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温度与溶解态有机磷源对中肋骨条藻生长的影响 
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摘要: 为探讨温度与溶解态有机磷(Dissolved organic phosphorus, DOP)对浮游植物生长的共同影响, 

本文以中肋骨条藻为研究对象, 选取含有 C-O-P 键的三磷酸腺苷(Adenosine triphosphate, ATP)、甘油磷

酸钠(Sodium glycerophosphate, SG-P)、6-磷酸葡萄糖(Glucose 6-phosphate, G-6-P)和含有 C-P 键的草甘

膦(Glyphosate, G-P)为不同类型的 DOP, 检测了 4 种温度条件下(20、23、26、29 )℃ 藻细胞的生长状况

以及培养液中总溶解态磷(Total dissolved phosphorus, TDP)、溶解态无机磷(Dissolved inorganic phos-

phorus, DIP)浓度与藻细胞内碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase, AP)的变化。研究结果表明: 含有 C-O-P

键的 ATP、SG-P 和 G-6-P 均能较好地维持中肋骨条藻的生长, 并且升温可进一步促进各组藻细胞的生

长, 最大藻细胞密度分别达到 176.7×104、218.8×104 和 178×104 cell/mL; 此外升温还可加速 ATP、SG-P

和 G-6-P 组培养液中 TDP 浓度的下降, 以及 ATP 组培养液中 DIP 浓度的升高; 但各组藻细胞内 AP 活

性在不同温度条件下均处于较低水平(< 10 fmol pNP /(cell· h))。与含有 C-O-P 键的 DOP 相比, G-P 组的

藻细胞在各温度条件下生长密度均较低, 最大藻细胞密度仅为 40.7×104 cell/mL ; 但其藻细胞内 AP 活

性显著高于 ATP、SG-P 和 G-6-P 组[最高达 83 fmol pNP /(cell·h)]且随温度升高而降低。以上结果表明, 

不同类型 DOP 会显著影响中肋骨条藻的生长, 其中 ATP、SG-P 和 G-6-P 能更为有效地被中肋骨条藻

生长所利用, 并且温度升高(20~29 )℃ 是促进 3 种 DOP 条件下中肋骨条藻生长的重要环境因素, 但该效

应可能并不依赖于 AP 活性。 
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溶解态无机磷(Dissolved inorganic phosphorus, 

DIP)是海洋浮游植物生长的必需营养元素 , 然而 , 

很多海域存在季节性磷限制的现象[1-2]。已有研究表

明, 在 DIP限制的条件下, 部分浮游植物可以利用溶

解态有机磷(Dissolved organic phosphorus, DOP), 大

量繁殖生长, 甚至形成赤潮[3]。DOP 是近岸海域中广

泛存在的一种重要磷源 , 在海洋总溶解态磷 (Total 

dissolved phosphorus, TDP)中占有很大比例[4-6]。例如, 

有调查表明, 黄河口及邻近海域 DOP 的含量大约贡

献了 TDP 的 85%左右[7], 是导致水体富营养化的重要

因素之一[8]。DOP 结构复杂, 由众多复杂混合物组成。

根据其所含 C、P 键型不同, 基本可分为两大类有机

化合物: 含有 C-O-P 键的磷酸酯和含有 C-P 键的膦酸

酯[9]。大量研究表明 DOP 需要先被转化为 DIP 才能

被浮游植物吸收利用[10-11], 其转换利用能力一方面受

到 DOP 的结构影响, 另一方面受到海洋环境因子的

影响。例如, 海洋中痕量金属元素(铝、锌等)的存在

可以促进浮游植物对 DOP 的利用[12-13]; 较高的海水

温度也会促进浮游植物对 DOP 的转化吸收速率[14]。 

有研究表明 , 海洋变暖会加剧海水的富营养化

效应, 促进浮游植物对营养物质的吸收利用 , 加剧

赤潮的爆发频率和规模[15-16]。DOP 是富营养化海域

的重要磷源 , 浮游植物在海水暖化条件下 , 对不同

结构 DOP 的吸收利用能力可显著影响到生物生产

量, 乃至赤潮的发生, 因此, 有必要深入探讨温度与
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DOP 对浮游植物生长的影响效应。本研究选取我国东

部沿海的一种常见赤潮藻-中肋骨条藻(Skeletonema 

costatum)[17-18]为研究对象 , 在四个不同的温度条件

下 (20 、 23 、 26 、 29 )℃ , 分 别 添 加 三 磷 酸 腺 苷

(Adenosine triphosphate, ATP)、6-磷酸葡萄糖(Glucose 

6-phosphate, G-6-P) 、 甘 油 磷 酸 钠 (Sodium glyc-

erophosphate, SG-P)和草甘膦(Glyphosate, G-P)四种

不同形态的 DOP, 通过分析藻细胞生长特征, 以及

培养液中 TDP、DIP 浓度和碱性磷酸酶 (alkaline 

phosphatase, AP)活性变化, 探讨了升温与不同 DOP

对中肋骨条藻生长的影响特征, 研究结果将为揭示

海水暖化条件下 DOP 丰富海区浮游植物的生长状态

提供一定的科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  藻种培养及实验设计 

中肋骨条藻(S. costatum)分离自我国黄海海域。

实验所用玻璃器皿均使用 10% HCl 浸泡 24 h, 纯净

水冲洗干净后, 放于烘箱烘干备用。培养所用海水为

人工海水, 参照 Harrison 等[19]的方法配制, pH 值为

8.0±0.1, 盐度为 30±1, 经 121℃高压湿热灭菌 30 min, 

室温冷却后备用。实验室中肋骨条藻的培养条件光

照为 55 μmol/(m2· s), 光暗周期为 12 h/12 h, 温度为

20℃, 培养液为 f/2 营养盐配方[20]。 

实验选择 4 种不同类型的 DOP, 分别代表海洋

中存在的两种 P 键类别: G-6-P、ATP 和 SG-P 代表含

有 C-O-P键的磷酸酯, G-P代表含有 C-P键的膦酸酯。

参照 f/2 培养基中 NaH2PO4 的浓度(36 μmol/L), 分别

添加 36 μmol/L G-6-P、12 μmol/L ATP(约为 36 μmol/L 

P)、36 μmol/L SG-P 和 36 μmol/L G-P 配制不同类别磷

源的培养液, 其他各种元素依旧按 f/2 配方添加; 对

照组使用 f/2 培养基。中肋骨条藻生长最适温度在

20~30℃之间[21-22], 因此本次实验在此区间设定 4 个

温度条件, 分别为 20、23、26、29℃。接种指数生长

期的中肋骨条藻到各含有 600 mL 不同磷源培养液的

1 L 锥形瓶中(表 1), 起始藻细胞密度为 5×104 cell/mL, 

然后分别置于预设 4 个温度条件的恒温光照培养箱中, 

连续培养 7 d, 每个处理组合均设 3 个重复。每天固定

时间从各组中取 50 mL 样品, 用于藻细胞计数、培养

液中 TDP、DIP 浓度以及细胞 AP 活性的测定。 

1.2  藻细胞计数 

取 100 μL 样品用于藻细胞计数, 取样前混匀藻 

表 1  实验分组情况列表 
Tab. 1  List of experimental groups 

DOP 实验分组 添加浓度/(μmol/L) 培养温度/℃ 

ATP 12 20、23、26、29

SG-P 36 20、23、26、29

G-6-P 36 20、23、26、29

G-P 36 20、23、26、29

 
液, 将卢戈氏液加入取样样品中固定藻细胞, 使用

0.1 mL 浮游植物计数框(20 mm×20 mm)于显微镜下

对每个样品进行计数, 计算每 mL样品中含有的藻细

胞个数。 

1.3  生长速率计算 

根据每天获得的藻细胞密度, 采用下列公式 [23]

计算本实验中肋骨条藻的生长速率:  

μ = (lnN2 – lnN1)/(T2 – T1), 
式中, N2 和 N1 分别代表时间 T2 和 T1 的细胞密度。 

1.4  培养液中 DIP 与 TDP 浓度的测定 

50 mL 的培养液离心后, 上清经醋酸纤维膜过

滤, 用于测定培养液中 DIP 和 TDP 的浓度。DIP 采

用以抗坏血酸为还原剂的磷钼蓝比色法测定(海洋调

查规范第 4 部分 : 海水化学要素调查 GB17378.4- 

2007)。TDP 根据 Jeffries 等[24]的方法进行测定, 过滤

培养液加入 50 g/L 的过硫酸钾, 121℃消解 30 min, 

冷却至室温, 再采用以抗坏血酸为还原剂的磷钼蓝

比色法进行测定。 

1.5  胞内 AP 活性的测定 

离心收集的藻细胞用于胞内 AP 活性的测定。参照

Lin 等[25]的方法, 以对硝基苯磷酸二钠(4-Nitrophenyl 

phosphate, pNPP)为底物测定 AP 活性变化。收集到

的藻细胞加入 1 mL 0.05 mol/L 的 Tris-HCl (pH=9)的

缓冲液, 在冰浴条件下匀浆 1~2 min, 匀浆后离心取

上清, 与 50 μL 20 mmol/L 的 pNPP 混匀, 对应培养

温度条件下黑暗中放置 2 h, 随后将样品放置冰上终

止酶反应, 10 000 g 离心 2 min, 取上清于 405 nm 处

测定胞内 AP 活性。酶活计算单位为单个藻细胞含有

的 AP 1 h降解 pNPP所产生对硝基苯酚(p-nitrophenol, 

pNP)的 fmol 数。 

1.6  数据处理与分析 

所有实验测定结果均表示为平均值±标准方差

(n=3)。采用三因子方差分析 DOP(ATP、G-6-P、SG-P

和 G-P)、温度(20、23、26、29℃)和取样时间对藻细
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胞密度、TDP、DIP 浓度和 AP 活性的影响, 如果交

互作用因子 P<0.05, 则使用单因素重复方差分析来

确定差异性。重复测量方差分析时, 如果重复性方差

分析的方差-协方差矩阵的球形假设被违反, 则对自

由度(df)进行 Greenhouse-Geisser 校正。所有统计分

析均采用 SPSS 17.0 软件进行。 

2  结果与分析 

2.1  中肋骨条藻生长特征比较 

中肋骨条藻在不同温度与 DOP 组中表现出不同

的生长特征(图 1; 表 2)。在 ATP 组中, 藻细胞在 4 d

后快速生长, 最大藻细胞密度与平均生长率出现在

29℃条件下 (图 1a; 表 2); SG-P 和 G-6-P 组的藻细胞

生长变化趋势相似, 5 d 后快速生长, 最高藻细胞密度

与平均生长率均出现在 26℃条件下(图 1b, c; 表 2)。

相比之下, G-P 组的藻细胞密度维持在较低水平, 没

有出现显著生长, 生长速率明显低于其它组, 29℃条

件下的生长略高于其他温度条件 (图 1d; 表 2)。

NaH2PO4组随着温度的升高细胞密度显著上升, 29℃

生长最好(图 1e)。以上结果可以看出, 含有 C-O-P 键

的磷酸酯(ATP, SG-P 和 G-6-P )表现出与 NaH2PO4 组

相似的生长趋势, 较高的温度条件可以显著促进中

肋骨条藻的生长; 而含有 C-P 键的膦酸酯(G-P)对中

肋骨条藻生长的影响不显著。 

 

图 1  不同温度和 DOP 条件下中肋骨条藻的生长特征   

Fig. 1  Growth characteristics of Skeletonema costatum under different temperature and dissolved organic phosphorus (DOP) 
conditions 

 
表 2  中肋骨条藻在各组中的最高生物量(×104 cell/ mL)及平均生长速率(d–1) 
Tab. 2  Maximal biomass (×104 cells/mL) and growth rate (d−1) of Skeletonema costatum in each group 

DOP 组别 生物量/生长速率 20℃ 23℃ 26℃ 29℃ 

最高生物量 75.5±5.47d 134.2±6.41c 153.9±10.74b 176.7±6.93a 
ATP 

平均生长速率 0.45±0.009d 0.55±0.008c 0.57±0.011b 0.59±0.006a 

最高生物量 73.2±5.15d 136.9±8.51c 218.8±7.25a 151.5±1.89b 
SG-P 

平均生长速率 0.44±0.013c 0.54±0.010ab 0.6±0.010a 0.57±0.002b 

最高生物量 79.0±0.86d 127.6±7.54c 178.0±17.43 a 153.7±2.51b 
G-6-P 

平均生长速率 0.44±0.012d 0.54±0.010c 0.6±0.016a 0.57±0.003b 

最高生物量 30.6±1.83b 13.9±0.93c 33.6±1.96b 40.7±6.41a 
G-P 

平均生长速率 0.25±0.007c 0.11±0.014d 0.27±0.011b 0.32±0.001a 
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三因子方差分析表明, 温度与 DOP 类型均对中

肋骨条藻生长有显著影响, 并且两者之间存在显著

的交互效应(表 3)。单因素重复性方差分析发现, 在

相同的 DOP 类型下, 温度对藻细胞生长均有显著影

响(P<0.01); 在相同的温度下, SG-P 和 G-6-P 组之间

的生长差异不显著外(P>0.05), 其余各 DOP 组之间

均具有显著差异(P<0.01)。 

2.2  培养液中磷酸盐的变化特征 

培养液中 TDP 与 DIP 的浓度变化在不同 DOP

组中显著不同(图 2)。ATP 组的培养液中, TDP 在实

验过程中迅速下降, 29℃下降最为显著(图 2a); 培养

液中 DIP 浓度在实验前 5 d 显著上升, 随后下降至实

验结束(图 2b)。SG-P 和 G-6-P 组培养液中的 TDP 均

在 29℃条件下下降最为显著(图 2c, e); 两组培养液

中 DIP 浓度变化相似, 均在实验后期有少量 DIP 产

生(<10 μmol/mL)(图 2d, f)。相比之下, G-P 组培养液

中 TDP 浓度到实验结束时均呈现上升趋势(图 2g); 

整个实验过程均难以检测到 DIP(图 2h)。三因子方差

分析发现, 温度和 DOP 类型对 TDP 与 DIP 浓度均有 
 

表 3  三因子方差分析 DOP 类型、温度和取样时间对细胞密度、TDP 和 DIP 浓度以及 AP 活性的影响 
Tab. 3  Summary of the RANOVA results of the effects of dissolved organic phosphorus, temperature and sampling 

time on the cell concentration, total dissolved phosphorus and dissolved inorganic phosphorus concentrations, 
and alkaline phosphatase activity 

细胞密度 TDP 浓度 DIP 浓度 AP 活性 
参数 

F P F P F P F P 

DOP 1 415.71 0.000 288.20 0.001 1 538.11 0.000 29 647.31 0.000 

温度 524.83 0.000 32.73 0.021 39.62 0.023 117.73 0.001 

DOP×温度 142.99 0.003 33.49 0.000 34.47 0.005 123.03 0.003 

时间 4 927.31 0.000 404.58 0.000 1 203.36 0.000 73.48 0.001 

DOP×时间 290.00 0.000 148.76 0.000 272.03 0.000 92.34 0.002 

温度×时间 204.15 0.000 6.88 0.000 10.08 0.030 26.81 0.006 

DOP×温度×时间 54.66 0.002 4.29 0.000 13.78 0.019 19.73 0.009 

注: P 表示这些因素或其相互作用的显著性, P<0.05 时表示差异显著. 

 

显著影响(表 3), 且 DOP 类型对 TDP 和 DIP 浓度的

影响较温度更为显著。在相同温度条件下, G-P 组的

TDP 浓度与其他各 DOP 组之间差异显著(P<0.01); 

ATP 组的 DIP 浓度与其他各 DOP 组之间差异显著

(P<0.01)。 

2.3  细胞碱性磷酸酶活性变化特征 

不同温度条件与 DOP组中, 中肋骨条藻胞内AP

活性表现出显著不同的变化特征(图 3)。AP 活性在

ATP 组中不活跃(<10 fmol pNP/(cell·h)), 仅在 26℃条

件下培养的第 6, 7 d 出现峰值(图 3a); SG-P 和 G-6-P

组中, AP活性的变化特征相似(图 3b, c), 培养期间变

化不显著。各温度条件下 G-P 组的 AP 活性均显著升

高, 其中酶活最高值出现在 20℃第 5 d(83 fmol pNP/ 

(cell·h))(图 3d)。三因子方差分析结果表明, 温度和

DOP 类型均对 AP 活性有显著影响(表 3)。相同温度条

件下, G-P 组 AP 活性与其他各 DOP 组之间均存在显著

差异(P<0.01); 此外G-P组AP活性在 26℃与 29℃条件

下差异不显著(P>0.05), 其余各温度条件下的 AP 活

性均有显著差异(P<0.01)。 

3  讨论 

DOP 是富营养海岸水域存在的重要磷源之一 , 

其中, 磷酸酯类 DOP 可以占到总 DOP 类型的 75%左

右[26-28]。目前已有多种磷酯化合物被鉴定出来, 其中, 

核酸、游离核苷酸(如 ATP)、甘油磷酸脂(如 SG-P)、

糖类衍生物(如 SG-P)等是其主要组成成分 [29-30]。

ATP、G-6-P、SG-P 都属于小分子磷酸酯, 含有 C-O-P

键, 易于被降解, 因此常被用来作为研究浮游植物对

海水 DOP 利用的代表性对象。已有研究表明东海原

甲藻(Prorocentrum donghaiense)[31-32]、球形棕囊藻

(Phaeocystis globosa)[33]、具槽帕拉藻(Paralia sul-

cata)[34]、塔玛亚历山大藻(Alexandrium tamarense)[35]

等可利用 ATP、G-6-P、SG-P 等 DOP 化合物维持生

长。膦酸酯约占海洋中 DOP 的 25%[30], 广泛分布于

许多海洋生命形式中。近年来由于 G-P 的广泛应用

导致其在沿海海域中积累, 成为水体膦酸盐的重要组

成部分[36]。G-P 属于小分子膦酸盐, 含有化学稳定的

C-P键, 从能量上讲, 它比水解C-O-P键更困难, 因此, 

只有少数细菌和海洋浮游植物被报道可以利用G-P作 
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图 2  不同温度和 DOP 条件下培养液中 TDP 和 DIP 浓度变化特征   

Fig. 2  Dynamic characteristics of total dissolved phosphorus and dissolved inorganic phosphorus concentrations under dif-
ferent temperature and DOP conditions 
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图 3  不同温度和 DOP 条件下中肋骨条藻 AP 酶活性变化特征  

Fig. 3  Dynamic characteristics of alkaline phosphatase activity in Skeletonema costatum under different temperature and DOP 
conditions 

 

为磷营养源, 例如小定鞭藻(Prymnesium parvum)[37]、

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)[38]以及丝状蓝细

菌鱼腥藻(Anabaena sp.)[39]等。不同浮游植物对不同

DOP 的利用能力不同[35], 且易受环境因子影响。 

本研究发现中肋骨条藻可以在 ATP、G-6-P 和

SG-P 条件下快速生长, 而在 G-P 条件下, 中肋骨条

藻的生长显著低于其他 DOP 组。这表明中肋骨条藻

对不同结构类型 DOP 的利用能力不同, 更易利用磷

酸酯。在相同 DOP 处理条件下, 中肋骨条藻的生长

响应了较高的温度条件, 这与 Tian 等[40]报道中肋骨

条藻在较高温度下分裂更快, 更易引起赤潮的结果

一致。通过监测藻细胞生长过程中培养液里 TDP、

DIP 的变化, 进一步了解中肋骨条藻对不同 DOP 的

利用过程。实验发现, 在 ATP、G-6-P 和 SG-P 培养

液中 TDP 浓度迅速下降, 表明中肋骨条藻可以有效

利用磷酸酯 ATP、G-6-P 和 SG-P 维持自身生长, 在

较高温度培养液中的 TDP 消耗更为显著。G-P 组培

养液中 TDP 浓度没有下降反而略有升高, 表明中肋

骨条藻不能直接利用 G-P, 培养液中 TDP 浓度升高

可能是由于部分细胞死亡后, 细胞破裂导致含磷内

容物释放到培养液中。有研究报道表明, DOP 的吸收

利用是通过被酶水解成 DIP 的途径来进行的[11, 41], 

但也有研究发现一些小分子 DOP 可以被藻类直接吸

收利用, 例如, 米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi)可以

直接吸收利用 G-6-P[42]。本研究发现 ATP 组培养液

中有大量 DIP, 而 SG-P 和 G-6-P 组中仅有少量 DIP, 

表明中肋骨条藻对 ATP 与 SG-P 和 G-6-P 的利用途径

可能不同。温度对 ATP 组 DIP 浓度变化有显著影响

(P<0.01), 培养液中 DIP 浓度随温度的升高显著增多, 

表明温度升高可能加速 ATP水解产生更多的DIP, 从

而促进了中肋骨条藻的生长。 

AP 被认为是最重要的 DOP 利用酶, 在 DIP 缺失

的环境被诱导合成, 通过分解水体中的 DOP 为浮游

植物提供磷源[10, 25]。本研究发现, 不同类型 DOP 条

件下的藻细胞内 AP 活性存在较大差异, 其中 ATP、

SG-P 和 G-6-P 组的 AP 活性均较低且各组间无显著

差异(P>0.05), 而 G-P 组的 AP 活性显著高于 ATP、

SG-P 和 G-6-P 组的 AP 活性(P<0.01), 表明在含有

C-P 键的 DOP 条件下中肋骨条藻的 AP 活性较高。

有研究报道 , 当环境中可利用磷匮乏时 , 浮游植物
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会通过合成 AP 利用细胞内储存的多聚磷酸盐维持

细胞较低水平的生长[31]。因为 G-P 较难被水解, 中

肋骨条藻可能会通过合成较高 AP 利用胞内多聚磷

酸盐, 这可能是本实验在 G-P营养条件下, 中肋骨条

藻细胞生长率较低及培养液中 TDP 没有降低现象的

一种解释。ATP、SG-P 和 G-6-P 组的 AP 活性均较低, 

可能是小分子磷酸酯较易被水解, 藻细胞保持较低

的 AP 水平就能维持较好生长, 也可能是藻细胞存在

其他酶利用 DOP 维持生长[41, 43]。Healey 等[44]研究表

明温度会不同程度上影响浮游植物 AP 活性。本研究

中, 温度变化对 G-P 条件下的细胞 AP 活性有显著影

响, AP 活性在 20℃和 23℃下活性更高。 

4  结论 

1) 不同类型 DOP 会显著影响中肋骨条藻的生

长。与 G-P 相比, ATP、SG-P 和 G-6-P 能更为有效地

被中肋骨条藻生长所利用。 

2) 本实验温度范围内(20~29℃), 温度升高能显

著促进中肋骨条藻在 ATP、SG-P 和 G-6-P 三种 DOP

条件下的生长, 但该效应可能并不依赖于 AP 活性。 
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Abstract: The effects of temperature and dissolved organic phosphorus (DOP) on the growth of phytoplankton 

were investigated in this study. We selected Skeletonema costatum as the study species and used adenosine triphos-

phate (ATP), sodium glycerophosphate (SG-P), glucose 6-phosphate (G-6-P) that contains the C-O-P ester bond, 

and glyphosate (G-P) that contains the C-P bond as DOP sources to measure cell density, total dissolved phosphorus 

(TDP), and dissolved inorganic phosphorus (DIP) concentrations in the culture medium and alkaline phosphatase 

(AP) activity in algal cells under four temperature conditions (i.e., 20 , 23 , 26 , and 29 ). Results showed ℃ ℃ ℃ ℃

that ATP, SG-P, and G-6-P with a C-O-P ester bond could maintain the growth of Skeletonema costatum, and 

warming could promote the growth of algal cells in each group. The maximum cell concentrations in the ATP, SG-P, 

and G-6-P groups reached 176.7 × 104, 218.8 × 104, and 178 × 104 cells/mL, respectively. Warming could also ac-

celerate the decrease of TDP concentration in the ATP, SG-P, and G-6-P groups and the increase of DIP concentra-

tion in the ATP group. The AP activity in the algal cells of each group was low at different temperatures (<10 fmol 

pNP/(cell·h)). Compared with that in G-6-P with C-O-P ester bond, the algal cells in G-P with C-O-P bond were 

lower under the four temperature conditions with maximum cell concentration of 40.7 × 104 cells/mL. However, the 

AP activity in the algal cells was higher than that in the ATP, SG-P, and G-6-P groups (up to 83 fmol pNP/(cell·h)) 

and decreased with warming. These results showed that different types of DOPs could significantly affect the 

growth of Skeletonema costatum, among which ATP, SG-P, and G-6-P could be more effectively used by algal cells. 

Moreover, warming (20~29 ) was an important environmental factor that promoted the growth of algal cells under ℃

ATP, SG-P, and G-6-P conditions but did not depend on the AP activity. 
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