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环境因子对三峡库区铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）群体形
成影响及其形态特征∗
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摘　 要： 为揭示微囊藻群体形成机理，为有效防治水华暴发提供依据，以三峡库区铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）为
研究对象，研究 Ｎ、Ｐ 浓度，Ｃａ２＋浓度，光强，温度对铜绿微囊藻生长、胞外多糖（ＥＰＳ）合成和群体微囊藻形成的影响，并对

比分析了单细胞和群体微囊藻的形态特征． 研究发现当 Ｎ≤１００ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ≤５ ｍｇ ／ Ｌ 时，铜绿微囊藻生物量和 ＥＰＳ 合成量随

着 Ｎ、Ｐ 浓度增加而增加；适宜浓度的 Ｃａ２＋（６５ ｍｇ ／ Ｌ）有利于藻生长，ＥＰＳ 产量随着 Ｃａ２＋浓度增加而降低，过高浓度的 Ｃａ２＋

在刺激微囊藻细胞分泌 ＥＰＳ 的同时可能会促进其溶解， Ｃａ２＋和 ＥＰＳ 均对微囊藻群体形成起桥架粘结作用；光照和温度对

ＥＰＳ 合成有一定促进作用，且其促进效果均高于 Ｎ、Ｐ 和 Ｃａ２＋ 作用，２０℃是同时满足微囊藻生长及 ＥＰＳ 合成的最有利条

件． 群体细胞比单细胞周围的胶质鞘更加明显和清晰，多糖胶鞘表面有许多 Ｃａ２＋晶体，从微观角度可以确定 Ｃａ２＋在 ＥＰＳ
合成及群体形成中起着重要作用．
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水华暴发是水体富营养化常见特征之一，三峡水库蓄水后，水动力条件时常改变，营养盐不断积累，导
致库区部分支流库湾水华现象严重［１］ ，铜绿微囊藻是三峡库区蓝藻水华暴发常见的优势藻种之一，藻群体

的形成和增长是水华暴发的前提，铜绿微囊藻在适宜环境下，大量增殖形成群体上浮于水面，并分泌微囊藻
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安　 强等：环境因子对三峡库区铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）群体形成影响及其形态特征 ３７９　　

毒素，严重破坏水域生态系统，直接影响工农业生产及生活用水的供水水质，从而对人类健康产生极大危

害［２⁃３］ ． 影响藻群体形成的非生物因子主要有营养盐、光强、温度、ｐＨ 以及金属离子等［４⁃５］ ，Ｃｕ２＋、Ｆｅ３＋、Ｚｎ２＋和

Ｐｂ２＋等已有相关报道［４， ６⁃７］ ，Ｓｈａｒｍａ 等［８］ 研究证实金属离子可显著促进藻细胞分泌胞外多糖（ＥＰＳ），Ｗａｎｇ
等［９］发现一定浓度的 Ｃａ２＋能促进微囊藻多糖的合成并有利于藻群体形成，从而可知金属离子在微囊藻群体

形成中起着非常重要的作用，但将金属离子与其他环境因子进行对比分析少有报道． 国内外学者已对铜绿

微囊藻的生长及生理特性等进行了多方面研究，但单细胞状态的微囊藻怎样集结聚集形成群体尚无明确定

论［１０］ ． 部分研究发现微囊藻水华形成过程中，往往伴随着 ＥＰＳ 合成， Ｗａｌｌａｃｅ［１１］ 发现 ＥＰＳ 能调节微囊藻垂

直移动，目前对 ＥＰＳ 的研究主要集中在提取和结构分类上，对于环境因子如何影响其合成，其与藻群体形成

的具体关系的研究甚少．
不同水域理化性质、生物背景不一，导致水华暴发的环境因素和生态机制也有差异． 为进一步探究三峡

水库成库后支流回水区富营养化问题，本实验以三峡库区小江流域回水区铜绿微囊藻为研究对象，在环境

因子（Ｎ、Ｐ 浓度，Ｃａ２＋浓度，光照强度，温度）对其生长影响分析的基础之上，与环境因子对 ＥＰＳ 合成影响分

析相结合，揭示不同环境条件下 ＥＰＳ 对铜绿微囊藻群体形成的作用． 并对前期实验培养成熟的铜绿微囊藻

群体和纯培养的单细胞作为后续实验材料，在激光共聚焦显微镜和扫描电子显微镜下观察了两组实验材料

中细胞的存在状态及 Ｃａ２＋和 ＥＰＳ 分布情况，以期更深入了解微囊藻水华的发生过程与 Ｃａ２＋和 ＥＰＳ 分布之间

的关系，并从微观角度解释铜绿微囊藻群体的形成过程，为阐明铜绿微囊藻水华的形成机理提供相关依据．

１ 材料与方法

１．１ 实验材料

１．１．１ 实验藻种　 在三峡库区小江流域回水区采集浮游藻类，现场用甲醛固定，经显微镜观察、鉴定，进行短

期预培养、稀释法结合平板分离法以及灭菌等步骤［１２］ 得到纯化的实验藻种铜绿微囊藻（Ｍ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ），并
采用 ＢＧ⁃１１ 培养液对藻进行驯化和扩大培养，取对数生长期的藻进行后续实验．
１．１．２ 实验培养液　 ＢＧ⁃１１ 培养液［１３］ ：ＮａＮＯ３ １．５ ｇ ／ Ｌ，Ｋ２ ＨＰＯ４ ０．０４ ｇ ／ Ｌ，ＭｇＳＯ４ ·７Ｈ２ Ｏ ０．０７５ ｇ ／ Ｌ，ＣａＣｌ２ ·
２Ｈ２Ｏ ０．０３６ ｇ ／ Ｌ，Ｃ６Ｈ８Ｏ７ ０．００６ ｇ ／ Ｌ，ＦｅＣ６Ｈ５Ｏ７·ＮＨ４ＯＨ ０．００６ ｇ ／ Ｌ， ＥＤＴＡＮａ２ ０．００１ ｇ ／ Ｌ，Ｎａ２ＣＯ３ ０．０２ ｇ ／ Ｌ，
Ｈ３ＢＯ３ ２．８６ ｇ ／ Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ １．８１ ｇ ／ Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２２２ ｇ ／ Ｌ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．０７９ ｇ ／ Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ
０．３９ ｇ ／ Ｌ， Ｃｏ（ＮＯ３） ２·６Ｈ２Ｏ ０．０４９ ｇ ／ Ｌ． 培养基液 ｐＨ 调至 ７．５，并经高压灭菌（１２１℃，１０５ ｋＰａ，３０ ｍｉｎ） ．
１．２ 实验方法

本实验采用单因素分析方法，在 ５００ ｍｌ 三角瓶中加入 ３００ ｍｌ 经过灭菌消毒的 ＢＧ⁃１１ 培养液，铜绿微囊

藻的初始接种量为 ３．０×１０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ，探讨 Ｎ、Ｐ 浓度；Ｃａ２＋浓度；光强；温度对铜绿微囊藻生长、ＥＰＳ 合成及藻

群体形成的影响． 以三峡库区小江流域环境背景值及相关研究［１４⁃１８］ 为参考，Ｎ、Ｐ 浓度设置梯度：Ｎ＝ １ ｍｇ ／ Ｌ、
Ｐ ＝０．０５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ１ 组）；Ｎ＝５ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝０．２５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ２ 组）；Ｎ＝１０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝０．５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ３ 组）；Ｎ＝ ５０ ｍｇ ／ Ｌ、
Ｐ ＝ ２．５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ４ 组）；Ｎ＝ １００ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ５ 组）；其余因子光强 ２０００ ｌｕｘ，光暗比 １２ ｈ ∶１２ ｈ，温度

２５℃ ． Ｃａ２＋浓度梯度为 ０．１３、１３、６５、１３０ 和 ２６０ ｍｇ ／ Ｌ（Ｃａ２＋ １ 组 ～ Ｃａ２＋ ５ 组）；其余因子光强 ２０００ ｌｕｘ，光暗比

１２ ｈ ∶１２ ｈ，温度 ２５℃ ． 铜绿微囊藻在光强梯度设置为 １０００、２０００、４０００、８０００ 和 １２０００ ｌｕｘ 的培养箱中进行培

养，光源为白炽灯，光暗比 １２ ｈ ∶１２ ｈ，温度 ２５℃ ． 温度梯度设置为 １５、２０、２５、３０ 和 ３５℃，光强 ２０００ ｌｕｘ，光暗

比１２ ｈ ∶１２ ｈ． 每项因子的每个水平分别做 ３ 个平行，自接种当日起每天定时摇动 ３ 次，分别间隔 ３ ｄ 在同一

时间取样测定藻密度及 ＥＰＳ 含量．
１．３ 分析方法

１．３．１ 藻细胞计数　 细胞计数采用血球计数板法，计数板规格选用 ２５×１６，根据对角线法依次对 ５ 个大格的

藻细胞进行计数． 藻细胞密度（１０６ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ）＝ ５×（Ｎ１＋Ｎ２＋Ｎ３ ＋Ｎ４ ＋Ｎ５） ×１０－２ ×Ｂ，式中：Ｎ１ ～ Ｎ５指 ５ 个大格中

的藻细胞数，Ｂ 指稀释倍数．
１．３．２ ＥＰＳ 测定分析　 ＥＰＳ 的提取及测定采用 Ｄｅｌ Ｇａｌｌｏ 等［１９］经过修改和量化的蒽酮－硫酸法． 取藻液 １０ ｍｌ，
调节 ｐＨ 至 １０，摇匀后置于恒温水浴震荡器中，４５℃震荡 ４ ｈ（６０ 转 ／ ｍｉｎ），于 １０５００ 转 ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ 使藻

液分离，将上清液以 ０．４５ μｍ 膜过滤后用于测定 ＥＰＳ 浓度．



３８０　　 Ｊ． Ｌａｋｅ Ｓｃｉ．（湖泊科学），２０１７，２９（２）

１．３．３ 铜绿微囊藻形态特征分析　 将纯培养的单细胞微囊藻和三峡库区小江流域回水区分离提纯并扩大培

养的铜绿微囊藻群体，以 ＢＧ⁃１１ 培养液，光照为 １０００ ｌｕｘ，室温（２５℃）条件培养成熟后，分别制成玻片，在激

光共聚焦显微镜和扫描电子显微镜下观察其形态，根据文献［２０⁃２１］，激光共聚焦显微镜观察需对 ＥＰＳ 和

Ｃａ２＋进行荧光标记，ＥＰＳ 的荧光标记方法［２２］ ：取一小滴用蒸馏水冲洗过的藻液滴在洗净的载玻片上，并滴加

适量的 Ｃａｌｃｏｆｌｕｏｒ Ｗｈｉｔｅ Ｓｔａｉｎ（美国 Ｓｉｇｍａ 多聚糖荧光染料）和 １ 滴 １０％的 ＫＯＨ 溶液，放置 １ ｍｉｎ． Ｃａ２＋的荧光

标记方法：取一小滴藻液于载玻片上，并滴加适量 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｆｌｕｏ⁃３， ｐｅｎｔａｓｏｄｉｕｍ ｓａｌｔ 稀释液（美国 ＡＡＴ
Ｂｉｏｑｕｅｓｔ Ｉｎｃ． 胞外 Ｃａ２＋荧光探针），然后在 ３７℃下恒温孵育 １ ｈ．

２ 结果与讨论

２．１ 环境因子对铜绿微囊藻生长的影响

当 Ｎ、Ｐ 浓度较低（Ｎ≤５ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ≤０．２５ ｍｇ ／ Ｌ）时，在前 ９ ｄ，铜绿微囊藻保持指数增长，９ ｄ 后，铜绿微囊

藻生长无显著变化（Ｐ＞０．０５）（图 １ａ）；这与许海等［２３］研究铜绿微囊藻对氮、磷饥饿耐受能力结果相符． 当初

始 Ｎ、Ｐ 浓度相对较高（Ｎ≥１０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ≥０．５ ｍｇ ／ Ｌ）时，铜绿微囊藻随着培养时间的推移逐渐增长，在前 ２４ ｄ，
不同 Ｎ、Ｐ 浓度梯度间，藻细胞密度无显著性差异（Ｐ＞０．０５），这与罗东等［２４］ 的研究发现当 Ｐ≥０．５ ｍｇ ／ Ｌ 时，
不同 Ｐ 浓度条件下的藻增长速度基本相近的结果一致． 培养后期， Ｎ、Ｐ 逐渐被藻生长利用从而浓度降低，
高浓度 Ｎ、Ｐ 逐渐降低到最优值进一步利于藻类生长，故当 Ｎ＝ １０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ０．５ ｍｇ ／ Ｌ 时，就能使铜绿微囊藻

呈优势增长．
在 ５ 组不同的 Ｃａ２＋浓度水平下，铜绿微囊藻均呈一定趋势增长，且当 Ｃａ２＋ ＝ ６５ ｍｇ ／ Ｌ 时，铜绿微囊藻的

生长量最大且增长速率最突出，随着 Ｃａ２＋浓度继续增加，铜绿微囊藻的生长量和增长速率反而减小；低浓度

Ｃａ２＋（＜６５ ｍｇ ／ Ｌ）比高浓度 Ｃａ２＋（＞６５ ｍｇ ／ Ｌ）条件下的藻生长量及增长速率大但差异并不显著（Ｐ＞０．０５）（图
１ｂ）． 适宜浓度的 Ｃａ２＋有利于藻生长，浓度过高（＞６５ ｍｇ ／ Ｌ）则会一定程度抑制藻细胞增殖，这与郭丽丽等［１７］

及 Ｓｈｉ 等［２５］研究中 Ｃａ２＋对微囊藻生长的影响结论相近． 其可能的原因是 Ｃａ２＋是藻生长所需离子，适宜浓度

的 Ｃａ２＋有利于藻细胞壁的构成，对藻细胞膜结构起稳定作用，从而利于藻生长；浓度过高的 Ｃａ２＋可能会抑制

藻体内一些保护酶的活性，从而不利于藻生长［２６］ ．
在培养期的前 １５ ｄ，不同光照强度下的藻生长无显著差异（Ｐ＞０．０５），在高光照强度（１２０００ ｌｕｘ）下的藻

生长量相对较低，表现出光抑制（图 １ｃ） ． 培养后期（＞１５ ｄ），当光照强度为 １０００ ｌｕｘ 时，铜绿微囊藻呈现最

优生长，这与刘世明等［２７］总结较低的光强有利于铜绿微囊藻生长结论一致． 整个培养期间，不同光强下的

藻生长均存在波动，光照周期一定（１２ ｈ）时，光强在一定范围（２０００～ ４０００ ｌｕｘ）内变化对铜绿微囊藻生长影

响无明显差异（Ｐ＞０．０５），推测铜绿微囊藻对高光照强度的耐受能力较强．
温度分别为 １５、２５ 和 ３５℃时，对铜绿微囊藻类生长的影响差异较明显（Ｐ＜０．０５），当温度较低（１５℃）和

较高（３５℃）时，铜绿微囊藻的生长趋势均较缓，且在培养后期藻生长有略微下降（图 １ｄ）． 其可能原因是低

温条件下微囊藻胞内酶活性较低，生长受到抑制，温度过高则出现高温胁迫现象． 付保荣等［２８］ 研究表明，铜
绿微囊藻的最佳生长温度在 ２５℃ 以上，本研究表明 ３０℃ 是铜绿微囊藻生长最佳温度，其生长量高达

３．１５×１０７ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ；培养初期，铜绿微囊藻在饱和温度范围内呈线性增长，在培养后期（第 ２４ ｄ）达到生长饱和．
２．２ 环境因子对铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成的影响

不同环境因子条件下，铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成情况可知，铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成随着 Ｎ、Ｐ 浓度的增加而增

加（图 ２ａ） ． 低 Ｎ、Ｐ 浓度（Ｎ≤１０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ≤０．５ ｍｇ ／ Ｌ）抑制铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成，Ｎ、Ｐ 浓度越低 ＥＰＳ 合成量

越低；高 Ｎ、Ｐ 浓度（Ｎ≥５０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ≥２．５ ｍｇ ／ Ｌ）促进 ＥＰＳ 合成． 一些研究表明 Ｎ、Ｐ 浓度缺乏能刺激蓝杆藻

（Ｃｙａｎｏｔｈｅｃｅ） ［２９］ 、筒柱藻（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｔｈｅｃａ） ［３０］等藻类的 ＥＰＳ 合成，本研究表明 Ｎ、Ｐ 浓度对微囊藻的影响与上

述藻类不同，而与雷腊梅等［３１］研究营养条件对铜绿微囊藻胞外多糖产生影响的结果一致．其可能的原因是

铜绿微囊藻在 Ｎ、Ｐ 丰富条件下的碳固定效率较高，故营养条件对不同藻类 ＥＰＳ 合成影响不同． 与图 １ａ 对比

可知，Ｎ、Ｐ 浓度对铜绿微囊藻 ＥＰＳ 的合成与藻生长的影响具有一致性，高浓度的 Ｎ、Ｐ 为铜绿微囊藻提供了

丰富的营养盐，在一定程度上有利于微囊藻生长，并利于 ＥＰＳ 的合成和分泌，故调节 Ｎ、Ｐ 浓度是控制微囊藻

生物量增长的有效途径．
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图 １ 不同初始 Ｎ、Ｐ 浓度（ａ）、Ｃａ２＋浓度（ｂ）、光强（ｃ）和温度（ｄ）条件下铜绿微囊藻生长情况

Ｆｉｇ．１ Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｍ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎａｌ Ｎ ａｎｄ Ｐ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ａ），
Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｂ），ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ（ｃ） ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ｄ）

低浓度 Ｃａ２＋（０．１３ ｍｇ ／ Ｌ）与高浓度 Ｃａ２＋（２６０ ｍｇ ／ Ｌ）相比对 ＥＰＳ 合成影响有显著差异（Ｐ＜０．０５），０．１３
ｍｇ ／ Ｌ Ｃａ２＋条件下 ＥＰＳ 合成量最大能达到 ７７ μｇ ／ ｍｌ，而其他 ３ 组处理对 ＥＰＳ 合成影响无显著差异（Ｐ＞０．０５）
（图 ２ｂ）． 与图 １ｂ 对比可知，０．１３ ｍｇ ／ Ｌ Ｃａ２＋不是最有利于微囊藻生长的条件，但仍对藻生长有一定促进作

用，即微量的 Ｃａ２＋就能同时满足微囊藻的生长及 ＥＰＳ 合成． Ｃａ２＋ 浓度过高（２６０ ｍｇ ／ Ｌ），微囊藻生长受到抑

制，ＥＰＳ 浓度同样较低，其可能的原因是 Ｃａ２＋不仅会影响藻细胞膜的通透性，从而影响 ＥＰＳ 向细胞外分泌的

过程，过高浓度的 Ｃａ２＋还会在刺激微囊藻细胞分泌 ＥＰＳ 的同时会促进其溶解［１７］ ．
光强对藻类 ＥＰＳ 合成的影响少有报道． 光照对铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成有一定促进作用，且其促进效果高

于 Ｎ、Ｐ 和 Ｃａ２＋的作用（Ｒ光照＞ＲＣａ２＋＞ＲＮ、Ｐ，其中 Ｒ 值代表显著水平的高低）（图 ２ｃ），说明微囊藻的 ＥＰＳ 合成和

释放依赖光照． 在前 ２１ ｄ，不同光照处理对铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成影响无明显差异（Ｐ＞０．０５）；不同光照强度

下 ＥＰＳ 合成呈先增后降再增再降的不稳定变化趋势，２０００～４０００ ｌｕｘ 条件有利于 ＥＰＳ 合成，在第 ９～ １８ ｄ 表

现最为突出，在第 ２７ ｄ １０００ ｌｕｘ 条件下 ＥＰＳ 合成量出现峰值 １１４ μｇ ／ ｍｌ，对应图 １ｃ，此时的微囊藻同样处于

优势生长． 整个培养周期来看，在第 １５ 和 ３０ ｄ， ＥＰＳ 合成量均有回落现象，这可能是微囊藻群体形成过程中

ＥＰＳ 被利用的结果．
适宜的温度能够促进铜绿微囊藻 ＥＰＳ 的合成，其促进效果同样高于 Ｎ、Ｐ 和 Ｃａ２＋的作用（Ｒ温度 ＞ ＲＣａ２＋ ＞

ＲＮ、Ｐ），ＥＰＳ 的合成量随着温度的升高呈先增加后降低的趋势，２０℃时其合成量最大， ２５℃次之，３５℃条件下

最低，与施军琼等［３２］的研究结论相似（图 ２ｄ）． 结合图 １ｄ，微囊藻在 ２０℃时也能较好地增长，２０℃是微囊藻

生长及 ＥＰＳ 合成相对最有利的条件．
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综合图 ２ 分析，环境因子对铜绿微囊藻 ＥＰＳ 合成的影响大小主要表现为光照＞温度＞ Ｃａ２＋＞Ｎ、Ｐ，进一步

表明季节性变化对藻群体聚集有重要影响．

图 ２ 不同初始 Ｎ、Ｐ 浓度（ａ）、Ｃａ２＋浓度（ｂ）、光强（ｃ）和温度（ｄ）条件下铜绿微囊藻 ＥＰＳ 的合成情况

Ｆｉｇ．２ Ｔｈｅ ＥＰＳ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍ． ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎａｌ Ｎ ａｎｄ Ｐ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ａ），
Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（ｂ），ｌｉｇｈｔ ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ（ｃ） ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ（ｄ）

２．３ 环境因子对铜绿微囊藻群体形成的影响

２．３．１ Ｎ、Ｐ 浓度对铜绿微囊藻群体形成的影响　 不同 Ｎ、Ｐ 浓度条件下，铜绿微囊藻藻群体形成情况可知，细
胞个数为 ３～１０ 的铜绿微囊藻群体比重最大，即在实验室培养的微囊藻以细胞数较小的群体形态为主（图
３）． 在前 １２ ｄ，Ｎ＝ ５０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ２．５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ４ 组）条件下形成的藻群体最大；在 １８ ｄ 后 Ｎ＝ １００ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ５
ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ５ 组）条件下形成的藻群体最大，其可能原因是随着时间的推移，初始高浓度的 Ｎ、Ｐ 被消耗后逐渐

降低，从而利于群体形成，这与培养前期在适中浓度（ＮＰ４ 组）条件下群体形成最大的结果一致． 即初始 Ｎ、Ｐ
浓度较低和较高均不利于藻群体形成，高 Ｎ、Ｐ 浓度比低 Ｎ、Ｐ 浓度条件下群体形态的藻细胞所占比例高，
Ｎ＝ ５０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ２．５ ｍｇ ／ Ｌ 是藻群体形成的最佳条件，此时 ＥＰＳ 的合成量也较大，故进一步验证具有黏性的

ＥＰＳ 有助于藻群体的进一步形成． 大的微囊藻群体只在部分时间段出现，第 ６ ｄ 和第 １５ ｄ 是铜绿微囊藻群

体形成的集中时间段，其中 Ｎ＝ １０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ０．５ ｍｇ ／ Ｌ（ＮＰ３ 组）条件对细胞数 １０～１００ 的藻群体最有利，而细

胞数＞１００ 的藻群体在高初始 Ｎ、Ｐ 浓度（ＮＰ５ 组）条件下较易形成，表明铜绿微囊藻藻群体大小随着营养盐

浓度的升高而增大，即降低 Ｎ、Ｐ 浓度在一定程度上能够控制藻群体增长．
２．３．２ Ｃａ２＋浓度对铜绿微囊藻群体形成的影响　 不同 Ｃａ２＋浓度条件下，铜绿微囊藻藻群体形成情况表明，整
个培养期间细胞数＞１００ 的藻群体只在第 ９ ｄ ２６０ ｍｇ ／ Ｌ（Ｃａ２＋ ５ 组）条件下出现，且密度极小，相比 Ｎ、Ｐ 浓度

条件下，形成的藻群体密度成倍增长，且 Ｃａ２＋对藻群体形成的影响比 Ｎ、Ｐ 要显著（Ｐ＜０．０５） ． 培养前 １５ ｄ，铜
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图 ３ 不同初始 Ｎ、Ｐ 浓度条件下铜绿微囊藻群体形成情况

Ｆｉｇ．３ Ｔｈｅ Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｇｒｏｕｐｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｉｇｉｎａｌ Ｎ ａｎｄ Ｐ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

绿微囊藻在 １３０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃａ２＋浓度下（Ｃａ２＋ ４ 组）形成的群体最大，其次是高浓度 ２６０ ｍｇ ／ Ｌ Ｃａ２＋浓度下（Ｃａ２＋ ５
组）条件下，结合图 １ｂ 和图 ２ｂ，此条件均不是藻生长及 ＥＰＳ 合成的最佳值．其可能的原因是，当藻形成群体

时更容易适应外界恶劣的环境，以及 Ｃａ２＋在微囊藻群体形成的过程中起桥架作用［９］ ；１５ ｄ 后，适中 Ｃａ２＋浓度

下（６５ ｍｇ ／ Ｌ，Ｃａ２＋ ３ 组）形成的藻群体最大，此时藻生长量同样处于优势，进一步表明藻群体的形成是藻生长

及聚集的一个过程． 在整个培养期间，低 Ｃａ２＋ 浓度条件下的藻群体形成密度较小且稳定；高 Ｃａ２＋ 浓度条件

下，藻群体密度在 ３．０×１０５ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ 范围内波动． 细胞数为 １０～１００ 和＞１００ 的藻群体均在培养前段时间（１２ ｄ
前）集中形成，且均易在较高 Ｃａ２＋浓度条件下聚集，可进一步推测 Ｃａ２＋ 对铜绿微囊藻群体聚集的影响大于

ＥＰＳ 对藻群体的粘结作用（图 ４）．

图 ４ 不同初始 Ｃａ２＋浓度条件下铜绿微囊藻群体形成情况
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２．３．３ 光强对铜绿微囊藻群体形成的影响　 低光照强度不利于藻群体形成，在培养前期，藻群体形成密度很

小，光照强度的影响并不明显（Ｐ＞０．０５）；在培养后期，高光照强度条件下，藻群体密度急剧增加，其可能的原

因是藻群体形成对光照的接收需要一定时间（图 ５），这与李小龙等［３３］的研究发现铜绿微囊藻能抗强光伤害
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结论一致． 调节光强对细胞数较大的藻群体形成无明显促进作用，培养过程中细胞个数为 １０～１００ 的藻群体

只在培养后期的高光照强度（８０００ ｌｕｘ）条件下检测到，其数量并不多，此条件下的 ＥＰＳ 合成量较高，对藻群

体形成有一定促进作用，而细胞个数＞１００ 的藻群体并未检测到． 故高光照强度对铜绿微囊藻群体的形成相

对有利，因此，适当调节光照强度能有效控制藻群体形成． 对比图 ３ 可知，不同光照条件下的藻群体密度比

不同 Ｎ、Ｐ 浓度条件下的藻群体数大，Ｎ、Ｐ 浓度下的藻群体增长主要在培养前期，而光照条件下的藻群体形

成主要在培养后期，即微囊藻在只满足光照条件时需要长时间才能实现生物量的积累和增长．

图 ５ 不同光强条件下铜绿微囊藻群体形成情况
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２．３．４ 温度对铜绿微囊藻群体形成的影响　 不同温度条件下的藻群体形成大小低于控制 Ｃａ２＋和光强条件下

形成的藻群体大小，但在培养过程中有细胞数＞１００ 的藻群体形成（图 ６）． 结合图 ３，控制 Ｎ、Ｐ 浓度条件下总

的藻群体形成密度也较小，但会有＞１００ 的藻群体出现，这可能是不同 Ｎ、Ｐ 浓度和温度条件下总的藻群体密

度较低的原因之一． ２５℃是能形成大群体的最佳温度，结合图 １ｄ 和图 ２ｄ，３０℃最有利于单细胞藻生长，同样

在培养后期有利于细胞数为 ３～１０ 的藻群体形成，２０℃最有利于 ＥＰＳ 合成，但此条件并非藻群体形成的最优

温度，故温度和 ＥＰＳ 浓度对藻群体形成是独立又相互影响的因子． 低温（１５℃）在培养后期对小群体藻形成

较有利，高温对藻群体密度的影响表现为先下降然后又回升的趋势，进一步表明铜绿微囊藻适应的温度范

围宽，对高温具有良好的适应性．
２．４ 铜绿微囊藻形态特征分析

２．４．１ 激光共聚焦显微镜下群体微囊藻的形态特征　 图 ７ 为激光共聚焦显微镜下群体微囊藻的形态，其中 Ａ
表示过渡态，Ｂ 表示分裂态，从 Ａ 到 Ｂ 可看出，藻细胞逐渐变大和变多，有逐渐聚集集中的趋势，即分裂态的

微囊藻群体比过渡态的微囊藻群体庞大，结合更为紧密，细胞密集区处于群体结构的中心部位． 进一步证明

铜绿微囊藻形成群体的方式之一是通过分裂增殖累计细胞数目形成，刘光涛［１０］ 的研究也证实了此结论． 图

中蓝色指示 ＥＰＳ，绿色指示 Ｃａ２＋，ＥＰＳ 在过渡态群体的中心部位相对较少，主要分布在藻群体的外边缘，起包

裹作用，而 Ｃａ２＋则主要分布在相对成熟的细胞中（图 ７Ａ）． ＥＰＳ 主要分布在分裂态群体中细胞较为密集的部

分，Ｃａ２＋也随着细胞的分裂聚集逐渐增多（图 ７Ｂ）． 将 Ａ 和 Ｂ 中的 ａ、ｂ、ｃ 三幅图对应来看，铜绿微囊藻群体

形成过程中，ＥＰＳ 的合成主要是由过渡态的细胞分泌，先在即将形成群体的外周起粘结保护作用，随着细胞

的分裂增殖，藻群体的密集部位 ＥＰＳ 浓度逐渐增加，藻群体逐渐增大；Ｃａ２＋则是随着细胞的增长聚集而逐渐

增加，从微观角度可以确定 Ｃａ２＋在群体形成过程中起着重要作用． 从 Ａ 和 Ｂ 的复合图观察得藻群体的蓝色

范围与绿色范围几乎相重合，且蓝色更为明显，说明 Ｃａ２＋多集中分布在群体微囊藻的 ＥＰＳ 内部，进一步表明

Ｃａ２＋会影响藻细胞膜的通透性，从而影响 ＥＰＳ 向细胞外分泌的过程．
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图 ６ 不同温度条件下铜绿微囊藻群体形成情况
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图 ７ 激光共聚焦显微镜下过渡状态（Ａ）和分裂状态（Ｂ）的微囊藻群体的形态特征

Ｆｉｇ．７ Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｇｒｏｕｐ ａｔ
ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｓｔａｔｅ（Ａ） ａｎｄ ｄｉｖｉｓｉｏｎ ｓｔａｔｅ（Ｂ） ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

２．４．２ 扫描电镜下单细胞与群体微囊藻形态特征比较　 扫描电子显微镜下单细胞与群体微囊藻的形态如图

８ 所示． ａ 是纯培养的单细胞铜绿微囊藻，呈分散排列，大多单个存在，也有个别细胞松散地连接在一起，细
胞表面有少量的多糖，进一步表明铜绿微囊藻形成群体的另一种方式是通过单细胞直接聚集形成． ｂ 是前期

实验培养成熟的铜绿微囊藻群体的存在形态，群体细胞由厚厚的多糖胶鞘粘结在一起，多糖胶鞘表面有许

多颗粒小晶体，根据荧光标记可知其为 Ｃａ２＋晶体，进一步表明 Ｃａ２＋有助于 ＥＰＳ 合成以及铜绿微囊藻群体形

成． 胶鞘内部有细胞间隙，为铜绿微囊藻上浮机制创造条件，并能调节微囊藻在水体中运动，同时会影响其

对光照以及营养盐的吸收． ｂ 中大部分细胞正处于分裂期，子母细胞在分裂完成后并没完全分开，而是在一

个公共的 ＥＰＳ 胶质鞘包围下紧贴在一起，并且不断进行分裂进而形成更大的细胞群体． 比较单细胞和群体
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细胞的形态特征可知，群体细胞周围的胶质鞘更加明显和清晰，由多糖和果胶质组成的胶质层更厚，即具有

粘性的 ＥＰＳ 有助于藻群体的形成．

图 ８ 扫描电子显微镜下单细胞（ａ）和群体（ｂ）铜绿微囊藻的形态特征比较

Ｆｉｇ．８ Ｔｈｅ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌｅｄ（ａ） ａｎｄ ｃｏｌｏｎｉａｌ（ｂ）
Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

３ 结论

１）当 Ｎ≤１００ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ≤５ ｍｇ ／ Ｌ 时，微囊藻生长和 ＥＰＳ 合成随着 Ｎ、Ｐ 浓度增加而增加，当 Ｎ≥１０ ｍｇ ／ Ｌ、
Ｐ≥０．５ ｍｇ ／ Ｌ 时，不同 Ｎ、Ｐ 浓度条件下，藻生长量无显著性差异（Ｐ＞０．０５），即 Ｎ＝ １０ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ０．５ ｍｇ ／ Ｌ 就能

使铜绿微囊藻呈优势增长，大的藻群体在 Ｎ＝ １００ ｍｇ ／ Ｌ、Ｐ ＝ ５ ｍｇ ／ Ｌ 时较易形成． 低浓度 Ｃａ２＋对微囊藻生长无

明显促进作用，适宜浓度的 Ｃａ２＋（６５ ｍｇ ／ Ｌ）有利于藻生长，浓度过高则会抑制藻细胞增殖；ＥＰＳ 合成量随着

Ｃａ２＋浓度的增加反而降低，过高浓度的 Ｃａ２＋ 在刺激微囊藻细胞分泌 ＥＰＳ 的同时可能会促进其溶解，
０．１３ ｍｇ ／ Ｌ Ｃａ２＋条件下 ＥＰＳ 合成量最大能达到 ７７ μｇ ／ ｍｌ，Ｃａ２＋和 ＥＰＳ 均对微囊藻群体形成起桥架粘结作用．
光照和温度对 ＥＰＳ 合成有一定促进作用，且其促进效果均高于 Ｎ、Ｐ 和 Ｃａ２＋作用，ＥＰＳ 的合成随着温度升高

先增加后降低；３０℃最适宜铜绿微囊藻生长，最高细胞密度可达 ３．１５×１０７ ｃｅｌｌｓ ／ ｍｌ；２５℃是能形成大群体的

最佳温度，２０℃是同时满足微囊藻生长及 ＥＰＳ 合成相对最有利的温度条件．
２）ＥＰＳ 的合成主要是由过渡态的细胞分泌，在即将形成群体的外周起粘结保护作用，随着细胞的分裂

增殖，藻群体密集部位的 ＥＰＳ 浓度逐渐增加，藻群体逐渐增大；群体细胞周围比单细胞的胶质鞘更加明显和

清晰，胶质层更厚，进而表明具有粘性的 ＥＰＳ 在藻群体形成过程中发挥着重要作用；Ｃａ２＋则是随着细胞的增

长聚集而逐渐增加，多糖胶鞘表面有许多 Ｃａ２＋晶体，从微观角度可以确定 Ｃａ２＋在 ＥＰＳ 合成及群体形成过程

中起着重要作用．
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