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光照、温度和 p H对雨生红球藻光合特性的影响
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(暨南大学水生生物研究中心 ,广州　510632)

摘要 :采用测定光合放氧速率和荧光动力学的方法 ,研究分析了光照强度、温度和 pH对雨生红球藻 Haem atococcus

pluvialis CG211绿色游动细胞阶段光合作用特性的影响。结果表明 , H1 pluvialis CG211光合作用的饱和光强为

10911μmol/m2·s,最大光合放氧速率为 7519μmol O2 /mg Chla·h;适宜的生长温度范围在 25—30℃之间 ,温度在

25℃时光合速率最大 ; pH在 715—810范围内 ,光合效率较高 ,在 pH为 715时放氧速率最大 ,为 7515μmol O2 /mg

Chla·h。在实验 pH条件下 , H1 pluvia lis CG211叶绿素荧光动力学参数呈现出相似的趋势 ,在 610—715范围内 ,

Fv / Fm、Fv / F0、ΦPSⅡ和 ETR值随 pH升高而增大 , pH为 715时达到最大值 , pH超过 715时 , Fv / Fm和 Fv / F0值明

显下降 ,而ΦPSⅡ和 ETR的下降趋势不明显。
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　　雨生红球藻 (Haem atococcus pluvia lis)是一种淡

水单细胞绿藻 ,隶属绿藻门、团藻目、红球藻科、红球

藻属。该藻的生长分为明显的绿色游动细胞和红色

不动孢子两个阶段 ,当遇到环境条件胁迫时 ,红色孢

子内大量积累虾青素 ,含量可高达细胞干重的

610%以上 [ 1 ]
,是生产天然虾青素的理想材料。

光照、温度和 pH是影响藻类生长繁殖和积累

次生代谢物质的重要环境因子。研究表明 ,不同品

系 H1 pluvia li适宜生长的光照、温度和 pH不尽相

同。You, et a l1报道适合 H1 pluvia li生长的光照范

围为 80—120μmol/m
2·s, 170μmol/m

2·s的光强

则有利于虾青素的积累 [ 2 ]
, Christoph, et a l1的研究

表明光照强度低于 30 μmol/m
2 · s时有利于

H1pluvia li的生长 [ 3 ] ,而 Lu, et a l1的研究结果是
H1 pluvia li的饱和光强为 90μmol/m2 · s [ 4 ] ,与

Boussiba, et a l1报道的 100μmol/m
2 · s光强接

近 [ 5 ]。刘建国等对三株 H1 pluvia li的光合和呼吸速

率进行了比较研究 ,结果表明其饱和光强均超过

260μmol/m
2 · s,其中饱和光强最高达到了 360

μmol/m2·s[ 6 ]。研究报道 , H1 pluvia li的适宜生长

温度为 25—30℃[ 4, 6—8 ]。有关 H1 pluvia li最适 pH

的研究 ,张宝玉和 R1 Sarada, et a l1报道中性或偏

碱性的环境适合藻生长 [ 9, 10 ]。H1 pluvia li作为光合

自养生物 ,细胞的光合作用生理亦受到环境因子的

影响。目前 ,国内外对于 H1 pluvia li的研究多集中

在环境条件对虾青素的诱导与积累 [ 11—13 ]方面 ,很少

涉及藻细胞内部光合作用机理研究。深入研究环境

因子对 H1 pluvia li光合速率和叶绿素荧光动力学等

的影响 ,对于了解其光合作用的内部机理和选育优

良藻株都具有实际意义 [ 14, 15 ]。

本实验室前期对不同 H1 pluvia li藻株及其适宜

生长的培养基进行了筛选 ,结果表明 , H1 pluvia li

CG211在 BBM 培养基中生长良好 ,细胞密度最

高 [ 16, 17 ]。本实验采用 H1 pluvia lis CG211为材料 ,研

究不同光照、温度和 pH条件对其绿色游动细胞阶

段光合速率和叶绿素荧光等的影响 ,探讨 H1 pluvia2
lis的光合生理特性 ,以求探索适宜的培养条件 ,获

得 H1 pluvia lis的最大生物量 ,为生产实践提供理论

依据与参考。

1　材料与方法

111　试验藻种与培养基 　雨生红球藻由暨南大学

水生生物研究所藻种室提供。所有试验均使用

BBM培养基。
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112　培养方法与试验设计　以 BBM培养基作为基

础培养基 ,于光照培养箱内培养。培养温度为

(24 ±015)℃,光照强度为 90μmol photons/m
2·s,

光周期为 12∶12。培养至指数生长末期的 H1 pluvia2
lis CG211绿色游动细胞 , 4000 r/m in离心 3m in去上

清 ,收集藻泥。

11211　不同光照强度条件设置　取对数生长期的

藻泥 ,用新鲜 BBM培养基将其 OD调为 015左右。

使用 NaOH和 HCl将藻液的 pH调为 715 ±0105,在

温度为 25℃,分别测定光强为 0、30、90、150、240、

320、450μmol/m2· s的条件下光合放氧速率。重

复实验 3次。

11212　不同温度条件设置　所用藻泥及其处理同

11211,使用 NaOH和 HC1将藻液的 pH调为 715 ±

0105,在光强为 150μmol/m
2· s时 ,分别测定温度

为 15、20、25、30、35℃的条件下光合放氧速率。重

复实验 3次。

11213　不同 pH条件设置 　所用藻泥及其处理同

11211,取 6只灭菌的 100 mL的三角瓶 ,将 H1 plu2
via lis CG211藻液分别倒入三角瓶中 ,每瓶加入 80

mL的藻液 ,用 NaOH和 HCl将两组的 pH调为 610、

710、715、810、910、1010,置于光照培养箱中 24h。

放置的过程中 , pH会有所变化 ,每隔 6h用 NaOH和

HCl溶液调节藻液的 pH。在光强为 150μmol/m
2·

s,温度为 25℃条件时 ,分别测定各个 pH梯度藻液

的光合放氧速率。重复实验 3次。

取上述不同 pH梯度培养的藻液分别测定荧光

动力学参数和 77 K低温荧光光谱。

113　光合放氧速率的测定　将 112中各处理条件

下的藻液 ,以 Clark型氧电极 ( Hansatech Oxygraph

液相氧电极 , 英国 ) 测量藻的光合放氧速率 ,反应

体系温度由超级恒温水浴控制。根据 Henley的方

法 [ 18 ]以方程 P = Pm tanh (αI / Pm ) + Rd对实验数据进

行非线性参数估计 ,并绘制 P2I曲线。其中叶绿素 a

的测定方法参见按 Jeffrey的方法 ( 90%的丙

酮 ) [ 19 ] ,公式为 Chla = 11193OD664 - 1193OD647。

114　叶绿素荧光动力学参数的测定 　采用脉冲调

制荧光仪 ( PAM 101, 103 ) ( WALZ, Germany )进

行叶绿素荧光各个参数的测定。测量前将微藻样品

暗适应 10m in。叶绿素荧光参数 (各参数定义参见

文献 [ 14 ] ) F0、Fm、ΦPSⅡ和 ETR可在荧光仪上直

接读出 , Fv / Fm、Fv / F0则分别由公式 ( Fm– F0 ) /

Fm、( Fm– F0 ) / F0计算出 , 其中 F0 (基础荧光 )

用弱测量光 (110μmol/m
2·s) 测量可得 ,用饱和脉

冲 (2000μmol/m2·s,持续时间为 018 s) 激发可得

Fm (最大荧光 )。

115　低温荧光光谱测定　采用 F24500荧光分光光

度计 ,在液氮温度 (77 K)下 ,测定 H1 pluvia lis CG211

在不同 pH生长条件下的低温荧光光谱 ,狭缝宽度

2nm,扫描速度 240nm /m in,激发波长为 436 nm。

116　数据处理与分析 　实验数据采用 O rigin 715

软件进行光合方程拟合和参数估计。

2　结　果

211　光照强度对 H 1 p luvia lis CG211光合放氧速率

的影响　

H1 pluvia lis CG211的光合放氧速率随光照强度

的变化的 P2I曲线 (图 1)。通过对光合曲线的拟合 ,

得出在光照强度为 0—100μmol/m
2 · s范围内 ,

H1pluvia lis CG211的光合放氧速率呈现出递增趋势 ,

通过参数计算可知 ,光照强度为 10911μmol/m
2· s

时 , H1　pluvia lis CG211达到光照饱和强度 ,此后随着

光照强度的增加 ,光合放氧速率曾现出稳定态势 ;光

合放氧速率最大值为 7519μmol O2 /mg Chla·h。

图 1　H1 pluvia lis CG211光合放氧速率随光照强度变化的 P2I曲线

Fig1 1　Photosynthesis rate of H1 pluvialis CG211 of P2I curves for the

　　　　　　 photon flux density ( PFD)

212　温度对 H 1 p luvia lis CG211光合放氧速率的

　　　　　　影响　

H1 pluvia lis CG211的光合放氧速率随温度的变

化 (图 2 )。随着温度的变化 ,在 15—25℃范围内 ,

光合放氧速率迅速升高 ,当温度达到 25℃时 ,光合

放氧速率出现最大值 ,为 5511μmol O2 /mg Chla·

h,在 25—30℃范围内 ,光合放氧速率表现出一个稳

定值 ,随后出现下降趋势。
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图 2　H1 pluvia lis CG211光合放氧速率随温度变化的曲线

Fig1 2　Photosynthesis rate of H1 pluvia lis CG211 of curves for the

　　　　　　 temperature

213　pH对 H 1 p luvia lis CG211光合特性的影响　

pH对光合放氧速率的影响 　H1 pluvia lis CG2
11的光合放氧速率随 pH的变化 (图 3)。在 pH为

610—810范围内 ,光合放氧速率呈现快速增加的趋

势 ,当 pH值在 715时 ,光合放氧速率出现最大值 ,

为 7515μmol O2 /mg Chla·h,随着 pH的继续增加 ,

光合放氧速率呈现快速递减趋势 ,在 pH610时 ,光

合放氧速率数值最小 ,为 4616μmol O2 /mg Chla

·h。

图 3　 H1 pluvialis CG211光合放氧速率随 pH变化的曲线

Fig13　Photosynthesis rate of H1 pluvia lis CG211 of curves for the pH

pH对 H 1 p luvia lis CG211叶绿素荧光动力学

参数的影响　在不同 pH条件下测得的叶绿素荧光

动力学参数 (图 4)。从图中可以看出 ,随着 pH的

　　　　　　

图 4　pH对 H1 pluvia lis CG211叶绿素荧光动力学参数的影响

Fig1 4　Effects of pH on the Chlorophyll fluorescence parameters of H1 pluvialis CG211
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升高 , H1 pluvia lis CG211叶绿素荧光动力学参数 Fv /

Fm、Fv / F0、ΦPSⅡ和 ETR均呈现出相似的趋势 ,在

pH为 610—715的区间内 ,叶绿素荧光动力学参数

数值都迅速升高 ,当 pH为 715时达到最大值 ,随着

pH的继续升高 ,各参数均呈现下降趋势。其中 Fv /

Fm、Fv / F0在 pH继续升高时 ,一直表现为下降趋

势 ,而ΦPSⅡ、ETR在 pH达到 810之后 ,下降趋势

不明显。

pH对 H 1 p luvia lis CG211 77K低温荧光光谱

的影响 　用叶绿素 a的 436 nm作激发光 ,测得

H1 pluvia lis CG211的荧光发射光谱 (图 5)。从图中

可以看出 , H1 pluvia lis CG211在不同 pH条件下都有

三个明显的荧光发射峰 ,分别位于 682 nm、693 nm

和 711 nm。其中 pH为 715的条件下 , H1 pluvia lis

CG211的相对荧光值最高 ,在 pH为 610时的相对荧

光值最低。

图 5　H1 pluvia lis CG211在不同 pH生长条件下荧光发射光谱 (激

　　　　　　 发波长 436 nm)

Fig1 5　Fluorescence em ission spectra of H1 pluvialis CG211 in differ2

　　　　　　 ent pH ( excitation wavelength 436nm)

3　讨　论

光合作用是绿色植物最基本的生理生态特征 ,

藻类作为低等植物 ,它的光合特性更加多样化。光

照强度、温度、pH是直接影响微藻生长的因子 ,研究

光照强度、温度、pH对 H1 pluvia lis光合作用的影

响 ,对于了解 H1 pluvia lis的光合特性 ,进而优化

H1 pluvia lis的培养条件 ,具有一定的指导价值 [ 9, 15 ]。

H1 pluvia lis的生长与虾青素积累的最适光强不

同 ,其绿色细胞阶段的光合作用饱和光强较虾青素

积累的红细胞阶段低。本实验的结果表明 ,采用 P2I

曲线拟合得到的 H1 pluvia lis CG211绿色细胞阶段的

饱和光强为 10911μmol/m
2·s,与 Lu和 Boussiba报

道的结果相近 [ 4, 5 ]
,而与刘建国的研究结果存在较

大差异 [ 6 ]。因为 H1 pluvia lis不同品系藻株之间存

在生理特异性 ,并且随着生长阶段的不同而表现出

对光需求的差异性 ,所以采用 P2I曲线拟合得到的

结果更接近于其真实情况。H1 pluvia lis CG211温度

实验研究结果显示 ,在 25—30℃的区间 ,净光合速

率呈现出稳定值 ,反映了在此温度区间内 ,本株藻具

有良好的生长状态。此结果与刘建国、苗凤萍等的

研究结论相似 [ 6, 7 ]。

H1 pluvia lis是一种淡水藻类 ,其对 pH的缓冲

能力较弱。张宝玉等的研究结果表明 , H1 pluvia lis

的生长适合于中性或者偏碱性的环境 [ 9 ] ; Sarada R,

et a l1研究表明 , pH 710—810之间时 , H1 pluvia lis

的生物量、叶绿素及类胡萝卜素的含量均较高 [ 10 ]。

从本实验中得到的结果分析 ,在 pH 715—810的区

间 , H1 pluvia lis CG211这株藻的光合作用表现强烈 ,

净光合速率达到最高值 ,此后随着 pH的继续升高 ,

光合速率快速下降 ,这是由于光合作用对 pH的变

化极为敏感 ,一但超过其适宜的 pH范围 ,藻的光合

速率将大幅下降 [ 20 ]。低温荧光光谱和叶绿素荧光

动力学参数的结果 ,均表现出与 pH对于 H1 pluvia2
lis CG211光合速率相类似的影响。叶绿素荧光动力

学参数能够反映植物光合生理的多种状态 ,其中

Fv / Fm、Fv / F0、ΦPSⅡ和 ETR参数主要表现了光合

系统Ⅱ ( PSⅡ)的生理状态 [ 14, 21 ]。在 pH为 610时

(图 4) ,由于低 pH环境对 PSⅡ的生理状态的抑制

作用 ,表现为荧光动力学的各个参数相对值最低 ;当

pH值超过 715后 , Fv / Fm , Fv / F0下降的趋势要比

ΦPSⅡ和 ETR明显 ,表明较高 pH条件下 ,对于 PSⅡ

最大量子产量的影响要高于对 PSⅡ光化学转化的

有效量子产量的影响。H1 pluvia lis CG211的低温荧

光激发光谱 (436 nm )特征峰出现于 682 nm、693 nm

和 711 nm处 [ 22 ]。在 77 K低温荧光光谱 (图 5)显

示的 682 nm、693 nm荧光峰 ,来源于 H1 pluvia lis

CG211 PSⅡ的内周天线 , 710nm附近的荧光峰 ,来自

PSⅠ。随着 pH的改变 ,对 H1 pluvia lis CG211光系

统能量传递产生了影响 ,光谱中相对峰值的高低变

化 ,显示了能量传递的多寡 ,其中在 pH 610时 ,特征

峰峰值明显减弱 ,证明低 pH对于 H1 pluvia lis CG211

的 PSⅡ、PSⅠ影响显著 ,可能引起蛋白色素复合物

的降解。叶绿素荧光动力学参数与低温荧光光谱的
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研究结果均表明 ,在 pH为 715时 , H1 pluvia lis CG2
11的生理状态与光合作用表现为最佳。通过对上

述结果的分析显示 , H1 pluvia lis CG211所适宜的最

佳 pH范围仅在 710—810之间 ,对于环境 pH的适

应能力并不强 ,这是因为除去环境 pH本身对藻细

胞生长造成的影响之外 ,对于淡水藻类而言 ,环境

pH的变化对于其吸收利用无机碳的形式和方式具

有重要影响 ,而这些影响又直接体现在对 H1 pluvia2
lis光合活性的改变上 (相关 pH与无机碳的利用实

验结果另文报道 )。

上述结果表明 , H1 pluvia lis CG211的光饱和强

度为 10911μmol/m2·s;光合作用适宜的温度范围

为 25—30℃,生长适宜的 pH范围为 715—810。
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EFFECT O F L IGHT ING, TEM PERATURE AND pH O N PHO TO SY NTHET IC

CHARACTERS O F HA EM A TOCOCCUS PLUV IAL IS CG211

WANG M ing, L I Tao, L I A i2Fen, XU N ing and ZHANG Cheng2W u
( Institu te of Hydrobiology, J inan U niversity, Guangzhou　510632)

Abstract: The effects of light intensity, temperature and pH on photosynthetic characters of Haem atococcus pluvialis CG211

were studied by measuring photosynthetic O2 evolution and fluorescence kinetics. The results showed that the saturation

light intensity was 109. 1μmol/m
2·s of H. pluvialis CG211, with the maximum photosynthetic oxygen evolution rate of

75. 9μmol O2 /mg Chla·h; the range of suitable growth temperature was between 25℃ to 30℃, the maximum photosyn2
thetic rate was obtained at 25℃; the photosynthetic efficiency kep t quite high at the pH range of 7. 5—8. 0, with the maxi2
mum photosynthetic oxygen evolution rate of 75. 5μmol O2 /mg Chla·h at pH value of 7. 5. Under experimental condi2
tions of pH, a sim ilar tendency manifested in the chlorophyll fluorescence kinetics parameters for H. pluvia lis, at the pH

range of 7. 5—8. 0, the Fv / Fm , Fv / F0 ,ΦPSⅡand ETR increased following the rising of pH, with their maximum values

at pH 7. 5, Fv / Fm and Fv / F0 decreased significantly over pH 7. 5, while the decreasing trend didn’t change obviously in

ΦPSⅡ and ETR.

Key words: Haem atococcus pluvialis; L ighting intensity; Temperature; pH; Chlorophyll fluorescence; photosynthetic oxy2
gen evolution rate


