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摘要 选用东海常见的两种赤潮肇事藻种：旋链角毛藻和米氏凯伦藻，采用一次性培养实验，研究了不同温度对两种赤潮藻

生长及硝酸还原酶活力(NRA)的影响．研究结果表明，在 10℃～ 30℃条件下旋链角毛藻均能正常生长，且生长曲线均符合
S-logistic2种群增长模型；而米氏凯伦藻在 10℃和 30℃条件下不能正常生长，在其他温度条件下生长情况与旋链角毛藻相
似．温度适宜时，两种藻的硝酸还原酶活力最大值(NRAmax)、最大生长速率(滋max)和终止生物量(Bf)随温度的变化趋势基本一
致，说明温度的高低可通过影响细胞硝酸还原酶活力大小间接影响藻类的生长．旋链角毛藻单位体积的 NRAmax和最大生长

速率均大于米氏凯伦藻，说明旋链角毛藻能够更好地吸收利用硝酸盐．
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近年来，我国东海尤其是长江口及浙江沿岸连

年爆发硅藻、甲藻交替的赤潮现象[1-4]，给海洋经

济的发展带来了严重的影响[5]．但赤潮发生因素众

多、发生机理复杂，到目前为止赤潮发生机理仍未

得到明确解释．相关研究表明，除外界营养物质供

应充足外，温度的影响在赤潮发生过程中起到至关

重要的作用[6-7]．

生物的生长离不开对营养物质的吸收转化，其

中氮是海洋植物生长发育不可缺少的营养元素[8-9].
硝酸盐经浮游植物吸收后，并不能直接得到利用，

需要在体内经过硝酸还原酶等一系列酶的作用[10]，

最终转化成氨氮并合成其他有机物质．其中广泛存

在于浮游植物体内的硝酸还原酶(nitrate reductase，
NR)作为控制植物体内生物氮循环的首要诱导
酶[11-12]，其活力的高低可以反映植株(高等植物或浮
游植物)氮素的营养状况和氮的代谢水平[13-16]．但是

硝酸还原酶作为一种底物诱导酶，其半衰期约为数

小时[17]，且极易受到多种外界环境因素(如温度等)
的影响[18-19]，从而影响浮游植物的生长．目前，关

于温度对硝酸还原酶活力(NRA)的影响多集中在维
管植物[20]或植物的某一组织中[21]，少见生长温度的

不同对海洋微藻硝酸还原酶活力影响的报道．研究

温度对微藻硝酸还原酶的影响,以及在不同培养温
度下藻的 NRA与生物量变化之间的关系，可以从
生理指标角度解释赤潮生消的机理及规律，为赤潮

的预警和防范提供参考．

1 材料与方法

1.1 实验藻种

实验选择东海赤潮高发区常见的两种主要赤潮

肇事藻，其中旋链角毛藻 (Chaetoceros curvisetus，
C. curvisetus)隶属于硅藻门，米氏凯伦藻(Karenia
mikimotoi, K. mikimotoi)隶属于甲藻门．藻种均由中
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国海洋大学海洋污染生态化学实验室藻种室提供．

1.2 实验设计

初始营养盐浓度(N 32 滋mol/L，P 1.5 滋mol/L，
Si 32 滋mol/L，微量元素和维生素浓度同 f/2)相同，
自然最大光强下，设置 5个温度梯度(10℃、15℃、
20℃、25℃、30℃ )，温控精度 0.6℃～1℃，每组
设置 3个平行样．
1.3 实验方法

藻种在用过滤灭菌后的海水配制的 f/2培养基
中培养(参照东海赤潮发生时的现场营养盐浓度)，
并于不同光照和温度下驯化到指数生长期，随后接

种到 5 L的对苯二甲酸乙二酯(PET)桶，培养液体积
约为 4.5 L，于上述 5个温度条件下培养．初始接
种藻密度均在 103 cells·ml-1左右．每天于上午 8∶00
取样测定当天藻细胞的硝酸还原酶活力及藻密度

计数．

1.4 样品测定方法及数据处理

1.4.1 硝酸还原酶活力测定及藻密度计数方法

硝酸还原酶的提取及其活力(NRA)测定参考
Berges等[22]和唐洪杰等[23]的方法进行．将培养液通

过Whatman GF/F玻璃纤维膜减压过滤收集藻细胞.
于样品中加入 1 ml提取缓冲液后，使用玻璃匀浆
器在 4℃温度下破碎藻细胞，并于 12 000 r/min离
心 5 min，取其上清液 300 滋l用于酶促反应，反应
液终体积为 1 ml，30 min后加入 2 ml 550 mmol/L
的醋酸锌溶液终止反应，离心取上清液添加 PMS
溶液，并在 30℃温度下氧化 20 min 后加入磺胺 -
琢-萘乙二胺显色剂显色 15 min，用紫外 - 可见分
光光度计于 540 nm下测定吸光值(A 540)，最终硝酸
还原酶活力(NRA)表征为单个细胞在单位时间内产
生的 NO2-N的量，其单位为 fmol·min-1，结果为 3
个平行样的平均值．藻密度采用显微镜目视计数法

进行计数．

1.4.2 终止生物量 Bf及最大生长速率 滋max的计算

根据 S-logistic2种群增长模型公式进行非线性
拟合[24]，得到不同温度条件下藻细胞生长状态表征

参数 滋max和 Bf，模型方程形式如下：

Bt= Bf

1+ Bf -B0

B0
·exp( 4滋max

Bf
·t)

式中：滋max为藻细胞最大生长速率(ml-1·d-1), B0

表示初始藻细胞密度(ml-1)，Bf 为终止时刻藻细胞

密度(ml-1)，Bt为 t(d)时刻藻细胞密度(ml-1)．

2 结果与讨论

2.1 温度对旋链角毛藻生长及 NRA的影响
初始营养盐浓度和光照相同，不同温度条件下

培养旋链角毛藻，其各培养组的藻细胞 NRA以及
藻细胞密度变化随培养时间的变化趋势见图 1．在
实验设定的 5个不同温度条件下，随培养的进行，
旋链角毛藻的藻密度基本呈现出相似的规律，即该

藻在经历了极短的生长迟滞期后于接种的第 2天或
第 3天进入指数生长阶段，且指数生长阶段持续
5～7d；藻 NRA随培养时间变化曲线的趋势也基
本一致，呈现出慢升快降的不对称倒“V”型曲线.
具体而言，在本实验设定的最低温度 10℃下，

旋链角毛藻生长缓慢，藻密度最大值出现在接种后

的第 8天(5.5伊103/ml)，仅为接种时藻细胞密度的
1.8倍，当培养温度增至 15℃时，指数生长期开始
于接种后的第 2天，至第 9 天藻细胞密度达到最
大，指数生长期持续近 8d，旋链角毛藻生长情况
明显优于 10℃，其最大藻细胞密度是 10℃时的近
4倍，当温度达到 20℃时，旋链角毛藻生长最为旺
盛，最大藻密度约为 10℃时的 8倍，25℃、30℃
藻生长曲线及最大藻密度与 15℃时相类似．本实
验结果显示旋链角毛藻在 10℃～30℃条件下均能
正常生长，其最适生长温度约为 20℃，与茅华
等[25]的研究结果一致．

各温度条件下，所有实验组自接种后 NRA均
持续增大，且在接种后 2～3d达到最大值．至 8d
之后，NRA值较低并已基本恒定．由于硝酸还原
酶的半衰期较短[17]，同时硝酸还原酶的表达量会明

显受到培养液中硝酸盐含量的影响[26]，随着培养的

进行，藻细胞数量持续增加，硝酸盐大量消耗，同

时细胞体内亚硝酸盐大量累积[27]，可以推测在培养

过程中由于细胞中硝酸还原酶表达量发生了变化，

从而造成了硝酸还原酶活力值的变化，这尚需后续

的研究加以证实．同时，所有实验组生物量最大值

均出现在 NRAmax出现的 5～6d，说明旋链角毛藻
的生长滞后于 NRAmax出现．

进一步分析表明，实验条件下，旋链角毛藻

的 NRAmax、滋max及 Bf 随温度的变化趋势基本一致

(图 2)，即在 10℃～30℃的温度范围内，NRAmax、

滋max及 Bf均表现出随温度的升高先增大后降低的变

化趋势，其极大值均出现在 20℃ . NRAmax、滋max及

Bf 的温度效应顺序基本符合 20℃ >25℃～30℃ >
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15℃>10℃，由此可见旋链角毛藻较适宜的增殖温
度约为 20℃．但是，旋链角毛藻生长终止生物量
与温度之间并不是严格的存在上述排序，其原因主

要是硝酸盐的同化只是影响藻生长的众多因素之

一，而其他营养因素如藻细胞对磷和微量元素等

吸收和利用的差异也都可能导致藻细胞的生长差

异[28-30]．综合来看，NRA的变化能够较真实地反应
旋链角毛藻的生长状态．
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Fig. 1 Plots of the growth of C援 curvisetus and NRA variety at different temperatures
(a), (b), (c), (d), (e)corresponding to 10℃ , 15℃ , 20℃ , 25℃ , 30℃ . : Nitrate reductase activity; : Cell density.▲ ▲● ●
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具体来讲，在 10℃和 30℃条件下，该藻几乎无
法正常生长，生长曲线呈现不规则的波动性，其NRA
一直处于较低水平且变化不大，NRA平均值分别为
(0.011 依 0.003)和(0.014 依 0.006)fmol·min -1；当培

养温度分别为 15℃、20℃和 25℃时米氏凯伦藻的
生长情况及 NRA变化基本一致：15℃条件下，自
接种后米氏凯伦藻初期生长缓慢，硝酸还原酶活力

逐渐增强，至第 5 天达到最大值，其 NRAmax 为

(0.069依0.008)fmol·min-1，随培养的进行，藻细胞

数量开始迅速增多，硝酸还原酶活力达到最大值，

随后急剧下降；同时随着培养液中营养盐的大量消

耗，该藻在培养的第 11d到达平台期，最大藻密度
2.2伊103/ml，约为接种初期的 3.6 倍；当温度为
20℃时，米氏凯伦藻生长要显著优于 15℃，且藻

2.2 温度对米氏凯伦藻生长及 NRA的影响
初始营养盐浓度(硝酸盐 32滋mol/L、磷1.5滋mol/L)

相同，不同温度条件下米氏凯伦藻细胞生长情况和

细胞硝酸还原酶活力与培养时间的变化曲线如图 3
所示．当培养温度为 10℃和 30℃时，该藻几乎无
法正常生长，NRA的变化也无一定规律．培养温

度为 15℃、20℃和 25℃时，米氏凯伦藻藻细胞密
度随培养时间以及 NRA随培养时间的变化曲线具
有相似性，即米氏凯伦藻自接种后，经过短暂的延

滞期迅速进入指数生长期，其生长曲线符合

S-logistic2模型；随着培养的进行，藻 NRA 同样
表现出先增大后降低的趋势．

Fig. 3 Plots of the growth of K援 mikimotoi and NRA variety at different temperatures
(a), (b), (c), (d), (e)corresponding to 10℃ , 15℃ , 20℃ , 25℃ , 30℃ . : Nitrate reductase activity; : Cell density.▲ ▲● ●
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综上所述，在旋链角毛藻及米氏凯伦藻能正常

生长的温度范围内，各藻 NRAmax均早于该培养组

最大藻密度数天前出现，提示藻的 NRAmax可以指

示微藻生物量的变化情况．同时，NRAmax随温度

的变化趋势也基本与藻的生长指示参数 滋max和 Bf

的变化相同(/似)，这表明，虽然藻的 NRA只是反
映了藻同化硝酸盐能力的大小，但在以 NO3-N为
主要氮源的情况下，NRA的大小可以在一定程度
上反映出藻的生长状况．此外，对比旋链角毛藻与

米氏凯伦藻正常生长的温度范围及生长参数随温度

变化的幅度，可以看出，米氏凯伦藻的适宜生长温

度范围(20～25℃ )较旋链角毛藻(15～30℃ )窄，且
其最适生长温度提示该藻更偏好高温．

2.3 温度对旋链角毛藻和米氏凯伦藻生长及硝酸

还原酶活力影响的对比

以往的研究结果表明，温度会明显影响海洋微

藻的生长，这与本文对旋链角毛藻及米氏凯伦藻的

研究结果相一致[18-19]．由于硝酸还原酶为细胞内的

诱导酶，当其诱导生成时，存在于微藻藻细胞之

内，这样，当采用单个细胞的 NRA来进行不同藻
种之间硝酸盐同化能力的比较时，将由于各藻藻细

胞体积的不同而导致比较结果存在一定的偏差．为

此，将上述两种藻的 NRAmax进行体积归一化，即

在进行种间比较时需以单位体积内硝酸还原酶活力

的大小为参数，以期降低藻细胞体积不同而带来

的影响．在进行体积归一化的过程中，米氏凯伦

藻细胞体积大小参考赵晓玮 [32]的研究结果确定为

730.05 滋m3，旋链角毛藻则根据王修林等[24]提供的

中值等效球径进行估算得其细胞体积为 264.16 滋m3.
据此可获得上述两种研究微藻单位体积的最大硝酸

还原酶活力((NRAmax)v)(表 1)．由表 1可以看出，在
两种藻均能正常生长的温度范围内，两种藻的

(NRAmax)v大小顺序为：旋链角毛藻 >米氏凯伦藻，
且两者的 滋max也基本符合旋链角毛藻＞米氏凯伦

细胞的生长延滞期更长，至接种后的第 8天才进
入指数生长期；但培养后的第 5 天就出现了
NRAmax((0.11依0.01)fmol·min-1)，且明显高于 15℃下
的 NRAmax，该温度条件下藻的生长曲线基本符合 S
型，先后经历了生长迟滞期、快速生长期以及生长

的平台期，最大藻密度出现在接种后的第 16 天
(5.6伊104/ml)，约为接种时藻密度的 62倍；25℃时
的米氏凯伦藻生长曲线也呈较明显的 S形，在接种
后的第 16 天进入平台期，其最大藻细胞密度为
6.7伊104/ml，明显晚于 NRAmax 出现的第 5 天．此
外，对于所有的实验组而言，接种 10d后，该藻的
NRA基本处于恒定低值．

图 4是米氏凯伦藻的最大生长速率 滋max、最大

硝酸还原酶活力 NRAmax以及终止生物量 Bf随温度

的变化曲线．进一步分析可知，米氏凯伦藻在

15℃～25℃范围内可以生长．在实验设计的条件
下，25℃是米氏凯伦藻生长的一个拐点，偏离该温
度， 滋max 及 Bf 都有一定程度的降低； 25℃ 的
NRAmax与 20℃的差异不大，说明 20℃～25℃范围
可能是米氏凯伦藻的适宜生长温度，在此温度范围

内藻体酶活力较高，藻体生长状况的指示参数 滋max

及 Bf也较大．由此可知米氏凯伦藻适宜增殖温度

约为 20℃ ～25℃，与龙华等 [31]报道的 20.5℃ ～
24.0℃的温度范围一致．

Fig. 4 Varieties of NRAmax, 滋max and Bf of K援 mikimotoi at different temperatures
(a) : Maximum nitrate reductase activity; : 滋max; (b) : Maximum nitrate reductase activity; : Bf.● ● ● ●
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Temperature/℃
(NRAmax)v /(滋m3·fmol·min-1) 滋max/(ml-1·d-1)

C援 curvisetus K援 mikimotoi C援 curvisetus K援 mikimotoi
15 1.50伊10-4 9.45伊10-5 4.92伊103 5.38伊102

20 2.98伊10-4 1.49伊10-4 1.38伊104 6.06伊103

25 1.95伊10-4 1.28伊10-4 1.00伊104 1.19伊104

Table 1 Data of 滋max and NRAmax in units of C援 curvisetus and K援 mikimotoi at different temperatures

藻．由此推测，在硝酸盐、光照等条件不受限制的

情况下，相对于米氏凯伦藻而言，旋链角毛藻能更

好地利用硝酸盐，来促使细胞的生长繁殖．

3 结 论

a．旋链角毛藻在设定的 5个温度下均可正常
生长，藻种在接种后先经历短暂生长迟滞期，随后

进入指数生长期．而米氏凯伦藻在 10℃和 30℃下
几乎无法生长，但在 15℃、20℃和 25℃温度条件
下生长情况与旋链角毛藻相似．

b．旋链角毛藻和米氏凯伦藻 NRA随培养时
间的变化趋势均呈现慢升快降的不对称倒“V”形
曲线，藻细胞 NRAmax均出现在近指数生长期的时

刻，并早于最大藻密度出现．两种实验藻种在各培

养条件下的 Bf、滋max及 NRAmax随温度的变化趋势

基本一致．说明硝酸还原酶活力的高低可以在一定

程度上体现实验藻种的生长情况．

c．旋链角毛藻和米氏凯伦藻生长的最适温度
存在种间差异．但在一定的温度范围内，两种实验

藻种的 滋max、NRAmax、Bf均随着温度的升高呈现出

先增大后降低的趋势，基本符合 Shelford 耐受定
律．与旋链角毛藻相比，米氏凯伦藻适宜生长温度

范围较窄且更偏向高温．在相同的光照和初始营养

盐浓度条件下，同一温度培养条件下单位体积

NRAmax大小关系基本符合旋链角毛藻＞米氏凯伦

藻，且两种藻种之间的 滋max也基本符合旋链角毛

藻＞米氏凯伦藻，这表明，温度影响着实验各藻种

同化硝酸盐的能力，进而影响藻的生长；两者相比

较，旋链角毛藻能很好地利用环境中的硝酸盐，促

使自身的生长繁殖．
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Effects of Temperature on The Growth and Nitrate Reductase Activity
of Chaetoceros curvisetus and Karenia mikimotoi

DAI Ai-Quan1, 2), SHI Xiao-Yong3, 1, 2), DING Yan-Yan1, 2), TANG Hong-Jie1, 2)**,
WANG Li-Sha1, 2), WANG Xiu-Lin1, 2)

(1) College of Chemistry and Chemical Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266100, China;
2) Key Laboratory of Marine Chemistry Theory and Technology, Ministry of Education, Ocean University of China, Qingdao 266100, China;

3) National Marine Hazard Mitigation Service, Beijing 100194, China)

Abstract Two dominant microalgae species in the East China Sea (ESC), Chaetoceros curvisetus(C. curvisetus)
and Karenia mikimotoi (K. mikimotoi), were chosen to study the effects of temperature on microalga growth, nitrate
reductase activity (NRA), and their relationship under laboratory set-up. At the beginning of the incubation, DIN,
PO4-P, and SiO3-Si were added to 4 500 ml sea water in 5 L bottles to form a final concentration of 32 滋mol/L,
1.5 滋mol/L and 32 滋mol/L, respectively. The bottles were then incubated under ambient sunlight(about 50 W·m-2)
at different temperatures (10℃ , 15℃ , 20℃ , 25℃ , and 30℃ ) for 10～20 days. Triplicates were employed for all
treatments. The microalgae cell numbers were counted by hemacytometer counting method. S-logistic 2 population
growth model was used to simulate microalgae growth , and calculate two growth-related parameters, the
maximum growth rate (滋max) and the final biomass (Bf ). The activity of nitrate reductase was measured in vitro and
its relations to microalgal growth were elucidated. The two microalgae were observed to adapt to different
temperature ranges. C. curvisetus could grow normally in the range of 10℃～30℃ , while K. mikimotoionly grew
well between 15℃～25℃ . Both 滋max and Bf reached the peak values at 20℃ for C. curvisetus and at 25℃ for
K. mikimotoi, respectively. These results indicated that compared to C. curvisetus, K. mikimotoi had a relatively
narrow range of suitable temperature and a high optimum temperature (Topt). Throughout the incubation time, NRA
of the two species changed similarly under different temperatures. NRA raised slowly at the first 3～5 days, and
then dropped rapidly. The maximum NRA values ( NRAmax) usually occurred at the early exponential growth
phase, prior to appearing time of 滋max and Bf . The relations of 滋max, NRAmax and Bf with temperature followed the
Shelford tolerance law. All above results suggested that temperature could affect the nitrate assimilation ability of
microalgae, and subsequently affect the growth of algae. 滋max and the NRAmax per unit volume of the C. curvisetus
were higher than those of K. mikimotoi under the same environmental conditions, indicating that C. curvisetus
might have a better ability of absorbing and utilizing nitrate for self-growth than K. mikimotoi.

Key words Chaetoceros curvisetus, Karenia mikimotoi, nitrate reductase activity, temperature, maximum growth
rate
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