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群体和单细胞微囊藻对短期温度变化的生理响应

付小丽    向    蓉    董聪聪    张红波    施军琼    吴忠兴
(西南大学三峡库区生态环境教育部重点实验室, 重庆市三峡库区植物生态与资源重点实验室, 重庆 400715)

摘要: 为了探索短期温度变化对群体微囊藻和单细胞微囊藻的影响, 在室内受控模拟条件下研究了在10℃、

25℃和35℃三个温度梯度下, 群体和单细胞微囊藻对短期温度变化的生理响应。研究表明: 与对照组25℃相

比, 在10℃培养下, 微囊藻叶绿素浓度显著降低, SOD活性和死亡率均显著增加。与群体微囊藻相比, 在10℃
下单细胞微囊藻叶绿素浓度显著下降, Fv/Fm下降, SOD活性显著增加。在35℃培养下, 单细胞微囊藻叶绿素

浓度上升, 死亡率和SOD活性增加, 而群体微囊藻则呈现出叶绿素浓度和死亡率降低, CAT活性增加。结果表

明短期的温度变化影响了群体和单细胞微囊藻生理机制, 与单细胞微囊藻相比, 群体更能适应短期的温度胁

迫, 导致其更具优势。
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近年来, 由于湖泊、河流的氮、磷含量增加,
加剧了水体富营养化过程, 引起蓝藻水华的大量暴

发并打破了水生生态系统的平衡
[1]
。蓝藻水华的发

生, 不仅影响了水生生态系统, 也影响了人类的健

康
[2, 3]

。在众多报道的蓝藻水华种类中, 微囊藻是

最常见的水华蓝藻之一, 其分布广泛, 持续时间长,
且一些种类产生的微囊藻毒素引起了许多的生态

环境和人类健康问题
[4—7], 因此, 对微囊藻水华的研

究已成为国内外研究热点之一
[8, 9]

。温度是影响生

物生长发育的重要因子, 研究表明, 水华季节演替

主要依赖温度、光照等物理条件
[10, 11]

。目前, 人
们已经把温度作为监测和预报水华的一个关键因

素
[12]

。在许多淡水微囊藻的研究中, 温度历来作为

一个重要的环境因子
[13]

。微囊藻的生长和光合作

用受到各种不同的环境因子的影响, 其中温度是最

重要的影响因子之一
[14]

。已研究表明, 在一定范围

内温度的上升 ,  可以促进微囊藻的生长 ,  但超过

35℃微囊藻的生长和光合作用就会受到抑制
[25, 29],

因此, 研究温度的变化对微藻的影响有着重要的理

论和实际意义。

在自然环境条件下微囊藻主要是以群体形式

存在, 然而, 当其分离到实验室培养, 群体微囊藻往

往解聚为单细胞的形式
[15]

。目前对微囊藻的生理

研究主要以实验室培养的单细胞微囊藻为材料, 因
而不能很好反映自然条件下微囊藻的生理生化特

征。研究已表明在群体微囊藻解聚的过程中可能

引起其生理生化指标及其抗性的改变, 且群体微囊

藻在光合作用和抵御不利条件均表现出与单细胞

微囊藻不同的特性
[16, 17]

。然而, 群体和单细胞微囊

藻对温度的响应并未见报道。因此, 本研究比较了

群体微囊藻和单体微囊藻在短期不同温度培养下

的生理生化响应, 旨在探究不同形态大小微囊藻对

短期不同温度的响应机制, 为阐明微囊藻水华的形

成及发生机制提供实验依据。

1    材料与方法

1.1    藻株来源和培养

实验选用藻种来源于中科院水生生物研究所

淡水藻种库(FACHB-collection), 各藻株的相关特

征信息如表 1所示。藻株的培养条件为: 光强25 μE/
(m2·s), 温度(25±1)℃, 光周期12h鲶12h。当藻株生长

到对数期时, 藻液经离心后, 获得对数期藻细胞, 然
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后加入新鲜的BG11培养液, 置温度为10℃、25℃
和35℃下, 持续培养48h, 其中25℃为对照组。每个

处理实验设3个平行。

1.2    叶绿素含量和可溶性蛋白的测定

叶绿素用80%丙酮于4℃抽提24h, 离心后, 上
清液用分光光度计测定663 nm的光吸收值, 通过公

式Chl.a (mg/L)=12.19×A663计算得到叶绿素含量。

总的可溶性的蛋白含量采用考马斯亮蓝结合法测

定
[18], 以小牛血清蛋白作为标准。

1.3    最大光化学效率(Fv/Fm)分析

用浮游植物荧光分析仪(PHYTO-PAM, Waltz
公司, 德国)测定藻细胞的最大光化学效率, 测定方

法参照Maxwell等[19]
方法。

1.4    抗氧化物酶活性的测定

过氧化氢酶(Catalase, CAT)的活性根据Aebi[20]

所描述的方法测定。计算公式为CAT=(Am–As)/(0.1*
V*1*Cp), Am指最大吸光度, As指样品吸光度, V指
提取酶液总体积mL, Cp指蛋白质浓度mg/mL。

超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase, SOD)
活性根据Dhindsa等[21]

光化还原氧化法进行测定。

酶活性采用SOD=[(Amax–A560)/Amax]/0.5公式计算。

1.5    细胞死亡率

所有样品经FDA (Fluorescein diacetate)染色后,
用流式细胞仪(Epics Altra Coulter, Beckman, USA)
对细胞活性进行检测。群体微囊藻的处理及FCM测

定步骤见Wu等[16]
方法, 其中FCM激发光为488 nm,

检测荧光为505—545 nm [22]
。

1.6    数据统计

所有实验设置3个平行, 数据处理和分析均在

SPSS 16.0中进行, 采用方差分析和多重比较(LSD)
进行统计分析, P<0.05为显著性差异, P<0.01为极

显著差异。作图引入“对比值”, 对比值=(实验组–
对照组)/对照组×100%, 所得数据采用EXCEL及
Orgin8.6进行图表的绘制。

2    结果

2.1    不同温度下群体和单细胞微囊藻叶绿素含量

变化

与对照组25℃相比, 在10℃条件下处理48h后,
微囊藻叶绿素浓度均下降。单细胞微囊藻7806、
905和942的Chl.a含量随温度下降显著(P<0.05,
图 1), 分别减少了32.8%、25.9%和35.7%; 小群体

微囊藻907和909的Chl.a含量分别降低了40%和

44.9%, 下降显著(P<0.01); 大群体微囊藻938的
Chl.a含量则减少了7.1%; 与群体微囊藻相比, 单细

胞微囊藻叶绿素浓度显著下降(P<0.01)。在35℃条

件下处理48h后, 微囊藻叶绿素浓度变化有差异, 单
细胞微囊藻7806、905和942的Chl.a含量随温度升

高而分别增加了20%、20.1%和48.4%; 小群体群体

微囊藻907和909随温度升高分别降低了11.8%和

9.4%, 而大群体微囊藻938则降低了32.1%。与单细

胞微囊藻相比, 群体微囊藻叶绿素浓度显著降低

(P<0.01)。

2.2    不同温度下群体和单细胞微囊藻最大光合效

率(Fv/Fm)的变化

不同温度培养48h后, 通过比较微囊藻的最大

光合效率 (Fv /Fm )表明 :  10℃时 ,  单细胞微囊藻

7806、942和905分别下降了8.7%, 12.8%和43.6%;
小群体微囊藻907和909分别上升9.0%和9.1%, 大群

体微囊藻938下降23.5%; 与小群体微囊藻相比, 单
细胞和大群体微囊藻显著降低(P<0.01,  图  2)。

表 1   实验中所用铜绿微囊藻藻株信息

Tab. 1   Information on Microcystis aeruginosa in this study

编号
Code

采集点
Sampling station

大小
Size (μm)

形态
Shape

7806 荷兰 2—3 单细胞

942 滇池, 中国 2—3 单细胞

905 滇池, 中国 2—3 单细胞

907 滇池, 中国 62.5—100 小群体

909 保安湖, 中国 >205 小群体

938 团山, 中国 >650 大群体

 
图 1   群体和单细胞微囊藻的叶绿素含量对比值

Fig. 1   The Chl.a ratios of colonial and single-celled Microcystis
strains

*表示P<0.05; **表示P<0.01; 下同

* means P<0.05 level; ** means P<0.01 level; the same applies
below
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35℃时, 单细胞微囊藻7806、942和905分别上升

8.7%, 下降8.5%和上升2.6%; 小群体微囊藻907和
909分别上升22.7%, 上升5.5%, 而大群体则下降

17.6%, 与单细胞和大群体微囊藻相比, 小群体微囊

藻显著增加(P<0.05)。

2.3    群体和单细胞微囊藻的抗氧化酶活性的变化

对群体和单细胞微囊藻的超氧化物歧化酶

(SOD)和过氧化氢酶(CAT)分析表明, 群体微囊藻

和单细胞微囊藻在应对短期温度变化方面有明显

的差异。如上图 3a所示, 10℃时, SOD酶活性在微

囊藻中表现为显著增加(P<0.01)。单细胞微囊藻

7806、942和905分别上升了3.8倍, 4.6倍及1.6倍, 小
群体微囊藻907和909分别上升8.9倍和1.3倍, 大群

体938上升2.9倍, 单细胞与群体之间与群体之间差

异显著(P<0.01)。35℃时 ,  单细胞微囊藻7806、
942和905分别下降78%, 上升30.6%及下降68.2%,
小群体微囊藻907和909分别下降55.4%, 56%, 大群

体938下降54.3%(图 3a), 单细胞与群体之间差异显

著(P<0.01)。
如上图 3b所示, 通过对微囊藻的CAT酶活性比

较分析表明, 微囊藻CAT对短期不同温度也有不同

的变化趋势: 10℃时, 单细胞微囊藻7806、942和
905分别下降67%, 下降35%, 上升115%, 小群体微

囊藻907和909分别下降16.1%, 上升118%, 大群体

938下降13.7%; 单细胞和群体均上升显著(P<0.05);
单细胞与群体之间差异显著(P<0.01)。35℃时, 单
细胞微囊藻7806、942和905分别上升87%, 上升

27.7%, 下降38.2%; 小群体微囊藻907和909分别上

升110%和上升99%, 大群体上升8.3%; 群体较单细

胞上升幅度大(图 3b)。单细胞与群体907、909差

异显著(P<0.05)与群体938、差异极显著(P<0.01)。

2.4    群体和单细胞微囊藻细胞死亡率的变化

如表 2所示, 处理48h后, 死亡率均有上升, 10℃
死亡率最高, 而25℃和35℃死亡率低。与单细胞微

囊藻相比, 群体较单细胞死亡率低, 差异显著(P<
0.05)。

3    讨论

3.1    不同温度对两种形态微囊藻叶绿素含量的影

响

微囊藻的生长和光合作用受到各种不同的环

境因子的影响, 其中温度是最重要的影响因子之

一
[13]

。铜绿微囊藻喜好高温, 在30—35℃时生长最

佳, 在水温30℃条件时细胞密度最大, 而温度低于

20℃时生长明显受抑制
[12]

。本实验结果表明(图 1):
在10℃时, 微囊藻叶绿素含量呈下降趋势。单细胞

 
图 2   群体和单细胞微囊藻的Fv/Fm对比值

Fig. 2   The Fv/Fm ratio of colonial and single-celled Microcystis
strains

 
图 3   群体和单细胞微囊藻的SOD和CAT对比值

Fig. 3   The SOD and CAT ratio of colonial and single-celled
Microcystis strains
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和小群体显著下降, 大群体不显著下降, 群体和单

细胞呈现出差异显著, 说明实验温度对微囊藻单细

胞和群体都有影响, 且对单细胞的影响更大。微囊

藻群体的形态随季节而变化, 它们在秋季或是冬季

能以营养状态的形式集积在底泥中, 俗称为“越冬

体”[23]
。在10℃条件下形成的大群体可能就是微囊

藻的越冬体, 以此来抵御不利条件, 在条件适宜的

时候就会恢复到原来的代谢活力。此结果与前人

的研究结果一致。在35℃时, 微囊藻叶绿素含量有

所变化, 单细胞微囊藻叶绿素含量均上升, 而小群

体微囊藻叶绿素含量显著下降, 大群体不显著下降

(图 1), 群体和单细胞大部分差异显著。单细胞叶

绿素的上升, 则暗示了短期高温并不影响单细胞微

囊藻生长和繁殖。刘玉生等
[24]

的研究表明: 在35℃
时, 铜绿微囊藻生长达到最大增殖后, 马上开始沉

淀, 绿色消退, 溶液呈乳白色。铜绿微囊藻对温度

的适应范围较广, 在15—40℃温度内铜绿微囊藻均

可生长, 当温度达到45℃时, 铜绿微囊藻停止生长

并逐渐死亡
[25]
。

3.2    不同温度对两种形态微囊藻PSII的影响

温度是影响蓝藻生长的重要环境因子, 影响藻

细胞的酶活性及生长代谢速率。黄仿等
[26]

研究了

热胁迫对等鞭藻的作用机制, 结果表明热胁迫能导

致Fv/Fm、Fv/2的值明显下降, 说明PSII中心电子传

递受阻。微囊藻光合作用对高温比较敏感, 高温可

使类囊体膜的结构发生变化
[27], 本研究发现: 在

10℃时, 6种微囊藻的Fv/Fm中, 单细胞和大群体下

降, 单细胞与大群体之间差异显著(图 2)。Fv/Fm值

下降说明微囊藻受到低温胁迫, 在一定温度范围内,
温度较低时, 细胞膜的运输和呼吸代谢功能都会受

到影响
[28]

。为了应对胁迫微囊藻可能通过降低代

谢活动以维持群体机体活动抵御不良环境。在35℃
时, 微囊藻大部分呈上升趋势, 单细胞和小群体上

升, 大群体呈下降趋势, 单细胞与大部分群体差异

显著(图 2)。Sayed和El-shahed[29]
的研究中表明: 当

温度为25—35℃, 小球藻(Chlorella vulgaris)的
Fv/Fm、Fv/2值均随温度的升高而增大 ,  在35—
40℃时达到最大随后开始下降。Fv/Fm值随试验温

度的升高而增加, 说明温度升高对微囊藻的PSII电
子传递起到促了进作用, 而高温也可能对光和系统

的酶活性起到抑制作用, 出现不同程度的下降, 亦
或高温对类囊体膜结构有损伤, 具体原因还需要进

一步研究证实。单细胞和小群体的荧光值上升, 表
明了其电子传递受到促进, 能量消耗增加, 不利于

其长期的生长和繁殖
[24]
。

3.3    两种形态微囊藻对不同温度的响应

O{
2

O{
2

SOD是主要的活性氧清除酶系, 它催化 转化

为H2O2和O2, CAT使H2O2转化为H2O和O2使自由基

维持在一个较低的水平。本研究发现, 微囊藻SOD
和CAT酶活性对短期不同温度有不同的变化(图 3a)。
在10℃时, 单细胞和大小群体SOD活性均显著上升,
差异不大, 且单细胞和群体之间差异显著, 表明微

囊藻在此温度受到胁迫, 导致清除自由基酶被激活;
在35℃时, SOD活性大部分显著下降, 单细胞905不
显著上升, 其余单细胞均下降, 群体呈现下降趋势,
单细胞较群体下降显著, 单细胞和群体之间差异显

著, 这种变化体现了机体的自我防御, 可能与其耐

受温度范围以及机体的修复机制有关, 需要进一步

研究。在短期不同温度处理条件下, 微囊藻CAT酶
活性变化不同(图 3b)。在10℃时, 单细胞942和小

群体909均显著增加, 其余均下降, 小群体上升幅度

大, 单细胞和群体之间差异显著。这表明微囊藻在

低温下受到胁迫, 导致了大量的清除自由基酶产生

进行机体的自我防御, 小群体表现更显著。在35℃
时, 大部分CAT值呈上升趋势, 小群体上升显著, 单
细胞与大部分群体之间差异显著。表明不同微囊

藻的CAT对高温存在着一定的差异, 小群体微囊藻

产生CAT酶来清除光氧化产生的自由基 的量显

著高于单细胞微囊藻, 在清除自由基能力方面, 小
群体微囊藻具有一定的优势。大群体938, 表现为

上升不显著, CAT只有胁迫到了一定程度才会显著

上升
[30], 表明大群体遭受高温胁迫小更耐高温。

3.4    不同温度对两种形态微囊藻存活率的变化

本研究对群体和单细胞微囊藻的存活率进行

了比较(表 2), 发现短期不同温度处理后, 微囊藻细

胞的存活率仍然较高, 群体和单细胞之间差异显著;
在35℃下微囊藻活力并未被破坏或抑制, 进一步证

实了微囊藻能耐受较高的温度。与单细胞相比, 大
小群体微囊藻细胞表现出较低的死亡率, 其原因可

能是由于群体微囊藻能产生大量的SOD和CAT来

表 2    温度对群体和单细胞微囊藻细胞死亡率的影响

Tab. 2    The effects of different temperatures on the mortality rates (%) of colonial and single-celled Microcystis

藻株编号(单细胞)
code (single-celled) 10℃(%) 25℃(%) 35℃(%) 藻株编号(群体)

code (colonial) 10℃(%) 25℃(%) 35℃(%)

7806 46.76 10.32 14.36 938 19.79 0.44 0.69
942 47.64 1.76 4.57 907 36.25 3.52 4.11
905 47.24 0.66 3.80 909 20.32 0.32 0.57
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清除高温造成的损伤, 亦或是群体微囊藻, 特别是

大群体通过降低自身代谢活性来应对短期高温。

水华发生与微囊藻细胞在水体表层的聚集有很大

的关系。通过自身的浮力, 来获取光能, 得到充足

的营养盐, 使得它们在与其他藻类竞争时具有明显

的优势
[31, 32]

。Yamamoto等[33]
通过实际湖泊调查认

为, 大群体在水华形成过程中起着非常重要的作

用。在大量聚集的情况下形成群体形态更易于使

其保持漂浮状态, 从而造成水华暴发。在本实验中,
在面对不同温度变化时, 群体表现出一定的优势。

这也与野外观测相符。

综上所述, 微囊藻能耐受较高的温度, 单细胞

微囊藻的叶绿素更耐高温, 群体高温死亡率低, 较
单细胞有更大的生存优势, 这种优势与水华生消可

能具有一定的相关性, 水华发生是一个复杂的动态

过程, 并不是单一因素的效应, 还需进一步的研究。
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THE PHYSIOLOGICAL RESPONSE OF COLONIAL AND SINGLE-CELLED
FORM OF MICROCYSTIS TO SHORT-TERM TEMPERATURE CHANGES

FU Xiao-Li, XIANG Rong, DONG Cong-Cong, ZHANG Hong-Bo, SHI Jun-Qiong and WU Zhong-Xing
(Key Laboratory of Eco-environments in Three Gorges Reservoir Region (Ministry of Education), Chongqing Key Laboratory of

Plant Ecology and Resources Research in Three Gorges Reservoir Region, Southwest University, Chongqing 400715, China)

Abstract: To investigate the effect of short-term temperature changes on the colonial and single-cell Microcysis forms,
physiological responses were determined after it was cultured at 10℃, 25℃, and 35℃. The results demonstrated that a
decline in chlorophyll-a and an increase in superoxide dismutase (SOD) and mortality rates were found when Micro-
cystis was cultured at 10℃ when compared to those cultured at 25℃. Significant decreases in chlorophyll-a and Fv/Fm
were observed in the Microcystis single-cell form in contrast to the colonial form, while SOD activity significantly in-
creased when Microcystis was inoculated at 10℃. After culturing at 35℃, chlorophyll-a, mortality rate, and SOD levels
significantly increased in single-cell Microcystis, however, a significant decrease in chlorophyll-a and mortality rates
and a significant increase in catalase activity was found in colonial Microcystis. The results suggested that short-term
temperature stress could affect physiological mechanisms in colonial and single-cell Microcystis. However, colonial
Microcystis showed more advantages in adapting to short-term temperature stress than the single-cell form.

Key words: Colonial and single-celled Microcysis; Temperature; Physiological response; Cyanobacterial bloom
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