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摘　要：为了筛选到对重金属具良好富集活性的微生物吸附剂，以分离于大宝山矿区重金属富集植物油菜的３
株具重金属抗性的内生真菌Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．ＣＢＲＦ１４，Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ＣＢＲＦ６５和Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．ＣＢＳＦ６８为研究对象，
分析了Ｃｄ、Ｐｂ和Ｚｎ的初始浓度对其活菌体的生物量、富集率及富集量的影响。研究结果发现，随着重金属初
始浓度 （试验设置的浓度范围内）的升高，Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．ＣＢＲＦ１４、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐ．ＣＢＲＦ６５和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．
ＣＢＳＦ６８对Ｃｄ和Ｚｎ的富集率呈下降趋势，而对Ｐｂ的富集率则存在 “先升高再下降”的过程；该３株内生真菌
的生物量随着Ｃｄ、Ｐｂ和Ｚｎ初始浓度增加呈下降趋势，而对Ｃｄ、Ｐｂ和Ｚｎ的富集量则不断增加，它们对Ｃｄ的最
大富集量介于２０５～５３４ｍｇ·ｇ－１，对Ｐｂ的最大富集量介于１８８９～３５６６ｍｇ·ｇ－１，对 Ｚｎ的最大富集量介
于２８４～２９２８ｍｇ·ｇ－１。研究结果表明这３株油菜内生真菌可在含重金属液体条件下生长并具有良好的重金
属富集能力，其在重金属污染废水的生物修复中具有潜在的应用前景，同时也表明重金属耐性植物内生真菌是

获得具重金属富集能力微生物的重要资源库。
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　　随着工业废水的排放和其他人类的活动，有毒
金属特别是Ｃｄ、Ｚｎ和Ｐｂ，正越来越多地被释放到
环境中［１］。微生物的菌丝体能集中和吸收水溶液

中的重金属，从而将其从环境中去除，因此微生物

对重金属的吸附作用可以应用于重金属污染废水的

修复研究中［２］。相对于物理化学修复，微生物修

复具有环保，成本低等优势，近年来其在重金属污

染修复中的作用正得到广泛关注［３］。微生物对重

金属的吸附分为两种类型，其一是生物吸附，主要

利用微生物死亡的菌体细胞或停止生长的活菌体作

为吸附材料，这是一个被动的吸附过程；另一种是

生物富集，主要利用生长中的活细胞或菌体对重金

属进行富集的过程，这主要是一个主动的耗能的吸

附过程［２］。目前对微生物的重金属吸附作用已引

起广泛关注，但利用生长中的微生物对重金属的富

集研究还比较少见，特别对复合重金属污染体系的

富集研究更为少见［４－５］。由于活细胞具有自我补充

的能力，物理吸附完成后还能进行新陈代谢不断吸

收重金属，而且省去了生物吸附所需要的菌体生产

等工序，因此利用微生物生长菌体做生物吸附剂将

是一个更好的选择［４，６－７］。

重金属的微生物富集修复系统构建的前提条件

是筛选出具重金属抗性，可在重金属环境中生长繁

殖的微生物菌株。目前应用于生物富集的重金属抗

性微生物菌株多数分离于重金属污染的土壤、污

水、植物根际等环境［８－１１］。重金属富集植物体内

的重金属浓度，由于植物的富集和萃取能力，相对

其他污染环境要更高［１２］。植物内生真菌 （Ｆｕｎｇａｌ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ）是指在生活于健康植物体内，通常情
况下并不引发植物出现明显病症的一类真菌［１３］。

已有研究表明重金属耐性植物来源的内生真菌蕴含

着丰富的重金属抗性菌株，而且其抗性水平和抗性

菌株的比例也高于其他环境微生物［１４－１５］，目前环

境污染修复的研究主要集中在根际细菌和内生细菌

上，而关于重金属耐性植物内生真菌在重金属生物

富集中的作用尚未引起关注。本研究以分离于韶关

大宝山矿区富集植物油菜根部和茎部的３株具有重
金属抗性内生真菌Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐ．ＣＢＲＦ１４，Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉ
ｕｍｓｐ．ＣＢＲＦ６５和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐ．ＣＢＳＦ６８为实验对
象，对其在液体实验条件下富集 Ｃｄ、Ｐｂ和 Ｚｎ的
特性进行了初步研究，所得结果将为开发可高效富

集重金属的微生物吸附剂提供实验基础。

１　材料和方法
１１　重金属污染区油菜来源内生真菌的分离与鉴

定

健康的油菜 Ｂｒａｓｓｉｃａｎａｐｕｓ根部样本采集于韶
关市翁源县上坝村 （２４°３３′３６６″Ｎ，１１３°４３′１４０″
Ｅ）。由于该处土壤长期受大宝山矿区采矿废水的污
染，多种重金属含量较高，其中总 ｗ（Ｃｄ）为
９１７ｍｇ·ｋｇ－１，总 ｗ（Ｐｂ）为４９６ｍｇ·ｋｇ－１），总
ｗ（Ｚｎ）为２１４ｍｇ·ｋｇ－１。将油菜根部样品用自来水
冲洗掉泥土，然后进行严格的表面消毒程序：依次

浸泡在φ＝７５％酒精１ｍｉｎ，ｗ＝３％～５％有效氯的
次氯酸钠溶液３ｍｉｎ，φ＝７５％的酒精０５ｍｉｎ，然
后再用无菌水冲洗 ３遍。晾干后，将其剪成约
０５ｃｍ２小片。然后采用参考文献 ［１６］的方法对
油菜内生真菌进行分离和纯化。然后根据真菌的菌

落形态，菌丝、孢子的显微结构［１７］以及基于真菌

ＩＴＳ１－５８Ｓ－ＩＴＳ２（简称 ＩＴＳ）基因序列分析方
法［１８］来对内生真菌进行鉴定。

１２　内生真菌对重金属抗性测定
向ＰＤＡ培养基分别加入 Ｃｄ［Ｃｄ（ＮＯ３）２］、

Ｐｂ［Ｐｂ（ＮＯ３）２］、Ｚｎ［Ｚｎ（ＮＯ３）２］溶液获得一
系列不同浓度梯度的重金属抗性平板 （Ｃｄ：０５～５
ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｐｂ１～４０ｍｍｏｌ／Ｌ；Ｚｎ：１０～１００ｍｍｏｌ／Ｌ），
调节ｐＨ在６５～７０范围内，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
然后将待筛内生真菌接种至前面配置好的抗性

４５１
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ＰＤＡ平板中２８℃培养１～２周，能形成肉眼可见菌
落的最高抗性水平平板中的重金属浓度，即为试验

真菌对该重金属的最高抗性浓度。

１３　内生真菌的重金属富集试验
为了研究内生真菌对单一重金属 （Ｃｄ、Ｐｂ或

Ｚｎ）的富集活性，本实验参考试验菌株在 ＰＤＡ平
板上对重金属的抗性水平来设定富集试验中液体培

养基中 Ｃｄ、Ｐｂ、Ｚｎ的初始浓度 （表 １）。将马铃
薯葡萄糖液体培养基 （ＰＤＢ）（ｐＨ５０）分装到
２５０ｍＬ三角瓶 （每瓶装１００ｍＬＰＤＢ）中，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ。在无菌试验台上向灭菌后的三角瓶中
加入含有Ｃｄ、Ｐｂ或 Ｚｎ的重金属储备液配置获得
相应的重金属富集初始浓度。然后从 ＰＤＡ平板上
生长旺盛的菌落边缘挑取直径３ｍｍ的菌丝体接种
到ＰＤＢ中，放置到３０℃摇床振荡 （１５０ｒ／ｍｉｎ）培
养５ｄ。培养结束后，用滤纸过滤收集菌体，用去
离子蒸馏水清洗３遍后放入６５℃烘箱中烘至恒质
量，测定菌体生长量。用电感耦合等离子体发射光

谱仪 （ＩＣＰ－ＯＥＳ）测定滤液中重金属含量。以上
试验每个处理均设３个重复。

表１　内生真菌富集实验中Ｃｄ、Ｐｂ和Ｚｎ的初始浓度
Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｄ，ＰｂａｎｄＺｎ

ｕｓｅｄｉｎｔｈｅｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎａｓｓａｙｓ

金属种类 设定的浓度梯度／（ｍｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｃｄ ０ ０１ ０３ ０５ ０７ １ １５
Ｐｂ ０ １ １５ ２ ２５ ３ ４
Ｚｎ ０ １ ２ ３ ４ ５ ６

１４　测定项目及方法
１）重金属离子浓度：过滤后的重金属溶液稀

释后用ＩＣＰ－ＯＥＳ测溶液中各重金属离子的浓度。
内生真菌对重金属的富集量和吸附量利用文献

［１９］中公式 （１）来进行计算，其对重金属的富

集率和吸附率则利用参考文献［１９］中公式 （２）来
计算。

２）菌丝体干质量：称干燥并标号的定量滤纸
的质量，用滤纸滤出全部菌丝体，然后将菌丝与滤

纸放在８０℃干燥箱中烘干２４ｈ至恒质量后，用电
子天平称量，减去滤纸质量，得出菌丝体干质量

（ｇ）。
１５　数据分析

运用数据统计软件 ＳＰＳＳ，对生物量和重金属
富集量或吸附量进行 χ２检验，包括对同一重金属
处理下不同接菌和同一接种时不同重金属处理作显

著性分析。显著性水平以Ｐ＜００５为检验标准。

２　结　果
２１　油菜内生真菌的分离、鉴定及重金属抗性分析

从油菜根部共分离到１３７株内生真菌，主要有
镰孢属、毛霉属、木霉属、青霉属、枝孢属、交链

孢属等种类。其中内生真菌 ＣＢＲＦ１４对 １ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｃｄ、１５ｍｍｏｌ／ＬＰｂ和 ４０ｍｍｏｌ／ＬＺｎ具有抗性；
ＣＢＲＦ６５对 ２ｍｍｏｌ／ＬＣｄ、２０ｍｍｏｌ／ＬＰｂ和 ５０
ｍｍｏｌ／ＬＺｎ具有抗性；ＣＢＳＦ６８对１ｍｍｏｌ／ＬＣｄ、１０
ｍｍｏｌ／ＬＰｂ和３０ｍｍｏｌ／ＬＺｎ具有抗性。这３株内生
真菌对Ｃｄ、Ｐｂ和 Ｚｎ均表现出较好的抗性，因此
本研究选择它们进行后续的重金属富集特性研究。

结合内生真菌的孢子形态 （图１）及ＩＴＳ１－５８Ｓ－
ＩＴＳ２基因序列比对结果 （表２）分析发现，内生真
菌ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和ＣＢＳＦ６８的孢子形态结构及
ＩＴＳ基因序列相似度分别与 Ｆｕｓａｒｉｕｍ属、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉ
ｕｍ属、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ属相符 （ＩＴＳ基因相似度均在
９７％以上），因此它们可分别被鉴定为 Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｓｐＣＢＲＦ１４，Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐＣＢＲＦ６５和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐＣＢＳＦ６８。

图１　内生真菌 ＣＢＲＦ６５、ＣＢＲＦ１４、ＣＢＳＦ６８的孢子形态
Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓｐｏｒｅｓｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃＦｕｓａｒｉｕｍｓｐＣＢＲＦ４４，ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐＣＢＲＦ６５ａｎｄＡｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐＣＢＳＦ６８
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表２　内生真菌ＩＴＳ序列与ＧｅｎｅＢａｎｋ中最相似序列的比较
Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｉａｎｄｔｈｅｍｏｓｔｓｉｍｉｌａｒＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎＧｅｎｅＢａｎｋ

内生真菌编号及ＧｅｎｅＢａｎｋ登录号 相似菌株及ＧｅｎｅＢａｎｋ登录号 相似度／％

ＣＢＲＦ６５（ＫＵ６６３３７６） ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｃｉｔｒｉｎｕｍＦＪＡＴ－３０９９４（ＫＵ６８７８１３） ９７
ＣＢＲＦ１４（ＫＵ２５５１７８） ＦｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍＬＣＦ３２（ＦＪ８６７９３６） ９９
ＣＢＳＦ６８（ＫＵ６６３３７７） ＡｌｔｅｒｎａｒｉａｐｏｒｒｉＡＰ－１２（ＪＦ４２２７２７） ９９

２２　重金属起始浓度对油菜内生真菌生长的影响
由图 ２可见，随着 Ｃｄ初始浓度 （０～１５

ｍｍｏｌ／Ｌ）的升高，内生真菌 ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和
ＣＢＳＦ６８的生物量均呈下降趋势。其中 ＣＢＲＦ６５对
Ｃｄ毒性最为敏感，在 Ｃｄ初始由０ｍｍｏｌ／Ｌ升高至
０５ｍｍｏｌ／Ｌ时其生物量就显著下降，仅为对照组
的５０５％，而当 Ｃｄ初始浓度由０５ｍｍｏｌ／Ｌ升至
１５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＣＢＲＦ６５的生物量则没有显著降
低。Ｃｄ初始浓度的升高对ＣＢＲＦ１４和ＣＢＳＦ６８生长
抑制作用基本相似：Ｃｄ初始浓度为由０ｍｍｏｌ／Ｌ升
高至０１ｍｍｏｌ／Ｌ，这两种内生真菌的生物量均没
有显著改变；随着Ｃｄ的初始浓度由０１ｍｍｏｌ／Ｌ升
至１０ｍｍｏｌ／Ｌ时二者的生物量均显著减少；而当
Ｃｄ的初始浓度由１０ｍｍｏｌ／Ｌ增至２０ｍｍｏｌ／Ｌ时，

它们的生物量呈平缓下降趋势。

随着 Ｐｂ初始浓度的升高，ＣＢＲＦ６５生物量呈
逐渐下降趋势。ＣＢＲＦ１４和ＣＢＳＦ６８在Ｐｂ初始浓度
由０ｍｍｏｌ／Ｌ升至２０ｍｍｏｌ／Ｌ时，它们的生物量都
没有显著变化，而由２０ｍｍｏｌ／Ｌ升至４０ｍｍｏｌ／Ｌ
时，其生物量则不断减少。

随着 Ｚｎ初始浓度 （０～６ｍｍｏｌ／Ｌ）的升高，
内生真菌ＣＢＲＦ６５和ＣＢＳＦ６８的生物量均呈下降趋
势，其中ＣＢＲＦ６５对 Ｚｎ的毒性更为敏感，下降斜
率更大。ＣＢＲＦ１４随着 Ｚｎ初始浓度的升高，其生
物量呈现先增加后减少的变化趋势：Ｚｎ初始浓度
由０ｍｍｏｌ／Ｌ升至１ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＣＢＲＦ１４的生物量
增加了 １２％；当而 Ｚｎ浓度由 １０ｍｍｏｌ／Ｌ升至
６ｍｍｏｌ／Ｌ时，其生物量则不断减少。

图２　重金属Ｃｄ、Ｐｂ、Ｚｎ初始浓度对内生真菌ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５、ＣＢＳＦ６８生长的影响
Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣｄ，Ｐｂ，ＺｎｏｎｂｉｏｍａｓｓｏｆＣＢＲＦ１４，ＣＢＲＦ６５ａｎｄＣＢＳＦ６８

２３　重金属起始浓度对油菜内生真菌富集量和富
集率的影响

从图３可以看出，随着 Ｃｄ初始浓度 （０１～２
ｍｍｏｌ／Ｌ）的升高，３株内生真菌对 Ｃｄ的富集率均
显著下降。ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和 ＣＢＳＦ６８在低浓度
Ｃｄ下 （０１ｍｍｏｌ／Ｌ）对 Ｃｄ有较好的去除能力，
其富集率分别为 ８５％、１００％ 和 ７３％，其中
ＣＢＲＦ６５的去除效果最佳。随着 Ｃｄ初始浓度的升
高，ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和 ＣＢＳＦ６８对 Ｃｄ的富集量
则不断升高，其最大富集量分别为２０５、５３４和
２７３ｍｇ·ｇ－１ （图４）。

Ｐｂ初始浓度由１０ｍｍｏｌ／Ｌ升至４ｍｍｏｌ／Ｌ时，
内生真菌 ＣＢＲＦ１４和 ＣＢＳＦ６８对 Ｐｂ的富集率均呈
现先升高后下降的趋势 （图３）：当Ｐｂ初始浓度由
１ｍｍｏｌ／Ｌ升至２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＣＢＲＦ１４和ＣＢＳＦ６８
对Ｐｂ富集率均显著增加，并在Ｐｂ初始浓度为２５
ｍｍｏｌ／Ｌ达到最大值，分别为 ７８％、７２％；当 Ｐｂ
初始浓度继续由２５ｍｍｏｌ／Ｌ升至４ｍｍｏｌ／Ｌ时，它
们对 Ｐｂ的富集率则明显下降，分别降至 ５４％、
５０％。ＣＢＲＦ６５对Ｐｂ的富集率随着 Ｐｂ初始浓度的
升高则呈现与ＣＢＲＦ１４和 ＣＢＳＦ６８不同的变化趋势
（图 ３）：Ｐｂ初始浓度由 １０ｍｍｏｌ／Ｌ升至 １５
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ｍｍｏｌ／Ｌ时，其富集率没有明显变化，其富集率均
为 ９５％；Ｐｂ初始浓度由 １５ｍｍｏｌ／Ｌ升至 ２０
ｍｍｏｌ／Ｌ时，其富集率则显著下降至４６％；Ｐｂ初始
浓度继续升至２５ｍｍｏｌ／Ｌ时，ＣＢＲＦ６５对 Ｐｂ的富
集率又升高至 ７９％；而当 Ｐｂ初始浓度由 ２５
ｍｍｏｌ／Ｌ增至４０ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＢＲＦ６５对Ｐｂ的富集率
再次由 ７９％下降至 ６２％。ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和
ＣＢＳＦ６８对Ｐｂ的富集量都随着其初始浓度的升高而
增加，其最大富集量分别为２９９８、３５６６和１８８９
ｍｇ·ｇ－１ （图４）。

随着 Ｚｎ初始浓度的升高，ＣＢＲＦ１４和 ＣＢＳＦ６８

对Ｚｎ富集率呈下降趋势，而ＣＢＲＦ６５对Ｚｎ富集率
则没有明显改变 （图 ３）。ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和
ＣＢＳＦ６８对 Ｚｎ的最大富集率均在 Ｚｎ初始浓度为
１０ｍｍｏｌ／Ｌ时获得，其值分别为 ７８％、３６％和
７６％。由上面结果可以看出在低浓度 Ｚｎ（≤ ２０
ｍｍｏｌ／Ｌ）下，ＣＢＲＦ１４的去除能力最强，而在高浓
度Ｚｎ（≥３０ｍｍｏｌ／Ｌ）下ＣＢＲＦ６５去除效果最优。
与 Ｃｄ、Ｐｂ相似，ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和 ＣＢＳＦ６８对
Ｚｎ的富集量也随着其初始浓度的升高而增加，其
最大富集量分别为２８４、１１７９和２９２８ｍｇ·ｇ－１

（图４）。

图３　重金属Ｃｄ、Ｐｂ、Ｚｎ初始浓度对内生真菌ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５、ＣＢＳＦ６８富集率的影响
Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｄ，ＰｂａｎｄＺｎｏｎｔｈｅｉｒｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｂｙＣＢＲＦ１４，ＣＢＲＦ６５，ａｎｄＣＢＳＦ６８

图４　重金属Ｃｄ、Ｐｂ、Ｚｎ初始浓度对内生真菌ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５、ＣＢＳＦ６８富集量的影响
Ｆｉｇ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｄ，ＰｂａｎｄＺｎｏｎｔｈｅｉｒｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｃａｐａｃｉｔｉｅｓｂｙＣＢＲＦ１４，ＣＢＲＦ６５ａｎｄＣＢＳＦ６８

３　讨　论
在表 ３中，我 们 将 内 生 真 菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ

ｓｐＣＢＲＦ１４富集Ｐｂ、Ｃｄ、Ｚｎ的能力与已有文献报
道的微生物，如 Ｒｈｉｚｏｐｕｓａｒｒｈｉｚｕｓ、Ｍｕｃｏｒｒｏｕｘｉｉ、
ＣｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｔａｉｗａｎｅｎｓｉｓＴＪ２０８、Ｂａｃｉｌｌｕｓｊｅｏｔｇａｌｉ、Ａｓ
ｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ、Ｃａｕｌｅｒｐａｌｅｎｔｉｌｌｉｆｅｒａ［７，２０－２５］进行了比
较，这些微生物对 Ｃｄ的最大吸附量介于 ８４６～
１９６ｍｇ·ｇ－１，对 Ｐｂ的最大吸附量介于 １６９～
５０１ｍｇ·ｇ－１，对 Ｚｎ的最大吸附量介于 ２６６～

１９０６ｍｇ·ｇ－１。而本研究中ＦｕｓａｒｉｕｍｓｐＣＢＲＦ１４、
ＰｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｓｐＣＢＲＦ６５和 ＡｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐＣＢＳＦ６８对
Ｃｄ的最大富集量介于２０５～５３４ｍｇ·ｇ－１，对 Ｐｂ
的最大富集量介于１８８９～３５６６ｍｇ·ｇ－１，对 Ｚｎ
的最大富集量介于２８４～２９２８ｍｇ·ｇ－１，均高于
前面文献报道的微生物。以上结果表明重金属富集

植物来源的内生真菌是获得具重金属富集能力微生

物的良好资源库［２６］。

目前关于微生物修复重金属的研究太多集中在

生物吸附上，即利用死菌体或停止的固定活细胞进
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行吸附［５，２７］。然而微生物吸附剂的获得需要经过多

种繁琐的生产程序，如菌体培养、收获、干燥、加

工、储存等，且重复利用率不高，费用较高，这都

限制了生物吸附剂的使用［４，２７］。因此使用生长中

的微生物进行生物富集是修复重金属污染的废水一

个更好的选择，因为生长中的微生物能进行新陈代

谢，在物理吸附后还能靠自身的能量系统和酶系统

持续吸收富集重金属，其富集量往往更大，同时生

物富集还省去了菌体的生产过程，它们具有重金属

抗性，可以在重金属溶液中生长增殖［２８］。当然环

境因子比如高浓度的重金属，以及极端的 ｐＨ都会
严重影响微生物在修复系统的生长，限制它们的应

用［３０］。因此分离筛选获得具有重金属抗性，且能

在多种重金属浓度和ｐＨ值范围都能生长的微生物
菌株就显得尤为重要。一旦获得能在重金属溶液中

良好生长并能富集重金属的菌株，就能建立一个具

有自我更新能力的连续修复系统［２７］。本研究发现

内生真菌ＣＢＲＦ６５、ＣＢＲＦ１４和ＣＢＳＦ６８能在含较高
浓度Ｐｂ、Ｚｎ的培养液中生长，并对它们具有较好
的去除能力：例如当 Ｐｂ初始浓度为 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ
时，ＣＢＲＦ６５、ＣＢＲＦ１４和 ＣＢＳＦ６８对 Ｐｂ的富集率
均在７０％以上；而当Ｚｎ初始浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ时，
ＣＢＲＦ１４和 ＣＢＳＦ６８对 Ｚｎ的富集率都超过 ８０％。
另外ＣＢＲＦ１４、ＣＢＲＦ６５和 ＣＢＳＦ６８在 Ｃｄ初始浓度
为０１ｍｍｏｌ／Ｌ培养液中生长良好，其Ｃｄ富集率分
别高达８５％、１００％和７３％，它们在低浓度 Ｃｄ条
件下也显示出良好的富集能力。以上结果表明这些

具有重金属抗性和富集能力的内生真菌有潜力通过

其生物富集作用构建一个连续处理系统，应用到重

金属污染废水的处理中。

表３　本研究中内生真菌重金属Ｃｄ，Ｐｂ，Ｚｎ吸收量与已有文献报道菌株的比较
Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｕｐｔａｋｅｃａｐａｃｉｔｉｅｓ（ｍｇ·ｇ－１）ｏｆＣｄ，Ｐｂ，Ｚｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ

ｆｕｎｇｉｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙａｎｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓｒｅｐｏｒｔｅｄｉｎｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ

Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ
ＭａｘｉｍｕｍＣｄｕｐｔａｋｅ

ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ
ＭａｘｉｍｕｍＰｂ
ｕｐｔａｋｅｃａｐａｃｉｔｉｅｓ

ＭａｘｉｍｕｍＺｎ
ｕｐｔａｋｅｃａｐａｃｉｔｉｅｓ

Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ＧｒｏｗｉｎｇＲｈｉｚｏｐｕｓａｒｒｈｉｚｕｓ １７７ １６９ ［７］
ＬｉｖｅＭｕｃｏｒｒｏｕｘｉｉｂｉｏｍａｓｓ ８４６ ３５７ ［２０］
ＣｕｐｒｉａｖｉｄｕｓｔａｉｗａｎｅｎｓｉｓＴＪ２０８ １９６ ５０１ ［２１］
ＮａＯＨｐｒｅｔｒｅａｔｅｄＡｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ ３４９ ［２２］

Ｃａｕｌｅｒｐａｌｅｎｔｉｌｌｉｆｅｒａ ４６９ ２８９９ ２６６ ［２３］
Ｄｒｉｅｄｎｏｎｌｉｖｉｎｇｂｉｏｍａｓｓ（ＮＢ）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＰｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｔｒａｉｎｓ ４５５８ １９０６ ［２４］

ＭｙｒｉｏｐｈｙｌｌｕｍｓｐｉｃａｔｕｍＬ ６８ ［２５］
ＧｒｏｗｉｎｇｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｕｓＣＢＲＦ１４ ２０５４ ２９９８ ２８４３ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ＧｒｏｗｉｎｇｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｕｓＣＢＲＦ６５ ５３４３ ３５６６ １１７９ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ
ＧｒｏｗｉｎｇｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｆｕｎｇｕｓＣＢＳＦ６８ ２７２５ １８８９ ２９２８ Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

　　微生物对重金属的抗性机制主要包括富集机
制、外排机制及其他机制。在生长菌体细胞中，富

集过程主要通过依赖于新陈代谢活动将重金属由细

胞外通过细胞膜转移到细胞内的一个耗能的过程。

在微生物富集重金属的过程中，外排机制可能在某

一特定的重金属浓度启动，以阻止更多的重金属进

入胞内［３１－３２］。因此生长中的微生物活细胞富集重

金属的能力受到胞外环境的重金属浓度的影响。在

对ＣＢＲＦ１４和 ＣＢＲＦ６８富集 Ｐｂ的过程发现，随着
Ｐｂ浓度的升高，其富集率存在先升高后降低的过
程。当Ｐｂ的浓度由１ｍｍｏｌ／Ｌ升高到 ２５ｍｍｏｌ／Ｌ
时，ＣＢＲＦ５９对Ｐｂ以富集为主，所以富集率升高。
Ｐｅｒｅｚ－Ｒａｍａ等［３３］也发现相似的现象，当 Ｃｄ质量
浓度由０６ｍｇ·Ｌ－１升至４５ｍｇ·Ｌ－１时，Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓ

ｓｕｅｃｉｃａ生长细胞对 Ｃｄ的去除率也升高，尽管 Ｃｄ
的毒性增强，影响了它的生长。而当 Ｐｂ浓度由
２５ｍｍｏｌ／Ｌ升 高 到 ４０ ｍｍｏｌ／Ｌ，ＣＢＲＦ１４和
ＣＢＲＦ６８对Ｐｂ的抗性以外排机制为主，所以富集
率下降 ［２８］。不同微生物对重金属的感受阈值不

同，其启动富集或外排机制的浓度范围或方式可能

有差异，因而其富集率可能会随着重金属起始浓度

的变化表现出不同的变化趋势，例如 ＣＢＲＦ６５当
Ｐｂ初始浓度由１５ｍｍｏｌ／Ｌ升至２ｍｍｏｌ／Ｌ时，它
以外排机制为主，对Ｐｂ的富集率下降；当Ｐｂ浓度
由２ｍｍｏｌ／Ｌ上升至到３ｍｍｏｌ／Ｌ，它可通过合成生
物酶或重金属结合肽等物质来抵抗 Ｐｂ的毒性，富
集过程重新启动，从而导致富集率升高；而当 Ｐｂ
初始浓度由３ｍｍｏｌ／Ｌ进一步升高至４ｍｍｏｌ／Ｌ，它

８５１



　第 ６期 徐在超等：三株具重金属抗性油菜内生真菌对镉铅锌富集特性研究

可能为了防止 Ｐｂ的过高浓度对细胞的毒性作用，
再次启动外排机制，因而其富集率再次下降［３４］。

介导细菌重金属抗性的基因常表达具外排泵活

性的蛋白 （也可导致药物外排），或与抗生素抗性

基因位于同一遗传元件上 （如质粒、转座子或整

合子），因而细菌的重金属抗性与抗生素抗性存在

着紧密的协同选择作用［３５］。已有报道环境中分离

到的一些重金属抗性细菌也显示出较强的抗生素抗

性［３６－３７］，因此重金属抗性细菌在污染修复中的应

用存在导致耐药基因在环境中传播和扩散的风

险［３８］。但真菌对抗生素与重金属的抗性机制不

同［３９］，减少了这种共选择的风险，因而内生真菌

在重金属污染修复应用中相对于内生细菌更具优

势。本研究中分离到的内生真菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ
ＣＢＲＦ１４、 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ ｓｐＣＢＲＦ６５ 和 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐＣＢＳＦ６８能在重金属溶液中生长并具有高效的重
金属去除能力，同时由于其呈菌丝生长、易于收

集，且与抗生素共选择风险低，不易导致耐药基因

的扩散，因此它们在重金属污染修复中具有良好的

应用前景。
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