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太湖浮游植物细胞裂解速率的酯酶活性法初步研究+
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摘要：本研究从2009年8月至2010年10月，每月采集太湖3个不同富营养化湖区水样，运用酯酶活性法，测定了颗粒

态酯酶、溶解性酯酶活性以及酯酶衰变周期，估算了太湖浮游植物细胞裂解速率．研究结果表明，太湖颗粒态酯酶活性为

0．58～35．15 nmol FDA／(L·h)，溶解性酯酶活性为0．55～7．59 nmol FDA／(L·h)，酯酶衰变周期为7～75 h，细胞裂解

速率为0．02～0．77 d～，三个采样点细胞裂解速率没有显著差异．颗粒态酯酶活性与叶绿素a浓度之间具有显著的线性

关系，说明运用酯酶活性法估算太湖浮游植物细胞裂解速率是可行．此外，叶绿素a浓度与温度变化趋势基本一致，梅梁

湾和湖心叶绿素a浓度具有显著差异．贡湖湾叶绿素a浓度与细胞裂解速率之间具有显著的反比例关系，说明细胞裂解

速率也是影响太湖藻类生物量的重要因素．

关键词：酯酶活性；太湖；细胞裂解速率；浮游植物

Assessing phytoplankton cell lysis rate in Lake Taihu by esterase assay
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Abstract：Phytoplankton lysis rate in three different eutrophic regions of Lake Taihu was measured by the activities of particle and

dissolved esterase，as well as the decay rate of the latter，from August 2009 to October 2010．The present results showed that the

particulate，dissolved esterase activity，half life time of dissolved esterase，and cell lysis rates ranged from O．58—35．15 nmol

FDA／(L·h)，0．55—7．59 nmol FDA／(L·h)，7—75 h，and O．02—0．77 d一1，respectively．No significant differences wei'e

found in the cell lysis rates among the three sampling sites．The significant linear relationship between Chl．a concentration and par-

ficulate esterase activities suggests that it is feasible to assess phytoplankton cell lysis rate in Lake Taihu by the esterase assay．Fur—

thermore，Chl．a concentration showed the same pattern with water temperature，a significant difference was observed in Chl．a COD—

eentration between Meiliang Bay and lake centre．The strong，negative correlation between Chl．a concentration and lysis rate in

Gonghu Bay suggests that phytoplankton biomass was affected by the lysis rate in Lake Taihu．

Keywords：Esterase assay；Lake Taihu；cell lysis rate；phytoplankton

浮游动物的捕食和沉降被认为是浮游植物生物量减少的最主要原因⋯．近年来研究发现藻类细胞裂解

也是藻类生物量减少的重要原因，细胞裂解会影响到藻的生长变化和微生物群落结构演替，并进而影响到
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食物网中的物质循环过程¨。-．

Van Boekel等【21最先提出酯酶活性方法，指出藻细胞在裂解的过程中溶解性酯酶会释放到水体里，可利

用水体中溶解性酯酶活性的变化来估算自然界中藻细胞的裂解速率．在海洋中运用酯酶活性为指标研究藻

细胞裂解已经取得了大量成果H⋯，北海球形棕囊藻的消亡就是由细胞裂解所引起【2⋯．北大西洋浮游植物

细胞裂解释放的藻源性溶解性有机碳在初级生产力中的比例高达30％一70％16]．但是到目前为止，关于淡水

湖泊中藻的细胞裂解速率的研究还很少，我们对太湖浮游植物细胞裂解速率的季节性变化规律以及细胞裂

解可能对藻类生物量的影响还不清楚．本研究采用酯酶活性方法，定量计算太湖3个不同富营养化湖区浮

游植物细胞裂解速率，探讨温度、叶绿素浓度与浮游植物细胞裂解速率之间的可能关系．

1材料与方法

1．1采样点设置

太湖是长江中下游地区五大淡水湖之一，实际水域

面积2338．1肼，平均水深1．9m，最大水深2．6m【”．采
样时间为2009年8月一2010年10月，每月采集1次

混合水样，采样点包括梅梁湾，湖心和贡湖湾(图

1)．梅梁湾和贡湖湾是太湖的典型湖区，前者属典

型的藻型湖区，后者部分水域有水草分布．湖心受

外源污染物影响比较小．

1．2酯酶活性的测定

运用酯酶活性法确定藻类细胞裂解速率需要

测定3个参数【4】：藻细胞内酯酶——颗粒态酯酶活

性(Particulate Esterase Activity，PEA)、水中溶解性

酯酶活性(Dissolved Esterase Activity，DEA)、溶解

性酯酶的衰变周期(T。)．

1．2．1 PEA和DEA的测定取100—250 ml水样过

图1太湖采样点设置

Fig．1 Location of sampling sites in Lake Taihu

滤到Whatman GF／C滤膜上，用0．1 mol／L磷酸缓冲液(pH=7．8)研磨，离心后取上清液4 llll，与950—

0．1 mol／L磷酸缓冲液和50斗l 2．5 mmot／L FDA混合，使得FDA终浓度为25 p,mol／L．黑暗处30℃培养I h

测定H1．FDA在酯酶作用下裂解，其裂解产物能够定量地发出荧光．使用荧光光度计(RF-5301PC，日本岛

津)测定，激发波长490 nm，发射波长520 nm．使用荧光素(fluoreseein，Sigma撑46955)做标准曲线，酯酶活

性的单位为nmol FDA／(L-h)．DEA测定取过滤后水样(4 m1)，具体方法与PEA相同．

1．2．2酯酶衰变常数的测定酯酶衰变常数按Agusti等【41的方法测定．即取0．2斗m(Millipore)滤膜过滤后

的水样加入250斗l稀释1000倍的猪肝酯酶(Porcine esterase，Sigma#2884)，在室温条件下于黑暗处培养1

周，每天取水样测定溶解性酯酶活性．

1．3细胞裂解速率的计算

细胞裂解速率(￡R)通过颗粒态酯酶活性相对于时间的变化来计算：

旷tn(畿)卢
‘

㈩

式中，PEA。为初始状态颗粒态酯酶活性；PEA。为经过t时间后颗粒态酯酶活性，等于PEA。减去这段时间间隔

中产生的溶解性酯酶烈(。刚)．

溶解性酯酶的衰变常数(u(10ss)。．，h“)计算公式为：

u(10ss)队=lnI[瓦EAo∥＼／ 。(2)

式中，EA0为加入猪肝酯酶后初始状态水中溶解性酯酶活性；EA。为加入猪肝酯酶t时间后水中溶解性酯酶活
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性；酯酶的衰变常数(单位为h)为：

Tl／2=In0．5／u(10ss)EA (3)

EA。删，为每小时产生的溶解性酯酶：

尉(删=÷尉／正／2 (4)

式中，鲋为初始时水中溶解性酯酶活性(单位为nmol FDA／(L“))．

浮游植物细胞裂解速率(单位为h。1)计算公式为：

旷·n(坠挚)乒 ㈥

“。乘以24 h，可以换算成单位为d～．

1．4叶绿素a(Ghl．a)浓度的测定

水样(100～250 m1)经Whatman GF／C滤膜过滤后，加入90％丙酮研磨，4℃黑暗条件下静置8～10 h，离

心，用90％丙酮定容，用荧光光度计测定，激发波长350 nm，发射波长670i"11／1．

2结果和讨论

2．1叶绿素a浓度与温度的变化
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图2太湖叶绿素a和水温变化

Fig．2 Variation of Chl．a concentration and average

water temperature in Lake Taihu
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在整个研究阶段，梅梁湾和湖心叶绿

素a浓度具有显著差异(／-t=15，P=

0．006)．太湖是大型浅水湖泊，风场对藻类

的时空分布具有重要影响．太湖藻类在北

部湖区如梅梁湾等水域聚集，形成严重水

华，Chen等【91也在太湖发现相同的藻类空

间分布规律．三个采样点叶绿素a浓度都

在2010年7月达到最大值，分别为36±2、

20 4-I、1I±2 IXg／L．梅梁湾叶绿素a浓度

在2009年11月出现最低值(0．7±

0．1¨g／L)，湖心和贡湖湾都在2009年12

月出现最低值，分别为0．19 4-0．02、0．37 4-

0 ug／L．三个采样点水温没有显著差异，平

均水温在2010年8月出现最大值31℃，

2009年11月出现最低水温4．7℃，其中

2009年9月和1 1月，平均水温分别低于25和15℃<图2)．温度是影响藻类生物量的重要因素，水温高于

25℃有利于藻类大量生长繁殖．本研究没有对藻类群落结构进行分析，但是太湖藻类水华主要群落是蓝藻，

而有文献报道当水温低于15。C时，蓝藻停止生长和繁殖’1⋯．研究发现叶绿素a浓度与水温变化趋势基本一

致，伴随着温度降低，叶绿素a浓度在2009年8—11月和2010年8～10月迅速降低；2010年3—7月，伴随

着水温升高，叶绿素a浓度显著升高．

2．2细胞裂解速率的变化

三个点位PEA在2009年8月一2010年1月以及2010年8—10月迅速降低(图3a)，这两个阶段由于水

温开始降低，浮游植物细胞开始裂解，所以颗粒态酯酶活性迅速减少转变成溶解性酯酶．而2010年3—7月

PEA迅速增加，在此期间由于温度升高，藻类生长繁殖，因此藻内细胞酯酶活性较高．研究发现PEA与叶绿

素a浓度具有显著的线性关系：PEA=0．67Chl．a+6．75(R2=0．26，n=45，P<0．001)．这在一定程度上验证

了用酯酶活性来表征藻类的生理活性，进而计算浮游植物细胞裂解速率是可行的方法．
。

溶解性酯酶活性在2009年8—10月问维持在一个较高的水平波动，主要是来源于藻类细胞裂解．此外，
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2010年4月，梅梁湾和湖心DEA出现峰值，分别为2．20±0．06、3．6±0．03 nmol FDA／(L·h)，2010年6

月，贡湖湾DEA出现峰值，为3．4±0．01 nmol FDA／(L·h)(图3b)．

3个点位酯酶衰变常数没有显著差异，梅梁湾酯酶衰变周期为10～75 h，湖心为7～44 h，贡湖湾为8～

62 h(图3c)．Berman等旧1研究发现从藻类细胞提取的酯酶以及商品酯酶的衰变周期不存在差异．在Kinne—

ret湖表层水体中添加商品酯酶，培育的温度范围为15～30。C，酯酶的衰败常数为0．03-0．49 h～．Riegman等““

研究发现北海经过过滤后的水体中添加从浮游植物体内提取的酯酶，其衰变周期为49 h，而添加商品酯酶，

其衰变周期为3l h．
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一 图3颗粒态酯酶、溶解态酯酶、酯酶衰变周期和细胞裂解速率

Fig．3 Variation of particulate esterase assay，disslove eserase assay，

half life time of dissolve esterase assay and phytoplankton cell lysis rate

梅梁湾细胞裂解速率在2009年10月、2010年3月以及9月出现三个峰值，分别为0．67、o．59、0．41 d～．湖心

细胞裂解速率在2009年10月、2010年4月、9月出现三个峰值，分别为0．77、0．33、0．37 d～．贡湖湾细胞裂

解速率在2009年10月以及2010年6月出现两次峰值，分别为0．68、0．42 d“(图3d)．已有的研究发现水

温是影响细胞裂解速率的一个重要因素，细胞裂解速率一般冬天较低(<0．1 d‘1)，春季水华结束后较高，约

为0．3 d。Ll引．北海浮游植物细胞春季裂解速率为O．01—0．25 d‘1 Ll“，夏季维持在一个较高的水平(0．05～
0．30 d’1)．Hayakawa等¨43在太平洋西北部发现藻的细胞裂解速率在夏季末期是0．12～0．67 d～．此外，3

个采样点都在2009年10月出现峰值，而其中2个采

样点都在2010年9月出现峰值．本研究认为水华后

期，藻类细胞可能由于营养盐耗竭产生大量裂解，而

在水华期间藻类细胞内存储了大量营养物质，细胞

裂解的过程就是这些营养盐从颗粒态向溶解态的一

个转变过程，因此细胞裂解会对水体中营养元素循

环有重要影响．

藻类的生物量可以用生长速率和死亡速率来表

示，因此水华不同阶段的细胞裂解速率可能是影响叶

绿素浓度的一个重要因素．Berman等。81研究发现藻类

生物量和细胞裂解速率之间存在反比例的关系．同

样，Agustf等¨纠在佛罗里达的7个湖泊中运用了酶消

解法计算藻细胞死活比，结果发现活细胞与叶绿素a浓

度之间呈正相关，表明叶绿素a浓度与细胞裂解速率之

间具有负相关关系．本研究发现，贡湖湾细胞裂解速率

与叶绿素a浓度之间具有显著的反比例关系(图4)，表

12
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￡彤d

图4贡湖湾浮游植物细胞裂解速率与

叶绿素a浓度之间的关系

Fig．4 Relationship between cell lysis rate越

phytoplankton and Cht．a concentration in Gonghu Bay
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明细胞裂解速率是影响叶绿素a浓度的重要因素．

运用酯酶活性法可以估算太湖浮游植物细胞裂解速率，这对于探讨藻类水华在消亡过程中营养元素的

释放具有重要的价值．太湖浮游植物细胞裂解速率在水华形成阶段具有明显的差异，这种差异的影响因素

还需要后续研究来深入探讨．

致谢：感谢采样过程中季江、阳振老师，李大命、贾育红、蔡元锋博士的帮助．
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