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摘要    在全缘马尾藻生殖细胞同步成熟的基础上, 研究了生殖细胞的排放规律以及人工促排的条

件。结果表明: (1)在温度(25±0.5)°C, 光照强度(3000±100)lx, 光照周期 12h︰12h[光照(L)︰黑暗(D)], 

盐度 33±0.5, pH值 8.2±0.2、静置暂养条件下, 雄生殖托排放精子与雌生殖托排放卵细胞基本同步; 雌

生殖托排放卵细胞集中在夜间, 为间断式排卵, 完成整个排卵过程约需 3d; 雌生殖托的排卵量与其

重量呈正相关, 3d 内排出卵细胞(14431±1288)个/g; 卵细胞在排出后 4h 内完成受精, 得到受精卵

8358±734 个/g; 雌生殖托表面的“挂卵”量约为 10000 个/g, 受精卵的脱落量与排卵量相关。(2)在

光照周期 0h:24h(L︰D)、pH值 8.2培养条件的基础上, 最适生殖细胞促排条件分别为温度 31°C, 盐

度 33±1, 水流速度(6±1)cm/s, 在该条件下得到的脱落受精卵量最多, 所需促排及排放时间最短。在

最适条件下, 将雌、雄生殖托混合的重量比例改变为 1︰6, 受精率可提高至(94.4±0.3)%, 相比暂养

条件下的排卵过程, 排卵提前 4d, 排卵周期缩短 2d。 
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全缘马尾藻 (Sargassum integerrimum)是一种中

国特有的大型褐藻, 隶属褐藻门, 墨角藻目, 马尾藻

科, 主要产于广东省沿海。藻体雌雄异株, 自然生长

于低潮带石沼中(曾呈奎等, 2000)。全缘马尾藻具有

很高的营养价值, 富含人体需要的不饱和脂肪酸(卢

虹玉等, 2013a)。它还具有多种潜在的药用价值, 研究

发现从藻体中提取的多糖类物质有神经保护作用及

抗氧化功能。此外, 藻体中还富含具有抗肿瘤、抗氧

化效果的褐藻多酚类物质(卢虹玉等, 2013b; Jin et al, 

2014; 肖为等, 2015)。全缘马尾藻极具开发价值, 但

目前全缘马尾藻工厂化育苗程度低 , 严重制约了其

大规模栽培。 

目前 , 采苗量低是马尾藻人工育苗中亟需解决

的关键问题之一。研究表明, 导致雌雄异株类马尾藻

采苗量低的主要原因有两个。一是生殖细胞排放量

少、不同步, 导致可用于采苗的受精卵量少(Pang et al, 

2005; Fu et al, 2014)。二是一些马尾藻的受精卵产生

的假根部分会大量分泌“黏液”粘附在生殖托上(Inoh 

et al, 1932), 呈现“挂卵”的特性, 使得大多数受精

卵不能在 24h 内脱落到采苗设施上(张婧, 2012), 从

而导致受精卵在采苗设施上的附着率低(Pang et al, 

2005; Fu et al, 2014)。同时, 马尾藻的生殖托从完全

成熟到生殖细胞排放完成之间的周期长 (徐金根 , 

2013)。据此推测在马尾藻人工育苗过程中可通过提

高受精卵的脱落量来提高采苗率 , 缩短促排时间和

排卵时间来提高育苗效率。国内外已报道了羊栖菜

(Hizikia fusiforme)、鼠尾藻(Sargassum thunbergii)、铜

藻(Sargassum horneri)的生殖细胞排放规律, 以及通

过改变温度、盐度、水流速度等关键环境条件可提高

藻体的采苗量(Pang et al, 2005, 2006, 2009; Zou et al, 

2005; 王增福等, 2007; Liu et al, 2016),且有研究发现

温度、盐度等环境因子是引发半叶马尾藻(Sargassum 
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hemiphyllum)、海黍子(Sargassum muticum) 生殖细胞

释放的关键因子 (Kam et al, 2016; Kerrison et al, 

2016)。而目前关于全缘马尾藻的生殖细胞排放规律

未见报道, 其人工育苗技术的基础研究很少, 仅见报

道了温度、水流速度及干出处理对幼孢子体生长的影

响 (黄苑媚等 , 2014; 孙宗红等 , 2015; 欧泽奎等 , 

2016)。所以, 本文探究了全缘马尾藻生殖细胞的排放

规律以及温度、盐度和水流速度等主要环境因子的改

变对排卵量、受精量、脱落卵量、促排时间和排卵时

间的影响, 以期找到最适的人工促排条件, 进而为提

高人工育苗生产中的采苗率提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
观察实验及单因子实验材料: 2014年 5月上旬从

湛江市徐闻县四塘村的近岸海域(110°08′E, 20°14′N)

采集全缘马尾藻成藻 , 此时藻体上的生殖托刚开始

成熟, 并可通过生殖托形状辨别雌、雄藻体。观察实

验使用促熟的生殖托, 促熟条件为在温度 29°C、光照

强度 7000lx, 光照周期 18h︰6h[光照(L)︰黑暗(D)]、

盐度 33 条件下充气培养。单因子实验使用暂养成熟

的生殖托, 在温度(25±0.5)°C、光照强度(3000±100)lx, 

光照周期 12h︰12h(L︰D)、盐度 33±0.5 条件下充气

暂养。雌、雄藻体上的生殖托同步达到完全成熟后, 

挑取托内生殖细胞已成熟的雌、雄生殖托, 并用已消

毒的手术刀将生殖托从藻体上取下后用于实验。培养

液用已灭菌的 PESI培养液, pH值 8.2±0.2, 每天更换

一次。正交优化实验材料: 2015年 5月上旬从同一海

域采集并按上述单因子实验采用的方法处理。 

论文中 PESI培养液为 PESI储存液与消毒海水按

照体积比 1︰49 的比例混合而成的混合液。PESI 储

存液的组成成分为, NaNO3、NH4Cl、Na2HPO4·12H2O、

甘油磷酸钠、EDTA 与 Fe 按摩尔比 1︰1 配制、PII

金属液、Tris、KI, 各组分的相应浓度为 3.5g/L、

0.5g/L、0.5g/L、0.5g/L、0.025g/L、250ml/L、5g/L、

0.001g/L, 该储存液由蒸馏水配制, pH值调节为 7.8。

PII金属液组分为, EDTA·2Na、FeCl3、H3BO3、MnCl2、

ZnCl2、CoCl2, 各组分的相应浓度为 1g/L、0.01g/L、

0.2g/L、0.04g/L、0.005g/L、0.001g/L, 该金属液由超

纯水(Milli-Q Advantage 10, MILLIPORE)配制。消毒

海水为经沙滤及暗处理的自然海水煮沸消毒 20min, 

冷却至常温, 12h后再次煮沸消毒 20min, 冷却至常温

后即可用。 

1.2  暂养条件下观察雌、雄生殖细胞排放规律 

观察受精规律, 用量筒准确量取 500mL 已灭菌

的 PESI 培养液加入 500mL 烧杯中, 培养液 pH 值

8.2±0.2, 实验过程中不更换培养液, 实验设置 3 个平

行组。用天平分别准确称取湿重 0.1g 雌生殖托以及

湿重 5g 雄生殖托放入烧杯中, 由于生殖托会下沉, 

需要用聚乙烯绳将生殖托固定于水面以下 2—3cm。

在温度(25±0.5)°C、光照强度(3000±100)lx, 光照周期

12h︰12h(L︰D)、盐度 33±0.5 条件下静置培养生殖

托, 第一批卵细胞排出后, 立即将雌生殖托移出, 并

用培养液将卵细胞从生殖托上轻轻冲洗至直径 90mm

培养皿中, 烧杯中的雄生殖托不被移出。随后立即用

一次性吸管吸取 100 个卵细胞至原烧杯中, 每隔 1h

用吸管将烧杯中所有的卵吸取至 5个直径 90mm培养

皿中, 每个皿中 20 个卵, 皿中已加能完全浸没卵的

灭菌 PESI 培养液, 并用吸管将卵分散以保证各卵不

重叠。然后将每个培养皿均在 ZEISS体视镜下拍照 3

次, 拍摄画面保证图像清晰; 每次拍摄完成后, 将取

出的卵吸取回原烧杯。在实验完成后选取清晰图片并

用 photoshopCS6对图片上的受精卵计数, 记录。受精

率计算方法 : R(%)=Nf·100%。其中 , R 为受精率

(fertilization rates), Nf 为记录的受精卵数 (fertilized 

eggs number)。根据已有马尾藻早期发育相关文献(张

婧等, 2012; 贾柽等, 2012; 杨彬等, 2013; 赵素芬等, 

2013; 李健鹏等, 2014)以及观察得出, 刚释放出来的

卵细胞具有 8个分散的细胞核, 精子与卵中的一个细

胞核结合后, 其余的细胞核逐渐与该核融合, 最终在

细胞中央形成一个近似圆形的大细胞核 , 标志着受

精过程完成, 受精卵已形成。受精卵形成后开始第一

次分裂, 沿赤道板横裂成 2个细胞。随后经过多次横、

纵分裂, 形成了类似地雷状的多细胞胚胎。随后, 基

部细胞横裂形成囊泡状细胞, 囊泡状细胞继续横裂, 

逐渐伸长, 形成假根, 假根完全形成意味着已形成完

整的幼孢子体; 此后幼孢子体迅速伸长和发育。综上, 

本文判定卵细胞和受精卵的依据为: 刚排出的 8核细

胞为卵细胞 ; 细胞处于受精过程中或者受精卵分裂

过程中 , 以及处于幼孢子体发育过程中 , 均判定为

“受精卵”。 

观察排放习性 , 用量筒准确量取 2L 已灭菌的

PESI 培养液加入 2L 烧杯中, 培养液 pH 值 8.2±0.2, 

实验过程中不更换培养液, 实验设置 3个平行组。将

取下的雌、雄生殖托用天平分别准确称取不同湿重

(0.5, 1, 2, 4, 8g), 将等重量的雌、雄生殖托放入同一
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烧杯中。用聚乙烯绳将生殖托固定于水面以下 2—

3cm, 在室内静置暂养条件下培养生殖托。当每个光

周期或暗周期结束时以及结束后 6h 时, 在 90mm 培

养皿中加入能完全浸没卵的灭菌 PESI 培养液后, 用

镊子在烧杯中随机取 10 个雌生殖托至培养皿中; 并

用电子天平上称量放入生殖托前后培养皿的重量 , 

前后的重量差即为取样生殖托的重量。由于雌生殖托

呈三棱形, 将其三个面在体视镜下各拍照 3 次; 同时

用玻璃棒搅拌均匀烧杯中的培养液 , 然后用吸管随

机吸取培养液至 10mL量筒中定容 5mL, 定容后将量

筒中的卵吸出至培养皿中 , 向每个培养皿吸入若干

卵并用吸管将卵分散以保证各卵不重叠 , 在吸入卵

之前皿中已加能完全浸没卵的灭菌 PESI 培养液。每

个培养皿均在体视镜下拍照 3 次, 每次拍摄完成后, 

将取出的雌生殖托、卵、培养液均放回原烧杯, 在实

验完成后选取清晰图片并用 photoshopCS6 对图片上

的受精卵、未受精卵计数, 记录, 并计算出排卵量、

总受精卵量、脱落的受精卵量。计算方法:  

NR(个/g)=[400 (N1+N2)+M1/M2 (M3+M4)]/M1;  

NZ(个/g)=(400N1+M1/M2M3)/M1;  

NE(个/g)=400 (N1+N2)/M1。 

其中, NR为排卵量(released eggs number), NZ为总受

精卵量 (zygotes number), NE 为脱落的受精卵量

(exutive zygotes number), N1为水样中的受精卵量, N2

为水样中的未受精卵量, M1为实验生殖托重量, M2为

取样生殖托重量, M3为取样生殖托上的受精卵量, M4

为取样生殖托上的未受精卵量。 

1.3  温度、盐度及水流速度对全缘马尾藻生殖细胞

排放的影响 

温度实验, 温度设置 25, 27, 29, 31, 33°C五个梯

度, 其他条件为光照周期 0h︰24h(L︰D), 盐度 33, 

pH值 8.2, 静置培养。盐度实验, 盐度设置 29, 31, 33, 

35, 37 五个梯度, 其它条件为光照周期 0h︰24h(L︰

D), 温度 29°C, pH 值 8.2, 静置培养。流速实验, 水

流速度实验设置 0, 3, 6, 9, 12cm/s五个梯度, 其他条

件为光照周期 0h︰24h(L︰D), 温度 29°C, 盐度 33, 

pH值 8.2。在单因子实验结果的基础上进行促排正交

实验, 正交设计采用 34实验设计, 其他条件为光照周

期 0h︰24h(L︰D), pH值 8.2。 

温度使用光照培养箱控制 ; 光照由光照培养箱

提供, 并用分体式照度计测定; 盐度使用海水精盐和

超纯水调节, 采用便携式盐度计测定; 水流速度由气

石充气提供, 将气石固定在与生殖托同一水层面, 通

过控制气流大小调整水流速度 , 水流速度采用便携

式流速测定仪测定 , 保证生殖托所在水层面的水流

速度。由于水流速度小, 烧杯下层流速近于 0, 脱落

的卵细胞和受精卵会逐渐沉降在烧杯底部。 

每个实验组量取 2L 已灭菌的 PESI 培养液至 2L

大烧杯中, 培养液 pH值 8.2, 实验过程中培养液不更

换, 每个实验组设置 3个平行组。每个烧杯中放入 2g

等重量的雌、雄生殖托, 用聚乙烯绳将生殖托固定于

水面以下 2—3cm。实验在上述实验条件下进行, 实

验开始后定时取杯中的雌生殖托在体视镜下观察 , 

判断排卵结束的时间并记录。在排卵结束时以及排卵

结束后 6h 时取杯中的雌生殖托以及搅拌均匀的培养

液, 将二者在体视镜下快速拍照, 并利用图片计算排

卵量、总受精卵量、脱落的受精卵量, 具体方法如观

察排卵习性时所用方法。 

1.4  雌、雄生殖托的比例对生殖细胞排放的影响 

雌、雄生殖托的重量比值设置 1︰1(2g︰2g),  

1︰2 (2g︰4g), 1︰4(2g︰8g), 1︰6(2g︰12g), 1︰

8(2g︰16g)五个梯度。在温度 31°C, 盐度 33±1, 水

流速度(6±1)cm/s, 光照周期 0h︰24h(L︰D)的条件

下进行实验。  

每个实验组量取 2L 已灭菌的 PESI 培养液至 2L

大烧杯中, 培养液 pH值 8.2, 实验过程中培养液不更

换, 每个实验组设置 3个平行组。然后将雌、雄生殖

托按比例放入烧杯中 , 用聚乙烯绳将生殖托固定于

水面以下 2—3cm。实验开始后, 定时取杯中的雌生

殖托在体视镜下观察, 判断排卵结束的时间并记录。

在排卵结束时以及排卵结束后 6h 时取杯中的雌生殖

托以及搅拌均匀的培养液 , 将二者在体视镜下快速

拍照, 并利用图片计算排卵量、总受精卵量、脱落的

受精卵量, 具体方法如观察排卵习性时所用方法。 

1.5  数据处理 

实验所得数据用 SPSS18.0 进行处理, 结果表示

为平均值±标准差。数据比较采用方差分析和 Tukey

多重比较法 , 以 P<0.05 作为显著差异 , 并用

Origin8.0作图。 

2  结果与分析 

2.1  卵细胞的受精率与排出时间的关系 

当卵细胞排出后(见图 1b), 在雄生殖托(见图 1c)

排出精细胞足够量的条件下受精。由图 2 可以得出, 

卵细胞排出 1h后, 受精率为(63±3.06)%, 随着时间的

延长, 卵细胞的受精率逐渐升高, 且前 3h 之间的受
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精率差异明显 (P<0.05)。受精率在 4h 达到最大值

(89.7±0.6)%, 受精率在 4h 后不再升高, 其原因可能

是: 在 4h 内无有活性的精子与排出的卵细胞结合, 

卵细胞将会凋亡。结果表明, 排出的卵细胞在 4h 内

具有活性, 能够受精。 

 

图 1  全缘马尾藻的雄生殖托及受精前、后的雌生殖托 
Fig.1  The receptacles of male Sargassum integerrimum and the 

female one before and after fertilization 
注: 字符 1为刚排出的卵细胞; 2为受精卵, 已开始分裂; 3为未受

精的卵细胞, 已死亡。子图 a和 b为雌生殖托, c为雄生殖托。图

中标尺均为 1mm 

 

图 2  全缘马尾藻排卵以后受精率的变化 
Fig.2  Variation in fertilization rate of S. integerrimum after 

ovulation  
注: 误差线表示标准差, 组间不同字母表示差异显著 

 
2.2  在室内暂养条件下雌、雄生殖细胞的排放规律 

在室内暂养条件下暂养约 5d 后, 雌生殖托开始

排卵。从图 3可以发现, 雌生殖托排放卵细胞主要在

黑暗条件下完成。完成整个排卵过程约需 3d。第 1d

的排卵量最多, 为(8473±1065)个/g, 后 2d 的排卵量

逐渐减少。3d 内卵细胞的总排放量可以达到(14431± 

1288)个/g。由于排出的卵细胞在 4h内能完成受精, 研

究在每个光周期或暗周期结束后拍照记录用以计算

排卵量, 6h再次拍照记录用以计算受精卵量以及脱落

的受精卵量。对比图 3 与图 4, 发现受精卵量随卵细

胞排出量变化而改变 , 且二者数量的变化时间相对

一致 , 这从侧面说明雄生殖托排放精子与雌生殖托

排放卵细胞基本同步。整个排卵过程的受精率为

50%—60%, 最终得到的受精卵量为(8358±734)个/g。 

受精完成后, 受精卵如图 1a“挂卵”, 只有部分

受精卵脱落。从图 5中可看出在 42h内的脱落受精卵

量很低, 直到 48h才开始大量脱落, 72h内的总脱落的

受精卵量为(4283±272)个/g。与排卵过程相似, 受精

卵的脱落过程也主要集中在黑暗条件下。72h内总排

卵量除去脱落受精卵量得到挂卵量约为 10000 个/g, 

接近 48h内的排卵量, 这表明卵脱落的原因可能是雌

生殖托表面积有限, 新排出的卵细胞导致“挂卵”脱

落。由此可以推测, 在静置条件下, 脱落受精卵量主

要与排卵量相关。 

2.3  雌生殖托的排卵量与其重量的关系 

将表 1 中的雌生殖托(见图 1)总排卵量与雌生殖

托重量进行一元线性回归分析 , 二者回归关系极其

显著 , 符合回归方程 ŷ = –3080.875+17295.056x, 判

定系数 R2=0.99。同时对二者进行相关分析, 得到相

关性系数 r=0.99, 说明雌生殖托的总排卵量与雌生殖

托的重量呈正相关, 且相关极其显著。在实际应用中

可以依据雌生殖托的重量估算其总排卵量。 

2.4  温度、盐度及水流速度对全缘马尾藻生殖细胞

排放的影响 

从表 2可得出, 改变温度对实验组所需促排时间

影响较大。29°C组促排需要的时间最长, 33°C组所需

促排时间最短。当温度高于或低于 29°C 时, 各实验

组需要的促排时间都逐渐减少 ,  且差异显著

(P<0.05)。随着温度改变, 排卵时间变化与促排时间

变化相一致。改变盐度对实验组所需促排时间影响也

较大。盐度 33 组所需促排时间最长, 29 组所需促排

时间最短。当盐度高于或低于 33 时, 各实验组需要

的促排时间逐渐减少, 且差异显著(P<0.05)。随着盐

度改变 , 各实验组的排卵时间变化与促排时间变化

相一致。相比于温度和盐度, 改变水流速度对实验组

促排时间影响较小。0cm/s 组需要的促排时间最长, 

12cm/s组所需促排时间最短。当水流速度高于 0cm/s  
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图 3  全缘马尾藻的排卵量 
Fig.3  The amount of S. integerrimum eggs released  

注: 误差线表示标准差 

 

图 4  全缘马尾藻的受精卵量 
Fig.4  The amount of S. integerrimum zygotes that fertilized 

注: 误差线表示标准差 
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图 5  全缘马尾藻排卵以后的脱落受精卵量 
Fig.5  The amounts of exutive eggs of S. integerrimum after eggs release 

注: 误差线表示标准差 

 
表 1  雌生殖托的重量与其排卵量的关系 

Tab.1  Relationship between the weight of female receptacles 
and the capacity of its reproduction  

组别 
生殖托重量 

(g) 
生殖托个数 

(n=3) 
3天内的总排卵量

(n=3) 

1 0.5 25(4) 6046(1040) 

2 1 54(9) 14431(1288) 

3 2 112(17) 33266(2048) 

4 4 215(39) 62186(2952) 

5 8 448(88) 136740(3674) 

注: 括号中为标准差 

 
时, 需要的促排时间逐渐减少, 除 3 和 6cm/s 组外, 

各实验组的促排时间差异显著(P<0.05), 其他各实验

组需要的促排时间差异显著(P<0.05)。随着水流速度

改变, 排卵时间变化与促排时间变化相一致。 

从图 6可得, 温度改变对雌生殖托的排卵量影响

相对较小, 除 33°C组外, 其他 4组的排卵量差异不显

著(P>0.05)。33°C 组的排卵量最少, 为(6422±670)个

/g。27°C 组、29°C 组、31°C 组的受精卵量最高

(P>0.05)。当温度过高(33°C)或者过低(25°C)时, 实验

组的受精卵量明显减少 , 与其他三组相比差异显著

(P<0.05)。33°C组的受精卵量最低, 为 3048±338个/g。

各实验组的脱落受精卵量与排卵量都成呈正相关 , 

除 33°C 组外 , 各组的脱落受精卵量差异不显著

(P>0.05)。33°C 组脱落受精卵量最少, 为(334±183)

个/g。分析可得, 温度在 27—31°C间时得到的受精卵

以及脱落受精卵最多。 

图 7显示, 改变盐度对雌生殖托的排卵量影响较

大。盐度 29 组的排卵量最少, 为(4214±253)个/g, 与

其他 4 组差异显著(P<0.05)。随着盐度的升高, 排卵

量明显增加 , 33 组以及 35 组的排卵量达到最多

(P>0.05)。当盐度高于 33时, 排卵量逐渐下降; 盐度

越高, 排卵量下降越明显。37 组的排卵量与 31 组的

排卵量相近(P>0.05)。但 35 组的受精卵量最高, 为

(10450±1214)个/g。除 33组外, 各实验组的受精卵量

与排卵量成正相关, 29 组受精量最低, 为(1037±206)

个/g。各实验组的脱落受精卵量与排卵量成正相关, 

且 33、35、37组的脱落受精卵量差异显著(P<0.05), 可

见盐度比温度对脱落受精卵量的影响更明显。33 组

的脱落受精卵量最多, 为(3333±376)个/g; 29 组的脱

落受精卵量最少, 为(366±136)个/g。盐度过高或者过

低时受精卵量明显减少, 所以将盐度控制在 35 左右

可使形成的受精卵量最多; 但是在实际生产中只能

收集到脱落的受精卵, 所以盐度控制在 33 左右可收

集到的受精卵最多。 
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表 2  改变环境因子对促排时间和排卵时间的影响 
Tab.2  Changes in decorporation time and ovulation time under different environmental condition 

温度(°C) 25 27 29 31 33 

促排时间(h) 10.4±0.7c 16.8±0.5b 24.0±0.6a 8.4±0.5d 6.0±0.6e 

排卵时间(h) 9.7±0.5c 16.4±1.0b 22.8±0.8a 6.8±0.9d 3.9±0.6e 

盐度 29 31 33 35 37 

促排时间(h) 3.7±0.5e 6.9±0.6d 24.0±0.6a 15.5±0.7b 8.5±0.7c 

排卵时间(h) 2.6±0.5d 3.9±0.7c 22.8±0.8a 16.6±0.6b 5.1±0.3c 

水流速度(cm/s) 0 3 6 9 12 

促排时间(h) 24.0±0.6a 18.7±0.7b 17.8±0.3b 12.4±0.5c 11.4±0.5d 

排卵时间(h) 22.8±0.8a 20.3±0.6b 19.1±0.6b 16.5±0.7c 8.4±0.8d 

注: 同行上标字母不同表示有显著差异 

 

 

图 6  改变温度对全缘马尾藻的排卵量、受精卵量、脱落

受精卵量的影响 
Fig.6  Variations of gamete released, zygotes, and exutive eggs 

of S. integerrimum with temperature  
注: 误差线表示标准差 

 

图 7  改变盐度对全缘马尾藻的排卵量、受精卵量、脱落

受精卵量的影响 
Fig.7  Variations of gamete released, zygotes, and exutive eggs 

of S. integerrimum with salinity 
注: 误差线表示标准差 

 
从图 8 可得, 当水流速度从 0cm/s升高至 6cm/s, 

雌生殖托的排卵量逐渐增多, 3 和 6cm/s 组的排卵量

为最多(P>0.05), 二者与 0cm/s 组的排卵量差异显著

(P<0.05)。随着水流速度加快, 排卵量开始下降, 流速

越高, 下降越明显。9cm/s组的排卵量下降至与 0cm/s

组相近(P>0.05)。12cm/s 组的排卵量最少, 与其他 4

组均差异显著(P<0.05), 为(8412±772)个/g。受精卵量

与排卵量成正相关 , 12cm/s 组的受精卵量最低 , 为

(1548±231)个/g, 6cm/s组的受精卵量最高, 为(11339± 

1170)个/g。脱落受精卵量与水流速度变化基本相一致, 

水流速度越多, 受精卵量的脱落率越高, 0、3和 6cm/s

组脱落受精卵量差异显著(P<0.05), 6cm/s组的脱落受

精卵量最高, 为(8044±644)个/g; 但当水流速度高于

6cm/s 时 , 由于卵量影响 , 脱落受精卵量逐渐减少

(P<0.05), 12cm/s 组的脱落受精卵量最少, 为(1468± 

222)个/g。水流过高或过低都不利于增加受精卵量 , 

所以将水流控制在 6cm/s左右可使形成的受精卵量最

多, 且在实际生产中只能收集到脱落的受精卵, 所以

盐度控制在 6cm/s左右可收集到的受精卵最多。 

 

图 8  改变水流速度对全缘马尾藻的排卵量、受精卵量、

脱落受精卵量的影响 
Fig.8  Variations of gamete released, zygotes, and exutive eggs 

of S. integerrimum with flow speed 
注: 误差线表示标准差 
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2.5  生殖细胞排放过程中温度、盐度、水流速度条

件的优化 

对表 3 中的脱落受精卵量进行一般线性模型分

析, 得到单因素统计量 Kn值。三种不同温度对应的 K

值间差异不显著(P>0.05), 说明温度对脱落受精卵量

影响不显著; 三种不同盐度对应的 K 值间差异不显

著(P>0.05), 说明盐度对脱落受精卵量影响不显著 ; 

三种不同水流速度对应的 K值间差异不明显(P>0.05), 

说明水流速度对脱落受精卵量影响不显著。所以, 在

温度为(29±2)°C, 盐度为 33±1, 水流速度为(6±1)cm/s

的条件下对生殖细胞促排 , 实验组得到的脱落受精

卵量最多。 

排卵时间变化与促排时间的变化呈正相关 , 所

以仅对促排时间分析, 得到单因素统计量Kn值见表 2

—3。三种不同温度对应的 K 值间差异显著(P<0.05), 

说明温度对所需促排时间影响显著 ; 三种不同盐度

对应的 K 值间差异不显著(P>0.05), 说明盐度对所需

促排时间影响不显著; 三种不同水流速度对应的 K

值间差异不明显(P>0.05), 说明水流速度对所需促排

时间影响不显著。比较温度的 Kn值, 当温度为 31°C

时对应的 K 值最小, K 值越小, 表明此因素在该水平

下所需促排时间最短。所以, 在温度为 31°C, 盐度为

33±1, 水流速度为(6±1)cm/s 的条件下对生殖细胞促

排, 实验组所需促排时间以及排卵时间最短。 

综上分析, 在温度为 31°C, 盐度为 33±1, 水流

速度为(6±1)cm/s 的条件下, 实验组得到的受精卵量

最多, 且所需促排和排卵时间最短, 该条件为最适促

排条件。 
 

表 3  促排实验正交设计及结果 
Tab.3  Orthogonal design and results for decorporation experiments 

变量 

单位 
温度 
(°C) 

盐度 
水流速度 

(cm/s) 

排卵量 

(个/g) 

受精卵量 

(个/g) 

脱落受精卵量 

(个/g) 
促排时间 

(h) 
排卵时间 

(h) 

1 27 32 5 13740 11854 6870 12.6 10.8 

2 27 33 6 13482 11046 7145 10.9 9.8 

3 27 34 7 12265 9728 7359 8.3 8.2 

4 29 32 6 12988 10958 6884 6.7 5.7 

5 29 33 5 12436 9944 6218 5.9 4.8 

6 29 34 7 10625 7868 6375 4.1 3.5 

7 31 32 5 11815 9215 5907 3.7 3.5 

8 31 33 7 10938 7765 6562 3.5 3.3 

9 31 34 6 9862 6410 5227 3.5 3.2 

P(受精量) 0.001 0.002 0.053      

K1 10876 10676 9162      

K2 9590 9585 9471      

K3 7797 8002 9629      

P(脱落量) 0.315 0.862 0.953      

K1 7125 6554 6602      

K2 6492 6642 6419      

K3 5899 6320 6495      

P(促排时间) 0.032 0.231 0.587      

K1 10.6 7.7 6.7      

K2 5.6 6.8 7.0      

K3 3.6 5.3 6.0      

 
2.6  提高雌、雄生殖托重量比对生殖细胞排放及受

精率的影响 

从表 4中可以得出, 雌、雄生殖托的重量比对促

排时间的影响较大 , 各实验组所需促排时间差异显

著(P<0.05)。随着雌、雄生殖托重量比的降低, 各实 

验组所需促排时间逐渐减少。当雌、雄生殖托重量比

为 1︰6 时所需促排时间最少, 比暂养条件下所需促

排时间缩短了 4d。当雌、雄生殖托重量比低于 1︰6

时, 所需促排时间不再减少。雌、雄生殖托的比例对排

卵时间的影响不大, 随着雌、雄生殖托重量比的降低, 
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各实验组的排卵时间逐渐减少。除 1︰6以及 1︰8两组

外, 其他各组的排卵时间差异不显著(P>0.05)。当雌、

雄生殖托重量比为 1︰6 时所需排卵时间最少, 排卵

时间比暂养条件下的排卵时间缩短了 2d。当雌、雄

生殖托重量比低于 1︰6 时, 排卵时间不再减少。在

最适条件下, 雌、雄生殖托重量比对受精率的影响不

大。随着雌、雄生殖托重量比降低, 受精率逐渐升高, 当

雌、雄生殖托重量比低于 1︰2 时, 各组之间的受精率

差异不明显(P>0.05)。雌、雄生殖托重量比为 1︰6 时

受精率达到最高, 为(94.4± 0.3)%。 

表 4  不同生殖托比例对生殖细胞排放的影响 
Tab.4  The effect on discharging gametes for changing ratios of female and male receptacles 

雌、雄生殖托重量比 1︰1 1︰2 1︰4 1︰6 1︰8 

促排时间(h) 10.8±0.2a 10.2±0.3b 9.2±0.4c 8.3±0.3d 8.3±0.3d 

排卵时间(h) 8.6±0.4a 8.3±0.4ab 7.8±0.4ab 7.5±0.3b 7.5±0.3b 

受精率(%) 87.5±2.3b 91.6±1.8a 93.4±0.8a 94.4±0.3a 94.4±0.3a 

注: 同一行上标字母不同表示有显著差异 

 

3  讨论 

3.1  全缘马尾藻生殖细胞的排放规律 

在观察中发现 , 全缘马尾藻生殖细胞排放集中

在凌晨 2 点—4 点完成, 具有夜间排放习性。与全缘

马尾藻同属马尾藻科的羊栖菜也具有这一习性(Zou 

et al, 2005)。此外, 岩藻(Fucus ceranoides)与全缘马

尾藻同属墨角藻目 , 其生殖细胞排放习性也为夜间

排放(Brawley, 1992)。其原因可能是物种在长期进化

过程中对环境的适应。黑暗条件有利于生殖细胞的存

活, 刚排放出来生殖细胞不能进行光合作用, 没有光

照的要求; 如果光照过强, 生殖细胞以及受精卵会因

为光刺激而受到一定程度损伤。其次, 自然海区凌晨

的温度较低 , 有利于提高生殖细胞以及受精卵的存

活率。受精卵的“挂卵”特点也可能是全缘马尾藻为

适应环境而形成的防御特性。自然海区的风浪较大, 

“挂卵”有利于受精卵的萌发和生长。而部分受精卵

脱落的根本原因可能是由于雌生殖托的表面积有限

从而藻体产生的一种繁殖策略。附着能力低的受精卵

由于生存能力低将会脱落 , 雌生殖托自身会再形成

新的受精卵代替这些脱落的受精卵 , 这种现象属于

MacArthur 提出的 r—选择繁殖策略。导致受精卵脱

落的主要直接原因可能是雌生殖托通过自身调节减

少表面黏性或者分泌物质消解受精卵的黏性分泌物。

其次 , 新排出的卵细胞产生的物理张力也会加快受

精卵脱落。当马尾藻受到环境改变带来的威胁时会产

生应激反应提前进行生殖行为(Agrawal, 2012)。本研

究小范围改变温度、盐度等非生物因素和生物因素都

缩短其促排时间和排卵时间 , 说明全缘马尾藻的生

物应激性较强 , 这一特点也是全缘马尾藻适应多变

的海洋环境的体现。本研究中全缘马尾藻排出的卵细

胞在 4h 内具有受精活性。岩藻和羊栖菜与全缘马尾

藻同属墨角藻目, 二者的卵细胞排出后分别在 2h 内

和 6h内具有活性( Brawley, 1992; Pang et al, 2006); 

而全缘马尾藻同属马尾藻属的铜藻 , 其卵细胞排出

后在 48h内具有受精能力(Pang et al, 2009)。比较说

明全缘马尾藻的自然繁殖能力在马尾藻属中相对较

弱, 从而其雌、雄生殖细胞排放的同步性对其卵细胞

的受精率尤其重要。 

生物信息素为雌、雄生殖托排放的外激素, 为植

物间传递信号的化学物质, 在褐藻门植物的雌、雄生

殖托的分化、成熟以及生殖细胞排放过程中都有重要

的作用 , 各种藻体产生的信息素所含化学物质的种

类也不同, 但均源于不饱和脂肪酸。如信息素可首先

诱导雄性生殖囊排放精子, 精子排放后有利于雌、雄

植株同步排放 , 同时也有利于诱导雌性植株排放雌

性信息素(Pantke-Böcker et al, 1995)。在生殖细胞排

放之前, 生物信息素能诱导生殖托分化, 增强生殖托

对强光照的适应能力, 进而促进生殖托成熟。如雄性

生殖托较少 , 雄性生殖托产生的生物信息素会使雌

性生殖托的趋光性减弱 , 导致成熟的雌性生殖托个

体较小, 说明生物信息素诱导雌、雄生殖托的同步成

熟(Togashi et al, 2004)。生殖托成熟后, 雄生殖托产生

的生物信息素与雌生殖托细胞表面的受体结合后 , 

经细胞信号转导后作用于细胞结构 , 促使卵细胞排

放 , 其作用强度决定了雌、雄生殖细胞排放的同步

性。此前, Pang等(2005)研究发现羊栖菜雌、雄生殖

细胞排放不完全同步 , 但在其研究中通过改变环境

条件使生殖细胞完全同步排放后 , 羊栖菜卵细胞的

受精率可高达 90%。本研究中, 暂养条件下卵细胞的
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受精率 50%—60%, 说明其信息素诱导的排放并不完

全同步。 

3.2  温度、盐度对生殖细胞排放及受精过程的影响 

王增福等(2007)研究发现, 在成熟时的温度的基

础上, 升高温度有利于生殖细胞的排放。本研究结果

显示, 促排温度为 29°C 时全缘马尾藻促排所需时间

最长 , 温度升高或者降低均使促排所需时间明显减

少, 其原因可能为: 29°C为全缘马尾藻卵细胞形成的

最适宜温度 , 在此温度下已成熟的卵细胞排放最为

稳定, 促排所需时间最长; 温度升高或者降低会对卵

细胞产生刺激, 产生一系列的生理变化, 从而使卵细

胞提前排放。温度对排卵量的影响不大 , 温度

25—31°C 时雌生殖托的排卵量相差不大, 温度高于

31°C 时排卵量明显减少, 这可能是由于温度过高导

致卵细胞活性下降甚至衰亡 , 从而使排出的卵细胞

减少。温度 27—31°C 时得到的受精卵量最多, 且受

精率最高, 而当温度高于 31°C或者低于 25°C时, 得

到的受精卵量显著减少以及受精率都明显下降 , 其

原因可能是温度 27—31°C 时信息素信号细胞转导所

需酶的活性最高, 从而提高了雌、雄生殖细胞排放的

同步性。促排盐度为 33 时全缘马尾藻促排所需时间

最长 , 盐度升高或者降低均使促排所需时间明显减

少, 其原因可能为: 全缘马尾藻卵细胞形成的最适宜

盐度为 33, 在此盐度下已成熟的卵细胞排放最稳定, 

促排所需时间最长 , 盐度升高或者降低会对卵细胞

产生刺激, 产生一系列的生理变化, 从而使卵细胞提

前排放。本研究中, 盐度为 33—35时排卵量最大, 当

盐度升高或下降时排卵量都呈下降趋势 , 这可能是

细胞外盐度改变引起细胞内渗透压过高或者过低 , 

从而导致卵细胞大量衰亡(Agrawal, 2012)。温度对受

精卵的脱落过程基本无影响 , 而盐度对受精卵的脱

落过程有一定的影响, 在盐度为 35 时不利于受精卵

的脱落, 这可能是由于此盐度条件下, 受精卵表层分

泌的的黏性物质较处于其他盐度时增多 , 具体机制

有待进一步研究。 

墨角藻目海藻的卵细胞受精方式多为体外受精。

与人类等高等生物相似 , 其卵细胞的细胞膜上具有

Na+依赖性通道, 可以控制精子进入。在一个精子进

入卵细胞后, 通道暂时关闭, 可以防止其他精子进入

而造成多精受精。多精受精卵不能正常分裂, 容易死

亡。但是随着海水盐度的大幅度改变, 渗透作用使细

胞内的 Na+浓度水平不稳定, Na+依赖性通道的保护

功能受到破坏 , 从而使产生多精受精卵的概率增大

(Brawley, 1992)。本研究结果表明盐度在 35时的受精

率最高, 说明全缘马尾藻卵细胞的 Na+依赖性通道在

盐度 35时更具稳定性。另外, Na+依赖性通道进行正

常生理活动需要能量 , 所以温度会通过影响产能所

需酶的活性进而影响受精率。参考已有的海洋表面温

度(SST)数据, 5月份我国南海海区表层海水的平均温

度在 29°C左右(汤超莲, 2008; Wang et al, 2012), 推

测温度在 29°C左右时产能所需酶的活性最高, 能较

好地维持 Na+依赖性通道的保护功能。所以试验得

出温度(29±2)°C 的得到的受精卵量最多, 该结果比

较合理。 

3.3  水流速度及雌、雄生殖托比例对生殖细胞排放

及受精过程的影响 

Togashi 等(2008)的研究发现自然状态下雄生殖

托排放的精子数目远多于雌生殖托排放的卵细胞数

目, 卵细胞的受精率与精子数目无明显相关性。而本

研究中增加雄生殖托的比例能够提高受精率 , 缩短

促排时间 , 其原因可能是雄生殖托释放的雄性信息

素浓度随着雄生殖托数量增多而升高。高浓度的信息

素使排卵过程提前 , 并使排卵过程与精子排放过程

的同步性增强。适当增加水流速度可以使雌、雄信息

素在雌、雄生殖托之间充分传递(Pearson et al, 2006)。

本研究将水流速度升至 6cm/s时, 排卵量以及受精率

都达到最高。而当水流速度高于 6cm/s时, 排卵量以

及卵细胞的受精率都明显下降 , 其原因可能是水流

速度过高导致信息素的稀释倍数过大 , 从而雄性生

物信息素对雌性生殖托的作用减弱 , 以致排卵量减

少及排卵过程滞后。Ladah 等(2008)的研究也证明了

这一点, 在自然海区, 墨角目海藻一般在水流缓慢的

退潮期排放生殖细胞 , 生物信息素能充分传递但不

会被大量稀释 , 能高效作用于生殖托并诱导生殖细

胞排放。但 Zou等(2005)在研究羊栖菜排放规律时发

现, 静置处理组的排卵量比流水处理组的排卵量高, 

其原因可能为其雄生殖托释放的信息素在水流作用

下被稀释。此外, 研究结果也表明脱落卵量与水流速

度成正相关。目前马尾藻人工育苗中幼孢子体附着率

极低, 对采苗量影响极大, Zhang等(2012)的研究表明

鼠尾藻在育苗过程中的自然附着率在 10%以下, 而

本研究发现适当提高水流速度可加快受精卵脱落 , 

进而提高附着率, 可增加人工育苗过程中的采苗量。

在暂养条件基础上, 改变温度、盐度、水流速度及雌、

雄生殖托比例后 , 卵细胞的受精率可达到 (94.4± 

0.3)%, 具有实际应用价值。 
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REGULATION OF GAMETES RELEASE AND ARTIFICIAL DECORPORATION 
CONDITION FOR SARGASSUM INTEGERRIMUM 

OU Ze-Kui,  LIU Dong-Chao,  XIE En-Yi,  WU Qi-Fan 
(Guangdong Ocean University, Zhanjiang 524088, China) 

Abstract    We investigated the regulation of gametes release and the artificial decorporation condition based on the 

gametes synchronous maturity of Sargassum integerrimum. Gametes release regulation was observed under temporary 

rearing condition (25±0.5°C, illumination intensity (3000±100)lx, photoperiod 12h : 12h, salinity 33, pH 8.2±0.2, and 

water velocity 0cm/s). The sperm discharged from male receptacles synchronized with eggs discharged from female 

receptacles. The female receptacles discharged eggs in dark time interval in 3 days discontinuously. The amount of released 

eggs is positively associated with weights of female receptacles. After 3 days, the rate of total released eggs was 

14431±1288 eggs/g. Eggs remained active in 4h after being discharged and that of zygote was (8358±734) zygotes/g in the 

end. Some 10000 eggs or exutive eggs per gram adhered to the surface of female receptacles under stirless seawater 

condition. The amount of exutive eggs was positively associated with the amount of released eggs. Meanwhile, under the 

conditions of photoperiod 0h:24h(L:D), and pH 8.2, the optimal condition for gamete release was determined: temperature 

31°C, salinity 33±1, and water velocity (6±1)cm/s. The most exutive zygotes would be obtained and the least decorporation 

time and release time would be cost under optimal condition above. The fertilization rate can be elevated to (94.4±0.3)% 

when weight rate of female/male receptacles was 1 to 6 under the optimum condition, and the decorporation time could be 

shortened by 4 days and the gametes release time be shortened by 2 days compared to those in release process under 

temporary rearing conditions. 

Key words    Sargassum integerrimum;  gametes;  release regulation;  artificial decorporation 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


