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微囊藻毒素对几种淡水微藻的生长和光合活性的影响
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摘要：微囊藻毒素（MC）是富营养化淡水水体中最常见的藻类毒素，而MC对藻类生长效应的影响却鲜见报道。通过模拟培养实验，研究了不同质量浓度的MC-RR对淡水藻类的生长和光合效能的影响。结果显示，100 µg·L-1以下的MC-RR对产毒铜绿微囊藻Ds(Microcystis aeruginosa Ds)作用并不明显；相反，100 µg·L-1 MC-RR对铜绿微囊藻无毒株854(Microcystis aeruginosa 854)有显著的杀藻效应，表明MC可能改变浮游植物种群中产毒与非产毒微囊藻的比例。MC-RR对其它藻类的作用因种类不同而效果各异。100 µg·L-1 MC-RR可显著抑制细长聚球藻(Synechococcus elongatus)的生长，并诱使水华束丝藻（Aphanizomenon flos-aquae）发生溶藻效应；100 (g.L-1显著降低了聚球藻和束丝藻的光合活性，表明微囊藻毒素对藻类生长的抑制与其对光合活性的抑制有关。100 µg·L-1以下的 MC-RR对蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa）、斜生栅藻(Scenedesmus obliquus)、水华鱼腥藻(Anabaena flos-aquae)的生长没有明显影响；1 000 µg·L-1 MC-RR 则可促进这三种藻的生长，但对小球藻和鱼腥藻的光合效能没有明显影响。以上结果说明MC参与浮游植物的种间相互作用与种群调节。
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湖泊富营养化所引起的蓝藻水华暴发成已为全球性的环境问题。多种水华蓝藻可以产生有毒次生代谢物质，如肽(肝毒素)，生物碱(神经毒素)和脂多糖(皮炎毒素)等。微囊藻毒素(Microcystin，简称MC)是其中毒性较大、危害最严重的一种[1]。MC主要由淡水藻类微囊藻、鱼腥藻、念珠藻、颤藻等产生，是一类具生物活性的单环七肽，分子量1 000左右，整个结构可写作环（D-丙氨酸-L-X-赤-β-甲基-D-异-天冬氨酸-L-Z-Adda-D-异谷氨酸-N-甲基脱氢丙氨酸）。MC的化学结构变异十分普遍，目前已检测到的MC异构体已超过65种[2]。近年来，MC对水生态系统的潜在威胁逐渐引起科学家的关注和重视，已有不少MC对鱼类和浮游动物、水生植物的生物积累与毒理学研究[3]。藻类作为水生态系统的初级生产者，其种类的多样性和初级生产量直接影响水生态系统的结构和功能，因而成为监测评价水环境质量的重要指示。关于MC对藻类生长效应的影响却鲜见报道。近20 a来，随着有毒蓝藻水华的频繁发生，湖泊中藻类生物多样性显著下降，浮游植物种群结构发生变化，MC也可能在这个过程中起了重要作用。

笔者以几种常见的淡水藻类作为实验生物，采用实验室自行制备的微囊藻毒素RR（MC-RR）对藻类进行毒素暴露实验，研究了不同质量浓度的MC对藻类生长和光合活性的影响，以进一步了解MC的生物学效应，探讨MC在浮游植物种群调节与蓝藻水华形成中的作用。

1  材料与方法

1.1  藻种及其培养

实验所用的藻株铜绿微囊藻Ds (Microcystis aeruginosa Ds，产毒株)、854（Microcystis aeruginosa 854，非产毒株）分自昆明滇池，其它藻种水华束丝藻（Aphanizomenon flos-aquae）、细长聚球藻(Synechococcus elongatus)、蛋白核小球藻（Chlorella pyrenoidosa）、斜生栅藻(Scenedesmus obliquus)、水华鱼腥藻(Anabaena flos-aquae) 均来自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库，并通过稀释平板法进行纯化，获得无菌株。在无菌条件下转接至BG11人工培养基中。培养条件为温度25±1 ℃，光照40 (E m-2 s-1左右，24 h连续光照，静止培养，每天定时人工摇动2次，并调换其位置，使各个锥形瓶受到的光照均匀。

1.2  微囊藻毒素纯品制备

微囊藻毒素的制备方法参照Harada的方法[4]，稍加修改。取适量的滇池微囊藻水华干藻粉，用体积分数为5%的乙酸搅拌抽提3 h，所得提取液8 000 r/min离心40 min。上清液经真空纤维素柱过滤，过滤后的上清液再过自制反相快速色谱柱（Sep-parkC18柱），甲醇洗脱，将洗脱液蒸干，水溶解即为粗微囊藻毒素。粗毒素再由制备型HPLC进行纯化。所得微囊藻毒素RR经HPLC检测，纯度大于95％，可用于常规的毒理学实验。
1.3  实验设计及毒素处理

取对数生长期的实验藻种用蒸馏水洗涤一遍，再用BG11洗涤一次后，接种于100 mL三角瓶，培养量60 mL，微囊藻毒素RR (MC-RR)用0.22 µm细菌过滤器过滤，加入培养液中的质量浓度为10-2、10-1、1、10、100、1 000 µg·L-1，并设对照，每处理3个平行样品。藻液初始A值控制在0.03~0.09之间。同时在显微镜下观察藻体的形态状况。
1.4  藻类生物量测定

每隔24 h取样，用UV3000分光光度计在665 nm波长处测定各培养液的光密度值以示藻类的生长。
1.5  光合活性测定

光合活性用叶绿素a荧光表示．叶绿素 a荧光用浮游植物效率分析仪(PHYTO-PAM, Walz GmbH, Germany)测定，测定在室温下进行，暗适应时间不少于10 min。
1.6  统计分析

在平行样之间的相对偏差小于10%时，实验数据取自3个平行样的均值，并用最小显著性分析方法对数据进行统计分析。
2  结果与分析
2.1  微囊藻毒素对铜绿微囊藻产毒株Ds与无毒株854生长的影响
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图1  不同质量浓度的微囊藻毒素对铜绿微囊藻Ds生长的影响
Fig. 1  Effect of MC-RR on the growth of Microcystis aeruginosa Ds
不同质量浓度的MC对铜绿微囊藻产毒株Ds生长的影响见图1。由图1可看出，在质量浓度低于100 µg·L-1时，MC对Ds的生长没有表现出明显的促进或抑制效应(图1A)。而高质量浓度的微囊藻毒素1 000 µg·L-1则对Ds的生长有明显的抑制作用 (图1B)。

不同质量浓度的MC对铜绿微囊藻无毒株854生长的影响如图2所示。由图2可知，10 µg·L-1以下的MC对854的生长无明显作用(图2A)。与此相反，100 µg·L-1、1000 µg·L-1的MC则对854有显著的溶藻效应(图2A，2B)。从外观看，毒素处理的藻液第2天变黄，第4 d变白，表明藻已死亡。镜检发现，毒素处理的藻从第2天起，即大量溶解。到第4天，绝大多数藻细胞已溶解，只剩极少数的完整的藻细胞。4 d 后镜检已经观察不到藻体，只有死亡残片。
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图2  不同质量浓度的微囊藻毒素对铜绿微囊藻854生长的影响
Fig. 2  Effect of MC-RR on the growth of Microcystis aeruginosa 854
2.2  微囊藻毒素对其它蓝藻细长聚球藻、水华鱼腥藻、水华束丝藻生长的影响

不同质量浓度的MC对细长聚球藻生长的影响见图3。低于 10 (g·L-1的MC-RR对细长聚球藻的生长没有显著影响（图3A）。与此相反，高于100 (g·L-1 的MC-RR显著地抑制聚球藻的生长。从生长曲线可明显看出，受到较高质量浓度毒素处理的藻细胞有更长的生长延滞期：对照，0~2 d；100 (g·L-1，0~4 d；1 000 (g·L-1，0~6 d (图3A，3B)。

不同质量浓度的MC对水华鱼腥藻的影响如图4所示。由图4可看出，0~100 (g·L-1各处理的生长曲线均呈典型的S型，并且基本重叠在一起，表明各处理之间没有明显差异，100 (g·L-1以下的毒素处理对鱼腥藻的生长无显著影响（图4A）。相反，高质量浓度1 000 (g·L-1的MC-RR处理则显著促进了鱼腥藻的生长（图4B）。

不同质量浓度的MC对水华束丝藻的影响见图5。与MC对铜绿微囊藻无毒株的剂量效应相类似，低质量浓度的微囊藻毒素（10-2~10 (g·L-1）对水华束丝藻的生长无明显影响(图5 A)。但在质量浓度大于100 (g·L-1时，毒素处理会造成束丝藻迅速解体，死亡(图5 A，5B)。从外观看，100、1 000 (g·L-1毒素处理的藻液从第2天起即变黄、浑浊。从第4天起，全部变白，表明毒素处理的藻发生了溶藻效应。虽然测得的实际光密度值较大，但藻已死亡，我们将其光密度值计为零，并由此绘制生长曲线。
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图3  不同质量浓度的微囊藻毒素对细长聚球藻生长的影响
Fig. 3  Effect of MC-RR on the growth of Synechococcus elongatus
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图5  不同质量浓度的微囊藻毒素对水华束丝藻生长的影响

Fig. 5 Effect of MC-RR on the growth of Aphanizomenon flos-aquae
2.3  微囊藻毒素对绿藻蛋白核小球藻、斜生栅藻生长的影响
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图4  不同质量浓度的微囊藻毒素对水华鱼腥藻生长的影响
Fig. 4  Effect of MC-RR on the growth of Anabaena flos-aquae
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图6  不同质量浓度的微囊藻毒素对蛋白核小球藻生长的影响

Fig. 6  Effect of MC-RR on the growth of Chlorella pyrenoidosa
不同质量浓度的MC对蛋白核小球藻、斜生栅藻生长的影响如图6，图7所示。MC对两种绿藻的生长效应与其对水华鱼腥藻的效应相类似。100 (g·L-1以下的毒素处理对两种绿藻的生长无明显影响（图6 A，7 A）。相反，高质量浓度(1 000 (g·L-1)的毒素处理则显著促进了两种绿藻的生长。在生长初期，即藻体的适应期，1 000 (g·L-1对蛋白核小球藻、斜生栅藻的生长效应并不明显，但随着处理时间的延长，在对数生长期内，MC极大地刺激了这两种绿藻的生长。在毒素处理的第12天，蛋白核小球藻和斜生栅藻的A665比对照分别上升了48.8% 和56.1%（图6 B，7B）。
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图7  不同质量浓度的微囊藻毒素对斜生栅藻生长的影响

Fig. 7  Effect of MC-RR on the growth of Scenedesmus obliquus
2.4  微囊藻毒素对藻类叶绿素荧光的影响
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图9  微囊藻毒素处理下蛋白核小球藻(A)和
  水华鱼腥藻(B)叶绿素荧光的变化

Fig. 9  The changes of Fv/Fm of Chlorella pyrenoidosa (A) and 
       Anabaena flos-aquae (B) treated with 1000 μg.L-1MC-RR

光合活性的变化与藻类的生长抑制或促进是密切相关的。图8，图9为微囊藻毒素处理下细长聚球藻、水华束丝藻、小球藻、水华鱼腥藻Fv/Fm的变化。Fv/Fm值反映着光系统Ⅱ活性的大小，并可直接衡量植物的光合作用能力。根据浮游植物荧光检测的结果，100 (g·L-1显著降低了聚球藻的光合活性。在处理后的第4天，其Fv/Fm值比对照降低了37.8%。而微囊藻毒素对束丝藻光合活性的抑制作用更明显，处理后的第2天，束丝藻细胞的Fv/Fm 即降为0。与此相反，微囊藻毒素对小球藻和鱼腥藻的光合效能没有明显影响。毒素处理组的Fv/Fm值在处理的第4天，与对照并无明显差异。
3  讨论
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图8  微囊藻毒素处理下细长聚球藻(A)和
    水华束丝藻(B)叶绿素荧光的变化

Fig. 8  The changes of Fv/Fm of Synechococcus elongatus (A) and 
         Aphanizomenon flos-aquae (B) treated with 100 μg.L-1MC-RR

从以上结果可见，MC对藻类的生长具有明显的剂量效应。低质量浓度的MC (0.01~10 (g·L-1) 对测试的藻种没有明显的影响。而100、1 000 (g.L-1 MC-RR 则对不同的藻种表现为不同的生长效应。虽然自然水体中的MC质量浓度通常较低，但MC在水体中分布的时空差异性决定了藻细胞实际上会受到高于环境相关质量浓度的毒素胁迫，从而影响其生长[5]。本研究中，100 (g·L-1的MC对产毒微囊藻Ds本身作用并不明显，而同等质量浓度的MC对非产毒微囊藻854则表现强烈的溶藻效应，表明MC可改变产毒与非产毒藻的比例。这可能是微囊藻水华暴发初期毒性较低，后期毒性上升的一个重要原因。本实验所采用的最高的毒素质量浓度对产毒铜绿微囊藻的生长有一定的抑制作用，表明MC可能做为一种自毒物质限制微囊藻种群的无限增长，这一结果进一步证明了MC在调节微囊藻种群中的作用。在七种测试藻中，水华束丝藻是另一种对MC毒性较敏感的藻，在高于100 (g·L-1的毒素处理48 h后，水华束丝藻藻丝断裂，藻细胞溶解。束丝藻在许多水体中与微囊藻共存或者先于微囊藻发生水华[5]，在一定程度上可以认为是微囊藻的竞争者，MC对竞争藻种的抑制有利于微囊藻在竞争中居于优势。本研究中，细长聚球藻对MC毒性的敏感程度要低于束丝藻，100和1 000 (g·L-1 MC-RR对其表现为慢性毒性效应。值得注意的是，高质量浓度的MC对部分测试藻如蛋白核小球藻、斜生栅藻有促进作用。这种较高质量浓度往往在微囊藻水华处于衰退期，蓝藻水华大量分解时才会达到。许多野外观察表明，蓝藻水华消退后，一些绿藻（如栅藻）会逐渐在浮游植物种群中居于优势[6]，绿藻实际上可以说是微囊藻的接替者。MC对后续藻种的促进作用，从另一个角度证明了MC在浮游植物种群调节中扮演了较重要的角色。

本研究中，两种蓝藻聚球藻和束丝藻在受到毒素胁迫后，其光合系统PSⅡ活性均被抑制，这一结果与Singh的报道类似，微囊藻毒素对藻类生长的抑制与其对光合活性的抑制有关，微囊藻毒素作用位点可能在光合系统PSⅡ上[7]。令人感兴趣的是，虽然高质量浓度的微囊藻毒素可以促进小球藻和鱼腥藻的生长，但它对光合效能没有明显影响。因此微囊藻毒素对藻类生长促进的机理还有待进一步研究。
尽管蓝藻比其它大多数浮游藻类最大生长速率更低，但它们在特定的条件下，往往能超过其它种类，形成蓝藻水华，其原因在于蓝藻能通过一系列的生理生态对策去适应变化的外在生长条件从而帮助它们在浮游植物种群中居于优势，进而形成蓝藻水华。固氮蓝藻往往能在氮源不足时相比竞争者自动获得选择性优势[8]。蓝藻对氮、磷等营养元素的奢侈吸收使蓝藻在营养限制条件下也能生存与繁殖[9]。无机碳浓缩机制也在蓝藻种群增殖中扮演重要角色[10]。此外，蓝藻还能通过调节气泡数目与大小改变浮力大小从而迅速找到适合自身生长的最佳光照条件[11]。它感效应则是一些蓝藻种类在竞争中居于优势的另一个重要机制。最近，越来越多的作者认为有害蓝藻水华分泌的次生代谢物质对其他浮游植物产生它感效应是有害蓝藻水华发生的一个关键因子[12]。某些种类的蓝藻能产生MC，但MC的生物学功能仍不大清楚。少数作者提出MC能作为它感物质调节种群结构，从而在蓝藻水华发生中起一定作用[13]。但这一假说没有什么实验证据。本文的研究结果则为MC的它感作用提供了实质性的实验证据从而支持这一假说。实验结果说明MC参与浮游植物的种间相互作用与种群调节，由此笔者推论，MC的产生可能是微囊藻水华暴发的一个重要生物学机制。

4  结论

1）MC对淡水藻类的生长具有明显的剂量效应。低质量浓度的MC (0.01~10 (g·L-1) 对测试的藻种没有明显的影响；而 100、1 000 (g.L-1 MC-RR 则对不同的藻种表现为不同的生长效应。

2）在7种测试藻中，铜绿微囊藻无毒株854和束丝藻对MC的毒性最明感，100 (g·L-1 MC-RR处理2 d后即发生溶藻效应；细长聚球藻对MC毒性的敏感程度低于铜绿微囊藻无毒株854和束丝藻，100 (g·L-1 MC-RR 对其表现为慢性毒性效应；同一质量浓度的MC-RR对其它藻类的生长没有明显影响。100 (g·L-1处理显著降低了聚球藻和束丝藻的光合活性，表明微囊藻毒素对藻类生长的抑制与其对光合活性的抑制有关。
3) 1 000 µg·L-1 MC-RR 可促进蛋白核小球藻、斜生栅藻、水华鱼腥藻的生长，但对其光合效能没有明显影响。微囊藻毒素对藻类生长促进的机理还有待进一步研究。
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Effects of microcystin on the growth and photosynthetic activity
of algae in freshwater
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Abstract: Microcystins (MC) are one of the most popular algal toxins in eutrophic fresh water, few studies, however, have been made on the possible effects of MC on algae. The effects of MC-RR at different concentrations on the growth and photosynthetic characteristics of algae in fresh water were studied by simulated test in laboratory. The results showed that certain concentrations (below 100 µg·L-1) of MC-RR had no obvious effect on toxin-producing Microcystis aeruginosa Ds. On the contrary, 100 µg·L-1 MC-RR had an algicidal effect on non-toxin-producing Microcystis aeruginosa 854. The findings revealed that microcystin could change the ratio of toxic Microcystis to non-toxic Microcystis in phytoplankton assemblage. MC-RR acted heterogeneously on other phytoplankton organisms. 100 µg·L-1 MC-RR can significanly inhibited the growth of Synechococcus elongatus and induced cell lysis of Aphanizomenon flos-aquae. 100 µg·L-1 MC-RR strongly inhibited the photochemical efficiency of PSII (Fv/Fm) of Synechococcus elongatus and Aphanizomenon flos-aquae, indicating that the inhibition of growth of other cyanobacteria by microcystin is associated with inhibition of photosynethetic processes. MC-RR concentrations below 100 µg·L-1 had no visible effect on Chlorella pyrenoidosa, Scenedesmus obliquus and Anabaena flos-aquae. However, 1000 µg·L-1 MC-RR promoted their growth. Although MC-RR promoted the growth of Chlorella pyrenoidosa and Anabaena flos-aquae, it had no visible effect on their photosynthetic activity. In view of data obtained here, we propose that MC may play an important role in algae-algae interactions and population regulation.
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