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摘　要：为寻找一种适用于菌丝球生物质载体高效、快捷的微生物固定化方法，分别采用同时培养法和吸附
法将高效苯胺降解细菌ＪＨ－９固定于黑曲霉菌Ｙ３形成的生物质载体菌丝球上，并对两种微生物固定化方
法所形成的混合菌丝球的特性和内部结构进行对比．结果表明：在接种细菌数量相同的条件下，同时培养法
固定化细菌所用的时间缩短，且在单位时间内固定的细菌数量更多．同时培养法形成的混合菌丝球堆积体积
更大，成球总数量更多，球体直径较小，总质量和总相对密度也较小．当采用同一种固定化方法时，混合菌丝
球的堆积体积、成球大小与功能菌的接种量成正比；而形成混合菌丝球的总质量和总相对密度却与功能菌的

接种量成反比．同时培养法形成的混合菌丝球内部细菌非常均匀地排列生长在每一根菌丝上．
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　　微生物固定化技术是指将微生物通过一定的 技术手段（如利用载体材料、包埋物质或合理控

制水力条件等）保持在反应器内．菌丝球是由霉
菌的自絮凝现象产生的具有一定机械强度和大小

的球体，它除了具有生物活性良好、沉降速度快、

易于固液分离等优点外，吸附和降解效能近来也

被广泛关注［１－４］．目前，国外主要注重对菌丝球基
础理论和结构方面的研究，国内的研究则大多是



面向应用的［５－７］．菌丝球在工业废水处理方面的
研究起步比较晚，目前还没有实际应用的例子，实

验室研究也只涉及到对重金属废水和印染废水的

吸附［８－１３］．应用菌丝球作为载体是最新的研究方
向，文献［１４］以曲霉形成的菌丝球吸附并固定产
氢细菌———产酸克雷伯氏菌进行连续流产氢，解

决了产氢菌流失和产氢速率降低的问题，实现了

霉菌和功能菌的生态位分离，将各自的功能有机

地结合到了一起．但是，考虑到采用吸附法向菌丝
球上固定化微生物的方法操作步骤繁琐、耗时、固

定微生物量有限、形成的混合菌丝球内部微生物

分布不均匀，势必影响固定化微生物的活性和整

个球体的传质效果．本实验为菌丝球这种新型生
物质载体提出了一种新的固定化方法———同时培

养法，并以高效低温苯胺降解细菌ＪＨ９作为研究
对象，对同时培养和吸附两种固定化方法作了对

比研究，为混合菌丝球的实际应用提供了有力的

理论基础．

１　实　验
１１　实验材料
１１．１　仪器和试剂

用于本试验的设备主要为 ８０３７—ＳＧＳ超型
全自动压力蒸汽灭菌器、ＺＨＷＹ—２１１２Ｂ型双层
全 温 度 恒 温 振 荡 器、紫 外 分 光 光 度 仪

（ＵＮＩＣＡＭＨＥλＩＯＳ）、ＣＸ３１型显微镜、电子天平
（ＡＬＣ２１０４）、显微数码成像系统、垂直流超净工
作台、鼓风干燥箱、石蜡切片机．
１１２　菌种来源

实验所用曲霉Ｙ３和细菌ＪＨ９都是实验室菌
种库保存菌种．其中，Ｙ３是由空气中分离得到的，
该菌能在纯培养的条件下自絮凝成球；ＪＨ９是由
某化工厂污水处理厂曝气池活性污泥中分离得

到，该菌能以苯胺为唯一碳源和氮源，在７℃的低
温条件下，培养５２ｈ对初始质量浓度为１５０ｍｇ／Ｌ
的苯胺去除率可达１００％．
１２　实验方法
１２１　单纯霉菌菌丝球的培养

配置液体培养基，１２１℃，灭菌２０ｍｉｎ，接种孢
子悬液，于１６０ｒ／ｍｉｎ、３７℃的摇床中培养２４ｈ．
１）菌丝球生长培养基成分．蔗糖３０ｇ，ＮＨ４Ｃｌ

０５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ３·Ｈ２Ｏ０１ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１ｇ，
ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０１ｇ，Ｈ２Ｏ１０００ｍＬ．
２）孢子悬液的配置．用无菌的生理盐水冲洗

长有曲霉菌的斜面固体培养基的表面，用接种环

轻刮斜面，直至菌体被完全冲洗下来．轻轻震荡试

管，使悬液中的孢子呈均匀分散状态．用可见分光
光度计在波长６２０ｎｍ下测其吸光度（Ａ）．

接种量＝０．２５×０．１％ ×液体培养基体积
孢子悬液吸光度（Ａ） ．

　　３）菌丝碎片的制备．用量筒取球龄４ｄ的菌
丝球，静置３０ｍｉｎ．使菌丝球充分沉降，量取量筒
底部沉降下来的菌丝球１５０ｍＬ，用无菌水稀释至
３００ｍＬ倒入粉碎机中１８００ｒ／ｍｉｎ，粉碎３０ｓ，制
成混合均匀的菌丝片段悬液．
１２２　混合菌丝球培养方案

取低温条件下的ＪＨ９培养液在１２０００ｒ／ｍｉｎ
下离心５ｍｉｎ，然后弃离心上清液，用磷酸盐缓冲
溶液清洗离心管底部的菌体，在上述条件下再次

离心，如此操作两次．洗菌后将离心管底部的菌体
取出，用适量无菌水配成均匀菌悬液．按照菌丝球
片段繁殖和孢子繁殖这两种不同的繁殖方法，分

别采取同时和先后接种的方法培养混合菌丝球，

并以不接种ＪＨ９细菌的单纯菌丝球作为对照（具
体实验设计方案见表１）．

表１　混和菌丝球培养方案

方案编号 菌丝球传代方式 功能菌接种方式

１ 孢子传代 同时接种

２ 孢子传代 菌丝球培养２ｄ后接种

３ 菌丝碎片传代 同时接种

４ 菌丝碎片传代 菌丝球培养２ｄ后接种

　　注：分别以孢子传代和菌丝碎片传代两种传代方式培养的

未接种功能菌的单纯菌丝球作为空白．

１２３　菌丝球直径的测定
随机选取１０个菌丝球，用滤纸吸去菌丝球外

表面水分．吸取的水分应适量，保证菌丝球不因失
去过多水分而变形．然后以游标卡尺量取直径数
值．菌丝球直径表示为 １０个菌丝球直径的平
均值．
１２４　成球堆积体积测定方法

将２５０ｍＬ三角瓶中的菌丝球培养液倒入一
个２００ｍＬ量筒中，静置１０ｍｉｎ，读取菌丝球沉降
体积作为成球堆积体积．
１２５　菌丝球形态观察

将接种后的液体培养基置于 １６０ｒ／ｍｉｎ，
３７℃摇床培养，当菌丝球培养到直径 １～２ｃｍ
时，将菌丝球接入培养皿中用数码照相机拍照观

察外观形态，而后将菌丝球切开用扫描电子显微

镜观察其微观菌丝形态和混合菌丝球生态构成．
１３　实验过程
１３１　不同固定化方法对混合球成球速度的影响

将霉菌Ｙ３和菌株ＪＨ９分别以同时接种培养
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（向培养液中同时接种Ｙ３和ＪＨ９）和吸附法培养
（在培养液中先接种 Ｙ３待培养４８ｈ菌丝球形成
时向培养液中接种 ＪＨ９）的方式形成混合菌丝
球，两种接种方式中霉菌 Ｙ３初始的接种量相等，
而工程菌ＪＨ９的初始接种量分别为５、１０、２０ｍＬ
（母液细菌量１２×１０９／ｍＬ）．每隔８ｈ测定培养
液的吸光度Ａ．
１３２　不同固定化方法对混合菌丝球成球堆积

体积的影响

按照１３１中所述的两种方法进行固定化，
培养混合菌丝球．当培养液的吸光度值 Ａ降为０
时，将培养液中混合菌丝球移至量筒，静止沉降

３０ｍｉｎ后测量全部菌丝球堆积体积，本实验以单
纯霉菌菌丝球作对照．
１３３　不同培养方法对混合菌丝球成球大小的

影响

按照１３１所述的两种方法进行固定化，培
养混合菌丝球．当培养液的吸光度值Ａ降为０时，
随机各取不同固定化方法形成的混合菌丝球

１０个，分别测量其直径 ｄ的大小，取其平均值作
为菌丝球的大小（这里所指成球大小即菌丝球的

直径ｄ）．
１３４　不同培养法对混合菌丝球总质量和相对

密度的影响

按照１３１中所述的两种方法进行固定化，
培养混合菌丝球．当培养液的吸光度值 Ａ降为０
时，将不同固定化方法形成的全部混合菌丝球从

三角瓶中取出，去除多余水分（吸取量控制在不

使菌丝球变形为宜）后放至已恒重的蒸发皿中，

置于烘箱，９５℃烘干至恒质量，读取皿和球的总
质量，去掉空皿质量得到混合菌丝球的总质量．成
球总相对密度定义为成球总质量除以成球堆积

体积．
１３５　混合菌丝球内部形态观察

采用同时培养法和吸附法培养混合菌丝球，随

机取两种混合菌丝球各１个，切开后在扫描电子显
微镜下观察其内部形态结构，同时以没有固定化细

菌的单纯霉菌菌丝球内部形态结构作对比．

２　结果分析
２１　不同固定化方法对混合菌丝球成球速度的

影响

将霉菌 Ｙ３和功能菌 ＪＨ９分别以同时培养
（向培养液中同时接种Ｙ３和ＪＨ９）和吸附法培养
（在培养液中先接种 Ｙ３待培养４８ｈ菌丝球形成
时向培养液中接种 ＪＨ９）的方式形成菌丝球，两

种接种方式中霉菌 Ｙ３初始的接种量相等，而功
能菌ＪＨ９的初始接种量分别为５、１０、２０ｍＬ（母
液细菌量１２×１０９／ｍＬ）．每隔８ｈ测定培养液的
吸光度Ａ．如图１、２所示，不论同时培养法还是吸
附法，培养液的吸光度值自接种时起一直持续降

低，最后降为０．不同接种量的同时培养法培养液
吸光度值都在 ７２ｈ降为 ０．而吸附法只有接种
５ｍＬ菌液的培养液在培养７２ｈ时吸光度值降为
０．同时培养法固定化细菌的时间比先后接种法要
短．将培养液吸光度降为０视为混合菌丝球成球
完全，以单位时间内培养液吸光度值 Ａ减少量 Ｖ
来表示混合菌丝球的成球速度，将以上数据重新

整理，以混合菌丝球成球速度成图，结果如图３
所示．
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图１　同时培养法不同接种量对成球的影响
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图２　吸附法不同接种量对成球的影响
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图３　不同固定化方法对混合菌丝球成球速度的影响

　　由图３可以看出，随着ＪＨ９接种量的增加混
合菌丝球的成球速度逐渐提高，即霉菌数量一定

时，混合菌丝球的成球速度与功能菌的接种量成

正比．ＪＨ９接种５ｍＬ时，同时培养法成球速度小
于先后接种培养法；ＪＨ９接种１０ｍＬ时，同时培
养法与吸附法成球速度基本相等；ＪＨ９接种
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２０ｍＬ时，同时培养法成球速度明显大于吸附法．
这说明在相同的培养条件下同时培养法能够以更

快的速度固定化更多的细菌，其单位时间内固定

化细菌量更多．
２２　不同固定化方法对混合菌丝球成球堆积体

积的影响

当培养液吸光度降为０以后，将培养液中混
合菌丝球取出以量筒测量全部菌丝球堆积体积，

以单纯霉菌菌丝球作对照，结果如图４所示．可以
看出，随着ＪＨ９接菌量的增多，最终形成混合菌
丝球的体积也增多，即混合菌丝球的堆积体积与

功能菌的接种量成正比．同时培养法比吸附法所
形成的混合菌丝球堆积体积略大一些．
２３　不同固定化方法对混合菌丝球成球大小的

影响

随机各取不同固定化方法形成的混合菌丝球

１０个，分别测量其直径大小，再取平均值作为菌
丝球的平均大小．不同固定化方法形成的混合菌
丝球成球大小如图５所示，可以看出，相同接种量
的条件下，同时培养法形成的混合菌丝球直径比

吸附法的小，且成球总数量多．接种方法相同时，
混合菌丝球的大小随着接种细菌数量的增多而

变大．
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图４　不同固定化方法对混合菌丝球成球
堆积体积的影响
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图５　不同固定化方法对混合菌丝球成球大小的影响

２４　不同固定化方法对混合菌丝球总质量和总
相对密度的影响

将不同固定化方法形成的全部混合菌丝球从

三角瓶中取出，尽量去除多余水分后放到已经恒

重的蒸发皿中，吸取量控制在不使菌丝球变形为

宜，将处理好的菌球置于烘箱内，９５℃烘干至恒
质量，读取皿和球的总质量，去掉空皿质量得到混

合菌丝球的总质量．以成球总质量除以成球堆积
体积即定义为成球总相对密度．
　　由图６可以看出，当细菌接种量相同时，同时
培养法形成的混合菌丝球的总质量和总相对密度

都要小于吸附法形成的混合菌丝球；而相同固定

化方法，随着细菌接种量的增加形成混合菌丝球

的总质量和总相对密度却减少．
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图６　不同固定化方法对混合菌丝球成球
总质量和密度的影响

２５　不同固定化方法对混合菌丝球内部形态的影响
分别采用同时培养法和吸附法培养混合菌丝

球，随机取两种混合菌丝球各１个，切开后在扫描
电子显微镜下观察其内部形态结构，同时以没有固

定化细菌的单纯霉菌菌丝球内部形态结构作对比，

·６５· 哈　尔　滨　工　业　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　第４４卷　



结果如图７所示．可以看出：图７（ａ）中采用吸附固
定化方法形成的混合菌丝球内部的细菌只固着在

菌丝交叉形成平台的地方，而在没有交叉的菌丝上

就没有细菌存在；而图７（ｃ）中采用同时培养固定
化方法形成的混合菌丝球内部，细菌是非常均匀地

排列生长在每一根菌丝上，无论菌丝交联与否，而

且单位面积上固定化生长的细菌数量也明显多于

图７（ａ）的混合菌丝球．而且，图７（ｃ）中细菌均匀排
列，很少出现堆积和分层的现象，不影响菌丝球内

部的能量和氧的供给，不会影响菌丝球对内部细菌

的传质，这样被固定的细菌就能够保持较高的活

性，更有利于在水处理工艺中的应用．
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图７　不同固定化方法形成的混合菌丝球内部形态结构的扫描电子显微镜照片

３　结　论
１）相同接种量的条件下，同时培养法固定化细

菌所用的固定化时间缩短，而且在单位时间内可固

定化细菌量更多．同时培养法与吸附法所形成的混
合菌丝球相比，其堆积体积更大，成球总数量更多，

球体直径较小，总质量和总相对密度也较小．
２）当采用同一种固定化方法时，混合菌丝球

的堆积体积、成球大小与功能菌的接种量成正比；

而形成混合菌丝球的总质量和总相对密度却与功

能菌的接种量成反比．
３）同时培养法形成的混合菌丝球内部细菌

非常均匀地排列生长在每一根菌丝上，无论菌丝

交联与否；而吸附法形成的混合菌丝球内部，细菌

只存在于多条菌丝交叉形成平台的地方．所以，新
型微生物固定化方法可能会有效解决传统方法的

传质效率低、固定生物量低、成本高等问题，具有

较大的开发潜力和应用价值．
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