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微藻无机氮利用过程中的稳定氮同位素分馏
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摘　 要： 选用两种 δ１５Ｎ差异显著的铵态氮和硝态氮，分别设置不同浓度的铵态氮和硝态氮来处理莱茵衣藻和蛋白核小球藻，
通过分析微藻的稳定氮同位素组成变化，来研究微藻利用不同浓度、不同形态无机氮过程中的稳定氮同位素分馏特征。 结果
显示，在未添加无机氮的条件下，微藻利用有机氮时，生长缓慢，稳定氮同位素基本上不存在分馏；在添加低浓度无机氮（≤
２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）时，微藻的生长和稳定氮同位素分馏都随着无机氮浓度的增加而增加；而添加高浓度无机氮（＞２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）时，
微藻的生长趋于稳定，铵态氮条件下的微藻稳定氮同位素分馏继续加大，而硝态氮条件下的微藻稳定氮同位素分馏反而减
小，可能与此时微藻硝酸还原酶的活力减小有关。
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微藻是指一类生活在水中，营浮游生活方式的
微小植物的总称，通常指浮游藻类。 它不是物种分
类学上的单位，而只是一个生态学单位。 微藻可利
用的氮源较广，包括无机氮源（铵态氮、硝态氮）和
有机氮源（氨基酸、酵母膏、尿素） ［１］。 一般情况下，
微藻可吸收利用的氮源以铵态氮和硝态氮等无机

氮为主。
由于氮的赋存形态较多，从－３ 价的 ＮＨ＋

４ 到＋５
价的 ＮＯ－

３ 都有；相应地不同形态的氮同位素组成差
异也比较大，其 δ１５Ｎ一般在－２０‰～ ＋３０‰之间。 自
２０世纪 ７０年代以来，同位素技术陆续在光合作用
途径、光能利用效率、水分利用效率、无机碳利用份
额、生物溶蚀等领域得到了广泛应用［２－８］。

自然条件下，铵态氮和硝态氮的稳定氮同位素
组成差异较大，再加上不同形态的无机氮在生物体
中的运移过程不同，最终造成植物体的稳定氮同位
素组成差异明显。 这为本研究从稳定氮同位素的
角度来研究微藻吸收利用不同形态无机氮过程中

的稳定氮同位素分馏特征提供了有力条件，该研究
成果将在微藻氮代谢及指示水体环境变化研究领

域具有重要意义。

１　 材料方法
　 　 本研究选用的微藻是莱茵衣藻 （ Ｃｈｌａｍｙｄｏ⁃
ｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ，ＦＡＣＨＢ － ４７９） 和蛋白核小球藻
（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ，ＦＡＣＨＢ－５），均来源于中国科
学院水生生物研究所淡水藻种库（Ｆｒｅｓｈｗａｔｅｒ Ａｌｇａｅ
Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｈｙｄｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，
ＦＡＣＨＢ）。 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人工温室。

本研究选用两种 δ１５Ｎ 差异显著的铵态氮和硝
态氮，分别设置不同浓度的铵态氮和硝态氮作为无
机氮源，由此来识别微藻利用不同种类无机氮过程
中的氮分馏特征。 无机氮（分为两组：硝酸钠和氯
化铵）浓度梯度设置：０、０ ２、２ ０、２０ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，所添
加的标记硝酸钠的 δ１５Ｎ 为 ２３ ４‰±０ １‰；所添加
的标记氯化铵的 δ１５Ｎ 为 １ ４‰±０ １‰。 微藻培养
采用改进的 ＳＥ（去除含氮组分）液体培养基［９］。 培
养条件如下：光照强度，１５０ μｍｏｌ ／ （ｍ２·ｓ）；光暗周
期，１２ ｈ ／ １２ ｈ；温度，２２ ０±１ ０ ℃。 通过添加少量
ＮａＯＨ或 ＨＣｌ调节初始 ｐＨ 在 ８ ００±０ ０５。 实验处
理 ４天，通过不断进行继代培养以保持微藻旺盛的
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图 １　 无机氮处理下的微藻蛋白质含量
Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｕｎｄｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ

生长状态。 为降低误差，硝酸钠组和氯化铵组同时
进行同批次培养，并控制各个实验处理开始时的微
藻接种量，以便降低微藻细胞浓度差异所带来的
影响。
１ １　 微藻生物量的测定
　 　 根据微藻的生长特征，本研究生物量指标的获
取采用测定微藻培养液蛋白质含量的方式来表征，
具体测定方法采用考马斯亮蓝比色法［１０］。
１ ２　 微藻稳定氮同位素的测定
　 　 离心收集微藻样品，使用冷冻干燥法获得干燥
的微藻样品，采用气体同位素质谱分析法（ＭＡＴ－
２５２）测定氮同位素比值，分析结果以相对于国际标
准－大气的 δ１５Ｎ为基准（式 １）。

δ１５Ｎ （‰）＝ ［（Ｒ样品 ／ Ｒ标准） － １］ × １０００ （１）
式中，Ｒ样品为样品的１５Ｎ与１４Ｎ的比值；Ｒ标准为标准品
的１５Ｎ与１４Ｎ的比值。
１ ３　 微藻稳定氮同位素组成的校正
　 　 鉴于微藻生长的特殊性，很难分离在实验处理
条件下新生成的微藻和初始接种的微藻，造成最后
测得的藻体稳定氮同位素组成是一种包含处理前

后的所有微藻的混合物。 为了更加准确反映实验
处理过程中新生成的微藻稳定氮同位素组成，本研
究采用微藻稳定氮同位素校正模型。

根据微藻稳定氮同位素样品的特点，结合培养
前后的微藻生物量增殖情况和培养前后的微藻氮

同位素组成变化，假定微藻利用体内有机氮不发生
氮同位素的分馏（本文已证实），我们建立了如下
方程：

Ｐ０×δ１５Ｎ０＋ （Ｐ４－ Ｐ０）×δ１５ＮＡ ＝Ｐ４×δ１５ＮＥ （２）
式中，Ｐ０ 为初始接种时的微藻蛋白质含量；Ｐ４ 为实

验处理 ４天测得的微藻蛋白质含量；δ１５Ｎ０ 为初始接

种的微藻稳定氮同位素组成；δ１５ＮＥ 为实验处理 ４天
测得的微藻稳定氮同位素组成；δ１５ＮＡ 为实验处理

新生成的微藻稳定氮同位素组成。
本研究后续部分的新生成微藻的稳定氮同位

素组成数据都是基于此模型校正后的数据。

２　 结果
２ １　 不同氮源对微藻生长的影响
　 　 从不同浓度无机氮处理下的微藻生长状况来
看，随着添加的无机氮浓度的增加，莱茵衣藻和蛋
白核小球藻的生物量都在不断增加（图 １）。 从不同
形态无机氮对微藻生长的促进程度来看，铵态氮更
利于促进莱茵衣藻的生长；而硝态氮对蛋白核小球
藻生长的促进作用更强。 整体看来，添加无机氮能
够促进微藻生长。 在高浓度下，两种藻类生长趋于
稳定。
２ ２　 微藻稳定氮同位素组成的变化
　 　 本研究所添加的两种无机氮的稳定氮同位素
组成差异较大， δ１５ Ｎ⁃ＮＨ＋

４ 为 １ ４‰ ± ０ １‰， δ１５ Ｎ⁃
ＮＯ－

３ 为 ２３ ４‰±０ １‰，从处理后的新生成微藻的稳
定氮同位素数据来看，微藻 δ１５Ｎ组成受所添加无机
氮的影响较大（表 １）。

铵态氮处理下，随着添加氯化铵浓度的增加，
新生成微藻的稳定氮同位素组成呈越来越偏负的

趋势。 硝态氮处理下，随着添加硝酸钠浓度的增
加，新生成微藻的稳定氮同位素组成呈先偏正后回
落的趋势；在添加 ２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 硝酸钠的条件下，微
藻的 δ１５Ｎ接近所添加的 δ１５Ｎ⁃ＮＯ－

３，再提高添加硝酸
钠的浓度，新生成微藻的 δ１５ Ｎ 反而急剧下降，这
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　 　表 １　 不同无机氮处理下的新生微藻的稳定氮同位素组成
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｓｏｔｏｐｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ

ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ
‰

无机氮浓度 ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

莱茵衣藻稳定氮

同位素组成

蛋白核小球藻稳定

氮同位素组成
ＮＨ＋

４ ＮＯ－
３ ＮＨ＋

４ ＮＯ－
３

０ ７ ６±０ ３ ７ ６±０ ３ ２ ５±０ ３ ２ ５±０ ３
０ ２ ６ １±０ ２ １１ ６±０ ４ ５ ０±０ ３ １３ ４±０ ４
２ ０ ３ ６±０ ５ ２４ ２±０ ３ －１ １±０ ２ ２４ ８±０ ３
２０ ０ －３ ２±０ ３ １０ ６±０ ５ －２ ３±０ ２ １２ ８±０ ４

可能与硝态氮的代谢途径有关。
２ ３　 微藻稳定氮同位素分馏特征
　 　 实验初始接种的同一条件下培养的微藻稳定
氮同位素组成：莱茵衣藻的 δ１５Ｎ 为 ７ ２‰±０ ４‰；
蛋白核小球藻的 δ１５Ｎ 为 ２ ２‰±０ ４ ‰。 根据初始
接种时的微藻稳定氮同位素组成和新生成的微藻

稳定氮同位素组成（表 １），计算各处理条件下的微
藻稳定氮同位素分馏（表 ２）。

表 ２　 不同无机氮处理下的微藻稳定氮同位素分馏
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｉｓｏｔｏｐｅ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

无机氮浓度 ／
（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）

莱茵衣藻稳定氮

同位素分馏

蛋白核小球藻稳定

氮同位素分馏
ＮＨ＋

４ ＮＯ－
３ ＮＨ＋

４ ＮＯ－
３

０ ０ ４ ０ ４ ０ ３ ０ ３
０ ２ １ １ ４ ４ ２ ８ １１ ３
２ ０ ３ ６ １７ ０ ３ ３ ２２ ６
２０ ０ １０ ４ ３ ４ ４ ４ １０ ７

　 　 由表 ２可以看出，在未添加无机氮的空白条件
下，不论是新生成的莱茵衣藻还是新生成的蛋白核
小球藻，它们的稳定氮同位素基本上都不存在分
馏。 随着添加铵态氮浓度的增加，新生成微藻的稳
定氮同位素分馏程度不断加大；而微藻的稳定氮同
位素分馏随添加硝态氮浓度的增加都存在先上升

后下降的趋势。

３　 讨论
　 　 从以上实验结果可以发现，不论莱茵衣藻还是
蛋白核小球藻，它们的生物量及微藻稳定氮同位素
组成，都在添加 ２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的无机氮条件下存在拐
点，且不论是添加铵态氮还是硝态氮。 它们之间存
在很好的一致性。

由于氮是叶绿素的重要组成成分［１１－１２］ ，植物
氮的供应是否丰缺通常影响叶绿素的变化。 一般

情况下，适当增加氮的供应量能明显促进微藻的
增长［１３］ ，但是，高浓度的铵态氮对大多数植物普遍
存在铵盐毒害现象［１４－１５］ 。 本研究发现在添加低浓
度铵态氮的条件下（≤２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），微藻的生长
随添加铵态氮浓度的提高而增长；而添加高浓度
的铵态氮使微藻的生长趋稳。 这是因为随着铵根
离子的吸收和同化，这个过程不断释放出 Ｈ＋，造成
微藻生长环境被迅速酸化［１６－１７］ ，它将快速降低到
细胞正常生长所能耐受的最低 ｐＨ，此时，细胞将
不能进行正常生长。 已有研究认为 ｐＨ 对微藻细
胞生长的影响主要是通过引起细胞膜电荷的变化

和改变营养物质的离子化程度来影响细胞对营养

物质的吸收，或者是影响细胞内多种酶的活性，最
终抑制微藻的生长［１８－１９］ 。 因此，在铵盐浓度达到
２０ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，抑制作用与促进作用相抵冲，致使
微藻的生长趋稳。 而且，在添加高浓度的硝态氮
处理下，微藻的生长趋于稳定，这可能是高浓度无
机氮的促进与高浓度硝酸盐对硝酸还原酶的反馈

抑制相对冲的结果［２０］ 。
植物的稳定氮同位素组成取决于其所吸收利

用的氮源类型、氮浓度及生物酶活性等因素［２０］。 植
物在同化铵态氮过程中会发生氮同位素分馏现象，
尤其在铵态氮作为唯一氮源的水培条件下，随着添
加铵态氮浓度的增加，在遭受胁迫的逆境条件下，
植物同化氮的能力下降，反应速率下降，由此带来
对无机氮的选择性加大，导致了氮同位素分馏的增
加［２１－ ２４］。 因此，对铵毒害比较敏感的植物通常亏
损１５Ｎ［２１－ ２２］。

硝态氮处理下，随着添加硝酸钠浓度的增加，
新生成微藻的稳定氮同位素组成存在抛物线变化

的趋势，这可能与硝态氮的代谢途径有关，尤其在
高浓度硝酸盐条件下，莱茵衣藻和蛋白核小球藻同
时遭受着盐胁迫［２５］和硝酸还原酶的抑制［２０］，最终
影响了微藻对无机氮的吸收利用。

需要说明的是，在未添加无机氮的空白条件
下，新生成的莱茵衣藻和蛋白核小球藻只利用来自
改进的 ＳＥ 培养液中的土壤提取液的有机氮，它们
的稳定氮同位素基本上都不存在分馏。 这表明微
藻吸收利用培养液中的有机氮的过程不存在稳定

氮同位素分馏。

４　 结论
　 　 １）在未添加无机氮的条件下，微藻主要利用 ＳＥ

１４８
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培养基中的微量有机氮，微藻生长缓慢，稳定氮同
位素基本上不存在分馏。

２）随着添加无机氮（≤２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）浓度的增
加，微藻的生长和稳定氮同位素分馏都呈增加趋

势；添加过高浓度无机氮（＞２ ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ），微藻的生
长趋于稳定，铵态氮条件下的微藻稳定氮同位素分
馏继续加大，而硝态氮条件下的微藻稳定氮同位素
分馏反而减小。
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