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  在世界的许多地方, 砷污染是一个严重的问题, 尤其是

水体中的污染程度更加严重。砷主要以 As( V )和 As( Ó )形

式存在。由于AsO4
3- 在结构上与 PO4

3- 很相似, 它通过磷转

运途径进入细胞, 因此砷的毒性主要是源于对磷代谢的干

扰[1]。砷对于人和动物的危害性是人所共知的, 它会引发细

胞凋亡,导致多种组织和器官发生癌变, 从而引起死亡。但

是砷对于水体生态系统中的重要类群 ) 藻类的生理和生长

的影响报道较少。

Lux 基因是编码和调控发光细菌生物发光的操纵子, 作

为报告基因,具有快速、简便、灵敏和对细胞无伤害的优点,

在分子生物学,临床微生物以及生化检测中呈现潜在应用价

值。蓝藻又称蓝细菌,是一类能进行放氧光合作用的原核生

物,广泛存在于各种自然水体中。将细菌荧光酶基因转入丝

状体固氮蓝藻一鱼腥藻 7120( Anabaena sp. PCC7120)中,利用

其快速、灵敏的特点, 研究不同浓度的砷对藻细胞生长和代

谢的影响。不仅有助于了解砷对水体生态系统的影响,而且

还将可作为水体污染的生物指示剂,具有实际应用价值。

1  材料与方法

1. 1 材料  转细菌荧光酶( Luciferase from Vibrio harveyi )基因

及野生型鱼腥藻 Anabaena sp. PCC 7120均来自中国科学院植

物所。As2O3由中国科学院生物物理所曹恩华教授惠赠。其

他试剂为分析纯市售品。

1.2  方法  培养基为无氮的 BG-11[ 2]。将 As2O3 配制成

1Lmol/ L 的无菌储液, 以不同比例加入到培养基中达到所需

浓度。在含有不同砷浓度的培养基中接种野生刑及转基因

的 Anabaena sp. PCC 7120, 置于摇床上照光培养。温度 28 )

30 e ,光强为 120Lmol/ m2s。液体培养时转速为 130r/ min。转

基因藻在培养基中加入 50Lg / mL的氨苄青霉素。

1. 3 蓝藻形态观测  将摇瓶中定时取出的样品置于光学显

微镜下观察( XSZ) D2型, 重庆光学仪器厂) , 并照相。

1. 4 荧光酶表达测定  将 0. 2g牛血清蛋白和 10LL 癸醛溶

于 10mL 磷酸缓冲液( 50Lmol/ L, pH7. 5)中, 放置在冰浴中超

声至溶液为半透明并出现蓝色荧光即可。将样品调整到适

当浓度后, 取 2mL 藻液, 加入 200LL 配好的试剂, 用 BPCL 微

弱发光测量仪测定样品的发光强度。以单位细胞单位时间

的发光强度代表荧光酶表达强度。每个样品至少测定 3 次。

1. 5 光合放氧测定  光合放氧与呼吸速率是用 Clark 型氧

电极(Hansatech Ltd. , U. K. )测定。电极的反应室为 2mL的密

闭系统, 其温度由 DC-1015 低温恒温槽 (宁波海曙天恒仪器

厂)通过循环水控制。光源为红色发光二极管, 光强由电极

自带的专用软件控制,通过 ORT1型光量子计标定。
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1. 6 叶绿素浓度[ 3]  离心收集藻细胞, 加入 3mL甲醇,混匀

后4 e 浸泡 6) 14h, 4000r/ min, 离心 10min, 取上清, 测定 A665

值。根据公式: Chl(Lg/ mL ) = 13. 9 @ A665, 计算样品中叶绿素

a的含量。

2  结果与讨论

2. 1 砷对藻细胞生长的影响  

将一瓶处于对数生长期的培养液, 分别接种在含有

50mL 培养基的小三角瓶中, 分为两组。每组都分别加入终

浓度为 1、2、3Lmol/ L的砷溶液,以不加砷的培养液为对照, 置

于摇床上照光培养。通过遮挡使两组实验间的光强相差一

倍,其他条件相同。每隔 24h 取样 ,测定其生长,两批实验的

平均结果示于图 1。

图 1  藻细胞在不同砷浓度和光强下的生长

Fig. 1  Growth of Anabaena sp. PCC7120 under different arsenic

concentration and light intensities

A. 高光强; B. 低光强u 对照, p 1Lmol/ L As2O3 w 2Lmol/L As2O3

" 3Lmol/L As23

  结果表明,随着砷浓度的提高, 藻细胞的生长速率明显

下降,并经过较长的迟滞期才表现出较明显的生长。大量文

献报道, 蓝藻中存在类金属硫蛋白, 使蓝藻细胞对重金属的

毒害有一定的抗性[4 ) 8]。金属硫蛋白可以被包括砷在内的

许多离子和化合物诱导[9]。因此,这种延迟增长的现象可能

是由于藻细胞内被诱导产生了类金属硫蛋白,解除了砷的毒

性所致,同时也预示着通过驯养提高藻细胞对砷耐受性的可

能性。当砷浓度大于4Lmol/ L时, 藻细胞生长受到抑制, 并在

3 ) 4d之内死亡(数据未显示)。砷对藻细胞生长的影响, 与

光强有很密切的关系, 在砷浓度相同时, 强光下生长的藻细

胞增殖速度大于弱光下的细胞增殖速度。实验中所有的砷

浓度在低光强下都表现出对生长的抑制, 而在高光强下,

1Lmol/ L 的砷对藻细胞的生长有促进作用, 与对陆生植物的

作用相同[ 10]。表明较强的光照有助于细胞耐受较高的砷浓

度。

2. 2 砷对荧光酶表达的影响  

荧光酶基因转入蓝藻细胞后, 其表达要消耗前体和能

量,从而对宿主细胞的代谢产生影响, 而宿主细胞代谢过程

的变化也影响外源基因的表达。为了研究藻细胞生长和荧

光酶表达的关系,测定了不同砷浓度下荧光酶的活性。

将处于对数生长期的种液,分别接入含有 50mL 培养基的

小三角瓶中,并加入终浓度为 1、2、3、4Lmol/ L 的砷溶液, 以不

加砷的培养液为对照,置于摇床上正常光强下照光培养。24h

后取样,测定荧光酶表达量,两批实验的统计结果见图2。

图 2  不同砷浓度下藻细胞的荧光酶表达量

Fig. 2  Expression of luciferase in Anabaena sp.PCC7120 under

different arsenic concentrations

  由图2 可以看出,培养液中的砷浓度对荧光酶表达强度

的影响,与对藻细胞的影响趋势相同,低浓度的砷对荧光酶的

表达有刺激作用( 1Lmol/ L) ,随着砷浓度的提高,荧光酶的表达

量迅速下降。实验中还发现, 荧光酶的表达与加砷时藻细胞

的生长状态有关, 当细胞密度和砷浓度相同时,新鲜培养液中

的藻细胞中荧光酶表达强度高于接种 2) 3d后加砷的样品。

2. 3 砷对光合放氧速率的影响  

取在含有不同浓度砷的培养基中培养的处于对数生长

期细胞,用氧电极测定其光合放氧活性。两批实验的平均结

果见图 3A。由图中可以看出, 当砷浓度在 1Lmol/ L时, 对于

藻细胞光合放氧速率有促进。当砷浓度增加到 2Lmol/ L 时,

光合放氧速率比对照略低。而砷浓度增加到 3Lmol/ L 时, 光

合活性下降到仅为对照的一半。这一变化规律与砷对细胞

生长和荧光酶表达的影响是一致的。

为了研究砷对蓝藻细胞发生作用的时间, 测定了砷影响

藻细胞光合活性的时间曲线。取 2mL 处于对数期的正常培

养的藻液, 加入到氧电极的样品室中, 加入 8Lmol/ L 砷后, 立

即测量其光合放氧速率随时间的变化, 结果见图 3B。

图 3  藻细胞在不同砷浓度下的光合作用活性( A)

和砷对细胞起作用的时间曲线( B)

Fig. 3 Photosynthesis activities of Anabaena sp. PCC7120 under different

arsenic concentration and time curve of arsenic effecting

u 对照, p 1Lmol/L As2O3 w 2Lmol/ L As2O3" 3Lmol/L As2O3   L
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  由图 3B 可见, 砷的加入迅速影响藻细胞的光合活性。

在加入砷的初期,光合放氧速率会快速增加, 然后快速下降,

再反弹形成另一小的波峰。因此,砷对藻细胞光合活性的影

响在初期呈现衰减的振荡波形轨迹, 数十分钟至数小时 (因

砷浓度不同而异)后, 达到稳定。文献表明 AsO4
3- 在结构上

与 PO4
3- 相似,它可以通过磷转运途径迅速进入细胞[ 1] ,因此

可知砷的毒性是速效性的。

2. 4 砷对细胞形态的影响  

取生长在含有不同砷浓度的培养基中的藻细胞, 于光学

显微镜下观察其形态变化。图 4 为培养 48h 后生长在含砷

0, 1, 2, 4Lmol/ L培养基中的细胞形态。

图 4  不同砷浓度下的细胞形态

Fig. 4 Effects of arsenic concentrations on morphology

of Anabaena sp. PCC7120

A. 对照; B. 1Lmol/L As2O3; C. 2Lmol/ L As2O3; D. 3Lmol/ L As2O3

  实验结果表明, 砷对藻细胞的形态有显著影响, 在含砷

的培养基中藻丝变短, 细胞膨大、变圆, 颜色变浅,胞质部分

出现空腔, 与正常状态下衰老细胞的形态相似。在砷存在

时,这种细胞形态上的变化, 对数生长期就开始出现, 并持续

存在于整个培养周期, 而正常培养条件下, 只有在进入稳定

期后才出现。砷浓度越高, 这种变化越显著。在动物细胞

中,砷通过诱导细胞凋亡导致细胞的死亡。Ning[ 11]等报道盐

胁迫条件会诱导鱼腥藻 7120 细胞产生凋亡, 凋亡细胞的形

态与本实验结果类似。因此,对于砷诱导的藻细胞形态变化

的机理的进一步研究,具有十分重要的意义。

3  结论

在本研究中,以转细菌荧光酶基因的鱼腥藻7120( An-

abaena sp. PCC7120)为研究对象,在添加不同浓度的 As2O3 培

养基中进行光自养培养, 研究砷对藻细胞生长、光合活性和

基因表达的影响。研究结果表明,藻细胞对低浓度的砷有一

定的抗性。随着砷浓度的增加, 砷的毒害作用趋于严重。砷

对于藻细胞的作用机理可能与对动物细胞的影响相同,都是

诱导细胞凋亡。藻细胞对砷的耐受浓度可以通过驯化而提

高,由此可以展望将来有可能将藻类作为去除水体砷污染的

有用工具。
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