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摘 要：采用稀释平板法，从铜污染红壤中分离得到 2 株耐铜真菌。对菌株的形态和 ITS 基因序列同源性进行

分析。结果表明：2株真菌分别为淡紫色拟青霉(Paecilomyces lilacinus)和土曲霉(Aspergillus terreus)，最高可耐受

铜浓度均为 300 mg/L。在 Cu2+质量浓度为 10 mg/L的培养基中添加 10 g/L湿菌，在 pH 5、25 ℃、120 r/min条件

下振荡吸附 30 min后，P. lilacinus和 A. terreus对 Cu2+的吸附率分别达 85.45%和 87.54%。 
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Abstract: Two fungi strains with resistance to copper were isolated from red soil polluted by copper based on dilution 
plate method. The results from both morphology observation and ITS sequence analysis showed that the two fungi strains 
were Paecilomyces lilacinus and Aspergillus terreus. They both could endure copper concentration 300 mg/L at most. By 
added 10 g/L fungi strains into pH 5, temperature 25  culture medium with 10 mg/L Cu℃ 2+ and oscillated for 30 min with 
120 r/min frequency, the removal rate of Cu2+ by P. lilacinus and A. terreus were 85.45% and 87.54%, respectively. 
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铜是生物生长发育必需的元素之一，其生理功

能主要是作为酶的组成成分，直接参与生物体内代

谢[1]。近年来，过量的铜被排放到环境中，已对生

物造成了严重威胁。土壤、水体的铜污染主要来自

于工业“三废”的排放，城市生活垃圾及污水、污泥
农用，含铜农药、化肥的施用等[2]，土壤、水体中

铜超标会导致植物黄萎病、人体坏死性肝炎和溶血

性贫血[3]等。目前，国内外主要采用化学沉淀法、

氧化还原法、离子交换法[4]处理含铜等重金属的废

水，成本较高，尤其是对铜等重金属含量相对较低

废水进行处理的效率低，去除效果不理想[5]，因此，

需要一种方便、快捷、去除效果更好的技术来解决

铜等重金属给水体带来的污染。生物吸附是利用生

物吸附剂从水中吸附某种离子或其他分子，从而达

到去除效果[6]。微生物易获得，且成本低，因此，

利用微生物作为吸附剂去除重金属具有广阔的应

用前景。目前的生物吸附材料主要为细菌[7–9]、酵

母[10–12]、海藻[13]、真菌等。从重金属污染土壤中分
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离的微生物因受到生存环境中重金属离子的胁迫

而对重金属产生了一定的耐受性[14]。目前关于耐性

微生物作为吸附剂方面的研究尚少。单一铜污染的

农田土壤并不多见，大多农田土壤为重金属复合污

染，所以，筛选单一耐铜微生物的难度较大。笔者

从人工铜污染土壤中筛选出了具有高耐铜性的真菌

菌株，通过测定 ITS 基因序列对分离到的真菌进行
鉴定，并对其耐铜潜力和吸附性能进行研究，旨在

为利用耐性真菌缓解和治理铜污染水体提供参考。 

1 材料和方法 

1.1 材 料 

土壤采自湖南祁阳中国农业科学院红壤试验

站(N 26°45′，E 111°52′)无污染农田 0～20 cm耕层。
在红壤中加入硝酸铜溶液(由优级纯Cu(NO3)2•3H2O
配制)，使土壤中铜含量达到 100 mg/kg，平衡培养
7周后备用[15]。 

牛肉膏蛋白胨琼脂培养基组分：牛肉膏 3 g/L，
蛋白胨 5 g/L，NaCl 5 g/L，琼脂 15 g/L。培养基 pH 
为 7.0。 
改良高氏 1号琼脂培养基组分：可溶性淀粉 20 

g/L，KNO3 1 g/L，K2HPO4 0.5 g/L，MgSO4·7H2O 0.5 
g/L，NaCl 0.5 g/L，FeSO4·7H2O 0.01 g/L，琼脂 15 
g/L。培养基 pH自然。 
马丁氏琼脂培养基(筛选培养基)组分：葡萄糖

10 g/L，蛋白胨 5 g/L，KH2PO4 1 g/L，MgSO4·7H2O 
0.5 g/L，琼脂 15 g/L。培养基 pH自然。为了有效
抑制细菌和放线菌生长，另添加 1%孟加拉红水溶
液 3.3 mL/L和 1%链霉素 3 mL/L [16]。 

液体培养基的成分除了没有添加琼脂外，其他

成分与固体培养基相同。 
接种前灭菌。灭菌条件为 1×105 Pa，30 min。 

1.2 菌株的筛选 

1.2.1 耐铜菌株的筛选 

将 10 g新鲜土样装入含有玻璃珠和 90 mL无菌
水的三角瓶中，于摇床振荡，制成土壤悬液，静置，

取上清液，在 Cu2+质量浓度分别为 50、100、200 mg/L
的培养基上涂布，30 ℃培养 24 h，挑选出能适应含
高浓度 Cu2+的菌株。对初筛得到的菌株分离、纯化，

筛选出耐受性较强的菌株进行培养，保存。 

1.2.2 菌悬液制备 

在无菌条件下，取菌体孢子 5 g，接入装有 200 
mL无菌水的锥形瓶中，于 28 ℃、120 r/min振荡 2 
h，于 4 ℃冰箱中保存，备用。 

1.2.3 菌株的生长量测定和抗性试验 

将 1 mL孢子液接入 100 mL液体培养基中，于
28 ℃、120 r/min振荡培养 7 d，每天定时取样，用
重量法测定菌种的生长量。 
生长量测定方法：将离心洗涤后的菌体放在已

知质量的培养皿或烧杯内，于 80 ℃烘干至恒重，
取出放入干燥器内冷却，再称取质量，绘制生长曲

线。每个处理设 3个平行。 
菌株抗性试验方法：将 1 mL孢子液接入 Cu2+

质量浓度 0~800 mg/L的液体培养基中，于 28 ℃、
120 r/min振荡培养 7 d，用质量法测定菌种的生长
量，确定最低抑菌浓度。每个处理设 3个平行。 

1.3 ITS 基因序列测定和鉴定 

取适量新鲜菌体溶于 50 μL裂解液中，于 80 ℃
变性 15 min后，吸取 1 μL作为模板，采用真菌
18s rRNA通用引物 ITS 4(5'–TCCTCCGCTTATTGA 
TATGC–3')和 ITS 86(5'–GTGAATCATCGAATCTT 
TGA AC–3')[17]。引物由上海生工生物工程有限公司

合成。此对引物用于扩增分离得到的菌株的 rDNA
内转录间隔区(ITSⅡ区)。该区域通用性强，种属特
异性高[17]。采用 Ex Tag(TaKaRa)进行 PCR 反应。
反应条件：95 ℃预变性 1 min；94 ℃变性 1 min，
55 ℃复性 30 s，72 ℃延伸 1 min，共 30个循环；
72 ℃延伸 10 min。 

PCR产物用琼脂糖凝胶电泳检测。PCR产物
－20 ℃保存。测序由上海生工生物工程有限公司完
成。将待测序列提交到 NCBI数据库，应用 BLAST
程序将其与数据库中已有的基因序列进行比对，获得

相似性高的序列，进行同源性比对[18–19]。 

1.4 不同接触时间和不同 Cu2+浓度下菌株去除铜

效率的试验 

移取新鲜菌液到离心管中，离心 5 min，弃上
清液；按 10 g/L加入湿菌到含 Cu2+ 5、10、20、50、
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100 mg/L的溶液中，25 ℃、120 r/min恒温振荡，
以不加菌的溶液为对照。分别在 15、30、60、120、
180 min 取样，离心，取上清液，采用原子吸收光
谱仪(AAS ZEEnit700)测定待测液中的 Cu2+浓度。 

R= (C0－Ct)/C0，E= (C0－Ct)V/M。 
其中：R为去除率；C0为吸附前溶液中的 Cu2+

浓度，Ct为吸附后 t时刻溶液中的 Cu2+浓度；E为
生物单位吸附量；V表示吸附体系的体积；M表示
菌体干质量。  

2 结果与分析 

2.1 耐铜菌株的筛选结果 

在含铜培养基(铜质量浓度为 200 mg/L)中筛选
到 2株真菌，分别命名为 XB和 XH。XB菌丝体疏
松(图 1–A)，菌落略成淡紫色，产生孢子的小梗细长，
顶端稍尖；XH菌落呈土褐色，中心略凸起，有放射
状沟纹(图 1– B)。与真菌鉴定标准[20]进行比对，初

步鉴定 XB和 XH分别隶属于青霉属和曲霉属。 

  
图 1  耐铜菌株 XB(A)和 XH(B) 

Fig.1  Copper resistance fungi strains XB(A) and XH(B)  
2.2 耐铜菌株的 ITS 基因序列测定和鉴定结果 

将真菌 XB和 XH的 PCR产物进行电泳检测，
发现其片段均约为 300 bp。将 XB和 XH的基因序
列在 NCBI 上进行 BLAST 比较，选出数据库中具
有代表性的几株菌株序列构建系统发育树。结果表

明，XB 与 Paecilomyces lilacinus 基因序列具有
99%(最大)的同源性，XH 与 Aspergillus terreus 基
因序列具有 99%(最大)的同源性，因此，菌株 XB
被鉴定为 Paecilomyces lilacinus (淡紫色拟青霉)，菌
株 XH被鉴定为 Aspergillus terreus (土曲霉)。 

2.3 耐铜真菌的生长特性和耐铜潜力 

在马丁氏液体培养基振荡培养 7 d，P. lilacinus
和 A. terreus的生长曲线如图 2−A，2株真菌的生长
曲线均呈“S”型。第 1天时，P. lilacinus和 A. terreus
的生物量几乎没变化，说明其在新环境中生长有一

个适应过程；P. lilacinus生长较快，第 4 天时其生
物量最大，达 0.28 g/(100 mL)，而 A. terreus生长相
对较慢，第 6天时生物量最大，达 0.19 g/(100 mL)；
P. lilacinus在第 4天后生长量变小，而 A. terreus在
第 6天后仍维持稳定的生物量。 
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图 2  Paecilomyces lilacinus 和 A. terreus 的生长曲线(A)和抗性生长曲线(B) 
Fig.2  Growth curve (A)and the resistance growth curve(B)of Paecilomyces lilacinus and A. terreus  

从图2–B可以看出，受不同Cu2+浓度的胁迫后，

菌株P. lilacinus和A. terreus的生长会受到不同程度
的抑制。当Cu2+质量浓度为100 mg/L 时，P. lilacinus
表现出一定的耐受性，生物量并没有显著减少，而

A. terreus 的生长明显受到抑制，生物量急剧下降；
当 Cu2+质量浓度为 200 mg/L时，P. lilacinus和 A. 
terreus 呈现出相应的耐受性，但其生物量依然下
降；当 Cu2+质量浓度为 300 mg/L 时，P. lilacinus
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A B

−0.05



 
 

第 39卷第 6期                          谢丽坤等 耐铜菌株的筛选及其对铜的去除特性                       673 

和 A. terreus 受到了严重抑制。用平板划线法发现，
P. lilacinus 和 A. terreus 在 Cu2+质量浓度为 300 
mg/L时依然有菌落出现；随着 Cu2+浓度继续增加，

菌落不再出现，因此，300 mg/L 是 P. lilacinus 和
A. terreus的最高耐 Cu2+浓度。 

2.4 平衡时间与 Cu2+初始浓度对菌株去除铜效率的

影响 

P. lilacinus 和 A. terreus 对 Cu2+具有较强的耐

性，且在其生长过程中表现出对 Cu2+的吸附能力。

P. lilacinus 和 A. terreus 对 Cu2+的去除效果见表 1
和表 2。当 Cu2+质量浓度为 5 mg/L时，P. lilacinus
和 A. terreus 对 Cu2+的去除率达 80%以上。随着
Cu2+质量浓度增加，去除率呈下降趋势。从表 1、
表 2中还可以看出，P. Lilacinus和 A. terreus在 30 
min后对 Cu2+的去除率下降。这可能是 Cu2+胁迫使

菌株因生理结构受到破坏而死亡。 

表 1 不同平衡时间下 Paecilomyces lilacinus 对 Cu2+
的去除率 

Table 1 Effects of copper removal percentage by Paecilomyces lilacinus at different time  

去除率/% 
平衡时间/min 

5 mg/L Cu2+ 10 mg/L Cu2+ 20 mg/L Cu2+ 50 mg/L Cu2+ 100 mg/L Cu2+ 

 15 82.48 81.54 45.43 6.21 3.50 
 30 84.33 85.50 54.47 9.19 3.72 
 60 69.50 31.30 27.00 5.77 2.03 
120 69.17 36.60 27.30 6.25 2.28 
180 68.91 36.50 27.29 5.96 2.19 

表 2 不同平衡时间下 Aspergillus terreus 对 Cu2+
的去除率 

Table 2 Effects of copper removal percentage by Aspergillus terreus at different time   

去除率/% 
平衡时间/min 

5 mg/L Cu2+ 10 mg/L Cu2+ 20 mg/L Cu2+ 50 mg/L Cu2+ 100 mg/L Cu2+ 

 15 80.31 82.35 40.12 29.43 13.05 
 30 85.34 87.54 43.52 29.61 14.70 
 60 85.46 86.67 44.85 42.90 14.12 
120 85.47 87.85 44.00 32.88 13.30 
180 85.65 87.52 44.10 32.76 13.35 

 
将P. lilacinus和A. terreus 吸附Cu2+溶液 30 min

后的数据按公式进行计算，得到 2 株真菌的单位吸
附量(图 3)。随着初始 Cu2+浓度的增加，P. lilacinus
和 A. Terreus的单位吸附量也增加。 
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图 3  Paecilomyces lilacinus 和 Aspergillus terreus 

对 Cu2+
的单位吸附量 

Fig.3  Unit adsorption capacity of Cu2+ by Paecilomyces lilacinus 

and Aspergillus terreus  

3 结论与讨论 

采用传统分离方法和现代鉴定技术，从人工

Cu2+污染的红壤中筛选到的耐铜真菌 P. lilacinus和
A. Terreus 具有易培养、生长快、对 Cu2+的耐受性

高的特点，耐 Cu2+质量浓度均为 300 mg/L。与黑曲
霉对 Cu2+的耐受浓度 200 mg/L[21]相比，P. lilacinus
和 A. terreus耐 Cu2+能力更强，可以在更高 Cu2+浓

度的环境中生存，可以作为有效治理环境铜污染的

微生物菌株。 
微生物作为生物吸附剂去除水环境中的重金

属具有效率高、成本低的优点，所以，近年来已被

广泛应用[22–23]。本试验中从人工铜污染红壤中筛选

出的真菌P. lilacinus和A. terreus对低浓度铜溶液有
较好的去除效果，但对高浓度铜溶液中 Cu2＋的去除

率较低。该结果与生物适合从低污染浓度溶液中去

除重金属的报道一致[14]。这很可能是高浓度铜离子

抑制了真菌细胞的生命活动，破坏了其细胞的生理结

构[9]。本试验中，P. lilacinus和 A. terreus对 Cu2+的
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去除率与保留时间有关，0～15 min 的去除率高达
80%以上，而 15～30 min的去除率只有 5%左右。
研究[1]表明，活细胞对 Cu2+离子的吸附过程可能存

在表面吸附机制和新陈代谢机制。细胞表面吸附为

快速吸附，一般出现在前 30 min；新陈代谢吸附是
比较缓慢的过程，随着时间的延长，Cu2+可能透过

胞壁进入胞内，达到去除效果，一般出现在吸附 30 
min 后。从本试验结果看，表面吸附时间的长短因
材料不同而存在差异。 
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