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摘要  微囊藻毒素是一类由蓝藻产生的具有肝毒性的环状肽类化合物, 是富营养化淡水水体

中最常见的一种藻类毒素, 也是蓝藻水华污染过程中产量最大、危害最严重的藻毒素种类. 本

文研究了微囊藻毒素 MC-RR 对大肠杆菌(Escherichia coli)和枯草杆菌(Bacillus subtilis)细胞膜

的渗透效应, 采用 MC-RR 和溶菌酶协同处理下由于细胞溶解而引起吸光值 A675的降低来表示. 

结果表明, A675 值的降低随 MC-RR 处理浓度和时间的变化而变化, 浓度越高, A675 值降低越明

显, 由此表明, MC-RR 的存在增加了细菌细胞膜对溶菌酶的渗透性, 促进了溶菌酶的溶菌效

应. 更进一步的实验证明, MC-RR 能促进细菌细胞内可溶性蛋白和可溶性糖的外渗量, 并且具

有一定的剂量效应. 实验结果还进一步暗示, MC-RR 和水环境中的其他化合物的复合效应或

许能够调节水体中的细菌群落, MC-RR 在水体生态系统中可能具有非常重要的生态学意义. 
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湖泊富营养化和蓝藻水华污染已成为世界上普

遍关注的环境问题 , 蓝藻水华带来的主要危害之一

就是蓝藻毒素的产生 , 目前发现的蓝藻毒素主要包

括肝毒素、神经毒素和皮肤类毒素[1~3]. 在所有的肝

毒素中 , 危害最大、影响最严重的就是微囊藻毒素

(microcystin, MC). MC 的结构是一种单环七肽, 一般

结构为: 环(D-丙氨酸-L-X-赤-β-甲基-D-异天冬氨酸

-L-Y-Adda-D-异谷氨酸-N-甲基脱氢丙氨酸). 其中 N-

甲基脱氢丙氨酸(Mdha)为一种特殊氨基酸, 含有 α, β
不饱和双键; Adda结构是另一种特殊氨基酸, 结构为

3-氨基-9-甲氧基-2,6,8-三甲基-10-苯基-4,6 二烯酸 , 

Adda 是表达其生物活性的必需基团, 其氨基酸的共

轭立体结构会影响其毒性, 结构改变则毒性改变. X

和 Y 为两种可变的 L 氨基酸, 由于 X 和 Y 的不同而

产生多种异构体 MC, 迄今为止已有 75 种以上 MC

异构体被确认. 存在最普遍、含量较高、毒性较大的

是 MC-LR, RR 和 YR, 其中 L, R 和 Y 分别为亮氨酸、

精氨酸和酪氨酸[4~7]. 目前有关微囊藻毒素对生物的

生理生态学效应的研究主要集中在动物、植物上. 微

囊藻毒素能够导致无脊椎动物、鱼类、鸟类、家畜及

其他野生动物的死亡 , 并且水生生物包括鱼类、贝

类、浮游动物等对微囊藻毒素的生物富集会对人类和

动物造成危害[8~12]. 同时研究表明, 微囊藻毒素是潜

在的诱癌剂, 可以诱导鱼的肝细胞以及人类、鸡、鲤

鱼的淋巴细胞凋亡 [13~15]. 同样 , 微囊藻毒素能够抑

制高等植物的生长[16,17], 诱导植物的氧化胁迫, 并且

氧化胁迫可能是微囊藻毒素对植物毒性的主要作用

方式 [18~20]. 而最新的研究关注了微囊藻毒素对低等

植物-藻类的影响, 短期暴露于高浓度的 MC-LR 下就

能 够 抑 制 念 珠 藻 (Nostoc muscorum) 和 鱼 腥 藻

(Anabaena BT1)的光合作用[21], MC-RR 还能够抑制

聚球藻(Synechococcus elongates)的生长并引起其氧
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化胁迫[22].  

微生物作为分解者和消费者 , 在生态系统中具

有很重要的作用 , 但关于微囊藻毒素对微生物效应

的研究却很少. Foxall 和 Sasner[23]研究认为, 微囊藻

毒素对一些细菌具有显著的杀灭作用 , 能够抑制枯

草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和某些假单

胞菌的生长. Valdor 和 Aboal[24]报道, 纯微囊藻毒素

对微藻和细菌的生长具有一定的抑制效应 , 即使低

浓度的微囊藻毒素对细菌生长无明显作用 , 但也能

影响其超微结构的变化; 然而 Dixon 等人[25]的研究

表明 , 微囊藻毒素对大肠杆菌没有抗菌活性但能增

加大肠杆菌细胞膜的渗透性 , 推测微囊藻毒素和水

体中与其他化学物质的协同效应可能调节水生态系

统中细菌群落的数量.  

本文研究了微囊藻毒素对革兰氏阴性代表菌株

大肠杆菌和革兰氏阳性代表菌株枯草杆菌细胞膜的

渗透效应, 考虑到 MC-RR 是我国云南滇池蓝藻水华

过程中所产生的主要优势毒素 , 所以本文采用微囊

藻毒素 MC-RR 为材料. 研究结果表明了 MC-RR 能

促进溶菌酶的溶菌效应 , 并能增加细菌细胞内可溶

性蛋白和可溶性糖含量的外渗.  

1  材料和方法 

(ⅰ) 毒素与试剂.  微囊藻毒素提取自滇池蓝藻

水华的干藻粉, 采用改进的 Harada 等人[26]的方法获

得: 取一定量的干藻粉, 加入 5%冰醋酸室温下搅拌

抽提 3 h, 所得提取液 6000×g 离心 20 min, 取上清, 

重复 2 次, 并合并 2 次所得的提取液, 用 0.45 μm 混

合纤维滤膜抽滤, 滤液过 C18 柱, 将甲醇洗脱液在旋

转蒸发仪上蒸发干燥 , 所得干粉即为微囊藻毒素粗

提物. 然后利用上海中药创新研究所 Agilent 1100 高

效液相色谱仪纯化制备分析 , 主要成分为 MC-RR, 

含量在 95% 以上, 可用于一般的毒理学实验, 标样

购自 Sigma 公司, 其他试剂均为分析纯.  

(ⅱ) 菌株和毒素处理.  实验用革兰氏阴性代表

菌株大肠杆菌 Escherichia coli HB101 和革兰氏阳性

代表菌株枯草杆菌 Bacillus subtilis BG2036 来自武

汉大学微生物实验室, 并用营养肉汤培养基 30℃下

黑暗培养.  

将大肠杆菌和枯草杆菌培养至对数生长期

(A600≈0.8), 培养液 7000×g 离心 5 min, 去上清, 用

0.1 mol/L pH 7.0的磷酸缓冲液洗涤细胞 2次, 将细胞

重新悬浮于相同缓冲液中 , 调整细胞数约为 1×1010

个/mL, 加入抽滤灭菌的 MC-RR, 使其终浓度分别为

0, 0.1, 1, 5, 10 μg/mL, 并分别加入溶菌酶使其终浓度

为 0.04 g/mL, 同时设空白对照, 每个处理设 3 个平行, 

于 0, 10, 20, 30, 40 min 取样测定光吸收值 A675
[23,25]. 

同上 , 将大肠杆菌和枯草杆菌培养至对数生长

期(A600≈0.8), 培养液 7000×g离心 5 min, 去上清, 用

0.1 mol/L pH 7.0的磷酸缓冲液洗涤细胞 2次, 将细胞

重新悬浮于相同缓冲液中, 加入抽滤灭菌的 MC-RR, 

使其终浓度分别为 0, 0.1, 1, 5, 10 μg/mL, 培养 1 h 后, 

取样 7000×g 离心 5 min, 分别用考马斯亮蓝 G-250 方

法[27]和蒽酮硫酸比色法[28]测定上清液中可溶性蛋白

和可溶性糖的含量.  

(ⅲ) 统计分析.  实验结果表示为平均数±标准

误差 . 采用 Origin 7.0 软件对数据进行 One-way 

ANOVA 差异显著性分析(P<0.05 或 P<0.01).  

2  结果 

2.1  MC-RR 对细菌细胞膜渗透性的影响 

图 1 显示了 MC-RR 对大肠杆菌(图 1(a))和枯草

杆菌(图 1(b))细胞膜渗透性的影响. 为了确定 MC-RR

对细菌细胞膜渗透性的影响程度 , 实验中加入了溶

菌酶, 根据细胞溶解后光密度值 A675随时间的变化来

评价. 实验结果显示, A675 值的变化具有明显的时间

和剂量效应 , MC-RR 的浓度越高 , 处理时间越长 , 

A675 值的降低越明显. 而空白对照组, 包括仅有溶菌

酶或 MC-RR 的处理组, 在实验 40 min 内, A675值均没

有明显变化. 对于大肠杆菌来说, 不同浓度 MC-RR

和溶菌酶共同处理 10 min 时, A675 值开始显著降低

(P<0.05); 而枯草杆菌在 20 min 内, 各处理组和对照

相比无明显变化 , 处理 30 min 时 , 只有高浓度

MC-RR (10 μg/mL)和溶菌酶的共同处理组使 A675 值

显著降低(P<0.05), 处理 40 min 时, 各处理组均显著

低于对照.  

2.2  MC-RR 对细菌大分子物质释放的影响 

MC-RR 能够促进大肠杆菌和枯草杆菌细胞内可

溶性蛋白和可溶性糖的释放(图 2). MC-RR 对细菌细

胞内可溶性蛋白和可溶性糖释放量的影响具有剂量

效应 . 所有处理组可溶性糖的含量均显著高于对照

(P<0.05), 其中大肠杆菌细胞可溶性糖的释放量在

MC-RR 各处理浓度下均达到了极显著差异(P<0.01),  
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图 1  MC-RR 对大肠杆菌 Escherichia coli HB101 (a)和枯草杆菌 Bacillus subtilis BG2036 (b)的渗透效应 
溶菌酶 0.04 g/mL (⊕); MC-RR 0 µg/mL (■); MC-RR 0.1 µg/mL (○); MC-RR 1 µg/mL (◇); MC-RR 5 µg/mL (△); MC-RR 10 µg/mL (▽); MC-RR 

0.1 µg/mL 和溶菌酶 0.04 g/mL (●); MC-RR 1 µg/mL 和溶菌酶 0.04 g/mL (◆); MC-RR 5 µg/mL 和溶菌酶 0.04 g/mL (▲); MC-RR 10 µg/mL 和溶

菌酶 0.04 g/mL (▼) 

 

图 2  MC-RR 对大肠杆菌 Escherichia coli HB101((a)和(b))和枯草杆菌 Bacillus subtilis BG2036 ((c)和(d))细胞内可溶性蛋白

和可溶性糖外渗量的影响 
显著性差异: *, P<0.05; **, P<0.01 

枯草杆菌只有在 MC-RR 处理浓度高于 5 μg/mL 时才

能达到极显著差异(P<0.01). 大肠杆菌和枯草杆菌可

溶性蛋白的含量在 5 μg/mL MC-RR 处理下均显著高

于对照(P<0.05), 10 μg/mL MC-RR 处理下均达到了

极显著水平(P<0.01).  

3  讨论 

研究报道 , 铜绿微囊藻产生的微囊藻毒素能够 
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抑制藻类和其他蓝藻的生长 , 但对异养细菌没有明

显作用[19,23], 我们以前的工作也报道 MC-RR 对大肠

杆菌和枯草杆菌没有致死效应 [29,30]. 目前的工作表

明 MC-RR 能够增加大肠杆菌和枯草杆菌对溶菌酶的

敏感性. 一般情况下, 溶菌酶在短时间内能被细菌细

胞壁排除在外, 起不到溶菌作用. 而在实验中, 微囊

藻毒素和溶菌酶对大肠杆菌和枯草杆菌的复合处理, 

使得溶菌酶在短时间内显示了溶菌作用 , 并且该作

用具有一定的时间和剂量效应. A675 值随着 MC-RR

处理浓度的增加和处理时间的延长而降低 , 浓度越

大, 时间越长, 降低越明显. 不同浓度 MC-RR 和溶

菌酶的复合处理使大肠杆菌的 A675 值在实验 10 min

时均开始显著降低(P<0.05), 而枯草杆菌在实验 30 

min 时, A675 值才开始降低, 并且与对照组相比, 只有

高浓度 MC-RR (10 μg/mL)和溶菌酶的复合处理组能

达到显著水平(P<0.05). 当实验处理 40 min 时, 各低

浓度处理组的 A675 值才明显低于对照. 该 A675 值的降

低在时间上的差异可能和细菌本身的特性有关 . 大

肠杆菌属于革兰氏阴性菌 , 枯草杆菌属于革兰氏阳

性菌, 其细胞壁组成成分有很大差别, 对溶菌酶的敏

感性不同, 促使 A675 值的降低在时间上产生差异. 此

外, 还与 MC-RR 的处理浓度密切相关, 实验证明, 

MC-RR 处理浓度越高 ,  A 6 7 5 值降低越快越明显 . 

MC-RR 和溶菌酶的这种协同效应表明 MC-RR 能够

增加大肠杆菌和枯草杆菌细胞膜的渗透性 , 促使外

源性的溶菌酶快速进入细胞, 促进细胞溶解. 到目前

为止, 只有 Dixon 等人[25]曾报道 2.5 μg/mL MC-RR

类似于一种化学渗透剂多黏菌素 B类似物(polymyxin 

B nonapeptide, PMBN)的作用, 能够增加大肠杆菌细

胞膜的渗透性 , 促进溶菌酶的作用 . 本研究结果与 

Dixon 等人 [25]的报道一致 , 并且我们还进一步证实

MC-RR 同样能够增加革兰氏阳性枯草杆菌细胞膜的

渗透性, 并且毒素处理浓度越高, 效果越明显.  

目前为止 , 关于微囊藻毒素对植物和动物的毒

性效应的报道很多 , 但关于微囊藻毒素对微生物的

效应的报道却非常有限, 并且仍存在很多争议. Fox-

all 和 Sasner[23]曾报道微囊藻毒素对大肠杆菌的生长

几乎没有抑制作用, Singh 等人[21]也报道微囊藻粗毒

素和纯毒素对生长在固体培养基上的铜绿假单胞菌、

杆菌和一些真菌几乎没有影响 . 而另外一些学者则

表明微囊藻粗毒素能够抑制大肠杆菌的生长 [31,32]. 

例如, Valdor 和 Aboal 等人[24]认为, 很多藻类提取物

都能影响大肠杆菌的生长 , 尤其是含有高浓度

MC-RR 的单歧藻(Tolypotrhix distorta)提取物, 含有

高浓度微囊藻毒素的藻类提取物能更明显影响大肠

杆菌的生长, 这可以从 Dixon 等人[25]和本研究进一

步证实 , 微囊藻毒素即使在低浓度下也能影响细菌

细胞膜的渗透性, 从而可能影响其生长. 我们的研究

还进一步表明, MC-RR 能够促进大肠杆菌和枯草杆

菌细胞内可溶性蛋白和可溶性糖的外渗(图 2), 并且

可溶性蛋白和可溶性糖的外渗量对毒素剂量具有明

显的依赖性, MC-RR浓度越高, 处理组可溶性蛋白和

可溶性糖的外渗量与对照相比越高, 差异越显著. 所

有这些表明 MC-RR 能够提高细菌细胞膜的渗透性.  

综上所述, MC-RR 能够增加细菌细胞膜的渗透

性, 促进溶菌酶的溶菌效应. 这意味着, 在富营养化

水体中微囊藻毒素的产生可能具有非常重要的生态

学意义 , 微囊藻毒素和水体中其他化合物的复合作

用或许能够调节水体中的微生物群落 , 这需要更进

一步深入研究[33~35]来得到证实.  
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