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678加富对两种海洋微绿藻的生长9光合
作用和抗氧化酶活性的影响
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摘要B研究了 %(!加富对两种海洋微绿藻小球藻和亚心形扁藻的生长9光合作用和抗氧化酶活性的影响I实验结果表明2%(!
加富<含 "###u0v)%(!的空气A促进小球藻和亚心形扁藻的生长I但两种藻对 %(!加富的敏感性不同I%(!加富对小球藻生物

量影响的敏感性小于亚心形扁藻I%(!加富使两种藻的干重和光合速率显著增加?可溶性蛋白含量显著下降?但两种藻的 %P0K
含量和 %KT含量与对照相比变化不明显I高浓度 %(!生长的小球藻和亚心形扁藻的 ws$含量比对照低2表明 %(!升高可以

减轻微藻的膜脂过氧化损伤2有利于膜脂稳定性的保持?在正常浓度 %(!<>=#u0v)A条件下2抗氧化酶 ,(s9f(s9%$&9*x的

活性因藻种不同而存在很大差异2高浓度 %(!<"###u0v)A培养条件使得这些抗氧化酶中的 ,(s9%$&9*x的活性显著降低2而

f(s活性变化则不明显I%(!浓度升高可能导致抗氧化酶活性需求的减少2从而对藻的氧化损伤具有一定的保护能力I另外2
光合速率9%P0K含量和 %KT含量以及抗氧化酶活性因藻种不同而存在很大的差异I
关键词B%(!加富?生长?光合作用?抗氧化酶?小球藻?亚心形扁藻
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AwwO年之前-大气 012浓度大致稳定在 OxO2wy左右z随着工业的发展-人类的活动特别是矿物燃料的大量使用和植被的

破坏-导致大气 012浓度的持续上升-目前升到约 OxOMNyz多数学者认为到 2A世纪中后期-大气 012浓度可能倍增到约

OxOt2y{A|z海洋面积占地球表面总面积的 tAy-海洋所溶解的总碳量为大气 012量的 SO倍以上-在全球碳循环中起着很重要

的作用z据估计-海洋吸收工业排放 012的 MOy}MSy-是 012的重要汇源{2|z012浓度的升高必然会对海洋生态系统中食物

链的初级生产者r藻类产生影响z近年来-012浓度升高对藻类的影响的研究已经取得了很大的进展z
高 012浓度与大型海藻生长的关系中-存在促进~抑制及没有影响等效应-这可能与不同海藻种类和实验条件有关{M|z大

气 012浓度升高能提高海洋浮游植物的初级生产力{v-S|z高 012浓度将促进微藻的生长{N|q提高光合作用{t|q降低小球藻脂肪

酸的不饱和度{w|q但研究者又发现高浓度 012培养条件下-其光合生理特征与通低浓度 012相比-有明显的变化-主要表现在

对 012的亲和力下降-!@补偿点下降和 012补偿点升高{s|z012浓度升高对高等植物的抗氧化酶的影响已有不少研究{AO-AA|-
但对浮游植物的抗氧化酶的研究还未见报道-本文在研究 012加富对两种海洋微藻的生长~光合作用的基础上-探讨了膜脂过

氧化产物 !GH含量及抗氧化酶活性的变化-以揭示 012加富对微藻的作用机制z

" 材料与方法

<A?藻种及培养 所用小球藻<UVWXYZWW[%!9?和亚心形扁藻<\W[]̂_X‘[aabcdXYefgXY_fa?由中国海洋大学水产学院微藻研

究中心提供z
海水取自鲁迅公园附近海滨-AxOSC6Q*52灭菌 2O5)’-培养液选用 ;Q2{A2|营养盐配方z对数生长期的藻细胞接入盛有

2OO53;Q2培养基的 AOOO53的三角瓶中-接种浓度控制在 1GNsS#Ox2OO左右-实验置于光照培养箱中培养-光照强度为

SOOO38-光暗周期为 A2"pA2"-温度为 2O$A% -!@为 wxO$OxAz一组通含 MNOP3QR012的过滤空气-另一组通含有 SOOO

P3QR012的过滤空气-通气玻璃管距液面一定距离z气体流量用流量计<R&’rM-青岛华仪仪表厂-青岛?控制在 MOO53Q5)’z整

个实验中所用气体用钢瓶中的压缩空气<012浓度为 MNOP3QR?和压缩混合空气<含有 SOOOP3QR012的过滤空气?来维持<空气

和混合空气由青岛合利气体工业中心提供-青岛?z

<2?细胞密度 细胞密度的测定用 R46#3碘液固定样品-血球计数板计数z每天取微量藻液进行细胞计数z
实验进行到第 t天-收集藻样并对以下各种生理生化指标进行测定z

<M?干重的测定 藻体被抽滤在 OxvSP5的微孔滤膜上-然后放在 wO%的干燥箱中烘干 t2"-并用电子天平称其重量-总重

量减去微孔滤膜的重量即为藻体的干重z

<v?叶绿素 +<0"3+?~类胡萝卜素 <0+.?含量和光合速率的测定 0"3+和 0+.含量测定参照 ((’%(’{AM|方法进行-sOy丙酮

提取-)*rsAOO型分光光度计测定z光合速率的测定采用高尚德等{Av|的黑白瓶定氧法z

<S?可溶性蛋白含量的测定 提取液采用磷酸缓冲液<!@txO?-对收集的藻细胞在冰浴中匀浆-IKRrAN台式高速离心机

上 ASOOO.Q5)’离心 AS5)’-上清液即为蛋白质提取液z然后-按照 ’.+/;#./{AS|的方法进行蛋白质含量的测定z以小牛血清白蛋

白为标准曲线z

<N?酶活性等指标的测定 F1G采用 ’(+4*"+5!{AN|建立的-’(D3(&等{At|改进的氮蓝四唑<+’I?光化学反应法进行测定z
一个 F1G酶活力单位定义为能引起反应初速度<指不加酶提取液时?半抑制时的酶用量-即pF1G活性#<1G对照组>1G处理组?Q

SOy1G对照组,样品稀释倍数zJ1G活性测定按照-+.和0"#4/"4.){Aw|方法z反应液在 2w%温育 S5)’后加 A53Sy@2F1v终止

反应z离心后上清液在 vtO’5比色z0HI活性测定按照 -+$#和 F")5)E4{As|的方法通过测定 @212的消失来测定 0HI的活性z
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!"酶活性测定参考 "#$等%&’(方法)反应体系成分为 *++$,-./012)3++$,-.!44!)3’++$,-.156789:,;<9 =>?@)

*++$,-.A20B9)用*+6C催化还原 *C+$,的谷胱甘肽的酶量表示一个酶活性单位;*DE*C+$,-+6C@)用 /,,+#C%&*(等的方

法测定 !49F膜脂过氧化产物 G02含量的测定参照 9H#IJ和 B#KLH5%&&(的方法进行测定F

;=@数据处理 实验数据采用数理统计法将处理组与对照组差异进行显著性的 M检验F

N 结果

N>O :P&加富对细胞生长的影响

由图 *)图 &可以看出)随着时间的延长)细胞数不断增长)另外)高浓度 :P&;3’’’Q,-.@的小球藻和亚心形扁藻的细胞数比

低浓度 :P&;RS’Q,-.@的细胞数显著增长)且随时间的延长)增长幅度越大F所以):P&加富能够促进小球藻和亚心形扁藻的生

长F但两种藻之间存在差异)即 :P&加富对两种藻的生物量增长的敏感性不同F根据实验数据建立低浓度 :P&;RS’Q,-.@与高

浓度 :P&;3’’’Q,-.@条件下小球藻与亚心形扁藻的细胞密度;T@对时间;U@的回归方程)如表 *F

图 * :P&加富对小球藻细胞密度的影响

V6WX* /YYHKI7$Y:P&HC56KJ+HCI$CKH,,ZHC76I[$Y\]̂_‘â̂b7<X

图 & :P&加富对亚心形扁藻细胞密度的影响

V6WX& /YYHKI7$Y:P&HC56KJ+HCI$CKH,,ZHC76I[$YĉbMTd_ebf

fghi_‘jkl_‘dkf

表 O 低浓度 mnN与高浓度 mnN条件下两种藻的细胞密度;T@对时

间;U@的回归方程

opqrsO otsusvuswwxyzs{|p}xyzy~!srr"szwx}#;T@pz"}x$s;U@y~

}%yprvps|z"sury%pz"txvtmnN!yz!sz}up}xyz

藻种

2,W#,
7<HK6H7

:P&浓度

;Q,-.@:P&
K$CKHCI5#I6$C

回归方程

"HW5H776$C
H&’#I6$C

相关系数 ‘&

:$55H,#I6(H
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亚心形扁藻

ĉbMTd_ebf
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RS’ TE*)>)?SU*))>+3& ’>+?R&

3’’’ TE&*>R*)U*)3>’)? ’>+??)

小球藻

\]̂_‘â̂b7<>
RS’ TE)RR>?+U*+?S>+3 ’>++’R

3’’’ TE)+=>)SU*+3)>*+ ’>++&*

小球藻在 3’’’Q,-.:P&与 RS’Q,-.:P&的回归斜率之

比,)+=>)S,)RR>?+E*>*3-亚心形扁藻在 3’’’Q,-.:P&与

RS’Q,-.:P&的回归斜率之比,&*>R*),*)>)?SE*>)=F根据回

归斜率之比小球藻;*>*3@.亚心形扁藻;*>)=@判断):P&加富

使亚心形扁藻生物量增长的速度比小球藻生物量增长的速度

快)所以 :P&加富对两种藻生物量影响的敏感性比较为,小球

藻.亚心形扁藻F

N>N :P&加富对光合特性和可溶性蛋白含量的影响

由表 &中可以看出):P&浓度升高使亚心形扁藻和小球

藻的干重比对照分别增加了 **>?=/和 **>+=/;c0’>’3@F
亚心形扁藻和小球藻的 :J,#含量在高浓度 :P&;3’’’Q,-.@

表 N mnN加富对亚心形扁藻和小球藻干重1mtrp1mpu1可溶性蛋白含量和光合速率的影响

opqrsN 2~~s!}wy~mnNszux!t$sz}yz"u#%sxvt}w)!yz}sz}wy~mtrp)mpupz"wyr|qrs3uy}sxzpz"3ty}yw#z}ts}x!up}swy~456789:;6<

<=>?:@ABC:@9B<pz"DE5:@F556w3X

:P&浓度

;Q,-.@:P&
K$CKHCI5#I6$C

干重;+W-.@
05[GH6WJI

叶绿素 #
;H*’I+QW-KH,,@
:J,$5$<J[,,
#;:J,#@

类胡萝卜素

;H*’I+QW-KH,,@
:#5$IHC$6Z;:#5@

可溶性蛋白含量

;H*’I+QW-KH,,@
4$,’J,H<5$IH6C
K$CIHCI

光合速率
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与低浓度!"#$%&’()*+,下相比-分别降低 ./.01和 2/231-但变化不显著$45’/’3,6高浓度!"#亚心形扁藻的!78含量比低

浓度 !"#降低了 #/%21$45’/’3,-而小球藻的 !78含量稍有所增加-增加了 2/’&1$49’/’3,6高浓度 !"#的亚心形扁藻和

小球藻的可溶性蛋白含量比低浓度!"#分别降低 #’/3&1$49’/’3,和 :/’%1$49’/’3,6高浓度!"#的亚心形扁藻和小球藻

的光合速率分别增加了 :#/&1$49’/’.,和 32/31$49’/’.,6另外-亚心形扁藻和小球藻之间存在种间差异6亚心形扁藻的

!;)7和 !78含量为小球藻的 0/.<0/2倍-而可溶性蛋白含量是小球藻的 =/&<2/=倍>光合速率为小球藻的 %0/3<%=/#倍6

图 % !"#加富对小球藻和亚心形扁藻 ?@A含量的影响

BCDE% FGGHIJKLG!"#HM8CI;NHMJLM?@AILMJHMJKLGOPQRSTQQUKVE

7MW4QUXYZR[U\\]̂_RS‘abRSZa\

c/d !"#加富对 ?@A含量的影响

两种藻的 ?@A含量存在种间差异-亚心形扁藻的 ?@A含

量是小球藻的 ?@A含量的 &/0<&/3倍$图 %,6另外-随着 !"#
浓度的升高-两种藻的 ?@A含量都显著降低$图 %,6高浓度

!"#条件下的亚心形扁藻和小球藻的 ?@A含量比低浓度 !"#
分别降低了 #=/%1$49’/’3,和 #2/%1$49’/’3,-表明 !"#
升高可以减轻微藻在大气 !"#浓度下产生的膜脂过氧化损伤-
有利于膜脂稳定性的保持6

c/e !"#加富对抗氧化酶活性的影响

随着 !"#浓度升高-两种藻的 f"@g!Ahgij活性显著降

低$图 0,6高浓度 !"#条件下的亚心形扁藻和小球藻的 f"@活

性比对照分别降低了 .#/#21$49’/’3,和 #0/=1$49’/’3,-
而 !Ah的 活 性 比 对 照 分 别 降 低 了 .3/’21$49 ’/’3,和

.0/0’1$49’/’3,-高浓度 !"#条件下的亚心形扁藻和小球藻的 ij活性比低浓度 !"#分别降低了 %’/##1$49’/’.,和

../&=1$49’/’3,-而 k"@活性稍有所升高但变化不显著6另外-亚心形扁藻和小球藻的抗氧化酶活性因藻种不同而差异很

大-亚心形扁藻的抗氧化酶活性是小球藻的 .’<%’倍6

图 0 !"#加富对小球藻和亚心形扁藻 f"@gk"@g!Ah和 ij活性的影响

BCDE0 FGGHIJKLG!"#HM8CI;NHMJLMf"@gk"@g!Ah7MWij7IJClCJCHKLGOPQRSTQQUKV/7MW4QUXYZR[U\\]̂_RS‘abRSZa\

d 讨论

实验中所用小球藻细胞直径 %<3(N-细胞个体比较小而且繁殖速度快>而亚心形扁藻细胞长 ..<.&(N-宽 :<2(N-厚

%/3<3(N-繁殖速度比小球藻慢6光合速率g!;)7含量和!78含量以及抗氧化酶活性因藻种差异而存在很大的差异6尽管品种

差异很大-但变化趋势基本上是一致的-说明 !"#加富的作用机理是相同的6!"#浓度升高促进亚心形扁藻和小球藻生物量的

提高-这与夏建荣等m:n的 !"#浓度加倍对水华鱼腥藻的结果是相似的6本文的结果还显示-与大气 !"#浓度条件下培养相比-
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!"#加富极显著地提高了光合作用速率$这与 !"#加富培养导致藻细胞有较高的生物量是一致的%根据张其德等&#’(的结果$这

可能是因为 !"#加富有利于藻光系统)的光化学效率的提高$光系统)的光化学效率的提高有利于把所捕获的光能以更高的

速度和效率转化为化学能$为光合碳同化提供更充足的能量$这可能是 !"#加富有利于光合速率提高的原因之一%
高 !"#浓度使大型海藻的叶绿素 *含量下降&#+$#,(%但也有不同的结论$-./012.0和 3*450&#6(的实验结果表明$高 !"#浓度

培养的齿缘墨角藻中$叶绿素 *水平与对照没有区别%本实验数据也表明叶绿素 *和类胡萝卜素含量与对照相比没有太大变

化%这可能是因为在通入高浓度!"#之后$叶绿体的数量明显增多$便于吸收更多的光能&#7($但与此同时细胞数目急剧增加$而

细胞不断分裂可能导致平均直径8体积9则急剧减少$所以光合色素含量变化不明显%本实验中 !"#加富使得可溶性蛋白含量

下降$这与 :5;<*=.等&#,(结果一致%可溶性蛋白质的下降$可能与 !"#浓度升高使 3>?@1<.含量的下降有关&#A(%

:BC是不饱和脂肪酸过氧化产物之一$它的含量多少代表了膜脂过氧化的程度%本文结果显示 !"#浓度升高使两种藻的

:BC含量显著下降$这表明了高 !"#对防止藻的氧化损伤具有一定的保护作用%
当植物生长的外在条件如温度D湿度D土壤中的水分D盐浓度等发生积聚变化或当大气污染8如 E"#D臭氧9D紫外线辐射D某

些农药及病原体等作用于植物时$都会使植物体产生大量的活性氧835*<2@45"FGH50EI5<@51$3"E9$形成氧化损伤%这些比氧

活泼的含氧化合物包括J超氧根阴离子8"#KL9D氢氧根离子8"ML9D羟自由基8K"M9D过氧化氢8M#"#9等%活性氧可以攻击蛋

白质D膜脂和其它蛋白组分的损伤%生物体在进化过程中形成了各种各样的酶来解除光化学或光化学产物的毒性$如 !CN能

将 M#"#转化为 M#"和 "#OE"B是一群含金属离子的酶$其功能是将 "#KL歧化成 M#"#和 "#OP3是一种黄素酶$每分子酶蛋

白含有一分子的 QCB$由辅酶 RCBSM供氢$催化氧化型谷胱甘肽8PEEP9$还原成还原型谷胱甘肽8PEM9%本实验中$!"#浓

度升高显著降低了 E"BD!CN和 P3活性$而 S"B活性受 !"#浓度影响不大8图 +9$E"B是一种诱导酶$因此 E"B活性的降

低代表了 "#KL的产生速率的降低%!CN和 P3活性的降低可能是因为微藻细胞内 M#"#含量的降低%彭长连等&#T(认为抗氧化

酶活性的降低是因为 !"#加富降低了细胞代谢中去除活性氧的需求%!"#升高时$!CN活性降低可能是因为当 3>?@1<.活性

向羧化方向转移而 M#"#的去毒需要所致%高 !"#下微藻较低氧化损伤的主要原因在于加富 !"#可提高 I!"#U"#比率$增加

!"#的同化$减少因"#作为电子受体而形成活性氧$而且!"#浓度的升高可以降低光呼吸形成的M#"#%另一方面$!"#浓度升

高可能导致细胞对抗氧化活性需求的减少%V*=@*0@等&’W(的研究结果也表明高 !"#下大豆叶片光合电子传递过程中K"#L毒害

消弱%也有不同的结果$任红旭等&’X(认为高 !"#下的 E"BDS"BD!CNDP3的酶活性高于大气 !"#下的活性%林久生和王根

轩&’#(则认为!"#倍增下小麦氧化损伤减轻的主要原因在于细胞内抗氧化能力的加强%3*.等&XX(发现E"B和S"Y的变化主要

是因为酶蛋白含量的增加和U或新的同工酶的合成$他认为高 !"#能提高植物的抗氧化能力%本实验结果则与彭长连等&#T(的结

论一致$并支持微藻的膜脂过氧化损伤减轻的主要原因是因为活性氧含量的下降%
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