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能源小球藻异养培养条件优化研究 
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摘要：对影响小球藻生长的 4 个主要因素即葡萄糖，KNO3，KH2PO4 及 MgSO4 进行单因素实验，探讨不同

添加量对生物量的影响。并通过正交实验确定各因素对小球藻影响程度的大小，得到了异养培养的最佳优

化条件：在 BG11 培养基的基础上，葡萄糖浓度为 20 g/L, C∶N（质量比）为 3:1，KH2PO4 浓度为 0.05 g/L，

MgSO4 浓度为 0.15 g/L 时，小球藻的最大生物量可达到 4.45 g/L. 该研究为小球藻的异养培养提供了依据。 
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Abstract: To examine the effect of glucose, KNO3, KH2PO4 and MgSO4 on the growth of Chlorella sp., 
single factor and orthogonal experiments were employed to determine the optimum condition of 
heterotrophic cultivation. Results showed that on the basis of BG11 culture medium with the condition of 
glucose 20 g/L, C:N 3:1 (mass ratio), KH2PO4 0.05 g/L, MgSO4 0.15 g/L, Chlorella sp. obtained the 
maximum biomass 4.45g/L .The research provided basis for heterotrophic cultivation of Chlorella sp. 
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0  引言 
小球藻（Chlorella sp.）为绿藻门小球藻属单细胞绿藻，是一种普生性球形单细胞淡水藻类，直径 3～

8 μm，出现在 20 多亿年前，是地球上最早的生命之一，具有高效的光合效率，不仅可以利用光能自养，

而且可以利用有机碳进行异养生长，其繁殖速度快，生物量大，分布极广[1]。小球藻含有丰富的蛋白质、

脂质、多糖、食用纤维、维生素、微量元素和活性代谢产物，具有防治消化性溃疡、抗肿瘤，增强免疫、

抗辐射、降血脂等保健和药理作用[2]。 
近年来，由于突出的能源危机，寻找生物燃料替代化石燃料成为亟待解决的问题[3]。微藻是生产生

物柴油的良好原料，小球藻因其环境适应能力强、光合效率高、生长周期短、生物量大等优点，成为首

选藻类[4]。要得到优质的藻类并且加以利用，首先需要得到大量的藻体[5]。这里通过对小球藻进行异养

培养，考察葡萄糖，KNO3，KH2PO4 及 MgSO4 对小球藻生物量及生长速率的影响，并通过正交实验，

对其培养条件进行优化。 
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1  材料与方法 

1.1  藻种 

小球藻（Chlorella sp.）购自中国科学院野生生物种质库淡水藻种库。 

1.2  培养基与培养条件 

本实验在 BG11 液体培养基[6]的基础上进行优化。 
100 mL 培养液装量于 250 mL 锥形瓶，接种量 10%，培养温度 25℃，于生化培养箱中培养，光照强

度 3 000～3 500 lx，光暗周期 12 h∶12 h，每天手摇 3～5 次，在无菌接种箱内取样。 

1.3  仪器与设备 

实验用的仪器有紫外可见分光光度计 UV-2450（苏州岛津制作所）、LRH-150 生化培养箱（上海一

恒科技有限公司）、无菌接种箱 WJ-ZJ（南京优尼生物科技有限公司）、光照强度计 SmartAR823+（广

州横高精艺科技发展有限公司）、离心机 80-2B（湖南星科科学仪器有限公司）以及显微镜 Motic BA400
（北京信诺莱伯仪器公司）。 

1.4  实验方法 

1.4.1  生物量测定 
浊度比色法[7]：每天定时取样，用紫外分光光度计在 540 nm 波长下测藻液吸光度（OD540）。 
细胞密度法[6]：在显微镜下用血球计数板法。采用 25×16 型血球计数板，细胞密度：N= (80 个小格

内细胞个数/80) ×400×104 ×稀释倍数。每组测量 3 次，取平均值。 
细胞干重法[8]：用移液管取不同密度均匀小球藻液 2 mL，放入已称重（质量为 W1）的离心管中进

行离心，8 000 r/min 下离心 5 min，除去上清液，用蒸馏水洗涤藻细胞，重复离心、洗涤 3 次后，80℃烘

干至恒重，用电子天平称重（质量为 W2），测定藻体干重（W）。每组测量 3 次，取平均值。 
根据下式可得藻体的干重： 

W=（W2－W1）×1 000/V， 

其中，W1 为离心管重量（g）；W2 为离心干燥后总重量（g）；1 000 为 1 L 的藻液；V 为所取藻液体积

（mL）。 

1.4.2  比生长速率测定 

比生长速率可用来评价藻体在一定时期内的总体生长情况。该指标的计算以浊度比色法测定的吸光

值为基础，公式如下[9]： 

μ=（1n N2−1n N1）/（T2−T1）， 

其中， μ为比生长速率（d −1）；N1为T1时刻的细胞密度（106 cells·mL−1）；N2 为T2时刻的细胞密度（106 cells·mL−1）。 

1.4.3  正交实验 

在小球藻生长过程中，所需要的营养元素有 15～20 种，水体的大多数元素均能满足它的需要，不会

成为限制性因子。C，N，P 是小球藻生长的主要营养元素[10]，Mg 是影响其生长的主要微量元素[11]。本

实验中，利用正交实验优化了培养基中葡萄糖，C:N，KH2PO4 及 MgSO4 浓度，确定了它们对小球藻生

长影响程度的大小。采用 L9（34）正交表进行四因素三水平正交实验，如表 1 所示。 
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2  结果与讨论 
2.1  OD540 分别与藻体细胞密度及干重的线

性关系 

将藻体的吸光度与相应的细胞密度及干

重进行一元线性拟合，分别建立了 OD540 与

密度及干重的线性关系，如图 1 所示。由图 1

可得：小球藻细胞数 N（×106cells·mL−1）= 

19.45×OD540−1.816 5（R2 = 0.981 1）；藻体干重 DW（g/L）=0.434 8×OD540−0.050 7（R2=0.962 9）. 通

过上式，用测得的吸光度值可直接得到对应的藻细胞密度及干重（若测得的 OD 值大于 0.8，则需要

稀释[12]）。 

2.2  葡萄糖浓度对小球藻生长的影响 

葡萄糖是小球藻异养培养的较好碳源，它可以直接利用有机葡萄糖中的碳。在培养基中分别添加

5，10，15，20，25 g/L 的葡萄糖，其异养生长曲线如图 2 所示。根据单因素方差分析法可知，不同

浓度的葡萄糖对小球藻生长有着显著影响（P<0.05），图 3～图 4 为不同浓度下小球藻生物量的变化

情况。 

    
图 1  OD540 与小球藻细胞密度和细胞干重的线性关系               图 2  不同葡萄糖浓度对小球藻生长影响 
Fig. 1  Linear relationship of the cell numbers and dry            Fig. 2  Effect of different concentrations of glucose 

weight of Chlorella sp. with OD540                                            on growth of Chlorella sp. 
 
由图 2 可以看出，随着时间的推移，小球藻不断生长，第 2 天开始进入对数生长期，第 8 天进入稳

定期。由图 3、图 4 可知，细胞密度及干重在第 9 天达到最大值，此后不再明显增加。当葡萄糖浓度为

20 g/L 时，小球藻生长情况最好，细胞累积量和干重分别达到 106.548×106 cells·mL−1 和 2.737 g/L，这和

张丽君等[11]研究最适葡萄糖浓度为 10 g/L 的结果不一致，可能是由于培养条件、藻种差异性等原因引起

的。当葡萄糖浓度继续增加至 25 g/L 时，生物量反而减小，说明过高的浓度抑制了藻类生长[12] ，葡萄

糖浓度若过低，满足不了小球藻的生长需求。因此，可得葡萄糖浓度 20 g/L 为其最适生长条件。表 2 给

出了不同浓度葡萄糖对小球藻生长速率的对比。 

表 1  因素水平表 
Tab. 1  Levels of factors 

水平 
因子 Xi 因子描述 

1 2 3 

A 葡萄糖/（g/L） 10 15 20 

B C:N（质量比） 2:1 3:1 4:1 

C KH2PO4/（g/L） 0.05 0.08 0.12 

D MgSO4/（g/L） 0.050 0.075 0.150 
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图 3  不同葡萄糖浓度对小球藻细胞干重的影响          图 4  不同葡萄糖浓度对小球藻细胞密度的影响 

Fig. 3  Effect of different concentrations of glucose on       Fig. 4  Effect of different concentrations of glucose on 
biomass dry weight of Chlorella sp.                             cell density of Chlorella sp. 

  
表 2  不同浓度葡萄糖的测定结果 

Tab. 2  Measured results with different concentrations of glucose 

葡萄糖浓度/（g/L） N1/（×106 cells·mL−1） N2/（×106 cells·mL−1）
细胞累积量/ 

（×106 cells·mL−1） 比生长速率/d−1 最大细胞干重/（g/L）

 5 13.220 110.462 97.242 0.303 2.329 
10 11.818 110.400 98.582 0.319 2.367 
15 8.034 112.345 104.311 0.377 2.524 
20 20.384 126.932 106.548 0.382 2.737 
25 10.562 117.596 107.034 0.344 2.584 

 

2.3  KNO3 浓度对小球藻生长的影响 

氮是微藻类生长重要的营养元素。SHI 等[13]研究了 3 种氮源即 KNO3、氨水和尿素对 Chlorella 
protothecoides 异养生长的影响，本实验用 KNO3 作为小球藻生长的氮源，在培养基中分别添加 0.8，1.2，
1.6，3.2，6.4 g/L 的 KNO3，其异养生长曲线如图 5 所示，根据单因素方差分析法可知，不同浓度的 KNO3

对小球藻生长有着显著影响（P<0.05），图 6～图 7 为不同浓度下小球藻生物量的变化情况。 

   
图 5  不同 KNO3 浓度对小球藻生长影响              图 6  不同 KNO3 浓度对小球藻细胞干重的影响 

Fig. 5  Effect of different concentrations of KNO3 on           Fig.6  Effect of different concentrations of KNO3 on 
growth of Chlorella sp.                            biomass dry weight of Chlorella sp. 
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由图 5 可以看出，小球藻的生长在不同浓度的

KNO3 中呈现较明显的差异。从第 3 天开始进入对数

生长期，KNO3 浓度为 0.8 g/L 和 1.2 g/L 的藻液，从

第 12 天开始进入稳定期，而浓度为 1.6，3.2，6.4 g/L
的藻液，从第 13 天开始陆续进入稳定期，说明高浓度

的 KNO3 可以延长小球藻的对数生长期。由图 6～图 7
可以看出，小球藻最终生物量的大小按顺序为   
3.2 g/L>0.8 g/L>1.2 g/L>1.6 g/L>6.4 g/L. 由此说明，

提高氮浓度，可以提高小球藻生物量，当 KNO3 浓度

为 3.2 g/L 时，细胞累积量及干重达到最大值，分别

为 25.799×106 cells·mL−1 和 0.870 g/L，再增加浓度，

反而抑制了微藻的生长[14]。因此，KNO3浓度为 3.2 g/L
为其最适生长条件。表 3 给出了不同浓度 KNO3 对小球藻生长速率的对比。 

表 3  不同浓度 KNO3 的测定结果 
Tab. 3  Measured results with different concentrations of KNO3 

KNO3 浓度/（g/L） N1/ 
（×106 cells·mL−1） 

N2/ 
（×106 cells·mL−1）

细胞累积量/ 
（×106 cells·mL−1）

比生长速率/d−1 最大细胞干重/
（g/L） 

0.8 6.022 29.653 23.631 0.159 0.773 
1.2 7.033 27.471 20.438 0.136 0.657 
1.6 6.839 25.234 18.395 0.131 0.614 
3.2 7.811 33.610 25.799 0.160 0.870 
6.4 5.711 18.828 13.117 0.119 0.512 

 

2.4  KH2PO4 浓度对小球藻生长的影响 

磷是微藻生长的一个重要限制因子，不同的藻类对磷浓度有不同的要求。本实验采用 KH2PO4 作为

小球藻生长的磷源。在培养基中分别添加 0.04，0.08，0.12，0.16，0.20 g/L 的 KH2PO4，其异养生长曲

线如图 8 所示，图 9～图 10 为不同浓度下小球藻生物量的变化情况。 

   
图 8  不同 KH2PO4 浓度对小球藻生长影响                图 9  不同 KH2PO4 浓度对小球藻细胞干重的影响 
Fig. 8  Effect of different concentrations of                  Fig. 9  Effect of different concentrations of  

KH2PO4 on growth of Chlorella sp.                    KH2PO4 on biomass dry weight of Chlorella sp. 

 
图 7  不同 KNO3 浓度对小球藻细胞密度的影响 

Fig. 7  Effect of different concentrations of KNO3 on cell 
density of Chlorella sp. 
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由图 8～图 10 可以看出，不同浓度的 KH2PO4

对小球藻生长的影响具有显著差异。在前 4 天，不同

浓度的 KH2PO4 对小球藻生长没有产生明显影响，说

明此时处于调整期。从第 5 天开始，小球藻进入对数

生长期，生物量随着时间的延长不断增加。当 KH2PO4

浓度由 0.04 g/L 增加至 0.08 g/L 时，小球藻生物量有

明显的增加，待浓度进一步增加时，生物量减少，达

到 0.2 g/L 时，最小，说明高浓度的磷酸盐抑制了小

球藻的生长，这和季祥等 [5]的研究结果相一致。当

KH2PO4 浓度为 0.08 g/L 时，为小球藻生长的最适宜

浓度，此时细胞干重和细胞累积量分别达到 0.127 g/L
和 21.501×106

 cells·mL−1. 表 4 给出了不同浓度

KH2PO4 对小球藻生长速率的对比。 
 

表 4  不同浓度 KH2PO4 的测定结果 
Tab. 4  Measured results with different concentrations of KH2PO4 

KH2PO4 浓度/
（g/L） 

N1/ 
（×106 cells·mL−1） 

N2/ 
（×106 cells·mL−1）

细胞累积量/ 
（×106 cells·mL−1）

比生长速率/d−1 最大细胞干重/
（g/L） 

0.04 11.954 27.386 15.432 0.159 0.104 
0.08 12.207 33.708 21.501 0.136 0.127 
0.12 11.876 31.471 19.595 0.131 0.122 
0.16 12.674 33.221 20.547 0.150 0.120 
0.20 10.865 24.955 14.090 0.119 0.104 

 

2.5  MgSO4 浓度对小球藻生长的影响 

镁是小球藻生长所需的微量元素，这里使用 MgSO4. 在培养基中分别添加 0.04，0.08，0.12，0.16，
0.20 g/L 的 MgSO4，其异养生长曲线如图 11 所示，图 12～图 13 为不同浓度下小球藻生物量的变化情

况。 

     

图 11  不同 MgSO4 浓度对小球藻生长影响             图 12  不同 MgSO4 浓度对小球藻细胞干重的影响 
Fig. 11  Effect of different concentrations of MgSO4 on         Fig.12  Effect of different concentrations of MgSO4 on 

growth of Chlorella sp.                             biomass dry weight of Chlorella sp. 

 
图 10  不同 KH2PO4 浓度对小球藻细胞密度的影响 

Fig. 10  Effect of different concentrations of KH2PO4 on 
cell density of Chlorella sp. 
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由图 11 可以看出，不同浓度的 MgSO4 对小球藻

的生长具有重要影响。在前 4 天，不同浓度的 MgSO4

对小球藻生长没有产生明显影响，从第 5 天开始，小

球藻进入对数生长期。图 12 和图 13 表明，生物量随

着时间的延长不断增加，且不同浓度的 MgSO4 对生物

量的影响从第 9 天开始产生显著差异。浓度由 0.04 g/L
增加至 0.08g/L 时，小球藻生物量有显著的增加，且

大小按顺序排列为 0.08 g/L>0.16 g/L>0.2 g/L>0.12 g/L> 
0.04 g/L. 当 MgSO4 浓度为 0.08g/L 时，为小球藻生

长的最适宜浓度。表 5 给出了不同浓度 MgSO4 对小

球藻生长速率的对比。 
 
 
 

表 5  不同浓度 KH2PO4 的测定结果 
Tab. 5  Measured results with different concentrations of KH2PO4 

MgSO4浓度/（g/L） N1/ 
（×106 cells·mL−1） 

N2/ 
（×106 cells·mL−1）

细胞累积量/ 
（106 cells·mL−1）

比生长速率/d−1 最大细胞干重/
（g/L） 

0.04 8.336 22.232 13.896 0.109 0.447 
0.08 10.826 34.124 23.298 0.134 0.710 
0.12 9.445 24.524 15.079 0.106 0.463 
0.16 9.815 32.638 22.823 0.124 0.679 
0.20 9.309 29.137 19.828 0.127 0.601 

 

2.6  不同营养元素对小球藻生长的影响 

按表 1 设计进行四因素三水平正交实验，结果如表 6 所示。 
 

表 6  正交实验及结果 
Tab. 6  Orthogonal experiment and results 

实验序号 A（葡萄糖） B（C:N） C（KH2PO4） D（MgSO4） 藻体干重/（g/L） 

1 1 1 1 1 2.63 

2 1 2 2 2 4.33 

3 1 3 3 3 3.65 

4 2 1 2 3 4.21 

5 2 2 3 1 4.412 

6 2 3 1 2 4.13 

7 3 1 3 2 4.25 

8 3 2 1 3 4.45 

9 3 3 2 1 3.46 

极差 0.714 0.700 0.367 0.736  

 
由表 6 可知，第 8 组实验的小球藻长势最好，干重可达到 4.45 g/L. 4 种因素对小球藻生长的影响按

极差大小排列为 MgSO4>葡萄糖>C:N>KH2PO4，说明 MgSO4 对小球藻生长影响最为显著。当 C:N 从 2:1

增加至 3:1 时，生物量增加，但是达到 4:1 时生物量又随之下降。张丽君等[11]认为碳氮质量比维持在 4～5
之间是一种比较优化的控制条件，本实验得到优化条件为 3:1，相差不大，可能与实验的条件等因素差异

 
图 13  不同 MgSO4 浓度对小球藻细胞密度的影响 

Fig. 13  Effect of different concentrations of MgSO4 on cell 
density of Chlorella sp. 
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化有关。因此，较好的水平组合为 A3B2C1D3，即葡萄浓度为 20 g/L，C:N 为 3:1，KH2PO4 浓度为 0.05 g/L，
MgSO4 浓度为 0.15 g/L. 

3  结论 
小球藻作为未来生物燃料的重要来源，开发利用前景广阔。如何用低成本、高产量、易控制的异养

培养方式生产出富含多种营养成分的小球藻是大规模生产的关键[11]。研究在 BG11 培养基的基础上，分

别添加小球藻生长所需的营养元素，通过单因素以及正交实验，寻找最佳的培养条件。 
1）小球藻生长测得的 OD540 与细胞密度及干重具有良好的线性关系。这一关系可为小球藻细胞密度

及干重的测量提供依据。 
2）在单因素实验中，葡萄糖，KNO3，KH2PO4 及 MgSO4 的浓度对小球藻生长的影响具有显著差异。

随着营养元素浓度的增加，小球藻生物量也随之增加，但是高浓度的营养元素反而会抑制小球藻的生长。

当葡萄糖浓度为 20 g/L，KNO3 浓度为 3.2 g/L，KH2PO4 浓度为 0.08 g/L，MgSO4 浓度为 0.08 g/L 时，分

别可以达到最大的细胞密度及干重。 
3）葡萄糖，C:N，KH2PO4，MgSO4 4 种因素中，MgSO4 对小球藻的影响程度最大，其次是葡萄糖。

经过正交实验得到小球藻生长的优化条件，即葡萄糖 20 g/L，C:N 为 3:1，KH2PO4 0.05 g/L，MgSO4 0.15 g/L，
在此条件下，小球藻的干重可达到 4.45 g/L.  
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