
海产底栖硅藻是匍匐型贝类鲍、棘皮动物海胆

等许多名贵海珍品苗种生产中必不可少的鲜活饵

料，其培养的成败与否、质量的好坏，都直接影响到

这些水产动物的苗种生产的成败 [1-3]。同浮游藻类

一样，底栖硅藻的大量培养中，其生长同样要受到环

境因素和营养元素的限制；另外底栖硅藻营底栖生

活，不像浮游微藻那样能立体地利用水体及高效利

用营养物质，因此它们的生长还要受到附着面积的

制约，使其扩种培养受到极大的限制，故生产性大规

模培养十分困难，致使底栖硅藻人工控制单种培养

技术未能在育苗生产中推广应用。许多育苗场往往

因底栖硅藻的供饵不足或是培养失败，使上述水产

动物苗种生产受到重大损失 [1，4-5]。

由于底栖硅藻附着生长的特性，因此不能采用适

用于大多数浮游微藻的悬浮培养技术来进行培养生

产。固定化（Immobilization）是构建生物反应器的一

项重要的生物工程技术，已涉及到代谢产物生产、污

水处理、生物传感器、种质保存以及模拟生物反应等

领域 [6-9]。微藻固定化技术的研究主要是对浮游微藻

进行固定化的初步研究，侧重生理特性、有用物质的

生产及水质调控等方面研究 [10-12]。然而，对于附着性

的微藻，如底栖硅藻等的固定化研究的意义更大，但

有关报道甚少，仅见马志珍等 [13]、邹宁等 [14] 研究了不

同固定化载体对底栖硅藻生长的影响。然而培养条

件的变化也会直接影响底栖硅藻主要营养成分含量

的变化，这也直接影响其作为鲜活饵料的质量，而相

关方面的研究尚未见报道。因此底栖硅藻的固定化

技术，对构建适合于底栖硅藻生长的光生物反应器、

进行大规模生产培养，进一步开发利用藻类资源等都

具有十分重要的意义。本实验选用底栖硅藻中的菱

形藻（Nitzschia sp.）作为研究对象，通过控制主要固定

化培养技术参数进行培养，考察其生长和主要营养成
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分含量的变化，探讨固定化底栖硅藻的生长和营养成

分的变化，为相关方面的研究提供一些有益的参考，

同时也为提高底栖硅藻的培养效率，构建底栖硅藻光

生物反应器提供理论依据。

1  材料与方法

1.1 藻种

菱形藻（Nitzschia sp.）由大连理工大学提供，烟

台大学藻类生物技术研究室纯化保种。采用加硅

f/2 灭菌海水培养基进行保种。

1.2 培养条件

实验采用加硅 f/2 培养基。培养条件为温度

（20±1）℃，盐度 31±1，光照（375±2.5） μmol·m-2·s-1，

光照周期为 24 h 光照。

1.3 载体的制备

称取海藻酸钠 2.5 g，在开水浴中慢慢搅动（约

1 h）溶入 100 mL 蒸馏水中，配成 2.5%（W/V）的凝

胶溶液，加入 2 g NaCl，煮沸消毒备用。以凝胶溶液

与鲜藻体积比为 4∶1 的比例接种藻种，充分搅匀后

制成胶-藻混悬液，用移液器吸取混悬液，滴入 2%

的 CaCl2 溶液中，约 30 min 后形成固化的海藻酸钙

胶珠。用消毒海水洗涤 2 遍后，按各试验的要求培

养于 150 mL 的三角烧瓶（100 mL 培养液）中 [15]。

1.4 实验设计

1.4.1 CaCl2 浓度试验　 分 别 配 制 1%、2%、3%、

4% CaCl2 溶液，灭菌备用。在无菌条件下，将密度

为 2.5×104 mL-1 的菱形藻与海藻酸钠混合，分别

滴入不同浓度的 CaCl2 溶液中形成胶珠，胶珠直径

3 mm，胶珠个数为 300 个，每组设 3 个平行。

1.4.2 胶珠直径试验　用不同型号的移液枪头分

别制备直径为 2.5 mm、3 mm、3.5 mm、4 mm 的胶珠。

藻接种密度为 1.5×104 ～ 2.5×104 mL-1，胶珠粒数

为 300 粒，培养液体积为 100 mL 。每组设 3 个平行。

1.4.3 接种密度试验　在实验室无菌条件下，分别将

密度为 0.75×104 mL-1、1.50×104 mL-1、2.50×104 mL-1、

5.50×104 mL-1 的 藻 细 胞 与 海 藻 酸 钠 混 合，在

2%CaCl2 溶液中制备成胶珠，粒径为 4 mm，粒数为

220 个，培养液体积为 100 mL 。相应接种密度的未

固定化组为对照，每组设 3 个平行进行培养。

1.4.4 胶珠密度试验　胶珠密度定义为相同的藻

初始接种总密度，相同培养液（体积 100 mL）中，三

角瓶中胶珠的数量。将海藻酸钠-菱形藻混合液滴

于 2% 的 CaCl2 溶液制备成胶珠，分别设有数量为

84 粒、150 粒、225 粒、300 粒的固定化组，每组藻最

终接种密度为 1.5×104 ～ 2.5×104 mL-1，相同接种

量未固定化组为对照，每组设 3 个平行进行培养。

1.5 测定方法

1.5.1 藻体生物量的测定　定期取 5 ～ 10 粒胶珠，

在 2% 的柠檬酸钠溶液中溶解，收集藻液并在超声

波仪器中处理 30 ～ 60 min，采用血球计数板计数。

根据公式 K=
( )N N
t t

3.322 lg lg
1 0

1 0#

-
- 计算比生长速率。

式中，N0 为 t0 天时藻细胞数，N1 为 t1 天时藻细胞数 [12]。

1.5.2 理化成分含量测定 [16]　总糖采用硫酸 - 蒽

酮比色法测定；蛋白质采用考马氏亮蓝染色法测

定；粗脂肪用乙醚采用索氏提取法测定；叶绿素采

用丙酮提取和比色法测定。

1.6 数据统计分析

实验数据采用 SPSS11.5 软件进行统计学分析。

2  结果与分析

2.1 CaCl2 浓度试验中菱形藻的生长

培养过程中观察发现，固定化藻落在胶珠中分

布较均匀，第 1 天就观察到各组胶珠内均有气泡产

生，说明藻进行光合作用，已经开始生长。第 3 ～ 4

天颜色明显变深，呈黄褐色，在三角瓶底部胶珠中的

气泡明显增多，胶珠开始自动上浮，立体分布于培养

体系中。第 8 天胶珠颜色开始逐渐变深，第 10 天胶

珠呈深褐色，开始下沉，有少量藻细胞外溢的现象，

同时在三角瓶底部也出现了少量淡黄褐色的藻落斑

点。光学显微镜检查并未发现藻细胞外部形态有大

的变化，细胞顶面观及大小等均与未固定化组相似。

CaCl2 与胶珠中菱形藻的比生长速率关系见图1。

图中所示的是不同处理培养时间相对初始时间的藻

细胞比生长速率。从图 1 可以看出，在 2% CaCl2 溶

液与海藻酸钠形成的胶珠中，藻细胞各时期的比生长
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速率均为最快的。培养了 1 d 各组比生长速率差异

不明显（P>0.05），培养 3 d 和 5 d 组的组间比生长速

率差异显著（P<0.05），而培养 7 d 和 9 d 组的比生长

速率差异极显著（P<0.01），说明随着培养天数的延

长，CaCl2 浓度对胶珠中菱形藻生长的影响越明显。

2.2 胶珠直径试验中菱形藻的生长

不同直径胶珠中，菱形藻培养日期相对初始日

期的比生长速率如图 2 所示。从曲线中可以看出培

养初期 1 d 和培养 3 d 各组的比生长速率差异极显

著（P<0.01），直径为 3.5 mm、4.0 mm 的胶珠中藻比

生长速率明显低于直径为 2.5 mm 和 3 mm 的胶珠。

随着培养日期的延长，各组比生长速率差异也逐渐

消减。培养 5 d，直径为 2.5 mm 和 3 mm 的胶珠中

藻的比生长速率明显高于对照组。

2.3 接种密度试验中菱形藻的生长代谢

通过前述试验结果判断，指数生长末期第 6 天

（培养了 5 d）是一个关键点，图 3 只列出不同接种密

度的菱形藻培养 5 d 的比生长速率。从图 3 可以看

出，各接种密度固定化组藻比生长速率均高于对照

组。方差分析表明，在接种量较低（0.75×104 mL-1

和 1.20×104 mL-1）时，固定化组与对照组的生长差

异不明显（P>0.05）；而接种量达 2.50×104 mL-1 和

5.50×104 mL-1 时，固定化组与对照组比生长速率差

异分别为显著（P<0.05）和极显著（P<0.01）。

培养结束时，各组藻细胞主要生理特征如表 1

所示。胶粒密度为 300 粒 / （100 mL）除了叶绿素

含量外，其他成分蛋白质、总糖和粗脂肪含量基本

是固定化组低于或等于对照组。各成分基本在接

种密度较低时含量较高，其中蛋白质在接种密度为

0.75×104 mL-1 和 1.20×104 mL-1 时含量较高，总糖

在接种密度为 1.20×104 mL-1 时含量较高，粗脂肪

在接种密度为 1.20×104 mL-1 和 2.50×104 mL-1 时

含量较高，叶绿素在接种密度为 0.75×104 mL-1 时

含量较高。

2.4 胶珠密度试验中菱形藻的生长代谢

图 4 列出了不同胶珠密度条件下，培养 5 d 菱

形藻的比生长速率。从图中可以明显看出，固定化

组菱形藻比生长速率高于对照组，随胶珠密度的增

加，先升高后降低，方差分析表明，菱形藻生长差

异 不 显 著（P>0.05），其 中 225 粒 / （100 mL）胶 珠

组菱形藻生长最快。

图 1　不同 CaCl2 浓度条件下菱形藻的比生长速率
相同培养天数组间比生长速率的差异：“*”—差异显著（P<0.05）；

“**”—差异极显著（P<0.01）

Fig. 1　Specific growth rate of Nitzschia sp. in alginate beads 
with CaCl2

‘*’and “**”in the figure indicate significant differences （1-way 

ANOVA α=0.05）  of specific growth rates in the same culture days：

“*” — P<0.05，“**”— P<0.01
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相同培养天数各实验组比生长速率间的差异：“*”—差异显著

（P<0.05）；“**”— 差 异 极 显 著（P<0.01）；胶 粒 密 度 为 300 粒 / 

（100 mL 培养液）

Fig. 2　Specific growth rate of Nitzschia sp. cultured with 
different diameter of alginate bead

‘*’and “**”in the figure indicate significant differences （1-way 

ANOVA α=0.05） of specific growth rates between experimental groups 

in the same culture days：“*”— P<0.05，“**”— P<0.01；the density 

of alginate bead is 300 per 100 mL
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图 3　不同接种密度条件下培养 5 d 菱形藻比生长速率
培养 5 d 固定组与对照组比生长速率间的差异：“*”—差异显著（P<0.05）；“**”—差异极显著（P<0.01）

Fig. 3　Specific growth rate of Nitzschia sp. at different inoculum density after 5 days’culture
‘*’and “**”in the figure indicate significant differences （1-way ANOVA α=0.05）of specific growth rates between immobilization groups and control 

groups：“*” — P<0.05，“**”— P<0.01

表 1　不同接种密度条件下菱形藻的主要营养成分
　　　　　　　　　　 Tab. 1　Nutritional ingredient of Nitzschia sp. of different inoculum density %　

成分
Ingredient

0.75×104 mL-1 1.20×104 mL-1 2.50×104 mL-1 5.5×104 mL-1

固定化组
Immobilization

对照组
Control

固定化组
Immobilization

对照组
Control

固定化组
Immobilization

对照组
Control

固定化组
Immobilization

对照组
Control

蛋白质
Protein 17.54 16.72 11.71 14.14 8.61 10.50 6.56 8.16

总糖
Total sugar 1.68 3.87 17.89 17.23 10.56 12.96 9.67 15.79

粗脂肪
Crude fat 12.39 18.01 19.96 17.78 20.15 19.48 10.59 16.54

叶绿素
Chlorophyll 4.76 3.83 3.84 3.08 4.06 3.07 4.32 3.95

图 4　不同胶珠密度条件下菱形藻的比生长速率
培养液体积为 100 mL.

Fig. 4　Specific growth rate of Nitzschia sp. cultured with different density of alginate beads
Volume of culture solution is 100 mL.
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表 2 显示，蛋白质、总糖、粗脂肪的含量都是对照

组比固定化组高，在胶珠密度较低时 [84 粒 / （100 mL）

和 180 粒 /（100 mL）] 含量较高，叶绿素含量对照组

比固定化组低。

表 2　不同胶珠密度条件下菱形藻的主要营养成分
                                    Tab. 2　Nutritional ingredient of Nitzschia sp. under different density of alginate beads %　

成分  Ingredient
胶粒数量 / 粒  Alginate bead numbers / pill

对照  Control 84 180 225 300

蛋白质
Protein 19.02 14.63 18.21 9.97 12.05

总糖
Total sugar 26.42 10.60 8.21 4.51 5.65

粗脂肪
Crude fat 33.78 22.72 12.90 9.14 11.63

叶绿素
Chlorophyll 1.32 2.07 2.24 2.54 1.94

注：培养液体积为 100 mL.

Note：Culture solution is 100 mL.

3  讨论

3.1 CaCl2 浓度对菱形藻生长的影响

由于在不同浓度 Ca2+ 的作用下，褐藻胶中不同

糖醛酸发生交联，形成具有不同强度的不溶性凝胶

珠，其内具有不同程度的孔隙，正是这些孔隙才能使

营养物质进入胶珠内，是为藻良好生长和代谢提供

必须营养物质的主要渠道 [15]。韩丽君等 [17] 考察了

不同浓度 CaCl2 溶液与不同形式糖醛酸形成凝胶珠

后，其强度的变化规律，也证实了这一点。2% CaCl2

溶液所形成的凝胶珠的强度和孔隙度适合于其生

长，当 CaCl2 浓度低时，形成的凝胶珠的强度差，藻

细胞向培养液中分散，而当 CaCl2 含量高时，形成的

凝胶珠的强度大，增加了底物和产物进出胶珠的扩

散阻力，影响细胞正常生长。

Smidsrød 等 [18] 认为，CaCl2 浓度直接影响微藻

细胞的生长。李超敏等 [19] 认为，CaCl2 浓度影响

细胞活性。王建龙等 [19] 进行了 CaCl2 浓度对海藻

酸钙凝胶小球中微生物细胞活性的影响试验，表明

随着 CaCl2 浓度的增加，细胞的活性减弱。可能是

由于渗透压的改变，致使细胞结构变化，活性部分

丧失。

另外本实验培养过程中，还发现 CaCl2 浓度为

2% 制备的胶珠，培养时溶液澄清、透明度最好，这

也可能影响藻生长所需要的光照强度，进而影响底

栖硅藻的生长。

3.2 胶珠直径对菱形藻生长的影响

实验结果说明胶珠直径对底栖硅藻的生长初

期到指数期存在一定影响，且较小的胶珠更利于底

栖硅藻的生长。其原因可能是胶珠直径长短直接影

响物质扩散的距离，从而影响了物质扩散的速度，同

时影响透入胶珠内部的光强。因此，直径较小胶珠

中藻的营养和光照条件都要优于直径较大胶珠中的

藻，因此，有利于藻细胞分裂和生长。固定化组藻经

历了生长初期对环境的适应期，且附着面积增加，到

了指数生长末期生长明显加快，高于对照组。到生

长后期，藻的生长停滞，因而差异不显著。由此可见，

第 6 天指数生长末期是一个关键期，应作为研究和

应用的主要依据。从第 6 天比生长速率来看，胶珠

直径为 2.5 mm 和 3.0 mm 的较高。

3.3 接种密度对菱形藻的生长及其生理特征变化

的影响

Chevalier 等 [20] 研究认为，固定化藻类细胞的比

生长速率通常比自由细胞略低，但固定化底栖硅藻

细胞的比生长速率却略高于自由细胞。本实验也发

现高密度接种量固定化组底栖硅藻比生长速率明显

高于对照组，是对照组的 2 倍左右，这一结果与马志

珍等 [13] 结果一致。但随着接种密度的提高，分析发
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一定范围内与比生长速率成正相关。

4  结论

（1）CaCl2 浓度影响胶珠中的菱形藻的比生长速

率，并且随着培养时间的延长对生长有极显著影响。

2%CaCl2 溶液与海藻酸钠形成的胶珠，形态维持良

好中、孔隙合适，菱形藻比生长速率最快，并且培养

体系溶液澄清、透明度最好，降低光衰减。

（2）胶珠直径分别对菱形藻的生长初期（培养

1 d 和 3 d）和指数期（培养 5 d）影响极显著和显著，

且较小的胶珠更利于菱形藻的生长，胶珠直径为

2.5 mm 和 3.0 mm 时较适宜菱形藻固定化培养。

（3）初始接种密度和胶珠密度都对固定化菱形

藻的生长影响显著。但随着接种密度和胶珠密度

的提高，比生长速率都有先增高后下降的变化趋势。

接种密度较高（2.50×104 mL-1、5.50×104 mL-1）时，

固定化组的比生长速率是对照组的 2 倍左右。选择

适宜的接种密度和胶珠密度是提高底栖硅藻生长速

度和生物量的关键。每 100 mL 培养液中，接种密

度为 2.50×104 mL-1，胶珠数量度为 220 粒左右较适

宜。
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养成分的含量都有明显影响。蛋白质、总糖及粗脂
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含量固定化组高于对照组。初始接种密度和胶珠密

度提高生物量与成分含量的条件不一致，因此，针对

不同的使用目的应采用不同的接种密度和胶珠密度

进行固定化培养。
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Growth and nutritional ingredient of immobilized marine benthic 
diatom，Nitzschia sp.
XING Ronglian，SU Hang，SU Qun，WANG Changhai

（Ocean School of Yantai University，Yantai 264005 ，China）

Abstract： The growth and nutritional ingredient of Nitzschia sp.，a marine benthic diatom，in alginate beads 

were studied. The main factors during the immobilized culture including CaC12 concentration，the diameter of 

alginate bead，initial inoculum density and the density of alginate bead were investigated. The results indicated 

that： （1） With the culture days increasing，the specific growth rates were significantly affected by CaC12 

concentration. The  specific growth rate of Nitzschia sp. in beads with 2% CaCl2 was the highest. （2） The diameter 

of alginate bead remarkably influenced the growth of benthic diatom in stationary phase and exponential phase. The 

suitable diameter of alginate beads for cell growth were 2.5-3.0 mm. （3） There was a tendency of increasing at first 

and then decreasing in growth rate of benthic diatom with the increasing of inoculum density and number of alginate 

beads. The specific growth rate of benthic diatom in the immobilization groups was about 2 times as much as that 

in the control groups as the inoculum densities were 2.50×104-5.50×104 mL-1. The optimal density of alginate 

beads was 220 pills/100 mL. （4） In the experiment of initial inoculum density and the density of alginate bead，the 

contents of protein，total carbohydrate and crude fat in the control groups were more than that in the immobilization 

groups. The content result of chlorophyll compared with above result was opposite. [Journal of Fishery Sciences of 

China，2010，17（2）：274-280]
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