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亚铁离子对赤潮异弯藻种群消长和部分生化特性的影响

周成旭,严小军,陈安敏

(宁波大学 海洋生物工程重点实验室,浙江 宁波 315211)

摘要: 研究了赤潮异弯藻 ( H eter osigma akashiw o ) 在不同浓度的 Fe ( NH4 ) 2 ( SO4 ) 2 6H 2 O ( Fe1) 和

FeSO4 7H 2O( Fe2) (浓度分别为: 高铁 150 nmol/ L、低铁 50 nmo l/ L ,缺铁 0 nmol/ L Fe0)中的种群消长过

程、单位细胞总多糖特征、光合色素 chla、chlc变化以及 NO-
3 N的吸收情况。结果表明, F e2+ 浓度影响到赤

潮异弯藻的消亡 :缺铁组比高铁组种群消亡慢。在平台期和衰亡期时, Fe1 各组单位细胞总多糖含量均明显

高于 Fe2 各组。从平台期到衰亡期,各组单位细胞多糖含量明显增加, F e2 各组增量最大, Fe1 各组多糖倍增

与 Fe0相似。亚铁离子浓度的进一步增加有利于单位细胞色素 chla和 chlc的积累。亚铁离子的不同化合物

状态影响到多糖和光合色素的累积,但不影响种群生长率和对 NO-
3 N的吸收。
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赤潮在沿海区域频繁发生与复杂的陆源物质有

明显的相关性, 环境关键物质如何通过影响赤潮生

物生理生化特性而影响其毒性特征及机理的相互关

系是研究和防治赤潮这一海洋灾害的重要环节。赤

潮异弯藻是在世界范围内广泛发生的
[ 1~ 3]
具有典型

鱼毒性
[ 4]
并对其他海洋生物造成危害的一种重要赤

潮生物
[ 5]
, 由于对该种赤潮的毒性特征、毒害机理、

致害程度等的报道存在明显的地域性差异
[ 6]
, 使得

相关研究尚存空白有待定论
[ 7, 8]
。

铁离子被认为是海洋浮游植物生长的重要限制

因子[ 9] 。在现代氧化的海洋环境中, 亚铁离子长期

以来被认为是可以忽略的一个因子, 但由于陆源污

染物的复杂与多变特性,研究者开始意识到 Fe2+ 在

沿海区域对赤潮发生及危害机理方面的重要意

义
[ 10]
。本实验研究了一株赤潮异弯藻在 Fe

2+
两种

化合物及不同初始浓度水平下种群的消长特征、单

位细胞 chla、chlc和总多糖特性以及水体中 NO -
3 N

的吸收状况,目的在于探讨 Fe2+ 对赤潮异弯藻种群

消长的影响以及部分生理生化特性的相应变化, 为

进一步研究其毒性机理和防治赤潮研究提供依据。

1 材料与方法

1. 1 藻种

从浙江象山南田塘赤潮水中分离纯化的一株赤

潮异弯藻 (H eter osigma akashiw o ) , 离心收集浓缩

藻液,利用 Harrison 等[ 11] 的 ESAW 广适性人工海

水配方,配制缺铁的 ESAW 广适性人工海水, 将浓

缩藻液于其中进行铁饥饿培养 7 d后, 重新离心浓缩

用于实验。

1. 2 培养方法

实验容器为 250 mL 三角烧瓶,经盐酸浸泡后超

纯水冲洗并经干热消毒,全部实验均使用 ESAW 人

工海水。以 NaCl调节盐度至 30。培养液高压灭菌

后加维生素。

两种铁化合物分别为 Fe( NH 4 ) 2 ( SO 4 ) 2 6H 2O

(记为 Fe1)和 FeSO4 7H 2O(记为 Fe2) , 分别作为

水体中的唯一铁源。铁离子浓度分别为高铁( H )

150 nmol/ L、低铁( L ) 50 nmol/ L , 以缺铁的 ESAW

将铁饥饿浓缩藻种再悬浮作为缺铁组 0 nmo l/ L (记

为 Fe0) , 各组编号为: Fe1H , Fe1L, Fe2H , Fe2L,

Fe0。每组设置两个平行样。

各组等量加入浓缩饥饿藻液, 初始藻密度约为

5  104个/ mL, 水体总体积 230 mL,于 27 ! 、光暗周
期 L ∀D为 12 h∀ 12 h、光照强度为 3 500 lx 的 GX2

型智能光照培养箱中培养。

1. 3 测定方法

以血球记数板每天测试细胞密度。

实验初期、平台期及衰亡期各取两个 20 mL 藻

液抽滤,分别测定所得藻细胞的 chla、chlc和多糖,
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滤液用于 NO -
3 N含量的测定。

以硫酸苯酚法 [ 12] 测定细胞总多糖。以丙酮萃

取法测定 chla、chlc
[ 13]
。以所测值除以对应细胞数

作为单位细胞的量值。

采用 MAC 1000便携式水质自动分析仪测定

NO
-
3 N 含量。

2 结果与讨论

2. 1 Fe2+ 对种群消亡的影响

经铁饥饿的赤潮异弯藻在新接种的各组中都有

明显的种群生长, 增殖过程类似的原因应该是因浓

缩藻液本底铁离子含量已经满足藻类生长对铁离子

的要求。值得注意的是, 种群的消亡过程与初始

Fe
2+
浓度的相关性: 相对两个高铁组 ( Fe2H 和

Fe1H )而言,缺铁组消亡较为缓慢, 能较长时间地维

持较高种群密度;低铁组 Fe2L 和 Fe1L 消亡存在差

异, Fe1L 的消亡最快, Fe2L 的消亡最慢(图 1)。消

亡速率的差异与藻体内的相关生理生化过程是密切

相关的,缺铁组消亡比高铁组缓慢, 显示了亚铁离子

相对缺乏的环境较有利于赤潮异弯藻种群的维持,

而不同化合物状态之间的差异则与细胞获得亚铁离

子的能力和相关代谢有关。

图 1 不同 Fe2+ 状态下赤潮异弯藻的种群消长

Fig . 1 The population g rowth o f H . akashiwo tr eated w ith different fer rous ions

Fe1H: [ Fe( NH4 ) 2( SO4 ) 2 6H 2O] = 150 nmol/ L, Fe1L: [ Fe( NH4 ) 2( SO4 ) 2 6H 2O] = 50 nmol/ L,

Fe2H : [ FeSO 4 7H2O] = 150 nmol/ L, Fe2L: [ FeSO4 7H2O] = 50 nm ol / L, Fe0: [ Fe2+ ] = 0 nmol/ L

2. 2 种群消亡中单位细胞总多糖的变化特征

平台期(第 5天)和衰亡期(第 14 天)单位细胞

总多糖含量与铁离子的化合物类别有显著的相关性

( P< 0. 05)。由表 1 中可以看出, 平台期和衰亡期

时, Fe1H、Fe1L 多糖含量高于 Fe2H、Fe2L 1~ 2个

数量级;从平台期到衰亡期, 各组多糖含量均表现出

增加的特性, 其中 Fe2 的两个浓度组多糖倍增显著

大于 Fe1和 Fe0各组, 显示出 Fe2+ 化合物类别对细

胞体内多糖累积的影响。

铁离子化合物在水中的存在形式关系到赤潮生

物对铁离子的可利用能力 [ 14] , 更关系到其中的生理

生化代谢产物, 近期研究表明, 水体中铁限制的解除

有利于硅藻细胞体内的多糖累积[ 15] 。在尚存在争议

的有关赤潮异弯藻的毒性研究中, 一个观点认为赤

潮异弯藻的毒性源于其细胞高含量的多糖类物

质[ 5, 16, 17]。从作者的实验结果发现, 在平台期和衰亡

期中, Fe( NH 4 ) 2 ( SO4 ) 2 6H 2O高铁与低铁组细胞

的多糖累积都比 FeSO4高铁与低铁组中的多糖累积

表 1 不同Fe2+ 状态下赤潮异弯藻生长平台期和衰亡期单位

细胞多糖含量及倍增量

Tab. 1 The contents and changes of cellular polysaccharide in

H. akashiwo at stationary and crash phases af fected by

different ferrous ions and their concentrations

组别
多糖含量(  10- 4 g /个)

平台期 衰亡期
多糖倍增量

Fe1H 0. 49 1. 12 2. 3

Fe1L 1. 60 2. 39 1. 5

Fe2H 0. 08 0. 84 10. 4

Fe2L 0. 07 0. 25 3. 8

Fe0 0. 20 0. 43 2. 2

量高;从平台期到衰亡期, 各组都显示出单位细胞多

糖含量增加,而且 FeSO 4各组中的多糖增量显著大,

显示出两种铁离子化合物影响细胞多糖累积的差

异。这种特征在以多糖为致毒原因的赤潮异弯藻赤
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潮时就构成了一个因为环境关键物质影响生理代谢

从而影响毒害特征的关系; 而在种群消亡过程中, 高

密度维持的时间长短和多糖的增加又关系到该过程

的毒害机理和毒性大小。

2. 3 种群增殖中单位细胞色素的变化特征

亚铁离子对光合色素的影响在种群增殖过程中

表现突出。从指数期(第 3天)到平台期(第 5天)单

位细胞 chla和 chlc累积来看(表 2、3) , 铁的缺乏明

显限制细胞光合色素的增加。Fe0组中 chla的增量

为 0, chlc 的增量也小于 Fe1H、Fe1L、Fe2H 各组 1

个数量级。类似的研究也发现在解除铁限制的情况

下,赤潮异弯藻的光谱特性发生变化, 光合色素含量

会明显增加[ 18]。
表 2 不同 Fe2+ 状态下赤潮异弯藻种群增殖中单位细胞 chla

的含量变化

Tab. 2 The changes of chlorophyll a in H. akashiwo affected

by different ferrous ions

10- 4 g /个

组别
细胞 chla含量

指数期 平台期
色素增量

Fe1H 0. 021 0. 047 0. 026

Fe1L 0. 019 0. 041 0. 022

Fe2H 0. 017 0. 038 0. 021

Fe2L 0. 030 0. 037 0. 007

Fe0 0. 017 0. 017 0. 000

表 3 不同 Fe2+ 状态下赤潮异弯藻种群增殖中单位细胞 chlc

的含量变化

Tab. 3 The changes of chlorophyll c in H. akashiwo af fected

by different f errous ions

10- 4 g /个

组别
细胞 chlc含量

指数期 平台期
色素增量

Fe1H 0. 033 0. 052 0. 019

Fe1L 0. 020 0. 100 0. 080

Fe2H 0. 000 0. 022 0. 022

Fe2L 0. 049 0. 051 0. 002

Fe0 0. 014 0. 020 0. 006

2种亚铁化合物的高铁状态下,光合色素增量相

似, Fe1H 和 Fe2H 色素增量位于同样数量级; 低铁

状态的 Fe1L 和 Fe2L 的 chla 和 chlc增量则有显著

差异, Fe2L 组 chla 增量小于 Fe1L 两个数量级, 同

样, Fe2L 组中 chlc的增量也明显低于 Fe1L(表 3) ,

说明 Fe1对细胞光合色素的累积更为有利,显示了亚铁

离子的不同化合物状态影响到细胞色素的积累。

2. 4 水体中 NO
-
3 N 变化特征

各实验组水体中 NO -
3 N消耗有相似的趋势, 在

2 种二价铁的高铁、低铁和缺铁水平下, 水体中

NO -
3 N的变化相近(图 2) , 其吸收率与铁离子浓度

和化合物种类没有显著相关性( P> 0. 05)。说明实

验设置状态下的亚铁离子浓度及化合物差异不影响

NO -
3 N的吸收过程。

图 2 不同 Fe2+ 状态下赤潮异弯藻种群消长过程中 NO -
3 N 的变化

F ig . 2 The changes of nit rate N in H . akashiw o cultur e medium affected by differ ent fer rous ions

Fe1H: [ Fe( NH4 ) 2( SO4 ) 2 6H 2O] = 150 nmol/ L, Fe1L: [ Fe( NH4 ) 2( SO4 ) 2 6H 2O] = 50 nmol/ L,

Fe2H: [ FeSO4 7H2O] = 150 nm ol / L, Fe2L: [ FeSO 4 7H 2O] = 50 nmol/ L, Fe0: [ Fe2+ ] = 0 nmol/ L

3 结论

实验结果显示, 亚铁离子浓度满足种群增殖需

要时,浓度的进一步增加和化合物的不同存在形式

对种群的增殖过程没有显著的影响, 亚铁离子浓度

的进一步增加不影响其种群生长率。但是 Fe2+ 浓度
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和化合物存在形式影响到赤潮异弯藻的消亡, 缺铁

组比高铁组种群消亡慢, 初始 FeSO 4低浓度能维持

消亡过程中相对长时间的高密度状态。

在平台期和衰亡期时,单位细胞总多糖含量 Fe1

各组均明显高于 Fe2 各组。从平台期到衰亡期, 单

位细胞多糖含量明显增加, Fe2 各组增量最大, Fe1

各组多糖倍增与 Fe0相似。显示亚铁离子的化合物

存在形式影响到细胞多糖的累积。

研究表明, 亚铁离子浓度的进一步增加有利于

单位细胞色素 chla 和 chlc的积累。高浓度状态的

Fe( NH 4 ) 2 ( SO4 ) 2 6H 2O 与 FeSO4组对细胞色素

增量的作用相似,低浓度 FeSO4组中 chla 和 chlc 增

量明显低于Fe( NH 4 ) 2 ( SO 4 ) 2 6H 2O的, 说明后者

更有利于色素的累积。

亚铁离子的不同化合物状态影响到细胞多糖和

光合色素的累积,但不影响种群生长率和对 NO
-
3 N

的吸收。

不同二价铁离子的浓度和化合物存在形式影响

到赤潮异弯藻赤潮的维持时间、生理生化过程从而

构成特征毒害机理。
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Abstract: P seudomonas sp. QDA, w hich w as isolated f rom seaw ater, has the ability of producing ex t racel

lular alginate. In order to obtain the high guluronate containing alginate, C 5 mannuronan epimerase gene

( algG) of P seudomonas sp. QDA was cloned by PCR and ligated in to plasmid pMF54Km. The resulting

plasmid pM F54Km algG was t ransferr ed to QDA by tr iparental mating, and an algG over expressing

st rain, QDA G, was obtained. The results of 1H NMR show ed that the M / G rat io of alg inate f ragments by

QDA G was 0. 38 and the content o f guluronate w as 74. 2% , about 26. 4% higher than that of w ild st rain

QDA. The genetic stability of QDA G was good. No signif icant changes w ere found in M / G rat io of algi

nate fragments of QDA G af ter 20 passages.
(本文编辑: 张培新)
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Abstract: T he effects of ferrous ion on ichthyotox ic red t ide org anism H eter osigma akashiw o were studied.

Tw o ferrous ion fo rms, Fe( NH 4 ) 2 ( SO 4 ) ( Fe1) and FeSO 4 ( Fe2) , w ere added to the culture under three dif

ferent concentr at ions ( high g roup, 150 nmol/ L; low gr oup, 50 nmol/ L, naught gr oup, 0 nmol/ L ) , chan

ges of populat ion, polysaccharide, chlo rophy ll a and c and nitr ate lev el in cultur e medium were invest igated.

The results indicated that fer rous concentrat ion affects the populat ion crash, a fer rous def icient g roup( Fe0)

can maintain a longer life and a higher density than the higher iron gr oups during the populat ion crash. T he

cellular polysaccharide content in Fe1 g roup is signif icant ly higher than that in Fe2 gr oup both at stat ionary

phase and crash phase. From stat ionar y phase to crash phase, the polysaccharide content in each group in

creased, the highest increase appear ed in Fe2. Increase of fer rous ion is helpful to the accumulat ion of chlo

r ophy lls. T he different fo rmat ions of ferrous ion af fect the accumulat ions o f polysaccharide and chlo rophy lls

but have no obv ious effects on the population grow th r ate and nit rate lev el.
(本文编辑: 张培新)
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