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摘 要 该文选择红藻门大型植物龙须菜（!"#$%&#"%# &’(#)’%*+"(%,）作为研究对象，通过黑白瓶法筛选出有机试剂
%&%’&（哌嗪()，)(双（$(羟基乙烷磺酸）），能较好地缓冲室内龙须菜培养中介质 *+的波动。在此基础上，探讨了
%&%’&对龙须菜生长的影响，结果表明："# ,,-.·/0 "及以上浓度的 %&%’&能较好地稳定介质 *+值，减少系统中
123浓度的急剧变化，但 %&%’&对 3&$浓度波动不起作用；试验结果还表明，介质中的 3&$ 浓度与龙须菜的生长速

率间存在着类似酶动力学方程的关系，当介质中的 3&$浓度下降到 #4 $#!,-.·/
0 "以下时，龙须菜生长出现抑制现

象。相对稳定 *+的培养环境，更有利于介质 123中的 +3&!
0、3&!

$ 0向 3&$的转换，缓解龙须菜生长的 3抑制。
关键词 龙须菜 *+缓冲系统 %&%’& 生长速率 无机碳
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龙须菜（!"#$%&#"%# &’(#)’%*+"(%,）是红藻门江蓠
属的大型海藻，为重要的琼胶原料藻和优良的养殖

品种，有较高的经济价值；龙须菜的大规模栽培还能

降低海水营养水平，净化近海环境，有着良好的生态

效益。除了作养殖生产和污染水体修复植物外，龙

须菜还广泛应用于植物生理、生化和遗传学方面的

研究（!"#$% & ’#$ ()* +))*，,-..；李纫芷，,---；李向
峰等，/000）。
藻类生理生化研究都要进行室内的适应性培

养，培养介质的稳定状况就会影响到实验结果的可

靠性。其中，环境 12因子的影响愈来愈受到关注，
12变化会对细胞产生不利影响，尤其对植物的光合
反应系统（3)445%67(#48 & 7(#48，,--,）。为稳定
培养系统的 12值，酸碱两性物质常被用来增强介
质的 12缓冲能力。尽管也有些尝试采用其它一些
措施，如定时加酸或碱调节 12、添加硼酸6硼砂等，
但这些方法都存在有不同程度的缺陷，如缓冲容量

小、盐度变化大等。采用有机两性物质作酸碱缓冲

剂是发展趋势，但要求所添加的这些物质不为藻类

细胞吸收，不对细胞的生理活性产生影响等。目前

根据研究所需 12 值的不同，已有 +9:、29;9:、
<=>:、;>;9:等的不同选择手段，通常的使用浓度为
/? @ ?0 44AB·CD ,不等（高坤山，,---）。本文在对龙
须菜培养用酸碱缓冲剂筛选的基础上，探讨了筛选

所得的缓冲剂对龙须菜生长的影响及其机理所在。

! 材料和方法

! E! 实验材料
实验用龙须菜来自象山港（浙江宁波）筏式养殖

海区。带回实验室后，除去杂藻，用过滤海水冲洗干

净后，移植到光照培养箱（光周期 ,/CF ,/3，光强 ,/0

!9·4
D /·8 D ,，温度 /0 G 0E ? H），加富海水中暂养

（I：,00!4AB·C
D ,，;：.!4AB·C

D ,），期间每隔 / (添
加 I和 ; ,次，每天不定时搅水 J @ K次；在实验开
始前 ,星期，去除藻体主茎，把藻体分成 0 E , @ 0 E ? %
大小备用。

筛选试验共选用 L 种缓冲试剂：巴比妥钠盐
（M#*N5OA$)）、硼酸6硼砂（MA*#O)）（上海产）、29;9:、
<=>:、+P;:、<7;:、;P;:P（7+=9:QP，R:7）。预先
将各试剂配制成 12值为 . E ,的母液，然后与等 12
值的培养用海水混合，各缓冲剂的终浓度为 /?
44AB·CD ,。

! E" 实验方法
! E" E! 缓冲剂的筛选试验

采用黑白瓶试验法，在 /?0 4B三角烧瓶中分别
加入 0 E? %（0 E?0, . G 0E00L K %）鲜重龙须菜，分别加
入上述配制好的带有各缓冲剂的培养介质 /00 4B，
白瓶放到有光的光照培养箱中（条件同 , E ,暂养），
黑瓶放到黑暗的培养箱中，每个处理设 S 个重复。
经过 J "培养后，分别测定黑瓶和白瓶中的溶解氧
（3P）浓度，与对照组经单因子方差分析（7IPT7）比
较，找出龙须菜培养的适合缓冲剂。

! E" E" 缓冲剂对龙须菜生长的影响试验
用所筛选出的酸碱缓冲剂添加到龙须菜培养介

质中，考察缓冲剂使用的适合浓度以及缓冲剂对培

养系统中 QP/及无机碳（3>Q）浓度的影响。试验采
用 ?00 4B的三角烧瓶，加入 J00 4B培养介质，添加
约 0 E? %（0 E?0S ? G 0E00L / %）龙须菜，共设 ?个处理
（各处理的缓冲剂终浓度分别为 0、?、,0、,?、/0
44AB·CD ,），每个处理设 S个重复。周日变化试验：
先让龙须菜在各介质中适应 / "，然后更换培养基再
开始试验，每 / "测定 12值一次，每 J "取 3>Q样品
一次；L (生长试验：根据周日试验确定的一天内极
高 12值和极低 12 值时刻进行 12 测定和 3>Q 取
样，同时，每 / @ S ( 测定龙须菜的增重量，用公式
-!. U［（/0 1 /0）

（, 1 0）D ,］V ,002计算龙须菜的日
平均生长率（-!.，W·(D ,）。式中：/0 为初始时刻

龙须菜鲜重（%），/0 为 0 时刻龙须菜鲜重（%），0 为两
次测定的时间间隔（(）。
! E" E# 3P和 12的测定
黑白瓶试验中的 3P测定参照 X5$YB)*法，为了

绝对酸化介质，对该方法作了一点调整，加入过量

2/:PJ打破缓冲系统。, E/ E /部分试验中的介质 12
值用 P*5A$ 12计在现场试验瓶中直接测定。
! E" E$ 3>Q的取样和测定
每次 3>Q样品取样都在测定 12值之前，每个

样品取 ? 4B，装满玻璃管，管内无气泡，加入少许
2%QB/，密封保藏于 J H冰箱中待测。周日试验 3>Q
样品待全部采齐后即刻上机测量，根据温度、介质

12值和 3>Q浓度等参数计算介质中 QP/浓度；后续

样品（只采集根据周日试验得出的每日极高和极低

值样品）集中在试验结束后测量，3>Q测定用 71ABBA
:Q><)Z" 3>Q分析仪（C>6QP=，R:7）。
! E# 数据分析
用 :;::统计软件进行方差分析及多重比较。

" 实验结果

" E! 合适 12缓冲系统的选择
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白瓶各处理中 !"浓度的增加量和黑白瓶中的
消耗量见表 #。从表中可以看出，在 $ %内，白瓶中
&"’(和 ’"’("两种试剂对龙须菜的光合产氧与不
加缓冲剂的对照间无显著差异，也就是说两者都不

影响龙须菜的光合产氧作用。而在这 )种试剂中，
巴比妥盐和硼砂两种是对龙须菜的光合产氧作用抑

制最大；在黑瓶中，只有硼砂、*+,(和 ’"’("处理中
龙须菜呼吸耗氧没有增加，即这 -种试剂不刺激龙
须菜呼吸耗氧，可认为对龙须菜的生理活动没有产

生影响。综上，只有有机缓冲剂 ’"’("对龙须菜的
光合产氧及呼吸都不影响，认为是龙须菜培养合适

的酸碱缓冲剂，’"’("的中文名为哌嗪./，/.双（0.

羟基乙烷磺酸），分子式为 1#2 300 /0"4(0·030"
（&5$267$），89:（0; <）为 ) 7 4，缓冲范围为 ) 7 0 =
4 7;。
! 7! ’"’("缓冲剂对龙须菜生长的影响
! 7! 7" 83和 !,1的周日变化
图 #为不同 ’"’("浓度处理中的 83和 !,1的

周日变化。两个参数的周日变化表明：一天内开灯

时刻（) >22）的 83值为当天极低值，!,1浓度为当天
极高值；关灯时刻（#? > 22）的 83值为当天极高值，
!,1反之。根据这一规律，在接下来的 ) @试验中，
每日只测定各处理中这两个时刻的 83和 !,1，可大
致把握一天内的 1源利用和变化情况。

图 # 各处理中 83和 !,1的周日变化
ABC7# !BDEF:G H:EB:IBJFK JL 83 :F@ @BKKJGHM@ BFJEC:FBN N:EOJF（!,1）BF @BLLMEMFI IEM:IPMFI

表 " 黑白瓶试验中各处理的溶解氧浓度变化
*:OGM # Q:EB:IBJFK JL @BKKJGHM@ JRSCMF（!"）BF @:ET :F@

GBC%I OJIIGMK（&M:F U !"，PC·VW #）

处理

*EM:IPMFI
白瓶

VBC%I OJIIGM
黑瓶

!:ET OJIIGM
对照 1JFIEJG # )?2 7$# U 6#7?$ W ?0)7#- U )#7;4
巴比妥盐 X:EOBIJFM $04 7$; U )? 70?O W # 0)-7$? U 66744X

硼砂 XJE:IM ;$2 7;2 U $; 74;O W 4;-7$# U 607;)Y

3Z’Z( # 0;)72# U -07?;O W 0 2;-7-; U $?700X

*Y’( # 00#72$ U $$7-)O W # $607-$ U 6)7$$X

&"’( # 6?$ 746 U 6;724: W # -?$7;; U )?7#0X

*+,( # -;;74$ U )47?;O W ))67?) U -)72?Y

’"’(" # 40-70; U )?7;?: W ?#4 742$ U $$76-Y

‘:’‘Y’表示该处理与对照差异不显著，‘O’‘X’表示差异显著
‘:’:F@‘Y’K%J[ I%M H:GDM FJ @BLLMEMFNM [BI% I%M NJFIEJG，‘O’:F@‘X’
K%J[ I%M @BLLMEMFNM

从图 #还可以看到，经过一个光暗周期后，各系
统的 83 值和 !,1 浓度都很难再回复到初始状态
（值），各处理都或多或少的有所下降，只是在添加

’"’("缓冲剂的处理中，后一周期初始时两个参数
的值比空白对照相对恢复得要好，但与对照一样也

与前一周期的初始值有一些差异，这种恢复程度与

添加缓冲剂的浓度有着正相关关系。

! 7! 7! 试验期间 83值、!,1和 1"0浓度变化

根据周日试验结果，一天中只检测开灯（极低

值）和关灯（极高值）时刻各处理系统的 83值和 !,1
浓度，并且为了便于作图，对每天所测得值取平均

（图 0）。
从图 0可以看出：在 ) @试验中，各处理系统中

的 83、!,1及 1"0 都发生了明显变化。其中 83值

在低浓度（空白和 ; PPJG·VW #）处理中，试验第二天

即突破了 ’"’("的缓冲范围，试验结束时这两组的
83值都比初始时升高了 # 个多单位；#2 PPJG·VW #

处理中的 83值第四天后也超过 4 7 ;；其余的两个高
浓度（ \ #; PPJG·VW #）处理中，试验期间的 83值尽

$期 徐永健等：介质 83缓冲系统选择及其对龙须菜生长的影响 6?#



管略有波动，但始终保持在 ! " # 以下，即在 $%$&%
的缓冲容量内；此外，周日 ’(差值（当天极高 ’(值
与极低 ’(值之差）在低浓度处理最大曾达到 ) "*个
单位，但在高浓度处理中，该差值相对要少得多。

图 + 各处理的 ’(、,-.及 .%+变化情况

/01"+ 2340350678 69 ’(，:0886;<=: 07641370> >34?67
（,-.）37: .%+ 07 :099=4=75 54=35@=75
图例见图 A B=1=7: 8== /01" A

另外，在各处理中 ,-.与 .%+ 浓度在总体上都

有下降，只是在高浓度处理时 ,-.降幅不大，一般表
现为：有光时，介质 ’(值上升，,-.下降；无光时，介
质的 ,-.得到补充，’(值也回落；介质中的 .%+ 浓

度与 ,-.变化类似，只是其降幅更大，尤其在实验开
始几天，介质中的 .%+ 基本上被消耗殆尽了。此现

象在低浓度处理中表现得尤为明显。然而，尽管在

有光时，各处理中的 .%+消耗严重，但是，在实验中，

所有处理中的周日 .%+ 浓度的变化幅度都不大，这

与相应的 ’(及 ,-.的大锯齿状变化不完全一致。
! "! "" 各处理龙须菜的 !"# 变化
图 C为各处理中龙须菜生长情况，从图中看，试

验初始 + :内，各处理间龙须菜的日平均 !"# 相差
不大，差异不显著（ $ D )" )#）；至第四天时，低浓度
（空白和 # @@6;·BE A）与高浓度（ D A# @@6;·BE A）处

理间龙须菜的生长出现差异，并达到显著水平（ $ F
)")#），但低浓度处理与 A) @@6;·BE A处理间的差异

还不显著；至试验结束时（第七天），高浓度处理与

A) @@6;·BE A处理间以及 A) @@6;·BE A处理与低浓度

处理间的差异都达到显著水平，而高浓度与低浓度

间差异极其显著（$ F )")A）。
另外，从图中还可以看出，随着试验时间的延

长，各处理中龙须菜的 !"# 都有所下降。但就其降
幅而言，低浓度比高浓度处理要大得多，两者降幅相

差近 A倍。

图 C 各处理中龙须菜的日平均生长率变化
/01"C &’=>090> 146G5H 435=（!"#）<340350678 69 "%&’()&%(& )*+&,*(-.%+(/

07 :099=4=75 54=35@=75

! "! "# ,-.与 .%+浓度与 !"# 的相互关系
对各系统中的 .%+浓度与其相对应的龙须菜的

!"#进行分析处理，可以发现两者之间存在着一个
类似于酶动力学方程（米氏方程）的关系，经双倒数

法作图（图 I3），可得到如下回归方程：A J !"# K
)"+#L C（A J［.%+］）M )")L! L，#+ K ) "!!C I
经计算可得，本试验中龙须菜的 .%+ 饱和浓度

为 # " +#!@6;·B
E A时，龙须菜的最大生长速率为

A) "AAN·:E A，即在本试验中，.%+ 浓度小于 # " +#

!@6;·B
E A将会抑制了龙须菜的生长，.%+ 成为龙须

菜生长的主要限制因子。

*L+ 植 物 生 态 学 报 C)卷



图 ! "#$和 $%&浓度与龙须菜生长速率的关系

’()*! +,- .-/01(234,(54 6-17--3 45-8(9(8 ).271, .01-（!"#）29 "$%&’(%$’% ()*%+)’,-$*’. 03: 8238-31.081(23 29 "#$（［"#$］）03: $%&（［$%&］）

"#$浓度也与 !"# 有一定的相关关系（图 !6），
从图中看，在试验的 "#$范围内，随着介质中 "#$浓
度的升高，龙须菜的生长速率呈指数增长，两者关系

公式为 !"# ; <* =!> ?-<*<<> @［"#$］，相关性非常好

（#& ; < *A@= A，+ ; B<）。

! 讨 论

5C值的大幅上升是大型海藻室内培养过程中
的一个常见问题。5C值的升高是海藻光合作用过
程中吸收和同化介质中 $源和 D源所致，其中 $%&

的利用是导致介质中 5C值升高的主要原因（E05/03
)/ %( *，>?AF）。随着 5C值的升高，介质中的 $%& 浓

度会急剧下降，而 $%&在海水中的扩散速度很慢（比

在空气中要慢 > 万倍），因此，大型海藻会处于 $%&

太少或限制的环境中，就有可能发生光抑制，导致海

藻生长速率的降低，甚至会造成光合器官的永久性

伤害（E05/03 )/ %( *，>?AF；"-GG()HI:0G4 J I:0G4，
>??>；C03-/1 )/ %( *，>??B）。本试验中，显然也存在
着这种情况，培养介质中 $%&浓度的下降，是造成龙

须菜生长速率降低的主要原因。尤其在低浓度处理

中，试验开始 & :的光合作用消耗了介质中的大部
分 $%&，使得龙须菜在后续试验中生长受到抑制。

从 $%&浓度与龙须菜生长速率间的关系看，两者存

在着类似酶动力学方程的关系，用 > K［$%&］和> K !"#
双倒数法作图，得到当介质中的 $%& 浓度在@ *&@

!G2/·L
M >以上时，龙须菜能达到最大生长速率

>< *>>N·:M >。显然在自然状况下，龙须菜的生长一

般不会出现碳限制现象（自然海水的 $%& 浓度一般

在 A O >!!G2/·L
M >左右，高于龙须菜的 $%& 饱和浓

度），但是在高密度龙须菜或其它海藻养殖生产或高

密度放养进行池塘海湾营养污染修复、以及室内培

养作生理遗传材料时，就有可能会现出 $ 限制现
象，就必须要注意。

有机两性物质 P%PQ%的使用，可以使得介质的
5C值得以相对稳定，降低 5C值的大幅波动；P%PQ%
的良好的缓冲和保持效果的机理还未见有报道，也

许该物质有吸收空气中 $%&和增加介质中 "#$的能
力，这还需要进一步的证明。P%PQ%不为生物所利
用（’0/R J P0/GST(41，>??&），本试验黑白瓶法也可表
明其对龙须菜的生长不会产生影响，还可作为介质

中重金属的络合剂（’0/R J P0/GST(41，>??&）等，上述
的这些特性都表明 P%PQ% 是一个较好的缓冲剂。
其它的有机两性物质，也有报道在不同的海藻室内

培养过程中使用，它们各有优势，但对于龙须菜只有

P%PQ%不对其光合和呼吸产生影响，最适合于龙须
菜的培养使用。本试验中，P%PQ%稳定了介质的 5C
值，减缓了介质中 C$%B

M 浓度的快速下降（图 &）。
海产红藻仅具有很弱的 C$%B

M利用能力，使得红藻

在环境 5C值超过 ?时也能利用介质中的 C$%B
M作

碳源（U2,34123 )/ %( *，>??&），这可能是本试验低
P%PQ%浓度处理中后期龙须菜略有生长的主要原
因，一般在实验中能利用 C$%B

M的藻类的最终 5C
值都大于 ?（V06-./W J Q5-38-，>?AB）。但是龙须菜
生长的 $源主要还是依赖于环境中的 $%&，这从本

试验的 $%&浓度与龙须菜生长速率间存在着类似酶

动力学方程关系可以证明，因此，相对稳定 5C的培
养环境，更有利于介质中 C$%B

M、$%B
& M向 $%& 的转

换，缓解海藻生长的 $抑制。
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