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氮磷营养限制影响三角褐指藻光合无机碳利用 
和碳酸酐酶活性 

李小梅  夏建荣 
(广州大学环境科学与工程学院, 广州 510006) 

摘要: 以海洋硅藻三角褐指藻为实验材料, 研究了不同氮磷比培养对其光合无机碳利用和碳酸酐酶活性的

影响, 结果显示三角褐指藻生长速率在 N∶P=16∶1 时最大, 高于或低于 16∶1 时明显下降, 表明其最适生

长受到氮磷的限制。氮限制(N∶P= 4∶1或 1∶1)导致叶绿素 a含量分别下降 30.1% 和 47.6%, 磷限制(N∶

P=64∶1或 256∶1)下降 39.1%和 52.4%, 但氮或磷限制对叶绿素 c含量并没有明显影响。不同营养水平培养

对光饱和光合速率具有明显的影响, 与营养充足培养相比, 在严重氮磷限制(N∶P=1∶1或 256∶1)培养下光

饱和光合速率分别下降 39.7%和 48.0%, 光合效率与暗呼吸速率也明显下降。在氮磷限制培养下藻细胞 pH

补偿点明显下降; K0.5CO2值在磷限制下降低 30%, 表明磷限制有助于提高细胞对 CO2的亲和力, 但氮限制并

没有明显影响。在氮磷限制培养的细胞反应液中 Fe (CN)6
3−浓度下降速率较慢, 表明在氮磷限制环境中生长

的细胞质膜氧化还原能力明显低于营养充足条件下生长的细胞。氮磷限制也导致胞内、外碳酸酐酶活性明

显下降, 其中在氮限制下胞外碳酸酐酶活性分别下降 50%和 37.5%, 在磷限制下下降 22.3%和 42.1%。严重

的氮(N∶P=1∶1)或磷(N∶P = 256∶1)限制导致胞内碳酸酐酶活性下降 36.5%和 42.9%。研究结果表明, 三

角褐指藻细胞在氮磷营养限制的环境中, 可以通过调节叶绿素含量、无机碳的利用方式和碳酸酐酶的活性以

维持适度的生长。 
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海洋硅藻是海洋初级生产力的重要组成部分 , 
其固碳量可以达到海洋初级生产力的 40%[1]。海洋

硅藻也与高等植物一样利用核酮糖-1, 5-二磷酸羧
化酶/氧化酶(Rubisco)固定 CO2。海洋藻类 Rubisco
的 Km(CO2)约为 40—60 µmol/L[2], 但实际海水中
CO2浓度只有约 10 µmol/L(pH 8.0, 20℃), 因此海水
中 CO2可能成为海洋硅藻光合固碳的限制因子, 但
海洋硅藻的大部分种类均具有无机碳浓缩机制(CO2 
Concentrating Mechanism, CCM), 即通过 HCO3

−的 
主动转运和碳酸酐酶 (Carbonic anhydrase) 调控
HCO3

−和 CO2 的相互转化, 在核酮糖-1, 5-二磷酸羧
化酶/氧化酶周围提高 CO2浓度, 以维持较高的光合

效率[3]。随着大量污染物排入海洋, 海水中氮磷浓度
出现了不同程度的升高 [4], 使氮磷比明显高于或低
于 Redfield比率(N∶P≈16), 导致浮游植物无法达到
最适生长, 而处于营养(氮磷)限制状态[5]。利用人工

海水在实验室探讨海洋藻类生长与氮磷比关系, 结
果显示两者具有明显的相关性[6—8]。在近海自然海

区浮游植物初级生产力与氮磷比关系研究中发现具

有类似的结果[9]。氮磷比除了影响浮游植物的生长, 
还对其光合作用产生明显的影响, 如氮限制可以导
致细胞内色素(特别是叶绿素)含量的减少、光系统 I、
II 反应中心蛋白合成受阻而影响能量的转换效率[10]; 
氮限制也明显降低 Rubisco 活性与含量[11]。而磷限
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制可通过改变 ATP/ADP的比例和降低 Rubisco活性
以影响卡尔文循环[12, 13]。但氮磷限制对海洋浮游植

物无机碳利用机制与碳酸酐酶活性影响还鲜有报

道。本文利用海洋浮游硅藻三角褐指藻作为实验材

料, 在不同氮磷比人工海水中培养, 探讨三角褐指
藻如何通过调控光合无机碳利用和碳酸酐酶活性以

适应营养限制环境。 

1  材料与方法 

三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum Bohlin) 
购自中国科学院海洋研究所, 藻种用 f/2 加富的人
工海水进行培养, 培养条件为: 光强 200 µmol pho-
tons/(m2·s), 温度 20℃, 光暗周期 12∶12, 通过滤空
气, 培养至对数期离心收获, 用于不同氮磷比实验。
在人工海水配制过中加入不同量的无机氮磷, 分别
达到表 1设置的浓度与 N∶P。 
 

表 1  氮磷营养限制实验中的 N、P 浓度和 N∶P 设置 
Tab. 1  N, P concentrations and N/P ratios under N or P-limited 
experiments 

N (µmol/L) P (µmol/L) N∶P 

2.5 2.5 1∶1 

10 2.5 4∶1 

40 2.5 16∶1 

40 0.625 64∶1 

40 0.156 256∶1 

 
采用半连续培养 , 每天照光前将藻离心收获 , 

更换新鲜培养液, 细胞起始密度维持在(1.5—2.0)× 
106/mL, 培养条件同上, 培养 5—6d后, 用于实验。 

1.1  生长测定 
在培养第 5 天, 分别在光照开始和光照 12h 后

通过血球计数板对细胞进行计数, 半连续培养生长
速率按以下公式计算:  

µ =( ln X2 − ln X1)/( t2−t1) 
X2和 X1分别为光照后和光照前细胞密度, t2和

t1分别为当天光照结束与光照起始的时间。 

1.2  叶绿素含量测定 
在 4℃下用 90%丙酮抽提 12h, 分别于 630 nm

和 664 nm 处测其光密度值(OD 值), 通过以下公式
计算叶绿素含量[14]。 

Chl. a = 11.47 ×A664 − 0.40×A 630 
Chl. c = 24.36×A 630 −3.73×A 664 

1.3  光合作用光响应曲线(P-I曲线) 
取半连续培养 5d 后的藻, 重悬于新鲜的 f/2 加

富的人工海水中, 取 5 mL加入反应槽中, 用恒温水
浴槽控制温度在 20℃, 光合放氧速率用生物氧测定
仪(5300A, YSI)测定, 用卤钨灯照光, 通过调节卤钨
灯与反应槽的距离获得不同光强。用下列公式对 P-I
曲线进行非线性拟合[15]:  

P=Pm×tanh(α×I/Pm) +Rd 
其中 I为光照强度; P是光照强度 I时所对应的光合
速率; Pm为光饱和光合速率; α是光合作用在光限制
部分的初始斜率, 表示光合效率; Rd为暗呼吸速率。 

1.4  光合作用无机碳响应曲线(P-C曲线) 
半连续培养 5d后的藻悬浮于 pH 8.2的25 mmol/L 

Tris 缓冲液中, 取 4 mL 加入反应槽, 在温度 20℃, 
光强为 400 µmol photons/(m2·s)条件下, 用 YSI氧电
极测定光合放氧速率。当反应槽中藻细胞光合放氧

速率为 0时(无机碳补偿点), 注入NaHCO3溶液得到

反应体系中的可溶性无机碳(DIC)浓度梯度 , 得到
光合放氧速率对 DIC 浓度的响应曲线(P-C 曲线)。
用下列公式对 P-C曲线进行非线性拟合:  

V=Vmax×[DIC]/(K0.5+[DIC]) 
其中 V为光合放氧速率, Vmax 为最大光合放氧速率; 
[DIC]为反应介质中总无机碳浓度; K0.5 是当光合放

氧速率达到最大光合速率一半时对应的无机碳浓度。 
1.5  pH-drift 测定 

将半连续培养的藻细胞收获, 重新悬浮于新鲜
的 f/2 加富的人工海水中, 封闭, 在光强 200 µmol 
photons/(m2·s), 温度 20℃下, 连续光照, 每隔一定
时间测定培养液中的 pH, 至稳定为止。 

1.6  质膜氧化还原活性测定 
通过测定完整藻细胞对 K3Fe(CN)6 的还原作用

确定质膜的氧化还原活性[16]。测定时将细胞悬浮于新

鲜培养液中, 加入 K3Fe(CN)6, 使培养液中 K3Fe(CN)6

的初始反应浓度为 0.50 mmol/L, 每隔 30min取 5 mL
藻液离心, 取上清液测定其在 420 nm处的吸光度。 
1.7  碳酸酐酶活性测定 

采用 Willbur 和 Anderson 方法测定胞内、外碳
酸酐酶活性[17]。离心收集藻细胞, 悬浮于 8 mL pH 
8.3 巴比妥缓冲液中。在 4℃下迅速加入 4 mL 4℃ 
CO2饱和水, 用 pH 计监测反应体系中 pH 变化, 记
录 pH从 8.3降至 7.3所需的时间。碳酸酐酶活性(U)
的计算公式为: EU=10×(T0/T−1), 其中 T0 为反应体

系中未加藻细胞时 pH下降所需的时间, T为反应体
系中加藻细胞时 pH 下降所需的时间。胞外和总碳
酸酐酶活性分别通过测定整个细胞和细胞经超声破
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碎后的碳酸酐酶活性获得。碳酸酐酶活性单位(以单
位细胞计)为 EU/cell。胞内碳酸酐酶活性=总碳酸酐
酶活性−胞外碳酸酐酶活性。 

1.8  数据处理 
实验数据以平均值±标准偏差表示。数据利用方

差分析及多重比较进行分析 , 并用星号“*”表示处
理之间的差异显著性水平(P<0.05)。 

2  结果  

2.1  不同 N∶P对三角褐指藻生长的影响 
不同 N∶P下半连续培养 5d后三角褐指藻的生

长速率(图 1), 在 N∶P=16∶1 的人工海水培养下三
角褐指藻的生长速率最大, 约为 0.8/d, 其余 4 种氮
磷比培养下生长速率均明显下降(P<0.05), 表明高
于或低于 N∶P=16∶1 时, 三角褐指藻的生长明显
受到氮磷营养的限制 , 其中严重的氮限制 (N∶
P=1∶1)使生长速率降低 75%, 严重的磷限制(N∶
P=256∶1)则导致光照 12h 后细胞数目比起始光照
时明显下降, 表明三角褐指藻的生长对严重磷限制
比严重氮限制更敏感。 

 

 
 

图 1  不同 N∶P培养下三角褐指藻的生长速率 
Fig. 1  Growth rate in P. tricornutum grown under the varied 
nutrient levels 

 
2.2  不同 N∶P对三角褐指藻叶绿素含量的影响 

在不同氮磷水平培养下, 叶绿素 a 含量在(0.57
—1.19)×10−7μg/cell 之间, 叶绿素 c 含量在(0.10—
0.21)×10−7μg/cell(图 2)。氮限制(N∶P = 4∶1或 1∶
1)导致叶绿素 a 含量分别下降 30.1% 和 47.6% 
(P<0.05), 磷限制(N∶P = 64∶1 或 256∶1)下降
39.1% 和 52.4%(P<0.05), 但氮磷限制对叶绿素 c含
量没有明显影响(P>0.05)。 

2.3  不同 N∶P对三角褐指藻 pH漂移曲线的影响 
适应不同 N∶P 下生长的细胞再在封闭系统中

培养, 培养过程中 pH 变化(图 3), 随着培养时间的
延长, pH逐渐升高, 营养充足条件下(N∶P =16∶1)

培养的细胞 pH达到稳定时(即 pH补偿点)接近 9.9。
氮磷限制培养的细胞 pH补偿点明显下降(P< 0.05) 

 

 
 

图 2  不同氮磷比对三角褐指藻叶绿素含量的影响 
Fig. 2  Effects of N∶P ratios on chlorophyll content in P. 
tricornutum 

 

 
 

图 3  不同营养水平培养的三角褐指藻的 pH漂移曲线 
Fig. 3  pH-drift curves in P. tricornutum grown under the different 
nutrient levels 

 

2.4  不同 N∶P对三角褐指藻 P-I曲线的影响 
光合作用光反应曲线经常用于测定藻类的光适

应能力, 从图 4 和表 2 可以看出不同营养水平培养
对光饱和光合速率具有明显的影响(P<0.05), 与营养
充足培养相比, 在严重氮磷限制(N∶P=1∶1 或 256∶
1)培养下光饱和光合速率分别下降 39.7%和 48.0%。
光合效率(α)变化范围在 4.0—7.3 µmol O2/(cell⋅h)× 
10−10/µmol photons/(m2⋅s), 氮磷营养限制培养下藻
细胞 α值明显下降(P<0.05)。不同营养水平处理的细
胞暗呼吸速率也明显不同, 氮磷限制培养明显低于
营养充足培养(P<0.05)。 

2.5  不同 N∶P对三角褐指藻 P-C曲线的影响  
在光合作用与无机碳浓度响应曲线中(图 5、表

3), 随着反应液中无机碳浓度的升高 , 光合速率均
明显增加, 但不同营养水平培养的细胞光合速率的
变化存在一定差异, 氮磷限制导致最大光合速率下
降 28.7%和 38.7%(P<0.05)。但达到最大光合速率一
半时的 CO2浓度在磷限制下下降了 30%, 但氮限制
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并没有明显影响 , 表明磷限制有助于提高细胞对
CO2的亲和力。 

 

 
 

图 4  不同氮磷比培养的三角褐指藻的 P-I曲线 
Fig. 4  Photosynthesis-light response curves in P. tricornutum 
grown under the medium with different N∶P  
 

表 2  不同营养水平培养下 P-I 曲线参数 
Tab. 2  The parameters of P-I curves in P. tricornutum grown 
under the medium of different N∶P 

N∶P Pm α Rd 

16∶1 1656.5±27.8 7.3±0.3 −346.7±25.4 

1∶1 998.3±20.1* 4.1±0.2* −237.3±21.6* 

4∶1 1107.1±20.4* 4.4±0.2 * −269.0±18.7* 

64∶1 1160.5±16.0* 5.8±0.3* −279.0±21.0* 

256∶1 862.2±15.1* 4.0±0.3* −236.7±12.9* 

注: Pm: µmol O2/(cell·h)×10−10; α: µmol O2/(cell·h)×10−10/µmol 
photons/(m2·s); Rd: µmol O2 /(cell·h)×10−10; *表示与营养充足培养
相比有显著差异(P<0.05)  

Note: * represents significant difference (P<0.05) between 
the nutrient-replete (N/P=16∶1) cells and N or P-limited cells 

 

 
 

图 5  不同氮磷比培养的三角褐指藻的 P-C曲线 
Fig. 5  P-C curves of P. tricornutum grown under the medium 
with different N∶P 

 

2.6  不同 N∶P对三角褐指藻质膜氧化还原活性的
影响 
胞外碳酸酐酶活性经常受到质膜氧化还原活性

的影响, 利用 K3Fe(CN)6 的浓度变化可以测定质膜

氧化还原活性。图 6 显示不同营养水平培养的细胞
具有明显不同的 K3Fe(CN)6 氧化还原速率, 营养充

足培养细胞反应液中 Fe(CN)6
3−下降速率更快, 表明

在氮磷限制环境中生长的藻细胞质膜氧化还原能力

明显低于营养充足条件下生长的细胞。 

2.7  在不同 N∶P培养下三角褐指藻碳酸酐酶活性
的变化 
不同营养水平培养对三角褐指藻碳酸酐酶活性

的影响(图 7), 在不同营养水平培养下碳酸酐酶的活
性明显不同, 胞外碳酸酐酶的活性变化范围在(0.76—
1.52)×10− 7  EU/cel l ,  胞内碳酸酐酶活性明显低 

 
表 3  不同 N∶P 培养下三角褐指藻 P-C 曲线的各参数 

Tab. 3  The parameters of P-C in P. tricornutum grown under the 
different N∶P 

Vmax K0.5 (µmol/L) 
N∶P [µmol O2 

/(cell·h)×10−10] [DIC] [CO2] [HCO3
−] 

16∶1 946.1±19.5 655.7±54.0 5.0±0.4 602.2±49.6

4∶1 674.3±17.8 * 568.8±46.3 4.3±0.4 522.4±42.5

64∶1 579.5±21.5 * 464.7±64.2 * 3.5±0.5 * 426.7±59.0*

注: *表示与营养充足(N∶P=16∶1)培养相比有显著差异
(P< 0.05) 

Note: * represents significant difference (P <0.05) between 
the nutrient-replete (N∶P=16:1) cells and N or P-limited cells 

 

 
 

图 6  不同氮磷比培养对质膜氧化还原活性的影响 
Fig. 6  The variation of plasma membrane redox activity in P. 
tricornutum grown under the medium with different N∶P 

 

 
 

图 7  不同氮磷比培养对碳酸酐酶活性的影响 
Fig. 7  Impacts of different N∶P on carbonic anhydrase activity 
in P. tricornutum  

NaHCO3浓度 NaHCO3 concentration/(mmol·L−1)
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于胞外活性, 在(0.36—0.63)×10−7 EU/cell。氮磷限制
导致胞内外碳酸酐酶活性明显下降(P<0.05), 其中
在氮限制下胞外碳酸酐酶活性分别下降 50%和
37.5%, 在磷限制下下降 22.3%和 42.1%。严重的氮
(N∶P=1∶1)或磷(N∶P=256∶1)限制导致胞内碳酸
酐酶活性下降 36.5%和 42.9%。 

3  讨论 

3.1  氮磷限制对三角褐指藻生长与光合作用的影
响 
海洋浮游植物细胞内氮磷元素的比例通常约为

16∶1, 所以该比例常被用来作为判断海洋浮游植
物最适生长是否受到营养限制(氮磷限制)的指标[18]。

但不同浮游植物对营养盐的需求也存在一定差异 , 
其最适生长所需的 N∶P也存在一定的变化。Ho和
Hodgkiss通过对香港海域赤潮藻类初级生产力的研究
发现, 它们最适生长所需的 N∶P在 4—16[19]。本研究

结果显示在 N∶P=16∶1时生长速率明显高于 N∶P
比大于 16∶1(N∶P=64∶1 或 256∶1)或小于 16∶
1(N∶P= 4∶1 或 1∶1), 表明三角褐指藻在 N∶P= 
4∶1或 1∶1的培养液中存在明显的氮限制, 在N∶
P=64∶1或 256∶1培养液中存在明显的磷限制。植
物对氮磷限制的响应主要表现为: (1)促进营养盐的
吸收和同化; (2)减少生长与代谢速率以平衡细胞内
资源的有效利用[20, 21]。在本研究中所使用的 N∶P
比范围内, 三角褐指藻细胞明显采用第二种策略适
应营养限制的环境, 表明在氮磷限制的环境中, 细
胞已不足以恢复其最适生长, 但可以通过细胞生理
活性的下调来维持适度的生长[20]。生长速率的降低

也伴随着叶绿素 a 含量的降低, 在营养限制环境中, 
原核与真核藻类色素含量的降低是一种常见现象 , 
其原因可能在于氮是叶绿素 a 合成的原料, 氮限制
可以导致叶绿素 a 的合成受限, 但氮磷限制对叶绿
素 c 含量并没有明显影响, 表明氮磷限制并不影响
藻细胞对光能的捕获, 但对光能的吸收和利用能力
降低, 营养物质可能更多地流向其他代谢过程, 而
对叶绿素 a 合成上的投入减少。 

石岩峻等的研究表明不同氮磷水平对微小原甲

藻光合特性具有明显影响[22], Geider, et al.也发现营
养限制下光饱和光合速率存在明显的下降[11]。三角

褐指藻细胞在氮磷限制条件下光饱和光合速率变化

与之相似。光饱和光合速率大小与无机碳的获取、

细胞内 Rubisco 活性和含量密切相关[15]。在氮限制

下生长的莱茵衣藻光合蛋白的合成速率明显降低[23]。

大型海藻 (Gracilaria secundata)在氮限制培养下 
Rubisco 含量下降了 50%[24]。有关维管束植物的研

究表明饱和光合速率也受到 Rubisco 的底物核酮糖
二磷酸再生速率的影响, 核酮糖二磷酸再生速率受
到光合作用产物的反馈限制。磷酸盐可以作为卡尔

文循环和光合作用光反应的一种底物信号影响在

Rubisco激活过程中 Rubisco激活位点与非底物 CO2

的稳定结合而增加这种反馈限制[13, 25]。光合效率(α)
与光捕获效率和光合作用光能转换效率密切相关 , 
在本研究中营养限制并没有导致光能捕获色素叶绿

素 c 含量的变化, 表明在营养限制环境中, 光合效
率的降低应与光合作用光能的转换效率有关, 这与
营养限制条件下叶绿素 a 含量的下降是一致的, 同
时光合效率的变化也与光饱和光合速率的变化是一

致的。而在营养限制环境中藻细胞暗呼吸速率的降低

可能与呼吸作用相关酶的合成减少和活性降低有关。 

3.2  氮磷限制对三角褐指藻无机碳利用与碳酸酐
酶的影响 

pH 补偿点常用来表示藻类利用 HCO3
−的能力, 

pH 补偿点高于 9.2 时被认为藻类具有直接利用
HCO3

−的能力[26], 本研究结果显示在实验所设置的
营养水平范围内三角褐指藻 pH 补偿点均高于 9.2, 
但在营养限制条件下 pH 的补偿点下降, 表明三角
褐指藻在营养限制条件下还能直接利用 HCO3

−, 但
HCO3

−的利用能力与营养充足培养的相比有所下降, 
这可能与氮磷限制环境中 HCO3

−的主动转运所需能

量(ATP)和载体蛋白合成减少有关。硝酸盐还原与
CO2 固定需要消耗光合作用所产生的同化力, 碳氮
的固定需要分享光合作用电子传递过程中产生的能

量, 同时从无机氮合成氨基酸也需要细胞的碳骨架[27], 
因此氮代谢与光合无机碳利用过程是密切相关的。

在微藻中 Rubisco 和 CA 合成所需的氮源需求的理
论估计表明 CCM 活性的增加可能影响氮的利用效

率[28]。氮限制导致小球藻(Chlorella emersonii)和盐
藻(Dunaliella tertiolecta)对无机碳的亲和力明显增
加[28, 29]; 但 Hu 和 Zhou 的研究显示, 在氮浓度达
到 300 µmol/L时对无机碳的亲和力最大, 高于或低
于这个浓度其对无机碳亲和力均明显下降[30]。我们

的研究结果显示在轻微的 N限制(N∶P = 4∶1)下藻
细胞对无机碳亲和力并没有明显的影响, 表明氮浓 
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度对藻类 CCM 的影响可能与藻的种类或与氮限制

程度有关。小球藻(C. emersonii) 在磷限制环境中
CCM 的活性受到部分抑制 [31], 但在藻类 C. vul-
garis[32]和 Nannochloropsis sp.[30]中结果正好相反 , 
我们的结果与后者相似。无机磷在细胞能量的传递

过程中起着非常重要的作用, 由于无机碳的主动转
运过程需要 ATP 提供能量, 因此在磷限制环境中无
机碳转运可能受到抑制。同时, 在磷限制环境中细
胞光合作用产生的大量糖类可以黏附在细胞表面 , 
阻止 CO2扩散进入细胞内

[33], 从而可能导致细胞对
无机碳的亲和力明显增加。 

除了 HCO3
−的直接转运, 三角褐指藻还可以通

过 CO2的扩散和胞外 CA 催化海水中 HCO3
−转化为

CO2, 后者通过自由扩散进入细胞内 , 以维持胞内
CO2的供应, 其中碳酸酐酶在调控细胞 CCM机制方
面具有重要作用。夏建荣等的研究表明在低氮磷浓

度下小新月菱形藻胞内外 CA 活性明显降低[34], 本
研究结果显示氮磷限制明显抑制三角褐指藻胞内外

碳酸酐酶活性与之相似, 但 Kozlowska-Szerenos, et 
al.发现磷限制导致小球藻(C. vulgaris)胞内外碳酸
酐酶的活性均有所增加[35], 这可能与其碳酸酐酶的
活性单位以单位叶绿素含量或细胞密度不同表示有

关, 在营养限制条件下叶绿素含量降低, 导致以单
位叶绿素含量为单位的碳酸酐酶活性增加。Beardall, 
et al.的研究发现氮限制导致小球藻细胞具有较低
CO2 补偿点和较高浓度的细胞内 CO2 池, 同时减少
氮在 Rubisco 合成上的投入[36]。低氮磷浓度也明显

降低盐藻 Rubisco的合成量[11]。Majeau 和 Coleman
证实了 Rubisco和 CA基因表达存在一定的协同性[37], 
在光合固碳过程中 Rubisco 和 CA 维持一定的比例
是非常重要的, 因此为了维持正常的光合效率, 在
低氮磷环境中 CA合成量也可能下降, CA的合成量
减少也可使酶活性降低。另一方面, 胞外 CA 活性
的变化也受到质膜氧化还原状态的调节, 我们的研
究结果证实在氮磷营养充足的条件下, 细胞质膜氧
化还原的活性明显高于氮磷营养限制培养的细胞 , 
从而有利于启动质膜上的氧化还原链, 导致质子逸
出, 在胞外 CA 活性位点周围聚集, 从而激活胞外
CA 活性[38], 所以在营养充足培养下三角褐指藻细
胞与营养限制培养相比具有较高的胞外 CA活性。 

4  结论 

三角褐指藻在 N∶P=16∶1 的培养液中生长速

率最大, 氮磷限制导致三角褐指藻生长速率明显下
降并伴随叶绿素 a 含量的下降, 但对叶绿素 c 含量
并没有明显影响。氮磷限制明显地降低光饱和光合

速率、光合效率和暗呼吸速率。 
三角褐指藻在氮磷限制环境中 pH 补偿点明显

下降, 磷限制有利于藻细胞提高对无机碳的亲和力, 
但氮限制并没有明显影响。氮磷限制导致藻细胞质

膜氧化还原活性和胞内外碳酸酐酶活性下降。三角

褐指藻在氮磷限制的环境中通过调节叶绿素含量、

无机碳利用方式和碳酸酐酶活性以维持适度的生长。 
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EFFECTS OF NITROGEN OR PHOSPHORUS LIMITATION ON 
PHOTOSYNTHETIC INORGANIC CARBON UTILIZATION AND CARBONIC 

ANHYDRASE ACTIVITY IN PHAEODACTYLUM TRICORNUTUM 

LI Xiao-Mei and XIA Jian-Rong 
(School of Environmental Science and Engineering, Guangzhou University, Guangdong 510006, China) 

Abstract: Influences of nitrogen (N) and phosphorus (P) ratios on photosynthetic inorganic carbon utilization and car-
bonic anhydrase activity in marine diatom Phaeodactylum tricornutum were investigated. The results showed that the 
growth rate in the algae grown under the medium with N∶P=16∶1 was the largest. Higher or lower than N∶P=16∶1 
resulted in a significant decrease in growth rate, which indicated that the optimum growth was limited by nitrogen or 
phosphorus supply. Chlorophyll a content was reduced by 30.1% and 47.6% in N-limited cells (N∶P = 4∶1 or 1∶1), 
by 39.1% and 52.4% in P-limited cells (N∶P = 64∶1 or 256∶1), however N or P limitation showed no significant 
affect on the content of chlorophyll c. Compared with nutrient-replete cultures, severe N or P-limited cultures (N∶
P=1∶1 or 256∶1) resulted in a decrease by 39.7% and 48.0% in light-saturated photosynthetic rate. Nutrient-limited 
conditions also caused a significant decline in photosynthetic efficiency and dark respiration rate. K0.5CO2 decreased by 
30% in P-limited conditions, which indicated P limitation could increase the affinity of the algal cell for CO2. Plasma 
membrane redox rate was lower in nutrient limitation than that in nutrient replete. Extracellular carbonic anhydrase ac-
tivity was reduced by 50% and 37.5% in N-limited condition, by 22.3% and 42.1 % in P-limited conditions relative to 
nutrient-replete conditions. Intracellular carbonic anhydrase activity was 36.5% and 42.9% lower in severe N or P limi-
tation than in nutrient-replete cultures. The above results showed that this alga grown under conditions of nutrient limi-
tation (N or P) could maintain a moderate growth by adjusting chlorophyll content, the mode of inorganic carbon utili-
zation and carbonic anhydrase activity. 
 
Key words: Phaeodactylum tricornutum; N or P limitation; Photosynthesis; Carbonic anhydrase 
 


