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摘  要: 为了探讨不同形态磷酸盐对铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)和蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)藻细胞生长的

影响, 采用 3 种不同形态的磷酸盐: 磷酸氢二钾(K2HPO4), 焦磷酸钠(Na4P2O7)和三聚磷酸钠(Na5P3O10)作为 BG-11 培养基中的

添加磷源. 从两种藻的生长趋势可以看出, 在 K2HPO4 培养基中小球藻在生长初期生长速度显著高于微囊藻, 当小球藻的生

长到达静止期时, 微囊藻的生长速度便超过了小球藻且其藻密度也高于小球藻; 而在焦磷酸钠和三聚磷酸钠培养基中, 小球

藻的生长速度要显著高于微囊藻. 同时微囊藻和小球藻在 K2HPO4 培养基中的生长速度则始终高于另两种磷酸盐培养基中的

生长速度. 藻细胞碱性磷酸酶活性变化曲线也显示, 小球藻的磷利用能力要高于微囊藻.由此可见, 小球藻对磷的吸收利用能

力高于微囊藻, 从而表明铜绿微囊藻成为水华优势种并不是取决于其对磷酸盐的吸收利用能力. 
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Abstract: To explore the effects of different types of phosphate on the growth of Microcystis aeruginosa and Chlorella pyrenoidosa, 

three types of phosphate salts: dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4), sodium pyrophosphate(Na4P2O7) and sodium polyphosphate 

(Na5P3O10) were used as phosphate sources in this experiment. The growth curves showed that, at early stage of growth in the K2HPO4 

medium, the growth rate of C. pyrenoidosa was significantly higher than that of M. aeruginosa, but on the 16th day, the growth rate of M. 

aeruginosa and its cell density were all higher than those of C. pyrenoidosa. The growth rate of M. aeruginosa and C. pyrenoidosa in 

K2HPO4 medium were significantly higher than those in other two phosphate media. Both in the media of sodium pyrophosphate and 

sodium polyphosphate, the growth rate of C. pyrenoidosa was higher than that of M. aeruginosa. The changes of unicell alkaline 

phosphatase (APA) suggestted that, the phosphate utilization of C. pyrenoidosa was higher than that of M. aeruginosa. The results 

suggestted that the phosphate utilization capability of C. pyrenoidosa was higher than that of M. aeruginosa, indicated that phosphate 

utilization was not the main cause which resulted in the dominance of M. aeruginosa in water-bloom formation. 
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磷是湖泊富营养化中一种关键性因子, 同时也是一种限制性的因子, 所有的有机体都需要磷来进行能

量传输以及供应生长需要[1-2]. 浮游植物利用溶解性的正磷酸盐来满足细胞生长的磷需求[3]. Mackey 等在

研究红海阿克巴湾的可利用性磷与浮游植物群体磷状态的关系时发现正磷酸盐的可利用性大大影响了浮
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游植物的生长状况, 磷的营养状态将浮游植物种群结构变化以及单个细胞的营养状态紧密联系在一起[4]. 
一些研究者通过室内培养实验探索了不同形态溶解性有机磷对单个藻种生长的影响. 如塔马亚历山

大藻(Alexandrium catenatum)则能利用磷酸单酯类和磷酸二酯类有机磷化合物[5]. 张民等在研究不同磷源

对铜绿微囊藻生长的影响时发现, 甘油磷酸钠比磷酸二氢钾更有利于对数期铜绿微囊藻的生长[6]. 异胶

藻在无机磷、蛋黄卵磷脂及 6-磷酸葡萄糖条件下都能很好的生长, 但该藻在培养初期更容易利用大分子

的卵磷脂[7]. 可见, 磷形态对不同藻类的生长有重要影响, 进而可能会影响到藻类群落的组成. 但是对于

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)之所以成为蓝藻水华优势种是否取决于其对磷元素的吸收利用能力

尚缺少理论数据的支持. 
碱性磷酸酶作为一种专一水解磷酸单酯的诱导酶类, 当水体中缺乏正磷酸盐时, 可在藻类及细菌体

中诱导产生. 碱性磷酸酶活性的增加, 使得藻类可以利用有机磷以及无机多聚磷作为磷源[8]. Nicholson
等利用酶标荧光剂和总碱性磷酸酶活性的测定方法来评估旧金山湾和蒙特里湾中浮游植物种群中磷的状

态, 从而揭示了有机磷是海洋生态系统中磷循环的一个重要的可利用磷源[9]. 高光等研究太湖不同生态

类型湖区水体中磷形态构成的差异及其与水体中碱性磷酸酶活性之间的关系, 发现随着水体中 PO4
3--P

浓度的增加, 水中的总碱性磷酸酶相应地减少. 碱性磷酸酶活性的增加, 使得藻类可以利用有机磷以及

无机的多聚磷作为磷源, 其生长、繁殖得以持续[10-11], 由此可以表明浮游植物的碱性磷酸酶活性表征其

磷利用能力. 
本实验选用了正磷酸盐、焦磷酸盐和多聚磷酸盐中具有代表性的磷酸氢二钾、焦磷酸钠和三聚磷酸

钠, 研究这 3 种不同聚合状态的磷酸盐对铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)和蛋白核小球藻(Chlorella 
pyrenoidosa)生长的影响, 通过两种藻的生长曲线以及藻细胞碱性磷酸酶活性来研究比较微囊藻与小球

藻的磷利用能力, 为解释蓝藻水华的形成提供了基础数据. 

1 材料与方法 

1.1 材料 

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa  PCC 7806)和蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)由中国科学院

水生生物研究所提供. 采用 BG-11 培养基进行培养, 培养在 25℃的光照培养箱中, 光暗比为 12:12, 光强

设置为 39.6μmol/(m2·s). 
3 种不同形态的磷酸盐: 磷酸氢二钾(K2HPO4), 焦磷酸钠(Na4P2O7)和三聚磷酸钠(Na5P3O10), 均为国

产分析纯试剂. 以 BG-11 培养基中的总磷浓度(5.44mg/L)为标准, 焦磷酸钠和三聚磷酸钠培养基的总磷

浓度也设置为 5.44mg/L, 以研究在相同总磷浓度条件下, 铜绿微囊藻与蛋白核小球藻对 3 种不同形态磷

酸盐的吸收利用能力. 
1.2 实验方法 

1.2.1 试验设置 铜绿微囊藻与蛋白核小球藻的纯种培养, 在无磷 BG-11 培养基分别添加 3 种不同形态的

磷酸盐作为磷源, A: K2HPO4; B: 焦磷酸钠; C: 三聚磷酸钠, 每种设置 3 个平行. 
1.2.2 接种 将磷饥饿状态的铜绿微囊藻和蛋白核小球藻以 5000r/min 离心 10min, 并用无菌水洗涤两次, 然
后再接入已灭菌的培养液中, 初始的藻密度约为 6.5×104cells/ml. 在 25℃光照培养箱中进行培养, 光暗比

为 12:12, 光强设置为 39.6μmol/(m2·s). 
1.2.3 微囊藻、小球藻的生长曲线 用 JNOEC XS-213 型显微镜和血球计数板计数生长时期培养液中的藻

细胞密度, 并绘制藻类生长曲线. 
1.2.4 培养基中总磷浓度变化的测定 取 1ml 藻液, 10000r/min 离心 10min, 取上清, 加入 1ml 50g/L 的过

硫酸钾溶液并定容至 10ml, 121℃消化 30min, 然后用以抗坏血酸为还原剂的磷钼蓝比色法进行测定. 
1.2.5 碱性磷酸酶活性的测定[12] 取 2.5ml 样品, 加入已经灭菌的试管中, 随后加入 2.5ml Tris-HCl 缓冲液

(pH 8.4), 摇匀后加入 1ml 反应底物对硝基苯磷酸二钠(p-Nitrophenyl phosphate, PNP-P, Sigma 产品). 将试

管避光处理放在 25℃的生化培养箱中, 反应 24h, 用 4ml 的 0.1mol/L 的 NaOH 溶液来终止反应. 用
UV-1600 紫外光栅分光光度计在 410nm 处测定反应产物对硝基苯酚(p-Nitrophenol, PNP)的产生量, 并计
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算单位时间内单个藻细胞所产生对硝基苯酚 (Nitrophenol, PNP), 并以此作为细胞碱性磷酸酶活性

(Alkaline Phosphatase Activity, APA)的单位. 
1.2.6 数据分析 数据采用 Excel 分析, 显著性差异采用 One-way ANOVA 分析方法, P<0.05 认为有显著性. 

2 结果与讨论 

2.1 纯培养条件下铜绿微囊藻和蛋白核小球藻的生长曲线及总磷浓度的变化 

铜绿微囊藻和蛋白核小球藻均能利用K2HPO4, Na4P2O7, Na5P3O10这 3种不同形态的磷酸盐进行生长, 且
在 K2HPO4 中微囊藻和小球藻的生长要显著优于在焦磷酸钠和三聚磷酸钠中的生长(图 1). 而且磷酸氢二

钾的消耗量也要显著高于焦磷酸钠和三聚磷酸钠中的消耗量, 可以看出磷酸氢二钾相对于其他两种磷酸

盐更有利于微囊藻与小球藻的生长. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 1 三种磷酸盐培养基中铜绿微囊藻(a)和蛋白核小球藻 
(b)的藻密度变化及其培养基中总磷浓度的变化 

Fig.1 Changes of cell density and total phosphate of M. aeruginosa (a) and C. pyrenoidosa  
(b) in three different phosphate media 

 
2.2 纯培养条件下藻细胞的碱性磷酸酶活性的变化 

铜绿微囊藻和蛋白核小球藻在不同磷源培养基生长过程中, 单个藻细胞所表现出来的碱性磷酸酶活

性的变化(图 2)表明. 微囊藻藻细胞的碱性磷酸酶活性在接种后呈现先上升后下降的趋势, 第8d时, 微囊藻

的碱性磷酸酶活性趋于平缓. 而小球藻碱性磷酸酶的活性在接种初期较高, 以后则逐渐下降, 到第 6d 酶活

性的变化趋于平缓. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 三种磷源培养基中铜绿微囊藻(a)和蛋白核小球(b)藻藻细胞碱性磷酸酶活性的变化 
Fig.2 APA changes of M. aeruginosa cell (a) and C. pyrenoidosa cell (b) in three phosphate media 

a b 

 
a b 
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2.3 藻细胞碱性磷酸酶的变化曲线及其藻密度的变化 

图 3、图 4 和图 5 分别表示在不同形

态磷源培养基中, 微囊藻与小球藻的生长

曲线及其藻细胞碱性磷酸酶活性的变化趋

势. 图 3 示, 接种初时, 在磷酸氢二钾培

养基中, 小球藻的藻细胞的碱性磷酸酶的

活性高于微囊藻, 随着生长的进行, 小球

藻的藻密度迅速增加, 小球藻的碱性磷酸

酶的活性呈现下降的趋势, 而微囊藻的碱

性磷酸酶活性呈现先上升后下降的趋势.
小球藻的生长速度起初高于微囊藻, 同时

也提早进入生长的静止期, 而微囊藻的对

数生长期持续时间较长, 最终微囊藻的密

度超过了小球藻的密度. 图 4、图 5 中可

见, 在焦磷酸钠和三聚磷酸钠为磷源的培

养基中, 小球藻的增长速率高于微囊藻的

增长速率, 而细胞碱性磷酸酶的变化与磷

酸氢二钾培养基中相似. 

3 讨论 

3.1 铜绿微囊藻和蛋白核小球藻对不同形

态磷酸盐的吸收作用 

磷是藻类生长发育所必需的一种元素, 
磷在水体生态系统中的作用以及浮游植物

对磷酸盐的吸收利用已经有了很广泛的研

究[13-16]. 浮游植物对不同形态磷酸盐的代

谢机理不同, 正磷酸盐是最容易被浮游植

物吸收, 且对浮游植物生长促进作用显著

的一种磷酸盐[17-18]. 铜绿微囊藻与蛋白核

小球藻对磷酸氢二钾的利用效率最高, 同
样生长 20 d后, 磷酸氢二钾培养基总磷浓度

为(微囊藻1.68mg/L, 小球藻2.12mg/L)(图1), 
焦磷酸钠培养基中总磷浓度为 (微囊藻

4.66mg/L, 小球藻 4.51mg/L), 三聚磷酸钠

培养基中总磷浓度为(微囊藻 4.82mg/L,小
球藻 4.75mg/L), 从这些数据中可以计算

出在单位时间内磷酸氢二钾的消耗量最大, 
显著高于焦磷酸钠和三聚磷酸钠的消耗量. 
而焦磷酸钠和三聚磷酸钠的消耗量之间并

不存在显著的差异. 藻细胞在磷酸氢二钾

中的生长速度也显著高于另外两种磷酸盐. 
从而说明了在这三种不同形态的磷酸盐中, 
磷酸氢二钾最有利于藻类的生长. 同时可

以看出微囊藻利用最容易被吸收的磷酸盐

图 3 铜绿微囊藻与蛋白核小球藻在磷酸氢二钾培养基中的生长曲

线及其碱性磷酸酶活性的变化曲线 

Fig.3 Growth curve of M. aeruginosa and C. pyrenoidosa and changes 

of their cellular APA in the medium of K2HPO4 

图 4 铜绿微囊藻与蛋白核小球藻在焦磷酸钠培养基中的生长曲线

及其碱性磷酸酶活性的变化曲线 

Fig.4 Growth curve of M. aeruginosa and C. pyrenoidosa and changes 

of their cellular APA in the medium of sodium pyrophosphate 

图 5 铜绿微囊藻与蛋白核小球藻在三聚磷酸钠培养基中的生长曲

线及其碱性磷酸酶活性的变化曲线 
Fig.5 Growth curve of M. aeruginosa and C. pyrenoidosa and changes 

of their cellular APA in the medium of sodium polyphosphate 
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中才能在试验后期占据优势, 而在其他形态里边不占优势, 间接说明微囊藻对其他两种形态磷的利用能

力不强. 
在磷酸氢二钾为磷源的培养基中, 小球藻在起始时期的增长速率高于微囊藻, 当生长进行到第 14d, 

小球藻的生长进入静止期, 此时微囊藻的生长还在指数期, 微囊藻的生长超过了小球藻, 从而也表明了

微囊藻在磷充足的时候, 进入指数期生长需要更长的时间(图 3). 而在小球藻达到静止期这一阶段, 小球

藻的磷酸氢二钾的消耗为 0.2166mg/(L·d), 而微囊藻的磷消耗速率则为 0.1715mg/(L·d), 可见在此阶段小

球藻的磷消耗速率高于微囊藻. 而图 4、图 5 中则显示, 在焦磷酸钠和三聚磷酸钠为磷源的培养基中, 小
球藻的生长速度始终高于微囊藻, 小球藻对焦磷酸钠和三聚磷酸钠的吸收速率分别为 0.0475mg/(L·d)和
0.0389mg/(L·d), 而微囊藻对焦磷酸钠和三聚磷酸钠的吸收速率分别 0.0435mg/(L·d)和 0.0277mg/(L·d), 
小球藻对这两种不同形态磷的吸收速率要高于微囊藻. 同样也表明小球藻的对聚合态磷酸盐的利用能力

高于微囊藻. 这个同样说明了小球藻的对这几种磷的吸收利用能力要高于微囊藻. 
在研究铜绿微囊藻的磷代谢机理研究时发现, 处于延迟期的铜绿微囊藻能从水环境中吸收外源性磷, 

对数生长初期, 藻利用体内的磷进行代谢以满足生长的需要. 即使外界还有较高的磷, 铜绿微囊藻中总

磷浓度也随着其生长而不断下降; 在稳定期的初期微囊藻中可溶性磷含量达到最高值, 藻中聚磷含量在

对数期末明显增加, 随后下降[19]. 
在铜绿微囊藻对有机磷和无机磷的吸收的研究中发现, 磷形态及其质量浓度对铜绿微囊藻的指数增

长时间影响较大, 从而对其最大现存量的影响较大[20]. 不同种类的蓝藻对磷的生理响应也不相同, 缺磷

条件下, 水华鱼腥藻对低磷环境的适应能力较强, 浮游颤藻其次, 铜绿微囊藻最差; 在磷充足条件下, 微
囊藻对磷过量吸收的能力明显高于其他两种蓝藻[21], 表明了铜绿微囊藻对低磷状况适应性较差, 只是在

磷源充足时才表现出很好的磷吸收能力. 从而也表明了在湖泊富营养化状态下, 铜绿微囊藻在众多蓝藻

中能成为优势种的原因. 
3.2 铜绿微囊藻和蛋白核小球藻的碱性磷酸酶活性 

碱性磷酸酶作为湖泊水体中的一种重要的酶类, 其在磷的生物地球化学循环过程中的作用, 已为日

益增多的研究所证实[22-23]. 关于碱性磷酸酶调控机理的研究, 最早发现浮游植物体内的碱性磷酸酶是一

种诱导酶, 当水体中的溶解性无机磷的浓度较低时, 浮游植物、细菌体中的酶被诱导大量产生, 通过酶的

作用, 水体中的有机磷化合物被水解, 释放出无机磷[24]. 
碱性磷酸酶同时也是水体系统中生物可利用性有机磷的一个量度, Dyhrman 和 Ruttenberg 在研究海

岸系统中可溶性有机磷库(DOP)以及有机磷的循环作用时, 将碱性磷酸酶活性作为生物可利用性有机磷

的衡量标准并以此来研究海岸生态系统中碱性磷酸酶的活性[25]. 
藻细胞在缺磷状态时候, 其碱性磷酸酶的活性会发生明显变化, 不仅碱性磷酸酶的合成量增加, 而

且活性也有所增强[26]. 在缺磷情况下或者在大分子有机磷作为磷源的情况下, 培养基中的碱性磷酸酶活

性会迅速提高[27], 蓝藻在难溶性磷中的碱性磷酸酶活性要高于在可溶性磷中的活性[28]. 在低磷条件下, 
水华鱼腥藻、浮游颤藻和铜绿微囊藻三种蓝藻所产生的碱性磷酸酶(APA)的能力由高至低为: 水华鱼腥藻

>浮游颤藻>铜绿微囊藻. 磷缺乏时, 水华鱼腥藻产生的胞外 APA 约是铜绿微囊藻的 l0 倍, 是浮游颤藻的

5 倍 [20], 从而说明了铜绿微囊藻在低磷条件的磷利用能力较低. 
从图 2 所示的碱性磷酸酶变化曲线可以看出, 经过长时间磷饥饿处理后, 铜绿微囊藻的藻细胞中的磷被

消耗殆尽, 藻细胞的生长也受到很大的限制, 致使藻细胞分泌碱性磷酸酶的能力也有所下降, 接种后微囊藻

藻细胞吸收磷元素之后其碱性磷酸酶的活性则表现出上升的趋势, 而蛋白核小球藻则能忍受长时间的磷饥饿

处理, 细胞碱性磷酸酶的活性随着磷饥饿的进行而逐渐升高, 在饥饿处理结束后仍然能够保持很好的对磷

吸收利用的能力. 从而表明了小球藻比微囊藻对低磷浓度有更好的适应性, 低磷环境下磷利用效率更高. 
在接种后, 小球藻的生长速率显著高于微囊藻, 随着小球藻细胞数目的增加, 使得单个小球藻细胞

的碱性磷酸酶的活性呈现下降的趋势. 而在接种起始时期, 微囊藻中的碱性磷酸酶活性较低, 接种后, 
由于微囊藻藻细胞碱性磷酸酶活性的增加速率要大于藻细胞的增加速率, 所以单个细胞的碱性磷酸酶的

活性呈现明显的上升. 在对数增长期之后, 藻细胞体内已经积累了足够其生长繁殖所需的磷, 这时藻细
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胞的达到稳定期, 所分泌的碱性磷酸酶的量会减少, 此时细胞碱性磷酸酶活性的变化也逐渐趋于平缓. 
通过碱性磷酸酶的变化, 我们可以发现微囊藻和小球藻在生长的各个阶段对磷元素利用能力的大小, 从
而比较两种藻的磷利用能力, 由此可以发现对磷的利用能力并不是铜绿微囊藻成为水华优势种的原因. 
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