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摘  要: 研究了四种胁迫条件下微囊藻衰亡过程以及衰亡过程中生长生理与抗氧化酶系统的变化以及胁迫 30d 后转入正常培

养后的微囊藻的生长变化过程. 将对数生长期的微囊藻分别转入氮饥饿、磷饥饿、黑暗及 10℃低温等胁迫条件下培养, 测定

光密度 OD680、叶绿素 a、超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)活性等生理指标. 结果表明, 在黑暗和低温条件下, 微囊

藻生长受到明显抑制, 但黑暗条件下 25d 后微囊藻衰亡, 低温条件下仅需 7d; 与物理因子引起的胁迫相比, 在营养胁迫条件

下, 微囊藻在胁迫前期均表现出生长趋势. N 饥饿条件下叶绿素 a 含量从开始胁迫后即下降, P 饥饿 20d 后叶绿素 a 含量以

0.1mg/(L·d)急剧下降, 在四种胁迫条件中下降速率 高, 表明微囊藻对 P 的耐受能力 差. 根据实验结果, 在长期没有外来 P

源供给而内部又无可得 P 源的水体中、或者水温急剧下降到 10℃以下时, 微囊藻水华可能会快速衰亡, 相应的应急措施应准

备到位, 以尽量减轻水体微囊藻水华衰亡带来的损失. SOD 与 CAT 活性的上升与叶绿素 a 含量的下降存在显著相关性, 可以

尝试将两者结合预测微囊藻水华的衰亡. 本研究在实验室条件下初步探讨了四种环境因子对微囊藻消亡的贡献, 比较了 SOD

与 CAT 活性与叶绿素 a 含量下降的相关性, 为微囊藻水华衰亡预测体系的建立提供了理论依据.  
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Abstract: The present study aimed to evaluate the contribution of stress factors to the decline of Microcystis bloom, also tried to 

develop some indicator of decline. Four stress conditions including nitrogen starvation, phophorus starvation, dark and low 

temperature (10℃) were designed. Decrease of biomass and the concomitant change of antioxidant system, including superoxide 

dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities were detected. The result indicated that growth was significantly inhibited under dark 

and low temperature. Microcystis population declined after 25 days under dark, while declined after only 7 days under low 

temperature. Compared with the physical stress, nutrition such as nitrogen and phosphorus did not limit the growth effectively in the 

early stage. Chlorophyll-a decreased as soon as being incubated into nitrogen free BG-11 medium. After being kept in phosphorus 

free medium for 20 days, chlorophyll-a reached peak, about the twice of the initial concentration, and then decreased at a rate of 

0.1mg/(L·d), which was the highest decaying rate among the four factors. It indicated its significance of available phosphorus for 

Microcystis survival and decline. According to the results, when phosphorus was limited, or water temperature was decreased to 10℃, 

cautions should be taken into account for the decrease of dissolved oxygen and possible increase of toxins or odors substances from 
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the declining bloom. In healthy Microcystis, SOD activity was about 0.06U/mg protein, while CAT activity was too low to be 

measured. In addition, SOD activity increased earlier than CAT activity when Microcystis was exposed to stress conditions. CAT 

activity increased only when the content of chlorophyll-a began to decline. Both of the increase of SOD and CAT activities correlated 

negatively with the decrease of the content of chlorophyll-a though there were some exceptions. Combination of the two parameters 

would be potential indicator of bloom decline. 

Keyword: Microcystis; decline; stress; prediction; antioxidant system 

 
有毒蓝藻水华作为世界范围内的热点问题, 目前主要集中于研究水华的发生及危害, 有关水华消失

的过程, 人们知之甚少. 事实上, 浮游植物的衰亡对环境的影响与大量生长对环境的影响同等重要[1-2].  
浮游植物死亡后, 释放的有机质, 特别是碳源的提供, 会引发新一轮的资源竞争和种群演替, 水体

生态系统发生动态改变[3]. 在棕囊藻(Phaeocystis)死亡后, 异养细菌对浮游植物衰亡所引发的环境改变做

出了快速响应, α-变形菌纲和拟杆菌门立即出现, 原生动物生物量也剧增[4-5]. 浮游植物的下沉还会促进

底栖生物的消化系统消化能力, 引起食物网传递链的改变[6]. 第二, 在细菌作用下, 死亡藻细胞被降解, 
水体有机质含量急剧增加, 也导致水体溶氧的急剧下降, 使水体中对低溶氧敏感的生物窒息而亡, 造成

巨大经济损失[7]. 溶氧偏低常常是水华水体中鱼类死亡的主要原因, 对低溶氧的敏感程度不同, 导致鱼

类种群大小、年龄结构及多样性发生改变[8-9]; 覆盖在水体底部的藻细胞, 还会损坏水体间隙水水质, 进
而影响到鱼类产卵[10]. 第三, 浮游植物死亡后, 部分有害代谢产物从细胞内溢出, 如肝毒素(Microcystin), 
异味物质等[1,11-12]会损害水质, 增加自来水处理负担的同时, 对动物和人类健康造成威胁.  

影响水华消失的因素有很多, 传统的观点认为, 浮游动物的捕食, 浮游植物本身不可逆的下沉对浮

游植物生物量下降的贡献 大[4]. 近来细菌、病毒、真菌引起浮游植物生物量的下降也逐渐受到关注[13-17]. 
在浮游植物生物量达到高峰期时, 所产生的营养胁迫, 以及暴露在光、温度和毒素物质的极端条件下, 也
有可能引起细胞死亡[4,18].  

本研究中, 在实验室条件下设计了氮饥饿、磷饥饿、黑暗、10℃低温等四种胁迫条件, 研究微囊藻对

这些不利条件的耐受能力及在胁迫作用下的衰亡过程, 进而判断这些不利条件对水华消失的可能贡献做

出评价. 就微囊藻抗氧化酶系统在四种胁迫条件的变化进行了着重研究, 对SOD和CAT能否用于指示微

囊藻群体的衰亡趋势进行了探讨.  

1 材料和方法 

1.1 实验材料及培养 

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)FACHB-905 取自中国科学院水生生物研究所藻种库, 该藻株于

1998 年分离于云南滇池. 以 BG11 培养基为培养介质, 正常培养条件即温度 28℃, 光强为 25μE/(m2·S2), 
光暗周期为 12:12h. 氮饥饿与磷饥饿条件为正常 BG11 培养基分别去除 NaNO3和 K2HPO4, 其他成分均与

正常培养基相同. 待微囊藻在 1L 的三角瓶中长至对数期, 4000r/min 离心 15min, 无菌水清洗藻泥 3 遍后, 
分别转入氮饥饿、磷饥饿培养基中正常条件下培养, 或转入完全 BG11 培养基中置于 28℃黑暗或 10℃正

常光照下培养. 氮饥饿培养基中不含 NaNO3, 磷饥饿培养基中不含 K2HPO4. 这四种胁迫条件在下述文中

分别简称为: N 饥饿、P 饥饿、黑暗和低温. 以正常条件下培养作为实验对照, 每组胁迫各设 3 个平行. 
初接种浓度 OD680=0.430, 培养基中含 900ml 培养基, 观察 30d. 胁迫 30d 后将经过上述四种胁迫处理的

微囊藻转入正常培养条件下用 250ml 的三角瓶培养, 初接种浓度 OD680＝0.15, 测定 OD680、叶绿素

a(Chl.a)含量以及 SOD 和 CAT 活性的变化.  
1.2 叶绿素 a 的测定 

叶绿素 a 用 80%的丙酮提取, 4℃冰箱放置 24h 后离心, 取上清测定 OD663.  
Chl.a (mg/L)=12.7OD663 

1.3 酶液提取及酶活测定 

取适量藻样 7000r/min, 离心 3min 后, 将藻泥悬浮于 3ml 50mmol/L 磷酸盐缓冲液(PBS, pH=7.8)中, 
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超声波破碎(每超声 20s, 停 10s)共 3min 后, 8000r/min 冷冻离心 15min, 取上清液用于蛋白含量与酶活测定.  
超氧化物歧化酶(SOD)的测定采用改良的 NBT 光化还原法[19], 核黄素浓度为 5μmol/L, 其它试剂浓

度与该方法中浓度相同. 以抑制 NBT 光化还原 50%作为 1 个酶活单位, 计算比活.  
过氧化氢酶(CAT)的测定参考董泗建等[20]的方法, 由于藻细胞粗酶液呈黄绿色, 在 365nm 有较强的

吸收, 干扰结果测定, 故需将样品背景扣除. 过氧化氢酶活以每毫克蛋白质每秒钟分解 1μmol 的过氧化

氢的量为 1 个活力单位.  
蛋白含量的测定采用考马斯亮蓝－G250 染色法.  

1.4 数据处理 

对于胁迫条件下细胞内 SOD、CAT 活性是否显著上升, 进行了 ANOVA 分析, 同时对 SOD、CAT
活性的变化与叶绿素 a 变化的关系进行了相关性分析. 分析时使用软件 SPSS 14.0, P<0.05 时, 具有显

著性.  

2 结果分析 

2.1 四种胁迫条件对微囊藻生物量的影响 

N 饥饿条件下, 叶绿素 a 变化较敏感, 第 3d 测量即观察到叶绿素 a 含量下降, 但该条件下下降速率

较慢, 为 0.02mg/(L·d) (图 1). 尽管叶绿素 a 含量开始下降, 但微囊藻在前 20d 仍可维持缓慢的生长. 在 P
饥饿前期, OD680 与 Chl.a 仍可持续上升. 20d 后, 叶绿素 a 含量达到 大值, 几乎为接种浓度的 2 倍, 表明

约 20d 后细胞内的聚磷酸体才消耗殆尽. 胞内磷源消耗完后, 叶绿素 a 含量急剧的下降, 下降速率达

0.1mg/(L·d), 为 N 饥饿条件下叶绿素 a 含量下降速率的 5 倍(图 1), 在四组胁迫条件中下降速率 高.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 四种胁迫条件下 OD680(a), Chl.a 含量(b)的变化 
Fig.1 Effects of four stresses on OD680 (a) and content of Chl.a (b) 

 
与营养胁迫导致的微囊藻衰亡相比, 在物理因子胁迫下, 微囊藻在胁迫初期 OD680 未表现出明显上

升. 在黑暗条件下, OD680 和 Chl.a 在前 20d 基本维持稳定, 此后才出现快速下降, 叶绿素 a 下降速率为

0.06mg/(L·d), 为 N 饥饿条件下降速率的 3 倍. 表明在没有能量供应的情况下, 生长旺盛的微囊藻细胞仍

可利用现有能量维持 25d 左右生存需求. 在低温条件下, 微囊藻经历 7d 的缓慢生长后, 生物量开始下降, 
叶绿素 a 下降速率为 0.07mg/(L·d), 为 N 饥饿条件下下降速率的 3.5 倍.  

比较这四种胁迫条件对微囊藻生物量的影响, 胁迫开始后, 叶绿素 a 含量开始下降时间顺序为 N 饥

饿(1d)>低温(7d)>P饥饿(20d)>黑暗(25d). 叶绿素 a下降速率为 P饥饿>低温>黑暗>N饥饿. 这一结果表明, 
营养胁迫不如物理因子胁迫会在短期内抑制微囊藻生长, 但在长时间内, 营养胁迫特别是 P 胁迫, 会造

成微囊藻的急剧衰减.  
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经过胁迫处理的微囊藻细胞在转入正常

条件下培养, 5d 后均可正常快速生长(图 2). 
第 5d, N 饥饿, P 饥饿, 黑暗, 低温处理的比

生长速率分别为 0.35、0.36、0.61、0.43d-1, 高
于对照的比生长速率 0.28d-1.  
2.2 酶系统对四种胁迫条件的响应 

N 饥饿条件下, 微囊藻 SOD 与 CAT 活

性显著上升(ANOVA, P<0.05), 但 13d 后, 两
者活性均维持稳定(ANOVA, P>0.05), 但在P
饥饿条件下, SOD 活性未观察到显著性改变, 
即使在叶绿素 a 含量快速下降阶段, 而在这

段时间内 , CAT 活性明显升高 (ANOVA, 
P<0.05), 且以较稳定速率上升(图 3a, 图 3c).  

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

图 3 四种胁迫条件对微囊藻 SOD 和 CAT 活性的影响(a 和 c: N 饥饿和 P 饥饿; b 和 d: 黑暗和低温) 
Fig.3 Response of SOD and CAT to the stresses (a and c: N starvation and P starvation; b and d: Dark and 10℃) 

在黑暗与低温条件下, SOD与CAT活性均显著上升(ANOVA, P<0.05; 图 3b, 图 3d). 但在黑暗条件下, 
两者活性的上升主要由酶液中蛋白含量的下降所致. 在低温条件下, SOD活性在13d显著上升后(P<0.05), 
维持稳定, 但 CAT 活性在后期仍显著上升(P<0.05).  

综观这一结果, 微囊藻在受到胁迫后, SOD和 CAT都会上升, 但两者上升过程表现方式不同, SOD在

胁迫下上升后保持稳定, 而 CAT 在胁迫前期升幅较小, 而在胁迫后期可观察到大幅度的上升, 两者活性

的上升与叶绿素 a 含量的下降呈负相关(表 1).  

表 1 SOD, CAT 活性的上升与叶绿素 a 含量下降的相关性 
Tab.1 Relationship between the SOD, CAT activity and the content of Chl.a 

* P<0.05, 相关显著; **P <0.01, 相关极显著.  

SOD CAT 
胁迫 

Spearman 系数 Sig. (2-tailed) Spearman 系数 Sig.(2-tailed) 
观测数 

N 饥饿 -0.943 0.005** -0.657 0.156 6 
P 饥饿 -0.500 0.667 -1.000 0.000** 3 
黑暗 -0.986 0.000** -0.812 0.050* 6 
低温(10℃) -0.886 0.019* -0.943 0.005** 6 

图 2 胁迫 30d 后恢复过程中叶绿素 a 含量的变化 
Fig.2 Recovery of Chl.a after inoculating into 

optimal growth condition 
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3 讨论 

3.1 环境因子对微囊藻消亡的影响 

N 和 P 都是生命中不可或缺的元素. 在藻类中, N 还是合成藻蓝蛋白和叶绿素 a 必须的元素. 在 N 饥

饿条件下, 藻蓝蛋白做为 N 库降解, 叶绿素 a 含量下降, 光合作用降低, 细胞代谢速率减缓[21], 后可以

以类似休眠体的形式长期生存[22-23]. P 是组成细胞膜上磷脂、核酸、ATP 的基本元素, P 元素的缺乏必将

导致细胞无法正常代谢而死亡. 但由于微囊藻在 P 源丰富时可积累磷可形成聚磷酸体[24], 因此在本实验

中, 磷饥饿 20d 后才观察到急剧衰减, 这与 Sbiyyaa 等的研究结果一致[25]. 微囊藻这种储存 N 和 P 的能力

使得他们在水体中营养缺乏时可以继续维持生长繁殖[25]. 虽然磷饥饿不如其它物理因子能在几天内即抑

制微囊藻生长, 但在长时间内, 从磷饥饿导致叶绿素 a 下降的剧烈程度看, 微囊藻对 P 胁迫的耐受能力

弱, 在几种胁迫条件中下降速率 快. 在胁迫 30d 后遇到合适的生长环境, 微囊藻仍可快速恢复, 因此要

控制控制微囊藻水华, 控制磷源的输入尤为重要.  
对于专性光合自养的生物 , 光照是其能量的唯一来源 , 因而对其生物量有着极大的影响 , 如

Dunaliella tertiolecta 在无光条件下, 8d 内培养液即变得澄清[26]. 微囊藻在不利条件下沉入水体底部后, 
或者由于表层水华的遮光, 细胞可能因受到光胁迫而裂解. 在本实验中, 生长旺盛的微囊藻细胞仍可利

用现有能量维持 25d 左右生存需求. 常认为微囊藻在冬季下沉进入水底, 在低温条件下, 藻细胞可以通

过维持在休眠状态减缓能量代谢, 降低能耗的下降速率得以生存, 研究报道称在低温(8℃)黑暗的情况下

可以存活很长时间[27], 但具体多久没有详细报道, 具体存活率尚待进一步研究.  
温度是促进藻类生长 基本的环境因子[28]. 水温的季节变化是滇池、太湖微囊藻水华季节波动的主

要因子[29-30]. 水温也是湖泊水华预警模型中 重要的参数[31-32]. 在本实验中, 10℃下微囊藻可以维持 7d
的缓慢生长, 之后生物量快速下降. 也有研究报道, 15℃以下微囊藻停止生长繁殖[33]. Visser[34]等的研究

表明, 在低温下微囊藻蛋白合成缓慢, 不能正常生长, 同时碳水化合物含量增加, 细胞下沉. 这也与野外

结果一致, 在野外, 微囊藻水华常发生在温度较高的夏季与秋季, 而在冬季衰亡[35].  
根据实验结果, 在长期没有外来 P 源供给而内部又无可得 P 源的水体中、或者水温急剧下降到 10℃

以下时, 微囊藻水华可能会快速衰亡, 相应的应急措施应准备到位, 以尽量减轻水体微囊藻水华衰亡带

来的损失.  
3.2 抗氧化酶系统的变化 

对于实验室的藻类培养物, 仅根据培养物眼色、叶绿素 a 或者光密度的变化就可以判断, 培养物是处

于生长期, 稳定期还是处于衰亡期. 但对于野外样品, 由于风吹浪打, 浮游植物不断的被转移, 在采样点

生物量的变化并不一定反应微囊藻水华的发展趋势. 采用特定的生理指标, 反应微囊藻的代谢状态, 进
而可以预测水华的发展趋势. 由于光合能力在一天中差异较大, 不断的波动[36-37], 因此光合系统并不适

宜做为此类指标. 在胁迫条件下, 自由基的产生与清除失去平衡, 活性氧含量会增加. 过量的氧自由基

破坏脂体、蛋白、DNA, 引起细胞内抗坏血酸等抗氧化剂的减少, 氧自由基还可改变一些酶的还原状态, 
从而改变酶活[38]. 细胞通过提高抗氧化物酶活系统酶活以及抗氧化剂含量来清除过量的氧自由基. 理论

上可以根据藻细胞抗氧化酶系统的变化反应藻细胞状态, 进而预测水华发展趋势.  
在本研究中, 四种胁迫处理, 除磷胁迫外 SOD、CAT 活性均比对照要高. 卿人韦等[39], 吴忠兴等[40]

也观察到在胁迫条件下 SOD、CAT 活性显著上升. 统计分析发现, 两者活性的上升与叶绿素 a 含量的下

降整体呈负相关. 但也有个别案例, 如磷饥饿下, SOD 活性未见上升, 因此可以考虑将两者结合反应野外

微囊藻的生长状态, 进而反应水华发展趋势, 有关其应用可行性将进一步研究.  
需要指出的是, 在微囊藻细胞中, SOD与 CAT的酶活表达方式存在差异, 正常生长的藻细胞, SOD活

性较高, 容易测定, 而 CAT 活性则较弱. 因此我们推测, 在正常条件下, 微囊藻主要依靠 SOD 清除氧自

由基, SOD 在清除 O2
-的同时, 也歧化 O2

-产生 H2O2, H2O2 可由 CAT 催化分解生成 H2O 和 O2. CAT 活性只

在胁迫到一定程度后才有着明显的升高, 这就表明 CAT 是诱导酶. H2O2 作为其底物, 可能大量产生后才

诱导其表达, 而在正常情况下经由 SOD 所产生的 H2O2 不能诱导其表达, 是否在胁迫条件下 SOD 活性上

升后造成 H2O2 水平的升高, 还是存在其他途径产生过量 H2O2, 都有待进一步研究.  
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