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海洋微藻对 UV2B辐射的生理生化响应
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摘要 :用生理生化的方法研究了 UV2B辐射对海洋微藻———小新月菱形藻 ( N itzschia closte2
ri um)生理生化的影响。结果表明 : (1) 随着 UV2B暴露时间的延长 ,UV2B辐射对藻的生长

以及光合速率有抑制作用 ,并且时间越长 ,抑制作用越明显 ; (2) UV2B辐射使小新月菱形藻

可溶性糖含量降低 ,而且在最初的 2d ,UV2B辐射使可溶性糖含量降低迅速 ,第 4天的可溶

性糖含量稍有所升高但与第 2天相比差异不显著 ,UV2B辐射第 6天 ,可溶性糖含量又迅速

降低 ; (3) UV2B辐射的可溶性蛋白含量在第 2天明显升高 ,随后又快速下降 ; (4) 对照组的

还原型谷胱甘肽 ( GSH)含量的变化随时间延长而升高 ,UV2B辐射第 2天的 GSH含量比初

始状态 (0d)的 GSH含量稍有升高 ,但变化不明显 ,第 2天之后 , GSH 含量随时间延长而快

速降低 ; (5) 对照组的过氧化物酶 ( POD)活性随时间延长而升高 ,UV2B辐射第 2天的 POD

活性比初始状态 (0d)的 POD活性显著升高 ,第 2天之后 ,POD活性随时间延长而快速降低。

关键词 :UV2B辐射 ;海洋微藻 ;生理生化响应

中图分类号 :X171. 5　　　文献标识码 :A　　　文章编号 :100023096 (2006) 0420054205

　　紫外线 (UV)对海洋藻类的研究始于 20世纪 [1 ] ,

因为臭氧层的降低 ,UV2B增高的影响受到重视 [2 ]。

近年来 ,在中国青藏高原也观测到季节性的臭氧层

衰减 ,因此 ,研究增强的紫外线2B (UV2B)辐射所产生

的生物学和生态学效应具有重要的理论和实践意

义。紫外线辐射对海洋微藻的影响国内外已有不少

工作 [3 ,4 ]。Lesser [5 ]报道 ,紫外线的辐射能够抑制藻

细胞的生长 ,引起叶绿素的降解和光合速率的下降 ,

并进一步证实这些伤害性症状的出现是由在紫外线

的辐射下藻细胞内产生对本身有伤害作用的活性氧

(超氧阴离子自由基和过氧化氢)所致。作者主要研

究增强的 UV2B 辐射对小新月菱形藻 ( N itzschia

closteri um)的生长以及生理生化代谢 ,并从活性氧的

角度阐明 UV2B辐射的作用机制。

1　材料与方法

1. 1　藻种

选用小新月菱形藻 (由中国海洋大学微藻研究

中心提供)作为实验藻种 ,在分类学上属于硅藻门

(Bacillariophyta ) , 羽纹纲 ( Pennatae ) ,双菱形目

(Surirellales) ,菱形藻科 ( Nitzschiaceae) ,菱形藻属

( N itzschia) 。

1. 2　培养方法与条件
海水经孔径为 0. 45μm的滤膜抽滤 ,煮沸消毒 ,冷

却后配制营养液 ,培养液选用 f/ 2[6 ]营养盐配方。培

养条件 :光照强度为 5 000 lx ,光暗比为 12∶12 ,温度

为 20 ℃±1℃ ,p H为 8. 0±0. 1 ,盐度为 30. 01±1. 0。

1. 3　UV2B辐射方法
2根 8 W的 UV2B (312 nm)灯管 (北京师大光电

仪器厂制造) , UV2B灯外用乙酸纤维素薄膜包被 ,

以除去小于 280 nm的短波照射 ,整个装置在实验前

需连续照射 72 h ,以减少薄膜滤过作用的不稳定性。

500 mL 的三角瓶中接种 200 mL 指数生长期的藻 ,

藻液的 690 nm处的吸光度值为 0. 20。由于 UV2B

穿透力很弱 ,实验中 ,量取 30 mL 藻液倒于直径为

15 cm培养皿中 ,置于距离 UV2B灯 20 cm的正下方

处。UV2B 辐射强度为 1. 2 μW/ cm2 ,每日辐射

3 min ,
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照射完后转移到 500 mL 三角瓶中 ,在光强为5 000

lx ,温度为 20 ℃±1 ℃,光暗比为 12∶12的光照培养

箱中培养 ,为了防止光修复 ,先黑暗 12 h ,然后光照

12 h ,紫外照射培养 6 d。每组实验设 3个平行样 ,结

果取平均值。

1. 4　生理生化指标测定

每天取 1 mL 藻液测细胞密度 ,在第 0 ,2 ,4 ,6天

分别取 15 mL 藻液测定光合速率 ,在第 0 ,2 ,4 ,6 天

分别取 10 mL 藻液测定可溶性蛋白、可溶性糖、还原

型谷胱甘肽含量以及过氧化物酶活性。

1. 4. 1　细胞密度的测定

细胞密度的测定用 L ugol碘液固定样品 ,血球计

数板计数。

1. 4. 2　光合速率的测定

采用高尚德等 [7 ]的黑白瓶定氧法。所用的黑白

瓶是 15 mL 的碘量瓶。黑白瓶中分别用虹吸方法装

满经不同实验处理的藻液。藻液加入之前充分曝气 ,

以使瓶中 CO2和空气中 CO2处于平衡状态 ,然后塞紧

瓶塞 ,使之进行光合作用。使用光源系 40 W白色日

光灯 ,光强为 5 000 lx ,温度为 20 ℃。每天 8 :30开始

测定光合作用 ,反应时间为 0. 5 h。反应终了后测氧 ,

计算单位水体中氧的增加量 ,以此表示单位水体中

藻的净光合速率。为了解 UV2B对光合速率 (所用光

合速率均为相对净光合速率)和生长速率之间的关

系 ,同时还分别测定每个瓶中藻细胞的密度 ,并以细

胞数量增长表示生长速率。

1. 4. 3　可溶性蛋白含量的测定

提取液采用磷酸缓冲液 (p H 7. 0) ,冰浴中匀浆 ,

T GL216台式高速离心机上 15 000 r/ min 离心 15

min ,上清液即为蛋白质提取液。然后 ,按照 Brad2
ford[8 ]的方法进行蛋白质含量的测定。以小牛血清

白蛋白为标准曲线。

1. 4. 4　可溶性糖含量的测定

根据蒽酮比色法 [9 ]测定可溶性多糖含量。

1. 4. 5　还原型谷胱甘肽 ( GSH)含量测定

按 Ellman等 [10 ]和曾韶西等 [11 ]的方法进行测定 ,

以 D TNB显色 ,在 412 nm波长下检测 ,用 GSH作标

准曲线。

1. 4. 6　过氧化物酶 ( POD)活性测定

按照 Kar 和 Choudhuri [12 ]方法。反应液在 28 ℃

温育 5 min后加 1 mL 5 % H2 SO4终止反应。离心后

上清液在 470 nm比色。

1. 5　数据处理
实验数据采用数理统计法 ,将处理组与对照组

差异进行显著性的 t检验。

2　结果

2. 1　UV2B辐射对生长的影响
UV2B辐射对小新月菱形藻的生长的影响结果

见图 1。可以看出 ,在第一天 UV2B 辐射 ,藻细胞密

度比对照组的升高了 5 % ,但变化不显著 ( P > 0. 05) ,

随着暴露时间的延长 ,UV2B 辐射抑制藻生长 ,细胞

密度低于对照组 ,并且时间越长 ,抑制作用越明显 ,到

第 6天 ,细胞密度比对照组降低了 46. 4 % ,变化极显

著 ( P < 0. 01) 。

图 1　UV2B辐射时间延长对小新形藻生长的影响

Fig. 1　Changes of growt h of N it zschia closterium wit h

UV2B irradiation time

2. 2　光合速率的变化
由图 2可知 ,对照组的光合速率随着培养时间的

延长而升高 ,说明藻的生长状态良好处于对数生长

期。UV2B辐射处理后 ,光合速率急剧下降 ,UV2B辐

射第 6天 ,光合速率比对照组的降低了 40 % ( P <

0. 01) ,所以 ,UV2B辐射对光合作用有抑制作用。

图 2　UV2B辐射对小新形藻光合速率的影响

Fig. 2　Effect s of UV2B radiation on photosynt hetic

rate of N itzschia closterium
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2. 3　可溶性糖含量的变化
UV2B辐射对小新月菱形藻可溶性糖含量的影

响见图 3。可以看出 ,对照组的小新月菱形藻可溶性

糖含量随着时间的延长而升高 ,UV2B辐射使小新月

菱形藻可溶性糖含量降低 ,而且在最初的 2天 ,UV2B

辐射使可溶性糖含量迅速降低 ,第 4天的可溶性糖含

量稍有所升高但与第 2 天相比差异不显著 ( P >

0. 05) ,UV2B 辐射第 6 天 ,可溶性糖含量又迅速降

低 ,比对照组降低了 42. 6 %( P < 0. 01)。

图 3　UV2B辐射对小新月菱形藻可溶性糖的影响

Fig. 3　Effect s of UV2B radiation on soluble sugar of

N itzschia closterium

2. 4　可溶性蛋白含量的变化

UV2B辐射对可溶性蛋白含量的变化见图 4。由

图 4可知 ,对照组的可溶性蛋白含量随时间延长而升

高 ,受 UV2B辐射的可溶性蛋白含量在第 2天明显升

高 ,第 4天又快速下降 ,第 6天与第 4天比较变化不

明显 ,但总的趋势是比对照降低。

图 4　UV2B辐射对小新月菱形藻可溶性蛋白的影响

Fig. 4　Effect s of UV2B radiation on soluble protein of

N it zschia closterium

2. 5　GSH含量的变化

UV2B辐射对 GSH含量的变化见图 5。由图可

知 ,对照组的 GSH 含量的变化随时间延长而升高 ,

尽管第 6天的 GSH含量与第 4天的 GSH含量变化

不大 ,但总的趋势是升高的 ,UV2B辐射的 GSH含量

总的趋势是降低的。第 2天的 GSH含量比初始状态

(0 d)的 GSH含量稍有升高 ,但变化不明显 ,第 2天

之后 , GSH含量随时间延长而快速降低 ,到第 6 天 ,

比对照降低了 15. 0 %( P < 0. 05)。

图 5　UV2B辐射对小新月菱形藻 GSH含量的影响

Fig. 5　Effect s of UV2B radiation on GSH content of

N itzschia closterium

2. 6　POD活性的变化
UV2B辐射对 POD活性的影响见图 6。由图可

知 ,对照组的 POD活性随时间延长而升高。UV2B辐

射的 POD活性总的趋势是降低的。第 2天的 POD

活性比初始状态 (0d)的 POD 活性显著升高 ( P <

0. 05) ,升高了 6. 6 % ,第 2 天之后 , POD活性随时间

延长而快速降低 ,第 6天比对照降低了 29. 7 % ( P <

0. 05) 。

图 6　UV2B辐射对小新月菱形藻 POD活性的影响

Fig. 6　Effect s of UV2B radiation on POD activity of

N itzschia closterium
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3　讨论

3. 1　UV2B辐射对生长和光合速率的影响
UV2B辐射第 2天 ,藻细胞密度高于对照组 (图

1) ,但变化不显著。有研究表明低剂量的 UV2B辐射

可以刺激微藻细胞的生长 [13 ]。本实验结果可能是因

为短期 UV2B辐射刺激使微藻细胞内的活性氧含量

增加 ,而清除活性氧的抗氧化系统也被 UV2B诱导增

强 ,所以抗氧化能力增强 ,细胞生长加快。但随着暴

露时间的延长 ,活性氧在细胞体内大量积累 ,抗氧化

系统不足以清除过量的活性氧 ,所以抗氧化能力下

降 ,而细胞受到氧化伤害 ,细胞分裂速度下降 ,UV2B

辐射抑制藻生长 ,并且时间越长 ,抑制作用越明显。

在生理活动方面 ,过量紫外线辐射抑制了微藻

的净光合速率 (图 2)。紫外辐射可以通过两种方式

来使光合作用速率降低 ,一种是 UV2B辐射直接破坏

光合系统酶活性 ,使光合色素分子分解。另一种方式

为 UV辐射通过间接途径来抑制光合速率。许多研

究者发现 ,紫外线 B辐射对植物光合作用的抑制具

体表现为光系统反应中心的破坏 [14 ]、电子传递链的

抑制 [15 ]、羧化酶数量的减少和活性的降低 [16 ]等。同

时 ,紫外线 B 辐射下叶片光合色素的降解和希尔
( Hill)反应活力的降低 ,也可能与紫外线 B辐射对植

物光合作用的抑制有关 [17 ]。蒋明义等 [18 ]发现叶绿

素的漂白与 MDA 的产生是同时发生的。这表明光

合色素的降解可能是膜脂过氧化作用引起的。并且 ,

紫外线 B辐射也抑制了 Hill反应。这与 Vu等 [19 ]用

蚕豆得出的结论一致。Okada等 [20 ]指出叶绿体的脂

质过氧化与光系统失活有关。而 Hill反应是光系统

中重要的一环。这说明也许是膜脂的过氧化作用抑

制了 Hill反应的活力。

3. 2　UV2B辐射对蛋白代谢以及可溶性糖的
含量的影响

　　碳水化合物和蛋白质作为生物体的重要组分 ,

在植物的生理活动中起重要作用。许多研究表明 ,在

干旱 [21 ]、低温 [22 ]等逆境胁迫下 ,碳水化合物和蛋白

质的合成和代谢会发生变化 ,这些变化与植株的抗

性及胁迫类型等有关。

有研究表明 ,UV2B辐射使藻细胞分泌大量多糖

作为亲水性基质将紫外线吸收色素包埋在基质中 ,

既帮助紫外线吸收色素固定在细胞壁外 ,又延长

UV2B进入细胞的通道 ;更进一步发现 ,部分多糖直

接和紫外线吸收色素连接而成为新型紫外线吸收活

性物质 [23 ]。本实验中 , UV2B 辐射使小新月菱形藻

可溶性糖含量降低 ,这可能是 UV2B 损伤了微藻细

胞 ,使细胞中有机质含量减少 ,是 UV2B对微藻细胞

的能量传递系统的破坏影响到细胞内有机质的合成、

累积及细胞的生长。本实验中长时间 UV2B辐射使

蛋白质减少 (图 4)的可能原因 ,一方面是具有抗辐射

活性的蛋白质、糖蛋白及氨基酸色素等物质 ,它们的

大量合成和分泌到胞外水体中 ,以消除紫外线作用于

水体产生的羟基自由基等对细胞的危害 [24 ] ,从而减

少了胞内蛋白质的含量 ;另一方面 ,由于要用来合成

抗 UV2B的多糖、脂肪酸、色素类物质等 ,而影响了细

胞内蛋白质的合成。

3. 3　UV2B辐射对海洋微藻的抗氧化系统的
影响

　　所有需氧生物体内都存在着一套比较完善的抗

氧化系统 ,它们与生物体的抗盐性、抗旱性、抗热性、

抗冻性及抗其他逆境胁迫的能力密切相关。一般把

生物体内的抗氧化系统分成二种类型 ,一为酶促系

统 ,包括超氧化物歧化酶 ( Superoxide dismutase ,

SOD) 、过氧化氢酶 ( Catalase , CA T) 和过氧化物酶
( Peroxidase , POD)等 ,二为非酶促系统 ,包括还原型

谷胱甘肽 ( GSH) ,维生素 C、维生素 E、类胡萝卜素、

茶多酚和甘露醇等。

清除活性氧的抗氧化剂 GSH 含量在海洋微藻

的 UV2B处理组与对照相相比降低了 (图 5) ,有报道

指出 , GSH在植物体清除活性氧过程中有重要作用 ,

因而与植物的抗逆性 ,如 GSH与抗寒性、抗热性、抗

旱性以及 SO2和 O3胁迫有密切联系 [11 ]。因此 ,UV2B

胁迫下海洋微藻 GSH 含量的降低也可能是植物

UV2B伤害的一种机制。因而导致清除活性氧的能

力降低 ,可能积累大量的活性氧 ,使微藻受到伤害。

UV2B辐射还降低了抗氧化系统的酶促系统的关键

性酶———POD的活性。POD是清除 H2 O2的最重要

的酶 ,实验中 , POD 活性在第 2 天明显升高 ,说明

UV2B辐射诱导了活性氧的产生 ,所以微藻提高自身

的抗氧化防御系统以适应逆境的胁迫 ,随着 UV2B辐

射时间的延长 ,POD活性又迅速降低 ,说明当 UV2B

胁迫长时间作用于微藻 ,使其产生的活性氧超出了

POD清除能力时就会产生氧化损伤。

紫外线具有比可见光更高的能量 ,在照射微藻细

胞时可能会产生更多的活性氧 ,UV2B的伤害可能也

是通过活性氧的破坏作用而造成的。随着 UV2B辐

射剂量的加强 ,使海洋微藻的防御活性氧有关的酶促

和非酶促保护系统能力降低 ,因而清除能力下降 ,提

高了体内自由基浓度 ,使活性氧在体内生成与清除的

动态平衡遭到破坏 ,导致体内活性氧水平的提高 ,过

量的活性氧会攻击防御系统中的生物功能分子 ,从而

使酶损伤。
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4　小结

(1) 随着 UV2B暴露时间的延长 ,UV2B辐射对

藻的生长以及光合速率有抑制作用 ,并且时间越长 ,

抑制作用越明显。
(2) UV2B辐射使小新月菱形藻可溶性糖含量

降低 ;UV2B辐射的可溶性蛋白含量在第 2天明显升

高 ,随后又快速下降。
(3) 随着 UV2B辐射时间的延长 ,UV2B 辐射使

小新月菱形藻的 GSH 含量降低 ,而 POD 活性是先

上升后下降。说明 UV2B辐射诱导了活性氧的产生 ,

所以微藻提高自身的抗氧化防御系统以适应逆境的

胁迫 ,随着 UV2B辐射时间的延长 ,抗氧化防御系统

被破坏 ,活性氧的产生与清除之间的平衡被破坏 ,所

以对微藻造成损伤。
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Abstract : We used mtDNA2RFL P technique to analyse the genetic diversity of 4 species of snappers ,
L ut j anus ery thopterus , L ut j anus argentimaculatus , L ut j anus russel l i and L ut j anu j ohni . The mitochondrial
DNAs (mtDNAs) f rom livers of these fishes were isolated by means of differential cent rifugation and nuclease
digestion followed by phenol ext raction. The mtDNAs were digested by 19 varieties of rest riction enzymes
(5 or 6 base pairs) : B am H I , B gl I , B gl II , EcoR I , EcoR V , Hind III , Hinf I , H pa I , Kpn I , M l u I , Pst

I , Pvu II , S al I , Sca I , S ma I , S t y I , X ba I and X ho I , analysed by using agarose gel elect rophoresis and de2
tected by Gel2Pro Analyzer. Rest riction enzyme map s revealed that 4 kinds of haplotypes exsited in L . ery2
t hopterus , 3 in L . russel l i , 6 in L . argentimaculatus and 5 in L . j ohni. We also discussed the mechanism of this
phenomenon based on rest riction sites variant , calculated the nucleotide diversity of inter2species genetic dis2
tance. The polymorphic degrees of mtDNAs f rom above four snappers were 0. 002 9 , 0. 005 5 , 0. 001 2 and
0. 002 0 respectively.
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Abstract : The physiological and biochemical responses of marine microalgae to UV2B irradiation were ex2
amined by using the physiological and biochemical methods in this article. The result s showed that (1) UV2B
irradiation can inhibit the growth and photosynthetic rate of N itzschia closteri um , and the inhibiting effect s
were more significant when the time was prolonged ; (2) UV2B irradiation decreased soluble sugar. In the ini2
tial 2 days , soluble sugar of N . closteri um decreased rapidly , the soluble sugar on the 4th day has no major
change compared with the soluble sugar on the 2nd day , on the 6 th day , the soluble sugar decreased again ; (3)

The protein content of UV2B treated group significantly increased on the 2nd day , rapidly decreased subsequent2
ly ; (4) GSH content of control group increased as time prolonged , the GSH content on the 2nd day has no ma2
jor change with initial time (0 d) , af ter the 2nd day , the GSH content decreased rapidly ; (5) POD activity of
control group increased as time prolonged , the POD activity on the 2nd day increased significantly compared
with POD activity on the initial time (0 d) , af ter the 2nd day , POD activity rapidly decreased as time pro2
longed.
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