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不同氮、磷浓度对布氏双尾藻休眠孢子形成的影响 
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摘要: 有些海洋硅藻在不良的环境下会形成休眠孢子, 这种过程与环境中的氮、磷浓度密切相关。本

文研究了培养基中不同氮、磷浓度下布氏双尾藻(Ditylum brightwellii)休眠孢子的形成过程。结果表明: 

氮浓度在 27 μmol/L 以下时即可形成休眠孢子, 且培养基中氮初始浓度越低, 休眠孢子出现得越早; 单因子

变量为磷浓度时, 各组均在第 3 天形成休眠孢子, 且培养基中磷浓度变化不大, 其中磷浓度较高(50 μmol/L)

时, 培养基中休眠孢子的密度和形成率均明显高于磷浓度较低的培养基(20 μmol/L 和 10 μmol/L)。低氮

高磷(氮: 20 μmol/L, 磷: 50 μmol/L)组休眠孢子密度和形成率在四组中最高, 说明布氏双尾藻休眠孢子

的形成受氮、磷两种因子的共同影响。  
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休眠孢子是硅藻生活史中的一种特殊形态。形

成休眠孢子不仅是硅藻的一种繁殖方式, 同时也是硅

藻在环境条件不利于自身生长时的一种生存策略[1]。

从外观上看, 重硅质化是休眠孢子最明显的特征之

一[2]。与营养细胞相比, 休眠孢子的形成需要 3倍以

上的硅 [3], 即硅藻细胞硅浓度的增加是休眠孢子形

成的迹象 [4]; 除此之外 , 休眠孢子的壳环带常消失 , 

形状和壳面纹饰也会有所改变[2, 5]。一般情况下, 诱

导休眠孢子形成要求硅藻生长环境的快速变化, 如

营养盐贫乏、盐度升高、光照减弱、温度和 pH值降

低等[6]。休眠孢子的形成还有可能是为了避免藻类病

毒感染[5], 如在接种 CsfrRNAV病毒 23天后, 聚生角

毛藻 (Chaetoceros solialis f. radians)的藻液中出现

了休眠孢子[7]。休眠孢子形成所需时间由几小时、几天

至几星期不等且其对营养细胞大小有物理选择性[6]。 

利用氮限制与低温、黑暗或高盐度等双因子条

件诱导硅藻休眠孢子形成的结果表明: 氮限制是硅

藻休眠孢子形成的必需条件, 而其他因子的变化可

促成这一过程的形成, 并且辅助因子具有种间差异

性[6, 8-9]。磷和碳、氮一样都是海洋生态系统所必需

的生物活性元素之一 [10], 浮游植物能够从周围水体

中吸收无机磷并将之转化为细胞内参与许多生命活

动的各种重要含磷化合物。磷也能影响硅藻休眠孢

子的形成 , 如拟旋链角毛藻 (C. pseudocurvisetus 

Mangin)和扁面角毛藻(C. compressus Lauder)既能在

缺氮时形成休眠孢子, 也能在缺磷时形成休眠孢子[3]。 
布氏双尾藻(Ditylum brightwellii (West)Grunow)为

温带近海浮游种, 在世界上分布很广。目前国内外关于

布氏双尾藻的研究主要集中在营养细胞, 而且现有关

于休眠孢子的少量报道也仅局限于形态学和生态学方

面。氮、磷是海洋硅藻生长所必需的元素。本文旨在

了解不同氮、磷浓度对布氏双尾藻休眠孢子形成的影

响, 通过比较各组休眠孢子的形成时间、形成密度和

形成率以及培养基中氮、磷等营养盐的消耗情况, 分

析氮、磷浓度对休眠孢子形成的综合效应, 从而为自

然海区硅藻休眠孢子的研究提供理论依据和线索。 

1  材料与方法 

1.1  藻种 

本实验用布氏双尾藻(厦门大学硅藻研究室藻种
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库株系号: MMDL5153)分离自厦门海域, 采用改良

后的 f/2培养基保种培养。 

1.2  培养条件 

实验用培养基为 ESAW (Enriched Seawater, Artifi-

cial Water)培养基[11], 盐度为 32, 培养温度为 19℃±1℃, 

光照强度为 150 μmol/(m2·s), 光暗比(L︰D)12 h︰12 h。 

1.3  实验方法 
实验设置 4个组别, 每组 3个重复, 接种处于对

数生长期并经无氮 ESAW 培养基淋洗 3 次后的布氏

双尾藻, 起始接种密度为 80 个/mL。各组培养基中

氮源(NaNO3)、磷源(NaH2PO4·2H2O)浓度如表 1所示。

接种当天从每瓶培养液中取样用于氮(NO3
–+ NO2

–-N)

和磷(PO4
3–-P)浓度的测定 , 此后每天仅取样于显微

镜下观察休眠孢子是否形成。待孢子形成后, 每隔 1

天定时取样分别用于计数和营养盐测定。用于营养

盐测定的样品经 0.22μm 混合纤维滤膜过滤后–80℃

冷冻保存, 测定前转移至 4℃冰箱缓慢融解, 使用荷

兰 Skalar 公司的 San++连续流动分析仪进行检测。

NO3
–+NO2

–-N采用铜-镉还原法、PO4
3–-P采用磷钼蓝

法测定, 相关试剂配制及操作均需按照《海洋监测规

范》[12]要求进行。 
 

表 1  各组培养基中氮、磷营养盐初始浓度 
Tab. 1  Initial N and P concentrations in the culture 

medium of each group 

组别 A B C D 

c(NO3
–+NO2

–)(μmol/L) 50 20 20 20 

c(PO4
3–)(μmol/L) 50 50 20 10 

 

2  结果与分析 

2.1  培养基中氮、磷浓度的变化 
从接种当天到第 3天, A组培养基中的氮浓度减少

了25.53 μmol/L, B组则减少了4.97 μmol/L, A组的藻细

胞可以利用更多的氮源用于自身的生长繁殖。从第 3

天开始, A、B 两组培养基中的氮浓度变化相似, 并无

明显差异(P0.05)。第 5天前, 两组的氮浓度仍都快速

减少, 第 5天以后, 两组的氮浓度均一直保持相对平稳

的趋势。休眠孢子形成过程中, A组第 5天至 11天的

氮浓度变化范围为 16.12~19.68 μmol/L, B组第 3天至

11天氮浓度变化范围为 14.15~26.11 μmol/L(图 1)。两

组培养基中的氮浓度均在第9天出现最低值, 第9天以

后, 两组的氮浓度均略有增加。 

整个实验过程中, 培养基中的磷浓度除第 3天C组

和D组无明显差异(P0.05)外, 其余时间各组的磷浓度

保持着 B组>C组>D组的趋势(P0.05)。接种当天至第

3 天各组磷浓度均明显减少。第 3 天, B 组、C 组和 D

组的磷浓度分别为 40.59、13.93和 5.86 μmol/L。第 3

天以后, 除 B组磷浓度变化略有波动外, C组和 D组

磷浓度均保持相对稳定。从第 3天至 11天, B组的磷

浓度变化范围为 36.57~43.72 μmol/L, C组的磷浓度

变化范围为 13.93~14.90 μmol/L, D组的磷浓度变化

范围为 4.82~6.65 μmol/L。 

 

图 1  A组和 B组培养基中氮浓度随时间的变化  

Fig. 1  Changes in N concentration in the culture medium of 
groups A and B 

 

图 2  B组、C组和 D组培养基中磷浓度随时间的变化 

Fig. 2  Changes in P concentration in the culture medium of 
groups B, C, and D 

 

2.2  培养基氮浓度与布氏双尾藻休眠孢子

形成的关系 

显微镜观察发现, B组在第 3天先形成休眠孢子, 

A组则在第 4天形成。此后, A组和 B组的休眠孢子

密度均持续增加。其中, A组在第 7天达到最高值, 为

430个/mL; B组在第 9天达到最高值, 为 560个/mL。

整个实验过程中, A组和 B组的休眠孢子密度无明显

差异(P0.05, 图 3)。在休眠孢子的形成过程中, B组休

眠孢子形成率由第 3 天的 1.64%增加到第 9 天的
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46.45%; A组则由第 3天的0%增加到第9天的41.05%, 

但两组的休眠孢子形成率也没有明显差异(P>0.05, 

图 4)。此外, B组休眠孢子形成速度比 A组先达到最大

值, A组在第7天达到最大值, 平均每天新增115个/mL, 

B组在第 5天达到最大值, 平均每天新增 128个/mL。 

 

图 3  A组和 B组布氏双尾藻休眠孢子形成密度的变化 

Fig. 3  Changes in the densities of Ditylum brightwellii 
resting spores in groups A and B 

 

图 4  A组和 B组布氏双尾藻休眠孢子形成率的变化 

Fig. 4  Changes in the percentages of Ditylum brightwellii 
resting spores in groups A and B 

 

2.3  培养基磷浓度与布氏双尾藻休眠孢子

形成的关系 

B、C、D 3组均在第 3天形成休眠孢子, 密度分

别为 10、7和 17个/mL。形成休眠孢子后, B组和 C

组休眠孢子密度继续增加, 均在第 9 天达到最高值, 

分别为 560和 250个/mL。而 D组在第 7天即已达到

最高值, 为 257个/mL(图 5)。 

在休眠孢子形成过程中, B组的休眠孢子形成率

由第 3天的 1.64%增加到第 9天的 46.45%, C组的休

眠孢子形成率由第 3 天的 1.39%增加到第 9 天的

24.47%, D组的休眠孢子形成率由第 3天的 2.95%增

加到第 7天的 24.69%(图 6)。第 3天以后, B组的休

眠孢子形成率大部分时间高于 C组和 D组(第 7天 B

组和 D组的休眠孢子形成率无显著差异, P0.05)。

B组的休眠孢子形成速度比 C组和 D组先达到最大

值, B组在第 5天达到最大值, 每天新增 128个/mL, 

C 组和 D 组则至第 7 天达到最大值, 每天分别新增

60个/mL和 72个/mL。 

 

图 5  B组、C组和 D组布氏双尾藻休眠孢子形成密度的变化 

Fig. 5  Changes in the densities of Ditylum brightwellii 
resting spores in groups B, C, and D 

P0.05, P0.01, P0.001 

 

图 6  B组、C组和 D组布氏双尾藻休眠孢子形成率的变化 

Fig. 6  Changes in the percentages of Ditylum brightwellii 
resting spores in groups B, C, and D 

P0.05, P0.01 

3  讨论与结论 

3.1  氮对布氏双尾藻休眠孢子形成的影响 

大量的研究表明, 海洋生态系统中浮游植物的

生长和繁殖经常会受到海洋中氮、磷的影响[13-15]。

同时, 浮游植物在消耗水体中的营养盐特别是氮的

过程中有着重要作用[16-19]。氮是所有浮游植物生长

所必需的营养元素, 并在许多海区成为浮游植物生

长的限制因子[20]。硅藻是氮限制类型, 通常在富含硝

酸盐的海域中占据优势地位[21]。我国长江口是赤潮
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高发区, 硝酸盐是该水域 DIN 的主要形态, 而硝态氮

的浓度在春季高于秋季, 春季由于硅藻的生长, Si/DIN 

小于 1, 为异常降低, 秋季 Si/DIN则大于 1[22], 这些营

养盐结构的变化与休眠孢子作为“种子库”引起春

季硅藻赤潮爆发的观点[23]相一致。 

浮游植物休眠期和营养细胞阶段之间的周期交

替是一个复杂的生态过程, 也是自然界调节藻类种

群发生和消亡的一个重要方面[24]。许多种类的硅藻

都能形成休眠孢子。总结 A、B、C、D 4组的相关

数据 , 在本实验中 , 布氏双尾藻休眠孢子形成所对

应的氮浓度变化范围是 13.13~26.11 μmol/L(图 7)。

A 组和 B 组在休眠孢子刚形成时, 培养基中的氮浓

度均低于 27 μmol/L, 此后氮浓度始终低于该值且不

断有休眠孢子形成。双突角毛藻(Chaetoceros didy-

mus)和扁面角毛藻形成休眠孢子时, 培养基中氮浓

度分别保持在 4 μg/L(0.29 μmol/L)和 10 μmol/L 以

下 [25-26], 由此可见布氏双尾藻比双突角毛藻和扁面

角毛藻对环境中氮浓度的降低更敏感。说明在形成

休眠孢子时, 硅藻对环境中的氮浓度敏感程度不一, 

具有种间差异性 , 这与郑磊等 [1]在比较了中华半管

藻(Hemiaulus sinensis)、范氏角毛藻(C. vanheurckii)、

诺氏海链藻(Thalassiosira nordenskioldi)等种类后得出

的结论一致。 

 

图 7  各组培养基中氮浓度与布氏双尾藻休眠孢子密度的

关系 

Fig. 7  Relationship between N concentration in the Ditylum 
brightwellii resting spore formation culture medium 
and the density of the resting spores 

 
培养基中氮的初始浓度对休眠孢子出现时间有

影响。 氮的初始浓度越低, 休眠孢子出现越早(B组, 

3 天); 氮的初始浓度越高, 休眠孢子出现越晚(A 组, 

4 天)。虽然 A 组在第 3 天培养基中的氮浓度已明显

下降至 28.72 μmol/L, 但仍高于 27 μmol/L, 因此未

观察到有休眠孢子出现。 

3.2  磷对布氏双尾藻休眠孢子形成的影响 

休眠孢子开始形成时(第 3天), B组、C组和 D组

培养基中的磷浓度与最初相比分别减少了 11.86%、

18.69%、37.78%, 即在孢子形成前, 培养基中磷初始

浓度越低, 磷的相对消耗量越高。总体上, 各组培养

基中的磷浓度保持相对稳定, 说明布氏双尾藻对磷

的需求相对较小。本实验中 B 组、C 组和 D 组在第

3 天都形成了休眠孢子, 形成时间并无差异, 且各组

氮浓度的变化也无明显差异(P0.05, 图 8), 说明氮对

布氏双尾藻休眠孢子的形成仍是主导因素。 

 

图 8  B组、C组和 D组氮浓度随时间的变化 

Fig. 8  Changes in N concentration in the culture medium of 
groups B, C, and D 

 

培养基中磷的初始浓度对休眠孢子密度和形成

率有影响。磷初始浓度最高的 B 组, 其休眠孢子形

成率及休眠孢子密度的最大值(46.45%, 560 个/mL)

远远高于 C 组(24.47%, 250 个/mL)和 D 组(24.69%, 

257个/mL); C组和 D组的休眠孢子形成率及休眠孢

子密度最大值分别相近(P0.05)。说明较高浓度的磷

具有促进布氏双尾藻休眠孢子形成的作用, 磷浓度的

改变在这一过程中为次要因素。Oku和 Kamatani [3]的

结果表明 , 拟旋链角毛藻在培养过程中 , 磷初始浓

度较低(2 μmol/L)时, 休眠孢子形成率最终维持在大

概 65%的水平; 而磷初始浓度较高(10 μmol/L)时, 休眠

孢子形成率最终为 34%。两个实验结果的差异可能是因

为当培养基中的氮浓度下降到能够形成休眠孢子的水

平时, 较高浓度的磷(初始浓度为 50 μmol/L)更有利于

布氏双尾藻细胞储存磷脂、蛋白质和糖类等物质[3], 

保证其休眠需要, 从而有更多孢子的形成。 
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休眠孢子形成率取决于氮、磷的共同作用。低

氮高磷的 B组(氮: 20 μmol/L, 磷: 50 μmol/L)休眠孢

子形成率最高 , 其休眠孢子密度也最高 , 同时该组

的休眠孢子形成速度在第 5 天也最先达到最大值, 

其余 3 组均在第 7 天。这是本实验中诱导休眠孢子

形成的最佳氮磷比。 

综上所述 , 布氏双尾藻在培养过程中 , 当培养

基中的氮(NO3
–+NO2

–)浓度在 27 μmol/L 以下时, 休

眠孢子即可形成。较高浓度(50 μmol/L)的磷具有促进

休眠孢子形成的作用, 休眠孢子的形成受培养基氮、

磷浓度的共同影响。 
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Abstract: In some species of diatoms, resting spore formation is a common phenomenon observed during adverse 

environmental conditions and is usually related to the level of nitrogen (N)and phosphorus (P). This study presents 

the effects of different concentrations of N and P on Ditylum brightwellii (West)Grunow resting spore formation. 

We counted the resting spores, calculated the resting spore densities, and quantified the nutrients in the medium. 

The results revealed that D. brightwellii formed resting spores when the N concentration in the culture medium fell 

below 27 μmol/L. Moreover, D. brightwellii formed resting spores earlier when the initial N concentration was low. 

Resting spores all appeared at day 3 when P concentration was the single variable factor. P concentrations in these 

groups changed slightly. Under higher P concentrations (50 μmol/L), the density and ratio of resting spores were 

both markedly higher than those under lower P concentrations (20 μmol/L and 10 μmol/L). The group with the 

lowest N and highest P concentrations (N: 20 μmol/L, P: 50 μmol/L)had the highest density and ratio of spores; thus, 

N and P had a mutual influence on resting spore formation. 
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