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摘要! 以 $#"#%$##$#!$ DF@-硒$亚硒酸钠%分别对小球藻进行胁迫培养!研究不同浓度硒胁

迫对小球藻生物量#细胞内硒含量#谷胱甘肽过氧化物酶$Y01CA_%活性和超氧化物歧化酶

$0(=%活性的影响" 结果表明(高浓度$!$ DF@-%硒胁迫将促使小球藻提早进入衰亡期'藻细

胞内硒含量#Y01CA_酶活性随硒胁迫浓度的增加而增大!硒添加浓度为 "#%$##$ 和 !$ DF@-

时!Y01CA_酶的活性分别是对照组的 "7"B#<7BO#%%7!# 和 %%7"# 倍'而只有当硒胁迫浓度达

到 #$ DF@-以上时!才会导致0(=酶活性显著增大" 此外!采用尺寸排阻色谱与电感耦合等

离子体质谱联用$02C1A-3C/3AC80%技术对藻细胞内硒结合形态进行分析!发现了硒有 ! 种

主要的结合形态"

关键词! 小球藻' 硒' 谷胱甘肽过氧化物酶' 超氧化物歧化酶

中图分类号! 0B?"7%?' 0B?"7>O&&&&&&&文献标识码(,

&&自0LHg9:G和.X56bU发现硒是人体必需的微

量元素以来!科学家对硒的研究日益广泛和深

入'% ;!(

) 我国于 %B<" 年首次展开了亚硒酸钠预

防克山病的研究!并取得了令人瞩目的成果'?(

)

此后!研究人员陆续发现硒的其它生物活性功能!

如缺硒易导致心脏病&甲状腺机能不全和免疫系

统损伤'"(

%硒可以阻止 1/4病毒的复制!并减缓

艾滋病毒感染者向获得性免疫缺陷症",/=0#的

进一步发展'<(

) 虽然硒具有如此多的生物活性

功能!但无机硒却具有毒性!其使用剂量和范围都

受到严格的限制) 因此!只有转化为有机硒!才具

有食用和保健的价值) 目前有机硒大多采用动植

物或微生物的转化方式来获取'> ;O(

) 大量的研究

结果表明!硒可参与藻细胞的生理过程!并可通过

藻类的富集作用及沿食物链传递!对海洋动物乃

至人类产生重要的影响'B ;%$(

)

小球 藻 " B*5+3(551 </5,13.##! 属 绿 藻 门

"3H65:QHfb9#!绿球藻目"3H65:5L5LL96MU#!小球藻

属"B*5+3(551#) 藻体含有丰富的蛋白质&氨基酸&

不饱和脂肪酸&维生素和矿物质等!又因其易培养

且生长周期短!有希望成为生物制取有机硒的理

想途径'%%(

) 然而!目前对富硒小球藻的研究还比

较少'%# ;%!(

!对硒胁迫下小球藻的生长影响的报道

更少'%? ;%"(

)

实验以小球藻为材料!考察不同浓度硒对小

球藻生长的影响!并进一步研究硒胁迫对小球藻

生理学参数"生物量&细胞内硒含量及形态&Y01C

A_和0(=酶活性等#的影响!这不仅有助于阐明

小球藻对硒胁迫的适应机制!也为富硒小球藻的

开发提供实验依据)

%&材料与方法

!"!#小球藻的硒胁迫培养

小球藻藻种$由集美大学水产学院周立红教

授提供!本实验室保种并扩大培养) 将沙滤海水

"取自集美水产养殖场#用电炉加热至微沸灭菌

%$ DEI!冷却至室温) 培养液由灭菌海水以及营

养液 'm+(

!

$ $7" F@-&m1

#

A(

?

$ $7$# F@-和

4Z

%

$$7! DF@-&4Z

%#

$%7$ DF@-及改良X@#"不含
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硅及氮磷配方#$$7# D-@-(组成'%<(

) 藻种悬浮

液与培养液以 %p"$"MTM#的比例接种!在AYj多

段光照培养箱"宁波莱福科技有限公司#中扩大

培养温度为"#" R%# ^!泵入净化空气!光照度为

# "$$ 6_ "#? H 光照#) 待培养至对数生长期

",

<>O ID

T$7!#")4;#%$$ 紫外分光光度计!北京

莱伯泰科仪器有限公司#!将藻液分装到已杀菌

的 #"$ D-三角瓶中!每瓶装 #$$ D-藻液!加入

+9

#

0M(

!

使0M"

+

#的终浓度分别为 $&"&%$&#$ 和

!$ DF@-!每个浓度平行 ! 份) 吸光度":

<O$ID

#与

细胞密度"

#

#的关系为
#

T!O7#%O:;$7#$""O

#

T

$7BBO#!由此计算单位体积培养液的藻细胞数)

!"$#细胞内硒含量的测定

取 " D-藻液!离心"? $$$ :@DEI!%$ DEI#

"# ;%< 型高速离心机!德国 0/Y8,公司#!超纯

水清洗 ! 次&离心收集藻泥!分别加入 ! D-硝酸

和 % D-1

#

(

#

微波消解!电热板赶酸!参照李连平

等'%>(的方法!用氢化物发生原子荧光光谱法",.C

<?$ 原子荧光光谱仪!北京瑞利分析仪器公司#测

定小球藻细胞内硒的含量)

!"+#JR_A(T酶活性的测定

取湿藻泥!按 %p%$"UTM#与 %$ DD56@-S:EUC

136混匀并在冰浴下超声波细胞破碎 B DEI

"0LEMIbGC

'

=型超声波细胞粉碎机!宁波新芝生

物科技股份有限公司#!冷冻"? ^#!离心"%# $$$

:@DEI!#$ DEI# "2QQMIN5:X高速离心机$德国

0/Y8,公司#后取上清液!参照文献'%O(的方

法!采用=S+Z显色测定小球藻中Y01CA_活性)

酶活力单位定义$% D-小球藻液于 !> ^&

Q1<7" 条件下反应 % DEI!扣除非酶反应后!使

Y01浓度下降 %

!

D56为 % 个酶活力单位)

小球藻)*+,-."/# 0

11

')*+(非酶管 ,')*+(样品管 2')*+(试剂空白

("345# 6!7'"3$# 6蛋白浓度"%83$#

!"H#RQ%酶活性的测定

按 %7! 的方法获得破碎藻液!采样邻苯三酚

自氧化法'%B(测定0(=酶活性)

酶活力单位定义$在 #" ^恒温条件下!每毫

升反应液每分钟抑制邻苯三酚自氧化率达 "$]

的酶量定义为 % 个酶活力单位)

小球藻 *9:"/# 0

自氧化速率 ,样液速率

自氧化速率
6

11

"!!;

(!;

6反应液总体积 6

样液稀释倍数

样液体积

!"K#硒形态的凝胶色谱%RSA_(V)&与 b)(A/R

联用分析

破碎藻液过 $7?"

!

D@DEI 水相滤膜!用凝胶

色谱柱"023# "S0mCFM6!日本#分离"1A%#$$ 高

效液相色谱仪!美国 ,FE6MIb公司#!经 =,=检测

其紫外吸收信号后!用聚四氟乙烯管连接至电感

耦合等离子体质谱仪 "/3AC80# " >"$$9!美国

,FE6MIb公司#!检测样品的硒信号'#$(

) 仪器工作

参数见表 %)

表 !#_(V)和b)(A/R的工作参数

,-."!#O05Y7<@ C-5-D2:2590=_(V)-<6b)(A/R

/3AC80 1A-3

发射功率"l# *.Q5gM: % ?"$ 色谱柱 9I96fbEL96L56KDI Y!$$$Al_6!>7O DDE7N7a!$$ DD!<

!

D

雾化器 IMPK6EGM: Z9:PEIFb5I 流动相 D5PE6MQH9UM %$ DD56@-S:EUC136!Q1O7$

载气流速"-@DEI#X65g:9bM5XL9::EM:F9U %7#% 流速"D-@DEI#X65g:9bM %7$$

采样深度"DD# U9DQ6EIF NMQbH <7< 进样体积"

!

-# EIVMLbE5I e56KDM #$

驻留时间"U# NgM66bEDM $7% 检测波长"ID# NMbMLbE5I g9eM6MIFbH #"?

测定同位素 D5IEb5:MN EU5b5QM

O#

0M

!"L#数据统计

用0A00%!7$ 软件对数据进行方差分析!以

判别其差异性)

#&结果

$"!#硒胁迫对小球藻生长的影响

表 # 是培养至 >< H!不同浓度硒胁迫下小球

藻吸光度值与对照组的单因素方差分析结果!由

于""$7#"?# h$7$"!表明各组间无显著性差异)

进一步采用任意两组间的多重方差比较"DK6bEQ6M

L5DQ9:EU5IU#!结果也表明各浓度硒胁迫下藻液的

吸光度值与对照组均无显著性差异!说明在培养

初期不同硒浓度对小球藻的生长无显著的促进或

抑制作用) 但如图 % 所示!随着培养时间的延长!

!$ DF@-硒胁迫下的小球藻在 %#" H 时生物量达

到最大!而后藻细胞却很快进入衰亡期%#$ DF@-

&)#



! 期 肖俊超!等$硒胁迫对小球藻的生物学影响 &&

硒胁迫下小球藻需到 #%$ H 后才会进入衰亡期%

而小于 #$ DF@-硒胁迫下的小球藻在实验结束

时仍未进入衰亡期)

表 $#单因素方差分析

,-."$#'<-1;9790=Q<2AO-; '&QG'

UKD5X

UcK9:MU

N;

DM9I

UcK9:M

!

显著性

0EF7

组间比较

PMbgMMI F:5KQU

$7$%? ? $7$$? %7">O $7#"?

组内比较

gEbHEI F:5KQU

$7$#! %$ $7$$#

总计 b5b96 $7$!> %?

$"$#小球藻富硒水平及有机硒转化率

表 !的结果表明!藻细胞内硒含量随硒胁迫浓

度的增加而增大!而藻细胞对无机硒的转化率却随

硒胁迫浓度的增大而降低) 当硒胁迫浓度为 "

DF@-时!胞内硒含量为"$7!$B R$7$%>#

!

F@%$

>

LM66!藻细胞对无机硒的转化率可达到"%<7%? R

$7B!#]%而当硒胁迫浓度为 !$ DF@-时!虽胞内硒

含量增加到"%7%OB R$7$!$#

!

F@%$

>

LM66!但由于高

浓度硒对藻体生长的抑制!藻细胞密度下降!最终

造成有机硒转化率仅为"O7?% R$7#%#])

图 !#不同浓度硒对小球藻生长的影响

?7@"!#J50F:>0=2"='6/%(1)2TC0926:0

9212<74D-:67==252<:30<32<:5-:70<9

$"+#硒胁迫对小球藻JR_A(T"RQ%活性的影响

如图 #C,所示!与对照组相比!所有硒胁迫组

表 +#小球藻的硒含量及有机硒转化率

,-."+#R230<:2<:97<2"='6/%(1)-<630<825970<5-:290=05@-<739212<74D

硒胁迫浓度"DF@-#

Ub:MUUMN 0ML5ILMIb:9bE5IU

细胞密度"

#

!%$

>

@D-#

LM66NMIUEbEMU

硒含量"

$

!

!

F@%$

>

LM66#

LM66K69:0ML5IbMIbU

硒含量"

#

!DF@-#

0ML5IbMIbU

转化率"

%

!]#

L5IeM:UE5I :9bMU

$ #7<!

$7$#> R$7$$!

9

$7$%? R$7$$#

9

;

" #7<%

%7"?< R$7$%%

P

$7O$> R$7$$<

P

%<7%? R$%%

9

%$ #7!O

#7?BO R$7$%$

L

%7%O# R$7$$"

L

%%7O# R$7$?

P

#$ #7!$

?7!"> R$7$%>

N

#7$$% R$7$$O

N

%$7$$ R$7$?

L

!$ #7%#

"7B?B R$7$!>

M

#7"#? R$7$%<

M

O7?% R$7$"

N

注$表中同一列数据不同字母表示存在显著性差异""o$A$"#)

%

"]# T

&

硒胁迫浓度
a%$$)

+5bMU$=9b9EI bHMU9DML56KDI gEbH NEXXM:MIbUKQM:UL:EQb6MbbM:UDM9I UEFIEXEL9IbNEXXM:MILMU9b"o$A$"A

%

"]# T

0ML5IbMIb

0ML5ILMIb:9bE5I

a%$$7

图 $#不同浓度硒胁迫下小球藻JR_A(T和RQ%酶的活性

图中不同字母表示存在差异性显著""o$7$"#)

?7@"$#'3:787:7290=@14:-:>70<2C250T76-92-<694C250T762679D4:-920=

2"='6/%(1)2TC0926:0 9212<74D-:67==252<:30<32<:5-:70<9

=EXXM:MIbUKQM:UL:EQb6MbbM:UDM9I UEFIEXEL9IbNEXXM:MILMU9b"o$7$"7

')#
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小球藻 Y01CA_ 活性都比对照组有显著地增大

""o$7$"#!且在 $ W#$ DF@-范围内随着硒胁迫

浓度的增大而增大) 例如!当添加浓度为 " DF@-

时!小球藻的 Y01CA_ 酶活性是对照组的 "7"B

倍%当硒胁迫浓度达到 #$ DF@-时!Y01CA_ 酶活

性为对照组的 %%7!< 倍%当进一步加大硒胁迫浓

度时!Y01CA_酶活性变化不明显) 与Y01CA_ 酶

活性的变化相似!当硒胁迫浓度达到 #$ DF@-时

也导致0(=酶活性显著地增大""o$7$"#!但硒

胁迫浓度较小" o#$ DF@-#时!0(=酶活性变化

不显著"图 #CZ#)

$"H#硒形态的RSA_(V)Ab)(A/R分析

从图 !C,中可以发现小球藻细胞内主要存在

! 种有机硒结合形态!且这 ! 种硒结合形态在图

!CZ中都可以找到与之对应的紫外吸收信号峰)

由此可见小球藻可以将无机硒转化为有机硒形

态) 此外!随着硒胁迫浓度的增大!小球藻细胞内

! 号峰位置的硒形态含量也明显地随之增加)

图 +#RSA_(V)Ab)(A/R色谱图

,7不同浓度硒胁迫下的02C1A-3C/3AC80色谱图% Z7#$ DF@-硒胁迫下小球藻的02C1A-3C/3AC80色谱图)

?7@"+#RSA_(V)Ab)(A/R3>50D-:0@5-D9

,7BA</5,13.#M_Q5UMN b5 NEXXM:MIbL5ILMIb:9bE5IU5X0M% Z7BA</5,13.#M_Q5UMN b5 #$ DF@-0M7

!&讨论

表 # 的结果说明!在硒胁迫初期">< H#!硒对

藻细胞的生长并不会产生明显的促进或抑制作

用!高浓度硒的生物学毒性需在胁迫至一定时期

才会显现"图 %#) 目前关于硒胁迫对小球藻生长

的影响研究报道有较大差异) 例如!吕蓉等'%?(使

用+9

#

0M(

?

对小球藻进行胁迫培养!发现当硒浓

度大于 %# DF@-时!藻体就停止生长%刘少华

等'%%(报道 #" DF@-硒将对异养小球藻的生长产

生明显的抑制作用%而 312+等'%"(发现"$ DF@-

的硒也能促进小球藻的生长!只有当硒浓度达到

"$$ DF@-时才对藻细胞的生长产生抑制作用)

造成这种差异可能是由于硒源&培养介质&光照周

期以及选取藻种的不同等因素造成的'#%(

) 事实

上硒对小球藻的生物学毒性不仅与硒添加的浓度

有关!还与硒在小球藻细胞内的积累程度有关)

本实验的研究也发现!在同一浓度硒胁迫下!小球

藻胞内硒含量将随着培养时间的延长而增加) 这

说明在培养初期!当细胞内硒浓度较低还不足以

干扰藻细胞正常的生命活动时!藻细胞生长不受

外源硒胁迫的干扰%而随着培养时间的延长!当胞

内的硒浓度逐渐增大并达到其毒性阈值时!将导

致藻细胞死亡)

关于硒对小球藻生长的胁迫机制目前还不十

分明确!可能与藻细胞中的硫"0#有关) 因为藻

类同化0M"/4#的途径与同化 0基本相似) 在植

物体内硒可部分取代巯基" ;01#中的硫!产生硒

代氨基酸参与蛋白质的合成!从而引起蛋白质空

间结构和功能的改变!扰乱了细胞的正常生命过

程而产生硒毒害'##(

) l)等'#!(的研究结果也表

明!植物蛋白质中硒的含量与硒抑制植物生长成

正比!硒对植物的毒性是硒同化后在蛋白质水平

上起作用的) 而本试验中 02C1A-3C/3AC80的

分析结果也表明!小球藻细胞在硒胁迫下确实形

成了几种有机硒化合物!说明硒参与了藻细胞的

生命过程) 因此!在富硒小球藻的开发中为了获

得富硒藻体!需严格控制硒胁迫浓度和藻体培养

时间!以防藻体死亡)

由于硒半胱氨酸是谷胱甘肽过氧化物酶的活

性中心'#? ;#"(

!实验测定了不同浓度硒胁迫下小球

藻中谷胱甘肽过氧化物"Y01CA_#酶活性的变化)

(!#



! 期 肖俊超!等$硒胁迫对小球藻的生物学影响 &&

图 #C,的结果表明!所有硒胁迫小球藻的 Y01C

A_酶活性都比对照组有显著的增大""o$7$%#!

且随着硒胁迫浓度的增大而显著增加) 这一结果

与之前的报道相一致!如陈思嘉等'%!(使用硒胁迫

钝顶螺旋藻时!也发现 Y01CA_ 酶活性与硒胁迫

强度密切相关!且藻体 Y01CA_ 酶活性随着硒胁

迫浓度增大而增大) 而只有当硒胁迫浓度达到一

定量时!才导致小球藻 0(=酶显著性地增大"图

#CZ#) 由于0(=酶本身并不含硒!目前普遍认为

硒"

+

#能催化产生自由基!因而需要更多的0(=

酶清除产生的自由基) 硒对 0(=酶活性的影响

也可能是通过其与Y01CA_等抗氧化酶协同作用

的结果) A2-,1等'#<(将在 +9

#

0M(

!

中处理 < N

的淡水绿藻转入无硒介质中培养!经 lMUbM:IC

P65bbEIF试验结果发现 Y01CA_ 酶和 0(=酶的电

泳条带明显减弱!证明硒胁迫会刺激藻体产生更

多的Y01CA_与0(=酶)

02C1A-3C/3AC80的结果"图 !C,#表明!硒胁

迫下的小球藻细胞内存在 ! 种主要的有机硒结合

形态) 与对照组相比!不同硒浓度胁迫下小球藻的

紫外吸收信号峰的位置并没有发生明显的变化!且

硒的信号峰位置都与对照组中的相应紫外信号相

一致!说明硒在小球藻中的结合形态并未改变其紫

外吸收信号的位置!此含硒形态可能是硒代氨基酸

参与了原有蛋白质的合成并取代了正常的含硫氨

基酸!从而形成了+错配,的硒结合蛋白)

此外!图 !C,表明随着硒胁迫浓度的增加!

+!,号峰的硒信号显著增大) 结合本实验室之前的

研究报道'#$(

!由于+!,号峰的保留时间与小球藻类

金属硫蛋白"iIC8SC6E[M#的保留时间十分相近!推

测该硒形态应为硒结合金属硫蛋白) 由于金属硫

蛋白富含巯基!更易被硒代氨基酸所取代!因而该

硒形态会随硒胁迫浓度的增大而明显地增多)

在本试验条件下小球藻有机硒的转化率可高

达 %<]!充分说明小球藻可作为有机硒转化的生

物载体) 而在硒胁迫的过程中!要注意硒胁迫浓

度及培养时间的控制!才能获得富含有机硒的小

球藻!试验结果为深入研究硒胁迫对小球藻生长

的影响及富硒小球藻的开发奠定了实验基础)
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