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摘要:在室内条件下研究了温度、N 和 P、维生素、抗生素对有毒赤潮甲藻塔玛亚历山大藻(香港株 Ò )生长的影响。

结果表明,塔玛亚历山大藻的最适生长温度为 21) 25 e ,最适 N、P 浓度分别为 882) 1765Lmol/ L 和 18) 72Lmol/ L。

复合维生素 B1、B6、B12的加入有利于塔玛亚历山大藻的生长, 而 50U/ mL以上的抗生素(氨苄青霉素液体)则对其有

明显的抑制作用。
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  塔玛亚历山大藻( Alexandrium tamarense Balech)

是一种广布性的有毒赤潮甲藻, 在大西洋、太平洋、

北极、温带及热带都有出现,而以北半球的温带水域

出现的频率最高,大多数麻痹性中毒事件与之密切

相关[ 1, 2]。已有资料显示, 在同种藻类的不同藻株

间,生长特性及毒素成分等方面存在一定差异。笔

者此前已研究过塔玛亚历山大藻大鹏湾株的生长特

性[ 3] ,近期又在邻近大鹏湾的香港海域获得塔玛亚

历山大藻香港株 Ò ,本文探讨了不同环境下塔玛亚

历山大藻香港株 Ò 的生长, 以此比较两株间存在的

差异,并为该藻株批量培养,制备麻痹性毒素提供理

论依据。

1  材料与方法

111  材料  在 1998年 4 ) 5月间, 香港海域发生了

大面积赤潮,本实验藻种即从该次赤潮中分离所得

(编号ATHK02)。该藻细胞大小为 3817( ? 810)Lm @

3818( ? 816) Lm,通常以单细胞形态存在, 处对数生

长期时,则多为由 2 ) 3个细胞构成的链状体。该藻

种自分离出后, 置于 20 ) 23 e , E= 4000lx, 光周期

L ØD= 14Ø 10,培养液为 F/ 2改良配方(未加 CuSO4#

5H2O、ZnSO4 # 7H2O、CoCl2 # 6H2O、MnCl2 # 4H2O、

Na2MoO4#2H2O、维生素 B1、B12和生物素)的条件下进

行培养。

112  驯化培养  将处于对数生长期的藻细胞接种于
培养液内,并在与实验设定的相同环境条件下驯化培

养2 ) 3d。实验在光照培养箱内进行。在250mL三角

瓶内盛 150mL 培养液,接种一定量的驯化培养物,使

培养液内细胞浓度为 400cells/ mL。每组实验设 3个

重复,隔天取样。取样时, 将盛培养液的三角锥形瓶

置于回旋振荡器上振荡 10s,取 011mL 培养物用鲁哥
氏液固定后在显微镜下计数, 重复 3次, 计数值间相

差应小于15%,取两相近数据平均值为实验结果。由

于香港最高气温在 7月,平均达2813 e ,最低气温在 1

月,平均 1413 e , 年平均气温为 2215 e , 所以选取 18、

21、25e 和 28e 作为实验温度。
113  氮、磷浓度的设定  用修改后的 B液配方配制

人工海水, 以 Guillard的 F/ 2培养液配方为基础,用

硝酸盐溶液调节培养液中氮浓度分别为 0、441、882、

1765、3529、7059Lmol/ L,用磷酸盐溶液调节培养液中

磷浓度分别为 0、18、36、72、145、290Lmol/L。实验

时,接种一定量驯化的藻种, 并置于 21 e 恒温条件

下培养。

114 维生素浓度及抗生素浓度设定  维生素来源

于广州光华药业股份有限公司, 在人工海水配制的

培养液中分别加入一定量的维生素母液, 使培养液

中第一组维生素 B1、B6、B12浓度分别为 125、125、
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0125Lg/ L,第二组维生素 B1、B6、B12浓度分别为 250、

250、0150Lg/ L, 第三组维生素 B1、B6、B12浓度分别为

500、500、110Lg/ L, 设立一对照组。抗生素为华北制
药股份有限公司生产的氨苄青霉素液体, 在人工海

水配制的 F/ 2培养液中分别加入一定量的抗生素,

使培养液中抗生素含量分别为 0、50、100、200U/ mL

(160万单位含氨苄青霉素 110g )。实验时, 接种一

定量驯化的藻种,在 21 e 恒温条件下培养。

115  相对增长率计算  对数期相对增长率由下式
计算: K= ( lnNt- lnN0) /T ,其中 K表示相对增长率;

N0,藻细胞起始浓度; Nt ,培养 T 时间后的藻细胞浓

度; T ,培养时间。

2  结果与讨论

211  温度对塔玛亚历山大藻的作用
塔玛亚历山大藻在温度 18 ) 28 e 范围内均能

较好的生长(图 1)。该藻在 21 e 时有最大相对增长

率 0121d- 1, 在培养至 18d 时出现最高细胞浓度

113 @ 104cells/ mL, 25 e 时相对增长率为 0120d- 1, 在

培养至 22d 时出现最高细胞浓度 117 @ 104cells/ mL,

其最适生长温度为 21 ) 25 e 。藻细胞在接种 17 )

22d 后达最高生长浓度。按照微藻生态学分类, 在

温度 10 ) 35 e 内可良好生长的种类为中温性藻株,

本藻株属中温株,比邻近海域大鹏湾株、大亚湾株温

度略高[ 3, 4]。

图 1  A . tamarense在不同温度下的生长曲线

Fig. 1 Growth curves of A . tamarense under different temperatures

212 塔玛亚历山大藻在不同氮、磷浓度条件下的生长

图2显示塔玛亚历山大藻(香港株 Ò )在实验设

计N 浓度范围内均可生长, N 浓度为 1765Lmol/ L

时,藻细胞生长最快, 有相对增长率 0128d- 1, 当培

养液N浓度小于 1765Lmol/ L 时, 塔玛藻的生长率随

N浓度增加而升高, 当 N 浓度超过 1765Lmol/L 后,

塔玛藻的生长率随 N浓度的增加而降低, 可见过量

的硝酸盐对藻类的生长会产生毒害作用, 故其快速

生长的最适 N 浓度应为 882 ) 1765Lmol/L。石岩峻

等发现塔玛亚历山大藻在高氮 2646Lmol/ L 条件下

生长缓慢,中氮 882Lmol/ L时稳定期生物量最高[ 5]。

Wang 对分离于南中国海的 A. tamarense CI01在不同

氮浓度下的生长研究表明, 在 0 ) 880Lmol/ L 范围

内,随 N浓度的升高, 藻类密度增大[ 6]。上述趋势

与本文相符。因此, 本藻株进行批量培养时, 应将

F/2 培养液配方中的 N 浓度 882Lmol/ L 提高至

1765Lmol/ L 左右为佳。林昱等人的围隔实验证实,在

56d以后尽管硝酸盐浓度水平在 015Lmol/ L 以下,但

海洋原甲藻数量在 66d 时仍达到最高密度 510 @
107cells/ L,且赤潮过程持续了 20d直至实验结束;裸

甲藻增殖前 10d,无机氮浓度在 21 ) 28Lmol/L 之间,

而在增殖过程中无机氮浓度低于 20Lmol/ L[ 7] ,这说

明甲藻增殖时对水体中氮营养盐浓度的要求并不苛

刻,但增殖前需要有一定量的营养盐供给。本研究

中,当N浓度为 0Lmol/L 时,塔玛亚历山大藻仍会在

17d内持续生长,其原因可能有三: ( 1)接种时引入

了一定量的N源,且实验配制的人工海水中难以保

证绝对不含氮; ( 2)塔玛亚历山大藻细胞在水体中无

机氮供给充足时可能会积蓄 N 源供细胞分裂时使

用; ( 3)塔玛藻细胞分裂时对 N 的需求可能不是很

高。甲藻在低无机氮浓度时的生长机理尚待进一步

研究。

图 2  A. tamarense 在不同氮浓度下的生长曲线

Fig. 2  Growth curves of A . tamarense under different

nitrate concentrations

图 3显示塔玛亚历山大藻有较广的适应性, 各

个浓度梯度内均可生长, 最适可溶性 P 浓度为 18 )

72Lmol/ L。当磷浓度为 72Lmol/L 时, 该藻出现最大
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相对增长率 0128d- 1,细胞密度达 211 @ 104cells/ mL。

与氮对塔玛亚历山大藻生长的影响一样, 过量的磷

浓度(超过 72Lmol/L )对藻细胞的生长也产生抑制

作用。张宜辉等对分离于厦门海区的 A. tamarense

研究表明, 无机磷对其增殖的最适浓度为 410 )

415Lmol/L ,低于这个浓度时,随 P 浓度的增大, 藻细

胞迅速增殖, 当高于 510Lmol/ L, 藻细胞生长受抑
制[ 8]。磷对此两株的作用规律一致,但最适浓度相

差415 ) 16倍, 可能系藻株间差异所致。Wang 等人

用采自大鹏湾的 A . tamarense CI01 株的研究表明,

在P 浓度为 0 ) 40Lmol/ L 时, 藻类生物量随 P 浓度

的增加而增加[ 6] ,与本文结果基本一致,这可能与两

藻株的生长海区环境差别较小有关。当 P浓度为 0

时,塔玛藻在接种后 17d内仍能持续生长, 其原因可

能如下: ( 1)同 N一样,接种时培养液中有一定量的

P 残留; ( 2) 较无机磷而言, 甲藻倾向于累积有机

磷[ 9] ,在无机磷浓度低时,塔玛藻以体内储存的有机

磷维持生长; ( 3)甲藻生长时对 P 要求不高,低 P(如

013Lmol/L )是赤潮发生时限制其他藻类如硅藻的生
长而形成甲藻赤潮的一种特有现象

[ 10]
。

冷科明等对深圳海域近 20年赤潮发生特征的研

究表明, 深圳近海引发赤潮的生物种类以甲藻为主

(占赤潮引发种类的4215%) ,且由甲藻引发的赤潮大

多有持续时间较长,发生范围较广的现象[ 11]。本文

证明了塔玛亚历山大藻低营养需求的特点,从营养学

的角度可部分解释上述现象, 当然, 深圳海域的主要

赤潮甲藻种类是否都存在低营养的特点,赤潮甲藻与

硅藻间营养竞争的关系如何,尚待进一步研究。

图 3  A . tamarense在不同磷浓度下的生长曲线

Fig. 3  Growth curves of A. tamarense under different

phosphate concentrat ions

213  塔玛藻对维生素及抗生素的响应

塔玛亚历山大藻在添加了复合维生素 B 的培

养液中生长良好(图 4) ,其生长率随维生素 B浓度

增加而增加, 因此复合维生素 B对塔玛亚历山大藻

的生长有促进作用。当 B1、B6、B12浓度为 500、500、

110Lg/L 时, 最大生长率为 0126d- 1, 最大细胞密度

为 216 @ 104cells/ mL。王正方等人在研究海洋原甲

藻的生长与维生素及生物素间的关系时发现, B1、

B12和生物素能单独或者协同对藻细胞的增殖起促

进作用,其中以 B1和生物素的组合效应最强
[ 12]。日

本学者岩崎曾经报道,链状亚历山大藻( A . catenella )

的增殖几乎都需要维生素 B, 而 Lwasaki 认为,

A. catenella对B族维生素的要求其实只是对 B12的要

求
[ 13]
。本研究只做了 3种维生素成分的等比增量

实验,难以说明各单一成分及各成分间的交互作用

对塔玛藻生长的影响, 但十分明显是塔玛藻的生长

率与复合维生素 B的增加呈正相关。事实上,微藻

对维生素 B的需求差异很大, 有的藻类自身能产生

维生素 B, 而许多甲藻则需要B12
[ 14]。海水中的维生

素 B含量很低,通常在 10 @ 10- 3Lg/ L 以下[ 15] ,因此

在塔玛亚历山大藻大量培养时, 应在培养基中添加

较充足的维生素 B。

图 4  A . tamarense 在不同复合维生素 B浓度下的生长曲线

(以B12为参照)

Fig. 4 Growth curves of A . tamarense under different incorporated

vitamin B concentrat ions( B12 taken as reference)

在利用有毒藻提取毒素时, 需大规模培养藻类,

为了防止大量培养时细菌的污染,常采用在培养液中

加入抗生素的方法。在本实验中发现, 加入抗生素后

塔玛亚历山大藻的生长明显受到抑制(图 5)。由图 5

可知,随着抗生素浓度的升高,藻细胞的生长明显减

慢,在相同的培养条件下, 不加抗生素的对照组最大

相对增长率为 0124d- 1, 最高密度达 210 @ 104cells/

mL,而加抗生素的最大相对增长率为0120 ) 0118d- 1,
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最高密度为 114 ) 017 @ 104cells/mL。此外, 随着抗

生素浓度增加, 细胞生长的衰退期提早出现, 高抗生

素浓度组的藻细胞在接种培养 17d 后, 数量即迅速

下降。因此,大量培养该藻时,对抗生素氨苄青霉素

的加入量应严格控制。WANG 对A. tamarense CI01

的抗生素(青霉素和链霉素的混合物)实验中证实,

抗生素浓度 100U/ mL 可以促进藻类的生长, 并提高

其毒素含量水平,当抗生素浓度为 1000U/ mL 时, 藻

类生长受抑制并最终死亡
[ 16]
。本实验藻株在青霉

素浓度为 50U/mL 时生长即受抑制, 随着浓度的增

大,抑制现象逾明显。分析可能因香港株 Ò 较南中

国海株对青霉素更敏感之故, 至于对其促进作用, 可

以在青霉素浓度 0 ) 50U/ mL 范围内进行实验求证。

在本实验中还观察到所有加抗生素的培养液中出现

一种小细胞的藻体, 外部形态与一般细胞相似,但细

胞较小, 细胞大小仅为 23105 ( ? 2102) Lm @ 23150
( ? 3111)Lm, 而且随着抗生素浓度增加小细胞所占
的总数比例亦上升, 实验后期这种比例也越来越高,

这点与光亮裸甲藻在寡盐条件下出现小细胞类

似
[ 17]

,小细胞形成的生理学机理尚不清楚。

图 5  A . tamarense在不同抗生素浓度下的生长曲线

Fig. 5  Growth curves of A. tamarense under different

ant ibiotic concentrat ions
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STUDY ON THE GROWTH OF ALEXANDRIUM TAMARENSE BALECH

JIANG Tian- Jiu1 and XU Y-i Xiao2

( 11 Department of environmental engineering , Jinan University, Guangzhou  510632;

21 Department of marine Science, Wenzhou Medical College , Wenzhou  325035)

Abstract:The present study was to determine the effects of water temperature, nitrogen and phosphorus concentrations, vitamin

and antibiotic concentrat ions on the growth of toxic Alexandrium tanarense(Hong Kong Chain Ò ) under experimental conditions.

The strains of Alexandrium tamarense was isolated in 1998 fromHong Kong sea area where harmful algal blooms(HAB) had fre-

quently occurred, some of which were highly toxic. The results showed that its optimum growth condition was at 21 ) 25 e ,

882 ) 1765Lmol N/ L and 18 ) 72Lmol P/ L respect ively. When temperature was 21 e , nitrogen concentration was 1765Lmol/L

and phosphorus concentration was 72Lmol/L, the specific growth rate calculated frommicroscopic cell counts over the exponential

phase of growth attained the higher value of 0121, 0128 and 0128 d
- 1

respectively. Incorporated vitamin made up of B1, B6 and

B12 had positive effect on the growth of Alexandrium tamarense when the contents of them ranged from 0, 0 and 0Lg/L to 500, 500

and 110Lg/ L. The dinoflagellate got their maximal growth rate 0126 d- 1 at the highest vitamin concentrations. While the antib-i

otic( liquid of ampicillin) exceeded 50U/ mL had obviously inhibition on it. The cellule algae of Alexandrium tamarense was ob-

served in the culture containing ant ibiotic, and the forming mechanism required extended studies.

Key words: Alexandrium tamarense; Temperature; Nutrient concentrat ion; Vitamin; Antibiot ic
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