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摘要：【目的】系统研究吸附法和同时培养法对所形成混合菌丝球的外观形态、内部结构及其去除2-氯
酚效果的影响。【方法】采用吸附法和同时培养法将可降解2-氯酚的光合细菌PSB-1D固定在黄孢原毛平

革菌(Phanerochaete chrysosporium) DH-1发酵而成的菌丝球上，形成混合菌丝球。以单一菌丝球为对

照，利用光学显微镜、扫描电镜等仪器观察混合菌丝球的外观形态和内部结构，考察2种方法对混合菌

丝球成球效果的影响；以无菌培养液为空白对照，考察游离光合细菌、单一菌丝球、2种方法形成混合

菌丝球对2-氯酚的降解效能。【结果】在吸附法形成的混合菌丝球上，光合细菌主要集中在过渡区；而

同时培养法将光合细菌牢固地包埋在菌丝球内核区，并大量簇状附着生长在菌丝交联的空隙处和每根菌

丝上。在接种等量孢子和光合细菌的前提下，同时培养法较吸附法操作时间更短，成球数量更多，形成

菌丝球干湿比更大，单位菌丝干重上固定的细菌数量更多。菌丝球降解体系和游离光合细菌对2-氯酚的

降解均符合一级动力学特征。同时培养法形成的混合菌丝球降解效果最好，7 d内对初始浓度为50 mg/L
的2-氯酚降解率可达89%以上，降解速率常数为0.3286 mg/(L·d)，2-氯酚半衰期t1/2为2.8 d。【结论】首次

报道黄孢原毛平革菌包埋固定化光合细菌形成混合菌丝球。该研究为生物质固定化材料的实际应用提供

理论依据。
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氯酚类化合物(Chlorophenols，CPs) 是一类难

降解有机污染物，被广泛应用于杀菌剂、除草剂

和防腐剂等农业产品的生产制造和造纸漂白工

业[1]，具有致癌、致畸、致突变效应[2]和遗传毒

性[3]，被美国、欧盟以及中国等诸多国家列入优

先污染物名单[4]，其污染治理受到了世界性的广

泛关注。光合细菌(Photosynthetic bacteria，简称

PSB) 具有灵活的代谢方式，它们不仅能以低级脂
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肪酸等低分子有机物作为光合作用的电子供体进

行光能异养生长，而且能以这些有机物为呼吸基

质进行好氧异养生长，因此可以作为处理难降解

有机废水的一种有效途径[5]。然而，将光合细菌

直接投放到水处理系统中，由于菌体十分微小，

常会出现细胞流失严重、易被原生动物吞噬、固

液分离困难等一系列问题[6]。菌丝球作为固定化

细菌的新型生物质载体，为这一难题的解决提供

了全新的方法和思路[7]。菌丝球是由霉菌或放线

菌在液体淹没条件下振荡培养、自动聚集形成的

一种既具有生命性征，又有吸附和载体特性的球

状颗粒物[8–10]，具有沉降性能好，传质扩散阻力

小，无二次污染，生产成本低等优点[11]，能够有

效提高功能降解菌的生物量密度、维护系统的稳

定运行[12]。

目前，国内外对菌丝球的相关研究主要集中

在形成过程分析、机理探讨等方面，工业废水处

理应用也仅限于对重金属和印染废水的吸附[13–16]。

利用菌丝球作为生物质载体，固定化功能降解菌

来处理难降解有机废水的相关研究甚少，国内仅

哈尔滨工业大学的马放等[17]对曲霉与苯胺降解菌

结合形成混合菌丝球的净化效能进行了研究。而

利用菌丝球固定代谢方式灵活的光合细菌来处理

氯酚废水的研究目前尚未见有报道。

混合菌丝球的形成方法主要有2种[18]：吸附法

和同时培养法。其中，吸附法是通过吸附作用将

功能降解细菌附着在菌丝球上；同时培养法是将

霉菌孢子和功能降解细菌种子液同时培养，利用

菌丝培养过程中缠绕形成具有一定形状、结构和

层次的球状颗粒，将功能细菌缠绕包埋在其中。

本文以可高效降解2-氯酚(o-chlorophenol，2-CP)

的光合细菌作为研究对象，以不添加光合细菌的

单一菌丝球为对照，分别采用上述2种方法将光合

细菌固定在黄孢原毛平革菌发酵而成的菌丝球

上，形成混合菌丝球，对比2种菌丝球的外观形

态、内部结构及对2-CP的去除效果，由此确定混

合菌丝球的最佳构建方法。通过上述研究，以期

为开发固定化微生物技术的新型生物质载体材

料，将其实际应用于难降解有机废水处理提供科

学依据。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    供试菌株：(1) 光合细菌：试验所用光合细

菌PSB-1D为实验室保存菌种，由某农药厂排污口

下游水体浅层底泥中分离、筛选得到，经鉴定为

沼泽红假单胞菌(Rhodopseudomonas palustris), 16S

rDNA序列在GenBank中的登陆号为Accession No.

HM 068966。该菌对2-CP具有良好的耐受和降解

能力[19]。(2) 白腐真菌：试验选用黄孢原毛平革菌

(Phanerochaete chrysosporium), 暂命名为DH-1，

为白腐真菌中的一类担子真菌，购自中国普通微

生物菌种保藏管理中心 (CGMCC)。该真菌通过摇

床培养可以形成菌丝球，对2-CP具有良好的耐受

能力和一定的降解能力。初步降解试验表明，该

菌丝球培养7 d后对2-CP的去除率为30%左右。经

拮抗试验验证，该菌与光合细菌PSB-1D无拮抗

作用。

1.1.2    培养基：(1) 光合细菌培养基(g/L)：葡萄糖

2，(NH4)2SO4 0.6，酵母膏0.2，KH2PO4 0.6，

K2HPO4 0.4, CaSO4 0.2, MgSO4·7H2O 0.3。用

10%的NaOH和10%的HCl调节pH至7.0。(2) 白腐

真菌培养基：马铃薯提取液1 L、葡萄糖20 g、

KH2PO4 3 g、MgSO4·7H2O 1.5 g，维生素B1 微

量。用10%的NaOH和10%的HCl调节pH至7.0。

(3) 菌丝球培养基(g/L)：葡萄糖10，酵母膏2，

KH2PO4 0.6，K2HPO4 0.4，CaSO4 0.2，MgSO4·

7H2O 0.3。用10%的NaOH和10%的HCl调节pH至

7.0。各种培养基接种前1.0×105 Pa灭菌20 min。

1.1.3    主要仪器与试剂：Motic Type102M电子显

微镜(德国徕卡仪器有限公司)，TM-1000台式扫描
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电子显微镜(日立 Hitachi公司)，L-2000高效液相

色谱仪(日立Hitachi公司)，SpectroFlex6600紫外-

可见分光光度计(德国WTW公司)，2-CP (纯度>

99%，国药集团化学试剂有限公司)，甲醇(色谱

纯，Fisher Scientific公司)。

1.2    孢子悬液的制备

在无菌操作台上，用无菌生理盐水冲洗长有

白腐真菌DH-1的斜面固体培养基表面，用接种环

轻刮斜面，直至孢子被完全冲洗下来。将其倒入

250 mL无菌锥形瓶中，轻轻振荡，使悬液中的孢

子呈均匀分散状态。用紫外-可见分光光度计测孢

子悬液的吸光度值OD650，用无菌生理盐水调节

OD650至0.8左右，此时用血球计数法计算孢子数

量浓度约为1.0×108 CFU/mL。

1.3    光合细菌种子液的制备

用接种环将保存于固体斜面培养基中的光合

细菌PSB-1D挑取3环，接种至含2-CP质量浓度为

50 mg/L的100 mL光合细菌培养基中，置于30 °C、

130 r/min摇床中培养3 d后用于后续光合细菌的接

种培养。

1.4    光合细菌悬液的制备

接种光合细菌种子液(1.3) 10 mL于90 mL，含

2-CP质量浓度为50 mg/L的光合细菌培养基中，置

于30 °C、130 r/min摇床中培养4 d。将培养液于

8000 r/min离心5 min，弃去上清液，收集的菌体

细胞重新悬浮于100 mL，含2-CP质量浓度为50 mg/L

的无菌生理盐水中，振荡均匀，配制成OD560为

2.0左右的菌悬液，此时用平板菌落计数法计算光

合细菌数量浓度约为2.0×1010 CFU/mL。

1.5    单一菌丝球的制备

在无菌操作台上，接种孢子悬液(1.2) 10 mL

于90 mL，含2-CP质量浓度为50 mg/L的菌丝球培

养基中，置于30 °C、130 r/min摇床中振荡培养

4 d至形成菌丝球。

1.6    混合菌丝球的制备

1.6.1 混合菌丝球Ⅰ：采用吸附法形成混合菌丝

球。用无菌生理盐水将单一菌丝球冲洗2次，置于

光合细菌悬液(1.4) 中，于30 °C、130 r/min摇床中

培养48 h，过滤即得混合菌丝球Ⅰ。

1.6.2 混合菌丝球Ⅱ：采用同时培养法形成混合菌

丝球。同时接种10 mL孢子悬液(1.2)和10 mL光合

细菌种子液(1.3)于80 mL，含2-CP质量浓度为

50 mg/L的菌丝球培养基中，置于30 °C、130

r/min摇床中培养4 d至形成混合菌丝球Ⅱ。为了保

证上述2种方法的平行比较，以及与单一菌丝球的

对照比较，每种方法在培养初始所接种的光合细

菌种子液和孢子悬液浓度平行一致。

1.7    石蜡切片与光学显微镜观察

取不同方法培养得到的菌丝球数粒，用FAA

固定液固定，石蜡切片，切片厚8–10 μm，乳酸石

炭酸棉蓝染色，光学显微镜下观察菌丝球石蜡切

片的形态结构[20]。

1.8    扫描电子显微镜样品制备

取直径大小均匀的5–10个单一菌丝球/混合菌

丝球，用蒸馏水冲洗2–3次，冰冻待用。首先，用

冰冻包埋剂将待切样品于–20 °C包埋速冻20 min。

然后置于–20 °C切片台上，切片厚度为150 μm。

切片后，用预冻的载玻片沾取切片，置于室温中

进行电镜扫描样品制备。其制备过程为：(1) 固

定：取单一菌丝球/ 混合菌丝球的切片各5片，加

入2.5 %、pH 6.8的戊二醛固定液中，并置于冰箱

4 °C下固定1.5 h；之后换入新鲜戊二醛再次固定

1.5 h；(2) 脱水：用0.1 mol、pH 6.8的磷酸缓冲液

冲洗3次，每次1 0  m i n；分别用3 0 %、5 0 %、

70%、85%、95%的乙醇进行脱水，每次15 min；

(3) 置换：用100 %乙醇置换2次，每次20 min；用

乙酸异戊酯置换2次，每次20 min；(4) 干燥：用

Quorum K850临界点干燥仪对菌丝球干燥处理；

(5) 喷金：用镊子轻轻地将干燥后的菌丝球切片内

董怡华等  |  微生物学报, 2016, 56(5) 755

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn



部观察面向上粘贴在扫描电镜样品台上，用

Quorum Q150R离子溅射镀膜仪在菌丝球表面镀一

层1500 nm厚度的金属膜；(6) 观察：将制备好的

菌丝球样品进行内部结构扫描电镜观察。

1.9    分析项目及测定方法

1.9.1    解吸量M的测定：将2种方法形成的混合菌

丝球30粒投入100 mL的无菌生理盐水中，于30 °C、

130 r/min的摇床中振荡24 h后，用血球计数法计

算混合菌丝球在生理盐水中溶出的光合细菌数量

浓度(CFU/mL)。

1.9.2    2-CP去除率E的计算：测定不同降解系统

中培养t时间后残留的2-CP质量浓度ρt，以同一培

养时间无菌空白对照培养液的2-CP质量浓度ρck为

对照，计算2-CP去除率E。

E =
½ck ¡ ½t

½ck
£ 100

其中，2-CP质量浓度的测定：将培养液经

0.22 μm微滤膜过滤后，利用高效液相色谱仪进行

测定。分析条件为：C18反相柱(4.6 mm×200 mm)，

柱温30 °C；紫外检测器检测波长273 nm；流动相

为甲醇45%，高纯水55%；流速1.0 mL/min；进样

量25 μL。

1.10    数据处理

采用SPSS 19.0和Microsoft Excel 2003软件进

行数据处理和方差分析(one-way ANOVA)，采用

Duncan法进行差异显著性检验(α=0.05)，采用

Origin 7.5软件对数据作图。

2    结果和分析

2.1    不同方法形成菌丝球的外观形态及显微镜

观察

由图1-A可以看出，白腐真菌DH-1形成的单

一菌丝球为纯白色，大小均匀、独立，直径在

3 mm左右，边缘形状规则整齐、有短绒毛。对照

图1-B和图1-C可以看出，吸附法形成的混合菌丝

球Ⅰ呈淡黄色，球体结构饱满、致密，边缘规

则、表面光滑，大小均匀，直径在4–5 mm左右；

而同时培养法形成的混合菌丝球Ⅱ外观呈肉粉

色，球体大小不均匀，边缘规则，有较长绒毛，

球体直径在5–7 mm左右。

由40倍的光学显微镜照片(图2) 可以看出，不

同方法形成的菌丝球由外至内均包括3个界限分明

的区域：(1) 外层菌毛区；(2) 中间过渡区；(3) 内
核区。其中，各种方法形成菌丝球的外层菌毛区

和过渡区菌丝分布均较为松散，由此可以保证菌

丝体之间形成的孔通道能够良好的吸收与利用基

质，使培养液中营养物质或降解基质能够有效传

质和充分供应溶解氧，以及保证代谢产物能够很

图 1.  不同方法形成菌丝球的外观形态

Figure 1.   Morphology of mycelial pellets formed by different methods. A: Single mycelial pellets; B: Combined
mycelial pellets Ⅰ formed by adsorption method; C: Combined mycelial pellets Ⅱ formed by simultaneity method.
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快分泌到球体外，从而使得菌丝球整体处于生长

旺盛状态；内核区菌丝相对较为致密，可以起到

包埋功能降解细菌的骨架作用。由图2-B可以看

出，吸附法形成混合菌丝球Ⅰ的过渡区颜色较单

一菌丝球加深，推测可能是球体表面吸附了光合

细菌PSB-1D细胞集中于此区域所致；由图2-C可

以看出，在显微镜下，透过同时培养法形成的混

合菌丝球Ⅱ表面可以观察到中心区域有红色阴

影，初步推测为被包埋的红色光合细菌。

2.2    不同方法形成菌丝球的石蜡切片照片

由图3可以看出，单一菌丝球的菌丝整体分布

较为松散，内核区菌丝生长旺盛、较浓密，菌丝

围绕着内核呈放射性生长；吸附法形成的混合菌

丝球Ⅰ过渡区颜色较深、密实度增加，而内核区

颜色较浅，菌丝分布比较疏松；同时培养法形成

的混合菌丝球Ⅱ的内核区和过渡区颜色均较深，

推测被包埋固定化的光合细菌主要集中于这两个

区域。

2.3    不同方法形成菌丝球的内部结构扫描电镜

由图4-A可以观察到，菌丝球是由菌丝生长和

缠绕而成的规则球体，菌丝多且表面光滑，菌丝

之间充满空隙，孔隙率大且均匀，利于氧气和营

养物质的传输，不易造成堵塞。菌丝为前后贯通

的纤细管状体，无横隔膜，内有多个形成衍射亮

点的细胞核。区别于其他化学材质载体的最大特

点在于，菌丝球是有生命的生物质体，具有良好

图 2.  不同方法形成菌丝球的外观形态显微镜照片 (40×)
Figure 2.  Microscopic observation of mycelial pellets formed by different methods (40×). A: Single mycelial pellets;
B: Combined mycelial pellets Ⅰ formed by adsorption method; C: Combined mycelial pellets Ⅱ formed by
simultaneity method. 1: fimbriae region; 2: transition region; 3: core region.

图 3.  不同方法形成菌丝球的石蜡切片照片 (40×)
Figure 3.  Microscopic observation of paraffin section (40×). A: Single mycelial pellets; B: Combined mycelial pellets
Ⅰ formed by adsorption method; C: Combined mycelial pellets Ⅱ formed by simultaneity method.
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的生物相容性，其发达的菌丝结构为微生物细胞

提供了巨大的吸附空间，具有很大的吸附容量，

因此更利于微生物的附着固定。由电镜照片图4-

B、C可以看出，光合细菌被均匀地吸附排列在吸

附法形成的混合菌丝球Ⅰ的每一根菌丝上；而同

时培养法形成的混合菌丝球Ⅱ内部，无论是菌丝

交联形成的空隙位置还是每根菌丝上，都簇状生

长有大量的光合细菌，其单位菌丝上附着的光合

细菌数量明显多于吸附法。

2.4    不同方法形成菌丝球的综合比较

分别取每种方法形成菌丝球100 粒，对表征

成球效果的各项指标进行测定，并进行综合比

较，结果如表1所示。由表1可知，不同方法形成

菌丝球的成球效果和固定化效果均存在一定差

异。其中，吸附法须进行二次培养，因此该方法

历时长，操作繁琐；相比而言，同时培养法历时

短，操作过程简单，且形成的混合菌丝球干湿比

较高。在平行接种等量的孢子和光合细菌的前提

下，同时培养法形成的混合菌丝球培养4 d后对光

合细菌的固定包埋量约为(4.9±0.7)×1010 CFU/g菌

丝干重；而吸附法是在生理盐水中进行，菌体细

胞不存在生长繁殖现象，菌悬液中光合细菌浓度

从培养初始即迅速下降，之后逐渐趋于平稳，48 h

后基本达到吸附平衡，此时菌丝球对光合细菌的

包埋量约为(2.1±0.3)×1010 CFU/g菌丝干重。沉降

试验表明，单一菌丝球在水中有少量悬浮，而其

他2种混合菌丝球都快速沉降到水底，因此利于实

际处理有机废水过程中的固液分离。解吸试验发

现，将混合菌丝球重新投入无菌生理盐水中振荡

24 h后，吸附法形成混合菌丝球的溶出光合细菌

图 4.  不同方法形成菌丝球内部结构的扫描电镜照片 (4000×)
Figure 4.  Intrastructure of mycelial pellets formed by different methods (4000×). A: Single mycelial pellets; B:
Combined mycelial pellets Ⅰ formed by adsorption method; C: Combined mycelial pellets Ⅱ formed by simultaneity
method.

表1.  不同方法形成菌丝球效果的综合比较

Table 1.  Comparison of mycelial pellets formed by different methods

Index
Pellets

Single mycelial pellets Combined mycelial pellets Ⅰ Combined mycelial pellets Ⅱ

Average diameter/mm 3.0±0.5 5.0±0.4 6.0±0.5

Dry weight/(g/10 pellets) 0.006±0.002 0.010±0.002 0.009±0.002

Dry wet ratio/% 3.0±0.2 5.0±0.5 7.0±0.6
Photosynthetic bacteria amount
embedded/(CFU/g mycelial dry weight) – (2.1±0.3)×1010 (4.9±0.7)×1010

Desorption amount/(CFU/mL) – (9.5±0.8)×105 (4.7±0.6)×102
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数量浓度约为(9.5±0.8)×105 CFU/mL左右，而同时

培养法约为(4.7±0.6)×102 CFU/mL左右，说明吸附

法形成的混合菌丝球在水力剪切力的作用下更易

解吸。

2.5    不同降解体系对2-CP降解效果的比较

分别接种最佳体积配比为10 mL:10 mL的孢子

悬液和光合细菌种子液于含2-CP质量浓度为50 mg/L

的菌丝球培养基中，在30 °C、130 r/min条件下进

行好氧培养。以无菌培养液作为空白对照，考察

游离光合细菌、单一菌丝球、吸附法和同时培养

法形成混合菌丝球对2-CP的降解效能，每天定时

取样，测定不同降解体系中2-CP的质量浓度，并

计算去除率，结果如图5所示。

由图5可知，将无菌对照培养液置于摇床中振

荡培养，2-CP质量浓度有一定幅度下降，7 d后损

失率为8.07%，表明2-CP的挥发性对其去除率的

计算存在一定干扰。因此在后续试验中，以同一

培养时间下无菌空白体系的2-CP质量浓度作为对

照浓度来计算去除率。游离态光合细菌PSB-1D培

养7 d后对2-CP的去除率为65.92%。无论吸附法还

是同时培养法所形成的混合菌丝球对2-CP的去除

率均高于游离态光合细菌，分别为81 .08%和

89.13%。在白腐真菌形成的单一菌丝球降解体系

中，随着培养时间的延长，2-CP质量浓度持续下

降，说明白腐真菌对2-CP除了有一定物理吸附作

用外，也具备生物降解效能，培养7 d后，2-CP去

除率为32.77%。

将不同降解体系中2-CP质量浓度随时间的变

化按一级反应动力学方程进行线性拟合，即：

lnρ=–kt+A，式中ρ(mg/L)是t时残留的2-CP质量浓

度，k [mg/(L·d)]表示降解速率常数，t(d)是降解时

间，A为常数。结果如表2所示。

由表2可见，不同降解体系对2-CP的去除均符

合一级动力学特征，拟合结果显示各降解体系表

现出良好的线性关系，相关系数R均高于0.95，所

得一级动力学方程均能较好地反映不同降解体系

对2-CP的降解效果与趋势，降解反应速率常数大

小依次为k同时培养法>k吸附法>k游离光合细菌>k单一菌丝球，

半衰期依次为t1/2同时培养法< t1/2吸附法< t1/2游离光合细菌<

图 5.  不同降解体系下2-CP质量浓度变化

Figure  5 .   2-CP concentra t ions  wi th  d i f ferent
biodegradation systems.

表2.  不同降解体系降解2-CP的反应动力学分析

Table 2.  Degradation kinetic of 2-CP in different biodegradation systems

Biodegradation systems Kinetic equation R Degradation rate
constant k/[mg/(L·d) ] Half-life t1/2/d Removal rate E/%*

Blank control lnρ=3.91469 – 0.01136t 0.9904 0.0114±0.0034 61.2±5.1 –

Free photosynthetic bacteria lnρ=3.93128 – 0.16539t 0.9903 0.1654±0.0157 4.3±0.1 65.92±0.04a

Single mycelial pellets lnρ=3.94889 – 0.07726t 0.9841 0.0773±0.0049 9.3±0.5 32.77±0.02b

Combined mycelial pellets Ⅰ lnρ=3.95269 – 0.22631t 0.9788 0.2263±0.0271 3.2±0.3 81.08±0.04c

Combined mycelial pellets Ⅱ lnρ=4.19314 – 0.32859t 0.9754 0.3286±0.0115 2.8±0.05 89.13±0.03d
*P<0.05.
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t1/2单一菌丝球，且各降解体系对2-CP的去除率存在

显著差异 (P<0.05)。其中，同时培养法形成混合

菌丝球对2-CP的降解速率常数k为0.3286±0.0115
mg/(L·d)，2-CP的半衰期为2.80±0.05 d，去除率为

89.13±0.03%，较其他降解体系有显著优势。

3    讨论
开发高效、耐用、廉价的载体材料是微生物

固定化技术得以推广应用的关键。与传统无机和

有机化学材料相比，菌丝球作为生物质载体材料

具有诸多优点：(1) 菌丝球是由菌丝体缠绕形成的

球体，其表面和内部布满了网状空隙，可有效包

埋功能降解细菌，并且能够克服载体对基质以及

代谢产物的扩散传递阻力，利于传质；(2) 菌丝球

具有多孔以及大的比表面积，有利于对功能降解

细菌的吸附；(3) 菌丝球有相对宽泛的成球和生长

条件，沉降性能良好，具有一定的机械强度，能

够抵抗较大的水流剪切力；(4) 菌丝球营养需求简

单，生长速度快、代时短，生产成本低，不造成

二次污染，可多次重复利用，可以实现污泥的减

量化和资源化，降低污泥处理成本。由此看来，

如若把对有机废水具有特殊降解功能的细菌通过

菌丝吸附或缠绕包埋作用固定在菌丝球上，进行

难降解有机废水的高效处理，将有望解决微生物

固定化技术推广应用的瓶颈[21]，为生物处理有机

废水提供一种新的、经济有效的方法。

菌丝球作为生物质载体固定化光合细菌的方

式主要有吸附法和同时培养法。通过扫描电镜观

察菌丝球内部结构，可以看出光合细菌PSB-1D细

胞均匀地排列在吸附法形成菌丝球的每一个菌丝

上，而同时培养法形成的混合菌丝球的内部，

PSB-1D细胞主要聚集于每根菌丝上以及菌丝交联

形成的空隙处。这一试验现象与马放等[18]研究有

所不同。马放采用上述2种方法将高效苯胺降解细

菌JH-9固定于黑曲霉菌Y3形成的菌丝球上，观察

发现，同时培养法形成的菌丝球内部，发现细菌

均匀地排列生长在每一根菌丝上，而吸附法形成

的菌丝球上，细菌只存在于多条菌丝交叉处。分

析其不同的原因，可能是由于生物质载体的真菌

种类不同，形成混合菌丝球过程中的吸附机制不

同所致。

此外，本研究对2种方法形成混合菌丝球效果

的综合比较发现，在接种等量孢子和光合细菌的

前提下，同时培养法较吸附法操作时间更短、更

简便，成球数量更多，形成菌丝球干湿比更大，

单位菌丝干重上固定的细菌数量更多。

研究表明，孢子的凝聚在菌丝球的形成过程

中起了很重要的作用。孢子不能凝聚，就不能形

成饱和晶核，进而无法形成菌丝球[22–23]。由同时

培养法形成菌丝球在不同培养阶段的镜检照片(图6)

可以看出，同时接种的光合细菌细胞参与了孢子

图 6.  混合菌丝球Ⅱ在不同培养阶段的形态(400×)
Figure 6.  Morphology of combined mycelial pellets Ⅱ in different culture stages (400×). A: Dispersed spores and
PSB-1D cells (0 h); B: Formation of saturated crystal nucleus with PSB-1D (6 h); C: Growth of spores from saturated
crystal nucleus (12 h).
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的凝聚以及饱和晶核的形成，并在饱和晶核中占

据了一定的空间，使得更多的孢子发生凝聚，形

成了更多的饱和晶核。饱和晶核越多，发育形成

的菌丝球数量就越多。饱和晶核中的孢子萌发长

出菌丝，由于菌丝体生长过程中不断产生大量胞

外聚合物(EPS)，并且菌丝表面具有巨大的粘附力

和静电引力[24]，在振荡培养过程中，不断使PSB-
1D细胞粘附在菌丝体中，在水流剪切力的作用

下，菌丝围绕晶核缠绕形成菌丝球的同时，将

PSB-1D细胞不断包埋于内核区，从而形成了混合

菌丝球。当菌丝球形成后，球体表面对培养液中

剩余的游离光合细菌同样也具有吸附作用，使得

被包埋的光合细菌主要集中于内核区和过渡区。

吸附法是将已成型的单一菌丝球重新置于光合细

菌PSB-1D悬液中，在摇床的充分振荡搅拌下，菌

丝缠绕的更加致密，并且细胞微小的光合细菌逐

渐通过菌毛区的菌丝空隙进入到球体过渡区，不

断集中、均匀分布，少量细胞渗入到球体内部。

因此，相比而言，同时培养法较吸附法包埋的光

合细菌数量更多。此外，光合细菌既可以在厌氧

光照条件下光能异养生长，即使是微弱的光照也

能进行，又可以好氧异养生长，且对氧存在的敏

感度不高[25]。当光合细菌被包埋于球体的内核区

时，由于氧气传输的限制，在球体内部形成溶解

氧的浓度梯度，导致球体中心区域氧的缺乏，此

时光合细菌可以在厌氧或缺氧条件下继续代谢营

养物质和分解有机底质。并且，同时培养法形成

的这种特有结构不会因为在形成和应用过程中，

由于水力剪切力的作用而脱落解吸出大量光合细

菌，由此可以更加牢固地将光合细菌包埋于菌丝

球内部，从而较吸附法更有利于在有机废水处理

中的实际应用。

多项研究表明，白腐真菌因其特有的木质素

降解酶系，能非特异性降解氯酚类、多氯联苯等

难降解有机污染物，成为环境污染控制领域最受

关注的微生物菌种[26–27]。在本研究前期，曾经分

离出1株烟曲霉菌(Aspergillus fumigatus，GenBank
Accession No. KJ156821)，也可作为生物质载体与

光合细菌PSB-1D形成混合菌丝球。然而2-CP降解

试验发现，培养3 d后，随着时间的延长，该菌形

成的单一菌丝球对2 - C P的去除率始终维持在

12%左右，即达到吸附饱和，由此推测它对2-
CP的去除主要是通过物理吸附而非生物降解。而

试验发现，白腐真菌中的一类典型担子真菌

——黄孢原毛平革菌(Phanerochaete chrysosporium),
不但可以作为生物质载体与光合细菌形成混合菌

丝球，而且其形成的单一菌丝球对2-氯酚也具有

一定生物降解效果，培养7 d后，对2-CP去除率为

32.77%。因此，本研究选择黄孢原毛平革菌形成

的菌丝球作为生物质载体对光合细菌PSB-1D进行

固定化。

以游离态光合细菌和单一菌丝球为对照，考

察吸附法和同时培养法形成混合菌丝球对2-CP的
降解效能，结果表明上述4个不同降解体系对2-
CP的去除率存在显著差异 (P<0.05)，其中，同时

培养法对2-CP的去除效果显著好于吸附法。这是

由于吸附法是将生理盐水中形成的混合菌丝球直

接投加到2-CP培养液中，培养过程中光合细菌逐

渐出现老化、生长停滞、死亡等过程，最终导致

混合菌丝球包埋的光合细菌数量逐渐减少；而同

时培养法是在菌丝球培养基中由孢子和光合细菌

种子细胞生长发育而形成混合菌丝球，无论白腐

真菌DH-1还是光合细菌PSB-1D都始终长时间维

持很高的活性，在培养过程中被包埋的光合细菌

不断繁殖、更新，不断对2-CP进行协同代谢，因

而2-CP的去除效果比较好。

综合上述试验，菌丝球作为新型生物质载

体，通过同时培养法来包埋固定光合细菌，与吸

附法相比，不仅缩短固定化时间，操作简便，而

且固定化菌量大、固定化效果好、菌体细胞不易

流失，并且对2-氯酚去除效果好，具有明显优

势，将在有机废水处理工程应用上具有广阔的应

用前景。
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Comparison of two mycelial pellets formation methods to
immobilize o-chlorophenol degradation bacteria

Yihua Dong1,2, Peng Li1 *, Jianghai He1, Liang Li3, Xiaomin Hu3

1 School of Environment, Shenyang University, Shenyang 110044, Liaoning Province, China
2 Key Laboratory of Pollution Environment and Regional Ecological Security, Shenyang University, Shenyang 110044, Liaoning
Province, China
3 College of Resources and Civil Engineering, Northeastern University, Shenyang 110004, Liaoning Province, China

Abstract: [Objective] To find an efficient and fast method for microbial immobilization, we compared simultaneity
culture method and adsorption method on morphology and intrastructure of combined mycelial pellets, as well as their
o-chlorophenol biodegradation efficiency. [Methods] The o-chlorophenol degrading photosynthetic bacterium PSB-
1D was immobilized onto mycelial pellets formed by Phanerochaete chrysosporium DH-1 to form combined mycelial
pellets. The morphology and intrastructure of pellets formed by two immobilization methods were observed by optical
microscope and scanning electron microscope. Then, their differences were analyzed. Using the sterile medium as
control, o-chlorophenol removal efficiency of free photosynthetic bacteria, single mycelial pellets and combined
mycelial pellets formed by two methods were studied. [Results] Photosynthetic bacteria were largely concentrated in
the core region of pellets formed by simultaneity culture method and grew in clusters on each mycelium and their
intersections. As compared with simultaneity culture method, photosynthetic bacteria mainly grew in the transition
region of pellets formed by adsorption method. With the same inoculation amount of spores and photosynthetic
bacteria, the simultaneity culture method could immobilize more bacteria with little time. Moreover, average diameter,
dry weight and dry wet ratio of pellets formed by simultaneity culture method were bigger than that by adsorption
method, and their desorption amount were less. The o-chlorophenol degradation followed a first-order kinetics model.
The combined mycelial pellets formed by simultaneity culture method could degrade above 89% of o-chlorophenol in
medium with an initial concentration of 50 mg/L after incubation for 7 days. And the half-life periods (t1/2) were
shortened to 2.8 days. [Conclusion] The study provides the theoretical foundation for the practical application of the
new biomass carrier to organic wastewater treatment.

Keywords: combined mycelial pellet, Rhodopseudomonas palustris, Phanerochaete chrysosporium, o-chlorophenol,
biomass carrier, biodegradation
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