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封面图说: 雄视———中国的金丝猴有川、黔、滇金丝猴三种,此外还有越南和缅甸金丝猴两种。 金丝猴是典型的森林树栖动物,常
年栖息于海拔 1500—3300m 的亚热带山地、亚高山针叶林,针阔叶混交林,常绿落叶阔叶混交林中,随着季节的变化,
只在栖息的生境中作垂直移动。 川金丝猴身上长着柔软的金色长毛,十分漂亮。 个体大、嘴角处有瘤状突起的是雄性
金丝猴的特征。 川金丝猴只分布在中国的四川、甘肃、陕西和湖北省。 属国家一级重点保护、CITES 附录一物种。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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几株赤潮甲藻的摄食能力

张清春1, 2,*, 于仁成1, 宋静静1, 2, 颜摇 天1, 王云峰1, 周名江1

(1. 中国科学院海洋研究所, 海洋生态与环境科学重点实验室, 青岛摇 266071;2. 中国科学院研究生院, 北京摇 100049 )

摘要:采用荧光标记的方法,在营养盐限制条件下,对 6 株赤潮甲藻对荧光标记的海洋细菌 (FLB)、金藻 (FLA)和两种粒径分

别为 0. 5 滋m 和 2. 0 滋m 的荧光微球 (FM0. 5 和 FM2. 0) 4 种摄食对象的摄食进行了比较研究。 研究结果表明,除了东海原甲

藻对 4 种摄食对象均没有摄食外,其它 5 株甲藻,微小亚历山大藻、链状亚历山大藻、塔玛亚历山大藻、海洋原甲藻和微小原甲

藻均具有摄食能力, 但对摄食对象的选择和摄食率有差异,多数摄食率是在 4 h 达到最大,白天的摄食能力强于夜间。 研究说

明了在营养盐限制环境中,有些具有兼性营养能力的甲藻对细菌和 /或更小浮游植物的摄食能力可能对维持和促进其生长具有

不可忽视的作用。
关键词:东海原甲藻;微小亚历山大藻;链状亚历山大藻;塔玛亚历山大藻;海洋原甲藻;微小原甲藻;海洋细菌;金藻;荧光微球;
摄食

Ingestion of selected HAB鄄forming dinoflagellates
ZHANG Qingchun1,2,*, YU Rencheng1, SONG Jingjing1,2, YAN Tian1, WANG Yunfeng1, ZHOU Mingjiang1

1 Key Laboratory of Marine Ecology and Environmental Sciences, Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Qingdao 266071, China

2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: The ingestion behavior of six dinoflagellate species isolated from the Chinese and Korean coasts was evaluated in
this paper. These six species include Prorocentrum donghaiense, P. micans, P. minimum, Alexandrium minutum, A.
catenella, and A. tamarense, which often contribute to the formation of harmful algal blooms (HABs). They were cultured
under either 45 or 8 滋Em-2s-1 light intensities, in nutrient鄄depleted culture medium containing different particles, such as
fluorescently labeled dead marine bacteria (FLB), the dead marine micro鄄flagellate Isochrysis galbana (FLA), and the
fluorescent microspheres of two sizes (FM0郾 5 and FM2郾 0, sphere diameter 0. 5 and 2. 0 滋m), respectively. The ingestion
activities were quantified by calculating the percentage of dinoflagellates that ingested either FLB, FLA, FM0. 5, or
FM2. 0, based on the observation of 100 dinoflagellate cells in each group. In our experiment, the ingestion behaviors were
observed in A. minutum, A. catenella, A. tamarense, P. micans, and P. minimum. And they all showed great different
efficiency in choosing different particle to ingest. For example, A. minutum could ingest both FM0. 5 and FLA, though a
higher percentage of individuals exhibited ingestion behavior under 45 滋Em-2s-1 light intensity (15% ) than under 8 滋Em-2

s-1(2% ). Similarly, A. catenella ingested FLB, FM0. 5, and FLA (5. 5% , 7. 5% , and 6% individuals of the total
population to ingest, respectively) under both light intensities. A. tamarense was able to ingest only FLB and FM0. 5 under
the low light intensity (7% and 9% of individuals, respectively) . P. micans ingested FLB, FM0. 5, and FLA (12. 5% ,
15. 5% , and 4郾 5% of individuals, respectively) under both light intensities. A low percentage (9% ) of P. minimum
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individuals ingested FM0. 5, and we observed ingestion under both light intensities. At the same time, it is found that the
ingestion behavior showed a peak at 4 h after the ingestion objects were introduced to the medium, and it occurred primarily
during the daytime. To our knowledge, this is the first report about the ingestion of I. galbana by A. minutum and both I.
galbana and marine bacteria by A. catenella. The percentage of individuals exhibiting ingestion behavior was generally
lower at the low light intensity (8 滋Em-2 s-1 ) than the high light intensity (45 滋Em-2 s-1 ). Our results showed that
ingestion ability was controlled / regulated by inorganic nutrient concentration, not by organic carbon. Given the variability
in ingestion behavior, the environmental factors regulating ingestion likely differ among the dinoflagellate species. In this
paper, the ingestion ratios on FLA were low. Because the fluorescently labeled I. galbana was motionless (dead), which
may have affected recognition by the dinoflagellates, thus reducing the rate of ingestion. We evaluated the use of fluorescent
microspheres as the proxies for live cells ( e. g. , bacteria and micro鄄flagellates) when studying phagotrophy among
dinoflagellates. Given the variability in rates of consumption, our results suggest that fluorescent microspheres are not a
suitable replacement for live cells. Interestingly, we demonstrated that these dinoflagellates, which have generally been
considered to be autotrophic, have the ability to ingest other cells suggesting they should be classified as mixotrophic. Thus,
it was hypothesized that these dinoflagellate species have an effect on the abundance of bacteria or / and smaller
phytoplankton in natural ecosystems. In conclusion, the ingestion ability of dinoflagellates likely plays an important role in
the formation and maintenance of HABs. Through this study, a new scientific perspective is provided for the formation
mechanism of HABs.

Key Words: Alexandrium minutum; Alexandrium catenella; Alexandrium tamarense; Prorocentrum micans; Prorocentrum
donghaiense; Prorocentrum minimum; marine bacteria; Isochrysis galbana; fluorescent microsphere; ingestion

随着海洋污染和富营养化的加剧,世界范围内有害赤潮爆发的频率和规模都在加大,这种现象越来越引

人关注。 以往的研究通常将这一现象归因于富营养化,但是近年来一些以往认为是营光合自养的赤潮甲藻被

发现具有吞噬细菌和微藻的能力,应当是兼性营养型甲藻,其中包括原甲藻目、裸甲藻目、膝沟藻目和多甲藻

目中常见的赤潮甲藻[1鄄3]。 研究发现,兼性营养型甲藻可以通过摄食细菌或微藻来促进自身生长[4鄄13]。 一些

学者认为,这些赤潮藻可以通过摄食其营养竞争者甚至潜在的捕食者来促使其自身形成高生物量的赤

潮[14鄄15]。 这些研究改变了人们对甲藻赤潮爆发机制的认识。
近年来,我国近海海域的甲藻赤潮呈现出频率加剧、规模扩大的趋势[16],这与我国近海的营养盐含量、组

成以及气候等变化密切相关。 另外,甲藻自身的一些生物学特征在其赤潮的爆发与维持中起到了不可忽视的

作用,如运动能力、利用溶解态有机物质(DOM)的能力等。 具体来说,甲藻可以通过昼夜垂直迁移获得较深

层水体的营养盐,在水平方向上也可以在一定范围内向营养盐水平更高的水体迁移。 而在溶解态无机磷

(DIP)限制的条件下,一些以往认为是光合自养型甲藻可以通过分泌磷酸酶来水解水体中的溶解态有机磷化

合物(DOP)释放无机磷促进其生长。 在溶解态无机氮(DIN)限制的条件下,很多甲藻都可以利用尿素等溶解

态有机氮物质(DON)。 目前对甲藻的垂直迁移能力和利用有机态营养盐的能力在其赤潮形成中的作用认识

较为清楚,但对摄食能力在其赤潮形成中的作用认识并不清楚。 为此,选择了多株分离自我国近海或邻近国

家海域,以往认为是光合自养型的常见赤潮甲藻,对其摄食能力以及相关环境因子进行初步研究,力求验证这

些甲藻是否具有摄食能力,为进一步阐明甲藻赤潮的形成机制提供新的科学数据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验藻种培养

选用 6 株甲藻作为研究对象,分别是东海原甲藻 Prorocentrum donghaiense PDDH 株、海洋原甲藻 P.
micans PM 株、微小原甲藻 P. minimum Pmini鄄K 株、塔玛亚历山大藻 Alexandrium tamarense ATHK 株、链状亚历

山大藻 A. catenella ACDH 株和微小亚历山大藻 A. minutum AM 株。 1 株等鞭金藻 Isochrysis galbana IG311 株

304摇 2 期 摇 摇 摇 张清春摇 等:几株赤潮甲藻的摄食能力 摇
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作为摄食对象。 所有藻株均在中国科学院海洋研究所海洋生态与环境科学重点实验室内保种培养。 藻株的

产地及藻细胞大小等数据见表 1。

表 1摇 藻株的产地及藻细胞大小

Table 1摇 The original places of algae and their sizes

藻种
Algal species

藻种分离地
Original place

藻细胞大小 Cell size

长度 Length / 滋m 直径 Diameter / 滋m
东海原甲藻 PDDH 株 中国东海 16. 1依1. 8 8. 2依0. 7
海洋原甲藻 PM 株 中国南海 38. 6依3. 6 32. 9依3. 2
微小原甲藻 Pmini鄄K 株 韩国海域 16. 9依0. 8 12. 8依1. 5
塔玛亚历山大藻 ATHK 株 中国南海 33. 5依2. 0 29. 8依2. 0
链状亚历山大藻 ACDH 株 中国东海 25. 6依2. 4 25. 8依2. 2
微小亚历山大藻 AM 株 中国台湾 25. 1依1. 9 20. 7依2. 6
等鞭金藻 IG311 株 中国海域 4. 9依0. 5 4. 9依0. 5

藻类的培养液选用改良的 f / 2鄄Si 培养液(不添加 Na2SiO3),培养用海水为取自青岛汇泉湾附近的自然海

水,pH 值为 7. 9依0. 1,盐度是 30依1,经孔径 0. 45 滋m 的混合纤维滤膜过滤,煮沸后室温冷却,添加营养盐备

用。 6 株藻类培养温度为(20依1) 益,光照为 45 滋E m-2s-1,光暗比 L 颐D=14 h 颐10 h,即 6:00 起有光照至 8:00
停止光照。 等鞭金藻 IG311 株光照为 70 滋E m-2s-1,其余培养条件均与甲藻相同。
1. 2摇 细菌的分离和鉴定

1. 2. 1摇 细菌的分离和培养

从处于指数生长期的 PDDH 和 ACDH 藻株培养液中分别取 1 mL 培养液,经无菌海水 100 倍稀释后取

0郾 2 mL 涂布改良的 ORI 琼脂培养基平板上,在 20益的细菌培养箱中培养 4 d,分别挑 10 个单克隆菌落,命名

为 P鄄1 至 P鄄10,A鄄1 至 A鄄10。 然后接种于液体培养基中,在 20 益条件下,220 rpm / min 的摇床上培养 4d。 改

良的 ORI 培养基配方如下:2g 蛋白胨、2g 细菌酵母粉、1g 植物蛋白胨、0. 4g 硫代硫酸钠、1g 亚硫酸钠和 0. 08g
柠檬酸钠溶解于 750 mL 的陈海水中,以蒸馏水补足 1000 mL,用稀 NaOH 溶液或 HCl 溶液调节 pH 值至 7. 6,
然后高温湿热灭菌,最后经 0. 22 滋m 滤膜过滤待用。 固体培养基是用 15 g 琼脂溶解于 1000 mL 液体培养基

后,经高温湿热灭菌待用。
1. 2. 2摇 细菌的鉴定

细菌 DNA 的提取采用 DNA 提取试剂盒(上海生工),并经过 0. 7% TAE 琼脂凝胶电泳鉴定所提取 DNA
的完整性。 提取的 DNA 保存于-20 益待 PCR 扩增所用。 采用细菌 16S rDNA 扩增常用的一对引物 27f (5忆鄄
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG鄄3忆)和 1492r (5忆鄄TACGGYTACCTTGTTACGACTT鄄3忆) [17]。 PCR 扩增的反应体系

为 20 滋L, 包含 2 滋L 10伊PCR 缓冲液、1. 6 滋L 25 mmol / L MgCl2、1. 6 滋L 2. 5 mmol / L dNTPs、0. 4 滋L 10 滋mol / L
引物、0. 12 滋L 5U / 滋l Ta 聚合酶(大连 TakaRa)和 1滋L 细菌 DNA 模板溶液。 PCR 扩增程序为:先 94 益变性

10 min, 接着进行 94益 30 S、55益 30 S、72 益 90 S 的循环 36 次,最后 72 益延伸 10 min。 电泳条带大约为

1500 bp,切胶,纯化,纯化后产物送赛诺基因公司测序。 将测序后的序列利用 GenBank( http: / / www. nvbi.
nlm. nih. gov)在线 BLAST 程序与 GenBank 中已有序列进行比对分析,完成细菌的初步分类。
1. 3摇 甲藻对荧光标记细菌、金藻和荧光微球的摄食

1. 3. 1摇 细菌和金藻荧光标记

采用 5鄄 (4,6鄄dichlorotriazin鄄2鄄yl) aminofluorescein (DTAF) 对细菌和金藻 IG 311 进行荧光标记。 根据细

菌序列比对结果,选择 A鄄1 和 P鄄1 细菌进行荧光标记。 将培养的 150 mL 细菌 13500 rpm / min 离心 20 min 去

上清;加上新的细菌培养液,重悬,再离心,重复 10—15 次,直到离心后细菌团直径有 3—5 mm 为止;用无菌

海水清洗细菌团 3 次,同样按照离心、去上清、加新无菌海水、再离心的步骤进行;最后一次加入 10 mL 无菌海

水重悬细菌,加入 2 mg DTAF,在 60 益水浴 4 h,期间 DTAF 与细菌表面蛋白进行结合;加入 DTAF 后,每隔 30
min 旋涡 1 次,保证 DTAF 与细菌充分混合;水浴后离心,去上清,用无菌海水清洗 3—6 次,去除多余 DTAF,
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直到离心后的上清液完全清亮,表明多余 DTAF 已彻底清除;最后定容为 20 mL,保存于-20 益,直到实验前溶

解待用。 金藻也采用相似的实验流程,但水浴温度升为 70 益。
1. 3. 2摇 甲藻对荧光标记细菌、金藻和荧光微球的摄食率

选择 4 种摄食对象,分别是荧光标记细菌 P鄄1 和 A鄄1 (FLB)、荧光标记金藻 IG 311 (FLA)、直径为 0. 5
滋mol / L 羧酸酯荧光微球 (FM0. 5)和直径为 2. 0 滋mol / L 羧酸酯荧光微球 (FM2. 0) (荧光微球购置于美国

polysciences 公司)。
取指数中期的 AM、ACDH、ATHK、PM 按照终密度 5000 个 / mL,PDDH 和 Pmini鄄K 按照终密度 20000 个 /

mL 分别接种于 3 L 未添加营养盐的过滤煮沸海水的锥形瓶中,每天用显微镜计数,了解藻的生长趋势。 4 d
后,随着藻生长,藻培养液中的营养盐被藻消耗,将藻液按照 80 mL 每瓶小心分装到 100 mL 无菌锥形瓶中,共
分装 24 瓶,分 2 组,每组 12 瓶,其中一组光照强度为 45 滋E m-2s-1,另一组光照强度为 8 滋E m-2s-1,其它实验

条件相同。 每组又分为 6 小组,分别作为阴性对照组,营养盐对照组和 4 个添加不同摄食对象的实验组,每小

组 2 瓶藻,即为 2 个平行(以 AM 为例,表 2)。 在 10:00 分别添加荧光标记的 FLB、FLA、FM0. 5 和FM2郾 0,其
中 3 株原甲藻培养液中添加的 FLB 是荧光标记 P鄄1 细菌,而 3 株亚历山大藻中添加的 FLB 是荧光标记 A鄄1
细菌。

分别在加入摄食对象后 4、12、24、48 h 和 96 h 时取藻液 3 mL,用戊二醛固定(终体积分数浓度为 1郾 5% )。
利用 6 滋m 孔径滤膜过滤藻液中未被吞噬的 FLB、FM 和 FLA。 操作步骤如下:将采样的 3 mL 藻液倒入 10 mL
型的滤器中,加入无菌海水 5 mL,然后低负压抽滤直到滤器中剩余液体为 3 mL,重新加入无菌海水 5 mL 再抽

滤,重复此操作 6 次以上。 期间用移液器不停吹击滤液,确保待除去的细菌、微球和金藻不会粘附到滤膜表

面,最后定容为 5 mL,用荧光显微镜随机观察 100 个藻细胞。 本文中将随机观察的 100 个藻细胞中有摄食对

象的藻细胞比例定义为摄食率。 每隔 1 d 取 0. 5 mL 藻液在显微镜下观察藻细胞活力,确定添加的摄食对象

是否会对藻生命造成不利影响。 另外,每隔 2 d 取 0. 5 mL 藻液用鲁哥氏碘液固定显微镜计数。

表 2摇 摄食实验设计

Table 2摇 Setup of ingestion experiment

组别编号
Group name

光照强度

Light density / (滋Em-2 s–1)
摄食对象

Ingestion object
添加的浓度
Density

AM鄄0鄄H 45 不添加摄食对象和营养盐, 作为阴性对照组

AM鄄f / 2鄄H 45 添加 f / 2鄄Si, 作为营养盐对照组

AM鄄B鄄H 45 FLB 2伊107个 / mL
AM鄄A鄄H 45 FLA 2伊105个 / mL
AM鄄0. 5鄄H 45 FM0. 5 2伊107个 / mL
AM鄄2. 0鄄H 45 FM2. 0 2伊105个 / mL
AM鄄0鄄L 8 不添加摄食对象和营养盐, 作为阴性对照组

AM鄄f / 2鄄L 8 添加 f / 2鄄Si, 作为营养盐对照组

AM鄄B鄄L 8 FLB 2伊107个 / mL
AM鄄A鄄L 8 FLA 2伊105个 / mL
AM鄄0. 5鄄L 8 FM0. 5 2伊107个 / mL
AM鄄2. 0鄄L 8 FM2. 0 2伊105个 / mL

2摇 结果

2. 1摇 细菌的分类鉴定

根据测序的 16S rDNA 扩增片段进行在线 BLAST 的结果,将 20 株细菌按照属名进行归类,见表 3 所示。
其中从 ACDH 培养液中分离的 A1、A2、A9 和 PDDH 培养液中分离的 P1、P2、P3、P4、P6、P8 为海杆菌属细菌。
另外,A2、A10、P7、P9 属于类单胞菌属,A5、A6、A7、A8、P10 属于红细菌属,而 A3 和 P5 细菌分别属于海旋菌

和 琢鄄变形菌属。 根据分离细菌的种类,再结合从 1 株米氏凯伦藻培养液中随机分离的 10 株细菌均是海杆菌,
可见,海杆菌可能是室内连续多代培养的甲藻培养液中的优势菌之一。 因此,选择 A1 和 P1 细菌进行扩大培
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养,荧光标记。

表 3摇 分离的细菌属名

Table 3摇 Generic name of isolated bacteria

菌株 Bacrterial species 属名 Generic name

A1、A4、A9、P1、P2、P3、P4、P6、P8 海杆菌

A2、A10、P7、P9 类单胞菌

A3 海旋菌

A5、A6、A7、A8、P10 红细菌

P5 琢鄄变形菌

图 1摇 对照组的藻生长

Fig. 1摇 The growth of dinoflagellates in controlled groups
A: AM, B: ACDH, C: ATHK, D: PM, E: PDDH, F: Pmini鄄K; 为 0鄄H 组,光照强度为 45 滋E m-2 s–1,没有添加吞噬物和营养盐,作为阴性

对照组; 为 f / 2鄄H 组,光照强度为 45 滋E m-2 s-1,添加 f / 2鄄Si 培养基,作为营养盐对照组; 为 0鄄L 组,光照强度为 8 滋E m-2 s-1,没有添加摄

食对象物和营养 t 盐,作为阴性对照组; 为 f / 2鄄L 组,光照强度为 8 滋E m-2 s–1,添加 f / 2鄄Si 培养基,作为营养盐对照组

2. 2摇 甲藻对 FLA、FLB 和 FM 的摄食

每隔 1 d 取 0. 5 mL 藻液在显微镜观察藻细胞观

察藻细胞的游动能力,通过观察发现,实验组的藻细

胞运动能力与未添加营养盐的阴性对照组没有明显

的区别,可初步判断添加的 FLB、 FLA、 FM0. 5 和

FM2郾 0 对甲藻并没有造成明显的不利影响。 从图 1A
可以看出,光照强度为 45 滋E m-2s-1的 AM 在添加f / 2鄄
Si 培养液后进入新的对数生长期,而光照强度为

8 滋E m-2s-1 的 AM 在添加 f / 2鄄Si 培养液后没有明显
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生长,可见 8 滋E m-2s-1光照强度条件下培养 AM 藻处于光照限制状态。 另外 45滋E m-2 s-1光照强度条件的阴

性对照组 AM 藻也没有明显生长,说明 AM 处于营养盐限制状态。 PDDH 与 AM 藻的情况类似(图 1E)。
ACDH、ATHK、PM 和 Pmini鄄K 的情况类似,均是添加 f / 2鄄Si 培养液,光照强度为 45 滋E m-2 s-1的营养盐对照组

中,实验组甲藻进入新的指数生长期;而 8 滋E m-2 s-1营养盐对照组的实验组甲藻均没有生长,处于光照限制

状态;而 45 滋E m-2s-1阴性对照组的藻有一定的生长,但生长速率低于同光照强度的营养盐对照组,说明这 4
株藻仅仅是受到一定程度的营养盐限制(图 1B, C, D, F)。 从图 2 可以看出,各实验组的藻细胞密度均与对

应的对照组相似,说明添加的摄食对象对这几株甲藻并没有造成明显的不利影响。

图 2摇 实验组的藻生长

Fig. 2摇 The growth of dinoflagellates in experimental groups
A, B: AM; C, D: ACDH, E; F: ATHK, G; H: PM; I, J: PDDH; K, L: Pmini鄄K; 其中 A, C, E, G, I, K 组的光照强度为 45 滋E m-2 s-1,
为 0鄄H 组,没有添加摄食对象和营养盐,作为阴性对照组; 为 B鄄H 组,添加 FLB; 为 0. 5鄄H 组,添加 FM0. 5; 为 A鄄H 组,添加 FLA; 为

2郾 0鄄H 组,添加 FM2. 0;B, D, F, H, J, L 组的光照强度为 8 滋Em-2 s-1。 为 0鄄L 组,没有添加摄食对象和营养盐,作为阴性对照组; 为 B鄄L
组,添加 FLB; 为 0. 5鄄L 组,添加 FM0. 5; 为 A鄄L 组,添加 FLA; 为 2. 0鄄H 组,添加 FM2. 0
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除了 PDDH 对 4 种摄食对象均没有摄食,其它 5 株甲藻均观察到摄食现象(图 3)。 AM 在高低两光照条

件下均可摄食 FM0. 5 和 FLA,最大摄食率分别为(15依3)%和 2% ,发生低光照 4h 和高光照 4h(即 14:00)(图
3A 和表 5)。 ACDH 在高低两光照条件下均可摄食对 FLB、FM0. 5 和 FLA,最大摄食率分别为(5郾 5依1郾 5)% 、
(7. 5依0. 5)%和(6依2)% ,发生在高光照 24h、低光照 4h 和高光照 4h(图 3B 和表 5)。 ACDH 对 FLB 的摄食时

间较晚,在高低两光照条件分别是在 24h 和 48h。 ATHK 仅在低光照条件下可以摄食 FLB 和FM0郾 5,最大摄食

率分别为(7依2)%和(9 依2)% ,均发生在 4h(图 3C 和表 5)。 PM 跟 ACDH 一样,在高低两光照条件下,对
FLB、FM0. 5 和 FLA 均有摄食,最大摄食率分别为(12. 5依1. 5)% 、(15郾 5依0. 5)%和(4. 5依0. 5)% ,发生时间分

别为高光照 4h,高光照 4h 和低光照 12h(图 3D 和表 5)。 Pmini鄄K 在高低两光照条件下可以摄食FM0郾 5,最大

摄食率为(9依1)%发生在 4h(图 3E 和表 5)。

图 3摇 甲藻对 4 种摄食对象的摄食率

Fig. 3摇 Ingestion ratios of dinoflagellates to four objects

A: AM, B: ACDH, C: ATHK, D: PM, E: Pmini鄄K

从图 3 和表 5 可以看出,除了 ACDH 对 FLB 在 24h 才观察到摄食,PM 对 FLA 摄食率是在低光照条件的

12h 达到(4. 5依0. 5)% (与其在高光照条件下的 4 小时摄食率(3. 5依1. 5)% 接近)外,其它均是在 4h 达到最

大。 而且除了 ATHK 仅在低光照条件下观察到摄食外,其它在高低光照均有摄食。 对比 5 株藻 4h、12h 和

24h 的摄食率,可以看出甲藻在白天的摄食能力强于夜间,具体的原因并不清楚,可能藻白天生理机能比较强

有关,体内相关酶的活性也较晚上强。

表 4摇 甲藻对 4 种摄食对象的摄食统计

Table 4摇 Ingestion of dinoflagellates on four objects

摄食对象
Ingestion object

甲藻 Dionflagellate

AM ACDH ATHK PM PDDH Pmini鄄K

荧光标记等鞭金藻 I. galbana + + - + - -

荧光标记细菌 - + + + - -

直径 0. 5滋mol / L 羧酸脂荧光微球 + + + - - +

直径 2. 0滋mol / L 羧酸脂荧光微球 - - - - - -

摇 摇 “+冶表示有摄食, “-冶表示无摄食
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表 5摇 甲藻对 4 种摄食对象的最大摄食率和发生时间

Table 5摇 Biggest ingestion ratios and occurrence time of dinoflagellates to four objects

甲藻
Dionflagellate

摄食对象 Ingestion object
FLB

最大摄食率 / % 时间 / h
FM0. 5

最大摄食率 / % 时间 / h
FLA

最大摄食率 / % 时间 / h
FM2. 0

最大摄食率 / % 时间 / h
AM 0 15依3 4(L) 2 4(H) 0

ACDH 5. 5依1. 5 24(H) 7. 5依0. 5 4(L) 6依2 4(H) 0

ATHK 7依2 4(L) 9依2 4(L) 0 0

PM 12. 5依1. 5 4(H) 15. 5依0. 5 4(H) 4. 5依0. 5 12(L) 0

Pmini鄄K 9依1 4(H) 0 0 0

PDDH 0 0 0 0

摇 摇 (H)表示甲藻的培养光照强度为 45 滋E m-2 s–1, (L)表示甲藻的培养光照强度为 8 滋E m-2 s–1

3摇 讨论

3. 1摇 甲藻的摄食能力

虽然没有观察到 PDDH 的摄食现象,在另外的实验发现 PDDH 可以摄食含有绿色荧光蛋白 (GFP)的活

大肠杆菌。 因此,本研究中的 6 株甲藻很可能都具有摄食能力,只是对摄食对象的选择存在差异(表 4)。
3. 2摇 甲藻的摄食方式

目前已知的甲藻摄食方式是 3 种方式,其一是直接吞噬, 顾名思义就是直接吞噬整个食物对象,最早是

在一些无甲壳种类中发现这种摄食方式,如裸甲藻 Gymnodinium,环沟藻 Gyrodinium,夜光藻 Noctiluca 等。 但

近年来在一些具甲壳的种类中也有发现,如原甲藻 Prorocentrum、亚历山大藻等 Alexandrium。 其二是出管摄

食,出管摄食在无甲壳和具甲壳的兼性营养和异养营养中较为常见,如前沟藻 Amphidinium,鳍藻 Dinophysis,
环沟藻 Gyrodinium,拟多甲藻 Peridiniopsis。 其三是套膜吞噬,仅仅是一些异养的具甲壳的种类被证实具有这

种摄食方式,如原多甲藻 Protoperidinium, 翼藻 Diplopsalis[18]。 实验采用的几株甲藻均是具甲壳的,而且有关

学者已经对其摄食方式进行了研究,认为原甲藻可以通过藻细胞体多处接合部分直接吞噬整个完整的食

物[7],如腹面下部、背面下部、右上部、左上部、右下部和左下部的接合处均可以进行吞噬。 但是,亚历山大藻

可以在纵沟处进行吞噬。 没有专门针对摄食行为设计实验,但是从摄食后的可见光和荧光显微镜观察可以证

实采用的几株甲藻也均是采用直接吞噬的方式进行摄食。
3. 3摇 甲藻摄食对象的选择性

对以往有关这 6 株甲藻的摄食报道进行了统计(表 6)。 有报道塔玛亚历山大藻和微小原甲藻均可吞噬

荧光标记细菌,实验没有观察到微小原甲藻吞噬荧光标记细菌,这可能与细菌种类不同有关。 另外,有报道塔

玛亚历山大藻、微小原甲藻、东海原甲藻和海洋原甲藻均能吞噬等鞭金藻,但本实验中,塔玛亚历山大藻、微小

原甲藻和东海原甲藻并不吞噬荧光标记等鞭金藻。 前人报道中的等鞭金藻直径为(5. 2 依1. 0)滋m,而本实验

采用的等鞭金藻直径为(4. 9依0郾 5)滋m,两者并没有明显差别。 原因可能是报道中采用了活的等鞭金藻直接

投喂,而为便于观察摄食现象本实验采用了 DTAF 荧光标记等鞭金藻。 标记后的金藻静止不动无生命活动,
以及荧光标记可能会改变金藻表面的结构,这些原因都可能导致甲藻对其识别、吞噬能力的降低。 可见,甲藻

对摄食对象的大小,种类等具有选择性。 曾有报道利用 1 滋m 荧光微球去标记自然水体中的浮游植物进而去

研究叉角藻 Ceratium furca 的摄食能力[19]。 近年来,荧光微球被尝试直接用于异养营养甲藻的摄食能力研究

中[20],发现 0. 5 滋m 荧光微球可以较好的模拟异养营养型甲藻对细菌级大小食物的摄食。 因此,尝试采用粒

径分别为 0. 5 滋m 和2. 0 滋m的 2 种荧光微球作为摄食对象,去模拟和对比研究兼性营养型甲藻对细菌大小级

和几个微米级浮游植物摄食。 研究发现,这些兼性营养型甲藻的摄食具有一定的选择性,荧光微球并不能完

全代替自然生物去研究兼性营养型甲藻的摄食。 微小亚历山大藻可以吞噬荧光标记等鞭金藻,链状亚历山大

藻可吞噬食荧光标记等鞭金藻和荧光标记细菌。
3. 4摇 甲藻摄食调节因子

既能进行光合作用,又能通过摄食细菌或其它微小生物来满足其生长和繁殖所需的混合营养型 (或称为
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兼性营养性) 浮游生物,按照主要营养途径,可分为自由营养、主光合营养和主吞噬营养三大类群[21]。 采用 6
株甲藻应属于主光合营养的类群。 主光合营养类群根据吞噬营养的调节机制,又可分为 3 个亚群。 亚群 A,
吞噬营养受无机营养盐浓度的调节,在无机营养盐受限制时进行摄食;亚群 B,吞噬营养受光的调节,当光成

为限制因子时,混合营养型浮游生物通过摄食来获取碳源;亚群 C,吞噬营养的目的只是为了获得生长所需的

微量有机物,因而不受溶解无机营养盐浓度和光照条件变化的影响[22]。

表 6摇 6 株甲藻的摄食报道统计

Table 6摇 Reports of six dinoflagellate species feeding

摄食对象
Ingestion object

甲藻 Dionflagellate

AM AC AT PM PD Pmini 参考文献

聚球藻 Synechococcus sp. + + + + + + [6]

隐藻 N N + + + + [7,23,24]

强壮前沟藻 Amphidinium carterae N N + + + + [7]

盐沼隐藻 Rhodomonas salina N N + + + + [7]

赤潮异弯藻 Heterosigma akashiwo N N + + + + [7]

微小原甲藻 P. minimum N N + + + / [7]

东海原甲藻 P. donghaiense N N - + / - [7]

三角棘原甲藻 P. triestinum N N - + - - [7]

等鞭金藻 I. galbana N N + + + + [7]

荧光标记细菌 N N + N N + [25]

同位素标记细菌 N N + N N + [25,26]

摇 摇 AM: 微小亚历山大藻, AC: 链状亚历山大藻, AT: 塔玛亚历山大藻, PM: 海洋原甲藻, PD: 东海原甲藻, Pmini: 微小原甲藻;“ +冶表示有

摄食, “-冶表示无摄食, “N冶表示没有被报道

一般认为在光照限制条件下摄食的目的是为了获取有机碳物质;而光照不限制,可以进行光合作用时,摄
食的主要目的是获取其他生长必需的营养物质,如 N、P、Fe 等元素[27鄄34]。 除了塔玛亚历山大藻只在光照限制

条件下进行吞噬外,其它 4 株藻在高光照和低光照条件下均可以吞噬,而且摄食对象基本相同,说明光照应该

不是这些甲藻摄食的调节或激发因子。 实验中的藻处于营养限制状态,因此,这些甲藻的摄食很可能受无机

营养盐浓度的调节。 不能完全排除摄食营养目的只是为了获得生长所需的微量有机物可能性,因此,需要进

一步的实验来验证。
一些研究指出一些兼性营养型的甲藻只有在 DIP 或 /和 DIN 限制时才能开始吞噬,并不是光照限制[4,25],

如 Chrysochromulina polylepis 的兼性营养是 DIP 浓度依赖。 因此,兼性营养被认为是一种在营养盐限制环境中

的适应策略[25]。 研究发现环沟藻 Gyrodinium galatheanum 的吞噬能力与 DIP 浓度具有负相关性[35]。 但另一

些研究认为摄食能力是对碳代谢一种补充机制或者是为了获取微量的有机物质[36鄄37]。 同时,也有观点认为

光照限制激发了甲藻的兼性营养[38]。 近年来,一个新的观点认为即使在富营养化水体中,兼性营养也是一种

营养获取机制,而且认为对甲藻赤潮的爆发与维持具有重要作用[1]。 在无机营养充足的条件下,兼性营养的

生长率依然高于纯光合作用的生长率[7]。 因此,通过对比这些研究的甲藻种类和实验条件,可以认为不同甲

藻的兼性营养可能具有不同环境调节(激发)因子,而且可能存在多个环境因子共同作用。
3. 4摇 甲藻兼性营养的意义

随着越来越多的传统认为是自养型的甲藻被证实具有兼性营养能力,使对具有兼性营养能力的甲藻在海

洋浮游生态系统中地位和作用有了新的认识,甲藻的兼性营养在甲藻赤潮形成中的作用也渐渐被认识和关

注。 某些大的甲藻可以摄食小的甲藻、硅藻或其它微小藻类。 根据在赤潮爆发现场观察到赤潮藻的优势种从

前沟藻 Amphidinium sp. (直径 (6. 6依1. 8) 滋m)向赤潮异弯藻 H. akashiwo (直径 (11. 5依1. 9) 滋m)、微小原

甲藻 P. minimum (直径 (12. 1依2. 5) 滋m)、三角棘原甲藻 P. triestinum (直径 (12. 6依2) 滋m)、双胞旋沟藻

Cochlodinium. Polykrikoides (直径 (25. 9依2. 9) 滋m)、海洋原甲藻 P. micans (直径 (26. 6依2. 8) 滋m) 的系列
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演替过程,Jeong 等认为这种演替与甲藻的摄食能力有关[7]。 同时也有观察到赤潮爆发时甲藻向小型硅藻和

其它鞭毛藻丰富的地方主动迁移。 近年来,在我国东海长江口及邻近海域每年都存在硅藻赤潮到甲藻赤潮的

演替过程,这与海域营养盐浓度、组成结构和气候等变化有很大关系。 主要的赤潮原因种,如东海原甲藻 P.
donghaiense、链状亚历山大藻 A. catenella 和米氏凯伦藻 Karenia mikimotoi (米氏凯伦藻可以吞噬细菌和其它

微藻) 的摄食能力也可能在其赤潮爆发的初期起重要作用。 因此,在考虑兼性营养性甲藻赤潮爆发原因时可

能需要将其摄食能力考虑在内。
3. 5摇 甲藻兼性营养生态学研究的展望

(1)新技术在甲藻兼性营养生态学研究中的应用

由于兼性营养型甲藻存在多种不同的摄食机制,而且甲藻一般较原生动物个体少。 传统研究原生动物摄

食行为的方法已不太适用于兼性营养型甲藻的摄食研究。 目前最主要的技术还是荧光标记法,虽然说该技术

曾很好的推动了兼性营养型甲藻的摄食定性和定量研究。 但是由于荧光标记物一般是人工合成或是灭活处

理过,与自然的活体生物具有差别,并不能完全代替活体生物,因此往往造成摄食率和兼性营养型甲藻多样性

的低估。 因此,新的技术和方法的应用就显得很重要,也很紧迫。 目前一些活体荧光技术逐渐被采用。 如利

用从水母 Aequorea vitoria 体内分离的绿色荧光蛋白(GFP)基因 gfp gene 可以在大肠杆菌 Escherichia coli 中表

达,可以利用这种带有 gfp gene 的大肠杆菌作为标记物,去研究兼性营养型甲藻对细菌的摄食。 本文在这方

面进行了有益的尝试,发现有些甲藻可以吞活的 GFP 大肠杆菌。 再就是利用一些生物的自体荧光有别于甲

藻自体荧光的特点。 如利用一些隐藻、聚球藻具有藻红蛋白这个特点进行食物链的构建去研究兼性营养型甲

藻的摄食。 在此基础上结合探针技术进行多层标记,如采用 LysoSensor DND鄄167 探针以及 LysoSensor DND鄄
160 探针等对食物泡进行标记[39鄄40]。 此外,一些分子生物学技术,如全细胞原位标记技术(FISH)等也开始被

应用。
(2)甲藻兼性营养生态学研究应该开始进入从模拟实验到现场实验的转型阶段

由于野外实验的难度性大,目前的大部分甲藻兼性营养生态学研究还是在室内模拟阶段,或者是野外的

模拟实验,如添加荧光标记的食物到自然水体中去研究水体中浮游植物摄食。 这些实验多数是在室内纯种培

养条件下进行的,添加的食物单一,而且并不是自然界中甲藻自然选择的最合适食物或食物组合。 因此,通过

这些方法得到甲藻的最大生长率可能远低于自然水体中的,从而也无法更好地估计摄食能力对兼性营养型甲

藻生长的贡献。 2010 年第 14 届国际有害藻类大会就明确提出有害藻类的兼性营养研究应该从室内走向

野外。
(3)应关注甲藻的兼性营养的生态学意义

由于兼性营养型甲藻可以摄食较小的浮游植物、细菌,甚至原生动物,赤潮甲藻与共存的其它微藻之间不

仅仅只是营养竞争的关系,还可能存在捕食者与被捕食者之间的关系;同时出现的赤潮甲藻之间若是捕食对

象相同或相似,那么它们之间也存在竞争食物的关系;赤潮甲藻也可能与一些异养原生动物之间存在竞争食

物关系[7]。 这将打破了经典食物链(浮游植物鄄浮游动物鄄鱼类),物质和能量不再是简单从生产者传递到消费

者,而是变得更加复杂。 那么,如何充分地认识甲藻的兼性营养作用或能力就有很重要的生态学意义。 从目

前的研究成果来看,不同甲藻的兼性营养能力对甲藻自身生长的贡献大小并不相同,而且兼性营养型甲藻的

摄食行为和摄食对象也存在很大的差异[22]。 因此,需要通过大量的有关研究去研究兼性营养型甲藻的摄食

能力的调节机制,例如常量营养盐(N、P)调节、C 调节、光照调节以及其它微量营养元素调节等。 再者,需要

了解兼性营养型甲藻与其它浮游植物、浮游动物类群之间的营养关系。 在此基础上才可能去深入了解甲藻兼

性营养的生态学意义。
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