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摘要:磷通常被认为是水体藻类生长第一限制因子,水体中磷的质量浓度对藻类生长与光合作用有着重要的影

响.多甲藻(Peridiniumumbonatum)是淡水甲藻水华常见的种类,而磷对其影响的研究甚少.以多甲藻为研究对

象,探讨不同质量浓度无机磷源对多甲藻的生长及叶绿素荧光的影响.结果表明,随着无机磷质量浓度的增加,

多甲藻的吸光度(OD)也增加.从培养期的第11d开始,磷质量浓度为0.1和0.6mg/L处理下的多甲藻的OD

值高于无磷(0mg/L)与 低 磷(0.005,0.02mg/L)处 理.叶 绿 素 荧 光 动 力 学 参 数 结 果 发 现,当 磷 质 量 浓 度 为

0.005mg/L与0.02mg/L时,PSII单位反应中心(RC)耗散掉的能量(DI0/RC),单位反应中心捕获的并用于还原

QA的能量(TR0/RC),单位 反 应 中 心 传 递 到 电 子 传 递 链 末 端 的 能 量(RE0/RC),单 位 面 积(CS)吸 收 的 光 能

(ABS/CS0),单位面积的热耗散(DI0/CS0),单位面积捕获的光能(TR0/CS0),单位面积电子传递的量子产额

(ET0/CS0),单位面积传递到电子传递 链 末 端 的 能 量(RE0/CS0),吸 收 的 能 量 传 递 到 电 子 链 末 端 的 量 子 产 率

(R0)与无磷处理组差异无统计学意义.而磷质量浓度高于0.1mg/L时,荧光参数与无磷处理组差异有统计学意

义(p<0.05).这些结果表明了高磷处理(0.1,0.6mg/L)显著促进了多甲藻的生长与光合作用,而无磷与低磷

条件则对甲藻的生长与光合产生一定胁迫,也暗示了磷质量浓度的变化可能影响多甲藻水华的发生及过程.
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甲藻(Dinoflagellate)是水生态系统中浮游植物的重要组成部分,也是形成赤潮和水华的主要种类之

一[1].甲藻形成的赤潮已经被广泛报道[2],但是对淡水甲藻水华的研究则相对较少.近年来,随着水体富营

养化的加剧,已有大量淡水甲藻水华事件的报道[3-4].关于淡水甲藻水华的发生,存在着许多争议.有些研

究表明水体富营养化直接导致了甲藻水华的发生[5],但有研究发现甲藻水华也会发生在中营养或贫营养水

体中,与水体富营养化并没直接关系[6-7].因此,探讨营养盐对甲藻水华的发生则具有重要的意义.
营养盐浓度是影响浮游植物生长的重要因素,它不仅影响浮游植物生长速率、生化组成,而且影响浮

游植物群落结构及空间格局[8-10].磷是植物的必需元素,它不仅参与植物生长发育过程中的各种代谢活动,

而且也影响着植物细胞膜结构、信号传导和光合作用以及某些酶的活性调节等[11].无机磷因能被藻类直接

吸收利用,被认为是藻类生长、繁殖最重要的磷源.然而,水体中的磷主要以颗粒态的形式存在,能被藻类
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直接利用的无机磷质量浓度往往少于水体中总磷质量浓度的5%,因此,磷已被认为是淡水水体中最主要

的限制性元素[12-13].通过对野外甲藻水华的监测以及前人研究表明,磷的质量浓度与甲藻生物量之间呈显

著正相关性[14].然而,磷如何影响甲藻的生长及水华的发生则较少研究.
因此,本研究以淡水甲藻-多甲藻为对象,通过叶绿素荧光动力学曲线(OJIP)及相关参数的变化,分

析不同无机磷质量浓度对多甲藻光合作用过程中的能量流动、电子传递的影响,旨在探讨多甲藻生长及光

合系统PSII对不同磷质量浓度的响应,为进一步研究淡水甲藻水华发生及过程提供重要依据.

1 材料与方法

1.1 藻体培养

实验所用多甲藻(Peridiniumumbonatum)来自中国科学院武汉水生所淡水藻种库.藻种置于119培养

基(表1)中进行培养,培养条件为温度(25±1)℃,光强30μmol/(m2·s),光照周期为12L∶12D.到达对

数期后,置于离心机中4000r/min离心5min,弃上清液,用无磷的119培养基清洗,以去除表面吸附的

磷.重复洗涤,离心3次后,转入无磷119培养基中,进行磷饥饿培养48h后作为实验用藻.
配制5种不同质量浓度无机磷的119培养基(表1),其中称取磷酸二氢钾磷(>99.5%)配置磷源

母液,添加不同体积的磷源母液使培养基中最终磷质量浓度分别为0mg/L,0.005mg/L,0.02mg/L,

0.1mg/L和0.6mg/L.将磷饥饿培养后的甲藻等体积接入各个培养基中,在上述条件下培养,每个处

理设置3个重复.
表1 119培养基组成成分及质量浓度

组 分
母液质量浓度

(每100mL含dH2O的克数)/g
用 量

NaNO3 5 1mL/L

MgSO4·7H2O 1.5 1mL/L

KH2PO4 0.7 1mL/L

CaCl2·H2O 1 1mL/L

Na2SiO39H2O 0.5 1mL/L

KHCO3 1 1mL/L

Na2CO3 0.5 1mL/L

维生素 H(Biotin) 0.001 10μL/L

PIV 1mL/L

EDTA-Fe 1mL/L

1.2 生长指标测定

从接入藻种的初始天开始每2d取藻液5mL,用紫外分光光度计(UV-2550,岛津)在451nm波长下

测定其吸光度(OD).

1.3 叶绿素荧光的测定

每个处理各取2.5mL对数期的藻液,经20min的暗适应后,用植物效率分析仪(HandyPEA/LPA2,

Hansatech)测定OJIP曲线,测定光强为3000μmol/(m2·s),测定结果包含了能够准确记录O-J-I-P等

阶,即从10μs到2s的叶绿素荧光变化[15].通过OJIP曲线的变化及计算,获得了以下参数:F0,Fm,Fv,

VJ,Sm,DI0/RC,TR0/RC,RE0/RC,ABS/CS0,DI0/CS0,TR0/CS0,ET0/CS0,RE0/CS0 和PIABS.
获得的OJIP曲线相关参数及其含义如表2[16].

1.4 数据处理及分析

所有实验数据的处理和分析均在SPSS17.0中进行,采用方差分析进行数据统计,p<0.05为差异有
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统计学意义.用Origin6.1绘制文中所有图形.
表2 选取的JIP-测定参数及其意义

OJIP参数 含   义

F0 暗适应后的最小荧光强度,即所有反应中心完全开放时的荧光强度

Fm 暗适应后的最大荧光强度,即所有反应中心完全关闭时的荧光强度

Fv 黑暗中最大可变荧光强度

DI0/RC t=0时单位反应中心(RC)耗散掉的能量

TR0/RC t=0时单位反应中心(RC)捕获的并用于还原QA的能量

RE0/RC 单位反应中心(RC)传递到电子传递链末端的能量

ABS/CS0 t=0时单位面积(CS)吸收的光能

DI0/CS0 t=0时单位面积(CS)的热耗散

TR0/CS0 t=0时单位面积(CS)捕获的光能

ET0/CS0 t=0时单位面积(CS)电子传递的量子产额

RE0/CS0 单位面积(CS)传递到电子传递链末端的能量

VJ 在J 点的相对可变荧光强度

Sm y 轴及荧光强度(F=Fm)之间的面积

PIABS 以吸收光能为基础的性能指数

R0 吸收的能量传递到电子链末端的量子产率

2 结 果

2.1 不同磷质量浓度对多甲藻生长的影响

在不同质量浓度无机磷培养下,多甲藻的OD 值随培养时间的增加而增加.整个培养期间,磷质量

浓度为0.005mg/L和0.02mg/L的处理组与无磷条件相比差异无统计学意义.而培养的第11d开始,

0.1mg/L和0.6mg/L处理组的OD 值高于无磷处理组(图1).
2.2 磷对叶绿素荧光诱导动力学曲线(O-J-I-P)的影响

在不同质量浓度磷的培养下,多甲藻的OJIP曲线的变化如图2.培养于0.6mg/L磷下的多甲藻的

相对可变荧光没有显著变化,与0.6mg/L磷培养条件下的多甲藻荧光相比,培养于0,0.005mg/L,

0.02mg/L和0.1mg/L下的多甲藻OJIP曲线的J点均升高.虽然不同磷质量浓度下的 OJIP曲线有差

异,但其O,J,I和P四相均存在.

图1 不同磷质量浓度对多甲藻生长的影响 图2 不同磷质量浓度下多甲藻OJIP曲线的变化

2.3 叶绿素荧光参数分析(JIP-test)

2.3.1 磷质量浓度对多甲藻F0,Fm,Fv,Fv/F0 和Fv/Fm 的影响

随着磷质量浓度的增加,F0,Fm,Fv,Fv/F0 和 Fv/Fm均增加,但 与 无 磷 条 件 相 比,低 磷 环 境
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(0.005mg/L和0.02mg/L)培养下的多甲藻的荧光参数差异无统计学意义,而富磷条件(0.1mg/L
和0.6mg/L)下的荧光参数值则显著高于无磷条件(p<0.05)(图3).

*表示p<0.05;**表示p<0.01,差异有统计学意义.

图3 不同质量浓度磷对多甲藻F0,Fm,Fv,Fv/F0 和Fv/Fm 的影响

2.3.2 不同磷质量浓度对单位反应中心能量流动的影响

随着磷质量浓度的增加,DI0/RC 逐渐降低,与无磷条件相比,磷质量浓度为0.02,0.1和0.6mg/L
时差异有统计学意义,DI0/RC 分别降低了18.8%,29.8%和46.2%,磷质量浓度为0.005mg/L时差异

无统计学意义.TR0/RC 的变化趋势与DI0/RC 相似,随着磷质量浓度的增加而降低,且磷质量浓度为

0.02,0.1和0.6mg/L时差异有统计学意义,分别降低了12.2%,15.1%和19.5%.RE0/RC 与DI0/RC
和TR0/RC 变化趋势相反,随着磷质量浓度的增加而增加,并且与无磷条件相比,富磷条件下差异有统计

学意义,而低磷条件差异无统计学意义(图4).

*表示p<0.05;**表示p<0.01,差异有统计学意义.

图4 不同质量浓度磷对多甲藻DI0/RC,TR0/RC 和RE0/RC 的影响

2.3.3 不同磷质量浓度对单位反应面积能量流动的影响

随着磷质量浓度的增加,ABS/CS0,DI0/CS0,TR0/CS0,ET0/CS0,RE0/CS0 均增加.与无磷条件

相比,低磷条件下各荧光参数差异无统计学意义(p>0.05),而富磷条件下的荧光参数差异有统计学意义

(p<0.05).与无磷条件相比,两个富磷条件下的ABS/CS0 分别增加了35.5%和93.4%;DI0/CS0 分别

增加 了24.9%和63.4%;TR0/CS0 分 别 增 加 了56%和149.3%;ET0/CS0 分 别 增 加 了73.4%和

208.3%;RE0/CS0 分别增加了80%和216%(图5).
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*表示p<0.05;**表示p<0.01,差异有统计学意义.

图5 不同质量浓度磷对多甲藻ABS/CS0,DI0/CS0,TR0/CS0,ET0/CS0 和RE0/CS0 的影响

2.3.4 不同磷质量浓度对VJ,Sm,PIABS和R0 的影响

不同磷质量浓度下VJ,Sm,PIABS,R0 的变化如表3.随着磷质量浓度的增加,VJ 逐渐降低.与无磷条件

相比,磷质量浓度为0.005mg/L时,VJ 无显著变化,而当磷质量浓度为0.02mg/L或大于0.02mg/L
时,VJ 显著降低.Sm,PIABS和R0 均随着磷质量浓度的增加而增加.与无磷质量浓度相比,富磷条件下的荧

光参数显著增高,而低磷条件下差异无统计学意义.
表3 不同质量浓度磷对多甲藻VJ,Sm,PIABS和R0 的影响

磷质量浓度/(mg·L-1) VJ Sm PIABS R0

0 0.665±0.010 8.154±0.36 0.097±0.012 0.0314±0.002

0.005 0.663±0.003 7.863±0.46 0.093±0.003 0.0312±0.002

0.02 0.647±0.005* 8.212±0.32 0.13±0.004** 0.0346±0.000

0.1 0.627±0.002** 9.194±0.14 0.173±0.006** 0.0454±0.000**

0.6 0.583±0.003** 10.469±0.28** 0.295±0.002** 0.0555±0.001**

  *表示p<0.05;**表示p<0.01,差异有统计学意义.

3 讨 论

有研究表明磷能影响微藻的生长速率和光合作用 [17-18],当磷质量浓度过低时,微藻的生长会受到严

重抑制[19],我们的研究结果也支持了这一结论(图1).说明多甲藻的生长与磷质量浓度有直接的关系.
通过O-J-I-P荧光动力学分析可以得出各种指示光合系统II能量分布、吸收、诱捕、耗散等参数及电

子传递状况[16].在正常生理条件下,典型的快速叶绿素荧光诱导动力学曲线记录了从F0 到Fm 的整个荧

光变化过程,即O,J,I和P四相[20-21].在本研究中,与超富磷处理组(0.6mg/L)相比,其余磷处理组的J
点均上升,说明低磷条件下,多甲藻的电子传递受到一定程度的抑制.

F0 代表初始荧光,是不参与光化学反应的光能辐射部分,其与叶绿素浓度有关[22-23].Fm 和Fv 分别

表示最大荧光(光合系统Ⅱ反应中心原初电子受体全部还原时的荧光)和可变荧光(参与光化学反应的光能

辐射部分)[22].在荧光的测定中,Fv/F0 可反映PSII活性,而Fv/Fm 可代表PSII光化学的最大效率[24].植

物体内磷的质量浓度会影响其光能转换和利用[25-26].研究表明[17],当藻细胞遭受磷限制时,Fv/Fm 会明

显降低,其可能原因是低磷条件限制了藻细胞的光合磷酸化,降低了卡尔文循环效率,进而导致光合速率

降低[27].本研究发现随着磷质量浓度的增加,F0,Fm,Fv,Fv/F0 和Fv/Fm 逐渐增加(图3),表明磷质量
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浓度增加,多甲藻受激发的电子密度增加,用于进行有效光化学反应的光合辐射增加,进而导致多甲藻的

光合效率增强,多甲藻生长速率增快.而无磷和低磷处理下多甲藻电子传递受阻,受到光合抑制.
植物在进行光合作用时,吸收的光能大部分用于光化学反应和光合能量的转换,只有少部分以热

和叶绿素荧光等方式散失掉.一旦植物受到胁迫,其光化学反应降低,吸收的光能则更多以热和荧光

形式损失掉[28-29].本研究发现,与高磷处理组相比,无磷与低磷处理组的荧光参数 RE0/RC,ABS/

CS0,DI0/CS0,TR0/CS0,ET0/CS0,RE0/CS0 和R0 均显著降低,而DI0/RC 和TR0/RC 显著升高

(图4,图5).说明在无磷和低磷处理下,多甲藻光合系统II中有活性反应中心的数量及单位面积吸

收的光能减少,而用于还原 QA 的能量增加,使得单位面积电子传递产额降低,传递到电子链末端的

能量也降低,进而导致整个光合电子传递影响.此外,无磷和低磷处理组中 DI0/RC 的升高,进一步

说明单位反应中心耗散掉的能量增加,而用于光化学反应的能量相应减少,光能有效利用率降低,导

致光合作用受抑制.相反,在高磷处理下,多甲藻热耗散降低,并且用于电子传递的能量增加,使得

光能利用率增加,光合效率增大.

VJ 是指光照2ms时有活性的反应中心关闭程度[16].Sm 则表示QA 全部被还原时所需要的能量,即

PSⅡ受体侧PQ库的大小,电子从Q-
A 进入电子传递链越多,Sm 的值就越大[16].由表3可以看出,在无磷

和低磷处理条件下,VJ 和Sm 显著低于高磷处理组,说明磷限制使得RC的数量减少,获得的能量较少用

于电子传递而更多用于还原QA,从而抑制了QA 到QB 的电子传递,造成Q-
A 大量积累,降低了PQ库容

量[30],J 点升高[31].PIABS是反映基于光能吸收的性能指数,因此能很好地表征植物光合结构的状态[32-33].

PIABS随着磷质量浓度的降低而降低(表3),表明磷的降低,影响了多甲藻的光合结构.
综上所述,在不同无机磷质量浓度处理下,高磷处理显著提升了多甲藻的光合效率,而无磷和低磷处

理则显著抑制了光合电子传递,降低了光合效率.因此,随着水体磷质量浓度的升高,多甲藻的光合效率增

加,将促使其生物量的增加,为其水华的发生提供前提条件.
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EffectofInorganicPhosphorusontheGrowthand
ChlorophyllFluorescenceofPeridiniumumbonatum

YANGYan-jun1, XUJin-zhu2, WUZhong-xing1, WUXing-hua1
1.KeyLaboratoryofEco-EnvironmentsinThreeGorgesReservoirRegion(MinistryofEducation)/ChongqingKeyLaboratoryof

 PlantEcologyandResourcesResearchinThreeGorgesReservoirRegion,SouthwestUniversity,Chongqing400715,China;

2. WanshengEnvironmentalProtectionBureau,WanshengChongqing400800,China

Abstract:Phosphorusisusuallyconsideredasakeylimitingfactoronalgaegrowth,becauseithasagreat

effectonthegrowthandphotosynthesisofalgae.Peridiniumumbonatumisacommonbloom-formingspecies

offreshwaterdinoflagellates,butfewstudiesaredevotedtotheunderstandingoftheeffectofphosphoruson

it.Inthisstudy,P.umbonatum wasculturedatdifferentconcentrationsofinorganicphosphorusinorderto

exploretheinfluencesofphosphorusonitsgrowthandchlorophyllfluorescence.Theresultsindicatedthatthe

valueofOD wasenhancedwiththeincreaseofinorganicphosphorusconcentration.After11-dayculture,OD

inP.umbonatumat0.1and0.6mg/Lphosphoruswassignificantlyhigherthanthatinthetreatmentsatno

andlowphosphorus(p<0.05).Thechlorophyllfluorescencekineticsparametersshowedthatnosignificant

differencesexistedbetweenthetreatmentsof0.005mg/Lor0.02mg/Land0mg/LinDI0/RC,TR0/RC,

RE0/RC,ABS/CS0,DI0/CS0,TR0/CS0,ET0/CS0,RE0/CS0andR0,whilesignificantdifferenceswere

detectedbetweenno-Pandthetreatmentsof≥0.1mg/Lintheseparameters(p<0.05).Theseresultssug-

gestedthatrichphosphorussignificantlypromotedthegrowthandphotosynthesisofP.umbonatum,whileno

andlowphosphorushadanegativeinfluenceonit.Thisalsoimpliedthatthechangesofphosphorusconcentra-

tionmightaffecttheformationandprocessofPeridiniumblooms.

Keywords:Peridiniumumbonatum;inorganicphosphorus;growth;chlorophyllfluorescence;JIP-test
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