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摘   要：本研究旨在优化多次补氮和增强蓝光模式，以促进光发酵三角褐指藻(Phaeodactylum 
tricornutum)积累岩藻黄素。结果表明，在摇瓶中将含有胰蛋白胨和尿素的混合氮源(1:1，N mol/N mol；
总氮浓度为 0.02 mol/L)分 6 次加入培养系统是最佳的多次补氮模式；在 5 L 发酵罐中实施两阶段调

光模式培养，在第二阶段增强蓝光(R:G:B=67.1:16.7:16.3)后，细胞密度、生物量生产率以及岩藻黄

素的含量、产量和生产率分别达到 1.12×108 cells/mL、330 mg/(d·L)、19.62 mg/g、69.71 mg/L 和

6.97 mg/(d·L)。与红蓝光(R:G:B=70.9:18.3:10.9)下分 6 次补氮的一阶段培养相比，岩藻黄素含量显

著提高了 7.68% (P<0.05)，但生产率无显著差异(P>0.05)；与红蓝光(R:G:B=70.9:18.3:10.9)下一次性

加入氮源的一阶段培养相比，岩藻黄素含量和生产率显著提高了 45.98%和 48.30% (P<0.05)。因此，本

研究开发的多次补氮和增强蓝光的两阶段培养模式，有效促进了岩藻黄素积累、提高了氮源利用效

率，为三角褐指藻光发酵生产岩藻黄素提供了新技术支撑。 
关键词：三角褐指藻；岩藻黄素；补氮；蓝光；两阶段培养  
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tricornutum by photo-fermentation through optimizing the mode of multiple nitrogen 
supplementation and blue light enhancement. The results showed that the mixed nitrogen source 
(tryptone:urea=1:1, N mol/N mol; total nitrogen concentration at 0.02 mol/L) added to the culture 
system by six times was the best mode in shake flasks. Two-phase culture with light adjustment 
was then carried out in 5 L photo-fermenter with an enhanced blue light (R:G:B=67.1:16.7:16.3) in 
the second phase, leading to improved cell density (1.12×108 cells/mL), biomass productivity 
(330 mg/(d·L)), fucoxanthin content (19.62 mg/g), titer (69.71 mg/L) and productivity    
(6.97 mg/(d·L)). Compared with one-phase culture under red/blue (R:G:B=70.9:18.3:10.9) light 
and six-times nitrogen supplementation, the fucoxanthin content was significantly increased by 
7.68% (P<0.05) but the productivity did not change significantly (P>0.05). Compared with one-
phase culture under red/blue (R:G:B=70.9:18.3:10.9) light and one-time nitrogen 
supplementation, the content and productivity of fucoxanthin were significantly increased by 
45.98% and 48.30% (P<0.05), respectively. This study developed a two-phase culture mode 
with multiple nitrogen supplementation and blue light enhancement, which effectively promoted 
the accumulation of fucoxanthin and improved the efficiency of nitrogen source utilization, thus 
providing a new approach for fucoxanthin accumulation in P. tricornutum by photo-fermentation. 
Keywords: Phaeodactylum tricornutum; fucoxanthin; nitrogen supplementation; blue light; two 
phases culture 

 
 

岩藻黄素 (fucoxanthin)是自然界中一类重

要的类胡萝卜素，广泛存在于大型褐藻、单细

胞硅藻等藻类中[1]，具有抗肥胖、抗糖尿病、

抗氧化、抗炎、抗癌、肝保护、皮肤保护和抗

老年痴呆等功效 [1-4]。目前商业化生产主要从

大型褐藻中提取，但存在原料中含量极低

(0.02‒1.01 mg/g)[5]、提取困难、操作复杂和生

产成本高等难题[6]，难以满足国际市场需求。

海洋单细胞硅藻光合效率高[7]，胞内岩藻黄素

含量远远高于大型褐藻 [8-12]，其中三角褐指藻

可利用有机物进行兼养生长(光发酵)，有利于

细胞快速繁殖和生物量积累[13-14]，最高含量可

达 59.2 mg/g[8-9,11]，被认为是岩藻黄素的最佳生

产者，还能联产二十碳五烯酸(eicosapentaenoic 
acid, EPA) 、金藻昆布多糖 (chrysolaminarin, 
Chrl)等高值产物[11]。然而，兼养细胞内岩藻黄

素含量普遍低于光自养细胞 [8,13]，亟需开发有

效技术手段以提高岩藻黄素的含量和生物量产

率，实现岩藻黄素的高产率，以满足快速增长

的国际市场需求。 
岩藻黄素作为三角褐指藻(Phaeodactylum 

tricornutum)的重要捕光色素，主要是与叶绿素

和蛋白质组成复合体[15-16]，而氮元素是胞内合

成蛋白质和叶绿素的大量元素，直接关系到岩

藻黄素的合成和积累[11,17]。有研究表明，富氮条

件下更有利于三角褐指藻积累岩藻黄素[8,18-19]，

然而过高氮源浓度会导致培养结束时仍有大量

氮源残留，造成原料浪费和成本提高。光质对

三角褐指藻的生长和岩藻黄素积累有重要影

响。由于复合体存在的特殊结构使得三角褐指

藻能够捕获蓝光和绿光，在蓝光下与岩藻黄素

合成相关的八氢番茄红素脱氢酶、ζ-胡萝卜素

异构酶和玉米黄素环化酶的基因表达均呈现显

著上调，有利于岩藻黄素的积累[20]，而红光则

更有利于细胞生长和生物量浓度的积累[21]；与

红光相比，红蓝混合光(R:B=1:1)更有利于三角

褐指藻生长和积累岩藻黄素 [22-23]。Yang 等 [17]

采用两阶段培养策略，在第二阶段通过增强蓝
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光和补充氮源实现了目前报道最高的岩藻黄素

产率 8.22 mg/(d·L)，这表明光质调节与氮源补

充协同作用能够促进岩藻黄素生产；但补氮频

次和相应水平研究报道很少，作用规律尚不明

确，值得系统研究和放大验证与优化。 
本研究以三角褐指藻为对象，分别在摇

瓶、5 L 光发酵罐中优化并验证多次补氮和增

强蓝光对促进兼养细胞生长、提高岩藻黄素含

量和产率的效应规律，获得优化兼养培养技

术，为利用三角褐指藻高效生产岩藻黄素提供

新技术支撑。 

1  材料与方法 
1.1  材料和设备 
1.1.1  藻种和培养基 

三角褐指藻 (Phaeodactylum tricornutum) 
CCMP 1327 由中国科学院水生生物研究所胡

晗华研究员惠赠。采用改良 f/2 培养基[17]，添

加 0.1 mol/L 甘油和 0.02 mol N/L 混合有机氮

源 (胰蛋白胨 :尿素=1:1，N mol/N mol)，在

(20±1) ℃、光强(20±2) μmol/(m·s)的恒温光照

培养箱中进行斜面培养，于 4 ℃冰箱中保种。 
1.1.2  主要试剂 

乙腈、叔丁基甲醚、甲醇、岩藻黄素和十

九烷酸等均为色谱纯试剂，甘油、胰蛋白胨、

尿素等均为分析纯试剂。 
1.1.3  主要仪器 

DHZ-DA 型恒温光照摇床购于太仓实验设

备厂；CytoFLEX 购于 Beckman Coulter 公司；

Allegra 25R 型高速冷冻离心机购于 Beckman 
Coulter 公司；Modulyod 冷冻干燥机购于热电

公司；GLZ-B 型光量子计购于浙江托普仪器有

限公司；AL104 型电子天平、Inpro6800 型溶

氧电极和 HA405-DPA-SC-S8 型 pH 计均购自

Mettler Toledo 公司；M-100 生物传感分析仪购

于深圳西尔曼科技有限公司；1260 型高效液

相色谱仪购于安捷伦科技有限公司；AMA240 
型高压灭菌锅购自 Astell 公司；Modulyod 冷

冻干燥机购自热电公司。LED 灯条购自广东海

洋量子科技有限公司；SKBS 5L 发酵罐及 LED
外光照系统购自江苏尚昆生物设备有限公司。 

5 L 发酵罐实物和结构以及具体参数见文

献 [24]。发酵罐四面可并联放置不同光质的

LED 灯板提供外光源，其中不同光质采用本

团队在摇瓶体系 [17]和光发酵罐体系 [25]下优化

后的结果，分别为白光(white light, W, R:G:B= 
19.7:76.3:4.0)、红蓝混合光(red and blue mixed 
light, R/B, R:G:B=70.9:18.3:10.9)、红蓝光-增强

蓝光(R/B+B, R:G:B=67.1:16.7:16.3)。 

1.2  研究方法 
1.2.1  种子液制备 

从斜面上挑取三角褐指藻藻苔，接种至含

有 100 mL 无菌兼养 f/2 培养基的 250 mL 三角瓶

中[17]，根据前期研究结果调整磷酸二氢钠浓度

为 80 mg/L，氯化铁浓度为 6.30 mg/L，其余成

分不变。置于连续光照的恒温光照摇床中，在

(20±1) ℃、LED 白光(W)的光强(20±2) μmol/(m·s)、
160 r/min 条件下培养 10‒12 d。 
1.2.2  摇瓶中批次补氮模式优化 

制备高压灭菌的胰蛋白胨母液(总氮浓度 
1 mol/L)和过滤除菌的尿素母液(30 g/L)，设置

氮源添加策略为：将氮源分一次性加入(1 次，

0 d)、2 次加入(0 d 和 6 d，各 1/2 总量)、3 次

加入(0、4 d 和 8 d，各 1/3 总量)、6 次加入

(0、2、4、6、8 d 和 10 d，各 1/6 总量)。两种

母液加入的体积均为 1 mL，每次添加体积量

1:1 (体积比)，使胰蛋白胨:尿素含氮比为 1:1 
(N mol/N mol)，添加后总含氮量 0.02 mol/L。

将培养好的种子液在 8 000 r/min 条件下离心，

用无菌且无氮的兼养 f/2 培养基[17]重悬并再次
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离心洗涤，重悬后转接至含有 100 mL 无菌且

无氮的兼养 f/2 培养基的 250 mL 三角瓶中，

初始接种密度为 1.0×107 cells/mL，其余培养条

件同 1.2.1。培养周期为 12 d，每 2 d 取样 2 mL，
测定细胞密度、甘油浓度和生物量浓度。培养

结束后收集剩余藻液，8 000 r/min 离心 3 min，
弃上清、洗涤、再离心，藻泥真空冷冻干燥后

储存于‒20 ℃冰箱中，用于后续分析测试，以

确定优化批次补氮模式。 
1.2.3  5 L 发酵罐中优化批次补氮模式的放大

验证 
将种子液转接至装有 3.5 L 无菌且无氮的

兼养 f/2 培养基的 5 L 光发酵中，放大验证上

述优化的批次补氮模式。在 2 台发酵罐中分别

设置：初始光强均为 100 μmol/(m·s)；光质分

别为：罐 1 为白光(W)，罐 2 为红蓝光(R/B)。
两罐均在第 4.5 天提高光强至 150 μmol/(m·s)。
光发酵过程中控制 pH 为 (8±0.5)、温度为

(20±1) ℃、通气量为 1 L/min。设置初始搅拌转

速为 150 r/min，两罐均在第 6 天调高至 200 r/min。
培养周期为 10 d，每 24 h 进行取样，其余培

养条件和分析测试同 1.2.2，以确定优化批次

补氮模式在 5 L 光发酵罐中的放大效果。 
1.2.4  5 L 光发酵罐中优化批次补氮模式下增

强蓝光的效果评价 
基于前期摇瓶中建立的两阶段培养模式[17]，

在上述优化批次补氮模式下，于 5 L 光发酵

过程中设置两阶段的光质调节：第一阶段

(0−7.5 d)为红蓝光(R/B)，第二阶段(7.5−10 d)
为增强 25%蓝光的红蓝光[R/B+B，光强提高

至 185 μmol/(m·s)]。其余培养条件和分析测试

同 1.2.3，以确定优化批次补氮和增强蓝光促

进三角褐指藻积累岩藻黄素的协同效果。 

1.3  分析和测试 
1.3.1  细胞密度和平均比生长速率 

采用流式细胞仪测定细胞密度[26]。平均比

生长速率(1/d)按照公式(1)计算[27]： 
平均比生长速率=[ln(N2)−ln(N1)]/(t2‒t1)  (1) 
式(1)中：N2、N1 分别是在 t2(d)、t1(d)时的

细胞密度(cells/mL)。 
1.3.2  生物量浓度和生产率 

采用烘干差重法[18]测定生物量浓度。生物

量生产率[mg/(d·L)]按照公式(2)计算： 
生物量生产率=(B2−B1)/(t2−t1)          (2) 
式(2)中：B2、B1 分别是在 t2(d)、t1(d)时的

生物量浓度(g/L)。 
1.3.3  甘油浓度 

使用 M-100 型生物传感分析仪测定 [17]，

用 1.0 g/L 甘油标准液定标，再将待测样品上清

液的甘油浓度稀释到 0−1 g/L，取 1 mL 样品装

至 2 mL 离心管中，放置于测试盘中进行测试。

每个样品设置 3 个平行，测试完成后取平均值

并计算标准差。 
1.3.4  总氮浓度 

采用分光光度法测定。将待测上清液的总

氮浓度稀释到 0−150 mg/L，加入过硫酸盐试

剂后在消解器 DRB200 上进行消解，设置消解

温度为 105 ℃、时间为 30 min。消解完成后取

出样品，待样品冷却至室温后，先后加入专用

试剂 2714100A、2714100B 粉剂包，置于分光

光度计 DR2700 中进行总氮测定。每个样品设

置 3 个平行，取平均值并计算标准差。 
1.3.5  岩藻黄素含量、产量和生产率 

三角褐指藻藻粉中岩藻黄素的提取方法见

文献[28]。采用配备安捷伦 1260 四元泵、光电二

级阵列管检测器(diode array detector, DAD)、示

差折光检测器(refractive index detector, RID)、色

谱柱(carotenoid column C 30 柱，4.6 mm×150 mm，

3 μm)的高效液相色谱仪进行岩藻黄素定性分

析，利用岩藻黄素标品制作外标法标准曲线进

行含量的定量分析[17]： 
岩藻黄素产量 Y (mg/L)计按公式(3)计算： 
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Y=C×B−C0×B0                     (3) 
式(3)中：C 和 B 是 t 时刻的岩藻黄素含量

(mg/g)和生物量浓度(g/L)；C0 和 B0 是 t0 时刻

的岩藻黄素含量(mg/g)和生物量浓度(g/L)。 
岩藻黄素生产率 PFx [mg/(d·L)]按公式(4)计算： 
PFx=(CFx2×B2−CFx1×B1)/(t2−t1)         (4) 
式(4)中：CFx1、CFx2 分别是在 t2(d)、t1(d)

时的岩藻黄素含量 (mg/g)，B1、B2 分别是在

t2(d)、t1(d)时的生物量浓度(g/L)。 
1.3.6  二十碳五烯酸含量和生产率 

采用气相色谱质谱联用(gas chromatograph- 
mass spectrometer, GC-MS)测定 [29] ，配置有

5975 内置型质量探测器和高效毛细管柱(DB-23, 
30 mm×0.25 mm, 0.25 μm)，利用 NIST05a 谱

库对二十碳五烯酸(EPA)进行定性分析，C19:0
内标法进行含量的定量分析。EPA 产率 PEPA 

[mg/(d·L)]按公式(5)计算： 
PEPA=(CEPA2×B2−CEPA1×B1)/(t2−t1)       (5) 
式(5)中：CEPA1、CEPA2 分别是在 t2(d)、t1(d)

时的 EPA 含量(mg/g)，B1、B2 分别是在 t2(d)、
t1(d)时的生物量浓度(g/L)。 
1.3.7  金藻昆布多糖含量和生产率 

金藻昆布多糖(Chrl)的提取和分析方法见文

献[30]。采用苯胺蓝荧光检测法，在 CYTATION-5
型酶标仪上测定反应液的荧光强度(激发波长

为 398 nm、发射波长为 502 nm)，利用 β-1,3
葡聚糖标品制作外标法标准曲线，对金藻昆布

多糖进行定性和含量的定量分析。 
金藻昆布多糖产率 PChrl [mg/(d·L)]按照公

式(6)计算： 
PChrl=(CChrl2×B2−CChrl1×B1)/(t2−t1)      (6) 
式(6)中：CChrl1、CChrl2 分别是在 t2(d)、t1(d)

时的 Chrl 含量(mg/g)，B1、B2 分别是在 t2(d)、
t1(d)时的生物量干重浓度(g/L)。 

1.4  数据分析 
采用 Prism 9.0 和 SPSS 软件对数据进行处

理和统计学分析，实验数据均采用平均值±标

准差( x ±s)表示。采用单因素方差分析法和成

对数据 t-检验进行显著性分析，表和图上不同

字母标注表示存在显著性差异(P<0.05)。 

2  结果与分析 
2.1  摇瓶中批次补氮模式优化 

在摇瓶中进行不同批次的补氮操作，三角

褐指藻的细胞密度、生物量浓度、甘油浓度和

总氮浓度变化如图 1 所示，生产性能如表 1 所

示。由图 1A 可知，在培养结束时，随着补加

氮源批次数的增加，细胞密度整体呈现上升趋

势，其中分 3 次和分 6 次加入的模式可显著提

高细胞密度 (P<0.05)，后者的细胞密度和平

均比生长速率均达到最大值(1.27×108 cells/mL

和 0.21/d)，比一次性加入 (对照组 )显著提高

了 36.11%和 16.67% (P<0.05)；而后者的生

物量浓度和生产率达到最大值 [3.26 g/L 和

223.89 mg/(d·L)]，比对照组显著提高了 13.99%和

22.68% (P<0.05)。有报道指出，限制氮源或

氮缺乏会抑制三角褐指藻细胞的生长 [31]，而

上述分 6 次加入氮源模式有利于细胞生长和

生物量的积累，它可能使培养基中氮元素浓

度维持在兼养细胞生长的适宜水平。同时，甘

油消耗量和消耗速率均达到最大值为 2.7 g/L 和

0.23 g/(d·L)，比对照组显著提高了 30.43%和

21.05% (P<0.05)。有研究表明，兼养三角褐指

藻胞内超过 50%的碳来自甘油[32]，甘油消耗量

很大程度上决定了生物量浓度的积累 [33]。同

样，总氮(total nitrogen, TN)消耗速率也在此时

达到最大值[10.23 mg/(d·L)]，比对照组显著提

高了 11.56% (P<0.05)，说明分 6 次补氮有利于

细胞提高碳源和氮源利用效率，减少资源浪

费、降低成本。 
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图 1  摇瓶中补氮模式下细胞密度(A)、生物量(B)、甘油(C)和总氮浓度(D)变化规律 
Figure 1  Cell density (A), and biomass (B), glycerol (C) with total nitrogen (D) concentration under 
nitrogen supplementary mode by time(s) during the cultures in shake flasks. Different letters indicate 
significant differences. 
 
表 1  摇瓶中批次补氮模式下三角褐指藻的生产性能 
Table 1  Production capacity of Phaeodactylum tricornutum grown in shake flasks under supplementary 
nitrogen mode by time(s) 
 Time (s) of nitrogen supplementary mode 

 One time Two times Three times Six times 

Average specific growth rate (1/d) 0.18±0.00 0.19±0.00 0.20±0.01** 0.21±0.00** 
Biomass productivity (mg/(d·L)) 182.50±9.32 189.17±1.57 202.78±10.13 223.89±9.56** 
Average glycerol consumption rate (g/(d·L)) 0.19±0.00 0.18±0.00 0.21±0.00* 0.23±0.01* 
Average nitrogen consumption rate (mg/(d·L)) 9.17±0.17 9.54±0.17 10.05±0.33 10.23±0.17* 
Fucoxanthin productivity (mg/(d·L)) 2.05±0.13 2.26±0.04 2.97±0.06* 4.03±0.10** 

A statistic analysis was performed with one batch as the control, * means P<0.05, ** means P<0.01. 
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在批次补氮模式下，兼养细胞中岩藻黄素

含量、产量和生产率如图 2 和表 1 所示。在培

养结束时，岩藻黄素含量和产量随着批次补氮

次数的增加呈现上升趋势。在分 6 次补氮模式

下三者均达到最大值，分别为 17.06 mg/g、
48.39 mg/L 和 4.03 mg/(d·L) (表 1)，比一次性

加入(对照组)分别显著提高了 44.33%、96.39%
和 96.59% (P<0.05)，同时也显著高于其他批次

加入组(P<0.05)。有研究表明，自养培养金色

奥杜藻(Odontella aurita)在采用初始高氮水平

并在后续培养中添加氮源模式下使得胞内岩藻

黄素含量显著提高 92.56% (P<0.05)，这与本研

究的规律基本一致，说明充足的碳源和氮源更

有利于兼养细胞积累岩藻黄素[11-12,34]。研究表

明通过补充富氮的灭活废酵母使得三角褐指藻

中岩藻黄素产量显著提高(P<0.05)[35]，而本研

究并未添加额外的氮源，仅通过少量多次补加

氮源就能实现岩藻黄素生产效率和营养物利用

效率的提高，符合降本增效目的。因此，综合

细胞生长、甘油和总氮消耗以及岩藻黄素的积

累效果，分 6 次补氮为优化模式。 

2.2  5 L 发酵罐中优化批次补氮模式的放

大验证 
为进一步提高红蓝光下光发酵体系的生产

效率[17]，将上述优化的分 6 次补氮模式应用于

白光 (W)和红蓝光 (R/B)条件下的放大验证。

氮源分 6 次(0、1.5、3、4.5、6、7.5 d)加入  
2 个 5 L 光发酵罐，第 4.5 天将光强均提高至

150 μmol/(m·s)，在第 6 天时将转速均提高到

200 r/min。两种光质下兼养细胞密度、生物量

和甘油以及总氮浓度的变化规律如图 3 和表 2
所示。培养结束时，白光(W)下细胞密度、生物

量浓度分别达到 1.16×108 cells/mL 和 3.68 g/L，
与摇瓶中分 6 次补氮模式的结果相比，细胞密

度显著降低了 13.19% (P<0.05)，可能是因为 
5 L 发酵罐的透光液面比摇瓶更厚，光照面积

与体积比(P/V)远低于摇瓶，使得光发酵罐中细

胞受到的实际光强远低于摇瓶，导致光传导效

率下降[36]，造成兼养细胞生长受一定限制[18,37]。

但光发酵罐中细胞平均比生长速率、生物量生产

率、甘油和总氮消耗速率均显著高于摇瓶(P<0.05)，
说明光发酵罐中该条件下更有利于提高三角褐 

 

 
 
图 2  摇瓶中批次补氮模式下三角褐指藻的岩藻黄素含量(A)和产量(B) 
Figure 2  The content (A) and titer (B) of fucoxanthin in Phaeodactylum tricornutum under nitrogen 
supplementary mode by time(s). Different letters indicate significant differences. 
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图 3  5 L 光发酵罐中白光(W)和红蓝光(R/B)下分 6 次补氮对细胞密度(A)、生物量(B)、甘油(C)和总

氮浓度(D)的影响 
Figure 3  Cell density (A), and biomass (B), glycerol (C) with total nitrogen (D) concentration under white 
(W), red and blue light (R/B) by six-times of nitrogen supplement in 5 L photo-fermenter. Different letters 
indicate significant differences. 
 
表 2  5 L 光发酵罐中不同光质下分 6 次补氮对三角褐指藻生产性能的影响 
Table 2  Production capacity of Phaeodactylum tricornutum grown in 5 L photo-fermenter under different 
light qualities and six times of nitrogen supplement 
 Light qualities with six times of nitrogen supplement 

 W R/B R/B+B 

Average specific growth rate (1/d) 0.24±0.00 0.27±0.01* 0.24±0.01 

Biomass productivity (mg/(d·L)) 308.33±0.53 353.33±20.12 330.00±3.70 

Average glycerol consumption rate (g/(d·L)) 0.34±0.01 0.35±0.08 0.32±0.02* 

Average nitrogen consumption rate (mg/(d·L)) 13.60±0.01 14.40±0.80 14.60±0.01 

Fucoxanthin productivity (mg/(d·L)) 6.37±0.14 7.14±0.01* 6.97±0.06* 
A significant analysis was performed with W as the control, * means P<0.05, ** means P<0.01. 
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指藻的生长性能[38]，证明了分 6 次补氮模式在

5 L 光发酵罐中的应用可行性。 
红蓝光 (R/B)下细胞密度和生物量浓度均

达到最大值(1.44×108 cells/mL 和 4.15 g/L)，与

白光(W)下相比均显著提高了 30.01%和 12.77% 
(P<0.05)。有研究表明，红光占比高更有利于

三角褐指藻生长，能够有效提高细胞密度[38]，

与本研究结果基本一致。红蓝光(R/B)下生物量

生产率、甘油和总氮消耗速率均有提升，但与

自然白光(W)相比并不显著(P>0.05)，而比摇瓶

中分 6 次补氮模式的结果均显著提高(P<0.05)，
说明 5 L 光发酵罐中采用分 6 次补氮和红蓝光

(R/B)，能够更好地促进三角褐指藻的生长和

营养物质的消耗。 
由图 4 和表 2 可知，培养过程中岩藻黄素

含量整体呈现先上升后下降再上升的趋势，在

7.5 d 最后一次加入氮源后，岩藻黄素含量快

速提高。培养结束时，在白光(W)下岩藻黄素

含量、产量和生产率分别达到 15.93 mg/g、
54.90 mg/L 和 6.37 mg/(d·L)，比摇瓶中分 6 次

补氮的结果显著提高了 34.77%、 13.48%和

58.06% (P<0.05)。在红蓝光(R/B)下岩藻黄素含

量、产量和生产率均达到最大值[18.22 mg/g、
71.40 mg/L 和 7.14 mg/(d·L)]，与白光(W)相比

显著提高了 14.37%、30.05%和 12.09% (P<0.05)，
这可能由于光发酵罐中具有更短的光程、更高

的光合效率[39]，更有利于岩藻黄素的积累。但

在培养结束时，红蓝光下光发酵罐中总氮含量

仍处于较高水平(高于 180 mg/L)，与富氮条件

有利于岩藻黄素积累的规律一致 [8,18]。综合以

上结果，分 6 次补氮模式适用于光发酵罐且放

大效果良好，辅以红蓝光(R/B)能显著促进三

角褐指藻兼养细胞生长和岩藻黄素积累。 

2.3  5 L 光发酵罐中六次补氮模式下增强

蓝光的效果评价 
由图 5 和表 2 可知，红蓝光(R/B)下分 6 次

补氮，在第二阶段强化蓝光(即红蓝光后期补

蓝光，R/B+B)，最终细胞密度和生物量浓度达

到 1.12×108 cells/mL 和 3.68 g/L，与红蓝光(R/B)
下分 6 次补氮的一阶段培养结果相比均显著降

低(P<0.05)，但仍高于白光(W)下分 6 次补氮

的结果(P>0.05)。在第二阶段强化蓝光后细胞 
 

 
 
图 4  5 L 光发酵罐中白光(W)和红蓝光(R/B)下分 6 次补氮对岩藻黄素含量(A)和产量(B)的影响 
Figure 4  The content (A) and titer (B) of fucoxanthin in Phaeodactylum tricornutum by six-times of 
nitrogen supplement in 5 L photo-fermenter under white (W), red and blue light (R/B). 
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图 5  5 L 光发酵罐中分 6 次补氮和第二阶段增强蓝光下细胞密度与生物量浓度(A)、甘油浓度(B)、岩

藻黄素含量与产量(C)和总氮浓度(D)的变化规律 
Figure 5  Time courses of cell density and biomass concentration (A), glycerol concentration (B), the 
content and titer of fucoxanthin (C) and total nitrogen concentration (D) by six times of nitrogen supplement 
under R/B+B in two phases culture.  
 
生长受到一定抑制，这与前期摇瓶中研究结果

不符[17]，可能是由于在发酵罐中相同照度的蓝

光具有高于其他单色光的辐射能，能使细胞放

氧活性和光合效率下降，从而造成光抑制[40]。 
由图 5C 和表 2 可知，在分 6 次补氮和第

二阶段增强蓝光(R/B+B)模式下，岩藻黄素含

量达到最大值为 19.62 mg/g，与分 6 次补氮下

白光(W)和红蓝光(R/B)一阶段培养相比，分别显

著提高了 23.16%和 7.68% (P<0.05)，此时总氮

消耗速率也达到最大值 14.60 mg/(d·L)，与岩

藻黄素积累规律一致。但由于生物量积累受到

抑制，造成岩藻黄素生产率仅为 6.97 mg/(d·L)，
略低于分 6 次补氮模式下红蓝光一阶段培养的

生产率[7.14 mg/(d·L)]，但两者并无显著差异

(P>0.05)。有研究表明，在蓝、紫光的照射

下，胞内叶绿素 a 的含量会出现极显著上升

(P<0.01)[21]，而复合体 [15-16]中叶绿素与岩藻黄

素含量几乎同步变化，且两者比例接近 1:1。
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Valle 等 [20]发现在蓝光下岩藻黄素合成相关基

因表达均呈现上调趋势，因此第二阶段增强蓝

光更有利于三角褐指藻积累岩藻黄素，从而提

高岩藻黄素含量。诸德斐等[25]在光发酵罐体系

中采用一次性补氮和红蓝光(R/B)获得的岩藻黄

素含量和生产率为 13.44 mg/g 和 4.70 mg/(d·L)，
仅为本研究分 6 次补氮和第二阶段增强蓝光

(R/B+B)结果的 68.47%和 67.43%。同时，本研

究还发现，通过增强蓝光，细胞在积累岩藻黄

素的同时，还含有高含量的二十碳五烯酸

(37.54 mg/g)和金藻昆布多糖(136.82 mg/g)，具

有很好的综合开发价值。因此，采用分 6 次补

氮和第二阶段增强蓝光，可显著提高胞内岩藻

黄素含量，同时实现了 3 种高值产物的共同积

累，有利于实现三角褐指藻的提质增效生产和

综合开发利用。 

3  结论 
本研究通过摇瓶中的批次补氮模式优化，

确定了分 6 次加入氮源效果最佳，于 5 L 光发

酵罐中在两种光质下放大培养验证了分 6 次补

氮的可行性，进而与两阶段培养中第二阶段增

强蓝光(R/B+B)模式相结合，实现了岩藻黄素高

含量(19.62 mg/g)和高生产率[6.97 mg/(d·L)]，比

采用一次性补氮和红蓝光(R/B)[25]的结果显著

提高了 45.98%和 48.30% (P<0.05)。因此，本

研究通过多次补氮和增强蓝光，在不改变培养

基中氮源总量的前提下，显著提高了三角褐指

藻对氮源的利用效率、强化了岩藻黄素生产，

为三角褐指藻高效生产岩藻黄素提供了新技术

支撑。 
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