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摘要!以黄孢原毛平革菌为研究对象$探讨了白腐真菌胞外聚合物及其对白腐真菌吸附 VQ’ c的影响B通过培养实验$研究了白

腐真菌胞外聚合物"@J9DCL@;;>;CDN7;<G@DALM>QM9C8L@M$+V5#的产量(组成以及对 VQ’ c吸附量的影响$并采用带能谱仪的环境扫

描电镜"+5+1E+W_#表征了胞外聚合物提取前后及 VQ’ c吸附前后白腐真菌菌体表面的变化B结果表明$在振荡培养 "") : 后$
获得最大的 +V5量 "’*‘* GUO4$其中糖类占 F%‘%m a*F‘)m$蛋白质占 )"‘’m a)*‘"mB对照吸附实验显示提取胞外聚合物

后$白腐真菌对VQ’ c的吸附量明显降低$最小降低 ’‘"’ GUOU""") :#$最大降低 $‘$) GUOU"F" :#B环境扫描电镜"+5+1#结果

显示$+V5提取前后$白腐真菌菌体表面结构发生了改变B在吸附VQ’ c后$菌体表面产生了球状含 VQ 颗粒物B此研究对进一步

深入探讨重金属生物吸附机制具有重要意义B
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!!去除工业废水中的重金属$对于保持水生环境(
水生态系统和地下水圈是非常重要的环节B传统的

处理方法主要是将重金属离子以氢氧化物形式沉

淀)"* 或者用合成树脂)’$)* 进行离子交换B近年来$由

于成本低廉和较高的离子交换容量$微生物技术越

来越多地被用来处理重金属废水B白腐真菌由于其

独特的对异生物质的处理能力$既能降解难处理的

有机污染物)F$** $也能应用于重金属废水)%$$* $正成

为废水生物处理技术的研究热点B目前$白腐真菌处

理重金属废水的研究$主要集中在吸附条件对其吸

附效率(吸附量的影响)&$#* 和开展生物合成草酸盐

晶体)"(* (纳米颗粒)""$"’* 等方面B
吴涓等)")* 对黄孢原毛平革菌吸附 VQ’ c的机制

进行了初步研究$证明是以细胞壁表面络合反应为

主的物理化学吸附过程$但由于细胞本身结构组成

的复杂性$没有对细胞壁上的附着物质在吸附过程

中所起的作用展开探讨B真菌细胞壁上的附着物质$
主要为胞外聚合物"+V5#$占总附着物质含量的

$*m左右)"F* $是一类由真菌分泌并附着在细胞壁表

面的多聚糖蛋白类物质$在保持真菌细胞形态(胞外

酶的分泌以及对重金属离子的积极防御机制上起着

重要作用B而国内鲜有关于白腐真菌 +V5 与重金属

废水处理之间关系的相关报道B



环!!境!!科!!学 )’ 卷

本研究选用白腐真菌的模式菌种...黄孢原毛

平革菌"-3#.!)0,3#!"!,3)’202;0)*E4#作为对象$分析

白腐真菌 +V5 产量(组成随着培养时间的变化$利

用提取 +V5 前后的菌体对 VQ’ c的吸附实验$讨论了

白腐真菌 +V5 与VQ’ c吸附之间的关系$并通过带能

谱仪的环境扫描电镜"+5+1E+W_#探讨了 +V5 对

白腐真菌菌体表面结构的影响B

<Q材料与方法

<R<!菌种和培养基

黄孢原毛平革菌"-3#.!)0,3#!"!,3)’202;0)*E4#
T̂ 1=E"$%$$购自 武 汉 大 学 中 国 典 型 培 养 物 保 藏

中心B
菌种平皿培养保存采用土豆汁培养基"" 4#!

葡萄糖 ’( U$琼脂 ’( U$’(( U新鲜土 豆 浸 出 液$
" ((( G4蒸馏水$自然 N\值B

参考国内外学者的研究成果)"*$"%* $本实验采用

的液体培养基组成成分为"" 4#!"( U葡萄糖$’ U
\̂’V0F$(‘* U1U50F$(‘" U6C6;’$(‘((" U维生素

T"$(‘’ U酒石酸铵$无机溶液 $( G4$N\值为 F‘*B
无 机 溶 液 " " 4#! (‘* U1850F1\’0$ (‘" U
=@50F1$\’0$(‘" U6750F$"‘* U,23$"‘( U,C6;$
(‘(" U6>50F1*\’0$(‘(" U3;̂" 50F # ’1"’\’0$
(‘" U[850F 1 $\’0$ (‘(" GU \)T0)$ (‘(" U
,C170FB

接种前$培养基均在 "(*o下灭菌 )( GA8B
<R:Q菌种液体培养

取 Fo下保存的黄孢原毛平革菌平皿$在 )$o
下活化 ’ : 后制备孢子悬液$接种 * G4孢子悬液到

盛有 *( G4种子培养基的 ’*( G4的锥形瓶中$孢子

浓度为 ’ n"(* 个OG4$置于空气浴摇床中恒温培养

")*o("*( DOGA8#B在 F"(%*(&#("")(")$ : 定时取

样B其中$F" : 相当于 -‘,3)’202;0)*E4生长的对数

期$")$ : 相当于其生长的静止期)"$*B
<RSQ+V5 的分离与组分分析

采用改进的离心沉淀法)"&* 提取白腐真菌的胞

外聚合物"+V5#B将培养后的菌体悬液在 Fo下以

"( ((( DOGA8 高速离心 "* GA8 " 5CD97DA>MF "̂*$德

国#$上清液用 (‘F* "G滤膜过滤B然后在滤液中加

入 F 倍体积的 #*m"体积分数#无水乙醇$在 Fo下

放置 "’ :B再以 "( ((( DOGA8 离心 "( GA8$所得的沉

淀物为粗 +V5B再将此粗 +V5 装入透析袋"1e60$
$ (((#$密封后在室温下以去离子水进行透析$得到

纯净+V5B

纯净胞外聚合物"+V5#用蒸馏水溶解后$测定

+V5 产 量 和 各 组 分 含 量B+V5 产 量 用 总 有 机 碳

"206#表示$采用 206自动分析仪"V:7@8AJ& ((($
美国#测定B以葡萄糖为标准物$用蒽酮E\’50F 比色

法测定糖的含量)"#*B以牛 血 清 蛋 白 为 标 准 物$用

47PD<法测定蛋白质含量)’(*B
<RUQ菌体样品制备

在采样时间点$将培养好的菌体过滤$获得培养

后的菌体$用蒸馏水洗涤 ’ 次$去离子水洗涤一次

后$作为原菌体样品B不含 +V5 菌体样品是指由提

取完+V5 后的菌体用同样的洗涤方法处理后制备

获得B用原菌体样品(不含 +V5 菌体样品分别吸附

初始浓度为 *( GUO4VQ’ c溶液$在 N\F‘*()*o和

"*( DOGA8 条件下吸附 F :$过滤获得吸附后菌体

样品B
<RVQ分析方法

由于白腐真菌菌体呈球状$所以测定生物量所

用菌体采用整瓶培养物全部过滤$在 "(*o下干燥

至恒 重$ 在 各 采 样 点 测 定 生 物 量 干 重 " ?D<L@;;
P@AU:9$W6e#$绘制白腐真菌生长曲线B

环境扫描电镜分析!将菌体样品置于滤纸上$在

自然通风状态下干燥 "( GA8 后$采用环境扫描电镜

"=+.d>C89CE’(($荷兰#分析B
VQ’ c溶液制备与分析!准确称取 "‘*#& * U优级

纯VQ",0)# ’ 于烧杯中$加 *m"体积分数#\,0) 溶

解后$移入 "((( G4容量瓶中$稀释至刻度$摇匀$即

制得 " GUOG4的VQ’ c标准溶液$实验中所用 *( GUO
4浓 度 用 此 标 准 稀 释 配 成B吸 附 完 成 后$溶 液 中

VQ’ c浓 度 用 原 子 吸 收 分 光 光 度 计 "V@DIA8+;G@D
33$(($美国#测定B

VQ’ c吸附量U"GUOU#通过公式""#计算!

U6
,( 7,( )

"M
_ H" ((( ""#

式中$,((,"分别为吸附实验初始 VQ’ c浓度和最终

VQ’ c浓度"GUO4#’M为吸附实验用 VQ’ c溶液体积

"G4#’_为吸附用菌体干重"U#’
+V5 中组分的增幅)"m#通过公式"’#计算!

)6
4’ 74( )

"

4"
H"((I "’#

式中$4"(4’ 分别为培养时间为 "" 和 "’ 时$+V5 中

糖类或者蛋白质的质量分数"m#B
每个样品均设 ’个平行样$实验数据取其平均值B

:Q结果与分析

:R<!白腐真菌的生长与 +V5 产量

F$$
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将接种有孢子的液体培养基放入空气浴摇床中

振荡培养$生物量干重"W6e#和 +V5 产量随着培养

时间的变化如图 " 所示B

图 <Q5-X和/2"量随着培养时间的变化

=AUB"!6:C8U@M7RW6eC8? +V5 ?>DA8UL>;9>D@ND7L@MM

!!从图 " 可以看出$随着培养时间的延长$W6e
和 +V5 产量都有显著增加B在 )( a"") :$黄孢原毛

平革菌生长迅速$生物量干重 W6e从 (‘F&% UO4增

加到最大值 "‘%"’ UO4""") :#$增长了 )‘) 倍B从

+V5 产量上看$随着培养时间的延长$+V5 产量从

F" :时的 #F‘* GUO4增加到最大值 "") : 的 "’*‘*
GUO4B"") : 以后$W6e和 +V5 产量均开始下降B说

明 +V5 产量与黄胞原毛平革菌的生长有着非常紧

密的联系B
:R:Q白腐真菌 +V5 的组成性质

在不同培养时间$分别提取+V5$测定+V5 中糖

类组分和蛋白质组分所占的比例$考察培养时间对

+V5 组成的影响$结果如图 ’ 所示B
!!从图 ’ 可以看出$在培养时间内$+V5 中糖类含

量呈现缓慢增长$其质量分数从 F" : 的 F%‘%m到

")$ : 的 *F‘)m$增幅为 "%‘*m$仅在培养初期"F"
a%* : # 增 长 较 快B分 析 原 因$ 可 能 是 -%
,3)’202;0)*E4在 F" a%* : 处于对数生长期$生长迅

速$新陈代谢旺盛$分泌到细胞壁上的各种胞外酶增

多)’"*B从 F" a")$ :$蛋白质含量增长缓慢$其质量

分数仅从 )"‘’m增长到 )*‘"m$增幅为 "’‘*mB糖

类和蛋白质含量的质量分数在 &# : 以后变化均较

小B在整个培养周期内$糖类和蛋白质含量"质量分

数#之和为 $$‘&m a&#‘Fm$其他组分的质量分数

仅为 "(‘%m a’’‘’m$但其具体组成有待进一步研

究B组分含量数据表明 -%,3)’202;0)*E4胞外聚合物

中主 要 组 分 为 糖 类 和 蛋 白 质 类 物 质B这 与 文 献

图 :Q/2"中糖类和蛋白质含量随培养时间的变化

=AUB’ 6789@89M7RM>UCDC8? ND79@A8 A8 +V5 ?>DA8UL>;9>D@ND7L@MM

)’’$’)*研 究 其 他 真 菌 胞 外 聚 合 物 组 成 的 结 果

相似B
:RS!白腐真菌 +V5 与其吸附 VQ’ c的关系

利用原菌体和不含 +V5 的菌体$吸附初始浓度

为 *( GUO4的 VQ’c溶液$吸附时间为 F :$考察白腐

真菌+V5 与-%,3)’202;0)*E4菌体对VQ’c的吸附之间

的关系$结果如图 ) 所示B其中吸附实验所用原菌体

干重包括+V5 量$不含+V5 菌体干重不包括+V5 量B

图 SQ白腐真菌/2"与其吸附23:e的关系

=AUB)!/@;@9A78M:AN 7R+V5 C8? VQ’ c

QA7M7DN9A78 Q<P:A9@ED79R>8U>M

!!随着培养时间的延长$原菌体和不含 +V5 菌体

对VQ’ c的吸附量均在 F" a%* : 内显著增加$在 %* :
时达到最大值$原菌体为 )$‘&% GUOU$不含 +V5 菌

体为 ))‘%) GUOUB%* : 以后$菌体对 VQ’ c的吸附量

开始下降$在 &# : 后趋于稳定"图 )#B实验结果与

李清彪等)’F* 的研究一致B从图 ) 可以看出$与原菌

*$$
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体相比$不含 +V5 菌体对 VQ’ c的吸附量出现了明显

降低$最小降低 ’‘"’ GUOU""") :#$最大降低 $‘$)
GUOU"F" :#B从图 ’ 也可以看出$-%,3)’202;0)*E4胞

外聚合物 +V5 中糖类和蛋白质所占比例先增长$&#
: 以后趋于稳定$变化较小B因此$菌体对 VQ’ c的吸

附量与 +V5 含量有关$原因可能是 +V5 中所含的组

分如糖类和蛋白质等$与菌体吸附重金属的作用位

点有关B
:RUQ5+1E+W_分析

由于培养时间为 %* : 的 -%,3)’202;0)*E4菌体

对 VQ’ c吸附量最大$因此用来进行电镜分析$电镜

图见图 FB

图 UQ菌丝球环境电镜扫描图

=AUBF!+5+1N:797GALD7UDCN:M7RQA7GCMM

!!观察图 F"C#(F"Q#$可以看出$未提取胞外聚

合物 +V5 的原菌体表面由很多的团状菌丝相互缠

绕形成’并附着有大量的 +V5)图 F "C#*B而提取

+V5 后$菌体表面团状菌丝消失$菌体表面呈面状$
可能是由于高速离心分离 +V5 过程中$菌体相互碰

撞挤压所致)图 F"Q#*B可见$白腐真菌胞外聚合物

+V5 在保持 -%,3)’202;0)*E4细胞生物形态(细胞壁

结构上起着重要作用B吸附了 VQ’ c以后)图 F"L#(
F"?#*$与吸附前相比$菌体表面发生了显著变化$
菌体表面均呈块状$独立的菌丝几乎未见B而且在菌

丝表面形成了大量的规则球状颗粒)如图 F "L#(
F"?#中箭头所示*B图 F"L#中箭头所示颗粒 6直径

达 #‘(" "GB比较 6(W颗粒后发现$颗粒 6形态饱

满$成完整球状B颗粒 W形态欠饱满B可能原因是$
图 F"L#中所用的原菌体与图 F " ?# 中所用的不含

+V5 菌体相比$具有丰富的胞外聚合物$细胞壁上附

着的 +V5 参与了球形颗粒物的形成B

为了研究球形颗粒的物质组成$对图 F "L#(
F"?#中无颗粒区域"3(T#和箭头所示球形颗粒物

"6(W#进行了 _射线光散射能谱"+W_#分析$能谱

结果见图 *B表中数据由 +W_定量分析软件计算

获得B
!!从图 *可以看出$区域3(T的元素组成与颗粒6(
W的元素组成存在差异B在区域3(T$各元素及含量相

似$均形成6(0(V和^峰’其中6和0的峰值较强$V
和^的峰值较弱B与3(T区域相比$颗粒6(W的 6(0
的峰值减弱$V的峰值增强BV峰的加强与文献)’**结

果一致$可能是由于菌体吸附VQ’c以后$影响了细胞膜

结构$导致磷脂扩散到球形颗粒B
颗粒能谱图新出现了 VQ(1U(,和 5 峰"1U(5

峰在图 * 表中未列出#BVQ 峰证实了白腐真菌菌体

表面球状颗粒含有 VQB1U峰是由于菌体在吸附

VQ’ c的过程中$菌体胞内所含 1U’c运输到菌体表

面$与溶液中 VQ’ c发生离子交换作用)")*B,峰的出

%$$
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现$是由于胞外聚合物 +V5 中蛋白质参与了球形颗

粒物的形成B白腐真菌可能通过分泌 +V5 附着在菌

体表面$利用 +V5 中的蛋白质包裹 VQ 的作用机制$
增强对 VQ’ c毒性的积极防御能力B颗粒中 5 峰的出

现$可能是 +V5 所含蛋白质中化学键 5\$但有待进

一步研究确认B含VQ 球形颗粒的分离(结构特征$还

需要借助其他分析手段$例如光电子能谱"_V5#(_
射线衍射"_/W#等方法进一步研究B

图 VQ区域 ?&\和颗粒 -&5的 E射线光散射能谱图

=AUB*!+8@DU<?AMN@DMAS@_EDC<MN@L9DC7R[78@3$TC8? VCD9AL;@6$W

SQ结论

""#白腐真菌胞外聚合物"+V5#产量与其生长

关系密切$+V5 中主要组分为糖类和蛋白质类物质B
"’#白腐真菌在提取胞外聚合物"+V5# 后$菌

体对铅的吸附量显著降低B
")#电镜和能谱结果表明$胞外聚合物"+V5#

提取前后$白腐真菌菌体表面结构发生了明显变化B
在吸附 VQ’ c后$菌体表面形成了微米级的(呈规则

球状含VQ 颗粒物B颗粒的分离与结构特征有待进一

步研究B
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) # *!3IM> [$ Â;AL, $̂ +D9>UD>;5$ !"#$B.8:AQA97D<@RR@L9M7R

L:D7GA>G"4# C8? D@GCg7;Q;CLI T78 L:D7GA>G"4# C8?

?<@M9>RRD@G7SC;MQ<S)#4!"!2+!)2*,0$0)) ]*B+8g<G@C8?

1ALD7QAC;2@L:87;7U<$’(($$U;"*#!""%$E""$FB

)"(*!388C]e$ZC?? Z1B0JC;C9@ND7?>L9A78 Q<P77?ED799A8UR>8UA

UD7PA8UA8 97JALG@9C;ECG@8?@? G@?A>G)]*B6:@G7MN:@D@$

’(()$V:")#!*F"E*F$B
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