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摘要 实验研究磷酸二氢钠 !Β2甘油磷酸钠2Β2 !磷酸钙和卵磷脂 ∞≤种不同形态的磷源

对铜绿微囊藻的生长代谢及其与附生假单胞菌磷代谢关系的影响 测定了微囊藻的生长 水中磷浓度的变化 碱性磷酸酶活

性√ °和微囊藻中总磷含量的变化 结果表明 附生假单胞菌的存在能促进铜绿微囊藻的生长 

并可以将微囊藻不易直接吸收的磷形态转化为磷酸盐等物质供微囊藻利用 碱性磷酸酶在微囊藻和 ÷ 菌利用大分子有机磷

的过程中起重要作用 
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  太湖 !滇池和巢湖等湖泊的水体富营养化问题

已经对人们的生存环境质量构成了潜在的威胁 我

国湖泊发生水华时的优势种群主要是铜绿微囊藻

 Μιχροσψστισ αερυγινοσα
≈ 在微囊藻生长过程中 

其胶鞘上附生着细菌 细菌对藻的生长和形态都有

较大的影响≈ ∗  本实验室对微囊藻上附生细菌的

磷代谢以及游离附生细菌对铜绿微囊藻中磷释放和

磷迁移的影响进行了初步研究≈  ∗  但细菌和微

囊藻相互作用的研究不多见 磷是藻类生长的主要

限制因子之一 但即使水体中溶解性磷浓度很低 微

囊藻也能够利用内源性磷大量生长 最终造成水华

暴发 不同形态磷源的生物可利用度不同 对藻和菌

生长代谢的影响可能也不同 因此 研究磷形态对微

囊藻与附生菌磷代谢的影响有助于揭示蓝藻水华暴

发的机理 为其控制提供理论依据 具有非常重要的

现实意义 本试验在培养液中分别添加磷酸二氢钠 !

Β2甘油磷酸钠 !磷酸钙和卵磷脂∞≤ 研

究了这 种不同形态的磷源对铜绿微囊藻的生长代

谢及其与附生假单胞菌磷代谢关系的影响 

1  材料和方法

111  试验藻种和菌种

铜绿微囊藻 Μιχροχψστισ αερυγινοσα由中科院

武汉水生生物研究所提供 用改良的   培养基培

养≈ 1 培养在  ε 光照培养箱中 光暗比为

Β 试验开始前将处于对数生长期的微囊藻转移

到无磷  培养基中培养 使藻细胞处于磷饥饿

状态 附生细菌为假单胞菌属( Πσευδοµ ονασ1÷

菌株 系南京大学环境微生物室从太湖微囊藻上分

离得到 

112  试验方法
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试验设置  由于附生假单胞菌粘着在微囊

藻的胶鞘上 要分开测定比较困难 所以先将附生假

单胞菌从微囊藻中分离出来 再用透析袋将铜绿微

囊藻和假单胞菌隔开 只让磷酸盐等小分子代谢产

物通过 本实验所购买的卵磷脂国产分子量约为

 左右 透析袋 ∞∞ ⁄  ⁄2的截留分

子量为  所以卵磷脂也能通过透析袋 

试验分组 在无磷   培养基中分别添加 种

磷源 共设  个磷源组  °  ≤ 

≤°加在透析袋内 ⁄∞≤ ∞∞≤加在

透析袋内 对  ! !⁄ 组 每组又分别设藻 菌试

验组和仅有微囊藻的对照组 以及仅有附生菌的对

照组 对 ≤ !∞ 组 每组分别设藻 菌试验组和仅有

附生菌的对照组 各形态磷源换算成有效磷浓度均

为 1左右 每日或隔日取样 仅有微囊藻的

对照组和藻 菌的试验组测定藻细胞密度 水中磷

浓度和碱性磷酸酶活性 藻中总磷含量 仅有附生菌

的对照组只测定水中碱性磷酸酶活性 试验开始和

结束时测定附生菌中的总磷含量 

接种  将磷饥饿状态的铜绿微囊藻以 

离心 用无菌水洗涤 次 然后接入已

灭菌的试验培养液中 初始藻密度约为  ≅ 

左右 附生菌 ÷ 菌用 液体培养基预培养 各取

菌液 以 离心 用无菌水洗

涤 次 然后用少量无磷   培养液将菌体转入透

析袋中 将透析袋置于已灭菌的试验培养液中 菌体

细胞密度约为 1 ≅ 左右接近水华暴发时

附生菌的密度 所有试验组及对照组都在  ε 光

照培养箱中培养 光暗比为 Β 

铜绿微囊藻的生长曲线  用 型显

微镜和血球计数板计数藻细胞数目 再换算出培养

液中的藻细胞密度 

水中磷浓度和藻中总磷含量的测定  取

藻液  离心  取出上清液 保

留 将沉淀物和上清液分别加入 的过硫

酸钾  ε 消化 用以抗坏血酸为还原剂的

磷钼蓝比色法测定 

水中碱性磷酸酶活性°的测定≈  取

样品  离心  取 上清液

加入已灭菌的试管中 随后加入 ×2≤缓冲

溶液  1 摇匀后加入 反应底物对硝基

苯磷酸二钠  π2 °°2° 

   ∞≥≤  产品 将试管放入  ε 的生化培养箱

中 反应 用   溶液来终止反应 用

紫外光栅分光光度计在 测定反应产物对

硝基苯酚  π2°°的产生量 计算

° 

2  结果与讨论

211  铜绿微囊藻的生长曲线

由图 和图 可以看出 这 种不同形态的磷

源都能够被铜绿微囊藻吸收利用 其中 无机磷

°和小分子有机磷是以往研究中

最常用的 种磷形态≈ 很容易被微囊藻吸收利用 

从图中看出 以这 种物质作为磷源时藻的生长情

况更好一些 仅以颗粒磷 ≤° 作为微囊藻磷

源的研究报道很少 而 ÷ 菌能利用颗粒磷≈ 所以

可以初步推测 颗粒磷先被 ÷ 菌吸收利用 然后以

可溶性磷酸盐的形式释放出来 提供给铜绿微囊藻 

÷ 菌起到了缓释磷源的作用 另外 以往研究表明 

铜绿微囊藻纯培养条件下 培养液的  会因光合

作用而升高 而当附生细菌存在时 细菌的呼吸代谢

可以缓解  的升高 这样也相对有利于磷酸钙的

溶解和利用 对每一种形态的磷源来说 含附生菌的

藻能比无菌的藻得到更高的最大生长量 说明附生

菌的存在能促进微囊藻的生长 这是由于菌的生长

处于动态平衡 不断有细胞在衰亡 所以也不断会有

菌的细胞构成物如核酸 !磷脂等大分子分解 由此所

产生的磷酸盐被传输到细胞外 释放到水体中 供微

囊藻生长利用 本试验中 ÷ 菌的生长需要有机碳特

别是小分子有机碳如葡萄糖 !乙酸盐等作为碳源 

还需要生长因子的存在 而这些在原始的   培养

基中都不具备 必须由微囊藻的代谢产物来提

供≈ ∗  因此附生假单胞菌与微囊藻的代谢紧密

联系在一起 

图 1  无菌对照藻的生长曲线

ƒ  ×∏√ Μιχροχψστισ αερυγινοσα

∏ Πσευδοµ ονασ
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图 2  含附生菌的藻的生长曲线

ƒ  ×∏√ Μιχροχψστισ αερυγινοσα

  Πσευδοµ ονασ

2 2  水中总磷浓度和铜绿微囊藻中总磷含量变化

过程

由图 可以看出 本试验所添加的外源性磷含

量较低 在 后水中的总磷含量就降低到检测限以

下 卵磷脂中的磷可能由于极难氧化 所以测得的磷

浓度值与实际添加量不符 但仍然能被藻类吸收利

用 对无机磷和小分子有机磷来说 含附生菌的培养

液中磷浓度降低更快 这是由于在培养初期 ÷ 菌正

处于生长旺盛的阶段 也会吸收水中的磷 

图 3  水中总磷浓度变化

ƒ  ∂ ∏ 

大分子有机磷∞≤也能被微囊藻和 ÷ 菌吸

收利用 由图  ∗ 图 可以看出 在无机磷和小分子

有机磷化合物被利用时 ° 值无显著变化 而当

大分子有机磷被利用时 ° 值显著升高 而且当

微生物与卵磷脂之间被透析袋隔开时 水中的 °

值增加更快 由此推测 微囊藻和 ÷ 菌可直接吸收

利用小分子有机磷 亦可通过碱性磷酸酶的水解作

用来利用大分子有机磷 这与黄世玉等对海洋藻类

吸收利用有机磷化合物的研究结果相似 藻类利用

有机磷有 条途径 即对于小分子有机磷 藻类为直

接吸收 对较大分子的有机磷 则经碱性磷酸酶水解

后再吸收利用≈ ∗  另外 在图  中 颗粒磷

≤°也能诱导 ° 活性增加 说明颗粒磷被

微囊藻和 ÷ 菌利用也是通过碱性磷酸酶的作用 

图 4  水中碱性磷酸酶活性变化(无菌对照藻)

ƒ  ∂  °   Μιχροχψστισ αερυγινοσα

∏ Πσευδοµ ονασ

图 5  水中碱性磷酸酶活性变化(藻 +菌)

ƒ  ∂  °   Μιχροχψστισ αερυγινοσα

  Πσευδοµ ονασ

图 6  水中碱性磷酸酶活性变化(仅有菌)

ƒ  ∂  °   Πσευδοµ ονασ

∏ Μιχροχψστισ αερυγινοσα

由图  ∗ 图 可以看出 各试验组和对照组在

培养过程中 微囊藻体内的磷含量都呈现出先增高

后降低的趋势 由于试验开始时微囊藻处于磷饥饿
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图 7  无菌对照藻中的总磷含量变化

ƒ  ∂ ∏ Μιχροχψστισ

αερυγινοσα ∏ Πσευδοµ ονασ

图 8  含附生菌的藻中的总磷含量变化

ƒ  ∂ ∏ Μιχροχψστισ

αερυγινοσα  Πσευδοµ ονασ

状态 所以在培养初期会快速吸收水中的磷 而此时

藻的生物量增加不多 所以体内磷含量明显上升 随

着藻的不断生长繁殖 所需要的磷不断增多 但外源

性磷逐渐不能完全满足其生长需要 所以微囊藻就

会消耗其自身细胞中的磷用于生长代谢 藻体内的

磷含量有所下降 从图中可以看出 不论是否含有附

生菌 在无机磷  ° 和小分子有机磷

培养的微囊藻体内的磷含量都高于颗粒磷

≤°和大分子有机磷∞≤培养的微囊藻 

这说明无机磷和小分子有机磷的生物可利用性高于

颗粒磷和大分子有机磷 在有附生菌存在的情况下 

试验开始时 将菌体内的磷换算成整个系统中的磷

浓度约为 1试验结束时 以无机磷 !小分

子有机磷 !颗粒磷 !卵磷脂 !卵磷脂透析袋内为磷

源的试验组中 透析袋内的总磷含量换算成系统磷

浓度分别为 1 !1 !1 !1 !1说

明在试验过程中 每种磷形态培养液中的 ÷ 菌都向

外释放了一部分磷 供微囊藻生长 从图  ∗ 可以

看出 在以卵磷脂作为磷源时 ÷ 菌产生的 ° 值

高于微囊藻产生的 ° 值 即 ÷ 菌利用卵磷脂的

能力比微囊藻强 所以 ÷ 菌的存在能帮助微囊藻将

更多的卵磷脂水解为容易利用的磷形态 供微囊藻

生长 同时 随着微囊藻和附生菌分别进入不同的生

长阶段 它们的代谢也会发生变化 ÷ 菌对它所释放

的磷也可能存在再吸收的过程 所以对每一种磷形

态来说 含附生菌的藻与无菌对照藻的磷含量相比 

有时高有时低 

3  结论

附生假单胞菌的存在能促进铜绿微囊藻的生

长 并可以将微囊藻不易直接吸收的磷形态转化为

磷酸盐供微囊藻利用 碱性磷酸酶在微囊藻和 ÷ 菌

利用大分子有机磷的过程中起重要作用 
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