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摘　要：为探究球等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ）的最优培养条件，采用实验生态学方法和响应面法，以球等鞭
金藻的比生长速率为指标，设置不同温度、盐度、接种量单因素实验及ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ（ＢＢＤ）模型多因素交叉实
验。结果表明：１）在一定温度、盐度及接种量范围内，球等鞭金藻的比生长速率随着各因素的增大，呈先升高
后下降的趋势；２）通过响应面ＢＢＤ模型优化出球等鞭金藻的最佳培养条件为：温度２６．３８℃、盐度２６．６１、接
种量１．２９×１０６个·ｍＬ－１，此时的球等鞭金藻的比生长速率最大，为０．４４ｄ－１。
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　　球等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ）隶属于金藻
门（Ｃｈｒｙｓｏｐｈｙｔａ），是１９３８年被首次分离出来的单
细胞藻类［１］，其可以通过自身光合作用，吸收水

体中无机氮（主要是氨氮），用于自身生长与繁

殖，完成氮素的转移；由于其个体小、繁殖快的优

势，球等鞭金藻成为新概念引领下极具潜力的绿

色污水处理技术的主要微型藻类之一［２］。因其

营养价值较高，也常作为饵料被用于文蛤

（Ｍｅｒｅｔｒｉｘｍｅｒｅｔｒｉｘ）、大竹蛏（Ｓｏｌｅｎｇｒａｎｄｉｓ）、缢蛏
（Ｓｉｎｏｎｏｖａｃｕｌａｃｏｎｓｔｒｉｃｔａ）等双壳贝类的人工育苗
中［３］。

比生长速率是指单位时间内单位质量的单

细胞生物所增加的生物量，它是反映微藻、细菌

等单细胞生物生长速率的重要参数［４］。比生长

速率不仅能够准确反映出单细胞藻类在一定时

间的特定生长率，更能综合体现藻类生长与死亡

率平衡的动态变化。响应面法是统计学与数学

相结合的方法，它不仅有着正交实验中的交互作

用，还可以利用数学模型得到响应与各变量之间

的函数关系式，从而进一步对全部变量因素组合

进行预测得到最优响应面值，并因其具有实验次

数少、周期短以及多因素相互作用等诸多优势，

近年来被大量应用于食品和医药等多个领域

中［５－６］。目前，有关单细胞藻类仅见温度［７－８］、光

照［９－１０］等单因素对单细胞藻类生长的影响研究，

以及藻类生长繁殖对水环境（Ｎ、Ｐ等）的影响研
究［１１－１２］，而环境因素交互作用对单细胞藻类生

长的研究报道较少见，仅见于采用正交法优化小

球 藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ）［１３］、双 鞭 甲 藻

（Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍｃｏｈｎｉ）［１４］等单细胞藻类培养条
件，但鲜见球等鞭金藻培养的响应面法优化的报

道。因此，本文以球等鞭金藻比生长速率为指

标，通过响应面法优化其在适宜温度、盐度及接

种量的最佳条件，旨在为球等鞭金藻实验室培
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养、规模化繁育等提供科学依据。

１　材料与方法
１．１　实验材料

实验所用藻类为江苏省文蛤良种场所培养

的球等鞭金藻藻液，藻类培养海水取自江苏启东

近海，经砂滤池黑暗沉淀处理并经二次煮沸后使

用。取３５００ｍＬ实验用水于５０００ｍＬ三角烧瓶
中，并加入 １５ｍＬ的实验营养液。营养液配方
为：２５ｍｇ·Ｌ－１ＮａＮＯ３、２．５ｍｇ·Ｌ

－１Ｋ２ＨＰＯ４、２．５
ｍｇ·Ｌ－１Ｃ６Ｈ５ＦｅＯ７、８ｍｇ·Ｌ

－１ＥＤＴＡ。所用仪器
器皿均采用医用酒精消毒后使用。在实验所设

定的特定光照条件下进行培养，光照强度约为

６０００ｌｘ，光照周期为１２ｈ。为避免藻类沉淀，每
天摇晃实验烧瓶２～３次，培养周期为４ｄ。
１．２　单因素实验
１．２．１　温度对球等鞭金藻比生长速率影响实验

实验设置５个温度梯度：２２、２４、２６、２８、３０℃，
并设置３组重复。室温为２２℃，采用加热板水浴
调控温度；实验盐度为３０，藻类接种量为１．３０×
１０６个·ｍＬ－１，ｐＨ为 ８．７，培养条件及方法同
１．１。４ｄ后利用血球计数板进行计数得到最终
藻类浓度，并根据公式计算出球等鞭金藻的比生

长速率。

１．２．２　盐度对球等鞭金藻比生长速率影响实验
实验设置５个盐度梯度：１８、２１、２４、２７、３０，并

设置３组重复。盐度利用淡水进行稀释并通过
盐度计进行观测确定实验水体盐度，温度设置为

２２℃，藻类接种量为１．３０×１０６个·ｍＬ－１，ｐＨ为
８．７，培养条件及方法同１．１。４ｄ后利用血球计
数板进行计数得到最终藻类浓度，并根据公式计

算出球等鞭金藻的比生长速率。

１．２．３　接种量对球等鞭金藻比生长速率影响实
验

根据球等鞭金藻母液浓度调节实验瓶中藻

类接种量，实验设５个接种梯度，０．７０×１０６、１．００
×１０６、１．３０×１０６、１．６０×１０６、１．９０×１０６个·
ｍＬ－１，并设置３组重复。温度设置为２２℃，盐度
为３０，ｐＨ为８．７，培养条件及方法同１．１。４ｄ后
利用血球计数板进行计数得到最终藻类浓度，并

根据公式计算出球等鞭金藻的比生长速率。

１．３　多因素实验
在单因素实验的基础上，以球等鞭金藻比生

长速率为指标，运用响应面法 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ
（ＢＢＤ）模型，选择 ３因素 ３水平的中心组合方
案，以温度（Ａ）、盐度（Ｂ）和球等鞭金藻接种量
（Ｃ）为主要考察因素，进行响应面实验，实验因素
水平编码见表１，实验装置及方法同１．１。

表１　因素水平表
Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｉｇｎｔａｂｌｅｏｆｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓ

因素Ｆａｃｔｏｒｓ
水平Ｌｅｖｅｌｓ

－１ ０ １
温度（Ａ）／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（Ａ） ２４ ２６ ２８

盐度（Ｂ）Ｓａｌｉｎｉｔｙ（Ｂ） ２４ ２７ ３０

接种量（Ｃ）／（×１０６

个·ｍＬ－１）
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ（Ｃ）

１．００ １．３０ １．６０

１．４　比生长速率的测定
　　球等鞭金藻的比生长速率采用如下公式计
算［１５］：

μ＝
ｌｎＣｔ－ｌｎＣ０

ｔ
式中，Ｃ０（１０

６个·ｍＬ－１）指藻类的起始浓度，Ｃｔ
（１０６个·ｍＬ－１）指实验结束时藻类的浓度，ｔ（ｄ）
指实验时间，μ（ｄ－１）指球等鞭金藻的比生长速
率。

１．５　数据统计
单因素实验所得数据均用 Ｅｘｃｅｌ２０１６整理，

并用Ｏｒｉｇｉｎ８．０作图。通过 ＳＰＳＳ２２．０进行单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），若差异显著（Ｐ＜
０．０５），再作 ＬＳＤ法多重比较。多因素实验采用
Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ８．０软件ＢＢＤ模型进行实验设计和
响应面法分析。实验结果均以平均值 ±标准差
（ｍｅａｎｓ±ＳＤ）表示。

２　结果与讨论
２．１　单因素实验

温度和盐度是影响海洋藻类生长的重要环

境因素，会一定程度地影响海洋单细胞藻类的细

胞分裂周期、酶的活性、吸收利用营养物质的效

率，进而影响整个藻类生长繁殖过程 ［１６－１８］。单

因素研究结果（图１，图２）显示，当温度在２２～
３０℃时或盐度在１８～３０时，球等鞭金藻的比生
长速率会呈先升高后降低的趋势。其中在温度

２６℃、盐度２７时，球等鞭金藻的比生长速率达到

８７３
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最大，且温度和盐度的交互作用对球等鞭金藻的

比生长速率影响显著（Ｐ＜０．０５）。这与塔玛亚历
山大藻（Ａｌｅｘａｎｄｕｒｉｕｍｔａｍａｒｅｎｓｅ）［１９－２０］、小球藻
（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）［１３］生长规律一致。其原因可
能是，温盐过高或者过低可能会抑制某些酶的活

性，降低藻体内部的 ＣＯ２溶解度，使得光合作用
下降，进而影响藻体物质合成和能量代谢的过

程，从而影响其生长繁殖［２２－２３］。

图１　温度对球等鞭金藻比生长速率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ
注：不同小写字母表示试验组之间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

图２　盐度对球等鞭金藻比生长速率的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｉｎｉｔｙｏｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ

注：不同小写字母表示试验组之间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

　　接种量的多少是影响藻类生长繁殖的重要

因素，在实际生产过程中，接种量多少会直接影

响藻类培养效率［２４］。研究结果（图３）显示，球等
鞭金藻比生长速率在接种量为（０．７０～１．９０）×
１０６个·ｍＬ－１时呈先增大后减小的趋势，在
１．３０×１０６个·ｍＬ－１时，比生长速率达到最大。
这可能是由于在接种量为（０．７０～１．３０）×１０６

个·ｍＬ－１时，球等鞭金藻营养充分，比生长速率
逐渐升高。当超过１．３０×１０６个·ｍＬ－１，由于培
养基中代谢废物积累量逐渐增多、营养盐含量逐

渐减少、藻细胞接触抑制等原因，球等鞭金藻的

生长逐渐受到抑制，甚至停止［２５］。这与眼点拟微

绿球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｕｌａｔａ）、三角褐指藻
（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）、中 肋 骨 条 藻
（Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｓｐ．）的生长规律一致［２６］。

图３　接种量对球等鞭金藻比生长速率的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｎｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ
注：不同小写字母表示试验组之间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）

２．２　响应面多因素交叉试验
为进一步研究温度、盐度、接种量３个因素

之间的交互作用对球等鞭金藻生长的影响，通过

响应面法优化得到球等鞭金藻的最佳比生长速

率。本实验球等鞭金藻在多因素交叉条件中培

养，实验交叉设计及结果见表２。回归曲线模型
表明（表３），Ｆ值为３０．６８，Ｐ＜０．０００１，模型的决
定系数（ｒ２）为０．９７５３，说明该模型具有较好的拟
合性，可以用于３个因素对球等鞭金藻的比生长
速率分析。偏差系数（ａｄｅｑｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）代表实验的
精确度，偏差系数越小，实验的可靠性越高，本次

９７３
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实验的偏差系数仅为１４．９％，说明本实验可信。
经方差分析（表３），温度的单因素效应对球等鞭
金藻比生长速率的影响显著（Ｐ＜０．０５），盐度的
线性效应对球等鞭金藻比生长速率的影响不显

著（Ｐ＞０．０５），接种量的线性效应对球等鞭金藻
比生长速率影响不显著（Ｐ＞０．０５），温度、盐度和
接种量３因素间的曲面效应都能够对球等鞭金
藻比生长速率影响极显著（Ｐ＜０．０１）。这和单因
素实验中得出的结论基本相同。通过响应面法

得出，球等鞭金藻比生长速率预测值 μ对自变量
Ａ（温度）、Ｂ（盐度）和 Ｃ（接种量）的编码值二次
多项式回归方程为：

μ＝０．４４＋０．０１Ａ－５．６８×１０－３Ｂ＋３．１１×
１０－４Ｃ－０．０２ＡＢ－０．０１ＡＣ－７．１７×１０－３ＢＣ－
０．０４Ａ２－０．０４Ｂ２－０．０４Ｃ２

球等鞭金藻比生长速率预测值对实际值自

变量Ａ、Ｂ和Ｃ的二次多项式回归方程为：
μ＝－１３．３４＋０．６３Ａ＋０．３１Ｂ＋０．０２Ｃ－３．４０×

１０－３ＡＢ－２．３８×１０－４ＡＣ－７．９７×１０－５ＢＣ－
９．６９×１０－３Ａ２－４．０３×１０－３Ｂ２－４．２５×１０－５Ｃ２

通过对球等鞭金藻生长条件优化预测建立

上述模型并绘制响应面图（图４），得出温度、盐度
和接种量３个因素的最优组合条件为：温度２６．３８
℃、盐度 ２６．６１和接种量 １．２９×１０６个·ｍＬ－１。
此时球等鞭金藻的比生长速率的预测值可达

０．４４ｄ－１。

２．３　模型验证
通过ＢＢＤ模型得到球等鞭金藻比生长速率

的最优条件。选择同一批藻种，设计３个平行试
验组，实验预测结果和实际验证结果见表４。验
证结果表明，模型预测与实际验证的比生长速率

并无显著性差异（Ｐ＞０．０５），响应面模型分析方
法可靠。在实际生产过程中可以利用设备对各

变量进行精准控制，设置培养条件为：温度２６℃
左右、盐度２７左右、接种量１．３０×１０６个·ｍＬ－１

左右，以保证球等鞭金藻的比生长速率为最大值。

表２　实验设计与结果
Ｔａｂ．２　ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎｄｅｓｉｇｎｗｉｔｈｔｈｅｏｂｓｅｒｖｅｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓ
实验号

Ｎｏ． Ａ Ｂ Ｃ 比生长速率／ｄ－１

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ
１ ０ ０ ０ ０．４３±０．０１
２ ０ ０ ０ ０．４４±０．０１
３ ０ ０ ０ ０．３６±０．０１
４ １ ０ １ ０．３５±０．０２
５ ０ １ １ ０．３７±０．０１
６ １ －１ ０ ０．３６±０．０１
７ －１ ０ －１ ０．２４±０．０２
８ ０ １ －１ ０．３６±０．０１
９ －１ ０ １ ０．３８±０．０２
１０ －１ －１ ０ ０．３５±０．０１
１１ －１ １ ０ ０．４３±０．０１
１２ １ ０ －１ ０．３８±０．０１
１３ ０ －１ －１ ０．３５±０．０１
１４ ０ ０ ０ ０．４３±０．０２
１５ ０ －１ １ ０．３７±０．０１
１６ １ １ ０ ０．３４±０．０１
１７ ０ ０ ０ ０．４３±０．０１

表３　回归模型方差分析
Ｔａｂ．３　ＡＮＯＶＡｆｏｒｔｈｅｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｍｏｄｅｌ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ
平方和

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ 自由度 ｄｆ 均方 Ｍｅａｎｓｑｕａｒｅｓ Ｆ值 Ｆｖａｌｕｅ Ｐ值 Ｐｖａｌｕｅ 显著性

Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
模型 Ｍｏｄｅｌ ０．０２２ ９ ０．１３ ３０．６８ ＜０．０００１ 

Ａ ７．５４０×１０－４ １ ７．５４０×１０－４ ９．６２ ０．０１７３ 
Ｂ ２．３１６×１０－４ １ ２．３１６×１０－４ ２．９５ ０．１２９３
Ｃ ５．０９２×１０－７ １ ５．０９２×１０－７ ６．４９７×１０－３ ０．９３８０
ＡＢ １．３４６×１０－４ １ １．３４６×１０－４ １７．１８ ０．００４３ 
ＡＣ ４．９２６×１０－４ １ ４．９２６×１０－４ ６．２８ ０．０４０６ 
ＢＣ ２．１７５×１０－４ １ ２．１７５×１０－４ ２．７７ ０．１３９７
Ａ２ ５．７１２×１０－３ １ ５．７１２×１０－３ ７２．８７ ＜０．０００１ 
Ｂ２ ４．３７６×１０－３ １ ４．３７６×１０－３ ５５．８３ ０．０００１ 
Ｃ２ ３．６２６×１０－３ １ ３．６２６×１０－３ ４６．２５ ０．０００３ 

残差 Ｒｅｓｉｄｕａｌ ０．０１４ １ １．９６３×１０－３

失拟项Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ３．６１５×１０－４ ３ １．８８４×１０－３ ２．５７ ０．１９１６
纯误差 Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ １．８７２×１０－４ ４ １．９９４×１０－３

总离差 Ｃｏｒｔｏｔａｌ ０．０２２ １６
注：拟合系数＝０．９７５３，校正系数＝０．９４３５，偏差系数＝１４．９２８％；：Ｐ＜０．０５，差异显著，：Ｐ＜０．０１，差异极显著
Ｎｏｔｅ：ｒ２＝０．９７５３，Ａｄｊｒ２＝０．９４３５，ａｄｅｑｐｒｅｃｉｓｉｏｎ＝１４．９２８％；：Ｐ＜０．０５，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，：Ｐ＜０．０１，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ
ｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
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图４　交互作用对球等鞭金藻比生长速率影响的响应面图
Ｆｉｇ．４　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｈｏｗｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｆａｃｔｏｒｓ

表４　实验结果验证
Ｔａｂ．４　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

实验条件

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ 盐度Ｓａｌｉｎｉｔｙ 接种量／（×１０６个·ｍＬ－１）

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ
比生长速率／ｄ－１

Ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

模型预测最适条件

Ｍｏｄｅｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ２６．３８ ２６．６１ １．２９ ０．４４

实际验证最适条件

Ａｃｔｕａｌｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ２６．００ ２７．００ １．３０ ０．４４±０．０１
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