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摘　要　汞是严重危害食品安全及人体健康的全球性重金属污染物，揭示具有强生物毒性的甲基汞的生

成和累积机制是汞污染研究领域的热点和难点. 生物膜中无机汞的甲基化是环境中甲基汞污染的主要来

源和甲基汞进入食物链的起点，但是目前学术界对汞甲基化机制的认知多基于浮游态纯菌实验，无法准

确模拟生物膜中汞的甲基化过程. 本文从生物膜中汞甲基化的生化分子路径、无机汞的化学形态和甲基

化微生物的活性这三个决定汞甲基化过程的关键因素出发，详细阐述了目前生物膜中汞甲基化的研究现

状、存在问题以及拟解决问题的技术手段，并对未来在该领域的研究工作进行了展望. 生物膜中汞甲基

化机制的研究可为深入理解甲基汞的环境累积过程，提高汞污染风险分析的准确性，开发有效的汞污染

风险防控技术提供科学依据和数据支撑.
关键词　生物膜，汞甲基化，生化路径，汞化学形态，微生物活性.

Mercury methylation in environmental biofilms
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Abstract　Mercury  is  a  heavy  metal  contaminant  that  endangers  food  safety  and  human  health
globally. Understanding the mechanisms that control the production and accumulation of the potent
toxin,  methylmercury,  has  been  the  research  focus  of  mercury  pollution.  Methylation  of  inorganic
mercury  in  biofilms  significantly  contributes  to  methylmercury  contamination  in  the  natural
environment,  and  serves  as  the  entry  point  of  methylmercury  accumulation  in  the  food  web.
However,  current  understanding  of  the  mechanisms  governing  mercury  methylation  is  mainly
originated from experiments using planktonic cultures of pure strains, which do not properly simulate
mercury  methylation  processes  in  biofilms.  Here,  we  synthesized  the  current  understanding  and
remaining  challenges  regarding  the  principal  biochemical  pathways  responsible  for  mercury
methylation, chemical speciation of inorganic mercury and the activity of microorganism in biofilms,
the  three  key  factors  affecting  microbial  mercury  methylation.  Technical  approaches  for  further
solving the key questions of mercury methylation in environmental biofilms and future perspectives
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of  this  research  area  were  also  discussed.  Research  on  mercury  methylation  in  biofilms  will  help
improve  the  mechanistic  understanding  of  the  methylmercury  accumulation  processes  in  the
environment,  and  provide  insights  to  accurate  risk  analysis  and  effective  remediation  strategies  of
mercury pollution.
Keywords　biofilm，mercury methylation，biochemical pathway，mercury speciation，microbial
activity.

  

汞（Hg）是一种生物非必需的重金属元素，由于其具有长距离迁移性、生物累积性、高毒性等特

点，已经被联合国环境规划署（UNEP）列为全球性的污染物[1]. 在自然环境中，汞元素以无机汞（如零价

汞单质、二价汞盐等）和有机汞（如甲基汞、乙基汞等）形态存在，并且在环境条件下会发生相互转化.
不同化学形态汞的物理化学性质和生物毒性差异显著，甲基汞（MeHg）是对人类和环境健康威胁最大

的含汞化合物. 甲基汞具有极强的神经毒性，在食物链和生物圈中易发生富集、放大效应[2 − 3]，海产品

和农作物中的甲基汞严重威胁食品安全和人类健康[4 − 5]. 正确认识自然环境中甲基汞的生成和累积过

程是汞污染研究领域的热点和难点，同时也是有效防治全球性汞污染的核心环节之一.
食物链中累积的甲基汞主要来自于环境中广泛分布的厌氧菌所驱动的无机汞甲基化过程[6]. 生物

膜（biofilm）是水生食物链的重要基础，代表着细菌和古菌在自然环境中的主要生存方式[7]，驱动了众多

元素的生物地球化学循环过程[8]. 在环境汞循环过程中，生物膜参与汞的还原、氧化、甲基化和去甲基

化等形态转化过程[9 − 10]. 进入到生物膜中的二价汞可经由微生物的还原作用形成零价汞后扩散、挥发

进入周围环境；在 Desulfovibrio desulfuricans ND132 等微生物的作用下，零价汞也会被氧化为二价汞[11]；

同时，生物膜是驱动零价、二价无机汞与甲基汞之间相互转化的重要环境介质. 由于生物膜是食物链

中甲基汞的重要来源，Branfireun 等将生物膜添加到了最新总结的淡水生态系统汞的循环模型中[9]，但

是目前关于生物膜在汞的环境转化过程，特别是甲基化过程中的作用仍缺乏系统认识.
在甲基汞微生物合成机制的前期研究中，大多采用了浮游态细菌培养物进行实验，然而有研究表

明，生物膜内部微生物细胞的生活习性、生理代谢途径等明显不同于浮游态细胞，生物膜中发生的生

化过程无法通过研究浮游态细胞进行准确预测[12]. 此外，研究发现，沉积物、周丛生物、水生植物等附

着的生物膜中甲基汞占总汞的比例约为 10%，明显高于外部水环境[10]. 与厌氧区域的沉积物和含水层

相比，生物膜中汞甲基化速率往往高出 1—2 个数量级[13 − 14]. 这些表明生物膜中可能存在不同于浮游态

微生物的汞甲基化作用机制. 生物膜是甲基汞生成的重要环境介质和甲基汞在食物链中富集的起点，

明确生物膜中汞甲基化过程的作用机制是有效保障食品安全，控制汞污染健康风险的重要前提，甲基

汞在生物膜中的生成机制亟待进一步系统研究. 

1    生 物 膜 中 汞 甲 基 化 的 研 究 现 状 和 存 在 问 题 （Current  understanding  and  remaining  questions  of

mercury methylation in biofilms）
国际纯粹与应用化学联合会（IUPAC）对生物膜的定义：生物膜是粘附于固体表面并被微生物细胞

自身产生的胞外多聚物（extracellular polymeric substances, EPS）所包裹的微生物细胞的聚集体[15]. 自然

环境中绝大多数微生物，特别是活性最强的群体，多以生物膜的形式存在[16]，生物膜的平均细胞密度大

约为 1014 cells·dm−3 [17]. 作为汞甲基化最为活跃的环境介质之一，海洋表层沉积物中以生物膜形式附着

生长的细胞丰度高出浮游态 2—3 个数量级[7]. Cleckner 等报道了周丛生物附着生物膜是沼泽湿地地区

中甲基汞生成的新位点 [18]. 研究发现，当硫酸盐还原菌（Desulfovibrio desulfuricans）形成生物膜后，其将

无机汞转化为甲基汞的速率比浮游态细菌高出近 10 倍[14]. 这些研究表明生物膜是自然环境中一个潜

在的汞甲基化热点区域.
后续调查研究发现，不同生物膜中甲基汞的累积程度差异较大，例如美国地质调查局（USGS）和美

国环境保护局（USEPA）曾联合开展一项关于河流中汞循环的调查研究发现，表层沉积物附着生物膜

中甲基汞的平均浓度大约是卵石和沉木附着生物膜的 20 倍[19]. 不同生物膜中计算得到的汞甲基化速

率常数（km）和甲基化效率（MeHg/THg）也存在较大差异，如表 1 所示. 造成这种差异的一个可能原因是

不同生物膜中主导甲基汞产生的微生物种类不同，例如湖滨岩石带生物膜中硫酸盐还原菌对甲基汞产

量贡献了约 60% [20]，而湖泊水生植物附着的生物膜中产甲烷菌在甲基汞生成过程中起关键作用[21]，此

外附着生物膜中的藻类微生物被发现具有增强厌氧菌汞甲基化的能力[22]. 
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表 1    文献报道的生物膜中汞甲基化速率常数和甲基化效率

Table 1    Mercury methylation rate constant and methylation efficiency in biofilms reported in literature
 

生物膜类型
Biofilm type

生物膜载体
Biofilm carrier

甲基化速率常数/d− 1

Methylation rate
constant (km)

甲基化效率/%
Methylation efficiency

(MeHg/THg)

文献
Reference

混菌生物膜

凤眼莲、丁香蓼等 2.32 × 10− 4—3.45 × 10− 4 0.9—8.3 Achá et al., 2011 [23]

穿叶眼子菜、伊乐藻、芦苇等 1.50 × 10− 3—1.80 × 10− 2 0.3—3.5 Hamelin et al., 2011 [21]

狸藻、小莎草等 2.01 × 10− 4—4.15 × 10− 2 0.1—10.0 Cleckner et al., 1999 [18]

穿叶眼子菜、藨草、香蒲等 2.00 × 10− 3—0.14 0.4—23.9 Hamelin et al., 2015 [12]

槐叶萍、凤眼莲、金鱼藻等 1.91 × 10− 2—0.17 0.2—17.0 Mauro et al., 2002 [24]

凤眼莲 2.62 × 10− 2—0.17 5.1—29.2 Lázaro et al., 2013 [22]

芦苇 4.00 × 10− 2—0.18 3.9—23.7 Bouchet et al., 2018 [25]

凤眼莲、膜稃草、丁香蓼等 1.00 × 10− 3—0.18 0.2—36.1 Correia et al., 2012 [26]

凤眼莲 6.30 × 10− 2—0.28 6.1—24.6 Lázaro et al., 2019 [27]

凤眼莲 6.40 × 10− 2—0.29 6.2—25.6 Lázaro et al., 2016 [28]

狐尾藻、凤眼莲 1.61 × 10− 2—0.36 1.6—30.2 Guimarães et al., 2006 [29]

凤眼莲 0.16—0.47 15.3—37.3 Lázaro et al., 2018 [30]

多孔玻璃盘 1.48 × 10− 6—1.08 × 10− 4 <0.1 Schwartz et al., 2019 [31]

聚丙烯网 2.33 × 10− 5—1.25 × 10− 4 <0.2 Olsen et al., 2016 [32]

防水木板 5.00 × 10− 5—1.50 × 10− 3 0.3—1.4 Huguet et al., 2010 [33]

岩石 3.84 × 10− 4—1.42 × 10− 2 0.1—0.8 Desrosiers et al., 2006 [20]

岩石 3.50 × 10− 2—0.20 0.2—9.5 Buckman et al., 2015 [34]

纯菌生物膜
玻璃载玻片 3.33 × 10− 2—0.19 6.6—17.3 Lin and Jay, 2007 [14]

玻璃载玻片 6.29 × 10− 2—0.19 3.1—30.6 Lin et al., 2013 [35]
 
 

上述调查和研究结果表明，生物膜中微生物汞甲基化反应机制可能不同于浮游态微生物. 进一步

的研究发现，季节、温度、光照、溶解氧、有机质、营养盐等外部环境条件均会影响生物膜中汞甲基化

过程[30 − 33, 36]. 除了外部环境条件外，微生物汞甲基化的生化分子路径、无机汞的化学形态和甲基化微生

物的活性是决定微生物汞甲基化过程的三个关键内部因素[35, 37]. 因此，系统地阐明这三个关键因素如

何影响汞甲基化过程，是生物膜中微生物汞甲基化研究的重点（图 1）.
 
 

图 1    影响生物膜中汞甲基化的关键因素

Fig.1    Key factors affecting mercury methylation in biofilms  
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1.1    生物膜中汞甲基化的生化分子路径

Jensen 和 Jernelöv 首次通过实验验证了沉积物中汞甲基化作用主要是由微生物导致的[38]. 随后陆

续发现了产甲烷菌、硫酸盐还原菌、铁还原菌等具有汞甲基化能力的微生物[39 − 41]. 早期研究发现，完全

氧化型硫酸盐还原菌利用乙酰辅酶 A 途径将甲基-四氢叶酸（CH3-THF）的甲基转移到一种类咕啉蛋白

质上，然后通过一氧化碳脱氢酶（CODH）催化进行汞甲基化反应[42 − 43]. 然而，非完全氧化型硫酸盐还原

菌不利用乙酰辅酶 A 途径也可以进行汞甲基化反应，这表明硫酸盐还原菌可能存在多种汞甲基化生

化路径[44 − 45]. 起初，不同种群的微生物的汞甲基化分子机制并不清楚，直到 Parks 等首次报道了微生物

汞甲基化基因 hgcA 和 hgcB 才揭示了汞的微生物甲基化遗传机制 [46]. hgcA 基因编码一种类咕啉蛋白

（HgcA），hgcB 基因则编码一种铁氧化还原蛋白（HgcB）共同参与汞甲基化反应. 推测的甲基化过程：

CH3-THF 将 甲 基 转 移 给 Co(Ⅰ)-HgcA 形 成 CH3-Co(Ⅲ)-HgcA， 随 后 CH3-Co(Ⅲ)-HgcA 将 甲 基 提 供 给

Hg(Ⅱ) 完成汞甲基化，自身则接收 HgcB 蛋白提供的电子还原为 Co(Ⅰ)-HgcA，重新参与到反应中 .
hgcA 和 hgcB 基因在目前已知的的汞甲基化微生物中均有发现，这也让其成为微生物汞甲基化的必要

条件[47].
在相同的环境条件下，与浮游态微生物相比，生物膜中与细胞生理功能和代谢途径相关的基因可

能会显著上调，从而导致生物膜与浮游态微生物具有明显的表型差异[48 − 49]. 尽管目前浮游态微生物汞

甲基化的分子机制已经相对清晰，但是作为环境中微生物普遍生存方式的生物膜中汞甲基化的生化路

径却少有研究 . 目前，仅有 Lin 等利用非完全氧化型硫酸盐还原菌 Desulfovibrio desulfuricans M8 和

ND132 形成生物膜，对比考察了生物膜形态和浮游形态的汞甲基化生化路径的差异[35]. 在抑制了乙酰

辅酶 A 途径后，浮游态微生物汞甲基化速率未受显著影响，而生物膜中的汞甲基化速率降低了 50%.
而且，生物膜中编码 CODH 酶的 cooS 基因表达量是浮游态细菌的 4 倍，进一步证明了乙酰辅酶 A 途

径是生物膜中汞甲基化的重要机制. 乙酰辅酶 A 途径的存在可能是导致生物膜中汞甲基化速率比浮

游态细菌更高的原因之一.
生物膜并不是单个微生物的简单堆砌聚集，生存在生物膜中的微生物具有明显的社会性，微生物

细胞之间会进行复杂的通讯交流. 群体感应、第二信使分子等信号调节系统会启动或抑制相关基因的

表达，调控微生物多种重要生理功能，如调节中心代谢、影响生物膜形成、控制芽胞发育等以适应环境

条件的改变，从而使微生物群体实现单一微生物无法完成的生理功能或行为[50 − 51]. 但是，在生物膜的汞

甲基化过程中，群体感应、第二信使分子等信号调节系统是否会起作用，是否会导致生物膜中厌氧菌

采取不同于浮游态细胞的甲基化生化路径有待于进一步的研究. 

1.2    胞外多聚物对无机汞化学形态的影响

生物膜细胞周围包裹着大量由细胞自身产生的生物大分子组成的聚合物，称为胞外多聚物（EPS）.
胞外多聚物对于生物膜的存在至关重要，起到粘附支撑生物膜、保持水分、提供防护屏障、吸附有机

和无机物质，维持营养等作用[52]. 胞外多聚物主要含有蛋白质、多糖和胞外核酸等生物大分子，其组成

和结构具有高度的异质性，受微生物种类、生长阶段、营养条件、温度、pH 值等多种因素的影响[53]. 胞
外多聚物具有芳香结构及羧基、羟基、醛基、巯基等丰富的官能团，会通过化学络合、静电作用等方式

从水中快速富集 Hg(Ⅱ)、Pb(Ⅱ)、Cd(Ⅱ)、Zn(Ⅱ)、Cu(Ⅱ) 等重金属元素[54 − 56]，对重金属环境行为产生显

著影响.
传统的预测甲基汞生物合成的量化模型中，只有溶解态、电中性、憎水性形态的含汞络合物

（Hg(HS)20 和 HgS0
(aq)）可以作为甲基汞的前体物质进入微生物细胞内部参与甲基汞的生物合成 [57 − 58].

然而最新研究发现，除了溶解态络合物，当无机汞以纳米颗粒物[59 − 60] 和零价汞[11, 61] 形态存在时，其也

可以被厌氧菌利用产生甲基汞，甲基化效率低于溶解态络合物. 无机汞的化学形态直接决定了汞的生

物可利用性.
胞外多聚物如何影响无机汞的吸附、还原、沉淀等形态转化过程目前尚缺乏深入认识. 研究发现，

90% 添加到培养物中的无机二价汞离子可以被细菌的胞外多聚物吸附，且胞外多聚物中的巯基基团是

主要的作用基团 [62 − 63]. Leclerc 等发现，湖水附着生物膜中与汞具有强络合作用的小分子巯基化合物

（如，巯基乙酸、半胱氨酸、谷胱甘肽等）的含量比周围水体高出 3 个数量级[64]. 前期研究发现，小分子
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巯基化合物能显著增强部分汞甲基化细菌对无机汞的摄取和甲基化能力[65]. 因此，生物膜中高含量的

小分子巯基化合物可能影响生物膜中无机汞的甲基化过程. 天然水环境形成的生物膜中已观测到了无

机二价汞离子被还原的过程[66]，此外有研究发现，胞外多聚物中的还原性组分（如，胞外多糖中的半缩

醛结构）可以还原 Ag(Ⅰ) 和 Au(Ⅲ) 形成纳米尺寸的单质 Ag(0) 和 Au(0)[67 − 68]，但是胞外多聚物如何影

响汞的氧化和还原过程目前有待研究. 生物膜中富集的重金属元素多以纳米颗粒物，特别是硫化金属

纳米颗粒物的形态存在，例如，天然水环境中形成的硫酸盐还原菌生物膜中检测到大量的 ZnS 纳米颗

粒物 [69]. Zhang 等发现，厌氧菌胞外多聚物中的芳香结构基团通过与汞离子相互作用，能显著减缓

HgS 颗粒的沉淀团聚过程，使得 HgS 以结构更加无序的纳米颗粒物的形态存在，并且这种胞外多聚物

包被的 HgS 纳米颗粒物可以被微生物利用产生甲基汞[70].
除了具体组分、官能基团外，胞外多聚物的空间结构也可能在汞的形态转化和传质过程中起作用.

Wang 等发现，细菌胞外多聚物的空间结构为不完全伸展链组成的无规则卷曲结构，其空间结构受

pH 影响，在低 pH 值下倾向于形成更为致密的结构 [71 − 72]. 重金属离子和纳米颗粒物在生物膜中的传

质、扩散、迁移等过程受到静电作用、疏水作用、空间位阻等作用控制[16, 73]，胞外多聚物空间结构的改

变可能会影响溶解态络合物、纳米颗粒物等形态的无机汞在生物膜中的分布、迁移、转化及其甲基化

过程. 

1.3    生物膜对甲基化微生物活性的影响

环境中甲基汞的生成主要由厌氧微生物驱动，通过胞内酶促反应将无机汞转化为甲基汞，因此，厌

氧微生物的活性是影响微生物汞甲基化过程的重要因素之一. 生物膜作为微生物面对环境压力所采取

的一种有利于生存的群居措施，其为微生物提供了一个相对稳定的环境以应对外界环境条件的波

动[74]. 生物膜中相对活性较高的厌氧菌的存在可能是生物膜中汞甲基化速率高于浮游态厌氧菌的原因

之一[14].
在胞外多聚物的包裹下，生物膜内部的环境条件与外部环境存在较大差异，例如，在外部好氧条件

下，生物膜内部可形成一个有利于汞甲基化的厌氧微环境，这就为厌氧菌提供了一个额外的生态位[75].
Olsen 等通过人为破坏生物膜的三维结构发现，生物膜内部厌氧微区遭到了破坏，汞甲基化微生物活性

随之降低，进而导致汞甲基化速率降低[32]. 生物膜中藻类等非甲基化微生物分泌的小分子巯基化合物，

一方面可能会影响无机汞的化学形态，另一方面也能增强汞甲基化细菌的活性，促进细菌细胞吸收更

多无机汞[25]. 此外，胞外多聚物中丰富的多糖、蛋白质等有机物也可以被细菌利用进行呼吸代谢，从而

增强其活性，促进汞的甲基化[76 − 77]. 生物膜中汞甲基速率受到温度、光照、溶解氧、营养元素等环境因

素的影响[10]，当这些环境因素发生变化时，生物膜内部的微环境环境条件如何影响甲基化厌氧菌的活

性有待于进一步的研究.
除了生物膜内部微环境会影响微生物活性外，生物膜中不同种群微生物之间的相互作用也会影响

甲基化厌氧菌的活性. 例如，硫酸盐还原菌和硫氧化菌往往共存于生物膜中，后者可以通过将硫氧化生

成硫酸盐，为硫酸盐还原菌提供电子受体，从而促进硫酸盐还原菌的汞甲基化[27]. 自然环境中汞甲基化

过程往往由不同种类的微生物共同驱动，例如，Yu 等研究发现，河流沉积物中主要的汞甲基化微生物

为硫酸盐还原菌和铁还原菌[78]. Liu 等发现，铁还原菌和产甲烷菌共同驱动了稻田土壤中甲基汞的生成

过程[79]. 通过不同浮游态细菌共培养实验发现，硫酸盐还原菌、产甲烷菌、互营杆菌等厌氧菌之间可以

通过氢和乙酸转移方式建立互营共栖关系，进而增强其汞甲基化能力，汞甲基化速率相比单菌增加了

2—9 倍[80]. 特别是在贫硫贫铁环境中，互营共栖的厌氧微生物可能是主要的甲基汞来源. 当环境条件

发生改变时，生物膜中不同菌种的响应不尽相同，其中甲基化细菌的活性可能也会随之改变，从而引起

生物膜驱动的汞甲基化过程发生相应改变. 

2    生 物 膜 汞 甲 基 化 研 究 的 技 术 方 法 （Technical  approaches  for  assessing  mercury  methylation  in

biofilms）

揭示生物膜中汞甲基化过程的作用机制依赖于准确、可靠、高效的仪器表征技术方法. 针对生物
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膜微生物汞甲基化研究中存在的问题，可用于表征生化分子路径、胞外多聚物与汞相互作用、微生物

活性的传统和新兴的技术方法，如图 2 中所示.
 
 

图 2    可用于研究生物膜汞甲基化的技术方法

Fig.2    Technical approaches for assessing mercury methylation in biofilms 

 
 

2.1    生化分子路径分析的技术手段

乙酰辅酶 A 途径（也称为 Wood-Ljungdahl 途径）是广泛存在于厌氧细菌和古菌中用于进行物质和

能量代谢的通路之一[81]. 前期利用硫酸盐还原菌进行的汞甲基化生化分子机制的研究中，普遍认为在

合成乙酰辅酶 A 过程中产生的甲基-四氢叶酸是甲基的来源. 在乙酰辅酶 A 途径中甲酸脱氢酶、乙酰

辅酶 A 合成酶、一氧化碳脱氢酶等是该途径中的关键酶. 通过加入相应的抑制剂，抑制关键酶活性，进

而考察相应代谢途径是常用的研究方法之一. 例如，Ekstrom 等利用氯仿抑制一氧化碳脱氢酶，阻断乙

酰辅酶 A 途径，发现完全氧化型硫酸盐还原菌的汞甲基化能力被抑制，而非完全氧化型硫酸盐还原菌

影响较小，这表明非完全氧化型硫酸盐还原菌还可以利用其他代谢途径进行汞甲基化反应[44].
抑制特定代谢通路的方法并不能准确描述具体的生化分子路径. 随着代谢组学的发展，代谢流分

析技术的出现为更加准确地研究具体代谢通路提供了可能 [82]. 代谢流分析是利用稳定同位素（如13C、
15N 等）标记特定化合物，结合核磁共振、色谱-质谱联用等方法，追踪分析下游代谢产物中稳定同位素

组成，从而系统地定量特定代谢途径的走向、分布等情况[83]. 不同种类汞甲基化微生物可利用的碳源

不同，因此可以通过稳定同位素标记特定碳源（如乙酸、乳酸等），利用代谢流分析技术，揭示汞甲基化

过程中甲基的来源，从而发现可能的新途径.
微生物在生长过程中会产生一种可以扩散的信号分子，在微生物群体密度较低时，信号分子保持

在低浓度，而随着微生物生长，信号分子积累到临界浓度后会诱导目标基因的转录表达，进而表现出不

同于浮游态微生物的生活状态和习性[84]. 然而，目前关于微生物的群体感应等信号调节系统是否会影

响微生物汞甲基化途径尚未见报道. N-酰基高丝氨酸内酯（AHL）是革兰氏阴性菌群体感应中广泛存在

的一种通讯信号分子. AHL 信号分子的产生依赖于 LuxI 类 AHL 合成酶，而其应答依赖于 LuxR 类受

体蛋白[85]. 因此，可以通过人为添加 AHL 信号分子，或者对 AHL 合成酶或受体蛋白进行抑制，刺激信
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号调节系统进而研究群体感应是否会影响微生物的汞甲基化. 

2.2    胞外多聚物与无机汞相互作用的表征方法

胞外多聚物含有的蛋白质、多糖等生物大分子具有丰富的羧基、羟基、巯基等官能团，准确的表

征胞外多聚物的分子组成和官能基团及其与无机汞的相互作用是研究生物膜中无机汞化学形态的基

础. 传统的方法是利用物理化学的手段将胞外多聚体从生物膜中分离，然后利用化学比色方法测定胞

外多聚物的分子组成，例如，BCA 法测定蛋白质含量，苯酚-硫酸法测定多糖含量，二苯胺法测定核酸

含量等. 胞外多聚物中的小分子化合物，可以在消解过后利用气相色谱、液相色谱-质谱联用等方法检

测. 官能团、芳香结构等则通过红外光谱、紫外吸收光谱、荧光光谱等进行表征. 分子量信息通过超滤

离心管、尺寸排阻色谱等获得. 胞外多聚物的亲疏水性则可以利用亲疏水树脂来进行分离检测[53]. 这
些传统的表征方法显著提升了对胞外多聚物与重金属相互作用的认识，但是物理化学的提取和保存方

法也在一定程度上破坏了胞外多聚物的组成和结构，无法准确预测生物膜中胞外多聚物对无机汞形态

的作用.
新表征技术的发展为原位考察胞外多聚物组成及其与重金属相互作用提供了条件. 利用荧光染料

对特定组分进行染色，通过激光扫描共聚焦显微镜（Confocal laser scanning microscope, CLSM）可以原

位地观察生物膜中胞外多聚物特定组分的相对含量和空间分布情况 [86]. 红外光谱（Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR）成像、拉曼光谱（Raman spectroscopy）成像、表面等离子体共振（Surface
plasmon resonance, SPR）成像等可以用来表征官能基团的分布. 将生物膜样品固定、包埋后，纳米二次

离子质谱技术（Nanoscale secondary ion mass spectrometry, NanoSIMS）、基于同步辐射的扫描透射 X 射

线显微镜（Scanning transmission X-ray microscopy, STXM）等先进技术也可以用来原位观察生物膜的物

质 组 成 和 结 构 特 征 [87 − 88]. 此 外 ， 耗 散 型 石 英 晶 体 微 天 平 （Quartz  crystal  microbalance with dissipation
monitoring, QCM-D）、原子力显微镜（Atomic force microscopy, AFM）等是原位表征生物膜与不同形态

无机汞相互作用的有力工具.
胞外多聚物的空间结构对不同形态无机汞在生物膜中的转化、传质等过程可能也会产生影响. 光

散射技术常用来表征聚合物的空间结构特征，例如，Dogsa 等利用小角 X 射线散射技术（Small angle X-
ray scattering, SAXS）研究了不同 pH 条件下细菌胞外多聚物的结构[89]；Benigar 等通过 SAXS、静态光散

射（Static light scattering, SLS）和动态光散射（Dynamic light scattering, DLS）考察了多糖的空间结构 [90].
此外，荧光相关光谱（Fluorescence correlation spectroscopy, FCS）结合共聚焦显微镜常用来考察不同形

态重金属在生物膜中的扩散传质过程. FCS 通过测定溶液中微区内被荧光探针标记了的各形态重金属

因布朗运动而产生的荧光涨落现象，分析荧光涨落的相关函数而获得自扩散相关系数等参数信息[91]. 

2.3    微生物活性的分析方法

微生物活性表示的是微生物体内生理代谢活动过程的状态水平. 通常认为生长速率快的微生物具

有较高的代谢活性，在微生物汞甲基化研究中，普遍通过测定光密度（OD）、细胞数、总蛋白量等指标

来描述生长速率快慢，进而间接表示甲基化微生物的活性. 这些指标技术要求低，易于操作，但是也存

在难以区分活性和非活性细胞的问题，不能准确反映活性微生物的代谢活动水平. 酶活性也是常用的

评估微生物活性的指标之一，常用的指示微生物代谢活性的酶包括脲酶、过氧化氢酶、脱氢酶、磷酸

酶等[92]，但是微生物酶活性也容易受到提取和测试环境条件的影响. 蛋白质是生理代谢活动的主要承

担者，核糖体 RNA（rRNA）与蛋白质的合成密切相关，因此利用 RNA 来反映微生物的活性已成为一种

重要的研究手段[93]. 诸多研究表明，rRNA 的含量与微生物的生长速率、代谢活性具有高度的相关性，

而且只有活性微生物体内才存在高含量的 rRNA[94]. 通过转录组学，测定 rRNA 的含量，除了能获得代

谢活性信息，还能获得活性微生物群落结构信息，这对于研究生物膜中微生物的活性具有显著优势.
环境条件显著影响微生物的活性，准确定量地描述生物膜内部微环境条件的变化，是考察生物膜

中汞甲基化微生物活性的重要内容. 目前，以微电极系统为代表的微传感器已经成为原位、实时、定量

表征生物膜内部微环境的有力工具之一[95 − 97]. 微电极系统可以转换为温度微电极、pH 微电极、氧化还

原电位微电极、氧气微电极等，通过对生物膜进行穿刺，进而获得相应内部微环境的状况. 微电极的尖

端直径一般在微米级范围，确保穿刺不会破坏生物膜内部微环境，同时微电极系统反应灵敏且检测限
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低，可以检测生物膜内部微环境的瞬间动态变化.
随着高通量核酸测序技术的发展，以宏基因组学为代表的宏组学已经成为研究微生物种群间相互

作用机制的热门技术. 宏基因组学是以环境样本中微生物群体基因组为研究对象，通过测序分析、功

能基因筛选等手段，研究微生物种群结构、功能活性、相互作用关系等 [98]. 随着决定汞甲基化能力的

hgcAB 基因的发现，利用宏基因组学手段研究不同汞甲基化微生物之间群落组成和相互作用成为可

能. 例如，Liu 等结合宏基因组学、PacBio 测序和实时定量 PCR 方法测定了稻田土壤中 hgcAB 基因的

分布丰度及其系统发育关系，发现铁还原菌和产甲烷菌共同驱动了稻田土壤中的甲基汞生成过程[79].
另外，荧光原位杂交技术（Fluorescence in situ hybridization, FISH）由于兼备分子生物学准确性和显微镜

可视性的特点，在微生物群落结构、种群相互作用、种群中特定微生物代谢活性等研究中也得到较为

广泛的应用[99]. FISH 技术是以荧光染料标记的特异寡核苷酸片段为探针，与微生物的 DNA 或 RNA 分

子进行原位杂交，在特定激发波长下，通过荧光检测系统对目标微生物进行鉴别、跟踪和观察. 因此，

可利用 FISH 技术配合激光扫描共聚焦显微镜原位观察不同种群汞甲基化微生物在生物膜中的空间

分布和相互作用情况. 

3    结论与展望（Conclusion and perspective）

综上所述，微生物汞甲基化的生化分子路径、无机汞的化学形态和甲基化微生物的活性是影响环

境生物膜中汞甲基化的三个关键因素，然而目前对这三个因素的认识仍有较大不足，存在诸多亟待解

答的问题：（1）与浮游态微生物相比，生物膜中各种类微生物的汞甲基化生化路径有何区别？微生物之

间的群体交流是否会导致厌氧菌汞甲基化的生化路径发生改变？（2）生物膜胞外多聚物的组成和结构

如何影响无机汞的络合、还原、沉淀等形态转化过程？环境因素如何影响胞外多聚物的组成和结构？

（3）生物膜内部微环境如何影响汞甲基化厌氧菌的活性？不同种类厌氧菌之间的相互作用如何对汞甲

基化过程产生影响？

针对生物膜汞甲基化研究中仍然存在的问题，结合目前传统的和新兴的研究方法和技术手段，未

来可开展如下几方面的研究：（1）通过阻断代谢途径，利用代谢组学、代谢流分析技术等方法研究生物

膜中汞甲基化的生化分子机制. （2）通过异位表征和原位表征相结合的技术手段，考察甲基化微生物胞

外多聚物影响无机汞化学形态的机制. （3）利用微电极系统考察生物膜内部微环境，采用宏基因组学、

荧光原位杂交技术等研究生物膜内甲基化微生物间相互作用的机制. （4）考察胞外多聚物作用下形成

的含汞化合物（如，溶解态络合物、纳米颗粒物、零价单质等）在生物膜中形成甲基汞的作用机制以及

环境扰动对甲基化过程的影响.
微生物汞甲基化的作用机制是汞污染研究领域的热点和难点问题，而生物膜这一具有重要环境意

义的潜在甲基汞污染源需要给予重点关注. 系统、深刻认识生物膜中汞甲基化过程的作用机制和主控

因子，有助于实现环境中甲基汞生成和累积过程的准确预测和有效阻控. 同时，生物膜是微生物长期进

化和适应环境的结果，使得微生物对外部环境变化具有较强的耐受能力. 生物膜中厌氧菌驱动的汞甲

基化过程能够在不适于浮游态微生物生存的环境甚至极端环境中发生，为探索汞污染可能危及的未知

区域提供新的思路.
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