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摘要: 研究了磷酸二氢钠 ( NaH2PO4 )、三磷酸腺苷二钠盐 ( adenosine disodium triphosphate, ATP)、6-磷酸葡萄糖 ( glucose 6-

phosphate, G-6-P)和B-甘油磷酸钠( sodiumB-glycerophosphate, G-P)对中肋骨条藻 ( Skeletonema costatum)和东海原甲藻( Prorocentrum

donghaiense )的生长以及磷酸酶活性的影响. 结果发现,中肋骨条藻和东海原甲藻均既可利用无机磷酸盐又能利用有机磷化合

物生长繁殖,且有机磷化合物的作用比无机磷酸盐的作用稍高. 对于中肋骨条藻, 8 d 后的细胞密度分别为 48 @ 104

( NaH2PO4 )、73@ 104 ( ATP)、63@ 104 ( G-6-P)和 54 @ 104 ( G-P) cellsPmL; 对于东海原甲藻, 10 d 后 4 种磷源形态下的细胞密度分

别为81 7@ 104、1515@ 104、121 4@ 104 和 915@ 104 cellsPmL. 2种藻在 4 种形态磷源下的磷酸酶活性在前 3~ 4 d 均呈下降趋势,

而后变化不同.以 NaH2PO4 为磷源的处理组, 2种藻的碱性磷酸酶( alkaline phosphatase, AP)和酸性磷酸酶( acid phosphatase, AcP)

活性均呈现升高趋势; 3种有机磷处理组比较,对于中肋骨条藻, ATP 和G-6-P为磷源的处理组酶活性较低且 AP活性无明显变

化趋势, AcP活性在试验后期呈微弱的升高趋势, 以 G-P 为磷源的处理组酶活性最高且有升高趋势,至第 8 d 时, 以 ATP、G-6-P

和G-P为磷源处理组的AP活性分别为 01004 @ 10- 5、01014 @ 10- 5和 01 029@ 10- 5UPcell, AcP活性分别为 01 006@ 10- 5、01011 @

10- 5和 01018@ 10- 5UPcell,对于东海原甲藻, 酶活性变化趋势与中肋骨条藻相同, 至第 10 d时, 3种磷源处理组的 AP和 AcP 活

性顺序也为ATP< G-6-P< G-P. 中肋骨条藻比东海原甲藻含有较高的 AP 和AcP活性,能较快吸收环境中的磷.
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Abstract: The effects NaH2PO4 , adenosine disodium triphosphate ( ATP) , glucose 6-phosphate ( G-6-P ) and sodium B-glycerophosphate

( G-P) on the growth and phosphatase activity of Skeletonema costatum and Prorocentrum donghaiense were studied. The results showed that

both species could utilize both dissolved inorganic phosphate ( DIP) and dissolved organic phosphorus ( DOP) , and DOP had more effects on

the growth of two species than DIP. For S . costatum , after 8 days, the cell abundances of the four treatments ( NaH2PO4 , ATP, G-6-P and

G-P) were 48 @ 104 , 73@ 104 , 63@ 104 and 54@ 104 cellsPmL, respectively; For P . donghaiense, after 10 days, the cell abundances of the

four treatments were 817 @ 104 , 1515@ 104 , 1214 @ 104 and 915 @ 104 cellsPmL, respectively. On the first 3-4 days, the phosphatase activity
of all treatments of the two species showed a decreasing trend, but different changes were observed for the different phosphorus substrate

treatments in latter days. For the NaH2PO4 treatment, both the AP and AcP activity of two species increased from the fifth day onwards. For

S. costatum , the AP activity of the ATP and G-6-P treatment groups showed no obvious changes and AcP activity had a slight increase from

the fifth day to the eighth day, while the activity of G-P treatment had highest phosphatase activity which increased from the fifth day on. At the

end of the experiment, the AP activity of the three DOP treatment groups ( ATP, G-6-P and G-P) was 01004 @ 10- 5 , 01 014@ 10- 5 and 01029
@ 10- 5 UPcell, respectively, and the AcP activity was 01006 @ 10- 5, 01011 @ 10- 5 and 01018 @ 10- 5UPcell, respectively. For P .

donghaiense , both the AP and AcP activity of the three DOP treatments had similar trends, i. e. , ATP< G-6-P< G-P. Under the same

nutrient conditions, S . costatum had a much higher phosphatase activity and could absorb P from the environment much faster than P .

donghaiense .
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  富营养化程度的加剧导致我国长江口外海区赤

潮发生频率增加、规模扩大、危害程度加重. 有记录

赤潮事件的约 1P4发生在这个海域[ 1]
.

研究表明, 当海水中无机磷酸盐限制藻类生长

时,有机磷化合物具有促进特定藻类增殖的重要作
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用
[ 2~ 4]

.磷酸酶能水解有机磷化合物为溶解态无机

磷化合物, 根据其作用的最适 pH 不同可分为碱性

磷酸酶( alkaline phosphatase, AP)和酸性磷酸酶( acid

phosphatase, AcP) , 其中 AP 主要在细胞膜表面而

AcP主要在酸性环境的胞内起水解作用. 藻类对水

体中溶解态有机磷化合物的利用主要依赖藻类合成

的碱性磷酸酶, 通过将有机磷化合物水解成为溶解

态无机磷化合物,使藻类能够吸收利用.研究发现不

同藻类对不同形态的磷源利用特性也有明显区

别
[ 5]
.此外,在外界磷限制条件下, 藻类也可以利用

酸性磷酸酶来水解利用胞内储存的磷维持生长
[ 6]
.

长江口水域的营养盐分布特征是高无机氮, 低

磷酸盐
[ 7, 8]

, 对浮游植物生长是磷限制的
[ 9]
. 但是在

赤潮形成的季节,长江口水域中含有高浓度溶解有

机磷的区域常伴随较高浓度的叶绿素 a,在这些区

域溶解有机磷约占总磷的 40%左右
[ 10]

. 中肋骨条藻

和东海原甲藻是长江口水域 2种主要赤潮藻种
[ 11]

.

因此研究这2种藻对不同形态磷源的利用特性对解

释2种藻的赤潮形成机制有重要的现实意义.

1  材料与方法

111  试验藻种与材料
中肋骨条藻( Skeletonema costatum ) 和东海原甲

藻( Prorocentrum donghaiense Lu)分离自长江口赤潮

高发海域, 经纯化后保存在中国科学院海洋研究所

海洋生态与环境科学重点实验室藻种室. 藻生长培

养实验的化学试剂磷酸二氢钠( NaH2PO4 )、三磷酸

腺苷 ( Adenosine triphosphate, ATP)、6-磷酸葡萄糖

(Glucose 6-phosphate, G-6-P)和B-甘油磷酸钠( Sodium

B-glycerophosphate, G-P)等均为分析纯.

112  培养条件

本实验所用所有玻璃器皿全部在 10% HCl 浸

泡24 h,用蒸馏水冲洗至少 3遍后 121 e 高压湿热灭
菌30 min.培养液选用 fP2营养盐配方. 培养用海水

为自然海水, pH 值为 719 ? 011,盐度为 30 ? 1, 经孔

径为 0145 Lm的混合纤维滤膜过滤,煮沸, 室温冷却

后备用.

实验藻类培养温度为 ( 20 ? 015) e , 光照为

4 000 lx,光暗比(LPD)为 12 hP12 h. 实验采用 5 L 的

锥形瓶进行批量培养.

113  实验方法

11311  藻培养

取对数生长期的藻细胞接种于未添加营养盐的

过滤消毒海水中, 72 h后,至母液中的磷消耗殆尽,

向各处理组中分别加入NaH2PO4、ATP、G-6-P和G-P,

各形态磷的初始浓度为 4 LmolPL, 其他各种元素浓
度按 fP2 培养液配方添加 (东海原甲藻不添加

Na2SiO3 ) ,每个处理均设 3个重复. 中肋骨条藻试验

时间为 8 d,而东海原甲藻实验时间为 10 d.

11312  藻细胞计数

加入各种含磷营养物质后, 每天用活体荧光仪

(TD-700)对藻细胞进行活体荧光测定,同时通过显

微镜计数加以校正.经过测定,本实验采用以下公式

计算:

中肋骨条藻细胞浓度(个PmL)
= 1 96415 @ 活体荧光值

东海原甲藻细胞浓度(个PmL)
= 1 42714 @ 活体荧光值- 1 67715

11313  培养液中总磷浓度和藻细胞中总磷含量

每天取 20 mL培养液通过醋酸纤维膜抽滤用于

测定 培 养 液中 溶 解 有 机 磷 ( dissolved organic

phosphorus, DOP)和溶解无机磷 ( dissolved inorganic

phosphorus, DIP)的浓度. DIP 用以抗坏血酸为还原

剂的磷钼蓝比色法测定, 总溶解态磷( total dissolved

phosphorus, TDP)用50gPL的过硫酸钾氧化, 121 e 消

化 30 min,用以抗坏血酸为还原剂的磷钼蓝比色法

测定. DOP的浓度以TDP 减去 DIP的差值表示.

每天取 20 mL 藻液, 7 000 rPmin离心 15 min,除

上清,沉淀物加入 1 mL 50 gPL的过硫酸钾, 121 e 消
化 30 min,用以抗坏血酸为还原剂的磷钼蓝比色法

测定藻细胞中磷含量.

11314  磷酸酶活性分析
每天中午取样用于磷酸酶活性分析. 取样时根

据细胞密度调整采样量, 在第 1d 和第 2d时, 取 200

mL,第 3 d 和第 4 d时, 取 150 mL, 以后几天取 100

mL培养液通过 GFPF 玻璃纤维膜 ( 450 e 预热 4~ 5

h)抽滤收集藻细胞进行磷酸酶活性分析. 收集到的

藻在冰浴中匀浆 1~ 2 min. 碱性磷酸酶活性测定以

0105 molPL Tris-HCl( pH 9)为缓冲液匀浆, 酸性磷酸

酶活性测定以 012 molPL 冰醋酸钠( pH 5)为缓冲液

匀浆. 匀浆后离心, 取上清, 立即测定酶活性
[12]

. 酶

活力单位定义为: 在 30 e 下, 每个藻细胞提取的磷

酸酶1 h释放 1 Lg对硝基苯酚为一个活力单位( U) .

2  结果与分析

211  中肋骨条藻和东海原甲藻的生长

4种含磷营养物质均能促进中肋骨条藻和东海

原甲藻的生长.对中肋骨条藻(见图 1) , 前 3 d,所有
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处理组藻生长比较相似,但从第 4d至试验结束, 不

同磷形态下,藻生长差异明显. 试验结束时, 以 ATP

为磷源的处理组中, 中肋骨条藻细胞密度最大( 73 @
10

4
cellsPmL) , 以 G-6-P 为磷源的次之 ( 63 @ 10

4

cellsPmL) , 以 NaH2PO4 为磷源的最低 ( 48 @ 10
4

cellsPmL) . 图 2显示了 4种磷源下东海原甲藻的生

长趋势.对于以NaH2PO4 和G-P为磷源的处理组, 藻

细胞生长趋势及细胞密度相近. 以 ATP 为磷源的处

理组藻细胞生长最好, 细胞密度从第 5 d 开始远远

超过其他3 种处理组, 至第 10 d 时, 细胞密度达到

1515 @ 10
4
cellsPmL. 以 G-6-P 为磷源的处理组次之,

第10 d 时细胞密度约为 1214 @ 10
4
cellsPmL. 以 G-P

和NaH2PO4 为磷源的 2 组较低, 分别约为 915 @ 10
4

cellsPmL和817 @ 10
4
cellsPmL.

图 1  4种磷源形态对中肋骨条藻生长的影响

Fig. 1 Effects of four phosphorus substrates on the growth of S . costatum

图 2  4种磷源形态对东海原甲藻生长的影响

Fig. 2 Effects of four phosphorus subst rates on

the growth of P . donghaiense

212  中肋骨条藻和东海原甲藻的磷酸酶活性

中肋骨条藻在 4种磷源下,碱性磷酸酶( AP)和

酸性磷酸酶( AcP)的活性随时间变化如图 3所示. 2

种酶的变化趋势相似, 在第 1 d时, 中肋骨条藻各处

理组均有较高的酶活性, 且在前 3~ 4 d里, 2种酶

活性均显著下降. 以 NaH2PO4 为磷源的处理组, AP

活性从第 5 d( 01008 @ 10
- 5
UPcell)开始出现升高, 且

上升趋势保持到第 8 d( 01018 @ 10
- 5
UPcell ) , AcP 活

性也从第 5 d开始出现升高趋势. 3 种 DOP处理组

中,以ATP 为磷源的处理组, 从第 2~ 8 d, 酶活性最

低,AP活性从第 4 d开始无明显变化趋势, AcP 活性

从第5 d开始呈微弱的升高趋势.以 G-6-P 为磷源的

酶活性次之, 变化趋势同 ATP 处理组. 以 G-P 为磷

源的处理组, AP活性最高, 且从第 4 d开始, 高于以

NaH2PO4 为磷源的处理组, AcP 活性也是 3种 DOP

处理组中最高的, 且从第 5 d 开始明显升高. 第 8 d

时,以ATP、G-6-P 和G-P为磷源的处理组的AP 活性

依次为 01004 @ 10
- 5
、01014 @ 10

- 5
和 01029 @ 10

- 5

UPcell,AcP 活性依次为01006 @ 10
- 5
、01011 @ 10

- 5
和

01018 @ 10
- 5
UPcell.

图 3 4种磷源形态下中肋骨条藻 AP和 AcP活性变化

Fig. 3 AP and AcP act ivity of S . costatum under

four phosphorus substrates

东海原甲藻在 4种磷源形态下, AP 和 AcP 活性

变化趋势如图4所示.从中可以看出,以NaH2PO4 为

磷源的处理组,AP 活性在试验期间呈现先下降后上
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升的趋势, 而以 ATP 为磷源的处理组, 酶活性则一

直呈下降的趋势,且从第 5 d开始,与其他 3组相比

较,酶活性一直保持在最低的水平. 以 G-6-P 为磷源

的处理组,酶活性在前 4 d有明显的下降趋势, 此后

无显著性变化. 以G-P为磷源的处理组,酶活性较以

ATP 和G-6-P为磷源的处理组高, 且有升高的趋势.

至实验结束时, 3种 DOP 处理组中, 酶活性由高到

低的顺序为 G-P> G-6-P> ATP. 所有处理组的 AcP

活性呈现先下降后升高的趋势.至试验结束时, 3种

DOP 处理组中,胞内 AcP活性与 AP 活性顺序相同.

图 4  4种磷源形态下东海原甲藻 AP和 AcP活性变化

Fig. 4  AP and AcP activity of P. donghaiense under

four phosphorus subst rates

比较中肋骨条藻和东海原甲藻的酶活性变化

可以发现, 2种藻具有相似的变化趋势. 3种形态有

机磷源相比较, AP 和 AcP 活性由高到低的顺序为

G-P> G-6-P> ATP.以NaH2PO4 为磷源的处理组的酶

活性呈先下降后升高的趋势. 另外比较 2种藻的酶

活性可以发现, 中肋骨条藻具有较高的 AP 和 AcP

活性.

213  中肋骨条藻和东海原甲藻的胞内总磷和培养
液中磷浓度变化

中肋骨条藻胞内总磷浓度变化如图 5所示. 胞

内总磷在前 4 d 下降趋势较为明显, 由约 0113 @

10
- 6
LmolPcell左右降至 01012 @ 10

- 6
~ 01023 @ 10

- 6

LmolPcell, 从第 4 d至试验结束, 胞内总磷浓度变化

很小,基本处于平稳状态. 试验结束时,以 NaH2PO4

为磷源的处理组, 胞内总磷浓度最低约为 01008 @
10

- 6
LmolPcell, 以 G-P 为磷源的处理组最高约为

01016 @ 10
- 6
LmolPcell, 以 ATP 和 G-6-P 为磷源的处

理组胞内总磷分别为 01014 @ 10
- 6
LmolPcell和 01012

@ 10
- 6
LmolPcell. 培养液中 DIP 和 DOP 的浓度下降

速度很快,以 NaH2PO4 为磷源的处理组, 1 d 后, 培

养液中 DIP 浓度降至 0166 LmolPL, 此后下降速度减
慢,基本保持平稳状态.以有机磷化合物为磷源的处

理组, 2 d后, DOP均下降至014 LmolPL左右,此后下

降速度减慢且基本保持平稳状态.

图 5  4种磷源形态下中肋骨条藻胞内总磷

和培养液中 DIP及 DOP浓度变化

Fig. 5  Cel lular total phosphorus and DIP and DOP concentrat ion

in the culture of S . costatum under four phosphorus substrates
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东海原甲藻胞内总磷在 10 d内一直保持下降

的趋势(见图 6) .至第 10 d时, 4种磷源形态处理组

胞内总磷的浓度由高到低的顺序为 NaH2PO4 > G-P

> G-6-P> ATP. 培养液中 DIP 和 DOP 浓度下降速度

较中肋骨条藻慢,以 NaH2PO4 为磷源的处理组, 3 d

后, 培养液中DIP浓度降至0154 LmolPL,此后下降速
度减慢.以有机磷化合物为磷源的处理组, 3 d后,

DOP 下降至 014~ 015 LmolPL, 此后下降速度减慢.

图 6  4种磷源形态下东海原甲藻胞内总磷

和培养液中 DIP及 DOP浓度变化

Fig. 6 Cellular total phosphorus and DIP and DOP concentration

in the culture of P . donghaiense under four phosphorus substrates

3  讨论

311  不同形态磷源对中肋骨条藻和东海原甲藻生

长的影响

目前,关于天然海水中溶解性有机结合态磷地

性质还不完全清楚, 研究表明其是一类从低分子到

高分子的、种类繁多和结构复杂的有机化合物, 主要

有葡萄糖-6-磷酸、2-磷酸甘油、磷肌酸、核苷酸、三

磷酸腺苷等形态
[13]

. 已有的试验表明, 微小亚历山

大 藻 ( Alexandrium minutum )、球 形 棕 囊 藻

( Phaecocystis globosa )、铜 绿 微 囊 藻 ( Microsystis

aeruginosa)、利玛原甲藻( Prorocentrum lima)、三角褐

指藻 ( Phacodactylum tricornutum )、湛江叉鞭金藻

( Dicrateria zhanjiangenis )和小球藻( Chorella sp. )等可

以利用磷酸葡萄糖、磷酸甘油和 ATP 等作为磷的来

源
[ 14~ 18]

, 这说明许多浮游植物都能利用有机磷化合

物作为营养物质来源. 对于中肋骨条藻和东海原甲

藻,试验所用的有机磷化合物和无机磷对其生长表

现出了相似的效应, 在指数生长期具有相似的生长

速率.至试验的最后 1 d, 有机磷化合物处理组的细

胞密度比无机磷酸盐处理组的细胞密度大,表明含

磷有机物的作用比无机磷酸盐的作用要高. 因此, 2

种赤潮藻在自然海水中可以利用的磷源比较广泛,

其中有机磷化合物在它们形成赤潮过程中的作用不

可忽视.

312  不同形态磷源下AP 和AcP 活性变化

当水体中无机磷酸盐浓度很低时, 碱性磷酸酶

可以水解水体中的溶解态有机磷化合物, 释放无机

磷酸盐供藻利用
[ 10, 19]

.碱性磷酸酶可以指示藻受磷

限制的状况, AP活性与水体中无机磷浓度呈显著的

负相关关系
[ 20,21]

.在本实验中,对于以NaH2PO4 为磷

源的处理组, AP 活性在试验后期升高,营养盐分析

也显示此时环境中的磷酸盐浓度很低, 说明缺磷条

件下,不管是否存在有机磷化合物,中肋骨条藻和东

海原甲藻均能表现出较高的磷酸酶活性. 在 3种有

机磷处理组中, 以 ATP 为磷源的处理组, 磷酸酶活

性最低,以G-6-P 为磷源的处理组次之,并且这 2种

处理组中,磷酸酶活性变化无明显规律,以 G-P 为磷

源的处理组中的磷酸酶活性最高. 关于藻类对有机

磷的利用可能有 2条途径:一是直接吸收利用, 主要

是对于小分子的有机磷;二是对于较大分子有机磷,

则需经过如碱性磷酸酶等水解后吸收利用
[16, 22]

. 李

英等
[23]
研究东海原甲藻对不同磷源的利用特征时

提出,东海原甲藻对ATP 和 G-6-P 可能是直接吸收,

而对 G-P 可能是第二条利用途径. Cembella 等
[ 2]
也

报道了一种蓝细菌运输和代谢 G-6-P 时没有通过胞

外磷酸酶.本研究得出相同的结论,并且发现中肋骨

条藻和东海原甲藻对这 3 种磷源具有相似的利用

特征.
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许多试验证明, 除了胞外的磷酸盐,胞内磷酸盐

也是影响藻生长的主要因子
[10, 24]

, 并且一些藻类已

被证实能够在外界磷酸盐充足的条件下积累和储存

大量胞内磷酸盐
[ 25]

. 本实验中, 当向培养液中补充

各种磷源后, 2~ 3 d 后, 培养液中磷浓度降至很低

的水平,并一直维持低水平至实验结束.但从藻类的

生长曲线中可以发现, 藻类在胞外磷浓度很低的条

件下, 生长速率并没有立即下降.酶活性检测发现 2

种藻在试验后期胞内 AcP 活性均明显升高, AcP 可

以水解胞内储存的多聚磷酸盐,供藻类维持生长. 因

此本实验证明, 中肋骨条藻和东海原甲藻均可以储

存胞内磷酸盐, 并且在外界磷浓度较低的条件下诱

导合成AcP 利用胞内磷酸盐维持生长. 另外, 本实验

中, 2种藻在试验初始具有较高的酶活性,可能是由

于试验前 72 h 的饥饿, 藻已经处于磷限制, 导致酶

活性升高.

本研究表明中肋骨条藻和东海原甲藻能够合成

磷酸酶,并利用有机磷化合物.这种特性使藻类可以

在无机磷酸盐限制的环境中维持生长. 研究表明并

不是所有藻类能诱导磷酸酶或者利用有机磷化合

物
[ 20, 25]

,因此这 2种藻在无机磷限制条件下诱导AP

活性升高,竞争利用其他磷源(如有机磷化合物)的

能力和策略可能是它们能在长江口水域形成赤潮的

主要优势. 另外中肋骨条藻和东海原甲藻均可以在

外界磷充足的条件下大量积累和储存胞内磷酸盐,

并在外界磷限制的条件下,诱导胞内 AcP 活性升高

来利用储存的胞内磷酸盐, 这一特性也为这 2种藻

能在长江口水域形成赤潮提供优势.中肋骨条藻和

东海原甲藻对试验所选用的 3种有机磷化合物具有

相似的利用特征,比较两者的酶活性发现,中肋骨条

藻具有较高的磷酸酶活性, 说明它可能具有较高的

利用有机磷化合物的能力, 营养盐分析也表明中肋

骨条藻能较快速的吸收利用磷, 再加上中肋骨条藻

具有较高的生长速率,能较快的繁殖,这些生理特性

可能促使它在相同的营养盐条件下比东海原甲藻更

早更快的大规模繁殖,从而形成赤潮.

4  结论

中肋骨条藻和东海原甲藻均能生长于有机磷化

合物(ATP、G-6-P和 G-P) . 3种磷源对藻生物量的贡

献由高到低的顺序为 ATP> G-6-P> G-P. 从AP 活性

可以发现 2种藻对 3种磷源的利用方式存在区别:

对ATP和 G-6-P可能是直接吸收, 对 G-P 可能是先

通过磷酸酶水解后再吸收. AcP 活性变化说明 2 种

藻在外界磷限制的条件下能充分利用胞内储存的磷

酸盐,供藻维持生长.另外中肋骨条藻具有较高的磷

酸酶活性,且能较快地吸收环境中的磷,说明其吸收

利用有机磷化合物的能力高于东海原甲藻.
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