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摘要:暰目的暱探讨氨态氮浓度对裙带菜雄配子体生长的影响,找出适合在实验室中培养裙带菜雄配子体的氮

浓度。暰方法暱将裙带菜雄配子体置于不同氮浓度的氮培养液和新旧培养液中培养,用PANLUX照度计测量

穿透光强,并计算出消光值;用次溴酸盐氧化法测定溶液中氨氮浓度;记录藻体的初始重量及实验结束时的重

量,由此计算特定生长率。暰结果暱在氨态氮浓度为15mg/L左右时,裙带菜雄配子体的平均日生长率约为

17灡7%,显示出良好的长势。相比之下,过高的氨氮浓度不利于藻体的生长。暰结论暱在一定范围内,提高氮浓

度会加快配子体克隆的生长,但过高的氮浓度会影响它的发育。培养液中积累的藻体代谢物对藻体生长没有

明显的抑制作用。
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Abstract:暰Objective暱Toinvestigatetheeffectofammoniaconcentrationonthemalegameto灢
phytegrowthofUndariapinnatifida,andtofindoutthenitrogenconcentrationsuitablefor
culturingthegametophyte.暰Methods暱ThemalegametophyteofUndariapinnatifida was
cultivatedindifferentnitrogenconcentrationsandculturedinoldandnewmedium.Thepen灢
etrationintensitywasmeasuredwiththePANLUXandtheextinctionvaluewascalculated.
Theconcentrationofammonianitrogeninthesolutionwasdeterminedbythedibromateoxi灢

dation.Theinitialandfinalweightsofthealgae
wererecorded.Sothespecificgrowthratecould
becalculated.暰Results暱Whentheconcentration
ofammonianitrogenwasabout15mg/L,theav灢
eragedailygrowthrateofthemalegametophyte
wasabout17.7%,showinggoodgrowth.Incon灢
trast,thehighammonianutritionconcentration



wasnotconducivetothegrowthofalgae.暰Conclusion暱Inacertainrange,increasingthenitro灢
genconcentrationwillacceleratethegrowthofgametophyteclones,buttoohighnitrogen
concentrationwillaffectitsdevelopment.Thealgaemetabolitesaccumulatedintheculture
mediumdidnotsignificantlyinhibitthegrowthofalgae.
Keywords:Undariapinnatifida,malegametophyte,nitrogenconcentration

0暋引言

暋暋暰研究意义暱裙带菜是一种重要经济海藻。它的

蛋白含量高,含有19种氨基酸,包括全部人体必需

氨基酸;并且含有多种矿质元素、维生素、不饱和脂

肪酸及多糖,其纤维素含量仅为干重的3%左右,因
此易被人体消化[1]。可以说,裙带菜具有较高的营

养价值,其药用和保健作用也日益受到重视。裙带

菜的育苗大都采用细胞工程育苗技术,其大致过程

包括克隆的建立和培养以及用克隆育苗[2]。裙带菜

雌、雄配子体是由游孢子转变而来,在温度25曟、光
照强度2000Lux左右的条件下,雌、雄配子体可进

行营养生长而不发育,并处于比较旺盛的细胞分裂

状态,可用于扩养。经过大量扩养的克隆可以在任

何时候使用,进行育苗。在适宜的条件下,雌、雄混

合的克隆可迅速形成孢子体。暰前人研究进展暱目前

国内对裙带菜的研究主要集中在其蛋白质、纤维素

等营养成分开发利用以及岩藻黄质、岩藻多糖的提

取利用方面[3飊7],对裙带菜的育种以及育种过程中营

养盐需求研究相对较少[8飊9],如南春容等[10]研究得

出大型藻类在生长和繁殖期对水体中的氮元素需求

大并且利用率高;李大鹏等[11]认为裙带菜配子体能

够有效利用氨态氮和硝态氮进行扩增,且可同时吸

收两种氮源,但配子体氨态氮的吸收速率略大于硝

态氮的吸收;吸收速率随着氮浓度的增加而升高。
暰本研究切入点暱在裙带菜配子体的培育过程中,需
要在海水中增加一定数量的营养盐以满足其生长发

育的需要,其一是由于在室内用玻璃瓶养藻,与自然

海区相比,室内海水流动小,营养交换的速度慢;另
一个更重要的原因是室内水体少,幼苗在高密度培

养下,只有在营养浓度大的情况下,才能吸收到各自

所需要的各种营养。氮是裙带菜配子体的培育过程

中不可缺少的营养元素之一,因此,找出适合裙带菜

雄配子体生长的最佳氮浓度是推广该项技术有待解

决的问题,也是本试验的主要目的。暰拟解决的关键

问题暱通过在不同氮浓度下培养裙带菜雄配子体,测
定各自的生长状况,找出最适于其生长的氮浓度。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋裙带菜雄配子体藻种(LD曖)从中国科学院海

洋研究所(青岛)获得。沙滤过的海水经10毺m 滤

膜过滤,煮沸消毒后加入无氮的PES培养液。

1.2暋方法

1.2.1暋裙带菜雄配子体的培养

暋暋将待用藻种用筛绢滤出后,用 DS飊1高速组织

捣碎机内以12000r/min的速度打碎,加入新鲜培

养液培养1d后更换培养液继续培养。将裙带菜雄

配子体取出并培养于5L三角瓶中,加入无氮的培

养液培养2d,使配子体通过代谢达到氮饥饿,以免

其本身排出的氮影响试验结果。

暋暋培养条件:光周期12/12,温度为25曟,光照强

度为80毺mol·m-2·s-1,通气培养。分别在5L
无氮培养液中加入不同剂量的氯化铵溶液,第一次

实验设置氮浓度梯度为第1组:0mg/L,第2组:5
mg/L,第3组:15mg/L,第4组:20mg/L;第二次

实验将氮浓度分别保持在栺组:5mg/L,栻组:10
mg/L,栿组:15mg/L,桇组:20mg/L。各自加入

氮饥饿后的藻体,初始培养密度为1g/L。

1.2.2暋藻体代谢物对裙带菜雄配子体生长的影响

暋暋取一定量的裙带菜雄配子体,用无氮PES培养

液培养14d后分成等量的两组,将A组加入新的培

养液,B组继续用旧的培养液培养(其中含有14d
内积累的配子体代谢废物),并使各组培养液中的氨

态氮含量均保持一致,藻体密度均为1g/L,培养

14d。

暋暋将这批藻继续培养,仍然是 A组加入新的培养

液,B组继续用旧的培养液培养,各组培养液中的氨

态氮含量恢复为5mg/L,初始藻体密度不再是1
g/L,而是用现有密度(7.55g/L、8.52g/L)培养,
培养32d。

1.2.3暋藻体生长的测定方法

暋暋将射入光强定为3000Lux,在培养期间每天定

时定点在培养瓶背光面用PANLUX照度计测量穿

透光 强,利 用 以 下 公 式 计 算 出 消 光 值[12]:E =
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lg(I0/I),其中E为消光值,I0 为培养开始时的穿透

光强(Lux),I为培养结束后的穿透光强(Lux)。消

光值与鲜重的增加有紧密的相关关系,从而可以间

接反映藻体密度。

1.2.4暋培养液中含氮量的测定

暋暋氨态氮的测定方法采用次溴酸盐氧化法[13]。
次溴酸盐在碱性介质中将氨氧化成亚硝酸盐,而亚

硝酸盐在酸性介质中与磺胺进行重氮化反应,其产

物再与盐酸萘乙二胺偶合生成红色偶氮染料,于

543nm 处有吸收光值。具体测定步骤如下:抽取待

测水样50mL(如果浓度超过本方法的测定范围,则
采用稀释的方法,将其浓度调节到适当的范围),放
入50mL 具塞磨口锥形瓶中,并加入5mL0.47
mol/L的次溴酸钠溶液,混匀,放置5min;再加入5
mL2g/L的磺胺溶液,混匀,放置5min;然后加入

1mL1.0g/L的盐酸萘乙二胺溶液,混匀,放置15
min,最后测定波长543nm 处的吸光值,对照氨态

氮吸收的标准曲线,计算出待测液的氨态氮浓度。

1.2.5暋工作标准曲线

暋暋使用氨标准溶液配制氨态氮浓度分别为0mg/

L、0.02mg/L、0.04mg/L、0.08mg/L、0.12mg/

L、0.16mg/L、0.20mg/L的溶液,作出工作曲线。

1.2.6暋裙带菜雄配子体平均日生长量及平均日生

长率的计算

暋暋X=(W-W0)/N,W=W0(1+Y)N,其中,X 为

平均日生长量(g/d),Y 为平均日生长率(%),W 为

培养结束时藻体重(g),W0 为培养开始时藻体重

(g),N 为培养时间(d)。

2暋结果与分析

2.1暋培养过程中裙带菜配子体对氨态氮的吸收

暋暋在氨态氮浓度依次为0mg/L、5mg/L、15mg/

L、20mg/L的条件下,裙带菜雄配子体对氨态氮的

吸收较快,第3组中15mg/L的氮几乎在11d之内

被消耗尽(图1)。11d后,第4组20mg/L的氮也

降低较多。而且,第2组5mg/L的氮在大约7d的

时间内被吸光。在这4种不同的氨氮浓度下,由于

20mg/L的氮维持时间长,因此藻体长得最好,直
至培养到第11天还未出现颜色变浅等缺氮现象。
同时可以看出,裙带菜雄配子体并没有因为长时间

培养,水中代谢废物的增多而使其生长受到影响。

2.2暋氮浓度对裙带菜雄配子体生长速度的影响

2.2.1暋氨氮浓度变化的情况

暋暋在开始培养时将氨氮浓度设置为0 mg/L、5

mg/L、15mg/L、20mg/L,培养过程中不再加氮,
使得培养液中的氮浓度逐日下降。由表1可见,在
初始氨态氮浓度为20mg/L时,裙带菜雄配子体平

均日生长速度最大,为6.19g/d,约为0mg/L组的

2倍,其平均日生长率约为25%。但是由于其他3
组的氮先于第4组被消耗光,因此这个差异可能是

由于前3组缺氮导致的生长减缓。从图2可以看

出,在培养前6d,即第3,4组中的氨态氮均未消耗

完全时,第3组的消光值最大。而当第3组中氨态

氮消耗光后,只有第4组仍保持较快的生长。

图1暋裙带菜雄配子体对氨氮的吸收

暋暋Fig.1暋AmmonianitrogenabsorptionofUndariagame灢
tophyte
表1暋培养液中的氨氮浓度变化对裙带菜雄配子体生长的

影响

Table1暋TheeffectofammonianitrogenconcentrationonUn灢
dariamalegametophytegrowth

氨氮浓度
Concentration
ofammonia
(mg/L)

藻体形态
Algaemorphology

平均日
生长量
Average
daily
growth
(g)

平均日
生长率
Average
dailyin灢
crement
rate
(%)

0
个体小,不舒展
Smallandfoldedin灢
dividuals

3.16 18.86

5
个体小,不舒展
Smallandfoldedin灢
dividuals

3.56 19.91

15

个体大而舒展,有
新枝
Bigandunfoldedin灢
dividuals,alotof
newbranches

3.98 20.90

20

藻丝缠绕聚成团
Thewindingalgal
filamentgathered
together

6.19 25.00

2.2.2暋氨氮浓度不变的情况

暋暋 开始培养时将氨氮浓度设置为 5 mg/L、10
mg/L、15mg/L、20mg/L,并在培养过程中每隔1
d测量一次培养液中的氨态氮含量,根据培养液氨
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态氮含量的变化补充氨态氮以维持其浓度的恒定。
从表2可以看出,栻组和栿组,即氨氮浓度分别为

10mg/L和15mg/L时的生长速度较快,其平均日

生长率分别为15.3%和17.7%。图3反映的结果

也大致相同,只是由于培养后期藻体密度变大导致

藻丝相互缠绕,穿透光强而上升使消光值反而下降。

图2暋氨态氮浓度变化情况下裙带菜配子体消光值的变化

暋暋Fig.2暋ThechangeofextinctionvalueofUndariamale

gametophyteunderdifferentconcentrationofnitrogen
表2暋培养液中的氨氮浓度不变对裙带菜雄配子体生长的

影响

Table2暋Theeffectofammonianitrogenconcentrationonthe

growthofUndariamalegametophyte

氨氮浓度
Concentration
ofammonia
(mg/L)

藻体形态
Algaemorphology

平均日生
长量
Average
daily
growth
(g/d)

平均日
生长率
Average
dailyin灢
crement
rate
(%)

5
个体小,不舒展
Smallandfoldedin灢
dividuals

2.95 12.80

10
个体小,不舒展
Smallandfoldedin灢
dividuals

3.38 15.39

15

个 体 大 而 舒 展,有
新枝
Bigandunfoldedin灢
dividuals,a lot of
newbranches

4.02 17.73

20

藻丝缠绕聚团
Thewindingalgal
filamentgathered
together

2.77 14.23

暋暋另外,根据培养液中每日含氮量的变化以及平

均每日克隆的重量算出平均每日每克克隆吸收的氨

态氮毫克数(图4)。从图中可以看出,含氮量为10
mg/L和15mg/L的培养液中生长的克隆平均每日

吸氮量较多,从一定程度上反映克隆中蛋白质含量

增加较快。

2.3暋藻体代谢产物对裙带菜雄配子体生长的影响

暋暋用新旧培养液培养14d后观察培养结果,发现

两组之间无明显差别(表3)。

图3暋氨态氮浓度不变情况下裙带菜雄配子体消光值的变化

暋暋Fig.3暋ThechangeofextinctionvalueofUndariamale

gametophyteunderthesameconcentrationofnitrogen

图4暋平均每日每克克隆的吸氮量

暋暋Fig.4暋Theaverageasorptionofnitrogendailyper

gramofUndariamalegametophyte
表3暋藻体代谢产物对裙带菜雄配子体生长的影响(一)

Table3暋TheeffectofmetabolitesongrowthofUndariamale

gametophyte(一)

组别
Group

藻体形态
Algaemorphology

平均日生
长量
Average
daily
growth
(g/L)

平均日
生长率
Averagedai灢
lyincrement
rate(%)

A
舒展,新枝多
Unfoldedalgae,alot
ofnewbranches

2.50 16.02

B
略聚团,新枝少
Foldedalgae,less
branch

2.61 16.34

暋暋继续培养32d后结果如表4所示,各组的生长

速度之间并无明显的区别,但都减慢了。这可能是

由于开始培养时藻体密度较大,使得培养过程中各

克隆之间遮光并相互争夺养料。但是,各组在形态

上是有差别的。第1组的藻可见新枝的萌出,第2
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组的藻细胞似乎只向一个方向分裂,新枝较少见。
表4暋藻体代谢产物对裙带菜雄配子体生长的影响(二)

Table4暋TheeffectofmetabolitesongrowthofUndariamale

gametophyte(二)

组别
Group

藻体形态
Algaemorphology

平均日生
长量
Average
daily
growth
(g/L)

平均日
生长率
Averagedai灢
lyincrement
rate(%)

A
聚团,新枝多
Foldedalgae,alotof
branches

0.60 4.73

B
聚团,新枝少
Foldedalgae,less
newbranch

0.51 4.06

暋暋另外实验还发现,克隆密度高的情况下,生长速

度会有所下降(图5,其中平均日生长量(一)指的是

培养14d的结果,平均日生长量(二)指的是培养32
d的结果)。所以在培养时应该注意及时分瓶扩养。

图5暋两次新旧培养液对照培养的比较

Fig.5暋Thecompareofnewandoldmedium

3暋讨论

暋暋前人研究表明,植物对于多种无机盐的吸收,都
呈现出以下的规律,即开始时是一个快速吸收阶段,
之后紧接着一个持续时间较长的缓慢吸收阶段[14],
裙带菜雄配子体对于氨态氮的吸收即为该种规律,
饥饿的骨条藻以及海链藻细胞也具有类似的氨态氮

吸收特性[15]。雄配子体这种吸收速度形式的变化,
有如下两种推测:一是随着溶液中氨态氮浓度的降

低,溶液中可供吸收的氨态氮浓度降低,藻体对于氨

态氮的吸收速率也相应降低;另一说法是雄配子体

对氨态氮的吸收速度与雄配子体内部氨态氮水平相

关。当藻体在很短时间内将培养液中大部分的氨态

氮吸收以后,雄配子体内的氨态氮水平远远高于溶

液中剩余的氨态氮水平,阻止雄配子体对氨态氮进

一步的吸收,藻体的吸收速度也随之下降。例如马

铃薯组织对无机盐的吸收规律即是如此[14]。

暋暋氮对于裙带菜雄配子体的生长是必不可少的。
而且在一定范围内提高氮浓度会加快配子体克隆的

生长。但过高的氮浓度会影响它的发育。对于以氨

态氮形式存在的氮元素,由于高浓度的 NH3对细胞

有毒害作用,更要限制它的浓度[16]。因此,在实验

中将氨态氮浓度设置为5~20mg/L,并作了一个不

额外加入氮、只利用海水中原有氮的对照组。结果

表明,增加自然海水中的氮含量至一定水平的确可

以将裙带菜雄配子体的生长速度提高很多倍,这对

于在实验室中快速培养出大量具有优良品质的配子

体是一项有效并且简单易行的措施。

暋暋雄配子体经多次分裂后,形成多分枝的丝状

体[17]。如果培养液中这样的丝状体过多,它们之间

就会相互缠绕,彼此争夺养分,遮挡光线。在实验过

程中,当克隆被培养至第15天左右时,消光值有明

显的下降。这就是由于藻丝相互缠绕造成穿透光强

的增高[18]。

暋暋在海中生长的裙带菜由于海水不停地流动带走

了它的代谢产物[19]。而对于在实验室中瓶养的裙

带菜,其代谢产物积累在培养液中。这些代谢产物

对克隆生长的危害与否决定着更换培养液的必要性

与频率[20]。从实验结果中看不出46d内水中积累

的代谢产物对雄配子体克隆生长的不利影响。在

新、旧水中培养的克隆除在形态方面略有差别之外,
生长速度无显著差异。由此看来,至少在生长速度

方面,克隆的代谢产物不会在裙带菜配子体培养过

程中产生危害。至于对克隆生长其它方面的影响,
还需做进一步的探讨。
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