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铊在真菌亚细胞中的分布特征
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摘 要: 将前期从铊污染区筛选得到的 9 株高耐受性真菌菌株用于微生物对铊的富集和亚细胞分布实验，采用酶
解和差速离心法分离各亚细胞组分，并检测其中铊的质量分数． 结果表明，生物富集量随着铊处理浓度上升而降
低，其影响趋势与对生物量的影响趋势基本一致，最高可达 7 189 mg /kg，最大富集系数为 7. 19． 在亚细胞水平上，
铊的富集优先顺序为: 细胞质—细胞壁—细胞器． 亚细胞水平的区隔化作用是真菌对铊的主要耐受机制，细胞质是
赋存铊的主要场所( 53. 83% ～ 79. 45% ) ．
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Abstract: This paper focused on the sub-cellular distribution of thallium in several different fungus
strains． The fungus strains were isolated from the Lanmuchang thallium-mineralised area in southwest
Guizhou Province，and were used in the bio-concentration experiments． The sub-cellular supernatants
including cytoplasmic，cellwall and cell organelles were seperated by the differential centrifuge after
treated with snailase． Ｒesults show that the bio-concentration rate of thallium in the nine strains decreases
with increasing thallium contents in the culture，the maximum at 7 189 mg /kg and the maximum bio-
concentration factor ( BCF) at 7. 19． In the sub-cellular supernatants detected by ICP-OES，the majority
of thallium ( up to 79. 45% ) was found in cytoplasmic organelles，and the concentrations of thallium in
the order of priority are as follows: cytoplasmic-cellwall-cell organelles． Cytoplasmic supernatant is
apparently a major storage site for thallium，which is a possible detoxification of thallium by the fungus．
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重金属污染对于多数微生物生长有毒害作用．
但在污染环境中，往往也存在一些对重金属胁迫具

有高耐受性的微生物菌种，它们可用于生物修复、工
业废水处理等实际应用［1-2］． 重金属对微生物的毒

害作用及微生物对重金属的耐受性，主要与微生物

对重金属的吸收与运输、重金属在微生物体内各部
位的分配及其与微生物体内物质的结合形态等因素

有关［3］． 微生物耐金属毒害的机制较为复杂，包括
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细胞壁钝化、跨膜运输减少、主动外排、区隔化分布、
螯合、合成逆境蛋白等，但其中最主要、最普遍的机
制是通过诱导金属配位体的合成，形成金属配位体

复合物，并在器官、细胞和亚细胞水平呈区隔化分
布［4］． 近年来，许多学者对微生物吸附重金属离子
的现象和机理进行的大量研究［5-6］表明，微生物吸附

重金属存在静电吸引、络合、沉积和主动运输等作
用［7］． 但是这些研究大多以死菌体为研究对象，而
对于活菌体的研究报道较少． 铊是一种典型的有毒
有害重金属元素，国内外有关这方面的研究主要集

中在铊的毒理、环境地球化学等方面［8-9］，关于铊与
微生物之间相互作用的相关研究较少． 本论文以前
期筛选出的耐铊性真菌菌株为研究对象，采用差速

离心法( differential centrifugation) ，分离并检测各亚
细胞组分中铊和其他常量元素的质量分数，初步揭

示亚细胞水平上铊的分布特征，并探讨真菌细胞对

铊的耐受机理，为进一步阐明微生物对铊的解毒 /耐
毒机制提供理论依据，以期应用这些菌株进行矿山

废水处理．

1 研究方法

1. 1 富集实验
以前期筛选得到的 9 株铊高耐受性真菌菌株为

研究对象［10］，依次编号为 T01 ～ T09，其中 T01、T02、
T04、T08 和 T09 为木霉属( Trichoderma) ，T03 为马
利 亚 霉 ( Mariannaea ) ， T05 为 拟 青 霉 属
( Paecilomyces) ，T08 和 T09 为青霉属( Penicillium) ．
采用液体培养的方式进行真菌对铊的富集实

验，液体培养基选择马铃薯葡萄糖( potato dextrose，
PD) 液体培养基． 根据预实验结果，设置 3 个处理
水平，在三角瓶添加适量 TlNO3 ( Merck，Germany)
和 PD，配成铊质量浓度分别为 1 000、1 200 和 1 500
mg /L的培养液．
将 9 株菌株依法配制成 1 × 104个 /mL 孢子悬

液． 混匀后，取 1 mL 孢子悬浮液接入三角瓶中，每
个处理均设 3 个平行处理． 然后，置于摇床培养( 26
℃，250 r /min) ．
培养结束后，将发酵液用定性滤纸过滤，并用

200 mL 0. 05% Twin －80 溶液反复冲洗，然后称取
0. 2 g菌丝体( A) 置于 4 ℃冰箱，备用． 剩余菌丝体
( B) 置于 80 ℃的烘箱内烘干至恒重，用于分析生物
样品中对铊的富集量．
1. 2 亚细胞组分分离
采用蜗牛酶酶解法对真菌细胞破壁处理，剩下

的为仅由细胞膜包裹着的细胞( 称为原生质体) ，含

细胞质、细胞核等亚组分，然后采用差速离心的方法
分别收集各亚细胞组分．
称取适量溶壁酶( Snailase，美国 Ameresco 公

司) 配制成 20 g /L 酶液． 然后，按质量体积比 1∶ 10
往菌丝体( A) 加入酶液，30 ℃，80 r /min 酶解 3 h．
将酶解后的溶液转入 5 mL离心管中，采用差速

离心法分离不同大小的细胞组分． 首先在 4 ℃、
1 600 r /min离心 15 min，所得沉淀为细胞壁组分，上
层液备用; 此后在 4 ℃、18 000 r /min离心 45 min，上
层液为细胞液，所得沉淀为细胞器组分．
1. 3 样品处理与测定
将分离后的各亚细胞组分移入 Teflon 管( 此前

用超纯 HNO3 煮洗过) ，加入 0. 8 mL HF + 1 mL
HNO3 ( 将 Teflon管放置于钢罐中密封) ，烘箱中加热
( 180 ～ 190 ℃ ) 24 ～ 30 h，冷却． 将 Teflon管取出，放
置在电热板上蒸干( 140 ℃ ) ，再加入少许 HNO3

( ＜ 1 mL) ，蒸干( 干透) ，加入 2 mL HNO3 + 3 mL
Millipore 超纯水，密封，烘箱内加热( 140 ℃ ) 4 ～ 5 h，
冷却，然后定容到 100 mL． 另将烘干后的菌丝体
( B) 多次研磨至 200 目，同样方法消解，备用．
分析仪器为中国科学院地球化学研究所 Perkin

Elmer 电感耦合等离子体质谱仪( inductively coupled
plasmas mass spectrometry，ICP －MS) ，铊的检测限为
0. 005 μg /L，其他常量元素采用电感耦合等离子发
射 光 谱 仪 ( inductively coupled plasmas optical
emission spectrometry，ICP －OES) ( Vista MPX 型，美
国 Varian公司) 进行测定． 通过重复样、空白样和标
样的 QA /QC控制测试，分析结果误差在 95%置信
度水平上均控制在 ± 10%以内; 空白样测试结果都
低于检测限; 标样测试结果与推荐值的误差为

± 10% ．
1. 4 数据处理
本研究中得出的数据分析结果均采用 SPSS

11. 5 软件完成方差分析和最不显著差异法( least
significant difference，LSD) 多重比较，P ＜ 0. 05 为差
异显著性．

2 结果分析

2. 1 各菌株铊的富集量比较
各菌株富集铊的结果见表 1． 在 1 000 mg /L 处

理中，各个菌株对铊的富集量为 255. 96 ～ 7 189. 06
μg /g，平均富集量为 2 309. 18 μg /g; 在 1 200 mg /L
处理中，9 株菌株中仅存 3 株菌株继续生长，各个菌
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株对铊的富集量为 930. 72 ～ 6 165. 42 μg /g，平均富
集量为 2 428. 58 μg /g; 在 1 500 mg /L处理中，9 株菌
株中仅存 3 株菌株继续生长，各个菌株对铊的富集

量为 189. 60 ～ 5 819. 13 μg /g，平均富集量为
2 915. 01 μg /g．

表 1 不同铊处理各菌株铊的富集量( 干质量) 比较
Table 1 Concentrations of thallium in individual strain μg /g

菌株 1 000 mg /L 1 200 mg /L 1 500 mg /L

T01 2 217 ± 175. 53 BC

T02 2 775 ± 296. 88 C

T03 1 657 ± 199. 35aB 931 ± 62. 03bA 669 ± 58. 76bA

T04 2 662 ± 199. 48aBC 2257 ± 13. 29bA 190 ± 19. 60cB

T05 2 042 ± 384. 19BC

T06 1 639 ± 159. 53B

T07 345 ± 64. 31A

T08 256 ± 43. 82A

T09 7 189 ± 300. 83D 6 165. 42 ± 433. 41B 5 819. 13 ± 196. 75C

注: 同一行肩标不同小写字母和同一列肩标大写字母表示差异显著( P ＜ 0. 05) ．

利用 SPSS软件对实验数据进行 LSD 法多重比
较分析结果( 表 1) 表明: 3 个处理水平对 T03 和 T04
富集量的影响具有明显差异，而对 T09 菌株则不明
显． 随着处理浓度的变化，其富集量都不同程度地
表现出下降，这表明随着处理浓度的增大，菌株的生

长受到抑制，生物量也随之下降，导致富集量也随之

下降．
2. 2 各菌株生物富集系数比较
为了有效地评价此次分离到的各菌株对铊的富

集能力，计算了各菌株不同处理批次的生物富集系

数( BCF =微生物体内铊质量浓度 /培养基中铊质量
浓度) ，如表 2 所示．

表 2 不同铊处理各菌株铊的 BCF比较
Table 2 BCF of thallium inindividual strain

菌株 1 000 mg /L 1 200 mg /L 1 500 mg /L

T01 2. 22

T02 2. 78

T03 1. 66 0. 78 0. 45

T04 2. 66 1. 50 0. 60

T05 2. 04

T06 1. 64

T07 0. 34

T08 0. 26

T09 7. 19 5. 14 3. 88

* 在 1 200 和 1 500 mg /L处理中，部分菌株不能生长，故
无数据．

在 1 000 mg /L处理水平，除 T07 和 T08 菌株的
生物富集系数低于 1 以外，其他菌株均在 1 以上，其
中 T09 菌株的 BCF最高( 7. 19) ; 在 1 200 mg /L处理
水平，除 T03 菌株低于 1 以外，其他菌株均在 1 以
上，其中 T09 菌株的 BCF最高( 5. 14) ; 在 1 500 mg /
L处理水平，除 T03 和 T04 菌株低于 1 以外，其他菌
株均在 1 以上，其中 T09 菌株的 BCF 最高( 3. 88 ) ．
从以上分析结果可看出，随处理浓度的上升，各菌株

的 BCF均有不同程度的下降．
2. 3 铊在细胞内各亚细胞组分中的分布
铊在真菌细胞中各亚细胞分布实验结果( 表 3)

表明，细胞内一半以上的铊集中在细胞质，其次是细

胞壁和细胞器． 但由于各菌株之间的物种差异，铊
在亚细胞水平上的分布也有所差别．
在 1 000 mg /L 铊处理水平，铊在细胞质组分中

的质量分数为 4. 62 ～ 50. 41 μg /g，平均质量分数为
22. 41 μg /g，所占比例为 56. 76% ; 铊在细胞壁组分
中的质量分数为 2. 87 ～ 29. 98 μg /g，平均质量分数
为 4. 94 μg /g，所占比例为 29. 94% ; 铊在细胞器组
分中的质量分数为 1. 23 ～ 12. 55 μg /g，平均质量分
数为 11. 41 μg /g，所占比例为 13. 30% ． 在 1 200
mg /L铊处理水平，铊在细胞质组分中的质量分数为
35. 55 ～ 49. 89 μg /g，平均质量分数为 42. 93 μg /g，
所占比例为 71. 34% ; 铊在细胞壁组分中的质量分
数为 6. 30 ～ 30. 80 μg /g，平均质量分数为 14. 59 μg /
g，所占比例为 21. 11% ; 铊在细胞器组分中的质量
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表 3 不同菌株亚细胞组分中铊的分布
Table 3 Sub-cellular distribution of thallium inindividual strain

菌株
铊处理 /

( mg·L －1 )

铊质量分数( 0. 2 g鲜重菌丝体) / ( μg·g －1 )

细胞壁 细胞器 细胞质 总铊

T01 1 000 10. 3 ± 0. 82bBC 4. 33 ± 1. 05cAB 15. 45 ± 1. 15bA 30. 04 ± 2. 57B

T02 1 000 15. 95 ± 1. 51bDE 4. 49 ± 1. 35cAB 30. 05 ± 0. 68aBC 50. 48 ± 3. 53C

T03 1 000 16. 28 ± 1. 07bDE 8. 70 ± 2. 27cBCD 25. 56 ± 3. 46aB 50. 54 ± 6. 81C

1 200 6. 50 ± 0. 20bAB 1. 62 ± 0. 97 cA 48. 65 ± 1. 24aD 56. 78 ± 2. 01C

1 500 4. 04 ± 0. 94bA 2. 25 ± 0. 14bA 48. 53 ± 1. 48aD 54. 82 ± 2. 29C

T04 1 000 16. 83 ± 0. 07bE 9. 75 ± 2. 80bCD 35. 87 ± 2. 50aBCD 62. 44 ± 5. 24C

1 200 7. 73 ± 0. 68bAB 3. 83 ± 0. 53cAB 37. 58 ± 2. 03aBCD 49. 14 ± 1. 89C

1 500 14. 77 ± 2. 00bCDE 2. 80 ± 1. 29cA 34. 71 ± 1. 04aBCD 52. 28 ± 1. 74C

T05 1 000 6. 50 ± 0. 47aAB 1. 79 ± 0. 56bA 8. 34 ± 1. 80aA 16. 63 ± 0. 77AB

T06 1 000 14. 27 ± 0. 18bCDE 6. 09 ± 0. 83cABCD 44. 72 ± 3. 63aCD 65. 08 ± 3. 63C

T07 1 000 3. 84 ± 0. 52bA 2. 13 ± 0. 26bA 9. 17 ± 0. 96aA 15. 14 ± 0. 73AB

T08 1 000 3. 71 ± 0. 43bA 1. 91 ± 0. 43caA 6. 51 ± 1. 13 aA 12. 13 ± 1. 08A

T09 1 000 29. 41 ± 0. 54bF 10. 71 ± 1. 78cD 46. 11 ± 4. 30D 86. 23 ± 6. 61D

1 200 29. 53 ± 1. 27bF 9. 87 ± 0. 85cCD 42. 55 ± 2. 76aCD 81. 94 ± 3. 18D

1 500 11. 19 ± 2. 79bBCD 5. 33 ± 1. 43cABC 74. 89 ± 7. 45aE 91. 40 ± 9. 71D

注: 同一行肩标不同小写字母和同一列肩标大写字母表示差异显著( P ＜ 0. 05) ．

分数为 0. 65 ～ 10. 72 μg /g，平均质量分数为 5. 11
μg /g，所占比例为 7. 55% ．
利用 SPSS软件对实验数据进行单因素方差分

析． 因此，可认为在不同菌株中，铊的亚细胞分布存
在着显著差异，如表 4 所示．

表 4 铊在亚细胞水平分布的单因素方差分析表
Table 4 Oneway ANOVA of thallium in the sub-cellular fractions

亚细胞组分 差异源 平方和( SS) 自由度( df) 均方( MS) F0. 05 P

组间变异 2 998. 744 1 2 998. 744 174. 178 0. 000

细胞壁 组内变异 275. 465 16 17. 217

总变异 3 274. 209 17

组间变异 298. 477 1 298. 477 37. 072 0. 000

细胞器 组内变异 128. 819 16 8. 051

总变异 427. 296 17

组间变异 11 723. 467 1 11 723. 467 533. 596 0. 000

细胞质 组内变异 351. 531 16 21. 971

总变异 12 074. 998 17

随着铊处理水平的上升，细胞质中铊的质量分

数也随着上升，而细胞壁和细胞器中铊的质量分数

则随之下降． 这表明，在高铊环境背景中，微生物细
胞中细胞质显然是吸附铊的一个重要储存部位．
2. 4 各常量元素与亚细胞组分中铊分布之间的关系
表 5 为样本数 n = 42 时，亚细胞组分中各常量

元素与铊的相关系数． 研究表明，铊在农作物内的
富集常与钙呈密切相关［11］． 本研究发现，在细胞壁
中铊与钙呈显著相关关系( r = 0. 282 0 ) ，这与前人
研究结果一致［12］．
此外，在细胞壁中，铊与钙呈显著相关关系( r =

0. 282 0) ，与钠呈极显著相关( r = 0. 792 9 ) ，而与镁
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表 5 亚细胞组分中各常量元素与铊的相关系数 r
Table 5 Person's matrix of Ca、Fe、K、Mg、Na and Tl in the sub-cellular fractions

亚细胞组分 Ca Fe K Mg Na

细胞壁( n = 42) 0. 282 0* 0. 045 7 0. 127 2 － 0. 164 4 0. 792 9＊＊

细胞器( n = 42) － 0. 184 3 0. 224 3 0. 399 9＊＊ － 0. 136 7 0. 445 0＊＊

细胞质( n = 42) 0. 075 7 － 0. 039 0 － 0. 169 3 － 0. 017 9 0. 362 4*

* 显著水平 P ＜ 0. 05;＊＊显著水平 P ＜ 0. 01．

呈负相关; 在细胞器中，铊与钾、钠呈极显著相关，r
分别为 0. 399 9 和 0. 445 0，与镁也呈负相关; 在细胞
质中，铊与钠呈极显著相关，r = 0. 362 4，与铁、钾和
镁均呈负相关性．

3 讨论

3. 1 富集能力与生物量的关系
金属元素对微生物来说，是生长所需的微量元

素，又是具有抑制作用的有毒物质，特别是一些重金

属离子，对于多数微生物有毒害作用，但从另一角度

来看，一些具高耐受性的微生物菌种也正被用于生

物修复、工业废水处理等实际应用［1-2］．
本研究也得出类似的结果，在 1 000 mg /L 处理

中，各个菌株均能生长，但在 1 200 和 1 500 mg /L处
理中，9 株菌株中仅存 3 株菌株能继续生长，且随着
处理质量浓度的上升，菌株生物量显著减少，这表明

铊对真菌菌株有着明显的毒害作用． 同时，随着处
理浓度的变化，其富集量都不同程度表现出下降，这

表明随着处理浓度的增大，其生长受到抑制，生物量

也随之下降，导致富集量也随之下降．
此外，生物富集系数表征生物对某种重金属元

素的富集能力，富集系数越大，其富集能力越强． 有
研究者指出，只有富集系数大于 1 的元素，才能谈得
上在生物体内富集［13］． 在本研究中，随处理浓度的
上升，各菌株的 BCF 均有不同程度的下降． 这也从
侧面表明外围环境高浓度的 Tl +对真菌菌株产生了
较大了的抑制作用，其正常代谢机理不能加以维持，

从而导致富集系数的下降．
从应用前景的角度，本研究中所筛选到的具有

高耐受性的真菌菌株可用于铊矿区废水或含铊废水

处理、铊污染土壤的生物修复等应用研究．
3. 2 从亚细胞分布特征探讨真菌对铊的耐受机制
多数重金属作为生物生长的一种非必需元素，

进入细胞后可扰乱生物的正常代谢，产生毒害作用．
目前有关植物对重金属的耐受机制研究较多，许多

研究都表明，无论是在植物细胞还是微生物细胞中，

液泡( 亚细胞细胞器中的一部分) 除具有生物大分

子的降解、代谢物的储存和维持氢离子浓度的平衡
外，还具有解除金属离子毒害的作用［14］．
微生物的这种耐重金属毒害机制与植物很相

似． 有研究表明，酵母在抗重金属离子的毒害中，液
泡主要利用的是液泡 H + -ATPase，而不是以前认为
的线粒体 F1 F0-ATPase，并提出了一个以液泡 H + -
ATPase 为能量来源的重金属离子跨膜机制假
说［15］．
以往的研究只发现铊可在植物中大量富

集［16-17］，并对植物( 主要是甘蓝) 富集铊的机理作了

探讨［18］，但是对微生物与铊相互作用的研究相对

较少．
本研究通过对真菌菌株的研究，也得出与前人

研究相类似的结论，在 1 000 mg /L 铊处理水平，
53. 83%的铊富集于细胞质中; 在 1 200 mg /L铊处理
水平，71. 34%的铊富集于细胞质中; 在 1 500 mg /L
铊处理水平，79. 45%的铊富集于细胞质中． 这表
明，在 3 个处理水平上，细胞质中的铊质量分数都维
持在一个较高水平上，而细胞器中的铊质量分数一

直维持在较低水平． 因此，在微生物亚细胞水平上，
铊的富集优先顺序为: 细胞质—细胞壁—细胞器．
3. 3 细胞壁上有关 Tl +通道的探讨
细胞壁是防止细胞外物质进入细胞的屏障，大

多数的金属离子等都是通过主动运输或协同运输通

过细胞壁进入细胞内的，如 Na +、K +是通过钠－钾泵
进入细胞的，Ca2 +是通过钙离子泵进入细胞内的．
除此之外，细胞壁上还存在专门对 Na +、K +、Ca2 +的

通道［19］．
铊的毒理学实验表明，由于 Tl +和 K +的离子半

径非常相近( Tl + 150 nm，K + 151 nm) ［20］，细胞壁可
能无法准确分辨 K +和 Tl +［21］，因此，Tl +很容易混入
细胞内，代替 K +参加某些生物化学反应，与 K +发

生竞争，影响有 K +参与的生理活动如神经冲动的

传导等［22-24］． 在浮萍( Lemna minor) 水培实验中，当
水培溶液中 K +浓度从 0. 93 mmol /L 逐步升高到 50
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mmol /L时，在 2、24 和 48 h的暴露时间内，植物里面
Tl +的质量分数分别降低了 60%、75%和 69%［25］．
本研究结果显示，在细胞壁组分中，铊与 Na +的

极显著正相关表明，可能是由于细胞壁无法准确分

辨 K +和 Tl +，细胞壁上的钠－钾泵( Na + -K + ATPase，
每一循环转运出 3 个 Na +、转进 2 个 K +并消耗 1 个
ATP) 参与了对 Tl +的运输． 与此同时，铊与钾的相
关系数只为 0. 127 2，这可能是因为细胞壁上除了
钠－钾泵运输 K +外，还存在另外一种 K +通道———
电位门通道( voltage gated channel) ，它能在细胞内
外的离子浓度发生变化时，致使其构象变化，“门”
打开，K +进入细胞内，以维持正常生理代谢［19］． 因
此，铊与钾在细胞运输方式上并无相互竞争作用

( 图 1) ．

图 1 真菌细胞转运铊的假想机制
Fig． 1 Hypothesis for transportation of thallium in

the fungus cell

铊与钙呈显著相关性也表明，它们之间存在一

种协同关系． 曾有研究表明，在 Ca2 +活化的 K +通

道里面，Tl +和 K +的离子选择性非常类似［12］．
综上所述，可以初步推断，Tl + 主要是以其与

K +的相似性，通过细胞壁的 Na + -K + ATPase 和 K + -
电位门通道进入细胞内从而影响细胞的正常代谢

的，而 Ca2 +的活化更有助于这一过程． 同时，由于电
位门通道受胞内外浓度差变化的影响，当胞内浓度

高于胞外浓度时，它又成为细胞将铊外排出细胞的

一种通道，从而降低铊对细胞的胁迫，维持正常生理

代谢．

4 结论

1) 本研究将前期从铊污染区筛选得到的 9 株
高耐受性菌株用于微生物对铊的富集实验，在 1 000
mg /L处理中，各个菌株对铊的富集量为 255. 96 ～

7 189. 06 μg /g，平均富集量为 2 309. 18 μg /g，生物
富集系数最高可达 7. 19．

2) 亚细胞组分实验表明，在亚细胞水平上，铊
的富集优先顺序为: 细胞质—细胞壁—细胞器． 关
于铊的耐受机制，本文提出亚细胞水平的区隔化作

用是微生物对铊的主要耐受机制，细胞质是赋存铊

的主要场所( 53. 83% ～79. 45% ) ．
3) 在此基础上，本文探讨了真菌细胞壁的 Tl +

通道，认为 Tl +主要是以其与 K +的相似性，通过细

胞壁的 Na + -K + ATPase和 K + -电位门通道进入细胞
内从而影响细胞的正常代谢的，而 Ca2 +的活化更有

助于这一过程．
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