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摘要：利用活性黑 &’"和活性红 ()#’*作为筛选因子，从染料脱色效果、菌群产酶能力以及菌群中的微生物丰富度
三方面比较了酵母培养基 +、产漆酶真菌培养基 ’和白腐真菌培养基 ,在脱色真菌富集筛选方面的效果。富集筛
选结果共得到 --组具有明显脱色效果的真菌菌群，其中 "组来自于 ,培养基，+和 ’培养基各获得 #组。来自 +
培养基的 #组菌群显示出最好的脱色效果和最大的菌群丰富度，对 "$./01的活性红 ()#’*和酸性红 +溶液的脱
色率最高达到 223"#4和 2%3!54，从中分离到了 -6株真菌，初步鉴定分属于水霉科、曲霉科（红曲霉属）、节壶菌科
和白粉菌科；而 ’和 ,培养基中所获得的菌群脱色效果稍差，从中仅得到 #株和 5株真菌，初步鉴定属于酵母和青
霉。+、’两种培养基在各种染料存在下更易产生木质素过氧化物酶，产漆酶能力较弱，而 ,培养基产漆酶活性较
高。
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染料废水因所含染料种类多，易变化，色度明

显以及难生物降解而一直成为难处理的废水之一。

与很多物化处理法相比，生物处理法具有运行费用

低无二次污染等优点，成为处理含有机物废水的首

选方法［-］。目前已经报道了许多不同种类的生物

具有对染料的脱色能力，如细菌、真菌、藻类、放线

菌等，特别是白腐真菌类，由于这类菌能够产生非

底物特异性的降解酶类而显示出巨大的应用潜

力［5］。然而，单株菌在实际废水处理中的应用目前

还很难实现，一方面是菌株的产酶和脱色难以适应
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变化的染料废水组分，另一方面是不能解决其它菌

群的污染问题［!］。因此，如果筛选到具有高效脱色

能力的混合菌群用于实际废水处理有望克服以上

问题。然而在以往报道的混合菌群脱色处理中，多

采用混合细菌菌群，这些菌群在好氧状况下的脱色

效果不好，在厌氧状况下虽然脱色率较高，却容易

产生更难生物降解并且具有更强毒性的中间产

物［" # $］。有关混合真菌脱色的报道还很少。

本文针对目前的状况，以富集筛选高效脱色的

真菌菌群为目标，研究了常用的 !种不同真菌培养
基组成对脱色菌群富集筛选的效果。

! 材料与方法

!"! 培养基
酵母菌培养基 %的组成见文献［&］。
产漆酶培养基 ’：麦麸 $(& )，酵母浸粉 *(& )，

葡萄糖 * )，+,$-. /(& )，盐溶液 *// 01。

盐溶液：2,"34$ " )，5)64$·7,"4 /(& )，-8-."
/(* )，2-. /(& )，溶于 * 1自来水中 9, &(/。
培养基 :的组成见文献［;］。

!"# 样品来源
长有褐色或乳白色锈斑的树皮、腐烂落叶土、

朽木、印染厂排污口污泥。

!"$ 染料
活性黑 <’&（!0 = &>; ?0），活性红 5@!’A（!0 =

&$* ?0），酸性红（!0 = &*; ?0），活性艳兰 2+<（!0 =

;// ?0），配成 */0)B01的母液，放入 $C冰箱保存。
!"% 富集驯化筛选
每种样品分别取 *)加入到有 *// 01上述 !种

不同的培养基中，摇床 "DC、*$/ EB0F?，培养 &G #
7G。将培养液静置 *H，弃上清。分别加入含有
&/0)B1活性黑 <’&、活性红 5@!’A的新鲜培养液进
行富集培养 &G # 7G，同法将染料浓度升高至
*//0)B1继续富集培养，获得高效脱色的混合菌群用
于后续研究。

!"& 混合菌群的脱色研究
取等量上述获得的混合菌群分别加入上述 $

种染料，使染料的终浓度为 &/0)B1，"DC、*$/ EB0F?
脱色培养，每隔一定时间取样在每种染料最大吸收

波长处比色测定脱色率［7］。脱色率计算如下。

脱色率 =（!/ I !"）B!/ J *//K

!/、!" 分别表示初始时刻和 " 时刻染料在最大

吸收波长处的#$ 值。
!"’ 酶活的测定
取反应液在 &/// EB0F?离心 */ 0F?后取上清，

得到粗酶液。木质素过氧化物酶（1F3）的测定采用
LFM? N 2FEO的方法［D］。酶活力单位定义为每 0F?氧
化 *"0P.的黎芦醇成藜芦醛所需要的酶量。锰依赖
过氧化物酶的测定采用紫外吸收法［>］。酶活力单位

定义为在 "$/ ?0的波长下每 0F?引起 /(*个 #$ 值
上升所需酶量。漆酶的测定采用 %’L6法［*/］，利用
柠檬酸@磷酸缓冲体系，在 $"/ ?0下测定 ! 0F?内吸
光度的变化，酶活力单位定义为每 0F?引起 /(* 个
#$ 值上升所需酶量。
!"( 菌群微生物多样性检测
将每个组合的培养液摇匀，经适当稀释后在相

应的固体培养基平板上进行培养和计数，"DC 培
养，!G后观察每种培养基中可培养菌株的丰富度，
并进行单菌落分离，用不加染料的相应斜面保存纯

菌种，根据菌落形态和菌体的显微观察特征进行初

步分类。

# 结果分析

#"! 不同培养基对脱色菌群的富集效果比较
本实验对 $个样品采用 !种培养基和 "种染料

（活性红 5@!’A和活性黑 <’&）进行富集，共设计了
!/组合。经过近一个月的富集培养后，在 %培养基
中得到对活性红 5@!’A 有较好脱色效果的菌群 !
组，分别为 %*<、%"<、%&<，没有得到对活性黑 <’&
脱色的菌群；在 ’培养基中得到对活性红脱色的菌
群 ’*<、’!<，对活性黑 <’& 脱色的菌群 ’;’；在 :
培养基中得到对活性红较好脱色的菌群 :*<、:$<、
:&<和对活性黑 <’& 脱色的菌群 :;’和 :7’。脱
色结果如表 *所示。
由以上结果可知，%培养基所富集的菌群对于

活性红 5@!’A的脱色明显优于 ’和 :培养基富集
的菌群，但是 %培养基对于 $种菌源样品的富集中
没有得到对活性黑 &明显脱色的菌群。通过对菌群
脱色过程的观察发现，从 !种培养基富集得到的活
性红脱色菌群主要以降解脱色为主，离心后的菌体

上仅附着少量残余染料，>;H培养后菌体和溶液颜
色不变。而富集得到的活性黑 &脱色菌群却具有明
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显的吸附脱色特征，菌体附着上与溶液同样的深蓝

色，培养 !"#后菌体上吸附的染料开始解吸附，使脱
色率不仅没有升高反而下降，$%#时脱色率测定值
下降到 &’(左右。
!"! 混合菌群对其它染料的脱色研究

将所得到的 ))组混合菌群对 *’+,-.酸性红 /
和活性艳兰 012溶液进行脱色处理，结果表明，这些
混合菌群多数在 &!#之前能够快速脱色，之后脱色速
度缓慢。图 )比较了 3种培养基中所获得的菌群 &!#
时对酸性红 /和活性艳兰 012溶液的脱色状况。

表 # 三种培养基的富集筛选结果比较（!$%内染料的脱色率&）

菌群
培养基 / 培养基 4 培养基 5

/)2 /&2 /*2 4)2 432 4%4 5)2 5!2 5*2 5%4 564

24* *$76 %"76 6!7)

8934: $$7* $"7" "’73 6"7’ 3$7& %"7" %)7% *%7"

图 ) 所筛选的脱色菌群 &! #内对酸性红 /和活性艳兰 012的脱色比较
/菌群对酸性红的脱色，4菌群对活性艳兰 012的脱色

由图 )可知，所选的 ))组混合菌群对酸性红 /
的脱色效果明显好于其它染料，除 /)2外，其它菌
群对酸性红 /的脱色率均接近 )’’(。而对活性艳
兰 012的脱色，从 4 培养基中筛选的菌群（4)2、
4*2、4%4）要优于其它两种培养基筛选的菌群。/、
4和 5 3 种培养基富集的菌群对活性艳兰 012的
脱色率分别为 *$76( ; 6’(、66( ; $&73( 和
3%7)( ; %&7$(。
!"’ 不同培养基对菌群产酶的比较
将上述 ))组菌群在不同染料存在状况下进行

木质素降解酶类的检测，在检测中发现 ))个组合在
对活性黑 * 存在的条件下均没有酶活性，因此表 &
中仅列出了其它染料条件下的产酶情况。

由表 &可知，/培养基中所得到的菌群多数可
以产生木质素过氧化物酶，但都不能产生锰依赖过

氧化物酶，而产漆酶的能力明显与染料的类型有

关；4培养基中所得到的菌群也有易于产生木质素
过氧化物酶的趋势；5培养基中所得到的菌群产木
质素过氧化物酶的能力显然比较差，但在酸性红、

活性艳兰存在条件下 5)2、5!2和 5%4有较高的漆
酶活性。另外，染料类型不同诱导产酶能力不同，

酸性红 /比活性红 8934:更易于诱导产生各种酶，
这与前面所筛的混合菌群对酸性红 /的脱色要比
对活性红 8934:的脱色好的结果相一致。
值得注意的是在对 012 进行脱色时，/&2、

/32、5)2、5*2 均有较高的漆酶活性，但脱色率却
不是很高，在 *$7%"( ; %$7$3(之间。而从培养基
4筛选出的混合菌群在活性艳兰 012存在条件下
却不能产生漆酶，但能够产生明显的木质素过氧化

物酶，酶活在 &)3 <-. ; &*3 <-.之间，与其对活性艳
兰 012的高脱色率（图 )）相一致，说明木质素过氧
化物酶活性高的菌群对活性艳兰的脱色更有利。

活性艳蓝 012是蒽醌衍生物，它是一大类有毒
难降解的有机污染物的代表，侯红漫等人在每升含

有 )’’+,的染料和 3’’’’ < 纯化漆酶的反应体系
中，经 *’=摇床水浴处理，!# 有脱色现象出现，到
)&#脱色反应基本稳定，脱色率达 6’(［))］，在本次
试验中，利用混合菌群对 012进行脱色，在 &!#时，
4%4的脱色率最高可达 $&73&(。
!"$ 不同培养基中可培养菌株的丰富度比较
考虑到所筛选的真菌菌群中微生物多样性越

高越有利于适应实际废水变化复杂的染料成分，因
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此对这 !种培养基富集的菌群多样性进行了研究。
从 "培养基中分离菌种 #$ 株，根据菌落形态和菌
体显微观察特征可初步划分到水霉科、曲霉科（红

曲霉属）、节壶菌科和白粉菌科中，从 %和 &培养基
中共分离出菌种 ’株，初步分类到酵母科和青霉属

中。由此可见，培养基 "中可培养菌株的丰富度最
好，%和 &培养基都较差。"培养基在组成上最简
单，更适应于进一步的反应器研究和实际废水配比实

验。

表 ! "种培养基筛选的菌群在不同染料状况下的产酶（#$%&）

()!%* 酸性红 " 活性艳兰 +,-

./0 .12 (30 ./0 .12 (30 ./0 .12 (30

培养基 " "#- #4 5 5 6#7 5 5 47 5 5

"6- 67 5 5 #87 6! 5 5 #7’’ 5

"’- 5 5 97 46 #7 5 97 #9#7 5

培养基 % %#- 64 5 5 $7 5 5 6’! 5 5

%!- 5 5 #7 5 5 5 6#! 5 5

%$% 5 5 5 6:7 $7 5 664 64 5

培养基 & &#- 5 5 5 5 #$ 5 5 6484 5

&:- 5 5 5 $! !!74 5 5 97 5

&’- 66! 5 5 5 5 5 5 5 5

&$- 5 5 5 5 #7 5 5 !9:7

&4- 5 5 !7 5 5 :7 5 5 #77!

注：./0 木质素过氧化物酶，(30 锰依赖过氧化物酶，;12 漆酶，5 表示未测到酶活性

从这些脱色菌群中共分离到的 6#株真菌菌株
经研究发现有 8 株具有较高和广泛的脱色性能。
相关数据将在另外一篇文章中报道。
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稿件规范化与标准化

论文中有关正、斜体的约定

物种的学名：菌株的属名、种名（包括亚种、变种）用拉丁文斜体。属的首字母大写，其余小写，属以上用

拉丁文正体。病毒一律用正体，首字母大写。

限制性内切酶：前三个字母用斜体，后面的字母和编码正体平排，例如：%#&PJ、’()-J、*+,J、-#.!"J 等。
氨基酸和碱基的缩写：氨基酸缩写用 !个字母表示时，仅第一个字母大写，其余小写，正体。碱基缩写为

大写正体。

基因符号用小写斜体，蛋白质符号首字母大写，用正体。
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