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超声辐射对牟氏角毛藻的生物效应研究 m

李文权 张元标 陈清花 王清池

k厦门大学海洋系 !厦门大学亚热带海洋研究所 vytssxl

提要 设计了一个超声频率 !超声功率和辐射时间 v因素 w水平的正交实验 o研究超声辐射

对牟氏角毛藻的生物效应 ∀实验结果表明 o超声频率对牟氏角毛藻的生物效应显著 o而超声功

率和辐射时间的影响相对较小 ∀在正交实验所确定的最佳超声辐射条件下 o牟氏角毛藻生长

速率常数最高可达 sqvw{ §
pt
o是对照组的 tqz{倍 o其脂肪酸不饱和度最高可达 y{qwh o比对

照组提高 xquh o主要不饱和脂肪酸的百分含量均可得到不同程度的提高 ∀

关键词 超声辐射 o牟氏角毛藻 o生物效应

已有研究表明超声波可以加速蓝绿藻细胞的生

长 o使细胞密度增加 vsh ∗ wsh o蛋白质可增加 u ∗ v

倍 o且未导致细胞形态的任何变化 ~利用超声波对亚

m 国家自然科学基金资助项目 v|{zsxyx号和福建省自然

科学基金资助项目 ≤|zssy号 ∀

收稿日期 }usss2s|2tw~修回日期 }usss2tt2sx

{s¶? tus¶组受精率仍在 xvq|h ∗ yxqth o但却

未见有早期胚胎 o仅有个别能发生卵裂 o最多达十几

细胞 o这可能是由于精子被照射时间加长后只能刺激

卵排出极体 o而不能发生卵裂 ∀在 ws¶组早期胚胎存

活率有一较高值 o这可能是由于此组单倍体百分率虽

增加 o但非整倍体百分率有所下降引起 o由此推断非

整倍体的早期胚胎存活能力比单倍体差 ∀
实验的染色体鉴定主要是取样担轮幼虫 o而幼虫

很少且畸形太多 ∀且对于 zs¶组后无担轮幼虫上浮的

无法鉴定 o而单倍体率能达到 tssh的往往可能不会

发育到上浮 o建议今后的实验采取压卵法 o在卵裂早

期用 sqsxh的秋水仙素处理 us °¬±o用 �¤µ°²¼液固

定 !制片 !染色 o并且可以观察到退化的精核和仍残留

的精子染色体碎片 o有助于分析结果 ∀
在紫外线照射的操作上 o每次精液取 vs °̄ o液面

高 x °°o这个高度比 �∏²t||u年 !许国强等 t||s年

实验中受照射精液厚度要大些 o虽然有振荡器振荡但

也可能使精子接受光线不均匀 o建议今后的实验中采

用 u ∗ v °°可能更好些 ∀
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表 1  超声辐射对牟氏角毛藻生长速率常数的影响 3

Ταβ .1  Εφφεχτ οφ υλτρασονιχ ραδιατιον ον τηε χονσταντ οφ

γροωτη ρατε οφ Χηαετοχεροσ µ υελλερι

样品号 频率 时间 功率 生长速率 同一频率水

k®�½l k¶l k • l 常数 Κ 平 Κ平均值

k§p tl k§p tl

t uw vs u s qtuw s qusw

u uw txk两次l v s qvst

v uw tskv次l w s qtz{

w uw ws y s qutt

x us vs v s qvvt s qvt|

y us txk两次l u s quyu

z us tskv次l y s qvw{

{ us ws w s qvvw

| t{ vs w s qtws s qust

ts t{ txk两次l y s quyv

tt t{ tskv次l u s quwy

tu t{ ws v s qtxx

tv vs vs y s qtzy s quux

tw vs txk两次l w s qtx{

tx vs tskv次l v s qvt|

ty vs ws u s quwy

3 生长速率常数 Κ � k̄ ± Ν p ±̄ Νslrkτ p τsl o式中 Ν为超声后的

细胞密度 oΝs 为超声前的细胞密度 oτ为实验终了时间 oτs 为开

始时间 ∀

心形扁藻进行短期处理 o可得到比对照组高 vsh的

细胞密度 ≈t ∀目前国内在超声辐射对海洋藻类生物效

应的基础研究方面尚十分薄弱 ∀如何利用超声波的作

用 o促进海洋微藻生长 o对于海洋微藻生物活性物质

开发利用有积极的指导意义 ∀

t 材料和方法

tqt 微藻的培养
取砂滤过的海水 o经 sqwx Λ°醋酸纤维滤膜过

滤后 o高压消毒灭菌 ∀采用 ©ru配方用消毒的过滤海

水 k盐度 u{qwo³� zq|sl 配制培养液 ∀试验藻种为牟

氏角毛藻 k Χηαετοχεροσ µυελλεριl o 于生化培养箱

k≥°÷2uxs型l中培养 o光强为 w sss ¬̄o光暗周期为 tu

«rtu «o温度为 uy ε o每天振摇 w次 ∀本实验所用试剂

和玻璃仪器都经高压消毒灭菌 ∀

tqu 正交实验设计

本实验采用超声生物促进生长仪 k≤≠2x⁄型 o宁

波新芝科器研究所l o设计了一个包括超声频率 !超声

功率和辐射时间 v因素 w水平的正交实验 ∀根据仪器

的条件 o超声频率水平选定 t{ousouwovs ®�½o为了得

到更合理的分析结果 o频率水平高低顺序采取随机组

合 ∀超声功率是超声和生物系统相互作用的重要参数

之一 o对于单细胞藻类 o宜采用较低功率 o如超声功率

过大 o则细胞形态容易发生改变 o因此采用 uovowoy

• ∀本研究组在球等鞭金藻超声实验中 o超声时间采

用 ys¶
≈u 
o在三角褐指藻的实验中 o采用 tx ∗ |s¶

≈v 
o

都取得较好的实验结果 ∀因此辐射时间选定 vs ¶t

次 !ws¶t次 !tx¶两次 !ts¶v次 k间隔时间均为 ts

¶l ∀采用间歇辐射主要是考察间歇辐射和连续辐射之

间的差别 ∀ 实验结果采用方差分析 ≈w 
o经过一系列

数学推导 o得到各个因素的方差和公式 o从而判断各

个因素影响的显著程度 ∀最佳超声辐射条件就是最大

实验结果平均值所对应的因素水平 ∀

tqv 微藻脂肪酸甲脂的制备和气相色谱分析

平行移取对数生长期的藻液 k细胞密度 tus sss

个r °̄lxs °̄ o按正交设计进行超声实验 ∀过滤藻样 o

从滤膜上刮下藻体 o冷冻干燥 w{ «后移入带螺帽的

水解管中 ∀微藻脂肪酸甲脂的制备和气相色谱分析按

已报道的方法 ≈u 进行 ∀本实验以 ≤t|Β s为内标 o采用

美国 ≥����公司脂肪酸标准 ∀取平行样品的测定数

据计算平均值 ∀ 本流程脂肪酸回收率 |xqth ∗

tsvqzh o 检测限 sqssz u Λªo 相对偏差 sqxvh ∗

xqw|h ∀

u 结果与讨论

uqt 对生长速率常数的影响
实验结果如表 t所示 ∀可以看出 o适宜的超声条

件可以促进牟氏角毛藻的生长 o但是如果超声条件不

当 o则适得其反 ∀对照组的生长速率常数 Κ为 sqt|y

§
pt ∀表中的 uoxozo{otx号样品藻类生长较快 o生长速

率常数达 sqvstosqvvtosqvw{osqvvw和 sqvt| §
pt
o分

别是对照组的 tqxvotqy|otqz{otqzt和 tqyv倍 ∀而在

另一些超声条件下 o牟氏角毛藻生长速率常数不仅没

有提高 o反而降低 o如表中的 tovo|otuotvotw号样

品 ∀

方差分析结果表明 o超声频率的改变对促进牟

氏角毛藻生长的作用十分显著 o而超声功率和辐射时

间的改变对藻类生长的影响很小 o可归因于误差而忽

略不计 ∀当超声频率为 us ®�½时 o平均生长速率常数

有最大值ksqvt| §
pt
l ∀综合正交实验结果 o对牟氏角

毛藻生长的影响 o在本实验设计的因素水平范围内 o

最佳超声辐射条件是频率 us ®�½o功率 y • o辐射时

间为 ts¶v次 ∀

uqu 对脂肪酸不饱和度的影响
牟氏角毛藻属硅藻 o其细胞较小 o是海水养殖良

好的生物饵料 ∀在牟氏角毛藻脂肪酸组成中 o≤tyΒ t

和 ≤tyΒ s含量较高 o其次是 ≤twΒ s !≤tyΒ u !≤usΒ x

和 ≤tyΒ v∀未经超声辐射的对照组和正交实验的 ty

组样品牟氏角毛藻脂肪酸组成如表 u所示 o各样品

号的超声辐射因素水平与表 t相同 ∀
从表 u的数据可以看出 o与对照组脂肪酸不饱和

度 yvquh相比较 o经过超声辐射的牟氏角毛藻脂肪酸
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不饱和度均得到不同程度的提高 ∀其中脂肪酸不饱和

度提高幅度较大的为 tvotw和 tx号样品 o其不饱和

度为 yzqth oyzqth和 y{qwh o分别比对照组提高了

vq|h ovq|h和 xquh ∀几种含量较高的不饱和脂肪酸

如 ≤tyΒ to≤tyΒ uo≤usΒ x和 ≤tyΒ v的百分比明显

提高 o于 vs ®�½达最大值k表 vl ∀与此同时 o原本含量

较高的饱和脂肪酸 ≤tw Β s和 ≤ty Β so 经超声辐射

后 o其百分比明显下降 o而且随着频率的提高呈降低

趋势 o于 vs ®�½达最低值 ∀方差分析结果同样表明 o

超声频率对提高牟氏角毛藻的脂肪酸不饱和度的作

用特别显著 o而超声功率和辐射时间的影响相对较

小 ∀可以看出 o频率从 t{ ®�½增大到 uw ®�½o牟氏角

毛藻脂肪酸不饱和度变化不大 o当频率从 uw ®�½增

大到 vs ®�½时 o其影响显著增强 o于 vs ®�½时有最大

不饱和度 ∀脂肪酸不饱和度随功率的变化相对较小 o

当功率 w • 时 o有最大不饱和度 ∀综合正交实验结果 o

在本实验设计的因素水平范围内 o提高牟氏角毛藻脂

肪酸不饱和度最佳超声辐射条件是频率 vs ®�½o功率

表 2  超声辐射对牟氏角毛藻脂肪酸组成的影响k h × ƒ�l

Ταβ .2  Εφφεχτ οφ υλτρασονιχ ραδιατιον ον φαττψ αχιδ χοµ ποσιτιον οφ Χηαετοχεροσ µ υελλερι

样品 对照 t u v w x y z { | ts tt tu tv tw tx ty

号 组

≤twΒs | quz | qtz { q|v | qt{ | qu| | qst | qu| | qtx | quv | qyz | qys | qvz | qx| { q|{ { qxu | quy { qzz

≤txΒs s qwv s qwy s qwx s qwu s qwx s qwy s qwu s qww s qwx s qw{ s qwy s qws s qwx s qwz s qwx s qwx s qwy

≤tyΒw t qz{ t q{y t qz{ t qz{ t qz{ t qzx t qzu t qzz t qzy s qux t qzw t qwu t qzz t q{s t qwx t q{w t q{t

≤tyΒu { qsx { q{u { qw| { qz{ { qvt { qvu { quz { qvx { q{t | qs{ { q{w { q{z { qzv { q|{ | qv| | qzx { q|x

≤tyΒt vw qu vy qv vx qw vx q| vx qu vw q| vx qw vw q| vy qw vx qz vx q{ vx qv vx qt vx qt vx qw vx qv vw qs

≤tyΒv x qv| x q|| x qvs x qxw x qvz x q|u x q{u x qvt x qz| x qx| x qyx x q{t x qux x qyu x qzx y qvx x qxz

≤tyΒs uw q| uv qv uv q| uu q{ uw qs uv qw uv qz uv q{ uu q| uv qs uu q{ uv qt uv qu ut qy uu qv ut qt uu qv

≤tzΒs s qty s qt{ s quu s qt| s qut s quv s qus s quv s qt{ s qt{ s qty s qux s qt| s qut s qt| s qt{ s qvs

≤t{Βw s quz s quz s qu{ s qvv s qu{ s qu| s quz s qvz s qus s qvv s qvu s quz s qu{ s quz s qvs s qwv s quz

≤t{Βu t q{{ s q{{ t qxx s q|v t qxy t qyy t qwt t qzz s q{w t qtv s q|s t qvt t qwz t qyv t qzv s q|{ u qxs

≤t{Βv t q{y t qyt t qzv t qx| t qzx t qzw t qyx t qzx t qxs t qxw t qw| t qzs t qyz t q{y t qzu t qwx t q||

≤t{Βt t qws t qzu t qx{ t qzy t qxy t qyv t qyy t qys t qws t q{s t q|s t q{z t qzy t qzz t qxw t qxz t q{u

≤t{Βs t q|z s qyy t quy s qyw t qvt t qu{ t qt{ t qww s qyz s q|z s qyz s q{u t qty t qy| t qwy s qxy t quv

≤usΒw t qyt t qzw t qz| u qst t qzz t q|s t qz{ t q{t t q{| u qsw t q|y t q|z t q|s t q|t t q|x u qtw t q|x

≤usΒx y qwv y qzy y q|s z qzu y q{s z qsz y q{u y q{| z qyt z qy{ z qvs z qtz z qsw z qw| z qwv { qtw z qyv

≤uuΒy s qvv s qvs s qwx s qwy s qvv s qwu s qwu s qww s qvw s qwy s qww s qvx s qwy s qyy s qwt s qwz s qws

不饱 yv qu yy qu yx qu yy q{ yw qz yx qy yx qu yw q| yy qx yx qy yy qv yy qt yx qx yz qt yz qt y{ qw yy q|

和度tl

tl 不饱和度 � × �ƒ�r×ƒ� ≅ tss h o式中 × �ƒ� 为总不饱和脂肪酸k×²·¤̄ �±¶¤·∏µ¤·̈§ƒ¤··¼ �¦¬§¶l o×ƒ� 为总脂肪酸k×²·¤̄ ƒ¤··¼ �¦¬§¶l ∀

w • o辐射时间为 ts¶v次 ∀

uqv 对主要不饱和脂肪酸百分含量的影响

≤ty Β t是牟氏角毛藻脂肪酸中含量最高的脂

肪酸 o在对照组中 o ≤tyΒ t占总脂肪酸 k×ƒ�l 的

vwquh ∀从表 u数据可知 o经过超声辐射之后 o除了 ty

号样品外 o其他样品 ≤tyΒ t相对百分含量明显提高 o

以 t 和 { 号样品最显著 o 百分含量为 vyqvh 和

vyqwh o分别提高了 uqth和 uquh ∀

≤ty Β u 在对照组中占 ×ƒ� 的百分含量为

{qsxh o经超声辐射后 ≤tyΒ u的百分含量得到不同

程度的提高 ∀尤以 |otw和 tx号样品提高幅度显著 o

≤tyΒ u的百分含量分别为 |qs{h o |qv|h o |qzxh o

比对照组分别提高了 tqsvh otqvwh和 tqzsh ∀

≤usΒ x k∞°�l在对照组中占 ×ƒ� yqwvh o经超声

辐射后牟氏角毛藻 ∞°�的百分含量均得到不同程度

的提高 o其中 vo{o|otx和 ty号样品的 ∞°�百分含量

较高 o 分别为 zqzuh o zqyth o zqy{h o {qtwh 和

zqyvh o 比对照组分别提高了 tqu|h o tqt{h o

tquxh otqzth和 tqush ∀t号样品提高幅度最小 o其

∞°�占 ×ƒ�为 yqzyh o仅比对照组提高 sqvvh ∀

≤tyΒ v在对照组中占 ×ƒ� xqv|h o经超声辐射

后大多数样品 ≤ty Β v的百分含量有不同程度的提

高 ∀在 ty个正交实验样品中 o以 toxotx号样品百分

含量较高 o分别达到 xq||h oxq|uh和 yqvxh o比对

照组相分别提高了 sqysh osqxvh和 sq|yh ∀
实验结果经方差分析表明 o超声频率的改变对

提高 ≤tyΒ u和 ∞°�百分含量的影响特别显著 o超声

功率的改变有一定的影响 o而辐射时间变化的影响

很小 ∀从 us ®�½起 o随着频率的提高 o≤tyΒ u百分含

量增加 o并于 vs ®�½达到最大值 k表 vl ∀ 超声频率

从 t{ ®�½增加到 uw ®�½o ∞°�百分含量呈减少的趋

势 o当频率从 uw ®�½提高到 vs ®�½o∞°�百分含量出

现一个突跃式的增加 o达到其最大值 ∀当超声功率为

w • 时 o≤tyΒ u和 ∞°�百分含量达到最大值 ∀在本实
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表 3  超声频率和功率对牟氏角毛藻脂肪酸组成影响分析k h × ƒ�ltl

Ταβ .3  Αναλψσεσ οφτηεινφλυενχεοφ υλτρασονιχ φρεθυενχψανδ ποωερ ον φαττψαχιδ χοµ ποσι2

τιον οφ Χηαετοχεροσ µ υελλερι

因素水平 不饱和度 ≤tyΒt ≤tyΒu ≤usΒx ≤tyΒv ≤tyΒs ≤twΒs
频率k®�½l t{ yx q| vx qx { q{{ z qvs x qx{ uv qs | qxy

us yx qy vx qw { qww z qts x qzt uv qw | qtz

uw yx qz vx qz { qys z qsw x qxx uv qx | qtw

vs yz qw vx qs | quz z qyz x q{u ut q{ { q{{

功率k • l u yy qs vx qu { qzu z qts x q{s uv qt | qtx

v yy qu vx qu { q{u z qvs x qzs uu q| | qus

w yy qx vx q{ | qsu z qys x qy{ uu q{ | qtx

y yx q{ vx qu { qyu z qtu x qxs uv qs | quy

对照组 yv qu vw qu { qsx y qwv x qv| uw q| | quz

tl 表中数据是同一频率水平和功率水平实验结果的平均值 ∀

验设计的因素水平范围内 o提高 ≤tyΒ u和 ∞°�百分

含量最佳超声辐射条件是频率 vs ®�½o功率 w • o辐

射时间为 ts¶v次 ∀方差分析还表明 o超声频率 !功

率 !时间 v种因素对于 ≤tyΒ t和 ≤tyΒ v百分比的影

响都很小 ∀
以上实验结果表明 o在适宜超声辐射条件下 o超

声波能产生积极的生物效应 ∀在本实验设计的因素水

平范围内 o提高牟氏角毛藻生长速率常数最佳超声频

率为 us ®�½o提高脂肪酸不饱和度和主要不饱和脂肪

酸百分比的最佳超声频率为 vs ®�½o宜采用较低的超

声功率 kw ∗ y • l o超声时间以短时间多次间歇辐照

kts¶v次l的效果最佳 ∀短时间低能量的超声辐射产

生的机械振动能刺激物质经细胞半透膜的弥散 o加速

了营养成分的传输 o从而增强了新陈代谢作用 o有利

于微藻的生长 ∀同时由于多次辐照之间存在短期间

隙 o因此不会产生激烈的空化效应 o避免了对细胞造

成局部的损伤 ∀海洋微藻中不饱和脂肪酸的存在 o脂

肪酸脱饱和酶起着关键作

用 o它催化在脂肪酸碳链上

形成双键 ≈x  ∀ 经超声辐射

后 o海洋微藻脂肪酸不饱和

度提高 o可能是超声波的作

用使脂肪酸脱饱和酶的活

性提高 o加强了催化能力 o

从而使不饱和脂肪酸含量

增加 ∀

v 结语
研究结果表明 o在适

宜超声频率条件下 o采用低

功率 !短时间多次间歇超声

辐照 o牟氏角毛藻的生长速率常数 !脂肪酸不饱和度

和主要不饱和脂肪酸百分比均有不同程度的提高 ∀方

差分析表明 o超声频率对牟氏角毛藻的生物效应显

著 o而超声功率和辐射时间的影响相对较小 ∀对牟氏

角毛藻的生长 o最佳超声辐射条件为 us ®�½oy • ots¶

v次 ~对提高牟氏角毛藻脂肪酸不饱和度和主要不饱

和脂肪酸百分比 o最佳超声辐射条件为 vs ®�½ow • o

ts ¶v次 ∀
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