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微生物絮凝剂对小球藻细胞氧化应激研究
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摘 要:小球藻作为能源藻,可以提供产生物柴油,但是小球藻生物质的获取成为能源藻发展的瓶颈.目前研

究藻细胞生物质收集的方法很多,但不同收集方法对能源藻细胞的氧化应激研究却很少.分别研究絮凝功能细菌xn-

1所产生物絮凝物质和离心法对能源藻———小球藻生物质在收集过程中对藻细胞的氧化应激,以期确定絮凝微生物

对小球藻细胞的生物安全性.采用涂布划线法从藻际分离纯化絮凝功能微生物;通过梯度醇沉法获得絮凝物质;分别

用絮凝微生物所分泌絮凝物质和离心法收集藻细胞生物质,并对藻细胞内蛋白含量、总糖含量、丙二醛含量(MDA)、

过氧化氢酶(CAT)活性、谷胱甘肽(GSH)含量和抗坏血酸(AsA)含量进行测定;以分光光度计测定其吸光度值.经过

测定并经过统计学显著性分析,发现离心作用下收集的藻细胞内的 MDA,GSH和AsA含量显著高于利用絮凝物质

絮凝得到的藻细胞.离心作用相对于絮凝作用造成藻细胞膜发生更高的脂质过氧化,产生大量的活性氧自由基,诱导

非酶抗氧化系统响应.因此,离心法收集藻生物质相对于微生物絮凝对藻细胞的伤害更大,絮凝微生物比离心法更适

合于收集能源藻生物质.
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现如今经济高速发展,加上化石燃料等不可再生能源的过量开采和过度消耗,能源危机问题愈发突

出[1].生物燃料被认为是一种适合于化石燃料的可持续替代品.藻类是生物燃料的可再生原料,因其具有生

产率高、不占用耕地并能在废水中生长等优势,被认为是最有价值和最有前景的可再生能源之一[2].其中小

球藻个体微小(几微米至十几微米)、分布广泛、种类繁多且生存能力强,可以用来发酵生产清洁燃料,也可作

畜牧水产养殖的饲料和饵料[3-4].然而,微藻的培养和收集是影响工业应用的最大瓶颈,尤其是微藻的低成

本、高效率收集[5-6].
目前研究藻细胞收集的方法有很多,如化学方法主要利用化学试剂来达到絮凝藻的效果,但是化学药品

难以降解,不仅影响小球藻的使用价值,还会对环境造成二次污染[7-8].物理方法主要有离心、电絮凝和超声

波絮凝,虽不会造成二次污染,但是操作环境受限,耗能大,不适于大规模应用[9].生物方法主要利用微生物

本身或其代谢产生的絮凝物质,使藻细胞相互聚集沉降,对微藻进行采收[10].生物絮凝不仅可以有效地收获

微藻生物质,而且还可以避免与化学和物理方法相比的污染[11].虽然生物法在收集藻类生物质的过程中有

诸多优势,但关于生物法中利用微生物絮凝剂对小球藻生物质收集过程中对细胞的氧化应激的研究并没有

开展,对用不同方法收集后对小球藻细胞的氧化应激研究却很少.
由于小球藻具有丰富的营养价值和诸多的优点,所以保证采收后小球藻的完整性尤为重要,故对不同方

法采收后的藻细胞氧化应激问题的研究很有必要,特别是不同的方法采收的藻细胞的细胞膜完整性和细胞

活力需要进一步研究.因此,本文分别比较了絮凝菌株xn-1所分泌絮凝物质作用于藻细胞和离心法收集藻

细胞后,对该两种方法对藻细胞的损伤程度进行研究.
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1 材料与方法

1.1.1 菌种、藻种

菌种:絮凝菌株xn-1分离于铜绿微囊藻7820藻际.
藻种:小球藻(Chlorellavulgaris)购于武汉水生生物研究所,采用BG11培养基,于光强50μE·m-2·

s-1,温度(25±1)℃,昼夜比L∶D =12h∶12h的条件下培养.
1.1.2 培养基

LB培养基:胰蛋白胨10g,酵母粉5g,氯化钠30g,pH7.2,1L蒸馏水.
BG11培养基质量浓度:NaNO31.500g/L,K2HPO40.040g/L,MgSO4·7H2O0.075g/L,CaCl2·

7H2O0.036g/L,Na2CO30.020g/L,柠檬酸0.006g/L,柠檬酸铁0.006g/L,微量元素溶液 A51.0mL,

EDTA0.001,蒸馏水1L,用于小球藻的培养.微量元素混合溶液A5质量浓度(g/L):H3BO42.860,MnCl2
·4H2O1.810,ZnSO40.222,Na2MoO40.390,CuSO4·5H2O0.079,Co(NO3)2·6H2O0.490.絮凝培养基

质量浓度(g/L):NaCl24,NH4Cl1,MgSO4·7H2O0.5,K2HPO4·3H2O6.5,KH2PO42,葡萄糖10,酵母

粉0.6,pH调至7.0.
1.2 实验方法

1.2.1 絮凝菌株xn-1的分离

取铜绿微囊藻7820的藻液20mL,通过0.2μm的聚碳酸膜过滤,获得游离和黏附的细菌样品[12].采取

逐级稀释法将样品分别涂布在LB固体培养基表面,置于28℃培养2~3d.挑取不同类型单菌落划线于LB
固体平板,置于28℃温度下培养2~3d,重复该步骤直到得到纯培养.分别将0.5mL的不同纯培养的发酵

产物接种于10mL小球藻藻液中,于120r/min的摇床上摇5min后,静置10min,并设置对照组,处理组和

对照组分别设置3个平行;观察处理组中对小球藻有絮凝作用的菌株,从而筛选出絮凝菌株xn-1.用20%甘

油将其保存在-80℃冰箱中,待用.
1.2.2 絮凝物质的提取

絮凝物质提取方法:将培养至对数期的菌株xn-1的发酵液,6000r/min,离心20min后收集上清;加入

二倍体积预冷的无水乙醇,4℃放置24h后于6000r/min,离心30min,收集沉淀;将沉淀用适量蒸馏水溶

解,在离心机中6000r/min,离心10min,收集上清;再次向沉淀中加适量水溶解,相同条件下离心,合并上

清;向合并上清中,加入二倍体积的预冷乙醇4℃放置24h后在6000r/min,离心30min,收集沉淀,重复

上述操作;将合并后上清在冷冻干燥机中进行冷冻干燥后称重.
1.2.3 藻细胞裂解液制备

取装有20mL小球藻的锥形瓶,均加入90μL絮凝物质质量浓度(10mg/L),絮凝时间分别为5min和

30min;另取装有20mL小球藻的锥形瓶,分别在转速为3000r/min和10000r/min的离心机中离心

5min和30min,均设置3组平行.将所有处理组的藻细胞收集,并用pH7.4,浓度0.1mol/L的PBS缓冲液

洗涤3次.加入1.5mLPBS重悬藻细胞,在4℃下用超声破碎仪在功率180W(工作3s,间隔3s)破碎

15min,样品破碎后于10000r/min离心5min,收集上清.上清分装于离心管中保存在-80℃冰箱待用.将
获得的细胞裂解液用于测定胞内蛋白、总糖含量、MDA含量,酶抗氧化系统及非酶抗氧化系统的含量.
1.2.4 藻细胞的胞内蛋白测定

根据考马斯亮蓝法,利用南京建成总蛋白定量试剂盒对胞内蛋白含量进行测定.取1.5mL考马斯亮蓝

显色液于2mL离心管中,其中加入0.025mL方法1.2.3中制备好的细胞裂解液为样品组,加入0.025mL
质量浓度为0.536g/L标准液为标准组,加入等体积的蒸馏水为对照组.将各个测定管混匀,静置10min,在
波长595nm处,1cm光径,蒸馏水调零,用分光光度计测量各管吸光度值.为减少实验误差,每组实验做3个

生物学重复.
1.2.5 藻细胞的胞内总糖含量测定

根据苯酚硫酸法对胞内总糖含量进行测定.以质量浓度1mg/mL的葡萄糖溶液作为糖的标准溶液,用
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蒸馏水稀释成总体积为0.5mL的不同质量浓度,其中每管依次加入0.5mL质量分数的5%苯酚、2.5mL
浓硫酸,盖上盖子后迅速混匀,静置20min后,于波长为490nm处测吸光度值,以相同体积蒸馏水代替糖溶

液作为空白对照组,以糖含量(μg)为横坐标、吸光度值OD490为纵坐标绘制标准曲线.取方法1.2.3制备好的

细胞裂解液50μL加入到试管中,加入蒸馏水至0.5mL,然后加入0.5mL质量分数5%的苯酚,2.5mL的

浓硫酸.用分光光度计在波长490nm处测量所有样品的吸光度值.根据绘制的标准曲线,计算不同样品中的

总糖含量.
1.2.6 藻细胞内 MDA含量测定

取方法1.2.3制备好的藻细胞裂解液,利用南京建成微量丙二醛(MDA)测试盒对藻细胞的胞内 MDA
含量进行测定.按照操作说明利用漩涡振荡器将样品与试剂混匀,用保鲜薄膜扎紧试管口,用针头在盖子上

穿一个小孔,95℃水浴40min,取出后流水冷却,用分光光度计在532nm处,1cm光径,蒸馏水调零,测各

管吸光度值.MDA含量测定按照以下公式进行:
样品中 MDA物质的量/蛋白质量=(测定管OD-对照管OD)/(标准管OD-空白管OD)× 标准品

质量浓度/待测样本蛋白质量浓度.
1.2.7 藻细胞过氧化氢酶(CAT)含量测定

取方法1.2.3制备好的藻细胞裂解液,利用南京建成过氧化氢酶(CAT)测试盒对藻细胞的胞内过氧化

氢酶含量进行测定.按照操作说明将样品混匀后,用分光光度计在405nm处,0.5cm光径,蒸馏水调零,测各

管吸光度值.按照以下公式计算CAT酶活力:
样品中CAT活力/(U/mL)=(对照管OD-测定管OD)×271× 样品测试前稀释倍数/(60× 取样

量).
1.2.8 藻细胞还原性谷胱甘肽(GSH)含量测定

取方法1.2.3制备好的藻细胞裂解液,利用南京建成GSH含量测定试剂盒对藻细胞还原性谷胱甘肽

(GSH)含量测定,方法参照说明书.上清液制备:取待测样本0.5mL加试剂一应用液2mL混匀,3500~
4000r/min,离心10min取上清液1mL.按照操作说明测定上清液中的GSH含量.将样品与试剂混匀,静
置5min,用分光光度计在波长420nm处,1cm光径,双蒸水调零,测各管吸光度值.GSH含量计算按照试

剂盒说明书进行计算.
1.2.9 藻细胞抗坏血酸(AsA)含量测定

取方法1.2.3制备好的藻细胞裂解液,利用南京建成抗坏血酸(AsA)测定试剂盒对藻细胞内AsA含量

进行测定,方法参照说明书.上清液制备:取样本0.15mL加试剂一0.45mL,混匀,放置15min后,3500~
4000r/min离心10min,上层液体为上清液.将上清液按照操作说明与试剂混匀,放置10min,1cm光径,
双蒸水调零,用分光光度计在波长536nm处测各管的分光度值.AsA含量按照说明书进行计算.

2 实验结果

2.1 藻细胞的胞内蛋白及总糖测定

藻细胞膜完整性的失去会造成细胞膜的破损,进而造成胞内物质的流失,胞内物质含量会受到影响.为
了研究絮凝作用与不同离心力作用下的藻细胞内含物的含量变化,我们测定了细胞内总蛋白含量及总糖含

量变化(图1).结果如图1所示,当处理时间为5min时,转速为3000r/min和10000r/min离心收集的藻

细胞的蛋白质量浓度分别为0.29g/L和0.32g/L,与絮凝处理组的蛋白质量浓度0.21g/L之间无显著性差

异.随着处理时间延长至30min时,虽然转速为3000r/min和10000r/min离心收集的藻细胞的蛋白质量

浓度升高至0.46g/L、0.29g/L,但与絮凝物质絮凝藻细胞的蛋白质量浓度0.23g/L之间仍无显著性差异.
将不同处理组的总糖含量进行测定,结果如图2所示,无论处理时间为5min或者30min,转速为3000r/

min和10000r/min离心收集的藻细胞的总糖含量与絮凝物质絮凝的藻细胞的总糖含量质量浓度均在

13μg/L左右,无显著性差异.
2.2 藻细胞内 MDA含量测定

38第4期            李祎,等:微生物絮凝剂对小球藻细胞氧化应激研究



为了定量研究细胞膜的损伤程度,测定了细胞膜的脂质过氧化产物丙二醛(MDA)的含量,以此来表征

细胞膜的完整性的情况(图3).在处理时间为5min时,测得3000r/min离心收集的藻细胞的裂解液中

MDA物质的量浓度为1.39nmoL/mgprot与絮凝物质絮凝藻细胞的处理组相差不大,无显著性差异,且均

处于较低水平.而在10000r/min离心收集藻细胞的处理组中,测得 MDA含量高于絮凝物质絮凝藻细胞的

处理组(P<0.05),且是絮凝处理组的6.77(P<0.05)倍.在处理时间延长至30min时,3000r/min离心收

集的藻细胞的裂解液中 MDA含量高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.05),是絮凝处理组的7.68(

P<0.05)倍.而10000r/min离心处理组中 MDA含量与絮凝处理组无显著性差异.

2.3 酶抗氧化系统

为了研究小球藻细胞内酶抗氧化系统对絮凝及离心作用的响应,检测了藻细胞内过氧化氢酶(CAT)含
量变化(图4).在处理时间为5min时,测得絮凝物质絮凝藻细胞的裂解液中CAT含量为17.59U/mgprot,
略高于3000r/min离心收集的藻细胞的裂解液中CAT含量(11.34U/mgprot),略低于10000r/min离心

收集的藻细胞的裂解液中CAT含量(20.03U/mgprot),但无显著性差异.随着处理时间延长至30min,利
用絮凝物质絮凝藻细胞的处理组中CAT含量为20.8U/mgprot略高于3000r/min和10000r/min处理

组的16.33U/mgprot、16.77U/mgprot,但仍无显著性差异.总而言之,不同处理组间CAT含量无明显差

别.
2.4 非酶抗氧化系统

藻细胞的非酶抗氧化系统包括谷胱甘肽(GSH)和抗坏血酸(AsA)对絮凝及离心作用的响应进行研究.
如图5所示,在处理时间为5min时,3000r/min及10000r/min离心收集的藻细胞的裂解液中GSH含量

显著高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.01),分别是絮凝处理组的4.28(P<0.01)和3.3(P<0.01)
倍.随着处理时间延长至30min,在同一转速或者絮凝条件下,测得GSH含量均高于5min时的各处理组.
并且在30min时,3000r/min及10000r/min离心收集的藻细胞的裂解液中GSH含量仍然显著高于絮凝

物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.01),分别是絮凝处理组的4.33(P<0.01)和3.27(P<0.01)倍.
如图6所示,在处理时间为5min时,3000r/min离心收集的藻细胞的裂解液中AsA含量显著高于絮

凝物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.01),是絮凝处理组的36.39(P<0.01)倍.而且10000r/min离心处理组

中AsA含量也高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.05),是絮凝处理组的14.07(P<0.05)倍.但随着处

理时间延长至30min时,3000r/min与10000r/min离心处理组中AsA含量与絮凝处理组接近,无显著

性差异.
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3 讨 论

现如今经济高速发展,能源危机问题愈发突出,亟待解决.小球藻是一种能源藻,可用来发酵生产清洁燃

料,且藻体本身也可作畜牧水产养殖的饲料和饵料[4].目前,对藻细胞的采收方法的研究很多,如物理方法,
生物方法等.但对不同方法采收后的藻细胞氧化应激问题的研究却不多,特别是不同的方法采收的藻细胞的

细胞膜完整性及细胞活力是否相同等.

为了探究细菌分泌的絮凝物质絮凝的小球藻藻细胞与不同转速离心收集的藻细胞相比是否具有更小的

氧化应激,我们全面地研究了不同处理方法对小球藻细胞膜完整性的影响;细胞活力响应的影响包括酶抗氧

化系统及非酶抗氧化响应.
已有研究表明,藻细胞在受到胁迫时,会造成细胞膜脂质过氧化损伤[13],导致藻细胞胞内物质大量流

失,细胞器形态结构遭到破坏等[14].丙二醛(MDA)作为细胞膜脂质过氧化的副产物,可以反映细胞膜脂质过

氧化程度.Draper等首次报道了 MDA可以作为脂质过氧化的标志物[15].因此,我们通过测定离心和絮凝作

用下藻细胞内的 MDA含量变化来表征细胞膜的脂质过氧化程度.在我们的研究中发现,10000r/min离心

的处理组,在处理时间为5min时,MDA含量远高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.05),这说明,高
速离心相对于絮凝物质絮凝得到的藻细胞更容易遭到胁迫,造成细胞膜脂质过氧化,破坏藻细胞.而在
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30min时,却与絮凝处理组无明显差别,这可能是藻细胞的抗氧化系统的响应来缓解离心作用的胁迫.
3000r/min离心处理组,在处理时间为5min时,MDA含量与絮凝物质絮凝藻细胞的处理组无显著性差

异,而在处理时间延长至30min时,MDA含量却高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组(P<0.05),这说明短

时间低速离心对藻细胞膜脂质过氧化损伤相对较小,但长时间的离心作用会造成细胞膜的不可逆损伤.
细胞壁、细胞膜的破损会造成胞内物质大量的流失,藻细胞受到胁迫压力时,能够与胞内物质包括蛋白

质、DNA、脂质或者碳水化合物进行反应[16],造成其含量的下降.因此为了确定在絮凝作用和不同转速离心

作用下藻细胞胞内物质含量的变化,我们研究了主要的两种胞内物质———蛋白质和碳水化合物的含量变化.
在我们的研究中发现,无论处理时间为5min还是30min,转速为3000r/min和10000r/min离心收集的

藻细胞的总蛋白含量与用絮凝物质絮凝藻细胞的处理组相比均无明显差别.不同处理组总糖含量的变化与

蛋白含量相似,即不同转速收集的藻细胞与絮凝物质絮凝的藻细胞测得的总糖含量没有明显差异.该实验结

果表明利用絮凝物质絮凝的藻细胞的胞内物质含量与离心法收集的藻细胞比较接近.
细胞内的活性氧自由基是细胞代谢的副产物,特别是当细胞处于外界压力的情况下,会产生大量的活性

氧自由基[17].细胞结构的破坏会造成藻细胞内产生大量的活性氧自由基,过量的活性氧自由基又会造成细

胞膜脂质过氧化,再次造成细胞结构的损伤,影响细胞结构的完整性[18-19].而且胞内活性氧自由基含量的升

高会诱导藻细胞内抗氧化系统的响应,用于保护藻细胞避免胁迫压力.抗氧化系统包括酶抗氧化系统和非酶

抗氧化系统.酶抗氧化系统我们主要研究了过氧化氢酶(CAT)含量的变化,CAT的作用是将过氧化氢分解

成水和氧气,从而清除藻细胞内的活性氧自由基.在实验中发现无论处理时间为5min还是30min,利用絮

凝物质絮凝藻细胞与不同离心收集的藻细胞的裂解液中CAT含量均无显著性差异.该结果表明,在絮凝作

用和不同转速离心作用下使藻细胞内活性氧自由基含量升高,但藻细胞内的过氧化氢酶(CAT)被诱导响

应,以保护藻细胞.且絮凝作用和不同转速离心作用所诱导藻细胞的酶抗氧化系统响应程度接近.非酶抗氧

化系统包括谷胱甘肽(GSH)和抗坏血酸(AsA).GSH是一种低分子清除剂,可清除氧气、过氧化氢和活性氧

自由基等.GSH结构中含有巯基,巯基自身氧化后能够将活性氧自由基清除,同时巯基变成GSSG[20].研究

结果中发现在处理时间为5min和30min时,3000r/min及10000r/min处理组藻细胞内的GSH含量相

对于絮凝处理组显著升高(P<0.01).该结果表明,离心法收集的藻细胞比絮凝物质有更高水平的非酶抗氧

化系统的响应,离心处理组相对于絮凝处理组能对藻细胞造成更为严重的外界胁迫,使之产生大量的活性氧

自由基.活性氧自由基的升高会诱导GSH的响应,所以GSH含量高用来清除活性氧自由基.AsA可以作为

GSH的辅助,通过自身的氧化将GSSG转化成GSH[21].研究结果中发现在处理时间为5min时,3000r/

min及10000r/min处理组藻细胞内的GSH含量相对于絮凝处理组显著升高(P<0.01).该结果表明,离心

处理组相对于絮凝处理组能在短时间内对藻细胞造成严重的胁迫作用,产生活性氧自由基诱导AsA的响

应.但随着处理时间延长至30min时,不同转速离心处理组相对于絮凝处理组AsA含量却无显著性差别.有
两方面的原因,一方面是随着胁迫时间延长至30min,GSH清除活性氧自由基使GSSG含量升高的同时,

AsA通过与其反应而使自身含量下降.另一方面在持续的离心作用胁迫下非酶抗氧化系统的响应已经过度

消耗了藻自身的能量,超出了藻细胞的自我保护能力,造成了藻细胞的氧化损伤.

4 结 论

在我们的研究中,从 MDA含量、CAT含量、GSH含量和AsA含量的变化可知离心作用相对于絮凝作

用会导致藻细胞膜发生脂质过氧化、诱导酶抗氧化系统和非酶抗氧化系统的响应.虽然酶抗氧化系统和非酶

抗氧化系统能够部分缓解活性氧自由基造成的氧化压力,但是过量的活性氧自由基和持续的离心作用超过

了藻细胞的抗氧化能力,最终造成了藻细胞的氧化损伤.离心法收集的藻细胞中 MDA含量及非酶抗氧化系

统含量高于絮凝物质收集的藻细胞,表明离心法相对于絮凝物质对藻细胞膜的完整性损伤更为严重,且诱导

了藻细胞的非酶抗氧化系统的响应.絮凝物质相对于离心法对藻细胞具有更小的氧化应激,可更好的用于能

源微藻生物质的收集,有广阔的应用前景.
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OxidativestressofChlorellavulgarisinducedbybioflocculant

LiYi1,XuYanting1,SongRuixue1,TianCongqi1,WangHailei1,ZhengTianling2

(1.CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.SchoolofLifeSciences,XiamenUniversity,Xiamen361005,China)

  Abstract:Chlorellavulgaris,asanenergyproducingalgae,canproducebiodiesel,butharvestofC.vulgarisbiomass
isthebottleneckofthedevelopmentofalgalbiodiesel.Atpresent,therearemanymethodstoharvestthealgalbiomass,but
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therearefewstudiesontheoxidativestressofalgaecellsinducedbydifferentharvestmethods.Toinvestigatetheoxidative
stressofalgaecellsinducedbioflucculantwhichproducedbyflocculationbacteriumxn-1andcentrifugationintheprocessof
harvestingalgalbiomass,inordertoensurethesafetyofmicrobialbioflucculantonalgalcells.Theisolationandpurificationof
flocculationmicroorganismfromphycospherewasperformedbyspreadplateandstreakplatemethods;thebioflocculantwas
obtainedbygradientethanolprecipitationmethod;theproteincontent,totalsugarcontent,thecontentofMDA,catalase
(CAT)activity,glutathione(GSH)andthecontentofascorbicacid(AsA)contentinalgaecellweredeterminedbyspectro-

photometer.Throughthemeasurementandstatisticalanalysis,itwasfoundthatthecontentofMDA,GSHandAsAintheal-

gaecellscollectedbycentrifugationwassignificantlyhigherthanthatobtainedbybioflocculant.Comparedwiththebiofloccu-
lant,thecentrifugationcausedhigherlipidperoxidationonthealgalcellmembrane,andresultedinagreatdealofreactiveoxy-

genspecies,whichinducedthenon-enzymaticantioxidantsystemresponse.Therefore,harvestofalgaebiomassbycentrifuga-
tionismoreharmfultothealgalcellsthantheflocculationmicroorganisms,andtheflocculatingmicroorganismismoresuitable
thancentrifugationtoharvestalgalbiomass.

Keywords:Chlorellavulgaris;harvestofbiomass;flocculatingmicroorganism;centrifugation;oxidativestress
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