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及活体荧光特性的研究 
L／ 

些室三L 煎堕盟 齐雨藻 
(水，土生物研究所) 、 

摘要 在 实验室分批培养条件下。研究了温度厦 氟磷营养元素对两种赤潮藻增 

殖的影响。发现海洋原 甲藻 (ProrocenD-"l micans)要求的温度较低，其生长最适 

温度为 23℃ ，生长温度上限在 33℃ 至 34℃ 之 间；擞小角毛藻 (Chaetcc~'as 

minuti&,~nus)的生长最适温度约为 30℃ 生长温度上限在 4l℃ 与 44℃ 之问．氙 

磷缺乏使两种藻的增殖受阻。生长罔期缩短．且缺 氮比缺磷 的影响大．测定表明 

两种藻的荧光激发光谱的高峰位 置都在 580 111"1"1附近，而荧光发射光谱的峰住为 

675 nm．DCMu 能引起 两种藻活体 荧光 的增益。海洋原 甲藻的增益 荧光 比率 

(F )为 2．5，角毛藻的荧光比率较低。通常小于2．0． 
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近年来赤潮发生 日益频繁。有垒球性扩张之势 ．浮游藻类 大规模积累与生 物的。化学的和物理 

的因素相关联。其发生机理可分为两个方面，一是赤潮本身的内在过程。其次是与其它种属以及捕 

食者的关系．在内在过程中。除了藉孢囊(cysts)方式大量增殖外。各种生长控制因子的作Jf玎十分重 

要171，其中又以氮、磷屠首要地位。水f#富营养化是触发赤潮的因素I” 另外。适宜的水温是藻类快速 

生长的必要条件．因此研究这些因子在赤潮藻增殖·fJ的作用有重要参考 价值．甲藻和硅藻是构成 

赤潮的两大藻类。其中海洋原甲藻(P}’㈨ ∞I1f ¨mica．s)和微小角毛藻(Ch(tCIOC'~'O$i?l／'ntdl~s．sm113)又 

是广谱分布的赤潮藻，由它们引发的赤潮遍及世界几大洲的海域I ． 

叶绿素荧光研究作为植物光合作用研究的一个组成部分已有几十年 的历史” ，近年来由于 应 

用上 的需 要和 仪器上 的不断 更新 ，使得这 一技 术获得 长足 的发展，被 称 之 为 叶绿 素 荧 光的 

Rcnaissance (文艺复兴) ’由于该技术的快捷简便，无伤害性和定量性，目前正被广泛地引入到 

诸多研究 领域 之 中 ．本文研究 了两 种赤 潮藻 的活体荧 光特性 。测定 了它们 的 荧 光 光谱 和 

DCMU一增益荧光比率 (Fu， )，为把叶绿素荧光技术引入到我国赤潮发生机理研究领域作初步 

尝试 ． 
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1 材料与方法 一 

1．1 藻类材料 

海洋原甲藻(P．mica．s)和微小角毛藻(Ckm#,ud~,ms)均引自中国科学院海洋研究所．用 耽 培 

养液(改良方法)旧和全人工海水培养液在光照培养箱(LRH一150一G型)内进行分批培养，箱内光 

强为【23(左方 )+33(上方 )+23(右方 Ⅺ×l Lu，光暗比(12小时：12小时)．生长达到稳定期时．用 

无菌的f72培养液定期转接．接种浓度分别为 10'cdl／ml(原甲藻 )和 10 ccU／ml(角毛藻 )． 

1．2 蕞纲胞数(Ⅳ)一光密度(OD)关系囤的确立 

在显微镜下采用 0．1 TllI的藻类计散框进行全片(100小掐)计数或每片 5小格 的重复计数．以 

相差小于 l 5％为有效 用 721型分光光度计分别在 660 nm(对原甲藻)和 680 11111(角毛藻)处测 

定相应藻液的光密度，始 制N—OD关系图． 

13 温摩及营莽试验 

对海洋原甲藻在 23℃ 至 34℃ 间共设 4个实验温度．角 毛藻则在 25℃ 至 44．5℃ 闻设立 6个 

实验温度．38℃ 以下的实验在光照培养箱中进行，其温度变动范围为士l℃ ，4o℃ 以上的温度试 

验是通过恒温磁力搅拌水浴来进行的． 

为取得无氮磷污染的样品，需先将生长在f72培养液中的两种藻液离心 (1000～ l 500咖1jn， 

10rain)．弃去上清液 ，用适 当体积的 15 mgjL的NaHCO，液悬浮和洗涤沉淀的藻体．重复上述过程 

两次．便可得到无氮磷枵染的样品 ． ． 

1．4 活体荧光的测定 

用Shimadzu RF一5 000型荧光分光度计测定活体荧光光谱．以685 nm为检诩j波长 激发光波 

长扫描范围为 400～ 800 nm，记录藻体的荧光激发光谱；另选用 575 nm为激发光波长．发射光波 

长扫描范围为590～ 750 nm，记录藻的荧光发射光谱．在 3．0 ml的藻液中加^0．5 ml 10 mol／L 

的 DCMU
．
海水溶液，在黑暗中保持20分钟后测定藻液的相对荧光强度 (在 675 nm)印为增益荧 

光强度 FD，另在 3．0 ml藻液rI|加人0,5 nd的空白培养液作为对照，测得的荧光强度为正常荧光强 

度 ．F口／R 代表该藻的DCMU一增益荧光比率，它一定程度上反映了藻体的光合能力 ． 

2 实验结果 

2．1 藻细胞数(A9一光密度(oo)关系图 

图 l和图2是在木实验室条件下和一定的藻浓度范围内．经多次测定及统计回归处理而得到 

的海洋原甲藻和微小角毛藻的 一OD关系图． 

两种藻分属不同的门类(甲藻门和硅藻门)，其大小，内台色素及运动性均不相同．叶绿素体内 

红光吸收峰的位置也有差别(分别为660 nlTl和680 nm．活体吸收光谱文巾来给出)．故二者的 
N—OD关系图各不相同。但均呈绂性关系．由图中 OD值可求出相应的藻细胞浓度．可以看出，相 

对于周一 OD值．微小角毛藻的细胞数要 比海洋原甲藻高出一个散量级 ． 
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：! ．．． 要曼查兰兰塾堕簦 ±兰2 1塑 兰 

况．若在全人工海水培养液中除去氮或磷，两种藻的生长立即发生明显的变化，其生长速率下降， 

生长周期缩短，其状况如图5和图6． 

圉 5 缺氲和礴对海洋原IP (尸．卅 )生长的影响 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 】2(d】 

囤 6 氲 和礴 对嵌小m毛藻 (G 卅 枷 生 k的 响 

在全营养人工海水中培养 8天后，两种藻的细胞数目仍在增长；而在缺氮唬磷时细胞的增殖很 

快睁止，从 图中看，缺氮的影响要 比缺磷大，在相同舳培 养时 间内 缺氮培养下的藻细胞浓度总是 

比缺磷低 ． 

2,4 两种赤潮藻的活体荧光特性 

2．4．1 活体荧光光谱 图 7中 A、B分别为海洋原甲藻和{；致小角毛藻的荧光激发光谱，二者的峰值 

接近 ，约为 580 nm． 
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罔 7 髑种出期城的荧光撒宣光湛(1憧测光 It685 rLm) A．?唾洋原 甲 日．擞小m毛 

如用 575 nm的绿黄光对两种藻进行激发，则得到圈 8之 A、B所示的荧光发射光谱。其发身．f峰 

均位于 675 nm，应代表两种 藻体内叶绿素的荧光发射峰(左 阿j是水舶拉曼峰)． 
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圈 8 两种 期麓的荑 显肘光诺(破发光  ̂ 5 nm) A 毒洋原 甲蕞 B·囊小 毛蕞 

2A．2 DCMU一增苴荧光 光台电乎传递抑制剂DCMU(：氯苯二甲基腺 )对两种藻的活体荧光 

有明显的增益作用，其中海洋原甲藻的表现更为突出．如图9． ’ 

正常荧光 ( ，未加 DCMU) 和 DCMU 增 

益荧光 (F̈ 加^ DCMU后)的比率 (Fn／F )称为 

DCMU增益荧光比率．是一个稂有用的植物荧光参 

数，在一定程度上可以代表植物的光台能力．原甲藻 

的增益荧光 比率为 2．5，而角毛藻的荧光比率较低 

(<2．0)．这一 比率 的确能反映藻的生理状态 ，如老化 

的原甲藻(培养 17天) w下降到 1．7，在 44℃ 热 

胁处理下的角毛藻的比率成为 1．0，即表示_巳投有荧光 

的增益，此时细胞可能已死亡 ． 

3 讨论 

在本实验条fl：-F测到的海洋原甲藻的生长最适温 

度为23℃，这与Amishi(198 所报导的原甲藻赤潮 9 

发生 时的水温相符，说 明温度条 件在赤潮发生 中可能 

起关键性作用，在其他有关外界因子满足的情况下． 

DC*．10 x】0’m01n 对埔ff．／g．’P (P micah,) 

荧光发劓光诺时影响 

F一 对照 F 一DCvlU虬 理 

温度的适宜与否就成为决定性 因素．此外．属于硅藻 门的角毛藻和属于 甲藻门的原 甲藻对温度的 

要求相差很大 (达 10℃ 之多)．这不 能不对它们在 自然水体巾的季节分布产生重大的影响，如报导 

珠江 口甲藻的数量在水温处于 16℃ 至 26℃ 问时常高 于 10 cx~l／m’．但 当水温上升至 28℃ 至 

29"C时，就下降剜 10’ceJlhn 之下 ．对深圳大鹏湾盐田水域的调查表明，含角毛藻的硅藻赤潮 常发 

生在夏季，而 甲藻所引起的赤潮却以春季为多 ．因此，对温度的不同要求是 自然界藻类 优势种 群季 

■■ t■ 
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节更迭的主要原因． 

海洋中营养元素的富集常被认为是诱发赤潮的重要原因．其中氮磷更起着主要的作用 ．本研 

究结果表明，缺氮或磷限制两种赤潮藻的增殖．不仅生长减慢和停止-而且细胞变小．颜色变浅．在 

自然条件下．海洋表层的氮含量极低旧．可能成为浮游藻类增殖的限制因素．缺氮会g r起叶绿索含 

量的下降和蛋白质(包括各种酶)的合成受阻，因而直接影响藻细胞内光台器的结构和功能，诸如 

色素蛋白复合体的构建m及光能转化及生长效率等” 

两种赤潮的荧光激发光谱的高峰都在 580 nm附近．说明该波长的光激发俸内叶绿紊荧光(685 

rim)最有效，但两种赤潮藻分属不同的门类，它们所古有的主要捕光邑索蛋白复合物(LHCP)各不 

相 同，如 甲 藻 类 主 要 含 PCP(Pridiain—chlorophyll protein complcx) ．而硅 藻 含 有 FCP 

(chh—chlc-fucoxanthin protcin complc~4，两者的吸收蜂也不相同，但它{fllh荧光激发光谱的高峰 

位置却很近似．这一现象还有待解释．荧光发射光谱都显示 675 11111处的高峰，这应是体内叶绿紊 

的荧光发射峰，但我们在许多大型海藻(包括绿穰、褐藻和红藻)中所测到的高峰都在 685 nm，且在 

735 nm处尚有～肩蟑 (待发表)．因而与两种赤潮藻的荧光海灌有所不同． 

作为光合 电子传递抑制剂的 DCMU(二氯苯基二甲基脲 )能阻断电子由Q 向 PQ的传递 ．从 

而导致光系统Ⅱ内电子接受体Q 的最大还原．结果使时绿豢 荧光增强 FD 值 C增益荧光比 

率)代表藻的光台能力(或潜力)．比率越高则光台能力越强，生翟状态鹧佳 因而是 嘎有屑舶生 

理指标．由于测定上的方便．以荧光比率作为监测手段。进一 研究劝_妇朝藻的光詹能为与其增殖速 

率的关系。从而阐明海洋浮游藻类的光台作用在引发赤{{I}巾所具有的重要意义，任何浮撼藻类太 

规模的繁衍部必须有充足的物质和能量作为基础，而藻类的光合作 用正是提供这种物质和能量的 

唯一潦泉．因此，在对赤潮发生机理的探讨中应该加强对各种赤潮藻类光台作用的比较研究． 

- 
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STUDIES ON RESP0NSES TO TEMPERATURE，NUTRIENTS 

AND THEIR IN VIVO FLUORESCENCE PROPERTIES 

OF TWO RED TIDE SPECIES 

Wu Baogan 妇ng Haiyin Qi Yuzao 

(Institute o r"Hydrobiotogy) 

， 

ABSTRACT 

The effects of~mpemture and llUtllellIS(N，P)on the growth of two rod tide species、m  

invcstigatcd undel"batch culture1 conditions．It was fouud that the optimal tcmpcraturc 斯 lhc 

growth of Pro7"oce~]tt'ltt11Ⅲ拉日l1 、vas 23℃ ，the uppcr temperature lirnit was 33℃ ～ 34℃ ．The 

growth optimal temperature f0r Chaetoceras minutis,~nus啪 s above 30℃ ，the upper tct eraturc 

limit was 42℃ ～ 44℃．So the tcrnperatur~rcspons of two algae quZte different．Nitrogen 

and phosphorus defie~ney prcvc．ntcd the growth ofthese species and shortel~their life cycle．Lack of 

N had mofc profound influcnec than P deficiency．In addition．the in vivo fluorescence properties 

of thcse two algae WClX~studied．The excitation and emission spectra ％ rccord~d
．
the maximum 

wavc~ngth for thcsc two spectra m  at 580 nm and 675 nm respectively
． Adding DCMU(an 

inhibitor of photosylathctic electrOn transfer)elthanccd chlorophyll flUOl'eSCellec of two species．The 
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obtusiuscula(Grun．)Clew—Eulcr．E．monodon var．undulata Hust．and E major var．undulata Berg 

KEYW ORDS：Eunotia Ehr；ncw species；DeW records 

附硐 l，2 海南瓶琏麓 新种 Etruria 岫耕咄 Zang et oj．sp．nov 

3 维{I【『担垃龋钝形 变种 Ew~fa L棚州s瑚 ．obtu~uscula(Grua．】ae 一Etdcr 

4 单Il衄琏蕞最馨 韭种 Eao~tfa Ⅻ vat,u~dulata Hint． 

S 6 巨太短造 蕞缘_坐种 Etmoda malerⅧr t~dutata Berg． 
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DCMU —enhanced nuof璐∞n∞ ratio was mcasurcd

， the F1)／ walue for ．mlcans was 2．5 while 

this walue m s muaUy lower tlmn 2
．0 胁 Ch．minutissmus．The ratio was suggested to be a 

physiological index in rcd tidc rcscarch． 
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