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摘要：网状原角藻（Ｐｒｏｔｏｃｅｒａｔｉｕｍ ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ）是能够形成有毒赤潮的海洋甲藻之一，所产毒素为虾夷扇贝毒素（ ｙｅｓｓｏｔｏｘｉｎｓ，

ＹＴＸｓ），该藻在全球很多海域中普遍存在，其生长与产毒特征表现出较强的海域差异性。 本研究以分离自我国北黄海海域的网

状原角藻为实验对象，研究了温度和营养盐（Ｎ、Ｐ）限制对该藻生长与产毒的影响。 研究发现：温度和营养盐限制对藻细胞的生

长和产毒均有影响，但营养盐限制影响更为显著。 较低的温度更适宜 Ｐ． ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ（北黄海株）的生长，１５℃时无营养盐限制的

Ｌ１ ⁃Ｓｉ 培养基中藻细胞生长最好。 营养盐限制尤其是 Ｐ 限制能够显著降低藻细胞的比生长速率和细胞密度（Ｐ＜０．０１），缩短藻

细胞指数生长期和稳定期的持续时间。 所有温度下 Ｎ、Ｐ 限制均有利于藻细胞内毒素累积，１５℃Ｐ 限制培养基中单个藻细胞中

ＹＴＸ 毒素最高，达到 ９２．６ ｐｇ ／细胞，分别是相同培养温度下 Ｎ 限制和 Ｌ１ ⁃Ｓｉ 中藻细胞毒素含量的 ３．８ 倍和 ７．１ 倍。 温度变化对 Ｎ
和 Ｐ 限制下藻细胞毒素含量影响不同：在 ５—１５℃范围内，随温度升高，Ｎ 限制培养基中细藻胞 ＹＴＸ 含量逐渐下降，而 Ｐ 限制条

件下反之。 在所有培养条件下，滤液中毒素含量在稳定期后开始增多，与 Ｌ１ ⁃Ｓｉ 相比，Ｎ、Ｐ 限制不利于毒素的释放。 高温能促进

Ｌ１ ⁃Ｓｉ 培养基和 Ｎ 限制培养基中毒素的释放，但对 Ｐ 限制影响不显著。
关键词：网状原角藻；营养盐限制；温度；虾夷扇贝毒素；北黄海
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Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｐｒｏｔｏｃｅｒａｔｉｕｍ ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ； ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ； ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ； ｙｅｓｓｏｔｏｘｉｎ （ＹＴＸ）； Ｎｏｒｔｈ Ｙｅｌｌｏｗ Ｓｅａ

近年来，有毒有害赤潮在全球很多海域中频繁发生，对当地的水产养殖、旅游、人类健康和生命安全等造

成了极大的危害。 有毒赤潮的危害不仅取决于赤潮藻的生物量，还受到藻细胞毒素含量的影响。 对于能够形

成有毒赤潮的甲藻，其生长和产毒会受到许多因素的影响，其中营养物质、温度、盐度、光照等都是非常重要的

影响因子。 但环境因素对藻细胞生长与产毒的影响因藻种而异，相同环境条件下，不同的藻结果可能完全

不同。
网状原角藻（Ｐｒｏｔｏｃｅｒａｔｉｕｍ ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ）是广泛分布于全球近岸海水中并能够形成赤潮的有毒甲藻之一，

是第一个被确认产生虾夷扇贝毒素（ｙｅｓｓｏｔｏｘｉｎｓ， ＹＴＸｓ）的单细胞藻类［１］，已在新西兰［２⁃４］、日本［５⁃６］、挪威［７⁃８］、
意大利［９］、英国、加拿大［１０］、西班牙和美国［１１⁃１２］、德国［１３］ 等国的近岸海水中分离到。 该藻所产的虾夷扇贝毒

素是一类毒性较强的细胞毒素［１４⁃１５］，心脏、肝脏、神经系统、免疫系统、细胞溶酶体、胸腺等都有可能是 ＹＴＸｓ
作用的靶器官［１６］。 贝类通过滤食藻细胞将 ＹＴＸｓ 在体内累积转化并沿食物链传递，对贝类消费者及人类健康

及生命安全造成了潜在的威胁。
目前对该藻的研究大多集中于其所产毒素的种类、结构及毒素的检测方法等，对于环境因子对网状原角

藻生长和产毒的影响的研究并不是太多。 ２００１ 年，Ｓｅａｍｅｒ［１７］最早开展了温度、光照、盐度、营养盐单因素变化

对新西兰海域的网状原角藻生长及产毒的影响研究；２００４ 年，Ｍｉｔｒｏｖｉｃ［１８］等报道了微量元素 Ｆｅ、Ｓｅ 和 Ｃｏ 对相

同海域中网状原角藻生长和产毒的影响；之后，Ｐａｚ 等［１９］和 Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ 等［２０］分别报道了温度、光照和盐度及成

倍提高 Ｌ１⁃Ｓｉ 中大量营养盐（Ｎ、Ｐ）的浓度对西班牙海域的网状原角藻生长与产毒的影响；Ｇｕｅｒｒｉｎｉ［２１］ 等以分

离自意大利亚得里亚海的网状原角藻为研究对象，研究了盐度、温度及营养盐对该藻产毒的影响； Ｒöｄｅｒ
等［１３］报道了盐度、温度及营养盐对北海德国湾的网状原角藻生长与产毒的影响。 通过分析已有的研究发现，
环境因子会强烈影响藻细胞密度和藻毒素的种类与组成，但是由于采用了不同地理株系开展研究，很多情况

下即使环境因子相同得到的结果却不同甚至相互矛盾。 可见，藻株生长、ＹＴＸｓ 合成及毒素组分的变异性与藻

株的地理分布密切相关［５，８⁃９］。
我国也是有毒赤潮高发的国家之一，贝类中赤潮毒素沾染情况亦较严重，而 ＹＴＸｓ 毒素是近年来贝类中

累积含量较高的毒素之一，如陈建华等从 ２０１１ 年采自北黄海海域的虾夷扇贝样品中检测到的 ＹＴＸ 毒素含量

竟高达 ６．６８×１０３μｇ ／ ｋｇ ［２２］，大大超出了欧盟规定的安全食用标准（１０００ μｇ ／ ｋｇ），严重威胁消费者的食用安
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全。 ２０１４ 年国家海洋环境监测中心梁玉波研究团队成功从北黄海海域分离纯化到 １ 株网状原角藻，这也是

目前国内首次分离到产 ＹＴＸｓ 的网状原角藻，为进一步研究该藻生长、产毒、赤潮发生发展及防控、毒素危害

及致毒机理等提供了最基本的研究材料。
由于是首次在我国海域中分离到网状原角藻，关于该株藻生长和产毒的相关信息尚为空白，加之近海贝

类中 ＹＴＸｓ 污染情况严重，进行相应的研究就显得非常迫切和必要。 本研究以网状原角藻（北黄海株）为研究

对象，选择对藻细胞生长和产毒影响比较显著的两个环境因子———温度和营养盐，研究不同温度和 Ｎ、Ｐ 营养

盐限制条件下该藻的生长与产毒情况的变化，为更深入地了解该藻存在、大量繁殖与现场环境因子之间的联

系，补充该藻的生理生态学相关信息，预防该藻赤潮爆发及海洋食品安全提供数据参考。

１　 材料与方法

１．１　 藻种培养

实验用网状原角藻采自北黄海海域，经分离纯化而得。
藻种培养所用海水取自青岛石老人海水浴场，盐度为 ３１， ｐＨ 为 ７．９±０．１，砂滤后经 ０．４５ μｍ 微孔滤膜过

滤，转移至三角瓶中高温高压（１２０℃， ０．１２ ＭＰＡ）灭菌冷却至室温，按比例加入无 Ｓｉ 的 Ｌ１ 培养基（Ｌ１⁃Ｓｉ）
（Ｇｕｉｌｌａｒｄ 和 Ｈａｒｇｒａｖｅｓ， １９９３） ［２３］，于 １５℃，光照强度为 ９０ μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１的恒温恒湿的气候室中培养，光暗

比为 １２ｈ：１２ｈ。
１．２　 实验方法

１．２．１　 实验设计

实验中共设 ４ 个温度梯度，分别为 ５℃、１０℃、１５℃、２０℃；在每个温度下再设 ３ 种培养基，分别为 Ｌ１⁃Ｓｉ 培

养基、Ｎ 限制 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基（Ｎ 浓度为 Ｌ１⁃Ｓｉ 中的 １ ／ １０，以下简称为 １ ／ １０Ｎ）、Ｐ 限制 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基（Ｐ 浓度为 Ｌ１⁃
Ｓｉ 中的 １ ／ １０，以下简称为 １ ／ １０Ｐ），共 １２ 种组合，每种组合设 ３ 个平行样，试验周期为 ４８ ｄ。

在实验正式开始前，将网状原角藻在相应的温度条件下驯化一个培养周期。
实验采用一次性培养的方法。 将近岸海水经过孔径为 ０．２２ μｍ 的微孔滤膜过滤并高温灭菌后，按照不同

的 Ｎ、Ｐ 浓度添加 Ｌ１培养基各种营养盐储备液（经 ０．２ μｍ 一次性无菌针头滤器（ø２５ ｍｍ， Ｐａｌｌ， ＵＳＡ）过滤除

菌），配制成实验需要的 ３ 种培养基，并将配制好的培养基置于实验需要的不同培养温度下进行同步化。 取

经驯化后的平台期藻细胞进行接种，初始接种密度均为 ５００ 个细胞 ／ ｍＬ，培养体积均为 １０００ ｍＬ，置于 ＧＺＸ⁃
２５０ＢＳ－Ⅱ型光照培养箱（上海新苗医疗器械厂）内培养，光强为 ９０ μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１，光暗周期为 １２ｈ：１２ｈ。 接

种当天取样，之后每 ３ ｄ 取一次样，时间为 １８：００ 点，试验中所测参数之所需样品的采集均同步进行。
１．２．２　 样品采集、处理及分析

（１）藻细胞计数、形态观察及比生长速率计算

自接种日起每 ３ 天取一次样，取样前轻轻晃动培养瓶，使藻液充分混匀。 取 ２ ｍＬ 藻液，加入 １％ Ｌｕｇｏｌ′ｓ
碘液固定，混匀后，用浮游植物计数板在 ＴＥ２０００ 倒置显微镜（Ｎｉｋｏｎ， Ｊａｐａｎ）下计数，同时观察细胞形态的

变化。
藻的比生长速率按以下公式计算：比生长速率（μ）＝ （ｌｎＮ１－ｌｎＮ０） ／ （ ｔ１－ｔ０）， 式中 μ 为比生长速率（ｄ－１），

Ｎ０和 Ｎ１分别为 ｔ０和 ｔ１时间的细胞密度。
（２） 毒素提取与分析

藻毒素提取：取 ２０ ｍＬ 藻液，低真空度抽滤至 ＧＦ ／ Ｆ 膜（ø２５ ｍｍ， ＷｈａｔｍａｎＴＭ， ＵＫ），同时收集滤液用于胞

外毒素分析。 将带有藻细胞的滤膜剪碎后，用 ４ｍＬ ８０％的甲醇冰浴中超声破碎，反复镜检，直至细胞全部破

碎。 ４℃，６５００ ｒｐｍ 离心 １０ ｍｉｎ，收集上清；重复提取一次，合并两次的上清液，８０％甲醇定容至 １０ ｍＬ。 用 ０．
２２ μｍ 的尼龙膜（ø１３ ｍｍ，艾杰尔，北京）过滤，滤液置于－２０℃保存至分析。

胞外毒素提取：根据 Ｐａｚ 等［１２］ 的方法并稍作调整收集滤液中的毒素。 具体洗脱步骤为：依次用 １０ ｍＬ
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７０％甲醇和 １０ ｍＬ ２０％的甲醇平衡固相萃取（ＳＰＥ）小柱后，将 ２０ ｍＬ 滤液上样到 ＳＰＥ 小柱；用 １０ ｍＬ ２０％的

甲醇洗脱 ＳＰＥ 小柱，弃掉洗脱液；之后，用 １０ ｍＬ ７０％的甲醇洗脱 ＳＰＥ 小柱，收集洗脱液，用 ０．２２ μｍ 的尼龙

膜过滤，滤液置于－２０℃保存至分析。
毒素的分析检测：采用高效液相色谱⁃串联质谱（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）法进行藻毒素和胞外毒素的检测。 液相

色谱⁃质谱系统为 Ａｇｉｌｅｎｔ１２００ 液相系统 （包括 Ｇ１３１１Ａ 四元泵、Ｇ１３１３Ａ 自动进样器，Ｇ１３１６Ａ 柱温箱）；
ＡＰＩ４０００ 三重四极杆质谱检测器（Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＧｍｂＨ， Ｇｅｒｍａｎｙ），离子源为 ＥＳＩ 电喷雾离子源；液相色

谱柱为 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ ＲＰ Ｃ１８ 柱（１５０×３．０ｍｍ， ５μｍ）。
液相色谱条件：流动相 Ａ 为水（含 ０．１％甲酸，５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵），流动相 Ｂ 为 ９５％乙腈水溶液（含 ０．１％甲

酸，５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵）；流速为 ０．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样体积 １０ μＬ，柱温 ３０℃，梯度洗脱程序如表 １ 所示。 质谱检测

条件：采用 ＥＳＩ＋ ／ －切换多参数扫描方式（ＭＲＭ），各项参数见表 ２ 和表 ３ 。

表 １　 液相梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ

时间 ／ ｍｉｎ
Ｔｉｍｅ

流速 ／ （ｍＬ ／ ｍｉｎ）
Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％ 时间 ／ ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ
流速 ／ （ｍＬ ／ ｍｉｎ）

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ０．３ ７０ ３０ ９．１ ０．３ ７０ ３０

２ ０．３ １０ ９０ １５ ０．３ ７０ ３０

９ ０．３ １０ ９０

表 ２　 多反应监测参数（正离子模式）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ）

Ｑ１ Ｍａｓｓ ／ （Ｄａ） Ｑ３ Ｍａｓｓ ／ （Ｄａ） Ｔｉｍｅ（ｍｓｅｃ） Ｔｏｘｉｎｓ ＤＰ ／ （ｖｏｌｔｓ） ＥＰ ／ （ｖｏｌｔｓ） ＣＥ ／ （ｖｏｌｔｓ） ＣＸＰ ／ （ｖｏｌｔｓ）

５０８．４ ４９０．４ １００ ＧＹＭ １００ １０ ３４ １０

６９２．３ ６７４．６ １００ ＳＰＸ１ １００ １０ ４４ １０

８７６．３ ８２３．３ １００ ＰＴＸ２ １００ １０ ３６ １０

８４２．５ ８２４．５ １００ ＡＺＡ１ １００ １０ ３０ １０
　 　 Ｑ１ Ｍａｓｓ： 四级杆质谱 １ Ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ １； Ｑ３ Ｍａｓｓ： 四级杆质谱 ３ Ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ３； Ｔｉｍｅ： 时间 ； Ｔｏｘｉｎｓ： 毒素； ＤＰ： 去簇电压

Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ；ＥＰ：射入电压 Ｅｎｔｒａｎｃｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ； ＣＥ： 碰撞电压 Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ；ＣＸＰ：碰撞室出口电压 Ｃｅｌｌ ｅｘｉｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ

表 ３　 多反应监测参数（负离子模式）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ）

Ｑ１ Ｍａｓｓ ／ （Ｄａ） Ｑ３ Ｍａｓｓ ／ （Ｄａ） Ｔｉｍｅ ／ （ｍｓｅｃ） Ｔｏｘｉｎｓ ＤＰ ／ （ｖｏｌｔｓ） ＥＰ ／ （ｖｏｌｔｓ） ＣＥ ／ （ｖｏｌｔｓ） ＣＸＰ ／ （ｖｏｌｔｓ）

８０３．６ ２５５．１ ２００ ＯＡ －１００ －１０ －６５ －１５

１１４１．６ １０６１．６ １００ ＹＴＸ －１００ －１０ －３６ －１５

１１５５．５ １０７５．５ １００ ｈＹＴＸ －１００ －１０ －３６ －１５

１１５７．５ １０７７．５ １００ ４５⁃ＯＨ⁃ＹＴＸ －１００ －１０ －３６ －１５

８０３．８ ２５５．２ １００ ＤＴＸ２ －１５０ －１０ －６５ －１５

８１７．９ ２５５．２ １００ ＤＴＸ１ －１２６ －１０ －６５ －１５
　 　 注：表中各参数的中英文含义同上表

１．２．３　 数据处理与分析

采用 ＳＰＳＳ１３ 统计软件分别进行方差的单变量分析和多重比较分析，分析不同温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原

角藻生长及产毒是否具有显著影响。 设定 α＝ ０．０５，数据以 Ｍ±Ｓ．Ｄ．表示（ｎ ＝ ３）。 当 Ｐ＜０．０５ 时具有显著性差

异，Ｐ＜０．０１ 时具有极显著差异。 另外，利用 Ｏｒｉｇｉｎ ９．０ 作图软件进行作图分析。

２　 实验结果

２．１　 温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原角藻（北黄海株）生长的影响

根据图 １ 和图 ２，温度和营养盐限制均对藻细胞的生长有影响，但影响的程度与细胞生长阶段不同。
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在所有温度条件下，网状原角藻（北黄海株）均在 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中生长最好，最大细胞密度和比生长速率

也出现在该培养基中， Ｐ 限制则显著抑制藻的生长。 以 １５℃为例，Ｐ 限制培养基中最大细胞密度和比生长速

率分别为 ０．４７×１０７个细胞 ／ Ｌ 和 ０．１３２ ｄ－１，仅为 Ｌ１⁃Ｓｉ 的一半，差异极显著（Ｐ＜０．０１）；另外，Ｐ 限制明显缩短了

藻细胞的指数生长期和稳定期，与 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基相比至少提前 ６ 天结束指数生长期；Ｎ 限制明显缩短了稳定期

的持续时间，对指数生长期藻细胞的生长影响不大。
温度的影响主要体现在 Ｌ１⁃Ｓｉ 和 Ｎ 限制培养基中藻细胞指数生长期阶段，在此阶段藻细胞的生长基本与

温度变化呈正相关，高温区（１５℃和 ２０℃）和低温区（５℃和 １０℃）之间细胞密度差异显著（Ｐ＜０．０５）。 但在 Ｐ
限制培养基中，５—１５℃范围内藻细胞的生长与温度变化呈负相关。 指数生长期后，温度的影响在营养盐限制

的培养基中变得不明显，藻细胞密度均开始下降并快速进入衰败期；２０℃Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中藻细胞也表现出相似

的生长情况，但其余温度下藻细胞在经过较长的稳定期后密度又出现“返增”现象。

图 １　 不同温度和营养盐条件下网状原角藻（北黄海株）的生长情况

Ｆｉｇ．１　 Ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ Ｐ． ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ

２．２　 温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原角藻（北黄海株）产毒的影响

２．２．１　 温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原角藻（北黄海株）胞内 ＹＴＸ 含量的影响

ＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检测发现，网状原角藻（北黄海株）主要产 ＹＴＸ 及少量 ＹＴＸ 衍生物，其中 ＹＴＸ 占到 ９６％，
所以本实验中主要以 ＹＴＸ 含量的变化来考察温度和 Ｎ、Ｐ 限制对其产毒的影响。

研究发现，在所有培养条件下，网状原角藻（北黄海株）胞内 ＹＴＸ 含量随着藻细胞的生长阶段有着相同的

变化的趋势：指数生长期藻细胞内 ＹＴＸ 含量较稳定，从指数生长期后期开始，胞内 ＹＴＸ 浓度开始急剧增加，
稳定期末期时达到最高，之后开始下降。
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　 图 ２　 不同温度和营养盐条件下网状原角藻（北黄海株）比生长速

率的变化

Ｆｉｇ．２　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ Ｐ． ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ ｉｎ ｔｈｅ

ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ｐｈａｓｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ

与无营养盐限制相比，Ｎ、Ｐ 限制能显著提高网状

原角藻（北黄海株）胞内 ＹＴＸ 的含量。 １ ／ １０Ｎ 培养基

中，从指数生长期后期或稳定期前期，各温度下胞内

ＹＴＸ 含量开始明显升高，但这种变化与温度变化呈负

相关：５℃ 时 ＹＴＸ 含量最高，约为 ３０ ｐｇ ／细胞 １５℃ 和

２０℃时毒素含量降低到 ２０ ｐｇ ／细胞左右；１ ／ １０Ｐ 培养基

中，从指数生长期的中期开始，胞内 ＹＴＸ 含量就开始升

高，略早于 Ｌ１⁃Ｓｉ 和 １ ／ １０Ｎ 培养基。 在 ５—１５℃范围内，
胞内 ＹＴＸ 毒素含量随温度升高而升高，２０℃时，毒素含

量开始下降，其中 １５℃ 时稳定期末期单个藻细胞中

ＹＴＸ 毒素含量最高，达到 ９２．６ ｐｇ ／细胞，显著高于其余 ３
个温度（Ｐ＜０．０１）（图 ３）。

图 ３　 不同温度和营养盐条件下网状原角藻（北黄海株）胞内 ＹＴＸ 浓度变化情况

Ｆｉｇ．３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ＹＴＸ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ． ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ

２．２．２　 温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原角藻（北黄海株）胞外

ＹＴＸ 含量的影响

滤液中的 ＹＴＸ 毒素主要来源于藻细胞正常代谢分

泌和死亡细胞的释放而来。 指数生长期和稳定期细胞死亡较少，滤液中的毒素主要来源于藻细胞的代谢分

泌，而稳定期以后细胞逐渐衰败死亡，胞内大量毒素释放。 为了客观地评价温度和营养盐限制对网状原角藻

胞外 ＹＴＸ 毒素含量的影响，本研究只比较指数生长期和稳定期滤液中毒素含量的变化。 为了便于胞内和胞
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　 图 ４　 不同温度和营养盐条件下指数生长期和稳定期滤液中 ＹＴＸ

毒素的细胞配比

Ｆｉｇ．４ 　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ＹＴＸ （％） ｉｎ ｔｈｅ ｍｅｄｉａ ｆｉｌｔｒａｔｅｓ ｏｆ Ｐ．

ｒｅｔｉｃｕｌａｔｕｍ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｏｎｅｎｔｉａｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｎｕｔｒｉｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ

外毒素进行比较，根据测定的滤液中毒素的浓度及相应

的细胞密度，将滤液中 ＹＴＸ 毒素折算成单细胞浓度，从
而比较胞内和胞外毒素的细胞配额的变化。

从图 ４ 可以看出，在所有培养条件下及各个不同的

生长阶段，滤液中 ＹＴＸ 毒素的浓度均很低。 不论是指

数生长期还是稳定期，Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基滤液中 ＹＴＸ 毒素含

量显著高于 Ｎ 和 Ｐ 限制下滤液中 ＹＴＸ 毒素含量（Ｐ＜０．
０１），且随温度升高明显升高； Ｎ 和 Ｐ 限制均不利于

ＹＴＸ 的释放，高温能加剧 Ｎ 限制下 ＹＴＸ 毒素的释放，
但对 Ｐ 限制无显著影响。

３　 讨论

３．１　 温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原角藻（北黄海株）生长

的影响

温度是影响赤潮生物生长、繁殖、代谢等的重要环

境因子，也是赤潮爆发的关键影响因子之一。 每种赤潮生物都有自己生存的最适生长温度和温度范围。 本研

究中采用的网状原角藻是 ２０１４ 年 ５ 月首次分离自我国的北黄海海域，当时该藻以较高密度存在于 ５ ｍ 以内

的表层海水中，海水表层温度在 １５℃左右。 而本研究的实验结果表明，在 ２０℃的 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中，藻细胞比生

长速率和指数生长期结束时藻细胞密度最高，分别为 ０．２５６ ｄ－１和 １．１×１０７个细胞 ／ Ｌ，比 １５℃时略高（分别为 ０．
２５２ ｄ－１和 １．０４×１０７个细胞 ／ Ｌ）；但在 ２０℃时，藻细胞在指数期结束后很快就进入衰退期，藻细胞密度降为原来

的 ７０％；而 １５℃条件下，藻细胞在经过较长的稳定期后细胞密度又开始增加。 另外，在预实验中我们也发现，
２０℃培养时，藻细胞的生长周期比低温度条件下短，２５℃培养条件下藻细胞密度很低，且藻细胞严重变形；而
３０℃时在接种后的较短时间内藻细胞即死亡（预实验的结果，未显示），可见，该株藻适宜在较低温度下生长。
Ｇｕｅｒｒｉｎｉ 等［１８］和 Ｒöｄｅｒ 等［１３］分别以分离自意大利和德国近岸海域的网状原角藻进行研究也发现 ２０℃和 １５℃
分别是上述两株藻的最适生长温度。 Ｋｏｉｋｅ 等［２４］在对日本北部 Ｏｋｋｉｒａｉ Ｂａｙ 水体中网状原角藻种群的季节变

化进行了 １ 周年的调查后发现，温度在 ８．２３—１９．９９℃范围内，水体中能够检测到网状原角藻细胞，形成赤潮

并且细胞密度达到峰值时水温在 １４．３—１６．５３℃之间。 在我国北黄海海域分离到的网状原角藻与上述研究中

的藻株的适宜生长温度非常接近，推测其在北黄海海域大量增殖并引发赤潮最有可能是在春末夏初季节，这
与现场调查结果也一致。 Ｏｋｏｌｏｄｋｏｖ 等［２５］在通过分析 １９７６—１９９９ 年期间欧亚北极地区的 ２８ 次调查（５３９ 个

站位，１８１０ 个样品）的数据和 ５００ 多篇相关文献后绘制了部分甲藻的全球分布特征图，其中网状原角藻分布

范围大致在 ２５—０℃等温线之间，主要分布在 １５℃等温线附近海域。 上述研究结果也解释了为什么在热带海

域较少发生该藻赤潮［２４， ２６⁃２７］。
水体中氮、磷的种类、组成和含量不仅对赤潮生物的生长、生理生化过程有着重要的影响，而且对赤潮形

成的规模和程度也起着决定性的作用。
本研究结果表明，网状原角藻（北黄海株）的生长更多地受 Ｐ 限制的影响而不是 Ｎ 限制，藻细胞大量增殖

时对 Ｐ 的需求较大，当环境中 Ｐ 的浓度比较低时，Ｐ 可能成为网状原角藻（北黄海株）生长的限制因子。 这与

Ｇｕｅｒｒｉｎｉ 等［１８］和 Ｒöｄｅｒ 等［１３］对网状原甲藻的研究结果相同，也与其他许多产腹泻性贝毒［２８⁃２９］ 和麻痹性贝

毒［３０⁃１］的甲藻中的研究结果相同。 另外，Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ 等［２１］ 开展的网状原角藻对大量营养盐需求的研究结果也

间接证实了上述结论。 他们发现，Ｌ１培养基中 Ｐ 的浓度远远不能满足网状原角藻生长的需要，当 Ｐ 的浓度增

加到 ２１７ μｍｏｌ ／ Ｌ（６×Ｌ１）时藻细胞的生长速率和生物量达到最大，超过此浓度藻细胞的生长才会受到抑制；而
Ｎ 在 ８８２ μｍｏｌ ／ Ｌ（１×Ｌ１）—８８２４ μｍｏｌ ／ Ｌ（１０×Ｌ１）浓度范围内对藻细胞的生长均无明显影响，本研究中将 Ｎ 浓
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度降低至 ８８．２ μｍｏｌ ／ Ｌ（１ ／ １０×Ｌ１）时，对藻细胞的生长影响也不显著，推测该藻对 Ｎ 浓度的改变不敏感。 但是

根据实验室的研究结果外推现场中藻的生长状况是很难的，即便是现场调查的结果，也很难得出确切的结论，
如 Ｋｏｉｋｅ 等［２４］在现场调查中发现环境中的 Ｎ 和 Ｐ 浓度与网状原角藻的爆发性增殖之间的没有相关性，网状

原角藻赤潮发生前后水体中 Ｎ 和 Ｐ 的浓度始终处于较低的浓度水平。
研究中还发现，稳定期后期，Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中藻细胞密度却出现明显的返增现象，这可能是取样后期培养

瓶中培养液体积减少，空气增多，细胞周围气体不断更新和交换，加之 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中 Ｎ、Ｐ 营养盐本身就过

量，培养后期仍有剩余，几种因素共同促进了细胞的生长和繁殖。 由于本研究并未对培养过程中营养盐的变

化进行检测，所以 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中藻细胞密度在衰败期返增现象的具体原因还需要进一步的研究。
３．２　 温度和 Ｎ、Ｐ 限制对网状原角藻（北黄海株）产毒的影响

温度对有毒甲藻产毒能力的影响存在明显的种间差异，即使是同一种甲藻，不同地理株系间产毒情况也

不完全相同。 本研究中，在无营养盐限制的 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中，温度对网状原角藻（北黄海株）的产毒能力影响

不大。 这与 Ｍａｎｕｅｌ［３２］研究分离自格陵兰岛附近海域的网状原角藻产 ＹＴＸ 的能力随温度变化情况相一致；而
Ｒöｄｅｒ 等［１３］的研究表明分离自德国北海湾的网状原角藻在低温下产 ＹＴＸ 的能力更强；另外，Ｇｕｅｒｒｉｎｉ 等［１８］研

究却发现，在较高温度（２６℃）下，分离自意大利海域的网状原角藻能够产生更多的 ＹＴＸ。 但是，温度对藻细

胞产毒的影响在有营养盐限制或不足时变得比较显著，这可能是营养盐限制使毒素合成过程中某些酶的活性

对温度更加敏感，从而直接或间接影响毒素的合成。

有研究表明，在营养平衡的条件下，藻类产毒量往往较低；而当营养失衡，尤其是在低磷浓度的条件下，能
够刺激藻类产毒增加，高浓度溶解无机磷，往往不利于毒素的蓄积［３３］，本研究结果也支持上述观点。 在 １５℃
Ｐ 限制培养基中稳定期的藻细胞中 ＹＴＸ 含量最高，达到 ９２．６ ｐｇ ／细胞，是同一温度相同生长阶段 Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基

中的 ７ 倍有余。 由于 Ｐ 限制情况下，细胞密度显著降低而细胞体积变大，如果以单位体积培养液来衡量毒素

含量的变化，那么磷限制对毒素合成的影响就明显削弱了，类似的结果在以往对亚历山大藻的研究中已被多

次报道［３４⁃３７］。 尽管如此，Ｐ 限制下单位体积培养液中 ＹＴＸ 的含量仍是营养盐平衡条件下的 １．５—２ 倍。
甲藻对营养物质吸收的能力比其它藻类差，在营养限制条件下，甲藻的竞争能力会比其他硅藻和无毒甲

藻差［３８］，而毒素的产生可能是其对低营养利用率的一种补偿性竞争策略［３９］，可以作为对摄食浮游藻类生物

的威慑，防止被摄食；当营养不平衡时，毒素作为营养储存化合物，也可以减轻某些过剩营养物质对藻造成的

不利影响［３４， ４０］。 ＹＴＸ 为多环聚醚类化合物，其分子中不含 Ｎ、Ｐ 原子，营养盐对其合成的影响可能是通过直

接或间接影响与 ＹＴＸ 合成相关酶及相关中间产物来实现的。 通过稳定性同位素投喂实验发现，ＹＴＸ 分子中

碳骨架结构起源于聚酮类化合物（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓ） ［４１］，而聚酮类化合物碳链的组装在一定程度上与脂肪酸的合成

相关［４２］。 根据以上推测，当 Ｎ、Ｐ 限制时，ＹＴＸ 毒素的合成可能与网状原角藻细胞的脂肪酸代谢有关，但这需

要实验来验证。
关于滤液中 ＹＴＸ 的含量，Ｇｕｅｒｒｉｎｉ 等［１８］与 Ｐａｚ 等［１１］均认为滤液中检测到的 ＹＴＸ 是由细胞死亡后释放到

培养基中导致的。 本研究的结果也基本与上述观点一致，高温及稳定期中后期后死亡细胞增多，滤液中的

ＹＴＸ 浓度升高。 但本研究中，无论在什么培养条件下，整个培养过程中，只有很少一部分 ＹＴＸ 释放到滤液中，
这与 Ｒöｄｅｒ 等［１３］对分离自德国北海的网状原角藻在 Ｎ 限制下释放 ４３％的 ＹＴＸ 毒素到滤液中的研究结果不

同，这可能由于不同株系、不同培养条件及检测方法等不同所导致。

４　 结论

温度和营养盐限制对网状原角藻（北黄海株）生长和产毒均有影响，其中营养盐的影响更为显著和强烈。
本研究中，网状原角藻（北黄海株）在 １５℃Ｌ１⁃Ｓｉ 培养基中生长最好；Ｎ、Ｐ 限制均有利于 ＹＴＸ 毒素的合成

和累积，１５℃时 Ｐ 限制培养基中胞内 ＹＴＸ 含量最高。
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