
收稿日期: 2005- 09-23;修订日期: 2006-12-25

基金项目:广东省自然科学基金重点项目( 05103295) ;教育部重点项目( 01141) ;广州市科技计划项目(2001- J- 010- 01)资助

作者简介:陈思嘉( 1980 ) ) ,女,硕士研究生;研究方向为生物无机化学

通讯作者:郑文杰,教授,博士生导师; E-mail: t zhwj@ jnu. edu. cn

硒胁迫对钝顶螺旋藻抗氧化酶系统的影响

陈思嘉
1  杨  芳1, 2  郑文杰1, 2  白  燕1  黄  峙3  周艳晖1

( 11暨南大学化学系,广州  510632; 21 暨南大学水生生物研究所,广州  510632; 31 暨南大学生物系,广州  510632)

摘要: 在钝顶螺旋藻的对数生长期进行硒胁迫处理 , 研究硒胁迫强度和硒胁迫时间对钝顶螺旋藻抗氧化

酶系统与脂质过氧化作用的影响。设置 4 个胁迫实验组 , 分别从第 5 天到第 10 天分次加硒 , 累计加硒量

均为 1000mg / L。结果表明 , 硒胁迫实验组中钝顶螺旋藻的抗氧化酶活性均高于对照组或与对照组相当 ,

其中 GPX 的变化最大 , 实验组 Ñ 中的 GPX 活性为对照组的 201 5 倍 ; SOD 的变化趋势与 GPX 相近 , 但对较

低的硒胁迫的响应不敏感 ; POD、CAT 和 APX 的活性均随硒胁迫强度的减小而上升 ; 各硒胁迫实验组中只

有实验组 Ñ 的 MDA 含量高于对照组 ; 藻体对#OH 的清除能力与藻体的 MDA 含量呈负相关 , 提示了硒对

钝顶螺旋藻抗氧化系统的双重效应。
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  硒是人体和动物必需的微量元素。硒的生物学

功能主要是通过各种硒酶和硒蛋白来实现的。近年

来,硒在植物体内的生理功能越来越受到人们的关

注,其中最重要的就是硒的抗氧化性。研究表明, 硒

对生物体具有双重效应, 低浓度下有抗氧化作用, 可

抑制脂质过氧化反应, 而高浓度时则起氧化剂的作

用,会加剧脂质过氧化产物的累积[ 1]。螺旋藻是富

集和转化硒的理想载体, 对硒具有很强的耐受力, 但

硒对螺旋藻抗氧化酶系统的影响尚未见报道。研究

发现,在螺旋藻的对数生长期进行分次加硒处理, 可

大大提高螺旋藻的富硒量(最高可达 1301117Lg/ g) ,
并且在累计加硒量达 1000 mg/L 的情况下, 对螺旋

藻的生长仍有促进作用
[ 2]
。但硒也是一个有毒

元素, 关于土壤硒污染对作物的生理生化影响

也有报道[ 3, 4]。研究硒胁迫对螺旋藻抗氧化酶

系统的影响 , 不仅有助于阐明螺旋藻对高硒胁

迫的适应机制 , 也有助于阐明硒在水体中的生

态毒理效应。

1  材料与方法

111  材料与仪器  PYX-800G-A 型光照培养箱;

JY92- Ò型超声波细胞粉碎机; TU-1901型双光束紫

外/可见分光光度计。亚硒酸钠( Na2SeO3)为国产分

析纯。

112  螺旋藻的培养与硒胁迫处理  钝顶螺旋藻

( Spirulina platensis )藻种由暨南大学水生生物研究所

藻种室提供,本实验室保种。采用 Zarrouk 培养基,

于 250mL 三角烧瓶中接种处于对数生长期的螺旋

藻藻液 100mL(初始藻密度 A 560= 0120) ,置于恒温光
照培养箱中,光照强度 4000lx,光暗时间对比为 12hB
12h/ d, 温度 30 e , pH= 815。培养至第11天采收。

硒胁迫实验组: 按表 1 在钝顶螺旋藻的对

数生长期添加 Na2SeO3储备液, 以 Se ( IV) 计 Se

量 , 各 实 验 组 培 养 液 中 硒 的 累 计 量 均 为

1000mg / L。

113  生物量的测定  每天同一时间测定藻液的

A 560,重复 3次取平均值, 绘制生长曲线。生物量W

( g/ L)用干质量表示,即每升藻液所含的藻的干重。

测定方法如下:培养 1000mL 的钝顶螺旋藻,每天测

定藻液的 A 560, 同时取一定体积 ( 50 ) 100 mL)的藻

液用0145Lm的微孔滤膜抽滤, 蒸馏水洗涤, 于 70 e

下烘干至质量恒定,测定藻体干质量,做出螺旋藻的

A 560与生物量的直线回归方程, 通过该方程将各实

验组第 1天 ) 第 10天的 A 560换算为相应的生物量。
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表 1  各实验组添加硒的时间和添加硒量(mg/ L)

Tab11  The time and the concentrations of Se adding (mg/ L)

实验组 , 5d 6d 7d 8d 9d 10d 11d

CK

Ñ 300 400 300

Ò 300 400 300

Ó 300 400 300

Ô 300 400 300

各实验组第11天的生物量直接采收后测定,作为螺

旋藻的最终生物量。

114  硒胁迫强度 VSe的计算  硒胁迫强度 VSe是一

动态变化的参量[ 5] ,某实验组某一时刻的硒胁迫强

度,定义为至该时刻已加入的累计硒总量 CSe与该

时刻相应的生物量 W的比值为硒胁迫强度 V Se ,即

V Se ( g/ g) = CSe ( g/L) / W (g/ L) ( E1)

115  抗氧化酶活性的测定  取第 11天采收的藻泥

分别测定各种抗氧化酶的活性, 藻体的抗活性氧能

力与丙二醛含量。

谷胱甘肽过氧化物酶( GPX)活性的测定参照文

献[ 6]的方法,以每分钟氧化 1Lmol谷胱甘肽的酶量

为一个GPX活力单位。

超氧化物歧化酶 ( SOD) 活性的测定参照

Beauchamp等
[ 7]
建立的, Bewley 等

[ 8]
改进的氮蓝四唑

光化学还原反应法。以不加酶液的体系为对照组, 1

个SOD活力单位定义为能引起反应初速度(指不加

酶时)半抑制时的酶用量,按下式求得:

SOD活力单位(U) = ( A对照- A样品 ) / 50% A 对照 @

样品稀释倍数 ( E2)

过氧化氢酶( CAT)活性的测定参照 Chance 和

Maehly
[ 9]
的方法, 以每分钟 A 240下降 0101 为 1 个

CAT 活力单位。

抗坏血酸过氧化物酶( APX)活性的测定参照文

献[ 10]的方法,以每分钟氧化 1 Lmol抗坏血酸的酶

量为 1个APX活力单位(E290= 218 L/ mmol#cm)。

过氧化物酶( POD)活性的测定采用愈创木酚显

色法
[ 11]

, 以每分钟 A 470上升 0101为 1个 POD 活力

单位。

可溶性蛋白含量用考马斯亮兰法测定。酶活力

以每毫克蛋白计。

116  抗活性氧能力的测定  采用南京建成生物工

程研究所的活性氧测定试剂盒, 按照说明书上的操

作进行测定。测定原理是利用 Fenton反应产生羟自

由基,H2O2的量和 Fenton 反应产生的#OH 的量成正

比,当给予电子受体后,用 gress试剂显色, 形成红色

物质,其呈色与#OH 的多少成正比关系。定义每毫

克组织蛋白在 37 e 下反应 1min,使反应体系中H2O2

的浓度降低 1 mmol/L 为一个抗活性氧单位。

117  丙二醛(MDA)含量的测定  MDA 含量的测定

参照文献 [ 12] 的方法, 以每克藻体的干重计。

(E532- E600= 155 L/ mmol#cm, E为摩尔吸光系数)

以上实验均同时做 3 组平行, 所得数据在 M-i

crocal Origin 610上进行平均值和标准偏差的计算与
显著性差异分析。

2  结果与讨论

211  各实验组的硒胁迫强度及其对钝顶螺旋藻生

长的影响

钝顶螺旋藻的 A 560与生物量有良好的线性关

系,通过实验求得其直线回归方程为

W ( g/ L) = 010211+ 015083 @ A 560, r= 019957,

n= 22, p< 010001 (E3)

因此可用 A 560估算螺旋藻每天的生物量, 并作为硒

胁迫强度 VSe的计算依据,所得 V Se见表 2。从表 2可

以看出,从实验组 Ñ ) Ô, 其最大的 VSe值(加硒第 3

天的 V Se )依次变小,且每天的 V Se也依次变小, 硒胁

迫时间也依次缩短。因此, 实验组 Ñ的硒胁迫时间

最长,硒胁迫强度最大,并按 Ñ ) Ô依次减小。在同

一实验组中,开始加硒的前 3天,随着累计加硒量的

增加, V Se相应增大, 至加硒的第 3天出现最大值,此

后逐渐下降。

有研究报道, 在螺旋藻接种的第 1天添加硒,当

硒浓度\200mg/ L 时, 对藻的生长有抑制作用
[ 13]
。

本实验在螺旋藻的对数生长期分次加硒, 累计加硒

量为 1000mg/ L,却可在实验组 Ó和Ô中观察到硒对

螺旋藻生长的促进作用。如图 1和图 2所示, 实验

组 Ñ ) Ô随着硒胁迫强度的减小和硒胁迫时间的缩
短,藻的最终生物量从第 Ñ组到第Ô组依次提高。

第 Ñ组的硒胁迫强度最大, 胁迫时间最长,因此其生

物量最低,比对照组下降了 2116%。第Ô组的硒胁
迫强度最小,胁迫时间最短, 其生物量最高,比对照
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组增加了 1512%。实际上, 按方程 E1和 E3计算, 文

献[ 13]中的 VSe已达 2178,而本实验中的 VSe最高才

达1154(实验组 Ñ的第 7天) ,实验组 Ó和Ô的 V Se均

小于 110, 因此, Ó和 Ô均促进了藻的生长 ( p <

0105)。这说明用硒胁迫强度的概念能更好地说明

硒对螺旋藻的胁迫实验结果。在螺旋藻生长的不同

阶段,单位体积藻液中的藻细胞密度不同, 因此, 在

不同的时间加入相同量的硒,每个藻细胞所承受的

硒量是不同的,仅用硒添加浓度并不能反映藻体实

际耐受硒胁迫的真实情况。

表 2 各实验组第 5天~ 第 11天的硒胁迫强度V Se

Tab12 The st ress intensity of Se in test set s from the 5thto 11thday

实验组

Test sets

硒胁迫强度 V Se ( g/ g)The st ress intensity of Se

5d 6d 7d 8d 9d 10d 11d

Ñ 0165 ( 0146) 1121 ( 0158) 1154 (0165) 1130 ( 0177) 1116 ( 0186) 1109 (0192) 1102 ( 0198)

Ò 0148 ( 0163) 0199 (0171) 1116 ( 0186) 1101 ( 0199) 0193 (1108) 0182 ( 1122)

Ó 0141 (0174) 0174 ( 0194) 0191 ( 1110) 0182 (1122) 0173 ( 1137)

Ô 0133 ( 0190) 0163 ( 1111) 0180 (1125) 0169 ( 1144)

  注:括号内的数值为各实验组第 5天 ) 第 11天的生物量 W(g/L) ; Note: The data in bracket are biomass (g/L) of S1 platensis in test sets from the

5thto 11thday

图 1  各实验组螺旋藻的生长曲线

Fig. 1  The growth curves of S . platensis

图 2  各实验组螺旋藻的最终生物量

Fig. 2  The f inal biomass of S . platensis

212  硒胁迫强度对钝顶螺旋藻抗氧化酶系统的影响

硒胁迫强度对钝顶螺旋藻抗氧化酶系统的影响

见表 3。4种硒胁迫处理均使钝顶螺旋藻的抗氧化

酶活性高于对照组或与对照组相当。其中上升幅度

最大的是 GPX, 实验组 Ñ的 GPX 活性为对照组的

2015倍,随着硒胁迫强度的减小,其升幅减小。SOD

的变化趋势与 GPX 相近, 实验组 Ñ中的 SOD活性

最大, 为对照组的 115 倍, Ó和 Ô中的 SOD 与对

照组相比则无显著性差异 ( p > 0105) , 说明 SOD

对较低的硒胁迫的响应不敏感。实验组 Ñ 的

POD与对照组接近 ( p > 0105) , 随着硒胁迫强度
的减小, POD 活性上升, 在实验组 Ô中达到最大

值, 为对照组的 414 倍。CAT 和 APX的变化较同

步, 两者的活性均随硒胁迫强度的减小而上升,

但 CAT 的变化幅度较大。实验组 Ô中的 CAT 活

性约为对照组的 316倍, 而 APX 则比对照组上升

1倍左右。

从以上抗氧化酶的变化可以看出, 硒对螺旋藻

的 GPX活性影响最大。已知硒是人体和动物谷胱

甘肽过氧化物酶的组成成分,但硒是否是植物必需

的元素还未证实。目前已在许多高等植物和藻类中

检测到 GPX的活性,并证明其活性与植物体内的硒

含量呈显著的正相关
[ 1, 14]

。本实验在累计加硒量相

同( 1000mg/ L)的条件下,发现硒对螺旋藻中的 GPX

有很强的诱导作用,但 GPX的变化与藻体中的硒含

量[ 2]并没有太大的联系,而是与硒胁迫强度 VSe密切

相关, V Se越大, GPX 活性越高。这说明 GPX的作用

也是螺旋藻抗氧化的重要机制之一。

由于各种抗氧化酶作用底物的相关性以及

活性氧种类在生物体内的相互转化作用, 某一抗

氧化酶活性的变化, 有可能影响到其他抗氧化酶

的活性。POD、CAT、APX 和 GPX都有共同的作用

底物 H2O2。在较高的硒胁迫强度(实验组 Ñ )下,
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表 3  各实验组螺旋藻的抗氧化酶活性

Tab13  The antioxidase activities of S1 platensis

实验组

Test sets

各抗氧化酶活力Antioxidase act ivities( U/ mg)

GPX SOD POD CAT APX

CK 1120 ? 0141 2019 ? 111 0171 ? 0111 0142 ? 0104 1813 ? 113

Ñ 2416 ? 018 3016 ? 118 0181 ? 0112 1108 ? 0106 2810 ? 119

Ò 7151 ? 0132 2414 ? 112 1147 ? 0109 1133 ? 0106 3116 ? 114

Ó 4153 ? 0160 2210 ? 115 2148 ? 0107 1145 ? 0105 3615 ? 112

Ô 3183 ? 0155 2312 ? 116 3112 ? 0110 1153 ? 0103 3510 ? 116

  注:每个样品测定重复 3次; Note:All experiments were performed with 3 replicates

藻体主要是靠强化 GPX 的活性来抵抗由硒引起的

氧化胁迫,细胞中的H2O2主要由 GPX清除, 从而削

弱了H2O2对其他 3种酶的底物诱导作用,使其活性

变化较小。而在较低的硒胁迫强度下, GPX的升幅

减小,引起 POD、CAT 与APX的代偿性变化, 其活性

都有较大幅度的上升。另外, POD的变化趋势还可

能与其生理功能有关。POD除了起清除 H2O2和烷

基过氧化物的作用外, 其重要的生理功能之一就是

调节植物内源激素的合成水平, 从而控制植物细胞

的生长发育[ 15]。在本实验中, 硒胁迫强度越小, 藻

的生长状况越好,其 POD活性也越高。

SOD是生物体内清除超氧阴离子自由基( O-
2 #)

的唯一酶类,其他抗氧化酶只能通过活性氧之间的

动态平衡间接影响 O
-
2 #的量。从 SOD较小的变化

幅度推测, 硒胁迫下螺旋藻中的活性氧种类主要为

过氧化氢而不是超氧化物。

213  各实验组钝顶螺旋藻的抗活性氧能力与丙二

醛(MDA)含量

各实验组钝顶螺旋藻的抗活性氧能力与丙二醛

(MDA)含量见图 3。从图 3可以看出, 实验组 Ñ的

抗活性氧单位与对照组相比显著降低( p< 0101) , 实
验组 Ò也低于对照组( p < 0105) ,而Ó和Ô则高于对
照组( p< 0105)。此方法测定的其实是植物组织清
除羟自由基的能力, 以此代表组织的抗活性氧能力。

羟自由基( OH )是目前所知的化学性质最活泼的活

性氧,极具破坏性, 能造成多种生物分子、细胞和组

织的氧化损伤。虽然各种硒胁迫处理均提高了螺旋

藻中抗氧化酶的活性, 但实验组 Ñ和 Ò的加硒方式

均降低了细胞对#OH 的清除能力。这说明螺旋藻
中清除#OH 的物质基础除了 GPX等各种抗氧化酶

外,其他的抗氧化物质也起着重要的作用。

MDA的含量随硒胁迫强度的减小而减小, 各实

验组中只有实验组Ñ的MDA含量高于对照组( p<

0105) ,实验组Ò与对照组相当( p > 0105) ,而实验组
Ó和Ô则明显低于对照组( p< 0101)。MDA 是脂质

过氧化作用的典型产物, 研究生物体的活性氧伤害

常用脂质过氧化作指标。实验组 Ñ中的 MDA含量

上升,说明藻体中的活性氧含量已超出抗氧化系统

的防御极限, 过量的活性氧攻击膜结构, 导致 MDA

含量上升。由于实验组 Ñ的生物量明显低于对照
组,藻体的氧化损伤可能是其主要原因之一。实验

组Ó和Ô的MDA含量明显低于对照组,这说明硒的

加入诱导了藻体内各种抗氧化酶活性的上升,增强

了藻体对活性氧自由基的清除能力, 而从两者的抗

活性氧能力来看也均高于对照组,因此其MDA 含量

有所下降。从图 3还可以看出,螺旋藻的MDA 含量

与 藻 体 对 # OH 的 清 除 能 力 呈 负 相 关

( r= - 019246, n= 5, p < 0105)。已知#OH 能直接启

动膜脂过氧化的自由基链式反应, 产生的脂质过氧

化物继续分解形成低级氧化产物如MDA 等。硒胁

迫下螺旋藻的抗活性氧能力与 MDA含量的变化趋

势可能与此原理有关。

图 3  各实验组钝顶螺旋藻的抗活性氧能力与MDA含量

Fig. 3  The ability of scavenging reactive oxygen species and

MDA contents of S. platensis
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3  结  论

在钝顶螺旋藻的对数生长期采用分次加硒的方

法进行硒胁迫处理和高富硒培养,尽管累计加硒量

相同(均为 1000mg/ L) ,但由于各实验组的硒胁迫强

度、胁迫时间不同,从而显现出不同的效应。其中实

验组Ó和Ô对螺旋藻的生长表现出明显的促进效

应,其生物量高于对照组。此外,硒胁迫实验组中螺

旋藻的 GPX、SOD、POD、CAT 和 APX的活性均高于

或接近对照组。藻体对#OH 的清除能力和 MDA 含

量的变化反映了硒对螺旋藻抗氧化能力的双重影

响,这可能是硒对螺旋藻的生长具有双重效应的主

要原因之一。利用硒胁迫强度的概念可以很好的解

释实验事实。但另一方面, 由于加硒时藻的生长阶

段不同,其对硒的耐受力也存在一定的差异, 但相比

较而言,由藻密度的不同引起的硒胁迫强度的变化

的因素是主要的,而有关藻的生理因素对其耐受硒

胁迫能力的影响我们将在下一步工作中探讨。
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EFFECTS OF SELENIUM STRESS ON ANTIOXIDASE SYSTEM OF

SPIRULINA PLATENSIS
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510632, China; 3. Department of Biology , Jinan University, Guangzhou  510632, China )

Abstract: Selenium ( Se) is an essential element for antioxidation react ions in human and animals. It acted as an antioxidant at

low concentrations, but as a pro- oxidant at higher ones, consequently it exerted dual effects on organisms. Previous works have

shown that Spirulina platensis ( S . platensis) possesses a good tolerance to high levels of Se and it is a good carrier for Se bio-

transformation. However, there is less information on Se- induced oxidative stress and ant ioxidant systems in S . platensis. In

this paper, we investigated the effects of Se stress on the ant ioxidase system and lipid peroxidization of S. platensis. There were

five test sets in the experiment. Se was added in the logarithm growth time of S. platensis from the 5th to 10thday respect ively.

The accumulative concentrations of Se in test sets are all 1000 mg/ L, but the time of Se addition was different. The results

showed that the activities of antioxidase in S. platensis under Se stress were higher than those in the control group or as high as

them. GPX changed enormously. The activity of GPX in test set Ñwas 2015 times as high as control, and then dropped with the

decrease of Se stress intensity. The trend of SOD was similar to that of GPX, but its response to Se stress was not sensitive.

POD, CAT and APX increased with the drop of Se stress intensity. It was only in the experimental groupÑ that the content of

MDA was higher than that in the control group. The ability of S. platensis to scavenge hydroxy radical had a negat ive correlat ion

with the MDA content. Their changes indicated the dual effects of Se on the antioxidant system of S. platensis. The concept of

Se stress intensity can give a good explanation to the experimental results.

Key words: Selenium; Spirulina platensis ; Antioxidase; Stress intensity of selenium
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