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研究论文

UV-B短期照射对北极冰川小球藻

Chlorellasp.的生物学效应

彭小伟1,2 何剑锋1 罗玮1 李运广2 蔡明红2

(1 国家海洋局极地科学重点实验室,中国极地研究中心,上海200136;
2 华中农业大学生命科学技术学院,武汉430070)

提要 以一种分离自北极冰川融水的淡水微藻(Chlorellasp.)为实验材料,设置两个不同强度

UV-B(45μW/cm2,76μW/cm2)照射处理,每4h取样检测,对其生化组分进行分析,了解微藻

对UV-B辐射的响应。研究结果显示小球藻经辐射处理后,其生化成分发生变化:(1)在较低强

度的UV-B(45μW/cm2)辐射下,叶绿素a(Chla)和类胡萝卜素(Car)含量先升后降,且在4h时

有最大值;高强度UV-B(76μW/cm2)辐射下,Chla和Car含量随辐射时间延长基本呈下降趋

势;(2)超氧阴离子(Ō2·)和丙二醛(MDA)含量基本随辐照时间的延长和辐照强度的增大而提

高,过氧化氢(H2O2)含量变化虽随辐照时间的延长呈上升趋势,但直到12h才表现为明显提

高;(3)超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性在低 UV-B处理下,随辐照时间的延长

呈升高趋势;在高UV-B辐射下,SOD活性先升后降,CAT活性上下波动;(4)UV-B辐射使小

球藻脂肪酸组成发生了变化。结果表明:UV-B,尤其是高强度或较高剂量的 UV-B会对北极冰

川微藻带来不利的影响。
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doi:10.3724/SP.J.1084.2010.00164

0 前言

近年来臭氧层的破坏一直受到世人的关注。臭氧层的破坏甚至出现臭氧空洞,带来

的直接后果是太阳光中透过大气层的的紫外线增多[1],大剂量的紫外线,特别是其中的

UV-B对整个地球生态环境来说是一种灾难性的威胁[2-5]。在极地,臭氧层的破坏更为显

著,据报道自20世纪90年代起,每年冬季在北极上空均出现臭氧空洞,UV-B的穿透量



也随之大大增加[6,7]。

UV-B辐射能降低微藻光合作用速率、改变藻类色素的组成,从而影响藻类的生长速

率。但仍有许多试验结果表明,UV-B对微藻的影响并没有人们预测的那样显著。由于

微藻细胞内除了遗传学上的对DNA损伤的修复机制外,许多种类的微藻还能合成抗紫

外线物质来吸收紫外线。这些紫外线吸收物质常常分布在细胞壁中或分泌到其所处的周

围环境中。这类物质,有些是藻类细胞固有的,有些则是 UV-B诱导后形成的,也有些本

身就是细胞固有,但在UV-B诱导后含量增加[8]。正是由于这类物质的存在,才使一定强

度内的UV-B不会对细胞造成伤害,一些藻类细胞在刚遇到UV-B辐射增强时,会显出受

伤害现象,但经过一定时间适应后,即使仍在同样强度的UV-B辐射下,也不会表现出受

伤害迹象,原因之一就是在UV-B的诱导下,藻类细胞大量合成了吸收 UV-B的物质[9],
而使UV-B在进入细胞之前已被减弱或滤除。

本研究从色素含量、ROS含量、MDA含量、抗氧化性酶活性等方面,探讨短时间

UV-B辐射处理对分离于北极的小球藻的影响以及对UV-B的适应机制,以期为逐渐增

强的紫外辐射可能对极区初级生产者产生的影响,提供基础实验依据。

1 材料和方法

1.1 实验材料

实验材料采自北极斯匹次卑尔根群岛黄河站(78°55′N,11°56′E)附近的夏季冰川融

水坑,试验藻种为小球藻(Chlorellasp.)。观测资料显示,样品采集地区夏季(1998—

2000)空气中的UV-B最高平均辐射强度约为61μW/cm2
[10]。

1.2 培养条件和方法

本实验采用Bourelley培养基[11]。将Chlorellasp.接种在含150mLBourelley培养

基的250mL石英试管中,通气培养,光照强度为2000—3000lux,温度为(6±0.5)℃,光
暗比为12h∶12h。

1.3 UV-B处理

光源采用功率为8W、中心波长为312nm的UV-B灯管(上海辰辰照明仪器有限公

司)。紫外辐射处理设为2组:第I组45μW/cm2,第II组76μW/cm2,以无紫外辐射的

为对照组。紫外辐射强度用IL-1700光 辐 射 度 计 测 定(美 国IL 公 司,探 头 型 号 为

SED240/UVB-1/TD)。当小球藻生长到对数期,在光周期中进行UV-B照射处理。整个

紫外照射时间为12h,分别在紫外照射的0、4、8、12h和结束照射后的4h(16h)取样,离
心收集藻细胞,进行生理指标的测定。以了解不同时间段的UV-B照射对小球藻的影响

以及小球藻对UV-B照射的适应过程。

1.4 生理生化指标测定

1.4.1 叶绿素a(Chla)和类胡萝卜素(Car)含量

采用Jensen方法[12],用90%丙酮提取,用紫外可见分光光度计测定。

1.4.2 丙二醛(MDA)含量

参照李合生[13]的方法进行测定。
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1.4.3 抗氧化酶活性

将各试管中的藻液振荡、摇匀,测定OD700,利用OD700与细胞密度的回归方程计算细

胞密度:y=0.9683x+0.0065(R2=0.9997),y为藻液在700nm处的吸光值,x是细胞

浓度/107(cells/mL),并从中取出30ml藻液,在低温高速离心机中以8000r/min离心

10min收集藻体,弃上清液。在离心收集的藻体中加入4ml(0.1mol/L)磷酸缓冲溶液

重悬浮,细胞悬液用超声波细胞破碎仪破碎40次(破碎功率400W,工作1s,间隔2s)。
破碎时做冰浴处理,防止破碎时局部温度升高而影响酶活。破碎液在4℃环境下放置1
h,然后用冷冻离心机离心20min,离心机的转速为12000r/min,温度为4℃。提取上清

液即为粗酶液,粗酶液在4℃条件下保存待测。

1.4.3.1 超氧化物歧化酶(SOD)

SOD活力单位定义:单位数量藻细胞SOD抑制率达50%时所对应的SOD量为一个

SOD活力单位(U)。

1.4.3.2 过氧化氢酶(CAT)

CAT活力单位定义:单位数量藻细胞中CAT每分钟分解吸光度为0.5—0.55的底

物中过氧化氢相对量为一个CAT活力单位。

SOD和CAT活性分别采用超氧化物歧化酶测试试剂盒和过氧化氢酶测试试剂盒进

行测定[14]。

1.4.4 活性氧含量

1.4.4.1 过氧化氢(H2O2)

H2O2 含量采用TiCl4 法[15]。

1.4.4.2 超氧阴离子自由基(Ō2·)

Ō2·含量按照王爱国和罗广华[16]方法。

1.5 数据处理

实验数据采用SPSS13.0进行分析。

1.6 脂肪酸组成

为了解较强的UV-B辐射对小球藻细胞脂肪酸组成的影响,对该藻株以12h的76

μW/cm2UV-B辐射照射,然后以4500r/min离心5min收集藻体,-70℃超低温冰箱

预冷后,于-40℃冷冻干燥4h(Thermo冷冻干燥机,美国热电公司),得到干燥藻粉。另

设无辐射的对照组。20mg微藻干粉,置于螺口试管中;加入1mL的KOH-CH3OH溶

液,充氮气保护,轻轻摇动几下,于75℃水浴皂化10min;冷却后加入2mL的1mol/L
的HCl-CH3OH溶液(使pH≤2),振荡1min;然后于75℃水浴甲酯化10min;冷却后加

入0.5mL石油醚,振荡,分离提取脂肪酸;加入少许蒸馏水促进分层,振荡后离心,取上

层石油醚进行色谱分析。
气相色谱仪GC7890A-5975MS型;气相色谱柱:30m×250μm×0.25μmHP-5MS。

进样温度:280℃;初温:60℃,25℃/min,升到200℃,15℃/min升到280℃;检测温

度:280℃;载气:高纯氦;流速:1mL/min;进样量:1μL。色谱检测在国家海洋局第一海

洋研究所完成。
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2 结果

不同处理方式对小球藻Chla和Car含量的的影响见图1。同一UV-B强度,处理不

同时间,对小球藻Chla和Car含量的影响不同,在第I组辐照下,Chla和Car含量在4h
后达最高值,分别为12.8×10-12mg/cell和4.5×10-12mg/cell,4—8h之间大幅下降。
在8h,三组的叶绿素a含量几乎相同,I组与对照组的Car含量相差很小,而在第II组高

强度辐射下,Car含量显著降低。之后两组辐射照射下的Chla和Car含量均呈缓慢下

降,而对照组则呈缓慢升高。除了8h时的检测结果,不同处理组同一时间点的数据两两

之间差异显著。UV-B照射熄灭以后4h后,色素含量与同处理组的12h处的含量相比,
没有显著变化。

图1 UV-B辐射对小球藻叶绿素和类胡萝卜素含量的影响(Mean±SD,n=3)
Fig.1.EffectsofUV-BradiationonChlaandCarofChlorellasp.

  检测结果显示(图2),在12h辐射处理过程中,小球藻 MDA含量均呈显著升高趋

势,且辐射强度越强,MDA含量升高越显著;同一 UV-B辐射强度处理,处理时间越长,

MDA含量越高。辐射处理结束后4h,两组处理的 MDA含量稍有下降,而对照组的

MDA含量稍有上升,但是变化都不显著(p>0.05)。

图2 UV-B辐射对小球藻丙二醛含量的影响(Mean±SD,n=3)
Fig.2.EffectsofUV-BradiationonMDAofChlorellasp.
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  H2O2 和O-2·的含量随时间变化的趋势显示(图3):辐射处理组(I,II)的UV-B处理

阶段,辐射组H2O2 含量呈显著升高,8—12h之间的H2O2 含量升幅异常显著,其检测值

在12h达最高点,其后4h则快速下降。而无辐射组的 H2O2 含量则变化不明显。O-2·
的含量则呈升高趋势;UV-B辐射强度越高,小球藻细胞对O-2·的积累越是显著,如处理

12h后,I,II组 O-2·含量相对 C组分别提高了1.1×10-9 mmol/cell和1.8×10-9

mmol/cell(p<0.05)。12h之后辐射组的O-2·含量则略微下降。

图3 UV-B辐射对小球藻过氧化氢和超氧阴离子自由基含量的影响 (Mean±SD,n=3)
Fig.3.EffectsofUV-BradiationonH2O2andO-2·ofChlorellasp.

  小球藻在不同强度的UV-B处理后测量的SOD和CAT活性显示(图4):低强度的

UV-B辐射处理会使小球藻SOD和CAT活性增强,且其活性基本是随着 UV-B辐射时

间的延长增强。而高强度的UV-B辐射则对SOD活性有“双向作用”,短时间的UV-B辐

射可以使小球藻活性增强,如小球藻SOD活性在4h处最强为1.9×10-9U/cell,随着辐

射时间的延长,其活性呈下降趋势;高强度的 UV-B辐射8h内对CAT活性影响不大,

UV-B辐射时间进一步延长则会使CAT活性下降,紫外辐射处理结束后4h,CAT活性

急剧上升,而I组的CAT活性变化不明显。

图4 UV-B辐射对小球藻SOD和CAT活性的影响(Mean±SD,n=3)
Fig.4.EffectsofUV-BradiationonSODandCATactivityofChlorellasp.
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  紫外辐射处理前后,小球藻的脂肪酸组成和含量有所变化。脂肪酸的种类有所减少,
能检测出来的吸收峰由8个变为7个,其中多不饱和脂肪酸(PUFA)的种类由2种变为1
种。总饱和脂肪酸含量由17.02%增高为20.4%,其中C16:0百分含量增加了4.06%;
总多不饱和脂肪酸含量下降了4.33%,C18∶2含量由7.85%下降为0,C18∶3含量增加

了3.51%。
表1 UV-B辐射前后小球藻脂肪酸组成

Table1.Fattyacidcomposition(%,weightpercentageoffattyacid)ofChlorellaspNo/onUV-Bradiation
脂肪酸(fattyacid) 对照(control) 处理(treat)

C12∶0 0.1 0.12
C14∶0 0.22 0.25
C15∶0 0.19 0.16
C16∶1 4.78 4.76
C16∶0 15.81 19.87
C18∶2 7.85 —
C18∶3 70.38 73.89
C18∶0 0.7 0.73
∑SFA 17.02 20.4
∑MUFA 4.78 4.76
∑PUFA 78.23 73.89

注:∑SFA,总饱和脂肪酸;∑MUFA,总单不饱和脂肪酸;∑PUFA,总多不饱和脂肪酸

3 讨论

3.1 UV-B辐射对色素含量的影响

UV-B对藻类的伤害,轻则抑制其光合作用、生长和发育,重则导致其细胞死亡。这

些外部表现,归根到底都是使构成细胞的分子受到伤害。UV-B对藻细胞中分子的伤害

目标主要是蛋白质、色素、DNA等。

UV-B对藻类色素的影响是不同的,对某些色素有破坏作用,而对有些色素还有诱导

作用。Bischof等[17]研究结果表明UV-B破坏的主要是光合色素。Gerber和 Haeder[18]

的实验结果显示:UV-B处理后,实验藻样叶绿素浓度明显降低,而且Chla比Chlb更易

受到破坏;而Car和藻胆蛋白则很少破坏,甚至还有增加。而本研究中辐射处理组的Car
含量则整体呈下降趋势,可能是UV-B照射强度和剂量的不同,也可能是藻种对UV-B耐

受程度不同。在第I组处理中小球藻Chla含量在前4h呈上升趋势,部分原因可归结为

起保护作用的Car含量的短暂升高,因为类胡箩卜素是高能短波辐射的淬灭剂,它能保护

光合系统免受光氧化的破坏[19]。
在第Ⅰ辐射组,4h检测的Chla和Car含量均高于同期对照组(C)。在一定的UV-B

辐射剂量刺激下显示“短暂兴奋效应”,这可能是小球藻可以吸收更多的光能来合成光合

色素、或UV-B辐射抑制了小球藻细胞的分裂。而在较高强度的第Ⅱ处理组,其Chla和

Car的含量均低于第I辐射组和无辐射组,且呈快而持续的下降趋势,这显示较高UV-B
辐射强度对小球藻细胞的伤害效应更为明显。

3.2 对活性氧(ROS)和 MDA含量的影响

生物体光合色素和氧化还原复合物(如叶绿素、藻胆素和醌类物质等)在UV-B波段
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有很强的吸收,它们将聚集的能量传递给氧,导致活性氧的产生。ROS包括 Ō2·,1O2,

H2O2 和OH·等。活性氧具有还原性、高能和不稳定等特点。植物在受到 UV-B辐射

时,通常认为是由氧自由基造成膜的伤害;而本实验组中ROS含量升高,MDA含量也随

之上升的现象与此理论相符。过量的活性氧类会对植物造成氧化胁迫,产生细胞水平上

的不可逆损伤,导致膜流动性的降低和透性的增加、蛋白质功能丧失及DNA的损伤与突

变,从而造成细胞死亡和异常蛋白质形成,最终对植物造成伤害。本研究中,处理组的Ō2
·,H2O2 含量的显著上升,直接表明小球藻细胞在UV-B照射强度增强过程中,细胞受损

程度的加深。

MDA是不饱和脂肪酸过氧化产物之一,它的含量多少代表了膜脂过氧化的程度。

Halliwell[20]认为,丙二醛既是过氧化产物,又是一种能强烈地与细胞内各种成分发生反

应的物质,会造成酶和膜的严重损伤,以及膜电阻和膜的流动性降低,最终会导致膜的结

构及生理完整性的破坏。本实验组的 MDA含量呈显著上升趋势,表明实验中小球藻细

胞膜脂过氧化程度随辐射强度和剂量增强加深;也间接表明小球藻承受环境压力的能力

增强。

3.3 对抗氧化酶活性的影响

所有植物体内都存在着一整套比较完善的抗氧化系统,它们与生物体的抗盐性、抗旱

性、抗热性、抗冻性及其他抗逆境胁迫的能力密切相关[21]。抗氧化酶为植物体内抗氧化

系统的重要组成部分。自从 Mccord和Fridovich[22]提出生物活性氧伤害以来,以SOD
为中心的抗氧化酶系统在植物抗逆境胁迫中的作用受到了高度的重视。

SOD是一群含金属离子的酶,其功能是将Ō2·歧化成 H2O2 和O2[23]。其中一部分

是组成性表达,另外一部分是诱导性的或受生长发育调节。作为诱导性的SOD是一种底

物诱导酶。UV-B辐射条件下,当微藻细胞内Ō2·浓度高于正常水平时,SOD的生物合成

能力会在Ō2·诱导下增高,从而导致SOD活性增加,这一结果间接说明UV-B辐射会促

进微藻Ō2·生成。

CAT可催化H2O2 形成H2O。它和SOD都能清除超氧化物自由基,抑制膜脂过氧

化水平,在减轻膜脂伤害上可能起着一种保护作用。本研究中,Ⅰ处理下,SOD和CAT
活性随着UV-B强度的增大而加强,显示了一定强度的UV-B辐射下,小球藻增强了对活

性氧的清除能力,这与于娟等[24]得出的结果类似。随着辐射时间的延长,微藻细胞内将

大量产生Ō2·和H2O2,如果活性氧的产生量超过SOD和CAT对Ō2·,H2O2 的清除能

力,活性氧成分就会对机体产生危害,这又会造成SOD和CAT活性的下降[25],在本试验

中的第II组辐射处理下,与同时间点的C组相比,小球藻SOD活性先迅速升高(p<0.
01),然后基本呈下降趋势。

3.4 UV-B辐射对脂肪酸组成的影响

大量的研究结果[26—28]显示:UV-B辐射培养可使试验藻类的脂肪酸组成和含量发生

变化,本研究也观察到这种现象。UV-B辐射培养后,总饱和脂肪酸含量上升,总多不饱

和脂肪酸含量下降。可能由UV-B辐射产生的活性氧自由基攻击脂肪酸,尤其是不饱和

脂肪酸烷基侧链所致。C16∶0和C18∶3含量有所增加,可能因为他们在小球藻的抗紫

外辐射方面起着重要的作用。
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总之,本研究的结果显示:小球藻在低于采集地 UV-B强度下培养时,虽表现出受伤

害的症状,但是小球藻对此表现出较强的适应能力。但在高于采集地UV-B强度下培养

时,更多表现了受到伤害的症状。
本研究以北极小球藻对UV-B辐射增强的响应和适应结果,支持了UV-B辐射导致

细胞内活性氧自由基的增加、自由基伤害学说以及保护酶系统在清除自由基方面起着重

要作用的理论,而且发现,UV-B辐射处理结束4h后,UV-B处理下的小球藻Ō2·,H2O2
和 MDA含量都不再增加甚至有所下降,保护酶活性不变甚至升高,这表明小球藻可以通

过自身的调节来清除有害物质的含量,使自身免于受到伤害,显示了该藻株对较强辐射环

境的适应能力。
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THEPHYSIOLOGICALANDBIOCHEMICALRESPONSESOF
ANARCTICMICROALGAE(CHLORELLASP.)TO

UV-BRADIATION

PengXiaowei1,2,HeJianfeng1,LuoWei1,LiYunguang2andCaiMinghong1
(1KeyLaboratoryforPolarScienceoftheStateOceanicAdministration,PolarResearchInstituteofChina,Shanghai

200136,China;2LifeSciencesandTechnologyCollege,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China)

Abstract
TheresponseofanArcticmicroalgaestrain(Chlorellasp.)totheenhancementof

UV-Bradiationwasexploredinthispaper.Theeffectsofthreedifferentintensity(0

μW/cm2,45μW/cm2,76μW/cm2)onChorellasp.within12hradiationfollowing
with4hnon-radiationrecoverywerestudied,whilethebiochemicalcomponentswere
testedbysamplingevery4h.Ourresultsshowedthat:(1)Underthelowerintensityof
UV-B(45μW/cm2)radiation,ChlaandCarcontentincreasedinthebeginning4hand
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thendecreased.Themaximumvaluepresentedafter4h.Meanwhile,underhigh-inten-
sityUV-B(76μW/cm2)radiation,ChlaandCARcontentconstantlydecreased.(2)

ThecontentofŌ2·andMDAenhancedalongwithradiationtimeandintensity.Moreo-
ver,H2O2contentalsoincreasedwithirradiationtime;significantvariancehappenedaf-
ter8hradiation.(3)SOD,CATactivityunderthelowerUV-Btreatment,increased
withirradiationtimeaswell.UnderhigherUV-Bradiation,SODactivityincreasedat
thebeginning4handthendecreasedconstantly,CATactivityfluctuatedfromtimeto
time.(4)ThefattyacidcompositionofChlorellasp.wasinfluenced.Theresultssup-
portedthatUV-BhadadverseeffectsontheArcticglacier′smicroalgae,andtheeffect
ofhurtwasmoresignificantunderhigh-intensityorhighdosesofUV-B.
Keywords UV-Bradiation,Chlorellasp.,biochemicalcomposition
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