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氮磷对水华束丝藻生长及生理特性的影响 
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摘要：从滇池分离得到水华束丝藻藻株，以 BG11为基础培养基，在(25±1)oC，光照强度20 ／m ·s，光／暗周期为 

16h：8h的培养条件下，水华束丝藻的生长周期约为 28d，以光密度(OD66 )为指标的生长曲线符合典型的“s”型；在实 

验浓度范围内，N、P的浓度变化均对水华束丝藻的生长产生影 响，在一定范 围内([NOr—N]：1．6—245．1 mg／L； 

[P0i一一P]：0．3—1．4 mg／L)，高浓度的 N、P有利于水华束丝藻的生长，但浓度过高([NOr—N]>245．1 mg／L； 

[POi一一P]>6．9 mg／L)时，则对其生长产生抑制作用；N、P在缺乏和浓度很低时可对水华束丝藻光系统Ⅱ活性(Fv／ 

Fm)产生显著影响(P<0．01)；本实验结果还表明，N、P浓度的改变可影响水华束丝藻硝酸还原酶、酸性磷酸酶和碱 

性磷酸酶的活性；在低 N、P浓度下，水华束丝藻的硝酸还原酶和酸性磷酸酶活性升高，显著高于正常 BG11培养时 

的活性(P<0．05)。这一结果表明，在低 N、P营养环境中，水华束丝藻可通过调节自身的酶系统来提高对营养的吸 

收和利用 ，从而满足 自身生长和细胞增殖 的需要 。 
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随着工农业 的迅速发展和人 口剧增 ，大量 的工 

业废水和生活污水过度排放 ，导致我 国淡水水体 富 

营养化程度 日益加剧 ，随之而来 的蓝藻水华的污染 

也成为我国淡水水体 中存在的严重 问题_】_-3j，尤其 

是有毒蓝藻水华对水环境的危害和生物安全性问题 

日益引起更为广泛 的关注。因此，对水华蓝藻 ，尤其 

是产毒水华蓝藻生物学特性 的研究也成为防治蓝藻 

水华 ，减少其危害的基础研究。 

水华束丝藻是淡水水华蓝藻中常见的优势种， 

某些地区发现的束丝藻水华可产生生物碱类神经毒 

素，专一性地阻断细胞膜上的Na 通道，从而阻断神 

经信号的传导，造成肌肉麻痹，呼吸困难而导致动物 

死亡_4j。这类毒素毒性大 、作用时间短，且一般 中毒 

后无对症 的治疗药物和方法，因此被称为“快速致死 

因子”_5j。国外对该藻类的毒素的明确报道出现在 

20世纪 90年代，其研究重点曾一度集中在束丝藻 

毒素的化学结构及分析上，而对其生长发育和生理 

生态研究则相对较少；在国内，由于各种条件的限 

制 ，对束丝藻的研究开展得较少。因此，针对 日益严 

重的湖泊富营养化和蓝藻水华的暴发，对水华蓝藻， 

尤其是产毒蓝藻的生物学特性研究也成 为急需 ，以 

期为蓝藻水华的预警和控制提供科学依据 。 

研究者所在的课题组近年来对我国蓝藻水华发 

生严重的富营养化湖泊滇池的监测数据显示，水华 

束丝藻在每年的秋冬至次年的早春季节大量繁殖 ， 

形成水华。笔 者曾对 2003年 3月滇池发生的束丝 

藻水华毒性进行检测，发现滇池束丝藻水华粗提物 

对小白鼠具急性毒性作用，可在几分钟内使小白鼠 

致死_6j，低剂量暴露实验 中对小白鼠表现出肝 、肺组 

织细胞超微结构的损伤，并对小鼠抗氧化系统造成 

损伤 。 

本工作通过对滇池分离得到的一株水华束丝 

藻在不同氮磷浓 度培养时 的生长 状况及硝酸还 原 

酶(Nitrate reduetase，NR)、酸 性磷 酸 酶 (Acid phos— 

phatase，ACP)、碱 性 磷 酸 酶 (Alkaline phosphatase， 

A LP)和光系统 Ⅱ活性 (以叶绿素荧光效能表示， 

Fv／Fm)的研究，初步揭示了水华束丝藻生理生化 

特征。 
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1 材料与方法 

1．1 藻种分离与培养 从云南滇池采集水华样 品， 

用毛细管分离法得到单克隆藻株，并采用涂平板和 

溶菌酶处理 的方法获得无菌培养物 ，以 BG11培养 

基保种和培养。实验培养物的培养条件：温度(25± 

1)℃，光照强度 20 t~E／m2·s，培养基pH 8．0。 

1．2 实验方法 

1．2．1 水华束丝藻生长 曲线测定 将培养 10天左 

右的藻种用无菌双蒸水洗涤两遍 后按一定 的密度 

重新接种到 BG11培养基中，在上述培养条件下， 

每天摇匀后取 样 3 mL，于 UV3000紫外／可见 分光 

光度计 (Uhrospec⑧3000，Pharmacia Biotech，Biochrom 

Ltd．，England)上直接测定培养物在 665 nm的吸光 

度值，以此表示水华束丝藻的生长 J。比生长速 

率计算 ： =(A At2)／At；式 中： 一比生长速率； 

A 一培养物在 tl时刻的吸光度值；A 一培养物在 

t2时刻 的吸光度 值 ；△t一两次测 定 之 间的 时间 间 

隔 ，d。 

1．2．2 不同 N、P浓度对水华束丝藻 生长 的影响 

以 BG11为基础 培养基 ，调整 NO3-一N、PO43一一P的浓 

度 ，按 上 述 生 长 测 定 方 法 ，测 定 在 不 同 NO3-一N、 

PO43一一P的浓度下，束丝藻的生长情况。整个实验期 

间控制培养温度在(25±1)℃，光照为 40 t~E／m2·s。 

表 1列出了实验 中所用的 NO3-一N、PO43一一P的浓度。 

表 1 实验用培养基中NO；·N、P0i一·P的浓度 

Tab．1 Concentrations of NO~．N、P 一．P used in this experiment 

1．2．3 N、P对水华束丝藻叶绿素荧光 (Fv／Fm)的 

影响 在调整 NO3-一N、pO34一一P浓度，其他培养条件 

保持不变的情况下，于对数生长期取样 3 mL，用浮 

游植物效率分析仪(PHYTO—PAM，Walz GmbH，Ger— 

many)测定培养物的叶绿素荧光强度。样品经暗适 

应后，所测得的最大光量子产率(Yield)反映了藻细 

胞光系统 II(PsⅡ)光化学能量的转变，即通常的Fv／ 

Fm(Fv，可变荧光 ；Fm，最大荧光) J。 

1．2．4 酶的提取 取3 mL处于对数生长期 的不同 

N、P浓度培养的水华束丝藻培养物，离心(4~C，5000 

r／min×8min)，弃上清，加入2 mL预冷的磷酸缓冲液 

(0．2 mol／L，pH 7．8)，冰浴匀浆或超声 波细胞破碎 

仪破碎藻细胞。将匀浆液离心(4~C，9000 r／min× 

15min)，上清液 即为酶粗提取 液，立 即用于分析或 

一 20℃以下保存。 

1．2．5 硝酸还原酶活性测定 硝酸还原酶(NR)活 

性的测定参照 Chaman and Harrison 。。和《植物生理生 

化实验原理和技术》 】 ]中的方法，并略有改进。取 

1 mL酶提取液 ，加入 1 mL 0．1 mol／L的 KNO3溶液，黑 

暗条件下于30~C水浴中保温 30min后，取 1 mL反应 

液，加入1 mL磺胺 (1％，溶于 3 mol／L的盐酸溶液)终 

止反应 ，再加 1 mL a-萘胺(0．02％)，室温显色 15min 

后 ，于分光光度计上测定反应液在520 nm处的吸光度 

值(0D52o)。酶活性以单位时间内催化还原硝酸盐生 

成亚硝酸盐的量来表示( rng Pro／h)。 

1．2．6 酸性／碱性磷酸酶活性的测定 酸性／碱性 

磷酸酶(ACP／ALP)活性测定以对硝基苯磷酸二钠 

(p-NPP)为 反 应底 物[ 。酸性 磷 酸 酶 测 定 取 

0．5 mL酶提取液 ，加入 2 mL p-NPP(5 mmol／L，溶于 

醋酸盐缓冲液，pH 5．6)，25℃恒温反应60min，结束 

后立 即加入 1 mL 0．5 mol／L的 NaOH溶 液终止 酶 

促反应 ，用分 光光度计测 定反应物在 400 nm处 的 

吸光度值。酶活性以单位时间内水解 p-NPP生成 

的对 硝基 苯 酚 (4-Nitropheno1)的量 来 表 示 (~g／mg 

Pro／h)碱性磷酸酶 活性 的测 定方法 与酸性磷 酸酶 

类似，仅需将反应体系中醋酸盐缓冲液改为碳酸 

盐缓冲液(pH8．2)。 

1．2．7 数据分析 本实验中对叶绿素荧光测定和 

酶活力检测结果均采用 SPSSI 1．5统计分析软 件进 

行方 差 分 析 和 组 间 差 异 显 著 性 检 验 (One—way 

ANOVA。Tukey)。 

2 结 果 

2．1 水华束丝藻在 BGll培养基中的生长情况 

在此实验条件下 ，水华束丝藻生长周期约为 28 

天左右，培养 10天左右开始进 入对数生长期 ，大约 

22天后进入稳定生长期，持续 6天左右，即进入下 

降期，整个生长周期符合典型的“s”型曲线(图 1)。 

各生长阶段其比生长速率分别为：生长延滞期： = 

0．042，对数生长期 ： =0．123，平稳期 ： =0．0025，下 
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降期： =一0．o15(t~，比生长速率)。 

暑 
D 
0 

0 5 l0 l5 20 25 30 35 

培养时间(d) 

图 1 水华束丝藻在 BG11中的生长曲线 

Fig．1 The growth curve of A． -aquae in BG11 medium 

2．2 N、P浓度对水华束丝藻生长的影响 

N、P浓度是藻类生长所必需的营养元素，一定范 

围内，浓度较高的N、P有利于藻类的生长，但浓度过高 

时，则会对其生长产生抑制作用。实验结果表明，实验 

室培养的水华束丝藻株较适的N、P浓度范围分别是 

N：24．8—247．1 mg／L，P：0．54—10．8 mg／L(图 2，3)。 

0 5 l0 l5 2O 25 30 

Culture time(d) 

图2 不同NO；．N浓度对水华束丝藻生长的影响 

Fig．2 Effectof different NOr-N concentration onthe growth 

of A．flos-aquae 
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图3 不同 P0i一．P浓度对水华束丝藻生长的影响 

Hg．3 Effectof different P0j一．P concentration onthe growthof 

A． ‰ -aq uae 

2．3 不同 N、P浓度对水华束丝藻 Fv／Fm的影响 

较低的 N浓度对水华束丝藻对数生长期的 Fv／ 

Fm可产生显著影响(P<0．05)，N浓度过高时也可 

对水华束丝藻的 Fv／Fm产生一定的抑制作用，但当 

N、P浓度在 N：12．4—247．1mg／L、P：0．27— 10．8mg／L 

的范围内变化时，不会对水华束丝藻的 Fv／Fm产生 

显著影响(图4)。 
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实验组 

图4 不同 N、P浓度对水华束丝藻 Fv／Fm的影响 

Fig．4 Effectof different N and P concentration on PS1I efficiencyin 
A． ‰ -aq uae 

2．4 N、P对水华束丝藻 Nil活性的影响 

水华束丝藻 NR活性与培养液中硝酸盐氮的浓 

度并不是简单的相关关系。氮浓度很低时(6．2 me,／ 

L)，NR仍表现出较高的活性(显著高于正常 BG11 

培养物，P<0．05)；随后 NR活性则有所降低，但在 

[NO3．N]=12．4—61．8 mg／L范围内会随培养液中 

硝酸盐氮浓度的升高而逐渐升高；当[NO3-．N]= 

123．1／mg／L时，NR活性达到一峰值([NO3-．N]= 

123．1 mg／L。NR activity=0．4314~g／mg Pro／h)，随后 

则随着培养液中氮浓度的继续增高而降低(图 5)。 

磷浓度的改变对水华束丝藻 NR活性的影响无显著 

性差异 。 

2．5 N、P对水华束丝藻 ACP／ALP活性的影响 

培养液中氮的浓度变化主要对水华束丝藻的 

ACP活性产生影响。在氮缺乏情况下，水华束丝藻 

胞内ACP活性升高，而 ALP活性却无明显变化(图 

6)。磷浓度的改变对水华束丝藻胞内 ALP活性表 

现出一定的影响。较高和较低的磷浓度均可对水华 

束丝藻 ALP活性产生抑制作用。当培养液中的磷 

完全缺乏时，ACP活性则显著升高，而[po,一．P]从 

0．14—10．8 ms／L变化时，ACP活性无 明显 变化 

5  2  9  6  3  0  
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00 
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(P <0．05，图 7) 
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图5 不同 N、P浓度对水华束丝藻 NR活性影响 

Fig．5 Response of NR activity in A． -aquae to different N and 

P concentration 

N．1 N．2 N、3 N．4 N．5 N-6 N．7 

图6 NO；．N浓度对水华束丝藻 ACP／ALP的影响 

Fig．6 Response of ACP and ALP activities in A． -aquae to different 

concentrations of N03-·N 

图7 PO]一．P浓度对水华束丝藻ACP／ALP的影响 

Fig．7 Response of ACP and ALP activities in A． -aquae to different 

concentrations of P0i一．P 

3 讨 论 

水华束丝藻水华常发生于营养丰富的水体，我 

国最 早报 道 的水 华 束 丝藻 水 华 出现 在 养殖 鱼 塘 

中_3 J，由于鱼类养殖中投放饵料及鱼粪便等使水体 

中 N、P等营养物质呈现超富状态，导致束丝藻水华 

出现，并危害鱼类健康和存活，给渔业养殖带来损 

失。在我们的工作中发现，大型湖泊水体如滇池等 

也由于富营养化的加剧而导致蓝藻水华包括束丝藻 

水华的频繁发生。本实验通过对滇池分离得到 的一 

株水华束丝藻在不同氮磷浓度培养时的生长状况及 

NR、ACP、ALP和 Fv／Fm的研究，初步揭示了束丝藻 

的一些生理生化特征。 

在实验室培养条件下，水华束丝藻生长速度快， 

能适应广泛的氮磷浓度范围，在营养相对不足或缺 

乏时也可存活一定时间，各种与营养吸收和利用有 

关的酶也表现出不同程度的活性，甚至有所升高。 

这与水华束丝藻 自身的特点有关：水华束丝藻具异 

型胞，有固氮能力，当环境中氮营养元素缺乏时，能 

启动 自身的固氮机制 ，吸收利用环境 中有限的氮元 

素作为自身的营养物质；且水华束丝藻具有伪空胞， 

能根据环境状况调节 自身的浮力，具有很强的环境 

适应性 。 

叶绿素荧光在许多研究中被用作评价光合作用 

过程和不同环境因子对光合能力影响的指标_l ’l 。 

叶绿素 a荧光的可变部分(Fv)与最大荧光(Fm)的 

比值可显示光系统 Ⅱ(PSⅡ)活性的大小，并与光合 

作用的净产率成正相关_l ，任何可影响PSⅡ效能的 

环境胁迫均会使 Fv／Fm的值降低。本实验结果表 

明，N、P浓度只有在极低或完全缺乏时才可显著抑 

制水华束丝藻的 Fv／Fm，而 N、P浓度分别在 12．4～ 

247．1 mg／L和 0．27—10．8 mg／L的范 围内变化时 ， 

不会对水华束丝藻的 Fv／Fm产生显著影响。这表 

明作为藻类生长所必需的 N、P营养元素，其浓度在 

一 定范围内的变化，不致影响束丝藻的光合作用效 

率，而本组在对我国富营养化湖泊滇池近几年和太 

湖 2004年的监测中发现，这一浓度范围与富营养化 

的自然水体中N、P浓度变化是相符的。本实验中， 

氮的完全缺乏或浓度很低([NO；．N]：0或 6．2 mg／ 

L)时，可对水华束丝藻 PSⅡ活性产生明显抑制作 

用 ，这也可能是 由于该 实验藻株经长期 的实验室有 

氮条件培养，导致异型胞退化，固氮能力下降所致。 

硝酸还原酶(NR)是植物氮代谢中一个重要的 

调节酶和限速酶，是属于一种钼黄蛋白，它是一种 

O  O  O  O  O  O  
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底物诱导酶，当外界环境中存在硝酸盐时会受诱导 

而产生，并在将硝酸盐转化成亚硝酸盐的过程中发 

挥重要作用_1 。藻类细 胞 中，都广 泛存 在着 NR。 

大量的研究表明，藻类 的 NR活性与胞 内外 的硝酸 

盐和亚硝酸盐浓度息息相关。Donch等在中肋骨条 

藻(Skeletonema costatum)中发现 ，在外界硝酸盐耗尽 

的过程中或耗尽后，胞内储备硝酸盐的利用使藻类 

在外界极低的硝酸盐水平下仍维持很高的 NR活 

性_1 。本实验结果表明，水华束丝藻 NR的活性随 

氮浓度的增高呈现出高．低．高．低的变化趋势，即在 

低氮浓度下，水华束丝藻仍呈现出较高的酶活性， 

这可能是因为藻细胞内储存氮元素的诱导引起酶 

活性的增高，另外与束丝藻的固氮特性可能也有关 

系。因为在低氮条件下，水华束丝藻可能会启动自 

身的固氮机制 ，尽可能 的吸收利用环境 中有 限的氮 

源。邱昌恩等人曾发现在一种有望用于净水的绿 

球藻中，随培养液中氮浓度的增 高 NR活性被诱导 

增高_1 。本实验结果也表明在一定浓度范围内，水 

华束丝藻 的 NR活性随培养液 中 NO3-．N浓度 的增 

高也逐渐升高；但当培养液 中的 N浓度高于 123．5 

mg／L(正常 BG11培养基 中 N浓度 的一半 )时，NR活 

性将不再升高，并出现下降趋势，这说明过高的氮 

浓度并不能被水华束丝藻所吸收利用 ，反而对其生 

长产生抑制作用。 

磷是各类植物生长发育所必需的营养元素。 

许多藻类 对磷浓度 的变 化非 常敏感 ，它们 可 以在 

培养条件下，利用各种形式的磷作为生长发育之 

需 ，包括无机和有机磷 ，甚至矿石磷 ，如 沙角衣藻 、 

斜生栅藻等_1 。碱性磷酸酶(ALP)同植 物对磷 的 

利用有关l ，对许 多藻类来讲 ，ALP是诱导酶【 ， 

容易受到环境因子 的影 响。酸性磷酸 酶(ACP)是 

一 类金属 水解 酶 ，能催化磷 酸酯 或 酸酐 的水解 而 

生成无机磷酸根 ，同样 与磷 的利用 有关_2 。本 实 

验结果表明，培养液中 N浓度的变化对水华束丝 

藻 的胞 内 ACP影 响较 ALP明显 。N缺乏 时 ，ACP 

活性增高，随后逐渐降低并保持稳定 ，这说明在低 

氮条件下水华束丝藻对磷的需求和利用也有所增 

加。而磷浓度的改变则对束丝藻的胞内 ALP影响 

显著 ，且与 NR的变化趋 势相似 ，在低磷 范围 内随 

培养液中磷浓度的升高，ALP的活性逐渐升高，这 

也许与 ALP酶的底物诱导性质有关，当磷浓度增 

加到一定程度后 ，ALP活性则不再升高，反而逐渐 

下降，这与由藻的生长状况所反映的磷浓度的影 

响作用是一致的，过高的磷浓度不仅不利于藻的 

生长 ，反而对其生长产生一定的抑制作用。 
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EFFECTS oF NITRATE AND PHoSPHoRUS oN GRoW TH AND PHYSIoLoGICAL 

CHARACTERISTICS OF APHANIZOMENON FLOS-AQUAE FROM DIANCHI 

LIU Yong．Mei ， ，LIU Yong．Ding ，LI Dun．Hai and SHEN Yin-W u 

(1．StateKey Laboratory ofFreshwater Ecology andBiotechnology，InstituteofHydrobiology，Chinese AcademyofSciences，Wuhan 430072 

2．CollegeofpharmacyWuhan University，Wuhan 430072) 

Abstract：Aphanizomenon flos-aquae(A． s-aquae)isolated from eutrophic Lake Dianchi was cultured in BG1 1 medium，and 

it was maintained at(25±1)oC(with an illumination of 20／~E／m2·s，under a light／dark cycle of 16：8)．The growth cycle of 

A． s-aq uae was approximately 28d and the growt h curve was fit well with the typical⋯S’mode1．Concentrations of NO3--N 

and P 一P may affect the growth of A．flos-aquae with better growth under higher concentration of N and P，but excessive N 

and P may restrain the growth of A．flos-aquae．Fv／Fm of A．flos-aquae can only affected by the absence or unusually low con- 

tents of N and P．Nitrate reductase，acid phosphatase under low concentrations of N and P were significantly higher than that of 

the control(cultured in BG1 1 medium，P<0．05)．Activities of nitrate reductase and acid／alkaline phosphatase were not linear 

with the changes of N and P concentration．These results indicated that A．flos-aquae could adapt to variant circumstances with 

different nutritional levels due to their physiological and biochemical strategies． 

Key words：Cyanobactefica bloom；A．flos-aquae；Nitrate；Phosphorus；Nitrate reductase；Acid／Alkaline phosphatase；Pho。 
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