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发状念珠藻对盐胁迫的响应
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摘要:探讨了发状念珠藻( Nostoc f lagelliforme Born�et Flah�)对盐胁迫的耐受适应机制,采用含不同浓度 NaCl( 0、0�1、

0�2、0�4、0� 6、0�8、1�0mol/ L)的 BG110培养液处理具有正常生理活性的丝状体, 25� 0� 5� , 40�mol/ m2/ s 下照光培养

12h,测定藻体光合作用、呼吸作用等生理活性以及体内一些物质的含量,结果表明: 随培养液中NaCl浓度的升高藻

体光合作用、呼吸作用以及 PS�活性( Fv/ Fm)降低;质膜透性不断增大, 丙二醛含量升高,自由水含量、自由水/束缚

水比值下降,类胡萝卜素、可溶性糖含量增加,脯氨酸含量变化不大。由此可知, 盐胁迫下发状念珠藻正常生理活

性受到抑制而表现出一定的抗逆能力;该藻对盐胁迫具有一定的耐受能力, 类胡萝卜素的增加有助于清除藻体内

的氧自由基,可溶性糖可能是其主要渗透调节物质之一,脯氨酸在盐胁迫中的渗透调节作用不大。
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� � 土壤淹渍化是一个全球性的问题, 盐胁迫是生

活在高盐环境中(如沿海滩涂、干旱盐碱地等)的生

物所面临的主要环境压力之一, 因此对盐胁迫的应

激机制和作物耐盐性的研究成为近年来植物研究中

的一个热点
[ 1]
。高盐度胁迫主要是通过降低外界环

境水势并打破细胞内环境中的离子平衡, 从而引起

膜结构、细胞器及某些酶结构的破坏,对生物的正常

生命活动造成不同程度的危害[ 2]。研究盐胁迫问题

有助于人们认识生物对环境的应激与适应机制, 探

索高盐环境中的作物改良、遗传育种的方法。近年

来关于藻类盐胁迫的研究越来越多,国内外对蓝藻、

绿藻、红藻等的盐胁迫研究得比较多[ 3� 11] ; 一般而

言藻类可以通过降低光合活性、积累无机离子(主要

是Na+ )和某些小分子有机物如岩藻糖、脯氨酸和甘

油等来减小、缓解和避免高盐毒害。但不同藻类对

盐胁迫的响应不尽相同, 如NaCl胁迫处理丝状蓝藻

鱼腥藻 7120,其净光合放氧速率和呼吸速率随 NaCl

浓度的升高而降低, 盐胁迫不改变其光合色素组成,

但导致藻胆蛋白的总含量降低和类胡萝卜素含量增

加,同时也改变了光能在两个光系统之间的分配[ 3] ;

对于念珠藻属的葛仙米(Nostoc sphaeroides )和地木耳

(Nostoc commune ) , 高盐度胁迫下光合活性均降低,

质膜透性随盐度增加而增加[ 4, 5] ;此外高盐胁迫可

能抑制螺旋藻的生长及其酶的活性[ 6] , 促进柱胞鱼

腥藻异形胞的分化并影响其固氮活性[ 7]。国外的研

究主要集中于盐胁迫对藻类叶绿素荧光、光合作用、

碳氮代谢等的显著性影响上[ 8� 11] , 关于盐胁迫下藻

类的分子生物学应激机理研究也有一定的报道[ 12]。

发状念珠藻( Nostoc f lagellif orme,俗名�发菜�,以
下简称)是一种分布和生长在我国西北干旱半干旱

地区的陆生藻类, 该藻适应陆生环境并存活于蒸发

量十几倍于降水量的环境中,盐胁迫是其生命活动

过程中可能遇到的生存压力之一。有报道认为其不

能适应高盐度环境
[ 13]

, 但笔者在野外调查中发现某

些高盐度环境中也有其分布;高盐环境中其生理状

态以及对盐胁迫的抗性机理目前还不为人知,为了

解其在极端环境下的生长存活特性, 认识其对高盐

度的生理调节能力, 为资源保护和人工培养提供理

论依据和积累技术参数,特进行本研究。

1 � 材料与方法

1�1 � 材料 � 采自内蒙古发菜产地, 为干燥丝状体,

在剔除杂草枯枝后蒸馏水清洗 3 � 4 次去掉污垢,

25 � 0�5 � , 40�mol/ m
2
/ s使用 BG110 培养液浸润 8 �
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11h使其恢复生理活性[ 14]备用。

1�2 � 方法 � 恢复生理活性后的发菜丝状体浸润在
含不同浓度 NaCl( 0、0�1、0�2、0�4、0�6、0�8、1�0 mol/ L)

的修正 BG110培养液中, 25 � 0�5 � , 40�mol/m2/ s 下

照光培养 12h, 取样测定藻体内各指标的含量。每

一盐度处理设置平行实验组 3个。

质膜透性使用电导率仪法测定; 自由水含量采

用阿贝氏折射仪测定;类胡萝卜素含量参照文献[ 15]

方法测定。

丙二醛含量测定方法: 称量培养物 1g, 加入

10%TCA2mL 和少量石英砂,匀浆, 加入 8mLTCA 洗

净匀浆液, 匀浆以 4000r/ min 离心 10min, 上清液为

样品提取液。吸取上清液 2mL(对照为 2mL 蒸馏

水) , 加入 2mL 0�6% TBA (硫代巴比妥酸, 用 10%

TCA配制) ,混匀, 沸水水浴反应 15min,迅速冷却后

离心,取上清液测定 532nm、600nm、450nm波长的吸光

度, C(�mol/ L) = 6�45 � ( A532nm- A600nm) - 0�56A450nm。

呼吸作用与光合作用测定采用远红外气体分析

仪( CGT�7000, Shimadzu) 在 25 � 、40�mol/m2/ s下的

封闭系统中进行, 具体参照高坤山等报道的方

法[ 16]。PS �活性( Fv/ Fm)的测定使用植物效率分析

仪,参照李敦海等的方法[ 17]进行。

可溶性糖含量的测定采用蒽酮比色法, 取一定

量的样品采用热水抽提法提取粗多糖, 5000r/ min离

心15min,取上清液 1�0mL 加入蒽酮溶液 5mL, 100 �

水浴 10min,取出冷却,紫外可见分光光度计测定波

长625nm 的吸光度,通过标准曲线计算培养物分泌

的胞外多糖。

脯氨酸含量测定: 取样品 0�5g 左右, 加入 5mL

3%的磺基水杨酸, 匀浆, 沸水浴 10min(不断振荡摇

动) ,冷却后 4000r/ min离心 10min,上清液为提取的

脯氨酸溶液。取 2mL 提取液加入 2mL 冰乙酸和

2mL 酸性茚三酮, 100 � 水浴 30min,溶液为红色。冷

却后加入 4mL 甲苯, 振荡 30s, 静止片刻, 吸管吸取

上层红色甲苯溶液于比色杯中, 以甲苯为空白, 在

520nm波长比色。根据标准曲线计算出2mL 测定液

中的含量并计算单位鲜重样品脯氨酸含量。

2 � 结果

2�1 � 不同盐度对质膜稳定性的作用
在试验盐度范围内,培养液中盐度越高,质膜受

到的伤害越大,膜选择透性的破坏程度逐渐加剧,质

膜脂质过氧化的程度会不断加深。表 1显示随着培

养液中的盐度增加,质膜透性增大,藻细胞内的电解

质外渗比率增加,电解质外渗量明显增多。此外还

可以发现大于 0�4mol/L 浓度的 NaCl胁迫对质膜的

伤害比低浓度NaCl胁迫要大得多,其电解质外渗率

是低浓度胁迫下的数倍以上。而且从丙二醛( MDA)

含量(表 1)的变化可看出在盐胁迫下膜脂发生了过

氧化,且脂质过氧化产物MDA的含量随盐度增加而

几乎呈直线趋势增加, 这同时也说明在盐胁迫下膜

脂中的氧自由基的积累增强,膜结构和功能的损伤

程度加剧。
表 1 � 不同 NaCl盐胁迫下发菜藻体质膜透性(外渗率)及丙二醛含量

Tab�1 � Effect of salt stress on relat ive permeability and MDA content

NaCl浓度 NaCl Concentrat ion(mol/ L) 0 0�05 0�1 0�2 0�4 0�6 0�8

外渗率Relative permeability( % ) 18�83 23�92 24�34 25�34 37�65 46�72 54�62

丙二醛含量Content of MDA(�mol /g) 0�51 0�57 0�57 0�58 0�81 0�89 0�96

2�2 � 藻体中的自由水含量
盐胁迫下发菜水分含量发生明显的变化 (图

1) ,总含水量随盐度胁迫程度的增加不断下降,而自

由水和束缚水的变化情况不尽相同,自由水含量随

培养液中的盐度增加而逐渐减少,且在NaCl浓度高

于0�4mol/ L 时降幅显著加大; 束缚水的含量有一定

程度的增加,但其增加量小于自由水的减少量,因而

总含水量仍呈现下降趋势。

2�3 � 藻体中类胡萝卜素含量的变化
盐胁迫下发菜丝状体的外观颜色有一定的变

化, 这种变化在高浓度的 NaCl 培养液中 ( 0�8 �
1�0mol/ L 试验组中)表现更为明显,藻体在培养 12h

图 1 � 不同盐胁迫下藻丝体自由水含量及自由水/束缚水比值的变化

Fig�1 � Relation between free water content ( FWC) , rat io of FWC/ BWC

(bound water content ) and salt concentrat ion
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图 2 � 类胡萝卜素含量与盐胁迫的关系

Fig�2 � Relationship between carotenoid content and NaCl concentrat ion

图 3 � 1�0mol/ L盐胁迫下发菜色素的吸收光谱

Fig�3� Spectrum of Nostoc f lagellif orme under salt stress

后开始出现微黄色,图 2中的数据说明这种微黄色

可能主要是类胡萝卜素含量升高引起的。图 3为盐

度1�0mol/ L 培养液中藻体的色素吸收光谱(对照组

的扫描图谱与其类似, 图略) , 从扫描图可以发现盐

胁迫下藻体色素种类没有发生变化,叶绿素依然存

在(其特征吸收峰没有消失,但叶绿素可能受到高盐

度的伤害而有一定数量的降解, 从其光合作用强度

的下降及 PS �活性的降低可以推断) , 即高盐度胁

迫对藻体色素组分没有影响, 它只是导致藻体内的

不同色素含量发生变化, 某些色素含量增加导致藻

体颜色有一定程度的改变。

2�4 � 盐胁迫下渗透调节物质含量的变化
试验测定了藻类渗透调节物质 � � � 多糖和脯氨

酸含量随培养液盐度变化的基本情况,从图 4中可

以看出多糖含量随培养液中的盐度增加呈直线增加

趋势,生物统计相关分析证明二者具有显著的相关

关系( P< 0�01) ; 即盐度对水溶性多糖的分泌具有

重要作用。图 5是不同盐度下的藻体脯氨酸含量,

脯氨酸含量与盐胁迫之间没有直接的关系,盐度对

藻体脯氨酸含量的影响不明显。

图 4 � 多糖含量与培养液NaCl浓度之间的关系

Fig�4 � Relat ionship of polysaccharides content and NaCl concentration

图 5� 不同盐胁迫下藻体的脯氨酸含量

Fig�5� Proline content under NaCl stress

2�5 � 盐胁迫下发菜的生理活性
盐度胁迫下发菜丝状体的生理活性发生很大改

变(表2) ,随培养液中NaCl浓度的增加,发菜所承受

的环境压力增大, 光合色素系统 PS �的活性逐渐下

降,且当NaCl浓度改变时,其下降的幅度也明显改

变。试验测定的丝状体光合作用与 PS �活性的变
化基本一致, 净光合作用强度也随盐度增加而逐渐

减弱,在盐度大于 0�6mol/ L以后光照下已经测不到

光合作用。呼吸作用强度也随盐度的增加而减小,
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表 2 � 盐度胁迫下发菜丝状体的生理活性

Tab�2� Effect of NaCl stress on net photosynthesis,PS� act ivity and respiration

NaCl浓度 NaCl Concentration( mol/L) 0 0�1 0�2 0�4 0�6 0�8 1

光合作用强度 Photosynthesis(�mol /g/ h) 32�16 28�76 24�41 7�16 0�45 - 2�42 - 2�70

呼吸速率 Respiration rate(�mol/ g/ h) 3�57 3�60 2�44 1�43 1�80 1�62 1�43

最大光化学效率 Fv/ Fm 0�528 0�361 0�34 0�25 0�178 0�132 0�107

但当盐度大于 0�8mol/ L 呼吸作用有一定程度增强

的趋势。

3 � 讨论

从结果可以发现随培养液中 NaCl浓度的升高

发菜藻体发生了明显的生理改变,首先是丝状体质

膜结构和功能的变化,质膜透性不断增大,从而导致

细胞内的电解质不断外渗, 改变了细胞的内环境平

衡
[ 15]

,这种平衡的破坏引起氧自由基在膜脂中的积

累,直接导致丙二醛(MDA)含量升高,膜脂过氧化不

断加剧,这加速了盐度对膜结构和功能的伤害。这

种伤害引起生理活性的下降和抗性的增强, 表现为

藻体内自由水含量的降低(意味着生理活性的下降)

和自由水/束缚水比值的下降(意味着机体抗性的增

强)。生理活性的下降从测定的光合作用、呼吸作用

以及 PS�活性( Fv/ Fm)的结果可以证实, 而类胡萝

卜素和可溶性糖的含量增加则是藻体抗性增强的体

现,类胡萝卜素不仅是光合作用的辅助色素, 更是生

命有机体内的一种抗氧化保护剂,其含量的增加可

能与体内清除氧自由基的需要密切相关; 而水溶性

多糖的增加主要是发菜为了适应高渗透压力的一种

自我调节, 水溶性多糖含量的增加可以增加发菜的

渗透势,减弱高盐度胁迫下水分的丧失程度; 同时某

些糖可以与膜磷脂和膜蛋白的亲水端结合, 形成一

个似水环境,维持膜的稳定性;这些糖类既可以调节

渗透压又不至于对酶的活性产生很大抑制, 是盐胁

迫下发菜渗透调节的必然选择。

作为另外一种重要的渗透调节物质 � � � 脯氨

酸,其含量在盐度胁迫下却没有太大变化,这一结果

与李运广[ 4]、李敦海[ 5]以及 Blumwald[ 18]等的结果是

一致的,可能是念珠藻在面对盐胁迫时具有共同的

调控机制[ 19]。比较多糖和脯氨酸在盐胁迫下含量

的不同变化,不难推断在盐度所产生的渗透胁迫中,

多糖是发菜体内的重要渗透调节物质, 而脯氨酸对

这种胁迫没有明显的调节作用。

综上所述, 发状念珠藻对盐胁迫具有一定的耐

受和抵抗能力, 能够适应一定的盐度环境,多糖是盐

胁迫的主要渗透调节物质,但高盐度对发菜细胞的

伤害作用是显著的。
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RESPONSE OF NOSTOC FLAGELLIFORME TO SALT STRESS

BI Yong�Hong1, 2, DENG Zhong�Yang1, 2 , HU Zheng�Yu1 and XU Min1, 2

( 1. Institute of Hydrobiology , The Chinese Academy of Scienses, Wuhan � 430072;

2. Graduate School of Chinese Academy of Scienses, Beijing � 100039)

Abstract:Nostoc flagellif orme ( Berk. & Curtis) Born. et Flah. is a terrestrial filamentous nitrogen�fixing cyanobacterium that is

distributed in Algeria, China, France, Czech, Slovakia, Mexico, Mongolia, Morocco, Russia, Somalia and USA. It is dis�
tributed on northern and northwestern parts of China and has been used as a health food and herbal medicine by Chinese and oth�
er Asian populations over centuries. Mass culture of N. f iagellif orme in an engineered system is sought but has not been avail�

able, due to the lack of understanding the resistance mechanism and growth physiology of the organism under extreme variable

environments. Arid and semiarid steppe is the habitat of this alga in China and alkaline soil is the main growth substrate. It is in�
teresting that the alga can survive and grow in such atrocious soil. This paper was conducted to study the effect of salt stress on

this terrestrial alga. The modified BG110 culture medium containing different NaCl concentration: 0, 0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 8 and

1. 0 mol/ L, were used to culture algal mats. Algalmats were kept in BG11 8 � 11h before experiment for physiological recovery.

The algal physiological activity and some special substance, such as MDA, polysaccharides, carotenoid and proline, were tested

after 12h treatment under 25 � 0. 5 � , 40�mol/ m2/ s. The results indicated that NaCl stress reduced net photosynthesis, respira�
tion and PS� activity. When NaCl in medium is beyond 0. 2mol/ L, there were marked decrease in net photosynthesis, respira�
tion and photochemical efficiency. Due to salt stress, permeability of plasma membrane, MDA contents ( the product ion of lipid

peroxidation) , carotenoid content and polysaccharides content increased, free water content ( FWC) and FWC/BWC ( bound wa�
ter content) decreased, while proline content did not change, it meant there is no significant effect of proline in this alga to re�
sponse to high salt stress. It could be concluded that algal physiological activity was inhibited under salt stress, high salt concen�
tration can lead to increase in the lipid peroxidation and ralative permeability, alter the pigments and influence algal physiological

function. On the other hand, this alga also had a certain extent resistance ability to salt stress. Content of carotenoid and

polysaccharides were increased to eliminate free radical and regulate osmotic pressure, respectively.

Key words:Salt stress; Nostoc f lagellif orme ; Physiological response
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