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摘要：【目的】探讨在酸性含锰极端水环境中油球藻的生长特性及其对环境 pH 和 Mn2+的影响。      

【方法】从某硫铁矿山的酸性废水库中分离获得纯化藻株，通过形态观察及 18S rRNA 基因测序对其

进行鉴定，并着重考察了不同 pH 和典型金属离子 Mn2+浓度对其生长特性的影响，并通过测定藻生物

量、光合色素、丙二醛(malondialdehyde，MDA)和还原型谷胱甘肽(reduced glutathione，GSH)含量以

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

活力的变化，分析该藻对 Mn2+胁迫的生理响应机制。【结果】分离得到的藻株经鉴定为 Graesiella sp. 

MA1；pH 对该藻的生长有显著影响，其最低耐受初始 pH 为 3.5；在初始 pH 为 3.5 和 Mn2+浓度分别

为 5、30 和 55 mg/L 时，藻细胞生物量随着 Mn2+浓度的增加而下降，各试验组中的 Mn2+浓度亦分别

降低了 28.62%、21.90%和 18.84%，且 pH 值分别升高至 5.7、5.6、5.4，对照组 pH 则高达 9.1；在培

养 24 d 后，藻细胞叶绿素 a/b 值随 Mn2+浓度增加而下降，而 MDA、GSH 含量以及 SOD、APX 比活

力则显著增加。结果表明，从酸性矿山废水库中分离纯化获得的油球藻能够同时耐受低 pH 和一定浓

度范围内的 Mn2+，在这种极端环境下，其细胞内的抗氧化系统缓减了膜脂质过氧化作用，从而在耐

受重金属离子与解毒方面起到了重要作用。【结论】Graesiella sp. MA1 具有耐受低 pH、重金属离子以

及产碱的作用，研究结果为利用油球藻开展酸性矿山废水原位生物修复提供了一定的理论依据。 
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金属矿山开采产生的酸性矿山废水 (acid 

mine drainage，AMD)因其低 pH、高硫酸盐和高

溶解态有毒金属浓度等特性，成为矿区周边水土

环境污染和生态破坏的首要因素[1]。AMD 作为典
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型地球极端环境之一，是大量极端耐酸/嗜酸微生

物的生存环境，因此亦成为生物学研究的重要模

式系统[2–3]。AMD 体系微生物群落主要包括细菌、

古菌、真核生物(真菌和藻类为主)和病毒，在铁、

碳、硫、氮等元素循环中具有重要的作用[3]。嗜

酸性藻类作为初级生产者，能够固定空气中 CO2

并和异养微生物发生信号传导、营养交换和基因

转移等，进而间接影响微生物群落组成[4]。藻类

的代谢活动还可以产生碱性物质，提高系统 pH

值，影响金属离子的迁移转化过程[5]。如螺旋藻、

小球藻等对 AMD 中不同重金属元素具有高选择

性，可作为“超蓄能器”和“超吸附剂”[6]。因此，

利用藻类的生物修复技术在治理重金属污染中

得到广泛应用[7–8]。 

然而，利用藻类修复矿山酸性水体面临着许

多尚未解决的问题。如 AMD 中大量的 Cu2+、As5+、

Mn2+、Zn2+等溶解性(重)金属离子和低 pH、高酸

度等环境条件均对藻类等微生物的高效处理能

力构成威胁和挑战[9]。前人的研究表明，重金属

离子会损害藻类细胞膜功能、抑制光合作用、诱

导氧化应激释放过量的活性氧 (reactive oxygen 

species，ROS)，导致膜脂质过氧化并产生有毒物

质丙二醛(malondialdehyde，MDA)[10–13]，进而影

响微藻的生长代谢过程。另一方面，ROS 的产生

能促进微藻释放超氧化物歧化酶 (superoxide 

dismutase ， SOD) 、 抗 坏 血 酸 过 氧 化 物 酶 

(ascorbate peroxidase，APX)等抗氧化酶，以及与

ROS 作用的抗氧化分子，如抗坏血酸(ascorbic 

acid，ASA)、还原型谷胱甘肽(reduced glutathione，

GSH)和生育酚(tocopherol)等，它们可防止细胞过

氧化并维持细胞的氧化还原状态[10]。这些物质能

够缓解重金属离子或高 H+浓度对微藻的毒性作

用，增加其对 AMD 的环境适应性。 

理解嗜酸/耐酸微藻如何适应 AMD 极端环境

是实现利用微藻进行生物修复的研究基础。安徽

东部某铁硫矿山酸性废水库形成至今已有 50 年

左右，其微生物多样性较丰富，藻的丰度较高，

且其最典型的高浓度有毒金属离子为锰离子[14]。

因此，本文从该酸性矿山废水库中筛选获得一株

耐酸油球藻，并以其作为研究对象，着重考察不

同 pH 和 Mn2+浓度对其生长特性的影响，并通过

测定藻生物量、光合色素、MDA 和 GSH 含量以

及 SOD、APX 比活力的变化，分析其对 Mn2+胁

迫的生理响应机制，以期为酸性矿山废水原位生

物修复提供藻株资源，并为其进一步研究提供理

论基础。 

1  材料和方法 

1.1  水样采集 

样品取自安徽东部某铁硫矿山酸性废水库，

样品于 4 °C 下储存并在 24 h 内带回实验室。 

1.2  藻种分离及鉴定 

1.2.1  富集和分离：将采集水样经离心后使用 

BG11 培养基进行培养富集，培养温度 25 °C，光

照强度为 2500 lx，光照周期为 14 h/10 h。对富集

获得的样品进行分离纯化，主要步骤为：①取一

定量微藻进行梯度稀释，选取适宜稀释度的稀释

液注入无菌 BG11 固体培养基中进行涂布，平板

倒置放入光照下培养；②挑取上述培养皿中长出

的单藻落，经平板划线法直至分离纯化。利用光

学显微镜(Olympus，BX53)观察藻株形态。 

用于分离纯化的 BG11 培养基配方为(g/L)：

NaNO3 1.5，K2HPO4 0.04，MgSO4·7H2O 0.075，



张露等 | 微生物学报, 2021, 61(6) 1373 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

CaCl2·2H2O 0.036，柠檬酸  0.006，柠檬酸铁铵 

0.006，EDTA 0.001，Na2CO3 0.02，H3BO4 0.00286，

MnCl2·H2O 0.00181 ， ZnSO4·7H2O 0.000222 ，

CuSO4·5H2O 0.000079，Na2MoO4·2H2O 0.00039，

Co(NO3)2·6H2O 0.000049。 

1.2.2  藻株 18S rRNA 基因提取与测序：将纯化

的藻种用 Ezup 柱式真菌基因组 DNA 抽提试剂

盒提取该藻 DNA，所用 18S rRNA 基因通用引物为

NS1 和 NS6 (上海生物工程股份有限公司)，PCR 反

应条件：94 °C 4 min；94 °C 45 s，55 °C 45 s，72 °C 

1 min；72 °C 10 min。扩增结果用 1%琼脂糖电泳，

150 V、100 mA 20 min 电泳观察。 

1.2.3  分离藻株 18S rRNA 基因：序列的测定及

系统发育树的构建：PCR 扩增产物由生工生物工

程(上海)股份有限公司进行测序。将获得的序列

提 交 至 国 家 微 生 物 科 学 数 据 中 心 (National 

Microbiology Data Center)，编号为 NMDCN0000M5U。

并将序列通过 NCBI 的 BLAST 进行比对后，利

用软件  MEGA-X 对测序结果和 GenBank 中所

下 载 的 序 列 进 行 对 位 排 列 ， 采 用 邻 接 法

(neighbor-joining method，NJ)构建系统发育树。 

1.3  pH 对微藻生长过程的影响 

以对数生长期的微藻为接种物，接种至 150 mL

锥形瓶，采用 BG11 培养基，藻初始接种 OD684

为 0.1，对应细胞干重为 0.02 g/L，设置 8 组实验，

初始 pH 分别为 7.0、6.0、5.0、4.5、4.0、3.5、

3.0 和 2.5。定时取样用可见分光光度计(722E，

上海精仪)测定 684 nm 处吸光度，转化为干重表

示细胞生物量[15]，计算公式为预实验得到的藻细

胞干重(DW，g/L)与对应吸光值(A)关系的标准曲

线 DW=0.4365A–0.0256 R2=0.9975。比生长速率 μ 

(d–1)计算公式为：μ=(lnN2–lnN1)/(t2–t1)。式中 N1、

N2 分别代表 t1、t2 时刻微藻干重。 

1.4  锰离子浓度对微藻生长过程的影响 

以对数生长期的微藻为接种物，设置初始 

pH 3.5，Mn2+初始浓度为 5、30 和 55 mg/L，以

不加 Mn2+为对照组，藻初始接种 OD 为 0.3，对

应细胞干重为 0.11 g/L，每隔 3 d 取样测定其吸光

度(684 nm)，转化为干重表示细胞生物量。使用 

pH 计(PHS-3E，上海雷磁)测定培养基 pH 值，火

焰原子吸收分光光度计(WYS2200，安徽皖仪)测

定培养基中残余的 Mn2+浓度。 

1.5  水质理化指标和微藻生理生化指标测定 

水样 pH、温度(T)、氧化还原电位(ORP)和溶

解氧(DO)使用六位参数仪(MYRONL 6PFC)于采

样现场测定，其他指标于实验室内分析。硫酸盐

含量采用离子色谱仪(戴安 ICS-900，美国)测定，

锰离子等金属离子含量采用电离耦合等离子体

原子发射光谱仪(安捷伦 7500)测定。 

取适量藻液 3000 r/min 离心 5 min 弃上清液，

蒸馏水洗涤 2 次后，再次离心，取沉淀加入 2 mL

磷酸缓冲液(0.05 mol/L，pH 7.8)，反复冻融破碎

藻细胞，12000 r/min 离心 10 min (4 °C)，上清液

即为粗酶液。 

叶绿素含量采用 95%乙醇法测定[16]。MDA 

含量采用硫代巴比妥酸法测定[17]。SOD 比活力采

用氮蓝四唑法测定[17]。APX 比活力采用紫外分光

光度法测定[17]。GSH 含量采用 DTNB-GSH 还原

酶循环法测定[18]。可溶性蛋白质含量采用福林酚

法测定[18]。 

1.6  数据分析方法 

Microsoft Excel 2010 用于数据前期处理。
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SPSS 18 软件用于统计学分析，使用单因素方差

分析(one-way ANOVA)分析组间的差异显著性，

P<0.05 时有显著差异。 

2  结果和分析 

2.1  水样理化性质 

采集水样的酸性矿山废水 pH 为 3.3，硫酸盐

含量超过 10 g/L，含有多种金属离子。同国内外

其他酸性矿山废水如广东大宝山横石河流域 

(pH 2.0，Mn2+<100 mg/L)[19]、Iberian Pyrite Belt 

(IPB)酸性矿山废水(pH<2.5，Mn2+<150 mg/L)[20]

相比，本研究酸性矿山废水中 Mn2+含量高，酸性

稍弱(pH>3)，水体中的溶解氧(DO)浓度显著高于

一般环境水体，且水样中检测到一定浓度的叶绿

素 a (表 1)。这说明，该酸性矿山废水库中含有藻

类，且藻类的生长代谢可能对该酸性水体的水质

变化产生影响。 

2.2  分离藻株鉴定结果分析 

如图 1 所示，通过多次平板划线和纯化后，

分离获得的藻种 MA1 为球形或近球形单细胞绿 

 
表 1.  酸性矿山废水样品理化性质 

Table 1.  Characteristics of surface water of acid 
mine drainage 
Parameter Value 

pH 3.3±0.036 

T/°C 24.9±0.84  

Oxidation-reduction potential (ORP)/mV 332.4±1.52  

Dissolved oxygen (DO)/(mg/L) 9.17±0.21 

SO4
2−/(mg/L) 10924.1±12.49 

Chlorophyll a/(g/L) 230±2.49 

Mn2+/(mg/L) 336.7±5.83 

Cu2+/(mg/L) 41.2±0.49 

Zn2+/(mg/L) 17.7±0.71 

Fe/(mg/L) 106.9±0.68 

Fe2+/(mg/L) 18.3±0.02 

藻。藻种 MA1 的 PCR 扩增产物经 1%琼脂糖电

泳染色获得条带位于 1000–3000 bp (图 2)。18S 

rRNA 基因序列和 NCBI 的 BLAST 比对结果表明

其与油球藻 (Greasiella emersonii)相似度达到

99.93%。其系统发育树结果表明MA1与Graesiella 

emersonii NIES-2151 (GenBank 登录号：AB488562.1)

的自展值为 84 (图 3)。因此可认为 MA1 属

Graesiella sp.，故命名为 Graesiella sp. MA1。 

 

 
 

图 1.  Graesiella sp. MA1 平板划线(A)及显微镜观察 

(×400) (B) 

Figure 1.  Scribing (A) and microscope image (×400) 
(B) of Graesiella sp. MA1. 

 

 
 

图 2.  Graesiella sp. MA1 18S rRNA 基因的 PCR 产物 

Figure 2.  PCR product of Graesiella sp. MA1 18S 
rRNA gene. M: marker. 
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2.3  初始 pH 对 Graesiella sp. MA1 生长过程的

影响 

图 4为 Graesiella sp. MA1在不同初始 pH条件

下的生长曲线和比生长速率。结果表明，Graesiella 

sp. MA1 在初始 pH 7.0–3.5 条件下均能生长   

(图 4-A)，且初始 pH 对该藻的生长抑制作用随 pH

的降低逐渐增加。Graesiella sp. MA1 的比生长速

率随着初始 pH 的降低呈降低趋势(图 4-B)，在 pH 

7.0–2.5，比生长速率从 0.20 d–1 降低至 0.0029 d–1，

且各组间均存在显著差异(P<0.05)。Graesiella sp. 

MA1 在 pH 3.5 条件下的生长虽然受到了很大程

度的抑制，但经过 20 d 的培养其生物量达到了

0.13 g/L，比生长速率也达到了 0.082 d–1。初始

pH 低于 3.5 时，Graesiella sp. MA1 生长情况不

佳。因此认为 Graesiella sp. MA1 最低耐受 pH

为 3.5。 

 

 
 

图 3.  Graesiella sp. MA1 基于 18S rRNA 基因序列的系统发育树 

Figure 3.  Phylogenetic tree based on 18S rRNA gene sequence of Graesiella sp. MA1. 

 

 
 

图 4.  不同初始 pH 条件下 Graesiella sp. MA1 生长(A)及比生长速率(B) 

Figure 4.  Growth (A) and specific growth rate (B) of Graesiella sp. MA1 at different initial pH. Error bars in 
figure represent standard deviation, and different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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2.4  Mn2+浓度对 Graesiella sp. MA1 生长过程的

影响 

如图 5 所示，当培养基初始 pH 为 3.5 时，

不同浓度 Mn2+对 Graesiella sp. MA1 生长具有显

著影响。培养至第 21 天时，与对照组的干重值 

(0.36 g/L)相比，各实验组生物量仅为其 83.21%、

65.28%和 52.81% (图 5-A)，这表明在试验浓度范

围内，Mn2+的存在抑制了 Graesiella sp. MA1 的生

长，且抑制作用随着锰离子浓度的增加而提高。 

随着 Graesiella sp. MA1 的生长，各实验组

pH 分别从初始的 3.5 升高至 5.7、5.6 和 5.4，对

照组 pH 高达 9.1 (图 5-B)。这说明 Graesiella sp. 

MA1 在生长过程中提高了培养基的碱度，在一定

程度上可以中和酸度，提高培养基的 pH。Mn2+

的存在对该过程具有抑制作用，但不影响 pH 升

高的趋势。 

图 5-C 所示结果表明，培养至第 24 天时，5、

30、55 mg/L 试验组培养基中残余 Mn2+浓度分别

为 3.66、23.98、44.79 mg/L，其去除率分别为 

28.62%、21.90%和 18.84%。这说明，Graesiella sp. 

MA1 具有一定生物除锰的作用。 

2.5  Mn2+胁迫对 Graesiella sp. MA1 叶绿素 a/b

的影响 

如图 6 所示，pH 3.5 时 Mn2+浓度对 Graesiella 

sp. MA1 的叶绿素 a/b 值影响显著(P<0.05)。对照

及 5 mg/L Mn2+实验组叶绿素 a/b 值随培养时间

逐渐增加，相比于初始值分别增加了 2.95 倍和 

1.76 倍。而 30 和 55 mg/L Mn2+实验组叶绿素 a/b 值

则随培养时间逐渐降低，培养结束时相对于初始

值分别降低了 16.11%和 19.15%。此外，在所试

浓度范围内，随着 Mn2+浓度的增加，Graesiella sp. 

MA1 叶绿素 a/b 逐渐下降。 

 
 
图 5.  Graesiella sp. MA1 在含 Mn2+培养基中的生长

(A)、pH 变化(B)及培养基残余 Mn2+浓度(C) 

Figure 5.  Analysis of microbial growth (A), 
variation of the pH value (B), and residual Mn2+ ions 
concentration (C) in the Mn2+-containing medium 
with Graesiella sp. MA1. Error bars in this figure 
represent standard deviation. 
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图 6.  pH 3.5 时不同初始 Mn2+浓度对 Graesiella sp. 

MA1 叶绿素 a/b 的影响 

Figure 6.  Effects of initial Mn2+ concentrations on 
the chlorophyll a/b of Graesiella sp. MA1 at pH 3.5. 
Error bars in the figure represent standard deviation, and 
different letters indicate significant difference (P<0.05). 

2.6  Mn2+胁迫对 Graesiella sp. MA1 抗氧化系统

的影响 

在培养过程中，对照组、5 mg/L 和 30 mg/L 

Mn2+实验组 MDA 含量先降低后升高(图 7-A)， 

55 mg/L 实验组 MDA 则随时间呈上升趋势，表

明 Mn2+对 Graesiella sp. MA1 毒害作用随时间逐

渐增强。Mn2+浓度对 MDA 含量有显著影响

(P<0.05)。在第 12 天时，5 mg/L 和 30 mg/L 实验

组 MDA 含量显著低于对照组(P<0.05)，而 55 mg/L

实验组 MDA 含量则要高于对照组；在第 24 天时，

MDA 含量随 Mn2+浓度的增加而增加。 

各组 GSH 含量随时间变化呈现逐渐升高的

趋势(图 7-B)。在第 12 天时，GSH 含量随 Mn2+ 
 

 
 

图 7.  pH 3.5 条件下不同初始 Mn2+浓度对 Graesiella sp. MA1 MDA (A)、GSH (B)含量及 SOD (C)、APX (D)

比活力的影响 

Figure 7.  Influence of initial Mn2+ concentrations on the MDA (A), GSH (B) content and SOD (C), APX (D) 
specific activity of Graesiella sp. MA1 at pH 3.5. Error bars in the figure represent standard deviation, and 
different letters indicate significant difference (P<0.05). 
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的增加而降低，第 24 天时 GSH 含量则呈现出了

相反的趋势。 

SOD 比活力随时间变化明显，各组 SOD 比

活力呈现出先升高后降低的趋势(图 7-C)。在第

12 天时，SOD 比活力在 30 mg/L 时出现最大值

(48.13 U/min/mg pro)；在第 24 天时，Mn2+浓度

为 0 和 5 mg/L 时的 SOD 比活力要显著低于 30

和  55 mg/L 实验组(P<0.05)。 

APX 比活力随时间变化如图 7-D 所示，对照

组 APX 比活力在培养过程中逐渐降低，5 mg/L 

实验组 APX 比活力呈现先增加后降低的趋势，

而 30 和 55 mg/L 实验组的 APX 比活力呈现出先

降低再增加的趋势。Mn2+对 APX 比活力影响显

著(P<0.05)，在第 12 天时 APX 比活力随 Mn2+浓

度的增加而降低，且最大值出现在 5 mg/L 实验

组，而在第 24 天时 APX 比活力最大值出现在   

30 mg/L 实验组。 

3  讨论 

有研究者从碱性湖泊、热泉等极端环境中筛

选获得油球藻，例如从半碱性的云南程海湖分离

获得的 Graesiella sp. WBG-1[21]、从水温 60 °C 突

尼斯北部某温泉分离获得的 Graesiella sp. CINS 

60[22]，这表明油球藻属对环境适应能力强。而本

研究从安徽东部某硫铁矿山酸性废水库中分离

获得的 Graesiella sp. MA1 有助于进一步丰富对

油球藻属的认识。 

当培养基初始 pH 小于 5.0 时 Graesiella sp. 

MA1 生长受到不同程度的抑制(图 4)，这主要是

由于高浓度的 H+对藻细胞有直接破坏作用，能够

降低碳酸酐酶活性，并使微藻细胞质和叶绿体内

pH 值降低[23]，进而影响其光合作用。但培养基

初始 pH 为 3.5 时，Graesiella sp. MA1 仍能够缓

慢生长，因此认为其最低耐受 pH 为 3.5。

Abinandan 等[24]研究也表明培养基 pH 为 3.5 时，

Desmodesmus sp. MAS1 和 Heterochlorella sp. 

MAS3 可以在 20 mg/L 的 Mn2+浓度中有良好生

长。在本研究中，Graesiella sp. MA1 具有提高环

境 pH 的作用(图 5-B)，这是由于微藻在光合作用

过程中同化无机碳，不断消耗碳酸根和碳酸氢根

离子，进而产生大量的 OH–从而提高了培养基的

碱度[25]。Spirulina sp.生长产生的碱度使得酸性矿

山废水中的主要金属离子(Zn、Pb、Fe、Cu)以金

属氢氧化物的形式沉淀，并使废水 pH 从 1.8 升

高至 9.0[5]。此外，Graesiella sp. MA1 在酸性条

件下对 Mn2+具有一定的去除作用(图 5-C)，这是

由于微藻能通过细胞表面官能团与 Mn2+结合[7]，

或是通过生物氧化作用将 Mn2+氧化成 Mn3+或

Mn4+ 从 而 析 出 锰 氧 化 物 [5] ， 还 有 研 究 发 现

Desmodesmus sp. WR1 通过提高溶液 pH 和溶解

氧浓度间接加速了 Mn2+ 的去除或氧化 [26] 。

Graesiella sp. MA1 具体的生物除锰机制尚不明

确，有待进一步深入研究。 

叶绿素 a 和叶绿素 b 是藻细胞中吸收和传递

光能的主要物质，其比值叶绿素 a/b 反映植物光

合作用能力的强弱[27]。在本实验中，5 mg/L Mn2+ 

对藻细胞叶绿素 a/b 影响不显著，30 和 55 mg/L 

Mn2+显著降低了叶绿素 a/b，这主要是由于 Mn

是藻类生长所需微量元素之一，因此 Graesiella 

sp. MA1 对低浓度的锰离子具有一定的耐受能

力，而其过量存在时会影响藻类对 P、Mg、Ca

及 Fe 等其他元素的吸收，不利于叶绿素的合成，

从而抑制藻类的生长[12]。 
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MDA 是膜脂质过氧化过程产生的重要标志

物。随着 Mn2+浓度的增加 Graesiella sp. MA1 细

胞中 MDA 含量升高(图 7-A)，这表明藻细胞受到

氧化损害[28]。微藻通过启动抗氧化系统，包括酶

促和非酶促防御系统来降低过量 ROS 的毒性作

用，从而维持细胞正常的生理代谢过程[13]。GSH 

作为生物体内重要的抗氧化分子，可以保护巯基

免受 ROS 对其破坏、降解过量 ROS[28]。Graesiella 

sp. MA1 在 Mn2+胁迫过程中 GSH 的含量呈现出

波动上升的趋势(图 7-B)，表明 GSH 是其应对氧

化应激的重要策略。以往的研究也发现 Chlorella 

vulgaris 和 Chlorella sorokiniana 在重金属胁迫时 

GSH 水平会有所上调 [28–29]。在本研究中，SOD

和 APX比活力随 Mn2+浓度的增加而升高(图 7-C，

7-D)，表明抗氧化系统在 Graesiella sp. MA1 应对 

Mn2+胁迫过程中具有重要作用，SOD 通过催化

O2
•–发生歧化反应转化为 H2O2 和氧分子[13]，APX 

通过参与抗坏血酸-谷胱甘肽循环过程中将 ASA 

氧化，并还原 H2O2 为水分子[9]，以降低细胞内 

ROS 的浓度，从而保护机体免受重金属的毒害。 

4  结论 

从酸性矿山废水库分离得到一株 Graesiella 

sp. MA1，在 pH 3.5 时仍能够生长，表现出较好

的耐酸性能，同时该微藻表现出一定的生物产碱

和生物除锰作用。Mn2+显著抑制 Graesiella sp. 

MA1 生长，藻细胞生物量随着 Mn2+浓度的增加

而下降，当 Mn2+浓度超过 30 mg/L 时会对

Graesiella sp. MA1 产生毒害作用，影响其叶绿素

合成。Graesiella sp. MA1 的抗氧化系统在其对

Mn2+的耐受与解毒方面起到了重要作用。 
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Isolation and identification of an acid-tolerant microalgae and 
its physiological response to manganese ion stress 
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Abstract: [Objective] The purpose of this study was to investigate the growth characteristics of Graesiella sp. 

and the influence of pH and Mn2+ in acidic manganese-containing extreme water environments. [Methods] The 

purified algae was isolated from an acid mine drainage in a pyrite mine and identified by morphological 

observation and 18S rRNA gene sequencing. Firstly, we investigated the effects of pH and typical metal ion Mn2+ 

concentration on its growth characteristics. Then, with the determination of algae biomass, photosynthetic 
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pigment, malondialdehyde (MDA), reduced glutathione (GSH) content and the specific vitalities of superoxide 

dismutase (SOD) and ascorbate peroxidase (APX), we analyzed the physiological response mechanism of the 

algae to Mn2+ stress. [Results] The isolated algae strain was identified and named as Graesiella sp. MA1. The 

medium pH had a significant effect on the growth of Graesiella sp. MA1, and its minimum initial tolerance pH 

was 3.5. When the initial pH was 3.5 and the concentration of Mn2+ was 5, 30 and 55 mg/L, the biomass of algal 

decreased with the increase of Mn2+ concentration. The Mn2+ concentration in experimental groups also 

decreased by 28.62%, 21.90% and 18.84%, respectively, and the pH value increased to 5.7, 5.6 and 5.4, 

respectively, while the pH value in control group was 9.1. After 24 days, the chlorophyll a/b value of algal 

decreased with the increase of Mn2+ concentration, while the contents of MDA and GSH, and the specific 

activities of SOD and APX increased significantly. The results showed that Graesiella sp. isolated and purified 

from acidic mine drainage could tolerate both low pH and Mn2+ in a certain concentration range. Under such 

extreme environment, the intracellular antioxidant system of Graesiella sp. could reduce membrane lipid 

peroxidation, and thus play an important role in tolerance of heavy metal ions and detoxification. [Conclusion] 

Graesiella sp. MA1 can tolerate low pH and heavy metal ions and generate alkalinity, thus this study provides a 

theoretical basis for in situ bioremediation of acidic mine drainage by using Graesiella sp.. 

Keywords: manganese ion, acidic condition, Graesiella sp., antioxidant mechanism, acid mine drainage 
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