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摘要;四列藻在营养限制胁迫下培养 8$K后3在恢复营养进行培养的初期68D7K:3表现出较强的超补偿生

长能力E与持续正常营养培养的对照组比较3两者间的生长表现出显著差异6rs$t$7:E四列藻超补偿生长

的主要特征表现是在恢复营养进行培养的初期3处理组的藻细胞比对照组平均相对生长率提高3细胞数增

多3叶绿素 G含量和生物量增高3细 胞 数 净 增 率 最 高 达 9Ct!uD8!8t8u3生 物 量 净 增 率 最 高 达 !8tCuD

=7t"uE随着培养时间的推移3由于环境容量的限制3处理组与对照组之间的差异逐渐减小E到了培养的后

期3处理组和对照组的各生长参数都趋于一致E同时发现3在受到营养限制胁迫后3藻细胞内蛋白质v细胞

内糖和蛋白质w糖6bw&:的比值发生了变化3但是在恢复营养进行培养 8$K后3均基本上恢复至处理前的水

平E藻类中存在的这种超补偿生长特性有可能是引起藻华和赤潮的一个生物内在因素E
关键词;四列藻A胁迫A超补偿生长
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生物的超补偿生长现象最初是在一些高等动植物中发现的(它是许多生物所拥有的一种生理生态学

适应性特性(也是生物在长期的进化过程中不断适应波动变化的外界环境和服从自然选择的结果m生物体

在遭受到营养限制n疾病危害n环境因子胁迫等作用时(生长和生理机能往往受到制约和影响(当使这些受

到环境胁迫的生物恢复到适宜的生存条件时(它们在生长繁殖和生物量等方面的恢复补偿能力有时会发

生超出未受过胁迫的正常生物的现象(这种现象称为生物的超补偿生长作用oSpm一般可以把生物的补偿性

生长分为超补偿n零补偿和负补偿m目前(其研究领域已涉及反刍动物oSpn水产动物o9TRpn高等植物oVTZp等(
但对于水生微藻超补偿的专门研究目前报道极少oSQpm本研究以海洋微藻四列藻7DEFGHIEJKLIFEFGEFMEJE:为

材料(探讨了微藻在氮磷限制胁迫下的超补偿作用规律(以期为微藻补偿性生长的理论性研究提供基础资

料(同时为人们在实践中利用微藻的超补偿作用的某些规律去指导有益微藻的养殖(以及对有害藻华和赤

潮的生物防治提供理论依据m

q 材料和方法

qXq 藻种来源和培养

试验所用的四列藻来自暨南大学水生生物研究所藻种室m将试验藻置于室内光照培养箱中用 9RQ63
的锥形瓶培养(每瓶培养液的体积为 9QQ63(培养温度为 9lrsSr(光照强度为 lQQQ3U(光暗比为 S9tS9(
盐度为 [Ru(*v为 VXRTjXQm培养基为 .89培养基m

qXw 处理方法

试验设置了贫营养7仅用人工海水做培养基:n限氮7去除 .89培养基中的氮:n限磷7去除 .89培养基中

的磷:n限氮x限磷7去除 .89培养基中的氮和磷:l种处理和 S个对照7持续用 .89培养基:(每处理和对照

均设 [个重复m各处理组先在营养限制胁迫条件下培养 SQ-(然后解除营养限制胁迫(在相同起始接种密度

和 相同培养条件下(将处理组和对照组都置于正常营养条件下7用 .89培养基:培养 SQ-(每天进行细胞计

数(同时测定藻生长过程中叶绿素 2含量n生物量n细胞内蛋白质和糖的含量(并计算出相应的有关参数m
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用统计软件 !"!!#$%$对处理组和对照组数据进行组间差异显著性检验&

’%( 细胞计数和相关生长参数的计算

细胞计数采用血球计数板计数法)在 *+,-./0123$型双筒显微镜下进行操作&自接种的次日起为第

#天)每天的同一时间计数)直到藻细胞的数量增长小于或等于 45为止&取得每日678细胞数698&用以下

公式计算出细胞相对生长率和细胞数净增率:##)#;<=
细胞相对生长率>6+?9#@+?9$8A67#@7$8

9$是开始时的细胞数)9#是经过 7#@7$时间后的细胞数&
细胞数净增率>69B@9CD8A9CDE#$$5

9B为第 7天的处理组细胞数)9CD为第 7天的对照组细胞数&

’%F 叶绿素 G的测定

抽滤收集藻细胞)用丙酮法测定:#3<&在抽滤瓶上装好醋酸纤维滤膜)根据藻液细胞密度大小)抽滤一定

量63$H#$$-+8藻液&取出载有藻细胞的滤膜)在冰箱内冷冻 IHJK后放入研钵中)加少量 LM1*03粉沫及

;H3-+N$5的丙酮充分研磨)提取叶绿素 G)在 3$$$HO$$$P.-下离心 #$-Q?)将上清液倒入 #$-+比色管

中&重复上述研磨和离心操作步骤 ;H3次)用 N$5的丙酮定容至 #$-+&将离心上清液加入分光光度计 #C-
厚度比色皿)分别读取 R4$?-SII3?-SIO4?-SI3$?-波长的吸光度)并以 N$5的丙酮作校正吸光度测定&
叶绿素 G含量计算公式如下=

叶绿素 G含量6TMAU8> :##%IO6VII3@ VR4$8@ ;%#I6VIO4@ VR4$8W $%#$6VI3$@ VR4$8<E X#XE Y
式 中)X为藻液 体 积6U8)VI3$SVIO4SVII3SVIR$分 别 是 在 波 长 为 I3$?-SIO$?-SII3?-SR4$?-处 的 吸 光 度)

X#为叶绿素 G提取液的定容体积6-+8)Y为比色皿厚度6C-8&

’%Z 生物量的测定和相关参数的计算

离心藻液 J$-+)收集鲜藻细胞)经电热鼓风恒温干燥箱 #$$[恒温烘干至恒重)用电子天平称量出藻

的干重作为藻的生物量:##<=
生物量净增量> \B@\CD]

生物量净增率>6\B@\CD8A\CDE#$$5

\B为第 7天的处理组生物量)\CD为第 7天的对照组生物量&

’%̂ 细胞内蛋白质含量测定

离心藻液 J$-+)收集藻细胞)反复冻溶处理)用紫外吸收法测定:#O<&

’%_ 细胞内糖含量的测定

离心藻液 J$-+)收集藻细胞)反复冻溶处理)用蒽酮比色法测定:#O<&

‘ 结果和讨论

‘%’ 细胞密度的变化

根据四列藻的 O种营养限制胁迫处理与正常营养条件对照的生长曲线可以看出)在 #$a营养限制阶

段)各处理组的藻细胞密度均极显著低于对照]在恢复正常营养条件的后 #$a中)各处理组的藻细胞密度

均出现了显著高于对照组的情况6图 #8&用 !"!!#$%$统计软件对处理组藻与对照组每天的藻细胞密度的

差异做两个相关样本的非参数检验)检验结果为=贫营养处理组6b>$%$$4c$%$#8S限氮处理组6b>$%$$4

c$%$#8S限磷处理组6b>$%$$Rc$%$#8S限氮加限磷处理组6b>$%$#Rc$%$48&证实了 O个处理组与对照

组均有显著差异&到了对数生长期末)O个处理组和对照组的细胞密度趋于接近)这一方面显示了环境容量

的限制作用)同时也表明藻类受胁迫后的超补偿作用具有阶段性&

‘%‘ 生长参数的变化

从 图 ;可以看出)在恢复营养培养的前期6第 #H4天8)各处理组的平均藻细胞相对生长率明显高于

对 照 组)第 #H;天 最 明 显)表 现 出 较 强 的 超 补 偿 能 力6图 ;8&作 者 曾 研 究 蛋 白 核 小 球 藻6defghiffj

klhimgnogpj8在经历黑暗胁迫后在短期内发生产量及生长速率的超补偿现象:#$<)LG?qaKGPG?等:#4<将赤潮

NN;#R期 段舜山等=四列藻在营养限制胁迫下的超补偿生长研究
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藻 !"#"#$%&’"())*&*)()在完全黑暗条件下培养后恢复光照+藻细胞立即快速生长+在初期细胞密度大于

对照组+这与本研究的结果有相似的规律,随着培养时间的推移+各处理组与对照组的平均细胞相对生长

率之间的差异逐渐减小+到了培养后期+相对生长率趋于一致,
各 处理的细胞数净增率也表现出同样的变化趋势+在恢复营养的初期-第 ./0天1较高+达到 2.3.4

/.2.3.4+第 2天时最高+达到 56324/.2.3.4+之后随着培养时间的推移+净增率逐渐减小+到了培养

后期甚至变为负值-表 .1,

图 . 四列藻在限制营养下和恢复营养后的生长曲线

789:. ;<=>?@AB<CDE=FG%’"HI%J)*I’%’"%’K%J%BLMD<LB?<8DL?EMDF8A8DLANOLMOF?D<LB?<8DL?E<DA=CD<N

表 P 四列藻在恢复营养后的细胞数净增率-41
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培养时间

lBm?B<D?8nD
-M1

处理 o<DO?nDL?
贫营养

p==<
LB?<8DL?E

限氮

q
MDF8A8DLAN

限磷

p
MDF8A8DLAN

限氮r限磷

qrp
MDF8A8DLAN

. s6:5 2s:6 5s:t 2.:.
2 56:2 t5:u .2.:. t5:0
s 02:0 26:u .v.:. ss:t
u 2t:s s2:6 55:2 st:.
0 s0:w 2w:0 55:w s2:s
5 25:v s2:u u.:6 .u:w
t su:5 .6:2 2w:w ..:2
6 .6:2 .6:u w:u u:0
w 2.:2 .s:. 5:5 xv:u
.v .u:5 t:t x2:w x2:w

在藻类解除胁迫恢复营养的初期阶段-第 ./0天1+
限磷处理组的平均细胞相对生长率和细胞数净增率

在 u个处理中都 是 最 高 的-图 2+表 .1+而 除 磷 限 制

以外的其它 s个 处 理 之 间+从 恢 复 营 养 的 第 2天 开

始+它们的细胞相对生长率几乎无明显差异,这表明

磷限制胁迫被解除 后 可 以 发 生 较 强 的 超 补 偿 作 用+
而其它营养限制胁 迫 处 理 的 超 补 偿 能 力 相 对 较 低+
可能是由于氮限制胁迫或氮磷双重限制胁迫对藻类

造 成 的 非 补 偿 性 损 害 程 度 要 大 于 单 纯 的 磷 限 制 胁

迫,氮限制胁迫与磷限制胁迫对微藻细胞的生理机

能影响不一定相同+但其机理有待进一步研究,

y3z 叶绿素 O含量的变化

通过测定解除胁迫恢复阶段四列藻的叶绿素 O
含量表 明+在 恢 复 营 养 阶 段 的 前 期-第 ./5天1+u
个营养限制处理组的叶绿素 O含量都较明显高于对

照 组-图 s1,其中+超补偿能力较强的限磷处理组+
其叶绿素 O的相对增加量较大+而超补偿能力相对较弱的其它 s个处理组+相对增加量较小,随着恢复培

养时间的推移+各处理组与对照组叶绿素 O含量的差异逐渐减小+而在生长后期+处理组与对照组之间无

明显差异,
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对叶绿素 !增加量与细胞数的增加量做相关分析"结果为#贫营养处理组$%&’()*+,"-.()(/01限氮

处 理 组$%&’()*&2"-.()(/01限 磷 处 理 组$%&’()**&"-.()(/01限 氮 加 限 磷 处 理 组$%&’()*++"-.

()(/03显示出叶绿素 !含量的增加量与细胞数的增加量之间呈显著线性相关"这说明在培养的前期各处

理组叶绿素 !含量的增高是由于各处理组藻细胞在恢复营养后"生长加快"细胞数增多的结果3

图 & 四列藻在恢复营养后的平均相对生长率

4567& 89:;!6:;:<!=59:6;>?=@;!=:A>BCDEFGHDIJKH

EDEFDELDID!B=:;MN=;5:M=A;:O>9:;P

图 Q 四列藻在恢复营养后的叶绿素 !含量

4567Q R>M=:M= >B O@<>;>S@P<<T! 5M CDEFGHDIJKH

EDEFDELDID!B=:;MN=;5:M=A;:O>9:;P

U)V 生物量的变化

通过四列藻在恢复营养阶段各处理和对照的生物量得知"虽然各处理组和对照组在恢复营养阶段的

细 胞起始接种密度相同"但 W个营养限制处理组的生物量$,)XY2),Z6[\<0均小于对照组$*)XZ6[\<0$表

&03这说明四列藻在营养限制胁迫阶段"不仅细胞数量受到显著影响"而且也导致细胞生物量的减小3在恢

复 营 养 后 的 培 养 过 程 中"各 处 理 组 的 细 胞 生 物 量 比 对 照 组 明 显 增 高"生 物 量 净 增 率 在 第 &天 达 到 最 高

$&/)2]Y*+)Q]0"这说明在恢复培养的初期"四列藻表现出较强的超补偿生长能力3在恢复营养的第 ,Y
2天"细胞生物量净增量达到最大$/&),YW,)2Z6[\<03到恢复营养第 /(天"贫营养和磷限制两处理的生物

量净增率及净增量仍然明显高于对照组"说明四列藻在贫营养和磷限制胁迫后能够发生较强的超补偿作用3
表 U 四列藻在恢复营养后的生物量1生物量净增量和生物量净增率

_̂‘abU cdef_gg"hbi‘def_ggdhjkb_gb_hlk_ibemhbi‘def_ggdhjkb_gbemnopqrsotuvspopqopwoto_mibkhxikdbhigkbjeybkz

指标

{M|:}

处理

~;:!=\:M=

培养时间 RN<=N;:=5\:$|0
( & W , 2 /(

生物量

!5>\!AA$Z6[\<0

生物量净增量

":=#5>\!AA
5MO;:!A:$Z6[\<0

生物量净增率

$!=:>BM:=#5>\!AA
5MO;:!A:$]0

对照 R>M=;>< *7X &(7( +,7/ X*7, /(*7& /&Q72
贫营养 %>>;MN=;5:M=A 27+ &*7Q ,&7W /(X7* /Q272 /+&7,
限氮 "|:B5O5:MOP ,7X &W7Q ,W7Q *W7Q //+7X //*7Q
限磷 %|:B5O5:MOP 27, Q*7( 2&7Q /&,7W /QQ7* /QW7,
限氮&限磷 "&%|:B5O5:MOP 27& &*7X ,W72 *&7/ //+7( /&/7/
对照 R>M=;>< (7( (7( (7( (7( (7( (7(
贫营养 %>>;MN=;5:M=A ’/7& *7W ,7Q &27Q &*7, &27*
限氮 "|:B5O5:MOP ’Q7( W7W 27& /W7X ,7+ ’W7+
限磷 %|:B5O5:MOP ’/7/ /*7( &,7& W,72 &W7X /(7*
限氮&限磷 "&%|:B5O5:MOP ’/+ *7X 27X /&7, +72 ’&7X
对照 R>M=;>< (7( (7( (7( (7( (7( (7(
贫营养 %>>;MN=;5:M=A ’/&7, WX7/ //7Q Q+7, &X7/ &Q7Q
限氮 "|:B5O5:MOP ’Q(7* &/72 /W7, /27+ ,7( ’Q7,
限磷 %|:B5O5:MOP ’//7X *+7Q W,72 +27* &&7, 272
限氮&限磷 "&%|:B5O5:MOP ’/+7X W272 /+7, /+72 +7Q ’&7/
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!"# 细胞内蛋白质$糖及蛋白质%糖比值的变化

营 养限制胁迫 &’(后)所有处理组的蛋白质含量*&+",-,."/01%23445都 低 于 对 照 组*.6".01%23445)
其 中限磷组细胞内蛋白质含量*,."/01%23445在各处理组中相对较高7所有处理组藻细胞内糖含量*+"8-

&,"901%23445都低于对照组*&+",01%23445)其中限氮组的糖含量*&,"901%23445在各处理组中相对较高7限

磷处理组的蛋白质%糖*:%;5比值*9"85高于对照组*6"+5)而其它 6个处理组*<"’-6"<5都低于对照组=在

解 除胁迫并恢复营养培养的第 &’天)各处理组的蛋白质$糖 含 量 和 :%;比 值 都 与 对 照 组 无 显 著 差 别*表

65=
表 > 四列藻在不同试验阶段细胞内蛋白质$糖的含量和蛋白质%糖的比值

?@ABC> DEFGCFGEHIFGJ@KCBBLB@JMJEGCIF)K@JAENOPJ@GC@FPJ@GIEEHMJEGCIFGEK@JAENOPJ@GCEHQRSTUVRWXYVSRSTRSZRWR

PLJIF[PIHHCJCFGC\MCJI]CFĜG@[Ĉ

指标

_‘(3a

阶段

bcd13

处理 ef3dcg3‘c
对照

;h‘cfh4

贫营养

:hhf‘icj3ck

限氮

l(3mj2j3‘2n

限磷

:(3mj2j3‘2n

限氮o限磷

lo:(3mj2j3‘2n
蛋白质含量

;h‘c3‘chm0fhc3j‘

*01%23445
糖含量

;h‘c3‘chm2dfphqn(fdc3

*01%23445
蛋白质%糖

rdcjhhm0fhc3j‘ch

2dfphqn(fdc3

胁迫前 ’(s .’t/ 98t+ 9+t, 98t& 9.t8
胁迫 &’(u .6t. &+t, <8t9 ,.t/ 6,t.
恢复 &’(v 9.t/ .<t. 98t& 9/. 9+t6

胁迫前 ’(s &.t6 &9t< &,t. &9t& &.t<
胁迫 &’(u &+t, /t& &,t9 +t8 &’t/
恢复 &’(v &9t. &9t/ &6t, &.t/ &9t.

胁迫前 ’(s 6t+ 6t8 6t8 6t8 6t9
胁迫 &’(u 6t+ <t& <t’ 9t8 6t<
恢复 &’(v 6t. ,t’ ,t, 6t9 6t+

sw3mhf3kcf3kk7uxmc3fc3‘(dnk1fhycqi‘(3fkcf3kkhm‘icfj3‘ck(3mj2j3‘2n7vxmc3fc3‘(dnkf32hz3fn1fhycq

氮磷营养量不足或者氮磷比例不协调)均会限制微藻细胞的繁殖和生长过程{&.|)然而)一般认为细胞

合成蛋白质需要更多的氮元素)磷元素缺乏不利于微藻的光合作用=本研究中的限磷组表现有相对较高的

蛋白质含量)限氮组具有相对较高的细胞糖含量)都是符合上述规律的)这与文献{&+)&/|中所报导的结果一

致=:%;比值直接反映了藻细胞内生理活动的变化和物质转化能力)限磷组氮充足)细胞蛋白质合成正常)
而磷的限制造成细胞糖合成量减少)所以限磷组的 :%;比值最高)甚至高于对照组=

恢复营养培养的第 &’天)各处理组的蛋白质$糖和 :%;比值等指标与对照组相比差别不大)说明四列

藻在遭受营养限制胁迫后的生长状态和生理机能可以恢复补偿)&’(的营养限制胁迫不足以对四列藻细胞

的生理机能造成不可恢复性的影响=

!"} 藻类超补偿生长与赤潮发生的关系

目前)国内外有关赤潮形成机理$赤潮生物与自然环境及水体富营养化的关系等方面的研究虽然取得

了很大进展)但赤潮的发生毕竟是一个非常复杂的过程)很多现象和疑问至今尚无令人信服的解释=而且)
以往的研究更多考虑的是诱发赤潮的外部因素)例如氮$磷$铁$锰等营养物质的需求量和满足量)水平或

垂直水团运动$温度$风力风向$有效光辐射等水文气候条件)外来有机物质和无机元素的输入通量)上升

流携带的金属离子$赤潮生物孢囊存在的沉积层状况)菌藻共生关系$赤潮生物的捕食者种群密度等)都会

直接或间接地影响赤潮的发生{&8|=本研究四列藻发生超补偿生长现象的事实初步表明)藻类在生存过程中

经受适当的逆境胁迫*或环境压力锻炼5)不仅对其生长发育不造成危害)而且很可能对其细胞的更快繁殖

和生长产生诱导或激发作用=由此联想)我国沿海往往在春夏之交更容易多发赤潮)而且许多赤潮事件又

易发生在持续多云或连续阴雨天气之后=如果赤潮藻类在受到低温或弱光胁迫后能够发生超补偿作用现

象)那么)上述冬春季节的低温$持续多云或连续阴雨天气等很可能构成赤潮藻类的阶段性胁迫条件)一旦

这些胁迫消失)赤潮藻类就会立即表现出超补偿生长性能)促使赤潮迅速发生=
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! 结论

!"# 试验四列藻在经受连续 $%&的贫营养’氮限制’磷限制和氮磷共同限制等 (种胁迫处理后)它们的细

胞密度’生物量’叶绿素 *含量等指标均显著+,-%"%./高于对照组)表明四列藻经氮磷营养限制胁迫后均

能够发生超补偿生长现象)而且)磷限制胁迫的超补偿作用效果最为显著0

!"1 四列藻的超补偿生长过程主要发生在解除胁迫并恢复营养的前期阶段+$2.&/)这时各处理的细胞

密 度净增量和生物量净增量分别比对照提高了34"562$5$"$6和5$"4627."860随着恢复培养时间的

推移)处理组与对照组之间各生长参数的差异逐渐减小)直到趋于一致0

!"! 四列藻在营养限制胁迫处理后)细胞内蛋白质和糖含量都显著低于对照组)蛋白质9糖的比值发生了

变化)但是当进入恢复培养阶段后)它们的值都逐渐恢复至胁迫处理以前的水平0

!": 根据微藻的超补偿作用过程与赤潮发生过程存在着相似性的特点推断)海洋或淡水微藻的超补偿生

长作用可能是助长赤潮或藻华暴发的生物因素之一0
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