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氮磷营养盐与有机汞联合作用对微氏海链藻生长的影响
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摘要:探讨在高营养盐(氮、磷、硅分别为浮游植物生长的营养盐阈值\ 40、50、9 倍)条件下,

氮浓度及氮磷摩尔比值[ n( N ) / n( P) ]变化、汞(甲基汞和乙基汞)对微氏海链藻( Thalass ios i-

ra w eissf logii)生长的影响。结果表明, 高营养盐区海链藻的生长遵循营养盐限制的唯一因

子论;氮浓度和氮磷比提高促进生长,当 n( N ) / n( P) = 64 则呈抑制效应; 生长初期,甲基汞和

乙基汞均产生毒性抑制作用, 生长中后期, 适量甲基汞(浓度 [ 1. 0 Lg/ L )、乙基汞(浓度 [

0. 5Lg / L )却呈兴奋效应, 促进生长;汞形态不同,剂量-效应关系不同。氮和有机汞是海链藻

生长的刺激因子。适度有机汞污染与氮富营养化对微氏海链藻的生长产生协同效应。
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  海洋浮游植物按 Redf ield 系数 [ n( N ) / n( P ) =

16]自海水中吸收营养盐, 大量常量营养盐( M acr o-

nutr ients)的输入,引起营养盐浓度及其比例的改变,

营养盐摩尔比值偏离 Redfield 系数过高或过低, 对海

洋生态系统影响显著[1] , 影响海洋浮游植物种群组

成[2~ 4] 、限制浮游植物生长[ 5] 和改变生化组份[ 6] 。营

养盐限制因子是海洋科学研究关注的焦点, 氮限制、

磷限制、硅限制各执一说; 1995 年 Just ic提出营养盐

浓度的绝对限制法则, 即提出限制浮游植物生长的

营养盐阈值, 并按化学计量限制的评估准则提出相

对限制法则: n( N ) / n( P) > 22, 磷限制; n( N ) / n( P )

< 10,氮限制; 杨东方[7] 认为限制浮游植物生长的营

养盐必须同时满足绝对和相对限制法则, 限制营养

盐一定只有一种。

据国家海洋局报道, 河口海域普遍受到无机氮、

磷酸盐、汞的污染[ 8] 。如东海近岸为营养盐高值

区[5] ,氮、磷分别为生长阈值的 3、2 倍。汞为海洋中

主要的重金属污染物,近岸海域尤甚[ 8]。任何形态的

汞(金属汞、无机汞、芳基汞等) 在环境中均可烷基化

为剧毒的烷基汞[9] 。海链藻是海洋硅藻的模式种之

一,已有生态学研究基础, 又是优良的开口饵

料[10, 11] 。

作者在高营养盐(氮、磷、硅分别为 Justic制定的

浮游植物生长的营养盐阈值 \40、50、9 倍 )条件下,

探讨氮浓度变化、氮磷比偏离 Redfield 系数对海链藻

生长的影响,验证营养盐限制的唯一因子论 ;鉴于富

营养化与汞污染在河口、近海共存的普遍性 ,首次探

讨富营养化与不同形态有机汞污染联合作用对海链

藻生长的影响 ,为河口、近海海域, 特别是东海, 海洋

浮游植物的生长环境评价提供背景资料;揭示不同形

态、不同浓度有机汞对海链藻生长的剂量-效应关系。

1  材料与方法

1. 1  实验材料
756PC 紫外可见分光光度计(上海光谱仪器有限

公司) ;双人单面超净工作台(苏州净化设备有限公

司) ; PYX- 250Z- C 振荡培养箱 (厦门精益兴业科技有

限公司) ;电子天平(北京赛多利斯天平有限公司) ;生

物显微镜 ( M o tic Co. ) ; 0. 1 mL 浮游植物计数板;

320- S pH 计( M ettler- To ledo Inst rument Co. )。

以硝酸钾配制 N 标准贮备液( 0. 1 g/ L) ; 以磷酸

二氢钾配制 P标准贮备液( 50 mg / L ) ;钼酸盐溶液:将

13 g钼酸铵溶于 100 mL 水中, 另溶解0. 35 g酒石酸锑

钾于 100 mL水中,在不断搅拌下, 将钼酸铵溶液加到

300 mL( 1+ 1)硫酸中, 再加酒石酸锑钾溶液, 混匀,

暗冷处储存。甲基汞、乙基汞、磷酸二氢钾、硝酸钾、
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抗坏血酸、氨基磺酸, 酒石酸锑钾、苯酚等均为分析

纯。溶液均以二次亚沸去离子水配制。

1. 2  实验方法
1. 2. 1  海水的处理

海水取自厦门附近海域。滤膜 ( 0. 2 Lm ) 用

1 mo l/ L H NO3浸泡 6 h, 用亚沸水多次清洗, 直到清

洗液 pH 值为 7为止。海水用处理过的滤膜抽滤 ,除

去水中的微生物(包括细菌)和颗粒物; 调 pH 至8. 0,

用紫外光照射后备用。

1. 2. 2  氮磷浓度的测定
取 1 mL 海水, 加 0. 2 mL 1 mol/ L H Cl, 0. 2 mL

质量分数为 10%氨基磺酸, 8. 6 mL 水,于 K220nm处比

色测定氮浓度;另取 1 mL 洁净海水,加 0. 2 mL 质量

分数为 10%抗坏血酸放置30 s 后, 加0. 4 mL 钼酸盐

溶液及 8. 4 mL 水, 放置 15 min 后,于 K570nm处比色测

定磷浓度。平行测定 6 次,取平均值。测得实验所用

海水的氮磷背景值分别为 39, 5 Lmo l/ L ,即氮磷比接

近 8。

1. 2. 3  藻培养条件
海链藻 ( Thalassios ira w eiss f logii )原种取自厦

门海峡由厦门大学海洋环境科学学院驯化培养。在

预处理的海水中添加无菌 f/ 2 培养基, 分别在以下方

式培养: ( 1) PO4
3-- P 浓度 5Lmol/ L , NO -

3- N 浓度分

别为 40、80、160、320 Lmol/ L ,即氮磷比分别为 8、16、

32、64; ( 2) 在氮磷比为32, 甲基汞和乙基汞浓度分别

为 0. 5、1. 0、2. 0、3. 0 Lg/ L ; 在超净工作台上灭菌条

件下接种,接种细胞密度为 5 000 个/ mL, 于光强 140

Lmol/ ( m2 # s )、光暗比 14 h B 10 h、19e 下培养。每
间隔 24 h 调控氮磷浓度。

1. 2. 4  藻细胞密度的测定
取 1 mL 海藻培养液, 加 0. 1 mL 卢格氏碘液固

定,摇匀, 取 0. 1 mL 于浮游植物计数板上在生物显

微镜下计数,得出每 mL 样品中的细胞个数。平行测

定 6 次,取平均值。

2  结果与讨论

2. 1  氮磷比对海链藻生长的影响
鉴于东海绝大数站位的 n( Si) / n( N )比值大于 1,

硅不会成为东海浮游植物 (主要是硅藻)的限制性因

素,东海 n( N ) : n( P )均值范围为 4. 4~ 33. 2, 在春季

和夏季则分别高达 76. 8、195, 营养盐主要影响因子

为氮和磷[12]。因此控制磷浓度为生长阈值的 50 倍,

在超出生长阈值数十倍的前提下改变培养液中氮的

浓度,引起氮磷比在 8~ 64 间异动, 适时补充氮磷以

保持培养液中氮磷浓度和比值恒定 ,较单纯采用 f/ 2

培养液更接近海洋水体实际。固定磷浓度5Lmol/ L ,

设定 NO -
3- N 浓度分别为 40、80、160、320 Lmol/ L ,即

氮磷比分别为 8、16、32、64, 海链藻的藻细胞密度变

化情况见图 1。

图 1  氮磷比对海链藻生长的影响

Fig. 1  Ef fect of th e rat io of nit rate to phosphate on

th e growth of T halassiosir a w ei ssf l og i i

a: n( N) / n( P) = 8; b: n( N) / n( P) = 16; c: n( N) / n( P) = 32; d: n( N) /

n( P) = 64; 磷浓度 5 Lmol/ L; 初始藻细胞密度1 @ 104个/ mL

a: n( N) / n( P ) = 8; b: n( N) / n( P) = 16; c: n( N) / n( P ) = 32;

d: n( N ) / n( P) = 64; the concent rat ion of pho sphat e5Lmo l/ L; the

init ial cell density 1@ 104 cell/ mL

在氮磷浓度超出生长阈值数十倍的前提下,氮磷

比为 8、16、32、64, 即偏离 Redfield 系数较高或较低

时, 海链藻均可正常生长, 部分验证了营养盐限制的

唯一论。氮磷比为 8、16、32、64时海链藻对应的生长

平衡期分别为 11、8、8、10 d, 生长呈阶段性, 在第 1~

3 天及第 6 天 生长速率较快。随着 氮浓度由

40 Lmo l/ L提高至 160 Lmol/ L ,即氮磷比由 8 增至 32

时, 藻密度增量提高, 生长平衡期缩短, 氮磷比为 32

时, 海链藻的生长速率最快, 藻细胞密度最大。但当

氮浓度提高至 320 Lmo l/ L, 氮磷比为 64 时, 却出现

生长抑制现象 ,此时藻细胞密度增量在 4 种氮磷比中

最小, 因此海链藻( T . w eissf logii)在高营养盐区适

宜的生长氮磷比为 32,过高和过低均不利,本实验同

时也为海域存在高营养盐低叶绿素现象提供一佐证,

即营养盐浓度过高、氮磷比太大不利于海洋浮游植物

的生长。

2. 2  不同形态有机汞与氮磷营养盐耦合对
藻生长的影响

鉴于海链藻在氮磷比为 32 时生长状况最佳, 因

此在研究不同形态有机汞(甲基汞、乙基汞)对藻生长

情况的影响时采用此氮磷比,考察氮磷富营养化与有

37



海洋科学/ 2005年/第 29卷/第 10期

机汞污染联合作用对藻生长的影响。在起始藻细胞

密度 5 360 个/ mL 的海链藻中分别各加入 0. 5、1、2、

3 Lg/ L 甲基汞,乙基汞, 观察它的生长状况, 其藻细

胞密度变化情况见图 2。

图 2  有机汞对海链藻生长的影响

Fig. 2  Effect of organic mercury on the grow th of Thalassiosi ra w ei ssf l ogi i

A:甲基汞; B: 乙基汞; a, b, c, d, e的汞浓度分别为 0、0. 5、1. 0、2. 0、3. 0 Lg/ L; 初始藻细胞密度 5 360个/ mL; n( N) B n( P) = 32。

A: met hy lmercury; B: et hy licm ercury; the concent ration of mercury about a, b, c, d and e is 0, 0. 5, 1. 0, 2. 0, 3. 0 Lg / L , respect ively; the

initial cell densit y 5 360 cell/ m L; n( N) B n( P) = 32.

  海链藻在生长初期,有机汞(甲基汞、乙基汞)均

产生毒性抑制作用,剂量越大, 抑制时间越长,当剂量

均为 0. 5 Lg / L 时甲基汞、乙基汞对海链藻的生长抑

制期分别为 7、12 d; 甲基汞 (浓度\3. 0 Lg/ L)、乙基

汞(浓度\1. 0 Lg/ L)对海链藻具有致死效应,乙基汞

的毒性和生长抑制效应均较甲基汞大, 因为随着烷

基由甲基扩大到乙基, 亲脂性和疏水性提高 ,与细胞

中的碳水化合物、蛋白质、类脂物等的结合力增强,毒

性增大。适量的甲基汞 (浓度 [ 1. 0 Lg / L )、乙基汞

(浓度 [ 0. 5 Lg / L)在藻生长中后期却产生兴奋效应,

促进藻生长, 即适度的有机汞污染与氮磷富营养化

两者对海链藻的生长产生协同效应。汞的形态不同,

对海链藻生长的剂量-效应关系亦不同。
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Abstract: T halassiosir a w eis sf logii w as cultur ed in seawat er w ith high levels o f nitr ate, phosphate, and

silicate. The concentr ations exceeded the threshold g row th limit of mar ine phy toplankton in 40, 50, and 9

times respect ively. The influences o f differ ent concentrat ions o f nitr ate, the r atio of nitrate to phosphate

( N / P ) , and or ganic mercury on the gr ow th of T . w eiss f logii w ere investigated. The g row th w as not limited

by N/ P in the contaminated seaw ater. T he cell densities o f T . w eis sf log ii w ere determined micr oscopically

with a mar ine phytoplankton arit hmometer. The cell densities incr eased as the concentr ation of nitrate and N / P

incr ease. But the cell density reached the lowest at N / P o f 64. A t beg inning , the g row th o f T . weissf logii

was restr ained by o rg anic mercur y, such as methylmercury and ethy licmercur y. Later in middle and late st a-

ges, methylmercury and ethy licmercur y could st imulate the g rowth at less than 1. 0 and 0. 5 Lg / L , r espectiv e-

ly. Combined effect betw een the nut rient and or ganic mercur y w as observ ed on the g rowth. Bo th nitr at e and

org anic mercury were stimulating facto rs for the gr ow th o f T . w eis sf logii. H ow ever, their influences on the

gr ow th o f T . w eiss f logii w ere different depending on mercury species.
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