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摘要: 利用紫外−可见吸收光谱法和三维荧光光谱法研究了4个人工增殖区中仿刺参(Apostichopus japonicus)前肠内含物溶解有机质(DOM)的光谱特征, 从DOM的来源与组成等方面对人工增殖区仿刺参饵料环境状况进行评价。4个人工增殖区仿刺参前肠内含物DOM的紫外光谱数据E3/E4范围为1.56~2.98; DOM的腐殖化程度、芳香性及相对分子量平均值由高到低均依次为莱州、双岛、天鹅湖、俚岛; 各海区仿刺参前肠内含物DOM在280 nm紫外可见吸光度值差异不显著(P<0.05), 表明仿刺参所摄食沉积质中溶解有机碳(DOC)的相对含量差异不显著, 4个资源增殖区提供给仿刺参DOC的能力相近。对仿刺参前肠内含物DOM的三维荧光光谱扫描结果表明, 所有DOM的三维荧光光谱图中均出现1个明显的蛋白荧光峰, 且峰值强度较高, 说明研究区域可能形成蛋白荧光峰的生源物质众多, 具有复杂、丰富的饵料生物基础。4个人工增殖区中仿刺参前肠内含物DOM荧光指数(f450/f500)范围为1.00~1.42, 绝大多数接近于1.40, 说明其DOM中的腐殖质主要来源于陆源输入, 海区易受外源干扰, 因此应对海区沉积物来源情况进行持续监测, 保证人工增殖区能为海参增殖提供优质沉积物饵料。
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溶解有机质(dissolved organic matter, DOM)是海洋中最大的还原性碳贮库之一, 占总有机碳贮库的98%[1−2], 在全球C、N和P的生物化学循环中扮演重要角色NE.Cms_Insert, 它可以作为自养微生物的营养来源, 被分解为CO2、NH4+和
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等无机物质, 其浓度和组成直接或间接影响着环境中的生物体[3]。溶解性有机质与水体中的营养盐负荷和食物网的结构共同决定着水生生态系统的属性和动态, 它与养分(氮和磷)之间的耦合关系维持着整个水生生态系统的结构与功能[4]。虽然DOM具有十分重要的作用, 但是目前对DOM具体组成却知之甚少[5]。国外围绕DOM的相关研究较多, Baker等[6]研究了泰恩河流域水体溶解有机质的荧光光谱特征, Stedmon等[7]运用荧光光谱技术对水体中溶解有机质的来源进行了追溯, Hollis等[8]研究了

溶解有机质同金属离子的络合作用对虹鳟(Oncorh​ynchus mykiss)鳃组织结构的影响; 近年来国内对海洋溶解有机质的研究也方兴未艾, Jiang等[9]运用三维荧光光谱技术对渤海湾溶解有机质特征进行了相关研究, 谭洪新等[10]研究了细菌利用溶解有机质(DOM)的情况, 田林锋等[11]通过DOM光谱特性对长江源头典型高原深水湖泊进行了评价。人工增殖区生态系统是一种人类参与管理的生态系统, 该生态系统以资源增殖与保护为目的, 具有独特的物质循环与能量流动特点, 与其他生态系统相比, 该生态系统由于有频繁的人为干预, 通常具有较快的能量流动与物质循环。溶解有机质在人工增殖区生态系统中的物质流动与能量循环中发挥着介导作用, 围绕DOM在人工增殖区生态系统中的相关研究还未见报道。人工增殖区的沉积质是仿刺参(Apostichopus japonicus)等海洋生物的直接饵料来源, 不同组成和来源的沉积质直接影响到仿刺参摄食效率和消化吸收率。通过分析仿刺参前肠内含物中DOM的物理、化学和生物特征, 可对仿刺参所摄食的饵料情况有一个直观的了解。同时, 对于人工增殖区沉积物DOM的相关研究, 可以了解DOM对海区生态系统中矿质元素的分解与矿化和人工增殖区生态系统中碳的源与汇等相关信息。因此, 本研究针对山东半岛4个人工增殖区仿刺参前肠内含物中的DOM光谱特性进行了相关研究, 分析其DOM的来源与组成差异, 以期为仿刺参等海珍品人工增殖区生态环境的监测和管理提供相关参考依据。
1  材料与方法
1.1  研究区域及研究材料
本研究选取山东莱州朱旺(泥沙质平原海岸人工鱼礁区)、威海双岛(近岸开敞水域人工鱼礁区)、荣成天鹅湖(典型潟湖海草场)、荣成俚岛(近岸海带浮筏周边人工鱼礁区)4个人工增殖区(图1)的仿刺参作为研究对象。
实验用仿刺参于2012年6月由潜水员在上述4个人工增殖区各随机取30头, 湿重90~100 g, 现场立即将仿刺参沿腹部剖开, 取出完整肠道, 置于封口袋中, 低温避光带回实验室–30℃冷冻备用。
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图1  取样站位分布
Fig. 1  The sampling sites of the study

1.2  研究原理和方法
仿刺参为沉积物食性, 主要靠摄食沉积物中的有机碎屑来满足营养需求。沉积物主要由无机矿物质颗粒组成, 而沉积物的主要有机成分是腐殖质, 难以被仿刺参消化利用, 仿刺参摄食这种缺乏营养的沉积物可几乎无损地通过其消化道[12]。腐殖质是DOM的主要成分, 约占其60%。因此可以通过研究仿刺参摄食沉积物中DOM的相关指标来评价该人工增殖区的饵料质量情况。目前针对溶解有机质的研究手段有很多, 常利用DOM的光学特性来表征其化学特性[7]。紫外可见吸收光谱法是最早应用于表征DOM的光谱分析方法之一, 对于结构复杂的DOM具有较好的检测效果[13]。其基本原理是溶解有机质中含有大量对不同光谱辐射具有吸收性质的双键结构(C=C, C=O等)[14]。DOM吸收太阳光谱中不同波长的光, 因其含有大量不同化学组成和结构, 其吸收光谱从UV到可见光区呈指数衰减[15]。因为DOM是一类复杂的有机混合物, 其浓度无法直接测量, 通常用355 nm 处的吸收系数来表征DOM浓度, 也有研究选择260 nm、320 nm 和375 nm[16]。常用在300 nm和400 nm 紫外吸收系数比值E3/E4(a300/a400)来表征衡量DOM的腐殖化程度、芳香性以及分子量等有关参数。一般情况下, 随着E3/E4的减小, 腐殖质的腐殖化程度、芳香性及分子量相对增大[16]。
由于DOM结构中含有大量具有各种官能团的芳香结构和不饱和脂肪链等荧光基团, 所以可以通过荧光光谱技术对溶解有机质进行相关研究, 三维荧光光谱具有高灵敏度、高选择性、高信息量、且不破坏样品结构等优越性, 因此常被应用于DOM的性质研究[17]。
1.3  仿刺参前肠内含物DOM的提取
目前国内外缺乏有关仿刺参前肠内含物中DOM的提取方法, 由于仿刺参主要摄食沉积物, 因此本研究参照沉积物和土壤溶解有机质DOM的相关提取方法来处理仿刺参前肠内含物中DOM。
实验中所用容器预先经稀硝酸浸泡过夜, 并用超纯水(Milli-Q Academic A10, Millipore, America)荡洗后烘干使用, 实验中试剂均为分析纯。每个增殖区取5头仿刺参的肠道进行重复实验, 将仿刺参肠道前肠内含物取出, 搅拌混匀, 取0.5 g内含物置于10 mL离心管中; 加入5 mL 0.1 mol/LNaOH(AR, 国药集团化学有限公司, China)溶液浸提内含物样品(NaOH∶样品=10∶1); 置于超声波清洗器(YQ-420A, 上海易净)中超声15 min; 20℃恒温振荡12 h(2.2×g); 于高速离心机(Eppendorf centrifuge 5804R, Eppendorf, German) 4℃, 2100×g离心20 min; 取上清液浸提样品; 立即用预先烧过(450℃, 恒温5 h)的0.45 um玻璃纤维滤膜(Waterman GF/F)进行真空过滤(GM-0.33A, 津腾, China), 将滤液储存在4℃的冰箱(BCD-186KB, 海尔, China)内供分析备用[18−20]。
1.4  溶解有机质的分析测定
1.4.1  紫外光谱分析  在室温下进行紫外可见吸收光谱分析(NanoDrop2000, Thermo, America), 样品测定前保持温度恒定, 恒温水浴(20±0.1)℃, 以0.1 mol/LNaOH溶液作为空白对照。取5 µL待测样品用紫外可见光分光光度计扫描其在190~ 400 nm的吸收值, 步长1 nm, 获得扫描图谱。记录波长为280、300、400 nm的样品吸光度。
1.4.2  三维荧光光谱分析  将所提取仿刺参前肠内含物中的DOM进行荧光光谱分析, 三维荧光光谱的测定在荧光光谱分析仪(F4600, Hitachi, Japan)上进行。测定条件为: 激发光源采用150-W氙弧灯; PMT电压为700 V; 信噪比>110; 带通(Bandpass)为Ex=5 nm, Em=10 nm; 响应时间选择自动; 扫描速度设为 12 000 nm/min; 扫描光谱进行仪器自动校正。Ex=200~500 nm, Em= 250~600 nm。样品在装入 1 cm石英荧光样品池测定前保持温度恒定, 保持恒温水浴(20±1)℃[21]。实验空白为0.1 mol/LNaOH溶液。实验过程中每隔10个样品, 利用0.1 mol/LNaOH溶液的拉曼光谱强度监控荧光仪的稳定性。光谱荧光参数包括: 出峰位置、荧光强度、不同峰的荧光强度比等。
2  结果与分析
2.1  紫外可见光谱吸收特征
对从4个人工增殖区仿刺参前肠内含物中提取的DOM在300 nm和400 nm下进行吸光度测试, 得到DOM在E3与E4的比值(表1)。由表1可以看出4个人工增殖区的E3/E4范围在1.56~ 2.98之间, 最大值出现在双岛, 最小值出现在莱州; 将4个研究区域E3/E4值用SPSS17.0进行单因素方差分析, 得到F值为12.34, 在95%的置信区间内差异显著, 莱州人工增殖区域仿刺参前肠内含物DOM的腐殖化程度、芳香性及相对分子量显著高于其他3个实验区域(P<0.05); 4个海区DOM的腐殖化程度、芳香性及相对分子量平均值均由高到低依次为莱州、双岛、天鹅湖、俚岛。
表1  人工增殖区仿刺参肠道内含物DOM 300 nm和400 nm紫外吸光度特征 

Tab. 1  DOM UV characteristics under 300 nm and 400 nm of intestinal contents in Apostichopus japonicas at marine ranching

n=5;
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±SD
	站位site
	E300
	E400
	E3/E4

	莱州Laizhou
	0.18±0.048
	0.10±0.038
	1.80±0.27c

	双岛Shuangdao
	0.30±0.178
	0.14±0.099
	2.31±0.46b

	天鹅湖Swanlake
	0.27±0.052
	0.10±0.017
	2.59±0.11ab

	俚岛Lidao
	0.16±0.033
	0.06±0.010
	2.82±0.09a


注: 标注中有相同字母的表示差异不显著(P>0.05), 无相同字母的表示差异显著(P<0.05).

Note: Values with the same superscript in the column were not significantly different(P>0.05). Values without the same superscript in the column were significantly different(P<0.05). 

DOM是一类复杂的混合有机物, 其浓度无法直接准确测定, 但是DOM中的主要组分如腐殖酸、富里酸以及一些芳香性氨基酸等所带的苯基、苯羧基、苯羟基等基团在254 nm(a254)和280 nm (a280)波长具有强的吸收, 其吸光度值分布特征与DOC的分布特征类似[22]。此外, 265~280 nm 处的吸收可以判断木质素特征的强弱[23], 因为沉积物中的木质素很难被生物消化利用[24], 所以前肠内含物中木质素含量的高低一定程度上反映了海区提供饵料被消化的难易程度。由4个海区仿刺参前肠内含物中DOM在254 nm和280 nm处吸光度值可知, a254和a280具有相同的变化趋势, 将各个海区DOM在280 nm下的吸光度值用SPSS17.0进行单因素方差分析, 在95%的置信区间内, 差异不显著(P>0.05)。
2.2  荧光光谱特征分析
由于不同的荧光物质或荧光基团存在特定的
表2  人工增殖区仿刺参肠道内含物DOM 254 nm与
280 nm 紫外吸光度特征
Tab. 2  The DOM UV 254 nm and 280 nm characteristics of intestinal contents in Apostichopus japonicus at marine ranching

	站位site
	样品编号sample no.
	a254
	a280

	
	1
	0.527
	0.314

	莱州
	2
	0.557
	0.323

	Laizhou
	3
	0.617
	0.403

	
	4
	0.499
	0.310

	
	5
	0.373
	0.227

	
	1
	0.614
	0.415

	双岛
	2
	1.035
	0.728

	Shuangdao
	3
	1.029
	0.677

	
	4
	0.369
	0.231

	
	5
	0.407
	0.241

	
	1
	0.500
	0.329

	天鹅湖
	2
	0.824
	0.522

	Swanlake
	3
	0.610
	0.408

	
	4
	0.785
	0.536

	
	5
	0.668
	0.423

	
	1
	0.599
	0.37

	俚岛
	2
	0.503
	0.309

	Lidao
	3
	0.443
	0.273

	
	4
	0.445
	0.273

	
	5
	0.354
	0.220


激发和发射波长, 根据激发和发射波长的位置可以确定荧光物质或荧光基团的存在, 从而可以获得DOM中含有的荧光基团的信息[17]。仿刺参摄食的不同来源的沉积物具有不同的荧光基团, 并且荧光峰的位置和荧光强度有所差异[25−26]。据傅平青等[25]及Chin等[27]的研究, 存在于自然环境中DOM的Ex/Em荧光峰位置通常有如下几类: ClassⅠ(Ex: 350~440 nm, Em:  430~510 nm), 为类腐植酸荧光(humic-like); ClassⅡ(Ex: 310~360 nm, Em: 370~450 nm), 为可见光区类富里酸荧光(visible fulvic-like); ClassⅢ(Ex: 260~290 nm, Em:  300~350 nm), 为类蛋白荧光(protein-like); ClassⅣ(Ex: 240~270 nm, Em: 370~440 nm), 为紫外光区类富里酸荧光(UV fulvic-like)。
沉积物中DOM主要有两种来源, 一是水体生物自身活动产生; 二是陆地上动植物的残体经过分解淋滤到水中。可以通过推测仿刺参前肠内含物中DOM的来源, 以此评价不同海区仿刺参饵料资源受到陆源影响的情况。一般利用荧光指数(fluoresce index, f450/f500)来研究和表征DOM中腐殖质的来源, f450/f500定义为激发波长Ex=370 nm时, 荧光发射光谱在450 nm与500 nm处的强度比值[28]。Mopper等[29]认为, 陆源DOM和生物来源DOM两个端源f450/f500值分别为1.4和1.9, 且f450/f500值的比较稳定, 容易测定。
本研究涉及的4个人工增殖区域仿刺参前肠内含物DOM荧光指数(f450/f500)范围为1.00~ 1.42(表3), 对其进行单因素方差分析, 4个海区仿刺参前肠内含物中DOM的荧光指数差异不显著(P>0.05), 且绝大多数接近于1.40。
表3  人工增殖区仿刺参肠道内含物DOM f450与f500荧光强度特征
Tab. 3  The f450/f500 fluorescence intensity characteristics of the intestinal contents in Apostichopus japonicus at marine ranching
	站位site
	样品编号sample no.
	f450
	f500
	f450/f500

	
	1
	473.6
	338.0
	1.40

	莱州
	2
	469.6
	469.6
	1.00

	Laizhou
	3
	680.9
	522.5
	1.30

	
	4
	566.2
	421.6
	1.34

	
	5
	426.3
	308.9
	1.38

	
	1
	583.9
	440.1
	1.33

	双岛
	2
	897.2
	686.6
	1.31

	Shuangdao
	3
	922.7
	721.7
	1.28

	
	4
	545.9
	385.5
	1.42

	
	5
	365.5
	264.3
	1.38

	天鹅湖
	2
	670.8
	499.5
	1.34

	Swanlake
	3
	663.4
	501.8
	1.32

	
	4
	717.2
	554.3
	1.29

	
	5
	587.1
	424.1
	1.38

	
	1
	717.6
	554.6
	1.29

	俚岛
	2
	573.6
	437.3
	1.31

	Lidao
	3
	520.4
	390.4
	1.33

	
	4
	369.0
	265.0
	1.39

	
	5
	566.7
	426.1
	1.33


对4个人工增殖区仿刺参前肠内含物DOM进行三维荧光光谱扫描, 发现所有DOM三维荧光光谱图(图2)中均出现1个明显的荧光峰(Ex/Em=280/350), 对应中外相关文献的研究结果[26,30−33], 判断该峰为ClassⅢ(Ex: 260~290 nm, Em: 300~350 nm), 为类蛋白荧光峰(protein-like)。
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图2  4个海区仿刺参前肠内含物DOM的三维荧光光谱特征(3DEEMS)
1.1~1.5莱州仿刺参前肠内含物DOM的3DEEMs; 2.1~2.5双岛仿刺参前肠内含物DOM的3DEEMs; 3.1~3.5天鹅湖仿刺参前肠内含物DOM的3DEEMs; 4.1~4.5俚岛仿刺参前肠内含物DOM的3DEEMs.

Fig. 2  The 3DEEMs of the intestinal contents of Apostichopus japonicas in the four areas

The 3DEEMs of the four areas to intestinal contents in Apostichopus japonicasat Lizhou (1.1–1.5), Shuangdao (2.1–2.5), Swan Lake (3.1–3.5) and Lidao (4.1–4.5), respectively.

3  讨论
由4个人工增殖区E3/E4数据可知, 莱州人

工增殖区仿刺参前肠内含物DOM腐殖化程度、芳香性及相对分子质量显著高于其他3个区域; 4个海区DOM的腐殖化程度、芳香性及相对分子质量平均值均由高到底依次为莱州、双岛、天鹅湖、俚岛。通常, 相对分子质量较大的DOM含N量一般较高, 且含N化合物较易酶解; 相对分子质量较小的DOM具有较高的生理活性和生物降解活性, 以及溶解和破坏矿物的能力[23−34]。因此, 可以判断莱州海区仿刺参饵料的含氮量高且易酶解, 而俚岛海区仿刺参饵料的生理活性和生物降解活性较高。
近岸沉积物DOM中的腐殖酸通常来源于陆生和水生动植物残体。在沉积条件相近时, 沉积物中DOM的腐殖化程度从侧面反映了当地的气候情况。DOM的腐殖化程度较高, 说明海区气候条件适于生物生长, 可为海区增养殖动植物提供丰富的营养成分和饵料; 相反, 腐殖化程度较低, 说明海区环境可能不利于生物生长发育。此外, DOM的腐殖化程度还受其他许多环境因子的影响[35]。由此推断, 本研究中, 莱州海区的生态环境条件相较于其他3个海区, 更适合海参生长, 该海区的海洋环境条件为沉积质食性的水生生物提供了丰富的饵料与营养。
由DOM在254 nm(a254)和280 nm(a280)波长的吸光度值可知, 其吸光度值分布特征差异不显著, 说明4个人工增殖区仿刺参所摄食沉积质中DOC相对含量差异不显著, 其对沉积质中溶解有机碳含量可能无特殊选择性。这与Powell[36]认为海参对于食物斑块有机质含量无特殊选择性的结论相一致。另一方面也反映出沉积质中DOM的木质素含量无显著差异, 因此推断, 4个人工增殖区所提供的饵料可被消化吸收的难易程度差异不明显。
荧光指数(fluoresce index, f450/f500)的相关数据说明仿刺参前肠内含物中DOM的腐殖质主要来源于陆源输入。反映出4个人工增殖区仿刺参摄食的沉积物都受到陆源输入的影响。因此, 应该对人工增殖区附近的径流和工厂排污口等进行监测, 尽量避免受污染的径流和工厂废水排入人工增殖区, 影响仿刺参的饵料质量。在日后进行人工增殖区选址时, 可以考虑利用沉积物DOM的相关指标来评估拟建人工增殖区的离岸距离和选址的合理性。
对4个人工增殖区仿刺参前肠内含物溶解有机质三维荧光光谱扫描结果显示, 该峰为类蛋白荧光峰(protein-like)。类蛋白荧光峰一般来源于水体中游离态或结合态的芳香环氨基酸, 主要是由近期生物活动或人为活动引起[37−38]; 也有研究表明, 海区沉积物中的类蛋白荧光显著是由于浮游生物、细菌等微生物繁盛造成的, 生物体的残骸均含有大量蛋白质, 微生物的排泄物及生物细胞残留的蛋白酶均能把蛋白质水解成氨基酸而向底层水体中释放或沉降到表层沉积物上积累[39−40]。根据本实验测得的高强度类蛋白荧光峰推断, 4个人工增殖区可能具有复杂、丰富的饵料生物基础。
本研究对4个人工增殖区表层0.5 cm沉积质进行了同步测定, 数据结果与仿刺参前肠内含物分析结果相似, 但荧光强度有所减弱。分析其原因可能是由于仿刺参用纤细的触手摄食沉积物, , 仅能摄食表层有限范围的微颗粒, 而表层颗粒的DOM含量远大于深层颗粒[41]。综上所述, 采用刺参肠道前段内含物作为分析对象, 可较直观地研究仿刺参所摄取饵料的组份, 并能正确反映研究海区的沉积质特征。
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Spectrum characteristics of dissolved organic matter in the intestinal contents of Apostichopus japonicas from different marine ranching

TONG Fei, ZHANG Xiumei, WU Zhongxin, LI Chao, CHEN Muyan

Fisheries College, Ocean University of China, Qingdao 266003, China
Abstract: Dissolved organic matter (DOM) is abundant in the marine environment, which is one of the largest reservoirs of carbon on the Earth’s surface. DOM plays an important role in the biological chemistry cycles, mediating material flow and energy cycle of the artificial marine ranching ecosystem. In artificial marine ranching, the bottom and other sediments are the direct bait resources of the sea cucumber (Apostichopus japonicas). Sediment coming from different areas and origins will directly affect ingestion efficiency and digestibility. In the present study, UV-visible spectroscopy (UV-VIS) and three-dimensional excitation-emission matrix fluorescence spectroscopy (3DEEM) were used to investigate the fluorescence properties of DOM in the intestinal contents of A. japonicus from four different artificial marine ranches. The bait environmental conditions of the A. japonicus were evaluated based on the source and the DOM constituents in the intestinal contents. Spectroscopic characteristics of dissolved organic matter (DOM) were determined using ultraviolet absorbance and fluorescence spectroscopy to investigate spatial distribution of DOM composition. The results indicated that the value of E3/E4 ranged from 1.56 to 2.98, the mean value of the humification level, aromaticity and the relative molecular weight is Laizhou>Shuangdao> Swanlake>Lidao. The results suggested that the baits of A. japonicus from Laizhou sea area might contain more nitrogen and were more easily enzymatically digested than the baits from other three sea areas. Meanwhile, the baits of A. japonicas from the Lidao sea area may have a higher physiological and biodegradation activity. No significant difference of absorbency was observed at 280 nm, which suggested that A. japonicus has no preference for the dissolved oxygen content in the sediment. 3DEEM scanning indicated an obvious protein fluorescence peak in all images. The diverse sources of protein-like fluorescence indicated that these marine ranche shave diverse and complex diet resources. Overall, the value of f450/f500 ranged from 1.00 to 1.42, and was mostly close to 1.40. This may represent the humus in the DOM coming from terrigenous input, which suggested that the food in the marine ranch is influenced by the terrigenous input, and is easily affected by exogenous disturbance. The baits of A. japonicas are complex and influenced by the environment. Any single resource from the environment cannot describe the constituents of the baits. The DOM extracted from the intestinal contents of A. japonicas provide an overview of the baits in the marine ranches. These results indicated that continuous monitoring of the marine sediment is important for ensuring good quality food sources for the precious marine species in artificial marine ranches.
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