
书书书

第３１卷第８期
２０１１年８月

环　 境　 科　 学　 学　 报
　 Ａｃｔａ Ｓｃｉｅｎｔｉａｅ Ｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｔｉａｅ

Ｖｏｌ． ３１，Ｎｏ． ８
Ａｕｇ．，２０１１

基金项目：国家自然科学基金（Ｎｏ． ５０８３０３０２）；中国博士后科学基金特别资助（Ｎｏ． ２００９０２０９１）
Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ５０８３０３０２）ａｎｄ ｔｈｅ Ｃｈｉｎａ Ｐｏｓｔｄｏｃｔｏｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｕｎｄｅｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ
（Ｎｏ． ２００９０２０９１）
作者简介：陈灿（１９７３—），女，博士，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｃａｎ＠ ｔｓｉｎｇｈｕａ． ｅｄｕ． ｃｎ；通讯作者（责任作者），Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｊｌ＠ ｔｓｉｎｇｈｕａ． ｅｄｕ． ｃｎ
Ｂｉｏｇｒａｐｈｙ：ＣＨＥＮ Ｃａｎ （１９７３—），ｆｅｍａｌｅ，Ｐｈ． Ｄ．，Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｃａｎ＠ ｔｓｉｎｇｈｕａ． ｅｄｕ． ｃｎ；Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｊｌ＠ ｔｓｉｎｇｈｕａ． ｅｄｕ．
ｃｎ

陈灿，王建龙． ２０１１．酿酒酵母吸附Ｐｂ（Ⅱ）的表面特性研究［Ｊ］．环境科学学报，３１（８）：１５８７１５９３
Ｃｈｅｎ Ｃ，Ｗａｎｇ Ｊ Ｌ． ２０１１． Ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ａｆｔｅｒ Ｐｂ（Ⅱ）ｕｐｔａｋｅ［Ｊ］． Ａｃｔａ Ｓｃｉｅｎｔｉａｅ Ｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｔｉａｅ，３１（８）：
１５８７１５９３

酿酒酵母吸附Ｐｂ（Ⅱ）的表面特性研究
陈灿，王建龙

清华大学核能与新能源技术研究院环境技术研究室，北京１０００８４
收稿日期：２０１０１１０８　 　 　 修回日期：２０１０１２１０　 　 　 录用日期：２０１０１２１５

摘要：为深入探讨酿酒酵母吸附Ｐｂ（Ⅱ）的微观作用机制，本文利用表面显微分析技术（ＳＥＭＥＤＳ、ＴＥＭＥＤＳ、ＡＦＭ）研究了酿酒酵母细胞吸附重
金属离子Ｐｂ（Ⅱ）前后的细胞表面变化．研究结果表明，酿酒酵母细胞与Ｐｂ（Ⅱ）作用后，细胞表面除吸附Ｐｂ（Ⅱ）外，同时产生大量更高浓度的
含Ｐｂ（Ⅱ）沉淀，导致Ｐｂ（Ⅱ）从溶液中被去除．酵母与Ｐｂ（Ⅱ）反应前，酵母细胞表面可检测到的主要元素包括Ｃ、Ｏ、Ｎ、Ｐ、Ｓ、Ｋ、Ｍｇ；酵母与
Ｐｂ（Ⅱ）作用后，细胞表面始终保持Ｃ、Ｏ、Ｐ吸收峰，而Ｎ、Ｋ、Ｍｇ、Ｓ吸收峰随反应条件不同而减弱、消失或增强． Ｐ作为细胞表面组分可能与
Ｐｂ（Ⅱ）结合．酵母与Ｐｂ（Ⅱ）作用过程中，重金属离子促进酵母细胞释放细胞内含物．原子力显微镜（ＡＦＭ）证实，云母片表面对酵母吸附
Ｐｂ（Ⅱ）后细胞的铺展变形作用明显增大．
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ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｐｂ（Ⅱ）ｗａｓ ａｄｓｏｒｂｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ，ａ Ｐｂｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ，ｗｉｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｈａｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅａｄｓｏｒｂｅｄ
Ｐｂ，ｗａｓ ｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｆａｃｅ，ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｎｇ ｍｏｒｅ ｔｏ ｒｅｍｏｖｉｎｇ Ｐｂ（Ⅱ）ｆｒｏｍ ｔｈｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｔａｃｔ ｃｅｌｌｓ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｄｕｒｉｎｇ Ｐｂ（Ⅱ）ｕｐｔａｋｅ． Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｔｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｙｅａｓｔ ｃｅｌｌｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｍｉｃａ ｓｈｅｅｔ ｅｎｌａｒｇｅｄ ａｆｔｅｒ ｕｐｔａｋｉｎｇ Ｐｂ（Ⅱ） ｕｎｄｅｒ ＡＦＭ
ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ；ｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎ；ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ；ｈｅａｖｙ ｍｅｔａｌｓ；ＡＦＭ；Ｐｂ（Ⅱ）

１　 引言（Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）
生物吸附法是一种新兴的废水处理方法，目前

还处于实验研究阶段（王建龙等，２０１０）．重金属离
子与微生物细胞的相互作用机制十分复杂，缺乏系
统深入的研究，限制了生物吸附法的应用（Ｗａｎｇ
ａｎｄ Ｃｈｅｎ，２００６；２００９）．三大表面显微分析技术：带

能谱的（ＥＤＳ）的扫描电子显微镜技术（ＳＥＭ）、带能
谱（ＥＤＸ）的透射电子显微镜技术（ＴＥＭ）、原子力显
微镜技术（ＡＦＭ）可以从不同角度对细胞进行成像
观察、分析与表征，观察细胞表面微观形貌、表面组
分、三维立体构象的变化． ＡＦＭ是近十几年来表面
成像技术中最重要的进展之一，是阐明细胞表面性
质及相互作用关系的独特工具（Ａｈｉｍｏｕ ｅｔ ａｌ．，
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２００２；Ｗｒｉｇｈｔ ｅｔ ａｌ．，２００６）．目前国内外环境领域研
究中，ＳＥＭ最为普遍，其次是ＴＥＭ，应用报道最少的
是ＡＦＭ．综合利用ＳＥＭＥＤＳ、ＴＥＭＥＤＳ、ＡＦＭ探讨
生物吸附重金属离子的机制还较少（Ｗａｎｇ ａｎｄ
Ｃｈｅｎ，２００６）．

前期工作，我们已经研究了酵母细胞吸附
Ｚｎ（Ⅱ）、Ｐｂ（Ⅱ）、Ａｇ（Ｉ）等多种金属离子的吸附性
能、影响因素、吸附平衡等温特性、动力学、热力学
等，并初步探讨了生物吸附机理，发表了部分初步
研究结果（Ｃｈｅｎ ａｎｄ Ｗａｎｇ；２００７；２００８ａ；２００８ｂ；
２０１０；陈灿等，２００６ａ；２００６ｂ；２００７；２００８ａ；２００８ｂ；
２００８ｃ；郜瑞莹等，２００７）．在此基础上本文综合利
用ＳＥＭＥＤＳ、ＴＥＭＥＤＳ、ＡＦＭ 分析了酵母吸附
Ｐｂ（Ⅱ）前后的细胞表面特性，为酵母细胞吸附金属
离子的微观机理提供直接的信息，也为类似体系的
细胞离子相互作用关系的表面吸附特性研究提供
参考．
２　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）
２． １　 菌株和试剂

新鲜活酵母是利用购买于中国科学院微生物
研究所、编号为２． ６０６ 的酿酒酵母（Ｓａｃｃｈｒａｍｙｃｅｓ
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）培养所得．培养条件：在ＹＥＰＤ斜面培养
基上于４ ℃保存，１ ～ ３个月更新１次． ＹＥＰＤ培养
基成分：酵母粉１０ ｇ，蛋白胨２０ ｇ，葡萄糖２０ ｇ，去
离子水１０００ ｍＬ，琼脂２０ ｇ，自然ｐＨ．液体培养基不

加琼脂．接种前所有培养基进行高压灭菌（１１５ ℃，
２０ ｍｉｎ）．从斜面培养基上取一环酵母接种于１００
ｍＬ液体ＹＥＰＤ培养基（２５０ ｍＬ锥形瓶）中振荡培养
２４ ｈ（３０℃，１５０ ｒ·ｍｉｎ － １）．然后取５ ｍＬ该酵母液接
种于１００ ｍＬ液体ＹＥＰＤ培养基（２５０ ｍＬ锥形瓶）中
培养７２ ｈ（３０ ℃，１５０ ｒ·ｍｉｎ － １）．去离子水离心洗涤
３次（３０００ ｒ·ｍｉｎ － １，５ ｍｉｎ），倾去上清液，收集离心
管底部洗涤后的湿酵母与Ｐｂ离子溶液反应．为便
于与其它文献比较，湿重转化为干重计算．酵母细
胞干重（ｇ）的测量条件：１０５℃烘干至恒重，６个平行
样，取平均值．

用去离子水将分析纯硝酸铅配制为Ｐｂ（Ⅱ）浓
度为１０ ｍｍｏｌ·Ｌ － １的储备液，使用前用去离子水稀
释．不使用缓冲溶液，以避免缓冲溶液中的成分可
能干扰酵母对重金属离子的吸附．
２． ２　 生物吸附实验方法

根据表１的反应条件（Ｃ０为Ｐｂ（Ⅱ）初始浓度），
取０． １ ｇ（以干重计算）离心洗涤后的湿酵母细胞与
５０ ｍＬ水溶液（初始ｐＨ ＝ ４）反应振荡（３０ ℃，１５０
ｒ·ｍｉｎ － １）一段时间，然后离心分离（１２０００ ｒ·ｍｉｎ － １，
５ ｍｉｎ）．测量上清液中Ｐｂ（Ⅱ）离子浓度，计算酵母
吸附量． Ｐｂ（Ⅱ）离子浓度Ｃ的分析方法以及吸附量
ｑ计算方法见文献（陈灿等，２００８ａ）．吸附后的酵母
用去离子水离心洗涤２ ～ ３次用于电镜分析．

表１　 电镜样品说明
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ＳＥＭ ／ ＴＥＭ ／ ＡＦＭ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

样品编号 金属离子 吸附剂 Ｃ０ ／（ｍｍｏｌ·Ｌ － １） Ｔｉｍｅ ／ ｈ 电镜观察
Ｓ１ 原始酵母 新鲜酵母 ＳＥＭ ／ ＴＥＭ

Ｓ２ Ｐｂ２ ＋ 新鲜酵母 １ ８ ＳＥＭ ／ ＴＥＭ ／ ＡＦＭ

Ｓ３ Ｐｂ２ ＋ 新鲜酵母 １ ０． ５ ＳＥＭ

Ｓ４ Ｐｂ２ ＋ 新鲜酵母 ０． １ ８ ＳＥＭ ／ ＴＥＭ

Ｓ５ Ｐｂ２ ＋ 新鲜酵母 ０． １ ０． ５ ＳＥＭ

Ｓ６ 空白 新鲜酵母 ０ ８ ＡＦＭ

２． ３　 ＳＥＭ样品的制备与测量
酵母细胞用去离子水离心洗涤２ ～ ３次后冷冻

干燥．采用导电胶粘附形式进行检测．样品镀碳膜
后在高真空方式下观察．仪器型号：环境电子扫描
显微镜ＦＥＩ Ｑｕａｎｔａ ２００ ＦＥＧ（荷兰）．

本文利用扫描电镜中的二次电子像（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ， ＳＥＩ）和背散射电子像（ｔｈｅ
ｂａｃｋｓｃａｔｔｅｒｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ， ＢＳＥ）来研究细胞吸附

Ｐｂ（Ⅱ）前后细胞表面特性．二次电子信号来自于样
品表面层５ ～ １０ ｎｍ，信号的强度对样品微区表面相
对于入射束的取向非常敏感，因此，二次电子像适
合于显示表面形貌衬度．原子序数衬度是利用对样
品表层微区原子序数或化学成分变化敏感的物理
信号，如背散射电子、吸收电子等作为调制信号而
形成的一种能反映微区化学成分差别的像衬度，实
际上反映了样品相应不同区域平均原子序数的差
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异，据此可定性分析样品微区的化学成分分布．背
散射电子像可以较为直观地观察表面成分变化
情况．
２． ４　 ＴＥＭ样品的制备与测量

酵母样品用去离子水离心洗涤２ ～ ３次，稀释适
当倍数，然后滴加于铜网上，待自然干燥后用高分
辨透射电镜ＪＥＭ １０１０ 在１２０ ｋＶ电子加速电压
下观察．
２． ５　 ＡＦＭ样品的制备与测量

酵母样品用去离子水离心洗涤２ ～ ３次．用去离
子水稀释适当倍数．取２０ μＬ菌体悬浮液置于新解
离的直径为１０ ｍｍ的天然云母片基底上，在室温下
自然干燥沉积，然后在ＳＰＡ３００ＨＶ扫描探针显微镜
（原子力显微镜）下采用轻敲模式、大气环境中进行
成像观察．所用探针为商用ＮＳＣ１６ ／ ＡＩＢＳ探针，微悬
臂长度为２３０ μｍ． ＳＰＩ３８００Ｎ分析处理软件进行图
像的处理和分析．扫描参数如扫描尺度、扫描速率、
增益参数值等在成像扫描过程中根据实际情况进
行调节，并以使得探针针尖加载到样品上的作用力
最小且能获得稳定扫描图像质量为依据，以防止因
针尖压力过大造成样品损坏及扫描图像因假象的
存在而失真等情况出现．
３　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎｓ）
３． １　 扫描电子显微镜（ＳＥＭ）观察结果与讨论

酵母与Ｐｂ（Ⅱ）反应前，细胞已经严重变形，椭
球状细胞拉伸后呈不规则杆状，细胞界限不清晰
（图１ ａ），这是活细胞在低渗溶液（样品制备过程
中，用去离子水洗涤）环境中的一种自然反应．当营
养条件变差或衰老时，酵母细胞的卵形个体拉长而
变成腊肠形，一旦环境转变有利于它生长时，又可
长成丰满的卵形（郑善良等，１９９２）．与金属离子反
应前，酵母细胞表面干净，没有任何沉积物出现，可
以检测到Ｃ、Ｎ、Ｏ、Ｐ、Ｋ、Ｍｇ、Ｓ元素，ＥＤＳ分析结果见
图１ｂ（由于ＳＥＭ检测前，细胞表面喷碳，ＥＤＳ没有
计算Ｃ含量）．

酵母与Ｐｂ（Ⅱ）反应后，细胞表面出现白色含Ｐｂ
沉淀物，沉淀物多少、表面成分与Ｐｂ离子初始浓
度、反应时间有关（见图２）．酵母与初始浓度为１
ｍｍｏｌ·Ｌ － １的Ｐｂ（Ⅱ）反应８ ｈ后，细胞椭球状形貌有
所恢复，但是细胞扁平，表面膜样物覆盖，大量沉淀
生成，出现明显纳米级点状物质，见图２ａ、图２ｂ．
ＥＤＸ谱图（图２ｃ，ｄ）显示，吸附Ｐｂ（Ⅱ）后，细胞表

图１　 新鲜培养酵母细胞（Ｓ１）扫描电镜分析（ａ．背散射扫描电
镜图（× ５０００）；ｂ． Ｓ１样品表面ＥＤＸ能谱计算结果）

Ｆｉｇ． １　 ＳＥＭＥＤＸ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｅ ｉｎｔａｃｔ ｃｅｌｌｓ ｏｆ Ｓ． ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ｂｅｆｏｒｅ Ｐｂ２ ＋

ｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎ （Ｓａｍｐｌｅ １）（ａ． ＢＳＥ （× ５０００），ｂ． ＥＤＸ ｏｆ ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅ １）

面Ｎ、Ｓ、Ｍｇ峰消失，Ｋ峰含量降低或消失，Ｐ峰保
留，说明鲜酵母吸附Ｐｂ２ ＋过程与Ｋ、Ｍｇ、Ｎ、Ｓ等物质
的流失有关，结合Ｐｂ２ ＋的表面基团可能主要是Ｐ．沉
淀中Ｐｂ原子比（３７． ７６％，图２ｂ中４＃位）明显高于
细胞表面吸附的Ｐｂ（２３． ６２％，图２ｂ中１＃位），见
ＥＤＸ能谱图２ｃ，图２ｄ．反应０． ５ ｈ，细胞表面形成的
沉淀物虽然更小、更少（图２ｅ，２ｆ），吸附量也更低，
为０． ２２ ｍｍｏｌ·ｇ － １，低于反应８ｈ时的吸附量０． ５８
ｍｍｏｌ·ｇ － １，但是沉淀已经可以被明显观察，说明酵
母吸附Ｐｂ２ ＋形成沉淀较快，０． ５ ｈ内即已发生．此时
细胞表面较为清晰，膜样覆盖物似乎减少，可能是
因为反应时间短、吸附还未平衡、释放的内部物
质少．

与低浓度Ｐｂ２ ＋（０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １）接触０． ５ｈ、８ ｈ，
均可以观察到少量沉淀（图２ｇ，２ｈ），而且反应时间
对吸附量影响不大，均为０． ５５ ｍｍｏｌ·ｇ － １左右，这说
明低浓度条件下，０． ５ ｈ吸附即达到平衡．但是，ＥＤＸ
未能检测出Ｐｂ的吸收峰，可能与Ｐｂ离子浓度低、
细胞表面吸附量低有关，也说明ＥＤＸ不够灵敏．与
低浓度Ｐｂ２ ＋（０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １）反应８ｈ，细胞表面可

９８５１



环　 　 境　 　 科　 　 学　 　 学　 　 报 ３１卷

检测到Ｏ、Ｐ、Ｋ、Ｓ峰；反应０． ５ ｈ，细胞表面组分更接
近于反应前酵母细胞，可以检测到Ｎ、Ｏ、Ｍｇ、Ｐ、Ｓ、
Ｋ．显然Ｎ、Ｓ元素的流失与Ｐｂ２ ＋初始浓度和反应时

间有关．上述分析表明，细胞表面形貌和成分、含Ｐｂ
沉淀的形成是一个逐步变化的过程，主要与Ｐｂ（Ⅱ）
初始浓度有关，其次与时间有关．

图２　 酵母细胞与Ｐｂ２ ＋反应后扫描电镜分析（（ａ）ＳＥＩ：Ｓ２Ｐｂ （１ｍｍｏｌ·Ｌ － １，８ｈ）× ５０００；（ｂ）ＢＳＥ：Ｓ２Ｐｂ × ５０００；（ｃ）ＥＤＸ：（ｂ）中细胞表面，
１ ＃位；（ｄ）ＥＤＸ：（ｂ）中沉淀，４ ＃位；（ｅ）ＳＥＩ：Ｓ３Ｐｂ（１ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，０． ５ｈ）× ５０００；（ｆ）ＢＳＥ：Ｓ３Ｐｂ × ５０００；（ｇ）ＢＳＥ：Ｓ４Ｐｂ （０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，
８ｈ）× ５０００；（ｈ）ＢＳＥ：Ｓ５Ｐｂ （０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，０． ５ｈ）× ５０００）

Ｆｉｇ． ２　 ＳＥＭＥＤＸ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ． ｃｅｒｅｖｉｓａｅ ａｆｔｅｒ ｃｏｎｔａｃｔ ｗｉｔｈ Ｐｂ２ ＋ （（ａ）ＳＥＩ：Ｓ２Ｐｂ （１ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，８ｈ）× ５０００；（ｂ）ＢＳＥ：Ｓ２Ｐｂ × ５０００；（ｃ）ＥＤＸ：ｃｅｌｌ
ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ １ ＃ ｓｉｔｅ ｉｎ （ｂ）；（ｄ）ＥＤＸ：ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅ ｉｎ ４ ＃ ｓｉｔｅ ｉｎ （ｂ）；（ｅ）ＳＥＩ：Ｓ３Ｐｂ（１ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，０． ５ｈ）× ５０００；（ｆ）ＢＳＥ：Ｓ３Ｐｂ × ５０００；（ｇ）
ＢＳＥ：Ｓ４Ｐｂ （０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，８ｈ）× ５０００；（ｈ）ＢＳＥ：Ｓ５Ｐｂ （０． １ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，０． ５ｈ）× ５０００）

３． ２　 透射电子显微镜（ＴＥＭ）观察结果与讨论
在ＴＥＭ观察下，鲜酵母与Ｐｂ（Ⅱ）作用后，细胞

边缘透明，产生明显含Ｐｂ黑色沉淀物（相应ＥＤＸ谱
图未显示）分布于细胞周围以及细胞内，见图３．本

文ＴＥＭ样品没有采用传统的包埋切片方法进行制
备，而是采用离心洗涤后的湿酵母稀释一定浓度后
滴加于铜网上自然干燥的样品，样品不镀碳膜，不
冷冻干燥．酵母细胞为μｍ级，比较厚，ＴＥＭ仍然可
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以观察到细胞含Ｐｂ黑色沉淀物等细节，很可能与
酵母细胞与Ｐｂ（Ⅱ）作用过程中细胞内容物流失，导
致细胞变薄、易于透过光线有关． ＳＥＭ研究中也观
察到细胞表面出现膜样覆盖物． Ｓｏａｒｅｓ ｅｔ ａｌ （２００２）
研究了活酵母细胞与Ｃｕ２ ＋作用过程中释放了可在
２６０ｎｍ处有吸收的紫外有机物（ＵＶ２６０），猜测来自细
胞内部，且对Ｃｕ２ ＋具有络合作用．从多方面的信息
推测，酵母细胞与Ｐｂ离子溶液或水溶液作用后，细
胞不仅可以释放内部无机物质（如Ｋ ＋、Ｍｇ２ ＋、Ｃａ２ ＋、
Ｎａ ＋）（陈灿等，２００６ａ；Ｃｈｅｎ ａｎｄ Ｗａｎｇ，２００８ａ；
２００８ｂ），还可能同时释放内部有机物，如糖类（单
糖、多糖）、蛋白质（氨基酸、多肽）、核酸（核苷酸）、
脂类等有机物质．细胞内容物的成分还有待结合其
它技术，如紫外技术、化学分析技术等予以进一步
分析判断．

图３　 酵母细胞与Ｐｂ２ ＋反应后透射电镜分析（Ｓ２：酵母Ｐｂ（１
ｍｍｏｌ·Ｌ － １，８ｈ）× １００００）

Ｆｉｇ． ３　 ＴＥＭ ｏｆ Ｓ． ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ ａｆｔｅｒ ｗｉｔｈ Ｐｂ２ ＋ ：Ｓ２Ｐｂ （１ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，
８ｈ）× １００００）

一般ＴＥＭ细胞样品是采用包埋切片方法进行
制样后检测，可以观测到金属离子在细胞表面或内
部的分布状况，或者研究细胞吸附离子的过程． Ｓｕｈ
等（１９９８）利用ＴＥＭ方法研究了酵母细胞吸附Ｐｂ２ ＋
的过程，发现当细胞浓度１ ｇ·Ｌ － １，Ｐｂ２ ＋初始浓度为
１００ ｍｇ·Ｌ － １时，Ｐｂ２ ＋ 首先用３ ～ ５ ｍｉｎ吸附于Ｓ．
ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ细胞壁表面，不依赖于新陈代谢；５０ ｍｉｎ后
Ｐｂ２ ＋到达细胞膜，还没有进入细胞质；２ ｈ后大部分
Ｐｂ２ ＋进入细胞质． ５ ｄ后，细胞覆盖整个细胞，无法
分辨细胞器，这时细胞已经死亡． ２４ ｈ时，观察到酵
母吸附Ｐｂ２ ＋时释放出Ｋ ＋和Ｍｇ２ ＋，并推测２４ ｈ后细

胞对Ｐｂ２ ＋的吸附可能不依赖于细胞新陈代谢过程
（仅浓度梯度扩散）．该吸附过程与离子浓度也有
关． Ｄａｓ等（２００７）采用细胞包埋切片方法获得的高
清晰ＴＥＭ照片，证明了Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ所吸附
的Ｈｇ仅分布于细胞壁，而细胞内部没有检测到Ｈｇ．
本文ＴＥＭ样品制备简单，虽然提供的信息量不如切
片法，仍然从不同角度提供了细胞吸附金属离子的
细胞表面信息．
３． ３　 原子力显微镜（ＡＦＭ）观察结果与讨论

鲜酵母与Ｐｂ（Ⅱ）（１ ｍｍｏｌ·Ｌ － １）反应８ ｈ后，细
胞皱缩程度减小，但细胞塌陷、扁平、粘连厉害，高
度约０． ８ ～ ０． ９ μｍ，低于反应前酵母细胞，比较图
４ａ，ｂ．表面出现许多不均匀分布的小颗粒，有的颗
粒大小为２３４ ｎｍ × １６４ ｎｍ × ４０ ｎｍ，有的颗粒大小
为１８４ ｎｍ × １１０ ｎｍ × １７ ｎｍ，推测是Ｐｂ的沉积颗粒
物，见图４ｂ．云母片表面对吸附了Ｐｂ２ ＋后的鲜酵母
铺展变形作用明显增大，与葛小鹏等（２００４）对蜡状
芽孢杆菌吸附Ｐｂ（Ⅱ）的研究一致，可能与细胞周围
渗透压、细胞吸附Ｐｂ（Ⅱ）后改变细胞表面电性等
有关．

图４　 酵母细胞与Ｐｂ２ ＋反应前后原子力显微镜分析（ａ． Ｓ６酵母
（与水反应８ ｈ）；ｂ． Ｓ２酵母Ｐｂ（１ ｍｍｏｌ·Ｌ － １，８ ｈ））

Ｆｉｇ． ４　 ＡＦＭ ｏｆＳ． ｃｅｒｅｖｉｓｉｅａ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ Ｐｂ２ ＋ ｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎ （ａ．
Ｓ６：ｂｅｆｏｒｅ ｌｅａｄ ｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎ，ｂ． Ｓ２：ａｆｔｅｒ ｌｅａｄ ｂｉｏｓｏｒｐｔｉｏｎ（１
ｍｍｏｌ·Ｌ － １，８ ｈ））

葛小鹏等（２００４）认为蜡状芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ
ｃｅｒｅｕｓ）在云母片表面的铺展变形作用，反映了细胞
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等软性生物样品在云母基片上附着时自身形貌的
变化，这种变化是与特定环境条件下样品与基底表
面的相互作用紧密相连．认为总表面能的最小化在
此类形貌改变中起着重要作用，包括表面电荷（包
括细胞样品和云母基底）、细胞内部的作用力（如渗
透压等），并在控制细胞与基底表面间的粘附、细胞
与细胞之间的粘结、凝聚以及细胞与各种金属离子
的吸附、蓄积作用等方面起着重要作用．有研究表
明，ｐＨ ＞ ４条件下，酵母细胞表面带负电荷（Ａｈｉｍｏｕ
ｅｔ ａｌ．，２００２；Ｎａｅｅｍ ｅｔ ａｌ．，２００６）．酵母吸附Ｃｕ２ ＋
后，在中性ｐＨ值条件下，表面电荷由负电荷转变为
正电荷，可能与细胞表面静电力吸引有关，带负电
荷的官能团与带正电的Ｃｕ２ ＋相结合．细胞表面官能
团的离子化状态的变化，可能影响其粘附性能也会
发生变化．本文研究表明，干酵母吸附Ｚｎ２ ＋前后铺
展变形差别不明显（结果未显示），而鲜酵母吸附
Ｐｂ（Ⅱ）后酵母的铺展变形作用明显增大．这说明铺
展变形作用与酵母状态、离子种类等都有关．

在生物吸附领域，利用ＡＦＭ成像技术研究生物
吸附机制报道还较少．黄富荣等（２００５）利用ＡＦＭ
技术研究了红螺菌对Ｃｕ２ ＋、Ｃｒ６ ＋的吸附行为．原子
力成像表明，吸附前细胞的胞外聚合物分散分布，
吸附后胞外聚合物出现交联，形成一个新的二维网
状结构，并且吸附Ｃｕ２ ＋ 后的交联程度比吸附
Ｃｒ６ ＋高．

ＡＦＭ技术几乎应用于各分支学科中的表面或
界面研究中（Ｐａｎ ｅｔ ａｌ．，２００６），但是绝大多数文献
（包括本文）局限于利用ＡＦＭ获得表面构象，对细
胞表面分子力与物理性质方面缺乏分析． Ａｈｉｍｏｕ等
（２００２）利用ＡＦＭ测量了酵母细胞表面力距离曲
线，分析了酵母细胞吸附Ｃｕ２ ＋前后表面电荷变化，
为重金属生物吸附微观机理的研究提供了一个良
好的实例和方法，在生物吸附机理研究中，可以利
用ＡＦＭ开展更为细致深入的研究．
４　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）

表面显微分析技术（ＳＥＭＥＤＳ、ＴＥＭＥＤＳ、
ＡＦＭ）证实：

１）低渗环境下（去离子水），新鲜培养酿酒酵母
细胞变形明显，典型椭球状细胞拉伸后呈不规则
杆状．

２）新鲜培养酿酒酵母细胞与Ｐｂ（Ⅱ）作用后，细
胞表面吸附了Ｐｂ（Ⅱ），同时产生大量更高浓度的含

Ｐｂ（Ⅱ）水解沉淀，从而从溶液中被去除．吸附量以
及沉积物的形成受重金属离子初始浓度以及反应
时间的影响．

３）酵母与Ｐｂ（Ⅱ）作用过程中，Ｐｂ离子促进细
胞释放细胞内容物．酵母表面可检测到的主要元素
为Ｃ、Ｏ、Ｎ、Ｐ、Ｓ、Ｋ、Ｍｇ．与Ｐｂ（Ⅱ）作用后，细胞表面
始终保持Ｃ、Ｏ、Ｐ峰，而Ｎ、Ｋ、Ｍｇ、Ｓ峰随反应条件不
同而减弱、消失或增强． Ｐ作为细胞表面组分可能与
Ｐｂ（Ⅱ）结合．

４）原子力显微镜（ＡＦＭ）证实，云母片表面对酵
母吸附Ｐｂ（Ⅱ）后细胞的铺展变形作用明显增大．
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