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微囊藻毒素产生过程中磷素行为与作用研究
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摘要!通过培养实验考察了微囊藻生长过程中磷素的吸收利用情况$研究了可溶解性正磷酸盐对产毒微囊藻生长状况及几种

不同磷形态在不同浓度下对微囊毒素产率的影响B结果表明$可溶性反应磷浓度的增加可以促进微囊藻生长$磷浓度为 (‘))

FU,4b"更适宜微囊藻生长$不超过 (‘)) FU,4b"的磷对微囊藻产毒有促进作用$无磷时产毒率最低$而高于 (‘)) FU,4b"的磷

对微囊藻产毒有抑制作用B磷酸钾(磷酸氢二钾和磷酸二氢钾三种无机磷形态对藻毒素产生过程的影响无显著性差异$但与

有机磷形态 ,甘油磷酸钠相比影响较显著B
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!!微囊藻毒素 "FACL7C<M9A8M$16M#具有强烈的毒
性(较高的化学稳定性和水溶性$富营养化水体中微
囊藻毒素的产生和存在对饮用水的水质安全构成了
严重威胁B磷在水体富营养化中的作用已被长期广
泛研究$但藻类和藻毒素仍然威胁人类水源安全$磷
素在藻类生长和微囊藻毒素产生中的作用仍在研究
之中 )"$’*B

磷素作为重要的生源要素$在藻细胞的物质能
量代谢过程中发挥了重要作用$但磷素最终没有被
细胞合成进入其代谢产物微囊藻毒素的分子$没有
成为微囊藻毒素分子的组成元素B在富营养化淡水
水体中$磷素作为藻类水华暴发的限制性因素几乎
已被公认$但磷在藻细胞内合成产生藻毒素的实质
性作用仍无定论 )* a%*B

本研究重点考察了 [’V0
b
E 和 [V0’ bE 等几种可

溶性反应磷"5/V#在微囊藻产生过程中的行为和作
用$以期为探索磷素在微囊藻毒素分子生化合成中
作用$进而为富营养化水体藻毒素污染控制以及湖
泊水质的改善提供重要的科学参考B

KL材料与方法

KOK!实验材料
实验用铜绿微囊藻购自中国科学院武汉水生生

物研究所$培养基为改进型 13和水库水$光暗比为
"’ :|"’ :$光照’)s$E 种不同形态磷 ,甘油磷酸
钠(磷酸钾(磷酸氢二钾(磷酸二氢钾均为国产分析
纯试剂B
KOM!主要仪器

4̂ DT*)4型压力蒸汽灭菌器(培养箱和 V/̂ D
*)(T智能人工气候箱 "宁波海曙赛福实验仪器
厂#B

3UA;@89""(( 型液相色谱仪 "美国 3UA;@89公
司#$光电二极管阵列检测器"_3_#!’*& 8F波长检
测$色谱柱 3UA;@89Z0/T3̂ 5TD6"& "E‘% FFt’)(
FF$ ) "F#B
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KON!实验方法
实验选用经过 f:G9FG8 膜滤的北京某水库表

层混合水样和经过改进的 13培养基作为基础培养
基B取若干 )(( F4锥形瓶$每瓶加 E(( F4经过滤的
混合水样$以透气膜封口$置于压力蒸汽灭菌器中
"’"s灭菌 *( FA8$冷却后放入培养箱中保存并以此
作为基础培养基B取若干瓶基础培养基$接种已经饥
饿培养) ?以上的铜绿微囊藻$然后置入人工气候箱
按照藻类培养方法进行常规培养B定期取样分析测
定磷浓度(藻生长量和毒素产率B
KOQ!分析方法

磷测定采用磷钼蓝比色法$藻生长量采用显微
镜计数法和吸光度法同时测量B藻毒素提取分析采
用 [V46法 )$$&* $流动相为乙腈与水 "E(|%($体积
比#$流速为 "‘( F4,FA8 b"$进样量!’( "4B

ML结果与讨论

MOK!磷对产毒微囊藻生长量影响
各藻类培养瓶中营养盐水平控制采用 66_

"C@89LG;C7FN7MA9@?@MAU8#实验设计方法B每一因素
的中心点作为重复研究$可以研究二次交互作用$也
可以减少样品数量B结合基础培养基中氨氮(硝酸盐
氮以及可溶解性磷的实际含量$设计实验中氨氮(硝
酸盐氮以及可溶解性磷各因素的浓度控制水平如表
" 所示$每个浓度分别做 * 个平行样B通过在已知浓
度的培养液中室内培养微囊藻$并检测可溶解性正
磷酸盐的剩余情况以及产毒微囊藻的生长情况$考
察不同浓度正磷酸盐对产毒微囊藻生长量的影响B

表 KL实验组 ?氮磷浓度的设置" 2 m*# OFU,4b"

2GQ;@"!678C@89LG9A78 7R8A9L7U@8 G8? N:7MN:7L>MA8 9@M9.OFU,4b"

编号 ,0b
* D, ,[c

E D, V

6" &‘E (‘&E (‘($&
6’ &‘E (‘&E (‘""
6* &‘E (‘&E (‘’$)
6E &‘E (‘&E (‘))
6) &‘E (‘&E )‘)

!!隔天通过测量藻溶液的吸光度以及显微镜计数
方法分别跟踪测定水样中产毒微囊藻的生长情况和
水样中剩余的可溶解性磷B以时间" ?#为横坐标$藻
量""(E个OF4#为纵坐标$做出各系列藻量对时间生
长曲线如图 "’ 再以时间为横坐标$吸光度为纵坐
标$做出生长曲线如图 ’ 所示B

6组是氨氮含量为 (‘&E FU,4b"$硝酸氮含量为
&‘E FU,4b"$而磷含量为不同水平的系列$其中 6*

图 KL微囊藻藻量生长曲线"计数法#

=AUB"!YL7P9: C>LS@M7R979G;&)0(*0’/")/

图 ML微囊藻吸光度生长曲线"光度法#

=AUB’!YL7P9: C>LS@M7RGQM7LQ@8C<7R&)0(*0’/")/

为中心重点研究对象$磷含量为 (‘’$) FU,4b"B图 ’
中$6"(6’ 瓶磷浓度低于 6* 瓶$6" 瓶磷浓度为
(‘($& FU,4b"$6’ 瓶磷浓度为 (‘"" FU,4b"$6E(6)
瓶磷浓度高于 6* 瓶$6E 瓶磷浓度为 (‘)) FU,4b"$
6) 瓶磷浓度则达到 )‘) FU,4b"B对比以上 ’ 个生长
曲线可知$藻细胞生长趋势基本一致$在一定的磷浓
度范围内$增大磷的浓度可以刺激产毒微囊藻的生
长$明显增加溶液藻量以及增大溶液吸光度$但当磷
的浓度过大时$将明显抑制产毒微囊藻的生长B可见
产毒微囊藻对磷的浓度有一个适应范围$当磷浓度
大于这个范围时产毒微囊藻的生长几乎处于停滞状
态$6) 瓶的藻量以及吸光度甚至还不如 6" 瓶$而实
验中磷浓度在 (‘)) FU,4b"左右时藻细胞具有最大
活性$其时的藻溶液吸光度最高$藻量最大B实验中
表现出的无机磷浓度过高引起藻生长抑制现象与前
人的发现相似 )# a""*B
MOM!铜绿微囊藻对磷的利用情况

分别取 * 个重复样 3*(T*(6*$用相同实验条
件进行实验$以各样品瓶中剩余磷的浓度为纵坐标$
以时间为横坐标$作图可得藻溶液对磷的吸收利用
情况"图 *#B

由图 * 可见$* 个重复样一致性很好$证明数据

$"#’
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图 NL藻液对磷的吸收曲线

=AUB*!3QM7LQ@? C>LS@M7R&)0(*0’/")/78 N:7MN:7L>M

的相关性较好$有较高的可信度B在藻细胞生长过程
中$培养基中余磷的变化基本上呈下降趋势$在而在
前期过程中$磷的浓度有 ’ 次上升$一次是在第 $ ?
左右$另一次是在第 ") ? 左右$其原因可能是$藻液
中存在不同生长周期的藻$部分藻细胞周期性死亡
后藻细胞破裂$细胞中的磷释放进入培养基中$导致
培养基中磷浓度升高 )"’*B
MON!磷对微囊藻毒素产率的影响

通过以水库水为基础培养基的培养实验发现$藻
细胞生长缓慢$藻总量很少$提取藻毒素并分析藻毒
素产率时误差很大不足以说明问题B因此$为了更准
确地研究磷对微囊藻毒素产率的影响$实验中将湖水
培养基换成经实验改进的 13培养基B每 4改进的
13培 养 基 包 含 ,G,0* )( FU$ ],0* "(( FU$
6G",0*# ’,E[’0)( FU$ ,G’50E E( FU$ 1U6;’,%[’0
)( FU$ ,G’+_23 ) FU$ =@6;*,%[’0 (‘) FU$
186;’,E[’0) FU$ Z86;’ (‘) FU$ 676;’,%[’0 )
FU$ ,G’170E,’[’0(‘& FU$ [*T0* ’( FU$ TACA8@
"?$?D二羟乙基甘氨酸# ’)( FUB

磷浓度梯度实验时$培养基中分别添加磷酸氢
二钾溶液$使溶液中无机磷浓度控制在 (( (‘($(
(‘"E( (‘’$)( (‘))( )‘) FU,4b"’ 磷形态影响实验
时$分别添加 ,甘油磷酸钠"有机磷 6*[$0%V,G’ #(
磷酸钾(磷酸氢二钾和磷酸二氢钾溶液$使溶液中的
磷浓度控制在 (‘)) FU,4b"B添加完毕后$在人工气
候箱中进行’)s( "’ :|"’ : 光照黑暗交替培养至
静态生长期$破碎藻细胞提取藻毒素$测定对比不同
初始磷浓度梯度对应的产毒率$结果如图 E 所示B

由图 E 可见$在低浓度范围内$无机磷浓度的增
加促进了产毒率的提高$但总体提高幅度有限$无磷
时产毒率最低$在磷浓度在 (‘)) FU,4b"时$产毒率
相对较高’ 但磷浓度为 )‘) FU,4b"时表现为细胞产
毒抑制$这和较高无机磷浓度时抑制产毒的结果相

培养瓶中浓度" FU,4b" # !" 为 (’ ’ 为 (‘($’

* 为 (‘"E’ E 为 (‘’$)’ ) 为 (‘))’ % 为 )‘)

图 QL不同磷酸氢二钾浓度时微囊藻的产毒率影响

=AUBE!+RR@C9M7R&)0(*0’/")2 LG9@A8 ?ARR@L@89

C78C@89LG9A78 7R]’[V0E

一致$也和前文的细胞生长具有一致性 )"**B

表 ML不同磷形态微囊藻的产毒率

2GQ;@’!&)0(*0’/")2 LG9@7R?ARR@L@89N:7MN:7L>MM>QM9LG9@M

培养瓶 ,甘油磷酸钠 磷酸钾 磷酸氢二钾 磷酸二氢钾

产毒率OFU,Ub" (‘"E’ (‘"&) (‘"#( (‘"$#

!!表 ’ 中比较不同磷形态下的藻毒素产率可以看
出$实验条件下$磷酸氢二钾的产毒率最高$磷酸钾
和磷酸二氢钾次之$,甘油磷酸钠最低B这同时也说
明$磷酸钾(磷酸氢二钾和磷酸二氢钾这 * 种无机磷
形态对藻毒素的产生过程的影响差别不大$它们比
,甘油磷酸钠更易于使微囊藻产生毒素 )"E$")*B

NL结论

""#在一定浓度范围内$增大可溶性反应磷浓
度可以刺激产毒微囊藻的生长$但当磷浓度过大时$
将明显抑制产毒微囊藻的生长B

"’#在低浓度范围内$无机磷浓度的增加略微
促进了产毒率的提高$无磷时产毒率最低$实验中磷
浓度在 (‘)) FU,4b"时$产毒率相对较高’ 磷浓度为
)‘) FU,4b"时表现为细胞产毒抑制B

"*#磷酸钾(磷酸氢二钾和磷酸二氢钾 * 种无
机磷形态对藻毒素产生过程的影响无显著性差异$
但比有机磷形态 ,甘油磷酸钠的影响略显著B
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