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摘要    采用浮游植物计数法、高效液相色谱串联质谱法、分光光度法等分析方法, 探索了微小亚

历山大藻(Alexandrium minutum)在批次培养过程中氮磷吸收、产毒、生物量、pH等参数的动态变化

关系。结果表明, 微小亚历山大藻对磷的吸收迅速, 可以将磷储存于体内, 待生长使用。该藻对氮的

吸收相对缓慢, 环境中氮缺乏时, 产毒量不再增加, 说明氮对产毒有着重要的调控作用。在第二对数

期中出现了碳限制环境, 导致叶绿素 a在碳限制条件下无法表征藻的生物量, 相反, 叶绿素 a和生物

量呈负线性关系, 可能是叶绿素转化成其它含碳物质,用于生长。毒素不仅存在于细胞体内, 培养液

中(胞外)也含有毒素, 并且胞外毒素从稳定期开始逐渐升高。胞内毒素的组成中 GTX1/4占据绝对优

势, GTX2/3 含量相对较少。生长延缓期和第一对数期, 各种毒素组成比例相对稳定, 而在随后的生

长期内, GTX1/4在总毒素中的占比逐渐上升, GTX2/3占比逐渐下降, 表明微小亚历山大藻毒素组成

会随着生长周期的变化而发生变化。 
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微小亚历山大藻(Alexandrium minutum)是一种全

球分布广泛的单细胞海洋浮游生物 , 有害赤潮生物

之一。其细胞近似椭圆, 长 15—30μm, 宽 13—24μm, 

能利用光能进行光合作用 , 并且产生毒性强烈的膝

沟藻毒素(gonyautoxins), 包含 GTX1、GTX2、GTX3、

GTX4四种毒素。这些毒素给人类、其他哺乳动物、

鸟类和鱼类危害造成一定危害(于仁诚等, 1998)。 

藻潮的形成通常会伴随着水域中营养物质减少, 

这些营养物主要包括氮和磷。氮和磷是亚历山大藻生

长和产毒所需的主要营养物质(缪宇平等, 2009)。以

往关于氮磷对亚历山大藻生长和产毒的研究多集中

于氮磷类型(张清春等, 2005a, b)和培养的初始氮磷浓

度(缪宇平等, 2009)对藻的生长和产毒的影响, 对生

长过程中氮磷吸收和产毒动态关系的研究较少 , 而

对生长过程中产毒与氮磷吸收的相关性研究往往更

能揭示产毒的本质。 

本实验以批次培养方式培养了一株产膝沟藻毒

素的微小亚历山大藻, 定期检测氮磷浓度、pH、藻密

度、叶绿素含量及产毒量, 观察它们的动态变化特征, 

探索赤潮生物种微小亚历山大藻在生长过程中的氮

磷吸收特性与其生长产毒关系 , 对深入了解产毒机

理和赤潮防治有着重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  藻种培养 

微小亚历山大藻取自暨南大学藻种库 , 保种于
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f/2-Si海水培养基中(Guillard et al, 1962)。海水取自舟

山海域, 盐度 24±1, 经 0.22µm 纤维滤膜过滤后, 于

121℃高压湿热灭菌 25min, 待冷却后使用。培养试验

中, 配制成改进的海水培养基, 使磷酸二氢钠最终浓

度为 18.15μmol/L (f/2-Si海水培养基中磷浓度的一半, 

以缩短实验周期), 其他成分浓度按 f/2-Si海水培养基

中浓度配制。将对数期的藻种接种于 1.5L 改进培养

基中进行培养, 初始密度为 1160cell/mL。接种后的藻

液置于 GMC-350HP-2 人工气候培养箱中培养, 昼夜

光暗时间比为 12h︰12h, 光照强度为 125±12.5µmol/ 

(m2s), 温度 25℃。 

1.2  藻密度检测及其数据处理 

在光照开始时采集藻液。计数时, 取 1mL摇匀的

藻液于微型离心管, 加微量鲁格试剂固定, 涡旋摇匀, 

取 100μL至浮游植物计数板, 于显微镜下计数。取双

份计算出平均藻密度 (cell/mL), 绘制藻密度生长曲

线。微小亚历山大藻的比增长率按下列公式计算:  

μ = ln(N2/N1)/(T2–T1) 
式中, N2、N1表示接种后第 T2、T1天的藻密度。 

1.3  毒素的检测 

取 5mL 摇匀的培养液于离心管中, 5000g 离心

15min, 上清液 8000g再次离心 15min, 合并离心所得

藻泥, 将其溶解在 5mL 0.003mol/L HCl和 0.01mol/L 

CH3COOH 组成的混合溶液中 , 在冰浴中超声破碎

5min, 于 4℃、7000g离心 10min, 取 2—4mL上清液

于截留分子量 3000 的超滤离心管中 , 5000g 离心

15min, 滤液用于毒素检测。 

取上述步骤中藻液第二次分离后的上清液(即藻

液分离后的培养液)1mL 用 3mL 0.003mol/L HCl 和

0.01mol/L CH3COOH 的混合溶液定容到 4mL, 于超

滤离心管中, 5000g离心 15min, 滤液用检测小瓶收集, 

于–20℃下储存, 用于检测游离于培养液中毒素。 

藻细胞提取液和培养液中的膝沟藻毒素用液相

色谱串联质谱检测, 参照 Watanabe等(2013)的方法。

Waters ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱用于毒素

分离, TSQ Vantage三重四极杆质谱仪(配有电喷雾离

子 源 ) 进 行 毒 素 分 析 。 膝 沟 藻 毒 素 标 准 品

(CRM-GTX1&4-C; CRM-GTX2&3-C), 由加拿大海洋

生物研究所提供。甲酸(LC-MS 级)、乙腈(色谱纯)购

自德国 CNW科技公司。超纯水由 Mili-Q超纯水系统

制得。 

1.4  叶绿素 a测定 

取 15m 摇匀的藻液于离心管中 , 于离心管中

5000g离心 15min, 上清液 8000g再次离心 15min, 合

并两次离心所得藻泥。加 5mL 90% (V/V)丙酮的水溶

液, 摇荡, 放置冰箱贮存室中 14—24h, 提取叶绿素

a。测定方法参照 Jeffrey等(1975)的分光光度法。 

1.5  培养液基质中氮、磷、pH的测定 

按照 1.3 和 1.4 中藻液离心的方法获取上清液, 

用于分析其中氮磷含量及 pH。取 10—12mL 上清液, 

用 PHS-3C 精密 pH 计测其 pH。用移液枪准确量取

4—10mL 上清液, 用超纯水稀释到 50mL, 测其总磷

含量 , 方法参照磷钼蓝分光光度法 (Murphy et al, 

1962)。取 1mL 上清液测其硝酸盐含量 , 方法参照

Wood等(1967)的硝酸盐镉柱还原法。 

2  实验结果 

2.1  生长参数和产毒量随时间的变化 

在 68 天的批量培养过程中, 微小亚历山大藻生

长密度和叶绿素 a 含量随时间变化见图 1A, 根据藻

密度的变化趋势, 该藻生长可以分为五个时期: 延缓

期 (1—2d), 第一对数期 (3—15d, 比增长率µ=0.20), 

第二对数期 (17—35d, 比增长率 µ=0.04), 稳定期

(35—51d)和衰亡期(51d后)。在延缓期和第一对数期, 

藻密度与叶绿素 a含量呈正相关关系, 拟合的线性方

程式为  

Y = 8.00X–6.67     R2 = 0.962 
式中, Y 表示细胞密度(103cells/mL), X 表示叶绿素 a

含量(µg/L), 拟合时间范围为 1—15d。 

在第 17 天后的生长期, 藻密度与叶绿素 a 含量

随时间延长呈相反的变化趋势, 其中在第 17—29d, 

线性拟合结果显示, 藻密度与叶绿素 a具有负线性相

关关系:  

Y =–32.82X + 37.17     R2 = 0.918 
式中, Y表示细胞密度(103cells/mL) , X表示叶绿素含

量(µg/L), 拟合时间范围为 17—29d。在培养至 17天

时, 细胞密度出现一次急剧减少, 并且观察到有一团

微藻沉聚于培养容器底部, 轻轻晃动, 该团菌斑消失。

与此同时, pH上升至其最高值 9.01, 随着培养进一步进

行, pH呈下降趋势(图 1b)。 

微小亚历山大藻对磷的吸收非常迅速, 在第 9天

时, 培养液中已经检测不到其存在(图 1b)。然而, 藻

对氮的吸收相对缓慢, 在整个实验过程中, 培养液中

氮浓度逐渐减小(图 1c)。 

总毒素由胞内毒素和胞外毒素组成 , 其随时间

的变化见图 1c。经对比发现, 总毒素含量与氮吸收量 
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图 1  在批量培养中微小亚历山大藻生长和产毒参数的 

变化 
Fig.1  Changes of indexs of growth and toxin productivity of A. 

minutum in batch culture 
 

有一定关联性: 当溶液中氮浓度减小时, 总毒素含量

升高; 当氮的吸收速度在后期减缓时, 总毒素含量增

速也趋缓。 

胞内毒素在第 60 天时具有最大值, 然后下降, 

而胞外毒素则从进入稳定期开始才大量出现 , 且随

着时间的延长, 积累得越来越多(图 1c)。  

2.2  产毒过程中毒素组成变化  

分别对细胞内和细胞外的四种毒素作散点图和

进行线性拟合, 结果显示: GTX1与 GTX4, GTX2与

GTX3呈线性变化(图 2a, b, d, e)。在胞内和胞外的四

种毒素中, GTX1 和 GTX4 为主要毒素, 占到总毒素

含量的 64.1%—97.6%, 其胞外和胞内的线性拟合相

关系数高达 0.972和 0.965, 较 GTX2和 GTX3拟合的

线性相关系数(0.880和 0.774)要高。在延缓期和第一

对数期中, 细胞内的 GTX1/4 和 GTX2/3 呈正线性相

关关系, 在随后的生长周期中, 随着胞内的 GTX1/4

含量增加, GTX2/3含量出现先下降、后保持不变的趋

势(图 2c)。胞外的 GTX1/4 与 GTX2/3 则呈现一定的

线性变化趋势(图 2f)。 

3  讨论 

一般地 , 批量培养周期按照藻生长速率可分为

延缓期、对数期、稳定期和衰亡期。然而, 在本实验

中, 出现了两段对数期。第二对数期生长速率较第一

对数期小, 可能是受到某种因子的限制。海洋浮游植

物暴发藻潮时, 海水中二氧化碳被生物固定, 通常伴

随着海水 pH的升高(Hinga, 1992)。相反, 当海水中溶

解二氧化碳增多, 可导致 pH 下降, 即海水酸化现象

(石莉等, 2011)。在人工培养条件下, 因受限于无机碳

的缺乏 , 一些亚历山大藻的生长会出现停滞

(Anderson et al, 1990b)。Wang等(2001)在批量培养塔

玛亚历山大藻时发现, 培养液 pH 值随着培养时间的

延长出现先升后降的趋势 , 本实验结果与其变化趋

势一致, 培养液的 pH从第 5天开始到第 17天单调递

增, 在第 17天达到最大 pH 9.01, 随后 pH出现下降。

培养液正好在第 17 天进入第二对数期, 因此, 藻进

入第二对数期可能是由碳限制造成, 而随后的 pH 下

降可能是由于藻活力减弱而培养液中二氧化碳溶解

逐渐增加导致。另外, 在第二对数期, 藻密度与叶绿

素含量呈负线相关关系 , 也可能是在缺乏碳源的情

况下, 叶绿素转换成其他含碳物质, 用作生长所必须

的碳源, 以维持继续生长。 

利用叶绿素含量判断生物量大小已被很多文献

提及(Parkhill et al, 1999; 杜胜蓝等, 2011), 在实验室

培养条件下 , 叶绿素与生物量一般成正相关关系。

Parkhill 等(1999)培养的一株塔玛亚历山大藻在对数

期内, 藻密度和叶绿素 a含量呈正线性相关关系。在

本实验中 , 微小亚历山大藻在延缓期和第一对数期

时, 叶绿素 a 与藻密度呈现良好的正线性相关关系, 

但是在第二对数期 , 藻密度与叶绿素含量呈负线相

关关系。据此推测, 只有在营养充沛的对数期, 叶绿

素 a含量才是表征藻密度(生物量)的良好指标。因此, 

在用叶绿素判断藻密度的时候 , 要特别注意藻所生

长的时期或状态。 

磷是生物膜、遗传物质的重要组成元素, 是微藻

生长和增殖不可或缺的元素。实验中, 虽然从第 9天

开始, 培养液中的磷已被完全吸收, 但是微小亚历山 
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图 2  藻细胞和培养液中毒素组成变化 
Fig.2  Changes of toxin constitution in algal cell and culture medium 

 
大藻直到第 43 天依然能够大量增殖, 说明微小亚历

山大藻具有较强的磷储备能力。许多甲藻能将周围环

境中的磷迅速吸收和储存于体内 , 当胞外磷消耗殆

尽 , 微藻可利用胞内磷继续分裂增殖 (Boyer et al, 

1987;张清春等, 2005b)。因此, 培养液检测不到磷酸

盐存在并不能表示微藻处于磷限制状态。微小亚历山

大藻的这种“奢侈吸收”特性, 可能有助于其在低磷环

境中长时间持续生长(吕颂辉等, 2006)。 

当培养液逐渐老化, 部分细胞死亡并且裂解, 会

导致毒素释放。实验结果表明, 微小亚历山大藻胞内

产生的毒素在进入稳定期后开始向培养液中释放毒

素, 使得培养液中的毒素越来越高。塔玛亚历山大藻

和链状亚历山大藻培养过程中也观察到类似现象

(Prakash, 1967)。因此, 在研究微藻产毒时, 泄露到培

养液中的毒素不可忽视。通常认为麻痹性贝类毒素是

通过食物链富集, 危害于人类或动物, 本实验则提醒, 

毒素还有可能通过海水传播 , 造成更大范围的潜在

危害。 

氮是生命体必须的元素 , 它是遗传物质、蛋白

质、麻痹性贝类毒素等物质的必备元素。氮的缺乏会

造成产麻痹性贝类毒素微藻生长和产毒受限。实验结

果显示, 当培养液中的氮被吸收耗尽时, 总毒素的含

量亦不再增加。由此可以看出, 毒素的产生需要培养

液中含有一定浓度的氮营养素, 当氮耗尽时, 产毒也

将停止。 

微藻所产麻痹性贝类毒素是以石房蛤毒素为骨

架的一系列同系物(Wiese et al, 2010), 一种微藻通常

可以产生多种结构相近的麻痹性贝类毒素。微小亚历

山大藻中有 GTX1、GTX2、GTX3、GTX4 四种麻痹

性贝类毒素 , 与其他文献中报道的微小亚历山大藻
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所产毒素类似, GTX1/4 占有绝对优势, 而 GTX2/3 

所占的比例较低(张清春等,2005b)。实验中 GTX1 和

GTX4, GTX2和 GTX3的含量比值都比较固定, 可能

与它们是两对结构极为相似的同分异构体有关 , 这

两对同分异构体在提取或储藏过程中可发生相互转

化而达到一定平衡(Laycock et al, 1994)。有研究观察

到不论温度变化或是氮磷营养限制 , 毒素的组成比

例都很稳定(Boyer et al, 1987), 这种稳定的毒素组成

特性也许可以被用作生物化学标记 , 应用于生物分

类学研究(Franco et al, 1994; Wang et al, 2006)。然而, 

本研究表明 , 在延缓期和第一对数期 , GTX1/4 与

GTX2/3 呈正线性相关关系, 即各毒素组成比例相对

恒定。但是在随后的生长时期中, 随着 GTX1/4 含量

进一步增大, GTX2/3 含量呈现下降继而不变的趋势, 

即毒素组成比例发生变化。这种组成变化也在逐渐老

化的原膝沟藻中被发现(Boczar et al, 1988)。除了在批

量培养中观察到毒素组成变化 , 在半连续和连续的

培养中 , 同样观察到亚历山大藻毒素的组成会随环

境的变化而变化(Anderson et al, 1990a; Han et al, 

2016)。所以, 微小亚历山大藻毒素组成恒定这一结论

仅在营养充足的延缓期和第一对数期成立 , 当微小

亚历山大藻生长受到营养盐(如碳)限制时, 毒素的组

成比例会发生明显改变。 

4  结论 

氮和磷都是微小亚历山大藻的重要营养因子 , 

但它们的吸收特性以及在生长和产毒中的作用并不

相同。微小亚历山大藻有较强的磷储备能力, 储磷后

可以于低磷或无磷环境中生长。氮的吸收相对缓慢, 

且与产毒量有着更为直接的关系。产毒过程中毒素组

成恒定仅在营养充足的环境下才成立 , 用其作为生

物标记应当格外注意。微小亚历山大藻从稳定期开始

向培养液中释放毒素, 因此当赤潮暴发时, 通过海水

传播的毒素应该引起一定警惕。生长过程中 pH变化

或许可以作为海水(培养基)水质判断的一个重要指标, 

且该方法简单易行。用叶绿素含量来表征微小亚历山

大藻生物量时也需谨慎, 碳限制条件下并不适用。 
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DYNAMICS OF ABSORPTION OF NITROGEN AND PHOSPHORUS,  
GROWTH AND TOXIN PRODUCTIVITY IN ALEXANDRIUM MINUTUM 

YU Qun-Di1,  WANG Ya-Jun1,  YU Xin-Wei2,  LIU Yin-Zheng1,  LI Ye1,   
FANG Li2,  CHEN Cheng-Ji2,  LUO Hong-Yu1 

(1. Key Laboratory of the Key Techniques on Health Hazard Factors of Seafood in Zhejiang Province, Institute of Food and Pharmacy, 
Zhejiang Ocean University, Zhoushan 316022, China; 2. Zhoushan Center for Disease Control and Prevention, Zhoushan 316021, 

China) 

Abstract    Analysis methods such as phytoplankton counting method, high performance liquid chromatography tandem 

mass spectrometry, spectrophotometry were used to explore the dynamics of absorption of nitrogen and phosphorus, toxin 

productivity, biomass and pH in batch culture of Alexandrium minutum. The results showed that the phosphorus in the 

medium was uptaken rapidly by the A. minutum ,stored in the body for growing. However, nitrogen intake was relatively 

slow. That toxin production would no longer increase when there was lack of nitrogen, which indicated that nitrogen played 

an important role in the production of toxin. As the appearance of carbon deficient conditions in the second exponential 

phase, the content of chlorophyll a could not be used as an index of phytoplankton cell concentration in this phase. On the 

contrary, there was a negative linear relationship between the content of chlorophyll a and biomass, which indicated that 

the transformation of chlorophyll into other carbon component happened for growing. Toxins did not only exist in the body 

of cell, but also in a rounding medium (out of cell), and extracellular toxin content increased guadually since the beginning 

of the stationary phase. The most of intracellaur toxins were GTX1/4, and GTX2/3 content were relatively small. In the lag 

and first exponential phase, toxin constitution was relatively stable, however, in the growth period, the ratio of GTX1/4 to 

total toxins raised guadually, and that of GTX2/3 declined all the time, which indicated that toxin constitution of A. 

minutum would change with the change of growth phase. 

Key words    Alexandrium minutum;  intake of nitrogen and phosphorus;  pH;  gonyatoxin 


