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摘要：利用自制的简易生物膜反应器，在3 500 lx的光照和14∶10的光暗比下，以Zn2+为模式重金属，利用模拟氮磷废水驯

化培养鞘藻（Oedogonium sp.）使其形成藻类生物膜，研究不同Zn2+浓度对鞘藻形成的藻类生物膜生长及生理特性的影响。

综合考虑藻类对Zn2+的耐受范围，选定模拟氮磷废水中Zn2+ 5个质量浓度水平：1.0、3.0、5.0、10.0、20.0 mg·L-1，定时从

反应器中取一定量的藻类生物膜，测定以下生理生化指标：叶绿素、超氧化物歧化酶（SOD）、硝酸盐还原酶（NR）、蛋白

质及胞外多聚糖，并以藻细胞干质量为基准。研究结果表明：藻类生物膜对Zn2+有一定的耐受性，且质量浓度为5 mg·L-1的

Zn2+对藻类生物膜的生长有明显的促进作用，但当质量浓度增大至20 mg·L-1时，藻体大量死亡，藻类生物膜生长明显受到

抑制。Zn2+质量浓度为3 mg·L-1的实验组对鞘藻的叶绿素含量有明显的促进作用，而当Zn2+质量浓度为20 mg·L-1时，鞘藻内

的叶绿素含量明显减少。不同Zn2+质量浓度对鞘藻的生理生化指标也表现出不同的作用，其中SOD含量随着Zn2+质量浓度

的升高明显受到抑制；10 mg·L-1的Zn2+对NR有明显的促进作用；各实验组蛋白质含量在实验初期均有增加，但随之又均有

降低；在实验前2 d，20 mg·L-1的Zn2+对胞外多聚糖有明显的促进作用，其含量为对照的1.4倍。以上现象均表明藻类生物膜

在重金属的作用下其生长代谢会发生一定的变化，使藻类生物膜能够在一定重金属浓度范围内较好地生长，为藻类生物膜

的进一步利用奠定理论基础。 
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        藻类生物膜是利用某些藻体易于附着在载体
上并能形成很高生物量的特点进行藻体固定化的
一种生物膜技术[1]。近年来该技术已经发展成为
一种新型的污水处理技术[2-5]，与传统悬浮藻类
处理污水技术相比，藻类生物膜技术具有藻细胞
浓度高、反应速率快、运行稳定可靠、藻类细胞
易于收获及再利用等优势[6]，而且收获的藻细胞
还可以转化为生物能源[7]。许多藻类对特定的重
金属具较强富集能力，因此可以筛选重金属鳌合
能力强的藻株构建藻类生物膜用于重金属废水处
理 [8-10]。大量研究[11-13]表明：悬浮藻体在某一重
金属浓度范围内，可以使生长代谢得到有效促
进，刺激藻细胞分泌更多抵御重金属的生化物
质，提高酶活性；但当重金属达到一定的浓度
时，就对藻细胞的生长代谢产生抑制作用，使其

形态发生畸变，细胞分裂被阻止，细胞内含物被
破坏，酶活性降低。但关于藻类生物膜可承受重
金属浓度范围的研究还鲜少。因此，本实验选用
Zn2+作为模式金属，研究不同浓度的 Zn2+对藻类
生物膜生长生理特性产生的影响，揭示藻类生物
膜与重金属的相互作用原理，探寻其耐受重金属
胁迫的生存策略与保护机制，为藻类生物膜技术
应用于重金属废水处理奠定理论基础。 

1  实验 
1.1  实验材料与仪器 
        藻 种 ： 本 实 验 所 选 的 藻 种 为 鞘 藻

（Oedogonium sp.），来自于中国科学院水生生物
研究所，采用 BG11 培养基进行培养。 

单人净化工作台（SW-CJ-1G），苏州净化
设备有限公司； 
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紫外可见分光光度计（752），上海菁华科
技仪器有限公司； 

电子天平（FA2004），北京赛多利斯仪器系
统有限公司； 

手提式不锈钢蒸汽消毒器（YX280A），上
海三申医疗器械有限公司； 

高速离心机（TGL-20M），长沙平凡仪器仪
表有限公司。 

1.2  实验装置 
本实验采用简易藻类生物膜装置，如图 1a)

所示的 3 L 烧杯作为藻类生物膜生长的容器，烧
杯中放入图 1b)所示的弹性填料，填料重 20 g，
直径 15 cm，长度 20 cm。 

1.3  实验方法 
1.3.1  藻类挂膜及驯化 

将处于对数增长期的鞘藻液平均分成6份，
每份200 mL，加入藻类生物膜装置中，再加入
2.8 L BG11培养基，用玻璃棒将藻液搅拌均匀进
行静态培养。在装置一侧安装4 盏20 W的荧光灯
管进行光照培养，光照强度为3 500 lx，光暗比
14∶10，室温。鞘藻在BG11培养基中静态培养7 

d，然后加入模拟氮磷污水（表1）进行驯化培

养，每天用模拟氮磷污水置换出0.5 L的培养基，
连续置换6 d，最后用模拟氮磷污水将培养基全
部置换，稳定1—2周，直至在填料上形成长势良
好的藻类生物膜。 

1.3.2  Zn2+对藻类生物膜生长的影响实验 

称取七水硫酸锌 1.96 g，溶于 500 mL 蒸馏
水中，配制成含 Zn2+的母液。首先在 6 组烧杯中
加入模拟氮磷污水 3 L，然后分别加入含 Zn2+的
母液 0、3、9、15、30、60 mL，配制成 Zn2+质
量浓度为 0、1.0、3.0、5.0、10.0、20.0 mg·L-1 梯
度系列。 

用配制好的Zn2+梯度系列污水置换出模拟氮

磷污水，摇匀。同时，取样测定鞘藻的初始生理

指标，并记录。保证鞘藻生物膜的生长条件为光

照强度3 500 lx、光暗比14∶10、室温。每隔24 h

取样，测定鞘藻的生理指标。 

1.3.3  藻类生物膜生理指标测定 

（1）样品制备。从藻类生物膜装置中取一定
量的鞘藻，加入 60 mL 蒸馏水稀释，搅拌，打散
藻细胞；摇匀，分别取 3 mL 于离心管和称量瓶
中，测定叶绿素和藻细胞干质量浓度；取 10 mL

用于测定胞外多聚糖含量；剩余藻液用超声波粉
碎 5 min，离心，取上清液测定硝酸盐还原酶、
蛋白质以及超氧化物歧化酶（SOD）。在以上过
程中，保证藻类处于冰浴中。 

（2）测定方法。干质量的测定：取 3 mL 藻
液放入已称质量的称量瓶中，把称量瓶放入烘
箱中 2 h 后，取出放入干燥器中，待冷却至室温
后称质量，根据前后差值计算藻细胞的干质量
浓度。 

叶绿素的测定[14]：采用丙酮提取——分光光
度法测定叶绿素。取预处理藻液各 3 mL，离心

（9 000 r·min-1，10 min）后去上清液收集藻细
胞，加入 90%的丙酮 3 mL 浸泡于 10 mL 具塞离
心管中，充分振荡，于 4 ℃黑暗下提取 24 h，离
心后取上清液，分别在 630、645、665 nm 波长
下测定吸光度。并根据下式计算：叶绿素总量= 

11.6 A665 nm - 0.14 A630 nm-1.31 A645 nm。 

蛋白质的测定[15]：采用考马斯亮蓝法测定。
取 5 mL 的具塞试管数支，准确加入 l mL 样品提
取液，空白试验用蒸馏水代替样品提取液，然后
分别加入 5 mL 考马斯亮蓝 G－250 试剂，充分
混合，放置 2 min 后，以空白做参比，在 595 nm

波长下比色，记录吸光度。 

超氧化物歧化酶（SOD）的测定[16]：采用氮
蓝四唑（NBT）光化还原法。取 5 mL 具塞试管
数支，其中 2 支为对照管，按下列顺序加入各溶

 
图 1a)  简易实验装置 

Fig.1a)  Simple environmental setup 
 

 
图 1b)  弹性填料 

Fig.1b)  Elastic packing 

表 1  模拟氮磷污水配制 

Table 1  Preparation of simulated nitrogen and phosphorus wastewater 

药品名称 ρ/(mg·L-1) 

葡萄糖 169 

蛋白胨 169 

NaCl 63 

（NH4）2SO4 63 

KH2PO4 44 

NaHCO3 94 

MgSO4·7H2O 94 

CaCl2·2H2O 31 

FeSO4·2H2O 2.2 
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液 ： 0.05 mol·L-1 磷 酸 缓 冲 液 1.5 mL ， 130 

mmol·L-1 Met 溶液 0.3 mL，750 μmol·L-1 NBT 溶
液 0.3 mL，100 μmol·L-1 EDTA-Na2 液 0.3 mL，
20 μmol·L-1 核黄素 0.3 mL，酶液 0.3 mL（2 支对
照管以缓冲液代替酶液），总体积 3.0 mL。混匀
后将 1 支对照管置暗处，其他各管于 4 000 lx 日
光下反应 20 min（要求各管受光情况一致，温度
高则时间缩短，低时则延长）。至反应结束后，
以不照光的对照管做空白，分别测定其他各管的
吸光度。 

硝酸盐还原酶（NR）的测定[17]：吸取 3 mL

藻类提取液，加入 3 mL KNO3，置于暗处反应
30 min 后，吸取反应液 1 mL 与试管中，加入磺
胺试剂 2 mL 和 α-萘胺试剂 2 mL，混合均匀，静
置 30 min，蒸馏水做参比，用分光光度法在 520 

nm 处进行测定。 
胞外多聚糖的测定[18]：藻体细胞中的胞外多

聚糖有两类，分别是胶质状和胶囊状的胞外多聚
糖，需要采用不同的方法进行提取，胶质状的胞
外多聚糖是松散的依附于藻体细胞上，胶囊状的
胞外多聚糖是比较紧密的固定在藻体细胞上，需
要借助 EDTA 的帮助才能提取。 

以下是采用改进的方法分别提取两种类型的
胞外多聚糖，取 10 mL 藻液于锥形瓶中，放入摇
床中摇动 1 h，保温 30 ℃，离心，取上清液 1 

mL，测定胶质状胞外多聚糖含量，然后于沉淀
物中加入 0.01 mol·L-1 EDTA 5 mL，放置在室温
中 3 h，离心，取上清液测定胶囊状胞外多聚
糖。胞外多聚糖的测定采用苯酚-硫酸比色法。 

1.3.4  数据处理 

每组样品平行测定3次，采用SPSS 18.0软件

对数据进行处理，叶绿素、SOD、NR、蛋白质
及胞外多聚糖分别以藻细胞干质量为基准，得出
质量浓度，处理结果以平均值±标准差表示。对
数据 进行 ANOVA分 析， P<0.05为组间 差异显
著，P < 0.01为差异极显著。 

2  结果 
2.1  Zn2+对藻类生物膜生长的影响 

各实验组 8 d 后藻类生物膜生长情况及不同
浓度的 ρ(Zn2+)对鞘藻叶绿素含量的影响分别见图
2、3。 

由图 2 可见，对照组和 5 个实验组中的鞘藻
在第 8 天时的生长情况有比较明显的差别，其
中生长较好的为第 3 组，即 ρ(Zn2+)浓度为 5 

mg·L-1；生长最差的为第 5 组，即 ρ(Zn2+)浓度为
20 mg·L-1，该组大量的藻体已经死亡；第 2 组和
第 4 组的生长情况比第 1 组和对照组的生长情况
相对较好，由图 3 可见，ρ(Zn2+)浓度小于等于 10 

mg·L-1 的各实验组与对照组的叶绿素含量在实验
的前 3 d，各组之间的差异性不显著（P>0.05），
在 之 后 的 5 d 内 ， 各 组 的 差 异 性 极 显 著

（ P<0.01 ）； 且 在 实 验 初 期 ， ρ(Zn2+) 浓 度 为 3 

mg·L-1 的实验组对鞘藻的叶绿素含量有明显的促
进作用，而 ρ(Zn2+)浓度为 20 mg·L-1 的实验组对
鞘藻的生长产生明显的抑制作用，使鞘藻内的叶
绿素含量逐渐减少。 

这说明低浓度的 Zn2+模拟废水对藻类生物膜
的生长有很好的促进作用，但当 Zn2+浓度过高
时，就会对藻类的生长产生抑制作用，降低藻细
胞内叶绿素的含量，使藻体大量死亡。 

2.2  Zn2+对藻类生物膜生理生化特性的影响 
       在藻类的生长过程中，藻体会依靠光合作用

 

 

 

 
 

图 2  各实验组 8 d 后的藻类生物膜生长情况 

Fig.2  The growth condition of algal biofilm after 8 days 
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第 3 组 
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第 4 组 
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第 5 组 
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合成一些自身生长所需的生化物质，例如，蛋白
质、胞外多聚糖、硝酸还原酶（NR）、超氧化物
歧化酶（SOD）等等。不同浓度的Zn2+对鞘藻中
NR、SOD、蛋白质及胞外多聚糖含量的影响分
别见图4、5、6、7。 

由图4可见，在实验前4 d，Zn2+浓度为1和3 

mg·L-1 的 2组对 鞘藻 SOD 含 量有 明显的 促进作

用，其余4组差异较小（P>0.05），且各组均呈现
上升趋势；但第4天到第8天，在Zn2+的作用下，
鞘藻SOD的含量均呈现下降趋势，且与对照组差
异 显 著 （ P<0.05 ）， 到 第 8 天 时 差 异 极 显 著

（P<0.01）。由图5可见，当浓度低于10 mg·L-1

时，Zn2+对鞘藻中硝酸盐还原酶有明显的促进作
用，硝酸盐还原酶的变化近似呈现M型，但各组
含量均低于对照组，实验前4 d，差异性不显著

（P<0.05）；浓度为 20 mg·L-1时，藻体中硝酸盐还
原酶含量呈现直线下降趋势，实验第8天，各组
之间差异性极显著（P<0.01）。由图6可见，Zn2+

对鞘藻细胞中蛋白质的含量有一定的影响，在实
验的前2 d，各组藻体中蛋白质的含量均有增
加 ， 且 均 高于 对 照 组 ，组 间 没 有 显著 性 差 异

（P>0.05），但实验的第4天，藻体中蛋白质的开
始发生不同的变化，且均有不同程度的下降，低
于对照组，各组之间差异显著（P<0.05）；实验
后期，所有实验组蛋白质含量均呈现下降趋势。
由图7可见，实验初期，各组藻体中胞外多聚糖
含量均呈现上升趋势，且均高于对照组，尤其是
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图3  Zn2+对鞘藻叶绿素含量的影响 

Fig.3  The effects of Zn2+ on the chlorophyll content  

in Oedogonium sp. 
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图4  Zn2+对鞘藻SOD含量的影响 

Fig.4  The effects of Zn2+ on the SOD content in Oedogonium sp. 
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图5  Zn2+对鞘藻硝酸盐还原酶含量的影响 

Fig.5  The effects of Zn2+ on the nitrate reductase  

content in Oedogonium sp. 
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图6  Zn2+对鞘藻蛋白质含量的影响 

Fig.6  The effects of Zn2+ on the protein content in Oedogonium sp. 
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图7  Zn2+对鞘藻胞外多聚糖含量的影响 

Fig.7  The effects of Zn2+ on the exocellular polysaccharide  

content in Oedogonium sp. 
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处理的最高Zn2+浓度为20 mg·L-1时，胞外多聚糖
含量最高，为对照的1.4倍。但Zn2+浓度大于10 

mg·L-1的实验组在第2天之后，胞外多聚糖含量
均开始下降，浓度越高，下降速率越大，其余几
组 也 有 不 同 的 变 化 ， 各 组 之 间 差 异 性 显 著

（P<0.05）。 

这说明藻类在 Zn2+模拟废水的刺激下表现
出不同的生理生化特性，其表现在藻体中各种生
化物质含量的变化。从以上结果可知，当藻体刚
接触 Zn2+ 时，各种生化物质的含量均开始增
加，使藻类能够适应 Zn2+模拟废水，抵御 Zn2+

的毒害。但随着时间的加长，各种生化物质的含
量发生了不同的变化，SOD 在实验后期受 Zn2+

的影响较为明显，高浓度的 Zn2+抑制了 NR 的合
成，高浓度的 Zn2+对蛋白质和胞外多聚糖的合
成影响较大。 

3  讨论 
叶绿素是反映藻体的生长状态的重要指标之

一，其含量可以指示藻体中各个器官的生理状
况，反应藻体光合作用的强弱[19]。NR 和 SOD 是
藻体在生长中所需要的一些主要酶类，它们的含
量受外界条件及藻体生长状况的影响[20-21]。蛋白
质和胞外多聚糖对藻细胞抵御外界一些有毒有害
物质有很大的帮助，而且它们还是藻细胞壁的重
要组成物质。 

本文通过研究不同浓度 Zn2+对藻类生物膜生
长状况及鞘藻中叶绿素、NR、SOD、蛋白质、
胞外多聚糖含量的影响，得出藻类生物膜对 Zn2+

呈现出一定的耐受能力。藻类生物膜在低浓度的
Zn2+环境下，表现出较好的生长状况，且能够刺
激藻细胞合成更多的叶绿素，提高光合作用效
率，但过高浓度的 Zn2+导致叶绿素含量降低，藻
体大量死亡，有研究[22]表明，高浓度的重金属会
增加叶绿素酶活力，加速叶绿素的分解，使其含
量降低。藻类生物膜在不同浓度的 Zn2+环境中，
为了防御 Zn2+对藻细胞产生毒害，给其生理活动
带来伤害，藻细胞中某些生化物质的合成会发生
变化，藻体细胞合成的胞外多聚糖一方面可以增
加细胞的厚度阻碍 Zn2+的侵入，另一方面又可以
与 Zn2+发生络合反应，使 Zn2+离子不能进入藻细
胞内部，同时又降低了水体中的 Zn2+含量[23]。某
些蛋白质如金属硫蛋白也可以通过巯基与 Zn2+结
合，从而降低 Zn2+对藻细胞的毒性[24]。 

因此本文的结果可以表明，由于重金属对藻
类生物膜有毒害作用，藻类生物膜在长期响应重
金属胁迫过程中，建立起一系列的适应和解毒机
制，不仅可以使藻类生物膜能够适应重金属离子

环境，又能降低水体中重金属离子浓度，达到净
化水质的效果，有研究[25]表明，藻体处理的重金
属浓度通常在 10 mg·L-1 以下，以 1 mg·L-1 左右
居多，这是因为藻类对重金属的耐受性有一定限
度。所以进一步研究藻类生物膜对一定浓度重金
属废水的处理效果，为重金属治理提供一条新的
“绿色”途径具有重要意义。 

4  结论 
通过比较不同浓度Zn2+对藻类生物膜生长状

况及鞘藻中叶绿素、NR、SOD、蛋白质、胞外
多聚糖含量的影响结果可以显示：藻类生物膜对
Zn2+有一定的耐受性，浓度为5 mg·L-1的Zn2+对鞘
藻的叶绿素含量有明显的促进作用，而浓度增大
至20 mg·L-1时，藻类生物膜的生长受到明显的抑
制；SOD含量随着Zn2+浓度的升高明显受到抑
制，10 mg·L-1的Zn2+对NR有明显的促进作用，
各处理组蛋白质含量在实验初期均有增加，但随
之又均有降低，在实验前2 d，20 mg·L-1的Zn2+对
胞外多聚糖有明显的促进作用，其含量为对照的
1.4倍。以上现象均表明藻类生物膜在重金属的
作用下其生长代谢会发生一定的变化，使藻类生
物膜能够在一定重金属浓度范围内较好地生长，
为藻类生物膜的进一步利用奠定理论基础。 
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Abstract: Using simple biofilm reactor, under 3 500 lx illumination and ratio of light and dark of 14∶10, algal biofilm was 

domesticated by simulate nitrogen and phosphorus wastewater. The algal species was Oedogonium sp.. The effects of different Zn2+ 

concentration on algal biofilm formed by Oedogonium sp. was evaluated by the growth and physiological property. Considering algal 

tolerance range of Zn2+, five concentration levels were selected: 1.0, 3.0, 5.0, 10.0, 20.0 mg Zn2+ per liter simulate nitrogen and 

phosphorus wastewater. A certain amount of algae biofilm was removed from the reactor regularly. The following physiological 

biochemical indexes were measured: Chlorophyll, Superoxide Dismutase (SOD), Nitrate Reductase (NR), Protein, Exocellular 

Polysaccharide. The dry weight was used as the standard. The results showed that: the algal biofilm could endure certain 

concentration of Zn2+. The Zn2+ concentration of 5 mg·L-1 showed positive promotion effects on algal biofilm growth. When Zn2+ 

concentration increased to 20 mg·L-1, inhibitory action was obvious. When Zn2+ concentration was 3 mg·L-1, the content of algal 

chlorophyll was promoted. While the content was decreased under Zn2+ concentration increased to 20 mg·L-1 obviously. The impact 

of Zn2+on algal biofilm physiological property was different. The content of SOD was obviously restrained with Zn2+ concentration 

increased. The Zn2+ concentration of 10 mg·L-1 showed positive promotion effects on the content of NR. In the initial stage of test, 

the content of Protein was increased. However, it was decreased in the last. In the first two days, the Zn2+ concentration of 20 mg·L-

1showed positive promotion effects on the content of Exocellular polysaccharide. Its content was 1.4 times than the contrast. The 

above phenomenon showed that the growth and metabolism of algal biofilm would have some different changes under the impact of 

heavy metals. These changes could make the algal biofilm grow better under certain concentrations of heavy metals and provide the 

theoretical basis for the further use of algal biofilm. 

Key words: algal biofilm; Oedogonium sp.; Zn2+; growth physiological characteristics 

 


