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放线菌酮对小球藻的毒性效应及其机制研究
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  摘 要:为探究抗生素对藻类的毒性效应与机制,以放线菌酮(cycloheximide,CHX)为潜在污染物,以小球

藻为受胁迫对象,通过检测小球藻细胞密度、叶绿素a(chlorophylla)、活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)、丙二

醛(malondialdehyde,MDA)和PSⅡ最大光化学量子产量(optimal/maximalquantumyieldofPSⅡ,Fv/Fm)等生长

及生理生化指标,探究抗生素对藻类的毒性效应.研究结果表明CHX对于小球藻的96hEC50为1.229mg/L.在该

质量浓度下作用96h后,CHX对小球藻细胞密度的抑制率为49.7%,使叶绿素a的含量降低了36.2%,对Fv/Fm

的抑制率为13.0%.此外,与对照相比,CHX暴露使小球藻的ROS和 MDA分别上升了533.7%和618.6%.因此,

CHX对小球藻的毒性效应主要体现为生长抑制,其可能的机制是引起氧化应激(如产生ROS和 MDA),进而抑制

细胞的光合作用(降低Fv/Fm).
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抗生素(antibiotics)是现代医疗的重要药物,是通过与细菌靶标的特异性作用来抑制或杀死细菌的有机

分子[1].中国是抗生素的生产和使用大国,每年的使用量高达21万t,其中约18万t被用于农业和医药领

域,出口约3万t[2].美国每年使用的2.27万t抗生素中50%被用于人类疾病治疗,另外50%被用于畜牧和

水产养殖行业[3].在2000至2015年间,全球抗生素消费量就已经增加了65%,据推测2030年全球抗生素消

费量将比2015年高出200%[4].然而,研究表明抗生素在人畜体内不能被完全吸收,约有30%~90%以尿

液、粪便的形式排出体外[5-6];同时,大多数抗生素具有良好的水溶性,容易通过地表水进入湖泊、河流等水

环境中[7].抗生素结构稳定,在水体中很难被生物降解,从而导致其在水体中呈“假持久性”,随时间积蓄从而

加剧其对于水生态系统的污染[8].因此,研究抗生素对水生生物的毒性效应具有重要意义.放线菌酮(cyclo-
heximide,CHX)又叫环己亚胺,是从链霉菌(Streptomycesgriseus)中提取出的.放线菌酮可以作用于80s
核糖体,对真核生物的信使RNA翻译合成过程起到抑制作用,而对已经合成的蛋白质无影响[9].因此,放线

菌酮通常不用于医疗目的,常用于农业生产中,可以加快叶柄自然脱落从而便于果实采摘[10],也可以用于防

止植物的褐化[11-12].随着农业生产中的广泛应用,放线菌酮不可避免地随着灌溉和降雨等过程进入水生态

系统,对水生态系统具有潜在的威胁.
作为水生态系统的初级生产者,藻类对污染物的响应敏感,是毒理学研究中常用的受试生物[13].小球藻
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是由贝耶林克首次分离到的一种绿色微藻[14].小球藻自被发现以来由于其生长周期短、易培养等特点[15],常
用于毒理学研究[16].本文选取放线菌酮作为潜在污染物,以小球藻作为受试对象,探究放线菌酮毒性效应,
为评估其对水环境中水生生物毒性风险提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 实验材料

本实验所用的藻种小球藻(Chlorellasp.FACHB-9)来自中国科学院水生生物研究所藻种库,所用培养

基为BG-11[17].实验所用标准品CHX购买自上海安谱实验科技股份有限公司.
1.2 实验方法

CHX半数效应浓度(EC50)的确定:参照YOU等[18]的方法将CHX母液加入BG-11培养基中与小球藻

进行共培养.CHX的质量浓度梯度设置为0.00、0.05、0.10、0.25、0.50、1.00、5.00mg/L.藻种初始浓度设为

105~106mL-1,每组3个平行,光照强度2500lx,光暗时间比12h∶12h.培养96h后取1mL藻液通过流

式细胞仪进行计数.
实验设计:预先配制CHX母液(100mg/L),以EC50质量浓度添加至1LBG-11培养基中,同时将处在

对数生长期的小球藻按照初始浓度1×106mL-1接种至相同体系中.在光照强度为2500lx,光照周期比为

12h∶12h条件下按照藻类抑制标准方法连续培养96h[19].对照组和对照组各设置3个平行.实验开始后每

8h摇瓶1次,每隔24h检测藻细胞数、叶绿素a、PSⅡ最大光化学量子产量(maximalphotochemicaleffi-
ciency,Fv/Fm)、活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)与丙二醛(malondialdehyde,MDA).

藻细胞数测定:本实验采用流式细胞仪(CytoFLEXLX,China)进行藻细胞计数,流式细胞仪在使用前

需要运行开机流程,按照提示在上样器中放入含有去离子水的流式管.待运行完开机流程后设置流式细胞仪

工程文件.流式细胞仪的工程文件共需设置两个点图和一个直方图.第1个点图X 轴设置为FSC-A,Y 轴设

置SSC-A.第2个点图X 轴设置为PC690-5.5A,Y 轴设置PC690-5.5H.直方图 X 轴设置为PC690-5.5A,

Y 轴设置为Count.取1mL稀释好的藻样过滤加入流式管中,将流式管置于流式细胞仪的上样器,流速设为

低速(10μL/min),设置进样体积为10μL,待进样结果稳定后进行记录,结果直接在流式细胞仪上读出,使
用完毕后按照提示对流式细胞仪进行清洗.藻数计算公式为:藻细胞数=细胞仪上显示的活体微藻数/
(体积×1000×稀释倍数).

叶绿素a 含量测定:取5mL藻样,8000r/min离心10min加入体积分数95%乙醇重悬,4℃避光24h
后8000r/min离心10min,取上清测定A663与A645,A 为吸光度.用公式C叶绿素a/(mg·L-1)=12.7A663-
2.69A645计算[20].

PSⅡ最大光化学量子产量测定:采用文献[21]方法,测定使用的叶绿素荧光仪(PHYTO-Ⅱ-D,Germa-
ny)在室温下进行,取2mL藻样暗适应30min后,测定其Fv/Fm 值.

ROS与 MDA测定:采用 WANG等[22]所用的化学荧光法测定ROS水平.用DCFH-DA(2,7-dichloro-
fuorescindiacetate)活性氧探针进行标记,通过多功能酶标仪测定485nm吸光值.MDA采用硫代巴比妥酸

(TBA)比色法测定[23].
1.3 数据处理

本实验结果均为平均值±标准差表示,使用SPSS25.0软件进行单因素方差分析(onewayANOVA)
事后多重比较采用Bonferroni检验,使用GraphPad8软件进行绘图和线性回归分析,置信水平为0.95,
“*”代表P<0.05差异轻微显著,“**”代表P<0.01为差异显著,“***”代表P<0.001为差异极

显著.

2 结果

2.1 流式细胞仪测定结果

如图1所示,该结果为放线菌酮处理下96h小球藻细胞数流式细胞仪计数结果,如图1(a)所示通过
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FSC-A,SSC-A两束激光筛选细胞门类同时可以去除细胞碎片,非荧光颗粒和非藻类颗粒.P1表示生长状态

良好的细胞.可以看出生长状态良好的细胞占总藻细胞数的91.73%.如图1(b)所示筛选完毕的藻细胞通过

激光通道B690PC5.5A去除集群的小球藻细胞.P2表示非黏连的细胞,P2占P1的99.47%.如图1(c)所示去

黏连完成的细胞通过激光通道B690-PC5.5A进行藻细胞的定量计数,P3为筛选完成的藻细胞数所占P2的

比例.

2.2 CHX对小球藻存活率和细胞密度的影响

图2(a)为小球藻96h存活曲线,可以看出CHX质量浓度越高小球藻存活率越低,这表明放线菌酮对

小球藻存在剂量-毒性效应,通过Graphpad8计算得出CHX对小球藻的96hEC50为1.229mg/L.EC50质量

浓度是毒理学常用的剂量浓度,因此本实验选择1.229mg/L作为后续实验的CHX质量浓度.图2(b)为放

线菌酮对小球藻细胞密度的影响,暴露组在24、48、72、96h的藻细胞密度均低于对照组(P<0.001),表明小

球藻的生长受到了放线菌酮的持续抑制,抑制率分别为44.2%、54.3%和49.7%.

2.3 CHX对小球藻叶绿素a的影响

小球藻培养24、48、72、96h后测得的小球藻培养物叶绿素a 质量浓度如图3(a)所示.培养24~48h
后,处理组和对照组的叶绿素a 质量浓度没有显著差异(P>0.05);培养72h后,处理组的叶绿素a 质量浓
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度显著低于对照组(P<0.05),此时放线菌酮对叶绿素a 的抑制率为29.5%.CHX暴露96h后,处理组的叶

绿素a 极显著低于对照组(P<0.001),抑制率为36.2%.实验结果表明,放线菌酮对小球藻的生长(以叶绿素

a 质量浓度表示)具有时间 毒性效应.图3(b)显示,在CHX暴露条件下,小球藻细胞密度和叶绿素a 质量

浓度之间具有极显著的正向线性关系(P<0.001),表明细胞密度和叶绿素a 都可以作为小球藻的生物量指

标,而且CHX暴露情况下叶绿素a 的降低是由于细胞密度降低引起的.

2.4 CHX对Fv/Fm 的影响

小球藻培养24、48、72、96h后测

得的Fv/Fm 如图4所示.培养24h后

处理 组 的 Fv/Fm 显 著 低 于 对 照 组

(P<0.01),48h和96h处理后极显

著低于对照组(P<0.001),这表明

CHX抑制了小球藻的光合作用.与对

照相比,CHX暴露24、48、72、96h后

小球藻Fv/Fm 的抑制率分别为7.4%、

8.1%、10.9%和13.0%,抑制率随着暴

露时间延长而升高.
2.5 CHX对ROS的影响

小球藻培养24、48、72、96h后测

得的ROS如图5所示.在24、48、72h
处理组ROS极显著高于对照组(P<
0.001).这表明CHX可以刺激小球藻

产生ROS.在96h处理组 ROS显著

高于对照组(P<0.01),说明在96h时

CHX对小球藻ROS的刺激有所降低.
但在整个实验期间CHX可以持续刺

激小球藻产生ROS.
2.6 CHX对 MDA的影响

小球藻培养24、48、72、96h后测得的 MDA如图6所示.在24hCHX组显著高于对照组的 MDA含量

(P<0.01),在48、72h处理组MDA极显著高于对照组(P<0.001),暴露96h后,处理组的MDA含量显著
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高于对照组(P<0.01).综上所述,在试验期间CHX可以刺激小球藻产生 MDA.

3 讨 论

根据生长速率常数,小球藻生长周期可分为4个阶段,分别是延滞期、对数生长期、平稳期和衰退期[24].
本实验根据生长速率常数将实验阶段选在了延滞期和对数生长期.结果表明放线菌酮可抑制小球藻生长.藻
类通过吸收水体中的营养盐和光能为整个生态系统提供能量,叶绿素a 可以衡量这一过程[25].研究表明,放
线菌酮抑制了叶绿体基因的表达,阻碍了叶绿体的合成[26].放线菌酮可通过干扰生物合成易位阻断真核生

物翻译进程,但对已经合成的蛋白质无作用[27].本研究发现,24、48h对照组藻细胞数增长缓慢,说明放线菌

酮组小球藻本身存在的叶绿体并未被破坏,因此放线菌酮组叶绿素a 和对照组叶绿素a 没有差异(P>
0.05).而在72、96h,对照组藻数增长迅速,说明放线菌酮破坏叶绿体基因的表达,导致72、96h处理组小球

藻叶绿素a 含量低于对照组.处理组小球藻生物量和叶绿素a 具有极显著的正相关线性关系(P<0.001).说
明叶绿素a 含量的降低是由于小球藻生物量下降引起的,即CHX对小球藻的叶绿素a 的抑制是由于细胞

数下降引起的,并非抑制其合成.
本研究中发现放线菌酮可抑制小球藻的PSⅡ最大光化学量子产量,且随着暴露时间增强.表明放线菌

酮可能破坏了小球藻的光合系统,降低了PSⅡ的供体和受体,导致小球藻PSⅡ最大光化学量子产量下降,
与放线菌酮可降低高等植物PSⅡ的供体和受体、反应中心密度、PSⅡ中的量子产生和电子传输的发现

一致[28-29].
活性氧广泛存在于藻组织中,传统观点认为活性氧主要由藻细胞线绿体和叶绿体代谢产生,活性氧可以

作为信号分子引起超敏反应,活性氧的存在对生物体有利,但在藻细胞内过多产生会引起DNA的损伤[30].
研究表明替加环素对蛋白核小球藻活性氧的产生具有促进作用[31].本研究发现放线菌酮同样对小球藻的活

性氧产生具有促进作用,这表明小球藻抗氧化物酶无法消除藻内过量的活性氧,导致活性氧升高.有研究表

明,当小球藻受到环境的刺激时会产生大量自由基,包括超氧化物自由基(-O2-)、羟基自由基(-OH)和过

氧化氢(H2O2),为了清除这些自由基,小球藻抗氧化系统会分泌酶系和非酶系抗氧化剂.这些自由基在植物

体内累积会攻击细胞膜产生丙二醛,过量的丙二醛与细胞膜结合会加剧膜的损伤,因此丙二醛可用来评价细

胞损伤[32].本研究结果与以上研究结果相同,说明小球藻受到放线菌酮的胁迫后活性氧与细胞内脂质发生

氧化反应,产生了大量丙二醛.
综上所述,放线菌酮可通过抑制小球藻细胞数增长导致叶绿素a 含量下降,此外还可降低PSⅡ最大光

化学量子产量,同时刺激小球藻产生ROS,并提高 MDA含量,导致小球藻细胞出现氧化损伤和脂质过氧化.
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Theresearchoftoxiceffectsandmechanismsof
cycloheximideonChlorellasp.

LiGuangxin1,GaoQiang1,YouMingtao2,SunWeiling2,ShenHong3,QiDelin1,YangXi1

(1.CollegeofEcoEnvironmentalEngineering;StateKeyLaboratoryofPlateauEcologyandAgriculture,QinghaiUniversity,Xining810016,
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andBiotechnology;InstituteofHydrobiology,ChineseAcademyofSciences,Wuhan430072,China)

  Abstract:Toexplorethetoxiceffectandmechanismofantibioticsonalgae.cycloheximide(CHX)asapotentialcontam-
inantwasusedonChlorellasp..Theamountofbiomass,chlorophylla,reactiveoxygenspecies(ROS),malondialdehyde
(MDA)andOptimal/maximalquantumyieldofPSⅡ(Fv/Fm)werechosenasbiochemicalandphysiologicalparameters.The
resultsofthestudyshowedthattheEC50of96his1.229mg/LforChlorellasp.underCHX.After96hofexposuretothis
concentration,theinhibitionrateofCHXonalgalbiomasswas49.7%,theinhibitionrateofCHXonchlorophyllawas36.2%
andtheinhibitionrateofCHXonFv/Fmwas13.0%.Inaddition,theCHXcouldstimulatetheproductionofROSandMDA
ofChlorellasp.:thepromotionrateofROSandMDAwere533.7%and618.6%respectively.Therefore,thetoxiceffectof
CHXonChlorellasp.mainlyactsongrowthinhibition,itspossiblemechanismistocauseoxidativestress(suchastheproduc-
tionofROSandMDA),furthermore,itinhibitsphotosynthesis(reducesFv/Fm).

Keywords:cycloheximide;Chlorellasp.;toxicityeffect;Fv/Fm
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