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摘 要：通过纯培养的方法，研究了４种外生菌根真菌——— 美味牛肝菌牗Ｂｏｌｅｔｕｓｅｄｕｌｉｓ牘、褐环乳牛肝菌牗Ｓｕｉｌｌｕｓｌｕｔｅｕｓ牘、丝
膜菌、牗Ｃｏｒｔｉｎａｒｒｕｓｒｕｓｓｕｓ牘和厚环粘盖乳牛肝菌牗Ｓｕｉｌｌｕｓｇｒｅｖｉｌｌｅｉ牘的生长效应、对五氯酚的耐受性，并采用点试方法对真菌
氧化还原酶的产生情况进行了检测。结果表明，４种外生菌根真菌在ＭＭ培养基上的生长速率显著高于 ＭＭＮ培养基。

４种外生菌根真菌对五氯酚均有一定的耐受性，厚环粘盖乳牛肝菌牗Ｓｕｉｌｌｕｓｇｒｅｖｉｌｌｅｉ牘耐受性最高，其生长抑制率显著低于
其它真菌。酶测试结果表明，厚环粘盖乳牛肝菌是４种真菌中氧化还原酶活性较强且酶种类多样的菌株，它表现出很高
的过氧化物酶、多酚氧化酶和漆酶活性，是一种具有高效降解芳环结构污染物潜力的菌根真菌。４种真菌在生物量和“酸
化效应”方面差异较大。厚环粘盖乳牛肝菌 牗Ｓｕｉｌｌｕｓｇｒｅｖｉｌｌｅｉ牘对五氯酚的高耐受性可能与其产酶特性和“酸化效应”有
关。
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五氯酚是一种在工农业生产中应用广泛的芳香

结构化合物，可作为木材防腐剂、除草剂、杀菌剂等，

现今的使用量很大。由于此种物质的使用方式是直接

进入环境，常滞留于环境介质中。它具有很高的毒性，

且结构复杂、不易被降解，最终累积在土壤介质中，造

成严重的环境污染，进而可通过食物链传递、放大，从

而危及处于高位营养级的生物，甚至人类的健康。现

今，五氯酚的污染很严重，仅美国较大的ＰＣＰ污染点
就有５００多个 犤１犦。鉴于此，通过人为干预的方式加速

农业环境科学学报 ２００４牞２３牗４牘：８０１－８０５
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此种有机污染物的清除和降解过程，恢复环境介质

（特别是土壤介质）的生态功能成为人类必然的选择，

也是当今环境科学和土壤科学工作者关注的焦点问

题。

外生菌根真菌具有一定的腐生特性，在森林生态

系统物质转化和循环中起分解者的作用。这种腐生性

特征主要表现在能够分泌酶类 犤２牞３犦，加速枯枝落叶的

分解。能否利用外生菌根真菌的腐生特性修复被有机

物污染的土壤引起了人们的重视。有报道认为此类菌

根能加速油类的降解犤４犦。

世界范围内有超过 ６０００种外生菌根真菌资
源 犤５犦，且在生态和生理表现上差异较大，因此具有很

大的筛选潜力和必要性。本研究在纯培养条件下，以

五氯酚为研究物质，对４种外生菌根真菌对五氯酚的
耐受性和生长效应进行了研究。以期筛选出对五氯酚

具有一定降解潜力的外生菌根真菌菌株，并了解其生

理特征。

１ 材料与方法

１．１外生菌根真菌
选用 ４种外生菌根真菌菌株，即美味牛肝菌

（Ｂｏｌｅｔｕｓｅｄｕｌｉｓ）、褐环乳牛肝菌（Ｓｕｉｌｌｕｓｌｕｔｅｕｓ）、丝膜
菌 （Ｃｏｒｔｉｎａｒｒｕｓｒｕｓｓｕｓ）和厚环粘盖乳牛肝菌 （Ｓｕｉｌｌｕｓ
ｇｒｅｖｉｌｌｅｉ）用于试验。
１．２培养基种类

培养基１：ＭＭＮ培养基（ＭｏｄｉｆｉｅｄＭｅｌｉｎ－Ｎｏｒｋｒａｎｓ
Ｍｅｄｉｕｍ）：１０ｇ葡萄糖牞０．２５ｇ磷酸氢二铵牞０．５ｇ磷酸
二氢钾牞０．１５ｇ七水硫酸镁牞５５ｍｇ二水氯化钙牞２５ｍｇ
氯化钠牞２０ｍｇ六氯氯化铁牞ＶＢ１０．１ｍｇ牞生物素０．０２５
ｍｇ牞琼脂１５ｇ牞蒸馏水１Ｌ。

培养基２：ＭＭ培养基（ＭｏｄｉｆｉｅｄＭｏｓｅｒＭｅｄｉｕｍ）：
１０ｇ葡萄糖牞５ｇ麦芽浸粉牞０．１ｇ酵母浸粉牞０．２５ｇ磷
酸氢二铵牞０．５ｇ磷酸二氢钾牞０．５ｇＭｇＳＯ４．７Ｈ２Ｏ牞０．０１
ｇＦｅＣＩ３牞琼脂１５ｇ，蒸馏水１Ｌ。

两培养基的ｐＨ均为５．５。
１．３试验设计
１．３．１培养基的选择与酶活性的点试

把２种培养基灭菌后倒入培养皿。在超净工作台
上，用打孔器从４种菌株接种菌落中打取直径６ｍｍ
的菌落块接种到平皿的中心位置，在培养箱中２５℃
黑暗培养，定期用直尺测定菌落直径 （测定２个垂直
方向直径，取其平均值），直至有真菌即长满培养皿。

选择真菌生长活力较大的培养基，接种 （按上述步

骤）。当有真菌即长满培养皿时，在菌落边缘进行酶点

试试验。

１．３．２对五氯酚耐受性
在灭菌后尚未冷却的ＭＭ培养基（４０℃）中注入五

氯酚，使其浓度分别为０、４．４、８．８、１７．６ｍｇ·ｋｇ－１。倒
平板后，接种真菌培养，方法同上，进行平板培养。定

期用直尺测定菌落直径（方法同上）。

１．３．３摇床培养试验
经固体培养试验，确认ＭＭ为摇床液体培养基。

采用３００ｍＬ的三角瓶，内装入５０ｍＬ培养液，灭菌后
用打孔器从接种菌落中打取直径 ６ｍｍ的菌落块接
种，并用封瓶膜封好瓶口。接种操作在超净工作台上

进行。摇床中，在２５℃、１２０ｒ·ｍｉｎ－１条件下培养８ｄ，
培养液经离心后，分离出真菌组织，测定真菌的生物

量和培养液ｐＨ。
上述试验，每个处理重复３次。

１．４测定方法
１．４．１氧化还原酶的点试

采用文献犤２犦方法。酶点试试剂如下。
漆酶：滴加 ０．１ｍｏｌ·Ｌ－１的 １－萘酚的乙醇溶

液，颜色变为紫罗兰色；

多酚氧化酶：滴加０．５％焦酚水溶液，呈褐色；
过氧化物酶：滴加０．２％Ｈ２Ｏ２和０．５％焦酚水溶

液，形成褐色。

滴加操作在超净工作台上进行。观察点试位置颜

色出现的时间及强度变化。

１．４．２用ｐＨ计测定菌液的ｐＨ值
把菌丝放在烘干称重后的滤纸上，在 ６５℃烘

２４ｈ，称量其菌丝量。

２ 结果与讨论

２．１２种培养基上４种真菌的生长状况
由图１～图４可知，４种外生菌根真菌在ＭＭ培

养基上的生长速度显著高于ＭＭＮ培养基。厚环粘盖
乳牛肝菌在 ５～８ｄ４个时期表现为在 ＭＭ培养基上
的菌落直径显著高于ＭＭＮ培养基上的；而其它３种
真菌，却表现为除接种当天外，其余５个时期的菌落
直径均是在ＭＭ培养基上的显著高于ＭＭＮ培养基。
这说明供试的４种外生菌根真菌在 ＭＭ培养基上的
生长快于ＭＭＮ培养基。因此，选择ＭＭ培养基种子
培养基，用于试验。

在ＭＭ培养基上，４种真菌的生长速率也存在很
大差别。丝膜菌和厚环粘盖乳牛肝菌在ＭＭ培养基上
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图１ 厚环粘盖乳牛肝菌在两种培养基上的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ１ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＳｕｉｌｌｕｓｇｒｅｖｉｌｌｅｉｏｎＭＭａｎｄＭＭＮｍｅｄｉａ

图２ 褐环乳牛肝菌在 ＭＭ和 ＭＭＮ培养基上的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ２ ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＳｕｉｌｌｕｓｌｕｔｅｕｓｏｎＭＭａｎｄＭＭＮｍｅｄｉａ

图３ 丝膜菌在 ＭＭ和 ＭＭＮ培养基上的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＣｏｒｔｉｎａｒｒｕｓｒｕｓｓｕｓｏｎＭＭａｎｄＭＭＮｍｅｄｉａ

图４ 美味牛肝菌在 ＭＭ和 ＭＭＮ培养基上生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ４ ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＢｏｌｅｔｕｓｅｄｕｌｉｓｏｎＭＭａｎｄＭＭＮｍｅｄｉａ

图５ 不同五氯酚浓度下厚环粘盖乳牛肝菌的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ５ ＧｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＳｕｉｌｌｕｓｇｒａｎｕｌａｔｕｓｏｎＭＭｍｅｄｉｕｍａｄｄｅｄ
ｗｉｔｈｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ

图６ 不同五氯酚浓度下褐环乳牛肝菌生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ６ ＧｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＳｕｉｌｌｕｓｌｕｔｅｕｓｏｎＭＭｍｅｄｉｕｍａｄｄｅｄｗｉｔｈ
ｓｏｄｉｕｍｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ

图７ 不同五氯酚浓度下丝膜菌的生长曲线

Ｆｉｇｕｒｅ７ ＧｒｏｗｔｈｌｉｎｅｏｆＣｏｒｔｉｎａｒｒｕｓｒｕｓｓｕｓｏｎＭＭｍｅｄｉｕｍａｄｄｅｄ
ｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ

图８ 不同五氯酚浓度下美味牛肝菌生长状况

Ｆｉｇｕｒｅ８ＧｒｏｗｔｈｏｆＢｏｌｅｔｕｓｅｄｕｌｉｓｏｎＭＭｍｅｄｉｕｍａｄｄｅｄｗｉｔｈｓｏｄｉｕｍ
ｐｅｎｔａｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｌ

培养到第８ｄ时长满培养皿，而美味牛肝菌、褐环乳
牛肝菌两菌株只生长到６２．３ｍｍ和６３．７ｍｍ。在生长
过程中，４种真菌均有一个大约３ｄ的生长迟滞期，在
接种后３ｄ内菌落直径只增加了３ｍｍ～５．５ｍｍ。在随
后的生长期内 （７～８ｄ），美味牛肝菌、厚环粘盖乳牛
肝菌表现出较一致的生长速率，而丝膜菌和褐环乳牛

肝菌在７ｄ后却表现出生长速率降低的趋势。这表明
前两种菌的生长活性期较长，而后两者较短。

２．２４种真菌对五氯酚的耐受性
由图５～图８可知，４种菌根真菌对五氯酚均有

一定的耐受性 ，但厚环粘盖乳牛肝菌表现最好。在

浓度为１７．６ｍｇ·Ｌ的条件下，仍表现出较强的生长
活性，培养到第７ｄ菌落直径延伸到２６ｍｍ。丝膜菌
在耐受性上次于厚环粘盖乳牛肝菌，只生长到１１．１７
ｍｍ，但好于其他２种真菌。

真菌的耐受性差异明显地表现在五氯酚对其生

长的抑制率上。由表１可知，在不同的五氯酚浓度和
不同生长时期，厚环粘盖乳牛肝菌的生长抑制率显著

低于其他３种真菌 （４种真菌抑制率均为１００％时除
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表１ ４种真菌在不同五氯酚浓度下的生长抑制率（％）

Ｔａｂｌｅ１Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｒａｔｉｏｏｆｆｕｎｇｉｃｏｌｏｎｉｅｓｇｒｏｗｎｏｎｍｅｄｉａｓｐｉｋｅｄ
ｗｉｔｈｐｅｎｔａｃｈｒｏｌｏｐｈｅｎｏｌ牗％牘

五氯酚浓度 真菌 培养时间 ／ｄ
／ｍｇ·Ｌ－１ 种类 １ ３ ５ ６ ７
４．４ Ｓ．ｌ １００ａ ８９．０９ｂ ９６．３４ａ ９５．８３ａ ９５．０６ａｂ

Ｇ．ｇ １００ａ ８４．８６ｃ ８８．４６ｂ ８３．２４ｂ ７８．５４ｃ
Ｂ．ｅ １００ａ ８６．９６ｂｃ ９５．１３ａ ９５．８３ａ ９６．１８ａ
Ｃ．ｒ １００ａ ９７．４６ａ ９４．４７ａ ９３．５４ｂ ８．８

８．８ Ｓ．ｌ １００ａ １００ａ ９３．８９ａ ９２．０８ｂ ８９．４２ｂ
Ｇ．ｇ １００ａ １００ａ ８６．７２ｂ ７８．０４ｃ ７５．７１ｃ
Ｂ．ｅ １００ａ １００ａ ９５．８３ａ ９７．０９ａ ９７．７１ａ
Ｃ．ｒ １００ａ １００ａ ９７．１１ａ ９７．３０ａ ９６．００

１７．６ Ｓ．ｌ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ
Ｇ．ｇ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ ９４．３３ｂ
Ｂ．ｅ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ
Ｃ．ｒ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ １００ａ

注：抑制率（％）＝（无五氯酚条件下的真菌菌落直径 －五氯酚条件

下的真菌菌落直径）／无五氯酚条件下的真菌菌落直径 ×１００

图中由左到右分别是滴加试剂后０．５ｈ、１．０ｈ、３．０ｈ和２４ｈ的酶反应情况。图中 Ｓ．ｌ、Ｂ．ｅ、Ｓ．ｇ和Ｃ．ｒ分别表示褐环乳牛肝菌，美味牛
肝菌，厚环粘盖乳牛肝菌和丝膜菌。菌落上的点位由左至右顺时针分别为：过氧化物酶、多酚氧化酶和漆酶

图９４种外生菌根真菌多酚氧化酶、过氧化物酶和漆酶活性的点试效果

Ｆｉｇｕｒｅ９ Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｅｃｔｏｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｉｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｒｅａｇｅｎｔｓｔｏｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅ牞ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｎｄｌａｃｃａｓｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
ａｆｔｅｒ０．５ｈ、１．０ｈ、３．０ｈａｎｄ２４ｈ．Ｉｎｆｉｇｕｒｅｓ牞ｔｈｅＳ．ｌ、Ｂ．ｅ、Ｓ．ｇａｎｄＣ．ｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔＳｕｉｌｌｕｓｇｒｅｖｉｌｌｅｉ牞Ｓｕｉｌｌｕｓｌｕｔｅｕ牞Ｃｏｒｔｉｎａｒｒｕｓｒｕｓｓｕｓ牞Ｂｏｌｅｔｕｓ

ｅｄｕｌｉｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｔｅｓｔｓｐｏｔｓｉｎｄｉｓｈｅｓｃｌｏｃｋｗｉｓｅｌｙｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔａｒｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ牞ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｏｘｉｄａｓｅａｎｄｌａｃｃａｓｅ．

图１０ 四种外生菌根培养液的ｐＨ值

Ｆｉｇｕｒｅ１０ ＴｈｅｐＨｖａｌｕｅｏｆｃｕｌｔｕｒａｌｌｉｑｕｉｄｏｆ
ｆｏｕｒｅｃｔｏｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｉ

外）。在１７．６ｍｇ·ｋｇ－１的五氯酚浓度下，只有厚环粘
盖乳牛肝菌保持着生长活性，其他３种真菌的生长完
全停止。这表明，厚环粘盖乳牛肝菌不仅能在耐受临

界浓度上高于其他３种真菌，并且在不同浓度的生长
速率上也高于其他真菌。

２．３酶点试结果
酶点试结果见图９。结果表明，４种外生菌根真菌

产生的氧化还原酶的种类和活性差异较大。４种真菌
均能产生过氧化物酶，但厚环粘盖乳牛肝菌在过氧化

物酶的活性明显高于美味牛肝菌、褐环乳牛肝菌和丝

膜菌。此外，厚环粘盖乳牛肝菌还表现出多酚氧化酶

和较强的漆酶活性。虽然丝膜菌也具有３种酶活性，
并且在出现时间上与厚环粘盖乳牛肝菌相似，但其活

性强度明显低于厚环粘盖乳牛肝菌。其它２种真菌未
检测出多酚氧化酶和较强的漆酶活性。这表明，厚环

粘盖乳牛肝菌不仅在产酶种类上具有多样性，并且在

酶活性上也显著高于其他真菌，是一种可能具有降解

芳环结构污染物潜力的菌根真菌。

众所周知，能直接降解有机污染物的酶类主要

为：脱卤酶、硝基还原酶、过氧化物酶、漆酶和腈水解酶

等 犤６犦。研究表明，在纯培养条件下，外生菌根真菌可以

产生多种胞外氧化还原酶，其中的漆酶、过氧化物酶、

锰过氧化物酶与芳环结构的多环芳烃类物质 （ＰＡＨｓ）
的转化存在显著的相关性 犤７犦。本试验中，厚环粘盖乳

牛肝菌表现出多种酶活性，尤其是过氧化物酶活性较

高，表明这种真菌有可能在共生条件下发挥出高产酶

效应，促进菌根际土壤中芳环有机污染物的降解。

２．４ＭＭ培养基中真菌生物量和培养液的酸度
由图１０、１１可以看出，４种菌根真菌的生长效应

存在显著差异。生物量从大到小的顺序为：美味牛肝

菌＞褐环乳牛肝菌＞丝膜菌＞厚环粘盖乳牛肝菌。
ｐＨ值大小排序为：褐环乳牛肝菌＞美味牛肝菌＞丝
膜菌＞厚环粘盖乳牛肝菌。

培养液的初始ｐＨ值为５．５，经８ｄ的培养后，各
真菌的培养液ｐＨ值均有不同程度的下降。以厚环粘
盖乳牛肝菌下降幅度最大，达１．６９个ｐＨ单位，显著
低于其他３种真菌的 ｐＨ值。单位菌物量引起的 ｐＨ
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图１１ 四种外生菌根真菌生物量

Ｆｉｇｕｒｅ１１ Ｔｈｅｂｉｏｍａｓｓｏｆｆｏｕｒｅｃｔｏｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌｆｕｎｇｉｔｅｓｔｅｄ
ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙ

值变值以厚环粘盖乳牛肝菌最大，达１６．２５个ｐＨ单
位每克生物量；其次是丝膜菌，为８．４７个ｐＨ单位每
克生物量。美味牛肝菌为３．２１个ｐＨ单位每克生物
量，居第３位。而褐环乳牛肝菌最小，为２．１２个ｐＨ单
位每克生物量。

ｐＨ值是影响土壤养分有效性的重要因子之一，
某些植物必需的营养元素如磷、锌、铜、铁、锰等的有

效性随土壤ｐＨ值的下降而增加犤８犦。研究表明，外生菌

根际土壤 ｐＨ值比非菌根际土壤 ｐＨ值低出 ０．５个
ｐＨ单位 犤９犦。这种酸化效应主要是由于菌根真菌菌丝

分泌质子和有机酸所致。外生菌根际的酸化可以促进

土壤矿物的分解，增加土壤Ｋ＋、Ｃａ２＋和Ｍｇ２＋的有效
性 犤１０犦，改善植物的养分供给，促进植物的生长发育，

对共生的菌根真菌产生有益的影响，提高其代谢活

力，从而促进根际降解过程的进行。

此外，ｐＨ值是影响酶促反应效率的重要因素。土
壤中的酶促生化反应需要一定的 ｐＨ值环境才能高
效进行。大多数氧化还原酶在酸性条件下的反应活性

较高，如漆酶在 ｐＨ值为４．５时活性高于 ｐＨ为７．０
时犤４犦。外生菌根真菌这种“酸化效应”可能为真菌的氧

化还原酶提供合理的酸度环境，促进其催化过程的高

速率进行。本试验中厚环粘盖乳牛肝菌具有高的酸化

效应，有可能具有较强的调节土壤ｐＨ值的能力，能
推动酶促反应的进行。这需要在共生条件下作进一步

的研究论证。

３ 结论

牗１牘４种外生菌根真菌——— 美味牛肝菌、褐环乳

牛肝菌、丝膜菌和厚环粘盖乳牛肝菌在ＭＭ培养基上

的生长速率显著高于ＭＭＮ培养基。
牗２牘厚环粘盖乳牛肝菌是４种真菌中耐受五氯酚

能力最强的真菌，其降解五氯酚的能力有待又进一步

研究。

牗３牘４种外生菌根真菌在生长过程中可使培养液
的ｐＨ值降低。降低顺序为：厚环粘盖乳牛肝菌＞丝
膜菌＞美味牛肝菌＞褐环乳牛肝菌。而生物量的降低
顺序为：美味牛肝菌＞褐环乳牛肝菌＞丝膜菌＞厚环
粘盖乳牛肝菌。
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