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摘要：为优化萱藻丝状体扩增条件，提高萱藻丝状体的扩增速率，以实验室萱藻种质库保
存的丝状体为实验材料，在单因素实验的基础上，应用 Box-Behnken 设计对萱藻丝状体扩
增条件进行了响应曲面优化探索。结果显示，以增重倍比为指标，确定了扩增萱藻丝状体
的最佳条件为温度 20.45 °C，光照强度 78.13 μmol/(m2·s)，外加氮磷比 16.19。在该条件下
扩增 10 d，萱藻丝状体增重倍比为 (299.21%±13.58%)，显著高于单因素实验和 Box-Behnken
设计实验条件下获得的萱藻丝状体增重倍比。实验结果与理论预测值的相对误差小于 5%，
模型可靠。为评价优化培养后萱藻丝状体的发育情况，对丝状体进行了 20 d 的诱导，结果
显示，优化培养后的萱藻丝状体呈深褐色，细胞质充盈，孢子囊比例 (26.37%±5.22%) 比对
照组的孢子囊比例 (18.10%±3.51%) 提高了 45.69%；优化条件下的孢子囊直径平均为
(19.75±0.21) μm，显著高于对照组的孢子囊直径 (16.91±0.36) μm。研究表明，在萱藻丝状
体扩增过程中，对扩增环境条件进行调控，设置合适的营养盐浓度配比，可以实现较高的
扩增速率，并促进丝状体的孢子囊发育。
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萱藻 (Scytosiphon lomentaria) 隶属褐藻纲 (Pha-

eophyceae) 网 管 藻 目 (Dictyosiphonales) 萱 藻 科

(Scytosiphonaceae) 萱藻属 (Scytosiphon)，为 1 年生

的广温性海藻，具有极高的营养价值、药用价值

和生态价值[1-7]。萱藻生活史为异形世代交替，包

括配子体世代和孢子体世代。配子体是由丝状体

放散的游孢子萌发形成，成熟时呈中空管状结构；

孢子体有垫状体、类垫状体和丝状体 3 种存在形

式，其中丝状体是产生单室孢子囊释放游孢子的

主要形式。因此，如何获得大量优质的萱藻丝状

体，产生足量的单室孢子囊并释放游孢子，是实

现萱藻工厂化育苗和规模化养殖的关键。目前，

国内外学者对萱藻繁殖生物学特性进行了广泛而

深入的研究，已初步掌握了萱藻的全人工育苗技

术。在萱藻的生理生态学研究中，重点主要集中

在温度、光照强度和营养盐等因子对萱藻丝状体

生长发育影响[8-12]，其中氮、磷的作用往往是相互

的，不同氮磷比对藻类生长的影响不同。例如，

Lenton 等 [13] 研究表明，氮磷比 16∶1 是藻类吸收

海水中营养盐浓度的最适比值，过高或过低的氮

磷比都不利于藻类的生长繁殖。目前，这些研究

大部分是以单因素实验方法为主。单因素实验方

法虽然具有简单、实验次数少的优点，但该方法

并未考虑因子间的交互作用，所获得的结论并不

一定是最优方案。因此，为确定萱藻丝状体扩增

的最优条件，进一步提高萱藻丝状体扩增速率，

不仅需要选择合适的因素，还要考虑多个因素间

的交互作用。
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响应曲面法 (RSM) 是一种优化实验条件的方

法，运用多元二次回归数学模型拟合影响因子和

响应值之间的函数关系，通过实验设计、数学建

模和模型检验对各因素及其交互作用进行评价，

最终得出预测的响应最优值及相应实验条件。相

比于传统的数理统计方法，RSM 具有精确度高、

预测结果可靠、分析维度多等优点，适用于各领

域受多因素影响的工艺条件优化[14]。目前，由于

统计学在各个领域中的发展和应用，RSM 的应用

领域不再仅仅局限于化学工业，在生物学、医学

以及制药领域也获得了广泛应用 [15-24]。例如，吴

海一等[25] 应用响应曲面法优化确定了鼠尾藻幼苗

生长的最佳生态因子组合条件，其优化条件下的

特定生长率相比于单因子实验条件下的特定生长

率最大提高了 16.26%。赵鹏等[26] 应用响应曲面法

对小球藻 (Chlorella sp. U4341) 的培养条件进行了

优化研究，使 Chlorella sp. U4341 的油脂产率提高

了 54%。谢丽丹等 [27] 应用 Box-Behnken 中心组合

原理建立数学模型，确定了螺旋藻培养基的最佳

配方，与室外养殖采用的半合成培养基相比，藻

蓝蛋白含量提高了 23%。

丝状体扩增是萱藻全人工育苗的关键步骤之

一，但有关萱藻丝状体扩增条件的优化国内外尚

未见报道。因此，本实验以萱藻丝状体为对象，

在单因素实验的基础上，选取了影响萱藻丝状体

扩增的关键因素，即温度、光照强度和外加氮磷

比，应用 Box-Behnken 设计对萱藻丝状体扩增条

件进行了响应曲面优化探索，并研究了该条件下

萱藻丝状体的孢子囊发育情况。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验所用萱藻丝状体取自本实验室萱藻种质

库。用加有 F1 培养液 (表 1) 的天然灭菌海水在充

气扩增培养条件下获取足量的萱藻丝状体，扩增

条件为温度 (22±0.5) °C，光周期 L∶D = 14 (光)∶
10 (暗)，光照强度 (57.6±3.6) μmol/(m2·s) ，充气流

量 3 L/min，天然灭菌海水盐度 32[28]。 

1.2    单因素实验
 

　　确定最佳温度　　取生长状态良好的萱藻丝

状体，用组织匀浆机 JYL-350 (18 000 r/min) 打碎

10 s、镜检，获得平均长度为 250~300 μm 的丝状

体藻段，加入灭菌海水和 F1 培养液配成密度为

(1.00±0.05) mg/mL 的萱藻丝状体藻液，取 200 mL

藻液放入 250 mL 锥形瓶。

温度梯度设置为 16、19、22、25、28  °C。

其他培养条件为光周期 14L∶10D，光照强度为

57.6 μmol/(m2·s)，静置培养。每天定时摇瓶 6 次，

每 4 天更换 1 次加有 F1 培养液的灭菌海水，实验

周期为 10 d[28]。 

　　确定最佳光照强度　　光照强度梯度设置为

14.4、43.2、72.0、100.8、129.6 (±3.6) μmol/(m2·s)。
其他培养条件为温度为 22 °C，光周期为 14L∶
10D，静置培养。每天定时摇瓶 6 次，每 4 天更

换 1 次加有 F1 培养液的灭菌海水，实验周期为 10 d。 

　　确定最佳外加氮浓度　　设置外加氮浓度梯

度为 6、21、36、51、66 mg/L。其他培养条件：

温度为 22 °C，光照强度为 57.6 μmol/(m2·s)，光周

期为 14L∶10D，以去氮 F1 培养液为基础，分别

配置氮浓度梯度为 6、21、36、51 和 66 mg/L 的

培养液，静置培养。每天定时摇瓶 6 次，每 4 天

更换 1 次培养液，实验周期为 10 d。 

　　确定最佳外加磷浓度　　设置外加磷浓度梯

度为 1、2、3、4 和 5 mg/L。其他培养条件：温度

为 22 °C，光照强度为 57.6 μmol/(m2·s)，光周期

为 14L∶10D，以去磷 F1 培养液为基础，分别配

置磷浓度梯度为 1、2、3、4 和 5 mg/L 的培养液，

静置培养。每天定时摇瓶 6 次，每 4 天更换 1 次

培养液，实验周期为 10 d。
以萱藻丝状体增重倍比作为丝状体生长速率

的评价指标。增重倍比 P 的计算公式：

P (%) = [ (Nt−N0) / N0] ×100%[29]

式中，P 代表增重倍比，Nt 代表第 t 天的萱藻丝

表 1    F1培养液母液成分

Tab. 1    Composition of F1 medium

培养基成分
medium component

含量
content

VB1/mg 0.25

VB2/mg 0.5

KI/g 0.42

H3BO3/g 15.46

FeC6H5O7/g 0.13

Tris/g 30.28

NaNO3/g 21.25

NaH2PO4/g 3.00

注：将上述成分用蒸馏水定容至500 mL，按1∶1 000比例加入培养
体系
Notes: add the above components to 500 mL with distilled water at a
ratio of 1∶1 000 into the culture system
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状体干重 (mg)；N0 代表第 0 天的萱藻丝状体干重

(mg)，即初始干重；t 代表实验天数 (d)。 

1.3    响应曲面优化实验

在单因素实验的基础上，应用以 RSM 为依

据的 Box-Behnken 设计，进行三因素三水平实验，

以温度、光照强度和外加氮磷比为自变量，分别

用 X1、X2 和 X3 表示，并以−1、0、1 代表自变量

的低、中、高水平，以增重倍比 P 为响应量，实

验因素及水平见表 2。 

1.4    优化培养前后萱藻丝状体发育质量评价

将萱藻丝状体置于 RSM 模型预测的优化条

件下进行扩增培养，并与对照条件下萱藻丝状体

生长发育状况进行比较。优化培养条件为温度

20.45 °C，光照强度 78.13 μmol/(m2·s)， 光周期为

14 L∶10 D，并以去氮去磷培养液为基础，设置

外加氮磷比为 16.19，其中外加磷浓度为 3 mg/L；
对照条件为温度 22 °C，光照强度 72 μmol/(m2·s)，
光周期为14 L∶10 D，同样以去氮去磷培养液为

基础，设置外加氮磷比为 12，其中外加磷浓度为

3 mg/L。当萱藻丝状体生物量达到实验要求时, 分
别对其进行单室孢子囊的诱导实验。用组织匀浆

机打碎、镜检，获得平均长度为 250~300 μm 的丝

状体藻段，加入 F1 培养液配成密度为 (0.5±0.05)
mg/mL 的萱藻丝状体藻液，取 200 mL 藻液放入

250 mL 锥形瓶。诱导条件为温度 17 °C，光照强

度 28 μmol/(m2·s)，  光周期为=10 L∶14 D。诱导

20 d，观察两组萱藻丝状体孢子囊发育情况。在

10×40 倍镜下，随机观察 10 个视野的计数[11]。

以萱藻丝状体孢子囊比例与孢子囊直径作为

其发育质量的评价指标。孢子囊比例的计算公式：

孢子囊比例 (%)=孢子囊细胞数/丝状体细胞

总数×100%[30]
 

1.5    数据分析

采用数据统计软件 Excel  2019 和 Sigmaplot
14.0 对实验结果进行分析和制图。实验设计使用

Design Expert 10.0.7 软件进行 Box-Behnken 方法的

响应曲面优化实验设计，并对数据进行相关线性

拟合，通过拟合后线性关系制作预测结果等高线

和响应曲面图[31]。 

2    结果
 

2.1    单因素实验

以  F1 培养液为基础，在光照强度为 56.8
μmol/(m2·s) 时，随着温度的升高，丝状体增重

倍比呈现先增加后下降的趋势 (图 1-a)，温度大于

22 °C 时，丝状体生长发育受到限制；当温度为

22 °C 时，其增重倍比达到最大值 (183.37%±4.24%)。
因此选择最佳温度为 22 °C。以 F1 培养液为基础，

在温度 20 °C 时，随着光照强度的增大，丝状体

增重倍比呈现先上升后下降的趋势 (图 1-b)，在光

照强度 72 μmol/(m2·s) 时，其增重倍比达到最大

值 (168.92%±2.67%)，因此选择最佳光照强度为

72 μmol/(m2·s)。以去氮 F1 培养液为基础，在温度

为 20 °C、光照强度为 56.8 μmol/(m2·s) 的条件下，

随着外加氮浓度的增大，丝状体增重倍比先上升

后下降。在外加氮浓度为 36 mg/L 时，其增重倍

比达到最大值 (198.38%±3.18%) (图 1-c)。因此选择

外加氮浓度 36 mg/L 为最佳。以去磷 F1 培养液为

基础，在温度为 20 °C、光照强度为 56.8 μmol/(m2·s)
的条件下，随着外加磷浓度的增大，丝状体增重

倍比先上升后下降，在外加磷浓度为 3 mg/L 时，

其增重倍比达到最大值 (201.36%±2.74%) (图 1-d)，
因此选择外加磷浓度 3 mg/L 为最佳。 

2.2    响应曲面优化实验

依据单因素实验结果，以去氮去磷 F1 培养

液为基础，固定磷质量浓度为 3 mg/L，选择温度

(X1)、光照强度 (X2) 和外加氮磷比 (X3) 为自变量，

丝状体增重倍比 P 为响应值，应用 Box-Behnken
实验设计优化萱藻丝状体扩增条件 (表 3)。

利用响应曲面软件 Design Expert 10.0.7 对表 3
实验结果进行多元回归拟合，获得响应值增重倍

比 P 的回归模型方程：

P=275.88−0.75X1+20.99X2+23.98X3−12.98X1

X2+21.27X1X3+0.51X2X3−35.96X1
2−86.95X2

2−1.79X3
2

对该模型进行回归与方差分析，模型极显著

表 2    响应曲面因素水平

Tab. 2    Response surface factor level

因素
factor

变量
variable

水平
level

−1 0 1

温度/°C　temperature X1 17 20 23

光照强度/μmol/(m2·s)　light intensity X2 43.2 71.6 100

外加氮磷比　ratio of added N∶P X3 7 12 17

注：以去氮去磷F1培养液为基础，固定磷质量浓度为3 mg/L
Notes: based on the F1 culture medium of nitrogen and phosphorus
removal, the mass concentration of fixed phosphorus was 3 mg/L

1648 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


(P<0.01)，失拟项不显著 (P>0.05)，相关系数 R2

为 0.97，校正相关系数 Adj R2 为 0.94，说明模型

拟合度较高 (表 4)。由 P 值可知，各因素对丝状

体增重倍比的影响程度从强到弱依次为外加氮磷

比>光照强度>温度，且结合表中 F 值可知，温度

的二次项 (X1
2)、光照强度的二次项 (X2

2) 为极显著

影响因素 (P<0.01)，温度和外加氮磷比的交互作

用 (X1X3) 为显著影响因素 (P<0.05)，其他因素影

响较小 (表 5)。
根据回归方程作出各因素对丝状体增重倍比

影响的响应曲面图，为进一步分析温度、光照强

度、外加氮磷比对丝状体增重倍比的影响，将其

中任一因素固定为 0 水平，可得到另外两个因素

交互作用的响应曲面图和等高线图 (图 2)。从响应

曲面图和等高线图直观地看出温度、光照强度、

外加氮磷比交互作用，并反映出各因素对其丝状

体扩增的影响。等高线形状和响应曲面坡度可以

反映自变量交互效应的强度[31]。等高线形状若趋

向于椭圆形，则两自变量之间交互作用明显；等

高线密度大，表明因素间交互作用较强；响应曲

面图曲率越大，即坡度越陡，说明因素间交互作

用越显著[14]。由以上分析可知，温度与外加氮磷

比交互作用对丝状体增重倍比的影响显著，其余

交互作用不显著；外加氮磷比对丝状体增重倍比

影响最大，其次为光照强度，而温度对丝状体增

重倍比的影响相对较小，该结果与表 4 回归方程

方差分析结果一致。 

2.3    模型验证

通过模型预测分析，丝状体扩增最佳条件为

温度 20.45 °C，光照强度 78.13 μmol/(m2·s)，外加

氮磷比 16.19，此时模型预测丝状体增重倍比为

296.34%。为检验模型预测的可靠性，采用上述条

件进行丝状体扩增实验。通过 3 组平行实验得到
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图 1    温度 (a)、光照强度 (b)、外加氮浓度 (c)和外加磷浓度 (d)对萱藻丝状体增重倍比的影响

Fig. 1    Effects of temperature (a), light intensity (b), added nitrogen concentration (c) and added phosphorus
concentration (d) on the increasing ratio of filament biomass of S. lomentaria
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丝状体增重倍比为 (299.21%±13.58%)，与理论预

测值的相对误差小于 5%，表明本实验优化得到的

最佳条件准确可靠，具有实用价值。该实验结果

显著高于单因子实验中萱藻丝状体增重倍比，分

别提高了 59.40%、74.97%、48.33% 和 48.59%，同

时均高于 Box-Behnken 中心组合方法测定 17 种组

合方式的增重倍比。 

2.4    优化培养前后丝状体生长发育情况

实验结果显示，优化培养后的萱藻丝状体

增重倍比 (299.21%±13.58%) 比对照组增重倍比

(259.38%±16.13%) 提高了 15.35% (图 3)。为评价

优化培养后萱藻丝状体的发育情况，在相同条件

下对丝状体进行 20 d 的诱导，结果表明，优化培

养后的萱藻丝状体呈深褐色，细胞质充盈，孢子

囊比例 (26.37%±5.22%)，比对照组的孢子囊比例

(18.10%±3.51%) 提高了 45.69% (P<0.05)；优化条

件下的孢子囊直径 [(19.7±0.21) μm] 显著高于对照

组的孢子囊直径 [(16.91±0.36) μm] (P<0.05) (表 6)。 

3    讨论

实验条件的优化设计成为现代化技术的一个

重要方面，常用方法主要包括正交设计、均匀设

计及响应曲面设计，其中响应曲面设计因为其独

特的优势受到越来越多的关注[32]。相比于正交设

计和均匀设计，响应曲面法不仅能建立精确的数

学模型，连续地对实验各个水平进行分析，还能

实现对各因素之间相互作用的考察，解决多变量

优化问题，快速而准确地确定多因素优化的最佳

条件。由于响应曲面法要求自变量必须是连续的，

而且能被实验者自由控制，因此应用响应曲面法

表 3    RSM 实验设计与结果

Tab. 3    Experimental design and results of RSM

实验编号
test no. X1 X2 X3

增重倍比/%
increasing ratio of
filament biomass

1 −1 0 −1 245.49

2 0 −1 −1 137.26

3 0 1 −1 183.67

4 0 0 0 267.20

5 1 0 −1 188.24

6 1 0 1 273.33

7 −1 −1 0 115.88

8 −1 0 1 245.49

9 0 0 0 284.13

10 0 0 0 295.29

11 1 1 0 164.12

12 0 0 0 277.98

13 0 1 1 238.04

14 −1 1 0 178.38

15 0 0 0 254.81

16 1 −1 0 153.53

17 0 −1 1 189.61

表 4    回归模型方差分析

Tab. 4    Analysis of variance of regression model

方差来源
source

平方和
sum of squares

自由度
df

均方
mean square

F值
F value

P值
P value

显著性
significance

X1 4.530 05 1 4.530 05 0.022 104 0.886 003

X2 3 525.061 1 3 525.061 17.200 18 0.004 31 **

X3 4 598.885 1 4 598.885 22.439 79 0.002 115 **

X1X2 673.662 1 673.662 3.287 066 0.112 714

X1X3 1 810.077 1 1 810.077 8.832 089 0.020 752 *

X2X3 1.020 1 1 1.020 1 0.004 977 0.945 728

X1
2 5 443.511 1 5 443.511 26.561 07 0.001 319 **

X2
2 3 1 831.75 1 3 1 831.75 155.319 8 4.93E-06 **

X3
2 13.468 35 1 13.468 35 0.065 717 0.805 048

模型　model 49 695.97 9 5 521.774 26.942 94 0.000 128 **

残差　residual 1 434.603 7 204.943 3

失拟项　lack of fit 466.094 9 3 155.365 0.90 0.627 279 不显著　not significant

纯误差　pure error 968.507 9 4 242.127

总计　total 51 130.57 16

注：**.差异极显著(P<0.01)，*.差异显著(P<0.05)
Notes: **. the difference is very significant (P<0.01), *. significant difference (P<0.05)
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解决问题时常常需要与传统方法结合，然后在较

小的范围内进行响应曲面优化，两种方法的结合

将大大提高多因素优化条件的准确性。

温度、光照强度和氮磷比常被作为影响藻类

表 5    回归分析结果

Tab. 5    Regression results

相关系数
R2

校正相关系数
Adj R2

信噪比
Adeq precision

变异系数
C.V %

0.97 0.94 14.83 6.59
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图 2    各因素两两交互作用对萱藻丝状体增重倍比影响的响应曲面

等高线图为响应曲面底部放大图

Fig. 2    Response surface of pair-to-pair interaction of various factors on the increasing ratio of
filament biomass of S. lomentaria

Contour plots for the bottom of the response surface zoom
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生长的关键因素，不同海藻由于分布区域不同，

适宜其生长发育的环境条件也有差异。付阳阳

等 [33] 通过单因素实验研究发现，在温度 23 °C、

光照强度 80 μmol/(m2·s)、氮磷比 16 的条件下，

不仅能够促进坛紫菜 (Porphyra haitanensis) 叶状体

的成熟，还能促进单性生殖的发生。王丽梅等[34]

发现，在温度 23 °C、光照强度 198 μmol/(m2·s)、
氮磷比 8 的条件下更有利于铜藻幼苗的生长。在

本研究中，通过单因素实验发现，在温度 22 °C，

光照强度 72 μmol/(m2·s)，外加氮磷比 12 的条件

下萱藻丝状体扩增速率最大，该结果与高伟[35] 在

环境因子对萱藻丝状体扩增影响的研究结果一致。

通过单因素实验获得的最优水平组合，并不

一定是最优方案，还需要结合响应曲面法进一步

优化。吴海一等 [25] 应用响应曲面法优化鼠尾藻

(Sargassum thunbergii) 幼苗生长条件，优化条件下

的鼠尾藻幼苗特定生长率较单因素实验结果最大

提高了 16.26%。谯顺彬等[36] 应用响应曲面法优化

螺旋藻混合培养基，优化条件下的螺旋藻产率

(1.822 g/L) 不仅高于单因素实验结果，还显著高

于室外开放式跑道培养获得的螺旋藻产率 (0.5
g/L)。本研究同样以单因素实验为基础，应用响

应曲面法优化萱藻丝状体扩增条件，确定了适用

于扩增萱藻丝状体的最佳条件：温度 20.45 °C，

光照强度 78.13  μmol/(m2·s)，外加氮磷比 16.19。
优化条件下的萱藻丝状体增重倍比较单因素实验

结果最大提高了 74.97%。此外，本研究还发现，

对优化条件下扩增的丝状体进行诱导，不仅孢子

囊比例 (26.37%±5.22%) 比对照组的孢子囊比例

(18.10%±3.51%) 提高了 45.69%，而且优化条件下

的孢子囊直径 [(19.75±0.21) μm] 也显著高于对照

表 6    优化培养前后萱藻丝状体生长发育比较

Tab. 6    Comparison of growth and development between
filaments of S. lomentaria before and after optimal culture

组别
groups

增重倍比/%
increasing ratio of
filament biomass

孢子囊比例/%
sporangium

ratio

孢子囊直径/μm
sporangium

diameter

对照组
unoptimized

259.38±16.13 18.10±3.51 17.91±0.36

优化组
optimized

299.21±13.58 26.37±5.22 19.75±0.21

a20 μm (a) (b)

20 μm (c) 20 μm (d)

20 μm

 
图 3    优化培养前后萱藻丝状体生长发育的比较

箭头指示成熟孢子囊。(a) 优化培养前萱藻丝状体，(b) 优化培养后萱藻丝状体，(c) 优化培养前萱藻丝状体形成的孢子囊，(d) 优化培养后

萱藻丝状体形成的孢子囊

Fig. 3    Comparison of growth and development between filaments of S. lomentaria before and after optimal culture
Arrows  indicate  mature  sporangia.  (a)  filaments  of S.  lomentaria before  amplification  optimization,  (b)  filaments  of S.  lomentaria after  amplification
optimization,  (c)  sporangium  produced  by  filaments  of S.  lomentaria before  amplification  optimization,  (d)  sporangium  produced  by  filaments  of S.
lomentaria after amplification optimization
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组 [(16.91±0.36) μm]。该结果证明，在萱藻丝状体

扩增过程中，应用响应曲面法得到的扩增条件不

仅可以实现较高的扩增速率，还可以促进丝状体

的孢子囊发育。

本研究首次应用响应曲面法优化萱藻丝状体

扩增条件，研究结果证明，模型与实验结果拟合

度良好，优化后的扩增条件可以显著提高丝状体

扩增效率。因此，响应曲面法是优化萱藻丝状体

扩增条件的一种较为理想的方法，在后续萱藻人

工育苗的关键环节中有望得到进一步应用。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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(College of Marine Life Science, Ocean University of China, Qingdao    266003, China)

Abstract: Filament amplification is a key step in artificial seedling cultivation of Scytosiphon lomentaria. In order
to optimize the growth conditions of the filament of S. lomentaria,  a Box-Behnken design (BBD) was employed
for  experimental  design  and  analysis  of  the  results  to  obtain  the  best  possible  combination  of  temperature  (X1:
17–23 °C), light intensity [X2: 43.2–100 μmol/(m2·s)], and added nitrogen: phosphorus (N∶P) ratio (X3: 7–17).
The  results  show that  the  mathematical  model  has  a  good  fitting  degree  and  good  regression  property.  The
model  predicted  and  optimized  reaction  parameters  as  follows:  temperature  20.45  °C,  light  intensity  78.13
μmol/(m2·s), added N∶P ratios 16.19. Under the condition of the amplification for 10 d, the increasing ratio of fil-
ament  biomass  was  299.21%±13.58%,  which  was  significantly  higher  than  that  measured  in  the  single  factor
experiment and Box-Behnken design experimental conditions. In order to evaluate the development of filaments of
S.  lomentaria after optimized culture,  the filaments  were induced for  20 days.  The results  showed that  the spor-
angium  ratio  after  optimized  culture  (26.37%±5.22%)  was  higher  than  that  of  unoptimized  culture
(18.10%±3.51%). Meanwhile, the average sporangium diameter under optimized conditions was (19.75±0.21) μm,
which was also higher than that before optimized culture [(16.91±0.36) μm]. The results showed that the high amp-
lification rate and the development of sporangia of filaments could be achieved by purposeful regulation of envir-
onmental conditions and appropriate nutrient concentration.
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