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几种环境因子对叉鞭金藻种群增长的影响

钟  婧1,吕小梅2, 李  光1,方少华2,王义权1*

( 1. 厦门大学生命科学学院,福建 厦门 361005; 2. 福建海洋研究所, 福建 厦门 361012)

摘 要  运用实验生态学方法研究了海产动物重要饵料生物 ) ) ) 叉鞭金藻( Dicrateria sp1 )在室内大量培养的条件

和方法。结果表明,营养盐浓度对叉鞭金藻的生长没有明显影响, 以 1 倍浓度的F/ 2培养基最佳; 水温 21~ 27 e 的

范围都适合叉鞭金藻的培养, 27 e 下的生长速度和种群最终密度都高于其他温度; 在实际应用中, 接种密度以 10

@ 104~ 30@ 104个 mL为最佳; 在收获方式上, 一次性培养与半连续培养的最终收获量没有显著差别, 但半连续培养

较一次性培养更有利于操作和减轻工作量。
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Abstract  We have studied the condit ion and method for indoor mass cultivation of Dicrateria sp1, which is

an important species for marine animal feeding1 The results showed that concentration of nutrition salts did not

obviously affect it. s growth, and 1 @ F/ 2medium would be the optimum1 A range from 21 to 27 e was fit for

the cultivation, but the growth rate and final populat ion density at 27 e would be higher than those at other

temperatures1 Pract ically, an opt imum inoculating density should be set between 10 @ 10
4
and 30 @ 10

4
/ mL

Though hardly any difference has been shown between total harvest amounts of batch and semicont inuous cult-i

vat ion, the latter is still better for simplifying manipulation and reducing workload1
Key words  Dicrateria sp1; feed organism; mass cultivation

  叉鞭金藻 ( Dicrateria sp1 )隶属金藻门 ( Chryso-

phyta ) , 金 藻 目 ( Chrysomonadales ) , 等 鞭 藻 科

( Isochrysidaceae) ,叉鞭金藻属( Dicrateria ) , 为大小仅

数微米的浮游单细胞藻类。因其无细胞壁, 富含不

饱和脂肪酸[ 1] , 且生态分布广, 生长速度快, 便于大

规模繁殖, 被认为是海产动物人工育苗的理想饵

料
[ 2]

,已广泛用于贻贝、牡蛎、泥蚶、对虾等水产品的

人工养殖[ 3- 4]。

目前, 单胞藻类的室内培养多采用摇瓶培养或

光生物反应器进行[ 3- 5]。摇瓶培养产量小, 难以成

规模,多用作保种;光生物反应器能对环境因子进行

较精确的控制,产量大,但成本较高。为了满足实验

动物养殖过程中对新鲜饵料的需求, 需要一种能在

室内进行的低成本、较粗放且能成一定规模的培养

方式。在本实验中采用容量为10 L的半透明有盖普

通塑料方桶作为培养容器, 以叉鞭金藻为材料, 从培

养基浓度、接种密度、培养温度等方面出发研究 10L

体系中叉鞭金藻生长情况,比较了一次性培养和半

连续培养条件下其收获量的差异, 以期获知室内大

量培养叉鞭金藻的最佳条件。结果表明, 使用普通

塑料方桶培养也能达到较高产量,且投入少,管理简
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单,方便扩大规模,在普通实验室中有着其它两种培

养方式不可比拟的优点。另外方桶培养还可以在微

藻饵料的大规模繁殖中作为扩大培养环节应用[ 6] ,

在水产养殖方面也具有一定的参考价值。

1  材料与方法

111  藻种及维持培养

实验用藻种为叉鞭金藻( Dicrateria sp1) ,取自福
建海洋研究所藻种室。实验前接藻种至1 000 mL三

角烧瓶中进行活化培养。实验条件为光照( 1 200 ?

100) lx,温度( 2315 ? 215) e ,不充气培养,每天摇动

4次,取指数生长期藻液进行实验。

112  培养基的配制

培养基采用不加生物素和硅酸钠的 F/ 2培养

基,海水取自厦门近海(盐度2. 8%、pH811) , 经粗砂
过滤、煮沸、冷却至室温后备用。

113  叉鞭金藻的培养
实验中全部叉鞭金藻均在10 L( 25 cm @ 17 cm @

30 cm)的半透明聚乙烯方桶中敞开培养,不充气, 每

天搅动 3次, 随机变换位置, 日光灯24 h连续光照,

强度为( 1 200 ? 100) lx。设置 F/ 4, F/ 2, 3F/ 4 和 F4

个培养基浓度(分别为 F/ 2培养基营养盐浓度的 1/

2, 1, 3/ 2 , 2倍)确定最佳浓度。每组的初始接种密

度均为 10 @ 104 个/mL, 培养温度( 21 ? 115) e 。在
比较接种密度对金藻培养的影响时, 采用 F/ 2培养

基,设置 6 个不同初始接种密度组, 分别为 011 @
104/mL, 015 @ 104/ mL, 3 @ 104/mL, 10 @ 104/ mL, 30 @
104/mL 和 50 @ 104/ mL, 培养温度为 ( 24 ? 115) e 。

另采用 F/ 2培养基,在初始接种密度为 10 @ 10
4
/ mL

的条件下, 设置 3 个温度梯度, 平均温度分别为

20 e , 24 e 和27 e , 以观察温度对金藻生长的影

响。

114  一次性培养与半连续培养的比较
为了减少接种次数,提高饵料生物的培养效率,

本试验比较了一次性培养(即一次接种,培养至较高

的藻密度时全部收获)和半连续培养(即一次接种,培

养至一定浓度时开始每天收取一部分藻液,再补充等

量体积的培养基,次日再同样的收取藻液并补充培养

基,持续多日)的藻收获量。采用 F/ 2培养基,初始接

种密度 53 @ 104/mL,培养体积6 L, 一次性培养和半连

续培养同时进行,每24 h分别计数其藻密度 1次。半

连续培养的每日更新率为25% ,更新后藻密度和日收

获量按更新前藻密度及更新率折算。

115  藻密度及细胞分裂速率的测定
在搅动状态下移取藻液1 mL,常规Logol. s液固

定后
[ 7]

,血球计数板显微镜下计数。每组两个平行。

细胞分裂速率( K )的按下列公式计算:

K=
lnNt- lnNo

ln2 @ T

式中:K ) ) ) 分裂速率, d; N0 ) ) ) 种群初始密度;

Nt ) ) ) 经过时间T 后的种群密度; T ) ) ) 时间, d[ 8]。

2  结  果

211  不同浓度培养基对叉鞭金藻生长的影响

起始接种密度为 10 @ 10
4
/ mL, 平均培养温度为

21 e 时, 叉鞭金藻在 4种浓度梯度培养基中的增长

曲线如图1所示。接种后叉鞭金藻很快进入对数生

长期,藻细胞数均在第 8 d达到最大, 约为 16516 @
104~ 18514 @ 104/mL, 其中以F/ 2培养基组最高, F/ 4

培养基组最低。此后细胞数开始降低,至第10 d,F/

2, 3F/ 4和 F 培养基组中藻密度均降至约 120 @ 10
4
/

mL,F/ 4培养基组中更低至10513 @ 104/mL。计算藻

细胞分裂速率(表 1)可知 , 4个处理组中, 藻细胞分

裂速率随时间的变化相似。前 4 d都保持着 017以
上的较高分裂速率,尤以第 2 d为最高,随后种群逐

步进入稳定生长期,细胞分裂速率变缓。前 7天的

平均分裂速率各组相当, F/ 2组略高于其他组, 为

0160。

图 1 叉鞭金藻在不同浓度培养
基中的种群密度变化
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表 1 叉鞭金藻在不同浓度培养
基中细胞分裂速率变化情况

培养基

浓度

细胞分裂速率

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 平均值

F/ 4 0172 11 1 0179 0176 0137 0111 0119 0158
F/ 2 0171 11 21 0182 0178 0123 0126 0119 0160
3F/ 4 0175 11 18 0182 0175 0116 0119 0124 0158
F 0177 11 02 019 0174 0133 0101 0139 0159

212  不同接种密度对叉鞭金藻生长的影响

为研究接种初始藻密度对叉鞭金藻生长的影

响,本实验按接种量不同设置 6个组,在 F/ 2培养基

中,平均温度为27 e 条件下连续培养,每天记录藻

密度变化情况, 绘制种群生长曲线,直至各自生长进

入衰亡期(图 2)。从生长曲线可见, 本实验条件下,

虽然接种量密度不同, 但各组叉鞭金藻的生长均符

合种群的 logist ic 增长模型, 曲线呈 S 形, 种群密度

达到最大后,随时间推移而下降。这是由于培养基

中营养盐的消耗,藻密度不能持续保持高位。

图 2 接种量对金藻生长的影响

表 2  叉鞭金藻在不同初始密度下种群生长情况

初始接种密度

/ ( @ 104mL- 1)

最高密度

/ ( @ 104mL- 1)

至最高密度

培养时间/ d

细胞平均分

裂速率/K

011 25216 12 01 94

015 26819 12 01 76

3 26214 11 01 59

10 28513 10 01 48

30 29511 9 01 37

50 29714 8 01 32

  计算从接种后到藻细胞密度达到最大值时的平

均分裂速率,结果显示,叉鞭金藻进入稳定生长期的

时间随接种量的增加而缩短,但细胞分裂速率却并

不随接种密度的增大而增长(表 2)。

213  温度对叉鞭金藻生长的影响
起始接种密度为 10 @ 104/ mL 的叉鞭金藻在 3

种温度梯度下连续培养10 d, 根据每天藻密度变化

情况绘制种群生长曲线(图 3)。结果显示, 本研究

所用叉鞭金藻在 21~ 27 e 范围内都能正常生长繁
殖。在21 e 下,叉鞭金藻的生长期较短, 8 d后种群

生长进入衰亡期, 最高培养密度仅为 18514 @ 104/

mL,远低于另两组。前8 d各组细胞分裂速率(表 3)

表明, 随着温度的升高, 藻生长速率提高较快。在

27 e 下生长速率最快, 达到 0161, 培养至第10 d, 种

群密度达到最高为 33114 @ 104/mL。

图 3 叉鞭金藻在不同温度
下的生长曲线

表 3 温度对叉鞭金藻生长的影响

温度梯度/ e 前 8d 平均

分裂速率

最高培养密度

/ ( @ 104#mL- 1)

21 01 53 18514

24 01 58 28513
27 01 61 33114

214  一次性培养与半连续培养的比较

平均水温27 e 时,两种培养方式下叉鞭金藻的

生长曲线如图4所示。由图可知,一次性培养10 d,

金藻最高密度可达 35511 @ 10
4
/ mL, 8 d后藻密度呈

下降趋势。半连续培养组中,藻密度于6 d后达到一

相对稳定值, 约 180 @ 104/ mL。若在培养至第8 d时

完全收获, 一次性培养组最终收获量为 2113 @ 1010

个细胞,半连续培养组8 d共收获 2124 @ 1010个细胞,

比前者高出513%。图 5 反映了两种培养方式下藻
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细胞日分裂速率的不同变化情况。一次性培养组藻

细胞分裂速率在第 2 d 达到最大值( 0173) , 半连续
培养组细胞分裂速率在第 3 d 达到最大值( 0179) ,
以后两者都呈下降趋势, 但半连续培养组细胞分裂

速率始终高于一次性培养组。6 d后, 半连续培养组

细胞分裂速率基本稳定在 0145上下,而一次性培养

组逐渐步入衰亡期,细胞分裂速率由0114逐降为 0。

图 4 不同培养方式下叉鞭金藻生长
曲线与最终收获量的比较

图 5 不同培养方式下叉鞭金藻
细胞分裂速率的变化

3  讨  论

培养基中的营养盐水平是影响单胞藻生长的重

要生态因子, 目前实验室培养多采用 F/ 2配方。本

次实验设计的浓度梯度中, 仅有 F/ 4培养基中叉鞭

金藻的生长情况与 F/ 2组略有差异,表现为可达到

的最高藻密度较低和进入衰亡期后细胞数目的迅速

减少。这可能是因为 F/ 4 培养基中营养盐水平偏

低,很易被迅速生长的藻消耗殆尽,成为金藻生长的

限制性因素。F/ 2, 3F/ 4和 F 培养基中金藻生长情

况相近,培养一段时间后都能获得较高的种群密度,

但考虑到生产成本和减少对水体造成的污染等因

素,仍选用F/ 2培养基为宜。

有报道在藻类培养过程中, 接种量过低时, 会导

致接种的藻死亡而无法生长,其原因可能有多种[ 9] ,

我们在金藻的培养过程中也发现, 过低的接种量有

时会导致培养失败。但本实验中接种量在 011 @ 104

~ 50 @ 104/ mL的范围内均可成功地生长, 最终均可

达到25216 @ 104~ 29714 @ 104/mL 的密度,接种量大

小对终浓度的影响不大。但接种量较低时,从藻密

度变化曲线上似乎可见一个明显的/生长延缓期0,

这是由于起始藻细胞数量少,藻细胞增长的绝对数

量少,但种群仍能正常生长,最终达到几乎同样高的

浓度(图 2) , 而细胞的平均分裂速率反到是低接种

密度的为高(表 2) ,这是因为低接种密度下, 培养体

系中藻细胞达到最大密度的时间长, 种群有较长的

时间处在指数增长期; 而接种量大,体系中藻细胞达

到最大密度的时间短, 种群所经历的指数增长的时

间也相对较短。由此可见, 此前认为的/ 生长延缓

期0只是由于起始基数过低而造成的表面现象。但

在实际应用中,权衡最高培养密度、细胞分裂速率及

培养所需的种子量和时间等方面因素,应以 10 @ 104

~ 30 @ 104/ mL的接种密度最为适宜。

各种藻类对温度的要求不同
[ 10- 11]

。在本实验

条件下, 叉鞭金藻在 20~ 27 e 范围内均能正常生

长,且生长速率随温度的增加而升高。这与王宪等

报道叉鞭金藻在 21~ 28 e 范围内,反应藻生长情况

的同化系数随温度升高而递增的结果一致
[ 12]
。在

27 e 下,藻很快进入指数生长期, 无论是可达到的

最大藻密度还是细胞分裂速率都明显高于其他温度

组,因此在本实验采用的温度范围内为其最适生长

温度。我们在夏季室内培养叉鞭金藻时发现,当温

度升高至30 e 以上时,不仅叉鞭金藻生长变缓, 而

且培养水体中很易被其它杂藻污染。

在本次实验中,在3种最适因子组合下(初始接种

密度10 @ 104/ mL,F/ 2培养基, 27 e ) (下转第57页)
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甲醇稀释 10 倍, 成012 mg/ mL, 即不经萃取直接进

HPLC分析,两者相比即为萃取回收率。试验结果见

表4。
表 4 萃取回收率

样品
萃取后峰

面积

未经萃取的

峰面积

回收

率/ %
x RSD

1 337 727 332 584 101155

2 333 962 320 537 104119
3 333 249 320 056 104112

4 334 272 322 460 103166
5 337 813 321 489 105108

6 343 689 321 549 106189

104. 247 1 1. 68%

5  讨  论

(1)由上述结果可见, 用 50%甲醇作为溶剂溶

解沙苑子总黄酮后再以同样溶剂作为洗脱液过正相

氨基小柱,该小柱可吸附样品中的强极性成分,使沙

苑子苷与其他成分达到基线分离,此方法回收率良

好,可作为沙苑子总黄酮分析方法。正相氨基小柱

为亲水性填料, 可吸附极性大的成分, 而 C18小柱的

作用只相当于加了一个预柱。

( 2)当用乙醇为溶剂溶解沙苑子总黄酮时, 过正

相氨基小柱后直接取洗脱液进样时沙苑子苷峰与前

一峰不能分离, 分离度降至 017左右。需挥干溶剂
进样,而用甲醇溶解沙苑子总黄酮时,则不必挥干溶

剂,可直接进样。

( 3)所得洗脱液需摇匀后进样,否则偏差大。
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用10 L塑料方桶培养叉鞭金藻, 其最高培养密度已

与摇瓶实验相当[ 3] ,初步证明方桶培养也能获得较

高密度的藻液。作为饵料生物, 除了能快速大量繁

殖以外,还应考虑到其生产的持续性问题。在适当

的更新率下,通过半连续培养,可延长藻的指数生长

期,使其种群数量增长保持在一个较高的水平,能够

在较长时间内有一比较稳定的、可持续的收获量, 同

时也减少了频繁接种的劳动强度。
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