
 

48 海洋科学  / 2015年  / 第 39卷  / 第 4期 

氮磷硅对咖啡双眉藻和缢缩菱形藻繁殖速度和油脂积累的影响 

王瑶华1, 吴洪喜2, 3, 黄振华2, 3, 陈肖肖2, 3, 胡  园2, 3, 王召根1, 3 

(1. 上海海洋大学 水产与生命学院, 上海 201306; 2. 浙江省海洋水产养殖研究所, 浙江 温州 325005; 3. 浙

江省近岸水域生物资源开发与保护重点实验室, 浙江 温州 325005) 

摘要: 采用光密度法和尼罗红染色法, 探索了氮、磷、硅对从温州海区分离出的底栖硅藻咖啡双眉藻

(Amphora coffeaeformis)和缢缩菱形藻(Nitzschia constricta)的繁殖速度和油脂积累的影响。结果显示, 2

种底栖藻在 NO3-N 质量浓度为 1.746 mg/L 时, 细胞均不繁殖, 且在实验第 7 天开始死亡, 当 NO3-N 质

量浓度再升高后, 细胞繁殖速度开始加快, 质量浓度达 8.820 mg/L 后, 藻细胞的繁殖速度不再明显加

快; 2 种藻类的繁殖速度均随 H2PO4-P 质量浓度升高而加快, 但当质量浓度达到 0.884 mg/L 后, 藻细

胞的繁殖速度不再明显加快; 2 种底栖藻类均随 SiO3-Si 质量浓度增加而加快, 但质量浓度对 2 种底

栖硅藻细胞繁殖速度影响并不显著。3 种元素对 2 种底栖硅藻繁殖速度的影响力: N>P>Si。实验期间, 

2 种底栖硅藻的油脂含量均呈先降后升的变化规律 , 油脂的积累主要集中在实验后期 , 氮磷硅限制

均能促进 2种底栖硅藻细胞油脂的积累, 对 2种硅藻细胞油脂积累的影响程度, 氮限制比磷和硅限制

都要大。  
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能源短缺已成为当今世界面临的三大问题(人口

膨胀, 环境污染, 能源短缺)之一。随着石化能源的日

益枯竭, 绿色、清洁生物能的开发与利用已成为当今

各国政府和科学家关注的热点。微藻因具有繁殖速

度快、含油量高、单位面积产量高等特点被认为是

最具替代石化能潜力的新能源之一[1]。目前, 国内外

许多研究结果表明, 氮、磷、硅对微藻的繁殖速度和

油脂积累有较大的影响[2-5], 但研究的对象主要是绿

藻类和浮游硅藻类, 对底栖硅藻的研究还鲜见报道。

本文以温州洞头海区分离出的 2 种富油底栖硅藻咖

啡双眉藻 (Amphora coffeaeformis)和缢缩菱形藻

(Nitzschia constricta)为研究对象, 探讨了氮、磷、硅

对其繁殖速度和油脂积累的影响, 为底栖硅藻的能

源开发和利用积累基础资料。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料、仪器及试剂 

藻种: 咖啡双眉藻(Amphora coffeaeformis)、缢

缩菱形藻(Nitzschia constricta), 均从洞头自然海区

中分离所得。 

培养容器: 1000 mL锥形瓶。 

主要仪器: 荧光分光光度计(型号: 960CRT, 上

海精密科学仪器有限公司生产 ); 可见分光光度计

(型号: 722 型, 上海欣茂仪器有限公司生产); 智能

光照培养箱(型号: ZDX-150, 宁波海曙赛福实验仪

器厂生产); 超声清洗机(型号: SB-5200DT, 宁波新

芝生物科技股份有限公司生产); 立式压力蒸汽灭菌

器(型号: LDZX型, 上海申安医疗器械厂生产)。 

主要试剂: NaNO3(分析纯); NaH2PO4(分析纯); 

NaSiO3(分析纯);尼罗红(Nile red)(纯度≥95%, 生工

生物工程(上海)股份有限公司生产)。 

1.2  方法 

1.2.1  藻种的来源 

采用水滴法和平板法从温州洞头海区挂板上的

藻泥中分离出若干种底栖硅藻, 扩大培养后测定其

总脂含量, 选定含脂肪较高的咖啡双眉藻和缢缩菱
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形藻为研究对象。 

1.2.2  试验设计和培养基的制备 

N、P、Si分别以 f/2培养基为基础, 各设置 5个

质量浓度水平, 分别为 f/2培养基中相应质量浓度的

1/7、1/5、1/3和 9/7, 其他成分不变(表 1), 各水平均

设置 2 个重复。配置培养基用的海水取自当地海区, 

盐度 30、pH 8.2, 并经 0.45μm 醋酸纤维膜过滤和

120 ℃、0.1 MPa条件下灭菌 20 min。 
 

表 1  不同 N、P、Si 质量浓度的试验设计 
Tab.1  The experiment design with different concentra-

tions of N, P and Si  

N (mg/L) P(mg/L) Si (mg/L) 

1.764 0.167 0.307 

5.292 0.500 0.919 

8.820 0.884 1.532 

12.348 1.167 2.146 

15.876 1.500 2.758 

  
1.2.3  尼罗红染色液的配制 

称 9 mg尼罗红粉末溶于 30 mL丙酮, 摇匀, 取

1 mL 混合液加到 2 mL 丙酮中, 即得到 100μg/mL

尼罗红染色液, 4℃避光保存。 

1.2.4  接种与培养管理 

取对数生长期的咖啡双眉藻和缢缩菱形藻藻液

离心浓缩 , 用少量灭菌海水重悬 , 取等量藻液分别

接入按试验设计配置的不同质量浓度的 N、P 和 Si

的培养基中。 

控制试验温度(25±1)℃, 盐度 30, 藻液不通气, 

所有试验均在光照培养箱中进行, 光暗比 12 h︰12 h。 

1.2.5  工作曲线的制定 

1.2.5.1  细胞密度测定工作曲线的制定 

取一定量的咖啡双眉藻和缢缩菱形藻置于超声

清洗仪中均匀分散, 用可见分光光度计测定其在 680 nm

下的 A680(光密度), 并用血球计数板计数出相应的藻

细胞密度, 得到 A 680与藻细胞密度的关系(图 1)和线

性回归方程:  

咖啡双眉藻: Y=1.5910 x +0.041(R2=0.997 9) 

缢缩菱形藻: Y=1.949 4x－0.0534(R2=0.998 8) 

式中, Y 为硅藻细胞密度(106个/mL);  x为 A680值。 

两者具有良好的线性关系, 本实验 2 种底栖硅

藻细胞密度由测得的 A 680代入上述相应的公式(方程)

求得。 

1.2.5.2  油脂相对含量测定条件的确定 

用荧光分光光度计, 以 485 nm 为激发光波长, 

 

图 1  咖啡双眉藻和缢缩菱形藻细胞密度与 A680的关系 

Fig.1  The quantitative relationship between A680 and cell 
density of Amphora coffeaeformis and Nitzschia 
constricta  

 
在 500~750 nm范围内分别对海水、海水+尼罗红、

藻液、藻液+尼罗红进行扫描, 由于海水自身在这个

范围内没有自发荧光, 所以海水的发射光谱几乎为

一条直线; 海水+NR 溶液在 650 nm 处有 1 个峰值, 

为尼罗红在水中的自发荧光, 尼罗红在水中溶解度

很低, 故峰值较小; 藻液和藻液+NR 的发射光谱在

680 nm 左右都有 1 个峰值, 为叶绿素的发射峰; 藻

液+NR在 520~650 nm处出现 1个很高的峰, 对比藻

液的发射光谱, 可以推测出 575 nm处为底栖硅藻的

脂发射峰(图 2)。 

向等体积、同密度的藻液中加入不同质量浓度

(0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、1.2、1.4μg/mL)的尼罗红, 

进行荧光检测。结果显示尼罗红在 1.0 μg/mL质量

浓度时获到最大的荧光强度 ,  高于这一质量浓度 , 

荧光强度反而下降。取一定量藻液, 稀释成一定的密

度梯度 ,  染色后检测其荧光强度。结果显示 :  当

A680<0.686时, 藻细胞密度与相对脂荧光强度的相关 

 

图 2  海水和藻液及其被尼罗红染色后的发射光谱扫描图 

Fig.2  Fluorescence emission spectra of seawater and 
microalgel before and after dyeing 
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系数最大。底栖硅藻具有易沉底的特性, 选用偏低的

细胞密度进行荧光检测以减小误差。 

1.2.6  测定方法 

1.2.6.1  硅藻藻细胞密度的测定 

隔天将培养容器和藻液在超声清洗机中充分震

荡, 均匀分散后, 取 3 mL 藻液用分光光度计测定

680 nm处的 A680。根据 A680和已经求出的工作曲线, 

计算出相应的硅藻细胞密度。 

1.2.6.2  油脂相对含量的测定 

隔天将培养容器和藻液在超声清洗机中充分震

荡, 均匀分散后取 3 mL藻液测定其在染色前后 485 nm

激发波长下 575 nm 处的荧光强度(尼罗红质量浓

度 1μg/mL)。相对荧光强度=荧光强度/细胞密度; 荧

光强度=藻液染色后荧光强度－藻液染色前荧光强

度－尼罗红的自发荧光强度(均为 575 nm 处的荧光

强度)。 

1.2.7  数据处理 

用 SPSS 15.0 统计软件对实验数据进行单因素

方差分析(One-way ANOVA), 数据统计结果表示为

平均值±标准差。 

2  结果 

2.1  氮对 2 种底栖硅藻的繁殖和油脂含量

的影响 

试验结果显示: NO3-N质量浓度为 1.746 mg/L时, 

咖啡双眉藻和缢缩菱形藻都几乎不繁殖, 且藻细胞

从实验的第 7 天开始发白、衰亡。随着 NO3-N质量

浓度的升高, 2 种底栖硅藻的繁殖速度加快, 但当质

量浓度达到 8.820 mg/L后, 再继续升高, 2种底栖硅

藻的繁殖速度并不明显加快(图 3和图 4)。从曲线可

以看出 2 种藻对氮质量浓度的适应范围很相似, 只

是咖啡双眉藻对低氮的适应力稍强于缢缩菱形藻。

方差分析表明: 15d时, 培养液中 NO3-N质量浓度对

2种底栖硅藻繁殖有显著的影响(P<0.05)。   

实验表明, 不同 NO3-N质量浓度下, 2种底栖硅

藻的油脂含量均呈先降后升, 到指数生长末期后开

始大量积累。实验结束时(15d), 藻细胞油脂含量除

质量浓度最低组(1.746 mg/L)没有升高, 甚至降低外, 

其他组都有所升高 , 但质量浓度越高 , 油脂含量越

低(脂荧光强度越低)。15.876 mg/L 质量浓度组只有

5.920 mg/L 质量浓度组的一半(图 3和图 4)。第 7 天

时显微观察显示 , 大部分底栖硅藻细胞已经死亡 , 

但并未解体, 仍有部分油滴被包裹在硅质的细胞壁

内 , 所以虽然细胞密度下降 , 其相对荧光强度并未

快速下降。方差分析表明: 实验结束时 , 培养液中

NO3-N 质量浓度对 2 种底栖硅藻油脂含量有显著影

响(P<0.05)。 

2.2  磷对 2 种底栖硅藻的繁殖和油脂含量

的影响 

结果显示, 在实验设计的 H2PO4-P 质量浓度范 

 

图 3  不同 NO3-N质量浓度下咖啡双眉藻的繁殖曲线和油脂积累比较 

Fig.3  The growth curves and lipid accumulation of Amphora coffeaeformis under different NO3-N concentrations 

不同字母标注表示在同一时间不同处理组之间差异显著(P<0.05), 下同 

Values denoted winth different letters are significantly different at the sam time in different groups(P<0.05), The same below 
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图 4  不同 NO3-N质量浓度下缢缩菱形藻的繁殖曲线和油脂积累比较 

Fig.4  The growth curves and lipid accumulation of Nitzschia constricta under different NO3-N concentrations 

 
围内, 2 种底栖硅藻均能正常生长, 藻细胞繁殖速度

均随 H2PO4-P质量浓度的增高而加快, 但到了较高质

量浓度(0.884 mg/L)后, 藻细胞的繁殖速度不再明显

加快, 从生长曲线可以看出, 咖啡双眉藻较缢缩菱形

藻更能适应低磷环境(图 5和图 6), 培养液H2PO4-P质

量浓度对 2种底栖硅藻繁殖有显著影响(P<0.05)。 

随着 H2PO4-P质量浓度的增高, 2种底栖硅藻细

胞的油脂含量均呈现先降后升的变化规律, 且低质

量浓度的磷更有利于 2种底栖硅藻细胞脂肪的积累。

实验结束(15 d)时, 咖啡双眉藻和缢缩菱形藻细胞的

油脂含量, 低磷质量浓度(0.164 mg/L)组分别是最高

磷质量浓度(1.500 mg/L)组的 1.3倍和 1.6倍(图 5和

图 6), 低质量浓度磷对缢缩菱形藻油脂的影响大于

咖啡双眉藻。培养液中 H2PO4-P 质量浓度对 2 种底

栖硅藻油脂含量的影响, 除高于 0.884 mg/L 质量浓

度组外, 其余均呈显著影响(P<0.05)。 

 

图 5  不同 H2PO4-P质量浓度下咖啡双眉藻的繁殖曲线和油脂积累 

Fig.5  The growth curves and lipid accumulation of Amphora coffeaeformis under different H2PO4-P concentrations 
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图 6  不同 H2PO4-P质量浓度下缢缩菱形藻的繁殖曲线和油脂积累 

Fig.6  The growth curves and lipid accumulation of Nitzschia constricta under different H2PO4-P concentrations 
 

2.3  硅对 2 种底栖硅藻的繁殖和油脂积累

的影响 

硅对 2 种硅藻的生长情况影响相似, 在实验设

计的质量浓度范围内, SiO3-Si 质量浓度对 2 种底栖

硅藻繁殖速度的影响均随质量浓度的增加而升高(图

7 和图 8), 且呈显著性(P<0.05), 但当质量浓度达

1.532 mg/L后, 继续升高对 2种底栖硅藻细胞繁殖速

度的影响变为不显著(P>0.05)。实验后期发现, 低质

量浓度组硅藻细胞较高质量浓度组硅藻细胞先老化, 

可见, 硅有利于硅藻繁殖周期的延长。 

硅对 2 种底栖硅藻油脂积累影响与氮、磷相似, 

随着 SiO3-Si 质量浓度的增高, 藻细胞脂肪含量也呈

升高→降低→升高的规律变化, 较低质量浓度的硅

(低于 0.919 mg/L)更有利于硅藻细胞油脂的积累。在

实验设计的质量浓度范围内, 实验结束(15 d)时, 咖

啡双眉藻和缢缩菱形藻的油脂含量, 最低硅质量浓

度组 (0.307mg/L)分别是最高硅质量浓度组 (2.758 

mg/L)的 1.3 倍和 1.5 倍(图 7 和图 8), 低质量浓度的

SiO3-Si更有利于 2种底栖硅藻的油脂积累。方差分析表

明: 实验结束(15d)时,  SiO3-Si 对 2 种底栖硅藻油脂含

量的影响, 质量浓度低于 1.532 mg/L影响显著(P<0.05), 

质量浓度高于 1.532 mg/L影响不显著(P>0.05)。 

3  讨论 

3.1  环境胁迫可能是促进硅藻细胞积累油

脂的直接原因  

添加不同质量浓度的 N、P、Si营养培养实验表

明, 缢缩菱形藻和咖啡双眉藻的相对油脂含量总体

呈现先降低后升高的趋势。前期油脂含量的降低可

能是由为硅藻细胞进入新的环境, 需要一个适应的

过程 , 到指数生长期或更迟 , 培养基中的主要营养

元素, 即将被消耗尽, 于是硅藻细胞开始积累油脂。

N、P和 Si越早被消耗完, 硅藻细胞越早开始积累油

脂, 其油脂积累也越多。可见, 不利的环境条件, 尤

其是营养盐的缺乏, 更有利于硅藻细胞油脂的积累。 

3.2  氮质量浓度对缢缩菱形藻和咖啡双眉

藻的繁殖和油脂含量的影响 

N对底栖硅藻繁殖速度的影响已见不少报道[6-7]。

本实验结果表明, 咖啡双眉藻繁殖适宜的氮质量浓

度为 5.920~8.82 mg/L, 较李雅娟等[6](咖啡双眉藻最

适氮质量浓度为 2.5~5 mg/L)和王起华等[8](咖啡双眉

藻最适氮质量浓度为 1.54~6.16 mg/L)的研究结果高, 

这可能是由于本实验的藻种分离于营养盐较高的海

区, 该藻株产生了耐高营养盐特性; 缢缩菱形藻适

宜的氮质量浓度为 8.82 ~15.876 mg/L, 较董金利报

道[9]的缢缩菱形藻在>12.35 mg/L 才能繁殖要低, 这

可能是因为董金利在 1.23 ~12.35 mg/L 区间内没有

设置实验组, 影响了实验精度。氮是构成蛋白质的必

要成分, 在缺氮情况下藻细胞形成的蛋白质量减少, 

硅藻光合作用形成的能量物质有可能更多地转向合

成油脂[10]。Chelf[11]认为不同的氮源质量浓度对油脂

积累有很大影响, 且目前普遍认为氮缺乏会导致微

藻细胞内大量积累油脂[12-13], 本实验也印证了这一

规律 ,  培养液中不同氮质量浓度对 2 种底栖硅 
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图 7  不同 SiO3-Si质量浓度下咖啡双眉藻的繁殖曲线和油脂积累 

Fig.7  The growth curves and lipid accumulation of Amphora coffeaeformis under different SiO3-Si concentrations 

 

图 8  不同 SiO3-Si质量浓度下缢缩菱形藻的繁殖曲线和油脂积累 

Fig.8  The growth curves and lipid accumulation of Nitzschia constricta under different SiO3-Si concentrations 
 

藻繁殖和油脂含量的影响均较大, 适当降低培养基

中氮质量浓度有利于油脂的积累。 

3.3  磷质量浓度对 2 种底栖硅藻的繁殖和

油脂含量的影响 

2 种底栖硅藻繁殖速度随培养基中磷质量浓度

的增高而加快, 在 0.884~1.500 mg/L 范围内均能正

常繁殖 , 这一现象符合藻类利用磷的特点 , 大多数

微藻能够主动吸收磷 , 当环境磷充足时 , 细胞将吸 

收的多于生理需要的磷储存于细胞内, 环境缺磷时

又可利用这些储存的磷进行代谢[14]。一些藻类磷缺

乏也能提高其油脂含量, 如三角褐指藻(Phaeodactylum 

tricornutum Bohlin)、角毛藻(Chaetoceros)、巴夫藻

(Pavlova viridis)等; 而另一些藻类磷缺乏反而导致

油脂含量的降低 , 如屠夫绿球藻(Nannochloris ato-

mus)和融合微藻(Tetraselmis sp.)[15]。本实验的咖啡双

眉藻和缢缩菱形藻属于前者, 但磷缺乏较氮缺乏对

藻细胞油脂积累的影响要小。随着磷质量浓度的降
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低, 藻细胞中油脂的含量回升越早, 这可能是因为低

初始质量浓度的磷可以较早地激活油脂合成途径。 

3.4  硅质量浓度对 2 种底栖硅藻的繁殖和

油脂积累的影响 

本实验中, 硅质量浓度在所设范围内, 2 种底栖

硅藻均能正常繁殖 , 但差异较小 , 硅质量浓度的增

加没有明显地促进 2 种底栖硅藻的繁殖, 且低初始

硅质量浓度对 2 个藻株繁殖的影响没有低初始氮、

磷质量浓度的显著。董金利[9]、马志珍等[16]、王渊源

等[17]报道在实验室内用自然海水培养底栖硅藻, 即

使不加硅盐仍能良好繁殖。大贝政治等采用营养去

除法的实验发现, 用不含硅的人工海水培养基培养

一种卵形藻时, 对其生长的抑制作用很小。本实验中

低硅质量浓度组获得较高的油脂相对含量, 这是因

为硅缺乏会引起油脂合成过程中起作用的乙酰-CoA

羧化酶活力的增强[10], 低初始硅质量浓度对 2 个藻

株繁殖的影响没有低初始氮、磷质量浓度影响的显

著(PN<PP<PSi), 硅缺乏还会导致新吸收的碳更多的

用于脂类合成[18]从而有利于提高油脂合成的能力。 

本实验仅研究了氮、磷、硅单因子对硅藻细胞

油脂积累的影响, 事实上营养盐的配比(主要是氮磷比)

对藻类的代谢产物和繁殖速率也有显著的影响[7, 19-20], 

因此多因子组合对 2 种底栖硅藻繁殖速度和油脂积

累影响还需要进一步深入实验和探讨。 
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Abstract: The effects of Nitrogen, Phosphorus and Silicon on reproduction rate and lipid accumulation of Amphora cof-

feaeformis and Nitzschia constricta isolated from Wenzhou ocean using optical density method and Nile red fluorescence 

method were investigated. The results showed that the growth of these two kinds of benthic diatoms were inhibited at 

nitrogen concentration of 1.746 mg/L, and even died on the seventh day. However, the reproduction rate of these two 

kinds of benthic diatoms increased when the nitrogen concentration increased, however, the reproduction rate wasn’t 

significantly accelerated after the nitrogen concentration reached 8.820 mg/L. The reproduction rate of these two kinds of 

benthic diatoms was accelerated with increasing phosphorus concentrations, however, the reproducing rate was restricted 

when the nitrogen concentration reached 0.884 mg/L. The reproduction rate of two benthic diatoms was notinfluencedas 

increasing the silicon concentration. The order of the effect of three knids of nutritional elements  was N>P>Si. Results 

also showed that the lipid contents of two kinds of benthic diatoms decreaseed first, and then increased, and the lipid ac-

cumulation is mainly concentrated at the late growth stage. The lipid accumulation capacity of these two kinds of benthic 

diatoms could be enhanced by nitrogen, phosphorus and silicon concentration limitation. The nitrogen limitation has a 

more significant effect than phosphorus and silicon limitation. 
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