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摘要: 为探讨升温和营养盐限的交互作用对硅藻的影响, 研究以海洋模式硅藻——三角褐指藻(Phaeodacty-
lum tricornutum)为研究材料, 测定了不同温度和营养盐浓度条件下藻细胞的生长、生理指标及营养盐限制标

记基因的表达情况。结果显示, 升温会加剧氮、磷营养盐缺乏对藻细胞生长的影响, 而减轻铁限制效应。基

因转录表达差异进一步验证了升温与大量元素(氮、磷)及微量元素(铁)限制效应交互作用的区别。研究结果

揭示了海洋硅藻对升温与营养盐限制交互作用的生理响应并非一致, 在全球变暖背景下, 升温可能会加强海

洋硅藻的氮、磷限制, 但减轻海洋硅藻的铁限制, 从而影响不同海域初级生产力的变化趋势。
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硅藻(Diatom)是海洋浮游植物群落的重要组成

部分, 是当代海洋中分布最为广泛的初级生产者之

一, 它通过光能驱动光合作用将海洋无机碳转化为

有机碳, 贡献了海洋中约40%的生物固碳量
[1, 2]

。然

而, 其生长和生物量的积累受到多种环境因素的制

约, 例如温度、光照强度、营养盐等等。其中, 营
养盐生物可利用性的缺乏限制了当今海洋大部分

海域硅藻的生长
[3], 特别是在一些开阔的寡营养海

域, 海洋表层的无机氮(N)、磷(P)、铁(Fe)等营养元

素含量极低, 是制约海洋初级生产力的关键因子
[4—7]

。

研究表明, 在低氮环境下, 中心纲硅藻假微型海链

藻(Thalassiosira pseudonana)和斑点海链藻(Thalas-
siosira punctigera)的生长会受到显著抑制

[8]
。同样,

氮和磷元素的缺乏, 会大幅降低羽纹纲硅藻三角褐

指藻(Phaeodactylum tricornutum)的生长速率和光

合作用效率, 同时诱导其三酰甘油的积累以及膜脂

质的重塑
[9]
。而铁元素的限制, 主要对硅藻的光合

电子传递效率和呼吸电子传递效率及叶绿素积累

等生理过程产生影响, 进而抑制其生长和生物量
[10]
。

另一方面, 全球变暖日益加剧, 预计到20世纪末, 平
均海面温度将增加2.6—4.8℃[11]

。温度的升高会对

硅藻产生一系列影响, 特别是当升温引起环境温度

超过硅藻最适温度时, 会明显降低硅藻的生长速率

和光合效率, 同时增强色素积累和氮代谢进程
[12, 13]

。

海水温度的升高影响了海洋中的一系列物

理、化学变化, 随着海水变暖, 海洋中的物质循环

和能量流动发生改变, 升温加剧了海洋层化现象,
进而减少了深层营养的垂直混合, 导致表层营养限

制加剧
[14]; 与此同时, 由于大气沉降现象, 海洋中氮

和铁的供应也发生了剧烈变化
[15, 16], 这些变化对海

洋生态系统的化学组成和生物地球化学循环产生

了不可忽视的影响。相比于简单的、单一的环境

因子对生物的影响, 多个因素产生的交互作用往往

更为复杂、难测
[17]
。目前已知氮、磷、铁是海洋
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初级生产力的主要限制性营养元素, 在全球变暖背

景下, 它们对海洋初级生产的限制效应会加强或减

轻尚未得到明确的答案。然而, 海洋变暖会影响浮

游生物和营养水平之间的耦合, 这种海洋升温与营

养盐的生物可利用性之间的强烈交互作用对于浮

游植物的生长及其驱动的海洋初级生产力具有深

远的影响
[18, 19]

。有研究表明, 对于分布于热带海域

的固氮蓝藻−瓦式鳄球藻(Crocosphaera watsonii)和
束毛藻(Trichodesmium), 高温能够显著减轻其铁限

制作用, 促进其在铁限制条件下的生物量、固氮作

用以及铁使用效率
[20, 21]

。另一方面, 对于南大洋硅

藻的研究也发现类似的现象, 升温可以降低拟菱形

藻 (Pseudo-nitzschia)和拟脆杆藻 (Fragilariopsis)对
铁元素的需求并提高铁吸收速率, 研究结果表明温

度和铁限制交互作用可以提高南大洋海洋硅藻的

初级生产力
[12, 22]

。与之相反的, 升温与营养盐限制

交互作用对聚球藻(Synechococcus)的生长及生理具

有负面作用
[23]
。综上, 温度升高与营养盐限制可能

具有不同的交互作用, 不同营养盐限制与升温的交

互作用可能产生不同的影响效果。由于不同营养

元素在浮游植物细胞中的分布、生理功能以及温

度依赖性存在差异, 它们的限制效应在升温后可能

发生显著变化。以往的研究来自不同的藻株对营

养元素限制与温度交互作用的独立研究, 培养条件

和藻株未保持一致, 因此缺乏可对比性。目前尚缺

乏针对某一种海洋浮游植物对不同营养盐限制与

升温交互作用的长期、直接对比研究, 同时也缺乏

交互作用潜在分子生物学机制方面的研究。

因此, 为了厘清营养盐限制在全球变暖背景下

对海洋初级生产力的影响变化趋势, 本研究以模式

海洋硅藻−三角褐指藻(P. tricornutum)为研究对象,
对比研究了长期升温与氮、磷、铁限制对该藻株

的交互影响, 重点比较了氮、磷元素限制和铁元素

限制与升温效应之间交互作用的区别以及潜在机

制。研究结果将有助于揭示海洋硅藻在升温和营

养盐限制条件下的响应策略, 为海洋硅藻在未来全

球变暖和营养盐缺乏环境中的适应机制及海洋初

级生产力的变化趋势提供重要参考。

 1    材料与方法

 1.1   硅藻培养与实验设计

本研究使用的藻株是从西湖大学李小波实验

室获得的无菌三角褐指藻(Phaeodactylum tricornu-
tum CCMP 2561), 使用Aquil*培养基

[24]
进行三角褐

指藻的培养研究。本实验设定22℃为三角褐指藻

的正常生长温度, 26℃为高温胁迫温度, 分别在营

养盐丰富(300 μmol/L NaNO3, 20 μmol/L NaH2PO4

和1 μmol/L FeCl3)、氮限制(45 μmol/L NaNO3)、磷

限制(2 μmol/L NaH2PO4)和铁限制(2 nmol/L FeCl3)
条件下培养三角褐指藻, 光照条件为80 μmol photons/
(m2·s), 12h光照﹕12h黑暗的光暗比。为了使藻细胞

尽快适应不同的温度与营养盐水平, 所有实验采用

半连续培养方法, 本研究在不同处理条件下连续培

养16个周期(以3d为1个培养周期), 各项生理指标的

测定均在其生长速率趋于稳定时进行。

 1.2   升温与营养盐限制下三角褐指藻生长速率的

测定

在3d为1个周期的半连续培养中, 每天从各瓶

中取1 mL藻液, 使用流式细胞仪(Beckman Coulter)
进行细胞计数, 并根据公式: Growth rate (μ)=ln(Dn/
D0)/n计算生长速率。式中, Dn代表第n天的细胞数浓

度。D0代表初始第0天的细胞数浓度, n代表天数。

 1.3   叶绿素荧光参数的测定

分别取3 mL培养至对数期的藻细胞, 用于光系

统Ⅱ最大光化学量子产量(Fv/Fm)、非光化学淬灭

指数(NPQ)和快速光反应曲线(RLC)的测定。藻细

胞暗适应处理20min, 用AquaPen-C AP-C 100手持

式叶绿素荧光仪(Photon Systems Instruments, Brno,
Czech Republic)直接测定Fv/Fm和NPQ; 使用RLC测
定的ΦPSⅡ等参数, 根据公式: rETR=ΦPSⅡ×PAR×
0.5×0.84计算藻细胞的相对电子传递速率

[25], 再使

用Origin®2022拟合每个样品的快色光反应曲线

(RLC), 并根据公式计算特征参数: 相对最大电子传

递速率rETRmax=Ps (α/[α+β])/(β/[α+β])β/α, 最小饱和

照幅度Ek=rETRmax/α, 式中, Ps为一个定义为最大潜

在相对电子传递速率(rETR)的比例因子, α为快速

光曲线(RLC)上升阶段的初始斜率, β为快速光曲线

(RLC)下降阶段的最终斜率
[26]
。

 1.4   叶绿素a含量的测定

抽滤10 mL藻液于GF/F玻璃纤维过滤器(What-
man, Maidstone, UK)上, 并装入2 mL棕色离心管中,
加入1.8 mL甲醇, 在–80℃中静置24h。然后用涡旋

振荡仪涡旋混匀30s, 4℃, 12000 r/min离心5min, 取
800 μL上清液于微量比色皿中, 使用紫外-可见光分

光光度计(北京普析通用 ,  TU-1810, 中国)分别在

664.1和648.6 nm波长下测定其吸光值A664.1和A648.6。

根据公式 :  Chl. a (μg/mL)=13.36×A664.1–5.19×A648.6

计算单位体积叶绿素a含量
[27], 再进一步均一化至

单位细胞叶绿素a含量。

 1.5   三角褐指藻总RNA提取、反转录与实时荧光

定量RT-qPCR
取不少于2×107

个细胞至灭菌的孔径为0.22 μm
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的醋酸纤维素膜上, 并在液氮中速冻, 保存于–80℃
冰箱中备用。总RNA的提取参照的是TRIzol法, 提
取后的RNA会使用超微量分光光度计进行浓度及

纯度的检测, 并进行电泳检测。然后将提取的RNA
进行基因组DNA的消化去除, 并使用Evo M-MLV
RT Reaction Mix (艾科瑞生物)将纯RNA反转录为

cDNA, 用于后续RT-qPCR相对定量检测。

选择三角褐指藻的肌动蛋白基因β-actin作为

内参基因
[28, 29], 选择铵盐转运蛋白(AMT1_1)作为

氮限制响应基因
[30], 碱性磷酸酶(APA)为磷限制响

应基因
[31], 铁饥饿诱导蛋白(ISIP2b、ISIP3)、铁载

体结合蛋白(FBP)和黄素氧还蛋白(FLDA)为铁限制

响应基因
[10]
。在NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)上查

找相关基因序列, 并设计引物如表 1所示。qPCR使
用 SYBR® Green  Premix Pro  Taq HS  qPCR  Kit
(AG11701, 艾科瑞生物, 中国), 反应体系为20 μL,
反应条件: 95℃, 5s; 60℃, 30s; 40个循环。

 1.6   数据统计与分析

以上实验设置3个重复, 实验数据以平均值±标
准偏差表示, 用OriginPro 2021进行绘图。采用IBM
SPSS Statistics 24进行统计分析, 包括Duncan多重

范围检验、双因素方差分析、单变量方差分析以

及独立样本T检验, 以P<0.05作为显著差异水平。

 2    结果

 2.1   高温与营养盐限制对三角褐指藻生长速率的

影响

图 1展示了三角褐指藻在不同温度及氮、磷和

铁三种营养盐限制条件下的适应驯化过程以及生

长速率变化趋势。在最适温度(22℃)营养盐充足条

件下, 三角褐指藻呈现稳定的生长趋势, 不同半连

续生长周期的生长速率在0.96±0.09到1.12±0.02波
动, 平均生长速率为(1.03±0.05)/d。在高温(26℃)营
养盐充足培养环境下, 其生长速率呈下降趋势, 从
起始周期的1.04±0.01下降到第11个周期(第33天)的
0.68±0.02, 从第12个周期(第36天)开始趋于稳定, 平
均生长速率为(0.80±0.02)/d (图 1A)。在高温驯化

适应后, 三角褐指藻的生长速率显著低于其在最适

温度的生长速率(P<0.05)。
不管是在最适温度还是高温条件下, 三角褐指

藻的生长速率均会受到铁限制的影响(图 1B)。具

体而言, 最适温度+铁限制条件下藻细胞的生长速

率在(0.97±0.06)/d波动, 从第7个培养周期(第21天)
开始急速下降, 最后稳定在(0.83±0.01)/d。类似地,
而高温+铁限制培养条件下的藻细胞在培养前期与

最适温度条件下藻细胞的生长速率无显著差异

(P>0.05), 7个培养周期(第21天)后其生长速率开始

显著下降, 并最终稳定于(0.79±0.02)/d, 显著低于最

适温度+铁限制条件下的生长速率。三角褐指藻在

低铁环境下的适应驯化结果表明, 不管是最适温度

还是高温, 铁限制对三角褐指藻生长的限制作用存

在一定的滞后性。

与在铁限制条件下不同, 三角褐指藻对氮限制

和磷限制的响应更为迅速, 尤其是在高温条件下,
三角褐指藻的生长速率快速下降的趋势尤为明显

(图 1 C和1D)。如图 1C所示, 两个温度下藻细胞的

生长速率均在氮限制12d内急剧下降并开始趋于稳

定, 其中, 最适温度的藻细胞其生长速率稳定在(0.35±
0.03)/d, 而高温条件下藻细胞的生长速率稳定在

(0.18±0.02)/d。类似地, 由图 1D所示, 在磷限制培

养条件下, 三角褐指藻的生长速率快速下降后趋于

稳定, 经48d的适应驯化, 最适温度和高温条件下藻

细胞的生长速率最终分别维持在(0.66±0.03)/d和
(0.31±0.01)/d。以上实验结果表明, 三角褐指藻对不

同营养盐限制的响应模式及程度存在显著的差异。

 2.2   高温与营养盐限制交互作用对三角褐指藻生

长的影响

经过16个培养周期(48d)的适应驯化, 不同温度

和营养盐限制条件下三角褐指藻的稳定生长速率

如图 2所示。在营养盐丰富条件下, 三角褐指藻在

22℃和26℃条件下的生长速率分别为(1.02±0.00)和
(0.79±0.01), 高温胁迫使三角褐指藻的生长速率降

低约22.7%。在氮限制和磷限制条件下, 高温相较

于最适温度, 三角褐指藻的生长速率分别下降了约

50.5%和54.1%, 下降幅度显著高于营养盐丰富生长

 

表 1   实时荧光定量PCR引物信息

Tab. 1   RT-qPCR primer information

基因名称Gene name 引物序列Primer sequence (5′—3′)
β-actin CAACGTGCCTGCCATGTAC

CCTTCGTAGATCGGCACAGT

AMT1_1 GTTGGATGCCTGTGGTGG

GTGTAATCACGGAGCGCG

APA TGGCCACCATAGCTTCCTTTGA

ATTTGTGTTCACCGCACCTACA

ISIP2b TGCTTGAACGAAACCCAGGT

TCACAACCACAGGGACCAAA

ISIP3 AAAGTTCGCCAGCTGCATTG

AATCGCCGCAAATGAGGTTG

FBP TACCGTCATGCAGCCGAAAT

TGGACGCAGGACATTCGAAA

FLDA TTCGTCAGCGCACTACTGTT

TTCGTCAGCGCACTACTGTT

3 水   生   生   物   学   报 2025, 49(10): 102513



条件下。相反地, 在铁限制条件下, 高温相较于最

适温度, 三角褐指藻的生长速率下降了约6.5%, 显
著低于营养盐丰富条件。值得注意的是, 22℃时铁

限制使三角褐指藻生长速率降低18.0%, 而在26℃
时, 三角褐指藻的生长速率在营养盐丰富和铁限制

条件下没有显著差异(P>0.05)。研究结果表明, 高
温加剧了氮限制和磷限制对三角褐指藻生长的影

响, 而反过来高温减轻了铁限制对三角褐指藻生长

的影响。

 2.3   高温与营养盐限制交互作用对三角褐指藻光

合作用的影响

三角褐指藻的光系统Ⅱ最大光化学量子产量

(Fv/Fm)在不同温度和营养盐限制条件下的变化情

况如图 3A所示。总体而言, 三角褐指藻在本研究

中最大的Fv/Fm在22℃营养盐丰富条件下获得, 为
0.65±0.01。氮、磷、铁营养盐限制以及高温均会

降低三角褐指藻的Fv/Fm(P<0.05), 其中氮限制和铁

限制的影响尤为明显。然而, 温度升高能在一定程

度上缓解因营养盐限制而引起的Fv/Fm下降。相较

于磷限制而言, 藻细胞光合系统对于氮和铁的缺乏

更为敏感。图 3B所示的是在不同温度和营养盐限

制条件下的非光化学淬灭指数(Non-photochemical
quenching, NPQ)。实验结果显示 , 处于最适温度

(22℃)营养盐丰富培养条件下的藻细胞, 其NPQ值

处于最低水平, 仅为0.11±0.01。而无论是温度升高

还是受到营养盐限制, 均会导致藻细胞热耗散现象

加剧, 促使NPQ值升高(P<0.05)。当22℃时, 三角褐

指藻在铁、氮、磷限制下, NPQ分别提升至原来的

1.5、3.5和6.6倍。在营养盐丰富及氮和铁限制条件

下, 温度的升高进一步加剧了NPQ的上升, 从而促

进了热耗散的产生, 而磷限制条件下, 温度对NPQ
没有显著影响(P>0.05)。

快速光曲线的结果显示(图 4), 在最适温度下

(22℃), 营养盐限制使得三角褐指藻相对电子传递

速率(rETR)显著降低(P<0.05), 铁、氮和磷限制分

别使得藻细胞的相对最大电子传递速率(rETRmax)
降低45.0%、50.6%和34.4%, 相应地, 初始斜率α和
光饱和点Ek也相对于完全培养的藻细胞显著降低
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图 1    不同温度与营养盐浓度条件下适应驯化过程中三角褐指藻生长速率的变化曲线

Fig. 1    The growth rate curves of Phaeodactylum tricornutum during acclimation under different temperature and nutrient concentrations
A、B、C、D图分别表示正常、铁限制、氮限制、磷限制营养盐条件

Fig. A, B, C, and D represent normal, Fe, N, and P nutrient limitation conditions, respectively
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(表 2)。但值得注意的是, 升温似乎能够一定程度

缓解营养盐限制引起的光合效率的下降。相较于

22℃营养盐限制的各个处理组, 在26℃条件下三角

褐指藻的相对电子传递速率曲线、相对最大电子

传递速率、初始斜率α和光饱和点Ek都显著升高

(P<0.05)。这一系列现象表明温度和营养盐对藻细

胞的光保护机制具有显著的调控作用, 环境中温度

及营养盐浓度的变化对藻细胞的光合作用过程有

着深刻影响。

 2.4   高温与营养盐限制交互作用对三角褐指藻胞

内叶绿素a含量的影响

由图 5A所示, 高温和营养盐限制都会引起单

位体积叶绿素a含量的下降。营养盐丰富条件下, 单
位体积叶绿素a含量在22℃和26℃时分别为(404.07±
22.23)和(136.28±1.84) μg/L, 高温使三角褐指藻单

位体积叶绿素a含量下降66.3%。与之类似, 氮限制

和磷限制条件下, 高温均显著降低三角褐指藻单位

体积叶绿素a含量, 分别降低了49.3%和66.2%。不

同的是, 在铁限制条件下, 尽管高温降低单位体积

叶绿素a含量, 但是其下降幅度最小, 为11.7%。单

位体积叶绿素a含量主要跟藻细胞的生物量以及生
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图 2   不同温度与营养盐浓度下三角褐指藻的生长速率

Fig.  2    Growth  rate  of Phaeodactylum  tricornutum under  diffe-
rent temperature and nutrient concentrations

不同字母标签的平均值差异有统计学意义(P<0.05); 下同

The mean  values  of  different  letter  labels  are  statistically  signifi-
cant (P<0.05); The same applies below
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图 3   不同温度与营养盐浓度下三角褐指藻的(A)最大光化学

量子产量Fv/Fm和(B)非光化学淬灭系数NPQ

Fig.  3    (A)  maximum  photochemical  quantum  yield  of  PSⅡ
(Fv/Fm)  and  (B)  non-photochemical  quenching  coefficient  (NPQ)
of Phaeodactylum  tricornutum at  different  temperature  and  nut-
rient concentrations
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图 4    不同温度与营养盐浓度下三角褐指藻的快速光反应曲线

Fig. 4    Rapid light response curves of Phaeodactylum tricornutum under different temperature and nutrient concentrations
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长速率相关, 因此这一结果与本研究中生长速率的

变化趋势一致。将单位体积的叶绿素a含量与细胞

数进行均一化(图 5B)。高温显著降低营养盐丰富

条件下三角褐指藻单位细胞叶绿素a含量, 而与之

相反的是, 高温显著升高氮、磷和铁限制条件下三

角褐指藻单位细胞叶绿素a含量, 这一结果与本研

究中光合作用效率的变化趋势一致。该研究结果

表明, 单位体积叶绿素a含量主要体现三角褐指藻

的生长状态, 受到营养盐限制的显著影响, 且高温

加剧氮、磷营养盐的胁迫效应而减轻铁限制的影

响。单位细胞叶绿素a含量则体现与光合作用的一

致性, 即升温降低了营养盐限制对胞内叶绿素a含
量的影响。

 2.5   高温对三角褐指藻营养盐限制标记基因的响

应及其基因表达的影响

铵盐转运蛋白AMTI_I和PhoD家族中编码碱性

磷酸酶的APA基因作为氮限制和磷限制响应的生

物标记基因, 本文研究了其对三角褐指藻响应高温

和氮、磷营养盐限制交互作用的基因表达情况(图 6)。
在氮限制条件下, AMTI_I在22℃的表达量相较于营

养盐丰富处理组上调10.42倍, 而当温度升高至26℃
时, 该基因在氮限制条件下的表达水平相较于营养

盐丰富条件进一步上调至约72.87倍(图 6A), 这表

明高温能显著提高氮限制下AMTI_I的表达水平。

类似地, 碱性磷酸酶基因APA在22℃磷限制条件下

相较于营养盐丰富条件上调表达12.35倍, 而在26℃
磷限制时进一步上调表达至约33.63倍, 表明高温显

著提高APA在磷限制条件下的表达水平。以上结

果从基因层面证明环境温度的升高与氮、磷限制

之间存在紧密的协同效应, 升温可能会加剧三角褐

指藻的氮限制和磷限制效应。

另一方面, 研究发现升温与铁限制的交互作用

对三角褐指藻似乎有与氮、磷限制时截然不同的

响应。本研究测定了三角褐指藻的缺铁标记基因

(铁饥饿诱导蛋白ISIP2b、铁饥饿诱导蛋白ISIP3、
铁载体结合蛋白FBP和黄素氧还蛋白FLDA)在高温

和Fe限制条件下的基因表达水平(图 6C—F)。4个
基因相较于营养盐丰富处理组都有显著的上调表

达(P<0.05), 在最适温度(22℃)时分别上调136.03、
15.29、55.09和114.20倍, 但是当环境温度升高(26℃)
时, 它们相较于营养盐丰富处理组仅分别上调35.52、
5.89、31.86和31.58倍, 上调倍数均较22℃时有显著

降低。实验结果表明, 温度升高降低了铁限制响应

基因的表达, 从基因表达的层面揭示了升温似乎

能够在一定程度上缓解铁限制对三角褐指藻的

影响。

 

表 2   不同温度与营养盐浓度对三角褐指藻快速光响应曲线相

关参数的影响

Tab.  2    Effects of  different  temperature  and  nutrient  concentra-
tions  on  the  parameters  of  rapid  photoresponse  curve  of Phaeo-
dactylum tricornutum

温度
Temperature

(℃)
营养盐水平

Nutrient level

相对最大
电子传递

速率rETRmax

初始斜率
α

光饱和点
Ek

22 营养盐丰富 63.975±
3.575a

0.266±
0.009a

240.082±
10.248a

铁限制 35.105±
2.902e

0.211±
0.012cd

166.758±
16.076cd

氮限制 31.509±
3.441e

0.192±
0.004d

163.547±
14.163d

磷限制 41.884±
2.578d

0.226±
0.014c

185.769±
22.030bcd

26 营养盐丰富 67.172±
0.232a

0.260±
0.016a

259.085±
16.035a

铁限制 53.241±
2.633c

0.262±
0.025a

204.869±
25.723b

氮限制 49.484±
1.140c

0.257±
0.006ab

192.863±
8.553bc

磷限制 57.359±
2.559b

0.232±
0.002bc

247.751±
12.295a

注: 不同字母标签的平均值差异有统计学意义(P<0.05)
Note: The  mean  values  of  different  letter  labels  are  statisti-

cally significant (P<0.05)
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图 5   不同温度与营养盐浓度下三角褐指藻的(A)单位体积和

(B)单位细胞叶绿素a含量

Fig. 5   Content of (A) unit volume and (B) unit cell chlorophyll a
in Phaeodactylum  tricornutum at  different  temperature  and  nut-
rient concentrations
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 3    讨论

高温和营养盐限制是影响海洋浮游植物生长

和代谢的关键环境因子
[3, 5—7, 32]

。高温主要通过促

进浮游植物的呼吸速率从而消耗更多能量并打破

原本的能量平衡导致生长速率的降低, 另一方面高

温会改变相关蛋白酶的活性从而影响光合作用、

营养吸收等重要生理过程
[33]
。本研究结果表明, 在

营养盐丰富条件下, 高温(26℃)显著抑制三角褐指

藻的生长、最大潜在光合作用效率(Fv/Fm)和叶绿
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图 6    升温与营养盐限制下三角褐指藻中基因的相对表达量

Fig. 6    The relative expression of genes in Phaeodactylum tricornutum under warming and nutrient restriction
A. 铵盐转运蛋白基因AMTI_I; B. 碱性磷酸酶基因APA; C. 铁饥饿诱导蛋白基因ISIP2b; D. 铁饥饿诱导蛋白基因ISIP3; E. 铁载体结合

蛋白基因FBP; F. 黄素氧还蛋白基因FLDA; 通过SPSS进行独立样本T检验; *代表与营养盐丰富处理组之间具有显著差异(P<0.05);
**代表与营养盐丰富处理组之间具有极显著差异(P<0.01)
A. Ammonium salt  transporter gene AMTI_I;  B. alkaline phosphatase gene APA;  C. Iron-starvation-induced protein gene ISIP2b;  D. Iron-
starvation-induced  protein ISIP3;  E.  ferriferer-binding  protein  gene FBP;  F.  flavodoxin  gene FLDA;  The  independent  sample T test
conducted by SPSS show a significant difference between * representative and nutrient rich treatment group (P<0.05), and a very significant
difference between ** representative and nutrient rich treatment group (P<0.01)
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素a含量, 但是增加非光化学淬灭(NPQ)引起的热耗

散, 而对光合电子传递速率则没有显著的影响。虽

然, 有研究发现硅藻的生长速率似乎随温度呈线性

增加, 然而, 由于各种酶的活性在一定范围内与温

度变化密切相关, 生物代谢速率通常会随着温度的

上升而升高, 在达到最高值后又随着温度的升高快

速下降
[34]
。本研究的高温已经超过三角褐指藻的

最适温度(22℃), 因此对于三角褐指藻的生长和生

理代谢相关的酶都具有抑制作用, 而NPQ的增加正

是由于高温胁迫引起的热耗散的增加。同时, 升温

有可能影响三角褐指藻光合作用暗反应所需酶, 进
而导致其生长速率的降低

[35]
。氮和磷都是细胞生

长所必需的大量元素, 对生物维持其基本生命活动

具有重要作用, 其中氮是构成细胞中所有蛋白质氨

基酸的主要成分
[36], 氮元素还是浮游植物光合色素

的主要组成成分
[37]; 而磷是用于合成核酸(尤其是

核糖体RNA)、三磷酸腺苷、细胞膜以及一些蛋白

质所必不可少的
[38]
。因此, 氮和磷元素的缺乏会引

起浮游植物生长以及代谢速率的降低。本研究结

果表明, 氮限制和磷限制都会显著抑制三角褐指藻

的生长、叶绿素a的含量及光合作用相关生理指

标。虽然铁元素是微量元素, 却是浮游植物光合电

子传递链和呼吸电子传递链的主要辅因子
[10, 39], 本

研究表明铁限制同样也会抑制三角褐指藻生长速

率、光合作用效率以及叶绿素a含量。但是, 三角

褐指藻对氮限制和磷限制的适应与对铁限制的适

应过程有着明显的区别, 特别是高温条件下, 三角

褐指藻对不同营养盐限制(氮磷限制vs.铁限制)的生

理响应具有显著差异。本研究发现三角褐指藻对

于大量元素氮和磷的限制表现出较高的敏感性, 在
氮、磷限制下培养2—3个周期后藻细胞生长速率

迅速下降。与之形成对比的是, 三角褐指藻对铁限

制的适应呈现出一种延迟响应的特性, 即在低铁环

境下经过较长一段时间的持续培养后, 才逐渐显现

出被抑制的生长表现。可能铁元素对于三角褐指

藻来说虽是必不可少, 但是对其需求量相对于氮和

磷来说相对较低, 况且三角褐指藻在细胞内含有大

量的储铁蛋白可以储存有大量的铁元素
[10, 40], 还有

研究表明三角褐指藻由于其特有的铁吸收代谢机

制, 能够耐受极低的铁离子浓度
[41, 42]

。因此, 三角

褐指藻对缺铁的适应过程需要比缺氮和磷花费更

多的培养周期。

高温和氮、磷和铁元素限制均对三角褐指藻

产生负面效应, 但高温与营养盐限制之间存在着强

烈的交互效应, 且这种交互作用对于不同的营养盐

的生物可利用性的影响程度各不相同。通过多变

量分析, 表 3总结了升温与营养盐生物可利用性交

互效应对三角褐指藻生长速率和生理指标的显著

性差异。具体而言, 氮、磷限制会降低三角褐指藻

的生长速率, 而温度升高会加剧氮、磷限制对藻细

胞的抑制效应, 这与前期关于氮、磷限制与温度交

互作用的研究报道相一致。Anderson等[43]
通过改

变美国罗得岛州纳拉甘西特湾(Narragansett Bay)的
一个适应寒冷的浮游植物群落的温度和营养盐条

件, 发现二者对浮游植物的生长具有显著的交互效

应, 变暖可以放大氮、磷限制对浮游植物的生长限

制效应。Thomas等[44]
在海洋硅藻假微型海链藻(T.

pseudonana)的研究结果表明, 在低氮和低磷的环境

中, 藻细胞的最适生长温度相较于正常环境降低了

3—6℃。值得注意的是, 与氮、磷限制和升温的交

互作用对三角褐指藻的影响不同, 本研究结果表明,
升温明显缓解了铁限制对三角褐指藻生长的负面

效应。类似地, 在铁限制和升温同时发生的情况下,
Jiang等 [20]

和Yang等 [45]
的研究表明, 升温能显著提

高赤道太平洋中部的铁限制海域中海洋固氮蓝藻−
束毛藻(Trichodesmium)和瓦氏鳄球藻(C. watsonii)
的生物量和固氮量, 主要是由于基于碳或者氮的特

异性铁利用效率(N/C-iron use efficiencies)的显著提

高。同样地, 对于南大洋硅藻的研究发现, 升温提

 

表 3   升温与营养盐生物可利用性交互效应对三角褐指藻生长

和生理参数的显著性

Tab.  3    Significance  of  interaction  effects  of  warming  and  nut-
rient  bioavailability  on  growth  and  physiological  parameters  of
Phaeodactylum tricornutum

指标Index
温度与氮元素
Temperature

and N

温度与磷元素
Temperature

and P

温度与铁元素
Temperature

and Fe

Growth rate <0.01**, - <0.05*, - <0.01**, +

Fv/Fm <0.05*, + <0.01**, + <0.01**, +

NPQ > 0.05, na <0.05*, - <0.05*, +

Chl. a (pg/cell) <0.01**, + <0.01**, + <0.01**, +

Chl. a (μg/L) <0.01**, + <0.01**, + <0.01**, +

α <0.01**, + > 0.05, na > 0.05, na
rETRmax <0.01**, + <0.05*, + <0.01**, +
Ek > 0.05, na > 0.05, na > 0.05, na

注: 表中为单变量方差分析结果的P值; 符号*和**分别表

示对应的P值小于0.05或0.01; na表示没有显著交互效应; +表示

升温促进三角褐指藻对营养盐的利用, -表示升温抑制三角褐指

藻对营养盐的利用
Note: The values in the table are the P values of the results of

univariate analysis of variance; The symbols * and ** indicate that
the  corresponding P value is  smaller  than  0.05  or  0.01,  respec-
tively;  n.a.:  no  significant  interaction  effect;  The  +  indicates  that
temperature  rise  promotes  the  utilization  of  nutrient  salts  by
Phaeodactylum tricornutum,  and - indicates  that  temperature  rise
inhibits the utilization of nutrient salts by Phaeodactylum tricornu-
tum
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高铁的使用效率从而极大减少了优势硅藻种群−拟
菱形藻(Pseudo-nitzschia)的铁需求, 面对未来全球

变暖的情境下, 使其成为南大洋缺铁海域中具有竞

争优势的种群
[12]
。尽管也有研究表明, 另外一些南

大洋硅藻在铁限制条件下, 最佳生长点和最高耐热

极限降低, 在气候变暖时更易受到不利影响
[46]
。

本研究还进一步从基因表达层面研究了三角

褐指藻应对升温和营养盐限制交互作用的响应机

制。铵盐转运蛋白编码基因AMT1_1和碱性磷酸酶

编码基因APA是特异性的氮限制和磷限制响应基

因, 可以作为氮限制和磷限制程度的指示基因
[30, 31]

。

有研究发现, 利用氮限制和磷限制指示基因的启动

子构建的化学发光突变株可以用于培养基中氮和

磷营养元素的浓度的测算, 并且与化学方法测得的

数据具有良好的线性关系, 也能够测算不同温度条

件下氮磷营养元素的生物可利用性
[47]
。本研究利

用氮、磷限制指示基因AMT1_1和APA在不同温度

和营养盐限制条件下的表达量分析, 研究发现氮限

制条件下AMT1_1的表达量及磷限制条件下APA的
表达量均显著提高, 但是升温进一步提高AMT1_1
在氮限制条件下和APA在磷限制条件下表达量, 说
明升温提高了三角褐指藻的氮限制和磷限制程度,
该结果与三角褐指藻应对升温和氮、磷限制交互

作用的生理结果一致。同样地 , ISIP2b、ISIP3和
FBP皆为三角褐指藻铁获取吸收过程中至关重要

的基因, 在硅藻特异性非还原性铁吸收过程中发挥

重要作用
[42, 48], 而黄素氧还蛋白(FLDA)在细胞处于

低铁状态下取代含铁蛋白铁氧还蛋白, 以此实现铁

经济型利用
[49], 适应在低铁环境下生存, 这4个基因

均在铁限制条件下显著上调表达
[10, 50], 本文选择这

4个基因作为铁限制响应基因。qRT-PCR的结果显

示, 单一营养盐限制均会使各个营养盐限制响应基

因显著上调表达, 而不同的是, 随着温度的升高, 铁
限制响应基因ISIP2b、ISIP3、FBP和FLDA的相对

表达量较最适温度(22℃)培养是显著降低, 表明升

温减轻了铁限制的作用。硅藻遍布于全球海洋的

各个栖息地, 几乎覆盖了所有可观测到的温度范围,
因此, 全球气候变化驱动的海洋变暖对海洋硅藻产

生了广泛的影响
[33]
。本研究表明, 升温和营养盐限

制之间具有强烈的交互作用, 而且升温与氮和磷元

素的交互作用对三角褐指藻的影响和升温与铁元

素的交互作用影响具有显著的差异, 这为揭示海洋

硅藻在全球范围内不同营养盐和气候条件下的多

样性及其对环境变化的相应策略提供了重要依

据。然而, 升温与营养盐限制的交互作用对硅藻的

影响需要进一步的研究, 特别是硅藻应对升温与营

养盐交互作用的内在分子机制值得深入挖掘。
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Abstract: Diatoms are one of the most important groups of marine phytoplankton. Warming and nutrient limitation are
the  most  important  limiting  factors  affecting  the  growth  and  metabolism of  marine  diatoms in  contemporary  oceans.
However,  the  effects  of  their  complex  interaction  on  diatoms  have  received  little  attention.  In  this  study,  the  marine
model  diatom Phaeodactylum tricornutum was  used  as  the  research  material,  and  the  growth,  physiological  indexes,
and expression of nutrient limitation marker genes were measured under different temperature and nutrient concentra-
tion conditions. The results showed that the effects of nitrogen and phosphorus nutrient limited on the growth of algal
cells were increased by warming, while the effect of iron limitation was reduced. The gene expression analysis further
verified the difference between the interaction of warming and limitation of macro elements (nitrogen and phosphorus),
and  interactive  effects  of  microelement  (iron)  limitation.  The  above  results  reveal  that  the  physiological  response  of
diatoms to the interaction between warming and nutrient limitation is not consistent. In the context of global warming,
rising  temperature  may  strengthen  the  nitrogen  and  phosphorus  limitation  of  diatoms,  but  reduce  the  iron  limitation,
thus affecting the change trend of primary productivity in different sea areas.
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expression
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