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摘　 要　 绿藻对无机污染物的净化作用受其自分泌胞外聚合物 ＥＰＳ 影响． 以 ＥＰＳ 释放量高的蛋白核小球藻

为绿藻代表， 通过 ２４ ｈ 短期Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）的模拟水体暴露实验， 研究绿藻对无机砷的生物累积特征及

ＥＰＳ 影响． 结果表明， 在 ０—４０ ｍｇ·Ｌ－１Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）暴露浓度范围， 蛋白核小球藻细胞内的砷累积速率随

暴露浓度的增加而升高， 其动力学拟合结果符合 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 酶促反应动力学方程． ＥＰＳ 与无机砷存在

界面相互作用影响， 无机砷暴露浓度升高可促进小球藻 ＥＰＳ 分泌， ＥＰＳ 与砷累积速率之间呈现正相关线性

关系 （Ｒ２＞ ０．９００）， 主要影响成分是溶解态 ＥＰＳ． 完整藻细胞与脱除胞外聚合物的活体细胞相比， Ａｓ（Ⅲ）、
Ａｓ（Ｖ） 暴露的最大吸附累积量分别增加 ３０．６％和 １４．２％， 而最大胞内累积量降低 ４９．０％和 ３１．０％． ＥＰＳ 与无

机砷的微界面交互作用影响绿藻对砷污染的净化修复．
关键词　 无机砷， 蛋白核小球藻， 胞外聚合物， 表面吸附， 生物吸收．
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１０２２　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３８ 卷

ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ａｒｓｅｎｉｃ ｉｍｐａｃｔｓ ａｒｓｅｎｉｃ ｂｉｏｒｅｍｅｄｉａｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ａｒｓｅｎｉｃ， Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ， ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ， ｓｕｒｆａｃｅ
ａｄｓｏｒｐｔｉｏｎ， ｂｉｏｕｐｔａｋｅ．

高毒无机砷类污染物主要以三价Ａｓ（Ⅲ）和五价砷Ａｓ（Ｖ）形态广泛存于尾矿周边水体中， 并可通过

农田灌溉， 以根系吸收方式进入土壤⁃水稻⁃人食物链； 同时砷在生态系统中会发生氧化还原、生物转化

等形态变化并形成毒效应， 危及生态系统安全和人类健康［１］ ． 在世界各水体中已发现藻类具有吸收、生
物转化、富集无机砷能力， 表现出较大的耐受性及生态修复潜力［２］ ．

藻细胞对砷的生物吸收累积能力因藻类不同而存在很大差异， 影响污染净化效率． 例如： 在

７５０ μｇ·Ｌ－１ Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）水体， 小球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ．）的砷吸收累积量达到 ８７４．３、９０５．８ μｇ·ｇ－１［３］，
明显高于四尾栅藻 （ Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｓｐ．） 砷吸收富集量 ６０６、７６１ μｇ·ｇ－１ ［４］， 而超累积绿藻莱茵衣藻

（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．） 对Ａｓ（Ｖ）的吸收量甚至高达 １０２０１ μｇ·ｇ－１ ［５］ ． 文献综述报道淡水藻细胞对砷的吸

收累积量存在 ３ 个数量级差别， 即 ７．３—８６１７ ｍｇ·ｋｇ－１（干重） ［６］ ． 同时， 藻类对砷的吸收动力学还存在

争议， 例如有研究表明绿藻细胞内无机砷含量变化符合非线性Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 酶促反应方程［５］， 进一

步的研究表明三价和五价砷的生物吸收符合 Ｂｉｏ⁃ｄｙｎａｍｉｃ 生物动力学方程［７］ ． 关于藻类的重金属净化研

究报道， 微生物细胞自释放胞外聚合物 （Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ， ＥＰＳ） 会影响界面传质及净

化效率［８］ ． 由于溶解态（ｓｏｌｕｔｅ ＥＰＳ， ｓＥＰＳ） 和结合态 ＥＰＳ （ｂｏｕｎｄ ＥＰＳ， ｂＥＰＳ）具有吸附污染物能力而增

加了藻团聚体的吸附累积量［９］， 并且 ＥＰＳ 会受重金属刺激而增大释放量［１０］， 从而增加了藻细胞的耐

毒能力［１１］ ．
由于我国水体富营养化现象普遍，蛋白核小球藻能通过自养作用来发挥自然净化污染物的生态功

能． 然而， 其对无机砷的累积净化能力尚有许多不确定性问题． 因此， 本文以蛋白核小球藻 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ
ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ （Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ）， 研究无机砷在绿藻 ＥＰＳ 胞外吸附累积和胞内吸收累积的末端效应， 分析

藻 ＥＰＳ 分泌与无机砷的浓度－效应关系以及 ＥＰＳ 对砷累积量的影响， 表征绿藻及其自分泌 ＥＰＳ 的生物

累积作用．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 藻种培养和实验试剂

蛋白核小球藻 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ （ＦＡＣＨＢ⁃９） 购于中国科学院水生生物研究所（中国， 武汉）． 蛋
白核小球藻培养基采用 ＢＧ１１ 培养基， ｐＨ 值为 ７．１， 在 １２０ ℃灭菌 ３０ ｍｉｎ； 置于大型高精度光照恒温摇

床 （ＡＴＬ⁃０３３ＬＲ， 上海堪鑫仪器设备公司， 上海） 内培养， 培养条件为光照强度为 ３０００ ｌｕｘ， 光暗周期

１４ ｈ ／ １０ ｈ， 温度 ２５ ℃， 摇床转速 １２０ ｒ·ｍｉｎ－１ ．
实验试剂： Ａｓ（Ⅲ）采用亚砷酸钠配制 （ＮａＡｓＯ２， 山东西亚化学工业有限公司， 纯度 ９５％）、Ａｓ（Ｖ）

用砷酸钠配制 （ ＮａＡｓＯ３， 上海倍卓生物科技有限公司， 纯度 ≥ ９９％）、阳离子交换树脂 （ Ｄｏｗｅｘ
Ｍａｒａｔｈｏｎ Ｃ， Ｓｉｇｍａ）．
１．２　 试验方法

１．２．１　 蛋白核小球藻对Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）的吸收累积试验

采用 ２４ ｈ 无机砷吸收累积试验， 选择生长状态良好并处于指数生长后期的蛋白核小球藻， 初始藻

细胞密度为 １×１０６—２×１０６ ｃｅｌｌｓ·ｍＬ－１， 砷暴露浓度设置为 ０、５．６２５、１１．２５０、２２．５００、３７．５００ ｍｇ·Ｌ－１（０—
５００ μｍｏｌ·Ｌ－１）， 每个浓度梯度设置 ３ 个平行．

暴露 ２４ ｈ 后， 取 ３０ ｍＬ 藻液低速离心 （２５００ ｒ·ｍｉｎ－１， １５ ｍｉｎ） 收集藻细胞， 用新鲜 ＢＧ１１ 培养基洗

涤 １ 次， 再加入 １０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液 （０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１， ｐＨ ５．９５） 洗涤 ２ 次， 每次 ２０ ｍｉｎ， 以洗脱表面吸附

砷离子［１２］ ． 加入 ２．０ ｍＬ 硝酸和 ０．５ ｍＬ 过氧化氢， 在 １１０ ℃条件下消解 １ ｈ， 消解液稀释至 ５０ ｍＬ． 砷稀

释液过 ０．４５ μｍ 滤膜后采用 ＩＣＰ⁃ＭＳ （Ｐｅｒｋｉｎ Ｅｌｍｅｒ， ＮｅｘＩＯＮ ３００ＸＸ， 美国） 测定胞内砷浓度［１３］ ． 通过

８０ ℃烘箱烘至恒重后称量得到藻细胞干重 （ ｇ）， 最后无机砷吸收累积量用藻细胞干重进行标定
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（μｇ·ｇ－１）．
１．２．２　 Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）暴露下藻 ＥＰＳ 分泌的浓度－效应试验

蛋白核小球藻以及无机砷暴露时间、浓度梯度同 １．２．１． 无机砷暴露 ２４ ｈ 后， 取 ３０ ｍＬ 藻液采用热

提取⁃高速离心法［１４］提取藻细胞 ＥＰＳ： 藻液先 １００００ ｒ·ｍｉｎ－１， ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液记为 ｓＥＰＳ
初悬液； 接着向残留细胞中加入 １０ ｍＬ 磷酸盐缓冲液 （ｐＨ ７．１） 并 ７０ ℃水浴加热 ２０ ｍｉｎ， 待冷却后

１００００ ｒ·ｍｉｎ－１， ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 收集上清液记为 ｂＥＰＳ 初悬液． ＥＰＳ 初悬液最后经 ０．４５ μｍ 滤膜过滤

后利用总有机碳分析仪 （Ｓｈｉｍａｄｚｕ， ＴＯＣ⁃ＶＣＰＨ， 日本） 进行定量， 两种 ＥＰＳ 的总量记为总 ＥＰＳ 的分泌

量， 结果用藻细胞干重进行标定 （ｍｇ·ｇ－１）．
１．２．３　 蛋白核小球藻自释放 ＥＰＳ 影响无机砷吸附和胞内累积试验

采用 ０—２４ ｈ 无机砷暴露试验， Ａｓ（Ⅲ） 和 Ａｓ（Ｖ） 暴露浓度分别设置为 ３７． ５０ ｍｇ·Ｌ－１ 和

１１．２５ ｍｇ·Ｌ－１， 生物动力学和毒性试验结果表明此Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）暴露浓度下胞内砷吸收累积速率和

细胞生长抑制作用基本相当． 通过阳离子交换树脂法［１５］脱除藻细胞表面 ＥＰＳ， 设置有无 ＥＰＳ 对照试验

以研究 ＥＰＳ 对砷吸附和胞内累积的影响． 低速离心收集藻细胞后用新鲜 ＢＧ１１ 培养基重悬， 接着加入

２．５ ｇ·ｇ－１（干重） 阳离子交换树脂后 ３００ ｒ·ｍｉｎ－１磁力搅拌 ２ ｈ， 最后在 １２０００ ｒ·ｍｉｎ－１转速下 ４ ℃离心

１５ ｍｉｎ． 收集藻细胞后用新鲜培养基洗涤 ２ 次即为脱除 ＥＰＳ 藻细胞， 记为⁃ＥＰＳ， 而未脱除 ＥＰＳ 的完整

藻细胞记为＋ＥＰＳ．
在 ２４ ｈ 内定时取样， 藻液低速离心 （２５００ ｒ·ｍｉｎ－１， １５ ｍｉｎ） 后收集上清液并利用 ＩＣＰ⁃ＭＳ 测定溶

液中残留砷浓度， 据此计算出藻细胞总生物累积量＝ （初始砷浓度－残留砷浓度）×Ｖ （体积， ３０ ｍＬ） ／
Ｗ （干重） （μｇ·ｇ－１）． 离心管底部残留藻细胞通过 １．２．１ 的描述方法测定胞内砷吸收累积量， 进一步计

算出胞外砷吸附量＝总生物累积量－胞内吸收累积量．
１．２．４　 计算方法

通过无机砷吸收累积量进一步计算出胞内吸收累积速率 Ｖ， 并利用 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 酶促反应动力

学方程拟合 Ｖ 与砷暴露浓度［Ａｓ］之间的非线性关系， 其方程表达式如下：

Ｖ ＝
Ｖｍａｘ·［Ａｓ］
Ｋｍ ＋ ［Ａｓ］

（１）

式中， 参数 Ｖｍａｘ、Ｋｍ 分别为最大胞内累积速率 （μｇ·ｇ－１·ｈ－１） 和半饱和浓度 （ｍｇ·Ｌ－１）． 当［Ａｓ］远远小于

Ｋｍ 时， 还可以得到无机砷胞内累积速率常数 Ｋｕ ＝Ｖｍａｘ ／ Ｋｍ（Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１）．
此外， 依据 Ｚｈｏｕ 等［１５］提出的生物累积因子 （Ｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ， ＢＣＦ） 计算公式， 分别计算出

２４ ｈ 内无机砷最大吸附因子 ＢＣＦａｄ和胞内吸收累积因子 ＢＣＦｕｐ（Ｌ·ｋｇ－１）， 公式如下：
ＢＣＦ＝ Ｃ（Ｍ） ／Ｍ （２）

式中， Ｃ（Ｍ）为砷最大吸附、胞内吸收累积量 （μｇ·ｇ－１）， Ｍ 为砷暴露浓度 （ｍｇ·Ｌ－１）． 通过 ＢＣＦａｄ和

ＢＣＦａｂ值可进一步计算出总生物累积因子 ＢＣＦｔｏｔ ＝ ＢＣＦａｄ ＋ ＢＣＦｕｐ 和迁移系数 （ Ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ，
ＴＦ） ＝ 胞内吸收累积量 ／表面吸附量， 其代表无机砷从藻细胞表面转移至胞内的能力．
１．３　 数据分析

采用 ｏｒｉｇｉｎ ２０１６ 软件进行试验数据处理、作图和模型拟合， 并采用 ＳＰＳＳ １８．０ 软件中的 ｔ 检验进行

不同处理组数据间的差异显著性分析， Ｐ＜０．０５ 表示存在显著差异性． 试验数据为平均值±标准偏差

（ｎ＝ ３）．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 蛋白核小球藻胞内吸收累积无机砷的浓度依赖关系及酶促动力学

在 ０—４０ ｍｇ·Ｌ－１无机砷浓度下， 蛋白核小球藻胞内砷吸收累积速率随砷暴露浓度的增加而增加，
胞内Ａｓ（Ｖ）吸收累积速率高于Ａｓ（Ⅲ）， 约为 ２ 倍 （图 １）． 线性和非线性方程拟合结果揭示胞内砷吸收

累积速率与砷暴露浓度间更满足非线性 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 酶促反应动力学方程， 相关系数 Ｒ２分别达到

０．９９３ 和 ０．９９９ （表 １）． 这表明藻细胞表面关键砷转运蛋白参与到Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）的跨膜转运过程， 如
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水甘油通道蛋白（Ａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎｓ， ＡＱＰ） 和磷酸盐转运蛋白［１６］， 从而表现出明显的浓度依赖效应差

异． 因此， Ａｓ（Ｖ）暴露下另外两种淡水绿藻莱茵衣藻和四尾栅藻对砷胞内吸收累积作用也呈现相同的

规律［５］ ． 结合表 １ 给出的 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 方程重要拟合参数， Ａｓ（Ｖ）暴露下 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 最大吸收累

积速率 Ｖｍａｘ值为 ３．１３ μｇ·ｇ－１·ｈ－１， 约为Ａｓ（Ⅲ）的 ２ 倍 （１．８０ μｇ·ｇ－１·ｈ－１）， 而吸收半饱和浓度 Ｋｍ值为

１６．２６ ｍｇ·Ｌ－１， 低于Ａｓ（Ⅲ） （２３．５１ ｍｇ·Ｌ－１）． 由此可见， Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 对Ａｓ（Ｖ）暴露的胞内吸收响应速

率和累积潜力均高于Ａｓ（Ⅲ），从而Ａｓ（Ｖ）暴露下藻细胞内砷吸收累积速率常数 Ｋｕ值 （０．１９ Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１）
达到三价砷 Ｋｕ值的 ２ 倍以上 （０．０８ Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１）．可以推测， 本实验藻种 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 细胞表面磷酸盐

转运蛋白的数量和活力高于水甘油通道蛋白， 造成藻细胞对Ａｓ（Ｖ）更高的界面传质能力． 然而， 无机砷

暴露下本实验绿藻 Ｖｍａｘ值 （１．８０—３．１３ μｇ·ｇ－１·ｈ－１） 比另一砷超累积绿藻莱茵衣藻 （Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ） 低 ２
到 ３ 个数量级 （２４１—３９９８ μｇ·ｇ－１·ｈ－１） ［５， １７］， 表明 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 细胞表面关键砷转运蛋白的数量显著

低于 Ｃ． ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ， 进而导致 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 细胞内更低的砷累积浓度和更高的耐砷能力．
Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 细胞生长也表现出不同的砷浓度抑制作用． 在 ０—４０ ｍｇ·Ｌ－１浓度下， Ａｓ（Ⅲ）对藻细

胞的生长抑制作用不断加强， 其细胞生长因子 （２４ ｈ 暴露后藻细胞密度与起始密度比值） ［１８］ 从空白组

的 ３．３ 降至 ２．３ （图 ２）． Ａｓ（Ｖ）浓度在 ５．６２５ ｍｇ·Ｌ－１以上时表现出明显的生长抑制， 细胞生长因子从 ３．１
降至 ２．４． 因此Ａｓ（Ｖ）对 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 的毒性小于Ａｓ（Ⅲ）， 这也可以解释上文中提到的蛋白核小球藻

对 Ａｓ（Ｖ）表现出更高的胞内吸收累积能力．

图 １　 不同砷暴露浓度下蛋白核小球藻

对Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ） 的胞内吸收累积

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ） ｂｙ
Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｓｅｎｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图 ２　 不同无机砷暴露浓度下蛋白核小球藻

的生长因子变化

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｏｆ Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ａｒｓｅｎｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

表 １　 无机砷胞内吸收累积动力学 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 方程和线性方程拟合

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｉｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ

砷形态
ａｒｓｅｎｉｃ
ｓｐｅｃｉｅｓ

Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ 方程 线性方程

Ｖｍａｘ ／
（μｇ·ｇ－１·ｈ－１）

Ｋｍ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｋｕ ／
（Ｌ·ｋｇ－１·ｈ－１）

Ｒ２ 斜率
Ｓｌｏｐｅ

截距
Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ Ｒ２

Ａｓ（Ⅲ） １．８０ ２３．５１ ０．０８ ０．９９３ ０．０４ ０ ０．９７２

Ａｓ（Ｖ） ３．１３ １６．２６ ０．１９ ０．９９９ ０．０７ ０ ０．９５８

２．２　 Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）暴露对藻 ＥＰＳ 分泌的影响

无机砷暴露浓度对藻 ＥＰＳ 的分泌量产生重要影响． 在 ０—４０ ｍｇ·Ｌ－１砷胁迫下， 藻细胞 ＥＰＳ 分泌量

随砷暴露浓度的升高而升高， Ａｓ（Ⅲ） 和Ａｓ（Ｖ） 在 ３７． ５ ｍｇ·Ｌ－１ 暴露浓度下达到最大值， 分别为

６２．４ ｍｇ·ｇ－１和 ７８．４ ｍｇ·ｇ－１（图 ３）． Ａｓ（Ｖ）对蛋白核小球藻 ＥＰＳ 分泌的促进作用显著高于Ａｓ（Ⅲ） （Ｐ ＜
０．０５）， 与Ａｓ（Ｖ）胞内吸收累积量高于Ａｓ（Ⅲ）的结果一致， 说明 ＥＰＳ 分泌变化与胞内砷累积量具有一

定关系．通过分析藻细胞 ＥＰＳ 分泌速率与其胞内砷吸收累积速率之间的线性关系， 发现随着胞内砷吸

收累积速率的增加， 藻细胞 ＥＰＳ 分泌速率也逐渐升高， 二者之间满足显著的正线性关系， 相关系数 Ｒ２
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分别达到 ０．９６７ 和 ０．９５４ （图 ４）． 已有研究证实微生物细胞可以通过调控自身 ＥＰＳ 分泌释放， 降低重金

属等有毒物质对细胞的侵害［１９］ ． 因此本实验藻细胞内砷吸收累积过程也可以有效刺激 ＥＰＳ 的合成、转
运和分泌释放， 并反过来缓解无机砷毒性． Ａｓ（Ⅲ）暴露下藻细胞 ＥＰＳ 分泌响应速率 （斜率 ０．４８） 明显

快于Ａｓ（Ｖ） （斜率 ０．２７）， 这从另一个角度揭示Ａｓ（Ⅲ）对 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 产生的胁迫效应大于Ａｓ（Ｖ），
与无机砷生长抑制毒性结果一致．

图 ３　 不同砷暴露浓度下的蛋白核小球藻 ＥＰＳ 分泌量

（∗表示三价和五价砷之间差异显著， Ｐ＜０．０５）

Ｆｉｇ．３　 ＥＰＳ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ａｒｓｅｎｉｃ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
（∗ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ

Ａｓ（Ш） ａｎｄ Ａｓ（Ｖ）， Ｐ＜０．０５

图 ４　 藻细胞内砷吸收累积速率与

ＥＰＳ 分泌速率的线性关系

Ｆｉｇ．４　 Ｌｉｎｅａｒ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｒｓｅｎｉｃ ａｃｃｕｍｕａｌｔｉｏｎ ｒａｔｅ ａｎｄ ＥＰＳ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｒａｔｅ

图 ５　 不同砷暴露浓度下蛋白核小球藻

溶解态和结合态 ＥＰＳ 变化

Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｓＥＰＳ ａｎｄ ｂＥＰＳ ｏｆ Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｓｅｎｉｃ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

无机砷暴露对藻细胞 ＥＰＳ 的组分含量也产生明

显影响． 研究报道， 微生物 ＥＰＳ 主要包含溶解态 ＥＰＳ
（ｓＥＰＳ）和结合态 ＥＰＳ （ｂＥＰＳ）两种， 由于多糖、蛋白

质和腐殖质等活性组分组成和含量不同， 微生物

ｓＥＰＳ 对重金属［２０］和有机污染物［２１］ 的吸附去除能力

高于 ｂＥＰＳ． 本实验中， Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）暴露均促进

了蛋白核小球藻 ｓＥＰＳ 分泌释放， 其 ｓＥＰＳ 和 ｂＥＰＳ
的比值 （ｓＥＰＳ ／ ｂＥＰＳ） 从空白组的 １３０．５％分别增加

到 １７１．５％和 １８７．２％， ｓＥＰＳ 分泌量接近于 ｂＥＰＳ ２ 倍

（图 ５）． 由此可见， 无机砷作为一种典型有毒类金

属， 蛋白核小球藻 ｓＥＰＳ 对其也表现出更高的结合能

力， 藻细胞通过增加 ｓＥＰＳ 的分泌释放可以提高对无

机砷的吸附能力， 增强细胞高砷耐受性．
２．３　 藻 ＥＰＳ 对无机砷吸附和胞内吸收累积的影响

胞外表面吸附作用在藻细胞累积无机砷过程中

发挥主导地位， 本实验绿藻胞外砷吸附量比其胞内

吸收累积量高出 ２ 到 ３ 个数量级， 如表 ２ 所示． ２４ ｈ 暴露时间内蛋白核小球藻对Ａｓ（Ⅲ） 和Ａｓ（Ｖ）的最

大胞内吸收累积量分别达到 ６００．３、２１４．９ μｇ·ｇ－１， 远低于土壤中小球藻 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ．对Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）
（０．７５ ｍｇ·Ｌ－１砷和 ２．０ ｍｇ·Ｌ－１磷酸盐） 暴露的胞内砷累积浓度（１０４２．３ μｇ·ｇ－１）和 １２６３．６ μｇ·ｇ－１） ［３］ ． 除
了藻种来源和暴露时间不同外， 无机砷暴露浓度和体系磷酸盐含量也会显著影响砷胞内累积能力． 研

究发现， 高浓度Ａｓ（Ⅲ） （＞ ４０ ｍｇ·Ｌ－１） 暴露会造成藻细胞溶解［２２］， 因此本实验中 ３７．５ ｍｇ·Ｌ－１Ａｓ（Ⅲ）
可能会破坏蛋白核小球藻细胞完整性从而释放出胞内累积砷． 此外 ＢＧ１１ 培养基属于富磷体系

（４０ ｍｇ·Ｌ－１）， 也会对藻细胞吸收累积Ａｓ（Ｖ）产生竞争性抑制作用［３， ５， １７］， 降低Ａｓ（Ｖ）富集能力， 从而
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解释了不同实验结果之间无机砷生物累积差异．
藻 ＥＰＳ 通过促进无机砷表面吸附作用抑制其进一步的胞内迁移、吸收和累积． 与脱除 ＥＰＳ 藻细胞

（⁃ＥＰＳ） 相比， Ａｓ（Ⅲ） 和Ａｓ（Ｖ）暴露下完整藻细胞 （＋ＥＰＳ） 最大胞外砷吸附量从 １１８．８、２４．０ ｍｇ·ｇ－１升

高到 １５５．１、２７．４ ｍｇ·ｇ－１， 分别增加 ３０．６％和 １４．２％． 与之相反， 藻细胞最大胞内砷吸收累积量从１１７６．９、
３１１．３ μｇ·ｇ－１降至 ６００．３、２１４．９ μｇ·ｇ－１， 分别降低 ４９．０％和 ３１．０％ （Ｐ＜０．０５） （表 ２）． 结果表明 ＥＰＳ 的存

在可以有效增加藻细胞对溶液中游离态砷的吸附， 显著减少其胞内的吸收累积． 此外， Ａｓ（Ⅲ） 和

Ａｓ（Ｖ）暴露下无机砷胞内吸收累积因子 ＢＣＦｕｐ远低于其吸附因子 ＢＣＦａｄ， 但总生物累积因子 ＢＣＦｔｏｔ值均

远超过 １０００， 分别达到 ４１３６ 和 ２４３６． 依据 Ｚｈｕ 等［２３］ 于 １９９９ 年提出的超累积植物判定方法 （ＢＣＦ ＞
１０００）， 本实验藻种 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 具有很好的超累积砷能力． 脱除 ＥＰＳ 后砷离子从胞外到胞内的迁移

系数 ＴＦ 值接近完整藻细胞的 ２ 倍， 这进一步揭示藻 ＥＰＳ 可以降低溶液中游离态砷的界面传质过程，
抑制其向胞内迁移累积， 从而降低无机砷生物有效性和毒性．

表 ２　 ±ＥＰＳ 藻细胞对砷最大胞外吸附量、胞内吸收累积量及对应的生物累积因子和迁移系数（平均值±标准偏差）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｎ ｃａｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ａｒｓｅｎｉｃ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ａｌｇａｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｏｒ ｗｉｔｈｏｕｔ ＥＰＳ

ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｂｉｏａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ （ＢＣＦ） ａｎｄ ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ （ＴＦ） （ａｖｅｒａｇｅ±ｓｔａｎｄａｒｄ ｅｒｒｏｒ）

砷浓度
Ａｓ ｄｏｓｅ ／
（ｍｇ·Ｌ－１）

ＥＰＳ
最大吸附累积量

Ａｓａｄ ／
（ｍｇ·ｇ－１）

最大吸收累积量
Ａｓｕｐ ／

（μｇ·ｇ－１）

吸附累积因子
ＢＣＦａｄ ／

（Ｌ·ｋｇ－１）

吸收累积因子
ＢＣＦｕｐ ／

（Ｌ·ｋｇ－１）

总累积因子
ＢＣＦ ｔｏｔ ／

（Ｌ·ｋｇ－１）

转移系数
ＴＦ

３７．５ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＥＰＳ １５５．１±１７．２ ６００．３±１３０．９∗ ４１３６±４５９ １６±３ ４１５２ ０．００４

Ａｓ（Ⅲ） －ＥＰＳ １１８．８±１６．４ １１７６．９±３６６．２ ３１６８±４３７ ３１±１０ ３１９９ ０．０１０

１１．２５ ｍｇ·Ｌ－１ ＋ＥＰＳ ２７．４±３．４ ２１４．９±２２．１∗ ２４３６±３０２ １９±２ ２４５５ ０．００８

Ａｓ（Ｖ） －ＥＰＳ ２４．０±１．９ ３１１．３±３１．７ ２１３３±１６９ ２８±３ ２１６１ ０．０１３

　 　 注： ∗表示±ＥＰＳ 藻细胞之间存在显著差异性 （Ｐ ＜ ０．０５）．

Ｎｏｔｅ： ∗ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ±ＥＰＳ ａｌｇａｅ ｃｅｌｌｓ （Ｐ ＜ ０．０５）．

此外， 藻 ＥＰＳ 还会通过改变吸附和吸收累积作用影响藻细胞对无机砷的去除效率． 砷去除效率＝（起
始浓度－ ｔ 时刻浓度） ／ 起始浓度×１００％． Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）暴露下藻细胞对砷去除效率随暴露时间动态变

化， 在暴露 ５ ｈ 后分别达到最大值 ２４．５％和 １７．６％ （图 ６ａ）， 同时溶液中残留砷浓度最小（图 ６ｂ）．

图 ６　 Ａｓ（Ⅲ） 和Ａｓ（Ｖ）暴露下±ＥＰＳ 藻细胞的砷去除效率（ａ）及溶液中残留砷浓度（ｂ）
Ｆｉｇ．６　 Ｔｈｅ ａｒｓｅｎｉｃ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ａ） ａｎｄ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ｂ） ｏｆ ａｌｇａｅ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｏｒ

ｗｉｔｈｏｕｔ ＥＰＳ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ Ａｓ（Ⅲ） ａｎｄ Ａｓ（Ｖ）

脱除 ＥＰＳ 后，藻细胞最大砷去除效率降为 １８．３％和 １５．４％， 胞外 ＥＰＳ 可以增加藻细胞砷去除能力．
研究证实［２４］， 随着暴露时间增加藻细胞内 Ａｓ（ ＩＩＩ） 和Ａｓ（Ｖ）会发生氧化还原、甲基化等代谢转化过程

或直接转移至胞外， 从而达到解毒目的． 因此，基于活体微藻的无机砷净化修复技术必须充分考虑最佳

的时间⁃效益以及藻细胞自分泌 ＥＰＳ 的影响．
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　 ５ 期 黄飞等：绿藻胞外聚合物对无机砷生物累积特征的影响 １０２７　

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

在 ０—４０ ｍｇ·Ｌ－１无机砷短期 （２４ ｈ） 暴露下， 蛋白核小球藻 Ｃ． ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ 胞外聚合物 ＥＰＳ 与无机

砷 （Ａｓ（Ⅲ）、Ａｓ（Ｖ））存在交互作用， 影响蛋白核小球藻对无机砷的生物吸附及胞内累积．
（１） 蛋白小球藻细胞内Ａｓ（Ｖ）吸收累积量显著高于Ａｓ（Ⅲ），其动力学拟合均符合 Ｍｉｃｈａｅｌｉｓ⁃Ｍｅｎｔｅｎ

方程．
（２） ＥＰＳ 分泌量及组分变化显著受Ａｓ（Ⅲ）和Ａｓ（Ｖ）差异影响， ＥＰＳ 分泌速率与胞内砷累积速率之

间呈现正线性关系．
（３） 藻 ＥＰＳ 影响无机砷吸附、吸收和累积，ＥＰＳ 促进无机砷表面吸附的同时减少其向胞内的迁移累

积，胞外吸附量比其胞内吸收累积量高 ２ 到 ３ 个数量级．
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