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铜绿微囊藻在不同供磷水平下对砷胁迫的响应
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摘要 :采用磷饥饿培养后的微囊藻细胞进行不同供磷水平的五价砷 (A s (V ) )暴露实验 ,考察单一胞外磷变化的情

况下 A s(V)对滇池分离出的铜绿微囊藻 FACHB905生长及产毒的影响。结果表明胞外磷浓度变化不会影响铜绿

微囊藻对 A s(V)的耐受阈值 ( - 10 - 7mol/L)。少磷条件下的半数抑制浓度 ( IC50 )为 10 - 2179 mol/L,比无磷条件下的

IC50 (10 - 5181mol/L)高 3个数量级 ,并且少磷条件下 A s(V)与细胞活性位点的结合常数要远低于无磷条件 ,因此胞

外磷在 A s (V)对微囊藻的毒性效应上具有关键的作用。A s(V)对微囊藻单细胞的叶绿素含量没有显著影响 ,但是

对毒素产量具有剂量效应。在少磷条件下 , A s(V)浓度大于 10 - 7mol/L可促进微囊藻 FACHB905的胞内产毒量 ;而

在无磷条件下 ,所有 A s(V)处理组的胞内产毒量均上升 78%左右。由上可知 ,微囊藻在产毒方面与 A s(V )具有协

同效应 ,这对于全面了解滇池水华暴发期间毒素的变化规律具有一定的参考价值。
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　　砷 (A s)是一种广泛分布的元素 ,在地壳中的相

对丰度是 118 ppm [ 1 ]。随着科技和生产的发展 ,人类

活动将大量的砷引入到环境中 ,增大了砷在环境水

体中的浓度和分布范围。目前砷在天然水体中的浓

度介于 015到 5000μg/L间 (约 617 ×10
- 9—617 ×

10
- 5

mol/L) [ 2 ]。从热力学平衡可知砷在天然水体

中的存在形式主要为 A s (V ) ,并且其垂直分布呈营

养盐型分布 ,这表明砷在天然水体中的循环过程与

浮游生物有关 [ 2, 3 ]。由于砷和磷同处元素周期表的

第 V主族 ,因此 A sO32
4 可以通过磷转运通道进入浮

游植物细胞 ,其致毒机理是两者通过竞争与细胞活

性酶结合 [ 4 ]。目前的研究表明 , A s (V )对于天然水

体中的群落结构具有显著效应 [ 5 ]
,同时 A s (V )对浮

游植物的毒性大小可由磷酸盐的浓度调节 [ 6 ]。

Hellweger, et a l1通过数学建模成功模拟出磷限制
和磷充裕的条件下 , A s (V )在部分浮游植物体内的

不同转化过程 [ 7 ]。然而 ,某些硅藻 ( Tha lassiosira

spp1、Chaetoceras spp1和 Skeletonem a costa tum )在摄

取和排泄的过程中 ,可以对砷和磷进行有效的辨

别 [ 8 ]。并且培养液中磷浓度的变化 ( 016—3 mg/

L) 对于海洋微藻 D una liella tertiolecta和 Phaeodac2
ty lum tricornu tum的生长速率及砷的富集量没有显

著的影响 [ 9 ]。

水体富营养化日益严重 ,有害藻水华频繁暴发

是一个全球性的生态环境问题 ,滇池就是其中典型

代表之一。微囊藻水华所产生的微囊藻毒素是一种

强烈的肝毒素和促肿瘤剂 [ 10 ]
,有关微囊藻毒素的研

究还是目前国内外学者广泛关注的研究热点之一。

2006年 973技术报告中指出 :滇池全湖可溶态的微

量元素中 ,砷的含量最高。为此本课题组开展一些

室内理论性研究 ,以期考察两者间的关系。由于微

囊藻细胞可过量吸收磷在胞内形成多聚磷酸体 [ 11 ]
,

并且胞内、外的磷含量均直接影响浮游植物对砷的

敏感度 [ 12, 13 ]
,因此本文采用磷饥饿培养后的微囊藻

细胞进行不同供磷水平的 A s(V)暴露实验 ,考察单一

胞外磷变化的情况下砷对微囊藻生长及产毒的影响。

1　材料与方法

111　试验材料　滇池表层水体分离出的铜绿微囊

藻 (M icrocystis aerug inosa) FACHB905来自中国科学
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院水 生 生 物 研 究 所 淡 水 藻 类 库。 A s ( V )

(Na2 HA sO4·7H2 O)购自美国 A lfa Aesar公司 ,其他

试剂为分析纯市售品。实验用水均为双蒸水。

112　试验设计 　两种供磷水平 :无磷的 BG211和

少磷 (正磷酸盐含量为 1μmol/L)的 BG211培养液。

Na2 HA sO4配制成 1 mg/mL的无菌储液 ,以不同的

比例分别加入到上述两种培养液中达到所需的暴露

浓度 ,分别为 10
- 8、10

- 7、10
- 6、10

- 5和 10
- 4

mol/L ,

此浓度梯度根据 Smedley和 Kinniburgh报道的自然

水体中砷浓度范围设定 [ 2 ]。将 FACHB905藻细胞

饥饿培养 14d以耗尽胞内储存的多聚磷酸 [ 14 ] ,然后

用无菌水洗去胞外培养液 ,接种到 200 mL上述含砷

的培养液中 ,置于摇床光照培养。温度 ( 27 ±1)℃,

光强 ( 2000 ±200) lx,明暗比为 16∶8,摇床转速为

150 r/m in。相同培养条件下 ,无砷的藻液为试验对

照。所有样品平行 3个 ,当微囊藻细胞生长进入平

稳期后终止试验。试验所用玻璃器皿均在 5%的稀

硝酸中浸泡 48 h以消除背景磷和砷的影响。

113　测定方法　藻细胞数测定 :采用血球计数板目

视计数法。自接种之日起隔天定时取样并计数。

叶绿素 a含量测定 :在试验结束当天进行叶绿

素 a含量的测定 ,方法采用比色法测定 [ 15 ]
,其含量

表示方法是单个细胞的叶绿素 a含量。

微囊藻毒素含量测定 :在试验结束当天取 50

mL藻液进行胞内毒素测定。胞内毒素的提取方法

参照 Ramanan, et a l1方法 [ 16 ]。藻毒素浓度分析采

用 HPLC法测定 ,分析条件参照文献 [ 17 ]。毒素标

准品购自 sigma公司。胞内毒素含量以单个细胞的

毒素含量表示。

2　结　果

211　砷 ( V)对铜绿微囊藻 FACHB905生长的影响

铜绿微囊藻 FACHB905在不同 A s (V )浓度的

培养液中藻细胞密度随时间的变化趋势基本相同

(图 1)。在少磷条件下 ,藻细胞在第 10天进入平

稳期 ;无磷条件下 ,仅有少量增长即进入平稳期。

两种供磷水平下 ,砷处理组均出现迟缓期 ,并且当

[A s(V ) ]≥ 10
- 6

mol/L时 , FACHB905藻株生长

受到明显的抑制 ,并随着 A s (V )浓度增大 ,其生长

受抑制的程度也加强 ( P < 0105)。当 A s (V )浓度

为 10 - 4 mol/L 时 , 无 磷 培 养 的 铜 绿 微 囊 藻

FACHB905细胞密度下降 ,到第 6天后出现恢复生

长的现象。

根据半对数生长曲线 ,线形回归的斜率可得出

图 1　两种供磷水平下铜绿微囊藻 FACHB905在不同砷 (V)浓度　　　

　　　 培养液中的生长曲线

Fig11　Growth curves ofM 1 aeruginosa FACHB905 exposed to differ2　　　

　　　 ent concentrations of arsenate under two phosphate regimes

铜绿微囊藻 FACHB905在不同砷浓度下的前 6天平

均比生长率μ( d) ,由此计算出比生长率受抑制作用

对应的 A s(V )浓度值即阈值和比生长率受抑制的

半 数 效 应 值 ( Inhibitant concentration 50,

IC50, 6d ) [ 18 ]。该藻株在两种磷培养条件下 ,生长受

抑制的阈值均接近 10
- 7

mol/L ,但是两种条件下的

IC50值显著不同 (表 1)。少磷条件下的 IC50值比无

磷条件下的高 3个数量级。

磷饥饿培养后的铜绿微囊藻 FACHB905处在少

磷和无磷条件下 ,胞内无过多的磷 ,此时 A s (V )通过

磷转运系统进入胞内后 ,取代磷与活性酶结合 ,使细

胞难以有效地进行正常的生化作用 [ 19 ] ,因此从生长

曲线中显现出 A s(V)对微囊藻的抑制作用。Garis通

过数学建模讨论了重金属对浮游植物生长率的抑制

作用 [ 20 ]
,其活性点抑制模式的最终关系式如下 :

1
μ

=
1
μmax

+
K
μmax

[A s(V) ]

式中μ、μmax分别为培养液中砷浓度为 [A s(V) ]时藻

的比生长率及最大比生长率 ; K为 A s (V )与藻体的

结合常数。以 1 /μ对 [ A s (V ) ]做图并进行线形回

归 (图 2) ,可得出不同供磷水平下 , A s (V )与微囊藻

的结合常数。由表 1可知 ,少磷情况下 A s (V )与藻

的结合常数要远远低于无磷条件。
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表 1　两种供磷水平下铜绿微囊藻 FACHB 905的阈值、IC50及与砷 ( V)的结合常数

Tab11　The threshold and IC50 values of M 1 aeruginosa FACHB 905 exposed to arsenate, and the apparent association constants of arsenate to the

cyanobacterium under two phosphate regimes

正磷酸盐浓度

O rthophosphate

阈值

Threshold values(mol/L)

IC50, 6d

IC50 values(mol/L)

活性点抑制模式回归方程

Regression equations of the toxic binding model

μmax ( /d) K

1μmol/L 10 - 6185 10 - 2179 01062 5628

0 10 - 6166 10 - 5181 01037 369030

图 2　两种供磷水平下铜绿微囊藻 FACHB905的比生长率与砷

　　　　　　 (V)处理浓度的关系图

Fig12　The relationship between growth rates of M1 aeruginosa FACHB905

　　　　　　and exposed concentrations of arsenate under two phosphate regimes

212　砷 ( V)对铜绿微囊藻 FACHB905叶绿素 a含

量的影响

在平稳期测得各组中铜绿微囊藻细胞的叶绿素

a含量 (图 3)。由图可知 ,单细胞的叶绿素 a含量

不受 A s(V )的影响 ( P > 0105)。在少磷条件下 ,所

有样品叶绿素 a含量为 ( 4418 ±417) fg / cell,而无

磷条件下为 (3418 ±515) fg / cell。两种供磷水平下

单细胞叶绿素 a的含量不同 ,表明磷会影响微囊藻

叶绿素 a含量 [ 21 ]。

图 3　两种供磷水平下 ,铜绿微囊藻 FACHB905在不同砷 (V )浓度

　　　　　　 培养液中的叶绿素 a含量

Fig13　Chlorophyll a content of M 1 aeruginosa FACHB905 exposed to

　　　　　　different concentrations of arsenate under two phosphate regimes

213　砷 ( V)对铜绿微囊藻 FACHB905胞内微囊藻

毒素含量的影响

铜绿微囊藻 FACHB905在两种供磷水平下 ,进

行 A s(V )暴露培养至平稳期的胞内毒素含量 (用单

细胞的毒素产量表示 )如图 4所示。铜绿微囊藻

FACHB905主要产微囊藻毒素 (MC) LR及小部分未

知的 MC毒素。图 4中给出的胞内毒素含量值为这

两种毒素的总和。在少磷条件下 , A s (V )浓度为

10
- 6—10

- 4
mol/L可以促进微囊藻 FACHB 905产

毒 ;而在无磷条件下 ,所有的砷处理组均出现毒素含

量显著升高的现象。微囊藻细胞在对数生长期内 ,

胞内毒素产量随着细胞分裂而增加 ,到平稳期后产

毒量保持不变或者略有下降 [ 22 ]
,从而推测平稳期的

图 4　两种供磷水平下 ,铜绿微囊藻 FACHB905在不同砷 (V)浓度培

养　　　　　　液中的胞内产毒量与对照比具有显著差异水平 (3 为 P <0105)

Fig1 4　Cellular m icrocystin content of M 1 aeruginosa FACHB905

exposed to different concentrations of arsenate under two phosphate

regimes (3 indicates a significant difference from the control (P <0105) )
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胞内产毒总量与对数期细胞分裂有关。将不同

A s(V )浓度培养液中微囊藻 FACHB905对数期生长

速率和平稳期胞内产毒量作图 5。由图 5可知 ,在

少磷条件下 ,铜绿微囊藻胞内产毒量与比生长率存

在显著的负线形相关 ( P < 01003) ;然而在无磷条件

下 ,两者间没有类似的相关性。

图 5　两种供磷水平下 ,微囊藻 FACHB 905在不同砷 (V )浓度培

　　　　　　养液中比生长率及胞内产毒量间关系图

Fig15　Cellular m icrocystin content of M 1 aeruginosa FACHB905 in rela2

tion to the specific growth rate when treated with different concentra2　　　

　　　 tions of arsenate under two phosphate regimes

3　讨　论

本研究结果表明 ,单一胞外磷浓度变化不会影

响铜绿微囊藻 FACHB905对 A s (V )的耐受阈值 ,但

会影响 IC50值。两种供磷水平下 ,微囊藻对 A s (V )

的耐受阈值均接近于 10 - 7 mol/L ,而少磷条件下的

IC50值比无磷条件下的高 3个数量级 ,这与叉边金

藻的结果类似 [ 18 ]。A s (V )与细胞活性位点的结合

常数 ( K)值越大 ,表明失活点越多 ,从而藻生长受抑

制的程度亦越大。少磷条件下的结合常数要远低于

无磷条件的 ,这表明胞外磷在 A s (V )对铜绿微囊藻

FACHB905的毒性效应上具有关键的作用 ,即保护

藻细胞免受 A s(V )的毒害。

叶绿素是位于类囊体膜内的蛋白复合物 ,是微

囊藻进行光和作用的场所 ,其含量往往与藻细胞

的生长状态和光合作用密切相关 [ 23 ]。微囊藻的叶

绿素易受环境胁迫的影响 ,如某些化感物质可以

降低微囊藻中叶绿素的含量 [ 24, 25 ]
;而一些金属离

子能促进微囊藻叶绿素含量 [ 26, 27 ]。然而 A s (V )

对微囊藻 FACHB905生长抑制的同时 ,却对其叶

绿素含量没有显著的影响。推测本研究中 A s (V )

不会与类囊体膜结合而抑制藻的光合作用 ,而是

取代磷与某些活性酶结合 ,来抑制藻细胞的分裂

速度。

微囊藻胞内产毒量与叶绿体及光合作用有关

联 [ 28 ]。在这两种供磷水平下 ,叶绿素 a含量不受

A s(V )的影响 ,因此微囊藻毒素产量也未受抑制 ,反

而出现升高的现象。同时发现在少磷条件下 ,微囊

藻 FACHB905的胞内产毒量与比生长率成负相关。

Oh, et a l1发现 ,在磷限制的情况下 ,供磷水平决定

比生长率 ,而微囊藻毒素产量随着生长率的下降而

升高 [ 29 ]。其他研究者们也发现在氮和光照受限的

条件下 ,微囊藻产毒速率与细胞生长速率具有相关

性 [ 22, 30 ]。推测本研究中铜绿微囊藻 FACHB905在

少磷条件下 , A s (V )浓度超过生长率受限的阈值时

(即 [A s (V ) ] > 10
- 6185

mol/L ) , A s (V )通过对藻细

胞生长的抑制作用促使其胞内产毒量增加 ,这个推

论与 O rr和 Jones的结论相符 [ 22 ]。然而在无磷条件

下 ,该藻株生长率和胞内产毒量没有类似的相关性。

所有的 A s(V )处理样品均出现胞内产毒量升高的

现象 ,并且各处理样品间没有显著差异 ( P > 0105) ;

胞内产毒的平均值为 19134 fg /cell,是无磷条件下

对照的产毒量的 1178倍 (图 4)。有研究结果表明

微囊藻在不同浓度的 A l、Cd、Cr、Cu、Fe、Mn、N i、Sn、

Zn和 012 mg/L的壬基酚作用下 ,其毒素产量均被

提高 117倍左右 [ 31, 32 ]
,这与本研究结果类似 ,同时

也支持前人的观点 ,即产毒藻株总是保持一个较低

的毒素水平 ,当受到外界生长环境的刺激下 ,产毒量

才有所升高 ,但不会超过最大限值 [ 30, 33 ]。A s (V )在

无磷条件下促进微囊藻 FACHB905产毒的机理研

究有待深入开展。本研究发现微囊藻在产毒方面与

A s(V )具有协同效应 ,这对滇池水华期间毒素变化

规律的研究具有一定的意义。然而还需进一步研究

胞内含有多聚磷酸体的微囊藻对砷胁迫的响应 ,并

结合野外采样分析 ,方可全面讨论滇池微囊藻和砷

间的关联。
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RESPO NSE O F M ICROC YSTIS A ERUG INOSA TO ARSENATE UND ER

D IFFERENT PHO SPHATE REG IM ES
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1, 3

, X IAO Bang2D ing
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1
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1
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Hubei A cadem y of Agriculture Science, W uhan　430064; 3. Graduated School of the Chinese Academ y of Sciences, B eijing　100049)

Abstract:A rsenic is ubiquitous in the environment and potentially toxic to humans. A rsenate, thermodynam ically the

dom inant specie of arsenic in marine and estuarine surface waters, was shown to be taken up by the phosphate transport

system s of phytop lankton and p lants due to its sim ilar structure to the phosphate. Considerable evidence has been found

that M icrocystis luxuriously up take phosphate to form polyphosphate bodies in phosphate2rich environments. The cyanobac2
terial sensitivity to arsenate has often been linked to the structural sim ilarities of arsenate and phosphate, and intracellular

polyphosphate was shown to be related to the sensitivity to arsenate. Therefore, the p resent research was intended to ex2
p lore the effects of arsenate on the growth and m icrocystin p roduction ofM icrocystis aeruginosa FACHB905, which isolated

from D ianchi Lake when only the extracellular phosphate concentration was changeable. The cells of M. aeruginosa

FACHB905 were cultivated in the phosphate2free BG211 medium for 14 days in order to comp letely consume phosphate

stored in the cyanobacterial cells. Then, these phosphate2starved cells were inoculated in modified BG211 media adjusted

as following two cases: PO
3 -
4 was added at 1μM for the phosphate2lim ited medium, and PO

3 -
4 was absent as the phosphate2

dep rived medium. A rsenate as Na2 HA sO4 was added to the culture media at concentrations from 10
- 8

to 10
- 4

M. It was

worthwhile mentioning that the phosphate concentration used in this study ( 1μmol/L ) was sim ilar to that under natural

conditions. W e measured the density of cultures, chlorophyll content and m icrocystin content of this cyanobacterium re2
sponding to arsenate under both the phosphate regimes. This study showed that the extracellular phosphate concentration

had no reference to the threshold doses ( - 10
- 7

mol/L) ofM. aeruginosa FACHB905 to arsenate. However, the IC50 val2
ue under phosphate lim itation was 10

- 2. 79
mol/L and three magnitudes greater than that under phosphate dep rivation. The

apparent association constant of arsenate to the cyanobacterium under phosphate lim itation was much lower than that under

phosphate dep rivation. Thus, it p resumed that extracellular phosphate had the key role on p rotecting cyanobacterial cells

from arsenate. O therwise, arsenate did not affect the chlorophyll content per cell, but had dosage effect on the cellular m i2
crocystin content. A rsenate, higher than 10

- 7
mol/L, could p romote the cellular m icrocystin content per cell under phos2

phate lim itation, while the m icrocystin content of all arsenate treatments was stimulated about 78% of that of the control

under phosphate dep rivation. The synergistic effect of arsenate and m icrocystin p roduction ofM. aeruginosa FACHB905 is

of definite significance for comp lete understanding the m icrocystin p roduction in the bloom s in D ianchi Lake.

Key words:M icrocystis aeruginosa; M icrocystins; A rsenate; Phosphate; Synergistic effect


