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脱水螺旋藻细胞复水后在不同光强下的谱学性质

杨 � 芳1, 2 , 涂 � 芳1 , 白 � 燕1, 郑文杰1, 2*

1� 暨南大学化学系, 广东 广州 � 510632 � � � �

2� 暨南大学水生生物研究所, 广东 广州 � 510632

摘 � 要 � 将冷冻干燥处理后的极大螺旋藻干粉(脱水细胞)悬浮于 NaCl等渗盐水中并添加葡萄糖和尿素, 分

别置于暗室、自然光照环境和培养箱中 , 在 2, 14, 26 h 后分别测定其吸收光谱、荧光发射和激发光谱的变

化。结果表明: 在相同时间下, 藻细胞复水后的光谱特征峰随光强的不同呈现有规律的下降, 暗室下的复水

藻细胞特征峰强度最高, 而放置在光照培养箱的则最低。说明在水分胁迫和光抑制的双重作用下, 经过冷冻

脱水的藻细胞复水后无法恢复其正常的光合作用。
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引 � 言

� � 光源是藻类和植物进行光合作用必不可少的条件之一。

然而在强光下, 大多数植物的光合作用会下降, 强光胁迫下

植物光合作用的光抑制现象受到越来越多研究者的关注。

1956 年 Kok 就提出光抑制的原初作用位点是 PSⅡ的反应中

心, 目前认为光抑制大致可以分为两个过程: ( 1) PSⅡ反应

中心失活和修复的循环; ( 2)通过降低对光能的吸收和增强

激发能的热耗能来避免 PSⅡ反应中心的过渡激发[1]。强光

下过量的光能必须耗散掉, 否则会损伤植物的光合机构, 尤

其是对 PSⅡ的损伤更为严重[ 2] , 植物长时间曝露在强光下,

不仅会发生光合作用的光抑制, 而且会引起叶绿素的光氧

化。随着研究的深入, 人们发现光抑制不仅对光系统有损伤

作用, 同时它还是光系统适应过量光强的一种保护机制。

经过冻干处理后的螺旋藻脱水细胞复水后, 与鲜活细胞

的光谱相比发生了明显的变化[3]。将脱水细胞悬浮在水溶液

中可能由于藻细胞内外渗透压的原因, 导致藻细胞溶胀, 从

而使光谱发生改变, 为了进一步探讨干燥后光能对复水细胞

的光合作用, 观察藻细胞中水分在维持生物分子构象、能量

的捕获和传递中的作用, 本文探讨了将脱水细胞重新悬浮于

NaCl等渗盐水中, 添加葡萄糖和尿素以补充碳源和氮源, 并

放置在不同的光强下的光谱变化。

1 � 实验部分

1� 1 � 藻种及培养条件

极大螺旋藻( S� max ima) , 藻种由暨南大学水生生物研

究所藻种室提供, 本实验室保种。

在 250 mL 三角烧瓶中加入 100 mL Zarr ouk 培养液, 调

节藻的初始 OD560为 0� 1。三角烧瓶用两层滤纸封口并放于
培养箱中培养, 光照强度 5 000 Lx 左右, 光暗比为 14� 10

h, 温度( 30+ 1) � , pH 值 8� 5, 每天定时摇匀 3 次, 并添加

蒸馏水以补充水分蒸发。

1� 2 � 螺旋藻细胞的光谱测定
将经过冻干处理后的极大螺旋藻脱水细胞悬浮于 NaCl

等渗盐水中, 避光放置 30 min, 然后加入等体积的 Zar r ouk

培养基 ( 含 0� 3% 的葡萄糖和 0� 03% 的尿素 )。调初始

OD560= 0� 2。平分 3 份, 分别置于暗室中, 自然光和培养箱

中(光�暗比为 14� 10 h)。于 2, 14, 26 h 后测定三者的吸

收及荧光光谱。

2 � 结果与讨论

2� 1 � UV-Vis 吸收光谱的变化

脱水螺旋藻细胞复水后分别放置于暗室、自然光照环境

和培养箱中, 经过不同时间的吸收光谱见图 1 所示。由图 1

可知, 复水后的藻细胞在 2 h 的吸收光谱与正常藻细胞的光

谱相同, 出现 440 和 680 nm 处叶绿素 a 的吸收峰, 620 nm

处藻蓝蛋白的吸收峰以及 490 nm 处类胡萝卜素的肩峰; 此

时光强的影响不明显, 但以培养箱中的细胞吸收最弱。14 h

后除叶绿素 a的吸收峰外, 藻蓝蛋白和类胡萝卜素的吸收峰



消失。26 h 后, 只有叶绿素 a 在 680 nm 处的吸收较明显; 而

且不同光强下, 培养箱中培养的复水细胞的吸收此时呈现最

强, 其原因可能是在光照培养箱中放置 14 h 之后, 藻呈现浑

浊的乳白色, 故吸收增强, 但 26 h 后培养箱中细胞在 680

nm 处的吸收峰实际上已经很弱了。

Fig� 1� Absorption spectra of water-reabsorbing cells of Spirulina maxima

( a) : Af ter 2 h; ( b) : Af ter 14 h ; ( c) Af ter 26 h ; a: Darkness; b: Natu ral lig ht ; c: Cultur e illuminat ion

Fig� 2 � Fluorescence emission spectra of water-reabsorbing cells of Spirulina maxima

( a) : After 2 h, �ex= 440 nm; ( b) : Af ter 14 h, �ex= 440 nm; ( c) : Af ter 26 h, �ex = 440 nm ;

( d) : After 2 h, �ex= 490 nm; ( e) : After 14 h, �ex= 490 nm; ( f) : After 26 h, �ex= 490 nm;

( g) : After 2 h, �ex= 580 nm; ( h) : Af ter 14 h, �ex = 580 nm ; ( i) : Af ter 26 h, �ex= 580 nm

2� 2 � 荧光光谱的变化

2� 2� 1 � 荧光发射光谱
不同微藻类的荧光光谱特征随细胞色素组成 (叶绿素、

藻胆色素、类胡萝卜素)和光能在其中传输过程的不同而

异[ 4]。螺旋藻细胞在 440, 490 和 580 nm 三个激发波长处的

荧光发射光谱见图 2。由图中可见, 以 440 nm 激发时, 在不
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同光强下均出现 680 nm 的强发射峰和 720 nm 左右的弱的

肩峰, 680 nm 处为别藻蓝蛋白-B 的发射峰, 720 nm 处为叶

绿素的发射峰[5, 6] , 这与正常生长的藻细胞光谱相似, 但暗

室培养的细胞荧光强度最大。而以 490 nm 的光激发时, 复

水藻细胞的发射峰出现在 644 nm 处, 正常藻细胞的发射峰

为 732 nm。由于冻干过程中对藻细胞造成一定的损伤, 因此

复水藻细胞的光合系统受到一定的影响, 导致能量不能正常

的传递给 732 nm, 最终以藻蓝蛋白的发射形式释放出来。由

于藻蓝蛋白的不稳定, 随着时间的延长, 其强度逐渐下降,

最终锐峰消失。同样以 580 nm 激发的发射光谱图中也观察

到发射峰的位置在藻蓝蛋白的发射处, 且随着时间的延长,

藻蓝蛋白的发射减弱。而鲜活细胞的发射峰来自藻胆体( 660

nm) , 这也说明了经冷冻脱水藻细胞中藻胆体已经严重损

伤。虽然激发峰不同, 荧光发射峰出现的位置不同 , 但光强

对复水藻细胞的影响却相似, 均表现为相同条件下以暗室培

养的荧光强度最大, 培养箱中的荧光强度最小。

� � 从荧光光谱图中还可以看出, 14 h 后以 490 nm 激发时,

发射峰强度不明显, 可见类胡萝卜素的电子传递作用已大大

降低, 26 h 后以 580 nm (蓝光)激发所得的发射峰强度也明

显降低, 说明此时的藻蓝蛋白的电子传递作用基本停滞, 而

叶绿素的发射峰在 26 h 依然可见。说明了复水藻细胞中的

色素会依次分解, 其降解的次序依次为: 类胡萝卜素> 藻蓝

蛋白> 叶绿素, 强度会随着时间的延长而降低, 光则会加剧

这种影响。

2� 2� 2 � 荧光激发光谱
不同光强、不同时间复水藻细胞的荧光激发光谱见图 3

所示, 复水初期, 藻细胞的激发峰出现在 600 和 625 nm, 与

正常生长的藻细胞光谱相似, 其中 625 nm 处的峰为藻蓝蛋

白的激发峰, 这说明螺旋藻细胞悬浮水溶液其主要的捕光色

素仍是藻蓝蛋白, 而别藻蓝蛋白主要是传递光能的, 对捕光

的贡献较小。随着时间的增加, 激发峰强度均减弱, 但 600

nm 的峰减弱速度更快; 26 h 后原激发峰消失, 且位置发生

改变, 但此时峰的强度已大大降低。藻细胞在相同时间、不

同光强下, 均以暗室培养的激发峰强度最大, 培养箱中培养

的细胞 14 h后激发峰已不明显。而且时间越长, 光强的影响

也越小。

Fig� 3 � Fluorescence excitation spectra of aqueous suspension of re-absorbing cells
( a) : After 2 h, �em= 644 nm; ( b) : After 14 h, �em= 644 nm; ( c) : Af ter 26 h, �em= 644 nm ;

( d) : After 2 h, �em= 680 nm; ( e) : Af ter 14 h , �em= 680 nm ; ( f ) : Af ter 26 h, �em= 680 nm;

a: Dark nes s; b: Natural light ; c: Cu lture illuminat ion

3 � 结 � 论

� � 通过对不同光强、不同时间下脱水螺旋藻细胞复水后的

光谱观察可以发现, 在同一时间内, 复水藻细胞的光谱特征

峰随光强的不同呈现有规律的下降, 暗室下培养的复水藻细

胞特征峰强度最高, 而放置在光照培养箱的则最低。说明光

对复水细胞有一定的损伤, 由于冷冻脱水的藻细胞中的PSⅡ

光合作用基本停止工作, 复水后藻细胞的光合系统尚未完全

恢复, 光照会加剧损伤, 在光照培养箱中放置 14 h 之后, 可

以看到藻的颜色逐渐变淡, 最后变成浑浊的乳白色。而在暗

室中培养的复水藻细胞的颜色却能保持很长一段时间。说明

冷冻脱水后的藻细胞复水后, 不能进行正常的光合作用, 光

对复水细胞有一定的损伤。由于复水藻细胞中的光合系统遭

到损伤, 在水分胁迫下, 可能导致叶绿素1O2 (单线态氧)大

量产生。而 1O2 在光合色素的降解过程中起着重要的作

用[ 7] , 而类胡萝卜素和维生素 E 均存在于叶绿体膜系统上,

它们可将叶绿素光敏化产生的1O 2 直接猝灭[ 8]。但在复水细
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胞中, 类胡萝卜素最先降解, 对光抑制没有产生保护作用,

而强光会加剧1O2 的产生。在水分胁迫和光抑制的双重作用

下, 经过冷冻脱水处理的藻细胞复水后无法恢复其正常的光

合作用。
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The Spectra of Water-Reabsorbing Spirulina Maxima at Different Light

Intensity
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Abstract � The fr eeze-dried cells of Sp irulina max i ma were resuspended in NaCl isotonic solution under the condition of dark-

ness, natur al lig ht and cultur e illumination r espectively. Their spect ra were studied after the Sp irulina max ima was tr eated fo r

2, 14 and 26 h respect ively. The results indicated that the peak intensit y decreased gr adually at different light intensity but in the

same t ime span. T he peak intensit y was the highest when S p irulina max ima w as put in darkness, but lowest under cultur e illu-

mination. The w ater- r eabsorbing S p irulina max ima couldn� t r est ore the normal pho tosynthesis under the dual st ress of both

water and light.
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