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两种培养温度下钝顶螺旋藻吸收累积

锗的研究
*

王大志 高亚辉t 程兆第十 洪华生

(厦门大学国家教育部海洋生态环境开放研究实验室 厦门 3 6 10 0 5)

t (厦门大学生物系 厦门 3 6 ro o s)

提要 于 199 5 年 1一3 月将钝顶螺旋藻培养在 5一 1 5m g/ L 锗 (Ge )浓度的培养基内
,

研究两

种培养温度下 (25 ℃和 30 ℃ )藻细胞
、

蛋 白质
、

脂类和碳水化合物结合锗的量
,

探讨温度影响螺

旋藻吸收累积锗的机理
。

结果表明
,

在两种培养温度下钝顶螺旋藻均可吸收累积一定量的锗

(2 2 .4 4一52
.

13陀 / g )并均匀地结合到蛋白质
、

脂类和碳水化合物中
;

藻细胞结合锗的量在低温

下 (25 ℃ )随外加锗的浓度增加而增加
,

在高温下 (30 ℃ )与外加锗的浓度关系不明显 ; 两种培

养温度下蛋白质
、

脂类和碳水化合物 中结合锗的量均随外加锗的浓度增加而增加
,

但高温

下 (30 ℃ )结合的锗量要高于低温下 (25 ℃ )的各相应值 ; 低温下 (25 ℃ )三种大分子物质中锗的

结合率较稳定 (48 % 左右)
,

高温下 (30 ℃ )则 随外加锗 的浓度 增加而 明显增加 (37 .2 %一

7 2. 0% )
。

根据实验结果推测
,

低温 (25 ℃ )主要影响螺旋藻对锗的吸附作用
,

高温 (30 ℃ )则影响

锗与细胞内大分子物质的结合作用
。

关健词 温度 钝顶螺旋藻 锗 累积 蛋白质 脂类 碳水化合物

学科分类号 59 68 .4

锗在元素周期表中是一种准金属元素 (M etal lof d)
,

具有金属和非金属的双重特性
。

尽

管目前尚没有足够的证据证明它是生物体的一种必需微量营养元素
,

但大量研究表明
,

有

机锗具有增进人体和动物健康
、

调节身体机能
、

抗癌
、

消炎和抗菌等功能 (王夔
,

19 96)
。

但

目前所使用的有机锗皆为人工合成
,

不仅合成难度大
、

成本高
,

而且存在一定的副作用
,

因

而如何生产高效低毒或无毒的有机锗产品引起了人们的重视
。

已有学者尝试利用香菇金

针菇的吸收转化作用来生产天然的有机锗 (寿红霞等
,

199 1)
,

但存在培养周期长
、

转化效

率低等缺点
。

螺旋藻 (今 iru lin a) 是一种蓝藻
,

由于富含蛋白质 (高达 60 % )及均衡的营养成

分
,

被联合国粮农组织推荐为人类明天最理想的食品
。

此外螺旋藻还含有丰富的多种维

生素
、

微量元素
、

矿物质及亚油酸
、

亚麻酸等而具有抗衰老
、

抗肿瘤和抗辐射等效用 (商树

田
,

1 9 96)
。

Y an ag imo to 等人 (19 8 3) 曾研究了 p H 值变化对螺旋藻吸收锗的影响
,

但实验周

期较短 (ld) 且 p H 值 (ro
.

5一12
.

3) 偏高
,

只是一种短期的胁迫效应
,

尚不能真正反映螺旋藻
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对锗的吸收及锗在细胞中的代谢状况
。

本文对培养在两种温度下 的钝顶螺旋藻细胞累积

锗 (6一sd) 以及锗在细胞内的分布情况进行研究
,

探讨温度对螺旋藻吸收累积锗的影响机

理
,

以期为利用螺旋藻生产天然有机锗及锗的生物化学研究提供科学依据
。

1 材料与方法

L l 藻种和培养

实验于 19 9 5 年 1一 3 月进行
,

所用藻种钝顶螺旋藻 (今 iru lin
o p la te ns l’s) 系本室保存

种
。

采用改进的 z 滋rr o
ub 液体培养基

,

Na HC
O 3的含量减至 10

.

0 9 / L 在其中加人 Ge O Z
来提

供锗
。

锗对钝 顶螺旋藻 生长 影 响的 实验 中
,

锗 的最 终浓 度 为 0
.

1
、

1
.

0
、

5. 0
、

25 .0 和

loo
.

om g / L
。

培养光源为 日光灯
,

光强 3 soo lx
,

光暗周期 14 h八 oh
,

培养温度 3 0 土 l℃
。

藻

类的生长通过测定其在 680 nln 处的光密度 (O乓s0) 来监测
,

每天定时测定各浓度组藻液的

O呱旗
,

取平均值
,

培养 4 d
。

钝顶螺旋藻对锗的吸收累积实验
,

设置两种温度组
,

25 士 1℃

和 30 士 1℃
,

锗的最终浓度为 5
.

0
、

10
.

0 和 15
.

omg / L
,

锗 0. Om g / L浓度组为对照组
,

其它培

养条件同上
。

至对数生长期后期 (6一sd)
,

用过滤法收集藻细胞
,

收集后的藻细胞用去离

子水配制的 0
.

sm of / L甲酸氨溶液冲洗 3一4 次
,

用滤纸吸干藻体表面的残余水分
,

将藻体

移至 25 m l小烧杯中
,

置于 45 ℃恒温箱中烘至恒重
,

临用时称其干重
。

1
.

2 蛋 白质
、

脂类和碳水化合物的提取

藻类蛋白质
、

脂类和碳水化合物的提取采用 K oc he rt (1 9 7 8) 的方法
。

取烘干藻粉 19
,

先用高氯酸冷处理
,

以除去细胞内的无机物质及一些小分子物质
。

离心后在沉淀 中加人

适量冷的氯仿一甲醇混合液 (V/ V, 1 / l) 抽提 3 次
,

经离心
、

分液萃取后
,

脂类用氮气吹干
;

沉淀用冷的 6% 三氯醋酸 (T CA )提取 3 次
,

将 3 次离心的上清液合在一起
,

即得碳水化合

物
,

沉淀即为蛋白质
。

L 3 锗含且的测定

将藻粉及分离后 的蛋 白质
、

脂类和碳水化合物样品在 100 ℃下烘至干
。

用混合酸消化

(浓硝酸 /浓硫酸 = 1 0/ 1
,

V/ 的
,

取 1
.

om l消化液加 3
.

Om l浓 HC
I

,

用 l
.

om l Ca
4

萃取两次
,

萃取 液用 1
.

0m l蒸 馏 水 反 萃取
,

取水层转移至 10 ml 刻 度试管 中
,

加人 l
.

Om l桑色素
、

0. ol m l 0. 05 % E D T A
,

加无水乙 醇至刻度
,

10而
n 后在 8 50 型荧光分光光度计 (任tac hi )上

检测荧光 强度 (陈雁君 等
,

19 92)
,

条件为
:

激发波长 以
。

x)
= 4 25 nm

,

发射波 长 以
。

m)
=

49 9nln
;
狭缝宽度

:

激发 (E X ) = snm
,

发射 (E M) 二 snln
,

正常定波长 (PM -N O R MAL)
。

用

标准曲线法来定量锗 (均以协g / g 干重的形式表达)
。

L 4 结合率的计算

藻细胞对锗的结合率按照下式来计算
:

结合率 =
(蛋 白质结合锗 + 脂类结合锗 + 碳水化合物结合锗 )

细胞结合锗量
X 1 0 0%

2 结果与讨论

2. 1 不同浓度锗对钝顶螺旋藻生长的影响

本研究首先检查 了锗对钝顶螺旋藻生长的影响
,

结果见表 1
。

当锗浓度低于 5
.

om g / L

时
,

各浓度组的光密度值与对照组基本接近
,

说明该浓度下锗对钝顶螺旋藻的生长没有抑

制作用
,

而具有一定的促进作用
; 当锗浓度达到 25

.

0m g / L时
,

钝顶螺旋藻的生长明显被抑
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表1 不同锗浓度下钝顶螺旋藻的光密度值

T a b
.

1 0几
s。 o f 5 Pla te n sis g r o w n in di ffe re n t

g e

rm
a n lu lll eo nc en tr a ti o n

锗 浓 度 0 0 0
.

1 1
.

0 5
.

0 2 5
.

0 10 0
.

0

(哪 / L )

培 0 0
.

0 8 9 0
.

0 8 9 0
,

0 8 9 0
.

0 8 9 0 0 8 9 0
.

0 8 9

养 1 0
.

18 8 0
.

1 8 9 0
.

18 8 0
.

17 8 0
.

16 6 0
.

12 2

时 2 0
.

5 4 5 0
.

5 4 5 0
.

5 2 2 0 4 8 9 0
.

4 6 1 0
.

16 7

间 3 1
.

0 4 5 1
.

0 2 3 0 9 9 8 0
.

9 4 4 0
.

7 6 7 一

(d ) 4 1
.

5 8 3 1
.

5 1 1 1
.

4 4 4 1
.

5 4 3 0
.

9 6 7 一

表2 钝顶螺旋藻在不同锗浓度下的
生物 ,

T ab
.

2 B iom as s of 5 Pla te n s行 g r o w n

in di ffe re n t g e

rm 翻um
e o nc e n tla tion

锗浓度 (m g / L ) 藻粉干重 (mg /L)

0
.

0 22 2

0
.

1 2 8 8

1
.

0 20 5

5
.

0 2 5 2

2 5
.

0 10 2

10 0
.

0 2 4

制 ; 锗浓度增至 100
.

om g / L时
,

钝顶螺旋藻的生长完全被抑制
。

不 同锗浓度下钝顶螺旋藻的生物量见表 2
。

0
.

1
、

1
.

0 和 5
.

omg / L浓度组的藻粉干重与

对照组的相差不大
,

说明在锗浓度低于 5
.

om g / L时
,

钝顶螺旋藻的生长受到一定程度的促

进 ;而 25
.

o m g / L和 100
.

0m g / L组 的藻粉干重 明显低于对照组的
,

这说明藻类的生长受到了

抑制和毒害
。

这些与表 1 的结果基本吻合
。

Y an ag im o to 等 (19 83) 在研究 p H 值对藻类吸收锗的影 响时发现
,

当培养液 中锗浓度达

到 2 0. 0m g / L 时
,

钝顶螺旋藻 的 生长 即受 到 明显 的抑 制
。

高亚辉等 (19 97) 也观察到

25
.

0 m g / L锗明显地抑制钝顶螺旋藻的生长
。

本研究结果与之基本一致
。

因而在利用钝顶

螺旋藻吸收转化锗时
,

选用的锗添加浓度必须低于 20
.

0mg / L

2. 2 温度对钝顶螺旋藻锗吸收最的影响

实验结果见表 3
。

在 25 ℃ 和 30 ℃下
,

在培养液中添加锗均可使钝顶螺旋藻很好地吸

收锗
,

其吸收量分别为 25
.

57 一 52
.

13 协g / g
,

22
.

44 一 38
.

4 0卜g / g
,

为钝顶螺旋藻本身锗含量

(1
.

4 0协g / g )的 2 0一3 6 倍
。

从两次实验的两个温度组 (25 ℃ 和 30 ℃ )的锗吸收量的比较发现
,

25 ℃组 的锗吸收量

都略高于 30 ℃组 的
,

且 25 ℃组的锗吸收量随外加锗的浓度增加而增加 ; 30 ℃ 的锗吸收量

与外加锗的浓度关系不 明显
,

并且保持相对稳定
,

这可能与钝顶螺旋藻的生理状况有关
。

表3 不同温度下钝顶螺旋藻对锗的吸收,

T a b
.

3 Tb e
co nte

n ts of ge rm 翻uln ac el
im

u late d by 5 Pla te ns is cul tu re d u n d er di ffe 肥ni te m pe r a tu比s

时时间间 温度 培养液中锗浓度 细胞中锗含量量

}
时”” 温度 培养液中锗浓度 细胞中锗含量量

(((月
.

日))) (℃ ) (m g / L ) (“g / g ))) } (月
·

日))) (℃ ) (m g / L ) (“g / g )))

000 3
.

1 888 0
.

0 1
.

4 000

⋯
。3

一一
0 0 1

.

4000

55555
.

0 2 5
.

5 77777 5 0 2 7
.

6444

22222 5士 1 10
.

0 3 4
.

8 33333 2 5士 1 10
.

0 3 8
.

6444

111115
.

0 5 2
.

133333 15
.

0 4 9
.

0 333

00000
.

0 1
.

4 00000 0
.

0 1 4000

55555
.

0 2 2
.

4 44444 5
.

0 3 8
.

2 555

33333 0士 1 10 0 2 4 7 44444 3 0 士 1 10
.

0 3 5
.

7 999

111115 0 2 8 6 00000 15
.

0 3 8
.

4 0
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据缪坚人等报道 (19 8 5 )
,

钝顶螺旋藻的最适生长温度为 28 一34 ℃
,

温度偏低或偏高都会影

响藻类的正常功能
。

本研究所用低培养温度 (25 ℃ )低于藻类的最适培养温度
,

这势必影

响到藻类的生理功能
,

如细胞膜通透性增加
,

使得进人细胞 内的锗的含量随外加锗浓度而

增加
; 而所用的高培养温度 (30 ℃ )在钝顶螺旋藻的最适生长范 围内

,

细胞处于一种正常的

生理状态
,

细胞膜对锗的吸收具有选择性
,

并不随外加锗的浓度增加而增加
。

此外也可能

与高温 (30 ℃ )下的代谢损失较大有关
。

这说明
,

温度对锗吸收量 的影响在相对较低 的温

度下 (25 ℃ )起作用
,

在较高温度下 (30 ℃ )则不起作用
。

2. 3 不同温度下钝顶螺旋藻蛋白质
、

脂类和碳水化合物结合锗的t

结果表明
,

在每一培养温度下
,

蛋 白质
、

脂类和碳水化合物等三种大分子结合锗的量

均随外加锗的浓度增加而增加
,

但在同一锗浓度下
,

高温度组 (30 ℃ )的三种大分子物质 中

锗的含量要略高于低温度组 (25 ℃ )的相应值 (表 4)
。

另一方面
,

在 25 ℃ 组中
,

三种大分子

物质 中锗 的结合率较稳定 (48
.

4%一 60
.

0 % )
,

而 30 ℃组则随外加锗 的浓度增加明显增加

(37
.

2%一72
.

0% )
,

这可能与细胞内酶的活力有关
。

低温下 (25 ℃ )酶的活力较低
,

转化锗的

能力较弱
; 而高温下 (30 ℃ )

,

细胞 内酶活力较高
,

转化锗的能力较强
。

此外酶的活力与外

加锗浓度有关
,

随锗浓度增加而增加
。

因此较高的温度 (30 ℃ )和较高的锗浓度 (1 5m g /L)

有利于锗的转化
。

从表 4 可看出
,

吸收到细胞 中的锗约 50 % 与胞 内的大分子物质结合
,

最高结合率

可达总锗 的 72 % (30 ℃ )
,

这可能与藻细胞 的解毒机制有 关
。

培养液 中的水合 锗离子
,

经

藻细胞膜进人胞内后
,

在酶的参与下
,

通过 一系列生 化过程
,

或者取代了这些大分子结

构中的某些离子与肤链 以共价键结合 (如蛋 白质 ) ;
或者与这些大分子 中的双键或三键

以非共价键结合 (如脂类或碳水 化合物 )
,

从而将有毒的无机锗转化为无毒或低毒的有

机锗化合物
,

达到解毒的 目的 (黄玉山等
,

1 9 9 2 ;

Hu
n d so n 。t a l

,

19 9 3 )
,

这有待进一步探

索
。

此外表 4 还表明
,

不论是 25 ℃组还是 30 ℃组
,

锗在三种大分子物质中的分布 比较均

匀
,

并未 出现某一组分 中锗异常富集的现象
,

而此三种大分子物质在钝顶螺旋藻中的含量

却相差较大
,

蛋白质约 占 60 %
,

脂类占 4 %
,

碳水化合物占 19 % (商树 田
,

1 9 9 6)
,

这种现象的

表4 不同温度下钝顶螺旋藻藻细胞
、

蛋白质
、

脂类和碳水化合物结合锗的t (协9/ 9 )

T ab
.

4 T七e eo n ten ts of g e

rm am um bo
u n d to al g al e e lls

,

p
rote

in s ,

lip ids an d e

arb
o hyd ra te s

by
5 Pla te n s 行 eul tU re d u

nd
er di ffe re ni te m pe

ra tu re s

温度

(℃)

培养液中锗浓度

(m g / L )

藻细胞 蛋白质 脂类 碳水化合物 结合率

(% )

n目44

⋯
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⋯
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机制也有待进一步研究探讨
。

3 结语

当钝顶螺旋藻培养在含 5
.

0一巧
.

om g / L浓度锗的培养液中时
,

藻细胞
、

蛋 白质
、

脂类和

碳水化合物均能从培养介质 中吸收累积一定量的锗
,

可达钝顶螺旋藻本身锗含量的 20 一

36 倍左右
,

因而利用钝顶螺旋藻来吸收转化锗是可行的
。

钝顶螺旋藻吸收转化锗受到培养温度的影响
,

低温 (25 ℃ )主要影响其吸收量
,

而高温

则影响其转化量
。

较高的培养温度 (30 ℃ )和较高的锗浓度 (巧m g /L) 有利于锗的转化
。
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