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混养模式和营养条件优化对斜生四链藻
生物量积累和脂质含量的影响

李淑媛， 赵　 丹， 王灿梅， 袁　 婷， 马湘蒙∗， 魏　 群

（广西大学 资源环境与材料学院， 广西 南宁 ５３０００４）
摘要： 微藻被认为是具有发展潜力的生物柴油原料，在光合效率、生长速率和脂质积累速率等方

面具有优势，能够减轻化石能源带来的环境污染问题。 为了提高微藻的生物量、脂质含量和高价

值产物含量，需要优化其培养模式和营养条件。 探究了在自养、混养和异养条件下培育斜生四链

藻的最佳培养模式，并使用响应面法优化培育时的营养条件，以提高微藻的生物量和脂质含量。
研究结果表明，混合营养培育是最适合斜生四链藻生长发育的培育模式。 进入稳定期后，在混养

２４ ｈ 的培养条件下，微藻的生物量和脂质含量分别是自养培养条件的 ３．８２ 倍和 ２．４９ 倍，而在混

养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组合中，对数生长期产生的蛋白质含量最高，达到了 ５５４．８７ ｍｇ·Ｌ－１。 通过响应面

法优化营养物质，在混养条件下，最佳参数设置为碳氮比为 １０，微量元素投加量为 ０．１ ｍＬ，维生

素投加量为 １．０ ｍＬ。 实际测量的生物量和预测值分别为 ２．４５ ｇ·Ｌ－１和 ２．４３ ｇ·Ｌ－１。 优化混养模

式和营养条件可以提高微藻的生物量和利用效率。
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０　 引　 　 言

微藻是一种光合自养微生物，能够利用光合

作用吸收废水中的 ＣＯ２和营养物质，并将其转化

为脂质、色素、脂肪酸、多糖和小分子代谢物等高

价值产物，同时实现废水净化［１－２］。 微藻作为高附

加值产物和生物燃料的潜在来源备受关注［３］，其
高价值产物的含量和生长特性很大程度上取决于

培养条件［４］。
微藻的主要培育模式包括光合自养、异养和

混养营养培育，区别在于能源和碳源的利用方式。
在光合自养条件下，微藻利用 ＣＯ２作为能量和碳

源进行同化［５］。 异养培育为微藻利用有机碳源和

无机盐进行生长，以获得更高生物量、脂质或其他

有价值的代谢产物［６］。 混合营养培育结合了上述

２ 种营养模式的优势，同时利用 ＣＯ２和有机碳，通
过呼吸和光合作用途径提升生物量和生成代

谢物［７］。
藻类利用碳源作为营养物质进行有机物的合

成和代谢产物的积累。 在自养培养条件下，藻细

胞主要吸收大气中的 ＣＯ２作为碳源。 在异养和混

养条件下，藻类利用外加碳源进行生长和发育，从
而显著提升生物量和油脂产量［８］。 氮是藻类生长

必需的元素之一，是蛋白质和叶绿素等物质的重

要组成部分，对藻类生长、繁殖等生理活动起着重

要作用［９］。 碳氮比也是一个关键因素，影响增值

组分的固碳效率、生物量的积累以及生产力［１０］。
微藻细胞的新陈代谢和生长需要大量营养

素。 微量元素磷、硫、铁等被认为是微藻培养基中

有助于微藻持续生长的关键成分，缺乏这些微量

元素会抑制光合作用过程［１１］。 维生素是对生物

体生命至关重要但不能由其自身合成的有机化合

物［１２］，支持脂肪酸合成及其链延长，并促进碳水

化合物、氨基酸和其他有价值产物的代谢［１３］。
ＦＡＺＥＬＩ 等研究发现，添加维生素后，微藻细胞中

脂质含量比对照实验高 １．７ 倍［１３］。
要实现微藻的高效利用，研究其在不同模式

下所需的营养元素尤为重要。 然而，优化培育时

的营养物质对微藻生长及脂质产率的影响研究鲜

有报道。 本研究选用斜生四链藻为研究对象，优
选出最适合生物量积累和高价值产物积累的培育

模式。 通过响应面法优化影响微藻生长的营养物

质投加量，提升微藻生物量积累和脂质产量，从而

实现微藻资源的高效利用和高价值产物的生成。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验藻种

实验 藻 种 选 用 斜 生 四 链 藻 （ Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ
ｏｂｌｉｑｕｕｓ， ＦＡＣＨＢ－１４），购自中国科学院武汉水生

生物研究所淡水藻种库，采用 ＢＧ１１ 培养基进行扩

大培养至斜生四链藻生长对数增长期。 培养条件

为（２５±１） ℃，光照强度为 ３ ０００ Ｌｕｘ，不间断 ２４ ｈ
光照。
１􀆰 ２　 营养物质

实验所用培养基以 ＢＧ１１ 中微量元素为基础，
组成成分见表 １。

表 １　 微量元素溶液配方

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｃｅ ｍｅｔａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

组分 浓度 ／ （ｇ·Ｌ－１）

Ｃｏ（ＮＯ３） ２·６Ｈ２Ｏ ０．０５

ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ １．８６

ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ ０．０８

ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ ０．２２

ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ ０．３９

Ｈ３ＢＯ３ ２．８６

　 　 维生素溶液包含 ０．００１ ｇ·Ｌ－１维生素 Ｂ１２（Ｖｉ⁃
ｔａｍｉｎ Ｂ１２）、 ０． ２００ ｇ· Ｌ－１ 维生素 Ｂ１ （ Ｔｈｉａｍｉｎｅ
ＨＣｌ）及 ０．００１ ｇ·Ｌ－１生物素（Ｂｉｏｔｉｎ） ［１４－１５］。
１􀆰 ３　 实验设计

１􀆰 ３􀆰 １　 不同培育模式对斜生四链藻生物量及附属

产物积累的影响

　 　 共设置 ４ 个培育模式的实验组，包括自养组、
混养 ２４ ｈ 组、混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组和异养组。 实验

室温度保持为 ２５ ℃，溶解氧由锥形瓶外曝气头提

供，进气量用流量计控制在 ０．５ Ｌ·ｍｉｎ－１。 实验使

用体积为 １ Ｌ 锥形瓶为培养容器，其中有效液体

２



体积为 ８００ ｍＬ，统一采用 ＢＧ１１ 培养基。 混养组

和异养组每日补充 ５ ｇ·Ｌ－１葡萄糖作为碳源。 实

验设置转子和转台，转速为１５０ ｒ ／ ｍｉｎ。 光照条件

下使用了 ５ Ｗ 白光 ＬＥＤ 灯，光照强度维持在

３ ０００～４ ０００ Ｌｕｘ。 自养组和混养 ２４ ｈ 组持续２４ ｈ
光照。 混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组的光照和黑暗的时间比

例为 ８ ∶ １６（在黑暗处理时需停止曝气），异养组

则 ２４ ｈ 处于黑暗条件下培育。 实验培育至斜生

四链藻生长稳定期。
１􀆰 ３􀆰 ２　 优化关键营养物质的单因素实验

以 ＢＧ１１ 培养基的微量元素溶液为基础，进行

了单因素实验的设计。 考虑 ３ 个营养物质因子，
分别为碳氮比（２．５、５．０、７．５、１０．０、１２．５）、微量元素

投加量（０．１、０．５、１．０、２．０、４．０、１０．０ ｍＬ）及维生素

溶液投加量（１、３、５、７、９ ｍＬ）。 在混养培育模式

中，通过添加 ０．５ ｇ·Ｌ－１葡萄糖作为碳源，以维持

混养条件。
１􀆰 ３􀆰 ３　 响应面实验

为了优化营养物质以促进斜生四链藻的生

长，利用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １３ 中提供的 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ
设计方法和响应面方法 （ ＲＳＭ） 用于实验设

计［１６］。 选择碳氮比（Ａ）、微量元素投加量（Ｂ）及

维生素投加量（Ｃ）作为影响斜生四链藻生物量和

脂质积累的重要因素，并以生物量含量作为响应

值 Ｒ１，脂质含量为响应值 Ｒ２。 在 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实

验中设计了 １７ 组实验，每个因素的水平值根据前

期单因子实验的结果确定，实验因素水平编码见

表 ２。
表 ２　 实验因素水平编码表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｆａｃｔｏｒ ｌｅｖｅｌ ｃｏｄｉｎｇ ｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｏｃｅｓｓ

影响因素
水平编码

－１ ０ １

Ａ（碳氮比） ５．０ ７．５ １０．０

Ｂ（微量元素投加量） ／ ｍＬ ０．１ ０．５ １．０

Ｃ（维生素投加量） ／ ｍＬ １ ３ ５

１􀆰 ４　 分析方法

１􀆰 ４􀆰 １　 生物量的测定与计算

以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍＬ 藻液 １０ ｍｉｎ 获得

藻泥，并用去离子水洗涤藻泥 ２ 次，将藻泥转移至

干净的称量皿中，在 ６５ ℃ 下干燥样品至恒定重

量，在干燥器中冷却后通过重量法测量斜生四链

藻生物量（ＤＷ），通过式（１）计算，生物量生产力

（ＰＤＷ）通过式（２）计算：

ＤＷ＝
Ｗ２－Ｗ１

Ｖ
（１）

ＰＤＷ ＝
ＤＷ２－ＤＷ１

Ｔ２－Ｔ１
（２）

式中，Ｗ１和 Ｗ２分别为称量皿烘干前后的重量（ｇ）；
Ｖ为样品体积（Ｌ）；ＰＤＷ为生物量生产力（ｇ·Ｌ－１·ｄ－１）；
ＤＷ１和 ＤＷ２分别为第 Ｔ１天和第 Ｔ２天获得的生物量

浓度（ｇ·Ｌ－１）。
１􀆰 ４􀆰 ２　 叶绿素的测定与计算

叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和类胡萝卜素含量采用分

光光度法测定。 取 ５ ｍＬ 藻液于离心管中，于

４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，使用无菌注射器弃去上

清液，保留底部藻泥。 添加 ５ ｍＬ ９０％丙酮至沉淀

物中，置于冰浴中超声破碎 ５ ｍｉｎ。 随后，置于

４ ℃黑暗环境中静置 ５ ｈ，以充分提取色素。 将样

品在 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ２０ ｍｉｎ，保留上清液。 利

用紫外分光光计分别在 ４５０、６４７ 和 ６６４ ｎｍ 处测

量上清液吸光度。 参考 Ｊｅｎｓｅｎ 公式计算类胡萝卜

素的浓度，叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和类胡萝卜素浓度

分别利用式（３）、（４）和（５）计算：
ＣＣｈｌ ａ ＝ １１．９３×λ６６４－１．９３×λ６４７ （３）
ＣＣｈｌ ａ ＝ ２０．３６×λ６４７－５．５０×λ６６４ （４）

ＣＣａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ ＝λ４５０×
１０ ０００
２ ５００

（５）

式中，ＣＣｈｌ ａ为叶绿素 ａ 浓度（ｍｇ·Ｌ－１），ＣＣｈｌ ｂ为叶

绿素 ｂ 浓度（ｍｇ·Ｌ－１）；ＣＣａｒｏｔｅｎｏｉｄｓ为类胡萝卜素浓

度（ｍｇ·Ｌ－１）；λ４５０、λ６４７和 λ６６４分别为在波长 ４５０、
６４７ 和 ６６４ ｎｍ 处测得的吸光度。
１􀆰 ４􀆰 ３　 蛋白质的测定

移取 ５ ｍＬ 待测藻液于 １０ ｍＬ 离心管中，超声

破碎 ５ ｍｉｎ 后于 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 条件下离心 ５ ｍｉｎ 后，
取离心后上清液 １ ｍＬ 于新的 １０ ｍＬ 离心管中。
以 １ ｍＬ 蒸馏水作为空白对照，分别加入考马斯亮

蓝试剂（Ｇ２５０） ５ ｍＬ 混合均匀后静置 ２ ｍｉｎ，以空

白样为参考液。 利用紫外分光光度计在 ５９５ ｎｍ
处测量吸光度。
１􀆰 ４􀆰 ４　 碳水化合物的测定

取 ５ ｍｇ 冻干藻粉进行生物质的碳水化合物

分析，用 ５ ｍＬ ２ ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸在 １００ ℃下水解

３ ｈ，冷却后向混合物中加入 ０．５３ ｇ 的 Ｎａ２ＣＯ３，用
蒸馏水稀释至 １００ ｍＬ。 所得物以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ 后采用苯酚－硫酸法测定碳水化合物，
即取 １ ｍＬ 混合物于试管中，加入 １ ｍＬ ５％苯酚溶

液，快速加入 ５ ｍＬ 浓硫酸后静置 １０ ｍｉｎ。 充分混

３



匀后将试管放置于 ３０ ℃水浴中反应 ３０ ｍｉｎ。 冷

却至室温后于 ４９０ ｎｍ 处测量吸光度。
１􀆰 ４􀆰 ５　 脂质的测定与计算

利用重量法测定细胞脂质含量［１７－１８］。 取藻

液于 ５０ ｍＬ 离心管中，用蒸馏水离心洗 ３ 遍后保

留藻泥，收集藻泥置于超低温冰箱中结冰后，于冷

冻干燥机中冷冻干燥。 取 ０．１ ｇ 冻干斜生四链藻

反复 研 磨 至 粉 末 状， 加 入 １５ ｍＬ 氯 仿 ／甲 醇

（１ ∶ ２ ｖ ／ ｖ）与粉末混合均匀。 利用超声波破碎机

（１３％ ６５０ Ｗ）处理混合物 ４０ ｍｉｎ。 随后将溶液于

１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，收集萃取所得下层油状

物质于新的 ５０ ｍＬ 离心管中。 取出的全部液体约

１５ ｍＬ，向该 １５ ｍＬ 液体中加入 ５ ｍＬ 氯仿和 １％
ＮａＣｌ 溶液 １０ ｍＬ，充分混匀后，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ，取下层氯仿相于锡纸盒，置于鼓风干燥箱

中 ６５ ℃烘干后冷却称重。 脂质含量和脂质生产

力计算公式分别为式（６）、式（７）：

Ｃ ｌｉｐｉｄ ＝
Ｑ２－Ｑ１

ＤＷ
（６）

Ｐ ｌｉｐｉｄ ＝
ＤＱ２×Ｃ２－ＤＱ１×Ｃ１

Ｔ２－Ｔ１
（７）

式中，Ｃ ｌｉｐｉｄ为脂质含量（ｍｇ·ｇ－１）；Ｐ ｌｉｐｉｄ为脂质生产

力（ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１）；Ｑ１和 Ｑ２分别为锡纸盒提取脂

质前后的重量（ｇ）；ＤＱ１和 ＤＱ２分别为 Ｔ１和 Ｔ２天的

生物量（ｇ·Ｌ－１）；Ｃ１和 Ｃ２分别为 Ｔ１和 Ｔ２天的脂质

含量（ｍｇ·ｇ－１）。
１􀆰 ４􀆰 ６　 统计分析

使用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０２１ 和 Ｅｘｃｅｌ 软件对实验数据进

行处理、统计计算和差异显著性分析，统计分析采

用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 不同培育模式对斜生四链藻生物量及附属

产物积累的影响

２􀆰 １􀆰 １　 斜生四链藻生长动力学参数的影响

采用自养、混合营养和异养 ３ 种方式对斜生

四链藻进行培养，并在相同实验条件下对其生长

过程中的动态变化进行检测，结果如图 １ 所示。
持续向培养基添加有机碳源可提前使藻细胞进入

对数生长期和稳定期。 混养模式和异养模式的斜

生四链藻在第 ４ 天进入对数期，而自养模式的斜

生四链藻在整个培养过程中缓慢增长。 据 ＹＡ⁃
ＭＡＮＥ 等［１９］的研究，自养和混养时微藻可以通过

光化学反应产生腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ），加速

葡萄糖的合成代谢，并促进其生长发育，但自养缺

乏碳源，ＡＴＰ 不能有效用于细胞合成代谢。 异养

和混养组中，后者表现出一定的优势，尤其是在稳

定期，混养 ２４ ｈ 组和混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组增长速度

平缓且生物量基本保持稳定。 异养组在完全黑暗

或极弱光线条件下培养，斜生四链藻依赖于有机

碳生长，持续提供充足的葡萄糖作为有机碳源，促
进斜生四链藻快速生长，在稳定期第 ９ 天时异养

组的细胞密度达到 １５．０×１０７个，略高于同时期混

养 ２４ ｈ 组（１４．９×１０７个）和混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组（１４．７
×１０７个）的细胞密度。 由于异养组斜生四链藻持

续进行呼吸作用而无法进行光合作用，使其比 ２
个混养组更早进入衰亡期。

图 １　 不同培育模式对斜生四链藻生物量和细胞密度的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ ｏｎ ｂｉｏｍａｓｓ
ａｎｄ ｃｅｌｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ

斜生四链藻培育至第９ 天时到达稳定期，此时各

实验组的生物量排序为混养 ２４ ｈ 组 （３．４８ ｇ·Ｌ－１） ＞
异养组 （ ３． ３０ ｇ · Ｌ－１ ） ＞ 混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组

（２．６２ ｇ·Ｌ－１）＞自养组 （０．９１ ｇ·Ｌ－１）。 混养 ２４ ｈ
组的生物量为自养组的 ３．８２ 倍，且生物量生产力

和比 生 长 速 率 均 高 于 其 余 组， 分 别 达 到 了

３７２．４７ ｍｇ·Ｌ－１ · ｄ－１ 和 ０． ３７ ｄ－１，为自养组的

４．２６ 倍和１．６８倍。 混养 ２４ ｈ 条件下培养的斜生四

链藻比异养组表现出更高的生产力，这是由于斜

生四链藻能够同时快速利用无机碳和有机碳，并
通过光照和氧化磷酸化满足能量需求，因此，代谢

反应和其他生理特征均得到提升［２０］。 异养培养

由于不受光的限制，培育至衰亡期时细胞密度降

低速率较生物量大，这可能是因为异养组提前衰

亡，已经死亡的斜生四链藻也被列入其中。
２􀆰 １􀆰 ２　 对斜生四链藻光合色素积累的影响

叶绿素和类胡萝卜素是反映微藻生长状态的重

４



表 ２　 不同培育模式下斜生四链藻生物量生产力

和比生长速率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂｉｏｍａｓｓ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ
Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

培育模式
生物量生产力 ／

（ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１）
比生长速率 ／ ｄ－１

自养 ８７．３７ ０．２２

混养 ２４ ｈ ３７２．４７ ０．３７

混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ ２７５．０３ ０．３４

异养 ３５２．４８ ０．３６

要物质。 叶绿素 ａ（Ｃｈｌ ａ）和叶绿素 ｂ（Ｃｈｌ ｂ）是参与

光合作用的主要色素，负责光能的吸收和传输。 类

胡萝卜素是一种与生物活性相关的脂质代谢产物，
能够有效保护光合系统免受光氧化的损害［２１］。

如图 ２（ ａ）中，尽管自养组的生物量积累最

低，但在光合作用不受影响的条件下，该组的叶绿

素 ａ 含量（１９．０５ ｍｇ·ｇ－１）、叶绿素 ｂ 含量（７．８５
ｍｇ·ｇ－１）和类胡萝卜素含量（７．２４ ｍｇ·ｇ－１）均高

于两个混养组和异养组。 有研究表明，有机碳源

会抑制微藻生长时的光合速率［２２］，这会影响到附

着在类囊体上的捕光复合物的积累，减弱斜生四

链藻生长繁殖时对光能的依赖性，从而增加了呼

吸速率，减缓净光合释放速率，这是导致光合色素

减少的重要因素之一［２３］。 由于混养 ２４ ｈ 组的生

物量和细胞密度较高，一定程度上遮蔽了光线，导
致斜生四链藻合成的光合色素低于混养 ８ ｈ ∶
１６ ｈ组。 异养组由于额外添加了有机碳源葡萄

糖，即使在黑暗条件下，斜生四链藻仍能利用碳源

进行异养生长，但无法利用光能进行光合作用合

成色素，因此其光合色素在 ３ 种培育模式中最低。
叶绿素 ａ 含量和叶绿素 ｂ 含量的比值反映了光系

统Ⅱ（ＰＳⅡ）的活性，同时也表现了光合色素对应

激环境的保护作用［２４］。 本研究中， 自养组的

Ｃｈｌ ａ ／ Ｃｈｌ ｂ 同样高于其他组，为 ２．４５，说明斜生四

链藻光合活性更优，更能利用光照进行光合作用。
混养 ２４ ｈ 和混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组的比值相似，分别

为 １．７３ 和 １．８２，说明其光合作用在一定程度上受

到了抑制。

图 ２　 不同培育模式下斜生四链藻的色素、蛋白质、碳水化合物和脂质含量的积累

Ｆｉｇ． ２　 Ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｇｍｅｎｔ， ｐｒｏｔｅｉｎ， ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ， ａｎｄ ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ ｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｓ
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２􀆰 １􀆰 ３　 对斜生四链藻蛋白质积累的影响

如图 ２（ｂ）所示，在不同培育模式下，斜生四

链藻生长阶段从对数期到稳定期，各培育模式的

蛋白质含量均表现出先增加后减少的趋势。 混养

８ ｈ ∶ １６ ｈ 组在对数期表现出最高的蛋白质含量，
为 ５５４．８７ ｍｇ·Ｌ－１，而自养组在相同时期的蛋白质

含量最低，为 ３３０．８６ ｍｇ·Ｌ－１。 值得注意的是，斜
生四链藻蛋白质含量的升高与生物量的产量不呈

线性关系，这可能与有机碳源添加后斜生四链藻

体内脂质含量的大幅度提升有关［２５］。 在培养基

中有充足的氮源时，添加外加碳源可以促进斜生

四链藻的生长和代谢活动，因为更多的碳骨架可

以用于合成蛋白质。 然而，在稳定期后，各组蛋白

质含量均下降。 这是因为斜生四链藻通常需要足

够的氮来合成蛋白质，但当碳源过剩时，可能会导

致碳氮比例失衡，从而影响蛋白质合成。 为了维

持适当的碳氮比平衡，斜生四链藻可能会调整其

蛋白质合成过程。
２􀆰 １􀆰 ４　 对斜生四链藻碳水化合物积累的影响

如图 ２（ ｃ）所示，在斜生四链藻处于对数期

时，由于混养 ２４ ｈ 组添加了外加碳源，营养物质

相对充足，因此糖类的合成较脂类更显著，其对数

期积累率先达到了 ５４．４ ｍｇ·Ｌ－１，是混养 ８ ｈ ∶
１６ ｈ组的 １．９３ 倍。 自养组含量略低于混养 ２４ ｈ
组，达到了 ４９．３３ ｍｇ·Ｌ－１。 有相关研究表明［２６］，
到达稳定期后，自养组和混养 ２４ ｈ 组的碳水化合

物含量开始下降，可能是由于此时营养逐渐减少，
导致糖类开始分解，为脂质积累提供碳骨架。 然

而，混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组和异养组的碳水化合物含量

逐渐积累， 其中 异 养 组 稳 定 期 含 量 最 高， 为

４５．８９ ｍｇ·Ｌ－１。 这可能是因为异养组不进行光合

作用，而是利用充足且持续的外加碳源进行营养

物质的合成。 这一结果与 ＨＵ 等［２７］报道的细胞超

微结构的变化一致，他们认为这种修饰是光适应

的特征，从而优化光捕获和光利用。
２􀆰 １􀆰 ５　 对斜生四链藻脂质积累的影响

图 ２（ｄ）显示在不同培育模式下，斜生四链藻

的脂质有效回收量。 混养 ２４ ｈ 组和异养组的斜

生四链藻的脂质积累均优于自养组，分别达到了

３３．９２０ ｍｇ·ｇ－１ 和 ３４． ８０２ ｍｇ·ｇ－１，为自养组的

２．４９ 倍和 ２．５５ 倍，这主要是由于斜生四链藻利用

有机碳后能量供应增加，这一结论与 ＣＡＯ 等［２８］的

研究结果相符，说明混养培育和异养培育可以显

著促进藻细胞生长以及脂质和碳水化合物的积

累。 混养培养下，斜生四链藻的代谢反应和其他

生理特征具有更高的生产力，这是由于斜生四链

藻利用葡萄糖作为碳源时，增加了乙酰辅酶 Ａ 和

还原型辅酶Ⅱ（ＮＡＤＰＨ）的供应，促进了脂质的积

累［２９］。 值得注意的是，尽管混养 ２４ ｈ 和异养组的

脂质积累相差不大，但是混养 ２４ ｈ 组的脂质生产

率 为 ９２ ｍｇ · Ｌ－１ · ｄ－１， 稍 高 于 异 养 组 的

７５ ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１。 这是因为斜生四链藻在利用光

能和有机碳源进行光合作用时能够产生更多的

ＡＴＰ 和 ＮＡＤＰＨ，利于脂质合成［６］。
２􀆰 ２　 影响生物量积累和脂质产率单因素优化

２􀆰 ２􀆰 １　 碳氮比

如图 ３（ａ）所示，从第 ３ 天开始，各组之间的生

长状况出现了差异。 当碳氮比为 ７．５ 时，斜生四链

藻的生长速率最快，在第 ７ 天时细胞密度可达 １１．１
×１０７个。 随后，随着碳氮比从 １０ 增加到 １２．５，即碳

源浓度增大，其细胞密度开始逐渐降低，这表明过

高的碳氮比会对斜生四链藻的生长产生一定程度

的抑制，这一结论与秦栋檩［３０］的研究相一致。 碳源

和氮源对藻类生长、繁殖等生理活动起着重要的作

用，并对其生物量积累和脂质产率产生一定影响。
在不同碳氮比下，葡萄糖浓度也会有所不同，而葡

图 ３　 不同碳氮比、微量元素投加量、维生素投加量下斜生四链藻的生长情况

Ｆｉｇ． ３　 Ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏｓ， ｍｉｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ
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萄糖对微藻生长的影响因细胞对各浓度的葡萄糖

吸收利用程度不同而产生差异［３１］。
　 　 由图 ４（ａ）可知，随着碳氮比的增加，各组斜

生四链藻的生物量随着碳浓度的增加而增加，总
体呈现上升趋势，这是混养模式下斜生四链藻利

用外加碳源葡萄糖进行自身物质合成的结果。 当

碳氮比 １２．５ 时，微藻生物量为 ２．１４ ｇ·Ｌ－１，生长

速率为 ２３６．７１ ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１，分别是碳氮比为 ２．５
时的 ２．２４ 倍和 ２．６７ 倍。 另外，结合脂质含量分

析，如图 ４（ｄ）所示，随着碳源浓度增加，脂质含量

也随之增加。 然而，当碳氮比为 １０．０ 时，脂质为

２１７．８ ｍｇ·ｇ－１，低于碳氮比为 ７．５ 时的 ２２２．７ ｍｇ·ｇ－１

和碳氮比为 １２．５ 时的 ２３４．４ ｍｇ·ｇ－１。 这是由于

碳氮比增加时，随着碳源的增加，在氮缺乏的条件

下，藻细胞的生物碳流常被引导至脂质生物合成

方向，从而促进油脂积累，因此，在缺氮情况下容

易促进脂质的合成［３２］。

图 ４　 不同碳氮比、微量元素投加量和维生素投加量对斜生四链藻生物量和脂质的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃ ／ Ｎ ｒａｔｉｏｓ， ｍｉｃｒｏｎｕｔｒｉｅｎｔ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ａｎｄ ｖｉｔａｍｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ
ｏｎ ｔｈｅ ｂｉｏｍａｓｓ ａｎｄ ｌｉｐｉｄｓ ｏｆ Ｔｅｔｒａｄｅｓｍｕｓ ｏｂｌｉｑｕｕｓ

２􀆰 ２􀆰 ２　 微量元素

如图 ３（ｂ）所示，当微量元素投加量为 ０．５ ｍＬ
时，随着培育时间增加，其细胞密度逐渐超过其他

组，在第 ８ 天时达到最高值 １６．４４×１０７个，远高于

０．１ ｍＬ 组的 ７．７３×１０７个。 加入 ４．０ ｍＬ 微量元素

的斜生四链藻组，其细胞密度为 １４．９７×１０７个。 随
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着微量元素浓度的增加，对斜生四链藻的生长有

不同程度的抑制作用。 尽管斜生四链藻培养基中

微量元素的提供至关重要，但相对高浓度时，大多

数微量元素可能对斜生四链藻细胞有毒［３３］。
如图 ４（ｂ）所示，当微量元素为 ０．５ ｍＬ 时斜生

四链藻生物量和生物量生产力达到最高，分别为

２．０４ ｇ·Ｌ－１ 和 ２３７． ７４ ｍｇ·Ｌ－１ ·ｄ－１。 次之为

４．０ ｍＬ组，分别为 １．９１ ｇ·Ｌ－１和 ２２１．５５ ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１。
随着微量元素浓度的增加，斜生四链藻生物量积

累有所降低，但在 ４ ｍＬ 时有明显的增加，未超过

０．５ ｍＬ 时的含量。 低浓度的微量元素能够使斜生

四链藻积累更多的脂质含量，而高浓度微量元素

一定程度上抑制了脂质积累。 如图 ４（ｅ）所示，脂
质含量在 ０．５ ｍＬ 微量元素时略高于 ０．１ ｍＬ 组和

１．０ ｍＬ 组，达到 ２１６．０ ｍｇ·ｇ－１，而加入 ４．０ ｍＬ 微

量元素时脂质积累最低，为 １６６．０ ｍｇ·ｇ－１。 ＢＧ１１
培养基中含有的微量元素能够为斜生四链藻细胞

的新陈代谢和生长提供营养素，许多微量元素在

调节代谢途径、酶以及信号分子的活性中起着关

键作用［３４］。
２􀆰 ２􀆰 ３　 维生素

图 ３（ｃ）生长曲线图显示，与对照组相比，添

加不同体积的维生素并未显著促进斜生四链藻的

生长。 在培育至第 ７ 天时，添加 ９ ｍＬ 维生素组的

细胞密度为 ８．８７×１０７个，而对照组的细胞密度达

到 １２．８６×１０７个，是添加维生素 ９ ｍＬ 组的 １．４５ 倍。
随着维生素投加量的增加，斜生四链藻细胞密度

下降，对其生长抑制程度增加，这表明斜生四链藻

对维生素的需求不高。 维生素的添加并未明显增

加斜生四链藻的生物量，如图 ４（ｃ）所示。 当添加

５ ｍＬ 时，出现一定的生长抑制效果，与 ＶＥＲＭＡ
等［１４］的实验结论类似。 然而维生素的添加对脂

质产率有一定的影响。 如图 ４ （ ｆ） 所示，在添加

３ ｍＬ的维生素溶液后，斜生四链藻的脂质含量和

脂质生产力略有提升，分别为 ２１６．０ ｍｇ·ｇ－１和 ４７．２
ｍｇ·Ｌ－１·ｄ－１，较对照组分别提升了 ７．８０％和 ３．９６％。
２􀆰 ３　 提升微藻生物量积累和脂质产率的响应面实验

２􀆰 ３􀆰 １　 响应曲面实验方案设计

本研究根据文献和初步实验结果，以单因素

实验结果为基础，选择碳氮比、微量元素和维生素

为优化参数，分别以生物量和脂质含量作为响应

值 Ｒ１和 Ｒ２，建立响应面模型。 根据表 １ 中的实验

条件进行实验后，响应曲面优化的实验方案及结

果见表 ４。
表 ４　 响应曲面优化实验方案及结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｃｈｅｍｅ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

实验组 Ａ：碳氮比 Ｂ：微量元素 ／ ｍＬ Ｃ：维生素 ／ ｍＬ Ｒ１：生物量 ／ （ｇ·Ｌ－１） Ｒ２：脂质 ／ （ｍｇ·ｇ－１）

１ ５．０ ０．１ ３ １．４９５ ０ ２１９．３４

２ １０．０ ０．１ ３ ２．２６５ ５ ２２４．１０

３ ５．０ １．０ ３ １．５１２ ０ ２２２．１４

４ １０．０ １．０ ３ ２．２９０ ５ ２３１．６２

５ ５．０ ０．５ １ １．５５４ ５ ２１９．３３

６ １０．０ ０．５ １ ２．４４３ ０ ２２１．６９

７ ５．０ ０．５ ５ １．５３９ ７ １９１．２８

８ １０．０ ０．５ ５ ２．２６５ ０ １９９．５１

９ ７．５ ０．１ １ １．８９３ ５ ２０１．３８

１０ ７．５ １．０ １ １．９２１ ５ １６６．３６

１１ ７．５ ０．１ ５ １．９２９ ５ ２０１．０４

１２ ７．５ １．０ ５ ２．０５１ ５ １９１．９１

１３ ７．５ ０．５ ３ １．８７０ ０ ２３６．７１

１４ ７．５ ０．５ ３ １．８０１ ０ ２２１．２１

１５ ７．５ ０．５ ３ １．８２４ ０ ２１９．５４

１６ ７．５ ０．５ ３ １．８４４ ０ ２１４．６２

１７ ７．５ ０．５ ３ １．８７３ ０ ２２７．０８

２􀆰 ３􀆰 ２　 营养物质对生物量积累影响

根据方差分析方法得到的二次多项式回归拟

合模型为式（８）。 响应面二次模型的方差分析

（ＡＮＯＶＡ）结果如下：
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Ｒ１ ＝ １．８４＋０．３９５ ３Ａ＋０．０２１ ５Ｂ－０．００４ ９Ｃ＋
０．００１ ２ＡＢ－０．０４０ ８ＡＣ＋０．０３１ ５ＢＣ＋
０．０２４ ９Ａ２＋０．０２５ ９Ｂ２＋０．０８３ ２Ｃ２ （８）

式中，Ｒ１是生物量作为响应值（ｇ·Ｌ－１）；Ａ 为碳氮

比；Ｂ 为微量元素投加量（ｍＬ）；Ｃ 为维生素投加量

（ｍＬ）。
对所选生物量积累预测模型进行方差分析

（ＡＮＯＶＡ）。 结果表明，拟合的模型 Ｐ 值小于

０．０００ １，表明回归模型在统计学上具有高度显著

性和良好的合理性。 Ｒ２ ＝ ０．９８４ ３ 说明该模型拟合

程度较好。 失拟项的 Ｆ 值为 ６．０６，Ｐ 值为 ０．０５７ １
（Ｐ＞０．０５），表明模型的缺失拟合不具有显著性，
残差是由随机误差引起的，模型的拟合度较好，能
够反映斜生四链藻生物量积累与所考察因素之间

的关系。 变异系数（ＣＶ）代表模型的再现性，表示

为标准误差与观察到的响应平均值之间的百分

比，本模型中变异系数为 ２．８６％，低于 １０．００％是合

理的。 精密度指示了预测响应的范围及其相关误

差，该模型精密度为 ２１．９７２ ４，该值大于 ４，表明该

模型具有良好的信号强度。 在优化斜生四链藻生

物量的响应曲面实验中，碳氮比的一次项因素显

著性非常高，而维生素浓度的二次项也具有显著

性，从而确定了提升斜生四链藻生物量的影响因

素的主次关系为碳氮比＞＞微量元素＞维生素。
为了检验模型预测的准确性，进行 ３ 次重复

实验，采用确定的最优参数并根据实际情况进行

了相应调整。 具体选择的参数为碳氮比为１０，微
量元素投加量为 ０．１ ｍＬ，维生素投加量为 １ ｍＬ。
取 ３ 次平行试验的平均值，得到生物量积累量为

２．４５１ ｇ·Ｌ－１，与模型预测值的２．４２６ ｇ·Ｌ－１较为接

近，证明了响应面法在优化参数方面的有效性。
２􀆰 ３􀆰 ３　 营养物质对脂质积累影响

据方差分析方法，得到的二次多项式回归拟

合模型为式（９）。 响应面二次模型的方差分析

（ＡＮＯＶＡ）结果如下：
Ｒ２ ＝ ０．２２８ ８＋０．００７ ４Ａ－０．００３ ５Ｂ－０．００４ ３Ｃ＋

０．００１ ８ＡＢ＋０．００２ ２ＡＣ＋０．００８ ７ＢＣ＋
０．００３ １Ａ２－０．０１２ １Ｂ２－０．０２３ ４Ｃ２ （９）

式中，Ｒ２是脂质含量作为响应值（ｍｇ·ｇ－１）；Ａ 为

碳氮比；Ｂ 为微量元素投加量（ｍＬ）；Ｃ 为维生素投

加量（ｍＬ）。
对所选脂质含量预测模型的方差分析（ＡＮＯ⁃

ＶＡ）结果表明，拟合的模型 Ｒ２ ＝ ０．７４３ ９，Ｆ 值为

２．２６，Ｐ 值为 ０．１４７ ７，大于 ０．０５，模型不可靠的可

能性达到 １４．７７％，说明该回归模型在统计学上不

具有显著性和合理性。 失拟项的 Ｆ 值为 ４．７８，Ｐ
值为 ０．０８２ ５（Ｐ＞０．０５），表明模型的缺失拟合不具

有显著性，残差是由随机误差引起的，能够一定程

度上反映脂质含量与所考察因素之间的关系。 变

异系数为 ６．４５％，代表模型的再现性良好。 精密

度为 ４．６９４ ３，表明该模型具有较好的信号强度。
在斜生四链藻脂质含量提升的响应面优化实验

中，各影响因素在一次项、二次项交互作用中都不

具有较高的显著性，仅在二次项的 Ｃ２中表现出较

高的显著性，说明在整体回归模型不显著的情况

下，Ｃ２是一个重要的模型项。

３　 结　 　 论

（１）本文研究了不同培育模式对斜生四链藻

生长、代谢及其生物量积累和脂质积累的影响。
结果表明，混合营养培育可以显著促进斜生四链

藻细胞生长以及脂质和碳水化合物的积累。 在混

养 ２４ ｈ 培育模式条件下，生物量和脂质含量分别

是自养组的 ３．８２ 倍和 ２．４９ 倍。
（２）混养培育模式能够提升蛋白质和碳水化

合物的积累量。 在生长对数期，混养 ８ ｈ ∶ １６ ｈ 组

的蛋白质含量积累最高，达到 ５５４．８７ ｍｇ·Ｌ－１，是
自养组的 １．６８ 倍。 在此时期混养 ２４ ｈ 组的碳水

化合物含量也达到了最高值，为 ５４．４ ｍｇ·Ｌ－１。
（３）通过响应面法分析优化了培育时的营养

物质，在混养条件下，提升生物量的最佳参数条件

为碳氮比为 １０，微量元素投加量为 ０．１ ｍＬ、维生素

投加 量 为 １ ｍＬ。 实 测 的 生 物 量 积 累 量 为

２．４５１ ｇ·Ｌ－１，与预测值 ２．４２６ ｇ·Ｌ－１接近。
（４）本研究的结果表明，在混养条件下可以有

效提高有效生物质的积累量。 通过响应面法优化

营养物质来进一步提高斜生四链藻的生物量。 该

研究有望实现微藻资源的高效利用和高价值产物

的生产。
（５）当前研究集中于提高微藻生物质产量、脂

质含量以及降低生产成本。 未来可以进一步研究

基因编辑技术的应用、光合作用效率的提高、生物

反应器工艺的优化等方面，以实现微藻生产商业

化，为可再生能源发展做出贡献。
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