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摘 要

本文采用连续培 养方法
,

在光暗周期下研 兄 了一种海洋硅藻
—

伪矮海链藻

(T ha la s sio sir a 夕s e u d o n a n a 3 H ) 的荧光特性和生化组成与营养盐的关系
.

研

究结果表明
.

随着营养盐缺乏程度的加剧
,

藻类荧光增强比
、

细 胞叶绿素
a 、

蛋

白质含量均降低
,

而荧光产 额
、

D C M U 增强荧光产额
、

细胞碳水化合物含量
、

碳

水化合物 叶绿素
a 、

蛋白质 叶绿素
a 、

碳水化合物
/

蛋 白质比值均升高
.

但

是
,

取样时间和生长光强不同时
,

各参数随营养状态变化而改变的幅度也各不相同
.

营养盐不仅影响着海洋浮游植物的密度和分布
,

而且对其生长
、

代谢均有着十分重要

的影响 〔‘一 3 〕
.

因此
,

近几十年来
,

人们进行过大量的研究
,

研究方法也从一次培养方法

发展成为更加定量
、

准确的连续培养方法
.

然而
,

有关营养盐对海洋浮游植物影响的研究大多

是在连续光照下进行的
.

我们知道
,

在自然水域中
,

海洋浮游植物不仅生活在不同的营养

条件下而且经历着一天中光照和黑暗交替的周期性变化
.

这种光照和黑暗周期的变化在营

养盐对浮游植物的影响中有何重要作用 ? 这些却很少有人研究过
.

本实验是在光暗交替变化 (12 L
:

12 D )
,

生长在光饱和与光限制两种光强下
,

采用连

续培养方法研究营养盐对一种海洋硅藻一一伪矮海链藻 (T ho z。、5 1口sir
o
Ps
尸“d “n “ n “ 3 H )

荧光特性和生化组成 的影响
,

从而为解释现场数据及建立初级生产力模式提供更为可靠的

理论依据
.

由于海洋浮游植物主要受氮限制
,

故本实验采用氮作为限制营养盐并通过控制

氮流入培养室的速率来控制藻类生长速率
,

进而控制其营养状态
.

本文于l‘!9 们年 6 月3t旧 收到
,

修改稿于 l, 9 1年 3 月 l{旧 收到
.
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一
、

材料和方法

(一 ) 实验条件及培养方法

实验在一个恒温箱中进行
,

温度为19 土 0
.

5 ℃
.

采用荧光灯作为光源
,

光周期为12 L: 12 D
.

光强是用Q S L
一

10 0型光量子仪在培养器中央测 得
.

实验使用人工 海水
,

其配方同K el ler (19 87 )
.

配好后按图 1 进行过滤消毒
.

消毒后的

人工 海水除氮外 (浓度为 50 o m ol /d m ’)
,

其他营养成分均按f / 2配方 〔‘〕添加成培养液
.
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图 1 人工海水过滤消毒装置

l

—
人工海水 2

—
蠕动泵 3

—
0

.

2江m

培养液滤器 4

—
消毒海水

考虑到伪矮海链藻对硒有特殊要求 〔5 〕
,

在培养

液中 又 添 加 浓 度 为 ()
.

0 1。,n o 一 d n l ,

的 业吧酚

(H 2 S e 2 0 3 )
.

连续培养所用的恒化器装置如图 2 所示
.

其

主要组成包括贮液器
、

培养器和收集器三部分
.

用磁力搅拌器将藻液混合均匀并处 于悬浮状态
.

_ l

攒
·

飞
5

_ _
走 J

‘

b巴日网月��日日月日巴巴口r||L

1 一一 2 %硫酸 2

—
充气泵 3

—培养箱
4

—
日光灯 5

—
收集器 6

—
通气口

7

—
搅棒 8

—
贮液器 9

—
蠕动泵

10

—
去离子水 11

—
流速测定阀

抢

—
取样 口 13

—培养器 I J

—
磁力搅

拌器 巧

—消毒棉花

图 2 恒化培养装置

通入空气以防止碳源缺乏
.

通过调节蠕动泵流速控制培养液流入培养室的速率
.

通过 测定生 长
一 光强 曲线 确定 光饱 和 光强 为 2() 0 林E

.

m 2 . 5 一 ’ ,

光限 制 光强 为7 5

林E
·

m
一 2 · s ‘ .

在 2 0 0林E
·

m
一 2 ·

s
一 ,
光强下

,

设置生长速率为
: 0

.

2
、

0
.

43
、

0
.

5 9
、

0
.

8 4
、

1
.

11
、

1
.

4 6 d , ;

在7 5 o E
·

m
一 , · s ’

光强下
,

设置生长速 率为
: ( )一 )

、

0
.

23
、

0
.

3 5
、

0
.

5 6
、

0
.

6 1
、

0
.

9 5 d
一 , .

培

养中每天定时监测培养箱温度
、

蠕动泵流速
、

流出液体积
、

藻液 p H值
、

细胞数
、

活体荧光

值及叶绿素
a
浓度

.

当在连续 5 天内培养藻类细胞数
、

活体荧光值及叶绿素
a
浓度均波动

在 士 10 %范围内则藻类达稳态
.

此时
,

生长速率 ( 砰 ) 等于培养液的稀释速率 ( D )
.

随后
,

每天灯亮后 (早晨 ) 和灯 灭前 ( 晚上 ) 连续两天测定各指标
.

氮饥饿 (生长速率为 O ) 实

验是停止 向在 7 5”E
·

m
一 2 ·

s ’

光强 下
.

生长达稳态的连续培养藻液 (低生 长速率 ) 中输入培 养

入 液后
,

至藻类细胞数在连续 3 天内无明显变化时即可开始取样
.

(二 ) 样品分析及参数含义

活体荧光测定 ( 士 D C M U ) 是依据C ul le n
等人 ( 19 86 ) 的方法

.

藻液经 15 分钟暗适

应 ( v in e e n t
,

19 7 9 ) 后WIj 定活体荧光值F
,

加 l ‘ l() , n l o l
·

d m
一 , D C M U 〔3 ( 3

,

4 ) 一二氯
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苯基 1 一 1
,

1 一
二甲基脉

,

为光合作用抑制剂〕 】分钟后测定D C M U 增强荧光值Fd
,

取

5 个平行样
.

荧光产额和D C M U 增强荧光产额分别用F/C hI 和Fd / C h l来表示
.

叶绿素
a 测

定是依据 5 h o af & Li u m (1 9 7 6) 及作者实验结果
,

用 4 , 6 的二甲亚矾和90 % 丙酮 的混

合液在
一 20 ℃黑暗条件下提取至少 l 小时后测得

.

每个藻样取三个平行样
.

碳水化合物测

定采用硫酚法 〔6 〕,

以葡萄糖作标准
.

蛋白质测定采用加热双缩腮福林酚法 [7, 8 〕,

以牛

血清蛋白 (BS A ) 作为标准
.

实验中
,

光照期开始 ( I 二 0 ) 和光照期结束 ( , 二 1 2) 分别表示 自然条件下的早晨

和晚上
.

当参数最大值不在光照期结束时
,

取最大值为晚上值
.

召 / 尸m a 、

表示相对生长速率
,

它是各生长速率与最大生长速率之比
.

二
、

结果和讨论

(一 ) 荧光特性

日C hl 和Fd /C hl 在光饱和与光限制的条件下均随氮缺乏的加剧而增加
,

且早晨和最大

值增加幅度相近
.

在光饱和光强下
,

川 尸 m a ;

由 1 到0
.

14
,

F/ C hl 增加了30 % ;
在光限制条

件下声 / 药
1 ‘ , 、

由l到o时
,

F /C hl 增加了1
.

6倍
.

Fd /C hl 的变化幅度小于F/C hI (图 3
,

4 )
.
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图 3 相对生长速率与荧光产额的关系 图 4

图例同图 3

相对生长速率与IX 二M U 增强荧光产额的关系

如图 5 所示
,

Fd / F随相对生长速率的增加在光饱 和与光限制条件下均略有增加
.

光饱

和时Fd /F在早晨变化不大
,

在最大值时增加了 16 % ;
光限制时

,

, / 。m a 、

由 0 到 1
,

Fd /F在

早晨和最大值时分别增加了38 % 和44 几 (, .

人们常用叶绿素
”
浓度来表示 自然种群的海洋浮游植物的生物量

.

自 从 Lor e n
ze

n

( 19 66) 首先将活体荧光法应用于海洋浮游植物生物量调查 以来
,

这种方法已为人们广泛地

应用于海洋浮游植物生理生态的研究中
.

此方法有如下假设
,

活体荧光 ( F或Fd )千哮 取叶绿素
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a
荧光强度的比值F /C hl (Fd /C hl ) 在各种环境下是恒定的

.

这样
,

活体荧光值 F (Fd )

斌 即可代表叶绿素 a 浓度
·

然而这种假设很快就为许多科学家所怀疑
·

w el ” c h m e yer &

L o re n z e n ( 19 8 1 )
、

S a k s h a u g & H o lm
一
H a n se n (19 7 7 )和C le v e la n d & P e r ry (1 9 87 ) 用

一次培养的方法分别对伪矮海链藻 (T
.

刀se u d o ,l a n a )
、

中肋骨条藻(sk e le lo n e m a c o s ta tu m )
、

陆氏单鞭金藻 (M o n o e hr少 5 15 lu rhe r i )和角毛藻(C ha e z o e e r o s g r a e ilis ) 的荧光特性进行

了研究
.

他们均发现
,

随着藻类增长接近静止期
,

生理活性的降低
,

F / C 川 升高而 Fd / F

降低
.

K ief er (19 73 ) 首先用连续培养方法证 明了 F /C hl 值确 实随氮 缺 乏程度加剧而

升高
.

本实验结果不仅验证了上述研究者用一次培养和连续培养方法得出的结论
,

而且进

一步说明
.

了 Fd / F 在低生长速率下亦随营养盐缺乏而降低
.

当停止向处于稳定态
,

低生 长

速率的连续培养藻液中加培养液时我们还发现
,

伪矮海链藻随氮饥饿时间的延长
,

细胞分

裂逐渐停止
,

F /C h l
,

F d / C h l逐渐增加
,

而Fd
‘

/ F逐渐降低 (图 6 )
.

因此
,

我们认为
,

F /c hl
、

Fd /C hl 和Fd / F随营养盐缺乏的变化主要发生在低生长速率(川尸m , :

< 0
.

4 ,

见图 3
,

4
,

5 )
,

特别是在氮饥饿 (/, rna
、 二 0 ) 条件下

.

八U工台

:
j侣,曰

�
.‘。、息。)
。o州x裸导翻

8
b.
‘八O

。
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.

2 5
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。
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‘�么
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.
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.
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1
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.
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.
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.
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.
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.

0 2 3

图例 同图 3

图 5 相对生长速率与荧光增强比的关系

一悦一一, 卜~ 细胞数

一月卜一 - 闷卜
州~

Fd / C目

时间 ( d )

一心
~ , 卜一 Fd 阳

一一O卜~ O ~ - F/ C址

图 6 细胞数和荧光参数随氮饥饿时间的变化

浮游植物所吸收的光能在光合作用中未利 用的大多以荧光
、

热辐射等形式散发出来
.

光合效率越低 则发出的荧光越强
.

F/ C hl
、

F d /C hl 是表示藻类荧光强度的参数
,

而Fd /F

瓜 则常常作为藻类光合活性的指标 〔”〕
·

因此
,

随着氮缺乏的增强
,

浮游植物生理活性和光

合作用降低 〔l‘,
,

1’〕
,

必然导致无用能量的增加
,

即F/ C h l
、

Fd / C h l值的升高
,

而Fd / F降

低的现象
.

(二 ) 叶绿素 a

如图 7 所示
,

细胞叶绿素
a
含量在氮缺乏时减少的现象与前人的研究绪染相同毛‘

,

‘”〕
.
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然而前人的研究多是在连续光照下进行的
.

由本实验结果可以看出
,

晚上的C hl /C el l值随

氮缺乏增强而变化的幅度均明显大于早晨
.

川。ma
;

由 l 降低到0
.

14
,

在20 卯 E
·

m
一 , · , ’

光

强下 C hl / C el l在早晨和晚上分别减少了2
.

1倍和 3 倍
;
在7 5 p E

·

m 佗
· s ’

光强下
,

C hl/ C el l

在早晨和晚上则分别减少了2
.

2倍和 ?
.

7倍
.

由本实验另一部分结果可知
,

造成这种现象的

原因主要是叶绿素 a 的合成速率在白天明显高于黑夜
,

且氮充足时高于氮缺乏时
.

氮是叶绿素分子重要的组分
.

因此
,

随着氮供应速率的减慢
、

生长速率的降低
、

浮游

植物氮缺乏程度加深
,

最终导致浮游植物叶绿素 a 合成减少
,

C hl / C el l的降低
.

浮游植物

在氮缺乏时叶绿素 a 含量的减少类似于高等植物的缺绿症
.

(三 ) 碳水化合物

如图 8 所示
,

伪矮海链藻细胞碳水化合物的含量随氮缺乏程度的增强而增加
.

尸加
,1 1 “、

由 一到0
.

1理
,

在 20印E
·

m
一 2 · s ’

光强下
,

C H O /C
e ll在早晨由0

.

o2 6 p g / C
e ll增加到5

.

8 6 Pg /

C e ll
,

在晚上由0
.

2 8Pg / C e ll增加到11
.

7 7 p g /C e ll
,

分另,J增加了22 5倍和42倍
;

在7 5 o E
·

:1 1 ’ · s ‘

光 强 「
,

c H 〔) e e l一在 旱展 和晚 l: 分 别 增 加了一0 2倍和2 7倍
.

由此看来
,

C H o / e e l一依

营养状态变化的幅度在光饱和光强下大于光限制
,

在早晨的样品大于晚上
.

0
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m
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.
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m
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图 例】司图 7

图 7 相对生长速率与细胞叶绿素 a 含量的关系 图 8 相对生长速率与细胞碳水化合物含量的关系

有关营养盐对海洋浮游植物碳水化合物含量影响的实验大多是用一次培养的方法进行

的 〔‘2 〕,

由此 只能将氮饥饿与氮充足二种藻类营养状态加以比较
.

而有关中度氮缺乏对 ~

浮游植物碳水化合物含量影响的实验却很少 〔‘3 〕
.

图 8 较好地描述了伪矮海链藻从氮饥饿

到氮充足各种营养状态下的碳水化合物含量
,

全面阐述 了营养盐与藻类碳水化合物含量的

定量关系
.

藻类细胞碳水化合物含量在氮缺乏时增加的原因可作如下解释
,

在正常营养条件下
,
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作为光合作用直接产物的碳水化合物一般都用于蛋白质
、

脂肪
、

氨基酸等许多细胞重要组

分的合成
.

当氮缺乏时
,

浮游植物氮代谢速率降低
,

碳代谢速率
,

大于氮代谢速率
,

从而出
声 现碳氮代谢的不平衡

.

光合作用产生的碳水化合物不能完全用于含氮化合物的合成
.

于是
,

碳水化合物就累积起来
.

由于碳水化合物的日合成速率在氮充足时高于氮缺乏时
,

而在早

晨细胞碳水化合物含量在氮充足时小于氮缺乏 时
,

从而使C H O / C el l随生长速率变化而 改

变的幅度在晚上小于早晨 (未发表数据 )
.

(四 ) 蛋白质

如图 9 所示
,

细胞蛋白质含量在较高相对生长速率时有所增加
,

而在氮缺乏严 重时也

略有升高
.

M or ri s (19 81 ) 曾将小球藻移于不含氮的培养液中
,

24 小时后却未发现其蛋白质含量

没有任何降低
.

G lo v e r ( 19 7 4 )将三角褐指藻 (Ph
a e o d a e r夕 lu m rr ie o r n u tu m ) 培养于无氮

培养液中
,

二天内还观察到0
礴
同化成蛋白质 的比例有所增加

.

因此
,

他们认为浮游 植物

的蛋白质是较为稳定的化学组分
,

在氮饥饿时
,

它们可通过消耗贮藏物质而保证蛋白质的

合成
.

由本实验结果也可以看出
,

浮游植物的蛋白质含量随氮缺乏加剧而变化的程度较碳

水化合物小得多
.

(五 ) 生化组成比率

尹 1
.

碳水化合物 /叶绿素 a (c H O / c hl )

如图 10 所示
,

尸加
m 。 、

由 1 到0
.

14
,

在2 0 0”
·

E
·

m
一 2 · s 一, 光强下

,

C HO / C hl 在早晨和 晚上

分别增加了63 倍和 16 倍
;
在 7 5林E

·

m
一 2 · s ‘

光强下
,

C H O /C hl 在早晨和晚上分别增加了

23 倍和 12 倍
.

因此
,

C H O /C hl 随氮缺乏加剧而增加
,

且增加的幅度在高光强大于低光强
,

在早晨大于晚上
.

八U�U一勺O‘
. .二11

岛.公‘

八Uon
甘O心口UO口八.乏目巴习O、0二�

J,,幼,‘

.。、己)11
.u、0“‘

0 0
.

2 0
.

4 0
.

6 0
.

8 1
.

0

0轰一二占= 气产一于于二乒手二娜U U
。

芯 U 一

弓 U
。

肠 O
。

万 l
。

0

月 尸 . . .

尸 尸~
图例 同图 7 图例同图 7

图 9 相对生长速率与细胞 图 10 相对生长速率与碳水化合

蛋白质含量的关系 物 /叶绿素 a 比的关系

海洋浮游植物生态学研究中一个非常重要的问题就是测量自然种群海洋浮游植物的生
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长速率
·

La w s & B “ n ni st er (19 80 )曾依据浮游植物生长速率与C /C h !的关系提出了计算

自然种群海洋浮游植物生长的模式
·

由于碳水化合物是光合作用的直接产物
,

又是浮游植

物有机碳的主要组分
.

因此
,

C H O /C hl 与生长速率的关系和C / C hl 与生长速率的关系非

常相似
.

然而本实验还发现
,

在光暗周期下取样时间的不同对于这种关系的定量描述有着十

分重要的影响 (图 10 )
·

据此
,

我们认 为
,

在用实验室培养藻类的研究结果模拟自然种群海

洋浮游植物的生长模式时
,

光暗周期的影响是不可忽视的因素
.

2
.

蛋白质 叶绿素a (P R O / C h l)

如图 n 所示
,

伪矮海链藻在两种光强下的 P R O /C hl 值均随相对生 长速率减小而

降低
,

其变化幅度在2 0 0 o E
·

m ’ · s ’光强下大于 75 “E
·

m Z · s 一 ’ .

但是取样时间似乎对它

的变化影响不大
.

叶绿素
“
都是以色素一- 蛋 白复合体的形式存在的

·

在恒定条件下
,

蛋 白质和叶绿素

飞应保持持一定的比例
·

然而
,

在氮缺乏情况下
,

叶 绿素 “ 的减少要比蛋白质大 (图 7
,

g )
,

热醋
导致蛋白质和叶绿素 “含量比例的失调

,

PR O
/
C “, 比值的增加

.

由于P R O / C 川

可作为浮游植物色素化程度的指标
〔‘4 〕

,

因此
,

在氮缺乏条件下
,

”R O / C “:
的增加 ( 即

只钟攀BR O 的降低 ) 反映了其色素化程度的降低
·

3
.

碳水化合物 / 蛋白质 (C H O / PR O )

由图 12 可以看出
,

C H O / P R O 随氮缺乏程度增加而升高
.

召 / 尸 m 。、

从 1 到 0
.

14
,

在20 0

: . E
·

m , · s 一, 光强下
,

C H o / p R O 在早晨由0
.

1 8增加到2
.

4 4
,

在晚上由0
.

7 2增加到3
.

7 0
,

分别

增加了12 倍和 牛 倍
.

在75 o E
·

m
一 2 · s 一 , 光强下

,

其值早晨由0
.

24 增加到3
.

23
,

晚上 由0
.

69 增 ~

加到2. 78
,

分别增加了12 倍和 3 倍
.

因此
,

C H O P R O 的变化幅度在早晨明显大于晚上
.

,品甘‘,五
�七、,d�。侣�、HOU

,30020
小8‘、,d)。习、0史

0 0
.

2 0
.

4 0
.

6 0
.

8 1丁-0
0 0

.

2 0
.

4 0
.

6 0
.

8 1
.

0

/ I 厂1 . . .

图例同图 7 图例同图 7

图11 相对生长速率与蛋白质 叶 图 12 相对生长速率与碳水化合

绿素“ 比的关系 物 蛋白质比的关系

M y k le s ta d 等人 ( 19 7 2
,

1 9 7 4 )曾用 9 种一次培养的藻类研究发现
,

它们的C H O / P R O

值在指数生长期明显低于静止期
.

因此
,

他们建议用C H O
厂

P R o 作为浮游植物营养状态的指

标
.

本实验结果较为清楚地证明了C H O P R O 作为浮游植物营养状态的可行性
.

但是
,

我

们也发现
,

在光照周期下
,

C H O / P R O 随生长速率变化而改变的幅度在早 上要比晚上大 3 一
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4 倍
,

这可能是碳水化合物合成的 日变化造成 的
.

因此
,

在将C H O / P R O 作为自然种群海

洋浮游植物营养状态指标时
,

应该考虑到其日变化的因素
.

声

三
、

结 语

本文利用连续培养方法描述了一种海洋硅藻的生理指标与营养盐关系
,

目的是在更接

近于 自然的环境中研究浮游植物的生长代谢

盐对浮游植物的影响中起着十分重要的作用

研究结果说明
,

生 长光强和光暗周期在营养

在这种系统中研究浮游植物的生理特性将有

助于我们了解 自然种群海洋浮游植物的生长和代谢
.
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