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北部湾冬季的生物固氮作用
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摘 要: 2006 年 12 月至 2007 年 1 月( 冬季) 期间，对北部湾海区的生物固氮作用进行了初步研究，结果表明: 当培养时间为
2 h时，水体浮游生物固氮速率最高，且固氮速率随着培养时间的延长而逐渐降低。北部湾冬季固氮速率存在周日变化，
8∶ 10 ～ 11∶ 10 时段内固氮速率达到最高值。10 m和 30 m水深在夜间仍能检测到固氮活性，这可能是浮游生物昼夜垂直移
动引起的。北部湾冬季固氮速率的范围为 447． 5 ～ 1447． 2 pmol / ( L·h) ，固氮速率呈现出从湾内往湾外不断增加的趋势，湾
口海区( B06 站) 的积分固氮速率为 319． 5 μmol / ( m2·d) 。B06 站 Fe加富实验表明，添加 100 nmol /L Fe能够明显促进生物
固氮作用，北部湾冬季湾口海区生物固氮作用可能受到 Fe限制。
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Biological fixed nitrogen of Tokin Gulf in winter
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Abstract: The biological nitrogen fixation rates were investigated in Tokin Gulf waters in winter from Dec． 2006 to Jan． 2007． The ni-
trogen fixation rates were decreased as extension of culture time，the optimal culture time was 2 h． The nitrogen fixation rates showed
diurnal variations，the highest nitrogen fixation rate appeared at 8∶ 10 ～ 11∶ 10，the diazotrophs still have the nitrogen fixation activity
during the night at the depths of 10 m and 30 m，which may result from the diurnal migration of planktons． The nitrogen fixation rates
ranged from 447． 5 pmol / ( L·h) to 1 447． 2 pmol / ( L·h) of Tokin Gulf waters in winter． Which showed a longitudinally increasing
trend，the integral nitrogen fixation rate at station B06 was 319． 5 μmol / ( m2·d) ． The iron enrichment experiment at the mouth of
the bay ( B06) showed that the biological nitrogen fixation significantly promoted by adding iron concentration of 100 nmol /L． The bi-
ological nitrogen fixation rates at the bay mouth might be iron limited．
Key words: nitrogen fixation; iron limitation; Tokin Gulf; winter

海洋中有着极其丰富的固氮生物种群和多样的共生

固氮方式，海洋生物固氮是海洋中“新 N”的重要来源。
海洋生物固氮与光合固碳密切联系、相辅相成，对海洋浮
游植物生物量和初级生产力调控有重要促进作用，并影

响海洋中 C、N、P等生源要素的生物地球化学循环［1-4］。
尽管海洋生物固氮潜力巨大，由于受到各种物理、化

学和生物因子的共同限制作用，使得海洋生物固氮总量

不可能无限增加［1，5-15］。Fe 是海洋浮游植物的必需微量
元素［16］。Fe的有机络合作用、颗粒活性以及受到浮游植
物的吸收作用，再加上外源 Fe 的输入有限，全球许多海
区( 特别是大洋海区) 表层水中活性 Fe 浓度不能满足浮
游植物生长和固氮作用的需要［17］。与大洋相比，虽然近
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岸海区 Fe的含量较高，然而浮游植物群落对 Fe的需求也
更大，Fe限制的阈值较高［18］，特别是在特定的地形、水文
等条件下，Fe很可能成为限制因子，成为近岸海区赤潮的
主要激发因子之一［19-22］。
目前有关中国近海的生物固氮作用研究还比较薄

弱，研究区域主要集中在东海南部和南海北部［23-24］，还未

见有关中国近海固氮总量以及固氮作用限制因子方面的

报道。北部湾位于南海西北部，是一个天然的亚热带半
封闭海湾，具有丰富的海洋生物资源，是我国的第四大渔

场［25］。本文首次在北部湾海区对生物固氮的时空变化进
行了研究，并通过现场 Fe 加富培养实验，探讨了 Fe 对北
部湾生物固氮作用的影响，对北部湾生物固氮的调控因

子进行了初步讨论。

1 材料与方法

1． 1 调查站位与样品采集
于 2006 年 12 月 ～ 2007 年 1 月( 冬季) 期间，搭乘“实

验 2 号”科考船完成现场采样和培养实验。采样站位如
图 1 所示，选择 B06 站进行固氮的时间变化和 Fe 添加实
验。表层海水用洁净的塑料桶打取，其它水层水样用 Ni-
skin采水器采集，将水样分装到含硅胶垫橡皮塞的 250
mL盐水瓶中进行现场培养。按采样层次设置不同的培
养箱，培养箱上覆盖遮光网以模拟现场光强。水柱中光
的衰减系数由实测透明度估算得到［26］。抽取表层循环海
水以保持培养箱内水温恒定。

图 1 北部湾冬季采样站位
Fig． 1 Locations of sampling stations of Tokin Gulf in winter
温度和盐度用 CTD 测定。水样经 450℃下灼烧 4 h

后的 GF /F 滤膜过滤后，分别采集滤液和滤膜，以测定营
养盐( N、P) 和叶绿素 a。Fe 加富实验中，Fe 标准储备液
( 0． 01 mol /L) 用优级纯 FeCl3与 EDTA按照 1∶ 1． 5 比例配
制［27］，盐水瓶中最终外加 Fe 浓度分别为 0，10，50，100，
1 000 nmol /L。
1． 2 相关参数的测定
固氮速率的测定用乙炔还原法［28］，盐水瓶中乙炔气

体体积比约为 10%，将盐水瓶底部朝上置于上述培养箱
中培养 2 h，用 GC900 型气相色谱仪( 上海科创仪器公司)
测量乙炔还原活性，本研究所用 C2H2 /N2换算因子为4∶ 1。
乙炔还原活性的单位为 pmolN / ( L·h) ( 每升水样中的固
氮生物每小时固氮的 pmol 数) 。营养盐的测定按照《海
洋监测规范第 4 部分: 海水分析》( GB 17378． 4-1991 ) 进
行，叶绿素 a样品用 5 mL的 90%丙酮溶液暗处冷冻萃取
24 h后，用 Turner Designs -Au荧光仪测定。
采样和培养实验器皿均在 10%盐酸中浸泡 7 d后，用

蒸馏水充分洗涤。每组实验设置三个平行，所有实验数
据均用 SPSS 17． 0 统计分析软件处理。

2 结果与讨论

2． 1 不同培养时间对固氮速率测定的影响
在海洋生物固氮速率的测定中，不同研究者所采用

的培养时间往往不一致。如: Williams 和 Carpenter［29］在
夏威夷附近卡内奥赫湾进行固氮速率现场测定时，采用 1
h的培养时间，Fu 和 Bell［30］采用 3 h 培养时间; 而 Steppe
等［31］则将培养时间设为 24 h。因此，为了提高现场培养
效率，有必要对培养时间进行优化。
本文比较了在不同培养时间条件下生物固氮速率的

差异。结果表明，随着培养时间的延长，实测固氮速率值
逐渐降低，其中 2 h培养时间所得固氮速率值最高，当培
养时间为 24 h 时，所测得的固氮速率值仅为 2 h 时的
12% ( 图 2) 。实测固氮速率随培养时间延长而降低的原
因可能是光合作用所产生的氧对固氮酶活性具有抑制作

用［6］。

图 2 不同培养时间条件下所得固氮速率比较
Fig． 2 Comparison of nitrogen fixation rates of different culture

time
2． 2 固氮速率的周日变化

B06站位水深 0 m和 50 m生物固氮速率周日变化的
结果( 图 3) 表明，固氮速率在 8∶ 10 ～ 11∶ 10 时段内最高，
其次为 11∶ 10 ～ 14∶ 10 时段。中午时间段固氮速率低于上
午，可能是中午时段的固氮酶活性受到光抑制作用［7］。
伴随着上午和中午时段水体表层浮游植物繁殖和固氮作

用对营养物质的大量消耗，在 14 ∶ 10 ～ 17 ∶ 10 和 0 ∶ 10 ～
3∶ 10时段内，0 m 固氮速率均低于检测限。水深 10 m 和
30 m固氮速率的周日变化情况与 0 m和 50 m类似，均在
8∶ 10 ～ 11∶ 10 时段内固氮速率具有最高值，不同的是，10
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m和 30 m水深在夜间 0∶ 10 ～ 3∶ 10 时段内仍能测出固氮
作用的发生，且固氮活性高于 11∶ 10 ～ 14∶ 10 时段，这可能
是由于固氮藻在夜间下沉，在次表层聚集，但很难达到 50
m水深，因此在 0∶ 10 ～ 3∶ 10 时段 50 m固氮速率低于检测
限。14∶ 10 ～ 17∶ 10 时段 50 m 固氮速率未检出也可能是
由于固氮生物丰度较低或者营养物质不足造成的。束毛
藻被认为是海洋中分布最广的固氮蓝藻，但其只能在白

天固氮［32］，研究表明，某些固氮藻类( 如海洋球形蓝细菌

等) 固氮与固碳具有昼夜错开的现象，白天进行光合作

用，夜晚光合作用停止时则进行生物固氮［33］。因此，北部
湾除了束毛藻等固氮蓝藻以外，还可能存在其它能够在

夜间固氮的微生物。有关北部湾固氮生物的群落组成目
前尚未有文献报道，还有待进一步研究。

图 3 固氮速率的周日变化
Fig． 3 Diurnal variation of nitrogen fixation rates

2． 3 冬季北部湾水体的固氮速率

冬季北部湾各站位表层固氮速率的变化范围为

447． 5 ～ 1 447． 2 pmol / ( L·h) ，平均值为 907． 0 pmol / ( L
·h) ( 表 1 ) 。固氮速率从湾内往湾外有不断增加的趋
势，最大值出现在 B06 站，该站位靠近外海，海水透明度
较高，有利于固氮生物的生长和进行固氮作用。贾晓平
等［25］指出，冬季北部湾海区浮游植物快速繁殖消耗海水

中的无机磷酸盐( DIP) ，磷酸盐含量普遍较低。本研究中
DIP平均浓度只有 0． 05 μmol /L，接近南海贫营养海水的
DIP浓度( 0． 02 μmol /L) ［34］，除了 B03 站位以外，其他站
位的 DIN∶ DIP均超过 Redfield比值的 16∶ 1 ［35］，然而大量
的现场和室内实验表明，束毛藻体内的 N ∶ P 在 50 左
右［3］，有关冬季北部湾的生物固氮是否受到 P 的限制还
有待进一步研究。
根据 B06 站位不同水深固氮速率周日变化，计算得

到 B06 站位积分固氮速率为 319． 5 μmol / ( m2·d) ，根据
Redfield比值( C∶ N = 6． 6 ) ［35］，B06 站位的固碳速率为
2 108． 6 μmol / ( m2·d) ，北部湾海域总面积为 1． 3 × 105

km2［25］，由此我们粗略估算出冬季北部湾日固氮量为 5． 8
× 108 g，对初级生产力的贡献为 3． 2 × 109 g /d( 以 C 计) 。
与世界其它海域比较( 表 2 ) ，北部湾冬季的固氮速率与
Garcia等［36］在西南太平洋新喀里多尼亚湾的研究结果相
近，显著高于在中国东海和南海北部的固氮速率。因研
究海域、季节，固氮生物种类、生理状态以及测定方法等
的不同，不同海区的固氮速率测值存在较大差异，比如在

南美东北海岸冬季发生霍克半管藻赤潮期间，固氮速率

表 1 北部湾冬季表层水体固氮速率
Tab． 1 Surface nitrogen fixation rates in Tokin Gulf in winter

站位 T /℃ S
c /μmol·L －1

NO －
3 NO －

2 NH +
4 DIN DIP

DIN /DIP
表层固氮速率

/pmol( L·h) － 1

B01 20． 82 33． 04 0． 21 0． 05 0． 41 0． 67 0． 01 67 447． 5
B02 22． 25 33． 09 1． 79 0． 29 0． 21 2． 29 0． 10 23 761． 8
B03 22． 00 33． 89 － － 0． 04 0． 04 0． 03 1 926． 1
B04 23． 05 33． 80 0． 90 0． 09 0． 61 1． 60 0． 01 160 773． 5
B05 23． 70 33． 59 1． 27 0． 07 0． 61 1． 96 0． 10 20 1086． 0
B06 24． 36 33． 87 0． 32 － 0． 39 0． 71 0． 03 24 1447． 2

注:“-”表示未检出，“DIN”表示总溶解无机氮，“DIP”表示总溶解无机磷。

表 2 世界不同海域固氮速率比较
Tab． 2 Comparison of nitrogen fixation rates in different sea areas

海域 调查时间 研究水深 /m
固氮速率

/μmol·m －2·d －1 站位数 测定方法 文献

阿拉弗拉海 1999 年 11 月 0 ～ 10 3 955 2 N15 ［37］
南美东北海岸 1996 年 11 月 0 ～ 100 3110 14 ARA ［38］
热带北大西洋 1994 年 5 月 － 6 月 0 ～ 121 898 18 ARA ［39］
西南太平洋 2003 年 10 月 0 ～ 50 306 1 N15 ［36］
热带北大西洋 2001 年 2 月 0 ～ 100 167 23 ARA ［40］
中国台湾东北部海区 1994 年 3 月 0 ～ 100 35． 7 2 N15 ［41］
中国东海南部 1995 年 9 月 0 ～ 50 2． 1 3 ARA ［23］
中国南海北部 2006 年 12 月 0 ～ 78 1． 2 3 N15 ［24］
中国北部湾 2007 年 1 月 0 ～ 50 319 1 ARA 本研究

注: ARA表示用乙炔还原法测定，N15表示用 N15同位素示踪法( IT) 测定。
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可达到 3 110 μmol / ( m2·d) ，是北部湾冬季固氮速率的
9． 7 倍。固氮速率测定的巨大差异，给估算全球海洋固氮
总量以及海洋新生产力带来一定的困难，迫切需要在方

法学上做进一步的统一。
2． 4 Fe加富对固氮速率的影响
北部湾 B06 站 Fe加富实验表明，外加 Fe能够明显促

进固氮生物的固氮作用( 图 4 ) 。当外加 Fe 浓度为 100
nmol /L时，对固氮速率的促进作用最为明显，固氮速率可
达 1 413 pmol / ( L·h) ，是对照组的 1． 8 倍。本研究中外
加 Fe 能够轻微促进浮游植物的生长，当外加 Fe 浓度为
1 000 nmol /L时，叶绿素 a 浓度达到最高值，为 1． 25 mg /
L。在冬季，北部湾浮游植物大量繁殖消耗海水中的 Fe，
而作为 Fe主要输入来源的河流径流量锐减，再加上南海
贫营养海水的入侵作用，相对于其它站点，湾口 B06 站海
水中的 Fe浓度较低，使得 B06 站 Fe加富能够明显促进固
氮作用。不同浓度的 Fe 对固氮作用和浮游植物的生长
促进效果不同，反映了固氮作用和固碳作用对 Fe 的需求
量不同，固氮生物对 Fe的需求量比非固氮生物要高一个
数量级以上［9］，同时也表明固氮作用和固碳作用的不同

步以及固氮生物和固碳生物群落的差异。
现有的国内外相关研究主要集中在低浓度的 Fe 对

浮游植物的生长和固氮作用的限制，而有关 Fe 富足条件
下浮游植物的生理生态状况则涉及较少。Hutchins 和
Bruland等［20］研究指出，如果远海水域中可溶性 Fe 水平
在 1． 5 ～ 2． 5 nmol /L的水平下，浮游植物群落的生长则不
存在 Fe限制的压力，而高浓度的 Fe( Ⅲ) 对某些蓝藻的生
长具有抑制作用，甚至导致死亡［42］。本研究最大外加 Fe
浓度达 1 000 nmol /L，在此浓度下 Chl a浓度达到最高值，
固氮活性与对照组相当，未表现出抑制作用，在 Sunda
等［18］的 Fe 加富实验中，最高外加 Fe 浓度约为 10 000
nmol /L，当外加 Fe 浓度为 1 000 nmol /L 时，浮游植物对
Fe仍具有很高的吸收速率。本文研究过程中没有监测
Fe浓度的变化，采样和处理过程中可能存在沾污，再加上
盐水瓶中 Fe的附壁与沉淀作用，给解释实验结果带来一
定的不确定性。

图 4 Fe加富对固氮速率和叶绿素 a的影响
Fig． 4 Effects of iron enrichment on nitrogen fixation rate and

Chl a

3 结 论

北部湾冬季生物固氮作用的现场研究结果表明，随

着培养时间的延长，固氮速率逐渐降低，2 h 培养时间所
得固氮速率值最高。冬季北部湾不同水深生物固氮速率
存在明显的周日变化，固氮速率在 8∶ 10 ～ 11∶ 10 时段内最
高，在夜间( 0∶ 10 ～ 3∶ 10 时间段) 10 m 和 30 m 水深固氮
生物仍能够进行固氮作用，且固氮活性高于 11 ∶ 10 ～
14∶ 10时段。北部湾冬季固氮速率呈现出从湾内往湾外
不断增加的趋势，变化范围为 447． 5 ～ 1 447． 2 pmol / ( L·
h) ，日固氮总量为 5． 8 × 108 g，对初级生产力的贡献为 3． 2
× 109 g /d ( 以 C 计) ，B06 站的积分固氮速率为 319． 5
μmol / ( m2· d ) 。现场 Fe 加富的结果表明，添加 100
nmol /L Fe 能够明显促进生物固氮作用，在高浓度 Fe
( 1 000 nmol /L) 条件下，仍具有固氮活性，且仍能明显促
进浮游植物生长，未表现出抑制作用，说明北部湾冬季湾

口海区生物固氮作用可能受到 Fe限制。
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