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均匀设计在后棘藻培养基中的应用

徐年军 张学成 范晓

中国科学院海洋研究所 青岛

青岛海洋大学海洋生命学院 青岛

提要 将均匀设计的方法应用于一种海洋微藻 后棘藻 Ελλιπσοιδιον 培养基的优化 ∀设计了

硝氮 !氨氮 !磷酸盐三因素各五个浓度水平的试验 根据均匀设计表设计了 种培养基 检测

细胞浓度 !脂肪酸含量和产量 ∀结果表明 在硝氮 !氨氮浓度均为 磷酸盐浓度为

细胞浓度达到 大值 ∀在硝氮浓度为 氨氮浓度为

磷酸盐浓度为 时 ∞° 含量达到 大值 ∀在硝氮浓度为

氨氮浓度为 磷酸盐浓度为 时 ∞° 产量达到 大值

∀
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均匀设计是我国著名数学家王元 !方开泰创立的

一种实验设计方法 它 大的特点就是用 少的试验

次数获得科学结论 在军事科学 !航空航天上应用极

广 在生化 !微生物工程方面也有较多的报道 ≈ ∗ ∀作

者将这种新型的设计方法用在海洋微藻培养基的筛

选上 以较少的实验次数 借助计算机的统计回归软

件 寻找到 优的培养基配方 ∀本实验材料后棘藻

Ελλιπσοιδιον 具有生长速度快 !总脂和 ∞°

含量高等优点 具有潜在的推广应用价值 ∀本实验为

其培养基中 ! !° °ι设计了一个三因素

五水平的均匀设计实验 得到 佳培养基 ∀

材料和方法

藻种

真刺藻门的后棘藻 Ελλιπσοιδιον 为从

美国加州大学引进的单克隆纯种 ∀藻体椭圆球形 直

径约 ∗ Λ ∀ 正常培养下藻体为黄绿色 在

下有 大吸收峰 ∀

培养液 !培养条件

用于藻类培养实验的海水和器皿均经高压灭菌

后使用 培养在恒温室进行 室温为 ε ? ε 光

源 普通日光灯管 光周期 ⁄ 照度

? Λ∞ # 批量培养 ° √ 培养基 ∀

测试方法

用比色法测定生物量 藻类的比生长速率 按下

式计算

Λ Ν τ Ν τ ν − τ 其中 τ为培养天

数 Ν τ , Ν , τ ν , τ 分别表示终细胞浓度 起始细胞浓

度 终培养时间 起始时间 ∀

总脂测定用重量法 用氯仿 甲醇 ς/ ς 混合

溶液充分抽提 再加 体积的 硫酸钠 质量分

数 溶液 剧烈振荡 离心分层 取氯仿层在真空旋转蒸

发仪蒸发 !蒸干前后蒸发瓶重量差 为待测总脂量 ∀

脂肪酸测定 样品放于有盖试管 加入

内标和 的 ≤ 溶液 在 ε 水浴皂

化 冷却后加 的 的 ≤ ≤ 溶

液 使 混匀 ε 水浴 冷却 加

石油醚和 蒸馏水 振荡离心 取石油醚层

气相色谱分析 ∀仪器 美国惠普公司产 ° 型气

相色谱仪 氢火焰离子化检测器 ∀

培养基的均匀设计 因素 水平

参照方开泰 年的 5均匀设计与均匀设计

表6 在温度 !光强 ! 相同的条件下 培养基设计 个

因素 ∀ 为 Νι 为 νι ° Πι 每个因素设计
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表 1 均匀设计表 Α18 Υ10
∗

Ταβ .1 Ταβλε οφ Υνιφορµ δεσιγν Α18 Υ10
∗

回归分析

均匀设计培养基中的细胞浓度的回归分析

用 ≥ 软件逐步回归的结果 得出细胞浓度

和营养盐关系的方程如下

Ψ ξ ξ ξ ξ

ξ ξ

Ψ ξ ξ

ξ

Ρ

公式中 Ψ表示细胞浓度 单位为 ξ !ξ !ξ

分别表示硝氮 !氨氮 !磷酸盐浓度 ∀从回归公式可以看

出 硝氮和氨氮浓度越高 细胞浓度越大 磷酸盐浓度

为 时 细胞浓度 大 ∀在实验浓度范围

内 当硝氮浓度和氨氮浓度都为 大 即均为

时 细胞浓度达到 大 为 ∀

均匀设计培养基中的细胞 ∞° 含量的回

归分析

用 ≥ 软件逐步回归的结果

个水平 则共有

Ν Ν Ν Ν Ν

ν ν ν ν ν

Π Π Π Π Π

Ν 是以 ° √ 培养基中 Ν浓度为标准

为氮源 ≈ Ν ≈ Ν ≈ Ν

如此类推 ∀ ν 即以 ° √ 培养基中 Ν浓

度为标准 以 ≤ 代替 ≈ ν 0 ≈ ν

≈ ν 如此类推 ∀ Π表

示磷酸盐浓度 Π Π

如此类推 ∀

根据均匀设计表 Α Υ 设计见表 ∀

表 2 硝氮 !氨氮 !磷酸盐均匀设计的 Ο∆460 !Λ值 !总脂及 ΕΠΑ含量

Ταβ .2 Ο∆ 460 , Λ ϖαλυε , τοταλλιπιδ ανδ ΕΠΑ χοντεντ οφ υνιφορµ δεσιγν οφ νιτρατε , αµ µ ονιυµ ανδ πηοσπηορυσ

实验号 硝氮浓度 氨氮浓度 磷浓度 ⁄ Λ值 总脂

干质量

∞°

鲜质量

结果与讨论

硝氮 !氨氮 !磷酸盐的均匀设计结果

从生长的结果可以看出 号 ! 号 ! 号培养基中

生长较快 号 ! 号培养基不佳 ∀

从 ∞° 含量的结果可以看出 号 ! 号 ! 号

培养基中 ∞° 含量较高 而 号 ! 号 ! 号 ! 号

培养基不佳 ∀综合生长 总脂和 ∞° 含量分析 得

号为 优培养基 其次为 号培养基 而 号 ! 号培

养基差 ∀
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表 3 均匀设计培养基中的细胞浓度

Ταβ .3 Χελλ δενσιτψιν τηε υνιφορµ δεσιγν µεδια

实验号 硝氮

ξ

氨氮

ξ

磷酸盐

ξ

⁄ Λ值 细胞浓度

实测值 预测值

Ψ ξ ξ ξ ξ

ξ ξ

Ψ ξ ξ

ξ

Ρ

公式中 Ψ表示 ∞° 含量 单位为 ξ !ξ !ξ

分别表示硝氮 !氨氮 !磷酸盐浓度 ∀当 ξ

ξ ξ 时

∞° 含量达到 大 ∞° 含量 ∞° ≅ 总脂 为

∀

均匀设计培养基的 ∞° 产量的回归分析

综合考察细胞浓度和 ∞° 含量 得出 ∞° 产量

结果如表 ∀

用 ≥ 软件逐步回归的结果

Ψ ξ ξ ξ

ξ ξ

Ψ ξ ξ

ξ

Ρ

公式中 Ψ表示 ∞° 产量 单位为 ξ !ξ !ξ

分别表示硝氮 ! 氨氮 ! 磷酸盐浓度 ∀当 ξ

ξ ξ 时

∞° 产量达到 大 为 ∀

通过对培养基均匀设计的回归分析可以看出 硝

氮对 ∞° 含量 !产量的影响 在 ∗

时 大 ∀磷酸盐对后棘藻 的细胞浓度和 ∞° 产

量都有一个 适宜的浓度 当磷浓度在 ∗

时 细胞浓度和 ∞° 产量均达到 大值 ∀氨氮

注 ξ ξ ξ 的单位均为 表 !表 同

表 4 均匀设计培养基中的细胞 ΕΠΑ含量

Ταβ . 4 ΕΠΑ χοντεντ οφτηε αλγαλχελλιν τηε υνιφορµ δεσιγν µεδια

实验号 硝氮

ξ

氨氮

ξ

磷酸盐

ξ

总 脂

干质量

∞°

鲜质量

∞° ∞° ≅ 总脂

实测值 预测值
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实验号 硝氮 氨氮 磷酸盐 细胞浓度 ∞° ∞° 产量

ξ ξ ξ 实测值 预测值

表 5 均匀设计培养基的 ΕΠΑ产量

Ταβ .5 ΕΠΑ προδυχτιον οφτηε υνιφορµ δεσιγν µεδια

ΤΗΕ ΑΠΠΛΙΧΑΤΙΟΝ ΟΦ ΥΝΙΦΟΡ Μ ∆ΕΣΙΓ Ν ΙΝ ΤΗΕ ΜΕ∆ΙΑ

ΟΦ Ελλιπσοιδιον

÷ ∏ ÷∏ ≤ ƒ ÷

Ινστιτυτε οφ Οχεανολογψ, Χηινεσε Αχαδε µιχ οφ Σχιενχεσ, Θινγδαο

Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε Σχιενχεσ, Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο , Θινγδαο ,

Ρεχειϖεδ ∏

Κεψ Ωορδσ Ελλιπσοιδιον ∏

Αβστραχτ

× Ελλιπσοιδιον ∏ ¬

√ √ × ∏ ∏ ∏ × ∏

¬ ∏

浓度为 时 ∞° 含量 大 ∀这一结果与

作者所作的单因子营养盐实验相符 另文发表 ∀
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盐度对冠瘤海鞘幼体附着与变态的影响

冯丹青 柯才焕 周时强 黄 英
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提要 通过盐度梯度实验检验了盐度对冠瘤海鞘 Στψελα χανοπυσ 幼体附着和变态的影响 ∀

在盐度 ∗ 范围内 低盐度抑制幼体变态 高盐度促进其开始变态及完全变态 但盐度

不促进完全变态 ∀低盐度可使幼体附着 除盐度 抑制附着 高盐度促进附着 但盐度达

不促进附着 ∀

关键词 盐度 冠瘤海鞘 Στψελα χανοπυσ 幼体 附着 变态
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海鞘类是介于脊椎和无脊椎动物之间的一个特

殊类群 ∀海鞘含多种结构新颖的化合物 具有抗病 !抗

肿瘤等生理活性 ∀同时海鞘也是海洋污损生物的主要类

群之一 ∀因此 海鞘一直是海洋生物学家的研究热点 ∀

盐度是影响海洋生物存活 ! 生长发育的重要因

素 关于盐度对海鞘幼体附着变态影响的研究 国内

迄今未见有报道 国外也仅见 ∂ ∏ ≠ ∏
≈ 观

察了 种海鞘的幼体对盐跃层的反应 发现所有这

种海鞘蝌蚪幼体不能游过盐跃层进入盐度为 和

的海水中 却很容易经盐跃层游入盐度为 的水

层 ∀∂ ∏ ≠ ∏
≈ 又研究了低盐度对三种海鞘幼

体变态的影响 发现这三种海鞘幼体在盐度为 的

海水中比在低盐度海水中变态要进行得快 得出盐度

对海鞘幼体的变态有决定性影响的结论 ∀

本文选择我国沿海常见的重要污损动物 ) ) ) 冠

瘤海鞘 Στψελα χανοπυσ 作为对象 研究不同盐度对其

蝌蚪幼体附着和变态的影响 希望能为防污研究提供

参考 ∀

材料与方法

幼体来源

成熟的冠瘤海鞘个体从厦门西海域火烧屿鱼排

上获得 暂养于盛有海水的水族箱中 给予一定光照

及微充气 ∀用人工催产方法使成熟冠瘤海鞘排放精 !

卵 精卵受精后 用 目筛绢网过滤洗卵 ∗ 遍

在 ε 下培养 ∗ 获得冠瘤海鞘的蝌蚪幼体

供实验用 ∀
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