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摘要! 应用平板分离培养和内转录间隔区%

+389:3;< 8:;32=:+>9) 2?;=9:2

!

@AB

&序列分析的方法! 筛选鉴定集约栽培雷

竹
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林土壤中染料降解真菌菌株! 并通过摇瓶发酵研究其染料脱色效果' 结果表明$ 土壤样

品中分离频次最高的真菌种类为木霉菌属
8$-7*"9+$:&

! 对
5

株接种到苯胺蓝平板上能形成明显水解圈的真菌分离

物! 测试它们对偶氮和三苯甲烷类染料的降解能力' 综合脱色效果较好的菌株为
C6#(#/

和
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序列比对

和形态学观察表明菌株分别是卷枝毛霉
;#7"$ 7-$7-%+''"-9+3

和木霉菌
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! 接种不超过
5--.- DE

(

F

$%质量

浓度结晶紫染料液体发酵脱色均可获得较高的脱色率) 但染料质量浓度为
/--.- DE
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$%和
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$%时分别对
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菌株的脱色能力产生明显抑制! 降解染料质量与菌丝生物量之间存在显著的正相关性+ 图
$
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是中国长江以南地区广泛分布的优良笋用竹种# 自
9@

世纪
A@

年代初

以来# 以冬季覆盖和大量施肥为主要特征的集约栽培技术已在生产上大面积推广!

<

"

$ 长期集约栽培导致

土壤
BC

值大幅下降% 养分比例失调% 酶活性异常% 土壤微生物量碳和微生物区系发生改变等!
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"

$ 林地

覆盖竹林由于环境条件的改变# 尤其是土壤温度的变化和有机覆盖物及其腐解过程的吸引集聚作用# 也

使土壤真菌数量与比例明显提高!

;!D

"

$ 真菌是土壤中重要的微生物资源# 在分解纤维素% 半纤维素% 木

质素% 果胶及还原氮% 溶解磷等生态过程中起重要作用$ 土壤真菌有着形态% 基因以及功能上的多样

性# 且无法在地理上划分界限# 因此# 土壤真菌的研究对调查方法的依赖更大!

E

"

$ 长期覆盖雷竹林地高

碳氮比的有机覆盖物输入# 有利于分解木质素纤维素能力强的微生物富集!

F

"

$ 合成染料广泛应用于纺织

印染和皮革处理等行业# 由于能够抵抗光% 水% 许多化合物和生物攻击# 很难被常规污水处理系统中的

微生物所分解!

G

"

$ 如果印染废水不加以处理就直接排放到河流# 势必造成严重的环境污染$ 许多物理和

化学方法虽然可以从废水中获得较好的染料脱色效果# 但价格昂贵% 需要耗费大量的能源# 并且常常产

生一些有毒的分解产物等# 从而大大限制了这些方法在工业印染废水处理中的实际应用!

H

"

$ 生物学方法

去除染料颜色跟物理化学方法相比# 有许多优势# 比如成本低% 生态友好等!

A

"

$ 近年来# 陆续报道了一

些细菌% 真菌能够去除不同种类染料的颜色!

<@!<;

"

$ 细菌在无氧的条件下脱色通常只能去除一种类型的偶

氮染料# 同时又常常产生一些有害的分解产物# 这些不利因素限制了细菌在处理混合种类染料工业废水

中的应用$ 因此# 越来越多的研究人员把注意力投向了真菌脱色研究# 人们也已经从单一的研究白腐真

菌开始转向对更多样的脱色真菌的研究!

<D!<F

"

$ 包括白腐真菌% 霉菌% 酵母菌等大批真菌# 业已被发掘出

来用于染料的脱色与降解!

<G

"

$ 真菌降解染料主要是由于其具有非特异性和非选择性的胞外酶系!

<9

"

$ 白腐

真菌是目前研究最多% 染料脱色过程中最有效的真菌资源# 其菌丝体靠降解木质素&纤维素材料的能力

穿入木质细胞腔内# 释放的木质素降解酶系为非底物专一性酶# 分泌到细胞外对多种木质素成分和染料

具有广谱的氧化降解作用!

<H

"

$ 由于合成染料的结构与木质素组分的结构相似# 具有分解木质素能力的微

生物同样具有分解染料的能力!

A

"

$ 目前# 已有从雷竹林土壤中分离并筛选到分解合成染料!

F

"和纤维素降

解真菌!

<A

"的报道# 但前述研究中仅限于在固体培养基上进行分解染料测试或只测定酶活性# 对雷竹林土

壤染料降解真菌的筛选特别是脱色效果的研究报道较少$ 为此# 本研究以不同种植年限的雷竹林土壤为

材料# 采用基于平板分离培养和内转录间隔区'

"#,%)#+( ,)+#1=)"I%- 1B+=%)1

#

JKL

(序列分析的方法# 解析

雷竹林土壤真菌种群特征并筛选染料降解功能菌株# 通过摇瓶发酵发掘具有染料脱色潜力的真菌资源#

为印染废水的微生物降解奠定基础$

<

材料与方法

*+*

土壤样品采集

土壤样品采自浙江省临安市太湖源镇'

;@"<F#M7 <<A";D$N

($ 土壤为粉砂岩母质上发育的红壤土类$

在研究区内选择立地条件基本一致# 栽培历史分别为
<

#

G

#

<9

#

<E +

的雷竹林样地$ 集约栽培模式为)

雷竹定植后的第
<OE

年基本不施肥或施少量复合肥# 从雷竹栽培的第
F

年起开始实施集约栽培* 每年

<<

月下旬至
<9

月上旬在雷竹林地表先覆盖
<E4@ =P

稻草作为发酵增温层# 再覆盖
9@4@ =P

的砻糠作为

保温层以利于竹笋早发$ 自然出笋时撤去上层的覆盖物砻糠# 而下层的稻草则已基本腐烂入土$ 不同年

份雷竹林随机选取
;

个经营措施一致的重复样地# 共建立
<9

个
9@4@ P % 9@4@ P

的样地# 各个样地用五

点取样法采集
@O9@4@ =P

土壤样品$ 同一样地新鲜土样充分混匀后# 去除大的石块和植物残体# 过
94@

PP

钢筛后形成
<

个混合样品# 共计
<9

个土样装入密封袋# 放入冰桶带回实验室$ 采集样品分为
9

份#

<

份冷藏于
D &

用于真菌分离等* 另外
<

份于室内自然风干# 研磨过筛后用于土壤基本理化性质分析$

土壤
BC

值采用水浸提酸度计法!

/

'土(

'/

'水(

(<4@)94E

"* 土壤有机碳用重铬酸钾外加热法测定* 土壤全

氮采用凯氏定氮法测定* 有效磷采用
Q)+0

法测定* 速效钾先用乙酸铵浸提# 后在火焰光度计上测定!

9@

"

*

陈梦扬等) 雷竹林土壤染料降解真菌筛选与脱色效果初步研究
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土壤粒径分布用比重计法!
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# 不同栽培年限雷竹林土壤的基本理化性质如表
&

#

表
!

不同栽培年限雷竹林土壤基本理化性质
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栽培年限
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值 有机碳
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& 全氮
<
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& 碳氮比 有效磷
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6>
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?>

!&

& 速效钾
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6>

%

?>

!&

& 砂粒
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粉粒
<@

黏粒
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#
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D
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说明) 同列不同字母代表差异达显著水平(

.＜%C %H

&*
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土壤真菌的分离

采用稀释平皿法!

!!

"在孟加拉红培养基上分离真菌* 取
&%C% >

新鲜土壤样品加入到
&%%C% 6I

灭菌去

离子水中+

!!H 7

%

6.4

!&

+

E% 6.4

摇匀倍比稀释制成土壤稀释液+ 吸取
%C& 6I

梯度稀释液(

&%

!&

J&%

!H

&涂布

于孟加拉红固体培养基上+

E

次重复+ 置于
!B "

避光培养
HJD 5

* 培养过程中及时观察+ 挑取形态学特

征不一致的单菌落接种于马铃薯葡萄糖琼脂(

KLM

&固体培养基上纯化+ 真菌形态学特征鉴别依据,真菌

鉴定手册-# 纯化后的真菌定期转接于
KLM

平板上+

G "

保藏备用#

!"$

真菌种属特征鉴定

N',

分子鉴定具体过程参照
,30-30

等!

!E

"的方法+ 聚合酶链式反应(

KOP

&扩增引物为)

N',H

)

H#$'O$

O'OOQO''M''QM'M'QO$E#

+

N',G

)

H#$ QQMMQ'MMMMQ'OQ'MMOMMQQ$E#

# 扩增产物利用
/RL #B$'

载体进行克隆后测序(上海生工&+ 将得到的序列输入
Q+4S(4?

+ 与已收录的真菌基因序列进行序列比对

(

SIM,'

&比较+ 找出其最高相似性序列# 利用
O*;28(*T

软件对供试菌株和参比菌株先进行
N',

基因的多

序列对齐+ 再利用
R+>( GC%

软件+ 采用邻接法(

4+.>0)-7$U-.4.4>

&构建系统发育树# 分离真菌
N',

序列的

Q+4S(4?

登录号为
VK"!D$GG$VK"!D$GB

#

!"%

真菌脱色能力测试

使用打孔器(直径
$C" 66

&沿真菌菌丝(菌落&边缘打孔+ 取直径
$C" 66

的菌片接种到含有
&""C"

6>

.

I

!& 苯胺蓝的
KLM

固体培养基上+

!B "

避光培养观察各分离菌的脱色能力* 能形成明显水解圈的真

菌接种于含有
&""C" 6>

.

I

!& 其他染料(刚果红/ 橙黄
Q

/ 结晶紫/ 酸性品红/ 甲基橙&的
KLM

固体培养

基上+ 进一步观察对其他染料的脱色能力# 对脱色染料的种类较多/ 能力较强的真菌进行形态学鉴别及

N',

序列分子鉴定+ 并用于后续的脱色效果研究#

!"&

不同的染料浓度对真菌脱色效果的影响

向
!H"C" 6I

锥形瓶中加入
&""C" 6I

纤维素钠
$

结晶紫液体培养基+ 实验设置
E

次重复+ 培养基具体

配方为) 磷酸二氢钾(

V=

!

KW

G

&

&C" >

0 氯化钠(

X(O*

&

"C& >

0 七水合硫酸镁(

R>,W

G

.

D=

!

W

&

"CE >

0 硝酸钠

(

X(XW

E

&

!CH >

0 氯化铁 (

Y+O*

E

&

"C"& >

0 氯化钙 (

O(O*

!

&

"C& >

0 结晶紫质量浓度梯度为
"

+

&""C"

+

!""C"

+

E""C"

+

G""C"

+

H""C" 6>

.

I

!& 共
$

个0 每个结晶紫梯度的培养基最后用双蒸水(

55=

!

W

&定容至

& """C" 6I

* 用棉塞和牛皮纸封装+

&!& "

高温高压灭菌后备用* 将筛选出的菌株平板培养
GC" 5

后+ 刮

取培养皿中的菌丝放入无菌水中匀浆(

E

次+

$JB 2

.次!&

&+ 接种液体培养基+ 接种量为
&"C" 6I

* 空白对

照加入
&"C" 6I

无菌水+ 不接菌* 置于
!B "

+

&G" 7

.

6.4

!&振荡培养
BC" 5

+ 每天取样并检测各处理的吸

光度
/

(

!

&变化* 绘制结晶紫的吸光度1质量浓度标准曲线+ 将记录的吸光度
/

(

!

&值换算为相应浓度+

统计一定时间内培养基中染料的浓度变化+ 同时观察菌体的生长情况* 将每次检测样品的初始吸光度
/

(

!

&值依照标准曲线换算成浓度
)

"

+ 终浓度为
)

&

+ 按如下公式计算脱色率* 染料脱色率
%

!(

)

"

!)

&

&

<)

"

"

&

&""Z

*

菌丝生物量测定参照袁海生等!

#E

"的方法+ 在吸光度测量结束后+ 将培养液过滤并用蒸馏水冲洗数

次+ 真空抽滤后放至烘箱烘干(

#G% "

+

#%% 6.4

&至恒量+ 称量即为菌丝生物量*

G!%
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"

结果与分析

!"#

竹林土壤真菌分离物的基本种属特征

依据分离出真菌菌落的颜色! 生长速度! 孢子形态等特征" 从竹林土壤中共分离得到形态特征明显

不同的真菌分离物
#$

株# 将各真菌分离物归类后提取基因组
%&'

"

()*

扩增获得约
++,-#+, ./

的
012

序列" 通过
34'21

比对进行初步的种属鉴定$ 结果表明% 与真菌分离物
012

序列最为相似的种属" 分

别为木霉属
!"#$%&'(")* 5/6

" 绿木霉
+, -."(/0

"

!, $"*001)

" 棘孢木霉
!, *02("(331)

" 钩状木霉
+, %*)*!

41)

"

562&$"(* 73*-.$&/.'.*

"

562&$"(* $&"'6$(20

" 黑酵母菌
81"(&9*0.'.1) 213313*/0

" 真菌
$

种" 卷枝毛

霉
:1$&" $."$./(33&.'(0

等" 分属于半知菌亚门
%7897:;<=>;9?@A

" 子囊菌亚门
'5>;<=>;9?@A

和接合菌亚门

B=C;<=>;9?@A

$

!"!

染料脱色真菌筛选

将上述真菌分离物以平皿培养的方式" 接种到苯胺蓝培养基上进行初步筛选" 发现有
+

株真菌分离

物能形成明显的水解圈$ 进一步测试这
+

株真菌对
+

种结构不同的合成染料&刚果红
D

橙黄
E

'偶氮类(!

结晶紫
F

酸性品红'三苯甲烷(! 甲基橙等的分解能力$ 在固体培养基上" 该
+

株分离物对结晶紫! 橙黄

E

! 刚果红! 甲基橙脱色能力和速度均有差异'表
"

($ 对
!

种不同类型共
+

种合成染料脱色效果表明%

+

株真菌分离物对酸性品红脱色效果最好" 其次是结晶紫" 对刚果红! 橙黄
E

和甲基橙脱色能力一般$

由于结晶紫和酸性品红同属三苯甲烷类染料" 说明这
+

株真菌分离物对三苯甲烷类染料有较好的脱色效

果" 但这些菌株起初筛选时接种到苯胺蓝培养基上都能形成明显的水解圈" 也表明真菌脱色效果与生长

时间有一定关系$

表
! $

株真菌分离物对合成染料的脱色效果

1A.G7 " %7>;G;:?HA9?;@ 5>:77@?@C ;I 5=@9J79?> K=75 .= I?L7 ?5;GA97 I8@C? ?@ ACA: <7K?A

菌株
不同染料'

",6, <C

)

4

M$

(脱色效果

刚果红 橙黄
E

结晶紫 酸性品红 甲基橙

(N!"!$ "

'

O

(

O O OO O

(N!"!" " "

'

O

(

OOO OOO "

'

O

(

($!"!" O "

'

O

(

OO O "

'

O

(

(N!"!! OOO OO O OOO "

'

O

(

($"!"!P O O OO OO OO

说明%

"

" 无脱色现象或不确定*

"

'

O

(" 几乎不脱色或微脱色*

O

" 轻度脱色*

OO

" 中度脱色*

OO

'

O

(" 重度脱色*

OOO

" 完

全脱色$

!%&

脱色真菌分子种属鉴定

上述
+

株真菌分离物
012

序列
34'21

比对结果表明% 分离物
(N!"!$

"

(N!"!!

"

($"!"!P

分别与黑酵

母菌
;1"<&=>0.'.1) 213313>/0

" 卷枝毛霉
:1$&" $."$./(33&.'(0

" 木霉菌属
+".$%&'(")> 5/Q

相似度最高" 相

似度为
RRS-$,,S

* 而
(N!"!"

和
($!"!"

与真菌
$

种相似度较高" 分别为
RNS

和
R,S

$

根据上述基因序列比对的结果" 从
E7@3A@T

数据库中获取了
U

个参比菌株的序列" 得到反映待测

真菌菌株与参比菌株之间进化与发育关系的系统发育树'图
$

($ 由
012

序列所构成的系统发育树表明"

(N!"!$

"

(N!"!!

"

($"!"!P

与黑酵母菌+ 卷枝毛霉! 木霉菌属位于同一个进化枝上" 结合形态鉴定结果"

该
!

株真菌可分别鉴定为黑酵母菌! 卷枝毛霉菌! 木霉菌属$ 而
(N!"!"

和
($!"!"

菌株自身相似性较高"

与草酸青霉菌
?(/.$.33.1) &@>3.$1)

亲缘关系相对较近" 但分子种属特性不够明确尚需进一步鉴定" 由此

也暗示集约经营雷竹林土壤具有挖掘染料降解真菌资源的潜力$

!%'

染料质量浓度对菌株脱色效果的影响

基于
+

株真菌分离物对合成染料脱色的效果" 选择综合脱色能力较好的菌株
(N!"!!

和
($"!"!P

'图

"

(" 分别接种到不同质量浓度梯度结晶紫染料中进行液体发酵脱色研究$ 菌株
(N!"!!

接种
$,6+ K

内染

料的脱色效果如图
!

所示" 接种
P6+ K

后"

$,,6, <C

)

4

"$和
",,6, <C

)

4

"$质量浓度的脱色率明显高于其余

!

个浓度梯度" 且
$,,6, <C

)

4

"$和
+,,6, <C

)

4

"$等
"

个质量浓度的脱色率基本趋于稳定'图
!A

(" 显示低

陈梦扬等% 雷竹林土壤染料降解真菌筛选与脱色效果初步研究
P"$
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图
&

部分分离真菌菌株
'()

序列及其系统发育树

*+,-./ & 01234,/5/6+7 6.// 48 +943:6/ 8-5,+ :5; ./8/./57/ 96.:+59 <:9/; -=45 :3+,5/; 9/>-/57/9 48 '() 9/>-/57/

8-5,:3

8-5,:3

质量浓度染料条件下菌株呈现出较高的脱色率的趋势! 接种
&%?@ ;

后菌株
0A!!!B

对
&""?" C,

"

D

"& 和

!""?" C,

"

D

"&质量浓度梯度结晶紫染料的脱色率分别为
EF?&G

和
HB?"G

# 而对
B"" C,

"

D

I#

#

F%% C,

"

D

J&和

@%% C,

"

D

J&质量浓度的脱色率分别只达到
F$?%G

#

F&?%G

和
BB?%G

左右! 由此可见$ 结晶紫染料质量浓度

达到
B%%?% C,

"

D

"&以上时对菌株
0A!!!B

的脱色能力起到明显的抑制作用# 而质量浓度低于
!%%?% C,

"

D

"&

时其抑制作用并不明显!

图
! 0A!!!B

和
0&!!!!F

菌株对
@

种合成染料!

&%%?% C,

"

D

"&

#的脱色效果

*+,-./ ! K/7434.+L:6+45 /88/76 48 92561/6+7 ;2/9

%

&%%?% C,

"

D

"&

&

<2 0A!!!B :5; 0&!!!!F

菌株
0&!!!!F

对不同质量浓度梯度的结晶紫染料脱色率随培养时间的延长而提高# 接种
F?@ ;

时对

不同质量浓度梯度染料的脱色率表现出与菌株
0A!!!B

相似的趋势' 但接种
$?% ;

后
B%%?% C,

"

D

"&质量浓

图
B

菌株
0A!!!B

!

:

#和
0&!!!!F

!

<

#对不同质量浓度结晶紫的脱色率

*+,-./ B K/7434.+L+5, .:6/ 48 7.296:3 M+43/6 N+61 ;+88/./56 7457/56.:6+459 <2 0A!!!B

%

:

&

:5; 0#!!!!F

%

<

&

J#

J#

F!!
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度梯度的染料脱色率随培养时长而不断提高! 并在接种
"#$ %

时与
&''#' ()

"

*

!+质量浓度的脱色率接近!

虽然接种
+',- %

时脱色率略高于
&''#' ()

"

*

!+质量浓度的处理但并无显著差异#图
!.

$% 接种
+',- %

后

/+&"&"0

菌株对
+'','

!

&'','

和
!'',' ()

"

*

!+等
!

个质量浓度结晶紫染料脱色率分别达到
11,+2

!

31,12

和
1&,'2

! 但对
0'',' ()

"

*

!+和
-'',' ()

"

*

!+质量浓度的染料脱色率分别只达到
03,!2

和
00,!2

! 可见结

晶紫染料浓度达到
0'',' ()

"

*

!+以上对菌株
/+&"&"0

的脱色能力起到明显的抑制作用%

!"#

染料脱色效果与菌丝生物量的关系

上述菌株液体发酵培养
+',- %

后! 对不同结晶紫染料质量浓度下的菌丝生物量进行测定! 染料脱色

率与菌株
/3"&"!

!

/+&"&"0

生物量的关系如图
0

所示% 菌株
/3"&"!

经过
+',- %

培养后脱色率随结晶紫质

量浓度增加而下降&图
04

$! 菌丝生物量则呈现一定程度的上升% 菌株
/+&"&"0

经过
+',- %

培养后脱色率

在结晶紫浓度达到
0'',' ()

'

*

!+后明显下降&图
0.

$! 而菌丝生物量在染料质量浓度达到
!'',' ()

"

*

!+时

达到最大% 为准确描述染料不同质量浓度下菌株脱色效果与菌丝生物量之间的关系! 计算了每个质量浓

度下最终降解结晶紫染料的总质量! 并与对应质量浓度下菌丝生物量进行相关分析表明! 菌株
/3"&"!

降解染料质量与对应菌丝生物量之间
/546789

相关系数为
$,"3&

&

!＜$,$+: "#+-

$! 而菌株
/+&"&"0

两者之

间
/546789

相关系数为
',"1!

&

!＜','+: "$+-

$! 表明菌株降解结晶紫的质量与菌丝生物量之间存在显著的

正相关关系%

图
0

不同质量浓度下结晶紫降解率与菌株
/3"&"!

!

4

"及
/+&"&"0

!

.

"生物量的关系

;<)=65 0 >?5"%5@8A86<B<9) 64C5 8D /3"&"!

&

4

$

: /+&"&"0

&

.

$

49% <C7 .<8(477 =9%56 %<DD5659C @89@59C64C<89 8D @6?7C4A E<8A5C

!

!

!

讨论

长期林地覆盖经营势必导致雷竹林表层土壤酸化和主要养分的过量积累! 真菌数量总体上随林地覆

盖年限的增加呈显著升高趋势(

0

)

% 而富含纤维素和木质素且高碳氮比的有机覆盖物! 留存于雷竹林土壤

中短期内难以自然腐解! 也是导致林地土壤发生物理* 化学和生物性劣变的重要原因之一(

+"

)

% 本研究采集

了
0

个年份的雷竹林表层土壤! 理化性质分析表明! 土壤
FG

随栽培年限的增加而显著下降! 土壤有机

碳* 全氮* 有效磷和速效钾随栽培年限延长而显著增加! 同时集约栽培
0 4

&

+& 4

$和
+' 4

&

+- 4

$后土壤碳

氮比显著提高! 印证了前人的研究结果% 通过对真菌分离物初步的形态分类和分子种属鉴定表明! 分离

频次最高的真菌种类为木霉菌属% 木霉菌属真菌广泛分布于土壤* 植物根际* 腐烂的木材和其他基质

中! 环境适应性强(

&0

)

! 易于分离纯化和培养! 可利用各种简单或复杂的碳源和氮源生长繁殖 (

&-

)

% 目前!

国内外对木霉属真菌功能的研究表明! 木霉可产生拮抗物质和溶菌酶从而抑制其他病原菌的生长! 还可

产生纤维素酶和其他水解酶类(

&H%&3

)

% 长期覆盖经营雷竹林有机覆盖物残留和表层土壤碳氮比显著提高!

也为筛选具有高效降解能力的真菌菌株奠定了基础%

微生物在自然界的纤维素降解过程中起关键和主要作用! 其中真菌的贡献最大! 典型代表有木霉属

#$%&'()*$+, 7F#

(

&1

)和青霉属
-*"%&%..%/+ 7F#

(

&"

)等% 本研究对分离* 纯化得到的真菌分离物进行降解合成染

料的功能筛选% 结果表明+

-

株真菌对
!

类共
-

种染料脱色能力和速度有所差异! 对同属三苯甲烷类的

酸性品红和结晶紫有较好的脱色效果% 经形态与基于
IJK

序列的分子鉴定结果表明+ 对
-

种染料综合脱

色效果较好的
/3"&"!

和
/+&"&"0

菌株分别为卷枝毛霉菌
0/&($ &%$&%"*..(%)*1

! 木霉菌
2$%&'()*$+, 7F#

% 党

宏波等(

!'

)从大庆油田长期被石油污染的土壤中! 分离出具有高效原油降解能力的丝状真菌卷枝毛霉菌%

陈梦扬等+ 雷竹林土壤染料降解真菌筛选与脱色效果初步研究
0&!
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而以雷竹林覆盖材料砻糠! 稻草及覆盖雷竹林土壤为材料" 韩国民等#

$

$分离并筛选到
&

株冷杉附毛孔菌

!"#$%&'()* +,-.(-/)*

" 该真菌能够在固体培养基上分解所测试的全部
'

种合成染料% 可晓等#

&'

$分离出
&

株滤纸酶活力高的菌株" 经菌落培养特征和显微结构特征观察属青霉属
0./-$-11-)*

" 可见长期覆盖经营

林地中的高效降解真菌具有多样性% 系统发育分析表明& 菌株
()!!!!

和
(#!!!!

与草酸青霉菌
0./-$-11-!

)* 23+1-$)*

亲缘关系相对较近" 但其种属特性需要进一步鉴定% 已有的研究表明& 草酸青霉菌作为丝

状真菌" 对染料具有高效吸附作用#

*&

$

" 也为进一步深入发掘特定竹林生境中具有高效生物降解潜力的有

益真菌提供了科学依据%

为定量验证所筛选到菌株的脱色能力" 选择在培养平皿上对
+

种染料综合脱色能力较好的菌株
()!

!!*

和
(&!!!!,

" 进行
&"-+ .

内不同质量浓度结晶紫染料液体发酵脱色研究% 结果表明& 菌株
()!!!*

和

(&!!!!,

分别接种
!""-" /0

'

1

"&和
*""-" /0

'

1

"&结晶紫染料" 摇瓶
&"-+ .

后脱色率分别可以达到
2*-%3

和

2!-"3

( 而染料质量浓度分别达到
*""-" /0

'

1

"&和
,""-" /0

'

1

"&以上时" 此
!

株菌的脱色能力明显被抑

制% 由此可见& 结晶紫染料质量浓度对菌株
(&!!!!,

抑制作用相对稍弱" 也证实其脱色能力比菌株
()!

!!*

更强% 相关分析表明& 不同质量浓度下菌株降解结晶紫的总质量与菌丝生物量存在显著的正相关关

系" 这也证实了袁海生等#

&*

$菌丝生物量与脱色率具有明显正相关性的结论% 本研究中菌株对不同质量浓

度结晶紫染料的脱色效果与菌丝生物量之间的关系" 也说明培养基中染料过多是导致真菌对高质量浓度

染料脱色率降低的原因之一% 可以通过增加液体发酵脱色染料的种类和优化脱色条件等" 将筛选获得菌

株应用于环保废水处理等环保产业%

+

参考文献

#

&

$ 秦华" 刘卜榕" 徐秋芳" 等
-

长期集约种植对雷竹林土壤氨氧化古菌群落的影响#

4

$

-

生态学报"

!"&!5 !"

)

#'

*&

$%$) 6 $%2,-

789 :;<5 18= >;?@A0B C= 7D;E<A0B .( +1- FEEGHIJ @E K@A0!IG?/ DAIGAJDLG /<A<0G/GAI @A J@DK <//@AD< @MD.DNDA0 <?!

HO<G< H@//;ADIP ;A.G? 0%41125(+$%45 '"+.$23 JI<A.J

#

4

$

- 6$(+ 7$21 8-/B !%&!B !"

)

&'

*

Q $%)$ 6 $%2,-

#

!

$ 杨芳" 吴家森" 钱新标" 等
-

不同施肥雷竹林土壤微生物量碳的动态变化#

4

$

-

浙江林学院学报"

!%%$B "!

)

&

*&

)% 6 ),-

RS9T U<A0B V= 4D<JGAB 78S9 CDAWD<@B 9( &1- XPA</DH HO<A0GJ @E J@DK /DH?@WD<K WD@/<JJ H<?W@A DA 0%41125(&:%45

'"&9:23 JI<A. YDIO .DEEG?GAI EG?IDKDNG?J

#

4

$

- ; <%.=-&/> ?2" @211B !%%$B "!

)

#

*

Q )% 6 ),-

#

*

$ 董林根" 姜小娟" 方茂盛
-

雷竹覆盖栽培林地土壤微生物的初步研究#

4

$

-

浙江林学院学报"

#''2

"

#$

)

*

*&

!*$

6 !*'-

XZ9T 1DA0GAB 48S9T CD<@[;<AB US9T \<@JOGA0- (?D/<?P JI;.P @E J@DK /DH?@@?0<ADJ/ DA 1GD W</W@@ E@?GJI @E ]?@!

IGHIG. H;KIDL<ID@A

#

4

$

- ; <%.=-&/> ?2" A211B #''2B #$

)

*

*

Q !*$ 6 !*'-

#

,

$ 郭子武" 俞文仙" 陈双林" 等
-

林地覆盖对雷竹林土壤微生物特征及其与土壤养分制约性关系的影响#

4

$

-

生

态学报"

!%#*

"

!!

)

#2

*&

+$!* 6 +$*%-

T=Z ^DY;B R= VGAMD<A0B _:F9 `O;<A0KDAB .( &1- 8AEK;GAHG @E /;KHODA0 /<A<0G/GAI @A J@DK /DH?@WG <A. DIJ ?GK<!

ID@AJOD] YDIO J@DK A;I?DGAI DA 0%41125(&$%45 '"&.$23 JI<A.

#

4

$

- 6$(& 7$21 8-/B !"&*B !!

)

&2

*

Q +$!* 6 +$*"-

#

+

$ 陈晓" 刘勇" 李国雷" 等
-

土壤真菌研究方法及人为干扰对森林土壤真菌群落影响研究进展#

4

$

-

世界林业研

究"

!"&&

"

"%

)

+

*&

) 6 &!-

_:F9 CD<@B 18= R@A0B 18 T;@KGDB .( &1- (?@0?GJJ @A ?GJG<?HO /GIO@. @E J@DK E;A0D <A. O;/<A .DJI;?W<AHGJ I@ E@?GJI

J@DK E;A0D

#

4

$

- B2"1C ?2" D.5B !"&&B "%

)

+

*

Q ) 6 &!-

#

$

$ 韩国民" 何兴兵" 张鹏" 等
-

多孔菌
E"-$%&'()* &,-.(-/)* &*"!>T

自然条件下对合成染料刚果红和酸性品红的

高效降解#

4

$

-

微生物学通报"

!"&&

"

!&

)

,

*&

$"* 6 $&,-

:S9 T;@/DAB :F CDA0WDA0B ^:S9T (GA0B .( &1- FEEDHDGAI .G0?<.<ID@A @E ]@KP]@?;J E;A0;J E"-$%&'()* &,-.( -/)*

&*"!>T @A IOG JPAIOGIDH .PGJ H@A0@ ?G. <A. E;HOJDA <HD. ;A.G? A@A!JIG?DKG H@A.DID@A

#

4

$

- F-$"2,-21 A%-/&B !"&&B !&

)

,

*

Q $"* 6 $&,-

#

)

$

`F9S9 a _B S>aS:S\ b F- >D@?G/G.D<ID@A @E IGMIDKG <N@ .PGJ WP <G?@WDH W<HIG?D<K H@AJ@?ID;/ <G?@WDH .G0?<.<ID@A

@E JGKGHIG. <N@ .PGJ WP W<HIG?D<K H@AJ@?ID;/

#

4

$

- G-2C.>"+C+(-2/B !"",B #$

)

,

*

Q !)+ 6 !2"-

#

2

$

98TS\ (B Sa\Z=a TB >S9Sb 8 \B .( +1- (OPJDH<K ?G/@L<K @E IGMIDKG .PGJ E?@/ GEEK;GAIJ <A. J@KD.!JI<IG EG?/GAI<ID@A

,!,



第
!!

卷第
!

期

"# $#%!&"'()"%$ &*)+,-./-)&. )%'+$-%'

!

0

"

1 !"#$%&#'$ (%)*+#,2 34442 !"

#

5

$

6 378 9 33:1

!

;

"

<= >-?@-2 ABCDCDEFDADG H1 <-I*&. $%,(.()+?&/+(I (J $#% K&'/%K&/%)'6 & )%L+%K

!

0

"

1 -"#$%&#'$ .%)*+#,2 34472 !#

%

5

&

6 3M7 9 3:31

!

74

" 尹亮' 陈章和' 赵树进
1

微生物对偶氮染料的脱色及其基因工程研究进展!

N

"

1

生物技术'

344O

'

$!

%

:

&(

P: 9

P;1

>BG Q+&I*2 RFSG T@&I*@%2 TFDU V@-W+I1 X)(*)%'' (J '/-$+%' +I $%,(.()+?&/+(I (J &?( $#%' "# Y+,)(()*&I+'Y' &I$

*%I% %I*+I%%)+I* J() $%,(.()+I* "&,/%)+& (J &?( $#%'

!

0

"

1 -"#/%)*+#,#012 344O2 $!

%

:

$

6 P: 9 P;1

!

77

" 余邁' 郑平' 金仁村' 等
1

印染废水生物处理技术进展!

0

"

1

化工进展'

344P

'

"!

%

77

$(

7O3Z 9 7O3O1

>= >+2 T[\GE X+I*2 NBG C%I,-I2 %/ 2,1 ]+(/%,@I(.(*# J() $#%+I* &I$ ^)+I/+I* K&'/%K&/%) /)%&/Y%I/

!

N

"

1 3*%4 5+6

7+0 8$#02 344P2 "!

%

77

$

6 7O3Z 9 7O3O1

!

73

" 靳奇峰' 时胜男' 焦庆祝' 等
1

真菌在染料脱色中的应用及其酶学研究进展!

N

"

1

辽宁师范大学学报( 自然科

学版'

344;

'

%"

%

Z

$(

ZP4 9 ZP51

NBG _+J%I*2 VFB V@%I*I&I2 NB`U _+I*?@-2 %/ 2,1 C%'%&),@ &$L&I,%' +I J-I*&. %I?#Y%' &I$ /@%+) &^^.+,&/+(I /(

$#%$%,(.()+?&/+(I

!

N

"

1 9 :"2#+"+0 ;#$4 <+"= ;2/ >)"2 344;2 %"

%

Z

$

6 ZP4 9 ZP51

!

75

" 袁海生' 戴玉成' 曹云' 等
1

白腐真菌染料脱色菌株的筛选及一色齿毛菌脱色条件的研究!

N

"

1

菌物学报'

3474

'

"#

%

5

$(

Z3; 9 Z5:1

>=`G F&+'@%I*2 a`B >-,@%I*2 R`U >-I2 %/ 2,1 V,)%%I+I* (J K@+/%!)(/ J-I*+ J() $%,(.()+?+I* '#I/@%/+, $#%' &I$ +I!

L%'/+*&/+(I (I J&,/()' &JJ%,/+I* $%,(.()+?+I* ,&^&,+/# (J ?%$$%+2 '+")#,#$

!

N

"

1 @1)#&1&/%422 34742 "#

%

5

$

6 Z3; 9 Z5:1

!

7Z

" 梁红昌' 千英花' 张庆华' 等
1

一株脱色真菌的鉴定及脱色特性的初步探讨!

N

"

1

微生物学通报'

344;

'

%&

%

O

$(

;M: 9 ;:71

QB`GE F(I*,@&I*2 _B`G >+I*@-&2 TF`GE _+I*@-&2 %/ 2,1 X)%.+Y+I&)# $+',-'' (I +$%I/+J+,&/+(I &I$ ,@&)&,/%)+?&!

/+(I (J (I% $%,(.()+?+I* J-I*-'

!

N

"

1 @")$#A"#, ?*"+22 344;2 %&

%

O

$

6 ;M: 9 ;:71

!

7M

" 张培培' 任随周' 许玫英' 等
1

微生物对三苯基甲烷类染料脱色的研究进展!

N

"

1

微生物学通报'

344;

'

%&

%

;

$(

7Z74 9 7Z7O1

TF`GE X%+^%+2 CSG V-+?@(-2 b= c%+#+I*2 %/ 2,1 C%,%I/ &$L&I,%' +I Y+,)("+&. $%,(.()+?&/+(I (J /)+^@%I#.Y%/@&I%

$#%'

!

N

"

1 @")$#A"#, ?*"+22 344;2 %&

%

;

$

6 7Z74 9 7Z7O1

!

7:

" 朱林' 洪宇植' 方泽民' 等
1

真菌漆酶对蒽醌和偶氮类活性染料的脱色!

N

"

1

中国科技论文在线'

3474

'

'

%

5

$(

33Z 9 33O1

TF= Q+I2 FUGE >-?@+2 <`GE T%Y+I2 %/ 2,1 d%,(.()+?&/+(I (J )%&,/+L% $#%' (J &I/@)&e-+I(I% &I$ &?( "# J-I*&. .&,!

,&'%

!

N

"

1 >)"%+)%B2B%$ C+,"+%2 34742 '

%

5

$

6 33Z 9 33O1

!

7O

" 王慧' 郑小伟' 王宾香' 等
1

真菌对染料的脱色研究进展!

N

"

1

应用与环境生物学报'

344;

'

$'

%

7

$

6 7ZO 9 7M71

f`GE F-+2 TF\GE b+&(K%+2 f`GE ]+Ig+&I*2 %/ 2,1 `$L&I,% +I $%,(.()+?&/+(I (J $#% "# J-I*+

!

N

"

1 ?*"4 D EBB,

F+="$#+ G"#,2 344;2 $'

%

7

$

6 7ZO 9 7M71

!

7P

"

]=cX=V N `1 X%)'^%,/+L%' (I /@% -'% (J K@+/% )(/ J-I*+ +I "+()%Y%$+&/+(I /%,@I(.(*+%'

!

E

"

hhVBid`C V i2 BCABGS

C Q1 !"#$%4%6"2/"#+6 8$"+)"B,%& 2+6 8$2)/")%&1 Q&I,&'/%) X `6 H%,@I(Y+, X-".+'@+I* j(Y^&I#2 7;;P6 :O 9 74;1

!

7;

" 可晓' 陈双林' 张小平' 等
1

雷竹林存留有机覆盖物高效降解菌株分离及产酶条件优化!

N

"

1

浙江农林大学学

报'

3473

'

"#

%

3

$(

3ZZ 9 3M41

iS b+&(2 jFSG V@-&I*.+I2 TF`GE b+&(^+I*2 %/ 2,H V%.%,/+(I (J '/)&+I' -'%$ /( $%*)&$% ()*&I+, Y-.,@+I* Y&/%)+&.'

J)(Y I*1,,#&/2)*1& ="#,2&)%+& J()%'/ &I$ (^/+Y+?&/+(I (J +/' %I?#Y% ^)($-,/+(I

!

N

"

1 D J*%K"2+0 L M N <+"=2 34732 "#

%

3

$

6 3ZZ 9 3M41

!

34

" 鲁如坤
1

土壤农业化学分析方法!

c

"

1

北京( 中国农业科技出版社'

7;;;1

!

37

"

TF`GE H&(2 QB >(I*J-2 jF`GE V b2 %/ 2,1 j(IL%)/+I* ^&$$# J+%.$' /( Q%+ "&Y"((

%

8*1,,#&/2)*1& B$2%)#O

$

'/&I$'

&JJ%,/%$ '(+. I-/)+%I/ ,(I,%I/)&/+(I'2 .&"+.% ()*&I+, ,&)"(I ^((.'2 &I$ ()*&I+, ,&)"(I ,@%Y+,&. ,(Y^('+/+(I'

!

N

"

1

8,2+/ >#",2 34752 %&!

%

7h3

$

6 3Z; 9 3:71

!

33

"

N`CUVT=i!

"

V

jBVSQ N2 i=CSi S2 VQUci` `2 %/ 2,1 `,/+L+/+%' (J ,%.. K&.. $%*)&$+I* %I?#Y%' +I &-/(.#?+I* ,-./-)%'

(J /@)%% N'&2$"'4 )',4#$'4 +'(.&/%'6 *)(K/@!^)(Y(/+I*2 $%.%/%)+(-' &I$ ^&/@(*%I+, /( )#%

%

V%,&.% ,%)%&.%

$ !

N

"

1 @1!

)#,#0"22 34772 $(%

%

M

$

6 ;3; 9 ;ZM1

!

35

"

VjFUjF j Q2 VSB<SCH i `2 F=FGdUC< V2 %/ 2,1 G-,.%&) )+"('(Y&. +I/%)I&. /)&I',)+"%$ '^&,%)

%

BHV

$

)%*+(I &' &

陈梦扬等( 雷竹林土壤染料降解真菌筛选与脱色效果初步研究
Z3M



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
$

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

&'()*+,-. /01 2-+345* 6-+7*+ 84+ 8&'9(

!

:

"

; !"#$ %&' ($&) *$+< !%=!< !"#

#

=$

$

> $!?# @ $!?$;

!

!?

"

ABCD E F< G1HCC : C; I-+-,(J(,6 48 KL(M43J4'(- ,4.-'( 2N ,J+-(', 48 ,"+$-.)/"0& ,OO;

!

:

"

; *$+ (1"+$P !%%%< $%

%

#

&

>

QQ R QS;

!

!Q

"

TE01CB G< FET1FEUV1AI1K1A W< XVEF1CYBKUE B C< /2 3'; U+(3L45*+6-!O.-'J!O-JL49*' ('J*+-3J(4',

!

:

"

; *.+'

4+.' 5+.$-/0< !%%Z< &"

%

#

&

> # R #%;

!

!$

"

1CUDA1KB [< 0DKTBCC \< Y:"KWA10 U< /2 3'; F4.&2(.(M-J(4' 48 OL4,OL-J*, -'5 6(3+4'&J+(*'J, 2N JL* O.-'J!

9+4]JL!O+464J('9 -'5 2(434'J+4. 8&'9&, ,"+$-.)/"03 -3"6+&780 K(8-( #!SQ!!!

!

:

"

; 9::' ;7<+".7 =+>".?+.'< #SSS<

'$

%

^

&

> !S!$ R !S__;

!

!^

" 田晔' 滕应
;

木霉属真菌在重金属污染土壤生物修复中的应用潜力分析!

:

"

;

科学技术与工程'

!"=_

'

!(

%

_$

&(

="Z^^ R ="ZZ!;

UE10 `*P UB0X `('9; 1OO.(3-J(4' O4J*'J(-. 48 ,"+$-.)/"03 ,O; (' 2(4+*6*5(-J(4' 48 ,4(. 34'J-6('-J*5 ](JL L*-)N

6*J-.,

!

:

"

; *$+ ,/$-7.' ;71P !"=_P !(

%

_$

$

> ="Z^^ R ="ZZ!;

!

!Z

"

W1CK1 A WP FE/VH A FP F10/VH / WP /2 3'; I+45&3J(4' -'5 +*9&.-J(4' 48 3*..&.-,*, (' ,"+$-.)/"03 -3"6+3780

!

:

"

; 9::' =+$".?+.' 5+.2/$-7.'P =SZ?P )"

%

$

$

> ?!^ R ?!S;

!

!S

"

:#KXB0FB0 VP A#KWBYBKX 1P WKDXV W YP /2 3'; I+45&3J(4' 48 3*..&.-,*, -'5 L*6(3*..&.-,*, 2N JL+** @/7+$+'!

'+80 ,O*3(*,> *88*3J 48 ,&2,J+-J* -'5 *)-.&-J(4' 48 3*..&.-,* -5,4+OJ(4' 2N 3-O(..-+N *.*3J+4OL4+*,(,

!

:

"

; ;76A0/ =+!

$".?+3' ,/$-7.'P !""QP ('

%

=

$

> ?! R ?Z;

!

_"

" 党宏波' 马双' 王秋玉
;

原油降解丝状真菌的分子鉴定及降解效果分析!

:

"

;

环境科学与技术'

!"==

'

(&

%

Q

$

>

$= R $?;

/10X V4'9Y4P A1 FL&-'9P \10X a(&N&; A4.*3&.-+ (5*'J(8(3-J(4' 48 O*J+4.*&6 5*9+-5('9 8(.-6*'J4&, 8&'9&, -'5

-'-.N,(, 48 JL* 4(.!34'J-6('-'J 5*9+-5-J(4'

!

:

"

; ;7<+".7 *$+ ,/$-7.'P !"==P (&

%

Q

$

> $= R $?;

!

_=

" 黄榕德' 豆小敏' 张书军' 等
;

染料高效吸附菌
@/7+$+''+80 .B3'+>80

表面特征解析!

:

"

;

环境污染治理技术与

设备'

!""$

'

%

%

^

$(

_? R _^;

VH10X K4'95*P /DH b(-46('P cV10X FL&d&'P /2 3'; F&+8-3* 3L-+-3J*+(,J(3 -'-.N,(, 48 L(9L *883(*'3N 5N* +*64)-.

8&'9( @/7+>+''+80 .B3'+>80

!

:

"

; ,/>- ;C8+: ;7<+".7 @.'' D.72".'P !""$P %

%

^

$

> _? R _^;

?!$




