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摘要! 以浮游硅藻小新月菱形藻为实验材料!研究其在不同盐度下的生长%胞外碳酸酐酶活

性%光合速率和叶绿素F荧光参数的变化$ 结果显示!与正常海水培养相比!最高盐度"?%#培

养的细胞比生长速率下降了 "B8$[&同时!胞外碳酸酐酶活性%叶绿素 F%O含量分别降低了

<<8![%"%8%[和 #"8?[$ 高盐度培养下!最大光合速率"D

-

#%光合效率"

#

#%最大光化学效

率";

=

N;

-

#%实际光化学效率"P(94:#和光化学淬灭系数"1D#下降!但非光化学淬灭系数"1H#

升高!对无机碳的亲和力明显下降$ 以上结果表明!盐度升高对小新月菱形藻生长和光合作用

具有明显抑制作用!但小新月菱形藻可以通过胞外碳酸酐酶活性变化%对无机碳的亲和力和调

整光系统
!

的能量流动与能量利用效率以应对高盐度的胁迫$

关键词! 小新月菱形藻& 盐度& 碳酸酐酶活性& 叶绿素F荧光参数

中图分类号! ]""& 1B&?'''''''文献标识码'-

''海水盐度是影响海洋藻类生长发育的重要生

态因子*&+

) 盐胁迫会导致微藻细胞生理和生物

化学过程发生变化!如生物大分子和脂质代谢率

增加(能量转换效率降低(细胞膜渗透性增大*$+

(

抑制光合作用速率*!+等) 盐度增加明显抑制大

型海藻石莼"Q4=0 40+6,+0#的生长和光合作用速

率*#+

) 盐胁迫也显著降低了螺旋藻 " J&(',4(.0

&4069.*(*# A1

!

活 性*"+

! 抑 制 莱 茵 衣 藻

"!740-%:)-).0*'9(.70':6((#A1

!

电子传递的量

子 产 率*<+

) 1-Q)2 等*?+ 对 红 藻 " D)'&7%'0

&9'8)'060#的研究表明!盐胁迫导致到达反应中心

的光能总量减少并抑制 A1

!

氧化侧电子传递)

Y),mr.3mDb)+3,)等*=+对裸藻的研究也表

明盐胁迫抑制电子传递!可见盐度对光合作用的

影响与其光系统
!

的活性密切相关)

藻类主要利用核酮糖二磷酸羧化氧化酶

":LTGJO6#固定 4)

$

!在低 4)

$

浓度环境中!部分

藻类细胞能利用其体内的二氧化碳浓缩机制

"4)

$

O6POMPS:FSGPV EMOKFPGJE!44b#来维持较

高的光合作用速率*B+

!这种机制主要包括$"&#

通过质膜主动转运 24)

;

!

进入胞液!在细胞内

通过碳酸酐酶"OF:T6PGOFPKZN:FJM!4-#的作用

将24)

;

!

转变为 4)

$

'"$# 直接通过胞外碳酸

酐酶催化细胞表面的24)

;

!

转变为4)

$

!4)

$

通

过扩散作用进入细胞内!通过以上胞内(外碳酸

酐酶的作用 保 持 细 胞 内 稳 定 的 4)

$

流 给

:LTGJO6!以维持在 4)

$

浓度限制的环境中较高的

光合作用效率*&% ;&&+

!因此碳酸酐酶在藻类光合

固碳中起着非常重要的作用) 藻类在不同盐度

浓度培养过程中表现出不同的光合作用特性!

可能与其无机碳利用有关) 小新月菱形藻

"H(6R*+7(0 +4)*69'(,-R3-(.,6(**(-0#在分类上属

于硅藻门"CFOG77F:G69KZSF#!羽纹纲"AMPPFSFM#!

双 菱 形 藻 目 " 1L:G:M77F7MJ#! 菱 形 藻 科

",GSdJOKGFOMFM#!菱形藻属"H(6R*+7(0#!是一种我

国沿海较常见的饵料硅藻) 本文利用叶绿素 F

荧光仪测定了高盐度对小新月菱形藻叶绿素荧
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光参数的影响!同时结合高盐度培养下小新月

菱形藻无机碳利用和胞外碳酸酐酶活性变化!

探讨海洋硅藻对高盐度的光合响应机制!以期

为饵料硅藻的大量培养提供重要的理论依据和

实践基础)

&'材料与方法

%&%'实验材料

实验所用藻种 $%%? 年底购自中国科学院海

洋研究所!$%%B 年用于本实验)

%&('微藻培养

将藻种于R@$ 培养液中扩大培养!培养温度

为"&= q&# f!光强为 !%

'

E67@"E

$

,J#!光照周

期 &$.p&$>!通入过滤空气培养至指数生长期收

获用于以下实验)

%&?'不同盐度下的培养与生长曲线测定

取一定量处于指数生长期的藻细胞置于新鲜

的不同梯度盐度的培养液中!盐度分别为 !$"自

然海水盐度#(#%(#"("%(""(<%(?% 培养)

在培养过程中每天定时吸取一定量的藻培养

液!用血球计数板在显微镜下直接计数!每一样品

取样 ! 次!取平均值) 比生长速率按以下计算公

式得出$

比生长速率"

"

# G"*+X

"

J*+X

!

#H"*

"

J*

!

#

式中!C

&

为 6

&

时的细胞密度!C

$

为 6

$

时的细胞

密度)

%&F'碳酸酐酶活性的测定

采用完整细胞电量法测定胞外碳酸酐酶活

性*&$+

) 具体方法如下$用离心机 # %%% eV 离心

&% EGP后收集藻细胞!用巴比妥缓冲液"92=8!!

$% EE67@.#洗涤一次!离心后再用巴比妥缓冲液

悬浮!细胞悬浮液最终体积为 = E.) 在 # f下迅

速加入 " E.% f 4)

$

饱和水!用 92计监测反应

体系 92变化!记录 92从 =8! 降至 ?8! 所需的时

间!碳酸酐酶活性"*#的计算公式为$3*j&% e

"6

%

N6;&#!其中 6

%

为反应体系中未加藻细胞时

92下降所需的时间!6为反应体系中加藻细胞时

92下降所需的时间) 碳酸酐酶活性单位 "以

!743F计#为3*@EV)

%&A'叶绿素含量测定

离心收获藻细胞!加入 B%[丙酮!在 # f下

抽提 &$ K!分别于 <!% PE和 <<# PE处测其光密

度值")>值#!通过以下公式计算色素含量"EV@

.#

*&!+

)

!743Fj&&8#? e)>

<<#

;%8#% e)>

<!%

!743Oj$#8!< e)>

<!%

;!8?! e)>

<<#

%&Q'叶绿素 *荧光参数的测定

用便携式调制叶绿素荧光仪"A-b;$&%%!

iF7d#进行叶绿素 F荧光参数的测定) 测定前将

微藻样品暗适应 &% EGP) 基础荧光 ;

)

用弱测量

光*%8%&

'

E67@"E

$

,J#+测量!最大荧光;

-

用饱

和脉冲*# %%%

'

E67@"E

$

,J#!持续时间为 %8= J+

激发) 当达到稳定荧光时打开饱和脉冲!荧光又

上升至光适应状态下的最大荧光即;S

-

!当关闭光

化光并打开远红光后荧光下降至光适应状态下的

最低值即;S

)

) 具体叶绿素 F荧光参数用以下公

式计算*&# ;&"+

$

A1

!

的最大光能转化效率';

=

N;

-

j";

-

;;

)

#N;

-

A1

!

的实际光能转化效率'P(94: j";S

-

;;

6

#N;S

-

光化学淬灭系数'1Dj";S

-

;;

6

#N";S

-

;;

)

#

非光化学淬灭系数'1Hj";

-

;;S

-

#N";

-

;;S

)

#

%&I'光合作用光响应曲线$7$=曲线%测定

取一定量不同培养条件下处于指数生长期的

藻离心!重悬于新鲜的 R@$ 培养基中!取 " E.藻

液加入反应槽中!开启磁力搅拌!用恒温水浴槽控

制温度在"$% q&# f!调整卤钨灯与反应槽之间

的距离获得不同光照强度! 用氧电极 "c10

"!%%-!*1-#测定不同光强下藻细胞光合放氧速

率!用下列公式对D5G曲线进行非线性拟合*&<+

$

IGI

S

U,-+."

#

UEHI

S

# M:

2

其中!G为光照强度'D是光照强度G时所对应的光

合速率'D

-

为最大光合速率!即光饱和的光合速率'

#

是光合作用在光限制部分的初始斜率!可以表示

光合效率'?

:

为暗呼吸速率'光补偿点G

+

j;?

:

N

#

)

%&W'光合作用对无机碳的响应曲线$7$!曲线%

测定

用盐酸"&&8B E67@.#调节海水 92小于 #8%!

通氮气 !% EGP驱走海水中的4)

$

气体!得到无碳

海水!用此无碳海水配置 92=8$ 的 $" EE67@.

Q:GJ缓冲液)

收获不同培养条件下处于对数生长期的藻!

离心后!用Q:GJ缓冲液洗涤数次并重悬) 于 $% f

#%%

'

E67@"E

$

, J# 光强条件下! 用氧电极

"c10"!%%-!*1-#测定光合放氧速率) 当反应槽

中藻的光合放氧速率为 % 时"无机碳补偿点#!注

入不同浓度的 ,F24)

!

溶液得到反应体系中的

&*%
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>04浓度梯度!测定各自的光合放氧速率!得到光

合放氧速率对>04浓度的响应曲线"D5!曲线#)

用下列公式对D5!曲线进行非线性拟合$

TGT

/-0

U*123+H""

4!)

M*123+#

其中!O为光合放氧速率!O

EF̂

为最大光合放氧速

率'*>04+为反应介质中总无机碳浓度'F

%8"

是当

光合放氧速率达到最大速率一半时对应的无机碳

浓度)

使用 ):GVGP <8% 软件进行曲线拟合!实验数

据用方差分析和多重比较".1>#进行统计分析!

Dl%8%" 为显著性差异)

$'结果

(&%'不同盐度对小新月菱形藻生长的影响

不同盐度培养下的小新月菱形藻生长曲线和

比生长速率如图 & 和图 $ 所示) 不同盐度对小新

月菱形藻的生长具有明显影响"Dl%8%"#) 在

!$ \"% 盐度培养下前 ? 天细胞数量迅速增长!到

第 ? 天细胞密度达到最大值!而后进入稳定期'在

"" \?% 盐度下的细胞生长缓慢!到第 B 天才进入

稳定期)盐度越高!小新月菱形藻的比生长速率

图 %'不同盐度培养下小新月菱形藻的生长曲线

B.C&%'>660!856=.660-0481*7.4.8H 548D0C-5M8D

!3-90156>+&623'51(,-6&-(),'(33(-%

图 ('不同盐度培养的小新月菱形藻的比生长速率

B.C&('>660!856=.660-0481*7.4.8H 548D01E0!.6.!C-5M8D

-*8056>+&623'51(,-6+-(),'(33(-%

"

"

#和最大藻细胞密度越小!其中高盐度"?%#海

水中生长的细胞比生长速率比正常海水"!$#的

下降了 "B8$[)

(&('不同盐度对小新月菱形藻胞外碳酸酐酶活

性和色素含量的影响

图 ! 和图 # 分别为不同盐度对小新月菱形藻

胞外碳酸酐酶活性和色素含量的影响) 盐度对胞

外4-活性有明显影响"Dl%8%"#) 小新月菱形

藻胞外 4-活性随着盐度的升高逐渐降低!其中

?% 盐度培养的细胞胞外 4-活性比正常海水培

养降低了 <<8![) 高盐度对小新月菱形藻色素

含量的影响如图 # 所示!高盐度培养对其色素含

量有明显影响"Dl%8%"#!随着盐度的升高逐渐

下降!当盐度高于 "% 时!叶绿素 F(O含量明显下

降!其中 ?% 盐度培养的细胞叶绿素F(O含量比正

常海水培养分别降低了 "%8%[和 #"8?[)

图 ?'不同盐度对小新月菱形藻胞外

碳酸酐酶活性的影响

B.C&?'>660!856=.660-0481*7.4.8H 540K8-*!0773*-<$

*!8.9.8H 56>+&623'51(,-6+-(),'(33(-%

图 F'不同盐度对小新月菱形

藻叶绿素 *和!含量的影响

B.C&F'>660!8156=.660-0481*7.4.8H 54!86&* *4=

!86&!!548048156>+&623'51(,-6+-(),'(33(-%

'*%
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(&?'不同盐度对小新月菱形藻叶绿素 * 荧光参

数的影响

不同盐度对小新月菱形藻叶绿素F的影响如

图 " 所示!盐度对小新月菱形藻的A1

!

最大光能

转化效率 ";

=

N;

-

#(A1

!

的实际光能转化效率

"P(94:#(光化学淬灭系数"1D#和非光化学淬灭系

数"1H#均有明显影响"Dl%8%"#) 高盐度"?%#

下培养的藻细胞的 ;

=

N;

-

比正常海水培养的降

低 B8&[) P(94:随着盐度的升高逐渐下降!高盐

度" ?%#比正常海水降低了"%8#[)高盐度"?%#

图 A'不同盐度对小新月菱形藻叶绿素 *荧光参数的影响

B.C&A'>660!8156=.660-0481*7.4.8H 548D0!86&* 6735-01!04!0E*-*/080-156>+&623'51(,-6+-(),'(33(-%

的 1D比正常海水降低了 !$8<[!但 1H随着盐度

的升高具有明显的上升趋势!高盐度"?%#培养的

1H比正常海水升高了 ?&[)

(&F'盐度对小新月菱形藻7$=曲线的影响

不同盐度培养下的小新月菱形藻光合作用对

光照强度的响应关系如图 < 和表 & 所示) 盐度对

最大光合速率"D

-

#和光合效率"

#

#均有明显影

响"Dl%8%"#) 最大光合速率"D

-

#随着盐度的

升高而降低!盐度 ?% 培养时的 D

-

比正常海水培

养的降低 #%8<[) 盐度 "% 和 ?% 培养时的
$

比

正常海水分别降低 #%8$[和 "<8?[) 暗呼吸速

度?

:

随着盐度的升高而减小!盐度 "% 和 ?% 培养

时的?

:

比正常海水分别降低 &$8![和 $$8#[!

而光补偿点G

+

随着盐度的升高而升高)

图 Q'不同盐度培养的小新月菱形藻光合作用

对光照强度的响应曲线

B.C&Q'7$=!3-901.4>+&623'51(,-

6+-(),'(33(-% C-5M4.4=.660-0481*7.4.8H

"*%
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表 %'不同盐度培养下小新月菱形藻的光合作用光响应曲线参数

)*+&%',*-*/080-156ED5851H48D08.!;7.CD8-01E54101$7$=%!3-901.4

>+&623'51(,-6+-(),'(33(-% !3783-0=34=0-=.660-0481*7.4.8H

盐度JF7GPGSZ

最大光合速率D

E

光合效率
#

暗呼吸速率?

:

光补偿点G

+

!$ ?%B8$ q&$8% <8# q%8! ;==8= q%8= &!8B q&8$

"% <=B8B qB8?

!8= q%8&

!

;??8B q$8"

!

$%8# q&8&

?%

#$&8& q<8"

!

$8= q%8&

!

;<=8B q%

!

$"8% q!8&

!

(&A'盐度对小新月菱形藻7$!曲线的影响

不同盐度培养下的小新月菱形藻光合速率对

不同无机碳浓度的响应关系如图 ? 和表 $ 所示)

盐度对小新月菱形藻的最大光合速率"O

EF̂

#和达

到最大光合速率一半时的无机碳浓度"F

%8"

#均有

明显影响"Dl%8%"#) 随着培养液中盐度的逐渐

升高!小新月菱形藻最大光合速率"O

EF̂

#逐渐下

降!盐度为 "% 和 ?% 时分别比正常海水降低了

#&8#[和 #B8$[) 盐度 ?% 培养下的 F

%8"

"4)

$

#

为正常海水时的 &8"B 倍!即在高盐胁迫下!小新

月菱形藻光合作用对4)

$

的亲和力明显小于正常

海水培养的细胞)

图 I'不同盐度下小新月菱形藻的7$!曲线

B.C&I'7$!!3-901.4>+&623'51(,-

6+-(),'(33(-% C-5M4.4=.660-0481*7.4.8H

表 ('不同盐度培养下小新月菱形藻的最大光合速率和达到最大光合速率一半时的无机碳浓度

)*+&(')D0/*K./3/ED5851H48D08.!-*80$?

/*K

%*4=8D0!54!048-*8.5456.45-C*4.!!*-+54$@

T&A

%

13EE5-8.4C D*7656?

/*K

.4>+&623'51(,-6&-(),'(33(-% 34=0-=.660-0481*7.4.8H

盐度JF7GPGSZ

O

EF̂

*

'

E67)

$

@"&%

&%

OM77,K#+

F

%8"

"

'

E67@.#

>04

4)

$

24)

;

!

!$ &B!8! q<8! "%!8B q=8B !8<$ q%8& #"<8& q=8&

"%

&&!8! q"8?

!

!"<8? q&&8? $8!# q%8& !&<8& q&%8#

?%

B=8$ q%8<

!

=$B8% qB#

!

"8?< q%8?

!

?!#8! q=!8=

!

!'讨论

?&%'盐度对小新月菱形藻生长的影响

新月菱形藻是一种广盐性的种类!盐度在

&= \<&8" 之间均能生长*&?+

!我们的实验结果也

证实了在分类上属于同一属的小新月菱形藻也具

有对高盐度的较强耐受能力!在盐度高达 <% \?%

时!尽管生长速率明显下降!但还能维持一定程度

的生长) 在高盐度培养初期!生长均出现不同程

度的延滞期!即需要有一定的适应时期!而且盐度

越高!适应时间越长!这与-.c-Cc35等*$+有关

盐藻研究的结果相似) 高盐度下生长受到抑制在

钝顶螺旋藻*&=+和念珠藻*&B+中均有类似的报道!

但不同藻类由于生长的环境不同!高盐度对其影

响的程度也存在差异) 有研究表明在较高盐度

下!鱼腥藻"".0A09.0 :)4()4,-#"$% \$%% EE67@

.,F47#和耐盐绿藻"H0..)+74)'(*#随盐度的增

加!叶绿素含量均出现明显下降*$% ;$&+

!本结果与

其一致) 叶绿素含量随着盐度升高而下降!可能

是由于盐胁迫使捕光色素蛋白复合体和反应中心

复合体受损或部分降解*&+

!影响了色素的合成'

同时,F47也能促进叶绿素酶活性增强!使叶绿素

分解*$$+

)

?&('盐度对小新月菱形藻光合作用的影响

叶绿素 F荧光是光合作用的良好指标和探

针!通过对荧光参数的分析!可以得到有关光能利

用途径的信息) ;

=

N;

-

表示 A1

!

最大光化学效

率!是研究在胁迫环境中微藻光合作用变化的一

(*%
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个非常重要的参数*$!+

) 本研究结果表明!高盐度

培养的藻细胞的最大光化学效率(实际光能捕获

效率均有所下降!这与梁英等*&+

(3.D1233X2

等*$#+和 -..-X253+>035等*$"+的研究结果是

一致的!这可能与盐胁迫使 A1

!

反应中心受损!

抑制光合作用的原初反应!阻碍光合电子传递过

程有关) 有关螺旋藻的研究也表明!高盐度下

]

;

-

积累剧增!电子传递速率下降*"+

) 1D为光化

学淬灭!反映了A1

!

天线色素吸收的光能用于光

化学电子传递的份额!在一定程度上反映了A1

!

反应中心的开放程度) 1D越大!表明 A1

!

的电

子传递活性越大*$<+

) 有关盐胁迫对螺旋藻*$?+和

石莼"Q4=0 40+6,+0#

*#+光合作用影响的研究表明!

盐胁迫引起A1

!

反应中心的关闭!]

;

-

到]

C

的电

子传递受抑!使 ]

;

-

在细胞内积累!这与 P(94: 的

下降和 1H上升是吻合的) 1H即非光化学淬灭!

反映的是A1

!

吸收的光能不能用于光合电子传

递而以热的形式耗散掉的光能部分!对光合机构

起一定的保护作用*$=+

) 盐胁迫下小新月菱形藻

的 1H逐渐增加!表明其卡尔文循环的活性受抑

制的程度增大!A1

!

的潜在热耗散能力增强!对

藻体本身可能是一种保护作用) 光合作用光响应

曲线参数是衡量光合生理特性的重要指标*$B+

)

高盐度下小新月菱形藻最大光合作用速率"D

-

#

和光合效率"

#

#明显下降!这与叶绿素荧光参数

的变化是一致的) C.*bi-.>等*&B+的研究表

明念珠藻通过降低光合作用速率和积累胞内渗透

剂蔗糖来应对高盐环境) 但是当盐度超过了藻细

胞所能承受的范围时!,F

h和 47

;在细胞内大量

积累!不仅会改变细胞膜系统的结构和功能!而且

会导致光合作用中起重要作用的酶活性降低*!%+

)

高盐度也可导致光合作用 A1

!

结构的破坏*!&+

!

类囊体膜上的藻胆体分离*&=+

) 高盐度培养下小

新月菱形藻暗呼吸速率 ?

:

明显减少!可能是在高

盐度下质膜的通透性增大!,F

h大量进入细胞内

导致线粒体内酶活性受到影响所致*&=+

)

?&?'盐度对小新月菱形藻无机碳利用和 <$活

性的影响

高盐度对不同藻类胞外4-活性影响存在明

显差异!高盐度""%% EE67@.,F47#对三角褐指

藻"D709):0+6%4,-6'(+)'.,6,-#(盐藻"I,.04(9440

*04(.0和 I,.04(9440 &0'=0#胞外 4-活性具有明

显的抑制作用!而对 D49,')+7'%*(*+0'69'09胞外

4-有激活作用!这与细胞积累47

;的能力存在差

异有关!微藻细胞内积累 47

;浓度越高!4-活性

容易受到抑制!,F47对 4-活性的影响主要体现

在47

;而不是 ,F

h*!$+

!47

;也是碳酸酐酶的阻化

剂! 对 其 活 性 具 有 明 显 的 抑 制 作 用*!!+

)

.0,>1X)Y

*!#+认为阴离子对 4-活性影响是非

竞争性的!主要是取代活性中心与锌原子结合的

羟基位点) 小新月菱形藻无机碳利用的方式主要

通过胞外4-催化 24)

;

!

转化为 4)

$

!后者自由

扩散透过质膜进入细胞!同时还存在 24)

;

!

直接

吸收*!"+

!因此 胞外碳酸酐酶的活性变化将影响

光合无机碳的利用) 本研究表明!在 !$ \#" 盐度

环境下!小新月菱形藻的胞外 4-活性没有明显

变化!而在大于 #" 时活性明显下降!可见小新月

菱形藻细胞内 47

;只有积累到一定浓度才对 4-

活性起到抑制作用!导致细胞对无机碳的亲和力

明显下降) 高盐度环境下胞外4-活性降低表明

通过胞外 4-催化 24)

;

!

转化为 4)

$

的能力降

低!而24)

;

!

直接吸收是一个需要能量的过程!

高盐度下电子传递速率降低!导致-QA的合成量

也明显减少!因此高盐度环境中无机碳提供速率

也有所降低!但细胞可以通过 :LTGJO6 在蛋白核和

基质中重新分配使得细胞在胁迫环境下维持一定

的光合作用速率*!<+

!这也可能是小新月菱形藻能

在高盐度环境下维持一定程度生长的原因)

总之!高盐度对小新月菱形藻光合生理的影

响是多方面的!从我们的研究结果可以看出!高盐

度可以通过调整光合色素含量和改变叶绿素F荧

光参数降低细胞光合作用光能吸收和利用效率!

抑制胞外碳酸酐酶的活性以改变无机碳利用和细

胞内无机碳的积累!从而影响光合作用速率!导致

生长受到抑制)
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