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光质对三角褐指藻光保护过程的影响 
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摘要: 光能一方面驱动光合作用固定二氧化碳, 另一方面当光能过剩就会对光合细胞产生氧化性损伤, 

甚至导致细胞死亡。硅藻等光合生物通过叶绿素荧光非光化学淬灭(NPQ)把过剩的光能转化为无害的

热, 达到保护细胞的目的。硅藻 NPQ 的诱导受硅甲藻黄素循环调节, 并且与众多环境因子密切相关。

作者通过对海洋环境的模拟, 研究了不同光质下三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)受到的影响测

定并比较了红、绿、蓝 3 种单色光处理的三角褐指藻响应高光胁迫时的 NPQ 及硅甲藻黄素循环的差异。

叶绿素荧光的结果显示, 在相同的胁迫性强光和胁迫时间内, 蓝光下处理的三角褐指藻形成的 NPQ 更

高, 而且胁迫阶段淬灭的荧光在低光阶段恢复的更快。色素测定的结果显示, 3 种单色光下处理的三角

褐指藻的硅甲藻黄素循环的环脱氧比(DEPS)与对照组没有显著差异。实验结果表明, 蓝光对三角褐指

藻响应高光、形成 NPQ 至关重要。 
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硅藻是广泛分布的单细胞真核藻类 , 贡献了大

约全球海洋初级生产力的 40%, 在海洋碳循环过程

中发挥重要作用[1], 这与硅藻特殊的代谢机制和强大

的适应能力密切相关。根据内共生理论, 硅藻的叶绿

体是在二次吞噬过程中由一种原始红藻演化而来[2, 3], 

同时, 硅藻细胞还在不断接受来自其他细菌基因的

水平转移[4]。因此硅藻在核基因结构方面表现出不同

的起源特征, 在某些代谢方式上似乎跟动物更类似。

例如硅藻细胞具有尿素循环代谢途径, 因而能适应

长期的氮限制逆境环境, 并在上升流期间实现快速

增殖[5]。 

硅藻的高度适应能力表现在对环境变化 , 特别

是光的变化的快速响应上。众所周知, 光能一方面驱

动光合作用固定二氧化碳, 另一方面当光能过剩时

也可能引发氧化性损伤, 甚至导致细胞死亡[6]。光合

生物通过一种称为叶绿素荧光非光化学性淬灭
(non-photochemical quenching of chlorophyll fluores-
cence, NPQ)的过程将吸收的过剩光能转化为无害的

热[7, 8]。NPQ 的形成主要受到类囊体腔酸化的激活, 

类囊体膜上多种天线蛋白[9, 10]以及叶黄素循环[11, 12]构

成了调控 NPQ 的复杂网络。硅甲藻黄素循环是调控硅藻

NPQ 的重要因素, 其正向和逆向反应非常迅速, 被认为

是硅藻成功适应环境光波动变化的关键[13, 14]。目前对

硅藻NPQ及硅甲藻黄素循环的研究主要集中在光强方

面, 在响应环境光光谱变化的方面的研究还不多。 

硅藻门(Bacillariophyta)、羽纹纲(Pennatae)的三

角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)是目前研究硅

藻生理生化及分子生物学的模式物种[4, 15]。作者以三

角褐指藻为材料, 对不同光质下处理的三角褐指藻

经历高光胁迫时的 NPQ 及硅甲藻黄素循环进行了研

究, 研究结果表明蓝光对三角褐指藻 NPQ 的形成具

有至关重要的作用。 
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1  材料与方法 

1.1  材料培养及处理 

三角褐指藻在三角瓶中培养, 初始浓度 OD(720 nm)

为 0.05, 培 养 温 度 为 20±1℃, 光 照 强 度 约 为

80 μmol/(m2/s)~100 μmol/(m2/s), 光暗周期为 12︰12。

培养 4 d 到达指数生长期的三角褐指藻用于不同光

质的处理和高光胁迫响应实验。实验中设置了 3 种

不同波长的单色光 LED 光源, 分别为蓝光(B, 波长

450 nm)、绿光 (G, 波长 520 nm)、红光 (R, 波长

630 nm), 以及包括红、绿、蓝 3 种单色 LED 的组合

光 (RGB)。不同光的波长使用光谱仪 (EVERFINE, 

PLA-20, China)测定得出。不同光质处理实验中通过调

节 LED 灯珠的个数调节至相同光强(80 μmol/(m2/s)~ 

100 μmol/(m2/s))。 

1.2  叶绿素荧光的测定 

收集处理不同时间的材料用于高光胁迫处理及

叶绿素荧光的测定。不同光质处理的样品在实验前

先测定藻液叶绿素 a 浓度, 测定方法参考文献[16]。

测定叶绿素荧光前将不同处理组样品调整至相同叶

绿素 a浓度(10 μg/mL)。使用 Imaging-PAM Maxi(Walz 

GmbH, Effeltrich, 德国)测定叶绿素荧光。将待测藻

液注入比色皿中, 放在样品槽内暗适应 5 min。通过

非常微弱的红色测量光(<0.01 μmol/(m2/s))测定藻液

的最小荧光(Fo), 通过饱和脉冲(10 000 μmol/(m2/s))

测定暗适应藻液的最大荧光(Fm)。然后打开光化光, 

样品先后连续在高强度光化光(800 μmol/(m2/s))和低

强度光化光下(80 μmol/(m2/s))照射 30 min, 期间每

隔 1 min 用饱和脉冲诱导处于照光状态下的材料的

最大荧光(Fm′), 根据 Fm 和 Fm′计算非光化学性淬灭

(NPQ): NPQ=(Fm – Fm′)/Fm′[17]。将高光处理 30 min 的

藻液以及低强度光化光恢复 30 min 后的藻液快速离

心, 舍弃上层的培养液, 藻泥用液氮速冻, –80℃保

存, 用于提取色素。 

1.3  色素提取及含量测定 

从–80℃取出样品, 用预冷的甲醇︰丙酮(1︰1)

混合液在低光、低温下提取色素。样品加入提取液

后 , 在漩涡混合仪上剧烈震荡 , 使沉淀的藻细胞充

分悬浮, 然后置于–20℃黑暗浸提 30 min, 期间震荡

1~2 次。细胞悬液在 4℃下离心(6 000 g, 1 min), 离心

管底部沉淀的细胞为白色。吸取上层的提取液, 经过

针头式一次性尼龙滤器(孔径 0.22 μm)过滤后用于

HPLC 分析。利用 Rigol 高效液相色谱仪对提取的色

素进行分离、定性和定量。色谱条件参考文献[18], 

依据保留时间和硅甲藻黄素循环的激活状态以脱环

氧比(de-epoxidation state, DEPS)表示, DEPS = Dtx/ 

(Ddx + Dtx), 其中 Ddx 指的是硅甲藻黄素(diadino-

xanthin), Dtx 指的是硅藻黄素(diatoxanthin)。 

2  结果 

本研究考察了三角褐指藻光合作用生理过程对

环境光变化的响应, 使用了不同的单色光 LED 灯源, 

实验中所使用的 3 种单色光、组合光以及荧光灯管

白光的光谱比较见图 1。由于 LED 光源与传统的荧

光灯光源在光谱方面仍有一定差异, 因此在进行光

质处理之前首先比较了普通荧光灯光源白光培养的

三角褐指藻与红、绿、蓝单色 LED 光组合培养的三

角褐指藻在光保护方面的差异, 结果见图 2 和图 3。

在高光(800 μmol/(m2/s))胁迫处理 30 min 后, 白光组

的叶绿素荧光非光化学性淬灭(NPQ)达到了 7.25 ± 

0.31, 而 RGB 组的 NPQ 值 7.56 ± 0.4, 与白光组之间

没有显著性差异(P > 0.05)。低光(80 μmol/(m2/s))恢复

30 min 后, NPQ 值分别降低至 2.04 ± 0.21 和 2.03 ± 

0.15(图 2)。在高光胁迫期间, 三角褐指藻的硅甲藻

黄素循环被激活, 脱环氧比(DEPS)值分别升至 0.71 ± 

0.01(RGB组)和 0.71 ± 0.06(WL组), 低光恢复 30 min

后该值均降至 0.15 ± 0.02 , 白光组和红绿蓝组之间没

有显著性差异(图 3)。NPQ 和 DEPS 的结果说明红绿

蓝组与普通白光组在高光响应方面没有显著性差别。 

 

图 1  荧光灯管(白光)、3 种单色光以及组合光(红绿蓝)的

光谱归一化比较 

Fig. 1  Comparison of the spectra of fluorescent white light 
(WL), three different monochromatic lights, and the 
combination of red, green, and blue LED lights (RGB) 

 

在不同光质下处理的三角褐指藻在强光和低光下

的荧光淬灭及恢复情况见图 4。从图中可以看出, 3 种



 

44 海洋科学  / 2019 年  / 第 43 卷  / 第 6 期 

不同波长单色光下适应的三角褐指藻对强光的响应

(NPQ)明显不同。在红光和绿光下分别处理 1 d 的三角

褐指藻在高光下形成的 NPQ 值与对照组没有显著差

异, 但是在高光下形成的 NPQ 在低光后的恢复比对

照组更慢。相比之下, 在蓝光下处理 1 d 的三角褐指

藻在高光下形成的 NPQ 稍高于对照组, 且在低光下

的恢复与对照接近。光质对三角褐指藻光保护的影响

在处理 3 d 后变得更加显著(图 4 中第二行)。与对照

组相比, 红光组和绿光组三角褐指藻形成 NPQ 的能

力明显下降, 且荧光的恢复更加缓慢, 而蓝光组材料

的荧光淬灭水平高于对照组, 且在低光阶段荧光恢复

得更快。处理至第 5 天, 这种差异性仍然非常明显。 

 

图 2  荧光灯白光(白光)、红绿蓝 3 种单色光组合(红绿蓝)

培养的三角褐指藻 NPQ 的差异 

Fig. 2  Comparison of the NPQ of Phaeodactylum tricornutum 
cultured under fluorescent white light (WL) and the 
combination of red, green, and blue LED lights (RGB) 

 

图 3  比较白光与红绿蓝 3 种单色光组合分别处理的三角

褐指藻的硅甲藻黄素循环的差异 

Fig. 3  Comparison of the diadinoxanthin cycle of P. tricor-
nutum cultured under fluorescent white light and the 
combination of red, green, and blue LED lights 

高光: 高光(800 μmol/(m2·s))处理 30 min, 恢复: 高光 30 min 后在

低光下(80 μmol/(m2·s))恢复 30 min 

High light: Culture in μmol/(m2·s) for 30 min. Recover: Culture in 
80 μmol/(m2·s) for 30 min after high light 

不同光质下培养的三角褐指藻其硅甲藻黄素对

高光胁迫和低光恢复的响应见表 1。从表中的数据可

以看出, 与对照组相比, 3 种光质下培养的三角褐指

藻在高光胁迫后积累的 Dtx 的相对含量并没有显著

性的差异。特别是蓝光组, 虽然荧光淬灭的结果表明

蓝光处理组在高光胁迫阶段形成的 NPQ 显著高于对

照组, 但是其 DEPS 值与对照组却非常接近(对照组

为 0.75 ± 0.06, 蓝光组为 0.68 ± 0.11)。 

3  讨论 

作者从非光化学性淬灭(NPQ)和硅甲藻黄素循环

两个方面探讨了光质对三角褐指藻高光胁迫响应的影

响。研究结果表明在不同单色光下培养的三角褐指藻

响应高光胁迫时形成的 NPQ 具有显著的差异: 红光及

绿光下培养的三角褐指藻响应高光胁迫时形成的 NPQ

相对较低, 蓝光下培养的三角褐指藻响应高光胁迫时

形成的 NPQ 相对较高。然而, 不同光质下培养的三

角褐指藻在硅甲藻黄素循环方面却没有显著性差异。 

硅藻与大型藻类多营固着性生长不同 , 硅藻在

海水中被动地随水流的运动不断移动。这一特征决

定了硅藻细胞所处的环境始终处于多变的状态, 多

种环境因子如光强、光质、温度、盐度等是持续波

动变化的[19]。位于水体表层或上层时, 抵达细胞表面

的直射光强可能远远高于细胞的光饱和点, 光能出

现过剩 ; 位于较深水层时 , 抵达细胞表明的光强可

能远低于光补偿点, 光能出现限制。特别是在河口附

近, 水体扰动频繁, 海水透明度低, 一次轻微的扰动

都可能瞬间将硅藻细胞从光抑制(或光限制)环境推

向光限制(或光抑制)环境。硅藻细胞必须既能在光抑

制环境下耗散过剩光能, 在光限制环境下高效捕获

光能 , 同时又能在两种机制下快速切换 , 才能保证

光合固碳的高效运行[20]。 

已有的研究报道表明 , 硅藻中特殊的光保护调

控机制可能与其高光适应密切相关[13, 14]。然而, 自然

水体中除了光强骤变以外, 光质也经常发生变化。由

于海水对不同波长光的吸收比率不同: 对红光和远红

光的吸收最强, 对紫外、蓝光和绿光的吸收则较弱[21], 

因此, 处于水体较深处的硅藻细胞利用的光能主要

是蓝光和绿光。我们的结果说明, 与红光相比蓝光更

加有利于三角褐指藻的光保护能力的维持。这一特

性有助于三角褐指藻在从底层被动迁移至表层时仍

然保持有形成足够热耗散能力从而免受水体表层强

光所导致的光损伤。这一生理特性对于三角褐指藻
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在自然界中更快速和更高效地利用光能进行光合固 碳有积极作用。 

 

图 4  不同光质下处理的三角褐指藻响应高光形成 NPQ 的比较 

Fig. 4  Development and relaxation of NPQ in P. tricornutum treated under different light qualities 

在红光(左侧的 3 幅图)、绿光(纵向中间的 3 幅图)以及蓝光(右侧的 3 幅图)下处理 1 d(上面的 3 幅图)、3 d(中间的 3 幅图)以及 5 d(下面

的 3 幅图)后的材料在高光下(800 μmol/(m2·s)和低光下(80 μmol/(m2·s))分别处理 30 min, 以 NPQ 表征其光保护活性。每幅图中的黑色为

对照组(RGB) 

Phaeodendron triconutum cultured under red light, green light and blue light was treated under high light and low light for 30 minutes respec-
tively, its photoprotective activity was characterized by NPQ; The black part of each picture is the control group 

 

表 1  不同光质处理的三角褐指藻经强光胁迫和低光恢复后的 DEPS 比较 
Tab. 1  Comparison of the de-epoxidation ratio of P. tricornutum treated under monochromatic light conditions 

光质处理时间 RGB R RGB G RGB B 

高光 0.82 ± 0.06 0.86 ± 0.03 0.79 ± 0.06 0.81 ± 0.03 0.83 ± 0.06 0.77 ± 0.07 
第一天 

低光恢复 0.07 ± 0.00 0.12 ± 0.00 0.06 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.06 ± 0.00 0.06 ± 0.00 

高光 0.78 ± 0.07 0.85 ± 0.02 0.74 ± 0.1 0.81 ± 0.03 0.76 ± 0.11 0.80 ± 0.07 
第三天 

低光恢复 0.05 ± 0.00 0.12 ± 0.01 0.05 ± 0.00 0.08 ± 0.01 0.05 ± 0.00 0.07 ± 0.10 

高光 0.73 ± 0.07 0.81 ± 0.03 0.72 ± 0.07 0.64 ± 0.1 0.75 ± 0.06 0.68 ± 0.11 
第五天 

低光恢复 0.13 ± 0.01 0.13 ± 0.01 0.12 ± 0.01 0.09 ± 0.01 0.11 ± 0.00 0.07 ± 0.00 
 

蓝光与植物和藻类的多种生理过程密切相关。

Petroutsos 等[22] 发现蓝光受体参与了绿藻光合作用

的调控过程 , 参与高能态淬灭(qE)调控的关键因子

L H C S R 3 的表达受蓝光受体调控。硅藻中没有

LHCSR 蛋白, 功能类似的调控蛋白是 LHCXs[23]。我

们的研究结果表明, 蓝光培养的三角褐指藻与红光、 

绿光培养的三角褐指藻在硅甲藻黄素循环方面并没

有显著性差异, 这暗示 NPQ 方面的差异可能与 Lhcx

的表达有关。然而, 这一结论还需要蛋白及分子生物

学方面进一步实验数据的验证。 
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Abstract: Light is essential to drive photosynthetic carbon assimilation. However, light may also cause serious 

oxidative damage if photosynthetic organisms captured excessive light energy without being dissipated. Diatoms 

and other photosynthetic organisms dissipate excessive light energy into harmless heat by non-photochemical 

quenching (NPQ) of chlorophyl fluorescence. NPQ in diatoms is regulated by the diadinoxanthin cycle and influ-

enced by various environmental conditions. This study investigated the effects of different light qualities on the 

photoprotection process of Phaeodactylum tricornutum by simulating the marine environment. Cells of P. tricornu-

tum were treated under monochromatic light conditions (i.e., red, green, and blue lights) for days and stressed under 

high light. Then, the kinetics of NPQ were measured. The data indicate that NPQ of the blue light group was sig-

nificantly higher than that of the other groups. Moreover, NPQ of chlorophyl fluorescence relaxed more rapidly 

during the subsequent low-light period. Meanwhile, the data show that there was no significant difference in the 

diadinoxanthin cycle among these groups. In conclusion, the data confirm that, compared with red and green lights, 

blue light is more beneficial and maintains the high potential of NPQ in P. tricornutum. 
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