
第 42卷 第 5期
圆园23年 10月

海 洋 技 术 学 报
JOURNAL OF OCEAN TECHNOLOGY

磷限制对球形棕囊藻生长及 TEP形成的影响
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摘 要：广西北部湾近岸海域虽常年为磷限制状态，但球形棕囊藻（Phaeocystis Globosa）赤潮
灾害频繁发生。球形棕囊藻暴发时主要以囊体形式存在，赤潮衰退后，囊体破裂产生大量的透

明胞外聚合颗粒物（Transparent Exopolymer Particles，TEP），在海洋动力作用下形成高碳、高
黏性泡沫，影响渔业和核电取水安全。本文通过设置氮磷比为 32 颐 1和 64 颐 1的半连续培养实验，
探讨磷限制对球形棕囊藻的生长，以及透明胞外聚合颗粒物产量的影响。结果表明：在氮磷比

为 32 颐 1和 64 颐 1的磷限制条件下，球形棕囊藻的细胞密度、叶绿素 a浓度、囊体密度及囊体表
面细胞数，在培养的后半期都受到了抑制。与控制组相比，两个磷限制的处理组在囊体直径上

并没有表现出显著的差异（显著性水平 p > 0.05）。在氮磷比为 32 颐 1的条件下，球形棕囊藻的
TEP生产量与控制组相比没有显著差异（p > 0.05），在氮磷比为 64 颐 1的条件下，TEP的生产量
显著降低（p < 0.05），磷限制程度的加剧对球形棕囊藻细胞分泌 TEP产生影响。研究结果为进
一步研究环境胁迫下球形棕囊藻 TEP形成机制提供了依据。
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2011年 11月，我国北部湾海域首次暴发大规
模棕囊藻赤潮，之后几年呈持续暴发的状态，尤其

是 2014年至 2015年棕囊藻赤潮在多地暴发，2015
年几乎覆盖整个北部湾海域，对海洋环境、旅游

业、水产养殖业及核电安全造成严重影响[1-3]。研究

人员将涠洲岛、钦州湾和防城港海域采集到的样品

进行分离纯化，通过电镜扫描及分子生物学等方式

确认为球形棕囊藻 [1，4-5]。

球形棕囊藻是海洋里为数不多存在表型可塑性

的微藻，即同样的基因型可以表现出不同的表型现

象：群体形态和单细胞态。球形棕囊藻广泛分布于

热带和亚热带海域，在调节碳和硫的生物地球化学

循环及全球气候方面有重要的地位[6-8]。在赤潮暴发

期间，球形棕囊藻一般以囊体的形态存在。在水体

中形成的囊体结构会堵塞鱼类的鳃部，造成鱼类缺

氧死亡。赤潮衰退后，囊体破裂，在透明胞外聚合

颗粒物作用下，形成高碳含量的泡沫留在海水表层

和滩涂上，会影响沿岸海水养殖业及核电设施的取

水安全[9-10]。

透明胞外聚合颗粒物是一种能被阿利新蓝染色

由酸性多糖组成的胶质状颗粒物[11]，是胞外聚合物

（Extracellular Polymeric Substances，EPS）的子形式，
大多数浮游植物细胞由于主动释放或者裂解外溢形

成的微纤维 EPS 通过起泡或者凝结等方式形成
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TEP。TEP的形成是溶解性有机碳转变为颗粒有机
碳的主要步骤，被认为是海洋生态系统碳循环的重要

组成部分[12-13]。浮游植物产生 EPS会受营养盐、温
度、光照、重金属浓度及氧含量等多种因素的影响，

而且还具有种间的特异性 [14]。目前对于微藻分泌

EPS 与营养盐的关系的研究大多集中于硅藻，关
于营养盐限制对棕囊藻分泌多糖的影响的研究虽

然较少，但也有学者开展了研究。比如 MARI X等[15]

的围隔实验表明，球形棕囊藻的 TEP释放是会受
到营养盐的缺乏所驱动，尤其在磷限制的情况下，

球形棕囊藻会比在氮限制的情况释放更多的 TEP。
对于以囊体形态形成赤潮的球形棕囊藻而言，囊体

结构可以说是 TEP的一大来源，尤其是囊体衰败
后，可以直接释放出 TEP。因此，球形棕囊藻赤潮
消退时，除了巨大生物量消亡影响水生生态系统的

结构和功能，赤潮衰亡过程还释放的大量 TEP等黏
性多糖物质也会对水体碳循环过程产生重要影响。

TEP被认为是球形棕囊藻赤潮除生物体细胞外的另
一种形式有机碳汇。

磷是海洋浮游植物生长必需的营养元素，是限

制海洋初级生产力水平的关键因子。杨静等[16]通过

梳理 1990—2014年北部湾近岸海域监测数据，结果
表明北部湾海域长期为磷限制状态，特别是钦州湾

内、廉州湾及大风江口的氮磷比分别高达 202 颐 1、
132 颐 1、142 颐 1、224 颐 1。若磷污染增高时可能会引
发水体富营养化。在对球形棕囊藻的营养盐需求研

究中发现，球形棕囊藻对磷酸盐具有较高的营养需

求，磷是球形棕囊藻首要限制因子[17-18]。许多研究

者围绕磷营养盐限制对球形棕囊藻生长的影响开展

了研究。王艳等[17]的研究发现，在缺磷的情况下，

球形棕囊藻的生长严重受阻，甚至无法形成正常的

生长曲线。田晶晶[19]的研究表明，磷限制会抑制球

形棕囊藻细胞形成囊体。此外，在缺磷条件下，球

形棕囊藻的生长速率要显著低于富磷条件下[20]。这

些研究表明磷的限制会对球形棕囊藻的生长产生抑

制作用，但均未考虑球形棕囊藻 TEP释放的情况，
无法全面地评价在磷营养限制的情况下，对球形棕

囊藻生长、形态变化和 TEP释放的影响，以及球形
棕囊藻赤潮对水体环境的影响。

本文通过研究球形棕囊藻在磷营养限制条件下

细胞的生长、细胞形态、TEP生产量等的变化，探
讨球形棕囊藻细胞对磷营养限制的响应及磷营养限

制与藻细胞 TEP分泌之间的关系，为阐明球形棕囊
藻赤潮生消机制和其对海洋生态系统结构的影响提

供参考。

1 材料和方法

1.1 材料

球形棕囊藻藻株于 2016 年采自钦州湾近岸赤
潮发生海域，纯种培养，保存于广西海洋科学院微

藻种质资源库，编号 BBW-PG02。藻液预培养：采
用 f/10 培养基，设置温度为 20 益，盐度为 30译，
光照强度为 80 滋mol·m-2·s-1，光暗比为 12 h 颐 12 h。
实验开始前，取指数生长期的球形棕囊藻藻液，在

自然重力作用下经孔径为 10 滋m的筛绢过滤 2次去
除囊体，收集游离的球形棕囊藻单细胞用于接种。

1.2 实验方法

1.2.1 实验设置

设置 1个对照组和 2个实验处理组，分别是磷
限制组 1、磷限制组 2。采用 f/10培养基，设置硝
酸盐浓度为 116.18 滋mol/L，以 Redfield值为基础，
调整磷酸盐浓度使氮磷比分别为 16 颐 1、32 颐 1、
64 颐 1，其他营养组分不变，每个实验组设 3 个平
行（表 1）。将球形棕囊藻单细胞接种至 9个玻璃锥
形瓶中，设置初始细胞密度为 1 000 cells/mL，使培
养液终体积为 2 000 mL。其他的实验培养条件与
预培养条件一致。实验周期为 33天，每隔 2 天取

1次样品。

1.2.2 囊体密度、囊体直径、囊体细胞数、单细胞

数的测定

将藻液摇匀后，取总体积为 80~100 mL的藻液

样品于样品瓶中，从中取 1 mL藻液于 1.5 mL的离

心管中，加鲁哥氏剂固定使终浓度为 5%，用浮游

表 1 磷营养盐限制实验组的氮磷比率

组别
硝酸盐浓度/
（滋mol·L-1）

磷酸盐浓度/
（滋mol·L-1）

氮磷比率

控制组 116.18 7.26 16 颐 1

磷限制组 1 116.18 3.62 32 颐 1

磷限制组 2 116.18 1.82 64 颐 1
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植物计数框在 Nikon ECLIPSE Ti 荧光倒置显微镜
下进行计数，记录单细胞密度。当出现囊体时，取

2 mL藻液于 24孔板，在 Nikon ECLIPSE Ti荧光倒
置显微镜下，随机选取视野中的囊体，多于 30个
只计数 30个囊体，数量少于 30全部计数，利用万
深藻类计数系统进行囊体数量、单位面积囊体表面

细胞数的计数，以及囊体直径的测量。

1.2.3 叶绿素 a与营养盐的测定
取 20~30 mL的藻液，用 GF/F滤膜（经 450 益，

3 h烧灼）过滤，分别收集滤膜和滤液于-20 益冷冻
保存，用于测定叶绿素 a、硝酸盐和磷酸盐。用紫
外分光光度法测定叶绿素 a样品在 664 nm、647 nm、
630 nm、750 nm波长下的吸光值，并通过公式计算
出叶绿素 a 的浓度 [21]。滤液解冻后用 Skalar San++
营养盐连续流动分析仪测定硝酸盐、亚硝酸盐、磷

酸盐浓度。

1.2.4 TEP浓度的测定
每瓶取 15 mL新鲜藻液，用孔径为 0.4 滋m的

聚碳酸酯滤膜（Waterman）过滤，注意负压不能超
过 0.02 MPa，加入 0.5 mL含量为 0.02%爱尔新蓝染
色剂 （pH 值为 2.5，醋酸含量为 0.06%），快速地
对滤膜进行染色。然后用 1 mL 超纯水分 2 次进
行洗涤。将滤膜转移到 10 mL玻璃比色管中，加入
6 mL 80%的硫酸溶液，浸泡 2 h，期间每隔半小时
轻轻摇匀，使 TEP充分酸化。随后用紫外可见光分
光光度计在 787 nm波长下测定样品的吸光值。同
时用黄原胶做标准曲线计算出 TEP含量[22]。

1.3 统计分析方法

应用 SPSS 20.0对数据进行统计分析，采用单
因素方差分析（one way-ANOVA）对球形棕囊藻的
囊体直径、囊体密度、囊体表面细胞密度、细胞

密度和叶绿素 a含量进行组间差异性分析。采用t-
test 对球形棕囊藻衰亡期的 TEP 产量进行差异分
析。设置显著性水平为 p < 0.05。

2 结果与分析

2.1 培养液中氮磷营养盐浓度变化情况

培养液中营养盐浓度变化如图 1所示。自实验
开始后，控制组和磷限制组 1培养液中硝酸盐被快

速消耗。控制组和磷限制组培养液中硝酸盐浓度均

在第 21天后趋向稳定。控制组培养液中的硝酸盐
浓度于第 21天后基本消耗殆尽，显著低于磷限制
组 1和磷限制组 2。控制组、磷限制组 1和磷限制
组 2 培养液中磷酸盐消耗浓度范围分别为 5.63依
0.14 滋mol/L、2.87依 0.15 滋mol/L和 1.40 依 0.00 滋mol/L。
如图 1（b）所示，整个培养过程，磷限制组 1和磷限
制组 2的磷酸盐浓度都显著低于控制组。

2.2 磷限制条件下球形棕囊藻的生长情况

2.2.1 叶绿素 a含量和细胞密度的变化
在磷限制条件下，球形棕囊藻细胞丰度和叶绿

素 a含量变化结果如图 2所示。各处理组球形棕囊
藻细胞叶绿素 a含量均在第 15天达到最大值，其
中磷限制组 1和控制组藻细胞叶绿素 a 含量相近，
分别为 104.42 依 6.67 滋g/L、109.56 依 15.98 滋g/L，如
图 2（a）所示；而磷限制组 2叶绿素 a含量为 66.46 依
2.81 滋g/L，显著低于控制组（p < 0.05）。第 15天以
后，两个磷限制组 1和磷限制 2的叶绿素 a含量开
始迅速下降，第 30天以后低于检测限，显著低于
控制组的叶绿素 a含量（p 约 0.05）。培养液中球形
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图 1 硝酸盐浓度和磷酸盐浓度变化情况
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棕囊藻总细胞丰度变化见图 2（b），控制组的最高细
胞密度达到（821.30 依 150.74）伊 103 cells·mL-1，磷限

制 1 组和限制 2 组的最高密度分别是（630.56 依
93.36）伊 103 cells·mL-1、（356.98 依 24.20）伊 103 cells·
mL-1。与叶绿素 a含量变化趋势相似，到培养的第
30天和第 33天时，在显微镜下基本未观察到棕囊
藻细胞，显著低于控制组的细胞密度 （p < 0.05）。
此外，从图 2还可以看出，在对数期，磷限制组 1
的生长速率高于控制组和磷限制组 2，而磷限制组
2则低于控制组。

2.2.2 磷限制条件下球形棕囊藻囊体数量及形态特征

各处理组培养液中囊体密度、囊体直径和囊体

表面细胞密度变化情况如图 3 所示。实验结果显
示，对照组与实验组培养液中球形棕囊藻都能形

成囊体。整个实验期磷限制组 1 和磷限制组 2 培
养液中囊体密度均低于控制组，但磷限制组 1和磷
限制组 2之间并无显著差异（p > 0.05）。控制组、
磷限制组 1和磷限制组 2培养液中囊体平均直径范
围分别是 99.70 依 3.98 耀 422.80 依 58.31 滋m、163.50 依
24.26 耀 398.16 依 10.32 滋m和 120.76 依 21.98 耀 353.21 依

30.73 滋m。差异分析结果显示，各组间囊体直径差
异不显著（p > 0.05）。如图 3（c）所示，培养液中囊
体表面细胞密度从第 15天后逐渐下降。第 30和 33
天，磷限制组 1和磷限制组 2囊体表面细胞密度基
本趋近于 0，显著低于控制组（p < 0.05），与培养液
中叶绿素 a含量和棕囊藻细胞密度变化情况一致。

2.3 磷限制条件下球形棕囊藻 TEP的含量
如图 4所示，培养实验开始后，培养液中 TEP

浓度随球形棕囊藻生长缓慢增长，在叶绿素 a含量
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下降时指数增长。控制组、磷限制组 1和磷限制组
2的 TEP浓度变化范围分别是 45.72 依 8.60耀493.16 依
22.82 滋g·Xeq·L-1、68.94 依 22.45耀453.18 依 20.15 滋g·
Xeq·L-1和 66.48 依 11.82耀284.06 依 20.13滋g·Xeq·L-1。

在第 18天，磷限制组 2培养液中 TEP浓度与控制
组和磷限制组 1培养液中 TEP浓度呈显著差异。如
图 4（b）所示，在衰亡期，磷限制组 2 的 TEP浓度
要显著低于控制组和磷限制组 1（p < 0.05），然而
控制组和磷限制组 1之间没有显著差异（p < 0.05）。

3 讨 论

3.1 磷限制对球形棕囊藻北部湾株生长的影响

本文通过测定叶绿素 a含量、细胞丰度、囊体
密度、囊体表面细胞密度、囊体直径分析磷限制对

球形棕囊藻的生长影响。由培养液中营养盐变化的

趋势可以看出，化学计量营养盐限制标准磷限制组

1和磷限制组 2的氮磷营养盐比值要大于 16，同时
按浮游植物生长阈值标准（CDIN = 1 滋mol/L和 CP =
0.1 滋mol/L）[23]，在本实验第 27 天后，磷限制组培

养液中磷酸盐浓度 d 低至 0.24 滋mol/L（图 1），虽
略高于浮游植物生长阈值，但球形棕囊藻细胞已处

于磷绝对限制环境。在衰亡期磷限制组 1和磷限制
组 2细胞丰度、叶绿素含量及囊体密度显著低于控
制组（p 约 0.05，图 2、图 3）此外，磷限制组的囊
体表面细胞密度要显著低于控制组（p < 0.05）。这
些结果表明磷营养盐的缺乏，抑制了球形棕囊藻的

细胞生长和繁殖。磷元素对海洋浮游植物生长繁殖

具有不可替代的生物学作用，是遗传信息、蛋白

质、生物膜的重要组成成分，参与了浮游植物细胞的

生长繁殖及能量传递等重要的过程[24]。胡章喜等[20]

的研究也表明磷限制影响球形棕囊藻细胞的增殖，

其特定的生长率少于 0.3 d-1。类似的结果也出现在

铜绿微囊藻的研究中，HARKE M J等[25]通过在无磷

条件下培养铜绿微囊藻发现，实验组的细胞生长速

率仅为 0.13 d-1，远低于控制的生长速率 0.37 d-1。

值得注意的是，从囊体的直径方面看来，控制组与

两个磷限制实验组并没有显著的差异（p > 0.05）。
王艳等[26]的研究也有类似的现象，即磷限制组的囊

体直径与其他实验组并没有显著的差异。这可能是

由于磷限制条件下球形棕囊藻细胞物质和能量更多

用于多糖物质的分泌而减少细胞的分裂和繁殖。此

外，从对数期的生长速率看，磷限制组 1逸控制
组跃磷限制组 2，且磷限制组 1先于控制组和磷限
制组 2进入稳定期。这可能是球形棕囊藻的应激反
应，使生物量的快速积累，具体过程有待进一步的

研究。

3.2 磷限制对球形棕囊藻产生 TEP的影响
球形棕囊藻细胞分泌多糖，而后多糖分子之间

通过盐桥相互连接在一起构建成囊体[27]。球形棕囊

藻囊体黏液的主要成分是多糖[28]，且含有酸性基团，

可以被阿利新蓝染色，因此可以被定性为透明胞

外颗粒聚合物[27]。囊体结构衰败后带来的碎片可以

作为水体中 TEP的直接来源[14]。本文中的 TEP含量
变化表明，在衰亡期控制组的 TEP含量与磷限制
组1并无显著差异（p > 0.05），但要显著高于磷限
制组 2（p < 0.05）。这说明在一定范围内的磷限制
（氮磷比 32 颐 1）并不会对球形棕囊藻产生 TEP造成
阻碍，当磷限制进一步加强时（氮磷比 64 颐 1），球
形棕囊藻 TEP的产量显著下降。

图 4 磷限制条件下 TEP含量变化及各个时期TEP含量

（a） TEP含量变化
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Effect of Phosphorus Limitation on the Growth and TEP Formation of
Phaeocystis Globose

LAN Caibi1袁2, LI Jie1袁2, LAI Junxiang1袁2袁3, XU Mingben1袁2袁3

渊1. Guangxi Academy of Sciences, Nanning 530007, China; 2. Guangxi Key Laboratory of Marine Environmental Science
渊Guangxi Academy of Marine Sciences冤 , Nanning 530007, China; 3. Beibu Gulf Marine Industry Research Institute,

Fangchenggang 538001, China冤

Abstract：Although the coastal waters of Beibu Gulf in Guangxi are in a phosphorus restricted state all the year round, the bloom of
Phaeocystis Globosa occurs frequently. During the outbreak, Phaeocystis globosa mainly exists in the form of colony. After the bloom
recession, the colony burst and produce a large number of Transparent Exopolymer Particles 渊TEP冤, which form a high-carbon and high-
viscosity foam under the action of ocean dynamics, affecting the safety of fisheries and nuclear power water intake. This article explores the
effects of phosphorus limitation on the growth of Phaeocystis Globosa and the production of transparent extracellular polymeric particles
through semi-continuous culture experiments with nitrogen phosphorus ratios of 32 颐 1 and 64 颐 1. Exploring the effects of phosphorus
limitation on the growth and production of transparent extracellular polymeric particulate matter in the Phaeoystis globosa. The results
showed that cell density尧 chlorophyll a concentration尧colony density and colony surface cell number of Phaeocystis Globosa were all
inhibited in the second half of culture under the phosphorus restriction of nitrogen phosphorus ratios of 32 颐 1 and 64 颐 1. However, the two
phosphorus -limited experimental groups did not show significant differences in colony diameter compared to the control group
渊Significance level p > 0.05冤. Under the condition of nitrogen phosphorus ratios of 32 颐 1, TEP production of Phaeocystis Globosa was not
significantly different from that of control group 渊p > 0.05冤, and under the condition of nitrogen phosphorus ratios of 64 颐 1, TEP
production was significantly decreased 渊p < 0.05冤. The increased degree of phosphorus restriction had an effect on TEP secretion of
Phaeocystis Globosa cells. The results provided a basis for further study of TEP formation mechanism of Phaeocystis Globosa under
environmental stress.
Key words：Phaeosystis Globosa; bloom; growth; Transparent Exopolymer Particles; phosphorus limitation
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