
摘 要：针对海水体系中藻类对无机氮源的吸收利用以及氮源之间相互关系，在室内条件下，利用单细胞藻一次性培养的方法，以

无机氮源铵态氮（NH+4-N）和硝态氮（NO-3-N）为基础，通过改变氮源的形态及比例，研究了三角褐指藻（Phaeodactylum tricornutum）

的生长动力学和氮吸收动力学特征，并通过构建动力学模型对该特征进行拟合。结果表明，同浓度不同形态的无机氮源培养中，

三角褐指藻生长无显著差异（P>0.05）。分别以NH+4-N和NO-3-N作为唯一氮源时，三角褐指藻能够快速对氮源吸收利用，而两种氮

源同时存在时，藻类优先利用NH+4-N，NO-3-N的吸收则受到一定的抑制。同时，所构建的模型较好地预测了藻类的生长动力学和氮

吸收动力学趋势。
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Abstract：To investigate the utilization of inorganic nitrogen in the water by marine phytoplankton and the relationship between nitrogen
sources, the growth curve and the nitrogen（ammonium and nitrate）uptake characteristics of Phaeodactylum tricornutum under different ni⁃
trogen culture conditions were measured in the laboratory. Moreover, a kinetic model was developed to predict these nitrogen uptake pro⁃
cesses. The results showed that there was no significant difference in the growth of P. tricornutum（P>0.05）when reared in the same con⁃
centration but different forms of inorganic nitrogen cultures. Moreover, either of the two nitrogen forms could be taken up rapidly by Phaeo⁃
dactylum tricornutum when they were present as the sole nitrogen form, but in mixed nitrogen cultures, nitrate uptake was clearly inhibited
in the presence of ammonium. Additionally, the refined kinetic model can accurately predict the nitrogen uptake process in the tests.
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不同无机氮条件下一种硅藻的氮吸收动力学
及模型预测分析
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津 300071）

在海洋环境中，氮是浮游植物赖以生存的必需元

素之一，氮循环调控着海洋中氮营养物的可利用性和

生物生产力，对于海洋生态系统的功能至关重要。自

20世纪中期以来，人类经济活动的飞速发展，将各种

生活污水和工业废水大量排入江河湖海，近海水体中

无机氮含量的快速增长，改变了浮游植物的群落组成
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和演替规律，打破了水体中原有的氮素转化平衡，造

成了近海河口区域的富营养化及有害藻华频发[1]。因

此有害藻华的防治工作已经成为全世界邻海国家亟

待解决的生态环境问题，氮素营养与浮游植物的关系

也成为人们关注的焦点。

通常情况下，藻类首先利用环境中无机氮。铵态

氮（NH+4-N）和硝态氮（NO-3-N）是无机氮的两种主要

形态，在自然界的氮循环中，浮游藻类对 NH+4-N 和

NO-3-N的吸收利用是十分重要的一个环节[2-3]。研究

表明，两种无机氮源在被藻类利用的过程中存在复杂

的相互作用。一般认为，多数藻类更倾向于优先利用

NH+4-N[4-6]。Dortch[7]指出，藻类对NH+4-N的优先利用

可能存在两种机制，一种机制是两种无机氮源同时

存在时，藻类更偏好吸收NH+4-N，而另一种机制则是

NH+4-N能直接抑制NO-3-N的吸收。但无论属于何种

机制，NH+4-N对NO-3-N的抑制作用都非绝对，也不一

定单独存在，它们受环境因素的影响很大。Glibert[8]

在对一种硅藻（柔弱根管藻Rhizosolenia delicatula）的

研究中发现，NH+4-N对NO-3-N的作用并不是常见的

抑制作用而是促进其吸收。此外，一些其他的研究表

明，NO-3-N对同体系中的NH+4-N同样存在一定程度

上的抑制作用，只不过抑制效应并没有 NH +4-N 对

NO-3-N的作用那么强烈[9-10]。总之，藻类对氮的吸收

和同化是一个非常复杂的生理生化过程，我们很难用

一个简单的机制就将其解释清楚。目前的研究尚无

法完全清楚地阐释NH+4-N和NO-3-N两种无机氮源在

藻类吸收过程中的相互关系及作用机制，因此进一步

研究不同藻类对这两种无机氮源的吸收动力学特征

也是十分必要的。

海洋生态系统动力学模型作为定量地认识和分

析海洋生态系统现象的有力工具，近年来得到了长足

发展。用生态动力学模型的方法定量研究浮游植物

种群动力学与营养盐吸收动力学的耦合关系是一个

非常重要的方向，Malerba等[11]以 Quota模型为基础，

模拟了不同形态的铵-硝氮源、饥饿时间等因素对小

球藻（Chlorella sp.）生长的影响。Alijani 等[12]则是基

于生态化学计量比理论构建模型，用于模拟光强和

碳、磷等营养盐对藻菌关系的影响，该模型较好地模

拟了浮游植物和细菌对多变的营养盐和光照条件的

响应。Daines等[13]基于藻类生理功能特征和资源分

配平衡角度构建模型，深入分析了藻细胞内氮、磷元

素的流向，使动力学模型和生物化学过程得到有机的

结合。这些模型都在一定程度上很好地描述和分析

了营养盐与浮游植物之间的相互关系。海洋生物与

环境之间的关系错综复杂，随着我们对海洋环境认识

的不断深入，解决这些难题的必要性也日益提升，通

过现场实验结合模型预测的方法为研究这些复杂机

制提供新思路。

本文通过分析我国渤海代表性硅藻——三角褐

指藻在不同形态、不同浓度无机氮源培养条件下的生

长动力学和氮吸收动力学特征，为理解浮游植物铵-
硝氮源吸收动力学机制提供一种可能的解释和补充，

为防治有害藻华和探索富营养化条件下优势藻的形

成机理提供理论依据。同时，通过构建简单有效的动

力学模型对试验所得动力学趋势进行模拟和预测，力

求为相关研究提供一种可行的辅助分析手段。

1 材料与方法

1.1 藻种来源

三角褐指藻（Phaeodactylum tricornutum）购自中

科院海洋研究所微藻种质库。所购藻种在本试验室

经扩大培养3次以后，即可作为受试藻种。

1.2 培养条件

试验基础介质为人工海水[14]（盐度约为 3.5%，初

始 pH为 7.06），培养基选用 f/2改良培养基[15]，其中氮

源及其浓度根据试验需要进行调整。藻种置于 1000
mL三角瓶，在光照培养箱（LRH-250-GS II人工气候

箱，广东省医疗器械厂）中进行一次性培养，培养体积

为 800 mL，初始藻密度约为 2×104 cells·mL-1，每个处

理设3个平行组，培养温度为（22±1）°C，光暗比为12L∶
12D，光照强度为 80 μmol·m-2·s-1，每天定时摇瓶 3~4
次，并随机变换三角瓶的位置。

1.3 试验设计

根据试验需要，设置 3 个氮浓度，分别为 40、60
μmol ·L-1 和 500 μmol ·L-1。其中 40 μmol ·L-1 和 60
μmol·L-1为接近自然海水中的无机氮浓度，另外为观

察在差异明显的高浓度氮培养条件下三角褐指藻的

生长情况、氮吸收动力学特征、两种无机氮源的相互

关系，以及为验证模型预测的适用范围，同时为观察

较高的氨氮浓度是否对藻细胞产生毒性抑制效应[16]，

我们依据樊娟[17]的研究结果，选择 500 μmol·L-1为高

氮浓度组。同时设置 3种氮源添加方式，Ⅰ组为单加

NH+4-N 试验组，Ⅱ组为单加 NO-3-N 试验组，Ⅲ组为

NH+4-N和NO-3-N混合试验组，具体详见表 1。试验从

接种初始日起，测定初始藻细胞密度、藻细胞内氮素

含量和培养基中两种无机氮浓度，之后每 48 h测定一
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次，直至氮源耗尽，停止试验。

1.4 藻细胞计数

利用流式细胞仪计数藻细胞数量。采集约 3 mL
水样于低温保存管中，用终浓度为 1% 的戊二醛固

定，混合均匀后室温下静置 15 min，液氮冰冻后于

-80 ℃保存备用，样品后续进行批量检测。将固定样

品于 37 ℃下水浴解冻，用 SYBR Green I染料染色，室

温下黑暗处理 15 min，上流式细胞仪（BD C6plus）（设

定 488 nm，15 mW 氩激光），并在 530/30 nm 测量，根

据不同的坐标参数（FITC、SSC、PerCP-Cy5-5-H等）

对染色细胞进行区分和计数[18]。

1.5 培养液中NH+4-N、NO-3-N浓度的测定

藻液经 0.22 μm 滤膜过滤，取滤液，用次溴酸钠

氧化法测定NH+4-N，锌镉还原法测定NO-3-N[19]。

1.6 藻细胞内氮含量的测定

取 50 mL三角褐指藻藻液，将藻细胞过滤在 0.7
μm Whatman GF/F 滤膜（滤膜需预先经 450 ℃煅烧 12
h）上，60 ℃烘干后用元素分析仪（EURO EA3000）测

定藻细胞内的N含量（单位为 g·50 mL-1）。该部分数

据主要应用于模型拟合过程，详见1.7。
1.7 模型方程的建立与参数估计

本文所构建模型是在参考了 Lawson等[20]所建立

的一个经典的海洋生态系统模型的基础上，通过对原

模型中一些理化因素（如浮游动物捕食、光照等）进行

简化而得到。不同氮培养条件下模型方程的主要形

式如下所示。

（1）单加NH+4-N试验组：

fNH4= CNH4

ka + CNH4

dP
dt =μa fNH4P-εP
dCNH4dt =-μa fNH4P+βεP

（2）单加NO-3-N试验组

fNO3= CNO3

kn + CNO3

dP
dt =μn fNO3P-εP
dCNO3dt =-μn fNO3P

（3）混合氮源试验组

fNH4= CNH4

kam + CNH4

fNO3=CNO3e
-γCNH4

knm + CNO3

dP
dt =μan（fNH4+fNO3）P-εP
dCNH4dt =-μan fNH4P+βεP
dCNO3dt =-μan fNO3P

式中：CNH4 代表培养基中 NH+4-N 的底物浓度，μmol·
L-1；CNO3 代表培养基中NO-3-N的底物浓度，μmol·L-1；k

代表氮的半饱和吸收常数，μmol·L-1；μ代表藻的最大

比生长速率，d-1；P代表每升溶液中所有藻体内氮含

量，μmol·L-1；γ代表NH+4-N对NO-3-N的抑制常数；β

代表藻类死亡后再生为NH+4-N的比例系数；ε代表藻

细胞的死亡率，d-1。

其中，P的换算公式为：50 mL溶液中所有藻体内

氮含量（μg）×20÷14
模型拟合所需参数是在参考大量前人相关研

究成果的基础上 [7，21-24]，初步选定初始值（遵循的原

则为：优先考虑三角褐指藻相关的参数，其次考虑

与三角褐指藻相近种属藻类的参数），然后运用本

实验中 40 μmol·L-1 氮培养条件下 3 组的试验数据

通过下山单纯形法（Nelder-Mead）优化得到试验参

数值。接下来，进一步通过该参数对 60 μmol·L-1及

500 μmol·L-1 浓度试验组进行模型拟合，验证模型

预测效果。

1.8 数据统计分析

试验所有数据均使用 SigmaPlot 10.0和 SPSS 19.0
软件进行统计分析，模型拟合采用R 3.4.3进行。

2 结果与分析

2.1 三角褐指藻在不同氮培养条件下的生长情况

由图 1可知，本试验三角褐指藻在各种氮浓度和

形态的培养条件下，均能正常生长，且均在第 10 d左

右进入生长稳定期，但不同浓度下，藻类到达稳定期

时的生物量有所差别。3种氮浓度条件下能达到的

表1 试验设计方案

Table 1 The scheme of experimental design
种类

NH+4-N
NO-3-N
NH+4-N
NO-3-N
NH+4-N
NO-3-N

氮浓度/μmol · L-1

Ⅰ组

40
—

60
—

500
—

Ⅱ组

—

40
—

60
—

500

Ⅲ组

20
20
30
30
250
250
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图1 不同氮源培养条件下三角褐指藻生长曲线

Figure 1 The growth curve of Phaeodactylum tricornutum under different nitrogen culture conditions
最大藻密度分别为 40 μmol·L-1 培养时为 1.59×106

cells·mL-1，60 μmol·L-1培养时为 1.82×106 cells·mL-1，

500 μmol·L-1培养时为4.72×106 cells·mL-1。统计分析

表明，相同浓度不同形态氮培养条件下，三角褐指藻

的生长均没有显著差异（P>0.05），同形态不同浓度

下，三角褐指藻生长存在显著差异（P<0.05）。

2.2 三角褐指藻在不同培养条件下的氮吸收动力学

特征

由图 2中A、C、D、F、G、I 6图可以看出，在不同氮

浓度培养条件下添加NH+4-N的 I、III处理组中，NH+4-N
均能被迅速地吸收利用。而 NO-3-N的情况则不同，

在图 2 的 B、E、H 3 图中，不存在 NH+4-N 的情况下，
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图2 不同氮源培养条件下三角褐指藻培养基中氮浓度变化趋势

Figure 2 Changes of the nitrogen concentration in medium for Phaeodactylum tricornutum under different nitrogen culture conditions
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表2 模型参数汇总

Table 2 Summary table of model parameters
参数

μa

μn

μan

ka

kn

kam

knm

γ

ε

β

定义

NH+4-N培养条件下藻最大比生长速率

NO-3-N培养条件下藻最大比生长速率

混氮培养条件下藻最大比生长速率

NH+4-N培养条件下氮的半饱和吸收常数

NO-3-N培养条件下氮的半饱和吸收常数

混氮培养条件下NH+4-N半饱和吸收常数

混氮培养条件下NO-3-N半饱和吸收常数

NH+4-N对NO-3-N的抑制常数

藻细胞的死亡率

NH+4-N的再生比例系数

单位

d-1

d-1

d-1

μmol N · L-1

μmol N · L-1

μmol N · L-1

μmol N · L-1

—

d-1

—

初始值

0.6
0.6
0.6
5
5
5
5

1.5
0.000 8

0.3

优化后数值

0.46
0.55
0.67
5.16
4.79
5.38
4.99
1.05

0.000 8
0

NO-3-N能被迅速的吸收利用，甚至在低浓度氮源条件

下（40 μmol·L-1和 60 μmol·L-1）NO-3-N作为唯一氮源

时其消耗比NH+4-N作为唯一氮源时更加快速。但当

两种氮源同时存在时，NO-3-N的吸收在前期均出现

了不同程度的延迟现象，且延迟时间随培养环境中

NH+4-N 浓度的增加而增加，说明 NO-3-N的吸收受到

了NH+4-N的影响，这一阶段NH+4-N是藻类吸收的主

要氮源形式。

2.3 模型参数优化及拟合结果

通过 40 μmol·L-1试验组数据优化得到的模型参

数如表 2所示。在此浓度下，拟合 I~III各组中藻细胞

内氮浓度和培养基中氮浓度的试验观测值和模型预

测值的决定系数 R2 分别为 0.953（图 3A）、0.985（图

3B）；0.911（图 4A）、0.982（图 4B）；0.924（图 5A）、0.986
（图5B）、0.981（图5C）。

2.4 不同培养条件下藻体内氮浓度及培养基氮浓度

的预测

进一步用优化后的模型对 60 μmol·L-1 及 500
μmol·L-1试验组所得趋势进行预测，结果如图 3~图 5
所示。模型预测值与试验观测值均十分吻合，决定系

数 R2全部介于 0.780~0.986之间，说明该模型能很好

地预测三角褐指藻在各浓度、各形态氮源下的生长动

图中散点为实测数据，曲线为模型拟合数据

The scatter points in the figure represent the measured data，and the curves represent the model fitting data
图3 三角褐指藻在NH+4-N不同浓度培养条件下藻体内总氮含量和培养基中氮浓度变化趋势模型拟合结果

Figure 3 Model fitting results for total intracellular nitrogen content and changes of nitrogen concentration in medium under
different concentration of NH+4-N
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力学和氮吸收动力学趋势。

3 讨论

氮是浮游植物细胞内核酸、蛋白质和叶绿素等的

基本元素之一，在浮游植物的生命活动中占有非常重

要的地位。自然界中除少数蓝藻具有自身固氮能力

外，藻类必须从环境中吸收一定的氮源以满足其生

长、繁殖的需要，同时不同种类的微藻对氮源的种类

和浓度需求也不一样[25]。从本试验中藻类生长动力

学结果可以看出，氮浓度的改变对三角褐指藻的生长

影响显著，同形态不同浓度的氮培养条件下，藻类生

物量均存在显著差异（P<0.05），证明了氮素营养是三

角褐指藻生长的一种非常重要的限制因子。与此同

时，同浓度不同形态氮培养条件下，三角褐指藻的生长

却没有出现明显差异（P>0.05）。一般认为微藻最容易

利用NH+4-N，但是随着NH+4-N被利用，培养液的pH逐

渐下降，以至于抑制微藻的生长，因而高浓度的NH+4-N
反而会抑制微藻的生长[26]。本试验的结果表明，500
μmol·L-1 NH+4-N试验组中藻类的生长与其他同浓度试

验组没有明显差异，说明该浓度的NH+4-N并没有对三

角褐指藻的生长产生抑制效应，这也证明一定浓度范

围内，三角褐指藻均能很好地利用NH+4-N和NO-3-N两

种无机氮源，这与Yongmanitchai等[27]的研究结果是一

致的。

另外，对藻类氮吸收动力学特征进行分析，在 3
种不同氮浓度的培养条件下，单一添加 NH+4-N 或

NO-3-N时，氮营养均能被藻类快速吸收，而两种无机

氮源同时存在时，则出现了明显的 NO-3-N吸收延迟

现象。对于这样的特征，目前有几种可能的解释：首

先，藻类可能会根据所处环境中氮源的多少及形态对

吸收氮源的策略进行自我调整，对三角褐指藻而言，

已有研究证明其对各种氮源均具有广泛的利用

性[27-28]，因此当环境中存在NH+4-N或NO-3-N为唯一氮

源时，其均能很好地吸收利用。而当环境中同时存在

NH+4-N和NO-3-N时，藻类则会改变吸收策略。由于

吸收 NH+4-N 不需要转换氮的价态并消耗相应的能

量，因此，藻类很可能优先利用NH+4-N[29]。这一特征

也在大量的室内藻类培养及实际水体研究中得到了

较充分的证实[7]。同时，除藻类对其偏好性吸收外，

NH+4-N的存在也可能抑制硝酸盐还原酶、转运酶等的

活性，损害藻类吸收 NO-3-N的能力[30-31]。另外，值得

注意的是，由于不同种类的微藻对氮的种类和浓度需

求不同，它们对于NH+4-N和NO-3-N的利用以及不同

环境下氮吸收策略的差异在自然环境中具有重要意

义。在河口及近岸海域，由于陆源输入的影响，经常

会出现脉冲式营养盐输入，那些能更加快速适应氮环

图中散点为实测数据，曲线为模型拟合数据

The scatter points in the figure represent the measured data，and the curves represent the model fitting data
图4 三角褐指藻在NO-3-N不同浓度培养条件下藻体内总氮含量和培养基中氮浓度变化趋势模型拟合结果

Figure 4 Model fitting results for total intracellular nitrogen content and changes of nitrogen concentration in medium under
different concentration of NO-3-N
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境变化的藻类，很可能迅速成为优势种，进而改变浮

游植物的群落结构，甚至进一步引发藻华[11]。

本文通过构建数学模型模拟了三角褐指藻在不

同氮源培养条件下的氮吸收动力学特征。值得注意

的是，模型中参数的取值大小很大程度上影响着计算

结果，因此选取合适的参数值，对模型预测结果的准

确性至关重要。但在实际环境评价工作中，有些参数

往往难以测定，同时由于有针对性的现场观测和模拟

实验数据匮乏，致使无法向模型提供理想的参数，进

而降低了模拟结果的准确性。因此在借鉴相关经验

值的基础上对参数进行优化是十分必要的。自 20世

纪 60年代开始，随着计算机技术的普及和迅速发展，

参数自动估计方法得到了普遍应用，大幅加快了参数

优选的速度，增加了模拟结果的客观性和可信度[32]。

并且随着参数自动估计方法的发展，优选算法也变得

多种多样[33]。单纯形法，又称之为下山单纯形法，是一

种经典的直接搜索最优解算法，由Nelder和Mead提

出[34]。该方法由一组解构成初始单纯形，在每次迭代

中，逐步剔除最差解，并寻求更好的解。该方法实现

简单、性能良好、精度高，适合计算变量数不多的方程

求极值。目前在不同研究领域都有较为广泛的应

用[35-37]，本文运用单纯形法对营养盐吸收动力学模型

中的参数进行优化求解。通过优化所得到的参数符

合藻类生长和营养盐吸收动力学相关性研究的常规

经验值，同时通过在两种具有明显差异的氮浓度培养

条件下（60 μmol·L-1和500 μmol·L-1）对模型预测能力

验证，其均可以较好地预测试验结果，说明我们通过

单纯形法所优化的模型参数基本符合本研究中微藻

图中散点为实测数据，曲线为模型拟合数据

The scatter points in the figure represent the measured data，and the curves represent the model fitting data
图5 三角褐指藻在混合氮源不同浓度培养条件下藻体内总氮含量和培养基中氮浓度变化趋势模型拟合结果

Figure 5 Model fitting results for total intracellular nitrogen content and changes of nitrogen concentration in medium under different
concentration of mixed nitrogen（NH+4-N and NO-3-N）
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的真实生理特征。

4 结论

（1）三角褐指藻在各种氮浓度和形态的培养条件

下，均能正常生长。同浓度不同形态氮培养条件下，

三角褐指藻的生长均没有显著差异（P>0.05），同形态

不同浓度下，三角褐指藻生长差异显著（P<0.05）。

（2）分别以NH+4-N和NO-3-N作为唯一氮源时，三

角褐指藻能够迅速对氮源吸收利用，两种氮源同时存

在时，藻类优先利用NH+4-N，NO-3-N出现吸收延迟的

现象，且延迟时间随培养环境中NH+4-N浓度的增加

而增加。

（3）通过构建营养盐吸收动力学模型模拟了三角

褐指藻在不同氮源培养条件下的生长和氮吸收动力

学特征。模型预测值与试验观测值均十分吻合，决定

系数R2全部介于0.780到0.986之间，该模型很好地预

测了三角褐指藻在各浓度、各形态氮源下的生长动力

学和氮吸收动力学趋势。
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