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铜绿微囊藻各生长阶段毒素释放的动态规律
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摘要　利用ＢＧ１１培养基对铜绿微囊藻进行１００ｄ左右的实验室培养，研究了铜绿微囊藻不同生长阶段藻毒素

ＭＣＬＲ释放的动态变化规律。结果表明：ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻叶绿素ａ浓度最大值出现的时间比外藻

毒素 ＭＣＬＲ浓度最大值出现的时间提前约１０ｄ；铜绿微囊藻在各自不同生长阶段表现出一定的外藻毒素 ＭＣＬＲ

释放的动态规律，即对数期时叶绿素ａ浓度和 ＭＣＬＲ浓度呈现正相关，稳定期前期叶绿素ａ和 ＭＣＬＲ浓度呈现

负相关，衰亡期叶绿素ａ降低，而 ＭＣＬＲ浓度则先增加后降低。这种规律性可能与细胞体内色素释放到培养基中

催化外藻毒素 ＭＣＬＲ的光降解的特性有着密切联系。对实验室培养的纯种产毒铜绿微囊藻各生长阶段叶绿素ａ

浓度和外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度进行了线性拟合，为进一步利用叶绿素ａ浓度粗略估计水体藻毒素 ＭＣＬＲ浓度提供

理论依据。
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１　引　　言

藻水华爆发是我国目前以及今后较长时期内都

将面临的重大水环境问题之一。蓝藻水华会释放出

多种藻毒素，以微囊藻产生的微囊藻毒素（ＭＣ）为

ｓ１３０００２１
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主，其中又以 ＭＣＬＲ、ＭＣＲＲ、ＭＣＹＲ存在较为普

遍，含量相对较高。目前认为藻毒素的产生与否主

要是由环境因素的影响或藻种自身的基因组成所决

定的［１］。蓝藻水华产生的藻毒素严重威胁着人类和

动物的身体健康以及饮用水的安全。近年来，淡水

湖泊中由藻毒素引起的水生动物、畜类以及人类中

毒乃至死亡的事件频繁发生，发生的地点遍布世界

各地，最引人关注的是１９９６年Ｊｏｃｈｉｍｓｅｎ等报道的

巴西血透中心出现的严重中毒事故，其中１２６个病

人中１１６人出现恶心、呕吐等神经系统中毒症状，

２个月后６０人死亡
［２］，这是因为生产渗透液的水源

含有 ＭＣ，ＭＣ进入病人血液循环后引起了急性肝

损伤。大量研究表明，微囊藻毒素作用的靶器官主

要为肝脏，会引起肝脏大面积出血、坏死、肿胀、瘀

血、肝体比重增加、肝细胞结构破坏。微囊藻毒素还

被认为是潜在的促肿瘤剂，可以引导肿瘤的发生，是

一种新的致癌物［３］。通过对我国原发性肝癌的流行

病学研究发现，我国肝癌高发区大多集中在东南沿

海市县。原发性肝癌的发生率与这些地区的部分居民

曾经长期饮用受到不同浓度的ＭＣｓ污染的沟塘水、河

水等浅表水有关，并且与ＭＣｓ含量呈正相关。在澳大

利亚等发达国家，Ｆａｌｃｏｎｅｒ的研究亦发现，居民胃肠道

肿瘤的发生可能与蓝藻毒素污染有关［４］。世界卫生组

织（ＷＨＯ）推荐的《饮用水水质标准》饮用水中规定的

微囊藻毒素 ＭＣＬＲ最高限值为１．０μｇ／Ｌ
［５］。我国新

颁布施行的《生活饮用水卫生标准》（ＧＢ５７４９２００６）中

规定的ＭＣＬＲ最高限制也为１．０μｇ／Ｌ
［６］。由于藻毒

素对人类健康造成的严重威胁，藻毒素ＭＣＬＲ已经被

列为饮用水的常规项目进行监测。然而，目前藻毒素

的测量主要还依赖实验室完成，具体的方法有化学

测定法（ＨＰＬＣ、ＮＭＲ、ＳＰＲ
［７］、ＬＣ／ＭＳ、ＧＣ／ＭＳ、

ＭＭＰＢ
［８］等）、生物化学法（ＥＬＩＳＡ

［９］）和分子生物学

方法（ＰＣＲ）
［１０］，这些测定方法均复杂繁琐、成本高

昂，不能进行快速连续测量，无法满足饮用水安全保

障实时快速的监测要求。因此，如何快速判断和预

警由藻毒素引发的饮用水安全事故就成为环境领域

一个亟待解决的问题。

人们对于蓝藻水华暴发与饮用水安全预警已有

多年的研究，且在藻类叶绿素ａ浓度的快速检测和

预警方面已有一定成果，王志刚等［１１］研究了基于活

体荧光光谱的浮游植物分类测量方法，研发了浮游

植物水下原位荧光仪，实现了藻类浓度的实时在线

分类测量；杨松芹［１２］通过分析各理化指标与总藻

细胞密度、叶绿素浓度、蓝藻细胞密度等指示之间的

关系，进而建立藻类污染预测模型；日本科学家利用

人工神经网络对Ｋａｓｕｍｉｇａｕｒａ湖研究结果显示，叶

绿素ａ的浓度可以表征藻类的总叶绿素ａ浓度并可

以对藻类水华进行预测。但是，针对蓝藻水华产生

的藻毒素污染的快速检测及预警技术一直未取得重

要进展［１３］。近年来，有学者提出利用藻类浓度判断

藻毒素的思路［１２］。但对于藻类叶绿素ａ浓度与藻

毒素释放量间的动态关系尚不明确。本文研究了藻

类各生长阶段叶绿素ａ浓度与藻毒素含量间的动态

变化规律，以藻类浓度的变化特征为基础，为进一步

开展自然水体藻毒素的预警提供理论依据。

２　材料与方法

２．１　藻种培养

铜绿微囊藻（ＦＡＣＨＢ９０５），购自中国科学院水

生生物研究所。藻类培养：取温度为２５℃；光照度为

２００μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ）；光暗比为１４ｈ／１０ｈ的光照培养箱

中；以ＢＧ１１为培养基，选取对数期的藻种接种于

２５０ｍＬ锥形瓶中培养。每天摇动培养瓶一次，同批

培养８０个样，隔一定天数取样测定，每次取两个平行

样。通过改变光照培养箱的荧光灯数量以及培养瓶

在培养箱中的位置，按照实验要求调节光强，尽量保

持光强一致。

２．２　仪器

ＨＰ３００Ｇ型智能光照培养箱（武汉瑞华仪器设

备有限责任公司）、Ｓｕｐｅｌｃ防交叉干扰自动固相萃

取装置、５００ｍｇ／３ｍＬＳｕｐｅｌｃｏＥｎｖｉＣ１８固相萃取

小柱、ＭＮＴ２８００ Ｗ 氮吹仪（天津奥特赛恩斯）、

Ａｎｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱、Ｃ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×

２５ｍｍ）色谱柱、岛津 ＵＶ２５５０紫外可见分光光度

计、甲醇（色谱纯，天津市大茂化学试剂厂／ＴＥＤＩＡ

公司）、三氟乙酸（ＴＦＡ，化学纯，天津市光复精细化

工试剂公司）、丙酮（分析纯，上海苏懿化学试剂有限

公司）、ＭＣＬＲ标准样品（北京伊普瑞斯有限公司）。

２．３　测量方法

２．３．１　藻类叶绿素ａ的测定

对藻类叶绿素ａ浓度的测定选用丙酮萃取法，

即丙酮提取叶绿素后，用紫外可见分光光度计对叶

绿素ａ的浓度进行测定。分别读取７５０、６６３、６４５、

６３０ｎｍ波长的吸光度，并以９０％丙酮做空白吸光

度测定，对样品吸光度进行校正，通过公式计算即可

得到叶绿素ａ的浓度值
［１４］。
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２．３．２　藻毒素 ＭＣＬＲ的测定

１）样品的预处理：首先将培养的藻液用抽滤瓶

过滤；再通过固相萃取装置富集，依次用１０ｍＬ纯

净水、１０ｍＬ质量分数为１０％甲醇和１０ｍＬ质量分

数为２０％的甲醇淋洗，用１０ｍＬ含质量分数为

０．１％三氟乙酸的甲醇洗脱固相萃取小柱；最后在

４０℃下用氮吹浓缩器浓缩，加质量分数为５０％甲醇

溶液定容至２００ｍＬ；

２）利用高效液相色谱对藻毒素进行测定：色谱

柱温度取４０℃；流动相为甲醇与磷酸盐缓冲溶液按

体积比（５７∶４３）混合；流速为１ｍＬ／ｍｉｎ；检测器取

波长为２３８ｎｍ的二极管阵列检测器
［１５］。

３　结果与分析

３．１　犅犌１１培养基培养的铜绿微囊藻生长阶段划分

３．１．１　铜绿微囊藻在培养期间叶绿素ａ浓度的动

态变化

ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻叶绿素ａ浓度

的动态变化关系如图１方块形符号曲线所示。由

图１可知，叶绿素ａ浓度在４～９ｄ、４３～５５ｄ的期间

内增长速度较快，在９～４３ｄ、５５～６７ｄ的的期间内

增长速度较平缓，在６７～９７ｄ期间内降低。这可能

是因为采用培养基培养铜绿微囊藻，基底营养丰富，

藻种完成了两个生活周期的生长（对数期１ 稳定期

１ 对数期２ 稳定期２ 衰亡期），具体变化趋势如

图２所示。

图１ ＢＧ１１培养基中铜绿微囊藻叶绿素ａ浓度和

藻毒素 ＭＣＬＲ浓度的动态变化图

Ｆｉｇ．１ Ｄｙｎａｍｉｃｌａｗｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ

ＭＣＬＲ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒｅｌｅａｓｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ

　　　ａｅｒａｇｉｎｏｓａｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｉｎＢＧ１１ｍｅｄｉｕｍ

图２ ＢＧ１１培养基中铜绿微囊藻叶绿素ａ浓度与藻毒素 ＭＣＬＲ浓度的动态变化。（ａ）对数期１，即Ⅰ阶段；（ｂ）稳定

期１，即Ⅱ阶段；（ｃ）稳定期１，即Ⅲ阶段；（ｄ）对数期２，即Ⅵ阶段；（ｅ）稳定期２，即Ⅴ阶段；（ｆ）衰亡期，即Ⅳ阶段

Ｆｉｇ．２ ＤｙｎａｍｉｃｌａｗｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＭＣＬＲｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒｅｌｅａｓｅｄｂｙｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒａｇｉｎｏｓａｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｉｎ

ＢＧ１１ｍｅｄｉｕｍｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｐｅｒｉｏｄｓ．（ａ）Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｅｒｉｏｄ１，ｎａｍｅｌｙｓｔａｇｅⅠ；（ｂ）ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ１，

ｎａｍｅｌｙｓｔａｇｅ Ⅱ；（ｃ）ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ１，ｎａｍｅｌｙｓｔａｇｅ Ⅲ；（ｄ）ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｐｅｒｉｏｄ２，ｎａｍｅｌｙｓｔａｇｅ Ⅵ；

　　　　　　　　（ｅ）ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ２，ｎａｍｅｌｙｓｔａｇｅⅤ；（ｆ）ｄｅｃｌｉｎｅｐｅｒｉｏｄ，ｎａｍｅｌｙｓｔａｇｅⅣ

３．１．２　铜绿微囊藻在培养期间藻毒素 ＭＣＬＲ浓

度的动态变化

ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻藻毒素 ＭＣ

ＬＲ浓度的动态变化关系如图１三角形符号曲线所

示，铜绿微囊藻藻毒素 ＭＣＬＲ浓度在４～９ｄ、４３～

６７ｄ期间内缓慢增加，在９～１９ｄ期间内缓慢降低，
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在１９～４３ｄ、６７～９７ｄ期间内先增加后降低，具体

变化趋势如图２所示。

根据铜绿微囊藻培养期间叶绿素ａ浓度与藻毒

素 ＭＣＬＲ浓度的变化情况对藻种的生长阶段进行

划分，ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻可划分为：

１～９ｄ为对数期１，即Ⅰ阶段；９～４３ｄ为稳定期１，

又可分为两部分，即Ⅱ阶段和Ⅲ阶段；４３～５５ｄ为

对数期２，即Ⅵ阶段；５５～６７ｄ为稳定期 ２，即Ⅴ阶

段；６７～９７ｄ为衰亡期，即Ⅳ阶段。

由图１可知，ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻

叶绿素ａ浓度最大值出现的时间较外藻毒素 ＭＣ

ＬＲ浓度最大值出现的时间提前１０ｄ左右，这为利

用叶绿素ａ浓度预测实验室培养的纯种产毒铜绿微

囊藻产生的外毒素 ＭＣＬＲ浓度提供可能性。

３．２　铜绿微囊藻叶绿素犪浓度与藻毒素 犕犆犔犚

浓度的动态变化

图２给出了ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻

各生长阶段叶绿素ａ值与藻毒素 ＭＣＬＲ浓度之间

的动态变化关系。由图可知，两者在培养的各个阶

段均表现出一定的变化规律。在Ⅰ阶段［如图２（ａ）

所示］，叶绿素ａ值呈现对数增长趋势，藻毒素的浓

度也随之增加，二者呈现正相关关系。说明原本处

于对数期的铜绿微囊藻藻种对新环境的适应能力极

强，不需经过传统的适应期即可进行对数生长。

在Ⅱ阶段［如图２（ｂ）所示］，叶绿素ａ值增长缓

慢，浓度保持相对稳定；藻毒素 ＭＣＬＲ浓度呈现降

低趋势，二者呈现负相关关系。可能的原因是铜绿

微囊藻生长进入稳定初期，藻种细胞分裂能力降低，

部分藻种死亡，藻体破裂，藻细胞内物质包括一定浓

度的体内色素释放出来，进入培养基。色素通常被

认为是一种光敏剂，在复合紫外光或日光照射下，对

降解具有促进作用。叶绿素在有氧的条件下，可进

行光氧化而产生自由基。叶绿素光化学反应的活性

中间体单线态氧（１Ｏ２）和羟基自由基（·ＯＨ），可与

叶绿素吡咯链作用而进一步产生过氧自由基和其他

自由基，显著破坏 ＭＣＬＲ分子中的 Ａｄｄａ基团的

β、γ双键，而导致 ＭＣＬＲ氧化、光降解，从而使得

ＭＣＬＲ浓度降低
［１６，１７］。此时，死亡的藻种细胞很

少，细胞破裂释放到培养基中的体内藻毒素含量较

低，另外色素对藻毒素的催化降解作用，使得藻毒素

ＭＣＬＲ浓度降低
［１６］。

在Ⅲ阶段［如图２（ｃ）所示］，叶绿素值基本不

变；藻毒素 ＭＣＬＲ浓度先增加后降低。这是因为

铜绿微囊藻的生长进入稳定期，藻种细胞的增长和

衰亡呈现动态平衡，即较Ⅱ阶段，死亡的藻种细胞大

量增加，释放出大量的细胞体内藻毒素，而释放的色

素对藻毒素的降解速度小于细胞破裂藻毒素的增加

速度，因此表现为藻毒素 ＭＣＬＲ浓度增加。随着

培养天数的增加，色素催化降解藻毒素的总量增加，

死亡细胞的数量减少，最终表现为藻毒素 ＭＣＬＲ

浓度的降低。

在Ⅵ阶段［如图２（ｄ）所示］，叶绿素值再次呈现

对数增加，藻毒素 ＭＣＬＲ浓度快速增长，二者呈现

正相关关系。这是因为培养基中营养物质丰富、温

度、光照适宜、生长空间充足、死亡细胞释放出的部

分有害物质也被降解，生长条件优越，非常适合藻类

生长，因此铜绿微囊藻表现出二次对数生长。

在Ⅴ阶段［如图２（ｅ）所示］，叶绿素值趋于稳

定，基本保持不变；藻毒素的浓度增加。铜绿微囊藻

的生长进入第二个稳定期，藻种细胞的增长和衰亡

呈现动态平衡，较Ⅱ阶段，藻细胞数大量增加，死亡

的细胞数也有一定增加，释放到培养基中的细胞内

藻毒素大量增加，覆盖第一世代中的Ⅱ阶段，与Ⅲ阶

段前半部分的增长趋势相同。

在Ⅳ阶段［如图２（ｆ）所示］，叶绿素值下降；藻

毒素 ＭＣＬＲ浓度先增加后降低。此阶段藻毒素

ＭＣＬＲ浓度的变化方式与Ⅲ阶段类似，这是因为铜

绿微囊藻的生长进入衰亡期，藻细胞停止分裂，不断

死亡，藻细胞破裂，大量藻毒素释放到培养基中，细

胞破裂藻毒素的增加速度大于释放的色素对藻毒素

的降解速度，从而表现为藻毒素 ＭＣＬＲ浓度增加。

随着培养时间的增加，释放的色素浓度逐渐加大，色

素催化降解藻毒素的总量增加，色素对藻毒素的降

解速度大于细胞破裂藻毒素的增加速度，最终藻毒

素 ＭＣＬＲ浓度降低。

３．３　铜绿微囊藻叶绿素犪浓度与藻毒素 犕犆犔犚

浓度的相关性

对ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻各生长阶

段叶绿素ａ浓度与藻毒素 ＭＣＬＲ浓度相关性进行

分析，结果如表１所示。表中狔为藻毒素 ＭＣＬＲ

质量浓度（单位为μｇ／Ｌ）；狓为叶绿素质量浓度（单

位为μｇ／Ｌ）；ΣＭＣＬＲ／犖 为藻类某一生长阶段藻毒素

浓度的平均值，犚为相关系数，犱ｓｄ为标准差，犖 为样

本数，犘为可信度。因为稳定期期间，叶绿素ａ浓度

和外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度基本保持不变，不分析二

者相关性，外藻毒素浓度用该期间内采样点的 ＭＣ

ＬＲ浓度平均值表示。
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表１ ＢＧ１１培养基培养铜绿微囊藻各生长阶段叶绿素ａ浓度与藻毒素 ＭＣＬＲ浓度的相关性

Ｔａｂｌｅ１ ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｈｅｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＭＣＬＲｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ

ａｅｒａｇｉｎｏｓａｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｉｎＢＧ１１ｍｅｄｉｕｍｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｗｔｈｐｅｒｉｏｄｓ

Ｇｒｏｗｔｈｐｅｒｉｏｄ ΣＭＣＬＲ／犖 Ｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ

Ⅰ  狔＝４．６狓＋２．８５（犚＝０．８６，犱ｓｄ＝４．３２４，犖 ＝４，犘＝０．１３９）

Ⅱ １４．９６ 

Ⅲ １０１．６２ 

Ⅳ  狔＝０．０１狓－１５．９７（犚＝０．９２，犱ｓｄ＝３３．４５６３５，犖 ＝４，犘＝０．０７９）

Ⅴ ２６３．８４ 

Ⅵ  狔＝０．０９狓＋８８．７５（犚＝０．８６９，犱ｓｄ＝３２１．７，犖 ＝６，犘＝０．０２４４９）

　　由表１铜绿微囊藻各生长阶段叶绿素ａ浓度与

藻毒素 ＭＣＬＲ浓度相关性分析可知：

１）ＢＧ１１培养基培养的Ⅰ、Ⅳ阶段：铜绿微囊

藻的生长进入对数期，藻毒素 ＭＣＬＲ浓度随着藻

类叶绿素ａ浓度的增加而增加，存在明显的线性关

系。铜绿微囊藻Ⅰ、Ⅳ阶段叶绿素ａ浓度与藻毒素

ＭＣＬＲ浓度回归方程分别为狔＝４．６狓＋２．８５和

狔＝０．０１狓－１５．９７（犚＝０．９２，犱ｓｄ＝３３．４５６３５，犖＝

４，犘＝０．０７９）；可以根据藻类叶绿素ａ浓度的值粗

略估计实验室培养的纯种产毒铜绿微囊藻的 ＭＣ

ＬＲ浓度；

２）ＢＧ１１培养基培养的Ⅱ、Ⅲ、Ⅴ阶段：铜绿微

囊藻的生长进入稳定期，藻类叶绿素ａ浓度基本不

变，藻毒素 ＭＣＬＲ浓度先降低后增加，基本保持稳

定，不存在明显的线性关系。该阶段不分析二者相

关性，外藻毒素浓度用该期间内采样点的 ＭＣＬＲ

浓度平均值表示；

３）ＢＧ１１培养基培养的Ⅵ阶段：铜绿微囊藻的

生长进入衰亡期，藻毒素 ＭＣＬＲ浓度随着藻类叶

绿素ａ浓度的降低呈现出先增加后降低的变化趋

势，期间可以得到藻类释放到水体中的藻毒素含量

的最大值，可以根据该值粗略估计实验室培养的纯

种产毒铜绿微囊藻的 ＭＣＬＲ浓度的最大值。

４　结　　论

１）测量了由ＢＧ１１培养基培养的铜绿微囊藻

在整个生长期间的叶绿素ａ值以及外藻毒素 ＭＣ

ＬＲ浓度，并以此作为依据对藻种的生长阶段进行

划分。将以ＢＧ１１培养基为基底的生长期划分为４

个时期、６个阶段。由铜绿微囊藻的叶绿素ａ浓度

和外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度的动态变化关系图可知，

实验室培养的纯种产毒铜绿微囊藻叶绿素ａ浓度最

大值出现的时间比外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度最大值出

现的时间提前１０ｄ左右，为利用叶绿素ａ浓度粗略

估计水体中外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度提供可能性。

２）分析铜绿微囊藻各生长阶段的叶绿素值以

及外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度的动态规律发现，对数期

时叶绿素ａ和外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度呈现正相关，

稳定期前期对数期时叶绿素和外藻毒素 ＭＣＬＲ浓

度呈现负相关，衰亡期叶绿素值降低，而藻毒素

ＭＣＬＲ浓度则先增加后降低。这种规律性可能与

细胞体内色素释放到培养基中催化外藻毒素 ＭＣ

ＬＲ的光降解的特性有着密切联系。

３）通过对铜绿微囊藻各生长阶段的叶绿素ａ

和外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度进行线性拟合，认为可以

由叶绿素ａ浓度粗略估计在实验室条件下培养的纯

种产毒铜绿微囊藻产生的外藻毒素 ＭＣＬＲ浓度，

为进一步开展自然水体中藻毒素 ＭＣＬＲ浓度预警

提供理论依据。
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