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摘要 :考察了浓度为 0—30 mmol/ L的范围内 ,Fe3 +对浮游颤藻 ( Oscillatoria planctonica Woloszynska)的生长、生化组成

和光合作用的影响。结果表明 ,当 Fe3 +浓度小于 10 nmol/ L时 ,浮游颤藻的生长以及叶绿素和蛋白质的合成均受到

明显的抑制 ,对其补铁后这种抑制能够得到一定程度的缓解。当 Fe3 +浓度达到 10mmol/ L时 ,最大生物量与比生长

速率分别是不加铁时的 3倍和 4倍。富铁条件下藻细胞光饱和的光合作用速率 (Pm)、暗呼吸速率 (Rd)和表观光合

作用效率 (α)显著大于缺铁条件 ,而光补偿点 Ic及饱和光强 Ik则低于缺铁条件。结果显示 ,铁是浮游颤藻生长的重

要限制因子。
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　　近年来 ,人们陆续发现海洋中有许多高营养盐

低叶绿素 ( High nutrient ,low chlorophyll ,HNLC)区域 ,

总面积超过整个大洋的 20 % ,区域中氮、磷等营养

盐很丰富 ,但叶绿素含量很低 ,可溶性铁的含量也很

低[1 ,2 ]。Martin等[3 ]提出了部分海域浮游植物生长

中铁的限制性作用假说 :生物可利用铁的缺乏 ,限制

了大洋 HNLC区域的浮游植物的生长。

在浮游植物的生长过程中 ,电子传递 ,氧的新

陈代谢 ,氮的吸收利用 ,叶绿素的光合作用 ,呼吸

作用等都需要铁[4 ,5 ]。近年来 ,围绕铁的限制性作

用 ,国内外一些研究工作主要侧重于海水中的不

同形式的铁对浮游植物生长的影响[6 ,7 ] ,以及铁对

海洋浮游植物的增殖和群落组成的影响等 [8 ,9 ]。

但是 ,有关铁对湖泊中浮游植物的影响却很少关

注[10 ]。铁作为浮游植物生长的限制因子 ,不仅表

现在开放式大洋中 ,在湖泊中也存在[11 ]。本文选

择一种常见水华蓝藻———浮游颤藻为材料 ,研究

Fe3 +对其生长 ,叶绿素、蛋白质等生化组成以及光

合放氧的影响 ,分析浮游颤藻对 Fe3 +限制的响应

范围 ,以期为湖泊中水华爆发与铁的关系提供理

论依据。

1　材料与方法

111 　材料 　　浮游颤藻 ( Oscillatoria planctonica

Woloszynska)由中国科学院典型培养物保藏委员会

淡水藻种库 ( FACHB)提供。采用 BG11培养基培养

(初始 pH711) 。

112　器皿处理　　为减少铁污染 ,所用的玻璃器皿

均在 1 mol/ L HCl中浸泡 2—3d ,用超纯水冲洗干净 ,

在 60℃烘干 ,121℃下高压灭菌 20min后备用。

113　培养方法和条件　　先配制无铁的BG11培养

基 ,灭菌后备用。用柠檬酸铁铵配制 1mmol/ L 的

Fe3 +贮备液 ,加入到无铁的BG11培养基中 ,使 Fe3 +浓

度分别为 0、10、100、1000、10000和 30000 nmol/ L。培养

条件为 :温度(22±1) ℃,光强为60μmol photons/ m/ s ,光

暗周期L/ D为 12h∶12h ,在光照培养箱中培养。先

用 BG11 培养基做批次培养 ,生长到对数期时离心

(3000 r/ min ,5min)收集细胞 ,用无铁的 BG11培养基

洗涤 2次去铁 ,再用适量的无铁 BG11培养基重悬。

取少量重悬藻液作种源加入到不同 Fe3 + 浓度的

250mL。锥形瓶中培养 ,培养期间 ,每天定时摇动

3—4 次。在藻细胞的对数生长期后期向 Fe3 +浓度

低的培养瓶中补铁继续培养 ,检测细胞生长、叶绿素
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及蛋白质的变化。

114　生长曲线的测定　　用 721分光光度计测定

光密度值 (OD750nm)以确定藻的生长情况 ;通过校正

曲线 gDWL - 1 = 015584 OD750nm - 010059 (n = 10 , P <

0. 01)换算成干重 ,求出生长曲线。并按下列公式计

算藻细胞的比生长速率 (μ) :μ= (ln N2 - ln N1) / ( t2

- t1) ,其中 t1 , t2 为培养时间 ; N1 , N2 分别为培养

t1 , t2时的细胞密度。

115　叶绿素 a 含量的测定 　　离心 (3000 r/ min ,

5min)收集藻细胞后 ,加入适量 90 %的丙酮 ,在 4℃

黑暗下抽提 24h ,然后 4000r离心 10min ,取上清液 ,

以 90 %的丙酮为空白 ,测定其在 664nm波长下的光

吸收值 ,用公式 Chl a (μg/ mL) = 11141 ×OD664计算

Chl a的含量。

116　蛋白质的测定 　　将藻液在 4000r 下离心

10min ,用蒸馏水洗涤 2 次后 ,超声破碎 ,用修正的

Lowry法[12 ]确定样品蛋白的含量。

117　光合放氧活性的测定　　温度由循环水浴控

制在 22 ±015℃,光合作用光饱和曲线 ( P2I)由氧电

极 (英国 Hansatech公司)测定。根据 Henley[13 ]的方

法 ,以方程 P = Pm×tanh (α×I/ Pm) + Rd对实验数据

进行非线性参数拟合 ,并计算出各种参数。其中 I

为光照强度 ; P是光照强度为 I时的光合作用速率 ;

Pm为最大光合作用速率 ;α是光合作用在光限制部

分的初始斜率 ; Rd 为暗呼吸速率 ; Ik 表示光饱和点

( Ik = Pm/α) ; Ic表示光补偿点 ( Ic = Rd/α) 。

2　结果与讨论

211　不同 Fe3 +浓度下浮游颤藻的生长曲线

Fe3 +浓度为 0—30000 nmol/ L时 ,浮游颤藻的生

长曲线如图 1所示。其中 ,在 Fe3 +浓度分别为 0和

10nmol/ L 的低铁条件下 ,细胞生长缓慢。在 10d时

的生物量分别为 0116 g/ L和 0118 g/ L。在 11d 时补

加 100nmol/ L 的铁 ,能够使两种低铁培养条件下的

藻细胞生物量分别达到 0125 g/ L 和 0127 g/ L。在

100nmol/ L 和 1000nmol/ L 的 Fe3 +浓度下 ,浮游颤藻

的生长曲线大致相同 ,最大生物量分别为 0127 g/ L

和 0128g/ L。在铁浓度为 30000 nmol/ L的条件下 ,最

大生物量达到了 0143g/ L ,与 Fe3 + 浓度为 10000

nmol/ L 时的最大生物量相当。结果表明 ,Fe3 +浓度

高于 10000 nmol/ L 时趋于饱和。同时 , Fe3 +浓度不

同对浮游颤藻生长曲线的影响 ,前 5d尚不明显 ,从

第 6d开始影响渐为明显。

图 1　浮游颤藻的生长曲线

Fig11　The batch growth curves of O1 planctonica

0 (■) ,10 nmol/ L (●) ,100 nmol/ L (▲) ,1000 nmol/ L ( ∀) ,

10000 nmol/ L (◆) ,30000 nmol/ L (◇) ;

箭头表示在该点补铁 Arrows indicating the addition of Fe

在 Fe3 +浓度分别为 0 和 10 nmol/ L 时 ,对数生

长期的比生长速率为 0111d - 1和 0125d - 1 ;而在 Fe3 +

浓度分别为 100 nmol/ L和 1000 nmol/ L时 ,对数期的

比生长速率分别为 0127d - 1和 0129d - 1 ;当 Fe3 +浓度

达到 10000 nmol/ L时 ,对数期的比生长速率达到了

最大值 ,为 014 d - 1 ,是不加铁条件下的 316 倍。

Fe3 +浓度在 30000 nmol/ L 时的比生长速率 ( 0133

d - 1)则略低于 10000nmol/ L时的比生长速率 (图 2) 。

图 2显示藻细胞的比生长速率很大程度受 Fe3 +浓

度的影响 ,缺铁导致细胞分裂减慢。

图 2　浮游颤藻在不同 Fe3 +浓度下的最大生物量 (■)和对数期

比生长速率 (▲)

Fig12　Final yields(■) and specific growth rate (μ) (▲) of

O. planctonica as a function of Fe3 + concentrations

以上结果表明 ,铁是限制浮游颤藻生长的重要

因子 ,在一定浓度范围内能够触发细胞的生长和分

裂 ,超过一定浓度后可能产生毒性 ,不利于其生长。

在缺铁状态 (0—10 nmol/ L)下 ,及时补铁 ,能够使藻

细胞在较短的时间内恢复正常状态。10000—

30000nmol/ L Fe3 +浓度已接近或达到浮游颤藻生长

的饱和浓度 ,属于富铁状态。100—1000 nmol/ L ,是
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属于一个铁受限状态 ,对于浮游颤藻可能在这个区

间内存在一个生长的“临界 Fe3 +浓度”,高于此浓

度 ,生长向良好的方向发展 ,并可能达到较高的细胞

密度 ;低于此浓度生理活性受到抑制 ,生长处于不良

状态 ,生物量处于低水平。

212　Fe3 +对浮游颤藻叶绿素 a 含量的影响

图 3所示为不同 Fe3 +浓度下浮游颤藻叶绿素 a

含量的变化曲线。从第 5d 开始 ,不同 Fe3 +浓度对

叶绿素 a 含量的影响变得显著。在第 10d , Fe3 +浓

度为 0 和 10nmol/ L 时的叶绿素 a 含量分别为

0117μg/ mL和 0121μg/ mL ;在第 11d 补铁 ,与生长曲

线的变化不同 ,叶绿素 a含量并没有显著上升 ,最大

值只达到了 0132μg/ mL 和 0133μg/ mL。100 nmol/ L

和 1000nmol/ L时的叶绿素 a含量大致相同 ,在接近

第 9d时达到最大值 ,均为 0141μg/ mL。10000nmol/ L

的 Fe3 +浓度下 ,叶绿素 a 含量在第 10d 达到最大

值 1128μg/ mL ,而 Fe3 + 浓度为 30000nmol/ L 在第

9d达到最大值 1110μg/ mL。这说明 Fe3 + 浓度高

于 10000 nmol/ L时 ,不利于浮游颤藻叶绿素 a 的

积累。　

对数生长后期 (从第 7d开始) ,Fe3 +对藻细胞叶

绿素 a 的合成有明显影响 ,在 10000nmol/ L 和 30000

nmol/ L的 Fe3 +浓度下 ,叶绿素 a含量较高 ;而在 0和

10 nmol/ L的 Fe3 +浓度下叶绿素的合成明显受到抑

制 ,只及前者的 10 %—20 % ,补 Fe3 +也不能增加叶绿

素 a的合成。因此 ,叶绿素 a的生物合成离不开铁 ,

缺铁使浮游颤藻叶绿素 a的含量大大降低 ,从而减少

光能的吸收利用 ,导致细胞光合作用能力下降。

图 3　在 Fe3 +浓度分别是 0—30000 nmol/ L时浮游颤藻

叶绿素 a含量的变化曲线

Fig13　The chlorophyll a contents of O1 planctonica in the medium with

　　　Fe3 + concentrations of 0—30000 nmol/ L ;0 (■) ,10 nmol/ L (●) ,

100 nmol/ L (▲) ,1000 nmol/ L ( ∀) ,10000 nmol/ L (◆) ,

30000 nmol/ L (◇) ;

箭头表示在该点补铁 Arrows indicating the addition of Fe

213　Fe3 +对浮游颤藻蛋白质含量的影响

比较不同 Fe3 +浓度下浮游颤藻蛋白质含量的

变化 (图 4)可以看出 ,随着 Fe3 +浓度的升高 ,浮游

颤藻对蛋白质的积累也随之增大 ,在 10000 nmol/ L

的 Fe3 +浓度下蛋白质含量最大值为 0110g/ L ,而在

30000 nmol/ L Fe3 + 浓度下 ,最大含量为 0109g/ L。

在第 11d时对 Fe3 +浓度为 0和 10 nmol/ L 培养瓶中

补 Fe3 + ,蛋白质含量很快恢复到较高水平 ,约为

0105 g/ L。

从实验结果来看 ,蛋白含量与铁的营养状况密

切相关。与铁丰富条件下的细胞相比 ,在低铁浓度

下的藻细胞蛋白含量较低 ,而且能够在补铁的条件

下很快恢复较高水平 ,说明铁对蛋白质含量的变化

影响很大。

图 4　在 Fe3 +浓度分别是 0—30000 nmol/ L时浮游颤藻的

蛋白质含量变化曲线

Fig14　The protein contents of O1 planctonica in the medium with Fe3 +

　　　concentrations of 0—30000 nmol/ L ;0 (■) ,10 nmol/ L (●) ,

100 nmol/ L (▲) ,1000 nmol/ L ( ∀) ,10000 nmol/ L (◆) ,

30000 nmol/ L (◇) ;

箭头表示在该点补铁 Arrows indicating the addition of Fe

214　Fe3 +对浮游颤藻光合作用的影响

以叶绿素 a为基准 ,分别测定浮游颤藻在 Fe3 +

浓度为 0 nmol/ L (缺铁) 、100 nmol/ L (受限)和 10000

nmol/ L (富铁)三种条件下的光合作用对光强的响应

曲线 (图 5) ,得到的光合作用参数如表 1 所示。其

中光饱和的光合作用速率 ( Pm) ,暗呼吸速率 (Rd)和

表观光合作用效率 (α)都随 Fe3 +浓度的增加而增

加 ,而饱和光强 ( Ik)和光补偿点 ( Ic)则降低。比较富

铁 (10000nmol/ L)和缺铁 (0nmol/ L)两种条件 , Pm 提

高了 116倍 ,Rd提高了 112倍。相反 ,低铁条件下 Ik

和 Ic均增加。
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表 1　不同 Fe3 +浓度下浮游颤藻光合作用对光强的响应曲线参数

Tab11　Photosynthetic parameters of 0 ,100nmol/ L and 10000 nmol/ L ,Fe3 + cultures of O. planctonica

　　　光合作用参数

Photosynthetic parameters

Fe3 + (nmol/ L)

　　　0 100 10000

Pm[μmol O2 (mgchla h) - 1 ] 118160±11. 38 167. 35±7. 78 308197±21160

α[μmol O2 (mgchla h) - 1·(μmol photons m - 2s - 1) - 1 ] 0191±0121 2138±0127 5117±0190

Rd[μmol O2 (mgchla h) - 1 ] - 471183±10116 - 68102±7. 36 - 101166±20. 36

Ik[μmol photons m - 2s - 1 ] 129179 70143 5918

Ic[μmol photons m - 2s - 1 ] 51175 28163 19168

图 5　不同铁浓度下以叶绿素 a为基准的浮游颤藻光合

作用对光强的响应曲线

Fig15　Representative curves of chl a - specific photosynthesis versus

irradiance 0 ( ∀) ,100 nmol/ L (▲) ,10000nmol/ L (■)

由此说明 ,浮游颤藻通过吸收利用 Fe3 +增加光

合色素对光量子的吸收 ,以及相关酶的活性来提高光

合作用能力 ,同时促进呼吸速率。当浮游颤藻生长处

于铁受限和缺铁条件下 ,通过提高 Ik 和 Ic 来满足藻

类进行光合作用的需要[14 ]。其原因在于 ,浮游颤藻

对 Fe3 +吸收利用可能与光系统中 Fe2S蛋白的合成有

关 ,缺铁可以使 Fe2S蛋白的含量减少 ,降低电子传递

的能力和效率 ,光合作用能力减弱。

3　结论

由此可见 ,在其他营养盐丰富的条件下 ,Fe3 +浓

度的变化对浮游颤藻的生长、生化组成及光合作用均

有显著影响。随着 Fe3 +浓度的增加 ,浮游颤藻的生

长有加快的趋势。富铁条件下细胞最大生物量、叶绿

素 a含量和蛋白质含量分别是缺铁条件下的 217、

715和 313倍。适时补铁能够触发藻细胞的生长 ,但

对叶绿素 a的合成影响则较小。从不同 Fe3 +浓度对

浮游颤藻光合作用的影响来看 ,与铁丰富条件下的细

胞相比 ,缺铁条件下细胞光饱和的光合作用速率、暗

呼吸速率和表观光合作用效率降低 ,缺铁下的细胞光

合作用需要更高的光强 F达到饱和。可见 ,铁对浮游

颤藻的光合作用能力有显著影响。浮游颤藻在铁限

制条件下 ,发生一些生理变化 ,这些生理变化反映了

能量代谢以及在铁分配利用上的变化 ,而这些变化反

过来又会影响细胞的生长及生化组成 (如叶绿素和蛋

白质等) 。所以 ,铁是浮游颤藻生长和光合作用的限

制因子之一 ,结合其他限制因子 ,就有可能为蓝藻水

华的预报提供重要的理论依据。
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EFFECTS OF Fe3 + ON GROWTH AND PHOTOSYNTHESIS OF

OSCILLATORIA PLANCTONICA

LüXiu2Ping1 ,HU Han2Hua2 ,ZHANG Xu1 ,CONG Wei2 and TAN Tian2Wei1

(11 College of Life Science and Technology , Beijing University of Chemical Technology , Beijing　100029 ;

21State Key Laboratory of Biochemical Engineering , Institute of Process Engineering , Chinese Academy of Sciences , Beijing　100080)

Abstract :Fe was suspected as a limiting factor controlling phytoplankton abundance in certain areas of the open ocean1Some ex2
periments have been run to examine growth limitation of oceanic and coastal species as a function of Fe3 + concentrations1Few

studies are conducted corresponding the effect of Fe3 + concentrations on algae in lake1 Oscillatoria planctonica Woloszynska ,a

bloom2forming cyanobacterium ,was grown in Fe2deficient and Fe2replete batch cultures using ambient levels of physical factors in

natural blooms and in BG11 media1The characteristics of growth , biochemical composition and photosynthesis of Oscillatoria

planctonica under Fe3 + concentrations between 0—30 mmol/ L were covered in this paper1The results showed that the growth and

biochemical composition(chlorophyll a and protein contents) were limited when Fe3 + was below 10 nmol/ L and were alleviated by

the addition of Fe3 + 1When the Fe3 + concentration reached 10 mmol/ L ,the final yields and specific growth rate were 3 and 4

times respectively compared with those under zero added Fe3 + condition1Chlorophyll a2specific light2saturated photosynthetic rate

(Pm) ,dark respiration rate ( Rd) and apparent photosynthetic efficiency(α) under Fe2replete conditions were significantly higher

than those under Fe - limited conditions ,whereas light saturated point ( Ik) and light compensatory point ( Ic) showed the contrary1It

is evident that Fe deficiency imposed a restriction on the growth and division of Oscillatoria planctonica cells1

Key words :Oscillatoria planctonica ;Fe3 + ; Growth ;Photosynthesis
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