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梯度升温降温条件下球形棕囊藻生长和生理生化响应*

梁思柔1,2,李 杰2,3,蓝彩碧2,3,许铭本2,3,陆家昌2,3,谢 芳1,2,韦 维1,2,赖俊翔2,3**,
王英辉4**

(1.广西大学资源环境与材料学院,广西南宁 530006;2.广西科学院,广西北部湾海洋研究中心,广西近海海洋环境科学重点实

验室,广西南宁 530007;
 

3.北部湾海洋产业研究院,广西防城港 538000;4.广西大学海洋学院,广西南宁 530006)

摘要:球形棕囊藻(Phaeocystis
 

globosa)藻华频繁暴发,不仅会危害海洋生态系统和渔业生产安全,还会堵塞

核电站冷源取水系统产生严重安全隐患。球形棕囊藻藻华的暴发有明显的季节性特征,本研究采用梯度升温

降温实验,研究不同温度(高温、低温)条件下球形棕囊藻的生理生化响应及温度胁迫诱导的细胞程序性死亡

(Programmed
 

Cell
 

Death,PCD)过程。结果显示:低温胁迫抑制球形棕囊藻细胞的正常生长繁殖,但不会激活

其进入PCD响应;高温胁迫使球形棕囊藻出现氧化应激,从而导致其发生PCD响应,超氧化物歧化酶(SOD)、
过氧化氢酶(CAT)活性显著提高,半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶􀆼3(Caspase􀆼3)被激活后球形棕囊藻细胞出现An-
nexin

 

V􀆼FITC阳性反应。环境胁迫使球形棕囊藻细胞产生氧化应激,抗氧化酶活性快速升高,并激活

Caspase􀆼3使藻细胞发生PCD响应,表现出细胞磷脂酰丝氨酸(PS)外翻、细胞收缩和质膜从细胞壁分离等特

征。本研究可为深入探讨球形棕囊藻藻华的生消机制与防治赤潮灾害提供一定的理论基础。
关键词:球形棕囊藻;温度胁迫;细胞程序性死亡;SOD;Caspase􀆼3
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  球形棕囊藻(Phaeocystis
 

globosa)是一种在全

球海域范围内广泛分布的、可引发有害藻华的藻类,
其生命周期主要由游离单细胞和胶质囊体交替完

成[1]。从游离单细胞到胶质囊体的转变是球形棕囊

藻藻华暴发的关键。胶质囊体对于恶劣环境的抵御

能力更强。囊体独有的结构特点如体积较大和多糖

外被能够使其不易遭受浮游动物的摄食,以及防御病

毒的感染和细菌侵蚀,从而保护囊体表面众多的单细

胞继续生长繁殖[2]。自2011年以来,中国北部湾沿

海水域频繁暴发球形棕囊藻藻华,严重破坏了海洋生
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态系统的平衡[3]。因其囊体体积巨大及含溶血性毒

素的特点,球形棕囊藻形成的藻华对渔业、旅游业等

经济产业产生严重打击,核电站冷源取水系统也因此

受到安全威胁[4,5]。因此,球形棕囊藻藻华发生、维
持和消亡机制受到国内外学者的广泛关注,许多科学

问题亟待解决。

  海水温度对于浮游植物正常的生长繁殖有着重

要的影响。球形棕囊藻藻华主要在水温相对低的季

节暴发,一般为冬季和春季,在一定程度上受到沿海

季风的影响,具有明显的季节性特征[6]。相较于高温

环境条件,低温条件下球形棕囊藻和南极棕囊藻(P.
antarctica)更多以囊体细胞形态存在。球形棕囊藻

的囊体直径随温度的升高而减小,而南极棕囊藻的囊

体直径对温度无明显的响应[7]。Xu等[8]在研究42
种不同温度和盐度组合条件对球形棕囊藻生长的影

响时发现,海水温度低于15
 

℃时球形棕囊藻南海株

失去活力并停止生长。Wang等[7]的研究表明,在20
 

℃时球形棕囊藻主要以囊体形态存在,当海水温度高

于24
 

℃时,游离单细胞形态在藻液中占主体地位。
此外,李波等[9]对2014年北部湾近岸海域的两次球

形棕囊藻藻华进行分析,发现在藻华消亡过程中伴随

着明显的海水温度下降。球形棕囊藻从单细胞形态

到囊体形态的转变需要达到一定的密度条件,寒冷季

节更有利于其完成形态的转变,继续繁殖从而形成棕

囊藻藻华[10]。

  细 胞 程 序 性 死 亡(Programmed
 

Cell
 

Death,

PCD)[11]是受到外界环境的胁迫刺激时发生的受基

因调控的自发性细胞死亡,外界胁迫包括营养盐、光
照、温度、有毒物质胁迫等。目前在蓝藻、绿藻、硅藻、
甲藻及铜绿微囊藻(Microcystis

 

aeruginosa)等浮游

植物中广泛开展了PCD的研究。Dingman等[12]发

现在 37
 

℃和 40
 

℃时,赤潮异湾藻(Heterosigma
 

akashiwo)会出现热诱导PCD的生理响应,而温度上

升到50
 

℃之后细胞坏死。热应激诱导嗜糖小球藻

(Chlorella
 

saccharophila)细胞出现PCD,具体表现

为染色质浓缩、DNA碎片化、细胞收缩和质膜分离,
以及Caspase􀆼3的激活[13]。在环境相关的热应激剂

量下,海葵与其共生藻虫黄藻(Zooxanthellae)同时

发生PCD和坏死[14]。可见,热胁迫能够诱导一些藻

类发生PCD及其相关的生理响应过程,而温度因素

在球形棕囊藻生活史的全过程中能够产生一定的影

响。基于此,本研究通过梯度升温降温实验,研究不

同培养温度以及温度变化下球形棕囊藻的生理生化

响应及PCD过程,为探究球形棕囊藻藻华的生消机

制及其防控提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 藻种培养

  本实验球形棕囊藻藻株采自钦州湾近岸赤潮发

生海域,纯种培养,保存于广西北部湾海洋研究中心

微藻种质资源库,编号BBW􀆼PG02。采用盐度为30
的f/2培养基[15],培养温度为20

 

℃,光照强度为100
 

μmol/(m
2·s),光暗比为12

 

h∶12
 

h。实验开始前,
将处于对数生长期的球形棕囊藻通过20

 

μm的筛绢

滤除囊体,收集游离单细胞用于梯度升温降温实验。

1.2 仪器设备

  全波长多功能酶标仪(Thermo
 

Scientific
 

Multi-
skan

 

GO,赛默飞世尔科技公司),倒置荧光显微镜

[Nikon
 

TS􀆼100,尼康仪器(上海)有限公司],紫外分

光光度计(T6,北京普析通用仪器有限责任公司),人
工气候箱(ZRG􀆼450B,上海丙林电子科技有限公司),
高速冷冻离心机(Sigma

 

3􀆼18K,德国Sigma公司)。

1.3 梯度升温降温实验

  基于球形棕囊藻藻华季节性暴发的特征,设置梯

度升温降温实验。球形棕囊藻藻华频繁暴发的钦州

湾海域的海水温度年均变化范围为14-30
 

℃,因此

设置梯度降温最低降至12
 

℃,梯度升温最高升至32
 

℃。对照组在实验周期内保持初始培养温度不变。
梯度升温降温实验的温度设置如图1所示。采用f/2
培养基,初始培养温度为20

 

℃,湿度为50%RH,光
照强度为100

 

μmol/(m
2·s),光暗比为12

 

h∶12
 

h。
将球形棕囊藻单细胞接种至玻璃锥形瓶中,初始密度

为1×104
 

cells/mL,培养液总体积为2
 

L,实验周期

为20
 

d。每组各设3个平行。隔天定时采样进行相

关指标测定。

1.4 取样与测定

1.4.1 细胞密度测定

  取2
 

mL藻液,经20
 

μm的筛绢过滤获得球形棕

囊藻游离单细胞,加入1.5%鲁哥􀆼碘溶液固定,于25
 

℃室温下避光保存。使用100
 

μL浮游植物计数板在

显微镜下进行球形棕囊藻游离单细胞密度的测定。
再取1

 

mL藻液置于24孔细胞培养板中,在显微镜

下随机选取视野中30个囊体,进行囊体密度、囊体直

径、囊体表面单细胞数量的测定。所有显微镜计数都

使用倒置荧光显微镜进行观察。
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图1 梯度升温降温实验中温度的变化

  Fig.1 Temperature
 

change
 

in
 

gradient
 

heating
 

and
 

cool-
ing

 

experiments

1.4.2 细胞生长率测定

  细胞生长率(μ)按照式(1)进行计算:

  μ=
lnNt-lnN0

t-t0
, (1)

式中,t为球形棕囊藻细胞的培养时间;t0 为计算生

长率时球形棕囊藻细胞的初始培养时间;Nt 为t时

球形棕囊藻的细胞数;N0 为t0 时球形棕囊藻的细

胞数。

1.4.3 超氧化物歧化酶(SOD)活性测定

  取10
 

mL藻液,4
 

℃、4
 

000
 

r/min离心10
 

min
收集藻细胞。用0.1

 

mol/L、pH值为7.4的PBS缓

冲液洗涤并重悬细胞,在冰浴条件下超声破碎细胞

(250
 

W,5
 

min,工作3
 

s,间歇3
 

s)。4
 

℃、4
 

000
 

r/

min离心10
 

min收集上清液用于测定。利用SOD
试剂盒(WST􀆼1法,南京建成生物工程研究所)进行

酶活性的测定,具体方法参照SOD试剂盒说明书。
采用考马斯亮蓝法测定蛋白质的含量。

1.4.4 过氧化氢酶(CAT)活性测定

  获得粗酶液的方法同1.4.3节中获取SOD的处

理。按照CAT试剂盒(南京建成生物工程研究所)
说明书进行酶活性的测定。

1.4.5 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶􀆼3(Caspase􀆼3)活

性测定

  获得粗酶液的方法同1.4.3节中获取SOD的处

理。按照Caspase􀆼3试剂盒(北京索莱宝科技有限公

司)说明书进行酶活性的测定。

1.4.6 细胞凋亡检测

  先取10
 

mL藻液,4
 

℃、4
 

000
 

r/min离心10
 

min
收集藻细胞并用0.1

 

mol/L、pH值为7.4的PBS缓

冲液洗涤,加入500
 

μL通透液,混匀,室温处理20
 

min;再离心去上清液并用0.1
 

mol/L、pH 值为7.4
的PBS缓冲液洗涤一次;最后加入500

 

μL固定液固

定10
 

min,离心去上清液并洗涤后完成预处理。根

据Annexin
 

V􀆼FITC试剂盒(南京建成生物工程研究

所)说明书进行标记反应后在荧光显微镜下观察并计

数200个细胞的阳性率。

1.5 数据处理

  对实验数据进行单因素方差分析(One􀆼way
 

ANOVA)和最小显著差异(LSD)检验分析。使用软

件为SPSS
 

26.0,显著水平设置为5%。

2 结果与分析

2.1 梯度升温降温对球形棕囊藻生长的影响

  球形棕囊藻的游离单细胞生长曲线[图2(a)]显
示,相比于对照组,在首次降温至16

 

℃(第8天)时,
游离单细胞的生长开始受到抑制,游离单细胞密度明

显降低,在第12天温度继续下降至12
 

℃时,低温对

游离单细胞生长的抑制作用减小;首次升温至24
 

℃
(第8天)时,游离单细胞密度开始显著增加,当温度

继续上升至28
 

℃(第12天),升温组的游离单细胞密

度开始显著下降,游离单细胞的生长受到抑制,且在

第14天后升温组和降温组的游离单细胞密度接近。
在第10天和第14天升温组的囊体密度分别达到两

个峰值,在第12天囊体密度处于两个峰值间的低谷,
此时游离单细胞密度最高;降温组的囊体密度变化总

体上与对照组没有显著差异[图2(b)]。随着温度升

高,囊体单位表面积的细胞数量呈增加趋势,在第16
天升温组球形棕囊藻出现PCD现象,囊体破碎、消亡

[图2:(b)、(c)]。除升温组球形棕囊藻在第14天囊

体直径出现一个峰值随后逐渐减小外,对照组和降温

组的囊体直径整体都呈增大的趋势,且两组的球形棕

囊藻囊体直径均显著大于升温组[图2(d)]。
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图2 梯度升温降温条件下球形棕囊藻的生长变化趋势

  Fig.2 Growth
 

trend
 

of
 

P.globosa
 

under
 

gradient
 

heat-
ing

 

and
 

cooling
 

conditions

  实验周期内不同温度处理组的球形棕囊藻的细

胞生长率见表1。由表1可知,第10天升温组的球

形棕囊藻的细胞生长率达到最大,为(0.65±0.39)
 

d-1,远高于其他两组,此时温度升高促进细胞生长。

随后升温组的球形棕囊藻的细胞生长速率放缓,在第

14天率先进入负增长阶段。从第16天开始,3组球

形棕囊藻都进入了负增长阶段。在第18天,升温组

的球形棕囊藻的负生长率达到最大,为(-0.68±
0.16)

 

d-1,远高于其他两组。
表1 不同温度处理组的球形棕囊藻在不同时间的细胞生

长率

Table
 

1 Cell
 

growth
 

rates
 

of
 

P.globosa
 

at
 

different
 

treatments
 

and
 

times

天数/d
Days/d

细胞生长率Cell
 

growth
 

rate/d-1

控制组
Control

 

group
降温组

Cooling
 

group
升温组

Heating
 

group

2 0.13±0.07a 0.10±0.11a 0.12±0.06a

4 0.59±0.08a 0.48±0.13a 0.44±0.10a

6 0.96±0.09a 1.00±0.11a 0.43±0.32b

8 0.39±0.07b 0.52±0.11ab 0.63±0.07a

10 -0.07±0.06b -0.18±0.01b 0.65±0.39a

12 0.22±0.12b -0.27±0.03c 0.29±0.02a

14 0.07±0.08a 0.04±0.03a -0.70±0.04b

16 -0.15±0.06a -0.18±0.11a -0.21±0.13c

18 -0.12±0.05a -0.23±0.35ab -0.68±0.16b

20 -0.20±0.06a -0.20±0.30a -0.62±0.21a

Note:letters
 

are
 

labeled
 

as
 

multiple
 

comparison
 

of
 

LSD,the
 

same
 

let-

ter
 

indicates
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

different
 

treatment
 

groups,and
 

different
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

between
 

dif-

ferent
 

treatment
 

groups,and
 

the
 

difference
 

level
 

is
 

P<0.05.

2.2 梯度升温降温对球形棕囊藻氧化系统的影响

  在由24
 

℃升温至28
 

℃的前4
 

h内,升温组的

SOD活性和CAT活性明显高于其他两组,且在0
 

h
时达到24

 

h内的一个峰值。4
 

h后,升温组的SOD
活性和CAT活性逐渐降低,但总体略高于其他两组

(图3)。在0-2
 

h,降温组的SOD活性低于对照组,
之后两组的SOD活性水平逐渐下降并趋于稳定,且
两组SOD的活性水平大体相当[图3(a)]。在0

 

h,
降温组的CAT活性水平显著高于对照组,2

 

h后降

温组的CAT活性水平开始下降并逐渐表现出低于

对照组的现象,对照组和降温组的CAT活性水平变

化呈现先降后升的趋势[图3(b)]。

2.3 梯度升温降温条件下Caspase􀆼3活性的变化

  在第8天首次出现温度变化的前2
 

h内,降温组

和升温组的Caspase􀆼3活性水平都明显高于对照组,
其中降温组的Caspase􀆼3活性提高幅度略大于升温

组,表明升温和降温均使球形棕囊藻出现相应的应激

响应特征;随后(24
 

h内)升温组的Caspase􀆼3活性保
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持在较高水平,而降温组和对照组的活性水平都稳定

低于升温组,没有比较明显的波动[图4(a)]。在第

12天升温组和降温组的培养温度继续发生改变,0
 

h
时升温组的Caspase􀆼3活性达到最高,其数值约是对

照组和降温组的20.2倍;随后(24
 

h内)升温组的

Caspase􀆼3水平相较于0
 

h有所下降,3个处理组的

Caspase􀆼3活性水平没有较大的差异[图4(b)]。由

图4可知,在第8-12天内升温组的Caspase􀆼3活性

持续升高。

  Letters
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multiple
 

comparison
 

of
 

LSD,the
 

same
 

letter
 

indicates
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difference
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different
 

treat-
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图3 梯度升温降温条件下球形棕囊藻抗氧化水平的变化

Fig.3 Trends
 

of
 

antioxidant
 

levels
 

in
 

P.globosa
 

under
 

gradient
 

heating
 

and
 

cooling
 

conditions

  Letters
 

are
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as
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indicates
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ment

 

groups,and
 

different
 

letters
 

indicate
 

significant
 

difference
 

between
 

different
 

treatment
 

groups,and
 

the
 

difference
 

level
 

is
 

P<
0.05.

图4 梯度升温降温条件下球形棕囊藻Caspase􀆼3活性的变化

Fig.4 Trends
 

of
 

the
 

Caspase􀆼3
 

activity
 

in
 

P.globosa
 

under
 

gradient
 

heating
 

and
 

cooling
 

conditions

2.4 梯度升温降温对球形棕囊藻细胞凋亡的影响

  早期细胞凋亡的特征之一就是细胞膜通透性增

加,从而导致细胞出现磷脂酰丝氨酸(PS)外翻现象,
可通过Annexin

 

V􀆼FITC染色进行特异性检测。在

第6、10、14、18天对3组藻细胞依次进行 Annexin
 

V􀆼FITC染色(图5-7),升温组在第14天最先出现

绿色荧光阳性反应,异硫氰酸荧光素(FITC)阳性率

为33.8%[图6(c)],此时降温组和对照组均尚未出

现绿色荧光阳性现象,即尚未检测到细胞凋亡现象。
在第18天

 

3组藻细胞都出现了绿色荧光阳性反应

[图5(d)、图6(d)、图7(d)],此时对照组、升温组、降
温组 的 FITC 阳 性 率 分 别 为 30.77%、60.54%、

38.14%。由图5-7可以看出,虽然3组藻细胞都出

现了细胞PS外翻现象,但是各组首次出现外翻现象

的时间不同,外翻程度不同。升温组的细胞PS外翻

比例显著高于其他两组,该组出现细胞PS外翻的时

间也早于其他两组。降温组与对照组出现细胞PS
外翻的时间相同,均晚于升温组,但降温组细胞PS
外翻比例略高于对照组。
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  (a),(b),(c)
 

and
 

(d)
 

are
 

Annexin
 

V􀆼FITC
 

staining
 

results
 

of
 

P.globosa
 

control
 

group
 

at
 

day
 

6,10,14
 

and
 

18,respectively;
(e),(f),(g)

 

and
 

(h)
 

are
 

the
 

control
 

group
 

cells
 

of
 

P.globosa
 

at
 

day
 

6,10,14
 

and
 

18
 

under
 

ordinary
 

light
 

microscope,
respectively.

图5 对照组细胞凋亡检测结果

Fig.5 Results
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

detection
 

in
 

control
 

group

  (a),(b),(c)
 

and
 

(d)
 

are
 

Annexin
 

V􀆼FITC
 

staining
 

results
 

of
 

P.globosa
 

heating
 

group
 

at
 

day
 

6,10,14
 

and
 

18,respectively;
(e),(f),(g)

 

and
 

(h)
 

are
 

the
 

heating
 

group
 

cells
 

of
 

P.globosa
 

at
 

day
 

6,10,14
 

and
 

18
 

under
 

ordinary
 

light
 

microscope,
respectively.

图6 升温组细胞凋亡检测结果

Fig.6 Results
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

detection
 

in
 

heating
 

group

  (a),(b),(c)
 

and
 

(d)
 

are
 

Annexin
 

V􀆼FITC
 

staining
 

results
 

of
 

P.globosa
 

cooling
 

group
 

at
 

day
 

6,10,14
 

and
 

18,respectively;
(e),(f),(g)

 

and
 

(h)
 

are
 

the
 

cooling
 

group
 

cells
 

of
 

P.globosa
 

at
 

day
 

6,10,14
 

and
 

18
  

under
 

ordinary
 

light
 

microscope,
respectively.

图7 降温组细胞凋亡检测结果

Fig.7 Results
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

detection
 

in
 

cooling
 

group
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3 讨论

3.1 水温变化与球形棕囊藻藻华生消的关系

  海水温度是浮游植物生长的重要控制因子,从赤

潮生物的细胞代谢到暴发性增殖均需要适宜的水温

条件,海水温度是球形棕囊藻藻华生消过程中重要的

影响因子之一。以北部湾近海为例,根据海洋监测部

门的文献记录,北部湾近岸海域球形棕囊藻藻华的暴

发具有明显的季节特征,近10年来北部湾近海球形

棕囊藻藻华发生记录均在气温相对较低的季节(10
月至次年4月)[16]。王小冬[17]研究了温度对球形棕

囊藻囊体形成的影响,近10年钦州湾球形棕囊藻藻

华期的水温变化情况与其研究结果相符合。张栋[18]

对2008-2018年钦州湾球形棕囊藻藻华的调查显

示,11 月、12 月 发 生 藻 华 时 的 平 均 水 温 主 要 为

18.5-22.1
 

℃;1月、2月发生藻华时的平均水温相

对较低,主要为15.6-18.5
 

℃。球形棕囊藻藻华的

暴发与季节变化密切相关,而季节性变化不仅是温度

的变化,不同季节的干湿程度也各有不同。1月、2月

降水量低于11月、12月,湿度较高时,藻华暴发时的

平均水温也相应较高;反之,湿度偏低时,藻华暴发时

的平均水温也处于一个偏低的水平。虽然夏秋两季

降水量明显提高,但平均水温在24
 

℃以上,不利于球

形棕囊藻藻华暴发。

  在梯度升温降温的实验中,湿度设置为50%
RH,实验结果表明,在一个相对湿润的环境中,温度

升高到24
 

℃时球形棕囊藻藻华暴发,继续升温的过

程中,过高的高温胁迫压力使得球形棕囊藻无法正常

生长,发生大量消亡。在升温到24、28
 

℃时,升温组

的球形棕囊藻藻细胞持续大量繁殖,在第16天其囊

体表面细胞密度达到最高,远高于对照组与降温组;
随后过高的高温胁迫压力使得球形棕囊藻囊体破裂,
藻细胞开始衰亡;在32

 

℃时球形棕囊藻以游离单细

胞形态存在,且数量较少,远低于相同培养周期的对

照组细胞数量。至此,升温组的球形棕囊藻先于其他

两组出现藻细胞衰亡。在梯度降温过程中,球形棕囊

藻的生长没有出现暴发式增殖过程,且与对照组相比

其生长明显受到抑制,藻细胞密度峰值明显较低。低

温对球形棕囊藻生长的抑制作用不可逆。在第16
天,培养温度由12

 

℃回升到16
 

℃后,降温组的球形

棕囊藻的生长仍然受到抑制,但受抑制程度减小。

  总体来看,温度会影响球形棕囊藻的囊体大小。
在本研究中,对照组的球形棕囊藻在培养周期中并没

有受到温度变化带来的压力,其囊体直径最大;低温

对藻细胞正常生长的抑制使得降温组的球形棕囊藻

的囊体直径较小;高温胁迫压力虽然能够促使球形棕

囊藻迅速生长繁殖达到较高的细胞密度,但是也使其

囊体的生长受到限制,因此升温组球形棕囊藻的囊体

直径最小。

3.2 梯度升温降温对球形棕囊藻生长的影响

  根据张栋[18]现场观测结果,短期气温升高导致

球形棕囊藻出现暴发式增长后,表层水体和底层水体

的球形棕囊藻囊体密度均达到峰值,底层水体的球形

棕囊藻囊体密度远高于表层水体。这是由于表层水

体易获得太阳光照,水面获得的太阳辐射能量多,水
温相比底层水体略高,在较小差异范围内,温度越高,
球形棕囊藻受到的高温胁迫压力也随之增大,所以球

形棕囊藻的生长开始受到限制。

  本研究结果显示,在16
 

℃和12
 

℃时球形棕囊藻

的生长会受到抑制。在24
 

℃时,球形棕囊藻细胞出

现暴发性增殖;在温度继续上升到28、32
 

℃时,球形

棕囊藻的生长受到明显抑制甚至出现PCD现象。低

温胁迫会使浮游植物的光合作用速率下降,干扰其新

陈代谢和正常的营养吸收[19],与光合作用、呼吸作用

等生理活动有关的多种酶活性下降,严重影响生物体

正常生长发育[20]。与对照组相比,降温组的球形棕

囊藻生长趋势没有明显差异,但其培养液中的藻细胞

密度显著低于对照组,同时低温胁迫并未引发藻细胞

PCD过程。

  温度的升高能够逐渐诱导球形棕囊藻细胞的应

激响应。囊体不仅能够抵御外界侵蚀和摄食,且其独

特的中空结构还能够调节自身浮力,单位囊体表面积

的细胞越多,保持浮力的能力就越强,使其能够在浅

层海水表面漂浮以获得更多的光照,促进光合作

用[21]。海水温度升高过程中球形棕囊藻藻华暴发,

24
 

℃时温度升高加快了藻细胞的新陈代谢,细胞生

长出现暴发性增殖的趋势,升温组的囊体数量明显高

于其他两组。短期升温的过程中,浮游植物为了适应

高温需要快速合成有机物质,细胞生长率会明显降

低[22]。环境中的营养物质相对有限,球形棕囊藻的

快速增殖会加速消耗营养物质,随后其生长开始受到

抑制。由于囊体具有更好的营养竞争策略,囊体形态

可以对抗高温胁迫以及随之而来的营养胁迫。而球

形棕囊藻游离单细胞需要达到一定密度才能形成囊

体[10]。本研究升温组在第8-12天游离单细胞数量

激增,与第10天囊体密度达到第一个峰值是相对应
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的。随后在持续升温胁迫下,因为前一次的暴发性增

殖加速消耗了营养物质,使得此时升温组细胞受到了

更大的高温和营养限制压力,细胞数量开始骤降,导
致第12天时囊体数量出现骤减。升温组囊体表面细

胞密度一直呈上升趋势,在第16天达到最大,显著高

于其他两组,随后在高温胁迫下囊体破裂,球形棕囊

藻细胞开始大量凋亡,无法再形成新的囊体。在第

14-16天,升温组囊体表面细胞密度增长比第10-
14天更加剧烈,这也说明此时球形棕囊藻受到的高

温胁迫压力越来越大。

3.3 梯度升温降温条件下球形棕囊藻PCD过程的

响应

  非生物胁迫会打破生物体细胞内活性氧(ROS)
的动态平衡,ROS的过量积累会导致氧化应激,损伤

氧化系统,ROS还可作为信号分子激活PCD。植物

中清除ROS的抗氧化酶包括SOD、CAT、谷胱甘肽

过氧化物酶(GPX)和抗坏血酸过氧化物酶(APX)。

SOD是清除ROS的第一道防线,它将超氧化物歧化

为H2O2,随后CAT、GPX和 APX将 H2O2 降解成

无害物质[23]。已有研究表明,提高SOD和CAT等

抗氧化酶的活性,能够有效清除ROS,从而减少温度

胁迫对藻类膜的氧化损伤[24]。本研究中,升温到28
 

℃的前4
 

h内升温组的SOD活性和CAT活性明显

高于其他两组,此时高温胁迫使得球形棕囊藻细胞内

产生比较强烈的氧化应激,从而诱导相关抗氧化酶活

性增加以维持藻细胞自身生理稳定。在之后(24
 

h
内),升温组的抗氧化酶活性水平逐渐下降并稳定在

一个略高于对照组的水平,这说明藻细胞对高温胁迫

产生的氧化应激只能被调节而不能完全消除,高温胁

迫还是在一定程度上破坏氧化系统的平衡。在降温

过程中,除0
 

h时降温组的球形棕囊藻的CAT活性

明显高于对照组,总体上呈现出降温组的CAT活性

水平低于对照组的趋势,在正常的生理水平波动范围

内,有时与对照组CAT活性水平相当。这表明低温

胁迫对球形棕囊藻的氧化系统的影响不大,低温使得

其酶活性水平下降,影响其正常生理响应。

  高温胁迫能够触发PCD通路,PCD的生理特征

包括染色质凝结、DNA碎片化、细胞收缩、质膜从细

胞壁分离和Caspase家族激活[12􀆼14,25]。植物细胞的

PCD过程中,细胞内ROS的过度积累会改变线粒体

结构和功能,如线粒体形态改变、膜通透性增加、膜电

位下降[26]。同时线粒体内的细胞色素c释放到细胞

质中与dATP结合触发Caspase家族的级联反应,被

激活的Caspase􀆼9依次裂解并激活Caspase􀆼3,这种

级联反应会放大凋亡信号,导致快速且不可逆的

PCD过程[27,28]。浮游植物 PCD 的关键特征就是

Caspase样蛋白酶的激活[29]。在本研究中,高温胁迫

使球形棕囊藻的Caspase􀆼3活性显著提高,表明高温

胁迫使得PCD通路被激活,细胞开始进入PCD过

程。膜通透性增加的表现就是PS外翻,这是细胞凋

亡早期的显著特征之一[30],其靶点是质膜不对称性

的丧失,细胞质膜通透性增加导致外质膜小叶PS残

基暴露,可以通过与PS有特异性结合作用的 An-
nexin

 

V 来 检 测 出 质 膜 不 对 称 性 丧 失 的 凋 亡 细

胞[31,32]。在本研究中也发现类似的现象,在第14天

升温组的球形棕囊藻细胞先于对照组和降温组检测

出细胞凋亡。在第18天3组球形棕囊藻细胞均检测

出细胞凋亡,但升温组球形棕囊藻细胞的FITC阳性

率显著高于其他两组,细胞凋亡程度更大,这说明高

温胁迫使得升温组藻细胞进入了早期PCD阶段,随
后升温组先于对照组发生大规模的细胞凋亡。低温

胁迫只能限制球形棕囊藻的正常生长繁殖,但未诱导

其出现PCD过程。

4 结论

  梯度降温条件下,球形棕囊藻的生长受到抑制;
梯度升温条件下,球形棕囊藻出现暴发性增殖后发生

PCD过程并大量消亡。低温抑制了球形棕囊藻细胞

内与光合作用、呼吸作用等生理活动有关的SOD和

CAT的活性,影响其正常的生长发育。球形棕囊藻

可以通过大量形成囊体来抵抗高温不利环境,但是囊

体自身调节能力有限,最终高温胁迫压力和有限的营

养不仅限制球形棕囊藻的生长,而且诱导其进入

PCD过程。

  梯度升温过程中,球形棕囊藻出现氧化应激,

SOD和CAT的活性显著升高。过量积累的ROS不

能完全被球形棕囊藻自身清除,反而对其造成氧化损

伤,且以此为信号激活PCD。梯度降温抑制了球形

棕囊藻抗氧化系统的正常生理响应,SOD和CAT的

活性相比对照组略低。

  高温胁迫触发PCD后,球形棕囊藻的Caspase􀆼3
活性显著升高,部分藻细胞出现膜内PS外翻的早期

细胞凋亡现象,最后球形棕囊藻通过PCD过程大量

消亡。低温条件下球形棕囊藻的生长受到抑制,但不

会出现PCD响应。

  本研究进一步探究了球形棕囊藻对于环境温度

056



梁思柔等.梯度升温降温条件下球形棕囊藻生长和生理生化响应

的生态适应机制,可以将高温热胁迫引发的PCD响

应与球形棕囊藻藻华季节性暴发的特点相结合,从而

为制定有效的有害藻华防治措施提供新的思路和理

论依据。
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Abstract:
 

The
 

frequent
 

outbreak
 

of
 

Phaeocystis
 

globosa
 

blooms
 

endangers
 

the
 

safety
 

of
 

marine
 

ecosystems
 

and
 

fishery
 

production,and
 

will
 

block
 

the
 

cold
 

source
 

water
 

intake
 

system
 

of
 

nuclear
 

power
 

plants
 

and
 

cause
 

serious
 

safety
 

hazards.The
 

outbreak
 

of
 

P.globosa
 

has
 

obvious
 

seasonal
 

characteristics.In
 

this
 

study,the
 

physiological
 

and
 

biochemical
 

responses
 

of
 

P.globosa
 

under
 

different
 

temperatures
 

(high
 

temperature
 

and
 

low
 

temperature)
 

and
 

the
 

process
 

of
 

the
 

Programmed
 

Cell
 

Death
 

(PCD)
 

induced
 

by
 

temperature
 

stress
 

were
 

studied
 

by
 

gradient
 

heating
 

and
 

cooling
 

experiments.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

low􀆼temperature
 

stress
 

in-
hibited

 

the
 

normal
 

growth
 

and
 

reproduction
 

of
 

P.globosa
 

cells
 

and
 

did
 

not
 

activate
 

them
 

to
 

enter
 

the
 

PCD
 

re-
sponse

 

process.High􀆼temperature
 

stress
 

caused
 

oxidative
 

stress
 

in
 

P.globosa,which
 

led
 

to
 

the
 

occurrence
 

of
 

PCD
 

response
 

process.The
 

activities
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(
 

SOD
 

)
 

and
 

catalase
 

(CAT)
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

Annexin
 

V􀆼FITC
 

positive
 

reaction
 

occurred
 

in
 

P.globosa
 

cells
 

after
 

the
 

activation
 

of
 

cysteine
 

aspartic
 

protease
 

3
 

(Caspase􀆼3).Environmental
 

stress
 

caused
 

oxidative
 

stress
 

in
 

P.globosa
 

cells,the
 

activity
 

of
 

antioxidant
 

enzymes
 

increased
 

rapidly,and
 

Caspase􀆼3
 

was
 

activated
 

to
 

induce
 

PCD
 

response
 

in
 

P.globosa
 

cells,showing
 

the
 

characteristics
 

of
 

phosphatidylserine
 

(PS)
 

eversion,cell
 

contraction
 

and
 

plasma
 

membrane
 

separation
 

from
 

the
 

cell
 

wall.This
 

study
 

can
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

exploring
 

the
 

mechanism
 

of
 

the
 

generation
 

and
 

elimination
 

mechanism
 

of
 

P.globosa
 

blooms
 

and
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

red
 

tide
 

disasters.
Key

 

words:Phaeocystis
 

globosa;temperature
 

impress;programmed
 

cell
 

death;SOD;Caspase􀆼3
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