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附着材料和盐度对静置培养条件下双眉藻生长和附着强度的
影响
陈周，刘志媛 * ，彭宇飞，王帅
海南大学海洋学院，海南 海口 570228

摘要:【目的】 对 1 株热带底栖硅藻———双眉藻(Amphora sp． HN08)的盐度和附着材料等培养条件进行优
化。【方法】 分析测定双眉藻在琼脂板、玻璃、PVC 塑料板、塑料保鲜膜和尼龙网 5 种附着材料和 6 个盐度
梯度(10‰– 60‰)下处理 9 d 后的生物质产量、光合色素含量和细胞附着状态。【结果】 双眉藻在玻璃板
和 PVC 塑料板上的生物质产量最高，细胞干重达到 3. 64 g /m2;细胞在玻璃上的附着强度为 III 级，容易刮取
和采用离心法脱水。盐度对双眉藻生物质产量无极显著影响，但对其附着性和光合色素含量有显著影响。
盐度为 30‰和 40‰的培养液中，细胞的附着强度为 IV 级，易于离心采收;在 50‰和 60‰高盐度条件下的藻
细胞多悬浮于培养基中，离心法较难采收。盐度大于 30‰培养条件下的双眉藻类胡萝卜素含量极显著高于
低盐条件下( 10‰和 20‰)，50‰盐度条件下的 Chl a 和类胡萝卜素含量可达干细胞重的 26. 27% 和
11. 11%。【结论】 从采收性和生物质量两方面考虑，双眉藻的最佳生长和采收培养条件为:附着材料选用
玻璃板，盐度为 30‰– 40‰;然而综合安全性和成本考虑，建议将来生产上采用 PVC 塑料板作为附着材料。
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海洋底栖硅藻含有丰富的营养物质，不但是鲍、

海参和海胆等名贵水产动物苗种生产中的重要饵
料，还是海洋药物、功能性食品和精细化工产品的重
要原料［1］。此外，油脂含量丰富的海洋底栖硅藻还

是制备生物质燃料的理想原料［2］。

底栖硅藻虽然有较高的应用价值，但由于它们
不能像浮游藻类一样高效率地利用水体光照悬浮在
水中培养，因此较少进行大规模培养。目前，在生产
实践中，底栖硅藻的培养仍普遍采用自然海区挂板
附着或刮砂淘洗等传统的培养方法［3］，在这种培养

条件下，各种理化因子不稳定，生物质产量较低，质
量也得不到保证，无法满足生产上的需求［4］。为了

提高底栖硅藻的生物质产量，满足生产需求，底栖硅
藻的室内培养研究也日渐受到重视［1 － 2，5］。周银环、

马美荣、钱振明等研究了室内条件下营养盐、盐度、

温度、光照等环境因子对底栖硅藻双眉藻生长的影
响［6 － 9］。底栖硅藻贴壁生长，易与水体分离，可减少

藻细胞的采收难度，在采收的脱水环节比浮游藻类
节省成本，因而，利用光生物反应器进行底栖硅藻的
培养也是提高藻生物质产量、降低成本的有效途径
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之一。de Viose 利用光生物反应器中培养的普氏
藻(Proschkinia sp． )在对数生长期的细胞浓度达到
6. 56 × 106 cells /mL 的高密度［10］;Haifa Chtourou 分
离培养的一株双眉藻生长量可达 2200 mg /L (DW)
且油脂最高含量可达 370 mg / g ( DW )［11］; De la
Pena MＲ 在实验室内培养的双眉藻的浓度达到
1. 33 × 106 cells / cm2，显著性大于在室外培养的藻细
胞浓度(1. 0 × 106 cells / cm2)［12］。

研究表明，底栖硅藻在基质上的附着状态对藻
细胞的生物质产量和采收性均有显著影响。张磊等
研究表明，凸形表面模型与平面模型上底栖藻类的
附盖度显著高于凹形模型［13］。邹宁等利用脱脂棉
和海绵作为底栖硅藻的附着基质，硅藻生长良好，细
胞载色体饱满，但脱脂棉和海绵载体透光性差，藻体
被纤维包裹，不利收集［14］。

此外，我们认为，底栖硅藻培养所用附着材料必
须有良好的透光性，才能合理利用立体空间，提高单
位面积的培养密度。为此，开展不同附着材料和环
境条件对硅藻生长和附着状态影响的研究，对于硅
藻的产业化培养具有重要意义。

我们在海南海口近岸海域分离到一株油脂含量
较高(30%左右)、可用于养殖污水净化处理［15］的底
栖硅藻———双眉藻( Amphora sp． HN08)，具有研发
潜力。为提高其生物质产量和采收性，降低生产成
本，室内研究了日常生活中常见的玻璃、PVC 板、保
鲜膜等透明附着材料和在 10‰– 60‰盐度条件下
对这株富油硅藻的生长、附着状态和采收性能的影
响，为该株硅藻进一步研发提供理论依据，也为其他
底栖硅藻的生产提供参考。

1 材料和方法

1. 1 主要仪器与试剂
紫 外 分 光 光 度 计 ( U-3900， Hitachi

Spectrophotometer);冷冻离心机(3 － 30K，Sigma);荧
光显微镜 ( DM 2500，Leica);超低温冷冻干燥机
(Labconco);分析天平(MA200，上海良平仪器仪表
有限公司)。实验所用试剂均为分析纯。
1. 2 藻种培养

双眉藻(Amphora sp． HN08)分离自海口市白沙
门，用加 Si 的 f /2 培养基［16］单藻种无菌静置培养。
培养条件为 28 ℃，80 μmol /(m2·s)，光暗周期为

14 h∶ 10 h。海水取自海口市白沙门，经过滤后高压
灭菌。
1. 3 附着材料实验

取面积为 0. 2 m × 0. 3 m 的不同附着材料:琼脂
(Biowest Ｒegular Agarose G-10，Hong Kong)板(配制
浓度为 3%的琼脂培养基，灭菌后均匀的倒在面积
为 0. 2 m × 0. 3 m 的玻璃板上形成琼脂板)、玻璃、
PVC 塑料板、PE 保鲜膜、高密度尼龙网，用玻璃胶将
实验附着材料与保鲜盒(华隆塑料保鲜盒 AA-2)底
部紧密接触粘附，防止双眉藻在保鲜盒底部附着。
向放好附着材料的保鲜盒中加入 1000 mL 盐度为
32‰加 Si 的 f /2 培养基，接入 10 mg(FW)处于对数
生长期的双眉藻，静置培养，培养条件为(35 ± 1)
℃，80 μmol /(m2·s)，pH8. 2，光暗周期为 14 h:10 h。
每个处理设 3 个平行。
1. 4 盐度梯度实验

在 500 mL 三角瓶中通过调节 NaCl 含量设置 6
个不同盐度梯度(10‰– 60‰)的培养液，每瓶中加
入 4 mg(FW)处于对数生长期的双眉藻细胞，置于
培养箱中静置培养，培养条件同附着材料实验。每
个梯度设 3 个平行。
1. 5 采收

培养 9 d 后，用毛刷刮取附着材料表面的硅藻
于离心管中，加入少量无菌水离心，弃上清，重复 2
次，以除掉藻体表面的盐分。将离心采收的藻泥置
于烘干至恒重的滤纸上称取鲜重( FW)，超低温冷
冻干燥至恒重，称取藻粉干重(DW)。
1. 6 叶绿素的提取

90%丙酮法提取，按照下式计算提取液中叶绿
素［17］和类胡萝卜素的浓度［18］:

Chla(mg /L) = 11. 64 × D663 － 2. 16 × D645 + 0. 1
× D630

Chlc(mg /L) = － 5. 53 × D663 － 14. 81 × D645 +
54. 22 × D630

类胡萝卜素(mg /L) = ( 1000 × D470 － 3. 27 ×
Chla － 104 × Chlb) /229
1. 7 油脂积累观察

藻体经尼罗红染色后在荧光显微镜下观察油脂
积累情况［19］。
1. 8 附着强度测定

根据藻细胞采收时毛刷刮取的力度和离心法脱
水的难易程度，将双眉藻在附着材料表面的附着强
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度定义为 I – V 5 个等级。
I 级:藻细胞基本不在固体附着材料上附着，而是

悬浮在培养液中下层;10000 × g 离心 10 min 才能使
藻细胞与液体培养基分离，离心法采收难度非常大。

II 级:藻细胞贴在固体附着材料表面，用水轻轻
冲洗即可使细胞从附着物上脱落，脱落后的藻体积
聚形成雪花状漂浮在培养液中;6000 × g 离心 10
min 可使藻体与液体培养基分离脱水，离心法采收
难度较大。

III 级:藻细胞紧贴附着材料表面，用水冲洗脱
落后形成片状;4000 × g 离心 5 min 即可使固液分
离，离心法采收收较容易。

IV 级:藻细胞紧贴附着材料表面，用水轻轻冲
洗不易脱落，需借软毛刷从附着基质上剥离藻体，脱
落后的藻细胞在培养液中形成块状，静置几分钟后
藻体即沉淀在容器底部;2000 × g 离 5 min 即可使固
液分离，采收容易。

V 级:藻细胞与附着材料相互之间结合紧密，需
借用硬毛刷才可刮取，脱落后的藻细胞积聚成团状
沉淀在培养液底部;离心力小于 2000 × g 即可使固
液分离。
1. 9 数据处理和分析

对 3 次平行实验结果，用 DPS 数据处理系统进
行单因素方差分析［20］，Duncan 新复极差法检验各
处理间差异。图中或表中的同一栏内标有相同字母

的表示处理之间无极显著差异(P＜0. 01)。

2 结果和分析

2. 1 附着材料对双眉藻生长的影响
加入藻液 24 h 后，5 种附着材料表面均产生大

量气泡，表明双眉藻已开始在附着材料上生长;培养
第 4 天，附着材料上形成均匀的棕黄色藻落;随着培
养时间的延长，附着的藻落颜色逐渐变深。

静置培养至第 9 天进行采收。双眉藻在不同附
着材料上的脱离难度和离心脱水难易程度差异显
著。双眉藻在 PVC 塑料板上附着最紧密，附着强度
达到 V 级，硬毛刷难以刷下，但采用离心法脱水收
集容易。双眉藻在保鲜膜和琼胶表面的附着强度为
II 级，用水轻轻冲洗即形成雪花状悬浮在培养液中，
但离心法采收难度较大。双眉藻在尼龙网上的附着
强度为 IV 级，适合采用离心法收集，但在用软毛刷
刮取过程中，有少量藻细胞在网孔中，采收过程花费
时间较长。双眉藻在玻璃表面的附着强度为 III 级，
用水冲过后形成片状，在 4000 × g 离心 5 min 即可
固液分离，采收容易。

如图 1 所示，不同附着材料对双眉藻的干物质
产量有极显著差异(P＜0. 01)双眉藻在玻璃板和塑
料板组的干重达到 3. 64 g /m2，显著高于琼脂组的
2. 23 g /m2，是琼脂组的 1. 63 倍。

图 1． 5 种附着材料对双眉藻干重的影响
Figure 1． Dry weight of Amphora sp． HN08 cultured with 5 adhesive materials． Error bars represent standard error

( n = 3) ． Means denoted by the same letter do not differ significantly (P＜0. 01) ．

附着材料对双眉藻的油脂积累无显著影响。5
组材料培养的双眉藻在荧光显微镜下观察第 5 天均
开始积累油脂。显微镜观察显示，随着培养时间的
延长，藻细胞积油越来越明显，培养至第 8 天，油体
体占双眉藻体的 30%左右。

2. 2 盐度对双眉藻生长的影响
2. 2. 1 盐度对双眉藻生物量和采收的影响:图 2 显
示，双眉藻在盐度为 10‰– 60‰的培养液中均可
以正常生长，盐度对双眉藻的生长无极显著差异
(P ＞0. 01)。
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图 2． 6 个盐度盐度培养条件下的双眉藻的鲜重
Figure 2． Fresh weight of Amphora sp． HN08 cultured under six salinity levels． Error bars represent standard error

( n = 3) ． Means denoted by the same letter do not differ significantly (P＜0. 01) ．

不同盐度条件下，双眉藻在三角瓶底部的附着强
度差异显著。盐度为 50‰和 60‰时附着强度最弱，
为 I 级，轻轻晃动三角瓶即可明显看到藻悬浮在培养
液中，10000 × g 离心 10 min，仍有少许藻体悬浮在液
体中，很难使藻体与培养液完全分离，离心法采收难
度大。盐度为 10‰和 20‰的附着强度为 II，用水轻
轻冲洗即可使藻细胞脱离三角瓶底，6000 × g 离心 10
min 后藻体贴住离心管底部。盐度为 30‰和 40‰时
的附着强度为 IV 级，需用软毛刷将藻细胞从玻璃瓶
底刮起收集，静置 5 min 后，藻体聚集在容器底部，
2000 × g 时离心 5 min 即可使固液完全分离。

不同盐度生长下的双眉藻的油脂积累差异明
显。盐度 30‰及以上盐度培养条件下的双眉藻油
体占据整个藻体体积的 30%以上;10‰和 20‰底盐
度培养条件下藻细胞的油体则小于藻体的 20%。
显微镜观察结果还显示，高盐条件下的藻细胞变小，

在 50‰和 60‰高盐度培养下的双眉藻细胞大小为
7 – 8 μm，明显小于其他盐度培养下的藻细胞
(10 μm)。
2. 2. 2 盐度对双眉藻光合色素含量的影响:由表 1
可知，在同等附着面积下，盐度对双眉藻 Chl a 和类
胡萝卜素的总产量产生极显著差异(P＜0. 01)。Chl
a 和类胡萝卜素含量随盐度的升高而变大，盐度
50‰条件下 Chl a 和类胡萝卜素值达到最大值
100. 33 mg /m2 和 42. 42 mg /m2，是盐度为 10‰培养
条件下的 1. 77 倍和 1. 78 倍。

盐度也显著影响双眉藻细胞色素含量。在盐度
50‰时，双眉藻 Chl a 和类胡萝卜素含量达到
26. 27%和 11. 11%，极显著高于(P＜0. 01)低盐度
(10‰和 20‰)培养条件下的 Chl a 和类胡萝卜素含
量;在 30‰– 50‰的盐度范围内都有利于类胡萝卜
素含量的积累。

表 1． 不同盐度条件下双眉藻光合色素含量
Table 1． Photosynthetic pigments content of Amphora sp． HN08 cultured under six salinity levels

Salinity /

(‰)
Photosynthetic pigments production /(mg /m2 ) Photosynthetic pigments concentration /(% )
Chl a Chl c Carotenoid Chl a Chl c Carotenoid

10 56. 67 E 14. 26 A 23. 78 C 16. 47 B 4. 15 A 6. 91 B
20 57. 63 DE 16. 85 A 23. 95 C 16. 44 B 4. 81 A 6. 82 B
30 71. 51 CD 16. 66 A 32. 60 B 23. 41 A 5. 46 A 10. 67 A
40 84. 62 BC 18. 11 A 36. 66 AB 22. 72 A 4. 93 A 9. 84 A
50 100. 33 A 19. 53 A 42. 42 A 26. 27 A 5. 13 A 11. 11 A
60 91. 81 AB 14. 64 A 38. 17AB 21. 86 A 3. 51 A 9. 09 AB

Means followed by the same letter in a column are not very significantly different (P＜0. 01) ．

3 讨论

底栖硅藻附着固相材料的过程包括到达固相表

面后的随机着陆、初始附着、滑行及永久附着 4 个步
骤。硅藻的随机着陆和初始附着主要是受到藻体本
身的重力所影响，但海洋底栖硅藻的滑行和永久附
着与固相表面粗糙度、微观拓扑结构以及润滑性等
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相关［21］。从实验结果可以看出，双眉藻在不同的附
着材料上的附着程度不同。玻璃和 PVC 塑料板表
面的附着量极显著高于琼胶(P＜0. 01)，单位面积产
量达到干重 3. 64 g /m2，可能是由于玻璃和 PVC 塑
料板化学性质稳定，表面微观结构均匀，受环境因素
变化较小，有助于双眉藻附着的原因。保鲜膜表面
光滑，藻细胞初始附着后，藻细胞在材料表面易脱
附，影响永久附着。琼胶是一类以半乳糖为主要成
分的一种高分子多糖，具有较低的黏性，溶于水形成
凝胶后，表面会有一定的孔径，藻细胞初始附着后，
可能会阻碍藻细胞的滑动，从而导致生物质产量低，
在采收过程中，琼胶易破碎且成本较高，不适合应用
到生产中。尼龙网孔径密集，藻体聚集堵住网孔，采
收时难以刮取。而附着于玻璃和塑料板上的藻体形
成片状，容易采收，在较小的离心力条件下即与液相
分离。以上分析可知，玻璃和塑料板是培养双眉藻
较理想的材料，但玻璃质地沉重易碎，应用于规模培
养时可能会有一定难度;双眉藻在 PVC 塑料板上附
着强度大，在采收过程中会加大刮取难度，但 PVC
塑料板质量轻，价格低廉，透明度较高，在大规模培
养中具有更大的优势。

光照、盐度和营养条件等是影响底栖硅藻生长
的重要环境 因素［9］。马美荣 在研究 底栖硅 藻
Amphora coffeaeformis 时指出高盐度限制条件下咖啡
双眉藻生长受到严重抑制［7］，而 Clavero Ester 等对
34 株底栖硅藻的盐度实验后指出大部分培养的底
栖硅藻种属表现出极度的广盐性，最适盐度在 30‰
左右，2 /3 的种类在 75‰的盐度下仍能正常生
长［22］。本实验结果显示，在盐度 10‰– 60‰的培
养液中双眉藻均可正常生长，表明该藻株为适应性
强的广盐性底栖硅藻。

Hoagland、Gebeshuber 等指出硅藻胞外多聚物
对硅藻的附着、在固相表面的滑行［21］、藻生物膜的
形成及其栖息地的稳定具有重要影响［23］。钱振明
通过盐度对 8 种底栖硅藻的生理生化影响研究指出
在最适生长条件下，底栖硅藻胞外多糖的产量最高，
过高或过低盐度都不利于胞内外总糖的积累［9］。
本实验中，在低盐 ( 10‰、20‰) 和高盐条件下
(50‰、60‰)，双眉藻悬在瓶底附着强度低，可能是
因为双眉藻不处于生长最适盐度，胞外多糖的积累
量低，影响到双眉藻的附着。

实验结果表明，高盐条件下有利于双眉藻 Chl a

和类胡萝卜素的积累(表 1)。类胡萝卜素作为抗氧
化剂有缓解心血管病的药疗性能，还能够防止年龄相
关性黄斑病(AMD)，到 2018 年其全球市场销售总值
将达到 3. 09 亿美元［24］。目前，粘红酵母和杜氏盐藻
是工业上生产类胡萝卜素的主要原料，其最高含量分
别为 3. 5%［25］和 10%［26］。本实验结果表明，在 50‰
的高盐度培养条件下，双眉藻细胞内类胡萝卜素含量
高达 11. 11%。因此，本藻株除了具有生产生物柴油
的潜力外，也可以用来生产类胡萝卜素。

实验结果显示，盐度对双眉藻的生物量的影响
无极显著差异(P ＞0. 01)，但对双眉藻的附着强度有
显著影响;在 30‰– 60‰盐度培养下的双眉藻类胡
萝卜素含量无极显著差异(P ＞0. 01)。30‰– 40‰
盐度培养下的双眉藻附着强度大，适合采用离心法
采收;50‰– 60‰高盐环境下生长的双眉藻藻体悬
浮于培养液中但不易污染可采取其他采收方式。在
后续生产中，可以根据采收方法选择并优化相应的
双眉藻生长培养条件，提高双眉藻生长量和类胡萝
卜素含量。
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Effects of salinity and adhesive materials on the growth and
adhesion of Amphora sp． HN08 under static conditions

Zhou Chen，Zhiyuan Liu* ，Yufei Peng，Shuai Wang
College of Oceanology，Hainan University，Haikou 570228，Hainan Province，China

Abstract:［Objective］To optimize the cultural conditions including adhesive materials and salinity for one tropical benthic
diatom (Amphora sp． HN08) ． ［Methods］ Two experiments were performed: (1) five adhesive materials including agar，
glass，PVC plate，plastic film and nylon net were used to culture Amphora sp． HN08 HN08; (2) Amphora sp． HN08 was
cultured under 6 salinity levels from 1 through 6% ． The algal cells were harvested after 9 days treatments，and the biomass
productivity，adhesive strength and pigments content of cells were examined． ［Ｒesults］ For the adhesive materials
experiment，cultures with glass and plastic plate showed the highest biomass production and the dry weight of cells reached
to 3. 64 g /m2 ． The adhesion strength level of cells on the glass plate was III degree，which means the cells were easy to be
separated from the glass and dewatered by centrifugation． Salinity did not contribute significantly to the biomass production，
while it significantly influenced the cells adhesion and pigments concentration． The adhesive strength levels of the cells
under 3% or 4% salinity was IV degree，which led to an easy harvest process． While the cells cultured under high salinity
(5% and 6% ) usually suspended in the medium and were difficult to be dewatered by centrifugation． Both chlorophyll a
and carotenoid content of cells cultured with higher salinity (≥3% ) are extremely higher ( p＜0. 01) than that with lower
salinity (1% and 2% ) ． Chlorophyll a and carotenoid content of cells under 5% salinity was 26. 27% and 11. 11% by dry
weight，respectively． ［Conclusion］Taking the harvest and biomass production together，we think the optimal salinity for
Amphora sp． HN08 was between 3% and 4%，and the glass plate was suitable for adhesive material． However，considering
the cost and safety，the PVC plate is suggested to be used for biomass production．
Keywords: Amphora sp．，adhesion，salinity，materials，photosynthetic pigments
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