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低盐胁迫下模拟酸雨对裂片石莼光合作用生理特性的影响

徐晓婷1, 2，  李亚鹤1, 2 *，  王    东1, 2，  徐年军1, 2 *

(1. 宁波大学教育部应用海洋生物技术重点实验室，浙江 宁波    315211；
2. 浙江省海洋生物工程重点实验室，浙江 宁波    315211)

摘要：为探讨低盐胁迫下模拟酸雨对裂片石莼光合作用、抗氧化活性等生理特性的影响，
实验设置3个盐度梯度、2个pH水平，运用叶绿素荧光仪、液相氧电极等仪器测定叶绿素
荧光参数和光合放氧速率，采用氮蓝四唑法、考马斯亮蓝G250法及蒽酮硫酸比色法测定
超氧化物歧化酶(SOD)活性、可溶性蛋白和糖含量。结果发现：(1)模拟酸雨(pH 4.4)处理
显著抑制了裂片石莼的生长，且受盐度的影响。pH 8.1、盐度10处理的裂片石莼具有较
高的生长速率；盐度越高，模拟酸雨的影响越大。(2)模拟酸雨(pH 4.4)处理显著抑制了
裂片石莼的最大光合效率(Fv/ Fm)和有效光化学效率(Fv′/ Fm′)，但受盐度的影响不显著；
模拟酸雨和低盐度协同降低了裂片石莼的最大相对电子传递速率(rETRmax)。(3)模拟酸雨
(pH 4.4)降低了裂片石莼的暗呼吸和光合放氧速率，但受盐度的影响不显著。(4)正常盐
度及正常pH处理的裂片石莼SOD活性最高；在盐度(10、25)处理下，模拟酸雨抑制了裂
片石莼的SOD活性；而在盐度5处理时，模拟酸雨提高了SOD活性。(5)相对于海水正常
pH处理，模拟酸雨显著降低了裂片石莼可溶性蛋白含量，但其可溶性糖含量显著提高，
尤其是在低盐条件下。研究表明，模拟酸雨对裂片石莼生长的影响受海水盐度的调控，
这在一定程度上也将影响近岸海域大型海藻的生态群落组成。
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近年来，随着经济的快速发展，工业污染逐

渐加重，酸雨已成为威胁人类活动的又一自然

灾害 [1-3]，其对经济发展和生态系统的影响将是

一个不容忽视的问题 [4-5]。浙江地处华东沿海酸

雨区的东南部，酸雨频率、强度和范围都呈上

升趋势 [6]，其中，宁波地区酸雨的污染类型为硫

酸与硝酸混合型，出现频率非常高，pH年均值

为4.4左右，远低于对生态系统可以产生明显危

害的pH临界值(pH 5.0)[7]。目前酸雨对陆地生态

系统的影响和危害已受到广泛的关注 [8-10]。酸雨

进入水体后会引起水体中氯离子和氢离子的浓

度增加，影响生活在其中的动植物的离子及渗

透压调节[11]，影响浮游生物的叶绿素含量及其生

物多样性 [12-13]。然而，对于酸雨是如何影响生活

在潮间带的大型海藻光合生理的研究甚少。此

外，生活在潮间带的大型海藻经历着巨大的环

境变化，如温度、光照、失水、盐度等，其

中，因受降雨量、径流、海水混合等因素的影

响，盐度的变化较大[14]。其他环境变化如温度升

高、CO2浓度增加等，可能导致局部地区的强降

雨，引起海水盐度和酸度的降低 [15-16]。研究表明

较低的海水盐度、pH会降低光合生物的光合作

用 [17-18]，强碱性使鼠尾藻(Sargassum thunbergii)
受到活性氧的损伤[19]。而低盐和酸雨是如何影响
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大型海藻的光合生理作用仍需要深入的研究。

石莼(Ulva)属绿藻门、绿藻纲、石莼目、石

莼科、石莼属，主要有石莼、孔石莼、裂片石

莼等几种，生长在潮间带和海洋深水区，有着

较大的药用价值[20]，是我国野生海藻中极为丰富

的资源 [21]，同时，石莼属海藻可以吸收大量的

N、P等营养物质 [22-23]，可用于处理养殖废水和改

善养殖环境等 [ 2 4 ]。本实验选取裂片石莼 (Ulva
fasciata)为材料，探讨在低盐胁迫下，模拟酸雨

对其生长、光合作用、抗氧化活性等的影响，

为研究浙江自然条件下酸雨对石莼等大型海藻

生长的影响提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

裂片石莼于2015年4月采自浙江省象山县黄

避岙乡附近海域(121.7ºE，29.5ºN；盐度为25)。
采回实验室后，挑选健康的藻体，用灭菌海水

进行多次冲洗，去除杂藻，培养于光照培养箱

(GXZ，宁波江南仪器厂)中，培养光强100 μmol/
(m2·s)，培养温度为20 °C，光周期为12 h∶12 h。
培养基采用过滤灭菌、使用Provasoli培养基加富

的天然海水，培养基每两天更换一次，一周后

用于实验。

1.2    模拟酸雨的配制

根据宁波近10年来酸雨污染特征和酸沉降水

平 [7]，采用1 mol/L的H2SO4和1 mol/L的HNO3按照

SO4
2–和NO3

–的摩尔比2∶1配制成母液。

1.3    实验设计

选择适应状态良好的裂片石莼，剪成小片后

在培养基中恢复1~2 h，而后等量培养于新鲜培

养基中，初始浓度约为1.25 g/L。设置3个盐度梯

度，分别为5、10、25(近海海水盐度)。以正常

海水pH(约8.1~8.2，实验采用同一批海水，实验

中标记为pH 8.1)为对照，根据宁波市酸雨年平均

分布状况及裂片石莼大量繁殖时期酸雨的情况，

设置模拟酸雨处理的pH为4.4。实验期间，每天

摇瓶多次，并每天更换培养基，确保不同处理

的盐度、pH维持稳定。

1.4    生长速率的测定

3天后分别取出不同处理的裂片石莼，用吸

水纸吸取干其表面的水分，测定藻体鲜重，并

根据以下公式计算相对生长速率：

RGR(%/d)= 100(lnW t–lnW0)/(t– t0)，其中，

Wt为第t天的藻体鲜重，W0为初始鲜重。

1.5    色素的提取及测定

取约0.025 g藻体放入离心管中，加入4 mL
100%甲醇，4 °C冰箱中过夜提取，而后离心，取

上清液于酶标仪中进行全波段扫描。根据以下公式

计算叶绿素a(Chl.a)、叶绿素b(Chl. b)的含量[25]。

Chl. a=15.65 A666–7.34 A653

Chl .b=27.05 A653–11.21 A666

1.6    叶绿素荧光参数的测定

在光周期中期快速取样(1~2 min)，采用氙灯

脉冲调制荧光仪(Water-PAM)进行包括最大光化

学效率(Fv/Fm)、有效光化学效率(Fv′/ Fm′)和快速

光响应曲线(RLC)的叶绿素荧光参数测定。

样品暗处理15 min后测定叶绿素荧光诱导曲

线，光化光强度设置为培养光强。使用8个光强

梯度[167、257、379、578、861、1218、1692和
2746 μmol/(m2·s)]的光化光，每个光强处理时长

设定为10 s，进行RLC的测定。相对电子传递速

率 (rETR)通过以下公式计算： rETR=Fv ′ / F m ′ ×
0.5×PFD(photon flux density)式中，Fv′/Fm′代表

光系统Ⅱ的有效光化学效率，系数0.5代表光系

统Ⅱ吸收的光量子占总量的50%，PFD代表光化

光的强度[μmol/(m2·s)]。RLC的拟合公式如下 [26]：

rETR=E / (aE 2 +bE+c)，其中，E为光强 [μmol/
(m2·s)]，a、b和c为拟合参数。

1.7    暗呼吸和光合放氧速率的测定

采用液相氧电极(Hansatech，英国)测定裂片

石莼的暗呼吸和光合放氧速率。氧电极在测定

之前采用两点法进行校准，而后将总重约为0.02 g
的裂片石莼小圆片放入2 mL的反应槽内，完全

黑暗状态下测定暗呼吸速率。在温度20 °C、光

强为100 μmol/(m2·s)(卤素灯作为光源)的条件下测

定其光合放氧速率。

1.8    抗氧化活性、可溶性蛋白含量和可溶性

糖的测定

采用氮蓝四唑法测定超氧化物歧化酶(SOD)
活性[27]。可溶性蛋白含量和可溶性糖含量分别用

考马斯亮蓝G250法、蒽酮硫酸比色法测定。
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1.9    数据分析

数据处理使用Origin 7.0软件，采用One-Way
ANOVA (Turkey)进行显著性分析，显著水平设

置为P<0.05。

2    结果

2.1    不同处理下裂片石莼的生长和色素含量

相对于正常海水pH (pH 8.1)，模拟酸雨(pH
4.4)显著降低了裂片石莼的生长，尤其是在盐度

为10、25时 (P<0.05)，抑制率分别为64.79%、

152.67%，而在盐度为5时，抑制率为36.27%
(P>0.05)。裂片石莼的生长也受盐度的影响。正

常海水pH (pH 8.1)条件下，相对于正常海水盐

度，盐度10、5处理显著促进了裂片石莼的生

长，其相对生长速率是盐度25的2.78(P<0.05)、
2.40(P<0.05)倍。在pH 4.4处理下，正常海水盐度

(25)处理的裂片石莼出现负增长，通过对培养液

的显微镜观察发现有少量生殖细胞放散，但放

散细胞不活跃(图1)。
模拟酸雨(pH 4.4)对裂片石莼色素的影响与

海水盐度相关。相对于正常海水pH，模拟酸雨

(pH 4.4)在盐度5处理时增加了Chl. a的含量，增幅

约为27%，在盐度25处理时增幅约为23.8%，而

在盐度10处理时，降低了Chl. a的含量。相对于

正常海水pH，模拟酸雨在盐度5、25处理的裂片

石莼具有较高的Chl. b含量，盐度10处理下的Chl.
b的含量略微降低。但2个pH条件下Chl. a和Chl.
b比值变化不显著(表1)。

2.2    不同处理下裂片石莼的光化学参数

相对于正常海水pH，模拟酸雨(pH 4.4)处理

显著降低了裂片石莼的最大光合效率(Fv/Fm)、有

效光化学效率(Fv′/Fm′)；但Fv/Fm和Fv′/Fm′受盐度

的影响较小，其值在正常海水盐度条件下略高

(图2)。
海水盐度和模拟酸雨协同处理降低了裂片石

莼的相对电子传递速率(图3)。正常海水pH (pH
8.1)条件下，盐度10处理的裂片石莼具有较高的

相对电子传递速率；模拟酸雨(pH 4.4)处理，盐

度为10时，裂片石莼的相对电子传递速率最低。

同时，海水盐度和模拟酸雨增加了裂片石莼对

高光的敏感性。

2.3    不同处理下裂片石莼的暗呼吸和光合放

氧

在正常海水盐度(25)和正常海水pH 8.1处理

的裂片石莼的暗呼吸和光合放氧速率都是最高

的，呼吸速率为18 μmol O2/(h·g)，光合放氧速率

为125 μmol O2/(h·g)。正常海水pH 8.1条件下，随

着海水盐度的降低，裂片石莼的暗呼吸速率略

有降低，盐度为 1 0、 5时，降低幅度分别为

12.18%、22.11%。而模拟酸雨(pH 4.4)处理下，

 
图 1   不同盐度和pH处理后裂片石莼的

相对生长速率

字母不同表示存在显著差异(P<0.05)，下同

Fig. 1     The relative growth rate (RGR) of U. fasciata
under different salinity and pH treatments

The different letters mean the significant difference (P<0.05).The same
below

表 1     不同盐度和pH处理后裂片石莼的色素含量

Tab. 1     Chl. a, Chl. b and their ratio of U. fasciata under different salinity and pH treatments n=3

pH 4.4
 

pH 8.1

5 10 25 5 10 25

Chl. a 135.2±21.2 115.2±27.7 98.8±19.2

 

106.3±23.7 136.1±32.7 79.8±16.8

Chl. b 196.0±34.9 189.2±50.7 197.3±19.8 163.0±51.1 199.3±17.9 164.3±33.5

Chl. a/ Chl. b 0.70±0.14 0.61±0.05 0.50±0.05 0.69±0.23 0.58±0.18 0.49±0.06
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盐度对裂片石莼的暗呼吸影响不显著(P>0.05)，
暗呼吸速率基本维持在14 μmol O2/(h·g)(图4-a)。

相比于pH 8.1处理，模拟酸雨(pH 4.4)显著降

低了裂片石莼的光合放氧速率，盐度5、10和
25处理下，抑制率分别为30.41%、47.62%和

41.79%。而同一pH处理下盐度对裂片石莼的光

合放氧速率影响不显著(P>0.05)(图4-b)。

2.4    不同处理下裂片石莼的抗氧化活性

在盐度为 1 0、 2 5条件下，模拟酸雨 ( p H
4 . 4 ) 处 理 降 低 了 裂 片 石 莼 超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)活性，抑制率分别为50.26%(P<0.05)、
18.24% (P>0.05)，但在盐度5处理下其活性则显

著提高，增长率约为95.34%(P<0.05)。在同一

pH处理下，SOD活性也受盐度的影响，且盐度

较低时SOD活性较低(图5)。

2.5    不同处理下裂片石莼的可溶性蛋白和可

溶性糖含量

相对于正常海水pH(pH 8.1)处理，模拟酸雨

(pH 4.4)显著降低了裂片石莼的可溶性蛋白含量

(P<0.05)(图6-a)。正常海水pH条件下，盐度10处
理下的裂片石莼的可溶性蛋白含量最高，约为35 μg/g，
相比正常海水盐度 ( 2 5 )处理约增加 2 1 . 9 2 %

 
图 2   不同盐度和pH处理后裂片石莼的最大光化学效率(a)和有效光化学效率(b)

Fig. 2     Fv/Fm (a) and Fv′/Fm′ (b) of U. fasciata under different salinity and pH treatments

 
图 3   不同盐度pH和光照强度处理后裂片石莼的

相对电子传递速率

Fig. 3     The relative electron transport rates of
U. fasciata under different salinity and

pH treatments

 
图 4   不同盐度和pH处理后裂片石莼的暗呼吸速率(a)和光合放氧速率(b)

Fig. 4     Dark respiration rate (a) and photosynthetic oxygen evolution rate (b) of
U. fasciata under different salinity and pH treatments
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(P<0.05)，但在低盐5处理下，可溶性蛋白含量显

著降低(P<0.05)。而模拟酸雨(pH 4.4)处理时，盐

度5处理显著降低了可溶性蛋白含量(P<0.05)，但

盐 度 1 0 和 正 常 海 水 盐 度 处 理 间 差 异 不 显 著

(P>0.05)。
不同盐度处理下，模拟酸雨显著增加了裂片

石莼的可溶性糖含量，盐度为5、10和25时，可

溶性糖含量的增幅分别为 144.75%(P<0.05)、
98.39%(P<0.05)、59.06%(P>0.05)(图6-b)。但在相

同pH处理下，不同盐度对可溶性糖含量的影响

不显著，尤其是在正常海水pH处理下。

3    讨论

3.1    模拟酸雨对裂片石莼的影响

酸雨严重影响着植物的生长和光合作用，当

酸雨的酸度低至一定阈值时，将降低植物光合

效率 [9 ]，腐蚀植物的叶肉组织，抑制植物的生

长，使作物减产[10]。关于酸雨的研究多集中在农

作物及环境绿化等方面 [9, 10, 28]，研究结果表明，

酸雨对植物叶片、生长和生物量影响的临界点

不同，这主要由其生物学特性和形态结构决定[28]。

然而，关于酸雨对大型海藻影响的研究甚少。

事实上，宁波市酸雨出现的频率居高不下，

并逐渐由硫酸型酸雨向硫酸硝酸型转变 [7]，这对

于生活在潮间带的大型海藻的影响还需要进一

步研究。本研究结果表明，在盐度5、25处理下，

模拟酸雨增加了裂片石莼单位鲜重的Chl. a含量，

但其生长、最大光化学效率及有效光化学效率

和相对电子传递速率显著降低。叶绿素含量在

一定程度上决定着植物吸收光能和转化光能的

能力[29]，本实验中尽管在模拟酸雨条件下裂片石

莼的Chl.a含量增加，但其光合放氧能力降低，电

子传递速率降低，最终表现为生长受到抑制。

可溶性蛋白、可溶性糖是植物细胞内重要的

渗透调节物质，可以维持细胞的渗透压，稳定

生物大分子的结构和功能[30]。可溶性糖还可在一

定程度上保护细胞膜、原生质体和酶类。本研

究表明，模拟酸雨提高了裂片石莼可溶性糖的

含量，这在一定程度上有利于裂片石莼应对酸

雨胁迫，而植物可溶性蛋白含量和SOD活性在模

拟酸雨条件下出现降低的趋势表明本实验模拟

酸雨胁迫显著抑制了裂片石莼的可溶性蛋白含

量和SOD活性，对裂片石莼产生了不良影响。

3.2    盐度对裂片石莼的影响

裂片石莼等大型海藻生活在潮间带等盐度变

化较大的区域  [14]。此外，酸雨的频繁发生在降

 
图 5   不同盐度和pH处理后裂片石莼的

超氧化物歧化酶(SOD)活性

Fig. 5     SOD activity of U. fasciata under different
salinity and pH treatments

 
图 6   不同盐度和pH处理后裂片石莼的可溶性蛋白含量(a)和可溶性糖含量(b)

Fig. 6     The content of soluble protein (a) and soluble sugar (b) of
U. fasciata under different salinity and pH treatments
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低海水pH值的同时降低了海水盐度。随着海水

养殖的快速发展，利用包括石莼在内的大型海

藻进行养殖废水的处理逐渐引起广泛的关注 [31]，

同时，石莼也具有一定的营养价值 [20, 32]，故开展

石莼的适盐机制研究具有重要意义。海水盐度

对藻类的影响具有种间差异，盐度适应范围及

适应机制各有不同[33]。本研究结果表明，裂片石

莼在盐度10处理下具有较高的生长速率和色素含

量，即使在盐度5的条件下，其相对生长速率也

高于正常海水盐度(25)下的生长，原因可能是短

期盐度处理时，低盐作为外界刺激因素，诱导

裂片石莼的瞬时应激反应，表现为较高的生长

速率，即相对低盐更适合裂片石莼短期生长，

但对低盐长期的适应性还需进一步研究。

研究表明，盐度会降低大型海藻的最大光化

学效率及有效光化学效率 [34-35]，主要原因是盐胁

迫损伤光合生物的光系统Ⅱ，阻碍光合电子的

传递 [ 3 6 ]。本研究结果表明，正常海水pH条件

下，盐度对裂片石莼的最大光化学效率及有效

光化学效率的影响不显著，即低盐没有对裂片

石莼的光能电子传递造成胁迫，这也从另一方

面解释了在低盐条件下裂片石莼具有较高的生

长速率。同时，低盐提高了裂片石莼对高光的

适应能力，表现为高光条件下，裂片石莼具有

较高的相对电子传递速率(图3)。此外，本实验

选取的3个盐度梯度对裂片石莼的暗呼吸和光合

放氧速率的影响也不显著，即3个盐度处理均在

裂片石莼的适盐范围内，没有构成严重的盐胁

迫。

盐度在一定程度上影响藻类的渗透压 [37]。植

物通过改变可溶性蛋白和可溶性糖的含量来感

应外界环境变化并调节自身的渗透压[38]。本实验

中盐度对可溶性糖的影响不显著，但在中等盐

度条件下，其可溶性蛋白的含量显著增加。

频繁的酸沉降会导致水体酸化，甚至导致生

态系统结构和功能的紊乱。酸雨作用下植物的

生长和光合作用会受到影响，长期将会导致整

个生态系统生产力的衰退[39]，而不同海藻对海水

盐度的耐受性也具有种间差异 [17, 34, 37]。当酸雨和

盐度协迫共同发生时，海藻群落所产生的变化

仍需进一步研究。
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Effects of simulated acid rain on the photosynthetic physiological characteristics
in Ulva fasciata under salt stress

XU Xiaoting1, 2,    LI Yahe1, 2 *,    WANG Dong1, 2,    XU Nianjun1, 2 *

(1. Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo    315211, China;
2. Key Laboratory of Marine Biotechnology of Zhejiang Province, Ningbo    315211, China)

Abstract: Ulva fasciata, an extremely rich wild seaweed in natural resources, has a high agricultural and medicinal
value. They can also absorb large amounts of nitrogen, phosphorus and other nutrients, and can be used for
aquaculture  wastewater  treatment  and  the  culture  environment  improvement.  With  the  rapid  economic
development, industrial pollution gradually increased, the effects of acid rain on terrestrial ecosystems and their
harm have received widespread concern,  while the effects of acid rain on the photosynthetic physiology of
macroalgae in the intertidal zone have barely been studied. This study was to examine the effects of simulated acid
rain on the physiological characteristics, including growth rate, chlorophyll content, chlorophyll fluorescence
parameters, soluble protein and carbohydrate contents, and antioxidant activities, in hyposaline-grown alga Ulva
fasciata. Three salinities (5, 10 and 25) and two levels of pH (4.4, 8.1) were set in the experiment. The water-pulse
amplitude modulated fluorometer, liquid oxygenelectrode, and NBT, coomassie brilliant blue G250 and anthrone
colorimetric method were used to determine the combined effects of simulated acid rain and salinity on the
macroalgae U. fasciata. (1) The growth of U. fasciata was significantly inhibited by simulated acid rain (pH 4.4),
and also affected by salinity of seawater. U. fasciata grown under moderate hyposaline (salinity 10) and normal
pH(pH 8.1) showed the highest growth rate. The suppressive effect of simulated acid rain was enhanced by higher
salinity. (2) Simulated acid rain (pH 4.4) significantly inhibited the maximum photosynthetic efficiency (Fv/Fm)
and the effective photochemical efficiency (Fv'/Fm') of U. fasciata, but the salinity showed no significant effects.
The inhibitory effects of simulated acid rain and hyposalinity on the maximum relative electron transfer rate
(rETRmax) of  U. fasciata  have had also been observed.  (3)  Simulated acid rain (pH 4.4)  reduced the dark
respiration and photosynthesis oxygen release rate of U. fasciata, but showed no significant difference between
salinity treatments. (4) Under normal salinity (25) and pH (pH 8.1) conditions, U. fasciata showed the highest
SOD activity. Under relatively high salinity (10, 25) treatment, simulated acid rain inhibited the SOD activity of U.
fasciata, while under salinity 5 treatment, simulated acid rain increased the SOD activity. (5) Compared with the
treatment of pH 8.1, simulated acid rain significantly reduced the soluble protein content of U. fasciata, but the
soluble polysaccharide content increased significantly, especially under hyposaline conditions. The effects of
simulated acid rain on the physiology of U. fasciata were regulated by seawater salinity. Under the global climate
change scenario, the increase of acid rain and salinity might influence the ecosystem of macroalgae grown in the
intertidal niches, nearshore ponds and the estuaries.
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