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摘要:为探讨赤潮发生时中肋骨条藻( Skeletonema coatatum)的光合作用生理变化,研究了不同无机氮( N)水平上, 海

水 pH 值升高对其胞外碳酸酐酶( CA)和光合生理特性的影响。海水 pH 从 8. 2 升至 8. 7 时, 中肋骨条藻胞外 CA 被

诱导 ,细胞对无机碳的亲和力( 1/ Km)提高;在 pH8�7 时,高 N 条件下的胞外 CA活性是低 N 条件下的 3 倍, 1/ Km 值

也提高了80%。单位叶绿素 a的最大净光合能力( P
a
m)在不同 pH 和 N水平上没有显著差异; 但单位细胞的最大净

光合能力( Pc
m)提高了 100%。这些结果表明,赤潮发生时, 中肋骨条藻通过启动无机碳浓缩机制 ( CCM) , 提高细胞

对无机碳利用效率,使其在低 CO2(高 pH)环境下维持光合机构正常运行; 充足的 N 源有利于提高 CCM 的效率, 从

而提高 CO2 环境下的光合固碳能力。
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� � 富营养化是赤潮发生的物质基础。在富营养化

的海区(如上升流, 河口区以及人工增养殖区等)高

浓度无机氮( N)和磷( P)往往是引发赤潮的主要原

因之一。然而富营养化与赤潮的关系较复杂, 不同

赤潮生物其大量繁殖对 N, P 的需要呈明显不

同[ 1 � 3]。因此,研究富营养化(如 N, P)与赤潮生物

生理生态特性的关系是十分必要的。

光合固碳是浮游植物物质产生的基础。其活性

的大小对该生物的生长以及对环境变化的能力有重

要影响。在海洋环境中, CO2 是浮游植物无机碳主

要利用形式[ 4, 5] , 在海水 pH8�2时, CO2 分子占海水

无机碳( 2�0mmol/ L)的 0�5%(约为 10�mol/L ) , 而在

海水 pH8�7时,则仅有 0�12% (约 2�5�mol/L ) , 为了
提高利用 CO2 的能力, 浮游植物及大型藻类在长期

进化中形成了主动运输 CO2, 或借助碳酸酐酶转化

HCO-
3 为 CO2, 或直接吸收 HCO-

3 的生理机制
[ 6� 10]。

赤潮发生时, 由于水体中赤潮生物大量繁殖导

致该区域海水 pH 发生显著变化, 海水 pH 从正常的

8�0 � 8�2上升至 8�5 � 8�7,有些地区甚至可以达到
pH8�9[ 11]。伴随着海水 pH 急剧上升,海水无机碳形

态发生改变,其中 CO2 浓度将几倍的下降。因此赤

潮发生时,无机碳可利用性成为限制浮游植物生长

的重要因素[ 11]。赤潮生物光合生理如何适应这种

显著变化是关系到赤潮生物生存的重要因子之一。

中肋骨条藻( Skeletanema coatatum )是一种海洋

浮游硅藻, 它广泛分布于世界各大洋的近海海域。

中肋骨条藻赤潮在我国黄, 东,南海近海海域曾多次

发生过[ 2, 12 � 14]。室内培养和现场监测实验表明,温

度、光强和丰富的营养盐( N, P, Fe, Si)与中肋骨条藻

赤潮密切相关[ 13, 14]。但对于在赤潮发生时中肋骨

条藻的光合生理还缺乏研究。本文研究了在不同N

水平上中肋骨条藻的光合生理与 pH 变化的关系。

1 � 材料与方法

1�1 � 细胞培养 � 中肋骨条藻( S. costatum ( Greville)

Cleve) ,菌株编号2042, 由中国科学院海洋研究所提

供。细胞在温度为20 � ,光强为210�mol m- 2s- 1(光

照周期为 12�12LD)的条件下静止培养,密度为 1 �

4 � 107cells/ L。培养液为加富的天然海水。海水取
自汕头南澳岛近海,其含 N量约为 10�mol/ L (主要

为NO-
3 ) , 低 N 培养液用改良的 f/ 2 培养液 (不含

N) ,高 N培养液用含 300�mol/ L KNO3 的 f/ 2培养液
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加富。培养液的 pH 值用 HCI 或 NaOH 调节至 8�2
或8�7,培养液 24h更换一次(用细菌过滤器过滤细

胞再用新鲜培养液悬浮)。在光照 3 � 6h 内搜集对
数期的细胞用于实验分析。

1�2 � 碳酸酐酶活性测定 � 按照Wilber 和 Anderson

的方法[ 15]用 pH电极测定碳酸酐酶活性。胞外碳酸

酐酶的测定用活体完整细胞。活性测定在温度为

4 � 的电极反应槽中进行。搜集的细胞洗涤、悬浮在

20mmol/ L 巴比妥缓冲的海水中( pH8�2)。取 0�5mL
细胞悬浮液 (约含 1 � 2 � 10

7
cells)加入到 4mL 20

mmol/ L 巴比妥缓冲的海水中( pH8. 2) , 再加入 2mL

CO2饱和的、0 � 的蒸馏水后, 记录 pH 计读数从 8�2

下降到 7�2所需的时间。酶的活性用公式 EU= 10*

( To/ T- 1)求出, To 和T 分别代表加入细胞悬浮液

和细胞悬浮液+ 100�mol/ L AZ 时 pH 下降的反应时

间。AZ( Acetazolamide)是非膜透性的胞外碳酸酐酶

专一性抑制剂
[ 16]

1�3 � 细胞计数和叶绿素含量测定 � 细胞数目在显
微镜下用血球计数板计数。叶绿素 a含量用90%丙

酮抽提, 用分光光度计按照 Jeffrey 和 Humphrey 方

法[ 17]测定并计算。

1�4 � 光合放氧测定 � 光合放氧的测定装置为 Clark�
型氧电极( YSI 5300, 美国)。收集的藻细胞悬浮在

20mmol/ L Tris�HCI缓冲液中( pH8�2)。取 5mL 悬浮

液(约 1 � 2 � 107 个细胞)转移至电极反应槽, 反应

槽的温度控制在 20 � 。通过改变灯与反应槽之间
的距离获得不同的光照强度, 光源为卤素灯

( 500W)。

� � 光合参数( Pm, Rd, �)由光强依赖的光合放氧反

应曲线按照 Jassby和 Platt方程[ 18]拟合求得:

P= Pm* tanh(�* I / Pm) + Rd,

I ,光照强度; P, 净光合速率; Pm, 饱和光强下的最大

净光合速率; �,表观光量子效率; Rd,暗呼吸速率。

1�5 � 无机碳依赖的光合放氧测定 � 为了测定光合
作用速率与海水无机碳( DIC)的关系,参照 Gao 等的

方法[ 19]制备了无碳海水(含 20mmol/ L Tris, pH8�2)。
将细胞悬浮在无碳海水后, 取 5mL 置于反应槽中。

在400�molm- 2s- 1光强下,让细胞耗竭细胞内无机碳

源(净放氧速率达到 0) , 然后,加入不同量的NaHCO3

调整 DIC 浓度, 并测定其放氧速率。KmDIC 或

KmCO2(达到最大净光合速率一半时的 DIC 或 CO2

浓度)根据Michaelis�Menten方程拟合求得:

V= Vm* [ s] / (Km+ [ s ] ) ,

[ s] , DIC或 CO2浓度; V , 一定无机碳浓度下的净光

合放氧速率; Vm , 饱和无机碳浓度下的净光合放氧

速率。一定 DIC浓度条件下的CO2浓度按照陈镇东

的方法[ 20]计算。

2 � 结果

2�1 � 胞外碳酸酐酶活性及其诱导过程
在 pH8�7水平上, 高 N条件下中肋骨条藻胞外

碳酸酐酶活性最高( 0�12 � 0�01EU/ 106cells) ,低N条

件下其活性降低了 70% ; 在 pH8�2时,低 N条件下

其活性仅占 pH8�7+ 高 N 最大活性的 3% (图 1)。

当细胞从 pH8�2转至 pH8�7时, 其胞外 CA被诱导,

且其活性变化速度在高 N比低 N条件下快(图 2)。

图 1� 在 pH8�2+ 低N、pH8�7+ 低 N和 pH8�7+ 高N 条件

下培养的中肋骨条藻的胞外CA活性( n= 3)

a. pH8. 2+ 低N;b. pH8. 7+ 低 N; c. pH8. 7+ 高N

Fig�1 � Extracellular CA activities of S . costatum grown at

pH8�2+ low N( a) , pH8�7+ low N( b) and pH8. 7+ high N( c)

图 2 � 在 pH8. 2+ 低N 条件下培养的中肋骨条藻细胞转入

pH8. 7+ 低N( �� �)或 pH8. 7+ 高 N( � � � )条件下培养

时,其胞外 CA活性的变化( n= 3)

Fig�2� Changes of extracellular CA activities during acclimation of S . costa�

tum cells grown at pH8. 2+ low N to pH8. 7+ low N or pH8. 7+ high N

2�2 � 净光合作用速率对光与无机碳浓度变化的响应
单位叶绿素 a的最大净光合速率( Pa

m )和表观量

子效率(�
a
)在三种培养条件下均无显著差异 ( P>

0�5) ,但暗呼吸速率( Ra
d)在 pH8�7+ 高 N条件下显
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著降低(图 3a和表 1) ;而从单位细胞的最大净光合

速率来看, 三种培养条件下细胞的 R
c
d ( P> 0�5)和

�
c
( P> 0�1)均无显著变化, 但单位细胞的最大光合

能力( Pc
m)在 pH8�7+ 高 N条件下是低N+ pH8�2和

pH8�7条件下的 2倍(图3b和表 1)。

图 3 � 中肋骨条藻光合作用对光强的响应曲线 a)单位叶绿素 a的

光合放氧速率; b)单位细胞的光合放氧速率(n= 3)

Fig�3� Photosynthetic oxygen evolut ion as a funct ion of irradiance for S .

costatum grown at pH8. 2+ low N( � � � ) and pH8. 7+ low N ( �� �)

and pH8. 7+ high N( � � �) . a) Chla�specific photosynthetic rate, b)

Cell�specific photosynthetic rate

表 1 � 中肋骨条藻生长在 pH8�2+ 低 N, pH8�7+ 低 N和 pH8�7+ 高 N

条件下,其光合作用特性的主要参数( n= 3)

Tab�1 � The main parameters of photosynthetic characteristics for S . costa�

tum grown at pH8�2+ low N, pH8�7+ low N and pH8�7+ high N

光合参数

Photosynthet ic

parameters

pH8�2+ 高 N

pH8�2+ high N

pH8�7+ 低 N

pH8�7+ low N

pH8�7+ 高N

pH8�7+ high N

P a
m 445 � 64a 463 � 26 442 � 16

P c
m (136� 20) b (137� 8) ( 246 � 10)

R a
d - 107 � 15a - 110� 7 - 51 � 8

R c
d ( - 33� 5) b ( - 32� 2) ( - 31 � 5)

�a 1�5 � 0�1a 1�5 � 0�1 1�7� 0�2

�c ( 0�8 � 0�1) b ( 0�9 � 0�1) (1�0� 0�1)

� � 注: a 以叶绿素 a 为单位; b以细胞数为单位

� � 在 pH8�2+ 低N, pH8�7+ 低 N和 pH8�7+ 高N条

件下生长的中肋骨条藻,其 DIC的半饱和常数KmDIC

分别为 252 � 50, 151 � 17和84 � 17�mol/ L;其 CO2 的半

饱和常数 KmCO2 分别为 1�5 � 0�3, 0�9 � 0�1和 0. 5 �

0�1�mol/L, 表明细胞对 DIC 或 CO2 的亲和力在

pH8�7+ 高N条件下最高,与pH8. 7+ 低 N和pH8�2+
低N条件下相比分别提高了 80%和 200%(图 4)。

图 4 � 培养在 pH8�2+ 低 N, pH8�7+ 低N 和 pH8�7+ 高 N条件下

的中肋骨条藻光合作用对无机碳浓度的响应曲线( n= 3 � 4)

Fig�4� Photosynthet ic oxygen evolution as a funct ion of DIC for S . costa�

tum grown at pH8�2+ low N( � � � ) , pH8. 7+ low N( � � � ) and

pH8. 7+ high N( � � � )

2�3 � 细胞叶绿素 a含量

中肋骨条藻生长在 pH8. 2+ 低N条件下其叶绿

素 a ( chla) 含量为 0. 31 � 0. 04 �g chla 106cell�1。

pH8�7+ 低 N 和高 N 条件下分别为 0�29 � 0�06和
0�60 � 0�05�g chla 106cell- 1。低 N 条件下细胞叶绿

素 a含量为高N条件下的 50%。

3 � 讨论

胞外碳酸酐酶是存在于胞质空间(细胞质膜与

细胞壁之间)碳酸酐酶( CA)。它催化 HCO-
3 脱水形

成 CO2, CO2 经过扩散或主动运输进入细胞。在微

藻中胞外 CA经常是在碳限制条件下诱导形成, 是

为适应环境变化而长期进化的结果
[ 11, 21, 22]

。本文

实验结果表明, 中肋骨条藻在海水 pH 从 8�2升至
8�7时,其胞外 CA被诱导,但高 N比低N 条件下其

诱导速度快, 达到稳定时其胞外 CA 活性高。海水

pH从 8�2升至 8�7时, 其总无机碳( DIC)和重碳酸

盐( HCO
-
3 + CO

2-
3 )无明显变化(约为 2�0mmol/ L ) ,但

CO2 浓度却从 10�mmol/ L 下降至 2�5�mol/ L. 这表明

中肋骨条藻胞外 CA活性诱导受CO2,以及N浓度影

响。同样, 图 4的结果表明细胞对外源无机碳的亲

和力( 1/ Km)也受 CO2 和N的浓度影响。胞外 CA是

无机碳浓缩机制( CCM)的重要组成部分, 其活性大

小与 1/Km 值密切相关
[ 9]。当细胞从 pH8�2 转入

pH8�7时,由于胞外 CA 的诱导合成, 增加了 CO2 可

利用性,故提高了 1/ Km值。

光合作用光响应曲线参数是衡量光合生理特性

的重要指标[ 23, 24]。细胞从 pH8. 2转入 pH8. 7时,无

论高N还是低N条件下,其单位 chla 的最大光合能
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力( Pa
m )和表观光量子效率(�a )均无明显变化, 表明

细胞有较强的适应低 N能力。在低 N条件下, 通过

减少 chla 的合成,降低其含量, 达到减少对光能的

吸收,防止过量光能对光合机构的破坏,从而维护其

光合机构正常运行。但低 N条件下,由于单位细胞

中 chla 含量下降, 因此单位细胞的最大光合能力

( P
c
m )下降,这表明低 N条件下细胞的实际光合固碳

量减少。

赤潮发生时, 由于适宜的环境条件(如光照充

足,较高的温度和营养盐)浮游植物开始大量繁殖,

光合作用的固碳作用导致表层海水中无机碳浓度下

降[ 13, 25]。而平静的海面(赤潮发生时海面一般风力

较小)降低了水气界面CO2的通量,这进一步加剧了

表层海水中无机碳的下降[ 26]。随着赤潮的发展, 海

水 pH 显著升高, 海水无机碳形态发生变化, 其中

CO2下降最为显著。当海水从 pH8. 2升至 pH8. 7时

CO2浓度下降了 4 倍。因此一些不能适应低无机

碳,特别是低CO2环境的浮游植物其光合能力下降,

生长受到抑制。而能够快速适应这种环境的浮游植

物其光合能力和生长得以维持。中肋骨条藻具有适

应低 CO2 浓度(高 pH )机制。当海水从 pH8�2 升至
8�7( CO2 浓度从 10�mol/L 下降至 2�5�mol/ L )时, 通

过启动 CCM,提高细胞对外源无机碳的亲和力,从而

能够有效地克服低 CO2环境,维持细胞的正常光合作

用,这将使得它在竞争中确立优势, 形成中肋骨条藻

赤潮。同时本文结果还表明,N的浓度对中肋骨条藻

的适应机制有重要影响。在低N条件下,细胞的胞外

CA活性和无机碳亲和力与高 N条件下相比明显下

降,从而导致细胞的光合固碳能力( Pc
m )明显下降。

在海水中, 除 N 源以外, 磷( P) , 铁( Fe)等营养

盐与中肋骨条藻赤潮发生也密切相关[ 13, 14]。P是光

合磷酸化不可缺少的元素。Fe 是光合机构中一些

重要酶的辅基[ 27]。合适的 N/ P 比例有利于海洋浮

游植物的生长[ 8]。Fe 的缺乏往往导致浮游植物光

合能力下降, 不能充分利用海水中的 N 源, 如赤道

太平洋高氮低叶绿素( HNLC)海域[ 28]。因此进一步

研究这些营养盐在赤潮发生时对中肋骨条藻光合生

理的影响, 有利于充分了解富营养化在中肋骨条藻

赤潮发生时的作用机理。
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RESPONSE OF PHOTOSYNTHESIS OF THE BLOOM�FORMING MARINE DIATOM

SKELETONEMA COSTATUM TO CHANGES IN pH AND INORGANICNITROGEN

CONCENTRATIONS IN SEAWATER

CHEN Xiong�Wen1, 3and GAO Kun�Shan2

(1� Institute of Hydrobiology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan � 430072;

2� Marine Biology Institute, Shantou University, Shantou � 515063;

3� Department of Biology, Hubei Normal University, Huangshi � 435002)

Abstract: The bloom�forming marine diatom Skeletonema costatum(Greville)Cleve ( strain No. 2042)was cultured under different

levels of pH and inorganic nitrogen( N) at 20� and 210 �molm- 2s- 1( 12: 12/L: D) and its extracellular carbonic anhydrase( CA)

and photosynthetic O2 evolution were investigated in order to see its physiological response to changes in pH under high N( 300

�mol/ L) and low N(10�mol/L) levels during S. costatum bloom. The extracellular CA activity was assayed by the potent iometeri�
cal method, and the photosynthetic O2 evolution was determined by a Clark�typeOxygen Electrode.When pH in seawater rose from

8�2 to 8. 7, the extracellular CA activity was induced and photosynthetic CO2 affinity( 1/Km) increased, and, at pH8. 7, the extra�
cellular CA activity and photosynthetic CO2 affinity at the high N level were 2�times and 80% higher than those at the low N lev�

el, respectively. The chla�specific light�saturated photosynthetic rates( Pam)were no significant differences under different pH and N

levels, but the cell�specific light�saturated photosynthetic rates( Pc
m) was 100% higher at the high N level than at the low N level;

By contrast, the cell�specific dark respiratory rates ( Rc
d) were insignificant differences among the different pH and N levels, but

the chla�specific dark respiratory rates ( Rc
d) were l�fold higher at the low N level than at the high N level. The apparent photosyn�

thetic efficiencies ( �) were not significantly different for the alga grown among the different pH and N levels. The cellular chla

content was l�fold higher at high�N�grown cells than at low�N�grown cells, but it was not affected by the pH changes. It was con�
cluded that the alga increased the act ivities of extracellular CA and photosynthetic CO2 affinity with the rise of pH in seawater ( or

the decrease of CO2 in seawater) , but their activites were higher at high N level than at low N level, suggesting that, during occu�
rance of the bloom, S. costatum could develop the inorganic carbon concentration mechanism (CCM) to elevate the efficiency of

inorganic carbon utilization, and to maintain the photosynthetic activity under low CO2 condition. The repleted N was benefited to

improve the efficiency of CCM and then enhance the capacity of photosynthetic CO2 fixation under low CO2( high pH) condition.

Key words: Skeletonema costatum ; Bloom; Extracellular carbonic anhydrase; Photosynthetic CO2 affinity; Photosynthesis
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