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摘要: 研究了光照周期、温度和起始密度 3 个因素的不同水平组合对利玛原甲藻 Prorocentrum lima(三亚株)的生

长的影响。结果显示, 光照周期、温度和起始密度均是影响利玛原甲藻生长的显著因子(F>F0.01), 影响程度为: 起

始密度>光照周期>温度, 最佳搭配为温度 30℃, 光照周期 12h︰12h, 起始密度 2000cells·mL−1。 
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Effect of photoperiod, temperature, and initial cell density on the growth of  
Prorocentrum lima (Sanya strain)  
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Abstract: In this study, the effect of temperature, photoperiod, and initial cell density on the growth of P. lima was studied 
using the Orthogonal Design Method. The results showed all three factors had significant effects on the growth of this 
dinoflagellate (F>F0.01), ranking as: initial cell density > photoperiod > temperature. The optimum culture condition was: 30 , ℃

12h︰12h, and an initial cell density of 2000cells·mL−1. 
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利玛原甲藻 Procentrum lima(Dodge)(甲藻门
Pyrrophyta: 双鞭甲藻纲 Dinophyceae)是一种能产生
毒素的底栖附生甲藻, 分布于热带和温带沿海水域, 
是海洋底栖甲藻中的重要初级生产者[1−5]。有关研究

已经证实食用被有毒甲藻如原甲藻 Prorocentrum或
鳍藻 Dinophysis污染的贝类会导致腹泻性中毒[6−9]。

由于鳍藻 Dinophysis spp.的实验室培养相对较为困
难, 利玛原甲藻通常作为可产生腹泻性贝类毒素的
毒藻模型, 被广泛用于研究腹泻性贝毒产生动力学
的研究, 并已成为冈田酸(okadaic acid, OA), 鳍藻
毒素(dinophysistoxins, DTX-1)的可靠来源[1]。  

影响微藻生长的因素是多方面的, 其中包括理
化环境因子和生物因子[10−12]。光照是影响微藻生长

的关键环境要素 , 是其生命活动的主要能量来源 , 
光影响着光合作用产物的多少, 从而影响藻类的生
长繁殖和密度; 温度作为影响藻类生长的最重要环
境因素之一, 对海洋微藻的生长和发育有调节作用, 
对酶的活性、营养物的吸收利用效率及细胞分裂的

周期等诸多方面都存在不同程度的影响[13]; 微藻在
环境中本底生物量的高低影响着其生长和繁殖状 
况, 因此成为影响微藻生长的关键性因素[14−15]。至

今已有不少针对这三个因素对微藻生长影响的研究

报道[14−18]。研究环境因子对利玛原甲藻生长繁殖的

影响, 对开展人工培养以获取充足的原材料, 深入
研究海洋底栖甲藻的生态属性以及 DSP 的产生和
作用机理具有十分重要的意义。但到目前为止, 有
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关影响利玛原甲藻生长的环境因子评价资料不     
足[19−26], 以致其最适生长条件及种群动力学机制尚
未被阐明。本文选择光照周期、温度和起始密度三

因素三水平进行正交实验, 探讨了这几种条件组合
对利玛原甲藻(三亚株)生长的影响, 以期认识和了
解利玛原甲藻的生长特性, 为利玛原甲藻的进一步
研究提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
利玛原甲藻(三亚株)由本实验室人员从海南省

三亚海域分离纯化并鉴定, 保藏于中国科学院南海
海洋研究所广东省海洋药物重点实验室藻种室。 
1.2  正交实验 
1.2.1  实验设计 

根据相关参考文献及本实验室的研究基础[22−23], 
选取光照周期、温度、起始密度为试验因子, 每个
因子选择 3 个水平进行试验, 以生长速率为试验指
标。正交表选用 L9(34)。所选因素水平见表 1。 

试验共 9组, 每组设 3个重复。光照度 4000lx, 
盐度为 30, 培养基采用改良的 K培养液配方。 

 
表 1  因素水平表 
Tab. 1  Levels of the orthogonal design experiment 

因素 
水平 

A: 温度/℃ B: 光照周期
/(h︰h) 

C: 起始密度
/(cells·mL−1) 

1 20 8︰16 2000 

2 25 12︰12 4000 

3 30 16︰8 6000 

 
1.2.2  藻的培养 

选取指数生长期的利玛原甲藻, 于无菌超净工

作台接种后, 置于人工气候箱中培养, 每天摇藻 1

次(9: 00 am), 每隔 2天取样计数。 

1.2.3  生长测定 
将培养瓶放在振荡器上充分摇匀后, 迅速取样, 

加入 1%的甲醛固定, 然后将藻液充分混匀, 准确吸

取藻液 10μL 于浮游植物计数框上, 待细胞沉降至

计数板底部后, 在显微镜下计数, 每个样品计数 3

次, 取其平均值。绘制生长曲线。 

根据 Guillard 的单细胞藻种群生长公式[27], 求

出藻细胞生长率 K(division·d−1):  

K=(3.322/t)× lg(Nt/N0) 
公式中 N0为藻细胞初始密度, Nt为 t 天后藻细胞密

度, t为培养天数。 

2  结果 

2.1  不同因素水平组合的生长状况 
不同培养条件组合下, 利玛原甲藻的生长曲线

如图 1。由图 1可见, 利玛原甲藻在实验设定的所有
条件下均能生长, 但不同的培养条件下生长速率有
很大差异(表 2)。当温度为 30℃、光照周期 12h︰12h、
起始密度 2000cells·mL−1(处理 8)时, 生长速率最大
(0.1712); 当温度为 20℃、光照周期 16h︰8h、起始
密度 6000cells·mL−1(处理 3)时, P. lima生长速率最小
(0.0941)。方差分析表明组间差异显著(P<0.01)。 

 
图 1  不同培养条件组合下 P. lima的生长曲线 
Fig. 1  Growth curves of P. lima under different culturing 
conditions 
 

处理 1在接种后经历了长达 15d左右的延滞期, 
接着以较大的生长速率进入指数期, 在第 30天前后
达到稳定期, 处理 1 是 9 个处理中延滞期最长、进
入稳定期最晚的一组, 这可能与其生长条件（低温、
低起始密度、短光照）有关, 可运用这一生长条件
进行保种; 处理 2 经历了约 12d 的延滞期才进入指
数生长期; 其余各组在接种后均在 1―3d 进入指数
生长期。最早进入稳定期的是第 5 组, 仅用了 20d
左右。第 8组在整个生长过程中出现了两个稳定期, 
第 1个稳定期较短, 在第 12―15天, 第 2个稳定期出
现在第 24天至培养结束; 第 7组和第 9组, 在生长过
程中间阶段出现了较慢的生长速率, 使得生长曲线在
中间有个较缓的坡。总的说来第 7、8、9 组(30℃)在
整个生长过程中生长速率呈现了快―慢―快的现象。 

不同因素水平组合利玛原甲藻最大细胞密度如

图 2所示, 其中处理 6最大细胞密度最大, 达 3.63× 
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104cells·mL−1, 比最小的处理 1 和处理 5(约 2.70× 
104cells·mL−1)高了约 104 cells·mL−1, 处理 2、3、4、
7 和 9 最大细胞密度基本维持在 3.2×104cells·mL−1

左右, 处理 8 稍小, 约 3.0×104cells·mL−1, 经方差分
析, 各组间最大细胞密度差异不显著(P>0.05)。不同
环境条件下, 各处理组到达最大密度所需要的时间
也不一样(图 3)。到达细胞最大密度需要时间最长的
是处理 1, 约 32d, 最短的是处理 5, 约 21d。处理 1
到达细胞最大密度所需时间最长, 最大细胞密度却
最小, 进一步体现了低温、短光照时间、低起始密
度的培养条件会限制利玛原甲藻生长。对各处理组

到达细胞最大密度需要的时间进行单因素方差分析, 
结果表明各组间差异显著(P<0.05)。 
 

 

图 2  不同处理组的最大细胞密度 
Fig. 2  Maximum cell density of treatment 

 

图 3  到达最大细胞密度所需的时间 
Fig. 3  Culture time of arriving when the maximum cell 
density become maximum 
 

2.2  不同因素水平组合对利玛原甲藻生长影响正
交实验结果的直观分析 
由表 2可见, 在各因素综合平均值 x1、x2、x3 中, 

温度 x3、光照周期 x2、起始密度 x1最大, 即在本实验
范围内利玛原甲藻最佳生长条件为温度 30℃, 光照周
期 12h︰12h, 起始密度 2000cells·mL−1。实验考察的 3
个因素中, 极差 R 值的大小依次是 R 起始密度>R 光照周期>    
R 温度, 表明影响利玛原甲藻生长最重要的因素是起始
密度, 其次是光照周期, 温度对其生长的影响最小。 
2.3  不同因素水平组合对利玛原甲藻生长影响正

交实验结果的方差分析 
运用 SPSS13.0 软件对实验结果进行方差分  

析[28]。分析结果表明(表 3), 不同的处理间有极显著 
 
表 2  不同因素水平组合对利玛原甲藻生长的正交试验结果 
Tab. 2  Results of the orthogonal test on the growth of P. lima 

因素 生长速率 k 
 

 
实验号 温度/℃ 光照周期 

/(h︰h) 
起始密度

/(cells·mL−1) 
空列 No.1 No.2 No.3 

平均生长

速率 K 

1 1 8︰16 1 1 0.1212 0.1301 0.1227 0.1247 

2 1 12︰12 2 2 0.1174 0.1240 0.1238 0.1217 

3 1 16︰8 3 3 0.1004 0.0886 0.0934 0.0941 

4 2 8︰16 2 3 0.1127 0.1135 0.1092 0.1118 

5 2 12︰12 3 1 0.1014 0.1098 0.0992 0.1035 

6 2 16︰8 1 2 0.1737 0.1797 0.1694 0.1709 

7 3 8︰16 3 2 0.1036 0.1001 0.1015 0.1017 

8 3 12︰12 1 3 0.1681 0.1796 0.1659 0.1712 

 

9 3 16︰8 2 1 0.1102 0.1202 0.1298 0.1201 

T1 0.3405 0.3382 0.4668 0.3483     

T2 0.3862 0.3964 0.3536 0.3943     
各因素 
水平总和 

T3 0.3930 0.3851 0.3688 0.3771     

x1 0.1135 0.1127 0.1556 0.1161 

x2 0.1287 0.1321 0.1179 0.1314
 各因素水

平平均值 
x3 0.1310 0.1284 0.1229 0.1257  

极差 R 0.0175 0.0194 0.0377 0.0153  
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表 3  P. lima 生长速率的方差分析 
Tab. 3  Test of between-subject effects of the growth rate of P. lima 

变异来源 离差平方和 自由度 均方差 F值 Fa 

处理 1.9E-002 6 3.16E-003 34.787** F0.01(6,20)=3.87 

A: 温度 1.72E-003 2 8.61E-004 9.484** F0.01(2,20)=5.85 

B: 光照周期 1.99E-003 2 9.96E-004 10.974** F0.01(6,20)=5.85 

C: 起始密度 1.5E-002 2 7.61E-003 83.902** F0.01(6,20)=5.85 

误差 1.82E-003 20 9.08E-005   

总变异 3.95E-002 26 1.52E-003   

注: **代表有极显著影响(F>F0.01)。 
 

差异(F>F0.01); 光照周期、温度和起始密度这 3个因
素的不同水平组合对利玛原甲藻细胞生长速率影响

极显著(F>F0.01), 但影响程度不一样, 起始密度>光
照周期>温度, 与直观分析结果一致。 

由表 4分析得知, 温度的 3个水平中, A1与 A2、

A3存在显著差异(P<0.05); 光照周期的 3 个水平 B1

与 B2、B3也差异显著(P<0.05); 起始密度的 C1、C2、

C3 之间都存在显著差异(P<0.05), 说明实验设置的
水平对实验结果影响显著, 水平设置合理。由单因
素统计量表得知(表 5), 温度中A3的平均值最高, 光
照周期的是 B2, 起始密度的是 C1, 表明在本实验条
件下 , A3B2C1 组合是利玛原甲藻的最佳生长条件 , 
即温度为 30℃, 光照周期为 12h︰12h, 起始密度为
2000cells·mL−1, 与直观分析结果相一致。 

 
表 4  因素水平的配对比较 
Tab. 4  Pairwise comparisons of average of level 

A B C 
因素水平 I 因素水平 J 

I−J 显著性 P I−J 显著性 P I−J 显著性 P 

2 −0.16* 0.02 −0.19* 0.00 0.39* 0.00 
1 

3 −0.17* 0.01 −0.17* 0.01 0.57* 0.00 

1 0.16* 0.02 0.19* 0.00 −0.39* 0.00 
2 

3 −0.01 8.00 0.03 5.63 0.18* 0.01 

1 0.17* 0.01 0.17* 0.01 −0.57* 0.00 
3 

2 0.01 8.00 −0.03 5.63 −0.18* 0.01 

注: *表示在 0.05的显著水平下均值差有显著性差异。 
 
表 5  生长速率的单因素统计量表 
Tab. 5  Estimated marginal means of grow rate 

各水平平均值 
水平 

A B C 
标准误差 

1 1.14 1.13 1.57 0.03 

2 1.30 1.32 1.18 0.03 

3 1.31 1.29 1.00 0.03 

 

3  讨论 

产毒的利玛原甲藻在世界范围内广泛分布, 对
已分离的藻株进行研究发现, 同种甲藻不同地域藻
株、甚至同一地区的不同藻株间的生长特性及毒素

成分等都会存在一定差异[21], 这种差异可能缘自遗
传差异, 也可能源于藻生理状态或环境条件上的差
异。各种环境因子如温度、光照、盐度、营养盐等

对利玛原甲藻生长、细胞分裂速度和毒素的产生有

一定影响[24−26, 29]。吴军等[23]对利玛原甲藻的生长特 

性研究表明盐度对其增长影响明显, 最佳生长盐度
在 30‰左右, 此外, K 培养液比 K/2 、K/4、 K/8
等低营养盐培养液更适于 P. lima的生长繁殖。李丽
璇等 [22]对利玛原甲藻(CCMP2579 株)的研究表明 , 
培养液中 N、P 浓度较低时可促进利玛原甲藻的生
长, 而正常的 f/2 培养液, 即高浓度的 N、P 培养条
件则对利玛原甲藻的生长构成胁迫。 

环境温度的变化导致藻细胞新陈代谢的化学反

应速率的变化, 进而影响种群的增殖。Morton等[26]

研究的加勒比海利玛原甲藻株低于 20℃不生长 ; 
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Jackson等[25]研究的新苏格兰利玛原甲藻株在 5℃时
几乎不生长, 在 25℃条件下的生长速率比 20℃的 
高; 本研究的利玛原甲藻三亚株在 20℃、25℃、   
30℃三组温度条件下有着不同的生长状态, 20℃时
延滞期一般较长, 而在 25℃和 30℃接种后能迅速进
入指数生长期。上述研究表明不同的环境温度严重

影响种群的生长情况 , 温度过低会抑制种群增殖 , 
温度适宜会促进种群的生长。 

光照时间的长短决定着藻类光合作用的效率 , 
对藻类的生长速率亦起着至关重要的作用, 在一定
的光照时间内, 生长率与光照时间成正比, 超过饱
和光期生长率不再增加甚至下降。据在有关铜绿微

囊藻的研究中, 发现随光照周期的延长其最大比增
长率和最大细胞数也在增加。9h光照组的最大比增
长率和最大细胞数均为最大, 当光照周期继续增加
时微囊藻的生长受到抑制[16]。长光照并不利于藻细

胞的正常生长, 这可能是长光照影响了细胞内有机
物质的合成和代谢 , 破坏了细胞正常的分裂模式 , 
导致细胞分裂速度加快, 指数生长期缩短。微藻有
其最适宜的光照周期, 其原因可能是藻类的生长需
要一个适当的光暗交替, 以利于光合过程的光反应
和暗反应的匹配以及其光合产物的形成和体内的物

质代谢的正常进行[29−30]。 
起始密度也是影响微藻迅速繁殖的关键因素之

一。微藻在繁殖过程中遵循着阿利氏规律(Allee’s 
law), 即每个物种都有适合自己生长和繁殖的最佳
种群密度 , 种群密度过高或过低对种群的发展都
是不利的。李锋等 [15]研究表明 , 较高接种密度(23
×105cells·mL−1)时 , 亚心形扁藻 Platymonas sub-
cordiformis密度始终较高且较早进入平稳期; 低密
度接种(5×105cells·mL−1)的比生长速率最大; 而中

等接种密度 (12×105cells·mL−1)的比生长速率最  
稳定 , 培养时的比生长速率较大 , 且比较稳定。 
蔡恒江等 [14]研究发现 , 不同的起始密度对赤潮异
弯藻 H eterosigma akashiwo、塔玛亚历山大藻

Alexandrium tamarense 和中肋骨条藻 Skeletonema 
costatum 生长过程中进入指数生长期和静止期的

时间、所达到的种群最大密度均有影响, 随着起始
密度的提高, 3 种藻进入指数生长期和静止期的时
间缩短。朱艺锋等的[18]研究结果也体现了不同起始

密度对三角褐指藻 Phaeodactylum tricornutum生长
率的影响。 

本试验证明, 温度、光照周期和起始密度对利
玛原甲藻生长影响是极显著的, 但影响程度不一样, 
起始密度>光照周期>温度。值得注意的是, 平均生
长速率最大的实验组 6(K＝0.1709, 最大细胞密度
3.63×104cells·mL−1)和实验组 8(K＝0.1712, 最大细
胞密度 3.0×104cells·mL−1), 起始密度均为本试验最
低值 2000cells·mL−1, 与吴军等[23]有关不同盐度和 K
培养液系列对利玛原甲藻(三亚株)生长影响研究结
果一致, 其起始密度为约 200cells·mL−1, 平均生长
速率 K 达 0.4073, 表明起始密度对利玛原甲藻生长
繁殖的影响极为显著, 在一定范围内起始密度越低, 
生长速率越大。本实验获得的最大细胞密度为 3.57× 
104cells·mL−1, 高于李丽璇等[22]的 2.1×104cells·mL−1 

(美国株, CCMP2579)和吴军等[23]的 1×104cells·mL−1 

(三亚株 ), 但低于 Nascimentoa 等 [19]的 4.83× 
104cells·ml−1(英国株, 45d)和已有报道的实验室培养
最高密度 6×104cells·ml−1。因此, 有必要进一步探讨
影响其生长及产毒量的环境因子 ,开展高密度培养
并充分提高单细胞毒素产率, 使高密度高毒素产率
培养成为可能。 
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