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极大螺旋藻富积重金属机理的研究
’

李建宏 曾昭琪t 薛宇鸣廿 部子厚 tt

(南京师范大学生物系 t南京大学生物科学与技术系 tt 配位化学国家重点实验室 南京 2 10 0 0 8)

提要 于 199 3 年 5 月由南京大学藻类培养室提供极大螺旋藻藻种
,

用 Za rm uk 培养基培养

后
,

用活藻体和甲醛杀死的藻体分别进行吸附实验 ; 过滤出的藻体置于 6 x 10
“ ’g / L 左右浓

度的 C o Z + ,

两
2 + ,

C u Z 十 ,

zn
Z 十

离子混合液中
。

结果显示
,

死
、

活藻体都具有相似的吸附能力
,

对 C扩
+ ,

预
2 十 ,

zn
Z 十

的富积大于 203 倍
,

对 Q 尸
十
的富积大于 185 倍 ; 用热水提取

、

D EA E 一纤

维素任23 柱和 se Ph a de x
.

G-- 2 00 柱纯化后
,

获得了纯细胞外壁多糖
,

其分子量为 5 2k D
。

将该糖

溶液盛在透析袋内
,

并置于 4 种离子混合液中进行吸附实验
,

结果显示
,

该糖对 Co
Z + ,

惭
2 十 ,

C了
+ ,

Zn
Z 十

的富积倍数分别达 1 74 4
,

1 644
,

1 340
,

1 75 0
。

藻体和多糖对 Co
Z + ,

饨
2 + ,

Z n Z +

的吸附都高于 对 C了
+

的吸附
。

比较藻体与多搪对 4 种离子的吸附结果可见
,

藻体对离子的吸

附主要是多糖的作用 ; 多糖的红外光谱显示
,

金属离子改变 O H 和 CO-- N H 的吸收峰
,

表明这两

种基团 与金属离子发生 了络合作用
;
对 C u Z +

的络合滴定测定表明
,

C u Z +

与多糖的结合度为

0
.

4 0
。
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研究微藻对重金属元素的富积作用对 f 解重金属元素在水生态中的流动具有重要意

义 (R she r et al
,

1984
;
秦松等

,

1993 )
。

对藻类富积环境中重金属的研究发现
,

微藻对重

金属有吸附作用 (G 比 e n e e t a l
,

19 8 6 ; H ani s e t a l
,

19 9 0 ; lo hn son
,

1 9 8 7)
,

这一吸附过

程可在短时间 内完成
,

这一过程对藻类富积重金属可能是很重要的
。

但对于这一过程的

机理 尚未见报道
。

本文报告螺旋藻及其胞外壁多糖对重金属离子吸附作用
,

探讨蓝藻累

积重金属 的机理
,

以期为研究微藻对重金属元素在水环境中流动所起的作用提供科学依

据
。

1 材料及方法

L l 藻体对金属元素的吸附测定

极大螺旋藻 (辛iru Zin a

ma ~
)于 19 93 年 5 月 由南京大学藻类培养室提供

。

接种于

乙犷闭砍 培养基中 (乙盯叨k
,

19 6 6)‘’培养
。

用 C州口2 ,

瓦sq
,

Cus q
,

乙ISq 配制成 6 x 10
一 ’g / L

‘
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左右的金属离子混合液 (pH= 5
.

0)
,

4 种金属离子在溶液中的实测浓度见结果中
。

取对数生

长期的藻液两份
,

其 中一份加人 4% 甲醛用以杀死藻体
,

两份藻液同时过滤出藻体
,

用重蒸馏

水洗涤 5 次
,

沥干水分
。

从两份过滤出的藻中各取鲜藻体 3g
,

分别放人两只盛有 50 nil 金属离

子混合液的烧杯中
,

25 ℃下搅拌 30 而
n ,

用定量滤纸滤去藻体
,

过滤前滤纸用 1% H O 和重蒸馏

水洗涤
.

收集滤液
,

分别测定金属离子浓度
。

以未经藻体处理的金属离子混合液通过滤纸作

对照
。

另从上述两份过滤出的藻体中各取 lg 鲜藻
,

烘干后算出含水率
。

测得结果后
,

通过溶

液中金属离子的减少量
,

计算出单位重量藻 (干重)对金属离子的吸附量和富积倍数
。

吸附量

= 溶液中离子减少总量 / 藻重量 (干重 ) ; 浓缩倍数 二 吸附量 / 原始浓度 (对照)
。

L Z 胞壁多糖的提取和纯化

L 2. 1 提取纯化 用热水提取法直接提取细胞外壁多糖 (Ps
,

简称多糖) (Me hta et al
,

19 7 8 )
。

粗提液用氯仿脱蛋 白后
,

乙醇沉淀出粗多糖
。

粗多糖参照张惟杰 (19 8 7) 的方法
,

先

用 Z x 5 0 c m D EA卜纤维素仆23 (Ph a n n ac ia) 柱纯化
,

柱用蒸馏水 平衡
,

上样 后用 10 一

5 0 0 m m ol / L N 自C I梯度洗脱
,

分部收集
,

用硫酸一苯酚法检测多糖
.

合并主要峰的收集液
,

用 水透 析除 去 卜厄C I
。

于 80 ℃ 水浴加 热浓 缩后
,

进 一步 用 Z x 60 c m seP had ex G 一200

(Phann ac ia)柱纯化
。

样 品用 10 0
nnn

o l/ L 卜抽Cl透析至平衡
,

上样后用 10 0 m m o l/ L Na C I

洗脱
,

收集多糖峰
,

用水透析除去 卜伯C l后
,

冷冻保存备用
,

此时糖浓度为 526 x 10
一 ’
g/ L

经柱层析纯化后的多糖分别用纸层析和聚丙烯酞胺凝胶电泳法测定纯度
。

L 2. 2 多糖的分子量测定 胞壁多糖分子量用高压液相色谱法测定
。

所用层析柱为

Ts k g e l G 30 0 0 SW x L 柱
.

标准多糖为 T we 4 0
,

T-- 5 0和 T-- 7o (p ha
rm ac ia )

。

L 3 多糖对金属离子的吸附

多糖溶液置于透析袋 中
,

用 1% E D 叮A 溶液 (重蒸馏水配制)透析过夜
;
再用重蒸馏水

透析三次 (每次大于 4 h)
。

取 10 m l透析过的多糖溶液置于干净的透析袋中
,

将此透析袋放

人 10 0 m l C u so
4 ,

C o C 12
,

两 5 0
4 ,

z n sq 混合 溶液 中 (pH = 5
.

0 )
。

室温下 放置过夜 约 12 h

后
,

用电感藕合离子光谱法 (IC P) 测定金属离子混合液中各离子浓度的变化
。

用重蒸馏水

取代多糖溶液
,

同样处理作对照
。

测定多糖浓度
,

算 出多糖对各离子的吸附量和富积倍

数
。

L 4 多糖与 C u Z +

结合度的测定

用离子选择电极法测定结合度
,

以甘汞电极 (南京土壤研究所产 )为参比电极
,

Cu
“+

选

择电极 (江苏电分析仪器厂产)为工作 电极
,

测定各离子浓度下的电势值
。

以 C u Z 十浓度的

对数值为横坐标
,

电势值为纵坐标
,

作标准曲线
.

取 5 m l多糖溶液与 5 m l 1 0
一 ’

m of / L 的

Cu( No
3 )2
混合后

,

再用 10
一 ’m of / L的 Cu( No

3)2室温下滴定
。

测出随滴定体积不同时电势

的变化
。

滴定至电位无明显改变
,

按下式算出 C u Z +

与多糖的结合度 始肠子厚等
,

19 8 3)
。

c0 气一 C
‘

(气+ 的

C V

式 中
,

c0
,

气分别是滴定所用 Cu
, +

的浓度和体积
;
C’ 是滴定平衡时的 Cuz

+

浓度 ; C
,

盼别

为多糖的浓度和体积
。

多糖的浓度用葡萄糖溶液标定
,

校正系数为 0
.

9
。

L S 金属离子对多糖红外光谱影响的测定

取 5 支试管
,

各加多糖溶液 Z m l
,

再分别加人均为 o
·

Z m l的 10
一 ’ m o l/ L C o C 12

,

M sq
,
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Cu sq
,

Zn sq
。

取两滴多糖与金属离子的混合液滴加到 KB
r 晶体中

,

红外灯下烘干
、

压片

后
,

用 M C O LE T 170 Fl’-- IR红夕卜光谱仪 (美 国)测定傅立叶变换红外光谱的变化
。

扫描次

数为 1 0 0 次
。

2 结果及讨论
2

.

1 极大螺旋藻藻体对金属离子的吸附结果

吸附实验表 明
,

经极大螺旋藻体吸附后
,

金 属离子混合溶液 中各离子的浓度明显下

降
,

藻体对 C了
+ ,

瓦
“ + ,

Z n Z +

的富积倍数均大于 2 0 0 倍
,

而对 C u Z 十

的富积倍数大于 186 倍
,

藻体对 Zn
Z 十 ,

C o Z + ,

两
2 +

的吸附能力大于 C u Z + 。

这说明藻体对 C oZ
十 ,

两
2 + ,

C u Z 十 ,

Zn
Z 十

都

具较强的吸附作用
,

这一作用可在较短时间内完成
。

藻体被 甲醛杀死后仍具有相似的吸

附作用
.

见表 1
。

微生物对环境中金属元素的累积一般有两个过程
,

一是简单的物理吸附过程
,

二是与

表 1 藻吸附后混合溶液中金属离子含t 的变化

Ta b
.

1 C o nc e n

tra ti ons e
ha

n g e o f m e tal io n s

by liv in g

活 藻

in 山e e o , + ,

捅
2 + ,

c u Z+ ,

Zn2
+

而
x e d sol u ti o n a

fte
r

ads
o

欣d

an d d e
ad

alg ae
,

S ma
刀n 砚

对 照

(x 一。
一 , g / L )

吸 附

离子 剩余量 吸 附量

(x 10
一 , g / L ) (m g zk g )

0 刀9 3 1 18 4名

0
.

1 16 1 13 6 3

0 石0 5 1 0 6 3
,

5

0
.

16 5 1 2 6 1 5

富积倍数
剩余量

(x 10
一 , g zL )

0 刃6 2

死 藻 吸 附

吸附量

(m g / k g )

1 19 1
.

3

1 13 5
.

6

1 0 6 4名

1 2 75
一

6

富积倍数

‘Ur、一‘曰n�nOn八U,乙,乙
-

,山气�4
‘U,、�八U0

OOn、�,‘,
.且

,�

coz耐cuzznz

生理活动代谢相关的主动吸收过程 (黄淑惠
,

19 92)
。

对单细胞绿藻研究已发现
,

它们对重

金属元素有较强的选择 吸收 (Maj id i 。t a z
,

19 8 8
,

19 9 0 ; S he n
自

u n e t a z
,

19 9 0 )
。

Ts e n g 等

( 199 0) 用同位素的方法对钝顶螺旋藻 (S Pl
a te ns is) z n Z 十

吸收的研究也表 明
,

在 zn
, +

加人

培养基后
,

钝顶螺旋藻对 Z n Z +

有吸附作用
。

本实验结果也显示了在 30 而
n
内

,

藻细胞对几

种重金属离子均有明显的吸附作用
。

藻细胞被杀死后
,

这种吸附能力依然存在
,

这表明藻

细胞的这种吸附作用是与生理活动无关的
。

多糖是蓝藻细胞外壁的主要组成成分
,

也是

藻与水体直接相接触的部分
,

因此极大螺旋藻的细胞外壁多糖可与溶液 中的金属离子发

生直接作用
。

2. 2 极大螺旋藻多糖对金属离子的吸 附结果

从极 大螺旋藻中分离纯化 出纯的细胞外壁多糖
,

电泳和纸层析结果显示均为均一组

分
。

经测 定分 子量为 52 k D
。

用该多糖对金属离子进行吸附实验 的结 果可见
,

多糖对

C o Z + ,

瓦
2 + ,

C u Z 十 ,

Zn
Z +

均有较强的吸附能力
,

富集倍数分别为 1 74 4
,

1 6 4 4
,

1 3 4 0和 1 7 50

倍
。

比较对 4 种金属离子的吸附能力为
: Z n Z + > C了

+ > M
Z 十 > Cu Z + ,

其中对 C记
+

的吸

附明显低于其它 3 种离子
,

这与藻体对 4 种离子的吸附结果相一致
。

见表 2o

多糖在螺旋藻 中的含量一般 占 1 /8 到 1 / 5( He
n ri ks o n ,

19 89)
,

比较藻体与多糖对 4 种

离子的吸附量可见
,

多糖的吸附量为藻体的 8 倍左右
,

从这一结果推断
,

藻体对 4 种离子的

吸附主要多糖对 4 种离子的吸附
。
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表2 多精对溶液中金属离子的吸附结果

T ab
.

2 Tb e re sul t o f m e
tal io n s ad so rbe d by pol ysac ehari de o f S ma

刀n 姐

项项 目目 溶液金属离子浓度 (x 10
一,
g/ L)))

{
项目目 溶液金属离子浓度 (x 10

一 , g / L)))

eeeeeoz
+

两
2 +

cu
, +

Znz
+++++

co
Z +

两2 +

cu
, +

Znz
+++

对对 照照 5 3 5 5
.

3 0 4乃0 5
.

3 999

}
吸 附 量量 9 3 30 8 7 1 1 5 36 0 9 4 3 333

剩剩 余 量量 3
.

54 3
.

6 1 2 .9 6 3
.

5 666666666666666666666666666666666666666666666 }}}}}}}
富积倍数数 1 7科 1 64 4 1 34 0 1 7 5 000

2. 3 多糖与 C记”
的结合度

在多糖与 C u Z 十

的混合溶液中
,

存在着多糖与 C u Z 十

的结合解离平衡
,

如下式所示
:

多糖 + C u Z 十 二二二二 多糖 一 C u Z +

离子选择电极电势反映的是 Cu
Z 十

的活度
,

即游离 C u Z +

的浓度
.

多糖 Cu
Z 十

的滴定曲线见

图 l
,

可见
,

随 C u Z 十

的量增加
,

电势也上升
,

最

终接近平衡
,

表明此时多糖与 Cu
Z +

的结合达

到饱和
。

经计算此时多糖 与 C扩
+

的结合度为

0. 4 0
,

即多糖中每摩尔单糖平均可结合 0. 4 0 摩

尔 C u Z 十 ,

相 当于 14 2 2 2 2 x 10
一 ’g / kg糖

.

可见

该多糖与重金属有很强的结合能力
.

2. 4 金属离子对多糖红外光谱的影响结果

多糖的红外吸收光谱及多糖同 4 种金属离

子结合后光谱各主要吸收峰的变化见表 3
。

吸

收 峰 的 指 认 参照 荆 煦 瑛 等 (19 92)
、

吴 东儒

(19 8 7 )等的工作
。

1 6 2 0 em
一 ’

吸收峰的出现说

明可能有 卜乙酞氨基葡萄糖残基存在
。

结果表

>

更
叫

0 2 0 4 0 6 0 8 0 1 0 0

图 1 多糖 C u Z +

滴定曲线

R g
.

1 Th e e

urv
e o f e u Z 干 ti ti 习 ti飞

po ly sac ehari de o f S ma ~
明

:

肋
2 + ,

Zn
Z + ,

凡
2 十

与多糖结合后
,

红外吸收光谱无明显峰变化
,

但酞氨基(1 622 cm
一 ’

)
、

经基 (3 4 2 2 e m
一 ’,

1 4 16 。m
一 ’,

1 2 3 0 e m
一 ’)之间的吸收峰 出现微小的移动

,

这说明酞氨

基 和 轻基参与 了与金 属 的结合 作用
; C u Z 十

与多糖结合 后
,

酞氨 基 (1 6 22 cm
一 ’

)
、

经基

(1 2 3 0 c m
一 ’

)的吸收峰均发生明显的改变
,

说明酞氨基及经基与 C u Z 十

发生了较强的络合

作用
。

表3 金属离子对多精 (Ps )红外光谱 (c m
一’
)的影响

Ta b3 E ffe
e ts o f m e

tal io ns o n

the inf份正d spe etra of ex 加鱿elul lar po lys

acc h如de o f s 溯
刀斤心

Ps + C矿
+

凡 + C了
+

几 + 两
2 +

PS + Z nz
+

3 4 2 2 3 4 19 3 4 19 3 4 19

主振动

Q一 H

‘�Q了�、一,‘-,�
乙U4
,‘

目..且口..二口.且1 6 2 2

1 4 16

1 2 3 0

1 13 8

CO 一N H

Q 一H

0 一H

1 13 8

1 0 5 7 1 0 5 6

3 4 19

1 6 2 5

1 4 19

1 2 2 5

1 13 8

1 0 5 6

C一O

C一O
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3 结语
本研究显示 了死活两种藻体对 C了

十 ,

预
2 十 ,

C u Z 十 ,

Z n Z +

4 种离子具有相似的高吸附能

力
,

从细胞外壁多糖对 4 种离子的吸附能力来看藻细胞对金属离子的吸附
,

主要是多糖的

吸附作用
。

多糖与金属离子的结合主要是通过多糖的 O H 和 CO 一-
N H 与金属离子进行络

合的
.

胞外壁多糖的这种吸附作用
,

可先在藻细胞表面迅速形成高浓度 区
,

然后再进一步

转移到细胞内
,

这对于藻类对金属元素的吸收和累积可能是关键的步骤
。
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