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摘要: 将半叶马尾藻(Sargassum hemiphyllum)置于实验室球形培养瓶内培养15 d, 设置5个充气速率(50 mL/min、100 mL/min、200 mL/min、400 mL/min和800 mL/min)为实验组, 静水培养(0)为对照组。每隔5 d测定藻体的生长速率和营养盐吸收速率, 培养实验结束时, 测定藻体的色素含量、可溶性蛋白和可溶性糖含量。结果表明: 充气速率和培养时间均对半叶马尾藻的生长和
[image: image1.wmf]3

4

PO

-

-P的吸收具有显著影响, 而对
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-N来说, 仅培养时间对其吸收影响显著。培养第1天时, 充气可显著促进营养盐吸收, 最大充气速率(800 mL/min)培养的半叶马尾藻对
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-P的吸收速率分别比静水培养的马尾藻高133.77%和89.51%, 生长速率也比静水培养的马尾藻高95.04%。随着培养时间的延长, 充气速率对半叶马尾藻的生长和营养盐吸收的促进作用逐渐减弱。在培养第15天时, 充气速率为800 mL/min条件下的半叶马尾藻对
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-N的吸收速率比静水培养的马尾藻低24.87%, 对
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-P的吸收速率仅高出静水培养下的46.03%, 而生长比静水培养的马尾藻高出75.16%。同时, 除了可溶性蛋白含量, 高充气速率可抑制叶绿素a (Chla)、类胡萝卜素(Car)和可溶性糖合成。因此, 水体运动是通过对营养盐吸收及其他生理过程产生的作用间接影响半叶马尾藻的生长, 而不是直接影响半叶马尾藻生长和产量的最重要因素。
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随着环境污染以及人地关系紧张等问题的出现, 潮间带马尾藻场的自然环境和生态系统受到了极大的威胁和破坏, 导致马尾藻资源严重衰竭。1988年3月, 大亚湾西侧近岸马尾藻的平均生物量为41 828.57 g/m2[1], 而1993年3月, 其平均生物量则为5 580.42 g/m2[2], 减少了86%左右, 这将直接影响以马尾藻等大型海藻群落为掩避所的底栖动物的栖息行为, 减少以马尾藻为主食动物的营养摄取, 同时也削弱了马尾藻场净化水体的作用。由此可见, 马尾藻场具有重要的、不可替代的生态功能, 以及巨大的经济价值, 人工修复大亚湾马尾藻场势在必行。

潮间带水文状况复杂, 生态环境因子是影响海藻栽培产量的重要因素[3]。许多学者已在马尾藻与温度、盐度、光照、营养盐、敌害生物等相互关系方面展开了研究[4–5], 而关于波浪和海流对马尾藻生长生理影响的研究仍未见报道。虽然马尾藻是喜浪海藻, 但是波浪和海流对马尾藻的影响可能存在种间差异。谢恩义等[6]认为马尾藻栽培在潮流通畅的外海, 能更有利于海藻生长, 提高其产量。而刘东超等[7]在基本处于静态水体的池塘中养殖鳞茎马尾藻的产量较高, 认为波浪和海流并不是影响马尾藻等海藻生长和产量的最重要的因素。因此, 弄清马尾藻的生长习性, 选择合适的栽培区域是人工马尾藻场修复的关键。
半叶马尾藻(Sargassum hemiphyllum)隶属褐藻门(Phaeophyta), 马尾藻科(Sargassaceae), 马尾藻属, 是中国东海和南海沿岸常见种和优势种。同时, 马尾藻属的大部分海藻藻体较大, 生长较快, 是进行人工海藻场建设的优良物种[8]。因此, 本研究以半叶马尾藻为研究对象, 通过室内充气模拟水体运动试验探讨半叶马尾藻对环境中不同充气速率的响应, 以期为半叶马尾藻场的人工修复提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  材料

半叶马尾藻于2013年11月23日采自广东省大亚湾杨梅坑海域的潮间带, 采集时选择健康一致的藻体, 长度9 cm左右, 用低温箱在1 h内运到南海水产研究所深圳试验基地, 在高压灭菌的自然海水中(
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-P浓度为0.5 μmol/L)暂养1周后用于实验。暂养条件: 温度为20℃, 光强为100 μmol/(m2·s), 光周期为12 h︰12 h, 用充气泵24 h充空气。

1.2  不同充气速率下半叶马尾藻的培养

实验材料在装有500 mL高压灭菌海水的球形培养瓶中培养, 流动水体通过24 h充气产生, 充气可在培养瓶内形成水流使藻体转动。培养过程设置5个充气速率为50 mL/min、100 mL/min、200 mL/min、400 mL/min和800 mL/min, 静水培养(0)为对照, 各设3个重复。实验在GXZ智能型光照培养箱(宁波江南制造厂)中进行, 培养水体
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-P浓度加富至5 μmol/L, 微量元素参照f/2培养液添加, 海藻培养密度为1 g/L, 培养光温条件与暂养一致。在培养过程中, 每2 d换1次新鲜培养水体, 共培养15 d。

1.3  相对生长速率的测定

每5 d称一次半叶马尾藻鲜重, 计算相对生长速率(RGR), 利用公式RGR= ln(Wt/W0)/t×100%求得。其中, W0为试验初始藻体湿重(g), Wt为试验t时间藻体湿重(g); t为试验培养时间(d)。

1.4  生化指标的测定

(1) 叶绿素a (Chla)和类胡萝卜素(Car)的测定: 参照Wellburn[9]的方法, 取0.1 g藻体加少许石英砂和碳酸钙粉末, 用10 mL 80%的丙酮研磨, 放置在4℃提取24 h, 4 000 r/min下离心15 min, 取上清液, 测定其在波长663 nm、646 nm和470 nm处的吸光值, 根据以下公式分别计算Chla和Car含量:  

CChla(mg·g–1)=(12.21×A663–2.81×A646)×V/W/1000
CCar(mg·g–1)=(5.05A470+2.44A663–10.52A646)×V/W/1000
式中, A为吸光值; V为浸提丙酮的体积(mL); W为藻体鲜重(g)。

(2) 可溶性蛋白(SP)的测定: 采用考马斯亮蓝G-250染料结合法[10]。取0.2 g藻体用0.1 mol/L的磷酸缓冲液(pH 6.8)研磨, 定容, 离心, 取0.5 mL上清液加5 mL考马斯亮蓝G-250, 混匀后595 nm测定其吸光度。其计算公式为: 

CSP(mg·g–1)= C×Vt /(Vl×W×1000)

式中, C为查得的牛血清标准曲线值(μg); Vt为提取液总体积(mL); W为样品鲜重(g); Vl为测定时的加样量(mL)。

(3) 可溶性糖(SS)的测定: 采用苯酚-硫酸法测定[11]。取0.3 g藻体用蒸馏水研磨匀浆, 80℃水浴30 min, 冷却后过滤定容至20 mL, 作为待测溶液。取一定量待测溶液, 加入1 mL苯酚试剂和5 mL浓硫酸, 485 nm测其吸光值。其计算公式为: 

CSS(mg·g–1)= C×V/(W×Vl)

式中, C为葡萄糖标准曲线中查得的值(mg); V为样品提取液体积(mL); Vl为显色时取样品液量(mL); W为样品鲜重(g)。

1.5  营养盐吸收速率的测定

每5 d测定1次海藻对
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-P的吸收速率。吸收实验前更新培养液, 通过测定培养水体中营养盐的浓度, 用营养盐的减少速率来表示藻体对该营养盐的吸收速率。具体公式如下: 吸收速率=(N0–Nt)×V/W/t。其中, N0为试验开始时培养水体中营养盐的浓度, Nt为试验结束时营养盐的浓度, V为培养水体的体积, W为实验开始时藻体的湿重(g), t为培养时间(h)。
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-P浓度的测定采用磷钼蓝分光光度法[12]。

1.6  统计分析

采用SPSS17.0软件对数据进行统计分析, 所有测定结果均表示为平均值±标准差(n≥3), 利用双因素方差分析方法分析充气速率和培养时间对藻体生长和营养盐吸收的主效应和交互作用, 用Duncan’s多重比较方法, 对同一因素内不同水平的差异显著性进行检验。以P<0.05作为差异的显著性水平。

2  结果与分析

2.1  生长

双因素方差分析表明, 充气速率和培养时间均对半叶马尾藻的相对生长速率(RGR)存在显著影响(P<0.05), 但二者之间未产生交互作用(表1)。多重比较表明, 较高充气速率可显著促进海藻的生长(P<0.05), 充气速率800 mL/min培养的海藻在第5 天、10 天和15天时的相对生长速率分别比静水培养的海藻提高了95.04%、82.29%和

75.16%。但随着培养时间的延长, 充气对半叶马尾藻生长的促进作用逐渐减弱, 各组培养15 d的半叶马尾藻的相对生长速率均低于培养5 d和10 d, 降低范围分别为18.60%~28.88%和11.56%~20.59% (图1)。

2.2  营养盐吸收

双因素方差分析表明, 培养时间对
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-P的吸收速率影响显著(P<0.05), 而充气速率仅对
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-P的吸收速率具有显著影响(P<0.05)(表1)。多重比较表明, 在第1天时, 充气速率可显著提高半叶马尾藻对
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-N的吸收速率(P<0.05), 最大充气速率(800 mL/min)条件下的海藻对
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-N的吸收速率显著高于静水、充气速率50 mL/min和充气速率100 mL/min培养条件下的海藻, 分别提高了133.77%、86.62%和54.66%。而随着培养时间的延长, 半叶马尾藻对
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-N的吸收显著下降(P<0.05), 从第5天开始, 不同充气速率培养的半叶马尾藻对
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表1  不同充气速率和培养时间下半叶马尾藻生长与营养盐吸收的方差分析
Tab. 1  Analysis of variance on the growth and nutrient uptake of S. hemiphyllum in different rate velocity and culture time treatments
	指标index
	变差来源source
	自由度df
	平方和sum of squares
	均方mean square
	F
	Sig.

	
	培养时间culture time
	2
	16.511
	8.256
	7.374
	＜0.05*

	
	充气速率aeration velocity
	5
	61.636
	12.327
	11.01
	＜0.05*

	相对生长速率
	培养时间×充气速率
	10
	2.329
	0.233
	0.208
	0.994

	RGR
	culture time×aeration velocity
	
	
	
	
	

	
	误差error
	36
	40.306
	1.12
	
	

	
	总和total
	54
	1417.605
	
	
	

	
	培养时间culture time
	3
	43.62
	14.54
	14.119
	＜0.05*

	
	流速aeration velocity
	5
	10.12
	2.024
	1.965
	0.101

	
[image: image22.wmf]3

NO

-

吸收速率
	培养时间×充气速率
culture time×aeration velocity
	15
	21.166
	1.411
	1.37
	0.201
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	误差error
	48
	49.43
	1.03
	
	

	
	总和total
	72
	547.319
	
	
	

	
	培养时间culture time
	3
	0.35
	0.117
	10.844
	＜0.05*

	
	充气速率aeration velocity
	5
	0.204
	0.041
	3.794
	＜0.05*
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	培养时间×充气速率
culture time×aeration velocity
	15
	0.072
	0.005
	0.448
	0.954
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 uptake rate
	
	
	
	
	
	

	
	误差error
	48
	0.517
	0.011
	
	

	
	总和total
	72
	7.443
	
	
	


注: “*”表示0.05水平差异显著.

Note: “*” indicated significant difference at 0.05 level. 
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图1  不同充气速率和培养时间对半叶马尾藻生长的影响
Fig. 1  Effects of different aeration velocity and culture time treatments on the growth of S. hemiphyllum
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图2  不同充气速率和培养时间对半叶马尾藻
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Fig. 2  Effects of different aeration rate and culture time treatments on
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(B) uptake rate of S. hemiphyllum
不存在显著差异(P>0.05), 但从其平均值大小看, 最大充气速率培养的海藻对
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-P而言, 其吸收速率表现出与对
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-N的吸收要慢, 在培养10 d时充气仍对半叶马尾藻的
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-P吸收速率产生显著的促进作用(P<0.05)(图2)。

2.3  光合色素含量

培养15 d后, 充气对半叶马尾藻的Chla和Car含量影响显著(P<0.05), 随着充气速率的增加, Chla和Car含量呈现先升高后降低的趋势。在相对较低的充气速率下, 藻体的Chla含量逐渐升高, 与静水培养的藻体相比, 50 mL/min、100 mL/min和200 mL/min的充气速率可使Chla含量分别升高9.45%、25.81%、43.77%。而在最大充气速率(800 mL/min)下, Chla含量显著下降(P<0.05), 但还是比静水培养的海藻要高17.15%。对Car含量而言, 除了最大充气速率(800 mL/min)条件下与静水培养没有显著性差异外(P>0.05), 其他充气培养的海藻均显著地高于静水培养的海藻(P<0.05)(图3)。
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图3  不同充气速率和培养时间对半叶马尾藻色素含量的影响
Fig. 3  Effects of different aeration rate and culture time treatments on the contents of pigments in S. hemiphyllum
2.4  可溶性蛋白和可溶性糖含量

半叶马尾藻的可溶性蛋白含量随着充气速率的增加而显著上升, 各充气培养的海藻与静水培养下的均有显著性差异(P<0.05), 充气速率在50~800 mL/min范围内, 分别比静水培养藻体的可溶性蛋白含量增加41.48%~94.55%。而充气对半叶马尾藻的可溶性糖含量的作用没有表现出相应的趋势, 在相对较低的充气速率下, 可溶性糖含量有轻微升高, 在400 mL/min时开始下降, 在最大充气速率800 mL/min时显著降低(P<0.05), 比静水培养的藻体降低了21.91%(图4)。
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图4  不同充气速率和培养时间对半叶马尾藻可溶性蛋白(SP)和可溶性糖(SS)含量的影响
Fig. 4  Effects of different aeration rate and culture time treatments on the contents of soluble proteins (SP) and soluble sugar (SS) in S. hemiphyllum
3  讨论

生长是一系列生理生化参数变化的综合表现。已有研究报道表明, 水流畅通海域可提高海藻的生长和产量[6,13–16]; 也有研究表明, 波浪和海流不是影响大型海藻生长和产量的重要因素[7, 17]。这说明水体状态对不同海藻的生长影响不同。本研究发现, 在培养初期, 充气对半叶马尾藻的生长具有显著促进作用。海藻光合生长需消耗水体中大量的DIC, 释放大量的氧积累在水体中, 水体pH升高, 此时藻体的最大光合作用能力由于碳源获取不足而显著下降 [18–19]。而充气可加强水-气界面间的气体交换, 促进空气中CO2进入藻类培养水体, 向水体中及时补充藻体光合生长所需的无机碳源(
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和CO2), 改善水体高pH环境, 促进藻体光合固碳, 从而加速藻体的生长, 这对能行自养生长的藻类制造积累干物质起到了一定的促进作用[20–23]。同时, 充气加快藻体表面周围的营养盐交换, 促进海藻同化吸收N、P营养盐, 为藻体光合作用和生长提供有利的条件。在本实验中, 充气仅在培养初期对半叶马尾藻的生长影响显著, 随着培养时间的延长, 充气和静水培养之间的差异减少, 而且各充气速率下的半叶马尾藻的生长速率呈现逐渐下降的趋势, 这可能是充气和静水培养下的海藻同时都在快速增长, 也可能是因为海藻的生长不仅与无机碳、营养盐供应有关, 还与海藻培养密度以及藻体所处的生理状态有关。
海藻富含N、P营养库, 藻体N、P含量通常与其对N、P的吸收同化率呈正相关[24]。像江蓠等机会大型海藻, 当环境中存在大量的N、P营养盐时, 快速大量吸收营养盐, 即使吸收的N、P超出其同化需求, 也会以“奢侈”的方式储存在藻体内[25]。但马尾藻等褐藻的主要生长阶段是从冬季到春季, 在该季节海区通常不缺乏营养盐, 因此它们不像一些生长在春季和夏季的机会生物种类, 由于新陈代谢高和海区营养盐低, 动态水体更能促进其生长[26–27]。本研究结果表明, 充气对半叶马尾藻的N吸收速率没有显著促进作用, 这可能受半叶马尾藻营养状态和培养水体中CO2浓度的影响。在培养初期, 对于体内N、P含量低的马尾藻而言, 充气能改变藻体周围的水体, 加快藻体的营养供给, 促进其大量地快速吸收N、P营养盐满足自身的同化需求, 也有可能是因为过高的充气速率加快水-气界面间的气体交换, 增加了培养水体中CO2含量, CO2含量增加会抑制海藻对
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-N的吸收[28–29]。而对
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-P而言, 半叶马尾藻对P的代谢速度较N要慢, 其原因之一, 可能是藻体吸收的
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-N与磷传递体结合直接抑制P吸收; 原因之二, 藻体对
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-N吸收和还原需大量消耗光合作用产生的能量, 从而缺乏足够的能量用于P吸收及多聚磷酸盐的合成[25, 30]。但半叶马尾藻对
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的大量快速吸收过程持续的时间比
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要长, 表现出充气对其吸收速率影响显著。同时, 随着培养时间的延长, 当半叶马尾藻营养库储存满足其需求时, 营养盐吸收速率主要受海藻组织内部的营养状态所控制, 充气产生的动态水体逐渐失去了对海藻营养盐吸收的显著促进作用。
海水运动可加快水体营养盐的交换和CO2的摄入, 充足的营养盐和无机碳供应可促进大型海藻的生长并影响海藻的其他生理特性[31–32], 如N营养盐的增加可促进藻体内Chla和Car的合成等[33]。Chla含量的增加有助于植物捕获更多的光能用于光合作用, 而Car作为辅助色素之一除了促进植物吸收光能外, 它还直接淬灭不稳定的三线态叶绿素, 从而保护植物光合器官避免单线态氧造成的光抑制损伤[34]。可溶性蛋白包括各种影响生物体生命活动的酶[35]。充足的营养环境可加强海藻的营养代谢作用, 从而增加藻体内N同化物的积累, 大量合成可溶性蛋白, 为藻体储存丰富的N营养库, 以备环境中营养盐受限时用于藻体的生长[36]。可溶性糖含量的变化与光合产物合成速率及光合产物消耗速率有关。在本研究中, 连续充气使培养水体营养盐充分混合的同时也带入了大量CO2, 随着充气速率的增加, Chla和Car含量显著增加, 可为半叶马尾藻捕捉更多的光能以满足光合作用需求, 当海藻光合产物合成速率高于消耗光合产物速率时, 可促进可溶性糖的合成。而当充气速率高于400 mL/min时, 由于藻体在容器中剧烈翻滚, 藻体生长所需的光照变弱或不足, 藻体内用于抵抗外界不良条件的能量增加, 光合蛋白合成受到抑制, 使得与光合作用有关的蛋白酶没有能够及时得到补充, 光合组织受损, 海藻光合作用产物合成速率小于因吸收同化干物质需要而消耗的光合产物速率, 这就会在一定程度上抑制了海藻的光合固碳作用[33], 导致半叶马尾藻体内的Chla、Car和可溶性糖合成随之减少。虽然在本试验期间半叶马尾藻体内可溶性蛋白含量与充气速率呈正相关, 未出现可溶性蛋白含量降低现象, 这可能是与试验时间较短有关。

用于筛选马尾藻高效的移植环境的研究工作, 非常重要。在营养盐含量低的海区, 水体运动能使海藻高效吸收利用营养盐并贮存营养源。在培养初期, 最大充气速率(800 mL/min)培养的半叶马尾藻对
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-P的吸收速率分别比静水培养的马尾藻高133.77%和89.51%, 生长速率也比静水培养的马尾藻高95.04%。而藻体吸收的营养盐足够维持它的生长需求时, 半叶马尾藻可相对地把更多的能量用于同化积累干物质, 营养代谢减慢, 高充气速率则会逐渐降低马尾藻对营养盐的吸收, 在培养15 d时, 最大充气速率(800 mL/min)培养的半叶马尾藻对
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-N的吸收速率比静水培养的马尾藻低24.87%, 对
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-P的吸收速率仅高出静水培养下的46.03%, 而生长比静水培养的马尾藻仍显著高75.16%。另外, 高充气速率还可抑制Chla、Car和可溶性糖的合成。因此, 水体运动可通过对营养盐吸收及其他生理过程产生的作用间接影响半叶马尾藻的生长, 而不是直接影响半叶马尾藻生长和产量的最重要因素。
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Effects of aerated culture on growth, nutrient uptake, and bioche​mical composition in Sargassum hemiphyllum
HAN Tingting, FU Guiquan, QI Zhanhui, LIAO Xiuli, HUANG Honghui

Guangdong Provincial Key Laboratory of Fishery Ecology Environment; Key Laboratory of South China Sea Fishery Resources Development and Utilization, Ministry of Agriculture; South China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou 510300, China
Abstract: We evaluated the effects of aeration rate (0, 50 mL/min, 100 mL/min, 200 mL/min, 400 mL/min, 800 mL/min) on the growth and nutrient uptake rates of the thalli of the brown alga Sargassum hemiphyllum. The thalli were incubated in the laboratory for 15 d and were measured every 5 d. additionally, the pigment content and concentration of soluble proteins and soluble sugar in thalli were measured at the end of the experiment. Both aeration rate and culture time significantly influenced the relative growth rate (RGR) and PO43−-P uptake rate of S. hemiphyllum, but only culture time had a significant effect on the rate of NO3−-N uptake. On the first day, aeration rate had a significant effect on the nutrient uptake rate. At the highest aeration rate we tested (800 mL/min), NO3−-N and PO43−-P uptake rates were 133.77% and 89.51% higher, respectively, than in the control (0), and RGR was also 95.04% higher than in the control. However, the positive impact of aeration rate on thalli growth rate and nutrient uptake rate decreased as culture time increased. At the highest aeration rate, the NO3−-N uptake rate was 24.87% lower than in the control at the end of the experiment and the PO43−-P uptake rate was 46.03% higher than in the control. Conversely, the RGR of thalli was 75.16% higher than in the control at this time. High aeration rates appeared to inhibit the synthesis of chlorophyll a, carotenoids, and soluble sugars, but significantly promote soluble proteins synthesis. Our results suggest that water movement does not exert a direct effect on thalli growth and biomass, but rather an indirect effect induced by changes in nutrient uptake and other physiological processes.
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