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摘要    本论文报道了在典型配体乙二胺四乙酸(EDTA)和半胱氨酸(Cys)的存在下三角褐

指藻(Phaeodactylum tricornutum)对镉(Cd)的富集机制和转化途径. 毒性试验表明, 两种配体

均可有效降低 Cd 对三角褐指藻的毒性. ICP-MS 分析结果表明, EDTA 存在下细胞表面吸附

和内部吸收 Cd 的量随着培养液中 EDTA 浓度的升高(自由 Cd2+浓度的降低)而降低, 基本符

合自由离子活度模型(Free ion activity model, FIAM)的预测; 而 Cys 存在时, 细胞表面吸附

Cd 的量随着 Cys 浓度的增大呈现先增加后降低的趋势. 在 Cys 浓度由空白浓度增加至 4.45 

µmol/L 时, 细胞内部吸收 Cd 的量呈现增加趋势; 而大于 4.45 µmol/L 时, 又趋于同一水平的

现象, 结果偏离 FIAM. FTIR 和 XPS 研究确证了细胞壁上的−OH 和−NH2基团对 Cd 的吸附

起主要作用. Cd 胁迫后 P. tricornutum 细胞内诱导合成的植物螯合肽(PCs)的 HPLC 和

ESI-IT-MS 分析结果证实造成这两种配体对 P. tricornutum 积累和转化 Cd 行为产生不同影

响的主要原因是 Cys 作为 Cd2+的配体的同时, 又是 P. tricornutum 细胞内 PCs 合成的前驱体

之一. P. tricornutum 细胞内 PCs、氧化型 PCs 以及 Cd-PC2的发现证明了 Cd 诱导 P. tricornutum

合成的 PCs 反过来钝化细胞内吸收的 Cd, 降低了其对 P. tricornutum 细胞的氧化毒性.  
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1  引言 

镉(Cd)是典型的重金属污染物之一, 在海水中

浓度约为 10 μg/L[1]. 虽然 Cd 在海水中的浓度不高, 

但由于其主要以自由离子和配合物的形态存在, 其

毒性和生物可利用性很高, 易被浮游生物吸收; Cd 被

吸收后, 一部分可以随着浮游生物的死亡而进入沉

积物, 另一部分则随着浮游生物被其他海洋食物链

中的高营养级生物摄食后进入食物链, 并被不断积

累放大 . 三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)是

一种常见的单细胞硅藻, 处于海洋生物食物链的底

端, 对 Cd 具有很强的耐受和富集能力. Torres 等[2]报

道了 P. tricornutum 的 96 h 半致死浓度可以达到

22.39 mg/L. 多年来, 它对Cd的强耐受和富集特性引

起了许多科学家的研究兴趣, 又因其具有适应性强、

易于培养的特点, 是被广泛用于实验室藻类生理、生

态以及重金属污染迁移转化研究的单细胞模型生物

之一.  

海洋中重金属元素可以以自由离子或配合物的

形式存在, 配体的存在将会影响其和生物之间的相

互作用. 自由离子活度模型(free ion activity model, 

FIAM)理论被广泛用于解释水生生物对重金属的吸

收行为, 重金属的毒性和生物可利用性与其以自由

离子形式存在形态的浓度成正相关性[3, 4]. 但是, 在

实际应用中发现一些配体对生物吸收重金属行为的

影响不能简单地用 FIAM 进行解释, 如二乙基二硫代
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氨基甲酸酯、黄原酸等, 它们与金属形成的配合物是

亲脂性的, 这些金属配合物可以通过被动扩散跨过

细胞膜/壁进入细胞内部, 从而大大提高了生物对金

属的可利用性; 一些无机阴离子、氨基酸、腐植酸等

配体和重金属形成配合物后可以通过不同的方式进

入细胞内部, 使生物对重金属的生物可利用性偏离

FIAM 的预测[5~13].  不断深入认识各类配体对重金属

的毒性和生物可利用性行为的影响对于进一步发展

环境重金属污染预测模型, 理解重金属的富集、迁移

和转化规律, 建立合理的风险评价标准具有非常重

要的意义.  

乙二胺四乙酸(EDTA)是一种典型的人工配体 , 

海水中 EDTA 主要来源于工农业生产和生活等人类

活动; 半胱氨酸(Cys)是一种天然配体, 是生物残骸的

分解产物, 海洋水体中胱氨酸的浓度可达 2 μmol/L [14]. 

本研究以 EDTA和 Cys作为两类模型配体, 利用高效

液相色谱(HPLC)与电感耦合等离子体质谱(ICPMS)和

电喷雾离子阱串级质谱(ESI-IT-MS)联用技术研究了

它们对 P. tricornutum 富集和转化 Cd 行为的影响, 探

讨了其对 Cd 的富集机制和转化途径的影响.  

2  材料和方法 

2.1  P. tricornutum的培养及胁迫实验 

实验所用 P. tricornutum 由厦门大学近海海洋环

境科学国家重点实验室提供. 所采用的培养介质为

取自厦门岛的天然海水, 海水经 0.45 μm 的硝酸纤维

膜过滤并灭菌后, 在其中加入 f/2 营养盐[15](f/2 营养

盐主要成分为 NaNO3, NaH2PO4, Na2SiO3, trace metal 

stock solution 包括 Zn, Cu, Fe, Mn, Mo, Co 等微量元

素, vitamin mix stock solution包括维生素B12, 维生素

H, 维生素 B1), 每天将藻液摇匀, 以使其充分接触营

养液. 培养实验的环境为: 温度(20±1) ℃, 光照强度

3000 Lux, 光暗比 14:10 h. 胁迫实验中 , 先将 P. 

tricornutum 培养于含有 f/2 营养盐和 0.01 mol/L 3-(N-

吗啉基)丙磺酸(MOPS)缓冲液(pH 7.5)的天然海水中

生长 4 天, 然后加入不同形态的 Cd 进行胁迫, 胁迫

周期为 4 天.  

2.2  Cd的毒性和Cd在P. tricornutum细胞内外的
分布 

本实验采用细胞数目增长率作为金属 Cd 毒性试

验的检测指标. 将一定量 P. tricornutum 分别暴露于

天然海水与含有 f/2 营养盐、MOPS 缓冲液以及不同

比例 Cd 和配体 Cys 或 EDTA 的海水培养液(500 mL)

中, 其中 Cd 总浓度(CdT)为 10 mg/L, Cys 或 EDTA 和

Cd 的摩尔比分别为 0.5, 1, 5, 10 和 50. 每天取 1.5 mL

藻液, 摇匀, 在 625 nm的波长下测定其吸光度值, 并

通过吸光度和藻密度(由显微镜计数求得)关系计算

藻细胞数目.  

Cd 在 P. tricornutum细胞内外分布的实验是用不

同形态的 Cd 溶液(CdT = 500 µg/L)胁迫 4 天后, 将其

富集的 Cd 分为细胞内吸收的 Cd (胞内 Cd)和细胞壁

吸附的 Cd (胞外 Cd). 分离方法如下: 取 30 mL Cd 胁

迫的藻液, 4000 g 下离心 10 min 收集藻细胞, 用 10 

mL pH 7.5 的海水清洗 3 次, 洗去残留的培养液. 然

后加入 10 mL 0.01 mol/L 的 EDTA 溶液振荡洗涤 1 

min, 4000 g 下离心 15 min, 上清液中的 Cd 为细胞壁

吸附的Cd. 下层的藻细胞用海水清洗 2次, 除去残留

的 EDTA 溶液, 离心收集, 得到的藻细胞在 60 ℃下

烘干, 加 1 mL浓HNO3消解过夜, 并用超纯水定容至

25 mL, 其中 Cd 为细胞内吸收的 Cd. 最后用 ICPMS 

(ELAN DRC II, PerkinElmer, Sciex, Canada)分别测定

细胞内吸收和细胞壁吸附 Cd 的含量. 天然海水的培

养实验结果作为空白对实验数据进行校正.  

2.3  植物螯合肽(PCs)和Cd-PCs的提取和分析 

分别离心收集用 CdCl2、(CdCl2 + Cys)和(CdCl2 + 

EDTA)胁迫 4 天的藻(500 mL, CdT = 500 µg/L), 加入

0.1 mol/L HCl 溶液, 超声破碎(BRANSON 超声波细胞

破碎仪 S450D, USA), 在 4 ℃, 20000 g 下离心 15 min; 

取上清液(500 μL), 加入适量的 6 mol/L NaOH 溶液调

pH 值到中性, 加入 50 μL 三丁基膦(TBP)避光反应 10 

min, 再加入适量 6 mol/L 的 HCl 溶液, 调 pH 值至 1; 

最后在 4 ℃, 20000 g 下离心 15 min, 取上清液用于

PCs 分析. 根据文献[16]的方法, PCs 分析采用 C18(2.0 

mm i.d. × 250 mm; particle size, 5 μm; Shimadzu, Japan)

反相 HPLC 分离, 分离条件采用梯度洗脱方式: 流动

相 A 为 0.02% TFA-H2O 溶液, 流动相 B 为 0.02% 

TFA-ACN溶液; 0~25 min, 流动相B从 2%线性增加至

25%. 分离过程中, 流动相流速保持在 0.15 mL/min. 

50 μL 进样 HPLC 分离, 柱后 5,5-二巯基-2,2-二硝基苯

甲酸 (DTNB)衍生, DTNB 流量 0.05 mL/min, 检测波

长为 410 nm. 对于所检测到各色谱峰的归属, 通过 
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HPLC/ESI-IT-MS (ESQUIRE-LC, Bruker Daltonics, 
Germany)确定它们的结构. 对于 Cd-PCs 的提取和测

定采用文献[17]的方法 : 离心收集胁迫 4 天的 P. 

tricornutum, 加入冷 N2 饱和的 50 mmol/L NH4HCO3, 

在冰水浴中超声破碎; 4 ℃下, 20000g 离心分离后, 取

上清液 . 采用 Superdex Peptide 10/300 GL (GE 

healthcare, USA)尺寸排阻色谱(SEC)分离, 50 mmol/L 

NH4HCO3 作为流动相, 截取含 Cd 的色谱流出峰, 直

接进样, 用 ESI-IT-MS 检测.  

2.4  P. tricornutum细胞壁的红外光谱和X射线光
电子能谱分析 

在 4000 g 下, 分别离心收集天然海水培养(空白

对照组)和含 Cys 海水培养以及 CdCl2 或 Cd-Cys 胁迫

4 天的 P. tricornutum(其中 CdT = 500 µg/L, Cys 和 Cd

的摩尔比为 5), 用海水洗去 P. tricornutum 细胞表面

的培养液 . 然后将收集到的三角褐指藻超声破碎 , 

1000 g 下离心收集细胞壁, 冷冻干燥(Martin Christ 

Alpha plus, Germany). 干燥后的藻细胞壁用 KBr 压

片制样 , 用于 FT-IR (Nicolet Avatar 360, Thermo 

Fisher Scientific, USA)分析. 用同样的方法制得细胞

壁碎片粉末, 直接将样品研磨压成小片, 用于 X 射线

光电子能谱分析(PHI Quantum 2000 Scanning ESCA 

Microprobe, USA). X 射线源为单色化的 AlKα
1, 2, 能

量为 1486.60 eV, 操作电压为 15 kV, 功率 35 W, 采

用 CAE 模式, 分析器通过能为: (1)宽扫描谱(su)Ep = 

187.85 eV, (2)窄扫描谱(mu)通常收谱条件时 Ep = 

29.35 eV, 58.70 eV 或 117.40 eV, 得到的谱图以 284.8 

eV 处的标准的 C1s 谱峰作为样品荷电位移的能量校

正标准, 同时检测了 C、N 元素的窄谱.  

3  结果与讨论 

3.1  P. tricornutum的生长情况和Cd的毒性 

1983 年, Morel[18]基于金属对生物的毒性取决于 

自由金属离子活度, 提出了预测金属毒性的 FIAM 模

型. 其机理的核心是自由金属离子可以和细胞表面

的活性位点结合, 然后跨过细胞膜对生物产生毒性. 

该模型从理论上解释了金属对生物可利用性和毒性

取决于自由金属离子浓度, 而不是金属的总浓度. 自

由离子浓度不仅与可溶性金属总浓度有关, 而且与

环境中同时存在的有机配体的种类和含量有关 [19]. 

根据 EDTA和 Cys配体与 Cd形成配合物的稳定常数, 

我们可以计算不同配体浓度下 Cd 形态的分布情况[20]. 

固定 Cd 的总浓度分别为 500 µg/L 和 10 mg/L, 改变

EDTA 和 Cys 的总浓度(即改变配体与 Cd 的配比), 

Cd2+分布如表 1 所示. 随着配体浓度提高, 自由离子

态 Cd2+浓度降低.  

在不同条件下 P. tricornutum 的生长情况如图 1

所示. 我们可以看出与天然海水培养的空白组相比, 

10 mg/L Cd2+的加入明显抑制了P. tricornutum的生长, 

胁迫 4 天后, Cd2+胁迫组细胞数目仅为空白组的 71%, 

表现出很强的毒性. 当 EDTA 或 Cys 加入后, Cd2+的

毒性受到了抑制. 随着 EDTA 浓度的增大, Cd2+的浓

度逐渐降低, P. tricornutum 的生长状况逐渐改善, 表

明 EDTA 的加入降低了 Cd2+的浓度, 减弱了 Cd 对生

物的毒性效应, 但均不及空白对照组藻的生长状况; 

但是当 EDTA 浓度超过 5 mmol/L, 即与 Cd 的摩尔比

达到 50 时, P. tricornutum 的生长受到显著抑制, 这是

由于大大过量的 EDTA 络合了营养盐中的 Cu、Zn 等

营养元素, 抑制了藻对它们的吸收, 致使藻的生长情

况变差. 当 Cys 存在时, 与 10 mg/L Cd2+组相比 P. 

tricornutum 的生长状况也随着 Cys 浓度的增加而有所

改善, Cys 与 Cd2+的配位作用降低了游离 Cd2+的浓度; 

当 Cys 浓度达到 0.5 mmol/L, 即与 Cd 的摩尔比大于 5

时, 与相应的 EDTA 组相比 P. tricornutum 的生长速率

有显著提高; 当 Cys 与 Cd 的摩尔比分别大于 10 和 50

时, 生长状况甚至好于空白组, 表明过量 Cys 的存在

促进了藻的生长. EDTA 和 Cys 对 P. tricornutum 在 

表 1  不同 EDTA 和 Cys 浓度下 Cd2+的分布系数和浓度 

EDTA/Cd Cys/Cd 
  

0.5 1.0 5.0 50 
 

0.5 1.0 5.0 50 

δCd
2+ (%) 50 1.2×10−5 1.6×10−7 1.3×10−8 93 86 55 11 

CdT 500 (μg/L) 
[Cd2+] (μmol/L) 2.3 5.3×10−7 7.1×10−9 5.8×10−10 4.1 3.8 2.5 0.5 

δCd
2+ (%) 50 3.0×10−6 6.5×10−9 5.3×10−10 65 41 6.7 0.6  

CdT 10 (mg/L) [Cd2+] (μmo/lL) 44.5 2.7×10−5 5.8×10−9 4.7×10−10 57.9 36.5 6.0 0.53 
EDTA: pKa1, 0.9; pKa2, 1.6; pKa3, 2.07; pKa4, 2.75; pKa5, 6.24; pKa6, 10.34; logKCd-EDTA, 16.5. Cys: pKa1, 1.9; pKa2, 8.18; pKa3, 10.3; 

logKCd-Cys, 5.35; pH 7.5 
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图 1  EDTA和Cys对Cd胁迫下三角褐指藻生长的影响. 胁

迫条件: CdT = 10 mg/L; 胁迫时间 4天; 标准偏差为 3次平行

实验的结果(n=3) 

Cd 胁迫下的生长状况有不同的影响.  

3.2  Cd在P. tricornutum细胞内外的分布 

为了研究配体的存在对于 P. tricornutum富集 Cd

行为的影响, 我们分别测定了 EDTA 和 Cys 存在下

P. tricornutum 细胞表面和细胞内部 Cd 的分布情况, 

结果如图 2 所示. 实验结果显示两种配体对 Cd 在细

胞内外的分布的影响明显不同. EDTA 存在下细胞表

面所吸附和细胞内所吸收的 Cd 的含量均随着培养液

中 EDTA 浓度的增大而显著降低(图 2), 说明 EDTA

与培养液中的 Cd2+生成 Cd-EDTA 配合物降低了游离

Cd2+的浓度, 导致 Cd 的生物可利用性下降. 以细胞

表面吸附和内部吸收的 Cd 含量的对数值对溶液中游

离 Cd2+含量的对数值作图(图 3), 发现 EDTA 存在时

(0~223 µmol/L), 细胞表面吸附的Cd和细胞内部吸收

的 Cd 与溶液中 Cd2+呈正相关, 相关系数分别为 0.99

和 0.98, 基本符合 FIAM. 但是, Cys 存在时细胞表面

所吸附的 Cd 含量随 Cys 的浓度从 0 增加到 223 

µmol/L 呈现先增加后下降的趋势; 而细胞内吸收的

Cd 含量则先增加后又趋于同一水平并呈现略有下降

的趋势(如图 2所示), 内部吸收的Cd含量的对数值对

溶液中游离 Cd2+含量的对数值之间无相关性(R = 

0.02), 偏离 FIAM 预测结果, 说明 Cys-Cd 有不同转

运机制. 这可能与Cys既作为Cd2+的配体同时又可作

为 P. tricornutum 细胞内 PCs 合成的原料有关. 此外, 

对比胁迫条件 EDTA:Cd = 0.5 和 Cys:Cd = 5 的情况

(CdT = 500 μg/L), 虽然两种条件下胁迫溶液中 Cd2+

的浓度相近(约为 250 μg/L), 但是后者细胞表面吸附

和细胞内吸收 Cd 的量却是前者的 3 倍. 这说明 Cys

对 P. tricornutum 细胞吸附/吸收 Cd 行为的影响与

EDTA 存在较大的差别, 一定量的半胱氨酸可以促进

细胞对 Cd 的吸附/吸收.  

进一步研究 Cys 对 P. tricornutum 细胞壁表面吸

附 Cd 作用的影响, 将天然海水(空白组)和含有 Cys,  
 

 
图 2  EDTA 和 Cys 对三角褐指藻细胞吸附/吸收 Cd 的影响

及 Cd 在细胞内外的分布情况. 胁迫条件: CdT = 500 μg/L; 

胁迫时间 4 天; 标准偏差为 3 次平行实验的结果(n=3) 



斯冬芳等: 三角褐指藻对镉的富集机制和转化途径 
 

140 

 

图 3  三角褐指藻细胞表面和内部Cd的分布与培养液中游离

Cd2+浓度的关系. 胁迫条件: CdT = 500 μg/L; 胁迫时间 4 天 

 
CdCl2 和 (CdCl2 + Cys)(1:5)的海水培养得到的 P. 

tricornutum 细胞壁做了 FT-IR 和 X 射线光电子能谱

(C、N 元素)分析, 结果如表 2 所示. 其中, 红外光谱

结果中 1050 cm−1 处 Si−O(或糖羟基 C−O)的峰发生了

明显的位移现象. 通过加 Cys组和空白组的对比我们

看到振动频率为 1050 cm−1 处的峰红移了 3 cm−1. 这

是由于 Cys以氢键等弱作用被结合在细胞壁上, 引起

Si-O(或糖羟基的 C−O)键的化学环境发生变化; 加

Cd 组与空白组的对比发现这个峰发生了 8 cm−1 的位

移, 表明这些含 O 活性基团跟 Cd 结合形成配位键, 

致使 Si−O(或 C−O)的强度和极性发生变化, 从而引

起吸收峰的红移; 当 Cd 和 Cys 共同存在时, 与对照

组相比, 有 22 cm−1 的红移发生. 另外, 1651 cm−1 处

为蛋白质中酰胺Ⅰ带 C=O 伸缩振动峰也有 4 cm−1的

红移, 与 Wang[21]等人的结果近似. X 射线光电子能

谱分析结果表明 Cd 胁迫后 N 1s 谱峰发生了 5 eV 的

位移. N 与 Cd 形成配位以后, N 外层电子云密度减少, 

屏蔽作用减弱 , 使内层电子的结合能增加 . 以上

FRIR 和 XPS 研究确证了细胞壁上的 Si−OH, C−OH

和 NH2−(CO) −OH 基团对 Cd 的吸附起着主要作用. 

Cys 存在下, 可能在细胞表面形成了 Cys−Cd−X−cell

或 Cd−Cys−X−cell (X-cell 为细胞表面的结合位点, X

为 Si−OH 或 C−OH 或 NH2−(CO)−OH). 这是 Cys 可

以提高 P. tricornutum 对 Cd 吸附能力的原因之一.  

表 2  不同培养介质中三角褐指藻细胞壁的红外光谱和X射

线光电子能谱(CdT = 500 μg/L)  

  空白组 Cys CdCl2 Cd-Cys 

Si−O(或糖羟基

C−O) 
1050 1053 1058 1072 

FTIR 
(cm−1) 

蛋白质中酰胺

Ⅰ带 C=O 伸缩

振动峰 

1651 1652 1655 1655 

XPS (eV) N 1s 结合能 399.50 399.50 404.50 404.50 
 
 

3.3  P. tricornutum细胞内PCs的合成  

Cys 是一个比较特殊的配体 , 因为它是当 P. 

tricornutum 受 Cd 胁迫时细胞内诱导合成 PCs 的重要

原料之一. 我们推测 P. tricornutum 在 Cys 存在下对

Cd 的富集行为与 EDTA 不同可能与 PCs 的合成有关. 

为了研究 EDTA 和 Cys 对 P. tricornutum 在 Cd 的诱

导 下 合 成 PCs 的 影 响 , 我 们 比 较 了 CdCl2, 

Cd-EDTA(1:0.5), Cd-Cys (1:5)胁迫下(CdT = 500 μg/L) 

Cd 诱导产生的 PCs 的种类和数量. 实验结果表明(图

4)EDTA 或 Cys 的存在并没有改变 P. tricornutum 细

胞内所合成PCs的种类. 当EDTA:Cd为 0.5和Cys:Cd 

为 5 时培养液中 Cd2+的浓度是相近的, 均为 CdCl2 胁

迫(500 μg/L)情况下的一半(即 250 μg/L), EDTA 的存

在使得 P. tricornutum 细胞内诱导产生的∑PCs 减少, 

是CdCl2胁迫时的 63%, 这与P. tricornutum细胞内所

吸收的 Cd 的量的减少是一致的. 但 Cys 存在时, 所

产生的∑PCs 的量比 CdCl2 胁迫下却提高了将近一倍

(如表 3 所示).  

进入生物体内部的 Cd2+起着激活细胞内部 PC合

成酶的重要作用[22~24], 可以促进细胞合成 PCs. 通过

Cd 在细胞内外分布实验发现 EDTA 可以阻止 Cd2+进

入细胞, 和 CdCl2 胁迫的情况相比, 细胞内吸收 Cd

的量减少了 52%, 细胞内部合成的 PCs 也减少了约

37%. 在 Cys 存在的条件下, P. tricornutum 细胞内部

合成的谷胱甘肽(GSH)和各种 PC 的量都比 CdCl2 胁

迫下要多, 所合成的∑PCs 的量是 CdCl2 胁迫下的 
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图 4  CdCl2, Cd-EDTA 和 Cd-Cys 胁迫下三角褐指藻诱导

合成 PCs的色谱图. 1, GSH; 2, PC2; 3, PC3; 4, PC4; 5, PC5; 6, 

PC6; 胁迫时间为 4 天 (CdT = 500 µg/L) . 色谱柱为 C18 反相

色谱柱(2.0 mm i.d. × 250 mm; particle size, 5 μm; Shimadzu, 

Japan). 流动相 A 为 0.02% TFA-H2O; 流动相 B 为 0.02% 

TFA-ACN; 洗脱程序: 0~25 min, 流动相 B 由 2%增加至 

25%; 流速为 0.15 mL/min. GSH 和 PCs 柱后衍生液为 1.8 

mmol/L DTNB, 流速 0.05 mL/min; 检测波长 λ = 410 nm 

 
183%. 此时, 细胞合成 PCs 的原料一方面来自藻细

胞自身合成, 另一方面可以直接摄取溶液中 Cys作为

合成 PCs的 S源[25, 26]. 合成的 PCs可以通过络合进入

生物细胞的 Cd2+, 减轻 Cd2+对重要细胞器和功能 

蛋白的毒性作用 . 我们进一步对 Cd 胁迫下的 P. 

tricornutum 的 NH4HCO3 提取液(pH 7.8)进行 SEC- 

ICPMS和 SEC-ESI-IT-MS/MS分析, 结果表明除了氧

化型 PC2 和 PC3 之外, 在体 Cd−PC2 也被检测到, 并

被其Cd的同位素分布和其二级质谱所确证(如图 5所

示). 不但揭示了 P. tricornutum 细胞内诱导合成的

PCs 受细胞内所吸收 Cd 的氧化胁迫作用, 而且给出

了 PCs 络合钝化 Cd 的直接证据. 解释了实验中 Cys

存在时P. tricornutum能够吸收更多的Cd而细胞毒性

却下降的现象.  

4  结论 

P. tricornutum 可以通过细胞壁吸附和细胞内部

吸收的方式来富集和转化环境中的 Cd. 不同配体

(EDTA 和 Cys)的存在对 Cd 的富集和转化有不同影响. 

EDTA 阻碍 P. tricornutum 对 Cd 的吸收, 而 Cys 对

P. tricornutum 富集和转化 Cd 有促进作用. Cd 进入 P. 

tricornutum 细胞内后, 可以诱导合成 PCs, 其抵御细

胞内部游离 Cd 的氧化作用, 降低了 Cd 对其他亚细 

 

 
图 5  Cd 胁迫下三角褐指藻 NH4HCO3 提取液的 SEC-ESI-MS/MS. (a) m/z 从 500~930 扫描质谱图, 右上嵌入的谱图为

CdPC2 的 Cd 同位素分布; (b) CdPC2(m/z 652.0)的 MS/MS 二级质谱图 
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表 3  不同配体存在下 Cd 诱导三角褐指藻细胞合成的 GSH 和 PCs 的含量 a)(CdT = 500 μg/L)  

PCs (μmol/g FWb)) 
 

GSH/ 
(mmol/g FWb)) PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 

∑PCs c) 
(μmol/g FWb)) 

CdCl2 0.098 ± 0.003 0.087 ± 0.002 0.038 ± 0.001 0.095 ± 0.008 0.046 ± 0.003 0.006 ± 0.001 0.93 ± 0.04 
CdCl2/EDTA 

(1:0.5) 
0.110 ± 0.007 0.048 ± 0.008 0.030 ± 0.001 0.067 ± 0.003 0.023 ± 0.003 0.003 ± 0.001 0.59 ± 0.01 

CdCl2/Cys 
(1:5.0) 

0.160 ± 0.009 0.140 ± 0.009 0.085 ± 0.007 0.17 ± 0.020 0.071 ± 0.005 0.014 ± 0.001 1.70 ± 0.12 

    a) 三次平行培养实验的 (平均值 ± 标准偏差); b) FW，鲜重; c) ∑PCs, 各种检测到的 PC 以半胱氨酸为基元表示的总浓度 

胞器的毒化作用. Cys 作为合成 PCs 的原料, 它的存

在可以提高 P. tricornutum 细胞合成 PCs 的数量, 这

是 Cys 与 EDTA 对 P. tricornutum 细胞吸收和转化 Cd

行为有不同影响的重要原因所在. 所诱导合成的 PCs

络合钝化细胞内游离的 Cd, 进一步降低了 Cd 的毒性, 

提高了 P. tricornutum 对 Cd 的耐受和富集能力. 
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Bioaccumulation and transformation of cadmium by Phaeodactylum 
tricornutum 
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University, Xiamen 361005, China; 
2 State Key Laboratory of Marine Environmental Science, Xiamen University, Xiamen 361005, China 

 
Abstract: This study reported the bioaccumulation and transformation of cadmium (Cd) by Phaeodactylum 
tricornutum in the presence of ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) and cysteine (Cys). Both EDTA and Cys 
can alleviate the toxicity of Cd to P. tricornutum. Short term intracellular uptake and extracellular adsorption 
experiments using ICP-MS indicated that the amounts of Cd accumulated on the cell surface of P. tricornutum and 
inside the cell decreased along with the increase of EDTA concentration, which conformed to the prediction of the 
Free Ion Activity Model (FIAM). However, extracellular adsorption of Cd increased at first and then decreased along 
with the increase in the concentration of Cys, while intracellular uptake increased under Cys concentrations from the 
blank value to 4.45 µmol/L, and then tended to remain at the same level when the Cys concentration was greater than 
4.45 µmol/L, and this deviated remarkably from the FIAM. The interactions of Cd with –Si–OH, –C–OH and 
NH2(CO)−OH on the cell wall were confirmed using FT-IR and XPS studies. The results obtained using HPLC of the 
phytochelatins (PCs) produced by P. tricornutum under CdCl2, Cd-EDTA and Cd-Cys stress suggested that the main 
reason for the different effects of EDTA and Cys on the bioaccumulation and transformation of Cd by P. tricornutum 
was that Cys is not only a complexing ligand to Cd, as is EDTA, but also it is a precursor of the intracellular 
synthesizing PCs participating in the cellular defense mechanism against Cd. Furthermore, the discovery of in vivo 
PCs and oxidized-PCs as well as Cd-PC2 in P. tricornutum using ESI-IT-MS provided the evidence for deactivation 
of Cd by the PCs, reducing Cd-toxicity to P. tricornutum. 

Keywords: Phaeodactylum tricornutum, cadmium, bioaccumulation and transformation, cysteine, EDTA 
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