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摘要: 过氧化氢可抑制藻类生长, 同时会导致微囊藻毒素(Microcystins, MCs)的释放, 实验设置 4 个处理组

探讨了外源微囊藻毒素 MC-LR对 H2O2胁迫下铜绿微囊藻生理生化变化的影响。结果表明: 在 H2O2胁迫下, 

微囊藻的生长和光合活性受到显著抑制, 藻细胞存活率降低, ROS 含量明显增加, SOD 活性上升。与单独

H2O2胁迫相比, 加入 MC-LR能增加微囊藻细胞的存活率。250 µmol/L H2O2处理 24h和 48h后, 在培养基中

加入 200 ng/mL MC-LR可以缓解 H2O2对铜绿微囊藻光合系统 PSII活性的抑制作用。当微囊藻暴露于 250 µmol/L 

H2O2环境中时, 添加了 MC-LR 处理组藻细胞中的 ROS 含量明显减少(P<0.05)。在相同浓度 H2O2且加入了

外源 MC-LR后藻细胞 SOD活性下降(P<0.05)。因此, 微囊藻毒素 MC-LR可缓解 250 µmol/L H2O2引起的氧

化损伤并增强微囊藻自身的生存能力。研究结果有利于阐明 H2O2胁迫影响产毒蓝藻生长代谢的途径及 MCs

生物学意义。 
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随着工农业生产和人们生活所产生的污水排放

量的增加, 湖泊富营养化和蓝藻水华暴发已成为国
内外普遍关注的环境问题[1—4]。从 20世纪 60年代开
始, 人们一直致力于研究控制蓝藻水华的技术, 一
般来说物理法和化学法是除藻的最直接手段。物理

法主要包括机械或人工打捞、黏土絮凝和遮光技术

等方法, 不会产生二次污染, 但是由于昂贵的费用, 
该方法只能局限于小水体或大水体的局部水域。化

学法的时间效应比较快, 如硫酸铜、氯化物、高锰
酸钾、重金属制剂等, 但由于其对除蓝藻外的其他
生物的副作用造成环境污染或破坏生态平衡等缺点

而受到限制[5]。过氧化氢(H2O2)氧化性强, 安全易得, 
且其分解产物是水和氧气 , 不会产生新的污染物 , 
因此, 过氧化氢被称为绿色氧化剂, 常作为一种环
保有效的杀藻剂[6]。Qian, et al.报道 H2O2通过阻断

光合作用相关基因的转录或破坏光合色素来抑制藻

类的生长[7]。Barrington 和 Ghadouani利用 H2O2方

法诱导蓝藻和其他浮游植物死亡, 发现H2O2去除蓝

藻效果比去除绿藻和硅藻更好[8]。 
蓝藻水华污染所带来的主要危害之一是藻毒素。

在已发现的各种藻毒素中, 微囊藻毒素(Microcystins, 
MCs)是一类出现频率最高、产生量最大和造成危害
最严重的藻毒素[9]。目前所检测到的微囊藻毒素异

构体已超过 80种[10],  MC-LR是毒性最大并且存在
最广泛的一类。长期以来, 微囊藻毒素产生的生物
学意义和功能一直受到科学研究者的关注, 但进展
甚微。Babica, et al. [11]提出化感作用假说, 认为 MCs
对浮游藻类的光合作用、生长、诱导氧化应激等有

抑制作用。Schatz, et al. [12]的研究发现, 无论是程序
性死亡还是受到各种胁迫所引起的微囊藻细胞裂解,  
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其后释放的MCs能诱导生存下来的微囊藻McyB的
大量积累, 从而促进其微囊藻 MCs 的产生, 提高  
对环境的适应性。Sedmak, et al. [13]的研究发现 ,   
500 µg/L的MCs能使微囊藻的形态和生理特征发生
改变, 促进单细胞微囊藻积聚成群体。甘南琴等[14]

研究表明微囊藻毒素 MCs 能促进微囊藻群体尺寸
增大 , MCs 浓度越高 , 群体尺寸越大。Utkilen 和
Gjølme[15]的研究表明 MCs 可作为胞内金属离子螯
合剂而减轻金属离子对微囊藻的毒性。之前我们的

研究结果表明, H2O2 可依剂量诱导微囊藻细胞产生
类细胞凋亡[6], 同时 H2O2胁迫会导致微囊藻毒素的

释放 , 且胞外毒素的释放可能刺激胞内毒素的产
生。我们推测 MCs 可能也参与了微囊藻响应 H2O2

胁迫的生理生化过程。它对 H2O2胁迫下藻细胞的某

些生理改变能否施加影响？有关这方面的信息还未

见报道, 本文对此作了初步的探讨。本实验通过使
用外源MC-LR, 研究MC-LR对 H2O2胁迫下铜绿微

囊藻生理生化变化的影响有利于阐明 H2O2 胁迫影

响产毒蓝藻的生长代谢的信号途径和 MCs 生物学
意义。 

1  材料与方法 

1.1  藻种和藻种培养 
实验所用产毒铜绿微囊藻 FACHB-905 取自中

国科学院水生生物研究所淡水藻种库 (FACHB- 
collection)。本实验以 BG11 培养基为培养介质, 正
常培养条件下, 温度 25℃, 光强为 25 µE/(m2·S), 光
暗周期为 12∶12。初始浓度 A680=0.15接入 250 mL
三角瓶 7—12d的培养物视为处于健康生长状态。 

1.2  H2O2和 MC-LR处理 
离心收集健康生长的藻细胞, 无菌水清洗 3 遍

后, 置于 BG11培养基中, 计算接种所需用量, 等待
接入 50 mL三角瓶中。正常生长条件(培养基未添加
其他物质)作为对照组(Control)。实验设置 4 个处理
组: (1)250 µmol/L H2O2 处理, (2)250 µmol/L H2O2 + 
200 ng/mL MC-LR 处理, (3) 350 µmol/L H2O2处理, 
(4) 350 µmol/L H2O2 +200 ng/mL MC-LR处理。接种
终浓度 A680控制在 0.4左右, 终体系为 30 mL, 每组
设 3个平行。本研究所用的微囊藻毒素 MC-LR购自
于台湾藻类研究公司 (Taiwan Algal Science Inc, 
≥95% HPLC)。 

1.3  样品微囊藻毒素检测 
为了检测本实验 H2O2浓度对 MC-LR是否有降

解作用, 采用 HPLC 方法分别在 24h 和 48h 检测毒
素含量, 参考 Kaya 和 Sano[16]。所用色谱柱为岛津

ODS柱(4.6 mm×150 mm), 检测波长 238 nm, 流动
相为 60%甲醇, 40%磷酸缓冲液(0.05 mol/L KH2PO4, 
20%H3PO4调节 pH=3.0), 流速为 1.0 mL/min, 进样
量 10 µL。 

1.4  MTT染色 
藻细胞活性检测采用 MTT 染色法, 参考 Li, et 

al. [17]的方法。其染色原理是水溶性无色或浅色的四

唑类化合物, 在活细胞体内被还原成水不溶性蓝紫
色的甲 化合物(Formazan), 而死细胞体内不能生
成甲 。MTT溶于 0.05 mol/L PBS(pH 6.8)中, 浓度
为 0.5 g/L, 同时加入 0.1 mol/L琥珀酸钠, 保存于 4℃。
取 250 µL样品, 1/2 BG11清洗后悬浮于 250 µL 1/2 
BG11中开始染色。将 250 µL样品与 100 µL MTT
储存液混合, 染色在(35±1)℃的光照培养箱中进行, 
染色 1h。染色后, 8000 r/min 3min离心去掉染色液, 
将藻细胞悬浮于 250 µL蒸馏水中, 取 8 µL于血球
计数板中在光学显微镜下计数, 计算染色后阳性细
胞占总细胞的比例。 

1.5  光合系统活性测定 
参考吴忠兴 [18], 用 Phyto-PAM(Heinz Walz, 

Effeltrich, Germany)测定其光系统Ⅱ活性 Fv/Fm和最

大光电子传递速率 ETRmax。取活体藻样 2 mL, 暗适
应 15min以保证电子传递链氧化。 

1.6  类胡萝卜素(Carotenoids)和叶绿素含量(Chl. a)
的测定 
测得方法参考吴忠兴[18]。取3 mL藻样, 7000 r/min

转速离心 3min, 弃上清液, 加入 3 mL 80%的丙酮, 
低温暗处静置 24h 提取脂溶性色素。24h 后 10000 
r/min 离心 5min, 取上清液分别测定 663 nm和 450 
nm的光吸收值。根据下式分别计算色素的含量:  

Chl. a (mg/L)=12.72×A663−2.7×A645=12.19×A663 

Carotenoids (mg/L)=4.1A450−0.0435 Chl. a。 

1.7  活性氧(ROS)含量测定  
铜绿微囊藻细胞内 ROS 用二氯二氢荧光素双

醋酸盐(DCFH-DA)检测。DCFH-DA 能进入细胞内, 
被酯酶分解为 DCFH, DCFH 与 H2O2 等小分子过
氧化物结合而被氧化成具有荧光性的 DCF。其激发 
光波长为 485 nm, 发射光为 525 nm。分别在接种后
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第 24h 和第 48h 取样, 离心, 重悬于 100 mmol/L 
PBS (pH 7.2)缓冲液中, 再用 PBS 缓冲液洗涤细胞
2 次, 再重悬于 PBS 缓冲液, 向其中加入DCFH-DA 
使其终浓度为 10 μmol/L, 37℃避光温育 1h, 以 PBS 
洗涤 2 次 , 再重悬于的 PBS 缓冲液用酶标仪
(Molecular Device, M2, CA, USA)检测荧光强度。 

1.8  超氧化物歧化酶(Superoxide Dismutase, SOD)
活性测定 
取适量藻样 7000 r/min,  离心 3min 后, 将藻

泥悬浮于 3 mL 50 mmol/L 磷酸盐缓冲液(PBS, pH 
7.8)中 , 超声波破碎共 3min, 每超声 20s, 停 10s, 
8000 r/min冷冻离心 15min, 取上清液用于蛋白含量
与酶活测定。超氧化物歧化酶(SOD)的测定采用改
良的NBT光化还原法[19]。以抑制NBT光化还原 50%
作为一个酶活力单位计算比活。蛋白质浓度的测定

采用考马斯亮蓝-G250 染色法[20]。 
1.9  数据分析 

本实验各组均设三个平行, 实验数据分析和图
的绘制采用统计软件 Origin 8.0(Origin Lab, USA)。 

2  结果 

2.1  H2O2对 MC-LR的降解 
当微囊藻毒素 MC-LR暴露于 250 µmol/L H2O2

时, H2O2很难氧化

MC-LR, 在 24h和
48h 处理后, MC- 
LR 浓度和初始浓
度值相差不大 (图
1)。当微囊藻毒素
MC-LR暴露于 350 
µmol/L H2O2 时 , 
处理 48h 后才有轻
微的降解, MC-LR
浓度为初始浓度的

86.4%。 

2.2  MC-LR对 H2O2胁迫下微囊藻生长的影响 
在 H2O2胁迫下, 加入或未加入 MC-LR的微囊藻

的生长都受到显著抑制(图 2)。在 250和 350 µmol/L 
H2O2处理 9h后, 加入MC- LR的微囊藻存活率明显
高于未加入 MC-LR 的微囊藻(图 3)。随着时间的变
化, 250 µmol/L H2O2处理微囊藻在加入MC-LR的情
况下存活率一直高于未加入 MC-LR 的微囊藻。但 

是 350 µmol/L H2O2处理 24h和 48h后加入了MC-LR
和未加入MC-LR的微囊藻存活率差异不大。 

 

 
 

图 2  培养基中加入和未加入外源MC-LR分别对H2O2胁迫下微

囊藻生长的影响 
Fig. 2  Effect of MC-LR on the growth of M. aeruginosa cells under 
250 and 350 µmol/L H2O2 treatments. Control represents untreated cells 
 
2.3  MC-LR 对 H2O2 胁迫下微囊藻光合系统Ⅱ活

性的影响 
在 H2O2 胁迫下 , MC-LR 对微囊藻 Fv/Fm 和

ETRmax 的影响作用相同 , 且受微囊藻细胞所处的
H2O2浓度影响(图 4)。250 和 350 µmol/L H2O2都会

使微囊藻的 PSⅡ活性降低, 其抑制作用在 3h 后就
可以检测到, 而此时 MC-LR 的作用尚不明显。24h
和 48h后, 在培养基中加入的 MC-LR可以缓解 250 
µmol/L H2O2对微囊藻 Fv/Fm和 ETRmax的抑制作用。

但是随着 H2O2浓度的增加, H2O2对微囊藻的 PSⅡ
活性的抑制作用也越强 , Fv/Fm 和 ETRmax 已降到

PAM 检测线以下, 加入的 MC-LR 不能够减轻 350 
µmol/L H2O2对微囊藻 Fv/Fm和 ETRmax抑制作用。 
2.4  MC-LR 在 H2O2胁迫下对微囊藻类胡萝卜素/

叶绿素含量的影响 
从图 5可以看出, 250 µmol/L H2O2处理 24h后

和同浓度并加入 MC-LR 处理组的类胡萝卜素/叶绿
素含量的比值没有显著变化, 分别为 0.389和 0.363。
而 250 µmol/L H2O2处理 48h后, 加入MC-LR比未加
入 MC-LR 的比值高(P<0.05), 说明 MC-LR 使类胡
萝卜素所占比例得到提高。350 µmol/L H2O2 处理

48h 后类胡萝卜素和叶绿素含量比值明显下降, 加
入的 MC-LR不能够减轻 350 µmol/L H2O2对光合色

素的破坏作用。 
2.5  MC-LR 在 H2O2胁迫下对微囊藻细胞内 ROS

含量和 SOD活性的影响 
在 250 和 350 µmol/L H2O2处理后, 微囊藻细

胞内 ROS 含量急剧上升, 在处理后的第 48h, 微囊
藻细胞内ROS含量分别为对照的 3.3和 8.7倍(图 6)。 

 

 

图 1  250 和 350 µmol/L H2O2对 200 
ng/mL MC-LR降解的影响  
Fig. 1  Effect of 250 and 350 µmol/L 
H2O2 treatments on degradation of MC- 
LR 
Relative concentration C/C0 of MC-LR, 
C0=200 ng/mL MC-LR 
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但是 48h 后, 当
微囊 藻 暴 露于

250 µmol/L H2O2

环境中时 , 添加
了 MC-LR 使细
胞中的 ROS含量
明 显 减 少 (P< 
0.05), 但仍高于
正常条件下微囊

藻的 ROS含量。
从图 7 可知, 与
对照相比, 24h后
H2O2 处理组和

250 µmol/L H2O2+ 
MC-LR 处理的

SOD 活性都有上
升 , 表明微囊藻
对处理有一定的

应激反应。同时, 
添加了 MC-LR
的藻细胞 SOD活
性低于没有加入

MC-LR的藻细胞
活性。随着时间

的推移 , 在相同
浓度 H2O2 且加

入了外源MC-LR
后的 48h, SOD活
性急剧下降 (P< 
0.05)。 

3  讨论 

微囊藻是世

界各地最常发生

水华的蓝藻 ,  且

对于饮用水的危

害也是各国瞩目的重点。在高光强下水体表面会形

成自然光化学产物 H2O2, 且在淡水中其浓度能达到

10−5 mol/L [21]。一方面, 由于经常暴露于变化的环境

中, 蓝藻自身也经常产生H2O2以应对各种胁迫包括

光强和温度的剧烈波动等等。另一方面, 由于过氧

化氢可以迅速分解成氧和水, 经常作为一种杀藻剂[6]。 

大部分的蓝藻毒素都存在于细胞中, 只有当细胞死
亡裂解时, 毒素才会被释放出来到水体中[22]。微囊

藻毒素的大量产生可能有助于提高微囊藻群体的适

应性以及与其他浮游植物的竞争力[11, 23]。我们的实

验结果表明, 与单独的 250 µmol/L H2O2处理相比,  
 

 
 

图 5  培养基中加入和未加入外源MC-LR分别对H2O2胁迫下微

囊藻细胞内类胡萝卜素/叶绿素比值的影响(“* ” 代表 P < 0.05) 
Fig. 5  Effect of MC-LR on carotenoid and chla contents of M. 
aeruginosa under 250 and 350 µmol/L H2O2 treatments(“* ” is P < 
0.05) 
 

 
 
图 6  培养基中加入和未加入外源MC-LR分别对H2O2胁迫下微

囊藻细胞中 ROS 含量的影响 (“* ” 代表 P < 0.05) 
Fig. 6  Effect of MC-LR on intracellular ROS of M. aeruginosa 
under 250 and 350 µmol/L H2O2 treatments 
Measured ROS is expressed as Fluorescence Intensity. The value 
represent mean ± SE of three replicate (“* ” is P < 0.05) 

 

 
 

图 7  培养基中加入和未加入外源MC-LR分别对H2O2胁迫下微

囊藻细胞 SOD活性的影响(“* ” 代表 P < 0.05) 
Fig.7  Effect of MC-LR on SOD activities of M. aeruginosa under 
250 and 350 µmol/L H2O2 treatments(“* ” is P < 0.05) 

 
 
图 3  培养基中加入和未加入外源MC-LR
分别对 H2O2 胁迫下微囊藻细胞存活率

的影响 
Fig. 3  Effect of MC-LR on cell viability 
of M. aeruginosa under 250 and 350 
µmol/L H2O2 treatments 
Control represents untreated cells 
 

 
 
图 4  培养基中加入和未加入外源
MC-LR 分别对 H2O2胁迫下微囊藻光合

系统Ⅱ活性(Fv/Fm, ETRmax)的影响  
Fig. 4  Effect of MC-LR on PSⅡ activ-
ity of M. aeruginosa under 250 and 350 
µmol/L H2O2 treatments 
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外源 MC-LR 的添加增加了 H2O2胁迫下微囊藻细胞

的存活率, 缓解由H2O2毒害造成光系统 PSII活性的
减少。但是 350 µmol/L H2O2处理 24h和 48h后加入
了MC-LR和未加入MC-LR的微囊藻细胞存活率差
异不大, 说明高浓度 350 µmol/LH2O2胁迫对藻细胞

的伤害程度超过了其抵御能力, 从而不能减轻 H2O2

的负面影响。究其根本原因, 可能跟 MC 是否参与
程序性细胞死亡(PCD)信号传递途径有关。微囊藻虽
然是单细胞生物, 但在自然条件下主要以群体形式
存在。之前我们研究发现 250 µmol/L H2O2可诱导微

囊藻细胞产生类细胞凋亡(AL-PCD), 且导致微囊藻
毒素的释放[3], 而高浓度的 350 µmol/L H2O2可造成

微囊藻细胞坏死。PCD从种群中移除受损的或者破
坏了的细胞, 为同种群其他细胞提供生存机会[24]。

有研究表明UV-C处理过的Chlamydomonas reinhardtii
培养物中获得培养基可以改善 C. reinhardtii再次受
到UV-C胁迫时的生存能力, 使UV-C所致的死亡减
少 20%[25]。Schatz, et al.[9]的研究发现, 微囊藻细胞
裂解释放的 MCs 能被存活下来的微囊藻细胞感知
并导致胞内 McyB 大量积累 , 从而促进其微囊藻
MCs的产生, 提高对环境的适应性。Dittmann, et al. [26]

发现两种微囊藻毒素相关蛋白质 MrpA 和 MrpB 与
豌豆根瘤菌 Rhizobium leguminosarum 中的群体感
应蛋白 RhiA 和 RhiB 显示出相似性, 认为毒素的存
在是蓝光影响微囊藻 MrpAB 表达的先决条件。
Zilliges, et al.[27]发现微囊藻毒素与胞内一些蛋白绑

定, 并且这种绑定在高光强和氧化应激条件下得到
显著增强。据此推测外源 MC-LR可能参与了微囊藻
响应 H2O2胁迫的 AL-PCD过程, 从而提高微囊藻的
生存力。当然要证明这一观点还需要更多的数据支

持 , 微囊藻毒素的信号传递途径还需要深入研究 , 
其中胞内与胞外毒素之间的协同作用值得重视。 

ROS是外源性氧化剂或细胞内有氧代谢过程所
产生的具有很高生物活性的含氧化合物的总称, 包
括超氧阴离子(O2

-) 、羟自由基(OH-) 、过氧化氢
(H2O2) 等 [28]。在正常情况下, 植物细胞内 ROS 的
产生和清除是平衡的。但是, 当植物体遭受外来胁
迫时, ROS 的产生和清除则失去平衡, 会产生过量
的 ROS, 导致氧胁迫, 并进而使得细胞膜结构损伤
和生理代谢紊乱[29]。近期的研究发现微囊藻毒素的

释放可能与过氧化压力或细胞的程序性死亡有关 , 
外源 H2O2使得微囊藻细胞内 ROS增加且伴随着微囊

藻毒素的释放[30, 31]。在本研究中, 250 和 350 µmol/L 
H2O2 处理后 , 微囊藻细胞内 ROS 含量急剧上升 ; 
48h后, 当微囊藻暴露于 250 µmol/L H2O2环境中时, 
添加了 MC-LR处理组细胞中的 ROS 含量明显减少
(P<0.05)。这表明 H2O2确实对微囊藻细胞产生了氧

化胁迫, 而适当外源MC-LR可减少ROS的积累, 缓
解 H2O2诱导的氧化胁迫。SOD 是植物体主要的内
源酶系自由基清除剂, 可以清除细胞内过多的 ROS, 
从而保护膜和大分子物质[28]。本研究表明, H2O2处

理组和 250 µmol/L H2O2+MC-LR处理 24h后的 SOD
活性都有上升, 但是添加了 MC-LR 的藻细胞 SOD
活性低于没有加入 MC-LR 的藻细胞活性。推测在
H2O2 胁迫下, ROS 积累, 细胞膜透性增强, 细胞膜
损伤加剧; 外源 MC-LR 可能通过调控胞内 ROS 的
积累进而影响 SOD等抗氧化系统酶活性, 从而减轻
藻细胞的氧化压力并减弱细胞的氧化应激反应。 

综上所述 , 目前获得的结果表明 MC-LR 对
H2O2 胁迫下微囊藻的光合活性、色素 含量、酶活
性等代谢过程有一定的影响, 并且其作用效果在不
同的 H2O2浓度和不同时间下是不同的。我们发现微

囊藻毒素 MC-LR可缓解 250 µmol/L H2O2引起的藻

细胞损伤并增强微囊藻自身的生存能力。 
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MICROCYSTIN-LR INCREASES THE FITNESS OF MICROCYSTIS  
AERUGINOSA UNDER H2O2 STRESS 

DING Yi1, 2, GAN Nan-Qin1 , ZHENG Ling-Ling1 and SONG Li-Rong1 
(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences,  

Wuhan 430072, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract: Hydrogen peroxide acts as an algicide and can also rapidly decomposition into oxygen and water. Because 
many bloom-forming cyanobacteria species produce and release microcystin, we used MC-LR to test whether MC-LR 
was involved in H2O2 induced growth and metabolic changes in Microcystis aeruginosa. The results showed that M. 
aeruginosa growth was significantly inhibited after exposure to 250 µmol/L and 350 µmol/L H2O2. The addition of 200 
ng/mL MC-LR could increase the cell viability of M. aeruginosa under 250 µmol/L H2O2 stress. The inhibition of PSII 
activity after exposure to 250 µmol/L H2O2 was also reduced in the presence of MC-LR. Moreover, the addition of 
MC-LR decreased ROS accumulation (P<0.05) in cells threated with 250 μmol/L H2O2 and reduced SOD activity 
(P<0.05). Hence, MC-LR could increase the fitness of M. aeruginosa under 250 µmol/L H2O2 stress. Our findings con-
tributed to the understanding of growth and metabolism of toxic Microcystis under H2O2 stress. 
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