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胁迫下斜生栅藻物质成分变化的研究

刘群伟"邵咏妮"陈小婉"蒋林华"

上海理工大学上海市现代光学系统重点实验室!光电信息与计算机工程学院!上海
!

LMMM>=

摘
!

要
!

生活中工业和交通等方面释放的重金属对大自然的水体环境造成了一定的影响!微藻作为水体环

境的初级生产者最先受到铅的影响*课题尝试通过研究藻体内物质成分的改变进而对水体污染的程度进行

判定*传统的研究生物大分子的方法复杂且需要使用大量的化学试剂!因此亟待寻找一种微藻物质成分检

测的新技术*太赫兹)远红外技术具有较高的分辨率!并且脂质)蛋白质等物质的振动频率处于太赫兹波

段!这为研究微藻物质变化提供了一种新的技术手段*研究采用太赫兹)远红外光谱表征
2/

胁迫下的斜生

栅藻细胞内生物大分子的变化情况*使用傅里叶变换红外光谱仪采集对照组$

MC

'

0

[

bN

%和实验组$

M<Q

!

Q

和
LMC

'

0

[

bN

%的斜生栅藻随时间变化的光谱图!根据淀粉$

><N

!

NM<Q

和
N;<LÂ D

%与类胡萝卜素$

NP<;

Â D

%的特征吸收峰得到其淀粉含量与类胡萝卜素的变化*同时结合化学计量学方法!对胁迫时间
NL)

与

LR)

的光谱数据进行主成分分析!可以很容易地将
2/

胁迫的不同实验组样品与对照组区分开*结果表明在

铅胁迫下!斜生栅藻中的碳水化合物和类胡萝卜素含量逐渐增加*

2/

抑制了光合作用!影响了多糖和其他

大分子的合成*实验结果表明太赫兹)远红外光谱可作为一种快速!无损方法!用于对铅胁迫下藻体细胞成

分的变化研究!从而实现水体污染程度的判定*
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重金属是自然界中危害较重的一类污染物!一般指密度

)

R

'

0

-C

b=的金属*绝大多数的重金属具有致癌性!会破

坏人体器官!对人体造成极大的危害*在重金属中!铅$

2/

%

是三种最常见的重金属之一*重金属危害的持久性)不易降

解以及随着食物链的富集危害性逐渐增强的特点!使得我们

不得不重视重金属污染的问题*藻类植物作为水生生态系统

的初级生产者!最先受到重金属的影响*有研究表明
2/

对

氮和硫具有很高的亲和力!

2/

离子可以替代微藻细胞内化

合物分子中的其他金属离子*因此!

2/

可能会改变代谢过程

中的酶或其他成分!从而最终影响细胞的分子组成*另外!

2/

可以置换金属离子!如光合机构中的
O

'

Ln

!

H$

Ln

!

4"

Ln

或与光合作用中的酶相互作用!导致该过程的抑制!最终致

使初级生产力下降!间接改变细胞内部物质成分*

研究铅对藻类的影响!为风险评估)水质管理)金属生

物修复和生物燃料生产提供了重要的数据*但是!大多数用

于这些评估的方法都是耗时和破坏性的!而且需要相对较多

的细胞*此外!评估还涉及繁琐的操作!如细胞的采集和破

坏以及生物化学提取!这可能会带来更多随机和系统的误

差*光谱技术在微藻细胞方面的应用弥补了以上的不足!其

中拉曼)近红外技术等在该领域已经取得了不少的成果*

如!

hB

等-

N

.通过单细胞激光拉曼光谱技术实现对微藻体内

油脂的直接定量分析*

48%%7&*

等-

L

.采用共焦拉曼显微镜技术

观察雨生红球藻在不同生长状态下细胞内叶绿素)类胡萝卜

素以及虾青素的组成变化*此外!

a,8!&

等-

=

.采用近红外反

射光谱技术对微藻体内的脂质进行快速检测*

h"

'

&$,

等-

R

.

利用中红外光谱技术对微藻体内蛋白质)脂质以及碳水化合

物的含量进行了定量检测*尽管拉曼)红外光谱技术在微藻

物质成分研究方面取得了一定的进展!但仍然存在一些问

题!如拉曼信号灵敏度低!易受到荧光干扰-

Q

.

"而近红外光

谱的信噪比低!测量灵敏度较低-

P

.

*

在基于光谱技术的微藻成分检测方面!拉曼技术是通过

谱线的强度反映分子内部的振动情况!主要用于鉴定分子中

存在的官能团*太赫兹技术则可以通过检测分子间和骨架间



的振动直接反映分子的结构-

;

.

*与传统光谱检测相比!太赫

兹具有较高的分辨率!更为重要的是许多生物大分子的振动

频率处在太赫兹波段!诸多研究已经实现通过太赫兹检测多

肽)

TI3

)蛋白质等生物大分子-

;

.

*傅里叶变换红外光谱中

引入原子的振动和分子的化学键!产生包含不同大分子特征

带的吸收谱*每个分子都有自己的光谱特征对波段位置)宽

度和强度的分析提供了有关细胞组成和生理状态的信息*然

而!该技术较少应用于包括
2/

在内的重金属对藻类物质成

分的影响研究!并且在使用有限的单变量比较的光谱分析方

面进行的研究很少-

:

.

*因此太赫兹)远红外光谱技术在研究

微藻体内大分子物质变化上存在一定的优势*

本研究中我们采用太赫兹)远红外光谱技术对
2/

胁迫

下斜生栅藻体内淀粉)类胡萝卜素含量变化进行研究*采用

傅里叶红外光谱仪采集微藻的光谱信号!同时结合主成分分

析$

243

%方法!对
2/

胁迫不同时间点的光谱数据进行聚类

分析*同时比较了以重金属浓度与时间为变量的条件下!斜

生栅藻细胞内淀粉)类胡萝卜素含量变化趋势*探究了傅里

叶光谱技术的微藻细胞内生物大分子检测的可行性*

N
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材料

仪器与仪器设备(紫外分光光度计$

B#N>ML

6

-

%)真空傅

里叶变换红外光谱仪$

a5_ZU5J$,($+;M#

#

:M#

%)高速冷冻

离心机$

V[ELMVE

*

%*斜生栅藻$

H34̂ aENL

%购于中科院武

汉水生生物研究所)

aVNN

培养基)调节
6

^

至
;<R

的去离子

水
N[

)标准硝酸铅溶液)电热鼓风干燥箱$

aVfE=M

%*

+/)

!

方法

N<L<N

!

藻的培养

使用
aVNN

培养基将斜生栅藻以
Nc=

的比例扩大培养*

无菌条件下!在洗净且经压力蒸汽灭菌器$

XH1EL:MOa

%高温

高压灭菌的
LMMMC[

的三角锥形瓶中!按照
=<R

'

0

[

bN的

比例加入
aVNN

培养基!接入斜生栅藻藻种!摇匀!置于光

照培养箱中!培养箱中光照强度在
RMMM[B+

!光周期为

NL[cNLT

*每日固定时间点摇匀锥形瓶
R

次!通气培养!

4K

L

浓度为
L?

!培养温度为$

LQiN

%

`

!

6

^

值为
;<M

*

N<L<L

!

实验设计

取处于生长稳定期的斜生栅藻!使用血球计数板$北京

索莱宝科技有限公司%获取微藻生长稳定期的生长状态!初

始藻密度为
=<PeNM

P 个0

C[

bN

*实验使用
:

个洗净且经压

力蒸汽灭菌器$

XH1EL:MOa

%高温高压灭菌的
LMMMC[

的三

角锥形瓶!设置三个实验组
3

!

a

和
4

!一个对照组
4Z

!另

外每组设置两个平行组!向实验组和对照组中加入相同密度

的斜生栅藻以及相同的标准
aVNN

培养基*其中实验组
3

!

a

和
4

中分别加入
M<Q

!

Q

和
LMC

'

0

[

bN的
2/

$

IK

=

%

L

溶液!

对照组
4Z

不做处理!将实验组和对照组置于光照培养箱

中!培养箱中光照强度在
RMMM[B+

!光周期为
NL[cNLT

*

每日固定时间点摇匀锥形瓶
R

次!通气培养!

4K

L

浓度为

L?

!培养温度为$

LQiN

%

`

!

6

^

值为
;<M

*

N<L<=

!

斜生栅藻细胞生长的测定

根据斜生栅藻的光学特性!参照文献-

:

.!用
_JE

分光

光度计$

B#N>ML

6

-

%分别测定斜生栅藻
PQM&C

处的吸光度

$

-

PQM

%*然后再利用显微镜计数藻细胞!得出藻细胞和吸光

度之间的线性关系$图
N

%*根据该关系可在后续试验中利用

藻液吸光度来表示斜生栅藻的生长情况*

图
+

!

藻细胞密度与吸光度%

/

@K*

&之间的线性关系

<4

6

/+

!

O45"1&&"3174%5(E4

9

2"7$""513

6

13;"33'"5(47

#

15'12(%&215;"

$

/

@K*

%

N<L<R

!

红外光谱的采集与处理

每间隔
=)

分别取各实验组
3

!

a

!

4

和
4Z

对照组摇匀

后的
PMC[

样品!使用高速冷冻离心机$

V[ELMVE

*

%!在环

境温度下以
RMMM,

0

C7&

bN的转速离心
QC7&

收获
=MC[

细

胞悬浮液!再用
=MC[

蒸馏水将沉淀洗涤)离心!此操作重

复两次*然后将浓缩至
NC[

的藻类溶液加入到直径为
L-C

的聚乙烯模具中!并使用电热鼓风干燥箱$

aVfE=M

%在
RM`

下干燥
L<Q)

!用于生物组成测定*此时!将样品制成厚度为

LM

+

C

的薄膜*

采集光谱时!为了消除大气水蒸气的吸收贡献!在真空

腔内以
R-C

bN

$

M<NLÂ D

%的分辨率采集
Â D

光谱!并且每

次测量是
PR

次样品扫描和
PR

次背景扫描的平均值!使用

a,BF$,PP#

#

*

傅里叶变换光谱仪在
N

$

LMÂ D

的范围内*实

验每
=)

进行一次!在每个样品的不同点收集
:

组数据*

N<L<Q

!

数据处理与统计分析

所采集的试验数据使用
U+-$%LMN:

!

A)$_&*-,"C/%$,X

和
8,7

'

7&LMN:

数据分析软件进行数据统计和相关性分析*

L

!

结果与讨论

)/+

!

不同浓度的
N2

)\处理对斜生栅藻生长的影响

图
L

为使用
_JE

分光光度计$

B#N>ML

6

-

%在不同时间段采

集实验组
3

!

a

!

4

与对照组
4Z

中斜生栅藻的
PQM&C

处的

吸光度$

-

PQM

%值!直接反应了各个时间点斜生栅藻的生长状

态*主要表现在低质量浓度生长较快!高质量浓度使斜生栅

藻生长减慢*在胁迫的
LR)

内$图
L

%!从整体上看
4Z

对照

组生长最快!

M<Q

和
QC

'

0

[

bN低质量浓度胁迫的斜生栅藻

生长状况区别不大*说明低质量浓度的
2/

离子对斜生栅藻

的生长抑制程度比较小*而在
LMC

'

0

[

bN质量浓度的
2/

离

子胁迫的情况下!相对于对照组斜生栅藻生长状况是抑制程

N>:=

第
NL

期
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度较大的*斜生栅藻在不同重金属离子影响下生长呈现差异

性!很大程度上是由于在高质量浓度下!重金属在细胞膜上

反应!影响细胞的分裂与渗透性*在细胞内部!重金属离子

替换活性金属或键合巯基)氨基和羰基基团而使必需酶失去

活性!从而制约了细胞的生长代谢-

>

.

*

图
)

!

重金属离子对栅藻生长的影响

<4

6

/)

!

S>>";7%>E"1:

#

8"7134%5(%57E"

6

&%$7E%>D;"5"'"(8?(

)/)

!

斜生栅藻的太赫兹光谱的光学特性

L<L<N

!

斜生栅藻在不同浓度
2/

Ln胁迫下同一时间点淀粉与

类胡萝卜素的含量变化

光谱可以反映生物化学成分的变化!对于不同胁迫条件

下的斜生栅藻!微藻内碳水化合物和类胡萝卜素含量发生变

化时所对应的傅里叶光谱一般呈现出不同的趋势*在图
=

显

示
N

$

LMÂ D

的斜生栅藻几种大分子物质的吸收峰位置中!

主要有碳水化合物和类胡萝卜素!其类别可通过振动光谱法

鉴定*以下是它们在光谱的太赫兹和远红外部分的不同频率

区域的吸光度(

><N

!

NM<Q

和
N;<=Â D

用于碳水化合物$淀

粉%

-

:

!

NM

.

!

NP<;Â D

用于类胡萝卜素$

.

E

胡萝卜素%

-

NNENL

.

*

图
C

!

N2

胁迫斜生栅藻
)IE

时实验组与对照组的对比

<4

6

/C

!

=%8

9

1&4(%5%>"B

9

"&48"5713

6

&%?

9

15';%57&%3

6

&%?

9

$E"5N2(7&"(("(%/012(

3

))4>%&)IE

!!

如图
=

所示!对照组为不含重金属的
aVENN

培养基!另

外还有三个重金属浓度的实验组(

M<Q

!

Q

和
LMC

'

0

[

bN

*培

养周期为
LR)

时!每胁迫三小时检测一次
HAS5

!然后构建

坐标系!将淀粉的特征峰$

><N

!

NM<Q

和
N;<=Â D

%与类胡萝

卜素的特征峰$

NP<;Â D

%所对应的峰值作为
3

值!时间点作

为
1

轴绘制二维坐标图
R

$

"

!

/

!

-

和
.

%*由图可知!在胁迫

NL)

内!各浓度胁迫下的淀粉含量变化程度差异不大!随着

胁迫时间增加至
LR)

!实验组中斜生栅藻细胞内的淀粉与类

胡萝卜素在不断的积累!

LMC

'

0

[

bN胁迫下的斜生栅藻累积

的淀粉与类胡萝卜素始终多于
M<Q

和
QC

'

0

[

bN的实验组!

另外
M<Q

和
QC

'

0

[

bN实验组之间淀粉与类胡萝卜素含量变

化程度差异不大*

!!

实验表明!

2/

胁迫下实验组
3

!

a

和
4

中类胡萝卜素和

碳水化合物增加!

2/

离子对碳水化合物和类胡萝卜素的累

积有促进作用*并且
3

!

a

和
4

实验组中类胡萝卜素和碳水

化合物的累积关系也与其胁迫
2/

离子浓度存在正相关性*

这与解毒机制有关!光合作用的变化可能是铅直接抑制光合

机制引起的!或间接通过增加活性氧
5K1

产生的!或两者结

合而成*大分子组分的变化与铅对光合效率的抑制是一致

的!因为当光合作用受到损害时!细胞优先合成!与蛋白质

相比!碳水化合物和类胡萝卜素等是不那么复杂的分子*综

上所述一定浓度的重金属
2/

促进了斜生栅藻中类胡萝卜素

和碳水化合物的累积!而且促进效果
LM

!

Q

和
M<QC

'

0

[

bN

依次递减*

L<L<L

!

基于太赫兹光谱的
243

分析

对两个时间点$

NL

和
LR)

%全光谱数据进行
243

处理!

图
Q

$

"

%代表
NL)

时样本数据
243

处理结果!样本中
24EN

和
24EL

分别为
:Q?

和
NL?

!其中
Q

与
LMC

'

0

[

bN实验组聚

类明显!对照组)

M<QC

'

0

[

bN聚类效果相对较差*图
Q

$

/

%

代表
LR)

时样本数据
243

处理结果!样本中
24EN

和
24EL

分别为
:;?

和
>?

"

LR)

实验组样本整体聚类明显*

!!

243

图中!

NL

与
LR)

各胁迫条件下的样本数据都存在

一定差异!另外整体上
LR)

的样本数据聚类效果更好!这与

胁迫时间有关!另外
LR)

胁迫过程中有
NL)

的无光合作用

阶段不能忽略!在无光照情况下!微藻体内色素)碳水化合

物等多种物质的合成均会受到影响-

N=

.

!如暗环境下影响脂

肪酸合成!叶绿素
"

)核酸等含量减少*另外铅浓度的增加!

导致细胞内碳水化合物和脂类含量增加!蛋白质和磷酸化水

平下降*因此!由于多种物质的复杂变化!

LR)

的
243

图与

NL)

的
243

图存在一定的差异*

=

!

结
!

论

!!

利用太赫兹)远红外技术对
2/

胁迫下斜生栅藻物质含

量变化进行了研究*通过对比各个实验组样本在淀粉$

><N

!

NM<Q

和
N;<=Â D

%与类胡萝卜素$

NP<;Â D

%特征吸收峰位

处的吸光度值!对微藻内淀粉与类胡萝卜素含量的趋势变化

进行了研究*实验结果显示!在胁迫
LR)

内!

M

$

>)

时间点

实验组
3

!

a

!

4

与对照组的特征吸收峰值差异不大!主要是

因为实验胁迫时间短!且微藻细胞内物质合成需一定时间*

>)

开始
3

!

a

!

4

与对照组中微藻细胞物质变化得差异逐渐

显现!随胁迫时间增长至
LR)

!实验组
3

!

a

!

4

特征吸收峰

逐渐递增!并且实验组
4

!

a

和
3

依次增大!这与随着铅胁

迫浓度的增加!碳水化合物和脂类含量增加相一致*研究中

分别使用
M<Q

!

Q

和
LMC

'

0

[

bN浓度的重金属胁迫微藻!实
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和
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