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摘要: 碱性磷酸酶(Alkaline phosphatase, AP)是浮游植物在磷胁迫状态下表达的一种水解有机磷源的

胞外酶, 可用于指示海区浮游植物的磷胁迫状态。本研究于 2013 年 7 月, 对秦皇岛近海抑食金球藻

(Aureococcus anophagefferens)褐潮发生期间浮游植物的碱性磷酸酶活性(AP activity, APA)进行研究, 结

合其他理化参数, 分析藻华发生时浮游植物的磷营养状态及其对海水中磷源的水解与利用情况。结果

表明, 褐潮发生时, 抑食金球藻细胞密度高达 108 个/L, 溶解有机磷(Dissolved organic phosphorus, DOP)

成为浮游植物生长利用的主要磷源。抑食金球藻的细胞密度受到海水中 NO3
–、DOP、溶解无机磷

(Dissolved inorganic phosphorus, DIP)浓度等的显著影响。浮游植物大量表达 AP 水解 DOP, 平均 APA

高达 217.72 nmol/(µg·h)±90.86 nmol/(µg·h)(350.44 nmol/(L·h)±130.57 nmol/(L·h)), 且 APA 随浮游植物生

物量增大而显著增加。该结果表明抑食金球藻褐潮发生时, 海区遭受严峻的磷胁迫甚至限制。磷源, 尤

其是有机磷源的可利用性可能在秦皇岛海区抑食金球藻褐潮的发生和维持中起关键作用。  
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2009 年以来, 在渤海湾的秦皇岛近岸海域连续

发生了抑食金球藻(Aureococcus anophagefferens)“褐

潮”[1-2]。褐潮是继赤潮和绿潮之后, 我国出现的又

一藻华新类型。秦皇岛海域是中国扇贝养殖规模最

大的区域之一 , 每当褐潮发生时 , 近海的养殖经济

和滨海旅游业都遭受重创[3-7]。 

美国是最早发生抑食金球藻褐潮的国家[8-9]。有

学者认为, 海水中溶解有机氮浓度的升高是美国株抑

食金球藻褐潮发生的关键因子之一[10-11]。褐潮主要在

无机氮浓度较低有机氮浓度较高的条件下发生[12-14]。

而近几十年来, 渤海海域的营养盐结构已经由潜在

的氮限制逐渐演变为现今的磷限制[15-16]。秦皇岛抑

食金球藻褐潮发生时, 海区可能处于磷限制的环境

中。在磷缺乏时, 浮游植物可以通过表达碱性磷酸酶

(alkaline phosphatase, AP)来利用溶解态有机磷

(dissolved organic phosphorus, DOP)[17-18]。这种特性

使碱性磷酸酶活性(AP activity, APA)可以作为浮游

植物磷胁迫水平的指标[19-20]。因此, 研究海区浮游植

物的 APA可以指示该海域浮游植物的磷营养生理状

态, 并揭示其对 DOP的水解利用能力。 

本研究于 2013年 7月 23~25日对秦皇岛近海进

行海上调查, 重点研究抑食金球藻褐潮发生期间海

区 APA 水平, 同时结合其他理化因子数据, 分析褐

潮发生期间浮游植物的磷营养生理状态, 揭示 DOP

的生物可利用性, 以期为秦皇岛褐潮的暴发机制从

营养生理学角度提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  采样时间与站位 

自 2009 年以来, 秦皇岛近海几乎每年都暴发抑

食金球藻褐潮, 褐潮持续数十天至数月不等[3-7]。其

中 2013 年发生的抑食金球藻藻华, 为当年我国持续

时间最长和单次过程影响面积最大的藻华, 分别为

98 d(5月 25日~8月 31日)和 1 450 km2[6]。本次调查

于 2013年 7月 23~25日褐潮的高发持续期内, 在秦

皇岛海域(119.44°~119.74°E; 39.71°~39.90°N)进行采

样, 共采集 4个断面, 每个断面 5个站位(图 1)。 
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图 1  秦皇岛海域采样站位图 

Fig. 1  Sampling stations in the Qinhuangdao coastal waters 

 

1.2  采样与参数检测 

秦皇岛近海海域水深较浅(<25 m), 表底层海水

混合较为均匀, 故只采集表层海水进行实验。海水使

用有机玻璃采水器进行采集。水温和盐度由美国 YSI 

6600V2 现场检测, 使用前用标准溶液对仪器的盐度

和温度参数进行校正。采集的海水用 150 µm孔径筛

绢去除大型浮游动物后, 经 GF/F滤膜过滤用于测定

营养盐。溶解态无机氮(dissolved inorganic nitrogen, 

DIN)、溶解态无机磷(dissolved inorganic phosphorus, 

DIP)、活性硅酸盐(SiO3
2–)和溶解态有机磷(dissolved 

organic phosphorus, DOP)检测按照国家《海洋调查规

范》 (GB/T12763-2007)[21]进行 , 其中 DIN=NO3
– + 

NO2
– + NH4

+。抑食金球藻的密度采用流式细胞仪

(BD, FACSCALIBUR)进行检测, 叶绿素 a(Chl a)是将

水样过滤于 GF/F 膜上, 由叶绿素荧光仪(TURNER, 

Trilogy)测定。 

APA 的采样是将水样过滤于 0.22 µm 的醋酸纤

维膜上并立即保存于液氮中 , 回到实验室后 , 参考

Hoppe[22]及 Pettersson等[23]的方法进行测定。APA的

表达单位采用单位水体 APA(单位: nmol/(L·h))与单

位叶绿素 APA(单位: nmol/(µg·h))及单位细胞 APA 

(fmol/(个·h))表示。 

1.3  数据处理与分析 

文中的数据分析均在统计学软件 SPSS 13.0 中

进行, 分布图使用 Surfer 11 软件完成, 主成分分析

的软件为 Canoco 4.5。 

2  结果 

2.1  理化环境因子 

调查期间 , 秦皇岛海域的温度由北向南递增 , 

由近岸向外海递减; 盐度的分布趋势刚好相反 , 近

岸盐度低, 外海盐度高。DIN、DIP、SiO3
2–均呈现出由

近岸向外海减小的趋势, 平均值分别为 42.06 µmol/L± 

22.39 µmol/L、0.15 µmol/L ± 0.11 µmol/L和 34.3 µmol/L± 

4.0 µmol/L(表 1)。无机态 DIN/DIP 平均比值高达

347.5±179.8, 表明海区浮游植物处于磷胁迫甚至磷

限制状态。DOP浓度是DIP浓度的 32.1±21.5倍, DOP

是海区浮游植物可利用的主要磷源。 

 
表 1  秦皇岛海域各理化环境因子的变化范围与平均值 
Tab. 1  Ranges and average values of different environmental parameters in the coastal waters of Qinhuangdao 

理化参数 温度(℃) 盐度 DIN(µmol/L) DIP(µmol/L) DOP(µmol/L) SiO3
2–(µmol/L) DIN/DIP 

范围 24.4~26.3 28.9~29.6 22.64~124.14 0.06~0.55 0.06~4.71 29.3~46.6 67.2~769.7

平均值 25.5±0.53 29.2±0.2 42.06±22.39 0.15±0.11 3.39±1.54 34.3±4.0 347.5±179.8

 

2.2  浮游植物丰度变化 

Chl a 在整个海域中变化范围为 0.88~3.09 µg/L, 

平均值为 1.71 µg/L ± 0.57 µg/L(图 2)。靠北的两个断

面 Chl a浓度显著高于南面的两个断面(P<0.05)。 抑

食金球藻在整个研究海域的浮游植物群落中占绝对

优势 , 其密度分布趋势为外海高于近岸 , 平均细胞

密度高达 10.64 个/L ± 5.59×107 个/L。Chl a与抑食

金球藻密度显著正相关(P<0.05)。 

2.3  碱性磷酸酶活性 

单位水体 APA与单位 Chl a APA(APAChl a)以及

单位细胞 APA(APAcell)变化趋势相似 , 均在最北的

断面具有最大平均值 , 且由近岸向外海逐渐增大 , 

表明北部靠外海域的浮游植物遭受磷胁迫甚至限

制较为严重(图 3)。单位水体的 APA 的平均值为

350.44 nmol/(L·h)±130.57 nmol/(L·h), 最高值出现

在北部最靠外的站位, 最大值为 534.01 nmol/(L·h); 

APAChl a变化范围为 58.2~389.8 nmol/(μg·h), 在最南

部和最北部的两条断面出现高值。APAcell 平均值为

3.86 fmol/(个·h) ± 2.06 fmol/(个·h)。 

海域浮游植物的APA(包括单位水体APA与APAChl a

以及 APAcell)与各理化环境因子之间相关性分析结果表

明, 单位水体 APA 随温度的升高而显著降低(P<0.01); 

APAChl a随 DIP浓度的下降而显著上升(P<0.05)。 
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图 2  秦皇岛海域的叶绿素 a与抑食金球藻密度分布 

Fig. 2  The distribution of Chl a and cell densities of Aureococcus anophagefferens in the Qinhuangdao coastal waters 

 

图 3  秦皇岛海域的单位水体 APA与单位叶绿素 APA及单位细胞 APA分布 

Fig. 3  The distribution of APA and APAChl a and APAcell in the Qinhuangdao coastal waters 

 

2.4  抑食金球藻的密度与各理化环境因子

的关系分析 

对抑食金球藻的密度与海区各理化环境因子进

行 PCA 分析, 结果表明, 秦皇岛海域抑食金球藻的

细胞密度与温度、盐度、NO3
–、DOP和 DIP等因子

呈正相关关系, 与 APAChl a、SiO3
2–和 NH4

+呈负相关

(图 4)。 

3  讨论 

海水中的无机 N/P 比常被用于指示水体可能存

在的营养限制的情况, 一般正常的 N/P 比值为 16︰

1[24], 而当该比值大于 20~30 的时候, 即意味着浮游

植物处于磷限制状态[25]。作者的研究结果表明 2013

年 7 月份, 在秦皇岛海域抑食金球藻褐潮暴发期间, 

海区DIP的平均浓度为 0.15 μmol/L, DIN/DIP的比值

平均为 347.5, 最高达 769.7, 远远超出了海水中正常 

 

图 4  抑食金球藻丰度(图中 AA 表示)与理化环境因子的

PCA二维排序图 

Fig. 4  Two-dimensional graph of PCA plot with Aureo-
coccus anophagefferens richness (AA) and envi-
ronmental factors 
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的无机氮磷比值, 说明海区浮游植物遭受严重的磷

胁迫甚至磷限制。这与蒋红等[15]对渤海近 20年的营

养盐变化趋势分析得出的结论是一致的; 他们提出

了 20世纪 90年代与 80年代相比, 氮磷比值升高, 渤

海水域由氮限制逐步向磷限制方向演化。曹宇峰等[16]

也进一步证明, 渤海海域的 N/P比已经由 20世纪 80

年代初的 2︰1~3︰1逐步上升到了 2008年的 67︰1, 

局部高达 200︰1。2009 年以来, 秦皇岛褐潮的暴发

几乎都是始于 5月底 6月初, 7月份藻华密度持续升

高, 直至 8月份才开始衰亡。在磷限制的条件下, 抑

食金球藻维持了长时间的藻华, 除了具有细胞内部

磷库的支撑, 还有可能通过表达 AP 水解 DOP 而获

得 PO4
3–。Wurch 等[17]用蛋白质组学方法研究发现, 

抑食金球藻在磷缺乏条件下, AP 的表达量会大量增

长。而 Wurch 等[18]认为在磷缺乏的条件下, 抑食金

球藻可以通过以下 4 种途径增强其对磷的利用或保

存能力: (1)对 5′-核苷酸酶及 AP的正调控; (2)通过表

达更多的磷转运蛋白或者切换到更有效的磷转运蛋

白以增强其转运磷的能力; (3)通过将磷脂质转化成

硫脂质以降低细胞的磷需求; (4)调整它的糖酵解途

径。这些研究都表明, 抑食金球藻在磷限制条件下, 

具有表达 AP以利用 DOP的能力。 

APAChl a与 PO4
3–浓度之间显著负相关, APA的高值

区主要集中在 PO4
3–浓度小于 0.20 µmol/L 的站位, 表明

浮游植物在低磷下诱导表达AP, 随着褐潮生物量的增加, 

海区遭受的磷胁迫甚至磷限制加剧。调查过程中APAcell

的平均值为 3.86 fmol/(个·h)±2.06 fmol/(个·h), 假设抑食

金球藻的 1 天生长速率高达 1, 其单位细胞的最小颗粒

磷含量为 3.41 fmol/个(根据室内实验结果假设), 因此抑

食金球藻细胞倍增的磷需求为 0.14 fmol/(个·h)。由此可

见, 秦皇岛褐潮发生期间, 其 APA 的水解速率远远

大于磷需求。该海域中 DOP占总磷的 10.5%~98.6%, 

所以 DOP 在秦皇岛褐潮发生期间, 对浮游植物的磷

补给上起重要的作用。 

在秦皇岛褐潮发生期间的单位 APA 与 APAChl a

水平约为同年 4~5月东海调查海域的 APA的 5.70和

1.85倍。经研究, 东海海区也是一个磷限制海区, 磷

营养盐含量和结构的变化可能在东海原甲藻藻华的

发生中起重要作用[26-27]。而本次调查中由于实验条

件的限制 , 作者采集的秦皇岛海域褐潮发生期的

APA 样品是过滤到膜(孔径 0.22 µm)上的生物样品, 

因而检测的主要是颗粒态的 APA, 并不包含游离态

APA。因此, 作者推论, 该海区褐潮发生时, 整个水

体中的 APA 水平可能还要更高。目前, 对于抑食金

球藻在中国得以发生褐潮的营养发生机理的研究基

本处于空白。而美国株抑食金球藻褐潮的发生, 则更

多的强调氮源, 尤其是有机氮源在褐潮发生中的作

用。鉴于本文的研究结果, 作者认为, 磷源可能在中

国株抑食金球藻褐潮的发生中发挥重要作用, 研究

有待深入开展。 

4  结论 

2013 年 7 月, 秦皇岛抑食金球藻褐潮发生期间, 

海区的浮游植物处于严重的磷胁迫甚至限制状态 , 

随藻华生物量的升高, 浮游植物磷胁迫加剧。抑食金

球藻的细胞密度与海水中 NO3
–、DIP和 DOP正相关。

DOP 是海水中的主要可利用的磷源, 抑食金球藻大

量表达 APA, 迅速水解利用 DOP。浮游植物对 DOP

的水解利用可能是褐潮得以发生和长时间维持的重

要原因之一。 
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Abstract: Alkaline phosphatase (AP) is a type of ectoenzyme that is expressed by phytoplankton under phosphorus 

(P) stress states and can hydrolyze dissolved organic P (DOP). AP has been widely used to indicate the P stress 

status of phytoplankton in the sea. In this study, the AP activity (APA) of phytoplankton during the brown tide of 

Aureococcus anophagefferens that occurred near the coastal waters of Qinghuangdao was investigated in July 2013. 

The P status of phytoplankton and the capability of phytoplankton in using DOP during the bloom were analyzed. 

The results show that the density of A. anophagefferens was as high as 108 cells/L when the bloom occurred in the 

coastal area of Qinhuangdao. DOP was the main P source for phytoplankton growth. The densities of A. ano-

phagefferens showed positive correlations with NO3
−, DOP, dissolved inorganic P, and so forth. Phytoplankton ex-

pressed abundant AP, and the average APA in water reached as high as 217.72 nmol/(µg·h)chla ± 90.86 nmol/(µg·h)chla 

(350.44 nmol/(L·h) ± 130.57 nmol/(L·h)). APA increased significantly with phytoplankton biomass. Our results 

suggest that A. anophagefferens experienced severe P stress or even P limitation when the brown tide occurred. The 

bioavailability of P, particularly DOP, may play a key role in the occurrence and persistence of the brown tide of A. 

anophagefferens in the coastal waters of Qinhuangdao. 
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