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            摘要 :研究了盐度对杜氏盐藻(Dunaliella salin司的生理生化效应。结果表明该藻适于生活
              在盐度为6--7倍海水的试验水中(海水盐度为33.5)。在此盐度中其光合速率、细胞增长速率、

              光合色素增长速率，游离氨基酸总量及多聚不饱和脂肪酸总量均高于生活在其它盐度的藻。
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      目前 “盐田生态”己被列入重要研究课题之

一。盐藻不仅是盐田生态系统的主要生产者，还是

卤虫等动物的饵料。它的分布及含量又直接影响盐

田的富营养化及盐的结晶，因此它是盐田生态系统

中重要一环。目前中外学者对盐田生态调控及其机

理的研究还较零散。姚南瑜n]对生活在不同盐度中

盐藻的渗透调节的研究:Laurel[21盐度对海藻光合作

用的影响;FlynnP)盐度对海藻氨基酸含量的影响研
究等。作者以杜氏盐藻为材料，研究了不同盐度对

盐藻的游离氨基酸和脂肪酸含量的影响，为盐田生

态调控及其经济价值提供理论依据。

1材料与方法
1.1材料
    杜氏盐藻(Dunaliella salina)藻种分离于青岛东风

盐场盐田卤水中(盐度饱和)分离后进行藻种播种，

培养约2个月待用。

1.2方法

1.2.1不同盐度培养液的配制

    采用f/2141配方 (加脉20 X 10-6 mol/L)配成的

培养液作母液，然后向母液中添加不同量的NaCl配

成盐度分别为海水盐度1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,

8, 9, 10倍的试验水，再经玻璃纤维过滤后备用。

1.2.2 杜氏盐藻的接种
    取藻液100 mL, 3 000 r/min离心10 min，弃

去上清液，将沉淀分别移至装有600 mL不同盐度培

养液的消毒三角瓶中，接种密度约为4 X 104个//mL,

进行一次性培养，光照周期L:D=14:10，光照3 500
一4 000 lx,温度25℃士1℃。

1.2.3 测定方法

1.2.3.1光合色素含量的测定
    分别取处于指数增长期的不同盐度的藻液各20

mL，经玻璃纤维滤膜 (孔径小于1 }tm)过滤，
把滤膜放入离心管中捣碎，并加入10 mL质量分数

为90%的丙酮于2℃冰箱中提取24 h，取出以4 000

r/min离心15 min，最后取上清液用751型分光光度

计分别在波长450, 630, 645, 663, 750 nm处

测吸光度A值。

1.2.3.2光合速率的测定
    取处于指数增长期的不同盐度中培养的藻液，

用虹吸法注入100 mL碘量瓶中，采用黑白瓶法测

定光合速率，光照为4个40 W的白色日光灯，光强

12 000 lx，温度25 0C，反应时间0.5 ha

1.2.3.3 细胞增长率的测定

    所测样品为接种后第4天及第7天的藻。细胞

密度测定是用格鲁氏液固定，血球记数板记数。

1.2.3.4游离氨基酸种类及含量的测定
    分别取不同盐度中处于指数增长期的藻液

1000 mL，以3 000 r/min离心15 min，用蒸馏水洗

涤后离心除去盐分，沉淀于60℃烘干，测定时加

6 mol/L的HC1 500 mL于110'C烘箱中水解28 h,

用日立835-50型氨基酸自动分析仪测定。

1.2.3.5藻体细胞中膜脂脂肪酸 ((SAFA)种类及含
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量的测定

    藻液处理与1.4.2相同，离心后充N2，-70℃冰
箱中保存，参照王俊德等151的方法，用高效液相色普法
测定。

1.2.3.6杜氏盐藻培养液中氨氮及磷酸盐含量的测定

    接种后第2, 6, 9, 12天分别取不同盐度的

藻液，经0.45 gm醋酸纤维滤膜过滤后的水样用于测

定氮和磷。(1)NH 4-N的测定:采用靛酚蓝
分光光度法，用721型分光光度计于640 nm处测A

值。(2)磷酸盐的测定:采用磷铝蓝分光光度法[61,

用721型分光光度计于800 nm测A值。

2 实验结果

2.1杜氏盐藻生长速率与盐度的关系
      杜氏盐藻生长速率是以不同盐度中杜氏盐藻

细胞增长速率及色素增长速率为指标的。如图1所

示，细胞数增长率(Kcell) r叶绿素a含量增长率
(戈hla)和类胡萝卜素增长率(Kcaro)变化趋势大
体相似，即在4-8倍海水盐度的试验水中，培养的藻

增长率较高。其中以6倍海水盐度的试验水中KI!及
K，值最高，5倍海水盐度的试验水中K}nla值最高，
且Kcaro >K c a> Kcell 0

2.2盐度对杜氏盐藻光合速率的影响
    实验结果如图2所示，从1倍海水盐度的试验水

开始，杜氏盐藻光合速率随盐度升高而升高，在盐

度为6倍海水的试验水时达峰值，之后随盐度的升

高光合速率随之降低。再次证明盐度为6倍海水的

试验水中盐藻生长最快。
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  图2 杜氏盐藻在不同盐度中相对光合速率
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图1杜氏盐藻细胞增长率，光合色素含量增长率与

      盐度的关系

  Fig.1 Relationships between the Nacl conc. and

        the increase rates of cell number and pigments
            in D. salina cultures

2.3盐度对杜氏盐藻膜脂脂肪酸含量的影响
    从表1看出，7倍海水盐度的试验水中生长的

藻其多聚不饱和脂肪酸 (PUFA)占脂肪酸

(FA)总量的百分比 (E PUFA/ E FA)、平均

双键数(M.D.B)、平均碳链长(M. C. L)皆高于盐度为
4倍及10倍海水的试验水中生长的藻。

    另外，本实验还表明，膜脂脂肪酸中含量较多

的有软脂酸 (16:0)、亚麻酸(18:3n3)，亚油酸(18:

2n6)及油酸(18:1 n9)，在盐度为7倍海水中分别占E

FA的22.73%. 29.22%. 16.74%和7.73%。在各

盐度生长的该藻中，缺乏EPA (20:50)，但含少量DHA
(22:6n3)，其含量表现为随盐度升高而增加。对衡量
藻类饵料价值有意义的亚麻酸/亚油酸值，随盐度增

加而减少。

表1 不同盐度中杜氏盐熟膜脂脂肪酸的变化

Tab.l Content of fatty acid of D.saiina in different salinities

  实验水盐度

4倍海水盐度

7倍海水盐度

10倍海水盐度

E SAFA/艺FA E PUFA/ E FA 平均双键数 平均碳链长 亚麻酸/亚油酸

30.720

29.537

66.269

70.368

1.680

1.785

16.464

17.054

1.810

1.676

36.072 63.428 1.528 16.857 1.449
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2.4 盐度对杜氏盐藻的氨基酸组成及含量的

      影响

    表2表明生长于不同盐度中的杜氏盐藻所含主要

游离氨基酸的种类及含量变化，生活于海水盐度7

倍的实验水中的盐藻所含游离氨基酸及必需氨基酸的

量最高。实验还表明肤氨酸((CYs)Z、蛋氨酸(Met)含
量较少 (均为0.1%)而脯氨酸的含量几乎不随盐

度的变化而变化 (0.6%左右)。

表2 不同盐度杜氏盐藻所含主要游离氮基酸的组成及含It

Tab.2 Composition and content of free amino acid of Asalina in salinities

游 离 氨 基 酸 组 成

实验水盐度 门冬氨酸 谷氨酸

  Glu

丙氨酸 缘氨酸

  Val

亮氨酸

  Leu
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4倍海水盐度

7倍海水盐度

10倍海水lu渡

1.16        1.60

1.32        1.76

1.24        1.66

15.82

17.52

15.8

7.58

8.08

7.6

2.5杜氏盐藻培养液中氨氮及磷酸盐的变化
    为了解该藻在不同盐度中N, P代谢情况，作

者测定了培养液中N, P含量。结果表明，氨氮及

磷酸盐的含量随培养时间的延长而减少。至实验的

第12天，磷酸盐的含量己测不出。实验还表明以

盐度为7倍海水的盐藻对N, P的吸收为最多，这

同样是与盐度为7倍海水中细胞数量加快有关。

表3 不同盐度培养液中氮氮及确酸盐含It的变化

Tab.3  Tab.3 Variation of NH,'-N, P04'' -P of D.salina in different salinities

实验水盐度
N114'--N (mg/L ) P04'--P (mg/L )

2      6       9       12 2         6        9

1倍海水盐度 0.325

4倍海水盐度 0.225

0.175   0.100

0.110   0.088

0刀17 0.2925    0.0435    0.0252

0.0025 0.2025    0.01      0.008

7倍海水盐度 0.4375  0.375   0.012 0.002 0.225     0.05      0刃11

10倍海水盐度 0.225   0.12    0.065 0.023 0.226     0.03      0.0072

3讨论

    从细胞增长率、叶绿素及类胡萝卜素增长率随

盐度的变化曲线看出，生活在盐度为5-6倍海水的试

验水中的杜氏盐藻生长状况最好，盐度过高或过低

都不利于藻类的生长。一般叶绿素b受盐度影响较

小，在盐度为4-6倍海水的试验水中叶绿素a含量较

高。受不良环境影响时叶绿素a的破坏快于类胡萝

卜素。并且在各个盐度中类胡萝卜素增长速率高于

细胞增长率及叶绿素a增长率。说明在单个细胞中

类胡萝 卜素的合成非常快。

    从图2可明显看出盐度为6倍海水的试验水中

(NaCl质量分数约18%)藻体光合速率最高，较

适合的盐度范围为4-7倍海水的试验水。这与相应

盐度中叶绿素a的含量较高有一定关系。另外，盐

度的改变还可能影响到藻体中HCO-3转化为Co 2的

碳酸醉酶 (CA)的活性。在此适合的盐度范围

内，藻体表面碳酸fif酶的活性较强。

    生活于盐度为7倍海水的试验水中的杜氏盐藻

其E PUFA/ E FA值、平均双键数和平均碳链数均
高于生活于盐度为4倍及10倍海水中的值。从所测

其它生理生化指标来看，生活于盐度为7倍海水的

试验水中的杜氏盐藻其生长状况好于其它盐度。由

此可得出结论:膜脂脂肪酸中E PUFA/ E FA、平

均双键数和平均碳链数值可作为藻类生长状况好坏的

指标，即盐度的改变可使膜脂中不饱和脂肪酸含量减

少或增加、平均键长及平均双键数的增减。由于盐

度变化导致膜脂脂肪酸种类及含量变化，势必影响

膜的透性，改变其生理状况。

    实验所测的膜脂脂肪酸SAFA中的软脂酸

(16 :0)，多聚不饱和脂肪酸PUFA中的亚麻酸
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(18:3n3)，油酸(18:1 n9)含量较高，这是绿藻属共同
的特点。Banaimoonl']研究不同门类海洋藻类的脂肪

酸时有类似的发现。另外，盐藻还含DHA(22:6)，因
此该藻具较高的饵料价值。

    至于盐度影响脂肪酸含量的机理，有实验表

明，盐度能影响CO，的固定速度，进而影响脂肪酸
的合成。作者认为盐度不同则CO2浓度不同，因而
使[HCO-11，浓度发生变化，而[[HCO-3]在脂肪酸合
成中起催化作用，最终影响到膜脂脂肪酸合成，这方

面需进一步探讨。实验表明，在盐度为7倍海水的

试验水中养殖的杜氏盐藻所含氨基酸总量及必需氨

基酸含量均达峰值。当藻体处于缺氮及缺碳环境时，

氨基酸含量减少，为了解氨基酸含量减少的原因，作

者在进行氨基酸测定的同时，也对培养液中硝酸盐

的氮进行了测定，虽然NH 4'-N含量减少，但氮源
还是充足的。这说明本实验中氨基酸含量的变化主

要受盐度变化的影响。其机理有待进一步探讨。

    另外，杜氏盐藻中脯氨酸含量不随盐度的改变

而变化，说明体内脯氨酸累积能力与抗盐性无关。进

一步证实了盐度胁迫与脯氨酸累积没有普遍意义的

论点。

4小结
    盐度为5-7倍海水的试验水，杜氏盐藻生长状

态良好，表现为细胞增长速率、光合色素增长率及

光合速率都较高。

    在盐度为4, 7, 10倍海水的试验水中，以生

长在盐度为7倍海水的试验水中杜氏盐藻吸收N,

P最多，所含游离氨基酸和必需氨基酸也高。膜

脂脂肪酸的E PUFA/ E FA，平均键长及平均双键

数最高。
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Abstract: In this paper the effects of seawater salinity on free amino acid and fatty acid of Dunaliella salina

were studied. The result showed that D. salina lives better in middle salinity conc (6.0 to 7.0-fold conc) under which

higher rate of photosynthesis，larger increment of cells and photosynthetic pigment, and more free amino acid and

polyunsaturated fatty acid. (本文编辑:张培新)
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