
书书书

第３２卷第３期
２０１１年　５月

水 生 态 学 杂 志

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｙｄｒｏｅｃｏｌｏｇｙ
　Ｖｏｌ．３２，Ｎｏ．３
　Ｍａｙ，　２０１１

　　收稿日期：２０１１－０１－２０

基金项目：国家自然科 学基 金 （Ｕ０７３３００７、Ｕ１０３３６０２和

４１０７３０５７）资助。

通讯作者：刘正文。Ｅｍａｉｌ：ｚｌｉｕ＠ｎｉｇｌａｓ．ａｃ．ｃｎ

作者简介：包苑榆，１９８５年，女，硕士研究生，主要从事淡水生态

与环境修复研究。Ｅｍａｉｌ：ｘｕａｎｙｅｃａｏ＿８５＠１６３．ｃｏｍ
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摘要：硝氮（ＮＯ－３Ｎ）和氨氮（ＮＨ
＋
４Ｎ）是水体中无机氮的主要形态。利用

１５Ｎ稳定同位素技术研究了斜生栅藻

（Ｓｃｅｎｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）对ＮＯ－３Ｎ和ＮＨ
＋
４Ｎ的吸收特征。结果显示，在相同浓度条件下，斜生栅藻对 ＮＨ

＋
４Ｎ的吸

收速率显著高于对 ＮＯ－３Ｎ的吸收率，在 １８０ｍｉｎ的试验中，对
１５ＮＨ＋４Ｎ的吸收速率为 ０．６２～１．１５μｍｏｌ／

（ｇ·ｍｉｎ）；对１５ＮＯ－３Ｎ的吸收速率为０．０８～０．１５μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）。在 ＮＯ
－
３Ｎ和 ＮＨ

＋
４Ｎ２种形态氮源同时存在

的混合组中，斜生栅藻对ＮＯ－３Ｎ的吸收速率［０．１２～１．００μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）］显著低于 ＮＯ
－
３Ｎ作为唯一氮源的单

一组［０７８～１．２３μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）］，表明 ＮＨ＋４Ｎ的存在对藻类吸收 ＮＯ
－
３Ｎ有抑制作用。在

１４ＮＯ－３Ｎ和
１５ＮＯ－３Ｎ同时存在时，斜生栅藻优先吸收

１４ＮＯ－３Ｎ，产生同位素分馏效应，但不同形态氮对藻类氮吸收的影响远远
大于同位素的影响。
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　　人类的频繁活动加剧了水体富营养化，导致浮
游植物的大量繁殖，容易暴发“水华”。氮是影响浮

游植物生产力的主要因素之一，而硝氮和氨氮是藻

类利用氮的主要形态（Ｃｈａｐｍａｎ＆Ｃｒａｉｇｉｅ，１９７７；
Ｄｏｒｔｃｈ，１９８２）。研究藻类对氮吸收的传统方法主要
是通过测定不同时间溶液中氮含量的变化来计算

（Ｈａｒｌｉｎ＆Ｗｈｅｅｌｅｒ，１９８５）；但有研究发现，培养过
程中藻类除了消耗溶液中的氮外，也会向溶液中释

放氮（Ｄｕｇｄａｌｅ＆Ｇｏｅｒｉｎｇ，１９６７），所以该方法并不
能很好地反映藻类对氮的吸收情况。随着稳定同位

素示踪技术的飞速发展，越来越多的学者开始利用
１５Ｎ稳定同位素研究藻类对氮的吸收（Ｈａｘｅｎ＆Ｌｅ
ｗｏｓ，１９８１；Ｐｅｔｅｒｓｏｎ＆ Ｆｒｙ，１９８７；Ｗａｓｅｒｅｔａｌ，
１９９８）。１５Ｎ稳定同位素技术具有灵敏度高、藻类吸
收试验时间短、氮吸收的关键过程更清楚等优点

（Ｆｕｊｉｔａｅｔａｌ，１９８８）。单一形态氮吸收动力学的研究
已有很多，这些研究通常反映藻类在饥饿状态下对

某种单一形态氮的吸收情况。自然水体通常同时存

在多种形态的氮，而利用１５Ｎ稳定同位素技术比较
在多种形态氮源共存的富营养条件下，藻类对不同

形态氮吸收特征的研究尚未见报道。

有研究表明，水体中氮缺乏时铜绿微囊藻易形

成优势，氮丰富时斜生栅藻（Ｓｃｅｎｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）容
易形成优势（许海等，２００８），说明氮对斜生栅藻竞
争力有重要的影响；然而，藻类对不同形态氮的吸收

速率不同，说明氮对藻类的影响可能与氮的形态有

关。本文以斜生栅藻为对象，通过设置单一形态氮

（硝氮）和混合形态氮（硝氮 ＋氨氮）２组试验，利用
１５Ｎ和１４Ｎ区分不同形态氮源，测定斜生栅藻１５Ｎ的
含量，从而计算出藻类对氮的吸收速率，探讨不同形

态氮源对藻类吸收的影响，从而揭示氮源形态对浮

游植物群落结构的影响机理。

１　材料与方法

１．１　藻种分离与培养
斜生栅藻分离自暨南大学明湖，纯化后保种于

暨南大学水生生物研究所藻种室，于试验前进行扩

大培养。

１．２　试验设计
取一定量的藻液，以 ３２００ｒ／ｍｉｎ的速度离心

５ｍｉｎ，去掉上清液后用无氮培养基洗涤，再次离心
去上清液，如此重复２次，接种于装有培养液的三角
瓶中。试验所用的培养基是在 ＢＧ１１配方（Ｒｉｐｐｋａ
＆Ｈｅｒｄｍａｎ，１９９２）的基础上改良，将总氮（ＴＮ）浓度
调整为３．０ｍｇ／Ｌ并改变其氮源。试验设置单一形
态氮（ＮＯ－３Ｎ）和混合形态氮（ＮＯ

－
３Ｎ＋ＮＨ

＋
４Ｎ）

２组，见表 １。１５ＮＨ４Ｃｌ、Ｎａ
１５ＮＯ３的

１５Ｎ丰度均达
９９．０％以上。



表１　试验组设置及氮源浓度
Ｔａｂ．１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｆｏｒｍｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎ

ｓｏｕｒｃｅｕｓｅｄｉｎｇｒｏｕｐｓ ｍｇ／Ｌ

氮源 单一组 混合组

１４ＮＯ－３Ｎ ２．５ ２．５
１５ＮＯ－３Ｎ ０．５ ０．０
１５ＮＨ＋４Ｎ ０．０ ０．５
ＴＮ ３．０ ３．０

　　斜生栅藻生物量用干重表示，用已称重的ＧＦ／Ｆ
滤膜定量抽滤藻液，然后将滤膜置于烘箱中６０℃烘
４８ｈ至恒重，减去滤膜重量即为藻的生物量。

试验在添加氮后分别于０、３０、６０、９０、１２０、１５０、
１８０ｍｉｎ取样，立即以５０００ｒ／ｍｉｎ离心，将上清液置
于小瓶中，于４℃下保存并用碱性过硫酸钾消解紫
外分光光度法测定溶解态总氮（ＤＴＮ）的浓度。剩
下的藻泥置于烘箱中６０℃烘干４８ｈ至恒重，放入锡
囊，用英国Ｓｅｒｃｏｎ２０２０质谱仪对斜生栅藻中的１５Ｎ
稳定同位素测定 δ１５Ｎ（δ１５Ｎ为１５Ｎ稳定同位素比
率，指样品中１５Ｎ稳定同位素比值相对标准相应比
值的千分偏差）。

１．３　计算公式
１．３．１　斜生栅藻１５Ｎ吸收速率　

δ１５Ｎ（‰）＝（Ｒ样品／Ｒ标准 －１）×１０００ （１）
式中Ｒ样品、Ｒ标准分别为样品和标准的

１５Ｎ／１４Ｎ，
氮稳定性同位素分析标准为空气（Ｍｏｒｉｏｔｔｉ，１９８４）。

由（１）式得到：Ｒ样品 ＝［δ
１５Ｎ（‰）／１０００＋１］

×Ｒ标准 （２）
１５Ｎ同位素占藻内Ｎ的原子比例（Ａ，％）用下式

得出：

Ａ＝Ｒ样品／（Ｒ样品 ＋１） （３）
１５Ｎ同位素富集度ａ１（％）由下式得出：
ａ１＝Ａ－ａ０ （４）
式（４）中：ａ０为试验添加前藻

１５Ｎ丰度，ａ０＝
０３６５％。

藻对１５Ｎ的吸收速率 Ｖ１［μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）］计算
式：

Ｖ１＝ｂ×ａ１×１００／（１５·Ｔ） （５）
式中：ｂ为样品中 Ｎ占干重的比例（％）；１５为

１５Ｎ的原子量；Ｔ为反应吸收的时间（ｍｉｎ）。
１．３．２　斜生栅藻１４Ｎ吸收速率　

Ｖ２＝（Ｃｆ－Ｃｉ）／（Ｄｗ·Ｔ） （６）
式中：Ｖ２ 为斜生栅藻对

１４Ｎ的吸收速率
［μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）］；Ｃｉ、Ｃｆ分别为某段时间内溶液中
ＤＴＮ的起始浓度和结束浓度（μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄｗ为斜生

栅藻的生物量（ｇ／Ｌ）；Ｔ为反应吸收的时间（ｍｉｎ）。

２　结果

２．１　斜生栅藻对１５Ｎ的吸收速率
单一组和混合组中１５Ｎ的浓度均为０．５ｍｇ／Ｌ，

斜生栅藻对１５Ｎ的吸收速率分别代表了对１５ＮＯ－３Ｎ
和１５ＮＨ＋４Ｎ的吸收速率，结果见图１。可见斜生栅藻
对１５ＮＨ＋４Ｎ的吸收速率始终远大于对

１５ＮＯ－３Ｎ吸收
速率。

斜生栅藻对１５ＮＨ＋４Ｎ的吸收速率随时间的增加
呈上 升 趋 势，且 幅 度 较 大，从 ３０ ｍｉｎ时 的
０．６３μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）升至１８０ｍｉｎ时的１．１３μｍｏｌ／
（ｇ·ｍｉｎ）；对１５ＮＯ－３Ｎ的吸收速率随时间的增加呈
下 降 趋 势，但 幅 度 较 小，从 ３０ ｍｉｎ 时 的
０．１２μｍｏｌ／（ｇ·ｍｉｎ）降至１８０ｍｉｎ时的０．０８μｍｏｌ／
（ｇ·ｍｉｎ）。

图１　斜生栅藻对１５Ｎ的吸收速率
Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ１５Ｎｕｐｔａｋｅｒａｔｅｉｎ

ｓｉｎｇｌｅａｎｄｍｉｘｅｄｇｒｏｕｐｓ

２．２　斜生栅藻对１４Ｎ的吸收速率
单一组和混合组中的１４ＮＯ－３Ｎ初始浓度均为

２．５ｍｇ／Ｌ，斜生栅藻对１４Ｎ的吸收速率见图２。结果
显示，单一组始终高于混合组。随着吸收时间增加，

单一组和混合组中斜生栅藻对１４ＮＯ－３Ｎ的吸收速率
均有所下降，混合组下降的幅度比单一组大。

２．３　１５Ｎ／１４Ｎ比较
单一组和混合组中１５Ｎ／１４Ｎ的初始比例均为

２０．３５％。随着斜生栅藻对氮的选择性吸收，培养液
中的１５Ｎ／１４Ｎ比例不断变化，且在单一组和混合组表
现出不一样的趋势，见图 ３。在单一组中，溶液中
１５Ｎ／１４Ｎ的比例随着时间的增加而上升，但是１８０ｍｉｎ
内上升的幅度非常小，从开始的 ２０３５％升至
１８０ｍｉｎ时的２１．５７％；混合组中的１５Ｎ／１４Ｎ的比例随
着时间的增加而下降，并且下降幅度较大，从开始时

的２０３５％下降至１８０ｍｉｎ时的７．２１％。
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图２　斜生栅藻对１４Ｎ的吸收速率
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ１４Ｎｕｐｔａｋｅｒａｔｅｉｎ

ｓｉｎｇｌｅａｎｄｍｉｘｅｄｇｒｏｕｐｓ

图３　藻对１５Ｎ／１４Ｎ的吸收速率比较
Ｆｉｇ．３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ１５Ｎ／１４Ｎｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｓｉｎｇｌｅａｎｄｍｉｘｅｄｇｒｏｕｐｓ

３　讨论

３．１　斜生栅藻对氨氮和硝氮的吸收速率
斜生栅藻对 １５ＮＨ＋４Ｎ的吸收率显著高于

１５ＮＯ－３Ｎ，说明斜生栅藻偏好吸收ＮＨ
＋
４Ｎ。Ｍｏｒｒｉｓ

（１９７４）、Ｏｈｍｏｒｉ等（１９７７）和Ｇｕｅｒｒｅｒｏ等（１９８１）也发
现，蓝藻和多种其他微藻对ＮＨ＋４Ｎ的吸收利用优于
其他形态的氮源，这是因为藻类可以直接以ＮＨ＋４Ｎ
作为合成氨基酸的底物，而ＮＯ－３Ｎ要通过一系列酶
先还原成ＮＯ－２Ｎ再还原成ＮＨ

＋
４Ｎ方能被藻类用以

合成氨基酸。

斜生栅藻对１５ＮＨ＋４Ｎ的吸收速率在６０ｍｉｎ前较
为平缓，之后显著上升，可能是由于溶液中氨氮初始

浓度较高，且不在藻类吸收的理想浓度范围内，故对

藻类吸收氨氮产生一定的抑制作用。Ａｒｚｕｌ等
（２００１）对米氏凯伦藻的研究结果指出，当氨氮浓度
达到 ３００～４６．５μｍｏｌ／Ｌ时，抑制藻的同化作用。
本试验进行到 ６０ｍｉｎ时，１５ＮＨ＋４Ｎ浓度下降到
２９２８μｍｏｌ／Ｌ，斜生栅藻吸收氨氮受到的抑制作用
减小，故６０ｍｉｎ后对１５ＮＨ＋４Ｎ吸收速率逐渐上升。
由此可见，湖泊等水体氨氮的增加对藻类生长影响

比硝氮更显著，对浮游植物群落结构的影响也更大。

混合组中斜生栅藻对１４ＮＯ－３Ｎ的吸收速率始终
低于单一组（图２），可能是因为１５ＮＨ＋４Ｎ的存在，抑
制了斜生栅藻对ＮＯ－３Ｎ的吸收，这与已有研究中得
到的ＮＨ＋４Ｎ抑制藻类吸收 ＮＯ－３Ｎ的结论一致
（Ｏｈｍｏｒｉｅｔａｌ，１９７７；Ｄｏｒｔｃｈ，１９９０；Ｌｏｍａｓ＆Ｇｌｉｂ
ｅｒｔ，１９９９）。混合组中１４ＮＯ－３Ｎ吸收速率于６０ｍｉｎ
后显著降低，主要是由于 ０～６０ｍｉｎ时溶液中
１５ＮＨ＋４Ｎ浓度较高，抑制了斜生栅藻对氨氮的同化
作用，此段时间内藻对硝氮的吸收受到氨氮影响相

对较小，故１４ＮＯ－３Ｎ的吸收速率较大。而后
１５ＮＨ＋４Ｎ

浓度下降到一定程度，斜生栅藻对１５ＮＨ＋４Ｎ的吸收
速率开始上升，从而抑制了对１４ＮＯ－３Ｎ的吸收，所以
６０ｍｉｎ后，１４ＮＯ－３Ｎ吸收速率下降。目前在研究藻
类对氮的吸收时，往往用不同形态氮分别对藻类进

行培养，然后比较吸收特征，根据吸收速率等特征的

大小，分析不同形态氮对藻类的影响（Ｈａｒｌｉｎ＆
Ｗｈｅｅｌｅｒ，１９８５）。而在水体中，往往是不同形态的
氮同时存在，互相可能存在干扰。本研究利用１５Ｎ
稳定同位素技术，设置混合形态氮源对斜生栅藻进

行培养，得到藻对不同形态氮吸收特征，结果显示同

一种形态氮在混合组中的吸收速率不同于单一组，

更直接和真实地证明多种形态氮同时存在时，藻类

对一种形态氮的吸收受另一种形态氮的影响。

３．２　同位素对斜生栅藻吸收氨氮和硝氮的影响
由于不同同位素之间存在原子质量差异，反应

速率也有差异（黄达峰等，２００６）。在单一组中同时
存在１４ＮＯ－３Ｎ和

１５ＮＯ－３Ｎ，因此斜生栅藻优先吸收
１４ＮＯ－３Ｎ，这种同位素分馏可能会低估斜生栅藻对
１５ＮＯ－３Ｎ的吸收。溶液中剩下的

１５Ｎ／１４Ｎ在试验过程
中变化不大，因此这种分馏作用影响较小，故对
１５ＮＯ－３Ｎ吸收的低估不多。

单一组中，添加的１５Ｎ和１４Ｎ均为硝氮，溶液中
１５Ｎ／１４Ｎ的比例随着时间的增加而上升，主要是由于
斜生栅藻优先吸收１４Ｎ，造成同位素分馏效应，使溶
液中剩余的１５Ｎ／１４Ｎ的比例逐渐上升，但在１８０ｍｉｎ
内，溶液中１５Ｎ／１４Ｎ增长很小，即同位素分馏不大。
而混合组中的１５Ｎ／１４Ｎ的比例随着时间而下降（图
３），且下降幅度较大，这是由于１５Ｎ为氨氮，而１４Ｎ为
硝氮，氮形态的不同造成藻类对１５Ｎ和１４Ｎ吸收的巨
大差异，剩下培养液中１５Ｎ／１４Ｎ大幅下降。该结果也
表明，不同形态氮对藻类氮吸收的影响远远大于同

位素分馏的影响。
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