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氮磷营养盐对中肋骨条藻生长及硝酸还原酶活性的影响

王金花, 唐洪杰, 杨茹君, 王修林

(中国海洋大学 化学化工学院,海洋化学理论与工程技术教育部重点实验室, 海洋污染生态化学实验室, 山

东 青岛 266100)

摘要:通过实验室培养, 在不同氮磷浓度及氮磷比率的营养条件下, 对中肋骨条藻( Skeletonema costatum)的

生长及藻细胞硝酸还原酶的活性进行研究。实验结果表明, 中肋骨条藻属于营养型藻类, 氮磷营养盐的添

加, 极大地促进了藻细胞的增殖。在接种后的第 4~ 5 天, 各培养组藻密度达到最大值并与对照组形成极显

著性差异( P< 0. 01)。实验进一步发现,环境中的氮、磷浓度及氮磷比率都会影响中肋骨条藻的生长及藻细

胞硝酸还原酶活性(NRA)。此外, 在各培养组中,中肋骨条藻硝酸还原酶活性的最大值 (NRAmax )均出现在

指数生长期(接藻后第 1, 2 天) , 早于最大藻密度的出现时间(第 4, 5天) , 这表明藻对营养盐的同化速率与生长

速率并不一致, 后者存在一定的滞后效应。在本实验条件下, 中肋骨条藻的硝酸还原酶活性存在一定的阈值。
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  营养盐是海洋浮游植物生长所必需的成分, 研
究表明,营养盐要经过一系列酶的转化作用才能最

终被浮游植物吸收利用。其中, 存在于细胞质的硝
酸还原酶( EC. 1. 6. 6. 1, 缩写 NR)是硝酸盐同化过

程中的限速酶, 处于植物氮代谢的关键位置,其活力
大小直接影响了硝酸盐的生物利用度, 在海洋生态
系统氮循环过程中占有极其重要的地位[ 1~ 4]。

中肋骨条藻(Skeletonema costatum)是隶属于硅
藻门(Bacillar iophyta)圆筛藻目( Coscinodiscales)骨
条藻科 ( Skeletonemaceae) 骨条藻属( Skeletonema )
的一种单细胞浮游植物, 该藻具有广温广盐的生活
习性,在很多海域大量繁殖并形成赤潮, 从而引起了
国内外海洋工作者的广泛关注。其中, 有些学者围
绕营养盐对该藻的影响进行了多次研究, 如: 李铁
等

[ 5~ 7]
先后对中肋骨条藻吸收磷酸盐和硝酸盐的半

饱和常数以及藻体氮磷含量变化进行了测定;杨登
峰、李金涛等[ 8, 9]也分别测定了不同磷酸盐和硝酸盐

浓度下中肋骨条藻的生长速率;候继灵等[ 10]采用围

隔生态的实验方法测定了在不同磷酸盐浓度下中肋

骨条藻密度的变化情况。除此之外, 也有学者针对
中肋骨条藻藻细胞 NR 测定方法及活性进行了探
讨,如, Dortch 等[ 11]在对中肋骨条藻硝酸还原酶活

性(NRA)的研究中发现, 细胞内的硝酸盐储备可使
该藻在外界硝酸盐水平极低的情况下, 维持较高的
酶活性;随后,又有学者

[ 4, 12, 13]
以中肋骨条藻为实验

对象, 考察了藻细胞 NRA的测定方法及 NR 的某些
特性。虽然围绕中肋骨条藻开展的研究比较多, 但
是在不同营养盐条件下, 对该藻同时进行硝酸还原
酶活性和藻细胞生长状况的报道比较少见。本实验

设定了不同的氮磷浓度及比例, 对不同营养盐环境
中中肋骨条藻的生长及 NRA 变化进行同步监测, 以
期通过酶活力揭示营养盐对该藻生长的影响。

1  材料与方法

1. 1  实验藻种及培养

采用实验室单种一次培养法(Guillard, 1962) ,具
体培养条件为:温度20 e ? 1 e ,明暗周期12 h B12 h,
光源为白色日光灯,光照强度约为 40 Lmol/ ( m2 # s)。
在整个培养过程中,各操作步骤均进行灭菌处理。

实验所用藻种为中国海洋大学海洋污染生态化

学实验室保存种。实验藻种所用培养液的配置:取
一定体积的天然海水, 过滤后将滤液置于高压锅中
煮沸消毒,静置冷却, 然后将海水移至试剂瓶(采用
蒸汽灭菌器于 121 e 加热 20 min进行湿热灭菌)中,
按照 f/ 2营养液的配方配制培养基(氮磷浓度按需要
配置) , 并用 1 mol/ L HCl溶液调节 pH 值至 8. 1 左
右。实验时,取适量处于指数生长期、生长状况良好
的藻液,分别接种于 5 L PET 桶中, 进行实验室单种
一次性培养,初始接种密度约为 3. 1 @104个/ mL, 培
养时间 10 d左右。取样过程中, 各操作步骤均进行
灭菌处理。
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1. 2  N、P浓度及 N/ P的设置
在培养液初始 N、P 浓度分别固定为 NO32N 为

176 Lmol/ L, PO42P 为 7. 2 Lmol/ L的条件下, 通过

改变 P 或者 N 的浓度设定 5个 N/ P 梯度: 0, 8, 16,
32, 64, 以考察在不同氮磷浓度及比率的环境中中肋
骨条藻的生长状况。具体浓度设置见表 1。

表 1 各培养组中的 N、P 浓度及 N/ P
Tab. 1 N、P concentrations and N/ P ra tios in dif fer ent tested groups

项目
浓度(Lmol/ L)

P 固定组 N 固定组

NO32N 0 57. 6 115. 2 230. 4 460. 8 176 176 176 176 176

PO42P 7. 2 7. 2 7. 2 7. 2 7. 2 22 11 5. 5 2. 75 0

N/ P - 8 16 32 64 8 16 32 64 -

1. 3  藻密度的测定及比生长率的计算
从接种第 2天起, 每隔 24 h 取样,使用 Lugolps

试剂固定后于显微镜( OLYMPUS BH22)下进行藻
细胞密度计数。藻细胞的比生长速率依下列公式计
算: L= ( lnN - lnN 0) / ( t - t0)。L为比生长速率, N、
N0分别为 t、t0时刻的细胞数, t、t0为不同的培养时间。

1. 4  硝酸还原酶活性的测定
硝酸还原酶活性(缩写 NRA)的测定方法参考

Berges[ 13]以及唐洪杰等[ 4]优化的离体法进行。过滤
收集藻细胞于 GF/ F 膜上,加入 1 mL 酶提取液, 冰
浴中经匀浆器研磨后, 于 4 e 条件下离心, 上清液即
为硝酸还原酶粗提液。取 0. 3 mL 酶粗提液, 在
25 e 保温反应, 酶促反应时间约为 25 min, 之后加
入2 mL醋酸锌溶液终止反应。酶活力以单个藻细胞
单位时间内生成的 NO22N量表征。其中 NO22N 生
成量采用磺胺2A2萘乙二胺显色分光光度法测定, 于
540 nm下测定吸光值( A540)。

2  结果及讨论

2. 1  硝酸盐和磷酸盐对中肋骨条藻生长的影响
在培养液初始磷酸盐浓度相同的条件下, 不同

硝酸盐浓度对中肋骨条藻生长的影响如图 1a 所示。
由图 1可知, 各培养组藻细胞在接种后第 2 天即进
入指数生长阶段,但未添加 NO32N 的空白组藻密度
增加相对较小。在接藻后的第 4、5天各培养组的藻
密度分别达到了最大值, 之后藻细胞逐渐进入衰亡
阶段。通过计算指数生长期的平均比生长率(图 2)

和培养期间的最大藻密度发现, 随着培养液中硝酸
盐浓度的增加,藻细胞的平均比生长速率和最大藻
密度都不断增大, 当 NO

-
3 N 浓度为460. 8 Lmol/ L

时,平均比生长率最大, 约为 0. 67 d
- 1
, 藻密度也达

到最大值,是空白培养组的 3倍多。该组添加的 N/
P 比率为 64 B1, 说明在实验设定的 N/ P 范围内, 固
定培养液初始 PO42P 浓度为7. 2 Lmol/ L时, 中肋骨
条藻生长的最适 N/ P 比率为 64 B1。对各个 NO32N
浓度梯度下中肋骨条藻的最大细胞密度平均值进行
统计学分析, 结果表明, 添加 NO32N 的各培养组最
大细胞密度与空白组差异极显著(P < 0. 01) ,说明添
加硝酸盐后促进了中肋骨条藻的生长。

固定培养液初始硝酸盐浓度, 不同磷酸盐浓度
对中肋骨条藻生长的影响如图 1b所示。同图 1a 中
的各培养组一样, 中肋骨条藻在接种后第 2天也进
入了指数生长期, 未添加 PO42P 的空白组藻细胞增
加相对较少, 最大藻密度大约只有 PO42P 浓度
11 Lmol/ L培养组的 1/ 4。此外, 当 PO42P 浓度为
11 Lmol/ L时, 藻细胞在指数生长期的平均比生长率
也有最大值(图 2) , 约为 0. 69 d- 1 ,该组添加的 N/ P
比为 16B 1,说明在固定培养液初始 NO32N 浓度为
176 Lmol/ L 的实验条件下, N/ P= 16 B 1更适合中
肋骨条藻的生长。对各个 PO42P 浓度梯度下中肋骨
条藻的最大细胞密度均值统计分析表明, 添加PO42P
的培养组最大细胞密度与空白组存在极显著性差异
( P< 0. 01) ,说明添加磷酸盐后促进了中肋骨条藻的
生长。

图 1 中肋骨条藻生长曲线

F ig. 1  The growth curves of S. costatum
a. 不同硝酸盐浓度下中肋骨条藻的生长曲线; b. 不同磷酸盐浓度下中肋骨条藻的生长曲线

a. T he growth curves of S. costatum under different nit rate concentrations; b. T he growth curves of S. costatum under different phosphate concent rat ions
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图 2 不同 N/ P条件下的平均比生长率

Fig. 2  The average specific growth rate in different N/ P ratios

曾经有学者
[ 14]
提出,藻细胞的生长特性与环境

中的营养盐浓度以及 N/ P 比值密切相关。对比图 1

中肋骨条藻生长曲线也可以发现此规律,即 N、P 浓

度及 N/ P比率均影响该藻的生长, 且添加硝酸盐和
磷酸盐后可以极大地促进藻细胞的增殖,因此,按照

有些学者[ 15]的分类方法, 可将该藻划分为营养型藻

类。此外,由于初始营养环境的不同, 各组的最大藻
密度有所差异, 指数生长期平均比生长率越大,藻密

度就越大。但是,藻生长曲线整体变化趋势相似:短

暂的指数生长后, 几乎没经过平台期的生长即进入
了衰亡阶段。此实验结果与吕颂辉等[ 16]的结论一

致:中肋骨条藻具有/快起快落0的生长模式,在生活

策略上可划分为 r2策略者。

2. 2  硝酸盐和磷酸盐对中肋骨条藻 NRA的
影响

  固定培养液初始 PO42P 浓度为 7. 2 Lmol/ L, 在

不同 NO32N 浓度条件下,中肋骨条藻 NRA 随培养
时间变化如图 3a 所示。结果表明,在不同硝酸盐浓

度下,中肋骨条藻 NRA 变化趋势相似, 即接藻后, 藻

细胞的酶活力迅速增大, 并在第一天或者第二天相
继达到了各培养组酶活力的最大值, 随后酶活力值

迅速降低, 尤其是 NO32N [ 115. 2 Lmol/ L 培养组,

酶活力从第 4天后几乎检测不到。此外,随着初始
硝酸盐浓度的增加, 各培养组硝酸还原酶活力的最

大值(NRAmax)也呈逐渐增大的趋势(虽然 N/ P= 8

的 NRAmax小于空白组,但是前者在接藻后的 1~ 2 d
均出现较高的值) , 当 NO32N 浓度为460. 8 Lmol/ L

时, NRAmax达到最大。但随外源硝酸盐浓度的增加,

各培养组的 NRAmax增大趋势趋于缓慢, 不存在显著
性差异(P> 0. 1)。这从一定程度上说明中肋骨条藻

的 NR 存在一定阈值:随着硝酸盐浓度的增加, NR
也逐渐增大,当底物浓度接近或超过酶活力阈值所

对应的浓度时, NRA 变化趋于缓慢, 甚至会出现下

降的趋势,这与很多学者在其他海洋浮游植物中得
到的结果类似[ 17~ 19]。

图 3  中肋骨条藻 NRA 随培养时间的变化

Fig. 3 The change of NRA with the cult ur e time of S . costatum
a. 不同硝酸盐浓度下, NRA 随培养时间的变化; b. 不同磷酸盐浓度下, NRA 随培养时间的变化

a. the ch ange of NRA with th e culture t ime under different n itrate concent rat ions ; b. the ch ange of NRA with the culture t ime under differ2

ent p hosphate concent ration s

  硝酸还原酶是一种底物诱导酶, 酶活力受底物

硝酸盐的诱导而产生, 但由于硝酸盐进入到细胞内

的运输过程需要消耗 ATP, 而磷酸盐的浓度大小影
响着 ATP 的合成[ 2, 20] , 因此,藻类硝酸酸还原酶在

一定程度上也受磷酸盐的制约。图 3b 为固定培养

液初始 NO32N 浓度为 176 Lmol/ L, 在不同 PO42P

浓度条件下,中肋骨条藻 NRA2培养时间变化图。同
图 3a的变化趋势类似,各培养组酶活力在接藻后第

一天均出现了最大值,之后酶活力逐渐降低, 并停留

在较低水平。此实验条件下, 随着初始磷酸盐浓度

的增加, 各培养组 NRAmax逐渐增大, 当 N/ P = 32
时, NRAmax达到最大。当初始外源磷酸盐浓度继续

增大时, NRAmax反而出现下降的趋势。此实验结果

进一步表明,中肋骨条藻的 NR存在一定的阈值, 而

且此阈值在一定程度上受磷酸盐浓度的影响。

对比图 3中肋骨条藻在不同硝酸盐浓度以及不
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同磷酸盐浓度条件下藻细胞 NRA2培养时间变化图

可以发现,在接藻后第 1 天, 酶活力迅速增大, 其原
因可能与底物硝酸盐的诱导有关, 空白培养组虽然

未添加营养盐, 但由于所用海水中有一定的营养盐

含量,仍可诱导酶活性的产生。此外, 虽然 NRA 整

体变化趋势相似, 但在 N/ P 相同的情况下, 后者各

培养组的 NRAmax要明显高于前者(空白培养组除
外) , 说明该藻的硝酸还原酶活性不仅受 N/ P 的影

响,还受环境中营养盐绝对浓度的制约。

2. 3  中肋骨条藻生长与 NRA的关系

对比不同硝酸盐浓度或不同磷酸盐浓度下中肋

骨条藻生长和硝酸还原酶活性(图 1a 和图 3a、图 1b

和图 3b)可以发现,该藻 NRAmax均出现在指数生长

期内(接种后第 1、2天) , 早于藻密度最大值的出现

时间(第 4、5天)。后者存在时间滞后的原因可能与

该藻对营养盐的代谢过程有关:接种初期, 外源硝酸

盐被吸收到藻细胞内,诱导 NRA 呈现高值,此时,营
养的同化速率加快, 藻细胞进入指数增殖时期,藻密

度不断增大。但随着外源硝酸盐的消耗, 细胞内硝

酸盐的累积及亚硝酸盐的形成, 酶活性的表达在一

定程度上受到抑制, 只能维持在较低的水平,营养盐
的同化也因此受到限制, 藻细胞的分裂逐渐变慢并

趋向于零,此时藻密度达到了最大值。此外,实验还

发现,培养组的 NRAmax越大, 平均比生长率就越大,

最大藻密度也越大(磷酸盐固定组中 N/ P= 16的培
养组除外)因此,中肋骨条藻/快起快落0的生长趋势

与 NRA 的迅速增大及下降密切相关,此过程有待于

从细胞内硝酸盐及亚硝酸盐含量的变化进一步验

证。

3  结论

在不同氮、磷浓度及结构条件下, 对中肋骨条藻

的生长及 NRA随培养时间的变化进行检测, 实验结
果表明: ( 1) 中肋骨条藻属于营养型藻类,其生长受

氮、磷水平及结构的影响,且指数生长期平均比生长

率越大, 藻密度就越大: 当固定 PO42P 浓度为

7. 2Lmol/ L时, N/ P= 64 的培养组指数生长期平均

比生长率最大( 0. 67 d
- 1
) ,最大藻密度达到 8. 8@10

5

个/ mL;固定 NO32N浓度为 176 Lmol/ L时, N/ P= 16

更适宜该藻的生长, 此时指数生长期平均比生长率
为 0. 69 d- 1 , 最大藻密度约为 9. 8 @105个/ mL 。

( 2) 同藻的生长一样,中肋骨条藻的硝酸还原酶活力

也受氮、磷绝对浓度及结构的影响。( 3) 中肋骨条藻

的硝酸还原酶活力存在一定阈值, 此阈值不仅受底
物硝酸盐浓度的影响, 还受环境中磷酸盐浓度的制

约。( 4) 藻的生长与营养盐的同化密切相关,且前者

存在一定滞后效应, 此过程与藻类对营养盐的代谢
过程有关。
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Abstract: The growth and nit rate reductase act ivity (NRA) of Skeletonema costatum were studied under

different concentrations and st ructur es of nit rate and phosphate in laborator y cultures. T he results indicated

that S. costa tum is a nutrients2dependent species and the algae multiplied exponentially after adding nit rate
or phosphate into the culture. T he cell density in each group not only reached its maximum value in the

fourth to fifth day after inoculat ion, but also showed a significant differ ence ( P < 0. 01) to the control

group. T he results also revealed that the growth and NRA of S. costa tum were affected by both concentra2
t ions and rat io of nutrients. Furthermor e, the appearing t ime of NRAmax( 1~ 2 d) was during the period of

exponential growth which was ear lier than that of the maximum cell density ( 4~ 5 d) . It was suggested that

the growth of S. costa tum had a lagging effect , which was not consistent with the assimilat ion of the nutri2
ents. In addit ion, the NRA of S. costa tum has a certain threshold.

(本文编辑:张培新)
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