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摘要:砷是一种剧毒物质, 环境中的砷对人体健康存在潜在威胁 ,因此长期以来备受关注。微生物的各种代谢过程对砷在环境中

的归趋起着重要作用 ,其中砷还原微生物能将吸附于固体矿物中的 As(V)还原为可溶性强的 As(III), 使砷进入液相 , 从而加剧

了地下水等饮用水源的砷污染。论文主要介绍了两种微生物砷还原机制(异化砷还原和细胞质砷还原)在作用机理 、蛋白质结构

和表达调控等方面的研究进展 ,旨在为更深入理解微生物介导砷的生物地球化学循环以及砷污染的微生物修复技术提供参考。
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Abstract:Arsenicisofgreatconcernforalongtimeduetoitspoisonouspotentialtohumanhealth.Microbesplay

animportantroleinthetransformationofarsenicintheenvironment.Ithasbeensuggestedthatarsenatereducing

bacteriacouldreduceAs(V)onmineralsurfacestotheaquiferAs(III), resultinginthecontaminationofgroundw-

ater.Thisreviewmainlyfocusesontheadvancesoftwoarsenatereducingsystemsinprokaryotes(dissimilatoryarse-

natereductionandcytoplasmicarsenatereduction), includingtheirmolecularmechanisms, regulationsofgeneex-

pression, crystalstructuresofproteinswhichinvolvedinthereductionofarsenate.Theaimistoprovidebetterun-

derstandingonthemicrobialmediatedbiogeocycleofarsenicandinformationforthedevelopmentofnovelremedia-

tionstrategies.
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　　砷是自然界中普遍存在的有毒类金属。 1993

年世界卫生组织将饮用水中的砷标准由原来的 50

μg·L
-1
降为 10μg·L

-1
。 2006年美国环保局将其列

为第一位饮用水污染物
[ 1-2]
。我国从 2007年 7月开

始也以 10μg·L
-1
作为生活饮用水中允许的砷浓度

上限。砷在环境中共有 4种价态:As(-III)、As(0)、

As(III)和 As(V),其中以 As(III)和 As(V)较为常

见 ,它们也是造成环境砷污染的主要形态
[ 3]
。

　　微生物在长期的历史演化过程中进化出了各种

抗砷机制 ,更有最新的研究表明有细菌(Halomona-

daceaeGFAJ-1 strain)能以砷代替磷作为细胞中

DNA的组成成分供细菌生长
[ 4]
,但是这项研究发表

后亦颇有争议 ,需要有进一步可靠的数据支持 。目

前研究发现的微生物砷代谢包括氧化 、还原和甲基

化
[ 5]
。砷氧化是通过将较高毒性的 As(III)转化为

较低毒性的 As(V)来解毒;砷甲基化是通过生成挥

发性的甲基化砷来降低砷对细胞的毒性
[ 6-7]
;而砷还

原有两种机制:一种是细胞质砷还原 ,将进入细胞内
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的 As(V)还原为 As(III),再通过膜蛋白将 As(III)

泵出细胞以降低细胞内砷浓度达到细胞解毒的目

的;另一种是异化砷还原 ,以 As(V)作为电子受体将

其还原为 As(III),并从中获取能量供自身生长 。研

究表明 ,环境中微生物的砷还原作用是导致水体砷
污染加剧的重要原因 ,特别是异化砷还原微生物可

将吸附在矿物或者沉积物上的 As(V)还原为具有移

动性和毒性强的 As(III),这就把砷从固相释放到了
液相中 ,从而引起地下水等水源的砷污染

[ 8]
。由于

微生物的作用导致饮用水的砷污染问题在南亚三角

洲地区以及周边一些区域 (中国台湾和柬埔寨)特

别严重
[ 3]
,因此关于砷还原微生物的研究对环境砷

污染的问题具有重要意义。本文介绍了两种砷还原
机制在分子生物学 、酶学和作用机理等方面的研究

成果以及在生物修复中的一些尝试 ,旨在为微生物

砷还原机理的进一步研究以及微生物在砷污染治理

中的应用提供参考。

1　微生物的砷还原机制

1.1　异化砷还原

　　异化砷还原是在厌氧条件下 ,微生物以乳酸盐 、

乙酸盐和芳香类化合物等为电子供体
[ 9-10]
, 以 As

(V)为电子受体将 As(V)还原为 As(III),并利用这

一过程中产生的能量进行自身生长的一个代谢过

程 。Oremland等将这些能进行异化砷还原作用的微

生物统称为 DARPs(dissimilatoryarsenatereducing

prokaryotes)
[ 11]
。目前研究发现的 DARPs已经超过

了 20种
[ 3]
。

1.1.1　异化砷还原菌

　　第一株异化砷还原菌(DARPs)发现于 1994年 ,

由 Ahmann等从美国麻州的砷污染沉积物中分离得

到 ,并将其命名为 MIT-13
[ 12]
。 MIT-13在进化上接

近于 ε-变形菌纲 ,能以乳酸盐为电子供体还原 As

(V)为 As(III),也可还原硫酸盐获得能量。在 MIT-

13报道之后 ,人们相继在矿区和热泉等地区都分离

出了具有异化砷还原功能的微生物
[ 13-15]

,这些微生

物广泛分布于革兰氏阳性菌 、β-, γ-和 ε-变形菌以及

产金菌等 ,显示出了很高的生物多样性
[ 15-17]

。

　　Pyrobaculumarsenaticum是来自于意大利热泉

中的一株古菌 ,它和 Pyrobaculuaerophilum是目前为

止发现的仅有的两株异化砷还原嗜热古菌 。 Py-

robaculumarsenaticum的特别之处在于 ,当它利用砷

酸盐和硫代硫酸盐或者砷酸盐和 L-半胱氨酸生长时

会生成 As2S2 /As4S4(即俗称的雄黄)沉淀
[ 17]
。大多

数异化砷还原菌都能利用砷酸盐以外的电子受体 ,

如硝酸盐 、硫酸盐和延胡索酸盐等 ,但菌株 MLMS-1

只能以 As(V)作为专一性的电子受体 ,氧化硫化物

成为硫酸盐来进行化能自养
[ 18]
。位于加利福尼亚

的 Mono和 Searles两个湖属于高碱高盐且富砷的极

端水体环境 ,是研究砷代谢极端微生物的天然实验

区 。从 Searles湖分离出来的 SLAS-1既能以乳酸盐

为电子供体进行异养生长 ,又能以硫化物为电子供

体进行化能自养
[ 19]
;从 Mono湖中分离出的 Bacillus

arsenicoselenatis和 Bacillusselenitireducens, 则能利

用 As(V)和 Se(VI)进行异化还原作用
[ 20]
。2001年

Gihring等从富砷的地热环境中分离出了既可氧化

砷又可还原砷的细菌 , 该菌在有氧条件下氧化 As

(III),而在厌氧条件下利用乳酸盐还原 As(V)进行

异化生长
[ 21]
。

1.1.2　异化砷还原酶

　　异化砷还原酶(ArrAB)结构上与亚砷酸盐氧化

酶相似
[ 22]
,由大亚基 ArrA和小亚基 ArrB组成 , 与

DMSO还原酶家族有一定亲缘关系 ,目前只有 C.ar-

senatis
[ 23]
、B.selenitireducens

[ 24]
和 Shewanellasp.

strainANA-3
[ 25]

3株菌的 ArrAB得到了分离鉴定 。

1998年 Krafft和 Macy率先从 C.arsenatis中分离纯

化了异化砷还原酶
[ 23]
。该菌 ArrAB位于细胞间质

中 ,是一个 123 kDa大小的异质二聚体 ,钼 、铁 、硫和

锌作为辅助因子 。大亚基 ArrA87 kDa,含有一个钼

原子和铁硫中心 [ 4Fe-S] ,其 N末端与许多原核含

钼多肽相似;小亚基 ArrB29 kDa,为具有 [ Fe-S]的

小蛋白 , N末端类似于铁硫蛋白 。该酶对砷酸盐有

一定特异性 ,不能利用硝酸盐 、硫酸盐 、硒酸盐和延

胡索酸盐作为电子受体 ,在进化上与 DMSO还原酶

家族的 DmsBs以及硝酸盐还原酶族中的 NrfC有一

定亲缘关系。

　　与 C.arsenatis不同 ,属于革兰氏阳性菌的 B.

selenitireducen菌株的 ArrAB则连接在细胞膜上 ,同

样是由大小亚基 ArrA(110 kDa)和 ArrB(34 kDa)

组成的异质二聚体(150 kDa)
[ 24]
。 2008年 Malasarn

等通过将 Shewanellasp.StrainANA-3的 ArrAB在

大肠杆菌中表达 ,得到了分离纯化的异化砷还原酶 ,

大小约 131 kDa, 位于细胞间质 ,包含 ArrA(～ 95

kDa)和 ArrB(～ 27 kDa),同时还含有 1个钼原子 、4

个硫原子和 4-5个 [ 4Fe-4S]
[ 25]
。至今对异化砷还

原酶还仅限于组成成分和氨基酸序列的初步认识 ,

具体的空间晶体结构以及砷还原的作用机理尚未有

明确的报道 ,因此有待进一步研究探索。
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1.1.3　异化砷还原基因及表达调控

　　目前文献中仅报道 B.selenitireducens和 She-

wanellasp.StrainANA-3两个菌株的 arr基因全序

列
[ 24, 26]

。Shewanellasp.StrainANA-3是被研究得比

较深入的异化砷还原菌
[ 26-28]

。Saltikov等通过利用缺

失 arrA或者 arrB的 ANA-3突变菌株证实 arrAB都是

异化砷还原必需的基因 ,并测得 arr基因编码区序列

约 11kb,含有两个方向相反的转录操纵子 , arrB后紧

随一个疑似转录终止信号的序列和另两个不相关的

基因(图 1)。在 arrAB的上游是调控细胞质砷还原的

arsDABC操纵子 ,证明 Shewanellasp.StrainANA-3同

时拥有异化砷还原和细胞质砷还原两种砷代谢功能。

ArrA由 TAT前导序列开始 ,具有一个富含半胱氨酸

的 CX2CX3CX27C超二级结构 ,该结构可能用于固定

一个 [ 4Fe-4S]簇。ArrB亚基不含 TAT前导序列 ,其

中有 4个模序结构(各含 4个半胱氨酸)可以参与与

[ Fe-S]中心的结合。 Shewanellasp.StrainANA-3和

B.selenitireducens的 ArrA蛋白质序列相似性为

47%
[ 22]
。 2007年 Murphy等人研究发现与膜相连的

C型细胞色素(CymA)也是 Shewanella菌群进行异化

砷还原所必需的 ,在反应中负责电子的传递
[ 29]
。

图 1　Shewanellasp.StrainANA-3的砷还原基因图谱 [ 22]

Fig.1　Genesforrespiratory(arrAB)andcytoplasmic(arsC)arsenatereductasesofShewanellasp.StrainANA-3

　　关于异化砷还原基因表达调控机理的研究不

多 ,且多集中于希瓦氏菌。 Murphy等在 Shewanella

sp.StrainANA-3的 arr和 ars操纵子中都未发现表

达调控基因 arsR。通过基因组序列分析找到了六个

类似 arsR的基因 ,将其分别编码为 arsR1-arsR6。他

们研究发现缺失 arsR2的 Shewanellasp.Strain

ANA-3突变株在高浓度 As(III)(3 mM)下比野生

菌生长得快 ,且在厌氧无砷的环境中 arrA和 arsC的

表达量增加 。研究还发现三价砷(亚砷酸盐和苯

胂)会削弱 ArsR2与 arr启动子的结合 ,砷酸盐则不

会 。由此可证明 ArsR2在 Shewanellasp.Strain

ANA-3的 arr和 ars基因的表达调控中起一定的作

用 ,且其调控作用受 As(III)浓度的控制
[ 27]
。 Mur-

phy的另一研究表明 ,在 Shewanellasp.StrainANA-3

中 cAMP-CRP可激活 arr转录 。同时该菌中有 4个

类似腺苷酸环化酶的 cya基因 ,缺失其中两个 cya的

变异菌不能以砷酸盐作为电子受体生长 ,而加入外

源 cAMP后可以使变异菌恢复生长。由此可以证明

代谢阻遏系统(crp和 cya)是 ANA-3中调节异化砷

还原所必需的
[ 28]
。目前对 arr基因表达调控机理研

究甚少 ,基因敲除等分子生物学技术为这方面工作

的开展提供了有力的技术支持 ,更深入了解 arr基因

的表达调控是一个值得努力的方向。

1.1.4　环境中异化砷还原的研究

　　2004年 , Malasarn等根据 ArrA的保守序列设计

引物用于检测 arrA基因 ,他们将此引物应用于 13株

有异化砷还原作用的不同种细菌和一株古菌 ,除了古

菌外所有的细菌都能扩增出相应片段的目的基因 ,此

结果证明了该引物能够用于环境中大多数细菌 arrA

基因的检测 ,但检测不出古菌的 arrA基因
[ 30]
。

　　2006年 , Kulp等在 Malasarn设计的引物基础上

增添了古菌偏好的密码子 ,将这一引物 HAarrA应用

于 Mono和 Searles两个极端湖泊沉积物中的 arrA基

因检测 。实验表明该引物相比前一引物能显著增加

arrA基因扩增量 ,但所扩增基因是否为古菌 arrA基

因仍有待进一步考证
[ 32]
。同时通过克隆文库所得

到的 arrA基因序列与 Hollibaugh发表的关于 Mono

湖水体的序列相似度普遍为 80%
[ 32]
,显示了此序列

具有一定的基因多样性 。

　　Song等使用 Malasarn设计的引物检测不到美国

受砷污染的切萨皮克湾(ChesapeakeBay)沉积物中

的 arrA基因 。随后他们根据 B.selenitireducens, C.

arsenatis, Shewanellasp.StrainANA-3, D.hafniense

和 Wolinellasuccinogenes5种菌的 arrA保守序列设
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计了 3个引物(AS1F, AS1R和 AS2F)。 Lear、Ped-

erick、Oates和 Song等人利用该引物成功扩增了砷

污染沉积物和地下水中的 arrA基因
[ 33-35]

。 Song等

在此基础上又增加了一个特异性高于 AS1R的引物

AS2R,同样通过巢式 PCR检测到了切萨皮克湾沉积

物中的 DARPs
[ 36]
。本研究组也正在开展对水稻土

中 arrA等砷还原基因的定量及多样性研究 ,以期了

解水稻根际环境中砷还原微生物的种群 、数量及其

与水稻吸收砷的关系 。

1.2　细胞质砷还原

　　细胞质砷还原是微生物抗砷的一种重要解毒机

制 。该机制由 ars操纵子编码的一系列酶共同协作 ,

先将进入细胞质内的 As(V)还原为 As(III),再通过

一定的运载蛋白将 As(III)泵出细胞 ,降低细胞内砷

浓度从而达到对细胞解毒的作用 。目前对细胞质砷

还原的基因 、表达调控机制以及相关酶的结构等方

面都研究的比较充分 。

1.2.1　ars操纵子基因类型

　　调控细胞质砷还原过程的 ars基因操纵子广泛

分布于许多革兰氏阴性菌(α-变形菌纲和 β -变形菌

纲)以及革兰氏阳性菌厚壁菌门
[ 5]
,有多种不同的

基因编排方式 ,最常见的是 arsRDABC和 arsRBC。

arsRDABC是最早测到的 ars基因型 ,大肠杆菌质粒

R773、R46以及 Acidophulusmultivurum的 ars基因

属于此种类型
[ 37-38]

, R46跟 R773的 ars蛋白氨基酸

序列只有 7% -15%的差异 ,可以推测该基因在 1

200万年前就开始在进化上出现分歧
[ 39]
。另一种研

究较深入且分布更广泛的基因型是 arsRBC,典型例

子是大肠杆菌染色体
[ 40]
、P.fluorescensMSP3染色

体
[ 41]
和葡萄球菌质粒 (pI258, pSX267)

[ 37]
。 arsRD-

ABC和 arsRBC都只有一个起始位点 ,朝一个方向转

录 。还有其他一些菌株具有特殊的基因型 ,如 Acid-

ithiobacillusferroxidans的 ars基因由转录方向相反

的两个操纵子 arsRC和 arsBH组成
[ 42]
,而 Yersinia

质粒 Yop虽与 Acidithiobacillusferroxidans一样具有

4个基因 arsHRBC,但在编排顺序和转录方向上又

有所不同
[ 39]
。 ars基因类型的多样化 ,也进一步验

证了该基因在很早的时候就开始进行多次不同方向

的进化 。不同基因型在砷抗性和环境耐受性方面是

否有进化上的先后及优劣目前未见全面的报道 。

1.2.2　ars操纵子调控机制

　　虽然拥有多种基因类型 ,但 arsR、arsB和 arsC3

个基因是 ars操纵子的核心部分 。 ArsR是阻遏蛋

白 ,主要作用是调节其他 ars基因的表达 ,当与 ars

启动子结合时会抑制其他 ars基因的转录表达;ArsB

是膜载体蛋白 ,能单独利用膜势能(membranepoten-

tial)将亚砷酸盐排出细胞 , 也可与 ArsA形成复合

物 ,利用 ArsA(ATP酶 )水解产生的能量排出 As

(III);ArsC是砷酸盐还原酶 ,负责将进入细胞内的

As(V)还原为 ArsB的底物 As(III)。ArsD是金属伴

侣 ,能增强 As(III)与 ArsA的结合能力 。下文将逐

一对 ars操纵子各部分表达产物的晶体结构和作用

机理等进行描述。

　　(1)ArsR　ArsR是一个约 13 kDa大小的二聚

体蛋白质
[ 43-44]

。正常状态下 , ArsR上起主要作用的

3个半胱氨酸残基(Cys32、Cys34和 Cys37)区域形成

helix-turn-helix超二级结构 ,此时 ArsR结合于其他

ars基因的启动子上从而遏制其他基因的转录 。当

细胞内存在一定浓度的 As(III)、As(V)或 Sb(III)

时 , ArsR被诱导发生构象改变 ,此时 3个半胱氨酸

残基经过翻转和相互靠近形成能结合 As(III)或 Sb

(III)的构象 ,并与 As(III)或 Sb(III)结合 ,结合后的

Cys32和 Cys37不能形成 α螺旋结构 ,从而 ArsR由

DNA上脱落下来使得其他 ars基因得以表达 (图

2)。目前发现的 ArsR基因相似性都比较高 ,同时也

与其他金属的抗性基因(包括 Cd(II)、Hg(II)、Pb

(II)和 Zn(II)等)的阻遏蛋白相似
[ 44]
。

图 2　基于蓝藻金属硫蛋白(smtA)的 mRNA合成阻遏

蛋白 SmtB晶体结构建立的 ArsR阻遏蛋白结构模拟图[ 39]

(注:上图为带有能与 DNA操纵子结合的 α-helix-loop-α-he-

lix结构的ArsR二聚体;下图左为 Cys32, Cys34和 Cys37 3

个半胱氨酸区域折叠成不能结合 As(III)的 α螺旋;下图右

为 3个半胱氨酸区域展开形成能结合 As(III)的结构。)

Fig.2　ModelforArsRrepressorproteinbasedoncrystal

structureoftherelatedSmtBrepressorofcyanobacterial

metallothionein(smtA)mRNAsynthesis
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　　(2)ArsB和 ArsA　ArsB是一个约 45 kDa大小

的膜蛋白 , N和 C末端均在细胞质内 ,有 12个跨膜

片段贯穿细胞膜
[ 46]
。在一些革兰氏阴性菌的质粒

中编码的 ArsB与 ATP酶 ArsA组成 ArsAB复合物 ,

As(III)可激发 ArsA活性使其提供能量给 ArsB从而

将 As(III)泵出细胞外。而大多数具有细胞质砷还

原基因的细菌染色体以及革兰氏阳性菌的质粒中 ,

未发现有 arsA基因 ,此时 ArsB通过膜势能(mem-

branepotential)单独将 As(III)运出体外
[ 47]
。不同

菌种的 ArsB序列相似性较高 , pI258的 arsB基因能

在大肠杆菌中表达 ,甚至 pI258与 R773的 arsB杂合

体也能在大肠杆菌中表达
[ 48-49]

。由于膜蛋白的提取

纯化较困难 ,因此目前还没有 ArsB晶体结构的报

道 。

　　R773的 ArsA由 583个氨基酸残基组成 ,能被

As(III)和 Sb(III)诱导 ,通过一个短肽连接 A1和 A2

两部分 。在 A1和 A2交界处有一个金属结合位点

MBD和两个核苷酸结合位点 NBD。两个 NBD分别

位于 A1和 A2上 。 MBD拥有 3个能高度结合 As

(III)的半胱氨酸残基(A1上的 Cys-113和 Cys-172,

以及 A2上的 Cys-442),它与 As(III)或 Sb(III)结合

后能触发 ATP水解 ,从而为 ArsB排出 As(III)提供

能量
[ 50-52]

。

　　(3)ArsC　研究发现 ArsC序列有 3个亲缘关系

疏远的分支 ,它们的还原机制以及活性区域半胱氨

酸残基的位置不同 ,但却同样有还原砷的功能 。第

一种与硫氧还蛋白还原酶(Trxreductase)相近 ,最早

发现于革兰氏阳性细菌中 ,而后在许多革兰氏阴性

菌中也有发现 , Staphylococcusaureus质粒 pI258 , B.

subtilis,和 P.putida均属此类;第二种与谷氧还蛋白

-谷胱甘肽还原酶(Grx-GSHreductase)相近 ,大肠

杆菌质粒 R773、R46, Shewanella, Alcaligenes以及大

多数革兰氏阴性菌的质粒和染色体上的 ArsC属于

此类;第三种是依赖于谷氧还蛋白的砷酸盐还原酶 ,

多分布在真菌中
[ 22, 39, 53]

。

　　第一个砷酸盐还原酶发现于葡萄球菌质粒

pI258,与硫氧还蛋白型还原酶相似 ,是 LMWPTPase

(low-molecular-weightproteintyrosinephosphatase)类

似物(图 3)。该 ArsC还原酶是一个约 135个氨基

酸残基组成的单亚基蛋白 ,含有 3个参与酶活性必

须的半胱氨酸 ,未发现其他无机盐辅助因子 。位于

ArsC上的 3个半胱氨酸中 , Cys10先与 As(V)形成

As-S键 ,而后 As(V)被还原为 As(III),从 ArsC上脱

落同时形成第一个中间体 Cys10-S-S-Cys82,紧接着

第一个二硫键断裂形成第二个中间体 Cys82-S-S-

Cys89,最后依次由硫氧还蛋白 、硫氧还蛋白还原酶

和 NADPH将二硫键断裂 ,恢复还原态的半胱氨酸 。

pI258的 ArsC与 R773和真菌的 ArsC同源性很低 ,

但都同样有一个 Cys-Xn-Arg离子结合模序 (P-

loop),它同时也是酪氨酸磷酸酶的催化模序 ,其相

似度达到了 64%
[ 54]
。

　　大肠杆菌质粒 R773的 ArsC与谷氧还蛋白 -谷

胱甘肽还原酶相似(图 3):As(V)先与 ArsC上的半

胱氨酸 Cys12形成 As-S共价键 , 随后谷胱甘肽

(GSH)上的半胱氨酸与 Cys12形成 Cys-S-S-Cys中

间体 ,这一过程中将 As(V)还原为 As(III),并从半

胱氨酸残基上释放。最后谷氧还蛋白(Grx)上的半

胱氨酸残基再将中间体 Cys-S-S-Cys的二硫键打破 ,

形成还原态半胱氨酸供下一次还原 As(V)用 。催化

残基 Cys12被两个 β折叠组成的环抱于中间 ,由邻

近的正电荷激发 ,环以 His-8起始终止于 Ser-15
[ 55]
。

图 3　葡萄球菌质粒 pI258(左)和大肠杆菌质粒 R773的 ArsC(右)晶体结构图 [ 53]

Fig.3　ThecrystalconstructionofArsCfromStaphylococcuspI258 (left)andE.ColiR773 (right)
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　　(4)ArsD和 ArsH　ArsD是 ArsAB复合物的金

属分子伴侣 ,负责将 As(III)或 Sb(III)转运给 ArsA,

增加 ArsA与 As(III)的结合 ,从而加强细胞对 As

(III)的排出和在环境中的砷抗性 。大肠杆菌 R773

的 ArsD拥有 3对半胱氨酸 ,每对由相邻的两个半胱

氨酸残基组 成 (Cys12-Cys13、 Cys112-Cys113 和

Cys119-Cys120),这些残基可各自结合一个 As(III)

或 Sb(III)。Lin等通过缺失单个或一对半胱氨酸的

突变菌实验 ,证明 Cys12、Cys13和 Cys18是转运 As

(III)的必要元件并且具有活化 ArsAB的功能
[ 52]
。

　　ArsH是依赖于 NADPH:FMN的黄素蛋白 ,可将

O2还原为过氧化氢 ,也可催化偶氮染料的还原 ,目前

已有来自于 Shigellaflexneri、Sinorhizobiummelilot的

ArsH晶体结构
[ 56-58]

,但对 ArsH在细胞砷抗性中的

作用仍不清楚
[ 57]
。

1.2.3　真菌中的细胞质砷还原

　　在真菌和藻类中砷还原基因的研究不多 。 1997

年在真菌 Saccharomycescerevisiae中发现了砷还原

基因簇 ,其 3个基因 ARR1、ARR2、ARR3表达的蛋

白功能分别可对应于 ArsR、ArsC、ArsB
[ 59]
。分别单

独敲除 ARR1和 ARR3基因都会导致对砷酸盐和亚

砷酸盐的高敏感性 ,而敲除 ARR2只会降低对砷酸

盐的抗性
[ 60-61]

。真菌 ARR2基因可在大肠杆菌中表

达 ,与大肠杆菌 R773的 ArsC相似 , ARR2同样由还

原酶上的半胱氨酸与 GSH的半胱氨酸形成二硫键

来还原 As(V),同时自身形成氧化态的中间体 ,最后

由谷氧还蛋白将其还原
[ 62]
。除了 ARR基因簇之

外 ,还有另一种真菌蛋白 Ycf1p,通过将谷胱甘肽络

合物 As(GS)3从细胞质泵入液泡中达到抗砷目的 。

该蛋白位于液泡内 ,是一种 ABCATP酶
[ 60]
。

2　微生物砷还原作用在环境砷污染治理中的意义

　　微生物的砷还原作用 ,使砷在环境中的可移动

性和毒性增强 ,并能够引起地下水等饮用水源的砷

污染 ,对人体健康造成潜在的威胁 。但从另一方面

讲 ,微生物将 As(V)从固体矿物中释放出来 ,还原为

可溶性强的 As(III),这一作用可用于尾矿区等砷污

染严重地区土壤中砷的去除。 2008年 Yamamura等

人利用异化砷还原菌 Bacillusselenatarsenatis进行土

壤除砷实验 ,两种砷污染土壤都来自日本一工厂旧

址 ,砷含量分别为 250和 1 400 mg·kg
-1
。他们在实

验中加入醌类物质(AQDS)与 Bacillusselenatarsena-

tis共同作用 , 对两种土壤中砷的去除率分别达到

56%和 40%。实验证明 AQDS在有 Bacillusselena-

tarsenatis的实验条件下可以还原 Fe(III)并使其溶

解 ,使吸附的 As(V)得以释放从而提高砷的去除效

率 ,同时实验还证明除砷后土壤的其他矿质营养元

素并无太大的流失
[ 63]
。蜈蚣草是典型的砷超积累

植物 ,目前已很好地应用于砷污染土壤的治理 。

Zhao等
[ 64]
将含有 arsB基因的丛毛单胞菌 Co-

mamonassp.TS37接种于蜈蚣草根际土中 ,结果证

明接种该菌能增加蜈蚣草对砷的积累。利用微生物

与砷超积累植物的联合修复作用去除砷也是科学家

们在积极探索的一个土壤砷污染治理途径 。

　　ArsR对砷有很强的亲和性 ,过量表达的 ArsR

能将大量砷积累在细胞内 ,达到从环境中去除砷的

效果。 Kostal等将 ArsR与类似弹性蛋白的多肽融

合后在大肠杆菌中过量表达 ,证明该工程菌在不影

响自身生长的情况下 ,对 As(V)和 As(III)的积累量

相比对照组细菌分别提高了 5和 60倍;ArsR对 As

(III)的高效富集使该菌 1 h内对含 50 μg·L
-1
As

(III)的污水去除率达到 100%
[ 65]
。另有研究将 Ar-

sC基因与能大量生产半胱氨酸的 γ谷酰基半胱氨

酸合成酶基因同时在模式植物拟南芥中表达 , ArsC

在植物体内将 As(V)还原成 As(III),过量的谷胱甘

肽再将 As(III)螯合固定在液泡内 ,通过此方法拟南

芥不仅增强了耐砷性并且能超量富集砷
[ 66]
。基因

工程技术在环境砷污染治理中的应用仍处在基础研

究阶段 ,如何将其推广应用到实际工程上仍是需要

突破的一大难点。

3　展　望

　　杀虫剂的使用和中水农田灌溉等人为活动导致

的环境砷污染问题仍普遍存在。地下水等饮用水源

的砷污染已经威胁到了区域人群的健康 ,而微生物

的砷还原作用将吸附于固体上的砷引入液相恰恰会

加重这一污染过程 。因此其作用机理和影响因子等

方面研究日显重要 。目前关于微生物砷还原作用大

多基于纯培养细菌的研究 ,但环境中存在众多不可

培养的砷还原菌 ,这些细菌也有着不可忽视的影响 ,

对它们的研究有助于更全面地认识环境中的微生物

砷还原作用。 PCR等分子生物学技术为检测环境中

具有特殊功能的不可培养的微生物提供了重要手

段 ,设计适用范围广且特异性高的引物仍是需要不

断完善的一个研究方向 。

　　对于异化砷还原微生物 ,还需要更多关于异化

砷还原酶晶体结构和作用机理方面的研究来增加对

其还原机制的认识 ,通过基因敲除等分子生物学技
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术研究 arr基因的表达调控机理也是值得深入的领

域 。同时 ,研究环境中微生物砷还原基因表达的影

响因素(pH值 、营养盐和温度等)有助于了解其在

环境尺度上的作用条件 ,一方面可以为抑制环境中

的不利表达提供参考 ,另一方面可以为砷污染的微

生物修复提供依据 。在技术上 , mRNA提取和基因

芯片等应用也为功能基因的表达研究提供了可能。

通讯作者简介:叶军(1971—), 男 , 理学博士 , 现任中国科学

院城市环境研究所副研究员。
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