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磁性微球吸附法研究盐藻细胞的疏水性
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提要 采用正相悬浮聚合法制备了聚苯乙烯 2二乙烯苯磁性微球 ∀由于微球表面的聚苯乙

烯是疏水性材料 o可用于测定微生物细胞表面的疏水性 ∀用聚苯乙烯磁性微球吸附法测定了

不同生长期盐藻细胞的表面疏水性 o以及 ³�值 !�¤≤̄ 浓度 !ƒ̈ v n 浓度 !k��wl u≥�w浓度对盐藻

细胞疏水性的影响 ∀结果表明 o盐藻细胞表面具有疏水性质 o其疏水性与细胞生长阶段及环境

条件有关 ∀

关键词 聚苯乙烯磁性微球 o盐藻k ∆υναλιελλασαλιναl o吸附 o疏水性

中图分类号 ±|w| 文献标识码 � 文章编号 tsss2vs|ykussvlsu2ssvz2sw

第一作者 }孙钰 o出生于 t|zx年 o硕士 o研究方向 }生物化

工 o电话 }stspyuxzwvsvq m通讯联系人

收稿日期 }usst2tt2tu ~修回日期 }ussu2sv2uu

杜氏盐藻 k ∆υναλιελλασαλιναl作为生产 Β 2胡萝卜

素的海洋微藻 o以其独特的耐盐性以及高胡萝卜素含

量 o引起了人们的关注 ∀盐藻细胞生长过程中的各种

性质及其相关机理的研究对于盐藻产品的生产有重

要指导意义 ∀盐藻生物量的采收在工业生产中还存在

一些问题 o目前主要有离心法 !絮凝法 !气浮法和吸附

法 ∀离心法虽然应用广泛 o但其能耗高 o离心过程中易

引起细胞破碎 o不利于后续提取过程 ~絮凝法及气浮

法由于引入了污染试剂使得培养液无法循环使用而

仅在卤水资源丰富的地区适用 ∀基于高盐环境下盐藻

细胞表面疏水性用疏水性材料吸附采收的方法 o已引

起人们的关注并已取得了在实际应用方面的进展≈t ∀然

而 o盐藻细胞的疏水性至今还缺乏较系统的研究 ∀

微生物细胞疏水性的测定方法主要有接触角测

定 !有机碳水化合物吸附法 !疏水色谱法 !聚苯乙烯吸

附法及聚乙二醇k°∞�l2葡聚糖k⁄∞÷ l双水相测定法

等 ≈u ∀由于盐藻没有细胞壁 o因此接触角测定和双水

相测定法均无法用于盐藻的疏水性测定 ~用有机碳水

化合物吸附法则由于盐藻细胞膜很快被溶解破坏而使

结果难于观测 ~疏水色谱需要相应的仪器设备 ~聚苯乙

烯吸附法若采取常用的聚苯乙烯薄片或培养板 o由于

表面积较小 o很难使其与盐藻细胞充分接触 ∀

磁性微球由于表面性质多样 !大小皆宜 !分散性

好且易收集的特性 o在许多方面都有应用 ∀本文用正

相悬浮聚合法合成了聚苯乙烯磁性微球 o将磁性微球

用于测定盐藻细胞的疏水性 o建立了一个材料易得 !

方便可行的测定方法 o并与正十六烷吸附法进行了对

比 o同时探讨了不同因素对盐藻细胞表面疏水性的影

响 ∀

t 材料和方法

tqt 聚苯乙烯 2二乙烯苯磁性微球的制备

采用悬浮聚合法合成聚苯乙烯 2二乙烯苯磁性

微球 ∀偶氮二异丁腈 k����l 为引发剂 o明胶为分散

剂 o苯乙烯 !二乙烯苯及四氧化三铁发生悬浮聚合反

应得到微米级的磁性微球 o参照 �∏÷¬∏­∏等 t|||年

的报道 ∀

tqu 聚苯乙烯 2二乙烯苯磁性微球的表面磺

化

将聚苯乙烯 2二乙烯苯磁性微球放入铬酸洗液

中浸泡 u «o在微球表面引入磺酸基 ∀

tqv 盐藻细胞培养

杜氏盐藻藻种由内蒙古兰太生物技术公司提

供 ∀采用三角瓶培养 o于 ��±2±�型温控培养箱中荧光

灯 uw «光照 o平均光强 {qs °• r¦°
u
o温度 vuε ∀培养

基成分 }{qt °°²̄r ��≤̄ osqx| °°²̄r ��¤�� vo usqv

°°²̄r� �ª≥� w o uqx °°²̄r� ≤¤≤̄ u o sqv °°²̄r�

�¤u≤� vou|Λ°²̄r��u�°� woxu{Λ°²̄r��¤u≥¬� voxuv

Λ°²̄r�柠檬酸 o|Λ°²̄r�ƒ̈ ≤̄ v o微量元素溶液 ts °�r�o

³� {qs的 t °²̄r � ×µ¬¶2�≤̄ 缓冲液 {qux °�r �o uqsx

°²̄r��¤≤̄ ∀取不同生长期的盐藻细胞进行疏水性测定 ∀
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图 u ³�值对盐藻细胞在聚苯乙烯磁性微球上的吸附影响

ƒ¬ªqu ∞©©̈¦·²©³� ²± ¤§«̈¶¬²± ²© ∆ . σαλινα ¦̈¯̄¶·²

³²̄¼¶·¼µ̈±¦̈ °¤ª±̈ ·¬¦°¬¦µ²¶³«̈µ̈¶

图 t ƒ̈ v�wk�l与聚苯乙烯磁性微球k�l的傅立叶红外光

谱

ƒ¬ªqt ƒ ×�� ¶³̈ ¦·µ²ªµ¤° ²© ƒ v̈ �wk�l ¤±§³²̄ ¼¶·¼µ̈±¨

°¤ª± ·̈¬¦°¬¦µ²¶³«̈ µ̈¶k�l

图 v ³�值对盐藻细胞在磺化聚苯乙烯磁性微球上的吸

附影响

ƒ¬ªqv ∞©©̈ ¦·²©³� ²± ¤§«̈ ¶¬²± ²© ∆ . σαλινα ¦̈¯̄¶·²

¶∏̄©²±¤·̈§³²̄ ¼¶·¼µ̈±¦̈ °¤ª± ·̈¬¦°¬¦µ²¶³«̈ µ̈¶

tqw 正十六烷吸附法测定疏水性

sqx °�藻液中加入 sqt °�正十六烷 o于振荡器

上振荡 v °¬±∀静置分层后 o用血球计数法测定水相中

的藻密度 o与空白对照藻液中的藻密度相比 o疏水性

以吸附在油相的藻细胞的比例计 ∀

tqx 磁性微球吸附法测定疏水性

ts °�藻液中加入 t ª磁性微球 o于摇床上 tss

µr°¬±振荡 sqx «∀用磁场分离出磁性微球 ∀用血球计

数法测定藻液中的藻密度 o与空白对照藻液中的藻密

度相比 o吸附在磁性微球表面上的藻细胞所占比例即

吸附率 o用于衡量藻体的疏水性 ∀

u 结果与讨论

uqt 正相悬浮聚合法合成磁性微球

ƒ̈ v�wk�l与聚苯乙烯微球k�l的傅立叶红外光谱

图如图 t所示 ∀ 聚苯乙烯微球 k�l 在 zss ¦°! zxy

¦°
pt与 t yss ¦°

pt处的吸收峰是苯环的特征峰 ov sss

∗ v tss ¦°
pt处的吸收峰表明微球有不饱和键 ∀ ƒ̈ v�w

k�l的各处吸收峰聚苯乙烯微球k�l均有 ∀可推测聚

苯乙烯磁性微球为混合型磁性微球 o即 ƒ̈ v�w较均匀

地分布在聚苯乙烯材料中 ∀

uqu ³�对盐藻细胞疏水性的影响

用聚苯乙烯磁性微球和磺化聚苯乙烯磁性微球

分别测定不同 ³�值下盐藻细胞的疏水性 ∀

³�值对盐藻在聚苯乙烯磁性微球上的吸附的影

响如图 u所示 ∀³�值低于 v的情况下 o细胞在磁性微

球上的吸附量小 o说明细胞的疏水性较弱 ∀³�在 v左

右时 o细胞在磁性微球上的吸附明显提高 ∀³�进一步

提高 o细胞在磁性微球上的吸附略有下降后逐渐趋于

平稳 ∀这是由于盐藻细胞表面有相对高的负电密度 o

聚苯乙烯磁性微球表面的疏水性基团如苯环是电子

云密集的基团 ∀在 ³�值较低的情况下 o负电性减少 o

静电引力小 o盐藻细胞与磁性微球上疏水基团的吸引

力减弱 o在磁性微球上的吸附降低 ∀而 ³�大于 v后 o

负电性提高 o盐藻与磁性微球上的疏水性基团吸引力

增强 o在磁性微球上的吸附也就增强 ∀也就是说静电

力对疏水性作出了贡献 ∀

磺化后的磁粉 o ³�值对盐藻在磁性微球上的吸

附影响如图 v所示 ∀盐藻疏水性随 ³�值的变化规律

与图 u相似 ∀磁粉表面引入磺酸基团后 o由于磺酸基

团是亲水基团 o使磁性微球表面疏水性下降 o从而盐

藻的吸附效率普遍下降 ∀这也证明了盐藻在磁性微球

上的吸附是疏水性吸附 ∀
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图 w 硫酸铵对盐藻细胞在磁性微球上与正十六烷中

吸附的影响

ƒ¬ªqw ∞©©̈¦·²©¤°°²±¬∏°¶∏̄©¤·̈¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²±

¤§«̈¶¬²± ²© ∆ . σαλινα ¦̈¯̄¶·² °¤ª±̈ ·¬¦

°¬¦µ²¶³«̈µ̈¶¤±§±2«̈ ¬¤§̈¦¤±̈

) υ ) 正十六烷吸附法 ~ ) σ ) 聚苯乙烯磁性微球吸附法

图 x 盐藻细胞疏水性随生长的变化

ƒ¬ªqx �¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼ ²© ∆ . σαλινα ¦̈¯̄¶¬±

§¬©©̈µ̈±·ªµ²º·«³«¤¶̈

) υ ) 生长曲线 ~ ) σ ) 疏水性曲线

uqv 正十六烷吸附法与聚苯乙烯磁性微球

吸附法测定疏水性的对比

采用聚苯乙烯磁性微球吸附法与正十六烷吸附

法分别测定了不同硫酸铵浓度对盐藻疏水性的影响

k图 wl ∀由图 w可见 o正十六烷吸附法与聚苯乙烯磁

性微球吸附法测定的结果基本相同 ∀由图 w还可见 o

随着硫酸铵浓度的提高 o藻细胞的吸附率迅速下降 ∀

同时 o硫酸铵浓度达到 sqsy °²̄r�时 o吸附率已趋于

零 ∀

�¨̄ �²¶̈±¥̈µª等人 t|{w年报道 o硫酸铵作为蛋白

质变性剂可提高一些细菌的疏水性 ∀但图 w显示硫酸

铵是盐藻疏水性的抑制剂 ∀由于盐藻在高盐浓度下生

长 o具有极强的耐盐性 o细胞膜中有一些性能非常独

特的膜蛋白 ∀因此一般的蛋白质变性剂如脲 !硫酸铵

等 o对盐藻细胞膜的影响与一般细菌截然不同 ∀同时 o

加入硫酸铵后 o静电引力与范德华力的减小也可能导

致细胞疏水性的降低 ∀

uqw 盐藻不同生长期的疏水性

用磁性微球吸附法测定的不同生长期盐藻细胞

疏水性的变化如图 x所示 ∀ 虽然从接种后第 u天细

胞进入对数生长期 o但从第 w天后盐藻细胞才逐渐显

示出疏水性 ∀在对数生长期的初期疏水性较低 ∀在对

数生长期的末期 o疏水性达到较高值 ∀这与 �̈ µµ¬·≥°¬·

等人 t||u年报道的某些微生物在对数生长期的中后

期表现出较强的疏水性的结果吻合 ∀

uqx 氯化钠对盐藻细胞疏水性的影响

用磁性微球吸附法测定了在不同氯化钠浓度条

件下 o盐藻细胞的疏水性k图 yl ∀在 xh ∗ tsh范围内

盐藻疏水性随氯化钠浓度增加而增强 ∀氯化钠浓度在

tsh ∗ ush之间变化时 o盐藻疏水性逐渐降低 o氯化

钠高于 ush 后盐藻细胞疏水性随氯化钠浓度的提

高 o又逐渐增强 ∀从利用盐藻细胞疏水性进行吸附采

收考虑 o盐藻的氯化钠浓度在 tsh左右较为有利 ∀

uqy 三氯化铁对盐藻疏水性的影响

ƒ̈
v n是盐藻生长所需的重要微量元素 o由于 ƒ̈

v n

带有较大的正电荷 o是盐藻细胞表面疏水性的主要影

响因素之一 ∀由磁性微球测定不同 ƒ̈
v n浓度下的盐藻

细胞疏水性 o结果示于图 z∀t °°²̄r�浓度左右的 ƒ̈
v n

图 y 氯化钠对盐藻细胞疏水性的影响

ƒ¬ªqy ∞©©̈ ¦·²© �¤≤¯¦²±¦̈ ±·µ¤·¬²± ²± «¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼

²© ∆ . σαλινα ¦̈¯̄
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图 z 聚苯乙烯磁性微球吸附法测定三氯化铁对盐

藻细胞疏水性的影响

ƒ¬ªqz ∞©©̈¦·²©©̈µµ¬¦¦«̄²µ¬§̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²±

«¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼ ²© ∆ . σαλινα ¦̈¯̄

ΣΤΥ∆ΙΕΣ ΟΝ ΗΨ∆Ρ ΟΠΗΟΒΙΧΙΤΨΟΦ ∆υναλιελλασαλιναΧΕΛΛΣ

ΒΨ Α∆ΗΕΡΕΝΧΕ ΤΟ ΜΑΓ ΝΕΤΙΧ ΜΙΧΡ ΟΣΠΗΕΡΕΣ

≥��≠∏ ��� �¬¤±2÷¬± ≤��� • ¬̈ ≤���«¤²2�¬±ª

kΣτατε ΚεψΛαβορατορψοφΒιοχηε µιχαλΕνγινεερινγ , Ινστιτυτε οφΠροχεσσ Ενγινεερινγ , Χηινεσε Αχαδε µψοφΣχιενχεσ, Βειϕινγ ,

tsss{sl

Ρεχειϖεδ : �²√ qotuousst

Κεψ Ωορδσ: °²̄¼¶·¼µ̈±̈ °¤ª±̈ ·¬¦°¬¦µ²¶³«̈µ̈¶o ∆υναλιελλα σαλινα , �§«̈µ̈±¦̈ o �¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼

Αβστραχτ

×«̈ ¶∏µ©¤¦̈ ²© °¤ª±̈ ·¬¦³²̄¼°̈ µ°¬¦µ²¶³«̈µ̈ ·«¤·º¤¶°¤§̈ ©µ²° ³²̄¼¶·¼µ̈±̈ ¬¶«¼§µ²³«²¥¬¦q�·¦¤± °̈ ¤¶∏µ̈ ·«̈ «¼2

§µ²³«²¥¬¦¬·¼ ²© °¬¦µ²¥¬¤̄ ¦̈¯̄¶q�± ·«¬¶ º²µ®o·«̈ °¬¦µ²¶³«̈µ̈ o º«¬¦« º¤¶ °¤§̈ ©µ²° ¶·¼µ̈±̈ ¤±§§¬√¬±¼̄ ¥̈ ±½̈ ±̈ o º¤¶

³µ̈³¤µ̈§¥¼ ¶∏¶³̈ ±¶¬²± ³²̄¼°̈ µ¬½¤·¬²±q ×«̈ ¶∏µ©¤¦̈ «¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼ ²© ∆υναλιελλα σαλινα ¦̈¯̄¶ º¤¶ °̈ ¤¶∏µ̈§¬± §¬©©̈µ̈±·

ªµ²º·«³«¤¶̈ ¤±§§¬©©̈µ̈±·¦∏̄·∏µ̈ ¦²±§¬·¬²±¶º¬·«³� o�¤≤̄ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±oƒ̈
v n

¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¤±§k��wlu≥�w ¦²±¦̈±·µ¤2

·¬²±q×«̈ µ̈¶∏̄·¶¶«²º̈ §·«¤··«̈ ¶∏µ©¤¦̈ ²© ∆υναλιελλασαλινα ¦̈¯̄¶«¤¶«¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼¤±§·«̈ «¼§µ²³«²¥¬¦¬·¼¦«¤±ª̈§º¬·«

¦̈¯̄ ªµ²º·«³«¤¶̈ ¤±§¦∏̄·∏µ̈ ¦²±§¬·¬²±¶q

k本文编辑 }张培新l

对盐藻细胞在即表现出明显的毒杀作用 ∀显微镜下镜

检显示 o盐藻细胞膜均已丧失 o细胞结团 ∀因此仅在低

浓度下观察 ƒ̈
v n对盐藻疏水性的影响 ∀在 s ∗ squ

°°²̄r �三氯化铁浓度范围内有一个疏水性变化的凹

井 ∀这是静电力与 ƒ̈
v n毒性共同作用的结果 o情况十

分复杂 o其机理有待于进一步的研究 ∀

v 结论

用悬浮聚合法所制得的聚苯乙烯磁性微球 o由于

表面疏水k聚苯乙烯l o可用于测定盐藻细胞表面的疏

水性 o此法材料易得 o方便可靠 ∀

盐藻细胞表面具有疏水性质 o其疏水性与细胞生

长及环境条件有关 ∀在对数生长期的末期盐藻细胞显

示出较强的疏水性 ~ ³�值 v左右盐藻细胞的疏水性

最强 ~氯化钠浓度在 tsh左右 o疏水性最大 ~而硫酸铵

是盐藻细胞疏水性的抑制剂 ~ 三氯化铁浓度在 sqt

°°²̄r�以下时 o也是盐藻细胞疏水性的抑制剂 ∀
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