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环境因子介导细胞表面特性解析铜绿微囊藻群体形成机制
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摘要:群体的形成对于微囊藻种群优势维持和水华暴发至关重要.以铜绿微囊藻为研究对象,探究其在不同

Ca2+、N、P质量浓度以及温度和光照强度下的群体形成情况及机理.结果表明,在高Ca2+、低 N、P质量浓度和高光

强条件下均出现了群体,D50最大分别为37.45、38.22、23.15和36.78μm.相比各对照组,高Ca2+、低N、低P、强光和

低温条件使结合型胞外聚合物(boundextracellularpolymericsubstances,B-EPS)含量最大分别升高了54.77%、

50.33%、33.06%、59.80%和67.87%;Zeta电位最高分别升高47.65%、24.79%、27.61%、8.11%、43.49%.表明这些环

境因子可能通过刺激铜绿微囊藻分泌更多的B-EPS、升高Zeta电位等途径改变细胞表面特性,降低细胞间排斥作用

来促进铜绿微囊藻聚集.
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随着全球变暖、大气CO2 含量升高以及水体富营养化,蓝藻水华呈现出全球扩张的趋势,其暴发频率增

加、强度增大[1-2].蓝藻水华常为漂浮在水面上的肉眼可见的蓝藻颗粒和浮沫,这不仅影响整体观感,还会影

响水体复氧.不少蓝藻能分泌藻毒素,能够引起肝癌等疾病[3-4].此外,藻细胞及其分泌的胞外聚合物(extra-
cellularpolymericsubstances,EPS)等藻源有机物不仅会增大给水管道堵塞的风险,还可能在后续消毒过程

中发生化学反应,生成毒性更大的消毒副产物[5-6].2007年5月无锡的自来水危机事件即由太湖暴发的微囊

藻(Microcystissp.)水华引起.因此,深入探究蓝藻水华暴发的关键驱动机制,建立高效防控技术体系,已成

为当前水生态环境治理的迫切需求.
微囊藻水华是常见的蓝藻水华,常以较大的群体形式存在[5].群体的形成对于微囊藻种群优势维持和水

华暴发至关重要.群体能增强微囊藻细胞对不利环境的适应能力,如抵御浮游动物的牧食[6],抵御强光[7]、强
的水体扰动或是有毒有害物质[8]等胁迫影响.群体还能增大浮力,使微囊藻群体上浮至适宜的水层以高效地

利用光照和营养.此外,当生存环境缺乏营养时,群体藻细胞周围的EPS能作为营养物质供给藻细胞使

用[9-10],以维持其正常的生理活动和生物竞争优势.
微囊藻群体形成是蓝藻细胞生长、分裂和细胞间黏附的结果[11],该过程受生物与非生物因素双重调控:

生物因素(如浮游动物、浮游细菌和藻毒素)通过诱导群体形成以抵御牧食压力或毒性效应[9-11];非生物因

素如氮磷营养盐、光照、温度、Ca2+、Pb2+ 等则通过调节细胞生长、胞外多糖分泌及表面特性影响聚集行

为[12-14].肖艳等[7]认为高光强条件下微囊藻群体形成的机制与光饱和点相关,光饱和点低的微囊藻通过分

泌更多的胞外胶被多糖促进群体的形成,而光饱和点高的微囊藻则通过增加细胞分裂来引起微囊藻群体尺寸
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的增大.Duan等[12]研究发现随着温度从15℃升高至25℃,M.wesenbergii和M.ichthyoblabe群体尺寸逐

渐增大,但温度继续上升会引起M.ichthyoblabe群体尺寸的减小,也会使得M.wesenbergii群体尺寸增大.
这些研究结果表明,不同藻株对环境因子的响应不同,群体形成机制也不尽一致.在众多的环境因子中,筛选

出影响常见蓝藻水华藻株群体形成的关键因子对于蓝藻水华的防控具有重要意义.
微囊藻水华是常见的蓝藻水华.本文以铜绿微囊藻为研究对象,系统研究常见环境因子:钙离子、磷、氮、

光照和温度对其生长及群体形成的影响,并从表面电性和亲疏水性的角度探索了群体形成的机制,以期为蓝

藻水华的防控提供理论基础.

1 材料与方法

1.1 藻种扩培

藻种购自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库,铜绿微囊藻 M.aeruginosa(FACHB-905).藻种先置

于1000mL的三角瓶中,在(25±1)℃、2500lx,光暗周期比为12h:12h的条件下通气扩培至对数生长

期.3000r/min离心并用无菌BG11培养基清洗2遍,重悬后用于实验.
1.2 实验设计

实验设置10、100、200和400mg/L4个钙离子质量浓度梯度,0.05、0.50、2.50和5.00mg/L4个磷质量

浓度梯度,10、50、100、250mg/L4个氮质量浓度梯度,2000、4000、6000和8000lx4个光照强度以及15、

25、30和35℃4个温度梯度,每个处理做3个平行.实验中的钙离子、磷和氮分别由CaCl2、NaNO3 和

K2HPO4 提供,试剂均为分析纯.同一因素的几个梯度下铜绿微囊藻细胞接种密度相同,其他培养条件相同.
整个实验持续18d,实验结束后观察群体形成情况,测定结合型胞外聚合物(boundextracellularpolymeric
substances,B-EPS)的含量.
1.3 细胞生长、群体大小测定

每2d取样进行计数,采用血球计数板在光学显微镜(CX31,Olympus)下进行计数.若有群体需通过超

声10min将群体分散成单个藻细胞.
实验结束后取样观察各条件下群体形成情况.取0.1mL的样品加入浮游植物计数框(0.1mL)中,随机

选取100个群体进行拍照.利用ImageJ软件测量群体的最长轴(L)和最短轴(S)长度,通过如下公式:D=
(L×S)1/2,计算群体直径(D),并根据累积粒径分布百分数达到50%时所对应的粒径D50值来评估群体

大小.
1.4 Zeta电位、B-EPS测定

实验第7天取微囊藻测定Zeta电位.采用马尔文Zetasizer(NanoZS90,WORCS,England)对各条件下

微囊藻细胞的Zeta电位进行测定.测定前,离心收集细胞并将其重悬于质量分数0.05%的NaCl溶液中以对

所有样品的离子强度进行标准化,将pH值调整为7.0.B-EPS提取方法参照Zhang等[15]的方法进行.采用苯

酚-硫酸法定量EPS含量.
1.5 数据处理

所有数据均以平均值±标准差表示.采用单因素方差分析(ANOVA)和Turkey的 HSD检验来评估数

据间的显著性差异.采用Excel2016进行数据处理,图片均通过OriginLabOriginPro2018软件绘制.

2 结果与分析

2.1 不同环境因子对铜绿微囊藻群体形成的影响

不同环境因子影响下M.aeruginosa 群体形成情况见附录图S1.高质量浓度钙离子、低质量浓度的氮、
磷以及高光照强度均引起了M.aeruginosa 的聚集.尤其是ρ(Ca2+)⩾100mg/L、ρ(P)⩽0.50mg/L和光强⩾
8000lx的条件下,第7天的微囊藻群体 D50均大于30μm.表明钙离子、磷营养盐和光强可能是影响

M.aeruginosa群体形成的主要环境因子.
随着Ca2+升高,M.aeruginosa 群体逐渐增大,细胞间结合更加紧密,这与 Wang等[16]的研究结果一致.
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当Ca2+为400mg/L时,群体尺寸最大,可达63.58μm.氮(⩾100mg/L)、磷(⩾2.50mg/L)质量浓度较高

时,M.aeruginosa 主要以单细胞的形式存在[17].当氮、磷降低至50mg/L、0.50mg/L时,开始出现群体,但
细胞结合松散,表明低质量浓度的氮、磷有助于 M.aeruginosa 群体的形成[17].随着光强增加至6000lx即

开始出现群体.然而,常见水温条件(15~35℃)下微囊藻均未出现群体,仅可见少量黏液,表明温度对

M.aeruginosa群体形成没有明显影响,然而,研究表明随着温度从15℃升高至25℃,微囊藻群体尺寸增

大,可能是由于所选用的藻株不同[12].
2.2 不同环境因子对铜绿微囊藻生长的影响

从图1(a)可见,10mg/L钙离子作用下,M.aeruginosa 的细胞密度最高,随着Ca2+增加,细胞密度逐

渐下降,可能是由于高质量浓度Ca2+条件下M.aeruginosa 形成群体(附录图S1),细胞间相互遮挡,使群体

内部微囊藻细胞接收的光较少,抑制了其生长[10-11].
不同氮、磷质量浓度下的M.aeruginosa 细胞密度在前6d并无明显差异(图1(b),1(c)),但从第8天

开始,低磷和中、高质量浓度氮条件下的细胞密度较高.研究表明,对 M.aeruginosa 来说,其生物量增加速

度较快的总磷质量浓度区间为:0.005~0.2mg/L[3].在相同磷质量浓度条件下,高氮导致了更高的氮磷比使

M.aeruginosa的细胞密度逐渐升高[6];10mg/L氮培养下的微囊藻细胞密度最低,后期略微发黄,表明出现

明显的氮限制.此外,研究发现在磷质量浓度相同时,氮限制会抑制 M.aeruginosa 细胞密度的增加,可能是

由于低氮条件下蓝藻中的蛋白合成受阻,进而抑制了其增殖[18].总体来说,不造成磷限制的低磷条件、中高

浓度的氮营养条件有助于M.aeruginosa 的生长,低氮不利于其生长.
光照是蓝藻进行光合作用的能量基础,可影响微囊藻的生长.由图1(d)可知,2000lx条件下的

M.aeruginosa细胞密度最高,8000lx下微囊藻细胞密度最小,表明强光会抑制 M.aeruginosa 生长,可能

是由于强光降低了电子传递效率进而抑制光能的转化效率.

由图1(e)可知,30℃是M.aeruginosa 生长的最佳温度,15℃条件下M.aeruginosa 几乎没有生长,这
是因为低温条件下,细胞内酶活性较低,光合作用受到抑制.此外,35℃下M.aeruginosa 的生长也受到了一

定程度的抑制,这可能是高温胁迫导致光合活性下降[7],叶绿素合成量减少,类胡萝卜素合成增加[8];然而,其
细胞密度依然高于20℃和25℃培养下的M.aeruginosa,25~30℃的温度更加适合M.aeruginosa生长.
2.3 不同环境因子对铜绿微囊藻B-EPS含量的影响

不同环境因子对单个M.aeruginosa 细胞B-EPS含量的影响如图2.B-EPS含量随Ca2+质量浓度升高

呈现出先升高后下降的单峰趋势,200mg/L的Ca2+下B-EPS含量最高,达0.93pg/cell.表明高浓度的Ca2+

能够促进B-EPS的分泌,而过高的Ca2+反而会抑制B-EPS的分泌,这与Zhang等[10]的结论一致.这可能是

由于高质量浓度Ca2+降低细胞膜的通透性,阻碍了EPS向细胞外分泌[19].在低氮、磷条件下,铜绿微囊藻

B-EPS含量高于中、高浓度的氮、磷条件,且B-EPS含量随着氮、磷质量浓度的升高而降低,降幅分别达

23.85%和37.42%,这主要是氮、磷营养盐充足时藻细胞主要将光合作用产物转化成细胞增殖所需的蛋白
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质、核酸等物质[20],而营养盐缺乏时则主要合成多糖以抵御胁迫[21].蓝藻B-EPS含量随光照强度的增加而

升高,与Zhang等[22]在研究布朗葡萄藻的过程中得到的结论类似,这可能是蓝藻对强光抑制的一种保护作

用.随着温度的升高,B-EPS含量显著降低(P<0.05),这与肖湘玥等[23]在研究鱼腥藻对不同温度的响应时

也得到了类似的结论,可能是由于高温条件下,M.aeruginosa 增殖较快(图1),也可能是 M.aeruginosa 面

对低温胁迫的一种保护机制.上述结果表明,在不利于 M.aeruginosa 生长的条件下,B-EPS含量较高,说明

B-EPS的分泌是蓝藻细胞应对外界不利条件的一种适应性策略.

2.4 不同环境因子对铜绿微囊藻Zeta电位的影响

不同环境因子作用下铜绿微囊藻Zeta电位的变化如图3所示.M.aeruginosa 细胞表面均带负电.随着

Ca2+从10mg/L升高至400mg/L,Zeta电位从-28.3mV逐渐增加至-15.03mV,与Tan等[24]的研究结

果一致.低氮、磷条件下藻细胞表面Zeta电位明显高于中、高质量浓度氮、磷作用下铜绿微囊藻细胞的Zeta
电位值,这与低氮、磷条件利于铜绿微囊藻聚集的结论一致.在2000~6000lx光照强度条件下,Zeta电位

没有明显变化,然而,8000lx光照条件下铜绿微囊藻Zeta电位明显升高,表明,过高光强会使微囊藻的Zeta
电位升高.此外,藻细胞Zeta电位随着温度的升高而降低,当温度从15℃升高至30℃时,铜绿微囊藻Zeta
电位从-18.23mV降低到-32.26mV,表明高温条件不利于微囊藻的聚集.

3 讨论

3.1 铜绿微囊藻群体形成与环境因子的关系

结果如图4所示,M.aeruginosa 群体尺寸与环境中钙离子浓度具有显著的正相关关系(D50=
-0.073ρ(Ca2+)+15.56,R2=0.56,P<0.05),这与Zhang等[10]的研究结果一致,这是因为钙离子能够中和

M.aeruginosa细胞表面的负电荷,压缩双电层,降低细胞Zeta电位(图3),进而降低细胞间的排斥力,进而

促进细胞聚集[10,25].此外,高质量浓度钙离子还可上调铜绿微囊藻中胞外多糖相关基因的表达,进而促进细
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胞聚集和群体形成[10].氮、磷是藻细胞生长的必要营养元素,该研究中群体形成与氮(D50=-0.073ρ(N)+
20.89,R2=0.70,P<0.05)、磷(D50=-7.20ρ(P)+35.54,R2=0.80,P<0.001)营养盐含量呈显著的负相关

关系,表明低氮、磷营养盐利于 M.aeruginosa 群体的形成,这可能是由于低氮、磷胁迫刺激M.aeruginosa
分泌大量B-EPS(图2),降低了细胞间的排斥作用能[10].群体尺寸与光照强度(IPAR)间表现出显著的正相关

关系(D50=0.006IPAR-10.79,R2=0.89,P<0.001),这主要是由于高光强促进了铜绿微囊藻B-EPS的分泌

(图2),同时,M.aeruginosa 的生长并未受到太大影响.适宜温度(25~30℃)能够促进 M.aeruginosa 的生

长,然而,在本研究中,不同温度下M.aeruginosa 却未能形成群体,表明生长和分裂并非群体形成的主要因

素,其主要因素还是细胞间吸引能大于排斥能[10,25],这与Duan等[12]的研究结果不一致,可能是由于所用蓝

藻藻株不同,而群体形成机制具有藻株特异性[7].

3.2 铜绿微囊藻群体形成与细胞表面特性的关系

M.aeruginosa 聚集是细胞间氢键相互作用、共价键相互作用、疏水作用、静电作用和范德华力相互作

用的结果[25],其实质是细胞间的吸引能大于排斥能,最终使得体系能量最低化的过程[10,25].为进一步探讨细

胞表面特性对M.aeruginosa 群体大小的影响,本研究对 M.aeruginosa 群体大小与细胞表面特性进行了

相关性分析,结果如图5.

微囊藻表面带负电,细胞间的静电排斥力越大,越不利于聚集;Zeta电位值升高则细胞间聚集倾向增大.
结果显示,M.aeruginosa 群体尺寸与细胞表面Zeta电位具有显著的正相关关系(D50=1.35ζ+53.74,R2=
0.27,P<0.05),与Zhang等[10]的研究结果一致.此外,细胞聚集是一个能量最低化的过程,B-EPS中含有大

量疏水性官能团,整体呈疏水状态,因此,B-EPS含量的升高能够增加细胞间的疏水相互作用,降低排斥能和

体系整体能量进而促进聚集.该研究中 M.aeruginosa 群体尺寸与其B-EPS含量间呈显著正相关(D50=
0.069c(B-EPS)-4.61,R2=0.17,P<0.05).上述结果表明,M.aeruginosa 细胞间的聚集与细胞表面特性

具有显著的相关性,然而影响聚集的因素众多,这降低了群体尺寸与单个表面特性间的耦合关系,导致群体
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尺寸与单个表面特性间的相关度不是很高(R2=0.27、0.17).因此,拟合群体尺寸与细胞表面特性间的相关

关系需要综合考虑与细胞相互作用相关的各因子,采用更复杂、更全面的拟合模型.

4 结论

1)高质量浓度钙离子、低质量浓度的氮磷营养盐和高光强有助于M.aeruginosa 聚集.
2)群体大小与Ca2+质量浓度(P<0.05)和光照强度(P<0.001)呈显著的正相关关系,与氮(P<0.05)、

磷(P<0.001)质量浓度呈显著负相关关系.
3)钙离子、氮磷营养盐、光照强度可能是影响M.aeruginosa 群体形成和水华暴发的主要非生物因子.
4)这些环境因子主要是通过刺激M.aeruginosa 分泌更多的B-EPS、升高Zeta电位降低细胞间排斥作

用等来促进M.aeruginosa 聚集.
5)可在易暴发蓝藻水华的重点湾区布设生态浮岛,通过遮阴效应抑制藻类光能获取和蓝藻水华暴发.

  附录见电子版(DOI:10.16366/j.cnki.1000-2367.2025.04.28.0001).
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DecipheringthemechanismofMicrocystisaeruginosacolonyformation
mediatedbyenvironmentalfactorsviacellsurfacepropertyanalysis

ZhangPing,QinCaihong,ZhuYazhi,XiongChao,ChenXuemei

(CollegeofEco-EnvironmentalEngineering,GuizhouMinzuUniversity,Guiyang550025,China)

Abstract:ColonyformationiscrucialforthedominanceofMicrocystisspeciesandblooms.Theresearchinvestigated
theimpactofCa2+concentrations,nitrogen(N)andphosphorus(P)concentrationsaswellastemperaturesandlightintensities
onM.aeruginosacolonyformationandelucidatedtheunderlyingmechanisms.TheresultsdemonstratedthatMicrocystiscolo-
niesappearedunderhighCa2+concentration,lowNandPconcentration,highlightintensityandlowtemperatureconditions,

withmaximumD50valuesof37.45,38.22,23.15,and36.78μm,respectively.Comparedtothecontrolgroups,highCa2+,

lowNandP,highlightintensity,andlow-temperatureconditionsincreasedthecontentofboundextracellularpolymericsub-
stances(B-EPS)by54.77%,50.33%,33.06%,59.80%,and67.87%,respectively,andelevatedtheZetapotentialsby
47.65%,24.79%,27.61%,8.11%,and43.49%,respectively.Thesefindingssuggestthattheseenvironmentalfactorsmay
promotetheaggregationofM.aeruginosabystimulatingthesecretionofB-EPS,increasingthesurfaceZetapotentials,andal-
teringcellsurfaceproperties,therebyreducingintercellularrepulsion.

Keywords:cyanobacterialbloom;Microcystisaeruginosa;colony;environmentalfactors;aggregationmechanisms
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