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研究报告 

马利亚霉菌(Mariannaea sp.) HJ 合成金属硒化物及机理研究 

李政  张珩琳  于彬  廉昇阳  范书伶  曲媛媛* 

大连理工大学环境学院 工业生态与环境工程教育部重点实验室  辽宁 大连  116024 

摘  要：【背景】金属硒化物因其优异的光电和催化特性，近年来在半导体、电化学及抗癌等领域成

为了研究热点。相较于传统的化学还原法，生物合成金属硒化物具有环境友好、耗能较低等优势。

然而，目前有关生物合成金属硒化合物的微生物资源较少且相关合成机理尚不明晰。【目的】利用马

利亚霉菌(Mariannaea sp.) HJ 合成了 3 种金属硒化物并对其合成机理进行了初步探索。【方法】利用

X 射线衍射 (X-Ray Diffraction， XRD)和傅里叶转换红外线光谱 (Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy，FTIR)对菌株 HJ 合成的金属硒化物进行了初步的表征，考察了纳米材料合成过程中总

巯基含量、总抗氧化性能及自由基含量变化，并且验证了转运蛋白 DMT1 在金属硒化物合成中所起

的关键性作用。【结果】 XRD 结果表明菌株 HJ 能够在 Bi3+、Pb2+、Co2+与 SeO3
2−作用下分别合成 Bi4Se3、

PbSe 和 CoSe2 纳米颗粒，其合成的最优 pH 条件分别为 6.0、7.0、8.0。FTIR 结果表明，合成的金属

硒化物表面含有氨基、羧基、羟基等官能团。3 种金属硒化物的合成反应体系与空白对照组相比，

总巯基含量明显下降，而总抗氧化性能却有所提高，这表明巯基等酶促体系或氨基酸金属蛋白类的

非酶促体系可能参与了 SeO3
2−的还原过程。苄基异硫脲盐酸盐屏蔽实验表明，转运蛋白 DMT1 在

SeO3
2−转运和金属硒化物分泌过程中起到关键作用。此外，Bi3+、Pb2+和 Co2+的加入使得菌株 HJ 产

生氧化应激反应，在胞外分泌了大量的过氧化氢、羟基自由基和超氧自由基，而上述自由基可通过诱

导热激效应的方式增强金属离子或纳米颗粒的转运过程。【结论】利用马利亚霉菌(Mariannaea sp.) HJ

合成了 Bi4Se3、PbSe 和 CoSe2纳米颗粒，为研究金属硒化物的生物合成及机理提供了一定的理论参考。 
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Characterization and mechanism of metal selenides synthesized 
by Mariannaea sp. HJ 
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Abstract: [Background] Metal selenides have attracted increasing attention in semiconductor, 
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electrochemistry and anticancer fields due to its excellent photoelectric and catalytic properties. Compared 
with the traditional chemical methods, biosynthesis of metal selenides is environmentally friendly and 
lower energy. However, few studies on the biosynthesis of metal selenides were reported, and its relevant 
mechanisms were still unclear. [Objective] We chose Mariannaea sp. HJ to synthesize three kinds of 
metal selenides and proposed the possible mechanisms. [Methods] X-ray diffraction (XRD) and Fourier 
transform infrared spectroscopy (FTIR) were used to initially characterize the metal selenides synthesized 
by strain HJ. The changes in total sulfhydryl content, total antioxidant capacity and free radical content 
were investigated during the synthesis process. Besides, the function of transporter DMT1 was also 
verified in the synthesis of metal selenides. [Results] XRD results showed that Bi4Se3, PbSe and CoSe2 
nanoparticles could be separately biosynthesized by strain HJ under the action of Bi3+, Pb2+, Co2+ and 
SeO3

2−, and the optimal pH conditions for their synthesis were 6.0, 7.0, and 8.0, respectively. FTIR 
analysis illustrated that these nanoparticles were covered with certain functional groups such as amino, 
carboxyl and hydroxyl groups. Compared to the control group, it was also found that the total sulfhydryl 
concentration was significantly reduced during the synthesis process, while the total antioxidant 
performance was increased. It was indicated that the sulfhydryl system or the non-enzymatic system of 
amino acid metalloproteins could be involved in the reduction of SeO3

2−. The benzylisothioureas shielding 
experiment showed that metal transporter DMT1 played a key role in SeO3

2− transportation and metal 
selenides secretion. Besides, oxidative stress was produced after the addition of Bi3+, Pb2+ and Co2+, which 
caused strain HJ to secrete more hydrogen peroxide, hydroxyl free radicals and superoxide free radicals 
outside the cells. The transportation process of metal ions or nanoparticles could be enhanced by above 
free radicals through inducing heat shock effects. [Conclusion] Mariannaea sp. HJ could greenly 
synthesize Bi4Se3, PbSe and CoSe2 nanoparticles. This study would provide useful information for 
biosynthesis and mechanism of metal selenides. 

Keywords: metal selenide, Mariannaea sp. 

硒与金属之间存在着典型的拮抗作用，不同价

态的硒可以与金属离子结合形成金属硒化物。金属

硒化物因其优异的光电特性和催化特性近年来备

受关注，在太阳能电池、污染物降解、光催化等领

域具有潜在的应用价值[1]。其中，硒化铅因其具有

较大的激子玻尔半径和较高的光学灵敏度而被视

作一种新型的半导体材料。硒化镉是一种典型的荧

光量子点，广泛应用于光敏化太阳能电池的制备和

生物医学成像领域。硒化铋因其较高的光热转换效

率和在人体内的低毒性，被用于抗癌药物的载体[2]。 

传统的金属硒化物的合成方法一般为化学法。

化学法一般是在真空中通过金属和硒的直接反应

获取金属硒化物[3]。然而，该方法存在着耗能较高

及使用的还原剂具有毒性等环境问题，因此利用生

物法合成金属硒化物是目前研究的热点[4]。细菌

Pseudomonas stutzeri、Bacillus licheniformis 和真菌

Aspergillus terreus 等已经被证明具有合成不同金属

硒化物的能力[5-7]。但目前有关金属硒化物合成的机

理研究较为模糊。Wang 等将谷胱甘肽还原酶基因

屏蔽后发现菌株合成 CdSe 的能力明显下降，这表

明谷胱甘肽对微生物合成金属硒化物有重要作  

用[8]。Jacob 等在 PdSe 的生物合成机理研究中通过

傅里叶转换红外线光谱(Fourier Transform Infrared 

Spectroscopy，FTIR)分析表明，含有巯基的硫醇基

团存在于纳米颗粒的表面，并且在合成过程中检测

到植物螯合素产量的增加；植物螯合素是以谷胱甘

肽为底物催化合成的金属硫醇盐多肽，在真菌和植

物体内起着抵抗重金属毒性的作用，这表明金属硒

化物的合成伴随着金属离子的氧化应激效应[7]。因

此本研究将在前期研究基础上对金属硒化物合成

机理进行初步探索。 

本实验室前期从活性污泥中筛选得到一株马

利亚霉菌(Mariannaea sp.) HJ，首先，通过 X 射线

衍射(X-Ray Diffraction，XRD)和 FTIR 对菌株 HJ
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合成的 Bi4Se3、CoSe2 和 PbSe 纳米颗粒进行了初步

的定性分析，并考察了 pH 对 3 种金属硒化物生物

合成的影响；其次，在上述实验的基础上测定了菌

株 HJ 在 3 种金属硒化物合成过程中总巯基含量、

总抗氧化性物质含量、胞外聚合物含量及胞外上清

液中自由基含量变化情况；最后，通过胞内金属离

子的浓度变化及转运蛋白屏蔽实验对金属离子及

SeO3
2−的转运过程进行了初步探讨。本研究为探索

生物合成 Bi4Se3、CoSe2 和 PbSe 纳米颗粒及其机理

研究提供了一定的理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及培养 

本实验前期在反应器活性污泥中筛选得到一

株马利亚霉菌(Mariannaea sp.) HJ。现已鉴定并保存

于中国普通微生物菌种保藏中心，菌种保藏编号为

CGMCC No.10030。菌株 HJ 的 26S rRNA 基因序列

储存于 GenBank 数据库，登录号为 KP3302049[9]。

采用改良马丁培养基对菌株 HJ 进行培养，改良马

丁培养基(g/L)：(NH4)2SO4 1.0，KH2PO4 1.0，葡萄

糖 1.0，MgSO4 0.5，pH 7.0。培养基在 0.7×105 Pa 高

压蒸汽中灭菌 15 min 后使用，接种 2% (体积分数)的

HJ 菌液，在 30 °C、150 r/min 条件下振荡培养 2 d。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

亚硒酸钠(Na2SeO3)、硝酸铅[Pb(NO3)2]、硝酸

钴[Co(NO3)2]和硝酸铋[Bi(NO3)3]，分析纯，天津大

茂化学试剂厂；苄基异硫脲盐酸盐硝基、四氮唑蓝

(Nitrotetrazolium Blure Chloride，NBT)、硫代巴比

妥酸(Thiobarbituric Acid，TBA)、2-脱氧-D-核糖、N,N-

二乙基对苯二胺(N,N-Diethyl-P-Phenylenediamine，

DPD)、辣根过氧化物酶(Peroxidase，POD)，分析纯，

上海阿拉丁生化科技股份有限公司；巯基检测试剂

盒、总抗氧化能力检测试剂盒，北京索莱宝科技有

限公司；其他试剂均为分析纯及以上纯度。 

超声波细胞破碎仪，宁波新芝生物科技股份有

限公司；电感耦合等离子发射光谱仪，珀金埃尔默

股份有限公司；高速低温冷冻离心机、紫外可见分

光光度计，贝克曼库尔特股份有限公司；傅立叶转

换红外线光谱，上海高致精密仪器有限公司；全自

动 X 射线衍射仪，Panalvtical 分析仪器公司。 

1.2  方法 

1.2.1  金属硒化物的生物合成及表征 

菌株 HJ 培养 24 h 后，取适量菌液利用定性滤

纸过滤收集菌丝，用去离子水清洗 2 次后，取湿重

为 1.0 g 的菌丝重悬于 pH 7.0 的磷酸盐缓冲液中。

向不同反应体系中分别添加 1 mmol/L 的 Bi3+、Pb2+、

Co2+和 1 mmol/L Na2SeO3，使二者摩尔比为 1:1。将

该反应体系置于 30 °C、150 r/min 条件下避光培养

72 h 获得 3 种不同的金属硒化物。合成稳定后，利用

超声波细胞破碎仪在 4 °C、30 W 条件下破碎 40 min 

(工作 1 s，间隔 1 s)，再在 2 000 r/min 条件下离心 5 min

去除细胞碎片，得到纯净的 3 种金属硒化物溶液。 

XRD 表征：取适量上述合成的 3 种金属硒化物

分别在 90 °C 的条件下真空干燥 12 h，干燥后的样

品用研钵充分研磨，使固体粉末粒径减小到 45 µm

以下。使用全自动 X 射线衍射仪对样品进行表征，

Cu靶Ka辐射，波长λ=0.154 056 nm，工作功率12 kW，

精度 0.01，2θ扫描区间 20°−80°，扫描速度 5(°)/min。 

FTIR 表征：取适量培养 12 h 后的 HJ 菌丝，利

用定性滤纸过滤收集菌丝，超纯水冲洗 3 次。分别

将上述合成的 3 种金属硒化物及 HJ 菌丝于 90 °C

条件下烘干 12 h，将得到的样品分别与溴化钾粉末

混合后于研钵中充分混合研磨，并将研磨后的碎片

压片，使用 FTIR 在 400−4 000 cm−1 范围内测量其

吸收光谱，扫描速度 5 kHz，扫描间隔 2 nm。 

1.2.2  菌株 HJ 合成金属硒化物的条件优化 

将反应液的 pH 调为 5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0，

并按照 1.2.1 方法合成金属硒化物。将合成结束的反

应体系于定性滤纸过滤，取上清液于 10 000 r/min、

10 min 的条件下离心 2 次去除沉淀得到胞外上清

液。最后利用抗坏血酸还原法测定胞外上清液中残

留的 SeO3
2−含量[10]，具体为：取 1 mL 胞外上清液

加入 500 μL 浓度为 4 mol/L 的盐酸和 1 mL 浓度为

1 mol/L 的抗坏血酸，反应 10 min 后于紫外可见分
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光光度计 500 nm 处测量吸光值，并通过标准曲线

换算其 SeO3
2−残留浓度。 

1.2.3  还原性物质测定 

在 3 种金属硒化物合成过程中，分别于 0、8、

16、24、32、40、48、60 和 72 h 取一定量的菌液，

用滤纸过滤并使用去离子水清洗 2 次，利用超声波细

胞破碎仪在4 °C条件下破碎40 min，再在10 000 r/min

条件下离心 10 min 去除细胞碎片及金属硒化物，得

到上清液。取 200 μL 上清液利用巯基检测试剂盒对

金属硒化物合成过程中总巯基含量进行测定；另取

120 μL 上清液，利用总抗氧化能力检测试剂盒对金

属硒化物合成过程中总抗氧化物质含量进行测定。 

1.2.4  胞内金属离子含量变化 

选取 3 种硒化物中较为典型的 Bi4Se3 作为研究

对象。取 9 个 10 mL 的离心管于 121 °C 灭菌 20 min

后按 1.2.1 所示方法合成 Bi4Se3。在合成过程中于 0、

8、16、24、32、40、48、60 和 72 h 取一定量样品，

用滤纸过滤并使用去离子水清洗 2 次，利用超声波细

胞破碎仪在4 °C条件下破碎40 min，再在10 000 r/min

条件下离心 10 min 去除细胞碎片及金属硒化物，得

到菌株 HJ 胞内上清液。利用电感耦合等离子发射

光谱仪对其胞内上清液中 Bi3+含量进行测定。 

1.2.5  金属转运蛋白抑制 

在 3 种金属硒化物合成过程中分别向各反应体

系中加入 10 mmol/L 的苄基异硫脲盐酸盐，用于抑

制金属转运蛋白 DMT1 的活性[11]。72 h 反应结束  

后分别将各菌液过滤，取上清液于 10 000 r/min、   

10 min 的条件下离心 2 次，制得胞外上清液，利用

抗坏血酸还原法对胞外上清液中残留的 SeO3
2−含量

进行测定。实验以不添加苄基异硫脲盐酸盐的反应

体系作为空白对照。 

1.2.6  胞外聚合物含量测定 

首先利用 1.2.1 中方法合成金属硒化物。将合

成得到的金属硒化物和菌株 HJ 分别过滤得到上清

液，于 10 000 r/min 条件下离心 10 min 去除沉淀，

利用 0.45 μm 的滤膜过滤上清液。在上清液中按体积

比 1:4 添加冰无水乙醇，并在 4 °C 条件下放置 24 h。

再以 12 000 r/min 离心 10 min，取沉淀用适量去离

子水溶解即为胞外聚合物(Extracellular Polymeric 

Substances，EPS)。最后采用考马斯亮蓝法测定胞外

EPS 中蛋白质含量[12]，使用苯酚-硫酸法测定其中多

糖含量[13]。 

1.2.7  自由基含量测定 

胞外过氧化氢含量的测定：使用 DPD/POD 法

测定胞外过氧化氢含量[14]。按 1.2.1 方法合成金属

硒化物后，将 3 种金属硒化物和菌株 HJ 通过定性

滤纸过滤获得胞外上清液。取 27 mL 上清液，向其

中加入 3 mL 浓度为 0.5 mol/L 的磷酸盐缓冲液(pH 

7.0)，并分别加入 50 μL 浓度为 0.05 mol/L 的 DPD

和 1 g/L 的 POD。使用紫外分光光度计于 551 nm 处

测量吸光度。 

胞外超氧自由基的测定：向上述金属硒化物和

菌株 HJ 的胞外提取液中加入 50 μmol/L 的 NBT，

用紫外可见分光光度计在 560 nm 处测量吸光值[15]。 

胞外羟基自由基的测定：取 2 mL 上述金属硒化

物和菌株 HJ 的胞外提取液，向其中加入 30 mmol/L

的 2-脱氧-D-核糖于 35 °C 反应 15 min。向 0.05 mol/L 

NaOH 中加入质量分数为 1%的 TBA，取 1 mL NaOH

与 1 mL 混合液混合并加入 1 mL 无水乙酸，将该

反应体系置于沸水水浴 20 min，室温冷却后，测

定 532 nm 处的吸光值[16]。 

2  结果与讨论 

2.1  金属硒化物生物合成及条件优化 

从图 1 中可知，加入 Bi3+、Pb2 +和 Co2+后，马

利亚霉菌 HJ 全细胞和胞外上清液在 72 h 后均变为

黑色。利用 XRD 对合成的纳米颗粒进行了定性分

析。在 Bi3+组中(图 1A)，与硒化铋标准卡(ICSD No. 

72-2065)进行比对可知，2θ在 19.96°、25.66°、28.73°、

39.83°、42.29°、47.18°、51.94°和 59.50°处出现      

8 个衍射峰，分别与 Bi4Se3 六方晶型结构的(009)、

(104)、(107)、(0014)、(110)、(119)、(0120)和     

(2014)的晶面相对应[17]。在 Pb2+组中(图 1B)，2θ 
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图 1  菌株 HJ 合成 Bi4Se3 (A)、PbSe (B)和 CoSe2 (C)纳米颗粒的 XRD 表征 
Figure 1  XRD analysis of Bi4Se3 (A), PbSe (B) and CoSe2 (C) nanoparticles synthesized by fungus HJ 
 

在 24.83°、28.97°、41.53°、49.10°、51.56°、60.20°、

68.33°和 76.04°处出现 8 个衍射峰，分别与 PbSe 标

准立方晶型结构(ICSD No. 77-0245)的(111)、(200)、

(220)、(311)、(222)、(400)、(420)和(442)的晶面相

对应[18]。如图 1C 所示，Co2+中合成的黑色物质的 2θ

分别在 31.81°、34.39°、38.27°、41.76°、46.40°、

51.42°、53.95°、58.83°及 62.37°处出现 9 个衍射峰，

与 CoSe2 六方晶型结构(ICSD No. 09-0234)的(200)、

(210)、(211)、(220)、(221)、(311)、(222)、(321)和

(400)的晶面相对应[19]。综上，菌株 HJ 可以分别在

Bi3+、Pb2+、Co2+与 SeO3
2−作用下合成 Bi4Se3、PbSe

和 CoSe2 纳米颗粒。 

为了表征生物合成的金属硒化物纳米颗粒表

面存在的官能团，利用 FTIR 对合成的 3 种金属硒化

物和菌株 HJ 胞内提取物表面的官能团进行了分析

(图 2)。如图 2 所示，金属硒化合物及菌株 HJ 胞内

提取物均在~3 446、~2 930、~2 839、~1 648、~1 537、

~1 347、~1 237、~1 083、~1 036 cm−1 处出现特征

吸收峰。其中，~3 446 cm−1 是 O−H 伸缩振动峰[20]，

~2 930 cm−1和~2 839 cm−1是 C−H的伸缩振动峰[21]，

~1 648 cm−1 和~1 537 cm−1 是氨基Ⅰ和氨基Ⅱ的  

特征峰[22]，~1 347cm−1 是 C−H 的变形振动峰[23]，

~1 237 cm−1 是 C−C 的伸缩振动峰[20]，~1 083 cm−1

是 C−O−C 的伸缩振动峰[21]，~1 036 cm−1 是 C−N 的

伸缩振动峰[24]。Chandramohan 等在使用 B. subtilis

合成纳米硒时发现细胞提取物中的氨基、羧基、羰

基等一些官能团参与了硒的生物还原过程[24]。Jacob

等在研究 PdSe 的生物合成过程中利用 FTIR 发现一

些蛋白质和酸性基团修饰在纳米颗粒表面。综上可

得，氨基、羧基、羟基等官能团可能修饰在纳米颗

粒的表面用于其稳定和生长[7]。 

微生物在合成纳米材料如纳米金、银时会受到

环境因素的影响，其中 pH 对生物还原过程的影响

最为显著，因此，在探究生物合成金属硒化物机理

之前需对其最优 pH 进行调控。如图 3A 所示，在

Bi4Se3 纳米材料合成过程中，菌株 HJ 胞外上清液中

SeO3
2−还原率在 pH 为 5.0、6.0、7.0、8.0 和 9.0 的

条件下分别为 82.0%、89.2%、60.1%、60.9%和 
 

 

 

图 2  菌株 HJ 及金属硒化物的 FTIR 表征 
Figure 2  FTIR spectrum of strain HJ and three metal 
selenides 
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图 3  不同 pH 对菌株 HJ 合成 Bi4Se3 (A)、PbSe (B)和 CoSe2 (C)纳米颗粒的影响 
Figure 3  Biosynthesis of Bi4Se3 (A), PbSe (B) and CoSe2 (C) nanoparticles by strain HJ at different pH 

 

53.8%，由此可知 pH 6.0 为 Bi4Se3 合成的最优 pH

条件。对于合成 PbSe 纳米材料而言，pH 对其胞外

SeO3
2−还原的影响不大，其中在 pH 7.0 时还原率达

到了 85%，表明 pH 7.0 为菌株 HJ 合成 PbSe 的最

优 pH 条件(图 3B)。此外，在 Co2+诱导下，仅有在

pH 8.0 条件下反应体系呈现棕色且胞外 SeO3
2−还原

率最大，表明 pH 8.0 为 CoSe2 合成的最优 pH 条件

(图 3C)。Diko 等利用真菌 WL-Go 合成 PbSe 时发

现不同 pH 对合成效果影响较大，当 pH 为 7.0、8.0

时可以合成黑色的 PbSe 纳米颗粒，而在其他条件

下几乎无法合成[25]。综上，对于菌株 HJ 而言，其

全细胞体系合成 Bi4Se3、PbSe 和 CoSe2 纳米颗粒的

最优 pH 条件分别为 6.0、7.0、8.0。 

2.2  还原性物质检测 

大量研究表明谷胱甘肽(Glutathione，GSH)和某

些金属硫蛋白是生物体内重要的 SeO3
2−还原性物

质，其中起关键性作用的官能团是巯基(−SH)[26]。

为了探究菌株 HJ 合成金属硒化物过程中的还原性

物质含量变化，本实验检测了不同时间反应体系内

总巯基含量，结果如图 4A 所示。结果表明金属硒

化物的合成伴随着巯基的消耗。在 72 h 内，菌    

株 HJ 总巯基含量先增加后降低，稳定时含量约为

0.5 mg/L，与初始含量相比没有明显变化。然而合

成 3 种金属硒化物的过程中，体系内总巯基含量在

前 12 h 升高后持续下降，在反应 72 h 后 3 者均降

至 0.1 mg/L 左右，与初始含量相比明显降低。在最

初 12 h 内，细胞为抵御重金属和亚硒酸钠的毒性分

泌大量巯基。在合成金属硒化物时，菌株 HJ 消耗

大量的巯基还原 SeO3
2−为 Se2−，Se2−进一步与金属

离 子 反 应 形 成 金 属 - 硒 复 合 体 。 Wang 等 利 用

Pseudomonas stutzeri TS44 成功合成了纳米硒及

CdSe 纳米颗粒，而在合成这 2 种材料的过程中均检

测到了 GSH 的增加，表明 GSH 是菌株 TS44 合成

CdSe 荧光量子点的重要还原物质[8]。 

除巯基外，微生物在金属离子作用下也可产生一

系列的抗氧化物质(Antioxidant Compound，AOC)，如

维生素 C、过氧化氢酶、超氧化物歧化酶等[27-28]。

这类抗氧化物质用于保护细胞 DNA、蛋白质等免受

氧化损伤，在金属离子解毒和蛋白质修饰过程中起

重要作用。菌株 HJ 合成 3 种金属硒化物过程中反

应体系内总抗氧化物(T-AOC)含量变化如图 4B 所

示。与菌株 HJ 相比，金属硒化物合成过程中总抗氧

化物质含量均增加。在合成 Bi4Se3 的过程中，T-AOC

含量在 0−30 h 内逐渐增加，并于 30 h 达到最大为

0.006 3 μmol/mg-protein。在合成 PbSe 过程中，反应

体系也于 30 h 达到最大为 0.002 7 μmol/mg-protein。

CoSe2 的 合 成 过 程 中 于 38 h 达 到 最 大 ， 为      

0.000 881 1 μmol/mg-protein。这可能是因为菌株 HJ

为了抵御重金属产生的氧化应激而产生了大量的抗

氧化物质，导致前期 T-AOC 含量的急速上升。然而

在合成金属硒化物后因为毒性效应的解除从而停止

合成抗氧化物，同时，部分抗氧化物质如谷胱甘肽 
 



李政等: 马利亚霉菌(Mariannaea sp.) HJ 合成金属硒化物及机理研究 3953 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 
 

图 4  金属硒化物合成过程中还原性物质浓度的变化 
Figure 4  The concentration of reductive substance in the synthesis process of three metal selenides  

注：A：总巯基浓度；B：总抗氧化物质浓度 
Note: A: The concentration of −SH; B: The concentration of T-AOC 
 

等酶促体系或氨基酸金属蛋白类的非酶促体系，还

可能参与了金属硒化物的合成过程，导致 T-AOC

含量下降。由此推测抗氧化物在金属硒化物的合成

中参与了抵抗氧化应激及金属硒化物的合成。 

2.3  金属离子及 SeO3
2−的转运 

前期实验已证明菌株 HJ 可在胞内或胞外合成

Bi4Se3、PbSe 和 CoSe2 纳米颗粒，其中胞内合成占

主导。为了探究在金属硒化物合成过程中金属离子

的转运，本实验选择了一种合成产物较为稳定的

Bi4Se3 纳米颗粒，测定了菌株在合成过程中胞内

Bi3+浓度的变化，结果如图 5 所示。在 0−40 h，胞内 

 

图 5  菌株 HJ 合成 Bi4Se3的过程中胞内 Bi3+浓度变化 
Figure 5  The intracellular concentration of Bi3+ in the 
Bi4Se3 synthesis process by strain HJ 

Bi3+浓度逐渐上升，并于 40 h 达到最大值 126.3 mg/L，

而后逐渐下降并于 72 h 达到 10.1 mg/L。在最初 8 h

内胞内的 Bi3+浓度较低，在 8−40 h 内转运明显加快，

这表明 Bi3+最初经过 EPS 的缓冲吸附在细胞表面，

并逐渐转运到细胞内与硒反应生成金属硒化物。然

而在反应过程中因为胞外金属离子浓度的下降和

金属硒化物的生成导致金属和硒的毒性效应得以

减弱，从而导致金属离子转运进细胞和转出速度的  

变快[29]。 

微生物在合成纳米材料过程中必然会存在离子

和颗粒的转运过程，金属离子和 SeO3
2−的转运通常

是借助细胞膜表面的转运蛋白来实现的，例如

DMT1 转运蛋白等[30]。因此为了探究金属离子和

SeO3
2−在金属硒化物合成中的转运过程，本实验利用

苄基异硫脲盐酸盐作为 DMT1 转运蛋白的屏蔽   

剂[11]，考察抑制剂的加入是否会对金属硒化物合成

产生明显干扰。如图 6 所示，本实验通过测定溶液

中残留的 SeO3
2−浓度以判断 SeO3

2−的转运以及金属

硒化物的合成情况。添加苄基异硫脲盐酸盐 72 h 后，

反应体系颜色明显变浅，表明 3 种金属硒化物合成

均受到明显抑制。然而其胞外 SeO3
2−浓度在 Bi3+、

Pb2+和Co2+的体系中分别为185.0、128.1和223.9 mg/L，

与空白组相比显著增加，表明在苄基异硫脲盐酸盐 
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图 6  金属硒化物合成过程中 DMT1 转运蛋白抑制剂对

胞外 SeO3
2−含量变化的影响 

Figure 6  Extracellular SeO3
2− concentration of three 

metal selenides induced by DMT1 transporter inhibitor  
 

的作用下 DMT1 转运蛋白被屏蔽，这导致细胞转运

SeO3
2−进入胞内的能力受到抑制，因此无法合成金

属硒化物。 

2.4  毒性效应 

胞 外 聚 合 物 (Extracellular Polymeric 

Substances，EPS)在降低重金属毒性中起着重要的

作用。首先，EPS 可以络合或通过吸附作用阻止重

金属和微生物的直接接触；其次，菌株可以通过向

胞外分泌特殊的生物活性物质或产生特殊的代谢

物质以达到解毒的目的[31]。为了更直观地了解在金

属硒化物合成过程中胞外 EPS 所起的关键作用，本

实验比较了不同金属硒化物合成后胞外 EPS 中的

蛋白质和多糖含量变化，结果如图 7 所示。 

与对照组相比，金属硒化物合成后其胞外 EPS

含量大幅下降。其中蛋白质含量显著增加，对照组

的蛋白质含量为 3.9 mg/L，Bi4Se3、PbSe 和 CoSe2

纳米颗粒合成后为 19.0、32.6 和 34.7 mg/L。多糖

含量却明显下降，分别为 1.9、9.0 和 26.8 mg/L。

在上述 3 种金属离子作用下菌株 HJ 胞外多糖被大

量消耗，以减少其带来的严重的毒性效应[32]。研

究表明，胞外的生物活性物质(巯基)可将金属离子

修饰后转运入胞内，某些蛋白质能直接还原 SeO3
2−

为 Se0 或 Se2−[32]。杨颖等通过凝胶电泳实验证实

Cupriavidus sp. SHE 胞外蛋白质在 SeNPs 合成过程

中起着重要的作用[33]。由上述推测菌株 HJ 在金属 

 

 
图 7  金属硒化物合成后菌株 HJ 胞外聚合物含量变化 
Figure 7  The EPS concentration of three metal selenides 

 
硒化物合成过程中通过向胞外分泌某些特定蛋白

质的方式参与纳米颗粒的还原或金属离子的修饰

作用。 

通常金属离子作用于细胞后，由于毒性作用

会产生氧化应激，促使细胞产生一系列的活性氧

自由基，例如超氧自由基、羟基自由基，而细胞

所产生的自由基会对细胞脂质、酶等产生明显的

氧化损伤[34]。此外，金属离子产生的氧化应激也

会引发细胞的热激效应，导致细胞膜渗透性的增

加从而增加胞内物质的转运[34]。本实验分别测定

了 3 种金属硒化物合成后胞外上清液中的过氧化

氢、超氧自由基和羟基自由基含量的变化。如图 8

所示，菌株 HJ 在合成 Bi4Se3、PbSe 和 CoSe2 后胞

外上清液中过氧化氢的含量与空白的 5.0 μmol/L

相比上升到 9.9、5.9 和 11.1 μmol/L。经 Bi3+、Pb2+

和 Co2+诱导后胞外上清液中超氧自由基强度比空

白增加了 30.7%、251.4%和 262.8%，羟基自由基

含量增加了 138.3%、59.5%和 58.3%。Sousa 等发

现 Pb2+的加入会导致真菌 Saccharomyces cerevisia

分泌更多的超氧阴离子和过氧化氢含量，表明

Pb2+会引发严重的氧化应激损伤并进一步影响细

胞的电子传递[35]。此外，Tarze 等发现 SeO3
2−会对

Saccharomyces cerevisiae 产生明显的氧化损伤，在

硒暴露后检测到活性氧自由基(Reactive Oxygen 

Specles，ROS)含量的明显增加，而这一过程可能

是 SeO3
2−还原过程大量消耗胞内 GSH 所致[36]。 
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图 8  金属硒化物合成后 ROS 含量变化 
Figure 8  The concentration of ROS in the synthesis process of three metal selenides 

注：A：过氧化氢；B：超氧自由基；C：羟基自由基 
Note: A: Hydrogen peroxide; B: Superoxide free radical; C: Hydroxyl free radical 

 

综上可得金属离子与 SeO3
2−会对细胞产生一定的氧

化损伤作用，而氧化应激的产生可能通过改变细胞

的还原性物质或电子传递链等方法对金属硒化物

的合成过程产生影响。 

2.5  金属硒化物合成机理 

根据以上实验结果并结合文献，提出了菌株

HJ 合成金属硒化物的机理图，如图 9 所示。金属离

子与 SeO3
2−的加入首先会引发菌株产生氧化应激反

应，大量分泌超氧自由基、羟基自由基和过氧化氢

等物质，同时向胞外分泌还原性蛋白，将 SeO3
2−还

原为 Se0。Se0 在胞外或者进入胞内被进一步还原为

Se2−，这一还原过程可能是由谷胱甘肽等酶促体系

或氨基酸金属蛋白类的非酶促体系驱动的[27]。金

属离子一部分被胞外多糖络合以达到解毒的目

的，另一部分在金属转运蛋白的作用下进入细胞。

在胞内，金属离子可能被一些金属硫蛋白或是由

谷胱甘肽转化而来的植物螯合素修饰并被进一步

转运入液泡中，这一过程使得金属离子表面可能

带有一些具有生物活性的官能团，例如氨基、羧基、

羟基、醚键等。在液泡中，Se2−与被蛋白修饰的   

金属离子结合形成金属-硒-蛋白质的复合物[7]。金

属离子和 SeO3
2−造成的氧化应激也会产生热激 

 

 

 

图 9  菌株 HJ 生物合成金属硒化物机理 
Figure 9  The possible mechanism for the biosynthesis of metal selenide by strain HJ 
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效应，导致细胞膜的通透性改变，使得胞内的金属-

硒-蛋白复合物被排出胞外并在奥斯瓦尔德熟化机

制作用下生成金属硒化物纳米颗粒[37]。 

3  结论 

本研究考察了马利亚霉菌 HJ 合成金属硒化物

的能力，并对其合成条件进行了初步优化。同时，

分别对金属硒化物合成过程中的还原性物质含量

及胞内金属离子浓度变化进行了测定。检测了转运

蛋白抑制剂对菌株 HJ 合成金属硒化物的影响，从

毒性效应角度考察了合成过程中胞外聚合物含量

的变化及氧化损伤情况。得到的实验结论如下： 

(1) 菌株 HJ 能够在 Bi3+、Pb2+、Co2+与 SeO3
2−

作用下分别合成 Bi4Se3、PbSe 和 CoSe2 纳米颗粒，

而且其合成的最优 pH 条件分别为 6.0、7.0、8.0。

FTIR 分析表明金属硒化物纳米颗粒表面存在着氨

基、羧基、羟基等官能团。 

(2) 菌株 HJ 合成金属硒化物过程中总巯基含

量显著降低，表明以巯基为活性中心的 GSH 或金

属硫蛋白可能在金属硒化物的生物合成中起重要

作用。然而合成过程中 T-AOC 含量先增加后减少，

表明谷胱甘肽等酶促体系或氨基酸金属蛋白类的

非酶促体系可能参与了金属硒化物的合成。此外，

苄基异硫脲盐酸盐屏蔽实验表明 DMT1 转运蛋白

在 SeO3
2−转运过程中起到了关键作用。 

(3) 金属离子对菌株 HJ 的毒性效应造成胞外

蛋白的含量上升、多糖的含量显著降低。金属离子

刺激菌株 HJ 产生氧化应激效应，导致胞外超氧自

由基、羟基自由基和过氧化氢的含量明显上升。 
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