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摘 要: 浮游藻类作为单细胞生物，其光合活性外界胁迫作用响应灵敏， 是水质综合毒性检测的良好受试生物， 因此

认识受试藻种光合活性状态对温度和光照等主要环境因子的响应规律， 掌握有效控制受试藻种光合活性状态和浓度

的培养条件， 对水质综合毒性检测至关重要。以模式受试生物蛋白核小球藻为研究对象， 研究了不同温度梯度和光

照强度下蛋白核小球藻光合活性变化规律。研究结果显示： 蛋白核小球藻在不同梯度光照下， 藻种光合活性和藻种

浓度的变化非常明显。低光照下 (75 μE、125 μE) 藻种平均光合活性在 0.60左右但藻种浓度基本不增加； 中光照下 

(175、225、300、375 μE) 藻种平均光合活性在0.57左右且此时藻种浓度有明显增加， 其中， 实验最佳光照为375 μE； 高

光照下 (475 μE和600 μE) 藻种平均光合活性低于0.56 (初始活性)， 会对藻种的生长状态产生胁迫。不同梯度温度下

藻种光合活性和藻种浓度也有明显变化， 中低温下 (5、15、25 ℃) 藻种平均光合活性在0.59左右且藻种浓度随着温度

的升高而增加， 最佳温度为25℃； 高温下 (30、35、40 ℃) 藻种光合活性迅速下降直至失活。研究结果表明可以通过控

制光照和温度来控制浮游藻类的光合活性和生长速度， 为在线水质综合毒性测量仪提供标准的受试藻样培养方式， 

从而给便携式水质综合毒性测量仪的研发奠定基础。
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AbstracAbstractt:: Planktonic algae are single-celled organisms, and their photosynthetic activity responds 

sensitively to external stress, so they are good test organisms for the comprehensive toxicity test of water 

quality. Obtaining the response law of the photosynthetic activity state of the tested algae species to the 

main environmental factors such as temperature and light, and mastering the culture conditions that 

effectively control the photosynthetic activity state and concentration of the tested algae species are 

essential for the comprehensive toxicity detection of water quality. Taking the model test organism 

Chlorella pyrenoidosa as the research object, the changes of photosynthetic activity of Chlorella 

pyrenoidosa under different temperature gradients and light intensities were studied in this work. The 

results show that the changes of photosynthetic activity and concentration of the algae species under 

different gradient illuminations are very obvious. Under low light (75 μE, 125 μE), the average 

photosynthetic activity of algae species is about 0.60 while the concentration of algae species basically 

does not increase. Under medium light (175, 225, 300, 375 μE), the average photosynthetic activity of algae 

species is around 0.57 and the concentration of algae species has increased significantly at this time. 

Among them, the best lighting for the experiment is 375 μE. Under high light (475 μE and 600 μE), the 

average photosynthetic activity of the algae species is lower than 0.56 (initial activity), which can stress the 

growth state of the algae species. It is also shown that the photosynthetic activity and concentration of algae 

species also changes significantly under different gradient temperatures. At medium and low temperatures 

(5, 15, 25 °C), the average photosynthetic activity of algae species is about 0.59, the concentration of algae 

species increases with the increase of temperature, and the best temperature is 25 ° C. Under high 

temperature (30, 35, 40 ° C), the photosynthetic activity of the algae species declines rapidly until 

inactivation. It is indicated that the photosynthetic activity and growth rate of planktonic algae can be 

controlled by controlling light and temperature, which can provide a standard method for cultivating the 

tested algae samples for a online water quality comprehensive toxicity meter, thereby laying a foundation 

for the development of the portable water quality comprehensive toxicity meter.

KKeyey  wordswords::  planktonic algae; photosynthetic activity; chlorophyll fluorescence; environmental factors

0 引 言

浮游藻类个体小、繁殖快、对污染物响应灵敏, 是检测水质综合毒性的理想受试生物[1,2]。藻类光合活性

可以反映藻细胞的 "生长潜力", 常被用来表征自然水体综合毒性, 反映水环境污染程度。已有研究表明藻类

光合活性参数Fv/Fm对污染物毒性响应稳定且敏感[3]。但对毒性测试进行深入研究时[4−7], 发现利用藻类光

合活性进行毒性测试在一定程度上受到受试藻种的初始光合活性和浓度的影响, 而光照和温度是影响受试
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藻类初始状态的主要因素。此外, 作为毒性受试对象, 受试浮游藻类样品需要保持适当的浓度和较高的光合

活性[8]。因此, 获得藻类生长环境因子, 尤其是光照强度和温度等主要环境因子[9], 对研究藻种光合活性及生

长速率变化的影响规律尤为必要, 其中控制受试藻类状态对水质综合毒性测试是必不可少的。但是目前针

对环境因子对受试藻种生长的影响规律方面的研究主要集中在实现浮游藻类大规模培养方面, 如Kim等[10]

通过控制藻类附着面板的倾斜角度使得浮游藻类生长速率达到实验最大值22 g/(m2·d), Cheng等[11]通过改进

曝气器的孔径和长径比将培养96 h的节旋藻生物量从0.752 g增加到了1.297 g, 而对于毒性测试受试藻类光

合活性和浓度对光照和温度响应规律的研究却相当缺乏。

本文拟通过研究不同光照和温度对受试藻种光合活性和浓度的影响规律, 为水质综合毒性检测方法寻

找浮游藻类最佳培养和控制条件。

1 材料与方法

1.1 藻种培养与实验仪器

本研究采用武汉水生所淡水藻种库中的蛋白核小球藻作为实验对象, 生长环境为BG11培养基。

研究所用仪器包含以下几种: 多通道藻培养仪 (MC1000-8, 捷克PSI), 一种具备8个在0～1000 μE范围

内光强独立可调的光源通道的光照控制调节设备; 多层叠加式恒温振荡培养箱 (IS-6L, 美国精骐), 一种在4

～60 ℃范围内温度可控、误差为 ±0.1℃的温度控制调节设备; 脉冲调制荧光测量仪 (PAM, water-PAM, 德国

WALZ), 一种光合荧光参数 (Fv/Fm) 信号采集设备, 测量前需进行5 min暗反应来保证测量准确度; 紫外分光

光度计 (日本岛津UV2600), 对藻液通过680 nm光波长下光密度 (OD) 的测量值进行标定, 可测量叶绿素浓

度的设备。

1.2 实验方法

1.2.1 蛋白核小球藻光合活性受光照因子影响规律研究

在无菌环境下, 将培养至对数生长期的蛋白核小球藻按1:5稀释后, 移液至8个可调节光源通道中, 采用

气泵24 h匀速泵气的方式保证光照均匀与藻类呼吸。实验中8个对照组光照强度从高到低依次调节为600、

475、375、300、225、175、125、75 μE , 光暗时间比为12 h:12 h; 实验期间恒温25℃。

实验开始前, 对稀释后的样品进行测量, 样品的初始浓度和初始活性分别为 OD = 0.13、Fv/Fm = 0.568, 

样品每天的细胞浓度与光合活性需在同一时间点进行测量, 间隔时间为24 h。为减小实验误差, 每个样品设

置3组平行组进行测量, 取其平均值, 实验周期设置为8 d 。

1.2.2 蛋白核小球藻光合活性受温度因子影响规律研究

在无菌环境下, 将培养至对数生长期的蛋白核小球藻按1:5稀释后, 移液至灭菌培养罐中, 分别放置在多

层恒温振荡培养箱的每一层, 设置恒定光照强度120 μE, 光暗时间比为12 h:12 h, 转速80 rad/min。实验中6

个对照组温度从高到低依次调节为40、35、30、25、15、5 ℃, 实验周期设置为8 d。

同样, 实验开始前, 对稀释后的样品初始参数进行测量, 样品每天的细胞浓度与光合活性需在同一时间

点进行测量, 间隔时间为24 h。为保证实验的可重复性, 每组实验设置3个平行样品, 取3组藻类平行样品的

测量平均值作为实验数据。
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2 结果分析

2.1 蛋白核小球藻对光照因子的响应规律

2.1.1 藻种光合活性对光照的响应规律

蛋白核小球藻在600、475、375、300、225、175、125、75 μE 8个光源通道下光合活性变化趋势如图1所示。

从图中可以看出, 在实验设置的不同光源通道下, 蛋白核小球藻Fv/Fm值的阈值为0.5～0.7。其中, 在低光照

组 (75 μE、125 μE)下光合活性水平较高, Fv/Fm的值分别为 0.632和 0.616; 在中光照组 (175、225、300、375 

μE) 下光合活性相对于初始Fv/Fm值无明显变化, Fv/Fm的值分别为 0.567、0.566、0.552、0.559; 在高光照组 

(475 μE和600 μE) 下光合活性相对于初始Fv/Fm值明显降低, Fv/Fm的值分别为0.544和0.529。

图1结果表明, 低光照环境能够促进藻类的光合作用能力; 中低光照环境下, 藻类的光合作用能力能够

维持在一个较为稳定的水平; 高光照环境下, 光照因子可能会抑制藻类的光合作用能力, 具有一定的胁迫作

用。这可能与藻类本身光合作用自我调节保护机制有关, 即光强较弱的环境下, 藻种细胞通过提高细胞内叶

绿素a的含量, 提高藻种细胞对光能的利用能力;在适当的光照范围内, 藻种细胞能够通过这种调节机制增加

自身的光合活性与环境抗逆性, 但是超过这个光照范围, 藻种细胞的自我调节能力就会逐渐失效[12−14]。

2.1.2 藻种浓度对光照的响应规律

蛋白核小球藻在不同光源通道下细胞浓度的变化趋势如图 2所示 (OD680为 680 nm波长下的光密度)。

由图可知, 在低光照环境下, 细胞浓度基本没有增加, 在中高光照环境下, 它的细胞浓度均有不同程度的增

加。其中, 在 375 μE和 475 μE光照环境下, 藻种细胞浓度有明显增加; 300 μE和 600 μE次之, 但在培养后

期, 藻种细胞在这四种光照环境下, 细胞浓度的增长速率渐渐放缓; 在175 μE和225 μE光照环境下, 藻种细

胞浓度呈持续缓慢增加趋势。

结合图1和图2分析发现, 在375 μE和475 μE光照环境下, 蛋白核小球藻细胞浓度增加最多, 两种环境

下的光合活性测量的值分别为0.559和0.544, 通过对比图1和图2, 可知375 μE是蛋白核小球藻实验的最适

光照强度。在小于375 μE的光照环境下, 蛋白核小球藻光合活性测量的值均高于初始活性, 随着光照强度

图 1　 不同光照下蛋白核小球藻光合活性变化趋势

Fig. 1　 Change of photosynthetic activity of Chlorella pyrenoidosa under different light conditions
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的增加, 藻种细胞的浓度也随之增加, 因此, 当光强低于375 μE时, 它能保持一个较高的光合活性, 通过提高

光强可以相应调节藻种细胞的细胞浓度。

2.2 蛋白核小球藻对温度因子的响应规律研究

2.2.1 藻种光合活性对温度的响应规律

蛋白核小球藻在40、35、30、25、15、5 ℃六个不同温度下的光合活性变化趋势如图3所示。在不同温度下

Fv/Fm测量值的变化范围为0～0.6, 在中低温度 (5、15、25 ℃)环境下, 其光合活性明显提高, Fv/Fm的测量值

分别为0.598、0.592和0.584; 在高温度 (30、35、40 ℃) 环境下, 藻种细胞的光合活性呈现不断下降的趋势, 直

到最后失去活性 (Fv/Fm接近于0), 其中在40 ℃环境下的下降速度最快。

图 3　 各梯度温度下光合活性变化趋势

Fig. 3　 Change trend of photosynthetic activity at various gradient temperatures

图3结果表明, 在中低温环境下, 藻种细胞的光合作用能力维持在一个较为稳定的水平; 而在高温环境

下, 温度则会抑制藻类的光合作用能力, 具有很强的胁迫作用。这可能与藻种细胞内光合作用酶的活性在高

温环境下会降低有关, 长时间处于高温环境下的光合作用酶可能因为蛋白质变性而失活, 藻种细胞的细胞膜

图 2　 不同光照下蛋白核小球藻浓度变化趋势

Fig. 2　 Change trend of Chlorella pyrenoidosa concentration under different illumination
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也可能因此而破坏, 从而导致光合活性的急剧下降直至失活[15]。

2.2.2 藻种浓度对温度的响应规律

蛋白核小球藻在不同温度环境下细胞浓度变化趋势如图4所示。由图可知, 各个温度环境下藻种细胞

浓度增长不一。在25 ℃温度环境下, 藻种细胞浓度相比于其他温度上升速度最快; 在5 ℃温度环境下, 藻种

细胞浓度相比于其他温度上升速度最慢; 在15、30、35 ℃温度环境下藻种细胞浓度相比于其他温度上升速度

几乎一样; 在40 ℃温度环境下, 藻类样品浓度相比于其他温度呈现先上升后下降的趋势。

结合图3和图4分析发现, 在5、15、25 ℃温度环境下, 藻种细胞的光合活性保持在一个较高的水平, 光合

活性测量的值分别为0.598、0.592、0.584; 同时, 在该温度范围下, 藻种细胞浓度与时间呈正相关, 且在25 ℃温

度环境下, 细胞浓度上升速度最快, 因此综合分析表明, 藻种细胞的实验最佳温度为25 ℃。在低于25 ℃温度

环境下, 蛋白核小球藻的光合活性测量平均值普遍大于0.56, 此时, 温度对藻种细胞光合活性没有胁迫作用, 

且细胞浓度与温度有着明显的正相关关系。因此, 当控制温度低于25 ℃时, 蛋白核小球藻的光合活性状态

维持在一个较高的水平, 可以通过在一定范围内控制温度环境来控制藻种细胞的细胞浓度。

3 结 论

研究了受试藻种在不同光照和温度环境下的光合活性和细胞浓度的变化规律, 结果表明, 一方面蛋白核

小球藻的最佳实验光照为375 μE, 在控制光强小于375 μE时, 其光合活性测量平均值均高于初始活性0.56, 

说明蛋白核小球藻光合活性不受光照的胁迫作用, 且光照强度增加的同时, 藻种细胞浓度也随之增加; 另一

方面蛋白核小球藻的最佳实验温度为25 ℃, 在控制温度小于25 ℃时, 白核小球藻的光合活性测量平均值均

高于初始活性0.56, 蛋白核小球藻光合活性不受温度的胁迫作用, 且温度增加的同时, 藻种细胞浓度也随之

增加。因此, 根据水质综合毒性在线测量仪的需求, 可将受试藻类培养光照和温度分别控制375 μE、25 ℃以

下, 从而保证蛋白核小球藻处于较高光合活性状态, 并且, 可以根据测量需要, 通过控制光照和温度的水平将

藻样浓度控制在合适的水平。且实验过程中发现, 光照对受试藻种光合活性及生物量的调节作用比温度更

图 4　 各梯度温度OD值变化曲线

Fig. 4　 OD value change curve of each gradient temperature
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明显、更高效, 方便研究人员为在线水质综合毒性测量快速提供合适的受试藻。
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