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摘要:为了探究微藻对链霉素的敏感性,
 

通过叶绿素荧光动力学(OJIP)分析蓝藻 拟柱孢藻(Raphidiopsis
 

racibor-

skii)和绿藻 四尾栅藻(Scenedesmus
 

quadricauda)对链霉素的响应.
 

研究结果表明,
 

链霉素对拟柱孢藻和四尾栅藻

的反应中心耗散的能量(DI0/RC)、
 

单位光面积吸收的能量(ABS/CS0)和单位反应中心吸收的能量(ABS/RC)均

有显著的促进作用,
 

对拟柱孢藻单位反应中心捕获的用于还原QA 的能量(TR0/RC)起抑制作用,
 

且链霉素能够明

显降低拟柱孢藻的光合驱动力.
 

利用质量浓度为0.05~1.0
 

mg/L和1.0~20.0
 

mg/L的链霉素分别培养拟柱孢藻

和四尾栅藻,
 

其比生长率分别是对照组(0.00
 

mg/L)的0.74~0.25和1.19~0.51倍.
 

拟柱孢藻丙二醛含量和超氧

化物歧化酶活性明显随链霉素质量浓度的升高而降低,
 

过氧化氢酶活性随链霉素质量浓度的升高而增加.
 

四尾栅

藻的过氧化氢酶活性、
 

丙二醛含量和超氧化物歧化酶活性对链霉素质量浓度响应敏感度低.
 

因此,
 

本研究认为蓝藻

对链霉素的敏感性比绿藻显著,
 

主要原因是拟柱孢藻和四尾栅藻的能量分布存在显著差异.
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Abstract:
 

The
 

response
 

of
 

Raphidiopsis
 

raciborskii
 

and
 

Scenedesmus
 

quadricauda
 

on
 

streptomycin
 

was
 

determined
 

by
 

OJIP
 

chlorophyll
 

fluorescence
 

kinetics
 

to
 

explore
 

the
 

sensitivity
 

of
 

microalgae
 

to
 

streptomy-

cin.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

streptomycin
 

significantly
 

facilitate
 

the
 

DI0/RC,
 

ABS/CS0
 and

 

ABS/RC
 

in
 

Raphidiopsis
 

raciborskii
 

and
 

Scenedesmus
 

quadricauda,
 

inhibited
 

TR0/RC,
 

and
 

markedly
 

reduced
 

the
 

photosynthetic
 

oxygen
 

evolution
 

and
 

driving
 

force
 

in
 

Raphidiopsis
 

raciborskii.
 

The
 

specific
 

growth
 

rates
 

of
 

Raphidiopsis
 

raciborskii
 

(0.05~1.0
 

mg/L)
 

and
 

Scenedesmus
 

quadricauda
 

(1.0~20.0
 

mg/L)
 

in
 

strep-

tomycin
 

treatment
 

group
 

was
 

0.74~0.25
 

and
 

1.19~0.51
 

times
 

as
 

much
 

as
 

that
 

of
 

control
 

(0.00
 

mg/L),
 

respec-

tively.
 

This
 

study
 

found
 

that
 

the
 

malondialdehyde
 

and
 

superoxide
 

dismutase
 

activities
 

were
 

decreased
 

sig-

nificantly,
 

and
 

catalase
 

activity
 

was
 

increased
 

in
 

Raphidiopsis
 

raciborskii
 

with
 

increase
 

of
 

streptomycin
 

concentration.
 

Malondialdehyde,
 

superoxide
 

dismutase
 

and
 

catalase
 

activities
 

in
 

Scenedesmus
 

quadri-

caudawere
 

not
 

significantly
 

affectedby
 

streptomycin.
 

Therefore,
 

our
 

results
 

suggested
 

that
 

cayanobacteria
 

was
 

more
 

sensitive
 

to
 

streptomycin
 

than
 

green
 

algae,
 

the
 

main
 

reason
 

is
 

due
 

to
 

the
 

significant
 

difference
 

on
 

energy
 

distribution
 

between
 

Raphidiopsis
 

raciborskii
 

and
 

Scenedesmus
 

quadricauda.
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抗生素在农业、
 

水产养殖以及保障人们健康方面发挥着关键作用[1].
 

当前,
 

渔业和畜牧业对抗生素的

需求量大幅增加[2].
 

例如,
 

美国每年约使用1.6万t抗菌化合物,
 

其中约70%用于非药物治疗.
 

澳大利亚、
 

新西兰、
 

加拿大和欧盟国家也观察到类似的抗生素使用模式[3].
 

水体中的抗生素通常来源于城市污水、
 

制

药业废水、
 

畜牧业粪便废水、
 

垃圾处理过程中的渗滤液和水产养殖过程中的饵料添加剂等[4].
 

因此,
 

河流、
 

湖泊、
 

地下水和废水处理厂废水中抗生素的检出率较高,
 

其质量浓度变化从1
 

ng/L到1
 

000
 

μg/L
[1,

 

5].
 

残

留的抗生素不仅会毒害水生生物,
 

还会造成耐药性问题[5-6].
 

当前,
 

抗生素污染已引起全球科学界的关注.
光合自养型微藻是水生生态系统中的主要初级生产者[7].

 

水体中藻类物种丰富,
 

密度及生物量庞大,
 

且藻类对污染物敏感性高,
 

常作为重金属、
 

农药和抗生素等污染物生态风险评估的指示性物种[5,
 

8].
 

抗生

素是微生物产生的一类次级代谢产物,
 

可以影响藻类的生长和存活[9].
 

其中,
 

链霉素是一种氨基糖苷类抗

生素,
 

可以用来控制水果、
 

蔬菜、
 

烟草、
 

观赏植物、
 

池塘和水族箱上的细菌、
 

真菌和藻类[10].
 

链霉素能与原

核生物的30S核糖体结合,
 

抑制蛋白质的生物合成[11],
 

还能阻碍生物的叶绿体发育,
 

降低原核生物密度并

抑制其生长繁殖[12].
 

Harrass等[13]研究发现,
 

水体中的蓝藻类对链霉素的敏感性较高,
 

其质量浓度变化范

围为0.09~0.86
 

mg/L,
 

绿藻类对链霉素敏感性相对较低,
 

质量浓度变化范围为0.66~37
 

mg/L.
 

当前,
 

有关抗生素对水体中浮游植物生态毒性的研究报道较广泛[14-17],
 

而关于抗生素与淡水微藻生理活性的关

系、
 

叶绿素荧光的响应机制报道较少.
 

有研究发现,
 

叶绿素荧光可以反映光合系统Ⅱ(PS
 

Ⅱ)与环境胁迫变

化的响应[15-16].
 

根据瞬时叶绿素荧光动力学参数变化特征,
 

研究人员发现藻类生理状态与光合作用过程中

的电子和光子流动有明显的相关性[15-17].
 

因此,
 

本文通过研究链霉素对蓝藻 拟柱孢藻(Raphidiopsis
 

raci-
borskii)和广布种绿藻 四尾栅藻(Scenedesmus

 

quadricauda)的生长、
 

叶绿素荧光和半致死浓度(EC50)的
影响,

 

探究不同门类微藻对链霉素的敏感性和耐受性差异,
 

特别是光合系统Ⅱ对链霉素的响应特征,
 

旨在
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为藻类毒理学研究提供新的视角,
 

并为藻类对抗生素等新型污染物的响应机制提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 培养条件

研究使用的藻株拟柱孢藻(Raphidiopsis
 

raciborskii)和四尾栅藻(Scenedesmus
 

quadricauda)购自

中国科学院(FACHB
 

Collection;
 

中国武汉).
 

在 MA培养基[18]中培养,
 

光暗比为12
 

h∶12
 

h,
 

光照为

50
 

μmol/(m
2·s),

 

温度(25±1)
 

℃,
 

培养期内每天手动摇摆3~5次.
 

荧光显微镜下监测细菌污染比

例不超过藻类生物量的1%[19].
 

拟柱孢藻培养基中链霉素(Sigma,
 

USA)处理组的最终质量浓度分别

为0.05,
 

0.1,
 

0.2,
 

0.5和1.0
 

mg/L,
 

四尾栅藻培养基中链霉素处理组的最终质量浓度分别为1,
 

2,
 

5,
 

10和20
 

mg/L,
 

拟柱孢藻和四尾栅藻培养基对照组无链霉素处理,
 

每组设置3个重复.
1.2 比生长率、

 

丙二醛含量和抗氧化酶活性

比生长率(μ)根据公式(1)计算.

μ=(InCt2 -InInCt1
)/(t2-t1) (1)

式中,
 

Ct2
和Ct1

分别是t2 和t1 时的藻密度[19].
培养96

 

h后,
 

在8
 

000
 

rpm和4
 

℃离心条件下收集所有藻类.
 

藻类样品放在5
 

mL,
 

50
 

mmol/L磷酸缓

冲溶液(pH=7.8)中保存.
 

丙二醛(MDA)含量、
 

超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)的活性根据

Bai等[19]的测定方法进行测定.
1.3 叶绿素荧光诱导曲线和叶绿素荧光诱导动力学分析(JIP-test)

使用植物效率分析仪(PEA,
 

Hansatech
 

Instrument
 

Ltd.,
 

英国)测量叶绿素荧光.
 

进行叶绿素荧光

测试前,
 

将2
 

mL的藻液暗处理30分钟,
 

然后利用植物效率分析仪进行分析.
 

叶绿素荧光诱导动力学

曲线参考 Kautsky效应,
 

JIP-test参数由叶绿素荧光初始值计算获得[15-17,
 

20].
1.4 数据分析

本研究的统计结果以平均值±标准方差表示,
 

使用SPSS
 

16.0软件进行方差分析(ANOVA)和T检

验,
 

p<0.05为差异有统计学意义.

2 结果

2.1 比生长率、
 

丙二醛含量、
 

超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性

链霉素质量浓度为0.05,
 

0.1,
 

0.2,
 

0.5和1
 

mg/L培养基中的拟柱孢藻的比生长率(μ)分别是

对照组(0.00
 

mg/L)的0.75,
 

0.64,
 

0.34,
 

0.33和0.25倍(p<0.05),
 

详见图1a.
 

链霉素质量浓度

为1,
 

2,
 

5,
 

10和20
 

mg/L培 养 基 中 的 四 尾 栅 藻 的 比 生 长 率 分 别 是 对 照 组(0.00
 

mg/L)的1.19,
 

1.10,
 

0.66,
 

0.63和0.51倍(p<0.05),
 

质量浓度为1和2
 

mg/L的链霉素处理组中微藻比生长率

明显较对照组高(p<0.05),
 

详见图1b.
 

拟柱孢藻和四尾栅藻处理组叶绿素a含量与链霉素质量浓度

的变化特征与比生长率相似,
 

详见图1c和图1d.
 

拟柱孢藻和四尾栅藻的EC50 分别为(0.11±0.03)和
(12.32±2.73)

 

mg/L.
链霉素质量浓度为0.05,

 

0.1,
 

0.2,
 

0.5和1
 

mg/L的培养基中,
 

拟柱孢藻的丙二醛(MDA)含量分

别是对照组的0.95,
 

0.83,
 

0.71,
 

0.69和0.65倍,
 

超氧化物歧化酶(SOD)活性分别是对照组的0.93,
 

0.77,
 

0.23,
 

0.21和0.10倍,
 

过氧化氢酶(CAT)活性分别是对照组的1.15,
 

1.69,
 

2.46,
 

2.54和2.41
倍(p<0.05),

 

详见图1e.
 

链霉素质量浓度为5,
 

10和20
 

mg/L的处理组中,
 

四尾栅藻的 MDA含量、
 

SOD和CAT活性发生了显著变化,
 

明显与拟柱孢藻相异,
 

详见图1f.
 

当链霉素质量浓度为20
 

mg/L时,
 

四尾栅藻的 MDA含量和SOD活性明显升高,
 

分别为对照组的2.81和2.24倍,
 

而四尾栅藻的CAT活

性显著下降,
 

是对照组的0.76倍.
 

链霉素质量浓度为1
 

mg/L时,
 

四尾栅藻的 MDA含量、
 

CAT和SOD
活性与对照组相比变化不显著(p>0.05).
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**:
 

表示差异有统计学意义(p<0.05)

图1 链霉素作用96
 

h后,
 

拟柱孢藻(R.
 

raciborskii)和四尾栅藻(S.quadricauda)的比生长率、
 

叶绿素a含量和 MDA含量及酶活性变化情况

2.2 光合系统Ⅱ的能量流动

叶绿素荧光诱导动力学参数最大光化学效率(TR0/ABS=ΦP0,
 

t=0,
 

下同),
 

光合系统Ⅱ活性反应

中心捕获的激子驱动电子传递的比率(ET0/TR0
 =Ψ0),

 

电子从 QA- 转移到电子传递链的量子效率
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(ET0/ABS=ΦE0)
 

和热耗散量子比率
 

(ΦD0)变化特征见图2a和2b.
 

拟柱孢藻和四尾栅藻中的ΦP0 和

ΦE0 显著低于对照组(p<0.05),
 

而ΦD0 显著增加(p<0.05).
 

由图2a和2b可知,
 

拟柱孢藻中Ψ0 增加,
 

而四尾栅藻的Ψ0 减少.
 

拟柱孢藻和四尾栅藻反应中心耗散的能量(DI0/RC)、
 

单位光面积吸收的能量

(ABS/CS0)和单位反应中心吸收的能量(ABS/RC)变化特征见图2c和2d.
 

不同质量浓度链霉素处理组

的DI0/RC,
 

ABS/CS0 和ABS/RC 显著高于对照组(p<0.05).
 

链霉素质量浓度为1
 

mg/L的处理组培

养96
 

h后,
 

拟柱孢藻的DI0/RC,
 

ABS/CS0 和ABS/RC 均出现增加,
 

分别是对照组的3.36,
 

1.24和

2.63倍(p<0.05),
 

20
 

mg/L链霉素的处理组中,
 

四尾栅藻的DI0/RC,
 

ABS/CS0 和ABS/RC 分别比

对照组增加了54.02,
 

7.03和16.24倍(p<0.05).
 

与对照组相比,
 

不同质量浓度链霉素培养的拟柱孢

藻的TR0/RC 明显受到抑制,
 

而不同质量浓度链霉素培养的四尾栅藻的TR0/RC 均得到激活.

链霉素应激能量流动的管道模型如图3所示,
 

拟柱孢藻单位反应中心捕获的用于电子传递的能

量(在t=0时)(ET0/RC)和单位反应中心捕获的用于还原QA 的能量(TR0/RC)明显随链霉素质量浓

度的增加而减少,
 

DI0/RC 和 ABS/RC 则随链霉素质量浓度的增加而增加.
 

四尾栅藻的ET0/RC,
 

TR0/RC 和ABS/RC 在链霉素质量浓度较低(<2
 

mg/L)时显著增加,
 

而 DI0/RC 在链霉素质量浓度

较高时显著增加.

图2 不同质量浓度链霉素处理对拟柱孢藻(R.
 

raciborskii)和四尾栅藻(S.
 

quadricauda)的

量子产率及比活性相关参数的影响
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图3 不同质量浓度链霉素处理下拟柱孢藻(R.
 

raciborskii)和四尾栅藻(S.
 

quadricauda)

类囊体膜光合结构的能量通路模式图

3 讨论

3.1 链霉素对生长、
 

抗氧化机制和膜系统的影响

水环境中抗生素的检出率较高,
 

这与抗生素大量用于人类和动物的传染病治疗有关[14].
 

有研究

发现,
 

抗生素对水体中的革兰氏阴性菌菌群、
 

蓝藻的物种多样性和生物量有明显的抑制作用[21-24],
 

这

表明残留在水体中的抗生素能通过改变水体环境中的细菌、
 

原生动物、
 

藻类和浮游动物的数量破坏水

体生态系统[25].
 

本研究发现,
 

不同质量浓度的链霉素均可抑制拟柱孢藻和四尾栅藻的比生长率(μ),
 

链霉素质量浓度越高,
 

抑制作用越明显,
 

且蓝藻对链霉素的敏感性比绿藻更强,
 

表明残留在水体中的

低质量浓度抗生素对微藻及其生物量有抑制作用.
 

链霉素对念珠藻(Nostocales)的最小抑制质量浓度

是0.28
 

mg/L,
 

对斜生栅藻(Scenedesmus
 

obliquus)的最小抑制质量浓度为21
 

mg/L[13],
 

对铜绿微囊藻

(Microcystis
 

aeruginosa)的96
 

h
 

EC50 值 为0.28
 

mg/L,
 

对 普 通 小 球 藻(Chlorella
 

vulgaris)的96
 

h
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EC50 值为20.08
 

mg/L[6].
 

本研究发现,
 

链霉素对拟柱孢藻的96
 

h
 

EC50 值为(0.11±0.03)
 

mg/L,
 

四尾栅藻为(12.32±2.73)
 

mg/L,
 

这与前人研究结果相近,
 

表明较低质量浓度的链霉素能影响藻类

种群的生长繁殖,
 

且蓝藻较绿藻敏感.
 

另有研究发现,
 

蓝藻的双分子脂膜系统缺少抗菌层细胞膜,
 

而

绿藻的双分子脂膜系统能减少链霉素向真核藻类的转运,
 

因此,
 

绿藻对抗生素的敏感性低于蓝藻[6].
藻类膜系统受到胁迫后会产生大量的活性氧(ROS),

 

活性氧的增加会引起清除活性氧的超氧化

物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)的 活 性 增 加,
 

且 活 性 氧 的 积 累 会 导 致 丙 二 醛(MDA)含 量 上

升[6,
 

26].
 

MDA被认为是生物对环境压力的反应产物[6].
 

本研究发现,
 

不同质量浓度链霉素培养条件

下的拟柱孢藻 MDA含量显著降低(p<0.05).
 

而暴露在链霉素环境中的四尾栅藻的 MDA含量和

SOD活性显著升高,
 

CAT活性明显下降(p<0.05).
 

SOD可以将超氧自由基转化为过氧化氢,
 

过氧

化氢可以被过氧化氢酶和过氧化物酶分解[27].
 

显然,
 

四尾栅藻的SOD活性增加、
 

CAT活性降低有利

于抵御ROS带来的氧化压力,
 

这与前人的研究一致[28].
 

本研究发现,
 

低质量浓度链霉素处理拟柱孢

藻时,
 

MDA含量显著降低(p<0.05),
 

表明链霉素暴露下没有引起拟柱孢藻膜脂的严重损伤.
 

链霉

素质量浓度提高到5
 

mg/L时,
 

四尾栅藻的 MDA含量表现出显著升高(p<0.05),
 

表明细胞因脂质

过氧化受到的损害越来越严重.
 

主要原因可能是链霉素对原核与真核生物的影响机制不同,
 

链霉素影

响原核生物蛋白质的合成,
 

干扰真核生物叶绿体蛋白质的合成,
 

并导致胁迫后产生大量ROS[29].

3.2 链霉素对光合系统Ⅱ的影响

光合色素吸收的太阳能在通过电子传递链时不断被损耗[30].
 

本研究发现,
 

与对照组相比,
 

拟柱孢藻和

四尾栅藻的ΦP0 和ΦE0 显著减少,
 

ΦD0,
 

DI0/RC,
 

ABS/CS0 和ABS/RC 显著增加.
 

链霉素胁迫对光合系

统Ⅱ的影响主要是维持能量同化和增强能量消耗[15,
 

31-32].
 

拟柱孢藻和四尾栅藻的Ψ0 和TR0/RC 变化规律

有明显差异,
 

这表明四尾栅藻光合系统Ⅱ受体侧的电子传输效率较低,
 

因为捕获能量而被大量耗散[32].
 

因

此,
 

本研究认为,
 

当拟柱孢藻暴露在链霉素环境时,
 

从QA 到QA- 的电子传递是一个潜在的抑制靶点,
 

容易

受到影响.
 

相反,
 

四尾栅藻的抑制靶点在QA- 的下游,
 

受影响较小.
 

有研究表明,
 

不同质量浓度的污染物对

藻类光合系统Ⅱ的影响与藻类QA 到QA- 的电子传递有较大的相关性,
 

也可能与污染物暴露时间对藻类的

发育和光合作用等的间接影响有关[33-35].
通过反应中心的基本能量通量合并到管道模型中的研究发现,

 

ABS/RC 和 DI0/RC 的相关性明

显增强(图3),
 

这是因为拟柱孢藻和四尾栅藻光合系统Ⅱ对光能的接收能力发生了变化[36],
 

本研究

认为,
 

主要原因是不同光合系统Ⅱ中单位反应中心的捕光复合物的数量发生了明显变化,
 

这与前人的

研究一致[37].
 

与拟柱孢藻相比,
 

四尾栅藻的优势在于它可以更好地以热能形式耗散电子传递链中的

能量.
 

随着链霉素对这两个物种作用时间的增加,
 

微藻的光合结构遭到破坏,
 

单位面积上有活性的反

应中心数量减少,
 

光合系统Ⅱ电子传递受阻,
 

抑制光合作用,
 

导致微藻的生长受阻,
 

这与前人的研究

相近[38].
 

主要原因可能是光合系统Ⅱ反应中心结构的改变,
 

导致不参与电子传递的封闭反应中心数

量增加,
 

进而引起光合系统Ⅱ供体侧的电子传递被抑制[13,
 

39].
本研究认为,

 

拟柱孢藻和四尾栅藻都暴露于链霉素环境时,
 

它们的生长受到抑制,
 

抗氧化机制和膜系

统受到损害.
 

与四尾栅藻相比,
 

拟柱孢藻对链霉素更敏感.
 

原核生物和真核生物在光合系统Ⅱ上的生理差

异是引起拟柱孢藻和四尾栅藻对链霉素敏感性差异的主要原因.
 

深层原因是链霉素在光合系统Ⅱ中定位了

不同的靶点,
 

这可用于区分原核生物和真核生物光合作用的异质性.
 

本研究为进一步探讨链霉素等抗生素

压力下自然生态系统中藻类群落的组成提供了理论依据.
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