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摘　 要： 碳循环和氮循环一直是全球变化领域的研究焦点，水生生物作为水环境物质循环的主要驱动者，在水生生态系统中

发挥着重要的作用。 微藻作为水环境中重要的光合作用单元，其对无机碳的利用机制，无机碳利用途径的定量方法均有报

道，但其 ＨＣＯ－
３ 同化对不同比例氮源的响应尚不清楚。 因此，本研究通过实验室特定营养体系培养实验，模拟重碳酸盐体系，

结合双向同位素标记方法研究了不同无机氮源下蛋白核小球藻（模式藻）ＨＣＯ－
３ 同化的影响。 结果表明：在氮素营养条件一定

（１８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）的情况下，不同比例无机氮对蛋白核小球藻的生长有不同的影响，当硝态氮 ∶铵态氮为１６ ∶２（少量铵态氮）时，促
进了蛋白核小球藻的生长繁殖，但当铵态氮占比增大时，则会抑制蛋白核小球藻的生长繁殖；不同比例的无机氮对蛋白核小

球藻 ＨＣＯ－
３ 同化也具有不同的影响，随着铵态氮占比的不断增大，蛋白核小球藻藻体的碳氮比会不断下降且趋于稳定，同时蛋

白核小球藻对添加的 ＨＣＯ－
３ 的利用份额也不断降低；微藻在生长繁殖时，其碳氮营养的同化相互影响，存在着一种共轭关系。

也就是在不同形态氮盐处理时，微藻对添加的无机碳存在着耦合的利用模式。 该研究可为微藻碳氮代谢及喀斯特水体环境

变化响应的相关研究提供理论依据。
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自人类文明进入工业化时代以来，人类活动的

影响，如化石燃料的燃烧、森林退化，工业排放等，
导致了大气中的二氧化碳含量急剧增加。 不仅导

致了温室效应，也引起了全球碳循环的变化［１－２］。
与此同时，大量的污染物排入河流、湖泊、水库等地

表水体，不但会改变水体的相关理化特性，也影响

了一些物质的循环过程，比如氮循环［２－３］。 碳氮循

环过程是当前科学界研究的热点问题。 而水生生

物作为水体物质循环过程的主要载体，在水生生态

系统中有着至关重要的作用。 水生光合生物在稳

碳、固碳中的作用，不仅可以指示喀斯特水体碳汇

的相关科学研究，还可以对其他物质（如氮、锌、铁
等）的循环过程产生影响［４－６］。

微藻作为水体环境中重要的光合作用单元，通
常是指一类生活在水体中，以浮游生活方式为主的

微小植物的总称。 一般情况下，微藻的光合效率都

很高，尽管它们的生物量只占了地球生物圈初级生

产者的 ０. ２％，却为整个地球贡献了 ５０％的初级生

产力［７］。 微藻可以利用包括无机氮源和有机氮源

的氮素营养。 一般情况下，微藻同化的氮素营养主

要以无机氮为主［８］。 ２０ 世纪 ７０ 年代末，稳定碳同

位素便开始应用于土壤碳循环研究，之后迅速推

广。 作为一种优秀的研究工具，稳定同位素技术近

年来更是在全球尺度的生态系统物质循环和全球

生态变化领域大放异彩［９－１４］。 因此，利用稳定碳同

位素技术来研究微藻碳氮同化变得尤为重要。
研究表明，在短时间尺度上，由于硅酸盐的风

化速率较低，碳酸盐风化才是陆地水生生态系统的

主要风化碳汇，占岩石风化碳汇的 ９４％。 这使得喀

斯特地表水生生态系统成为了重要的研究对象［１５］。
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喀斯特水体中，微藻对其生态特性有着独特的适应

机制，对无机碳有着独特的利用策略。 溶解无机碳

（ＤＩＣ）浓度越高，水生光合生物量越多，生物生长越

快，存在“ＤＩＣ 施肥效应” ［１６］。 受 ＤＩＣ 施肥效应的影

响，蓝绿藻等浮游植物生物量的增多可能导致水体

向富营养化方向发展［１７－１８］。 在独特的喀斯特环境

下，微藻对无机碳的利用机制、碳源碳汇的调节作

用、无机碳利用途径的定量方法均有报道，研究表

明微藻利用 ＨＣＯ－
３ 占所利用的总无机碳的份额随添

加浓度变化而变化，总体来看其利用重碳酸盐份额

随着添加碳酸氢钠浓度的增大而变大，但过高浓度

的碳酸氢钠对其利用重碳酸盐的能力具有抑制作

用［１８］。 微藻对于 ＨＣＯ－
３ 的同化会受到无机氮的影

响，微藻对不同的无机氮源的响应机制如何？ 这个

科学问题亟待研究。 迄今，微藻 ＨＣＯ－
３ 的同化对不

同比例无机氮源的响应也鲜有报道。 因此，本研究

通过实验室特定营养体系培养实验，模拟重碳酸盐

体系，结合双向同位素标记方法研究了蛋白核小球

藻 ＨＣＯ－
３ 利用对不同比例氮源的响应。 该研究可为

微藻碳氮共轭代谢及水体环境变化响应的相关研

究提供理论依据。

１　 材料与方法

１. １　 材料

　 　 藻种： 蛋白核小球藻 （ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ，
ＦＡＣＨＢ－５），藻种为种群数量占绝对优势的较纯藻

种，购于中国科学院水生生物研究所的淡水藻种库

（Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ａｌｇａｅ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ
Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，ＦＡＣＨＢ）。

培养基：ＢＧ１１ 培养基，配比如表 １ 所示。 其中

碳源和氮源根据实验条件改进。 表 ２ 为培养基中

Ａ５ 组份的配比和浓度。

表 １　 配比 １ Ｌ的 ＢＧ１１培养基所需母液的组份、浓度及用量

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ， ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ
ｍｏｔｈｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ＢＧ１１ ｍｅｄｉｕｍ

ｗｉｔｈ ａ ｒａｔｉｏ ｏｆ １ Ｌ
编号 组份 母液浓度 用量

１
２
３
４
５
６
７

Ｋ２ＨＰＯ４

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
ＣａＣｌ２·２Ｈ２Ｏ

Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ
柠檬酸铁氨

ＥＤＴＡＮａ２
Ａ５

２ ｇ ／ ５００ ｍＬ Ｈ２Ｏ
３. ７５ ｇ ／ ５００ ｍＬ Ｈ２Ｏ
１. ８ ｇ ／ ５００ ｍＬ Ｈ２Ｏ
０. ３ ｇ ／ ５００ ｍＬ Ｈ２Ｏ
０. ３ ｇ ／ ５００ ｍＬ Ｈ２Ｏ
０. ０５ ｇ ／ ５００ ｍＬ Ｈ２Ｏ

１０ ｍＬ ／ Ｌ
１０ ｍＬ ／ Ｌ
１０ ｍＬ ／ Ｌ
１０ ｍＬ ／ Ｌ
１０ ｍＬ ／ Ｌ
１０ ｍＬ ／ Ｌ
１ ｍＬ ／ Ｌ

表 ２　 Ａ５ 的组份配比及浓度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

组份 浓度

Ｈ３ＢＯ３

ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ

ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ

Ｃｏ（ＮＯ３） ２·６Ｈ２Ｏ

２. ８６ ｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ

１. ８６ ｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ

０. ２２ ｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ

０. ３９ ｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ

０. ０８ ｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ

０. ０５ ｇ ／ Ｌ Ｈ２Ｏ

１. ２　 实验设计

　 　 ＢＧ１１ 培养基中的氮素营养约为 １７. ７ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
为了便于实验培养基的配置和实验条件的控制，本
研究将培养体系中的氮素营养设置为 １８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。
实验设置 ４ 种不同比例氮源，即硝态氮 ∶铵态氮摩尔

比为１８ ∶０、１６ ∶２、９ ∶９和 ２ ∶１６。 碳源的碳同位素值分

别是－２７‰（Ａ 组）和＋４‰（Ｂ 组），培养体系的碳素

营养为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的碳酸氢钠。 分别双向培养研究

不同比例氮源对蛋白核小球藻生长繁殖和无机碳

同化的影响，实验均设置 ３ 次重复。
培养地点在中国科学院地球化学研究所环境

地球化学国家重点实验室的无菌培养温室。 培养

条件：光照强度，１５０ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ）； 光暗周期，１２ ｈ
／ １２ ｈ；温度，２２. ０± １. ０ ℃。 调节培养基初始 ｐＨ 在

８. ００ ± ０. ０５。 为保持实验的稳定和准确，接种极少

量（５０ ｍＬ 培养基仅接种 １ ｍＬ 原藻种液离心浓缩洗

涤后的藻种）相同数量藻种，接种后培养基蛋白质

浓度均值为 １. ９ ｍｇ ／ Ｌ，培养 １２ 天，不断进行继代培

养保持微藻旺盛的生长状态。
１. ３　 分析测定方法

１. ３. １　 微藻生物量的测定

　 　 根据微藻的生长特性，生物量的指标用微藻培

养液蛋白质含量和微藻培养液叶绿素 ａ 的浓度来表

征。 具体测定方法采用考马斯亮蓝比色法［１９］ 和热

乙醇－紫外分光光度法［２０］，测量误差均为系统误差。
１. ３. ２　 稳定碳同位素的测定

　 　 微藻有机碳的分离纯化：将培养后的微藻样品

分组离心收集，加入适量 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸洗涤以去除

无机碳的影响，再用超纯水洗涤微藻 ４ 次后，用冷冻

干燥机充分干燥微藻样品并利用玛瑙研钵将固体

粉末样品充分研磨后备测。
固体 粉 末 样 品 使 用 气 体 同 位 素 质 谱 仪

（ＭＡＴ２５３）测定其 δ１３Ｃ 值，标准品采用国际标准物

质 （ Ｐｅｅ Ｄｅｅ Ｂｅｌｅｍｎｉｔｅ， ＰＤＢ）。 测量误差小于 ±
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０. １‰，其结果表示为：
δ１３Ｃ（‰）＝ ［（Ｒ样品 ／ Ｒ标准）－１］×１０００ （１）

式中，Ｒ样品表示样品种的１３Ｃ 和１２Ｃ 的比值；Ｒ标准表示

标准物质中１３Ｃ 和１２Ｃ 的比值。
１. ３. ２　 碳氮含量和碳氮比的测定

　 　 对测定碳含量和氮含量的样品分开预处理。
碳含量测定：将培养后的微藻样品分组离心收集，
加入适量 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸洗涤以去除无机碳的影响，
再用超纯水洗涤样品 ４ 次后，用冷冻干燥机充分干

燥并利用玛瑙研钵将微藻固体粉末样品充分研磨

后备测。 氮含量测定：为了避免盐酸洗涤对微藻有

机氮含量产生影响，需用超纯水洗涤微藻 ５ 次，用冷

冻干燥机充分干燥微藻样品并利用玛瑙研钵将微

藻固体粉末样品充分研磨后备测。
微藻固体粉末样品使用元素分析仪 （ ＣＭ⁃

ＣＲＤＳ）测定样品的碳氮元素含量，仪器误差在 ±
２. ５％以内。 选用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸洗涤后的样品测定

碳元素含量和未用盐酸洗涤过的样品测定氮元素

含量，并计算微藻样品的 Ｃ ／ Ｎ 值。

图 １　 不同比例氮源对蛋白核小球藻的蛋白质（ａ）和叶绿素（ｂ）含量的影响

Ｆｉｇ．１　 Ｐｒｏｔｅｉｎ （ａ） ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ （ｂ）ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｒｏｔｅｉｎｏｓａ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ

２　 结果与讨论

２. １　 ＡＢ 两组实验生物量表征数据相关性检验

　 　 由于两组实验采用相同的无机氮处理，故对两

组实 验 的 蛋 白 质 浓 度 及 叶 绿 素 浓 度 结 果 用

ＳＰＳＳ１９. ０ 数据分析软件做相关性检验。 检验结果

如表 ３ 所示。
结果表明，两组实验组中的结果相关性显著，

即不存在显著性差异。 故而，下文中的研究结果及

讨论内容对 ＡＢ 两组实验的相关数据合并处理。

表 ３　 两组实验相关性检验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ
ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

数据组别 Ｐ Ｒ２

蛋白质浓度 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０. ０１５ ０. ９８５
叶绿素 ａ 浓度 ／ （ｍｇ ／ Ｌ） ０. ０４８ ０. ９５２

２. ２　 研究结果

２. ２. １　 不同无机氮源比例对微藻生长的影响

　 　 在氮素营养条件一定的情况下，不同无机氮源

比例处理下各组中藻液蛋白质含量和叶绿素含量

会随着培养基中无机氮源比例的变化而变化（图
１）。 图 １ａ 中，硝态氮：铵态氮为 １８ ∶０处理组为对照

组，表示 １８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝态氮营养下蛋白质浓度表征

的生长状况。 对照组蛋白质表征的种群数量增值

倍数为 ４０ 倍左右。 当硝态氮：铵态氮摩尔浓度比为

１６ ∶２时，藻液中蛋白质浓度和对照组相比增加不显

著。 而当硝态氮：铵态氮摩尔浓度比为 ９ ∶９时，蛋白

质浓度与对照组相比显著下降。 当培养基铵态氮

的浓度增加到 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ（硝态氮 ∶铵态氮摩尔浓度

比为２ ∶ １６）时，藻液中的蛋白质浓度进一步下降。
这说明在氮素营养条件一定的情况下，随着铵态氮

氮源占比增大，藻液中蛋白质浓度会下降，蛋白核

小球藻增殖的生物量会下降。 图 １ｂ 中，硝态氮：铵
态氮摩尔浓度比为 １８ ∶ ０处理组为对照组，表示 １８
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝态氮营养下藻液叶绿素 ａ 浓度表征的生

长状况。 当硝态氮：铵态氮摩尔浓度比为 １６ ∶２时，
藻液中叶绿素 ａ 浓度与对照组相比显著增加。 而当

硝态氮：铵态氮摩尔浓度比为 ９ ∶９时，藻液中叶绿素

ａ 浓度显著减少。 当培养基铵态氮的浓度增加到 １６
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ｍｍｏｌ ／ Ｌ（硝态氮：铵态氮摩尔浓度比为 ２ ∶１６）时，与
硝态氮浓度高的实验组相比，藻液中叶绿素 ａ 的浓

度是显著减少的。
结果表明，在氮素营养条件一定的情况下，蛋

白核小球藻种群数量在低于 Ｋ 值时，少量铵态氮的

添加会增强藻体中叶绿素 ａ 的合成。 但当铵态氮占

比进一步增大时，会对蛋白核小球藻中叶绿素 ａ 合

成和种群增长繁殖产生抑制作用。
２. ２. ２　 不同氮源比例对微藻碳含量、氮含量和碳氮

比的影响

　 　 在氮素营养条件一定的情况下，蛋白核小球藻

固体样品的含碳量、含氮量以及碳氮比会随着培养

基中无机氮源比例的变化而变化（表 ４）。 结果表

明，随着铵态氮氮源占比的不断增大，微藻藻体的

碳含量从 ５２. ３０％±１. ５７％增加到 ５５. ３９％ ±０. １６％
后趋于稳定，微藻藻体的氮含量从 ６. ３９％±０. ８５％
增加到 ９. ８７％±０. ７６％后趋于稳定。 利用微藻藻体

的碳含量和氮含量计算出其碳氮比。 结果表明，微
藻藻体碳氮比显著下降后并趋于稳定。 已知原始

藻种的碳氮比为 ８. １２，当氮源为硝态氮时，藻体碳

氮比为 ８. ７５，这表明对照组中碳氮比符合正常生长

的预期。 当硝态氮：铵态氮的摩尔浓度比为 １６ ∶ ２
时，藻体碳氮比为 ７. ７６，基本符合正常生长的预期。
而当硝态氮：铵态氮的摩尔浓度比为 ９ ∶ ９和 ２ ∶ １６
时，即铵态氮占比为 ５０％或 ５０％以上，碳氮比会显

著下降。 由于含碳量增加的幅度与含氮量增加的

幅度不相称，导致了碳氮比的显著下降。

表 ４　 不同比例氮源对蛋白核小球藻含碳量、
含氮量和 Ｃ ／ Ｎ 值的影响

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｃａｒｂｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ， ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

ａｎｄ Ｃ ／ Ｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｒｏｔｅｉｎｏｓａ
硝态氮 ∶铵态氮

（摩尔浓度比）
碳含量 ／ ％ 氮含量 ／ ％ Ｃ ／ Ｎ

１８ ∶０ ５２. ３０±１. ５７ ６. ３９±０. ８５ ８. ７５
１６ ∶２ ５３. ３９±１. １５ ７. ４７±０. ８２ ７. ７６
９ ∶９ ５５. ３９±０. １６ ９. ８７±０. ７６ ６. ９４
２ ∶１６ ５４. ６８±０. ２０ ９. ６０±０. ９１ ７. １４

２. ２. ３　 不同氮源比例对微藻 ＨＣＯ－
３ 同化的影响

　 　 根据气体质谱同位素方法测定的同位素数据

和双向同位素示踪原理模型［１９］ 估算得到蛋白核小

球藻在该实验条件下 ＨＣＯ－
３ 的利用份额（表 ５）。

两端元同位素混合模型可以表示为：
δＴｉ ＝（１⁃ｆＢｉ）δＡ＋ ｆＢｉδＢｉ 　 （ ｉ＝ １，２） （２）

表 ５　 各组藻体有机碳同位素值及估算的碳酸氢根利用份额

Ｔａｂｌｅ ５　 ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ｉｓｏｔｏｐｅ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｅｓｔｉｍａｔｅｄ
ｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ ｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｈａｒｅ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ａｌｇａｅ

Ａ 组 δ１３Ｃ ／ ‰ Ｂ 组 δ１３Ｃ ／ ‰ 利用份额（ｆＢ） ／ ％
Ａ１ －２０. ９２±０. ０３ Ｂ１ －１１. ３７±０. ２６ ３０. ７
Ａ２ －１９. ４３±０. ２３ Ｂ２ －１３. ８０±０. ２３ １８. １
Ａ３ －２０. ０１±０. ２１ Ｂ３ －１５. ９０±０. ０５ １３. ２
Ａ４ －１８. ８０±０. ０４ Ｂ４ －１６. ０３±０. １２ ８. ９

在方程（２）中，δＴｉ为微藻藻体的 δ１３Ｃ 值，δＡ 为假定

微藻完全利用空气的无机碳源时藻体的 δ１３Ｃ 值，δＢｉ

为假定微藻完全利用添加的无机碳源时藻体的 δ１３

Ｃ 值，ｆＢｉ为微藻利用添加的无机碳占总碳源的份额。
对于添加的两种标记的 ＨＣＯ－

３ 来说，方程（２）可以

分别如下：
δＴ１ ＝（１⁃ｆＢ１）δＡ＋ ｆＢ１δＢ１ （３）
δＴ１ ＝（１⁃ｆＢ２）δＡ＋ ｆＢ２δＢ２ （４）

在方程（３）和（４）中，δＴ１和 δＴ２分别为添加第一种或

第二种已知 δ１３Ｃ 的 ＨＣＯ－
３ 培养的微藻藻体的 δ１３Ｃ

值，δＡ 为假定微藻完全利用空气的无机碳源时藻体

的 δ１３Ｃ 值，δＢ１和 δＢ２分别为假定微藻完全利用添加

的第一种或第二种 ＨＣＯ－
３ 时藻体的 δ１３Ｃ 值，ｆＢ１和 ｆＢ２

分别为微藻利用添加的第一种或第二种 ＨＣＯ－
３ 占总

碳源的份额。
在联立以上两个方式求解的过程中，不论添加

哪种标记的碳酸氢根，只要在同一 ＨＣＯ－
３ 浓度等培

养条件下，同一种微藻利用添加的 ＨＣＯ－
３ 所占总碳

源的份额是相同的，其生长参数也是没有显著性差

异的，由此可以得到：ｆＢ１ ＝ ｆＢ２ ＝ ｆＢ。 由方程（３）和方

程（４）得到：
ｆＢ ＝（δＴ１－δＴ１） ／ （δＢ１－δＢ２） （５）

公式（５）中（δＢ１－δＢ２）可以换算成添加的同位素标记

１ 和 ２δ１３Ｃ 的差，进一步简化方程为：
ｆＢ ＝（δＴ１－δＴ１） ／ （δＣ１－δＣ２） （６）

根据方程（６）和添加的两种 ＨＣＯ－
３ 的 δ１３Ｃ 值和其对

应的处理组的微藻藻体的 δ１３Ｃ 值估算出微藻利用

添加的 ＨＣＯ－
３ 占总碳源的份额 ｆＢ。

结果表明（表 ５），随着铵态氮氮源占比的不断

增大，Ａ 组中微藻藻体的 δ１３Ｃ 从－２０. ９２‰±０. ０３‰
增加到－１８. ８０‰±０. ０４‰，Ｂ 组中微藻藻体的 δ１３Ｃ
从－１１. ３７‰±０. ２６‰减少到 －１６. ０３‰±０. １２‰。 不

同无机氮处理条件对微藻藻体的 δ１３ Ｃ 影响显著。
表中 ｆＢ 表示估算的 ＨＣＯ－

３ 利用份额。 对照组中（当
氮源均为硝态氮时），ＨＣＯ－

３ 利用份额约为 ３０. ７％。
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当硝态氮 ∶铵态氮的摩尔浓度比为１６ ∶２时，ＨＣＯ－
３ 利

用份额约为 １８. １％。 当硝态氮 ∶铵态氮的摩尔浓度

比为９ ∶９时，ＨＣＯ－
３ 利用份额约为 １３. ２％。 当铵态氮

的占比增加到 １６ ｍｍｏｌ ／ Ｌ（硝态氮 ∶铵态氮的摩尔浓

度比＝ ２ ∶１６）时，ＨＣＯ－
３ 利用份额仅有 ８. ９％。 结果

表明，随着铵态氮氮源占比的不断增加，ＨＣＯ－
３ 的利

用份额呈显著下降趋势。
２. ３　 讨论

　 　 根据以往的研究工作，不同浓度的无机氮营养

下，微藻（蛋白核小球藻）的生长状况表现出随着添

加无机氮浓度的增加，其生物量会有较显著的增

加，但是以铵态氮作为培养基单一氮源的生长状况

表现比起以硝态氮作为培养基单一氮源的生长状

况要逊色很多。 在低浓度（０. ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）时，以蛋白

质浓度表征的生长状况相差不大，但是当无机氮浓

度超过 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，以铵态氮作为培养基单一氮源

的蛋白质浓度比硝态氮作为培养基单一氮源的蛋

白质浓度减少近一倍［２２］。 这说明，把硝态氮作为唯

一氮源的实验组作为对照组，若培养基中无机氮源

为铵态氮且浓度超过 ２. ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，会抑制微藻

生长。
本研究中，在控制氮素营养一定的情况下，藻

液中蛋白质浓度和叶绿素 ａ 浓度会随着实验组中铵

态氮源占比的增大而变化。 当硝态氮 ∶铵态氮的摩

尔浓度比为１６ ∶２时，促进了蛋白核小球藻的生长繁

殖，而当铵态氮源占比过大时，则会抑制微藻的生

长，这与上述的工作具有良好的一致性。 结果表

明，少量的铵态氮添加，会促进叶绿素 ａ 的合成。 但

从蛋白质浓度的变化来看，铵态氮的浓度为 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ（硝态氮 ∶铵态氮摩尔浓度比为１６ ∶２时）实验

组的蛋白质浓度和硝态氮作为唯一氮源的对照组

相比，差异不显著，这是因为蛋白质浓度表征了藻

液中总体的种群数量，其中包括了死亡藻体分解后

积累的藻蛋白质和活体微藻的藻蛋白质。 而叶绿

素浓度 ａ 则表征了藻液中活体微藻的种群数量。 当

铵态氮源占比过大时，会抑制微藻的生长繁殖，铵
态氮源起到了一种“毒害”作用。

众所周知，光是光合自养生物正常生长所必

需的条件之一。 但是在光照强度过高的条件下，
植物的光合系统会受到光损伤，其中以 ＰＳＩＩ 的损

伤响应最为灵敏。 ＰＳＩＩ 在藻类囊体膜上以二聚体

的形式存在，每个 ＰＳＩＩ 单体都由反应中心蛋白（由
Ｄ１、Ｄ２ 蛋白组成）、放氧复合体（ Ｏｘｙｇｅｎ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

ｃｏｍｐｌｅｘ，ＯＥＸ）、以及捕光色素复合体组成［２３］ 。 有

研究表明在铵处理条件下，ＰＳＩＩ 的活性也会有所

下降，造成 ＰＳＩＩ 的损伤，铵能够加速 ＰＳＩＩ 的光损

伤，对 ＰＳＩＩ 的修复则不存在抑制作用［２４］ 。 本研究

中，这种“铵毒害”作用，可能是铵处理使 ＰＳＩＩ 的

活性降低，从而影响了其生长繁殖。 在本研究的

营养体系中，由于铵态氮占比的变化，可能形成了

不同的缓冲体系。 在铵源占比较小的体系中，藻
体同化无机碳时，其中 ＨＣＯ－

３ 也是重要的碳源，从
而在对照组和 Ａ２、Ｂ２实验组中估算的 ＨＣＯ－

３ 利用

份额相对较高。 而在 Ａ３、Ｂ３ 和 Ａ４、Ｂ４ 实验组中，
同化无机碳时会更多的选择非添加的无机碳源

（通过气液两相扩散作用进入营养体系的无机

碳）。 而在缓冲体系下，由于 ＣＯ２ 受到了相对较大

的扩散阻力，其扩散进入营养体系的无机碳含量

并不高。 各组碳氮比显著下降且趋于稳定，其本

质的原因是培养体系中的不同无机氮处理影响了

蛋白核小球藻的无机碳同化。 这在一定程度上表

明了本研究蛋白核小球藻种群的生长繁殖受到了

限制。 在这种营养体系下，由于“铵毒害”的作用，
微藻 ＰＳＩＩ 的活性下降，微藻选择了非添加的无机

碳来同化。 虽然营养体系是富碳源的，而微藻的

生长繁殖却可能受到了碳限制。 相反，硝态氮的

利用则会促进蛋白核小球藻对 ＨＣＯ－
３ 的同化。 这

一方面可能与硝酸盐能够为无机碳的同化提供电

子有关［２５］ ，另一方面可能与硝酸盐还原促进叶绿

素的合成有关。 整体而言，微藻的碳氮同化过程

具有复杂的共轭效应，即硝态氮的利用则会促进

蛋白核小球藻对 ＨＣＯ－
３ 的同化，氨态氮处理则

相反。
本研究中，使用了叶绿素 ａ 和蛋白质含量指示

生物量。 实际上，在整个培养体系中，叶绿素 ａ 所指

示的生物量反映的是取样时鲜活微藻的生物量。
但是微藻在繁殖迭代的过程中，不可避免的会存在

微藻个体的死亡消逝。 而在微藻死亡分解后，蛋白

质则依旧存在于培养体系中。 所以，本研究中用蛋

白质和叶绿素 ａ 含量指示的生物量不完全相同。 当

研究者在研究微藻长时间尺度的种群科学问题时，
选用蛋白质含量来指示生物量较为合适。 当研究

者在研究微藻毒性逆境时的类似科学问题时，选用

叶绿素 ａ 含量来指示生物量较为合适。 在科学实验

中，建议选用两种方式来指示生物量，可在研究中

相互补充和印证。
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３　 结论

　 　 在氮素营养一定的条件下，不同比例氮源的

营养条件会对蛋白核小球藻的生长繁殖产生明

显不同的影响。 少量的铵态氮会促进蛋白核小

球藻的生长繁殖，当铵态氮比例超过 ５０％时，会
对蛋白核小球藻的生长繁殖产生明显的抑制作

用。 不同比例的氮源对蛋白核小球藻 ＨＣＯ－
３ 同

化也会产生影响。 随着铵态氮氮源占比不断增

大，蛋白核小球藻对添加的 ＨＣＯ－
３ 同化不断降

低，蛋白核小球藻的碳氮比不断下降且趋于稳

定。 这表明蛋白核小球藻在生长繁殖时，其碳

氮营养 的 同 化 相 互 影 响，存 在 着 复 杂 的 共 轭

效应。
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