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摘要：通过室内控制实验，研究了不同曝气比率对蛋白核小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）生长过程影响，构建了曝气比
率与ＯＤｍａｘ、μｍａｘ、Ｃｍａｘ的适配曲线。实验设置０％、２％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％共计７组曝气比率，在１０００ｌｘ
光强和２０℃条件下，采用ＢＧ１１培养基培养小球藻至稳定生长。结果显示，适宜的曝气能促进小球藻生长，其最
适曝气比率为２０％，过量曝气会抑制小球藻生长；曝气比率（ｘ）与 ＯＤｍａｘ、Ｃｍａｘ、μｍａｘ拟合方程分别为：Ｏｍａｘ＝

１７０．６３ｘ３－２３１．８３ｘ２＋８４．３４１ｘ＋１．８４３９（０＜ｘ＜５０％；Ｒ２＝０．９８５０）、Ｃｍａｘ＝１５．８４４ｘ
３－１９．８０３ｘ２＋６．８５９４ｘ＋

０．０５２１（０＜ｘ＜５０％；Ｒ２＝０．９２８５）、μｍａｘ＝８．１２０２ｘ
３－１１．４２８ｘ２＋４．４９６３ｘ＋０．１１７３（２０％ ＜ｘ＜３０％；Ｒ２＝

０．８５８１）；５０％＜ｘ＜７０％的关系式有待进一步验证。探究不同曝气比率对小球藻生长的影响，可为其优化培养与
资源化利用提供理论依据。
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　　小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）为绿藻门、小球藻
属、普生性、单细胞淡水藻类，其生长速度快、光合作

用效率高、固定 ＣＯ２的能力强，能有效抑制温室效
应（Ｃｈｉｕ，２００８；Ｄｕ，２０１０）；不仅富含蛋白质、生物
活性物质以及微量元素等多种营养物质，被广泛应

用于食品、医药、化工等多个领域（Ｓｈｉ，２００２；单俊
秀，２０１２），而且还能生产大量的三脂酰甘油和脂肪
酸（Ｈｕ，２００８；Ｌｉｕ，２００８），是制备生物燃料的重要
原料。Ｌｉｎ等（２００７）研究发现，小球藻能很好地去
除垃圾渗滤液中的氨氮、正磷酸盐和 ＣＯＤ，在生物
能源和环境保护领域具有广阔的应用开发前景（胡

开辉，２００６），是一种极其重要的微藻资源。
小球藻最适培养条件的研究是提高其生物质产

量和促进其资源化高效利用的关键，也是当前微藻

研究的一个重要领域。目前，国内外关于小球藻培

养条件的研究主要集中在环境因子（Ｃｈｏ，２００７，
Ｍｉｕｒａ，１９９３）、营养盐（宋丽娜，２０１０）和培养模式
（Ｌｉａｎｇ，２００９；夏云峰，２０１１）等方面，关于曝气对小
球藻生长影响的研究报道较少，仅有的研究也只限

于搅拌式机械曝气（Ｃｈｅｎ，１９９１；Ｓｕｋｉａｓ，２００３）及其

不同方式（刘春光，２００６）；机械曝气对水体进行了
扰动，能够不断地更新藻体液面，促使空气在界面向

液相转移，改进了 Ｏ２的传递和扩散（孙从军，
２００１），但对于小球藻的最适培养条件来说还有所
欠缺。本文结合了机械扰动与空气鼓入２种方式，
采用更为有效的方法进行曝气，通过探究不同曝气

比率对小球藻生长的影响，旨在为其优化培养与资

源化利用提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　藻种培养
小球藻藻种购于中国科学院水生生物研究所

（湖北武汉），实验前扩大培养１周。取培养后高浓
度的藻液于离心机中，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，除
去上清液。用浓度为１５ｍｇ／Ｌ的 Ｎａ２ＣＯ３溶液清洗
后再次离心，重复 ３次，用超纯水稀释后用于接种
（黄莹莹，２００８）。考虑到需要较长的培养周期才能
更直观地了解不同梯度小球藻的生长情况，故实验

采用ＢＧ１１培养基（Ｂｈａｔｎａｇａｒ，２０１０）。
１．２　实验装置

培养小球藻的容器为外径 ４．０ｃｍ、内径
３．７ｃｍ，长度 ７０ｃｍ的玻璃长管，置于实验室内人工
培养架上。通过实验室精密空调控制温度，小球藻

生长适温为２０～３０℃（杨桂娟，２００９），因此温度设
置为２０℃。采用多排密集日光灯管控制光照强度，
参照Ｋｏｈｊｉ（２００３）的方法，光照强度均通过调节日光



灯管控制为１０００ｌｘ。实验装置如图１所示。

图１　实验装置

Ｆｉｇ．１　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆａｃｉｌｉｔｙ

１．３　实验设计
在玻璃长管中加入等量处理后的藻液，分别使

用ＢＧ－１１培养液稀释至２００ｍＬ。设置曝气比率为
０％、２％、１０％、２０％、３０％、５０％、７０％ 共计 ７个梯
度组（Ｘｉｎ，２０１０），０％为不曝气状态，２％为藻液中
小球藻不沉降的临界曝气比率。每个梯度组均设置

１个相同培养条件的平行样。实验结束后，将所有
藻液置于离心管，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，倒去上
清液，敞口置于８０℃烘箱，约烘３０ｈ至恒重（黄美
玲，２０１０）。
１．４　指标测定

实验时间为２０１３年８月３０日至９月８日。８
月３０日为实验第１天，９月８日为实验第１０天，隔
天定时（９∶００）取样。测定各组梯度的温度，采用
防水中心数字温度计记录；光照强度采用 ＪＣ０７ｔｅｓｔｏ
５４０光照度测量仪正对玻璃管底部测定。光密度法
是测定藻类生物量的方法之一，其操作简单、需要样

品量少、能够准确而又快速地测出微藻生物量；吕旭

阳（１９８６）在波长６８０ｎｍ时测得藻液吸光度值与小
球藻细胞浓度有极显著的线性关系，能够很好地反

应小球藻的生长情况；因此使用分光光度计测定波

长６８０ｎｍ光密度值（ＯＤ６８０）（Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，２０１１）。采用
国际上广泛应用的 Ａｒｏｎｏ法测定叶绿素（Ｃｈｌ．ａ）浓
度（苏正淑，１９８９）；考虑紫外可见分光光度计的测
量范围和实验误差等因素，取样１０ｍＬ，稀释１０倍
后测定ＯＤ６８０、Ｃｈｌ．ａ、溶解性总氮（ＤＴＮ）、溶解性总
磷（ＤＴＰ）等指标，ＤＴＮ与 ＤＴＰ根据《水和废水监测
分析方法》在实验结束时测定（国家环境保护总局，

２００２），以了解营养盐的消耗情况；另外，考虑０％梯
度不曝气，小球藻由于自身重力作用沉降，在取样前

对该梯度通少量空气将溶液混匀。由于取样和蒸发

将导致各梯度水样损失，因此采样结束后用去离子

超纯水补充至２００ｍＬ。称取９份０．１ｇ处理后的藻
粉，分别溶于１５、２０、２５、３０、４０、５０、１００、２５０、５００ｍＬ
蒸馏水中，并测定其光密度值。比增长率（μ）计算
公式为：

μ＝（ｌｎｘｔ－ｌｎｘ０）／ｔ
式中：μ为比增长率；ｘｔ为第 ｔ天光密度值；ｘ０

为初始光密度值；ｔ为初始至第ｔ天的时间。根据所
测得的光密度值，计算每个梯度小球藻每天的比增

长率。

采用真空高压力鼓风机，通过调节进气阀门使

玻璃管中保持固定体积的曝气量，而曝气体积所占

藻液体积的百分比即为曝气比率（ＡＲ）：
ＡＲ＝△Ｖ／Ｖ
式中：Ｖ为藻液初始体积；△Ｖ为曝气后藻液所

增加体积。

２　结果与分析

２．１　生物量
２．１．１　光密度值　由图２可知，不同曝气比率条件
下光密度值差异较大。各梯度的初始 ＯＤ６８０值均为
１．２７。实验期间，除０％对照外，各梯度 ＯＤ６８０变化
趋势相近，随着培养时间的增加，ＯＤ６８０均呈增长趋
势；其中，在第２－８天，２０％曝气比率小球藻生长优
势扩大，ＯＤ６８０明显高于其他梯度，依次为 ２０％ ＞
３０％＞１０％ ＞５０％ ＞７０％ ＞２％ ＞０％。０％梯度由
于水体未搅动，藻类沉降附着在玻璃管壁上，水体中

缺少ＣＯ２等气体，同时光合作用产生的 Ｏ２不易排
出，过高的溶氧不利于藻类生长（朱亮，２００７），小球
藻死亡速率大于生长速率，生物量降低，至实验结束

时ＯＤ６８０降低至０．８４；而２％梯度的设置是为了与不
曝气形成对比（２％表示刚好保证藻液中小球藻不
沉降于管底，而其所曝入的空气量又微小到可以忽

略不计），从图２可以看到，前者小球藻的生长情况

图２　光密度（ＯＤ６８０）随实验时间的变化
Ｆｉｇ．２　Ｄａｉｌｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ（ＯＤ６８０）

ｆｏｒｅａｃｈｔｅｓｔｇｒｏｕｐ
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远好于后者，说明水体扰动对小球藻生长的影响远

大于补入空气。

２．１．２　叶绿素ａ浓度及其与光密度的关系　从图
３可以看到，各梯度叶绿素 ａ浓度变化在 ４．５２～
８９．９１ｍｇ／Ｌ。实验初期的叶绿素 ａ浓度均较低；从
第３天起，叶绿素 ａ浓度逐渐增大（０％梯度除外），
２０％梯度的叶绿素 ａ浓度高于其他梯度，３０％梯度
与其最为接近；至第９天，２０％梯度下叶绿素ａ浓度
最高，达到８９．９１ｍｇ／Ｌ；第１０天各梯度（除１０％与
５０％）叶绿素 ａ浓度均略微下降，１０％与５０％梯度
下叶绿素ａ浓度增大趋势减弱，说明至第９天，小球
藻的生长已趋于稳定；其中，２％梯度下叶绿素 ａ浓
度增长幅度小于其他梯度，０％梯度下小球藻停止生
长，叶绿素ａ浓度几乎没有变化。结合图２可知，叶
绿素ａ浓度与ＯＤ６８０变化趋势一致，通过回归分析可
知二者的线性关系显著（图４）；叶绿素 ａ浓度随着
ＯＤ６８０的增加而明显升高。

图３　叶绿素ａ浓度随实验时间的变化
Ｆｉｇ．３　Ｄａｉｌｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｆｏｒｅａｃｈｔｅｓｔｇｒｏｕｐ

图４　叶绿素ａ浓度和ＯＤ６８０值的相关分析
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄＯＤ６８０
２．１．３　细胞干重与光密度值的关系　如图５所示，
小球藻干重（ｘ）与ＯＤ６８０值（ｙ）也存在显著的线性关
系：ｙ＝２．６３３７ｘ＋０．２８１５（Ｒ２＝０．９９２２）
２．２　比增长率

从图６可以看出，无曝气（０％）条件下的小球

藻比增长率始终最低，几乎均为负值，表明小球藻在

没有曝气的情况下，会生长缓慢甚至逐渐死亡；而其

对照梯度２％则呈现出极低且稳定的比增长率，这
是由于该梯度中所溶入空气只能产生轻微的扰动，

而没有补充足够的空气促进 Ｏ２在藻液中的传递与
扩散。实验前６ｄ为小球藻对数生长期，在此阶段，
２０％曝气比率的小球藻比增长率一直保持最高，而
１０％、３０％、５０％和 ７０％曝气比率的小球藻比增长
率变化趋势差别不大；从第７天开始，２０％曝气比率
的小球藻较其他梯度率先进入稳定期，以至于第

７～９天其比增长率不再处于最高水平，可见各梯度
小球藻的比增长率呈逐日下降；这是因为随着其浓

度增高，藻液浊度逐渐变大，光的透过率随之变低，

导致小球藻光合作用减弱；除了０％、２％和７０％梯
度的小球藻出现了负增长，其他梯度最小比增长率

均大于０；由此判断在足够优化的培养条件下，小球
藻的生长会一直保持在稳定期。

图５　小球藻细胞干重和ＯＤ６８０值的相关关系
Ｆｉｇ．５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆＣｈｌｏｒｅｌｌａ

ｖｕｌｇａｒｉｓｃｅｌｌｓａｎｄＯＤ６８０

图６　比增长率随实验时间的变化
Ｆｉｇ．６　Ｄａｉｌｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｆｏｒｅａｃｈｔｅｓｔｇｒｏｕｐ

２．３　营养盐
图７是第１０天各梯度溶解性总磷（ＤＴＰ）和溶

解性总氮（ＤＴＮ）的含量。实验所用 ＢＧ１１培养基
中，Ｐ含量为７．１３ｍｇ／Ｌ，Ｎ含量为 ２４７ｍｇ／Ｌ；ＤＴＰ
最低值为０．４１ｍｇ／Ｌ，ＤＴＮ最低值为１３８．５８ｍｇ／Ｌ，
均没有消耗完全。结合本文２．１．２中叶绿素ａ含量
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数据可知，至第８天各梯度小球藻的生长已趋于稳
定，可以推断实验最后小球藻生长缓慢甚至死亡的

限制因素不是营养盐的缺失，而是因为受不同曝气

的影响其本身已达到生长稳定期。

图７　第１０天各梯度溶解性总磷和溶解性总氮的含量
Ｆｉｇ．７　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆＤＴＰａｎｄＤＴＮｏｎｔｈｅ１０ｔｈｄａｙ

ｆｏｒｅａｃｈｔｅｓｔｇｒｏｕｐ

２．４　ｐＨ值
藻液中的ｐＨ值会影响小球藻的光合作用及其

对磷和无机碳的有效利用，同时还会影响其代谢产

物的再利用性和毒性，ｐＨ值是影响藻类生长代谢的
重要因子之一（王翠，２０１０）。图８为不同曝气比率
ｐＨ值的变化。各梯度 ｐＨ在８．５１～１１．５５。１０％、
２０％、３０％、５０％、７０％梯度下 ｐＨ变化较为一致，而
０％、２％梯度下 ｐＨ高于各梯度。实验中曝气所通
入的ＣＯ２不仅参与藻细胞的生理代谢活动，而且改
变培养液的 ｐＨ，影响细胞内酶的活性（Ｔｓｕｚｕｋｉ，
１９９０）。０％、２％梯度曝气较弱，ＣＯ２含量较少，实验
期间，培养液 ｐＨ较高，超过了适合藻类生长的范
围，因此０％、２％梯度下小球藻生长情况较差。

图８　ｐＨ值随实验时间的变化
Ｆｉｇ．８　ＤａｉｌｙｖａｒｉａｔｉｏｎｓｏｆｐＨｖａｌｕｅｓｆｏｒｅａｃｈｔｅｓｔｇｒｏｕｐ

３　讨论

３．１　小球藻最适曝气比率的确定
适量的曝气不仅加速了水体复氧过程，使溶解

氧水平得到提高，而且ＣＯ２的补充改变了水体中Ｏ２
和ＣＯ２的含量组成（孙从军，２００１）；同时曝气也对
水体进行了扰动，改善了藻液的混合状况，增加藻细

胞与周围介质交换营养和代谢产物的速率，使藻不

断得到新的营养物质供应，从而增加生产力和光合

作用效率（Ｇｒｏｂｂｅｌａａｒ，１９９４）；并能降低藻体间的相
互遮荫现象（李志勇，１９９８）。在一定的范围内，增
大曝气比率能加速藻细胞的生长，但过大的曝气比

率会使得藻液过度掺混，液体之间产生较大的流体

剪切力，对藻细胞造成损伤（Ｍｅｒｃｈｕｋ，１９９１），同时
使藻液过于分散，过度接收光照，超过其光饱和点，

导致光合速率不再增加，甚至减弱和停止（欧阳峥

嵘，２０１０），不利于细胞生长。因此，不同曝气比率
对小球藻生长机制的影响不同，必定存在最适宜的

曝气比率。

根据２．１．３中细胞干重与ＯＤ６８０的线性关系式，
可求出各梯度每天的细胞干重，从而得出日生产量。

统计各梯度最大 ＯＤ６８０、比增长率 μ和日生产量（详
见表１）；可见不同梯度下小球藻 ＯＤｍａｘ、μｍａｘ、Ｃｍａｘ差
异明显。

表１　不同曝气比率下最大ＯＤ６８０、藻类比
增长率（μ）以及日生产量（Ｃ）

Ｔａｂ．１　ＴｈｅｍａｘｉｍｕｍｖａｌｕｅｓｏｆＯＤ６８０，ｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅａｎｄｄａｉｌｙｂｉｏｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

项目
曝气比率／％

０ ２ １０ ２０ ３０ ５０ ７０
ＯＤｍａｘ １．２９５３．８５０８．５３５１０．８５０１０．３１５７．７３０５．７３０

出现时间／ｄ ５ ９ １０ １０ １０ １０ ８
ＯＤ差 ０．０２５２．５８０７．２６５ ９．５８０ ９．０４５ ６．４６０４．４６０
μｍａｘ ０．０４６０．２２８０．５６０ ０．６４９ ０．５２０ ０．６０００．４３２

出现时间／ｄ ６ ４ ２ ２ ２ ２ ３
Ｃｍａｘ／ｇ·Ｌ－１ ０．００６０．１９７０．６０６ ０．８２８ ０．６１５ ０．５７９０．５７０
出现时间／ｄ ２ ４ ２ ３ ３ ３ ３

　　各梯度（０％除外）下的 ＯＤ６８０随时间变化逐渐
增大，１０％、２０％、３０％和５０％梯度均在第 １０天达
到最大值，０％梯度的 ＯＤｍａｘ出现最早。各梯度
ＯＤｍａｘ大小顺序依次为２０％ ＞３０％ ＞１０％ ＞５０％ ＞
７０％＞２％＞０％。在本实验曝气比率范围内，２０％
梯度下的小球藻 ＯＤ６８０最大，与初始值差异达到
９．５８０，生物量最大；３０％梯度次之，为 ９．０４５。因
此，若以ＯＤｍａｘ为评价指标，２０％和３０％的曝气比率
最适合小球藻生长，尤以２０％的曝气比率为佳。

实验期间，０％梯度下的 μｍａｘ最小，结合图６，其
第１、５、７、８天均呈负增长，整体死亡速率大于生长
速率。各梯度 μｍａｘ大小顺序依次为 ２０％ ＞５０％ ＞
１０％＞３０％ ＞７０％ ＞２％ ＞０％；其中，２０％和 ５０％
梯度下的 μｍａｘ较大，２０％的 μｍａｘ高于其他梯度，为
０．６４９；因此，若以μｍａｘ为最终评价指标，２０％的曝气
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比率下小球藻生长速率最快。

０％和１０％梯度下的日生产量在第２天达到最
大，２０％～７０％共４个梯度日产量均在第３天达到
最大，而２％梯度至第４天才出现Ｃｍａｘ，且其值最小。
各梯度的Ｃｍａｘ大小顺序依次为２０％＞３０％＞１０％＞
５０％＞７０％ ＞２％ ＞０％。若以 Ｃｍａｘ为评价指标，
２０％的曝气比率下小球藻日产量最大。

综合考虑不同评价指标，２０％的曝气比率较其
他梯度更适合小球藻生长。

３．２　曝气比率与小球藻生长适配曲线优化分析
为了探究曝气比率与小球藻生长的适配曲线，

将曝气比率与ＯＤｍａｘ、μｍａｘ、Ｃｍａｘ进行拟合（图９）。曝
气比率与ＯＤｍａｘ、Ｃｍａｘ和 μｍａｘ均为３次抛物线拟合曲
线，方差较高，拟合所得的曲线关系式均能较好地反

映不同光照强度与小球藻生长之间的数学关系。

图９　曝气比率与ＯＤｍａｘ、μｍａｘ、Ｃｍａｘ的回归曲线
Ｆｉｇ．９　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｃｕｒｖｅｂｅｔｗｅｅｎａｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓ

ａｎｄＯＤｍａｘ，μｍａｘ，Ｃｍａｘ
曝气比率在 ０％ ～５０％时，ＯＤｍａｘ先增长、后降

低，峰值出现在２０％ ～３０％区间；５０％ ＜ｘ＜７０％时
的拟合曲线显示，ＯＤｍａｘ降低到一定值后再次上升，
但实验数据显示 ＯＤｍａｘ无回升现象，而继续呈降低
趋势，因此其关系式有待进一步验证。曝气比率

（ｘ）在０～５０％的关系式为：

ＯＤｍａｘ＝１７０．６３ｘ
３－２３１．８３ｘ２＋８４．３４１ｘ＋

１．８４３９（０＜ｘ＜５０％；Ｒ２＝０．９８５０）
曝气比率与 Ｃｍａｘ的拟合曲线同 ＯＤｍａｘ的拟合曲

线变化规律相似，峰值出现在２０％附近，曝气比率
（ｘ）与Ｃｍａｘ的关系式为：

Ｃｍａｘ＝１５．８４４ｘ
３－１９．８０３ｘ２＋６．８５９４ｘ＋０．０５２１

（０＜ｘ＜５０％；Ｒ２＝０．９２８５）
曝气比率与μｍａｘ的拟合曲线也为３次方程。图

９显示，μｍａｘ呈先增长、后降低的趋势，峰值出现在
２０％～３０％区间，与实验数据相符；曝气比率（ｘ）与
μｍａｘ的关系式为：

μｍａｘ＝８．１２０２ｘ
３－１１．４２８ｘ２＋４．４９６３ｘ＋０．１１７３

（２０％＜ｘ＜３０％；Ｒ２＝０．８５８１）

４　结论

（１）不同曝气比率下，小球藻生长差异较大。
适宜的曝气量能促进小球藻的生长，曝气比率为

０％～７０％时，小球藻ＯＤ６８０、叶绿素ａ浓度随着曝气
强度的增加呈先增大、后减小的变化规律，且其浓度

峰值均出现在２０％～３０％。不曝气（０％）不适合小
球藻生长，ＯＤ６８０、叶绿素 ａ浓度在培养时间内逐渐
降低；

（２）曝气比率不仅影响小球藻ＯＤ６８０和叶绿素ａ
浓度变化，而且改变培养液的 ｐＨ。曝气比率较小
时，培养液的ｐＨ较高；

（３）曝气比率适宜的小球藻比增长率最小值均
≥０，说明在培养条件足够优化时，小球藻的生长会
一直处于稳定期；

（４）不同评价指标的最适曝气比率各异，综合
考虑认为小球藻最适曝气比率为２０％；

（５）曝气比率与 μｍａｘ符合３次抛物线拟合曲线，
且能较好地反应曝气量与小球藻的数学关系；而其

与ＯＤｍａｘ和Ｃｍａｘ也符合３次抛物线拟合曲线，但只在
有限区间内反映曝气量与小球藻生长的关系，对于

区间之外的数学关系仍需进一步验证。
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