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摘要: 为探究脆江蓠(Gracilaria chouae)生长的适宜光强和温度条件, 设置10、15、20、25℃4个温度梯度和40、80、120、160、200 μmol·m–2·s–15个光照强度梯度, 对脆江蓠进行二因素多水平室内培养实验。结果表明: 温度、光强及二者交互作用均对脆江蓠的生长产生极显著影响(P<0.01), 温度为相对生长速率(RGR)的主要影响因子。在光强120 μmol·m–2·s–1, 温度20℃条件下, 脆江蓠相对生长速率最高。光合色素含量随温度升高而升高, 随光强增大先升后降, 其中光强对藻红蛋白(PE)、叶绿素(Chla)含量的影响较大, 温度对藻蓝蛋白(PC)、别藻蓝蛋白(APC)含量的影响较大。超氧化物歧化酶(SOD)含量随温度的降低和光强的升高而升高, 主要受光照强度影响。丙二醛(MDA)含量随温度和光强的上升均呈先上升后下降的趋势, 主要受温度影响。结论认为, 脆江蓠生长最适条件为光强120 μmol·m–2·s–1, 温度20℃; 在25℃高温下脆江蓠细胞受害程度较高; 在40~120 μmol·m–2·s–1光强范围内, 提高光照强度可提高脆江蓠的抗逆性。
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脆江蓠(Gracilaria chouae Zhang & B. M.Xia), 属红藻门(Rhodophyta), 杉藻目(Gigartinales), 江蓠科(Gracilariaceae), 江蓠属, 暖温带藻类, 为中国特有种, 自然分布于东南沿海的低潮带或潮下带[1]。脆江蓠藻体脆嫩, 可作为养殖鲍的优质饵料, 也是营养丰富的海洋蔬菜, 由于体内含有多种活性物质, 也被列为药源生物和保健品材料, 具有较高的经济价值; 生长速度快, 在养殖过程中能大量吸收水体中氮、磷、碳等生源要素, 与海参、鲍等养殖动物混养可改善养殖池塘水质, 具有较高生态价值。目前, 我国福建沿海已展开了脆江蓠的规模化人工养殖, 但脆江蓠基础生物学及生理生化方面的研究较为欠缺, 严重制约了脆江蓠栽培产业的持续发展。
目前关于脆江蓠生长生理的研究较少, 只有少数环境因子对脆江蓠生长的影响[2–4], 理化条件对脆江蓠氮磷吸收的影响[5–6]、池塘栽培方法[7–8]、凝集素性质和细胞结构[9–10]等方面的研究。2006年, 本实验室已将福建海区的脆江蓠养殖种群成功引入山东池塘。栽培实践表明, 在夏季高温期, 养殖池塘中的藻体也能维持生长。脆江蓠北方池塘移植栽培成功, 不但补充了北方海区夏季池塘大型海藻栽培种类, 而且对养殖池塘富营养化水质有明显的净化作用[11–12]。应用技术的突破, 迫切需要应用理论的指导。

2013年, 作者曾对脆江蓠对光强条件的适应性做过研究, 得到了脆江蓠生长的适宜光照强度及藻体光合色素和光合作用速率与光强的关系等研究结果[2]。而光强和温度是调节海藻生长的2个关键因素, 温度条件及光温的交互作用在脆江蓠生长中所起的作用, 以及脆江蓠在光温逆境胁迫下的响应是我们面临的新问题。为解决这一问题, 我们继续研究了不同光强、温度及其交互作用对脆江蓠的生长、光合色素及丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD)含量的影响。旨在丰富脆江蓠的基础研究资料, 同时为脆江蓠的人工栽培提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  实验材料与预培养

脆江蓠采于福建宁德罗源湾人工养殖海区, 用泡沫箱包装, 于4~8℃低温下, 24 h内运回青岛实验室。将脆江蓠藻体用清洁海水冲洗干净, 剔除杂质。在温度20℃, 光照强度60 μmol·m–2·s–1的玻璃水槽中充气预培养2周后备用。

1.2  实验方法

在预培养后的脆江蓠中, 选取藻体健康形态一致的脆江漓进行实验。实验前, 用消毒海水将藻体冲洗干净, 剪成长2~3 cm藻段, 用500 mL三角瓶进行培养。培养介质为 f/2培养液(培养海水煮沸消毒) [13], 每瓶中加入500 mL培养液和1.5 g藻体, 且每瓶中藻体尖端、中部和基部的藻段数量相当。设置40、80、120、160、200 μmol·m–2·s–1 5个光强梯度和10、15、20、25 ℃ 4个温度梯度, 进行二因素多水平实验, 每组3个平行。在光照培养箱中充气培养, 光周期为12L︰12D, 每周更换培养液2次, 共培养28 d。培养基中的氮含量为6.2 mg, 远多于3 d中藻体吸收量, 可保证实验过程中营养盐的供应。培养过程中, 每隔7 d测定一次鲜重, 培养28 d后测藻体光合色素、丙二醛(MDA)和超氧化物歧化酶(SOD)的含量。

1.2.1  相对生长速率(RGR)测定  用每次实验中测得的藻体鲜重计算RGR, 计算公式[14]如下: 

RGR(g·g–1·d–1)= 
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式中, W0为实验开始时藻体鲜重(g), Wt为实验结束时藻体鲜重(g), t为实验结束时的天数(d), t0为实验开始时的天数(d)。
1.2.2  光合色素含量的测定[15]
1) 藻胆蛋白含量 用反复冻融法[15]测定。取0.7 g藻体加6.3 mL 0.1 mol/L的磷酸缓冲液(pH7.4), 冰浴研磨制成10%的组织匀浆。在–20℃和4℃下反复冻融6次后, 用台式离心机在4℃、4 000 r/min下离心20 min。取上清液, 以磷酸缓冲液为参比, 测其在565 nm 、620 nm、652 nm、750 nm下的吸光度值。并用以下公式计算藻红蛋白(PE)、藻蓝蛋白(PC)和别藻蓝蛋白(APC)含量: 
CPE(mg/g, FW) =(0.104A565–0.253CPC–0.088CAPC) ·V/m
CPC (mg/g, FW)=(0.187A620–0.089A652)·V/m
CAPC (mg/g, FW) =(0.196A652–0.041A620)·V/m
式中, CPE、CPC、CAPC分别为藻红蛋白(PE)、藻蓝蛋白(PC)和别藻蓝蛋白(APC)质量分数, V为试液体积(mL), m为藻样鲜重(g)。

2) 叶绿素a含量[15] 取0.7 g藻体研磨成匀浆, 加4 mL的80%丙酮, 避光放置, 提取10 min, 离心(4 000 r/min, 20 min), 得粗提液, 测663 nm、645 nm、750 nm处的吸光度。用以下公式计算: 

Ca(μg/mL)=12.7(A663–A750) –2.69(A645–A750);

CChla(mg/g, FW)=Ca·V/m
式中, Ca、CChla分别为叶绿素a的质量浓度和质量分数。

1.2.3  MDA含量的测定  使用南京建成丙二醛(MDA)测试盒, 采用硫代巴比妥酸法[16]进行测定。
1.2.4  SOD含量的测定  使用南京建成总超氧化物歧化酶(T-SOD)测试盒, 采用黄嘌呤氧化酶法[17] , 在20℃下进行测定。

1.3  数据处理

采用SPSS软件对测得的实验数据进行双因子方差分析及Duncan多重比较, 统计结果以平均值±标准差(
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±SD)的形式表示, 设显著性水平为P≤0.05, 极显著性水平为P≤0.01。

2  结果与分析
2.1不同光照强度及温度对脆江蓠相对生长速率的影响

本实验方差分析结果表明: 光照强度、温度及其交互作用均对脆江蓠的生长产生影响, 且影响均达到极显著水平(P≤0.01)。二者交互作用对脆江蓠生长影响相对较小, 占总体变差的11.0%, 而温度和光照强度对其生长的影响则分别占50%和33.3%(表1)。

表1  光照强度(L)和温度(T)及其相互作用(T·L)对脆江蓠的生长率、生化组成影响的方差分析结果

Tab. 1  Summary of two-way analysis of variance for measured variable of G. chouae as a function of light intensity (L), temperature(T), and the light-temperature interaction(T·L)

	变量variable
	变差来源source of variation
	不同变差占总体变差的百分比/%
percentage of total variation explained
	F

	藻蓝蛋白PC
	T
	43.1
	48.3**

	
	L
	36.7
	31.0**

	
	T·L
	20.2
	5.7**

	别藻蓝蛋白APC
	T
	45.2
	17.6**

	
	L
	36.5
	10.7**

	
	T·L
	18.3
	1.7* 

	藻红蛋白PE
	T
	23.1
	28.2**

	
	L
	50.2
	46.0**

	
	T·L
	26.7
	8.2**

	叶绿素a Chla
	T
	35.4
	10.2**

	
	L
	50.9
	19.5**

	
	T·L
	13.7
	1.3  

	相对生长速率RGR
	T
	50.0
	36.3**

	
	L
	33.3
	20.4**

	
	T·L
	16.7
	3.0**

	超氧化物歧化酶SOD
	T
	9.7
	118.1**

	
	L
	89.4
	819.2**

	
	T·L
	0.9
	2.7**

	丙二醛MDA
	T
	53.2
	448.0**

	
	L
	17.2
	108.4**

	
	T·L
	29.6
	62.2**


注: “*”: P≤0.05, “**”: P≤0.01.

Note: “*”: P≤0.05, “**”: P≤0.01.

脆江蓠的相对生长速率随温度的升高呈现先上升后下降的趋势, 40~80 μmol·m–2·s–1光强下, 20℃和25℃温度组的RGR显著高于其他温度组; 120~160 μmol·m–2·s–1光强下, 20 ℃温度组的RGR显著高于其他温度组(P≤0.05); 随光照强度的增大相对生长速率也呈先上升后下降的趋势。20℃、120 μmol·m–2·s–1条件下的RGR显著高于其他各组(P≤0.05), 达0.038 g·g–1·d–1(图1)。
2.2  不同光照强度及温度对脆江蓠光合色素含量的影响

由方差分析结果可见, 光照强度、温度及其相互作用对脆江蓠PE、PC、APC、Chla含量都具有显著影响, 其中光照强度对PE、Chla含量的影响较大, 分别占总体变差的50.2%和50.9%; 温度对PC、APC含量的影响较大, 分别占总体变差的43.1%和45.2%(表1)。

在实验设置温度范围内(10~25℃), 脆江蓠的PE含量随光照强度的升高先升高后降低, 在40~120 μmol·m–2·s–1光强范围内随温度的升高而上升, 在120~200 μmol·m–2·s–1范围内随温度的升高先上升后下降。10~20℃范围内, 120 μmol·m–2·s–1光强组的PE含量显著高于其他光强组(P≤0.05), 25℃下, 120 μmol·m–2·s–1光强组的PE含量显著高于40、160和200 μmol·m–2·s–1光强组(P≤0.05), 达到1.12 mg/g的最高值(图2)。

PC、APC含量均在实验设计光强、温度范围
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图1  光照强度、温度对脆江蓠RGR的影响
不同字母代表相同光强、不同温度之间的差异显著(P≤0.05).

Fig. 1  Relative growth rate of Gracilaria chouae at four temperatures and five light intensities
Different letters indicated significant difference at 0.05 level among different temperatures under the same light intensities.
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图2  光照强度和温度对脆江蓠藻红蛋白含量的影响

不同字母代表相同温度、不同光强之间差异显著; 不同数字代表相同光强、不同温度之间差异显著(P≤0.05).

Fig. 2  Phycoerythrin level of Gracilaria houae grown at diff​erent levels of temperature and light intensities
Different lett​ers indicated significant difference at 0.05 level among differ​ent light intensities under the same temperature, and different numbers indicated significant difference at 0.05
level among different temperatures under the same light intensity.
内随温度的升高而上升, 随光照强度的升高先升高后降低。120 μmol·m–2·s–1光强组的PC含量均显著高于同温度条件下的其他各组(P≤0.05), 且该光强下的20℃和25℃温度组PC含量显著高于10~15℃温度组(P≤0.05), 最高值达到0.272 mg/g (图3)。15~20℃范围内,  120 μmol·m–2·s–1光强组的APC含量均显著高于其他光强组(P≤0.05), 25℃下, 80 μmol·m–2·s–1和120 μmol·m–2·s–1光强组显著高于其他组(P≤0.05); 120 μmol·m–2·s–1光强下, 25℃温度处理组APC含量显著高于该光强下其他各组(P≤0.05), 最高值达到0.216 mg/g(图4)。 
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图3  光照强度和温度对脆江蓠藻蓝蛋白含量的影响
不同字母代表相同温度、不同光强之间差异显著; 不同数字代表相同光强、不同温度之间差异显著(P≤0.05).
Fig. 3  Phycocyanin level of Gracilaria chouae grown at different levels of temperature and light intensities
Different letters indicated significant difference at 0.05 level among different light intensities under the same temperature, and different numbers indicated significant difference at 0.05 level among different temperatures under the same light intensity.
Chla含量随温度与光照强度的变化规律不明显, 但在15~25℃温度范围内, 120 μmol·m–2·s–1光强组的Chla含量均显著高于同温度下其他各光强组(P≤0.05), 25℃、120 μmol·m–2·s–1处理组的Chla含量均显著高于其他各组(P≤0.05), 最高值达1.82 mg/g(图5)。
2.3  不同光照强度及温度对脆江蓠MDA含量的影响
 由方差分析结果可见, 光照强度、温度及其交互作用均影响脆江蓠MDA含量, 且影响均达到极显著水平(P≤0.01)。温度对脆江蓠MDA含
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图4 光照强度和温度对脆江蓠别藻蓝蛋白含量的影响
不同字母代表相同温度、不同光强之间差异显著; 不同数字代表相同光强、不同温度之间差异显著(P≤0.05).
Fig. 4  Allophycocyanin level of Gracilaria chouae grown at different levels of temperature and light intensities 
Different letters indicated significant difference at 0.05 level among different light intensities under the same temperature, and different numbers indicated significant difference at 0.05 level among different temperatures under the same light intensity.
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图5 光照强度和温度对脆江蓠叶绿素a含量的影响
不同字母代表相同温度、不同光强之间差异显著; 不同数字代表相同光强、不同温度之间差异显著(P≤0.05).
Fig.5  Chlorophyll-a level of Gracilaria chouae grown at different levels of temperature and light intensities
Different letters indicated significant difference at 0.05 level among different light intensities under the same temperature, and different numbers indicated significant difference at 0.05
level among different temperatures under the same light intensity.
量影响最大, 占总体变差的53.2%, 而光照强度和交互作用则分别占17.2%和29.6%(见表1)。脆江蓠的MDA含量随温度和光照强度的升高呈现先下降后上升的趋势, 20℃、160 μmol·m–2·s–1处理组MDA含量显著低于其他各组(P≤0.05), 为75.23 mg/g(FW); 25℃、200 μmol·m–2·s–1处理组MDA含量显著高于其他各组(P≤0.05), 达211.85 mg/g(FW)(图6)。
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图6  光照强度和温度对脆江蓠丙二醛含量的影响
不同字母代表相同温度、不同光强之间差异显著; 不同数字代表相同光强、不同温度之间差异显著(P≤0.05).
Fig. 6  MDA level of Gracilaria chouae grown at different levels of temperature and light intensities 
Different letters indicated significant difference at 0.05 level among different light intensities under the same temperature, and different numbers indicated significant difference at 0.05 
level among different temperatures under the same light intensity.
2.4  不同光照强度及温度对脆江蓠SOD含量的影响

方差分析结果可见, 脆江蓠SOD含量主要受光照强度影响, 占总体变差的89.4%, 而温度和二者交互作用对其影响较小, 分别占9.7%和0.9%(表1)。SOD含量随温度的升高而降低, 随光照强度的升高而升高。在实验设置温度范围 (10～25℃) 内, 120~200 μmol·m–2·s–1光强处理组SOD含量均显著高于同温度下其他处理组(P≤0.05), 达到800 U/g左右的较高水平(图7)。

[image: image9.png]Csop/(U-g.FW)

900

800

700

600

500

400

300

200

100

a4

A EEEEEEEE NN

20
TR/ °C temperature

Y8/ (umol- m2-s7!) light intensity
B40 WSO D120 O160 3200

25

n=3, xtSD





图7  光照强度和温度对脆江蓠总超氧化物歧化酶(T-SOD)含量(20℃)的影响
不同字母代表相同温度、不同光强之间差异显著; 不同数字代表相同光强、不同温度之间差异显著(P≤0.05).
Fig. 7  T-SOD level (20℃) of Gracilaria chouae grown at different levels of temperature and light intensities 
Different letters indicated significant difference at 0.05 level among different light intensities under the same temperature, and different numbers indicated significant difference at 0.05 level among different temperatures under the same light intensity.
3  讨论

3.1  不同光照强度及温度对脆江蓠相对生长速率的影响

本实验中, 光照强度和温度均对脆江蓠的生长产生显著影响, 且两因素的影响具有明显的交互作用。在10~20℃温度范围内, 随温度升高相对生长速率增加, 当温度达到25℃时生长速率下降, 说明脆江蓠最适生长温度为20℃左右。金玉林等研究发现: 脆江蓠在14~20℃生长较快, 17℃生长最快[3]; 李恒等[4]研究显示, 脆江蓠最适温度为20℃。本研究结果与这些研究结果相近。实验中, 各个光强处理组均在20℃温度下达到最快生长速率, 在实验所设的温度和光强范围内, 脆江蓠RGR随光强的增大呈先升后降的趋势, 除25℃高温组外, 各温度下藻体均在120 μmol·m–2·s–1光强处达到最大RGR, 25℃下, 藻体在80 μmol·m–2·s–1光强处即获得最大RGR, 这可能与相关酶在高温下活性降低有关。200 μmol·m–2·s–1强光照组藻体的RGR低于40 μmol·m–2·s–1较弱光照组, 表明在强光照与较弱光照两种条件下, 脆江蓠对弱光的耐受能力较强, 由于红藻中含有藻胆蛋白等捕光色素, 有利于在低光强条件下吸收光能, 这也是多数阴生红藻的共性。

3.2  不同光照强度及温度对脆江蓠光合色素含量的影响

光照强度和温度对脆江蓠光合色素含量均有重要影响, 在120~200 μmol·m–2·s–1光强范围内, 随光照增强光合色素含量降低, 说明过低和过高的光照强度均不利于光合色素的积累, 高光照强度使藻体光合色素含量降低的现象其他红藻中广泛存在。如Moon等[18]在对麒麟菜(Eucheuma isif​orme)的研究中发现, 在自然水体中, 冬季藻体的色素水平要高于夏季, 认为此现象是由冬夏两季光照强度变化导致的。林贞贤等[19]发现龙须菜(Gracilaria lemaneiformis)的叶绿素a含量会随光照强度的升高而逐渐减少, 刘静雯等[20]报道细基江蓠繁枝变体的藻红素与叶绿素a含量与光照强度负相关等。本研究结果发现, 在40~120 μmol·m–2·s–1光强范围内, 随光照增强光合色素含量升高, 这种现象在现有研究中比较少见。在实验设计温度范围内, 脆江蓠藻胆蛋白含量大致上随温度的升高而升高。金玉林等[20]对脆江蓠的研究也得到了相同的结果。这种光合色素含量与温度正相关的现象在其他江蓠属藻类中也同样存在。有研究表明, 藻胆蛋白对自由基有很强的清除作用[21], 可参与保护膜结构, 提高抗逆性。20~25℃高温下藻胆蛋白的含量增多, 可能是其抵抗逆境、适应环境的结果。同时, 还有研究发现: 藻胆蛋白除具有光合色素的功能外, 还可作为藻体的储存N源[22]。低温条件下营养盐吸收减缓, 会加速藻胆蛋白的分解, 导致了适宜温度范围内藻胆蛋白与温度正相关的趋势。

3.3  不同光照强度及温度对脆江蓠MDA和SOD含量的影响
本实验中, 脆江蓠的MDA含量随温度和光照强度的升高呈现先下降后上升的趋势, 且主要受温度条件影响。在120~200 μmol·m–2·s–1光强范围内, 25℃的高温组MDA含量要明显高于10~20℃温度组, MDA含量高低反映脂质过氧化和膜系统伤害程度[23]。这一结果表明脆江蓠耐热性较弱, 在25℃高温条件下细胞受害程度比15℃以下的低温条件下更大。SOD含量随温度的升高而降低, 随光照强度的升高而升高, 主要受光照强度影响。在实验设置温度范围内, 120 μmol·m–2·s–1及以上的高光强处理组SOD含量显著高于40 μmol·m–2·s–1和80 μmol·m–2·s–1光强处理组。SOD含量高低反映细胞清除活性氧的能力和生物体抗逆性。这一结果反映了较高的光强条件有利于提高脆江蓠的抗逆性。10~15℃的低温下MDA含量较低一方面由于SOD含量高, 起一定保护作用, 另一方面低温条件下藻体各项代谢反应均较慢, 自由基积累较少, 使细胞受害较轻。低温条件下SOD含量较高是脆江蓠对环境的一种积极的适应: 低温下, 藻体生长和酶促反应速率受到抑制, 故各种酶会出现代偿性增长, 以弥补酶活性的不足。
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Effects of different temperature and illumination intensity on growth and biochemical constituents of Gracilaria chouae
LU Xiao1 , LI Meizhen2 , WANG Zhigang2 , HU Fanguang2 , WU Haiyi2 , SUN Fuxin2
1. College of Fisheries, Ocean University of China, Qingdao 266002, China;

2. Mariculture Institute of Shandong Province, Qingdao 266002, China

Abstract: A two-factorial experiment was designed to study the effects of temperature (10, 15, 20, and 25℃) and light intensity (40, 80, 120, 160, and 200 μmol·m–2·s–1) on the growth and biochemical composition of Gracilaria chouae. And the determination of the relative growth rate, photosynthetic pigment content, malondialdehyde (MDA) and superoxide dismutase (SOD) content and other indicators were carried out. The results showed that temperature, light intensity, and their interactions had significant effects on the growth of G. chouae, and the effects of temperature was greater than those of light intensity. A higher growth rate of G. chouae was observed at 120 μmol·m–2·s–1 and 20℃. Under such condition, G. chouae could reach to the maximum growth rate of 0.038 g·g–1·d–1. In addition, both temperature and light intensity had significant effects on the chlorophyll a and phycobiliprotein of G. chouae. In general, the photosynthetic pigment contents of G. chouae increased with the rise of temperature, while it increased initially and then dropped down with the rise of light intensity. The contents of phycoerythrin (PE), phycocyanin (PC), allophycocyanin (APC), and chlorophyll a were 1.12 mg/g, 0.272 mg/g, 0.216 mg/g and 1.82mg/g separately when the light intensity was 120 μmol·m–2·s–1 and temperature was 25℃. Temperature, light intensity, and their interactions had significant effects on the SOD and MDA contents of G. chouae. And the effect of temperature on the content of MDA was greater than that of light intensity. The MDA content of G. chouae increased initially and then dropped down with increating light intensity and temperature. The content of SOD increased with increasing temperature and light intensity. And light intensity was the main factor affecting the SOD content of G. chouae.
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