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摘要: 以长江口及其邻近海域最重要的甲藻赤潮生物种东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense Lu)为研究材料, 观察其对氮、磷营养限制胁迫的耐受程度以及恢复营养条件下补偿生长的情况。研究实验分营养限制和恢复营养两个阶段进行, 每个阶段均设置对照组、贫营养组、限氮组、限磷组和限氮限磷组。研究结果显示, 在氮、磷营养限制胁迫下, 东海原甲藻生长受到抑制, 其中磷限制对藻细胞生长的抑制作用最小, 氮磷共同限制的抑制作用最大。限磷组最大细胞密度为78×104 cell·mL–1, 与对照组无显著差异(P>0.05), 但显著高于其他处理组(P<0.05)。细胞各项生长参数和叶绿素a的含量, 与细胞密度类似, 其中限磷组的最大细胞日生长速率、最大平均相对生产率、最小细胞代时、最大叶绿素a含量分别为0.61 d–1、0.44 d–1、1.58 d和694.2 μg·μL–1, 与对照组无显著差异(P>0.05), 而与其他处理组则有显著差异(P< 0.05)。藻细胞所受到抑制作用随着培养时间的推移而加强。后期, 限磷组和其他处理组的细胞密度均显著低于对照组(P<0.05), 处理组各细胞参数均显著劣于对照组(P<0.05)。在恢复营养的培养前期, 4个经过营养限制处理组的生长情况均显著优于持续营养正常条件下培养的对照组(P<0.05)。表明东海原甲藻细胞表现出较强的超补偿生长能力, 其中磷限制后表现出的超补偿能力最强。由此可知, 东海原甲藻补偿生长的主要特征表现为, 在恢复营养培养后, 各处理组比对照组细胞数增多, 叶绿素a含量增高, 细胞日生长速率和平均相对生长率提高, 细胞数净增率高达10.30%~80.95%, 细胞代时缩短。根据研究结果认为, 东海原甲藻具有较强的耐受低磷能力, 而在营养条件恢复情况下, 经历低磷胁迫的东海原甲藻又具有最强超补偿生长能力, 使得其在与硅藻竞争中居于优势, 这是东海原甲藻赤潮在中国沿海海域频繁暴发的原因之一。本研究旨在为揭示长江口及其邻近的东海海域甲藻赤潮逐年大规模暴发机理以及硅藻与甲藻赤潮种的演替现象提供依据。
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补偿生长是生物对环境变化的一种适应方式[1], 主要是指生物体在遭受到环境因子胁迫后, 生物体的生长受到一定程度的制约和影响, 但当环境因子恢复到适宜后, 生物体的生长会得到一定程度的恢复, 甚至出现比未受到环境因子胁迫条件下生长的更好, 即表现出是超补偿的能力[2]。有关生物补偿生长现象已经在哺乳动物[2]、水产动物[3–7]、高等植物[8–11]等领域开展过研究, 并有不少相关研究报道。但是因为海洋中的大部分藻类个体比较微小, 藻类补偿生长较难展开研究, 目前对藻类补偿生长现象的研究国内外的均不多。相关研究报道所涉及的藻类有盐藻(Duna​liella salina)[12]、蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)[13]、四列藻(Tetraselmis tetrathele)[14–15]、眼点拟微绿球藻(Nannochloropsis oculata)[16]、绿色巴夫藻(Pavlova viridis)[17]和微小原甲藻(Prorocentrum minimum)[18]等非赤潮常见生物种, 而对中国沿海海域的赤潮生物种, 如东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense Lu)、中肋骨条藻(Skeletonema costatum)等的补偿生长现象并未见研究报道。

本文以近些年来中国长江口及其邻近海域最重要的甲藻赤潮生物种东海原甲藻(Prorocentrum donghaiense Lu)为研究材料, 观察东海原甲藻在氮、磷营养盐限制胁迫下的补偿生长能力, 及其补偿生长可在哪些方面得以表现, 以为藻类补偿生长现象提供基础的研究资料, 同时也期待可以为揭示长江口及其邻近的东海海域甲藻赤潮逐年大规模暴发机理以及硅藻与甲藻赤潮种的演替现象提供依据。

1  材料与方法

1.1  藻种来源与培养

实验所用东海原甲藻藻种来自于日本长崎大学水产与环境综合研究所藻种室。实验前将藻种由室内取出, 以新鲜f/2培养液接种并置于恒温培养箱室内, 温度(24±1)℃, 光照强度4 000 lx, 持续扩大培养1个月, 所用培养液均为f/2培养液, 采用“f/2培养基[19]+人工海水[20–21]”配置, 盐度约为30, 经 0.45 μm醋酸纤维素滤膜滤过, 高压灭菌冷却后待用。实验期间, 将实验藻置于室内光照培养箱中用1 000 mL的锥形瓶培养, 每瓶培养液的体积为800 mL。根据邓光等[22]的结果来设置温度、盐度、pH和光照强度, 设置培养温度为(24±1)℃, 光照强度为4 000 lx, 光暗比为12︰12, 盐度为30, pH为7.0~7.5。初始接种细胞密度均为


10×104 cells·mL–1, 每天定时用手轻轻摇动三角瓶3次, 以防止藻细胞附壁沉淀。所用试验器皿先经浸泡, 高压灭菌, 冷却后使用, 试验操作均在超净工作台无菌条件下进行。

1.2  不同实验组培养液设置

实验分两个阶段, 分别是限制营养阶段和营养恢复阶段(表1), 每个阶段均试验设置贫营养组(仅用人工海水做培养液)、限氮组(去氮f/2培养液)、限磷组(去磷f/2培养液)、限氮限磷组(去氮和磷f/2培养液) 4个处理组和1 个对照组(f/2培养基), 各试验组均设3个重复样品。每个处理组均预先在营养限制胁迫条件下培养 10 d, 然后将各个试验组都置于相同营养条件下(用f/2培养基)以相同起始接种密度和培养条件进行再培养 10 d, 每天同一时间进行细胞计数和叶绿素a含量, 并计算出相关生长参数。

1.3  细胞计数和相关生长参数的计数

每天下午定时吸取藻液, 利用倒置显微镜和血球计数板进行细胞密度的测定。藻细胞测定之前, 滴加适量甲醛固定藻细胞, 以接种的次日为第1 天开始计数, 直到试验结束为止。取得每日(n) 细胞数(N) 。用以下公式计算出细胞日生长率[23]、细胞相对生长率[24]、细胞数净增率[25]和代时[26]: 

细胞日生长速率
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式中, Nn+1和Nn分别是第n+1天和n天的细胞密度。
表1  实验组设计一览表

Tab.1  Experimental group design schedule

	限制营养阶段nutrients deficiency phase
	恢复营养阶段nutrients recover phase


	样品
sample
	培养液
culture
	接种密度/(cells·mL–1)

inoculation density
	时间/d
time
	样品

sample
	培养液

culture
	接种密度/ (cells·mL–1) inoculation density
	时间/d

time

	贫营养组

poor nutrients
	人工海水                       artificial seawater
	10×104
	10
	贫营养组

poor nutrients
	f/2
	10×104
	10

	限氮组

N deficiency
	f/2 (去N, N free)
	10×104
	10
	限氮组
N deficiency
	f/2
	10×104
	10

	限磷组

P deficiency
	f/2(去P, P free)
	10×104
	10
	限磷组

P deficiency
	f/2
	10×104
	10

	限氮限磷组

N+P deficiency
	f/2(去N+P, N+P free)
	10×104
	10
	限氮限磷组

N+P deficiency
	f/2
	10×104
	10

	对照组control
	f/2
	10×104
	10
	对照组control
	f/2
	10×104
	10


细胞相对生长率
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式中, N0是开始时的细胞数, Nn是经过tn–t0时间后的细胞密度。

细胞数净增率
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式中, Nn为第n天的处理组细胞密度, Nck为第n天的对照组细胞密度。

代时(d)=0.693/细胞相对生长率         (4)

代时为在细胞生长个体中, 每个藻细胞分裂繁殖一代所需要的时间。
1.4  叶绿素a的测定

每天下午定时抽滤, 并收集藻细胞, 用丙酮法测定[27]。用Excel 2007整理统计所有数据, 每个数据值表示为3个重复的平均值。用统计软件SPSS17. 0对处理组和对照组数据进行均值差异显著性检验。用SPSS17. 0统计软件, 在营养限制阶段分别对藻细胞密度增加和减小的时间段分别做回归分析, 在恢复营养阶段对藻细胞密度增加的时间段做回归分析, 其中x代表藻细胞培养的时间, y代表培养时间内藻细胞的密度。

2  结果与分析

2.1  细胞密度的变化

由图1可见, 东海原甲藻在限制营养阶段和恢复营养阶段4个处理组与对照组的生长曲线可以得出以下结果。
限制营养阶段: 对照组在实验中藻细胞密度持续增加, 最后高达83×104 cells·mL–1, 回归分析的k值为6.790(R2=0.981, P<0.01)(表2)。而贫营养组、限氮组、限磷组和限氮限磷组这4个处理组藻细胞密度均是在实验的前期直线增加, 相关系数分别为R2=0.976、R2=0.938、R2=0.966和R2=0.976, 显著性均为P<0.01。到了中后期以后呈直线下降的趋势减小, 相关系数分别为R2=0.891、R2=0.948、R2=0.876和R2=0.973。除了限磷组显著性为P<0.05, 其他组均为P<0.01(表2)。且每天4个处理组的藻细胞密度均低于对照组(图1)。
恢复营养阶段: 各处理组的藻细胞密度同期均高于对照组, 且除限氮限磷组外, 其他3个处理组最大藻细胞密度均高于对照组(图1)。用SPSS17. 0统计软件对4 种营养盐限制胁迫下的
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图 1 东海原甲藻在营养限制下和恢复营养后的生长曲线

a: 贫营养组, b: 限氮组, c: 限磷组, d: 限氮限磷组

Fig. 1  Growth curves of Prorocentrum donghaiense under nutrients deficiency and after nutrients recover

a: poor nutrients, b: N deficiency, c: P deficiency, d: N+P deficiency

处理组与对照组每天的藻细胞密度的差异做两个相关样本的非参数检验, 检验结果为: 贫营养处理组(P =0.005<0. 01)、限氮处理组(P =0.005 <0.01)、限磷处理组(P =0.005<0.01)、限氮限磷处理组(P = 0.022<0.05) 。

限磷组藻细胞密度在前7天呈直线增加, 回归分析的k值为10.64(R2=0.978, P<0.01)(表3), 第7天达到最大值81×104 cells·mL–1, 之后减小至与对照组无明显差异。限氮限磷组藻细胞密度在前8天呈直线增加, 回归分析的k值为7.381(R2=0.978, P<0.01)(表3), 第8天达到最大值72×104 cells·mL–1, 之后减小至与对照组无明显差异。对照组、贫营养组和限氮组在恢复营养阶段藻细胞密度均直线增加, 相关系数分别为R2=0.990、R2=0.976和R2= 0.990, 显著性均为P<0.01(表3)。之后随着培养时间的推移, 各试验组之间的差异减小。

表2  营养限制阶段东海原甲藻藻细胞密度的回归分析

Tab. 2  Regression analysis of Prorocentrum donghaiense cell density under nutrients deficiency

	分组 group
	回归方程 regression equation
	时间/d time

	对照组control
	y=6.790x+7.709 (R2=0.981, P<0.01)
	0~10

	贫营养组 poor nutrients
	y=5.6x+3.6 (R2=0.976, P<0.01)
	1~4

	
	y=–2.571x+33.71 (R2=0.891, P <0.01)
	4~10

	限氮组 N deficiency
	y=6.285x+4 (R2=0.938, P<0.01)
	1~6

	
	y=–4.9x+46.3 (R2=0.948, P<0.01)
	6~10

	限磷组 P deficiency
	y=11.46x–7.857 (R2=0.966, P<0.01)
	1~6

	
	y=–11.5x+80.9 (R2=0.876, P<0.05)
	6~10

	限氮限磷组 N+P deficiency
	y=5x+4 (R2=0.976, P <0.01)
	1~4

	
	y=–3.571x+33.14 (R2=0.973, P <0.01)
	4~10


表3  恢复营养阶段东海原甲藻藻细胞密度的回归分析
Tab. 3  Regression analysis of Prorocentrum donghaiense cell density after nutrients recover

	分组 group
	回归方程 regression equation
	时间/d time 

	对照组 control
	y=7.027x+2.2 (R2=0.990, P<0.01)
	0~10

	贫营养组 poor nutrients
	y=8.272x+5.909 (R2=0.976, P<0.01)
	0~10 

	限氮组 N deficiency
	y=7.966x+2.5 (R2=0.990, P<0.01)
	0~8

	限磷组 P deficiency
	y=10.64x+1.1079 ( R2=0.978, P<0.01)
	0~8

	限氮限磷组 N+P deficiency
	y=7.381x+6.8 (R2=0.978, P<0.01)
	0~10


2.2  生长参数的变化
2.2.1  细胞日生长速率的变化

限制营养阶段: 在整个实验过程中, 对照组日生长速率均为正值, 各处理组日生长速率均从中期开始变为负值; 各试验组均在第2天出现最高值 (对照组为0.64 d–1, 贫营养组为0.53 d–1, 限氮组为0.61 d–1, 限磷组为0.54 d–1, 限氮限磷组为0.51 d–1); 第2天之后, 各实验组的日生长速率均出现不同程度的减少(图2a)。

恢复营养阶段: 在整个试验过程中, 对照组、贫营养组和限氮组日生长速率均为正值, 而限磷组和限氮限磷组在后期出现负值; 在恢复营养的前两天, 各处理组日生长速率均大于对照组; 各处理组日生长速率均在第2天出现最高值(贫营养组为0.69 d–1, 限氮组为0.53 d–1, 限磷组为0.80 d–1, 限氮限磷组为0.45 d–1), 而对照组则在第3天出现最高值(0.36 d–1)。到中后期, 处理组的日生长速率与对照组的差异逐渐减少, 趋于相近(图2b)。
2.2.2  平均藻细胞相对生长率的变化

限制营养阶段: 前4天, 各处理组平均藻细胞相对生长率明显低于对照组, 第 1~2 天最明显; 第5~6天, 限磷组平均藻细胞相对生长率略高于对照组, 限氮组与对照组相近, 其他两个处理组均低于对照组; 随着培养时间的推移, 各试
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图2　东海原甲藻分别在限制营养(a)与恢复营养后(b)的细胞日生长速率

Fig. 2  Growth rate in Prorocentrum donghaiense under nutrients deficiency (a) and  after nutrients recovery (b)

验组平均细胞相对生长率均逐渐减小, 除限氮限磷组外, 其他3个处理组与对照组之间差异减小(对照组0.21 d–1, 贫营养组0.06 d–1, 限氮组0.09 d–1, 限磷组0.10 d–1)(图3a)。

恢复营养阶段: 前5天, 各处理组平均藻细胞相对生长率均高于对照组, 第 1~2 天最明显, 表现出较强的超补偿能力, 其中限磷组最明显, 其次是贫营养组; 随着培养时间的推移, 各处理组与对照组的平均细胞相对生长率之间的差异逐渐减小(对照组0.20, 贫营养组0.22 d–1, 限氮组0.21 d–1, 限磷组0.20 d–1, 限氮限磷组0.20 d–1)(图3b)。
2.2.3  细胞数净增率的变化
限制营养阶段: 除了限磷组在第4、5、6天出现正的细胞数净增率, 其他处理组在整个试验过程中的细胞数净增率都是负值; 其中限磷组细胞数净增率最大, 限氮限磷组最小; 但后期细胞数净增率逐渐减小, 最后各处理组细胞数净增率较为相近(贫营养组为–78.31%, 限氮组为–71.08%, 限磷组为–67.47%, 限氮限磷组为–89.16%)(图4a)。
恢复营养阶段: 在恢复营养的第 2 天时各处理组的细胞数净增均达到最高值, 其中限磷组的最高为80.95%, 其次为贫营养组(61.90%), 限氮限磷组(19.05%)最低; 在第3~4天, 除限氮限磷组之外, 其他3个处理组的细胞数净增均减小; 在第5天, 各处理组的细胞数净增又有一次增加, 但随后又减小, 之后随着培养时间的推移, 到了培养后期净增率逐渐减小(图4b)。
2.2.4  细胞代时的变化

限制营养阶段: 在前4天, 各处理组代时均
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图3　东海原甲藻分别在限制营养阶段(a)和恢复营养阶段(b)的平均相对生长率

Fig. 3  Average relative growth rates of Prorocentrum donghaiense under nutrients deficiency (a) and after nutrients recovery (b)

[image: image11.png]rates of net cells/%

MR

—-100

REFEITE)/d time

—=— 775 754 poor nutrients
—o— [[1if4 P deficiency

REFEITE)/d time

— -BREL N deficiency
—— PRA PR N+P deficiency




图4　东海原甲藻分别在限制营养阶段(a)和恢复营养阶段(b)的细胞数净增率
Fig. 4  Rates of net cells increase of Prorocentrum donghaiense under nutrients deficiency (a) and after nutrients recovery (b)
大于对照组; 第2~5天, 各试验组代时差异不大, 但从第6天开始, 各试验组代时出现明显的差异, 其中限氮限磷组代时最大, 其次是贫营养组(图5a)。
恢复营养阶段: 在整个试验过程中, 各处理组代时均小于处理组; 各处理组代时均在第2天最小, 其中限磷组代时最小为1.04 d, 而对照组代时则在第1天最小; 之后随着培养时间的推移, 到了培养后期代时逐渐增大, 而各处理组与对照组之间的差异逐渐减小, 代时最后趋于一致(图5b)。
2.3  叶绿素a含量的变化

限制营养阶段: 在整个试验过程中, 对照组叶绿素a含量一直增加, 而各处理组均先增后减, 开始减少的时间和幅度各不相同; 在第1~4天, 各处理组叶绿素a含量均稍低于对照组, 而各处理组之间的差别较小; 在第5~6天, 限磷组叶绿素a含量远高于对照组, 限氮组与对照组相近, 其他两个处理组仍均低于对照组。之后, 限磷处理组叶绿素a含量迅速下降至低于对照组, 与其他3个处理组趋于相近(图6a)。

恢复营养阶段: 在整个试验过程中, 各试验组叶绿素a含量都一直增加; 第1~2天, 各个试验组之间的差别并不大; 第4~9天, 各处理组叶绿素a含量均较高于对照组; 其中限磷处理组的超补偿能力最强, 其叶绿素 a 的相对增加量较大, 而其他 3 个处理组的超补偿能力相对较弱, 相对增加量较小(图6b)。

用 SPSS17. 0统计软件对叶绿素a含量与藻细胞密度做相关性分析, 结果为: 对照组(R2= 0.996, P<0.01)、贫营养处理组(R2=0.976, P<0.01)、限氮处理组(R2=1.000, P<0.01)、限磷处理组(R2= 0.963, P<0.01)、限氮加限磷处理组(R2=1.000,
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图5  东海原甲藻分别在限制营养阶段(a)和恢复营养阶段(b)的代时

Fig.5  Generation time in Prorocentrum donghaiense under nutrients deficiency(a) and after nutrients recovery (b)
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图6  东海原甲藻分别在营养限制阶段(a)和恢复营养盐阶段(b)的叶绿素a 含量

Fig.6  Content of chlorophyll-a in Prorocentrum donghaiense under nutrients deficiency (a) and after nutrients recovery (b)
P<0. 01)。随着恢复培养时间的推移, 各处理组与对照组叶绿素 a 含量的差异逐渐减小, 而在试验最后, 除限氮限磷组外, 其他3个处理组与对照组之间无明显差异(对照组790.1 μgּµL–1, 贫营养组817.8 μgּµL–1, 限氮组746.2 μgּµL–1, 限磷组793.1 μgּµL–1)(图6b)。

3  讨论

3.1  营养限制对东海原甲藻的影响

3.1.1  不同营养限制处理的比较  在氮、磷营养限制胁迫下, 不同营养限制组对藻细胞生长的抑制作用强度不同, 其中限磷组对藻细胞生长的抑制作用最小, 限氮限磷组对藻细胞生长的抑制作用最大。可以从以下5个方面验证: 1) 限磷组最大细胞密度78×104 cells·mL–1, 与对照组最大细胞密度无显著差异(P>0.05), 而限磷组和对照组与其他处理组均有显著差异(P<0.05)(图1)。2) 在藻细胞密度增加过程中, 限磷组回归斜率最大(斜率为11.46 (R2=0.966, P<0.01)), 其次是限氮组, 限氮限磷组斜率最小(表2)。3) 各处理组平均相对生长率增长到第2天之后均下降, 但限磷组始终高于其他处理组; 第4~6天, 限磷组藻细胞平均相对生长率略高于对照组, 限氮组与对照组相近, 其他两个处理组均低于对照组(图3a)。4) 各处理组的细胞数净增率增加到第2天之后均下降, 其中限磷组细胞数净增率最大, 限氮限磷组最小; 除限磷组细胞数净增率在第4~6天为正值, 其他时间各处理组均为负值(图4a)。5) 各处理组叶绿素a含量均先增后减, 除第5~6天, 限磷组叶绿素a含量远高于对照组之外, 其他3个处理组均显著低于对照(图6a)。

上述分析表明: 在营养限制胁迫下, 藻细胞的生长都受到抑制, 但具有一定差异, 其中磷限制组对藻细胞产生抑制作用的时间较晚, 且程度较低。这可能与东海原甲藻的藻细胞具有磷储存能力以及利用胞内储存磷营养进行生长繁殖的生长潜力有关[28]。而硅藻, 例如中肋骨条藻在磷限制胁迫条件下细胞增殖受到明显抑制, 生物量偏低[29]。
3.1.2  不同时间段的影响  在营养限制胁迫下, 东海原甲藻细胞生长受到一定程度的抑制, 且随着不同的培养时间, 抑制作用表现的并不相同。营养限制胁迫初期, 藻细胞受到抑制作用较弱, 藻细胞能进行繁殖生长, 仅藻细胞的日生长速率较小, 使得藻细胞密度和叶绿素a含量增大较缓慢, 而中后期, 营养胁迫对藻细胞的抑制作用增强, 藻细胞不能进行繁殖生长, 藻细胞的日生长速率为负值, 藻细胞密度和叶绿素a含量逐渐减小。
在藻细胞密度上升期, 藻细胞受到的抑制作用较小, 各处理组和对照组之间各项指标的差异较小。以下事实可以印证这一点: 前4天, 贫营养组和限氮限磷组藻细胞密度均呈直线增加; 前6天, 限氮组和限磷组藻细胞密度均直线增加, 而对照组藻细胞密度始终增加(图1)。前4天, 贫营养组和限氮限磷组日生长速率均为正值; 前6天, 限氮组和限磷组日生长速率均为正值, 而对照组日生长速率始终为正值(图2a)。前4天, 贫营养组和限氮限磷组细胞数净增率均增加; 前6天, 限氮组和限磷组叶绿素a含量均增加(图4a)。第2~5天, 各处理组和对照组之间代时差异较小(图5a)。前4天, 贫营养组和限氮限磷组叶绿素a含量均增加; 前6天, 限氮组和限磷组叶绿素a含量均增加, 而对照组叶绿素a含量始终增加(图6a)。

在藻细胞密度下降期, 藻细胞受到的抑制作用较大, 各处理组和对照组之间各项指标的差异变大。以下事实可以印证这一论点: 后6天, 贫营养组和限氮限磷组的藻细胞密度均呈直线减小; 后4天, 限氮组和限磷组的藻细胞密度均直线减小, 而对照组的始终增加(图1)。后6天, 贫营养组和限氮限磷组日生长速率均为负值; 后4天, 限氮组和限磷组日生长速率均为负值, 而对照组的始终为正值(图2a)。后6天, 贫营养组和限氮限磷组细胞数净增率均减小; 后4天, 限氮组和限磷组细胞数净增率均减小(图4a)。第6~10天, 各处理组和对照组之间的代时差异变大(图5b)。后6天, 贫营养组和限氮限磷组叶绿素a含量均减小, 后4天, 限氮组和限磷组叶绿素a含量均减小, 对照组叶绿素a含量始终增加(图4a, 图6a)。

上述分析表明, 在氮、磷营养限制胁迫的初期, 藻细胞受到抑制作用较弱, 细胞还能进行生长和分裂, 只是速度较慢; 而在中后期, 氮、磷营养胁迫对藻细胞的抑制作用增强, 细胞不能进行正常的分裂。刘洁生等[30]的研究也表明在营养胁迫下, 藻细胞的生长行为受到抑制, 且在营养胁迫的初期抑制作用较弱, 中后期较强。
3.2  恢复营养对东海原甲藻的补偿生长作用

3.2.1  不同营养限制胁迫的影响  在恢复营养后, 不同营养限制胁迫表现出的超补偿能力不同, 其中限磷组的超补偿能力最强, 其他处理组也都表现出一定的超补偿能力。可以从以下5个方面验证: 1) 对各处理组藻细胞密度增加的过程分别做回归分析(表3)可知, 限磷组斜率最大(斜率为10.64, R2=0.978, P<0.01), 表现出最强的超补偿能力; 之后依次是贫营养组、限氮组、限氮限磷组, 对照组斜率最小(斜率为7.027, R2=0.990, P<0.01)。2) 各处理组日生长速率和平均细胞相对生长率均增加至第2天后减小, 其中限磷组最大日生长速率和平均细胞相对生长率均最大, 其他各处理组之间的差异性较小, 但也稍大于对照组(图2b、图3b)。3) 各处理组细胞数净增率均增加至第2天后减小, 其中限磷组细胞数净增率最大达80.95%, 其次为贫营养组(61.90%), 限氮限磷组(19.05%)最低(图4b)。4) 各处理组代时均在第2天小幅降低之后增加, 但各处理组代时增加幅度不同, 其中限磷组代时增幅最小(图5b)。5) 限磷组的最大叶绿素a含量最大, 表现出较强的超补偿能力; 而其他处理组的超补偿能力相对较弱, 相对增加量较小(图6b)。

上述分析表明, 在恢复营养的整个阶段, 限磷组的细胞日生长速率、平均细胞相对生长率和细胞数净增率均显著高于其他处理组, 除限磷组外其他 3 个处理, 从恢复营养盐的第 2 天开始, 它们的各生长参数几乎无明显差异。由此可见, 各个指标都说明, 恢复营养后, 磷限制胁迫后发生超补偿能力较高, 而其他各处理组的超补偿能力相对较低。这可能是因为氮限制胁迫或氮磷双重限制胁迫对藻类造成的非补偿性损害程度要大于单纯的磷限制胁迫[31]。

3.2.2  超补偿能力在不同时间的变化  在恢复营养后, 各处理组都显示出一定的超补偿能力, 从这些处理组藻细胞密度、日生长速率、平均细胞相对生长率和叶绿素a含量均高于对照组, 细胞代时小于对照组可见。另外随着培养时间推移, 各处理组超补偿生长能力逐渐减弱, 各处理组和对照组之间各项指标的差异变小。

在恢复营养后, 各处理组均显示出一定的超补偿能力。可以从以下6个方面验证: 1) 各实验组的藻细胞密度均高于对照组; 从第2天开始, 各处理组与对照组具有显著差异(P<0.05)(图1)。2) 恢复营养的前两天, 各处理组日生长速率均大于对照组; 各处理组日生长速率均在第2天出现最高值, 而对照组在第3天出现最高值; 各处理组最大日生长速率均大于对照组(图2b)。3) 第1~5天, 各处理组平均藻细胞相对生长率均高于对照组, 第 1~2 天表现的最明显(图3b)。4) 除限氮限磷组在第10天的细胞数净增率为负值外, 其他时间各处理组的细胞数净增率均为正值(图4b)。5) 各实验组代时在第2天之后均增大, 氮各处理组代时均小于同期对照组(图5b)。6) 各实验组的叶绿素a含量基本高于对照组(图6b)。

在恢复营养后, 随着培养时间推移, 各处理组的超补偿生长能力逐渐减弱, 各处理组和对照组之间各项指标的差异变小。例如: 随着培养时间推移, 各处理组藻细胞密度和叶绿素 a 含量与对照组的差异逐渐减小, 最后各试验组之间无显著差异(图1, 图6b)。还有在恢复营养的中后期, 各处理组日生长速率、平均细胞相对生长率和代时与对照组的差异逐渐均减少, 最后趋于一致(图2b, 图3b, 图5b)。

综上可知, 东海原甲藻经过氮、磷限制营养胁迫后, 在恢复营养阶段前期, 各处理组均表现出一定的超补偿能力, 但是随着培养时间的推移, 各处理组的超补偿能力减弱, 最后和对照组无明显差异。段舜山等[14]认为可能是因为环境容量的限制作用, 也可能表明藻类受胁迫后的超补偿作用具有阶段性。Miglvas等[32]研究表明, 一般情况下, 补偿生长过程中的生长率表现为先上升一段时间后再恢复至正常水平。

3.3  营养盐胁迫下东海原甲藻的补偿生长与长江口海域赤潮发生的关系

长江口及其邻近海域是我国沿海营养盐含量较高、有害藻华发生面积和频率最高的富营养化较为严重的海域[33]。20世纪80年代以来, 该水域甲藻的种类和数量均呈现明显上升的趋势[34]。而自21世纪以来, 中国长江口海域春季常常暴发硅藻和甲藻演替性的赤潮, 而且, 通常是每年硅藻赤潮发生后, 紧接着是甲藻赤潮。众多研究表明春、夏季节长江口及邻近海域浮游植物的生长主要受磷限制, 而不是受氮限制[35–36]。每年春季中肋骨条藻赤潮首先暴发[37], 再次过程中吸收了大量的营养盐, 使得长江口局部水体当中磷的含量进一步减少, 浮游植物磷限制的现象进一步加剧。在磷限制的情况更有利于甲藻的生长, 而且随着上升流和长江径流对水体磷的补充, 浮游植物进入了恢复磷营养的阶段, 此时东海原甲藻的超补偿生长能力逐渐显现, 使得东海原甲藻在与硅藻的生长竞争中处于优势地位, 从而暴发面积大、持续时间长的以东海原甲藻为优势种的甲藻赤潮[38]。这可能就是我国长江口海域春季常常暴发硅藻和甲藻演替性赤潮的原因之一。

本研究发现东海原甲藻具有较强的耐受低磷的能力, 而在营养条件恢复情况下, 经历低磷胁迫的东海原甲藻又具有较强的超补偿生长能力。这可能是东海原甲藻在我国沿海海域频繁引发赤潮的原因之一。
致谢: 日本长崎大学水产与环境综合学院的武田重信教授在实验设计方面提供了很大的帮助, 东海水产研究所环境研究室的徐捷和吴庆元同学帮助改进了部分数据统计处理和绘图工作, 沈晓民先生在论文的构思和写作过程中给予很大的帮助, 谨致谢忱。
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Compensatory growth of Prorocentrum donghaiense Lu under nitro​gen and phosphorus deficiency stress

XIA Rongshuang1, 2, XU Zhaoli1, GAO Qian1
1. Key and Open Laboratory of Marine and Estuary Fisheries, Ministry of Agriculture of China, East China Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Sciences, Shanghai 200090, China;

2. College of Marine Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China
Abstract: Variation in tolerance of Prorocentrum donghaiense Lu to N or P deficiency, and its compensatory growth under normal nutrient conditions (f/2 culture media) were studied. Two experimental treatments that included a nutrient deficiency period and a period without nutrient stress, were conducted. First, P. donghaiense was cultured for 10 days under nutrient stress that included, poor nutrients, N deficiency, P deficiency, and N plus P deficiency, while normal nutrient conditions (f/2 culture media) served as a control. Second, nutrient stress was removed, and the treated and control groups were cultured for another ten days at the same inoculation density and a sufficient nutrient supply, simultaneously. Cell density, growth rate, relative growth rate, generation time and Chlorophyll-a was determined during the two periods. The results indicated that nutrient stress has an inhibitory effect on cell growth. Phosphorus deficiency had the least inhibitory effect, whereas N plus P deficiency had a comparatively large inhibitory effect. There was a significant difference (P<0.05) in the growth condition of algal cells between the treated and control groups. Maximum cell densities of the control, poor nutrients, N deficiency, P deficiency, and N plus P deficiency groups were 83×104 cell·mL–1, 32×104 cell·mL–1, 43×104 cell·mL–1, 78×104 cell·mL–1 and 29×104 cell·mL–1, respectively. Maximum growth rates were 0.64 d–1, 0.53 d–1, 0.61 d–1, 0.54 d–1and 0.51 d–1; maximum average relative growth rates were 0.61 d–1, 0.39 d–1, 0.44 d–1, 0.44 d–1and 0.35 d–1; minimum generation times were 1.13 d, 1.76 d, 1.58 d, 1.58 d and 2.00 d, and maximum chlorophyll-content a was 723.7 μg·μL–1, 286.4 μg·μL–1, 427.1 μg·μL–1, 694.2 μg·μL–1 and 292.9 μg·μL–1, respectively. During the periods when nutrient stress was removed, it was found that after being subjected to nutrient stress, P. donghaiense had the ability of compensatory growth, particularly in the P deficiency treatment. There was a significant difference (P<0.05) in the growth condition of algal cells between the treated and the control groups. The main characteristic of compensatory growth of P. donghaiense was that the treated group had a higher average relative growth rate, a greater number of cells, and higher chlorophyll-a content than the control group in the initial culture time. In addition, the maximal rate range of net cell increase was 0.30%–80.95%, and the generation time of the cells was shorter. As the culture time proceeded, the difference between the treated group and the control group decreased. Eventually, all parameters of the treated and control groups were similar. These results showed that P. donghaiense has over-compensatory growth under conditions of nutrient stress, particularly during P deficiency. This might be the cause of harmful algal blooms in the China Seas, which are P deficient year-round.
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