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应用响应曲面法优化萱藻丝状体单室 

孢子囊发育条件* 

张玉敏  王玉萌  宫相忠① 
(中国海洋大学海洋生命学院  山东青岛  266003) 

摘要    为优化萱藻丝状体单室孢子囊发育条件, 提高孢子囊比例, 研究以萱藻丝状体为材料, 在

单因素试验的基础上, 应用响应曲面法对丝状体单室孢子囊的发育条件进行优化。结果显示, 诱导萱

藻丝状体单室孢子囊发育的最佳条件为: 温度 17.67 °C, 光照强度 30.32 μmol/(m2·s), 外加氮浓度

37.37 mg/L, 外加磷浓度 10.63 mg/L。在该条件下诱导培养 20 d, 丝状体孢子囊比例为 48.92%±5.58%, 

约为对照组的 1.41 倍。试验结果与理论预测值的相对误差小于 5%, 模型可靠。为评价优化培养后

萱藻丝状体孢子囊的发育情况, 对丝状体进行了阴干刺激(17 °C, 2 h), 结果显示, 优化培养后的丝

状体游孢子放散量(3.33×106 ind./g FW)约为对照组(1.67×106 ind./g FW)的 1.99倍。研究表明, 在萱藻

丝状体单室孢子囊诱导过程中, 对诱导环境条件进行有目的性的调控, 不仅可以提高孢子囊比例, 

还可以促进孢子囊发育和游孢子放散的同步性。 
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萱藻 (Scytosiphon lomentaria)隶属于褐藻门

(Phaeophyta), 褐 藻 纲 (Phaeosporeae), 萱 藻 科

(Scytosiphonaceae), 系泛温带性海藻。萱藻在世界范

围内分布广泛 , 主要分布于北美洲及南美洲东西两

岸(Contreras et al, 2009; Saunders et al, 2013; Ponce et 

al, 2019)、亚洲的鄂霍次克海及日本海沿岸(Kuda et al, 

2005)以及南极洲南设得兰群岛的沿海海域(Pellizzari 

et al, 2017), 在中国主要分布于辽东半岛至广东省海

陵岛之间的沿海海域(庄琰等, 2014)。萱藻具有异形

世代交替的生活史, 孢子体包括三种存在形式: 丝状

体、垫状体和类垫状体(邢永泽等, 2010), 其中丝状体

作为萱藻工厂化育苗的种质 , 是产生单室孢子囊释

放游孢子的主要形式。丝状体的营养藻丝细胞多呈现

直筒状, 由营养生长向生殖生长转化时, 细胞体积膨

大形成单室孢子囊, 孢子囊多呈现念珠状。该过程需

要改变环境条件进行诱导 , 若环境条件的设置不合

适, 丝状体的发育将趋于“停滞”状态, 形成的孢子

囊比例低且发育质量差 , 释放的游孢子数量也难以

满足采苗需求。因此, 在掌握了萱藻丝状体最佳扩增

条件的基础上 , 探索孢子囊发育的最佳环境条件成

为实现萱藻工厂化育苗的关键环节之一。目前对萱藻

丝状体孢子囊发育条件的研究主要应用单因素试验

方法 , 单因素试验中孢子囊发育的最佳条件为温度

20 °C、光照强度 28.8 μmol/(m2·s)、外加氮浓度

24.00 mg/L, 外加磷浓度 5.28 mg/L (高伟, 2012; 洪丽

珍, 2015)。单因素试验方法虽然具有简单直观等优点, 

但是默认因素之间无相关性 , 试验所获得结论并非

最优方案。因此, 为确定萱藻丝状体孢子囊发育的最

佳条件, 进一步提高丝状体孢子囊比例和发育质量, 

不仅需要选择合适的因素 , 还要考虑多个因素间的

交互作用。 

常用的优化试验的设计方法主要有正交设计、均 
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匀设计和析因设计 , 然而这些方法在实际应用过程

中存在诸多不足, 例如试验次数多、试验结果有局限

性、精确性差并且未考虑因素之间的交互作用等。响

应曲面法(RSM)是一种以回归方程作为函数估算的

优化试验方法 , 运用多元二次回归数学模型拟合影

响因子和响应值之间的函数关系, 通过试验设计、数

学建模和模型检验对各因素及其交互作用进行评价, 

最终得出预测的响应最优值及相应试验条件。相比于

其他几种优化试验的设计方法, RSM具有精确度高、

预测结果可靠、分析维度多等优点。随着生物统计学

的发展, RSM 的应用领域不再仅仅局限于化学工业, 

在生物学、医学以及制药领域也获得了广泛应用

(Bezerra et al, 2008; Li et al, 2009; Arokiadass et al, 
2012; Gopalakannan et al, 2013; Joardar et al, 2014; 
Chelladurai et al, 2021), 例如在海藻养殖领域 , 

Changpasert 等(2020)应用响应曲面法优化蛋白核小

球藻(Chlorella pyrenoidosa)的培养条件, 经优化后其

生物量和含脂量均比单因素试验结果提高了 98.28%

和 59.11%。谢丽丹等(2017)应用 Box-Behnken中心组

合原理建立数学模型 , 确定了螺旋藻培养基的最佳

配方 , 使藻蓝蛋白含量比室外养殖采用的半合成培

养基提高了 23.00%。 

本研究在单因素试验的基础上 , 选取了影响萱

藻丝状体孢子囊诱导的关键环境因素——温度、光照

强度、外加氮浓度和外加磷浓度, 为进一步优化孢子

囊的发育条件, 应用响应曲面法中的 Box-Behnken设

计对丝状体单室孢子囊诱导条件进行了优化试验 , 

并对该条件下单位鲜重丝状体所放散的游孢子数量

进行了比较 , 旨在进一步提高丝状体的孢子囊比例

以及促进孢子囊发育和游孢子放散的同步性 , 为实

现萱藻工厂化育苗和规模化养殖提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验所用萱藻丝状体取自本实验室萱藻种质库。

用加有 F1培养液(毕萌等, 2022)的天然灭菌海水在充

气扩增培养条件下获取足量的丝状体 , 扩增条件为

温度(22±0.5) °C, 光周期 L︰D = 14︰10, 光照强度

(57.6±3.6) μmol/(m2·s), 充气流量 3 L/min, 天然灭菌

海水盐度 32 (陈立彪等, 2020)。 

1.2  单因素试验 

在确定最佳温度时 , 取生长状态良好的萱藻丝

状体 , 用组织匀浆机打碎、镜检 , 获得平均长度为

250~300 µm的丝状体藻段, 加入 F1培养液配成密度

为(2±0.05) mg/mL的丝状体藻液, 取 200 mL藻液放

入 250 mL锥形瓶。温度梯度设置为 11.0、14.0、17.0、

20.0、23.0 °C。其他培养条件为: 光周期为 10L︰14D, 

光照强度为 43.2 μmol/(m2·s), 静置培养。每天定时摇

瓶 3次, 每 7 d全量更换培养液, 试验周期为 20 d。 

在确定最佳光照强度时 , 光照强度梯度设置为

14.4、28.8、43.2、57.6、72.0 (±3.6) μmol/(m2·s)。其

他培养条件为: 温度 17 °C, 光周期 10L︰14D, 静置

培养。每天定时摇瓶 3次, 每 7 d全量更换培养液, 试

验周期为 20 d。 

在确定最佳外加氮浓度时, 设置外加氮浓度梯度

为 10、20、30、40、50 mg/L。其他培养条件为: 温度

17 °C, 光照强度 43.2 μmol/(m2·s), 光周期为 10L︰14D, 

以去氮 F1 培养液为基础, 分别配置 NaNO3浓度梯度

为 10、20、30、40、50 mg/L的培养液, 静置培养。

每天定时摇瓶 3 次, 每 7 d 全量更换培养液, 试验周

期为 20 d。 

在确定最佳外加磷浓度时 , 设置外加磷浓度梯

度为 2、7、12、17、22 mg/L。其他培养条件为: 温

度为 17 °C, 光照强度为 43.2 μmol/(m2·s), 光周期为

10L︰14D, 以去磷 F1 培养液为基础 , 分别配置

NaH2PO4浓度梯度为 2、7、12、17、22 mg/L的培养

液, 静置培养。每天定时摇瓶 3 次, 每 7 d 全量更换

培养液, 试验周期为 20 d。 

以萱藻丝状体孢子囊比例作为孢子囊发育质量

的评价指标。试验 20 d时, 以滴管吸取萱藻孢子体藻

液, 在 10×40倍镜下, 随机观察 10个视野并记录相应

孢子囊的数量, 孢子囊比例的计算公式如下: 

孢子囊比例(%)=孢子囊细胞数/丝状体细胞总数 

            ×100% (曾呈奎等, 1962). 

取 1 g 诱导结束后的丝状体进行阴干放散操作, 

用血球计数板计算游孢子数量。 

1.3  响应曲面优化试验 

在单因素试验的基础上, 应用以 RSM 为依据的

Box-Behnken 设计, 进行四因素三水平试验设计, 以

温度、光照强度、外加氮浓度和外加磷浓度为自变量, 

分别用 X1、X2、X3和 X4表示, 并以1、0、1 代表自

变量的低、中、高水平, 以孢子囊比例为响应量, 试

验因素及水平见表 1。 

1.4  优化诱导后萱藻丝状体发育质量评价 

将萱藻丝状体置于 RSM 模型预测的优化条件下

进行孢子囊诱导试验 , 并与对照组的萱藻丝状体发 
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表 1  响应曲面因素水平 
Tab.1  The factor level of the response surface  

水平 
因素 符号 

1 0 1 

温度/°C X1 17 20 23 

光照强度
/[μmol/(m2·s)] 

X2 14.4 28.8 43.2 

外加氮浓度/(mg/L) X3 20 30 40 

外加磷浓度/(mg/L) X4 2 7 12 

 
育状况进行比较。优化诱导条件为温度 17.7 °C, 光照

强度 30.3 μmol/(m2·s), 外加氮浓度 37.4 mg/L, 外加

磷浓度 10.6 mg/L, L︰D=10︰14, 所用培养液为去氮

去磷 F1培养液; 对照组条件为温度 20 °C, 光照强度

28.8 μmol/(m2·s), 外加氮浓度 40 mg/L, 外加磷浓度

为 7 mg/L, L︰D=10︰14, 所用培养液为去氮去磷 F1

培养液。当萱藻丝状体生物量达到试验要求时, 各取

1g (湿重)萱藻丝状体分别对其进行游孢子放散。游孢

子放散条件为温度 12 °C, 光照强度 72 mol/(m2·s), 

L︰D=10︰14。放散 30 min后, 以血球计数板分别计

算两组单位质量萱藻丝状体的游孢子放散量。 

1.5  数据分析 

采用数据统计软件 Excel 2019和 Sigmaplot 14.0

软件对试验结果进行分析和制图。试验设计应用

Design Expert 10.0.7软件进行 Box-Behnken方法的响

应曲面优化试验设计, 并对数据进行相关线性拟合, 

通过拟合后线性关系制作预测结果等高线和响应曲

面图(孙双等, 2021)。 

2  结果  

2.1  单因素试验 

如图 1a 所示, 以 F1 培养液为基础, 在光照强度

为 43.2 μmol/(m2·s)时, 随着温度的升高, 丝状体孢子

囊比例呈现先上升后下降的趋势。温度过高, 丝状体

生长发育受到限制, 当温度为 20 °C 时, 其孢子囊比

例达到最大值 31.60%±0.88%。 

如图 1b 所示, 以 F1 培养液为基础, 在温度为

17 °C 时, 随着光照强度的增强, 丝状体孢子囊比例

呈现先上升后下降的趋势。在光照强度为 28.8 μmol/(m2·s)

时, 其孢子囊比例达到最大值 35.90%±0.87%。 

如图 1c 所示, 以去氮 F1 培养液为基础, 在温度

为 17 °C、光照强度为 43.2 μmol/(m2·s)的条件下, 随

着外加氮浓度的增大 , 丝状体孢子囊比例呈现先上

升后下降的趋势。在外加氮浓度为 30 mg/L时, 其孢

子囊比例达到最大值 33.20%±0.33%。 

 

图 1  温度(a)、光照强度(b)、外加氮浓度(c)和外加磷浓度(d)对萱藻丝状体孢子囊比例影响 
Fig.1  Effects of temperature (a), light intensity (b), added nitrogen concentration (c), and added phosphorus concentration(d) on the 

sporangium ratio of filaments of S. lomentaria 
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如图 1d所示, 以去磷 F1 培养液为基础, 在温度

为 17 °C、光照强度为 43.2 μmol/(m2·s)的条件下, 随

着外加磷浓度的增大 , 丝状体孢子囊比例呈现先上

升后下降再趋于平稳的趋势。在外加磷浓度为 7 mg/L

时, 其孢子囊比例达到最大值 39.30%±0.23%。 

2.2  响应曲面优化试验 

依据单因素试验结果, 选择温度(X1)、光照强度

(X2)、外加氮浓度(X3)、和外加磷浓度(X4)为自变量, 丝

状体孢子囊比例为响应值, 应用 Box-Behnken试验设

计优化萱藻丝状体孢子囊的发育条件, 结果见表 2。 

表 2  RSM 试验设计与结果 
Tab.2  The experimental design and results of RSM 

试验编号 X1 X2 X3 X4 孢子囊比例/% 

1 0 0 0 0 19.75 

2 1 0 0 1 10.57 

3 –1 0 1 0 31.70 

4 0 0 0 0 23.99 

5 1 0 0 1 24.70 

6 1 0 1 0 14.55 

7 0 1 0 1 28.71 

8 1 0 0 1 21.09 

9 1 0 1 0 15.02 

10 1 0 1 0 18.67 

11 0 0 1 1 14.01 

12 0 0 1 1 14.54 

13 1 0 0 1 23.51 

14 0 0 1 1 17.95 

15 1 1 0 0 39.25 

16 1 1 0 0 28.48 

17 0 1 0 1 34.98 

18 0 0 0 0 24.19 

19 0 1 0 1 18.37 

20 0 1 0 1 31.02 

21 1 1 0 0 19.66 

22 1 1 0 0 28.50 

23 0 1 1 0 37.88 

24 0 0 1 1 28.20 

25 0 1 1 0 20.41 

26 0 0 0 0 23.28 

27 0 1 1 0 28.53 

28 0 1 1 0 19.28 

29 0 0 0 0 25.43 

 
应用响应曲面软件 Design Expert 10.0.7进行多元

回归拟合, 建立了目标函数孢子囊比例与温度、光照强

度、外加氮浓度和外加磷浓度的回归模型方程式:  

孢子囊比例=23.333.46X14.08X2+2.62X3+3.47X4 

+0.48X1X25.20X1X3+2.93X1X46.68X2X3+1.60X2X4 

+4.40X3X40.93X1
2+6.49X2

22.80X3
21.94X4

2 

对这个模型进行回归与方差分析, 结果见表 3。 

由表 3可知, 模型极显著(P<0.01), 失拟项不显 

著(P>0.05), 表明该模型可靠。经计算回归方程相关

系数 R2为 0.96, 意味着该模型可以很好地解释 96%

的实验结果, 校正相关系数 Adj-R2为 0.92, 说明模型

拟合度高。由 F值可知, 各因素对丝状体孢子囊比例

的影响程度从强到弱依次为: 光照强度>外加磷浓度

>温度>外加氮浓度, 且结合表中 P值可知, 温度和外

加氮浓度的交互项(X1X3)、温度和外加磷浓度的交互

项(X1X4)、光照强度和外加氮浓度的交互项(X2X3)、 
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表 3  回归模型方差分析 
Tab.3  Analysis of variance of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性 

X1 143.52  1  143.52  35.74  <0.001  ** 

X2 199.84  1  199.84  49.77  <0.001 ** 

X3 82.37  1  82.37  20.51  <0.001 ** 

X4 144.42  1  144.42  35.97  <0.001 ** 

X1X2 0.93  1  0.93  0.23  0.64  

X1X3 108.16  1  108.16  26.94  <0.001 ** 

X1X4 34.28  1  34.28  8.54  0.01 * 

X2X3 178.49  1  178.49  44.45  <0.001  ** 

X2X4 10.18  1  10.18  2.53  0.13  

X3X4 77.44  1  77.44  19.29  <0.001 ** 

X1
2
 5.66  1  5.66  1.41  0.25  

X2
2
 272.98  1  272.98  67.98  <0.001  ** 

X3
2
 51.00  1  51.00  12.70  <0.01 ** 

X4
2
 24.42  1  24.42  6.08  0.03 * 

模型  1 415.67  14  101.12  25.18  <0.001  ** 

残差  56.22  14  4.02     

失拟项  37.81  10  3.78  0.82  0.64  不显著 

纯误差  18.40  4  4.60     

注: **差异极显著(P<0.01), *差异显著(P<0.05) 

 
外加氮浓度和外加磷浓度的交互项(X3X4)、光照强度

的二次项(X2
2)、外加氮浓度的二次项(X3

2)、外加磷浓

度的二次项(X4
2)为显著影响因素(P<0.05), 其他因素

影响较小。 

根据回归方程作各因素对孢子囊比例影响的响

应曲面图, 结果见图 2。 
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图 2  各因素两两交互作用对萱藻丝状体孢子囊比例影响的响应曲面图 
Fig.2  The response surface of pair-to-pair interaction of different factors on the sporangium ratio of filaments of S. lomentaria. 

注: 等高线图为响应曲面底部放大图 
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为进一步分析温度、光照强度、外加氮浓度和外

加磷浓度对丝状体孢子囊发育的影响 , 将其中任一

因素固定为 0水平, 可得到另外两个因素交互作用的

响应曲面图和等高线, 如图 2 所示。其中, 温度和外

加氮浓度的交互项(X1X3)、温度和外加磷浓度的交互

项(X1X4)、光照强度和外加氮浓度的交互项(X2X3)、外

加氮浓度和外加磷浓度的交互项(X3X4)的等高线形状

趋向于椭圆形 , 等高线密度大 , 响应曲面图坡度陡 , 

表明因素间交互作用显著。该结果与表 3回归方程方

差分析结果一致, 即 X1X3、X1X4、X2X3、X3X4的 P值

均小于 0.05。 

2.3  模型验证 

通过模型预测分析 , 丝状体孢子囊诱导的最佳

条件为温度 17.67 °C, 光照强度 30.32 μmol/(m2·s), 

外加氮浓度 37.37 mg/L, 外加磷浓度 10.63 mg/L。此

时模型预测丝状体孢子囊比例为 44.60%。为检验模

型预测的可靠性 , 采用上述条件进行丝状体孢子囊

诱导试验。通过三组平行试验得到丝状体孢子囊比例

为(48.92%±5.58%), 与预测值差异不显著, 表明通过

响应曲面法优化得到的最佳条件准确可靠 , 具有实

用价值。该试验结果显著高于单因子试验中萱藻丝状

体孢子囊比例, 分别提高了 54.81%、36.27%、47.35%

和 24.48%, 同时均高于 Box-Behnken 中心组合方法

测定 29种组合方式的孢子囊比例。 

2.4  优化诱导后萱藻丝状体发育质量评价 

优化诱导前后丝状体发育比较结果表 4所示。优

化诱导条件为温度 17.67 °C, 光照强度 30.32 μmol/(m2·s), 

外加氮浓度 37.37 mg/L, 外加磷浓度 10.63 mg/L, 

L︰D=10︰14, 所用培养液为去氮去磷 F1 培养液 , 

在此条件下诱导 20 d, 丝状体孢子囊比例为 48.92%± 

5.58%。对照组的丝状体孢子囊比例为 34.80%± 4.29%。

优化诱导后的萱藻丝状体孢子囊比例约为对照组的

1.41 倍, 孢子囊细胞呈深褐色, 细胞质充盈, 放散后的

单室孢子囊呈空泡状, 孢子囊发育程度佳(图 3b), 而对

照组的孢子囊细胞呈浅褐色, 细胞质部分中空, 孢子

囊发育程度欠佳(图 3a)。为评价优化诱导后萱藻丝状

体游孢子放散量 , 在相同条件下对丝状体进行游孢

子放散, 结果表明: 优化诱导后的丝状体游孢子放散

量(3.33×106 ind./g FW)约为对照组(1.67×106 ind./g FW)

的 1.99 倍, 因此优化后的游孢子放散密度显著高于

优化前的密度, 优化条件下的孢子囊直径(23.48 μm± 

0.15 μm)高于对照组(20.17 μm±0.23 μm)(P<0.05)。 

表 4  优化诱导前后萱藻丝状体发育比较 
Tab.4  Comparison of development between filaments of S. 

lomentaria before and after optimized induction 

指标

组别 
孢子囊比例

/% 
孢子囊直径

/μm 
游孢子放散量

/(×106 ind./g FW)

优化培养前 34.80±4.29 20.17±0.23 1.67 

优化培养后 48.92±5.58 23.48±0.15  3.33 

 

 

图 3  优化诱导前后萱藻丝状体发育的比较 
Fig.3  Comparison in the development filaments of S. lomentaria before and after optimized culture 

注: a. 优化诱导前萱藻丝状体; b. 优化诱导后萱藻丝状体; 实心箭头指示成熟孢子囊, 空心箭头指示营养藻丝 

 
 

3  讨论 

萱藻丝状体只有在适宜的环境条件下才会由营

养生长向生殖生长转化, 若不改变环境条件, 孢子囊 

发育将进入“停滞”状态, 导致丝状体的念珠状孢子囊

细胞比例低且发育不同步, 游孢子释放同步性差, 造

成育苗的丝状体利用率低 , 游孢子放散密度达不到

采苗要求, 进而出现苗种发育不同步现象, 最终不利
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于萱藻苗种繁育的规模化生产。因此, 确定萱藻丝状

体孢子囊诱导的最佳条件对于提高孢子囊发育和游

孢子放散的同步性 , 进一步提高萱藻工厂化苗种繁

育水平具有重要意义。温度、光照强度、营养盐等因

素对萱藻孢子囊发育具有重要影响 , 本研究通过单

因素试验确定的最佳诱导条件为温度 20.00 °C、光照

强度 28.80 μmol/(m2·s)、外加氮浓度 30.00 mg/L、外

加磷浓度 7.00 mg/L。单因素试验方法设计简单明了, 

试验针对性强, 所得结果直观, 但是默认各因素对结

果影响的地位相同, 无法区分各因素的重要程度, 因

此需要对单因素试验法所获得的结果进一步优化。

Ahuja 等 (2020)应用响应曲面法优化杜氏盐藻

Dunaliella salina 生长发育条件, 优化条件下的生物

量比单因素试验结果提高了 2.17 倍。赵鹏等(2015)

应用响应曲面法优化小球藻 Chlorella sp.U4341的培

养条件 , 优化条件下油脂产率比单因素试验结果提

高了 54%。罗龙皂等(2019)应用响应曲面法优化近具

刺链带藻(Desmodesmus sp. CHXl)的生长条件, 优化

条件下的生物量比单因素试验结果最大提高了 32%。

本研究在单因素试验的基础上 , 应用响应曲面法优

化萱藻丝状体单室孢子囊的发育条件 , 优化后的最

佳诱导条件是温度 17.67 °C, 光照强度 30.32 μmol/(m2·s), 

外加氮浓度 37.37 mg/L, 外加磷浓度 10.63 mg/L。各

因素对孢子囊比例的影响大小为: 光照强度＞外加

磷浓度＞温度＞外加氮浓度。光照强度是影响孢子囊

形成的关键环境因子之一, 在紫菜壳斑藻的培养中, 

最高光强在 7月初至 8月初应调节为 30.00 μmol/(m2·s)

左右, 8月初到 9月初应调节为 15.00 μmol/(m2·s)左右, 

这样可以保证 8 月中下旬形成大量的壳孢子囊进而

获得足量的壳孢子, 在光强低于 2.00 μmol/(m2·s)或

者高于 20.00 μmol/(m2·s)条件下壳孢子囊形成均很少, 

在本试验中发现, 在光照强度超过 57.60 μmol/(m2·s)

的条件下 , 丝状体更倾向于营养生长 (何培民等 , 

2018), 产生大量直筒状细胞。另外, 与外加磷浓度为

2.00 mg/L 的条件相比, 外加磷浓度超过 7.00 mg/L

的丝状体念珠状细胞比例高, 原生质体浓厚。 

萱藻丝状体生殖生长阶段的最佳环境条件与营

养生长阶段相比有所差异, 王玉萌等(2022)利用响应

面法优化得到丝状体扩增的最佳条件为温度 20.45 °C, 

光照强度 78.13 μmol/(m2·s), 外加氮磷比 16.19。试验

结果显示丝状体孢子囊发育的最佳温度(17.67 °C)低

于其营养生长阶段(20.45 °C), 这一规律与萱藻丝状

体在自然条件下的生长发育环境相适应。丝状体孢子

囊发育的最佳外加氮浓度(37.37 mg/L)低于其营养生

长阶段(48.57 mg/L), 当外加氮浓度超过 40 mg/L时, 

不利于萱藻丝状体孢子囊形成与发育 , 这是由于氮

浓度过高将会影响丝状体的碳代谢 , 造成碳水化合

物合成减少, 进而影响其生殖生长(韩宝芹等, 2000)。

因此要使丝状体由营养生长向生殖生长转化 , 需要

对环境条件进行精确调控 , 在最佳条件范围内设置

营养盐浓度。 

4  结论 

应用响应曲面法优化萱藻丝状体单室孢子囊的

发育条件, 优化后的最佳诱导条件为温度 17.67 °C, 

光照强度 30.32 μmol/(m2·s), 外加氮浓度 37.37 mg/L, 

外加磷浓度 10.63 mg/L。在该条件下诱导培养 20 d, 

萱藻丝状体孢子囊比例为 48.92%±5.58%, 约为对照

组的 1.41倍, 孢子囊直径(23.48 μm±0.15 μm)显著高

于对照组(20.17 μm±0.23 μm)(P<0.05)。对丝状体进行

阴干刺激(17 °C, 2 h)后结果显示: 优化培养后的丝状

体游孢子放散量 (3.33×106 ind./g FW)约为对照组

(1.67×106 ind./g FW)的 1.99倍。研究表明, 利用响应

曲面法对萱藻丝状体单室孢子囊的发育条件进行优

化, 不仅可以提高孢子囊比例, 还可以促进孢子囊发

育和游孢子放散的同步性。 
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OPTIMIZATION OF DEVELOPMENTAL CONDITIONS OF UNICELLULAR 
SPORANGIA OF FILAMENTS OF SCYTOSIPHON LOMENTARIA BY RESPONSE 

SURFACE METHODOLOGY (RSM) 

ZHANG Yu-Min,  WANG Yu-Meng,  GONG Xiang-Zhong 
(College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

Abstract    To optimize the conditions of the development of unicellular sporangia of Scytosiphon lomentaria and 

increase the proportion of sporangia, based on single-factor experiment, the response surface methodology was used to 

optimize the cultural conditions of unilocular sporangia of filamentous. Temperature, light intensity, added nitrogen 

concentration, and added phosphorus concentration were tested and the optimal conditions were determined as 17.67 °C, 

30.32 μmol/(m2·s), 37.37 mg/L, and 10.63 mg/L, respectively. Under the optimal condition of induction culture for 20 days, 

the proportion of sporangia was 48.92%±5.58%, higher than that of the control group (34.80%±4.29%) (P<0.05). In 

addition, the relative error between the experimental results and the theoretical model prediction value is less than 5%, and 

thus the model was proven reliable. To evaluate the development of unicellular sporangia of filaments in the optimized 

culture, the filaments were stimulated in shade (17°C, 2 h), after which the number of zoospores released in the 

experimental group was 3.33×106 ind./g FW, higher than that of the control group (1.67×106 ind./g FW) (P<0.05). During 

the induction of unicellular sporangia of S. lomentaria, the induction environmental conditions could be controlled 

purposely, which could not only increase the proportion of sporangia, but also promote the synchronization of the 

development of unicellular sporangia and the release of zoospores. 

Key words    Scytosiphon lomentaria;  filaments;  response surface methodology;  sporangia;  development 

 


