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刘淑雅1, 2, 3  俞志明1, 2①  宋秀贤1, 2  曹西华1, 2 
(1. 中国科学院海洋研究所 海洋生态与环境科学重点实验室  青岛  266071; 2. 青岛海洋科学与技术国家实验室 海洋生态与

环境科学功能实验室  青岛  266071; 3. 中国科学院大学  北京  100049) 

摘要    改性粘土治理赤潮生物的主要原理是絮凝作用, 但水体中未被去除的微藻对改性粘土有怎

样的生理生化响应尚不清楚。本文以小球藻(Chlorella vulgaris)为模式生物, 考察了改性粘土絮凝后

水体中残余小球藻生理生化性质的变化情况。研究发现, 经改性粘土或原土絮凝后, 残余小球藻的生

长受到了明显抑制, 其丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量迅速上升, 改性粘土组的 MDA 含量高于

原土组。除了原土组过氧化氢酶(catalase, CAT)活性相比对照组没有明显变化外, 改性粘土组和原土

组超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)、CAT、抗坏血酸过氧化物酶(ascorbate peroxidase, APX)

和谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, GSH-PX)等酶活, 均呈现先上升后下降、并稳定在较

高水平的变化趋势。原土组各酶活普遍低于改性粘土组, 但 GSH-PX 活性则相反。结果表明, 改性

粘土不仅能高效去除水体中的小球藻, 而且能够刺激残余的藻细胞积累较多的 O2
-·和 H2O2, 从而对

藻细胞造成过氧化伤害, 抑制未被去除部分海洋微藻的正常生长。 
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有害藻华在全球范围内频繁爆发 , 破坏生态平

衡, 造成鱼类、贝类或鸟类大量死亡, 甚至危害人类

健康(Sellner et al, 2003), 已经成为严重的海洋灾害, 

其预防及治理受到广泛关注。粘土矿物絮凝法因来源

丰富、成本较低和没有二次污染, 被认为是最具有发

展前景的藻华治理方法之一(Anderson, 1997)。但由于

粘土矿物溶胶性差 , 自身絮凝速度太快导致去除有

害微藻效率较低, 在实际应用中需要大量喷洒, 存在

淤渣大量沉积的问题(俞志明等, 1993)。为了提高絮

凝效率, 俞志明等(1994, 1995a, b)提出了粘土改性方

法 , 通过增加粘土颗粒与微藻细胞间的静电吸引作

用及在粘土颗粒与生物之间形成“桥联作用”, 显著

增强了粘土的除藻能力, 得到了广泛地推广与应用。

在现场应用中发现 , 改性粘土不仅能够絮凝沉降大

量的藻华生物 , 而且残余部分微藻也未能在短时间

内增殖、再次形成藻华, 说明改性粘土对未被絮凝的

微藻也有抑制作用, 但其作用机制尚不清楚。 

微藻生理生化性质的变化可以表征不同环境变

化对细胞的影响。例如 , 活性氧 (reactive oxygen 

species, ROS)是藻细胞生长过程中的正常产物, 通常

情况下它的产生与消除在细胞复杂的调控下处于动

态平衡中。但逆境胁迫将导致细胞积累过多的 ROS, 

可使膜脂过氧化、蛋白质损伤、DNA链断裂(蔡以滢

等, 1999)。ROS 也可作为信号传递分子(Dat et al, 

2000), 激发细胞的防御系统 , 其中抗氧化酶是细胞

抵御过氧化伤害的重要防御体系。抗氧化酶系统是微

藻在环境胁迫下一个重要的生理生化指标 , 对细胞

消除 ROS具有重要作用。有研究表明, 紫外辐射(Lee 
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et al, 2009)、强光(卿人韦等, 2003)、病原体(蔡以滢等, 

1999)、化学物质(Mei et al, 2014; Martins et al, 2015)

及重金属(Pinto et al, 2003)等逆境胁迫因子能够激发

海洋微藻的抗氧化酶防御系统, 甚至损害该系统。抗

氧化酶活性的提高有助于清除细胞内积累的自由基, 

从而使细胞在一定程度上忍耐逆境胁迫 , 因此可以

用来指示微藻细胞损伤的程度。本文以小球藻

(Chlorella vulgaris)为模式藻(Huang et al, 2009; Wang 

et al, 2010), 研究改性粘土絮凝法对其超氧化物歧化

酶(superoxide dismutase, SOD)、过氧化氢酶(catalase, 

CAT)、抗坏血酸过氧化物酶 (ascorbate peroxidase, 

APX)和谷胱甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase, 

GSH-PX)等抗氧化酶活性及丙二醛(malondialdehyde, 

MDA)含量的影响, 从生理生化角度探讨改性粘土方

法对残留微藻的影响机制。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料  

本研究所用藻种为小球藻 (Chlorella vulgaris), 

由中国科学院海洋研究所海洋生态与环境科学重点

实验室提供(藻种编号: HN-CX), 分离自海南海域。实

验培养海水取自青岛胶州湾海域, 经 0.45μm 混合纤

维膜过滤后 121°C高温灭菌 30min。采用血球计数板

法测定微藻细胞生长情况 , 选取指数生长期的藻液

用于实验。 

实验所使用的粘土为江苏吴县高岭土 , 其理化

参数见 Liu 等人(2016)的报道, 所使用的改性剂为无

机改性剂聚合氯化铝(poly aluminum chloride, PAC), 

改性粘土的制备方法参照相关文献(俞志明等, 1994)。 

1.2  实验方法 

将小球藻于(20±1)°C, L1培养液(每 1L过滤灭菌

海 水 中 加 入 1mL 75g/L NaNO3; 1mL 5g/L 

NaH2PO4·H2O; 1mL 的 L1 微量金属元素和 0.5mL 的

维他命)中培养, 光照强度为 72μmol photons/(m2·s), 

光暗比 12h︰12h。小球藻呈现自然指数增长状态, 在

第 10 天达到(10.00±0.07)×106cell/mL, 将藻液转移

至 6个 5L三角瓶中培养, 分为三组: 改性粘土组、原

土组(未改性粘土)和对照组, 每组 2 个平行样。为了

研究改性粘土絮凝法对未被去除部分微藻细胞的生

长影响, 本实验设计去除率达 50%左右时分离上层

藻液进行实验。预实验结果表明, 在加入 0.15g/L 改

性粘土和 1.5g/L 原土时 , 去除率分别达到 56%和

51%。所以, 本文中各实验组分别为 0.15g/L 改性粘

土组、1.5g/L原土组和不加入任何粘土的对照组。向

改性粘土组和原土组分别加入粘土 3h后(Wang et al, 

2011), 取上层未被去除的微藻细胞进行培养 , 测定

细胞生长率和生理生化参数。 

1.3  去除效率、细胞增长率、透光率和生理生化参

数的测定 

1.3.1  去除效率 (Removal efficiency, RE)的测定    

加入改性粘土或原土 3h 后, 使用血球计数板测定细

胞密度, 去除效率的计算公式如下 

(RE)% = 1
实验组细胞密度

去除效率
对照组细胞密度

 

1.3.2  细胞增长率(μ)测定    计算公式如下 
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式中 : N 为细胞密度 , t 为时间 , 在本文中时间间隔

取 1 天。  

1.3.3  透光率(T)测定     小球藻加入改性粘土(或

原土 )后利用分光光度计对藻液进行全波长 (200—

700nm)扫描, 确定最大吸收波长为 380nm。各实验组

加入改性粘土和原土后分别取样测定不同时刻下的

T380, 以此来表示水体的透光率 T。 

1.3.4  提取酶液    将藻液离心(9500r/min, 5min)收

集, 保存于80°C冰箱。样品加入 1mL磷酸缓冲溶液

(pH=7.8)于玻璃研磨器中研磨 3min, 再用超声波破碎

仪破碎 10min, 离心(4°C, 5000r/min, 10min)收集上清

液, 即为粗酶液, 低温保存。 

1.3.5  生理生化参数测定    可溶性蛋白含量的测

定采用考马斯亮蓝 G-250 法(王学奎, 2006)。SOD、

CAT、APX、GSH-PX 和 MDA 采用南京建成生物工

程研究所的相应试剂盒测定。 

2  结果和讨论 

2.1  改性粘土絮凝法对小球藻生长的影响 

改性粘土组和原土组小球藻呈现出相似生长趋

势(图 1), 细胞密度先下降后增长, 改性粘土组细胞

密度略低于原土组。两个实验组经过 11 天左右的生

长, 细胞密度恢复到粘土处理前, 第 11—22 天改性

粘土组和原土组平均细胞增长率分别为 0.0800/d 和

0.0771/d, 远远低于实验前相同细胞密度区间(第 5—

10 天)的平均增长率(0.200/d), 说明粘土处理抑制了

这部分小球藻的生长(图 1b—c), 这与以往粘土对尖

刺拟菱形藻(Pseudonitzschia pungens f. multiseries)(俞

志明, 1998)、塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense)  
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图 1  改性粘土絮凝法对小球藻生长的影响 
Fig. 1  Effect of modified clay flocculation on the growth of 

Chlorella vulgaris 
注 : a. 小球藻细胞密度随时间的变化 ; b. 第 5—10 天对照组小

球藻细胞增长率 ; c. 第 11—22 天改性粘土和原土组的小球藻

细胞增长率  
 

(孙晓霞 , 2001; Lu et al, 2015a)和赤潮异弯藻

(Heterosigma akashiwo)(孙晓霞, 2001)等生长的抑制

作用研究结果一致。 

为了进一步探讨改性粘土絮凝法对水体残留小

球藻生长的抑制作用机制 , 我们分别研究了水体中

残留微藻的可溶性蛋白含量、抗氧化酶活性以及

MDA含量对粘土加入的响应与变化特点。 

2.2  改性粘土絮凝法对小球藻可溶性蛋白含量的影

响 

可溶性蛋白大多是参与细胞代谢的各种酶类 , 

将粘土作为外源刺激 , 其含量变化可作为了解藻细

胞在此胁迫下的一个抗逆性指标。两个实验组可溶性

蛋白含量变化相类似 , 均呈现出先升高后下降的趋

势(图 2)。王丽媛等人(2012)研究了磁性壳聚糖-稀土-

粘土复合树脂(MCRC)对赤潮异弯藻的作用, 其可溶

性蛋白含量表现出了相似的变化趋势。 

 

图 2  改性粘土絮凝法对小球藻可溶性蛋白含量的影响 
Fig. 2  Effect of modified clay flocculation on soluble protein 

content of Chlorella vulgaris 
 

两个实验组可溶性蛋白含量均高于对照组 , 改

性粘土组可溶性蛋白含量在第 1 天达到最大值

(0.486±0.061)×10–8mg/cell, 是对照组的 3.93 倍。原

土组可溶性蛋白含量在第 3 天呈现出最大值(0.286± 

0.007)×10–8mg/cell, 是对照组的 1.69 倍。有研究表

明重金属、低温等逆境条件可引起可溶性蛋白含量增

加, 谷巍等(2001)认为可溶性蛋白提高, 是植物抵抗

毒害的解毒机制 , 可增加细胞渗透能力和功能蛋白

含量, 维持细胞代谢平衡。本实验中粘土絮凝对小球

藻造成逆境胁迫, 激发了藻细胞的防御系统, 这可能

是导致可溶性蛋白含量上升的主要因素。 

2.3  改性粘土絮凝法对小球藻 SOD活性的影响 

SOD 是细胞抵抗过氧化伤害的第一道防线, 广

泛存在于细胞质、叶绿体和线粒体中 (陈鸿鹏等 , 

2007)。添加改性粘土或原土后 , 这两组的小球藻

SOD 活性相较于对照组明显提高, 而且变化趋势相

类似, 先上升后下降, 均在 3h 达到最大值(图 3)。有

研究表明 SOD 是自然界唯一可以消除 O2
–·的酶

(Gechev et al, 2006), 本文中两个实验组 SOD活性显

著增强 , 说明添加改性粘土或原土破坏了微藻细胞

代谢平衡, 致使细胞积累较多O2
–·, 从而诱导 SOD表

达。歧化 O2
–·的作用机理(Mallick et al, 2000)如下:  
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SOD
2 2 2 22O 2H H O +O    

由此产生的 H2O2可再由 CAT 和 APX 等酶进一

步作用分解。在整个实验过程中, 改性粘土组 SOD

活性明显高于原土组, 特别是在加入粘土 3h 时, 为

原土组的 1.96 倍(图 3), 这说明同样去除效果下少量

的改性粘土对残余微藻细胞产生的胁迫压力较大 , 

积累较多 O2
–·。 

 

图 3  改性粘土絮凝法对 SOD活性的影响 
Fig. 3  Effect of modified clay flocculation on SOD activity of 

Chlorella vulgaris  
 

2.4  改性粘土絮凝法对小球藻 CAT、APX 和

GSH-PX活性的影响 

作为细胞内消除 ROS 的第二道防线 (王咏梅 , 

2005), CAT、APX和 GSH-PX均能催化分解 H2O2。

其中 CAT 与 H2O2具有较高的亲和力, 能够清除脂肪

酸氧化、光呼吸、线粒体电子传递中产生的 H2O2, 是

H2O2的主要清除剂(陈金峰等, 2008)。由于叶绿体中

没有 CAT和 GSH-PX等酶, 因此 APX是清除叶绿体

中产生的 H2O2的关键酶(沈文飚等, 1997)。GSH-PX

也是细胞内重要的活性氧消除剂 , 主要分布在线粒

体和细胞液中, 阻止 ROS 对细胞的进一步伤害(苗雨

晨等, 2005; 王咏梅, 2005)。 

改性粘土组的 CAT、APX 和 GSH-PX 变化趋势

类似(图 4), 经粘土絮凝处理, 各酶活性显著增强, 均

在加入粘土 1天后达到最大值, 分别是对照组的 1.27

倍、1.94倍和 6.65倍, 实验后期各酶活性有所下降并

稳定到较高水平。 

原土组相对应的各种酶活表现出不同的变化趋

势。CAT 活性相对于对照组没有明显变化(图 4a)。

APX 活性随着处理后时间的延长先略有下降后迅速

增强, 在第 1天时达到最大, 实验后期APX活性下降

并保持在较稳定水平(图 4b)。与其它酶活不同的是, 

原土组GSH-PX活性高于改性粘土组, 其活性迅速增

强, 保持在较高水平至第 3天(图 4c)。 

 

图 4  改性粘土絮凝法对小球藻 CAT、APX和 GSH-PX活

性的影响 
Fig. 4  Effect of modified clay flocculation on CAT, APX and 

GSH-PX activity of Chlorella vulgaris   
注 : a. 改性粘土絮凝法对小球藻 CAT 活性的影响; b. 改性粘土絮

凝法对小球藻 APX 活性的影响; c. 改性粘土絮凝法对小球藻

GSH-PX 活性的影响 
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两个实验组中 CAT、APX 和 GSH-PX 活性变化

幅度各不相同。研究表明 H2O2 含量较高时, 才能激

发 CAT 活性, 若含量较低, 则需要 APX 等抗氧化酶

和抗氧化物质来消除(Gechev et al, 2006)。原土组

CAT 和 APX 活性均低于改性粘土组相应活性, 尤其

CAT活性相比于对照组没有明显的提高, 但 GSH-PX

活性却高于改性粘土组。可能是由于原土组对微藻细

胞胁迫产生的 H2O2含量较低, 未能引起 CAT活性提

高, 为了消除这部分 H2O2, 则需要 APX 和 GSH-PX

的共同作用。由此说明 CAT、APX 和 GSH-PX 作为

细胞内酶体防御 ROS 的第二道防线, 在消除细胞内

H2O2时互相补充、共同作用。 

抗氧化酶在清除细胞 ROS 方面具有十分重要的

作用 , 其活性变化能够反映该藻受到逆境胁迫的程

度及自身的抗逆能力。侯秀富等(2013)研究表明, 不

同粒径的水体悬浮颗粒物对斜生栅藻 (Scenedesmus 

obliquus)的抗氧化酶产生影响, 尤其是 0—75μm粒径

组颗粒物对该藻的影响较大 , 该粒径与本研究所使

用的粘土粒径(Liu et al, 2016)相近, 因此小球藻抗氧

化酶活系统对粘土的响应可能与水体悬浮颗粒物相

类似。 

2.5  改性粘土絮凝法对小球藻 MDA含量的影响 

MDA 是生物膜系统脂质过氧化的产物之一, 其

含量变化可以反映细胞膜结构损伤程度, 并且 MDA

对细胞也有毒害作用(刘家忠等, 1999)。改性粘土组

和原土组小球藻MDA含量变化呈现出一致的变化趋

势(图 5), 随着粘土处理后时间的延长, MDA 含量迅

速增大, 在 1 天后达到最大值, 分别是对照组的 2.77

倍(改性粘土组)和 2.44 倍(原土组), 这表明处理组小

球藻细胞脂质受到过氧化伤害, 同时 MDA 含量的增

加加重了细胞膜的伤害程度 , 可能是由于粘土絮凝

对小球藻形成的逆境导致氧化胁迫 , 这与抗氧化酶

活性变化相吻合 , 并且原土改性后增强了其对微藻

细胞的氧化损伤。在实验后期, 该藻 MDA 含量有所

下降 , 可能是由于抗氧化系统的作用逐步消除细胞

内 ROS所致。 

综合分析本研究的实验结果可以看出 , 水体中

残留的小球藻对粘土絮凝法的生理生化响应主要由

于两部分因素: 一方面这些残留在水体中的微藻细

胞尽管没有与粘土颗粒发生有效絮凝作用 , 沉降于

水底 , 但是絮凝期间会与粘土颗粒发生一系列碰撞

作用(俞志明等, 1995a, b), 这些看似无效的碰撞仍能 

 

图 5  改性粘土絮凝法对小球藻 MDA含量的影响 
Fig. 5  Effect of modified clay flocculation on MDA content of 

Chlorella vulgaris 
 

对细胞表面产生一定的影响 , 干扰小球藻的正常代

谢, 从而抑制细胞的正常生长; 另一方面, 在粘土絮

凝过程中, 微藻细胞生长环境(比如光照、营养盐等)

发生较大变化 , 粘土颗粒会在一定程度上削弱水体

的光照强度 , 直接影响小球藻的光合作用。孙晓霞

(2001)研究发现, 随着粘土浓度的增大, 对塔玛亚历

山大藻和赤潮异弯藻光合作用的抑制增强 , 而叶绿

体是植物产生ROS的主要场所(Asada, 2006), 由此可

以推测粘土颗粒的“遮荫效应”可以使细胞 ROS 积

累(俞志明等 , 1995a, b), 从而导致抗氧化酶活性和

MDA 含量等参数的增加。本研究得到相似的实验结

果, 经粘土处理后透光率迅速下降, 改性粘土和原土

组透光率分别是对照组的 75%和 25%。在 3h 时, 改

性粘土组的透光率恢复至与对照组相同 , 但原土组

透光率仍比较低, 仅为对照组的 54%, 表明粘土颗粒

削弱了水体光照强度 , 并且由于原土组粘土颗粒较

多, 对水体光照强度影响较大, 这可能是原土组抗氧

化酶活性和 MDA含量提高的重要原因。 

王小冬等(2012)研究发现, 营养盐限制能够显著

提高赤潮异弯藻和海洋卡盾藻(Chattonella marina)的

抗氧化酶活性。粘土能够吸附水体中磷酸盐(俞志明

等, 1995a, b), 改变水体氮磷比例, 形成营养盐限制, 

因此可能会对该藻产生氧化伤害 , 激发抗氧化酶活

性提高。本研究中改性粘土对小球藻产生较大氧化胁

迫, 可能与改性剂 PAC 的协同作用相关。本课题组

Lu等(2015b)研究发现 PAC改性粘土不仅可以去除大

部分总磷, 也可清除总氮, 改变化学计量值, 对细胞

产生较大营养盐限制 , 导致改性粘土组抗氧化酶活

性和 MDA含量要高于原土组。 
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3  结论 

改性粘土方法治理赤潮灾害的主要原理是絮凝

藻细胞至海底, 导致其死亡、分解。除此之外, 该方

法对未被絮凝的藻细胞有什么影响一直未被关注。本

文以小球藻为模式生物 , 考察了改性粘土絮凝后水

体中残余小球藻的生长率、生理生化性质变化等, 发

现赤潮水体经改性粘土治理后 , 残余小球藻的生长

受到了明显抑制。进一步考察了其生理生化性质, 发

现絮凝作用导致残余藻细胞的抗氧化酶系统发生变

化, SOD、CAT、APX和 GSH-PX活性增强, MDA含

量上升等。这些变化可能与改性粘土絮凝过程中的物

理撞击、改性粘土颗粒的“遮荫效应”和营养盐环境

改变等因素有关 , 从而导致残留细胞的生长受到了

影响, 难以再次爆发形成赤潮。上述结果进一步深化

了对改性粘土方法治理有害藻华机制的认识。 
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EFFECT OF MODIFIED CLAY FLOCCULATION ON PHYSIOLOGICAL  
ACTIVITY OF CHLORELLA VULGARIS 

LIU Shu-Ya1, 2, 3,  YU Zhi-Ming1, 2,  SONG Xiu-Xian1, 2,  CAO Xi-Hua1, 2 
(1. Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 
266071, China; 2. Laboratory of Marine Ecology and Environmental Science, Qingdao National Laboratory for Marine Science and 

Technology, Qingdao 266071, China; 3. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

Abstract    Flocculation caused by modified clay can depress harmful algal bloom efficiently. However, some 

microalgae, including Chlorella vulgar, are resistant during the process, to which this study was conducted, and the 

impacts of modified clay on growth of C. vulgar in modified and unmodified clays were investigated indoor. The results 

reveal that both clays could inhibit the growth of C. vulgaris and caused a significant increase in malondialdehyde (MDA) 

content. The activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbic acid peroxidase (APX) and glutathione 

peroxidase (GSH-PX) rose rapidly at the beginning and then declined to but stayed at a high level, while the activity of 

CAT showed no significant change against the control. The modified clay had stronger inhibitory impact on antioxidant 

enzymes in overall than that of the unmodified clay, and that of GSH-PX was opposite. Therefore, modified clay could 

remove C. vulgar in an algal bloom and build up O2
–· and H2O2 in algae body, which could speed up the cleanup of the 

leftovers, or depress the growth of some resistant microalgae, simultaneously. 

Key words    modified clay;  Chlorella vulgaris;  reactive oxygen species;  antioxidant enzymes;  physiological 

activity;  response 
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