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摘　要：以白腐真菌的模式菌种－黄孢原毛平革菌作为研究对象，探究固定化黄孢原毛平革菌对邻苯二甲酸二乙酯
（ＤＥＰ）的降解效果及其最佳降解条件．研究表明，固定化黄孢原毛平革菌相对于游离态菌体能产生较高活性的木质素过氧
化物酶（ＬｉＰ）和锰过氧化物酶（ＭｎＰ）．ＤＥＰ降解效果受固定化菌体接种量、ｐＨ值、温度和 ＤＥＰ初始浓度等因素的影响．当
ｐＨ为６，温度为３５℃，ＤＥＰ初始浓度为１０ｍｇ／Ｌ时，加入８ｇ固定化黄孢原毛平革菌时，ＤＥＰ去除效果最好，其去除率达到
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邻苯二甲酸酯（ＰｈｔｈａｌｉｃＡｃｉｄＥｓｔｅｒｓ，ＰＡＥｓ）是驱虫剂、化妆品、润滑剂和去泡剂等的主要生产原料．大
量ＰＡＥｓ的使用和排放使其广泛存在于空气、水体、土壤等环境介质中［１－３］，对生态环境系统造成危害．极

低浓度的ＰＡＥｓ就足以干扰人的内分泌系统，产生类雌激素效应，引起神经和免疫系统失调［４］．ＰＡＥｓ是一

种重要的环境内分泌干扰物及致癌、致畸、致突变物质［５］．因此，对ＰＡＥｓ污染的治理刻不容缓．
目前，有关ＰＡＥｓ的治理方法主要有非生物降解法和生物降解法．非生物降解法包括水解和光解等，

ＰＡＥｓ水解和光解速度都较慢，而且仅能使 ＰＡＥｓ得到初步降解，并不能使其完全矿化；生物降解法成本
低、效率高、对环境无二次污染［６］，是自然环境中ＰＡＥｓ的主要矿化途径［７］．因此，生物降解是ＰＡＥｓ污染治
理的研究重点，近年来得到了快速的发展．
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白腐真菌为丝状真菌，能够分泌多种胞外酶降解木质素，并且其分泌的木质素降解酶对底物的专一性

较低，能降解多种复杂的异生质有机污染物，如氯酚类［８］、多氯联苯［９］、多环芳烃［１０－１１］、染料［１２］等．近年

来，运用白腐真菌治理环境污染问题已经成为研究热点，白腐菌生物技术治理被广泛用于重金属及有机污

染的土壤和废水［１３－１５］．

虽然白腐真菌降解技术具有优势，但仍存在一些缺陷，如在悬浮培养降解体系中，游离态的菌体产生的

酶活性不高，酶稳定性、抗逆性、抗毒性能力差，对温度、ｐＨ和污染物浓度等参数变化敏感，导致处理效果不

稳定，因而限制其规模化应用．有研究表明，采用固定化方法能一定程度上克服上述缺点［１６－１７］．因此，本文以

ＰＡＥｓ类污染物代表邻苯二甲酸二乙酯（ＤＥＰ）为处理对象，以白腐真菌的模式菌种———黄孢原毛平革菌
（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈａｅｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ）为实验菌种，采用包埋法对其进行固定化处理，探究固定化白腐真菌对水溶液
中的ＤＥＰ生物降解效果及其最佳条件，以期为邻苯二甲酸酯类污染的治理提供理论参考和方法借鉴．

１　材料与方法

１．１　菌体培养及化学试剂
黄孢原毛平革菌ＢＫＭ－Ｆ１７６７（ＣＣＴＣＣＡＦ９６００７）购自中国典型微生物保藏中心（武汉），种子培养基

为土豆培养基［１８］（ＰＤＡ）．取经传代３次的菌种，采用Ｋｉｒｋ培养基［１９］进行液体培养，于３７℃，１２０ｒ／ｍｉｎ的

振荡培养箱中培养３ｄ，形成菌丝球．
丙酮、ＤＥＰ等实验中所用试剂均为分析纯，甲醇为色谱纯，海藻酸钠、氯化钙为化学纯．采用丙酮作为

溶剂，配置１０００ｍｇ／Ｌ的ＤＥＰ储备液，避光待用．

１．２　制备固定化白腐真菌

按配方配制一定量的Ｋｉｒｋ培养液［１９］、４％的海藻酸钠溶液和２％的氯化钙溶液，将培养液、海藻酸钠溶

液和氯化钙溶液于１０５℃下高压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ．再配制一定量的菌悬液，使菌悬液中孢子浓度约为１０６

个／ｍＬ，然后将其与海藻酸钠溶液按体积比１∶１混合，搅拌均匀；用５ｍＬ注射器吸取上述含菌悬液的海
藻酸钠溶液，逐滴滴入２％的氯化钙溶液中，即生成海藻酸钙包埋小球，硬化２ｈ．过滤收集包埋小球，用超
纯水冲洗干净，得到包埋小球．取一定量的上述包埋小球装入含１００ｍＬＫｉｒｋ培养基的三角锥形瓶内，置于
恒温摇床中于３７℃，１２０ｒ／ｍｉｎ条件下进行振荡培养．
１．３　固定化白腐真菌对ＤＥＰ降解的影响实验

１．３．１　ｐＨ对ＤＥＰ降解的影响
包埋菌体经培养３ｄ后，取一定量的ＤＥＰ储备液投加到１００ｍＬ黄孢原毛平革菌的培养体系中，使其

在体系中的浓度为１０ｍｇ／Ｌ，调节溶液的 ｐＨ为４，５，６，７和８，于恒温摇床内进行降解反应（温度３０℃，
转速１２０ｒ／ｍｉｎ）．上述降解体系中，包埋小球的原始投加量为８ｇ．

１．３．２　温度对ＤＥＰ降解的影响
包埋菌体经培养３ｄ后，取一定量的ＤＥＰ储备液投加到１００ｍＬ黄孢原毛平革菌的培养体系中，使其

在体系中的浓度为１０ｍｇ／Ｌ，调节溶液的初始ｐＨ为６，分别考察ＤＥＰ在２０，２５，３０，３５和４０℃下的降解情
况．上述降解体系中，包埋小球的原始投加量为８ｇ．

１．３．３　固定化白腐真菌投加量对降解的影响
包埋菌体经培养３ｄ后，取一定量的ＤＥＰ储备液投加到１００ｍＬ黄孢原毛平革菌的培养体系中，使其

在体系中的浓度为 １０ｍｇ／Ｌ，调节溶液的 ｐＨ为 ６，于恒温摇床内进行降解反应（温度 ３０℃，转速
１２０ｒ／ｍｉｎ）．上述降解体系中，包埋小球的原始投加量分别为１，２，４，６和８ｇ．

１．３．４　ＤＥＰ的初始浓度对其降解的影响
包埋菌体经培养３ｄ后，分别依次取一定量的 ＤＥＰ储备液投加到１００ｍＬ黄孢原毛平革菌的培养体

系中，使其在体系中的浓度依次为２，５，８，１０和２０ｍｇ／Ｌ，调节溶液的ｐＨ为６，于恒温摇床内进行降解反应
（温度３０℃，转速１２０ｒ／ｍｉｎ）．上述降解体系中，包埋小球的原始投加量为８ｇ．

０９
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１．４　分析方法
１．４．１　ＤＥＰ浓度测定方法

ＤＥＰ浓度从投加当天起每隔２４ｈ，用玻璃注射器吸取１～２ｍＬ模拟废水，再通过０．２２μｍ有机滤膜，

过滤到样品瓶中，经 ＨＰＬＣ测定 ＤＥＰ残余浓度．色谱柱：ＴＨＥＲＭＯＦＩＳＨＥＲＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８（２５０ｍｍ×

４．６ｍｍ，５．０μｍ）；流动相为水 ∶甲醇＝３０∶７０；柱温３５℃；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；ＶＷＤ检测器波长２３０ｎｍ；停
留时间８．５ｍｉｎ；进样体积２０μＬ；外标法定量．
１．４．２　酶活性测定

木质素过氧化物酶（ＬｉＰ）的活性通过检测其将藜芦醇氧化为藜芦醛的速率来反应［１８］．在２５℃下，加

入１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２启动反应，于３１０ｎｍ测定反应体系在３ｍｉｎ内的光密度变化值．定义每分钟使１μｍｏｌ
的藜芦醇氧化成藜芦醛所需的酶量为一个酶活力单位（Ｕ）．

锰过氧化物酶（ＭｎＰ）的活性通过检测其将 Ｍｎ２＋氧化成 Ｍｎ３＋的速率来反应［１８］．在 ３７℃下，加入

１０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２启动，于２４０ｎｍ测定反应体系在３ｍｉｎ内的光密度变化值．定义每分钟使１μｍｏｌ的Ｍｎ
２＋

氧化成Ｍｎ３＋所需的酶量为一个酶活力单位（Ｕ）．
固定菌体和游离菌体的培养条件：ｐＨ为６；摇床转速为１２０ｒ／ｍｉｎ；温度３０℃；初始ＤＥＰ浓度１０ｍｇ／Ｌ．

２　结果与讨论

２．１　黄孢原毛平革菌ＭｎＰ和ＬｉＰ活性的变化
固定化和游离态菌体酶活性的变化曲线如图１所示，根据图１可知：固定菌体和游离菌体的 ＭｎＰ和

ＬｉＰ活性呈增加趋势，并在反应的第７ｄ达到最大值，其中游离态黄孢原毛平革菌的ＭｎＰ和ＬｉＰ的酶活性
最大值分别为１８．６７和１３．６７Ｕ／ｍＬ，而固定化黄孢原毛平革菌的 ＭｎＰ和 ＬｉＰ的酶活性最大值高达３９．１７
和２５．４０Ｕ／ｍＬ．随着时间的推移，酶活性开始下降．ＬｉＰ和ＭｎＰ是黄孢原毛平革菌在碳、氮营养受限时分泌
的一种诱导酶［２０］，因此随着降解反应时间的推进，培养基渐渐达到碳氮营养限制，黄孢原毛平革菌启动次

级代谢，ＬｉＰ和ＭｎＰ活性逐渐增大，但是当降解反应进行到第５ｄ（图１中第８ｄ）后，酶活性开始降低，这
可能是因为后期过量的黄孢原毛平革菌将营养物质消耗殆尽，使菌体生长受限，导致酶活性下降．

在反应前期（２４ｈ内），固定化菌体和游离菌体产生的２种酶活性差别不大，但随着反应的进行，固定
化菌体产生的酶活性明显高于游离菌体，这可能是由于游离黄孢原毛平革菌对振荡敏感．在摇床振荡培养
过程中，ＭｎＰ和ＬｉＰ的结构和活性容易受到破坏［２１］，因此游离态黄孢原毛平革菌产生的酶活性低于固定

化菌体．黄孢原毛平革菌经固定化，可以缓解振荡带来的冲击，保持较高的 ＭｎＰ和 ＬｉＰ酶活性．李慧蓉
等［２２］的研究也证实菌体经过载体固定化以后，其载体（凝胶小珠）对菌体具有强的保护作用，可以减少振

荡对黄孢原毛平革菌所产胞外酶的结构和活性的破坏，能有效提高黄孢原毛平革菌产酶的稳定性和酶的

活性，从而维持反应系统的稳定性，有利于持续降解水溶液中的有机污染物．

图１　固定化和游离态菌体酶活性的变化
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２．２　ｐＨ值对ＤＥＰ降解的影响
溶液中的ｐＨ会影响真菌细胞壁表面羟基、氨基、羧基等官能团的电离状态和有机污染物的存在形

式，因而影响菌体对污染物的降解作用［２３］．因此，本实验研究了在不同的ｐＨ条件下，固定化白腐真菌处理
ＤＥＰ的效果．

图２　ｐＨ对固定化黄孢原毛平革菌降解ＤＥＰ的影响

ｐＨ对固定化黄孢原毛平革菌降解 ＤＥＰ的影响
曲线如图２所示，根据图２可知：不同 ｐＨ条件下，黄
孢原毛平革菌对ＤＥＰ的降解率随时间的变化趋势基
本一致；ＤＥＰ的降解率随ｐＨ升高而出现先增大后减
小的趋势，并且在ｐＨ为６时降解率达到最大９７．３％．
这可能是由于黄孢原毛平革菌相对更能适应弱酸性

环境，过高或过低的ｐＨ会影响黄孢原毛平革菌对营
养物质的吸收，从而影响其降解酶的分泌［２４］．此外，
黄孢原毛平革菌分泌的酶的稳定性与氢键和范德华

力间的微弱作用有着很大联系，而氢键和范德华力

很大程度上又受溶液 ｐＨ影响［２５］．因此，过酸或过碱
的环境，会使酶的活性和稳定性降低，进而影响黄孢原毛平革菌对ＤＥＰ的降解能力．

图３　温度对固定化黄孢原毛平革菌降解ＤＥＰ的影响

２．３　温度对降解率的影响
温度对固定化黄孢原毛平革菌降解 ＤＥＰ的影响

曲线如图３所示，根据图３可知：在２５～３５℃范围内，
固定化白腐真菌对 ＤＥＰ均有较好的降解效果，且
３５℃为固定化白腐真菌降解的最适温度，其降解率达
９５．８％．过低（＜２０℃）或过高（＞４０℃）温度条件下，经
降解反应５ｄ（图３中第８ｄ）后，菌体对 ＤＥＰ的降解
率均在７５％以下．微生物对有机物降解的实质为酶促
反应，在一定温度范围内，酶促反应速度随着温度的

升高而加快，固定化菌体降解率也随之增大．而高温
时，化学本质为蛋白质的酶遇高温变性使得部分菌体

失活［２６－２７］，导致降解率下降．而固定化菌体可在较宽的温度范围内（２５～３５℃）保持较好活性，显示良好的
温度适应性．

图４　固定化白腐真菌生物量对ＤＥＰ降解的影响

２．４　固定化黄孢原毛平革菌投加量对降解率的影响
在碳、氮营养受限时，白腐真菌启动次生代谢，产

生代谢产物 ＭｎＰ和 ＬｉＰ等［２８］．如果接种量太少，菌群
不易进入次生代谢，导致降解 ＤＥＰ的效率不高；接种
量太大，菌体之间对营养等竞争激烈，影响菌体生长或

降解活性．因此，本实验研究了在不同的接种量条件
下，固定化黄孢原毛平革菌降解ＤＥＰ的效果．

固定化白腐真菌生物量对 ＤＥＰ降解的影响曲线
如图４所示，根据图４可知：ＤＥＰ的去除率随固定化菌
体的投加量增加而升高．在第８ｄ接种量为１ｇ时，ＤＥＰ
去除率仅有６７．６％；加入８ｇ黄孢原毛平革菌的培养基
中ＤＥＰ去除率为９３．１％．尽管随着投加量的增大，体系中ＤＥＰ的降解率随之提高，但如果考察单位投加量
对ＤＥＰ的去除量的情况，则会得到不同结果．例如，当投加量为 １ｇ时，固定化菌体对 ＤＥＰ的去除量为

２９



第２期 谢清如，等：固定化黄孢原毛平革菌对邻苯二甲酸二乙酯的降解效果研究

１３８ｍｇ／ｇ，而增大投加量为 ８ｇ时，其去除量仅为 ０．２４ｍｇ／ｇ．这是由于固定化菌体的投加量增加，降解
ＤＥＰ的菌球也随之增多，且菌群更易进入次生代谢，大量产生降解酶．ＤＥＰ去除率与固定化菌体接种量呈
正相关，但是固定化菌体投加量过大会导致降解材料的聚集，降低了可利用的降解面积，并且加剧了菌群

之间的竞争，从而导致固定化菌体对 ＤＥＰ的去除量降低．因此，在实际使用过程中，需结合体系中污染物
去除率和单位质量菌体对污染物去除量２个指标，不能一味地追求高去除率，而不计投加量，不考虑反应
成本．

　　图５　ＤＥＰ初始浓度对固定化黄孢原毛平革菌

　　降解ＤＥＰ的影响

２．５　ＤＥＰ的初始浓度对其降解的影响
为明确ＤＥＰ初始浓度对其降解的影响，实验中考察了

ＤＥＰ初始浓度分别为５，８，１０，１５和２０ｍｇ／Ｌ时，白腐真菌
对ＤＥＰ降解情况的影响．ＤＥＰ初始浓度对固定化黄孢原毛
平革菌降解ＤＥＰ的影响曲线如图５所示，根据图５可知：
当ＤＥＰ初始浓度分别为５，８，１０，１５和２０ｍｇ／Ｌ时，ＤＥＰ的
去除率分别为７４．４％，７７．５％，８９．２％，９４．６％和８６．２％．由此
可得：当ＤＥＰ初始浓度在５～１５ｍｇ／Ｌ的时候，随着ＤＥＰ初
始浓度增加，固定化菌体对 ＤＥＰ降解率是呈上升趋势的，
且初始浓度为１５ｍｇ／Ｌ，其降解率高达９４．６％；而继续随着
ＤＥＰ浓度的增加，降解率呈下降趋势．这可能是因为在一

定范围内，ＤＥＰ的初始浓度的增加会提高固定化菌体与ＤＥＰ的碰撞，从而提高了固定化菌体对ＤＥＰ的降
解率．但当 ＤＥＰ浓度过高时，白腐真菌的生长会被 ＤＥＰ的毒性抑制，使得酶活性降低，最终导致降解率
下降．

３　结论

１）固定化黄孢原毛平革菌相对于游离菌体能产生更高活性的 ＭｎＰ和 ＬｉＰ，其最大酶活性出现在第
７ｄ，酶活性最大值分别高达３９．１７和２５．４０Ｕ／ｍＬ．

２）ＤＥＰ的去除率随ｐＨ的增加出现先增大后减小的趋势，ｐＨ为６时固定化黄孢原毛平革菌对 ＤＥＰ
的降解率达到最大９７．３％．

３）在２５～３５℃范围内，固定化白腐真菌对ＤＥＰ均有较好的降解效果，其中３５℃为最适降解温度，其
降解率达９５．８％．

４）ＤＥＰ的去除率随固定化黄孢原毛平革菌的投加量增加而升高，投加为８ｇ时 ＤＥＰ去除率最高，为
９３．１％．

５）当ＤＥＰ初始浓度在５～１５ｍｇ／Ｌ时，随着ＤＥＰ初始浓度增加，ＤＥＰ降解率呈上升趋势．初始浓度为
１５ｍｇ／Ｌ，其降解率最高，为９４．６％；初始浓度超过１５ｍｇ／Ｌ时，ＤＥＰ的去除率反而呈下降趋势．
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