
doi: 10.7541/2018.102

生长素吲哚乙酸对铜绿微囊藻生理生化及产毒特性的影响
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摘要: 为了探究生长素吲哚乙酸(IAA)对产毒铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)的影响, 从生长、光合色素含

量、叶绿素光诱导荧光特征、脂质氧化和微囊藻毒素合成特性等方面,  研究了IAA对M. aeruginosa  CHAB
6301生理生化及产毒的影响。结果表明, 在低浓度IAA(0.04和0.2 mg/L)条件下, 铜绿微囊藻生长、叶绿素含

量、光合系统(PSⅡ)电子传递效率及藻毒素含量均无明显变化, 藻蓝蛋白、别藻蓝蛋白和丙二醛(MDA)含量

均低于对照。高浓度IAA(1和5 mg/L)能够促进细胞生长,  提高叶绿素含量,  但是抑制藻蓝蛋白和别藻蓝蛋

白含量,  降低膜脂过氧化程度和细胞内藻毒素合成。综合各指标测定结果,  低浓度IAA对M.  aeruginosa
CHAB6301生长和光合作用影响不明显, 而高浓度IAA可促进藻细胞生长和光合作用, 增加微囊藻水华形成

几率。

关键词: 吲哚乙酸;   铜绿微囊藻;   光合色素;   叶绿素荧光;   微囊藻毒素

中图分类号: Q938.8           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2018)04-0832-07

随着世界人口快速增加和工农业的快速发展,
大量生产、生活废水进入江河、湖泊, 使得水体富

营养化。藻类过度繁殖形成淡水水体“水华”, 蓝藻

水华及其引起的蓝藻毒素次生污染已成为全球关

注的热点环境问题
[1]
。近十多年来, 我国的三大湖

泊太湖、滇池和巢湖及其他众多水体蓝藻水华频

繁发生, 引起水生生态系统结构和功能的失衡, 并
且直接或间接的影响到人类健康, 已成为我国目前

和今后很长时期内面临的水环境问题
[2]
。微囊藻属

(Microcystis)是目前已知的遍布最广的淡水藻属,
在淡水生态系统和半咸水生态系统中均占有一席

之地, 也是我国水体中的最主要水华蓝藻种类, 因
其会产生对人类健康具有危害的微囊藻毒素而尤

其受到高度关注
[3]
。

植物可以分泌天然的内源物质来调控自生生

长发育, 被称为植物激素。目前, 植物激素按其不

同的功能被分为: 生长素(auxin)、赤霉素(GA)、细

胞分裂素(CTK)、脱落酸(Abscisic acid, ABA)和乙

烯(Ethyne, ETH)[4]
。生长素是最早被发现、使用最

广泛的的一类植物激素, 其化学本质是吲哚-3-乙酸

(Indole-3-acetic acid, IAA), 是含有一个不饱和芳香

族环和乙酸侧链的内源激素, 在植物生长发育过程

中起着十分重要的作用
[5]
。生长素类激素在器官水

平上, 可影响器官的生长、成熟和衰老
[6], 在细胞水

平上, 可影响细胞的伸长、分裂和分化
[7]
。生长素

对植物生长发育的调控作用, 因其浓度、植物种

类、器官和细胞的年龄不同而异, 且与根系生长发

育密切相关
[8]
。

生长素的大量施用可通过雨水冲刷、地表径

流等途径进入河流、湖泊, 导致水体中浓度较高。

据报道, 在工业废水中生长素浓度介于0.1—1 mg/L,
而在饮用水水源中浓度亦可达0—0.2 mg/L[9, 10]

。

另一方面, 水生生态系统中物种数量庞大, 包含水

生植物、藻类和细菌等。沉水植物根系寄生菌及

浮游藻类也会向水体分泌生长素等物质, 在促进植

物生长的同时又可对水生生物群落产生重大影响
[11]
。

植物激素对藻类的作用已有报道; 2, 4-二氯苯氧乙

酸在低浓度下(0.50 mg/L)可促进小球藻和栅藻的

生长, 而高浓度(≥4.0 mg/L)则表现为抑制作用
[12];

类似的, 6-苄氨基嘌呤在低浓度时对绿色巴夫藻的

生长有促进作用, 可是当浓度≥1 mg/L时可导致细

胞死亡
[13]; GA3可促进铜绿微囊藻PCC7806细胞的
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生长, 增加了叶绿素a、藻蓝蛋白和细胞可溶性蛋

白的含量, 但减少了水溶性碳水化合物的积累
[14];

适当浓度IAA(<0.5 mg/L)亦可促进微拟球藻细胞生

长
[15]

。目前, 植物激素对藻类影响研究多集中在促

进可食用藻类生长, 提高经济效益, 而对于生态系

统中产毒微囊藻的影响研究尚属空白。基于此, 本
文从微囊藻生理响应及产毒等方面研究了IAA对

铜绿微囊藻的影响, 研究结果为正确评价IAA在富

营养化水体的生态效应提供了基础信息。

1    材料与方法

1.1    材料

试验选用的铜绿微囊藻(Microcystis aerugi-
nosa CHAB6301)由中国科学院水生生物研究所有

害藻类学科组惠赠, 该藻分离于洱海。微囊藻的培

养基为BG-11完全培养基培养, 光照培养箱条件为:
光强30 μmol protons/(m2·s), 温度(25±1)℃, 光周期

12h﹕12h (L﹕D)。吲哚乙酸(IAA)购自Solarbio公
司。

1.2    方法

血根碱抑藻试验　　用无菌水配置浓度为

50 mg/L的吲哚乙酸母液。实验在250 mL的三角瓶

中进行, 分别取0、0.08、0.4、2、10 mL的吲哚乙

酸母液加入到85 mL无菌的BG-11培养基中, 再向

其中加入5 mL用BG-11培养的处于对数生长期的

M. aeruginosa CHAB6301, 然后向各处理加入无菌

水, 使其终体积为100 mL, 各实验组体系吲哚乙酸

最终浓度为0、0.04、0.2、1和5 mg/L, M. aeru-
ginosa CHAB6301起始藻细胞浓度约为4.30×106 个/
mL。实验于第2、第4和第6天进行取样检测。藻

细胞密度用血球计数板在显微镜下计数
[16]
。

色素含量的测定　　M. aeruginosa CHAB6301
细胞内叶绿素(Chl.a)、类胡萝卜素(Carotenoid)浓
度采用紫外可见光度计测定

[17]
。取4 mL藻液于

10 mL离心管中 ,  在10000×g、4℃条件下离心

10min, 弃上清液, 加入4 mL 80%的丙酮, 于4℃静

置24h。24h后取出待测样品, 离心, 收集上清液, 用
紫外可见分光光度计测定663、645和470 nm处的

吸光度值。Chl.a、类胡萝卜素浓度分别参照文献

[18]中方法进行计算。

藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白含量的测定　　取适

量的藻液在10000×g、4℃离心10min, 离心后收集

藻细胞并转移至陶瓷研钵中, 加入少许石英砂并在

液氮环境中研磨细胞至匀浆, 匀浆再次离心, 收集

离心后的上清液, 在波长620和650 nm下测吸光值,

用下列公式分别计算出藻蓝蛋白(PC)和别藻蓝蛋

白(APC)含量
[19]
。

PC (mg=L) = (A 620¡ 0:7£ A 650)=7:38
APC (mg=L) = (A 680¡ 0:19£ A 620)=5:65

叶绿素荧光的测定　　M. aeruginosa CHAB6301
叶绿素诱导荧光多项瞬态上升动力学用Handy-
PEA (Handy-Plant Efficiency Analyser, Hansatech
Instruments, UK)测定, 每次取样2 mL, 荧光测定前

所有样品暗适应15min, 光化光强度为3000 μmol
potons/(m2·s), 荧光瞬时上升曲线的记录时间为

50μs—1s, 采样速率在前2ms之内是105
次/s, 2ms之

后为103
次/s[20]

。

测定的JIP参数, 参照Strasser和Strasser的方法
[21]

选取了表 1中参数进行分析。

MDA的测定　　取适量藻液进行离心, 离心

后收集细胞并转移至陶瓷研钵中, 加入少量石英砂

并在液氮环境中研磨细胞至匀浆, 再次离心, 收集

上清粗酶液进行丙二醛(MDA)的测定。

丙二醛的测定采用硫代巴比妥酸法
[22], 上清液

分别在600、532和450 nm处测定吸光值, 用下列公

式计算丙二醛含量。

MDA( mol=L)=6:45£(A 532¡A 600)¡0:56£A 450

藻细胞内毒素含量的测定　　细胞内藻毒素

(MC-LR)的提取与检测参照文献[23]中方法进行改

良。取100 mL藻液于10000×g、4℃离心10min, 弃
上清。各样品中加入1.5 mL 80% 甲醇溶液, 超声

5min, 摇床振荡1h。收集甲醇溶液过0.45 μm有机

滤膜 ,  采用高效液相色谱 ( H P L C )进行检测。

HPLC(Angilent 1200 series, 美国)配有C18柱(Hy-
persil GOLD, 250 mm×4.6 mm, 5 μm)和紫外检测器

(G1314B), 检测波长为238 nm, 柱温35℃, 流动相为

甲醇﹕水(0.05% TFA)=45﹕55, 流速为1 mL/min, 线
性梯度洗脱程序为: 45%—90% 甲醇 20min; 90%—
45% 甲醇1min; 45%甲醇, 后运行4min。

表 1   选取的JIP测定参数及其意义

Tab. 1   The JIP-test parameters selected quantifying PSII behavior

JIP测定参数
Parameters from the

JIP test
参数意义Means of parameter

φP0=1–(F0/FM) 最大光化学效率(在t=0时)
φE0=[1–(F0/FM)]·ψ0 用于电子传递的量子产额(在t=0时)

ψ0=1–VJ 反应中心捕获的激子中用来推动电子传
递到电子传递链中超过QA的其他电子受
体的激子占用来推动QA还原激子的比率

(在t=0时)
φD0=F0/FM 用于热耗散的量子比率(在t=0时)
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数据分析　　采用SPSS 13.0软件对实验数据

进行统计分析, 所有数据均采用平均值±标准误差

(Means±SE)表示, 采用ANOVA进行对实验结果进

行方差分析 ,  采用Tukey’s法进行多重比较 ,  以
P<0.05为差异显著性标准, 以P<0.01为差异极显著

性标准。

2    结果

2.1    IAA对藻细胞生长的影响

由图 1可知, 在试验的第2天, 各IAA处理的藻

细胞密度和对照相比没有明显差异; 到第4天, 1 mg/L
的 I A A处理组的细胞密度和对照相比要高出

5.26%。在试验的第6天, 高浓度IAA(1和5 mg/L)处
理组和对照组相比有显著的增长, 分别高出26.22%
和35.61%。

2.2    IAA对光合系统的影响

图 2A显示了不同浓度IAA处理M. aeruginosa
CHAB6301第2、第4、第6天Chl.a含量的变化。在

试验的第2天, 各浓度IAA的处理组Chl.a含量与对

照组相比均没有明显变化。在试验的第4天, 仅浓

度为5 mg/L的处理组Chl.a含量比对照组的要高

16.19%。到了试验第6天, 各浓度处理组的Chl.a含
量和对照组相比仍没有显著差别。

图 2B显示了不同浓度IAA处理的M. aerugi-
nosa CHAB6301在第2、第4、第6天类胡萝卜素含

量的变化特征。在试验的第2、第4天, 1和5 mg/L
浓度的处理组类胡萝卜素含量和对照组相比有明

显增加。而到第6天, 所有IAA处理组单位细胞中

类胡萝卜素均与对照组相比没有明显差异。

图 2C显示了生长素IAA对M. aeruginosa CHAB
6301藻蓝蛋白含量的影响。在试验的第2天, 低浓

度IAA (0.04、0.2和1 mg/L)处理组与对照组相比

较, 藻蓝蛋白的含量没有显著差异; 当IAA为5 mg/
L时, 该处理组藻蓝蛋白含量显著低于对照组, 比空

白对照减少21.03%。试验第4天, 低浓度IAA (0.04和
0.2 mg/L)处理组藻蓝蛋白含量与对照组相比仍没

有显著差异, 而1和5 mg/L IAA处理组藻细胞内的

藻蓝蛋白受到显著抑制, 其中IAA浓度为5 mg/L时
微囊藻藻蓝蛋白含量最小, 比对照组低了36.98%。

第6天, 各处理藻蓝蛋白含量变化和第2天的基本相

同。

图 2D显示生长素IAA对M. aeruginosa CHAB
6301 别藻蓝蛋白含量的影响。在试验的第2天, 各
浓度实验组与空白对照组没有显著变化。第4天时

IAA浓度为0.2、1和5 mg/L的实验组别藻蓝蛋白含

量受到显著抑制, 和对照组相比分别降低了28.15%、

31.82%和39.04%。而到了第6天, 各实验组与对照

组相比没有显著差异。

图 2E显示了试验第4天生长素IAA对M. aeru-
ginosa CHAB6301 PSII能量流动分配比率的影响

(第2和第6天各实验组数据无显著性差异, 数据未

展示)。在IAA胁迫后的第4天, 当IAA浓度为0.04和
0.2 mg/L时, 3个PSII能量分配比率参数(ψ0、φP0、

φE0、φD0)与对照相比均无显著差异; 当IAA浓度

达到1和5 mg/L时ψ0、φP0、φE0显著高于对照, 而
φD0显著低于对照。

2.3    IAA对藻膜脂过氧化程度的影响

由实验可知, 藻细胞内MDA含量随着IAA浓度

增加而降低(图 3)。处理后第2天, 浓度为5 mg/L的
处理组MDA含量最低, 相对对照组降低了26.05%。

处理后第4天, 除了浓度为0.04 mg/L的处理组相比

对照组没有显著变化外, 其他处理组皆出现显著降

低的现象。处理后第6天 ,  各 I A A浓度处理组

MDA含量皆显著低于对照。
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图 1    IAA对铜绿微囊藻生长的影响

Fig. 1    Effects of IAA on the growth of M. aeruginosa CHAB-6301
“*”代表 P<0.05, “**”代表P<0.01; 下同

“*” indicates that P<0.05, and “**” denotes that P<0.01; the same applies below
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2.4    IAA对胞内微囊藻毒素含量的影响

在实验结束后, 对细胞内毒素的含量进行检测

(图 4)。当IAA浓度为0.04和0.2 mg/L时, 微囊藻胞

内MC-LR含量与对照组相比没有显著差异。当

IAA浓度为1 mg/L时, 藻细胞内MC-LR含量开始下

降。而浓度为5 mg/L时, MC-LR含量最小, 与对照

组相比下降9.18%。

3    讨论

生长素在调节维管束植物的细胞分裂中扮演

着极为重要的角色, 在微藻的生长中可能也起着重
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图 2    IAA对铜绿微囊藻光合系统Ⅱ电子传递特性的影响

Fig. 2    Influences of IAA on the electron transfer characteristics in M. aeruginosa CHAB-6301 PSⅡ
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图 3   IAA对铜绿微囊藻细胞丙二醛含量的影响

Fig. 3   Effects of IAA on the MAD content of M. aeruginosa
CHAB6301
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图 4   各处理藻细胞内MC-LR浓度

Fig. 4   The contents of microcystin-LR (MC-LR) in different
treatments
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要的作用
[24]

。Pan等[25]
研究结果显示微囊藻在浓度

为0.001—25 mg/L的赤霉素(GA3)作用下, 经第20天
的培养后， 细胞生长得到了明显的促进。Burkiewicz
等

[26]
研究表明, 赤霉素和细胞分裂素在一定浓度下

促进了小球藻、栅藻和胶球藻的细胞分裂和干重

含量。Piotrowska-Niczyporuk等[27]
研究了不同类型

生长素在不同浓度下对小球藻生长的影响, 结果表

明: 0.1 μmol/L的IAA和吲哚-3-丁酸以及1 μmol/L的
苯乙酸和1-萘乙酸均可促进小球藻的生长, 并在48h
后细胞数达到最大, 而浓度继续上升至100 μmol/L
时, 所有受试细胞增殖均受明显抑制。本研究结果

显示1—5 mg/L的IAA对铜绿微囊藻生长有明显的

促进作用。

Chl.a、类胡萝卜素、藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白

是M. aeruginosa CHAB6301细胞内重要的光合色

素组成成分
[28]

。本研究结果表明: IAA能显著提高

微囊藻细胞内Chl.a和Carotenoid含量, 而抑制藻蓝

蛋白和别藻蓝蛋白含量。有研究表明, 生长素可以

调节藻类细胞中的细胞氧化还原状态, 从而防止叶

绿素和类胡萝卜素的氧化降解
[29]

。藻蓝蛋白是蓝

藻光系统Ⅱ(PSⅡ)中天线复合物的重要捕光色素
[30]
。

藻蓝蛋白的变化与叶绿素的变化有所不同, 其合

成、分解与细胞内的氮含量和蛋白质合成直接相

关
[31]

。藻胆蛋白(例如藻蓝蛋白、别藻蓝蛋白和藻

红蛋白等)也可用作氮的储存物并且是构成总细胞

蛋白的重要组成部分。当蓝藻出现氮(或硫)营养限

制时, 藻细胞可以调控藻胆蛋白降解以缓解细胞对

氮的需求
[32, 33]

。目前关于IAA对蓝藻蛋白质合成的

影响及分子机理的研究尚属空白, 对于IAA降低微

囊藻藻胆蛋白的原因有待深入研究。

光合系统被光活化的高能电子如果没有通过

光合作用电子传递的方式淬灭, 将会转变为氧自由

基, 这是光合作用微生物细胞内氧自由基的主要来

源之一
[34]

。细胞内氧自由基会氧化生物大分子, 造
成细胞损伤。MDA是细胞脂质氧化的终产物。细

胞内MDA含量常被用于评价细胞的氧化损伤程

度
[35]

。叶绿素荧光分析结果表明IAA能提高微囊

藻PSⅡ电子传递效率, 降低高能电子非光化学淬灭

的几率 ,  进而降低细胞内氧自由基。这可能是

IAA能降低微囊藻细胞内MDA含量的原因。

生长素IAA是一类含有一个不饱和芳香族环

和一个乙酸侧链的内源激素, 可在酶的作用下进行

一系列的分解转化, 其分子结构中氮元素的释放对

于细胞内藻毒素的合成具有一定的影响
[36]

。同时,
铜绿微囊藻细胞内毒素的合成途径十分复杂, 由
mcy基因家族编码的一系列酶催化完成, 根据对相

关蛋白进行对比和功能划分, 可发现此过程涉及

48个步骤的反应
[37]

。有研究表明, 许多环境因子,
比如水体氮、磷及CO2浓度都能影响微囊藻毒素的

合成
[38—40]

。本研究结果表明, IAA能降低微囊藻细

胞内微囊藻毒素的含量。然而目前IAA在微囊藻

细胞内的代谢途径尚不清楚, 其对微囊藻毒素合成

的影响的分子机理也有待进一步深入研究。
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EFFECTS OF IAA ON THE PHYSIOLOGICAL AND TOXIN-PRODUCING
CHARACTERISTICS OF MICROCYSTIS AERUGINOSA

QING Chun1, ZHANG Hui-Ling1, LIN Yi-Qing1, LI Jun1, HU Ting2 and SHAO Ji-Hai1

(1. Hunan Agricultural University, Changsha 410128, China; 2. Orient Science and Technology College of Hunan Agricultural
University, Changsha 410128, China)

Abstract: In order to investigate the effects of indole-3-acetic acid (IAA) on physiological characteristics of Micro-
cystis aeruginosa (M. aeruginosa), the growth, photosynthetic pigment content, chlorophyll fluorescence, lipid oxida-
tion, and microcystin biosynthesis characteristics were studied. The achieved results showed that there was no signifi-
cant variation in cell density, chlorophyll content, chlorophyll fluorescence characteristics, and microcystin contents at
low concentrations of IAA (e.g., 0.04 and 0.2 mg/L). However the contents of phycocyanin, allophycocyanin, and
malondialdehyde  (MDA) decreased  in  comparison  with  the  control  group.  High concentrations  of  IAA (1  and
5 mg/L) accelerate the algal growth and increased chlorophyll content, while that inhibited the contents of phycocyanin
and allophycocyanin and reduced the peroxidation of membrane lipid peroxidation as well as synthetization of intracel-
lular algal toxins. The findings also demonstrated that low concentrations of IAA have no clear influence on the growth
and photosynthesis of M. aeruginosa CHAB-6301. However, high concentrations of IAA can promote the growth and
photosynthesis of this alga, which may increase the possibility of formation of Microcystis-based water blooms.

Key words: Indole-3-acetic  acid;  Microcystis  aeruginosa;  Photosynthetic  pigments;  Chlorophyll  fluorescence;
Microcystins
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