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摘要 :本实验研究了铜绿微囊藻 ( Microcystis aeruginosa FACHB469)、水华鱼腥藻 ( Anabaena flos2aquae FACHB245)和浮

游颤藻 ( Oscillatoria planctonica FACHB708)对磷浓度变化的生理响应。结果表明 ,在缺磷条件下 , A1 flos2aquae对低

磷环境的适应能力较强 , O1 planctonica其次 , M1 aeruginosa最差 ;在磷充足条件 ,微囊藻对磷过量吸收的能力明显高

于其他两种蓝藻。三种蓝藻胞外碱性磷酸酶活性 (APA)与培养基中磷浓度呈负相关性 ,其产生碱性磷酸酶 (AP)的

能力由高至低为 : A1 flos2aquae > O1 planctonica > M1 aeruginosa。磷缺陷时 A1 flos2aquae产生的胞外APA约是 M1
aeruginosa的 10倍 ,是 O1 planctonica的 5倍。
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　　磷是淡水中主要的限制性营养元素[1 ]。大量的

统计资料表明 ,水体磷浓度与藻类生物量之间呈显

著正相关性[2—5 ]。藻类群落演替也受水体磷浓度的

影响。在营养水平相对较低的水体中 ,最早出现的

蓝藻水华种类往往是鱼腥藻 ,其次是水华束丝藻 ;随

着富营养化程度的加剧 ,占显著优势的水华种类往

往是微囊藻。这种规律性的水华蓝藻演替已在国内

外多个湖泊和水库中发现[6 ]。此现象极可能与这些

藻类对磷利用能力的差异有关 ,通过磷吸收动力学

比较不同藻类对磷的竞争能力 ,有助于理解水体中

藻类演替规律。而水体中的磷通常是以颗粒磷 (生

物、生物尸体及有机碎屑等)的形式存在 ,剩余部分

为溶解性有机磷和无机磷。无机磷 ( H2PO -
4 和

HPO2 -
4 )是浮游植物能直接利用的磷 ,其含量往往不

足湖水总磷浓度的 5 %[7 ]。水体中磷酸酶能催化磷

酸酯类化合物水解产生正磷酸盐 ,这是水体中溶解

性磷的重要来源[8 ,9 ]。因此 ,藻类对磷的利用能力

与胞外碱性磷酸酶活性密切相关。

本研究中我们选择了 M1 aeruginosa、A1 f los2
aquae、O1 planctonica 这三种常见的水华蓝藻为材

料 ,比较研究了不同磷浓度条件下它们的磷吸收动

力学以及碱性磷酸酶活性 ,试图为探讨水华蓝藻的

演替规律 ,揭示蓝藻水华形成机制提供一定的科学

依据。

1　材料与方法

111　实验材料　实验用藻种取自中科院典型培养

物保藏委员会淡水藻种库 ( FACHB) ,分别为铜绿微

囊藻 FACHB469 ( Microcystis aeruginosa FACHB469) 、

水 华 鱼 腥 藻 FACHB245 ( Anabaena flos2aquae

FACHB245 ) 和浮游颤藻 FACHB708 ( Oscillatoria

planctonica FACHB708) 。

112　培养条件　采用 HGZ培养基 ,培养温度 28℃,

光照强度 25μE/ m2·s ,光周期为 12 h/ 12 h。通过改

变基础培养基中 K2 HPO4的含量配制不同磷浓度的

培养基。

113　藻细胞磷饥饿处理　取对数生长期的藻细胞 ,

4000 r/ min离心 7min ,去上清液后用无磷 HGZ培养

基冲洗 3遍 ,以去除藻细胞表面附着的磷 ,再将藻细

胞转入无磷 HGZ培养基中。隔天取样测 OD680 ,直
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到藻细胞停止生长 (即 OD680变动在±5 %以内) , 且

培养基中磷浓度低于检测限 ,可认为藻细胞内蓄积

的磷基本耗完[10 ] ,此藻液即可接入不同磷浓度的培

养基中进行实验。

114　长期培养实验中磷浓度的设置　实验以 HGZ

培养基为基本成份 ,设置 8 个不同磷浓度 (磷的当

量) 。其磷浓度设置如下 : 0100 mg/ L ,01002 mg/ L ,

0102 mg/ L ,0120 mg/ L ,0150 mg/ L ,1100 mg/ L ,2100

mg/ L ,6195 mg/ L (基础培养基磷含量 ) 。pH 调至

810。

115　生长测定　叶绿素测定方法参见文献[11 ]。

116　无机磷测定　参照水质总磷的测定 ,钼酸铵分

光光度法 (Water quality2Determination of total phospho2
rus2Ammonium molybdate spectrophotometric method )

GB11893289[12 ]。

117 　碱性磷酸酶活力 ( APA) 测定　参考 Ber2
man[13 ] ,以对硝基苯磷酸二钠盐 (p2NPP)为底物 ,用

分光光度法测定 APA。本实验中每隔 48h 测定

APA。该藻在某磷浓度下的 APA为生长期间内多次

求得的平均值。活力单位 (U)定义为每小时对硝基

苯酚产生的量 (以μg为单位) 。

118　磷吸收动力学实验　实验以 HGZ培养基为基

本成份 ,设置 5个不同磷浓度 ,三个平行。磷浓度设

置如下 :1 ,2 ,5 ,10 ,20μmol/ L。分别在接种 0h、215h

测定培养基中无机磷浓度。藻类干重的测定 ,具体

做法参照 Handbook of phycological methods[14 ] ,干重

(DW)单位为μg/ mL。吸收速率 v为 215h内的磷浓

度变化的平均速率。营养盐浓度与吸收速率的关系

采用米氏方程 v = Vm·s / ( Km + s)进行非线性回

归分析 ,式中 ,s为营养盐浓度 ; Vm为最大吸收速率 ;

Km为半饱和常数。

2　结　果

211　磷饥饿培养

磷饥饿处理过程中 ,3 种水华蓝藻接种到无磷

培养基后 OD680的变化如表 1所示。接种 1周左右 ,

藻细胞还能够较快的生长 ;在磷饥饿 12d左右 ,藻细

胞基本停止生长 (即 OD680变动在±5 %以内) 。

表 1　3种水华蓝藻在磷饥饿处理期间的 OD值变化

Tab11　Variation of OD680 of the three strains inoculated in phosphorus2free medium

藻种 Strains
取样时间 (天) Time (d)

0 2 4 6 8 10 12 14

M1 aeruginosa 01497 01542 01624 01690 01734 01770 01810 01789

A1 flos2aquae 01536 01584 01652 01751 01788 01801 01796 01799

O1 planctonica 01537 01574 01655 01745 01779 01794 01788 01820

212　缺磷胁迫下接种后 215h内的 3种水华蓝藻对

磷的吸收动力学

由图 1可知 ,在不同的初始磷浓度下 ,M1 aerug2
inosa的吸收速率均比 A1 f los2aquae和 O1 planctonica

高。M1 aeruginosa 的最大吸收速率为 A1 f los2aquae

的 2114倍 , O1 planctonica的 918倍。

将 3种水华蓝藻对磷的吸收速率与其初始浓度

之间的关系进行非线性回归分析 ,均符合米氏方程 ,

表明这 3种水华蓝藻对磷酸盐的吸收是一个主动吸

收的过程。

由非线形回归求得的最大吸收速率和半饱和常

数见表 2。A1 f los2aquae Km值最低、M1 aeruginosa的

Km值最高 , O1 planctonica planctonica 的 Km值介于两

者之间。

表 2　3种水华蓝藻对无机磷的半饱和常数和最大吸收速率

Tab12　Half2saturation constants and maximal uptake rates for phosphate of the three strains

藻种 Strains K­
m V 3

m Vm/ Km

M1 aeruginosa 81260±01682 01298±01027 01036

A1 flos2aquae 21199±01480 01013±01001 01006

O1 planctonica 41926±01517 01032±01008 01006

　　Note : Vm ,maximal uptake rate [μmol P/ (mg dry weight·h) ] ; Km ,half saturation constant for phosphate uptake (μmol P/ L)
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图 1　三种蓝藻对磷酸盐的吸收 (28℃)

Fig11　Phosphate uptake rate of the three cyanobacteria (28℃)

(A) M1 aeruginosa ; (B) A1 flos2aquae ; (C) O1 planctonica

图 2　加入三种缺磷细胞后培养基中磷浓度的变化
Fig12　Variation of phosphorus concentration in the culture filtrates added with P2starved cells

(A) M1 aeruginosa ; (B) A1 flos2aquae ; (C) O1 planctonica
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213　3种水华蓝藻对磷酸盐的吸收

经磷饥饿 2周的 3种水华蓝藻转入新鲜培养基

后 ,它们对外源磷的吸收能力存在明显差别 ,这一差

异在磷浓度为 6195 mg/ L 的培养基中表现得尤为突

出。在初始接种生物量相同的条件下 ,生长 140h后

M1 aeruginosa的培养基中磷浓度下降 118 mg/ L ,A1
f los2aquae磷浓度仅下降 012 mg/ L ;另一方面 ,这期间

M1 aeruginosa的叶绿素含量增加 011μg/ mL ,而 A1
f los2aquae叶绿素含量却增加了 01209μg/ mL。以上

结果表明 M1 aeruginosa 吸收的磷不仅仅用于增加

生物量 ,更多的作为储备。M1 aeruginosa 对磷的吸

收效率远高于A1 f los2aquae , O1 planctonica介于两者

之间。

214　3种水华蓝藻 APA比较

培养基中磷浓度越低 ,3种水华蓝藻的胞外 APA

越高 (图 3) 。在一定范围内 ,3种水华蓝藻胞外 APA

的倒数与外源培养基磷浓度存在正相关性 (图 4) 。

　　由图 3可知 ,尽管 3种水华蓝藻胞外 AP对缺磷

胁迫的响应趋势相同 ,但三者反应能力存在明显差

别。在无磷条件下 , A1 f los2aquae 的胞外 APA可达

图 3　三种水华蓝藻 APA在不同磷浓度培养基中的比较

Fig13 　 Comparison of extracellular APA of three bloom2forming

　　　　　　　　　　cyanobacteria at different concentration of phosphorus

图 4　三种蓝藻胞外 APA的倒数与磷酸盐浓度的关系

Fig14　Relationship between reciprocal of APA and phosphorus concentration

(A) M1 aeruginosa ; (B) A1 flos2aquae ; (C) O1 planctonica

696　　 水　　生　　生　　物　　学　　报 31卷



8500U ,而 M1 aeruginosa 的胞外 APA 仅为 700U ,不

及 A1 f los2aquae 的 1/ 10 , O1 planctonica 胞外APA约

为 M1 aeruginosa 的 2 倍。在其他磷浓度下 ,胞外

APA大小都存在如下关系 :A1 f los2aquae > O1 planc2
tonica > M1 aeruginosa。

3　讨　论

311　饥饿培养

当环境中磷浓度较高时 ,某些藻类能大量吸收

环境中的磷储存在体内 ;当环境中磷浓度较低时 ,藻

体可利用贮存的磷在一段时间内维持继续增殖[15 ]。

因此 ,研究磷限制条件下的藻类的生长生理响应 ,需

先对藻细胞进行磷饥饿处理。本研究发现 ,磷饥饿

处理时间 ,不仅决定于种类差异 ,也与藻细胞的浓度

有关。当初始藻细胞浓度为 OD680015左右时 ,约需

12d左右的磷饥饿处理 ,藻体内储存的磷才接近耗

尽 ,这与 Seok[10 ]的研究报道基本一致。但以往文献

报道磷饥饿处理时间一般为 3—5d ,且未提及细胞

浓度[15 ,16 ]。

312　缺磷胁迫下藻类对磷的短期吸收动力学实验

Perry[17 ]和 Suttle[18 ]等的研究表明 ,浮游植物对

无机氮、磷的吸收过程可用米氏方程来描述。如尖

刺拟菱形藻对无机氮、磷的吸收动力学符合米氏方

程[19 ]。本研究表明 , M1 aeruginosa、A1 f los2aquae和

O1 planctonica对磷的吸收动力学规律也符合米氏方

程 ,是一个主动吸收的过程。

藻细胞所处的营养状态对其吸收营养盐的速率

有一定的影响。当将处于某种营养盐限制下的藻类

移入该营养盐丰富的环境中 ,其吸收速率明显增加 ,

且限制程度越大 ,Vm越大
[18 ,20 ,21 ]。由于藻细胞营养

状况的差异 ,用处于不同营养状态的藻类进行吸收

动力学实验 ,所测得的 Vm值就可能不同 ,这不利于

结果的比较[19 ]。有学者认为 ,当 Km值接近时 ,可以

用 Vm来评价藻对营养盐的吸收能力
[22 ]。Vm值较大

的藻类 ,在高磷浓度时对磷的吸收能力强。本研究

表明 , M1 aeruginosa 的吸收速率比 A1 f los2aquae 和

O1 planctonica 高 ,这表明在相同时间内 ,在磷酸盐

丰富的情况下 , M1 aeruginosa 比 A1 f los2aquae 和

O1 planctonica 能吸收更多的磷储存在体内供应其

生长 ,当外界磷浓度降低时 ,细胞中过量的磷营养可

维持其种群维持一定时间的增长。有研究表明 ,水

体磷供给波动较大时 ,微囊藻很容易成为优势种 ,这

可能是由于微囊藻具有较高 Vm值的缘故
[23 ]。

Km的大小是浮游生物种群在一定条件下对某

种营养盐环境长期适应的结果 ,是相对稳定的参

数[20 ,21 ]。通过比较 Km值的大小 ,可以反映种群对

低磷环境的适应能力 ,以及与可溶性反应磷 (Solu2
ble Reactive Phophorus , SRP)的亲和力。本实验中 ,

A1 f los2aquae的 Km值最低 , M1 aeruginosa的 Km值最

高 , O1 planctonica的 Km值介于两者之间 ,这表明 A1
f los2aquae和 O1 planctonica 比 M1 aeruginosa 具有更

强的耐受低磷胁迫的能力。此结果与这 3种水华蓝

藻在低磷胁迫下的生长特征相似。

313　缺磷胁迫下 3种蓝藻的胞外碱性磷酸酶活性

( APA)的比较研究

本研究发现 ,磷浓度从 1100 mg/ L 下降到

0100 mg/ L 时 , M1 aeruginosa、A1 f los2aquae 和

O1 planctonica的 AP均相应的增强 ,且二者表现出

较好的相关性。可以认为 ,在本实验培养条件下 ,

1100 mg/ L磷浓度是这 3种水华蓝藻 APA的作用阈

值。对于太湖水体中的浮游植物来说 ,0102 mg/ L

的正磷酸盐磷浓度可能是激发浮游植物体中 APA

的阈值浓度[23 ]。由于自然水体中磷的形态与浓度

以及其他环境因子与培养基中差异较大 ,藻类在自

然水体中的生长及生物量与培养基中差异较大 ,且

水体中浮游植物 AP的来源较培养基中更复杂 ,不

同种类的浮游植物产生 AP的能力也存在较大的差

异 ,因此水体中溶解态无机磷浓度对藻类 APA的作

用阈值较纯培养下存在较大差异 ,但在低于该阈值

下 ,两种环境中 APA变化规律相似。

虽然在不同浓度无机磷作用下 ,3 种水华蓝藻

APA随外界无机磷浓度的变化规律一致 ,但它们产

生胞外 AP的能力存在较大差异。产生这种差异的

主要原因可能与它们摄取磷的能力有关。3种蓝藻

在短时间内对无机磷的最大吸收速率从大到小依次

为 : M1 aeruginosa、O1 planctonica、A1 f los2aquae。这

表明 , M1 aeruginosa 比 O1 planctonica 和 A1 f los2
aquae能更快的摄取外界的磷并储蓄在体内。在一

定时间内 ,对磷吸收速率较高的藻比其他藻类能吸

收更多的磷 ,其组织内的磷浓度也相对较高 ,所以其

APA相对较低。因此 ,可以认为 ,这 3 种水华蓝藻

APA与其细胞内的磷浓度负相关。在紫菜 Porphyra

umibilicalis AP研究中也得到类似结果[24 ]。此外 ,这

3种水华蓝藻产生胞外 AP的能力可能还与藻细胞

的表面积 (Surface Area)与体积 (Volume)有关。有研

究表明 ,一般藻类的 SA∶V值较低 ,其 APA较低 ,但

也有少数种的 APA与 SA∶V值相反[25 ]。

本研究发现 , M1 aeruginosa、O1 planctonica 和

5期 谭　香等 :三种水华蓝藻对不同磷浓度生理响应的比较研究 697　　



A1 f los2aquae 胞外 APA不仅与正磷酸盐浓度有关 ,

在磷限制下 ( < 0120 mg/ L) ,同时与其生长速率呈较

好的负相关。此结果证明了在缺磷胁迫下能诱导藻

类向胞外分泌 AP ,但当环境中不存在可利用的 DOP

时 ,藻类 AP的提高对维持自身的生长无任何帮助。

因此 ,我们可以认为藻类 APA的升高是缺磷胁迫条

件下的自发生理响应。

从 M1 aeruginosa、O1 planctonica 和 A1 f los2
aquae对磷的吸收规律可以看出 ,藻类摄磷和生长是

两个不同的过程 :在磷吸收最快的时期 ,其生长并不

是最快的 ;当藻类对外界磷的吸收达到饱和时 ,其生

长进入对数生长期。这可能与微囊藻对磷的奢侈性

消费有关 ,当环境中营养磷浓度较高时 ,藻细胞过量

吸收磷可成为微囊藻种群增长的添加剂[15 ]。然而 ,

对外界无机正磷酸盐吸收速率较高的 M1 aerugi2
nosa ,其比生长速率并不是最高 ,这与微囊藻对磷的

吸收效率有关。在一定时间内 ,增加相同的生物量 ,

微囊藻比鱼腥藻和颤藻需要更多的磷。所以 ,当湖

泊中可利用的磷浓度较低时 ,微囊藻通常不能形成

水华[26 ] ,往往是鱼腥藻和颤藻是水华的优势种群 ,

如我国的洱海、千岛湖等湖泊[27 ,28 ]。

以上研究结果为深入认识水华蓝藻应对磷的生

理学机制 ,以及水华蓝藻对磷利用的差异和种群演

替提供理论依据 ,对揭示蓝藻水华形成机制具有一

定的指导意义。
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COMPARATIVE STUDIES ON PHYSIOLOGICAL RESPONSES AT PHOSPHORUS STRESS

OF THREE WATERBLOOM2FORMING CYANOBACTERIA

TAN Xiang1 ,2 , SHEN Hong1 ,2 and SONGLi2Rong1

(1. State Key Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology , Institute of Hydrobiology , the Chinese Academy of Sciences , Wuhan　430072 ;

2. Graduate School of the Chinese Academy of Sciences , Beijing　100049)

Abstract : In this paper , the physiological responses of the three waterbloom2forming cyanobacteria ( Microcystis aeruginosa

FACHB469 , Anabaena flos2aquae FACHB245 and Oscillatoria planctonica FACHB708) at phosphorus limitation in stationary

cultures were studied. The phosphorus uptake rate is hyperbolic correlated to the extracellular nutrient concentration as described

by the Michaelis2Menten equation. Kmfor phosphorus of M. aeruginosa , A. flos2aquae and O. planctonica was 81260 , 21199

and 41926 , respectively , which indicated that the tolerant ability to the phosphorus stress was in the decreasing order of A. flos2
aquae , O. planktonica and M. aeruginosa in the phosphorus deficient condition. The capacity to luxuriously uptake phospho2
rus of M. aeruginosa was higher than that of O. planctonica and A. flos2aquae. This result was consistent with the phosphorus

uptake kinetics experiments of the three cyanobacteria. Alkaline phosphatase acitivity (APA) of cyanobacteria were inversely cor2
related with external phosphorus concentration. The APA was obviously promoted under phosphorus deficiency stress. The capac2
ity of excreting AP in the three cyanobacteria was significantly different under the same phosphorus limited conditions (A. flos2
aquae > O. planctonica > M. aeruginosa) . Extracellular APA of A. flos2aquae was 10 and 5 times higher than that of M.

aeruginosa and O. planctonica , respectively , when they were cultured in phosphorus deficient condition.

The studies compared phosphorus uptake kinetics and capacity of excreting AP in the three cyanobacteria , which would help

to understand the population succession of cyanobacteria in the environmental waterbodies.

Key words : Waterbloom2forming cyanobacteria ; Phosphorus2limited stress ; Growth ; Phosphorus uptake ; Alkaline phosphatase
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