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摘　要：为阐明船舶压载舱的黑暗密闭环境对绿藻生长的影响，以青岛大扁藻为模式生物，设置不同的初始
密度（５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５×１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ和５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ），研究青岛大扁藻在黑暗
条件下的相对生长抑制率及在不同生长期和初始密度处理下的种群响应。并对黑暗处理后的青岛大扁藻进

行光照恢复研究，探索在不同的起始密度下，未经黑暗与经黑暗处理后的扁藻种群密度变化的差异。结果表

明，经过黑暗处理的低密度（３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）的青岛大扁藻在光恢复两周后仍然可以达到较高的种群密度水平
（１×１０３）；经黑暗处理的青岛大扁藻在光恢复初始密度为３及３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时的种群恢复能力较未经黑
暗处理的弱，且存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。
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　　压载水系指在船舶航行过程中，控制船舶纵
倾、横倾、吃水、稳定或应力而在船上加装的水及

其悬浮物。压载水载入与排出的同时伴随着入

侵物种的传播问题［１］。全球８０％以上的货物是
通过船舶运输的，每年随之运转的压载水约为

１００亿吨［２］。因此携带着生物、远距离航行的船

舶压载水对海洋生态系统和海洋生物多样性具

有很大的威胁［２５］。约有５００种海洋入侵生物已
经确认是随船舶压载水传播的［６］，压载水引发的

外来生物的入侵问题越来越受到重视。

船舶压载舱是封闭及黑暗无光的特殊环境，

经历长时间的压载运输后，仍有一些藻类能够存

活下来，压载水中存活的藻类主要为甲藻门和硅

藻门的种类［７１１］，少量为其它门类的种类，其中包

括绿藻门的种类［１２１４］。检测出绿藻门藻类的压

载水多为中短途航线船舶的压载水［１２］，压载水中

的绿藻多以淡水种类为主［１４］，但即使如此，绿藻

种类的入侵，仍能对海洋生态环境和海洋生物造

成巨大的影响，曾有报道从亚得里亚海引到法国

的绿藻，在法国当地海洋生态系统中形成了优势

种群，使法国本地海洋植物大量消亡［１５］，在来自

那不勒斯（意大利）西地中海港口收集到的来自

埃及（塞得港）和黎巴嫩（贝鲁特）港口的船舶的

压载水中，通过形态特征和分子标记方法，识别

出了两种存在暴发风险的藻种。因而对压载水

中绿藻门的藻类研究亦需高度重视［１６］。

在压载舱中，绿藻种群在这一黑暗无光的环

境中是如何变化的，目前尚没有相关研究报道。

且经历黑暗后重新排放至新环境的绿藻是否还

能生长繁殖到较高的密度水平仍需进一步研究。

本实验模拟压载舱无光环境，观察不同起始密度

青岛大扁藻种群变化的差异，及在排载后进入光

恢 复 阶 段 的 青 岛 大 扁 藻 （Ｐｌａｔｙｍｏｎａｓ
ｈｅｌｇｏｌａｎｄｉｃａ）与未经过黑暗处理的青岛大扁藻之
间的种群变化差异，为压载水生物的入侵防控管

理提供理论参考依据。

１　材料与方法

本试验用的青岛大扁藻由中国水产科学研

究院东海水产研究所提供。置于２５±１℃，光暗
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比为１２ｈ∶１２ｈ或０ｈ∶２４ｈ，光照强度为５０００Ｌｘ的
恒温恒湿的光照培养箱中培养。采用 ｆ／２营养液
培养，所用人工海水由 ｒｅｄｓｅａ牌无营养盐海盐配
制，均使用高压灭菌锅经１２１℃灭菌１５ｍｉｎ，实验
所用器皿均用１５％ＨＣｌ溶液浸泡２４ｈ，随后蒸馏
水洗净晾干后备用。实验中设置培养周期共为４
周，分别为２周的黑暗期和２周的恢复期。实验
正式开始之前，将青岛大扁藻在相应的温度条件

下驯化至对数生长期，初始藻种的接种密度为

５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，驯化后经计算确定所需加入的
藻液体积以达到相应的起始密度。第一部分为

黑暗期，将培养至指数生长期的藻液导入２５０ｍＬ
的锥形瓶，设置 ５个不同的初始密度，分别为 ５
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５×１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５×１０３

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，控制锥形瓶内溶液体
积均为２００ｍＬ，该部分实验共采用３０个容积为
２５０ｍＬ的培养瓶。每个初始密度设置３个平行，
培养条件见表１。实验第二部分选择黑暗两周后
仍存活的青岛大扁藻进行恢复期培养，对经历过

黑暗培养后的青岛大扁藻用１０μｍ生物膜进行
藻细胞的收集，并通过重悬浮以及稀释的方法重

新设置初始浓度为 ３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３×
１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３×１０４ｃｅｌｌ／ｍＬ的
恢复期光复活密度，所用培养基为ｆ／２培养基，控
制锥形瓶内溶液体积均为２００ｍＬ。每个初始密
度设置３个平行，培养条件见表１。

表１　青岛大扁藻培养条件
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ｏｆＰｌａｔｙｍｏｎａｓｈｅｌｇｏｌａｎｄｉｃａ

培养期

Ｃｕｌｔｕｒｅｐｅｒｉｏｄ
黑暗期

Ｄａｒｋｐｅｒｉｏｄ
恢复期

Ｒｅｃｏｖｅｒｙｐｅｒｉｏｄ

光照强度／Ｌｘ
Ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ０ ５０００

温度／℃
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ２５±１ ２５±１

光暗周期（Ｌ∶Ｄ）
Ｌ∶Ｄｃｙｃｌｅ ０∶２４ １２∶１２

　　黑暗期及恢复期培养过程中，所有培养瓶在
同一培养箱中进行培养，黑暗期的培养瓶用３层
铝箔进行包裹。为了保证在实验过程中青岛大

扁藻接触良好，每天将培养瓶中的藻液摇晃均匀

数次，使瓶内的青岛大扁藻分布均匀，防止扁藻

细胞的粘附和沉降。

培养过程中每隔２４ｈ取１ｍＬ藻液，取藻液

的时候选择无光条件，避免光照影响锥形瓶内的

藻液，用羧基二甲基荧光素双醋酸盐 （ｃａｒｂｏｘｙ
ｄｉｍｅｔｈｙｌｆｌｕｏ—ｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＣＭＦＤＡ）及二乙
酸荧光素（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＦＤＡ）染剂对１ｍＬ
青岛大扁藻液进行双荧光染色。取样前先将各

培养瓶中的藻液摇晃均匀，由于扁藻游动迅速，

在计数之前，用５％甲醛液固定，固定后立即采
用显微镜计数的方法测定藻细胞的浓度，放置于

ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５３显微镜下，用标准蓝光激发绿光，
每组重复取样计数三次后取其平均值。

采用ＳｉｇｍａＳａｔａｔ（ＳＰＳＳ３．５）软件进行数据统
计和检验。分析不同的黑暗初始密度及黑暗处

理后的扁藻在不同的光恢复密度下的生长抑制

率、细胞密度，以单因素方差分析（ＯｎｅＷａｙ
ＡＮＯＶＡ）法来检验组间差异性，当 Ｐ＜０．０５时具
有显著性差异，Ｐ＜０．０１时具有极显著差异。利
用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５作图软件进行作图分析。

藻细胞的相对生长抑制率 ＩＲ采用如下公式
计算 ：

ＩＲ＝（Ｎ０－Ｎｔ）／Ｎ０×１００％ （３）
式中：ＩＲ为微藻的相对抑制率（％）；Ｎｔ为某时刻
黑暗培养时的藻细胞数量，Ｎ０为相应时刻单种培
养时的藻细胞数量（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）。

选用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ非线性生长模型拟合青岛大扁
藻生长过程［１９２０］，应用逻辑斯蒂方程对微藻种群

增长过程进行拟合，曲线模型中的参数 Ａ为极限
生长量（终极生长量 ），ｋ为瞬时相对生长率，Ｂ
为常数尺度。将每个处理组的最高细胞密度值

作为环境容纳量Ｙ的估计值：
Ｙ＝Ａ／（１＋Ｂｅ－ｋｔ） （４）

以最小二乘法对此方程进行非线性回归分析，统

计分析在ＳｉｇｍａＳａｔａｔ（ＳＰＳＳ３．５）软件上进行。

２　结果

２．１　不同初始密度水平对青岛大扁藻在黑暗条
件中生长的影响

对不同初始密度的青岛大扁藻在黑暗期的

细胞的生长抑制率进行平均值检验，其中不同初

始密度的扁藻细胞生长抑制率之间没有显著性

差异（Ｐ＝０．５６３＞０．０５）。不同培养时间的扁藻
细胞生长抑制率之间也没有显著性差异（Ｐ＝
０．２８７＞０．０５）。

对不同的起始密度的青岛大扁藻进行黑暗

１５３
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处理，起始密度为 ５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ及 ５×１０３

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ两个初始细胞密度数量级最高的青岛大
扁藻，生长抑制率随黑暗处理时间增加的变化非

常相似（Ｐ＝０．５９３），都是第一天生长抑制率最
高，随后一直下降，密度为５×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的生
长抑制率一直下降到第五天开始有所回升，之后

就处于平缓的下降状态，密度５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的
生长抑制率一直下降到第四天开始有所回升，随

后一直处于抑制率波动的状态；初始密度为５×
１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的生长抑制率在开始
的两天均比其他初始密度的青岛大扁藻的生长

抑制率低，随后就处于波动的上升状态，在第 ９
天达到最大平均值为 ８．１０％；起始密度为 ５
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的生长抑制率变化最为显
著，这是由于细胞初始量少，细胞生长抑制率波

动剧烈；初始密度为５０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的
生长抑制率在开始三天降低的幅度为所有密度

级的青岛大扁藻中最大的，从平均 ２２．４９％降低
到平均４．５２％，随后细胞抑制率有所升高，一直
到第七天开始缓慢地降低（图１）。

图１　不同初始密度的青岛大扁藻
黑暗期生长抑制率变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ
ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆ

Ｐｌａｔｙｍｏｎａｓｈｅｌｇｏｌａｎｄｉｃａｕｎｄｅｒｄａｒｋｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　从图２可以看出，整体来说前３天内的细胞
生长抑制率平均处于较高的水平，且前３天细胞
数量减少最为剧烈，在第３天之后，细胞的平均
生长抑制率就处于一个波动的状态，总体是一个

趋于降低的状态，在黑暗处理的前七天，都会出

现距离箱子高度三倍以上的极值，说明前七天对

于各个初始密度水平的青岛大扁藻来说，都出现

极大的生长抑制率波动，即细胞数量波动很大。

图２　不同初始密度的青岛
大扁藻黑暗期细胞生长抑制率箱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｂｏｘｄｉａｇｒａｍ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆ

Ｐｌａｔｙｍｏｎａｓｈｅｌｇｏｌａｎｄｉｃａｉｎｔｈｅｄａｒｋ

　　在两周的黑暗处理过后，初始密度为 ５
ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的去除率为１００％，其次为
初始密度为５０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的去除率
最高，达到９６．０５％，初始密度为５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
的青岛大扁藻的去除率高于初始密度为５×１０２

ｃｅｌｌ／ｍＬ及５×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻去除
率。５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻在黑暗两周后
的平均去除率高于９０％，这可能是由于初始密度
为５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的竞争压力大，
前期大量死亡的细胞导致的生存环境变化不利

于剩余的青岛大扁藻生存。

图３　两周黑暗处理后不同
初始密度青岛大扁藻的平均去除率

Ｔａｂ．３　Ａｖｅｒａｇｅｒｅｍｏｖａｌｒａｔｅｓ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｉｔｉａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

Ｐｌａｔｙｍｏｎａｓｈｅｌｇｏｌａｎｄｉｃａｉｎｔｈｅｄａｒｋａｆｔｅｒｔｗｏｗｅｅｋｓ

２．２　黑暗处理后不同初始密度水平的青岛大扁
藻光恢复的响应

初始密度分别为３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３×
１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ和３×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的经过黑暗处理
的青岛大扁藻与未经过黑暗处理的青岛大扁藻

的光恢复条件下的生长情况如图３（ａ、ｂ、ｃ、ｄ）所
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示，其中仅初始密度为３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ未处理组的青
岛大扁藻生长速率显著高于黑暗处理后的青岛

大扁藻（Ｐ＝０．００９＜０．０５），表现出显著相关性，
其余各起始密度下的经黑暗处理与未经黑暗处

理的青岛大扁藻的生长速率均无显著差异性

（Ｐ＞０．０５）；总体上，对于初始密度为３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、
３０ｃｅｌｌｓ／ｍＬ、３×１０２ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻，黑暗
处理抑制了恢复光照后青岛大扁藻的生长，经过

黑暗处理的青岛大扁藻的细胞密度从光恢复起

的第０天到第１４天一直低于未经过黑暗处理的

青岛大扁藻。

初始密度为３×１０３ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻
细胞的生长情况与其他初始密度的青岛大扁藻

有较大区别，该初始密度下，经黑暗处理的青岛

大扁藻在第１０天时细胞密度高于未经过黑暗处
理的青岛大扁藻，并在第１１，１２天持续地高于未
经过黑暗处理的青岛大扁藻，然而在第１２天之
后细胞密度迅速下降，并最终低于未经过黑暗处

理的青岛大扁藻。

图４　暗处理藻与未处理藻的光恢复生长曲线图
Ｆｉｇ．４　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｄａｒｋｔｒｅａｔｅｄａｎｄｕｎｔｒｅａｔｅｄａｌｇａｅａｆｔｅｒｌｉｇｈｔｒｅｃｏｖｅｒｙ

　　对于初始密度为３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大
扁藻来说，恢复光照后两周内均进入了指数增长

的平稳期，未经黑暗处理的青岛大扁藻的生长率

明显高于经过黑暗处理的青岛大扁藻（Ｐ＜
０．０５）；对于经黑暗处理的青岛大扁藻，细胞密度
并没有马上就升高，而是在第１天有所降低，之
后才开始逐步升高，第４天开始到第６天，升高的
幅度较第２和第３天大，第６天之后就进入一个
平缓期；而对于未经黑暗处理过的青岛大扁藻，

细胞密度从第０天到第６天一直处于增大的过
程，相同的，从第六天起进入平缓期。

图５　初始密度为３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的黑暗处理后的
青岛大扁藻与未处理藻的生长曲线图

Ｆｉｇ．５　Ｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆｄａｒｋｔｒｅａｔｅｄａｎｄｕｎｔｒｅａｔｅｄ

ａｌｇａｅｗｉｔｈａｎｉｎｉｔｉａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆ３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
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　　经过黑暗处理过后的初始密度为 ３×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的青岛大扁藻的最大环境承载量（Ｙ＝
８２．２８）要比未经过黑暗处理的青岛大扁藻的最
大环境承载量（Ｙ＝１０８．３７）小约２４％，经过黑暗
处理后的青岛大扁藻经２．４６ｄ达到拐点，较未经

过黑暗处理的青岛大扁藻时间（２．２５ｄ）长，经过
黑暗处理后的青岛大扁藻的最大日增长１２．１６×
１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，也较未经过黑暗处理的青岛大扁藻
（１４．６３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）低约１７％（表２）。

表２　初始密度为３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ青岛大扁藻的逻辑斯谛方程及种群生长参数比较
Ｔａｂ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｌｏｇｉｓｔｉｃｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｒｏｗｔｈｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ｏｆＰｌａｔｙｍｏｎａｓｈｅｌｇｄａｎｄｉｃａｗｉｔｈａｎｉｎｉｔｉａｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆ３×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ

模型

Ｍｏｄｅｌ

拐点密度／（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）
Ｔｈｅｄｅｎｓｉｔｙｏｆ
ｉｎｆｌｅｃｔｉｏｎｐｏｉｎｔ

拐点日龄／ｄ
Ａｇｅａｔｔｈｅ
ｉｎｆｌｅｃｔｉｏｎｐｏｉｎｔ

最大日增长／（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）
Ｍａｘｉｍｕｍ
ｄａｉｌｙｇｒｏｗｔｈ

黑暗处理Ｄａｒｋｔｒｅａｔｅｄ Ｙ＝８２．２８／（１＋４．２９２ｅ－０．５９１ｔ） ４１．１４×１０４ ２．４６ １２．１６×１０４

未经处理Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ Ｙ＝１０８．３７／（１＋３．３８２ｅ－０．５４０ｔ） ５４．１９×１０４ ２．２５ １４．６３×１０４

３　讨论

在压载舱中，浮游植物必须面对一个黑暗的

不利条件，浮游植物在黑暗环境中的适应使其通

过船舶压载水在世界范围内的传播成为了可

能［８］。王洪超［２４］研究表明，初始密度是影响微

藻在黑暗中存活的重要因素，对于不同初始密度

的藻液，藻细胞浓度趋于０的时间是不同的。本
研究范围内，黑暗处理前３天内的细胞生长抑制
率平均处于较高的水平，即前３天浮游植物密度
减少最为剧烈，之后的细胞生长抑制率处于波动

并整体降低的状态，实验结果与 ＨＡＬＬＥＧＲＡＥＦＦ
及ＲＩＧＢＹ等在航行过程中对压载水的浮游植物
跟踪研究结果吻合，大量的浮游植物在被压载后

的１～３ｄ大量死亡［２５２６］。在无光条件下，藻细胞

无法进行光合作用，导致死亡。另外，藻液中代

谢中间产物的积累，进一步引起微藻生存条件的

恶化，将导致微藻的大量死亡［２７］。然而，在黑暗

３天以后，藻细胞起始密度越大，其存活率越高。
造成这一原因可能是为了应对外界黑暗胁迫环

境，部分绿藻采用的代谢策略可能是通过保持较

高代谢活性来应对不良环境［２８］，对于起始密度越

高的青岛大扁藻，藻间的竞争越激烈，通过保持

较高的代谢活性更有利于细胞的存活。黑暗初

期，初始密度为５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的纯种青岛大扁藻，在
处理的第１０天密度降为零，而其他初始密度处
理直到第１４天仍然有存活的青岛大扁藻。青岛
大扁藻在１０天内仍能存活，这对于中短期航线
来说，排放后仍可能带来物种入侵风险。

研究发现，对经黑暗处理后的青岛大扁藻进

行光恢复，其仍然具有种群恢复能力。经过黑暗

处理的青岛大扁藻相较于未经黑暗处理的更晚

进入生长拐点，当浮游植物暴露于极限条件时，

经常采用保持内稳态的策略来度过不良环境，以

降低生长为代价，保持细胞成分、蛋白和脂含量、

细胞结构和功能均稳定［２９］。因此经过黑暗处理

的青岛大扁藻增值能力会比未经黑暗处理的稍

低。２００４年，在英国伦敦召开的 ＯＭＰ外交大会
上，通过了《国际船舶压载水及沉积物管理与控

制公约》，通过对压载水及沉积物的控制和管理，

防止有害的水生物及病原体转移对环境、经济等

带来的风险［３０］。其中制定的压载水处理性能标

准（即 Ｄ２排放标准），明确规定了经过处理的压
载水中允许存活的生物（绝大多数为浮游植物，

１０μｍ≤体长＜５０μｍ）少于１０个／ｍＬ［３１］。关于
公约的标准制定，其科学性仍然存在质疑。本研

究中，模拟压载后光恢复的青岛大扁藻，初始密

度为３个／ｍＬ时，两周内仍可达到较高的种群密
度，当水源地和排放区域的沿海港口环境处在相

似的纬度并有相似的环境时，物种被排放后成功

生存的几率增加［３２３３］，而不同种类的浮游植物是

否在低于 Ｄ２统一标准时，都能保证不再入侵，
仍然值得深入研究。

对不同种类的浮游植物在航行及卸载后的

种群变化规律进行更深入地探究，能进一步丰富

人们对压载水中可存活生物的认识，获取更完备

的物种信息，并为针对性地开展海洋生物入侵防

治工作提供重要的依据。因此，有必要对船舶航

行及卸载后的浮游植物的种群响应进行更加深

入地研究。
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