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黑暗限气条件下铜绿微囊藻细胞死亡的形态结构和

生理生化变化
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细胞应激生物学国家重点实验室，厦门大学生命科学学院，厦门 361005

摘要:【目的】研究铜绿微囊藻细胞死亡过程中形态和生理生化变化，探讨蓝藻细胞死亡机制。【方法】通过

黑暗限气处理模拟水华爆发后期水体环境，在处理后不同时间取样，对藻液的 OD 值，溶氧含量和 pH 值进行

监测，使用透射电镜对细胞形态结构变化进行观察，通过胱天蛋白酶(Cysteine-dependent aspartate specific
protease，Caspase)活性 检 测、活 性 氧 含 量 测 定、末 端 脱 氧 核 糖 核 酸 转 移 酶 介 导 的 dUTP 缺 口 末 端 标 记

(Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling，TUNEL) 染色和琼脂糖凝胶电泳对处

理后藻细胞的死亡生理进行研究。【结果】黑暗限气处理后，藻培养液 pH 值和溶解氧含量下降，处理12 h后

藻液开始变黄，48 h后藻细胞全部死亡。电镜观察结果表明，藻细胞在黑暗限气处理所导致的死亡过程中出

现空泡和类囊体、核糖体等内部结构解体但细胞壁仍保持完整等现象。活性氧含量和 caspase 活性检测表

明，在藻细胞死亡过程中活性氧含量和 caspase 活性上升。TUNEL 染色和琼脂糖凝胶电泳分析发现，藻细胞

在死亡过程中 DNA 发生断裂和降解。【结论】铜绿微囊藻细胞在黑暗和限气处理中表现出和真核生物细胞

程序性死亡相类似的死亡特征，这说明细胞死亡机制是保守的，原核细胞和真核细胞一样具有程序性死亡机

制。
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铜绿微囊藻(Microcystis aeruginesa)是属于蓝藻

门(Cyanophyta) 色球藻目(Chrooeoecales) 微囊藻属

(Microcystis)的单细胞藻，细胞呈球形或椭圆形，通

常许多细胞聚集在一起，排列紧密，形成球形、椭圆

形或不规则形状的多细胞群体，喜生活在 pH 值偏

碱性的富营养型水体中。盛夏初秋，水温为 28 －
30℃时铜绿微囊藻大量繁殖，形成水华

［1］。以前多

次报道的太湖、滇池、巢湖等相继爆发的大规模水华

都是以微囊藻为优势藻种的蓝藻水华
［2 － 3］。水华爆

发的后期，由于藻类和细菌微生物的大量繁殖，改变

了水体的理化环境，使水体透明度降低，阻断光线向

水底的透射，使水体耗氧量大大增加，导致水体缺

氧，引发蓝藻快速大面积死亡。据推测，水华消亡过

程中藻细胞的这种大规模死亡是一种程序性死亡

(Programmed Cell Death，PCD)［4］。2002 年，Ning
等

［5］
证明在盐胁迫下鱼腥藻表现出类似于真核生

物的 程 序 性 死 亡。原 核 生 物 细 丝 状 的 蓝 细 菌

Trichodesmium sp． IMS101 在超过24 h的老化培养
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中，生 物 量 的 45% 的 死 亡 是 与 细 胞 程 序 化 死 亡

(PCD)有关。在 N、Fe 受到限制、强光，强氧化等条

件下都会引起细胞死亡
［5 － 6］。2004 年，Bidle 等

［6］

发现在营养盐缺乏和光限制下可以诱导丝状蓝藻出

现自我催化的细胞死亡途径。2006 年，Cliff Ross［7］

等发现 H2O2 可诱导蓝藻 Microcystis aerginosa Kütz
的 Caspase 3 活性增加。这些研究都暗示着原核生

物蓝藻也和真核生物一样存在程序性死亡现象，在

藻细胞中也存在编程死亡机制。
目前对于水华的研究主要集中在水华成因和爆

发机理以及水华的预防和防治上，而对于水华消亡

过程及其机理的研究则较少。为了研究水华消亡过

程中藻细胞大规模死亡的机制，我们以铜绿微囊藻

Microcystis aeruginesa PCC7806 为研究对象，在光生

物反应器中对处于生长旺盛期的藻细胞进行黑暗限

气处理来模拟水华消亡时的透光度低、溶解氧含量

少的水体环境，通过对黑暗限气处理不同时间的藻

细胞样品进行分析，了解铜绿微囊藻细胞在死亡过

程中的形态结构和生理生化变化，以探讨其死亡机

理。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 藻 种: 铜 绿 微 囊 藻 ( Microcystis aeruginosa
PCC7806)购自中国科学院武汉水生生物研究所，本

实验室保存和无菌培养。
1. 1. 2 主要试剂和仪 器:TUNEL 试 剂 盒 ( In situ
cell death detection kit，fluorescein)购自 Roche 公司;

Caspase 3 活力检测试剂盒 (Caspase 3 fluorometric
assay kit) 购 自 ABCAM 公 司; 蛋 白 质 定 量 试 剂 盒

(BCA 法) 购自普利莱公司;双氢罗丹明 123，2. 5%
DABCO(防荧光淬灭剂)，进口丙酮及 spurr 树脂配

制溶液等均购自 SIGMA 公司;西班牙琼脂糖、溶菌

酶、固体多聚甲醛、二甲基亚砜(DMSO)、等购自上

海生工生物工程技术服务有限公司。
PHR-L20C 光生物反应器由中国科学院过程研

究所研制，YSI556mps 便携式多参数水质测量仪购

自北京旭通永富科技有限公司，Leica Μltracut R 型

切片机购自德国莱卡公司，JEM-2100HC 透射电子

显微镜购自日本电子株式会社，荧光正置显微镜购

自日本 NIKON 公司。

1. 2 藻细胞的培养

将铜 绿 微 囊 藻 Microcystis aeruginosa PCC7806
按 1 ∶ 50 接种于新鲜配制 BG-11 培养基，在 PhR-
L20C 型光气升式生物反应器中培养，培养温度为

28 － 30℃，通入压缩空气，通气量为4 － 6 L /min。
1. 3 黑暗限气处理

将光生物反应器中长到一定密度的藻给予断

气，黑暗处理，分别在0 h，6 h，12 h，24 h，36 h梯度

取样，作为实验组，以正常培养的藻作为对照组。
1. 4 OD 值、叶绿素含量、藻培养液溶氧量、pH 值

的测定

利用分光光度计在730 nm测定其吸光值，即

OD 值。藻细胞叶绿素的含量，藻液的溶解氧量和

pH 值分别由 YSI 水质测量仪进行测定。
1. 5 Caspase 3 酶活力检测

取 5 × 108
藻细胞用500 μL细胞裂解缓冲液重

悬，放入液氮中速冻，10 min后取出，冰上溶解后超

声破碎细胞，4℃、13000 × g 离心8 min，取上清25 μL
用于蛋白含量测定，根据已测的蛋白含量稀释所有

样品至相等蛋白浓度。取50 μL藻裂解液加入等体

积的 2 × 反应 buffer 和5 μL 1 mmol /L底物 DEVD-
AFC(香豆素)，37℃避光孵育1 － 2 h，以400 nm波长

激发，505 nm处测量其荧光吸收值。
1. 6 ROS 检测

取 2 × 107
的藻细胞，加入母液浓度为1 mg /mL

的罗丹明，使其终浓度为5 μg /mL，37℃ 避光孵育

50 min，孵育完成后用荧光显微镜观察。
1. 7 TUNEL 活性检测

取 2 × 107
藻细胞，1500 × g 离心5 min，用 2%多

聚甲醛重悬，室温下孵育60 min，离心，PBS 洗涤藻

细胞 3 次 后 用 渗 透 液 重 悬 沉 淀，并 在 4℃ 渗 透

30 min，PBS 洗 2 次，重悬沉淀，加入2 mg /mL溶菌酶

37℃反应3 － 4 min，PBS 洗两次，用试剂盒中反应

buffer(酶液∶ 标记液 = 1∶ 9) 重悬沉淀，37℃ 避光孵

育60 min，PBS 洗两次，200 μL PBS 重悬沉淀，加入

防荧光淬灭剂，用荧光显微镜观察。
1. 8 电镜超薄切片的制备

低速离心收集 1 × 107
个藻细胞至离心管，迅速

加入 2. 5% 的戊二醛，室温下固定2 h。PBS 洗涤 3
次后，再用 1%锇酸在 4℃固定过夜。固定过夜的藻

细胞用 1. 5%低熔点琼脂进行预包埋。用 10 － 90%
的丙酮逐级脱水，每级15 min。无水丙酮脱水 3 次，
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脱水后的样品先后用不完全树脂和完全树脂在干燥

室中渗透48 h。渗透后的样品用 Spurr 树脂在 60℃
包埋2 d。包埋块切片机切成70 nm厚的超薄切片，

然后用镊子夹取具膜的铜网，将切片捞出，自然晾干

后放入铜网盒中。用小液滴染色法对样品进行 2%
醋酸双氧铀-柠檬酸铅双染色，最后用透射电子显微

镜观察拍照。

2 结果和分析

2. 1 黑暗断气处理条件下藻细胞生长和培养液中

pH 和溶解氧的检测

在光生物反应器中培养铜绿微囊藻细胞 OD730

至 0. 88 后进行黑暗限气处理。在0 h、1. 5 h、3. 5 h、
5 h、6. 5 h、10 h、12 h、24 h、30 h、36 h取样进行藻液

的 OD 值、pH 值、溶氧含量、叶绿素含量各参数的检

测，并对培养藻液进行拍照。从图 1 中可以看到，随

着处理时间的延长，藻细胞 OD 值降低(图 1-A)，叶

绿素在黑暗处理早期含量保持相对恒定，但是超过

10 h后其含量明显下降( 图 1-B)，藻液从绿色变为

黄色最后至棕黄色，在处理48 h后藻细胞已基本死

亡;与此同时，藻培养液中 pH 值降低，溶解氧含量

急剧下降( 图 1-C，D)。由于对处于指数生长期的

藻细胞同时进行限气和避光处理，导致藻细胞光合

作用停止，Chl 不能合成，不能产生氧气，而呼吸作

用仍在旺盛的进行，不断地消耗培养液中溶解氧，产

生 CO2，导致藻培养液中溶氧含量急剧下降，而由呼

吸作用产生的 CO2 不能通过光合作用消耗而被累

积起来，使藻培养液的 pH 值下降。根据以上结果，

我们认为，黑暗断气处理能在一定程度上模拟水华

爆发后期的水体环境，并且处理48 h后铜绿微囊藻

细胞全部死亡。
2. 2 黑暗限气处理不同时间藻细胞形态和结构变

化

为了研究黑暗限气处理条件下，藻细胞形态和

结构的变 化，我 们 分 别 取 处 理0 h、6 h、9 h、12 h、
24 h、36 h藻细胞制备样品并用透射电子显微镜观

察。从图 2 中可以看到铜绿微囊藻细胞在没有进行

黑暗限气处理时，细胞质浓厚，周围由细胞膜和壁包

围，胞质内类囊体光合片层含量丰富，环绕在胞质四

周，中央核区明显，含有 DNA 微丝，核糖体在整个细

胞中均匀分布，藻细胞结构清晰，在中央区周围含有

多磷酸体，结构颗粒及伪空泡( 气泡) 等( 图 2-A1，

A2);黑暗限气处理 6h 后藻细胞核糖体，多磷酸体

开始降解，部分类囊体发生断裂，附着在类囊体光合

片层上的藻胆体降解剧烈，核区开始出现空洞( 图

2-B1，B2);处理9 － 12 h藻细胞上述变化更加剧烈，

核区空洞不断加大，空洞处聚集了大量结构颗粒，和

絮状深染物质，12 h时核质开始朝四周弥散( 图 2-
C1，C2; D1，D2);到24 h细胞结构完全解体，胞质固

缩聚集形成均质样颗粒及空泡，类囊体片层断裂，细

胞壁出现皱缩以及轻微的质壁分离( 图 2-E1，E2)，

36 h时已经出现藻细胞结构的完全降解，但细胞壁

仍保持完整，细胞内没有任何可见结构，大部分细胞

死亡(图 2-F1，F2)。
2. 3 黑暗限气处理不同时间藻细胞内 ROS 活性检

测

由于铜绿微囊藻在黑暗限气条件下光合作用停

止，由光合电子传递链产生的还原物质 NADPH 大

大减少，而呼吸作用仍在不断进行，产生的氧化性物

质不断积累，这势必会启动细胞的过氧化作用而产

生活性氧自由基。细胞内活性氧压力的增加往往能

导致细胞程序性死亡。并且有研究报道，在衰老、营
养限制、高盐、紫外照射等逆境下细胞发生程序性死

亡前都出现了活性氧的聚集
［4 － 6，8 － 11］。因此为了检

测黑暗限气处理条件下所导致的铜绿微囊藻细胞死

亡前是否也存在活性氧积累的情况，分别取处理

0 h、6 h、12 h、24 h、36 h的藻细胞进行活性氧含量

检测，结果表明，随着处理时间的延长，细胞内绿色

荧光强度不断增强，这说明细胞内活性氧含量不断

增加(图 3)。本实验结果表明，黑暗限气处理条件

下，藻细胞死亡过程中伴随着胞内活性氧含量的增

加。
2. 4 黑暗限气处理不同时间藻细胞内 Caspase3 活

性检测

胱天蛋白酶 Caspase 家族成员被认为是动物细

胞程序性死亡的执行者，尤其是 Caspase3 活性升高

通常被认为是细胞已经启动死亡程序进入程序性死

亡过程
［12 － 13］。基因组序列分析确定，在藻类、高等

植物和细菌中存在 Caspase 同源物 Metacaspase，我

们在铜绿微囊藻 Microcystis aeruginosa PCC7806 基

因组中也发现了 5 个类似于真核 Caspase 的基因。
Bidle 等也确实检测到丝状蓝藻 Trichodesmium sp．
IMS101 在 Fe 缺乏或高光强照射一段时间后能引起
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图 1 黑暗限气条件下铜绿微囊藻 PCC7806 的生长状态和生长环境变化

Fig． 1 Changes of Microcystis aeruginosa PCC7806 cultures in optical density、chlorophyll content、soluble oxygen and pH after

treatment with darkness and O2 limitation． A: Optical density; B: Chlorophyll content; C: pH; D: soluble oxygen; E:

Cultures of M． aeruginosa at indicated time after treatment．
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图 2 黑暗断气条件下铜绿微囊藻 PCC7806 的细胞形态结构变化(8000 × )

Fig． 2 Ultrastructual changes in Microcystis aeruginosa PCC7806 subjected to dark and O2 limitation treatment (8000 × ) ． A1，A2: Ultrastructure of

Microcystis aeruginosa PCC7806; B1，B2: Ultrastructure of Microcystis aeruginosa PCC7806 after treatment for 6h; C1，C2: Ultrastructure of Microcystis

aeruginosa PCC7806 after treatment for 9h; D1，D2: Ultrastructure of Microcystis aeruginosa PCC7806 after treatment for 12h; E1，E2: Ultrastructure of

Microcystis aeruginosa PCC7806 after treatment for 24h; F1，F2: Ultrastructure of Microcystis aeruginosa PCC7806 after treatment for 36 h．

细胞内 Caspase 活性增加和细胞死亡
［6］。为了研究

Microcystis aeruginosa PCC7806 在黑暗限气条件下细

胞死亡过程中是否也伴随着 Caspase 活性增强，分

别取黑暗限气处理0 h，6 h，12 h，24 h，36 h的藻细

胞做 Caspase 活性检测。检测结果表明，对照组中

Caspase 3 的活性几乎没有变化，黑暗限气处理组细

胞 Caspase 3 的活性在处理过程中呈现先增后减的

趋势，在12 h时活性最强，达到初始活性的 4 － 5 倍，

这表明细胞已经完全启动死亡程序，到36 h时活性

仍为初始活性的 2 倍，可以看出，Caspase 3 在整个

黑暗限气处理过程中均保持较高水平(图 4)。而同

样黑暗限气处理并添加 Z-VAD-FMK 的实验组表现

出对 Caspase 3 很好的抑制作用，并且细胞死亡数量

减少，死亡进程明显延缓，但是该抑制剂的添加并不

能完全阻止死亡的发生，这说明黑暗限气条件下铜

绿微囊藻细胞的死亡过程除了有 Caspase 家族成员

参加外，还存在不依赖 Caspase 的其他死亡途径。
2. 5 黑暗断气处理不同时间藻细胞 DNA 降解程

度的检测

细胞在死亡过程中通常伴随着 DNA 的剧烈降

解
［14 － 15］，为了检测黑暗限气处理导致藻细胞死亡时

是否也伴随着 DNA 的降解，我们使用 TUNEL 试剂

盒对细胞内 DNA 的断裂情况进行了检测，结果表明

(图 5)，正常培养条件下铜绿微囊藻细胞发出强烈

的红色荧光，没有 DNA 断裂情况( 图 5-A，B);而黑

暗限气处理的藻细胞确实存在 DNA 断裂现象，断裂
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图 3 黑暗限气处理条件下铜绿微囊藻 PCC7806 细胞

内活性氧(ROS)的变化分析

Fig． 3 ROS analysis of Microcystis aeruginosa PCC7806 subjected

to darkness and O2 limitation treatment．

图 4 黑暗断气处理不同时间铜绿微囊藻 PCC7806 的

Caspase3 活性变化

Fig． 4 Caspase 3 activity anlysis of Microcystis aeruginosa

PCC7806 subjected to darkness and O2 limitation treatment． a:

Control; b: darkness and O2 limitation treatment; c: darkness and

O2 limitation treatment + z-VAD-FMK．

的 DNA 能被 TUNEL 试剂标记而发出绿色荧光，从

图 5-C 中我们可以看到断裂的 DNA 倾向于集中在

细胞的一侧而并不呈弥散分布，而且发生 DNA 断裂

的细胞数也并不是特别多，这说明 DNA 断裂情况并

不严重。与此同时，我们 还 对 黑 暗 断 气 处 理0 h、
6 h、12 h、24 h、36 h的藻细胞 DNA 进行了琼脂糖凝

胶电泳检测，结果表明，黑暗断气处理6 h － 36 h的

图 5 黑暗断气处理后铜绿微囊藻 PCC7806 DNA 的 TUNEL 检测

Fig． 5 Identification of DNA breakage in Microcystis aeruginosa PCC7806 subjected to darkness and O2 limitation treatment by

TUNEL stainning． A: Autoflourescence of M． aeruginosa PCC7806; B: TUNEL staining of M． aeruginosa PCC7806; C:

TUNEL staining of M． aeruginosa PCC7806 after treatment with darkness and O2 limitation for 36 h．

藻细胞 DNA 有不同程度的拖带现象，这说明藻细胞

DNA 在黑暗断气处理条件下确实存在 DNA 降解现

象，但降解程度并不剧烈，这与 TUNEL 的检测结果

相呼应。

3 讨论

本研究模拟水华衰亡时水体透光率差、溶解氧

含量低的环境，在光生物反应器中当铜绿微囊藻生

长到高密度时给予藻黑暗限气处理，并对处理后的

藻液按时间梯度取样，进行 OD 值、叶绿素含量、pH
值、溶解氧的测定，同时取 0h、6h、9h、12h、24h、36h
的藻细胞进行检测。可以看出，此处理条件对藻细

胞有明显 的 损 伤 ( 尤 其 色 素 变 化，与 光 照 密 切 相

关)，由于我们限气又避光，藻不能进行光合作用产

生 O2，而呼吸作用又不断地消耗培养基中的溶解
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氧，因此这种处理条件下的藻是处于一种缺氧的状

态，这也是引起藻细胞发生明显变化的主要原因。
另外，由于光合作用的停止，呼吸作用产生的 CO2

不能通过光合作用消耗掉而累积起来，导致水中 pH
值下降，因此在藻细胞生长旺盛期给予黑暗限气处

理所造成的培养液溶解氧含量和 pH 值降低的情况

与水华爆发后期藻细胞过度繁殖造成水体透光度下

降和溶解氧含量低的情况基本一致。长期处于这种

生长条件下，铜绿微囊藻细胞先后出现核糖体，多磷

酸体、藻胆体的降解，类囊体光合片层结构完全模糊

等现象，且由于光照缺乏，类囊体的解体情况非常明

显;随着处理时间的增加，核区出现空洞，核质朝四

周弥散，细胞结构完全解体，胞质固缩聚集，形成均

质样颗粒，并且出现大量空泡，发生质壁分离，直至

胞质降解，虽然细胞壁出现皱缩，但结构依然保持完

整。通过对不同处理时间样品的分析可知，caspase
3 活性呈现出先增后减的趋势，在12 h时活性达到

最高，且为初始活性的 4 － 5 倍，在36 h时仍有较强

的活性且与6 h取样时差不多，如此高的 Caspase 3
的活性说明其在藻细胞死亡过程中发挥了重要作

用。另外，在添加 Caspase 抑制剂后，藻细胞死亡进

程虽然被延缓但并没有完全被阻止，因此我们认为

在藻细胞死亡过程中 caspase 发挥了非常重要的作

用，但是在藻细胞内应该还存在其他不依赖 caspase
介导的细胞死亡途径。我们还检测到黑暗限气处理

能导致 细 胞 内 ROS 含 量 的 上 升，说 明 ROS 也 和

Caspase 3 一样参与了黑暗限气条件下的细胞死亡

过程，但是它们在铜绿微囊藻细胞死亡过程中究竟

是起到激活死亡程序的作用还是本身就是起到执行

死亡的功能，目前还不得而知。TUNEL 和 DNA 凝

胶电泳检测结果表明，在黑暗限气处理条件下，DNA
存在断裂现象，这种断裂现象是不是由 ROS 造成的

DNA 损伤还值得进一步探究。综上所述，铜绿微囊

藻群体在密度较高时，由于光和氧的限制可以导致

藻细胞死亡，而且这种死亡过程中表现出活性氧含

量和 caspase 活性升高，DNA 断裂，细胞结构完全解

体等类似于真核细胞程序性死亡的现象，有研究者

称此为类凋亡
［16］。铜绿微囊藻，鱼腥藻

［5］
等原核蓝

藻在死亡过程中与真核细胞编程死亡在很多方面都

表现相似的特点，这说明原核生物细胞死亡和真核

生物细胞死亡间可能存在共同的机制和起源。
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Morphological and biochemical changes of Microcystis
aeruginosa PCC7806 subjected to dark and oxygen
limitation

Lisha Guo，Jun Zhang，Juan Wu，Hong Xu*

State Key Laboratory of Cellular Stress Biology，School of Life Sciences，Xiamen University，Xiamen 361005，China

Abstract: ［Objective］ To explore the mechanism of cell death in Microcystis aeruginosa PCC 7806． ［Method］

According to the water environment of the later period of algal bloom，M． aeruginosa PCC 7806 was treat with dark and O2

limitation． We observed the morphological changes using transmission electron microscope ( TEM) and detected the
reactive oxygen species (ROS) activity and Caspase3 activity in M． aeruginosa PCC7806 subjected to dark and O2

limitation． DNA status was also examined with the methods of Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick
end-labeling (TUNEL) and agarose gel electrophoresis． ［Result］Massive algae cell died after 48 h treatment under dark
and O2 limitation． During cell death process，we observed some changes of cell organelles including ribosomes and
thylakoids disorganization，cytoplasmic vacuolation，nucleoplasm diffusion and plasmolysis in M． aeruginosa PCC7806
subjected to darkness and O2 limitation． Meanwhile，we found that increased ROS reactivity and capase 3 activity were
related to the cell death process of M． aeruginosa． DNA breakage and fragmentation were proved by TUNEL staining and
agarose gel electrophoresis during cell death process． ［Conclusion］All results showed that cell death with characteristics
similar to eukaryotic programmed cell death could be induced in M． aeruginosa PCC 7806 after treatment with darkness
and O2 limitation． Therefore，we suggested that the mechanism of cell death are conserved during evolution according to
the characteristics of cell death shared between eukaryotes and Microcystis ．
Keywords: Microcystis aeruginosa，cell death，caspase 3，reactive oxygen，DNA breakage
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