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缺磷和高光对集球藻光合生理和油脂积累的影响
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摘　 要: 以产油微藻集球藻为材料ꎬ 在低、 高两种不同光照强度下(１００ 和 ６００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１)ꎬ 研究缺磷对集

球藻光合特性和油脂含量的影响ꎮ 结果显示ꎬ 缺磷显著抑制了集球藻的生物量以及光化学效率 Ｆｖ / Ｆｍꎬ 阻碍了

Ｑ－
Ａ向 ＱＢ的电子传递ꎬ 降低了细胞内的蛋白含量ꎬ 诱导了油脂含量增加ꎻ 高光的耦合作用使集球藻光化学效率

Ｆｖ / Ｆｍ以及 Ｑ－
Ａ向 ＱＢ电子传递受抑制更严重ꎬ 细胞内的蛋白含量进一步下降ꎬ 油脂含量却进一步上升ꎮ 本研究表

明缺磷导致集球藻的代谢从碳同化进入油脂合成ꎬ 促使油脂含量增加ꎬ 高光的耦合作用使集球藻的油脂含量进

一步增加ꎮ
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　 　 经济的飞速发展导致全球范围内能源危机日益

严重ꎮ 微藻相比传统油料作物具有培养简单、 生长

速度快、 无需额外添加高成本原料等特点ꎬ 已成为

未来最具潜力的生物柴油原料[１]ꎮ 研究发现ꎬ 环

境胁迫会诱导微藻细胞内油脂积累ꎬ 如盐胁迫、 营

养盐限制以及金属离子浓度等[２]ꎮ 有研究认为ꎬ
氮缺乏时会导致普通小球藻 (Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ
Ｂｅｉｅｒｉｎｃｋ)细胞油脂含量上升[３ꎬ４]、 胶球藻(Ｃｏｃ￣
ｃｏｍｙｘａ ｓｐ.)的脂肪酸含量增加[５]ꎻ 过高的 Ｍｇ２＋

含量会使小球藻脂肪酸组成发生变化[６]ꎮ 磷也是

影响微藻细胞油脂含量的关键因素ꎮ 还有研究发

现ꎬ 缺磷对微藻的影响具有种间差异ꎬ 缺磷会使微

茫藻(Ｍｉｃｒａｃｔｉｎｉｕｍ ｒｅｉｓｓｅｒｉ)、 布朗葡萄藻(Ｂｏｔｒｙｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ ｂｒａｕｎｉｉ Ｋüｔｚ.) 以及凯氏拟小球藻 (Ｐａｒａ￣
ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｋｅｓｓｌｅｒｉ)细胞油脂含量积累[７－９]ꎻ 却使得

四片藻(Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓ ｓｐ.)和微拟球藻(Ｎａｎｎｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｐｓｉｓ ｇａｄｉｔａｎａ)细胞内的油脂含量降低[１０]ꎮ 磷作

为植物遗传物质 ＤＮＡ 以及膜结构的主要元素ꎬ 当

缺磷时会影响植物的光合作用以及生长代谢ꎮ 磷还

参与细胞中能量转移、 信号转导、 高分子合成等过

程[１１]ꎬ 但有关磷对产油微藻光合生理影响的研究

少有报道ꎮ 此外ꎬ 光照作为微藻合成细胞的能量来

源ꎬ 对微藻生理代谢影响较大ꎮ 研究发现光强对微

藻细胞内油脂含量的影响与微藻的种类有关ꎮ 如低

光会诱导小新月菱形藻 (Ｎｉｔｚｓｃｈｉａ ｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ ｆ.
ｍｉｎｕｔｉｓｓｉｍａ)、 等鞭金藻 ８７０１ ( Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓ ｇａｌｂａ￣
ｎａ Ｐａｒｋｅ ８７０１)细胞内油脂积累[１２]ꎻ 高光会诱导

海洋小球藻(Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ.)的油脂积累[１３]ꎮ 然而

缺磷和高光耦合对产油微藻光合生理以及油脂含量

的影响如何尚不可知ꎮ
本实验室筛选到一株耐碱性(ｐＨ > ９􀆰０、 ＮａＨ￣

ＣＯ３> ０􀆰２ ｍｏｌ / Ｌ)产油微藻———集球藻(Ｐａｌｍｅｌｌｏ￣
ｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ (Ｋüｔｚ.) Ｃｈｏｄａｔ)ꎬ 该藻具有较强

的抗逆性ꎬ 在大型培养过程中不易被其他藻种和菌

类污染ꎬ 具有明显的养殖优势ꎮ 因此ꎬ 本实验以这

种集球藻为研究对象ꎬ 探讨缺磷和高光对其光合生

理及油脂积累的影响ꎬ 以期为进一步研究微藻生理

及油脂合成相关机制提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验藻种

集球藻(Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ (Ｋüｔｚ.)Ｃｈｏ￣

ｄａｔ)ꎬ 由本实验室筛选ꎬ 保存于湖北工业大学微藻

实验室恒温光照培养箱ꎬ 光照强度 ５０ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰
ｓ－１ꎬ 温度(２５ ± １)℃ꎬ 光暗周期 １２ ｈ ∶ １２ ｈꎮ
１􀆰 ２　 实验设置

采用 Ｚａｒｒｏｕｋ 培养基培养ꎬ 置于恒温光照培养

箱(ＧＸＺ￣２８０Ｂꎬ 宁波江南仪器厂)中ꎬ 温度(３０ ±
１)℃ꎬ 光暗周期 １２ ｈ ∶ １２ ｈꎬ 光照强度 １００ μｍｏｌ􀅰
ｍ－２􀅰ｓ－１ꎮ 培养至对数生长期后收集藻种ꎬ 用无磷

和磷充足(２􀆰８７ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＨＰＯ４)的 Ｚａｒｒｏｕｋ 培养

基清洗过滤 ２ 次ꎬ 然后分别接种到相应磷浓度的

Ｚａｒｒｏｕｋ 培养基中ꎬ 并在(３０ ± １)℃条件下培养ꎮ
实验共设置 ４ 组ꎬ 分别为低光磷充足组(ＬＬ＋Ｐ)、
低光缺磷组(ＬＬ－Ｐ)、 高光磷充足组(ＨＬ＋Ｐ)、 高

光缺磷组(ＨＬ－Ｐ)ꎬ 每组设置 ４ 个平行ꎬ 通气培

养ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 生物量测定

采用紫外￣可见光扫描分光光度计(ＵＶ￣２７００ꎬ
岛津)测定每日的 ＯＤ５５０值来监测细胞生长ꎮ

同时结合干重法测定培养结束后集球藻的生物

量ꎮ 将滤纸在蒸馏水中浸泡 １２ ｈ 后放入 １０５℃烘

箱干燥 ２４ ｈꎬ 取 ５ ｍＬ 藻液过滤后将带有藻样的滤

纸放入 １０５℃烘箱烘干至恒重ꎮ 藻细胞干重 Ｗ(ｇ /
Ｌ)计算公式如下:

Ｗ ＝ １０００ × (Ｗ２－ Ｗ１) / ５
式中ꎬ Ｗ１(ｇ / Ｌ)是滤纸干重ꎬ Ｗ２(ｇ / Ｌ)是过

滤藻液后滤纸干重ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 总脂的测定

将藻细胞离心(７５００ ｇ)８ ｍｉｎꎬ 收集藻样ꎬ 用

冷冻干燥机干燥 ４８ ｈꎬ 称取 ５０ ｍｇ 藻粉ꎬ 加入石

英砂碾磨后转入 ５０ ｍＬ 离心管ꎬ 加入 １∶ １ 的乙酸

乙酯 /正己烷 ８ ｍＬꎬ 放入 ５０℃超声破碎仪中超声

破碎 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ 于 ４５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ 收集上清

液于玻璃管中ꎬ 反复提取 ２ 次ꎮ 加入 ６ ｍＬ 蒸馏水

于玻璃管中ꎬ 离心使其重新分层ꎬ 将上层相移至另

一玻璃管中用吹氮仪吹至近干ꎬ 放入 １０５℃干燥箱

蒸干至恒重ꎮ 总脂含量计算公式如下:
总脂含量％ ＝ (Ｗ１－ Ｗ０) /Ｗ
式中ꎬ Ｗ１(ｇ / Ｌ)、 Ｗ０(ｇ / Ｌ)分别代表干燥之

后和之前玻璃管的重量ꎬ Ｗ(ｇ / Ｌ)是藻粉重量ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 总蛋白的测定

采用快速微量 Ｌｏｗｒｙ 法测定总蛋白含量ꎮ 用
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生理盐水稀释 ２ ｍｇ / ｍＬ 牛血清 γ 球蛋白标准品ꎬ
创建标准浓度梯度ꎮ 在酶标板分别加入蛋白标准与

蛋白样品(用 ｐｅｆａＢｌｏＣ 制备蛋白提取液提取 ｗｈａｔ￣
ｍａｎ 滤膜过滤收集的 ２０ ｍＬ 藻液)６ μＬ、 Ａ 工作液

３０ μＬ 与 Ｂ 工作液 １８０ μＬ (试剂 Ｂ 稀释 １０ 倍)ꎬ
室温放置 １０ ｍｉｎ 后测定 ７５０ ｎｍ 处的吸光值ꎬ 根

据标准蛋白吸光值梯度作标准曲线ꎬ 计算待测样品

总蛋白含量 (μｇ / ｍＬ)ꎮ 再根据过滤后藻样干重换

算总蛋白含量(ｍｇ / ｇ)ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 叶绿素荧光参数测定

采用水样荧光仪 ( ＰＡＭ￣ＷＡＴＥＲ￣ＥＤꎬ Ｗａｌｚꎬ
德国)测定叶绿素荧光参数ꎮ 最大饱和脉冲设为

５０００ μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ 藻样暗适应 ５ ｍｉｎꎬ 测定 ＰＳⅡ
的最大光化学效率(Ｆｖ / Ｆｍ) 、 ＰＳⅡ光化学能量转

化的 有 效 量 子 产 量 ( ΦＰＳⅡ )、 非 光 化 学 淬 灭

(ＮＰＱ)ꎮ 计算公式如下:
Ｆｖ / Ｆｍ ＝ (Ｆｍ－ Ｆ０) / Ｆｍꎻ
ＮＰＱ ＝ ( Ｆｍ－ Ｆｍ′ ) / Ｆｍ′
式中ꎬ Ｆｍ为最大荧光值ꎬ 即在暗适应状态下ꎬ

当 ＰＳⅡ所有反应中心处于关闭状态并且非光化学

过程处于最小时的荧光值ꎮ Ｆｍ′为光适应状态下最

大荧光值ꎬ 即在光适应状态下当 ＰＳⅡ的所有反应

中心处于关闭状态并且所有的非光化学过程处于最

优状态时的荧光值ꎮ Ｆ０为初始荧光ꎬ 是在暗适应状

态下ꎬ 当 ＰＳⅡ的所有反应中心处于完全开放状态

并且所有非光化学过程处于最小时的荧光值ꎮ Ｆｖ ＝
Ｆｍ－ Ｆ０ꎬ 即暗适应状态下ꎬ 当非光化学过程处于最

小时的最大可变荧光ꎮ

１􀆰 ３􀆰 ５　 快速叶绿素荧光动力学(快相)测定

利用植物效率仪 (Ｈａｎｄｙ ＰＥＡꎬ Ｈａｎｓａｔｅｃｈꎬ
英国)于室温下测得叶绿素荧光诱导曲线ꎮ 藻样暗

适应 ５ ｍｉｎ 后ꎬ 用 Ｈａｎｄｙ ＰＥＡ 检测记录样品照射

激发光后 １０ μｓ 到 ２ ｓ 内的荧光信号ꎮ 加除草剂

ＤＣＭＵ(抑制 Ｑ－
Ａ向 ＱＢ的传递[１４] )作为对照组ꎬ 得

到 Ｊ 点的相对可变荧光值 ＶＪ以及 Ｑ－
Ａ向 ＱＢ的电子

传递效率Ψ０ꎬ 单位反应中心吸收的光能 ＡＢＳ / ＲＣ、
单位反应中心捕获的用于还原 ＱＡ的能量 ＴＲ０ / ＲＣ
( ｔ ＝ ０ 时)、 单位反应中心捕获的用于电子传递的

能量 ＥＴ０ / ＲＣ( ｔ ＝ ０ 时)、 单位反应中心耗散掉的

能量 ＤＩ０ / ＲＣ( ｔ ＝ ０ 时)ꎮ 电子传递效率( Ψ０)的计

算公式如下:
Ψ０ ＝ ＥＴ０ / ＴＲ０ ＝ (１ － ＶＪ)
式中ꎬ ＥＴ０为反应中心捕获的用于电子传递的

能量ꎻ ＴＲ０为反应中心捕获的用于还原 ＱＡ的能量ꎻ
ＶＪ为 Ｊ 点的相对可变荧光值ꎮ
１􀆰 ４　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ １９ 分析软件对实验数据进行 ｔ 检
验ꎬ Ｐ < ０􀆰０５ 为两者具有显著性差异ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 缺磷和高光对集球藻生物量的影响

实验结果显示ꎬ 磷浓度和光照对集球藻生物量

的影响显著(图 １)ꎮ 在磷充足(＋Ｐ)培养条件下ꎬ
集球藻的 ＯＤ５５０值随着培养时间的延长不断上升ꎬ
高光使其上升速度更快ꎬ 经过 ９ ｄ 培养后ꎬ 高光

(ＨＬ)培养下的 ＯＤ５５０值是低光(ＬＬ)培养下的 ２􀆰９７
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图 １　 不同磷浓度与光强下集球藻生物量变化
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂｉｏｍａｓｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ (ＯＤ５５０) ａｎｄ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｉｎ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ ｃｕｌｔｕｒｅｓ

ｇｒｏｗｎ ａｔ ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ) ｏｒ ６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ[ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ (ｎ ＝ ４)]
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倍ꎻ 而缺磷(－Ｐ)培养条件下ꎬ 集球藻的 ＯＤ５５０值

受到明显抑制ꎮ 无论在高光强还是低光强下ꎬ 集球

藻的 ＯＤ５５０值在前 ５ ｄ 增长缓慢ꎬ 之后几乎处于停

滞状态ꎮ 培养到第 ９ ｄ 时ꎬ 测定集球藻的干重可

见ꎬ 在高光磷充足(ＨＬ＋Ｐ)培养条件下ꎬ 集球藻干

重相比低光磷充足(ＬＬ ＋Ｐ)培养条件下增加了 ６２％
(Ｐ < ０􀆰０５)ꎻ 缺磷培养结束时ꎬ 集球藻的干重相比

磷充足培养时降低了 ６９􀆰１％(Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ 缺磷与

高光耦合(ＨＬ －Ｐ)时干重相比低光磷充足(ＬＬ ＋Ｐ)
培养条件时下降了 ６４􀆰７％(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ
２􀆰 ２　 缺磷和高光对集球藻蛋白含量的影响

实验结果显示ꎬ 集球藻总蛋白含量受高光和缺

磷的影响较大(图 ２)ꎮ 将低光磷充足(ＬＬ ＋Ｐ)培养

条件下集球藻蛋白含量设为实验对照组ꎮ 低光缺磷

(ＬＬ －Ｐ)培养条件下蛋白含量下降到 ５１􀆰２ ｍｇ / ｇꎬ
较磷充足培养时降低了 １７％(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ 高光磷

充足(ＨＬ ＋Ｐ)培养条件下总蛋白含量较对照组降低

了 １３％ꎬ 高光与缺磷耦合(ＨＬ －Ｐ)时ꎬ 蛋白含量

进一步下降到 ３８􀆰３ ｍｇ / ｇꎬ 比对照组降低了 ４６％
(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ
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图 ２　 不同磷浓度与光强下集球藻总蛋白变化
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ

ｇｒｏｗｎ ａｔ ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ) ｏｒ ６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰
ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

[ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ (ｎ ＝ ４)]

２􀆰 ３　 缺磷和高光对集球藻油脂含量的影响

实验结果显示ꎬ 高光和缺磷诱导集球藻细胞内

油脂积累(图 ３)ꎮ 将低光磷充足(ＬＬ ＋Ｐ)培养下的

集球藻油脂含量设为实验对照组ꎬ 此时集球藻的油

脂含量占干重的 ２９􀆰４％ꎮ 高光磷充足(ＨＬ＋Ｐ)培养

条件对集球藻细胞内油脂含量无影响ꎮ 缺磷培养

下ꎬ 集球藻细胞内油脂大量积累ꎬ 培养 ９ ｄ 后油脂

含量占干重的 ４９􀆰９％ꎬ 是对照组的 １􀆰７ 倍 (Ｐ <

０􀆰０５)ꎬ 缺磷与高光耦合(ＨＬ －Ｐ)能进一步诱导集

球藻细胞内油脂积累ꎬ 为干重的 ６３􀆰６％ꎬ 是对照组

的 ２􀆰１７ 倍(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ

LL HL
0

20

40

60

80

a

b

a

c

&
'

(
)

(
)

/
%

Li
pi

d
co

nt
en

t
D

ry
w

ei
gh

t

*+,- Light intensity

!"#+P
!$%-P

图 ３　 不同磷浓度与光强下集球藻油脂含量
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｏｔａｌ ｌｉｐｉｄｓ ｉｎ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ

ｇｒｏｗｎ ａｔ ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ) ｏｒ ６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰
ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

[ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ (ｎ ＝ ４)]

２􀆰 ４　 缺磷和高光对集球藻 ＰＳⅡ光合活性的影响

从不同磷浓度与光强下集球藻最大潜在光化学

效率(Ｆｖ / Ｆｍ)和非光化学淬灭 (ＮＰＱ)变化的实验

结果可见(图 ４)ꎬ 在磷充足培养条件下ꎬ 集球藻的

Ｆｖ / Ｆｍ值不受光照强度的影响ꎻ 但在缺磷培养下ꎬ
集球藻的 Ｆｖ / Ｆｍ值逐渐下降ꎬ 在第 ９ ｄ 时下降至

０􀆰 ６ꎬ 与高光耦合时下降更多ꎬ 第 ９ ｄ 下降至

０􀆰４６ꎮ 高光能诱导出集球藻的 ＮＰＱ 保护机制保护

细胞ꎮ 在高光磷充足培养条件下ꎬ ＮＰＱ 在前 ４ ｄ
不断升高ꎬ 之后保持平稳ꎻ 与缺磷耦合时 ＮＰＱ 进

一步增加ꎬ 但第 ５ ｄ 后 ＮＰＱ 有所下降ꎮ 低光培养

下ꎬ 集球藻 ＮＰＱ 无显著变化ꎬ 说明磷的浓度在低

光下对集球藻 ＮＰＱ 值无显著影响ꎮ
２􀆰 ５　 缺磷和高光对集球藻 ＰＳⅡ电子传递的影响

为了探究缺磷和高光对集球藻光系统Ⅱ电子传

递的影响ꎬ 在培养结束后分别测定了不同培养条件

下细胞的快速叶绿素荧光诱导曲线ꎬ 结果可见ꎬ 在

磷充足培养条件下ꎬ 集球藻有明显的 ＯＪＩＰ 相(图
５)ꎬ 此时ꎬ 光强对 Ｊ 点的相对可变荧光与 Ｑ－

Ａ 向

ＱＢ的电子传递效率( Ψ０)影响不显著(Ｐ > ０􀆰０５)
(图 ６)ꎻ 在缺磷培养条件下ꎬ Ｊ 点相对可变荧光较

磷充足培养下明显升高(Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ 与高光耦合时

进一步上升ꎬ Ψ０在低光培养下较高光培养下下降

更明显(Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ 表明缺磷阻碍了集球藻电子从

Ｑ－
Ａ向 ＱＢ的传递ꎬ 导致 Ｑ－

Ａ大量累积ꎬ Ｑ－
Ａ重新氧化
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图 ４　 不同磷浓度与光强下集球藻的 ＰＳⅡ光合活性变化
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｍａｘｉｍｕｍ ｑｕａｎｔｕｍ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ＰＳⅡ (Ｆｖ / Ｆｍ) ａｎｄ ｎｏｎｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ

(ＮＰＱ) ｏｆ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ ｇｒｏｗｎ ａｔ ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ) ｏｒ ６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰
ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ [ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ (ｎ ＝ ４)]
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图 ５　 不同磷浓度与光强下集球藻叶绿素荧光诱导曲线(ＯＪＩＰ)
Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ａ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｓ (ＯＪＩＰ) ｉｎ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ ｇｒｏｗｎ ａｔ
ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ) ｏｒ ６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
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图 ６　 不同磷浓度与光强下集球藻 ＶＪ和Ψ０

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｖａｒｉａｂｌｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ａｔ ｔｈｅ Ｊ￣ｓｔｅｐ (ＶＪ) ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｆｒｏｍ Ｑ－

Ａ ｔｏ ＱＢ( Ψ０) ｖｅｒｓｕｓ ｔｉｍｅ ｉｎ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ ｇｒｏｗｎ ａｔ ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ) ｏｒ
６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ [ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＤ (ｎ ＝ ４)]
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的能力降低ꎬ 而与高光耦合后进一步阻碍了集球藻

电子从 Ｑ－
Ａ向 ＱＢ的传递ꎮ

同时ꎬ 我们分析了集球藻在不同磷浓度以及不

同光照培养条件下单位反应中心的能流分配情况

(表 １)ꎮ 在低光培养下ꎬ 缺磷条件培养时单位反应

中心吸收的光能 ＡＢＳ / ＲＣ、 单位反应中心耗散掉的

能量 ＤＩ０ / ＲＣ、 单位反应中心捕获的用于还原 ＱＡ的

能量 ＴＲ０ / ＲＣ 较磷充足培养时分别上升了 １􀆰５、
３􀆰２７ 和 １􀆰１３ 倍(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ 在高光培养下ꎬ 缺磷

条件培养时 ＡＢＳ / ＲＣ、 ＤＩ０ / ＲＣ 和 ＴＲ０ / ＲＣ 进一步

上升(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ 而单位反应中心捕获的用于电子

传递的能量 ＥＴ０ / ＲＣ 在磷充足和磷缺乏条件之间无

显著变化(Ｐ > ０􀆰０５)ꎬ 但在高光强培养条件下显著

下降(Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ

３　 讨论

磷是构成 ＤＮＡ、 ＲＮＡ 以及 ＡＴＰ 的必须元素ꎬ
光照是微藻进行光合作用的必要条件ꎬ 过量和缺乏

都会影响微藻细胞的生长代谢过程[１２ꎬ１３ꎬ１５]ꎮ 有关

缺磷和高光单独对微藻的影响已有不少报道ꎬ 但对

两者的耦合作用研究较少ꎮ 本研究结果显示ꎬ 单独

高光会促进集球藻的生长ꎬ 但与缺磷耦合时缺磷对

生长的影响更大ꎬ 集球藻生长受抑制明显ꎮ 同时ꎬ
对微藻油脂的测定发现ꎬ 缺磷和高光对油脂含量

的单独作用具有种间差异ꎬ 如缺磷会促进三角褐

指藻(Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｒｎ Ｂｏｌｉｎ)和角毛藻

(Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ ｓｐ.)细胞内的油脂积累ꎬ 却会降低

四片藻(Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓ ｓｐ.)和微拟球藻(Ｎａｎｎｏｃｈｌｏ￣
ｒｏｐｓｉｓ ａｔｏｍｕｓ Ｂｕｔｃｈｅｒ)细胞内的油脂含量[１０]ꎻ 高

光会诱导小球藻(Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ.)油脂积累却会降低

小新月菱形藻和等鞭金藻 ８７０１ 的油脂含量[１２ꎬ１３]ꎮ
在本研究中ꎬ 缺磷促使集球藻油脂含量增加ꎬ 达到

细胞干重的 ４９􀆰９％ꎬ 虽然高光单独作用对集球藻

油脂含量影响不大ꎬ 但高光与缺磷耦合却使集球藻

油脂含量达到干重的 ６３􀆰６％ꎮ 缺磷导致集球藻油

脂积累很大一部分原因可能是由于中性脂含量增

加[１６]ꎬ 磷也会降低磷酸烯醇丙酮酸羧化酶 ＰＥＰＣ
活性ꎬ 从而使细胞内油脂含量增加[１７]ꎬ 集球藻中

是否有这种机制还不得知ꎬ 有待进一步探索ꎮ 在本

实验中ꎬ 与缺磷和高光单独作用相比ꎬ 两者的耦合

导致集球藻蛋白质含量下降明显(图 ２)ꎬ 集球藻的

碳同化代谢更多的转为油脂合成代谢ꎬ 使得集球藻

中油脂含量增加ꎮ
我们进一步对集球藻光合作用进行分析发现ꎬ

其 ＰＳⅡ最大光化学效率 Ｆｖ / Ｆｍ较高光来说对缺磷

条件更敏感ꎬ 缺磷使集球藻细胞 ＰＳⅡ光化学活性

下降ꎬ 且缺磷和高光耦合时 Ｆｖ / Ｆｍ进一步下降ꎮ 缺

磷导致 Ｆｖ / Ｆｍ下降的现象在三角褐指藻和水华束丝

藻(Ａｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎ ｆｌｏｓａｑｕａｅ(Ｌ.)Ｒａｌｆ.)中也有发

现[１８ꎬ１９]ꎮ 有研究表明ꎬ 缺磷导致微藻细胞内磷浓

度降低ꎬ 从而使光合磷酸化下降ꎬ ＡＴＰ 合成受抑

制ꎬ Ｃａｌｖｉｎ 循环效率下降ꎬ ＮＡＤＰＨ 和 ＮＡＤＰ＋再生

循环受阻ꎬ 而 ＮＡＤＰ＋是 ＰＳⅠ的最终电子受体ꎬ 其

供应量不足ꎬ 势必会引起 ＰＳⅡ活性下降ꎬ Ｆｖ / Ｆｍ

降低[２０]ꎮ 同时本研究也发现ꎬ 集球藻在缺磷培养

下非光化学淬灭 ＮＰＱ 相较于磷充足培养时无明显

差异(图 ３)ꎬ 而高光能启动 ＮＰＱ 保护机制来耗散

过多的激发能ꎬ 相对于磷浓度来说ꎬ 光强显然是

ＮＰＱ 保护机制重要的诱导因素ꎮ
我们借助快速叶绿素荧光诱导曲线ꎬ 分析了缺

表 １　 不同磷浓度和不同光照下集球藻快速叶绿素荧光动力学曲线(ＯＪＩＰ曲线) 的相关参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＯＪＩＰ ｔｅｓｔ ｒｅｌａｔｅｄ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ Ｐａｌｍｅｌｌｏｃｏｃｃｕｓ ｍｉｎｉａｔｕｓ ｇｒｏｗｎ ａｔ ｌｉｇｈｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ １００ (ＬＬ)

ｏｒ ６００ (ＨＬ) μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ. Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ
ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

光照强度
Ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

(μｍｏｌ􀅰ｍ－２􀅰ｓ－１)

磷处理
Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ /
Ｒｅｐｌｅｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

ＡＢＳ / ＲＣ ＤＩ０ / ＲＣ ＴＲ０ / ＲＣ ＥＴ０ / ＲＣ

１００
＋Ｐ ２.０８ ± ０.０５７ａ ０.４７ ± ０.０４２ ａ １.５８ ± ０.０８０ ａ ０.６６ ± ０.０３５ ａ
－Ｐ ３.１５ ± ０.１９１ ｂ １.５２ ± ０.２３２ ｂ １.７９ ± ０.０３４ ｂ ０.６８ ± ０.０４１ ａ

６００
＋Ｐ ２.２４ ± ０.０４６ ａ ０.６２ ± ０.０４１ ｃ １.６３ ± ０.０２６ ａ ０.５２ ± ０.０７１ ｂ
－Ｐ ３.７５ ± ０.５９２ ｃ ２.１６ ± ０.４６７ ｄ ２.０９ ± ０.１００ ｂ ０.５７ ± ０.０１１ ｂ

　 　 注: ＡＢＳ / ＲＣ ꎬ 单位反应中心吸收的光能ꎻ ＴＲ０ / ＲＣꎬ 单位反应中心捕获的用于还原 ＱＡ的能量ꎻ ＥＴ０ / ＲＣꎬ 单位反应中心捕获的用于电子
传递的能量ꎻ ＤＩ０ / ＲＣꎬ 单位反应中心耗散的能量ꎮ

Ｎｏｔｅｓ: Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｅｎｅｒｇｙ ｆｌｕｘｅｓ (ｐｅｒ ＲＣ) ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ａｓ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ: ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ｆｌｕｘ (ＡＢＳ / ＲＣ)ꎬ ｄｉｓｓｉｐａｔｉｏｎ ｆｌｕｘ (ＤＩ０ /
ＲＣ)ꎬ ｔｒａｐｐｉｎｇ ｆｌｕｘ (ＴＲ０ / ＲＣ)ꎬ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔ ｆｌｕｘ (ＥＴ０ / ＲＣ) .
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磷和高光对集球藻电子传递的影响ꎬ 发现缺磷和高

光的耦合作用相比缺磷单独作用来说ꎬ Ｊ 点进一步

升高ꎬ 说明电子从 Ｑ－
Ａ向 ＱＢ的传递进一步受阻ꎮ 缺

磷培养条件下ꎬ 集球藻 Ｊ 点升高(图 ６)ꎬ Ψ０降低

表明 Ｑ－
Ａ之后的电子传递受到抑制ꎬ 而较高的 ＶＪ值

也反映了活性反应中心部分关闭ꎮ 在集球藻细胞能

流分配中表现出缺磷和高光耦合条件下 ＡＢＳ / ＲＣ、
ＤＩ０ / ＲＣ 和 ＴＲ０ / ＲＣ 上升ꎬ 说明有活性反应中心减

少ꎬ 迫使剩余有活性反应中心的效率提高ꎮ 但集球

藻的 ＥＴ０ / ＲＣ 与磷浓度无关ꎬ 这可能是因为藻细胞

在缺磷时下调 ＰＳⅡ活性反应中心正是通过增加

ＡＢＳ / ＲＣ、 ＤＩ０ / ＲＣ 以及维持 ＥＴ０ / ＲＣ 的稳定来保

护自身光合系统功能的完整性[２１ꎬ２２]ꎮ
综上分析ꎬ 我们认为缺磷和高光耦合使集球藻

细胞 ＰＳⅡ光化学活性下降ꎬ 从而抑制集球藻生长ꎬ
碳同化代谢更多的转为油脂合成代谢ꎬ 使得集球藻

中油脂含量增加ꎮ
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