
海洋科学/ 2006年/第 30卷/第 8期

混合氮源对扁藻与金藻共培养和单种培养生长的影响

朱艺峰 ,林　霞 ,朱　鹏 ,李　洋

(宁波大学 生命科学与生物工程学院 ,浙江 宁波 315211)

摘要 :采用均匀设计 ,研究了硝酸钠 (NO32N)、尿素 (N H22N)和硫酸铵 (N H42N) 3种氮源对

亚心形扁藻 ( Plat y monas subcordi f ormis)与球等鞭金藻 ( Isochrysis galbana)共培养和单种

培养生长的影响。结果表明 ,不同氮源对扁藻与金藻在不同培养方式下的生长均存在显著

差异 ( P < 0. 05)。共培养时 ,硝酸钠质量浓度对扁藻和金藻的总细胞密度 ( Y t )和最终细胞密

度的体积比 ( Y r )没有影响 ,尿素质量浓度对 Y t有正调节作用 ,而硫酸铵质量浓度对 Y t有负

调节作用、对 Y r有正调节作用。当培养液中 N H22N质量浓度为 21. 01 mg/ L ,扁藻和金藻接

种体积比 ( Xv)为14. 15时 , Y t最大 (1 508. 9 ×104个/ mL ) ;当 N H42N 质量浓度、Xv分别为

21. 00 mg/ L 和 14. 15时 , Y r最大 ,为 87. 46。单种培养金藻时 ,硝酸钠略优于尿素 ,2种氮源

对其生长均有正调节作用 ,而硫酸铵起负调节作用。当培养液中加 21. 01 mg/ L 的 NO32N

和 N H22N时 ,金藻的细胞密度达到最大值 (862. 6 ×104个/ mL) ;不同氮源对扁藻生长的调

节作用与金藻相反 ,当扁藻接种密度为 4. 6×104个/ mL ,培养液中 N H42N质量浓度为 21. 00

mg/ L 时 ,扁藻细胞密度达到 102. 2×104个/ mL ,其值最大。
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　　在水产动物苗种培育过程中 ,由于经营品种的

多样性及对营养的平衡需要 ,经常对不同动物或不

同生长阶段的相同动物同时投喂不同微藻 ,而生产

上是分别以单一品种培养后再加以混合的投喂方式

进行 [1 ] ,这对维持不同微藻的单种培养及其最佳数

量比例的提供是一个难题。解决该难题的有效方法

之一是开发高效的共培养体系。然而 ,共培养并非单

种培养下的简单组合 ,其生长特性和生化成份与单

种培养相比存在较大的差异 [2 , 3 ]。已有研究显示 ,影

响共培养生长的因子较多 ,如温度、盐度、光照、营养

盐以及接种密度等 ,其中 ,以单种氮源下限制性竞争

研究的最多 [4～7 ] ,对不同氮源和非限制性营养条件下

各种藻的调控技术研究却很少。由于不同藻类对不

同氮源的利用率和优先性存在差异 [8 , 9 ] ,这就对共培

养模式下各种藻的定量调控带来了可能性。为此 ,作

者以水产贝类苗种生产中主要饵料微藻亚心形扁藻

与球等鞭金藻为对象进行共培养与单种培养的比较

实验 ,研究了不同培养方式、不同氮源影响其生长的

模式 ,为今后开发高效的微藻共培养体系及自动化

定量施肥技术提供基础资料。

1　材料与方法

1. 1　材料
亚心形扁藻 ( Plat y monas subcordi f ormis ) 与球

等鞭金藻 ( Isochrysis galbana)由全国科技兴海技术

转移宁波中心提供。实验海水经脱脂棉过滤、煮沸消

毒 ,盐度 23. 0 ,p H 8. 2 , NO32N 的质量浓度为 0. 32

mg/ L ,N H42N 质量浓度为 0. 02 mg/ L。

1. 2　方法
1. 2. 1　试验设计

由于 2种微藻细胞大小差异较大 ,共培养时会影

响各种藻的增长速率 ,产生的体积效应也会影响分析

结果 [6 ] ,从而低估了细胞体积大的种类 [10 ]。因此 ,试

验设计与结果分析以藻类体积作为主要因素之一而
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加以考虑。金藻体积按球形计算[10 ] ,扁藻体积按圆柱

形计算[11 ] ,扁藻与金藻的体积比换算系数 R为 7. 35。

以 NaNO3、CO ( N H2 ) 2和 ( N H4 ) 2 SO4作为氮

源 [8 , 12 ]。单种培养时 , NO32N ( X1 , mg/ L )、N H22N

( X2 , mg/ L )、N H42N ( X3 , mg/ L ) 和金藻接种密度
( Xi )的水平设置参考文献[12～14 ] ,见表 1。扁藻接

种密度 ( Xp )的确定主要根据在共培养各处理中 ,2种

藻接种体积和相同及体积比梯度需要而设置。单种

培养扁藻和金藻接种密度各水平换算成扁藻体积
( Xpv)和金藻体积 ( Xiv )作为试验分析因素。共培养

时 ,以 2种藻单种培养接种密度和作为共培养的接种

密度 ,其它条件与单种培养相同 ;以扁藻与金藻接种

密度的换算体积比 [ Xv = ( Xp / Xi ) ×R ]作为共培养

的试验分析因素(表 1)。实验采用均匀设计 U 3
8 (85) ,

按使用表取 1 ,2 ,3 ,5列 ,偏差 D = 0. 270 9 [15 ] ,实验方

案见表 2。

1. 2. 2　接种培养

扁藻与金藻经用相同培养液预培养 (NO32N 质

量浓度为 13. 9 mg/ L) ,处于指数生长期时进行离心 ,

离心与洗涤参照文献[3 ]。分别稳定培养 2 d ,并各取

上层藻液接种培养 ,接种时金藻与扁藻细胞密度分别

为 350. 0×104个/ mL 和 46. 0×104个/ mL。采用 300

mL 三角烧瓶 (培养体积 250 mL) ,通过稀释法加入

相应的培养液 (3种不同 N源、N质量浓度相同的 f/ 2

培养基)和藻液 ,以达到各处理不同接种密度的要求 ,

每处理设 3个重复。温度 25℃±2℃,日光灯光源 ,光

强 4 200 lx±100 lx ,光暗周期 12 h :12 h[11 , 13 , 14]。

表 1　实验因素与水平

Tab. 1　Experimental factors and their levels

因素
水平　　　　　　

1 2 3 4 5 6 7 8

X1 (mg/ L) 0 2. 98 6. 01 8. 99 12. 02 15. 00 17. 99 21. 01

X2 (mg/ L) 0 2. 98 6. 01 8. 99 12. 02 15. 00 17. 98 21. 01

X3 (mg/ L) 0 2. 98 6. 01 8. 99 12. 01 14. 99 17. 97 21. 00

Xi (×104个/ mL) 36. 0 31. 2 26. 4 21. 6 16. 8 12. 0 7. 2 2. 4

Xp (×104个/ mL) 0. 2 0. 8 1. 5 2. 1 2. 7 3. 3 4. 0 4. 6

Xv 0. 04 0. 20 0. 41 0. 71 1. 19 2. 05 4. 05 14. 15

注 : X1 , X2 , X3为 NaNO3 , CO (N H2 ) 2和 (N H4 ) 2 SO4称量转换值 ; Xi , Xp为稀释后全藻、扁藻实测平均值 ; Xv为扁藻与金藻接种密度的换

算体积比 (下同)

表 2　实验方案
Tab. 2　Experimental plans

处理
水平

X1 X2 X3 Xiv Xpv Xv

1 ( T1) 1 2 4 8 8 8

2 ( T2) 2 4 8 7 7 7

3 ( T3) 3 6 3 6 6 6

4 ( T4) 4 8 7 5 5 5

5 ( T5) 5 1 2 4 4 4

6 ( T6) 6 3 6 3 3 3

7 ( T7) 7 5 1 2 2 2

8 ( T8) 8 7 5 1 1 1

注 : Xiv , Xpv和 Xv各水平分别安排于金藻、扁藻单种培养和共培养

1. 2. 3　细胞计数
50 %福尔马林固定 [2 ] ,血球计数板显微镜目视计

数。至第 6天 (接种培养日为第 1 天) ,于相同时间

(930 h)隔天测定藻细胞密度 ,第 7 天开始每日测定

一次。共培养时分别计数扁藻与金藻细胞密度。

1. 2. 4　数据处理

以单种培养生长为考察标准 ,当其中一处理组连

续 3d藻细胞密度增长≤5 %时 [3 ] ,实验结束 ,并取第

13天细胞密度值作为处理数据。单种培养时考察最

终金藻细胞密度 Y i和扁藻细胞密度 Yp ( Yp =实测扁

藻细胞密度×R ,转化为金藻细胞密度以利于结果比

较)。考虑到共培养的目的一是获得最大的生物量 ,

二是 2种微藻在数量比例上可进行调控 ,因此 ,共培

养时考察扁藻与金藻总细胞密度 Y t ( Yp + Yi )和最终

细胞密度体积比 Y r ( Y r = Yp / Yi ) 。

统计分析在 SAS软件包 (Ver. 6. 12)下编程运

算[16 ]。共培养与单种培养的比较采用配对 t 测试

(PROC MEANS程序) ,逐步回归变量筛选按缺省概

率 ( P≤0. 15引入 ,PROC REG程序) ,回归方程的非线

性寻优计算经 SAS/ OR (PROC NL P程序)编程[17 ]。
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2　结果

2. 1　扁藻与金藻在不同处理下的生长
扁藻和金藻在不同处理下的生长见图 1 ( T1～

T8 )。经配对 t测试结果 ,金藻和扁藻在单种和共培
养模式下生长存在显著差异 ( P < 0. 05)。单种培养
时 ,金藻生长以 T2 (102. 3 ×104个/ mL ±12. 5 ×104

个/ mL ,平均值±标准误差)最差 ,以 T7 (700. 4×104

个/ mL ±33. 4×104个/ mL)最好 ;扁藻以 T8 (23. 3 ×
104个/ mL ±0. 9 ×104个/ mL )最差 ,以 T2 (80. 6 ×
104个/ mL ±6. 3 ×104个/ mL )最好。在共培养模式
下 ,金藻最优和最劣生长的处理分别是 T7 (734. 6 ×

104个/ mL ±41. 8 ×104个/ mL )和 T2 ( 14. 1 ×104

个/ mL ±3. 0×104个/ mL ) ,而扁藻分别是 T1 (80. 8

×104个/ mL ± 6. 7 ×104个/ mL )和 T8 (7 . 6 ×104

个/ mL ±0. 2×104个/ mL ) ,且从 T1至 T8扁藻的细
胞密度基本呈下降趋势。结合表 1、表 2的氮源水平
设置可以初步得出 ,营养盐中 (N H4 ) 2 SO4质量浓度
越高 (如 T2 , T4 ) ,对单种培养和共培养下金藻的生长
都有抑制作用 ;随着扁藻与金藻体积比 ( Xv )的减少 ,
共培养时的扁藻细胞密度减少 ;其它不同氮源对不
同培养方式下扁藻与金藻的生长作用难以直观判
断。

图 1　金藻与扁藻在不同处理下的生长
Fig. 1　Growt hs of I. galbana and P. subcordi f ormis in different t reat ment s

2. 2　不同因素对生长的调节模式
2. 2. 1　对单种培养的调节
经回归分析 ,不同氮源对扁藻和金藻细胞密度
的调节模式见方程 (1) , (2) ,非线性寻优结果见表 3。

Yp = 573. 128 - 14. 201 X2 + 0. 025 X2
3 Xpv - 0. 025

X2
1 X3 , R2 = 0. 865 5 , P < 0. 01 , n = 24　(1)

Y i = 639. 631 - 7. 710X1 - 0. 620 X2
3 + 0. 872 X1 X2 -

1. 195 X2 X3 , R2 = 0. 900 2 , P < 0. 01 , n = 24　(2)

表 3　方程寻优结果
Tab. 3　Optimum results for equations

方
程

寻优值

X1

(mg/ L)
X2

(mg/ L)
X3

(mg/ L)

Xpv

(×102μm3)
Xv

Y i

(×104个/ mL)

Yp

(×104个/ mL)

Y t

(×104个/ mL)
Y r

1 0 0 21. 00 16. 12 2 2 750. 9 2 2
2 21. 01 21. 01 0 2 2 862. 6 2 2 2
3 2 21. 01 0 2 14. 15 2 2 1508. 9 2
4 2 2 21. 00 2 14. 15 2 2 2 87. 46
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　　根据数学方法 ,当方程其中几个因素各取表 3寻

优值时 ,可获得其中一个因素对扁藻和金藻的最佳

调节效应方程 ,并作出图 2 ,图 3。显然 ,当培养液中

添加 21. 00 mg/ L 的 N H42N时 ,随着 NO32N、N H22N

质量浓度的增加 ,扁藻细胞密度呈下降趋势 ;同理 ,

N H42N和扁藻接种密度增加时 ,扁藻细胞密度随之

增加。当培养液中只添加 21. 00 mg/ L 的 N H42N ,扁

藻接种密度为 4. 6×104个/ mL 时 ,扁藻细胞密度达

到 102. 2 ×104个/ mL (相当于金藻细胞密度值为

750. 9×104个/ mL) ,其值最大 (表 3) 。

图 2　不同因素对扁藻生长的调节效应

Fig. 2　Regulating effect s of different factors on

growt h of t he P. subcordi f ormis

图 3　不同因素对金藻生长的调节效应

Fig. 3　Regulating effect s of different factors on

growt h of t he I. galbana

　　不同氮源对金藻生长的调节作用显示 ,试验范

围的金藻接种密度 (2. 4×104～36. 0×104个/ mL)对

最终细胞密度无明显影响。不同氮源中 N H42N 起

主导作用 ,随着 N H42N 增加 ,金藻细胞密度急剧下

降 ,而 NO32N、N H22N 对金藻的生长有促进作用 ,

NO32N略优于 N H22N (图 3) 。寻优结果显示 ,当培

养液中不添加 N H42N ,而各添加 21. 01 mg/ L 的

NO32N和 N H22N时 ,金藻最终的细胞密度达到最大

值 862. 6×104个/ mL (表 3)。

2. 2. 2　对共培养的调节

不同氮源对共培养的总细胞密度 Y t及对扁藻与

金藻最终细胞密度体积比 Y r的调控如方程 (3)、(4)

所示 ,相应调节作用见图 4、图 5 :

Y t = 799. 545 + 2. 386 X2 Xv - 26. 147 X3 - 1. 194

X2 X3 , R2 = 0. 810 0 , P < 0. 01 , n = 24　(3)

Y r = 0. 094 + 0. 014 Xv X2
3 , R2 = 0. 913 3 , P < 0. 01 ,

n = 24 (4)‘

图 4　不同因素对总细胞密度的调节效应

Fig. 4　Regulating effect s of different factors on

Y t

图 5　不同因素对细胞密度体积比的调节效应

Fig. 5　Regulating effect s of different factors on Y r
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　　根据方程 (3)和图 4可以看出 ,NO32N对共培养

的总细胞密度无影响 ,培养液中添加 N H42N 的质量

浓度越高 ,总细胞密度越低 ,在试验设计范围内 ,

N H22N与接种体积比对总细胞密度具有正调节的作

用 ,当培养液中 N H22N质量浓度为 21. 01 mg/ L ,扁

藻和金藻所接种的体积比为 14. 15时 ,共培养的总细

胞密度达到最大值 1 508. 9×104个/ mL。

方程 (4)和等高线图 (图 5)显示 ,扁藻与金藻接

种时的体积比和培养液中 N H42N 的质量浓度控制

着共培养的两者最终体积比。在固定接种体积比下 ,

随着 N H42N 质量浓度增加 ,最终体积比快速增加
(平方) ;在固定 N H42N 质量浓度下 ,体积比增加与

接种体积比呈线性增加关系。当 N H42N 质量浓度

与扁藻和金藻接种的体积比分别为 21. 00 mg/ L 和

14. 15时 ,扁藻与金藻最终体积比最大 ,为 87. 46 倍
(表 3)。

3　讨论

3. 1　不同氮源与微藻生长
3. 1. 1　单种培养

有关不同氮源及其质量浓度对微藻单种培养的

研究已有不少报道 ,但不同种甚至不同品系之间对

不同氮源的利用率相差较远。Turner 等 [8 ]对 33 个

不同种 (品系)微藻进行 30余天试验后列出了对不同

氮源的利用率 ,对 NO32N 的利用率为 32 %～66 % ;

对 CO ( N H2 ) 2的利用率变化最大 ,从低于 10 %到

100 % ;对 ( N H4 ) 2 SO4的利用率则为 32 %～100 %。

马志珍等 [9 ]对三角褐指藻的研究中也证实了不同氮

源对细胞密度的影响达极显著 ,氮源优先利用顺序

为CO (N H2 ) 2 > N H4 NO3 (或 N H4 Cl) > NaNO3。而

Fabregas等 [12 ]认为不同铵盐在 0. 25～16 mg / L (以

N计)范围内对盐藻 ( D unaliel la tertiolecta)的稳定

期细胞密度无关。本研究结果显示 ,扁藻和金藻对 3

种氮源的利用也存在优先性 ,金藻的优先利用顺序

是 NO32N > N H22N > N H42N ,扁藻优先利用顺序

为 N H42N > NO32N > N H22N (图 2 ,图 3) 。这种利

用率的差异除与微藻的硝酸还原酶和尿素酶活力有

关外 [9 , 18 ] ,还与 N 源的元素组成 [12 ]、微藻释放的胞

外营养盐有关 [19 , 20 ]。

3. 1. 2　共培养

氮源对微藻共培养的影响研究大多基于同一氮

源 (f/ 2配方 ,NO32N) ,而且基本属于营养性竞争研

究 ,按 Monod方程 ,由于营养物浓度的不断减少 ,最

终导致了对低浓度营养物亲和性好的微藻为主要的

控制种 ,而另一种微藻的数量则明显下降 ,出现了竞

争排斥现象 [6 ]。如三角褐指藻与其它硅藻 ( Thalas2
siosi ra pseudonana ) 以三角褐指藻为主 [4 ] ; Regan

等 [5 ]详细地描述了在不同营养限制条件下 ,微藻主导

种与其它因子的关系 ;扁藻竞争能力明显强于眼点微

绿球藻 [7 ] ;微囊藻对栅藻的抑制能力是栅藻对微囊藻

抑制能力的 7 倍 [3 ] ;角毛藻与金藻以角毛藻为控制

种 [2 ]等都说明这一事实。在这种单一氮源培养模式

下 ,共培养的总细胞密度大多低于或接近于单种培养

时其中一种微藻的细胞密度 [2 , 3 , 7 ] ,但也有明显高于

单种培养时 2种微藻总细胞密度的现象 [4 ]。

根据本研究混合 N 源下的结果显示 ,共培养下

的总细胞密度低于单种培养扁藻与金藻细胞密度总

和 ,但明显比任一种单种培养高 (表 3) ,这种比单种

培养效率高的现象很可能是 : (1)扁藻和金藻各自优

先利用不同 N源 ,这有利于共存 [6 ] ,使各自取得较高

的生长比速度 ; (2)类似于高等植物中增铵营养 ( En2
hanced ammonium nutrition ,混合形态 N营养)作用 ,

促进了不同 N源的 N吸收 ,提高了光合作用 ,从而促

进了生长 [21 ] ; (3)微藻在吸收不同 N源的同时 ,也释

放出不同的胞外营养盐 ,如 NO32N 或 N H42N

等 [19 ,20 ] ,这也可能改善了不同 N 源的合理利用 ;

(4)在单一 N源下 ,总细胞密度出现拐点 (开始出现

排斥现象)大约需 8～9 d[2 , 3 ] ,但在 2 种微藻所需不

同 N源充足下 (本试验不同处理总 N 质量浓度为

11. 97～51. 00 mg/ L ,表 2) ,2 种微藻短期内就不会

因营养的限制而产生竞争的情况 [6 ]。

3. 2　共培养的调控
多种氮源下对共培养微藻的生长尚未有很好研

究。根据本研究结果分析 ,NO32N、N H22N 和 N H42
N对金藻与扁藻的调节作用相反 ,但效应大小不同
(图 2 ,图 3) ,以 N H42N 影响最大。寻优结果 (表 3)

均为最大值说明高浓度下对维持扁藻和金藻较高的

细胞密度有促进作用 ,也可有效地延长培养时间 [9 ]。

结合图 2、图 3不难分析 ,NO32N 在共培养中对总细

胞密度的作用出现抵销现象 ,对最终体积比也无明显

影响 (方程 3 ,方程 4) ;而培养液中 N H42N越高 ,导致

了金藻细胞密度越低 ,总细胞密度也降低 ,使得扁藻

与金藻的体积比增加 ; N H22N 在金藻中的效应差比

在扁藻中的效应差大 ,该效应差可明显增加总细胞密

度 ,但仍不足以显著改变最终的体积比 (方程 4) 。

值得注意的是 ,方程 (3)与方程 (4)存在相互约束

的关系 ,即 Y r和 Yt必须满足如下条件 :当 Y r = 0. 094

+ 0. 014 Xv X2
3为特定值时 ,总细胞密度 Y t = 799. 545

+ 2. 386 X2 Xv - 26. 147 X3 - 1. 194 X2 X3达到最大值。

经优化计算 ,当 2种藻最终体积比 Y r固定时 ,要得到
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最大的 Y t主要通过 X3 ( N H42N)进行调节 ,而 X3越

大时 Y t又越小。任取几个 Y r比值 ,并约束寻优作出

图 6 ,可见 ,随着 N H42N 的增加 ,体积比增大而总细

胞密度呈下降趋势。

图 6　N H42N对 Y r 和 Y t 的调节作用

Fig. 6　Regulating effect of N H42N on Y r and Y t
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Abstract : Uniform design was performed to examine effect s of 3 mixed nit rogen sources on growths of

mixed cultures and monocultures of Plat y monas subcordi f ormis and Isochrysis galbana. The result s showed

the growth performances of P. subcordi f ormis and I. galbana in different t reatment s were significantly differ2
ent ( P < 0. 05) . In mixed culture , the experimental concentration of NaNO3 had no effect s on total cell density

( Y t ) and volumetric ratio ( Y r ) , and the concentration of CO (N H2 ) 2 had a positive influence upon Y t , but the

concentration of (N H4 ) 2 SO4 resulted in a negative effect on Y t compared to the Y r , which was sharply in2
creased. When the cell volmetric ratio ( Xv ) of inoculative P. subcordi f ormis to I. galbana was 14. 15 and

each concentration of N H22N and N H42N was 21. 01 mg/ L , the optimum Yt and Y r got to 1 508. 9×104 cell/

mL and 87. 46 , respectively. In monoculture of I. galbana , the nit rogen source of NaNO3 was slightly better

than that of CO (N H2 ) 2 , and both all had positive effect s on growth of I. galbana. On the contrary , nit rogen

source of (N H4 ) 2 SO4 was of inverse influence on the algal growth. According to the optimum result , the max2
imal cell density of I. galbana was 862. 6×104 cell/ mL when concentrations of NO32N and N H22N were given

at 21. 01 mg/ L each. Meanwhile , in monoculture of P. subcordi f ormis , the contrary conclusions were also

drawn while enriched the same nit rogen sources and concentrations in the monoculture medium. If the inocula2
tive cell density and concentration of N H42N were 4. 6×104 cell/ mL and 21. 01 mg/ L , respectively , the top

cell density of P. subcordi f ormis can be got theoretically , which was 102. 2×104 cell/ mL .
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