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　 　 摘要:　 为探讨固定化果胶酶的抑藻效应机理ꎬ测定了光培养和暗培养条件下果胶酶作用后藻细胞的生物量

和叶绿素 ａ 含量ꎬ并在扫描电镜下观察果胶酶对藻细胞内部结构和形态的损伤情况ꎮ 结果表明ꎬ光培养条件下果

胶酶抑藻效果显著ꎬ试验第 ３０ ｄ 时抑藻率达 ９６􀆰 ３１％ꎬ叶绿素 ａ 含量为 ０ꎬ而暗培养条件下果胶酶对藻细胞生长具有

缓慢的促进作用ꎮ 扫描电镜观察结果显示光照下果胶酶对藻细胞存在不同等级的损伤作用ꎬ损伤最严重的藻细胞

细胞壁已完全降解ꎬ细胞结构完全解体ꎬ胞质流出ꎮ 说明光照条件是果胶酶对铜绿微囊藻起抑制作用的一个敏感

条件ꎬ光照条件下果胶酶能破坏藻细胞结构、促进叶绿素 ａ 降解并抑制藻细胞光合作用ꎬ而黑暗条件下果胶酶对藻

细胞不表现抑制效应ꎮ
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　 　 果胶酶(Ｐｅｃｔｉｎａｓｅｓ)是原果胶酶(ＰＰａｓｅ)、多聚

半乳糖醛酸酶(ＰＧ)、裂解酶(ＰＬ)和果胶酯酶(ＰＥ)
４ 类酶构成的复杂酶系总称ꎬ主要起到将果胶质分

解为多聚半乳糖醛酸的作用ꎬ具有高效、安全的优良

特性ꎬ广泛应用于食品、纺织、制造工业等领域[１]ꎮ
目前已有研究结果表明果胶酶能有效减轻含果胶类

物质的工业废水污染[２]ꎬ但对于果胶酶在水华藻类

治理方面的应用未见报道ꎮ ２０１２ 年王海玉等[３] 分

离到 ５ 株溶藻细菌ꎬ经测定均具有果胶酶活性ꎬ并推

断细菌产果胶酶是细菌溶藻抑藻的一个重要的因

素ꎮ ２０１２ 年笔者等[４] 首次研究了果胶酶对铜绿微

囊藻的作用效果ꎬ发现采用 ０.１ ｇ 游离果胶酶的固定

化制剂处理 １００ ｍｌ 浓藻液(初始藻细胞数量为 １ ｍｌ
２.８×１０７个)至第 ３ ｄ 就开始发挥抑制效应ꎬ藻细胞

生长量、叶绿素 ａ 含量显著降低ꎬ细胞内发生严重膜

脂过氧化ꎬ至第 ３０ ｄ 抑藻率达 ９６％ꎬ表明果胶酶在

治理藻华方面具有一定的应用前景ꎮ
本研究在课题组前期研究的基础上ꎬ通过比较

光培养和暗培养条件下果胶酶对铜绿微囊藻生长抑

制作用的差异ꎬ进一步探究果胶酶抑藻机制和果胶

酶作用的靶标ꎬ以期为果胶酶在藻华治理方面的应

用提供更多理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

铜绿微囊藻(Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ＦＡＣＨＢ ４６９)
购自中国科学院武汉水生生物研究所藻种保藏中

心ꎮ 果胶酶ꎬ美国 Ｓｉｇｍａ 公司生产ꎬ酶活性为４００~
８００ Ｕ / ｇꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 铜绿微囊藻的培养　 在无菌条件下ꎬ采用无

菌操作ꎬ将 ２０ ｍｌ 处于对数生长期的藻种接入装有

１５０ ｍｌ 已灭菌的 ＢＧ￣１１ 藻细胞培养液(ｐＨ ７􀆰 １)的
三角瓶中ꎬ在温度为(２５±２)℃、光照度约３ ０００ ｌｘ、
光照时间 １２ ｈ / ｄ条件下培养[５]ꎬ每天人工振摇６~ ９
次ꎬ扩大培养 １５ ｄꎮ
１.２.２ 　 果胶酶的固定化处理 　 将 ４％海藻酸钠与

４％明胶各 １００ ｍｌ 于 ８０ ℃水浴中混合溶解ꎬ约 １ ｈ
后将混合液降至 ５０ ℃左右ꎬ加入 ２％果胶酶液 １００
ｍｌ 搅拌２~３ ｍｉｎꎬ待充分混合后加入 ５％戊二醛 １５
ｍｌ 搅拌均匀ꎬ保持混合液在 ５０ ℃ 水浴中ꎬ制成小

球ꎮ 静置 ２ ｈ 后放入 ０􀆰 ０５％戊二醛中固定过夜(４

℃冰箱中浸泡)ꎮ 滤出小球并以蒸馏水洗涤数次ꎬ
滤纸吸干ꎬ４ ℃保存备用[４]ꎮ
１.２.３　 果胶酶抑藻试验　 无菌条件下ꎬ将培养 １５ ｄ
的铜绿微囊藻液倒入已灭菌的１ ０００ ｍｌ 大三角瓶中

充分摇动混匀ꎬ分别取 １５０ ｍｌ 藻液装入 ２５０ ｍｌ 三角

瓶(初始藻细胞数量约为 １ ｍｌ ２.８×１０７个ꎬ叶绿素 ａ
质量浓度为 ４ ｍｇ / Ｌ)ꎮ 分为对照组(光)、对照组

(暗)、光培养处理组和暗培养处理组共 ４ 组进行试

验ꎬ每组设 ３ 个重复ꎬ采用一次性培养方式进行试

验ꎮ 对照组(光):藻液在方法 １.２.１ 培养条件下培

养ꎻ对照组(暗):装有藻液的三角瓶用铝箔严密包

裹ꎬ置于无光箱培养ꎮ 光培养处理组:藻液中加入

１５ ｇ 固定化果胶酶ꎬ摇匀后在方法 １.２.１ 培养条件下

培养ꎻ暗培养处理组:藻液中加入 １５ ｇ 固定化果胶

酶ꎬ三角瓶用铝箔严密包裹ꎬ置于无光箱中培养ꎬ温
度为(２５±２)℃ꎬ每天人工振摇６~９ 次ꎮ
１.２.４　 藻细胞数量和生长抑制率的测定[４] 　 在光

学显微镜下用血球计数板计数藻细胞生物量ꎮ 生长

抑制率的计算公式:η ＝ [( Ｎ０ －Ｎ) / Ｎ０] ×１００％ꎬ式
中ꎬη 为生长抑制率ꎬＮ０为对照组藻细胞数量ꎬＮ 为

处理组藻细胞数量ꎮ
１.２.５　 藻细胞叶绿素含量的测定 　 取一定量藻液

离心ꎬ弃上清后将藻细胞放入－２０ ℃冰箱冷冻 １２ ｈꎬ
取出迅速加入浓度为 ９０％、温度为 ８０ ℃的乙醇溶

液ꎬ于 ８０ ℃热水浴中萃取 ２ ｍｉｎ 后放入超声仪中用

超声波振荡处理 １０ ｍｉｎꎬ再放置于无光箱中萃取ꎬ２４
ｈ 后离心 ３０ ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ定容ꎬ用 ９０％乙醇溶

液作为空白对照ꎮ 分别测定上清液在 ６６５ ｎｍ、７５０
ｎｍ 波长处的吸光值ꎬ然后加入 ３ 滴 １ ｍｏｌ / Ｌ盐酸ꎬ使
上清液酸化ꎬ再于相同波长处分别测定吸光值[４]ꎮ
１.２.６　 透射电子显微镜拍照 　 在云南大学现代分

析测试中心进行藻细胞玻片喷金ꎬ在昆明医学院进

行透射电镜拍照ꎮ
１.２.７　 试验数据处理 　 采用 ＳＰＳＳ １６.０ 软件包和

Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００３ 进行 ＡＮＯＶＡ 统计分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 光照和黑暗条件对果胶酶抑藻效应的影响

观察果胶酶加入后在光照和黑暗条件下铜绿微

囊藻的生长情况(图 １)ꎮ ４ 个组藻液培养第 ３ ｄ 与

第 １５ ｄ 相比前后差异最大的为光培养处理组ꎬ藻液

由黄绿色变为浅黄色ꎻ其次为对照组(暗)ꎬ藻液由
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深绿色变为浅绿色ꎻ而暗培养处理组和对照组(光)
藻液颜色没有明显变化ꎮ

１:对照(光)ꎻ２:对照(暗)ꎻ３:光培养处理ꎻ４:暗培养处理ꎮ
图 １　 果胶酶处理后铜绿微囊藻生长情况

Ｆｉｇ.１ 　 Ｇｒｏｗｔｈ ｓｉｔｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｐｅｃｔｉｎａｓｅ

　 　 为获得铜绿微囊藻生物量消长的准确数据ꎬ对
藻细胞数量进行了计数(图 ２)ꎮ 在 ３０ ｄ 的培养时

间内对照组(光)藻细胞生长呈增长趋势ꎬ与第 １ ｄ
相比ꎬ第 ９ ｄ 藻细胞数量增加了 ２８􀆰 ４８％ꎬ第 ３０ ｄ 增

加了 ５０􀆰 ２２％ꎬ为第 １ ｄ 的 １􀆰 ５０ 倍ꎬ生长率明显大于

死亡率(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ光培养处理组藻细胞数量从第 ９
ｄ 开始显著下降ꎬ与第 １ ｄ 相比ꎬ减少了 ３４􀆰 ０２％ꎬ至
第 ３０ ｄ 减少了 ９４􀆰 ３２％ꎬ果胶酶对藻细胞生长的抑

制率高达 ９６􀆰 ３１％ꎬ大部分藻细胞停止生长和增殖ꎬ
大量死亡ꎮ 对照组(暗)第 ９ ｄ 藻细胞数量比第 １ ｄ
减少了 ３０􀆰 ５３％ꎬ至第 ３０ ｄ 减少了 ６２􀆰 １１％ꎻ暗培养

处理组第 ９ ｄ 藻细胞数量与第 １ ｄ 相比没有减少ꎬ反
而增加了 ３􀆰 ８８％ꎬ至第 ３０ ｄ 增加了 ６􀆰 ４５％ꎬ为第 １ ｄ
的 １􀆰 ０６ 倍ꎮ 以上数据表明在光照条件下果胶酶能

显著抑制铜绿微囊藻的生长ꎬ而黑暗条件下果胶酶

不仅对藻细胞没有抑制作用ꎬ反而能缓慢促进铜绿

微囊藻生长ꎮ
２.２　 光照和黑暗条件下果胶酶对藻细胞叶绿素 ａ
含量的影响

　 　 叶绿素 ａ 是指示藻体光合系统生理状况的重要

指标ꎬ其含量在一定程度上反映藻细胞的光合性能

与生长能力ꎮ 图 ３ 显示ꎬ对照组(光)藻细胞培养至

第 ３ ｄ 时叶绿素 ａ 含量比第 １ ｄ 上升了 ９０􀆰 ４１％ꎬ至
第 ３０ ｄ 时上升了 ３４３􀆰 １５％ꎮ 光培养处理组藻液叶

绿素 ａ 含量显著下降ꎬ并且随着果胶酶处理时间的

延长ꎬ叶绿素含量下降水平更加显著ꎬ第 ３ ｄ 比第 １
ｄ 下降了 ３４􀆰 ６６％ꎬ第 ５ ｄ 比第 １ ｄ 下降了 ８４􀆰 ８６％ꎬ

图 ２　 光照和黑暗条件下果胶酶对铜绿微囊藻生长的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｅｃｔｉｎａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｍ. ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｉｎ
ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｄａｒｋ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

至第 ９ ｄ 降为 ０ꎬ至 ３０ ｄ 时仍为 ０ꎬ表明藻细胞已经

失去了光合能力ꎮ 值得注意的是ꎬ光培养处理组第

３ ｄ 后藻液叶绿素 ａ 含量开始显著降低ꎬ而藻细胞数

量反而有所增加ꎬ至第 ９ ｄ 时叶绿素 ａ 含量降为 ０ꎬ
而藻细胞数量才开始明显下降ꎬ但 １ ｍｌ 仍有１.８５８×
１０７个的具有完整细胞形态的藻细胞ꎬ说明光照条件

下经果胶酶处理后藻液叶绿素 ａ 含量的降低与藻细

胞数量的减少并不呈正比关系ꎬ果胶酶首先促进藻

细胞叶绿素 ａ 的降解ꎬ之后藻细胞结构才相继解体ꎮ
对照组(暗)藻液培养至第 ３ ｄ 时叶绿素 ａ 含量比第

１ ｄ 增加了 ７３􀆰 ４９％ꎬ第 ５ ｄ 时也有小幅上升ꎬ第 ７ ｄ
开始下降ꎬ至第 ３０ ｄ 时比第 １ ｄ 下降了 ３１􀆰 ０９％ꎮ 而

暗培养处理组藻液叶绿素 ａ 含量没有下降ꎬ反而出

现上升趋势ꎬ至第 ３ ｄ 上升至最大值ꎬ比第 １ ｄ 增加

了 ４７􀆰 ６０％ꎬ尽管之后的 ２７ ｄ 内呈小幅下降趋势ꎬ但
至第 ３０ ｄ 时比第 １ ｄ 增长了 １２􀆰 ７３％ꎮ 以上结果表

明光照条件下果胶酶能促进藻细胞叶绿素 ａ 的降

解ꎬ使藻细胞基本失去光合能力ꎬ而黑暗条件下无此

效应ꎮ
２.３　 果胶酶对铜绿微囊藻细胞内部结构的影响

在果胶酶作用下ꎬ铜绿微囊藻叶绿素 ａ 的降解

先于藻细胞结构的解体ꎬ因此为了了解果胶酶对藻

细胞内部结构的影响及藻细胞衰亡情况ꎬ取光培养

处理组培养第 ３ ｄ 的藻细胞进行透射电镜观察、拍
照ꎬ比较无损伤、损伤较轻和损伤较重的几类藻细

胞ꎮ 结果(图 ４)显示ꎬ正常生长的藻细胞呈较规则

的圆形或椭圆形ꎬ细胞膜和细胞壁结构完整ꎬ表面光

滑、圆润ꎬ细胞内部各成分分布均匀ꎬ细胞质浓厚ꎬ细
胞中央的核区较明显ꎬ类囊体光合片层整齐地排列
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图 ３　 果胶酶对铜绿微囊藻叶绿素 ａ 含量的影响
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在核区周围ꎻ果胶酶效应开始显现的藻细胞 (图

４ｂ)ꎬ细胞壁出现皱缩ꎬ内部细胞质和各种结构开始

聚集成不规则的团块ꎬ细胞内部大部分出现中空结

构ꎬ拟核消失ꎬ核区损坏ꎬ类囊体光合片层断裂ꎬ无法

清楚分辨ꎻ被果胶酶严重损伤的藻细胞(图 ４ｃ)ꎬ内
部结构已完全模糊ꎬ各种结构已断裂为不规则的残

片ꎬ杂乱地分布在细胞内ꎬ细胞质浓缩沉淀ꎬ细胞壁

破损ꎬ但仍维持细胞的球状形态ꎻ损伤更严重的细胞

(图 ４ｄ)细胞壁已完全降解ꎬ细胞结构完全解体ꎬ胞
质流出ꎬ表明细胞已衰亡ꎮ 以上结果表明果胶酶对

铜绿微囊藻细胞具有不可逆的损伤效应ꎮ

ａ:正常藻细胞ꎻｂ~ ｄ:损伤藻细胞ꎮ ｃｙ: 细胞质ꎻ ｃｗ: 细胞壁ꎻ ｎ:
拟核ꎻ ｔｈ: 类囊体ꎮ
图 ４　 果胶酶对铜绿微囊藻细胞形态结构的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐｅｃｔｉｎａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ
Ｍ.ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

３　 讨 论

果胶酶的 ４ 类酶通过协同作用可破坏植物细胞

壁ꎬ分解细胞壁中的果胶质成分ꎬ效果显著ꎬ因此果

胶酶在与植物脱胶处理相关的工业生产中应用非常

广泛[１￣４ꎬ６]ꎮ 铜绿微囊藻的细胞壁有内外两层ꎬ内层

是纤维素ꎬ外层是以果胶质为主的胶质衣鞘[７]ꎬ因
此推测果胶酶同样也能分解铜绿微囊藻的细胞壁结

构ꎮ 笔者前期试验中通过扫描电镜观察已证实果胶

酶确实能破坏铜绿微囊藻细胞的表层结构ꎬ使细胞

壁缺损[４]ꎮ 在本研究中通过透射电镜观察发现果

胶酶同样对细胞内部结构存在明显损伤效应ꎬ部分

藻细胞在果胶酶作用下虽仍维持细胞的整体形态ꎬ
但内部结构已发生浓缩或断裂ꎬ表明果胶酶对藻细

胞具有不可逆的致死效应ꎮ 导致这一效应的发生存

在 ２ 种可能性:其一ꎬ果胶酶在细胞内部有直接作用

位点ꎻ其二ꎬ果胶酶损伤藻细胞壁后使细胞渗透压、
电势电位等理化因素改变而间接引发了细胞凋亡ꎮ
铜绿微囊藻的死亡存在类似于真核生物细胞凋亡的

情况ꎬ藻细胞凋亡时表现出活性氧含量和 Ｃａｓｐａｓｅ
活性升高ꎬＤＮＡ 断裂ꎬ细胞结构完全解体等类似于

真核细胞程序性死亡的现象[８]ꎮ 因此判断藻细胞

是否发生凋亡还需要从生化分子水平对细胞进行检

测ꎬ而电镜只能定性而无法定量ꎬ而且观察到正常状

态下发生凋亡细胞的机率也不高ꎬ因为细胞发生凋

亡的时间比较短ꎬ不易被观察到[９]ꎮ 因此仅根据目

前所获得的电镜数据来看ꎬ果胶酶对藻细胞是直接

致死还是间接导致细胞凋亡ꎬ我们仍不能妄下定论ꎬ
有待继续深入研究ꎮ

铜绿微囊藻是喜光物种ꎬ藻华爆发的时节正是

光照强、日照时间长的夏季ꎬ光照对铜绿微囊藻生长

具有重要意义ꎬ有诸多研究结果表明藻类在光照弱

或黑暗条件下对外界刺激耐受力较弱ꎬ且生长较容

易受到抑制ꎻ低光照会使藻细胞分泌的胞外多糖含

量下降ꎬ群体变小[８ꎬ１０]ꎻ抑藻剂在黑暗条件下的抑藻

效果更为显著ꎬ原因可能是光合作用的停止限制了

藻细胞对营养元素的吸收ꎬ从而抑制了藻细胞的生

长ꎬ在此情况下ꎬ抑藻剂更易侵蚀藻细胞ꎬ导致藻细

胞死亡[１１￣１２]ꎮ 然而ꎬ本试验结果却表明黑暗条件反

而有助于铜绿微囊藻抵抗果胶酶的损伤效应ꎬ甚至

黑暗条件下果胶酶对其生长有缓慢的促进作用ꎬ说
明光照条件是果胶酶对铜绿微囊藻起抑制作用的一
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个敏感条件ꎮ ２００８ 年林必桂等[１３] 报道过类似的现

象ꎬ他们在研究赖氨酸的抑制作用时发现光照条件

下赖氨酸对铜绿微囊藻具有专性抑制作用ꎬ而黑暗

条件下不同浓度赖氨酸对微囊藻均无明显的抑制作

用ꎬ２􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ赖氨酸反而使处理的微囊藻叶绿素 ａ
含量显著增加ꎬ说明黑暗条件下微囊藻具有利用赖

氨酸进行化能异养生长的能力ꎮ 近年来有研究者发

现有些藻类在遇到不良环境或极限条件时能够生存

下来ꎬ是因为它们会启动一些保护机制清除能量消

散、自由基等对光合系统及其他一些重要细胞结构

的损害ꎬ或采取减慢生长速率以保持细胞内稳态的

生存策略[１４￣１５]ꎮ 另外ꎬ有研究者还发现铜绿微囊藻

不仅可以利用无机营养元素进行光合自养ꎬ还可以

在无光照条件下生长于有机物中ꎬ利用小分子有机

底物进行化能异养生长ꎬ如藻类可在黑暗条件下利

用糖类物质作为碳源维持细胞生长ꎮ 由此推测ꎬ本
试验中黑暗条件下铜绿微囊藻细胞可能选择了异养

生长途径ꎬ藻细胞不再利用光合系统进行自养生长ꎬ
细胞内的代谢调控机制发生改变ꎬ从而导致果胶酶

无法发挥效应ꎬ但因为营养物质的缺乏ꎬ藻细胞也无

法快速增殖ꎬ只能以缓慢生长甚至近似休眠状态的

方式存活下来ꎬ由此说明果胶酶的作用位点之一在

藻细胞的光合系统ꎮ
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