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一株底栖硅藻——双眉藻的优化培养 

周一春1,2, 胡超群1, 彭鹏飞1,2, 罗  鹏1, 张吕平1 
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摘要: 双眉藻(Amphora sp.)是糙刺参(Stichopus horrens)喜食的优良饵料。本文采用光密度法分别测定

了该藻在光照强度 28~149 µmol/(m2·s)、温度 20~35℃、盐度 25~45 和氮质量浓度 0~7 500 mg/L、磷质

量浓度 0~440 mg/L、硅质量浓度 0~1 500 mg/L 以及氮磷硅多因子组合情况下的比生长速率, 探讨了光

照、温度、盐度和不同质量浓度的氮、磷、硅单因子及多因子组合对该藻生长的影响, 以及该藻的最

适生长条件。单因子试验结果表明, 该藻在光照范围为 35~149 µmol/(m2·s)时都能良好生长, 最适光照

为 56~99 µmol/(m2·s), 低温时该藻生长缓慢, 最适生长温度为 25~30℃。Amphora sp.为广盐性, 在盐度

25~45 都能较好生长, 最适盐度为 30~35。氮、磷、硅的最适质量浓度分别是 750~7 500 mg/L、44 mg/L

和 150mg/L, 磷对该藻生长的影响比氮更显著。正交实验结果表明, 氮、磷、硅的最佳质量浓度分别为

75 mg/L、44 mg/L 和 150 mg/L, 最佳配比为 2.4:1:3.4, 与其他底栖硅藻的相应指标存在一定的差异, 可

能是物种和地域环境差异引起的, 反映出该藻适应高温、强光特殊栖息环境的特征。 
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海洋底栖硅藻是鲍、海参和海胆等名贵水产动

物苗种生产中的重要饵料, 是影响幼苗成活率和质
量的关键因素之一[1-2]。与鲍的人工育苗相似, 在海
参人工育苗中, 底栖硅藻影响海参幼虫的附着与变
态, 并且海参育苗成功与否、产量的高低与底栖硅藻
的数量与质量有着直接的关系。目前, 北方仿刺参
(Apostichopus japonicus)的繁育及养殖技术已经成熟, 
但热带海参人工繁殖和养殖才则刚刚起步, 热带海
参的营养需要及繁育中适合的饵料种类研究均处于

空白状态, 制约了热带海参养殖业的发展[3-4]。 
在硅藻的大规模培养中, 氮、磷、硅营养元素质

量浓度和配比以及盐度、光照、温度等物理因子被

认为是影响硅藻生长的重要因子, 不同的培养条件
对底栖硅藻的种群结构及其生物量影响显著[5-6]。同

时有研究表明营养元素比例的微小变动会导致原环

境代表种类相对丰度的显著改变[7-8]。此外, 底栖硅
藻种类丰富多样, 分布广泛, 生存环境差异甚大, 一
种固定的标准化培养液(如传统的“f/2”培养液)并不
能满足众多单种底栖硅藻的快速生长的营养需求[9]。

因此研究底栖硅藻的最适培养条件对底栖硅藻的规

模培养, 获得优质饵料具有重要的指导意义和应用
价值。 

作者从西沙永兴岛附近海域分离到一株底栖硅

藻—双眉藻(Amphora sp.), 经海参养殖实践证实该
种硅藻是糙刺参(Stichopus horrens)喜食的优良饵料。
本文首先探讨温度、盐度、光照和不同质量浓度的

氮、磷、硅盐对 Amphora sp.生长的影响, 并进一步
研究氮、磷、硅三种营养盐多因子组合对其生长的

影响, 以期确定 Amphora sp.最佳培养条件, 为热带
海参的底栖硅藻饵料的进一步研究及应用提供了理

论依据。  

1 材料与方法 

1.1  藻种来源 
实验所用藻种采自西沙永兴岛附近海域, 通过

富集培养, 分离并纯化得到。借助光镜和电镜技术, 
研究了该藻的形态学特征, 并通过 18S rDNA和 5.8S 
rDNA-ITS 序列, 对这株藻进行了多相分类鉴定, 判
定该藻属于桥弯藻科 (Cymbellaceae)、双眉藻属
(Amphora), 定名为 Amphora sp.。 
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1.2 藻种培养 
藻种的初期维持培养采用添加有 Na2SiO3的 f/2

培养基, 培养温度为(30±0.5) , ℃ 光照强度为 85~93 
µmol/(m2·s), 光照周期为 12L:12D, 每天定时进行摇
瓶。实验培养液为天然海水配制, 盐度为 35, 所用
药品为分析纯。实验器皿为 1L玻璃缸、50~1 000mL
三角锥瓶和 10 mL 离心管, 所有实验器皿均先经过
121℃、20 min高压灭菌, 冷却后使用。 

1.3  藻生长的测定方法 
1.3.1  光密度法 

在上述培养条件下, 玻璃缸内倾斜放置有若干
面积相等的附着基, 每天定时随机取出 3片, 刮取附
着基上的藻细胞 , 稀释到适当的质量浓度 , 充分混
匀后用于生长的测定。光密度法参照文献[10-11]进
行测定, 每次测样前摇匀, 每次取样测 8～10 个值, 
从中去除最大值和最小值, 然后求平均代表该样值。 

比生长速率计算公式为 : K=(lg At2-lg At1)/ 
0.301(t2- t1), 其中, K为相对生长常数; t1为指数生长

期开始时的天数; t2为指数生长期结束时的天数; At1

为指数生长期开始的藻液光密度值; At2 为指数生长

期结束的藻液光密度值。 
1.3.2  细胞计数法 

细胞计数采用血球计数板, 每次取样重复计数 3
次。  

1.4  单因子试验设计 

1.4.1  营养盐单因子试验 
本组实验的物理因子为: 盐度 35, 温度 30 , ℃

光照强度(85±7) µmol/(m2·s), 光照周期为 12L:12D, 
培养时间为 8 d。 

N、P、Si的质量浓度梯度设置及实验方案如下:  
以添有 Na2SiO3的 f/2培养液的 N、P、Si为基

础, 固定 N、Si 质量浓度, 改变 P 质量浓度进行试
验; 同理, 固定 P、Si 质量浓度, 改变 N 质量浓度
和固定 N、P 质量浓度改变 Si 进行试验, 分别设置
6个梯度: 0、1/100、1/10、1、10、100(表 1)。每组
设置 3 个平行, 选取指数期的藻种加入各个质量浓
度的培养液中 , 并使每种单因子的初始培养液的
A680nm值基本相同。 

 
表 1  实验 N、P、Si 的质量浓度梯度设置 
Tab. 1 The gradient concentrations of N, P, Si 

质量浓度梯度 (mg/L) 
营养盐 

0 f/2×10-2 f/2×10-1 f/2 f/2×10 f/2×102 

NaNO3-N 0 0.75 7.5 75 750 7500 
Na2SiO3-Si 0 0.15 1.5 15 150 1500 
NaH2PO4-P 0 0.044 0.44 4.4 44 440 

 
1.4.2 环境因子实验 

本组实验培养液采用添加Na2SiO3的 f/2培养液, 
光照周期为 12L:12D, 培养时间为 8d。每个物理因子

梯度设置如表 2, 每组设置 3 个平行, 选取指数期的
藻种加入各个质量浓度梯度的培养液中, 并使每种
单因子的初始培养液的 A680nm值基本相同。 

 
表 2  物理因子梯度设置 
Tab. 2  The gradients of Physical factors 

物理因子 梯度分布 
温度(℃) 20 25 30 35   
盐度 25 30 35 40 45  

光照强度µmol/(m2·s) 35±7 56±7 92±7 114±7 128±7 142±7 

 

1.5  数据的处理 

实验数据采用 SPSS11.0 软件进行统计学分析, 
依据不同的实验需要做相关性分析、方差分析和

LSD多重比较, 显著性水平为 P<0.05。 

2 结果 

2.1  光密度法和细胞计数法检测 Amphora 
sp.生长的相关性 
由图 1可知, 不同的接种密度培养 Amphora sp., 
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光密度法和细胞计数法显示很好的相关性, 两种方
法反映该藻生长趋势基本一致, 通过 Pearson相关性

检测, A图和 B图的相关系数为 0.997和 0.996, 显著
性相关(P=0.01)。 

 

图 1  Amphora sp.在不同接种密度下的光密度和细胞计数法的相关性 
Fig. 1  Correlation between the values of OD680 and their cell counts per area of Amphora sp. under different inoculations 

 

2.2  光照强度对 Amphora sp.生长的影响 
不同光照强度对底栖硅藻 Amphora sp.生长的影

响如图 2所示。单因素方差分析表明, 该藻的相对生
长常数差 异显著 (P=0.000), 说明光照强度对
Amphora sp.的生长影响显著 , 多重比较得知 , Am-
phora sp.最适生长光照强度为 56~99 µmol/(m2·s)。 

 

图2  不同光照强度对Amphora sp.生长的影响 
Fig. 2  Effect of light intensity on growth of Amphora sp. 

 

2.3 温度对 Amphora sp.生长的影响 
不同的温度对 Amphora sp.生长的影响如图 3 所

示。单因素方差分析表明, 该藻的相对生长常数差异显
著(P=0.000), 说明不同温度对 Amphora sp.的生长影响
显著。当温度很低时 , 该藻只能极缓慢地生长 , 在
20~30℃时, 随着温度的升高, 比增长速率 K 增大, 通
过 LSD多重比较得知, 该藻的最适温度在 25~30℃。 

2.4 盐度对 Amphora sp.生长的影响 
不同的盐度对 Amphora sp.生长的影响如图 4所

示 , 单因素方差分析表明 , 该藻的相对生长常数差
异显著(P=0.003), 说明不同盐度对 Amphora sp.的生
长影响显著, LSD 多重比较得知, 该藻的最适盐度
30~35, 盐度过高或过低都会抑制该藻的生长, 且高
盐比低盐抑制明显。 

 

图 3  不同温度对 Amphora sp.生长的影响 
Fig. 3  Effect of temperature on growth of Amphora sp. 

 

 

图4  不同盐度对Amphora sp.生长的影响 
Fig. 4  Effect of salinity on growth of Amphora sp. 
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2.5  氮质量浓度对Amphora sp.生长的影响 
不同氮的质量浓度对 Amphora sp.生长的影响如

图 5所示, 单因素方差分析表明, 该藻的相对生长常
数差异显著 (P=0.000), 说明不同氮质量浓度对
Amphora sp.的生长影响显著, LSD多重比较得知, 在
氮质量浓度 0~750 mg/L范围内, 随着氮质量浓度的
增加 , 该藻的相对生长速率也逐渐增大 , 且表明该
藻在质量浓度为 750 mg/L和 7 500 mg/L时, 该藻的
相对生长速率 K没有差别(P＞0.05)。 

 

图5  不同氮质量浓度对Amphora sp.生长的影响 
Fig. 5  Effect of NaNO3-N concentration on growth of Am-

phora sp. 
 

2.6 磷质量浓度对 Amphora sp.生长的影响 
不同磷质量浓度对 Amphora sp.生长的影响如图

6 所示, 在一定范围内, 随着磷质量浓度的增加, 该
藻的生长也加快 , 单因素方差分析表明 , 该藻的相
对生长常数差异显著(P=0.000), 说明不同磷质量浓
度对 Amphora sp.的生长影响显著。多重比较得知, 44 
mg/L时相对生长常数达到最大。 

 

图6  不同磷质量浓度对Amphora sp.生长的影响 
Fig. 6  Effect of NaH2PO4-P concentration on growth of 

Amphora sp. 
 

2.7  硅质量浓度对Amphora sp.生长的影响 
不同硅质量浓度对 Amphora sp.生长的影响如图

7所示, 该种底栖硅藻的生长速率在硅盐质量浓度为

零时非常低, 随着硅盐质量浓度的升高而迅速增加。
单因素方差分析, 表明该藻的比生长速率差异极显
著(P=0.000), 说明不同硅质量浓度对 Amphora sp.的
生长影响显著, 多重比较得知,该藻的最适硅质量浓
度为 150 mg/L。 

 

图7  不同硅质量浓度对Amphora sp.生长的影响 
Fig. 7  Effect of Na2SiO3-Si concentration on growth of 

Amphora sp. 
 

2.8 氮、磷、硅的正交实验 
2.8.1 正交试验设计 

选择 NaNO3-N、Na2SiO3-Si、NaH2PO4-P三因子
对 Amphora sp.进行了生长速率的影响试验, 均取三
水平(表 3), 各因子水平的确定主要根据本实验中单
因子试验结果。正交试验表 4选用 L9(34)。 
 
表 3  正交试验因素及水平 
Tab. 3   Factors and levels of orthogonal tests  mg/L 

因素 
水平

NaNO3-N NaH2PO4-P Na2SiO3-Si 
1 75 4.4 15 
2 750 44 150 
3 7500 440 1500 

 
表 4是 Amphora sp.营养盐 L9(34)正交试验结果, 

由极差数值 R 可见, 三种营养盐的质量浓度对该藻
的影响作用由强到弱依次是: NaH2PO4-P﹥NaNO3-N
﹥Na2SiO3-Si。正交实验方差分析(表 5)表明 3 种营
养盐对 Amphora sp.的生长都有显著影响, 其中磷酸
二氢钠、硝酸钠的作用极其显著, 综合分析得出培养
Amphora sp.的氮、磷、硅的最适质量浓度配比是
N:P:Si=2.4:1:3.4, 即本实验的 2号实验。 

3 讨论 

由图 1可知, 不同的接种密度培养 Amphora sp., 
两种方法反映该藻生长趋势基本一致。Pearson相关 
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表 4 正交试验结果 
Tab. 4 Results of orthogonal test L9(34) design 
试验号 NaNO3-N NaH2PO4-P Na2SiO3-Si K 均值 

1 1 1 1 1.00002 1.02349 1.00797 1.01050 
2 1 2 2 1.32119 1.30658 1.35107 1.32628 
3 1 3 3 1.09103 1.08770 1.09103 1.08992 
4 2 1 2 1.25284 1.28933 1.26685 1.26967 
5 2 2 3 1.1137 1.06022 1.06374 1.07922 
6 2 3 1 0.91054 0.85393 0.89680 0.88709 
7 3 1 3 1.05309 1.00797 1.06724 1.04277 
8 3 2 1 1.12310 0.96253 1.00797 1.03120 
9 3 3 2 0.80836 0.72535 0.70754 0.74708 

K 1 3.42670 3.32293 2.92879  
K2 3.23598 3.43670 3.34304  
K3 2.82105 2.72409 3.21190  

K1均值 1.14223 1.10764 0.97626  
K2均值 1.07866 1.14557 1.11434  
K3均值 0.94035 0.90803 1.07063  

R 0.20188 0.23754 0.13808  
 
表 5  正交结果的方差分析 
Tab. 5  Variance analysis of orthogonal test results 

变异来源 离差平方和 自由度 均方 F值 Fa 
NaNO3-N 0.192 2 0.096 9.890 0.001** 

NaH2PO4-P 0.293 2 0.147 15.117 0.000** 
Na2SiO3-Si 0.090 2 0.045 4.623 0.022* 
误差 0.194 20 0.010   
总变异 0.768 26    

注: *表示差异显著; **表示差异极显著 
 
性检测 A图和 B图的相关系数为 0.997和 0.996, 呈
显著性相关(P=0.01), 光密度法和细胞计数法显示很
好的相关性。在生长对数期末期到稳定期, 可能由于
该藻分泌胞外分泌物, 较之细胞计数, A680nm 值会略

高, 但两种方法在反映藻细胞生长状态上显示较好
的相关性, 这与之前的研究一致 [10], 随着培养时间
的延长 , 细胞生长经稳定期进入衰亡期 , 细胞数会
减少 , 但细胞的胞外分泌物并不会立即停止 , 二者
数据的显示就会出现很大的差异, 相关性较低[12]。光

密度法检测该藻生长率选用 A680nm, 研究表明在该波
长是, 分光光度计的灵敏度最高, 结果较为可靠。作
者认为, 在进行 A 值检测操作时尽量保证数据的稳
定性 , 进行多次测量 , 避免数据的偶然性会得出准
确的结果。该方法在检测各项指标的优劣性上是可

行的, 尤其在检测的指标较多时, 该方法较为便捷, 
也能在一定程度避免细胞计数的主观误差。 

底栖硅藻营自养生活, 必须依靠光合作用来合
成有机物质。光强和光质都会影响底栖硅藻的光合

作用以及藻的群落、种群动态和适应模式[13]。郭峰

等报道了底栖硅藻适宜生长的光强一般为 21.4~78.6 
µmol/(m2·s)[14], 最适光强因种类不同而有所区别, 如
亚历山大菱形藻(Nitzschia alexandrina)适于光照较
强的环境 , 在 78.6 µmol/(m2·s)迅速生长 , 而卵形
(Cocconeis sp.)则在 47.1µmol/(m2·s)生长最好[14]。光过

强会发生光饱和现象, 甚至发生光氧化。本实验数据
表 明 Amphora sp. 适 宜 生 长 的 光 强 为 56~99 
µmol/(m2·s)。与上述藻类最适光照强度不同原因可能

是 Amphora sp.分离自西沙热带海域的潮间带, 水体
的透明度非常高。Amphora sp.适宜生长光照值反映
了栖息的环境特征。 

温度是影响藻类细胞生理变化的主要因素[15]。

对光自养生物, 温度通过控制酶动力学来调节其生
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长[16]。硅藻多在温度较低的冬春季生长繁殖[17], 各
种硅藻各有其适温范围, 高温和低温都会危害底栖
硅藻的生长。Amphora sp.适宜温度为 25~30 , ℃ 与丁

蕾等[18]报道的拟菱形藻(Pseudo-nitzschia sp.)高密度
出现在 25~30℃相似, 但比一般的底栖硅藻的适宜
温度 10~20℃高, 与该藻生长的热带西沙海域偏高
温的环境相一致。 

盐度在不仅影响硅藻的分布, 而且是使某些硅
藻形成水华的重要原因。在最适范围内生长、繁殖

速度最快。超出适盐范围, 过高和过低的盐度都会伤
害藻类细胞都会产生[15]。马美荣等[19]培养的咖啡双

眉藻(Amphora coffeaeformis)在盐度在 8~60时生长速
率逐渐减慢, 郭峰等[14]培养的矮小卵形藻(Cocconeis 
diminuta)和亚历山大菱形藻 (Nitzschia alexandrina)
的最适盐度分别为 30 和 35,在 20~40 盐度范围都能
良好的生长, 与本实验结果基本一致。同时 Clavero
等[20]在 34株底栖硅藻的盐度试验中发现, 大部分培
养的种属表现出极度的广盐性,最适盐度在 30。说明
不同藻种最适质量浓度不同, 本实验 Amphora sp.采
自西沙永兴岛海域, 最适生长盐度为 30~35, 也是长
期适应的结果。 

氮是构成蛋白质的重要元素, 是影响底栖硅藻
细胞生长与分裂的重要元素 [18], 是底栖硅藻生长与
繁殖的一个限制性因子。实验结果表明, 在 0~750 
mg/L 的质量浓度范围内, 随着氮质量浓度的增加, 
藻细胞比生长速率也相应增加, LSD 多重比较得知, 
该藻在质量浓度为 750 mg/L和 7500 mg/L时, 该藻
的相对生长速率 K 没有差别(P＞0.05)。董金利等[21]

研究了氮、磷营养盐对底栖硅藻缢缩菱形藻 
(Nitzschia constricta)的生长及生化组成影响中表明, 
该藻在最大氮质量浓度 900 mg/L时, 该藻的比生长
速率达到最大。一般认为, 不同的藻种有不同的最适
氮质量浓度。在藻类的规模化培养中, 营养盐的投入
多少直接影响成本的高低, 选择合适的氮质量浓度
既要保证藻类的较快速生长, 又要讲究社会效益。 

由于硅藻的硅质外壳, 硅是硅藻的必需营养元
素．除了作为细胞壁结构成分外, 还参与光合色素的
合成、蛋白质的合成、DNA 的合成和细胞分裂等多
种代谢和生长过程[22]。 尽管如此, Shifrin[23]曾报道, 
一种小环藻在硅饥饿后大约一代时间内, 细胞分裂
就完全停止, 但马志珍[24]在实验室用自然海水培养

单种底栖舟形藻(Nevicula sp.)时也发现 , 即使不加
硅盐, 硅藻仍能生长良好。大贝政治[25]等采用营养去

除法的实验表明, 用完全不含硅的人工海水培养液
培养一种卵形藻 Cocconeis sp.时, 对其生长的抑制
作用很小。由图 6可知, 当硅盐质量浓度为零时, 双
眉藻仍能较缓慢生长, 但在 0~15 mg/L时, 该藻的相
对生长常数没有太大变化, 当硅的质量浓度增加到
150 mg/L时, Amphora sp.呈快速增长,进一步证明传
统的 f/2 海水培养基不能满足该藻快速生长的营养 
需要。 

磷是细胞膜的重要成分, 在细胞的能量传递中
起着重要的作用, 而培养液中的磷对培养液的酸碱
度起缓冲作用[18]。在藻类培养中, 磷的用量一般都比
氮小 , 但由于磷的化合物的溶解性和移动性较差 , 
磷对水体初级生产力的限制作用更显著 [26], 本文的
单因子试验中这一结论同样得到证实。有研究表明, 
微藻对营养盐的摄取不是单独进行的, 而是按一定
比例吸收 , 营养盐之间的比例 , 尤其是氮磷的质量
浓度配比对细胞的生长发育有重要作用[27-28]。各种

单细胞藻所要求的 N、P比例不同。王渊源等[29]实验

表明, 小型舟形藻(Navicula parva)最佳 N: P=65:1, 
在此条件下细胞数量增加最为明显。单因子试验没

有考虑营养盐之间的配比, 存在一定的缺陷。藻类生
长状态是多因子同时作用的结果, 所以多因子组合
实验更能真实反映它们的营养需求, 更接近藻类培
养的最优条件。本实验在 N:P:Si=2.4:1:3.4 时该双眉
藻的生长最好 , 而与李雅娟等 [9]培养的咖啡双眉藻

(Amphora coffeaeformis)的最佳配比为 2.5:1:2 接近, 
两者都与马志珍[24]报道的舟形藻(Navicula sp.)最适
质量浓度都不同, 说明不一样的藻类适宜的营养盐
比例有异。同是双眉藻, 分布在不同的海域, 环境条
件不同, 也会表现出不同的营养需求。 
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Abstract: The aim of this paper is to initially determine the optimum growth conditions of Amphora sp. And to 

timely meet the food needs of the tropical sea cucumber. The growth rate of the algae was measured by optical 

density method at different experimental culture conditions. Effects of light intensity, temperature, salinity and nu-

trients (nitrogen, phosphorus, and silicon) on the growth rate of Amphora sp. were investigated. Both monofactor 

tests of five factors and orthogonal combinations of nitrogen, phosphorus, and silicon were conducted. The results 

of monofactor tests showed that Amphora sp. could grow well at 35~149 µmol/(m2·s), with the optimal Light inten-

sity at 56~99 µmol/(m2·s). The growth of the algae was very slow at very low temperature, and the best temperature 

was between 25 and 30℃. The algae, a euryhalinous species, grew well at salinity from 25 to 45 with the optimal 

salinity at 30~35. The favorable concentrations of nitrate, phosphate and silicate were about 75~7500, 44 and 150 

mg/L, respectively. The effect of phosphorus on the growth of algae was more significant than that of the nitrogen. 

The orthogonal test showed that the optimum concentrations of nitrogen, phosphorus, and silicon were 75, 44 and 

150 mg/L respectively, so the optimal concentration ratio of nitrogen, phosphorus, and silicon was 2.4:1:3.4. Com-

pared with the general benthic diatoms, there were some differences in the corresponding indicators, which may be 

attributed to the differences in species and geographical environment. The results of this research reflected the 

characteristics of high temperature and strong light inhabitation of the algae. 
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