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摘要：通过分析小球藻的生长指标(生长率和抑制率)、光合作用指标(叶绿素 a、叶绿素 b、类胡萝卜素)、蛋白质含量、多糖含量和抗氧化酶活系统(超

氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、丙二醛(MDA))等指标的变化,以典型的三苯甲烷类染料(结晶紫)和吩嗪类染料(藏红 T)作为研究对象,考察染

料废水经Fe
0
/H2O2工艺处理前后的生物毒性变化.结果表明:随着反应时间延长,小球藻生长率下降,抑制率上升,染料废水原水显著抑制小球藻细胞的生

长.与原水相比,处理后的出水中小球藻的叶绿素 a升高 22.01%,叶绿素 b和类胡萝卜素含量分别降低 12.97%和 16.02%;SOD和 CAT含量升高 15.13%

和 12.5%,MDA 含量降低 23.97%.原水中小球藻的蛋白质含量较低,处理后出水中小球藻的蛋白质含量较高;与原水相比,出水中小球藻的多糖含量呈降

低趋势.通过 EPI Suite软件进行藻类毒性预测可知,结晶紫与藏红 T降解的中间产物对鱼类、水蚤和绿藻的毒性明显降低.因此,Fe
0
/H2O2体系可有效降

低染料废水的生物毒性. 
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Abstract：When typical triphenylmethane dyes (crystal violet) and phenazine dyes (saffron T) were used as the research objects, the 

biotoxicity of dye wastewater was investigated before and after treatment using the Fe0/H2O2 process through the analysis in growth 

indicators (growth rate and inhibition rate), photosynthetic indicators (chlorophyll a, chlorophyll b, and carotenoid content), protein 

content, polysaccharide content, and antioxidant enzyme activity systems (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and 

malondialdehyde (MDA)) of Chlorella vulgaris (C.vulgaris). The results showed that with the extension of reaction time, the growth 

rate of C.vulgaris gradually decreased and its inhibition rate increased. The growth of C.vulgaris cells was significantly inhibited in 

raw dye wastewater. Compared with raw dye wastewater, chlorophyll-A content of C.vulgaris was increased by 22.01% in the 

effluent wastewater after treatment, and the contents of chlorophyll-B and carotenoid were decreased by 12.97% and 16.02%, 

respectively. The contents of SOD and CAT were increased by 15.13% and 12.5%, respectively, while the content of MDA was 

decreased by 23.97%, respectively. The protein content of C.vulgaris in raw dye wastewater was low, while its content was high in 

the effluent wastewater after treatment. Compared with raw dye wastewater, the content of polysaccharide in the effluent wastewater 

exhibited a decreasing trend. According to the toxicity prediction of algae using EPI Suite software, the toxicity of the intermediate 

product of crystal violet and saffron T degradation to fish, water flea and green algae was significantly reduced. Therefore, the 

biotoxicity of dye wastewater could be effectively reduced in the Fe0/H2O2 system. 
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染料工业排放大量废水,我国每生产 1t 染料,就

会排放约 740m
3
的染料废水,其中有 10%~15%的染

料被释放到水环境中,引起环境污染问题
[1-2]

.随着纺

织、印染、油漆、化妆品等行业的发展,染料废水成

分越来越复杂,处理难度不断加大,因此,寻求经济高

效的染料废水处理工艺是目前亟需解决的问

题.Fe
0
/H2O2工艺采用 Fe

0
作为 Fe

2+
/Fe

3+
的供体催化

H2O2,产生羟基自由基(HO
•
),能在短时间内高效去

除废水中的难降解污染物,提高废水的可生化性
[3-5]

.

采用零价铁作为 Fenton 反应的催化剂,催化降解染

料废水,在合适的反应条件下,类芬顿工艺能够有效

降解甲基橙染料、罗丹明 B 染料、直接蓝 71 等染

料
[6-8]

.零价铁本身具有很强的还原性和吸附性,与 
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H2O2 联合利用氧化去除难降解的有机污染物,被广

泛研究和应用于污水治理中.染料废水中的有机物

及其降解中间产物可能具有急性或慢性毒性,生物

毒性的残留仍会对水生生物或生态系统造成危害.

通过植物与微生物毒性分析显示,染料废水中染料

经过微生物脱色后的产物对植物与微生物的毒性

大大降低
[9-10]

.通过毒性评估可降低废水对环境的

危害,确保处理后的废水满足生态安全要求. 

小球藻(C.vulgaris)是一种游离形式的单细胞藻

类,易培养、繁殖快、灵敏度高
[11]

,通过分析污染物

对小球藻生长及抗氧化酶活性的影响,可以反映污

染物水生生态的毒性效应
[12]

.当生物受到外界污染

物刺激时,为了消除污染物产生的活性氧对细胞的

迫害,降低外界刺激给细胞机体带来的氧化损伤,机

体自身会产生抗氧化防御作用,对抗氧化应激引起

的氧自由基和其他氧化活性物质的影响,能够保护

细胞和组织免受氧化损伤.抗氧化酶是小球藻体内

重要的毒性指标,它作为生物体内活性氧自由基的

主要清除剂,当机体不能消除外界带来的损伤时,就

会产生丙二醛(MDA)
[13-14]

.研究阳离子蓝 SD-GSL

对小球藻的毒性变化及机制时发现
[15]

,藻细胞超氧

化物歧化酶(SOD)活性和叶绿素 a含量显著降低,丙

二醛(MDA)含量显著增加.部分金属离子被证明会

影响微藻的生理活性,比如 Cr
6+
、As

5+
存在时,莱茵衣

藻(Chlamydomonas reinhardtii)和小球藻(Chlorella 

vulgaris)的光合活性降低,胞内活性氧(ROS)和丙二

醛(MDA)含量显著增加
[16-17]

.目前,关于染料毒性的

研究主要集中在染料降解、生物毒性和基因毒性等

方面
[18-20]

,关于染料对小球藻氧化损伤的影响机理

尚不明确. 

本文采用 Fe
0
/H2O2 工艺处理染料废水,考察小

球藻的生长率、抑制率、叶绿素 a、叶绿素 b、类

胡萝卜素含量、蛋白质含量、多糖含量及抗氧化酶

活性等指标的变化,通过 EPI Suite 软件对鱼类、水

蚤、绿藻的急性毒性和慢性毒性进行预测,分析染料

废水经 Fe
0
/H2O2 工艺处理前后的生物毒性,为染料

废水中的污染物达标排放提供科学依据. 

1  实验材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  小球 藻 及 培 养   小 球藻 (C.vulgaris, 

FACHB-30),购自中国科学院水生生物研究所淡水

藻种库.小球藻培养基为 BG11 培养基
[21]

,在光照培

养箱(型号:SG-2501B)中培养,培养温度为 26℃,光

照强度为 3000lx,光暗比为 12h:12h. 

BG11 培养基成分 :1500mg/L NaNO3,40mg/L 

K2HPO4,36.6mg/L MgSO4,27.2mg/L CaCl2,6mg/L 柠

檬酸,6mg/L 柠檬酸铁铵,1mg/L 乙二胺四乙酸二

钠 ,20mg/L Na2CO3,2.86mg/L H3BO3,1.81mg/L 

MnCl2·4H2O,0.22mg/L ZnSO4,0.39mg/L Na2MoO4·2H2O, 

0.08mg/L CuSO4·5H2O,0.0409mg/L CoCl2·6H2O. 

1.1.2  实验试剂   铁粉 (粒径 8µm,比表面积

8.5m
2
/g),分析纯,天津市光复精细化工研究所生产;

乙醇,分析纯,辽宁泉瑞试剂有限公司生产;考马斯亮

蓝 G-250,分析纯,天津市众联化学试剂有限公司生

产;氮蓝四唑,分析纯,天津市华盛化学试剂有限公司

生产;钼酸铵,分析纯,天津市致远化学试剂有限公司

生产;硫代巴比妥酸,分析纯,上海国药集团化学试剂

有限公司生产. 

1.2  实验用水 

模拟染料废水成分:0.1g/L 藏红 T, 0.05g/L 结晶

紫 , 0.48g/L (NH4)2SO4, 0.08g/L K2HPO4, 0.03g/L 

KH2PO4, 0.248g/L NaHCO3, 0.5g/L 葡萄糖. 

实验组分别采用 Fe
0
/H2O2 工艺的进水(模拟染

料废水)、出水配制 BG11培养基;Fe
0
/H2O2工艺的进

水、出水水质指标,如表 1 所示. 

表 1  进水和出水指标 

Table 1  Water quality index of influent and effluent 

组别 
COD 

(mg/L)

NH4

+-N 

(mg/L)
TP (mg/L) 

浊度 

(NTU) 

色度 

(Hazen)
pH值

进水组 2408 3.072 0.452 89.53 72.62 6.5 

出水组 528.2 1.698 0.216 63.98 47.82 7.8 

 

1.3  小球藻毒性试验 

利用小球藻分析对照组、进水组和出水组生物

毒性的变化,对照组采用超纯水配制 BG11 培养基.

小球藻接种量按20%(约5×10
5
个/mL)接入预处理后

的染料废水中进行培养
[22]

,培养 7d后,实验过程中每

2d 取样 20mL,10000r/min 离心 5min,取上清液经

0.45µm 滤膜过滤,测定小球藻的生长量及生理生化

指标.采用 EPI Suite 软件对鱼类、水蚤、绿藻的急

性毒性和慢性毒性进行预测. 
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1.3.1  藻细胞生长量的测定  采用小球藻细胞干

重表征细胞生长量的变化
[23-24]

.利用预先烘干、称重

的 0.22µm 滤膜过滤 100mL小球藻悬浮液,在 105℃

烘箱中烘干至质量保持稳定,冷却至室温后,再次称

量滤膜和干细胞的重量,计算得到 100mL 悬浮液中

小球藻细胞的干重 ,然后测量小球藻悬浮液在

680nm 下的吸光度.小球藻细胞的干重(W)和对应的

吸光度呈线性相关,以公式(1)表示. 

 
680

(g / L) 0.1585 0.0016W OD= × −  (1) 

采用公式(2)计算小球藻的生长率
[25]

. 

 2 1

2 1

ln ln
100%

W W

t t
µ

−

= ×

−

 (2) 

式中:W2为时间 t2时的小球藻细胞干重,W1为时间 t1

时的小球藻细胞干重. 

采用公式(3)计算小球藻生长的抑制率
[26]

. 

 0

0

100%
t

I
µ µ

µ

−

= ×  (3) 

式中:I为小球藻生长的抑制率,µt为处理组的小球藻

生长率,µ0为对照组的小球藻生长率. 

1.3.2  藻细胞生理生化指标的测定  采用乙醇提

取法测定藻细胞叶绿素含量
[27]

,量取 20mL 小球藻

悬浮液 ,8000r/min 离心 10min,弃去上清液 ,利用

20mL 95%的乙醇将沉淀的藻细胞重新悬浮,摇匀后

置于 4℃黑暗环境中浸提 24h.浸提完成后,10000r/ 

min离心 10min,分别在波长 665、649和 470nm下

测量含有叶绿素的上清液吸光度.小球藻叶绿素含

量(C)和对应的吸光度呈线性相关,根据公式(4)~(6)

计算叶绿素 a(Chlorophyll a)、叶绿素 b(Chlorophyll b)

和类胡萝卜素(Carotenoid)的含量
[28-30]

. 

叶绿素 a(Chlorophyll a)含量: 

 
665 649

(mg / L) 13.95 6.88
a

C A A= × − ×  (4) 

叶绿素 b(Chlorophyll b)含量: 

 
649 665

(mg / L) 24.96 7.32
b

C A A= × − ×  (5) 

类胡萝卜素(Carotenoid)含量: 

 
470

(mg / L) 1000 2.05

(114.8 ) / 245

d a

b

C A C

C

= × − × −

×

 (6) 

粗酶液的提取:将藻液放入离心管中,在温度

0~4 ℃下,4000r/min离心 10min,弃去上清液,藻体中

加入 5mL 预冷的 0.05mol/L pH 值为 7.6的磷酸盐缓

冲液,将沉淀的藻细胞重新悬浮,悬浮液在 4000r/min

下离心 5min,上清液即为粗酶液. 

采用考马斯亮蓝 G-250 染色法测定蛋白质

含量
[31]

,在 1mL 粗酶液中加入 100µg/mL 蛋白质

标准液 0.2mL 和 100mg/L 考马斯亮蓝 G-250 溶

液 5mL,摇匀并反应 5min,测定其在 595nm处的吸

光度 .采用蒽酮-硫酸法
[32]

测定多糖含量 ,分别吸

取 5mL藻液,80℃水浴加热 30min,3000r/min离心

15min 后收集藻细胞,加入 6mL 蒽酮试剂立即摇

匀,在 80℃水浴、15min 后取出流水冷却,室温静

置 10min,在 625nm 处读取其吸光度值,测定藻细

胞内多糖含量. 

采用氮蓝四唑光化学还原反应法
[33]

测定 SOD

活性,在 0.3mL 粗酶液中依次加入 0.05mol/L的磷酸

盐缓冲液 1.5mL、130mmol/L甲硫氨酸溶液 0.3mL、

750µmol/L 氮蓝四 唑溶 液 0.3mL、 100µmol/L 

EDTA-Na2溶液0.3mL、20µmol/L核黄素溶液0.3mL,

充分摇匀,反应 20min后,测定其在 560nm处的吸光

度.采用钼酸铵可见光法
[34]

测定 CAT 活性,在 1mL

粗酶液中依次加入 65µmol/mL的 H2O2溶液 1mL、

32.4mol/L 的钼酸铵溶液 1mL,充分混匀 ,再加入

0.05mol/L 的磷酸盐缓冲液 1mL,充分摇匀在室温下

放置 10min,测定其在 405nm 处的吸光度.采用硫代

巴比妥酸(TBA)法
[35]

测定MDA含量,在 2mL粗酶液

中加入 0.05mol/L的磷酸盐缓冲液 2mL和 0.6%的硫

代巴比妥酸溶液 2mL,充分摇匀 ,沸水浴中煮沸

15min,迅速冷却后 3500r/min 离心 10min,在 450、

532、600nm处读取其吸光度值. 

1.4  气相色谱-质谱联用仪测定染料降解中间产物 

采 用 气 相 色 谱 - 质 谱 联 用 仪 (GCMS- 

QP2010Ultra;日本岛津公司)检测结晶紫与藏红 T的

降解中间产物,将柱温从 60℃(保持 3min)升温至

280℃(保持 2min),升温速率为 5℃/min;进样口温度

为 250℃,进样量为 1.0μL,载气为氦气. 

2  结果与讨论 

2.1  降解中间产物的生物毒性分析 

根据课题组前期研究表明,经过 Fe
0
/H2O2 体系

处理后,染料废水中大分子物质被降解
[36]

.为了研究

染料降解产物对生态环境的影响,采用 EPI Suite 软

件对鱼类、水蚤、绿藻的急性毒性和慢性毒性进行

预测
[37]

,评估结果以全球统一分类和标签系统的毒

性评估等级作参比标准.Fe
0
/H2O2 体系降解结晶紫
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与藏红 T过程中产生的中间产物对鱼类、水蚤和绿

藻的急性毒性和慢性毒性预测结果,如图 1和表 2所

示.从表 2可以看出,产物 4、6、15对鱼类、水蚤和

绿藻的急性毒性和慢性毒性均为无害,其他产物均

有害或有毒.由图 1(a)可知,结晶紫在水中的急性毒

性对鱼类、水蚤和绿藻都是剧毒,藏红 T在水中的急

性毒性对鱼类有害,对水蚤和鱼类有毒.经过 Fe
0
/ 

H2O2 体系对染料废水处理后,中间产物对鱼类和水

蚤的毒性明显降低.由图 1(b)可知,结晶紫在水体中

的慢性毒性对鱼类和水蚤产生剧毒,对绿藻有毒,藏

红 T 在水中的慢性毒性对鱼类、水蚤、绿藻有毒.

结晶紫与藏红 T降解的中间产物对鱼类、水蚤、绿

藻的毒性明显降低,最终可转化为无害产物 4、6、

15.当 Fe
0
/H2O2体系处理染料废水后,染料分子结构

在降解过程中被破坏,由大分子有毒物质转变为小

分子物质,染料废水对小球藻的毒性大大降低. 

   
(a)急性毒性 

   

(b)慢性毒性 

图 1  降解中间产物对鱼类、水蚤、绿藻的急性毒性和慢性毒性 

Fig.1  Acute and chronic toxicity of degradation intermediate products to fish, daphnia and green algae 

(a)急性毒性中: <1为剧毒,1~10为有毒,10~100为有害,>100为无害  (b)慢性毒性中: <0.1为剧毒,0.1~1为有毒,1~10为有害,>10为无害 

图中横坐标“-1”代表结晶紫,“0”代表藏红 T,“1~15”代表染料降解的中间产物,对应表 2中产物“1~15” 

表 2  降解产物的毒性评估参数 

Table 2  Toxicity assessment parameters of degradation products 

急性毒性(mg/L) 慢性毒性(Chv,mg/L) 

产物 分子结构 m/z 鱼类 

96h-LC50 

水蚤 

48h-LC50 

绿藻 

96h-EC50 
鱼类 水蚤 绿藻 

结晶紫 

CH3

N

H3C

CH3

N

CH3

N

CH3H3C  

373.5 0.10 0.08 0.26 0.01 0.02 0.15 

藏红 T 

N

N NH2H2N

H3C CH3

Cl

 

315 21.60 4.50 12.69 0.58 0.60 0.59 

1 
 

94 38.35 9.29 44.82 3.61 1.77 21.19 
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续表 2 

急性毒性(mg/L) 慢性毒性(Chv,mg/L) 

产物 分子结构 m/z 鱼类 

96h-LC50 

水蚤 

48h-LC50 

绿藻 

96h-EC50 
鱼类 水蚤 绿藻 

2 
 

93 58.45 0.68 1.76 0.32 0.02 2.93 

3 

 

287 28.69 2.04 2.89 0.15 0.03 5.39 

4 

 

166 7.14×105 2.77×105 42408.42 44454.88 9308.12 4740.39 

5 

 

142.5 334.67 1.06 4.23 1.92 0.06 6.50 

6 

 

165 1218.68 695.31 528.32 119.80 68.72 139.84 

7 

 

184 34.82 1.32 2.31 0.19 0.03 4.14 

8 

 

137 75.72 16.98 83.32 6.94 3.24 39.47 

9  134.5 14.78 157.76 118.01 0.91 14.24 22.06 

10  112.5 24.74 14.90 14.16 2.59 1.71 4.23 

11 

 

137 1040.96 10.03 27.63 5.80 0.34 45.50 

12 

 

109 259.74 0.81 3.25 1.49 0.04 4.99 

13 

 

121 69.96 40.35 32.08 6.97 4.11 8.70 

14 

 

268 9.86 6.43 8.51 1.14 0.92 3.03 

15  72 14859.62 7306.54 3002.01 1225.72 477.40 570.61 

注:LC50 <1为剧毒,1<LC50 <10为有毒,10<LC50 <100为有害,LC50 >100为无害  Chv<0.1为剧毒,0.1<Chv <1为有毒,1<Chv <10为有害,Chv >10为无害. 

2.2  小球藻的生长率和抑制率 

进水、出水中小球藻的生长率,如图 2(a)所示.

利用进水培养小球藻 24h 后,小球藻的生长率为

15.1%,当培养时间从 48h提高至 96h时,小球藻的生

长率从 9.5%下降至 5.2%;随着培养时间的增加,小

球藻的生长率逐渐下降,小球藻的生长受到明显抑

制.利用出水培养小球藻 24h 至 48h 后,小球藻的生

长率从 26.7%上升至 33.8%,当培养时间从 72h提高

至 96h 后,小球藻的生长率从 51.4%下降至 43.5%,

小球藻生长在初期得到短暂的促进,但是随着处理

时间增加,小球藻的生长率逐渐缓慢下降.这是因为

染料胁迫超过了藻细胞的耐受极限,致使藻细胞的

膜脂质发生过氧化反应,破坏了细胞膜和细胞器膜

的完整性,使小球藻生理功能受到影响,甚至导致细

胞死亡
[38]

. 

进水、出水中小球藻的抑制率,如图 2(b)所示.

利用进水培养小球藻 24h 后,小球藻的抑制率为

52.5%,当培养时间从 48h提高至 96h时,小球藻的抑

制率从 68.1%上升至 71.9%;随着培养时间的增加,

小球藻的抑制率逐渐上升,进水对小球藻的生长表

现出极高的抑制作用.利用出水培养小球藻 24h 后,

小球藻的抑制率为 37.6%,当培养时间从 48h提高至

96h 后,小球藻的抑制率从 29.5%下降至-6.4%,抑制

率的数值由正值变为负值,表明对小球藻的生长由

抑制变为促进.这主要因为这一浓度范围内染料的

胁迫激活了藻细胞生理生化反应过程中酶的活性,

同时藻细胞通过自身调节产生抗性物质将染料部

分降解,或者将其作为营养源吸收代谢
[39]

.进水组抑

制率在 48h降至-10%,同期生长率仍保持 60%,与处

理初期诱导的应激保护机制有关.据文献报道,污染
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物短期暴露可激活抗氧化酶(如 SOD),暂时维持细

胞稳态,但长期暴露会导致能量耗竭(96h 生长率降

至 20%)
[40]

.此现象表明,抑制率反映即时毒性效应,

而生长率体现累积损伤,这就导致了生长率和抑制

率规律不一致. 

 
(a)生长率 

 
(b)抑制率 

图 2  进、出水组小球藻生长率和抑制率的变化 

Fig.2  The changes of growth and inhibition rate of C.vulgaris 

of influent and effluent 

2.3  藻细胞生理生化特性分析 

2.3.1  光合作用指标变化  叶绿素a是叶绿素中的

重要组成部分,叶绿素 a 的含量可以直接反映藻细

胞的光合作用效率
[41]

.小球藻在对照组、进水组及出

水组中的叶绿素含量变化,如图 3 所示.随着反应时

间从 24h增加至 72h,进水组小球藻的叶绿素 a含量

从 2.97mg/L 升高至 3.52mg/L,叶绿素 b 含量从

1.04mg/L 升高至 1.55mg/L,类胡萝卜素含量从

21.05mg/L 升高至 27.52mg/L;当反应时间在 72h 到

96h 时,小球藻的叶绿素 a 含量从 3.52mg/L 降低至

3.18mg/L,叶绿素 b 含量从 1.55mg/L 升高至

1.85mg/L,类胡萝卜素含量从 27.52mg/L 升高至

29.71mg/L.由于染料吸附在藻细胞表面,影响藻类的

光合作用,从而抑制叶绿素 a 的生成;小球藻受到进

水染料的胁迫作用,细胞产生过量的活性氧(ROS),

激活小球藻的自我保护功能,对抗进水染料引起机

体氧化损伤,生成大量叶绿素 b 和类胡萝卜素
[42-43]

.

随着反应时间延长,出水中小球藻的叶绿素 a 含量

缓慢增加,叶绿素 b 和类胡萝卜素含量缓慢减少;当

反应 96h后,与进水组相比,出水组小球藻的叶绿素 a

含量升高 22.01%,叶绿素 b 和类胡萝卜素含量分别

降低 12.97%和 16.02%.这表明进水组显著抑制了小

球藻叶绿素的生成,而出水组轻微促进了叶绿素的

合成,染料通过抑制叶绿体中蛋白质的合成,间接影

响小球藻的光合作用、细胞增殖和生长
[44]

. 

2.3.2  多糖及蛋白质含量变化  对照组、进水组及

出水组中的小球藻蛋白质含量变化,如图 4(a)所示.

当反应时间从 24h增加至 96h后,对照组中小球藻的

蛋白质含量从 2.95mg/mL 增加至 3.72mg/mL,进水

组中小球藻的蛋白质含量从 2.71mg/mL 下降至

2.15mg/mL,出水组小球藻的蛋白质含量从 2.24mg/ 

mL 上升至 3.28mg/mL.对照组中,随反应时间延长,

小球藻的蛋白质含量显著增加,进水组蛋白质含量

逐渐降低,出水组蛋白质含量呈缓慢上升趋势.进

水、出水组小球藻的蛋白质含量均低于对照组,这表

明藻细胞的正常生理活动受到不同程度的影响.对

照组正常生长的小球藻含有丰富的蛋白质,然而进

水组中小球藻受到染料的胁迫,藻细胞受到严重损

伤,细胞结构和功能遭到破坏,细胞内活性物质减少,

从而使蛋白质合成途径受到影响,导致蛋白质含量

降低
[45]

.随反应时间延长,小球藻逐渐适应了出水组

的环境,在稳定的状态下,蛋白质的分解速率低于合

成速率,导致净积累,从而使蛋白质含量上升,有利于

细胞维持正常代谢,促进小球藻恢复生长. 

对照组、进水组及出水组中小球藻的多糖含量

变化,如图 4(b)所示.当反应时间从 24h 增加至 96h

后,对照组中小球藻的多糖含量从 0.24mg/mL 降低

至 0.16mg/mL,进水组小球藻的多糖含量从 0.18mg/ 

mL 降低至 0.11mg/mL,出水组小球藻的多糖含量从

0.22mg/mL 降低至 0.14mg/mL.随着反应时间延长,

对照组、进水组及出水组中小球藻的多糖含量逐渐

降低.这表明藻细胞受到染料胁迫时,细胞结构和功
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能遭到破坏,藻细胞内碳、氮、磷等物质外泄进入出

水中,导致出水污染物浓度增大,影响多糖的合成,多

糖含量降低
[46]

.多糖(如糖原)是藻细胞内重要的能

量储存形式,在外界营养输入不足的情况下,藻细胞

会分解多糖以获取能量维持正常代谢,从而导致多

糖含量下降. 

   
(a)叶绿素 a (b)叶绿素 b (c)类胡萝卜素 

图 3  进、出水组小球藻光合作用指标变化 

Fig.3  The changes of photosynthetic index of C.vulgaris of influent and effluent 

 
(a)蛋白质 

 
(b)多糖 

图 4  进、出水组蛋白质与多糖含量变化 

Fig.4  The changes of protein and polysaccharide content of 

influent and effluent 

2.3.3  抗氧化系统分析  SOD 是生物体防御氧化

损伤中重要的抗氧化酶,可参与清除细胞内活性氧,

保护细胞不被氧化损伤
[47]

.它主要催化细胞内的超

氧自由基 O2
•—

,使其转变为细胞毒性相对较低的

H2O2,如式(7)所示,在细胞的抗氧化保护机制中起主

要作用
[48]

.小球藻在进水组和出水组的 SOD活性变

化,如图 5(a)所示.进水组小球藻的 SOD活性显著升

高,在反应 72h后,SOD活性达到最高;随着反应时间

继续延长,SOD活性呈下降趋势,但仍高于对照组;出

水组 SOD活性先升高后降低,表明小球藻 SOD对染

料废水中的污染物产生应激反应,从而激活 SOD 活

性,以维持细胞功能,增强藻细胞的自我保护机制,

清除细胞机体产生过多的自由基,SOD 活性相对增

强
[49]

.由于出水组的染料导致藻细胞内毒性物质过

量累积,从而破坏了生物体的抗氧化防御系统,造成

藻细胞结构和功能的损伤,SOD活性缓慢降低. 

 
—

SOD

2 2 2 2
2O 2H H O O

+

+ ⎯⎯⎯→ +

i

 (7)
 

CAT 作为一种常见的抗氧化酶普遍存在于藻

细胞中,生物体内的H2O2通过CAT酶的催化作用被

分解为 H2O 和 O2
[50]

,避免 H2O2在体内积累,从而阻

断细胞的过氧化反应,保护藻细胞免受损伤.对照

组、进水组和出水组小球藻的 CAT 活性,如图 5(b)

所示.随着反应时间的延长,对照组中 CAT活性逐渐

升高,进水、出水中 CAT 活性呈先升高后降低的趋

势,表明小球藻受到染料废水中污染物的刺激后,产

生一定的应激反应,从而激活 CAT 活性对抗应激反

应带来的氧化伤害
[51]

.随着反应时间的延长,CAT 活

性受到抑制,自由基产生和消除之间的平衡被破坏,

使小球藻体内积累过多的自由基,对藻细胞造成伤

害.与进水组相比,出水组小球藻的SOD和CAT活性
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分别升高 15.13%和 12.5%.SOD 和 CAT 共同作用,

建立起生物体对活性氧物质的应激防御机制.SOD

和 CAT 活性变化趋势保持一致,当藻细胞受到氧化

伤害时,激活抗氧化防御机制,通过SOD和CAT活性

升高来消除染料带来的氧化伤害. 

当抗氧化防御系统不能有效清除外界有毒物

质刺激下细胞产生的有害物质时,就会打破细胞抗

氧化系统平衡,导致细胞脂质氧化
[52]

.MDA 是细胞

膜脂质过氧化的产物,反映环境胁迫下膜系统氧化

损伤的程度
[53]

.对照组、进水组和出水组小球藻的

MDA 含量,如图 5(c)所示.随着反应时间延长,对照

组 MDA 含量无明显变化,细胞处于正常生理代谢

状态;当反应时间从 24h增加至 96h后,进水组中小

球藻的 MDA 含量逐渐升高,从 2.15nmol/mg 升高

至 3.45nmol/mg;当过量的自由基在细胞内积累时,

细胞发生脂质过氧化反应,导致氧化损伤,产生大

量副产物 MDA.染料废水中的污染物造成小球藻

细胞内活性氧清除系统逐渐失去作用,不能有效地

建立活性氧平衡,最终小球藻自身抗氧化系统无法

清除污染物产生的活性氧自由基,MDA 含量急剧

上升,藻细胞受到氧化损伤
[54]

.随着反应时间延长,

出水组 MDA含量逐渐降低,当反应 96h后,与进水

组相比,出水组小球藻的MDA含量降低了 23.97%.

这是由于藻细胞功能受损,与脂质过氧化作用相关

的酶被分解,导致细胞膜的结构遭到破坏,MDA 含

量减少. 

   
(a)SOD (b)CAT (c)MDA 

图 5  进、出水组 SOD活性、CAT活性及MDA含量对比 

Fig.5  Comparison of SOD activity、CAT activity and MDA content of influent and effluent 

综上所述,结晶紫与藏红T 浓度高、色度大且不透

光,一方面染料吸附在藻细胞表面,减少藻类在光合过

程中的光吸收,抑制藻细胞正常生长;另一方面染料与

藻细胞相互作用,破坏藻细胞的细胞壁及叶绿体结

构 ,诱导藻细胞的叶绿体结构中产生大量活性氧

ROS,致使藻细胞发生氧化损伤并降低细胞质内囊

体膜中 PS II活性,引起光合色素含量(如叶绿素 a、

叶绿素 b 和类胡萝卜素等)的变化以维持机体氧化

平衡[55]
.在正常条件下,机体产生的活性氧ROS含量

低,可被机体的抗氧化系统有效地清除,ROS 产生速

率和抗氧化系统的运作处于动态平衡,以避免机体

损伤.当机体受到超过其抗氧化系统能力的环境胁

迫时,机体代谢过程中产生的过量 ROS 无法消除,从

而导致膜脂质过氧化和光合器官损伤[56]
.结晶紫与

藏红 T染料对小球藻生物毒性变化的影响如图 6 所

示.小球藻在结晶紫与藏红 T 染料的胁迫下,自身抗

氧化系统无法完全清除污染物产生的自由基,致使

藻细胞受到氧化损伤,从而表现为藻细胞生长受到

抑制,叶绿素 a含量、蛋白质和多糖含量下降,SOD、

CAT活性升高,ROS、MDA含量上升. 

 

图 6  结晶紫与藏红 T染料对小球藻生物毒性变化的影响 

Fig.6  The impact of crystal violet and saffron T dye on 

changes of biotoxicity to C.vulgaris 
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3  结论 

3.1  通过进水、出水中小球藻的生长率和抑制率变

化可知,随反应时间增加,进水中小球藻的生长率逐

渐下降,小球藻生长受到明显抑制,出水中小球藻生

长在初期得到短暂的促进,但是随着反应时间增加,

小球藻生长率逐步下降;进水中小球藻的抑制率逐

渐上升,进水对小球藻的生长表现出极高的抑制作

用,出水中小球藻抑制率由正值变为负值,出水对小

球藻的生长由抑制变为促进. 

3.2  与进水组相比,出水组小球藻的叶绿素 a 含量

升高 22.01%,叶绿素 b 和类胡萝卜素含量分别降低

12.97%和 16.02%.出水组小球藻的SOD活性和CAT

活性升高 15.13%和 12.5%,MDA 含量降低 23.97%.

随着反应时间延长,出水组蛋白质含量呈现小幅度

上升趋势;出水组多糖含量呈降低趋势. 

3.3  通过 EPI Suite 软件进行藻类毒性预测可知,结

晶紫与藏红 T降解的中间产物对鱼类、水蚤、绿藻

的毒性明显降低,最终可转化为毒性更小的小分子

物质和无害产物.经过 Fe
0
/H2O2工艺处理后,染料分

子结构在降解过程中被破坏,染料废水对小球藻的

毒性大大降低. 
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