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在水生生态系统的研究中, 微型藻类与海洋细菌的
相互关系越来越引起人们的重视。微型藻类是引起赤潮的

主要生物, 其与海洋细菌的关系主要表现在藻、菌既可相
互促进生长, 又可相互抑制以至于杀灭对方。这种复杂的
生态关系因藻种及菌种的不同而异, 并受到环境等因素
的影响。因此, 研究这种关系及其对环境的影响, 对于了
解水体中的营养结构及能量流动的规律, 进而探讨利用
细菌防治赤潮的发生等具有指导意义[1]。 

东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)属于甲藻门, 
原甲藻属。该藻从 2000年开始, 连续几年春夏之交时, 都
在我国东海长江口与浙江沿岸水域形成几千平方公里的

赤潮, 东海原甲藻已经成为我国海洋学界密切关注的一
个赤潮种, 对该藻的生理生态特征进行深入研究很有必
要[2]。磷是限制微藻类生长的主要营养因子之一, 其主要
来源之一是细菌活动导致的磷酸盐再生[3]。不少研究表明, 
当细菌依赖浮游植物释放的有机物时, 细菌和浮游植物
对营养盐有相似的吸收速率, 细菌的生长率取决于浮游
植物所生产的有机物的量; 但是 , 当存在非藻类提供的
有机碳源时, 细菌就会比微藻对营养盐有更快的吸收速
率 , 微藻的生长将受到抑制 [4], 近海外源有机碳的加入 , 
有可能使得藻、菌竞争更为剧烈。 

为了了解赤潮生物的发育与繁殖规律, 开展藻、菌
关系的基础研究, 本实验在不同的有机碳和无机磷浓度
下, 对从青岛近海天然海水中采集的异养细菌和实验室
培养的东海原甲藻进行混合培养, 观察在不同生长环境
中, 异养细菌和原甲藻的生长情况及其对营养物质的吸
收, 探讨细菌和浮游植物对无机磷的竞争过程。 

1  材料与方法 

1.1  实验藻种 
实验选用的东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense)

由中国海洋大学海洋污染生态化学实验室提供。用 f/2培
养液[5]进行培养, 待达到指数生长期时, 3000 r/min 离心
4min纯化后进行接种。 

1.2  菌种获取 
采集胶州湾的新鲜海水, 3h内用预处理过的 GF/F滤

膜(马福炉 450 , ℃ 烧 3h)过滤, 滤液即为所用菌种。 

1.3  培养 
海水经孔径 0.45 µm 预处理的醋酸纤维滤膜(1︰3 

HCl 浸泡 1h, 蒸馏水冲洗至中性)过滤到 1 L三角瓶中(经
1︰5 HCl 浸泡洗净), 高压灭菌(120 , 0℃ .1 MPa, 20min), 
待海水自然冷却后, 添加无磷 f/2营养配方(其他元素浓度
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不变)培养液, 葡萄糖和磷酸盐的加富采用梯度稀释, 最
终浓度(表 1)。 

 
表 1  葡萄糖和无机磷酸盐的加富浓度 

Tab. 1  Concentrations of glucose and phosphate added 

系列名称 
Treatment 

添加 NaH2PO4后 
最终浓度 

Final concentration of 
NaH2PO4 added 

(µmol P/L) 

添加葡萄糖后 
最终浓度 

Final concentration 
of glucose added 

(mmol C/L) 
P 1 0 

PC 1 27.5 

PCC 1 275 

PP 5 0 

PPC 5 27.5 

PPCC 5 275 

PPP 10 0 

PPPC 10 27.5 

PPPCC 10 275 

 
接种时, 1 L 海水培养液中分别加入 10 mL 菌种和 

5 mL 纯化后的东海原甲藻藻种 , 放入光照培养箱中培
养。培养温度(20±1) , ℃ 光照强度为 3000 lx, 明暗比 12h
︰12h。藻的起始密度为 3×103 cells/mL, 菌的起始密度为
1×105 cells/mL。 

1.4  取样及测定 
培养过程中每天摇匀培养液。分别在第 0、2、4、6、

10、12天取样, 取样流程如下:  

 

藻细胞生物量测定    取 5mL 培养液, 加入鲁格试
剂, 用显微镜直接计数法测定其细胞密度[6]。 

异养细菌数量的测定     异养细菌的测定采用
DAPI 荧光染色计数法进行[7]。向样品中加入 DAPI 染液, 
使水样中 DAPI 的浓度最终为 5 μg/mL, 染色时间为
30min。将染好的样品加入装有滤膜的无菌过滤器, 滤膜
为事先经伊拉克黑染色的孔径为 0.2 μm的Whatman核孔
滤膜(Millipore), 在＜0.07 atm 负压下过滤水样。待水样
抽干, 取出滤膜, 置于载玻片上, 在 Leica DM4000 型荧
光显微镜的紫外波段进行观察及拍照, 每个样品计数不
少于 10 个视野, 并按下式计算水样中的细菌丰度:  
 B=AS1/(S2V) 1) 
式中, B为细菌丰度(cells/mL); Ａ为 10个视野中的细菌平
均数 ; S1 为视野面积(mm2); S2 为滤膜的有效过滤面积

(mm2); Ｖ为过滤水样体积(mL) [8]。 
比生长速率(μ)的计算    μ 的计算按照下式进行, 

公式中的 B0 是 t0 时的细胞数, B1 为经过 t1 时的细胞 
数[9]。 

 μ= (lnBt – lnB0 ) / (t1 – t0) 2) 
营养盐的测定    第 0、2、4、6、10、12天定时取

样, 分别取滤液 1和滤液 2各 10 mL于贮液瓶, 20℃速冻
保存; 取培养液 10 mL 经过 1.2 µm 玻璃纤维滤膜过滤, 
滤膜20℃冻存; 取滤液 1 20 mL经过 0.2 µm混合纤维滤
膜过滤, 滤膜20℃冻存。滤液 1 和滤液 2 中的磷酸盐浓
度直接用 AA3 营养盐自动分析仪测定; 膜样经过消化后
用 AA3营养盐自动分析仪测定。 

2  结  果 

2.1  东海原甲藻的生长 
从图 1可以看出, 在 0—4d藻密度变化不大, 藻生长处

于延滞期, 第 4天后, 藻密度明显增大, 生长明显加快。第 6
天, 添加 1 mol/L 磷酸盐的系列中(图 1A), 碳源浓度越高, 

藻密度越低; 而在磷酸盐 5 mol/L 和 10 mol/L 的系列中
(图 1C、E), 磷酸盐浓度相同的系列中, 藻密度随时间变化

值很接近。低浓度磷酸盐体系中(1 mol/L)的微藻相对较高
浓度磷酸盐体系(5 mol/L和 10 mol/L)进入指数生长期要

较早。在相同碳源条件下(图 1B、D、F), 藻密度随着磷酸
盐的浓度增加而增加。 

2.2  异养细菌的生长情况 
图 2 是细菌丰度随时间的变化。可以看出, 细菌的

生长主要在培养 0—4d, 尤其是前两天丰度值增长较高, 
添加葡萄糖的系列比不添加葡萄糖的系列细菌丰度要高, 
第 6天后, 所有系列均变化趋势缓慢。在磷酸盐浓度相同

的条件下, 有机碳源浓度越高, 细菌丰度越高; 有机碳源
相同的条件下 , 随着磷酸盐浓度增加 , 细菌丰度也随之

增加。 
从表 2可以看出, 添加葡萄糖作碳源的系列中, 前 2

天细菌比生长速率 μ 明显高于不添加葡萄糖系列, 葡萄
糖浓度越高, 磷酸盐浓度越高, 细菌 μ 值越大; 对微藻而

言,  在磷酸盐浓度 1 mol/L的三个系列, 可以看出葡萄
糖浓度越高, 反而 μ 值越小, 但在 5 mol/L、10 mol/L

的系列中, 微藻的比生长速率则相差不大, μ 值随着磷酸
盐浓度增大而增大。 

2.3  东海原甲藻对磷酸盐的竞争吸收 
从图 3可以看出, 添加 1 mol/L磷酸盐的系列和磷

酸盐浓度 5 mol /L、10 mol /L的系列在藻细胞含磷量
上有明显不同。在图 3A中, 0—2d三个系列藻细胞含磷量
有略微的下降, 第 2至 6天又明显上升, 第 6天后含磷量
基本保持不变, 整体上, P系列的含磷量略高于 PC、PCC

系列。在图 3C、E 中, 藻细胞含磷量一直处于增加状态,  
5 mol /L的系列在第 10天后浓度不再上升, 而 10 mol 

/L 的系列依然有增加的趋势, 这与起始磷酸盐浓度较高
有关; 添加葡萄糖的系列和未添加葡萄糖的系列 , 藻细

胞含磷量几乎没有明显不同, 变化趋势也趋于一致。 
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图 1  不同葡萄糖、磷酸盐浓度下的藻密度 
Fig. 1  Algae cell density on different glucose and phosphate concentrations 

 

 
 

图 2  不同葡萄糖、磷酸盐浓度下的细菌丰度 
Fig. 2  Bacterial abundance on different glucose and phosphate concentrations 
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表 2  细菌和东海原甲藻在 0—2d 的比生长速率 μ (/d) 
Tab. 2  Growth rates μ (/d) of bacteria and algae during 0—2 days 

系列名称 
Name 

异养细菌 
Heterotrophic 

bacteria 

东海原甲藻 
Prorocentrum 
donghaiense

P 0.53 0.30 

PC 0.65 0.17 

PCC 0.76 0.09 

PP 0.68 0.35 

PPC 0.86 0.32 

PPCC 0.93 0.30 

PPP 0.77 0.40 

PPPC 0.96 0.39 

PPPCC 1.03 0.39 
不添加碳源 
平均值 

0.66 0.35 

添加 27.5 mmol C/L碳源 
平均值 

0.82 0.29 

添加 275 mmol C/L碳源 
平均值 

0.91 0.26 

2.4  异养细菌对磷酸盐的竞争吸收 
从图 4可以看出, 添加葡萄糖的系列, 0—2d细菌含

磷量迅速增加, 基本在第 2天达到最大值。而未添加葡萄
糖的系列(图 4B), 随着磷酸盐浓度的降低, 细菌含磷量
峰值分别出现在第 3、4、6天。相同磷酸盐浓度下(图 4A、
C、E), 细菌含磷量随着葡萄糖浓度的增大而增大; 相同
葡萄糖浓度下(图 4B、D、F), 细菌含磷量随着磷酸盐的
浓度增大而增大。 

3  讨  论 

Rodrigues [9]曾有研究显示, 海洋细菌和浮游植物之
间存在营养盐的竞争 , 在营养不充足的情况下 , 细菌和
浮游植物对营养盐的竞争会加剧。从图 1 的藻密度变化
可以看出, 在低浓度磷酸盐下(1 mol/L), 细菌对营养盐
的竞争作用表现相对明显。我们认为由于细菌较大的比

表面积 , 使其对磷酸盐有更强的亲和力 , 细菌吸收了相
对较多的营养盐 , 使可用于微藻生长的营养盐减少 , 从
而抑制了微藻的生长。但在高浓度磷酸盐下(5 mol/L、 

 

 
 

图 3  培养液中藻细胞含磷量时间变化图 
Fig. 3  Phosphorus concentrations variation versus time in the algae of culture medium 



3期 连子如等: 东海原甲藻和海洋异养细菌对磷酸盐的竞争吸收 667 

 
 

图 4  培养液中细菌含磷量时间变化图 
Fig. 4  Phosphorus concentrations variation versus time in the bacterial of culture medium 

 
10 mol/L), 由于营养条件相对较好, 这种竞争表现的不
明显。 

比生长速率 μ是一个描述生物生长特性的参数, 图 2
的丰度变化与表 2中细菌 μ值变化相互吻合。这也可以说
明 , 有外源有机碳存在时 , 细菌的比生长速率会大大提
高。当水体磷酸盐浓度偏低时, 营养盐不充足, 微藻的生
长速率会受到外源碳的影响。当磷酸盐浓度较高的水体中, 
外源碳的存在几乎不会影响微藻的生长。Drakare[10]发现

细菌指数生长期的 μ 远高于藻类, 细菌指数生长期在培
养的 1—2d, 藻类在 2d后。比生长速率的不同界定了细菌
和藻类竞争能力的差别, 而细菌的指数生长期早于藻类, 
对营养盐的吸收也会优先于藻类。 

Rhee[11]在研究异养细菌和浮游植物对无机磷酸盐的

竞争吸收时发现 , 异养细菌的存在限制了藻类的生长 , 
在将细菌培养液中的细菌过滤去除后, 向滤液中添加浮
游植物, 并未发现藻类的生长受到抑制。我们认为, 在培
养液中磷酸盐浓度较低时, 葡萄糖的存在大大刺激了细
菌对磷酸盐的吸收, 从而限制了藻类的生长。图 3A可以
说明在低浓度磷酸盐下, 葡萄糖的添加影响了东海原甲

藻对磷酸盐的吸收。 
图 4 细菌含磷量呈先增加后下降的变化, 我们认为

是开始由于可被细菌利用的有机碳浓度较高, 随着时间
推移, 葡萄糖逐渐耗尽, 碳源成为细菌生长的限制因子, 
细菌不得不依赖微藻光合作用产生的有机碳, 所以细菌
对磷酸盐的竞争力减弱。这也说明, 外源碳的添加有利于
细菌对磷酸盐的吸收, 这和 Jansson, et al.[12]的研究结论

一致。Rodrigues[10]认为, 在营养盐限制的条件下, 细菌的
生长主要受可利用的氮、磷营养盐的限制, 而在营养限制
较弱的水体中, 细菌生长主要受到溶解有机碳的限制。 

4  结  论 

通过本次研究, 我们可以得到以下三点结论: (1) 异
养细菌和东海原甲藻指数生长期出现的时间不同, 细菌
在培养开始的第 1—2天, 微藻在第 3天后开始, 磷酸盐浓
度低, 则进入指数生长期相对早。(2)培养的前两天, 添加
葡萄糖的系列, 异养细菌的比生长速率远高于东海原甲
藻。(3)微藻和细菌关于磷酸盐的竞争和水体中磷酸盐的
浓度有关。在低浓度磷(1 µmol/L)下 , 细菌存在时 , 外 
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源碳的加入对于藻细胞吸收磷有影响 ;  在高浓度磷 
(5 µmol/L、10 µmol/L)下, 外源碳的加入对于藻细胞吸收
磷几乎没有影响。 
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