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摘要    采用碳氮摩尔比分别为 56/2.2 和 28/44 的液体培养基, 进行了白腐真菌在非灭菌环境条

件下对活性艳红染料的脱色实验. 结果显示, 在非灭菌环境下, 限氮液体培养基(C/N 摩尔比为

56/2.2)中的白腐真菌对活性艳红具有很高的脱色率, 脱色率最高达到 92%; 而限碳液体培养基

(C/N 摩尔比为 28/44)很容易感染葡萄球菌等细菌, 从而使脱色反应停止. 而且, 感染细菌的体系

pH变化很大, 脱色第 4天时, pH已升高到 9.31, 造成这一结果的主要原因是限碳反应体系发生了

染菌现象. 因此, 初步确定在非灭菌环境中, 限氮液体培养基可在一定程度上抑制细菌生长, 而
限碳液体培养基很容易感染细菌.  

关键词    白腐真菌  黄孢原毛平革菌(Phanerochaete chrysosporium)  非灭菌条件  脱色  染料 

20 世纪 80 年代《Science》首次报道了白腐真菌

Phanerochaete chrysosporium 能向胞外分泌降解木

质素的酶, 使降解木质素研究取得了重大进展[1]. 这
一发现同时也引起环境界的广泛关注, 随后科研人

员对白腐真菌生物学特性、降解规律、生化原理、酶

学、分子生物学、工业化生产以及环境工程实际应用

等方面进行了大量研究.  
白腐真菌的降解活动只发生在次级代谢阶段 , 

当白腐真菌被引入废水中后, 由于生物具有的应激

性将对营养限制(一些主要营养物质如氮、碳等缺乏

时)作出应答反应, 从而形成一套酶系统[2]. 这套酶系

统主要包括产生 H2O2 的氧化酶、需 H2O2 的过氧化酶

以及漆酶(Laccase)、还原酶、甲基化酶和蛋白酶等. 产
生 H2O2 的氧化酶主要有细胞内葡萄糖氧化酶和细胞

外乙二醛氧化酶, 它们在分子氧参与下氧化底物而

形成 H2O2, 从而激活过氧化物酶, 启动酶的催化循

环. 需 H2O2 的过氧化物酶主要有木质素过氧化物酶

(Lignin peroxidase, LiP)和锰过氧化物酶(Manganese 
peroxidase, MnP), 这些酶均在细胞内合成, 分泌到细

胞外, 以 H2O2 为最初氧化底物. 上述酶共同组成白

腐真菌降解系统主体.  
另外, 白腐真菌有别于其他细菌系统, 它在降解

污染物时有其独特的优势[2]: (1) 白腐真菌降解酶的

诱导与降解底物的有无及多少无关; (2) 白腐真菌在细

胞外对底物进行降解; (3) 白腐真菌对底物降解的广谱

性; (4) 白腐真菌通过自由基过程实现对底物的降解; 
(5) 白腐真菌可在固、液两种体系对底物进行降解.  

近年来, 许多研究表明在废水处理中白腐真菌

(White rot fungi)是很有发展前景的微生物, 其中研究

和讨论得最多的是黄孢原毛平革菌(Phanerochaete 
chrysosporium). 白腐真菌的胞外酶(包括木质素过氧

化物酶 LiPs、锰过氧化物酶 MnPs 和漆酶 Lac)被认为
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是降解木质素和其他难降解物质的特殊酶系. 这些

酶具有非特异性、无需底物诱导等独特性能, 对许多

有机污染物和不同类型的人工合成染料(如偶氮、三

苯甲烷、酞菁染料)具有广谱的降解能力[3~7]. 采用 
Phanerochaete chrysosporium 对一些偶氮染料进行脱

色, 已经发现了非常有意义的矿化(20%~48%)现象[8].  
尽管大多数研究的目标是评价白腐真菌氧化废

水中污染物的能力, 但是, 目前对白腐真菌的研究绝

大多数是在无菌操作下完成的, 即无论是反应器、培

养基还是载体, 甚至含有染料的废水都是先经过灭

菌后再投到反应器中的, 而且整个降解过程也是严

格控制在无菌条件下运行. 而在非灭菌运行方式下

(实际工程环境)使用白腐真菌的研究却很少见报道. 
虽然在灭菌环境中白腐真菌对染料有较高的脱色效

果, 并且脱色效果不随时间而降低. 但是在非灭菌环

境, 细菌污染却很容易发生, 一旦发生将引起脱色效

率的急剧下降[9]. 因此, 如果在实际含染料废水处理

中应用白腐真菌, 必须解决的问题就是反应体系染

菌. 如果对实际工程中的反应器、培养液、载体以及

废水都进行灭菌处理并保证处理过程不染菌, 显然

将大大增加处理工艺的运行成本, 并且在实际工程

中也是行不通的. 因此, 如何解决白腐真菌降解含染

料废水过程中的染菌问题是该工艺能否应用到实际

工程中的瓶颈. 不解决染菌问题, 该工艺则很难在实

际工程中使用, 将会严重制约该项技术的发展.  
白腐真菌的染菌问题已经引起国外科学家的重

视 , 并在最近几年刚刚开始了一些研究工作 [10 ,11 ]. 
1999 年 Leidig 等[10]用聚乙烯醇包埋法保护了白腐真

菌 Trametes versicolor 和细胞外产生的过氧化物酶免

受细菌攻击, 达到对染料 Poly R-478 的连续生物氧化. 
经过 65 d 的试验, 被细菌污染的聚乙烯醇小球仅在

最外层到 50 µm深度的区域存在污染, 扫描电镜观察

到细菌并未深入聚乙烯醇小球内部. 2003 年 Libra 
等[11]应用白腐真菌 Trametes versicolor 研究了非灭菌

环境降解活性染料的控制策略. 实验结果显示, 在悬

浮培养实验中, 培养液 pH 值降低到 3 以下都没有抑

制细菌生长, 相反白腐真菌在此 pH 值时已停止生长

和产酶; 单独使用粗酶液可以将白腐真菌生长和处

理废水两个过程分开, 从而间接减小细菌对白腐真

菌的影响. 但是实验发现, 在非灭菌环境使用酶液时

酶活急剧降低, 最终影响对染料的脱色效果; 而采用

氮限制培养基获得了较好的抑菌效果. 另外, 采用谷

物作为白腐真菌生长的唯一底物同时又作为载体的

实验也获得了较好的抑菌效果, 并且对染料的脱色

率依赖于接种带有白腐真菌的载体的量.  
本文根据白腐真菌在次生代谢阶段产生降解活

性染料的胞外木质素降解酶这一特点, 参考国外文献, 
选择了限碳和限氮两种液体培养基进行非灭菌环境

白腐真菌降解染料实验, 目的在于考察不同碳氮比液

体培养基在抵御杂菌侵入上的差别, 初步建立有效抑

制杂菌生长的液体培养基, 为最终提出非灭菌环境下

白腐真菌降解染料废水的控制策略奠定基础.  

1  实验方案设计 
选择目前普遍采用的限氮(C/N 摩尔比为 56/2.2)

和限碳(C/N摩尔比 28/44)培养基, 并在培养基中加入

约 4.3 g 的钢网(30 目)作为载体, 以固定 Phanerochaete 
chrysosporium. 在以上两种碳氮比液体培养基下进行

实验, 选择灭菌培养4 d, 非灭菌脱色8 d, 即培养4 d后, 
向液体培养基中添加活性艳红K-2BP 染料 2 mL/瓶, 使
体系染料终浓度为 20 mg/L. 并结合显微镜和扫描电镜

观察不同碳氮比培养基中 Phanerochaete chrysosporium
及其他细菌和真菌的生长情况.  

2  材料与方法 

2.1  菌种 

采用的白腐真菌菌种是由本实验室保存的

Phanerochaete chrysosporium BKM-F-1767(ATCC24725).  

2.2  染料 

实验中所选染料为活性艳红 K-2BP, 属于偶氮染

料. 其结构式如图 1 所示.  

 
图 1  活性艳红结构式 

2.3  培养基 

固体培养基: 采用 PDA 培养基, 即马铃薯浸出

液 200 g/L, 葡萄糖 20 g/L, 琼脂 20 g/L.  
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液体培养基: 白腐真菌生长培养基参照 Tien 和

Kirk 的 Phanerochaete chrysosporium 基本培养基配 
制[12], 成分如下: KH2PO4 2.0 g/L, MgSO4 0.5 g/L, 
CaCl2 0.1 g/L, 20 mmol/L醋酸-醋酸钠缓冲液(pH 4.4), 
MgSO4 0.21 g/L, MnSO4 35 mg/L, NaCl 70 mg/L, 
FeSO4·7H2O 7 mg/L, CoCl2 7 mg/L, ZnSO4·7H2O 7 
mg/L, CuSO4 7 mg/L, AlK(SO4)2·12H2O 0.7 mg/L, 
H3BO3 0.7 mg/L, Na2MoO4·2H2O 0.7 mg/L, 次氮基三

乙酸盐 0.105 g/L, 1.5 mmol/L 藜芦醇.  
为获得限碳和限氮液体培养基, 对 Tien 和 Kirk

培养基进行了部分调整. 在限碳液体培养基中葡萄

糖和酒石酸氨浓度分别为 5.5 和 4.06 g/L, 而限氮液

体培养基是在前期研究的基础上, 经对液体培养基

碳氮比优化获得的具有最佳产过氧化物酶量的限氮

培养基 [13], 其葡萄糖和酒石酸氨浓度分别为  11 和

0.203 g/L, 使得到的两种类型液体培养基的碳氮摩尔

比为 28/44 和 56/2.2. 接种前无菌过滤加入 VB1 溶液, 
使其浓度为 1 mg/L.  

2.4  培养条件 

将斜面上的菌种接种到 PDA 培养基平板上于 32℃
下培养 5~7 d, 用接种针剥取适量孢子入无菌水中制

成孢子悬浊液, 等量接入含 100 mL 液体培养基的一

系列 250 mL 锥形瓶中, 每瓶中相当于接入 1×105 孢

子/mL. 然后放入温度为 37℃的恒温摇床中, 在空气

条件下培养, 转速设为 160 r/min. 培养过程中每天定

时取样, 对于所要考察的每种情况同时进行 3 组平行

实验, 实验结果取其平均数值.  

2.5  分析方法 

主要仪器和试剂: 可见光分光光度计(UV-1200V, 
SHIMADZU), 可见紫外光分光光度计(UV-2401PC, 
SHIMADZU);  

黎芦醇、2,2′-连氮-二(3-乙基苯并噻唑-6 磺酸)(简
称 ABTS)和次氮基三乙酸盐均为 Fluka 公司产品, 其
余药品均为分析纯试剂.  

粗酶液制备: 样品经离心(9000 r/min, 10 min)得
到上层清夜, 用于酶活测定.  

酶活测定: 木质素过氧化物酶(LiP)采用 Tien 和

Kirk(1998)方法[14], 定义每 1 min 氧化 1 µmol 藜芦醇

成藜芦醛所需的酶量为 1 个酶活力单位. 
锰过氧化物酶(MnP)采用Paszczynski方法[15], 定 

义每 1 min 氧化 1 µmol Mn2+为 Mn3+所需的酶量为 
1 个酶活力单位.  

脱色率计算: 首先采用可见光分光光度计测出

目标染料活性艳红 K-2BP 的最大吸收波长位于 533 nm
处, 然后对已加入活性艳红的锥形瓶每隔一定时间

取样, 离心后测定不同时间在此波长处的吸光度值. 
设不接菌的活性艳红-培养液的吸光度为  A0, 接入白

腐真菌后不同时间取样测得的吸光度为At, 则脱色率

(%)=[(A0−At)/A0]×100%.  

3  结果与讨论 

3.1  应用限碳和限氮培养基在非灭菌环境对活性
艳红的脱色情况 

白腐真菌纯培养 4 d 后, 在非灭菌环境加入事先

配好的未经灭菌处理的活性艳红  K-2BP 溶液, 使反应

体系染料浓度达到 20 mg/L. 之所以选择纯培养 4 d
后投加染料, 是因为尽量在过氧化物酶酶活出现高

峰前投加染料. 因为过氧化物酶酶活出现高峰后很

快消失, 如果在酶活出现高峰后投加染料, 那么系统

降解染料的效率将大大降低 [ 1 3 ] .  刚加入活性艳红

K-2BP 时, 限碳培养基(C/N摩尔比为 28/44)的脱色率

要高于限氮培养基(C/N 摩尔比为  56/2.2), 其投加染

料 1 h 后的脱色率为 14%, 而限氮培养基仅为 8%(图
2). 这主要是因为限碳培养基培养的白腐真菌有木质

素过氧化物酶(LiP)产生, 而限氮培养基培养的白腐

真菌只有锰过氧化物酶(MnP)产生, 如图 3 所示, 而
LiP 比 MnP 具有更强的脱色能力[16]. 图 3 还显示 LiP  

 
图 2  非灭菌环境不同 C/N 摩尔比培养基中的白腐真菌对

染料的脱色情况 
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图 3  非灭菌环境不同 C/N 摩尔比培养基中的白腐真菌分泌过氧化物酶情况 

(a) LiP; (b) MnP 

 
在第 4 天出现高峰后, 随后很快消失. 因此,在染料加

入后的第 1 个小时, 限碳体系比限氮体系的脱色率高. 
然而, 继续实施非灭菌操作(取样、培养均是在敞开体

系进行, 即所有操作均不在无菌操作台上进行), 两
种培养基下的白腐真菌对活性艳红 K-2BP 的脱色效

果发生了逆转. 加入活性艳红 K-2BP 24 h 后, 采用限

氮培养基的反应体系的脱色率上升到 51%, 而采用

限碳培养基的反应体系溶液开始变混浊, 样品经高

速离心分离后, 测定得到该反应体系的脱色率仅为

24%, 不到限氮培养基的一半; 脱色 48 h 后, 限氮培

养基反应体系的脱色率达到 74%, 而限碳培养基的

脱色率仅比脱色 24 h 时提高了 10%, 为 34%. 随后的

实验发现, 48 h的脱色率是限碳培养基的最高脱色率, 
即脱色率不再增长; 而限氮培养基反应体系对活性

染料的脱色率却仍随着脱色时间的延长而增长, 至
148 h 时达到脱色高峰, 脱色率达到 92%. 从培养基

变混浊和气味变化上, 初步判断限碳培养基反应体

系感染了杂菌. 关于限碳培养基所染杂菌类型将在

3.3 节中进行详细论述. 另外, 实验中发现的另一个

有趣的现象是, 在反应体系感染杂菌之前, 采用限碳

培养基进行活性艳红 K-2BP 的脱色效果要优于采用

限氮培养基. 造成这一结果的主要原因是白腐真菌

在两种营养物限制条件下产生的酶不同, 而不同的

木质素降解酶对活性艳红 K-2BP 的脱色效率也是不

一样的. 
由此可以得出 , 培养基为限氮(C/N 摩尔比为

56/2.2)时, 白腐真菌对活性艳红K-2BP的脱色效果不

受杂菌影响, 脱色效果较好, 反应体系具有较强的抗

杂菌污染能力; 培养基为限碳(C/N 摩尔比为 28/44) 

时, 白腐真菌对活性艳红 K-2BP 的脱色效果受杂菌

影响较大, 通过试验观察到脱色反应在非灭菌环境

运行 2 d 时就已经停止, 而反应溶液仍显示出很深的

颜色, 反应体系的抗杂菌污染能力较弱.  

3.2  非灭菌环境限碳和限氮液体培养基  pH 值的
变化情况 

白腐真菌同其他微生物一样有一定的酸碱适应

范围, 低于或高于这一范围, 将对白腐真菌的生长、产

酶以及脱色都不利. 研究发现白腐真菌 Phanerochaete 
chrysosporium 在 pH 值为 3~5 时对染料废水具有最大

的脱色能力[17].  
为了考察非灭菌环境限碳和限氮液体培养基中

白腐真菌对活性艳红 K-2BP脱色时 pH值的变化情况

以及体系感染杂菌后是否会影响体系的 pH, 从加入

活性艳红 K-2BP 时, 就对这两种脱色反应体系的 pH
值进行了检测, 结果如图 4 所示.  

由图 4 可以看出, 在灭菌培养前 4 d, 无论是限

氮还是限碳培养条件, 体系 pH 均较稳定, 始终维持

在 4~5 之间. 但当在非灭菌环境投加染料后, 限碳培

养基(C/N 摩尔比为 28/44)的 pH 值开始持续上升, 到
第 8 天时(脱色第 4 天)达到 pH 9.31 左右, 随后 pH 值

上升幅度变小, 到第 10 天时(脱色第 6 天)基本维持在

9 左右. 而限氮培养基(C/N 摩尔比为 56/2.2)的 pH 值

在整个 6 d 的脱色过程中基本没有变化, 始终保持在

4.5左右, 与纯灭菌环境培养相似. 由此说明, 限碳培

养基反应体系对活性艳红的脱色到第 2 天时基本停

止是与该体系 pH 值的变化有关, 从另一个侧面也说

明反应体系 pH 的上升影响了白腐真菌的生长、产酶 
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图 4  不同 C/N 摩尔比培养基的 pH 值在灭菌和非灭菌条

件下随脱色时间的变化情况 
 

和脱色. 而造成 pH 值上升的原因可能是非灭菌条件

下细菌的侵入. 因为绝大多数细菌生长适宜的 pH 值

范围偏中性, 因此, 一旦反应体系感染细菌, 细菌在

繁殖过程中也会分泌一些物质来调节反应体系的 pH
值使其有利于细菌生长, 从而导致反应体系 pH 值的

上升. 结合图 2 进一步证明, 正是限碳培养基的染菌, 
使得体系 pH 持续增加, 最终超过白腐真菌正常生长

的 pH 范围, 造成其分泌木质素降解酶的下降, 进而

可能引起白腐真菌的死亡, 导致脱色率下降. 图 4 还

标明了灭菌条件下限氮和限碳培养基的 pH 值随脱色

时间的变化情况, 由图可以看出, 在灭菌条件下, 无
论培养基采用氮限制还是碳限制, 白腐真菌对活性

艳红脱色过程中的 pH 值始终维持在 4.5 左右. 因此,  

可以得出当脱色反应体系没有细菌侵入时, 白腐真

菌是反应体系的主要菌种, 为了维持自身的生长和

代谢活动, 它会分泌一些酸性物质来保持其生存环

境的 pH 值在最佳范围内. 

3.3  非灭菌环境限碳和限氮液体培养基的染菌情况 

为了准确评价限碳和限氮两种培养体系在非灭

菌环境降解染料时的染杂菌情况, 对非灭菌脱色 6 d 
后的液体培养基进行了扫描电镜观察, 结果如图 5 和

图 6 所示. 从图 5 可以看出, 限碳液体培养基感染的

杂菌主要为葡萄球菌, 而且数量很多. 因此, 可以得

出, 正是这些葡萄球菌争夺了培养基中的营养物质, 
并分泌碱性物质使体系 pH 升高, 造成白腐真菌因缺

乏营养底物和处于不利于产木质素降解酶的 pH 环境

而使其活性降低, 最终影响对染料的降解. 实验中还

发现, 尽管限氮液体培养基脱色 6 d 后反应溶液较澄

清, 但该体系也感染了杂菌(见图 6). 从图 6 可以看出, 
限氮条件液体培养基感染的杂菌与限碳条件有较大

不同, 从杂菌的类型上看, 该培养条件主要感染酵母

真菌, 此外, 还有少量杆菌. 因为酵母菌的适宜 pH
范围较广, 从 pH 2.2 到 pH 8.0, 它都能很容易生存和

繁殖, 因此, 在感染了酵母菌的体系, pH 波动很小

(见图 4). 这样, 从白腐真菌产酶对体系 pH要求来说, 
感染酵母菌的体系对白腐真菌后续降解活性染料影

响很小; 但从营养物消耗来说, 感染了酵母菌的体系

不利于白腐真菌生长和进一步产酶. 这一结果在后

续的实验当中也得到了验证. 因此, 为了使限氮条件

液体培养基在非灭菌环境有持久的抑制杂菌生长的  

            
图 5  限碳液体培养基非灭菌脱色 6 d 后体系的染菌情况      图 6  限氮液体培养基非灭菌脱色 6 d 后体系的染菌情况 
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能力, 必须找到合适的控制方法避免或降低体系感

染酵母菌. 另外, 从培养基溶液外观和显微镜观察发

现, 在染菌程度上限氮条件低于限碳条件, 而且, 在
染菌时间上限氮条件要晚于限碳条件. 因此, 可以初

步确定, 限氮条件液体培养基相比限碳条件液体培

养基更有利于抑制杂菌. 

4  结论 
(1) 在非灭菌条件下, 初步确定限氮液体培养基

(C/N 摩尔比为 56/2.2)容易抑制细菌生长, 使该培养

基下的白腐真菌在非灭菌环境对活性艳红仍具有很

高的脱色率, 脱色率最高达到 90%以上; 而限碳液体

培养基(C/N摩尔比为 28/44)很容易感染细菌, 从而使

脱色反应停止.  
(2) 在非灭菌条件下, 限氮液体培养基培养出的

白腐真菌在对活性艳红脱色过程中, 能够始终维持

反应体系的 pH 值在 4.5 左右, 使白腐真菌的生长、

产酶以及脱色均处在最佳的 pH 范围; 而碳限制液体

培养基培养出的白腐真菌在对活性艳红脱色过程中, 
由于染菌使得反应体系的 pH 值发生了很大变化, pH
值最高达到 9.31, 该 pH 值已严重影响了白腐真菌的

生长、产酶和脱色能力.  
(3) 通过扫描电镜观察, 限碳液体培养基主要感

染葡萄球菌, 而且感染的量很大; 而限氮液体培养基

主要感染的是酵母真菌和极少量的杆菌. 通过机理

分析得出, 正是限碳和限氮两种条件培养基所染杂

菌的不同, 使得白腐真菌在后续对活性染料的降解

效果表现出不同的特点. 因此, 建议在今后的研究中

以限氮液体培养基为非灭菌环境使用白腐真菌降解

活性染料的基本培养基, 并在此基础上, 通过调整培

养基其他组分开发出有较强抑制酵母菌生长的抑菌

培养基.  
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