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磷浓度对铜绿微囊藻、大型溞和金鱼藻
三者相互作用的影响

马剑敏1,2,*靳摇 萍1,郭摇 萌1,代克岩1,徐婷婷1,杨摇 程1,蔺庆伟1

(1. 河南师范大学生命科学学院, 新乡摇 453007;

2. 河南省环境污染控制重点实验室,黄淮水环境与污染防治省部共建教育部重点实验室,新乡摇 453007)

摘要:为了解磷浓度对生物操纵和水生植被恢复效果的影响,以铜绿微囊藻、大型溞和金鱼藻分别作为浮游植物、浮游动物和大

型沉水植物的代表,在 25益、2000—3000lx 光强和 11mg / L 氮浓度条件下,研究两者和三者共培养时 4 种磷浓度(0.2、0.5、1.0、
1郾 5 mg / L)下各自的增长率和培养液中氮磷去除率的变化。 结果表明:两者共培养时,磷浓度不大于 0.2mg / L 时,有利于大型溞

的繁殖和金鱼藻的生长;磷浓度介于 0.5—1.5mg / L 时,铜绿微囊藻呈正增长趋势,而金鱼藻的生长则明显受抑制。 三者共培养

时,所有磷浓度下的大型溞数量及金鱼藻生物量均不同程度的升高,且铜绿微囊藻的生长得到了有效抑制,以磷浓度为 0.2—
0郾 5mg / L 时效果最佳;N / P 比值对藻、溞、草间的相互作用有重要影响,在藻鄄溞系统中,大型沉水植物的加入可以大大提高抑藻

效果,减小 N / P 比值波动带来的不利影响。 磷浓度为 0.5mg / L 时的水体氮磷去除效果好于其他磷浓度梯度。
关键词:铜绿微囊藻;大型溞;金鱼藻;磷浓度;生物操纵;共培养

Influences of phosphorus concentration on interactions among Microcystis
aeruginosa, Daphnia magna and Ceratophyllum demersum
MA Jianmin1,2,*, JIN Ping1, GUO Meng1, DAI Keyan1, XU Tingting1, YANG Cheng1, LIN Qingwei1

1 College of Life Sciences, Henan Normal University, Xinxiang 453007, China

2 Henan Key Laboratory for Environmental Pollution Control; Key Laboratory for Yellow River and Huai River Water Environment and Pollution Control,

Ministry of Education, Xinxiang 453007, China

Abstract: In this study, Microcystis aeruginosa, Daphnia magna and Ceratophyllum demersum were selected to be
respectively as the representative of phytoplankton, zooplankton and submerged macrophyte to evaluate the influence of
phosphorus concentration on biomanipulation and aquatic vegetation restoration. When two or three of them were cultured
together, with 4 kinds of phosphorus concentration(0.2,0.5,1.0,1.5 mg / L), 25益, 2000—3000lx illumination and 11mg /
L nitrogen concentration, the changes of growth rate and rate of removing nitrogen and phosphorus were studied. The results
indicated that it was advantageous to D. magna multiplication and C. demersum growth when two of the three organisms were
cultured together and the phosphorus concentration was no more than 0.2 mg / L in pairwise culture. M. aeruginosa was
keeping multiplication fast, but C. demersum biomass decreased obviously when phosphorus concentration range was 0.5 to
1.5mg / L. When all organisms were cultured together, both D. magna density and C. demersum quantity increased, but M.
aeruginosa density declined markedly, and the effect was best when phosphorus concentration range was 0.2 to 0.5mg / L.
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The ratio of N / P could obviously influence their interactions of M. aeruginosa, D. magna and C. demersum. In the co鄄
culture system of M. aeruginosa and D. magna, addition of submerged macrophyte could enhance the effect of algal control,
and lowered the negative effect that was triggered by the wave of N / P ratio. When phosphorus concentration was 0.5mg / L,
there was better elimination effect on the nitrogen and phosphorus than other phosphorus concentration gradient.

Key Words: Microcystis aeruginosa; Daphnia magna; Ceratophyllum demersum; biomanipulation; phosphorus
concentration; co鄄culture

摇 摇 富营养化已成为当今世界普遍面临的水环境问

题,它会影响水体中浮游植物和浮游动物种群的变

化,从而改变生态系统的结构和功能[1鄄2]。 蓝藻水华

的频繁发生是富营养化淡水水体的一个主要表现,
如何控制蓝藻水华则成为现今的水体生态环境研究

热点[3]。 经过多年理论研究和实践达成共识,生态

修复是长期有效的控制水华的最佳方式。 而生态修

复中有两种重要而有效的措施:利用生物操纵[4] 和

大型水生植物来控制藻类[4鄄6]。
生物操纵是通过浮游动物的摄食(下行作用),

达到直接控制浮游植物的目的。 一些研究发现[7鄄8],
以水溞等大型透明溞动物占优势的湖泊中浮游植物

生物量和生产力较低。 而大型水生植物不仅能与浮

游植物竞争营养、光照、空间等资源[9鄄10],还能分泌

化学物质抑制浮游植物的生长[11鄄12]。 两者相辅相

成,最终获得良好的抑藻效果。 Benndorf 最早提出

了生物操纵的磷负荷阈值问题[13],但不同学者对磷

负荷阈值范围的研究结果并不一致,有人认为该范

围为 0.05—0.15 mg / L[14],有人认为是 0.25mg / L[15],
因此适用于我国水体的磷浓度条件需要进一步研

究。 不仅如此,当水体中的磷浓度超过某一限度后,
以大型沉水植物为主的清洁型草型稳态就会转化为

以浮游植物为主的浑浊型藻型稳态的水生态系

统[5]。 且生物操纵能否有效和大型沉水植物能否恢

复重建这两者之间是有关联的。 所以磷浓度阈值是

需要研究的关键。 而之前我们也对这方面做了一些

初步研究[16],但研究尚不完善,有必要进一步研究

在富营养化水体中实施生物操纵和恢复大型沉水植

物所需的磷浓度。 铜绿微囊藻是蓝藻水华中占主要

优势的藻类,大型溞是牧食浮游植物的重要浮游动

物,因此选择铜绿微囊藻、大型溞和金鱼藻为实验材

料,研究不同的磷浓度对三者相互作用的影响,为治

理水华和恢复健康水体环境提供更多的理论依据。

1摇 材料与方法

1.1摇 实验材料

铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa,FACHB573)
购自中国科学院水生生物研究所,保存在 BG鄄 11 培

养基中,培养条件为温度 25 益,光暗比 14h 颐10h,光
强 2000—3000lx。 实验前将其在 BG鄄 11 培养基中驯

化 3 次后扩大培养。 进入对数生长期后,便可作为

实验接种藻种。
大型溞(Daphnia magna):实验室内进行纯化培

养并进行实验前的驯化 (温度 25益,光强 2000—
3000lx,光暗比 14h 颐 10h),使用同一母体繁殖三代

以上的出生 6—24h 的幼龄期大型溞作为实验对象。
金鱼藻(Ceratophyllum demersum):采集于牧野

湖,取回实验室后用自来水清洗干净,培养于 BG鄄 11
培养基中,放在实验室靠窗的实验台上。 实验时用

蒸馏水清洗 3 遍,选取生长良好、长势一致的长

15cm 的顶枝做实验材料。
1.2摇 培养液的配制

以 BG鄄11 培养基[17]为基础,根据之前的预实验

配制成 11mg / L 氮浓度下磷浓度梯度为 0.2、0.5、1.0、
1郾 5mg / L 的培养液,然后用 1mol / L NaOH 调节 pH
到 7.5;氮浓度的设置以重富营养化水质为参考,磷
浓度则覆盖从中度到重度富营养化水质的范围。 所

有培养液及器皿均高压灭菌。
1.3摇 实验方法

1.3.1摇 接种方法

摇 摇 将经过扩大培养的铜绿微囊藻细胞接种于无氮

无磷的 BG鄄11 培养液中饥饿培养 2d,以去除藻细胞

中蓄积的氮、磷,之后倒取适量藻液,4000r / min 离心

15min,弃去上清液,再用无菌蒸馏水洗涤 2 次,弃去

上清液,以去除吸附性营养,最后稀释成所需的藻细

胞浓度。 均为无菌操作。
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1.3.2摇 铜绿微囊藻和大型溞共培养

在 250mL 的锥形瓶中加入 150mL BG鄄 11 培养

液及 5 个大型溞,然后加入不同体积的铜绿微囊藻

藻液,每个铜绿微囊藻密度梯度设 3 个重复,培养

10d,观察大型溞的繁殖情况,以确定最适宜大型溞

繁殖的藻细胞密度(表 1)。 经单因素方差分析,各
密度组之间的大型溞数目差异著性(P<0.05);最适

宜藻细胞密度为 1.48伊105个 / mL。

表 1摇 大型溞在不同密度的铜绿微囊藻中培养时的数量变化

Table 1摇 The quantitative change of D. magna cultured in different M. aeruginosa density

铜绿微囊藻密度(个 / mL)
Density of M.aeruginosa 0 1.53伊104 1.48伊105 1.66伊106 1.03伊107

初始大型溞数目 / 个
Initial number of D. magna 5 5 5 5 5

培养后大型溞数目 / 个
End number of D. magna 1 8 39 7 0

摇 摇 根据上述实验所确定的适宜的铜绿微囊藻密

度,在不同磷浓度梯度培养液的锥形瓶中,加入等量

的铜绿微囊藻藻液调节成 1.5伊105个 / mL 的藻密度,
放入 5 个形态相似的大型溞,置于光照培养箱内

(25依1益,14h 颐10h,2000—3000lx)培养 15d,每个磷

浓度 3 个重复,每隔 3d 添加适量培养液。 测定铜绿

微囊藻密度和大型溞数目、以及各培养液中总氮和

总磷的浓度,计算各指标的变化率,以确定不同磷浓

度下各指标的变化趋势。
1.3.3摇 金鱼藻对铜绿微囊藻的化感作用

金鱼藻种植水对铜绿微囊藻的化感作用:在不

同磷浓度培养液的 1000mL 锥形瓶中,加入相同质量

的金鱼藻置于培养箱培养 15d 后,取出金鱼藻,补充

与改良的 BG鄄11 培养液相同的氮、磷,接种相同密度

的铜绿微囊藻后再于培养箱中培养 15d(25 依 1益,
14h 颐10h,2000—3000lx),每个磷浓度设 3 个重复,每
隔 3d 添加适量培养液。 以同样条件下单独培养的

铜绿微囊藻为对照(3 个重复)。 测定藻细胞密度、
以及各培养液中总氮和总磷的浓度,计算各指标的

变化率。
金鱼藻与铜绿微囊藻共培养:与上述化感实验

条件相同,让金鱼藻和铜绿微囊藻共培养,此外,再
增加单独培养的金鱼藻作为对照(3 个重复)。 测定

铜绿微囊藻密度和金鱼藻生物量、以及各培养液中

总氮和总磷的浓度,计算各指标的变化率。
1.3.4摇 铜绿微囊藻、大型溞和金鱼藻三者共培养

在含不同磷浓度培养液的 1000mL 烧杯中,加入

等量的铜绿微囊藻藻液调节成相同的藻密度,然后

加入相同重量的金鱼藻和 5 个形态相似的大型溞,
置于培养箱内(25依1益,14h 颐 10h,2000—3000lx)培

养 15d,每个磷浓度设 3 个重复,每隔 3d 添加适量培

养液。 测定铜绿微囊藻密度、大型溞数目和金鱼藻

生物量、以及各培养液中总氮和总磷的浓度,计算各

指标的变化率。
1.4摇 测定指标

铜绿微囊藻细胞密度:在分光度计上扫描铜绿

微囊藻的藻液在 400—800nm 的吸光值,确定铜绿微

囊藻最大吸收峰的波长为 680nm(图 1)。 以相同初

始条件接种 3 瓶铜绿微囊藻,培养 14d,每隔 2d 测定

1 次藻液的吸光值(OD),并用血球计数板计数藻细

胞,建立藻细胞密度与吸光值 OD 间的回归方程:y =
119.597x-2.107,式中 x 为吸光值(OD),y 为藻细胞

密度(伊106个 / mL),回归系数 R2 = 0.993, P<0.05,因
此可以用 OD 值直接反应藻细胞密度。

图 1摇 铜绿微囊藻培养液在波长 400—800nm 下的吸光值扫

描图

Fig.1 摇 Absorbance scan of M. aeruginosa culture solution on

400 — 800 nm wavelength

大型溞数目:肉眼计数。
金鱼藻生物量:用吸水纸吸取枝条上的多余水

分后,用电子天平称其鲜重。
总氮和总磷浓度:将培养液以 4000r / min 离心
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10min,取其上清液,按照标准方法测定[18]。
1.5摇 数据处理

用 spss19.0 进行作图及统计分析。

2摇 结果和分析

2.1摇 铜绿微囊藻和大型溞共培养

图 2 显示:磷浓度为 0.2mg / L 时,铜绿微囊藻密

度增加幅度较小,大型溞的增长率大于铜绿微囊藻,
培养液较清澈;磷浓度大于 0.2mg / L 时,铜绿微囊藻

密度急剧增加,培养液变为蓝绿色。 可见磷浓度为

0.2mg / L 时,大型溞对铜绿微囊藻具有显著抑制作

用(P<0.05);随着磷浓度增高,大型溞对铜绿微囊藻

的抑制程度减弱 (P<0.05)。

图 2摇 铜绿微囊藻和大型溞共培养时增长率变化情况

Fig. 2 摇 The change of growth rate of M. aeruginosa and D.

magna when they cultured together

2.2摇 金鱼藻和铜绿微囊藻的相互作用

用金鱼藻种植水培养铜绿微囊藻时(图 3),随
着磷浓度的升高,铜绿微囊藻的增长率升高,但实验

组中铜绿微囊藻的增长率远低于对照组(P<0.05)。
磷浓度为 0.2mg / L 时,实验组的铜绿微囊藻的增长

率很低,约为接种值的 40%,可见磷浓度越低时金鱼

藻种植水对铜绿微囊藻的抑制效果越明显。
金鱼藻与铜绿微囊藻共培养时(图 3),随着磷

浓度的增高,铜绿微囊藻的增长率逐渐增大,对照和

实验组的金鱼藻增长率均逐渐减小,实验组的金鱼

藻增长率显著低于对照组(P<0.05),原因是微囊藻

与金鱼藻之间存在竞争,甚至存在化感作用。 磷浓

度为 0.2mg / L 时,金鱼藻对铜绿微囊藻有较高的抑

制作用,铜绿微囊藻的密度比起始降低了 20%;磷浓

度介于 0.5—1.5mg / L 时,金鱼藻生物量明显下降,而
铜绿微囊藻受到的抑制作用减弱,其密度呈现正增

长。 对比图 3 中微囊藻的增长率可以发现,金鱼藻

种植水的抑藻效果明显小于两者共培养时的抑藻效

果,原因是:后者除了有化感作用外,还有金鱼藻对

铜绿微囊藻的竞争作用;此外,也可能是两种条件下

金鱼藻分泌的抑藻物质的量有所不同,或抑藻物质

进入水环境后随时间延长效力下降所致。

图 3摇 铜绿微囊藻和金鱼藻的增长率变化情况

Fig.3摇 The change of M. aeruginosa and C. demersum growth

rate on experiment

2.3摇 藻鄄溞鄄草共培养

结果表明(图 4,图 5):高氮浓度下,铜绿微囊藻

密度一直保持负增长,且随着磷浓度的增大,负增长

趋势逐渐增大。 说明铜绿微囊藻的种群数量得到了

显著抑制(P<0.05)。 金鱼藻生物量随磷浓度的升高

而减少,磷浓度为 0.2mg / L 时,其生物量增量显著高

于其他 3 个磷处理组(P<0.05)。 大型溞数目随磷浓
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度的升高而增加,各浓度组之间存在显著差异(P<
0郾 05)。

图 4摇 三者共培养时铜绿微囊藻和金鱼藻的增长率变化

Fig.4摇 The change of M. aeruginosa and C. demersum growth

rate when M. aeruginosa, D. magna and C. demersum

cultured together

图 5摇 三者共培养时大型溞的增长率变化情况

Fig. 5 摇 The change of D. magna growth rate when M.

aeruginosa, D. magna and C. demersum cultured together

2.5摇 不同组合下共培养对培养液中氮磷的去除效果

由图 6 可见:铜绿微囊藻和大型溞共培养时, 4
个磷浓度梯度间的除氮效果有显著差异(P<0.05),
氮去除率最高为 45%;磷平均去除率在 50%以上,磷
浓度为 0.2、0.5mg / L 时去除率(约 70%—80%)均高

于其他两个浓度。 化感实验时,磷浓度为 0.5mg / L
时的氮磷去除效果均高于其他 3 个浓度。 铜绿微囊

藻和金鱼藻共培养时,随着磷浓度的升高,磷去除率

增大,最高可达到 95%; 4 个磷浓度梯度间的除氮效

果有显著差异,对氮的去除率,在 1. 0mg / L 磷浓度

下,氮平均去除率均显著高于其他磷浓度下的去除

率(P<0.05)。 可见,铜绿微囊藻和金鱼藻共存时的

氮、磷去除效果和化感实验时的去除效果完全不同。
在三者共培养时,磷浓度为 0.5mg / L 时,对磷的去除

率均显著高于其他浓度(P<0.05);随着磷浓度升高,
氮去除率增大,4 个组之间除氮效果差异显著(P<
0郾 05)。

图 6摇 水中总氮和总磷去除率

Fig. 6摇 The removal rate change of total nitrogen and

total phosphorus

N1 与 P1:铜绿微囊藻与大型溞共培养;N2 与 P2:化感实验;N3

与 P3:铜绿微囊藻与金鱼藻共培养;N4 与 P4:三者共培养

N1 and P1 represent the removal rate of nitrogen and phosphorus

respectively in which M. aeruginosa and D. magna cultured together;

N2 and P2 represent represent the removal rate of nitrogen and

phosphorus respectively in which allelopathical experiment; N3 and

P3 represent the removal rate of nitrogen and phosphorus respectively

in which of M.aeruginosa and C. demersum cultured together; N4 and

P4 represent the removal rate of nitrogen and phosphorus respectively

in which M. aeruginosa, D. magna and C. demersum

cultured together

3摇 讨论

本实验清楚地表明了富营养化水体中生物操纵

的效果会受到磷浓度以及 N / P 比的明显影响。 磷与

铜绿微囊藻的生长关系密切,且水体中的磷浓度易

受到人为因素的影响。 本研究中,对于 0.2、0.5、1.0
和 1.5mg / L 的磷浓度,N / P 比分别为 55 / 1、22 / 1、11 /
1、7.3 / 1。 实验中,磷浓度升高时,铜绿微囊藻的增

长率也随之增大。 沈宏等[19] 的研究表明,微囊藻对

磷的摄取存在积累性,微囊藻的生长取决于藻细胞
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内的磷浓度。 因此随着培养液中磷的不断消耗,细
胞内的磷含量增加,而低磷培养液首先出现磷限制,
高磷培养液中的铜绿微囊藻密度逐渐超过低磷培养

液,铜绿微囊藻的细胞增长率高于低磷培养液。 陈

国永等[20]也指出细胞内磷增加有利于铜绿微囊藻

生长,藻体内的磷对细胞增殖有促进作用。
铜绿微囊藻和大型溞共培养时,两者的种群数

量均随磷浓度的升高而增加。 磷浓度为 0郾 2mg / L
时,铜绿微囊藻的增长相对于其它高磷浓度较为缓

慢,且存在大型溞的摄食作用,藻的增长率更加减

小,前者的增长率低于后者,因而大型溞在磷浓度为

0.2mg / L 时占优势。 这一结果和有的学者提出的生

物操纵在 0.05—0.15mg / L 的磷浓度时有较好的抑藻

效果[14]的结论接近,但范围略大。 表明生物操纵的

效果的确与水体的磷负荷有密切关系。 也直接反映

许多学者的研究事实,大型浮游动物的摄食可短期

内控制浮游植物生物量,却不能长期有效控制蓝藻

水华的急速增加,不能维持生物操纵效果的稳定性

和长期性。 从氮磷比的角度看,磷的相对缺乏有利

于大型溞控制藻。
铜绿微囊藻和金鱼藻共培养时, 磷浓度为

0郾 2mg / L(N / P = 55 / 1)时,金鱼藻在竞争中占优势,
而铜绿微囊藻的生长受到抑制;当磷浓度大于 0.
2mg / L(N / P 比为 22 / 1—7. 3 / 1) 时,随着磷浓度升

高,铜绿微囊藻的种群数量增大,而金鱼藻的增长率

最低降到初始值的 60%。 在磷浓度为 0.2mg / L 时,
金鱼藻生长状况最好,表明高磷浓度不利于金鱼藻

生长,与王珺等[21]的研究结果一致。 原因是营养盐

浓度超过金鱼藻抗逆能力时,严重影响金鱼藻的生

理活动,对金鱼藻的生长产生胁迫现象,从而使它的

抗逆性弱化。 而随着磷浓度的升高,铜绿微囊藻增

长率增大,是因为磷浓度的增加对藻细胞的增长有

促进作用;从氮磷比的角度分析,浮游植物与大型沉

水植物竞争时,较高的氮磷比对大型沉水植物有利。
金鱼藻的生物量最大时,铜绿微囊藻的生长受到抑

制,说明金鱼藻通过对重要生态因子(光、空间、营养

等)的竞争、以及向水中释放化感物质[22],从而抑制

藻的生长。 Scheffer 等认为[15],0.25mg / L 以内的磷

负荷下,浅水湖泊可以通过大型沉水植物固定营养

物而维持清洁状态,高于此浓度,浮游植物将会占据

优势。

三者共培养时,铜绿微囊藻和大型溞的增长率

变化趋势相反。 在所有的磷浓度下(N / P 比为 55 /
1—7.3 / 1),铜绿微囊藻均处于负增长状态,金鱼藻

和大型溞处于正增长状态,尤其是大型溞的增幅更

为明显。 表明三者共培养时,铜绿微囊藻始终受到

明显的抑制,而大型溞和金鱼藻则一直处于优势。
说明在藻鄄溞系统中,大型沉水植物的加入,可以提

高浮游动物枝角类对水华藻类的控制效果。 因为大

型水生植物为浮游动物提供了良好的栖息场所,水
生植物的光合作用,增加水体溶氧量,为浮游动物的

生长和繁殖提供足够的氧气;大型沉水植物不仅同

浮游植物竞争光照和营养,还可能分泌化感物质,从
而抑制浮游植物的生长和发展[22],使水体透明度提

高,水质得到改善。 反映了生态系统的复杂性和生

物多样性的提高,有利于增强大型沉水植物的竞争

力和控制水华藻类的效果。 生物操纵的开拓者

Shapiro 认为,生物操纵之后,必须恢复水生植被才能

维持清水态湖 泊 生 态 系 统[23]。 许 多 研 究 也 表

明[24鄄25], 大型沉水植物可以有效地降低浅水湖泊中

营养物质的含量,从而显著提高富营养水体的水质,
对氮、磷污染有明显的净化作用,可维持水体长期稳

定于清澈状态。 实验中氮磷去除率的结果也证明了

这点。
综上可见,生物操纵与水生植被重建同时进行

是可以实现的。 合理的生物操纵和重建大型水生植

物相结合,可以有效的控制浮游植物的过量生长,净
化水体。

鉴于上述结论只是在实验室内模拟自然水生态

条件下研究的结果,与实际水体的复杂性还有很大

的差距,其结论的实际应用效果还有待进一步的

验证。
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