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共生与非共生爪哇伪枝藻对高温胁迫的响应

雷亚萍    许丽红    曾    臻    吴    丽
(武汉理工大学资源与环境工程学院, 武汉 430070)

摘要: 研究以自由生长的爪哇伪枝藻(Free-living S. javanicum,  fs)和分离自地衣的爪哇伪枝藻(Symbiotic S.
javanicum, ss)为研究对象, 探究了不同生长状态爪哇伪枝藻对高温(45℃)胁迫的响应。结果发现在高温胁迫

下, 爪哇伪枝藻光合活性、叶绿素a及类胡萝卜素含量下降; 丙二醛(MDA)、胞外多糖及可溶性蛋白含量上

升。在高温处理下, 与fs相比, ss光合活性下降较慢, 且高温处理后ss的叶绿素a及类胡萝卜素含量也明显高于

fs。高温处理下, 与fs相比, ss的MDA含量和增长速度均较低; 并且在面临高温胁迫时, ss能够更快的分泌胞外

多糖和可溶性蛋白质, 从而在一定程度上达到自我保护的目的。研究结果表明, 在暴露于高温胁迫时, 相较于

自由生长状态, 来自地衣的爪哇伪枝藻具有更高的自我保护效率。
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生物结皮广泛存在于全球干旱、半干旱地区,
是由藻类、地衣、苔藓、真菌及异氧细菌等生物

组分胶结土壤颗粒在地表形成的一层易剥离的生

物土壤复合层
[1]
。在其形成过程中能够增加土壤中

的有机质, 固定大气中的氮素, 具有稳定地表、沃

土增肥等重要生态功能
[1 ,  2]

。生物结皮一般按照

“藻结皮—地衣结皮—藓结皮”的阶段进行发育演

替
[3]
。与藻结皮相比, 地衣结皮的表面更加粗糙, 抗

压能力更强, 以及更高的固碳及固氮能力
[4, 5]

。因

此, 藻结皮向地衣结皮阶段的发育演替, 对于生物

结皮生态功能的发挥具有重要意义。当藻结皮演

替为地衣结皮时, 结皮中虽然藻类生物量(包括地

衣中共生的藻类生物量)增加, 但自由生长的藻类

(不包括地衣中共生的藻类)生物量却下降, 此时大

部分藻类都处于共生状态, 以地衣共生体的形式存

在
[6]
。已有研究表明, 与自由生长的藻类相比, 地衣

共生体对环境胁迫的保护机制更为有效 [7—9]
。因

此, 藻类生长状态的改变很可能是结皮发育演替的

重要机制之一; 同时研究共生状态对藻类生理特性

的影响, 对了解藻类适应荒漠环境的机理也有着非

常重要的科学意义。

在荒漠地区, 较高的昼夜气温差异和温度波动

是影响荒漠藻类生存的重要环境因子, 同时, 高温

也能够导致PS II反应中心及捕光色素复合体的不

可逆灭活等
[10]

。有关文献报道
[11], 在夏秋季节时,

流沙表面温度最高时达到66℃, 生物结皮在灼热的

沙表面不可避免受到高温胁迫。爪哇伪枝藻(Scyto-
nema javanicum)作为生物结皮中优势种类之一, 对
结皮的形成和发育具有十分重要的作用, 其主要分

布在结皮表面, 因此也更容易受到外界环境条件的

影响
[12]

。Brock等[13]
指出自由生长的藻类对干旱的

耐受力较小; 当藻类周围的水势降低时, 自由生长

的藻类的光合活性比地衣的停止得更早一些。因

此, 本研究以自由生长的爪哇伪枝藻和分离自地衣

中的爪哇伪枝藻为实验材料, 对比高温条件下两种

爪哇伪枝藻生理生化特性的差异, 从而探究共生后

藻类对高温胁迫响应的变化, 揭示共生关系对藻类

抗胁迫能力的影响。

1    材料与方法

1.1    藻种的培养

共生与非共生爪哇伪枝藻是从荒漠地表的生

物结皮中分离、纯化所得。将以真菌共生体形式

存在的爪哇伪枝藻分离纯化, 将其记为共生态爪哇
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伪枝藻(Symbiotic S. javanicum, ss); 非共生爪哇伪

枝藻是指结皮中分离的自由生长的爪哇伪枝藻

(Free-living S. javanicum, fs)。将分离纯化的ss和
fs转至BG-110培养基中, 待藻体生长到对数生长期

后, 将藻液转接到2 L的培养瓶中通气培养, 培养温

度为(25±1)℃, 光强为40 μE/(m2·s)(连续光照)。培

养15—20d后收集藻液, 将藻液在离心机8000 r/
min离心10min, 然后将藻体收集在0.22 μm的微孔

滤膜上备用。

1.2    试验的设计

在荒漠地区的夏季, 地表温度在正午一般高于

40℃, 有研究发现35℃有利于保持藻体细胞的形态

结构, 而45℃的高温胁迫则显著破坏了藻体细胞结

构
[11], 因此本实验采用45℃作为高温处理, 从而研

究共生与非共生的爪哇伪枝藻抗高温胁迫能力的

差异。高温处理前将收集的两种藻体分别涂布于

海绵表面, 放置于盛有BG110培养基的培养皿中使

藻丝能够得到足够的水分及营养。之后将培养皿

置于45℃条件下进行处理[光照强度为40 μE/(m2·s)],
在不同处理时间(0、1h、5h、12h和24h)取样进行

相应生理指标的测定, 每组3个样品作为重复。实

验中以25℃培养温度为对照。

1.3    生理指标的测定

光化学效率　　将处理好的样品放入黑暗处

使其暗适应20min, 然后利用便携式光合作用仪LI-
6400测定其叶绿素荧光参数: 最大荧光(Fm)和初始

荧光(Fo), 计算藻体PSⅡ最大光化学效率(Fv/Fm):
Fv=Fm = (Fm ¡ Fo)=Fm

式中, Fv/Fm为可变荧光与最大荧光之比。

叶绿素a含量　　取0.1 g的藻体, 加入2—3 mL
的100%丙酮用研钵充分研磨, 转移到10 mL的离心

管中, 定容至5 mL, 摇匀。然后放入4℃冰箱中黑暗

静置18—24h, 8000 r/min离心15min后取上清液,
用紫外可见分光光度计测定663、490和384 nm处

光密度(OD)值, 以三色公式
[14]Chl.a=(1.02A663–

0.027A384–0.01A490)/CChl.a×V/m计算样品中所含叶

绿素a含量, 单位为μg/g。其中, Chl.a 代表叶绿素

a含量; CChl.a为叶绿素的消光系数, 取值为92.5, 单
位为L/(g·cm); V为丙酮提取液体积(mL); m为样品

质量(g)。
类胡萝卜素(Carotenoid)含量　　类胡萝卜素

的测定方法同上, 计算公式为
[14]Car=(1.02A490–

0.08A384– 0.026A663)/CChl.a×V/m, 计算类胡萝卜素的

含量, 单位为μg/g。其中, Car代表类胡萝卜素含量;
Ccar为类胡萝卜素的消光系数, 取值为250, 单位为

L/(g·cm); V为丙酮提取液体积(mL); m为样品重量

(g)。
丙二醛(MDA)含量　　参照李合生

[15]
的方法,

将干燥处理的藻体0.2 g, 加入2 mL的10%TCA和少

量石英砂, 研磨至匀浆, 再加8 mL的TCA进一步研

磨, 匀浆在4000 r/min离心10min, 上清液为样品提

取液。

取上清液2 mL (对照加2 mL蒸馏水), 加入2 mL
0.67% TBA溶液, 混匀物于沸水浴上反应20min, 迅
速冷却后再离心。取上清液分别在532、600和
450 nm波长下测定OD度。丙二醛含量(μmol/g)计
算公式为:

CMDA = [6:45(A 532¡ A 600)¡ 0:56A 450]£ V=W ;

式中, CMDA为丙二醛含量, V为提取液体积(mL) ;
W为藻体干重(g)。

可溶性蛋白质含量　　采用考马斯亮蓝G-
250的方法测定细胞内可溶性蛋白质的含量

[15]
。取

0.2 g藻体, 加入PBS缓冲液, 于冰水浴下破碎, 3000 r/
min离心10min, 弃去沉淀物。取上清液1 mL加入具

塞试管中, 再加入5 mL的考马斯亮蓝G-250, 充分混

合, 放置2min后在595 nm下比色, 测定OD值, 并通

过标准曲线查得蛋白质含量, 并计算测试样品中蛋

白质含量。

胞外多糖(Exopolysaccharide, EPS)　　胞外

多糖含量的测定采用苯酚硫酸法
[15]

。 称取样品

0.2 g放入具塞管中, 加入5 mL蒸馏水, 于沸水中提

取30min(提取2次), 再吸取1 mL样品液于试管中(重
复2次), 加蒸馏水1 mL, 按顺序分别加入苯酚、浓

硫酸溶液, 显色并在485 nm处测定OD值。由标准

线性方程求出糖的量, 并计算测试样品中糖含量。

1.4    数据的分析

本文中方差分析利用One-way ANOVA进行

分析, 多重比较采用Duncan法进行。所有的数据分

析都在SPSS19.0进行, 显著水平为P<0.05, 极显著

水平为P<0.001。

2    结果

2.1    高温处理对fs和ss的光化学效率的影响

如图 1, 在25℃条件下, fs和ss随着培养时间的

延长, 其Fv/Fm均呈现逐渐下降的趋势, 但各时间点

上两种伪枝藻的Fv/Fm值之间无显著性差异(P>0.05)。
高温处理后(45℃), fs和ss的Fv/Fm值都随处理时间

呈极显著下降趋势(P<0.001), 且两种藻的Fv/Fm值

都显著低于对照组 (P<0.05)。处理1h后 ,  f s的
Fv/Fm值下降了23%, 5h后 ,  下降了97%; 而ss的
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Fv/Fm值在处理1h后只下降了12%, 5h后下降了

94%。 5h后fs和ss的Fv/Fm值都趋于稳定, 无显著性

变化(P>0.05)。
2.2    高温处理对叶绿素a和类胡萝卜素含量的影响

如图 2, 在高温处理1h后, fs和ss的叶绿素a含量

均出现显著下降(P<0.05), 分别下降37%和17%。

之后随着处理时间的延长, 叶绿素a含量逐渐趋于

稳定(P>0.05), 然而与对照相比, 在高温处理24h后,
fs与ss的叶绿素a含量分别下降28%和9%, 且在整个

高温处理过程中, ss的叶绿素a含量均极显著高于fs
(P<0.001)。

在高温处理后, fs和ss的类胡萝卜素含量随处

理时间呈相同变化趋势, 即均呈现先降低再升高,
之后再降低的变化趋势(图 3)。在高温处理24h后,
fs与ss的类胡萝卜素含量分别下降23%和15%, 且在

整个高温处理过程中, ss的类胡萝卜素含量均明显

高于fs (P<0.001)。

2.3    高温处理对fs和ss的丙二醛含量的影响

在高温处理下, fs和ss的MDA含量均随处理时

间呈明显增加趋势(P<0.001; 图 4)。在高温处理早

期(1h), fs的MDA含量显著高于ss (P<0.05); 然而在

高温处理5h后, ss的MDA含量却显著高于fs (P<
0.05)。之后随处理时间的延长, fs的MDA含量急剧

增加, 而ss的MDA含量增加却相对缓慢, 直至在高

温处理24h后 ,  fs的MDA含量极显著高于ss (P<
0.001), 此时fs的MDA含量为处理前的4.1倍, 而ss的
MDA含量为处理前的3.7倍。

2.4    高温处理对胞外多糖含量的影响

在45℃高温处理下, fs和ss的胞外多糖含量都

是随处理时间呈现逐渐增加的趋势(图 5)。处理前

5h, 两种藻的胞外多糖含量与初始量相比均只有略

微的增加 ,  并无显著性差异(P>0.05); 然而处理

12h后, 两种藻的胞外多糖含量均出现显著增加。

 
图 1   高温处理对fs和ss的光化学效率的影响

Fig. 1   The effect of high temperatures on the maximum
photochemical efficiency

 
图 2   高温处理对fs和ss的叶绿素a含量的影响

Fig. 2   The effect of high temperature on the contents of
chlorophyll a

 
图 3   高温处理对fs和ss的类胡萝卜素含量的影响

Fig. 3   The effect of high temperature on the contents of
carotenoid

 
图 4   高温处理对fs和ss的丙二醛含量的影响

Fig. 4   The effect of high temperatures on the contents of MDA of
fs and ss
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高温处理前fs的胞外多糖含量明显高于ss(P<0.05),
然而高温处理24h后, 二者之间的的胞外多糖含量

却基本相同, 无明显差别(P>0.05)。与高温处理前

相比, 处理24h后fs的胞外多糖含量增加了1.1倍, 而
ss的胞外多糖含量却增加了2.1倍。

2.5    高温处理对可溶性蛋白质含量的影响

在整个高温处理过程中, fs的可溶性蛋白质含

量均极显著高于ss (P<0.001; 图 6)。高温处理1h后,
两种藻的可溶性蛋白质含量均出现明显增加(P<
0.05), 之后在高温处理12h内, 可溶性蛋白质含量均

无明显增加(P>0.05), 直到处理24h后, 两者的可溶

性蛋白质含量再次出现明显增加, 此时fs的可溶性

蛋白质含量为处理前的2.7倍, 而ss的可溶性蛋白质

含量为处理前的3.7倍。

3    讨论

爪哇伪枝藻是藻结皮的一种重要的优势种类,
直接分布于结皮的最表面, 因此经常受到外部环境

胁迫条件的影响
[16]

。而当藻结皮演替到地衣结皮

时, 爪哇伪枝藻又可以同真菌共生形成地衣, 以共

生状态在结皮中出现。生存状态的改变不仅会影

响结皮藻类的生理代谢特性, 也可能对其环境适应

以及整个生物结皮微生态系统的发育有着重要的

意义。

暗适应后叶绿素a的可变荧光与最大荧光的比

值(Fv/Fm)是PS II最大光化学产量, 反映PSII反应中

心的最大光能转换效率, 是植物(包括藻类)潜在

的、最大的光合活性
[17]

。在没有受到胁迫的时候,
光合生物Fv/Fm值维持在稳定的水平, 高等植物通

常大于0.8, 真核藻类约为0.6, 而蓝藻维持在0.4—
0.5[18]

。然而当处于胁迫状态时, Fv/Fm值便会出现

下降。在本研究中, 高温处理5h后fs和ss的Fv/Fm值

接近于0, 说明5h高温处理已使两种状态S. java-
nicum的PSII反应中心受到严重破坏, 甚至丧失活

性。高温处理后fs和ss叶绿素a含量的显著下降也

证实了这一点。然而对比不同生长状态的两种伪

枝藻, 实验结果表明ss的光合活性一直是高于fs, 并
且在高温处理后, 其光合活性下降速度也慢于fs, 这
说明与真菌共生后, S. javanicum对高温的耐受能力

要高于其自由生长状态, 同时也说明自由生长的藻

类对光抑制更加的敏感, 会遭受更严重的损伤。另

外, 在高温处理条件下, ss的叶绿素a含量只降低

1/4左右, 而fs的叶绿素a含量却降低了近1/2。这也

进一步说明高温对fs的细胞造成了更为严重的损伤;
相对于自由生长状态, 共生后的S. javanicum可能存

在某种保护机制, 降低了高温对其造成的损伤, 进
而使更多的叶绿素a分子得以保留。同时, 实验结

果还表明在高温处理的1–5h时内, fs和ss的类胡萝

卜素含量均明显增加 ,  这很可能是S. javanicum
在受到高温胁迫时, 藻细胞通过合成大量类胡萝卜

素来淬灭细胞内产生的活性氧。此外高温处理

24h后, ss产生的类胡萝卜素含量是远远大于fs, 这
也可能说明ss对高温的保护机制更为有效。

丙二醛(MDA)是植物细胞在逆境下发生膜脂

过氧化作用的产物之一, 通常将它作为膜脂过氧化

作用强弱的一个重要指标。MDA既是过氧化产物,
又是一种能强烈地与细胞内各种成分发生反应的

物质, 能引起对酶和膜的严重损伤, 导致膜的结构

及生理完整性的破坏
[19]

。有研究表明, 蓝藻在遭受

胁迫时, 细胞内的MDA会急剧增加
[20]

。本研究发

现, 从整体来看, 高温处理后fs的MDA含量是明显

 
图 5   高温处理对fs和ss的胞外多糖含量的影响

Fig. 5   The effect of high temperatures on the contents of EPS of
fs and ss

不同字母代表差异显著(P < 0.05); 下同

Different letters represent significant differences; the same applies
below

 
图 6   高温处理对fs和ss的可溶性蛋白质含量的影响

Fig. 6   The effect of high temperatures on the contents of Soluble
protein of fs and ss
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高于的ss的, 说明fs的膜结构遭受到了更为严重的

损伤, 同时也说明在与真菌共生后, ss对活性氧的

清除是更为有效的, 这与高温处理后, fs中更低的叶

绿素a浓度及类胡萝卜素含量的结果是一致的。

当植物受到高温胁迫时, 所吸收多余的光能很

难以热能形式或者通过光化学作用耗散掉, 因此就

会在细胞内产生大量的活性氧, 进而对其类囊体

膜、蛋白以及色素造成氧化损伤
[21, 22]

。已有研究

显示, 生物结皮中藻类胞外多糖对保护藻类自身和

其他生物抵御荒漠环境条件(高温、干旱、辐射

等)的影响起着重要的作用
[23]; 同时这些胞外多糖

在控制藻细胞水分的吸收、输出中也起着重要的

调节作用, 从而使细胞在吸胀和收缩过程中免受伤

害。作为胞外基质, 胞外多糖中沉积有大量色素类

物质 ,  能够吸收、屏蔽掉大部分UV辐射 ,  减少

UV辐射伤害
[24]

。另外, 也有研究证实胞外多糖还

能够有效清除活性氧, 降低藻体的氧化损伤
[25, 26]

。

本研究发现, 当藻细胞从常温转到45℃高温下时,
胞外多糖含量明显增加, 这也进一步证实胞外多糖

在藻细胞抵御高温胁迫中的作用。当暴露于高温

胁迫时, ss中胞外多糖的合成速率要明显高于fs, 这
也很可能是ss具有更强的抗高温胁迫的另一重要

原因。此外, 作为一种重要的渗透调节物质和营养

物质, 可溶性蛋白的增加和积累能提高细胞的保

水能力, 对细胞的生命物质及生物膜起到保护作

用
[27]

。本研究发现虽然fs的可溶性蛋白质含量一直

都是高于ss的, 但是ss的可溶性蛋白质增加的量却

高于fs, 这也进一步说明ss对细胞的保护作用更加

有效和快速。

本实验研究发现, 当暴露于高温胁迫时, 以共

生形式存在的ss能够保存更多的叶绿素a, 且Fv/Fm

值的下降速率明显低于自由生长形式的 f s ,  而
EPS的合成速率明显高于fs; ss的类胡萝卜素含量、

可溶性蛋白含量均明显高于高于fs。以上结果均说

明, 当藻类与真菌共生后, 有利于光合产物的产生,
藻类和真菌的相互刺激, 增加了其光保护和抗氧化

能力, 总而言之, 共生关系的发生有效提高了S. java-
nicum对高温胁迫的适应能力, 有利于S. javanicum
在荒漠地区生存发展, 这也很可能是地衣结皮取代

藻结皮成为优势类型的重要内在机理之一。

4    结论

本文通过在实验室条件下培养自由生长的爪

哇伪枝藻和与分离自地衣共生体的爪哇伪枝藻, 研
究了在高温条件下两者的生理生化特性变化。实

验结果发现, 在高温胁迫下, ss光合活性的降低速

率明显慢于fs; 且处理24h后, ss保存的叶绿素a及类

胡萝卜素含量明显高于fs; 同时ss的MDA含量和其

增长速率明显低于fs; 暴露于高温胁迫时, ss能够更

快的分泌出胞外多糖和可溶性蛋白质, 保护自身细

胞免受更严重的损伤。因此, 本研究发现共生关系

对藻类细胞有一定的保护作用, 能够明显提高S.
javanitus对高温胁迫的耐受能力。
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RESPONSE TO HIGH TEMPERATURE STRESS IN SYMBIOTIC AND FREE-
LIVING SCYTONEMA JAVANICUM

LEI Ya-Ping, XU Li-Hong, ZENG Zhen and WU Li
(School of Resources and Environmental Engineering, Wuhan University of Technology, Wuhan 430070, China)

Abstract: Biological soil crusts (BSCs) are widely distributed in global arid and semi-arid environment, where high
temperature stress is one of the critical environmental factors to control the survival of algae. As a common species in
BSCs, Scytonema javanicum appears in alga crust stage as free-living form and in lichen crust as symbiotic form to regu-
late the formation and development of BSCs. This study explored the effect of high temperature stress (45℃) on symbio-
tic (ss) and free-living S. javanicum (fs). The results showed that high temperature stress declined the photosynthetic
activity more dramatically in ss compared with in fs, and high temperature stress induced a higher biomass in ss com-
pared with in fs. Compared with fs, ss had lower growth rate and MDA content, and faster extropolysaccharides-re-
leased and soluble protein- to protect from damages. The results showed that, compared with free-living form, the S.
javanicum from lichens had higher self-protection efficiency when exposed to high temperature.

Key words: Biological crust; Scytonema javanicum; Free; Symbiosis; High temperature stress; Physiological and
biochemical
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