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摘要: 在铁限制条件下,进行东海原甲藻分泌铁载体的动态研究。对藻类在富铁与缺铁条件下生长状况、生长过程中分泌铁载体

的情况以及海藻接种量对铁载体分泌的影响进行了连续观测,结果表明: 东海原甲藻在缺铁条件下生长状况远不如在富铁条件

下; 随着藻类的生长, 分泌铁载体不断增多,达指数生长期时, 其分泌量也达到了最大值, 之后藻类的生长和铁载体分泌都呈现

下降趋势; 高接种量东海原甲藻能分泌较多的铁载体, 并在较短时间到达峰值。
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Abstract: U nder ir on-lim ited co nditio ns, mar ine micr oo rg anisms are able to secrete lo w-molecular -w eig ht , highly specific ir on

chelato rs t ermed sidero pho res. T hese compo unds scav eng e iro n fro m pro tein com plex es or insoluble hy dr ox ides in the

ex tra cellular env ir onment and tr anspor t it to the cell cyt osol v ia a mem br ane-bound recepto r pr ot ein in the micro or ganism. Ir on

is a necessary r equirement in mar ine eco systems. T her efor e r esearch o n sidero pho res is v ery sig nificant to inter pretat ion of high

nitr ate lo w chlor ophyll ( HN L C) r egions and iro n hypothesis. How ever , it is no t clea r w hether eukar yo tic phyt oplankto n can

pro duce the ir on-specific chelating compo unds.

T her efor e, a sy st ematic investig ation w as car r ied out for sider ophor e secr eted by P . donghaiense L u under iro n-limit ed

conditio ns. Par ameter s studied included t he gr ow th of t he alg ae in iro n-added and iro n-deficient medium, the secr etio n of

sidero pho re dur ing alg ae g ro wt h, and the effect o f alg ae populat ion ino culated on the sidero pho re pro duction. R esults show ed

that the alg ae g r ow th rate in ir o n-deficient m edium w as slow er t han tho se in ir on-rich medium. U nder ir on-limited co nditions,

the sidero pho r e pr oductio n increased alo ng with algae gr ow th. M ax imum pr oduction w as obser ved in t he ex po nential gr ow th

perio d. T hereafter t he rat e of alg ae g r ow th and sidero pho re secr etio n start ed to decr ea se . F ur ther mor e, incr easing algae

populationt r esulted in secr eting mor e sider ophor e and sho rtening the time needed to reach max imum pr oduction.
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　　铁是海洋浮游植物生长所需的微量营养元素[1] ,也是引发近岸赤潮的重要因素之一。地壳中铁含量丰富, 而海洋中游离态

铁的浓度却很低, 主要以氢氧化物的沉积形式存在[ 1] , 微生物组织对铁的吸收相当困难, 广阔的铁营养源不能充分利用,因而在

许多大洋中出现了高营养盐、低叶绿素( HN L C)海区[ 2]。在铁限制条件下,许多原核生物能够分泌出一种低分子量的化合物,能

够从氢氧化铁中夺取 F e(Ⅲ) ,再经细胞膜受体将 F e(Ⅲ)转移进生物体内, 这种与铁具有极强配位能力的化合物通常称为铁载

体[ 1]。

关于铁载体的研究, 国外起步较早,但多是针对陆源生物的病原菌、缺绿病等问题而进行的研究。随着近几年 HN L C 海区

的出现以及铁限制假说的提出, 人们对海洋原核生物分泌铁载体进行了广泛的研究, 但对真核生物的研究相对较少[3]。本文对

海洋赤潮甲藻——东海原甲藻进行了铁限制培养,并对该藻类在富铁与缺铁条件下生长状况、生长过程中分泌铁载体的情况以

及海藻接种量对铁载体分泌的影响进行了连续观测。

1　材料与方法

1. 1　藻种

东海原甲藻( Prorocentrum dong haiens e L u)由本实验室选种、自行培养而得。

1. 2　培养液与培养过程

天然海水和人工海水经过滤、灭菌后作为藻类培养液的基底。天然海水采自西北太平洋海区,各种营养物质均按表 1 加入。

人工海水和痕量金属采用 A quil配方[4] , 营养盐和维生素采用 f/ 2 配方, pH= 8. 0±0. 1,盐度 30±2,各组分含量见表 1。配制人

工海水和营养盐时, 除 M g Cl2·6H2O 和 CaCl2之外, 其它组分均要过 Chelex -100 柱, 以消除铁及其它杂质的污染。

培养器皿经体积比为 15% HN O 3浸泡过夜, 再用超纯水洗净。将培养液置于光照培养箱中, 待适应环境后进行接种,控制

温度( 22±1)℃ ,光强 3500～4500 lx , 昼夜比 L : D = 12 h∶12 h。

表 1　人工海水培养液的组成

Table 1　Compositions in the medium of arti ficial seawater

人工海水 Art ifi cial s eaw ater

组成 NaCl CaC l2 KBr H3BO 3 Na2S O 4 NaHCO 3 SrCl 2·6H2O M g Cl2·6H2O

Comp os it ions

浓度( g L - 1) 21 1. 17 0. 1 0. 03 4. 1 0. 2 0. 017 11. 12

Con cen tr at ion

f/ 2营养盐 Nutrien ts f / 2维生素 Vtamines

组成 NaH2PO 4·H2O NaNO 3 Na2SiO 3·9H2O 组成 VB12 D-Biot in Th iamin e HCl

Comp os it ions Composit ions

浓度( mg L - 1) 6 75 10 浓度( Lg L- 1) 0. 5 0. 5 100

Con cen tr at ion Concent rat ion

Aquil 痕量金属 T race m etal s

组成 CuSO 4·5H2O ( NH4) 6M o7O 24·4H2O CoCl 2·6H2O M nCl 2·4H 2O ZnSO 4·7H2O

Comp os it ions

浓度( Lg L - 1) 0. 25 1. 85 0. 6 4. 55 1. 15

Con cen tr at ion

1. 3　富铁与缺铁条件下藻类生长的比对实验

在 A quil痕量金属配方中, 通过加或不加 Na 2ED T A·2H2O 和 FeCl3·6H2O 以达到富铁与缺铁目的。取一定量处于指数生

长期的原甲藻接入培养液中, 每隔 24 h 进行 1 次细胞计数, 观测藻类生长情况。

1. 4　分泌铁载体实验

在 650 nm 左右, F e(Ⅲ) -CA S 配合物有最大的吸收峰, 而 CA S 配体则无吸收峰。由于铁载体对铁具有极强配位能力,可从

Fe (Ⅲ) -CAS配合物中夺取 Fe(Ⅲ)引起吸光度的变化,从而定性或半定量确定铁载体的分泌情况, 此方法被称为 CA S 实验[ 5]。

Fe (Ⅲ) - CA S+ L→ Fe (Ⅲ) - L + CA S　　$A = A (未接种培养液) - A (接种培养液)

CA S 反应液组成为 F e3+ ( 1. 5×10- 5 mo l L - 1)、CA S ( 1. 5×10- 4 mol L - 1)、HDT M A ( 6×10- 4 m ol L - 1) ,以哌嗪和 HCl为

缓冲液, 调节 pH= 5. 6。已接种的培养液经 10000 r/ min 离心分离 40 min, 取 4 ml上清液与 1 ml CAS 溶液反应, 90 min 后用

A gilent 8453 U V -V is 系统(灵敏度可达 10- 6mol L - 1数量级)进行测定,未接种培养液作为空白。

1. 5　培养液中的铁含量测定

采用 A gilent ICP-M S 7500c测定人工海水或天然海水培养液中F e含量, 其碰撞反应池可减少基体杂质的干扰, 采用H2模

式测定, 灵敏度显著提高,检测限可达 10- 6g L - 1数量级。
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图 1　东海原甲藻在缺铁或富铁天然海水中生长情况

Fig. 1　Grow th of P. d onghaiense L u in iron-def icient or iron-replete

media of natu re seaw ater

2　结果与讨论

2. 1　富铁与缺铁条件下海藻生长的比对

东海原甲藻分别置于缺铁( 14 nmol L - 1 )和富铁( 280 nmo l

L - 1)的天然海水培养液中的生长情况见图 1。由此可见,接种早

期藻类生长差别并不明显, 随着生长的不断进行,富铁条件下藻

类生长迅速, 从 1. 3×103 cell ml- 1增长至 1. 6×103 cell m l- 1, 4～

5 d 达到生长旺盛期, 随后呈现缓慢下降趋势; 缺铁条件下藻类

生长则处于衰减趋势( 1. 3×103～0. 78×103 cell m l- 1 ) , 显然缺

铁条件下藻类的生长状况远远不如在富铁条件下。

缺铁条件下,含有铁的培养液在接种时引入铁元素, 从而使

原甲藻在生长初期还能维持一定的生理需要、不断繁殖; 但随着

藻类的不断增多,有限的铁元素难以维持藻类的正常需要,逐渐

出现了细胞密度降低、生长迟缓等现象, 生长状态远远不如富铁

条件下的情况。再次验证了“铁是海洋浮游植物生长所需要的微

量营养元素”这一观点[1]。

2. 2　藻类生长状况对铁载体分泌的影响

为了验证铁载体的分泌情况是否与藻类的生长周期有关,对缺铁条件下的原甲藻生长过程进行了 CA S 跟踪实验。结果如

图 2 所示: 无论是天然海水还是人工海水培养液,随着藻类生长, 铁载体分泌量不断增加,当藻类处于指数生长期或后期时,铁

载体的含量也达到了最大值; 之后,随着藻类的不断衰减铁载体的分泌也呈现下降趋势。

在藻类不断生长繁殖过程中, 对铁的需求也不断增加, 但由于铁资源难以维系更多藻类生长的需要,不断增多的藻类就会

分泌出更多的铁载体, 分泌的铁载体并不会无限制的增多, 当藻类的生长出现衰减时铁载体的分泌量就会因藻体的减少而受到

影响。因此, 在进行铁载体研究时,一定要把握住藻类生长的各个状态。

图 2　东海原甲藻分别在缺铁的天然海水( N)和人工海水( A)中生长以及CAS 反应的铁载体分泌情况

Fig. 2　Grow th of P . donghaiense Lu and C AS- reactivity in iron- def icient mediu ms of nature seaw ater( N) an d art if icial seaw ater( A)

2. 3　培养液对原甲藻分泌铁载体的影响

在铁载体研究中, 通常采用经 Chelex -100 处理的人工海水作为培养液, 而对天然海水作为基底的报道却较少。东海原甲藻

在不同基底培养液中的生长情况见图 2,结果发现:在天然海水和人工海水中,铁载体分泌随藻类生长的变化趋势虽然较为相

似, 但也受到基底不同的影响,在人工海水培养液中铁载体分泌的高峰期出现在指数生长期(第 4 天) ,而在天然海水培养液中

却出现的较晚(第 5 天) ; 此外,在铁载体连续观测中, 天然海水培养液出现了起伏不定现象。

实验中使用的天然海水来自 HN L C 海区,铁含量低[1] , 可以满足铁限制实验的要求, 同时天然海水含有丰富的营养物质,

这是人工海水所无法比拟的。但是天然海水组分较为复杂, 可能存在干扰铁载体检测的物质(如卟啉、腐殖质) [ 6] ,从而使铁载体

的检测在生长初期就受到干扰, 出现起伏不定的现象。此外,铁载体的高峰期出现在指数生长期之后,不利于铁载体的进一步研

究。因此, 在铁载体研究过程中,建议采用人工海水作为培养液较为适宜。

2. 4　藻类的最初接种量对铁载体分泌的影响

东海原甲藻接种量对铁载体分泌的影响见图 3, 由此可知: 高接种量的藻类( 1. 8×104 cell ml- 1和 1. 5×104 cell m l- 1)分泌
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的铁载体可多达 0. 04 A U～0. 06 AU ,而低接种量的藻类( 3200 cell ml- 1和 7100 cell ml- 1)分泌量只有 0. 01 A U～0. 02 A U ;高

接种量藻类 4 d 就达到了分泌高峰期,而低接种量藻类的高峰期却相对延后。

藻类接种量对分泌铁载体量的影响可能与铁资源的竞争有关, 由图 4 可见, 在接种之初, 引入的铁杂质会随着接种量的增

加而增多, 促进藻类的生长, 高种量藻类 ( 1. 5×104 cell m l- 1和 1. 8×104 cell ml- 1 )的曲线起伏较大、坡度较陡, 藻类繁殖能力

强, 生长速度较快;与此同时, 对有限铁资源的竞争也会越来越激烈, 分泌的铁载体也就会越来越多,高峰期也相应的提前出现。

而低接种量的藻类( 3200 cell m l- 1和 7100 cell ml- 1)的曲线起伏变化并不十分明显, 与之对应的生长速度和繁殖能力也变得十

分缓慢; 铁载体的分泌量也会削弱,到达高峰期的时间也会延长。

图 3　接种数量对铁载体分泌量的影响

Fig. 3　Effect of populat ion in oculated on Siderophore product ion

图 4　不同接种量在缺铁条件下的生长

Fig. 4　Growth of dif ferent p op ulation inoculated th e iron-def icient

medium

3　结论

( 1) 铁元素的不足严重影响了东海原甲藻的正常生长状态,使其分泌出一定量的铁载体以满足自身对铁的需求。从这一角

度出发, 东海原甲藻赤潮的发生是否与铁的含量及形态有关, 还有待进一步研究探索。

( 2) 随着东海原甲藻进入不同的生长阶段,其分泌的铁载体也发生着显著的变化, 一般在指数生长期达到最高值; 高接种

量的藻类有利于获得更多的铁载体, 并在较短时间到达峰值。藻类对铁载体分泌的动态影响不可忽视 ,这对深入研究铁载体的

性质及其转运铁的机理至关重要。

( 3) 选用人工海水培养液作为东海原甲藻的生长环境 ,不但可以避免大洋水引入的杂质干扰, 而且也便于进行铁元素的

控制。

References:

[ 1 ]　Neilands J B. M icr ob ial Iron Compounds . A nn. Rev . Biochem . , 1981, 50: 715～731.

[ 2 ]　T immermans K R, Gledh ill M , Nolt ing R F, et al . Res ponses of marine phytoplankton in iron enrichment experiments in the northern

North S ea and northeas t At lant ic Ocean. Marine Ch emistry, 1998, 61: 229～242.

[ 3 ]　Harri son G I, M orel F M M . Res ponse of th e marine diatom T halassiosi ra w eissf l og ii . L imnol . Oceanog r. , 1986, 31( 5) : 989～997.

[ 4 ]　Price N M , Harris on G I, Herin g J G, et al . Pr eparat ion and chemist ry of the ar tif icial algal cu lture medium aquil. B iological

Oceanogr ap hy , 1989, 6: 443～461.

[ 5 ]　S chw yn B, Neilan ds J B. Universal chemical as say for the detect ion an d deter mination of siderophore. Analy ti cal B iochemistry , 1987,

160: 47～56.

[ 6 ]　Tani H, Nish ioka J , Kumaa K, e t al . Iron( III) hydr ox ide s olubil it y and humic—— t ype f luores cen t or ganic mat ter in the deep w ater

colum n of th e Okhotsk S ea and the northw estern North Pacific Ocean. Deep -S ea Research I , 2003, 50: 1063～1078.

279110 期 王颜萍　等: 铁限制条件下东海原甲藻分泌铁载体 　


