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　　摘要：为了促进微藻快速生长、提高微藻生物量，在试验室条件下对１株含油量相对较高、长势较好的斜生栅藻进
行１０Ｌ扩大培养，并通过单因素和正交试验对４种主要营养盐进行优化。结果表明，在扩大培养的１０Ｌ反应器中，斜
生栅藻的最适生长条件为：ＮａＮＯ３１．０ｇ／Ｌ、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ０．１０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ０．１００ｇ／Ｌ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ

０．００８ｇ／Ｌ，斜生栅藻在该优化后的１０Ｌ培养基中生长情况良好，且最大生物量（Ｄ６８０ｎｍ）可达１．９１，分别是１０Ｌ－

ＢＧ１１、２５０ｍＬ－ＢＧ１１条件下的１．２０、１．２８倍。
　　关键词：斜生栅藻；扩大培养；生物量；生长条件；优化
　　中图分类号：Ｑ９６８．４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１５）１０－０３０３－０３

收稿日期：２０１４－１０－２２
基金项目：内蒙古自治区重大基础研究开放课题（编号：２０１２０９０８）；
内蒙古自治区教育厅自然科学基金重点项目（编号：ＮＪＺＺ１４１６２）；
内蒙古自治区自然科学基金（编号：２０１５ＭＳ０３３５）；天津市海洋局
科技兴海项目（编号：ＫＸ２０１０－０００５）。

作者简介：季　祥（１９７８—），男，内蒙古包头人，硕士，副教授，主要从
事生物质能、能源微藻研究。Ｔｅｌ：（０４７２）５９５１５５４；Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｉｘｉａｎｇ
＠ｉｍｕｓｔ．ｃｎ。

通信作者：陈冠益，博士，教授，主要从事生物质能源、废弃物资源化

利用、污泥能源化研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｅｅｘｅｒ＠１６３．ｃｏｍ。

　　随着人类社会资源的短缺和环境问题的日益突出，世界
各国正面临着能源匮乏和生态环境破坏的危机，因此寻求一

种新型的可再生能源成为世界各国科学家普遍关注的科学问

题和发展趋势［１］。生物柴油是清洁的、环境友好的可再生能

源，但由于其原材料成本较高，目前生物柴油的价格仍高于传

统柴油。而在众多的能源微生物中，微藻具有种类繁多、光合

利用度高、自身合成油脂能力强等优点［２］。利用藻类油脂生

产生物柴油具有缓解温室效应，不与人争粮、不与粮争地的众

多优点，通过微藻油转化生产生物柴油具有广阔的开发利用

前景。为了快速获得较大的微藻生物量，对微藻的扩大培养

显得至关重要，而在不同反应器中，微藻对营养盐的需求也不

一样。因此，笔者对试验室的１株含油量较高的斜生栅藻进
行了１０Ｌ扩大培养研究，对其生长条件进行了优化，最大限
度地提高该藻的生物量，为其工业化生产应用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　藻种来源
试验藻种为斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ），保存于内蒙

古自治区生物质能源化利用重点实验室。

１．２　培养条件
试验采用１０Ｌ广口瓶为反应器，以前期工作［３］改进的

ＢＧ１１培养基作为基础培养基，装液量为７Ｌ，接种量５％，置
于环境温度（２５±１）℃、光照强度 ５０００ｌｘ、光照周期

１４Ｌ／１０ｄ的条件下培养。
１．３　微藻生物量的测定

微藻生物量的测定采用浊度比色法［４］。本试验采用７５２
紫外可见分光光度计，在波长６８０ｎｍ处测定培养液的吸光度
（Ｄ６８０ｎｍ），试验结果数据采用 ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１７．０、ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ
８．０和ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌｌ２００７软件进行分析处理。
１．４　斜生栅藻生长条件的优化
１．４．１　４种主要营养盐单因子试验　试验对影响斜生栅藻
生长最主要的Ｎ、Ｐ、Ｍｇ、Ｆｅ营养盐进行研究，在接种前１ｄ分
别换上不加 Ｎ、Ｐ、Ｍｇ、Ｆｅ营养盐的改进 ＢＧ１１培养基，培养
２４ｈ后按０、０．５、１．０、１．５、２．０ｇ／Ｌ的质量浓度加入 ＮａＮＯ３，
按０、０．０６、０．０８、０．１０、０．１２、０．１４ｇ／Ｌ的质量浓度加入
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ，按０、０．０５０、０．０７５、０．１００、０．１２５ｇ／Ｌ的质量
浓度加入 ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，按 ０、０．００２、０．００４、０．００６、０．００８、
０．０１０ｇ／Ｌ的质量浓度加入ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ。每组均作３个平行
试验，待微藻处于稳定生长期，取最大的 Ｄ６８０ｎｍ平均值，考察
在不同浓度的 Ｎ、Ｐ、Ｍｇ、Ｆｅ营养盐条件下斜生栅藻的生长
情况。

１．４．２　正交试验　在单因素试验的基础上进行正交试验，按
表１因素水平表中各水平分别加入 ＮａＮＯ３、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ和ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ营养盐，参照正交试验法

［５］选

用Ｌ９（３
４）设计进行正交试验。

表１　斜生栅藻生长条件的优化Ｌ９（３４）正交试验因素水平

水

平

各营养盐的质量浓度（ｇ／Ｌ）
Ａ：ＮａＮＯ３ Ｂ：Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２ＯＣ：ＭｇＳＯ４·７Ｈ２ＯＤ：ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ

１ ０．５ ０．０５ ０．０７５ ０．００４
２ １．０ ０．１０ ０．１００ ０．００６
３ １．５ ０．１５ ０．１２５ ０．００８

２　结果与分析

２．１　ＮａＮＯ３对斜生栅藻生长的影响
微藻在增殖过程中需要营养物质，氮是微藻体内许多重

要有机化合物的组成成分之一，在许多方面影响植物的代谢
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过程和生长发育。其中，氮是微藻细胞蛋白质叶绿素的组成

成分，是组成核酸的重要元素之一，同时微藻体内的各种生物

酶也含有氮［６］。微藻在生长过程中通常能利用铵盐、硝酸盐

及尿素作氮源，本试验以 ＮａＮＯ３为氮源，在培养基中加入不
同质量浓度的ＮａＮＯ３，考察不同质量浓度的ＮａＮＯ３在１０Ｌ培
养体系中对斜生栅藻生长的影响，结果如图１所示。
　　从整体上看，随着 ＮａＮＯ３质量浓度的不断增加，斜生栅
藻的生物量呈现出先上升后下降的趋势。利用软件分析可

知，ＮａＮＯ３质量浓度与斜生栅藻生物量呈极显著正相关
（Ｐ＜０．０１），且各组间生物量差异显著（Ｐ＜０．０５）。当
ＮａＮＯ３质量浓度为０时，生物量最低；随着 ＮａＮＯ３质量浓度
的增加，栅藻生物量逐渐上升，当质量浓度为１．０ｇ／Ｌ时，斜
生栅藻生物量在各组间最大，Ｄ６８０ｎｍ为 １．５９，而持续增加
ＮａＮＯ３质量浓度并不能促进微藻的生长，生物量开始逐渐降
低，说明过高质量浓度的ＮａＮＯ３会抑制斜生栅藻的生长。由
此得出，ＮａＮＯ３最适质量浓度为１．０ｇ／Ｌ（图１）。

２．２　Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ对斜生栅藻生长的影响
磷是植物生长发育心需的营养元素之一，是微藻体内许

多有机化合物的组成成分，同时磷以多种方式参与微藻体内

的各种代谢过程，是生物体内 ＡＴＰ、ＧＴＰ、核酸、磷脂、辅酶等
化合物合成的基本元素，在微藻生长发育中起重要的作用。

本试验以 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ为磷源，研究不同质量浓度的
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ对斜生栅藻生长的影响，结果如图２所示。

由图２可知，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ质量浓度在０～０．１４ｇ／Ｌ范
围内均能促进斜生栅藻生长，且生物量与其呈极显著正相关

（Ｐ＜０．０１）。当 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ质量浓度为 ０～０．１０ｇ／Ｌ
时，磷盐对斜生栅藻生物量的促进作用明显，同时在０．１０ｇ／Ｌ
时生物量达到最大；而当 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ质量浓度大于
０．１０ｇ／Ｌ时，该藻的生物量呈现下降趋势，但随着磷盐质量

浓度缓慢增加，栅藻生长表现出一定的耐受性。因此，在１０Ｌ
培养体系中，斜生栅藻的 Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ最适质量浓度
为 ０．１０ｇ／Ｌ。
２．３　ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ对斜生栅藻的生长影响

镁是叶绿素的组成成分，在叶绿素合成和光合作用中起

重要作用［７］，镁还参与生物体内的氮代谢和活性氧代谢。在

试验中选取ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ提供镁元素，研究不同质量浓度的
Ｍｇ２＋对斜生栅藻扩大培养时生长的影响，试验结果如图 ３
所示。

　　由图３可知，斜生栅藻在不同质量浓度的ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
条件下所达到的最大生物量有所差异。当培养液中不含镁

时，斜生栅藻生物量较低，当培养液中镁元素存在时，可见其

生物量迅速增加，由软件分析可知，镁质量浓度与微藻生物量

是显著正相关的（Ｐ＜０．０１），同时含有Ｍｇ２＋与缺镁条件下的
生物量差异显著（Ｐ＜０．０５）。而当 ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ质量浓度
达０．０５ｇ／Ｌ后，生物量表现出一定程度的先下降后上升的趋
势，但趋势较缓，增量不明显，差异也不显著（Ｐ＞０．０５）。这
可能主要是由于培养液中持续镁质量浓度的增加，对微藻生

长产生了一定的抑制作用，同时由于微藻机体自身的耐受能

力，在微藻适应了较高质量浓度下的 Ｍｇ２＋后，出现一定程度
的生长现象，可以推测后续持续增加镁质量浓度会造成微藻

生物量急剧降低。综合以上分析结果可知，０．１００ｇ／Ｌ为
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ的最适质量浓度。

２．４　ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ对斜生栅藻生长的影响
铁元素在微藻生理上有重要作用，是一些重要的氧化 －

还原酶催化部分的组分。铁虽然不是叶绿素的组成成分，但

缺铁时，叶绿体的片层结构发生很大变化，严重时甚至使叶绿

体发生崩解。而且铁在微藻体内以各种形式与蛋白质结合，

作为重要的电子传递体或催化剂参与许多生命活动。本试验

以ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ为铁盐，考察不同质量浓度的 Ｆｅ
３＋对斜生栅

藻扩大培养时生长的影响，试验结果如图４所示。
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由图４可知，尽管培养液中对 Ｆｅ３＋含量要求较低，但对
微藻生物量的影响很大。由软件分析结果可知，Ｆｅ３＋与斜生
栅藻生物量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１）。当培养液中缺铁
时，斜生栅藻生物量较低；ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ的增加能够迅速促进
微藻生物量的积累，当 ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ质量浓度达０．００６ｇ／Ｌ
时，生物量达到最高，Ｄ６８０ｎｍ为１．５９；而随着质量浓度的进一
步增加，微藻生物量开始降低，表现出抑制作用。说明适宜的

Ｆｅ３＋质量浓度能够促进微藻细胞增殖，有利于生物量积累。
因此，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ的最适质量浓度为０．００６ｇ／Ｌ。
２．５　４种营养盐对斜生栅藻生长影响程度和优化水平组合

在不同条件下，斜生栅藻对营养盐的需求有很大的差异，

为了研究斜生栅藻在扩大培养时的最佳培养基配比，采用正

交设计对这４种营养盐进行多因子组合试验，按表１因素水
平表分别加入营养盐，在１０Ｌ反应器中培养，结果见表２。

表２　４种营养盐对斜生栅藻生长的影响正交试验结果

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｄ６８０ｎｍ
１ １ １ １ １ １．５７９
２ １ ２ ２ ２ １．７２３
３ １ ３ ３ ３ １．６１４
４ ２ １ ２ ３ １．８４５
５ ２ ２ ３ １ １．７３５
６ ２ ３ １ ２ １．７５２
７ ３ １ ３ ２ １．６４１
８ ３ ２ １ ３ １．６７８
９ ３ ３ ２ １ １．５１６
ｋ１ １．６３９ １．６８８ １．６７０ １．６１０
ｋ２ １．７７７ １．７１２ １．６９５ １．７０５
ｋ３ １．６１２ １．６２７ １．６６３ １．７１２
Ｒ ０．１６５ ０．０８５ ０．０３２ ０．１０２

　　由表２可知，４种营养盐对斜生栅藻生长的影响程度从
大到小为Ａ＞Ｄ＞Ｂ＞Ｃ，即 ＮａＮＯ３质量浓度 ＞ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ
质量浓度 ＞Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ质量浓度 ＞ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ质量
浓度，ＮａＮＯ３质量浓度水平对斜生栅藻生长的影响最大，其
次为ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ质量浓度。通过分析 ４因素的均值可
知，４种营养盐的最优水平组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ３，即 ＮａＮＯ３、
Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ的最佳质量浓
度为１．０、０．１０、０．００８ｇ／Ｌ，通过后续试验验证可知，斜生栅藻
在该优化条件下的生物量Ｄ６８０ｎｍ可达１．９１，是各试验设计组中
最高的。此外，在正交试验中４种营养盐的最适质量浓度与单
因素的最适质量浓度相吻合的有 ＮａＮＯ３、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，而ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ较单因素试验中的质量浓度
不同，这可能是由于各因素的交互作用所致。因此，以正交试

验分析所得的最适优化组合培养基对斜生栅藻进行１０Ｌ扩
大培养，可以获得斜生栅藻的最大生物量。

２．６　斜生栅藻在不同培养条件的生长情况
为了进一步验证斜生栅藻１０Ｌ扩大培养的最佳营养盐

条件，将经正交试验所得的营养盐条件与 ＢＧ１１基础培养条
件分别在２５０ｍＬ以及１０Ｌ培养体系下进行微藻整个生长周
期的培养，试验结果如图５所示。
　　由图５可知，斜生栅藻均能在３种不同培养条件下生长，
总体生长趋势相当，前６ｄ为调整期，６～１５ｄ为对数生长期，
１８ｄ以后斜生栅藻逐渐进入到稳定生长期，２７ｄ后藻细胞开
始衰亡；在优化后的１０Ｌ培养体系条件下，斜生栅藻生长趋

势明显好于其余２组，且稳定期收获的生物量最大，Ｄ６８０ｎｍ可
达１．９１，远高于１０Ｌ－ＢＧ１１、２５０ｍＬ－ＢＧ１１条件下的Ｄ６８０ｎｍ
（１．５８）、Ｄ６８０ｎｍ（１．４８），分别是该 ２组的 １．２０、１．２８倍。此
外，在外界环境条件、营养盐条件相同的情况下，微藻反应体

系对其生长影响较大，２５０ｍＬ体系生物量小于１０Ｌ体系，这
可能是由于较大反应器更有利于微藻的生长繁殖，特别是在

微藻生长繁殖后期，由于微藻细胞密度不断增大，光遮蔽效应

日益明显，微藻生长对环境空间以及营养盐的需求表现得更

加突显。

３　结论

在单因素试验中，ＮａＮＯ３、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ的最佳质量浓度为 １．０、０．１０、０．１００、
０．００６ｇ／Ｌ。在１０Ｌ反应体系中，ＮａＮＯ３、Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ、
ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ的最佳质量浓度为１．０、０．１０、
０１０、０．００８ｇ／Ｌ。后续试验证明，斜生栅藻在１０Ｌ－优化培
养中的生物量远高于ＢＧ１１基础培养基，分别是１０Ｌ－ＢＧ１１、
２５０ｍＬ－ＢＧ１１培养条件的１．２０、１．２８倍，同时１０Ｌ反应体
系更利于微藻生长繁殖和生物量的积累，该研究也为微藻的

扩大培养提供了依据。
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