
 

不同盐度低渗胁迫处理对龙须菜切段再生能力及

光合生理的影响
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摘要：为探究龙须菜对低渗胁迫的生理性适应，分析了龙须菜主枝切段在不同盐度低渗培
养液 (盐度 19.500、13.000、6.500、0.000)下耐受不同胁迫时间 (1、3、6、12和 20 h)后，
继续恢复正常盐度 (盐度 26.000)培养过程中的形态发生、光合生理指标和细胞器亚显微结
构变化。结果显示，短于 12 h的低渗 (盐度 0~19.500)胁迫可以促进龙须菜切段的出芽，
其总出芽数均高于对照组 (盐度 26.000)。3 h的淡水胁迫后恢复至正常盐度培养，藻段再
生过程的出芽数目较多，鲜重增加最多，表现出了明显的生长优势。龙须菜藻段经淡水胁
迫 3 h后恢复至正常盐度培养 28 d，藻段的相对生长率 (RGR)为 0.91 %/d，较对照组 RGR
提高了 61.27%。1和 3 h淡水胁迫对龙须菜藻段的光合生理指标无明显的负面效应，且恢
复至正常盐度培养后藻段的光合生理活性增强，提示低渗胁迫可能增强了藻段的细胞代谢
活力。透射电镜观察表明，经淡水胁迫 3 h后，表皮细胞内的红藻淀粉颗粒、质体小球及
脂质体等为藻体生长发育提供能量的物质和质体再生所需中性脂原料明显增加，适应于藻
段再生过程的新生芽形成。相反，长时间的淡水胁迫对色素体和类囊体等亚细胞器结构造
成了不可逆的损伤。研究表明，龙须菜主枝切段经淡水 3 h的浸泡有助于其再生过程的出
芽，这将为龙须菜无性系苗种快速扩繁提供技术参考。本研究可为建立龙须菜无性系苗种
快速扩繁技术提供参考数据。
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盐度是调控海藻生长发育的重要生态因子之

一，也决定着海藻的自然分布[1]。相关研究发现，

河海交汇区盐度变化对肠浒苔 (Enteromorpha
intestinalis)的分布和生长速率产生了显著影响 [2]。

高盐胁迫下鼠尾藻 (Sargassum thunbergii)的 PSⅡ
最大光化学效率 (Fv/Fm)显著降低，但转移至正

常盐度海水中培养后又可迅速恢复至正常水平[3]。

一定范围内盐度的增加可以促进条斑紫菜 (Pyropia

yezoensis)叶状体的甘露醇积累 [4]。低渗处理羊栖

菜 (Sargassum fusiforme)不会降低其光合生理指标，

且经过短时淡水处理后不仅可以清除养殖网帘上

的杂藻，还将增强羊栖菜的光合活性 [5]。值得注

意的是，一些潮间带的产胶藻类时常经历陆源径

流的淡水汇入、退潮干出后的突发降雨及涨潮后

的复水等盐度变化过程，表现出了对短时低渗胁

迫的适应性。相关研究表明，坛紫菜 (P. haitanen-
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sis)在盐度 5的低渗胁迫下可以维持较高的 K+水

平，进而维持较高的 K+/Na+，保证了光合作用的

正常进行 [6]。过低的盐度也可维持细基江蓠繁枝

变型 (Gracilaria tenuistipitata var. liui)的琼胶合成
[7]。在正常盐度 26和低盐 16的环境下栽培提克江

蓠 (G. tikvahiae)，二者的生长速率也不存在差异[8]。

其次，由于河水的注入，生长在河口区的真江蓠

(G. vermiculophylla)经常遭遇低渗胁迫，虽然其最

适生长盐度为 15~30，但是在盐度 0.5条件下仍可

以存活数周[9-10]。

龙须菜 (Gracilariopsis  lemaneiformis)是一种

生长在潮间带的产胶红藻，也是在我国南北方海

区被广泛栽培的一种重要的大型经济藻类。目前

龙须菜的人工栽培主要依靠营养繁殖的方式来进

行。营养体繁殖虽然生长快，栽培过程操作简单，

但是我国南方夏季高温期漫长，适宜的藻体生长

期偏短，难以进行龙须菜的周年化栽培。如何在

有限的适养时间里，通过优化苗种扩繁方式，加

快龙须菜的营养生长，提高龙须菜产量具有重要

的产业发展意义。在生产实践中发现，利用淡水

冲洗或短时间浸泡龙须菜可以加快藻体的生长，

缩短单茬养殖时间，提高经济效益[11]。然而这一

操作过程中低渗胁迫处理对藻体的促生长效应和

生理适应策略仍不清楚。鉴于此，本研究以福建

海区主要栽培的龙须菜新品种“鲁龙 1号”(品种登

记号：GS-04-001-2014)作为实验材料 [12]，在室内

培养条件下，探究了龙须菜藻体切段在不同盐度

和不同处理时间下的出芽生长和光合生理指标的

变化情况，以期筛选出最适的低渗处理方式，为

建立龙须菜苗种的快速扩繁技术提供新参考。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

实验所用龙须菜为“鲁龙 1号”新品种，采自

福建省莆田市南日岛的人工栽培海域，在低温避

光条件下运回实验室。将新鲜的龙须菜置于灭菌

海水中，用软毛刷反复刷洗以清除表面附着杂藻，

清理完毕后置于灭菌海水中培养 2周。培养条件：

温度  (22.0±0.5) °C，光照强度 15 μmol/(m2·s)，光

照周期 12 L∶12 D，盐度 26.000，培养液为 Prov-
asoli’s Enriched Seawater (PES) [13]，每3天更换1次。

 1.2    实验方法

 　　藻段制备　　选择完整、健康的龙须菜藻体，

再次用灭菌海水清洗以去除附生杂藻。用消毒刀

片切取藻体的主枝部分，且剔除侧枝，切成长度

为 1.5 cm的藻段。

 　　低渗培养液配置　　以龙须菜养殖海区的海

水盐度 26.000作为正常盐度，取用 PES培养基

(对照，盐度 26.000)加入无菌蒸馏水 (盐度 0.000)，
二者分别按 3∶1、1∶1和 1∶3的比例，将培养

液盐度稀释至 19.500、13.000和 6.500。盐度 0.000
的淡水为灭菌超纯水。

 　　胁迫设计　　将预先制备的藻段按同等数量

和重量 [20根，总重量 (0.465±0.010) g]分别转入

含有 150 mL PES培养液的烧杯中，依次进行低盐

胁迫 (盐度 0.000、6.500、13.000和 19.500)处理，

处理时间分别设置为 1、3、6、12和 20 h，胁迫

结束后立即转移至正常盐度培养液中培养 (盐度

26.000)。未进行盐度胁迫的实验组为对照组 (盐度

26.000)，每个处理组设置 3个生物学重复。后续

培养期间的培养条件：温度 (22±0.5) °C，光照强

度 30 μmol/(m2·s)，光照周期 12 L︰12 D，每 3天

更换 1次 PES培养液。

 　　生长指标测定　　低渗胁迫处理后恢复正常

盐度培养，每隔 3天测定 1次藻段的生长指标，

包括总出芽数 (TB)和鲜重 (FW)，并记录藻段的

生长情况，培养周期为 28 d。测定龙须菜藻段在

恢复正常盐度培养过程中的生物量变化，以评估

其生长。相对生长速率 (RGR)的计算公式：

RGR=(㏑Wt−㏑W0)/t×100%
式中，W0 为实验开始时藻段的鲜重 (g)；Wt 为实

验结束时藻段的鲜重 (g)；t 为实验天数 (d)。
 　　光系统 PSⅡ最大光化学效率测定　　分别

测定了淡水 (盐度 0.000)胁迫 1、3和 20 h后恢复

正常盐度 (盐度  26.000)培养的实验组和对照组

(盐度  26.000)的 PSⅡ最大光化学效率 (Fv/Fm)，
各组均随机测量 7根藻段。利用超便携式调制叶

绿素荧光仪 MINI-PAM-Ⅱ(德国 WALZ 公司)测定

藻段未胁迫前 (OS)、胁迫结束时 (ST)、恢复至正

常盐度培养液中培养 2 d (R2)、恢复至正常盐度培

养液中培养 6 d (R6)、恢复至正常盐度培养液中培

养 11 d (R11)、恢复至正常盐度培养液中培养 16 d
(R16)以及恢复至正常盐度培养液中培养 21d
(R21)时的 Fv/Fm。

 　　主要光合色素含量测定　　分别对淡水 (盐
度 0.000)胁迫 3和 20 h和对照组 (盐度 26.000)的
藻段进行取样，测定 ST、R2、R6和 R11组藻段

的光合色素含量。具体操作流程参考 Sampath-
Wiley等[14] 的方法。精确称取 0.1 g藻段放入研钵
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中，在液氮下充分研磨至细粉状。用 1.5 mL 0.1
mol/L 磷酸盐缓冲溶液 (PBS，pH 6.8)分 3次冲洗

细粉状样本，将冲洗液充分收集后装入 2.0 mL聚

丙烯离心管中，在 4 °C下，以 11 000 r/min转速

离心 30 min。离心结束，将上清液转移到新的离

心管中，然后吸取 1 mL上清液稀释 3倍，使用紫

外分光光度计 (UV-3200)分别测量在波长 564、
618和 730 nm处的吸光度值，以 PBS作为空白组，

剩余藻胆蛋白上清液置于 4 °C保存。另外，将离

心沉淀物取出，加入 5 mL DMF (N,N-二甲基甲酰

胺)，在 4 °C下萃取 24 h。萃取结束后 6 000 r/min
冷冻离心 10 min，将含有叶绿素的上清液转移至

新的离心管中，使用分光光度计分别读取 625、
647、664和 750 nm处的吸光度值，且以 DMF作

为参照。藻红蛋白 (PE)含量 (mg/g)、叶绿素 a
(Chl. a) 含量 (mg/g)计算公式：

PE = 0.124 7×[(A564− A730)−0.458 3×(A618−
A730)]×N

Chl. a = [12.65(A664−A750)−2.99(A647−A750)−
0.04(A625−A750)]×Ve/(I×W×1 000)
式中，N 为稀释倍数，Ve 为萃取液 (DMF)的体积

(5 mL)，I 为比色皿的光径 (3.5 cm)，W 为所取藻

体的鲜重 (g)。
 　　细胞超微结构的观察　　分别切取淡水 (盐
度 0.000)胁迫 3和 20 h以及对照组 (盐度 26.000)
藻段在 ST和 R2时藻段两端处的薄片 (1~2 mm3)。
将切取的离体样本取下，采用 2.5%戊二醛 (pH
7.5)冷固定，抽气至样本沉入 2.5 mL EP管底，室

温放置 2 h固定后置于 4 °C保存。再用 PBS (pH
7.4)漂洗样本 3次，每次 15 min。之后用 1%锇

酸 (pH 7.4)在室温下暗固定 7 h，同样用 PBS (pH
7.4)漂洗 3次。再经系列脱水、渗透包埋、聚合

和超薄切片，最后用醋酸铀-枸橼酸铅双重染色法

进行染色。在日立 HT7800型透射电镜 (TEM)下
观察，采集图像并进行分析。

 　　统计分析　　使用 Excel 2007软件进行数据

处理，采用 SPSS 19.0软件对各组数据进行单因素

方差分析 (One-Way ANOVA)，P<0.05 作为差异显

著性水平，数据以平均值±标准差表示。

 2    结果

 2.1    最适低渗浓度与时间组合的选择及其对龙

须菜切段再生的影响

观察了实验周期 (28 d)内龙须菜藻段的生长

情况。结果显示，短于 12 h的低渗胁迫均可以促

进龙须菜切段在恢复正常盐度培养后的出芽，藻

段的出芽数增加明显，总出芽数均高于对照组。

其中，淡水 (盐度 0.000)胁迫 3和 6 h后藻段的出

芽数最多。而淡水胁迫超过 20 h，藻体恢复正常

盐度培养后第 3天开始发白、碎裂，全部消亡

(图 1，图版Ⅰ)。

龙须菜藻段在低渗胁迫后恢复至正常盐度培

养液中培养 28 d后，藻段 FW的增加情况存在差

异 (表 1)。淡水胁迫时间小于 6 h的藻段增重较多，

其对应的 RGR较高，与对照组相比差异显著

(P<0.05)。培养 28 d时，淡水胁迫 3 h的藻段 FW
增加最多，生长速率最快，RGR高达 0.91%/d，
较对照组提高了 61.27% (图 2)。淡水胁迫时间超

过 12 h的藻段 FW则出现负增长，藻体颜色逐渐

褪去、溃烂，最终消亡。淡水胁迫 20 h藻段受胁

迫最严重，相对生长速率为−8.62 %/d，藻段短时

间内全部死亡，仅剩有部分残渣。表明小于 6 h
的低渗胁迫对恢复正常盐度培养过程的龙须菜切

段再生具有促进作用，以淡水胁迫 3 h的效果最佳。

 2.2    淡水胁迫对龙须菜藻段 Fv/Fm的影响

比较了龙须菜藻段在耐受不同时间的淡水

(盐度 0.000)胁迫后恢复至正常盐度 (盐度 26.000)
培养过程中 Fv/Fm 的变化趋势。结果显示，经 1 h
和 3 h淡水胁迫，藻段 Fv/Fm 出现略微下降，但

仍与对照组相接近，转移至正常盐度培养后能迅

速恢复至对照组水平，甚至高于对照组 (图 3-a)。
这表明龙须菜可以适应短时的极限低渗胁迫，短
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图 1    龙须菜藻段经不同低渗胁迫处理后恢复至

正常盐度培养 28 d时的出芽数

Fig. 1    Number of regenerated buds of the algal
fragments during 28 days of normal salinity culture after

different treatments of hypo-osmotic stress in
G. lemaneiformis
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图版Ⅰ    低渗胁迫后恢复正常盐度培养 28 d的龙须菜藻段的形态

1. 对照组；2~5. 淡水 (盐度 0.000)分别处理 1、3、6和 12 h；6~10. 盐度 6.500海水分别处理 1、3、6、12和 20 h；11~15. 盐度 13.000海水

分别处理 1、3、6、12和 20 h；16~20. 盐度 19.500海水分别处理 1、3、6、12和 20 h；21. 藻段淡水胁迫 20 h，藻体在 4 d内全部死亡。

Plate Ⅰ    Morphology of 28 days old algal fragments cultured at normal salinity after different treatments with
hypo-osmotic stress in G. lemaneiformis

1. control group; 2-5. freshwater (S 0.000) treatment for 1, 3, 6 and 12 h, respecitively; 6-10. seawater (S 6.500) treatment for 1, 3, 6, 12 and 20 h, respe-
citively; 11-15. seawater (S 13.000) treatment for 1, 3, 6, 12 and 20 h, respecitively; 16-20. seawater (S 19.500) treatment for 1, 3, 6, 12 and 20 h, respe-
citively; 21. the algal fragments under freshwater for 20 h, all of them died within 4 days.
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时低盐胁迫对龙须菜的光合生理活性无明显的负

面影响。然而淡水胁迫 20 h时，藻段 Fv/Fm 值迅

速下降至接近 0，转入正常盐度培养后不能恢复

生长 (图 3-b)，说明龙须菜藻段在长时间的淡水胁

迫下受到了不可逆的损伤。

 2.3    光合色素含量检测

单因素方差分析显示，与对照组相比较，经

淡水 (盐度  0.000)胁迫后恢复至正常盐度 (盐度

26.000)培养的龙须菜藻段在同一取样时间点的

PE含量差异显著 (P<0.05)，Chl. a 含量差异显著

(P<0.05) (图 4)。与对照组相比较，淡水处理后龙

须菜体内 PE、Chl. a 含量下降明显 (P <0.05)。然

而恢复至正常盐度海水培养后，经淡水胁迫 3 h

的藻段的 PE、Chl. a 含量升高，且随着恢复培养

时间的增加而持续升高。藻段 PE含量在 R6组超

过对照组水平，较对照组提高 2.33%。Chl. a 累积

相对较慢，在 R11组才检测到其含量超过对照组

水平，超过对照组 2.78%。然而，经淡水胁迫 20 h
的藻段 PE、Chl. a 含量极速下降，且在第 6天取

样时藻体全部死亡，未能测定其含量。

 2.4    细胞超微结构观察

通过透射电镜观察，对照组 (盐度 26.000)龙
须菜藻段的表皮层细胞内细胞器排列整齐，清晰

可见，呈现典型的红藻内部结构。细胞内充满丰

富的色素体，色素体内包含的类囊体片层结构清

晰，排列有序、间隔均匀，且少量的质体小球嵌

合在类囊体内，一些红藻淀粉颗粒和少量的脂质

体分布于胞浆内 (图版Ⅱ-1, 2)。细胞壁结构完整，

层次分明 (图版Ⅱ-3)。
与对照组相比，受淡水 (盐度  0.000)胁迫的

龙须菜藻段两端切口处的表皮细胞的亚细胞器结

构发生了明显的变化，主要涉及色素体、红藻淀

粉颗粒、质体小球以及脂质体等 (图版Ⅱ-4~5,
7~8)。经 3 h淡水胁迫后，藻段表皮细胞的细胞壁

仍然保持结构完整，胞内色素体结构正常，但红

藻淀粉颗粒密度增加，质体小球增多，脂质体体

积增大 (图版Ⅱ-4~5)。胁迫结束恢复至正常盐度

培养液中培养 2 d，胞内色素体内嵌合的类囊体的

片层结构排列紧密，脂质体逐渐消失，且色泽由

暗淡变成透亮的红藻淀粉颗粒和质体小球数量略

有减少，但仍较对照组多 (图版Ⅱ-6, 9)。然而，

淡水胁迫 20 h后，藻段表皮细胞的超微结构发生

了明显改变，呈现出细胞膜破损，红藻淀粉粒破

表 1    龙须菜藻段低盐胁迫后再恢复至正常盐度培养 28 d时的鲜重变化

Tab. 1       Changes of fresh weight in the fragments of G. lemaneiformis cultured at normal salinity after
different treatments of hypo-osmotic stress g

处理时间/h
treatment time

盐度　salinity

0.000 6.500 13.000 19.500 26.000

1 0.121 1±0.000 9** 0.081 9±0.011 1 0.085 3±0.000 8 0.084 0±0.002 1 0.081 4±0.002 1

3 0.136 7±0.000 1** 0.089 6±0.003 4* 0.082 2±0.002 0 0.078 5±0.001 3

6 0.124 9±0.004 5** 0.084 9±0.007 4 0.074 3±0.009 5 0.076 7±0.000 2

12 −0.034 2±0.020 6** 0.082 9±0.000 8 0.086 2±0.004 3 0.085 7±0.000 7

20 −0.418 2±0.001 5** 0.102 4±0.002 9** 0.085 1±0.000 3 0.088 7±0.002 2*

注：“*”表示与对照组差异显著(P<0.05)，“**”表示与对照组(26.000)差异极显著(P<0.01)。
Notes: “*” indicates significant difference from the control group (P<0.05); “**” indicates extremely significant difference from the control group (26.000) (P<0.01).
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图 2    龙须菜藻段淡水胁迫后再恢复至正常盐度

培养 28 d内的相对生长率

1~6. 分别为淡水处理 0、1、3、6、12和 20 h。不同小写字母表示

不同处理组间差异显著 (P<0.05)。

Fig. 2    Relative growth rate of G. lemaneiformis frag-
ments cultured in normal salinity medium for 28 days
after treatment of hypo-osmotic stress with freshwater

1-6. freshwater  treatment  time  within  0,  1,  3,  6,  12  and  20  h,   respect-
ively. Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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裂，色素体形态不规则，类囊体被破坏，质体小

球和脂质体数量减少 (图版Ⅱ-7~8)。

 3    讨论

 3.1    最佳胁迫时间与胁迫盐度组合的确定

本研究中，经淡水 (盐度 0.000)胁迫 3 h的藻

段未出现死亡，转移至正常盐度培养液中培养

28 d后表现出较多的出芽数和鲜重增加，藻段再

生效果明显，这说明淡水 3 h胁迫是龙须菜藻段

的最佳胁迫盐度和时间组合。相关研究表明，自

然条件下栖息在潮间带区域的江蓠属海藻由于潮

水的涨落，藻体长期经历着低潮失水与高潮复水

的盐度变化。在低潮时，干露地带会遭受太阳暴

晒，藻体周围海水蒸发，盐度升高，藻体受到高

盐胁迫。此时，若恰遇暴雨，藻体将受淡水冲刷，
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图 3    淡水胁迫对龙须菜切段再生过程中 Fv/Fm的影响

(a) 淡水胁迫 1和 3 h后的 Fv/Fm 变化；(b)淡水胁迫 20 h后的 Fv/Fm 变化。OS.未胁迫前，ST.胁迫结束时，R2、R6、R11、R16、R21 分别

为藻段恢复至正常盐度培养 2、6、11、16和 21 d，下同。

Fig. 3    Effects of hypo-osmotic stress with freshwater on Fv/Fm during the regeneration of
algal fragments in G. lemaneiformis

(a) changes of Fv/Fm after treatments of hypo-osmotic freshwater stress within 1 h and 3 h, respectively; (b) changes of Fv/Fm after treatment of hypo-
osmotic freshwater stress within 20 h. OS. before hypo-osmotic stress; ST. after hypo-osmotic stress; R2, R6, R11, R16, R21. sampling at the fragments
restored to culture at normal salinity for 2, 6, 11, 16 and 21 days, respectively. The same below.
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图 4    3和 20 h淡水胁迫后恢复正常盐度培养的龙须菜切段的藻红蛋白和叶绿素 a含量变化

(a)叶绿素 a 含量变化；(b)藻红蛋白含量变化。不同小写字母表示同一取样时间点下不同时间处理组间差异显著 (P<0.05)。

Fig. 4    Changes of contents of phycoerythrin and chlorophyll a during the regeneration of algal fragments of
G. lemaneiformis cultured at normal salinity after 3 h and 20 h treatments with hypo-osmotic freshwater stress

(a) changes of contents of Chl. a; (b) changes of contents of phycoerythrin. Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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甚至会完全浸泡在淡水之中，藻体又需耐受低渗

胁迫。高潮复水后，这些海藻又能在正常盐度下

迅速恢复生长[9-10]。这暗示着潮间带的海藻在一定

时间范围内可能具有对低渗胁迫的适应能力，且

在这一时间内盐度改变并不会对这些藻类的生长

产生不利的影响，甚至有助于藻体的生长发育[8-10]。

但是淡水胁迫超过 20 h的龙须菜藻段则全部死亡，

推测超长时间的低渗胁迫则会破坏藻体的渗透势

平衡，进而影响细胞的代谢反应和光合生理，由

此阻碍藻体的生长发育[15]。另外，由于本研究中

使用的实验材料龙须菜主枝藻段在实验前已经去

除细小侧芽，因此本实验结论不能代表藻体的整

体情况。如果保留藻体侧芽，推测藻段的耐受性

将有所下降，最适淡水胁迫时间可能小于 3 h，具

体处理时间仍需进一步验证。

 3.2    短时淡水胁迫对龙须菜藻段切段再生过程

中光合生理的影响

在植物中，光合作用不仅是将光能转化为化

学能的必要过程，且光合反应中心还是一种环境

传感器，当植物受到胁迫时最先表现在光合性能

上 [16-17]。藻类光系统 PSⅡ的最大光化学产量 (Fv/

2 μm

3 μm

1 μm

1 μm

1 μm 1 μm1 μm

1 μm

3 μm

1 2 3

4 5 6

7 8 9 
图版Ⅱ    淡水胁迫 3和 20 h后及经过胁迫后恢复正常盐度培养的龙须菜藻段表皮细胞的超微结构

1~2. 培养第 1天的对照组藻段表皮细胞，含有完整的细胞壁、少量的红藻淀粉颗粒和质体小球、零星的脂质体、丰富的色素体；3. 对照组

藻段的细胞壁；4~5. 淡水处理 3 h藻段细胞内聚集着丰富的红藻淀粉、质体小球以及体积增大的脂质体；6. 龙须菜藻段淡水处理 3 h后再

经过 2 d的恢复培养，细胞含有的红藻淀粉颗粒、质体小球减少，脂质体逐渐消失；7~8. 淡水胁迫 20 h藻段细胞变形，细胞膜受损、胞内

细胞器排列混乱、有明显的肿胀现象；9. 对照组藻段培养至第 3天的细胞超微结构。cw. 细胞壁，c. 色素体，s. 红藻淀粉粒，p. 质体小球，

ld. 脂质体，thy. 类囊体，n. 细胞核，nu. 核仁。

Plate Ⅱ    Ultrastructure of epidermal cell of algal fragments in G. lemaneiformis after 3 and 20 h treatments with
hypo-osmotic freshwater and during rehydration with normal salinity culture medium

1-2.  the  epidermal  cell  of  the  first  day  cultured  algal  fragments  in  the  control  group  contains  complete  cell  walls,  a  small  amount  of  floridean  starch
grains and plastoglobuli, sporadic lipid droplets and abundant chloroplasts; 3. enlarged view of the cell wall of epidermal cell in the control group; 4-5.
abundant floridean starch grains, plastoglobuli and lipid droplets with increased volume are accumulated in the epidermal cells of algal fragments after
freshwater stress for 3 h; 6. the freshwater treatment of algal fragments for 3 h, and then it undergoes two days of normal culture, floridean starch grains
and plastoglobuli are reduced and lipid droplets in cytosol gradually disappeared; 7-8. after hypo-osmotic stress with freshwater for 20 hours, the epi-
dermal cell is deformed, and its cell membrane is damaged, organelles are disordered and involve obvious swelling; 9. the ultrastructures of algal frag-
ments in the control group until being cultured for three days. cw. cell wall, c. chloroplast, s. floridean starch grains, p. plastoglobuli, ld. lipid droplets,
thy. thylakoid, n. nuclei, nu. nucleolus.
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Fm)是植物光合性能的敏感指标，当植物受到胁

迫时会显著下降 [18]。本研究中，虽然淡水 (盐度

0.000)胁迫不超过 3 h的龙须菜藻段的 Fv/Fm 降低，

但与对照组相差不大，转移至正常盐度培养液培

养 2 d内就可以迅速恢复至对照组水平，这表明

短时低渗胁迫对 Fv/Fm 的影响较小，藻体对低渗

的耐受能力较强。在培养后期藻段的 Fv/Fm 甚至

高于对照组，可能是前期的低渗胁迫并没有对龙

须菜藻段产生不可逆的损伤，藻段细胞为快速适

应低盐环境而提高了细胞的代谢水平，光合性能

增强。光合色素作为红藻进行光合作用的物质基

础，能够吸收、传递和转换光能，其光能传递途

径依次为藻胆蛋白→类胡萝卜素→叶绿素。在光

合作用过程中叶绿素 a、类胡萝卜素及藻胆蛋白

都直接或间接参与光反应，因此其含量和组成均

会影响藻体的光合速率[19]。本研究中，龙须菜藻

段经 3 h淡水胁迫后，与光系统 PSⅡ紧密相关的

PE [20] 含量下降，但恢复至正常盐度培养后持续升

高，最终高于对照组。这提示着龙须菜切段再生

过程中藻段细胞一直保持较高的光子捕获效率，

且经过短时淡水胁迫的龙须菜藻段较未作处理的

藻段具有更高的光子捕获效率。Chl.a 与光系统

PSⅠ紧密相关[20]，其含量在龙须菜切段再生过程

中表现出与 PE相类似的变化趋势，可能是淡水胁

迫在短时间内限制了藻段的光合效率，但是藻段

被转移至正常盐度下培养后加速了 Chl.a 的合成，

使藻体各项机能逐渐恢复正常。另外，色素蛋白

合成量的增加在提高藻体光合反应速率的同时也

可能有助于清除胞内产生的氧自由基，以减少细

胞的损伤[21]。

相关研究表明，短时间的盐度胁迫不会对大

型海藻的光合作用产生不利影响。徐涵等[22] 研究

认为，短期的高盐胁迫会显著影响脆江蓠 (G.
chouae)的各项光合生理指标，但继续经过 24 h正

常盐度培养后基本可恢复至对照组水平。Gao等[5]

研究表明，短时低渗处理不会抑制羊栖菜的光合

活性，经过淡水处理的藻体的光合活性甚至获得

增强。Wang等[6] 研究表明，坛紫菜叶状体能够适

应盐度 5的低盐环境，且藻株的 Fv/Fm 无明显变

化，而经淡水胁迫再复水后藻株的 Fv/Fm 随胁迫

时间显著下降，叶片受到不可逆的功能损伤。类

似的，本研究中淡水胁迫 20 h后龙须菜藻段的

Fv/Fm 迅速降低至 0，PE、Chl.a 含量明显低于对

照组，且在后期的恢复培养中不断下降。推测长

时间的淡水胁迫会对龙须菜藻段的光合电子传递

产生影响，可能是长时间的淡水胁迫破坏了藻体

的光合色素合成途径，光系统 PSⅡ反应中心受到

不可逆的损伤，光合作用原初化学反应被抑制[23]。

 3.3    淡水胁迫复水前后细胞超微结构的变化

生命体细胞的细胞器结构与功能是相适应的。

色素体是大型海藻进行光合作用的主要场所，色

素体被膜之内存在着由膜层形成的类囊体，用于

执行光能的吸收与转化[24]。本研究中，龙须菜表

皮层细胞充满色素体，推断龙须菜具有较强的光

合能力。红藻淀粉颗粒是储存光合产物碳水化合

物的细胞器[25]，质体小球具有储存脂类物质、类

胡萝卜素、维生素 K1 和 E的功能[26]，脂质体则可

提供质体再生所需质膜或为代谢活动提供能量[27]。

此外，藻类色素体内嵌合的蛋白核发挥了光合功

能和 CO2 浓缩机制 (CCM)[28]。细胞超微结构的变

化是一个复杂的动态过程，其根本原因是藻体为

了适应环境，以维持逆境下的生理平衡。盐度胁

迫主要是通过浓度差影响渗透势，导致细胞内外

离子失衡，从而对细胞器产生破坏[29]。本研究中，

经淡水 3 h胁迫的藻段细胞内的红藻淀粉颗粒密

度显著增加，质体小球数量增多，脂质体体积增

大。这说明短时间淡水胁迫后龙须菜胞内大量的

红藻淀粉颗粒、质体小球等细胞器可能参与了应

对不利的胁迫环境[30]。且当胁迫停止后转移至正

常盐度培养，细胞内堆积的红藻淀粉和质体小球

可为藻段的生长发育提供丰富的能量物质，体积

增大的脂质体可以作为切段再生过程中胞内的质

体再生所需的中性脂，并维持质体氧化还原状态

的稳态 [27, 31]。因此短时淡水胁迫后的藻段再生较

对照组表现出明显的生长优势。短时淡水胁迫后

转移至正常盐度培养 2 d，胞内的红藻淀粉颗粒密

度降低、质体小球减少、脂质体逐渐消失，这提

示着能量物质的分解或动员有利于促进龙须菜藻

段的出芽生长。而淡水胁迫 20 h，藻段细胞长时

间过度吸水，细胞结构和膜完整性被破坏，细胞

器遭受永久性损伤。这说明过度的低渗胁迫则会

抑制藻类细胞的代谢反应和光合生理，这与对提

克江蓠和坛紫菜等的研究结果相似[6,8]。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of different hypo-osmotic stress treatments on budding regeneration and
photosynthetic physiology of algal fragments in

Gracilariopsis lemaneiformis

SHE Tingting 1,2,     ZHONG Chenhui 1,     LIN Qi 1*,     TANG Longchen 1,    
HUAN Zhongyan 1,     ZHOU Wenfa 3

(1. Key Laboratory of Cultivation and High-value Utilization of Marine Organisms in Fujian Province,
Fisheries Research Institute of Fujian, Xiamen　361013, China;

2. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai　201306, China;
3. Putian Zhengyang Fisheries Development Co., Ltd., Putian　351100, China)

Abstract:  In  order  to  explore  the  physiological  acclimation  of  Gracilariopsis  lemaneiformis  to  hypo-osmotic
stress, in this study, the morphogenesis, photosynthetic physiological responses and ultrastructure changes of algal
fragments from the main branches after being cultivated at combinations of four different low salinities (S 19.500,
S 13.000, S 6.500 and S 0.000) and for five different periods (1,  3,  6,  12 and 20 h) and then cultured at  normal
salinity for 28 days were analysed. The results showed that less than 12 h hypo-osmotic stress treatment could pro-
mote the regeneration of buds in algal fragments of G. lemaneiformis.  After 3 hours of hypo-osmotic stress with
freshwater, increased fresh weight and number of regenerated buds obviously emerged in these fragments during
normal salinity of culture. The relative growth rate (RGR) of algal fragments treated with freshwater for 3 hours
was 0.91%/d, which was 61.27% higher than that of the control group. Furthermore, 1 h or 3 h hypo-osmotic stress
with freshwater  had  no  significant  negative  effects  on  the  photosynthetic  physiological  responses  of  algal   frag-
ments,  manifesting their photosynthetic activity was stimulated after restoration to seawater at normal salinity. It
suggested  that  the  cell  metabolic  activity  of  algal  fragments  might  be  enhanced  after  hypo-osmotic  stress  with
freshwater.  Ultrastructural  observations  showed that  abundant  floridean starch  grains  and plastoglobuli,  sporadic
lipid  droplets  emerged  in  the  epidermal  cell  after  3  hours  of  hypo-osmotic  stress  with  freshwater  which  would
provide metabolic energy and membrane components for the algal fragments upon budding regeneration. On the
contrary,  long-term hypo-osmotic  stress  with  freshwater  caused  irreversible  structural  damages  to  the  organelles
such as chloroplasts and thylakoids. These results indicated that the 3-hour treatment of hypo-osmotic stress with
freshwater for algal fragments from main branches would stimulate their budding regeneration. This study would
provide technical reference for rapid asexual propagations of G. lemaneiformis seedlings.

Key words: Gracilariopsis lemaneiformis; hypo-osmotic stress; fragment regeneration; photosynthetic physiology;
ultrastructure
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