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摘   要：【目的】利用真菌茅草菇菌丝球对染料铬黑 T (EBT)进行脱色和降解，探究在不同环境

条件下对染料脱色性能的影响及作用机制。【方法】采用单因素分析探究真菌的最佳脱色能力，

分光光度法测定真菌酶活，小麦种子萌发、大肠杆菌接触抑制试验及秀丽隐杆线虫毒性试验

测定脱色前后废水的毒性。【结果】茅草菇菌丝球受摇床温度和转速影响较小，在 pH 5、28 °C、

120 r/min 下，400 mg/L 的 EBT 溶液脱色率为 97.14%。研究表明，茅草菇菌丝球在脱色过程中主

要分泌 3 种木质素酶，即木质素过氧化物酶、锰过氧化物酶和漆酶，其最大酶活分别为

(134.15±9.93)、(64.1±2.98)和(12.43±0.34) U/L。推断了染料降解的潜在路径，证实 EBT 的去除是

通过生物吸附与降解的协同作用实现的。最后对脱色后的染料废水进行了多级毒性评价，包括植

物毒性、微生物毒性和动物毒性，结果表明，脱色后的染料废水毒性显著降低。【结论】该研究

对探讨生物法处理工业染料废水具有重要参考价值。 

关键词：真菌发酵；染料脱色；木质素酶；毒性评价  
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Abstract: [Objective] The mycelial pellets of Lactarius deliciosus were used to decolorize and 

degrade the dye Eriochrome Black T (EBT). We investigated the performance and mechanism of the 

decolorization by the mycelial pellets under different environmental conditions. [Methods] Single 

factor experiments were conducted to explore the optimal decolorization performance of the fungi. We 

measured the fungal enzyme activity by spectrophotometry, and performed wheat seed germination 

test, E. coli contact toxicity test, and Caenorhabditis elegans toxicity test to evaluate the toxicity of the 

EBT solutions before and after decolorization. [Results] The results manifested that the mycelial pellets 

of L. deliciosus were slightly affected by the shaker temperature and rotation speed. At pH 5, 28 °C, and 

120 r/min, the decolorization rate for 400 mg/L EBT solution was 97.14%. In the decolorization 

process, the mycelial pellets of L. deliciosus secreted three ligninases, namely lignin peroxidase, 

manganese peroxidase, and laccase, which had the maximum activities of (134.15±9.93), (64.1±2.98), 

and (12.43±0.34) U/L, respectively. We deduced that the mycelial pellets of L. deliciosus removed EBT 

by the synergistic effects of biosorption and degradation. The multi-level toxicity evaluation 

demonstrated that the dye wastewater after decolorization had significantly reduced toxicity. 

[Conclusion] All these results have an important reference value in exploring the process of dye 

wastewater treatment with biological method. 

Keywords: fungal fermentation; dye decolorization; ligninase; toxicity evaluation 

偶氮染料是纺织工业中使用最广泛的一类

染料，在自然环境中不易降解，还具有潜在的

致突变性和致癌性[1–2]。该类染料废水会影响水

生植物的光合作用，降低水体溶解氧，进而影响

水生态系统并危害健康[3–4]。有研究报道，偶氮染

料的使用约占全球染料市场的 70%，产生的染料

废水量巨大，废水中含有各种染料(10–200 mg/L)

和一些有机/无机化合物，已成为当前严重的环

境问题之一，染料废水在排放之前的处理技术

开发尤为重要[5–7]。 

目前染料废水的处理方法有物理法、化学

法和生物法等，传统的物理、化学法虽然可以

在短时间内改善水质，但其成本高、二次污染

严重 [8–11]；相比之下，生物法因其适应性强、

无毒、成本低、高效等优点而倍受关注[12–16]。

研究表明，藻类、真菌、细菌均可用于染料废

水的处理，丝状真菌因其独特的吸附和生物降

解特性而成为人们关注的焦点[17]。已报道用于

染料废水降解和脱毒作用的真菌种类有黄孢原

毛平革菌(Phanerochaete chrysosporium)、平菇

(Pleurotus ostreatus)、云芝(Trametes versicolor)

等 [18–20]。有研究报道白腐真菌云芝 (Trametes 

versicolor)能使染料酸性蓝 4、酸性红 114 降解

脱色，6 d 内脱色率均在 90%以上[21]。真菌不仅
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可以利用本身的物质材料特性对染料进行   

吸附，而且可以通过真菌产生的胞外木质素酶

系进行生物降解，如漆酶 (Lac)、木质素过氧  

化物酶(LiP)和锰过氧化物酶(MnP)，该类酶系

能将有害的染料分子降解成低毒或无毒的小分

子[22–23]。 

本文以茅草菇(Lactarius deliciosus)液体发

酵菌丝球为材料，以铬黑 T (EBT)为模型染料，

探究了茅草菇菌丝球对染料废水脱色的影响因

素，分析了茅草菇菌丝球分泌的胞外酶对染料

的降解及作用机制，并对脱色后的染料废水进

行了毒性评价，为茅草菇菌丝球在染料废水处

理方面的潜在应用提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
菌种：本文中所用的真菌菌株来源为野生

茅草菇(Lactarius deliciosus)子实体，采摘自安

徽省安庆市潜山县，菌丝体由子实体活化培养

得到，采用平板进行多次纯化，然后在摇瓶中

进行液体发酵得到菌丝球；茅草菇菌丝体由本

实验室保藏。 

实验染料：铬黑 T，分子式：C20H12N3NaO7S，

分子量：461.38，单偶氮染料，黑色粉末，购

自北京西中化工厂。 

1.2  EBT 染料最大吸收波长的测定 
将 EBT 染料配制成一定浓度的染液，用紫

外-分光光度计对染液进行全波长扫描，根据图

谱确定染料的最大吸收波长。 

1.3  染料标准曲线的绘制 
配制浓度为 50 mg/L 的 EBT 染液，并稀释

成不同浓度梯度的染料标准液，用紫外-分光光

度计测定吸光值，以 EBT 染料浓度为横坐标，

测定的吸光值为纵坐标绘制标准曲线，每组测

量重复 3 次。 

1.4  EBT 染料脱色率的测定 
在摇床 28 °C、120 r/min 下将培养好的茅

草菇菌丝球加入到含有 EBT 染液的液体培养基

中，液体发酵培养基(LCM)包含：2.8%葡萄糖

(W/V)、0.4%酵母粉(W/V)、0.2%硫酸镁(W/V)、

0.4%磷酸二氢钾(W/V)，并在一定的时间间隔进

行取样测定吸光值，计算染料脱色率和染料去

除率，每组测量重复 3 次。染料脱色率 D (%)

按照公式(1)计算，染料去除率 R[mg/(L·h)]按照

公式(2)计算。 

0 t 0(%) ( ) / 100D C C C                 (1) 

0 t( ) /R C C t                         (2) 

其中，C0 为初始染料浓度，mg/L；Ct 为处

理 t 小时后的染料浓度，mg/L。 

EBT 染料脱色实验设置：在不同染料浓度

(100、200、400、600、800 mg/L)，转速(90、

120、150、180 r/min)，pH (3、5、7、9、11)

和温度(16、22、28、34、40 °C)下，计算染料

脱色率和染料去除率，每组测量重复 3 次。 

1.5  脱色作用机制 
1.5.1  紫外-可见吸收光谱分析 

对 100 mg/L 的染料浓度进行脱色性能研

究，在一定的时间间隔取上清，然后用紫外-分

光光度计进行全波长扫描，并与样品峰进行对

比，观察其脱色前后的峰值变化。 

1.5.2  木质素酶系分析 

测定茅草菇菌丝球在脱色 EBT 过程中 3 种

木质素酶的活性，即漆酶(Lac)、木质素过氧化

物酶(LiP)和锰过氧化物酶(MnP)。在不同的酶

活反应体系中，用酶标仪分别在 310、240 和

420 nm 波长处分别测定 LiP、MnP 和 Lac 的  

酶活。 

为探究茅草菇菌丝球在脱色 EBT 染料过程

中的作用机理，在含菌丝球的液体培养基中加

入 NaN3 抑制真菌的生长，然后加入 EBT 染料

进行脱色性能分析，并间隔一定的时间进行取
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样测定 OD 值，根据已有文献分析推测茅草菇

菌丝球对染料 EBT 的潜在降解路径。 

1.6  染料废水的毒性评价 
1.6.1  植物毒性测试 

研究脱色后染料废水对小麦种子萌发的植

物毒性。首先将小麦种子在无菌蒸馏水中浸泡

9 h 左右，然后从浸泡的种子中选取 15 粒饱满

的种子放于铺有育苗纸的培养皿上，分散均匀，

用不同处理时间的染料脱色溶液和蒸馏水在室

温下，每天喷洒脱色后的染料废水 3–4 次，每

次 1 mL，使小麦种子始终保持湿润状态。以蒸

馏水为对照组，4 d 后记录处理不同时间的种子

的发芽率(%)、根的长度(cm)和胚芽长度(cm)，

每组实验重复测试 3 次[24]。 

1.6.2  大肠杆菌的接触抑制毒性测试 

采用平板涂布法测定脱色后的染料废水对

大肠杆菌的接触毒性。首先将大肠杆菌菌种进

行活化，稀释到一定浓度后，涂布于相应的培

养基上，即采用平板涂布法测定接触抑制毒性。

用不同处理时间的染料脱色溶液和蒸馏水分别

配成 LB 固体培养基，以蒸馏水为对照，将浓

度适宜的大肠杆菌涂布在培养基上，在 37 °C 

培养 12 h 后，通过平板上生长的菌落数来评估大

肠杆菌的接触抑制毒性。所有实验重复 3 次[25]。

抑制率 I (%)按公式(3)计算。 

0 0(%) ( ) / 100tI A A A                  (3) 

其中，A0 为蒸馏水处理后大肠杆菌菌落数，

At 为完全脱色后染料废水处理的大肠杆菌菌 

落数。 

1.6.3  秀丽隐杆线虫的毒性评价 

将秀丽隐杆线虫分别同步化到 L1 和 L4

期，用不同脱色时间的染料溶液分别对线虫暴

露 72 h 和 24 h 处理，在带有标尺的显微镜下测

定麻醉后的秀丽隐杆线虫的体长；通过光学显

微镜记录线虫头部摆动和身体弯曲频率；通过

倒置荧光显微镜观察线虫体内脂褐素的积累，

利用 Image J 软件确定线虫体内的平均荧光强

度。体长变化检测用的是 L1 期线虫，运动行为

(头部摆动和身体弯曲)变化和线虫体内脂褐素

累积变化的检测用的是 L4 期线虫，每组实验至

少 25 只秀丽隐杆线虫，重复 3 次以上[26–27]。 

2  结果与讨论 

2.1  EBT 染料吸收图谱和标准曲线 
将 EBT 染料配制成一定浓度的染液，用紫

外-分光光度计对染液进行全波长扫描，结果显

示 EBT 染料在 532 nm 处有最大特征吸收峰，

与文献报道类似[28]。配制不同浓度的染料标准

液，用紫外-分光光度计在 532 nm 处测定吸光

值，以 EBT 染料浓度为横坐标，吸光值为纵坐

标作图[29]。结果显示在一定浓度范围内染液的

吸光值与染液的浓度呈线性关系，线性回归方

程为 y=0.020 2x–0.021 7，R2=0.997，n=3，在后

续脱色实验中可根据不同时间脱色液的 OD 值

计算 EBT 染液的浓度。 

2.2  EBT 染料脱色性能的影响参数 
按照 1.4 所述的方法，对茅草菇菌丝球进

行不同浓度条件下的 EBT 染料脱色降解，结果

如图 1 (A 和 B)所示。结果表明，菌丝球可以脱

色 EBT 染料的最大浓度为 400 mg/L，最大脱色

率都在 95%以上。当浓度为 600 和 800 mg/L 时，

EBT 的脱色率受到明显影响，随着染料浓度的

增大脱色率呈下降趋势，说明菌丝球的处理浓

度达到了饱和状态。脱色后的茅草菇菌丝球上

有染料残留，说明在脱色过程中一部分染料吸

附到了菌丝球上[30]。综合考虑茅草菇菌丝球对

染料的适宜处理能力，选择 EBT 染料浓度为

100 mg/L 进行后续实验。 

图 1 (C 和 D)为溶液 pH 对 EBT 脱色的影响

结果，当初始溶液 pH 值偏酸性(3 或 5)时，EBT

的脱色率较高，均在 96%以上，当 pH 值为 5 时
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脱色率达到最大值，具体的脱色率为 96.4%。

当 pH 值为 7 时，脱色率显著降低，随着 pH 值

继续增大，脱色率和单位时间内的染料去除率

也逐渐降低。该现象的产生分析由于 pH 值不 
 
 

 
 

图 1  不同处理参数对茅草菇菌丝球脱色 EBT 的性能影响 
Figure 1  Effects of different treatment parameters on decolorization of EBT by L. deliciosus mycelial 
pellets. A, B: time effect on decolorization rate; C, D: pH effect on decolorization rate; E, F: revolutions 
effect on decolorization rate; G, H: temperature effect on decolorization rate. The data are expressed as 
mean±SD, n=3. 
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同，溶液中染料分子表面所带的电荷及相应酶

的分泌发生改变，影响染料分子的吸附和降解

性能，进而影响染料的脱色效率[31]。 

图 1 (E 和 F)为转速对 EBT 脱色的影响结

果，结果显示，转速为 90、120、150、180 r/min

时，染料都接近完全脱色，处理能力达到饱和。

显而易见，转速会影响氧气的通入量(溶氧浓

度)，从而影响真菌的生长和酶的分泌。综合考

虑，选用转速为 120 r/min 进行后续实验。  

图 1 (G 和 H)为温度对 EBT 脱色的影响结果，

结果显示菌丝球在处理 EBT 时受温度影响较小，

在 16–40 °C 内均维持了较高的脱色率(94%以上)，

单位时间内染料的去除率也无明显差异。说明茅

草菇菌丝球对 EBT 染液的处理温度范围较宽，避

免了多数真菌处理染料废水时受温度限制的缺

点，综合考虑，选取 28 °C 进行后续实验。 

2.3  紫外-可见光扫描结果 
为了探究在菌丝球脱色 EBT 染液过程中是

否有降解作用，对不同处理时间后的染料废水

进行全波长扫描，观察其特征吸收峰的变化，

结果如图 2 所示。分析表明，随着处理时间的延

长，染料的特征吸收峰在逐渐降低，直至完全消

失，进一步说明在脱色过程中存在降解作用[18]。 
 

 
 

图 2  降解前后 EBT 染料的紫外-可见光扫描结果 
Figure 2  UV-vis spectra scanning results of EBT 
dyes before and after degradation. 

2.4  脱色机理 
2.4.1  酶活的测定 

对 EBT 染液脱色过程中分泌的木质素酶系

进行了测定，结果如图 3A 所示。分析表明，

Lac、LiP、MnP 酶的活性相差较大，木质素过

氧化物酶的最大酶活为 134.15±9.93 U/L，锰过

氧化物酶的最大酶活为 64.1±2.98 U/L，漆酶的

最大酶活为 12.43±0.34 U/L。可以看出在本研究

中，漆酶活性最低，我们在研究茅草菇菌丝体

对考马斯亮蓝的脱色作用时也得到了类似的结

果[32]。有研究表明，在白腐真菌 Lenzites elegans 

WDP2 染料脱色体系中，检测到漆酶在脱色过

程中起主导作用，而未检测到 LiP 和 MnP 的酶

活性[22]。类似体系中，有研究报道在此过程中

仅检测到 LiP 和 MnP 酶活性，也就是说，在染

料降解过程中，漆酶、木质素过氧化物酶和锰

过氧化物酶或它们的组合在不同真菌中可能起

着不同的主导作用[33]。本研究中木质素过氧化

物酶和锰过氧化物酶活性较高，表明这 2 种酶

可能参与了 EBT 染料的降解脱色。随着处理时

间延长，酶活性呈现下降趋势，分析由于部分

酶分子直接与吸附在菌丝球上的染料发生相互

作用，从而导致胞外液中检测到的酶活降低。 

2.4.2  吸附和降解作用 

为了探讨染料脱色的作用机制，利用叠氮

化钠(NaN3)抑制茅草菇菌丝体生长活性，其结

果如图 3B 所示。可以看出，随着处理时间的增

大，未添加叠氮化钠组脱色率的增长趋势始终

显著高于添加了叠氮化钠组脱色率的增长趋

势，由此说明，在菌丝球脱色 EBT 染液的过程

中，生物吸附与降解协同发挥作用，与 Shabbir

等报道的甲基橙生物脱色作用机制类似[34]。 

2.4.3  降解路径 

真菌类微生物降解偶氮染料的步骤主要包

括：第一步偶氮基还原，所形成的代谢中间物

在酶催化、还原介体介导、还原剂还原或者联 
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图 3  EBT 脱色过程中胞外木质素酶系酶活的变

化(A)及吸附(添加 NaN3)与降解(不加 NaN3)的比

较(B) 
Figure 3  Variation of extracellular lignin enzymes 
activity during the decolorization process (A) and 
comparison of EBT removal by adsorption (with the 
addition of NaN3) and by adsorption and 
degradation (in the absence of NaN3) (B). * 
indicates statistical significance at P<0.05; ** 
indicates statistical significance at P<0.01; 
significant differences compared from the first 
point. 
 

合作用下脱硫基和脱磺基，最后通过一步或两

步连续的反应代谢成相应的苯胺类终产物，在

此基础上我们对 EBT 染液降解路线进行了推测，

根据所得实验结果并结合相关文献分析[19,35]，推

测茅草菇菌丝球对 EBT 染液的可能降解路径

如图 4 所示。在降解作用过程中，EBT 分子(A)

的偶氮键首先发生断裂，生成 4-氨基-7-硝基-3-

羟基-1-萘磺酸(B)和 2-氨基萘酚(C)，然后进一

步在相关酶的作用下，降解为 2,5-二羟基苯  

甲酸(D)和 1,2-二羟基苯(E)。酶分子与底物分

子之间的特异相互作用机制有待进一步的深

入研究。 

2.5  毒性评价 
2.5.1  植物毒性评价 

不同脱色时间处理后的染料废水对小麦种

子的毒性各不同，结果如表 1 所示。与蒸馏水处

理组相比，EBT 染料溶液对小麦种子萌发、胚芽

和根系生长有明显的毒性作用。与对照组相比，

未处理的染液组种子的发芽率降低了 31.11%，相 
 

 
 

图 4  茅草菇菌丝球对 EBT 的可能降解路径 
Figure 4  The proposed pathway of EBT degradation 
by L. deliciosus mycelial pellets. A: 1-(1-hydroxy- 
2-naphthylazo)6-nitrl-2-naphthol-4-sulfonic acid sodium 
salt; B: 4-amino-7-nitro-3-hydroxy-1-naphthalene sulfonic 
acid; C: 2-aminonaphthol; D: 2,5-dihydroxybenzoic 
acid; E: 1,2-dihydroxybenzene. 
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表 1  脱色前后染料废水对小麦种子生长的植物毒性 
Table 1  Phytotoxicity of the dye wastewater to wheat seed growth before and after decolorization 
Parameters Distilled water Untreated dye solution Treated dye solution 

Germination rate/% 91.11 60.00 75.56 

Plumule length/cm 1.93±0.29 0.79±0.03 0.88±0.08 

Root length/cm 3.45±0.43 0.19±0.03 0.31±0.06 

Images 

  
 

比之下，用菌丝球处理后的染料废水的种子发

芽率仅降低了 15.55%，根的长度与芽的长度也

有显著增加，说明脱色后的染料废水对植物的

生长毒性显著下降，与已有的研究报道一致[36]。 

2.5.2  大肠杆菌的生长抑制评价 

在大肠杆菌接触抑制实验中也得到了类似

的结果，如表 2 所示。结果表明，未处理的染

料溶液的毒性最高，初始抑制率为 10.08%；相

比较而言，用茅草菇菌丝球处理后的染料废水

对大肠杆菌的抑制率显著降低，为 3.36%，对

大肠杆菌的生长抑制作用显著下降，说明处理

后的染料废水对大肠杆菌的毒性明显降低。

Legerská 等也观察到偶氮染料经脱色处理后对

大肠杆菌的生长没有产生影响[37]。 

2.5.3  秀丽隐杆线虫的毒性评价 

以模式生物秀丽隐杆线虫为模型研究表

明，与对照组(纯水组)相比，脱色前(t=0 h) EBT

染料的毒性对秀丽隐杆线虫的体长、运动行为

与头部摆动都产生了显著影响(图 5)；脱色后，

E BT 染料的毒性对秀丽隐杆线虫的体长、 

 
表 2  脱色前后染料废水对大肠杆菌生长的毒性 
Table 2  Toxicity of dye wastewater to E. coli 
growth before and after decolorization 
Parameters Untreated dye solution Treated dye solution

Inhibition rate/% 10.08 3.36 

Images 

 
 

 

 
 

图 5  处理不同时间的染料废水对秀丽隐杆线虫的体长和运动行为的影响 
Figure 5  Effects of dye wastewater with different treatment time on body length and locomotion behavior 
of C. elegans. A: body length; B: head thrashes in 30 s; C: body bends in 20 s. * indicates statistical 
significance at P<0.05; ** indicates statistical significance at P<0.01; significant differences compared from the control. 
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运动行为与头部摆动的影响随着处理时间的增

大而显著降低，t=10 h 时已无显著性差异，说

明脱色后的染料废水的毒性大大降低。 

同时，根据秀丽隐杆线虫自发荧光强度的

检测结果可以看出，与对照组(纯水组)相比，经

茅草菇菌丝球处理后的 EBT 染料废水对秀丽隐

杆线虫体内脂褐素的累积无显著性影响(图 6)， 
 

 
 

图 6  处理不同时间的染料废水对秀丽隐杆线虫

体内脂褐素累积的影响 
Figure 6  Effects of dye wastewater with different 
treatment time on C. elegans. A: representative 
images; B: comparison of the intestinal 
autofluorescence intensities. * indicates statistical 
significance at P<0.05 ； ** indicates statistical 
significance at P<0.01; significant differences 
compared from the control. 

进一步表明脱色后的染料废水的毒性显著降

低。因此，经茅草菇菌丝球脱色后的 EBT 染料

废水对秀丽隐杆线虫体长、运动行为及体内脂

褐素的累积均无显著性的毒副作用。有研究报

道秀丽隐杆线虫暴露在三氯生(TCS)下会使线

虫的运动行为减少，而氧化应激增加[27]。 

3  讨论与结论 

(1) 脱色影响因素研究表明，茅草菇菌丝球

能脱色处理 EBT 染液的最高浓度为 400 mg/L，

且脱色过程受温度影响较小，潜在的环境温度

适应性较好。 

(2) 酶活测定分析及生长抑制等研究表明，

在脱色过程中吸附和降解协同发挥作用，分析

了 EBT 染料的可能降解路径。 

(3) 植物毒性、大肠杆菌生长抑制性及对秀

丽隐杆线虫的影响等多级毒性评价表明，脱色

后的染料废水毒性显著降低。 
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