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摘要 应用摇瓶试验研究了不同初始  值对白腐真菌 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 液体培养基在非灭菌环境抑制杂菌效果的

影响 结果表明 当采用 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 孢子作为种子在非灭菌环境进行培养时 初始  值为 1和 1的液体

培养基在培养第 仅感染酵母菌 而初始  值为 1的液体培养基不仅感染了酵母菌而且还感染了细菌 正是由于非灭菌

环境培养体系感染杂菌 使得后续 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 对活性艳红 2°的脱色能力大大降低甚至丧失 而采用灭菌

环境培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 非灭菌环境脱色活性艳红 2°的方法却获得了较好的脱色效果 种初始  值的

氮限制液体培养基培养出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 对活性艳红 2° 的脱色率均在  以上 接近或超过灭菌环

境的结果 其中初始  值为 1的液体培养基培养的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 在非灭菌环境对活性艳红 2°的脱色效

果最好 其 的脱色率达到  以上 尽管 种  液体培养基在脱色过程中也同样感染了杂菌 但与非灭菌环境培养体系

相比含量很少 没有影响脱色效果 因此 可以得出低  值  1   1氮限制培养基虽然在一定程度上可以抑制细

菌 但是却不能抑制酵母菌 当在非灭菌环境使用 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 脱色活性染料时 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ

只有在灭菌环境培养至菌丝体形成并在整个系统占优势 才能获得较高的脱色效果 
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  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≈ ∗  但是目前有关在非灭菌运

行方式下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
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果≈ ∗  并且脱色效果不随时间而降低 但是细菌

污染很容易发生 一旦发生将引起脱色效率的急剧

下降≈ 因此 如果在实际含染料废水处理中应用

白腐真菌 必须要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

的关键 

等
≈用聚乙烯醇包埋法保护白腐真菌

Τραµετεσ ϖερσιχολορ和细胞外产生的过氧化物酶免

受细菌攻击 达到对染料 ° 2的连续生物氧

化 经过 的试验 被细菌污染的聚乙烯醇小球仅

在最外层到 Λ深度的区域存在污染 扫描电镜

观察细菌并未深入聚乙烯醇小球内部 等≈应

用白腐真菌 Τραµετεσ ϖερσιχολορ研究了非灭菌环境

降解活性染料的控制策略 试验结果显示 在悬浮培

养试验中 培养液  值降低到 以下都没有抑制

细菌生长 相反白腐真菌在此  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 个过程分开 从而间接减小细菌对白腐真

菌的影响 但是 试验发现在非灭菌环境使用酶液时

酶活急剧降低 最终影响处理废水的效果 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

的试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 非灭菌环境

下氮 限 制 液 体 培 养 基  ≤  # 

1#可以抑制细菌生长 该培养基中生长

的白腐真菌在非灭菌环境条件下对活性艳红仍具有

很高的脱色率 而碳限制液体培养基≤ 

##容易感染细菌 从而影响脱

色效果≈ 因此 如果能够找到科学合理的抑菌方

法 将有助于推动白腐真菌处理染料废水技术更快地

应用到实际工程中 

白腐真菌同其他生物一样有一定的酸碱适应范

围 已有研究表明 它在酸性 值为 1 ∗ 1条

件下 不仅能很好地生长 而且还具有很好地脱色效

果 而大部分细菌在酸性环境中生长就会受到影响 

严重的还会受到抑制 本研究结合前期工作 选择不

同  值氮限制液体培养基分别在灭菌和非灭菌环

境培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ ,考察不同 

值氮限制液体培养基的染杂菌情况及其在不同环境

培养出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 对活性艳红

2° 的 脱 色 效 果 进 而 提 出 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 生长和脱色的最佳  值氮限制液体

培养基和在非灭菌环境下应用 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 降解活性染料的控制策略 

1  材料与方法

111  菌种

采用的白腐真菌菌种是由本实验室保存的

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 2ƒ2 

112  培养基

11211  固体培养基

°⁄培养基  马铃薯浸出液 葡萄

糖 琼脂 

牛肉膏蛋白胨培养基  牛肉膏 1蛋

白胨 1≤1琼脂 

11212  液体培养基

白腐真菌生长培养基参照 × 和  的

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 基础培养基配制
≈ 

所不同的是为获得不同  值的液体培养基 用醋

酸和醋酸钠溶液将液体培养基的  值调为 1和

1 实验仍以葡萄糖为碳源 酒石酸氨为氮源 培养

基碳氮比选取 #1# 

113  培养条件

将斜面上的菌种接种到 °⁄ 培养基平板上于

 ε 下培养  ∗ 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 液体培养

基的一系列 锥形瓶中 接种量  ≅  孢子

然后放入温度为  ε 的恒温摇床中 在空气条

件下培养 转速设为 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 组

平行实验 实验结果取其平均值 

114  染料

本实验采用的染料为活性艳红 2°√

2° 其结构式为 

≥
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 ≤
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图 1  活性艳红结构式

ƒ  ≤∏∏√2°

115  试验方案
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应用  值为 1 !1和 1的 种液体培养

基分别在灭菌和非灭菌环境对 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 进 行 培 养 考 察 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 在培养过程中 不同  环境培养基

对 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 以外的微生物的抑

制效果 每个  值做 个平行样 结合表观观察和

显微镜观察考察灭菌和不灭菌 种情况下不同 

环境培养基中 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 及其它

菌群的生长情况 

培养 后 在液体培养基中添加染料本试验

采用活性艳红 2° 终浓度  种投加灭

菌染料 另 种投加非灭菌染料 考察灭菌和非灭菌

情况下 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 降解系统的脱

色效果 

2  结果与讨论

211  灭 菌 和 非 灭 菌 环 境 下 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 的生长及体系的染菌情况

21111  菌体生长

培养 后 种初始  下灭菌发酵培养的锥

形瓶中均出现少量表面光滑白色菌丝小球 δ Υ

 液体培养基澄清且略带酸性气味 非灭菌培

养体系中也产生了少量表面光滑白色菌丝小球 但

较灭菌条件下少 δ Υ 1 且液体培养基呈现

混浊 与前期非灭菌环境培养 后液体培养基才出

现混浊不同的原因是 本次试验中培养基配制完毕

后在空气中放置了 后才进行 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 接种试验 通过对在空气中放置 

的液体培养基镜检 发现体系内有少量杂菌 正是由

于这些杂菌使得非灭菌环境下培养 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 后体系即出现混浊 

培养第 时 种初始  下非灭菌培养体系

的培养基始终保持混浊 而且菌丝小球的数量和大

小也增长得十分缓慢 即使培养至第 菌丝小球

的直径仅 1 ∗ 1 且均无明显的毛刺产生 因

此 从 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 生长以及液体

培养基溶液变化情况 可以得出在非灭菌环境下液

体培养基无论具有较低的  值  1还是较

高的  值  1都容易感染杂菌 与非灭菌培

养体系相比 灭菌培养的锥形瓶中培养基仍保持澄

清 有些呈现微黄色 菌丝小球表面仍光滑平整 大

小和数目均有显著增加 其中初始  为 1体系

的菌丝小球较  为 1和 1体系的直径稍小 

培养第 1和 1的体系中均有部分菌丝

小球直径达 左右 且有少量毛刺产生 1

的体系中菌丝小球直径约 1 ∗  毛刺呈绒状 

不是十分明显 培养 后 1和 1的体系

中已有大量毛刺生成长度约为 1 ∗  菌丝

小球直径达  ∗ 1 而 1的体系中菌丝小

球直径仍为 1 ∗  少部分可达  毛刺量较

少 长度较短1左右 

21112  体系染杂菌情况

通 过 对 非 灭 菌 环 境 培 养 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 后的液体培养基进行显微镜观察 

发现不同初始  值的液体培养基均感染了杂菌 

而且根据液体培养基初始  值不同 所染杂菌也

不尽相同 为了便于观察 在对所染杂菌形态观察之

前 首先应用结晶紫对细胞进行了染色 图 为 

为 1 和 1 的液体培养基在非灭菌环境培养

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 时的染菌情况 由

于试验中  为 1的液体培养基所染杂菌与 

为 1的体系完全相同 所以文中仅列出  为 1

的液体培养基的染菌情况 

  1体系酵母菌  ≅  

  1体系酵母菌杆菌  ≅ 

图 2  非灭菌环境培养 4δ时的染菌情况

ƒ  ∏ 

∏∏2  

从图 可以看出 非灭菌环境下  为 1和

1的液体培养基中都有边缘光滑的椭圆形菌体 

结晶紫染色后呈紫色 酒精不能脱色 通过将非灭菌

环境培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 的  为

1的液体培养基接种到牛肉膏蛋白胨培养基上 

培养 后发现 平板上长出大量白色 !细小 !表面光

滑 !直径约 1的圆形菌落 经对从平板挑出的

菌落镜检 发现大量椭圆形菌体 根据细胞形状并结

合平板上长出菌落的形态可以确定体系所染椭圆形

菌体为酵母菌 另外 从图 可以看出  为 1的

液体培养基除感染了酵母菌外 还有许多球菌和杆

菌 分析 种  体系所染杂菌种类不同的原因是

不同杂菌对体系  值的要求不同 酵母菌对环境
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值的要求较宽 随着菌系或种的不同 可从

1到 1 而大多数细菌容易在中性  值体系

生长繁殖 因此 无论液体培养基的  值为 1还

是 1 体系均很容易感染酵母菌 而在  为 1

的弱酸性液体培养基中还容易感染球菌 !杆菌等细

菌 相反 在  为 1和 1的酸性液体培养基中

就不易感染细菌 以上结论均是在氮限制培养体系

得出 在碳限制培养体系情况又有所不同≈ 有关

研究另文详述 

21113  体系  变化

任何微生物生长繁殖对环境的酸碱性都是有一

定要求的 如果环境本身  值不是某种微生物生

长的最适宜范围 那么这种微生物就会通过自身的

生理功能分泌一些酸碱性物质来调整环境的  值

至适于自己生长的范围 因此 如果白腐真菌培养体

系感染杂菌 则培养体系的  值将有所变化 除非

所染杂菌生长的适宜  值与白腐真菌培养体系的

值相同 基于此 分别对灭菌环境和非灭菌环境

培养黄孢原毛平革菌过程的  值进行了检测 结

果如图  图 所示 

图 3  灭菌培养体系 πΗ变化

ƒ  ∂  ∏∏ Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ ∏

由图 可以看出 灭菌环境下初始  值为 1

的液体培养基在培养黄孢原毛平革菌的过程中 

一直稳定在 1附近 虽有波动 上下浮动不超过

1个单位 而初始  值为 1的液体培养基在培

养过程中体系的  值缓慢上升 到培养第 时

已升至 1 接近黄孢原毛平革菌的最佳生长

 值  1 更为明显的是 初始  值为 1

的液体培养基在培养过程中体系的  值迅速下

降 培养第 时  已降至 1 下降了 1 个单

位 因此 从以上结果可以看出 尽管灭菌培养体系

的初始  值不同 但至培养第 后培养体系的

均基本稳定在 1附近 因此 可以推测在没有

杂菌侵入的条件下 黄孢原毛平革菌可以利用质膜

上的氧化还原系统调节所处环境达到其所需要的低

 值 

图 4  非灭菌培养体系 πΗ变化

ƒ  ∂  ∏∏ Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ ∏2

非灭菌环境培养黄孢原毛平革菌过程中体系

值的变化与灭菌环境略有不同见图  从图 

可以看出 初始  值为 1和 1的液体培养基

在培养黄孢原毛平革菌过程中体系  值的变化与

灭菌环境下培养相似 培养第 时体系  均在

1 ∗ 1之间 而初始  值为 1的液体培养基

却与灭菌环境有较大不同 在培养最初 体系 

变化还与灭菌环境一样 即  值迅速下降 但到第

时 体系  值开始上升 至第 时  值已上

升到 1 出现以上结果的原因是体系感染了不同

杂菌 由于初始  值为 1和 1的体系仅感染

了酵母菌 又因为酵母菌在  1 ∗ 1的环境中

都容易生存 因此 体系  值变化不大 而  为

1的体系除感染了酵母菌还感染了球菌和杆菌等

细菌 又大多数细菌生长的  环境都是偏中性的 

因此 体系  值逐渐升高 

212  灭 菌 和 非 灭 菌 环 境 下 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 对活性艳红 2°的脱色

21211  灭 菌 环 境 培 养 下 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 在灭菌环境对染料的脱色效果

为 了 评 价 非 灭 菌 环 境 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 对活性染料的脱色效果 首先在灭菌

环境培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 后在灭

菌环境加入已灭菌的活性艳红 2°染料 进行灭
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菌环境脱色试验 试验结果如图 所示 

由图 可以看出 种初始  值的液体培养基

在灭菌环境培养的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 在

灭菌环境对活性艳红 2°均具有较好的脱色能

力 由于体系没有感染杂菌 因此 种培养体系脱

色率的差异反映了液体培养基初始  值对脱色效

果的影响 从图 可以看出 初始  为 1的液体

培养基培养出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 对活

性艳红 2° 的脱色效果最好 的脱色率达

 以上 而初始  为 1和 1的液体培养基

培养出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 的脱色效果

就远不如初始  为 1的液体培养基 脱色 

脱色率分别为   和   因此 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 的最佳脱色  值为 1 与文献≈

结果相吻合  偏低  1或偏高  1

都不利于 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 脱色 特别

是  为 1的液体培养基脱色效果最差 结合不

同初始  值液体培养基中菌丝小球的生长情况 

可以得出初始  为 1 的液体培养基不仅对

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 的生长有抑制 而且还

直接影响其次生代谢产酶 

图 5  灭菌环境培养下 Π. χηρψσοσποριυµ 在灭菌环境

对染料的脱色效果

ƒ  ⁄ √∏

∏  Π. χηρψσοσποριυ µ ∏

21212  非 灭 菌 环 境 培 养 下 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 在非灭菌环境对染料的脱色效果

本研究的目标就是寻找在非灭菌环境下使用白

腐真菌脱色活性染料的方法 因此 即使前面研究发

现非灭菌环境培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 时

种初始  培养体系均不同程度地感染了大量酵

母菌和球杆菌 但是 为了考察感染这些真菌和细

菌的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 培养体系对活性

染料的脱色效果 进行了非灭菌环境培养

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 后在非灭菌环境降解

活性艳红 2°的试验研究 结果如图 所示 

图 6  非灭菌培养下 Π. χηρψσοσποριυµ 在非灭菌环境

对染料的脱色效果

ƒ  ⁄ √∏2

∏  Π. χηρψσοσποριυ µ ∏2

由图 可以看出 除初始  为 1的培养体

系 其它 种初始   1和   1培养体

系几乎对活性艳红 2° 没有脱色效果 而即使

为 1的培养体系对活性艳红 2°有一定的

脱色效果 但其脱色率也在  以下 因此 可以得

出培养体系感染酵母菌和细菌对白腐真菌

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 脱色影响较大 造成染

菌体系脱色效果变差的原因是 酵母菌和细菌的生

长繁殖速度比 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 快 一

旦体系感染这些真菌和细菌 它们就会在培养体系

大量繁殖 使得 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 因缺

乏 营 养 而 失 活  而 失 活 的 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 对活性艳红 2°不仅不具有降解

脱色能力 而且对其的吸附作用也很弱 有关初始

为 1的培养体系对活性艳红 2°具有一定

脱色效果的原因还有待于进一步研究 

21213  灭 菌 环 境 培 养 下 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 在非灭菌环境对染料的脱色效果

由于非灭菌环境 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ

培养阶段感染了酵母菌和细菌等微生物 影响了

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 生长和产酶 使得后续

对活性艳红 2°的脱色能力丧失或降低 因此 

如果 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 培养阶段采用灭

菌条件 待菌丝体形成后再在非灭菌环境降解活性

艳红 2°仍然具有较好的脱色效果或接近灭菌

环境降解活性艳红 2°的脱色率 将具有重要意
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      义和应用价值 由此开展了灭菌环境培养

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 在非灭菌环境降解活

性艳红 2°的试验研究 结果如图 所示 

图 7  灭菌培养下 Π. χηρψσοσποριυµ 在非灭菌环境

降解染料的脱色效果

ƒ  ⁄ √∏2

∏  Π. χηρψσοσποριυ µ ∏

由图 可以看出 种初始  值的液体培养基

在灭菌环境培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 后

在非灭菌环境对活性艳红 2°均有较好的脱色

效果 种培养体系对活性艳红 2° 的脱色

率均在  以上 同灭菌环境培养灭菌环境降解染

料体系基本相当 另外 与灭菌环境脱色活性艳红

2°一样 初始  值为 1的液体培养基培养

出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 在非灭菌环境对

活性艳红 2°的脱色效果最好 的脱色率接

近   而初始  为 1和 1的液体培养基培

养出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 在非灭菌环境

的脱色效果较差 其 的脱色率分别为 1 和

1  经过对这 种非灭菌环境降解染料体系的

培养液进行显微镜观察和接平板试验 发现初始 

值为 1和 1的培养体系均感染了少量酵母菌 

而初始  为 1的培养体系除感染了酵母菌外还

感染了少量球杆菌 但同非灭菌环境培养

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 体系相比 感染真菌和

细 菌 的 量 要 小 很 多 因 此 如 果 在 培 养

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 时采用灭菌培养方式 

至 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 菌丝体形成 并开

始产酶时 再将未经灭菌处理的活性艳红 2°在

不 经 过 灭 菌 操 作 下 加 入 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 培 养 体 系  则 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 对活性艳红 2°的脱色效果将不

受非灭菌环境的影响 原因为经灭菌培养后 

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 在脱色体系已成为优

势菌种 且培养体系已积累了一定量过氧化物酶 因

此 即使有少量酵母菌和细菌侵入也不会对脱色效

果造成影响 

3  结论

 当采用 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 孢子

作为种子在非灭菌环境进行培养时  值分别为

1 !1和 1的液体培养基在培养第 全部感

染酵母菌 培养 时  为 1和 1的培养体系

仍然以酵母菌为主 没有发现其它微生物 而  为

1的培养体系除感染酵母菌外还感染了细菌 因

此 得出氮限制条件下低  值液体培养基可以对

细菌进行抑制 但不能对酵母菌产生抑制 而  

1的液体培养基不但不能抑制酵母菌 而且还容

易感染细菌 

  值为 1的液体培养基在非灭菌环境

培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 时 虽然液体培

养基感染了酵母菌 但是对活性艳红 2°仍有一

定脱色效果 其脱色率在  左右 

  值为 1的液体培养基在非灭菌环境

培养 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 时 由于培养体

系不仅感染了酵母菌 而且还感染了细菌 使得对活

性艳红 2°的脱色效果受到了极大影响 脱

色率在  以下 

   采 用 灭 菌 环 境 培 养 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 非灭菌环境脱色活性艳红 2°的

方法获得了较好的脱色效果 种初始  值氮限制

液体培养基培养出的 Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ

对活性艳红 2° 的脱色率均在  以上 该

方法的脱色效率接近或超过灭菌环境的结果 

 在灭菌环境培养体系中 虽然初始  为

1 和 1 的液体培养基都能使 Πηανεροχηαετε

χηρψσοσποριυ µ 菌丝体生成 且生成的菌丝体在灭菌

环境和非灭菌环境对活性艳红 2°也都有一定

的脱色作用 但从生成的菌丝小球的数量 !大小以及

对活性艳红 2°的脱色效果来看 均不如  为

1 液 体 培 养 基 因 此 确 定   1 为

Πηανεροχηαετε χηρψσοσποριυ µ 生长和脱色的最佳
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