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提 要 通过对转 &’( )*+, 基因衣藻和其野生品系的比较分析，发现转基因藻株

对重金属镉和铜的结合能力及抗性均有大幅提高 - 在重金属结合能力方面，低浓度（! .

"$!/0) 1 2）的镉溶液中，转基因藻重金属结合量是野生株的 "- ! 倍左右，而相对高浓度（3$

. !$!/0) 1 2）的镉溶液中，由于重金属对藻细胞的毒害作用，使两者的差异不明显 - 在重金

属铜和镉的抗性方面，转基因藻表现出明显高于野生藻株的抗性特征 - 用转基因藻去处

理含铜的工业废水，结果发现转基因藻的处理效率可以提高 "$4以上 - 这说明 567 重组

技术对提高藻类的废水处理效率方面具有较大的潜力 -

关键词 567 重组 莱茵衣藻 废水处理

分类号 89$3

随着现代工业的不断发展，重金属已成为非常严重且普遍存在的环境污染物 - 它不能

象其它环境污染物一样通过分子降解的方式从环境中消失，只能通过一定的途径从环境中

分离 - 通常用于分离废水中重金属的方法诸如化学沉淀法，离子交换树脂分离法等不仅成

本较高，而且在分离过程中会产生的大量废物，造成二次污染 - 虽然大多数微生物（诸如细

菌、酵母等）都能结合重金属，但微藻以其独特的结构及生理特性决定了它在废水处理工程

中的特殊作用，特别是真核绿藻能够选择性地分离浓缩有毒重金属元素，在这一过程中并不

产生额外的污染［"，:］- 通过对影响微藻废水处理效率的诸多因素进行大量分析，发现藻类与

重金属的结合能力是影响污水处理效率的第一限制因子 - 如何提高藻类与重金属的结合能

力？目前，大都集中在从藻种库和重金属污染水体中分离出重金属结合能力强的藻种或藻

类新品系，但由于受藻类资源等方面的限制，要找到重金属结合能力大幅提高的新品种是非

常困难的 - 而 567 重组技术为构建高重金属结合能力的藻类新品系提供了全新而可行的

途径 - 衣藻由于其遗传背景相对较清楚，被研究者称为“光合酵母”，在重金属废水处理方面

的作用已得到证明［3］- &’;)*+, 基因是从紫羊茅中分离出的一种类金属硫蛋白基因，通过构

建衣藻外源基因表达系统，并使 &’;)*+, 基因在该系统中高效表达，筛选出了转基因衣藻新

品系［<］- 本研究将对这些新品系的重金属结合能力和抗性特征进行较详细的分析 -
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! 材料与方法

! !! 藻种

"#$%&’()&)*%+ ,-.*#%,(/.. 001234 由美国"#$%&’()&)*%+ 5-*-/.0 "-*/-, )6 789- :*.;-,+./’
提供，转 <=1$.9- 基因藻株 =,>?@>、=,>?@A 和 =,A?B 由作者在香港城市大学做博士后研究期

间构建［3］!
! !" 藻细胞培养

藻细胞生长培养基采用 =BC 培养基，基本组分如下：>D&E 3 F @-.G-,.*09 盐（每 AE 中含

AHI JK3"$，>I "%"$>·>K>L，3I <IML3·NK>L），A&E A&)$ O E（P）CL3 QK N! ?，加入适量微量元

素，用冰醋酸调 QK 至 N !?，并加水到 AE 体积 !
! !# 藻细胞重金属结合能力分析

取已知生物量的对数期藻细胞，悬浮于含有不同浓度金属离子的水溶液，置于光照摇床

上，摇动频率为 A?? 转 O &.*，光照强度为中 AHN!&)$ O（&>·+），温度为 >D R，处理时间为 D&.*
S ># 不等 ! 处理前后水溶液中重金属浓度采用 MKT<B7U: BB1H2? O 5 V1D 型原子吸收光谱

测定 !
! !$ 藻细胞重金属抗性测定

藻细胞的重金属抗性测定采用两种途径，一方面将藻细胞接种在含不同浓度重金属的

平板培养基中，观察藻细胞的生长情况；另一方面将藻细胞接种到一定重金属含量的培养基

中，测定其生长曲线 !
! !% 藻细胞生物量的测定

以单位体积内藻细胞叶绿素含量、光密度大小（L7HHW）和细胞干重作为藻细胞的生物量

指标 !

" 结果

" !! 转基因藻 =,>?@A 和野生藻株 001234 对金属镉结合能力比较

取生长到对数期的转基因衣藻（=,>?@A）和野生藻株（001234）两种藻细胞分别悬浮于含

有 D!&)$ O E、A?!&)$ O E、W?!&)$ O E 和 D?!&)$ O E 的金属镉离子的溶液，置于光照摇床上摇动培

养 >#，测定藻细胞结合镉离子的量 ! 结果表明，在较低浓度的镉离子溶液（D S A?!&)$ O E）中，

转基因藻重金属结合能力是野生藻株的 A ! D 倍左右，而高浓度的镉离子溶液（W? S D?!&)$ O
E）中，两者的差异不太明显（图 A，图 >）!
" !" 转基因藻 =,>?@A 和野生株 001234 对铜离子抗性的比较

将相同生物量的转基因藻 =,>?@A 和 001234 接种到含有 AD?!&)$ O E 铜离子的 =BC 液体

培养基中，分别测定其生长曲线 ! 结果表明，转基因藻 =,>?@A 生长较好，其生长速率明显高

于 001234，这说明通过基因工程操作能够提高藻细胞对重金属的抗性（图 W）!
" !# 转 <=1$.9- 基因藻和野生藻细胞对金属镉抗性特征分析

将三个转基因藻株 =,>?@A、=,>?@> 和 =,A?B 与 001234 同时接种到一个含有 H??!&)$ O E
"( 的固体 =BC 平板培养基上，结果发现 001234 因重金属镉毒性而不能在平板中生长，而三

个转基因藻株 =,>?@A、=,>?@> 和 =,A?B 在平板中生长状况良好，特别是 =,>?@A 和 =,>?@> 的

生长受重金属的影响较少（图 3），这说明它们具有很高的抗性 !
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图 ! 转基因藻与野生藻在低浓度镉离子溶液中的重金属结合能力比较

"#$%! &’()*+#,’- ’. /01 01*23 (1/*4 5#-6#-$ )+’)1+/#1, 51/711- /+*-,$1-#8
,/+*#- *-6 7#46 /3)1 #- 4’7 8*6(#9( 8’-81-/+*/#’-

图 : 转基因藻与野生藻在高浓度镉离子溶液中的重金属结合能力比较

"#$%: ;01 01*23 (1/*4 5#-6#-$ )+’)1+/#1, ’. /01 /+*-,$1-#8 ,/+*#- *-6 7#46 /3)1
#- 0#$0 8*6(#9( 8’-81-/+*/#’-

图 < 转基因藻与野生藻株在富含金属铜离子培养基中的生长曲线

"#$%< ;01 $+’7/0 89+21 ’. /+*-,$1-#8 ,/+*#- *-6 7#46 /3)1 #- /01 (16#9(
7#/0 0#$0 8’))1+ 8’-81-/+*/#’-
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! !" 转 "#$%&’( 基因藻对含重金属铜离子的废水处理效率分析

将相同生物量的转基因藻和野生藻分别放入藻类废水净化系统，处理含 )*+, - . 铜的废

水，其重金属去除效率如图 * 示 ! 转基因藻处理过的废水中，/01以上的铜离子被去除掉，

而野生藻株的去除效率在 201 3 401左右（图 *）! 表明转基因藻被用于提高生活和工业废

水净化效率是有效而且可行的 !

图 5 转基因藻和野生藻对金属镉抗性的比较

（66$45/ 是野生株，#7 809)、#7 8098 和 #7 )0: 为转基因藻）

;&,!5 <=+>?7&@=A =B CD( D(?EF +(C?% C=%(7(A6( G(CH((A H&%I CF>( ?AI C7?A@,(A&6 @C7?&A

图 * 转基因藻和野生藻对废水中重金属处理效率比较

;&,!* #D( D(?EF +(C?% 7(+=E?% (BB&6&(A6F =B H&%I CF>( ?AI C7?A@,(A&6 @C7?&A

# 讨论

金属硫蛋白（"#）是一种低分子量且半胱氨酸含量丰富的金属结合蛋白，它存在于哺乳
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动物、植物及微生物中，多种重金属诸如镉、铜、汞等已经被发现多与 !" 的半光氨酸基团结

合 # 导入 !" 基因进入有机体能改善其重金属结合能力［$］# 最近有人从高等植物紫羊茅

（%&’()*+ ,&-,+ *.# !&,/01）中分离出一种类金属硫蛋白基因（!"2/03&），将这一基因导入酵母

中表达，使酵母的重金属结合能力大大提高［4］# 衣藻是一种生长速率很快的绿藻，被研究者

们称为“光合酵母”# 衣藻在重金属废水处理方面的作用已得到研究证明［5］，由于目前的研

究结果还没有证明在绿藻体内有 !" 的存在［6］，因此，可以设想 !" 基因被整合到绿藻核

789 后，将可能大大提高转基因绿藻的重金属结合能力 # 本研究结果便进一步证实了这一

设想（图 :，图 $）#
藻类与重金属结合包括两方面的机理：一是被动吸附过程，主要是通过细胞壁组分、胞

外多糖等生物多聚物与重金属的结合，这种结合是一个快速过程，它与细胞的代谢活动之间

没有直接的联系；而另一部分重金属则通过细胞膜与胞内蛋白质（如金属硫蛋白等）结合，这

个过程是一个与藻细胞代谢相联系的耗能过程［; <!# 本研究发现在低浓度的镉离子存在的

情况下，转基因衣藻结合重金属的量是野生藻株的 : # $ 倍以上，而在高浓度的镉离子溶液

中，两者的差异很小（图 :，图 =），这说明转基因藻重金属结合能力的提高主要是主动耗能吸

收能力的增加，而这一过程只有在低浓度的镉溶液中才能表现出来，因为高浓度的重金属溶

液中，藻细胞受到重金属的毒害作用，藻细胞与重金属的结合主要是被动结合过程，因此，转

基因藻和野生藻株间重金属结合能力的差异不明显 #
藻细胞的重金属抗性机理是多方面的，如细胞内含物与重金属的结合、细胞对重金属的

外排等［>］，转基因衣藻的抗性提高主要是因为整合到衣藻基因组中的 !" ? /03& 基因的表达

产物类金属硫蛋白与重金属的结合 # 不同的转基因藻品系 ",=@A: 、",=@A= 和 ",:@9 之间也

表现出抗性的差异（图 B），可能是因为三个品系藻细胞内类金属硫蛋白的表达量的差异引

起的 #
由于藻类细胞在废水处理中的应用前景非常广阔，而从本研究的结果可以看出，789

重组技术在藻类中的应用可以改变藻类的重金属抗性和结合能力，这为工业和生活废水中

重金属处理效率的提高提供了一个新的思路 # 在水环境的污染中，除了重金属外，另一类严

重的污染物是有机污染，通过重组与有机污染物处理相关的基因（如 CB$@ 等），构建同时处

理重金属和有机污染物的基因工程藻株的研究正在进行中 #
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