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摘 要 通过对聚球藻5%%$在光生物反应器中的培养，研究了光强在聚球藻5%%$培养液中的衰减规律，得到了

培养过程光强随藻细胞浓度和光程距离变化的关系式，即373%-8.［9（9%:%$6&;%:%555455#%）·<］。并对培养

过程特性及培养温度、外加=>$浓度和光照强度对藻细胞生长的影响进行了较为详细的研究，得到了反应器中较

为适宜的聚球藻5%%$的培养条件，藻细胞培养密度达到6:?@／<（干重），体积产率达到%:#5@／（<·A）的较高水平。
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聚球藻5%%$系单细胞海洋蓝藻［!］。由于海洋

微藻中含有许多特殊的生物活性物质，尤其是转基

因蓝藻的构建成功，使得海洋微藻的培养成为了研

究热点。作为主要的转基因微藻的宿主，聚球藻

5%%$的培养具有现实意义和应用前景。本研究在

内外光源相结合的内环流气升式光生物反应器中，

进行了聚球藻5%%$的光自养培养实验，考察了培养

过程中环境条件变化及对藻细胞生长的影响。

! 材料与方法

!"! 藻种

聚球藻5%%$（62$%0"(0(00)&&789!!5%%$）由中

科院植物所提供。

!"# 设备及仪器

!"#"! ,DE3F型水浴恒温摇床：（哈尔滨东方电控

开关厂），日光灯提供光照。

!"#"# 种子罐：配置外光源的#<的磁力搅拌通气

培养罐。

!"#"$ 气升式光生物反应器：由罐体、气体提升管、

内光源密封管、热交换装置、气体分布器、内外光源

等部分组成。罐体、气体提升管和内光源密封管由

耐热玻璃制作，可进行蒸汽灭菌。内外光源以日光

灯管提供。罐体直径!4$00，高!%%%00，提升管

直径!6!00，高"%%00。内光源管直径?#00。反

应器的照光面积与体积的比值为#%09!。总体积为

!#<，工作体积!6<。可通过光源管位置及光源管数

量调节光强。提升管底部设有可替换的不锈钢烧结

板制成的圆形气体分布器。实验装置如图!所示。

图! 光生物反应器结构图

GH@*! IHJ@2J0(K/L-JH2)HK/.L(/(1H(2-JM/(2

!*N-J/-2(2M(()-2；$*CH2AHO/2H1P/(2；6*Q8/-2RJ))H@L/O(P2M-；

?*SR/-2RJ))H@L/O(P2M--RT-)(.；#*SR/-2RJ))H@L/O(P2M-；"*CH23
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!"#"% VB3W3!溶氧测控仪器：天津轻工业学院

仪器厂；5$!分光光度计：国营东方仪器厂；GXN3!
型光合有效辐射计：北京师范大学光电仪器厂；6%$



!"#"$%&’(计：北京创业仪器厂。

!"# 方法

!"#"! 摇床培养：配制)*+",-.培养基［/］，分装

在/01-2的三角瓶中，每瓶装301-2，消毒后静置

至少45方可使用，否则藻细胞会由于缺乏67/而

死亡。接种前加入8"$%-"9:3/（将1;0-#／-2的

8"$%-"9:3/注射液以无菌去离子水稀释31倍后，

保存在暗处，需要时按每升3-2比例加入培养液

中）。从平板上挑取单藻落接入01-2培养液中，培

养约/周后，按每瓶31-2的接种量接入摇瓶中，<1
=3>光照下摇床培养，转速为3/1?／-"9。

!"#"$ 反应器培养：将处于对数生长期的摇瓶培养

液接入种子罐中，<1>光照通气培养3周。

在302气升式反应器中加入培养基灭菌后体

积为3/2，接入3!/2的种液，使接种后的!"@01保

持在1;3左右。同时加入一支#:3/注射液（3-2）。

通气量和补加67/的量通过气体流量计控制，光强

通过反应器四周日光灯的数目来控制。温度由恒温

水浴进行控制。

!"#"# 分析检测：培养过程中’(，温度，溶氧的变

化由相应的测控装置在线检测。

藻细 胞 的 生 长 则 通 过 定 时 取 样 后 测 定 其 在

A@49-，@/19-，@019-波长下的光吸收值定量，其

中!"@01反映藻细胞生物量的增加，叶绿素的变化

则由下列公式计算得到［<］：

叶绿素（"#／-2）B3CDEA（!"A@4F!"@01）

F1DA3A（!"@/1F!"@01）

藻细胞干重的测定：准确量取31-2藻液，放入

预先 干 燥 恒 重 的 小 离 心 管 中，C111?／-"9离 心

30-"9，弃去上清液，以去离子水将藻细胞重新悬

浮，再次离心。去掉上清液后，将离心管连同藻细胞

一同放入烘箱内，烘干至恒重。用分析天平称重。

以上操作取<个平行样品。

光衰减的测量：在一个直径为04--的杯状玻

璃容器中，以日光灯作为光源，用光合辐射计测量光

通过不同浓度的藻液、不同光程距离时的衰减情况，

藻液的深度分别为3、/、<、CG-。入射光的初始光强

为3;41-H／G-/。

$ 结果与讨论

$"! 光强在光自养培养体系中的衰减规律

在蓝藻光自养培养过程中，随着藻细胞浓度的

增加，反应器中光强沿光程距离的衰减加剧，将导致

光沿反应器径向距离的分布发生巨大变化，因此，了

解光强随藻细胞浓度和光程距离的衰减规律，对于

反应器的设计、放大及培养工艺的优化有重要的意

义。实验测定了在一定的初始入射光强下，培养体

系中光强随细胞浓度及光程距离的变化，结果如图

/所示。

图/ 光强随聚球藻细胞密度和光程距离的衰减

I"#D/ J5*G5%9#*KL&"#5$"9$*9M"$NO"$5G*&&+*9M"$N%9+
K’$"G%&&*9#$5"9$%&’()*(*((+,,-./00@11/G,&$,?*

由图/可见，在藻细胞浓度较低时，光强随光程

的衰减幅度较小，随着藻液浓度的增加，藻细胞对光

的吸收和遮挡均增加，光衰减幅度逐渐增大。

对上述结果作回归分析得到光自养培养体系中

光强随细胞浓度和光程衰减的关系式为：

1211*P’［3（31.1/<E41.1@@@!"@01）·5］

式中1为一定光程距离处的光强（-H／G-/），

11为初始入射光强（-H／G-/），!"@01是以光密度

表示的藻细胞密度，5为光程距离（G-）。实测值与

上式计算值的比较见图<。

图< 光强在聚球藻@11/培养液中衰减的

实测值与计算值的比较

I"#D< 6K-’%?"MK9KLG%&G,&%$*+Q%&,*MO"$5-*%M,?*+Q%&,*M
KL&"#5$"9$*9M"$N"9$%&’()*(*((+,,-./00@11/G,&$?,*
2"9*：6%&G,&%$*+Q%&,*M；RN-SK&：)*%M,?*+Q%&,*M
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从图中可以看出，计算值与实测值基本能够较

好地吻合，误差在!"#以内，说明所获得的关系式

能够较好地描述光强在聚球藻$""%培养液中的变

化情况。

!"! 反应器中光自养培养过程的特性

在初 始 入 射 光 强 为&’(／)’%，培 养 温 度 为

*!+，通气量为",!%’*／-，./%浓度为!#的条件

下，进行聚球藻$""%的光自养培养实验，一组典型

的实验结果如图&所示。

图& 聚球藻$""%光自养培养过程中01、

溶氧及细胞密度随时间的变化

2345& 6-789:39;3<=><?01、@3>><A87@<BC47=9=@)7AA’9>>D3;-
)EA;389;3<=;3’73=;-7)EA;E:7><?!"#$%&%’%%())*+,--$""%

由图中可以看出，聚球藻$""%在光生物反应器

中生长时，具有一般生物培养特征，均经过迟滞期、

对数生长期、稳定期和衰亡期。在较适宜的培养条

件下，迟滞期相对很短甚至没有而直接进入对数生

长期，&!$@可以完成一个培养周期。藻细胞的比

生长速率在",&!",F@G!之间，细胞倍增时间最短

仅为F-。在整个培养过程中，溶氧略有增加，但均

维持在一个较稳定的水平，说明藻细胞光合作用产

生的氧能够被有效地驱除，避免了氧积累而造成的

对细胞的伤害。培养体系的01值呈上升趋势，但

由于通入的空气中配有适宜比例的./%，这种上升

趋势极为缓慢，因此不需要另加调节。

本实验所用的光生物反应器中，内外光源管之

间的距离为F)’。由所得到的数学关系式，分别估

算反应器中距外光源!!H)’处内外光强的衰减比

率随培养时间的变化，结果列于表!中。

从表!可以看出，虽然内光源的绝对值较小，但

在距离外光源较远的区域内，尤其是细胞密度较大

时，内光源的贡献在此处总光强值中占有相当大的

比例。因此，在整个培养过程中，内外光源结合可以

保证反应器内大部分区域处于光照区，辅之以良好

的混合，可以满足藻细胞光合作用的高效进行。

表# 反应器中距外光源不同距离处内外光源光强衰减比率（!／!$）
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!"9 光强对藻细胞生长的影响

通过改变光源的配置来改变光强，初始入射光

强分 别 为（O）%’(／)’%、（P）&’(／)’% 和（.）

$,F’(／)’%，进行了平行实验。培养温度为*H+，

通气量为",!%’*／-，./%浓度为*#。结果如图H
所示。

从图H中可以看到，当入射光强从%’(／)’%

增加至&’(／)’%时，藻细胞的生长速率大幅度提

高，藻细胞密度也增加将近!倍。而当光强继续增

加至$,F’(／)’%时，培养结果并未显示明显的优

越性，相 反 的，在 培 养 初 期，其 生 长 速 度 还 低 于

&’(／)’%时的结果。从图HQ中的不同光强下叶绿

素随时间的变化曲线可以看出，当光强为$,F’(／

)’%时，培养前期，叶绿素的含量比其他条件下少，

"%F 生 物 工 程 学 报 !F卷



图! 光强对藻细胞生长的影响，分别是（"）细胞密度（#）叶绿素随时间的变化

$%&’! ()**++*,-./+0"1%"#2*2%&)-%3-*3.%-4/3-)*&1/5-)/+!"#$%&%’%%())*+,--6778（"）914,*22:"..（#）;)2/1/)422

在培养进行了<=后，叶绿素含量开始下降，表明此

条件下的光强超过了藻细胞培养的最适值，表现为

光抑制现象。本实验条件下，入射光强为<:>／,:8

较为适宜。

!"# 温度对藻细胞生长的影响

在入射光强为<:>／,:8，通气量为7?@8:A／)，

;B8浓度为@C的条件下，分别于86D、A@D、A!D
和AED四个温度下进行培养，结果如图F所示。由

实验结果可得，随着温度从86D增加到A!D，藻细

胞培养的终密度随之增加，说明温度的升高使光合

作用中催化二氧化碳固定过程的酶的活性增加，导

致藻细胞的光合作用效率不断增加。当温度继续增

加至AED时，藻细胞培养密度反而有所下降，说明

此时已经超过了藻细胞生长的最适温度。因此，在

本实验条件下A!D是较佳的培养温度。

图F 不同温度对聚球藻6778生长的影响

$%&’F G++*,-./+=%++*1*3--*:H*1"-I1*/3-)*
&1/5-)/+!"#$%&’%’%%())*+,--6778

!"$ %&!浓度对生长的影响

本实验利用气体混合装置将;B8与空气定量

混合后通入反应器中，考察不同的碳源浓度对细胞

生长的影响。本实验采用的通气量为7?@8:A／)，

;B8 的 含 量 分 别 是7C、@C、AC、!C、6C，在

<:>／,:8的初始入射光强，培养温度为A!D条件

下，进行对比培养，结果见图6。

图6 ;B8浓度对聚球藻6778藻细胞生长的影响

$%&’6 ()**++*,-./+0"1%"#2*;B8,/3,*3-1"-%/3./3-)*

&1/5-)/+!"#$%&%’%%())*+,--6778

由图中可以看到，不加;B8时，藻细胞生长速

率低，迟滞期很长，最终藻细胞密度很小。通入@C
;B8后，细胞生长状况显著改善。生长速率成倍增

加。当通入的;B8增加到AC时，细胞生物量有较

大幅度的增加，藻细胞密度达到A?<&／J，体积产率

达到了7?!&·JK@·=K@。当;B8的浓度继续增加至

!C和6C时，藻细胞生长的各种指标未见明显的增

加，而且，在6C时还有显著的下降。这是由于通入

;B8后增加了光合作用底物的浓度，从而增加了反

应速率。当;B8含量达到最适值后，光合作用速度

也达到最大值。此时再继续增大;B8含量，光合作

用反应速率不再继续增加，反而对藻细胞的代谢起

抑制作用。这种抑制作用可能是由于过量的;B8
引起的培养液HL下降所致。当;B8浓度在!C以

下时，培养过程中HL维持在6?F!M?8的最适范围

之内，而当;B8浓度为6C时，HL则在F?A!6?8之

@8F!期 康瑞娟等：聚球藻6778在光生物反应器中的光自养培养



间。从细胞增殖指标可以看出，!"#$%时，细胞终

密度值为最大。由此可见，通入空气中#$%浓度为

!"时，对于细胞的生长是较为合适的。

! 结论
本实验采用内外光源相结合的气升式反应器，

对聚球藻&’’%的光自养培养条件进行了优化，确立

了较为适宜的培养条件，达到了较高的培养密度。

通过对培养体系中光强衰减规律的研究，得到了一

数学表达式，能够较好地描述培养过程中光强的变

化。并依此比较了内外光源对反应器内各区域总光

强的贡献。证明内光源的加入，可以有效地补偿外

光源的不足，提高藻细胞的光合作用效率。
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