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摘　要：研究了不同Ｃ／Ｎ（０∶１、３∶１、６∶１、９∶１、１２∶１和１５∶１）对绿球藻（Ｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．）生长和细胞组分的
影响，初始接种密度为３００×１０４个／ｍＬ，实验进行７ｄ。结果表明：兼养培养能够显著提高绿球藻细胞密度、特
定生长率和生物量（Ｐ＜０．０５），当Ｃ／Ｎ为９∶１时，生物质量浓度达到最大值０．３６ｇ／Ｌ；兼养条件下，随着 Ｃ／Ｎ
的增加，绿球藻蛋白质和总脂质量分数有所降低，Ｃ／Ｎ为１２∶１时，蛋白质质量分数达到最小值３３．７６％；Ｃ／Ｎ
为１５∶１时，总脂质量分数达到最小值６．６７％，显著低于其他各组（Ｐ＜０．０５）；碳水化合物质量分数表现为先
增加后降低的趋势，在Ｃ／Ｎ为９∶１时达到最大值３０．５７％，显著高于其他各组（Ｐ＜０．０５）；不同Ｃ／Ｎ对绿球藻
脂肪酸组成和质量分数影响不同，随着Ｃ／Ｎ的增加，饱和脂肪酸（ＳＦＡ）和单不饱和脂肪酸（ＭＵＦＡ）质量分数
提高，在Ｃ／Ｎ为１５∶１时，分别达到最大值２０．７２％和１４．６１％，多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）质量分数降低，在Ｃ／Ｎ
为１５∶１时，达到最小值６４．６７％。由此可知，Ｃ／Ｎ为９∶１可以提高绿球藻生物量，随着 Ｃ／Ｎ的增大有利于
ＳＦＡ和ＭＵＦＡ的合成，但不利于ＰＵＦＡ的合成。
关键词：绿球藻；Ｃ／Ｎ；生长；生物量；细胞组分；脂肪酸
中图分类号：Ｓ９６３．１　　　文献标志码：Ａ

　　微藻是一类个体微小、分布广泛的初级生产
者，富含色素、蛋白质、脂质和碳水化合物等营养

物质，蕴含巨大的开发潜力，在水产养殖、生物医

药和能源环境等领域发挥着重要作用。当前大

多数藻类的培养以光合自养为主，通过在光照下

吸收ＣＯ２进行生长，然而在藻细胞生长后期，由
于细胞的自我遮挡，大大降低了光的有效性和微

藻对光的利用率，从而限制了微藻的生物量生产

和营养物质的积累，如何获得高密度和高品质的

微藻生物量越来越成为限制微藻产业化发展的

重要因素。

碳是微藻生长和细胞合成所必需的营养元

素，许多微藻类具有膜传输系统，不仅能够以ＣＯ２
为无机碳源进行生长，还能够利用葡萄糖、乙酸

盐、甘油、蔗糖和果糖等有机碳来为生长提供能

量［１４］，提高底物营养的转化效率和微藻生物量，

从而实现高密度培养。不同种类的碳源对微藻

生长有不同影响［５６］，其中葡萄糖是许多微藻生

长所需的最佳有机碳源，以葡萄糖为碳源进行兼

养培养，原始小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｒｏｔｏｔｈｅｃｏｉｄｅｓ）最大
生长速率是自养条件下的 １０倍［７］，杜氏盐藻

（ＤｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａＦＡＣＨＢ４３５）生物量是自养的
２．２倍［８］。微藻的生长速率除了与碳源的种类有

关外，越来越多报道指出不同Ｃ／Ｎ也会对微藻生
长产生影响，如扁藻（Ｔｅｔｒａｓｅｌｍｉｓｃｈｕｉｉ）在 Ｃ／Ｎ为
１２时生物量能够达到最大值１．３７ｇ／Ｌ，高于或低
于１２时均有所降低［９］。藻细胞内生化组分也会

受Ｃ／Ｎ的影响，Ｃ／Ｎ较高时，往往有利于脂质和
碳水化合物的合成，反之，有利于含氮化合物的

合成［１０１１］。

本实验以绿球藻（Ｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．）为研究
对象，前期的研究表明该株绿球藻耐高温和高氨

氮能力强，能够在温度３０～４０℃，氨氮含量１００～
３００ｍｇ／Ｌ条件下生长，对养猪场废水净化效果显
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著，而且该株绿球藻脂质含量高，Ｃ１６和 Ｃ１８系
列脂肪酸丰富，在提炼生物柴油方面也有较高的

应用价值［１２］，因此，实现高密度培养对于其进一

步研究和产业化应用至关重要。在前期研究的

基础上，探究了不同Ｃ／Ｎ对绿球藻生长和细胞组
分的影响，为该绿球藻的大规模培养和产业化应

用提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　藻株
实验所用藻株为绿球藻，来自上海海洋大学

生物饵料实验室。

１．２　实验设计
取指数增长期的绿球藻藻液，经３０００ｒ／ｍｉｎ

离心弃上清，收集藻细胞，并用灭菌去离子水清

洗３次，去除营养盐，然后接种到１０００ｍＬ的灭
菌三角烧瓶中，初始接种密度为 ３×１０６个／ｍＬ。
实验共设计６组（Ｃ／Ｎ分别为０∶１、３∶１、６∶１、９∶１、
１２∶１和１５∶１），每组３个平行，共１８个样品。为
了避免营养缺乏可能造成的影响，实验所用的 ｆ／
２培养基［１３］的所有营养组分都以２倍浓度添加，
保持营养液中氮磷比值不变，通过添加不同浓度

的无水葡萄糖使得碳原子与氮原子之比为３∶１、
６∶１、９∶１、１２∶１和１５∶１，进行兼养培养，并以不添
加葡萄糖的自养培养０∶１组做对照。实验在光
照培养箱中进行，温度（３５±２）℃，光照３０００ｌｘ，
光照周期１２Ｌ∶１２Ｄ，每天定时摇藻４次，实验共进
行７ｄ。

实验期间，每天统计藻细胞生长情况，测定

藻细胞密度和培养液中葡萄糖含量，计算藻细胞

特定生长率。实验结束后，测定各组藻细胞生物

量、色素、蛋白质、总脂、碳水化合物和脂肪酸含

量。

１．３　测定指标和方法
１．３．１　绿球藻细胞密度、特定生长率和生物量
测定

采用 ＸＢＫ２５血球计数板测定绿球藻细胞
密度，每个样品重复测定３次，并根据以下公式
计算绿球藻细胞的特定生长率Ｋ。

Ｋ＝（ｌｎＮｔ－ｌｎＮ０）／ｔ （１）
式中：Ｎ０为初始藻细胞密度，个／ｍＬ；Ｎｔ为经过
时间ｔ后藻细胞密度，个／ｍＬ；ｔ为培养时间，ｄ。

培养结束后，将藻液摇匀后取１００ｍＬ，经恒

重后的混合纤维素脂微孔滤膜（孔径０．４５μｍ）
抽滤，之后将含有藻液的微孔滤膜置于８５℃烘
箱中烘干至质量恒定，用公式（２）计算生物量
（Ｂ）：

Ｂ＝（Ｗ１－Ｗ０）／Ｖ （２）

式中：Ｂ为生物量，ｇ／Ｌ；Ｗ０为微孔滤膜的质量，
ｇ；Ｗ１为含有藻液的微孔滤膜的质量，ｇ；Ｖ为测
定生物量所需藻液体积，Ｌ。
１．３．２　绿球藻细胞组分含量的测定

实验结束后，取一定体积的藻液，离心后用

去离子水清洗３次，获取藻泥，利用甲醇提取绿
球藻色素，并采用分光光度计法［１４１５］测定色素含

量，根据以下公式分别计算叶绿素ａ（Ｐａ）、叶绿素
ｂ（Ｐｂ）、类胡萝卜素（Ｐｃ）含量：

Ｐａ＝（－８．０９６２×Ａ６５２＋１６．５１６９×Ａ６６５）×Ｖ１／Ｖ２／
Ｃ×１０６ （３）

Ｐｂ＝（２７．４４０５×Ａ６５２－１２．１６８８×Ａ６６５）×Ｖ１／Ｖ２／
Ｃ×１０６ （４）

Ｐｃ＝４×Ａ４８０×Ｖ１／Ｖ２／Ｃ×１０
６ （５）

式中：Ａ４８０、Ａ６５２、Ａ６６５分别是在波长为４８０、６５２、６６５
ｎｍ下测定的吸光度；Ｖ１为甲醇提取液体积，ｍＬ；
Ｖ２为测定藻液体积，ｍＬ；Ｃ为藻细胞密度，个／
ｍＬ。

将剩余藻液离心，离心后的上清液经 ０．２２
μｍ滤膜过滤用于测定培养液中葡萄糖质量浓
度。所获藻泥用去离子水反复清洗 ３次，置于
－４０℃条件下冷冻干燥，用于测定碳水化合物、
总脂和蛋白质质量浓度，绿球藻碳水化合物和培

养液中葡萄糖质量浓度的测定采用苯酚硫酸
法［１６］，用公式（６）计算培养液中葡萄糖的利用
率。蛋白质质量浓度的测定采用福林酚法［１７］，

总脂质量浓度采用氯仿甲醇法［１５］，之后采用ＢＦ３
甲酯化法［１８］测定脂肪酸质量浓度，并用 Ａｇｉｌｅｎｔ
７８９０Ａ型气相色谱仪联合 Ａｇｉｌｅｎｔ５９７５Ｃ质谱仪
分析脂肪酸。最后根据脂肪酸标准品的分析图

谱、保留时间以及质谱的分析对样品脂肪酸进行

定性分析，并按照峰面积归一化法计算各脂肪酸

的相对质量分数。

Ｕ＝（Ｍ０－Ｍｔ）／Ｍ０×１００％ （６）
式中：Ｕ为葡萄糖利用率，％；Ｍ０为培养液中葡萄
糖的初始质量浓度，ｍｇ／Ｌ；Ｍｔ为培养 ｔ天后培养

３４５
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液中葡萄糖质量浓度，ｍｇ／Ｌ；ｔ为培养时间，ｄ。
１．４　数据处理与分析

所有数据以平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）
表示，通过单因素方差分析和 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重比
较来评估各组实验数据之间的差异，Ｐ＜０．０５表
示数据之间有显著性差异。所有数据都使用

ＳＰＳＳ１７．０进行分析和处理。

２　结果与分析

２．１　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻细胞密度和特定生长率
的影响

由图１可知，随着培养时间的增加，０∶１组绿
球藻细胞从初始的 ３００×１０４个／ｍＬ增长到
５１７．５×１０４个／ｍＬ，仅增长了２００×１０４个／ｍＬ。在
兼养条件下，绿球藻细胞密度经过指数增长期后

达到最大值，其中３∶１组和６∶１组分别于实验第
２天达到最大值１７４１×１０４个／ｍＬ和２１３１×１０４

个／ｍＬ，分别是自养条件下的３．４和４．１倍，９∶１
和１５∶１组分别于实验第４天达到最大值２５００×
１０４个／ｍＬ和２１８５×１０４个／ｍＬ，分别是自养条件
下的４．８和４．２倍，１２∶１组在第７天达到最大值
２１６５×１０４个／ｍＬ，是自养条件下的４．１倍。由此
可知，当Ｃ／Ｎ为９∶１时，绿球藻具有最佳的生长
效果。

图１　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻细胞密度的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／Ｎｒａｔｉｏｓｏｎｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙ

ｆｏｒＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

由图２可知，随着培养时间的增加，各实验
组绿球藻细胞特定生长率均表现为逐渐降低的

趋势，其中０∶１组明显低于其他各组，因此在兼
养条件下培养能够提高绿球藻特定生长率。

２．２　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻生物量的影响
培养液中不同Ｃ／Ｎ对绿球藻生物量的影响

不同，如图３所示，随着Ｃ／Ｎ的增加，绿球藻生物
量表现为先增加后降低的趋势，与０∶１组相比，
只有３∶１组生物量无显著提高（Ｐ＞０．０５），其余
各组均显著提高（Ｐ＜０．０５），其中９∶１组达到最
大值０．３６ｇ／Ｌ，较０∶１组提高了２倍左右，Ｃ／Ｎ高
于９∶１后绿球藻生物量不再增加，甚至有所下
降，因此，培养液中适宜的 Ｃ／Ｎ能够提高绿球藻
生物量。对不同 Ｃ／Ｎ条件下绿球藻生物量含量
进行回归分析，得ｙ＝－０．００１８ｘ２＋０．０４０７ｘ＋
０．１１６６，Ｒ２＝０．９５７６，由此可计算出绿球藻获得
最大生物量所需最佳Ｃ／Ｎ为１１∶１。

图２　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻特定生长率的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／Ｎｒａｔｉｏｓｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｆｏｒＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表

示差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

图３　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻细胞生物质量浓度的影响
Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／Ｎｒａｔｉｏｓｏｎｄｒｙｗｅｉｇｈｔ

ｂｉｏｍａｓｓｆｏｒＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

４４５
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２．３　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻细胞色素含量的影响
由图４可知，培养液中添加葡萄糖能够降低

绿球藻细胞中色素含量，随着 Ｃ／Ｎ的增加，叶绿
素ａ、叶绿素ｂ、类胡萝卜素和总色素（叶绿素ａ＋
叶绿素ｂ＋类胡萝卜素）含量逐渐降低，０∶１组叶

绿素ａ、叶绿素ｂ、类胡萝卜素和总色素含量均显
著高于其他各组（Ｐ＜０．０５）。与 ０∶１组相比，
３∶１、６∶１、９∶１、１２∶１和１５∶１组藻细胞总色素含量
分别降低了２０％、３４％、４３％、４８％、５８％。

相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｎｏｏｒｌｉｔｔｌｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｎｏｓａｍｅｌｉｔｔｌｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓ

ｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

图４　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻色素组成的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／ＮｒａｔｉｏｓｏｎｐｉｇｍｅｎｔｓｃｏｎｔｅｎｔｆｏｒＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

２．４　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻蛋白质、总脂和碳水化
合物质量分数的影响

由图５可知，不同 Ｃ／Ｎ对绿球藻细胞蛋白
质、总脂和碳水化合物质量分数的影响不同，在

兼养条件下，随着 Ｃ／Ｎ的增加，绿球藻细胞蛋白
质和总脂质量分数均表现为逐渐降低的趋势，当

Ｃ／Ｎ为 １５∶１时分别达到最小值 ３５．５４％和
６．６６％，显著低于其他各组（Ｐ＜０．０５）。碳水化
合物质量分数表现为先增加后降低的趋势，在

９∶１组达到最大值 ３０．５７％，显著高于其他各组
（Ｐ＜０．０５）。与自养条件相比，兼养条件下绿球
藻各组碳水化合物质量分数均显著增加（Ｐ＜
０．０５）。

２．５　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻培养液中葡萄糖的利用
效果

由图６可知，在兼养条件下，各实验组培养
液中葡萄糖质量分数随着培养时间的增加逐渐

降低，最终接近０ｍｇ／Ｌ，并且随着 Ｃ／Ｎ的增加，
对葡萄糖的消耗时间延长，这表明Ｃ／Ｎ的增加可
以延长绿球藻生长时间。实验各组对葡萄糖的

利用率如图７所示，３∶１、６∶１、９∶１、１２∶１和１５∶１
组对葡萄糖利用率分别达到９０．８３％、９４．８２％、
８９．９１％、９３．０３％和９３．４６％，各组之间无显著差
异（Ｐ＞０．０５），表明在不同 Ｃ／Ｎ条件下，绿球藻
对培养液中的葡萄糖均有较好的利用效果。
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不同字母表示组间差异显著（Ｐ＜０．０５）

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃｅｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ

图５　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻蛋白质、总脂和碳水化合物质量分数的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／Ｎｒａｔｉｏｓｏｎｃｏｎｃｅｎｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎ，ｔｏｔａｌｌｉｐｉｄａｎｄ

ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｆｏｒＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

图６　不同Ｃ／Ｎ对培养液中葡萄糖质量浓度的影响
Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／Ｎｒａｔｉｏｓ
ｏｎｇｌｕｃｏｓｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

图７　不同Ｃ／Ｎ对培养液中葡萄糖利用率的影响
Ｆｉｇ．７　ＥｆｆｅｃｔｏｆｖａｒｉｏｕｓＣ／Ｎｒａｔｉｏｓ

ｏｎｇｌｕｃｏｓｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｒａｔｅ

２．６　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻脂肪酸组成和质量分数
的影响

绿球藻脂肪酸质量分数测定结果见表１。绿
球藻中含有较高的多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ），主
要是亚麻酸（ＡＬＡ）和亚油酸（ＬＡ），饱和脂肪酸
（ＳＦＡ）和单不饱和脂肪酸（ＭＵＦＡ）质量分数较
少，主要是Ｃ１６和Ｃ１８系列脂肪酸。研究结果表
明，随着Ｃ／Ｎ的增加，绿球藻细胞中 ＳＦＡ质量分
数逐渐升高，在 Ｃ／Ｎ为 １５∶１时达到最大值
２０．７２％，与１２∶１组无显著差异（Ｐ＞０．０５），但显
著高于其他各组（Ｐ＜０．０５），主要表现在 Ｃ１６∶０
和Ｃ１８∶０这两种脂肪酸水平上。ＭＵＦＡ质量分
数表现为先降低后增加的趋势，在 Ｃ／Ｎ为１５∶１
时达到最大值１４．６１％，显著高于其他各组（Ｐ＜
０．０５），主要是 Ｃ１６∶１和 Ｃ１８∶１这两种脂肪酸。
ＰＵＦＡ随着Ｃ／Ｎ比的增加而降低，在 Ｃ／Ｎ为１５∶１
时达到最小值６４．６７％，显著低于其他各组（Ｐ＜
０．０５），主要表现在 Ｃ１６∶３ｎ３和 Ｃ１８∶３ｎ３等
ｎ３ＰＵＦＡ上。

３　讨论

３．１　对绿球藻生长的影响
兼养培养是获得微藻高密度和高生物量生

产力的有效途径。在培养液中添加葡萄糖能够

显著提高绿球藻的细胞密度、特定生长率和生物
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量。这是因为在兼养条件下微藻可以利用有机

碳源和光源两种能源进行生长，叶绿体光合作用

和葡萄糖氧化作用可以同时发生［１９２０］，一方面光

合作用产生的 ＡＴＰ能够加速葡萄糖的代谢［２１］，

另一方面葡萄糖代谢产生的 ＣＯ２为光合作用提
供碳源，进而提高 ＣＯ２／Ｏ２比值，促进 ＲｕＢｉｓｃｏ羧
化酶／加氧酶的羧化反应和光合碳固定反应［２２］，

因此在光合作用和葡萄糖氧化的共同刺激下，绿

球藻生长加快，藻细胞密度和生物量提高［２３２４］。

然而，过高的Ｃ／Ｎ也会导致绿球藻细胞生长密度
下降，这与在普通小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ）［２５］、
扁藻［９］、莱茵衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）［２６］

的研究结果一致，这种生长减少一方面是底物抑

制造成的［８，２７］，另一方面，随着有机碳质量分数

的增加，ＡＴＰ用于有机碳同化的需求会限制光合
作用碳还原过程，从而导致藻细胞生长抑

制［２６，２８］。

表１　不同Ｃ／Ｎ对绿球藻脂肪酸的影响（总脂肪酸）
Ｔａｂ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＣ／ＮｒａｄｉｏｓｏｎｆａｔｔｙａｃｉｄｏｆＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．（Ｔｏｔａｌｆａｔｔｙａｃｉｄ） ％

脂肪酸

Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ
Ｃ／Ｎ

０∶１ ３∶１ ６∶１ ９∶１ １２∶１ １５∶１
Ｃ１４∶０ ０．１３±０．０１ｃ ０．１２±０．００ｃ ０．１７±０．０２ｂ ０．１９±０．００ａｂ ０．１６±０．０２ｂ ０．２１±０．０２ａ

Ｃ１５∶０ ０．１２±０．０１ｅ ０．２０±０．００ｃｄ ０．２７±０．０２ｂ ０．３０±０．０１ａ ０．２２±０．０２ｃ ０．１８±０．０１ｄ

Ｃ１６∶０ １３．０６±０．３０ｄ １２．８８±０．１６ｄ １５．４９±０．０１ｃ １６．９０±０．３６ｂ １８．４５±０．５９ａ １８．９３±０．５４ａ

Ｃ１８∶０ ０．６４±０．０２ｃ ０．５４±０．０３ｃ １．００±０．０９ｂ １．３６±０．０３ａ １．３１±０．１１ａ １．４０±０．０３ａ

∑ＳＦＡ １３．９４±０．３２ｄ １３．７４±０．１９ｄ １６．９３±０．１０ｃ １８．７４±０．３６ｂ ２０．１４±０．６９ａ ２０．７２±０．５４ａ

Ｃ１６∶１ ５．６６±０．０６ａ ４．４５±０．０２ｂ ２．８８±０．０３ｄ ２．２６±０．０３ｆ ２．５４±０．０７ｅ ３．８１±０．０４ｃ

Ｃ１８∶１ ２．０８±０．０６ｄ ２．３９±０．０８ｄ ２．４０±０．５６ｄ ３．４４±０．０４ｃ ５．８４±０．０８ｂ １０．８０±０．０５ａ

∑ＭＵＦＡ ７．７４±０．１２ｃ ６．８４±０．１０ｄ ５．２８±０．５３ｅ ５．７０±０．０３ｅ ８．３９±０．０２ｂ １４．６１±０．００ａ

Ｃ１６∶２ｎ６ ７．２５±０．０６ｄ １０．３２±０．０６ｃ １３．１０±０．０９ｂ １４．４９±０．２２ａ １０．７６±０．４７ｃ １０．６３±０．２２ｃ

Ｃ１６∶３ｎ３ １４．４１±０．１３ａ １２．４４±０．０６ｂ ８．３１±０．０７ｃ ５．８１±０．０７ｄｅ ５．９７±０．２５ｄ ５．５２±０．１４ｅ

Ｃ１８∶２ｎ６ １６．０５±０．０４ｅ １７．５３±０．０２ｄ １７．８７±０．２０ｃ ２０．２１±０．０３ｂ ２６．７６±０．１３ａ ２６．８１±０．０６ａ

Ｃ１８∶３ｎ３ ４０．６１±０．５９ａ ３９．１２±０．１５ｂ ３８．５０±０．３９ｃ ３５．０５±０．１７ｄ ２７．９８±０．０９ｅ ２１．７１±０．１３ｆ

∑ＰＵＦＡ ７８．３２±０．４４ａｂ ７９．４１±０．２９ａ ７７．７９±０．６３ｂ ７５．５６±０．３９ｃ ７１．４７±０．７０ｄ ６４．６７±０．５５ｅ

注：同行数据间标无字母或相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
Ｎｏｔｅｓ：Ｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗ，ｖａｌｕｅｓｗｉｔｈｔｈｅｎｏｏｒｓａｍｅｌｉｔｔｌｅｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＞０．０５），ｗｈｉｌｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｔｔｌｅ
ｌｅｔｔｅｒｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）

　　绝大多数微藻无法利用葡萄糖等有机碳进
行生长［９］，该绿球藻在自养条件下生长缓慢，生

物量产量低，但在兼养条件下，各实验组在１～４
ｄ内几乎将培养液中的葡萄糖全部吸收利用，而
且对葡萄糖的利用率均达到９０％以上，获得较高
的藻细胞密度和生物量，表明该绿球藻能够以葡

萄糖为碳源进行兼养生长，因此，在今后的生产

中可以通过向培养液中添加葡萄糖实现该绿球

藻的大规模培养，缩短培养周期。

３．２　对绿球藻细胞组分含量的影响
与自养培养相比，兼养培养对微藻细胞组分

类型和含量存在影响。培养液中添加葡萄糖能

够改变微藻细胞碳分配代谢途径［２９］，Ｃ／Ｎ能够通
过控制微藻蛋白质、总脂和碳水化合物的合成来

调节微藻细胞的营养组分，一定的Ｃ／Ｎ通常可以
成为碳限制或氮限制的转折点［３０］，如在异养条件

下，扁藻在Ｃ／Ｎ为１２时生物量达到最大值，多糖

质量分数达到最小值［９］，一种小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ
ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ）在 Ｃ／Ｎ为２０时总脂质量分数最低，
高于或低于２０时总脂质量分数增加［３１］。在兼养

条件下，随着 Ｃ／Ｎ的增加，绿球藻蛋白质和总脂
质量分数逐渐降低，没有出现转折点，但当 Ｃ／Ｎ
为９∶１时，绿球藻碳水化合物质量分数、生物量
达到最大值，高于或低于９∶１时绿球藻碳水化合
物质量分数和生物量降低，因此Ｃ／Ｎ为９∶１可能
是绿球藻碳水化合物质量分数、生物量积累的转

折点。

在兼养条件下，随着 Ｃ／Ｎ的增加，叶绿素质
量分数逐渐降低，蛋白质质量分数由５１．９２％下
降到３５．５４％，其原因在于随着Ｃ／Ｎ的增加，碳供
应过量，氮成为限制性因素，从而导致微藻细胞

内自身积累的蛋白质、叶绿素及其他含氮化合物

质量分数降低［１５，３２３５］，这与许多研究结果相符，

如在氮缺乏条件下，小球藻叶绿素 ａ质量分数降
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低，扁藻蛋白质质量分数由４６％下降到１０％［３６］。

氮限制的增加往往造成微藻中的能量转向非含

氮化合物的生成，如脂质［３７３８］和碳水化合

物［１５，３６］，也有研究［３９］表明在培养液中添加有机

碳源对脂质质量分数无影响，如在兼养条件下，

小球藻ＣＣＴＣＣＭ２０９２２０的脂质质量分数由２６％
提高到 ４５％，微绿球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｕｌａｔａ
ＣＣＭＰ５２５）和杜氏盐藻（ＤｕｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａＦＡＣＨＢ
４３５）脂质质量分数几乎没有变化［８］，因此微藻细

胞组分质量分数与微藻种类也有一定关系。本

研究结果表明，随着 Ｃ／Ｎ的增大，碳水化合物质
量分数显著增加，脂质质量分数下降，原因可能

是碳水化合物是藻类细胞中与脂质合成竞争的

主要物质［４０］，随着Ｃ／Ｎ的增加，绿球藻代谢更加
倾向于碳水化合物的合成，而不是脂质的积累。

３．３　对绿球藻脂肪酸组成和含量的影响
培养条件的变化通常会影响藻类脂质成分

的变化。研究表明碳氮元素的质量分数和比例

对微藻脂肪酸的组成存在影响，较低的Ｃ／Ｎ有利
于ＰＵＦＡ的合成，尤其是三烯酸［３１］，而氮质量分

数的缺乏或限制有利于ＳＦＡ的合成［４１４２］，如在三

角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）培养液中补
充有机碳源，ＳＦＡ和ＭＵＦＡ的比例增加，ＰＵＦＡ的
比例降低［４３］，在兼养条件下，随着葡萄糖质量分

数 的 增 大，粉 核 油 球 藻 （Ｐｉｎｇｕｉｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓｕｓ）的 ＳＦＡ提高，ＰＵＦＡ质量分数降
低［４４］，在氮限制条件下，小球藻和三角褐指藻的

ＰＵＦＡ质量分数降低［１０，３１］。本研究结果表明，在

兼养条件下随着 Ｃ／Ｎ的增加，绿球藻细胞中
Ｃ１６∶０和Ｃ１８∶１等 ＳＦＡ和 ＭＵＦＡ质量分数升高，
Ｃ１８∶３ｎ３等 ＰＵＦＡ质量分数下降，其原因可能是
随着Ｃ／Ｎ的增加，色素体减少，进而导致甘油酯
和磷脂质量分数降低，细胞器膜结构减少［４５］，由

于藻细胞中绝大多数 ＰＵＦＡ位于极性脂中，因此
当膜结构减少时，ＰＵＦＡ质量分数相应降低。另
一方面，ＰＵＦＡ主要是在自养条件下产生的［４６４７］，

在脂肪酸的代谢途径中，分子氧参与脂肪酸的去

饱和过程［４８］，在兼养条件下，葡萄糖氧化分解产

生较多的ＣＯ２，Ｏ２质量分数相对较低，限制了脂
肪酸的去饱和过程，从而降低了脂肪酸的不饱和

度，最终导致ＰＵＦＡ的合成减少，ＳＦＡ和ＭＵＦＡ合
成增加。

综上所述：绿球藻对葡萄糖有较高的利用

率，当Ｃ／Ｎ为９∶１时，绿球藻细胞密度和生物量
达到最大值；在兼养条件下，随着Ｃ／Ｎ的增加，绿
球藻蛋白质和脂质质量分数降低，碳水化合物质

量分数先增加后降低，在Ｃ／Ｎ为９∶１时达到最大
值；随着Ｃ／Ｎ的增加，有利于饱和脂肪酸和单不
饱和脂肪酸的生成，但不利于多不饱和脂肪酸的

生成。
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