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四种微藻投喂对三角帆蚌生长、产珠性能、内壳层颜色和微量元素的影响
陈 锵，蒋霞敏* ，彭瑞冰，韩庆喜，生 鹏  薛瑞萍
(宁波大学海洋学院，浙江宁波，315832)   
(
摘要：为筛选三角帆蚌(Hyriopsis cumingii ) 集约化养殖优质的饵料微藻，本实验采用单因子试验方法，探究投喂不同藻株[小环藻 (Cyclotella sp.)、小球藻 (Chlorella sp.) 、二形栅藻 (Scenedesmus dimorphus) 、旋转单针藻(Monoraphidium contortum)和混合藻 ]对三角帆蚌生长、产珠性能和内壳珍珠层颜色的影响。研究结果表明：投喂不同藻对三角帆蚌生长的影响显著 (P＜0.05) ，投喂小环藻组三角帆蚌的体重增重率、壳长增长率、壳宽增长率和壳高增长率最佳。二形栅藻组次之，且壳长增长率略高于小环藻组。小球藻组、旋转单针藻组和混合藻组生长较差。珍珠增重率以小环藻组最佳，显著高于其它4组 (P<0. 05) 。小环藻和二形栅藻组珍珠正圆率显著高于旋转单针藻组(P <0.05)。不同饵料微藻对斧足和外套膜微量元素含量影响显著(P<0. 05)，特别是投喂小环藻组斧足Ca元素含量最高(12637.3±624.39 mg/kg)；不同饵料微藻对内壳色影响显著(P<0. 05)，小环藻组内壳色亮度最低，色差最小，饱和度较大。混合藻组内壳色亮度最高，色差最大，饱和度最小。二形栅藻组各值处于中间水平 (P<0.05) 。综合考虑，小环藻是三角帆蚌最佳的饵料微藻，二形栅藻次之。
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我国的珍珠产量世界第一，淡水珍珠占95%以上，其中三角帆蚌产出占80%[1]。传统珍珠蚌养殖已形成了一种特定模式，即通过人工泼洒大量有机肥 (鸭粪、鸟粪、豆浆) 和化肥，促使微藻大量繁殖，作为饵料育肥珍珠蚌和生产珍珠。但高密度的河蚌养殖导致饵料生物依旧不足，且排出大量粪便[2]，造成水体富营养化，导致水体污染，病害频繁发生[3]。在“五水共治”、传统珍珠蚌养殖被取缔的形势下，开展三角帆蚌环境友好型的循环水集约化养殖是唯一途径，但目前主要未解决的是三角帆蚌饵料选择问题，这成为循环水集约化养殖的瓶颈[1]。
国内外关于微藻与三角帆蚌的相关性研究主要集中在：饲料投喂蚌与浮游植物的关系[4]、鱼蚌混养和产珠能力[5,6]、水体浮游生物与蚌的生长[7-8]、肠道浮游生物与三角帆蚌食性等领域[9-10]。微藻是双壳类良好的饵料，微藻营养丰富，是蚌主要饵料来源之一，对双壳类生长与发育有显著的影响[11]。例如以牟氏角毛藻 (Chaetoceros muelleri) 饲养黑蝶真珠蛤(Pinctada margaritifera )的幼虫[12]、以浓缩微藻饲养企鹅珍珠贝 (Pteria penguin) 的幼虫[13]、以中肋骨条藻(Skeletonema costatum)养殖欧洲牡蛎 (Ostrea edulis ) [14]都取得较好成果。为此，若要开展三角帆蚌循环水集约化养殖研究，筛选三角帆蚌适合的饵料藻株是其关键技术之一，但迄今为止关于三角帆蚌饵料微藻的筛选研究鲜有报道。因此本研究拟通过单因子实验，探究投喂不同饵料微藻对三角帆蚌生长、产珠性能和内壳珍珠层颜色的影响，筛选出适合三角帆蚌的优质藻株，为三角帆蚌循环水集约化养殖提供理论依据。 
1.材料与方法
1.1实验材料  

本实验所用三角帆蚌均取自浙江省绍兴市诸暨市山下湖镇东方神州珍珠集团有限公司，为紫色选育系、插种有核珍珠的2 龄蚌，壳长 (128.7±4.4)  mm，体质量 (193.4±3.0) g，插珠位于斧足，珠核仅1个。实验蚌从养殖地取回后，清除壳表面附着物，不投饵暂养2 d，培养用水采用自来水曝气12 h以上。
1.2试验方法
1.2.1藻种培养  实验于浙江省绍兴市诸暨市山下湖镇东方神州珍珠集团有限公司进行。实验藻种为小球藻、二形栅藻、旋转单针藻、小环藻。实验所用藻种均来自于宁波大学饵料藻种实验室，微藻采用单种培养，培养容器60 L白塑料桶，培养液配方采用宁波大学改良3#母液 (添加量1 mL·L-1)  (表1) 。培养用水经次氯酸钠 (350 mL·m-3) 消毒12 h，加硫代硫酸钠 (35 g·m-3) 去氯处理2h。微藻培养条件：温度25±5℃，自然光照，培养周期5~10 d。
表1 宁波大学3#母液改良配方

Table1 Formulations of Ningbo university 3# improvement mother solution
	药品名称

Chemicals
	数量 (g·L-1) 
concentration

	CO(NH2)2
	30

	KH2PO4
	10

	FeSO4.7H2O
	2.5

	MnSO4
	0.25

	EDTANa2
	10


1.2.2养殖实验  饵料投喂采用单因子实验，共设置小环藻、小球藻、二形栅藻、旋转单针藻、混合藻 (4种藻混合) ，为确保投喂饵料总量相同，各组投喂藻密度为：小环藻20×104 cell·mL-1，小球藻250×104 cell·mL-1，二形栅藻150×104 cell·mL-1，旋转单针藻120×104 cell·mL-1，混合藻为各组单一藻的量1/4密度混合。养殖水体容器为蓝色塑料桶 (250 L) ，培养水体为200 L，每桶放三角帆蚌10个，使用网兜挂养，充气头1个，连续充气，各三平行。培养条件：水温25±2℃，pH在7.2~8.0，溶氧≥5 mg·L-1。
每日换水2次，日换水量为1/4，每周彻底换水一次，换水量为100%，培养用水采用自来水曝气12 h以上。并添加无水CaCl2，钙离子浓度为1 mmol·L-1[15]。每天投藻2次，在换水后根据藻密度进行，实验周期为60 d。
1.3分析方法
1.3.1三角帆蚌的测量方法  试验开始和结束时分别测量所有蚌壳长、壳高、壳宽、蚌体质量, 壳长为壳前缘到后缘的距离、壳高为壳顶点到腹缘的垂直距离、壳宽为左右两壳的最大距离。采用游标卡尺进行测量，精确到 0.01 mm。蚌体质量测定需先将壳表面的附着物清洗干净，用干毛巾吸去表面水分，阴干，再由电子天平测量，精确到 0.01g。
按下列公式计算:
壳长增长率GL =100 %×(Lt-L0)/L0
蚌体质量增重率GW =100 %×(Wt-W0)/W0
式中：L0 (mm)和Lt(mm)分别为试验开始和结束时的蚌壳长, W0(g)和Wt(g)分别为试验开始和结束时的蚌重。
1.3.2珍珠的测量  试验开始时先解剖10只三角帆蚌，测定初始珍珠质量，平均初始珍珠重量为1.0179 g。实验结束时，解剖所有三角帆蚌，取珍珠，珍珠用干毛巾吸去表面水分，阴干，再由电子天平测量珍珠重量，精确到0.0001g。珍珠直径采用游标卡尺进行测量，测定最大直径和最小直径，精确到0.01 mm，计算直径差百分比X (%) 。根据GB/T 18781-2008进行形状分类，X≤1%为正圆；X≤5%为圆；X≤10%为近圆；X＞10%为椭圆。计算各类别所占比例。
按下列公式计算:
珍珠质量增长率GW =100 %×(Wt-W0)/W0

直径差百分比X=( dmax-dmin) /(d×100%
式中： W0(g)和Wt(g)分别为实验开始和结束时的珍珠质量；dmax为珍珠直径最大值，dmin为珍珠直径最小值，(d为最大直径和最小直径的平均值。
1.3.3内壳色颜色的测量  解剖后，剔除内壳上的闭壳肌和外套膜，洗净之后，柔软吸水纸去除水渍，尽快测量。使用 Lovibond-RT200 表面色度计对三角帆蚌内壳色测量。
测量参数包括明度 (L*) 、红绿色差 (a*) 、黄蓝色差 (b*) 。其中：L* > 0 表示颜色偏亮，L* < 0 表示颜色偏暗；a* > 0 表示颜色偏红，a* < 0 表示颜色偏绿；b* > 0 表示颜色偏黄，b* < 0 表示颜色偏蓝。测量前先将内壳洗净晾干，每个蚌依次对前闭壳肌、左壳边缘部位的外套痕与纵肋的交叉处、后闭壳肌处进行壳色测量(见图1)，取3 个点的颜色参数值的平均值作为为该个体的内壳色数据[16]。
色差：dE* =［(L*) 2+ (a*) 2 + (b*) 2］1 /2 
L *= L*1-L*0 
a* = a*1-a*0 
b* = b*1-b*0 
饱和度：C* = (a*2 + b*2)1/2 
式中L1、a1和b1分别是内壳色的颜色参数，L0、a0和b0为标准白样品的颜色参数[17]。
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图1内壳色测量位置示意图
Fig.1 Schematic diagram of measured positions shell nacre color

1.3.3组织微量元素的检测  解剖后，取蚌的外套膜和斧足插核部位组织。样品进行冷冻干燥，采用塑料袋密封包装，保存于-80℃，待测定。检测斧足和外套膜组织的Ca元素含量和外套膜组织Cu、Zn、Fe、Mg和Mn微量元素的含量。每平行实验冷冻干燥后的样品称取约0.2 g(精确至0.2 mg)样品置于石英消解罐中，硝酸(GR)与一级水等体积混合，制成硝酸(1+1)溶液，取8mL加入石英消解罐盖上盖子，置于微波消解仪(美国CEM 型号：Discover SPD-80)上，升温5 min，到达180℃，维持30 min。后待温度降至40℃以下后，在通风厨中打开消解罐，转移定溶于100mL容量瓶中。Cu标准储备液：GSB G 62024-90，1000 μg/mL。Zn标准储备液：GSB G 62025-90，1000 μg/mL。Fe标准储备液：GSB G 62020-90，1000 μg/mL。Mg标准储备液：GSB G 62005-90，1000 μg/mL。Mn标准储备液：GSB G 62019-90，1000 μg/mL。Ca标准储备液：GSB G 62012-90，1000 μg/mL。分别配置标准溶液，用2%硝酸定容，标准液浓度如表2所示。同做试剂空白。电感耦合等离子体发射光谱仪(ICP-OES)(德国斯派克 型号：SPECTRO ARCOS)按JY/T 015-1996电感耦合等离子体原子发射光谱方法通则进行测试。各元素光谱选择分别为Cu：324.754 nm、Zn：213.856 nm、Fe：259.941 nm、Mg：279.553 nm、Mn：257.611 nm和Ca：317.933 nm。
                                                                     表2 各微量元素标准溶液浓度表
Table 2 Concentration of standard solutions of each trace element
	元素
(μg/mL)
	S0
	S1
	S2
	S3
	S4
	S5

	Cu
	0
	0.05
	0.1
	0.2
	0.3
	0.4

	Zn
	0
	0.1
	0.2
	0.3
	0.4
	0.5

	Fe
	0
	0.1
	0.4
	0.8
	1.0
	1.5

	Mg
	0
	0.5
	1.0
	1.5
	2.0
	2.5

	Mn
	0
	0.1
	0.5
	1.0
	2.0
	3.0

	Ca
	0
	2.5
	10
	20
	40
	60


1.4数据统计与处理方法  
采用Excel 2018软件对原始数据进行初步整理和绘图，再用SPSS Statistics V25.0 统计软件对实验数据进行单因素方差分析(One-way ANOVA)和Duncan氏多重比较分析。
2.结果
2.1投喂不同微藻对三角帆蚌生长的影响  
由表3可知，不同藻种投喂对三角帆蚌生长的影响显著 (P＜0.05) ，体重增中率以小环藻组 (9.94%±0.51%) 和二形栅藻组  (9.42%±0.89%) 为佳，显著高于其他3组 (P＜0.05) ，旋转单针藻组最低 (5.23%±0.30%) ；壳长增长率也以小环藻和二形栅藻组为高 (1.99%±0.31%和2.07%±0.53%) ，显著高于其他3组 ( P＜0.05)；壳宽增长率以小环藻组最高 (5.31%±0.71%) ，旋转单针藻组最低 (3.33%±0.91%) ，且两组间差异高度显著 (P＜0.05) ；壳高增长率最高仍是小环藻组 (6.55%±0.62%) ，显著高于另外4组 (P＜0.05) 。
表3不同饵料种类对三角帆蚌生长的影响
Table 3 Effects of feeding with different types of algae on growth rate of Hyriopsis cumingii from five dietary 
	
	小环藻
Chlorella sp.
	小球藻
Cyclotella sp.
	二形栅藻
Scenedesmus dimorphus
	旋转单针藻
Monoraphidium contortum
	混合藻
mixed algae

	体重增重率 %
weight growth rate 
	9.94±0.51a
	7.82±0.76c
	9.42±0.89ab
	5.23±0.30d
	8.23±0.36bc

	壳长增长率 %
shell length growth rate 
	1.99±0.31a
	1.44±0.30b
	2.07±0.53a
	1.20±0.17b
	1.43±0.10b

	壳宽增长率 %
shell width growth rate
	5.31±0.71a
	4.67±0.58ab
	3.44±0.33ab
	3.33±0.91b
	3.99±1.17ab

	壳高增长率 %
shell height growth rate
	6.55±0.62a
	4.95±1.38b
	5.03±0.82b
	2.79±0.80c
	4.56±0.59bc


注：表格中同行肩标相同的小写字母或不标注为无显著性差异(P>0.05)，不同的小写字母为有显著性差异(P<0.05).下表同
Notes: In the same row, values with same small letter superscripts or no letter superscripts mean no significant differences (P>0.05) different small letter superscripts mean significant differences(P<0.05). The same the following.
2.2投喂不同微藻对三角帆蚌珍珠生长的影响  
由图2可知，投喂不同藻对珍珠增重影响显著 (P＜0.05) ，小环藻组珍珠增重率最佳 (16.23%±1.23%) ，远高于其他4组。小球藻组、二形栅藻组和混合藻组间差异不显著 (P>0.05) ，旋转单针藻组珍珠增重率最低 (7.34%±1.41%) 。各组珍珠增重率从高到低排序为：小环藻组>二形栅藻组=混合藻组=小球藻组>旋转单针藻组。
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图2 不同饵料种类对三角帆蚌珍珠重增长率的影响
Fig.2 Effects of feeding with different types of algae on pearl weight growth rate of Hyriopsis cumingii from five dietary 
图注：A: 小环藻Cyclotella sp.;  B: 小球藻Chlorella sp.;  C: 二形栅藻Scenedesmus dimorphus ;  D: 旋转单针藻Monoraphidium contortum;  E: 混合藻mixed algae
由图3可知，投喂不同微藻对各组珍珠形状——产生圆形、近圆形珍珠概率无显著性影响 (P>0.05) ，但对正圆和椭圆形产生概率有显著性影响 (P<0.05) 。小环藻组和二形栅藻组珍珠形状为正圆概率均为最高 (26.67%±4.71%) ，且显著高于旋转单针藻组 (P<0.05) 。但二形栅藻组椭圆形状概率为16.67%±4.71显著高于其余4组 (P<0.05) 。
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图3不同饵料种类对三角帆蚌珍珠形状的影响
Fig.3 Effects of feeding with different types of algae on the shape of Hyriopsis cumingii pearls from five dietary 
图注：A: 小环藻Cyclotella sp.;  B: 小球藻Chlorella sp.;  C: 二形栅藻Scenedesmus dimorphus ;  D: 旋转单针藻Monoraphidium contortum;  E: 混合藻mixed algae

2.3不同微藻投喂对三角帆蚌内壳色的影响  
5种饵料投喂对三角帆蚌内壳珍珠层颜色参数影响显著 (P<0.05) 。由表4可知，小环藻组 (64.89±1.97) 和小球藻组 (65.18±2.24) 的L*值较低，显著低于其他3组 (P<0.05) 。二形栅藻组 (67.33±2.51) 和旋转单针藻组 (67.11±2.98) 之间的L*值无显著性差异 (P>0.05) ，混合藻组的L*值为68.94±1.71最大，显著高于其余4组 (P<0.05) 。小球藻组的a*值最大为5.65±0.71，与小环藻组无显著差异，显著高于二形栅藻组、旋转单针藻组和混合藻组(P<0.05)，说明小球藻和小环藻组的颜色更红。b*值二形栅藻组最低为-0.86±1.38，与小环藻、小球藻和混合藻组有显著性差异 (P<0.05) ，说明二形栅藻组的颜色偏蓝，另外四组的颜色偏黄。混合藻组dE*值最大 (69.08±1.68) ，显著高于其他四组 (P<0.05) 。小环藻组的dE*值最小 (65.23±1.89) ，与小球藻组 (65.47±2.19) 之间无显著性差异 (P>0.05) 。二形栅藻组 (67.52±2.46) 和旋转单针藻组 (67.52±2.46) 之间差异不大 (P>0.05) ，但显著高于小环藻组和小球藻组 (P<0.05) 。小球藻组的C*值最大 (6.03±0.98) ，略高于小环藻组 (5.44±1.36) ，显著高于二形栅藻组、旋转单针藻组和混合藻组 (P<0.05) 
表4投喂不同微藻饵料对三角帆蚌内壳颜色的影响
Table4 Effects of feeding with different types of algae on shell nacre color of Hyriopsis cumingii from five dietary
	
	小环藻
Chlorella sp.
	小球藻
Cyclotella sp.
	二形栅藻
Scenedesmus dimorphus
	旋转单针藻
Monoraphidium contortum
	混合藻
mixed algae

	L *
	64.98±1.97c
	65.18±2.24c
	67.33±2.51b
	67.11±2.98b
	68.94±1.71a

	a *
	5.11±1.22ab
	5.65±0.71a
	4.68±0.68bc
	4.47±1.52bc
	3.99±0.95c

	b *
	0.60±1.91a
	0.94±2.03a
	-0.86±1.38b
	0.34±2.38ab
	0.90±1.31a

	dE*
	65.23±1.89c
	65.47±2.19c
	67.52±2.46b
	67.32±2.88b
	69.08±1.68a

	C*
	5.44±1.36ab
	6.03±0.98a
	4.93±0.76bc
	5.04±1.54bc
	4.26±1.11c


2.4不同微藻投喂对三角帆蚌斧足和外套膜微量元素含量的影响  
由表5可知，不同微藻投喂对三角帆蚌外套膜的Cu元素各组含量均较低 (<20 mg/kg) ；而不同微藻投喂对三角帆蚌的外套膜中其他元素含量均影响显著 (P<0.05) ，Zn含量从高到低排序：旋转单针藻组>二形栅藻组=小环藻组>小球藻组>混合藻组，旋转单针藻组是混合藻组3.65倍；Fe元素含量从高到低排序：小环藻组=小球藻组=旋转单针藻组=二形栅藻组>混合藻组。Mg元素含量从高到低排序：旋转单针藻组>二形栅藻组≥小环藻组≥小球藻组>混合藻组。Mn元素含量从高到低排序：旋转单针藻组>二形栅藻组>小环藻组>小球藻组>混合藻组。
表5不同微藻投喂对三角帆蚌外套膜微量元素含量的影响 (mg/kg) 
Table5 Effects of feeding with different types of algae on mantle tissue Calcium content of the Hyriopsis cumingii from five dietary 
	
	小环藻
Chlorella sp.
	小球藻
Cyclotella sp.
	二形栅藻
Scenedesmus 
dimorphus
	旋转单针藻
Monoraphidium
 contortum
	混合藻
mixed algae

	Cu
	＜20
	＜20
	＜20
	＜20
	＜20

	Zn
	120.33±2.05b
	104.33±9.10c
	122.33±4.99b
	170.33±3.86a
	46.67±5.31d

	Fe
	314.33±16.44a
	346.00±37.50a
	356.33±19.60a
	354.67±24.73a
	169.33±22.13b

	Mg
	723.33±12.23c
	768.67±13.02c
	834.00±33.44b
	958.67±12.68a
	572.33±24.09d

	Mn
	2143.33±7.36bc
	1946.00±7.12c
	2237.00±177.47b
	2713.33±109.19a
	1197.67±6.18d


由表6可知，不同微藻投喂对三角帆蚌外套膜的Ca含量影响显著 (P<0.05) ，投喂二形栅藻组 (25049.30±1320.36 mg/kg)和旋转单针藻藻组(24903.70±359.06 mg/kg)含量最高，小环藻组次之 (22470.70±1243.84 mg/kg) ，明显高于其余2组。同样，不同微藻投喂对三角帆蚌斧足Ca元素含量影响显著 (P<0.05) ，以投喂小环藻组含量最高(12637.3±624.39 mg/kg)，旋转单针藻(8019±513.72 mg/kg)次之，都高于混合藻(3763±225.35 mg/kg)、二形栅藻组 (3021.67±144.32mg/kg)和小球藻组(2316±88.23 mg/kg)。
表6不同微藻投喂对三角帆蚌外套膜和斧足Ca元素含量的影响 (mg/kg) 
Table6 Effects of feeding with different types of algae on foot and mantle tissue Calcium content of the Hyriopsis cumingii from five dietary 
	
	小环藻
Chlorella sp.
	小球藻
Cyclotella sp.
	二形栅藻
Scenedesmus 
dimorphus
	旋转单针藻
Monoraphidium
 contortum
	混合藻
mixed algae

	外套膜
mantle
	22470.70±1243.84b
	16327.00±94.09c
	25049.30±1320.36a
	24903.70±359.06a
	12750.00±642.01d

	斧足
foot
	12637.30±624.39a
	2316.00±88.23d
	3021.67±144.32cd
	8019.00±513.72b
	3763.00±225.35c


3.讨论
淡水蚌类的饵料一般有藻类、浮游动物、细菌和底泥等，微藻种类组成对三角帆蚌生长的有显著影响，在自然条件下三角帆蚌主要摄食的藻类中绿藻占42.01%，硅藻占29.18%[9]，三角帆蚌对硅藻门的消化率高达90.0%[10]，且三角帆蚌对硅藻的同化率显著高于其他藻类，生长状况依赖水体环境中的硅藻[17]。本试验证明微藻的种类对三角帆蚌的生长有显著性差异 (P<0.05) ，且以投喂小环藻为佳，这与费志良[10]和朱生博[18]等认为硅藻更适合三角帆蚌研究结果一致。一般来说三角帆蚌对单细胞、结构简单藻的消化更容易[10]，本试验中的小环藻属单细胞硅藻，不但大小适口 (长15.0~12.5 μm，宽6.5~9.0 μm) ，细胞壁相对较薄 (0.122 μm) ，而且细胞质中含多个小的脂质颗粒，富含EPA (28.71%) ，为此更利于三角帆蚌生长。相反对于绿藻特别是多细胞、排列紧密的群体微藻更难消化，在武震[19]的实验中发现三角帆蚌在绿藻门的同化率中，盘星藻 (Pediastrum sp.) 最高，斜生栅藻 (Scenedesmus obliquus) 最低，斜生栅藻的滤食率高达100 %，消化率仅为0%；杨品红[9]发现栅列藻 (Scenedesmus obliquus) 在前肠后肠的出现率分别为88.56%和44.12%，而盘星藻仅为31.24%和28.32%，证明栅列藻在肠道中的大部分被消化，而盘星藻较难以消化。此外，朱爱明的研究发现栅藻 (Scenedesmus sp.) 占三角帆蚌食物种类样本数最多[20]，因此排列紧密的多细胞也可以成为三角帆蚌的适宜饵料。本实验表明属于绿藻门的二形栅藻作为饵料时对三角帆蚌生长也较好，其投喂效果仅次于小环藻，这可能是二形栅藻虽大多由4个细胞组成的群体，细胞结合紧密，但其边缘无刺毛，细胞壁相对较薄 (0.049μm) ，藻类容易消化，且高度不饱和脂肪酸PUFA高达60.21%，营养丰富所致。虽然有研究认为杂食性双壳类的生长和代谢比单纯植食性要好[21,22]。但同样属于绿藻门的旋转单针藻组的生长显著低于另外四组，推测是旋转单针藻虽个体不大 (细胞长5.0~15.0 μm，宽3.0~5.0 μm) ，但细胞呈S形螺旋弯曲，其形态不适宜被滤食，或者三角帆蚌在消化时，旋转单针藻细胞壁的组成复杂导致难以被消化，或是该藻所含的营养成分不适宜三角帆蚌的生长发育所需[23]，这有待进一步深入实验证明；投喂混合藻三角帆蚌生长不佳，推测是由于四种藻等比例混合之后，三角帆蚌对滤食的藻类无选择性，属于被动吸收[10]，适宜饵料不足，旋转单针藻同时摄入，不利于生长。
珍珠重量主要取决于珍珠囊 (珍珠周围的上皮组织) 的钙代谢[24]，蚌个体壳的生长主要取决于外套膜的钙代谢[25]。生理的生长和活性对珍珠囊上皮组织的钙代谢有影响[26]。本实验发现投喂不同微藻对三角帆蚌的外套膜和斧足组织的Ca含量影响显著，投喂小环藻、二形栅藻和旋转单针藻组外套膜的Ca含量显著高于其他各组。同样包埋珍珠核的斧足组织中的Ca元素含量，以小环藻组最高，显著高于其余实验组，是小球藻组的5.5倍；夏中慧[27]的研究发现珍珠层形成过程中，是不断地将Ca填充进类丝状蛋白构建的有机结构中去。因此本实验中Ca元素含量高的组，生长较好的小环藻，珍珠增重也较好。淡水有核珍珠容易存在珠层厚度不一的现象，每一生长圈层由于周围环境的变化而存在颜色及结构上的一些差异[28]。有核珍珠出现圆度不好的主要原因是棱柱层生长过程的某一时期，有机物分泌不足，极少参与碳酸钙生长过程，而棱柱层呈现自由形式的生长状态。在陈锵[26]的研究中也发现三角帆蚌体内蛋白含量对其生长有显著影响。本实验中二形栅藻组的椭圆形状较多见，可能是生长过程中相关的有机物分泌不足，导致构建过程出现异常。
珍珠颜色的形成机理与贝壳珍珠层的一致[29]珍珠的显色珍珠的颜色是体色、伴色和晕彩综合作用的结果 ,每一轮生长周期都对珍珠的光泽有重要的影响，最外层的珍珠层对颜色的影响至关重要[28,30]。本实验中投喂小球藻和小环藻组的内壳珍珠层的颜色更红。二形栅藻组的内壳珍珠层颜色偏蓝，另外四组的颜色偏黄。混合藻组的内壳色亮度高，色差较大，饱和度低。小环藻组的内壳色亮度较低，色差较小，饱和度高。贝壳珍珠层是在蛋白质大分子有机质的调控下，碳酸钙生物矿化为文石层，不断堆砌形成形成的多重微层结构，由有机物与微量金属共同致色[28,31]。海水珍珠中发现有机质含量增高而亮度低，因为珍珠层表面的硬蛋白层可以反射入射光，当硬蛋白层过薄或无硬蛋白层会因反射能力弱导致珍珠层亮度低[25]，因此推测小环藻组内壳珍珠层的硬蛋白层过薄导致亮度不如混合藻组。混合藻组多种藻类同时被滤食，微量元素、脂质和蛋白质种类较多，可能分泌硬蛋白较多，亮度较强，但与标准白色差较大。有研究发现白色珍珠层的光泽度都较低，或者因小环藻组内壳色色差小，更贴近白色，且颜色饱和度较高，因此难以避免亮度的缺失。本实验发现混合藻组的微量元素含量最低，Mn含量远低于其余四组，混合藻组的色差最大。在珍珠显色中，Mn的含量越高被认为越容易呈白色。在严俊的实验[32]中发现不同颜色珍珠层碾碎，之后的粉末颜色相似，说明珍珠层的空间结构与珍珠层呈现的颜色密切相关，与着色色素的联系较少。李耿[30]认为淡水珍珠显色与卟啉和微量金属元素结合产生的卟啉体共同作用结果，尽管相同颜色的淡水养殖珍珠的微量元素的种类和含量并不完全相同，有时甚至矛盾，依靠相对含量较高的微量金属元素可能影响珍珠层的成色。在李青梅[29]的研究中证实了淡水养殖珍珠中色素和微量元素能够引起珍珠的颜色不同，但珍珠具有的一维光子晶体结构是产生颜色的主要原因，是结构色，珍珠文石板片厚度的不同，导致珍珠呈现出的颜色不一样。色素和微量元素珍珠层颜色具有强化作用。
4.结语
本研究发现投喂不同微藻饵料影响了三角帆蚌体内Ca和金属微量元素的不同，并导致三角帆蚌生长速率、产珠性能和珍珠层颜色产生差异。筛选出了适宜作为三角帆蚌集约化养殖的饵料微藻。小环藻有利于三角帆蚌生长、产珠性能和内壳珍珠层的颜色，二形栅藻次之。进一步研究投喂特定微藻是否有助于调控珍珠层颜色，是一个有研究前景的新话题。
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Effects of four microalgae diets on growth, nutritional composition, pearl producing function, shell nacre color and trace element content of Hyriopsis cumingii.
CHEN Qiang, JIANG Xiamin*, PENG Ruibing, HAN Qingxi, SHENG Peng, XUE Ruiping 

 (Schoool of Marine Sciences，Ningbo University，Ningbo，Zhejiang 315832) 
Abstract：To dertimine the optimal microalgae diet for massive clam culture, this experiment was conducted to investigate the effects of different microalgae diets (Cyclotella sp., Chlorella sp., Scenedesmus dimorphus, monosporidium contortum, and mixed four microalgae) on the growth, pearl producing function, nutrition composition and shell nacre color of Hyriopsis cumingii, using a single factor experiment method. The results showed that the growth of the clam was significantly different with different microalgae diets. The growth rate of weight, shell length, shell width and shell height of Hyriopsis cumingii was the highest when fed by Cyclotella sp., Scenedesmus dimorphus came second, with its growth rate of shell length slightly higher than Cyclotella sp., but no significantly difference (P>0.05). The growths of the mussel for the groups of Chlorella sp., Monoraphidium contortum and mixed algae group were poor. The highest production gain of pearl was 16.23%±1.23% when fed by Cyclotella sp., significantly higher than other four groups (P<0.05). The perfect round pearls rate in Cyclotella sp. and Scenedesmus dimorphus groups was significantly higher than in Monoraphidium contortum group (P<0.05). 
The trace element content of the foot and mantle was significantly affected by diet (P < 0.05). The highest Ca content of foot was observed in mussels fed Cyclotella sp. (12637.3±624.39 mg/kg), It is significant effect on shell nacre color (P<0.05). Lowest brightness of shell nacre color came with Cyclotella sp., together with smallest chromatic aberration, and higher saturation. For the mixed algae group, the highest brightness of shell nacre color and chromatic aberration, and the lowest saturation were found (P<0.05). The brightness, chromatic aberration and saturation of the Scenedesmus dimorphus group were all at intermediate levels. In conclusion, Cyclotella sp. may be the best diet choice for intensive Hyriopsis cumingii, and followed by Scenedesmus dimorphus.
Key words: microalgae; Hyriopsis cumingii; growth; pearl producing function; shell nacre color
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