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杜氏盐藻生长及 PSⅡ对不同磷源的响应 

杨宋琪1, 2, 3, 史邵华4, 王丽娟1, 2, 3, 徐卫民5, 罗光宏1, 2, 3 

(1. 甘肃省微藻工程技术研究中心, 甘肃 张掖 734000; 2. 甘肃省河西走廊特色资源利用重点实验室, 甘肃 

张掖 734000; 3. 河西学院, 甘肃 张掖 734000; 4. 西南大学 生命科学学院, 重庆 400715; 5. 天津开发区天

光高科技开发有限公司, 天津 300457) 

摘要: 在实验室控制条件下, 研究了无机磷磷酸二氢钠(NaH2PO4)及 3 种有机磷源三磷酸腺苷二钠盐

(adenosine disodium triphosphate, ATP)、β-甘油磷酸二钠(sodium β-glycerophosphate, G-P)和 D-葡萄糖-6-

磷酸(D-Glucose 6-phosphate, D-G-6-P)对杜氏盐藻(Dunaliella salina)生长及 PSII 系统的影响。结果表明, 

杜氏盐藻在 ATP 和 NaH2PO4 的磷环境中生长迅速, 最大比生长速率(µmax)分别为(0.736±0.0158)/d 和

(0.667±0.0553)/d; 而 β-甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸培养条件下盐藻生长则具有滞后效应, µmax分别为

(0.232±0.0114)/d 和(0.31±0.0077)/d。ATP 和 NaH2PO4作为磷源时, 盐藻最大电子传递效率(ETRmax)和最大饱

和光强(Ik)显著高于 β-甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸处理组(P<0.05), 而 NPQ 则呈相反。JIP-test 参数

可知, 单位反应中心吸收的光能(ABS/RC)、t=0 时单位反应中心捕获的用于还原 QA 的能量(TR0/RC)和最

大光化学效率(ΦP0)在各组间差异不显著(P>0.05), 但 β-甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸处理组单位反应

中心耗散掉的能量(DI0/RC)显著增加(P<0.05), ψ0 和 ΦE0 显著降低(P<0.05)。表明 β-甘油磷酸二钠和 D-葡

萄糖-6-磷酸作为磷源时盐藻光合系统反应活性中心(RC)部分关闭, 反应活性中心的数量(RC/CS0)减少, 

PSⅡ受体侧电子传递受到影响, 能量耗散效率提高。综上可知, 杜氏盐藻均能利用无机磷和有机磷作为磷

源供其生长, 但 ATP 作为磷源使得盐藻在最短时间进入对数期, 生物量显著提高(P<0.05)。 
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磷是湖泊富营养化的关键因子, 也是藻类生长

的第一限制因子 [1]。磷营养盐缺乏 , 降低了藻细胞

的光合速率和呼吸速率、抑制藻的生长, 甚至导致

细胞死亡等 [2]。研究表明 , 藻类能直接利用水体中

无机磷(DIP)提供其生长、繁殖 [3]。然而 , 水体中无

机磷含量很低 [4], 成为藻类在水体中生存竞争的

首要营养元素 [5]。因此 , 许多藻类进化出能利用其

他形态的磷源来维持自身生长的能力 [6-7]。目前已

知中肋骨条藻、东海原甲藻、微小亚历山大藻、铜

绿微囊藻、小球藻、拟柱胞藻等均可利用 ATP、葡

糖 -6-磷酸、甘油磷酸、核苷酸、磷酸酯等有机磷

作为磷源进行正常的生命过程 , 生长状况甚至优

于无机磷酸盐 [8-14]。  

盐生杜氏藻 (Dunaliella salina)是一种不具细

胞壁的嗜盐单细胞绿藻 , 因其在适宜条件下能够

合成具有良好经济价值的 β-类胡萝卜素而倍受关

注 [15]。有研究指出 , 磷对杜氏藻生长和光合系统的

响应均有重要影响 , Geider 等 [2]发现磷限制会使得

巴夫杜氏藻最大光化学效率降低 ; 尹翠玲等 [16]发

现杜氏盐藻 PSⅡ最大光能转化效率、叶绿素 a 浓

度和细胞密度均随着磷浓度的增加而增加 , 并在

290.4 µmol/L浓度时达到最大。然而, 杜氏盐藻能否

利用其他形态的磷未见报道。因此, 本研究通过分析

杜氏盐藻(Dunaliella salina)对不同磷源的吸收利用, 

探究其生长和光合作用方面对不同磷源的响应情况, 

进而揭示杜氏盐藻对不同磷源的利用情况, 为盐藻

培养基的优化和营养盐的筛选提供理论支持。 
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1  材料与方法 

1.1  藻种培养 

实验所用藻种杜氏盐藻(Dunaliella salina)由天

津开发区天光高科技开发有限公司提供。供试藻种

置 Dunaliella Medium中培养, 培养条件: pH 7.5, 温

度(25±1)℃, 光照强度 80 µmol/(m2·s), 光暗比 12 h︰

12h。 

1.2  实验处理 

以 Dunaliella Medium磷为基准(磷为 0.1 mmol/L), 

分别以四种不同形态的磷 NaH2PO4、ATP、β-甘油

磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸为初始磷源进行培养

至对数期时 , 将离心、洗涤后的藻体接入无磷培养

基中 , 饥饿培养 3d 后 , 再将饥饿的藻细胞分别接

入含有不同磷源的 300 mL Dunaliella 培养基中 , 

初始藻密度为 1.4×105个/mL, 每 48 h 进行取样测

定相关参数。每个处理设置 3 个平行 , 每天定时摇

动 3 次。  

1.3  叶绿素 a 含量及比生长速率的测定 

每个处理各取 5 mL的藻液进行离心, 7000 r/min, 

离心 10 min, 去除上清液, 接着将藻细胞用 90%的

丙酮在 4℃条件下黑暗提取 24 h 后将提取液定容至

10 mL, 于紫外分光光度计(日本岛津, UV-2550紫外分

光光度计)测其 663 nm和 645 nm波长处吸光值[17]。 

叶绿素 a含量(mg/L)=(8.02A663+20.21A645) 

比生长速率计算:  

µmax=max(µ1, µ2, µ3, ⋯, µn, ) 

式中, µ表示杜氏盐藻在某一时间段内的比生长速率, 

µmax表示最大比生长速率, x2表示 t2时间的藻类现存

量, x1表示 t1时间的藻类现存量。 

1.4  快速光响应曲线的测定 

待藻种进入对数期后, 利用 PHYTO-PAM 荧光

仪(PhytoPAM Phytoplankton Analyzer, 德国 Walz公

司)测定盐藻快速光响应曲线, 测定参数包括最大 PS

Ⅱ表观电子传递速率(ETRmax), 饱和光强(Ik), 光化

学淬灭(qP)和非光化学淬灭(NPQ)。测定前将藻液暗

适应 20 min, 然后分别在 1、32、64、128、192、320、

448、576、960、1472 和 1856 µmol/(m2·s)光强下测

定其光响应曲线。相对电子传递速率通过下列方程

计算获得[18]:  
PAR / ETR max PAR / ETR max

maxrETR=ETR (1 e )e    

式中, α为光响应曲线的起始斜率, β为光曲线下降时

的斜率(光抑制参数), ETRmax 为最大 PSⅡ表观电子

传递速率, PAR为光照强度。 

1.5  JIP-test 参数的测定 

荧光参数测定采用植物效率分析仪(Handy PEA, 

英国 Hansatech), 待藻培养进入对数期时, 各处理取

样 2.3 mL, 并暗适应 30 min后测定快速叶绿素荧光

诱导动力学参数, 测定光强为 3000µmol/(m2·s), 最

大激发波长 650 nm。所获得的参数包括 RC/CS0, ΦP0, 

ψ0, ΦE0, ABS/RC, DI0/RC, TR0/RC, ET0/RC等, 各参

数意义见表 1[19]。 

 
表 1  JIP 测定所用的叶绿素荧光动力学参数 
Tab. 1  Formulae and terms used in the JIP test in the analysis of transient chlorophyll fluorescence  

术语及公式 含义 

ΦP0=1–F0/Fm 最大光化学效率(t=0时) 

ψ0=1–VJ 捕获的激子将电子传递到电子传递链中超过 QA的其他电子受体的概率(t=0时) 

ΦE0=(1–F0/ Fm)·ψ0 用于电子传递的量子产额(t=0时) 

RC/Cs0=ΦP0(VJ/Μ0)·(ABS/CS0) 单位受光面积有活性反应中心的数量 

ABS/RC=Μ0(1/VJ)·(1/ΦP0) 单位反应中心吸收的光能 

DI0/RC=(ABS/RC) –(TR0/RC) 单位反应中心耗散掉的能量(t=0时) 

TR0/RC=Μ0(1/VJ) 单位反应中心捕获的用于还原 QA的能量(t=0时) 

ET0/RC=Μ0(1/VJ)ψ0 单位反应中心捕获的用于电子传递的能量(t=0时) 

 

1.6  数据统计 

实验数据用 SPSS 13.0 进行单因素方差分析

(One Way ANOVA), 并用 LSD法进行多重比较, 使

用 Origin 8.5软件作图。 

2  结果 

2.1  不同磷源条件下盐藻的生长特性 

4种磷源培养下, 杜氏盐藻叶绿素 a含量均随时
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间的推移而显著增加(P<0.05, 图 1)。结果发现, 无机

磷(NaH2PO4)和有机磷(ATP)很容易被盐藻吸收利用, 

增长率在第 1~3天达到最大, µmax分别为(0.667±0.055)/d

和(0.736±0.015)/ d。在培养的第 12天进入稳定期, 叶

绿素 a质量浓度最大值分别为 5.91 mg/L和 6.69 mg/L。

而盐藻对 β-甘油磷酸二钠和D-葡萄糖-6-磷酸吸收利

用相对滞后, 最大比增长率出现在第 3~4天, µmax分别 

 

图 1  不同磷源培养下杜氏盐藻生长及最大比生长速率

大小 

Fig. 1  Effects of different phosphorus substrates on growth 
and the maximum specific growth rate of Dunaliella 
salina 

为(0.232±0.011)/d 和(0.31±0.007)/d, 并且在第 16 天左

右进入稳定期, 叶绿素 a质量浓度分别为 5.90 mg/L和

4.85 mg/L。 

2.2  快速光响应曲线 

杜氏盐藻在 4 种磷源条件下光响应曲线结果表

明(图 2, 表 1), 4个处理的 ETRmax和 Ik在各组之间均

呈现出显著差异(P<0.05), 大小关系: ATP>NaH2PO4> 

β-甘油磷酸二钠>D-葡萄糖-6-磷酸; D-葡萄糖-6-磷酸

和 β-甘油磷酸二钠处理组非光化学淬灭值(NPQ)分

别为 0.209±0.012, 和 0.187±0.014, 显著高于 ATP(0.169± 

0.026)和 NaH2PO4(0.165±0.028)处理组(P<0.05); 光

化学淬灭系数 qP 值在 β-甘油磷酸二钠处理组最低

(0.637±0.009), 显著低于其他 3 个处理(P<0.05); 而

Fv/Fm值在各组之间差异不显著(P>0.05)。 

 

图 2  不同磷源条件下杜氏盐藻光响应曲线 

Fig. 2  The electron transport rates (ETR) for the treatment 
responses of Dunaliella salina in different phos-
phorus substrates 

 
表 2  不同磷源条件下杜氏盐藻光响应曲线参数值 
Tab. 2  Parameters of rapid light-responding curves of the responses of Dunaliella salina in different phosphorus substrates 

磷源 ETRmax Ik NPQ qP Fv/Fm 

NaH2PO4 123.533±5.589b 434.333±16.93 b 0.165±0.028a 0.683±0.007a 0.723±0.003a 

ATP 141.367±1.185a 491.733±7.311a 0.169±0.026a 0.677±0.003a 0.733±0.003a 

β-甘油磷酸二钠 94.687±3.383c 313.633±11.34c 0.187±0.014b 0.637±0.009c 0.715±0.017a 

D-葡萄糖-6-磷酸 82.433±3.117d 274.333±9.795d 0.209±0.012b 0.653±0.007b 0.716±0.012a 

a, b, c, d: 各处理组之间字母标注相同, 差异不显著(P>0.05); 字母标注不相同, 差异显著(P<0.05) 

 

2.3  叶绿素荧光参数的变化 

不同磷源处理下, 盐藻叶绿素荧光参数反应活

性中心所捕获的光能(ABS/RC)、反应活性中心捕获

的激发能用于还原 QA的能量(TR0/RC)、反应活性中 

心捕获的光能用于电子传递的能量(ET0/RC)和反应

活性中心耗散掉的能量(DI0/RC)的变化情况如图 3所

示。结果表明, 四个处理中盐藻 ABS/RC和 TR0/RC差

异不显著(P>0.05), 但 β-甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-
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磷酸处理组 DI0/RC 相比于其他两组显著增加

(P<0.05), D-葡萄糖-6-磷酸处理 ET0/RC显著低于其

他三组(P<0.05)。最大光化学效率(ΦP0)在各组之间差

异不显著(P>0.05), 而 t=0 时捕获的激子将电子传递

到电子传递链中超过 QA 的其他电子受体的概率

(ψ0)、用于电子传递的量子产额(ΦE0)和单位受光面积

有活性反应中心的数量(RC/CS0)NaH2PO4和 ATP 处

理组均显著高于 β-甘油磷酸二钠和D-葡萄糖-6-磷酸

处理组(P<0.05)。 

 

图 3  不同磷源条件下杜氏盐藻生长 JIP-test参数 

Fig. 3  JIP test parameters of Dunaliella salina in different 
phosphorus substrates 

3  讨论 

水生态系统中, 对藻类生长具有显著促进作用

的无机磷(DIP)含量很低, 而有机磷占据磷源较大一

部分。因此, 藻类在无机磷限制的环境下通过各自的

代谢途径对有机磷加以利用以满足自身需要[8]。本研

究结果表明, 杜氏盐藻均能利用 NaH2PO4、ATP、β-

甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸维持其生长 , 在

NaH2PO4和 ATP 中盐藻生长更好, 且 ATP 作磷源时

盐藻进入对数期需要更短的时间(1~2 d), 最大比增

长率也高于其他 3 组。赵艳芳等[12]对中肋骨条藻和

东海原甲藻的研究发现这两种藻能利用无机磷和有

机磷化合物生长繁殖, 且在有机磷化合物中生长更

好 , 本实验结果出现类似的效应 , 表明在无机磷限

制而有机磷充足的条件下盐藻能够良好的生长, 且

生长状况或会优于无机磷源。 

光合植物叶绿素荧光动力学可以快速、简便、

无损伤的检测受外界环境影响下的植物光合生理状

况, 能够准确测定植物光系统对光能的吸收、传递、

耗散和分配等 [20], 通过叶绿素荧光的变化能够反映

不同环境影响下植物光合机构与功能的变化[21]。本

研究结果发现, 4 种磷处理条件下杜氏盐藻 Fv/Fm均

为 0.7~0.74, 各组之间差异不显著(P>0.05), 说明杜

氏盐藻均未受到磷营养盐胁迫 [22-23], 盐藻能利用 4

种磷源供其生长。qP 与 NPQ 是 PSⅡ天线色素吸收

光能的两条淬灭路径, 二者呈竞争关系, qP 指 PSⅡ

天线色素吸收的光能用于光化学电子传递的份额 , 

亦即 PSⅡ反应中心的开放程度, qP越大, 表明 PSⅡ

的电子传递活性越大; 而 NPQ则是指 PSⅡ天线色素

吸收的光不能用于光化学电子传递的份额, 一般以

热的形式耗散掉, 是藻类对自身光合机构的一种保

护机制[22]。相比于 ATP 和 NaH2PO4处理组, β-甘油

磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸作磷源时杜氏盐藻 qP

显著降低而 NPQ 显著升高(P<0.05), 说明此时盐藻

PSⅡ反应中心的开放程度较低, 电子由 PSⅡ的氧化

侧向 PSⅡ反应中心的传递受阻, 热耗散增加, 能量

利用效率较低。最大 PSⅡ表观电子传递速率(ETRmax)

和饱和光强(Ik)结果可知ATP作磷源时盐藻光强饱和

值高, 较高的电子传递速率将大量的光能及时传递

出去。 

JIP-test 是一种定量化分析叶绿素荧光诱导的方

法[24], 能够准确的反应 PSⅡ反应中心及电子供体侧

和受体侧的生理状态 [25-26]。四种磷源处理盐藻
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ABS/RC 和 TR0/RC 差异不显著, 说明盐藻反应中心

所吸收的光能没有因为磷源的不同而呈现出显著差

异。相比于 NaH2PO4和 ATP处理, β-甘油磷酸二钠和

D-葡萄糖-6-磷酸处理组 DI0/RC 显著增加, 但 ET0/RC

呈降低趋势, 表明 β-甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷

酸作磷源时有活性反应中心负担加重, 迫使其耗能

效率提高, 其 PSⅡ反应活性中心捕获的光能更多的

用于 QA的还原, 使得用于电子传递的能量减少, 最

终导致光合能力的降低。ΦP0 表征 PSⅡ反应中心供

体侧的电子传递性能, 也反映了暗适应后 PSⅡ最大

光化学效率 [27]。四个处理组之间 ΦP0 差异不显著

(P>0.05), 该结果与 Fv/Fm结果相吻合, 意味着其光合

效率不会因为磷源形态而被抑制。ψ0、ΦE0 等参数反

映了 PSⅡ受体侧 QA、QB和 PQ库等的变化情况。有

机磷 β-甘油磷酸二钠和 D-葡萄糖-6-磷酸处理使得杜

氏盐藻 ψ0和 ΦE0下降, 可能由于盐藻对这两种有机

磷相对较低的利用率导致其 PSⅡ受体侧电子传递受

到影响, 表现为 QA传递电子的能力下降, 有活性反

应中心的开放程度下降。 
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Abstract: The effects on the growth and PS Ⅱ of Dunaliella salina under inorganic and organic phosphorus 
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sources, including NaH2PO4, ATP, sodium β-glycerophosphate (G-P), and D-Glucose 6-phosphate (D-G-6-P), were 

investigated. The results showed that D. salina could grow rapidly under ATP and NaH2PO4; the maximum growth 

rate (µmax) was 0.736±0.0158 and 0.667±0.0553 per day, respectively. However, a hysteresis phenomenon was dis-

covered under G-P and D-G-6-P, and the µmax were 0.232±0.0114 and 0.31±0.0077 per day respectively, which was 

markedly lower than in the ATP and NaH2PO4 controls (P<0.05). The value of ETRmax and Ik under ATP and 

NaH2PO4 were significantly higher than those in the G-P and D-G-6-P controls (P<0.05), while the value of NPQ 

was the reverse. JIP test parameters showed that ABS/RC, TR0/RC, and ΦP0 did not differ significantly among 

groups (P>0.05); however, DI0/RC was increased, whereas ψ0 and ΦE0 were decreased significantly under G-P and 

D-G-6-P conditions (P<0.05). These results demonstrated that RC could close partially, RC/Cso decreased, electron 

transport on the acceptor side of photosystemⅡwas blocked, and the efficiency of dissipation of energy increased 

when the phosphorus sources were G-P and D-G-6-P. In conclusion, D. salina could utilize both dissolved inorganic 

phosphate (DIP) and dissolved organic phosphorus (DOP), and ATP had a greater effect on growth than other or-

ganic phosphorus sources, which was reflected in the growth in the logarithmic phase at the shortest time and the 

significant increase in biomass in the presence of ATP (P<0.05). 
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