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微生物絮凝剂对小球藻细胞氧化应激研究
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摘　要：小球藻作为能源藻，可以提供产生物柴油，但 是 小 球 藻 生 物 质 的 获 取 成 为 能 源 藻 发 展 的 瓶 颈．目 前 研

究藻细胞生物质收集的方法很多，但不同收集方法对能源藻细胞的氧化应激研究却很少．分别研究絮凝功能细菌ｘｎ－

１所产生物絮凝物质和离心法对能源藻———小球藻生物质在收集过程中对藻细胞的氧化应激，以期确定絮凝微生物

对小球藻细胞的生物安全性．采用涂布划线法从藻际分离纯化絮凝功能微生物；通过梯度醇沉法获得絮凝物质；分别

用絮凝微生物所分泌絮凝物质和离心法收集藻细胞生物质，并对藻细胞内蛋白含量、总糖含量、丙二醛含量（ＭＤＡ）、

过氧化氢酶（ＣＡＴ）活性、谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量和抗坏血酸（ＡｓＡ）含量进行测定；以分光光度计测定其吸光度值．经过

测定并经过统计学显著性分析，发现离心作用下收集的藻细胞内的 ＭＤＡ，ＧＳＨ和ＡｓＡ含量显著高于利用絮凝物质

絮凝得到的藻细胞．离心作用相对于絮凝作用造成藻细胞膜发生更高的脂质过氧化，产生大量的活性氧自由基，诱导

非酶抗氧化系统响应．因此，离心法收集藻生物质相对于微生物絮凝对藻细胞的伤害更大，絮凝微生物比离心法更适

合于收集能源藻生物质．
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现如今经济高速发 展，加 上 化 石 燃 料 等 不 可 再 生 能 源 的 过 量 开 采 和 过 度 消 耗，能 源 危 机 问 题 愈 发 突

出［１］．生物燃料被认为是一种适合于化石燃料的可持续替代品．藻类是生物燃料的可再生原料，因其具有生

产率高、不占用耕地并能在废水中生长等优势，被认为是最有价值和最有前景的可再生能源之一［２］．其中小

球藻个体微小（几微米至十几微米）、分布广泛、种类繁多且生存能力强，可以用来发酵生产清洁燃料，也可作

畜牧水产养殖的饲料和饵料［３－４］．然而，微藻的培养和收集是影响工业应用的最大瓶颈，尤其是微藻的低成

本、高效率收集［５－６］．
目前研究藻细胞收集的方法有很多，如化学方法主要利用化学试剂来达到絮凝藻的效果，但是化学药品

难以降解，不仅影响小球藻的使用价值，还会对环境造成二次污染［７－８］．物理方法主要有离心、电絮凝和超声

波絮凝，虽不会造成二次污染，但是操作环境受限，耗能大，不适于大规模应用［９］．生物方法主要利用微生物

本身或其代谢产生的絮凝物质，使藻细胞相互聚集沉降，对微藻进行采收［１０］．生物絮凝不仅可以有效地收获

微藻生物质，而且还可以避免与化学和物理方法相比的污染［１１］．虽然生物法在收集藻类生物质的过程中有

诸多优势，但关于生物法中利用微生物絮凝剂对小球藻生物质收集过程中对细胞的氧化应激的研究并没有

开展，对用不同方法收集后对小球藻细胞的氧化应激研究却很少．
由于小球藻具有丰富的营养价值和诸多的优点，所以保证采收后小球藻的完整性尤为重要，故对不同方

法采收后的藻细胞氧化应激问题的研究很有必要，特别是不同的方法采收的藻细胞的细胞膜完整性和细胞

活力需要进一步研究．因此，本文分别比较了絮凝菌株ｘｎ－１所分泌絮凝物质作用于藻细胞和离心法收集藻

细胞后，对该两种方法对藻细胞的损伤程度进行研究．
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１　材料与方法

１．１．１　菌种、藻种

菌种：絮凝菌株ｘｎ－１分离于铜绿微囊藻７８２０藻际．
藻种：小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）购于武汉水生生物研究所，采用ＢＧ１１培养基，于光强５０μＥ·ｍ

－２·

ｓ－１，温度（２５±１）℃，昼夜比Ｌ∶Ｄ ＝１２ｈ∶１２ｈ的条件下培养．
１．１．２　培养基

ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵母粉５ｇ，氯化钠３０ｇ，ｐＨ　７．２，１Ｌ蒸馏水．
ＢＧ１１培养基质量浓 度：ＮａＮＯ３１．５００ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４０．０４０ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．０７５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２·

７Ｈ２Ｏ　０．０３６ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＣＯ３０．０２０ｇ／Ｌ，柠檬酸０．００６ｇ／Ｌ，柠檬酸铁０．００６ｇ／Ｌ，微量元素溶液 Ａ５　１．０ｍＬ，

ＥＤＴＡ　０．００１，蒸馏水１Ｌ，用于小球藻的培养．微量元素混合溶液Ａ５质量浓度（ｇ／Ｌ）：Ｈ３ＢＯ４２．８６０，ＭｎＣｌ２
·４Ｈ２Ｏ　１．８１０，ＺｎＳＯ４０．２２２，Ｎａ２ＭｏＯ４０．３９０，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ　０．０７９，Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ　０．４９０．絮凝培养基

质量浓度（ｇ／Ｌ）：ＮａＣｌ　２４，ＮＨ４Ｃｌ　１，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　０．５，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ　６．５，ＫＨ２ＰＯ４２，葡萄糖１０，酵母

粉０．６，ｐＨ调至７．０．
１．２　实验方法

１．２．１　絮凝菌株ｘｎ－１的分离

取铜绿微囊藻７８２０的藻液２０ｍＬ，通过０．２μｍ的聚碳酸膜过滤，获得游离和黏附的细菌样品［１２］．采取

逐级稀释法将样品分别涂布在ＬＢ固体培养基表面，置于２８℃培养２～３ｄ．挑取不同类型单菌落划线于ＬＢ
固体平板，置于２８℃温度下培养２～３ｄ，重复该步骤直到得到纯培养．分别将０．５ｍＬ的不同纯培养的发酵

产物接种于１０ｍＬ小球藻藻液中，于１２０ｒ／ｍｉｎ的摇床上摇５ｍｉｎ后，静置１０ｍｉｎ，并设置对照组，处理组和

对照组分别设置３个平行；观察处理组中对小球藻有絮凝作用的菌株，从而筛选出絮凝菌株ｘｎ－１．用２０％甘

油将其保存在－８０℃冰箱中，待用．
１．２．２　絮凝物质的提取

絮凝物质提取方法：将培养至对数期的菌株ｘｎ－１的发酵液，６　０００ｒ／ｍｉｎ，离心２０ｍｉｎ后收集上清；加入

二倍体积预冷的无水乙醇，４℃放置２４ｈ后于６　０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ，收集沉淀；将沉淀用适量蒸馏水溶

解，在离心机中６　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，收集上清；再次向沉淀中加适量水溶解，相同条件下离心，合并上

清；向合并上清中，加入二倍体积的预冷乙醇４℃放置２４ｈ后在６　０００ｒ／ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ，收集沉淀，重复

上述操作；将合并后上清在冷冻干燥机中进行冷冻干燥后称重．
１．２．３　藻细胞裂解液制备

取装有２０ｍＬ小球藻的锥形瓶，均加入９０μＬ絮凝物质质量浓度（１０ｍｇ／Ｌ），絮凝时间分别为５ｍｉｎ和

３０ｍｉｎ；另取装有２０ｍＬ小 球 藻 的 锥 形 瓶，分 别 在 转 速 为３　０００ｒ／ｍｉｎ和１０　０００ｒ／ｍｉｎ的 离 心 机 中 离 心

５ｍｉｎ和３０ｍｉｎ，均设置３组平行．将所有处理组的藻细胞收集，并用ｐＨ　７．４，浓度０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳ缓冲液

洗涤３次．加 入１．５ｍＬ　ＰＢＳ重 悬 藻 细 胞，在４℃下 用 超 声 破 碎 仪 在 功 率１８０Ｗ（工 作３ｓ，间 隔３ｓ）破 碎

１５ｍｉｎ，样品破碎后于１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集上清．上清分装于离心管中保存在－８０℃冰箱待用．将
获得的细胞裂解液用于测定胞内蛋白、总糖含量、ＭＤＡ含量，酶抗氧化系统及非酶抗氧化系统的含量．
１．２．４　藻细胞的胞内蛋白测定

根据考马斯亮蓝法，利用南京建成总蛋白定量试剂盒对胞内蛋白含量进行测定．取１．５ｍＬ考马斯亮蓝

显色液于２ｍＬ离心管中，其中加入０．０２５ｍＬ方法１．２．３中制备好的细胞裂解液为样品组，加入０．０２５ｍＬ
质量浓度为０．５３６ｇ／Ｌ标准液为标准组，加入等体积的蒸馏水为对照组．将各个测定管混匀，静置１０ｍｉｎ，在
波长５９５ｎｍ处，１ｃｍ光径，蒸馏水调零，用分光光度计测量各管吸光度值．为减少实验误差，每组实验做３个

生物学重复．
１．２．５　藻细胞的胞内总糖含量测定

根据苯酚硫酸法对胞内总糖含量进行测定．以质量浓度１ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖溶液作为糖的标准溶液，用
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蒸馏水稀释成总体积为０．５ｍＬ的不同质量浓度，其中每管依次加入０．５ｍＬ质量分数的５％苯酚、２．５ｍＬ
浓硫酸，盖上盖子后迅速混匀，静置２０ｍｉｎ后，于波长为４９０ｎｍ处测吸光度值，以相同体积蒸馏水代替糖溶

液作为空白对照组，以糖含量（μｇ）为横坐标、吸光度值ＯＤ４９０为纵坐标绘制标准曲线．取方法１．２．３制备好的

细胞裂解液５０μＬ加入到试管中，加入蒸馏水至０．５ｍＬ，然后加入０．５ｍＬ质量分数５％的苯酚，２．５ｍＬ的

浓硫酸．用分光光度计在波长４９０ｎｍ处测量所有样品的吸光度值．根据绘制的标准曲线，计算不同样品中的

总糖含量．
１．２．６　藻细胞内 ＭＤＡ含量测定

取方法１．２．３制备好的藻细胞裂解液，利用南京建成微量丙二醛（ＭＤＡ）测试盒对藻细胞的胞内 ＭＤＡ
含量进行测定．按照操作说明利用漩涡振荡器将样品与试剂混匀，用保鲜薄膜扎紧试管口，用针头在盖子上

穿一个小孔，９５℃水浴４０ｍｉｎ，取出后流水冷却，用分光光度计在５３２ｎｍ处，１ｃｍ光径，蒸馏水调零，测各

管吸光度值．ＭＤＡ含量测定按照以下公式进行：

样品中 ＭＤＡ物质的量／蛋白质量＝（测定管ＯＤ－对照管 ＯＤ）／（标准管 ＯＤ－空白管 ＯＤ）× 标准品

质量浓度／待测样本蛋白质量浓度．
１．２．７　藻细胞过氧化氢酶（ＣＡＴ）含量测定

取方法１．２．３制备好的藻细胞裂解液，利用南京建成过氧化氢酶（ＣＡＴ）测试盒对藻细胞的胞内过氧化

氢酶含量进行测定．按照操作说明将样品混匀后，用分光光度计在４０５ｎｍ处，０．５ｃｍ光径，蒸馏水调零，测各

管吸光度值．按照以下公式计算ＣＡＴ酶活力：

样品中ＣＡＴ活力／（Ｕ／ｍＬ）＝（对照管ＯＤ－测定管ＯＤ）×２７１× 样品测试前稀释倍数／（６０× 取样

量）．
１．２．８　藻细胞还原性谷胱甘肽（ＧＳＨ）含量测定

取方法１．２．３制备好的藻细胞裂解液，利用南京建成ＧＳＨ 含量测定 试 剂 盒 对 藻 细 胞 还 原 性 谷 胱 甘 肽

（ＧＳＨ）含量测定，方法参照说明书．上清液制备：取待测样 本０．５ｍＬ加 试 剂 一 应 用 液２ｍＬ混 匀，３　５００～
４　０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ取上清液１ｍＬ．按照操作说明测定上清液中的ＧＳＨ含量．将样品与试剂混匀，静

置５ｍｉｎ，用分光光度计在波长４２０ｎｍ处，１ｃｍ光径，双蒸水调零，测各管吸光度值．ＧＳＨ含量计算按照试

剂盒说明书进行计算．
１．２．９　藻细胞抗坏血酸（ＡｓＡ）含量测定

取方法１．２．３制备好的藻细胞裂解液，利用南京建成抗坏血酸（ＡｓＡ）测定试剂盒对藻细胞内ＡｓＡ含量

进行测定，方法参照说明书．上清液制备：取样本０．１５ｍＬ加试剂一０．４５ｍＬ，混匀，放置１５ｍｉｎ后，３　５００～
４　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上层液体为上清液．将上清液按照操作说明与试剂混匀，放置１０ｍｉｎ，１ｃｍ光径，

双蒸水调零，用分光光度计在波长５３６ｎｍ处测各管的分光度值．ＡｓＡ含量按照说明书进行计算．

２　实验结果

２．１　藻细胞的胞内蛋白及总糖测定

藻细胞膜完整性的失去会造成细胞膜的破损，进而造成胞内物质的流失，胞内物质含量会受到影响．为
了研究絮凝作用与不同离心力作用下的藻细胞内含物的含量变化，我们测定了细胞内总蛋白含量及总糖含

量变化（图１）．结果如图１所示，当处理时间为５ｍｉｎ时，转速为３　０００ｒ／ｍｉｎ和１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的藻

细胞的蛋白质量浓度分别为０．２９ｇ／Ｌ和０．３２ｇ／Ｌ，与絮凝处理组的蛋白质量浓度０．２１ｇ／Ｌ之间无显著性差

异．随着处理时间延长至３０ｍｉｎ时，虽然转速为３　０００ｒ／ｍｉｎ和１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的藻细胞的蛋白质量

浓度升高至０．４６ｇ／Ｌ、０．２９ｇ／Ｌ，但与絮凝物质絮凝藻细胞的蛋白质量浓度０．２３ｇ／Ｌ之间仍无显著性差异．
将不同处理组的总糖含量进行测定，结果如图２所示，无论处理时间为５ｍｉｎ或者３０ｍｉｎ，转速为３　０００ｒ／

ｍｉｎ和１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收 集 的 藻 细 胞 的 总 糖 含 量 与 絮 凝 物 质 絮 凝 的 藻 细 胞 的 总 糖 含 量 质 量 浓 度 均 在

１３μｇ／Ｌ左右，无显著性差异．
２．２　藻细胞内 ＭＤＡ含量测定
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为了定量研究细胞膜的损伤程度，测定了细胞膜的脂质过氧化产物丙二醛（ＭＤＡ）的含量，以此来表征

细胞膜的完整性的情况（图３）．在 处 理 时 间 为５ｍｉｎ时，测 得３　０００ｒ／ｍｉｎ离 心 收 集 的 藻 细 胞 的 裂 解 液 中

ＭＤＡ物质的量浓度为１．３９ｎｍｏＬ／ｍｇ　ｐｒｏｔ与絮凝物质絮凝藻细胞的处理组相差不大，无显著性差异，且均

处于较低水平．而在１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集藻细胞的处理组中，测得 ＭＤＡ含量高于絮凝物质絮凝藻细胞的

处理组（Ｐ＜０．０５），且是絮凝处理组的６．７７（Ｐ＜０．０５）倍．在处理时间延长至３０ｍｉｎ时，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心收

集的藻细胞的裂解液中 ＭＤＡ含 量 高 于 絮 凝 物 质 絮 凝 藻 细 胞 的 处 理 组（Ｐ＜０．０５），是 絮 凝 处 理 组 的７．６８（

Ｐ＜０．０５）倍．而１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心处理组中 ＭＤＡ含量与絮凝处理组无显著性差异．

２．３　酶抗氧化系统

为了研究小球藻细胞内酶抗氧化系统对絮凝及离心作用的响应，检测了藻细胞内过氧化氢酶（ＣＡＴ）含

量变化（图４）．在处理时间为５ｍｉｎ时，测得絮凝物质絮凝藻细胞的裂解液中ＣＡＴ含量为１７．５９Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔ，
略高于３　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的藻细胞的裂解液中ＣＡＴ含量（１１．３４Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔ），略低于１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心

收集的藻细胞的裂解液中ＣＡＴ含量（２０．０３Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔ），但无显著性差异．随着处理时间延长至３０ｍｉｎ，利

用絮凝物质絮凝藻细胞的处理组中ＣＡＴ含量为２０．８Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔ略高于３　０００ｒ／ｍｉｎ和１０　０００ｒ／ｍｉｎ处理

组的１６．３３Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔ、１６．７７Ｕ／ｍｇ　ｐｒｏｔ，但仍无显著性差异．总而言之，不同处理组间ＣＡＴ含量无明显差

别．
２．４　非酶抗氧化系统

藻细胞的非酶抗氧化系统包括谷胱甘肽（ＧＳＨ）和抗坏血酸（ＡｓＡ）对絮凝及离心作用的响应进行研究．
如图５所示，在处理时间为５ｍｉｎ时，３　０００ｒ／ｍｉｎ及１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的藻细胞的裂解液中ＧＳＨ含量

显著高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组（Ｐ＜０．０１），分别是絮凝处理组的４．２８（Ｐ＜０．０１）和３．３（Ｐ＜０．０１）
倍．随着处理时间延长至３０ｍｉｎ，在同一转速或者絮凝条件下，测得ＧＳＨ含量均高于５ｍｉｎ时的各处理组．
并且在３０ｍｉｎ时，３　０００ｒ／ｍｉｎ及１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的藻细胞的裂解液中ＧＳＨ含量仍然显著高于絮凝

物质絮凝藻细胞的处理组（Ｐ＜０．０１），分别是絮凝处理组的４．３３（Ｐ＜０．０１）和３．２７（Ｐ＜０．０１）倍．
如图６所示，在处理时间为５ｍｉｎ时，３　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的藻细胞的裂解液中ＡｓＡ含量显著高于絮

凝物质絮凝藻细胞的处理组（Ｐ＜０．０１），是絮凝处理组的３６．３９（Ｐ＜０．０１）倍．而且１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心处理组

中ＡｓＡ含量也高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组（Ｐ＜０．０５），是絮凝处理组的１４．０７（Ｐ＜０．０５）倍．但随着处

理时间延长至３０ｍｉｎ时，３　０００ｒ／ｍｉｎ与１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心处理组中ＡｓＡ含量与絮凝处理组接近，无显著

性差异．
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３　讨　论

现如今经济高速发展，能源危机问题愈发突出，亟待解决．小球藻是一种能源藻，可用来发酵生产清洁燃

料，且藻体本身也可作畜牧水产养殖的饲料和饵料［４］．目前，对藻细胞的采收方法的研究很多，如物理方法，
生物方法等．但对不同方法采收后的藻细胞氧化应激问题的研究却不多，特别是不同的方法采收的藻细胞的

细胞膜完整性及细胞活力是否相同等．

为了探究细菌分泌的絮凝物质絮凝的小球藻藻细胞与不同转速离心收集的藻细胞相比是否具有更小的

氧化应激，我们全面地研究了不同处理方法对小球藻细胞膜完整性的影响；细胞活力响应的影响包括酶抗氧

化系统及非酶抗氧化响应．
已有研究表明，藻细胞在受到胁迫时，会造成细胞膜脂质过 氧 化 损 伤［１３］，导 致 藻 细 胞 胞 内 物 质 大 量 流

失，细胞器形态结构遭到破坏等［１４］．丙二醛（ＭＤＡ）作为细胞膜脂质过氧化的副产物，可以反映细胞膜脂质过

氧化程度．Ｄｒａｐｅｒ等首次报道了 ＭＤＡ可以作为脂质过氧化的标志物［１５］．因此，我们通过测定离心和絮凝作

用下藻细胞内的 ＭＤＡ含量变化来表征细胞膜的脂质过氧化程度．在我们的研究中发现，１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心

的处理组，在处理时间为５ｍｉｎ时，ＭＤＡ含量远高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组（Ｐ＜０．０５），这说明，高

速离 心 相 对 于 絮 凝 物 质 絮 凝 得 到 的 藻 细 胞 更 容 易 遭 到 胁 迫，造 成 细 胞 膜 脂 质 过 氧 化，破 坏 藻 细 胞．而 在
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３０ｍｉｎ时，却与絮凝 处 理 组 无 明 显 差 别，这 可 能 是 藻 细 胞 的 抗 氧 化 系 统 的 响 应 来 缓 解 离 心 作 用 的 胁 迫．
３　０００ｒ／ｍｉｎ离心处理组，在处理时间为５ｍｉｎ时，ＭＤＡ含 量 与 絮 凝 物 质 絮 凝 藻 细 胞 的 处 理 组 无 显 著 性 差

异，而在处理时间延长至３０ｍｉｎ时，ＭＤＡ含量却高于絮凝物质絮凝藻细胞的处理组（Ｐ＜０．０５），这说明短

时间低速离心对藻细胞膜脂质过氧化损伤相对较小，但长时间的离心作用会造成细胞膜的不可逆损伤．
细胞壁、细胞膜的破损会造成胞内物质大量的流失，藻细胞受到胁迫压力时，能够与胞内物质包括蛋白

质、ＤＮＡ、脂质或者碳水化合物进行反应［１６］，造成其含量的下降．因此为了确定在絮凝作用和不同转速离心

作用下藻细胞胞内物质含量的变化，我们研究了主要的两种胞内物质———蛋白质和碳水化合物的含量变化．
在我们的研究中发现，无论处理时间为５ｍｉｎ还是３０ｍｉｎ，转速为３　０００ｒ／ｍｉｎ和１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心收集的

藻细胞的总蛋白含量与用絮凝物质絮凝藻细胞的处理组相比均无明显差别．不同处理组总糖含量的变化与

蛋白含量相似，即不同转速收集的藻细胞与絮凝物质絮凝的藻细胞测得的总糖含量没有明显差异．该实验结

果表明利用絮凝物质絮凝的藻细胞的胞内物质含量与离心法收集的藻细胞比较接近．
细胞内的活性氧自由基是细胞代谢的副产物，特别是当细胞处于外界压力的情况下，会产生大量的活性

氧自由基［１７］．细胞结构的破坏会造成藻细胞内产生大量的活性氧自由基，过量的活性氧自由基又会造成细

胞膜脂质过氧化，再次造成细胞结构的损伤，影响细胞结构的完整性［１８－１９］．而且胞内活性氧自由基含量的升

高会诱导藻细胞内抗氧化系统的响应，用于保护藻细胞避免胁迫压力．抗氧化系统包括酶抗氧化系统和非酶

抗氧化系统．酶抗氧化系统我们主要研究了过氧化氢酶（ＣＡＴ）含量的变化，ＣＡＴ的作用是将过氧化氢分解

成水和氧气，从而清除藻细胞内的活性氧自由基．在实验中发现无论处理时间为５ｍｉｎ还是３０ｍｉｎ，利用絮

凝物质絮凝藻细胞与不同离心收集的藻细胞的裂解液中ＣＡＴ含量均无显著性差异．该结果表明，在絮凝作

用和不同转速离心作用下使藻细胞内活性氧自由基含量升高，但 藻 细 胞 内 的 过 氧 化 氢 酶（ＣＡＴ）被 诱 导 响

应，以保护藻细胞．且絮凝作用和不同转速离心作用所诱导藻细胞的酶抗氧化系统响应程度接近．非酶抗氧

化系统包括谷胱甘肽（ＧＳＨ）和抗坏血酸（ＡｓＡ）．ＧＳＨ是一种低分子清除剂，可清除氧气、过氧化氢和活性氧

自由基等．ＧＳＨ结构中含有巯基，巯基自身氧化后能够将活性氧自由基清除，同时巯基变成ＧＳＳＧ［２０］．研究

结果中发现在处理时间为５ｍｉｎ和３０ｍｉｎ时，３　０００ｒ／ｍｉｎ及１０　０００ｒ／ｍｉｎ处理组藻细胞内的ＧＳＨ含量相

对于絮凝处理组显著升高（Ｐ＜０．０１）．该结果表明，离心法收集的藻细胞比絮凝物质有更高水平的非酶抗氧

化系统的响应，离心处理组相对于絮凝处理组能对藻细胞造成更为严重的外界胁迫，使之产生大量的活性氧

自由基．活性氧自由基的升高会诱导ＧＳＨ的响应，所以ＧＳＨ含量高用来清除活性氧自由基．ＡｓＡ可以作为

ＧＳＨ的辅助，通过自身的氧化将ＧＳＳＧ转化成ＧＳＨ［２１］．研究结果中发现在处理时间为５ｍｉｎ时，３　０００ｒ／

ｍｉｎ及１０　０００ｒ／ｍｉｎ处理组藻细胞内的ＧＳＨ含量相对于絮凝处理组显著升高（Ｐ＜０．０１）．该结果表明，离心

处理组相对于絮凝处理组能在短时间内对藻细胞造成严重的胁迫作用，产生活性氧自由基诱导 ＡｓＡ的响

应．但随着处理时间延长至３０ｍｉｎ时，不同转速离心处理组相对于絮凝处理组ＡｓＡ含量却无显著性差别．有
两方面的原因，一方面是随着胁迫时间延长至３０ｍｉｎ，ＧＳＨ清除活性氧自由基使ＧＳＳＧ含量升高的同时，

ＡｓＡ通过与其反应而使自身含量下降．另一方面在持续的离心作用胁迫下非酶抗氧化系统的响应已经过度

消耗了藻自身的能量，超出了藻细胞的自我保护能力，造成了藻细胞的氧化损伤．

４　结　论

在我们的研究中，从 ＭＤＡ含量、ＣＡＴ含量、ＧＳＨ含量和ＡｓＡ含量的变化可知离心作用相对于絮凝作

用会导致藻细胞膜发生脂质过氧化、诱导酶抗氧化系统和非酶抗氧化系统的响应．虽然酶抗氧化系统和非酶

抗氧化系统能够部分缓解活性氧自由基造成的氧化压力，但是过量的活性氧自由基和持续的离心作用超过

了藻细胞的抗氧化能力，最终造成了藻细胞的氧化损伤．离心法收集的藻细胞中 ＭＤＡ含量及非酶抗氧化系

统含量高于絮凝物质收集的藻细胞，表明离心法相对于絮凝物质对藻细胞膜的完整性损伤更为严重，且诱导

了藻细胞的非酶抗氧化系统的响应．絮凝物质相对于离心法对藻细胞具有更小的氧化应激，可更好的用于能

源微藻生物质的收集，有广阔的应用前景．
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