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提要 将均匀设计的方法应用于一种海洋微藻 }后棘藻k Ελλιπσοιδιονl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 o根据均匀设计表设计了 ts种培养基 o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 tq|u °°²̄r�o磷酸盐浓度为

sqs{u °°²̄r �o细胞浓度达到最大值 tyzquv °ªr �∀在硝氮浓度为 sq{w °°²̄r �o氨氮浓度为

vqv{ °°²̄r �o磷酸盐浓度为 sqsz °°²̄r �时 o∞°�含量达到最大值 zqzw{h ∀在硝氮浓度为

sq|tx °°²̄r�o氨氮浓度为 tq|u °°²̄r�o磷酸盐浓度为 sqszu °°²̄r�时 o∞°�产量达到最大值

|q||| °ªr�∀

关键词 均匀设计 o后棘藻 o培养基

中图分类号 ±uuw 文献标识码 � 文章编号 tssspvs|ykussvlstpssv{psw

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 o它最大的特点就是用最少的试验

次数获得科学结论 ~在军事科学 !航空航天上应用极

广 o在生化 !微生物工程方面也有较多的报道 ≈t ∗ z ∀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 o以较少的实验次数 o借助计算机的统计回归软

件 o寻找到最优的培养基配方 ∀本实验材料后棘藻

k Ελλιπσοιδιον ¶³ql zspst具有生长速度快 !总脂和 ∞°�

含量高等优点 o具有潜在的推广应用价值 ∀本实验为

其培养基中 �� vp�!�� wp�!°� wp°ι设计了一个三因素

五水平的均匀设计实验 o得到最佳培养基 ∀

t 材料和方法

tqt 藻种

真刺藻门的后棘藻 k Ελλιπσοιδιον ¶³ql zspst为从

美国加州大学引进的单克隆纯种 ∀藻体椭圆球形 o直

径约 uqx ∗ vqx Λ°∀ 正常培养下藻体为黄绿色 o在

wys ±°下有最大吸收峰 ∀

tqu 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 o培养在恒温室进行 o室温为 uu ε ? t ε o光

源 }普通日光灯管 o光周期 �} ⁄� tu «} tu «o照度

kzs ? vl Λ∞rk°
u #¶l o批量培养 o°µ²√¤¶²̄¬培养基 ∀

tqv 测试方法

用比色法测定生物量 o藻类的比生长速率k 按下

式计算 }

Λ � k�±Ν τp �±Ν slr kτ ν − τ sl 其中 τ为培养天

数 oΝ τ , Ν s , τ ν , τ s分别表示终细胞浓度 o起始细胞浓

度 o终培养时间 o起始时间 ∀

总脂测定用重量法 o用氯仿 }甲醇ku}t ς/ ςl混合

溶液充分抽提 o再加 trv体积的 sqsxh硫酸钠k质量分

数l溶液 o剧烈振荡 o离心分层 o取氯仿层在真空旋转蒸

发仪蒸发 !蒸干前后蒸发瓶重量差 o为待测总脂量 ∀

脂肪酸测定 }ts °ª样品放于有盖试管 o加入

t|}s内标和 t °�的 ���p≤�v��溶液 o在 zx ε 水浴皂

化 ts °¬±o冷却后加 u °�的 t °²̄r�的 �≤̄p≤�v��溶

液k使 ³� � ul o混匀 ozx ε 水浴 ts °¬±o冷却 o加 squ

°�石油醚和 u °�蒸馏水 o振荡离心 o取石油醚层 o

气相色谱分析 ∀仪器 }美国惠普公司产 �°x{|s�型气

相色谱仪 o氢火焰离子化检测器 ∀

tqw 培养基的均匀设计kv因素 x水平l

参照方开泰 t||w年的 5均匀设计与均匀设计

表6 o在温度 !光强 !³�相同的条件下 o培养基设计 v个

因素 ∀��vp�为 Νι o��wp�为 νι o°�wpΠι o每个因素设计

m国家/九五0科技攻关项目 o|yp≤�upswpsx!|yp≤�upstptsp{号 ∀

第一作者 }徐年军 o出生于 t|zv年 o博士 o讲师 o研究方向为

海洋药物学 o∞p°¤¬̄}÷∏±¬¤±­∏±� tyvq¦²°

收稿日期 }usstp syp tv~修回日期 }usstp s|p vs
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编号 t u v w x y z { | ts

第t列 t u v w x y z { | ts

第u列 x ts w | v { u z t y

第v列 z v ts y u | x t { w

表 1 均匀设计表 Α18 Υ10
∗
kts

{
l

Ταβ .1 Ταβλε οφ Υνιφορµ δεσιγν Α18 Υ10
∗
kts

{
l

uqu 回归分析

uquqt 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 o得出细胞浓度

和营养盐关系的方程如下 }

Ψ� xq{vyξt
u
p xqtwtξt n txqxwtξu

u
p t{qyzx ξu p

ytzsqusξv
u
n tstzq|szξv n |uqyyu

Ψ� xq{vy k ξt p sqwwl
u
n txqxwt k ξu p sqystl

u
p

ytzsqusk ξu p sqs{ul
u
n tuzqwts

Ρ � sq|uw

公式中 Ψ表示细胞浓度 o单位为 °ªr�o ξt !ξu !ξv

分别表示硝氮 !氨氮 !磷酸盐浓度 ∀从回归公式可以看

出 o硝氮和氨氮浓度越高 o细胞浓度越大 ~磷酸盐浓度

为 sqs{u °°²̄r�时 o细胞浓度最大 ∀在实验浓度范围

内 o当硝氮浓度和氨氮浓度都为最大 o即均为 tq|u

°°²̄r�时 o细胞浓度达到最大 o为 tyzquvs °ªr�∀

uququ 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 }

x个水平 o则共有 }

Νs Νs qx Νt Νu Νv

ν s ν s qx ν t ν u ν v

Πs Π s qx Π t Π u Π v

Νt是以 °µ²√¤¶²̄¬培养基中 Ν浓度为标准 o�¤��w

为氮源 o≈ Νs  � so≈ Νt  � sqyw °°²̄r�o≈ Νu  � tqu{

°°²̄r�o如此类推 ∀ ν t 即以 °µ²√¤¶²̄¬培养基中 Ν浓

度为标准 o以 ��w≤̄ 代替 �¤��w o≈ ν 0  � so≈ ν t  �

sqyw °°²̄r�o≈ ν u  � tqu{ °°²̄r�o如此类推 ∀ Π表

示磷酸盐浓度 oΠ t � sqszs °°²̄r�oΠ u � sqtws °°²̄r

�o如此类推 ∀

根据均匀设计表 Αt{ Υ ts
m
kts

{
l o设计见表 t∀

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

k°°²̄r�l

氨氮浓度

k°°²̄r�l

磷浓度

k°°²̄r�l

�⁄wys Λ值 总脂

k h o干质量l

∞°�

k h o鲜质量l

t sqss sqyw sqszs tqs{z sqvzs txqxw uzqz|

u sqss tq|u sqt{s tqux{ sqv|v tuqxs u{qz{

v sqvu sqvu sqtsx tqs|s sqvys twqsw vsqvv

w sqvu tq|u sqsvx tqusx sqv{y usqzy vuqtu

x sqyw sqvu sqsss sqyt{ squzs wqzs xq||

y sqyw tqu{ sqtsx tquyx sqwtv tzqu{ u|qww

z tqu{ sqss sqsvx tquts sqws| ttq|w uvqut

{ tqu{ tqu{ sqsss sqyxs squ{s xq|u |qvy

| tq|u sqss sqszs tquvv sqws{ txqw{ txq|w

ts tq|u sqyw sqt{s tqsz{ sqv{s ttqyw uzqt|

u 结果与讨论

uqt 硝氮 !氨氮 !磷酸盐的均匀设计结果

从生长的结果可以看出 }y号 !z号 !|号培养基中

生长较快 ox号 !{号培养基不佳 ∀

从 ∞°�含量的结果可以看出 }v号 ! w号 ! y号

培养基中 ∞°�含量较高 o而 x号 ! {号 ! z号 ! |号

培养基不佳 ∀综合生长 o总脂和 ∞°�含量分析 o得

y号为最优培养基 o其次为 w号培养基 o而 x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

k ξ tl

氨氮

k ξ ul

磷酸盐

k ξ vl

�⁄wys Λ值 细胞浓度k°ªr�l

实测值 预测值

t sqss sqyw sqszs tqs{z sqvzs tuwqtz| tu{qs|y

u sqss tq|u sqt{s tqux{ sqv|v tv{quz{ tvsqwuu

v sqvu sqvu sqtsx tqs|s sqvys tuwqwuy tuyqs{w

w sqvu tq|u sqsvx tqusx sqv{y tvvq|s{ twtqtt|

x sqyw sqvu sqsss sqyt{ squzs {xqxts {zqvzz

y sqyw tqu{ sqtsx tquyx sqwtv tv{q{xx tvuqtzx

z tqu{ sqss sqsvx tquts sqws| tvvqw|y tuvqztt

{ tqu{ tqu{ sqsss sqyxs squ{s {{qtw| |zqusu

| tq|u sqss sqszs tquvv sqws{ tvyqutz twxqvuw

ts tq|u sqyw sqt{s tqsz{ sqv{s tuvqxvx ttxqswt

Ψ� p sqzuzξ t n tquuxξt p sqvu|ξu n uquuxξu p

|vzqttvξv n tvvqs|ξv p tqtty

Ψ� p sqzuzk ξt p sq{wl
u
p sqvu|k ξu p vqv{tl

u
p

sqvu|k ξu p sqszl
u
n zqzw{

Ρ � sq|ut

公式中 Ψ表示 ∞°�含量 o单位为 °ªr�o ξt !ξu !ξv

分别表示硝氮 !氨氮 !磷酸盐浓度 ∀当 ξt � sq{w

°°²̄r �o ξu � vqv{t °°²̄r �o ξv � sqszs °°²̄r �时 o

∞°�含量达到最大 o ∞°�含量 k∞°� h ≅ 总脂 h l 为

zqzw{h ∀

uquqv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 o得出 ∞°�产量

结果如表 x∀

用 ≥·¤·¬¶·¬¦¶软件逐步回归的结果 }

Ψ� p tqtsuu{ ξt
u
n uqst{syt ξt n uqvux{ ξu p

tutyqwv ξv
u
n tzyquyu ξv p tqz{ux

Ψ� p tqtsuu{ k ξt p sq|txl
u
n uqvux{ ξu p

tutyqwvk ξv p sqszuxl
u
n xqxvws

Ρ � sq|vtz

公式中 Ψ表示 ∞°�产量 o单位为 °ªr�o ξt !ξu !ξv

分别表示硝氮 ! 氨氮 ! 磷酸盐浓度 ∀当 ξt � sq|tx

°°²̄r �o ξu � tq|u °°²̄r �o ξv � sqszux °°²̄r �时 o

∞°�产量达到最大 o为 |q||| °ªr�∀

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 o在 sq{ws ∗ sq|tx °°²̄r�

时最大 ∀磷酸盐对后棘藻 zspst的细胞浓度和 ∞°�产

量都有一个最适宜的浓度 o当磷浓度在 sqszs ∗ sqs{u

°°²̄r�时 o细胞浓度和 ∞°�产量均达到最大值 ∀氨氮

注 }ξ t o ξ u o ξ v 的单位均为 °°²̄r�o表 w !表 x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

k ξ tl

氨氮

k ξ ul

磷酸盐

k ξ vl

总 脂

k h o干质量l

∞°�

k h o鲜质量l

∞°� k∞°� h ≅ 总脂 h l

实测值 预测值

t sqss sqyw sqszs txqxw uzqz| wqvt{ wq{|z

u sqss tq|u sqt{s tuqxs u{qz{ vqx|z wqsvx

v sqvu sqvu sqtsx twqsw vsqvv wqux{ vqxuu

w sqvu tq|u sqsvx usqzy vuqtu yqyy{ xqzzt

x sqyw sqvu sqsss wqzs xq|| squ{t sqsw{

y sqyw tqu{ sqtsx tzqu{ u|qww xqs{z xqvuu

z tqu{ sqss sqsvx ttq|w uvqut uqzzt uqzzt

{ tqu{ tqu{ sqsss xq|u |qvy sqxxw tqxzs

| tq|u sqss sqszs txqw{ txq|w uqwys vqu{s

ts tq|u sqyw sqt{s ttqyw uzqt| vqtyx tq|vz

uu

u
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实验号 硝氮 氨氮 磷酸盐 细胞浓度 ∞°� ∞°�产量k°ªr�l

k ξtl k ξul k ξvl k°ªr�l k h º·l 实测值 预测值

t sqss sqyw sqszs tuwqtz| wqvt{ xqvys yqs{v

u sqss tq|u sqt{s tv{quz{ vqx|z wq|zw xqwyt

v sqvu sqvu sqtsx tuwqwuy wqux{ xqu|{ wqx|t

w sqvu tq|u sqsvx tvvq|s{ yqyy{ {q|u| zq{|x

x sqyw sqvu sqsss {xqxts squ{t squv| p sqt|{

y sqyw tqu{ sqtsx tv{q{xx xqs{z zqsyw zqtvs

z tqu{ sqss sqsvx tvvqw|y uqzzt vqy|| vqyzv

{ tqu{ tqu{ sqsss {{qtw| sqxxw sqw{{ tq|zu

| tq|u sqss sqszs tvyqutz uqwys vqvxt wqwts

ts tq|u sqyw sqt{s tuvqxvx vqtyx vq|ts uqu|y

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

÷ � �¬¤±p�∏±
t

����� ÷∏̈p≤«̈ ±ª
u

ƒ��÷¬¤²
t

k
t Ινστιτυτε οφ Οχεανολογψ, Χηινεσε Αχαδε µιχ οφ Σχιενχεσ, Θινγδαο ouyysztl

k
u Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε Σχιενχεσ, Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο , Θινγδαο , uyyssvl

Ρεχειϖεδ }�∏±qotvousst

Κεψ Ωορδσ} �±¬©²µ° §̈¶¬ª±o Ελλιπσοιδιον ¶³qo � §̈¬∏°

Αβστραχτ

×«̈ °̈ §¬¤²©·«̈ °¤µ¬±̈ °¬¦µ²¤̄ª¤̈ Ελλιπσοιδιον ¶³qzspst ¤µ̈ ²³·¬°¬½̈ §¥¼ ¤∏±¬©²µ° §̈¶¬ª± ¬̈³̈µ¬°̈ ±·²©·«µ̈¨

©¤¦·²µ¶¤·©¬√̈ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¯̈ √̈ ¶̄q×«µ̈¨©¤¦·²µ¶¬±¦̄∏§̈ ±¬·µ¤·̈p�o¤°°²±¬∏°p�¤±§³«²¶³«²µ∏¶¦²±¦̈±·µ¤·¬²±q×«̈ ¥²∏±§¶

²©·«̈ ¬̈³̈µ¬°̈ ±·¤̄ °̈ §¬¤¬±ªµ̈§¬̈±·¤µ̈ ¤¶©²̄ ²̄º¬±ª}·«̈ ±¬·µ¤·̈ ¤±§¤°°²±¬∏° ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶oµ¤±ª̈ ©µ²° s ·² tq|u

浓度为 vqv{t °°²̄r�时 o∞°�含量最大 ∀这一结果与

作者所作的单因子营养盐实验相符k另文发表l ∀
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°°²̄r�o¤±§·«̈ ³«²¶³«²µ∏¶¦²±¦̈±·µ¤·¬²±µ¤±ª̈¶©µ²° s·²sqt{ °°²̄r�q�±¤¦¦²µ§¤±¦̈ º¬·«·«̈ ∏±¬©²µ° §̈¶¬ª±·¤¥̄ ¶̈o

º̈ §̈¶¬ª± ts §¬©©̈µ̈±·°̈ §¬¤o¬±¶³̈¦··«̈ ¦̈¯̄ §̈ ±¶¬·¼o¤±§¤±¤̄¼½̈ ·«̈ ©¤··¼ ¤¦¬§¦²°³²¶¬·¬²± ²©·«̈ ¤̄ª¤̄ ¦̈¯̄¶¥¼ ª¤¶

¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼q�·º¤¶©²∏±§·«¤··«̈ ¦̈¯̄ §̈ ±¶¬·¼²©·«̈ °¬¦µ²¤̄ª¤¦²°̈ ¶·²·«̈ ¤̄µª̈¶·¤°²∏±·²©tyzquvs °ªr�º«̈ ± ¥²·«

·«̈ ±¬·µ¤·̈¤±§¤°°²±¬∏°¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¶¤µ̈ tq|u °°²̄r �o¤±§³«²¶³«²µ∏¶¦²±¦̈±·µ¤·¬²±¬¶sqs{u °°²̄r �q • «¬̄̈ ·«̈
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提要 通过盐度梯度实验检验了盐度对冠瘤海鞘 k Στψελα χανοπυσl幼体附着和变态的影响 ∀

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

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

不促进附着 ∀
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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 o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 o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 o关于盐度对海鞘幼体附着变态影响的研究 o国内

迄今未见有报道 o国外也仅见 ∂¤½́ ∏̈·i ≠²∏±ª
≈t 观

察了 w种海鞘的幼体对盐跃层的反应 o发现所有这 w

种海鞘蝌蚪幼体不能游过盐跃层进入盐度为 ts和 ty

的海水中 o 却很容易经盐跃层游入盐度为 uy的水

层 ∀∂¤½́ ∏̈·i ≠²∏±ª
≈u 又研究了低盐度对三种海鞘幼

体变态的影响 o发现这三种海鞘幼体在盐度为 vv的

海水中比在低盐度海水中变态要进行得快 o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k Στψελα χανοπυσl作为对象 o研究不同盐度对其

蝌蚪幼体附着和变态的影响 o希望能为防污研究提供
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t 材料与方法

tqt 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 o暂养于盛有海水的水族箱中 o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 o精卵受精后 o用 tus目筛绢网过滤洗卵 v ∗ w遍 o

在 uy ε 下培养 | ∗ tx «o获得冠瘤海鞘的蝌蚪幼体 o

供实验用 ∀
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