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摘要:为了探究富有机质水体中光合自养的蓝细菌是否仍然具有代谢优势,
 

实验以蓝细菌集胞藻PCC
 

6803为例,
 

在适宜的温度和光照条件下,
 

于不同质量浓度:
 

0
 

g/L(CK)、
 

0.7
 

g/L(T1)、
 

1.4
 

g/L(T2)、
 

2.1
 

g/L(T3)、
 

2.8
 

g/L
(T4)、

 

3.5
 

g/L(T5)的BG11-葡萄糖营养液中培养8
 

d,
 

每2
 

d测定藻细胞密度等指标,
 

以揭示蓝细菌对不同质量浓

度有机质体系的响应。
 

结果表明:
 

CK组和T1组的藻细胞密度增长最快;
 

T2-T5组的藻细胞密度在第4
 

d后均有

变小趋势,
 

叶绿素a的质量浓度随之减少,
 

较高葡萄糖质量浓度的藻液失绿,
 

而碱性磷酸酶活性增加,
 

pH值在4
 

d
后上升。

 

使用扫描电镜观察细胞,
 

发现T1组、
 

T3组、
 

T5组的藻细胞表面出现褶皱裂纹,
 

细胞形状变得不规则,
 

且

胞间黏附物逐渐增多。
 

转录组的结果显示,
 

集胞藻在T1组的培养下,
 

光合作用通路的基因表达水平总体上调,
 

关

联ATP运输的ABC转运蛋白通路的基因表达水平明显下调,
 

说明质量浓度0.7
 

g/L的BG11-葡萄糖营养液可以增

强蓝细菌的生命活性,
 

但会影响能量运输。
 

T3组有机质体系下集胞藻的光合作用和碳固定等通路的基因表达水平

均总体下调,
 

表明了蓝细菌不适于质量浓度2.1
 

g/L的BG11-葡萄糖的营养环境,
 

甚至难以维持其正常生存。
 

因

此,
 

低质量浓度有机质体系对蓝细菌的生命活性具有促进作用,
 

但在高质量浓度富有机质水体中,
 

蓝细菌集胞藻的

光合作用以及碳固定等细胞和代谢过程被抑制,
 

细胞结构被破坏,
 

使其不具备较强的竞争力,
 

其优势可能被其他混

合营养型的藻类所代替。
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Abstract:
 

To
 

investigate
 

whether
 

photosynthetic
 

autotrophic
 

cyanobacteria
 

maintain
 

a
 

metabolic
 

dominance
 

in
 

organic-rich
 

aquatic
 

systems,
 

an
 

experiment
 

was
 

conducted
 

using
 

Cyanobacterium
 

Synechocystis
 

sp.
 

PCC
 

6803
 

as
 

a
 

model.
 

The
 

strain
 

was
 

cultured
 

in
 

BG11-glucose
 

media
 

with
 

varying
 

glucose
 

concentrations:
 

0
 

g/L(CK),
 

0.7
 

g/L(T1),
 

1.4
 

g/L(T2),
 

2.1
 

g/L(T3),
 

2.8
 

g/L(T4),
 

and
 

3.5
 

g/L(T5),
 

under
 

optimal
 

temperature
 

and
 

light
 

conditions.
 

Algal
 

cell
 

density
 

and
 

other
 

parameters
 

were
 

measured
 

every
 

2
 

days
 

over
 

an
 

8
 

days
 

period
 

to
 

reveal
 

cyanobacterial
 

responses
 

to
 

organic-rich
 

systems.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

CK
 

and
 

T1
 

groups
 

exhibited
 

rapid
 

growth,
 

whereas
 

T2-T5
 

displayed
 

a
 

declining
 

trend
 

in
 

cell
 

density
 

after
 

4
 

days,
 

accompanied
 

by
 

reduced
 

chlorophyll-a
 

content,
 

chlorosis
 

in
 

high-glucose
 

cultures,
 

increased
 

alka-
line

 

phosphatase
 

activity,
 

and
 

elevated
 

pH
 

after
 

4
 

days.
 

Scanning
 

electron
 

microscopy
 

revealed
 

structural
 

damage
 

in
 

treatment
 

group(T1,
 

T3
 

and
 

T5),
 

including
 

surface
 

cracks,
 

irregular
 

cell
 

shapes,
 

and
 

enhanced
 

intercellular
 

adhesion.
 

Transcriptomic
 

analysis
 

showed
 

that
 

expression
 

of
 

photosynthesis-related
 

genes
 

were
 

upregulated
 

and
 

ABC
 

transporter
 

pathway
 

genes
 

(linked
 

to
 

ATP
 

transport)
 

were
 

downregulated
 

in
 

T1,
 

suggesting
 

enhanced
 

life
 

activity
 

but
 

impaired
 

energy
 

transport
 

under
 

0.7
 

g/L
 

glucose.
 

In
 

T3,
 

expres-
sion

 

of
 

genes
 

associated
 

with
 

photosynthesis
 

and
 

carbon
 

fixation
 

were
 

broadly
 

downregulated,
 

reflecting
 

severe
 

metabolic
 

suppression
 

and
 

compromised
 

survival.
 

These
 

findings
 

demonstrate
 

that
 

low
 

organic
 

concentrations
 

enhance
 

the
 

life
 

activity
 

of
 

Cyanobacteria,
 

whereas
 

high
 

organic
 

enrichment
 

inhibits
 

their
 

photosynthesis
 

and
 

carbon
 

fixation,
 

and
 

cellular
 

integrity
 

in
 

Cyanobacterium
 

Synechocystis
 

is
 

destroyed,
 

weakening
 

its
 

competitiveness
 

and
 

potentially
 

allowing
 

mixotrophic
 

algae
 

to
 

dominate
 

in
 

such
 

environments.
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在水华暴发的水体中,
 

除氮、
 

磷营养的积累外,
 

丰富的有机质也在水环境中逐渐富集。
 

作为常用碳

源,
 

葡萄糖几乎可以被所有生物利用。
 

在水华暴发期间,
 

藻源有机质(Algal
 

organic
 

matter,
 

AOM)因大

量浮游藻类在其生命周期内代谢渗出或细胞自溶裂解而产生,
 

大量存在于水体中,
 

使得水体溶解性有机

质含量升高[1-2],
 

其中胞内有机质(Intracellular
 

dissolved
 

organic
 

matter,
 

I-DOM)和胞外有机质(Extracel-

lular
 

dissolved
 

organic
 

matter,
 

E-DOM)中80%~90%的组分是葡萄糖等碳水化合物[3-4]。
 

文献[5]测定了

韩国南部沿海的溶解性有机营养,
 

发现甲藻水华暴发后其含量升高了38.38%。
 

此外,
 

文献[6]调查了

2018年中国巢湖藻华前后的水溶性有机质质量比,
 

发现该片水域沉积物的水溶性有机质质量比因藻类

的大量繁殖而得到显著提高,
 

峰值由233.59
 

mg/kg上升到306.64
 

mg/kg,
 

增长了31.27%。
 

文献[7]的
研究表明,

 

藻类衰亡初期会释放大量有机质,
 

溶氧量急剧下降。
 

因此,
 

在水华暴发期间,
 

藻类将长期处

于有机质富裕的水环境中。

蓝细菌水华是全球面临的最主要的淡水生态问题[8]。
 

作为一种光合自养微生物,
 

蓝细菌通过光合作用获

得细胞所需的碳水化合物[9]。
 

作为水生环境中内源溶解性有机质的重要贡献者[10-11],
 

部分蓝细菌也能利用环

境现成有机质进行代谢产能。
 

例如,
 

微藻(Microalgae)在黑暗条件下可以利用现成的有机质积累生物量[12-13]。
 

蓝细菌水华暴发期间,
 

总有机碳(Total
 

organic
 

carbon,
 

TOC)的大幅度增加会导致藻类消耗更多的O2,
 

从而为

水中磷酸盐的有效释放提供厌氧环境[14],
 

磷营养盐的增加会更有利于藻类的生长[15]。
 

但目前,
 

随着富营养水

体有机质含量的提高,
 

蓝细菌细胞微形态及代谢转录水平的变化尚不明晰,
 

蓝细菌对有机质富裕水环境的响

应机制也鲜有研究报道,
 

这影响了当前对广泛存在的富营养化水体生态环境的理解和预测。
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位于内蒙古高原中西部干旱半干旱区的湖泊岱海,
 

近年来湖泊水位逐年下降,
 

水面积不断减少,
 

其富

营养化程度正在日益加剧,
 

上覆水中溶解性有机碳的浓度达到了7.1×103
 

μmol/L
[16-17](相当于质量浓度

1.3
 

g/L的葡萄糖溶液)。
 

据此,
 

本试验采用BG11-葡萄糖营养液模拟富营养化水体水质[18],
 

相应设定6个

葡萄糖质量浓度梯度组,
 

对蓝细菌集胞藻PCC
 

6803的生长代谢以及转录组学水平展开研究,
 

目的在于探

究富有机质水体对蓝细菌生长适应机制的实际影响,
 

揭示蓝细菌在实际环境中的响应规律,
 

同时进一步分

析浮游植物群落演替的驱动因子。

1 材料与方法

1.1 藻种、
 

试剂与仪器

本试验用到的集胞藻PCC
 

6803是一种单细胞蓝细菌,
 

曾在古巴东部的水库和夏季营养过剩的湖泊等

区域参与过淡水水华[19-22],
 

能进行放氧型光合作用,
 

具有天然的DNA转化系统,
 

全基因组序列测定于

1996年完成,
 

能够广泛用于光合作用和蓝细菌生物学研究[23]。
 

藻种由西南大学资源环境学院生物质能源

转化实验室提供,
 

藻种的转移均在无菌条件下进行。
 

藻种基础培养基选用BG11[24]。
 

配制溶液所用药品均

为分析纯试剂。

仪器设备:
 

KRQ-300P型人工气候箱、
 

LDZX-40I型 ALP高压蒸汽灭菌器、
 

A75-H20型循环水真空

泵、
 

TU-1901型双光束紫外可见分光光度计(普析)、
 

DR-8D型三孔电热恒温水槽、
 

F310型浮游生物计数

仪、
 

DHG-9240A型电热恒温鼓风干燥箱、
 

pHS-3C数显酸度计、
 

JJ-CJ型超净工作台、
 

扫描电镜17A00403
(荷兰,

 

Phenom
 

World)。

1.2 集胞藻PCC
 

6803的培养

PCC
 

6803的60
 

mL液体培养液BG11其组分如表1所示。
 

接种前的培养基均经过121
 

℃、
 

0.1
 

MPa高

压灭菌30
 

min。

将培养至对数生长期的PCC
 

6803作为待接藻种,
 

接种量为1%(V/V)。
 

培养条件为(30±1)
 

℃,
 

光照

强度为2
 

000
 

lx,
 

光暗周期设定12
 

hL-12
 

hD,
 

每天早、
 

中、
 

晚定时摇瓶各1次。

以BG11作为基础培养基,
 

并添加葡萄糖作为有机碳源。
 

设置6个葡萄糖质量浓度梯度的处理组,
 

分

别为:
 

0
 

g/L(CK)、
 

0.7
 

g/L(T1)、
 

1.4
 

g/L(T2)、
 

2.1
 

g/L(T3)、
 

2.8
 

g/L(T4)和3.5
 

g/L(T5),
 

每个处理

组设置3次重复。
 

从第0
 

d开始,
 

每隔2
 

d测定一次相关指标,
 

包括藻细胞密度等,
 

培养结束时分别收集样

品进行细胞形态和转录组分析。
表1 培养液BG11的组分

编号

BG11(蓝绿藻培养基)

组分
用量/

(mL·L-1)

母液质量浓度/

(g·L-1)

A5(微量金属溶液)

组分
母液质量浓度/

(g·L-1)

1 NaNO3 10 150.00 H3BO3 2.86

2 K2HPO4 10 4.00 MnCl2·4H2O 1.86

3 MgSO4·7H2O 10 7.50 ZnSO4·7H2O 0.22

4 CaCl2·2H2O 10 3.60 Na2MoO4·2H2O 0.39

5 柠檬酸 10 0.60 CuSO4·5H2O 0.08

6 柠檬酸铁氨 10 0.60 Co(NO3)2·6H2O 0.05

7 EDTANa2 10 0.10

8 Na2CO3 10 2.00

9 A5 1

  注:
 

用1
 

mol/L的NaOH或 HCl调节溶液pH值至7.10。
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1.3 藻细胞密度的测定

从第0
 

d开始,
 

每隔2
 

d进行测定。
 

测定前将培养液摇匀,
 

取0.2
 

mL定时培养的藻液以适当比例稀释

后,
 

用血球计数板进行显微计数。
 

根据公式(1)计算藻细胞密度(个/L):

D=
N ×M ×W ×Vd

R×De ×Vc
×n (1)

式中:
 

D 代表藻细胞密度(个/L);
 

N 代表实际显微计数的总数(个);
 

M 代表物镜倍数;
 

W 代表浮游计数框

宽度(cm);
 

Vd 代表稀释体积(mL);
 

R 代表实际计数的行数;
 

De 代表目镜直径(cm);
 

Vc 代表计数时吸取

的体积(mL);
 

n 代表稀释倍数。

1.4 培养液pH值的测定

采用pHS-3C数显酸度计直接测定培养液的pH值。

1.5 叶绿素a的测定

采用热乙醇 比色法[25]测定叶绿素a的质量浓度。
 

取测定藻细胞密度之后的剩余藻液,
 

通过微孔滤膜

(水系,
 

孔径0.45
 

μm)真空过滤,
 

将过滤完成的滤膜装入10
 

mL离心管中用热乙醇法提取色素,
 

于4
 

℃冰

箱中避光6
 

h后,
 

以3
 

500
 

r/min离心10
 

min,
 

取上清液,
 

适当稀释后测定,
 

按公式(2)计算提取液中叶绿

素a的质量浓度(mg/L)[26]:

C1=13.95A665-6.88A649 (2)

式中:
 

C1 代表叶绿素a的质量浓度(mg/L);
 

A665、
 

A649 分别为藻在波长665
 

nm、
 

649
 

nm的吸光度。

1.6 碱性磷酸酶(Alkaline
 

phosphatase,
 

AKP)活性的测定

浮游植物在水体中分泌碱性磷酸酶克服可利用磷的限制[27],
 

同时碱性磷酸酶活性的增强表明藻类

逐渐受到磷的胁迫作用[28]。
 

本研究选用碱性磷酸酶活性指标来反映外界环境变化对蓝细菌集胞藻的影

响。
 

测定方法选用对硝基苯酚磷酸二钠(PNP-P)比色法,
 

以对硝基苯酚的生成量表征酶的活性,
 

计算公

式如下[29]:

a=
C2

t×V
(3)

式中:
 

a 代表碱性磷酸酶的活性[μmol(h·mL)
-1];

 

C2 代表生成的对硝基苯酚的量(μmol);
 

t代表反应时

间(h);
 

V 代表吸取反应溶液的体积(mL)。

1.7 藻细胞形态

使用扫描电镜
 

17A00403(荷兰,
 

Phenom
 

World)
 

观察藻细胞的显微结构。
 

预先使用实验室光学显微镜

观察不同葡萄糖质量浓度下的藻细胞状态差异,
 

再结合藻液颜色,
 

以及考虑试验成本,
 

选择葡萄糖质量浓

度组CK、
 

T1、
 

T3和T5进行扫描电镜观察。

1.8 转录组测序

1.8.1 转录组实验样品采集

选取9份代表性样品(CK_1、
 

CK_2、
 

CK_3、
 

T1_1、
 

T1_2、
 

T1_3、
 

T3_1、
 

T3_2、
 

T3_3,
 

尾数1、
 

2、
 

3分

别表示同一处理的3个重复)分别低速离心10
 

min(4
 

℃,
 

3
 

500
 

r/min),
 

离心结束后去上清,
 

取沉淀,
 

即

PCC
 

6803细胞聚集物。
 

将9份聚集物样本分别用无RNA酶去离子水清洗3遍后收集至冻存管,
 

随后立即

浸入液氮速冻,
 

送至上海美吉生物医药科技有限公司进行转录组高通量测序工作,
 

测序结果通过美吉生物

云流程分析平台(https:
 

//analysis.majorbio.com/)进行分析。
 

收样过程中所使用的器材全部提前进行去

RNA酶处理。
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1.8.2 mRNA的提取及转录组高通量测序

提取 mRNA 前,
 

首 先 检 验 藻 液 纯 度,
 

比 对 参 考 基 因 组 特 定 序 列(GCA_018845095.1;
 

GCF_

018845095.1),
 

菌鉴报告显示CK、
 

T1、
 

T3组3个重复的比对结果均为Synechocystis
 

sp.
 

YACCYB藻种,
 

满足上机的纯度要求。
 

藻液纯度达标的样品被随即用 mRNA富集法处理,
 

用打断缓冲液把获得的 mRNA
片段化,

 

在逆转录酶的作用下,
 

利用随机引物,
 

以mRNA为模板反转录合成一链cDNA,
 

结合二链cDNA
形成双链DNA,

 

双链DNA经过尿嘧啶-N-糖基化酶(UNG酶)消化第二链,
 

处理过后进行PCR扩增,
 

热变

性成单链直至得到单链环状DNA文库,
 

将检测合格的文库进行Illumina测序。

1.8.3 RNA-seq分析

原始测序数据首先通过SeqPrep
 

2011和Sickle
 

1.33软件去除接头及低质量的序列,
 

之后利用RSeQC
 

2.3.6
将获得的干净读取数据比对到集胞藻PCC

 

6803参考基因组,
 

使用Bowtie
 

2将干净数据比对到基因组序列

上,
 

然后使用RSEM计算各个样品的基因表达水平。
 

通过DESeq2软件进行样品组间差异表达分析,
 

将满

足阈值|log2FC|≥1且p.adjust<0.05的基因定义为差异表达基因(Differential
 

expressed
 

genes,
 

DEGs),
 

式中:
 

FC 为基因表达水平的差异倍数,
 

并对差异表达基因进行基因本体(Gene
 

Ontology,
 

GO)富集分析和

京都基因与基因组百科全书(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,
 

KEGG)富集分析。

1.9 数据处理

采用Origin
 

2021对藻类的各项生理指标作图,
 

所有数据运用SPSS
 

27.0软件进行方差分析。
 

通过单

因素方差分析,
 

并在p=0.05显著性水平上使用最小显著性差异检验来区分平均值之间的差异。

2 结果与分析

2.1 不同葡萄糖质量浓度对集胞藻PCC
 

6803生长的影响

2.1.1 藻细胞密度

CK处理组PCC
 

6803的细胞生长速度明显优于其他处理组下的生长速率(图1)。
 

CK组的藻细胞密度

增长最快,
 

由初始值0.30×106
 

个/L上升到8
 

d的9.24×106 个/L,
 

增长了约29倍;
 

其次密度增长较快的

是T1组,
 

从初始值0.38×106 个/L到8
 

d的1.54×106 个/L,
 

增长了约3倍。
 

相比之下,
 

T2-T5组的藻

细胞生长速度平缓,
 

在密度范围0~2.0×106 个/L内上下波动,
 

其中,
 

最高峰出现在T2组的4
 

d,
 

达到了

1.12×106 个/L,
 

较培养起始(0
 

d)增长了约1.5倍。
 

由此可知,
 

PCC
 

6803的增殖生长明显受到外源葡萄糖

的影响,
 

并且当葡萄糖质量浓度超过1.4
 

g/L后,
 

细胞数量生长速度明显变慢。

图1 不同葡萄糖质量浓度处理组PCC
 

6803的藻细胞密度
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2.1.2 叶绿素a

有、
 

无葡萄糖的处理使得叶绿素a的质量浓度变化呈现相反的趋势(图2)。
 

CK组经过6
 

d培养,
 

叶

绿素a的质量浓度大幅度增长;
 

而其他组的集胞藻叶绿素a的合成减弱,
 

培养后期叶绿素a的质量浓度

一直处于较低的水平,
 

第6
 

d几乎检测不到叶绿素a的质量浓度,
 

藻液失绿。

图2 不同葡萄糖质量浓度处理下PCC
 

6803培养液的叶绿素a的质量浓度

图3 不同葡萄糖质量浓度处理下PCC
 

6803培养液的pH值

2.2 碳源葡萄糖对集胞藻PCC
 

6803的代谢影响

2.2.1 培养液的pH值

CK组的pH值在0~6
 

d持续增长,
 

且均大于

8.00,
 

最大值达到了10.02;
 

其他组的pH值均在

0~2
 

d逐步下降,
 

后又逐渐上升,
 

取值范围为

6.04~8.30(图3)。

2.2.2 碱性磷酸酶的活性

碱性磷酸酶的活性总体表现为添加葡萄糖的

处理组高于CK组(图4),
 

并且不同处理组间的

差异有统计学意义。
 

在BG11-葡萄糖培养基中,
 

随着培养时间的增加,
 

处理组碱性磷酸酶的活性

显著增强(p<0.05),
 

8
 

d碱性磷酸酶活性由大到

小的处理组依次为:
 

T3、
 

T4、
 

T5、
 

T1、
 

T2,
 

其数值从大到小分别为CK组的9.19、
 

8.35、
 

7.43、
 

4.72及

2.50倍。

2.3 碳源葡萄糖对集胞藻PCC
 

6803细胞形态的影响

图5为不同葡萄糖质量浓度下(CK组、
 

T1组、
 

T3组、
 

T5组)集胞藻PCC
 

6803放大30
 

000倍的扫描

电镜图。
 

从细胞大小上看,
 

CK组、
 

T1组和T3组的细胞大小无明显差别,
 

T5组发生变形的细胞缩小,
 

未

变形的细胞均大于其他组别;
 

从细胞形状上看,
 

CK组的藻细胞呈现圆形、
 

光滑及完整的细胞形态,
 

细胞间

无明显的丝状胞外多糖(Exopoly
 

Saccharides,
 

EPS),
 

而在葡萄糖处理下,
 

藻细胞形态开始变得不规则,
 

T1

组和T5组的藻细胞显示变形并有凹陷,
 

T3组的细胞表面出现褶皱裂纹,
 

并且胞外多糖显示增多。
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不同小写字母表示处理组集胞藻间的差异显著性(p<0.05)。

图4 不同葡萄糖质量浓度处理下PCC
 

6803的碱性磷酸酶活性

图5 不同葡萄糖质量浓度处理下PCC
 

6803的扫描电镜图(30
 

000×)

2.4 转录组学分析

2.4.1 表达水平差异分析

为了获得集胞藻PCC
 

6803于不同葡萄糖质量浓度培养组的差异表达基因,
 

分别对CK组、
 

T1组和T3
组的蓝细菌基因进行了转录组学测序。

 

对不同处理组的差异表达基因进行统计,
 

发现T1组包含97个上调
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DEGs、
 

45个下调DEGs;
 

T3组有158个上调DEGs、
 

167个下调DEGs。

针对2个对比组,
 

进行表达水平的差异倍数(Fold
 

Change,
 

FC)分析,
 

并制作火山图(图6)。
 

图中,
 

蓝

色和红色点分别代表表达水平显著下调和上调的差异表达基因,
 

而灰色点表示无显著变化的差异表达基

因。
 

T1-CK和T3-CK对比组的log2FC 值范围分别为-4.19~6.54和-9.11~7.20。
 

对两个对比组进行

差异表达基因水平分析,
 

可以发现,
 

T3组上调和下调的差异表达基因水平分别较T1组增加了62.89%和

271.11%,
 

并且部分差异基因显著性更强。

图6 T1组和T3组PCC
 

6803的差异表达基因火山图分析

2.4.2 GO富集分析

如图7所示,
 

在葡萄糖 蓝细菌共培养8
 

d后,
 

对2个对比组的差异基因进行GO富集分析,
 

呈现出

了T1和T3处理组中丰度前18条和20条通路。
 

T1-CK对比组涵盖了10个分子生物学功能项、
 

6个生

物学过程项、
 

2个细胞学组分项;
 

T3-CK对比组涵盖11个分子生物学功能项、
 

7个生物学过程项、
 

2个

细胞学组分项。

图7 T1组和T3组PCC
 

6803差异表达基因的GO富集分析

T1组集胞藻PCC
 

6803的分子生物学功能呈现出显著的差异表达,
 

其中涉及结合活性的差异表达基因

有36个,
 

涉及催化活性的差异表达基因有29个;
 

在生物学过程中,
 

关键的差异表达基因集中在细胞过程

(34个基因)和代谢过程(27个基因);
 

从细胞学组分方面看,
 

差异表达基因处在细胞解剖实体(31个基因)

以及蛋白质复合物(9个基因)内。
 

与此同时,
 

T3组在分子生物学功能、
 

细胞学组分和生物学过程方面均与

8 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第47卷



T1组呈现一致的趋势。
 

差异表达基因在生物学过程中的细胞过程(119个基因)和代谢过程(105个基因)占

比最多;
 

其次,
 

在分子生物学功能方面,
 

差异表达基因主要分布在催化活性(112个基因)和结合活性(96个

基因);
 

细胞学组分结果显示,
 

细胞解剖实体(129个基因)以及蛋白质复合物(33个基因)为差异表达基因

所处的主要部位。

上述结果表明,
 

在对葡萄糖 蓝细菌培养体系的响应中,
 

集胞藻细胞通过调控涉及结合和催化活性功

能的差异基因表达,
 

协同调节着细胞有机体和蛋白质复合物内的基因表达功能以及蛋白质结构,
 

进而影响

自身细胞的正常生长和代谢进程。

2.4.3 KEGG富集分析

KEGG数据库致力于为生物学研究提供基因、
 

蛋白质和代谢通路等综合信息,
 

有助于理解基因与生物

生命活动过程之间的关系。
 

对CK组、
 

T1组、
 

T3组培养8
 

d体系的转录组进行KEGG富集分析,
 

结果如

图8所示。
 

图8a、
 

b分别展示了T1和T3组别中的蓝细菌前13条和20条通路。
 

这些通路涵盖了生物系统、
 

环境信息处理、
 

遗传信息处理、
 

细胞过程和新陈代谢等关键生物学信息。
 

T1组蓝细菌的差异表达基因主要

被注释到新陈代谢中的能量代谢(11个基因)、
 

辅因子和维生素代谢(5个基因)、
 

碳水化合物代谢(2个基

因),
 

以及环境信息处理中的膜转运(6个基因)和信号传导(2个基因)。
 

T3组蓝细菌的差异表达基因主要

被注释到新陈代谢中的能量代谢(46个基因)、
 

辅因子和维生素代谢(19个基因)、
 

碳水化合物代谢(16个基

因),
 

以及环境信息处理中的膜转运(20个基因)和信号传导(10个基因)。
 

这些注释结果为深入分析低 高

质量浓度葡萄糖培养体系中蓝细菌的生长代谢情况提供了有效信息,
 

揭示了在不同质量浓度葡萄糖培养的

影响下,
 

蓝细菌可能通过调控特定的基因或代谢通路以适应生存环境中的可变因素,
 

进而改变自身的生物

学功能及生长代谢过程。

图8c、
 

d为KEGG通路富集气泡图,
 

展示了T1、
 

T3组与CK组中蓝细菌的差异表达通路。
 

结果显示,
 

T1组蓝细菌前2个显著差异的代谢通路富集到了光合作用和依赖ATP的ABC转运蛋白,
 

说明碳源葡萄

糖的存在影响了蓝细菌的光合作用以及体内的能量运输,
 

光合作用通路总体表现为上调,
 

但依赖ATP的

ABC转运蛋白的基因表达水平总体表现下调(表2),
 

或成为抑制该培养体系对蓝细菌叶绿体内光合色素形

成的原因之一。
 

T3组蓝细菌有7个差异显著的代谢通路,
 

显著性从强到弱依次是:
 

氮代谢、
 

光合作用、
 

依

赖ATP的ABC转运蛋白、
 

氧化磷酸化、
 

光合生物碳固定、
 

卟啉代谢、
 

乙醛酸和二羧酸代谢。
 

综上所述,
 

这

些通路均提示集胞藻PCC
 

6803在高质量浓度葡萄糖的环境下其光合作用、
 

氧化磷酸化以及碳固定等生命

过程的正常进行会被抑制,
 

导致对原本葡萄糖的吸收和利用减少,
 

对生存构成了严重的威胁。

表2 部分通路上调及下调基因数量(p<0.05) 个 

组别 通路 上调基因数 下调基因数

T1-CK对比组 光合作用 5 1

ABC转运蛋白 1 4

T3-CK对比组 氮代谢 8 1

光合作用 3 15

ABC转运蛋白 7 12

氧化磷酸化 4 9

光合生物碳固定 1 5

卟啉代谢 5 5

乙醛酸和二羧酸代谢 3 3
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图8 T1组和T3组PCC
 

6803的KEGG富集分析

3 讨论与结论

3.1 讨论

3.1.1 富有机质水体优势藻的演替

现如今我国众多河流湖泊面临富营养化的生态问题,
 

了解蓝细菌在水华期间的持续变化情况,
 

对预警

与治理蓝细菌水华具有重要的意义[30]。
 

浮游植物优势种/属的演替主要受外界环境条件和物种间相互作用

的影响[31]。
 

文献[32]对巢湖浮游植物群落动态变化的研究中提到,
 

夏季的卷曲长孢藻(Dolichospermum
 

circinale)以异形胞固氮方式成为优势蓝细菌,
 

但近年来由于该湖泊氮、
 

磷含量的升高导致非固氮微囊藻

的比例开始增长。
 

文献[33]也指出,
 

在洱海稳态转换后,
 

阳光取代水体氮营养成为推动藻类演替的关键

因素,
 

完成了由蓝细菌、
 

芽孢杆菌门和隐藻门到蓝细菌、
 

绿藻门和芽孢杆菌门的演替变化。
 

同样地,
 

2012-2022年,
 

吉林省西北部的淡水湖———查干湖浮游植物优势种从硅藻转变为蓝细菌,
 

强调了在浑

浊水体中,
 

高NH4+-N和NO3--N含量的比值有利于蓝细菌生长,
 

抑制硅藻生存[34]。
 

由于湖泊干化、
 

盐

化,
 

以及水体营养盐含量的增加,
 

岱海优势藻由硅藻和绿藻转变为蓝藻[35-38]。

我国长江三峡库区一级支流澎溪河常年暴发蓝细菌水华,
 

最严重的时期为每年4-5月[39]。
 

截至

2022年4月中旬,
 

蓝藻门生物量占浮游植物总生物量的39%,
 

而在水华季后期对表层浮游植物的研究
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中发现,
 

优势藻种逐渐由光合自养的蓝藻门长孢藻演替为混合营养型甲藻门飞燕角甲藻(Ceratium
 

hi-

rundinella),
 

并且二者的生物量的负相关性有统计学意义;
 

直至2022年5月底,
 

飞燕角甲藻的生物量占

浮游植物总生物量的96%以上[40]。
 

除角甲藻体型大且能垂向获取营养的竞争因素外,
 

富营养化水体中

溶解性有机质的累积也成为威胁蓝细菌生长以及削弱其竞争营养能力的重要因素。
 

除此之外,
 

三峡库区

的大宁河[41-42]、
 

香溪河[41,43]
 

等一级支流均有甲藻门占优的报道[44]。
 

已知甲藻可以通过鞭毛运动越过温

跃层,
 

主动进行垂直运动,
 

以获得下部水体营养,
 

从而获得竞争优势,
 

而蓝细菌因其伪空胞浮力调节结

构难以突破温跃层,
 

只能浮在水面,
 

所以在较深的水体中甲藻易繁殖与规模扩张,
 

而在浅水湖泊中通常

是蓝藻门之间的藻类相互演替。

在太湖北部的冬春季节,
 

蓝藻门生物量占比接近于0,
 

而隐藻的生物量占比范围为30%~70%;
 

到夏

季蓝藻水华频发,
 

其生物量占比范围为60%~87%,
 

而隐藻生物量占比低于10%[45]。
 

依本试验结果可知,
 

随着富营养化程度的加剧,
 

伴随着水体溶解性有机质的不断富集,
 

蓝细菌会逐渐失去生长优势,
 

与此同时,
 

兼养型与异养型微生物的滋生不断消耗水体氧气导致水体缺氧,
 

进而加剧富营养化水体恶化,
 

对此必须加

以干涉与治理。
 

本研究通过监测蓝细菌的动态变化,
 

帮助理解水华生消过程中的驱动因子,
 

进而为完善重

要水体水华的预警工作提供理论资料。

3.1.2 蓝细菌对有机质的敏感性以及外源葡萄糖对集胞藻生长的影响

在模拟的封闭试验环境中,
 

铜绿微囊藻(Microcystis
 

aeruginosa)会受到由自身产生的溶解性有机质的

逐渐积累所带来的毒害作用而被抑制生长,
 

甚至导致死亡,
 

而异养细菌施氏假单胞菌的存在可以缓解这种

毒性,
 

使得两者实现互利共生[46]。
 

卷曲鱼腥藻(Anabaena
 

circinalis)在有机碳源为乙酸钠或葡萄糖时表现

出良好的生长特性,
 

但有研究指出鱼腥藻因缺少转体而难以利用葡萄糖[47-48]。
 

本试验选用蓝细菌集胞藻

PCC
 

6803作为研究对象,
 

其产生的蓝细菌水华广泛分布在高校景观水体[49]、
 

富营养水库[50]以及贵州的红

枫湖[51]等,
 

作为实验藻种具有易获得的优势。
 

作为一种单细胞蓝细菌,
 

集胞藻的生命周期短,
 

易培养,
 

并

且不产生毒素[52]。

蓝细菌细胞对于利用何种有机碳源以及利用程度具有偏爱性。
 

培养试验结果显示,
 

蓝细菌在CK组

比在其他组的生长状况好,
 

这说明了蓝细菌在高浓度富有机质环境中不适应。
 

同时,
 

该结论也得到了转

录组结果的支持。
 

在葡萄糖质量浓度高达2.1
 

g/L的营养环境里,
 

PCC
 

6803的光合作用、
 

氧化磷酸化以

及光合生物碳固定通路的差异表达基因表达水平均总体下调,
 

而与氮代谢相关的基因的表达水平均上

调,
 

即蓝细菌通过加强氮元素代谢消耗胞内多余能量以减轻光抑制造成的伤害[53],
 

与集胞藻PCC
 

6803
在镉(Cd)胁迫中响应的转录组学结果一致[54];

 

而在较低葡萄糖质量浓度(0.7
 

g/L)处理下,
 

光合作用通

路的基因表达水平上调,
 

依赖ATP的ABC转运蛋白的基因表达水平总体表现下调。
 

因此,
 

低质量浓度

有机质可在一定程度上增强蓝细菌的生命活性,
 

但在高质量浓度富有机质水体中,
 

蓝细菌集胞藻的光合

作用以及碳固定等细胞和代谢过程被抑制,
 

同时细胞结构被破坏,
 

生物量占比下降,
 

使其不具备较强的

竞争力,
 

其优势可能被其他混合营养型的藻类所代替。

蓝细菌虽无叶绿体,
 

但因其类囊体内含叶绿素、
 

叶黄素和藻蓝素等光合色素,
 

从而能够进行光合作

用[55,9]。
 

叶绿素a作为光合作用的重要色素之一,
 

与蓝细菌的光合效率密切相关,
 

也间接影响着蓝细菌的

生长。
 

本试验结果显示,
 

在有外源葡萄糖的参与下,
 

营养液中叶绿素a的含量明显减少,
 

这与文献[56]的

研究结果相符,
 

即兼养条件下微藻的细胞色素含量普遍降低。
 

同时,
 

研究过程中观察到随着葡萄糖质量浓

度的增加,
 

藻细胞密度呈现小幅波动现象,
 

相较于文献[57]的葡萄糖质量浓度(0.9
 

g/L),
 

本试验葡萄糖质

量浓度高出很多,
 

最终试验结果形成鲜明对比。
 

也有学者认为,
 

有些微藻体内可能缺少相应的酶,
 

导致其

不具备吸收利用胞外有机质的机能,
 

从而造成藻细胞无法大量繁殖[58],
 

该理论是否可以作为影响本试验结
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果的因素还有待对代谢学做进一步的研究。
 

同时,
 

由前人的试验结果发现,
 

在葡萄糖耗尽以后,
 

初始质量

浓度低的葡萄糖培养液的集胞藻仍能缓慢生长,
 

而初始质量浓度高的葡萄糖培养液中集胞藻的生长速度下

降[59]。
 

扫描电镜的图像显示,
 

葡萄糖处理组下的藻细胞均出现凹陷、
 

褶皱等异常生长形态,
 

细胞周围充满

胞外多糖,
 

依据文献[60]的研究,
 

推测胞外附着物的存在为营养基质提供了一个从培养基到细胞的有益的

向内扩散浓度梯度。

碳源葡萄糖影响着蓝细菌细胞的生化反应以及水体理化性质。
 

在有机质丰富的水体中,
 

藻类光合作

用影响CO2 缓冲体系[61],
 

从而改变水体pH值,
 

反过来pH值的波动也会影响藻类对有机碳的利用效

率。
 

添加葡萄糖后,
 

微藻在兼养条件下呼吸速率均高于光合自养与异养培养[56,
 

62-63],
 

O2 被消耗以及

CO2 的不断积累是PCC
 

6803生长液pH值呈现下降趋势的主要原因。
 

水体pH值与水体里有机质的分

解、
 

微生物的活动和水生生物的代谢等密切相关[64-66]。
 

同时,
 

微藻的生长由氮、
 

磷营养因子共同限

制[67]。
 

在水体环境中,
 

藻类还可以分泌碱性磷酸酶吸收水体中的有机磷[68-69]。
 

碱性磷酸酶活性的表达与

蓝细菌生长密切相关,
 

文献[68]的研究表明,
 

碱性磷酸酶编码基因可以被细胞外正磷酸盐抑制,
 

这将导

致碱性磷酸酶活性与藻类生长呈负相关。
 

碳源影响着碱性磷酸酶活性,
 

以葡萄糖为碳源时,
 

分解有机质

的微生物的酶活性更强[70];
 

同时,
 

在本试验的转录组结果中,
 

两个组别中参与磷酸根离子跨膜转运相关

的差异表达基因表达水平均显著下调(p<0.05),
 

表明细胞吸收无机磷的过程受到抑制,
 

从而诱导藻细

胞加速分泌碱性磷酸酶,
 

以此克服磷的限制作用。

3.2 结论

本研究以BG11-葡萄糖作为溶解性有机碳源,
 

对蓝细菌集胞藻PCC
 

6803的生长状况及生物学过程

进行了研究,
 

发现低质量浓度有机质水体可在一定程度上增强蓝细菌的生命活性,
 

但在高质量浓度富有

机质水体中,
 

蓝细菌的光合作用以及碳固定等细胞和代谢过程被抑制,
 

并且通过加强氮代谢消耗胞内多

余能量以减轻光抑制造成的伤害,
 

叶绿素a的合成受阻,
 

进而影响其正常生长繁殖,
 

甚至对细胞表面结

构具有破坏作用。
 

蓝细菌集胞藻所受到的高质量浓度有机质胁迫使其不具备较强的竞争力,
 

其生长优势

可能被其他混合营养型的藻类所代替。
 

本研究结果同时也可以为蓝藻水华的治理和水华优势藻演替的

研究提供科学资料。
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