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盐度对中肋骨条藻响应高光强的光合特性影响
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(鲁东大学　 生命科学学院;山东省高校海洋生物技术重点实验室,山东 烟台 264039)

摘要:本研究以硅藻中肋骨条藻为实验材料,设置两个不同盐度条件(35 和 15)对藻细胞进行培养,以探讨盐

度水平对中肋骨条藻响应高光强的光合生理特性的影响。 结果表明:盐度 15 下中肋骨条藻具有较低的光合

效率 α 和 PsbA 蛋白含量,生长速率降低;高光强照射下两种盐度条件的藻细胞最大光化学效率 Fv / Fm 均受

到抑制;相较于高盐度下,低盐度藻细胞具有较高的 Kpi 值,细胞易于发生光失活,且其修复速率较低。 盐度

15 下,藻细胞应对光失活除依赖 PsbA 蛋白的周转外,还诱导产生较高的非光化学淬灭 NPQs 以耗散过剩光

能,并提高超氧化物歧化酶和过氧化氢酶活性。
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　 　 全球气候变化导致海水升温,海冰覆盖减少,
并将进一步增加降水的可能性,特别是在中、高纬

度地区,大气温度升高将会加强沿海区域的淡水

径流量[1]。 当来自河口的淡水径流与海水混合

时,盐度显著降低,并且具有不同的持续时间和范

围。 例如,由于气候变暖引发的季节性融冰导致

格林兰西部沿海盐度平均减少约 5 个单位[2],而
在我国,辽宁省东港市近年来由于连续较大的降

雨量以及其近岸海水受鸭绿江和大洋河两条河流

影响,5—10 月近岸海水盐度由之前的 23 ~ 36 降

至 12 ~ 28[3]。 盐度是影响优势种形成的重要物

理因子,因此有关盐度变化对海洋生物影响的研

究备受关注。
在近海海域,海洋硅藻占浮游植物数量和种

类的 90%以上,其光合产量达到海洋初级生产力

的 40% [4—5]。 国内外学者对于环境因素如营养

盐、水温、盐度、浊度、pH 及微量元素等对硅藻的

种群时空分布及赤潮发生机制等展开了大量研

究[6—11],其中有关盐度变化对硅藻影响的研究报

道也主要集中在对其种群动态的调查研究方

面[12—15]。 少数研究探讨了盐度变化对硅藻形态

及生理生化特性的影响,如研究发现盐度的降低

可引起硅藻的形态变化,包括细胞体积增加,叶绿

体被压缩,原生质体变成粒状和细胞质退缩[16],
并导致其光合固碳速率降低等[17]。 另一方面,盐
度过高则会抑制藻细胞的分裂,甚至对藻细胞自

身的细胞结构产生严重的破坏[18—20]。 在对小新

月菱形藻的研究中也发现,在 70 的高盐度培养条

件下,藻细胞最大光合速率及光合效率下降,且对

无机碳的亲和力也明显下降[21]。 由此可见,过高

或过低的盐度对于硅藻的细胞形态、结构及光合

作用均产生影响。
中肋骨条藻是一种在全球近岸海域分布极广

的浮游硅藻,常在我国自北至南各海区特定季节

中成为优势种群,并形成中肋骨条藻藻华[22—23],
其在盐度为 13 ~ 36 的范围内均可生长。 不同海

域中肋骨条藻最适增殖盐度有所不同,如广东大

亚湾海域中肋骨条藻高频率、高密度出现的盐度

范围为 30． 6 ~ 31． 6[23]。 陈炳章等研究发现 18 ~
35． 7 的大洋海水盐度均适合中肋骨条藻的生

长[10]。 而朱晓文等报道在 17 ~ 20 的盐度下,中
肋骨条藻呈现最大生长速率[24]。 另外,硅藻往往

在混合力度比较大的近岸海水中成为优势种群,
经受频繁且大幅度的光强变化,盐度变化将如何

影响其对高光强的光合响应及机制尚不清楚。 本

研究在前期报道的中肋骨条藻生长范围基础上,
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选择 35 和 15 两个盐度水平,探讨中肋骨条藻在

高、低盐度水平下应对高光强的响应及机制。

1　 材料与方法

1. 1　 藻种与培养

中肋骨条藻 ( Skeletonema costatum,Greville,
1873)取自厦门大学环境科学研究中心藻种室。
采用人工海水培养基于恒温光照培养箱中培养,光
照强度 100 μmol·m-2·s-1,温度为 18 ℃±1 ℃,光
暗周期 12 h:12 h。

用盐度计(LS10T,广州)测定人工海水培养

基盐度为 31。 参照 Parkhill 等的方法[25],通过向

人工海水中添加固体 NaCl 得到盐度 35 的培养

基,并通过用蒸馏水稀释得到盐度 15 的培养基。
将对数生长期的中肋骨条藻分别接种在盐度 15,
35 条件下,进行半连续培养,每天固定时间对藻

细胞数目增长情况进行计数,并分别用相应盐度

的培养基进行细胞数目回调,将细胞数目维持在

1×106 个 / mL 左右,待比生长速率达到稳定后,进
行高光抑制实验。 每个盐度条件设置 4 个平行。

1. 2　 比生长速率的测定

比生长速率 (μ) 由以下公式计算得到:
μ(d -1) = (ln x2 - ln x1) / ( t2 - t1),

式中 μ 为比生长速率,x1 和 x2 分别代表培养时间

为 t1 和 t2 时藻液的细胞浓度。 细胞数目在显微镜

下用血球计数板计数得到。

1. 3　 高光处理实验

为测定盐度变化对中肋骨条藻响应高光强的光

合生理影响,将盐度 15 和 35 下培养的藻进行高光

照射处理。 将藻液平均分成两组,其中一组加入 300
μg·mL-1 的林肯霉素[26],以阻遏PsbA 蛋白合成,抑
制 PSII 修复,于黑暗条件下放置 10 min。 然后将两

组藻液置于 500 μmol·m-2 ·s-1 光强下照射 120
min,然后转移生长光强下(100 μmol·m-2·s-1)进
行恢复处理 30 min。 在此过程中,分别在高光处理

0、15、30、60、90、120 min 及在生长光强下30 min 恢复

时取样,测定其叶绿素荧光参数。

1. 4　 叶绿素荧光参数测定

叶绿素荧光参数使用可调制式叶绿素荧光仪

PAM(WATER-PAM,Walz,Germany)进行测定。 藻样

暗适应5 min,最大饱和脉冲设为4000 μmol·m-2·s-1,
PSII 最大光化学效率(Fv / Fm)是通过测量暗适应

条件下藻细胞的最大叶绿素荧光 (Fm ),利用

Genty 等描述的公式计算如下[27]:
Fv / Fm = (Fm - Fo) / Fm,

式中, Fm 为最大荧光,是在暗适应状态下,当 PSII
的所有反应中心处于完全关闭状态并且所有的非

光化学过程处于最小时的荧光值;Fo 为初始荧

光,是在暗适应状态下,当 PSII 的所有反应中心

处于完全开放状态并且所有的非光化学过程处于

最小时的荧光值;Fv 为暗适应状态下,当所有的

非光化学过程处于最小时的最大可变荧光,Fv =
Fm - Fo。 PSII 光失活速率常数(Kpi,s

-1)和修复

速率常数(Krec,s
-1)根据 Gao 等的方法计算[28]。

持续的非光化学淬灭 NPQs 在高光处理时诱

导产生并且在测定前暗适应 5 min 时仍持续存

在[29],通过以下公式计算:
NPQs = (Fmt0

- Fm) / Fm,
其中, Fmt0 为高光照射开始( t0) 时,暗适应后藻细

胞的最大荧光值;Fm 是在高光处理过程中每个测

定时间点藻细胞的最大荧光值。

1. 5　 快速光曲线的测定

快速光曲线(Rapid Light Curve,RLC)的测定

参考 White 和 Critehley 等的方法[30],设置 9 个光

强梯度 (90、162、226、334、486、707、1075、1586、
2343 μmol·m-2·s-1),间隔光适应时间为 10 s。
PSII 的相对电子传递速率 rETR 的计算公式[31]

如下:
rETR = Yield × 0. 5 × PFD。

其中:Yield 为光系统 II 的有效光化学效率,系数

0． 5 代表所有吸收的光量子中约 50%分配到光系

统 II,PFD 则为光化光的强度。
最大电子传递速率 rETRmax,快速光曲线的初

始斜率 α 及光饱和参数 Ek 通过以下公式[32]获得:
rETR = rETRmax × tanh(α × PAR / rETRmax),

Ek = rETRmax / α。

1. 6 　 超氧化物歧化酶 ( SOD) 和过氧化氢酶

(CAT)活性的测定

　 　 用GF/ F(Whatman,25 mm)滤膜过滤收集20 mL
混合均匀的藻液,并迅速放于液氮中快速冷冻。
测定时取出带有藻样的滤膜放入 2 mL 破碎管中,
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加入 1． 2 mL 的酶提取液,利用破碎仪震荡破碎

(6 m·s-1,45 s)3 次,每次间隔 5 min。 破碎后,
离心 3 min(13 000 g),随后转移上清液(即粗酶

提取液)至离心管中。
将 1． 5 mL 粗酶提取液(使抑制达到 50%左右

的酶浓度为最佳)加入到盛有 3 mL 的反应混合液

(14． 5 mM 甲硫氨酸 ∶EDTA ∶NBT ∶核黄素为27 ∶1 ∶1
∶1)中,置于光照培养箱(100 μmol·m-2·s-1)中
照光 10 min,随后以不加酶液的照光管为对照迅速

测定 560 nm 下的光密度,计算反应被抑制的百分

比。 以能抑制反应 50%的酶量为一个 SOD 单位。
SOD(superoxide dismutase)活性根据以下公

式计算[33]:
SOD 活性(U·mg protein -1) =

(对照管吸光度 - 测定管吸光度)
对照管吸光度

50% × 加入粗酶液中的蛋白含量(mg)
。

　 　 根据 Aebi 提供的方法测定 CAT 活性[34]。 取

0． 2 mL H2SO4 和 FeSO4 混合液(1 ∶4)和 0． 5 mL 的

K2SO4 缓冲液加入到 4 mL H2O2 混合液中,室温下

反应 20 min 后测定其在 492 nm 处的吸光值(A0)。
取 0． 5 mL 粗酶提取液加入到 4 mL H2O2 溶液

(30 mM)中,随后加入 0． 2 mL H2SO4 和 FeSO4 混

合液(1 ∶4)和 0． 3 mL KSCN 溶液,反应 20 min 后

测定其在 492 nm 处的吸光值(A1)。 将 0． 5 mL
粗酶提取液加入到 4 mL 磷酸盐缓冲液(50 mM,
pH 7． 0)中测其在 492 nm 处的吸收值(A2),去除

干扰后酶与 H2O2 反应液的吸光值为(A1-A2)。
CAT(catalase)活性根据下式计算:

CAT 活性(U·mg protein -1) =
[A0-(A1-A2)] / 所加粗酶液中蛋白含量(mg)。

1. 7　 蛋白含量测定

用GF/ F(Whatman,25 mm)滤膜过滤收集 20 mL

混合均匀的藻液, -80 ℃条件下保存。 总蛋白含

量采用快速微量 Lowry 法蛋白含量测定试剂盒

(上海荔达)测定。 通过 Western-blot 蛋白免疫印

迹分析 PsbA 蛋白的变化情况。 配置 6% 的浓缩

胶和 12% 的分离胶,每孔上样 0． 2 μg 总蛋白,
SDS-PAGE 电泳后采用湿转法将凝胶中的蛋白

转移到 0． 22 μm PVDF 膜上。 转膜后用 5% 的脱

脂奶粉封闭 1 h,然后用一抗 ( PsbA ∶ Agrisera,
1 ∶50 000)和二抗(羊抗兔 IgG SA0001-2,1 ∶3000)
孵育,最后用 HRP 发光液(MA01821,USA)浸染,
于化学发光成像仪(天能 5200)中显色,用 Tanno
Gis 图像处理软件进行分析。 摩尔水平的 PsbA
(www. Agrisera. se standard:AS01017S)采用量化免

疫印迹法[35] 进行测定。 根据 Gao 的方法[28] 分析

林肯霉素存在时高光处理下 fmol PsbA·μg
protein-1 随时间变化的曲线图,得到其指数衰减速

率,即 PsbA 的清除速率常数(KPsbA,s
-1)。

1. 8　 数据分析

实验数据采用 One-way ANOVA 和 t-test 进
行差异性分析,置信区间为 95% 。

2　 结果

盐度显著影响中肋骨条藻的生长。 表 1 为不

同盐度下,中肋骨条藻的光合生理指标。 如表 1 所

示,中肋骨条藻在盐度 35 条件下,其比生长速率为

1． 04 d-1,而盐度 15 条件下比生长速率则为 0． 8 d-1

(P<0． 05)。 盐度 35 下藻细胞具有较高的 PSII 最
大光化学效率(Fv / Fm)及光合效率(α),而光饱和

点(Ek)和相对最大电子传递速率(rETRmax)在两种

盐度条件下并没有显著性差异(P>0． 05)。

表 1　 不同盐度下,中肋骨条藻的比生长速率(μ)、最大光化学效率(Fv / Fm)及快速光曲线相关参数

Tab. 1 The specific growth rate,maximum photochemical efficiency of PSII and
photosynthetic parameters of rapid light curve in S. costatum cultures grown under different salinity

盐度 比生长速率 μ / d-1 PSII 最大光化学效率 Fv / Fm 光合效率 α 光饱和点 Ek 相对最大电子传递速率 rETRmax

35 1. 04 ±0. 031a 0. 713 ±0. 007a 0. 261 ±0. 009a 798. 9 ±75. 8a 199. 3 ±18. 0a

15 0. 80 ±0. 030b 0. 688 ±0. 020b 0. 232 ±0. 003b 806. 7 ±135. 3a 210. 8 ±37. 8a

　 　 注:表中数值为平均值±标准偏差(n=4),不同字母代表处理间具有显著差异(P<0. 05)

　 　 将比生长速率达到稳定的中肋骨条藻细胞置

于高光强下照射,发现盐度 35 和 15 条件下培养

的藻 细 胞 PSII 活 性 均 表 现 较 轻 程 度 的 抑

制,Fv / Fm 分别下降为初始值的 92%和 89% (图 1
(a)),两者之间无显著性差异(P>0． 05)。 当将

藻细胞转移到生长光强下 30 min 后其 Fv / Fm 值
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均表现一定程度的恢复。 与此相对照,在加入林

肯霉素处理组,中肋骨条藻的光化学效率受到显

著抑制,高光处理 120 min 后盐度 35 和 15 条件

下 Fv / Fm 分别下降为初始值的 10%和 7． 8% (图
1(a)),且在转移到生长光强下,Fv / Fm 也未表现

恢复。 同时,高光处理诱导 NPQs 的产生,高光处

理 120 min 后,盐度 35 和 15 培养下的中肋骨条

藻细胞 NPQs 值分别增加了 29%和 50% ,而添加

林肯霉素时,NPQs 表现大幅上升(图 1(b))。

图 1　 不同盐度下,中肋骨条藻细胞 PSII 最大光化学效率 Fv / Fm 和 NPQs 对高光强的响应,黑色符号显示为

添加叶绿体蛋白合成抑制剂林肯霉素实验组,图中数值为平均值±标准偏差(n=4)
Fig. 1 Responses of PSII maximum photochemical yield (Fv / Fm ) and sustained NPQ (NPQs ) to high light in S. costatum
cultures grown under different salinity. Cells were treated with or without the chloroplast protein synthesis inhibitor lincomycin.
The data are the means±SD (n=4)

　 　 对高光处理过程中藻细胞 PSII 反应中心关

键蛋白 PsbA 蛋白的含量进行检测发现,盐度 35
和 15 条件下,PsbA 蛋白初始含量不同,分别为

68 fmol·μg-1 和 37． 8 fmol·μg-1。 随着高光处

理时间推移,两种盐度条件下 PsbA 蛋白含量均

呈现逐渐下降趋势,120 min 后,盐度 35 和 15 条

件下 PsbA 蛋白含量分别下降为初始值的 78%和

69% (P < 0． 05),将藻细胞转移至生长光强下

30 min 后其含量分别恢复到初始值的 88% 和

74% (P<0． 05),而在加入林肯霉素时,PsbA 蛋白

含量显著下降,仅为初始值的 46% 和 49% (P<
0． 05)(图 2)。

图 2　 不同盐度条件下,高光处理时中肋骨条藻细胞 PsbA 蛋白含量变化,黑色符号显示为

添加叶绿体蛋白合成抑制剂林肯霉素实验组,图中数值为平均值±标准偏差(n=4)
Fig. 2 Changes of the PsbA protein content in S. costatum cultures grown under different salinity during high light challenge. Cells
were treated with or without the chloroplast synthesis inhibitor lincomycin. The data are the means±SD(n=4)
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　 　 进一步计算分析藻细胞在高光照射时光失活、
受损 PSII 蛋白的清除及修复情况表明,盐度 15 的

藻细胞具有较高的光失活速率常数(Kpi,s
-1),而两

种盐度条件下 PsbA 蛋白去除速率常数(KPsbA,s
-1)

并无显著差异(P>0． 05)(表 2),盐度 35 下藻细胞

具有较高的修复速率常数(Krec,s
-1)(图 3)。

表 2　 不同盐度下中肋骨条藻响应高光强的 PSII 光失活速率常数(Kpi)、PsbA 清除速率常数(KPsbA)及 Kpi / KPsbA 比率

Tab. 2 The PSII photoinactivation rate constant (Kpi),PsbA clearance rate constant (KPsbA) and Kpi / KP sbA ratio of
S. costatum grown under different salinity in response to high light

盐度 光失活速率常数 Kpi / s-1 PsbA 清除速率常数 KPsbA / s-1 Kpi / KPsbA

35 2. 09×10-4

(1. 50×10-5) a
1. 70×10-4

(2. 20×10-5) a 1. 23

15 2. 55×10-4

(1. 50×10-5) b
1. 58×10-4

(1. 80×10-5) a 1. 61

　 　 注:表中数值为平均值±标准偏差(n=4),不同字母代表处理间具有显著差异(P<0. 05)

图 3　 不同盐度下,中肋骨条藻响应高光强的

修复速率常数 Krec 变化

Fig. 3 Changes of the repair rate constant (Krec) in S. costatum
cultures grown under different salinity when exposed to high light

　 　 此外,我们对藻细胞应对高光强的抗氧化酶

活性进行了监测,发现盐度 15 条件下培养的藻细

胞具有较高的 SOD 和 CAT,且在高光强照射过程

中也保持显著高于盐度 35 下的活性(图 4)。

3　 讨论

前人研究已知中肋骨条藻是一种广盐性浮游

硅藻,其在 13 ~ 36 的盐度范围内均可生长,而其

最适增值盐度随海域不同有所变化[36—37]。 本研

究结果表明中肋骨条藻在盐度 15 时显著低于盐

度 35 时的生长速率。 有关高盐度胁迫对藻类生

长的抑制效应已有大量报道,低盐度对藻类生长

及光合作用的影响还相对较少。 近年来有研究报

道了低盐度对大型海藻如 Ulav linza、Sargassum
fusisorme 生长的抑制作用[38—39],对海洋微藻(Tet-
raselmis suecica)的研究也发现低盐度下其生长速

率受到抑制,细胞形态发生变化且光合速率降

低[40]。 本研究发现中肋骨条藻在低盐度下最大

光化学效率 Fv / Fm 降低,快速光曲线的初始斜率

α 降低,说明了光合器官对有效光能的吸收利用

效率降低。 因此,低盐度对光合作用的负面影响

可能是导致其生长速率降低的主要原因。

图 4　 不同盐度下,高光处理对中肋骨条藻 SOD 和 CAT
活性的影响,图中数值为平均值±标准偏差(n=4)

Fig. 4 Changes of superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activity in S. costatum cultures grown under different
salinity during the high light exposure. The data are the means
±SD(n=4)
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　 　 两种盐度条件下生长的中肋骨条藻在接受同

样的高光强处理时,其光合生理响应不同。 低盐

度下,由于膨压增大改变细胞内离子强度,可能影

响光合作用相关过程。 在经过高光处理 120 min
后,尽管盐度 35 和 15 下藻细胞的最大光化学效

率 Fv / Fm 下降程度没有显著性差异,但盐度 15 的

藻细胞具有较高的光失活速率常数 Kpi,表明其更

易于发生光失活,且低盐度下藻细胞具有较低的

修复速率常数 Krec,藻细胞受光抑制程度取决于

失活与修复之间的平衡[41],因此高光照射下藻细

胞表现光抑制。 PSII 反应中心 PsbA 蛋白的快速

周转在 PSII 修复过程中起到重要的作用。 Alla-
khverdiev 等研究指出, 盐胁迫并非直接损伤

PSII,而是抑制 PSII 光损伤的修复过程[42]。 本研

究中,盐度 15 下藻细胞 PsbA 蛋白含量显著降低,
低盐度有可能通过改变细胞内离子强度,影响相

关蛋白及酶的合成。 而在加入 PsbA 蛋白合成抑

制剂林肯霉素时,PsbA 蛋白含量在两种盐度条件

下均表现不同程度下降,与未添加林肯霉素情况

下相比,120 min 高光处理后,盐度 35 和 15 下

PsbA 含量分别减少了 21． 8 fmol·ug-1 和 7． 2
fmol·ug-1。 由此可见,盐度 35 条件下,藻细胞应

对高光强的 PSII 修复对于 PsbA 蛋白的快速周转

更为依赖。
我们前期研究发现,当光失活速率超过 PsbA

清除速率时,诱导产生 NPQs
[29]。 本研究中两种

盐度条件下 Kpi / KPsbA 均大于 1,在高光处理过程

中诱导产生 NPQs,且低盐度藻细胞具有较高的

Kpi / KPsbA,在高光处理过程中诱导产生高于盐度

35 下的 NPQs,表明在 PsbA 的周转不足以完全修

复 PSII 的光失活时,藻细胞额外启动 NPQs 机制,
从而通过耗散过量激发能以减轻藻细胞的光损

伤。 而在添加林肯霉素情况下,NPQs 值在高光下

显著增加,进一步证实当 PSII 修复被阻止时,细
胞对于通过耗散过剩吸收光能来减少光损伤的这

种保护机制的依赖性增加。
除了 NPQ 机制,硅藻通常也具有一套抗氧化

系统来应对环境胁迫[28,43]。 盐度 15 条件下培养

的藻细胞具有显著高于盐度 35 下的 SOD 和 CAT
活性,且在高光处理过程中也保持着较高的活性,
从而清除胁迫条件下产生的活性氧(ROS,reactive
oxygen species)利于 PSII 的修复。

总之,在低盐度且应对高光强时,中肋骨条藻

细胞启动多种保护和修复机制,将进一步增加细

胞的代谢消耗,不利于其生长。 随着海水温度升

高导致季节性融冰及沿海区域的淡水径流量的增

加,海水盐度降低及光照强度的增强会显著影响

中肋骨条藻的生长和生存,进而影响其初级生产

贡献。
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Effect of Salinity on Photosynthetic Response of
Skeletonema costatum to High Light

WANG Yifei, LIU Qingyang, ZANG Shasha, YAN Fang, WANG Lei, WU Hongyan

(School of Life Sciences; Key Laboratory of Marine Biotechnology of Shandong, Ludong University, Yantai 264039, China)

Abstract:The marine diatom Skeletonema costatum,which grew under two salinity levels (35 and 15),was se-
lected as experimental material to investigate the effects of salinity on their photophysiological response to high
light. The results showed that S. costatum that grew under salinity of 15 exhibited lower photosynthetic
efficiency parameter (α) and PsbA content,thus the specific growth rate was decreased. When exposed to high
light,the maximum quantum yield of PSII (Fv / Fm) of cells was inhibited with the prolonged exposure time re-
gardless of the salinity. In comparison with cells that grew under high salinity,cells under low salinity were
more prone to be photoinactivated with higher Kpi,and they also showed lower PSII repair rate constant Krec . To
alleviate the damage of high light,besides the turnover of PsbA protein,cells that grew under low salinity in-
duced high sustained phase of nonphotochemical quenching,in addition,high activity of both superoxide dis-
mutase (SOD) and catalase (CAT) was also examined in low salinity cells before and during the high light
exposure.
Keywords:Skeletonema costatum; salinity; photoinactivation; diatom; photosynthesis
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