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微囊藻强化假单胞菌产胞外超氧自由基及其机制
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摘　要　生物源超氧自由基是天然水体中活性氧的重要来源，以天然水体中广泛存在的微囊藻和假单胞菌为研究对
象，考察种间电子传递对天然水体中生物源超氧自由基生成的影响及机制。研究发现在天然水体中藻的存在可显著提
升假单胞菌产生胞外超氧自由基的生成量，且这种上升趋势伴随着光照节律而变化，但该现象并非由菌藻密度及水体
本底物质变化引起，而是由于细菌与藻类之间物质交换造成的。此外，随着培养时间的延长，胞外超氧自由基的产生
量上升导致细菌密度降低，这是由于超氧自由基的大量生成造成细菌外部氧化压力急剧上升，使得细菌出现表面皱
缩，进入衰亡阶段。为进一步探究微囊藻强化假单胞菌产生胞外超氧自由基的机制，对与超氧自由基生成直接相关的
还原性辅酶 I (NADH)和还原性辅酶 II (NADPH)进行分析，发现在菌藻共存体系中 NAD(P)H含量在胞外超氧自由基上
升阶段显著上升，说明藻类通过光合作用产生的 NAD(P)H可外泌到胞外进而影响细菌的电子传递，导致超氧自由基的
产生。此外，NAD(P)H的增加还会影响细菌的抗氧化系统，降低细菌对超氧自由基的清除能力，从而导致超氧自由基
在细菌体外的积累。这一发现揭示了一种新的菌藻互作机制，对理解环境微生态平衡和污染物降解具有重要意义。
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超氧自由基 (superoxide radical) 是一种带有单个未配对电子的高度活跃氧自由基，广泛存在于天然水体

中，对于理解和评估环境变化以及生态系统的健康状况具有重要意义[1-2]。超氧自由基的产生源自氧气分子的

单电子还原，是水体中重金属等元素的生物地球化学循环和污染物降解的重要途径[3-4]。之前的研究普遍认为

水体中超氧自由基的产生是天然有机物非生物光化学反应的结果，如光照作用、离子辐射等[5]。而越来越多

的研究证实，生物源超氧自由基也是天然水体中活性氧的重要来源[6]。异养细菌、藻类、植物等生物均可以

产生胞外超氧自由基[7-8]。因此，深入研究天然水体中生物源超氧自由基对于理解生态环境系统的物质循环和

能量转化具有重要意义[9]。

在生态学和生物地球化学中，菌藻共生扮演着举足轻重的角色，特别是在碳和氮循环方面。这种独特的

共生关系构建了一个互惠互利的微型生态系统——藻际微环境[10]，藻类通过光合作用固定碳元素，为共生体

系提供能量和物质基础，而微生物则提供藻类所需的营养物质，如氮、磷等，此外，细菌还能产生抗生素，

帮助藻类抵御其他微生物的侵袭[11-12]。这种共生关系在自然界中十分普遍，是理解水生生态系统中藻类与其

周边环境相互作用的关键，是微生物交互作用的核心舞台，然而近些年对菌藻共生的研究主要集中在菌藻共

生体系用于污水处理[13]。因此，深入研究菌藻共生系统不仅有助于我们更好地理解生物多样性和生态系统功

能，同时对于探索生物能源、环境修复以及应对气候变化等方面也具有重要的潜在应用价值。

最新研究发现，天然水体中的死微藻可以作为微生物光敏剂驱动还原过程，通过细胞色素或电子穿梭体

将电子传递给具有胞外电子转移能力的细菌[14]，该研究证实了死微藻与活菌之间的电子传递过程及其对生物

地球化学循环和水体自净过程的潜在影响，因此，有必要关注基于菌藻共生种间电子传递在天然水环境中的

影响。基于此，本研究分别选择了在水华过程中常见的铜绿微囊藻以及在天然水体中广泛存在的假单胞菌作

为研究对象，考察了在天然水体基于藻际微环境中菌藻种间电子传递对天然水体中胞外超氧自由基的影响，
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并进一步深入探究了藻促菌产胞外超氧自由基的机制。 

1    材料与方法
 

1.1    藻种及菌种的选择与培养

实验所用铜绿微囊藻 (Microcystis aeruginosa) 是一种常见的淡水藻类，属于微囊藻属，也是许多水华爆

发时的优势藻种。该藻来自于中科院武汉水生生物所，保藏编号为：FACHB905，在实验室经过扩大培养后

使用，藻细胞的形态为分散球状，直径约为 5 μm。

实验选用的菌种假单胞菌是一种常见的革兰氏阴性菌，属于假单胞菌属，在天然水环境中广泛存在。该

细菌来自于中国工业微生物保藏中心，保藏编号为 CICC 20 574，初始编号为 E3P13。 

1.2    实验方法

1) 水体的选择及依据

本实验选择太湖作为研究对象。太湖是中国第三大淡水湖，对于区域水资源供应、生态保护和经济发展

具有重要意义。且近年来频繁发生藻类水华，尤其是蓝藻水华，对水质造成严重影响，研究藻类与菌类的相

互作用有助于理解水华形成机制和控制策略。

2) 藻促菌产胞外超氧自由基实验方法

取在富营养种子培养基中培养 48 h的细菌，离心后重悬在等体积经高温灭菌的 BG-11培养基中备用，

向 250 mL锥形瓶中加入上述重悬液及 BG-11，使得总体积为 150 mL (菌密度和藻密度均使用流式细胞分析

系统进行计数)。分别设置菌藻组、纯菌组和纯藻组，每组三个平行，将锥形瓶置于光照培养箱中 (30 ℃，

500 lx)，每隔 12 h取样，测定超氧自由基信号。

3) 超氧自由基的检测方法

化学发光试剂 MCLA与超氧自由基发生特异性的化学发光反应，在波长 460 nm处形成化学发光，不

与 H2O2、单线态氧、羟基自由基反应，具有专一性，有效避免了其他活性氧的干扰。测定方法为向酶标板

(Thermo C8 Lockwell Lumi White Maxisorp，463 201) 中加入 190 μL菌液，5 μL MCLA (Tokyo Chemical
Industry，TCI购自上海吉至生化科技有限公司)  (MCLA溶液初始浓度为 1 156.25 μmol·L−1，终浓度为

3.125 μmol·L−1) ，连续测定 30 min，取超氧信号稳定阶段的 20个值的平均值即为细菌产胞外超氧自由基的

化学发光信号值，随后加入 5 μL SOD (超氧化物歧化酶 SOD，购自北京兰博利德商贸有限公司，LABLED)
(终浓度为 120 kU·L−1) 连续测定 10 min，取超氧信号稳定阶段的 10个值作为此时的化学发光信号值，用第

一个阶段的值减去第二个阶段的值，即为超氧自由基信号强度。

4) 菌密度及藻密度的测定方法

通过 Novocyte流式细胞仪测定细胞密度，使用 NovoExpress软件根据细胞大小和颗粒度差异区分藻细

胞和细菌细胞，并进行分别计数，得到各个体系中藻菌的生长曲线。根据生长曲线和胞外超氧自由基信号，

明确藻菌互作促进产生胞外超氧自由基的关键阶段。 

2    结果与讨论
 

2.1    天然水体中菌藻共存体系产胞外超氧自由基

为研究天然淡水生态系统中生物产生胞外超氧自由基的能力，选取正处于藻华期的太湖作为本次研究对

象。太湖，作为中国著名的淡水湖泊之一，其水质的变化及生态平衡问题一直备受关注[15]。尤其是在藻华

期，太湖的水质及生态状况会发生显著变化，这为我们研究生物产胞外超氧自由基的能力提供了得天独厚的

条件。为了确保研究的准确性，我们首先进行了藻种镜检和 16S rRNA基因序列分析，确定了太湖藻华期的

优势藻种和菌种。如图 1所示，太湖在藻华期的优势藻种主要为微囊藻 (Microcystis) ，而优势菌种则属于变

形菌门 (Proteobacteria) 。这一发现与国内外其他研究者的观察结果相吻合，进一步验证了我们的研究方法

和结论的可靠性[16]。值得一提的是，微囊藻作为一种在全球范围内常见的优势藻种，其在太湖中的大量繁殖

往往会导致水华事件的发生，进而引发一系列水生态问题，如水质恶化、水生生物死亡等[17]。而变形菌门中

的假单胞菌，作为太湖藻华期伴生在藻际微环境中的优势菌种，其在水体中的存在对物质循环和能量流动起

着至关重要的作用。假单胞菌具有强大的代谢能力，能够有效降解多种有机物质和污染物，对于维护水体的
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生态平衡和净化水质具有不可忽视的作用[18]。基于
上述分析，我们选择铜绿微囊藻和假单胞菌作为研
究对象。通过对这两种生物产胞外超氧自由基能力
进行研究，能够在微观生物层面理解藻华过程中菌
藻共存条件下生物胞外超氧自由基的产生及其生物
机制。

为验证铜绿微囊藻和假单胞菌是否具备产生
胞外超氧自由基的能力，选择培养至稳定期的铜绿
微囊藻和假单胞菌，该阶段的藻和菌具有较为稳定
的生理状态，能够更准确地反映它们的代谢特性。
将菌藻分别重悬于经 0.22 μm滤膜过滤的太湖水
中。培养条件为 12 h光照，12 h黑暗交替，培养
温度为 30 ℃ 恒温。在培养过程中，每隔 12 h测

定一次胞外超氧自由基的产生情况，连续测定
144 h。结果如图 2所示，铜绿微囊藻胞外超氧自
由基产生量受昼夜交替的影响明显，白天产生量增
加，夜晚则降低。这可能是由于白天铜绿微囊藻受
到光照刺激，通过光合作用产生氧气，氧气作为一
个良好的电子受体，促使超氧自由基产生量上升。
因此，白天超氧自由基的产生量增加，而夜晚由于
缺乏光照，光合作用减弱，导致超氧自由基产生量
降低。相比之下，假单胞菌 E3P13胞外超氧自由
基产生量明显高于铜绿微囊藻，然而，与铜绿微囊
藻不同的是 E3P13胞外超氧自由基产生量并未表
现出随昼夜交替而变化的特性。这一结果表明，
E3P13产生胞外超氧自由基的机制与光合作用无
关，可能涉及其他更为复杂的代谢途径，且在后续
实验中，无需考虑光照对细菌 E3P13产胞外超氧
自由基的影响。

为研究菌藻共存体系中胞外超氧自由基产生
情况，选择培养至稳定期的铜绿微囊藻和假单胞
菌，离心重悬至经 0.22 μm滤膜过滤的太湖水中，
模拟藻华期太湖的菌藻密度环境，藻密度为 1×
106 cells·mL−1，菌密度为 1×108 cells·mL−1，这样
的密度设置既保证了微生物的活性，适合观察到菌
藻共存的显著特性，又符合自然环境藻华期的实际
情况[19]。在连续的培养过程中，每隔 12 h测定一
次胞外超氧自由基的产生量。如图 3所示，在菌
藻共存体系中，胞外超氧自由基的产生量明显高于
单一体系，这可能是由于它们之间的代谢活动和物
质交换可能会引发更为复杂的生化反应，从而产生
更多的胞外超氧自由基 (图 3)。特别是在 94~132 h之间，胞外超氧自由基产生量出现了明显的上升趋势。推
测有以下几点原因，首先，可能是该阶段微生物的生长和代谢活动达到了一个高峰，导致胞外超氧自由基的
产生量也相应增加[20]。其次，也有可能是体系内碳源减少，细菌进入衰亡期，从而出现氧化应激效应，导致
胞外超氧自由基生成量上升[21]。此外，胞外超氧自由基产生量还表现出昼夜交替节律变化的特征，即在白天
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图 1    藻华期太湖中优势藻种及菌种

Fig. 1    Dominant algae and bacteria in the Taihu Lake
during algal bloom
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图 2    铜绿微囊藻及假单胞菌 E3P13 产胞外超氧自由基

Fig. 2    M.aeruginosa and Pseudomonas E3P13 produce O2
−
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图 3    太湖水中菌藻共存体系产胞外超氧自由基

Fig. 3    O2
− produced by bacteria and algae

coexisting system in the Taihu Lake
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产生量上升，而在夜晚则下降，这一现象与光照条件下藻类的光合作用增强有关。在光照条件下，藻类的光
合作用活跃，可能促进了胞外超氧自由基的产生。而在夜晚，由于光照的消失，藻类的光合作用减弱，胞外
超氧自由基的产生量也随之下降[22]。这一现象进一步证明了光照条件对菌藻共存体系中胞外超氧自由基产生
的重要影响。

由于实验用水为太湖水，天然水体中存在的本底物质，可能与生物产胞外超氧自由基之间存在一定关
系。天然水体中丰富的钙、镁、钠、钾等矿物质不仅参与生物体的多种生理过程，还可能通过影响细胞内的
离子平衡和酶活性，间接影响超氧自由基的产生[23]。此外，天然水体中的微量元素，如铁、锌、铜等在生物
体内通常作为酶的组成部分或辅因子，参与电子传递链等关键代谢过程[24]。需要注意的是天然水体中的腐殖
质包含了大量的芳香族化合物、酚类、醌类以及含氮、硫的杂环化合物等。这些化合物中很多都具有还原
性，能够参与水体中的氧化还原反应。当腐殖质与水体中的微生物或其他生物体相互作用时，可能通过一系
列的生物化学过程产生超氧自由基[25]。这些过程可能包括腐殖质的氧化降解、微生物的代谢活动以及酶促反
应等[26]。在这个过程中，腐殖质作为电子供体，可能通过氧化反应释放电子，这些电子进一步与氧气或其他
氧化剂反应，生成超氧自由基。此外，腐殖质还可能影响水体中的氧化还原电位和溶解氧水平，这些因素的
变化也可能间接影响生物产胞外超氧自由基的能力。 

2.2    藻菌共存体系产胞外超氧自由基影响因素研究

为验证菌藻共存体系中胞外超氧自由基产生量高于单一菌藻体系的原因，排除天然水体本底值影响，进
一步在 BG-11培养基中进行实验。如图 4所示，菌藻体系中胞外超氧自由基产生量在 133 h时也出现明显上
升，且与在太湖水中表现出相同变化趋势。通过持续对藻密度和菌密度的测定发现，随着时间的延长，菌密
度和藻密度并未出现明显上升，这一发现进一步验证了我们之前的假设，即菌藻共存体系中的胞外超氧自由
基产生量确实高于单一菌藻体系，且这种现象并非由天然水体中本底物质引起。为了探究这一现象背后的原
因，持续对藻密度和菌密度进行了测定。实验结果表明，随着培养时间的延长，藻密度始终维持在相对稳定
的水平，而菌密度在胞外超氧自由基产生量上升期间，反而发生了一定程度的下降。这一发现排除了菌藻密
度上升作为胞外超氧自由基产生量增加的原因。值得注意的是，纯菌组的菌密度下降更显著，这是由于菌藻
组由于菌藻之间的物质交换，藻类为细菌提供碳源，减缓菌藻共存体系中细菌衰亡。而纯菌组没有藻类从外
部提供碳源，因而较菌藻组，菌密度更早出现下降且下降率也远高于菌藻组。这说明菌藻体系中胞外超氧自
由基产生量上升的驱动因素并非天然水体中本底物质，也不是由于藻密度和菌密度的上升，而是由菌藻之间
特殊物质交换或信息交流引起。
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图 4    BG-11 中菌藻共存体系产胞外超氧自由基

Fig. 4    O2
− produced by the coexistence system of bacteria and algae in BG-11

 

为进一步验证胞外超氧自由基产生量上升原因，通过扫描电镜对菌藻胞外超氧自由基生成量上升前后形

态进行表征。如图 5所示，通过扫描电镜观察在胞外超氧自由基产生量发生明显上升后菌藻形态变化。发现

在菌藻体系胞外超氧自由基产生量发生明显上升后，细菌表面形态出现皱缩。这一皱缩现象可以从多个角度
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进行解释。首先，超氧自由基作为一种活性氧物种，具有强烈的氧化性。随着培养时间的延长，超氧自由基
逐渐增多，进而对细胞膜造成氧化损伤[27]。细胞膜是细胞的生命线，负责维持细胞的完整性和稳定性，一旦
受到损伤，就会导致细胞表面出现皱缩现象，进一步进入程序性死亡过程[28]。此外，过量的超氧自由基还会
干扰细胞内的电子传递链。电子传递链是细胞呼吸作用的关键环节，它负责将电子从低能级传递到高能级，
从而产生能量。当超氧自由基过量时，超氧自由基会氧化损伤电子传递链中的成分，干扰电子的正常传递，
进而影响细胞的呼吸作用和能量产生。由于能量不足，细胞的结构和功能都会受到影响，甚至可能导致细菌
的衰亡。

综上所示，菌藻共存体系胞外超氧自由基生成量上升导致了细菌细胞膜损伤，且这种损伤是不可逆的，
而藻类未出现明显受损。基于此，猜测体系内过量胞外超氧自由基主要由细菌产生，且由于超氧自由基能在
几毫秒内淬灭且无法跨膜传输的特性，推测该过程发生在细菌胞外。此外，在铜绿微囊藻代谢过程中会产生
一系列代谢产物，包括一些小分子化合物和活性物质。值得注意的是，铜绿微囊藻在生长过程中会分泌藻毒
素，这是一种次级代谢产物，藻毒素通常对水生生物具有毒性[29]，这也从另一个方面解释了在随着培养时间
延长，尽管藻类可以为细菌提供碳源，但菌藻共存体系中细菌结构仍旧出现受损且密度下降的原因。 

2.3    菌藻共存体系胞外超氧自由基上升机制分析

已有研究表明，细菌胞外超氧自由基的产生与呼吸链上 NAD(P)H脱氢相关[30]，为进一步考察菌藻共存
体系中胞外超氧自由基上升机制，对菌藻共存体系中 NAD(P)H的变化情况进行了分析。如图 6所示，随着
体系中胞外超氧自由基产生量的上升，NAD(P)H的浓度也发生了显著上升。NAD(P)H与细菌胞外电子传递
之间的关系是微生物代谢与环境相互作用的关键环节。NAD(P)H是细胞内主要的还原力载体之一，它在细

菌的代谢过程中扮演着核心角色，特别是在能量的
产生和电子传递链中[31]。此外，细菌中的 NAD(P)H
产生主要来源于糖酵解过程、柠檬酸循环或其他代
谢途径。这些过程中产生的 NAD(P)H可通过多种
机制参与细菌胞外电子传递，主要分为直接和间接
两种方式，直接电子传递是细菌通过与电子受体
(如电极或某些金属氧化物) 的直接接触，将NAD(P)H
中的电子直接转移[32]。这通常涉及到细菌细胞表面
的特定蛋白质，如细胞色素 (如 c型细胞色素) 或
导电纳米线 (比如由地衣芽孢杆菌等产生的纳米
线) ，这些蛋白质可以将电子从细胞内部传递到外
部环境[33]。间接电子传递是细菌利用溶解性的电子
穿梭体 (如黄素、醌类等小分子) 来传递电子。这
些小分子可以从细胞内部接受电子 (通常是从

 

(a) 胞外超氧自由基产生量上升前菌藻形态 (b) 胞外超氧自由基产生量上升后菌藻形态

图 5    胞外超氧自由基产生量上升前后菌藻形态变化

Fig. 5    Morphological changes of bacteria and algae before and after an increase in O2
− production
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图 6    菌藻共存体系中 NAD(P)H 的变化

Fig. 6    Change of NAD(P)H in the coexistence system of
bacteria and algae
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NAD(P)H获取) 并将电子传递给细胞外部的电子
受体，实现电子的间接转移[34]。在细菌胞外电子传
递过程中，NAD(P)H的作用不仅限于作为还原剂
来源，还涉及到维持细胞内外电子平衡，以及参与
调控细菌对环境变化的响应。

如图 7所示，NAD(P)H作为电子供体，在细
菌细胞膜的呼吸链中起着至关重要的作用。它通过
向呼吸链复合物 I (NADH脱氢酶) 供应电子，启
动电子传递过程。当藻类提供额外的 NAD(P)H
时，会增加细菌细胞膜上复合物 I的电子饱和度，
从而增加电子传递速率[33]。在正常情况下，电子会
沿着呼吸链复合物 I、III和 IV的顺序传递，最终
将电子传递给氧气，生成水，完成一个完整的呼吸
循环。然而，当复合物 I和 III的电子传递能力受
到抑制时，电子无法有效地继续向下游传递。这
时，电子会从呼吸链中泄漏出来，与氧气发生反应，形成胞外超氧自由基。这一反应过程主要发生在细菌细
胞膜的外侧。由于电子传递受阻，泄漏的电子与氧分子结合，进而形成超氧自由基。这些超氧自由基在细胞
膜外侧积累，最终导致了我们观察到的胞外超氧自由基产生量的增加。这一发现为我们理解菌藻共存体系中
超氧自由基的生成机制提供了新的视角，也为后续研究提供了重要的理论依据。 

3    结论

本研究通过对天然水体中微囊藻和假单胞菌共存体系中胞外超氧自由基产生量上升现象进行分析，发现
菌藻共存体系中胞外超氧自由基的上升随光照节律变化而变化，这是可能是由于随着光照强度变化，微囊藻
通过光合作用产生氧气，使得体系内氧气含量上升，进一步导致胞外超氧自由基生成量上升。进一步研究发
现胞外超氧自由基产生量上升并非由于天然水体中存在的金属离子或腐殖质引起，也不是由于菌藻密度上升
引起，而是由菌藻之间的物质交换引起。藻类通过光合作用产生的 NAD(P)H可以影响细菌的电子传递链，
导致电子传递的中断和超氧自由基的产生。NAD(P)H的增加还会影响细菌的抗氧化系统，降低细菌对超氧
自由基的清除能力，从而导致超氧自由基在细菌体外的积累。菌藻共存体系中胞外超氧自由基的大量生成造
成细菌外部氧化压力急剧上升，使得细菌出现表面皱缩，进入衰亡阶段。这一发现揭示了一种新的菌藻互作
机制，对理解环境微生态平衡和污染物降解具有重要意义。
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Microcystis enhanced  production  of  extracellular  superoxide  radicals  by
Pseudomonas and its mechanism
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Abstract    The production of biogenic superoxide radical, a critical group of reactive oxygen species in natural
waters,  was  explored  in  this  study  by  examining  interspecies  electron  transfer  involving  M.aeruginosa  and
Pseudomonas,  both  prevalent  in  aquatic  environments.  The  results  showed  that  algal  presence  significantly
augmented the generation of extracellular superoxide radical by Pseudomonas, a process notably influenced by
diurnal  light  cycles.  Crucially,  this  enhancement  was  not  attributable  to  variations  in  microbial  densities  or
background constituents of the water bodies; rather, it stemmed from substance exchanges between the bacteria
and  algae.  Furthermore,  as  the  incubation  period  extended,  an  increase  in  extracellular  superoxide  radical
production was correlated with a  reduction in  bacterial  density.  This  trend was likely due to  elevated external
oxidative  stress  from  the  abundant  superoxide  radicals,  leading  to  morphological  changes  such  as  surface
crumpling  and  subsequent  cellular  decay  in  the  bacteria.  To  elucidate  the  mechanisms  behind  the  enhanced
generation of superoxide radicals by M. aeruginosa-stimulated Pseudomonas, the roles of reducing coenzymes I
(NADH) and II (NADPH) were analyzed, which were intimately linked to the generation of these radicals. This
finding revealed a significant uptick in NAD(P)H levels within the bacterial-algal coexistence system concurrent
with  the  increase  in  superoxide  radical  production.  This  suggested  that  NAD(P)H  generated  by  the  algae  via
photosynthesis  can  be  exocytosed  into  the  extracellular  environment,  thereby  influencing  bacterial  electron
transfer  and  facilitating  superoxide  radical  production.  Additionally,  the  elevation  in  NAD(P)H  levels  also
appeared to impair  the bacterial  antioxidant  system, diminishing the bacterial  capacity to scavenge superoxide
radicals, thus fostering their accumulation. These insights unveiled a novel aspect of bacterial-algal interactions
and  were  pivotal  for  comprehending  the  microecological  dynamics  in  natural  waters,  with  implications  for
environmental pollutant degradation and ecological balance.
Keywords    bacteria and algae coexistence system; extracellular superoxide radical; Microcystis aeruginosa;
Pseudomonas
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