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摘要

通过探测轮虫对两种微藻的摄食情况，研究轮虫对微藻的摄食量，确定轮虫在生长

繁殖的过程中每天摄食单细胞藻的量，并比较了两种细胞大小相差悬殊的微藻对轮虫的

投喂效果。设置不同培养条件(自然、黑暗)，利用不同的微藻(小球藻、转金属硫蛋

白基因聚球藻)作壶状臂尾轮虫(Brachionus urceus)的饵料，每24h计数轮虫密度，并

用分光光度计测微藻的OD值。结果表明轮虫自然条件下每天摄食小球藻和聚球藻的细

胞数分别为3．4乇．3万、4．7-6．9万，黑暗条件下则分别为9．2—14万、11．7—12．8万。研究

不同浓度的小球藻对轮虫的摄食量的影响，发现摄食量与饵料的密度密切相关，密度不

同，摄食量不同；壶状臂尾轮虫对不同微藻饵料的摄食速率不同。小球藻的饵料效果优

于转金属硫蛋白基因聚球藻。

本文探索轮虫对不同微藻的摄食情况，并比较不同形态的微藻对轮虫的投喂效果，

为混合饵料的开发提供依据。设置不同培养条件(自然光照、黑暗)，采用各种微藻(小

球藻、转金属硫蛋白基因聚球藻、衣藻、水华鱼腥藻)作壶状臂尾轮虫(Brachionus urceus)

的饵料，每天在解剖镜下计数轮虫密度，并用分光光度计测微藻的OD值，通过标准曲

线计算出干重。实验表明，轮虫摄食聚球藻的量最大，摄食小球藻的量最少。而且微藻

的浓度不同，轮虫所摄食的量也不同。不同种类的饵料，浓度越大，轮虫的摄食量越大。

小球藻的饵料效果优于其它三种微藻，对轮虫种群密度效果差异极显著(P<O．01)。实

验发现黑暗条件下，投喂衣藻的轮虫增殖效果最好。

本文研究温度、pH值及接种时的携卵率对轮虫高效培养的影响，探究壶状臂尾轮虫

的适宜培养条件。结果表明，28,--一29。C为轮虫生长的最适温度；轮虫生长的最适pH为

7．5，对pH的耐受范围是4．5一11．5；接种携卵率高的轮虫其增殖倍率也相对较高。

将鱼腥藻，衣藻，聚球藻按不同比例混合后投喂轮虫，比较轮虫的种群密度增殖情

况。混合饵料的投喂效果明显优于单一饵料，采用混合饵料投喂的轮虫的密度增殖最快，

缩短了达到最大密度的时间，增加了轮虫的繁殖速率。其中鱼腥藻：衣藻：聚球藻为

5：l：1投喂效果最佳，接种密度为25ind／mL，4d后，轮虫最大密度可以达到940ind／mL。

并且投喂的混合饵料中，鱼腥藻的比例越大，轮虫体内蛋白含量越高，最高含量达65．38

％。对(组8，组1，组6)进行气相色谱分析，EPA在组8(鱼腥藻：衣藻：聚球藻5：
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l：1)中的含量最高，其它依次是组6(鱼腥藻：衣藻：聚球藻l：3：1)、组l(鱼腥

藻：衣藻：聚球藻1：1：)。而DHA的含量在组1中远高于其他两组。

关键词：轮虫；微藻；摄食量；营养成分
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Abstract

The research aimed to compare the effects of the different microalgae cells as the feed of

Rotifers(Brachionus urceus)．Rotifer was feed by differnt algae(Chlorella VUlgaris，

transgenic metallothionein Synechococcus sp．)under two kinds of conditions(natural light．

dark)，and the density of rotifers was counted every day．Results showed that a rotifer could

eat up the amount about 34000-63000(C．v)，47500-69600岱．s)under the natural light，and

about 92000—l40000 f(1．’，)。1 1 7000—l 28000(S．s)under dark condition．The rotifers daily feed

consumption were tightly related to the microalgae density，the different densities resulted

different consumption，and Chlorella was better than metallothionein Synechococcus sp．for

feeding rotifer．

Effects of the difference microalgae cells as feed on growth of Rotifers(Brachionus

urceus)were compared．The quantity of algae eaten by rotifer and the change of the density
of microalgae were calculated．Rotifers were feed by the different algae(Chlorella

vulg’aris，transgenic metaUothionein Synechococcus sp．，Chlamydomonas sp．and Anabaena

flos-aquae)，which was cultivated under two kinds of conditions(natural light，dark)，the

density of rotifers was counted every day．The results showed，rotifers could eat the different

dry weight of algae in the same period，and the higher the concentration of the algae，the

more they were consumed，The rotifers could grew better in C．VUlgaris under illumination．

The population density of rotifer was significantly(P<O．01)different．The results showed

the growth of rotifers were best with Chlamydomonas sp．under dark condition．

The effects of temperature．pH and amout of rotifer carrying eggs in high density cultures

of rotifer were studied．The results showed the rotifer grew fastest at 28-29℃，and pH 7．5，

and they could tolerate in the range of pH4．5—11．5．More eggs bringed by the rotifer，resulted

faSt increase of the rotifer density．

Rotifers were cultivated by feeding of mixtures(dry weight)of(Chlamydomonas sp(C．s)，

Anabaenaflos-aquae似力，Synechococcus sp．俩．s))to compare the growth of rotifers．The

result showed the mixed algae were better to improve the density of rotifers．to shorten time
of reaching the maximum density than single algae，and to increase of rotifers reproduction

rate．Group 8‘c．s：A．￡S．s：=5：l：l、was the best for the growth of the rotifers among the

experimental groups．which were 940ind／mL．The study also indicated the greater the

proportion of Af，the higher content of protein，the maximum content was 65．38％of Group
8．The appraisal results of the fatty acid showed that EPA of Group 8 was higher than Group6

(C．J?A乒S．J?=l：3：1)and Groupl．(C．s?A，S．J?=J?j?j)．DHAofGroupl was the highest of
the three groups．

Key word：Rotifers；Algae；Food consumption；Nutrient
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引言

轮虫是最小的多细胞动物，早在1703年列文虎克首先对它进行了研究，但当时把

它归属于原生动物【11。林奈于1758年描述了3种轮虫，可惜并未进行系统的分类。居维

叶(Cuvier，1798)把轮虫称作为浸液虫纲(Infusoires)隶属于植形动物界(Zoophytes)并

首次把这类动物命名为轮虫(Rotifera)。爱伦堡(Ehrenberg)对轮虫进行了深入的观察和

详尽的研究，于1832年创用Rotatoria--词。可见根据命名法优先法原则，Rotifera一词

应为轮虫的正名121。目前人们都习惯有Rotifer来称呼轮虫。由于轮虫形态特殊，使它在

动物界的位置和与其他无脊椎动物的关系方面一直存在争论，过去轮虫一般属于线形动

物门(Nemathelminthes)中的一个纲，但近代不少动物系统分类学家仔细分析了轮虫的胚

胎发生全过程和超微结构后认为把轮虫独立提升为一门=轮虫门，更为合适【3】。目前全

世界已被描述的轮虫种类达2000种以上，我国已报道的轮虫亦已超过400种，在已报

道的轮虫中95％为淡水种类，其中75％的种类营附着生活且大多分布于沿岸带，真正营

浮游生活的种类仅有100种左右【4】。

壶状臂尾轮虫(以下简称轮虫)属于轮虫门，是一种滤食性、体形50-200 u m的多细胞

动物，生活在淡水中，是江河、湖泊、池塘浮游动物的重要组成部分151。

我国自二十世纪五十年代后期丌始，先后开展了轮虫、卤虫幼体和成体、双壳类软

体动物的卵和幼体、桡足类、糖虾等动物性活体饵料的培养和生产。其中轮虫在适口性

好，生长繁殖快，并能保持良好育苗水质等方面具有优越性，尤其在淡水水体生态系统

结构功能、能量传递及物质转换上具有重要意义。它能摄食一些微小而不能被鱼类直接

利用的细菌和碎屑，进而其本身又被鱼类消化利用[61。轮虫的游泳运动速度较慢，低于

0．02 cm／S171,在养殖业育苗过程中，当鱼、贝、虾、蟹苗刚被孵出，卵囊已被消耗殆

尽，此时还不能消化个体较大的外源性食物，轮虫则成为幼苗阶段的良好开口饵料【81。

自二十世纪六十年代轮虫首次作为仔鱼的丌口饵料以来，许多海水鱼和淡水鱼的繁育获

得了成功。国内外许多学者在轮虫的繁殖生态、饵料营养、培养技术等方面作了大量的

试验研究，然而， 随着海水和淡水人工育苗规模的不断扩大，对轮虫供应数量和培养

稳定性的要求也越来越高，轮虫活饵料的培养已成为育苗生产的关键环节。

目前在生产上，轮虫的培养主要是依赖于传统的培养方法，培养密度很低(大约100

个／mL)，而且培养周期长，水体庞大和生产不稳定等因素增加了培养的难度【91。为满

足现代集约化育苗的需要，国内外科学家一直致力于在轮虫培养方法上进行研究和开
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发，以期提高轮虫培养密度、营养价值、生产效率和培养系统的稳定性。轮虫的培养受

很多因素的影响，如饵料、接种密度、温度、盐度、光照、pH、溶氧等，而且轮虫的培

养是建立在一个生态体系中，各因子相互关联、相互影响【lOl。在此期间，饵料是影响轮

虫生长繁殖的最主要因子之一。本课题通过探测轮虫摄食微藻饵料的规律，探讨不同微

藻对轮虫生长和摄食的影响。

近几年发展起来的生物包囊技术，利用轮虫作活载体，可以将幼苗所需的某些营养物

质，各种不饱和脂肪酸、维生素等传递给幼苗111l。通过强化培养将营养物质在轮虫体内

富集。目前国内外有对轮虫营养强化的技术日益成熟，强化过程所用的饵料，通气量，

温度等生长条件都有所研究。但目前对强化轮虫的微藻饵料的选择一直以单一藻类为

主，对混合藻类的研究很少。单一饵料普遍存在营养不平衡、不能满足轮虫的营养需要、

喂养效果差的问题，有的饵料还存在适口性差、含毒素等问题。为了合理利用各种饵料、

提高饵料的利用效率和营养价值、提高饵料的综合性能，有必要将各种饵料进行合理搭

配，以便在投喂中扬长避短，充分发挥各种饵料的优点，因此，配合饵料便成为集约化

喂养、饵料工业化生产的必然选择。

所以通过投喂不同混合比例的微藻饵料，检测比较轮虫体内营养成分(蛋白质，脂

肪尤其是不饱和脂肪酸)的含量，探究混合微藻饵料对轮虫营养强化的效果，筛选出最

佳饵料和饵料配比，提高轮虫的综合性能。

2
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第一章 综述

1淡水壶状臂尾轮虫的培养技术

轮虫的培养方式

目前培养轮虫的方式主要有一次性培养，半连续性培养，室外大面积的土池培养
[12-16]

o

1．1一次性培养

一般用容器培养，室内室外均可，所用的容器一般为长方形的玻璃缸高40cm，宽

20cm，用透明的塑料封顶，防止杂质和细菌流入缸内，缸要提前消毒，消毒的方法有用

3009／L的高锰酸钾需5～lOmin、用3～5％的碳酸需30 min、用10％的盐酸需5 min，常

用的消毒剂是次氯酸，按1L的培养液加入1-'一2mL次氯酸，消毒时间为24h，然后用硫

代硫酸钠中和。接种轮虫，一般一次性培养轮虫的接种密度为5～10个／mL，通气培养，

每日投饵。培养7～8d后，采收轮虫。采收后重新清池消毒，再重新培养。若干个轮虫

培养容器按计划培养，轮流采收。这种方式培养的轮虫，密度一般在500个／mL以上，

目前最高密度是2000个／mL。这种培养方式保证轮虫质量和产量的稳定，但培养成本较

高。

1．2半连续性培养

最少需要两个池，一个轮虫池，一个是藻种池，一般按轮虫池和藻种池为1：1～1：

2的体积比例，能基本满足轮虫对单胞藻的需求。藻种池的大小以0．5～l亩为好，水

深80---lOOcm，目前培养的单胞藻的品种有小球藻、微绿球藻等，其中生长迅速又适合

轮虫摄食与营养要求的是小球藻，它对温度和盐度的要求范围较广，易于培养，也适合

土池培养。接种前，先培养藻类饵料，在轮虫的养殖过程中以单胞藻为主酵母为补充。

轮虫的接种密度一般在20--一50个／mL，充气培养，7～8d后，每次按需求将轮虫用虹

吸法连同轮虫培养液一起采收，采收后，把藻类培养池的藻液抽入轮虫培养池，补回采

收的部分，恢复原来水位。约经15--一25d的培养，将池底的轮虫粪便和残饵，利用虹吸

法吸出，以保证培养池和水质干净。但经两三个培养月后，水质恶化，需要全部收获，

清池，消毒，重新培养。这种培养方法培养轮虫的效率高。
1．3室外土池培养

土池的有效水深一般在1～1．2m，池底要平整，而且以不渗漏的泥质或泥沙质为好，

堤坝要孥固，它的培养过程如下：

1．3．1清池

一种方法是先排干池水，清除污泥杂藻，暴晒3---5d，即可达到目的。另一种方法

3
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是池中带水消毒，最常用消毒药物是漂白粉，有效氯含量在25----30％，用量为609／m3，

消毒时间3"--．5d；也有用氨水，所用氨水含氨量15～17％，用量为250mg／L，消毒时间

为2～3 d【17l。

1．3．2进水

待池中的药物消失后，进水。进水必须通过250—300目以上的筛绢网过滤，首次进

水时，先让水位达到30cm即可。

1．3．3追加肥料培养单胞藻

所加的有机肥必须经过发酵，施加量为每公顷池加入1500Kg鸡粪和30Kg的尿素再

加7．5Kg过磷酸钙，隔一天后再加水，当水位升至50cm时，接种轮虫，接种密度为40---"

50个／mL，每五到十天追施一次肥料，池中藻的密度不宜过大，控制在以透过池水可见

池底为宜，因为藻细胞的密度过大不利于轮虫的生长和繁殖。

1．3．4轮虫的采收

用240目筛绢做成长筒形，长6～lOm，直径40cm，把电动浮泵固定在池中间小船上，

筛绢一端套在泵口，让其充分伸展后，另一端固定在池边处，并用活结扎口，网袋用前

需检查，或者用250目筛绢做成网箱，采用虹吸或水泵，把池水抽入网箱过滤，通过过

滤来完成采收。也可利用轮虫的趋光性的特点，利用光诱，使轮虫大量聚集在光强处．轮

虫集中的地方呈褐红色，可用水桶直接舀取【241。

2轮虫培养的过程中，注意的事项

2．1接种

轮虫的接种密度依据轮虫种的多少而定，接种LLNo．1～10个／mL均可，一般控

制在1～6个／mL。在生产中，接种密度一般为2～100个／mL，以接种数量在40"--'50个／

mL最为适宜。接种密度大，收获的时间就相应提前。而且接种温度与盐度与培养条件要

保持基本相同㈣。
2．2饵料

轮虫繁殖到一定数量后，摄食量很大，需要大量的单胞藻作为饵料及时满足轮虫

繁殖需求，能否保证足量的单胞藻是轮虫培育成败的关键‘19l。单胞藻还有调节水质，吸

收氨氮，强化轮虫质量的作用。所以设置专门的单胞藻培养池，是轮虫持续高产的保证。

单细胞藻类主要用小球藻，一般每天上午投喂1次，以水体稍有颜色为好。从每个轮虫

每天利用10万个细胞看，如果大批量培养轮虫，一般的育苗场家，单细胞藻是不能满

足供应的，所以可以给轮虫投喂酵母，酵母主要是食用的鲜酵母，投喂轮虫时将鲜酵母

和小球藻混合，每天平均投喂5次，具体时间是早4时、上午8时、中午1时、下午6时、
4
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晚10时30分。经实验证明饵料的投喂并不是多多益善，而要控制在一定的密度范围内，

不要使饵料过剩，这样不仅是浪费资源，增高成本，而且多余的饵料能使水质变坏，造

成污染【捌。

2．3水质

壶状臂尾轮虫的耐盐度范围很广，轮虫的培养用水如果是自来水可直接用1509／L的

次氯酸消毒24小时，再用硫代硫酸钠中和。如果是未经处理的湖水，必须先用300目筛

绢网袋过滤，再用1509／L的次氯酸消毒24小时，最后用硫代硫酸钠中和，以防止敌害生

物进入培养池。生产中除接种时不换水外，从培养的第3天起，每天换水量要达到25％。

加注的新水水温尽量与轮虫池一致，温差在3℃以下。在冬季、早春采用升温培养的，

要防止温差波动过大，升温幅度要小于10。C，否则会导致轮虫活力差、繁殖力下降、个

体变小。

2．4光照和通风

在轮虫培养过程中，早春光照对轮虫的影响不大，但在4月中旬后要注意通风，避

免强光照射，使室温与水温基本一致，否则在轮虫接种3天后，会出现红褐色絮状物，

镜检呈类似大型丝状角毛藻，而实际是投喂的酵母在高温下发酵与池内的单细胞藻缩聚

形成的，这种情况出现后池底残留物加厚，水质变坏，池壁上出现红圈，轮虫个体瘦小，

数量急剧下降，直至倒池【2l】。轮虫光照强度一般为4400,---,100001x之间。在溶解氧为2mg／L

以上时，轮虫繁殖良好，轮虫对低氧含量甚至短时间缺氧的耐受性很强。
2．5轮虫的营养强化

用酵母培养的轮虫，优点是繁殖速度快，在数量上能满足大规模育苗生产的需要，

但其不含不饱和脂肪酸，若直接用于育苗生产，效果很差，为此，必须用单胞藻对轮虫

进行营养强化。从目前的实践看，用小球藻效果最好。具体方法是：根据生产需要，将

达到投喂要求的单细胞藻按水：饵1：3的比例打到强化池，充气后再把所需轮虫用淡水

浸泡3"--'5分钟后，接到强化池，密度为400"-'500个／毫升，强化24小时即可投喂幼苗【221。

2．6轮虫的收获

如果水温较低，轮虫繁殖较慢，虽然市场需求大而且价格高，也只能少量收获。一

般水温10"-"15℃时，R收获量为存池量的1／10左右。水温较高，轮虫繁殖快可大量收获，

一般日收获量为存池量的1／6～1／3左右【231。另外，当轮虫产量高峰出现时应及时大量

收获轮虫，并补充饵料和水，以维持种群的持续生长。收获时间：一般清晨较好，因为

下午水温较高轮虫集中产卵，水体中粘性物质增多，同时由于下午水体中的溶解氧常过

饱和，在抽滤时易使筛绢通透性降低，从而在袋内形成大量泡沫，影响效率及产品质量

izs]。

5
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2．7病害防治

轮虫的敌害很多，主要有甲壳动物、多毛类幼体、大型原生动物和丝状藻类等。在

轮虫土池培养中，一旦发现敌害，可分别采取以下措施处理(1)甲壳动物，包括桡足

类、枝角类、钩虾等，通常大型的桡足类不好杀灭，敌百虫浓度要达到1．59／m2，其它种

类l g／m2，可杀灭，而轮虫可正常繁殖。 (2)多毛类：对轮虫繁殖危害极大，可用10 g／

m2茶籽饼浸泡后全池泼洒。4月中旬后，多毛类的卵随水进入池内，此时，必须将水用浓

度为30 mg／Kg的漂白粉消毒，并用硫代硫酸钠中和后再用。若出现多毛类幼体，也可采

用80目筛绢网过滤。(3)大型原生动物：主要有变形虫等，一旦污染，轮虫就会绝产。

防治措施是防止水源污染，培育用水及加水要经消毒，如果大量暴发，把池水排空，彻

底清池，消毒，重新接种培育。(4)聚缩虫，由于轮虫要投喂酵母，因而池中有机质丰

富，为聚缩虫的生长繁殖提供了大量的饵料和附着基。在温度适宜时(22～24℃)，聚

缩虫大量繁殖，给育苗带来很大的影响。预防的主要措施是大量换水，重新接种培育。

具体方法：先停气20分钟，使聚缩虫下沉到池底，利用虹吸作用收集轮虫，再用80目

筛绢网过滤，重新接种培养或强化后投喂，或者用浓度为(12．5～15)×10书的甲醛溶

液，在2．-一4d内能有效杀灭聚缩虫的成体，轮虫的种群增殖速度保持持续增长。(5)丝

状藻类：它可使池水变清，消耗营养盐，防治方法是搅动池底使池水保持浑浊。如果大量

发生，可人工捞取或弃水重新培养。

3轮虫的应用及营养成分的分析

3．1轮虫的应用
3．1．1净水作用

约翰．沃尔什发现轮虫的轮形器官造成水的旋动，使水流向轮虫的头部前端，轮虫

捕食水流卷来的藻类、小型原生动物等各种小生物体，是水内不至于有过多的有机物停

滞而造成水质污染‘261。轮虫的废弃产物会结合成粘性团块，吸附住其他有机物的颗粒，

并使其沉淀到水底，从而净化水质，在本课题中，针对轮虫的这一作用，将轮虫运用于

富营养化的治理，测得轮虫对微藻摄食量田l。

3．1．2轮虫作指示生物

目前，造成环境污染的原因有自然污染和人为污染，其中以人为污染中的化学污染

最为突出。随着工农业的发展，大量的金属离子污染物通过各种途径进人水体，导致了

水体的严重污染，这些污染物对水生生物都有毒害作用，并通过食物链间接危害人类的

健康，当重金属进人人体后，会逐渐累积，引起慢性中毒、致癌、致畸等损害‘2引。20

6
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世纪90年代，国际上开展了轮虫生态毒理学的系统研究，并且已经将轮虫作为检测生

物应用到环境毒物的检测中。许多学者已将轮虫作为水环境监测的指示生物群落，并用

轮虫群落生态来评价水质受污染状况和水体营养状况。轮虫被作为一种指示生物运用到

污水的监测中【291。如今轮虫在水质监测方面的作用越来越受到人们的重视，有人曾研

究过不同污染等级的污水中，出现的轮虫种类不同。

轮虫还被用来作为生态毒理试验的指标，有毒有害化学物质对环境的污染已成为全

球性问题，其对水生生物的毒害乃至对生态系统的影响已引起广泛关注。轮虫在水生生

态系统中是一个重要的浮游生物种群，在食物链中的营养传递及水体生态的稳定性方面

扮演重要的角色，而且轮虫对被测试化学物质敏感。

因此，以轮虫作为模式生物之一进行毒理试验，分析预测各种有毒有害物质和极端

环境对水生生物的毒理效应，已得到大量的应用130l。水体中的有毒有害物质会通过影响

轮虫的生长、繁殖等指标体现，而且轮虫的分类、生态、生理、遗传等资料相对齐全，

能在实验室条件下进行大规模培养，休眠卵易得，保证了试验动物的稳定性。
3．2饵料对轮虫营养成分的影响

轮虫的培养同益受到水产工作者的重视，轮虫的培养技术不断进步，尤其是近几年

利用轮虫这个活载体，可以将幼苗所需的蛋白质，不饱和脂肪酸尤其是EPA和DHA等营养

物质传递给幼苗【311。

微藻不仅具有丰富的不饱和脂肪酸，而且易于培养，但是目前的工作多限于对单一

饵料效果的研究，缺乏多种混合饵料效果的比较。但目前对强化轮虫的微藻饵料的选择

一直以单一藻类为主，对混合藻类的研究很少【321。单一饵料普遍存在营养不平衡、不能

满足轮虫的营养需要、喂养效果差的问题，有的饵料还存在适口性差、含毒素等问题。

为了合理利用各种饵料、提高饵料的利用效率和营养价值、提高饵料的综合性能，有必

要将各种饵料进行合理搭配，以便充分发挥各种单一饵料的优点，因此，配合饵料便成

为集约化喂养、饵料工业化生产的必然选择【33,65,66]。

3．3轮虫的营养成分

轮虫体内蛋白质含量约占其干重的28％-63％，脂类占9％-28％[341。单纯以面包酵母为食

物培养的轮虫，其总脂类含量低于以藻类或藻类和其它食物混合培养的轮虫，延长藻类

或经脂类强化的酵母的投喂时间可提高轮虫的脂类含量。通过对不同饵料条件下培养的

轮虫进行成分测定，探讨不同饵料对轮虫体的营养成分的影响，得出不同的微藻饵料对

轮虫营养强化的效果，选择出轮虫的最适饵料，以此强化轮虫，充分发挥轮虫这个活载

体的作用，将幼苗所需的某些营养物质、各种不饱和脂肪酸、维生素等传递给幼苗，为

7
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水产养殖提供更优质的生物饵料【351。

3．4问题与展望

轮虫作为经济水生动物幼苗的一种关键饵料，轮虫养殖的产业化将为水产养殖提供

优质饵料，推进水产养殖业的发展。随着水产养殖业的方展，要求轮虫的品质和质量不

断提高。首先，应研制一种轮虫的高密度培养装置，该装置的特点应价廉、易操作，并

有稳定的轮虫产生，该装置的核心问题是研制培养反应器及控制装置，筛选适合高密

度、工厂化培养的轮虫品种。其次，应研制专门生产休眠卵的装置。由于活体轮虫的运

输成本高、技术难度大，难以保证轮虫的及时供应，影响育苗生产，而轮虫的休眠卵可

在低温、干燥下长期储藏，适合长途运输等多种运输和销售方式，集中生产销售休眠卵，

且由其自行培育和生产轮虫，是轮虫实现产业化的可行模式。

8
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第二章轮虫对微藻摄食情况的研究

1轮虫对两种微藻饵料的摄食量

1．1材料与方法

1．1．1材料

小球藻(Chlorella vulgaris)，细胞直径为3—5 la m；聚球藻(Synechococcus sp．)，细

胞宽0．7—1．1 la m，长1．8-2．1 la m，用自然光照下，培养温度为20—24℃。藻液经250

目的筛绢过滤，以去除藻液中的絮凝。

轮虫：采自山东烟台，鲁东大学校边池塘，所采水样首先用多层纱布滤去其中的枝

角类和挠足类等大型浮游动物及杂质，然后置于解剖镜下观察，用微吸管吸出其中的壶

状臂尾轮虫并接种到事先准备好的轮虫培养液中进行培养。实验时先用纱布过滤，去除

在培养轮虫的过程中产生的轮虫废弃物和剩余饵料的絮凝，再用300目的筛绢滤取轮

虫，并用蒸馏水洗轮虫数次，放入蒸馏水中预养4—5小时‘361。

1．1．2计数方法

采用血球计数板计取微藻的浓度，计数三次取平均值。轮虫先用碘液固定，然后在

解剖镜下计数，同样计数三次取平均值。

1．1．3计算方法

轮虫的日平均摄食量=(微藻原来的浓度一实验后微藻的浓度)／轮虫的浓度

取轮虫实验前的浓度求得的轮虫的F1平均摄食量则为最大值

取轮虫实验后的浓度求得的轮虫的日平均摄食量则为最小值

轮虫的日生长率=(1nN—lnN。)／(t-t。)式中：N和N。分别表示增殖计算开始和

计算结束时轮虫的培养密度；t和t。分别表示增殖计算开始和计算结束时的时间(371。

1．2方法与结果

1．2．1轮虫在不同条件下对两种微藻的R摄食和轮虫密度的变化

各取如下浓度的小球藻lOOmL加入轮虫预养液lOmL，接种轮虫的密度为3个／mL，

置于25"C的恒温培养箱，控制光照(连续光照12小时／天)，设置无光照组为对照组。

各取一定浓度的聚球藻lOOmL同样加入轮虫预养液lOmL，同样设置两个对照组(光照、

9
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黑暗)，两实验组的所得数据如表1、表2(每个处理重复3遍，取平均值)。

表1自然条件下微藻以及轮虫的密度

Table 1 The density of algaes and rotifer under natural condition

由表1可得在自然条件下每只轮虫对小球藻的日平均摄食量为34000--63000个，

轮虫的日生长率为2．3个／mL；每只轮虫对聚球藻的日平均摄食量为47500---69600个，

轮虫的同生长率为1．3个／mL。

表2黑暗条件下微藻以及轮虫的密度

Table 2 The density of metallothinonein transgenic Synechococcus sp，Chlorella and rotifer

under dark condition

由表2可得在黑暗条件下每只轮虫对小球藻的日平均摄食量为92000--140000个，

轮虫的日生长率为1．3个／mL；每只轮虫对聚球藻的同平均摄食量为117000--128000个，

轮虫的同生长率为0．3个／mL。

1．2．2在不同浓度的小球藻中，轮虫在不同条件下的日摄食量

设置两个对照组，自然条件下和黑暗条件下，每组设浓度分别为原液，稀释为1．5

倍、2倍、2．5倍、4倍这五种浓度梯度的小球藻各100mL，加入轮虫的预养液50 mL，

接种密度为6．8个／mL。由于轮虫繁殖一代的时间是24小时，所以取轮虫同摄食量的

最大值为参数，对比在不同浓度的小球藻中，轮虫在不同条件下的日摄食量。

10
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小球藻的密度(x 106个／mE)

‘

图1、在自然条件下轮虫在不同浓度的小球藻中的日摄食量

Fig．1 Variation food consumption of the different density of algae under natural condition
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图2、在黑暗条件下轮虫在不同浓度的小球藻中的同摄食量

Fig．2 Variation food consumption of the different density of algae underdark condition

小球藻浓度低于0．573×106个／mL时，随着藻浓度的增加，轮虫的摄食量也增加，

当小球藻的浓度达到0．573 X 106个／mL时，自然和黑暗培养条件下轮虫的日摄食量均出

现峰值分别为36700个／天、31600个／天。当小球藻的浓度增加时，轮虫的摄食量降低，

当浓度增到0．625 X 106个／mL，摄食量开始回升，随着小球藻浓度的增大，轮虫的同摄

食量也越大。
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分别取浓度为8．45X 105个／mL的小球藻和浓度为3．1l×106个／mL转基因的聚球

藻各20 mL，放入称量皿，在鼓风干燥箱中干燥至恒重，得到每个小球藻的干重约为2．96

X 10。99，每个聚球藻的干重约为1．54X 10‘99，所以自然条件下轮虫同摄食小球藻的质量

为1．01 X 10～--1．85X 10～g；日摄食聚球藻的质量为7．32×10一L1．07X 10～g。虽然摄

食的聚球藻的细胞个数大于摄食的小球藻，但摄食小球藻的重量大于所摄食的聚球藻。

1．3讨论

1．3．1 在不同环境条件下轮虫的同摄食量

由本实验得知轮虫在自然光照条件下的日摄食量要远小于在黑暗条件下的，原因是

在自然光照条件下，微藻的繁殖速度比在黑暗条件下大的多，所以微藻数量减少得慢。

试验之所以设计黑暗条件，意在创造无光条件抑制微藻的繁殖【381，旨在得到轮虫摄食微

藻的理论速率。

1．3．2不同饵料的投喂效果

上述实验的结果显示，轮虫摄食小球藻的个数小于所摄食的聚球藻，原因是聚球藻

的细胞比小球藻小很多，而实验所用的聚球藻密度较高，轮虫又是滤食性，所以摄食聚

球藻的个数多。但由上述实验的数据显示用聚球藻投喂的轮虫其生长率远小于采用小球

藻投喂的轮虫的生长率。

1．3．3不同饵料浓度对轮虫摄食量的影响

小球藻浓度为0．573×106个／mL时，在自然光照和黑暗两种培养条件下轮虫的日摄

食量均出现峰值分别为36700个／天、31600个／天，分析原因可能是小球藻在此浓度下

较适宜轮虫的生长繁殖【391，增加了轮虫的摄食量。而且两种条件下的摄食量差异不显著

(P>O．05)。在实验的浓度范围内，当浓度增到0．625X 106个／mL，随着小球藻浓度的增

大，轮虫的日摄食量也越大。原因可能与轮虫的摄食习性有关，轮虫是一种滤食性浮游

动物，利用头冠的纤毛不停摆动来游泳和摄食，所以当小球藻的浓度越大，在单位时问

单位体积的藻液中轮虫的摄食量越大。当微藻的密度增到一定的范围，随着藻密度的增

大轮虫生长繁殖也加快【401，增加了对微藻的摄食量。

1．3．4在不同条件下轮虫的生长速度

由上述实验可得轮虫在自然光照条件下的生长速度大于在黑暗条件下轮虫的生长

速度，原因分析由王家楫的研究表明，轮虫是具有眼点的浮游动物，其眼点由神经与脑相

12
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连，眼点含有红色素，所以光照对轮虫也有直接作用，在光照的条件下，更有利于轮虫摄

刨411。光照还可促进微藻的光合作用产生氧气，改善水质状况，进而促进了轮虫的生长，

另一方面，良好的光照条件又有利于微藻的繁殖，不断地补充培养过程中轮虫消耗的饵

料，促进轮虫的生长，而且在光照条件下轮虫游泳活泼，增加了能量的消耗，增加食物

的消化速率。

1．3．5两种饵料的干重实验

由上述实验的结果表明，轮虫的摄食量与饵料细胞的大小和密度有关，轮虫每天摄

食的聚球藻细胞数大于所摄食的小球藻‘421，但摄食小球藻的质量大于聚球藻的质量，轮

虫并没有因为每天所摄食的饵料的质量达到一定时，而停止滤食，这可能与轮虫摄食习

性1431有关，由于纤毛不断的运动，食物随水流进入口腔，口腔下有发达的咀嚼器，咀嚼

器不论有没有食物吞下去，总是不断的运动，所以轮虫的摄食量与饵料的密度有非常密

切的关系。

2轮虫对不同微藻摄食情况的研究

2．1材料

小球藻(Chlorella vulgaris)的细胞球形，细胞直径为5一lO u m。衣藻(Chlamydomonas

印．)的植物体圆形，细胞直径为5—13 la m。水华鱼腥藻(Anabaenaflos-aquae)的

植物体呈丝状，细胞椭圆或球形，宽4_8 la m，长6-8 la m。异形胞椭圆形宽4—9 u m，

长6—10la m；孢子略弯曲，宽6—13 u m，长20-50u m。上述三种微藻均由鲁东大学

经济藻种库提供。转金属硫蛋白基因聚球藻(Synechococcus sp．)的细胞圆柱形或长

圆形，细胞宽O．7—1．1 la m，长1．8-2．1 u m由北京大学茹炳根教授提供。

壶状臂尾轮．_虫(Brachionus ul'ceu$)采自池塘，经分离纯化后培烈441。

2．2实验方法

2．2．1微藻的培养方法：四种藻采用自然光照(白天光照为1000---100001x，夜间光照小于

llx)温度为20-24。C的条件下培养。实验时将藻液用300目的筛绢过滤，以去除藻液中

的絮凝。
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2．2．2轮虫的处理方法：用纱布过滤，去除轮虫在培养过程中产生的废弃物和剩余饵料

的絮凝，再用300目的筛绢滤取轮虫，并用蒸馏水冲洗轮虫数次，放入蒸馏水中预养

4-5ht451。

2．2．3计数方法：用分光光度计测560rim波长藻液的OD值。所用仪器为UV-2000型紫

外分光光度计(尤尼柯【上海】仪器有限公司)

2．2．4轮虫对微藻的摄食情况

分别取四种不同的微藻液各100mL，加入10mL轮虫的预养液，接种轮虫密度为25个

／mL。取这四种藻液100mL，加入10mL蒸馏水，设为对照组。置于25。C的恒温培养箱，

控制光照(连续光照12小时／天)。设置无光照组为对比实验。每隔24h测一次OD值，

每个处理重复3次。

2．2．5各种微藻密度的标准曲线的制备

配置不同浓度的藻液各100 mL，测OD值，离心后在鼓风干燥箱里烘至恒重，得到干

重(g／L)。每个处理重复三遍，取平均值，做标准曲线。如图3

2．2．6干重的测定方法

取待测微藻测OD值，根据标准曲线得出密度，每个处理重复三遍，取平均值。

2．3结果

2．3．1各种微藻的标准曲线

螂
翻

O．4

0．3

一＼

?0．2

型

棚0．1

O

14

0 0．2 0．4 0．6 0．8

0D值



鲁东大学硕士学位论文

2

1．5

一
＼
bo
V l

刨

髑O．5

0

0．25

O．2

O．15
OD

O．1

O．05

0

0 0．5 l 1．0 0．05 0．1 0．15 0．2 0．25

OD值 密度(g／L)

图3标准曲线

Fig．3 Smndard curve of different algae

a小球藻C．vulgaris；b衣藻C sp．；C鱼腥藻A．f,d聚球藻S．印，

2．3．2自然光照条件各组微藻的密度变化

在自然光照条件下，微藻的自然生长及在其藻液中投入轮虫后，其密度变化如图4、

图5。衣藻和鱼腥藻在5d后，进入指数生长期，小球藻和聚球藻的生长处在平稳期。

投入轮虫后，微藻的生长受到抑制，且密度迅速减少，6d后，小球藻的OD值由0．428

降到0．097；聚球藻的OD值由0．949降到0．232；衣藻的OD值由0．592降到0．072；鱼

腥藻的OD值由0．533降到0．413。

2
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+小球藻Chlorel la vulgaris
十衣藻Chlamydomonas sp．

+聚球藻Synechococcus sp．
+鱼腥藻Anabaena flos—aquae

图4自然光照条件下微藻的密度变化

Fig．4 Variation curveof density of algae under natural condition
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+小球藻Chlorel 1a vulgaris ---41---聚球藻Synechococcus sp．+农藻Chlamydomonas sp． +鱼腥藻Anabaena flos—aquae
图5自然条件下投入轮虫后微藻的密度变化

Fig．5 Variation curve of density of algae under natural condition with rotifers

2．3．3黑暗条件下各组微藻的密度变化

在黑暗条件下，微藻的自然生长及在其藻液中投入轮虫后，其密度变化如图6、7。

黑暗条件下，这四种藻的生长受到不同程度的抑制，而鱼腥藻最为严重，小球藻和聚球

藻的生长则几乎没有受到抑制。投入轮虫后，小球藻的OD值由0．428降到0．104；聚

球藻的OD值由0．949降到0．597，藻液仍曾蓝绿色；衣藻的OD值由0．592降到0．041；

鱼腥藻的OD值由0．522降到0，藻体死亡。
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。．8 l
。0．6
o

0．4

O．2

O

0 50 100
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+小球藻Chlorella vulgaris --Ib---聚球藻Synechococcus sp．
+农藻Chlamydomonas sp． +鱼腥藻Anabaena flos—aquae
图6黑暗条件下微藻的密度变化

Fig．6 Variation curve of density of algae under dark condition
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图7黑暗条件下投入轮虫后微藻的密度变化

Fig．7 Variation calve of density of algae under dark condition with rotifers

2．4讨论

上述实验表明，6d的时间里，自然光照条件下，轮虫可以将小球藻的密度由0．175

g／L降为O．OOEg／L，将聚球藻的密度由1．1129／L降到O．2379／L，将衣藻的密度由O．319／L

降到0．0489／L，鱼腥藻的密度由0．531 g／L降到0．069 g／L,在黑暗条件下，这几种藻的

生长受到抑制，经轮虫的摄食可使小球藻的密度由0．1759／L降为0．0069／L，聚球藻的密

度由1．1129／L降为0．6669／L，衣藻的密度由O．319／L降到0．0339／L，鱼腥藻的密度由0．531

g／L降到0．00 g／L。所以在自然条件下，轮虫可以将小球藻、聚球藻、衣藻、鱼腥藻的

密度分别减少O．173 g／L、O．875 g／L、0．262 g／L、0．453 g／L。黑暗条件下轮虫可将小球

藻、聚球藻、衣藻密度分别减少0．169 g／L、0．446 g／L、0．277 g／L，鱼腥藻的密度减少不

明确，因为在黑暗条件下，鱼腥藻的生长繁殖受到严重的抑制，几天后藻体死亡。轮虫

摄食聚球藻的量最大，聚球藻的细胞个体最小、浓度最大，摄食小球藻的量最小，小球

藻的细胞个体较大、浓度也最低。所以饵料浓度的不同，轮虫所摄食的量也不同，因为

不同饵料对轮虫种群繁殖的影响不同。但实验结果显示，自然光照条件下，对照组第

5d衣藻和鱼腥藻进入指数生长期，但是加入轮虫的实验组在相同的时间里，各微藻的

生长受到严重的抑制，水质渐变澄清，瓶底形成土黄色的絮凝沉淀物。轮虫能有效的降

低水体中微藻的含量，维持生态系统的平衡，降低富营养化造成的污染[461。

17
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1实验材料

第三章不同微藻对轮虫增殖率的影响

小球藻(ChloreUa vulgaris)的细胞球形，细胞直径为5—10 u m。衣藻(Chlamydomonas

sp．)的植物体圆形，细胞直径为5一13 la m。水华鱼腥藻(Anabaenaflos-aquae)的

植物体呈丝状，细胞椭圆或球形，宽4-8 la m，长6-8 la m。异形胞椭圆形宽4．9 11 rn，

长6—10u m；孢子略弯曲，宽6—13 l-t m，长20-50u m。上述三种微藻均由鲁东大学

经济藻种库提供。转余属硫蛋白基因聚球藻(Synechococcus sp．)的细胞圆柱形或长

圆形，细胞宽O．7—1．1 la in，长1．8-2．1 u m由北京大学茹炳根教授提供。

壶状臂尾轮虫(Brachionus urceus)采自池塘，经分离纯化后培养。

2实验方法

2．1实验材料的处理方法

微藻的培养方法：四种藻采用自然光照(白天光照为lO(R)---lOOOOlx，夜间光照

小于llx)温度为20-24。C的条件下培养。实验时将藻液用300目的筛绢过滤，以

去除藻液中的絮凝。

轮虫的处理方法：用纱布过滤，去除轮虫在培养过程中产生的代谢废物和剩余

饵料的絮凝，再用300目的筛绢滤取轮虫，并用蒸馏水冲洗轮虫数次，放入蒸馏水

中预养4-5h。

计数方法：先用碘液将轮虫固定，然后在解剖镜下计数，计数三次取平均值。

2．2不同微藻对轮虫生长率的影响

分别取四种不同的微藻液各lOOmL，加入lOmL轮虫预养液，接种轮虫密度为

25个／mL。置于25℃的恒温培养箱，控制光照(连续光照12小时／天)。设无光照

组为对照组。每隔24h对轮虫进行计数，每个处理重复3次。

18
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3实验结果

光照条件下，摄食小球藻，聚球藻，衣藻，鱼腥藻的轮虫，达到最高密度分别为450

个／mL、52个／mL、280 1呐IlL、430个，mL。投喂小球藻组，轮虫的种群密度最高，

其次是鱼腥藻组，聚球藻最差。在7d的时间内，小球藻组和鱼腥藻组，轮虫的密度连

续增大，之后开始衰退，而寝藻组的轮虫密度在第5d就开始衰退，但之前的同期增长

明显高于其他组。聚球藻组的轮虫只是在第3d，密度有微小的增加，但之后就开始衰

退。四种微藻投喂的轮虫种群密度效果差异极显著(P<001)。

黑暗条件下，投喂小球藻的轮虫，卉=第7d种群密度达到最高为llO个，mL．摄食

聚球藻的轮虫，密度由25个，mL降到0个，mL．无种群密度增加的现象：摄食衣藻的轮

虫，在第4d种群密度达到最高为120个mIL，同期的种群密度高于其他组。摄食鱼腥

藻的轮虫，种群密度有降无升。黑暗条件下，衣藻的投喂效果最好。四种微藻投喂的轮

虫种群密度效果差异极显著(P<0．01)。
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Fig 9Effect ofalgae species oil growth of rotiferunderdark condition

4 1饵料种类对轮虫生长的影响

两种培养条件下，小球藻的饵料效果均优于其他三种。衣藻作为饵料的适宣时间是

3-,4d，轮虫在投喂衣藻的情况下，短时间内轮虫密度大量增加，但是即便在饵料充足的

情况下，轮虫在衣藻中的生长繁殖周期依然很短，而且会产生大量的卵。但黑暗条件下，

衣藻的饵料效果最好，衣藻是单细胞绿藻，细胞质内有大量卵圆形叶绿体，其中台有叶

绿素，有光时可以进行光合作用，自己制造有机物。有研究表明衣藻具有光系统11(P

S II)和无光系统I(P S 1)，可以利用空气中的二氧化碳作为碳源进行光合自养生

长，在无光的条件下，无光系统I发挥作用使其光合自养作用非常稳定，足以能维持一

段时问的细胞生长及代谢14"／1。将轮虫置于聚球藻中，轮虫的密度迅速减少，在实验中发

现较低浓度的聚球藻比高浓度的聚球藻更有利于轮虫的增殖。本实验用的水华鱼腥藻不

含毒素，实验中发现，用水华鱼腥藻培养轮虫时，易管理，效果好，这对大规模培养轮

虫有实际意义，另据研究报道，鱼腥藻在不同的季节表现出较强的适应性和较高的生产

率，鱼腥藻作为水产养殖动物的饵料具有相当大的应用前景。因此，水华鱼腥藻是～种

开发潜力较大的种类，对其研究既有理论意义，又有实际价值。

∞
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4．2不同条件对轮虫生长情况的影响

轮虫在自然光照条件下的生长优于在无光条件下，多数人确信光照对轮虫有性生殖

的出现虽没有直接的诱导作用，但对轮虫的生长发育无疑是有利的，会间接影响到卵的

形成。原因是光照的条件下，藻类生理活动正常，可以有效的进行光合作用，提供充足

的氧气，产生有机物等营养物质，为轮虫提供了优良的生长条件【481。从上述实验可见，

藻类在黑暗的条件下，密度变化不大，黑暗条件下三种藻无法正常生长，水体中氧气减

少，代谢废物浓度增高，饵料的浓度下降，从而抑制了轮虫的生长。黑暗条件下，除衣

藻外，其他三种藻都是在投入轮虫的96h后丌始大量减少，而之前密度变化不大，原因

可能是轮虫到了一个新的环境条件下，有一段适应时间。

21



鲁东大学硕士学位论文

1材料与方法

1．1材料

第四章相关因素对轮虫培养的影响

轮虫(Brachionus urceus)，采自山东烟台鲁东大学周边池塘，经分离纯化培养，实验

时先用纱布过滤，去除在培养轮虫的过程中产生的废弃物和剩余饵料的絮凝，再用300

目的筛绢滤取轮虫，并用蒸馏水洗轮虫数次，放入蒸馏水中预养4-5tJ、时【361。

小球藻，鲁东大学经济藻种库提供，室温条件下，自然光照培养。

1．2方法

1．2．1温度对轮虫增殖率的影响

每组取体积为500mL的小球藻液，接种轮虫的密度为25ind／mL，设7个温度梯度，21

℃，23。C，25。C，27。C，28。C，30。C，32。C，置于相应温度的恒温培养箱，控制光照(12h／

天)，培养48h后对轮虫进行计数。每个处理重复三次。

1．2．2 pH值对轮虫增殖率的影响

同样每组取体积为500mL的小球藻液，接种轮虫的密度为25ind／mL，设9个pH梯度，3．5、

4．5、5．5、6．5、7．5、8．5、9．5、10．5和11．5，置于恒温(28。C)培养箱，控制光照(12h／

天)，培养48h后对轮虫进行计数。每个处理重复三次。

1．2．3携卵率对轮虫增殖率的影响

设4个平行组，取5mL的小球藻液放入青霉素小瓶，每组接种10个轮虫，计数48h前、

后的轮虫及卵的个数。

1．2．4计算方法

轮虫增殖倍率=培养后的轮虫密度一接种时的轮虫密度／接种时的轮虫密度

轮虫携卵率=(轮虫卵的个数／轮虫的个数)×100％
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2实验结果

2．1温度对轮虫增殖的影晌

温度在20～28。C范围内，轮虫的增殖倍率随水温升高而增大。温度为20。C时，轮虫的

增殖倍率为1．09，温度为28。C时，轮虫的增殖倍率达到最大为4．5。当温度高于30。C时，

轮虫的增殖倍率随水温升高而下降。

槲
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目
辑

20 24 28 32 36

温度(℃)

图10温度对轮虫增殖倍率的影响

Fig．1 0 Effect of temperature on growth rate of rotifer

2．2 pH值对轮虫增殖的影响

经过48h的培养后，各处理组的轮虫种群密度如图11。pH值为7．5时，轮虫增殖的密

度达到最高，为123ind／mL，随着pH的升高或降低轮虫增殖的速度都有所下降，当pH值为

3．5时，轮虫的密度由25降至07ind／mL，pH值高于10．5后，轮虫种群的的增长速度下降，

所以轮虫对pH值的耐受范围是4．5—11．5。
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3 8

pH

图11 pH对轮虫生长密度的影响

Fig．1 l Effect of Ph on growth of rotifer

2．3携卵率对轮虫增殖倍率的影响

在轮虫的培养中，接种轮虫带卵率的多少，也是高效培养轮虫的关键之一。接种携卵

率为4100／60的情况下，在培养48h后，轮虫的增殖倍率就可达N5．66，而接种携卵率为120

％的情况下，增殖倍率为2．58。培养效率低于前者。轮虫的携卵率越高其增殖倍率越大。

表3携卵率对轮虫增殖率的影响

Table3 Effect of egg number on increase of rotifer density

3讨论

要实现轮虫的高效培养，培养水温应保持在25。C-．一29。C，考虑到节约能耗，水温

保持在25．-一26"C比较适宜，小球藻在25。C～29℃生长情况较好，微藻的良好生长，不仅

丰富了轮虫的饵料，并且微藻的光合作用，也改善了水质中的含氧量。

接种时轮虫的携卵率应在100％以上，使其不经过延滞期而直接进入对数生长期，
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从而获得高的培养效率。在温度适宜，饵料充足的情况下轮虫进行孤雌生殖，孤雌生殖

的特点是生殖量大，生殖率高，种群发展迅速。

pH是影响轮虫高效培养的又一个比较重要的环境因子。本实验结果表明当pH为7．5

时，轮虫增殖率最大，过高或过低都会影响其产量：轮虫存活的pH范围为4．5～11．5，

在轮虫的高效培养过程中，随着培养密度的加大，会出现水体中耗氧量下降及氨氮、亚

硝态氮浓度上升，引起pH值变化，通常采取连续充气及利用加臭氧及生物过滤等水处理

措施，调节水质。
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第五章 混合饵料对轮虫种群密度的影响

饵料种类和浓度在轮虫培养中起着重要作用，轮虫对不同藻类的摄食效果差别主要

在于颗粒大小、营养质量、以及藻类本身活动能力等【49l。目前，有关不同饵料对轮虫生

长繁殖的影响方面文献较多，主要集中在单一藻类对轮虫繁殖影响的研究，有关混合藻

类饵料对轮虫影响的研究报道较少，但混合藻类饵料的开发是提高轮虫营养质量的重要

内容。为此，本文在分析聚球藻、水华鱼腥藻和衣藻等3种藻类的适宜投放浓度基础上，

探索在相同体积的培养水体中这3种藻类以不同比例混合后对轮虫种群动态的影响，并

比较其饵料效果，为淡水轮虫规模化培育提供基础数据和参考。

1实验材料

衣藻(Chlamydomonas sp．)、水华鱼腥藻(Anabaena．flos-aquae)由鲁东大学经

济藻种库提供。转金属硫蛋白基因聚球藻(Syneohococcus sp．)由北京大学茹炳根

教授提供。

壶状臂尾轮虫(Brachionus UrCeUS)采自池塘，经分离纯化后培养。

2实验方法

四种藻采用自然光照(白天光照为1000--100001x，夜间光照小于1lx)温度为20—24

℃的条件培养。实验时将藻液用300目的筛绢过滤，以去除藻液中的絮凝。在560nm波

长下测定0D值，由标准曲线得出相应的密度。三种微藻按不同的质量比进行混合，如

表3。

分别取不同混合比例的微藻液各5L，加入20mL轮虫预养液，接种轮虫密度为25

ind／mL。置于光照培养箱(25,---28℃)，光照度200----2501x，光照时间L：D=12：12，

每隔24h对轮虫进行计数，每个处理重复3次。
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表4微藻的混合比例(干重)

Table4 the proportion of the mixing algae(dry weight)

组编号 种类 比例

数据分析：数据处理通过统计软件SPSSl 1．5进行单因素方差分析(One Way ANOVA)

3实验结果

3．1不同质量比的混合饵料，对轮虫种群密度的影响

由图12可见，3种单细胞微藻，按1：1：1的质量比混合，投喂轮虫后，培养至96h

时，轮虫种群密度达到高峰，为910ind／mL，96h后之后轮虫密度丌始下降。

由图13可见，3种单细胞微藻按2：l：1，1：2：1，1：1：2的质量配比混合，投喂轮虫，

在96h时，组2(2：1：1)的轮虫密度最大峰值为780ind／mL。组3(1：2：1)、组4(1：l：2)

的种群密度最大值分别为600 ind／mL、540 ind／mL。组2的投喂效果明显优于组3、组

4，方差分析表明，该实验组各处理的轮虫种群密度差异显著(P<0．05)。

由图14可见，3种单细胞微藻按3：1：1，1：3：1，1：1：3的质量配比混合，组6(1：3：1)

在96h时，轮虫种群密度达到的最高值为880 ind／mL，组5(3：1：1)在120h达到最高

值832 ind／mL，组7(1：1：3)在96h达到最高值为790 ind／mL。该实验组各处理的轮

虫种群密度差异不显著(P>0．05)

由图15可见，3种单细胞微藻按5：1：1，1：5：1，1：l：5的质量配比混合在96h时，轮

虫种群密度达到的峰值的940ind／mL，组9(1：5：1)、组10(1：1：5)的种群密度最大

值分别为780 ind／mL、750 ind／mL。组8(5：1：1)与其他两组的种群密度差异显著(P

<0．05)，组9，组10对轮虫的投喂效果无显著影响(P>0．05)
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图12 3种藻类按1：1：1配比后轮虫种群密度变动曲线

Fig．1 2 Growth curve of rotifer feeding by mixture of 3 species of algae with proportion of
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Fig．1 3 Growth curve of rotifer feeding by mixture of 3 species of algae with proportion of with proportions

of2：1：1,1：2：1,1：1：2

O

O

O

0

∞

如

∞

^童／puIv魁椒曩



鲁东大学硕士学位论文

1000

800

{600

嚣枷
钮
辑

200

O

0 50

+组5

100

时间(h)

+组6

150

十组7

图14 3种藻类按3：1：1，1：3：1，1：1：3配比后轮虫种群密度变动曲线

Fig．14 Growth curve of rotifer feeding by mixture of 3 species of algae with proportion of
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图15 3种藻类按5：l：1，1：5：1，1：1：5配比后轮虫种群密度变动曲线

Fig．15 Growth curve of rotifer feeding by mixture of 3 species of algae with proportion of

with proportions of5：l：l，1：5：1，l：1：5‘

3．2不同倍数处理组的最佳效果对比

轮虫的增殖效果依次是组8、组1、组6、组2，可见组1、组6、组8的投喂
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效果没有显著差异(p>O．05)，组2效果最差，对轮虫种群有显著影响(p<O．05)
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图16不同质量配比对轮虫种群密度影响的比较

Fig．16 The optimal proportion of algae for growth of rotifer

3．3不同倍数处理组的最差效果对比

每个处理组中最差效果对比显示，混合比例为1倍时最佳，2倍组最差，3倍、

5倍无显著差异(p>O．05)。
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图17不同质量倍数配比后轮虫种群密度变动曲线的最差效果对比

Fig．1 7 The worse variation curve of population density of rotifer B．urceus feeding
on different mixture of 3 algae
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3 4各处理组对轮虫密度的影响对比

从各组的对比来看，组8的饵料效果最佳，再它依次为组1，组6，组5，组7。

组9，组2，组10，组3，组4，但组5的轮虫生长速率最低。组8的轮虫密度最高为

940ind／乩，组4的投喂效果最差540ind／mL。

。!一畦也越懒懒蛐0h ={h {Rh q6h 】20h 16Bh

㈣ti-e，■l⋯z㈣t⋯1¨_叭⋯f，⋯7㈩H⋯一’⋯ 日⋯q

图18不同质量倍数配比后轮虫种群密度变动曲线的

Fig 18VariationcILrveofpopul“on densityofrotiferB．urceusfeedingORdiffemmmixRire
of3 algae

4讨论

水华鱼腥藻(hnabaena flosaguas)属于蓝藻门，植物体为单一丝状体，其粗蛋白

和粗脂肪分别占干重的61．89I，12．9％[50]。由于其蛋白含量丰富，所以常用于提取藻

蓝蛋白．而且在单一饵料的投喂过程中，发现它的饵料效果很好。在藻(Chlamydomonas)

属于绿藻门，球形或卵形，能游动，其粗蛋白和租脂肪分别占干重的52 1％，9．5％，易

培养，其细胞有鞭毛，能游动．在水体中分布均匀[51]，实验中发现，在黑暗条件下，

衣藻的饵科效果最好，它的无光系统I发挥作用使其均匀放02．有利于轮虫在黑暗环

境下的生长繁殖。聚球藻(Synechococcus sp)属于蓝藻门，细胞圆柱形或长圆形，直

或略弯曲，两端钝圆，细胞直径约为1．6um，单细胞或2_3个细胞相连而成短丝体。

{l
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其粗蛋白约占干重的45％以上，粗脂肪约占干重的2．7％[52]，其细胞个体较小，适宜做

为小个体轮虫的开口饵料。

相同培养条件下，单一饵料种类轮虫达到高密度的时间一般为168h，种群密度最高

为450 ind／mL，混合饵料培养时轮虫达到最高密度的时间一般为96h，达到的最大种群

密度为940ind／mL，时间减少近一半，而种群密度增加近一倍。混合饵料的投喂效果明

显优于单一饵料，提高了轮虫的密度，缩短了达到最大密度的时间，提高了轮虫的繁殖

速率。各处理中轮虫密度达到最高的是组8(即鱼腥藻：衣藻：聚球藻为5：1：1)，其

他依次是鱼腥藻：衣藻：聚球藻为1：1：l、鱼腥藻：衣藻：聚球藻1：3：1、鱼腥藻：

衣藻：聚球藻3：1：1、鱼腥藻：衣藻：聚球藻1：1：3、鱼腥藻：衣藻：聚球藻1：5：

1、鱼腥藻：衣藻：聚球藻2：1：1、鱼腥藻：衣藻：聚球藻1：1：5、鱼腥藻：衣藻：

聚球藻l：2：l、鱼腥藻：衣藻：聚球藻l：1：2。但从最佳效果和最差效果的对比中

发现，当混合比例为2倍时，轮虫的种群密度增长最差，当鱼腥藻：衣藻：聚球藻为1：

1：1时，轮虫的密度达到910ind／mL，较适宜作为轮虫的饵料。混合饵料的优点是适口

性好、诱食性强，弥补单一饵料营养不足成分不均衡，而且混合饵料的组成更适合于不

同大小轮虫的摄食，有大范围推广的实用价值，可以提高饵料的利用效率。

32
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1材料

第六章不同饵料对轮虫体内营养组分含量的影响

壶状臂尾轮虫(Brachionus urceus)·从不同处理组的轮虫培养体系中采收一定量的轮虫，

用蒸馏水冲洗3遍。

2方法

2．1粗蛋白的测定

2．1．1仪器

UV-2000型紫外可见分光光度计，尤尼柯(上海)仪器有限公司；

FC204型分析天平，上海精科天平厂；

TGL一16C台式离心机，上海安亭科学仪器厂；

2．1．2试剂

考马斯亮蓝G-250试剂：用分析天平准确称取100mg考马斯亮蓝G-250溶于50ml

的95％乙醇中，加入100m185％的磷酸，再用蒸馏水定容到1L，贮于棕色瓶中‘4羽。

100II g／IId标准蛋白溶液：用分析天平准确称取10mg牛血清白蛋白，溶于蒸馏水，

并定容至100ml，制成100 la g／ml的标准蛋白溶液。

2．1．3测定方法【531

称取不同处理组的轮虫各0．029，加入少量水、石英砂，在冰浴中研磨半小时，经一18

℃反复冻融三次，定容至25mL，4"C冷藏‘541。取上清液1 mL，稀释10倍待测。向待

测液中加入5mL考马斯亮蓝G-250试剂，混匀，放置2分钟后用UV-2000型紫外可见

光光度计测定595nm的吸光度(OD)。根据测定的OD595值和蛋白质浓度标准曲线，计

算提取液中蛋白质浓度，再结合样品重量，计算样品中蛋白质含量(％)。

2．2氨基酸的测定

用电子枰称取20---25mg样品，装入离心管中(可密封，抽真空)，]JH)k．20mL6mol／L的

HCI，抽真空后，封管，于110℃烘箱中水解20-24h。开管、过滤，其滤液以Hiltachi 835
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一50型氨基酸分析仪测定各种氨基酸的含量[55,561。

2．3不饱和脂肪酸的测定

2．3．1仪器

HP6890A气相色谱仪(同本岛津GC一14C)

FC204型分析天平(上海精科天平厂)

TGL一16C台式离心机(上海安亭科学仪器厂)
2．3．2标准曲线制备

称取各脂肪酸甲酯标准品适量，分别用无水甲醇配制成2000ug／ml的标准贮备液。测

样品时分别移取各贮备液1、2、4ml置于10ml容量瓶，用无水甲醇稀释定容，配制成

200、400、800ug／ml的混合标准系列，各取2ul注入气相色谱仪，进行两次平行测定，

以保留时间定性，峰面积定量，以峰面积对应脂肪酸浓度(ug／m1)绘制标准曲线。

2．3．3测定方法

分别将组8、组6、组l的轮虫采收，用蒸馏水冲洗干净，吸干虫体表面水分，55℃鼓

风干燥后磨碎，用于脂肪酸测定，每样品设3个平行【5丌。称取50 mg样品，加入氯仿一

甲醇冰(1：2：O．8)的混合液5 mL，在4℃黑暗条件下混合30min，离心，取上清液，

重复3—4次，直到上清液澄清。调节上清液的氯仿一甲醇—水的比例为1：l：0．9，再离心

分层，取下层。转移到小瓶中，为总脂肪的含量。提取的总脂肪用KOH一甲醇的饱和溶

液进行皂化，用lN盐酸调pH为2进行酸化，用2％的硫酸一甲醇溶液进行甲酯化，静置30

min，用正已烷萃取3次，用真空旋转蒸发器蒸干，再加适量的正己烷定容到2 ll L，用

HP6890A气相色谱仪分析，分离柱采用交联SIL 88(20m×0．25mmlD×O．2mmDF)毛细管

色谱柱，载气：N2，线速度20cm／min，分流进样，分流比：l：40，汽化室温度：220℃，柱

室温度：80℃，保持2 min，以5℃／min升温至240。C，检测器：FID，280℃，C--R4A色谱专

用数据处理机进行数据处理。采用外标法定量。EPA、DPA和DHA甲酯的线性回归方程

相关系数>O．999，重复性试验：SD<3％【581。

3实验结果

3．1各处理组轮虫的粗蛋白的含量

在各处理中，组8的轮虫(即鱼腥藻：衣藻：聚球藻为5：1：1)的蛋白含量最高，
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达到65．38％，含量最低的是组4(即鱼腥藻：衣藻：聚球藻为l：1：2)，其他依次是

组5、组2、组9、组1、组10、组6、组3、组7，可见含量较高的前三组，都是鱼腥

藻的质量比例较大的情况，所以混合饵料中鱼腥藻的比例越高，所投喂的轮虫体内蛋白

含量越高。
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图19 0D与牛血清白蛋白含量的标准曲线

Fig．19 Standard curve of OD and the content of protein

表5各处理组轮虫的粗蛋白含量

编号 OD值 蛋白含量％

3．2组8轮虫的3种氨基酸含量的含量

经检测发现该实验组的氨基酸组成中天冬氨酸、谷氨酸、精氨酸的含量最高分别为

6．206％、4．107％、3．214％。
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图20氨基酸的液相色谱

Fig．20 Liquid chromatography of Amino acids of Group8

表6组8的3种氨基酸的含量

Table6 The content of Amino acids of Group8

氨基酸的种类 含量％

Asp

Glu

A唱

6．206

4．107

3．214

3．3组8、6、1不饱和脂肪酸的含量

通过检测，组8，组1，组6中，EPA的含量分别为0．7369％，0．3721％，

0．5636％，组8中的含量最高，其它依次是组6、组l；DHA在3组中含量分别为0．5386％，

2．8913％，0．5771％，组1中的含量最高，其它依次是组8、组6。(由于实验方法和仪器

的限制，本次试验所测的EPA和DHA含量只能做为轮虫体内含量高低的对比，不作为

它们在轮虫体内的绝对含量)

表7不同混合比例的饵料投喂后轮虫体内EPA和DHA的含量

Table7 The content of EPAand DHA in rotifers feeding by different proportion of algae

脂肪酸 摄食不刚混合比例的饵料的轮虫体内的脂肪酸含量％

组8 组1 组6

EPA 0．7369 0．372 1

DHA 0．5386 2．8913

0．5636

0．577l

e

5

4

3

2

，

O

fl《昌
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4讨论

投喂的混合饵料中，鱼腥藻的比例越大，轮虫体内蛋白含量越高，本实验的最高含

量为组8，其粗蛋白含量达65．38％，通过对该组3种氨基酸含量的测定，天冬氨酸、

谷氨酸、精氨酸含量分别为6．206％、4．107％、3．214％。精氨酸是一种条件必需氨基酸，

在体内参与能量代谢中的三羟酸循环及具有解毒作用的尿素循环，促使机体能量平衡，

促进有毒物质排出体外，因此它常被用来解除肾脏毒素。精氨酸已确认具有增强肌肉的

作用。用大鼠做实验，让其进行轻微的小跑运动，在摄入精氨酸后，腿肚肌肉(和腹部

肌肉)增加。没有摄取氨基酸时效果较差。当运动与摄入氨基酸同时进行时，具有明显

的效果。在人和动物营养中，精氨酸的免疫作用对人的健康和动物的生长是不可忽视的。

尤其是近些年精氨酸在育苗中应用，提高幼苗的免疫力，减少抗生素的应用。

酵母饲喂的轮虫体内所含的n-3PUFA(多聚不饱和脂肪酸)不能满足苗种生长的需

要，而微藻中所含有的n一3PUFA经轮虫传递到苗种体内，满足了苗种的需求‘59彤】。

有研究表明，轮虫可以通过摄入或者自身合成饱和脂肪酸(SFA)和单不饱和脂肪酸

(MUFA)，以调节体内两者的组成比例，但是对于长链高度不饱和脂肪酸(PUFA)却缺

乏合成机制【541。而n一3PUFA对苗种具有重要的生物学意义，其中的二十碳五烯酸

(EPA)和二十二碳六烯酸(DHA)对初孵仔鱼的生长、存活甚为重要畔】。为了提高饵料

的综合性能，保持轮虫的高密度生长，取轮虫增殖效果较好的前三组(组8，组1，组

6)进行脂肪酸酸分析，主要以DHA和EPA的含量为指标。DHA和EPA对细胞膜正

常生理功能的维持、神经发育及繁殖率、受精率和孵化率都有重要的影响，并且影响苗

种色素的正常沉着和激素的合成[65-671。结果表明，EPA在组8中的含量最高，其它依

次是组6、组1，DHA在组l中的含量远高于其他两组。
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结论

在自然条件下每只轮虫对小球藻的同平均摄食量为34000--63000个，每只轮虫对

聚球藻的日平均摄食量为47500--69600个。在黑暗条件下每只轮虫对小球藻的日平均

摄食量为92000—140000个，每只轮虫对聚球藻的同平均摄食量为l 17000--128000个。

轮虫的摄食量跟微藻的浓度有关，微藻饵料的浓度不同，轮虫的摄食量也不同，且轮虫

的摄食量与微藻的浓度也不是正相关关系。

轮虫的摄食跟微藻的种类有关，6d的时间罩，自然条件下，轮虫可以将小球藻、聚

球藻、衣藻、鱼腥藻的密度分别减少O．173 g／L、O．875 g／I．、0．262 g／L、0．453 g／'c。黑

暗条件下轮虫可将小球藻、聚球藻、衣藻密度分别减少O．169 g／t．、0．446 g／L、0．277 g／e，

鱼腥藻的密度减少不明确。实验结果显示，自然条件下，对照组第5d衣藻和鱼腥藻进

入指数生长期，但是加入轮虫的实验组在相同的时间里，各微藻的生长受到严重的抑制，

水质渐变澄清，瓶底形成土黄色的絮凝沉淀物，由于食物的缺乏，轮虫的密度也开始下

降，当加入微藻，轮虫的密度又开始回升，微藻数量迅速降低，所以轮虫能有效的降低

水体中微藻的含量，维持生态系统的平衡，降低富营养化造成的污染。

不同微藻对轮虫增殖效果的影响不同，光照条件下，摄食小球藻，聚球藻，衣藻，

鱼腥藻的轮虫，最高密度分别为450个／mL、52个／mL、280个／mL、430个／mL。投

喂小球藻组，轮虫的生长速率最高，其次是鱼腥藻组，聚球藻最差。黑暗条件下，摄食

小球藻的轮虫，最大密度为1lO个／mL；摄食聚球藻的轮虫，密度由25个／InL降到O

个／mL；摄食衣藻的轮虫，最高密度为120个／mL。摄食鱼腥藻的轮虫，密度有降无升。

黑暗条件下，由于衣藻的游动性，使衣藻的投喂效果最好。

要实现轮虫的高效培养，培养水温应保持在25℃"--29℃，考虑到节约能耗，水温

保持在25"--'26℃比较适宜。接种时轮虫的携卵率应在100％以上，使其不经过延滞期而

直接进入对数生长期，从而获得高的培养效率。pH也是影响轮虫高效培养的一个重要

的环境因子。本实验结果表明当pH为7．5时，轮虫增殖率最大，过高或过低都会影

响其产量，轮虫存活的pH范围为4．5～11．5。

相同培养条件下，单一种类达到高峰的时问一般都为168h，种群密度最高为450

ind／mL，混合饵料达到峰值的时间一般为96h，达到的最大种群密度为940ind／mL，时

间减少近一半，而种群密度增加近一倍。混合饵料的投喂效果明显优于单一饵料，提高

了轮虫的密度，缩短了达到最大密度的时间，增加了轮虫的繁殖速率。鱼腥藻：衣藻：
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聚球藻为5：1：l时，轮虫在96h达到最大密度，为940ind／mL。

轮虫的营养成分分析得出：投喂的混合饵料中，鱼腥藻的比例越大，轮虫体内蛋白

含量越高，当投喂的鱼腥藻：衣藻：聚球藻为5：1：l时，轮虫体内粗蛋白含量最高，

达65．38％。对该组轮虫体内的氨基酸含量的测定得知，天冬氨酸、谷氨酸、精氨酸含

量分别为6．206％、4．107％、3．214％。取轮虫增殖效果较好的前三组(组8，组1，组6)

进行脂肪酸酸分析，主要以DHA和EPA的含量为指标。结果表明， EPA在组8中的含

量最高，其它依次是组6、组1；DHA在组l中的含量最高，其它依次是组8、组6。

混合饵料的优点是适口性好、诱食性强、营养丰富全面，弥补单一饵料营养成分不

足，而且混合饵料的组成更适合于不同大小轮虫的摄食，有大范围推广的实用价值，提

高饵料的利用效率和营养价值等综合性能。所以在育苗的过程中，根据不同时期，幼苗

的不同营养需求，选择不同的混合饵料，充分发挥生物饵料在育苗中的优势。
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附录

20×100镜检轮虫摄食不同微藻

a轮虫摄食聚球藻b轮虫摄食小球藻小球藻c轮虫摄食鱼腥藻衣藻
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