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摘要 :以白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium为研究对象 ,考察了该菌种在液相和气相环境中在陶粒、颗粒炭、玻璃珠、竹子、聚丙稀多面空心

球、沸石上的附着和生长情况.研究结果表明 ,在液相环境中 ,白腐真菌 Phanerochaete chrysosporium对竹子、沸石、陶粒、聚丙稀多面空心球有较

好的附着能力 ,但菌体的生长量和形态特征受载体的影响而产生明显差异.在有玻璃珠和颗粒炭存在的液相环境中 ,均出现一定数量的菌丝小

球 ,但在载体表面无附着现象.将附有菌体的载体置于气相环境中 ,发现白腐真菌在载体表面能够形成气生菌丝层.同时 ,显微镜下观察发现 ,

菌体在沸石、陶粒和多面空心球表面呈绒毛状 ,质地松散 ,在竹子表面的菌体有明显的交织结构.
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Abstract: The adherence performance of white rot fungus Phanerochaete chrysosporium to different support materials was studied by batch tests. The

selected support materials were ceram isite agitator, granular activated carbon, glass beads, bamboo, polyp ropylene spheres and zeolite. The results

indicated that Phanerochaete chrysosporium could adhere well to the surfaces of bamboo, zeolite, ceram ic ball and polyp ropylene sphere in liquid phase.

The amount of attached biomass and morphology of Phanerochaete chrysosporium showed great difference due to different support materials. Phanerochaete

chrysosporium did not adhere on the glass beads and granular activated carbon, while some little hypha ball formed in the liquid. After the support

materials with attached biomass were exposed in gas phase, mycelial cushions were observed to form on the support materials and showed different typ ical

style.

Keywords: white rot fungus; phanerochaete chrysosporium ; support material; adherence performance

1　引言 ( Introduction)

白腐真菌 (W hite rot fungi)是一类能够降解木

质素的丝状真菌 ,因其对多种不同结构的天然物质

或异生物质具有强大的降解功能而受到人们广泛

的关注 (林刚等 , 2001).近年来 ,不断有学者将白腐

真菌应用到环境领域中 ,挖掘它在去除难降解污染

物方面的潜在能力 (李慧蓉 , 2005).根据白腐真菌

的生长特点 ,开发适合其附着生长的生物反应器成

为白腐真菌应用技术的关键.而在生物反应器的设
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计和运行中 ,白腐真菌菌体的附着和固定化是一个

关键的技术环节 (Moreira et a l. , 1998) ,它将为菌体

的良好生长和正常工作、控制生物量在反应器中的

分布以及实现反应器的连续运行提供保障.因此 ,

研究白腐真菌在不同载体上的附着和生长性能具

有重要意义.

1994年 Ruckenstein ( 1994 )和 W ang X B等人

(1994)用浓缩的乳化聚合方法 ,制成一种多孔的聚

苯乙烯 2二乙烯基苯载体 ,并向含有该载体的液体培

养基中接种 1. 5 ×10
7个·mL

- 1的黄孢原毛平革菌

( Phanerochaete chrysosporium )孢子. 培养一定时间

后 ,将生长的菌体用于降解 22氯酚.结果表明 ,附着

生长的菌体活性明显高于悬浮生长的菌体活性.

Sayadi(1996)等人将黄孢原毛平革菌野生型 BKM 2
F21767的孢子接入含 2cm ×2cm ×1cm聚氨酯泡沫

的培养液中 ,在 120 r·m in
- 1条件下培养 4d后用于有

色废水的处理.结果表明 ,相对于液体培养基中直

接接种的菌体 ,附着在载体表面的菌体表现出更好

的 COD去除和脱色能力.

已有研究表明 ,多孔陶瓷、聚氨酯泡沫、烧结玻

璃 ( A lleman et a l. , 1995; Rogalski et a l. , 2006;

Venkatadri et a l. , 1993)等物质可以作为黄孢原毛

平革菌的优良载体.但目前所研究的对象大多集中

在人工合成的载体 ,对天然载体的研究较少.另外 ,

需要重点指出的是 ,到目前为止 ,几乎所有的白腐

真菌对载体附着性能的研究都是针对在液相环境

中 ,而在气相环境中白腐真菌对载体的附着和生长

情况少见报道.本文选取了几种常见的天然和人工

载体 ,在考察黄孢原毛平革菌在纯液相环境中生长

特性的基础上 ,比较了菌体对不同载体的附着性

能 ,同时将附有菌体的载体置于气相环境中 ,进一

步考察白腐真菌在该环境中的附着和生长情况.

2　材料与方法 (Materials and methods)

2. 1　菌种

本研究中采用的白腐真菌菌种为清华大学保

存的 Phanerochaete chrysosporium BMK2F21767.

2. 2　培养基

固体培养基采用 PDA培养基 ,成分为 :土豆浸

出液 200g·L - 1 ,无水葡萄糖 20g·L - 1 ,琼脂 10g·L - 1.

液体培养基采用 2种培养基 ,即限 N培养基和

土豆液体培养基.限 N培养基的成分为 :葡萄糖 10

g·L - 1
,酒石酸铵 0. 2g·L

- 1
, KH2 PO4 2. 0g·L

- 1
,

MgSO4 0. 5g·L - 1
, CaCl2 0. 1g·L - 1

, 20mmol·L - 1醋酸 2
醋酸钠缓冲液 ( pH = 4. 4 ) , MgSO4 0. 21g·L - 1 ,

MnSO4 0. 035g·L - 1
, NaCl 0. 070g·L - 1

, FeSO4·7H2 O

0. 007g·L - 1
, CoCl2 0. 007g·L - 1

, ZnSO4·7H2 O 0. 007

g·L - 1
, CuSO4 0. 007g·L

- 1
, KA l ( SO4 ) 2·12H2 O

010007g·L - 1
, H3 BO3 0. 0007g·L - 1

, Na2MoO4·2H2 O

0. 0007g·L - 1 , N itrilotriacetate 0. 105g·L - 1 , 1. 5

mmol·L - 1藜芦醇.接种前无菌过滤加入 VB1溶液使
其浓度为 0. 001g·L - 1.土豆液体培养基的成分与固

体培养基相似 ,无需琼脂.

2. 3　载体

竹子 :圆筒状 ,高度约 2. 0cm,内径 0. 7～
115cm,载体的投加量为 140g·L - 1

.

多面空心球 :球形 ,乳白色 ,聚丙稀材料 ,平均

直径 2. 5cm ,载体的投加量为 140g·L - 1
.

陶粒 :球形 ,红褐色 ,平均直径 0. 4cm ,载体的投

加量为 450g·L - 1.

玻璃珠 :球形 ,透明 ,平均直径 0. 3cm ,载体的投

加量为 270g·L - 1.

颗粒炭 :圆柱形 ,黑色 ,长度约 0. 5cm,直径约

0. 2cm,载体的投加量为 50g·L - 1
.

沸石 : 不规则块状 ,灰白色 ,长 2. 0cm ,宽

017cm,载体的投加量为 440g·L - 1
.

2. 4　培养条件

固体培养在 37℃生化培养箱中静态培养 ;液体
培养采用 37℃、转速 150 r·m in

- 1的摇床培养.

2. 5　试验方法

将斜面上的菌种接种至固体培养基平板上 ,在

37℃条件下培养 5d,用接种环挑取一定量的孢子于

无菌水中得到均匀的孢子液.将 20mL孢子液加入

装有 100mL液体培养基和一定量 (如 2. 3节所述 )

载体的锥形瓶中.每瓶中最终的孢子个数约为 4. 8

×10
4个·mL

- 1
.锥形瓶在 37℃、150 r·m in

- 1条件下培

养 7d,然后将附着良好的载体从液体培养基中取

出 ,置于另一个气相环境中的无菌锥形瓶内.

附着在载体表面的菌体生物量测定采用干重

测定法.将菌体、载体和锥形瓶在 105℃下烘干至恒

重 ,所得结果减去载体和锥形瓶质量即为菌体干重.

在本试验中 ,采用光学体视显微镜观察白腐真

菌在载体上的附着和生长特征 ,放大倍数为 30～

50倍.

3　实验结果 (Results)

3. 1　白腐真菌在纯液相中的生长特性

　　白腐真菌的液体培养基种类很多 ,不同的研究
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者根据白腐真菌菌种品系和各自的研究目的 ,采用

了不同成分的培养基.从营养物质的角度来对白腐

真菌的液体培养基进行分类 ,总体上可以分为富营

养型培养基和营养限制型培养基.本研究对白腐真

菌在 2种不同类型纯液相培养基中的生长情况进行

了比较.

将 P. chrysosporium孢子接种在无载体的纯液

体培养基中 ,考察 P. chrysosporium的生长情况.同

时 ,重点比较了不同培养基 (限 N培养基和土豆培

养基 )对 P. chrysosporium菌体形态和产量的影响.

图 1是等量的 P. chrysosporium孢子分别在土豆液

体培养基和限 N液体培养基中培养 3d后的情况.

图 1　不同液体培养基中 P. ch rysosporium的生长形态 ( a. 土

豆液体培养基 ; b. 限 N培养基 )

Fig. 1　Shape of P. chrysosporium in different liquid medium

从图 1可以看到 , P. chrysosporium在土豆液体

培养基和限 N液体培养基中均产生菌丝小球 ,但两

者产生小球的大小和数量均出现很大差别 ,土豆液

体培养基中菌丝小球直径在 2. 0～3. 0mm,约为限 N

培养基中菌丝小球直径的 2倍 ;另外 ,前者产生的生

物量也明显要多于后者 (表 1).在本研究的后续试

验中 ,液体培养基均采用土豆液体培养基.

表 1　P. ch rysosporium在不同液体培养基中生成的菌丝小球的

比较

Table 1　Comparison of the mycelia pellets of P. chrysosporium in

different liquid medium

培养基种类
菌丝小球直径

/mm
菌丝小球干重

/ g
菌丝小球个数

土豆液体培养基 2. 0～3. 0 2. 4 多

限 N培养基 1. 0～1. 5 0. 2 少

　　注 :菌丝小球干重是指每个培养瓶中的总质量.

3. 2　白腐真菌在液相中对载体的附着性能

将等量的 P. chrysosporium 孢子接种在装有

100mL液体培养基和载体的锥形瓶中 ,培养 5d后的

白腐真菌菌丝形态如图 2所示.

从图 2可以看到 , P. chrysosporium在不同载体

表面的附着情况存在明显差异 , P. chrysosporium对

竹子、沸石、陶粒和多面空心球有附着现象.其中 ,

在竹子、沸石和陶粒载体表面的附着生物量较多 ,

但只有少量菌体附着在多面空心球表面.在以玻璃

珠和颗粒炭为载体的培养基中 ,均出现菌丝小球或

菌丝体 ,但菌体与载体之间处于明显分离的状态.

对于同一载体而言 , P. chrysosporium对不同部

位的附着能力也表现出差异.在以竹子为载体的培

养基中 ,菌体对竹筒内壁的附着情况明显好于对竹

筒外壁的附着情况.

图 2　液体培养基中 P. ch rysosporium在不同载体表面的附着生长情况

( a. 沸石 ; b. 竹子 ; c. 多面空心球 ; d. 玻璃球 ; e. 陶粒 ; f. 颗粒

炭 )

Fig. 2　Adhesion of P. chrysosporium to the surfaces of different supports in

liquid medium ( a. zolite, b. bamboo, c. polyp ropylene sphere, d.

glass pellet, e. ceram ic ball, f. granular carbon)

3. 3　载体对白腐真菌菌体形态的影响

比较 P. ch rysosporium在无载体的培养基中和

加入不同载体的培养基中的生长情况 (图 1和图 2)

可以看出 ,载体的加入对 P. chrysosporium孢子的萌

发和菌体的生长产生了明显的影响.

在以沸石和陶粒为载体的培养基中 (图 2a、

2e) ,载体比重较大而沉于瓶底 ,液体中没有出现菌

丝小球 ,在载体表面有菌丝附着 ,生长的菌丝数量

较多 ,且长度较长 ,已经布及整个培养基.

在以竹子和多面空心球为载体的培养基中 (图

2b、2c) ,载体比重较小而浮于液体中.在菌体的生

长过程中 ,液体培养基中未出现悬浮的菌丝小球 ,

菌体以膜状或团状形式附着于载体表面.

在以玻璃珠和颗粒炭为载体的培养基中 (图

2d、2f) ,孢子经萌发后形成了与无载体情况下相似

的菌丝小球 ,但菌丝小球的大小明显不同.

3. 4　白腐真菌在气相中对载体的附着性能

将附着有菌体的载体从液体培养基中取出 ,置

于一个相对干燥的无菌锥形瓶中 ,瓶口用封口膜封
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闭 ,与外界大气相通 ,形成一个无杂菌的气相环境.

P. ch rysosporium在气相环境中放置 7d后的情况如

图 3所示.另外 ,在显微镜下观察了附着在不同载体

表面上的白腐真菌菌丝体的形态 (图 4).

图 3　气相环境中 P. ch rysosporium在不同载体表面的附着情况

( a. 沸石 ; b. 陶粒 ; c. 多面空心球 ; d. 竹子 )

Fig. 3 　Adhesion of P. chrysosporium to the surfaces of different

supports in gas2phase environment ( a. zeolite, b. ceram ic

ball, c. polyp rophylene sphere, d. bamboo)

图 4　显微镜下观察不同载体表面的 P. ch rysosporium菌丝形态

( a. 沸石 ; b. 陶粒 ; c. 多面空心球 ; d. 竹子 )

Fig. 4　M icrographs of P. chrysosporium on the surfaces of different

supports in gas2phase environment( a. zeolite, b. ceram ic ball,

c. polyp rophylene sphere, d. bamboo)

从图 3和图 4可以看出 ,气相环境中 ,在未加营

养的条件下 ,沸石、陶粒、多面空心球和竹子表面原

来附着的菌体有进一步附着生长的现象 ,并形成干

燥的白色菌丝层.通过显微镜下的观察发现 ,附着

在不同载体表面的 P. chrysosporium菌丝层也存在

差异.在沸石、陶粒和多面空心球表面的菌丝层呈

现绒毛状 ,质地疏松.而在竹子表面的菌丝层有明

显的交织结构.菌丝体对竹子表面的附着强度要好

于沸石、陶粒和多面空心球.另外 ,在本试验中 ,白

腐真菌对竹子无明显的降解作用.

4　讨论 (D iscussion)

4. 1　白腐真菌在纯液相中生长特性的比较分析

图 1的试验结果表明 ,白腐真菌孢子在纯液相

培养环境下均形成一定数量的菌丝小球.这种菌丝

小球的形成是真菌细胞自然发生的一种自固定化

过程 (李慧蓉 , 2005).在菌丝小球形成的过程中 ,小

球直径的大小主要受营养物质和摇床振荡产生的

水力剪切力的影响.本研究的结果表明 ,土豆液体

培养基中菌丝小球直径约为限 N培养基中菌丝小

球直径的 2倍 (表 1).这主要是因为 ,土豆液体培养

基可以为白腐真菌的生长提供更多的营养物质 ,并

能有效减少水力剪切力对菌丝小球的影响 (土豆培

养基糖类含量较多 ,黏性较大 ).

另外 ,从白腐真菌生物量的比较结果来看 (表

1) ,白腐真菌在富营养型的培养基中 (如土豆培养

基 )可以在较短的时间内达到较高的生物量.一般

认为 ,在限制 N源的条件环境中 , P. chrysosporium

容易产生木质素过氧化物酶 (L iP)、Mn过氧化物

(MnP)等胞外酶 ( Tien et a l. , 1983).但从收获菌体

的角度来看 ,宜采用土豆液体培养基来培养白腐

真菌.

4. 2　白腐真菌在液相中对不同载体附着性能的

比较

白腐真菌在液相中对不同载体表面的附着情

况如表 2所示.

图 2和表 2表明 , P. chrysosporium对竹子、沸

石、陶粒和多面空心球有良好的附着性能 ,但对玻

璃珠和颗粒炭的附着性能较差.这说明 ,载体的表

面材质对白腐真菌的附着有影响.白腐真菌在液相

中对不同的载体表现出了选择性附着的特点.

在以竹子为载体的培养基中 , P. chrysosporium

的主要附着部位在竹筒内壁 ,而在竹筒外壁的附着

菌体很少 (表 2).这主要是因为竹筒内壁相对于外
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壁而言具有更粗糙的表面.因此 ,载体的表面性质

(如粗糙度等 )是又一影响菌体附着的因素.

表 2　P. ch rysosporium对不同载体的附着情况

Table 2 　Adhesion capacity of P. chrysosporium to the surfaces of

different supports

载体 附着量 附着部位 附着形态

竹子 + + 竹筒内壁 环形菌膜

多面空心球 + 球体缝隙 菌团

沸石 + + 上表面 发散形菌丝

陶粒 + + 球体表面 发散形菌丝

颗粒炭 — — —

玻璃珠 — — —

　　注 :“ + +”表示附着量多 ;“ +”表示附着量少 ;“ - ”表示没有

附着现象.

4. 3　载体对白腐真菌生长形态的影响分析

将 P. chrysosporium孢子接种在无载体的液体

培养基 (限 N培养基或土豆培养基 )后 1d即出现少

量的菌丝小球.而加入上述 6种载体后 ,除了以颗粒

炭为载体的培养基外 ,其它的培养基到第 2d才发现

菌体.这说明 ,载体的加入干扰了孢子在液相培养

基中的萌发和生长环境 (如载体运动的机械作用和

分泌物的化学作用 ) ,延迟了孢子萌发和菌体生长

的过程.

从图 2中 P. chrysosporium在装有不同载体的

液相培养基中的生长形态可以看到 ,当菌体能够附

着在载体表面时 ,主要以菌膜形式生长.在不能附

着的载体培养基中 ,则以菌丝小球的形式生长.这

说明 , P. chrysosporium有附着生长的倾向.当生长

环境中出现适宜的载体时 ,菌体往往选择附着生长

的形式.当没有合适的载体存在时 ,菌体则形成菌

丝小球.

在形成菌丝小球的液体培养基中 (图 2d、2f) ,

玻璃珠由于比重大于水 ,而沉入瓶底 ,使得水面高

度增加 (水面直径减小 ).在相同转速的情况下 ,以

玻璃珠为载体的瓶中液体离心半径减小 ,产生较小

的水力剪切力 ,因此 ,菌丝小球的直径较大.颗粒炭

由于粒径较小 ,在剧烈摇动的情况下可以随水流一

起运动 ,运动的颗粒炭不断与菌丝小球发生碰撞和

摩擦 ,限制了菌丝小球直径的增大.因此 ,载体的表

面性质、大小和比重对白腐真菌的生长形态均会产

生影响.

4. 4　白腐真菌在气相中对载体的附着性能分析

白腐真菌作为一种气生型的微生物 ,考察其在

气相环境中载体表面的附着和生长特性具有重要

意义.在本研究中 ,附着在沸石、陶粒、多面空心球

和竹子表面的菌体在气相环境中逐渐形成干燥的

菌丝层.同时 ,在没有额外投加碳源 (竹子并未发生

明显降解 )的情况下 ,附着的菌体有进一步生长的

现象.生长所需的营养物质主要来自于载体表面和

菌体内部所残留的营养液.这说明 ,在气相环境中 ,

较低水平的营养物质就可以维持一定量白腐真菌

的生长.另外 ,从菌体在气相环境中对不同载体的

附着强度来看 ,竹子是一种适合白腐真菌附着和生

长的良好载体.

因此 ,在气相环境中 ,白腐真菌能附着在多种

载体表面 ,并产生菌丝层.白腐真菌的这一特性为

其在对气相污染物处理方面开辟了新的应用途径.

5　结论 (Conclusions)

1)白腐真菌 P. ch rysosporium在无载体的纯液

相环境中 (振荡培养 )以菌丝小球的形式生长.其

中 ,土豆液体培养基中获得的白腐真菌生物量明显

高于限 N培养基.

2)液相环境中 , P. chrysosporium对不同载体的

附着性能存在明显差异 :对竹子、聚丙稀多面空心

球、陶粒和沸石表面有较好的附着性能 ,在玻璃珠

和颗粒炭的表面无明显附着现象.载体的材质和表

面性质 (粗糙度等 )是可能影响菌体在载体表面附

着的因素. P. chrysosporium有附着生长的倾向.

3)气相环境中 ,在不加营养的条件下 ,白腐真

菌 P. ch rysosporium能够在多种载体表面附着 ,并能

产生气生菌丝层.显微镜下观察发现 ,在沸石、陶粒

和多面空心球表面的菌丝体呈现绒毛状 ,质地疏

松 ,而在竹子表面的菌丝体有明显的交织结构.
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