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Ｍｎ２＋对铜绿微囊藻生长和养分吸收的影响
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摘要：在不同Ｍｎ２＋浓度（０、１０、１００、１０００、１００００、３００００ｎｍｏｌ／Ｌ）条件下，研究了Ｍｎ２＋对铜绿微囊藻的生长以及
Ｎ、Ｐ、Ｍｇ等营养元素的吸收的影响。１００ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｎ２＋处理获得最大的生物量，３００００ｎｍｏｌ／Ｌ时的生物量最
小；１００ｎｍｏｌ／ＬＭｎ２＋处理的铜绿微囊藻叶绿素ａ含量最高，３００００ｎｍｏｌ／ＬＭｎ２＋处理的叶绿素ａ含量最低；不同
Ｍｎ２＋浓度处理对铜绿微囊藻的Ｎ吸收影响不大，但明显影响Ｐ的吸收：１００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｍｎ２＋处理培养基中Ｐ减少
量是３００００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｍｎ２＋处理组Ｐ减少量的５倍左右；过高的Ｍｎ２＋浓度也影响了铜绿微囊藻对Ｍｇ２＋的吸收。
结果表明Ｍｎ２＋浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ时铜绿微囊藻在各个方面的表现最好。
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　　自２０世纪５０年代以来，水域富营养化已成为
一个全球性的环境问题，我国各地河流湖泊也不断

出现蓝藻水华。微囊藻是全球广泛分布的一种蓝藻

（杨波等，２００７），在我国大部分水体中，铜绿微囊藻
在数量和发生频率上均占主导地位（郑朔方等，

２００５）。蓝藻具有伪空胞，可通过浮力调节获得足
够的光照和营养物质，具有高效的 ＣＯ２浓缩机制来
保证足够的碳源，这都使得蓝藻能够大量繁殖，在众

多藻类中成为优势种（ＬｕＹ＆ＷｅｎＪＦ，２００１）。藻
类死亡释放出的恶臭使得城市大气环境恶化，微囊

藻释放的藻毒素对人类的日常生活产生严重影响。

一直以来，在营养盐对藻类生长特性的影响的

研究中，普遍认为氮和磷是 ２个重要因子，自从
Ｍａｒｔｉｎ等人发现铁对赤潮藻的生理生态有影响后，
微量元素对藻类生长的影响已引起了人们的重视

（陈慈美等，１９９６）。随着研究的深入，微量金属的
重要性逐渐被人们发现。锰元素作为藻类生长必需

的微量元素之一，是生物体进行光合作用的催化剂，

对有氧呼吸产生的氧化产物有去毒作用，是一些酶

的活化剂，以及在生成 ＡＴＰ方面也起功能性作用，
但它只能以可溶性的还原态被生物体吸收（徐景

亮，２００５）。有关锰对铜绿微囊藻生长的影响研究
还较少，本文观察不同Ｍｎ２＋浓度处理下铜绿微囊藻
的生长情况，从而了解 Ｍｎ元素对铜绿微囊藻生长

的影响。同时还研究了不同 Ｍｎ２＋浓度处理对铜绿
微囊藻吸收Ｎ、Ｐ、Ｍｇ等营养元素的影响。

１　材料与方法

１．１　藻种
实验所用铜绿微囊藻购自中国科学院水生生物

研究所，编号为ＦＡＣＨＢ－９０５。
１．２　仪器和设备

光照培养箱、显微镜、血球记数板、离心机、原子

吸收分光光度计、紫外分光光度计、７２１分光光度计
等。为减少金属污染，所用的玻璃器皿均在１ｍｏｌ／Ｌ
的ＨＣｌ溶液中浸泡 ２～３ｄ，再用超纯水冲洗干净
后，在６０℃下烘干，于１２１℃下高压灭菌２０ｍｉｎ后
备用（徐景亮，２００５）。
１．３　培养基的配置

实验所用培养基为ＢＧ１１，其配方为：ＮａＮＯ３１．５
ｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．０４ｇ／Ｌ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．０７５
ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２．２Ｈ２Ｏ０．０３６ｇ／Ｌ，柠檬酸０．００６ｇ／Ｌ，柠
檬酸铁铵０．００６ｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ０．００１ｇ／Ｌ，Ｎａ２ＣＯ３０．０２
ｇ／Ｌ，Ａ５＋Ｃｏｓｏｌｕｔｉｏｎ１ｍＬ。其中 Ａ５＋Ｃｏｓｏｌｕｔｉｏｎ：
ＨＢＯ３２．８６ｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２· Ｈ２Ｏ１．８１ｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ０．２２２ ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４· ５Ｈ２Ｏ ０．０７９ ｇ／Ｌ，
Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ０．３９０ｇ／Ｌ，Ｃｏ（ＮＯ３）２·６Ｈ２Ｏ
００４９ｇ／Ｌ。

整个实验以上述培养基为基础，以 ＭｎＣｌ２·
４Ｈ２Ｏ为母液，其它组分不变，配置成不同Ｍｎ

２＋浓度

的培养基。本实验所设 Ｍｎ２＋浓度分别为 ０、１０、
１００、１０００、１００００、３００００ｎｍｏｌ／Ｌ。

选用２５０ｍＬ广口三角瓶，内装培养基１５０ｍＬ，



用无菌封口膜封紧瓶口。每个浓度设 ３个重复。
１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ后备用。
１．４　培养方法和实验条件

首先对藻种进行扩大培养，在指数生长期时

５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ收集细胞，用无 Ｍｎ的
ＢＧ１１培养基洗涤２次，然后用无 Ｍｎ的 ＢＧ１１培养
基饥饿培养５ｄ。５ｄ后离心收集细胞，用少量无Ｍｎ
的ＢＧ１１培养基重悬，以重悬液为藻源，接种到已准
备好的不同Ｍｎ２＋浓度的培养基中，接种密度为１．６
×１０６个／ｍＬ，在平行样之间的相对偏差小于１０％
时，实验数据取自３个平行样的均值。培养时间为
１月，培养期间，每天定时摇动３～４次，并变换其位
置，以减少光照的影响。每隔２ｄ取样，测叶绿素 ａ
含量和生物量（７５０ｎｍ处的吸光度）（吕秀平等，
２００６）。

整个实验过程中都保持无菌操作。培养实验在

恒温培养室中进行，培养条件温度为（２５±１）℃，光
强为２０００ｌｘ，光暗比１２ｈ∶１２ｈ。
１．５　生物量的测定

取一定量藻液，按不同倍数稀释后，用７２１分光
光度计分别测定其在７５０ｎｍ处的吸光度；另吸取１
ｍＬ藻液放入事先加入５０μＬ鲁哥氏液的胶卷盒中，
染色固定后，用血球记数板在显微镜下记数。得出

溶液中藻的数量与吸光度之间的对应关系并绘制成

标准曲线：生物量／１０６个·ｍＬ－１＝Ａ７５０×３８．３０６－
１．１０８３，（Ｒ２＝０．９９０６）。
１．６　叶绿素ａ含量的测定

根据 Ｊｅｆｆｒｅｙ等（１９７５）改良的方法，取５ｍＬ藻
液经０．４５μｍ微孔滤膜过滤，滤膜于 －８℃冷冻干
燥（过夜或１２ｈ以上），然后剪碎放入５０ｍＬ离心管
中，加入少量８０℃的９５％乙醇，于暗处静置６ｈ后
过滤，滤液定容至１０ｍＬ，在波长６６５ｎｍ、７５０ｎｍ下
比色。计算公式如下：Ｃｈｌａ／ｍｇ·Ｌ－１＝２７．９×
（Ａ６６５－Ａ７５０）×１０／５。
１．７　培养基中Ｎ、Ｐ、Ｍｇ含量的测定

实验结束后，取一定量藻液，用０．４５μｍ微孔
滤膜过滤，滤液备用。其中硝态 Ｎ含量的测定：紫
外分光光度法；Ｐ含量的测定：钼酸铵比色法；Ｍｇ２＋

含量的测定：原子吸收分光光度法。

２　结果

２．１　生长曲线
图１给出了不同 Ｍｎ２＋浓度下铜绿微囊藻的生

长曲线。在最初的３～４ｄ内，不同 Ｍｎ２＋浓度处理

的铜绿微囊藻在生物量方面并没有明显的差别，这

可能是因为刚接种后，藻种在新的培养基环境中有

个短暂的适应过程，这个时期为铜绿微囊藻生长周

期中的延缓期（胡小贞等，２００４）。进入指数生长期
后，不同Ｍｎ２＋浓度处理的铜绿微囊藻在生长初期就
表现出差异。在低浓度范围内（０～１００ｎｍｏｌ／Ｌ），随
着Ｍｎ２＋浓度的增加，生物量也随之增加。但是当
Ｍｎ２＋浓度达到１０００ｎｍｏｌ／Ｌ时，生物量略有下降，
至１００００ｎｍｏｌ／Ｌ时，其生物量明显低于 ０ｎｍｏｌ／Ｌ
Ｍｎ２＋处理时的生物量。对于铜绿微囊藻而言，培
养基质中１００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｍｎ２＋浓度已经接近于铜绿
微囊藻对 Ｍｎ２＋耐受的极限，其最终生物量为６０７
×１０６个／ｍＬ。继续增加介质中的 Ｍｎ２＋浓度则会对
藻细胞的生长产生抑制作用。从图１还可以看出，
Ｍｎ２＋浓度为０、１０、１０００ｎｍｏｌ／Ｌ时，藻的生长曲线
大致相同，最终生物量分别为 ５９．３×１０６、５９．６×
１０６、５９．４×１０６个／ｍＬ。而当 Ｍｎ２＋浓度增加到 ３０
０００ｎｍｏｌ／Ｌ时，最终生物量下降为 ５５．３×１０６个／
ｍＬ。

图１　不同Ｍｎ２＋浓度对铜绿微囊藻生长的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭｎ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎｃｕｌｔｕｒｅ
ｍｅｄｉｕｍｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆＭｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ

以上结果表明，Ｍｎ２＋对铜绿微囊藻的生长有一
定影响，但缺锰比锰过量对藻的影响要小。在低浓

度Ｍｎ２＋范围内，细胞能够正常生长和分裂。但
Ｍｎ２＋浓度达到３００００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度时，就可能对藻
产生毒性，从而不利于其生长。有人认为，这是因为

藻细胞壁带有负电荷和一些含硫、氮和氧的官能团，

它们较易与阳离子发生电荷吸引和进行螯合反应，

使重金属沉积在藻细胞表面并通过细胞的生理过程

转移到细胞内部，从而抑制藻类的光合作用、呼吸作

用、酶的活性和生长（阎海等，２００１ａ；阎海等，
２００１ｂ）。
２．２　叶绿素ａ含量

图２显示，不同 Ｍｎ２＋浓度下，铜绿微囊藻叶绿
素ａ含量的变化与生物量的变化趋势相似。在进入
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指数生长期后，处理间很快表现出差异。Ｍｎ２＋浓度
为１００ｎｍｏｌ／Ｌ的处理，铜绿微囊藻的叶绿素 ａ含量
最高，最终叶绿素 ａ含量为 ９．３７４４ｍｇ／Ｌ，其次是
Ｍｎ２＋浓度为１０００ｎｍｏｌ／Ｌ的处理，而 Ｍｎ２＋浓度为
３００００ｎｍｏｌ／Ｌ的处理，其叶绿素 ａ含量最低，最终
叶绿素含量为５．８５９ｍｇ／Ｌ。这说明，过量的锰离子
反而影响了藻细胞叶绿素的合成，这与阎海等

（２００１ａ；２００１ｂ）人结果相一致。同时，ＰｒａｓｓａｄＤ和
ＰｒａｓｓａｄＡ（１９８７）研究认为重金属可以影响与叶绿
素合成有关的酶的活性。因此可以推断锰可能也有

此功能。

图２　不同Ｍｎ２＋浓度下铜绿微囊藻
的叶绿素ａ含量及其随时间的变化
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｗｉｔｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
ｔｉｍｅｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭｎ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

２．３　培养基中Ｎ、Ｐ、Ｍｇ的含量
本实验对不同处理培养后营养液中的 Ｎ、Ｐ、Ｍｇ

的浓度进行了测定（图３～图５）。Ｎ、Ｐ是藻类生长
的所必不可缺的大量元素，他们在培养基中剩余的

多少间接地反映了藻类的生长情况。从图３和图４
可以看出，Ｍｎ２＋浓度为３００００ｎｍｏｌ／Ｌ时，培养基中
剩余的Ｎ、Ｐ的含量均最高。但对氮的浓度来说，不
同处理间差异不大，如３００００ｎｍｏｌ／ＬＭｎ２＋浓度处
理培养基中的Ｎ浓度为２４３．５６ｍｇ／Ｌ，而１００ｎｍｏｌ／
ＬＭｎ２＋浓度处理培养基中的Ｎ浓度最低，为２３３．７８
ｍｇ／Ｌ，２者仅相差近１０ｍｇ／Ｌ，说明 Ｍｎ２＋对氮的吸
收影响不大。但不同处理的 Ｐ浓度间相差很大，如
３００００ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｍｎ２＋浓度处理后，培养液中的 Ｐ
浓度为１．２４４ｍｇ／Ｌ，而１００ｎｍｏｌ／Ｌ的处理的相应值
为０．２７７ｍｇ／Ｌ，２者间相差近５倍。这说明高浓度
Ｍｎ２＋对铜绿微囊藻的Ｐ营养吸收的抑制较为明显。

镁是叶绿素的组成成分和酶的活化剂，参与脂

肪代谢，促进磷素的运转与某些维生素的合成。通

过对培养基中镁含量的分析，可以间接了解铜绿微

囊藻叶绿素合成的情况。图 ５显示，Ｍｎ２＋浓度为
３００００ｎｍｏｌ／Ｌ时，培养后营养液中剩余的 Ｍｇ２＋浓

度最高，约为１．０８７ｍｇ／Ｌ，其次是１００００ｎｍｏｌ／Ｌ的
Ｍｎ２＋浓度处理，而其它４个不同 Ｍｎ２＋浓度处理之
间营养液中剩余的Ｍｇ２＋浓度相差不大。残留 Ｍｇ２＋

浓度最小的是 １００ｎｍｏｌ／Ｌ处理，Ｍｇ含量为 ０．８５２
ｍｇ／Ｌ。这说明过高的Ｍｎ２＋浓度影响了铜绿微囊藻
对Ｍｇ２＋的吸收。

图３　不同Ｍｎ２＋处理的培养基中残留的Ｎ含量
Ｆｉｇ．３　Ｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

图４　不同Ｍｎ２＋处理的培养基中残留的Ｐ含量
Ｆｉｇ．４　Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

图５　不同Ｍｎ２＋处理的培养基中残留的Ｍｇ２＋含量
Ｆｉｇ．５　Ｍａｇｎｅｓｉｕｍｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅ

ｍｅｄｉｕｍａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ

３　讨论

尽管人们早已发现微量元素对藻类的生长有重

要的影响，但多年来有关的研究几乎都集中在海洋

赤潮藻方面（徐景亮，２００５；李灏等，２００６），而对淡
水藻的研究还鲜见报道。本实验对淡水铜绿微囊藻

受Ｍｎ２＋影响的研究结果与前人关于Ｍｎ２＋离子对赤
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潮藻生长的影响趋势是一致的，即低浓度的Ｍｎ２＋可
以促进藻的生长，而高浓度的Ｍｎ２＋则会抑制藻的生
长。所不同的是，不同藻对 Ｍｎ元素响应的浓度范
围和所受到的影响程度不同。

阎海等（２００１ａ；２００１ｂ）研究了铜、锌和锰对蛋
白核小球藻和月形藻的毒性效应，认为藻类对不同

金属离子的富集效率和选择性与静电引力或水合离

子的半径有关，藻类对锰离子的亲和性是这３种元
素中最低的。同时还认为，与藻类亲和性越强的金

属离子抑制藻类生长的毒性作用也越强，这就可以

解释本实验中为什么锰离子对铜绿微囊藻的生长和

对该藻光合作用的影响并不明显，其原因是因为锰

离子对藻类细胞的亲和力较弱，从而在其他离子并

不缺乏的条件下，锰离子与藻类细胞表面的官能团

的结合不占优势，所以不能大量的进入藻细胞内部，

故对藻细胞的生长代谢过程影响较小。

水体中金属微量元素的含量一般是很低的，常

常成为藻类生长的限制因子，但一旦这些因子由外

界输入水体中，则很可能造成藻类的爆发性增殖从

而对水环境造成危害（黄邦钦等，２０００）。有人认
为，营养盐浓度的升高可能是蓝藻水华形成的因素

之一（陈静峰等，２００６），因此理论上可以通过限制
污水中营养盐的排放来控制水华的发生。但本文研

究结果表明，Ｍｎ２＋浓度虽然可以影响铜绿微囊藻的
生长，但影响作用并不显著。目前有研究表明，蓝藻

水华的爆发是多因子协同交互作用的结果（孔繁翔

和高光，２００５）。因此，Ｍｎ元素与其它元素或环境
因素之间的交互作用值得进一步深入研究。

４　结论

培养基中 Ｍｎ２＋浓度为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ时，铜绿微
囊藻生长最好，生物量最大，叶绿素含量也最高。而

当Ｍｎ２＋浓度大于１００００ｎｍｏｌ／Ｌ时，铜绿微囊藻的
生长和叶绿素的合成明显受到抑制。

培养基中Ｍｎ２＋浓度对铜绿微囊藻 Ｎ的吸收影
响不明显，但随着 Ｍｎ２＋浓度的增加，明显抑制了铜
绿微囊藻对Ｐ和Ｍｇ元素的吸收。
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