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摘要 深入理解生物大分子与重金属相互作用的微观机制对于生态环境污染治理具有重要意义. 近年来, 随着现

代谱学、显微方法以及组学技术的应用, 生物大分子与重金属结合强度、配位结构、氧化还原过程及其生物学调

控过程取得了重要进展, 这些研究在分子尺度极大丰富了相关机制的认识. 本综述在总结生物大分子与重金属相

互作用最新研究方法及其机制的基础上, 指出未来亟须发展生物大分子结构与组成表征的方法体系, 探究功能性

生物大分子参与的重金属吸附与氧化还原过程, 揭示复合生物膜系统中微生物功能和重金属形态转化之间的耦合

机制, 推进重金属与环境组分相互作用的理解从官能团到功能分子尺度的跨越. 通过方法集成与创新、机制解析

与应用, 为水体和土壤重金属污染治理提供有效策略与精准技术.
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水体和土壤环境中重金属与生物大分子存在广泛

的交互作用. 一方面, 重金属具有生物毒性, 环境中不

同类型微生物针对不同污染元素发展出了一系列抗性

和解毒策略[1]. 微生物受到重金属的胁迫, 会主动调控

其生理生化过程, 合成并分泌功能性生物分子以降低

重金属生物毒性. 其中, 微生物表面的胞外聚合物(ex-
tracellular polymeric substances, EPS)可占生物膜干重

的90%以上,是阻控污染物、抵御不利环境因素的自然

屏障[2]. 另一方面, 这些生物分子通过吸附络合作用控

制环境中重金属的迁移转化行为. 微生物及其分泌的

生物大分子可占土壤有机质含量的50%以上, 是控制

环境中污染物固定、迁移、转化等过程的关键因子[3].
因此, 研究重金属与生物大分子相互作用, 对于理解重

金属毒理、微生物进化和适应机制、重金属环境化学

行为等具有重要意义.
当前, 我国生态环境面临着严峻的重金属污染问

题, 主要污染物为镉(Cd)、镍(Ni)、铜(Cu)、砷(As)、
汞(Hg)、铅(Pb)等. 围绕重金属与生物大分子互作, 近

年来借助多种谱学和组学技术, 分别从化学和生物学

角度出发, 在微观分子尺度获得了反应过程与机制等

信息(图1). 其中, X射线吸收及发射(X-ray absorption/
emission spectroscopy, XAS/XES)、三维荧光(three-di-
mensional excitation-emission matrix fluorescence spec-
troscopy, 3D-EEM)、傅里叶变换红外(Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR)和拉曼(Raman)等光谱技术

揭示了重金属在生物大分子中的配位结构和转化过程;
微量热、表面络合模型和动力学分析明确了反应的驱

动机制和传质过程. 与重金属相互作用过程中, 微生物

在群落组成和生理代谢途径方面均会受到影响. 基因

组、转录组、蛋白质组等组学方法, 从微生物组成、

潜在功能和代谢途径等不同层面揭示了微生物对重金

属的响应机理[4]. 研究发现, 硫代谢、能量代谢、金属
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硫蛋白、氧化还原酶和金属离子转运蛋白等过程调控

是微生物抵御重金属毒害的主要方式; 同时, 微生物对

重金属的响应还表现出了物种特异性[5~7].
微生物与重金属互作的生物化学机制认识是利用

微生物资源开展污染治理的前提. 本文系统梳理了该

领域近年来的代表性研究成果, 总结重金属与生物大

分子反应的配位结构和驱动机制、微生物通过合成功

能蛋白质和EPS对重金属的阻控策略, 以及生物大分子

与微生物对变价重金属元素的转化机制. 通过对不同

分析技术和研究体系的比较, 明确了不同研究方法的

特色、优缺点和适用范围. 在总结共性规律和微生物

功能差异的基础上, 对目前研究体系存在的问题、研

究空白及未来研究方向作出展望.

1 多种谱学和显微方法解析重金属与生物
大分子的配位机制

重金属与生物大分子的配位结构信息是其互作机

制的核心(图2). X射线自1895年被发现以来, 为科学研

究提供了丰富多样的探测和分析手段, 用来解析局域

结构、晶体结构、纳米尺度结构、表界面结构等. 重

金属元素在吸收X光过程中, 吸收强度会受到元素价态

和配位环境的影响, 产生X射线吸收精细结构(X-ray
absorption fine structure, XAFS). 早期利用XAFS研究

As2O3治疗急性早幼粒细胞性白血病, 结果发现, As与
癌蛋白锌指结构中的半胱氨酸结合, 诱导蛋白质发生

构象变化和多聚化, 继而发生泛素蛋白修饰而被蛋白

酶降解, 导致癌细胞走向分化和凋亡[12]. 基于XAFS分
析发现, 在复杂的微生物体内, 重金属的配位结构与金

属类型、浓度、环境条件和微生物种类密切相关. 例

如, 在Burkholderia cepacia和Bacillus subtilis细胞中,
羧基主导了Cu(II)和Pb(II)的吸附[13,14]. 当pH低于4.4时,
Cd(II)主要吸附于B. subtilis的磷酰基位点上, 而随着pH
升高, 羧基的作用越来越显著[15]. 随着Pb(II)浓度的升

高, Pseudomonas putida中巯基结合Pb(II)的比例从

70.2%下降至3.3%, 而与羧基和磷酸基结合的比例分别

升高到39.3%和36.2%[16]. 细菌分泌的游离态EPS表现

出更强的重金属结合能力, 其表面活性位点浓度和重

金属结合量是细菌的20~30倍; EPS主要通过单五元螯

合环结构与Cu(II)发生络合[17]. 然而, 常规XAFS分析难

以区分原子序数接近的配位结构, 例如含O或N的官能

团. 近年来, 高分辨X射线吸收精细结构(high energy
resolution fluorescence detected XAFS, HERFD-XAFS)

图 1 生物大分子-重金属相互作用研究视角及相关技术方法
Figure 1 Research perspectives and related methods of biomacromolecules interactions with heavy metals
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技术克服了这一难题, 获得了更加精细的重金属配位

和电子结构. 例如, 高分辨X射线吸收近边分析提供了

甘氨酸、半胱氨酸中Pb(II)与周围S、N、O形成多原

子配位结构的信息[18]. 由于依靠近边分析就能获取配

位结构, 而近边谱的采集可在较低金属浓度下实现, 这
使得HERFD-XAFS具有在生理浓度下分析重金属配位

结构的优势. 在微摩尔浓度条件下, HERFD-XAFS可准

确识别蛋白质分子和细菌细胞中Hg(II)、Cu(II)、Zn(II)
等元素的配位结构[19].

被激发的高能态电子向内层空穴跃迁, 多余的能

量以光子的形式向外辐射, 即为X射线发射过程. XES
利用价-核跃迁(VtC)可以区分待测元素的近邻配位原

子. Fe Kβ XES分析发现, 固氮酶以C作为辅酶因子的中

心原子, 且中心原子的分布不受氧化态和自旋态的影

响[20]. 利用共振XES研究绿藻中Pb配位结构随时间的

动态变化, 结果发现Pb(II)进入胞内首先与氧化物和无

机磷结合, 随后向有机磷结合态转化, 反应过程中只有

少量Pb(II)与巯基结合[21]. Cu是多种氧化还原蛋白和转

运蛋白的辅酶因子, 在这些酶分子中, Cu通过与组氨酸

和蛋氨酸形成不同的配位模式, 维持了蛋白质氧化还

原状态的平衡和功能发挥. XES研究发现, 由3个组氨

酸或组氨酸-蛋氨酸组成的配位中心均能与Cu d10轨道

杂化, 而S原子通过促进Cu的p-d轨道混合而提高了结

合强度[9]. 在半乳糖氧化酶中, Kβ XES分析发现, Cu(I)
与1个酪氨酸和2个组氨酸配位; Kβ2,5高能量发射特征

表明, Cu 3dx2–y2作为前线分子轨道参与了O2的活化[22].
随着我国新一代光源的规划建设, 未来将发展出更

多、更先进的X射线谱学方法, 进一步揭示金属元素参

与的生物地球化学过程与机制.
紫外、可见光可引起分子中外层电子的能级跃迁,

激发态分子通过辐射跃迁而返回基态, 产生的荧光可

用三维荧光光谱仪探测(3D-EEM). 而金属离子与这些

荧光组分发生作用, 促使荧光淬灭, 可作为有机分子与金

属离子反应的直接证据. 重金属离子可淬灭牛血清蛋

白色氨酸荧光, 淬灭强度为Cu(II) > Pb(II) > Cd(II)[23].
同样, EEM分析表明, As趋化蛋白Mcp周质感应区可以

图 2 生物大分子与重金属相互作用模式示意图. (a) 不同类型官能团对重金属的吸附; (b) MerR家族金属结合蛋白[8]; (c) 肽酰甘氨酸α酰胺化

单加氧酶和周质金属蛋白CusF中Cu离子配位结构[9]; (d) 无机As(III)与阻遏蛋白ArsR的结合方式[10]; (e) 电子传递外膜蛋白复合物MtrAB结构[11]

Figure 2 Schematic diagram of biomacromolecules interactions with heavy metals. (a) Adsorption of heavy metals onto functional groups; (b) metal-
binding domains of various MerR family proteins[8]; (c) Cu binding sites in peptidylglycine α-hydroxylating monooxygenase and periplasmic
metallochaperone CusF[9]; (d) binding of inorganic As(III) to the ArsR repressor[10]; (e) outer membrane electron transport protein complex MtrAB[11]
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通过色氨酸基团特异性地结合As(III), 但不与As(V)反
应[24]; 色氨酸基团也是Escherichia coli游离态EPS结合

Cu(II)的主要活性位点[25]. 而来源于活性污泥的EPS可
通过色氨酸、酪氨酸、胡敏酸、富里酸等不同荧光组

分与Ca(II)、Hg(II)、Cu(II)结合[26]. 重金属对荧光分子

的淬灭遵循Stern-Volmer方程, 因此可以通过拟合荧光

淬灭值, 获得生物大分子不同荧光组分与重金属的亲

和常数[27]. 由于EEM仅能探测生物分子中的荧光组分,
很难获取重金属吸附反应的全部信息.

FTIR可以根据吸收峰位置和强度的变化定性反映

重金属与不同类型有机官能团的作用. 例如, 细菌EPS
与Cu(II)、Cd(II)、Zn(II)、Pb(II)等结合后,磷酰基、酰

胺基和羧基的吸收峰发生变化, 表明这些官能团参与

了重金属离子的络合反应[28]. 传统FTIR存在谱峰重叠

等问题, FTIR-二维相关分析(two-dimensional correla-
tion spectroscopy, 2D-COS)可将一系列FTIR光谱在二

维空间中展开并可视化, 清晰展示重金属与不同类型

官能团的反应顺序. 2D-COS分析发现, Cu(II)首先与溶

解性有机质中的羧基和多糖组分发生作用, 随后腐殖

质类官能团和蛋白质类物质参与了吸附, 最后与氨基

和脂肪族物质结合[29]. Cd(II)与Chlorella vulgaris EPS
中不同类型官能团的作用顺序为: 羧基 > 羟基 > 酰胺I
> 胺基[30]. Raman光谱对非极性键和对称分子具有较高

的灵敏性, 可与FTIR互补研究生物大分子-重金属作用

机制[31]. Raman分析表明, 不同结构的金属硫蛋白与

Zn(II)的结合方式存在差异, 当分子中半氨酸残基和羧

基含量较高时, 易形成Zn-S双核团簇结构[32]. Burkhol-
deria sp. MBR-1胞外DNA可通过嘌呤和磷酸基结合Cd(II)
与Ni(II), 嘌呤与重金属的结合强度强于磷酸基, 导致

DNA结构改变[33]. 在上述谱学方法中, XAFS和XES直
接探测复合物中的重金属元素, 选择性和灵敏性高. 而
3D-EEM、FTIR和Raman光谱通过探测有机官能团的

变化, 间接反映重金属与生物分子的结合强度和作用

方式, 选择性和灵敏度较差. 然而, 受制于同步辐射有

限的机时, XAFS和XES分析一般较难获取, 荧光和分

子振动光谱目前仍是研究中普遍使用的分析方法.
谱学方法获取的是重金属与生物大分子中不同类

型官能团作用的平均信息. 然而, 对生物大分子而言,
单个分子中可同时存在多种类型的官能团, 位于生物

大分子三维结构的不同区域; 同时, 重金属离子与生物

大分子的相互作用, 可改变分子的折叠方式和团聚结

构[34]. 这些复杂的作用过程均难以用谱学方法进行捕

捉. 近年来, 冷冻电子显微镜(cryo-electron microscopy,
Cryo-EM)已发展成为研究生物大分子三维结构及其与

环境污染物相互作用的强有力工具[35]. 利用不同原子

对电子散射强度和散射角存在差异这一原理, 低温环

形暗场扫描透射电子显微镜(cryogenic annular dark-
field scanning transmission electron microscopy, Cryo-
STEM)结合单颗粒三维重构解析了蛋白质分子中金属

元素的空间分布[36]. 结果表明, 亚铁氧化酶中Zn(II)均
匀分布在酶活性位点上, 而Fe(III)则在相邻的酶活性位

点之间呈弧形连续分布, 发挥存储铁元素的作用. 革兰

氏阴性细菌利用RND(resistance-nodulation-cell divi-
sion)家族外排泵系统将细胞内的有毒物质排出体外,
但是这种转运蛋白与重金属离子的结合方式和工作原

理仍不清楚. 利用单颗粒Cryo-EM发现, E. coli重金属

外排蛋白CusA中的3个单元可同时结合Cu(I)离子, 且

每个单元都能进行构象转变, 独立发挥金属离子外排

的作用[37]. Cryo-EM通过准确定位金属原子在蛋白质

分子中的位置, 深化了对重金属-生物分子相互作用及

蛋白质功能发挥的理解. 上述重金属与生物大分子配

位结构的认识为反应体系热力学和动力学机制的研究

奠定了基础.

2 重金属与生物大分子结合的驱动机制及
热力学、动力学模型

谱学和显微技术可以明晰重金属与生物大分子的

作用方式, 但是无法揭示相互作用的驱动机制和传质

过程. 重金属与生物大分子反应的热力学信息, 如焓

变、熵变、自由能等, 可以指示两物质间的作用强度

和驱动机制. 等温滴定微量热技术(isothermal titration
calorimetry, ITC)可以直接测定重金属吸附反应热量,
结合模型计算可进一步获得反应的热力学参数. 例如,
热量分析表明, 金属硫蛋白-3对Zn(II)和Pb(II)的吸附是

吸热过程, 同时伴随着熵值增大, 表明蛋白质中的半胱

氨酸残基与重金属结合时发生了质子和水分子的解

离[38]. 牛血清蛋白对Zn(II)和Cd(II)的吸附主要受焓变

驱动, Ca(II)和Fe(III)离子则通过静电作用和竞争结合

位点阻碍重金属离子的吸附[39]. Cu(II)与活性污泥EPS
结合为焓熵共驱动过程 , 其焓变和熵变分别为

–11.3 kJ/mol和64.3 J/(mol K)[27]. 分离自B. subtilis的游

离态EPS通过熵增驱动Cu(II)吸附, 焓变和熵变分别为

55.57 kJ/mol和270.61 J/(mol K)[17]. 反应熵值越大, 表

明吸附导致水分子释放越多, 金属离子与生物大分子
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可能发生了内圈络合作用. 不同类型细菌与重金属吸

附热量的结果表明, Cu(II)在B. thuringiensis、P. puti-
da、Nitrosomonas europaea等多种细菌上吸附均为吸

热过程, 反应熵变在49.27~187 J/(mol K)之间[40,41]. 同

样, P. putida和B. subtilis对Cd(II)的吸附为吸热过程,
反应主要受熵增驱动, 熵变在94.4~128.6 J/(mol K)之
间[42,43]. 然而, Pb(II)与Serratia Se1998、P. putida的吸

附为焓熵共驱动, 焓变在−2.1~−9.4 kJ/mol, 熵变在

32.6~81.52 J/(mol K)之间[44~46]. 与标准化合物滴定热量

对比, 可以推测Pb(II)主要与P. putida表面磷酸二酯键

和羧基发生单齿络合, 可能通过多官能团羧酸形成双

齿配位结构与B. subtilis EPS结合[16]. 综上所述, 不同

类型重金属离子与细菌的反应热力学驱动机制不同,
而同一重金属离子与不同类型细菌及生物大分子反应

的热力学驱动机制趋同. 然而, ITC获取的是重金属离

子与生物大分子中各种活性位点反应的平均热量, 不

同位点与重金属反应的特异性热力学机制还有待进一

步研究.
表面络合模型(surface complexation model, SCM)

以热力学和表面配位理论为基础, 考察活性位点与重

金属结合的化学计量数、电荷相互作用、位点异质性

等, 实现对吸附过程的定量模拟和预测[47]. 早期模型研

究发现, 细菌表面存在3~5个离散型的质子结合位点,
分别对应羧基、磷酸基、羟基、巯基、氨基等官能团,
这一模型可准确模拟细菌表面的质子化和重金属吸附

反应[48]. 例如, 包含羧基、磷酸基、氨基3类位点的模

型可准确模拟S. oneidensis MR-1对Zn(II)和Pb(II)的吸

附反应; 模型计算发现EPS缺失的细菌有更多的磷酸基

参与了重金属的吸附[49]. 厌氧生物反应器中EPS存在解

离常数为4.6、6.6和9.7的3类位点, 弱酸性位点主要分

布在分子量较小的有机分子中[50]. 对于不同类型细菌,
模型计算表明, 羧基和磷酸基对Cd(II)和Pb(II)吸附的

相对贡献最大, 模拟结果也得到XAFS和ITC数据的验

证[42,45]. 这些模型均通过酸碱滴定反应获得活性位点

的数量和解离常数, 并假设活性位点与重金属离子按

照1:1化学计量比结合, 进而模拟生物分子对重金属离

子的吸附作用. 然而, 现有模型模拟的位点数量、分布

及其与重金属离子的结合方式是复杂反应体系中不同

类型位点的平均信息. 近年来, 随着傅里叶离子回旋共

振质谱等有机质分析技术的进步, 逐渐发展出不同类

型有机分子与重金属特异性作用的模型. 根据质谱获

取的有机质原子组成信息, 结合土壤有机质结构建模

(Vienna Soil-Organic-Matter-Modeler, VSOMM)、化学

反应特性推导(SPARC performs automated reasoning in
chemistry, SPARC)和线性自由能关系(linear free energy
relationships, LFER)等理论, 建立了富里酸中模式分子

与Cu(II)作用的位点特异性络合模型, 为复杂生物环境

模型构建提供了新方法[51]. 此外, 越来越多的XAFS证
据表明, 双齿、三齿等重金属配位模式在环境中也较

为常见, 相关的SCM也逐渐建立[52]. 对于生物大分子,
目前建立的模型大部分都是单齿络合形式, 较少考察

重金属离子与芳香结构等非质子位点的反应, 以及与

S、C、N等不同元素形成的多齿配位结构.
重金属离子在生物大分子上的吸附本质上是一个

传质过程. 利用动力学模型拟合吸附数据, 可以获得反

应速率常数并推导传质机制, 对理解反应过程和设计

吸附反应体系至关重要[53]. 研究发现, Cu(II)、Zn(II)、
Pb(II)等离子在污泥EPS上的吸附可分为快速和慢速两

个阶段, 快速反应在15 min以内完成, 慢反应在2~3 h内
达到平衡[26,54]. 利用动力学模型对吸附数据进行拟合,
发现吸附过程更加符合准二级动力学方程, 表明生物

分子对重金属的吸附以化学作用为主. EPS还会影响细

菌细胞对重金属的吸附速率, 去除EPS降低了B. subtilis
和C. vulgaris对Cd(II)的吸附速率, 而显著提高了B. sub-
tilis对Pb(II)的吸附速率[30,55]. 细菌存活状态也会影响重

金属离子吸附的动力学过程, 死亡Bacillus cereus细胞

对Cd(II)的吸附速率和吸附量均大于活细胞[56]. 在环境

中, EPS黏附也改变了矿物对重金属的吸附, 显著提高

了皂石对Pb(II)、Cu(II)、Zn(II)等离子的吸附速率, 而

对水铁矿的影响较小[57]. 相比于热力学研究, 生物大分

子与重金属作用的动力学过程分析较少, 尤其是重金

属固定转化的动态过程与微生物生理调控的耦合机制

尚不明确.

3 胞外聚合物分子组成及微生物对重金属的
阻控策略

在自然环境中, 微生物可通过胞外和胞内不同类

型的生物大分子与重金属离子发生反应. 其中微生物

EPS组成复杂, 含有蛋白质、多糖、核酸、脂类以及腐

殖酸等多种类型有机分子, 是微生物应对环境胁迫的

第一道屏障(表1). 近年来, 利用光谱、波谱和质谱等

多种分析技术, 逐渐认识到EPS分子组成的复杂性、异

质性和多变性[71]. X射线吸收光谱分析表明, B. subtilis
游离态EPS中含有丰富的芳香碳和酰胺碳, 硫以巯基为

2022 年 12 月 第 67 卷 第 35 期

4196



主, 约35%的磷为有机磷酸; 而结合态EPS中酰胺碳的

含量较低, 硫以磺酸根的形式存在[16]. EPS中的糖类具

有极高的化学多样性和可变性, Raman光谱结合质谱分

析表明, P. aeruginosa生物膜EPS由糖脂、鼠李糖脂、

多糖和蛋白质组成, 其中鼠李糖脂存在多种类型的分

子结构[72]. 结合分子生物学及光谱、色谱、质谱等分

析方法, 发现透明质酸、硫酸化黏多糖、唾液酸类有

机高分子是氨氧化和好氧活性污泥EPS的重要组成部

分[73,74]. 此外, EPS中含有大量的DNA、酶和结构蛋白

质. 蛋白质组学分析结果表明, Shewanella sp. HRCR-1
生物膜EPS中包含膜蛋白BpfA、丝氨酸蛋白酶、核苷

酸酶、脂肪酶、寡肽酶和多种氧化还原蛋白[75]. 这些

大分子维持了生物膜结构的稳定性, 其中胞外DNA、
淀粉样蛋白TasA和疏水性蛋白在B. subtilis细胞聚集和

生物膜形成过程中起着重要作用[76,77]. 同时, 它们通过

自组装或与其他多糖和菌毛结合, 形成有机复合物, 进
一步提高生物膜的机械稳定性. 例如, 在氨氧化活性污

泥中, 质谱分析鉴定出以异构O-聚糖结构为主的糖蛋

白物质[78]. 目前对于EPS中不同类型有机分子结构的

认识还比较欠缺, 生物膜中有机大分子的分布和功能

尚未明确.
为了应对不利环境, 细菌发展出了一套EPS分泌、

分子组成调控以及生物膜形成的主动防御策略[79]. 早

期的研究发现, EPS通过羧基和磷酸基团的络合作用增

强细菌(如P. putida、B. subtilis)对重金属的结合能

力[80]. 多种重金属离子均可促使微生物启动防御系统,
通过调控EPS组成和含量来应对有害物质. 基于分子生

物学技术, 发现低浓度Cd(II)、Cr(VI)和Cu(II)可刺激

Cupriavidus pauculus和Bacillus spp. EPS合成基因

epsB、epsP和Wzz表达的上调. FTIR和EEM分析进一

步证实了EPS的积累, 其中蛋白质组分在重金属阻控中

起着重要作用[81,82]. 随Pb(II)浓度升高, Rhodotorula mu-
cilaginosa EPS中的蛋白质和谷胱甘肽类物质不断增

加, 而多糖类物质只有在Pb(II)浓度高于1500 mg/L时
才发挥重金属固定功能[83]. FTIR分析发现, 羟基、羧

基、羰基等多种官能团参与了B. cereus EPS对重金属

的络合作用; 不同类型重金属离子对细菌分泌EPS的刺

激作用存在差异, 作用强度顺序为Pb(II) > Cu(II) >
Cd(II)[84]. 尽管微生物对重金属响应表现出了离子类型

和物种特异性, EPS的合成和分泌是微生物抵御重金属

胁迫的普遍机制.

4 结合重金属的微生物专性蛋白质

EPS的分泌是微生物应对不利环境的普适性机制,

表 1 微生物对重金属吸附、抗性和转化相关功能基因a)

Table 1 Functional genes related to heavy metal adsorption, resistance and transformation in microorganisms

基因或基因簇 产物及功能 重金属 微生物 参考文献

表面吸附

eps_ 胞外多糖聚合、转运 – 多物种 [58]

wz_ kps 胞外多糖聚合、转运 – E. coli等 [59,60]

ABC transporter EPS转运 – 多物种 [61]

PEP-CTERM 形成网状胞外多聚物 – 多物种 [62]

吸附蛋白

smtA cadB cadD 金属硫蛋白 Cd等 多物种 [7]

cusF 质周间隙Cu固定 Cu E. coli [63]

pbrR 金属调节蛋白 Pb C. metallidurans [8]

Flagellin 鞭毛蛋白 Pb Serratia Se1998 [64]

氧化还原

cueO 多铜氧化酶 Cu(I) E. coli [65]

hydA NADH脱氢酶 Cu(II) E. coli [66]

aio_ arx_ As(III)结合及氧化 As(III) 多物种 [67]

nemA 有机砷氧化 MAsIII Enterobacter sp. [68]

arsH 有机砷、锑氧化酶 MAs(III)、PhAs(III)、Sb(III) P. putida [69]

arr 异化砷还原酶 As(V)、Sb(V) 多物种 [67]

arsC 砷酸盐还原酶 As(V) 多物种 [67]

mer Hg还原酶 Hg(II)、CH3Hg 多物种 [70]

a) “–”表示无特异的重金属离子

评 述
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而微生物在应对重金属胁迫过程中, 也进化出具备重

金属固定和解毒功能的特殊蛋白质类物质. 细菌体内

和胞外多种蛋白质分子, 例如金属硫蛋白、鞭毛蛋

白、淀粉样蛋白等发挥着重要的重金属固定功能(表1).
金属硫蛋白广泛存在于Synechococcus、Pseudomo-
nas、Mycobacterium、Anabaena等多种类型微生物中,
其分子量在3.5~14 kD, 分子中半胱氨酸占总氨基酸含

量的23%~33%[85].研究发现, P. aeruginosaWI-1中bmtA
基因编码的金属硫蛋白分子量为11 kD, 可促进细胞积

累Pb(II)[86]. 不同类型微生物中金属硫蛋白的分子结构

及其对重金属离子的结合能力存在显著差异. 对ArsR-
SmtB家族基因组的分析发现, 不同类群细菌和古菌的

金属硫蛋白分子量差异较大, 且分子量与重金属离子

结合量呈线性关系[87]. Pseudomonas中90%的金属硫蛋

白具备YCCxxC中心序列, 结构中3个半胱氨酸残基可

增强重金属的配位能力, 利于微生物调控重金属离子

在胞内的固定及转移[88]. 核磁共振分析发现, 来源于P.
fluorescens的金属硫蛋白PflQ2含有1个无序的C-末端,
同时包含4个组氨酸残基, 增强了蛋白质结构的稳定

性[89]. 此外, 在Serratia Se1998中发现了一种对Pb有高

亲和力的鞭毛蛋白, 1个蛋白质分子可结合16个Pb(II)
离子[64]. Cupriavidus metallidurans CH34可产生一种专

性吸附蛋白PbrR, 通过3个保守的半胱氨酸与Pb(II)配
位, 形成稳定的三角锥形结构[8].

巯基是蛋白质分子与重金属离子结合的关键基团,
通常它们与重金属离子的结合常数比非巯基位点高一

个数量级以上. 细菌中巯基含量受养分调控, 增加葡萄

糖浓度可以促进Bacillus属细菌产生更多巯基, 从而增

加对Hg(II)、Cd(II)和Au(III)的吸附[90]. 电位滴定结合模

型计算发现, 细菌表面巯基含量在16.6~33.1 μmol/g[91].
蛋白质组学技术从微生物硫代谢通路等角度, 揭示了

重金属固定蛋白质和多肽生物合成的调控机制. 例如,
Penicillium oxalicum在Pb(II)胁迫下, 海藻糖通路被激

活, 结合类、抗氧化类及DNA损伤修复等相关蛋白质

上调, 同时促进胞内半胱氨酸合成酶及谷胱甘肽硫转

移酶的表达[92]. Cd(II)胁迫提高了Burkholderia cepacia
ATP合成酶、金属离子外排系统和蛋白质分泌系统的

表达, 同时增强了谷胱甘肽硫转移酶的表达, 促进了谷

胱甘肽的生物合成[93]. Idiomarina sp. OT37-5b可通过

半胱氨酸的合成阻止Cd(II)向胞内转移[94]. 目前, 对重

金属固定功能蛋白质结构、功能和生理调控过程的认

识还比较浅显, 它们参与的重金属解毒过程, 尤其是在

变价重金属元素转化过程中的作用还有待被深入研究.

5 生物大分子及微生物对变价重金属元素的
转化机制

除了上述Pb(II)、Cd(II)、Zn(II)等非变价元素, 环

境中还存在As、Cr、Cu、Ag等多种变价重(类)金属元

素, 广泛参与生物氧化还原过程(表2). 微生物胞内生物

分子和胞外EPS中含有还原能力强的结构和组分, 具备

半导电特性, 可介导金属离子的胞外还原(图2). EPS可
将Au(III)和Ag(I)等高价态金属阳离子还原为低价态或

零价纳米金属颗粒. 基于FTIR分析发现, EPS中还原性

糖参与了反应, 糖分子中的醛基被氧化成了羧基[95,96].
Shewanella oneidensis MR-1 EPS还原Cr(VI)的研究发

现, 黄素和细胞色素c是参与还原反应的主要物质; 动

力学结果表明, 细胞色素c对Cr(VI)还原的相对贡献高

于黄素[97]. 此外, 不同来源EPS均可通过还原性糖和醌

类物质参与As(V)的还原, 表明EPS可通过胞外非酶促

途径还原As(V), 且这一过程在不同来源EPS中具有普

适性[98]. 来源于Synechocystis sp. PCC6803的EPS对
As(V)的还原能力强于对As(III)的氧化, EPS中蛋白质

和腐殖质等组分, 以及羧基、氨基、羟基等官能团可

能参与了反应[99]. Cu作为许多金属蛋白的氧化还原中

心, 在生物系统中作为辅酶因子参与了多种类型的催

化反应, 过量的Cu也会造成细胞毒害. 金属硫蛋白-3可
将Cu(II)还原成Cu(I), 在这一过程中, 首先由蛋白质中

的半胱氨酸残基还原Cu(II), 产生二硫自由基阴离子,
最终形成氧化还原惰性的Cu(I)4-Cys5-6团簇结构[103]. 还
原态EPS具有更高的电子传递效率, 对Cu(II)还原速率

比原始EPS快10倍; 还原过程中, S. oneidensis MR-1
EPS中80%的电子由细胞色素c提供, 远高于B. subtilis
EPS和S. cerevisiae EPS中细胞色素c的贡献[101]. 在复杂

的生物体系中, 微生物可通过生理调控, 同时利用EPS
中的活性组分和还原性酶促进Cu(II)还原成Cu(I)和
Cu(0)[102]. 相较于重金属离子的吸附过程, 微生物EPS
作为电子供体和受体对污染物氧化还原作用的研究还

较少, 相关研究方法与作用原理值得深入探讨.
不同价态元素的移动性、化学能和生物毒性存在

显著差异. 为了利用金属离子中储存的能量或降低细

胞毒害作用, 微生物发展出一套精密的生物氧化或还

原调控策略. S. oneidensis MR-1对Ag(I)的还原速率较

高, 而cymA和mtrA缺失菌株的还原速率则较低, 表明外

膜细胞色素c参与了Ag(I)的还原, 还原过程中醇羟基被
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氧化成羧基[104]. 对于不同类型的HgS纳米颗粒, 它们与

硫酸盐还原菌Desulfovibrio desulfuricans ND132的亲和

力受矿物晶面性质控制; HgS(111)晶面与Hg转运蛋白

的亲和力最强, 促进细胞对Hg的吸收并转化形成甲基

汞[105]. 在Pannonibacter phragmitetus BB中, Cr(VI)还
原和转运蛋白的表达受重金属浓度调控; 在生物还原

过程中, 超氧化物歧化酶主导了细胞蛋白质之间的相

互作用[106]. As是一种广泛存在于自然界中的类金属元

素, 微生物主导了环境中As的迁移转化行为[107]. 微生

物可以通过异化砷还原和细胞质砷还原两种机制还原

As(V), 从而提高As的移动性, 减少胞内积累. 在磷匮乏

的情况下, Agrobacterium tumefaciens GW4可通过调控

能量流和代谢通路, 利用As(V)合成多种磷脂类物质[108].
微生物介导的砷氧化能够将高毒性的As(III)氧化

为毒性和迁移性较低的As(V), 同时一些As(III)氧化细

菌还可以利用氧化产生的能量维持其自身生长. 砷氧

化细菌通过特异性三组分调控系统AioXSR识别As(III)
信号, 其中AioX为细胞周质As(III)识别受体蛋白, 在感

受到外界砷信号后使下游组氨酸激酶AioS的His273发
生磷酸化, 磷酸化的AioR可以与砷氧化基因簇启动子

区结合, 从而激活砷氧化酶AioBA的表达, 提高细菌砷

氧化能力[109]. 转录组学和蛋白质组学分析发现, As(III)
氧化组氨酸激酶AioS参与了砷氧化菌的砷、磷酸盐、

碳水化合物、铁等的代谢; 砷氧化调控蛋白AioR能够

调控砷趋化、砷抗性、TCA循环、细胞壁/膜和氨基酸

代谢等[110,111]. 色氨酸荧光光谱及凝胶迁移率实验表明,
Enterobacter sp. Z1可以参与有机砷的氧化, 调控蛋白

NemR能够通过21、106和116位半胱氨酸结合有机

As(III), 进而调控NemA编码基因的转录表达和有机砷

氧化[68]. 环境中As代谢与其他生物地球化学过程存在

密切的耦合关系. 例如, 湿地土壤中As的氧化还原与甲

烷氧化、化能无机自养固碳过程密切偶联[112]. As(V)
的还原与甲烷氧化之间的计量比为4:1, 这一耦合过程

贡献了土壤中As溶解释放量的26%~49%[113].

6 展望

环境微生物是开展重金属污染生物修复的宝贵资

源. 随着一系列谱学、组学技术的广泛应用, 重金属固

定转化的生物与化学机制、生理调控策略等相关研究

逐渐深入. 然而, 目前针对单一重金属与生物大分子作

用的研究较多, 复合污染及其耦合的养分元素转化机

制的研究较少. 重金属配位机制的研究多处于官能团

水平, 参与反应的相关生物大分子结构、功能及其与

重金属的作用机制认识不足[114]. 在微生物类群方面,
以浮游单物种微生物为主, 针对自然环境生物膜的研

究较少, 生物膜中不同类型微生物协同应对重金属胁

迫的机制尚不清楚. 针对上述问题, 需要进一步加强以

下几个方面的研究: (1) 加强胞内、胞外生物大分子结

构和组成解析的相关研究. 对生物大分子结构和组成

的认识是进一步开展其与重金属相互作用的基础. 因

此, 需要发展EPS纯化、质谱分析等新技术与新方法,
准确认识EPS、胞内功能生物大分子的分布、结构和

组成[115]. 应用结构生物学和分子动力学模拟等方法,
在单分子水平上理解生物大分子的功能特点及其与重

金属离子络合和氧化还原的反应机制. 在结构和功能

研究的基础上, 开发针对特定重金属污染治理的高效

表 2 参与重(类)金属氧化还原的生物分子及官能团
Table 2 Biomolecules and functional groups for the redox of heavy metals

生物大分子 元素及价态 反应产物 生物大分子功能组分 参考文献

E. coli EPS Ag(I)、Au(III) Ag(0)
Au(0) 半缩醛基 [95,96]

S. oneidensis EPS Cr(VI) Cr(III) 黄素、细胞色素c [97]

生物膜EPS As(V) As(III) 还原性糖、醌类 [98]

Synechocystis spp. EPS As(V)
As(III)

As(III)
As(V) 蛋白质、腐殖酸、羧基、氨基、羟基 [99]

膜生物反应器 V(V) V(IV) 半缩醛基 [100]

EPS及还原态EPS Cu(II) Cu(I) 细胞色素c、酚类、酰胺 [101]

Bacillus spp. Cu(II) Cu(0) 还原酶、转运酶 [102]

金属硫蛋白-3 Cu(II) Cu(I) 半胱氨酸残基、二硫自由基 [103]
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微生物制剂. (2) 推进复合污染及重金属复合物与生物

大分子作用的研究. 例如, 近年来发现环境中的As以巯

基结合态砷为主[116], 而对于这些有机络合态重金属与

生物大分子的作用机制却知之甚少. 应综合应用多种

谱学方法, 加强不同类型金属离子的竞争与协同吸附

作用研究, 考察不同重金属离子与碳、氮、硫等生源

要素之间的耦合关系. 在机理认识的基础上, 建立符合

生物体系重金属反应的定量计算模型. (3) 开展复合菌

群及多物种生物膜与重金属作用机制的研究. 环境中

微生物多以复合生物膜的形式存在, 与浮游状态微生

物相比, 生物膜在EPS组成、表面特性、生理代谢等方

面存在显著差异[117]. 应加强生物膜与重金属相互作用

生物化学机制的研究, 揭示多物种生物膜协同固定转

化重金属的分子机制, 查明调控重金属形态转化的关

键微生物类群. 在重金属污染修复中, 构建重金属阻控

的复合菌群, 利用多物种生物膜提高污水处理及农业

系统中重金属污染治理效果. (4) 加强谱学与组学技术

联用, 明确重金属固定转化的微生物生理调控过程及

功能基因. 现有重金属-生物大分子作用的研究多从单

一的化学或生物学角度出发, 导致无法将反应的化学

机制与生理调控过程建立关联, 无法全面理解相互作

用的生物化学机制. 未来应重视化学与生物学领域的

合作, 协同创新, 共同推进重金属生物地球化学反应机

制与应用研究.
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Heavy metal pollution is a serious threat to both human health and the economic development of China. In soil
environments, microbial derived organic substances contribute more than 50% of soil organic matter, which controls the
migration and transformation of heavy metals. Over time, the microorganisms have developed a range of resistance and
detoxification strategies to deal with the toxicity of heavy metals. Microorganisms play important roles in pollution
remediation, hence, a comprehensive understanding of the underlying interaction mechanisms between biomacromolecules
and heavy metals is fundamental for the development of microbial remediation methods. In recent years, the application of
spectroscopic, thermodynamic, and omics approaches has expanded our understanding of the binding strength,
coordination structure, and redox mechanisms of heavy metals and biomacromolecules. X-ray absorption fine structure
(XAFS) and X-ray emission spectroscopy (XES) measured the valence state, coordination atom, and the structure of heavy
metals in biomacromolecules. Three-dimensional excitation-emission matrix (3D-EEM), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and Raman spectroscopy detected the reactive groups in the biomacromolecules through changes in
the fluorescent and vibrational spectrum. The thermodynamic information for the reactions between biomacromolecules
and heavy metals was detected using isothermal titration calorimetry (ITC) and the surface complexation model (SCM).
Most of the models assumed the interactions between carboxyl, phosphoryl, sulfhydryl groups, and heavy metal ions
through a monodentate complex. The synthesis and secretion of extracellular polymeric substance (EPS) is the universal
mechanism through which microorganisms resist heavy metal stress, though the composition of EPS varied among
microorganisms and heavy metals. Furthermore, the microorganisms have evolved functional proteins to fix and detoxify
heavy metals, mainly through the sulfhydryl groups in metallothionein, flagellin, and amyloid. The hemiacetal groups, c-
type cytochromes, and related functional sites in biomacromolecules promoted the redox of As, Cr, Cu, Ag, and Hg.
Meanwhile, the microorganisms regulate the redox processes through a variety of genetically encoded pathways. These in-
depth understanding of the interactions between biomacromolecule and heavy metal is essential for the treatment of heavy
metal pollution using microbial resources.
Despite the salient accomplishments cited above, there is a significant knowledge gap regarding the molecular level

interactions between microorganisms and heavy metals. The structure and physiological regulation of the functional
biomolecules involved in the stabilization and transformation of heavy metals are still unclear. Additionally, the behavior of
heavy metals in combined pollution systems and the role of biofilms in their transformation is also not clear. Furthermore,
the majority of available literature mainly adopted methodologies from either the chemical or biological field, and the
absence of interdisciplinary studies may account for these knowledge gaps. Therefore, it is important to combine the
biological and chemical technologies and focus on the interactions between the microbial community, function, and heavy
metals in composite biofilms. It is paramount to develop methods for the extraction and characterization of the
biomolecules and to investigate their electron transfer and complexation reactions with heavy metals. More attention
should be given to combined pollution systems and the interactions between metal-small molecular complexes and
biomacromolecules. These studies will promote the understanding of the interactions between heavy metals and functional
biomolecules at the molecular level, and improve the effectiveness of microbial remediation for heavy metal pollution.
Overall, this review summarizes the latest research methodologies and the underlying interaction mechanisms between
biomacromolecules and heavy metals and suggests the directions for further research regarding the methodology and
systems. The integration of the methodologies, innovation, and a vivid comprehension of the underlying mechanisms will
contribute significantly to the development of microbial remediation strategies for heavy metal pollution in water and soil.

biofilm, biomacromolecules, heavy metal pollution, molecular mechanism, redox
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