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（２）体质量 ＝－３５３．４５８＋３．０８５×胸围 ＋１．１８６×体斜长
（Ｒ＝０．９０７，Ｐ＜０．０１）；（３）体质量 ＝－３５９．５２５＋２．４２８×胸
围＋１．０５２×体斜长＋０．７０７×腹围（Ｒ＝０．９１３，Ｐ＜０．０１）。
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　　拟微绿球藻是一类属于真眼点藻纲（Ｅｕｓｔｉｇｍａｔｏｐｈｙｃｅ
ａｅ），近似球形的单细胞真核生物［１］，具有较高的光合作用效

率和油脂含量［２］，长速度快，适合作水生动物的饵料。藻中

的多不饱和脂肪酸如二十碳五烯酸（ＥＰＡ）、二十二碳六烯酸
（ＤＨＡ）等对水产动物的影响效果明显［３－５］。但由于拟微绿

球藻易受环境和不同营养盐等多种条件的影响，其质量和产

量不稳定。在生产过程中资金投入大，成本高，产量和生物量

都较低。针对这种情况，本研究对拟微绿球藻的营养盐含量

进行单因素试验和正交试验，旨在优化其生长条件，以使其能

满足微藻现代化的大批量运用。

１　材料与方法

１．１　材料
材料为拟微绿球藻，内蒙古自治区生物质能源利用重点

实验室保存。

１．２　方法
采用ｆ／２培养基为基本培养基，培养基配方为０．０７５ｇ／Ｌ

ＮａＮＯ３、０．００５ｇ／ＬＮａＨ２ＰＯ４·Ｈ２Ｏ；微量元素溶液是由４．１６ｇ
Ｎａ２ＥＤＴＡ、３．１５ｇＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ、０．０１ｇＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ、
０．０２２ｇＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ、０．０１ｇＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ、０．１８ｇＭｎＣｌ２·
４Ｈ２Ｏ、０．００６ｇＮａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ溶于去离子水中，并定容至
１０００ｍＬ，每１Ｌ培养基取１ｍＬ；维生素混合溶液由０．１ｇ维
生素Ｂ１、０．００５ｇ维生素 Ｂ１２、０．００５ｇ生物素溶于去离子水
中，并定容至１０００ｍＬ，每１Ｌ培养基取１ｍＬ。

培养基中分别添加 ＮａＮＯ３、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３·
６Ｈ２Ｏ、ＭｇＣｌ２、维生素混合液，以考察不同浓度 Ｎ、Ｐ、Ｆｅ、Ｍｇ和
维生素混合液对藻生长影响。ＮａＮＯ３ 浓度梯度分别为
０．０１９、０．０３８、０．０７５、０．１５０、０．２２５ｇ／Ｌ；ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ浓度
梯度分别为０．００１、０．００３、０．００５、０．０１１、０．０１７ｇ／Ｌ；ＦｅＣｌ３·
６Ｈ２Ｏ浓度梯度分别为 ０．０００７９、０．００１５７、０．００３１５、
０．００６３０、０．００９４５ｇ／Ｌ；ＭｇＣｌ２ 浓度梯度分别为 １．２４５、
２．４９１、４．９８１、９．９６２、１４．９４３ｇ／Ｌ；维生素混合液加入体积梯
度分别为０．２５、０．５０、１．００、２．００、３．００ｍＬ／Ｌ。

为研究Ｎ、Ｐ、Ｆｅ、Ｍｇ和维生素混合液浓度对拟微绿球藻
生长交互作用，采用５因素４水平正交设计，各因素水平如
表１所示。

２　结果与分析

２．１　ＮａＮＯ３浓度对拟微绿球藻生长的影响
氮源是藻类生长的限制因子之一。在藻细胞中，氮是控

制光合作用的元素。当氮源不足时，光合作用减弱且有利于

饱和脂肪酸的合成；但当氮源浓度过高时，微藻生长也会受到
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表１　拟微绿球藻生长环境因素优化Ｌ１６（４５）正交试验设计

水平
Ａ：ＮａＮＯ３
（ｇ／Ｌ）

Ｂ：ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ
（ｇ／Ｌ）

Ｃ：ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ
（ｇ／Ｌ）

Ｄ：ＭｇＣｌ２
（ｇ／Ｌ）

Ｅ：维生素混合液
（ｍＬ／Ｌ）

１ ０．０７５ ０．００１ ０．０００３２ ０．００５ ０．０５
２ ０．２２５ ０．０１５ ０．００４７３ ０．０２５ ０．２５
３ １．１２５ ０．０２５ ０．０１２６０ ０．１４９ １．５０
４ １．８７５ ０．０５０ ０．０１８９０ １．４９４ ４．００

抑制，不利于饱和脂肪酸的合成［６－７］。硝酸盐一直是培养拟

微绿球藻的一种普通氮源，不同藻类对氮源的需求量和敏感

度不同。ＮａＮＯ３浓度对拟微绿球藻生长的影响如图１所示。
ＮａＮＯ３在较低浓度时，由于缺少氮源，导致拟微绿球藻的生
长缓慢。在一定范围内，随着 ＮａＮＯ３浓度的增加，其细胞数
目呈上升趋势。相关分析表明，ＮａＮＯ３浓度与拟微绿球藻生
物量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），当 ＮａＮＯ３ 的浓度为
０．１５ｇ／Ｌ时，拟微绿球藻的Ｄ６８０ｎｍ值最高，说明在此浓度下其
细胞生长量最大，生长状况最佳。因此，ＮａＮＯ３最适浓度
为 ０．１５ｇ／Ｌ。

２．２　ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ浓度对拟微绿球藻生长的影响
磷元素是构成细胞膜、ＡＴＰ、ＤＮＡ和ＲＮＡ的必需元素［８］，

大多数藻类贮存磷源的方式为主动吸收［９］。本试验以

ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ作为磷源，对拟微绿球藻生长的影响，结果
如图２所示。在一定范围内，ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ浓度的增加，
促进拟微绿球藻对磷的吸收，其细胞的内含物大量增加，细胞

数目呈上升趋势。相关分析可知，ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ浓度与拟
微绿球藻生物量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），当 ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ的浓度为０．０１１ｇ／Ｌ时，拟微绿球藻的Ｄ６８０ｎｍ值最高，此
时磷对拟微绿球藻的影响最显著。

２．３　ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ浓度对拟微绿球藻的生长影响
铁离子是构成藻细胞内一些氧化还原酶的辅基，并能以

各种形式与蛋白结合，铁元素缺乏会影响藻类细胞的正常代

谢［１０］。ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ对拟微绿球藻生长的影响，结果如图３
所示。ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ浓度较低时，拟微绿球藻细胞数目少，这
是因为低浓度的铁不利于拟微绿球藻的代谢，随着铁浓度的

增加，拟微绿球藻细胞数目在一定范围内呈上升趋势，当

ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ浓度为０．００６３ｇ／Ｌ时 Ｄ６８０ｎｍ达到最大值，说明
在此浓度下最适合拟微绿球藻生长。

２．４　ＭｇＣｌ２浓度对拟微绿球藻生长的影响
镁是构成叶绿素的必需元素，在叶绿素合成和光合作用

中起着重要作用，应异常会影响藻类的生长［１１］。ＭｇＣｌ２对拟
微绿球藻生长的影响，结果如图４所示。ＭｇＣｌ２浓度与拟微
绿球藻生物量呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），当 ＭｇＣｌ２在浓度
为１．２４５～２．４９１ｇ／Ｌ测出的Ｄ６８０ｎｍ值较高，且十分接近，随着
ＭｇＣｌ２浓度不断增加，Ｄ６８０ｎｍ值出现下降趋势。表明低浓度的
镁离子促进拟微绿球藻的生长，高浓度对拟微绿球藻的生长

起抑制作用。

２．５　维生素混合液浓度对拟微绿球藻生长的影响
维生素是影响微藻生长的重要因素之一。维生素混合液

包括维生素Ｂ１、维生素Ｂ１２和生物素。维生素Ｂ１是常用的藻
类生长促进剂，维生素Ｂ１２常作为催化甲基转移反应的酶的辅
基。维生素混合液浓度对拟微绿球藻生长的影响结果如图５
所示。１Ｌ培养基维生素混合液的体积量在０．５ｍＬ时，拟微
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绿球藻的Ｄ６８０ｎｍ值相对较大，此时是维持微藻细胞生长的最
佳条件。１Ｌ培养基维生素混合液的体积量在１～３ｍＬ，拟微
绿球藻Ｄ６８０ｎｍ值下降幅度大，说明这个阶段的维生素混合液
对微藻的生长有抑制作用。

２．６　５种营养盐浓度对拟微绿球藻生长影响相互作用和优
化组合

由表２可知，５种因素对拟微绿球藻生长影响的主次顺
序为Ｂ＞Ａ＞Ｄ＞Ｅ＞Ｃ，可见 Ｂ、Ａ为影响藻细胞生长的主要
因素，磷源的质量浓度水平对拟微绿球藻生长的影响最大，其

次是氮源质量浓度水平对其生长的影响。通过分析５因素的
均值可知，５种营养盐最优的水平组合为 Ａ２Ｂ２Ｃ４Ｄ２Ｅ１，即
ＮａＮＯ３ 浓 度 为 ０．２２５ ｇ／Ｌ，ＮａＨ２ＰＯ４· ２Ｈ２Ｏ 浓 度 为
０．０１５ｇ／Ｌ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ浓度为０．０１８９０ｇ／Ｌ，ＭｇＣｌ２浓度为
０．０２５ｇ／Ｌ，１Ｌ维生素混合液体积为０．０５ｍＬ。正交试验中
ＮａＮＯ３、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ的优化浓度与单因素试验的结果较吻
合，而铁、镁、维生素混合液的最适浓度较单因素试验低。由于正

交试验考虑了各因子的交互作用，因此后续试验均以正交试验的

结果所得培养基配方进行藻体培养，以获得最大生物量。

表２　拟微绿球藻正交试验结果

编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｄ６８０ｎｍ
１ １ １ １ １ １ ０．５８１
２ １ ２ ２ ２ ２ ０．７２４
３ １ ３ ３ ３ ３ ０．６３
４ １ ４ ４ ４ ４ ０．６７３
５ ２ １ ２ ３ ４ ０．６３３
６ ２ ２ １ ４ ３ ０．７９９
７ ２ ３ ４ １ ２ ０．７９５
８ ２ ４ ３ ２ １ ０．８５６
９ ３ １ ３ ４ ２ ０．６０５
１０ ３ ２ ４ ３ １ ０．８１９
１１ ３ ３ １ ２ ４ ０．８４３
１２ ３ ４ ２ １ ３ ０．７３１
１３ ４ １ ４ ２ ３ ０．６７８
１４ ４ ２ ３ １ ４ ０．７９２
１５ ４ ３ ２ ４ １ ０．８１６
１６ ４ ４ １ ３ ２ ０．７３７
ｋ１ ０．６５２ ０．６２４ ０．７４０ ０．７２５ ０．７６８
ｋ２ ０．７７１ ０．７８４ ０．７２６ ０．７７５ ０．７１５
ｋ３ ０．７５０ ０．７７１ ０．７２１ ０．７０５ ０．７１０
ｋ４ ０．７５６ ０．７４９ ０．７４１ ０．７２３ ０．７３５
Ｒ ０．１１９ ０．１６０ ０．０２０ ０．０７０ ０．０５８

２．７　优化后生长情况测定
拟微绿球藻在优化后的培养基与 ｆ／２培养基中的生长相

比，拟微绿球藻在优化后的培养基中生长情况良好（图６），优
化后拟微绿球藻的生物量在第４天开始超过ｆ／２培养基。

３　结论

采用单因素和正交试验，研究了 ＮａＮＯ３、ＮａＨ２ＰＯ４·
２Ｈ２Ｏ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ、ＭｇＣｌ２以及维生素混合液浓度对拟微绿
球藻生长的影响。结果表明，拟微绿球藻最佳培养基配方为

ＮａＮＯ３０．２２５ｇ／Ｌ、ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ０．０１５ｇ／Ｌ、ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ
０．０１８９０ｇ／Ｌ、ＭｇＣｌ２０．０２５ｇ／Ｌ，１Ｌ维生素混合液体积
０．０５ｍＬ。优化后拟微绿球藻的最大生物量（Ｄ６８０ｎｍ）可达
１５４４，是优化前的１．３５倍。通过优化，提高了拟微绿球藻的
生物量，可以满足微藻现代化的大批量生产。
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