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摘 要：利用羟基自由基（·OH）压载水处理系统，采用大气压强电场放电技术制取·OH 溶液对塔玛亚历山大藻（Alexandrlum
tamarense）进行处理。通过普通光学显微镜，荧光显微镜和电子显微镜对·OH 处理前后的塔玛亚历山大藻的细胞结构进行观测。结果表

明，·OH 能有效破坏藻细胞，从而造成藻类死亡。利用随机扩增多态性 DNA（random amplification polymorphic DNA，RAPD）和实时定量

PCR（RT-PCR）相结合的技术检测·OH 对 DNA 链的破坏作用。共得到了 3 条有显著差异的扩增产物。这 3 条扩增产物经测序，并通过

NCBI（national center of biotechnology information）的比对分析，最终得到 1 条可用 RT-PCR 检测·OH 对 DNA 破坏作用的基因序列。以

上的结果表明，·OH 压载水处理系统能有效去除塔玛亚历山大藻，并对其 DNA 造成破坏。
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Abstract：This paper referred to a ballast water treatment system by using hydroxyl radical （·OH）， in which the

atmospheric pressure electric discharge technology was applied to produce hydroxyl radicals to treat Alexandrlum tamarense.

The morphology of A. tamarense before and after being treated by·OH was observed by ordinary optical microscope，

fluorescence microscope and electron microscope，respectively. The findings presented that·OH effectively did damage to

the algal cells and led to algae perishing and the damage of·OH to DNA strand was detected by using combination of

random amplified polymorphic DNA（RAPD）and RT-PCR technology. In addition，three DNA bands with differences were

found and sequenced； then sequence alignment was performed in the website of National Center of Biotechnology

Information （NCBI）. Finally，a gene sequence was found for RT-PCR analysis that further proved the damage to DNA

strand. In conclusion，the ballast water treatment system of·OH was capable to removes A. tamarense in water effectively，

causing damages of the DNA strand.
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压载水是为了保证船体平衡和结构稳定而向压

载仓注入的水。当船装载货物时压载水就会被排放出去。
压载水内含有许多微生物。当它们被带到一个新的海

洋环境中时，就会对当地的生态系统造成威胁。因此

国际海事组织（International Maritime Organization，

IMO）制定了压载水排放公约。该公约规定压载水排

放后，体长小于 50 μm 的藻类不能超过 10 cells/mL。

塔玛亚历山大藻（Alexandrlum tamarense）是压载水中

一种常见的有害藻类，其具有适应能力强、生存范围

广的特点。塔玛亚历山大藻还是重要的赤潮藻类，其

所产生的麻痹性贝毒素在一定条件下可通过食物链

在鱼类、贝类等生物体内蓄积，对人类产生危害，成为

影响水产品食用安全的重要因素。
目前，许多国际组织和研究机构在研究有效的方
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法来解决压载水生物入侵的问题[1-3]。其中高级氧化技

术生产的羟基自由基（·OH）对压载水有害生物进行

处理是一种有效方法[4]。但目前，世界上还没有一种方

法可以大规模生产高浓度的·OH 溶液。本实验室自制

等离子体发生装置，通过采用特殊的加工工艺和特殊

的电介质层，在常温常压下利用强电场电离放电方法

制取高浓度的、氧化能力极强的单原子氧和·OH 等活

性粒子。这些活性粒子可以快速有效地氧化和分解各

种有机污染物。与传统高级氧化技术制取·OH 相比，

该设备制取·OH 溶液浓度高，且设备体积小、操作简

便、无毒害、安全性高，弥补了传统方法的不足。
在·OH 杀灭藻类的过程中，对于单细胞藻类来

说，外源性·OH 引起的 DNA 氧化损伤可导致 DNA
中遗传信息的稳定性受到破坏，进而导致细胞死亡。
随机扩增多态性 DNA（random amplification polym-
orphic DNA，RAPD）方法是通过检测大量 DNA 的随

机片段最终确定 DNA 的损伤程度[5-6]。再经过实时定

量 PCR（RT-PCR）的验证，可以准确判断某个基因

片段的损伤。本文研究大气压强电场放电技术制

取·OH 溶液致死塔玛亚历山大藻。同时利用 RAPD
和 RT-PCR 相结合的技术检测·OH 对 DNA 链的破

坏作用。

1 材料与方法

1.1 ·OH 处理系统及实验过程

图 1 是压载水处理装置图，其核心部分是·OH 发

生器[7-8]。等离子体在·OH 发生器的整个微间隙中的强

电场下放电产生大量微流柱。这一过程中有一个均匀

分布的、稳定的放电现象，它类似于辉光放电。在微流

通道中，大量的活性粒子的产生导致一系列等离子体

的化学反应。该系统的处理压载水的能力为 0.6 t/h。压

载水通过水泵进入主管路。机械过滤器分离体长大于

50 μm 浮游生物。然后一部分压载水的通过·OH 发生

器产生高浓度的·OH 溶液。该溶液被注入到液液混容

器中。在完全混溶后，稀释的·OH 溶液在主管路中完

成杀藻过程。本实验中的测试海水体积为 70 L。为保

证实验系统的可靠性，待系统稳定运行 30 s 后，每隔

30 s 取样品，每次样品取 5 L，共取 5 次。

1.2 实验藻种

塔玛亚历山大藻由辽宁水产研究所提供。藻种用

5 L 的锥形瓶进行扩大培养，温度 25 ℃，光照强度

4 500 lx，pH 值 8.0，光暗比为 12 h∶12 h。在研究·OH
对塔玛亚历山大藻杀灭实验时所用的藻浓度分别为

5 000 和 10 000 cells/mL。在研究·OH 对塔玛亚历山

大藻 DNA 破坏的研究中，采取的藻浓度是 10 000
cells/mL。在藻类计数和 DNA 损伤研究中，每次实验

重复 5 次以保证实验的重复性和准确性。
1.3 藻类收集

用离心的方法收集藻类，具体方法如下：

（1）取 100 mL 待测藻类样品放入 250 mL 离心

管中，用冷冻离心机以 4 000 r/min 离心 15 min，去除

上清。
（2）在离心管中加入 10 mL 磷酸盐缓冲液（pbs），

并把藻液转移到 15 mL 的离心管中，以 6 000 r/min离

心 10 min，去除上清。
（3）在离心管中加入 1 mL pbs，并把藻液转移到

1.5 mL 离心管中，以 12 000 r/min 离心 10 min，去除

上清。重复此过程 2 次。
1.4 藻类检测方法

处理前后的塔玛亚历山大藻采用荧光直接计数

法计数。将离心分离出来的塔玛亚历山大藻用的荧光

素双醋酸酯（FDA）和碘化丙啶（PI）双染色法对藻类

进行染色。在蓝色激发光下，活藻细胞呈绿色，死藻细

胞呈红色。计数时，将待测藻类放入生物计数框，在荧

光显微镜（奥林巴斯 CX41）的蓝色激发光下观察细

胞，并计数、拍照。每个样品做 3 个平行的计数。
扫描电镜用于观察处理前后观察塔玛亚历山大

藻的形态变化。取 10 mL 待测藻类样品放入 15 mL
的离心管中，用冷冻离心机以 6 000 r/min 离心 10 min，

去除上清。重复 1.3 节藻类收集过程（3）。将离心分离

出来的塔玛亚历山大藻用 2.5%戊二醛 （pbs 配制）固

定 2 h。将样品用乙醇脱水。然后样品用冷冻干燥机进

行干燥。在电镜下观察，并拍照。
1.5 TRO 含量的测定

在·OH 生成过程中，所有气体基团均转化成活性

氧粒子，除了·OH，还包括 HO2ˉ、O2·̄、HO3·、O2
+H2O

等，这些物质也能够快速杀死有害水生物和病原体。
但由于不能快速直接检测这些成分的含量，因此我们

用总残余氧化剂（total residual oxidant，TRO）的消耗

量间接表示这些物质的浓度。实验时，首先检测未加

入藻类时的 TRO 浓度，然后在相同条件下检测加入藻

类后的 TRO 浓度。加藻前 TRO 浓度与加藻后 TRO
浓度之差即为杀灭藻类需要的 TRO 浓度。TRO 的浓
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度采用 N，N-二乙基对苯二胺 （DPD，美国 EPA-
8016）法，用紫外分光光度计（BioQuest CE2501，英

国）测试吸光度。
1.6 DNA 检测

（1）基因组 DNA 检测：采用离心的方法收集用于

DNA 检测的藻细胞（1.3 节藻类收集过程（1）~（3））。
将收集到的藻细胞 按 DNA 提 取 试 剂 盒（Universal
Genomic DNA Extraction Kit Ver.3.0，宝生物工程

大连有限公司）说明书进行操作。最后将提取好的 DNA
进行琼脂糖凝胶电泳。利用凝胶成像仪（Universal
Hood II，BIO-RAD）拍照。

（2）总 RNA 提取：采用 Trizol 一步法提取塔玛亚

历山大藻的总 RNA。用 1%的琼脂糖凝胶检测总 RNA
的质量。然后采用紫外分光光度计测量 RNA 样品在

230 nm、260 nm 和 280 nm 处的吸光值，比较 A260 /A230

和A260 /A280 的比值，以确定提取的总 RNA 样品的质

量和浓度。选用 A260 /A280 的比值在 1.95~2.05 之间的

RNA 用于后续实验。
（3）cDNA 合成：把提取的总 RNA 中的 mRNA 利

用逆转录酶人工合成双链 DNA。这一步反应使用反

转录试剂盒来完成的。按照 Revert AidTM First Strand
cDNA Synthesis Kit（Fermentas，Canada）说明书进行

操作。
（4）RAPD-PCR 扩增：随机选取 10 bp 的 RAPD 引

物 20 对，委托宝生物工程大连有限公司合成。对处理

前后的藻类 DNA 进行扩增。PCR 扩增总体积为 25
μL，其中模板 DNA 约 50 ng，10×PCR Buffer 2.5 μL，

Taq DNA 聚合酶 0.2 μL（5 U/μL），引物 1 μL（20 μmol/
L），dNTP 混合物 2 μL，用 ddH2O 补足至 25 μL。PCR
反应条件为：94 ℃预变性 5 min，然后 94 ℃变性 1
min，36 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，40 个循环，

最后 72 ℃延伸 10 min。得到的 PCR 产物在 1.5%琼

脂糖凝胶下电泳检测并拍照。
（5）回收测序：在 20 条随机引物中共筛选出有

稳定显著差异的条带，将这些有差异的条带按照

DNA 凝胶回收按纯化试剂盒（DNA Extraction Kit）中

的操作手册进行纯化回收。将回收的基因片段送到宝

生物公司进行测序。
（6）比对分析：将测序结果在 NCBI 在线 BLAST工

具进行序列比对分析，比对的序列是甲藻门的mRNA。
找到与亚历山大藻序列相似度高的序列，并按照此序

列设计引物用于实时定量 PCR 分析。
（7）RT-PCR：将合成的 RT-PCR 引物以处理前

塔玛亚历山大藻的反转录产物 cDNA 为模板进行普

通 PCR 扩增。PCR 产物进行 2%琼脂糖凝胶电泳，并

在凝胶成像仪的紫外灯下观察。如果条带单一，片段

大小与设计引物时的大小一致，就可以在实时荧光

定量 PCR 仪上进行引物检测。反应体系如下：12.5 μL
SYBR Premix Ex TaqⅡ（2×），1 μL 引物，2 μL cDNA
模板，8.5 μL ddH2O，总计 25 μL。使用 ABI7500 实时

荧光定量 PCR 系统进行扩增，PCR 反应程序如下：

94 ℃ 30 s；然后 94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，此过程进行

45 个循环。溶解曲线程序如下：60 ℃ 30 s，95 ℃ 30 s；
最后 4 ℃。

2 结果与讨论

2.1 ·OH 对塔玛亚历山大藻的杀灭效果

塔玛亚历山大藻的主要危害有 2 个，一是产生赤

潮，二是产生毒素。因此，对亚历山大藻的治理研究受

到世界的广泛关注。在本研究中，压载水处理系统直

接产生自由基，因此对亚历山大藻的杀灭是瞬间完成

的。由图 2 可以看出，随着 TRO 浓度的升高，塔玛亚

历山大藻的浓度降低。在初始浓度为 5×103 cells/mL
时，将藻完全致死的·OH 浓度为 0.58 mg/L。藻初始浓

度为 1×104 cells/mL 时，·OH 完全致死浓度为 0.83
mg/L。可见，·OH 对塔玛亚历山大藻的完全致死浓度

随藻液的初始浓度升高而升高。但 TRO 浓度与藻类

死亡数量不呈线性关系。这表明，藻类有一定的耐受

性，当·OH 的浓度比较低时不足以杀死藻类。只有

当·OH 浓度超过某一特定值，大量的藻类才能被杀

死。经过·OH 氧化处理后，每毫升的藻浓度减少到 10
个以下，达到了 IMO 的 D-2 排放标准。

2.2 藻类形态在·OH 处理前后的变化

图 3（a）是塔玛亚历山大藻处理前后的荧光照片。
处理前的塔玛亚历山大藻有很强的活性，染色后发出

绿色荧光。而处理后的塔玛亚历山大藻丧失活性。细

胞受到破坏，染色剂 PI 进入细胞内，使藻细胞发出红

色荧光。
为了观察·OH 对藻细胞的破坏程度，本实验对处

理前后的藻细胞进行了电子显微镜拍照。图 3（c）是利
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用扫描电镜对塔玛亚历山大藻拍摄的照片。在处理

前，在扫描电镜下细胞整体呈现圆形，横沟位于细胞

中央。塔玛亚历山大藻的表面光滑，纹理清晰。能清晰

的观察到塔玛亚历山大藻的横沟。上壳与下壳半球

形，大小相近。·OH 氧化处理促使藻体细胞向周围的

介质中释放了大量的胞内物质，使细胞褶皱萎缩。这

种现象可能是由于·OH 氧化破坏了细胞的鞘套使其

外壳开裂，从而造成藻类细胞胞内物质的外流。·OH
氧化对藻类细胞的另一个破坏作用就是造成了外部

鞘套的强烈卷绕。·OH 氧化使细胞表面结构受到严重

破坏。原来塔玛亚历山大藻平滑的表面消失，外部鞘

套受到破坏，细胞体塌陷，外部的长刺脱落。上述·OH
氧化对藻细胞的 2 种影响可能同时存在，即·OH 氧化

首先造成藻细胞体外壳的卷绕，并刺激其过度分泌胞

内物质，进一步的氧化作用会使细胞鞘套开裂致使胞

内物质大量外流。由·OH 氧化前后藻体细胞的电子扫

描显微镜对比结果可以看出，·OH 氧化对藻体细胞结

构造成了明显的影响。Olivier 等研究发现，·OH 破

坏线粒体呼吸链从而导致细胞的死亡。但是由于·OH
浓度低，他们没有发现细胞被破坏的现象[9]。

由于扫描电镜观察到的只是塔玛亚历山大藻的

表面特征，而囊壳的颜色、厚度、原生质体的构造等都

无法看到。因此在本研究中，在光学显微镜对塔玛亚

历山大藻特征进行了观察。由图 3（b）可以看出，

在·OH 的处理之前，藻细胞的边缘是平滑的，藻细胞

的形状是正常的。同样，细胞壁也十分平滑而且没有

受到任何损伤。细胞内的物质均匀分布，细胞色素浓

而明亮，细胞器清晰可见。·OH 处理后，细胞受到明显

损伤，藻细胞颜色显著改变，大量的细胞内物质溢出，

说明细胞膜被破坏。塔玛亚历山大藻细胞膜被破坏后

使得一些细胞器消失。而细胞内物质泄漏、丢失、破碎

对塔玛亚历山大藻是致命的。

2.3 TRO 处理后 DNA 的变化

图 4 为 TRO 浓度为 0.83 mg/L 时对塔玛亚历山

大藻 DNA 破坏作用的电泳图。此时藻类已经全部被

杀死。从图 4 可以看到，处理前 DNA 条带清晰明亮，

在经过羟基处理后，DNA 条带出现了部分弥散的现

象，说明 DNA 链的完整性已受破坏。

以 RAPD 为基础的 DNA 指纹图谱技术能对研究

生物基因组不了解的情况下检测 DNA 遗传变异[10-11]。
理论上 RAPD 能产生无数个小于 3 kb 的扩增片断，

这些扩增片段可以作为反映 DNA 受损程度的标志

物。RAPD 图谱的片段多样性主要是因为 DNA 损伤

造成引物结合位点的缺失或新结合位点的出现、引物

互补性与引物结合位点距离的改变等。因此，基因组

上发生的任何变化，如突变、倒置、缺失或染色体的重

排等损伤均能影响引物的扩增结果，在扩增图谱上直

观的表现为特征带的缺失和亮度的强弱变化[12]。本研

究以塔玛亚历山大藻基因组 DNA 为模板，进行随机

引物扩增。如图 5 所示，经过处理后塔玛亚历山大藻

基因组 DNA 与对照组相比，扩增条带有明显的变化。
处理后的 DNA 条带变淡或消失。这些差异片段的存

在表明·OH 处理已经在一定程度上造成塔玛亚历山

大藻基因组 DNA 发生了畸变。RAPD 方法快速、无辐

射，而且适用于各种生物，并且可以检测广泛的 DNA
损伤。这种方法已经成功研究了各种污染物对生物基

因的损伤，因此，RAPD 是一个非常有潜力的研究

DNA 损伤的手段。
2.4 实时定量 PCR 结果

尽管 RAPD 方法可以定性的表现出塔玛亚历山

大藻 DNA 的破坏作用，但因为 RAPD 方法重复性差，

不能得到完全令人信服的证据。因此本研究对出现差

异的 RAPD 条带进行回收测序。得到的序列在 NCBI
网站（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/）进行 blast 比对分

析。本研究中共测得 3 条序列，其中一条序列（图 5（c））

比对上塔玛亚历山大藻热应激基因序列（GenBank 号

为 GU295210）。根据此条序列设计引物，利用 RT-PCR
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对这个基因序列进行检测。进一步验证·OH 对塔玛亚

历山大藻 DNA 的破坏作用。这条引物序列为：

F：CGCTAACCACGACTTTCT
R：ATGAGGACTCCACCAACC

如图 6 所示，处理前的 3 组平行样品表现出非常

好的重复性，在第 19 个循环后 DNA 开始指数增长。
但处理后的 3 组平行样品没有扩增出 DNA。RT-PCR
可以精确检测某个基因在不同个体中的表达量的变

化[13]。本实验结果说明处理后的塔玛亚历山大藻热应

激的基因序列受到了破坏。热应激蛋白（HSPs）是生物

细胞受应激作用而合成的一组高度保守的蛋白质。热

应激蛋白主要作为分子伴侣参与蛋白质的折叠、转运

及组装等过程[14]。如果细胞不能合成热应激蛋白，细

胞则不能恢复或加速清除细胞内已变性的蛋白质而

稳定细胞结构，从而导致细胞死亡。

3 结论

本文研究了·OH 对塔玛亚历山大藻的致死作用。
在 TRO 浓度分别为 0.54 mg/L 和 0.83 mg/L 时，可以

将浓度为 5 000 cells/mL 和 10 000 cells/mL 的塔玛

亚历山大藻杀灭。对·OH 处理前后塔玛亚历山大藻细

胞显微观察证明藻细胞结构在处理后受到破坏。DNA
电泳表明了·OH 对塔玛亚历山大藻的 DNA 有破坏

作用。RAPD 和 RT-PCR 相结合的技术进一步证明了

这种破坏作用。
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