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摘  要：研究了微小原甲藻对无机氮、磷的吸收特性和在室内批量培养条件下，无机氮、磷浓度
对微小原甲藻生长和光合作用的影响. 结果表明，低氮(0.0882 mmol/L NaNO3)条件下，微小原甲藻
具有最高的比生长速率，为 0.46 d−1，而中氮(0.882 mmol/L NaNO3)条件下具有最大的细胞密度，
为 54 900个/mL，分别比低氮和高氮(2.646 mmol/L NaNO3)下增加 7.2%和 20.1%. 随着培养基中磷
浓度的升高，最大细胞密度和比生长速率也增加，在高磷(0.108 mmol/L KH2PO4)条件下达到最大
值，分别为 57 400个/mL和 0.45 d−1. 高营养源(高氮或高磷)状态下生长的藻细胞具有更高的单位
细胞和单位叶绿素 a表示的光饱和的光合作用速率(Pm

chl a和 Pm
cell)和光饱和点. 低氮和高氮条件下

的藻细胞同样具有高的单位细胞和单位叶绿素 a表示的光合效率(αchl a和αcell)，而单位叶绿素 a表
示的光合效率(αchl a)则在高磷下最大. 在氮源充足条件下，低的 N/P有利于微小原甲藻细胞的生长. 
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1  前 言 

赤潮发生原因众多且因种而异. 在诸多原因中(如气候、气象、流况和海水理化特性等)，海域
污染、海域富营养化是重要原因之一[1]. 香港吐露港[2]、日本 Seto内海[3]赤潮频发就是富营养化导

致赤潮的经典例证. 中国沿海的杭州湾、长江口及珠江口目前仍处于严重污染状态，无机氮和磷酸
盐是其主要污染物，它们为赤潮的爆发提供了充足的营养条件[4]. 但是营养盐供应与赤潮发生之间
的关系还有许多不确定因素[5]，例如由甲藻繁殖引起的赤潮不仅发生于富营养化程度高的海区，而

且也常常发生在氮浓度较低的表层海水中[6]. Hodgkiss等[5]通过总结香港吐露港、日本以及北欧一

些沿海赤潮数据指出，长期或短期的 N/P 比值变化常常伴随有非硅藻类浮游植物的爆长，与其它
影响因子相比，N/P比值则是更重要的调控因子. 因此，研究营养盐的相对变化对赤潮藻的影响有
助于更深入了解富营养条件下某种特定藻种引发赤潮的机理. 

微小原甲藻广泛分布于世界诸多海域，形成赤潮时密度高达 1.78×109个/L[7]. 近几年由于富营
养化造成微小原甲藻赤潮爆发有许多报道[8,9]，同时它也是我国沿海常见的赤潮藻种类之一[10]，如

在渤海湾引起赤潮时的密度最高达 7.20×108 个/L[11]. 在形成赤潮的微小原甲藻株中有一些具有毒
性[12]，这些毒性物质对鱼贝类及人类有潜在的危害. 为了解微小原甲藻的增殖规律，增加对赤潮
发生与富营养化之间关系的认识，本工作对几种不同氮、磷条件下微小原甲藻的生长和光合特性

进行了研究. 

2  材料与方法 

2.1 材料与培养 

微小原甲藻(Prorocentrum minimum)由中国科学院海洋研究所提供. 将少量对数生长期的藻细
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胞接入盛有 100 mL相应培养基的 250 mL三角瓶中，置于温度为 22°C、光强为 100 µmol/(m2⋅s)、
连续光照的植物培养箱中培养. 实验分成 6组，营养盐浓度除提到外均按照 f/2AW(f/2加富的人工
海水)[13]培养基所设浓度添加. 设定低、中、高 3种氮浓度，分别为 0.0882, 0.882和 2.646 mmol/L；
低、中、高 3种磷浓度，分别为 0.0036, 0.036和 0.108 mmol/L. 
2.2 常规分析 

用浮游生物计数框(0.1 mL)隔天计算藻细胞数；比生长速率通过对数生长期藻细胞数的变化用
公式µ =(lnXt−lnX0)/t计算，X0表示初始细胞密度，Xt表示 t天后细胞密度. 根据 Jeffrey等[14]的方法

按公式 Chl a=11.47OD664−0.40OD630(在 90%丙酮中)计算叶绿素 a含量. 
2.3 氮、磷吸收速率的测定 

生长在不同氮、磷浓度下对数生长期的适量藻细胞经离心收获、人工海水洗 1 次后，用新鲜
的 100 mL f/2AW(氮、磷按要求另加)重悬，置于植物生长箱中培养，定时取样测定藻细胞对氮、
磷的吸收速率. 调节培养液中 NaNO3浓度为 88.2 µmol/L，用分光光度法(A220)[15]测定藻细胞对氮的

吸收；调节培养液中 NaH2PO4浓度为 7.2 µmol/L，用磷钼酸分光光度法[16]测定藻细胞对磷的吸收. 
2.4 光合作用对光强的响应曲线(P -I曲线)测定 

对数生长期的藻经离心后重新悬浮于新鲜的 f/2AW培养基中. 温度以循环水浴控制在 22oC左
右，用 Clark 型氧电极(Hansatech Instruments Ltd., UK)测量不同光强下藻的光合作用速率. 根据
Henley的方法[17]以方程 P=Pmtanh(αI/Pm)+Rd对实验数据进行非线性参数估计，并计算各参数. 

3  结果与分析 

3.1 NO3
−和 PO4

3−浓度对生长的影响 

不同 NO3
−和 PO4

3−浓度下微小原甲藻的生长曲线如图 1. 由图知，各种条件下藻细胞的生长趋
势基本相同，在 0∼14 d，藻细胞呈现出对数生长，然后生长进入稳定期. 低氮条件下对数期藻细
胞数明显高于中氮和高氮条件下，因而，低氮下藻细胞的比生长速率最高，为 0.46 d−1，中氮和高

氮下藻细胞的比生长速率相同，均为 0.43 d−1. 进入稳定期后，低氮条件下生长的微小原甲藻细胞
密度下降，而中氮和高氮下生长的藻细胞密度则基本维持恒定. 中氮条件下最大藻细胞密度最高，
达到了 5.49×104个/mL，而高氮下最低，仅为 4.57×104个/mL. 不同磷浓度下藻细胞的比生长速率
差异不大，并随培养基中磷浓度增加而略有增加，在高磷下藻细胞比生长速率达到最大 0.45 d−1. 进

图 1 不同氮、磷浓度下微小原甲藻的生长 
Fig.1 Growth curves of Prorocentrum minimum cultured at different NaNO3 and NaH2PO4 levels 
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入稳定期后，除了低磷条件下藻细胞密度显著下降外，中磷和高磷下藻细胞密度变化不大. 最大藻
细胞密度在高磷条件下最高，为 5.74×104个/mL，与中磷条件下相当，是低磷下的 2倍多(表 1). 
3.2 NO3

−和 PO4
3−浓度对叶绿素 a含量的影响 

随着培养基中氮浓度降低，单位藻细胞叶绿素 a 的含量明显下降，特别是低氮条件下明显低
于中氮和高氮条件. 中氮和高氮条件下藻细胞的叶绿素 a含量差异不大. 与此相反，在高磷条件下
单位细胞的叶绿素 a含量明显低于低磷和中磷条件(表 1). 

表 1 不同氮、磷浓度下微小原甲藻的最大细胞密度、比生长速率(µ)和叶绿素 a含量 

Table 1  Maximum cell density, specific growth rate (µ) and chlorophyll a content of 
      Prorocentrum minimum cultured at different NaNO3 and NaH2PO4 levels 

Nutrient conc. (mmol/L) N/P Specific growth rate (d−1) Biomass (×104 cells/mL) Chlorophyll a (g/cell) 
Low N (0.0882) 2.45 0.46 5.12 4.06 
Middle N (0.882) 24.5 0.43 5.49 4.39 
High N (2.646) 73.5 0.43 4.57 4.41 
Low P (0.0036) 245 0.42 2.65 4.20 
Middle P (0.036) 24.5 0.43 5.49 4.39 
High P (0.108) 8.17 0.45 5.74 4.11 

3.3 藻细胞对 NO3
−和 PO4

3−的吸收速率 

如表 2所示，低氮条件下生长的微小原甲藻细胞对 NO3
−有较高的吸收速率，氮浓度增加，藻

细胞对 NO3
−的吸收速率下降. 微小原甲藻细胞对 PO4

3−的吸收速率随着培养基中氮浓度的升高而增

加. 低氮、中氮和高氮下藻细胞对氮、磷的吸收比值(N/P)分别为 6:1, 2:1和 1:1. 
藻细胞对 PO4

3−的吸收速率在中磷条件下最大. 而在短期内高磷条件下生长的藻细胞表现出向
外分泌磷酸盐，检测到吸收速率为负值. 微小原甲藻细胞对 NO3

−的吸收速率随培养基中磷浓度增

加而下降. 低磷条件下的藻细胞对 NO3
−的吸收速率最大. 低磷和中磷条件下藻细胞对氮、磷的吸收

比值(N/P)分别为 12:1和 2:1. 

表 2 不同氮、磷浓度下微小原甲藻对氮、磷的吸收速率 

Table 2  Nutrient uptake rate of Prorocentrum minimum grown at different NaNO3 and NaH2PO4 levels 
Uptake rate [×10−14 mol/(cell⋅h)] Nutrient conc. (mmol/L) N/P 

NaNO3 NaH2PO4 
Low N (0.0882) 2.45 51 8.72 
Middle N (0.882) 24.5 25 10.97 
High N (2.646) 73.5 20 20.82 
Low P (0.0036) 245 57 4.75 
Middle P (0.036) 24.5 25 10.97 
High P (0.108) 8.17 16 −1.65 

3.4 NO−3和 PO4
3−浓度对光合作用的影响 

图 2和 3显示了不同氮、磷浓度下微小原甲藻光合作用对光强的响应曲线. 显然，高营养源(高
氮或高磷)状态下生长的藻细胞具有更高的单位细胞和单位叶绿素 a表示的光饱和的光合作用速率
(Pm

chl a和 Pm
cell). 表 3和 4显示出不同氮、磷浓度下微小原甲藻光合作用参数. 随着培养基中磷浓

度升高，饱和光强增加，而光补偿点则降低. 同样，高氮条件下藻细胞具有更高的饱和光强. 说明
在高营养状态中藻细胞需要更多的能量用于对氮、磷的吸收. 低磷条件下藻细胞的光饱和点最高，
与此相关的是，低磷下暗呼吸速率最高，说明在磷缺乏条件下，藻细胞的代谢负荷加大. 不同氮、
磷条件下培养的微小原甲藻光合作用效率差别不大. 



第 6期             石岩峻等：不同氮磷水平下微小原甲藻对营养盐的吸收及光合特性               557 

表 3 不同氮浓度下微小原甲藻光合作用对光强响应参数 
Table 3  Parameters for photosynthetic-light responses of Prorocentrum minimum 

cultured under different NaNO3 concentrations 
Photosynthetic parameter Low N Middle N High N 
Pm

cell [×10−8 µmol/(cell⋅h)] 155.4±8.9 171.5±9.1 229.9±9.3 
Pm

chl a [µmol/(mg⋅h)] 382.3±20.9 390.5±21.2 521.0±21.9 
αcell {[×10−8 µmol O2/(cell⋅h)]/[µmol photon/(m2⋅s)]}  0.8±0.1  0.7±0.1 0.8±0.1 
αchl a [µmol O2/(mg⋅h)]/[µmol photon/(m2⋅s)]  1.9±0.3  1.6±0.2 1.9±0.2 
Rd

cell [×10−8 µmol/(cell⋅h)] −42.3±7.9 −50.4±7.6 −50.1±7.5 
Rd

chl a [µmol/(mg⋅h)] −104.1±18.5 −114.7±17.9 −113.6±17.5 
Ik [µmol/(m2⋅s)] 205.8 244.5 271.0 
Ic [µmol/(m2⋅s)] 56.0 71.8 59.1 
Note: Data are represented as means±standard deviation of three experiments. 

表 4 不同磷浓度下微小原甲藻光合作用对光强响应参数 
Table 4  Parameters for photosynthetic-light responses of Prorocentrum minimum 

cultured under different NaH2PO4 concentrations 
Photosynthetic parameter Low P Middle P High P 
Pm

cell [×10−8 µmol/(cell⋅h)] 142.8±7.5 171.5±7.6 181.3±7.6 
Pm

chl a [µmol/(mg⋅h)] 339.8±17.5 390.5±17.8 440.4±17.8 
αcell {[×10−8 µmol O2/(cell⋅h)]/[µmol photon/(m2⋅s)]} 0.7±0.1 0.7±0.1  0.7±0.1 
αchl a [µmol O2/(mg⋅h)]/[µmol photon/(m2⋅s)] 1.6±0.2 1.6±0.2  1.8±0.2 
Rd

cell [×10−8 µmol/(cell⋅h)] −55.7±6.6 −50.4±6.4 −47.0±6.4 
Rd

chl a [µmol/(mg⋅h)] −132.5±15.5 −114.7±15.0 −114.2±15.0 
Ik [µmol/(m2⋅s)] 207.8 244.5 245.9 
Ic [µmol/(m2⋅s)] 81.0 71.8 63.7 
Note: Data are represented as means±standard deviation of three experiments. 
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图 2 不同氮浓度下微小原甲藻光合作用对光照强度的响应曲线 
Fig.2 Photosynthesis of Prorocentrum minimum as a function of photon flux density at different NaNO3 levels 

图 3 不同磷浓度下微小原甲藻光合作用对光照强度的响应曲线 
Fig.3 Photosynthesis of Prorocentrum minimum as a function of photon flux density at different NaH2PO4 levels 
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4  讨 论 

4.1 微小原甲藻的生长特性 

氮和磷是限制微藻细胞生长最重要的营养因子. 在本实验设定的氮浓度范围内，不同氮浓度
对微小原甲藻稳定期生物量和比生长速率都有影响. 低氮条件下微小原甲藻具有最快的比生长速
率，说明适当的氮限制可以促进微小原甲藻细胞的分裂. 但在生长后期，细胞数大量增加，由于培
养液中氮源不足，导致叶绿素 a 含量降低，细胞的光合作用受到限制[18]，并最终使低氮条件下藻

细胞的生物量快速下降. 高氮与中氮条件下微小原甲藻的比生长速率没有差别，但是最大细胞密度
却相差较大，高氮条件下的生物量最低. 这可能是由于在生长后期，磷源被耗尽，N/P比例失调，
而藻细胞对氮源的过量吸收，不利于细胞的分裂. 

与氮限制相比，微小原甲藻对磷限制更加敏感. 在低磷条件下，比生长速率和稳定期生物量
大大低于磷充足条件. 磷限制条件下，细胞内 ATP的合成、H+−ATP酶的活性受到限制，细胞代谢
活性低，从而严重影响细胞的分裂增殖. 低磷条件下单位细胞的叶绿素 a含量较高则是因为低磷对
细胞分裂的抑制而使藻细胞增大所致. 高磷条件下，由于磷源供应充足，细胞的代谢活性强，光合
作用效率高，而且氮盐也并不缺乏，故具有较快的比生长速率和最大的稳定期生物量. 与此相反，
高氮(600 µmol/L)下海洋原甲藻生长速率是低氮(60 µmol/L)下的 1.36 倍[19]，其生物量在 0~0.8 
µmol/L范围内随磷浓度增大呈线性增加，而当磷浓度大于 0.8 µmol/L时，它的生长受到抑制，生
物量明显下降[20]. 

研究[21]表明，藻细胞的生长特性不仅与环境中的营养盐浓度有关，而且与 N/P比值有很大关
系. 从本实验可以看出，相对低的 N/P比有利于微小原甲藻细胞的分裂繁殖. 在低氮中磷(N/P=2.5)
和中氮高磷(N/P=8.2)条件下分别得到最大比生长速率和最大生物量. 而高氮中磷(N/P=73.5)和中
氮低磷(N/P=245)下比生长速率和生物量均较低. 无机氮、磷的吸收实验结果表明，不同营养状态
下培养的微小原甲藻和塔玛亚历山大藻对无机氮、磷的吸收比分别为(2~12):1 和(62~73):1[22]，微

小原甲藻对氮、磷的吸收比例较低. 过高的 N/P比不利于微小原甲藻细胞对营养盐的吸收与利用，
所以在磷源充足的条件下过高的氮浓度会抑制微小原甲藻细胞的生长. 
4.2 环境中氮、磷浓度在微小原甲藻赤潮形成中的作用 

富营养化是造成赤潮的重要原因. 长期的 Si/N和 Si/P比下降不仅导致非硅藻类赤潮的爆发，
而且还可能造成非硅藻类取代硅藻成为海域的优势物种[23]. 而近年来的研究表明 N/P 比的下降也
可引起赤潮的增加和赤潮藻种的变化，甲藻有可能取代硅藻成为优势藻种并在适宜的条件下引发

赤藻[5]. Hodgkiss等[24]提出对赤潮的控制要同时考虑对氮盐和磷盐输入的控制，海域中 N/P比值的
下降有可能是有害甲藻赤潮发生的前兆. 微小原甲藻生长最适宜的 N/P 比为(4∼13):1[5]，与本实验

中最佳生长的 N/P 比范围相当. 在氮源相对充足而且 N/P 比较低的环境中，可能引发微小原甲藻
赤潮，而磷浓度决定其最终生物量，所以同塔玛亚历山大藻[22]相似，磷盐的耗尽在微小原甲藻赤

潮的消亡中起重要作用. 

符号表： 
Ic 光补偿点 [µmol photon/(m2⋅s)] Ik 光饱和点 [µmol photon/(m2⋅s)] 
Pm

cell 单位细胞表示的光饱和光合作用速率 [×10−8 µmol/(cell⋅h)] 
Pm

chl a 单位叶绿素 a表示的光饱和光合作用速率 [µmol/(mg⋅h)] 
Rd

cell 单位细胞表示的暗呼吸速率 [×10−8 µmol/(cell⋅h)] Rd
chl a 单位叶绿素 a表示的暗呼吸速率 [µmol/(mg⋅h)] 

t 时间 (d) µ 比生长速率 (d−1) 
αcell 单位细胞表示的光合效率 {[×10−8 µmol O2/(cell⋅h)]/[µmol photon/(m2⋅s)]} 
αchl a 单位叶绿素 a表示的光合效率 {[µmol O2/(mg⋅h)]/[µmol photon/(m2⋅s)]} 
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Photosynthetic Characteristics of Prorocentrum minimum and Its Nutrient Uptake at 
Different Nitrogen and Phosphorus Levels 

SHI Yan-jun1, 2,  HU Han-hua2,  MA Run-yu1,  CONG Wei2,  CAI Zhao-ling2 

(1. School of Chemical Engineering, Beijing University of Chemical Technology, Beijing 100029, China; 
2. State Key Lab. Biochem. Eng., Institute of Process Engineering, CAS, Beijing 100080, China) 

Abstract: The uptake of nitrate and phosphate by Prorocentrum minimum and its growth and photosynthesis 
characteristics were studied by laboratory culture. The results indicated that the maximum specific growth rate (0.46 
d−1) was observed at low nitrate level (0.0882 mmol/L NaNO3), the maximum yield (54 900 cell/mL) occurred at 
middle nitrate level (0.882 mmol/L NaNO3), which increased by 7.2% and 20.1% respectively compared with those 
at low nitrate and high nitrate levels. The cell yield and specific growth rate increased with increasing phosphate 
concentrations in culture, and the maximum cell yield (57 400 cell/mL) and the maximum specific growth rate (0.45 
d−1) were recorded at high phosphate concentration (0.108 mmol/L KH2PO4). The higher chlorophyll a-specific and 
cell-specific light-saturated photosynthetic rates (Pm

chl a and Pm
cell) and higher light intensity at which photosynthesis 

is initially saturated were observed at high nutrient levels. The cells grown in the cultures with low nitrate and high 
nitrate levels showed the same values of apparent photosynthetic efficiency (αchl a and αcell). The maximum 
chlorophyll a-specific apparent photosynthetic efficiency (αchl a) was obtained at high phosphate level. The 
experimental results showed that the lower ratio of N/P with sufficient nitrate had a positive effect on the 
propagation of Prorocentrum minimum. 
Key words: red tide; Prorocentrum minimum; nitrogen; phosphorus; growth; photosynthesis 


