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　　摘　要：利用海藻酸钠，Ｋ－卡拉胶、明胶、ＰＶＡ　４种载体对白腐真菌进行包埋，然后对包埋后的白腐真菌进行
复活试验，通过对白腐真菌菌剂菌丝体生长的速度及浓密程度的比较来验证其复活率．同时综合保存效果、制备成

本等来选择制备白腐真菌菌剂的优势载体．结果表明，白腐真菌在４种不同的载体中性质稳定，杂菌感染率减少．其

中用ＰＶＡ和海藻酸钠作为载体对白腐真菌进行包埋，制备而成的菌剂在本次实验中显示了最佳效果．但考虑到包

埋交联过程中ＰＶＡ放热以及试剂本身的毒性，因此在白腐真菌处理有机固体废物时，海藻酸钠小珠包埋法应是一

种适合的选择．
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白腐真菌是一种能够引起木材白色腐朽的担子菌，它能降解各种结构相异化学物质，包括在环境中持久
且难以处理的污染物，尤其对木质素的降解能力强，因而越来越多的应用在环境保护和环境治理领域［１］．
一直以来白腐真菌在处理有机固体废物时存在问题是：一方面，白腐真菌降解率本身不高，降解性酶活

性又低；尤其是本来为了提高营养及氧的传质效率而采取的搅动措施，却产生了机械剪切力，反而导致胞外
酶失活和降解反应机器的关闭［２－３］．此外由于白腐真菌生理生化活动特点，即多细胞形态特点，使菌体固定
化后丝状生长对固定化结构的破坏；降解反应对环境的苛刻，与形成固定化结构或维持结构定性等的条件相
对立［４］．包埋技术能解决这种有利于营养和氧供给所必须建立的动态反应体系与胞外酶容易受到伤害之间
的矛盾，是目前最有效的手段之一．由无毒凝胶载体包埋制成的凝胶小球通常表面有一层较薄的均匀球壳，

结构为外部密、内部疏且呈蜂窝状，有大量孔洞，可以包埋许多微生物［５－６］．这种多孔结构有利于微生物的包
埋、基质及降解产物的传递，凝胶表面的球壳还可以阻止生物从小球泄出［７－８］．本研究尝试用不同载体对白
腐真菌进行包埋，通过复活测定，外观形态观察、保存时间验证等寻求一种经济可行的白腐真菌包埋手段．

１　实验材料

１．１　菌　种
本研究选用的菌种为黄孢原毛平革菌，凤尾菇，平菇，香菇４种白腐真菌．

１．２　菌种培养材料和实验试剂
土豆滤液；ＰＤＡ培养基（土豆琼脂培养基）；ＹＧ培养基（组织液培养基）、葡萄糖、琼脂、酵母浸汁膏、海

藻酸钠、氯化钙、明胶，Ｋ－卡拉胶、聚乙烯醇、０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸钾缓冲液（ｐＨ　７．６）、０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的戊
二醛（０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸钾缓冲液ｐＨ　７．６）．以上化学试剂均为分析纯．

２　实验方法
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２．１　白腐真菌菌种的复活与续代培养
配制ＰＤＡ固体培养基，在１２１℃，１．２个大气压下灭菌３０ｍｉｎ，用接种环从斜面培养基中取一小块母

种，接种到有ＰＤＡ培养基的培养皿上，在３０℃的恒温培养箱中培养，直至菌丝体长满整个培养基．再按上述
的方法，用打孔器从复活培养后的培养基中取一块圆形菌丝块做母种，植入新的ＰＤＡ培养基中进行培养，
大约经过７～１０ｄ菌丝体长满整个培养基．
２．２　白腐真菌菌丝体的纯培养
配制一定量ＹＧ培养基，量取１００ｍＬ培养基于组织培养瓶中，在１２１℃，１．２个大气压下灭菌３０ｍｉｎ，

等冷却后，用接种环从斜面培养基中取一块圆形薄厚适当的菌丝块做母种，接种到ＹＧ培养基上，使菌丝块
漂浮在培养基上，放入３０℃的恒温培养箱中培养，大约经过１０～１５ｄ菌丝体长满整个培养基．
２．３　白腐真菌包埋方法

２．３．１　海藻酸钠小珠包埋法　将２ｇ海藻酸钠溶于６０ｍＬ蒸馏水，１０８℃灭菌１０ｍｉｎ．取相当于１５０ｍｇ干
重的白腐真菌的鲜重菌团，过滤，碾磨，加入到４０ｍＬ蒸馏水中，形成细胞悬浮液．两部分相混合，获得２％海
藻酸盐溶液．将海藻酸钠与菌的混合液滴入５０ｍＬ的２％氯化钙中，２ｈ完全硬化．多次洗涤制得海藻酸钠包
埋小珠．
２．３．２　明胶小珠包埋法　取相当于１５０ｍｇ干重的白腐真菌的鲜重菌团，过滤，碾磨，形成细胞悬浮液的浓
缩液，与１５ｍＬ质量浓度分别为２０％和１．８７５％的明胶和海藻酸钠在４０℃混合．将混合物冷却形成胶，浸
在４０ｇ·Ｌ－１氯化钙中．产生硬胶，切割成２～３ｍｍ小块．用０．０５ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸钾缓冲液（ｐＨ　７．６）洗涤，

使海藻酸钠与明胶复合物中的海藻酸盐渗漏出，直至洗涤干净．最后用０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１的戊二醛（在０．０５

ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸钾缓冲液ｐＨ　７．６中），交联１ｈ；用无菌水彻底洗涤制得明胶包埋小珠．
２．３．３　Ｋ－卡拉胶小珠包埋法　将２ｇＫ－卡拉胶溶于６０ｍＬ蒸馏水，１０８℃灭菌１０ｍｉｎ．取相当于１５０ｍｇ干
重的白腐真菌的鲜重菌团，过滤，碾磨，加入到４０ｍＬ蒸馏水中，形成细胞悬浮液．两部分相混合，获得Ｋ－卡
拉胶溶液．将Ｋ－卡拉胶与菌的混合液滴入５０ｍＬ的２％氯化钙中，２ｈ完全硬化．多次洗涤制得 Ｋ－卡拉胶
小珠．
２．３．４　ＰＶＡ小珠包埋法　取相当于１５０ｍｇ干重的白腐真菌的鲜重菌团，过滤，碾磨，形成菌的细胞悬浮液
的浓缩液，与６０ｍＬ的１０％的聚乙烯醇和１％的海藻酸钠在５０℃混合．将聚乙烯醇与菌的混合液滴入

５０ｍＬ的２％的氯化钙中，２ｈ完全硬化．多次洗涤制得Ｋ－卡拉胶小珠．
２．４　白腐真菌菌剂复活试验
在无菌条件下，用接种环从斜面培养基中取几小块包埋小珠，接种到ＰＤＡ 培养基上，堆成半径为

０．５ｃｍ左右，在３０℃的恒温培养箱中培养，直至菌丝体长满整个培养基．
２．５　白腐真菌菌丝体伸长长度的测定
将白腐真菌的４种菌剂摆成半径大约为０．５ｃｍ左右的小珠，白腐真菌菌丝体在培养基中呈同心圆伸

长．用游标卡尺在实验当天就开始测量，以后每天进行测量．第一次测量时在每个培养皿中选取４个点，并作
好标记，以后均在这４个点位进行测量，并求取其平均值作为菌丝体伸长长度．

３　实验结果及分析

３．１　白腐真菌菌剂的感观
白腐真菌经过４种材料即海藻酸钠、ＰＶＡ、明胶和Ｋ－卡拉胶的包埋形成相同直径白腐真菌菌剂（图１）．

从图１可得ＰＶＡ包埋白腐真菌的机械强度（以手感确定）最大，略带点粘性，且成球较容易；以海藻酸钠包
埋白腐真菌，尽管比ＰＶＡ包埋的可操作性好，极易成球，但其机械强度却不及ＰＶＡ包埋白腐真菌形成的菌
剂．Ｋ－卡拉胶和明胶也有和海藻酸钠类似的特性，Ｋ－卡拉胶包埋白腐真菌形成的菌剂较湿，不易保存．
３．２　白腐真菌菌剂菌丝体的生长状况
黄孢原毛平革菌、香菇、凤尾菇、平菇是白腐真菌庞大家族中典型的代表．将这４种菌分别用海藻酸钠，

ＰＶＡ，明胶和Ｋ－卡拉胶作材料进行包埋制成菌剂，然后对菌剂进行复活试验，每天观察菌丝体的生长长度．

２０１ 河南师范大学学报（自然科学版）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　２０１１年



图２中４种菌剂复活培养实验的一开始可以看出显著差异，海藻酸钠包埋小珠和ＰＶＡ包埋小珠复活
菌丝体生长的速度、密度都优于明胶包埋小珠和Ｋ－卡拉胶包埋小珠．

经分析，得出该结果的原因是海藻酸钠，Ｋ－卡拉胶，明胶是一类天然高分子凝胶载体，虽对生物无毒，传
质性能较好，但强度较低，在厌氧条件下易被微生物分解，此外，白腐真菌的比氧吸收率随着胶体小珠中细胞
量的增加随载体的浓度升高而减低，真菌为获得氧而集中生长在小珠表面．菌丝体在小珠表面形成一种绒毛
状覆盖物，随着小珠菌丝体量的增加，比氧吸收的速度呈抛物线状下降，生长缓慢．而ＰＶＡ是一类有机合成
高分子凝胶载体，交联过程中放热以及试剂本身的毒性，常常使细胞活性降低，但白腐真菌的菌胶团抵抗逆
境作用较强，故在实验中处于优势地位．
３．３　白腐真菌菌剂的保存效果
白腐真菌菌剂是为减少感染率，可以进行低温保存，保存的效果可以通过白腐真菌菌剂的感观变化和复

活率来体现．
经过一个月的低温保存，不管从色泽光度还是触感硬度都可以看到ＰＶＡ包埋小珠同样是独占鳌头，与

一个月前的ＰＶＡ包埋小珠外表和手感都相差不大．海藻酸钠包埋小珠和明胶包埋小珠的状况相似，在整个
过程中Ｋ－卡拉胶包埋小珠的湿度比其他３种小珠的湿度更大些．
图３分析了１个月前后黄孢原毛平革菌包埋小珠的复活率变化，总体上黄孢原毛平革菌包埋小珠的复

活率都没下降，其中ＰＶＡ小珠包埋法仍然占有优势，使用这种复活方法增长的速率快，并且比较稳定，感染
率少．其他３种包埋小珠的复活率也没随着时间的延长而下降．
图４中香菇的总体复活增长速率快，并且比较稳定，感染率少．明胶包埋法和Ｋ－卡拉胶包埋法的复活率

３０１第６期　　　　　　　　　　　　　　　姚晶晶等：白腐真菌包埋技术研究



也没随着时间的延长而下降．

图５显示了１个月前后凤尾菇包埋小珠的复活率都没下降，其中ＰＶＡ小珠包埋法和海藻酸钠小珠包
埋法对于包埋凤尾菇来说仍然占有优势．但明胶包埋法和Ｋ－卡拉胶包埋法包埋凤尾菇的复活率也没随着时
间的延长而下降．

从图６以看到在一个月后平菇包埋小珠的复活率都没下降，其中ＰＶＡ小珠包埋法、海藻酸钠小珠包埋
法和明胶小珠包埋法对于包埋凤尾菇来说仍然占有优势．但Ｋ－卡拉胶包埋法的复活率也随着时间的延长反
而下降，也说明Ｋ－卡拉胶包埋法不适合做包埋材料包埋平菇．
综上所述，可以清楚的比较出，虽然保存了１个月，但对于各种方法形成的包埋小珠的成活率并没有减

退，而ＰＶＡ小珠包埋法和海藻酸钠小珠包埋法仍然是这４种菌最适合的包埋方法．对于平菇来说用Ｋ－卡拉
胶作为载体时处于劣势地位．
３．４　制备成本分析
包埋法优于其他技术的原因除了其具有微生物密度高、反应速度快、耐毒害能力强、微生物流失少、产物

易分离、处理设备小等优点，还更经济实惠．包埋材料的选择原则是成本低廉、操作简单、包埋固定化微生物
活性高和使用寿命长等．除了要观察比较包埋小珠的复活率之外，制备成本也是值得关注的．本实验的使用
各种材料的具体情况如表１．从表１中可以很 明确的看出是海藻酸钠小珠包埋法在包埋１５０ｍｇ干重的白腐
真菌时所用的费用最少仅为０．３２元，故是最便宜实惠的包埋方法，ＰＶＡ包埋法次之，Ｋ－卡拉胶包埋法是这
四种包埋法中花费最多一种包埋方法．
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表１　４种材料的制备成本比较

规格
海藻酸

钠／元

聚乙烯

醇／元
明胶／元

Ｋ－卡拉

胶／元
材料（１ｇ） ０．１６　 ０．０８　 ０．１２８　 ０．４
本次实验材料 ０．３２　 ０．３６　 ０．３８　 ０．８

４　总　结

实验主要对黄孢原毛平革菌、香菇、平
菇、凤尾菇四种菌分别采用海藻酸钠包埋
法、Ｋ－卡拉胶包埋法、明胶包埋法、ＰＶＡ包
埋法这４种方法进行制备成菌剂，复活再试验，可以得出白腐真菌适合这几种包埋方法．从外形观察，海藻酸
钠包埋小珠、Ｋ－卡拉胶包埋小珠、明胶包小珠、ＰＶＡ包埋小珠在色泽光度、硬度、弹性都不会随时间的改变而
变质，并且ＰＶＡ包埋小珠始终处于优势地位．从菌剂复活培养情况观察，ＰＶＡ和海藻酸钠小珠包埋方法最
适合．从制备成本来观察，海藻酸钠小珠包埋法占优势，而ＰＶＡ 小珠包埋比海藻酸钠小珠多０．０４元／

１５０ｍｇ，但其菌剂复活培养情况比海藻酸钠小珠菌剂复活培养情况好，也是较理想的选择．所以综合以上状
况得出海藻酸钠小珠包埋法和ＰＶＡ小珠包埋法是最适合白腐真菌进行包埋的方法．
在处理有机固体废物时，ＰＶＡ小珠包埋法虽然操作性好，极易成球，包埋小珠的复活率高但是在交联过

程中放热以及试剂本身的毒性会影响有机固体废物，因此可以得到在白腐真菌处理有机固体废物时，海藻酸
钠小珠包埋法是最适合选择．
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