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3.1	 概述

进行海产经济贝类苗种商业性生产中,海洋单细胞类藻一直被用于不同发育阶段贝类

幼体的饵料(图12)。到目前为止,活的海洋单细胞藻类始终被认为是双壳类幼虫和稚

贝的最佳饵料。为了改变这一局面,人们正在研发适合于这一目的的非活性饵料和人

工配合饲料。尽管如此,在可预见的将来活的单细胞藻类的培养对于贝类育苗的成功

依然起到举足轻重的作用;非活性饵料和配合饲料仅仅用于活饵料的补充成分。 

图12: 贝类育苗中常
用的两种单细胞微藻
(A)等鞭金藻和(B)四
爿藻的光学显微镜图
片,及其它们的相对
个体大小。
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鞭毛藻和硅藻是海洋微藻的主要组成部分,是构成海洋食物链的基础生产者。它们

从海水中吸收营养物质,利用光能进行光合作用,制造组成细胞的有机物。在育苗场

中,微藻被养殖在添加有硝酸盐、磷酸盐、必需微量元素、维生素和用作碳源的二氧

化碳的海水中。人造海水也可以用来培养微藻,由于费用过高,仅限于实验室的小规

模培养中使用。

微藻的培养之所以重要是因为育苗场中所用的微藻在天然海水中数量太少,满足不

了高密度培养的贝类幼虫和稚贝最佳生长的需要。在贝类幼虫的培养过程中,海

水中所包含的天然浮游藻类基本上都被过滤殆尽,这就必须提供足够量的人工培养

的、经过优选的、具有高营养价值的微藻,并非任何未经选择的藻类都可用作饵

料。双壳类苗种生产中常用的单细胞藻类列于表1,并包含这些藻类的个体大小和成

分的参数。

表1: 双壳类幼虫和稚贝培育中常用的微藻,及其细胞体积、有机物质量和粗脂肪含量

  种类	 细胞平均体积 	 有机质质量	 粗脂肪

	 (微米3)	 (微克/100万细胞) 	 (%)

鞭毛藻:	  	  

Tetraselmis suecica 	 300 	 200	 6

Dunaliella tertiolecta*	 170 	 85	 21 

Isochrysis galbana   

Isochrysis (T-ISO)      	 40-50 	 19-24	 20-24

Pavlova lutherii      

硅藻:

Chaetoceros calcitrans	 35 	 7	 17

Chaetoceros gracilis 	 80 	 30	 19

Thalassiosira pseudonana 	 45 	 22	 24

Skeletonema costatum 	 85 	 29	 13 

Phaeodactylum tricornutum*	 40 	 23	 12

*标有“*”的种类营养价值相对较低

}

双壳类幼体培养到5毫米的商品规格,藻类饵料成本占到种苗生产总成本的40%。例

如:培育100个万个菲律宾蛤子或100万个太平洋牡蛎每天要消耗1400升,在24ºC最

佳温度条件下人工培育的高密度藻类饵料,而亲贝和幼虫所消耗的饵料相对要少

些。

培养单细胞藻类的基本方法多年来几乎没有多少变化,图13表示生产过程中的不同步

骤。在育苗生产中既可以选择使用人工光源的室内集约化方法来生产单细胞藻类,也

可以利用自然光能在户外的小池塘或水池中进行粗放式的生产。采用何种培养方法

由基础设施和培养方法来确定。集约化培养方法无论是可靠性,还是生产力都是令人

满意的,但是成本和劳力费用高;粗放式生产可靠性较差,有时产量较低。在采用一种

方法时必须考虑基本设施和条件。图14表示藻类的培养过程。藻类培养车间在育苗

场中所处的平面位置已经在前一部分的图5中做过介绍(见1.2节)。
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3.2	 藻种和一级培养的维护和管理

对选定的藻种进行培养是单细胞藻类养殖中的基础。一些知名的国家级研究机构或

者是专门从事于藻类采集的实验室通常供应纯种(单一种类的藻种)。因为它们具有

较高的价值,通常是保存在专门的培养基上,如Erdschreiber培养基和 F/2培养基,或

者是保存在加有营养盐的琼脂平面或斜面培养基上,严格控制温度和光照条件。在藻

类培养室中,要专门规划一定的区域或者是房间用于藻种的保存和培养。

图13: 单细胞藻类生产程序。藻种培养 (250 ml或以下) 保持在控光、控温(低温)等条件
下,用于一级培养接种用。藻种的培养无须充气和补充二氧化碳。一级培养是在250毫升
到4升的容器中进行的。在适宜的光照和温度条件下,供给补充了二氧化碳的空气,7-14天
就可达到较高细胞密度。取其中一小部分继续用于一级培养,大部分用来接种,开始二级
培养(容器体积:4升-20升)。二级培养的藻液既可用作幼虫饵料,也可用来接种并开始三
级培养。三级培养的容器最小是50升,通常要大得多。

图14: 藻类生产过程中的各
种必要条件。是否需要进行
海水的二级处理取决于海水
最初的过滤程度。

藻种培养 一级培养 二级培养

三级培养

7–14天

(250毫升–4升) (4升–20升)(250毫升)

7–14天

过滤

高压灭菌,或者
巴斯德杀菌,或者

化学消毒
(可选择二次处理)

营养物质

接种

(藻种培养)

温度控制

(18–22°C)

海水

二氧化碳

(pH 7.5–8.2)

光能

(1.5万–2.5万lux)

收获

培养

(2 微米)

50升
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通常在需要的时候将藻种用于一级培养,也称之为接种。在藻种的保存中所做的每一

项工作就是要将污染的风险,以及在一级培养时会与藻类培养产生竞争的微生物降低

到最低的程度。下面将要介绍的消毒程序必须遵循,以确保污染不会发生。

藻种是保存在较小的透明的、能经受得住高温高压消毒的容器内。如500毫升硼硅酸

盐平底玻璃烧瓶,或者是锥形的三角烧瓶。瓶口能用棉花塞塞住,瓶内可盛250毫升经

过高压消毒的培养液是最理想的。Erdschreiber培养液的成分和制备示于表2。另外

两种适合于该目的的培养液是Guillard的F/2培养液(表3)和HESAW培养液(表4)。所

有的用于单细胞藻类培养用的适合于强化海水营养的产品均可按照生产商的使用说

明来使用。藻种也时常保存在海水的琼脂培养基上,可以在培养皿内做成平面培养

基,或是在试管内做成斜面培养基。

藻种培养最好是在低温培养箱内进行,温度是根据需要控制在4-12ºC的范围内,光照

由两支以上的8瓦荧光灯提供,光照强度控制在450lux(图15)。有时也可将培养皿放

在太阳晒不到的北窗旁,或是放在具有荧光等照明的低温房内。目的是不让藻种进入

快速生长期,但是要保存在较好的培养条件下。藻种的培养无须充气,也不需要补充

二氧化碳。

图15: 用于保存少量单细胞藻类的控光控温培养箱。

3.2.1	 藻种培育的管理程序

为保持藻种的旺盛和健康生长,每月对藻种进行继代培养实为必要。其操作如下:打

开棉塞,用本生灯或丁烷灯灼烧三角烧瓶瓶颈,随后向另一瓶已经装有灭菌培养液的

三角烧瓶里注入20至50毫升的藻种。瓶颈灼烧后塞上棉塞,用防水标记笔标注藻种种

名和接种时间,放回培养架。原有的藻种可保留数周以防接种失败。接种工作最好在

由紫外线消过毒的无菌室进行,以减少污染的风险(图16)。转接程序细节附在本节的

文本框内。
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图16: (A)接种箱示意图. (B)小型高温高压消毒器。

活页前窗

紫外线灯

树脂玻璃窗

胶合板箱

三角烧瓶

本生灯

供应丙烷

活页门

表2: Erdschreiber 培养液的成分和制备 

要素:

1. 	海水:在3升平底三角烧瓶内盛2升培养液,塞上棉塞,在1.06千克/厘米2压力下消毒20分

钟,并静置2天。 

2. 	按照下列程序制备土壤提取液。

1)	 在未使用过化肥和农药的林地或草地中取1千克土,加入1升蒸馏水。 

2)	 在1.06千克/厘米2压力下消毒60分钟

3)	 倾出上清液

4)	 用1号滤纸和玻璃纤维纸 (GF/C)过滤上清液

5)	 滤液盛于聚丙烯瓶内,在1.06千克/厘米2压力下消毒20分钟。

6)	 贮存在深冷条件下备用。

7)	 在500毫升的平底三角烧瓶内盛100毫升滤液,塞上棉塞,在1.06千克/厘米2压力下消

毒20分钟。 

3. 	硝酸盐/磷酸盐母液:在500毫升的烧瓶内将40克NaNO3和4克Na2HPO4溶解于200毫升蒸馏

水内,在1.06千克/厘米2压力下消毒20分钟。

4. 	硅酸盐母液:在500毫升的烧瓶内将8克Na2SiO3.5H20溶解于200毫升蒸馏水内,在1.06千

克/厘米2压力下消毒20分钟。

程序:

在2升消毒海水(1)中加入100毫升土壤提取液。用消毒的移液管吸取2毫升硝酸盐/磷酸

盐母液和2毫升硅酸盐母液加入其中。将上述营养液分别均分到8个500毫升的三角烧瓶

中,塞上棉塞。在倒入培养液前后立即用本生灯或丁烷灯灼烧瓶颈。至此,保种液制备完

成。 
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藻种从一个三角烧瓶转接入另一三角烧瓶的操作程序

a)	 用85%酒精擦接种箱的所有内表面。
 

b)	 将所有要用的三角烧瓶放入接种箱;即将藻种瓶和盛有消毒培养液的三角烧瓶都

放入箱内。
 
c)	 合上接种箱,打开紫外线灯,保持20分钟。(不要用肉眼直接看紫外线灯,当灯打

开时应该在透明的丙烯酸玻璃观察板上蒙上黑布)。
 
d)	 关闭紫外线灯,点燃本生灯。
 
e)	 去除三角烧瓶瓶口的铝箔,用火焰灼烧瓶颈,并缓慢转动瓶颈。
 
f)	 将原藻种瓶与接种瓶的瓶口相对,同时,打开瓶塞,将藻种从原种瓶内倒入接种

瓶。硅藻的接种量大约是50毫升,鞭毛藻是100毫升。在接种过程中不要使两个

瓶口接触,也不要接触瓶塞。藻种一旦接入后,盖上原藻种瓶的瓶塞。接种瓶的

瓶颈灼烧后也盖上瓶塞。
 
g)	 将接种瓶的铝箔盖盖上。用防水的标记笔在接种瓶上写上接种的藻种种名和接

种日期
 
h)	 做完所有的接种后,关闭本生灯,打开接种箱
 
i)	 将所有的刚接完种的接种瓶放入培养器或是其他用于藻类培养的设备内。
 
j)	 在原藻种瓶内剩余的藻液可以接种到更大的容器内,如4升的三角烧瓶或是细口

大玻璃瓶内。
 

本资料引用自Bourne, Hodgson 和 Whyte, 1989

表3: 用于双壳类育苗用的F/2藻类培养基(引用自 Guillard,1975)
 

	 成分	 化学名	 重量(克)	 蒸馏水量(毫升) 

1.	 硝酸盐	 NaNO3 	 75.0 	 1000

2.	 磷酸盐	 NaH2PO4.H2O 	   5.0 	 1000

3.	 硅酸盐	 Na2SiO3.9H2O 	 30.0 	 1000

4.	 微量元素 

	 FeCl3.6H2O	  3.5	 900毫升蒸馏水

	 Na2EDTA	  4.36	 900毫升蒸馏水

 

将下列微量元素溶液分别吸取1毫升加入到上述的微量元素溶液中,并用蒸馏水将容量调

至1升 

	 CuSO4.5H2O	 0.98	 100 毫升

	 ZnSO4.7H2O	 2.20	 100 毫升

	 CoCl2.6H2O	 1.00	 100 毫升

	 MnCl2.4H2O	 18.00	 100 毫升

	 Na2MoO4.2H2O	 0.63	 100 毫升
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表4: 用于双壳类育苗用的HESAW培养基(引自Harrison 等,1980)。

	 组别	 成分	 重量(克)

  	 1.	 NaNO3	 	 	 	 	 466.7 
  	 	 Na2.glycero.P04.5H2O	 	 	   66.7 

溶解于2升蒸馏水中

  	 2.	 Na2EDTA.2H2O	 	 	  	 55.3 
  	 	 H3BO3	 	 	 	     	 38.0 

溶解于1升热蒸馏水中 

	 3.	 FeCl3 .6H2O	 	 	 	   1.6 

溶解于100毫升蒸馏水中。加50毫升到溶液#1,另外的50毫升加到溶液#2;最后将溶

液#1和#2混合到一起。

	 4.	 MnSO4.H2O	 	 	 	   4.1 

	 	 或者MnSO4.4H2O		 	 	   5.4 

溶解于50毫升蒸馏水中,加到上述溶液中

     	 5.	 Na2MoO4.2H2O	 	 	 	 1.26 

溶解于50毫升蒸馏水中,加到上述溶液中

	 6.	 ZnS04.7H2O	 	 	 	   7.3 
	 	 CuS04.7H2O	 	 	 	   1.6 

溶解于100毫升蒸馏水中,加10毫升到上述溶液中

	 7.	 Na2SeO3	 	 	 	 	  0.173 

溶解在1升蒸馏水中,取1毫升加到100毫升蒸馏水中配制成母液;加10毫升该母液到上述溶

液中。

上述溶液加入到10升蒸馏水中,使用前经过高温高压灭菌,取1毫升加入到1升过滤海水中 

	 8.	 Na2SiO3.5H2O或者	 	 	 224.0 
	 	 Na2Si03.9H2O	 	 	 	 300.0 

溶解于1升蒸馏水中,缓慢地加入1.5升1克分子盐酸(133.5毫升浓盐酸加入到1.5升蒸馏

水中)。将上述溶液加入到10升蒸馏水中。使用前经灭菌处理。取1毫升加到1升过滤海

水中。

	 9.	 维生素:与上表同
 

5.	 维生素

	 生物素	 1.0毫克

	 B12	 1.0毫克

	 B1	 20毫克

将上述三种维生素溶解于1升蒸馏水中,冷藏

在每升过滤海水中分别加入1毫升1-4的成分和1/2毫升维生素 
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3.2.2	 一级培养的管理

一级培养的程序基本上与上述的藻种培养程序相同。这些培养液也是用于下一级的

接种,开始进行大量培养供培养幼虫和稚贝所用

一级培养是从上述选定的藻种培养开始。一级培养是将所需要的藻种培养在装有

250毫升培养液的500毫升烧瓶中。为了使得它们进入快速生长,所以需要在18-

22ºC的温度条件下,同时提供65瓦 - 80瓦的荧光灯照明,与烧瓶保持15-20 厘米的

距离,光照强度大约在4750-5250Lux(图17)。一级培养就需要充入经二氧化碳强化的

混合空气。

图17: 一级培养所用的典型设施和日常操作。

一级培养的时间随种类而异,例如,硅藻的世代周期较短,一般培养3-5天即可。对于

大多数鞭毛藻类而言,培养时间约7–14天。当一级培养藻液达到可供使用浓度时,先

作继代培养,操作程序如前所述。接种20-50毫升藻种(接种量的多少取决于种类和细

胞密度)到新鲜的培养液里,以持续保持一级培养。剩余的一级培养藻液可接种到大

容器(25升)内进行扩大培养,可直接用于饲养贝苗或是用做二级培养的母液。这样的

接种和扩大培养可以依次的进行下去。

如果需要进行较大量的三级培养,就需要用较大容积的容器进行一级培养。说得更清

楚一点,用2升-25升的容器进行的培养常被称之为二级培养。例如,进行一个200升
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的三级培养,从250毫升的一级藻种开始,随后扩展到2升-4升的大容器内开始二级培

养。从二级培养液中取出200-400毫升用做继代培养,余者接种到200升的三级培养

罐。

用较大的容器进行一级培养的好处是增加了光照,以及可以补充空气和二氧化碳的混

合气体。为了获得较快的生长速度,在培养硅藻时将盐度稀释到20-25PSU(实际盐度

单位,相等于PPT),将大部分鞭毛藻培养液的盐度调整到30PSU的盐度是可取的。

3.3	 二级培养 

大多数实验室不需要大量的微藻作为饵料,常常使用球形的烧瓶或是25升的透明塑料

桶作为培养容器(图18)。这类设施一般用于批培养或者用于半连续培养。所谓的批

培养就是从接种开始,随后进入快速生长时期。随着细胞密度的增加,光线的穿透率

受到限制,而抑制其生长,此时就可开始收获。并将所有容器进行清洗、消毒再开始

下一批的培养。

半连续培养基本与批培养相同,不同之处是不完全收获藻液,即在藻液的密度影响到

光照时收获一部分,余下的藻液中再添加新鲜培养液。这样的操作每2-3天重复一

次。单细胞藻的生命就这样得到延续。对于一些容易培养的藻类,如四爿藻,可以连

续培养3个月,每周收获3次,每次收获总量的25%-50%。批培养主要用于难以培养的脆

弱的藻类和快速生长的硅藻,半连续培养主要是用来培养易培养的鞭毛藻类。

3.3.1	 单细胞藻类的生长阶段

半连续培养是在指数生长期间收获,而批培养是在指数生长最高点,即将进入停滞期

前开始收获。这些专用术语的含义见图19。在该图例中所培养的是个体较大的绿色

鞭毛藻——四爿藻。
 

一级培养的藻种接种后,细胞的起始密度是25个-50个细胞/微升。当它们适应了培

养条件后开始快速的细胞分裂。这一适应期大约需要2-3天,叫做适应期(缓慢生长

期)。一旦适应了这一环境,细胞分裂加速,细胞数量呈指数增长,可持续4-6天,此时

谓之指数生长期。随着细胞密度的增加,光线的穿透率下降和培养液中的营养盐浓度

图18: 两种不同的二级培养容器: (A) 20升的圆底烧瓶 (B) 15-20 升的细口玻璃瓶。  
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逐渐降低,细胞分裂速度也随着降低。此时的培养进入停滞期(休止期)。鞭毛藻的这

一时期可持续多日,而硅藻的休止期较短。在这一时相的鞭毛藻死亡、腐烂后的藻体

释放出的营养物质又可进入被活藻体再利用的循环,而硅藻类产生的自身抑制物会诱

导细菌的繁殖,而导致培养的失败。

如图19所示,批培养的四爿藻的密度可以达到2000细胞/微升,半连续培养达到1500细

胞/微升。如果在一定的范围内增加光照强度和通过控制二氧化浓度将pH值限定在

7.5-8.2这一范围内,以及即时地添加营养盐,细胞密度还可以增加,但是是有限度的。

3.3.2	 二级培养操作细节

藻类培养的复杂程度取决于藻类的要求和系统操作的成本限制。最简单的培养系统

只要按照一级培养(2升-25升的平底的烧瓶或细口大玻璃瓶)核算的成本按比例增加

即可。

按种类的要求注入培养基,然后接入所需要的藻种。充气时压缩空气内混入2%的二

氧化碳。二氧化碳是贮藏在气体压缩钢瓶内,按压缩气体的使用说明使用。提供碳

源是提高光合作用的效率,并将pH值控制在7.5-8.2的范围内。空气和二氧化碳混合

气体的注入是通过0.2微米的气石或者是通过微孔滤膜进入培养液,目的是过滤掉由

空气携带的污染物和竞争微生物。图18对该系统作了说明。培养基是由过滤消毒海

水配制。

有下列几种对海水进行处理的方法:

a)	 采用孔径为0.22-0.45微米的细菌过滤器 
b)	 采用巴斯德灭菌法,温度控制在65-75ºC的范围内 
c)	 也可以用高温高压灭菌,即在1.06千克/厘米2压力下保持20分钟 (高压灭菌后,培

养液可以在密闭的容器内放置2天) 

图19: 大形绿色鞭毛藻
的典型生长曲线,说明
单细胞藻类的生长时
相。 

适应期 指数生长期 停滞期

细胞 

密度 

(微升-1)

天数
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d)	 也可以用化学方法灭菌,即在1升海水中加入25毫克次氯酸钠,使用前,残留的游

离氯用过量的、蒸馏水配制的硫代硫酸钠溶液还原,即在每升灭菌海水中加入

50毫克。 

注释: 上述方法(a)和(c)通常用在小规模的培养中,而(b)和(d)处理过的培养液,经孔径1-2微米的

过滤器处理后,常在大规模培养中应用。

经过灭菌处理后,加入营养盐。所使用的营养盐组成由美国农业、渔业、食品部和英

国的Conwy水产研究所发布,它们符合大多数所培养的种类,现列于表5。但要注意,在

培养硅藻时必需在基本培养液中加入硅。此时,可在无菌条件下,将配制好的培养液

分到三角烧瓶中,预备接种。近年来,有多个品牌的配制好的培养液问世。这些产品

基本上是根据Guillard的F/2配方配制的,提供了极好的生长效果(见表3和表4的基本

配方)。 

表5: 培养硅藻的营养盐配方(如果用于培养鞭毛藻不加母液C)
 

	 营养盐成分	 重量(克)

母液A:

FeCI3.6H20	 1.30*
MnCl2.4H20	    0.36
H3BO3	  33.60
EDTA	  45.00
NaH2PO4.2H20	  20.00
NaNO3	 100.00

微量元素母液*	  1.0毫升

上述成分用蒸馏水稀释到 	  1000毫升

每升过滤海水中加2毫升母液A

*微量元素母液

ZnCI2 	  2.10
CoCI2.6H2O	  2.00
(NH4)6Mo7O24.4H2O 	 0,90
CuS04.6H20	  2.00

上述成分加蒸馏水 	  100毫升

用较高浓度的盐酸酸化到溶液澄清
 

母液B:

维生素B12	  10毫克

维生素B1	  200毫克

蒸馏水	  200毫升

每升过滤海水中加0.2毫升母液B

母液C:

Na2SiO3.5H20	    4.0

蒸馏水 	  100毫升

每升过滤海水中加2毫升母液C
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表6: 小规模批量培养(B)和半连续培养(SC)方法下,不同藻类的细胞密度 
 

 	 培养方法	 	  

种类	  体积 	 	 培养方法	 盐度	 收获时细胞密度

	  (升)	 	 		  	 (细胞/微升)

Isochrysis (T-ISO)	 20	  SC	 25	 15 000

Tetraselmis suecica	 20	  SC	 30	  2 000

Chaetoceros calcitrans	 2	 B	 20	 60 000

	 20	  B	 20	 22 000

Thalassiosira pseudonana (3H)	 2	 B	  20	 40 000

对于大多数微藻而言,为了使生产力达到最高水平,用无污染的淡水经过过滤和

高压灭菌,对海水培养基进行稀释是必要的。Chaetoceros calcitrans, Thalassiosira 
pseudonana 和Skeletonema costatum生长和细胞分裂的最佳盐度是20-25 PSU. 大

部分鞭毛藻类的最佳盐度是25-30 PSU。大多数藻类培养采用荧光灯作为外光照光源

(图18)。所用的荧光灯的数量取决于灯离开培养皿的高度和培养器具的直径大小,一

般要求在培养容器中心部位的光照强度达到15000-25000 Lux(指空容器,尚未开始注

入培养液时的照度)。两支 65 W或 80 W的荧光灯可以满足3升的三角烧瓶(底部直径

约18厘米)的照明要求。5支同样的荧光灯可以达到25升培养瓶(直径约35cm)的光照

要求。大多数藻类最适的培养温度在18-22ºC范围内。

表6给出了常用的单细胞藻类在小规模培养时所要求的细胞密度。这些数据是由英国

农业食品渔业部下属的Conwy水产研究所提供的,以及由商业性企业生产中所得到的

数据。很有意思的是在2升培养瓶内的Chaetoceros calcitrans的细胞浓度要比在20升

容器内的高得多。但是,小容器的生产量比大容器的低得多。所有的培养种类,其细

胞的大小与培养条件和生长时相有关。例如,在2升培养瓶内培养的Chaetoceros达到

了密度较高,但是细胞个体却变小了,在2升容器中是35微米3,而在20升容器中达到

50微米3。干重也是如此,前者是10微克/100万细胞;后者达到18微克/100万细胞。其

它种类表现出类似的情况。但与每一种藻固有的遗传特性有关,表现出种间的差异。

对于一些个体较大的种类,如Tetraselmis,可以通过培养条件的调节来改变它的个体大

小,以满足个体较小幼虫摄食的要求。如果是小规模培养,可以按照生物反应器的要

求来操作,假如生产的目的仅仅是用于饵料,那么最好的解决方案还是按大规模培养

程序来做。  
 

3.3.3	 藻液密度的估计

在介绍大规模藻类培养前,有必要谈谈如何估计任何一级培养中的藻类细胞密度。

估算藻类密度的方法有若干种,如分光光度法、荧光法、血球记数法和Coulter记数

器法。分光光度计法和荧光法是测定培养液中叶绿素A的含量来估计细胞数,这一方

法是迅速、方便。事先绘制出细胞密度与叶绿素A的关系曲线,然后通过仪表的读数

就可知道细胞数。需要指出的是,这种关系曲线只是针对每一种藻的,不同的藻就要

绘制不同的曲线。另一方面是藻液中的叶绿素含量与培养期间的营养条件有关,所

以,它的精确度受到一定的限制。

更为精确的方法是使用血球记数器,或者是用Coulter记数器。
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血球记数板是一块厚玻璃片,在

其上部有两个小室,每一个是

1.0mm x 1.0mm,当一片专用的

盖玻片(血盖片)盖在上面后,形

成一个0.1mm3的空间,所以小室

内的体积是0.1mm3。为了方便记

数,将这一大格分为若干小格(图

20)。对于鞭毛藻的记数,需要在

记数前,在10-20毫升样品中加 

1 - 2滴10%福尔马林。将血盖片

盖好,用移液管向记数板上加1-

2滴需要记数的藻液样本。

细胞密度按如下方法进行记数:

每一大格分成25个中格,每一中

格的面积是0.2mm x 0.2mm;每一

中格又分成16个小格,其面积是

0.05mm x 0.05mm。记数时随机地选10个中格,然后取其平均数。所得到的平均数即

是在0.2mm x 0.2mm x 0.1mm, 也就是在 0.004 mm3内的细胞数。

图20: 血球记数板上小格的划分。

例1:

1)	 10个样本的记数是:40 + 30 + 50 + 60 + 55 + 65 + 70 + 45 + 40 + 70 = 525。

平均数: 52.5个细胞/0.004mm3。
 

2)	 将平均数乘以250,得到每微升的细胞数  

3)	 因为1000微升等于1毫升,这样将B项的数乘以1000,即得到每毫升的细胞数。

在本例中,所测得的细胞密度是: 52.5 x 250 x 1000 = 131万细胞/毫升

注: 1个细胞/微升 = 1000细胞/毫升 

另一种更为方便、精确的方法是采用Coulter记数器(现在叫“multisizer”,图

21)。这种仪器是为血球记数发明的。它有不同的型号,但是操作原理是基本相同

的。一个很小的电流在两个电极之间通过,每当一个细胞处于这两个电极之间时,电

流被阻断,仪器记下一个细胞数。细胞通道孔径的大小是很重要的,例如要统计个体

大小在2微米到10微米之间的细胞时,孔径必须在50微米-100微米之间。当一定量的

水通过该开口时,细胞数也就被记录下来了。Coulter记数器的操作细节可参考本节

的参考文献。由于培养液中的藻类密度很高,在记数操作时必须将其稀释,才能得到

较为精确的值。大约的密度在50000细胞/毫升(50细胞/微升)左右较为适宜。稀释藻

液时,可用3%的氯化钠溶液或者用经孔径为0.45微米的滤膜过滤的海水。

电子记数器和颗粒记数器是很昂贵的,旧仪器会便宜得多。测定过程中节约的时间和

记数的精确性将会抵消购买时所花费的昂贵代价。



双壳贝类育苗实用手册42

3.4	 三级培养 

商业性的贝类苗种生产,每天需要供应大量的、高质量的单细胞藻类做饵料。本节将

介绍欧洲和北美所使用的培养系统。这些系统包括从简单的悬挂式的聚乙烯袋,以及

由圆柱形的镀塑或镀锌网框支撑的聚乙烯袋,到配备有复杂的电子恒浊器。尽管它们

的形式不同,但是共同的特点是所培养的藻类是在一个高而窄的,直立的圆桶状的容

器内进行的。这种形式的结构最为合理。配备有灯光的方形(图22)或圆形的水池基

图21: 在贝类育苗场内使用的用于藻类细胞
记数的电子颗粒记数器。(A) a Coulter 记
数器; (B) Beckman 多颗粒记数器; (C) 记
数器样本室的细节,显示颗粒管已经插入盛
样本的容器内。

例2:

1)	 加0.2毫升藻液到20毫升3%的NaCl溶液中,混合均匀。
 

2)	 统计3次,得到3个数: 5280;5336;5120。Couler记数器中溶液量是0.1毫升,所以

稀释后的细胞密度的平均值是: 5245细胞/0.1毫升。 

3)	 将上述数值乘以10得到1毫升中的细胞数,再乘以100得到稀释前藻液的实际密

度。

在本例中的细胞密度是: 5245 x 10 x 100 = 520万细胞/毫升 
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本上已被废弃。但是在北美西海岸

的一些育苗场仍在继续使用大型的

圆池作为培养池,配置有高功率的

碘钨灯。要取得高的生产量必须使

用内照明的灯具(图23),而不是外

照明的荧光灯。

图22: 藻类的大规模培育一般在大的圆桶或方形
池内进行,在其上方配备有照明灯。本图中所显示
的方形培育槽已为高的圆桶形的培养槽所取代。

排气孔

图23: 具有水冷却和内部照明的高效
单细胞藻培养器。(A)通过虹吸管收获
藻液;(B)结构细节,玻璃钢外壳装有冷
却管,用来降低由内部荧光灯产生的热
量;(C)培养器顶盖上的装置,包括培养
液开关,废气排放口上的棉塞;观察孔和
内柱顶部的状况。6根150厘米长与荧光
灯相连的电线从中部进入,PVC中央管上
的夹具固定住荧光灯。

内置灯总成

培养液输入泵

“O”形密封环

玻璃钢外壳 

(水冷)

丙烯酸内套

荧光灯 (总共6支)

PVC中心管 (用于

支撑荧光灯管及

电缆)

硅胶“O”形密

封环

尼龙螺栓和螺母

加强型“O”形密封环进气孔
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图24: 聚乙烯袋和太阳能级的玻璃钢圆柱形培养系统示例。
A –	480升聚乙烯袋和外支撑的钢丝网框,安装在温室内,自然采光;

B –	80升的培养袋由圆形中央框架支撑着,固定于天花板上可旋转的装置悬吊着培养袋;

C –	塑料框架支撑着的椭圆形的培养袋,荧光灯安装在培养袋相邻的两侧;

D –	100升太阳能级的玻璃钢培养器,一侧垂直安装着荧光灯;

E –	2.4米高,直径0.3米的玻璃钢圆柱形培养器,照明由垂直安装的荧光灯提供。

3.4.1	 袋式培养器和圆柱桶培养器 

聚乙烯袋可以选用厚的,具有不同直径的塑料卷即可。截取合适的长度,将一头严密

热封,即成为一个可灭菌处理的柔软的培养袋,圆柱形或椭圆形皆可。以这种方法

制成的容器外面用镀塑或镀锌的铁丝网框支撑住;圆形的培养袋也可以悬挂在支柱

上,可用支撑网维护住袋的重量,如果袋的直径小于30厘米,高度不足200厘米也可不

用。如图24所示。

袋式培养器是最廉价的大规模培养装置。这样的装置既可安装在室内,也可安装在室

外,具有采用自然光的优点。在图24A中所用的培养袋是从长10000尺、宽90厘米的超

厚聚乙烯吹膜制成。它们由焊接的钢丝网框架支撑着,容积480升,具有3.2米2的表面

积允许光线通过。这种大型培养器,可以垂直安装长1.8米的80瓦的荧光灯,也可安

装在室外,但是不要暴露在直射的阳光下。图24B和C所示的培养器用的是相同的材

料,但是支撑架是由结实的塑料网制作的。  
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总之,培养器的直径愈大,光照强度在同一水平上时,可以达到的细胞密度愈小。尽管

如此,袋式培养器是优于相同容量的槽式培养器、玻璃钢培养器和塑料槽等,尽管这

些设备还在藻类大规模生产中使用。但是,它们与内部照明的培养器相比,有其不足

之处,如表7所示。聚乙烯袋的使用寿命较短,因为它的内壁上会吸附许多有机碎屑

和细菌,它们聚集在一起阻碍光线的穿透,并且会成为污染的源头。在一批培养结束

后,需要重新更换培养袋。袋子直径过大效率较低,小于30厘米时效率较高,因为其体

积与表面积之间的关系,使得光照效率得到提高。

更为长远的解决方法是采用太阳能级的透明的玻璃钢材料。它们可以做成圆柱形,或

是用溶剂焊接。这类材料对于光线的穿透性能非常之好,而且非常耐用。在北美的贝

类育苗场中,通常用的圆柱形的培养器高约150-240厘米,直径30-50厘米(图24D和E)。

 
表7: 四爿藻和褐指藻在不同类型的大型培养器中培养结果的比较。产量是以每升培养液

中的标准细胞密度为基准,计算每天产出的升数。 (* 内部照明系统).参考资料的全文列
于本章的参考文献 
  
种类/系统	 参考文献	 产量

四爿藻

80升恒浊器*	 Laing & Jones, 1988	 1.25 

200升容器*	 Laing & Helm, 1981	 0.40

340升水槽	 Griffith et al., 1973	 0.12

褐指藻

200升容器*	 Helm & Laing, 1981	 0.35

20升烧瓶	 Ukeles, 1973	 0.33

480升聚乙烯袋	 Baynes et al., 1979	 0.15

195升聚乙烯圆柱形培养器	 Wisley & Purday, 1961	  0.06

* 1.25的产量值是将80升的培养器中的细胞密度作为一天生产量的标准值而得到的相对值。

3.4.2	 内部照明的培养器 

建造内部照明的培养器花费较大,但是在运转时,费用较低。将灯具安装在玻璃或透明

的塑料管内,如图23所示。光源到培养液之间的距离大大地缩短了。如例所示,培养器

高150厘米,直径40厘米。内部灯具的圆管直径是15厘米,因此,由6支80瓦,150厘米长

的荧光灯所提供的光线,只要穿透14厘米的距离就可到达培养器的外周。在近期开发

的这类培养器,其容积降低到80升,但是其生产能力相当于200升的外光源的培养器。

生产力(产量)是指每日生产的、可供收获的细胞数。内部照明有较长的使用寿命,在

培养一些难以培养的藻类时,可长达100天。每当一批培养结束时,培养袋可以用每升

20-50毫克(游离氯)的次氯酸盐溶液来消毒,允许溶液在袋内停留1小时。在下一轮培

养前,用符合培养用水质量的过滤海水彻底的冲洗,排尽后,注入培养液重新开始。 

基本培养条件相同,如同前述。主要差别是在用做培养液的海水的处理不同。高压灭

菌和亚微米级过滤对于单细胞藻类的大规模培养来说,成本过高。用1-2微米级的桶

式过滤器过滤海水培养一些大形微藻,如四爿藻和骨条藻是适合的。巴斯德灭菌法和
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化学灭菌也是可以的。盐度和pH值需要控制,为了获得最大的生产量,光照强度一定

要根据培养器的直径精确地计算。

3.4.3	 三级培养的管理原则

培养管理的目标是每天可能达到的最高的藻类生产量,所以培养系统就要求在有效的

生产成本下运转。为了满足贝类苗种生产的要求,就要求藻类生产系统长时间地保持

稳定生产。藻类培养管理不善,最终就影响到贝类种苗的生产潜力和销售价格。

 
在本节中将要介绍半连续培养和内部照明的操作系统。一般原理可以运用到不同类

型的培养系统和不同的培养规模中。基本产量与光能的关系如图25所示。产量是以

每天所收获的每微升的标准细胞浓度的升数来计算。

这里解释一下标准细胞浓度。为了比较在一个培养器中的不同种类藻类的产量,根据

所收获的藻类的干物质量作为共同的基准。不同的藻类每个细胞的大小和重量变化

很大,如表1所表示。知道了每一个细胞的重量,对于每一种藻类的生物量,就可以计

算出它的细胞数量。以下是一些重要种类的干物质的近似值:

250个钙质角毛藻细胞

 

= 100个球等鞭金藻细胞 

= 60个骨条藻细胞 

= 10个四爿藻细胞。

因此,以骨条藻和四爿藻为例,在计算产量时,每微升中的细胞数分别是6000个和

1000个(相当于每毫升600万细胞和100万个细胞)。

另一个需要解释的术语是收获后的细胞密度(PHCD)。

图25: 培养系统的产量与输
入的光能之间的关系。
(解释见手册正文)。

光照
最佳

最大产量

不足

收获后细
胞密度

收获后最佳
细胞密度

产量
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PHCD = 每天收获后,再添加新的培养液到原有的体积,立即统计的单位体积内的细胞

密度(细胞数/微升)。

这一细胞密度关系到随后的24小时内光照强度对生长的影响。图25的数据表明,最佳

的PHCD,输入的光能不受到限制,产量也达到最大值。当PHCD低于最佳值时,细胞分裂

速度(K)则开始下降,如公式所示,

  K =     l.443        x	   logn Nt 		  (Nt = 收获时每微升的细胞密度)
              t (天数)	   logn N0		  (N0 = PHCD)

logn N0虽是它的最高分裂速度时的细胞密度,但是PHCD对于单位水体中的最大产量而

言实在是太低。当高于PHCD时,由于细胞之间的互相遮蔽作用,光照强度对高密度条

件下的细胞而言就受到了限制。光合成能力开始下降,细胞分裂速率也随之降低,日

产量也相应地下降。产量也只有在特殊的条件下才能达到最大,当输入的光能变化

时,产量也随之发生变化,增加或减少。

图26说明四爿藻在200升的培养器中,80瓦的荧光灯的数量从4支到8支对产量的作

用。4支灯提供的光照强度是7.6毫瓦/厘米2(28 000lux),8支灯管达到14.0毫瓦/厘米2 

(52 000lux)。每天的最大生产量,从4支灯时的67升(1 000细胞/微升)增加到96升(细

胞密度相同)。产量的增加源于细胞分裂速率的加快,因为输入的光能较多,就可在较

高的PHCD条件下运行。从6支灯增加到8支灯,产量相差无几,这是因为在最大的光照

条件下,达到了光饱和度,因此,过多的能量输入将会增加生产成本。

图26: 200升内照明培养
系统中光照强度对四爿
藻产量的影响。

收获后细胞密度(x 10ㄦ-2细胞/微升)

 支灯

 支灯

 支灯

 支灯

在200升的培养系统中,PHCD对四爿藻细胞分裂速率(K)的影响示于图27A。随着

PHCD值的不断增加,K值呈指数下降,因为光照强度愈来愈受到限制。图27B和C的资料

表明,K值降低,产量也随着pH和盐度的增加而降低。这一点强调指出,必须控制这些

参数;(a)当pH值上升时,增加二氧化碳的输入;(b)盐度升高时可用淡水来稀释,调节

产量(升/
天;1000细
胞/微升)
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图27: PHCD(A)和pH值(B)对细胞分裂速率的影响,以及盐度(C)对四爿藻生产量的作用。

到正常水平。通过增加二氧化碳来控制和调节pH值的设备可以从水产养殖仪表供应

商处购买。

盐度(psu)

收获后细胞密度

细
胞
分
裂
速
率

细
胞
分
裂
速
率

产量
(log10)

pH

图28: 四爿藻在半连续培养条件下,其产后密度
与细胞产量、重量之间的关系。

 

 

PHCD
(102细胞/微升)

 

 

产量
(细胞克
重/天)

改善获得最大生产量的培养技术有

可能会改变所收获的细胞的个体大

小(图28)。随着PHCD值的增加,光

照强度受到明显的影响,细胞个体

大小,无论是干重还是有机物重都

随之下降。然而在正常的PHCD运行

范围内,对最大生产量,以及对生物

量的作用都不是很大。

在单胞藻大规模培养中,培养液的

营养成分对大规模生产的产量也

起着重要的作用。图29是培养基

对硅藻的作用。硅藻需要硅,它是

以硅酸盐的形式供给硅藻生长的需

要,硅质细胞外壳起到保护细胞质

的作用。如果硅元素供应不足,细

胞的生长和分裂的速率下降,产

量也随之下降。在6支80瓦的荧

重量
(微克/ 
104细胞)

干重

无灰干重

无灰干重

干重
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光灯提供照明的条件下,比较了每

升含30毫克硅(图29A)和每升含5毫

克硅(图29C)的培养结果。结果表

明,30毫克硅/升的培养基日最高产

量达到了160升(200升的培养器中的

细胞密度是6 000个细胞/微升);而

硅含量在5毫克/升的培养基的产量

仅仅是74升,这一产量低于4支荧光

灯光照强度和最高硅水平条件下所

得到的产量(图29B)。最高产量(图

29)要比四爿藻在相同培养条件下的

高得多。

3.4.4	 自动化的三级培养

直到目前为止,所讨论的只是半连续

培养系统。虽然劳动强度比批量培

养要小些,但是,如果每天都要收获

培养系统中的藻液,人力消耗依然

是相当大的。结果只得将每日收获

改为48小时采收一次,并且得在低

PHCD条件下操作。最高产量目标可

以在48小时内达到,但是光照的限制

影响到了总的生产力。为了解决这

一问题,提出了连续培养的方案,也

就是连续采收。当利用光电子控制元件来监测细胞密度后,这一方案是可行的。图

30是由英国Conwy水产研究所研发和使用的这一自动系统的示意图。

图29: 骨条藻在两个不同光照强度和硅浓度培养
条件下,产后细胞密度(PHCD)和产量的关系。

 

 

 

图30: 恒浊器式的藻类连续培养系统。
1.200升的海水培养基贮槽,2.蠕动泵,3.电阻传感器(50-5000欧姆),4.光敏电阻
(ORP12),5.桶式过滤器(0.45微米),6.80升培养水槽, 7.6支80瓦荧光灯, 8.125升藻液
收集桶。

 

 

该系统的关键部件是一个安装在透明的培养器外面的光控电阻元件(LDR)。当光线穿

透培养液到达LDR时,光照强度随细胞密度的变化而变化。照明用的灯具与三级培养

系统中所介绍的一样,为内置式照明。随着细胞密度的增加,光线穿透培养液的量下
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降,导致LDR值的阻力增加。这一增加值被传输到电阻传感器(RSR),当一个预先设定

的电阻值达到时,RSR启动了蠕动泵,向外输送可收获的藻液同时添加相同量的新鲜培

养液。RSR可以被调节到细胞最高分裂速率的水平,始终使得收获的藻液浓度达到最

大值。一旦培养器内的藻液浓度被稀释,LDR的阻力减少,RSR关闭蠕动泵。  

这套设备并不很贵,但很有效,可始终将产量维持在一个高水平上。一个80升的自动

化培养器,用来培养等鞭金藻(克隆T-Iso)和四爿藻所得到的生产量相当于一台200升

的半连续培养器的产量。在培养四爿藻时达到了日产100升,每微升的细胞密度是 

1 000个,在自动化系统内的细胞密度是2 000细胞/微升。等鞭金藻的日产90升(按细

胞密度10 000个/微升计算),在培养器内的实际密度是16 000个/微升。

自动化运作的原理并不是什么新发明。利用带有外光源的恒化器和恒浊器来培养微

藻早有介绍。这里介绍的Conwy培养器只是在原有的概念上更新和更有效而已。连续

培养系统可以垂直安装,也可水平安装,聚乙烯袋式培养器已经实行商业化生产。

3.4.5	 存在问题和解决方案 

单细胞藻类培养时常会出现问题,如生长不好,污染生物大量繁殖,即使在管理良好的

育苗场里,也会出现“倒池”的事例。下面将来探讨问题出现的原因和解决方案。

1. 	充气:是否有足够量的空气供给培养液? 藻类细胞是否沉淀到培养容器的底部?这

类情况时常出现在硅藻的培养中,应该加大充气量。在鞭毛藻的培养中,通常不应

该出现这类问题。假如出现了,还得从其他方面去找原因。

2. 	温度:检查一下最高/最低温度。在过去的24小时内,培养设备是否出现过温度上升

或下降的现象?大部分培养的微藻不能长时间忍受高于26ºC或低于12ºC的温度。适

宜的温度范围是在18-22ºC之间。

3. 	PH: 检查二氧化碳的供应量。二氧化碳气瓶是否用完了?用pH计测定培养液的

pH值。大于8.5太高,小于7.5太低。适当调节二氧化碳的供应量。

4.	营养:检查上一次补充营养盐的记录。这一点对于半连续培养特别重要。

5.	污染:看看培养容器的壁,特别是气/液交界面上是否有有机碎屑的泡沫或脏物?如

果有,这批培养液不可再用了,必须重新更换。如果这类问题出现在某一种藻的培

养初期,说明,问题出现在一级培养上,更换上一级培养液是必要的。

并非所有藻类能够全年成功地培养。有时候碰到点子上了,它们可以生长得很稳

定,然而,在不同的育苗场之间并不一致,有时候某一种长得好,有时候长得不好。这

就需要在现场积累经验,强调做好记录的重要性。

3.4.6	 室外粗放培养 

以上介绍的是在人为严格控制下,高生产效率的集约化藻类培养系统,它可以为幼虫、

稚贝,乃至暂养的亲贝提供饵料。为了给幼贝等提供大量的单细胞藻,通常是采用室外

的大型培养池,利用自然光(图31)。在这类系统中,营养盐只是用氮、磷、硅等最基本

的肥料给海水施肥,而目的也不是培养单一的藻种,而是鞭毛藻和硅藻混合群体,犹如
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在正常的海水里所包含的藻类一样,但密度却要大的多。如果要生产单一的藻类,海水

必须经过小于2微米的筛网过滤,接种所需要的藻种,只要这些藻种活力好,对环境的适

应性强即可。只要盐度适合,从井里取水也是可以的。但是生产单一的藻类难以维持

较长的时间,因为它很快就会被其它微生物所污染。如同人工接种一样,利用海水中的

天然藻类进行多种藻类混合养殖是比较方便的。随着季节和环境条件的变化,海水中

的藻类种类也是变化的,这种方式培养的藻类对培育幼体及培养亲体都是有利的。 

在英国Conwy水产研究所,室外水泥培养池的容积从60米3–450米3大小不等。收获的

藻类被用来培育稚贝。池内的海水盐度在28-32PSU之间,来自附近的河口地区。两周

为一个生产周期。肥料是在计划生产藻类的前三天添加。

在室外培养中每米3海水添加的营养盐是:

尿素(NH2CONH2;46% N)1.5克;

过磷酸盐(P2O5;20% P)1.56克;

硅酸钠(Na2SiO3.5H20;13% Si)10.6克。

NH2-N、PO4-P和SiO3-Si的浓度分别是50微克原子/升、10微克原子/升和50微克原

子/升。更为粗放的方法是施用有机肥,如禽畜粪便。水池中的水深1米时,每公顷

用500千克。这种方法很有效,成本也低。

藻类繁殖生长的快慢与海水中天然藻类的组成、密度有关,也还与日光的照时间和光

强,以及营养成分的含量、温度有关。水池或池塘的面积和容积的关系也很重要。水

图31: 微藻室外的大规模培养。
A – 位于加拿大BC省的育苗场里的圆形-加盖、半透明玻璃钢微藻培养池;
B – 英国Conwy水产研究所采用的450米3的培养天然浮游植物,喂养稚贝的水泥池;
C – 委内瑞拉Turpiolito 育苗场培养单一种微藻的水泥池,池底带有一定的坡度;
D – 加拿大Nova Scotia育苗场采用 2500 升的玻璃钢“鱼箱”来培养微藻。 
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深1米的水池要比更深的效率高,因为光线可穿透到达池底。如给水池充气也可提高

生产率。

生产周期与很多因素有关,如藻类的优势种群和贝类滤食的速率。一般说,7-10天一

个周期可以满足要求,收获后,排尽池水,对水池进行清洗,再注满新水。

在繁殖天然微藻的过程中,如果想控制住所需要的种类,可以在添加的营养盐上做些

调整。例如,不加硅藻所必需的硅,鞭毛藻就会占优势,因为硅对于硅藻的繁殖是必不

可少的。在较小的户外培养水槽中培养微藻,也可以人为地接入在集约化条件下培养

的微藻作为藻种。所接入的藻种是否会成为优势种群要看外界的环境条件和其它的

竞争对手的存在与否。一般说,在有限的水体内,通过施肥来繁殖微藻供给双壳类育

苗和养殖,从技术上考虑是值得的,尤其是在稚贝暂养阶段。通过与海洋环境多个因

素作比较,改进微藻的生产是可能的。在海水中通过施肥来繁殖微藻所花费的成本与

可观的收入相比是微不足道的,随着贝苗价格的不断上涨更是如此。
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