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摘要: 为研究溶藻细菌 HSY-03(Bacillus sp.)对赤潮异弯藻的溶藻机制,采用不同浓度 HSY-03 无菌上清液处理赤潮异弯藻藻

� 细胞,测定藻细胞光合色素含量、叶绿素荧光效率、细胞内部活性氧(ROS)水平和抗氧化系统活性变化。 结果表明,HSY-03 无

菌上清液作用 24 h 之后,赤潮异弯藻叶绿素 a 含量、类胡萝卜素含量和最大光化学效率(Fv /Fm 值)均快速下降,表明藻细胞光

� 合作用受到抑制;处理 2 h 后 ROS 含量即上升,至 6 h 后逐渐下降;处理 12 h 膜脂化过氧化产物丙二醛(MDA)含量上升,至 48
h 达到峰值,表明藻细胞内部氧化损伤严重;藻细胞内抗氧化系统响应被激发,抗氧化酶系统超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢

酶(CAT)和过氧化物酶(POD)活性不同程度上升,以清除细胞内部 ROS。 非酶促抗氧化系统谷胱甘肽(GSH)和抗坏血酸(AsA)
含量上升,二者协同作用清除 ROS。 这表明,HSY-03 上清液可能通过影响光合作用和作用于藻体的膜结构,引起细胞氧化损

伤,最终导致藻细胞死亡。 研究结果表明,HSY-03 可以作为一种长期环境友好型生物因子有效防治赤潮异弯藻。
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Abstract: In order toreveal the algicidal mechanism of bacteria HSY-03 (Bacillus sp.) on harmful algae Heterosig-
ma akashiwo, the photosynthetic pigments contents, chlorophyll fluorescence efficiency, photosynthetic parameters,
reactive oxygen species (ROS) level and antioxidant systems activities in the algae cells treated with HSY-03 cell-
free filtrate were measured. The results showed that chlorophyll a, carotenoids contents and chlorophyll a fluores-

� cence Fv /Fm decreased rapidly after 24 h treatment by HSY-03 cell-free filtrate, indicating that bacterium HSY-03
� inhibited the photosynthesis of the algae. The ROS contents increased after 2 h cell-free filtrate treatment then grad-
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ually decreased after 6 h treatment. Responses of antioxidant system of algae were stimulated. The activities of an-
tioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and peroxidase (POD) increased in differ-
ent degrees to clear ROS in the algae cells. The activities of non-enzymatic antioxidant systems such as glutathione
(GSH) and ascorbic acid (ASA) also increased, and both of them cooperated to eliminate ROS. These results sug-
gested that the algicidal bacterium HSY-03 might affect the photosynthesis and the membrane structure of algae,
cause cell oxidative damage, and eventually lead to cell death. Therefore, applying HSY-03 as a long-term and en-
vironmentally friendly bio-agent to control the harmful blooms of Heterosigma akashiwo, would be effective and

� promising.
Keywords: algicidal bacterium; Heterosigma akashiwo; oxidative stress; antioxidant systems; harmful algal bloom

　 　 有害赤潮已成为当今全球性的海洋灾害,严重

制约沿海经济的发展,破坏海洋生态环境,威胁人类

健康。 赤潮异弯藻(Heterosigma akashiwo)属于针胞

� 藻类 (Raphidophyceae),为近岸海域广布类型藻之

一,能产生溶血性鱼毒素,对水产养殖业危害严

重[1-2]。 微生物治理赤潮因具有操作简单、高效、不
会带来环境二次污染等优势,被认为是最具前途的

赤潮防治方法之一[3-4]。 溶藻细菌(algicidal bacteria)
通过接触细胞及侵入细胞等直接方式,或者通过分

泌胞外活性物质等间接方式抑制藻细胞生长,因种

类多、分布广泛、功能强大等特点,成为目前最常用

的微生物控藻细菌[5-6]。 由于细菌分泌的杀藻物质

浓度较低、难以纯化且杀藻活性不稳定,使得细菌杀

藻作用的机制和过程未能得到详尽的阐释。
国内外已有研究表明,杀藻物质或杀藻菌作用

藻细胞后,藻细胞结构被破坏,光合、呼吸作用受到

抑制[7-8]。 藻细胞在进化过程中形成了一系列适应

外界胁迫的生理生态响应体系,但当这种胁迫到一

定程度,细胞启动的防御机制不足以应对胁迫对机

体造成的损伤,藻细胞内活性氧(ROS)过度积累,降
低光合作用效率,进而会导致藻细胞抗氧化防御系

统崩溃,膜脂过氧化程度加剧[9-10]。 为减轻氧化胁

迫造成的伤害,藻类体内衍生出一套抗氧化防御系

统(包括酶促抗氧化系统和非酶促抗氧化系统),使
ROS 含量处于平衡状态。 目前,关于抑藻细菌胁迫

下微藻非酶促抗氧化系统的报道相对较少,但是氧

化应激启动后,细胞酶类和非酶促抗氧化系统通常

同时启动,以避免机体受到氧化损伤,同时也有研究

表明,过量的 ROS 极有可能作为信号分子来介导藻

细胞程序性死亡(PCD)[11-12]。
本课题组前期从福建省云霄红树林区泥样中分

离出对赤潮异弯藻具杀藻作用的芽孢杆菌属溶藻细

菌 HSY-03,其溶藻方式为分泌胞外代谢产物进行间

接杀藻[13],本研究通过开展溶藻菌 HSY-03 胞外代

谢产物对赤潮异弯藻藻细胞光合系统和抗氧化系统

的影响,为探讨溶藻细菌对赤潮异弯藻溶藻机制和

溶藻制剂开发提供理论依据。

1　 材料与方法(Materials and methods)
1. 1　 材料

1. 1. 1　 供试菌株和藻种

实验所用菌株 HSY-03 属芽孢杆菌属(Bacillus
sp.),分离自中国福建省云霄红树林区。 供试藻种为

� 单细胞赤潮异弯藻(Heterosigma akashiwo),由暨南大

� 学水生生态研究所提供,经厦门大学应用环境微生物

研究所采用无菌藻除菌技术纯化获得无菌菌株。
1. 1. 2　 培养基和培养条件

菌株 HSY-03 培养基为本课题组前期优化所得

配方:蛋白胨 4.8 g·L-1,酵母粉 4.1 g·L-1,NaCl 2.0 g
·L-1,葡萄糖 0.75 g·L-1,MgSO4·7H2O 0.3 g·L-1,
KCl 0.06 g·L-1,KBr 0.2 g·L-1,KH2PO4 0.08 g·L-1,
CaCl2 0.8 g·L-1,Fe2(SO4)3 0.0375 g·L-1,pH=7.5,于
28 ℃、150 r·min-1,培养 48 h 至对数生长期。

赤潮异弯藻所用培养液为 f/2 培养基[14],采用

三角瓶置于 20 ℃±1 ℃光照生化培养箱,光暗周期

12 h L ∶ 12 h D,光照强度为 3 000 lx。
1. 2　 主要化学试剂与仪器

酶标仪(BIO-RAD,深圳市科力易翔仪器设备有

限公司,中国),紫外可见光光度计(TU-1900,北京普

析通用仪器有限责任公司,中国 ),光照培养箱

(GTOP-310C,宁波海曙赛福实验仪器厂,中国),超
声波细胞粉碎机(SCIENTZ-IID,宁波新芝生物科技

股份有限公司,中国),高级浮游植物荧光仪(PHY-
TO-PAM,Walz 公司,德国)等。

总超 氧 化 物 歧 化 酶 (T-SOD)、 过 氧 化 氢 酶

(CAT)、过氧化物酶(POD)、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽
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(GSH)和抗坏血酸(AsA)测定试剂盒均购自南京建

成生物工程研究所(中国)。
1. 3　 试验方法

1. 3. 1　 HSY-03 对赤潮异弯藻光合色素和光合效率

将培养至对数生长期的 HSY-03 发酵培养液在

10 000×g 条件下离心 10 min,去除菌体,制得发酵

� 上清液,以 HSY-03 上清液和添加藻液的体积比计

算处理终浓度。 不同终浓度(0.5% 、1.5% 和 3.0% )
HSY-03 上清液处理组,以 2216E 培养基处理作为

对照组,分别取处理组和对照组藻液各 50 mL,95%
乙醇萃取细胞中色素,4 ℃避光静置 24 h,萃取液 3
×103×g 离心 5 min,取上清液分别于 664、630 和 480
nm 处测定吸收值,实验设置 3 组平行。 叶绿素 a 含

� 量计算采用 Jeffrey 和 Humphrey[15]的公式:
Chl a(μg·cell-1)=11.47×A664-0.40×A630

类胡萝卜素含量计算采用 Strickland 和 Par-
sons[16]的公式:Carotenoids (μg·mL-1)=4×A480

式中:A664、A630 和 A480 分别为上清液在波长为 664、
� 630 和 480 nm 条件下的吸收值。

室温下用高级浮游植物荧光仪测定叶绿素荧

光,激发光强为最大光强 3 000 μmol·(m2·s)-1,藻液

暗处理 15 ~ 30 min,记录时间 5 s,每隔 24 h 测定一

次,用可变荧光(Fv)与最大荧光(Fm )的比值 Fv /Fm 表

� 示光合效能活性的大小。
1. 3. 2　 HSY-03 对赤潮异弯藻细胞生理生化指标的

影响

将 HSY-03 无菌上清液以 1.5% 终浓度加入到

100 mL 赤潮异弯藻中,于培养 12、24、36、48 和 72 h
后取 20 mL 藻液,4 ℃、3 000×g 离心 10 min 收集藻

细胞,加入经 4 ℃预冷的 0.05 mol·L-1 H3PO4 缓冲

液(pH 为 7.5)5 mL,冰浴条件下超声破碎(工作 3 s,
间隙 3 s,共 20 次),破碎液于 4 ℃、1.2×104 ×g 离心

� 15 min,取上清液即制得粗酶液。 采用南京建成生

物工程公司生产的试剂盒测定酶促抗氧化系统

CAT、SOD、POD 活性和非酶促抗氧化系统 GSH、
AsA 含量。 以 2216E 培养基处理作为对照组,每处

理设置 3 组平行。
藻细胞内部 ROS 强度测定采用荧光染料

DCFH-DA 进行[17],DCFH-DA 主要针对过氧化物伴

随下的 H2O2 及·OH。取 0.5 mL 终浓度为 10 μg·
mL-1的 DCFH-DA,加入到上述处理藻细胞中,避光

置于 37 ℃下温浴 1 h,间隔 3 min 摇匀一次,之后用

f/2 藻培养基洗涤藻细胞 3 次。 在 485 nm 下激发,

525 nm 下采用酶标仪测定藻细胞荧光强度。

2　 结果与分析(Results and analysis)
2. 1　 对光合色素含量和荧光效率的影响

叶绿素 a 是藻类初始光捕获色蛋白之一,与藻

� 细胞的生物量密切相关,能反映杀藻物质对藻细胞

生长状况的影响。 由图 1 可知,经溶藻细菌 HSY-03
无菌上清液处理后,赤潮异弯藻叶绿素 a 含量降低,

� 并表现出明显的时间和剂量效应,高浓度处理组抑

制现象极为明显。 低浓度(0.5% )HSY-03 上清液处理

前 24 h,藻细胞叶绿素 a 含量与对照组在同一水平,
� 48 h 开始叶绿素 a 含量即显著低于对照组(P<0.05)。
� 整个处理时期,中高浓度(1.5%和3.0% )处理组藻细胞

叶绿素 a 含量均显著低于对照组(P<0.01)。 0.5% 、
� 1.5%浓度处理 96 h 后,藻细胞叶绿素 a 含量分别下

� 降了 46.0% (P<0.05)、68.4% (P<0.01),3.0%浓度处理 96
h 后藻细胞叶绿素 a 含量几乎为 0。 这说明,HSY-03

� 胞外活性物质对叶绿素 a 造成破坏,叶绿素 a 的分解

� 使得为藻细胞提供有机物及能量的光合系统被破坏,
导致能量运输被阻断,从而引起藻细胞死亡。

图 1　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞叶绿素 a含量影响

Fig. 1　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on chlorophyll
a content of Heterosigma akashiwo

　 　 不同浓度 HSY-03 上清液处理下,赤潮异弯藻

类胡萝卜素含量变化如图 2 所示,结果表明,对照组

藻细胞类胡萝卜素含量总体变化幅度较小,低浓度

(0.5% )HSY-03 上清液处理 24 h,藻细胞类胡萝卜素

含量为对照组 1.07 倍(P<0.01),之后藻细胞类胡萝

� 卜素含量接近对照水平。 1.5%上清液处理 24 h,藻
细胞类胡萝卜素含量上升,为对照组的 1.09 倍(P<
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� 0.01),处理 48 h 后藻细胞类胡萝卜素含量逐渐开始

下降,显著低于对照组(P<0.01)。 而高浓度处理组藻

细胞类胡萝卜素始终低于对照组(P<0.01),24、48 和

� 72 h 分别下降了 18.3% 、43.1% 和 74.5% ,处理 96
h,藻细胞类胡萝卜素基本降为 0。 这表明,HSY-03
无菌上清液的加入可能造成了藻细胞的氧化胁迫,
低浓度上清液在一定程度上能够刺激藻细胞产生类

胡萝卜素来削弱氧化胁迫的危害,但随着胁迫的持

续增长,藻细胞功能代谢受损,间接影响了藻细胞

类胡萝卜素的合成,从而表现出类胡萝卜素含量

的下降。

图 2　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞类胡萝卜素含量影响

Fig. 2　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on carotenoids
contents of Heterosigma akashiwo

　 　 藻细胞的 Fv /Fm 可代表光系统Ⅱ(PSⅡ)的光化

� 学效率,能准确反映藻细胞 PSII 反应中心开放状态

的量子产量,是衡量藻细胞光合作用能力的重要参

数之一。 利用叶绿素荧光动力学可以快速、灵敏、无
损伤地探测逆境对藻类光合作用的影响[18]。 由图 3
可知,HSY-03 上清液处理后,藻细胞 Fv /Fm 值均呈

� 下降趋势,且呈剂量-效应关系。 处理 24 h,低浓度

(0.5% )处理组 Fv /Fm 值即表现出降低的趋势,1.5%
� 和 3.0%浓度处理组 Fv /Fm 值明显低于对照(P<0.01、
� P<0.05),随着处理时间的延长,各处理组 Fv /Fm 值均

显著低于对照组(P<0.01)。 处理 96 h,0.5% 、1.5%和

3.0% 浓度处理组 Fv /Fm 比值比对照分别下降了

� 37.9% 、51.5% 和 80.3% (P<0.01)。 这表明,HSY-03
� 无菌上清液的加入降低了 PSⅡ活性,抑制藻类光合

系统,导致光合作用效率下降。

2. 2　 藻细胞胞内 ROS 含量变化

藻细胞受到胁迫时,胞内会产生大量的 ROS,
为了表征 HSY-03 上清液对藻细胞的胁迫作用,对
藻细胞内的 ROS 含量变化进行了测定。 由图 4 可

知,在杀藻菌作用下,藻细胞内的 ROS 含量表现出

先升高后降低的趋势。 3%浓度 HSY-03 上清液作用

图 3　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞叶绿素 a
荧光 Fv /Fm 的影响

注:Fv /Fm 表示藻细胞可变荧光(Fv )强度与最大荧光(Fm)强度之比。

Fig. 3　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on chlorophyll a
fluorescence Fv /Fm of Heterosigma akashiwo

Note: Fv /Fm represents the ratio of variable fluorescence (Fv ) intensity

to maximum fluorescence (Fm) intensity of algal cells.

图 4　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞

活性氧(ROS)含量影响

注:* *表示与对照组相比差异显著(P<0.01)。

Fig. 4　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on reactive oxygen
species (ROS) of Heterosigma akashiwo

Note: * * means significant differences compared with the control (P<0.01).



306　　 生 态 毒 理 学 报 第 16 卷

2 h 后,藻细胞内 ROS 含量即显著上升(P<0.01),为
� 对照组 1.6 倍,至第 6 小时 ROS 含量达到峰值,为初

始阶段的 2.61 倍(P<0.01)。 随着处理时间延长,藻
� 细胞内 ROS 含量开始下降,10 h 后 ROS 含量低于

初始水平,12 h 后 ROS 含量为初始阶段的 66.7% (P
<0.01)。
2. 3　 藻细胞抗氧化系统活性响应

由图 5(a)可知,经 HSY-03 上清液处理 12 h,各
处理组 SOD 活性即开始升高,表明藻细胞防御机制

启动。 但藻细胞的防御能力有限,藻细胞无法产生

更多的 SOD 以抵抗伤害,至处理 36 h,SOD 活性开

始下降接近对照水平。 为了维持对藻细胞内部

ROS 的持续清除作用,随着胁迫时间的延长,藻细

胞 SOD 活性又开始上升,至处理 48 h 达峰值,各处

理组 SOD 活性分别是对照组 1.69 倍(P<0.01)、2.10
� 倍(P<0.01)和 2.55 倍(P<0.01),随后 SOD 活性又逐

� 渐下降,但始终高于对照组(P<0.01)。 由图 5(b)和图

� 5(c)可知,藻细胞内 CAT 活性与 SOD 活性表现出相

似的变化趋势。 处理至 48 h 时 CAT 活性达峰值,
分别是对照组 CAT 活性的 2.06 倍(P<0.01)、3.95 倍

� (P<0.01)和 4.90 倍(P<0.01),随后 CAT 活性开始下

� 降。 SOD 和 CAT 活性的增高有助于清除细胞内部

的 ROS,但当细胞内 ROS 超出了抗氧化酶的清除能

力时,依然会导致细胞死亡。 由图 5 (c)可知,POD
活性变化趋势与 SOD 活性类似,但低浓度(0.5% )处
理组 POD 活性变化较为不明显,至处理 48 h,1.5%
和 3.0%处理组 POD 活性分别是对照组 1.81 倍(P<

� 0.01)和 2.16 倍(P<0.01),随着处理时间延长,各处理

� 组 POD 活性呈下降趋势,接近初始阶段。 这表明,

高浓度处理组 POD 可用于缓解过量的 ROS,从而

造成自身含量下降。 在 HSY-03 上清液胁迫下,
CAT 和 POD 均发挥酶活特性,清除胞内 H2O2,使机

体氧自由基含量平衡。 这也进一步证实了氧化胁迫

是诱导藻细胞死亡的作用机理之一。
由图 6 可知,MDA 含量与 HSY-03 上清液浓度

呈正相关型剂量-效应关系。 处理 12 h,0.5% 、1.5%
和 3.0%处理组 MDA 含量分别是对照组的 1.15 倍

(P<0.05)、1.35 倍(P<0.01)和 1.73 倍(P<0.01)。 随着

� 处理时间的增加,各处理组的 MDA 含量继续上升,
在 48 h 时达到各自的最高水平,分别为对照组的

1.40 倍(P<0.05)、1.76 倍(P<0.01)和 2.28 倍(P<0.01)。
� 在处理 60 h 时,各处理组的 MDA 含量相对于 48 h

有所下降,但是仍显著高于对照组。 这说明,在细菌

HSY-03 胞外活性物质的胁迫下,藻细胞内 ROS 不

断积累,造成藻细胞膜脂过氧化程度增强,MDA 含

量上升。 但持续的胁迫环境,致使藻细胞自身抗氧

化系统的启动或者膜脂损伤加剧,MDA 含量则开

始逐渐下降。
藻细胞的非酶促抗氧化系统包括 GSG 和 AsA,

HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞 GSH 和 AsA 含

量影响结果如图 7 所示。 由图 7(a)可知,在整个处

理过程中,对照组 GSH 水平基本保持不变;在处理

12 h 时,各处理组藻细胞 GSH 含量显著上升,分别

为对照组 1.63 倍、1.85 倍 (P <0.01)和 2.72 倍 (P <
� 0.01);随着处理时间延长,GSH 含量继续增大,以清

除过量的 ROS,在处理 36 h 时,各处理组 GSH 含量

分别达到峰值,分别是对照组的 2.33 倍 (P<0.01)、
� 2.80 倍(P<0.01)和 3 .36 倍(P<0 .01);从 48 h 开始,

图 5　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)和过氧化物酶(POD)活性的影响

注:* 、* *表示与对照组相比差异显著(P<0.05、P<0.01);下同。

Fig. 5　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on the activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and
peroxidase (POD) of Heterosigma akashiwo

Note: * , * * mean significant differences compared with the control (P<0.05, P<0.01); the same below.
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处理组的 GSH 含量逐渐下降至接近对照水平,这可

能是 GSH 在清除 ROS 的同时,自身转换成了氧化

型谷胱甘肽(GSSGs),因此 GSH 含量降低到低水平。
由图 7(b)可知,低浓度(0.5% )处理组藻细胞内 AsA
含量与对照相比无显著差异,中高浓度 (1.5% 和

3.0% )处理 12 h 后 AsA 含量则显著高于对照 (P<
� 0.01),处理 36 h 时达到峰值,为对照组的 1.70 倍(P<

0.01)和 2.0 倍(P<0.01);随后各处理组 AsA 含量开始

下降,但仍显著高于对照 (P <0.01 )。 AsA 通过与

� GSSG 反应以清除部分 ROS,但过多的 ROS 消耗了

大量的 AsA,导致处理后期 AsA 含量开始下降。
3　 讨论(Discussion)

藻细胞在外界胁迫下,其叶绿体的膜结构会受

到破坏,叶绿素含量将随叶绿体膜结构的解体而降

低,进而降低藻细胞光合作用效率[5]。 本研究表明,
HSY-03 上清液作用于赤潮异弯藻后,藻细胞叶绿

素 a 含量下降,并且随着杀藻浓度和处理时间的增

� 加,藻细胞色素严重受损。 在 HSY-03 上清液处理

12 h,各处理组 MDA 含量即显著高于对照组,MDA
作为脂质过氧化的产物,它的产生意味着 O-

2·、·OH
等攻击藻细胞引发了脂质过氧化反应,造成藻细胞

生理功能紊乱,减少了叶绿素 a 合成,影响光合作

� 用,同时藻细胞 PSⅡ的光化学效率(Fv /Fm 值)与对

� 照相比显著下降,呈显著的浓度和时间效应。 类胡

萝卜素作为光合作用的辅助色素,是机体内抗氧化

防御体系非酶促体系中的一种重要物质,中低浓度

HSY-03 上清液处理组藻细胞类胡萝卜素含量呈先

上升后下降趋势,高浓度处理组类胡萝卜素含量下

降。 当藻细胞受到氧化损伤时,一定程度上促进了类

胡萝卜素含量的增加以抑制藻细胞的氧化损伤[19-20],

但随着胁迫加剧,藻细胞各种功能代谢受损,影响了

藻细胞类胡萝卜素合成,其含量下降直至低于检测

限。 这证实 HSY-03 胞外溶藻活性物质的介入极可

能影响了藻细胞内光合色素转化,光合色素含量下

降并伴随藻细胞最大光化学效率的降低。 藻细胞光

合效率和能力受到抑制,导致藻细胞能量运输被阻

断,从而引起藻细胞死亡。
由于藻细胞光合作用中的假环式电子传递链也

是 O-
2·的一个重要来源,因此光合作用受损会诱导

大量 ROS 产生[21]。 同时好氧生物在呼吸作用复杂

的氧化磷酸化作用中,二磷酸腺苷(ADP)被转化成

三磷酸腺苷(ATP),从而为生物体提供生长繁殖所需

的能量,而 O2 则作为最终电子受体被还原成 H2O。
具体反应步骤为 O2➝(H)O-

2➝·H2O2➝·OH+H2O➝
2H2O,该过程分子氧伴随了不同形态 ROS的形成[22]。

图 6　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻丙二醛(MDA)含量的影响

Fig. 6　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on
themalondialdehyde (MDA) content of Heterosigma akashiwo

图 7　 HSY-03 上清液对赤潮异弯藻细胞谷胱甘肽(GSH)和抗坏血酸(AsA)含量的影响

Fig. 7　 Effects of HSY-03 cell-free filtrate on the glutathione (GSH) and ascorbic acid (ASA) contents of Heterosigma akashiwo
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ROS 在细胞信号传导方面有着重要的作用,同时也

会对细胞内蛋白质、脂质和核酸等造成不可逆的损

伤,并引起细胞死亡[23]。 本研究采用 DCFH-DA 法

测定 ROS 含量变化,经 3% HSY-03 无菌上清液处

理后,赤潮异弯藻细胞 H2O2 /·OH 水平显著上升到

一定水平后逐渐下降。由于·OH 是 ROS 中活性最

强的基团,其半衰期<1 μs,对其产生位点附近的生

物大分子有非常强的亲合力,反应速率极快(K>109

� mol-1·L·s-1 ),因此对生物体危害极大[24]。 H2O2 /·
OH 水平上升表明 HSY-03 诱导藻细胞产生 ROS,
预示了 HSY-03 无菌上清液可能介导了藻细胞的氧

化损伤,研究结果与张化俊等的[25]一致。
正常情况下,机体细胞内存在抗氧化系统(酶促

抗氧化系统和非酶促抗氧化系统),维持 ROS 产生

和清除的动态平衡状态,当 ROS 产生过多或藻细胞

抗氧化防御能力减弱时,藻细胞就会发生氧化损

伤[26]。 SOD 作为抗氧化防御系统的第一道防线,能
清除 O-

2·,并催化 O-
2·转化成 H2O2 和 O2,缓解 ROS

的压力。 转化后的 H2O2 继续在 CAT 和 POD 作用

下分解成 H2O 和 O2,从而彻底清除 ROS 对细胞的

胁迫[27-28]。 HSY-03 上清液作用后,激活了赤潮异弯

藻细胞内酶促抗氧化系统,SOD、CAT 和 POD 酶活

性被激活并发挥作用,以平衡机体的正常生理代谢

功能,但是随着胁迫的加剧,藻细胞抗氧化系统被破

坏,抗氧化酶活性开始降低,故未能完全去除藻细胞

内的活性氧和自由基。
非酶促抗氧化系统的 GSH 和 AsA,二者常共同

作用以清除过量 ROS。 GSH 是一种由谷氨酸、甘氨

酸和半胱氨酸组成的三肽,其分子结构含有巯基,巯
基自身氧化后能将 ROS 清除, 同时巯基变成

GSSG;AsA 作为 GSH 的辅助,通过自身的氧化将

GSSG 转化成 GSH,再次用于 ROS 的清除[29],保护

细胞免受氧化损伤。 在 HSY-03 上清液作用下,藻
细胞 GSH 含量上升,用于清除过量 ROS,在清除

ROS 的同时,自身转换成了 GSSG,故含量开始下

降。 在 HSY-03 胁迫下, AsA 含量上升, 通过与

GSSG 反应含量逐渐下降。 在 GSH 和 AsA 共同作

用下继续清除过量的 ROS。 虽然 ROS 的含量在藻

细胞自身抵抗作用下开始下降,但是其作用效果没

有被完全缓解,同时大量的抗氧化系统的响应过度

消耗了藻自身的能量,造成了藻细胞的氧化损伤。
以上结果表明,溶藻细菌 HSY-03 溶藻机制主

要是通过胞外活性物质抑制藻细胞光合作用,引起

藻细胞内部氧化损伤,当胞内产生的过量 ROS 得不

到及时清除时,ROS 引发含有膜结构的细胞器发生

脂质过氧化,并通过引发一定的级联反应造成藻细

胞死亡。 但关于菌株 HSY-03 分泌的溶藻活性物质

的特性和结构确认,赤潮异弯藻藻遗传信息的解析

和抑藻物质作用下藻细胞关键功能基因的响应有待

于进一步探讨。
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