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硫是植物生长所需的主要元素之一 , 是蛋白质生物合

成的必需元素。植物吸收无机硫元素后可以转化为半胱氨

酸和甲硫氨酸 2种氨基酸为植物生长所需。当植物缺硫时

降解植物组织中的硫库,释放硫元素 ,表现为总蛋白和叶绿

素含量降低[1]。

莱茵衣藻是衣藻属的一种单细胞绿藻 , 在缺乏硫元素

的培养基中生长时 ,莱茵衣藻停止分裂 [2], 其光合放氧能力

降低 , 在缺乏硫元素 24 h 后 , 氧气的产生能力下降到初始

值的 30%左右。笔者分别用正常 TAP培养基( 简写为 TAP) [3],

和缺硫 TAP培养基( 简写为 TAP!S) 培养莱茵衣藻。在测定
产 H2速率的同时测定其叶绿素荧光的参数变化 ,旨在探讨

莱茵衣藻在连续光照条件下 , 硫元素对叶绿素荧光参数和

光照产 H2速率的影响。

1 材料与方法

1.1 材料 藻株:莱茵衣藻( Chlamydomonas reinhardtii D.) 。

1.2 方法

1.2.1 培养条件。莱茵衣藻培养:在 1 000 ml的三角瓶内加

入 800 ml BG11o培养基接种莱茵衣藻 ,通气培养 5 d 左右 ,

光暗时间比是 12 h∶12 h( 光照强度 165μE/( m2s) PAR, 温度

25℃±1℃) 。

1.2.2 测试藻体的处理。培养好的莱茵衣藻 3000 r/min 离

心 5 min,收集藻体。收集后的藻体用 TAP!S培养基洗 2次 ,
然后悬浮在 TAP!S培养基内 ,作为缺硫培养的藻体 ;收集后

的藻体直接悬浮在新鲜的 TAP 培养基中作为 TAP 培养的

藻体。分别装在 500 ml 的培养瓶内 ,藻细胞浓度是 4×106~

5×106 Cell/ml,培养瓶上方留 20 ml的空间 ,立刻用翻口橡皮

塞塞紧培养瓶 , 放在连续光照的条件下培养 , 光强温度同

上。TAP!S培养基配制时 , TAP培养基内的硫酸盐用相应的

氯盐代替。

1.2.3 叶绿素荧光参数的测定方法。采用 XE!PAM荧光仪
( Walz德国) 。测定莱茵衣藻的叶绿素荧光诱导曲线。首先 ,

每隔 8 h 取 2~3 ml 待测的藻液进行 1 min 暗适应处理。然

后照射测量光( <0.10μE/( m2·s) ) , 荧光水平达到稳定后得

到原初荧光( Fo) 。随后 ,进行饱和脉冲光( 6 000μE/( m2·s) )

处理 ,一个脉冲后关闭 ,得到黑暗中的最大荧光( Fm) , 打开

可以引起藻株光合作用的作用光( 600μE/( m2·s) ) , 1 min 后

藻株光合作用达到稳态 , 得到荧光参数 Fs。这时再进行饱

和脉冲光处理,一个脉冲后关闭,得到光下最大荧光( Fm′) [4]。

每次 3 个重复。计算以下的荧光参数 :充分暗适应的 PSⅡ

的最大光化学量子产量( Fv/Fm) , 天线色素到 PSⅡ反应中

心的传能效率( Fv/Fo ) , 光合电子传递量子效率( ΦPSII) , 光

化学猝灭系数( qP) ,非光化学猝灭系数( qN) 。

1.2.4 H2的测定。每隔 12 h, 用 GC9800 型气相色谱( 上海

科创色谱仪器有限公司 , 载气为氩气 , 热导池) 检测气体

组成。

2 结果与分析

2.1 硫对莱茵衣藻 Fv/Fm 、Fv/Fo 和 ΦPSII 的影响( 图 1、

2) 随着培养时间的延长 , 在 TAP 培养基内莱茵衣藻的

Fv/Fm开始略有升高, 最高 Fv/Fm值比初始状态的 Fv/Fm值

增加了 4 %; 40～48 h 后低于初始状态 , 但数值相对比较恒

定。而在 TAP!S培养基内 , Fv/Fm值一直保持下降趋势 ,最
终下降到初始值的 61 %。在 TAP培养基内的藻液ΦPSII开始

有显著升高 ,在 40 h后升到最高 ,比初始值增加了 65 %,随

后逐渐下降。在 TAP!S培养基内 ,ΦPSII值一直下降 , 在 40～
48 h左右则下降到初始状态的 50 %。

在 TAP 培养基内 Fv/Fo的变化趋势与 Fv/Fm的相似 ,

但是它的升高程度要高于 Fv/Fm。在 24 h最高 ,比初始值增

加了 22 %, 48 h 后低于初始值。在 TAP!S培养基内 , Fv/Fo
一直呈下降趋势,在 48 h左右下降到初始状态的 50%( 图 2) 。

2.2 硫对莱茵衣藻 qP和 qN的影响 ( 图 3) 随着密封培养
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摘要 采用 TAP 及 TAP!S培养基培养莱茵衣藻( Chlamydomonas reinhardtii D.) , 测定了该藻叶绿素荧光参数及产氢气能力。结果表
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的荧光参数 Fv/Fo、ΦPSII、qP分别在 40～48 h下降到初始值的 50 %, 说明缺硫对藻光合作用的影响首先发生在天线色素到 PSⅡ反应
中心的传能过程以及光合作用暗反应所需的酶。TAP!S培养基内藻最高产氢速率达 0.22 ml/( mgChl·h) ,缺硫可以显著提高莱茵衣藻
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Abstract Chlorophyll fluorescence and hydrogen production was measured in a unicellular green alga (Chlamydomonas reinhardti). In TAP
medium C. reinhardti slowly produced hydrogen. The maximum rate of H2 evolution was 1.4×10-4 ml/( mgChl·h) . In TAP!S medium chlorophyll
fluorescence parameters Fv/Fo,ΦPSII, qP decreased 50 % of their initial values at 40~48 h, respectively. This result showed that sulfur deficiency
inhibited the activity of enzymes involving dark reaction and energy transport process from antenna chlorophyll to react center of PS. The
maximum rate of H2 produced by C. reinhardti in sulfur !deprived medium was 0.22 ml/( mgChl·h) . The rate of H2 evolution was markedly
improved in TAP!S culture medium.
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时间增加,在 TAP培养基内培养的莱茵衣藻 qP提高,在 48 h

时达到最高 ,比初始值增加了 46 %。qN则呈下降趋势 , 48 h

后接近于 0。在 TAP!S培养内莱茵衣藻 qP和 qN均呈下降趋
势 , qP在 48 h 前显著下降 ,在 48 h 后下降缓慢 , 在 40 h 后 ,

qN降低为 0。

2.3 硫对莱茵衣藻生长及产 H2的影响( 图 4、5) 在 TAP培

养基内生长的莱茵衣藻叶绿素浓度在前 96 h 呈直线上升 ,

其后变化不大。在 TAP!S培养基内生长的莱茵衣藻叶绿素
浓度在 96 h 前略微升高 , 其后下降 , 说明缺硫抑制了莱茵

衣藻的生长。

在 TAP培养基内培养的莱茵衣藻在第 12小时有 H2产

生 , 持续到 60 h, 但量非常少 , 最高产 H2速率只有 1.4×10-4

ml/( mgChl)·h。而在 TAP!S培养基内莱茵衣藻产 H2速率如
图 5 所示 , 在第 36 小时有 H2 产生 , 到 144 h 持续产氢 108

h,最高产氢速率达到 0.22 ml/( mgChl)·h。

3 结论与讨论

在室温下绝大部分的叶绿素荧光来自 PSII, 叶绿素荧

光的变化主要反映了 PSII 的状态 ,故叶绿素荧光参数可以

作为高等植物和藻对逆境响应的重要生理参数[11]。参数 Fv/Fm

是充分暗适应的光合机构潜在的 PSII 光化学效率 ,代表了

原初的光能转化效率 ; Fv/Fo代表了天线色素到 PSII 反应

中心的传能效率 ;ΦPSII是 PSⅡ非环式电子传递的量子效率

即打开光化光时的有效量子产量 ,反应了 PSⅡ反应中心在

环境胁迫中有部分关闭情况下的实际原初光能捕获效率 ,

可反映实际的 PSⅡ反应中心进行光化学反应的效率。在

TAP 培养基内莱茵衣藻 3 个叶绿素荧光参数中 , Fv/Fm相

对比较稳定 ,说明莱茵衣藻在 TAP 培养基内没有受到明显

的环境胁迫。ΦPSII值比初始值增加了 65 %, 说明莱茵衣藻

在正常的 TAP 培养基内实际 PSⅡ反应中心进行光化学反

应的效率高。在 TAP!S培养基中生长的藻 ,随着缺硫时间的
延长 , 3 个荧光参数一直呈下降趋势 , Fv/Fo和 ΦPSII 的数值

在 24 h 后下降了约 30 %。 Fv/Fo和 ΦPSII 的数值在 48 h 左

右则下降到初始状态的 50 %, 而 Fv/Fm的值在 112 h 后

为初始状态的 61 %,说明缺硫对莱茵衣藻光和作用影响比

较严重的首先是暗反应所需的酶 , 其次才是 PSⅡ; PSⅡ非

环式电子传递的量子效率和从天线色素到 PSⅡ反应中心

的传能效率均明显受到缺硫的影响。Fv/Fo和ΦPSII更能反映

缺硫状态下实际的光合效率。

叶绿素荧光光化学猝灭系数 qP代表可变叶绿素荧光

的光化学猝灭 ,反映了光适应状态下开放的 PSII 反应中心

所占的比例。非光化学猝灭系数 qN则代表 PSII天线色素吸

收的光能不能用于光化学电子传递而被用于非光化学反应

如热耗散等的程度 , qN与叶绿体光合膜质子梯度的建立及

膜的高能态有关。随着培养时间的增加 ,在 TAP 培养基内

莱茵衣藻 qP升高 , qN降低 , 这表明 TAP培养基适合莱茵衣

图 3 有硫与无硫培养基生长条件下莱茵衣藻 qP和 qN的变化
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表 4 响应面的岭脊分析

自变量 编码值 取值∥% Y
X1 0.461 143 3.230 572 1.977 970
X2 0.108 394 1.054 197
X3 - 0.369 690 0.081 516

( 上接第 2218页)

存在极值点。对 Y进行岭分析, Y取最大值时各因素的优化

水平如表 4。分析可知 3个因素的最优试验点( X1, X2, X3) 代

码值为 0.461, 0.108, - 0.369,即取值为 3. 23%, 1. 05%, 0. 08%,

此时多糖的产量最高值为 1.977 970×10-2g/ml。

在以上优化条件下进行试验验证,共进行 3批次 250 ml

摇瓶试验 , 所测得多糖的产量结果分别为 1.980×10 -2、

1.976×10-2、1.969×10-2 g/ml,平均值为 1.975×10-2 g/ml,与预测

结果基本一致 ,证明了用 RSM法寻求北虫草多糖的产量的

最佳培养基浓度是可行的。

3 结论

运用响应面法进行北虫草产多糖培养基最佳浓度的优

选 , 取得了良好的结果 , 用 SAS软件进行岭脊分析 , 得到蔗

糖、蛋白胨和 KH2PO4 3 因素的最佳浓度 : 3.23 %, 1. 05 %,

0.08 %,培养液多糖含量为 1.975×10-2 g/ml。

参考文献

[1] 张士善.冬虫夏草和人工培养虫草菌丝的药理作用比较[J].药学通
报 , 1981( 16) : 11.
[2] 尹萍 ,涂艳丽 ,王飞 ,等.北虫草液体发酵培养基优化研究 , 江西农业
学报 , 2006, 18( 4) : 102- 103.
[3] BOX G E P, BCHNKEN D W.Technometrics [J].Science, 1960( 2) :
455- 476.
[4] 吴有炜.试验设计与数据处理[M].苏州 :苏州大学出版社 , 2003.

藻生长 ,增加了 PSⅡ天线色素吸收的光能中被用于光化学

反应的比例, 减少了非光化学反应如热耗散等的比例。在

TAP"S培养基内随着缺硫时间的延长 , qP在 24 h 左右下降
到初始值的 30 %左右 ,说明 qP可以很好地反映藻的光合作

用。qN在缺硫 40 h 后降低为 0,表明 PSⅡ对热能的耗散能

力已经丧失殆尽。

在 TAP 培养基内莱茵衣藻生长速度很快 ,呼吸作用很

强故形成了局部的缺氧环境 ,尽管可以产 H2,但速率很低。

在 TAP"S培养基内由于缺硫降低了 PSⅡ的光合效率 ,产氧
能力下降 ,而在缺硫后的 70 h 内细胞的呼吸作用基本保持

不变 ,其后也只是轻微的下降 ,呼吸作用消耗的氧气大于光

合产氧 , 所以即使是在光照的条件下也可以形成一个无氧

的环境 ,诱导氢酶产生 [4- 5],结果表明 , 莱茵衣藻在 TAP"S培
养基内产 H2时间可以持续 108 h。
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