
广西科学,2024年,31卷,第1期
 

Guangxi
  

Sciences,2024,Vol.31
 

No.1

收稿日期:2023􀆼03􀆼15    修回日期:2023􀆼05􀆼15

*中央引导地方科技发展资金项目(桂科ZY21195027),国家自然科学基金项目(41506146)和广西科技重大专项(桂科AA17202020)资助。

【第一作者简介】

傅云飞(1997-),男,在读硕士研究生,主要从事海洋生态环境研究,E􀆼mail:1275842659@qq.com。

【**通信作者简介】

赖俊翔(1984-),男,研究员,主要从事海洋浮游植物和海洋微藻利用研究,E􀆼mail:jxlai@gxas.cn。

王英辉(1970-),女,教授,主要从事海洋生态环境研究,E􀆼mail:wyh@gxu.edu.cn。

【引用本文】

傅云飞,赖俊翔,王英辉,等.氮、磷限制对球形棕囊藻不同形态细胞生长和多糖产量的影响[J].广西科学,2024,31(1):60􀆼70.

FU
 

Y
 

F,LAI
 

J
 

X,WANG
 

Y
 

H,et
 

al.Effects
 

on
 

Cell
 

Growth
 

and
 

Polysaccharide
 

Production
 

in
 

Different
 

Morphologic
 

Cells
 

of
 

Phaeocystis
 

globosa
 

Under
 

N
 

or
 

P
 

Limitation
 

[J].Guangxi
 

Sciences,2024,31(1):60􀆼70.

♦海洋科学♦

氮、磷限制对球形棕囊藻不同形态细胞生长和多糖产量的影响*

�傅云飞1,赖俊翔2,3**,王英辉4**,韦福佳1,邢 政1,谢 芳1,李 杰2,3

(1.广西大学资源环境与材料学院,广西南宁 530004;2.广西科学院,广西海洋科学院(广西红树林研究中心),广西近海海洋环

境重点实验室,广西南宁 530007;3.北部湾海洋产业研究院,广西防城港 538000;4.广西大学海洋学院,广西南宁 530004)

摘要:为探究营养盐胁迫对广西北部湾不同倍性球形棕囊藻(Phaeocystis
 

globosa)细胞生长和多糖产量的影

响,本研究采用单因子控制试验,设置4.0∶1.0、24.5∶1.0和64.0∶1.0
 

3个氮、磷限制比例,对球形棕囊藻

的单倍体和二倍体细胞进行人工海水培养,比较二者的生长变化及各生长期内藻多糖含量和透明胞外聚合颗

粒物(Transparent
 

Exopolymer
 

Particles,TEP)的释放差异。结果表明,氮、磷营养对二倍体细胞前期生长的

促进作用强于单倍体细胞,二倍体细胞生长率显著高于单倍体细胞(P<0.05)。球形棕囊藻细胞分泌的多糖

主要以溶解性胞外多糖(Soluble
 

Exopolysaccharide,sEPS)为主,其次是胞内多糖(Intracellular
 

Polysaccha-
ride,IPS),固着性胞外多糖(Bound

 

Exopolysaccharide,bEPS)占总糖比例最低。单倍体细胞和二倍体细胞的

bEPS分泌趋势相反。氮、磷限制组的单倍体单细胞胞外多糖(Extracellular
 

Polysaccharide,EPS)、IPS和

TEP产量均无显著差异(P>0.05)。磷限制组的二倍体单细胞EPS、IPS和TEP产量显著高于对照组和氮限

制组(P<0.05)。总而言之,营养盐胁迫刺激球形棕囊藻EPS和TEP的产生,球形棕囊藻TEP的产生受营养

盐相对存量的影响。二倍体细胞多糖与TEP对磷限制的响应比单倍体细胞更敏感。
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  有害藻华(Harmful
 

Algal
 

Blooms,HABs)是在

特定环境条件下,海水中的藻类快速增殖或聚集形成

的生态异常现象。球形棕囊藻(Phaeocystis
 

globo-
sa)是全球海洋广泛分布的有害藻华原因种,多年来

以其独特的形态特征和复杂的异型生活史被世人关

注[1],一直是国际上有害藻华研究的热点之一。近年

来,广西北部湾近海富营养化态势日趋显现[2,3],球
形棕囊藻藻华频繁暴发,而且暴发的规模和持续时间
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都明显增加[4]。调查结果显示,自2008年以来,广西

北部湾海域多数点位氮磷比常年大于Redfield比值,
处于磷限制状态[5],与广西北部湾海域出现球形棕囊

藻的时间点一致[6]。研究表明海洋水体中氮磷比过

高是导致球形棕囊藻藻华频繁暴发的重要环境因

素[7],不同营养盐比例限制对球形棕囊藻的生长影响

不同[8,9]。此外,球形棕囊藻藻华频繁暴发还与它的

生理生化特性有关[10]。球形棕囊藻具有复杂的异型

生活史,包含单细胞和群体细胞两种不同的生活形

态。两种生活形态具有不同的生理生态特征[7]。根

据染色体倍性,球形棕囊藻分为只有游离单细胞形态

的单倍体和以群体细胞形态为优势的二倍体[11,12]。
研究发现单倍体细胞和二倍体细胞在生长率和营养

盐利用方面存在明显差别[13]。

  球形棕囊藻的群体细胞形态表现为具有囊体结

构[14]。球形棕囊藻囊体形态和结构被认为是其保持

生存竞争优势的原因[10,15]。二倍体囊体形态是由细

胞分泌的黏性胶凝结形成,其主要成分为胞外多糖

(Extracellular
 

Polysaccharide,EPS)[16]。在群体细

胞形成 过 程 中 胞 外 多 糖 的 分 泌 可 能 起 到 关 键 作

用[10]。关于营养盐对微囊藻生长及多糖产量的影

响,国内已有大量研究报道。许铭本[11]研究了营养

盐胁迫对球形棕囊藻囊体形成和多糖产量的影响,孙
梦家[17]研究发现氮、磷限制对同一种微囊藻的群体

和单细胞生长及胞外多糖合成的影响均不同。但上

述研究都没有比较不同形态细胞之间的多糖产量差

异,微囊藻在胁迫环境下的能量分配及生存策略并不

清晰。对不同倍性球形棕囊藻在营养盐胁迫环境下

的多糖产量差异及能量分配策略进行研究,有助于认

识球形棕囊藻复杂异型生活史中不同生活形态细胞

的转换机制。

  浮游植物产生的胞外多糖是水体中透明胞外聚

合颗粒物(Transparent
 

Exopolymer
 

Particles,TEP)
的主要来源[18,19]。由于 TEP呈现透明或半透明的

生理状态,很多研究者认为它大量存在于海洋中,但
无法定量描述,所以常常被人们忽视[20]。TEP是介

于溶解有机物和颗粒有机物的中间形态[21],可促进

溶解有机物或小颗粒物形成凝聚体,加快有害藻华后

期固体颗粒、微生物和浮游植物的凝聚沉降过程[18]。
浮游植物产生TEP的能力受其生长环境条件制约。

Mari等[19]研究发现营养盐是影响TEP释放的关键

因子,球形棕囊藻藻华释放TEP的过程受磷限制的

影响较大。Pedrotti等[22]的研究结果显示TEP体积

随营养剂量的增加而增加。近年来国内有关球形棕

囊藻TEP释放的研究较少。郭康丽等[23]对两种海

洋硅藻TEP释放进行比较,发现TEP的产生具有种

间差异性。薛思佑等[24]和郭聪聪[25]对不同海洋区

域TEP分布研究做了补充。营养盐胁迫环境对北部

湾球形棕囊藻不同形态细胞的TEP释放和应激响应

尚未见报道。

  本研究通过对不同形态的球形棕囊藻单倍体和

二倍体细胞进行氮、磷限制培养试验,比较其细胞生

长变化、生长期内多糖含量和TEP释放差异,探究北

部湾球形棕囊藻在营养胁迫环境下的应激响应及能

量分配策略,从一个新的视角阐明球形棕囊藻的生态

适应机制,为球形棕囊藻藻华形成和消亡过程以及灾

害防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 藻种培养及试验设计

  球形棕囊藻单倍体(Haploid)和二倍体(Diploid)
细胞由广西科学院广西海洋科学院(广西红树林研究

中心)藻种室提供,试验全部采用盐度为30的人工海

水,经0.45
 

μm混合纤维膜过滤后于高温灭菌锅中

121
 

℃灭菌30
 

min,室温下冷却后备用。在光照强度

为50
 

μmol·m
-2·s-1,光暗比为12

 

h∶12
 

h,温度

为20
 

℃的培养条件下,将不同倍性球形棕囊藻细胞

在f/10培养基中进行扩种及驯化培养。驯化2-3
个世代周期后的藻细胞用于正式培养试验。

  取对数生长期的藻细胞进行接种前处理。将单

倍体藻液缓慢摇匀,经10
 

μm筛绢自然滤除细胞杂

质,收集单细胞用于单倍体接种。将二倍体藻液囊体

缓慢摇碎,经10
 

μm筛绢自然过滤,去除囊体碎片,
收集单细胞用于二倍体接种。藻细胞接种初始密度

均为1×104
 

cells·mL-1。如表1所示,设置氮限制

组(N􀆼limited,N/P=4.0∶1.0)、对照组(Control,N/

P=24.5∶1.0)和磷限制组(P􀆼limited,N/P=64.0∶
1.0),每组3个平行。按比例定量加入 KH2PO4、

NaNO3,其他按f/10培养基添加微量元素和维生素。
试验条件与扩种培养条件保持一致,无菌培养20

 

d。
为防止细胞沉底贴壁死亡,每天定时摇匀3次。每间

隔3
 

d,于上午10:00取样测定各生理生化指标。
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表1 各试验组设计及营养盐添加浓度设置

Table
 

1 Design
 

of
 

each
 

experimental
 

group
 

and
 

setting
 

of
 

nutrient
 

addition
 

concentration

组别
Group

细胞类型
Cell

 

type
NO-3/

(μmol·L
 -1)

PO3-4 /
(μmol·L

-1)
氮磷比
N/P

初始密度/(cells·mL-1)
Initial

 

density/(cells·mL-1)

N􀆼limited Diploid 28.80 7.20 4.0∶1.0 1×104

N􀆼limited Haploid 28.80 7.20 4.0∶1.0 1×104

Control Diploid 176.40 7.20 24.5∶1.0 1×104

Control Haploid 176.40 7.20 24.5∶1.0 1×104

P􀆼limited Diploid 176.40 2.75 64.0∶1.0 1×104

P􀆼limited Haploid 176.40 2.75 64.0∶1.0 1×104

1.2 各生理生化指标的测定

1.2.1 藻细胞密度及生长率

  选择荧光检测波长为(675±25)
 

nm的FL4 通

道,使用流式细胞仪(BD
 

Accuri
 

C6,美国BD公司)
对藻细胞丰度进行计数。每瓶取1

 

mL藻液,经10
 

μm筛绢自然过滤后,收集游离单细胞进行计数。另

取1
 

mL二倍体细胞藻液至24孔细胞培养板,在倒

置显微镜(Eclipse
 

Ti,尼康株式会社)下观察囊体数

量、囊体内细胞数并测量囊体直径[26]。每个样品随

机计量20个囊体,少于20个则全部计量。二倍体总

细胞密度包括游离单细胞和囊体内单细胞。细胞生

长率(μ)根据下式计算:

  μ=ln(N2/N1)/(t2-t1),
其中,N1、N2 分别为时间t1、t2 下的藻细胞密度,单
位为d-1。

1.2.2 叶绿素a 和营养盐浓度

  取30
 

mL藻液过滤至25
 

mm
 

GF/F膜,将滤膜

浸泡在6
 

mL
 

90%丙酮中,于4
 

℃黑暗萃取24
 

h。离

心15
 

min后,取3
 

mL上清液,用紫外分光光度计

(Cary
 

100,美国Agilent公司)分别测定波长为630、

647、664、750
 

nm 下 的 吸 光 值,计 算 叶 绿 素 a 的

含量[27]。

  收集叶绿素a 提取过程中的滤液30
 

mL,加入

50
 

μL
 

CHCl3 固定后于-20
 

℃保存。用营养盐自动

分析仪(Sanplus,荷兰Skalar公司)测定营养盐浓度,
无机氮和无机磷的检测下限分别为0.07和0.03

 

μmol·L
-1[28]。

1.2.3 藻细胞多糖

  根据多糖存在形态的类型,将球形棕囊藻多糖分

为溶 解 性 胞 外 多 糖 (Soluble
 

Exopolysaccharide,

sEPS)、固着性胞外多糖(Bound
 

Exopolysaccharide,

bEPS)和 胞 内 多 糖 (Intracellular
 

Polysaccharide,

IPS)[29]。本研究参照此分类方法对3种不同类型的

藻多糖进行测定。将10
 

mL藻液于4
 

℃条件下以

4
 

204
 

r·min-1 离心15
 

min,取2
 

mL上清液测定

sEPS。离心后的藻团加入10
 

mL 用0.5
 

moL/L
 

NaOH溶液调节pH值为10的超纯水。摇匀后放置

于45
 

℃温水中,以150
 

r·min-1 振荡4
 

h。在4
 

℃
条件下以4

 

204
 

r·min-1 离心15
 

min,取2
 

mL上清

液测定bEPS。收集第二次离心后的藻团,加入10
 

mL
 

pH值为10的超纯水,通过超声波破碎细胞7
 

min,放置沸水浴10
 

min。样品冷却后,加入2
 

mL
 

85%
 

C2HCl3O2 溶液沉淀色素和蛋白。在4
 

℃条件

下以4
 

204
 

r·min-1 离心15
 

min,取2
 

mL上清液测

定IPS。

  采用苯酚􀆼硫酸法测定藻多糖含量[11]。在上述

待测上清液中分别加入1
 

mL
 

5%苯酚,摇匀后加入5
 

mL浓硫酸,迅速摇匀。室温放置20
 

min后,测定

490
 

nm处的吸光度。根据葡萄糖浓度标准曲线和藻

细胞密度,计算单个细胞的IPS和EPS
 

(包括sEPS
和bEPS)含量(pg·cell-1)。

1.2.4 透明胞外聚合颗粒物

  取10
 

mL藻液,用聚碳酸酯滤膜(直径为25
 

mm,孔径为0.4
 

μm)在低负压下(<0.2
 

MPa)过滤,
收集TEP。用超纯水洗涤膜上颗粒物3次,去除盐

分。接着在滤膜上滴加500
 

μL
 

0.02%阿利新蓝(pH
值为2.5,8

 

GX,美国Sigma公司)􀆼0.06%乙酸溶液。
利用阿利新蓝染色剂将TEP染色,染色时间小于2

 

s。用超纯水洗涤膜上颗粒物2次,去除过剩染料。

  将含有TEP的滤膜转移至15
 

mL试管中,加入

6
 

mL
 

80%
 

H2SO4 溶液,浸泡洗脱2
 

h。期间,每25
 

min摇匀一次,确保染料全部 洗 脱 至 溶 液 中。在

1.2.3节离心的藻液中,取3
 

mL上清液,转入1
 

cm
玻璃吸收池中,测定787

 

nm处的吸光度。TEP含量

(CTEP)以具备相同阿利新蓝染色能力的黄原胶等量

物表示,根据下式计算:

  CTEP=(E787-B787)×(Vf)-1×fx ,
其中,E787 表示样品在787

 

nm 处的吸光度值,B787
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是空白样在787
 

nm处的吸光度值;Vf 是海水过滤

体积(dm3);fx 是质量校正因子[30],由TEP标准曲

线斜率求倒数得到,用于表征单位质量黄原胶的染色

能力。根据TEP标准曲线和藻细胞密度计算单个细

胞TEP含量(pg·cell-1)。

1.3 数据处理

  使用SPSS
 

26.0软件对试验数据进行统计学分

析,数据以“平均值±标准差”的形式表示。各生理生

化指标组间参数比较在符合正态分布(或近似正态分

布)及方差齐性的前提下进行。采用单因素方差分析

(One􀆼way
 

ANOVA)比较分析营养盐和藻细胞的丰

度变化、藻细胞多糖与TEP释放的差异性,显著性水

平为P<0.05。采用Origin
 

2022绘制参数变化图。

2 结果与分析

2.1 培养液中氮、磷营养盐浓度的变化

  试验开始时,球形棕囊藻单倍体和二倍体细胞

氮、磷营养盐初始浓度相同(图1)。在氮限制组中,

单倍体细胞和二倍体细胞均在第4天将溶解无机氮

消耗殆尽。在对照组中,单倍体细胞的溶解无机氮下

降到第4天后,于第8天升高至(211.51±7.55)
 

μmol·L
-1,试验结束时,降至(5.20±5.20)

 

μmol·

L-1。二倍体细胞在试验开始后迅速消耗水中溶解

无机氮,于第12天消耗殆尽。磷限制组的单倍体细

胞在前12
 

d消耗溶解无机氮情况与对照组的单倍体

细胞相同,试验结束时,消耗了46.01%。二倍体细

胞的溶解无机氮在试验开始后缓慢下降,直至试验结

束时,消耗了62.66%[图1:(a)、(b)]。

  单倍体细胞在氮限制组于第4天消耗活性磷酸

盐至最低点,在磷限制组和对照组中分别于第16、20
天消耗活性磷酸盐至最低点。二倍体细胞的对照组

和磷限制组在试验开始后迅速消耗水中活性磷酸盐,
于第8天消耗完全,进入衰亡期。在氮限制组中,二
倍体细胞于第12天消耗磷酸盐至最低点,试验结束

时,消耗了25.62%[图1:(c)、(d)]。

图1 氮、磷限制条件下不同倍性球形棕囊藻培养试验中溶解性无机盐浓度的变化

  Fig.1 Variations
 

of
 

dissolved
 

inorganic
 

nutrients
 

in
 

culture
 

experiments
 

of
 

different
 

ploidy
 

of
 

P.globosa
 

under
 

N􀆼limited
 

and
 

P􀆼limited
 

conditions

2.2 氮、磷限制条件下球形棕囊藻细胞生长变化

  氮、磷营养盐限制对不同倍性球形棕囊藻细胞生

长影响不同。对照组对球形棕囊藻细胞生长的影响

显著大于氮、磷限制组(P<0.05)。氮限制组的单倍

体细胞生长密度显著低于磷限制组(P<0.05),氮、
磷限制组的二倍体细胞生长密度无显著差异(P>
0.05)。二倍体在试验开始后迅速增殖,于第8天进

入稳定期;单倍体延长了对数生长期,更利于后期的
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暴发性生长。球形棕囊藻叶绿素a 含量的变化与细 胞密度的变化相似(图2)。

图2 氮、磷限制条件下不同倍性球形棕囊藻细胞丰度和叶绿素a含量的变化

  Fig.2 Variations
 

of
 

cell
 

abundance
 

and
 

chlorophyll
 

a
 

content
 

of
 

different
 

ploidy
 

of
 

P.globosa
 

under
 

N􀆼limited
 

and
 

P􀆼limited
 

conditions

  二倍体细胞生长率显著高于单倍体细胞生长率

(P<0.05)。氮限制组的单倍体和二倍体细胞生长

率最低,分别为0.22和0.35
 

d-1。对照组的单倍体

细胞生长率最高,为0.38
 

d-1,是氮限制组的1.73
倍。二倍体细胞生长率最高的是对照组,为0.56

 

d-1,是二倍体细胞生长率最低的氮限制组的1.60
倍。对照组和磷限制组的细胞生长率显著高于氮限

制组(P<0.05)(图3)。

2.3 氮、磷限制条件下藻细胞多糖组成及含量变化

  球形棕囊藻细胞分泌的多糖主要以sEPS为主,
占总糖含量的32%-80%;其次是IPS,占总糖含量

的8%-60%;bEPS最低,占总糖含量的2%-45%。
在氮、磷限制条件下,单倍体细胞的sEPS随培养时

间整体呈升高趋势,其中磷限制组的促进作用更强;
单倍体细胞的IPS和bEPS随培养时间整体呈降低

趋势,其 中 磷 限 制 组 对IPS的 抑 制 作 用 更 强[图

4(a)]。二倍体细胞的bEPS随培养时间呈升高趋

势。二倍体细胞的sEPS从试验开始到第12天(稳
定期)逐步增加,而后在衰亡期开始减少。二倍体细

胞的IPS变化与其sEPS趋势相反[图4(b)]。

  图3 氮、磷限制条件下球形棕囊藻单倍体和二倍体在

对数生长期的最大细胞生长率变化

  Fig.3 The
 

maximum
 

cell
 

growth
 

rate
 

variations
 

of
 

hap-
loid

 

and
 

diploid
 

of
 

P.globosa
    

in
 

logarithmic
 

growth
 

period
 

un-
der

 

N􀆼limited
 

and
 

P􀆼limited
 

conditions
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图4 氮、磷限制条件下球形棕囊藻单倍体(a)和二倍体细胞(b)的3种形态多糖比例变化

  Fig.4 Variations
 

in
 

the
 

proportion
 

of
 

three
 

forms
 

of
 

polysaccharides
 

in
 

haploid
 

(a)
 

and
 

diploid
 

(b)
 

of
 

P.globosa
 

under
 

N􀆼
limited

 

and
 

P􀆼limited
 

conditions

  氮、磷限制条件下球形棕囊藻单倍体和二倍体单

细胞的EPS、IPS产量分别见图5、图6。在单倍体培

养试验中,氮限制组的第0天单细胞EPS产量与第

8、12、16、20天差异显著(P<0.05)。对照组中的第

0、4天单细胞EPS产量与第8、12、16、20天均有显著

性差异(P<0.05)。在磷限制组中,第0、4天的单细

胞EPS产量与其他5组培养时间均有显著性差异

(P<0.05)。第12、16天,氮限制组的单细胞EPS
产量与对照组差异显著(P<0.05)。在试验第20
天,磷限制组的单细胞EPS产量与对照组、氮限制组

差异显著(P<0.05)[图5(a)]。氮限制组、磷限制组

的第0天和第4天的单细胞IPS产量与其他5组培

养时间均有显著性差异(P<0.05)。在对照组中,第

0天和第4天的单细胞IPS产量与第12、16、20天差

异显著(P<0.05)。第0、4、8、16天,3个营养盐限制

试验组的单细胞IPS产量均无显著差异(P>0.05)。
第12天,氮限制组的单细胞IPS产量与对照组和磷

限制组差异显著(P<0.05)[图6(a)]。在二倍体培

养试验中,磷限制组的第0、16、20天单细胞EPS产

量与第4、8、12天均有显著性差异(P<0.05)。在对

照组中,第0天和第20天的单细胞EPS产量与其他

5组培养时间均有显著性差异(P<0.05)。第4天,3
个营养盐限制试验组的单细胞EPS产量处在同一水

平,三者间无显著差异(P>0.05)。第0、12、16、20
天,磷限制组的单细胞EPS产量与对照组、氮限制组

差异显著(P<0.05)[图5(b)]。氮限制组和对照组

在第0天单细胞IPS产量与其他5组培养时间差异

显著(P<0.05)。在磷限制组中,第0天和第20天

的单细胞IPS产量与其他5组培养时间均有显著性

差异(P<0.05)。第0、4、8、12天的3个试验组单细

胞IPS产量均无显著差异(P>0.05)。第16、20天

的磷限制组单细胞IPS产量与对照组差异显著(P<
0.05)[图6(b)]。
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(P>0.05).
图5 氮、磷限制条件下球形棕囊藻单倍体(a)和二倍体(b)的单细胞EPS产量变化
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of
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(a)
 

and
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(b)
 

of
 

P.globosa
 

under
 

N􀆼limited
 

and
 

P􀆼limited
 

conditions
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the
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time,different
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significant
 

difference
 

(P<0.05),and
 

the
 

same
 

letter
 

indicates
 

no
 

significant
 

differ-
ence

 

(P>0.05).
图6 氮、磷限制条件下球形棕囊藻单倍体(a)和二倍体(b)的单细胞IPS产量的变化

  Fig.6 Variations
 

in
 

single
 

cell
 

IPS
 

production
 

of
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(a)
 

and
 

diploid
 

(b)
 

of
 

P.globosa
 

under
 

N􀆼limited
 

and
 

P􀆼limited
 

conditions
2.4 营养盐限制条件下球形棕囊藻细胞TEP产量

的变化

  在氮、磷限制培养条件下,球形棕囊藻的TEP产

量与EPS产量呈相似的变化趋势。在单倍体培养试

验中,氮限制组、对照组的第4天单细胞TEP产量与

其他5组培养时间差异显著(P<0.05)。在磷限制

组中,第0、4天的单细胞TEP产量与其他5组培养

时间均有显著性差异(P<0.05)。第0、4、8天的3
个试 验 组 单 细 胞 TEP 产 量 均 无 显 著 差 异(P>
0.05)。第16、20天对照组的单细胞TEP产量与氮

限制组、磷限制组差异显著(P<0.05)[图7(a)]。
  在二倍体培养试验中,氮限制组中6组培养时间

的单细胞TEP产量均无显著差异(P>0.05)。对照

组中第0、20天的单细胞TEP产量与第4、8、12、16
天均有显著性差异(P<0.05)。磷限制组中第20天

的单细胞TEP产量与其他5组培养时间差异显著

(P<0.05)。第0、4天的3个试验组单细胞TEP产

量均无显著差异(P>0.05)。第8天的氮限制组单

细胞TEP产量与对照组差异显著(P<0.05)。第

12、16、20天,磷限制组的单细胞TEP产量与对照组
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差异显著(P<0.05)[图7(b)]。
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图7 氮、磷限制条件下球形棕囊藻单倍体(a)和二倍体(b)的单细胞TEP产量的变化
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3 讨论

3.1 营养盐限制对不同倍性球形棕囊藻细胞生长的

影响

  氮、磷营养盐是影响海洋浮游植物生长和藻华发

生的关键物质基础[12,31]。与Redfield比值中的氮磷

比(16∶1)最为接近的对照组较氮、磷限制组具有更

高的细胞丰度(图2)。氮磷比为4.0∶1.0和64.0∶
1.0时,藻细胞密度峰值相对较低。适宜的氮磷比会

促进藻类的生长,氮、磷限制均会抑制球形棕囊藻细

胞的生长[26,31]。在对照组中,二倍体细胞于第8天

将营养盐消耗殆尽[图1:(b)、(d)],单倍体细胞于第

16天营养盐消耗至最低水平[图1:(a)、(c)]。氮、磷
营养对二倍体细胞前期生长的促进作用强于单倍体

细胞。单倍体细胞生长率显著低于二倍体细胞生长

率(P<0.05)。可见,棕囊藻属(Phaeocystis)藻类可

以形成较低细胞生长率的单倍体以适应贫营养条件

的生长环境[32,33],与Peperzak等[13]的研究结果一

致。二倍体更偏向于具有较高营养盐吸收速率的暴

发性生长策略者[34]。单倍体和二倍体在磷限制组中

的细胞生长率显著高于氮限制组(P<0.05,图3),说
明球形棕囊藻细胞对氮限制更敏感,而在磷限制环境

中均具有相对较高的生物量[8,35]。氮限制组的单倍

体细胞生长率小于二倍体细胞生长率,说明球形棕囊

藻单倍体受氮限制的生长影响比二倍体更敏感。

3.2 氮、磷限制对不同倍性球形棕囊藻细胞多糖与

TEP产量的影响

  试验结果显示,球形棕囊藻细胞分泌的多糖主要

以sEPS为主,其次是IPS,bEPS占总糖比例最低;
营养盐胁迫会改变藻细胞的多糖组成。单倍体细胞

与二倍体细胞的bEPS分泌趋势相反。在图2(a)、

2(c)对照组中,单倍体细胞在生长后期的细胞密度还

维持在最高水平,但bEPS产量却是相对最低水平。
试验后期,二倍体细胞丰度明显下降,但bEPS产量

呈上升趋势。有研究表明,藻细胞中bEPS的含量决

定了微囊藻的细胞形态[36]。二倍体细胞bEPS含量

的增加可以有效提高细胞与细胞之间的黏附能力,形
成更稳定的群体细胞以应对后期的环境胁迫。随着

囊体的生长,细胞需要产生更多的多糖来维持囊体结

构。单倍体细胞bEPS含量减少,细胞附着能力下

降,难以形成群体细胞形态,这也是单倍体细胞作为

微囊藻在培养试验过程中只有游离单细胞,很难形成

囊体形态的原因之一。由此可推断球形棕囊藻单倍

体细胞转变为二倍体细胞时,EPS产量增加以利于

聚集群体细胞。

  研究发现,球形棕囊藻在不同营养盐限制条件下

的多糖产量和能量分配策略不尽相同[11]。单倍体的

单细胞EPS和IPS产量随培养时间呈降低趋势,氮、
磷限制组对单倍体单细胞EPS和IPS产量均无显著

差异[P>0.05,图5(a)、图6(a)],说明单倍体细胞

把更多物质和能量用于细胞生长,降低多糖分泌。试
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验后期,磷限制组的二倍体单细胞EPS、IPS产量显

著高于对照组(P<0.05),且磷限制组的单细胞多糖

产量最高[图5(b)、图6(b)],说明磷限制环境刺激二

倍体细胞EPS和IPS产生。二倍体细胞倾向于把更

多物质和能量用于群体细胞构建,降低单细胞密度,
增加多糖产量分泌,以应对恶化环境。其中,二倍体

多糖产量对磷限制的响应更敏感。一方面,低磷浓度

导致藻细胞可利用的碳源比例增加,细胞把剩余的碳

合成更多的多糖[17];另一方面,磷限制组将磷酸盐消

耗殆尽后,氮磷比增加,球形棕囊藻在磷胁迫环境下

采取优化能量分配策略,将更多的能量分配于多糖合

成,抵御不利环境[11]。

  在氮、磷限制条件下,球形棕囊藻的TEP产量与

EPS产量呈相似的变化趋势(图5、图7)。有研究表

明,TEP是水体中一类以离散粒子形式出现的特殊

EPS[30],可与sEPS和bEPS相互转化[37,38]。图7显

示,球形棕囊藻在整个生长阶段均能够释放TEP,不
同生长阶段的TEP释放响应特征并不一样。在试验

的第16、20天,单倍体细胞在氮、磷限制组的单细胞

TEP产量显著高于对照组(P<0.05),但氮、磷限制

组彼此之间的单细胞TEP产量差异显著性并无规律

[图7(a)]。一方面,说明后期营养胁迫环境对单倍

体细胞TEP释放具有一定促进作用;另一方面,说明

TEP的产生不一定与营养物质的可用性有关,更容

易受环境中整个营养盐相对存量的影响。在稳定期

和衰亡期,磷限制组的二倍体单细胞TEP产量显著

高于氮限制组和对照组[P<0.05,图7(b)],说明二

倍体细胞TEP释放对磷限制的响应更敏感。在试验

后期,磷限制组的二倍体单细胞TEP产量显著高于

单倍体细胞(P<0.05)。有研究表明,球形棕囊藻的

囊体更容易受到磷限制的影响[9,39]。由于单倍体细

胞只有游离单细胞,二倍体细胞具有囊体结构,磷限

制可以有效刺激衰老囊体破裂,释放多糖黏液以增加

TEP浓度[19]。这与笔者在试验培养过程中观察到的

磷限制组球形棕囊藻囊体于衰亡期变得薄弱、易变形

和破裂的现象相符。另外,氮限制组的6组培养时间

二倍体单细胞TEP产量均无显著差异(P>0.05),
从另一个角度说明了磷限制刺激囊体破裂释放的多

糖黏液对二倍体单细胞TEP产量贡献较大。

4 结论

  营养盐胁迫刺激球形棕囊藻EPS和TEP的产

生。EPS和TEP的产生不一定与营养物质的可用

性有关,更容易受环境中整个营养盐相对存量的影

响。北部湾球形棕囊藻细胞多糖产量与TEP释放存

在细胞倍性差异。二倍体细胞的多糖产量和TEP释

放对磷限制的响应比单倍体细胞更敏感。TEP的峰

值通常与球形棕囊藻藻华关系密切[40]。因此,在广

西北部湾海域球形棕囊藻藻华灾害防治过程中,应加

强控磷减氮排放管理,避免产生大量TEP等黏性多

糖聚合物破坏海洋生态。
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Cell
 

Growth
 

and
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Production
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ent

 

Morphologic
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globosa
 

Under
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or
 

P
 

Limitation
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Abstract:In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

nutrients
 

stress
 

on
 

cell
 

growth
 

and
 

polysaccharide
 

production
 

of
 

Phaeocystis
 

globosa
 

with
 

different
 

ploidy
 

in
 

Beibu
 

Gulf
 

of
 

Guangxi,a
 

single
 

factor
 

control
 

experiment
 

was
 

used
 

to
 

set
 

3
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

limitation
 

ratios
 

of
 

4.0∶1.0,24.5∶1.0
 

and
 

64.0∶1.0
 

in
 

this
 

study.
The

 

haploid
 

and
 

diploid
 

cells
 

of
 

P.globosa
 

were
 

cultured
 

in
 

artificial
 

seawater
 

to
 

compare
 

the
 

growth
 

changes
 

of
 

the
 

two
 

cells
 

and
 

the
 

differences
 

of
 

polysaccharides
 

content
 

and
 

Transparent
 

Exopolymer
 

Particles(TEP)
 

release
 

in
 

each
 

growth
 

period.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

promoting
 

effect
 

of
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

nutri-
tion

 

on
 

the
 

early
 

growth
 

of
 

diploid
 

cells
 

was
 

stronger
 

than
 

that
 

of
 

haploid
 

cells,and
 

the
 

growth
 

rate
 

of
 

diploid
 

cells
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

haploid
 

cells
 

(P<0.05).The
 

Soluble
 

Exopolysaccharide
 

(sEPS)
 

were
 

main
 

polysaccharides
 

secreted
 

by
 

P.globosa
 

cells,followed
 

by
 

Intracellular
 

Polysaccharide
 

(IPS),and
 

Bound
 

Exopolysaccharide
 

(bEPS)
 

accounted
 

for
 

the
 

lowest
 

proportion
 

of
 

total
 

sugars.The
 

secretion
 

of
 

bEPS
 

in
 

haploid
 

cells
 

and
 

diploid
 

cells
 

showed
 

the
 

opposite
 

trend.There
 

were
 

no
 

significant
 

differences
 

in
 

Extracel-
lular

 

Polysaccharide
 

(EPS),IPS
 

and
 

TEP
 

yields
 

of
 

haploid
 

single
 

cells
 

in
 

nitrogen
 

and
 

phosphorus
 

limitation
 

groups
 

(P>0.05).The
 

production
 

of
 

EPS,IPS
 

and
 

TEP
 

in
 

diploid
 

single
 

cells
 

of
 

the
 

phosphorus􀆼limited
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

nitrogen􀆼limited
 

group
 

(P<0.05).In
 

summary,nutrient
 

stress
 

stimulated
 

the
 

production
 

of
 

EPS
 

and
 

TEP
 

in
 

P.globosa,and
 

the
 

production
 

of
 

TEP
 

in
 

P.globosa
 

was
 

affected
 

by
 

the
 

relative
 

stock
 

of
 

nutrients.The
 

response
 

of
 

diploid
 

cell
 

polysaccharides
 

and
 

TEP
 

to
 

phosphorus
 

limitation
 

was
 

more
 

sensitive
 

than
 

that
 

of
 

haploid
 

cells.
Key

 

words:harmful
 

algal
 

blooms;Phaeocystis
 

globosa;nutrients
 

stress;transparent
 

exopolymer
 

particles;pol-
ysaccharide;N;P
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