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钴铯锶３种核素对大肠杆菌的毒性研究
黄　志，颜　未，蒯琳萍

（上海交通大学核科学与工程学院，上海２００２４０）

　　摘要：为了研究核电站建设运营、矿源开采等行为对周边环境的影响，以大肠杆菌为对象，通过绘制生长曲线以及
ＭＴＴ（噻唑蓝）法定量测量钴（Ｃｏ）、铯（Ｃｓ）、锶（Ｓｒ）３种核素对大肠杆菌的毒性作用，得到了钴、铯、锶３种核素与大肠
杆菌的剂量－抑菌率关系，同时通过测定细胞壁通透性以及胞内活性氧含量，发现这３种离子对大肠杆菌的抑菌作用
与细胞壁通透性以及胞内活性氧的积累可能存在正相关关系。结果表明，Ｃｏ２＋、Ｓｒ２＋、Ｃｓ＋对大肠杆菌的半致死浓度分
别为３．３８、２５１、１６００ｍｇ／Ｌ，其金属毒性由强到弱顺序为 Ｃｏ２＋＞Ｓｒ２＋ ＞Ｃｓ＋，并且 Ｓｒ２＋对大肠杆菌生长具有双向性影
响，低浓度（＜１０ｍｇ／Ｌ）时表现为促进生长作用，而浓度增高则表现为抑制作用。Ｃｏ２＋的抑菌作用与大肠杆菌细胞壁
通透性增大有关，而Ｓｒ２＋、Ｃｓ＋的抑菌作用通过金属离子诱导细胞体内活性氧含量增大，从而抑制细菌生长。从宏观
层面反应了３种核素的金属毒性，并从微观层面进行了机理的探讨，为后续研究钴、铯、锶等核素对生物体的致毒效应
以及环境中核素的生物监测方法提供参考依据。
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　　随着核技术在军事、工农业、科研等领域的广泛应用，由
泄漏物质造成的放射性污染以及钴、铯、锶等金属产生的金属

毒性对周边水域的影响也引起了广泛的关注［１］。我国核工

业高速发展使得核电站的建设已经成为我国能源战略中的一

项重要议事，而内陆核电站的建设更是面临着更严格的安全

考量。由于内陆核电站受纳水体容积小，一旦发生泄漏，将对

周围居民的生活带来巨大的影响，因此为保证环境污染水平

监测的可靠性，内陆核电站需要更多的科学评价标准［２］。同

时由于磷酸盐矿、煤矿、铁矿等矿源经常伴随着天然核素的存

在，这些矿源的开采利用也将会对环境带来污染［３］。核素通

过扩散迁移流入到生态环境中，最终会对人类健康产生各种

影响［４－５］，因此需要采取有效的手段进行污染检测。生物监

测可作为一项重要的手段，能够更加客观地评价内陆核电站

在正常运行、事故工况以及退役过程中释放的核素对环境产

生的影响［６］。同时，随着核能源的大力发展，核废料的处理

量也在逐年增长，而原料的开采以及废料的处理，均不可避免

地会对周围环境造成一定的影响，尤其是像钴、铯、锶等核素，

如何评价这些核素对环境的影响也成了当务之急。

作为自然界中数量最多、生物量最大、对生命元素循环具

有最大影响的种群，在水体环境监测上，微生物具有得天独厚

的优势［７］。低等微生物对环境中包括核素在内的金属污染

物、有机化合物等污染会表现得更加敏感，它们能够最快地感

受到生态系统中环境质量的变化，并通过相关机制做出反应。

因此，微生物被认为是最有潜力的指示生物［８］。大肠杆菌是

重要的微生物研究材料，也是重要的环境污染指示菌，以大肠

杆菌为研究对象，能够更普遍地反应核素泄漏对环境的影响，

也能够通过跟踪污染区域的大肠杆菌生长情况来评估该区域

的污染程度。

ＭＴＴ（噻唑蓝）比色法一般用于细胞活性检测，利用双波
长法可以有效地去除包括死菌体、培养基在内的干扰物对试

验的影响［９］。传统的平板计数工作量大，耗时长，与之相比，

ＭＴＴ法工作量小，操作快捷并且重复性高，已经广泛应用于
细胞毒性试验。近年来 ＭＴＴ法也越来越多地应用于活菌数
的测量，本试验利用ＭＴＴ法测量大肠杆菌的存活率，数据可
靠且重复性高。

目前，在农药等污染领域中，将微生物作为污染指示生物

的相关研究已经取得了令人瞩目的成就［１０］。然而，在核素污

染领域，选用微生物进行生物监测的研究鲜有报道。本试验

通过研究Ｃｏ、Ｓｒ、Ｃｓ３种核素外源添加对大肠杆菌生长速率
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的影响，定性反映核素对大肠杆菌的抑制作用，再利用 ＭＴＴ
法定量检测３种核素对大肠杆菌的半致死浓度，最后从细胞
壁通透性变化以及氧化损伤２个方面研究钴、铯、锶３种金属
离子的致毒机理，为核电站泄漏污染物的生物监测提供相关

参考依据。

１　材料与方法

１．１　菌种
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｉｌ－ＤＨ５α）：２０１７年６月购置于

上海交通大学农业与生物学院，并于农业生物学院资源环境

实验室完成本试验。

１．２　仪器
紫外分光光度计、实验室高压蒸汽灭菌锅、恒温培养箱、

振荡涡旋器、水浴摇床、酶标仪、冷冻离心机、移液枪和超净工

作台。

１．３　试剂
金属离子均为氯化物：氯化钴、氯化锶、氯化铯。相关研

究表明，不同阴离子对金属离子的毒性有不同影响，在研究较

为广泛的 Ｃｌ－、ＮＯ３
－、ＯＡｃ－这３种阴离子中，氯离子对金属

离子毒性影响较小［１１］。其他试剂：ＭＴＴ（噻唑蓝）、二甲亚砜
（ＤＭＳＯ）、磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）、氯化钠、活性氧 ＲＯＳ检测
试剂盒、碱式磷酸酶检测试剂盒。

１．４　培养基
Ｒ２Ａ液体培养基：胰蛋白胨 ０．２５ｇ，酸水解酪蛋白

０．５ｇ，酵母浸粉０．５ｇ，可溶性淀粉０．５ｇ，磷酸氢二钾０．３ｇ，
硫酸镁０．１ｇ，丙酮酸钠０．３ｇ，蛋白胨０．２５ｇ，葡萄糖０．５ｇ，
蒸馏水１０００ｍＬ自然溶解，ｐＨ值为７．１～７．３。试验前需要
１２１℃高温灭菌２０ｍｉｎ。
１．５　试验方法
１．５．１　浓度梯度培养基配制　反应体系总体积均为
１００ｍＬ，体系营养成分均为 Ｒ２Ａ液体培养基，加入适量金属
离子溶液，配制不同浓度梯度金属离子液体培养基：Ｃｏ２＋液体
培养基中 Ｃｏ２＋浓度分别为 ０（对照组）、５、１０、２０、４０ｍｇ／Ｌ；
Ｃｓ＋液体培养基中铯离子浓度分别为０（对照组）、１０、１００、
１０００、２０００ｍｇ／Ｌ；Ｓｒ２＋液体培养基中 Ｓｒ２＋浓度分别为０（对
照组）、１０、１００、１０００、２０００ｍｇ／Ｌ。通过绘制各金属离子胁迫
下大肠杆菌的生长曲线，来确定最佳孵育时间以及后续试验

的浓度范围。

ＭＴＴ法定量测量核素的金属毒性中，根据生长曲线判断
合适的离子浓度。此时的浓度梯度设置为 Ｃｏ２＋液体培养基
中Ｃｏ２＋浓度分别为 ０（对照组）、１、２．５、５、１０、１５、２０ｍｇ／Ｌ；
Ｃｓ＋液体培养基中Ｃｓ＋浓度分别为０（对照组）、２００、４００、８００、
１６００、３２００ｍｇ／Ｌ；Ｓｒ２＋液体培养基中Ｓｒ２＋浓度分别为０（对照
组）、１０、５０、１００、２００、４００、８００、１６００ｍｇ／Ｌ。每组设置３个平
行样。

磷酸酶活性、活性氧含量测量试验组中各浓度梯度：Ｃｏ２＋

液体培养基中 Ｃｏ２＋浓度分别为 ０（对照组）、１、２、４、６、８、
１０ｍｇ／Ｌ；Ｃｓ＋液体培养基中Ｃｓ＋浓度分别为０（对照组）、２００、
４００、８００、１６００、３２００ｍｇ／Ｌ；Ｓｒ２＋液体培养基中Ｓｒ２＋浓度分别
为０（对照组）、１０、５０、１００、１５０、２００、２５０ｍｇ／Ｌ。每组设置３
个平行样。

１．５．２　大肠杆菌生长曲线绘制　从细菌平板上挑选长势良
好的细菌接种至 １００ｍＬＲ２Ａ液体培养基中，恒温水浴
（３７℃）振荡培养２４ｈ，复苏细菌待用。

按照１∶１００的接种比例，从已复苏的菌液中吸取１ｍＬ
接入盛有１００ｍＬ各浓度梯度 Ｃｏ２＋液体培养基的三角瓶中，
振荡混合均匀后分装至具塞试管，每试管分装５ｍＬ，封口，置
于３７℃恒温水浴振荡培养。每隔１ｈ左右取出１组试管，测
量其在６００ｎｍ波长下的吸光度。氯化锶、氯化铯试验组除培
养基配制不同外其余操作相同。

１．５．３　ＭＴＴ法检测大肠杆菌在３种核素影响下的存活率　
噻唑蓝［３－３－（４，５－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２－ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）－２，５－
ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＭＴＴ］法是常用于检测细胞
存活的一种方法，其原理是活细胞中琥珀酸脱氢酶能够还原

外源性ＭＴＴ为不溶于水的蓝色晶体甲瓒（ｆｏｒｍａｚａｎ），通过二
甲亚砜溶解甲瓒，测量溶液在特定波长下的吸光度，间接反映

细胞存活数量。

称取 ２５０ ｍｇＭＴＴ溶 于 ５０ ｍＬ ＰＢＳ缓 冲 溶 液
（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７．２），振荡使其充分溶解，使用微孔过滤
器除菌，铝箔包好放置于－２０℃下冷冻待用。按照浓度梯度
设置配制氯化钴液体培养基并接种活化的大肠杆菌，水浴振

荡培养４ｈ。
孵育培养４ｈ后于试管中吸取１ｍＬ菌液至１．５ｍＬＥＰ

管中，加入２００μＬ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液，振荡摇匀，避光放置于
３７℃生化培养箱中，继续孵育１ｈ。

孵育完成后取出 ＥＰ管，放入高速冷冻离心机１２０００ｇ
离心１０ｍｉｎ，小心吸去上清液，加入１ｍＬ二甲亚砜溶液，振荡
摇匀后将混合液铺至９６孔板，每孔２００微升并设置复孔，酶
标仪检测５１０ｎｍ以及６９０ｎｍ波长下的吸光度。Ｃｏ２＋、Ｓｒ２＋、
Ｃｓ＋试验组操作除培养基配制外均相同。
１．５．４　大肠杆菌在３种核素影响下的碱式磷酸酶活性测量
　按照浓度梯度要求配制１００ｍＬＲ２Ａ液体培养基，同时接
种１ｍＬ新鲜菌液至培养基中，水浴振荡孵育４ｈ。完成孵育
培养后取菌液于１２０００ｇ加速度条件下离心１０ｍｉｎ，并按照
碱性磷酸酶试剂盒说明书要求，取０．０５ｍＬ样本加入０．５ｍＬ
ＰＢＳ缓冲液，３７℃水浴振荡１５ｍｉｎ，加入显色剂１．５ｍＬ，并在
５２０ｎｍ条件下进行吸光度测量，通过公式转换得到碱性磷酸
酶活性。每组试验重复３次。
１．５．５　大肠杆菌在３种核素影响下的活性氧含量测量　按
照“１．５．４”节中方法制取不同试验样本并离心取菌体，在加
速度为１２０００ｇ的条件下离心样本１０ｍｉｎ，小心吸去上清液
并用生理盐水充分洗涤细菌菌体，按照活性氧（ＲＯＳ）试剂盒
说明书要求，测试其活性氧含量。加入 ＤＣＦＨ－ＤＡ（２′，７′－
二氯荧光黄双乙酸盐）于上述菌体中，并保证工作浓度为

１０μｍｏｌ／Ｌ，３７℃孵育细胞３０ｍｉｎ，１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，收集
细菌菌体，并用ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，在次离心收集菌体用
于荧光检测。设置激发波长为５５０ｎｍ，发射波长为５２５ｎｍ，
用于荧光强度检测，每组试验重复３次。
１．５．６　大肠杆菌在３种核素影响下的蛋白质含量测量　按
照“１．５．４”节中方法制取不同试验样本。１２０００ｇ离心
１０ｍｉｎ，生理盐水充分洗涤，取菌体溶于 １ｍＬ细菌裂解液。
按照总蛋白定量试剂盒要求方法测定样本中总蛋白的含量。
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２　结果与分析

２．１　３种核素胁迫作用对大肠杆菌生长速率的影响
由图１可知，孵育２ｈ内大肠杆菌在新的培养环境中处

于适应期，其生长速度较为缓慢，随后的７ｈ内处于生长对数
期。在接触培养前期，１０ｍｇ／Ｌ的 Ｃｓ＋浓度对大肠杆菌损伤
作用较小，但随着接触培养时间的延长，１０ｍｇ／Ｌ试验组中的
生长曲线与对照组的差异逐渐增大，说明 Ｃｓ＋对大肠杆菌生
长的影响作用会随接触时间的延长逐渐增强。在培养 ５ｈ
后，１０、１００ｍｇ／Ｌ试验组的吸光度与对照组相比下降 ８％、
１１％，而１０００、２０００ｍ／Ｌ试验组与对照组相比分别下降了
３１％、４５％。可以看出，Ｃｓ＋对大肠杆菌生长主要表现为抑制
作用，且随着剂量的增加，抑制作用逐渐增强；随着培养接触

时间延长，其抑制作用也在逐渐增强。

　　由图２可知，Ｓｒ２＋对大肠杆菌的作用具有双向性，主要表
现在低浓度（１０ｍｇ／Ｌ）Ｓｒ２＋下，大肠杆菌的生长比较迅速并且
超过对照组，而随着 Ｓｒ２＋浓度的增加，浓度大于等于
１００ｍｇ／Ｌ后，大肠杆菌生长变缓、数量越来越少。培养 ４ｈ
后，与对照组相比，１００ｍｇ／ＬＳｒ２＋浓度的培养基中，大肠杆菌
菌液Ｄ６００ｎｍ值下降２５％，１０００ｍｇ／ＬＳｒ

２＋浓度试验组Ｄ６００ｎｍ值
下降４２％。可以看出，与 Ｃｓ＋培养条件相比，添加 Ｓｒ２＋培养
基中大肠杆菌的生长更缓慢；同时，在１０００、２０００ｍｇ／Ｌ高浓
度试验组中大肠杆菌出现了提前进入衰亡期的现象，即接触

反应７ｈ后，低浓度试验组的大肠杆菌还处于对数期，而高浓
度试验组大肠杆菌已经进入衰亡期。

　　由图３可知，５ｍｇ／ＬＣｏ２＋对大肠杆菌的生长产生了明显
影响，其生长数量明显低于对照组，且２０、４０ｍｇ／Ｌ试验组中
大肠杆菌几乎无法生长。在培养５ｈ后，与对照组相比，５、
１０ｍｇ／Ｌ试验组中大肠杆菌Ｄ６００ｎｍ值分别下降５８％、９１％，高
浓度Ｃｏ２＋（＞２０ｍｇ／Ｌ）培养条件下大肠杆菌基本无法生长。

２．２　ＭＴＴ法检测３种核素离子对大肠杆菌毒害性
２．２．１　不同浓度 Ｃｏ２＋对大肠杆菌生长情况的影响　由图４
可知，在Ｃｏ２＋浓度为１０ｍｇ／Ｌ时大肠杆菌的死亡率已经达到
９３．２％，而当Ｃｏ２＋浓度增加至２０ｍｇ／Ｌ时可以使９８％以上的
大肠杆菌死亡。对浓度取对数，绘制大肠杆菌生长抑制效应

曲线，并通过直线拟合发现Ｃｏ２＋浓度与大肠杆菌生长抑制率
呈现高度的线性关系，通过浓度拟合直线可以估算出Ｃｏ２＋对
大肠杆菌的半致死效应剂量约为３．３８ｍｇ／Ｌ。

２．２．２　不同浓度 Ｃｓ＋对大肠杆菌生长情况的影响　如图５
所示，随着Ｃｓ＋浓度增高大肠杆菌的存活率逐渐减小。观察
曲线发现当Ｃｓ＋浓度在１５００ｍｇ／Ｌ以下时，随着 Ｃｓ＋浓度升

高大肠杆菌的死亡率迅速增大，但当 Ｃｓ＋浓度高于
１５００ｍｇ／Ｌ后，大肠杆菌死亡率的增长逐渐趋于平缓。对浓
度取对数，使其为横坐标，绘制Ｃｓ＋的抑菌效应曲线，拟合可
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得到Ｃｓ＋对大肠杆菌的半致死率浓度约为１６００ｍｇ／Ｌ。
２．２．３　不同浓度Ｓｒ２＋对大肠杆菌生长情况的影响　由图６
可知，在１０ｍｇ／ＬＳｒ２＋浓度剂量下，大肠杆菌的死亡率为负
值，说明其生长状况优于对照组。而随着Ｓｒ２＋浓度继续提高，
大肠杆菌的存活率逐渐减小，取浓度对数为横坐标绘制抑制

曲线，通过直线拟合可以发现，当 Ｓｒ２＋浓度为 １３ｍｇ／Ｌ时，
Ｓｒ２＋对大肠杆菌生长情况与对照组基本持平，其生长情况与
对照组相同，随着Ｓｒ２＋浓度的增加，大肠杆菌的生长受到明显
抑制，当Ｓｒ２＋浓度达到１００ｍｇ／Ｌ时，大肠杆菌生长抑制率为
４０％。当Ｓｒ２＋浓度超过２００ｍｇ／Ｌ后，随着Ｓｒ２＋浓度提高大肠

杆菌生长抑制率的增幅逐渐减缓，当浓度达到４００ｍｇ／Ｌ时抑
制作用达到最大，随后抑制作用存在但随着剂量的增大而开

始减小。取浓度对数为横坐标，对 Ｓｒ２＋浓度为０～４００ｍｇ／Ｌ
时的大肠杆菌生长抑制率进行拟合，可估算 Ｓｒ２＋对大肠杆菌
生长半致死量约为２５１ｍｇ／Ｌ。在试验阶段发现，当Ｓｒ２＋浓度
超过４００ｍｇ／Ｌ后，培养液中出现了肉眼可见的浑浊，并且随
着氯化锶配制浓度的增加，浑浊度呈现增加的趋势。这可能

是由于培养基中的营养物质与 Ｓｒ２＋形成部分沉淀，降低了溶
液中游离态 Ｓｒ２＋的存在，削弱了氯化锶对大肠杆菌的毒害
作用。

２．３　３种核素离子对大肠杆菌碱性磷酸酶活性的影响
由图７可知，在１、２、４ｍｇ／ＬＣｏ２＋浓度处理下，大肠杆菌

胞外菌液中的碱式磷酸酶活性稍有增强，由０．１１Ｕ／Ｌ增加到
０．１７Ｕ／Ｌ，增幅约 ５０％。随着 Ｃｏ２＋浓度从 ４ｍｇ／Ｌ增大至
１０ｍｇ／Ｌ，大肠杆菌胞外碱式磷酸酶活性由０．１７Ｕ／Ｌ增大至
０．７９Ｕ／Ｌ，酶活性提高约４倍。由图８可知，在０～８００ｍｇ／Ｌ
Ｃｓ＋浓度下，大肠杆菌胞外碱式磷酸酶活性也出现提升，其活
力由 ０．２９Ｕ／Ｌ上升至 ０．４７Ｕ／Ｌ，但当 Ｃｓ＋浓度大于
８００ｍｇ／Ｌ时，其胞外碱式磷酸酶活力基本不变。Ｓｒ２＋对大肠
杆菌胞外碱式磷酸酶活性的影响较小，在０～５０ｍｇ／ＬＳｒ２＋浓
度范围内，大肠杆菌胞外碱式磷酸酶活性由０．２６Ｕ／Ｌ上升到
０．３３Ｕ／Ｌ，随后随着Ｓｒ２＋浓度的升高，其胞外碱式磷酸酶活性
小幅波动，平均保持在０．３３Ｕ／Ｌ左右（图９）。
２．４　３种核素离子对大肠杆菌菌体活性氧含量的影响

图１０显示，在Ｃｏ２＋的作用下，大肠杆菌菌体活性氧含量
随着Ｃｏ２＋浓度升高呈现先缓慢增高后缓慢减弱的趋势，与对
照组相比，其相对荧光强度没有明显变化。而在Ｃｓ＋、Ｓｒ２＋的

影响下，随着金属离子浓度的增加，大肠杆菌活性氧含量快速

上升。由图１１可知，与对照组相比，４００ｍｇ／ＬＣｓ＋浓度下，活
性氧含量升高９．７％，１６００ｍｇ／ＬＣｓ＋浓度下活性氧含量升高
７４％，结合大肠杆菌在Ｃｓ＋培养基中的存活率可以看出，Ｃｓ＋

的抑菌效应与活性氧含量可能存在正相关关系。由图１２可
知，与对照组相比，１０ｍｇ／ＬＳｒ２＋浓度下，活性氧含量相对减
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少４．７％，随后增加Ｓｒ２＋浓度，活性氧含量随之上升；其中，与
对照组相比，５０ｍｇ／Ｌ试验组中活性氧含量上升 １４．７％，
２００ｍｇ／Ｌ试验组中活性氧含量上升５５．１％，此时继续增加
Ｓｒ２＋浓度，活性氧含量的增加量基本趋于平缓，与大肠杆菌在
Ｓｒ２＋作用下的存活率可能存在一定的正相关关系。

３　讨论与结论

目前在环境污染物生物监测方向，主要监测污染物为

Ｐｂ２＋、Ａｇ＋、Ｈｇ＋、Ｃｄ２＋、Ｃｕ２＋、Ｚｎ２＋，相关研究表明急性毒性由
强到弱依次为Ｃｄ２＋＞Ｃｕ２＋ ＞Ｚｎ２＋［１２］。本试验以核电站的泄
漏污染检测为出发点，主要研究 Ｃｏ２＋、Ｃｓ＋、Ｓｒ２＋３种稳定核
素对大肠杆菌的影响，后续通过ＭＴＴ法定量研究了大肠杆菌
在３种核素下的抑制效应，反映了 Ｃｏ２＋、Ｃｓ＋、Ｓｒ２＋３种核电
站常见污染物对环境的毒性。

研究发现，Ｃｏ２＋的毒性最强，在浓度为１０ｍｇ／Ｌ即可对大
肠杆菌造成明显的毒害作用，能够抑制９０％以上细菌生长，
徐芳芳的研究表明 Ｃｏ２＋浓度在１１ｍｇ／Ｌ时已经具有明显的
抑菌作用［１３］，本试验结果与之相符。而Ｃｓ＋的毒性最小，Ｓｒ２＋

则表现出了双向性，在１０ｍｇ／Ｌ浓度下对大肠杆菌的生长表
现了促进作用，随着浓度增高，促进作用削弱抑制作用增强，

在４００ｍｇ／Ｌ时抑制作用最大，为４８％。近年来有许多关于
Ｓｒ２＋对植物生长影响的报道，大多数研究成果表明，低浓度的
Ｓｒ２＋促进植物生长而高浓度的锶抑制植物生长［１４－１５］，本试验

中锶对大肠杆菌生长作用与之类似。Ｃｓ＋比 Ｓｒ２＋、Ｃｏ２＋对大
肠杆菌的毒性稍小，５００ｍｇ／ＬＣｓ＋对大肠杆菌生长抑制率低
于２０％。董新姣等通过最小抑菌浓度反映重金属对大肠杆
菌的毒性，发现 Ｈｇ＋（１ｍｇ／Ｌ）＞Ｃｄ２＋（５０ｍｇ／Ｌ），Ｐｂ２＋

（５０ｍｇ／Ｌ）＞Ｃｕ２＋（１００ｍｇ／Ｌ）＞Ｚｎ２＋（２００ｍｇ／Ｌ）［１６］。由此
可以得出，Ｃｏ２＋对大肠杆菌毒性较强，介于Ｈｇ＋与Ｐｂ２＋之间，
而Ｓｒ２＋、Ｃｓ＋毒性较小。

金属离子对细菌的毒害表现为多方面联合作用。Ａｖｅｒｙ
等研究发现，Ｓｒ２＋能够改变酵母菌的细胞壁通透性［１７］。细菌

细胞壁具有抑制机械和渗透损伤的作用，能够保持细胞外形，

阻止大分子入侵。碱性磷酸酶主要存在于细菌的细胞壁与细

胞膜之间，正常情况下细菌的培养液中检测不到碱性磷酸酶

的存在［１８－１９］。侯伟峰等通过测定菌液碱式磷酸酶活性，结合

电导率的测定反映了植酸对大肠杆菌细胞壁的损坏情况［２０］。

Ｓｕｎ等研究结果证实，Ａｌ３＋的胁迫作用能改变植物细胞壁的
通透性，致使磷酸酶外泄［２１］。碳酸盐矿物中的阳离子主要包

括钙、镁、铁、铜等元素。陈武研究表明，碳酸盐矿物与大肠杆

菌作用后碱性磷酸酶大量溢出，并通过电镜扫描证明了这种

碱性磷酸酶的溢出源自于大肠杆菌细胞壁被破坏后通透性增

大导致［２２］。本试验中，在 Ｃｏ２＋作用下，大肠杆菌胞外碱性磷
酸酶活性随着Ｃｏ２＋浓度增加迅速上升，表明Ｃｏ２＋对大肠杆菌
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的细胞壁具有破坏作用，使得大肠杆菌的细胞壁通透性增加，

继而在胞外出现大量 ＡＫＰ。可以推测 Ｃｏ２＋对大肠杆菌的至
毒机理可能是破坏细胞壁完整性，使细菌内环境的稳定性受

到破坏，从而抑制细菌生长。Ｃｓ＋、Ｓｒ２＋试验组中大肠杆菌胞
外碱式磷酸酶活性变化不大，其抑菌作用与细胞壁的通透性

完整性变化相关性不大。

金属离子对微生物的毒性还体现在氧化损伤层面，研究

表明金属离子会诱导活性氧的产生，通过线粒体呼吸链引起

细胞氧化应激，导致氧化损伤［２３］。金属离子也能抑制抗氧化

酶系统，从而对细胞造成不可逆的损伤［２４］。冯德玉等在油菜

对锶胁迫的生理生态响应中发现，Ｓｒ２＋对细胞同样具有氧化
损伤作用，在Ｓｒ２＋胁迫作用下其氧化损伤作用增强，ＰＯＤ酶
和ＳＯＤ酶等抗氧化系统酶活性都出现了增高的现象［２５］。本

试验中在 Ｃｏ２＋试验组中发现各组样本中活性氧含量随着
Ｃｏ２＋浓度上升出现了先升后降的现象，但其变化幅度均在
１０％之内。而Ｃｓ＋、Ｓｒ２＋试验组中活性氧含量检测结果表明，
外源添加的Ｃｓ＋和Ｓｒ２＋这２种金属离子明显提高了大肠杆菌
菌体内部活性氧含量，结合２种离子培养下的抑菌率可以推
测Ｃｓ＋与Ｓｒ２＋对大肠杆菌的致毒效应与其活性氧含量的积累
有关。

本试验结果表明，Ｃｏ２＋对大肠杆菌半致死浓度约为
３．３８ｍｇ／Ｌ，Ｓｒ２＋对大肠杆菌半致死浓度约为２５１ｍｇ／Ｌ，Ｃｓ＋

对大肠杆菌半致死浓度约为１６００ｍｇ／Ｌ。Ｓｒ２＋对大肠杆菌生
长影响表现了双向性，即低浓度（小于１０ｍｇＬ）是表现为刺激
生长，而高浓度下表现为抑制生长。Ｃｏ２＋的胁迫作用使大肠
杆菌壁膜通透性发生改变造成碱性磷酸酶出现大量泄漏，表

明Ｃｏ２＋毒性机理与其改变细胞壁膜通透性有关。Ｃｓ＋与Ｓｒ２＋

的毒性与氧化损伤有关，离子诱导胞内活性氧的积累，达到了

抑菌作用。
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