
第 *" 卷第 % 期
’("( 年 % 月

环!!境!!科!!学
+,-./0,1+,23456.+,6+

-7;B*"$,7B%
C>8B$’("(

电氧化杀藻过程中藻细胞活性变化的研究
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摘要!由 2AP/>0’ 棒为阳极*不锈钢管为阴极组成电氧化管式反应装置$采用 226D脱氢酶活性和中性红染色的活性测定方法$

研究了电氧化杀藻中藻活性 变 化 以 及 影 响 因 素B结 果 显 示$在 & F3PMF’ 下 处 理 *( FA8 后$以 藻 细 胞 密 度 计 的 杀 藻 率 仅 为

E)h$而此时 226D脱氢酶活性下降了 #Eh$中性红染色率为 "((h$藻 细 胞 已 无 法 再 生 长$已 全 部 失 活$表 明 活 性 指 标 比 细 胞

密度更能准确反映杀藻处理效果B电解 液 种 类 对 杀 藻 存 在 明 显 影 响$常 用 电 解 液 ,G’50E 和 ,G,0* 的 杀 藻 效 果 相 近$,G’50E
浓度对杀藻效果影响不大B但当电解液中含有 (‘" FF7;P4,G6;时$杀藻效果明显提高$) FA8 后的脱氢酶下降了 &$h$中性红

染色率达到 &’hB藻样初始浓度对杀藻效果影响较大$细胞密度增大$杀藻 效 果 急 剧 下 降$以 天 然 水 为 电 解 液$细 胞 密 度 达 到

水华时的 E‘E t"($ 个P4$只需处理 " FA8 可将藻细胞全部灭活B
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!!水体中藻类的大量繁殖不仅使水体水质状况恶

化$而且对饮用水的处理和安全也带来影响B具有鞭

毛的藻细胞易穿透絮凝体$从而破坏絮凝过程$导致

出水存在藻细胞’藻细胞在滤床中的生长又会导致

滤床产生堵塞’部分藻类在代谢过程中或死亡后释

放出的藻毒素$对生物体造成毒性和危害’所分泌的

嗅味物质导致饮用水出现异味B由于存在这些问题$

饮用水处理中不能忽视藻类的影响B

电化学氧化法在消毒方面表现了很好的杀菌效

果$可以杀死多种微生物$如大肠杆菌*军团菌和绿

脓杆菌等 +" g*, $所以不仅用于 废 水 排 放 前 的 消 毒 处

理 +E, $也可以 运 用 于 饮 用 水 的 消 毒 +),B但 电 氧 化 在

杀藻方面的研究较少$有研究采用 2AP/>0’ 电极杀

藻表明$电氧化也具有很好的杀藻效果 +%$$,B电氧化

法不仅杀菌灭藻效率高$而且还能去除水中的溴化

物和三卤甲烷 +&, $表现出运行管理简单*安全*可靠

的特点B
在电氧化杀藻的研究过程中$通常使用藻细胞

密度这个生物量指标来表明杀藻效果$但这个指标

并不能准确反映杀藻效果$与杀菌不同$电氧化处理

后的细菌数量下降很大$有时能下降几个数量级$但

藻细胞密度下降的数量级并不大$水样中仍存在大

量细胞$这些细胞是否具有活性$只有通过再次培养

才能确定$而再培养所需要的时间较长B本研究通过



% 期 梁文艳等!电氧化杀藻过程中藻细胞活性变化的研究

测定电氧化处理过程中藻细胞活性的变化来表达处

理效果$所选用的活性指标为 226D脱氢酶活性和中

性红染色率$并通过藻细胞活性研究电解质和藻液

初始浓度对电氧化的杀藻影响$分析电氧化的杀藻

机制B

MN材料与方法

MBM!实验装置

电氧化杀藻装置如图 " 所示$阴极为不锈钢管$
内径为 ’( FF$阳极为 2AP/>0’ 棒$两极间距为 $‘)
FF$阴极区和阳极区没有分隔$所组成电 化 学 反 应

器容积为 %) MF*B电源为 *( -P) 3直流电源$外接

电流表显示精度为 " F3B

图 MN电化学氧化法杀藻实验

=AVB"!+;@M9L7M:@FAMG;7JA?G9A78 N<N9@FS7LG;VG;A8GM9ATG9A78

MBP!藻的培养

铜 绿 微 囊 藻 ";.8,#875’.5!&,43.+#5!$ =36]U
#()#购自中国科学院武汉水生生物研究所$藻体为

球状$属于蓝 绿 藻"也 称 蓝 细 菌#$是 引 起 水 华 的 常

见藻 种B将 藻 细 胞 接 种 于 13培 养 基 中$于 *(x*
’ ((( ;J和 "E :r"( :"4rX#光暗条件下培养$培养

至稳定期后开始实验B
MBQ!226D脱氢酶活性的测试

称取 (‘’ V氯 化 三 苯 基 四 氮 唑"226#溶 于 "((
F4三羟 基 甲 基 氨 基 甲 烷 "2LAN#D]6;缓 冲 溶 液 中$
O]为 $‘)$棕色试剂瓶保存$" 周内用完B

取藻样 E F4$离心$并用蒸馏水清洗 ’ 次$加入

(‘’h 226溶液 ) F4$置 于 *)x恒 温 振 荡 器 中$在

"(( LPFA8下振荡培养 & :B培养后的藻样离心$并用

蒸馏水清洗 ’ 次$于离心后的细胞沉淀中加入 )(h

乙醇 ) F4$在室温下放置 *( FA8B然后加入 * F4正

己烷$用旋涡混合器处理 " FA8$静置提取反应产物

三苯基甲"2W=#$测定正己烷萃取液在 E&) 8F下

的吸光度值 $E&)B

MBS!中性红染色

称取 (‘) V中性红粉末溶于 )( F4/A8V@L溶液

中$配成 "h中 性 红 溶 液B使 用 时 用 /A8V@L溶 液 将

"h中性红溶液稀释至 (‘(’hB
取藻样 E F4$离 心$加 入 E F4中 性 红 溶 液$摇

匀$ 染 色 ") FA8 时 间 后$ 用 显 微 镜 "0;<FO>N$
U_)"2=#进 行 观 测$用 66X显 微 摄 影 系 统 "大 恒$
X]D]-’((’Y6#拍摄染色情况$并计数B每个样品记

数 ’( 个视野$死亡细胞会被中性红染成红色$染色

率为染色细胞占总细胞数的百分比B
MBU!细胞计数

藻细胞密度采用 (‘" F4浮游植物计数板进行

计数$计算公式为!

OD $
AM6

-?
*
-K

式中$O为每升水样中藻细胞的个数’$为计数框面

积"FF’#’A为一个视野的面积"FF’ #’6为计数时

的视野数"个#’?为 "4水浓缩后体积"F4#’*为计

数框的容积"F4#’K为每片所测藻类数B
MB!!实验操作

将培养至对数增长期的藻细胞悬液离心$去除

培养基$用 ’‘) FF7;P4,G’50E 电 解 液 配 制 藻 液 至

细胞密度为 E t"(# g% t"(# 个P4$水样置于杀藻系

统中进行处理B在电流密度为 & F3PMF’ 下$处理一

定时间后$测定样品的藻细胞密度和 226D脱氢酶活

性$并对藻细胞进行中性红染色B通过改变电解液种

类*电解液浓度*初始藻样浓度等条件研究这些条件

对电氧化杀藻的影响B对照样为接种于一定电解液

中而不 进 行 电 氧 化 处 理 的 藻 样B所 有 实 验 均 重 复

* 次B
MBR!扫描电镜"5+1#对藻细胞形貌的观测

藻样离心 后$先 用 ’h戊 二 醛 固 定 E :$用 (‘"
F7;P4O]s$‘( 磷酸钠缓冲溶液冲洗 E :’再用 "h
锇酸固定 ’ gE :$用同样的磷酸缓冲液清洗 " :B用

浓度从 *(h g"((h的 乙 醇 溶 液 逐 级 脱 水$使 用 乙

酸异戊脂进行 ’ 次置换B样品在二氧化碳临界点干

燥后$进行离 子 溅 射 镀 金B最 后 用 扫 描 电 子 显 微 镜

"5D)$($日本日立公司#观察照相B

PN结果与讨论

PBM!电氧化处理中藻细胞活性与细胞密度的变化

脱氢酶能酶促脱氢反应$即酶促有机物质脱氢B
有机物脱氢是细胞能量代谢的关键$在反应中传递

给氧的氢越多$说明脱氢酶活性越高B由于脱氢酶只

)%E"
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有活细胞体才能产生$因此$常用脱氢酶活性表达细

胞体 的 活 性B在 226D脱 氢 酶 活 性 测 定 中$ 无 色 的

226作为人为受氢体$与活细胞接触$被还原生成红

色的三苯基甲"2W=#B通过测定 2W=产生量$可判

定脱氢酶活性水平的高低B226D脱氢酶法最早运用

于植物种子活性的鉴定$后来逐步用于植物的根系*
茎叶和花粉等部位的活性检测 +# g"",B在藻活性研究

方面$6:G8V等 +"’, 用 226D脱氢酶法测定过大型海藻

带石莼 "P(=! /!58.!’!# 在 不 同 盐 度 环 境 下 的 活 力

状况B
在细胞中性红染色中$当细胞失去活性并死亡

后$中性红会进入细胞中并充满整个细胞B因此$中

性红染色常用于细胞活性的检测$即可用在动物体

活性的检测上 +"*, $也可以用在植物细胞活性的鉴定

上 +"E,B细胞被中 性 红 染 色 后$不 仅 说 明 细 胞 已 经 死

亡$而且也说明细胞的细胞膜或细胞壁已被破坏B
采用以上 ’ 种细胞活性的检测方法$对电氧化

杀藻细胞过程中藻细胞活性的变化进行了研究$结

果如图 ’ gE 所示B从图 ’ 中可以看出$在电氧化处

理过程 中$2W=产 生 的 吸 光 度 值 $E&) 随 着 处 理 时 间

不断下降B初始藻液的 $E&)为 "‘"*$处理 "( FA8 后$
下降至 (‘*$$处 理 *( FA8 后$下 降 至 (‘($$降 低 了

#Eh$正己烷提取液颜色已不是红色$而是藻细胞色

素所带来的背景黄色B根据脱氢酶活性测定原理$处

理 *( FA8 后$藻细胞已完全失去了活性B从 图 * 中

也可以看出$当电氧化处理 "( FA8 后$藻细 胞 中 性

红染色 率 达 到 #(h$处 理 *( FA8 后$染 色 率 达 到

"((h$说明此时藻细胞已全部死亡B从图 ’ 还 可 以

看出$随着时间的延长$对照样的藻细胞活性也在逐

步降 低$ 说 明 藻 细 胞 脱 离 所 生 长 的 培 养 基 后$ 在

,G’50E 电解液中$细胞活性受到了电解液的影响B

图 PN电氧化中藻细胞脱氢酶活性的变化

=AVB’!-GLAG9A78 7SG;VG;?@:<?L7V@8GN@GM9ATA9<A8 9:@

@;@M9L7M:@FAMG;A8GM9ATG9A78

图 QN电氧化下藻细胞染色率的变化

=AVB*!-GLAG9A78 7S8@>9LG;L@? N9GA8A8VA8 9:@

@;@M9L7M:@FAMG;A8GM9ATG9A78

但图 E 却 显 示$处 理 "( FA8 后 的 细 胞 密 度 从

%‘E t"(# 个P4下 降 至 E‘* t"(# 个P4$处 理 *( FA8
后也只下降至 *‘) t"(# 个P4$如果以细胞密度的减

少作为电氧化杀藻效果的评价指标$处理 *( FA8 后

的杀藻率为 E)h$这 与 细 胞 活 性 结 果 不 一 致B将 处

理 *( FA8 后的藻样浓缩后接种于 13培养基中$培

养 $ ? 后发现藻细胞没有任何生长$溶液也是黄色$
说明藻细胞确实已全部死亡B在电氧化杀菌中$细菌

数量的下降是以数量级进行计算$有时可以高达到

% 个数量级 +E,B但是在电氧化杀藻中$如果想达到藻

细胞下降几个数量级$需要处理非常长的时间$而此

时$细胞早已失去活性$所以用细胞密度来评价杀藻

效果并不非常准确$而藻细胞脱氢酶活性和中性红

染色率更能准确反映出处理过程中藻的活性状态$
并说明杀藻效果B

图 SN电氧化下藻细胞密度的变化

=AVBE!-GLAG9A78 7SG;VG;M@;;?@8NA9<A8 9:@9L@G9F@89

PBP!电解质种类对电氧化杀藻的影响

从前面结果可以看出$当藻细胞接种于 ,G’50E

%%E"
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电解液中后$细胞脱氢酶活性有所下降$表明电解液

对藻细胞活性存在影响B为了解电解液对电氧化杀

藻的影响$选择了常用的电解液进行研究$结果见图

) 和图 %B从 图 ) 可 以 看 出$’‘) FF7;P4,G’50E 和

’‘) FF7;P4,G,0* 对电氧化杀藻效果影响不大$但

当 ,G’50E 溶液中含有 (‘" FF7;P4,G6;后$电氧化

杀藻效果急 剧 提 高$只 需 处 理 ) FA8$$E&) 就 下 降 到

(‘"#B当藻细胞接种于含氯化物 ’‘’ FF7;P4的天然

水中时$电氧化的杀藻效果最好$) FA8 后的 $E&) 下

降至 (‘(*B对 于 控 制 样$ 藻 细 胞 接 种 于 电 解 液

,G’50E*,G,0* 和 ,G’50E a ,G6;时$*( FA8 后 的

$E&)下降了 (‘’ g(‘*$而藻细胞接种于天然水中$脱

氢酶活性反而有所上升$增加了 (‘*$这是由于天然

水的组成中含有藻细胞生长所需的物质和各种微量

元素$所以藻细胞活性不仅没有受到影响$反而有所

增加$同时也说明电氧化处理中藻细胞脱氢酶活性

的降低完全是由于电氧化的作用所致B从图 % 可以

看出$中性红染色的结果与脱氢酶活性变化的结果

相似$当 ,G’50E 电解液中含有 ,G6;时$中性红染色

率大大提高$) FA8 后的染色率达到 &’h$使用天然

水做电解液时$) FA8 后的染色率达到 #%hB

图 UN不同电解质对脱氢酶活性的影响
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PBQ!电解质浓度对电氧化杀藻的影响

图 $ 为 ,G’50E 电解质浓度对电氧化杀藻效果

的影响$结果显示$电解液浓度对杀藻效果存在一定

的影响$但当电解液浓度上升至 "( FF7;P4以上$电

解液的浓度对杀藻效果影响很小B对于控制样$不同

浓度电解质条件下的中性红染色率变化很小$但是

脱氢酶活性却有所变化$随电解质浓度升高而降低$

但当电解质浓 度 升 高 至 "( FF7;P4时$脱 氢 酶 活 性

图 !N不同电解质对中性红染色率的影响
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图 RN电解质浓度对电氧化杀藻效果的影响
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不再下降B由于酶活性对环境变化非常敏感$所以比

中性红染色率更能反映出藻细胞活性的细微变化B
电氧化消毒的机制主要包括 ’ 个方面$一个是

电极表面的直接氧化作用$即细胞与电极直接接触

而发生的细胞与电极之间的电子交换$导致细胞失

去活性’另一个是电化学反应过程中产生的氧化性

物质$如自由氯*二氧化氯*双氧水*臭氧和其他寿命

很短的自由 基 等 起 的 作 用 +’,B可 以 看 出$溶 液 中 的

氯化物$即使只有 (B"FF7;P4$也能极大地提高电氧

化杀藻效果B氯化物是自然水体中常见的物质$即使

在普 通 的 石 墨 电 极 下 了 也 能 生 成 自 由 氯 和 活 性

氯 +"), $而且研究也发现电氧化氯消毒比普通氯消毒

的效果要好 "(h g’(h +",B硫 酸 盐*碳 酸 盐 和 磷 酸

盐会在电化学反应中生成过氧化物$也可以起到氧

化消毒作用 +), $但 从 本 研 究 中 可 以 看 出$虽 然 溶 液

中硫酸盐浓度不断增加$但杀藻效果并没有随之增

大$说明生成的过硫酸盐的消毒能力有限$当溶液中

不含氯化物时$此时的杀藻效果主要源于电氧化中

$%E"
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生成的自由基和其他氧化性物质$研究表明$以 2AP
/>0’ 作为阳极能够产生大量的自由基 +"%,B
PBS!藻液初始浓度对电氧化杀藻的影响

一般 认 为 水 体 中 藻 的 细 胞 密 度 达 到 "($ 个P4
时$是水华出现的阈值$水华暴发时局部区域细胞密

度可高达 "(& g"(# 个P4B为了解初始藻样细胞密度

对电氧化处理效果的影 响$将 E‘E t"($ g*‘’ t"(#

个P4的 $ 个 藻 样 配 置 于 天 然 水 中$ 电 氧 化 处 理

"FA8$然后测定脱氢酶活性降低率和中性红染色率B
脱氢酶活性降低率是指处理后藻样的脱氢酶活性相

比处理前所降低的百分比例B
结果如图 & 所示$中性红染色率和脱氢酶活性

降低率的变化趋势非常相似$当初始藻细胞密度升

高后$电氧化杀藻效果急剧下降B当初始细胞密度为

E‘E t"($ 个P4时$脱氢酶活性降低率和中性红染色

率分别为 $%h和 #&h$说明绝大部分藻细胞已完成

被灭活B在细胞密 度 i$‘E t"(& 个P4时$电 氧 化 都

能获得较 好 地 杀 藻 效 果$中 性 红 染 色 率 在 %Eh以

上$脱氢酶降低 率 在 %&h以 上$但 当 细 胞 密 度 增 大

到 "‘& t"(# 个P4时$杀藻效果明显降低$脱氢酶降

低率和中性红染色率分别为 *#h和 ’&hB实验结果

表明初始藻细胞密度对电氧化杀藻影响较大$不过

当水中藻细胞密度处于水华的 "($ 个P4时$电氧化

可以在短时间内取得很好的杀藻效果B

图 VN初始藻细胞密度对电氧化杀藻的影响
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PBU!电氧化处理前后藻细胞 5+1形貌观察

采用 5+1$对 ’B" 中 在 ’‘) FF7;P4,G’50E 电

解液中处理前后的藻样进行形貌观察B结果如 图 #
所示B可以看出$处理前的藻细胞饱满$细胞壁完整$
细胞外有一些细胞分泌物$由于所培养藻样不是很

纯$其中还杂有少量细菌B处理 "( FA8 后$藻细胞已

出现明显破损$虽然有的细胞膜或细胞壁还保留着$
但细胞内的物质已经流失$正因为细胞的破损$才使

中性红染色剂能进入细胞并充满整个细胞B处理 *(
FA8 后$藻细胞破损非常严重$有的细胞已经破裂成

为碎片$由此说明电氧化破坏了藻细胞的外形和结

构$这是导致藻细胞失去活性并死亡的重要原因B

图 WN电氧化处理前后藻细胞的 "/K 图
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QN结论

""# 在杀藻研究中$藻细胞活性指标比藻细胞

密度生物量的指标更能准确反映出杀藻效果B藻细

胞 226D脱氢酶活 性 和 中 性 红 染 色 率 这 ’ 个 活 性 检

测指标均能很好地用于电氧化杀藻效果的评价B

"’# 电氧化杀藻中$电解液种类对杀藻影响较

大$当水中含 有 少 量 氯 化 物 时$能 迅 速 将 藻 细 胞 灭

活B对于含有 氯 化 物 的 天 然 水 样$无 需 加 入 其 他 物

质$就可以将藻细胞全部杀死B硫酸钠作为电解质$
其浓度对杀藻效果影响较小B

"*# 藻样初始浓度对电氧化杀藻影响较大$当

&%E"
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藻细胞 密 度 接 近 水 华 阈 值$即 为 "($ 个P4时$采 用

天然水作为电 解 液$只 需 " FA8 就 可 以 完 全 灭 活 藻

细胞B采用 2AP/>0’ 阳极和不锈钢阴极的电氧化系

统可以实现很好的杀藻效果B
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