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摘要 :近年来 ,洱海正处于中营养水平向富营养湖泊的过渡阶段 ,蓝藻水华也频繁发生。本文作者在洱海大规模水

华暴发期间 ,分离、纯化了水华优势种螺旋鱼腥藻 ,并对其生长生理特性进行了初步研究 ,以期为探讨洱海鱼腥藻

水华发生的环境影响因素提供基础的参考资料。实验结果表明 ,氮含量 115mmol/L、磷含量 12μmol/L、光照强度

30μE / m·s、pH 8—10及温度 25℃时 ,螺旋鱼腥藻生长状况最好 ,生物量及相对生长速率较高。不同氮、磷浓度下

的氮磷代谢活性表明 :氮浓度在 0—0136mmol/L时 ,硝酸还原酶活性随着氮浓度的增加而增强 ;氮浓度在 0136—6

mmol/L时 ,酶活性由其生长状况决定 ,生长越好 ,酶活性越高。碱性磷酸酶受磷影响较大 ,随着磷浓度的增加其活

性逐渐减弱 ,磷充足时 ,氮对其活性并无显著影响。此外 ,洱海螺旋鱼腥藻可在低的氮、磷浓度下生长 ,这与其氮磷

代谢活性的调节作用有关。
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　　湖泊富营养化是当今水污染领域普遍关注的一

个问题 ,其造成的危害之一就是蓝藻水华的大量暴

发。在我国常见的蓝藻水华中 ,鱼腥藻 (A nabaena )

水华是除微囊藻水华外最常见的水华种类 ,其频繁

发生在许多湖泊、河流、水库中 [ 1, 2 ]
,且鱼腥藻的某

些种类可产生毒素 ,对环境和人畜健康造成了很大

危害 [ 3 ] ,但有关鱼腥藻水华和形成水华的鱼腥藻生

长生理特性的研究报道并不是很多。

洱海位于云贵高原西部 ,大理白族自治州境

内 ,湖面积 246km
2

,平均水深 1015m ,容积 2717亿

m
3

,为云南省第二大淡水湖泊 ,在大理地区担负着

生活、工业、农灌、城市用水、航运、旅游、养殖、调

节气候等多种功能 ,是大理州生态、经济、社会发

展的基础条件。但近年来随着社会经济的发展 ,

人类对洱海开发活动的不断加剧 ,洱海现正处于

中营养水平向富营养湖泊的过渡阶段 [ 4 ] ,蓝藻水

华也频繁发生。鱼腥藻水华是洱海常见的蓝藻水

华 ,其发生面积广 ,持续时间长 ,一般洱海全湖在

5—10月份都会出现鱼腥藻 ,数量高达 10
7个 /L ,

且水华暴发时会散发出难闻的土腥或土霉气味 ,

严重影响了洱海多种功能的正常发挥。尽管近两

年加大了对洱海的治理 ,但蓝藻水华依然是困扰

洱海可持续发展的重要问题。因此 ,研究洱海鱼

腥藻水华的发生条件和危害以进一步有效地控制

水华的发生 ,成为当前洱海治理中不容忽视的部

分。本文作者在云南洱海暴发大规模水华期间 ,

分离、纯化了水华优势种螺旋鱼腥藻 ,并对其生长

生理特性进行了初步研究 ,以期为探讨鱼腥藻水

华发生的环境影响因素提供基础的参考资料。

1　材料与方法

111　藻种的分离与纯化　取 2—3滴水样置于滴板

( Spot p lates)凹槽内 ,在解剖镜下用自制毛细管 (孔

径约 75—150μm )挑取丝状螺旋鱼腥藻 ,至盛有无

菌水的另一孔内稀释、洗涤。经 3—4次反复洗涤

后 ,将其转移至 BG11培养液中 ,置于低光、25℃条

件下培养。待其繁殖到一定生物量时 ,进行镜检 ,确

定为螺旋鱼腥藻单克隆藻株。在无菌条件下取 1—

2滴藻液涂于琼脂平板表面 ,培养 12—15d,选择目

的藻种的单克隆体进行进一步的分离。反复进行上
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述操作 ,直至藻落至无菌状态 ,即可挑取单藻株到

BG11中逐级扩大培养 ,用作实验材料。

112　实验设置 　选用 BG11为基础培养基 [ 5 ]
,分别

改变 NaNO3和 K2 HPO4·3H2O含量 ,设置氮浓度梯

度为 0、0118、0136、0172、115、3、6mmol/L,磷浓度梯度

为 0、0175、115、3、6、12、24、48μmol/L;光照强度梯度

设置为 10、20、30、40、50和 60μE /m·s;温度剃度设

定为 15℃、20℃、25℃、30℃和 35℃; pH设置为 510、

610、710、810、910和 1010。其中氮、磷实验中所采用

的藻种在实验前饥饿培养 48h后 ,取一定体积的藻液

以 5000r/m in的速度离心 15m in,弃掉上清液 ,重复用

15mg/L的碳酸氢钠溶液洗涤、离心 3次再用作试验

藻种。每个处理设置 3个平行样 ,除温度和光照强度

实验外其他各处理均在光照强度 30μE /m·s,光暗比

12∶12和 25℃下静置培养 ,每天摇动 3次。

113　生长生理指标的测定和计算 　每 2天取样一

次 ,测定 665nm处藻细胞悬浮液吸光度表示细胞生

物量。细胞相对生长速率以下列公式计算 :细胞相

对生长率μ= ( lnOD t2 - lnOD t1 ) / ( t2 - t1 ) ,其中 OD t1

是开始时的细胞生物量 , OD t2是经过 t2时间的细胞

生物量。待细胞生长至对数生长期时 ,分别以磺胺

比色法 [ 6 ]和 p2硝基苯磷酸钠法 [ 7, 8 ]测定氮磷营养盐

处理组硝酸还原酶和碱性磷酸酶活性。

2　结　果

211　氮、磷对螺旋鱼腥藻生长、硝酸盐还原酶和碱

性磷酸酶活性的影响　

氮对螺旋鱼腥藻生长影响的结果 (图 1、图 2)

表明 :氮浓度 115mmol/L时最适合螺旋鱼腥藻生

长 ,高于或低于此浓度 ,螺旋鱼腥藻生物量及生长速

率均有所下降。氮浓度达到 6mmol/L时 ,其生长受

到明显的抑制。而在不含氮的培养条件下 ,其生长

虽然相对缓慢 ,但是并未完全受到抑制。

图 1　氮对螺旋鱼腥藻生长的影响

Fig11　Effect of nitrogen on growth of Anabaena spiroides

图 2　不同氮浓度下的相对生长速率

Fig12　The relative growth rate in different nitrogen concentration

由图 3、图 4中螺旋鱼腥藻的生物量及生长速

率可看出 ,不同磷浓度下 ,除无磷处理组较其他处理

组生长缓慢外 ,其余各处理组并无明显差别 ,但磷含

量 12μmol/L时 ,细胞生物量和生长速率要稍高于

其他处理组。

不同氮浓度下螺旋鱼腥藻细胞内硝酸还原酶和

碱性磷酸酶活性 (图 5)表明 :硝酸还原酶在不含氮

处理组中活性很低 ;在含氮的各处理组中 ,其活性随
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着含氮量的增加而增加 ,当含氮量为 3mmol/L时其

活性最高。碱性磷酸酶活性除不含氮处理较低外 ,

在其他各处理组之间并无显著差异 ,其中 115

mmol/L略高。不同磷浓度对螺旋鱼腥藻硝酸还原

酶活性的影响表明 ,当磷浓度较低时 ,随着磷浓度的

增加 ,其硝酸还原酶活性逐渐增强 ;而当磷浓度大于

12μmol/L后 ,其活性基本保持不变 (图 6)。图 6结

果还表明碱性磷酸酶随着磷浓度的增加 ,其活性逐

渐降低。

212　光照强度对螺旋鱼腥藻生长的影响　

光照强度对螺旋鱼腥藻生长的影响表明 (图 7、

图 8) :低光强有利于螺旋鱼腥藻的生长 ,光照强度

为 30μE / m·s时螺旋鱼腥藻生长最好 ;光照强度

大于 30μE / m·s时 ,随着光照强度的增加螺旋鱼

腥藻的生长明显的降低。

213　pH和温度对螺旋鱼腥藻生长的影响　

不同 pH对螺旋鱼腥藻生长的影响 (图 9、图

10)表明 :螺旋鱼腥藻在不同 pH条件下都可生长 ,

但碱性环境 (pH8—10)较酸性环境有利于螺旋鱼腥

藻生长。

图 9　pH对螺旋鱼腥藻生长的影响

Fig19　Effect of pH on growth of Anabaena spiroides
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图 10　不同 pH下的相对生长速率

Fig110　The relative growth rate in different pH values

温度对鱼腥藻生长的影响非常显著 (图 11、

图 12) :温度为 25℃时鱼腥藻的生长状况最好 ,生物

量及生长速率都最高 ; 20℃及 30℃时螺旋鱼腥藻生

长相比较为缓慢 ; 15℃和 35℃条件下 ,鱼腥藻藻体

在短期生长后即开始发黄、死亡 (图 11)。

3　讨　论

311　洱海螺旋鱼腥藻的生长特性　

大量的研究表明氮磷的不足会限制多数浮游植

物的生长 ,而本研究发现螺旋鱼腥藻在不含氮条件

下其生长基本正常 ,在氮含量较高 ( 6mmol/L )时其

生长反而受到限制 ,当氮含量为 115mmol/L时其生

长最好。这可能是由于当底物中无氮或氮含量较低

时 ,螺旋鱼腥藻会通过异形胞 ,启动细胞内固氮补偿

机制满足其生长所需的氮 ;而当氮浓度较高时 ,由于

NO3 2N所诱导的高硝酸还原酶活性及随后的硝酸根
积累作用能导致硝酸还原酶活性与硝酸盐排出之间

失去平衡 ,从而对光合作用产生抑制作用 ,最终结果

导致了生长的抑制 [ 9 ]。本研究还发现螺旋鱼腥藻

在无磷或低磷条件也可以正常生长 ,这可能同其在

无磷或低磷条件下 ,可以诱导产生碱性磷酸酶 ,将细

胞质中作为磷元素储存库的多聚磷颗粒分解为可以

为藻类直接吸收利用的正磷酸盐 ,保持磷元素的供

应 ,满足其生长的需求有关 [ 10 ]。

本研究发现螺旋鱼腥藻在 30μE / m·s时生长

最快 , 随 光 强 的 增 加 生 长 逐 渐 降 低 , 达 到

50μE / m·s时 ,短期内就会出现生长下降的现象。

这可能与光强超过螺旋鱼腥藻饱和光合作用所需而

引起光损伤 ,从而使光合能力降低有关 [ 11 ]。影响浮

游植物生长的另一个重要因素是 pH, pH可通过改

变浮游植物体内酶的结构和活性、培养液中碳源形

式以及各种金属复合物的溶解度而对其生长产生影

响。研究表明碱性环境更适于蓝藻生长繁殖 [ 12 ]
,大

多数蓝藻生长的最适 pH是 715—10,并且大多数蓝

藻缺乏在低 pH中生长的能力 ,仅仅有极少数蓝藻

可以在 pH4—5之间生长。本研究发现 ,螺旋鱼腥

藻在 pH8—10时生长最好 ,这与以往的研究报道是

一致的。但是 ,当初始 pH为 5时 ,尽管其生长速率

较 pH偏碱时较为缓慢 ,仍可正常生长 ,表明螺旋鱼

腥藻具有较其他蓝藻更为广泛的 pH适应能力。关

于温度对鱼腥藻生长影响的研究 ,以往的报道指出

鱼腥藻最适生长的温度为 28—38℃[ 13 ] ,但本研究发

现 :螺旋鱼腥藻生长最适的生长温度为 20—25℃,

高于 30℃或低于 15℃时其生长繁殖均受到很大的

影响 ,这一温度范围与采集样品时洱海的环境温度

相当。洱海螺旋鱼腥藻生长的最适温度低于其他鱼

腥藻的现象 ,可能同其对环境的长期适应有关。
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312　氮磷对洱海螺旋鱼腥藻氮磷代谢活性的影响

氮磷是藻类生长必需的物质 ,浮游植物细胞中

各种有机物的合成及代谢都离不开氮磷的参与 ,但

是氮磷参与浮游植物细胞合成与代谢前必须被藻细

胞吸收和转化。自然水体中硝酸盐是浮游植物吸收

利用的主要氮源 ,而硝酸盐并不能为浮游植物直接

吸收利用 ,必须经过一系列酶的还原作用 , 将硝酸

盐最终还原为氨氮后 , 才能作为合成其他有机物质

的原料 [ 14 ]
,这一系列还原反应中硝酸还原酶不但是

硝酸盐转化为亚硝酸盐的关键酶 ,而且是整个氮还

原过程中最重要的酶。硝酸还原酶是一种底物诱导

酶 [ 1 ]
,当外界环境中存在硝酸盐时会诱导其产生 ,

有研究报道硝酸还原酶的活性受环境中硝酸盐浓度

的影响 ,随硝酸盐浓度增加其活性增强 [ 15 ]。本研究

表明 ,无氮条件下螺旋鱼腥藻硝酸还原酶活性显著

低于其他浓度处理组 ,并且随着氮浓度的增加 ,其活

性逐渐增强 ;当氮达到抑制螺旋鱼腥藻生长的浓度

时 ,由于螺旋鱼腥藻的生长受到了影响而降低了螺

旋鱼腥藻对氮的需求 ,使硝酸还原酶的活性有所降

低。无磷条件下螺旋鱼腥藻硝酸还原酶的活性也很

高 ,随着磷浓度的增加 ,螺旋鱼腥藻硝酸还原酶活性

与其生长状况呈现出高度的一致性 ,这是由于当环

境中氮的供应对于螺旋鱼腥藻是过量时 ,藻细胞硝

酸还原酶的活性取决于满足其生长所需还原的硝酸

盐的量 ,此时硝酸还原酶的活性并不决定于环境中

硝酸盐的浓度。

可溶性正磷酸盐是能进入浮游植物细胞内 ,为

其直接吸收利用的磷形态 ,但是自然水体中正磷酸

盐的含量一般只占 5% ,并且由于其可以直接被浮

游植物吸收、利用 ,在自然水体中含量变化很大。浮

游植物在正磷酸盐供应不足时 ,可以通过合成碱性

磷酸酶将有机态的磷转化为正磷酸盐以满足其大量

生长繁殖的需要 ,因此在正磷酸盐浓度很低的湖泊

中 ,蓝藻水华仍然可以发生 [ 16 ]。很多研究表明 ,碱

性磷酸酶是一种诱导酶 ,在磷浓度较低时具有较高

的活性 [ 17 ]。螺旋鱼腥藻在不同磷浓度下的碱性磷

酸酶活性表明 ,无磷条件极大地诱导了螺旋鱼腥藻

的碱性磷酸酶活性 ;随着培养液中的正磷酸盐浓度

的增加 ,螺旋鱼腥藻碱性磷酸酶活性逐渐降低 ,当达

到一定阀值时其活性将不随磷浓度的增加而改变。

由于碱性磷酸酶的活性受无磷或低磷的诱导 ,在磷

浓度能满足藻类生长所需时 ,其他因子对其活性影

响不大 ,所以不同氮浓度对螺旋鱼腥藻碱性磷酸酶

的活性无显著影响。

一般来说氮磷往往是浮游植物生长的限制性因

子 ,但是作者发现洱海螺旋鱼腥藻生长的环境中氮、

磷的浓度尽管保持在一个较低的水平 ,但其仍可正

常生长繁殖 [ 2 ]。本研究也证明较低的氮、磷条件下

螺旋鱼腥藻的生长并未受到完全抑制。自然水体

中 ,氮限制下螺旋鱼腥藻的正常生长可能与其具有

固氮能力有关 ,而磷限制下螺旋鱼腥藻的正常生长

是同其细胞内丰富的有机磷库密不可分的。本研究

发现磷不足时螺旋鱼腥藻碱性磷酸酶活性显著增

高 ,而碱性磷酸酶是藻类利用细胞质中的有机多聚

磷酸颗粒的关键性酶之一。这表明洱海螺旋鱼腥藻

在低磷条件下具有转化利用藻细胞内储存的有机多

聚磷 ,以满足其生长和繁殖需要的能力。

参考文献 :

[ 1 ]　L iu L P, Zhang X M, Zhao X H. App roach on comp rehensive

control countermeasures for algae bloom s in Lake D ianchi [ J ].

Shanghai Environm enta l Sciences, 2002, 21 ( 12 ) : 745—755

[刘丽萍 , 张秀敏 ,赵祥华. 滇池水华综合控制对策探讨. 上

海环境科学 , 2002, 21 (12) : 745—755 ]

[ 2 ]　Dong Y X, L i J J, Zuo Y F, et a l. Current situation and treat2

ment countermeasures of water environment in Erhai Lake [ J ].

Yunnan Environm enta l Sciences, 2004, S1 (24) : 101—103 [董

云仙 , 李杰君 , 左永福 , 等. 洱海水环境现状与治理对策.

云南环境科学 , 2004, S1 (24) : 101—103 ]

[ 3 ]　Q iao M Y, He Z R, Shen Z, et a l. The toxicity to sheep and tox2

in of Anabaena bloom in Dalai Lake [ J ]. InnerM ongolia Envi2

ronm enta l Protection, 1996, 8 (1) : 19—20 [乔明彦 , 何振荣 ,

沈智 ,等. 达赉湖鱼腥藻水华对羊的毒害作用及毒素分离.

内蒙古环境保护 , 1996, 8 (1) : 19—20 ]

[ 4 ]　Peng W Q, W ang S Y, L iu X B. A ssessment on Erhai Lake wa2

ter quality [ J ]. Journal of China Institu te of W ater R esources and

Hydropow er R esearch, 2005, 3 (3) : 192—198 [彭文启 , 王世

岩 , 刘晓波. 洱海水质评价. 中国水利水电科学研究院学

报 , 2005, 3 (3) : 192—198 ]

[ 5 ]　Castenholz R W. CulturingMethods for Cyanobacteria. In: Pack2

er L , Glazer A N ( Eds. ) , Methods in Enzymology [M ]. New

York: Academ ic Press. 1998, 63—93

[ 6 ]　Zou Q. Experimem t of Plant Physiology and B iochem istry [M ].

Beijing: Chinese Agriculture Press. 1998, 27—29 [邹琦. 植物

生理生化实验指导. 北京 : 中国农业出版社. 1998, 27—29 ]

[ 7 ]　Tadano T, Sakai H. Selection of acid phosphatase by the roots of

several crop species under phosphorus deficient conditions [ J ].

Soil Science and P lant N utrition, 1991, 37 (1) : 129—140

[ 8 ]　Xu G H, Chen R Y. Handbook of Analysis of SoilM icroorganism

[M ]. Beijing: H igher Education Press. 1995, 275—279 [许光

辉 , 陈瑞阳. 土壤微生物分析手册. 北京 : 高等教育出版社.

1995, 275—279 ]

[ 9 ]　J i C N i ll F X F d J A Th photosynthesis of D u2



390　　 水　　生　　生　　物　　学　　报 33卷

naliella parva Lerch as a function of temperature, light and salin2

ity [ J ]. Hydrobiologia, 1990, 197: 165—172

[ 10 ]　Jansson M, O lsson H, Pettersson K. Phosphatases: origin, char2

acteristics and function in lakes [ J ]. Hydrobiologia, 1988, 170:

157—175

[ 11 ]　Kang R J, Cai Z L, ShiD J. A ttenuation of light intensity and its

effect on cell growth in Anabeana sp. PCC 7120 culture [ J ].

Engineering Chem istry & M etallurgy, 2000, 21 ( 4 ) : 384—388

[康瑞娟 , 蔡昭铃 , 施定基. 光强在鱼腥藻 7120培养液中的

衰减及其对藻细胞生长的影响. 化工冶金 , 2000, 21 ( 4 ) :

384—388 ]

[ 12 ]　B rock T D. Lower pH lim it for the existence of blue2green algae:

evolutionary and ecological imp lications [ J ]. Science, 1973,

179: 480

[ 13 ]　L i S H. Studies on the nitrogen2fixing blue2green algae as biofer2

tillzer in the late rice crop [ J ]. Acta Hydrobiologica S in ica,

1981, 7 (3) : 417—423 [黎尚豪. 固氮蓝藻作为晚稻肥源的

研究 [ J ].水生生物学集刊 , 1981, 7 (3) : 417—423 ]

[ 14 ]　Berges J A, Hageman R H. N itrate reductase activity quantita2

tively p redicts the rate of nitrate incorporation under steady state

light lim itation: a revised assay and characterization of the en2

zyme in three species of marine phytop lankton [ J ]. L im nology

and O ceanography, 1997, 40 (1) : 82—93

[ 15 ]　Zou D H, Chen X W. Effects of elevated CO2 concentration on

growth and some physiological and biochem ical traits in Entero2

m orpha cla thra ta ( Chlorophyta) [ J ]. M arine Science B ulletin,

2002, 21 (5) : 38—45 [邹定辉 ,陈雄文. 高浓度 CO2对条浒

苔 ( Enterom orpha cla thrata )生长和一些生理生化特征的影

响. 海洋通报. 2002, 21 (5) : 38—45 ]

[ 16 ]　Hutchinson G E. A treatise on limnology (Ⅱ) : Introduction to

lake biology and the limnop lankton [M ]. New York: John W iley

and Sons Inc. 1967, 115

[ 17 ]　W ynne D, Kap lan B, Berman T. Phosphatase activities in Lake

Kinneret phytop lankton. In: ChrÊst R J ( Eds. ) , M icrobial en2

zymes in aquatic environments [M ]. New York: Sp ringer2Ver2

lag. 1991, 220—226

A STUDY O N THE GROW TH AND SOM E PHY S IOLO G ICAL CHARACTER IST ICS O F
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Abstract: In recent years, Lake Erhai is experiencing a transition from the mesotrophic to eutrophic condition and cya2
nobacterial bloom s have a rap id increase in the lake. In this study, the dom inant species from the bloom of Lake Erhai,

Anabaena spiroides, was isolated and purified. The growth and physiological characteristics of an Anabaena spiroides strain

under different environmental conditions were studied to evaluate the influence of environmental factors on Anabaena bloom

formation, and the growth was determ ined by cell biomass and relative growth rate. The results showed that the Anabaena

spiroides strain had the best growth at temperature of 25℃, light intensity of 30μE /m·s and pH of 8. 0—10. 0 and under

the contents of nitrogen 1. 5mmol/L and phosphorus 12μmol/L. The activities of nitrate reductase (NR ) and alkaline

phophatase (APA) , which indicate metabolism of nitrogen and phosphorus, were measured with different concentrations of

nitrogen and phosphorus. NR activity of the Anabaena spiroides strain increased with the raising of nitrogen concentration

when nitrogen supp ly level was low (0—0. 36 mmol/L). But the activity of NR was related to the growth under the condi2
tion of rich nitrogen supp ly (0. 36—6 mmol/L) , i. e. the better strain’s growth, the higher NR activity. APA activity of

the Anabaena spiroides strain largely depended on the concentration of phosphorus. APA activity was lower with more phos2
phorus supp ly. And N itrogen did not p lay an important role in the activity change of APA when phosphorus supp ly was

rich. In addition, it was observed that the Anabaena spiroides strain could grow with low concentration of nitrogen or phos2
phorus. This may be related to special regulatory mechanism of nitrogen fixing and phosphorus utilizing of Anabaena.

Key words:Anabaena spiroides; N itrogen; Phosphorus; L ight intensity; Temperature; pH


