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� � 盐生杜氏藻能适应盐度高达 350 的高盐湖泊,在
适宜的条件下合成的 ��胡萝卜素可达细胞干质量的
10% ~ 14% ,为自然界其它生物所不及[ 1]。��胡萝卜
素是维生素 A 的前体,不仅能抑制致癌物质的活性、

预防消化道溃疡、心脑血管疾病、防治青光眼和白内

障,增强人体免疫力和抗辐射能力, 而且还能大幅度

提高人体对艾滋病的免疫指数[2]。杜氏藻还是一种

优质的单细胞蛋白饲料, 且甘油含量达干质量的

50% ,具有生产甘油的潜在发展前途。杜氏藻还是用

来研究水生生物适应高渗环境机制的模式生物[3] ,

澳大利亚、美国、日本、中国、以色列、西班牙、加拿大

等相继开展了杜氏藻的形态、生理、生态和医学研究,

并已经投入生产和商业化运营[ 4] , 其中澳大利亚科

研和生产规模居领先地位。中国具有漫长的海岸线

和众多的内陆盐湖, 具有培养杜氏藻生产 ��胡萝卜
素得天独厚的自然条件。作者综述了国内外有关学

者在胁迫因子对杜氏藻生长和��胡萝卜素合成方面
的研究方法、所用材料等最新的研究成果。

1 � 杜氏藻的形态、分类和生态分布

杜氏藻 ( D unaliell a) 是由 Teodor esco1905 年为

纪念 Dunal 1837 年首次报道高盐水库中的红色是由

一种微藻所产生的这一发现而命名的。其后有许多

新的杜氏藻种类在世界各地被发现。杜氏藻细胞形

状像衣藻( Chlamy d omonas ) , 通常为卵圆形, 当外界

渗透压发生改变时,可变为球形、梨形、纺锤形。它有

两条等长的鞭毛和一个杯状叶绿体。在海生和高盐

生种类中,细胞中央含有一个造粉核。杜氏藻与衣藻

的最大区别在于前者缺少细胞壁, 但具有由糖蛋白

形成的包被。

杜氏藻属由于具有典型的衣藻类细胞结构, 因

此 被 列 为 团 藻 目 的 Polyblephar idaceae 科。

Massyuk1973 年对该属进行了修订, 并在属内定了

29 个种和许多变种。但 Ettl 后来又将其提升为新的

一目,即杜氏藻目 ( Dunaliellales)。杜氏藻种的命名

也存在 一些 混乱, 如 Amotz 和 Avron 发 表的

D unaliella bar daw il 按照 Massyuk 的分类标准应该

属于 D. salina Teod 的一个品系, 因为该种的所有品

系均可在极端条件下积累��胡萝卜素而使细胞呈橘
红色。而 Amo tz 等人称为 D . salina 的种应属于 D .

p ar�a, 因为该种仅积累少量的��胡萝卜素, 在极端条
件下呈黄色。还有一些 D . salina 品系在一些实验室

被称为 D . vir id is和 D . p ar v a。由于种名的混乱, 许

多研究者获得的数据无法进行比较。

杜氏藻的生活史中存在有性时代和无性时代[3]。

海产 杜氏 藻因 种的 不同 , 耐 盐范 围从 0. 5~ 5

mo l/ LNaCl; 对 pH 的忍耐范围也很宽 ,从 pH 1( D .

acidop hila)到 pH 11( D. sal ina)。杜氏藻属对其它

环境因素的耐受能力也很强。在普通自然水体藻类

区系组成中, 杜氏藻数量极少, 而在高盐水体中常常

成为优势种群 ,并可形成绿色或红色水华。因此, 杜

氏藻通常是世界高盐湖泊和盐场蒸发池中第一生产

者。在南极高盐湖泊和法国、罗马尼亚、意大利的一

些盐湖, 美国的加州、犹他州的盐湖,澳大利亚南部的

艾瑞湖( L ake Ey re) , 埃及的某些湖泊, 克里米亚的盐

湖以及中国沿海盐池及内陆盐湖等生长着许多种类

的杜氏藻[ 5]。

2 � 胁迫条件对杜氏藻细胞形态结构、
生化组成和生长速度的影响

� � 杜氏藻被转到高渗或低渗环境中,细胞会迅速缩
小或膨大, 直到胞内外渗透压达到平衡。将 D . sali�
na 从 1. 71 mo l/ LNaCl中转入 3. 42 mo l/ L 中, 细胞

体积减小 1/ 3, 细胞膜发生折叠, 同时核、线粒体、叶绿
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体的表面积均减小, 这可能是由于膜系统与内质网

进行了融合[5]。将藻从盐度 24 转至盐度 5 的水环境

中2 min 内,细胞体积增大 50%。电子自旋共振法和

电子显微镜观察发现, 膜的扩张来源于胞内的囊胞

膜。这一过程与低分子量( 28~ 30 ku)的 GTP 结合

蛋白有关[6]。作者的试验表明,当杜氏藻从高盐直接

转到低盐,盐度跨度超过 50 时, 细胞即胀破 ,但如逐

渐适应(降盐速度为 10/ d) , 则能忍受盐度大幅变化

( 150)。较低的盐度有利于杜氏藻生长, 但在大规模

室外养殖时, 低盐度也有利于原生动物和其它杂藻

的繁衍,反而不利于杜氏藻生长, 而且高盐度有利于

��胡萝卜素的积累, 故在生产上, 在兼顾生长速度的
前提下,尽可能采用较高盐度的培养基培养杜氏藻。

Car lo s 等[6]研究了温度、盐度和氮盐对杜氏藻生长的

影响,发现 30� 和 1 mol/ LNaCl 盐度条件下杜氏藻

生长最好; NaCl超过 4 mol/ L ,细胞分裂速度和细胞

密度均显著下降;低温会阻碍细胞分裂, 但增加细胞

的最大密度;色素产量随盐度增加而降低, 但随温度

升高而升高; 氮盐浓度对生物量和色素产量有显著

影响,但对细胞分裂速度影响甚微; NO-3 浓度为 5 m

mol/ L 时杜氏藻生长最好, 而 NO-3 浓度过高 (如 10

m mol/ L )反而导致细胞密度和色素浓度下降。

氮盐种类和浓度是影响杜氏藻生长的另一重要

因子。最好的氮源是 NO 3�N, 最适生长浓度为 10

m mol/ L [7]。铵盐在高浓度或高温条件下, 易对藻体

产生毒性,引起藻体死亡。硝酸铵抑制��胡萝卜素的

合成,导致培养液酸化,影响藻体的旺盛生长或引起

藻体死亡。可用尿素代替硝酸盐,特别是用强缓冲能

力的海水或卤水培养杜氏藻时效果为佳。氮浓度为

1 m mo l/ L 对积累��胡萝卜素最适宜。而郝建欣等

的研究表明,氮浓度为 3 m mol/ L 有利于藻细胞的增

殖,而 0. 59 m mo l/ L 有利于 ��胡萝卜素的积累。
Uria rte[8]指出,生长速度与氮盐浓度呈正相关; 氮饥

饿的细胞基本不生长, 且在 3 d 内死亡; 与高氮培养

的细胞相比, 低氮培养的细胞其体积和单细胞干质

量均明显高于前者;向 NO 3�N 质量浓度为 353  g / L

的培养液中加入 187  g/ L 的 NH 4�N 后生长速度并
没有明显提高;可利用氮盐增加后, 单个细胞的蛋白

质含量显著降低(从 20. 1 pg/个降到 9. 7 pg /个 ) ,而

碳氢化合物则显著提高(从 10. 6 到 26. 74 pg/个)。

姜建国[9]进行的营养动力学研究发现 N/ P 比是影响

杜氏藻生长的一个重要因素。他们认为, N / P 比为

25 时,杜氏藻的生长最佳; N / P 比值变化对甘油含量

影响不大; N / P 比值小于 15 时, 叶绿素含量随 N/ P

比值的增加而增加,比值大于 15 时,叶绿素含量基本

不受 N/ P 比值变化的影响。Berner[ 10]研究了杜氏藻

对强光适应的机制, 指出杜氏藻对强光的适应, 43%

~ 49% 是归因于色素的变化, 而 51% ~ 57%归因于

包装效果; 细胞大小对包装效果影响不大, 而类囊体

的堆积及类囊体膜的透明度是影响包装效果的重要

因子; 在光适应过程中, 类囊体膜中蛋白质和脂类的

比例常有变化, 且这一变化影响叶绿体 a 对光的有效

采收率。

Richa rd[ 11]等进行的营养盐缺乏对杜氏藻光合

作用的影响研究发现,在 N 和 P都受限时,叶黄素对

叶绿素 a的比例增加; 而只有在 P 受限时,新叶黄素

对叶绿素 a的比例才增加; N 受限时,保护性色素(胡

萝卜素!和�)对叶绿素 a的比例增加; 尽管色素成分

不同, N 和 P 缺乏时, 叶绿素 a的特定光吸收指数差

异不大, 且大于营养饱和时的吸收指数; 相比之下,光

合作用�光照反应曲线在营养缺乏的条件下呈下降趋
势; 在 N、P 缺乏的细胞中光合作用的最大量子指数

有少许下降。Fugg i等[ 12]以 D. acidop hila 为材料研

究了溶液渗透压和溶质类型、浓度对杜氏藻生长的影

响。试验表明, 培养液中溶质类型对杜氏藻生长影响

不大。Senjie 等[13]研究了铁饥饿、铁限制和铁饱和对

细胞分裂周期、细胞大小、生长速度的影响及修复机

制, 结果显示, 适宜于杜氏藻生长的铁质量浓度为

1. 25~ 3. 75 mg / L ,高浓度的铁抑制杜氏藻生长。

3 � 胁迫条件对杜氏藻 ��胡萝卜素积累
的影响

� � 杜氏藻有很强的抗强光伤害能力,胡萝卜素含量
很高的红色细胞光饱和点明显高于那些绿色细胞。

大量积累的��胡萝卜素浓缩于脂肪球中, 分散于叶绿
体的类囊体间。关于胡萝卜素对光伤害所起的防护

作用, 一般认为是��胡萝卜素对光过度激发叶绿素而
产生的有害物质    单态氧起的瘁灭作用[ 9]。杜氏

藻中的��胡萝卜素主要有两种立体异构体 ,即全反式

和 9�顺式(表 1)。Amotz 等[ 14] 研究了红、白、蓝三种

不同光质对 D . bard aw il光防护能力的影响,结果显

示, 无论胡萝卜素含量高低, 藻都不能抵御强红光的

伤害, 而在强蓝光下,细胞却可被保护,白光介于二者

之间。这一结果说明大量积累在杜氏藻中的胡萝卜

素主要起光过滤屏蔽作用,它吸收过量的蓝光, 防止

光伤害作用的发生。研究还发现��胡萝卜素,特别是
其中的 9�顺式异构体可优先于叶绿素被光漂白( pho�
to beaching) ,从而使叶绿素免受强光的漂白。Bor�
r ow iska 等[15]的研究表明 ,��胡萝卜素的合成在细胞

中还有碳库的作用。
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表 1 � D. sal ina中��胡萝卜素立体异构体分析[15]

异构体 占总��胡萝卜素的质量分数( % )
15�顺��胡萝卜素 10

9�顺��胡萝卜素 41

全反式��胡萝卜素 42

2种未确定异构体 6

研究者普遍认为, 三高一低(高光照、高盐度、高

温、低营养盐特别是低氮 )有利于 ��胡萝卜素的合
成[12, 16]。高盐胁迫可诱导杜氏藻合成胡萝卜素。将

D. salina 从 15% NaCl中移到 25% NaCl中, 经过 4~

5 d,细胞蛋白质中总胡萝卜素质量比从不足10 mg/ g

增加到 260 mg/ g, 主要是 ��胡萝卜素含量的增

加[20]。它在总胡萝卜素中所占比例从 50% 增加到

90% ,其它类胡萝卜素的增加并不明显。与甘油积累

不同,当积累了��胡萝卜素的细胞从高渗环境转回

低渗环境时, 胡萝卜素含量的下降与高盐下的快速

积累相比是很缓慢的。这一特性也不同于血球藻

( H aematococcus) ,后者积累的类胡萝卜素可迅速分

解。Borow itzka[ 15] 试验也表明, 较高的盐度 (大于

20)有利于 ��胡萝卜素的积累。作者以 D unaliella

salina 为材料进行的试验表明,在 60~ 180 的盐度范

围内,单位体积藻液的 ��胡萝卜素含量随盐度升高

而下降,而单个细胞的 ��胡萝卜素含量随盐度上升
而上升。

营养盐缺乏对藻类合成类胡萝卜素有促进作

用,尤其是氮缺乏时更明显。陈晗华[17]研究认为, 杜

氏藻生长最适的营养盐质量浓度为氮 1 m mo l/ L ,磷

0. 3 m mol/ L ; 而细胞个体积累 ��胡萝卜素的最适条
件是无氮、无磷, 经 10 d 培养, 其 ��胡萝卜素含量分

别达 11. 24 pg /个和 10. 28 pg/个。杜氏藻缺氮时其

��胡萝卜素积累增加。硫酸盐的缺乏也会使细胞停
止生长并刺激��胡萝卜素的积累。重金属 Cu、Pb 达
到 D . salina半致死浓度时, 也有促进 ��胡萝卜素积

累的作用。一般来说,在生长速度较低的亚适生长条

件下,胡萝卜素积累量最大[ 18]。

温度是影响��胡萝卜素合成的一个极重要的因

子。Sandra等[ 19] 指出, 温度从 34 � 降到 17 � ,!�胡
萝卜素的含量增加了 7. 5 倍, 而��胡萝卜素含量不
变;温度的降低对 !�胡萝卜素的成分无影响。而

Amo tz 等[ 20]研究了低温对杜氏藻合成的胡萝卜素成

分的影响,认为从 30� 下降到 10� , ��胡萝卜素的合
成量增加了 2 倍, 9�顺式��胡萝卜素对全反式��胡萝

卜素的比例增加了 4 倍, 而其它色素含量不变; 温度

变化所引起的��胡萝卜素的变化同培养所用的光照
也有关系;��胡萝卜素小球内 9�顺式异构体的大量积

累被认为是用来抵抗低温时全反式异构体的结晶化。

光是影响杜氏藻生产 ��胡萝卜素最重要的因
子之一。实验表明 [21] , 杜氏藻光补偿点为 30

 E/ ( m2 ! s) , 光饱和点为 600  E/ ( m2 ! s)。600
 E/ ( m2 ! s)以上的强光对杜氏藻生长不利, 但有利
于��胡萝卜素积累。Amo tz 等[14]研究了光谱(波长 )

对杜氏藻胡萝卜素积累的影响,指出杜氏藻在强光照

条件下才大量积累 ��胡萝卜素; 该胡萝卜素主要由
9�顺式与全反式异构体��胡萝卜素组成; 9�顺式与全
反式异构体的比例和��胡萝卜素积累主要取决于光
强而与光质(光谱)无关; 细胞生长在连续红光(大于

645 nm)或白光( 500 W / m2 )时,��胡萝卜素含量为 32

pg/个, 而在红光或白光的低光照 ( 25 W/ m2 )时, ��胡
萝卜素才为 3 pg/个,其中 9�顺式与全反式异构体的
比例为 0. 3∀ 1。N/ P比为影响杜氏藻生长及甘油和
色素积累另一重要因子。姜建国[9]报道,单细胞��胡

萝卜素含量随 N/ P 比值的增加而减少, 而单位体积

培养液中的��胡萝卜素含量在比值小于 15 时基本不
受影响, 比值大于 15 时,则 N/ P 比值越高,��胡萝卜
素含量越低。

收获时间对��胡萝卜素产量有不可忽视的作用。

Nellis [ 22]研究表明,藻液中的 ��胡萝卜素含量不随硝
酸盐浓度的改变而有显著改变,但受盐度和采收时间

影响显著。而 Johan[ 23] 的试验也有类似的结果。他

认为培养时间极为重要,较长的时间会导致产生较大

的细胞, 其中含有高含量的��胡萝卜素,采收时间的

重要性甚至大于光照和营养盐含量。��胡萝卜素的
日积累量在接种后逐渐增加,第 7 天达高峰后逐渐下

降, 这与细胞密度的上升和培养基老化有关。实验还

发现杜氏藻密度增至一定程度, 生长受抑制时, ��胡

萝卜素才大量积累[9]。作者试验中也发现��胡萝卜
素的积累是个时间很长的过程( 16~ 24 d) ,但实际生

产一般以 5~ 7 d为一个生产周期。杜氏藻不同品系

对环境条件要求不同。一些环境因子在影响��胡萝
卜素合成方面还有交互作用, 包括累加、协同和拮抗

作用。Amot z等[ 14]的研究表明盐度和光照在控制��
胡萝卜素合成方面有累加作用。Cho r[ 23]认为强光照

和低氮组合能刺激��胡萝卜素的积累。王勇等[ 24]试

验认为: 盐度、温度和光强三因子对杜氏藻积累 ��胡

萝卜素有很强的协同胁迫作用;光强 10 000lx、盐度

18、温度 25 � 是较适宜的��胡萝卜素综合胁迫条件。

4 � 杜氏藻的功用

4. 1 � 培养杜氏藻生产 ��胡萝卜素
��胡萝卜素是一种橙黄色色素,广泛存在于植物
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中,是类胡萝卜素的一种, 其化学组成为碳氢化合物,

极易被氧化。组织学研究表明,��胡萝卜素有很强的
抑制肿瘤转化作用; 动物试验也表明, 饲料中加入��
胡萝卜素可明显减少紫外光和化学肿瘤促进剂, 如

二甲基苯叉蒽( DMDM )和 1, 2�二甲基肼 ( DMH )诱
发的癌变[25]。胡萝卜素对多种移植肿瘤也有抑制作

用;在肿瘤的治疗和化疗过程中, ��胡萝卜素可降低
毒害作用,增强治疗效果。��胡萝卜素分子中含有多
个共轭双键而成为一种良好的抗氧化剂。它可提高

机体的解毒功能,抑制致癌物质的活性。��胡萝卜素
具有抗癌功效的机理之一是它可提高宿主的免疫功

能[26]。实验证明, ��胡萝卜素可促进吞噬细胞和淋
巴细胞的功能,并可促进细胞释放一些抗肿瘤因子。

��胡萝卜素对眼睛白内障和黄斑变性病以及心脑血
管病也有一定的防护作用[27]。

4. 2 � 用杜氏藻生产甘油
甘油是重要的有机化工原料, 目前主要从石油

中提取,售价 3~ 5 美元/ kg。但随石油资源的耗尽,

其价格不断上涨, 利用杜氏藻生产甘油具有潜在的

发展前景。综合提取胡萝卜素和甘油,可使甘油生产

成本降至 0. 752美元/ kg ,低于石油生产甘油的成本

( 0. 88 美元/ kg , 2003 年价格 ) [ 27]。但这一计算是在

理想状态下进行的, 目前从杜氏藻提取甘油在经济

上还不划算。

4. 3 � 用作单细胞蛋白饲料
除了 ��胡萝卜素和甘油外, 杜氏藻还含有约

40%的蛋白质,其氨基酸组成与植物蛋白相似, 可用

作动物饲料蛋白源。杜氏藻在适宜的条件下具有很

高的生物量产量,最高可达 30 ~ 40g/ ( m2 ! d) , 大规
模生产的平均水平亦可达到 15~ 25 g / ( m2 ! d) , 高
于大多数其它藻类的产量[29]。杜氏藻还含较高的维

生素 C、E 及其它维生素, 可用作维生素的来源。总

之,因杜氏藻含有各种丰富的营养成分, 可大量培养

作为优良的水产饲料。另外,杜氏藻有很宽的盐度适

应范围, D . s alina 可在 10~ 350 的盐度范围内生长,

是自然界最耐盐的真核生物, 可作为研究生物体对

高渗环境适应机制的模式生物[30]。

5 � 杜氏藻研究开发应用前景及需要解
决的问题

� � 早在 1966 年, Massyuk [31]就提出可大规模培养
杜氏藻用以提取��胡萝卜素。另外,杜氏藻可以在高
盐的极端环境下生长, 较易控制其它藻类和原生动

物造成的污染,可进行大规模的室外培养。��胡萝卜
素越来越多的医疗功能正在被发现, 国内和国际市

场对杜氏藻产品的需求也在不断扩大。目前国内 ��
胡萝卜素的市场价格为合成的 1. 1 万元/ kg 左右, 天

然的 1. 8 万元/ kg 左右。国际上天然 ��胡萝卜素的
价格也是合成的2 倍左右, 但天然��胡萝卜素只占��
胡萝卜素总产量的 5% ~ 6%。国内对��胡萝卜素的
年需求量约 900 t,全世界年需求量在 2 500 t ,年销售

额为 5~ 6 亿美元 ( 2003 年) , 且每年以 7% ~ 10%的

速度递增, 因此养殖杜氏藻生产��胡萝卜素产业发展
空间极大。那些靠近盐湖或海边的具有强烈光辐射

的干旱、沙漠地区可作为杜氏藻培养的场地, 有利于

��胡萝卜素的积累。目前中国的杜氏藻养殖主要集
中在内蒙、天津、甘肃等地。在杜氏藻研究和生产中,

以下问题尚待解决:

( 1) 培养杜氏藻的目的不在于获取大量的生物

量, 而在于获得��胡萝卜素。有利于杜氏藻积累��胡

萝卜素的高盐、高光照、低氮均是不利于藻生长的条

件。综合考虑温度、光谱、光强、盐度、营养盐、CO 2、

pH 值、水深、养殖面积等环境因子对生长二阶段的

不同影响, 将计算机技术引入杜氏藻培养过程, 用计

算机对众多的环境因子进行综合分析和监控,是杜氏

藻研究和开发的一个必然方向。

( 2) 目前应用于生产的杜氏藻仅是 D . sal ina 和

D . bar daw il,因为这两种藻可积累较高的 ��胡萝卜
素。利用不同种类、不同品系甚至同一品系不同藻株

及个体在形态结构、生化组成、生态要求、生长速度、

��胡萝卜素产量均有差别的特点, 使用选择育种或紫
外线、X射线或化学诱变剂处理藻液,筛选出个体大、

生长快、��胡萝卜素含量高、抗逆性强、上浮性好的突
变株用作藻种 ,是提高��胡萝卜素产量的关键技术之
一。

( 3) 深入研究不同种类、不同生长阶段的杜氏藻

对各种营养盐( N , P , C, Fe)的吸收机制(饱和吸收量、

最适需要量、喜好程度、吸收先后顺序、肥效持续时间

等) ,这方面尚待进一步系统和深入研究。

( 4) 杜氏藻的收获是生产上的一个难题。一般

生产所得藻密度较低( 30~ 60 万个/ mL ) , 且藻体小,

脆弱, 易损伤破裂,用常规的动力离心、过滤及自然沉

淀法均不能有效收集。其它一些收获技术,如高压过

滤法、上浮收集法、碱絮凝法、趋光性收集法、硅化玻

璃珠吸附法、微气泡悬浮法等[ 34]已被开发出来, 但到

目前为止尚无理想的收获工艺。

( 5) 理顺杜氏藻的分类,探索 ��胡萝卜素新的生
物学及医学功效,优化��胡萝卜素提取工艺, 藻产品

的深加工, 杜氏藻室外水泥池大规模开放培养过程中

防治大变形虫( A moeba p r oteus )、丰年虫( Chirocep h�
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alus nankinensis )、脊尾白虾( Ex op alaemon car incau�
da)等造成的污染等方面还有不少工作要做。
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weight of 0. 301 g% 0. 041 g under w ater temperature o f 25. 0� % 0. 5 � . T hr ee salinity levels w ere 5, 15 and
30, respect ively, and five Ca2+ concentrations of every salinity levels were 175, 350, 700, 1 400, 2 800 ( mg/ L) , r e�
spect ively. The results wer e as fo llow s: ( 1) Salinity affect ed the oxygen consumption rate of the juvenile F .

chinensis significantly ( P< 0. 05) . The oxygen consum ption r ate of the juvenile F . chinensis under thr ee salini�
t y lev els show ed a declining g radient of R5 > R30> R15 , and ther e were significant differences among three

treatments ( P< 0. 05) ; ( 2) Ca2+ concentr ation affect ed the oxygen consumpt ion rate of the juvenile F. chinen�
sis significantly. T he oxygen consumption rate of the juvenile F. chinensis under five Ca2+ concent ration levels

show ed a declining gr adient o f R2 800> R175> R700> R1 400 > R350 . The oxygen consumption rate under 2 800mg/ L

of Ca2+ concentration w as significantly higher than that o f other tr eatments ( P< 0. 05) , w hile under 350 mg / L

of Ca2+ concentr ation, it w as significantly lower than tho se o f other tr eatments ( P< 0. 05) ; ( 3) The inter ac�

t ion betw een salinity and Ca2+ concentr at ion also significantly affected the oxygen consumption r at e of t he ju�
venile F. chinensis ( P < 0. 05) , while the effect was low er than tho se of salinity and Ca2+ concentr ation, r e�
spect ively.
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