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摘要:为了优化光生物反应器培养微藻的条件,研究了在充空气的基础补充 CO2对光生物反应器培养新月菱形

藻 (N itz schiaceae clos terium )生长和光合作用的影响。实验表明, 补充 CO2 (含 1 000LL /L CO2的空气 )促进新月菱

形藻的生长,藻细胞密度和生物量显著高于对照组 ( CO2含量 350LL /L ) (P < 0. 05)。补充 CO2也能够提高藻细

胞叶绿素 a和类胡萝卜素的含量 (P < 0. 05), 但是对叶绿素 b没有显著影响 (P > 0. 05)。补充 CO2能够显著提高

指数生长期的最大光合速率 (Pm )、光合作用效率 ( A)和光合作用饱和光强 ( Ik ) (P < 0. 05)。结果表明, CO
2
是光

生物反应器培养微藻的限制因子之一, 补充 CO2能够提高微藻的生物量。
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  微藻生长繁殖快, 易于培养, 而且营养丰富,富

含微量元素和高度不饱和脂肪酸、色素等多种生物

活性物质,因此成为生产保健食品、食品添加剂、饲

料、生物肥料、化妆品及其它天然产品的重要原材

料;而且在水产动物育苗时广泛使用各种微藻作为

优良的生物饵料,是影响幼苗成活率和质量的关键

因素之一 (刘娟妮等, 2006)。能否有计划、稳定的

供给直接关系到育苗的成败,已经成为影响水产养

殖业发展的关键因素之一;此外,利用微藻为宿主的

基因产物的生产也日益受到关注。因此, 微藻大规

模培养技术的研究一直是国内外许多学者和养殖工

作者关注的课题 ( P ism an et a,l 2006; 孙建明等,

2003)。

光生物反应器是一种高效、稳定培养微藻的封

闭式装置,它克服了微藻室外开放式培养存在的占

地面积大、培养效率低、生产不稳定、容易污染等问

题。由于采用了封闭式培养系统, 其光能转化效率

高、条件易于控制,使微藻生产跨跃上了新水平。因

此,许多学者开始致力于用光生物反应器进行微藻

培养的研究, 并已应用于生物工程和化工等领域

(刘晶瞒等, 1999; Z itte lli et a,l 1999;吴垠等, 2004a;

吴垠等, 2004b )。但这种培养方式仍面临许多问

题, 如这种封闭培养器容易造成溶解氧蓄积,高密度

培养时 CO 2供应不足等 (吴垠等, 2004a)。本文研

究了在光生物反应器封闭式培养中,补充 CO2对重

要海洋经济微藻 ) ) ) 新月菱形藻 (N itzschiaceae clos-

terium )生长、光合色素和光合作用特征的影响, 为

光生物反应器高效培养微藻提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1. 1 藻种
新月菱形藻 (N. closterium )是由辽宁省海洋水

产科学研究院提供, 接种到光反应器之前, 在 3 000

mL的三角瓶中用 Conw ey培养液进行扩大培养。

1. 2 设备与方法

光生物反应器由大连汇新海洋科技发展有限公

司提供 (专利号: ZL02283827. 9) , 整套设备包括培

养器、水处理器、温控系统、CO2充气系统及人工光

源等。容积为 350L,采用自然光和人工光 (外置 )连

续照明, 光照强度为 1 500 ~ 8 000 lx, 水温 16 ~

20e 。对照组通过滤空气, CO 2浓度为 350 LL /L;

实验 A组和实验 B组分别在充过滤空气的基础上,

每天中午 12点补充 CO2浓度为 1 000 LL /L的空气

20m in和 10m in; 3组的充气量均为 300mL /m in,均

进行 3次重复。

1. 3 测试指标

1. 3. 1 细胞数量及生物量测定  每天用血球计数
板测量新月菱形藻细胞个数。培养结束时, 用 0. 2

Lm玻璃纤维滤膜 (w hatman, GF /C )过滤 50 mL藻



液,在 65bC下烘至恒重, 即得干重。先将玻璃纤维

滤膜用 5% HC l浸泡 30 m in, 450bC灼烧 4h,称重得

W 0,然后过滤藻液, 于 65bC烘至恒重, 称重得 W 1。

W 0与 W 1之差即为微藻干重。

1. 3. 2 光合色素测定  培养结束时, 测定叶绿素

a、叶绿素 b和类胡萝卜素含量, 将藻液经 0. 45 Lm

微孔滤膜过滤, 用 95%丙酮萃取定容至 10 mL, 751

型分光光度计测定 (吴垠等, 2004b)。

1. 3. 3光合作用对光强的影响曲线 ( P- I曲线 )测

定  将培养至指数生长期的藻液低速离心收获细

胞,用新鲜的 Conw ey培养液重悬, 调整各组藻液为

相似的细胞密度, 取 200mL藻液至反应瓶, 通过调

整碘钨灯与反应瓶的距离得到不同的光照强度,温

度为 20bC, 用氧电极测定光合放氧速率 (吴垠等,

2004a)。

2 结果

2. 1 补充 CO2对新月菱形藻生长的影响

光生物反应器补充 CO2培养新月菱形藻的生

长结果见图 1、图 2。新月菱形藻初始细胞密度为

14万 ~ 15万 cell/mL。单因素方差分析显示,培养

至 7d,实验 A组的藻密度显著高于实验 B组和对照

组 (P < 0. 05) ;培养至 11d, 实验 B组的藻密度才显

著高于实验组 (P < 0. 05)。在培养结束时 ( 16 d) ,

3个处理的藻密度差异显著 (P < 0. 05)。经 LSD多

重比较, 实验 A组的藻密度最高为 853. 8万 cell/

mL,实验 B组的藻密度为 621. 9万 ce ll/mL,对照组

藻密度最小为 573. 1万 cell/mL ( P < 0. 05)。培养

结束时,微藻干重差异极显著 (P < 0. 01)。 LSD多

重比较表明,实验 A组最高,为 0. 95 mg /mL;实验 B

组次之,为 0. 77 mg /mL; 对照组最低, 为 0. 68 mg /

mL(P < 0. 05)。

图 1 补充 CO2对新月菱形藻细胞密度的影响

Fig. 1 Effect of CO2 concen tration on cell

density ofN itzsch iaceae closterium

图 2 补充 CO2对新月菱形藻干重的影响

F ig. 2 Effect of CO2 concentrat ion on

dry we ight ofN itzsch iaceae c losterium

2. 2 补充 CO2对新月菱形藻光合色素的影响

补充 CO2对新月菱形藻各种光合色素影响见

图 3。藻细胞叶绿素 a和类胡萝卜素的含量有显著

性差异 (P < 0. 05) ,藻细胞叶绿素 b含量没有差异。

LSD多重比较方差分析表明, 实验 A组和实验 B组

叶绿素 a含量 (分别为 0. 17 pg /cell和 0. 18pg /ce ll)

显著高于对照 ( 0. 06 pg /ce ll) ( P < 0. 05)。藻细胞

类胡萝卜素含量对照组 ( 0. 10 pg / ce ll)显著高于实

验 A组 ( 0. 05 pg /ce ll)和实验 B组 ( 0. 06 pg /ce ll)

(P < 0. 05)。

图 3 补充 CO2对新月菱形藻光合色素含量的影响

F ig. 3 Effec t of CO
2

concentrat ion on photosyn thetic

p igm ents ofN itzsch iaceae closterium

2. 3 补充 CO2对新月菱形藻光合作用的影响

补充 CO2对新月菱形藻 P - I曲线的影响见图

4。在光照小于 100 Lmo l/m
2
# s时, 3条曲线混在

一起,当光照高于 100 Lmo l/m
2 # s时,实验 A组的

P- I曲线在最上面,实验 B组位于中间, 而对照组

则在最下面。其中各条曲线的参数见表 1。方差分

析表明, 补充 CO 2对新月菱形藻的最大光合速率

(Pm )、光合作用效率 ( A)和光合作用饱和光强 ( Ik )

都有显著性影响 (P < 0. 05)。 LSD多重比较表明,

实验 A组的 Pm 最高, 实验 B组次之, 对照组最低

(P < 0. 05)。实验 A组的 A显著高于实验 B组和

对照组 (P < 0. 05) ,实验 B组和对照组没有显著差
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异 (P > 0. 05)。实验 A组和实验 B组的 Ik没有显

著差异 ( P > 0. 05 ), 但是显著高于对照组 (P <

0105)。

图 4 补充 CO2对新月菱形藻光合作用

-光反应曲线 (P - I曲线 )的影响

F ig. 4 Ligh t re sponse curves of photosyn thetic

oxygen evolution rate ofN itzsch iaceae c losterium

cultured in d ifferent CO2 concentra tion

表 1 不同 CO2浓度对新月菱形藻

P- I曲线各项参数的影响

Tab. 1 Param eters for photosyn thet ic- ligh t response

( P- I) curves of N itzsch iaceae closterium

组  别
Pm /Lmol#

m g- 1# h- 1

A/Lm ol#

mg- 1# h- 1

Ik /Lmo l#

m - 2# s- 1

实验 A组 617. 2 ? 23. 1 8. 02 ? 0. 39 76. 92 ? 3. 80

实验 B组 550. 0 ? 22. 6 6. 96 ? 0. 52 79. 03 ? 3. 80

对照组 428. 8 ? 19. 1 7. 35 ? 0. 59 53. 90 ? 2. 90

3 讨论

已有很多研究表明 ( R iebese ll et a,l 1993; Chen

et a,l 1994; Gao et a,l 1991; Gao et a,l 1993; 夏建荣

和高坤山, 2001; 夏建荣等, 2002) , 在自然条件下海

洋硅藻和绿藻的生长在低浓度 CO 2下受到限制,提

高 CO2的浓度会促进微藻的生长。吴垠等 ( 2004a)

和于娟等 ( 2005)的报道表明,提高光生物反应器中

CO2浓度培养叉鞭金藻、盐藻和小球藻、亚心型扁藻

同样也能促进微藻的生长。这与我们补充 CO2能

够促进光生物反应器中新月菱形藻生长的研究结果

一致。在培养的初期 (静止期 ) , 补充 CO2对新月

菱形藻的生长影响不显著,随着培养时间的延长,藻

液浓度的增加,补充 CO2才对新月菱形藻生长产生

影响。而且在试验浓度范围内, 多补充 CO2比少补

充 CO2提高生长的幅度要大, 具有剂量依赖效应。

这表明在培养初期, 藻细胞生物量低, 培养液中的

CO2浓度尚未构成藻细胞生长的限制因子。但是随

着藻细胞数量的增加, 对 CO2需求加大, 对照组的

CO2供给已经满足不了微藻的生长, 成为光生物反

应器培养微藻的限制因子。

本文的结果还显示, 与大气 CO2浓度条件下培

养相比, CO2浓度的提高,显著地提高了对数生长期

的最大光合速率、光合作用效率和光合作用饱和光

强, 这与 CO2浓度的提高导致藻细胞有较高的生物

量是一致的。吴垠等 ( 2004a)的研究结果同样表明

这一点。这一结果与 Shelp等 ( 1980)和 Watanabe

等 ( 1997)认为小球藻能够有效利用外源 CO2而提

高光合作用的结论一致。说明补充外源 CO2可以

提高新月菱形藻对于光能的利用和转化,提高光合

效率,为光合碳化提供充足的能量,进而导致新月菱

形藻营养成分的积累。 CO 2是植物光合作用的底

物, 又是光合作用的主要限制因子之一。 CO2浓度

升高可在两个方面影响新月菱形藻的光合作用, 一

方面增加了 CO 2对 Rub isco结合位点的竞争从而提

高羧化速度;另一方面通过抑制光呼吸提高净光合

效率 (吴垠等, 2004a; K irk, 1983)。此外, 张其德等

( 1996)认为这可能是因为 CO2加倍有利于藻光系

统 II的光化学效率的提高,光系统 II的光化学效率

的提高有利于把捕获的光能以更高的效率转化为化

学能,为光合碳同化提供更充足的能量。这可能是

补充 CO2有利于光合效率提高的原因之一。
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Effects of CO2 Enrichm ent on Grow th and Photosynthesis ofN itzschiaceae closter ium
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Abstract: In order to optim ize the param eter, the effects o f CO2 enrichment on the g row th and photosynthesis o f

N itzschiaceae closterium in a ir lift photobioreactors w ere invest igated. The results show ed that ce ll density and b io-

mass o fN. closterium sign ificantly increased when cu lture med iun w as bubb led w ith enriched CO2 ( 1 000 LL /L)

compared to low CO2 concentrat ion ( 350 LL /L) . M oreover, CO 2 enrichment increased the Chla and Car content o f

algae ce l,l and had no significantly effect on the Chlb content of a lgae cel.l The max imum photosynthesis rate

(Pm ), the initial slope (A) and saturat ing irrad iance level ( Ik ) in exponent ial grow th phase rosew ith CO2 enr ich-

men.t The resu lts show that CO2 is one of lim it ing factors fo r a lgae g row th. The biomass ofN itzschiaceae closterium

is improved by enriched CO2.

K ey words: N itzschiaceae closterium; photobioreactor; CO 2 concen trat ion; grow th; photosynthesis
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