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封面图说: 水杉农田防护林中的小麦熟了———水杉曾广泛分布于北半球,第四纪冰期以后,水杉属的其他种类全部灭绝,水杉
却在中国川、鄂、湘边境地带得以幸存,成为旷世奇珍,野生的水杉是国家一级保护植物。 由于水杉耐水,适应力强,
生长极为迅速,其树干通直挺拔,高大秀颀,树冠呈圆锥形,姿态优美,自发现后被人们在中国南方广泛种植,不仅成
为了湖边、道路两旁的绿化观赏植物,更成为了农田防护林的重要树种。 此图中整齐划一的水杉防护林像忠实的哨
兵一样,为苏北农村即将成熟的麦田站岗。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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锌胁迫对小球藻抗氧化酶和类金属硫蛋白的影响

杨摇 洪,黄志勇*

(集美大学生物工程学院,厦门摇 361021)

摘要:通过对抗氧化酶活性和类金属硫蛋白的测定,考察在 0、5、10、20、50 和 100 滋mol / L Zn2+(氯化锌)胁迫下锌对普通海洋小

球藻的生物学影响。 结果表明:不同浓度 Zn2+均能抑制小球藻的生长,当 Zn2+浓度大于 10 滋mol / L 时,小球藻生物量随培养时

间延长而迅速下降;过氧化物歧化酶 (SOD)活性随 Zn2+胁迫浓度的增加而增加,当 Zn2+浓度为 50 滋mol / L 时 SOD 活性达到最

大,但继续增加 Zn2+胁迫浓度反而导致 SOD 活性下降;而过氧化物酶 (POD)活性则随着 Zn2+胁迫浓度的增加而降低。 同时,实
验发现藻细胞内有两种主要的锌结合形态,其中 Zn 结合类金属硫蛋白(Zn鄄MT鄄like)与兔肝金属硫蛋白(MT)的分子量相近,且
随着 Zn2+胁迫浓度的增加而出现规律性地增多。 因此,藻细胞内 Zn鄄MT鄄like 蛋白的诱导量可作为小球藻受 Zn2+胁迫的响应

指标。
关键词:小球藻;锌;类金属硫蛋白;过氧化物酶;超氧化物歧化酶

Activities of antioxidant enzymes and Zn鄄MT鄄like proteins induced in Chlorella
vulgaris exposed to Zn2+

YANG Hong, HUANG Zhiyong*

College of Bioengineering, Jimei University, Xiamen 361021, China

Abstract: Chlorella vulgaris (C. vulgaris), a fast鄄growing unicellular micro鄄alga, is commonly used as a supplement of
food for human and animal consumption. As C. vulgaris readily absorbs metals, this micro鄄algae has also been employed as
an important indicator for monitoring the pollution and toxicity of metals in aquatic environments. Due to both natural
geological sources as well as anthropogenic sources, the escalating contamination of aquatic environments by metals such as
zinc (Zn) is becoming of increasing concern. A limited concentration of Zn is essential for growth of C. vulgaris, but limited
knowledge exists concerning toxic impacts of Zn on the alga. The present study investigated various biochemical variables
including biomass, the activities of antioxidant enzymes including superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POD),
the intracellular Zn assimilated, and the inducement of Zn鄄MT鄄like proteins in C. vulgaris when the alga was exposed to
various Zn2+ concentrations. Results showed that the growth of C. vulgaris was inhibited by exposure to Zn2+ at concentrations
ranging from 5—100 滋mol l / L. The algal biomass rapidly decreased with increased Zn2+ exposure concentration. Algal
biomass also decreased with increased exposure time to concentrations of Zn2+ > 10 滋mol / L. The results indicated that the
growth of the alga was significantly inhibited by exposure to Zn2+,especially at higher exposure concentrations. The activities
of SOD increased with the increase of Zn2+ exposure concentrations within the ranges of 0—50 滋mol / L, but slight decreases
in SOD activity occurred with exposure concentrations of Zn2+> 50 滋mol / L. The highest activity of SOD was evident when
the alga was exposed to 50 滋mol / L of Zn2+, in which the value of SOD activity was two times more than that of the control
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group. However, the activities of POD within the alga significantly decreased (P < 0. 05) with the increase of Zn2+ exposure
concentrations. For example, the activity of POD was 7. 4 times less than that of the control group when C. vulgaris was
exposed to 10 滋mol / L of Zn2+ . The results also showed that C. vulgaris has a strong ability to assimilate waterborne Zn2+ . For
example, the concentrations of intracellular Zn were about 17 and 34 times more than that of the control group when the alga
were exposed to 5 滋mol / L and 10 滋mol / L of Zn2+, respectively. However, the concentrations of intracellular Zn did not
increase when the exposure concentrations of Zn > 10 滋mol / L. A slight decrease of intracellular Zn was observed when the
alga were exposed to 100 滋mol / L of Zn2+ . After being homogenized and centrifuged, the cell extracts of C. vulgaris after
exposure to Zn2+ were separated with a size鄄exclusion high鄄performance liquid chromatography coupled with the detector of
inductively coupled plasma mass spectrometry ( ICP鄄MS). Two Zn鄄binding species were observed within the cells of C.
vulgaris, in which the compounds of the Zn鄄binding fraction at the retention time ( tR) of 6. 3 min were referred to as the
Zn鄄MT鄄like proteins because the retention time (tR) was found to be similar to that ( tR 6. 1 min) of the standard Zn鄄MTs
derived from rabbit liver. In addition, the amounts of Zn鄄MT鄄like proteins induced in the alga were found to increase with
the increase of the Zn2+ exposure concentrations. The results indicate that the Zn鄄MT鄄like proteins induced in C. vulgaris can
be used as the indicator to reflect the pollution of Zn2+ in aquatic environments.

Key Words: C. vulgaris; Zn; Zn鄄MT鄄like protein; superoxide dismutase (SOD); peroxidase (POD)

随着工矿业的发展和农药、化肥的使用,重金属对水体的污染日趋严重。 由于水体中藻类可以吸收和累

积重金属,通过食物链的传递和生物放大最终将进入人体从而造成严重危害。 锌在生物体的新陈代谢中起着

重要作用,但高浓度锌会引起细胞内组织损伤,并抑制代谢过程[1鄄2]。 普通海洋小球藻 (Chlorella. vulgaris)对
重金属胁迫敏感,且易于培养和分离、生长周期短,是较为理想的生物试验材料。 因此,利用小球藻进行水体

锌污染的生物监测具有灵敏、可靠等优点。 目前,国内外许多学者对微藻重金属胁迫下的抗氧化酶活性研究

做了大量工作,有学者认为可以将超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化物酶(POD)等抗氧化酶作为监测重金属污

染的生物指标[3鄄5]。 然而除了重金属以外,大量的其它化学污染物已被证实同样会引起抗氧化酶活性的变

化,因此生物体中抗氧化酶活性的影响因素很多。 事实上藻类在锌胁迫下不仅抗氧化酶活性发生变化,金属

硫蛋白及谷胱甘肽等物质也会受到影响[6鄄9]。 故本实验通过观察不同浓度锌胁迫下抗氧化酶系统中 SOD、
POD 活性的变化以及金属硫蛋白的含量变化,以研究藻类在锌胁迫下的生物学响应。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

小球藻藻种由集美大学水产学院提供,本实验室保种并扩大培养。 沙滤海水用电炉加热至微沸灭菌,冷
却至室温。 培养液由灭菌海水以及营养盐[NaHCO3, 1. 0 g / L; KNO3, 0. 5 g / L; MgSO4 ·7H20, 0. 5 g / L;
K2HPO4, 0. 02 g / L ; 0. 6 mg / L VB1和 2 滋g / L VB12]组成[10]。 藻种与培养液以体积分数 1颐1 的比例接种在

PGX 多段光照培养箱中,温度为(25依1)益,光照度为 2500 lx (24h 光照)。 培养 3 d 至对数生长中期(A686nm =

0郾 7),将藻液分装到已杀菌的 250 mL 三角瓶中,每瓶 200 mL 藻液,加入 ZnCl2 溶液使 Zn2+的浓度分别达到 0、
5、10、20、50、100 滋mol / L。 试验获得吸光度(A686nm)与细胞密度(籽)的关系为 籽 = (2E + 07) 伊 A + 889331
(R2 = 0. 9971) ,由此计算单位体积培养液的藻细胞个数。
1. 2摇 测定指标及方法

1. 2. 1摇 锌对小球藻生长的影响

小球藻生长至对数生长中期时,加入 ZnCl2 溶液使藻液中的 Zn2+浓度分别达到 5、10、20、50、100 滋mol / L,

每个浓度平行 3 次,同时设置对照组。 每天定时人工摇瓶 3 次,并且随机调换锥形瓶的位置以尽可能使藻液

受光均匀。 分别在 12、24、48、72、96 和 120 h 取样,在 686 nm 下测其吸光度值,根据吸光度与生物量的关系曲

8117 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 32 卷摇
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线,得出不同时间小球藻的生物量。
1. 2. 2摇 SOD 酶活性的测定

不同浓度 Zn2+胁迫培养 72 h 后,取已知吸光度值的藻液 40 mL 放入离心管(50 mL)中,4 000 r / min 离心

10 min 后收集藻泥,加入 10 mL Tris鄄HCl (10 mmol / L,pH 值 8. 0)混匀,在冰浴下超声波破碎 9 min, 经 10 000
r / min 冷冻离心 20 min 后收集上清液。 采用邻苯三酚自氧化法[11]根据 325 nm 处吸光度的变化测定 SOD 酶

活性,一个 SOD 酶活力单位 U 定义为能引起反应初速度(指不加酶提取液时)抑制 50%时的酶用量,根据下

式计算不同浓度 Zn2+胁迫下小球藻 SOD 活性:

SOD 活性 = 自氧化速率 - 样液速率
自氧化速率

伊 100%
50%

伊 提取液总体积 伊 108

反应酶液体积 伊 藻细胞个数

SOD 活性以每 108 个藻细胞所含酶单位来表示

1. 2. 3摇 POD 酶活性的测定

藻泥中加入 7 mL 4 益下预冷的磷酸盐缓冲液(50 mmol / L,pH 值 6. 5),经超声破碎,匀浆液冷冻离心 10
min 后,收集的上清液即为粗酶液。 采用比色法测定过氧化物酶活性[12],酶活性单位定义为每分钟内在 A470

变化 0. 01 为一个过氧化物酶活力单位。
计算方法:

POD(U) = 驻A470 伊 提取液总体积 伊 108

藻细胞个数 伊 0. 01 伊 反应酶液体积

POD 活性以每 108 个藻细胞所含酶单位来表示

1. 2. 4摇 细胞内锌含量的测定

小球藻培养 72 h 后取 40 mL 藻液,经离心(4 000 r / min,10 min),藻泥用 EDTA鄄 2Na(10 mmol / L)及超纯

水清洗 3 次。 向藻泥中加 3 mL 浓硝酸并微波消解后定容至 10 mL,用电感耦合等离子体质谱(ICP鄄MS)测定

藻细胞内锌的含量。

图 1摇 锌胁迫对小球藻生长的影响

Fig. 1摇 Effects of Zn2+ stress on the growth of C. vulgaris

1. 2. 5摇 细胞内 Zn鄄MT鄄like 的测定

藻泥中加入 10 mL Tris鄄HCl(10 mmol / L,pH 值 8. 0),经超声波细胞破碎、冷冻离心后,上清液过 0. 45 滋m
水相滤膜,实验通过高效液相色谱鄄质谱联用测定 Zn鄄MT鄄like 的含量。 色谱柱为 TSk鄄gel 公司的 G3000PWxl
尺寸体积排阻色谱柱(7. 8 mm i. d伊300 mm, 6 滋m)(SEC),流动相为 10 mmol / L Tris鄄HCl (pH 8. 0),流速 1
mL / min,进样量 20 滋L,检测波长 254 nm。 操作过程中控制柱温箱为 25益。 样品经过 SEC 分离,经紫外光谱

检测后,通过 PTF 管连接到 ICP鄄MS (7500a, 美国 Agilent 公司)以检测样品的 Zn 信号[13]。
1. 3摇 数据分析

采用 SPSS 17. 0 统计软件,在 P = 0. 05 的置信水平对 SOD、POD 及藻细胞内锌含量进行单因素方差分析

(One鄄Way ANOVA)。
2摇 结果与分析

2. 1摇 Zn2+胁迫对小球藻生长的影响

不同浓度 Zn2+胁迫对小球藻生长的影响如图 1 所

示:当 Zn2+ 浓度为 5 滋mol / L 时,对小球藻生长抑制明

显,且 Zn2+浓度达到 10 滋mol / L 时,小球藻的生物量随

培养时间迅速下降。 同时由图 1 可见,Zn2+对小球藻的

抑制作用在胁迫 12 h 时已经十分显著,随着时间的延

长,抑制作用加强。
2. 2摇 Zn2+胁迫对小球藻 SOD、POD 活性的影响

如图 2 所示,不同浓度 Zn2+胁迫下,小球藻 SOD 活
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性变化较大。 当胁迫浓度大于 10 滋mol / L 时 SOD 活性显著提高(P<0. 05),Zn2+为 50 滋mol / L 时,SOD 活性达

到最大值,约为对照组的 2 倍,而当 Zn2+继续增加到 100 滋mol / L 时 SOD 活性反而下降。 相反,POD 活性随

Zn2+的升高而下降(P<0. 05),特别是当 Zn2+为 10 滋mol / L,POD 活性显著下降,约为对照组的 1 / 9,这一变化

规律与许晓路等[14]关于重金属影响藻类 POD 的研究结果相似。

图 2摇 不同浓度锌胁迫下小球藻 SOD 和 POD 活性的变化

Fig. 2摇 Activities of SOD and POD in C. vulgaris exposed to Zn2+ at different concentrations

2. 3摇 不同浓度 Zn2+胁迫下小球藻细胞内锌含量

图 3摇 不同浓度 Zn2+胁迫下藻细胞内锌含量的变化

摇 Fig. 3摇 Contents of intracellular Zn in C. vulgaris exposed to Zn2+

at different concentrations

从图 3 中可以发现,所有 Zn2+胁迫组藻细胞内的锌

含量都比对照组有显著性增加(P<0. 05)。 但当胁迫浓

度达到 10 滋mol / L 后,藻细胞内锌含量不随 Zn2+胁迫浓

度的增加而增加。 例如,Zn2+浓度为 5、10、20、50 和 100
滋mol / L 时,藻细胞内锌含量分别是对照组的 17. 1、
34郾 3、30. 0、33. 1 和 27. 0 倍。
2. 4摇 藻细胞内锌的结合形态

通过 SEC鄄ICP鄄MS 分析可知,Zn2+胁迫下小球藻细

胞内有两种锌结合形态(图 4A),而且第二个峰与兔肝

Zn-MTs 的保留时间(图 4B)基本一致,基于以往的研

究报道[13],此结合形态为锌结合类金属硫蛋白 ( Zn鄄
MTs鄄like)。 此外,由图 5 可知,随着 Zn2+胁迫浓度的增

大,小球藻细胞内 Zn鄄MTs鄄like 的含量也随之明显增加,
当 Zn2+胁迫浓度为 5 滋mol / L 时,Zn鄄MTs鄄like 为对照组

的 1. 3 倍,而胁迫浓度达到 100 滋mol / L 时,其含量约为对照组的 3 倍。
3摇 讨论

目前关于 Zn2+胁迫对小球藻生长影响的研究结果有较大的差异。 例如,Muyssen 等[15] 发现 1. 6 滋mol / L

Zn2+胁迫 72 h 就达到 EC50,梁英等[16]报道 0. 308 mmol / L Zn2+胁迫 72 h 达到 EC50;而 Bilgrami[17] 则报道 1. 5

mmol / L 的 Zn2+对小球藻生长几乎没有影响。 这些差异迥然的研究结果可能是由于培养基质、光照强度、锌

源、初始生物量、藻细胞生理年龄等不同造成的[18鄄21]。 本实验发现小球藻在 5 滋mol / L 锌胁迫 12 h 就有显著

性抑制,此结果与吴海锁等[22]报道一致,都说明了藻细胞对锌敏感。

植物体内存在着一套负责清除活性氧的抗氧化防御系统[23],在逆境条件下,植物就会启动自身的防御机

制,通过清除自由基,抵抗氧化损伤,以维持体内环境的相对稳定。 SOD 可通过歧化反应消除 O-·
2 ,是生物体
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图 4摇 20 滋mol / L 锌胁迫下小球藻的锌结合形态(A)和标准品兔肝金属硫蛋白(B)的 SEC鄄ICP鄄MS 图谱

Fig. 4摇 Zn鄄bound species in C. vulgaris exposed to 20 滋mol / L of Zn2+(A) and the standard Zn鄄MT鄄like(B) and standard Zn鄄MTs from

rabbit liver measured with SEC鄄ICP鄄MS

摇 图 5摇 不同浓度 Zn2+胁迫下小球藻细胞内类金属硫蛋白含量的

变化

Fig. 5摇 Contents of Zn鄄MTs鄄like proteins in C. vulgaris exposed to

Zn2+at different concentrations

防护机制的中心酶,SOD 活性的增加代表 O-·
2 的产生速

率增加[24鄄25]。 因此,几乎所有的胁迫都可诱导 SOD 活

性增加。 本实验中当 Zn2+浓度达到 10 滋mol / L 时藻细

胞 SOD 活性显著增加,SOD 活性增加不仅与藻细胞受

到的逆境有关,可能还因为锌是 SOD 的重要组成部

分[26]。 相反,随着 Zn2+ 浓度的增加,小球藻细胞内的

POD 活性逐渐下降,这说明 Zn2+会抑制 POD 活性[27]。
在锌胁迫下 POD 活性变化比 SOD 更快,这可能意味着

POD 对锌胁迫更敏感[28]。
图 3 的结果表明,锌胁迫下小球藻细胞内锌含量可

显著增加,但不会随着 Zn2+浓度的增大而一直累积,可
见藻细胞对 Zn2+的吸收达到一定程度后细胞内金属含

量将达到平衡状态[29]。 当 Zn2+胁迫浓度为 100 滋mol / L
时藻细胞内锌含量反而下降,且 SOD 活性也下降,这可

能是由于锌浓度过高造成藻细胞损伤,生理活性下降的

缘故。 在多种高等植物中类金属硫蛋白诱导量会随着重金属胁迫浓度的增大而增加[30],而本实验发现小球

藻中锌结合类金属硫蛋白的诱导量也随着 Zn2+胁迫浓度的增大而增加,其诱导量与锌胁迫浓度呈良好的对数

增长关系( y = 470. 21ln(x) + 271. 45, R2 = 0. 9898)。
通过对比不同浓度 Zn2+胁迫下藻细胞内总锌含量与 Zn鄄MTs鄄like 含量的变化,发现当锌胁迫浓度大于 10

滋mol / L 时藻细胞内锌含量不再增加,而 Zn鄄MTs鄄like 随着锌胁迫浓度的增大而增加,这可能是因为在不同浓

度锌胁迫下,小球藻对 Zn2+的解毒机制不同。 在较高浓度下,大量的 Zn2+快速进入到细胞内,随后一部分的锌

被排出胞外;而在较低浓度下,Zn2+进入藻细胞后在胞内累积,通过不同浓度锌胁迫小球藻 72 h 后细胞内总锌

含量相近的结果可以说明这一点。 而 Zn鄄MTs鄄like 的合成不仅与藻细胞内游离 Zn2+的含量有关,且与细胞内

Zn2+的累积时间有关,随时间的延长而增加。 因此,当锌胁迫浓度大于 10 滋mol / L 时藻细胞内锌含量不再增

加,而 Zn鄄MTs鄄like 含量却不断增大。
综上所述,当小球藻受到环境中 Zn2+胁迫时会通过 SOD、POD 活性变化和诱导 Zn鄄MTs鄄like 来适应和调

控,但由于水体污染物复杂,SOD、POD 活性与 Zn2+胁迫浓度并未显现线性量化关系,而 Zn鄄MTs鄄like 诱导量则

随 Zn2+胁迫浓度的增加而增大,且保持了良好的对数关系,表明其含量可作为 Zn 污染的生物学响应指标。

1217摇 22 期 摇 摇 摇 杨洪摇 等:锌胁迫对小球藻抗氧化酶和类金属硫蛋白的影响 摇



http: / / www. ecologica. cn

References:

[ 1 ]摇 Vallee B L, Falchuk K H. The biochemical basis of zinc physiology. Physiological Reviews, 1993, 73(1): 79鄄118.

[ 2 ] 摇 Price N M, Morel F M M. Trace metal nutrition and toxicity in phytoplankton. Algae and Water Pollution, 1994, 42(42): 79鄄97.

[ 3 ] 摇 Yan H, Wang X J, Lin Y X, Wen G. Toxic effects of Cu, Zn and Mn on the inhibition of Chlorella pyrenoidos佗s Growth. Environment Science,

2001, 22(1): 23鄄26.

[ 4 ] 摇 Wang L P, Zheng B H, Meng W. Toxicity effects of heavy metal copper on two marine microalgae. Marine Environment Science, 2007, 26(1):

6鄄9.

[ 5 ] 摇 Chen L L, Zhang G S, Chen J, Ren Z M. Exposure effects of mercury selenium on antioxidant enzymes of blue mussel Mytilus edulis. Asian Journal

of Ecotoxicology, 2011, 6(4): 383鄄388.
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