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不同氮源对铜绿微囊藻增殖的影响
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摘要：在实验室条件下，利用单细胞藻一次性培养方法，研究了硝酸氮、铵氮和尿素对铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓ
ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）增殖的影响。结果表明：以硝酸氮作为氮源时，铜绿微囊藻增殖速率优于另外２种氮源条件下的，其
最适增殖浓度为１．５～５．０ｍｍｏｌ／Ｌ。低浓度铵氮（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）即适宜铜绿微囊藻生长，而高浓度时会抑制铜绿
微囊藻生长。尿素氮浓度０．５～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时最利于铜绿微囊藻生长。试验结果提示在监测水体氮营养盐时应
该包括多种无机氮和有机氮，只测总氮难于准确预测水华。

关键词：硝酸盐；铵盐；尿素；铜绿微囊藻；增殖

中图分类号：Ｘ１７１．５　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１６７４－３０７５（２０１１）０４－０１１５－０６

　　近十年来，水华不仅在我国南方的水库、湖泊经
常爆发（孔繁翔等，２００９；郑凌凌等，２００９），而且在
北方水域也时有发生，给生产和经济带来灾害（杨

希存等，２００９）。引起淡水水华的主要是蓝藻门和
绿藻门生物，湖泊、水库水华的优势种是微囊藻（万

蕾等，２００７），其中以铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ）造成的灾害尤甚，成为中国乃至世界的研究热
点之一（Ｓｏｌｉｓｅｔａｌ，２００９；Ｇｈａｚａｌｉｅｔａｌ，２０１０；Ｋａｒａｄｚｉｃ
ｅｔａｌ，２０１０）。铜绿微囊藻为浮游性藻类，夏季繁盛
时可形成水华，是中国乃至全世界最常见的水华蓝

藻种类之一，常产生微囊藻毒素，对水产养殖对象和

人类生活产生极坏影响。通常认为物理条件（温

度、光照等）是水华季节演替的原因，而长期的演替

还是依赖高营养盐浓度（Ｓｏａｒｅｓ，２００９；丁飞飞等，
２０１０）。铜绿微囊藻是非固氮蓝藻，而氮素是构成
叶绿素的主要成分，对植物光合速率、暗反应的主要

酶以及光呼吸等都有明显的影响，直接或间接影响

着光合作用（Ｄａｗｓｏｎ，１９９８）。因此，氮营养盐就成
为其生长的限制因素之一，也成为人们研究水华发

生的重点内容之一。

水华频繁爆发往往和水体中氮、磷营养盐浓度

升高而导致富营养化有关（Ｓｏｌｉｓｅｔａｌ，２００９）。蓝藻

可以利用硝酸氮、亚硝酸氮、铵氮和尿素等多种氮

源，目前研究微囊藻的生长和毒素生产时，培养基中

多以硝酸氮为氮源。唐全民等（２００８）研究认为铵
氮不利于铜绿微囊藻生长，藻细胞有最大比增长速

率的铵氮浓度较低。张玮等（２００６）认为正磷酸盐
不变时，铵氮浓度改变明显影响铜绿微囊藻的生长，

浓度为１．８３～１８．３ｍｇ／Ｌ时叶绿素 ａ含量最高；铵
氮浓度过高对铜绿微囊藻生长、生理和产毒具有抑

制作用。硝酸氮是各种微藻培养液中常用的氮源，

连民等（２００１）认为高浓度硝酸氮有利于铜绿微囊
藻的生长和毒素合成，但超过２４５．１ｍｇ／Ｌ后对生长
有轻微抑制。这可能和此微藻细胞内的亚硝酸盐累

积有关，因为Ｃｈｅｎ等（２００９）在高、低浓度 ＣＯ２条件
下的试验表明，高硝酸氮浓度（其试验硝酸盐范围

为３．５７～２１．４３ｍｍｏｌ／Ｌ）时在细胞内累积亚硝酸
盐，抑制铜绿微囊藻生长。王爱业等（２００８）发现
０５～８．０ｍｇ／Ｌ的亚硝酸氮可激活铜绿微囊藻的亚
硝酸氧化酶和亚硝酸还原酶，进而促进铜绿微囊藻

的生长。四尾栅藻因仅具亚硝酸还原酶而利用能力

低于铜绿微囊藻。Ｍｏｉｓａｎｄｅｒ等（２００９）认为铵氮对
铜绿微囊藻的生长作用最大，而且该藻的丰度在铵

氮、硝酸氮和尿素等作为氮源时均会增长；氮是加利

福尼亚州Ｃｏｐｃｏ和ＩｒｏｎＧａｔｅ水库及Ｋｌａｍａｔｈ河夏季
微囊藻水华的主要限制因子。而美国密歇根州

Ｆｏｒｄ湖微囊藻的水华动力学很大程度上受 ＮＯ－３ 影
响（Ｌｅｈｍａｎｅｔａｌ，２００９）。目前关于有机氮对微藻生
长影响的报道较少，王兆新等（２００１）探索了３种外
源有机氮对铜绿微囊藻在异养状态下生长的影响。

外加蔗糖溶液对铜绿微囊藻的生长有一定抑制作



用；２５～７５ｍｇ／Ｌ的果糖或者７５～１２５ｍｇ／Ｌ的乙酸
钠可作为利于异养生长的阈值；而果糖和乙酸钠在

各以７５ｍｇ／Ｌ等量混合的溶液中更适宜生长。滇池
分离的铜绿微囊藻可以用丙氨酸、亮氨酸和精氨酸

作为唯一氮源；而谷氨酸、天门冬氨酸和赖氨酸不能

被快速利用，尽管其能够快速进入细胞。并且认为

尿素和谷氨酸不能促进铜绿微囊藻生长，而甘氨酸、

硝酸钠和氯化铵则能（Ｄａｉｅｔａｌ，２００９ａ）。
不同形态氮盐对铜绿微囊藻的增殖影响是比较

复杂的，试验条件不同也会引起结果差异，已有的结

论并不完全一致。硝酸氮和铵氮为无机氮，是水体

中氮营养盐存在的常见形式；尿素是有机态氮，常被

作为农作物的肥料，也可能随水流进入河流、湖泊，

目前国内还未见关于尿素对铜绿微囊藻增殖影响的

专门报道。本研究选用硝酸氮（ＮａＮＯ３）、铵氮
（ＮＨ４Ｃｌ）和脲（即尿素，ＣＨ４Ｎ２Ｏ）３种氮源作为试验
用氮，以期比较不同类型的氮源对铜绿微囊藻增殖

的影响，为蓝藻水华预测提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及日常管理
试验用铜绿微囊藻（Ｍ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａＦＡＣＨＢ－

９０５）购自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库，
采用该藻种库提供的ＢＧ－１１培养基进行培养。试
验中，用柠檬酸铁代替了原配方中的柠檬酸铁胺，以

消除其中氮的影响。保种用铜绿微囊藻培养液按照

ＢＧ－１１培养基配置，置于光照培养箱中保存，定期
进行接种，保证试验使用。培养条件为：温度２５℃，
ｐＨ７．５～８．５，光暗周期为１４ｈ∶１０ｈ，光照强度２
５００～３０００ｌｘ。每天早晚各摇瓶１次。
１．２　灭菌和消毒方法

在微藻培养和试验中，对容器、用具和用水等须

进行灭菌处理，以防止藻种混杂和原生动物滋生造

成培养和试验的失败。根据灭菌和消毒对象不同，

主要采用了高压湿热灭菌（锥形瓶、营养盐母液和

移液器具等）、烧灼灭菌（接种环等）、煮沸灭菌（实

验用水等）、化学药物消毒（高锰酸钾和酒精对桌

面、烧杯等消毒）以及紫外线消毒（试验环境）等方

法（陈明耀，１９９５）。
１．３　生长速率计算

试验采用一次性培养方式进行，在处理后的纯

净水中接入适量试验用铜绿微囊藻，然后加入培养

液；在光照培养箱中进行培养，达到指数生长期末期

时结束试验。分析比较不同水平的环境因子对微藻

生长的影响时，常采用生长速率作为数理分析指标。

本研究采用以下公式计算生长速率（陈明耀，

１９９５）：

Ｋ＝
ｌｎＮ－ｌｎＮ０

ｔ （１）

式中：Ｎ０和Ｎ为初始微藻细胞密度和经过时间
ｔ后的微藻细胞密度；ｔ为一段生长时间；Ｋ为相对
生长常数，表示生长速率。在良好的环境条件下培

养，微藻生长繁殖迅速，相对生长速率数值高，反之

则低。

１．４　试验设计
根据已有相关报道和经验（连民等，２００１；张玮

等，２００６；唐全民等，２００８），选定５个浓度梯度作为
试验用氮的处理水平，以Ｎ计分别为０．１、０．５、１．５、
２．０、５．０ｍｍｏｌ／Ｌ，依次记为１～５水平。为便于比
较，３种氮的浓度水平设置一致，分别进行单因素试
验。

将试验用铜绿微囊藻在无氮水体中饥饿２ｄ，然
后取适量的铜绿微囊藻接种入已灭菌的纯净水中，

加入除氮外的营养元素，选用 Ｋ２ＨＰＯ４作为磷源，浓
度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ（以 Ｐ计），其他元素按照 ＢＧ－１１
配方浓度配置，摇匀后用移液管将１００ｍＬ藻液移入
２５０ｍＬ锥形瓶中。然后分别加入相应氮母液使各
处理达到设置氮浓度，每处理设置３个平行。摇匀
后开始培养。每隔１ｄ用血球计数板测定１次细胞
数量；根据微藻的生长曲线计算各浓度水平的生长

速率，用ＤＰＳ（ＤａｔａＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇＳｙｓｔｅｍ）软件进行数理
统计分析等（唐启义等，２００６）。

２　结果与分析

２．１　试验期间铜绿微囊藻生长情况
３个氮盐试验中铜绿微囊藻的生长情况如图１

所示，由于铜绿微囊藻细胞的初始密度较小，生长延

迟期较长。硝酸氮试验中，进入指数生长期后，各浓

度水平的藻细胞生长情况发生变化，浓度为

２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时生长最快，藻细胞数积累也最多；浓度
为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ时生长最差。表明不同硝酸氮浓度
对铜绿微囊藻的生长产生了明显影响。

铵氮试验中，浓度０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时该藻表现出良
好的生长趋势，但是指数生长时间和最终细胞密度

要小于硝酸氮试验的。较高和较低的铵氮浓度时，

铜绿微囊藻生长较差。铵氮不同浓度对铜绿微囊藻
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图１　试验中铜绿微囊藻生长曲线（ａ：硝酸氮；ｂ：铵氮；ｃ：尿素）
Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＭ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｅａｃｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ（ａ：ｎｉｔｒａｔｅ；ｂ：ａｍｍｏｎｉｕｍ；ｃ：ｕｒｅａ）

的生长产生了明显影响，但和硝酸氮的影响有差异。

铜绿微囊藻能利用尿素进行生长，但是利用能力较

差。在低尿素浓度０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时，铜绿微囊藻生长
较好，也能达到较高的细胞密度；试验开始１０ｄ后，
尿素氮浓度为１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时的铜绿微囊藻生长加
速；其他浓度的则生长延迟期很长，生长均很差。

２．２　生长速率的方差分析
按照公式（１）计算不同浓度水平时的铜绿微囊

藻生长速率，然后进行方差分析和ＬＳＤ（Ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆ
ｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）多重比较，方差分析结果见表１。

表１　各试验方差分析结果
Ｔａｂ．１　ＡＮＯＶＡｒｅｓｕｌｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

氮源
变异

来源

平方

和

自由

度
均 方 Ｆ值 Ｐ值

硝酸氮

处理间 ０．１５９７ ４ ０．０３９９ １４２．４１４ ０．０００１
处理内 ０．００２８ １０ ０．０００３
总变异 ０．１６２５ １４

铵　氮
处理间 ０．０７７５ ４ ０．０１９４ ５２．１５８ ０．０００１
处理内 ０．００３７ １０ ０．０００４
总变异 ０．０８１３ １４

尿　素
处理间 ０．２１３１ ４ ０．０５３３ ５８．２２２ ０．０００１
处理内 ０．００９２ １０ ０．０００９
总变异 ０．２２２３ １４

　　方差分析结果表明，所选３种氮源的浓度变化
对铜绿微囊藻的生长均有极显著影响（Ｐ＜０．０１）。
因而，可以从多重分析结果中寻找最适宜铜绿微囊

藻生长的氮浓度，并可以作为水华易爆发的参考阈

值。多重比较的结果依次见表２至表４。
从表２可知，硝酸氮浓度为２．０ｍｍｏｌ／Ｌ时铜绿

微囊藻生长最好，１．５～５．０ｍｍｏｌ／Ｌ时表现出较好
的生长趋势，高浓度的硝酸氮并没有表现出抑制铜

绿微囊藻的生长。这可能是众多微藻培养基选择硝

酸氮作为氮源的原因之一，因为培养基中的氮量均

很高。水平２（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）也表现出了和水平３、５
影响相近的倾向，综合图１分析，该浓度下，铜绿微
囊藻也表现较好的生长，只是后期生长变慢，可能和

营养盐消耗较快有关。

表２　硝酸氮试验多重比较
Ｔａｂ．２　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｅｏｆｎｉｔｒａｔｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平 ４ ３ ５ ２ １ 分组结果

４ ０．５１９０ ０．３２９９０．０１３４０．００３００．０００１ ａ Ａ
３ ０．５０５００．０１４０ ０．０７６５０．０１６５０．０００１ ａｂ ＡＢ
５ ０．４７８００．０４１００．０２７０ ０．３８８２０．０００１ ｂｃ ＡＢ
２ ０．４６５７０．０５３３０．０３９３０．０１２３ ０．０００１ ｃ Ｂ
１ ０．２３８３０．２８０７０．２６６７０．２３９７０．２２７３ ｄ Ｃ

　　注：表中下三角数字为均值差，上三角数字为显著水平。分组结
果中小写字母为５％显著水平；大写字母为１％显著水平。

表３　铵氮试验多重比较
Ｔａｂ．３　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｅｏｆａｍｍｏｎｉｕｍｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平 ２ ３ ５ ４ １ 分组结果

２ ０．５８７７ ０．００３３０．０００１０．０００１０．０００１ ａ Ａ
３ ０．５２７３０．０６０３ ０．０２２７０．０１４２０．０００１ ｂ Ｂ
５ ０．４８５００．１０２７０．０４２３ ０．７８８７０．０００１ ｃ Ｂ
４ ０．４８０７０．１０７００．０４６７０．００４３ ０．０００１ ｃ Ｂ
１ ０．３６８３０．２１９３０．１５９００．１１６７０．１１２３ ｄ Ｃ

　　注：注：表中下三角数字为均值差，上三角数字为显著水平。分
组结果中小写字母为５％显著水平；大写字母为１％显著水平。

表４　尿素试验多重比较
Ｔａｂ．４　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｃｏｍｐａｒｅｏｆｕｒｅａｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平 ２ ３ ４ ５ １ 分组结果

２ ０．４９４７ ０．１０５２０．００１３０．０００１０．０００１ ａ Ａ
３ ０．４５０７０．０４４０ ０．０２４００．０００１０．０００１ ａ ＡＢ
４ ０．３８５００．１０９７０．０６５７ ０．００２７０．０００１ ｂ Ｂ
５ ０．２８７００．２０７７０．１６３７０．０９８０ ０．０００５ ｃ Ｃ
１ ０．１６３００．３３１７０．２８７７０．２２２００．１２４０ ｄ Ｄ

　　注：表中下三角数字为均值差，上三角数字为显著水平。分组结
果中小写字母为５％显著水平；大写字母为１％显著水平。

表３显示，５个处理水平可以分为 ３个组别
（１％显著水平）。铵氮浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时铜绿
微囊藻生长最好，１．５～５．０ｍｍｏｌ／Ｌ时表现出相似
的生长趋势，但高浓度的铵氮在一定程度上抑制铜

绿微囊藻的生长。和生长图的直观分析一致，最低

浓度时，铜绿微囊藻生长最差，自成一组。因此，当

水体中铵氮浓度接近０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时应关注水华的
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发生。

表４显示，尿素浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ时铜绿微囊
藻生长最好。不同浓度间的影响差别大，分组较多。

浓度水平 ３的影响在 ５％显著水平上和水平 ２一
致，而在１％显著水平上介于水平２和４之间，这和
该处理水平的铜绿微囊藻在后期数量增加较多有

关。由生长曲线和多重比较结果可以认为最适宜铜

绿微囊藻生长的尿素浓度为０．５～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ。

３　讨论

３．１　有利铜绿微囊藻生长的氮浓度
试验结果表明，所选３种氮源均能促进铜绿微

囊藻增殖，应该作为水华预警的监测对象。３者的
影响情况并不相同：硝酸氮浓度为１．５～５．０ｍｍｏｌ／Ｌ
时适宜铜绿微囊藻生长；低浓度铵氮（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
适宜铜绿微囊藻生长，浓度升高则会抑制生长；而尿

素氮浓度０．５～１．５ｍｍｏｌ／Ｌ时最利于铜绿微囊藻生
长。这些铜绿微囊藻生长最快的浓度范围可以视为

水华易爆发的阈值范围，若水体中的营养盐浓度处

于此范围时应给与高度重视，铜绿微囊藻水华即将

迅速爆发。作为天津、唐山２市水源地的潘家口、大
黑汀和于桥水库的氮浓度已经处于适宜蓝藻生长的

范围，必须引起有关政府部门的重视（郑丽娜等，

２００８；邢海燕等，２００９）。
３．２　不同氮源对藻类的作用效果

藻类对不同氮的利用不同，而铵氮是藻类能够

优先利用的氮源；但是铵氮浓度过高对铜绿微囊藻

生长、生理和产毒具有抑制作用（Ｋａｍｅｙａｍａｅｔａｌ，
２００２；崔力拓等，２００６；张玮等，２００６）。有报道藻细
胞最大比增长速率的铵氮浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ（唐全
民等，２００８），与本研究一致，而结果稍低，这个浓度
是本研究设置的 ２个相邻水平间的浓度。张玮等
（２００６）认为铵氮浓度为１．８３～１８．３ｍｇ／Ｌ时叶绿
素ａ含量最高，其铵氮适宜范围宽于本研究。一些
报道（连民等，２００１；Ｃｈｅｎｅｔａｌ，２００９）的结果和本研
究情形类似，都表现出硝酸氮利于铜绿微囊藻生长

的浓度范围大，很高的浓度才产生抑制现象。这也

可能是很多营养配方中选用硝酸氮作氮源的原因之

一。关于有机氮的研究较少，本试验表明尿素对铜

绿微囊藻的增殖有明显促进作用，尽管其作用远小

于硝酸氮。这和 Ｄａｉ等（２００９ａ）的结果不一致。由
于尿素等有机氮盐是常用的肥料，难免会随水流进

入河流、湖泊，故在水华预警中应该引起重视。

目前，涉及的氮源研究越来越多（Ｄａｉｅｔａｌ，

２００９ａ；２００９ｂ），而实际中流入湖泊、河流的氮形式也
在增加，氮源之间也存在转换，因此应增强氮源研究

的深度和广度。同时，也应该关注环境的综合作用。

Ｗａｎｇ等（２０１０）发现在有浮游动物时，添加氮、磷营
养盐会促进水表层微囊藻水华；水华和温度、浮游动

物和氮、磷营养盐有关。再者，现场调查表明，低营

养盐浓度时蓝藻占优势；而室内试验显示高营养盐

适合铜绿微囊藻生长，低营养盐时，铜绿微囊藻的竞

争力强（Ｚｈｕｅｔａｌ，２０１０）。
３．３　对水华监测的建议

水华预测预报通常以总氮、总磷作为监测指标

（崔力拓等，２００６），由本研究可知，这不利于水华预
报和分析。水体中不同形态的氮存在相互转换的动

态过程，即使总氮量相同时，各态氮的量很可能不

同，水华藻类的增殖情况也会不同。再者，藻类生长

是多种环境因子综合作用的结果，室内试验和现场

情况也有不同，建议在室内试验的基础上，选择合适

的湖泊、水库开展长期、连续的多种氮源和其他环境

要素监测，以获得准确的水华预测模型。
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