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小角刺藻生长过程中溶解游离氨基酸

含量在海水中的变化
’

陆田生 纪明侯

(中国科学院海洋研究所
,

青岛 2仅刃7 1)

提要 于 198 6年 12 月一 198 7年 2 月在温度为 25 士 1 ℃ 下培养小角刺藻
,

以 H P L C 法测

定该藻在培养过程中海水的溶解游离氨基酸 ( D F A A )含量变化
。

结果表明
,

小角刺藻不仅是

海水中 D F A A 的主要生产者
,

而且也是 D F A A 的消耗者
。

小角刺藻不仅在缺乏硝酸盐的

时候要吸收 D F A A
,

即使在硝酸盐充足的情况下也会吸收
。

在小角刺藻的生长初期
,

水体

中 D F A A 的含量迅速降低
,

而在后期却又大大增高
。

在小角刺藻的不同生长阶段
,

水体中

D F A A 的组成也不同
。

这些都可以说明海洋中 D F A A 的含量
、

组成和地区分布是密切地同浮

游植物群落的繁殖消亡过程相关联的
。

关键词 小角刺藻 溶解游离氨基酸 溶解碳水化合物 溶解有机碳

D F A A 在海洋微生物生长过程中起着重要作用
。

通常人们认为浮游植物是其主要生

产者
,

而细菌则是主要消耗者
。

一些研究表明
,

浮游植物同样能消耗 D F A A (R y lm
e t al

· ,

1986 ; A d而 r a a l e t a l
. ,

19 56 )
。

H

amm
e : 等( 195 1)在海上使用大塑料围隔袋(容量

为 3一 m4
3 ,

袋深为 4 一 s m )
,

接种一种硅藻圆海链藻 (介口 al ss ios 如 or ut al )
,

于近似

于现场条件下观察浮游植物在繁殖过程 中 D F A A 含量的变化
。

A d m l r aa l 等 ( 19 84,

19 86 )和 P o ul et 等 ( 19 83 )则在实验室培养条件下研究了几种硅藻繁殖过程中水体中 D FA A

的变化状况
。

本研究在实验室条件下培养小角刺藻
,

以观察水体中 D F A A 的来源及其

含量变化特点
。

1 材料和方法

L l 藻种的来源与培养

海洋浮游植物— 小角刺藻 ( 〔流
口 et o ce osr m 动ut 娜如琳 M a ke r et rP 一肠 v r )藻种系

由中国科学院海洋研究所单胞藻饵料组提供
。

小角刺藻的培养方法参照曹文达等

( 198 4)
’ )

。

在装有3L 经hW
at m an G F / c 滤膜过滤并经煮沸灭菌后 的海水 的锥形瓶

中
,

接种小角刺藻 ( 起始接种量约为 5 x 10 5优川 iln )
,

在 日光灯照度为 1700 一 2以x〕l x
,

光
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暗周期为 1h 2
:

1 2h
,

温度为 25 士 1℃ 的培养箱中静置培养
。

每天摇动锥形瓶数次
。

在培

养过程中
,

每 1一 d2 用 X B 一 K 一 25 型血球计板在显微镜下计算细胞数
。

在 1d8 培养过程

中
,

每隔 0
.

5一 d2 取培养液用 G F / C 滤膜过滤
,

滤液装于聚乙烯瓶中
,

立即放人 一 20 ℃

低温冰箱中保存
,

用以分析 D F A A 等项目
。

1
.

2 化学分析与测定方法

1
.

2
.

1 D F A A 的分析 采用 U dn r ot h 等 ( 1979) 提出
,

并经王玉君等 ( 1989) 改进的方
·

法
,

将样品中氨基酸柱前衍生成邻苯二甲醛的荧光衍生物
,

用反相 H P L C 方法分析
。

所用仪器为 W a t er s 公司 A A A 系统液相色谱仪
。

色谱柱为 125 x 4 n ll n 的 3拜 C 一 18 柱

(大连色谱技术开发公司 )
。

所用氨基酸标准为 is gm
a 公司和 日本和光化学公司产品

。

分

析方法偏差为 10 % 左右
。

L Z
·

2 溶解有机碳 ( D O C )
、

溶解碳水化合物 ( D C H O )及
·

N O -3一 N 和 N O --Z一 N含量的

测定 按照杨鹤鸣等 ( 1984) 改进的
“

湿式氧化法
”

测定样品生成的 C O :
量

,

并计算 D O C

含量
。

采用纪明侯等 ( 19 83) 改进后的
“

苯酚 一 硫酸法
”

测定 D C H O 的含量
。

用 l 七e hin co n

A A n 型 自动分析仪测定 N O犷一 N 和 N O 2’ 一 N 的含量
。

2 结果

小角刺藻在培养过程中的生长状况见图 1
。

即前 d5 是指数生长期
,

其后为稳定生长

期和衰老期
。

小角刺藻生长过程中海水中 T D F A A (总溶解游离氨基酸 )
,

D C HO 和 D O C

含量 的变化情况
,

见图 2
。

从 图 2 可 以看出
,

在小角刺藻 的生长初期
,

水体中的

T D F AA 含量降低很快
,

培养 ld 就从 2
.

536 拜m ol / L 降到最低值 .0 科 7拜m of / L
。

然后

逐渐上升
,

到指数生长后期
,

又恢复到起始的水平
.

在稳定生长期内
, 护

PO F A A 的浓度

变化不大
,

但到后期 (或称衰老期 ) T D FA A 的浓度迅速增加
,

达到起始浓度的约 2 倍
。
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图 1 小角刺藻在海水培养过程中的生长状况
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这一变化规律与 Pou lt e等 (9 18 3)对于柔弱角刺藻 (C he at c oe

r s odeb i le )的培养结果基本相

似
。

另外
,

图 2 还表明
,

D O C 和 D C H O 含量的变化与 T D F A A 的变化基本一致 : 开始

时浓度降低
,

到生长后期达最高值 ; 但 D O C 浓度到最后还出现下降的趋势
。

小角刺藻在培养过程中海水中各单个 D F A A 含量的变化见图 3
。

可看出
,

大部分

D F A A 含量的变化趋势与 T D F A A 含量的变化 (图 2) 相似
,

即在指数生长初期
,

D F A A

含量很快降低
,

到生长后期又升高
。

但不同的氨基酸有其不同的变化特点
。

在整个培养

过程中
,

T址
,

V a l
,

P he
,

此u 等氨基酸含量总是很少
,

甚至检测不出 ; n e
,

yT
r

,

M et,
A sn 等含量也较低 (图 a3

,

b)
。

H is
,

o m 在前期的含量较低
,

但到后期却有明显的增高

(图 3 e )
。

大量存在的氨基酸有 eS r
,

G ly
,

A la
,

A s P
,

G lu ;

其次是 A gr 和 G l u
。

在指数

生长期增加最快的是 G lu 和 G ln( 图 3b)
,

它们也是这个时期水体中含量最丰富的氨基

酸
.

在生长后期或衰老期
,

eS r
,

G ly 和 lA a 增加最快 (图 3d)
,

且成为水体中含量最丰

富的氨基酸
。

A gr 含量在整个培养过程中一直较高
,

只是在稳定生长阶段内曾一度下降

(图 3 c )
。
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小角刺藻在培养过程中海水中的各种 D F A A 的含量变化
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图 4 表明
,

N O犷一N 含量在小角刺藻指数生长期降低很快
,

第 s d 即降到最低水

平
,

其后无大变化 ; 而 N O于一 N 含量在 N O犷一 N 降低过程中则迅速增加
,

到第 5
,

6 d

达最高值
,

然后又迅速降低到水体中的起始浓度
,

不再变化
。

3 讨论

从上述结果可以看出
,

浮游植物的吸收和释放作用对于 D F A A 在海水中的浓度变
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化起着重要的作用
。

浮游植物不仅在
“

硝酸盐饥饿
”

的情况下要吸收 D FA A
,

而且在硝

ǎ曰\灿蕊à之
l

喃O之
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几
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人n乙

吐
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,口,自1五

ē曰\.比)之
·
山O之

酸盐充足的时候也要吸收 D F A A
。

实

验表明
,

小角刺藻在指数生长的最初

阶段
,

一天就把水体中 D F A A 的含

量降到最低 限度
,

吸收 速率约为

2娜of / (L
·

d)
,

而在该阶段硝酸盐

是充足的
。

由此可见
,

D F A A 与无机

氮同样重要
,

可作为氮源为浮游植物

所利用
。

A dm i r aa l等 ( 1984) 也发现在

硝酸盐充足的情况下
,

一种茧形藻

( A呷 h勿
r o ar e .f 夕a l u do s a ) 和盐 生

舟形藻 ( 刀d vic u al as 枷 a 门晒冷砚) 同样也

吸收 D F A A
。

在指数生长后期
,

D F A A 的浓度

又提高到与起始差不多的水平
。

这是

因为在这阶段 D F A A 的释放量大于 iF酬

被吸收的量
。

Poul
e t 等 ( 19 83 )在柔弱 in

l 0

培养天数 (d)

1 5 1夕

图 4 小角刺藻生长过程中海水中No 至一碱 . )和

N O牙一 N (O )含量的变化
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角刺藻的培养中也观察到这一现象
。

他们曾测定这种硅藻的化学组成
,

发现在指数生长

初期
,

藻体本身的蛋白质含量较低
,

因而对 D F A A 的吸收较快 ; 而到指数生长的后

期
,

藻体本身的蛋白质含量增加到原来的 10 一 20 倍
,

故此时对水体中的 D F A A 吸收

就降低而放出相当量的 D F A A
,

使水体中 D F A A 含量提高
。

H

~
r 等( 1981 )发现在

圆海链藻的指数生长期
,

水体中的 D F A A 增加
。

本工作所得结果与上述一致
。

在稳定

生长期有一段时间里
,

水体中 D F A A 的含量变化不大 (图 2)
,

这是因为此时水体中硝

酸盐差不多已消耗尽 (图 4)
,

而 D F A A 成为小角刺藻的主要氮源
,

故吸收速率增大
,

同时一部分藻体细胞已开始死亡
,

它们向水中释放 D F A A 的速率也增加
,

这时处于一

种动态平衡状态
,

因而水中 D F A A 的浓度变化不明显
.

当小角刺藻生长到后期
,

水体

中 D F A A 含量迅速增高 (图 2)
,

这是因为浮游植物的生长活动已经减慢
,

大量藻体开

始衰老死亡
,

向水中释放出大量溶解有机物
。

这种现象与 H

~
er 等 ( 1981 )和 P o ul et

等( 19 83 ) 所报道的结果相符合
。

在小角刺藻的生长过程中
,

水体中溶解碳水化合物 ( D C H O ) 的含量变化基本上与

D F A A 相类似 : 在开始时浮游植物对于 D C H O 的吸收要大于释放量
,

其后随着浮游植

物的大量繁殖
,

释放的碳水化合物增加
,

至生长后期达最高值 (图 2)
。

fl et 吐o t ( 1982)

在研究北海北部春季浮游植物繁殖过程中溶解有机物质的变化时
,

发现释放出的 D C H O

和 D FAA 占 D O C 的 20%
,

这个量是相当可观的
。

对 T D F A A 和 D C H O 的变化进行比

较 (图 2)
,

可以看出
,

T D F A A 的变化更要复杂一些
,

这可能是 T D F A A 比 D C HO 对

生物体更为敏感
,

因为 T D F A A 可直接构成生物的机体
,

而且还可以作为细胞内的缓冲

物质以适应外界条件的变化
,

如 D or thc ( 1982) 曾描述过
,

海洋硅藻能改变细胞内的氮

贮量 (硝酸盐
、

钱
、

氨基酸
、

蛋白质等) 以适应不 同的外界条件
。

在小角刺藻培养的后
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期
,

D O C 含量增至最高值后又开始下降
,

这可能是因为溶解有机物 ( D O M )产生凝聚而

转变成颗粒有机物 ( P O M )的缘故
。

从图 4 可看出
,

N O犷与 N O牙通过小角刺藻的作用会产生一个平衡
。

如 N O犷含量

很高时
,

浮游植物会通过吸收它
,

还原成 N O犷排出 ; 当 N O犷含量很低时
,

浮游植物

又开始吸收 N O牙作为氮源
。

图 2 和图 3 结果还表明一个有意义的特征 : 各个氨基酸的相对含量是与培养的时间

相关的
,

几乎大部分的氨基酸都参与了吸收与释放过程
。

在生长的前期
,

G hi 和 G in 增

加较快
,

成为水体中最占优势的氨基酸 ; 而到后期
,

eS r
,

G ly和 lA
a 的贡献最大

。

水体中这

种相对组成的变化可能体现了硅藻的不同生理要求 ( P o ul et et .al
,

19 83)
。

例如
,

生长后

期
,

水体中碱性氨基酸 O m
,

H is 含量的增加就可能是由于衰老细胞的分解伴随着蛋白

质的水解或变质的结果 ( P o ul et et al
. ,

19 83)
。

另外
,

A gr 含量降低时
,

O m 的含量增

加
,

这可能是 A r g 代谢后的结果 ( M o P Pe r
,

1982 )
。

图 3 表明
,

eS r
,

G ly
,

lA
a

,

lG u
,

A sP
,

G hi 和 A gr 为含量比较丰富
、

变化比较大的氨基酸
。

P o ul et 等 ( 19 83) 在培养柔弱

角刺藻中发现 A sP
,

eS r
,

H is
,

T五r
,

lA
a

,

玫 u
,

O m 等为含量较丰富而且变化较大的氨

基酸
,

本工作结果与之不全相同
。

H a n n r n e r 等 ( 19 8 1) 在培养圆海链藻的实验中
,

证实

A la
,

G ly
,

G ln
,

eS r 等为占优势的氨基酸
,

而变化较大的是 G lu
,

A la
,

V a l
,

此 u
,

o rn

和 场 s
,

本工作结果与之也有差异
。

这些差别的原因
,

可认为是由于藻体培养条件和培

养的硅藻种类不同
,

因而它们的代谢产物也不同
。

纪明侯等( 19 8 5) 对小角刺藻
、

三角褐

指藻 ( hP ae o
da

e yt lu m t r i c o r n u t u m )和菱形藻 ( N i t sz ch i a s P
.

) 3 种硅藻的水解氨基酸组成

的研究表明
,

G lu
,

A s p
,

A l a
,

G ly
,

A r g
,

P he
,

玫u 等为主要氨基酸 ; H ec 勺 等 ( 1973 )

对 6 种硅藻的水解氨基酸分析结果是 : Ser
,

G ly
,

A sP
,

G fu
,

lA a
,

yT
r

,

T五r
,

址u 等为主

要氨基酸
。

本工作结果与之有些近似
。

4 结论

对小角刺藻的培养实验表明
,

浮游植物不仅是海水中 D F AA 的主要生产者
,

同时

也是 D F A A 的消耗者
。

浮游植物不仅在硝酸盐缺乏的时候要吸收 D F A A
,

而且在硝酸

盐充足的情况下也会吸收它
。

在小角刺藻生长的初期
,

水体中 D F A A 含量迅速降低
,

而在后期却又大大增加
。

在小角刺藻的不同生长阶段 D F A A 的组成也不相同
。

这些都

可 以说明
,

海洋中 D F A A 的含量
、

组成和分布的变异是与浮游植物的群落分布
、

繁殖

死亡等过程有密切的关系
。

参 考 文 献

王玉君等
,

198 9
,

海洋科学
,

去43 一 47
。

纪明侯等
,

198 3
,

海洋湖沼通报
,

之如一科
。

纪明侯等
,

1兜5
,

海洋学报
,

杖 5)
:

598 一职
.

杨鹤鸣等
,

1臾抖
,

海洋科学
,

L 27 一 30
。

A d
l l l ir aal

,

W
.

et al
.

,

1984
,

五夕d 。 及笼泌
.

尸嘴
.

肠
.

,

15刃 3一互场
.

A id m ir a 目
,

W
.

et al
.

,

1哭6
,

J E塑
.

月夕d r
.

刀汉
.

石由2
. ,

见 24 1一 25 3
.

E心 r t e h
,

Q
.

,

198 2
,

沃 五甲
.

再夕d。 及耐 及国
.

,

61 汉3一 2翻
.

卿 nn
,

K J
.

et al
.

,

19 86
,

A盛J r
.

刀泪
.

,

见 159 一 163
.

H扭 11
m er

,

K D
.

et al
. ,

198 1
,

刀d厂 hC 酬
. ,

1住 53 3一夕抖
.



3期 陆田生等二 小角刺藻生长过程中溶解游离氨基酸含量在海水中的变化 2 6 1

He c
ky

,

R
.

E
.

e t al
.

,

197 3
,

材d.r B才汉
. ,

l垦 3 23 一 33 1
.

n te kk o t
,

V
.

,

198 2
,

月夕乙r ,

hC 酬
.

,

n
:
143 一 158

.

U团
r o lh

,

D
.

et al
.

,

19为
,

A n
al

.

hC 洲
.

,

51
:
1肠 7一 16 74

.

M叩 eP
r ,

K
,

198 2
,

乙加阴耐
.

队期
n侧犷

, ,

2 :7 3 36 一 抖7
.

P o ul e t ,

5
.

A
.

e t al
. ,

198 3
,

拟 d厂 刀创
.

,

佩 93一 lX()
.

T H E C H A N G E O F C O N T E N T S O F D I S S O L V E D F R E E A M I N O

A C ID S IN S E AW A T E R D U R I N G T H E G R O W T H O F

C g 刁E丑X 万R以 S 几4 I N U刀及弘M 〔IS

uL iT an
s h e n g

,

J i M in hg o u

(nI
s r i ru re of o溯

n of 卿
,

hC 加ese A a 似凌 , F of
l

, !企” 二
,

口动孕勿
0 2仅刃7 1)

A加t r ac t hT
e r e l e a s e a n d 即 t a ke o f id s s o l v e d fr e e

iam
n o ac ids( D F A A )

,

d e t e

imr en d b y

H P L C m e t h o d
,

i n c ul tur e a t 25士 1 oC o f id a t o m hC a e r o c e or s m 勿u t姚如毋 M a ke r e t

P r 一 La v r w e r e s t u d l e d fr o m N o v
.

1986 t o eF b
.

19 87
.

hT
e r e s u l t s s

ug ge s t e d th at

P场 t o P l a kn t o n 15 n o t o ul y a m aj o r P r ed uee
r o f D F A A in s e a w a t e r b u t a l s o a c o -n

s

um
e r

·

Phy top l a kn ton t a ke s uP D F A A as i t s in t r o ge n s o u r c e s e v e n th o u
hg in t r a t e 15

s u iff e n t i n s e
aw

a t e r
.

D u ir n g t he if r s t s t a ge o f hC
a e t o e e

osr m如 u t姚如琳 bl o o m
,

th e

e o n c e in ar t i o n s o f D F A A a n d D C H O de e l ien d
,

an d at th e e n d
,

b o th e o n c e n t r a t i o n s i-n

e r e a s e d r a P id ly
.

T h e e o m Po s i t io n s o f D FA A r e l e as e d i n s e a w a t e r w e r e a l s o fo u n d t o

be id ffe r e n t
acc

o r id n g t o th e s P e e i e s

T h e s e

fac
t s i n id c a t e th e c o m P o s i t i o n

o f t he id a t o r n
.

en吧f
.

CIa
.

f

o f P l a kn t o n a dn gr o w th s t a ge s o f t he id a

e o cn e n t r at i o n s a n d id s t r ib u t i o n o f D F A A

gr e a t ly ifln
u e cn e d 句 t h e b l o o m a dn d e e l in e

S Ca w a t C F
.

eK y w o

dsr hC
a e t o e e

osr m动 u t is s如琳

iam
n o ac id (D F A A ) D i s s o lv e d e a r bo 场 d r a t e

(D O O

o f e o r n r n u in t ie s o f P h y t o P l a kn t o n

M a ke r e t

(D C H O )

P f 一 L a V f

D i s S0 l v C d

D i s s o l v e d

o r g ian
e e a r

bo n


