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摘要: 采用经臭氧处理的海水培养小球藻, 分析了小球藻的相对增长速率、叶绿素-a 含量、DNA 和 RNA 含量

及海水中三氮含量的变化,结果表明: 1.一定剂量的臭氧处理可提高小球藻的生长速度和叶绿素的含量, 高剂

量的处理会抑制小球藻的生长。2.藻细胞中 DNA 含量对臭氧处理表现的相对稳定, 而 RNA 含量比较敏感,

一定剂量的臭氧处理可引起RNA 含量增加。3.经臭氧处理的海水, 硝态氮( NO-
3-N)的含量有所提高,而铵态

氮( NH+
4-N )和亚硝态氮( NO -

2-N)的含量降低。
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Abstract:Effects of seawater treated by ozone on reproduction, chlorophyl-l a content, DNA and RNA content in

Chlorella sp. were studied. Meanwhile, NH+
4-N, NO-

2-N and NO-
3-N content in the seawater were analyzed.

The results showed as follow s: 1. A certain concentrat ion of ozone treatment could increase reproduction and

chlorophyl-l a content, but higher concentration of ozone treatment could inhibit repraduction of Chlorella sp. . 2.

DNA content showed relative stability, RNA content was more sensitive to ozone treatment than DNA content,

and ozone treatment could increase RNA content. 3. NH+
4-N and NO-

2-N content in seawater by ozone treated

decreased, while NO-
3-N content increased compared with that in control seawater.
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  臭氧作为氧化剂、消毒剂、催化剂在许多行业中得到广泛的应用。在海水养殖业中,臭氧主要用于

海水的消毒和水质的改良等方面[ 1, 2]。在许多国家的海水育苗及养殖生产中,臭氧处理海水的设施已

成为完整生产工艺中不可缺少的部分
[ 3]
。在海洋微藻的研究方面,有用臭氧控制或去除微藻的试验报

道[ 1] ,也有对微藻生长、耐受力、能量储存和脂肪酸含量与组成等方面的报道[ 4- 6]。但臭氧处理海水对

微藻的生理效应及其影响机理的研究, 至今尚未见报道。本文用臭氧处理的海水培养小球藻,探讨了臭

氧处理海水对小球藻生长的影响和作用机理,以期有效地扩展臭氧在海洋微藻培养中的应用。



1  材料和方法

1. 1  实验藻种

选用一种海洋单细胞藻, 小球藻( Chlorella sp. )为实验材料,藻种取自青岛海洋大学太平角实验场。

1. 2  培养方法及条件

海水取自青岛鲁迅公园附近海域。对照组海水经孔径 0. 45Lm 醋酸纤维滤膜抽滤、煮沸消毒,冷却

后备用;臭氧处理组海水经沙滤、沉淀后, 用青岛洁源机电设备有限公司生产的臭氧发生器 (臭氧

10g#h- 1)和水气反应罐, 通入臭氧分别为0. 5、1. 0、2. 0min,放置 2h,用改进的比色法[ 7]测定其总氧化剂

含量分别为0. 284 @ 10- 6mg#L- 1、0. 378 @ 10- 6mg#L- 1、0. 432 @ 10- 6mg#L- 1,立即配成营养液,用于小球

藻培养。培养液选用 f / 2营养盐配方
[ 8]
。用于微藻培养的三角瓶, 预先在 1N 的稀盐酸中浸泡数日,蒸

馏水冲洗干净后备用。

培养条件: 光强为2500~ 3500Lux;光:暗比为 14hB10h; pH 为 8. 0 ? 0. 1;盐度为 30. 0 ? 0. 1;温度为

25 ? 1 e 。每个实验组设 3个重复。

1. 3  测试指标

1. 3. 1  细胞密度

用Lugol碘液固定样品,血球计数板计数[ 9]。

1. 3. 2  相对增长速率( K)的求算

K=
lgNt- lgN0

T
,其中N t代表培养 t时刻的细胞密度, N0 代表起始细胞密度, T 为培养时间( d)

[ 10]
。

1. 3. 3  叶绿素含量( Ch-l a)的测定

参照 Jensen的方法[ 11] ,用 90%的丙酮提取, 751-G型分光光度计测定。

1. 3. 4  核酸( DNA、RNA)含量的测定

参照文献[ 12]的方法进行。

1. 3. 5  三氮含量的测定
用0. 45Lm 醋酸纤维滤膜将小球藻滤出, 滤液中三氮( NH+

4-N、NO
-
2-N、NO

-
3-N)参照靛酚蓝自动

法[ 13]测定。

2  实验结果

图 1 臭氧处理对小球藻生长影响

Fig. 1  Effects of ozone treatment on growth of Chlorella sp.

2. 1  臭氧处理海水对小球藻生长的影响

一定剂量的臭氧处理能够促进小球藻的生长

(图 1)。在实验中,用初始总氧化剂浓度为 0. 284 @

10- 6mg#L - 1和 0. 388 @ 10- 6mg#L- 1的实验组, 小球

藻自始至终均表现出优于对照组的生长状况; 而初

始总氧化剂浓度0. 432 @ 10- 6mg#L- 1的实验组,在开

始培养的前2天,小球藻生长状况相对较差, 而 2天

后,生长状况明显好于对照组和 0. 284 @ 10- 6mg#

L
- 1
及 0. 338 @ 10

- 6
mg#L - 1

的处理组。但是高剂量

的臭氧处理对小球藻的生长具有明显的抑制作用,

我们在预备实验中发现, 在总氧化剂浓度达 0. 495 @

10
- 6
mg#L - 1

以上的臭氧处理海水中,小球藻生长状况明显差于对照组。t 检验表明, 臭氧处理组与对照

组的相对增长率差异显著( P< 0. 05)。
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2. 2  臭氧处理海水对小球藻叶绿素( Ch-l a)含量的影响

一定剂量的臭氧处理海水能够明显提高小球藻叶绿素( Ch-l a)的含量(图 2) , 且在一定时间范围内

随着处理时间的延长, 提高幅度加大。经 t 检验, 臭氧处理组与对照组的叶绿素含量差异显著

( P< 0. 05)。

2. 3  臭氧处理海水对小球藻 DNA含量的影响

臭氧处理海水对小球藻DNA含量的影响不明显(图3) ,处理组的 DNA含量和对照组的 DNA 含量

没有差别,且随着培养时间的延长,三者的变化也不明显。t检验得知: P> 0. 05,表明臭氧处理组与对

照组 DNA含量差异不显著,同时也说明小球藻DNA含量对臭氧的处理表现得比较稳定。

图 2 臭氧处理对小球藻 Ch-l a 含量的影响

Fig . 2 Effects of o zone treatment on Ch-l a content of

Chlorella sp.

图 3 臭氧处理对小球藻 DNA 含量的影响

Fig . 3 Effects of ozone treatment on DNA content of

Chlorella sp.

图 4 臭氧处理对小球藻RNA 含量的影响

Fig. 4 Effects of ozone treatment on RNA content of

Chlorella sp.

2. 4  臭氧处理海水对小球藻RNA 含量的影响

臭氧处理对小球藻 RNA 含量的影响类似于相

对增长率和叶绿素的变化情况,处理组的 RNA含量

高于对照组, 浓度 0. 432 @ 10- 6mg#L- 1处理组 RNA

含量又高于0. 284 @ 10- 6mg#L- 1处理组(图 4)。t检

验表明臭氧处理组和对照组的 RNA 含量差异显著

( P< 0. 05) , 这说明一定剂量的臭氧处理能明显提

高小球藻的RNA含量。

2. 5  臭氧处理对水中三氮的影响

臭氧处理海水中总氧化剂浓度越高, NO-
3-N 浓

度越高;而处理组 NH
+
4 、NO

-
2 浓度明显低于对照组

(表 1)。在实验中这种效应一直持续到小球藻培养

的结束。

3  讨论

3. 1  臭氧处理海水引起小球藻生理变化的原因

臭氧是一种极不稳定的强氧化剂,在水溶液中的半衰期为 20min
[ 1]
。臭氧通入水中, 可产生氧化能

力极强的单原子氧( O)和羟基自由基( HO)等多种类型的氧化剂,它们能够很快分解水中的有机物质、细

菌和微生物,从而起到灭菌消毒作用[ 1]。文献[ 3]中报道: 通入 0. 59mg#L- 1臭氧, 养殖水中的细菌杀灭

率为 99. 12%
[ 3]
。臭氧通入海水,在一定剂量内可以刺激小球藻, 使其生理性增加, 但过量则对小球藻
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表 1 臭氧处理与高温消毒海水培养液中三氮的含量(单位: mol#L- 1)

Tab. 1  NH+4-N, NO
-
3-N and NO-2-N content in ozone-treated and control seawater

培养时间

( d)

处理浓度

( 10- 6mg#L- 1)
NH+

4-N NO-
2-N NO-

3-N NO-
3 - N/ (NO-

2 - N+ NH+
4 - N)

0 0. 432 0. 77 1. 42 867. 1 395. 9

0 0. 338 0. 30 1. 62 772. 4 402. 3

0 0. 284 0. 44 3. 18 687. 0 189. 8

0 0. 000 3. 63 7. 93 577. 1 49. 9

6 0. 432 0. 75 0. 74 917. 8 616. 0

6 0. 338 O. 33 6. 15 725. 1 111. 9

6 0. 284 0. 26 12. 1 640. 7 51. 8

6 0. 000 3. 32 9. 41 588. 1 46. 2

12 0. 432 1. 61 0. 91 889. 1 352. 8

12 0. 338 0. 37 5. 42 715. 1 123. 5

12 0. 284 3. 98 18. 1 609. 7 27. 6

12 0. 000 3. 74 18. 8 535. 9 23. 8

有毒害甚至杀死作用。另一方面, 臭氧通入海水, 与海水中多种化学成分发生反应, 其反应过程与生成

物质较复杂,有些反应生成物也是强氧化剂和消毒剂, 如O3+ Br- yO2+ BrO- 等[ 14] ,并可继续与其它物

质进行氧化还原反应,总氧化剂逐渐降解。这些反应使被处理海水较对照海水氧化电位提高、氧化力增

强、海水中化学组份改变,从而产生与对照海水不同的化学性质,由此引起小球藻生理效应的变化。

3. 2  臭氧处理海水对小球藻生长的影响

臭氧处理的海水中, 不同的氧化剂浓度表现出对小球藻生长的影响不同 ( 图 1)。浓度为

0. 432 @ 10- 6mg#L- 1时,起始两天对小球藻生长起胁迫作用, 生长速度明显低于对照组, 第三天转为促

进作用,随后几天基本呈直线增长,第七天开始相对转缓, 但仍高于其它各组,从第三天至第十一天,与

对照组相比,相对增长率平均高 27% ,而浓度为 0. 338 @ 10- 6mg#L- 1和0. 284 @ 10- 6mg#L - 1的处理组分

别比对照组高 13%和 12% ,两个低浓度处理组自始至终对生长起促进作用。而且对照组显示出比处理

组有更早进入衰败期的趋势。

3. 3  氧处理海水对小球藻生长影响机理的探讨

一般情况下,叶绿素含量高, 则微藻光合作用的速率高, 生长相对旺盛。试验培养小球藻两天时,

0. 284 @ 10- 6mg#L- 1处理组叶绿素含量最高( 6. 6 @ 10- 6Lg#cell- 1) , 对照组居中( 5. 4 @ 10- 6Lg#cell- 1) ,

0. 432 @ 10- 6mg#L- 1处理组最低( 5. 4 @ 10- 6Lg#cell- 1) , 这时各组小球藻的相对增长率与其相对应; 四天

至十二天, 其平均含量分别为 0. 432 @ 10- 6mg#L - 1处理组 13. 1 @ 10- 6Lg#cell- 1, 0. 284 @ 10- 6mg#L- 1处

理组 10. 8 @ 10
- 6
Lg#cell- 1

,对照组 9. 4 @ 10
- 6
Lg#cell- 1

,仍与各组小球藻的相对增长率相一致。这说明

海水中不同的总氧化剂浓度直接或间接引起小球藻的叶绿素含量的变化, 影响了小球藻光合作用的速

率,这可能是影响小球藻生长的重要原因之一。

RNA与DNA的比值是良好反映生物生长状态的指标之一。细胞RNA 与DNA比值高,藻细胞的增

长速度快。试验培养小球藻四至十二天间, 总氧化剂浓度 0. 432 @ 10- 6mg#L- 1、0. 284 @ 10- 6mg#L- 1的

处理组和对照组 RNA与 DNA含量比值分别是 0. 316、0. 302、0. 286,两处理组分别比对照组高 3. 0%与

1. 6%。三组间 DNA的含量基本相同, RNA含量差异显著, 处理组中RNA与 DNA 比值的提高, 无疑是

小球藻生长加快的结果。

NO-
3 有诱导微藻中酶的合成、促进氮的同化等作用,且比 NO-

2 、NH
+
4 易于被微藻吸收和利用。臭

氧通入海水,产生氧化反应,将海水中的有机氮氧化成无机氮,铵氮氧化成硝酸氮,另外空气经高频电晕

反应产生臭氧过程中也产生部分硝酸氮,使处理海水中硝酸氮明显增多, NO-
3 - N/ ( NH+

4 - N+ NO-
2 -

N)比值增大,小球藻培养期间总氧化剂浓度为0. 432 @ 10- 6mg#L - 1、0. 338 @ 10- 6mg#L- 1、0. 284 @ 10- 6
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mg#L - 1处理组的这一比值比对照组分别平均高 10. 4、4. 3、1. 2倍, 从而创造了有利小球藻的生长条件,

由此成为处理组小球藻生长优于对照组的一个重要因素。需要指出的是: 这种效应持续到培养小球藻

12d的实验结束, 这说明总氧化剂在衰减过程中一直发挥着作用。

另外,可能存在的海水活化促进了小球藻的生长。臭氧通入海水,其强氧化能力可能对海水有一定

的活化作用,使海水中水的原有链、团结构被破坏,形成较小的链、团,从而提高了海水的生物活性,使小

球藻的生理代谢能力增强,各种生理效应相应得到提高,表现出处理组比对照组小球藻生长速度加快的

现象。

目前,海水微藻培养的主要用途是做鱼和虾的开口饵料、贝类和饵料动物的饵料。在养殖生产中利

用臭氧处理海水培养微藻,有以下几个应注意的问题和建议: ( 1)目前有的研究报告[ 2]和生产厂家以臭

氧处理海水的时间(或注入臭氧量)为应用指标,没有进行使用前总氧化剂浓度的测定,易发生总氧化剂

超量和不足的问题。臭氧处理海水用于微藻培养前,应测定其总氧化剂浓度,以此测定指标进行微藻培

养,因不同的充气量、臭氧发生器产生臭氧量的稳定性(直接用未经干燥的空气生产臭氧,发生器工作时

间长、空气湿度大或气温高,则产生臭氧量降低)和不同的散气石等因素, 按机器标注产生的臭氧量,无

法准确计算出进入水中的臭氧量有多少,因此,使用中往往易发生通入臭氧量不足或过量等问题,且放

置一段时间也无法了解总氧化剂的衰减程度; ( 2)应用臭氧处理海水培养微藻前,将处理海水静放一段

时间,以利充分发挥杀菌、消毒的作用, 因各地海水的水质情况不同, 应根据其当地情况,确定臭氧处理

海水的剂量和静放时间; ( 3)不同的微藻种类对臭氧处理海水的氧化剂耐受能力和反应不同, 需对要培

养的各种微藻分别试验, 确定其有效剂量指标; ( 4)鉴于臭氧处理海水大大降低了海水中 NH
+
4 - N 的浓

度,并在微藻培养液中持续保持较长的时间, 从而在高浓度藻液作饵料的投喂中降低了 NH3对培养动物

的毒性危害,且有促进微藻快速生长的作用, 建议在生产中选用臭氧处理海水培养微藻。在生态式鱼、

虾、贝育苗中,按此方式处理海水, 进行微藻在育苗池内的培养, 更有利于育苗生产。
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