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摘 要:棕囊藻引发的有害藻华已经成为一种全球性的自然灾害,给海洋环境以及渔业经济带来了严重的损失。

棕囊藻存在两种生活史形态:游离的单细胞形态和囊体形态,但是不同形态之间的转换和囊体形成机制尚不清楚。

营养盐是浮游植物生长和藻华发生的物质基础,棕囊藻藻华以往多发生在硝酸盐限制海区。但是近年来,尿素等

有机氮在河口区域浓度不断提高,有机氮源的增加可能对棕囊藻生长和生活史转换产生显著的影响。通过添加硝

酸盐、铵盐、尿素三种氮源,研究不同氮源对球形棕囊藻生长和囊体形成的影响。研究表明:球形棕囊藻可以在硝

氮、尿素中迅速生长,形成囊体,但是氨氮对其却有明显的抑制作用;球形棕囊藻单细胞在硝氮中丰度比较高,最大

可达到(444.21±64.97)×103个·mL-1;在尿素中更容易形成囊体,最多能达到(12.61±6.5)个·mL-1。球形棕

囊藻可以利用硝酸盐和有机氮源使其具有更强的竞争力,尿素在海洋水体中浓度的提高,可能是近年来球形棕囊

藻藻华在我国近海水域频发的原因之一。
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棕囊藻属(Phaeocystis)的浮游植物具有广温广盐的特性,普遍分布在从热带到南北两极的广大海域,
在海洋碳、氮以及硫循环过程中具有重要的调控作用[1]。球形棕囊藻(P.globosa)具有特殊的异型生活史,
它们的生长阶段包括微小的单细胞形态以及巨大的囊体形态[2-3]。游离单细胞一般为3~9μm,囊体大约几

百微米,中国沿海发现的棕囊藻囊体直径甚至达到了3cm[4]。囊体外被为一层轻薄有弹性的半透膜,细胞

分布于外被的内表层,内部没有细胞仅仅是一些液体[5]。棕囊藻藻华发生时以囊体为主要形态,引发鱼类大

量死亡[6],同时释放二甲基丙磺酸和二甲基硫醚,对全球气候有一定调控作用[7]。棕囊藻还会产生溶血性毒

素,对海洋生物以及人体健康都会产生极大的危害[8]。近年来,球形棕囊藻在我国沿海频繁发生藻华,严重

影响了沿海经济的发展,成为我国亟待解决的生态环境问题之一。
氮源是制约棕囊藻藻华发生的关键因素[9]。棕囊藻藻华的发生经常伴随着硝酸盐的大量消耗:波切棕

囊藻藻华发生时硝酸盐浓度迅速降低,导致N∶P比迅速降低[10]。每年春季,南极近岸水体中硝酸盐浓度

大量降低,同时伴随着南极棕囊藻藻华发生[11]。Riegman等研究表明球形棕囊藻仅在硝酸盐为唯一氮源时

才会形成[12]。然而其他形态氮源依然可能被利用,但是这些氮源对囊体形成的影响依旧未知。例如在比利

时沿岸,球形棕囊藻藻华发生时对硝酸盐的利用率最高,但是随着其他氮源(铵盐)的增加,硝酸盐的利用率

则会下降,说明球形棕囊藻也会利用其他形式的氮源[13]。在胡章喜的研究中发现,包括球形棕囊藻在内的4
种海洋微藻都能利用铵盐[14]。尽管铵盐是海洋浮游植物最容易利用的营养盐,但是铵盐可能并不支持球形

棕囊藻囊体的形成[15]。
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尿素的存在可能显著影响着棕囊藻生长、生活史转换及藻华发生。近年来,河口及近岸海域尿素浓度随

着尿肥的使用不断升高,这一趋势在未来的十几年还将一直维持[16]。美国佛罗里达州南部的FloridaBay
尿素浓度为0.36~1.7μmol·L-1

[17]。秦皇岛海域5月和7月尿素浓度分别为1.5~1.76μmol·L-1和

1.1~2.55μmol·L-1,大亚湾海域夏季和秋季甚至高于无机氮浓度[18],表明我国部分海区尿素已经取代硝

酸盐,成为我国海区的重要氮源。海水中尿素浓度的升高,有利于蓝细菌、甲藻等浮游植物类群旺发生长,形
成有害藻华[19-20]。Glibert等发现在美国切萨皮克湾高浓度尿素会促进微小原甲藻藻华的发生[21]。Collos
等在法国南部 ThauLagloon为期15个月的监测中发现,当尿素浓度超过某一临界值时可能会引发链状亚

历山大藻爆发[20]。
我国海区形成藻华的球形棕囊藻不仅囊体体积大,持续时间长,而且会产生溶血性毒素[6,8]。这些特点

是否与南海水体中尿素浓度不断增高有关尚待研究。本次实验以常见有害藻华物种球形棕囊藻为研究对

象,将其分别置于硝氮、铵氮和尿素的培养液中培养,观察生长以及囊体的形成和变化。本研究结果将有助

于了解不同氮源对球形棕囊藻生长和囊体形成的影响,提供的实验数据会进一步揭示其形成机理,为防治和

预测工作提供有力依据。

1 实验方法

1.1 实验前准备

球形棕囊藻采集于珠江口,利用盐度30的f/2培养基进行培养,培养条件:温度20℃,光强100μmol·

m-2·s-1,光暗周期12h∶12h。分别配置3种形态氮源的f/2培养基:硝酸盐、铵盐和尿素,氮的浓度均为

8.82×10-4mol·L-1(其余营养盐浓度和种类同f/2相同)。取20mL球形棕囊藻藻液加入到50mL的离

心管,3000r·min-1离心10min,弃上清,然后加入培养基冲洗到氮源分别是铵盐、尿素和硝酸盐的f/2培

养基中进行驯化(7d),使藻细胞完全适应不同氮源。

1.2 实验设计

将球形棕囊藻过滤通过10μm的筛绢除去囊体,将其接种到15个锥形瓶(500mL)中,体积为200mL,
初始浓度为103个·mL-1。分别设置硝酸盐、铵盐和尿素三个实验组,每组设置5个平行。将所有细胞培

养瓶放置于温度20℃,光强为100μmol·m-2·s-1,光暗周期为12h∶12h的培养室中培养,实验周期为

22d。

1.3 取样与测定

实验期间每天摇晃锥形瓶,使球形棕囊藻在锥形瓶中分布均匀,减少其黏附于锥形瓶壁。每隔2d取1
次样,每次取样5mL,加入Lugol’s溶液固定。取1mL藻样在倒置显微镜下利用计数框测定游离单细胞

数量。取1mL藻样至24孔细胞培养板中,在倒置显微镜下计数囊体直径、数目以及囊体内细胞数(囊体数

多于30个计数30个,少于30个则计全部)[22]。

1.4 数据处理

用SPSS进行数据统计和显著性检验,应用 OneWay-ANOVA分析不同组间囊体数量和直径的显著

性,DUNNs比较两组之间的差异性,显著性水平设置为p<0.05。
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2 结果与分析

2.1 球形棕囊藻游离单细胞的变化

硝氮组中单细胞于12d时丰度达到(444.21±64.97)×103个·mL-1,尿素组中单细胞丰度在14d时达

到(250.12±34.86)×103个·mL-1,显著低于硝氮组(p<0.05)(图1)。铵盐组中单细胞丰度远远低于硝氮

组和尿素组(p<0.05)。

图1 硝氮组、氨氮组和尿素组游离单细胞数量变化

Fig.1 SolitarycellsabundancesofP.globosawithnitrate,ammoniaandurea

2.2 球形棕囊藻囊体数目变化

当以硝酸盐和尿素为氮源时,球形棕囊藻形成囊体,其中尿素组囊体数目明显高于硝氮组(p<0.05)(图
2)。整个实验周期中铵盐组中球形棕囊藻没有形成任何囊体。

图2 硝氮组、氨氮组和尿素组囊体数目的变化

Fig.2 ColonyabundanceofP.globosawithnitrate,ammoniaandurea
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2.3 球形棕囊藻囊体直径变化

在8~14d期间硝氮组和尿素组囊体直径并无显著性差异(p>0.05),硝氮组和尿素组中球形棕囊藻直

径最高可达到(108.15±49.15)μm以及(128.46±50.44)μm(图3)。

图3 尿素组、硝酸盐组中球形棕囊藻囊体直径变化

Fig.3 ColonydiametersofP.globosawithureaandnitrate

2.4 囊体内细胞占总细胞百分比的变化

硝氮组中囊体细胞所占百分比显著低于尿素组(p<0.05)。硝氮组和尿素组细胞所占百分比都是在第

8天达到最高,硝氮组在第8天时最高达到0.92%,而尿素则为9.5%(图4)。

图4 囊体内细胞占总细胞百分比

Fig.4 Thepercentagesofcolonialnumbertothetotalcellabundance

3 讨 论

氮是浮游植物生存的主要营养物质,对细胞内蛋白质、核酸以及磷脂的形成有重要作用[23]。通常认为

浮游植物先吸收NH+
4-N,通过转氨基作用直接合成氨基酸,而NO-

3-N则必须经过硝酸还原酶形成NH+
4-

N[24],尿素则需要在脲酶的参与下以NH3的形式被利用[25]。Balode对波罗的海Riga湾夏季自然水体进行

营养盐加富实验,发现多数情况下铵盐是先于硝酸盐被吸收的,只有在铵盐还剩7.5μmol·L-1的时候硝酸

盐才会被消耗[26]。王艳等研究了硝酸盐对球形棕囊藻生长的影响,结果表明在培养基中添加不同浓度的硝
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酸盐,对球形棕囊藻的生长有极显著的影响,含有较高硝酸盐的富营养化海域有利于球形棕囊藻细胞的持续

生长[27]。在 Wang的研究中也发现,球形棕囊藻在硝酸盐中可以形成较多的单细胞和囊体[15]。在本实验中

球形棕囊藻可以很好的利用硝酸盐,并且形成囊体。实验结果印证了硝酸盐可以被球形棕囊藻很好的吸收

利用,并且在球形棕囊藻生长和囊体形成中扮演了重要角色。
相对于球形棕囊藻可以很好的利用硝酸盐,我们发现球形棕囊藻也可以很好的利用尿素,而且可以形成

更多的囊体。伴随着营养生理学的不断发展,研究者发现浮游植物和异养细菌一样可以直接利用小分子量

的DON[28]。Glibert等发现尿素浓度超过1μmol·L-1,尿素可能会变成浮游植物一种重要氮源[16]。在美

国Chesapeake湾,一年中的大多数时候,尿素对浮游植物氮营养的贡献率达到60%~80%[29]。在东海长江

口,当米氏凯伦藻赤潮发生时,浮游植物对尿素的吸收速率要明显大于硝酸盐和铵盐,可达到0.031

μmol·h-1
[30]。Riegman等认为球形棕囊藻在饱和光强下对DON的吸收要高于其他浮游植物,尿素可以

同时作为浮游植物的氮源和碳源,并且具有良好的稳定性[31]。在 Wang的研究中,CCMP627,CCMP1528,

CCMP629在尿素实验组中单细胞和囊体生长都会受到抑制[15],与我们的实验结果截然相反。原因可能是

上述研究所用的球形棕囊藻分别取自南大西洋和北太平洋,而我们取自珠江口区域。尿素的吸收利用也依

赖于株系的差异,尿素浓度的提高可能提高南海株系的生物量和分布。珠江口区域DON占总氮的大约

80%[32],不同海区的营养成分可能有所差异,所以球形棕囊藻在利用氮源的策略方面会有所差异。我们研

究的球形棕囊藻株系在尿素中形成的囊体更多,而且在尿素实验组中囊体维持的时间要明显高于在硝酸盐

实验组,这也可能是我国海区发生球形棕囊藻藻华并且持续时间较长的原因之一。
在铵盐实验组中,我们可以明显看到棕囊藻单细胞和囊体的生长被抑制。过高的铵盐可能会起解偶联

作用,降低类囊体薄膜两侧的PH差,从而影响ATP的合成。或者利用NH+
4-N可能使碳进入囊体黏液过

程中形成阻碍,使囊体不稳定或者不能保持囊体的完整性。球形棕囊藻单细胞是镶嵌在黏液中的,NH+
4-N

通过黏液太慢,不足以提供细胞生长所需的能量。我们的研究数据还不能解释囊体结构上的差异,还必须从

动力学方面进行更深入的研究才能作出解释。

4 结 语

通过研究发现珠江口采集的棕囊藻株系在意境细胞和囊体对氮源利用方面有不同的策略。在高浓度的

铵氮中却受到明显的抑制,最高细胞丰度只有(13.81±2.17)×103个/mL,在培养至到12天时细胞全部死

亡,并且自始至终滑 形成囊体。单细胞和囊体都可以利用无机氮硝酸盐和有机氮尿素。单细胞更适应硝

氮,最高细胞密度可达到(44.42±67.97)×104个/mL。而囊体则更适应尿素作为氮源,囊体的数目可达到

(12.61±6.5)个/mL,并且囊体可以一直持续存在到培养的第18天。本研究提供了直接的证据证明尿素可

以被单细胞和囊体利用,对于具备利用可溶性有机氮能力的球形棕囊藻而言,无疑扩展了其氮营养来源,在
可溶性无机氮缺乏的水体中,大大提高其生存率和竞争力。另外,根据本研究中球形棕囊藻生活史在尿素中

的调控规律,我国海区形成藻华的球形棕囊藻不仅囊体体积大,持续时间长,这些特点可能会与南海水体中

尿素含量不断增高有直接的关系。
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EffectsofDifferentNitrogenontheGrowthandtheFormation
ofColonyinPhaeocystisglobosa

LIANGDa-yong,WANGXiao-dong,WANGYan
(ResearchCenterforHarmfulAlgalandMarineBiology,JinanUniversity,Guangzhou510632,China)

Abstract:TheharmfulalgalbloomcausedbyPhaeocystishasbecomeaglobalnaturaldisaster,which
bringseriouslossesofthemarineenvironmentandmarinefisheries.Phaeocystishasacomplexpolymor-
phiclifecycle,exhibitingalternationbetweenfree-livingcellsandcolony.However,themechanismregu-
latingalternationremainsunknown.Nutrientsplayaakeyroleinregulatingphytoplanktongrowthandal-
galblooms.Phaeocystisbloomoftenoccurredinthemarinesystemswherenitratewaslimited.Inrecent
years,increasedureaconcentrationhasbeenobservedfrequentlyintheestuaryareaduetotheuseof
chemicalfertilizers.Differentformsofnitrogen mayhavesignificantimpactsonthelifecycleofP.
globosa.GrowthandcolonyformationofP.globosaasafunctionofnitrate,ureaandammoniumwereex-
amined.Theresultsshowthatfree-livingcellsabundancesofP.globosa weresignificantlypromotedby
ureaandnitratethatmaximumabundanceswere(444.21±64.97)×103cells·mL-1,butinhibitedbyam-
monia.Colonyformationwassupportedbyureaandthemaximumcolonyabundancewithureawere(12.61
±6.5)colonies·mL-1.P.globosacouldutilizeinorganicandorganicnitrogen,thusprovidingP.globosa
withcompetitiveadvantage.Theincreasedureaconcentrationmayberesponsiblefortheoccurrenceofthe
P.globosabloominChinacoastalareainrecentyears.
KeyWords:Phaeocystisglobosa;nitrogen;urea;colonyformation
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