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四羟甲基硫酸鏻去除铜绿微囊藻效果及其机制研究
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  摘要  研究了四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻( M icr oc ysti s aeru ginosa )的去除效果及机制。结果表明,四羟甲基硫酸鏻半效应

浓度( EC50)与藻细胞数目呈正相关,线性方程为: Y= 0. 628 2X + 0. 956 4, R2 = 0. 997 3(其中 Y 为 EC50, m g/ L; X 为处理 48 h 后铜

绿微囊藻细胞数目, 106个/ mL)。11. 0 mg/ L四羟甲基硫酸鏻处理铜绿微囊藻 36 h后, 藻细胞可溶性蛋白、超氧化物歧化酶( SOD)

活性、丙二醛( MDA)较对照组分别提高 10. 47%、11. 31%、140. 98% , 四羟甲基硫酸鏻能够显著破坏藻细胞膜通透性, 提高酯酶活

性。四羟甲基硫酸鏻通过破坏藻细胞膜,造成膜脂过氧化,干扰藻体正常代谢而除藻。
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Abstract:  4-hydroxmethy l pho sphonium sulfate ( T HPS) w as employed fo r the r emoval o f Microcy stis aerug i-

nosa, t he effect o f T HPS concent ration, initial alg ae concent ration on removal efficiency w as investigated and removal

mechanism w as studied by detect ing the var iation o f dissolved protein, SOD activity and MDA content in Micr ocy stis

aeruginosa. Results indicat ed that the EC50 o f T HPS w as liner co rr elated w ith Micr ocy stis aeruginosa cell density,

w ith the liner equat ion of Y= 0. 628 2X + 0. 956 4 (R2= 0. 997 3) . T r eating Micr ocy s tis aeruginosa with 11. 0 mg / L

of T HPS for 36 h, the disso lv ed protein, SOD act ivity and MDA content w ere increased by 10. 47% , 11. 31% and

140. 98% , r espectiv ely . TH PS destro yed t he membrane integ rit y, enhanced the ester ase activ ity and caused mem-

brane over- ox idation, during these pro cesses, normal metabo lism w as disturbed and then Micr ocy s tis aerug inosa was

r emoved.
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  随着城市化进程的加快和社会经济的发展, 水

体富营养化成为当今世界面临的最主要的水污染问

题之一[ 1, 2] 。铜绿微囊藻是许多湖泊和水库发生富

营养化时的优势藻
[ 3]
, 其在生长过程中产生微囊藻

毒素( M C)。MC结构稳定, 降解缓慢,对水生植物、

鱼类、水生无脊椎动物、浮游动物等存在一定影

响
[ 4]
。并可通过饮用水及食物链富集于人体, 造成

肝脏、肾、肠等器官病变,甚至诱发癌症[ 5]。

  目前,除藻方法可以分为化学法、生物法和物理

法。化学法主要是采用铜、银及其他一些人工合成

化合物
[ 6-8]
除藻,简单易行,对湖面景观没有影响, 但

这些化学药剂污染严重, 不利于养殖池塘的使用。

生物法即加入生物菌[ 9] 或放入特殊水体动物[ 10] 除

藻,有可能对湖泊生物种群结构、生物多样性造成一

定影响,但该方法处理时间较长,不能从根本上清除

湖中的污染物, 有反弹现象。物理法是用捕捞、过

滤、气浮等方法除藻, 其优点是标本兼治, 对水质及

水生生物种群无不利影响, 能携带去除水中的污染

物,但该方法成本高, 对湖面景观有一定影响, 不宜

大面积的使用。因此, 开发新型经济、高效、低污染

杀菌剂不仅可以保护人类健康和环境安全, 还可以

节省大量开支。

  四羟甲基硫酸鏻( THPS) [ 11] 最早是作为处理工

作服等棉纤维制品的阻燃剂的前体化合物而大规模

生产的, 于 1997年获得美国/总统绿色化学奖0,同

年通过美国安全证明,正式用于环境保护领域。四

羟甲基硫酸鏻分子结构见图 1,其含磷 11. 45% (质

量分数) ,具有高效、广谱、低剂量、低发泡和低毒的

特点,与传统的杀生剂相比, 具有优秀的环境性能,

不持续存在于环境中, 更有利于环境保护
[ 12]
。笔者
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通过分析四羟甲基硫酸鏻对藻细胞可溶性蛋白、超

氧化物歧化酶( SOD)活性、丙二醛( MDA)、细胞膜

通透性和细胞酯酶活性的影响, 探讨四羟甲基硫酸

鏻对铜绿微囊藻去除机制, 为更好地利用四羟甲基

硫酸鏻来控制铜绿微囊藻, 开发特效的水华抑制剂

提供参考。

图 1  四羟甲基硫酸鏻分子结构
F ig . 1  The molecules structure of T HPS

1  材料与方法

1. 1  材  料

40%(质量分数)四羟甲基硫酸鏻。铜绿微囊藻

(M icrocy st is aer uginosa , No. 905)购自中国科学院

武汉水生生物研究所, 采用 MA 培养基, 在生化培养

箱内培养,温度( 26 ? 1) e ,光照强度 2 300 lx, 光暗

比为 12 hB 12 h,摇瓶培养,每天振荡 2次。

1. 2  实验方法

1. 2. 1  藻细胞数目的测定

用血球计数板在显微镜下计数, 并用 UVmini

1240分光光度计在 680 nm 波长处测得藻液吸光度

( OD 680 ) ,得出对照组铜绿微囊藻细胞数目( N 0 ) 与

OD 680的换算关系如下:

N 0= 25. 28 @ OD 680- 0. 073 ( 1)

1. 2. 2  除藻活性检测

通过摇瓶实验检测四羟甲基硫酸鏻除藻活性。

培养混合液总体积 50 mL, 其中包括处于指数生长

期不同藻细胞数目和生长良好的藻液、一定量的培

养液( 121 e 灭菌 30 min)及四羟甲基硫酸鏻。四羟

甲基硫酸鏻设置一定浓度梯度, 每个浓度设 3 个平

行样。将上述培养混合液置于温度 26 e 、光照强度

2 300 lx、光暗比 12 h B12 h的生化箱中培养。根据

藻细胞数目, 计算四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻的

相对抑制率, 见式( 2)。

I R= ( 1- N / N 0) @ 100% ( 2)

式中: I R 为相对抑制率, % ; N 为加入四羟甲基硫酸

鏻的铜绿微囊藻细胞数目, 106个/ mL。

1. 2. 3  可溶性蛋白含量和抗氧化酶活性的测定

取藻细胞数目为 15. 05 @ 106个/ mL 藻液 20

mL, 4 e 、10 000 r/ min冷冻离心 10 min,弃上清液,

加入 4. 0 mL PBS 缓冲溶液( 0. 05 mo l/ L , pH 7. 0, 4

e 预冷) , - 20 e 反复冻融 3 次, 再 4 e 、7 000
r/ min冷冻离心 10 min,此上清液即为粗提液, 用于

可溶性蛋白含量和抗氧化酶活性(包括 SOD活性和

MDA 含量)测定。可溶性蛋白含量采用考马斯亮蓝

G-250法测定 [ 13] , SOD活性采用氮蓝四唑( NBT )法

测定
[ 14]
, M DA 含量采用硫代巴比妥酸 ( T BA )法

测定
[ 15]
。

1. 2. 4  流式细胞术测定细胞膜通透性及酯酶活性

当细胞膜受损后, 碘化丙啶( P I)染料大分子能

进入细胞内与核酸物质结合, 在蓝光的激发下产生

红色荧光,使流式细胞仪检测到的荧光信号明显增

强,通过流式细胞仪的 FL2 检测通道 ( 560 ~ 590

nm)收集其荧光强度[ 1 6]。PI 用三蒸水稀释到 100

Lmo l/ L , 4 e 保存; 荧光素二乙酸 ( FDA )用丙酮稀

释到 1 mmo l/ L , - 18 e 保存。取藻液 2 mL, 经

0. 05 mm 孔径滤膜过滤后, 用 PI 和 FDA 染色。加

入 PI 和 FDA 染料的最终摩尔浓度分别为 10、25

Lmo l/ L , 25 e 条件下分别在暗室温育 15、8 min后,

用流式细胞仪分别检测铜绿微囊藻细胞膜通透性及

细胞酯酶活性。PI和 FDA 荧光值用平均荧光强度

表示
[ 17]
。

1. 2. 5  数据统计分析方法

本试验中的测定数据、平均数、标准误差、线形

回归方程数据用 M icrosof t Excel 2007软件处理,并

用 DPS软件邓肯氏新复极差多重比较法( DMRT )

进行差异性分析。流式细胞仪检测到的数据用

CELL Quest软件进行分析处理。

2  结果与分析

2. 1  不同浓度四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻的去

除效果

图 2显示不同质量浓度四羟甲基硫酸鏻作用下

图 2  四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻的除藻活性
F ig. 2 Effect of T HPS concentrat ion on

Microcy stis aeruginosa removal
注:数据为 3次重复的平均值 ? 标准误差,图 3同。
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铜绿微囊藻细胞数目随时间的变化情况。四羟甲基

硫酸鏻的相对除藻效果随浓度的升高而提高,处理

48 h,四羟甲基硫酸鏻质量浓度为 9. 2、12. 0 mg/ L

的相对抑制率分别达到 37. 78%、76. 82%。

2. 2  四羟甲基硫酸鏻对不同藻细胞数目下铜绿微

囊藻的去除效果

四羟甲基硫酸鏻对不同藻细胞数目下铜绿微囊

藻 48 h的去除效果见表 1。根据表 1中的藻细胞数

目和铜绿微囊藻死亡率的回归方程, 得出半效应浓

度( EC50 ) ,将 EC50和藻细胞数目关系作图 3,数据经

拟合后, 表明藻细胞数目同 EC50呈正相关, 线性关

系表达式如下:

Y= 0. 628 2X + 0. 956 4, R2 = 0. 997 3 ( 3)

式中: Y 为 EC50 , mg/ L ; X 为处理 48 h 后铜绿微囊

藻细胞数目, 106个/ mL。

表 1 四羟甲基硫酸鏻 48 h除藻效果
Table 1  Micr ocy stis aeruginosa r emoval efficiency of

TH PS in 48 h

藻细胞数目

/ ( 106个# mL- 1 )
回归方程1) R

7. 30 y = 2. 385 7+ 3. 449 9x 0. 997 1

10. 04 y = 0. 504 4+ 5. 288 0x 0. 986 1

15. 05 y = - 5. 000 9+ 9. 899 8x 0. 990 3

17. 21 y = - 6. 085 3+ 10. 305 4 x 0. 996 0

21. 53 y = - 10. 963 5+ 13. 740 3x 0. 986 1

  注: 1) x 为四羟甲基硫酸鏻浓度的对数值; y 为铜绿微囊藻死亡

率, %。

图 3  处理 48 h铜绿微囊藻细胞数目和 EC50的关系

Fig . 3  Relat ionship betw een Microcy stis aerug inosa
cell density and EC50 in 48 h

2. 3  四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻可溶性蛋白含

量的影响

可溶性蛋白是藻细胞的基本组成成分。本试验

测定了在不同时间下四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜

绿微囊藻细胞中可溶性蛋白含量的影响(见图 4)。

由图 4可知, 四羟甲基硫酸鏻能够刺激藻细胞蛋白

合成,在不同时间下经不同浓度四羟甲基硫酸鏻处

理后,铜绿微囊藻细胞可溶性蛋白含量较对照组均

有提高。10. 0 mg/ L四羟甲基硫酸鏻处理 36 h 后,

藻细胞可溶性蛋白含量达到最大值, 较对照组提高

11. 64% ;而 11. 0 mg/ L四羟甲基硫酸鏻处理 36 h

后,藻细胞可溶性蛋白较对照组提高10. 47%。

图 4  四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻
可溶性蛋白的影响

Fig. 4  Effect of TH PS on the dissolv ed
pro tein of Micr ocy stis aerug inosa

  注:数据为 3次重复的平均值 ? 标准误差,在同一时间下不同四
羟甲基硫酸鏻浓度上字母相同者表示在 0. 05水平上差异不显著(即
DM RT 法) ,图 5至图 8同。

2. 4  四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻细胞抗氧化系

统的影响

在不同时间下四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿

微囊藻 SOD相对活性测定结果(见图 5)显示, 不同

浓度四羟甲基硫酸鏻均能使藻细胞 SOD 相对活性

显著提高,这种提高在同一时间下较低浓度水平( [

10. 0 mg / L )表现为递增。11. 0 mg/ L处理较10. 0

mg / L处理细胞 SOD含量在不同时间均有一定程度

下降,但仍显著高于对照组。在不同时间下四羟甲

基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻MDA的影响见图

图 5  四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻
SOD相对活性的影响

F ig . 5  Effect o f TH PS on SOD activities o f
Micr ocy stis aeruginosa
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6。11. 0 mg/ L四羟甲基硫酸鏻处理 36 h, MDA 含

量达到最大值, 较对照组提高 140. 98%, 增幅高于

SOD活性( 11. 31%)。

图 6  四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻 MDA的影响
F ig. 6 Effect of T HPS on the M DA activit ies o f

Micr ocy s tis aeruginosa

2. 5  四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻细胞膜通透性

和细胞酯酶活性的影响

藻细胞膜通透性随四羟甲基硫酸鏻浓度的增加

和时间的推移而逐渐增强(见图7)。在同一时间下,

不同浓度的四羟甲基硫酸鏻处理细胞膜通透性变化

差异显著, 11. 0 mg/ L四羟甲基硫酸鏻处理 36 h, PI

平均荧光强度达到最大值, 较对照组提高200. 00%。

不同浓度四羟甲基硫酸鏻处理后铜绿微囊藻细胞酯

酶活性测定结果显示, 在同一时间下各浓度四羟甲

基硫酸鏻均使铜绿微囊藻细胞酯酶活性增强, 10. 0

mg/ L四羟甲基硫酸鏻处理 36 h铜绿微囊藻细胞酯

酶活性最高, 较对照组提高 7. 50% (见图 8)。

图 7  四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻
细胞膜通透性的影响

F ig . 7  Effect o f TH PS on membrane int eg r ity o f
Micr ocy s tis aeruginosa

3  讨  论

  四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻去除效果随藻细

图 8  四羟甲基硫酸鏻质量浓度对铜绿微囊藻
细胞酯酶活性的影响

Fig. 8 Effect of TH PS on ester ase activ ity of
Micr ocy stis aeruginosa

胞数目升高而降低, EC50与藻细胞数目呈正相关,这

可能和藻细胞与四羟甲基鏻离子的结合率有关[ 18] 。

当培养液中四羟甲基硫酸鏻浓度一定时, 四羟甲基

鏻离子平均分布在带负电的藻细胞表面, 随着藻细

胞数目的增加, 与单个藻细胞结合的四羟甲基鏻离

子减少, 进而除藻活性下降, EC50升高。

  可溶性蛋白是铜绿微囊藻代谢和生理状态的

一个重要指标, 其变化反映出藻细胞蛋白质合成、

降解和变性等多方面的动态 [ 19] 。经不同浓度四羟

甲基硫酸鏻处理后, 各组铜绿微囊藻细胞可溶性蛋

白含量较对照组均有提高,四羟甲基硫酸鏻能够刺

激藻细胞蛋白合成, 干扰藻细胞蛋白代谢平衡。

SOD是细胞体内消除活性氧自由基最关键的酶类

之一。四羟甲基硫酸鏻干扰藻细胞内活性氧代谢

平衡,增加了活性氧积累, 致使体内抗氧化系统机

能应激加强,以清除体内过多的活性氧。这一结果

与其他金属、有机物等使植物体内 SOD活性增加

的结果相似 [ 20] 。当O-2 的产生速率大于 SOD活性

的增加速率时, O
-
2 及其产物的毒性超过了 SOD清

除能力, 并使 SOD 酶系遭到破坏, 从而降低 SOD

活性。MDA 是膜脂过氧化的关键产物, 代表细胞

膜脂过氧化的程度, M DA 在细胞内的累积量通常

被用作膜脂过氧化程度的指标。四羟甲基硫酸鏻

造成铜绿微囊藻细胞膜脂过氧化,藻细胞虽然可以

通过合成保护性酶来抵抗这种损害,但其抵抗效果

小于破坏程度。

  流式细胞仪检测结果说明, 随四羟甲基硫酸鏻

浓度升高铜绿微囊藻细胞膜通透性显著增加, 四羟

甲基硫酸鏻对微囊藻毒性呈明显浓度依赖性变化,
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这与铜对微囊藻的抑制机制相同
[ 21]
。酯酶是单细

胞藻类生长发育不可缺少的酶之一, 能催化脂类化

合物水解并进入中间代谢, 可以表征细胞的代谢活

性。低剂量四羟甲基硫酸鏻作用下胞内酶活性显著

升高,这可能是由于低剂量四羟甲基硫酸鏻会加速

细胞膜磷质代谢, 从而刺激胞内酶活性升高[ 22] , 且

在细胞膜显著破碎的情况下,酯酶活性仍有所增强,

酯酶活性具有非能量代谢依赖性, 死细胞中依然存

在这种代谢活力
[ 23]
。11. 0 mg/ L四羟甲基硫酸处理

36 h, FDA平均荧光强度较 10. 0 mg / L处理显著下

降,是由于藻细胞膜通透性增强导致胞内荧光物质

外流造成的
[ 24]
。

  四羟甲基硫酸鏻广谱、快速、高效, 对虹鳟鱼 96

h的 EC50 > 119 mg / L ,是一种优良的杀生剂。但四

羟甲基硫酸鏻会增加水体中磷元素的含量, 给水体

中蓝藻再次爆发带来隐患。四羟甲基硫酸鏻适用于

流动水体及养殖池塘中铜绿微囊藻等有害蓝藻暴发

时的应急处理,不宜频繁、大规模施用。

4  结  论

( 1) 四羟甲基硫酸鏻对铜绿微囊藻的去除效果

随藻细胞数目变化而变化, 处理 48 h 时, 藻细胞数

目与 EC50的线性相关方程为: Y = 0. 628 2X +

0. 956 4, R
2
= 0. 997 3。

( 2) 四羟甲基硫酸鏻能打破铜绿微囊藻细胞代

谢平衡,造成藻细胞可溶性蛋白含量、SOD 活性、

MDA 含量较对照组升高, 并能引起藻细胞膜脂过氧

化,改变藻细胞膜的通透性。
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