
 

海洋科学/2008 年/第 32 卷/第 5 期  22

黄海两种典型硅藻的磷胁迫生理研究 

王  丹，黄春秀，黄邦钦，谷体华，黄  秋，柳  欣，杨听林 

（厦门大学 近海海洋环境科学国家重点实验室，环境科学研究中心，福建 厦门 361005） 

摘要：在实验室批次培养条件下，研究黄海两种浮游植物优势种玛氏骨条藻（Skeletonema marinoi）和旋

链角毛藻（Chaetoceros curvisetus）在低磷条件下的生长特性、环境中不同形态磷浓度的变化以及磷饥饿

状态下浮游植物的营养吸收动力学和碱性磷酸酶动力学。结果表明，玛氏骨条藻在磷胁迫情况下可利用自

身较高的吸收速率和较小的细胞体积有效摄取环境中的无机磷快速生长并取得优势，而旋链角毛藻在无机

磷的利用上并无优势，其比玛氏骨条藻需要更多的细胞颗粒磷去维持细胞活性，而且更容易诱导碱性磷酸

酶分解利用有机磷，推测在有机磷丰富的环境下旋链角毛藻会在二者竞争中取得优势。这些生理特性有可

能是二者在黄海季节性水华发生过程中大量存在的原因。 
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磷（Phosphorus，P）是海区中浮游植物生长和

繁殖所必需的成分，参与细胞生长与能量传递等一

系列代谢过程，也是海洋初级生产力和食物链的基

础元素[1]。在海洋中，通过直接摄取或同化无机和

有机形态的含磷复合物等形式，浮游生物获得生长

所需的磷源。无机态的正磷酸盐（HPO4
2-，Pi）可

能是浮游植物能够直接吸收利用的唯一磷源[2,3]，然

而，大量的研究结果表明，海水中的 Pi 量常常不

能满足浮游植物生长繁殖的需要。溶解态非活性磷

（soluble nonreactive phosphorus, SNP）也称作溶解

态有机磷，作为一种重要的磷源通过浮游植物生物

化学作用以及一系列酶作用可以释放出无机态 Pi 
为浮游植物生命活动所用[4]。海洋中的浮游植物是

按一定比例从海水中吸收营养盐的，这一恒定比例

称为 Redfield 系数。Redfield 系数过高或过低，均

可导致浮游植物的生长受到某一相对低含量元素

的限制，生物量无法进一步增长，并显著影响水体

中浮游植物的种类组成[5]。而从生长转变为非生长

的过程中，浮游植物还要经过一系列的适应性响应

步骤，这一过程称为浮游植物的营养盐胁迫过程[6~8]。

随着生理学研究的开展，人们逐渐认识到营养盐胁

迫这个生理过程的重要性，浮游植物能够在磷缺乏

的情况下，通过一系列适应机制与其他种竞争取得

优势地位[9]。关于磷胁迫的研究目前已有大量报道，

主要是通过模拟现场条件在室内开展若干关键种

的研究，分别从种群、细胞、分子水平研究浮游植

物对环境磷胁迫的生理生态响应[10~13]。Berdalet[14]

认为在一个营养盐受限制的海区，浮游植物对营养

盐的种间响应机制最终决定了一个海区的浮游植

物群落结构。本研究以黄海四季分布的广温沿岸型

硅藻角毛藻和骨条藻为研究对象，通过研究它们在

磷胁迫状态下的生理响应机制，从磷营养盐的角度

为黄海季节性硅藻水华的发生机制以及水华过程

中浮游植物群落的变动机制提供科学依据。  

1  材料与方法 
1.1  分离与培养 

实验用的旋链角毛藻（Chaetoceros curvisetus）
和玛氏骨条藻（Skeletonema marinoi）是厦门大学

近海海洋环境科学国家重点实验室藻菌种质中心

从 2007 年 4 月黄海春季水华发生区采集的水样中

分离纯化得到，并由厦门大学生命科学学院高亚辉

教授研究组鉴定[15]。在实验室温度 20 ℃±1 ℃，

光暗周期 14 h : 10 h，光照强度为 6 500 lx 的白炽

光照射条件下，藻种一般采用 f/2 培养基保种，在

开展磷胁迫研究前，将藻种接种在以 f/2 培养基为

基础的低磷培养基（磷酸盐浓度 2 µmol/L）中，进

行 3～4 个世代的低磷驯化培养。实验前两天，添
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加抗生素（硫酸链霉素与青霉素钠盐的混合液）在

预接种的藻液中，进行灭菌处理。正式实验时，将

处于指数生长期的细胞接于新的培养基中。实验所

用海水均采用经 0.22 µm 孔径的醋酸纤维滤膜过滤

并经高温灭菌处理的外海水。 
1.2 实验方法与检测方法 
1.2.1 营养盐测定 

溶解态活性磷（soluble reactive phosphorus, 
SRP）的测定采取磷钼蓝显色法[16]，在紫外可见分

光光度计（Spectrum, 722E）上进行检测（每个样品

保证两组平行样）。细胞颗粒磷（ particulate 
phosphorus，PP）依据 Jeffries[17]的方法采用酸性过

硫酸钾氧化法进行测定。样品在 121℃高压消解

60min，然后再依据 SRP 的测定方法进行检测（每

个样品保证两个平行样）。 
1.2.2 藻类细胞计数 

藻类细胞采用酸性Lugol’s 试剂固定，并用光

学显微镜和浮游植物计数板进行计数（每个样品保

证两组平行样）。 

1.2.3 藻细胞体积测定 
采用光学显微镜和图像分析系统测量细胞长

宽等线性参数并分析细胞体积(每个样品的测定结

果保证在测量 100 个细胞体积的基础上取得平均

值)。细胞体积根据 Sun 等[18]方法来计算。 
1.2.4 营养盐吸收动力学实验 

取适量磷饥饿状态下的藻液分别加入不同终

浓度的 KH2PO4，使添加后的 SRP 终浓度在 0～8 
µmol/ L，培养一定时间后，测定添加前后培养基中

SRP 的浓度变化，吸收速率（ρ）由该浓度变化决

定。浮游植物细胞对不同浓度 KH2PO4 的吸收速率

遵循米氏方程：ρ = ρmaxS / (KS + S) ,ρmax 为最大吸收

速率（fmol /(个·h)），KS为半饱和常数（µmol/ L），
S 为外部磷酸盐浓度（µmol /L）。营养吸收动力学

参数采用非线性最小平方估算。 
1.2.5 碱性磷酸酶动力学实验 

取适量磷饥饿状态下的藻液分别加入不同量

的底物 MUP（4-Methylumbelliferyl phosphate），使

MUP 的终浓度在 0～250 µmol/ L 变化。在 37 ℃水

浴黑暗条件下培养 0.5 h，用 0.2 mol/L 的 HgCl2 溶

液终止酶反应。以未加底物的藻液作为空白对照，

待测样品和空白对照各保证三组平行样，采用荧光

分光光度计（Varian Cary Eclipse）检测碱性磷酸酶

活性（Alkaline phosphatase activity，APA）[19]，Ex = 
365 nm，Em = 450 nm。两种藻的碱性磷酸酶活性用

单位体积浮游植物细胞数修正后，APA 与底物浓

度的关系遵循米氏方程 V = VmaxS / （KS + S），V
代表在底物浓度为 S（µmol/L）时酶降解底物的速

率(fmol /(个•h))，Vmax为最大降解速率(fmol/(个•h))，

KS 为半饱和常数（µmol/L）。酶动力学参数采用非

线性最小平方估算。 

2 结果与讨论 
2.1 低磷条件下生长周期中各生理参数的变化 

通过对旋链角毛藻和玛氏骨条藻在低磷条件

下培养到稳定期的磷饥饿状态（细胞停止分裂大约

3 d，外源 SRP 低于检出限（0.1 µmol/L）的生长曲

线（图 1）)可以看出，旋链角毛藻接种后生长比较

缓慢，两天后进入指数期，在接种的 4 d 后进入生

长的稳定期阶段，细胞数目达到 8×107 个/ L 左右，

玛氏骨条藻在接种后就快速地进入了指数增长期，

在培养的第 5 天进入生长的稳定期，指数期长达近

5 d，稳定期细胞数目达到 37×107 个/ L 左右。培

养基中活性磷酸盐浓度表明（图 2），旋链角毛藻接

种 4 d 后降到检出限以下，而玛氏骨条藻接种 3d 后

即降到检出限以下。两种浮游植物细胞内部颗粒磷

含量（图 3）也是在培养期间有不同变化，旋链角

毛藻在接种当天细胞内部颗粒磷浓度 104.15 fmol/
个，1 d 后为 105.01 fmol/个，而在稳定期则降到了

20.74 fmol /个，最大和最小颗粒磷含量（QP0）之比

达到 5.1 倍，而玛氏骨条藻在接种当天细胞内部颗

粒磷浓度为 33.27 fmol /个，在稳定期降到了 9.06 
fmol/个，最大和最小颗粒磷含量（QP0）之比仅为

3.7。由此可知，两种浮游植物都可以不同程度地利

用外源溶解态活性磷和内源细胞颗粒磷来供给各

自不同阶段的生长需要。虽然玛氏骨条藻对于环境

中的外源磷吸收比较快，但是旋链角毛藻比玛氏骨

条藻更容易利用细胞内源磷，这可能是二者在磷胁

迫状态下不同的磷利用策略造成的。玛氏骨条藻可

能更容易利用环境中的溶解态活性磷酸盐大规模

繁殖，因此其在初始磷浓度较为丰富的条件下，更

容易取得竞争优势，而旋链角毛藻在竞争利用无机

磷上并无优势，还必须依靠其对细胞颗粒磷的利用

来维持比较高的细胞活性。 
2.2 磷饥饿情况下无机磷的吸收动力学研究 

两种浮游植物细胞对不同浓度 KH2PO4 的吸收

速率（ρ）非线性拟合后吸收动力学曲线如图 4（A，

B）。旋链角毛藻对无机磷的最大吸收速率 ρmax 为

20.59 fmol /(个•h)，半饱和常数 KS为 0.90 µmol/L，
而玛氏骨条藻对无机磷的最大吸收速率 ρmax 为

24.03 fmol/(个•h)，半饱和常数 KS为 2.02 µmol/L。
营养盐吸收动力学参数 ρmax 和 KS 是目前最常用表

达浮游植物对营养盐亲和力的参数，ρmax 升高或是

KS降低均有利于浮游植物竞争营养盐[20,21]。在环境

营养盐丰富时，具有较高 ρmax 的浮游植物能够迅速

摄取环境中的磷储存于细胞内。最大种间吸收速率

Vmax = ρmax/QP0 能更好反映这一能力，旋链角毛藻的 
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图 1  低磷批次培养条件下玛氏骨条藻和旋链角毛藻的 
生长曲线 

Fig.1  Cell growth of S. marinoi and C. curvisetus in batch  
culture with low P concentration 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 低磷批次培养条件下溶解态活性磷酸盐的变化 
Fig.2  Variation of soluble reactive phosphorus (SRP) in batch 

 culture with low P concentration 
 

 

Vmax = 0.99 h-1，低于玛氏骨条藻的 Vmax = 2.65 h-1，

说明玛氏骨条藻快速摄取无机磷源并储存于细胞内

的能力比较强，这一特点可以使玛氏骨条藻在环境

中 SRP 丰富时快速取得竞争优势。Healay[22] 提出

Vmax / KS这个比例更能反映浮游植物在贫营养条件

下对营养盐的亲和力，高比例表明浮游植物在贫营

养条件下更具竞争力。旋链角毛藻和玛氏骨条藻的

Vmax / KS分别为 1.1 和 1.3，可见两种浮游植物在贫

营养条件下对无机磷的亲和力相差不大。另有学者

认为，不同浮游植物对营养盐的亲和力与细胞体积

大小也有关。通常，细胞体积越小，细胞对营养盐

的亲和力越高[23]。在磷饥饿情况下，旋链角毛藻细

胞体积为 416.57 µm3±251.98 µm3，而玛氏骨条藻

为 92.24 µm3±82.57 µm3，可见玛氏骨条藻比旋链角 
 

 

 

 

 

 

 
图 3  低磷批次培养条件下玛氏骨条藻和旋链角毛藻 

细胞内颗粒磷的变化 
Fig.3  Variation of cellular particular phosphorus (PP) in  

batch culture with low P concentration

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图4  旋链角毛藻和玛氏骨条藻的磷酸盐吸收速率随外界磷酸盐的变化 

Fig.4  Phosphatate uptake rates of  C. curvisetus and S. marinoi as a function of the ambient phosphate concentration 
A.旋链角毛藻；B.玛氏骨条藻 

                                                  A. C. curvisetus; B. S. marinoi 
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毛藻细胞体积小，因此，在贫营养条件下，玛氏骨

条藻更可能依靠比较小的细胞体积对营养盐有较

高亲和力从而在竞争中取得优势。 
2.3 磷饥饿情况下碱性磷酸酶动力学研究 

两种浮游植物酶动力学曲线如图 5（A，B）所

示，旋链角毛藻的最大底物降解速率 Vmax 和半饱和

常数 KS分别为 Vmax = 659.42 fmol /(个•h)和 KS = 
13.79 µmol/ L，而玛氏骨条藻分别为 Vmax = 219.87 
fmol/(个•h)和 KS = 47.39 µmol /L。1/KS  可近似地

表示酶对底物亲和力的大小, KS越小，1/KS 愈大,

亲和力愈大。因此，旋链角毛藻比玛氏骨条藻有更

高的底物降解速率和更高的底物亲和力。这说明在

无机磷缺乏的环境中旋链角毛藻比玛氏骨条藻更

容易诱导碱性磷酸酶分解细胞内外环境中的 SNP
底物来获得维持生长所需的磷。如果环境中 SRP 匮

乏但有丰富的 SNP，旋链角毛藻就有可能在二者的

磷营养竞争中取得优势。

 

 
图5  旋链角毛藻和玛氏骨条藻碱性磷酸酶活性随底物浓度的变化 

Fig.5  Alkaline phosphatase activity (APA) of C. curvisetus and S. marinoi as a function of substrate addition 
A.旋链角毛藻；B.玛氏骨条藻 

                                                 A. C. curvisetus ; B. S. marinoi 

 

3 结论 
通过对黄海两种硅藻旋链角毛藻和玛氏骨条

藻在低磷批次培养条件下实验结果可以得知，二者

生长过程中细胞密度、环境中的无机磷浓度、细胞

内颗粒磷浓度等参数都发生不同程度的变化，二者

在磷胁迫情况下对于环境中的磷营养盐有不同的

利用策略。通过二者在磷饥饿条件下的溶解态活性

磷酸盐吸收动力学和碱性磷酸酶动力学研究，可知

玛氏骨条藻在利用环境中的无机磷源方面比旋链

角毛藻更有优势，在外源无机磷丰富或者补充的情

况下，玛氏骨条藻可以利用其较高的吸收速率摄取

无机磷储存在细胞体内，而在外源无机磷贫乏的情

况下，其可能利用较小的细胞体积来达到对于无机

磷的较高亲和力。另一方面，旋链角毛藻在生长过

程中比玛氏骨条藻更多地利用细胞内源磷库以补

偿外源磷的降低对细胞生长的影响，从而维持较高

的细胞活性，该藻对环境中溶解态非活性磷的利用

比玛氏骨条藻更具优势，从而推测其在无机磷匮乏

而有机磷丰富的环境内可以通过诱导碱性磷酸酶

分解溶解态非活性磷获得生长所需的磷。黄海季节

性硅藻水华时有发生，通过开展水华发生区的优势

种与非优势种的室内生理实验可以为现场海区水

华发生过程中浮游植物的种群消长以及群落的更

替提供科学的解释。 
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Abstract: Using batch culture experiments, this study was focused on the physiological responses of 
Chaetoceros curvisetus and Skeletonema marinoi, two typical diatoms in the Yellow Sea, to phosphorus stress. 
The results showed that both of the test species could utilize the different phosphorus pools from ambient and 
cells to dissimilar extent under phosphorus stress. S. marinoi preferred utilizing soluble reactive phosphorus(SRP) 
from ambient while C. curvisetus liked to utilize particulate phosphorus in cells. Due to different abilities and 
strategies of utilizing SRP and soluble nonreactive phosphorus(SNP), S. marinoi might be a more advantaged 
competitor in SRP condition while C. curvisetus might be a more advantaged competitor in SNP condition. These 
results might be helpful to explaining the reason why the two species can out-compete others in frequent diatom 
bloom in the Yellow Sea.                                                    
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