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微藻高密度培养与冷冻保藏的研究进展

吴瑞珊，魏　东
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摘要：微藻作为水产养殖动物的活饵料，在水产养殖育苗中一直有着重要的地位和广泛的应用。传统的饵料藻培

养方法存在着生物量低、藻液保藏困难等问题，以至阻碍了其商业化发展。综述了近年来在水产饵料藻高密度培

养及冷冻保藏技术领域的研究进展，以期促进国内水产生物饵料产业化的发展。
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　　 微藻（Ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ）作为水产动物的鲜活饵料，
其营养成分全面，最接近水产动物在自然状态下的

摄食要求、可提高水产动物的存活率、降低育苗成

本、满足育苗特殊阶段的营养和生长需要。作为活

饵料，即使有残饵也不会污染水质，相反还有净化水

质的作用。由此可见，在许多人工育苗过程中，水产

饵料藻的地位是无法取代的。

目前，在水产养殖业中最常用的饵料藻有１０多
种，主要包括小球藻、卡德藻、等鞭金藻、巴夫藻、褐

指藻、角毛藻、微绿球藻、骨条藻和海链藻（ＡｐｔＫＥ
＆ＢｅｈｒｅｎｓＰＷ，１９９９；ＭｉｃｈａｅｌＡ，１９９７），其中以海水
种居多，淡水种较少。不同的养殖动物需要的饵料

藻种类也不同，通常是几种藻混合使用的效果最佳

（ＹａｍａｇｕｃｈｉＫ，１９９７）。本文综述了近年来在水产饵
料藻高密度培养及冷冻保藏（低温／超低温）新技术
领域的研究进展，以期促进国内水产生物饵料产业

化的发展。

１　饵料微藻的高密度培养

１．１　传统饵料藻培养方法的局限性
传统饵料微藻的培养系统主要是室外开放式

（如圆池、方池、环道等），所不同的也只是在混充

气、采光方式等方面略有改变。虽然这种培养系统

具有投资少、成本低、技术简单等优点，但其最致命

的弱点在于它产量低、生产不稳定、容易污染等（孙

卫明，２０００）。因此，如何实现微藻的高密度培养，
从而提高效率、降低生产成本、保证质量，是藻类资

源开发利用的关键问题。

１．２　高密度培养新技术
１．２．１　新型封闭式光生物反应器　 一般而言，在
适宜的温度和营养充分供应的条件下，藻细胞对光

能的吸收利用效率将是限制微藻高密度培养的最主

要因素，只有在充足而适宜的光照条件下，微藻才能

以较快的速度生长，并获得理想的生物量。因此，开

发一套可控的光反应器，从而提高光合效率已成为

热点。自２０世纪５０年代以来，许多研究者就致力
于微藻光反应器（封闭系统）的研究开发（孙卫明，

２０００）。封闭式光生物反应器与传统的开放式系统
相比，具有以下主要优点：（１）较高的表面／体积比；
（２）生长条件可以得到有效的控制；（３）有效地避免
周围环境的污染，提高产量。封闭式反应器可实现

微藻的高密度培养，已成为今后的发展方向（Ｃｈｅｎ
Ｆ，１９９６；刘志伟等，２０００）。

目前，正在研究开发的光反应器根据光源不同

可以分为外置光源式和内置光源式。根据形状可分

为管状式、平板式、柱状（罐装）式；根据循环动力的

不同可分为泵式循环、气升式循环等（刘志伟等，

２０００）。在封闭式光生物反应器的各种类型中，管
式反应器和板式反应器是最常用、效率最高和培养

规模最大的２种类型（ＴｏｒｕＳａｔｏｅｔａｌ，２００６），并已实
现了多种饵料藻的高密度培养。近年来，国内外许

多学者利用光反应器对饵料藻的培养进行了一系列

的研究，并取得了一定的成果（表１所示）。



表１　光生物反应器的类型
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｏｆＭａｒｉｎｅＭｉｃｒｏａｌｇａｅｉｎｐｈｏｔｏｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ

藻 种 光反应器类型 参考文献

紫球藻 ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍｃｒｕｅｎｔｕｍ 内环流气升式反应器 王长海和欧阳藩，２０００
绿色巴夫藻 ｐａｖｌｏｖａｖｉｒｉｄｉｓ 气升式管道反应器 孙卫明等，２００１

三角褐指藻Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ 气升式管道反应器；

螺旋式管道反应器

ＭｏｌｉｎａＥｅｔａｌ，２００１；
ＨａｌｌＤＯｅｔａｌ，２００３

微绿球藻Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．
平板式反应器；

模块平板反应器；

垂直平板式反应器

ＮｉｎｇＺｏｕ＆ＡｍｏｓＲｉｃｈｍｏｎｄ．１９９９；
ＲｉｃｈｍｏｎｄＡ＆Ｃｈｅｎｇ－ＷｕＺ，２００１；

ＺｈａｎｇＣＷｅｔａｌ，２００１

球等鞭金藻 Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ 经济型气升式光反应器 潘双叶等，２００２

牟氏角毛藻Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉｖａｒ．ｓｕｂｓａｌｓｕｍ
球等鞭金藻 Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ 垂直型平板式反应器 ＣＷＺｈａｎｇ，２００３

１．２．２　异养／兼养培养新技术　 如果仅仅利用实
验室或光反应器来进行藻细胞的培养，则投资过大

而且得率不高，并且离工业化生产还有相当大的距

离，如何利用现代生化及细胞工程技术来提高藻细

胞的生物量是以后研究中的一个十分重要的问题。

研究表明，利用工业发酵系统进行的异养化高细胞

密度培养技术培养微藻，可以克服光合自养培养的

诸多缺陷，是提高微藻产量与产物产率的有效途径

（ＣｈｅｎＦ，１９９６；ＺｈａｎｇＸ－Ｗｅｔａｌ，１９９９）。目前，异
养或兼养培养已经成为国内外一种快速、大量培养

微藻的有效方法和发展方向（ＣｈｅｎＦ＆ＪｏｈｎｓＭＲ，
１９９６）。近年来国内外的学者对这项技术进行不断
的改革发展，并取得了一定的成果（如表２、表３所
示）。

表２　异养培养饵料藻产ＥＰＡ和ＤＨＡ的情况
Ｔａｂ．２　ＥＰＡａｎｄＤＨＡｐｒｏｄｕｃｉｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｈｅｔｅｒｔｒｏｐｈｉｃｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

藻　　种
培养

设备

培养

方式

细胞浓度／

ｇ·Ｌ－１
日产量／

ｍｇ·Ｌ－１
产率／

ｍｇ·Ｌ－１
参考

文献

ＥＰＡ

Ｕｌｋｎｅｉａｓｐ． 烧瓶 分批 ４．７ ６．５ １４ ＦａｎＫＷｅｔａｌ，２００１
Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ 烧瓶 分批 ９０ ２８．０ ２８０ ＷｅｎＺＹｅｔａｌ，２００１ｂ
Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ 发酵罐 半连续 ２２．１ ４９．７ ６９５ ＷｅｎＺＹｅｔａｌ，２００２ｂ
Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ 发酵罐 连续 ７３．０ ＷｅｎＺＹ，２００１ａ
Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ 发酵罐 灌注 ４００ ７４．１ １１１２ ＷｅｎＺＹｅｔａｌ，２００２ａ

ＤＨＡ
Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍｃｏｈｎｉｉ 发酵罐 分批 ２７．７ ４５６．０ １４００ ｄｅＳｗａａｆＭＥｅｔａｌ，１９９９
Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍｃｏｈｎｉｉ 发酵罐 半连续 ８３０ １２７６．４ １１７００ ｄｅＳｗａａｆＭＥｅｔａｌ，２００３
Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｍａｎｇｒｏｖｅｉ 烧瓶 分批 １３．３ １２８２．６ ２７７９ ＦａｎＫＷｅｔａｌ，２００１

表３　饵料藻异养／兼养情况
Ｔａｂ．３　Ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ／ｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃｃｕｌｔｕｒｅｏｆｍａｒｉｎｅｍｉｃｒｏａｌｇａｅ．

藻　　种 研　究　结　果 参考文献

卡德藻 Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓｓｐ．
兼养培养的终细胞密度大于自养和异养条件下细胞密度之和，其生长

速率是自养的２倍，异养的１．３倍，ＥＰＡ在自养和兼养培养时的含量
较低。

刘晨临等，２００２

三角褐指藻 Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ
亚心形扁藻 Ｐｌａｔｙｍｏｎａｓｓｕｂｃｏｒｄｉｆｏｒｍｉｓ
等鞭金藻３０１１Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ

三角褐指藻和等鞭金藻在兼养培养的条件下，其生长速率都不同程度

地增加，ＥＰＡ和ＤＨＡ含量也明显地显著提高，而亚心形扁藻在兼养的
条件下，其生长速度没有改变，ＥＰＡ的含量极低，并且不含ＤＨＡ。

孙灵毅等，２００４

微绿球藻 Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ． 以３０ｍＭ／Ｌ的葡萄糖作为碳源，培养８ｄ后发现其生物量干重可达到
５０７ｍｇ／Ｌ，是自养的１．４倍。 ＸｕＦｅｔａｌ，２００４

三角褐指藻 Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ 在０．０１Ｍ／Ｌ的尿素下可得到最大的生物量和 ＥＰＡ含量（分别为１．５２
ｇ／Ｌ·ｄ和４３．１３ｍｇ／Ｌ·ｄ），高于光合自养条件下所获得的产量。

ＭＣＣｅｒóｎＧａｒｃóａ
ｅｔａｌ，２００５

１．２．３　异养／兼养培养技术的优势与不足　 由于
大规模人工生产饵料藻的成本比较高，其中的原因

包括培养基配置过程繁琐，所需化学试剂成本要高，

能进行规模生产的微藻还很少，高浓度有机物的抑

制作用等（张海滨等，２０００）。在这里需要指出的
是，并不是所有的微藻都能进行异养／兼养培养，

Ｇｌａｄｕｅ（１９９１）针对有些藻类不能进行异养生长这一
现象总结了３种假说：（１）相关酶类的缺乏；（２）通
透性障碍；（３）限制性的呼吸能力。与自养相比，微
藻的异养／兼养培养技术起步比较晚，各方面都不是
很成熟，这就需要不断完善培养系统、优化各种理化

参数，在降低成本的同时增加产量，要解决种质少的
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这个问题，一方面要做更多地筛选工作；另一方面，

可以在开发选育新的品种，从而提高其生长速度，增

加有用成分的含量。

２　微藻的种质及浓缩液保藏方法

２．１　微藻保藏的必要性和重要性
在水产养殖中，通常是直接以鲜藻液投喂养殖

对象，因此培养藻的数量和供饵时间都要和育苗需

要密切配合，不能有任何差错，否则就很容易由于培

养上出现的一些困难，造成饵料供求脱节。目前，面

临的问题是大规模培养以后，如果能研制出一套理

想的保藏方法，储存一定数量的单胞藻饵料在出现

鲜藻液缺乏时使用，这样就能从根本上解决饵料微

藻产量不稳定对育苗生产的影响（陈明耀，１９９５）。
２．２　国内外种质及浓缩液保藏方法

在许多种保藏方法中，冷冻保藏（Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａ
ｔｉｏｎ）包括低温法和超低温法（液氮法），具有保持基
因稳定性、降低变异率和实现长期保藏等多方面的

优点（Ｇｒｏｕｔ，１９９５）。
２．２．１　低温保藏研究进展　 近年来，许多研究者
对微藻的低温保藏技术进行了研究，结果详见表４
所示。

表４　微藻低温保藏
Ｔａｂ．４　Ｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

藻　　种 研　究　结　果 参考文献

小球藻 ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．
球等鞭金藻３０１１Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ

加入ＤＭＳＯ组并置于－３０℃的效果最好，小球藻和球等鞭金藻的存活
率分别为９５％和９３％。 王培磊等，２００１

球等鞭金藻３０１１Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ 在０～１０℃的低温下长期（２个月以上）保存后，可获得较高的存活率
（７０％以上），并且在恢复生长时保持较高的比生长率。 阎斌伦等，２００５

小新月菱形藻 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ
球等鞭金藻Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ

其浓缩藻液在１～４℃的低温下并加保护剂ＳＡＭｓ保存３个月，效果良
好，藻类的ＥＰＡ和ＤＨＡ含量变化较少。 曾呈奎等，１９９８

三角褐指藻Ｐｈｅａｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ
中肋骨条藻 Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｃｏｓｔａｔｕｍ

三角褐指藻在０～１０℃的低温下长期（２个月以上）保藏后的存活率达
７０％以上，而中肋骨条藻在０～１０℃的低温下保藏６０ｄ的存活率也可
达７０％以上，并且这２种藻在恢复生长时都保持较高的比生长率。

朱明等，２００３ａ；
朱明等，２００３ｂ

２．２．２　超低温保藏新技术　 超低温法即液氮法的
研究起步较晚。目前普遍采用２步降温法，即慢速
降温进行冷适应，然后投入液氮中保存（ＤａｙＪＧ＆
ＦｅｎｗｉｃｋＣ，１９９３）。影响２步保藏效果的因素除了

微藻的种类、年龄和生理状况外，还与预冻温度、预

冻时间、降温速度、抗冻保护剂的种类和解冻方法等

因素有关（潘克厚和朱葆华，２００２）。表５所示，为
微藻的超低温保藏的研究进展。

表 ５　微藻超低温保藏
Ｔａｂ．５　Ｃｒｙｏｐｒｅｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

藻　　种 结　　　　　果 参考文献

金藻

绿色巴夫藻 Ｐａｖｌｏｖａｖｉｒｉｄｉｓ
湛江等鞭金藻 Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｚｈａｎｇｊｉａｎｇｇｅｎｓｉｓ
球等鞭金藻３０１１Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ

降温速率０．７℃／ｍｉｎ，预冻温度和预冻时间分别为 －４０℃和
３０ｍｉｎ时，可获得较高的存活率，１５％ＤＭＳＯ或１５％ ＤＭＳＯ＋
１０％蔗糖是良好的抗冻保护剂。

王起华等，１９９６

硅藻

中肋骨条藻 Ｓｋｅｌｅｔｏｎｅｍａｃｏｓｔａｔｕｍ

以甘油为保护剂，其 体 积 分 数 １０％ 时 存 活 率 最 高
（３６８０％），以ＤＭＳＯ作保护剂，在体积分数为１０％时，最高
存活率为２６．６５％；在１０％甘油和１０％ＤＭＳＯ混合保护剂
中，其存活率为２３．８８％。

李信书等，２００６

牟氏角刺藻 Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉ
新月菱形藻 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｃｌｏｓｔｅｒｉｕｍ

对这两种藻分别选用１０％和１５％ＤＭＳＯ为抗冻保护剂，预冻
至－４０℃并保持３０ｍｉｎ后投入液氮，样品化冻后分别在室温
及０℃采用较慢的稀释速率去除 ＤＭＳＯ，可获得较高的存活
率。

王起华等，１９９９

绿藻 微绿球藻 Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｕｌａｔａ
２３℃，－４０℃，－９０℃下，加入 ＤＭＳＯ、甘油、甲醇和比咯氨酸
４种保护剂，对微绿球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｕｌａｔａ）进行超低
温冷冻保藏试验，发现１．１ｍｏｌ／Ｌ甘油的效果最好。

Ｊｅａｎ－ＭａｒｃＰｏｎｃｅｔ＆
ＢｅｎｏｉｔＶｅｒｏｎ，２００３

　　另外，有报道对硅藻、绿藻、蓝藻、甲藻、红藻、定
鞭藻及韭绿藻４大藻类进行超低温保藏研究（Ｌｅｓ
ｌｅｙＲｈｏｄｅｓｅｔａｌ，２００６），发现使用１５％ ＤＭＳＯ作为
保护剂时，保藏效果较好的微藻有：硅藻（Ｃｈａｅｔｏｃｅｒ
ｏｓｃａｌｃｉｔｒａｎｓ、Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｍｕｅｌｌｅｒｉ、Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ．、
Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｏｖａｌｉｓ），绿藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｃｏｃｃｏｉｄｅｓ），红
藻（Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ）、韭绿藻（Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓ

ｃｈｕｉｉ、Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓｓｕｅｃｉｃａ）和蓝藻（Ｒａｐｈｉｄｉｏｐｓｉｓｓｐ．、
ＡｐｈａｎｉｚｏｍｅｎｏｎＸｏｓ－ａｑｕａｅ）。
２．３　超低温保藏技术的存在的问题

超低温保藏虽具有能保持种质遗传稳定性，便

于藻种长期保藏，能最大限度地减少污染等方面的

优点，但是这项技术还没有得到广泛地应用（潘克

厚和朱葆华，２００２）。这是因为：①绝大多数细胞的
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低温保藏都必须采用保护剂，而不同的细胞要求不

同类型的保护剂，对于浓度的要求也有所不同。②
低温保存过程中最适的保存温度及适宜的降温和解

冻速度尚需进一步研究。③不同藻类其预冻温度、
预冻时间对冷冻保存存活率的影响不同。④操作程
序复杂、设备要求高。
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