考杨焕玲[13]的方法，分

别使用紫外分光光度法测定粗酶液在 240 nm 处的

吸光度值，使用二喹啉甲酸(Bicinchoninic Acid，

BCA)法检测样品的蛋白质浓度，用样本蛋白浓度

计算胁迫下重组菌与对照菌的 CAT 酶活性。测定

热胁迫处理后重组菌和对照菌在 600 nm 处的吸光

度值，分析其生长情况，每个处理设置 3 个生物学

重复。 

1.4.2  耐冷性实验 

将重组菌和对照菌转入 4 °C 冰箱中，分别冷

胁迫 0、2、4、6、8、10 d。冷胁迫处理后重组菌

和对照菌的测定方法同 1.4.1。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 扩增检测 VvCAT1 

草菇过氧化氢酶基因(VvCAT1)全长 2 274 bp，

使用设计的引物 PCR 扩增重组菌中 VvCAT1 基因片

段，1%琼脂糖凝胶电泳检测结果显示，存在与草菇

过氧化氢酶基因的片段大小(2 274 bp)相符的单一条

带(图1)，将PCR扩增产物进行测序，结果与VvCAT1 

 

 
 

图 1  PCR 扩增大肠杆菌 VvCAT1 的电泳图谱 
Figure 1  Electrophoresis picture of VvCAT1 by PCR in 
Escherichia coli 

注：M：D2000 Marker；1：对照菌；2：大肠杆菌 Stbl3；3：

重组菌 
Note: M: D2000 Marker; 1: Control strain; 2: E. coli Stbl3; 3: 
Recombinant strain 

基因序列保持一致，说明过表达 VvCAT1 重组菌构

建成功。 

2.2  SDS-PAGE 检测蛋白质表达情况 

使用 ExPASy ProtParam 工具在线预测 VvCAT1

蛋白的分子量、等电点、稳定系数、疏水性等基本

理化性质。编码草菇 VvCAT1 的氨基酸数为 757 个，

预测蛋白质分子量为 84.03 kD，等电点 6.40，不稳

定系数为 29.88，属于稳定蛋白；疏水性系数为

−0.370，表明该蛋白具有亲水性。对照菌与重组菌

蛋白质 SDS-PAGE 电泳结果显示(图 2)，在相对分子

质量 70−100 kD 之间，重组菌相较于对照菌出现一

条明显的蛋白质条带，与理论上 VvCAT1 蛋白质的

相对分子质量 84.03 kD 吻合。使用 ImageJ 软件进一

步做灰度分析，泳道 1−4 目的蛋白的灰度值如    

图 3 所示，重组菌的灰度值显著高于对照菌(P<0.05)，

说明重组菌成功表达了草菇 VvCAT1 蛋白质。 

2.3  草菇 VvCAT1 异源表达的耐热胁迫能力分析 

采用紫外分光光度法测定过氧化氢酶(CAT)

的活性 [13]，在热胁迫(50 °C)过程中，重组菌的

CAT 酶活力要显著高于对照菌，两菌株的 CAT

酶活性基本呈上升趋势(2 h 除外)；重组菌和对

照菌在未受到热胁迫时，CAT 酶活力最低，分

别为 0.36、0.21 nmol/(min·mg-protein)；重组菌

在热胁迫 2 h 和 10 h 时，CAT 酶活性最高，均为

1.53 nmol/(min·mg-protein) (图 4)。通过测定大 

 

 
 

图2  重组菌和对照菌表达VvCAT1蛋白质的SDS-PAGE

图谱 
Figure 2  SDS-PAGE picture of VvCAT1 expressed in the 
recombinant and the control strains 

注：1、2：对照菌；M：蛋白质标记；3、4：重组菌 
Note: 1, 2: Control strain; M: Protein Marker; 3, 4: Recombinant strain 



杨焕玲等: 草菇过氧化氢酶基因(VvCAT1)异源表达及耐温度胁迫功能分析 4057 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 3  SDS-PAGE 目的蛋白灰度值 
Figure 3  Integrated density of target protein in 
SDS-PAGE 

注：*：具有统计学意义(P<0.05)；ns：无显著性差异(P>0.05) 
Note: *: Significant difference at P<0.05; ns: No significant 
difference at P>0.05 

 

肠杆菌在 600 nm 下的吸光度值[9]，比较重组菌和

对 照 菌 的 生 长 情 况 ( 图 5) 。 在 整 个 热 胁 迫 阶      

段(2−10 h)，重组菌吸光度值要显著高于对照菌；

在受到短时间(4 h)热胁迫时，重组菌和对照菌的生

长未受到严重影响，呈上升趋势；随着热胁迫时

间的延长，两菌的生长速度受到明显抑制。重组

菌的 CAT 酶活性与生长均显著优于对照菌，表明

VvCAT1 基因的过表达显著提高了大肠杆菌 Stbl3 的

耐热性。 
 

 
 

图 4  重组菌和对照菌在热胁迫下过氧化氢酶活性的比较 
Figure 4  Comparison of CAT activity in the recombinant 
and the control strains under heat stress 

注：*：具有统计学意义(P<0.05) 
Note: *: Significant difference at P<0.05 

 
 

图 5  重组菌和对照菌在热胁迫下生长情况的比较 
Figure 5  Comparison of growth of the recombinant and 
the control strains under heat stress 

注：*：具有统计学意义(P<0.05) 
Note: *: Significant difference at P<0.05 

 
2.4  草菇 VvCAT1 异源表达的耐冷胁迫能力分析 

通过测定冷胁迫(4 °C)过程中重组菌和对照菌过

氧化氢酶(CAT)的活性，重组菌的 CAT 酶活力显著高

于对照菌；两菌株的 CAT 酶活力在整个冷胁迫过程

中基本呈现上升趋势；重组菌在未受到冷胁迫时

CAT 酶活力最低，为 0.40 nmol/(min·mg-protein)；  

重组菌在冷胁迫 10 h 时 CAT 酶活性最高，为   

1.10 nmol/(min·mg-protein) (图 6)。在整个冷胁迫过 

 

 
 

图 6  重组菌和对照菌在冷胁迫下过氧化氢酶活力的比较 
Figure 6  Comparison of CAT activity in the recombinant 
and the control strains under cold stress 

注：*：具有统计学意义(P<0.05) 
Note: *: Significant difference at P<0.05 
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程(2−10 d)中，重组菌与对照菌的吸光度值呈现上

升趋势；在冷胁迫时重组菌和对照菌持续缓慢生

长，基本不受影响(图 7)。重组菌的 CAT 酶活性与

生长情况均优于对照菌，表明 VvCAT1 基因的过表

达提高了大肠杆菌 Stbl3 的耐冷性。 

3  讨论与结论 

过氧化氢酶在生物逆境胁迫防御应答、生长发

育等生理过程中起着重要作用，表达活性受温度、

光照、干旱及其他病原微生物等诸多因素的影响。 

在农业生产领域上，通常采用提高抗氧化酶

活性和增强 ROS 代谢的方法来提高植物的耐受

性。为了培育低温水稻，将小麦 CAT 转入水稻，

转基因水稻表现出较高的 CAT 活性，提高了水稻

的耐低温能力 [14]；为了提高棉花的抗旱性，将

KatG 转入棉花中，转基因棉花具有较好的生长和

生理优势[15]；将火龙果 CAT 转化到烟草中，提高

了烟草抵抗干旱和低温胁迫的能力[16]；将玉米 CAT2

转入烟草中，可以减轻除草剂对烟草的毒性[17]；红

薯中 CAT2 在大肠杆菌和酿酒酵母中过表达后，提

高了二者的耐盐和耐旱能力 [18]；甘蔗上分离的

ScCAT1 在 甘 蔗 鞭 孢 堆 黑 粉 菌 (Sporisorium 

scitamineum)侵染、植物激素(SA、MeJA 和 ABA) 

 

 
 

图 7  重组菌和对照菌在冷胁迫下生长情况的比较 
Figure 7  Comparison of growth of the recombinant and 
the control strains under cold stress 

注：*：具有统计学意义(P<0.05)；ns：无显著性差异(P>0.05) 
Note: *: Significant difference at P<0.05; ns: No significant 
difference at P>0.05 

处理、氧化胁迫(H2O2)、重金属胁迫(CuCl2)和高渗

透胁迫(PEG 和 NaCl)下表达量均有显著上升，

ScCAT1 在大肠杆菌中过表达后，显著提高了大肠

杆菌对 CuCl2、CdCl2 和 NaCl 的抗性，ScCAT1 对生

物胁迫和非生物胁迫积极响应，参与了保护甘蔗免

受活性氧化剂的环境刺激[19]。在植物中过氧化氢酶

基因的遗传转化比较成熟，但现阶段食用菌中 CAT

的研究相对较少，主要集中于胁迫条件下酶活性和

基因表达量的分析。金针菇(Flammulina velutipes)、

杏鲍菇(Pleurotus eryngii)的菌丝在低温和高温胁迫

时，CAT 活性都呈现先上升后下降的趋势，真姬菇

(Hypsizygus marmoreus)的菌丝在低温下 CAT 活性小

幅上升，高温下 CAT 活性先小幅下降然后保持平   

稳 [20]；阿魏菇(Pleurotus ferulae)菌丝在低温胁迫

时，CAT 活性先上升后下降[21]；白灵菇[Pleurotus 

eryngii subsp. tuoliensis (Bailinggu)]菌丝低温处理

后，CAT 表达量显著上升[22]；糙皮侧耳(Pleurotus 

ostreatus)的 CAT 在高温胁迫和生长发育过程中表现出

显著差异性，在高温胁迫响应中发挥重要作用，CAT

过表达在一定程度上增强菌丝对 H2O2 耐受性[23-24]。 

本课题组长期从事草菇育种、栽培及保鲜相关

工作，以期培育草菇耐低温新品种并延长草菇低温

保鲜时间，为草菇产业的发展奠定基础。前期使用

草菇 VH3 (较耐低温菌株)和 V23 (低温敏感型菌株)

进行低温胁迫实验，结果显示，两菌株的 VvCAT1

基因表达在低温胁迫过程中整体呈下降趋势，但

VH3 的 VvCAT1 的相对表达量显著高于 V23，CAT

的活性在低温胁迫期间总体呈上升的趋势，而且

VH3 的 CAT 活性上升速度高于 V23，表明 CAT 能

够更有效地清除 H2O2，VvCAT1 的相对高表达可能

提高了草菇耐低温性 [8,25]。在此基础上，本文将

VvCAT1 异源表达并验证其基因功能，研究结果表

明 VvCAT1 的导入及表达显著提高了大肠杆菌 Stbl3

的耐热性和耐冷性，证明 VvCAT1 在草菇低温胁迫

防御应答中起到重要作用。这为进一步改善草菇低

温自溶问题提供了方向，也为草菇抗逆育种及延长

草菇保鲜时间提供了一定的理论依据。 
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