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重金属生物吸附研究中蜡状芽孢杆菌菌体微观
形貌的原子力显微镜观察与表征
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室 ,北京　100085)

摘要 :对蜡状芽孢杆菌在重金属生物吸附条件下细胞的界面形态及其变化情况进行了原子力显微镜成像观察与表征.结果

表明 ,在严格实验对照条件下未加入 Pb( II)的空白菌体细胞呈杆状 ,单个细胞长约 313μm , 横截面分析结果为宽 119μm左

右 , 高为 013～014μm ,细胞壁表面比较光滑 ,细胞之间以竹节结构首尾相连排列成长杆状 ;吸附 Pb( II)后细胞的体积则发生

膨胀 ,单个细胞长约 319μm ,横截面分析结果为宽 311μm左右 ,高约为 1115μm ,细胞壁表面变得比较粗糙 ,细胞之间较容易

发生粘结 ,与对照空白菌体相比 ,细胞之间呈长杆状的竹节结构排列则变得很少.采用截面分析曲线中形貌特征的高宽度比

R对细菌细胞在云母基底表面的横向铺展变形作用进行了定量表征 (吸附铅离子后 R值由 01165变为 01416) ,同时探讨了

细胞在基底表面的横向铺展变形作用可能与细胞表面电荷影响细胞在基底表面的粘附性能密切相关 ,并受溶液 pH、离子强

度以及金属离子的暴露与吸附等外界因素影响而发生改变.有关其详细机理 ,还有待在以后的研究工作中作进一步探讨.
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Application of atomic force microscopy in the characterization of cell

morphology of Bacillus Cereus bacteria in the biosorption process of

heavy metal ions
GE Xiaopeng , PAN Jianhua , LIU Ruixia TANG Hongxiao　(SKLEAC State Key Laboratory for Environmental Aquatic Chem2

istry , Research Center for Eco2Environmental Sciences , Chinese Academy of Sciences , Beijing　100085)

Abstract :Atomic force microscopy (AFM) has been used to investigate the morphology of the cell surfaces of Bacillus Cereus in the biosorption

process of heavy metal ions. Changes in the cell surface structures including the size , shape and properties of the bacteria under different media

conditions and the Pb(Ⅱ) ion exposure as well are probed and characterized through sectional analysis. While newly cultivated Bacillus cereus

cells usually have a smooth surface and may have a variety in their cell dimensions from different bacterial colonies , cells after treated in 011

mol·L - 1 HNO3 or EDTA for overnight become more rough in their cell surface , but remain to preserve the integrity of their cell structure such

as the shape and size , implying that the treatment with 011 mol·L - 1 HNO3 or EDTA does not cause any major change in the cell structure and

probably can release only the acidic or binding sites occupied by the metal ions on the cell surface. The morphology of Bacillus Cereus bacteria

in the control blank without Pb(Ⅱ) is rod2like in shape with a smooth surface , the size dimension of which is about 313μm in length with a

section profile of 119μm in width and 013 - 014μm in height . The bacteria cells are usually found to form a larger rod2like ultra2structure with

internal cells connected from end to end. With the Pb(Ⅱ) ion exposure the larger ultra2structures of the bacteria cells are mostly disconnect2

ed , and the size dimensions of the bacteria cells are enlarged. The length of the bacteria cells is 319μm , the width and height in the section

profile are 311μm and 1115μm , respectively. Further more , the surfaces of the bacteria cells are more roughened , and the cells are more

likely to adhere to each other randomly.

Through the use of section analysis , one interesting phenomenon in the morphological observation of Bacillus Cereus bacteria has been

found , i . e. the distortion of section profile in the vertical direction relative to the lateral direction. The cross section shape is far from a circle
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or a semi2circle , but like an arch. This is attributed to the morphological changes of the soft sample itself when adsorbed onto mica substances ,

and is believed to be due to the different interaction forces between the bacteria and substrate surfaces , such as the surface charges (both sam2

ple and substrate surfaces) in cooperation with internal forces of the bacteria sample etc. This type of change has no range limit and varies quite

a lot , depending on sample and surface properties in the particular environment. Nevertheless , it can be characterized by the ratio of vertical

vs. lateral distances in the sectional profile , through which the morphological changes of the bacteria cells with Pb(Ⅱ) exposure in relation to

the control blank without Pb(Ⅱ) are found , the R value varying from 01165 to 01416.

Keywords :atomic force microscopy (AFM) ; Bacillus Cereus bacteria ; biosorption ; cell morphology

近年来 , 有关生物吸附和生物蓄积现象的研究已引起了人们的普遍兴趣与广泛关

注[1～6 ] .大量研究表明 ,一些藻类、真菌、酵母菌等原核及真核微生物细菌的细胞壁表面富含可

以键合金属离子的活性基团 ,如羧基[7～11 ]、磺酰基、磷酰基[9～11 ]、酚羟基、羟基[8 ]、氨基[8 ,9 ]、羰

基、酰胺基、硫醚等 ,这些基团对重金属等具有极强的吸附能力.利用生物吸附剂对重金属污染

废水如电镀、印染、制革、防腐等工业废水进行处理 ,因其原料来源丰富 ,价格便宜 ,对重金属废

水净化处理程度高等[12 ]独特优点而日益受到人们的青睐[13～16 ] .作为一种经济、简便、实用的新

型水处理替代工艺与技术 ,生物吸附剂处理重金属污染废水具有良好的市场开发与应用前景.

因此 ,广泛开展生物吸附机理及其吸附模式等方面的基础研究 ,从微观结构方面深入探索重金

属生物吸附机理 , 并与各种宏观吸附模式研究相结合 , 不仅可以加深人们对水质净化生物吸

附处理中金属离子的吸附行为的认识 ,而且在选择新型高效生物吸附剂、进一步提高吸附处理

效能等方面也起着重要的指导作用[17 ] .

目前 ,已有包括傅立叶红外 ( FT2IR) 、Eu3 +发光光谱[7 ]、电子顺磁共振 ( EPR) [8 ]、激光诱导

荧光光谱 (Laser2induced Fluorescence Spectroscopy) [11 ]、X2射线能量散射光谱 ( Energy2Dispersive X2
ray spectra) [6 ]、X2射线吸收超精细结构 ( Extended X2ray Absorption Fine Structure ,EXAFS) [10 , 18 ]、扫

描及透射电子显微镜 (SEM及 TEM) [19 ,20 ]等在内的多种现代仪器分析技术手段用于金属离子

生物吸附研究中微生物细胞的表面结构表征工作.作为一种新型的仪器分析技术 ,原子力显微

镜自 1986年首次发明并投入商业应用以来 ,因其独特的高分辨成像能力、观察样品不受样品

导电性限制、可在各种环境条件下进行成像观察等优点 ,而在生物医学[21 ]、高分子材料[22～23 ]、

纳米材料及表面科学[24 ]等领域得到了广泛的应用.本文将从原子力显微镜在环境样品中的应

用角度出发 ,对重金属生物吸附实验研究中微生物菌体的微观形貌进行成像观察 ,并对蜡状芽

孢杆菌在重金属吸附实验中微观形貌的变化进行分析与表征 , 以期对重金属在其表面的吸附

行为有一个更加清晰的认识.

1　实验部分

111　细菌菌体的培养

将从官厅水库天然水体中分离纯化得到的野生 Bacillus cereus 菌株接入牛肉蛋白胨培养

基中 ,在恒温摇床上 (30℃,160 r·min - 1 )培养 72 h ,将培养液在 7000 r·min
- 1下离心 30 min ,去除

上清液 ,用蒸馏水洗涤菌体 4～6遍 ,再次将上清液去除 ,菌体冷冻干燥 ,部分菌体配成4 g·L - 1

的悬浮液 ,备用.

112　细菌菌体对重金属离子的吸附

取一定体积 (5 mL)的上述菌体悬浮液置于 50 mL塑料离心管中 ,加入一定量的重金属离

子 (以 Pb2 +为代表)溶液 ,用 011 mol·L - 1 NaNO3 调节悬浮液的离子强度为 0101 mol·L - 1 ,使悬浮
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液最终体积为 20 mL ,菌体浓度为 1 g·L - 1 ,Pb2 +离子溶液浓度为 0～50 mg·L - 1 ,用稀 NaOH或

HNO3 溶液调节体系 pH值为 515 ,于恒温摇床上 (25℃,150 r·min
- 1 )振荡 20 h.吸附处理后的菌

体悬浮液经离心分离 (7000 r·min
- 1 ) ,菌体用事先配好的离子强度为 0101 mol·L - 1 (pH值为

515)的洗涤液洗涤两遍 , 并冷冻干燥 , 用于制备原子力显微镜观察样品 ;上清液中重金属离子

的残留量用原子吸收光谱进行分析 , 以计算菌体对 Pb
2 +的饱和吸附容量.

113　重金属吸附处理菌体微观形貌的原子力显微镜观察

在严格对照实验条件下 , 向上述 Pb ( Ⅱ)吸附处理后的菌体及空白菌体中加入 50 mL去离

子水 , 经超声波 ( TansistorΠUltrasonic T27 , 220 V , 50Π60 Hz , 55 W , 015 A , L & R Manufacturing

company , U1S. A. )震荡分散 5 min后 ,重新配成悬浮液.取 20μL菌体悬浮液置于新解理的直径

为 10 mm的天然云母片基底上 , 在室温下自然干燥沉积 , 进行 AFM实验样品制备.应用美国

DI仪器公司 Nanoscope Ⅲa Multimode原子力显微镜 ,采用接触模式在大气环境下进行成像观

察 ,所用探针为商用 V2型 Si3N4 探针 ,微悬臂长度为 200μm ,力常数为 0112 N·m - 1
.所有图像均

在恒力模式下获得 ,采用高度与偏折 (Deflection)两种信号采集模式同时进行扫描图像输出.扫

描器采用 E型压电陶瓷扫描管 ,扫描参数如扫描尺度、Setpoint值、扫描速率、增益参数 I2gain及

P2gain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.每一实验条件均制备两个平行样品 ,每一样品至少进行 3

次不同位置的 AFM观测.存储后的图像经 Nanoscope Image Analysis 分析处理软件进行平滑处

理 (必要时)后 ,进行菌体形貌的截面分析 (Section Analysis)与测量.

2　结果与讨论

211　菌体细胞的微生物学鉴定及其对重金属离子 Pb ( Ⅱ)的吸附性能

将从官厅水库天然水体中分离纯化的 Bacillus Cereus 菌株经牛肉蛋白冻接种培养后的菌

体进行微生物学性能鉴定 ,试验了包括革兰氏染色、细胞形状、大小及芽孢位置观测以及不同

生长条件实验观察等 28个项目的测试性能 ,结果表明该细菌属于中2亚端生芽孢类杆菌 ,呈革

兰氏阳性反应 ,细胞直径在 1μm以上.由重金属离子吸附实验结果计算得到 pH = 515条件下

蜡状芽孢杆菌 (干细菌)对 Pb ( Ⅱ)的吸附量为 3617 mg·g - 1 [25 ]
,表明该菌体对 Pb ( Ⅱ)具有一定

的吸附能力.

212　菌体细胞在重金属吸附处理实验条件下微观形貌的原子力显微镜观察

为了深入了解蜡状芽孢杆菌对 Pb ( Ⅱ)等重金属离子的吸附行为及其微观机理 ,我们对蜡

状芽孢杆菌在重金属吸附、011 mol·L - 1
HNO3 及 EDTA浸泡处理等实验条件下的界面形态进行

了原子力显微镜成像观察 , 结果如图 1至 5所示.在接触扫描模式下 ,采用高度与偏折 (Deflec2
tion)两种信号采集模式同时进行扫描图像输出 , 利用偏折信号对样品表面特征边界高度变化

比较敏感的特点 ,将之与高度形貌图结合起来 ,获得了有关样品表面结构特征的具体细节 (图

3及图 4分别给出了两种图像的相互对照) .

　　图 1给出了新培养的蜡状芽孢杆菌在不同批次以及不同介质处理等实验条件下细胞个体

形态差异及受不同环境条件影响其微观形貌的变化情况.可以看出 ,不同批次的菌体细胞因细

菌培养条件上的细微差异个体形态也会有所不同 ,但其形貌均呈杆状 ,且细胞表面比较光滑.

经 011 mol·L - 1 HNO3 及 EDTA浸泡处理后 , 细胞表面变得比较粗糙 , 但仍然保持其杆状的整
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图 1　蜡状芽孢杆菌细胞个体形态差异以及菌体在不同介质中处理后细胞表面微观形貌的变化情况

( (a)和 (b) 新培养的不同批次细菌单个细胞形态差异的相互对照 ; (c) 经 011 mol·L - 1 HNO3 浸泡过

夜后细胞表面形态的变化情况 ; (d) 经 011 mol·L - 1 EDTA溶液浸泡过夜后细胞表面形态的变化情

况)

Fig. 1　AFM images of the morphology of Bacillus cereus cells at mica surface and the changes of cell surface structure

under different media conditions ( (a) and (b) newly cultivated bacteria cells with variety in size ; (c) after

treated in 011 mol·L - 1 HNO3 for overnight ; (d) after treated in 011 mol·L - 1 EDTA for overnight)

体形貌 , 表明稀 HNO3 及 EDTA浸泡处理可能只会将细胞壁表面键合的金属离子溶出 ,从而释

放其占用的表面吸附位 ,细胞的细胞壁结构并未遭受破坏.而在重金属吸附处理实验条件下 ,

细菌细胞的形貌变化则比较大.图 2给出了蜡状芽孢杆菌经不同量的重金属 Pb ( Ⅱ) 离子暴露

后细胞形貌的变化情况.可以看出 ,在严格实验对照条件下 ,未加入 Pb ( Ⅱ)的对照空白菌体呈

杆状 (细胞周围少量球状颗粒聚集体 ,可能为其它菌属类杂质) ,而经 Pb ( Ⅱ)离子暴露后的菌

体细胞则变为梭形.图 3 给出了两种情况下细胞形貌的放大对照图片及其截面分析曲线.从偏

折信号图 (图 3a)中可观察到一些结构细节 ,杆状结构实际上是由数个细胞以竹节结构首尾排

列而成 ,单个细胞大小为 :长约 313μm、宽约 119μm、高为 013～014μm.细胞的细胞壁表面比较

光滑.吸附 Pb ( Ⅱ)后细胞体积发生膨胀 ,单个细胞大小变为 :长 319μm左右、宽约 311μm、高

1115μm左右 ;同时 ,吸附 Pb ( Ⅱ)后细胞壁表面变得粗糙 ,细胞的表面性能 (如表面电荷等)可

能发生某些改变 ,使得细胞之间粘附力增强 ,细胞之间更容易发生聚集粘结 (图 4) ,与对照空

白菌体相比 ,竹节结构排列则变得较少.另外 ,吸附 Pb ( Ⅱ)后 ,部分细胞的细胞壁遭到破坏 ,从

而导致细胞结构产生塌陷 (图 5) ,这可能是由于细胞壁表面呈多孔状的表面层中的官能团与

铅离子发生键合反应 ,使其表面结构变得更加粗糙 ,加之细胞在溶液中因渗透作用等而发生溶

胀 ,从而导致其部分细胞结构发生破损.
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图 2　蜡状芽孢杆菌在不同浓度的 Pb( Ⅱ) 离子溶液中暴露后细胞形貌的变化情况 (离子强度 0101 mol

·L - 1 ; pH= 515) ( (a) Bacillus Cereus菌体对照空白 ; (b) 10μg·mL - 1 Pb(Ⅱ)装载下的菌体 ; (c) 20μg

·mL - 1 Pb(Ⅱ)装载下的菌体 ; (d) 50μg·mL - 1 Pb(Ⅱ)装载下的菌体)

Fig. 2　AFM images of Bacillus Cereus bacteria under the exposure to different amounts of Pb(Ⅱ) ions ( Ion strength

0101 mol·L - 1 ; pH = 515) ( (a) Control blank of Bacillus Cereus ; (b) 10μg·mL - 1 Pb ( Ⅱ) ion2exposed

cells ; (c) 20μg·mL - 1 Pb(Ⅱ) ion2exposed cells ; (d) 50μg·mL - 1 Pb(Ⅱ) ion2exposed cells)

从细胞微观形貌的截面分析曲线 (图 3e及 3f)可以看出 ,杆状细胞在云母基片上的附着使

得其微观形貌的横截面曲线并不呈圆形或半圆形 ,而是呈拱形 ,细胞形貌特征的高度与宽度显

得不很成比例 ,表明细胞在云母基片表面发生了明显的铺展作用 ,而单个细胞在 Pb ( Ⅱ)暴露

条件下长度变化则相对较小.上述横向铺展作用实际上反映了细胞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

相连的.虽然目前对此类复杂的形貌变化现象的机理还缺乏深刻的认识 ,很难提出具有普遍适

用性的理论模型 ,但是 ,根据热力学理论 ,总表面能的最小化将在此类形貌改变中起着重要作

用.其中 ,表面电荷 (包括细胞样品和云母基底)以及细胞内部的作用力 (如渗透压等)的改变起

着重要的支配作用 ,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.研究表明 ,大多数微生物组织在通

常的生理条件下 ,由于其表面羧基和磷酸阴离子官能团的存在而具有负的表面电荷.在不同

pH及离子强度、金属离子暴露等外界环境条件影响下 ,由于其表面官能团的离子化状态将发

生变化 ,从而影响其粘附性能也会发生变化.在此 ,我们以细胞形貌特征的截面分析曲线的高

度与宽度的比值 R的大小作为此类形貌变化的定量表征.可以看出 ,吸附 Pb ( Ⅱ)后的菌体与

对照实验条件下未加入 Pb ( Ⅱ)的对照菌体相比 ,其表面形态发生了明显的改变 ,截面分析曲

线中形貌特征的高宽比 R由 01165增加到 01416 ,表明在弱酸性溶液条件下 (pH = 515) ,未吸
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图 3　吸附 Pb( Ⅱ)后的蜡状芽孢杆菌与实验对照空白菌体细胞微观形貌的 AFM放大图像及其截面分析曲线对照

( (a)和 (b)为菌体形貌的偏折信号图 ; (c)和 (d)为菌体形貌的高度信号图 ; (e)和 (f)为菌体细胞的截面分析曲线 ;

左边 (a , c , e)为菌体对照空白 ,右边 (b , d , f)为 50μg·mL - 1 Pb(Ⅱ)装载下的菌体)

Fig. 3　Close2up AFM images of Bacillus Cereus bacteria cells under exposure to Pb(Ⅱ) ions in comparison with the control blank and

their sectional analysis ( (a) and (b) Deflection images of the bacteria ; (c) and (d) Topographical images of the cells ; (e) and

(f) Section analysis profiles of the bacteria ; Left (a , c , e) Control blank of the Bacillus Cereus bacteria ; Right ( b , d , f )

50μg·mL - 1 Pb(Ⅱ) ion2exposed bacteria cells)

附 Pb ( Ⅱ)时细胞表面与云母基底表面之间具有较强的粘附作用 ,细胞在云母基底表面的横向

铺展变形作用较大 ;吸附 Pb ( Ⅱ)后细胞与基底表面之间的粘附作用减弱 ,横向铺展变形作用

减小.

应当指出 ,微生物对重金属离子的生物吸附是一个非常复杂的界面反应过程 ,包括有表面

络合、离子交换 (质子置换等) 、静电作用以及吸附与表面微沉淀等多种作用机理.由于微生物

吸附材料本身来源及组成的复杂性、多样性以及受生长介质及环境 (如溶液组成、pH、离子强

度等因素) 、细胞新陈代谢状态等影响 ,其界面形态都可能会发生变化.本文仅对从天然水体中

分离纯化得到的蜡状芽孢杆菌菌株经接种培养后的活性菌体在 Pb ( Ⅱ)吸附实验条件下的界

面形态及其变化情况进行了 AFM初步观察与表征 ,进一步的深入研究还有待以后工作中继续

进行.
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图 4　蜡状芽孢杆菌在 Pb( Ⅱ)暴露后细胞表面性质的改变及细胞之间的粘连情况 ( (a)高度形貌

图 ; (b)偏折信号图)

Fig. 4　Changes of the cell surface properties of Bacillus Cereus bacteria and cells adhering to each other after

Pb(Ⅱ) exposition( (a) Topographical image ; (b) Deflection image)

图 5　蜡状芽孢杆菌在吸附 Pb( Ⅱ)后部分细胞的微观形貌的改变及其结构破损情况( (a)为 20μg·mL - 1 Pb

(Ⅱ)装载下的菌体 ; (b)和 (c)为 30μg·mL - 1 Pb(Ⅱ)装载下的菌体 ; (d)为50μg·mL - 1 Pb(Ⅱ)装载下

的菌体)

Fig. 5　Changes and the collapse of cell structure of the Bacillus Cereus bacteria after uptake of Pb( Ⅱ) ( (a) 20μg·

mL - 1Pb(Ⅱ) ion2exposed cells ; (b) and (c) 30μg·mL - 1 Pb ( Ⅱ) ion2exposed cells ; (d) 50μg·mL - 1 Pb

(Ⅱ) ion2exposed cells)
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