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不同磷源对米氏凯伦藻生长和碱性磷酸酶活性的影响 

庞  勇1, 3 , 聂  瑞2, 3 , 吕颂辉3   

(1. 海南省海洋与渔业科学院, 海口 海南 570125; 2. 海南省海洋监测预报中心, 海口 海南 570206; 3. 暨南

大学 赤潮与海洋生物学研究中心, 广州 广东 510632) 

摘要: 为了解米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi)赤潮形成的磷营养机理, 作者研究了不同磷源[三磷酸腺

苷二钠盐(Adenosine disodium triphosphate, ATP)、甘油磷酸钠(sodium glycerophosphate, G-P)、卵磷脂

(lecthin, LEC)和 NaH2PO4·2H2O]对其生长和藻细胞碱性磷酸酶活性(alkaline phosphatase activity , APA)

的影响。结果表明: (1)米氏凯伦藻可以有效利用无机磷(NaH2PO4·2H2O), 对有机磷源如三磷酸腺苷二钠

盐(ATP)、甘油磷酸钠(G-P)也能有效利用, 但不能有效利用卵磷脂(LEC); (2)米氏凯伦藻碱性磷酸酶的

检测中, 在起始阶段, 不同磷源(ATP, G-P, LEC 和 NaH2PO4·2H2O)的米氏凯伦藻 APA 达到最大值, 米氏

凯伦藻的 APA 分别为 6.0, 10.5, 8.0 和 0.4 pmol/(个·h)。随培养时间的持续, 各有机磷培养基中米氏凯

伦藻的 APA 均表现出先逐渐减小, 而后增强, 最后在最大值维持的趋势, 而以 NaH2PO4·2H2O 为磷源

的米氏凯伦藻的 APA 没有明显的增加; (3)单个细胞的米氏凯伦藻的 APA 位点分布明显, 大致位于细胞

表面。通过研究发现, 米氏凯伦藻在外界环境无机磷限制的条件下, 能够较好地吸收利用有机磷维持

生长, 印证了近年来米氏凯伦藻赤潮频繁地发生在磷限制海域的事实。  
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米氏凯伦藻(Karenia mikimotoi Hansen)属于裸

甲藻目(Gymnodiniales), 凯伦藻属(Kerenia), 能分泌

溶血性毒素和鱼毒素, 有溶解鱼类鳃组织细胞的作

用。中毒鱼鳃出现鳃小叶上皮细胞增生、邻近鳃小

叶黏连、上皮细胞脱落、鳃血管破裂、血细胞渗出

等组织病理现象。鳃小叶作为鱼类呼吸系统的重要

组成部位 , 一旦发生上述病变 , 必将影响到鳃的呼

吸、分泌、排泄等功能, 最终造成鱼类的死亡。米氏

凯伦藻分布广泛 , 是近年来常见的赤潮生物 , 并且

已经在澳大利亚、北欧各国、日本、新西兰、南美、

北非、中国香港等地引发过赤潮灾害, 造成了严重的

渔业经济损失[1-2]。1998年 3~4月份, 中国大鹏湾、

深圳湾、珠江口及内伶仃岛一带海域和香港海域发

生的大规模米氏凯伦藻赤潮, 导致深圳经济损失超

过千万人民币, 香港渔农损失超过 3 亿港元[3-4]。可

见, 研究米氏凯伦藻的营养生理、了解米氏凯伦藻赤

潮的形成规律, 对于减少水产养殖业损失、保护海洋

生态环境, 有着重要的现实意义。 

碱性磷酸酶(alkaline phosphatase, AP) 是参与藻

细胞磷代谢和信号肽转导的一种胞外磷酸酶, 也是

目前研究最多、最重要的一种酶, 其通过诱导方式产

生 , 作用的底物范围很广 , 能水解以单磷酸脂为主

的各式有机磷复合物。唐洪杰[5]等摸索了微藻中碱性

磷酸酶活性的测定方法, 为后来在微藻中碱性磷酸

酶的研究提供了一定技术基础。而碱性磷酸酶活性的

表达也会受环境介质的影响, 比如pH、金属离子等[6-7]。

王丹[8]等对旋链角毛藻(Chaetoceros curvisetus)碱性磷

酸酶的研究发现该藻能利用细胞内源磷库以补偿外

源磷的降低对细胞生长的影响, 在无机磷匮乏而有

机磷丰富的环境内可以通过诱导碱性磷酸酶分解溶

解态非活性磷获得生长所需的磷。欧林坚[9]等研究赤

潮藻对无机磷源的竞争生长中发现, 碱性磷酸酶在

磷胁迫条件下大量表达, 能够水解水体中的溶解态

有机磷(DOP), 可以有效利用代谢产生的有机磷源。 

藻类对不同形态的有机磷源的利用率存在差异, 
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一般来说, 利用率取决于有机磷的分子量大小。对

大分子而言 , 分子量太大 , 藻类对其利用率可能很

低 , 而小分子的有机磷源则可能会有很高的利用

率。在无机磷耗尽的寡营养海区, AP对浮游植物再

利用溶解态有机磷维持生长具有重要意义, 不同种

类浮游植物利用 AP 降解溶解性有机磷的能力甚至

关系着种群的存亡[10]。本研究选用广东沿海常见的

赤潮藻种, 选取了 3 种有机磷源 ATP、LEC、G-P

和一种无机磷源 NaH2PO4·2H2O, 研究米氏凯伦藻

对不同磷源的吸收利用特征, 揭示和补充米氏凯伦

藻赤潮形成的磷营养机理。所以在不同磷源下对米

氏凯伦藻的生长和碱性磷酸酶活性进行研究, 显得

非常有意义。 

1  材料与方法 

1.1  藻种来源及培养 

实验所用米氏凯伦藻来至大亚湾海域, 分离纯

化后保存于暨南大学藻种库。 

藻种采用 f/2培养基, 光照强度为 5 000 lx, 光暗

比为 12 h︰12 h, 培养所用海水来至大亚湾, 盐度为

29.3。正式实验前需对米氏凯伦藻进行营养条件驯化, 

取生长指数期的藻种接种于低营养的培养基

(NaH2PO4·2H2O为 4 μmol/L的 f/2培养基, 其余组分

及其浓度保持不变)中, 每天检测培养基中的溶解性

无机磷及藻细胞数目。当培养基中的溶解性无机磷

的浓度低于仪器检出限, 且藻细胞停止生长 3 d 后, 

即认为该藻种已达到磷饥饿状态。 

1.2  实验设置 

以 f/2 培养基为基础, 设计 4 个实验组, 每个实

验组准备容积为 1 L的锥形瓶 14个, 添加的磷源分

别为: 甘油磷酸钠(sodium glycerophosphate, G-P)、

三磷酸腺苷 (adenosine triphosphate, ATP)、卵磷脂

(lecthin, LEC)以及无机态的正磷酸盐(NaH2PO4·2H2O)。

起始磷源浓度大致为 5.4 μmol/L, 取不添加藻液的含

有不同溶解有机磷源的培养瓶作为空白对照, 检测

实验过程中有机磷源的自然降解。分别接种驯化后

处于磷饥饿条件下的米氏凯伦藻细胞于新的培养基

中, 隔天取样分析, 检测各组磷源含量及 AP 活性和

细胞数目, 实验进行两个重复。 

1.3  细胞计数和分析 

藻细胞采用浮游植物计数框计数。自接种当天起, 

每 2 d计数 1次, 得到单位培养液中的细胞数值。细胞

的比生长速率(μ, d–1)根据公式 μ = ( ln Nt – lnN0 )/( t– t0 )计

算获得。其中 N0、Nt分别表示单位水体藻类细胞的起始

数量和经 t天后的细胞数量, 单位为个/mL。  

1.4  磷源吸收测定 

溶解态无机磷 (dissolved inorganic phosphorus, 

DIP)采取磷钼蓝显色法在分光光度计下进行检测

(Spectrum, 722E)[11]。总溶解态磷 (total dissolved 

phosphorus, TDP)与细胞颗粒磷(particulate phospho-

rus, PP)依据 Jeffries[12]的方法采用酸性过硫酸钾

(K2S2O8)氧化法进行测定。样品在 115℃高压水解

60~90 min, 然后以 DIP的方式进行处理。溶解态有

机磷 DOP=TDP-DIP。 

1.5  碱性磷酸酶的提取及活性测定 

Bulk-AP 的提取采用荧光模拟底物测胞外酶 , 

通过外加荧光模拟底物(FMS, 即荧光显色团和酶的

作用底物以共价键结合的化合物)的方法, 活性的测

定采用荧光分光光度计(Hitachi, F-4600PC)检测 [13], 

Ex = 365 nm, Em = 455 nm, 以 4-甲基伞形酮磷酸酯 

(4-methyllumbelliferyl, 4-MUP, Sigma)为水解底物荧

光测定 , 以 4-甲基伞形酮 (4-methyllumbelliferon, 

Sigma)制作标准曲线。在本实验中, 采用滤膜过滤游

离态 APA(free APA, <0.22 μm)。将 APA(pmol/ (L·h))

数值除以单位水体的细胞数目, 获得单位生物量的

APA(pmol/(个·h))。 

单个细胞的碱性磷酸酶活性的反应底物为酶标

记荧光底物 2-(5-chloro-2-phosphoryloxyphenyl- 

6–chloro–4-(3H) –quinazolinone), 也叫做 CPPCQ或

ELF 底物(Molecular Probes, Inc., OR)。未反应的

ELF 底物为溶解态的并且不具有高荧光物质, 当它

与 AP 酶反应时, 释放出一个磷酸, 并在酶活性的

反应位点形成不溶性的黄绿色沉淀。准备无菌过滤

海水 , 尽量轻柔地将细胞收集于微离心管中 , 并离

心 2 min(2 000~3 000 r/min), 弃去上清液, 向藻液

加入 1 mL 70%乙醇(若藻液较少, 可减少加入量)[14]。

在黑暗 4℃下培养 30 min, 离心 1 min, 弃去上清液, 

向浓缩的藻液加入 100 L 的 ELF反应液(5 L母液＋

95 L无菌海水), 轻柔地混合均匀, 在暗冷条件下培养

1 h, 离心 1 min, 弃去上清液, 加入 100 L无菌海水。

重复该步骤 2~3次。将藻液最终收集于尽可能少的无菌

过滤海水中, 4℃冷藏、待用, 取一定体积(约 25 L)的藻

液于长波可通过的 DAPI 滤光装置(Ex=365 nm±8 nm, 

Em>420 nm, 紫光)观察细胞[15-16]。 
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2  结果与讨论 

2.1  不同磷源下米氏凯伦藻的生长特征 

与培养在无机磷源 NaH2PO4·2H2O 中作为对照

的米氏凯伦藻生长相比较, 在以 G-P、ATP 有机物

质为磷源的培养基中, 米氏凯伦藻的生长状况良好

(图 1)。在 NaH2PO4·2H2O的培养基中, 米氏凯伦藻

在实验的第 8 天即基本进入稳定期, 细胞数目最大

可达 9.005×103 个/mL。在 G-P和 ATP的培养基中, 

米氏凯伦藻在第 9 天进入稳定期, 细胞最大数目分

别可达到 10.3×103 和 9.07×103 个/mL。而在以 LEC

为磷源的培养基中, 米氏凯伦藻细胞生长明显受到

抑制 , 在实验后期死亡 , 说明该藻无法利用大分子

的有机磷 LEC维持生长。米氏凯伦藻的比生长速率

变化见表 1, 采用 NaH2PO4·2H2O、G-P、ATP 为磷

源培养的米氏凯伦藻的最大比生长率分别可达到

0.55、0.56、0.68/d, 平均比生长率分别为 0.23、0.24、

0.26/d, LEC细胞最后基本死亡, 比生长率为负数。

比较不同磷源对米氏凯伦藻生长的影响 ,  发现以

NaH2PO4·2H2O、G-P、ATP 为磷源培养的米氏凯伦

藻的细胞数目基本一致, 且显著高于以 LEC为磷源 

 

图 1  米氏凯伦藻在不同磷源培养下的细胞数目变化 

Fig. 1  Cell numbers of Karenia mikimotoi in batch culture 
with different phosphorus compounds  

 

表 1  米氏凯伦藻在不同磷源培养下的比生长速率 
Tab. 1  Specific growth rates of Karenia mikimotoi in 

batch culture with different phosphorus compounds  

磷源 

最高细 

胞密度 

(103个/mL)

最大比 

生长率 

µmax 

平均比 

生长率 

µa 

ATP 10.30 0.56 0.26 

LEC 1.14 –4.25 –0.53 

G-P 9.07 0.68 0.24 

NaH2PO4.2H2O 9.01 0.55 0.23 

培养的情况(P<0.05), 说明该藻对小分子有机磷和

无机磷源的吸收利用效率相当, 且显著高于大分子

有机磷源。 

2.2  米氏凯伦藻对不同磷源的可利用性 

在培养的前期, ATP、G-P和 LEC的细胞颗粒磷

的含量均较高 , 但是随着细胞数的变化 , 细胞颗粒

磷有了新的变化, ATP和 G-P随着细胞数的增加, 从

高浓度的细胞颗粒磷逐步减小, 最后随着细胞数的稳

定, 细胞颗粒磷的浓度也趋于稳定, 在 NaH2PO4·2H2O

的培养中初期的细胞颗粒磷较低 , 随着细胞数的

增加 , 细胞颗粒磷增加 , 说明在 NaH2PO4·2H2O 培

养中 , 外界无机磷源充足时 , 细胞内磷含量很高 , 

而相应其他 3 种有机磷培养液中细胞内的磷含量

较低。  

LEC 培养的细胞颗粒磷先是增加, 其后由于细

胞数的死亡 , 细胞颗粒磷变为零 , 其他有机磷源

(ATP、G-P)培养的细胞颗粒磷呈下降趋势, 直到细胞

数进入稳定期, 才趋于平稳。 

研究结果表明 , 米氏凯伦藻能够有效利用

NaH2PO4·2H2O、ATP和 G-P(图 2a, 2b)。实验起始阶

段, GP 培养基中因 DOP 水解使 DIP 含量有所增加, 

随后因被米氏凯伦藻大量摄取, DIP处于相对平缓的

趋势, 溶解性无机磷含量略高于 LEC 培养的含量, 

LEC培养液中, 无机磷几乎为零。而在 ATP培养中, 

由于ATP容易水解, ATP的两个高能磷酸键的其中一

个断裂, 形成磷酸盐和二磷酸腺苷(ADP), 见图 2a, ATP

培养中的 DIP明显高于 LEC和 GP。NaH2PO4·2H2O培

养的培养基中无机磷初始时明显高, 为 5.4 μmol/L, 

随时间的持续逐步减少。实验进入第 8 天, 除 LEC

培养米氏凯伦藻外, 其他磷源培养的米氏凯伦藻进

入稳定期, 此后, 培养基中 DOP和 DIP的浓度基本

保持相对平缓状态, NaH2PO4·2H2O培养液的有机磷

含量最少, 变化趋势基本平行于坐标轴, LEC 属于

高分子 , 不能被直接利用或水解 , 浓度变化基本不

变; G-P 减少的幅度较小 , 部分被水解或直接被藻

细胞利用; ATP 培养液的有机磷含量最高, 其原因

为 ADP 中有两个磷酸基, 在 ADP 消解后形成两分

子的磷酸盐, ATP 中的有机磷浓度几乎为其初始浓

度的 2倍。 

在环境磷酸盐丰富的情况下, 有些藻类具有过

量摄取磷并储备磷库的能力 ,  在磷胁迫的情况下 , 

这些藻类能迅速利用内部的磷库维持生长, 米氏凯 
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图 2  米氏凯伦藻批量培养实验中溶解无机磷(a)、溶解有

机磷(b)和颗粒磷(c)的浓度变化 

Fig. 2  Variation in phosphorous concentration in the batch 
culture of Karenia mikimotoi, dissolved inorganic 
phosphorus (a), dissolved organic phosphorus (b), 
cellular particulate phosphorus (c) 

 
伦藻也具备这种能力。起始接种时细胞颗粒磷的含

量为 0.22 pmol/个, 接种后 NaH2PO4·2H2O、LEC、

G-P 及 ATP 培养基中细胞颗粒磷分别达到最大值

0.718、0.220、0.594、0.991 pmol/个(图 2c)。接种后, 

ATP 和 G-P 培养的培养液中, 无机磷源稀缺, 随着

DOP 被水解, 细胞颗粒磷迅速增加, 米氏凯伦藻细

胞的生长也进入稳定期, 环境中 DIP及 DOP含量变

化减缓, 米氏凯伦藻同时利用细胞内磷库和外界磷

源维持生长 , 细胞颗粒磷随之降低 , 达到一个平缓

的稳定期。而 LEC 培养的培养液中, LEC 不能被水

解成小分子有机磷或无机磷 , 因此 , 随着培养的持

续, 细胞颗粒磷较少, 直到藻细胞死亡, 细胞颗粒磷

为磷。以 NaH2PO4·2H2O培养基中, 在培养前期无机

磷源充足 , 细胞颗粒磷受外界充足磷源影响 , 细胞

对环境的响应较慢 , 藻细胞数量增加 , 磷源摄取量

较少, 细胞颗粒磷变化趋势较为平缓, 还略有降低; 

培养中期, 藻细胞进入稳定期, 摄取磷源较多, 细胞

颗粒磷升至最大值; 后期 , 环境中的无机磷源有所

降低, 米氏凯伦藻同时利用细胞内磷库和外界磷源

维持生长, 导致细胞颗粒磷降低, 在随后几天, 细胞

死亡、代谢重新释放了一定量的磷源进入培养液中, 

米氏凯伦藻又能迅速摄取磷, 细胞颗粒磷含量有所

回升, 如图 2c所示。 

2.3  米氏凯伦藻碱性磷酸酶活性的变化 

2.3.1  米氏凯伦藻 Bulk-APA的变化特性 

受起始接种时米氏凯伦藻的磷胁迫生理状态影

响, 各培养基中起始总 APA为 5.86 pmol/(个·h)。在

随后几天, 不同磷源培养基中米氏凯伦藻的 APA 变

化趋势见图 3。在无机磷组中, 因磷源一直充足, 所

以 APA 表达一直较低较稳定。在有机磷组中, 大分

子的 LEC 不被米氏凯伦藻吸收利用, APA 从一开始

就高, 直到藻细胞死亡后变为零; 而另两组(ATP 和

GP), 开始环境中缺磷, APA 也较高, 随着有机磷分

解, 提供了藻需要的磷源, APA 降低。在培养初期, 

LEC 培养的藻液初期表现出高浓度的碱性磷酸酶, 

达到 10.5 pmol/(个·h), 但是很快迅速降低, 基本为

零, 充分说明 LEC 不能被米氏凯伦藻所利用, 导致最

后米氏凯伦藻全部死亡。其他两种有机磷均是在培养 

 

图 3  米氏凯伦藻在不同磷源培养实验中碱性磷酸酶活性

的变化 

Fig. 3  Variation in specific alkaline phosphatase in differ-
ent phosphorus compounds in a culture of Karenia 
mikimotoi 
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初期表现出较高的 APA 浓度, 但随着时间的变化, 碱

性磷酸酶的含量不断降低。对于 NaH2PO4·2H2O 培养

来说 , 刚接种培养时 , 藻类对环境的不适应性使其

表现出较高的 APA, 但是随之立即进入低 APA阶段, 

随着磷浓度的减少, APA略有升高的趋势。 

以 NaH2PO4·2H2O、G-P和 ATP为磷源培养的米

氏凯伦藻的 APA, 后期最大值分别为 1.80、8.00 和

6.00 pmol/(个 ·h)。结果表明 , 溶解态无机磷

NaH2PO4·2H2O和小分子溶解态有机磷 G-P、ATP的

存在抑制了 APA的表达, 培养基中 G-P和 ATP部分

被水解为无机磷源, AP 含量高于 NaH2PO4·2H2O 培

养液中的含量, 而在 NaH2PO4·2H2O4 培养中的 AP, 

由于环境中的无机磷源充足, AP表达情况较弱。 

在表达较强的 ATP和 G-P培养中, 前期 APA表

达较强 , 有机磷水解释放出无机磷源 , 供米氏凯伦

藻生长, 其后 APA 表达逐渐减弱, 随着水解的无机

磷的消耗, APA值有所回升。在后期藻细胞生长进入

稳定期, 米氏凯伦藻 APA的表达也趋于稳定。 

2.3.2  单个米氏凯伦藻细胞碱性磷酸酶活性的变化

特性 

对单个米氏凯伦藻细胞进行APA特性观察分析, 

如图 4, 单个细胞表现出黄绿色的荧光沉淀(DAPI滤

光装置, Ex=365 nm±8 nm, Em>420 nm, 紫光)。在无

机磷培养下的米氏凯伦藻 APA表达较弱, ATP和 GP

培养的藻细胞 APA表达强度和概率均高于无机磷培

养的藻细胞。在不同生长时期藻细胞的 APA荧光强

弱有一定的差异, 变化趋势基本上与 Bulk-APA含量 

 

图 4  米氏凯伦藻 ELF标记单细胞碱性磷酸酶情况 

Fig. 4  Result of Karenia mikimotoi labeled with ELF 

4-1. 明场照片; 4-1, 4-2, 4-3, 4-4. 荧光照片 

4-1. Bright field images; 4-2, 4-3, 4-4. Corresponding epifluores-
cence images taken with a DAPI long pass filter set 

变化一致。LEC 培养的米氏凯伦藻细胞在生长前期

有很强的荧光特性表达, 到培养的中后期藻细胞的

荧光特性消失; ATP和 G-P培养的藻细胞在生长前期

也有较强的荧光特性, 到生长后期藻细胞进入稳定

期后 , 碱性磷酸酶减少 , 产生的黄绿色荧光沉淀的

表达也相应减弱。 

3  结论 

米氏凯伦藻能够有效利用无机磷源(NaH2PO4·2H2O), 

对小分子有机磷源如甘油磷酸钠(G-P)和三磷酸腺苷

(ATP)也能够有效利用, 但不能利用大分子有机磷源

卵磷脂(LEC)。 

米氏凯伦藻能够在磷源充足时摄取大量的磷储

存在体内 , 在外界环境磷源缺乏时 , 能够迅速通过

酶作用有效利用体内的磷库维持生长; 米氏凯伦藻

环境无机磷源充足时, 几乎没有碱性磷酸酶的表达,  

环境无机磷源缺乏时, 能诱导产生碱性磷酸酶水解

有机磷和颗粒磷来维持自身的生长。 

米氏凯伦藻不仅有较高的 Bulk-APA, 对于

single-APA 也有较强的表现, 在单个米氏凯伦藻细

胞中, 能够清晰地在细胞的表面看见由 ELF 标记留

下黄绿色的荧光沉淀。 
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Abstract: To understand the mechanisms of phosphorus nutrition in blooms of Karenia mikimotoi, the studies of the 

growth and alkaline phosphatase activity (APA) of K. mikimotoi were undertaken using different phosphorus sources 

[adenosine triphosphate disodium salt (adenosine disodium triphosphate, and ATP), glycerophosphate (sodium glyc-

erophosphate and G-P), lecithin (lecthin and LEC) and NaH2PO4·2H2O]. The results revealed the following (1) K. miki-

motoi could utilize PO4-P, sodium glycerophosphate (G-P), sodium glycerophosphate (G-P), and adenosine triphosphate 

(ATP) as phosphorus sources, but it could not utilize lecithin (LEC); (2) when the APA of K. mikimotoi was assayed at the 

initial stage, the maximum APA in the different phosphorus sources, ATP, G-P, LEC and NaH2PO4·2H2O, of K. mikimotoi 

were 6.0, 10.5, 8.0 and 0.4 pmol/(cell·h), respectively. As the incubation time was increased, the APA decreased and then 

increased and maintained the maximum level. The phosphorus source of NaH2PO4·2H2O, the APA of K. mikimotoi did 

not increase significantly; (3) the APA site of a single K. mikimotoi cell was widely distributed, largely on the cell surface. 

In this research, it was found that K. mikimotoi could better absorb and utilize organic phosphorus to maintain growth in 

the external environment under inorganic phosphorus-limited conditions, which confirmed that the bloom of K. miki-

motoi frequently occurred in phosphorus-restricted areas in recent years. 
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