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摘　要：采用白腐真菌的模式菌种黄孢原毛平革菌进行镉的去除试验，研究了胞外聚合物（ＥＰＳ）去除镉量
占菌体去除总镉量的比例、ＥＰＳ的组分含量，并对ＥＰＳ中各组分含量与ＥＰＳ去除的镉含量进行了相关性分
析，通过ＳＥＭＥＤＳ分析了菌体表面的微区元素组成。研究表明，在１０ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组中 ＥＰＳ去除镉量
占菌体去除镉量的比例最高，为３７３９％；Ｃｄ２＋初始浓度越高，菌体 ＥＰＳ中蛋白质含量越少、多糖含量则
越多，多糖含量最高为２０００ｍｇ／ｇ菌球；ＥＰＳ中多糖含量与ＥＰＳ的镉去除量有较明显的相关性；提取ＥＰＳ

后，菌体表面镉的质量分数会下降到４４２％。结果表明，ＥＰＳ在低浓度镉的去除过程中发挥的作用更大，

而ＥＰＳ各组分中多糖发挥的作用更大；Ｃｄ２＋的胁迫会使菌体 ＥＰＳ中多糖含量更高，更有利于镉的有效去
除；除了ＥＰＳ，菌体胞外还有其他的镉去除机制。

关键词：白腐真菌；胞外聚合物；镉；相关性分析

中图分类号：Ｘ１７２　　　　 　　　　　　　　　　　文献标志码：Ａ

０　引　言

随着现代工业的发展和人类的活动，环境中

重金属污染越来越严重
［１］。微生物对重金属具有

吸附和转化作用，可以将其从废水中去除，已发

现的用于重金属离子吸附的微生物数量众多，主

要有细菌、真菌和藻类
［２－５］。

胞外聚合物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，
ＥＰＳ）是微生物在特定条件下分泌并附着在细胞表
面或周围的多聚化合物，其组分一般以多糖、蛋

白质和腐脂类等为主
［６－７］。由于这些大分子物质

的存在，ＥＰＳ含有丰富的官能团（如羟基、羧基、
氨基等），在微生物对重金属离子的积极防御和去

除中都有重要的作用
［８－９］。

由于白腐真菌对重金属有较强的吸附能力，

使其在微生物修复重金属污染的研究中受到了广

泛的关注
［１０－１１］。虽然ＥＰＳ作为白腐真菌与环境接

触的最直接桥梁，然而目前对 ＥＰＳ在白腐真菌去
除重金属过程中的具体作用却并不明确，多是引

用细菌 ＥＰＳ的作用来解释实验现象。据曹秀芹
等
［１２］
报道，活性污泥中细菌ＥＰＳ的７０％ ～８０％是

由蛋白质和多糖构成，余下的２０％ ～３０％来自于
腐殖酸、核酸和脂类等。另据陈苗苗等

［１３］
报道，

冬虫夏草ＣｏｒｄｙｃｅｐｓｓｉｎｅｎｓｉｓＥＰＳ中以多糖为主，含
有少量其他物质。由此可见，细菌与真菌的 ＥＰＳ
之间有很大差别。因而有必要对白腐真菌 ＥＰＳ在
重金属污染修复中的作用进行详细的研究。

本文采用白腐真菌的模式菌种———黄孢原毛

平革菌进行镉的去除试验，通过分析胞外聚合物

（ＥＰＳ）去除镉的含量占菌体去除总镉量的比例来研
究黄孢原毛平革菌 ＥＰＳ在镉去除过程中的作用。
重金属胁迫会影响微生物ＥＰＳ的组成［１４］，这可能
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进一步影响ＥＰＳ在微生物去除重金属过程中的作
用，因而本研究将进一步分析镉胁迫下 ＥＰＳ中各
组分变化，并对 ＥＰＳ各组分含量与 ＥＰＳ去除的镉
含量进行相关性分析，从而得出镉胁迫下菌体

ＥＰＳ各组分在去除镉过程中发挥的具体作用。

１　材料与方法
１１　菌种的培养

黄孢原毛平革菌（Ｐｈａｎｅｒｏｃｈｅａｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ
ＢＫＭＦ－１７６７）保存在葡萄糖土豆琼脂培养基上。
使用微量元素液体培养基培养，具体配制如下

（Ｌ－１）：２ｇＫＨ２ＰＯ４、０１ｇＣａＣｌ２、０５ｇＭｇＳＯ４、
０１１５ｇＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０１１２ｇＭｎＳＯ４·Ｈ２Ｏ、
００８９ｇＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、００５ｇＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、
０００１ｇ维生素 Ｂ１、０２０６ｇＣ４Ｈ１２Ｎ２Ｏ６、１０ｇ葡萄
糖，ｐＨ４５。试验中使用的药剂均为分析纯，溶液
全部使用超纯水配制。

培养液经 １２１℃高温蒸汽灭菌 ３０ｍｉｎ后，每
２００ｍＬ接种２ｍＬ孢子悬液，于６５０ｎｍ波长下吸光
度为０５，置于恒温振荡培养箱中培养（３０℃、１８０
ｒ／ｍｉｎ），４８ｈ后加入 Ｃｄ（ＮＯ３）２溶液，使培养液中
Ｃｄ２＋浓度分别为０、１０、２５、５０、１００ｍｇ／Ｌ，并定时
取样。每个浓度设置３个平行样。
１２　ＥＰＳ的提取及菌球干重的测定

采用高速冷冻离心法提取黄孢原毛平革菌ＥＰＳ，
培养得到的菌球经超纯水清洗后再加入一定体积的

超纯水，在高速冷冻离心机１００００ｒ／ｍｉｎ下离心２０
ｍｉｎ，得到的上清液即为ＥＰＳ溶液。对提取ＥＰＳ后的
菌球进行真空冷冻干燥至恒重，测得菌球干重。

１３　多糖、蛋白质浓度的测定
ＥＰＳ溶液中多糖浓度采用蒽酮硫酸比色法测

定，在波长６２０ｎｍ下比色，以葡萄糖作为标准物
质。ＥＰＳ溶液中蛋白质浓度采用考马斯亮蓝 Ｇ２５０
法测定，在５９５ｎｍ波长下比色，以牛血清蛋白作
为标准物质。

１４　镉的测定
镉浓度采用电感耦合等离子体发射光谱仪

（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒＯｐｔｉｍａ７０００ＤＶ，美国）测定，测定前
对样品进行酸化预处理并经０４５μｍ滤膜过滤。
１５　菌体扫描电镜及Ｘ射线能谱仪分析

采用场发射扫描电镜（ＺｅｉｓｓΣｉｇｍａ，德国）和Ｘ射
线能谱仪（ＯｘｆｏｒｄＩｎｃａ，英国）分别对１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋胁
迫下未提取ＥＰＳ和已提取ＥＰＳ的菌体进行形貌观察

以及微区成分分析，其中样品镀金膜时间为５０ｓ。

２　结果与讨论
２１　ＥＰＳ对镉的去除作用

由图１可知，在 １０和 ２５ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组
中，ＥＰＳ去除镉量占菌体去除镉量的比例最高分
别为３７４％和３９３％；在５０和１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋实
验组中，该比例最高仅为 ２３７％和 ７７％。镉初
始浓度越高，黄孢原毛平革菌去除镉过程中，菌

体ＥＰＳ去除的镉量占菌体去除镉总量的比例越低。
该比例在培养初期呈现持续增长的趋势。这表明

ＥＰＳ在黄孢原毛平革菌去除镉初期发挥着更重要
的作用，且在低浓度镉的去除过程中作用更大。

图１　不同培养时间下ＥＰＳ去除镉量占菌体去除
镉总量的比例

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆｒｅｍｏｖａｌａｍｏｕｎｔｏｆＣｄｂｙＥＰＳｔｏｔｏｔａｌＣｄ２＋

ａｍｏｕｎｔｂｙＰｈａｎｅｒｏｃｈｅａｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓ

２２　镉胁迫下ＥＰＳ的组分含量变化
在ＥＰＳ组分中，蛋白质含量相对较少，多糖是

主要成分。由图２ａ可知，在黄孢原毛平革菌培养５
ｄ后，对照组中含量为０７７ｍｇ蛋白质／ｇ菌球；１０
ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组中含量为 ０５６ｍｇ蛋白质／ｇ菌
球；１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组中含量仅为０２２ｍｇ蛋
白质／ｇ菌球，这说明 Ｃｄ２＋浓度越高，蛋白质含量
整体越低。由图２ｂ可知，在黄孢原毛平革菌培养５
ｄ后，１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组中含量为２０００ｍｇ多
糖／ｇ菌球；１０ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组中含量仅为１２１６
ｍｇ多糖／ｇ菌球；对照组中含量最高为２６６４ｍｇ多
糖／ｇ菌球，这说明 Ｃｄ２＋浓度越高，ＥＰＳ中多糖含
量整体越高，但实验组中多糖含量均要低于空白

组。这表明镉胁迫会影响黄孢原毛平革菌 ＥＰＳ中
组分的含量。在１～１００ｍｇ／Ｌ范围内，镉胁迫浓度
越高，单位干重菌球的 ＥＰＳ中蛋白质含量越低，
而多糖含量越高。
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图２　不同培养时间的单位干重菌球的ＥＰＳ组分含量变化
Ｆｉｇ２　ＣｈａｎｇｅｓｉｎＥＰＳｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｕｎｉｔｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆ
Ｐｈａｎｅｒｏｃｈｅａｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅｓ

２３　ＥＰＳ与镉去除量的相关性
分别对镉胁迫下 ＥＰＳ中多糖、蛋白质含量与

镉去除量进行线性拟合 （图３）。
由图３ａ可知，ＥＰＳ中蛋白质含量与镉去除量

之间呈现负相关，且线性关系一般；由图３ｂ可知，

图３　ＥＰＳ组分含量与镉去除量的拟合
Ｆｉｇ３　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｆｉｔｔｉｎｇｂｅｔｗｅｅｎＥＰＳｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

ｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＣｄｒｅｍｏｖａｌａｍｏｕｎｔ

ＥＰＳ中多糖含量与镉去除量之间呈现正相关，且线
性关系良好。多糖含量与镉去除量之间的相关性强

于蛋白质含量与镉去除量之间的相关性，这表明在

ＥＰＳ去除镉的过程中，多糖发挥的作用较蛋白质更
大。Ｃｄ２＋初始浓度越大，诱导菌体分泌更多多糖
（图２），多糖中羟基羧基在 ＥＰＳ去除镉过程中起
关键作用

［１５］。此外，在被黄孢原毛平革菌去除的

过程中 Ｃｄ２＋的形态可能会发生变化。黄孢原毛平

革菌会产生有机酸，如草酸会螯合 Ｃｄ２＋形成草酸
镉沉淀，菌体表面 ＥＰＳ中多糖有粘性，能粘附沉
淀达到去除镉的效果，因而 Ｃｄ２＋诱导菌体 ＥＰＳ组

分产生的变化有助于去除更多的镉
［１６］。

２４　ＳＥＭ及ＥＤＳ分析
对１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组获取的菌球进行ＳＥＭ

形貌观察发现提取 ＥＰＳ前、后菌丝体形态未出现
明显变化（图４）。使用 ＥＤＳ能谱分析菌体表面元
素组成，结果见表１。菌体经提取ＥＰＳ后，其表面
成分中镉含量从５１４％下降到４４２％，进一步证
明了ＥＰＳ在镉去除过程中发挥着一定的作用。同

图４　１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋胁迫下菌体扫描电镜
Ｆｉｇ４　ＳＥＭｉｍａｇｅｓｏｆＰｈａｎｅｒｏｃｈｅａｔｅｃｈｒｙｓｏｓｐｏｒｉｕｍ

ｕｎｄｅｒｔｈｅｓｔｒｅｓｓｏｆ１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋
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表１　１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋实验组菌体微区成分及含量
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｍａｓｓｆｒａｃｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｚｏｎｅ

　　　　　ｉｎ１００ｍｇ／ＬＣｄ２＋ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ ｗＢ／％

菌体类型 Ｏ Ｐ Ｓ Ｋ Ｆｅ Ｃｄ

未提取ＥＰＳ ３５３１ １５７３ １７８ １１４３ ２８０１ ５１４

已提取ＥＰＳ ３７８１ １７６７ ３０３ １０１１ ２３０３ ４４２

时也说明菌体表面还存在其他去除镉的方式，如重

金属离子在细胞壁表面形成络合物、细胞壁与重金

属离子的交换等
［１７－１９］，因此去除 ＥＰＳ后菌体表面

仍能检测到镉。

３　结　论

采用白腐真菌的模式菌种黄孢原毛平革菌进

行镉的去除试验，得到以下结论：

（１）ＥＰＳ在黄孢原毛平革菌去除镉初期发挥
着更重要的作用，且在低浓度镉的去除过程中作

用更大。

（２）镉胁迫会影响黄孢原毛平革菌 ＥＰＳ中组
分的含量。Ｃｄ２＋在１～１００ｍｇ／Ｌ范围内，镉胁迫浓
度越高，单位干重菌球的ＥＰＳ中蛋白质含量越低，
而多糖含量越高。

（３）多糖含量与 ＥＰＳ中镉去除量之间的相关
性明显强于蛋白质含量与 ＥＰＳ中镉去除量之间的
相关性，说明在 ＥＰＳ去除镉的过程中多糖发挥的
作用相较于蛋白质更大。

（４）提取ＥＰＳ后的菌球表面微区成分中镉含
量下降，证明了 ＥＰＳ在镉去除过程中发挥着一定
的作用。
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