
文章编号: 1000-0615(2017)07-1126-07 DOI: 10.11964/jfc.20160410349

锌胁迫对海洋小球藻生长和金属硫蛋白诱导的影响

彭爱红，  高    爽，  陈    俊，  庄梅珍，  王    凡，  
陈晓梅，  林郑忠，  黄志勇*

(集美大学食品与生物工程学院，福建 厦门    361021)

摘要：研究锌离子胁迫对海洋小球藻生长和金属硫蛋白诱导的影响，当小球藻达到对数
生长期，用不同离子浓度(5、10、20、50 和 100 μmol/L)的锌盐(氯化锌、柠檬酸锌、乙
酸锌和葡萄糖酸锌)分别进行胁迫培养，通过测定小球藻的生物量和锌结合金属硫蛋白
含量，考察锌胁迫对海洋小球藻的生物量、热稳定蛋白含量以及锌结合金属硫蛋白含量
的影响。结果显示，当浓度分别小于5和10 μmol/L时，柠檬酸锌和氯化锌对小球藻生长
无显著抑制作用；而浓度为5 μmol/L时，乙酸锌和葡萄糖酸锌对小球藻生长即产生显著
抑制，且抑制作用皆随锌离子浓度的增加而增大。与对照组相比，4种锌盐胁迫3 d后小
球藻产生的热稳定蛋白含量极显著增加，其中以锌离子浓度为50 μmol/L的葡萄糖酸锌对
小球藻胁迫产生的热稳定蛋白含量最高，达到34.5 mg/g(湿藻泥)。同样在此浓度的葡萄
糖酸锌胁迫下，小球藻诱导产生的锌结合金属硫蛋白的含量最高。研究表明，用锌离子
浓度为50 μmol/L的葡萄糖酸锌对小球藻胁迫培养，诱导产生的锌结合金属硫蛋白含量达
到最高。
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海洋小球藻(Chlorella sp.)是一种富含蛋白

质、不饱和脂肪酸、类胡萝卜素和多种维生素等

营养成分的单细胞藻类，属于绿藻门(Chlorophyta)、
绿藻纲(Chlorophyceae)、绿球藻目(Chlorococcales)、
小球藻科(Chlorellaceae)[1]。研究表明，海洋小球

藻被认为是一种理想的蛋白资源，它易于大规

模高密度培养、生产成本低廉、来源丰富，且

藻细胞内含有类金属硫蛋白(metallothioneins-like
proteins，简称MTs-like蛋白)[2-6]。研究证明，海洋

小球藻经重金属(锌、铜等)诱导可产生与哺乳动

物MTs有一定相似性的MTs-like蛋白[5]，按第二届

金属硫蛋白国际会议的定义，统称为MTs[7]。由

于目前从哺乳动物提取MTs的原材料昂贵、工艺

复杂，造成MTs的生产成本很高。因此，利用小

球藻经锌等诱导产生MTs的方法有可能成为生物

制取MTs的一条新途径。

目前，利用锌胁迫小球藻诱导产生MTs的研

究报道较少 [8]，尚未见对不同锌盐进行胁迫研究

的相关报道。因此，本实验考察不同锌盐(氯化

锌、柠檬酸锌、乙酸锌和葡萄糖酸锌)在不同锌

离子浓度(5、10、20、50和100 μmol/L)下对小球

藻生长和MTs诱导的影响，为进一步开展小球藻

MTs的提取开发提供实验依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料与仪器

海洋小球藻藻种(编号CCMA-410)由厦门大

学海洋学院提供。

PGX多段光照培养箱，宁波莱福科技有限

公司；UV-2100紫外可见分光光度计，北京莱伯
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泰科仪器有限公司；7500a型电感耦合等离子质

谱(ICP-MS)，美国安捷伦科技有限公司；2-16型
高速离心机，德国Sigma公司。

1.2    实验方法

小球藻的培养　　用灭菌海水配制培养

基，进行扩大培养。改进的f/2配方的培养基组

成：NaHCO3 0.93 g/L、MgSO4 0.40 g/L、KNO3

0.46 g/L、K2HPO4 0.020 g/L、维生素B1 0.60 mg/L、
维生素B12 1.8 μg/L、生物素2.0 μg/L。培养基pH 5.0，
盐度为40。将藻种和营养液以体积分数1∶1的比

例接种至三角瓶中，在多段光照培养箱内进行

扩大培养。设置的培养条件：温度 (25±1) °C，

光照强度2500 lx，光暗比20 L/4 D。

小球藻生物量的测定　　小球藻细胞密度

采用光密度法测定 [9]，根据小球藻液吸光度与小

球藻的密度存在对应关系间接测定小球藻的生

物量[10]。经实验，小球藻细胞生物量(ρ)与吸光度

值 ( A 6 8 3  n m )的线性关系为 ρ = 3 . 2 6 A + 0 . 0 7 5 5
(r=0.9988)。因此，可通过在683 nm处测得藻液

的吸光度值计算小球藻的生物量。

小球藻锌胁迫实验　　当小球藻达到对数

生长期(小球藻密度达到3.3×107个 /mL)时，分别

加入含5、10、20、50和100 μmol/L锌离子浓度的

氯化锌、乙酸锌、葡萄糖酸锌和柠檬酸锌进行

胁迫培养，每个浓度平行3份，对照组为不添加

锌盐的小球藻，每天通过吸光度值(A683 nm)定时

检测各组的生物量，绘制不同培养时间的小球

藻生长曲线。

小球藻热稳定蛋白提取液中蛋白质含量的

测定　　在4 °C下6000 r/min离心15 min收集各组

藻细胞，所得藻细胞用10 mmol/L EDTA-Na2清洗

2次，再用超纯水清洗3次以去除藻细胞表面附着

的锌离子。将洗涤后的藻泥悬浮于10 mmol/L的

Tris-HCl缓冲液中，然后进行超声波细胞破碎。

将破碎后的样品置于75 °C恒温水浴锅中加热5 min，

以去除不稳定蛋白，然后离心(12 000 r/min，4 °C)

10 min以除去细胞碎片和未破碎的细胞，所得上清

液即为小球藻热稳定蛋白提取液。

采用考马斯亮蓝法 [11]分别测定小球藻在4种
锌盐于不同浓度和不同时间(2、3、4、5 d)胁迫

下提取液中热稳定蛋白含量。同时测定对照组

小球藻提取液中热稳定蛋白质含量。

不同锌盐胁迫下小球藻Zn-MTs诱导量的测定

　　用凝胶渗透色谱与电感耦合等离子体质谱

(SEC-ICP-MS)联用法 [5，12]分别测定小球藻热稳定

蛋白提取液中Zn-MTs含量。将提取液过0.45
μm微孔滤膜，注入SEC-ICP-MS联用系统中，以

10 mmol/L Tris-HCl(内含1 mmol/L的DTT，pH
7.8)为流动相，在流速为1.0 mL/min下洗脱。洗

脱液先经DAD检测(254 nm)，之后在线导入ICP-
MS监测Zn信号，记录流出组分中Zn的信号强

度。以兔肝金属硫蛋白标准为对照，以Zn信号

强度比较小球藻Zn-MTs的诱导量。

数据统计处理　　单因素方差分析 (One-
Way ANOVA)和重复测量资料的双因素方差分析

(Two-Way ANOVA)由SPSS 19.0软件完成，多重

比较采用LSD检验法和q检验法。其中P<0.01表示

组间的差异有高度统计学意义，P<0.05表示组间

的差异有统计学意义。

2    结果

2.1    不同锌盐胁迫对小球藻生长的影响

与对照组相比，低浓度(5~10 μmol/L)氯化锌

对小球藻生长影响不大；而当锌离子浓度增大

到20 μmol/L时，小球藻的生长受到抑制(P<0.01)；
当锌离子浓度达到100 μmol/L时，小球藻生长受

到严重抑制，其生物量在第7天较最初下降了

23.6%(图1-a)。柠檬酸锌对小球藻生长的影响规

律与氯化锌相似，但锌离子浓度大于10 μmol/L
时即对小球藻的生长产生抑制，且锌离子浓度

越高，抑制作用越明显(图1-d)，用100 μmol/L柠

檬酸锌胁迫7 d，小球藻的生物量下降了15.6%。乙

酸锌(图1-b)和葡萄糖酸锌(图1-c)在锌离子浓度为

5 μmol/L时即对小球藻的生长有显著抑制(P<0.05)，
且随着锌离子浓度增加抑制作用增强。总体

上，不同离子浓度的4种锌盐对小球藻胁迫4 d后
均产生明显抑制作用，且随着时间的延长，抑制作

用加强。例如，以锌离子浓度为50 μmol/L的锌

盐胁迫小球藻4 d，其单因素方差分析表明，4种不同

锌盐对小球藻的生长抑制无显著性差异(P>0.05)。
4种锌盐对小球藻的生长抑制作用受其胁迫

时间和浓度的共同影响。双因素方差分析结果

显示：锌盐的胁迫浓度、胁迫时间及二者的交

互作用均对小球藻的生长有极显著的抑制作用

(P<0.01)(表1)。
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表 1    不同锌盐的胁迫浓度和时间对海洋小球藻生长影响的双因素方差分析结果

Tab. 1    Growths of Chlorella sp. exposed to different concentrations of zinc salts for
different time estimated by Two-Way ANOVA

锌盐种类

species of zinc salts
影响因素

effect factors
F值

F-value
P值

P-value
显著性

significance
氯化锌　zinc chloride 胁迫浓度/(μmol/L)　stress concentrations 677.222 2.8×10–66 **

胁迫时间/d　stress time 15.812 4.5×10–12 **

胁迫浓度×胁迫时间　stress concentrations×stress time 67.563 5.2×10–47 **

乙酸锌　zinc acetate 胁迫浓度/(μmol/L)　stress concentrations 1069.368 1.9×10–74 **

胁迫时间/d　stress time 24.813 1.0×10–16 **

胁迫浓度×胁迫时间　stress concentrations×stress time 65.474 1.8×10–46 **

葡萄糖酸锌　zinc gluconate 胁迫浓度/(μmol/L)　stress concentrations 1161.138 6.3×10–76 **

胁迫时间/d　tress time 39.404 2.0×10–21 **

胁迫浓度×胁迫时间　stress concentrations×stress time 73.691 1.6×10–48 **

柠檬酸锌　zinc citrate 胁迫浓度/(μmol/L)　stress concentrations 374.859 7.3×10–56 **

胁迫时间/d　stress time 35.517 4.5×10–21 **

胁迫浓度×胁迫时间　stress concentrations×stress time 20.082 4.7×10–27 **

注：**.差异极显著(P<0.01)
Notes：**. extremely significant difference(P<0.01)

 
图 1    不同锌盐胁迫下小球藻的生长曲线

(a) 氯化锌；(b) 乙酸锌；(c) 葡萄糖酸锌；(d) 柠檬酸锌

Fig. 1    Growth curves of Chlorella sp. exposed to different zinc salts
(a) zinc chloride; (b) zinc acetate; (c) zinc gluconate; (d) zinc citrate
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2.2    不同锌盐胁迫对小球藻热稳定蛋白含量

的影响

当小球藻处于对数生长期时，分别加入20、
50和100 μmol/L的锌盐，胁迫培养后产生的热稳

定蛋白。胁迫后的小球藻热稳定蛋白含量均极

显著高于对照组(P<0.01)，且热稳定蛋白含量与

锌盐的种类、浓度和胁迫时间有关(图2)。多数

锌盐浓度达到100 μmol/L时，小球藻热稳定蛋白

诱导受到抑制。

单因素方差分析结果显示，离子浓度为50
μmol/L的4种锌盐在胁迫3 d后热蛋白含量相互呈

极显著差异(P<0.01)，含量依次为葡萄糖酸锌>柠
檬酸锌>乙酸锌>氯化锌，有机锌盐 (葡萄糖酸

锌、柠檬酸锌、乙酸锌)胁迫产生的热稳定蛋白

极显著高于无机锌盐(氯化锌)胁迫的含量(P<0.01)，

其中以锌离子浓度为50 μmol/L的葡萄糖酸锌胁

迫3 d产生的热稳定蛋白含量最高，每g湿藻泥中

热稳定蛋白含量达到34.5 mg，是对照组的3.3倍。

2.3    不同锌盐胁迫对小球藻Zn-MTs诱导量的

影响

不同锌盐胁迫3 d后的小球藻Zn-MTs含量如

图3所示，实验中4种锌盐在低浓度(20 μmol/L)胁
迫下，相应的小球藻细胞内Zn-MTs含量较低；

当锌离子浓度为50 μmol/L时，细胞内Zn-MTs含
量明显增加，但继续提高锌离子浓度至100 μmol/L
后，Zn-MTs含量并没有继续增加。由图3可知，

以锌离子浓度为50 μmol/L的4种不同锌盐胁迫3 d，
小球藻细胞内Zn-MTs的诱导量依次为葡萄糖酸

锌>柠檬酸锌>氯化锌>乙酸锌，其中以葡萄糖酸

锌诱导产生的Zn-MTs量为最高。

 
图 2    不同锌盐胁迫对小球藻热稳定蛋白含量的影响

(a) 氯化锌；(b) 乙酸锌；(c) 葡萄糖酸锌；(d) 柠檬酸锌

Fig. 2    Effects of different zinc salts on the contents of heat-stable proteins in Chlorella sp.
(a) zinc chloride; (b) zinc acetate; (c) zinc gluconate; (d) zinc citrate
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经SEC-ICP-MS进行检测，发现用锌离子浓

度为50 μmol/L的葡萄糖酸锌胁迫3 d，小球藻诱

导产生的Zn-MTs量达到最高。因此，可选择锌

离子浓度为50 μmol/L的葡萄糖酸锌对小球藻进

行胁迫培养以诱导产生Zn-MTs。

3    讨论

目前关于锌离子胁迫对小球藻生长影响的研

究报道不一，例如李坤等 [13]报道0.308 mmol/L
锌离子胁迫小球藻72 h就达到EC50；Bilgrami等[14]

报道1.5 mmol/L的锌离子对小球藻生长几乎没有

影响；而欧阳慧灵等 [15]则报道5 μmol/L锌胁迫2 d
就有显著抑制。本实验的结果即锌离子浓度较

低时，锌盐对小球藻生长影响较小，但随着锌

离子浓度增大，对小球藻生长的抑制作用增强。

4种锌盐胁迫4 d后，对小球藻生长均表现出明显

的抑制作用，锌盐的胁迫浓度、胁迫时间及二

者的交互作用均对小球藻的生长有极显著的抑

制作用。此结果与上述报道也存在差异，这可

能与培养基质的性质、光照强度、锌盐种类、

初始生物量以及藻细胞种属等因素有关[8]。

锌盐胁迫使小球藻细胞内热稳定蛋白含量

显著增加，但热稳定蛋白含量的产生与锌盐的

种类和胁迫浓度有关，有机锌盐 (葡萄糖酸锌、

柠檬酸锌、乙酸锌)胁迫产生的热稳定蛋白显著

高于无机锌盐(氯化锌)胁迫的含量，其中以葡萄

糖酸锌胁迫产生的热稳定蛋白含量为最高，锌

盐浓度对蛋白质合成具有“低促进高抑制”的现

象，与文献[16]基本一致。

小球藻Zn-MTs是一类与Zn按比例结合的蛋

白[17]，因此可用锌信号值高低来反映小球藻Zn-MTs
的含量[18]。与未加锌盐胁迫的对照组相比，小球

藻细胞内Zn-MTs含量很低。而经锌盐胁迫后，细

胞内Zn-MTs含量增加。金属硫蛋白是一类富含

半胱氨酸、对金属具有高度亲和性的金属结合

蛋白，可在动植物和微生物中产生。而微藻在

重金属胁迫下也可产生金属硫蛋白，其主要的作

用是对抗环境的重金属胁迫，对机体自身产生

解毒作用 [ 5， 1 9 ]。在未加锌盐胁迫的对照组中，

小球藻细胞内Zn-MTs含量很低。而经锌盐胁迫

后，细胞内Zn-MTs含量明显增加，但继续提高

锌浓度至100 μmol/L后，Zn-MTs含量并没有继续

增大。Silvestre等 [20]的研究发现，在一定浓度范

围内，金属硫蛋白的表达量随金属浓度的升高

而呈上升趋势，当金属浓度超过某一阈值，机

体的生长代谢和参与MTs合成的酶的活性会被破

坏，金属硫蛋白的诱导量就会降低，这一现象

与本实验的结果一致。

通过考察不同锌盐在不同锌离子浓度下对

小球藻生长和MTs诱导的影响，发现锌盐的种

类、胁迫浓度和胁迫时间对小球藻生长、小球

藻细胞内热稳定蛋白含量以及金属硫蛋白的诱导

量均有影响，而选择锌离子浓度为50 μmol/L的

葡萄糖酸锌对小球藻进行胁迫培养可诱导产生

最高含量的Zn-MTs。
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Growth exhibition and metallothioneins induction of
Chlorella sp. exposed to different zinc salts

PENG Aihong ,     GAO Shuang ,     CHEN Jun ,     ZHUANG Meizhen ,     WANG Fan ,    
CHEN Xiaomei ,     LIN Zhengzhong ,     HUANG Zhiyong *

(College of Food and Biological Engineering, Jimei University, Xiamen    361021, China)

Abstract: The exhibition of growth and the induction of metallothioneins of Chlorella sp. exposed to different
kinds of zinc salts were investigated. The biomass, heat-stable proteins and Zn-MTs were measured when the
Chlorella sp. were exposed to four kinds of Zn2+ (including zinc chloride, zinc acetate, zinc gluconate, zinc citrate)
at the concentrations of 5, 10, 20, 50 and 100 μmol/L. Results showed that the growth of Chlorella sp. was not
significantly inhibited when the zinc concentrations were less than 5 and 10 μmol/L for zinc citrate and zinc
chloride, respectively. But the growth was significantly inhibited at the concentrations of 5 μmol/L for each of zinc
acetate and zinc gluconate, and the algal biomass rapidly decreased with the increases of Zn2+ concentrations for
the two zinc salts. The results also showed that the amounts of heat-stable proteins significantly increased in
Chlorella sp. exposed to the four kinds of zinc salts compared with that of the control group (without adding any
zinc salt),  and the largest amount of heat-stable proteins was obtained when the algae were exposed to zinc
gluconate at 50 μmol/L for 3 days, producing 34.5 mg of heat-stable proteins per gram of wet algae mud, which
was 3.3 times higher than that of the control group. And the largest amount of Zn-MTs was induced under the
inducing condition.
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