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自养和兼养条件下蛋白核小球藻昼夜节律的响应 
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浙江工商大学食品与生物工程学院，浙江 杭州  310018 
  

摘要：【目的】研究自养和兼养两种培养方式对蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)生长、细胞分裂和

生化组分积累的影响，探讨人工培养蛋白核小球藻的昼夜节律响应机制和优化技术。【方法】小球藻自

养培养采用 BG11 培养基，兼养培养基在 BG11 培养基中添加 4 种不同浓度(1、5、10、20 g/L)的葡萄

糖，培养周期为 10 d。血球板计数法测定藻细胞浓度，干重法测定藻细胞生物量。显微观察藻细胞大

小和分裂情况。脂染色法测定小球藻总脂的含量，藻细胞的叶绿素、蛋白和淀粉分别采用甲醇、氢氧

化钠、硝酸钙浸提后通过紫外分光光度法定量测定。【结果】葡萄糖兼养培养对蛋白核小球藻具有显

著的促生长效应，最适浓度为 10 g/L。10 d 收获时，兼养组(10 g/L 葡萄糖)藻细胞浓度和干重分别是

自养组的 2.57 倍和 6.73 倍。分析一昼夜中的藻细胞增殖规律可知，第 2 天和第 5 天时自养组中增殖的

新生子细胞约有 76.00%在黑暗期分裂产生，而兼养组中第 2 天和第 5 天光照期的新细胞增殖量占比分

别达到 40.90%和 67.50%。一昼夜内藻细胞大小的迁移动态监测表明，第 2 天自养组藻细胞的体积变化

静息期为 8 h，兼养组只有 4 h；第 5 天两组藻细胞大小迁移动态的昼夜节律明显，但兼养组黑暗结束

后较大细胞(D>6 μm)占比显著高于自养组。第 8 天时，兼养组藻细胞已处于稳定期，总脂和蛋白含量

均显著高于自养组，藻细胞总脂和色素含量在一昼夜中相对稳定，但蛋白和淀粉含量分别在光照 8 h

和 12 h 左右达到峰值。从第 2 天开始，对兼养组细胞每天进行 2 h 光延长，收获时藻细胞浓度和干重分

别比对照组提高 13%和 11%。【结论】葡萄糖兼养培养能大幅提高蛋白核小球藻的生物量。蛋白核小球

藻生长增殖与生化组分积累均受昼夜节律调控，自养条件下藻细胞以光照期生长黑暗期增殖为主。兼养

培养提高藻细胞生物量的机制在于缩短藻细胞生长静息期，在昼夜节律中加速藻细胞生长并显著提高通

过细胞周期检查点的细胞比例，光照期效应尤其明显。藻细胞蛋白和淀粉含量昼夜节律明显，最佳收获

时间分别在光照 8 h 和 12 h 后。 
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以小球藻(Chlorella)为主的微藻开发应用是

当前国内外研究热点，常见的小球藻经济藻种包

括普通小球藻 (Chlorella vulgaris)、椭圆小球藻

(Chlorella ellipsoidea)和蛋白核小球藻 (Chlorella 

pyrenoidosa)。小球藻易于培养且生长迅速，富含

蛋白、油脂、维生素、矿物质及多种生理活性成

分，是功能食品和生物柴油新能源开发的优质生

物资源[1]，高密度培养技术是提高小球藻生物量的

关键。目前小球藻的生产技术常采用光合自养培

养方式，优点是操作方便、不易染菌，但藻细胞

的生长受到很大的限制，尤其是随着细胞浓度增

大，藻细胞本身的遮蔽效应会降低光合效率，使

稳定期藻细胞收获量相对较低[2]。添加有机碳源使

藻细胞处于自养和异养共存的兼养状态，能显著

提高小球藻的生物量和细胞油脂含量，甚至兼养

效果优于光合自养及异养培养 [3–6]。前人研究表

明，绿藻细胞白天进行光合自养生长，夜间进行

DNA 复制和核分裂，这种昼夜节律循环是藻细胞

分裂和生物量倍增的机制。通过光暗周期的精确

调控以保障藻细胞生长和分裂行为与昼夜节律的

同步适应是培养技术优化设计的基础，这种优化

策略能保证获得最大生物量，并且几乎可以无限

维持[7]。探究兼养培养条件下微藻细胞对昼夜节律

的响应机制是构建藻细胞高密度培养优化技术的

重要前提。 

迄今对小球藻兼养培养研究集中于提高生物

量和生化组分含量方面[8]，对藻细胞生长与昼夜节

律的研究有限，尚缺乏对兼养条件下藻细胞生长

增殖规律的探索。个别学者从细胞分裂角度探讨

了激素、光照对微藻细胞生长的影响，如 Park 等

发现 IAA 等激素提高衣藻生物量的可能原因是显

著增加体积较大(直径大于 10 μm)藻细胞的比例

和细胞分裂指数[9]。Oldenhof 等[10]报道光谱影响

衣藻细胞大小和细胞周期进程，较红光而言，蓝

光下细胞体积变大，细胞分裂循环次数增多。

Spudich 和 Matsumura 等用初始临界点(primary 

arrest point，A 点)和过渡点(transition point，T 点)

来描述微藻细胞周期中的两个关键调控点，A 点

处于细胞周期的 G1 期早期，监控新生细胞初始体

积大小，只有体积较大能通过 A 点检验的新生细

胞才具备光合自养生长的能力。T 点处于 G1 期晚

期，负责监控细胞能够进行分裂的最小单元尺寸，

该尺寸约是 A 点时细胞体积大小的 2 倍[11–12]。T

点如今统称为检查点(commitment point，CP 点)[7]，

相当于酵母在 G1 晚期的起始点(start point)和高等

真核生物中的 R 点(restriction point)[13]，这为兼养

条件下藻细胞体积变化规律、细胞分裂周期改变

及其与藻细胞昼夜节律响应机制探究提供了理论

基础。迄今国内外未见有关蛋白核小球藻人工培

养过程中藻细胞生长分裂规律以及昼夜节律响应

机制的研究。 

蛋白核小球藻蛋白含量高，富含各种必需氨

基酸和营养保健因子，在医药、化妆品与食品饲

料行业应用前景广阔[14]，2012 年被我国卫生部批

准为新食品资源[15]，其高效的人工培养技术构建

是当前国内外研究的热点。研究表明，光质[16]和

通气状态[17]影响蛋白核小球藻的生长速率和生物

量。培养基中适当添加葡萄糖、甘油等有机碳源

进行兼养培养对蛋白核小球藻的生物量和生化组

分的影响尤为显著[18–19]。Zhang 等[18]比较了 6 种

有机碳源对蛋白核小球藻的培养效果，发现葡萄

糖效果最佳。本文比较自养和葡萄糖兼养两种营

养方式对蛋白核小球藻生长速率和生物量积累的

影响，从细胞周期调控新角度探究藻细胞的昼夜

节律机制，分析藻细胞生化组分的昼夜节律变化，

为蛋白核小球藻的高密度培养技术优化设计提供
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理论基础和实验依据。 

1  材料和方法 

1.1  供试材料 

蛋白核小球藻藻种，购自中国科学院武汉水

生生物研究所，藻种编号为 FACHB-1222。 

1.2  主要仪器与试剂 

电热鼓风干燥箱 101-3 购自上海申光制造仪

器公司；智能人工气候箱 safe PRX-600B 购自宁波

赛福实验仪器有限公司；台式冷冻恒温振荡器

THZ-C-1 购自苏州培英实验设备有限公司；电热

恒温水浴锅 XMTD-8222 购自上海精宏实验设备

有限公司；台式高速离心机 H1650 购自湘仪仪器有

限公司；超速冷冻离心机 Centrifuge 5417R 购自北

京伯乐有限公司；显微镜 BM1000 购自江南永新。 

葡 萄 糖 、 NaNO3 、 K2HPO4 、 Na2CO3 、

MgSO4·7H2O、CaCl2·2H2O、柠檬酸、柠檬酸铁铵、

EDTA·2Na、NaCl、蛋白胨、酵母浸膏、琼脂粉、

甲醇、苏丹黑 B、硝酸钙、戊二醛(购自上海生工)。 

1.3  小球藻的培养 

以 BG11 培养基[20]为自养培养基，在 BG11 培

养基中添加 4 种不同初始浓度(1、5、10、20 g/L)

的葡萄糖作为兼养培养基，分装到 250 mL 三角瓶

中，装液量为 100 mL。取挑单藻落纯化后自养扩

培至对数生长期的蛋白核小球藻作为种子细胞，

藻细胞接种后初始浓度均为 2×106 cell/mL，置于

人工气候箱内。培养条件为：25 °C，光强 2000 Lux，

光周期中光暗比 L︰D 为 12 h︰12 h，每天早晚各

摇动 1 次。每组设置 3 个平行，培养周期为 10 d。昼

夜节律的研究中设置 2 种不同的光暗比(L︰D 分别

为 12 h︰12 h、14 h︰10 h)，其他培养条件同上。 

1.4  自养和兼养培养对小球藻生长的影响 

每 2 d 取样 1 次，取样时间为光照 10 h 后，

离心洗涤后保存于 0.2%的戊二醛溶液中并避光，

以固定所在时间点的生长性状。10 d 培养周期结

束后，离心收集藻细胞并烘干至恒重，计算干重

生物量(DW)和干重产率。藻细胞浓度的测定采用

血球计数法。参照 Zhao 等[21]的方法公式(1)计算藻

细胞的比生长速率。 

μ=ln(x2/x1)/(t2–t1)                 公式(1) 

式中，x1 为 t1 时的生物量，x2 为 t2 时的生物量，

此处均为藻细胞浓度(cell/mL)。 

1.5  小球藻细胞形态学观察和昼夜节律响应的指

标测定 

取自养与兼养培养的藻液，取样时间与处理

方式同上。适当稀释后显微镜下观察记录视野内

藻细胞的形态大小、分裂情况，计算细胞分裂指

数公式(2)并拍照记录。 

(%) 100% 
细胞分裂相数

细胞分裂指数
细胞总数

 公式(2) 

分别以接种后第2天和第5天的藻细胞为样本，

在一个 24 h 光暗周期内的不同时间段对藻细胞进行

显微观察和体积大小分级统计，研究其细胞体积大

小的迁移变化规律和昼夜节律表现。因蛋白核小球

藻呈圆球状，参照 Park 等[9]的方法用细胞直径表示

细胞体积大小。人工培养的蛋白核小球藻细胞大小

不一，根据实测结果本文按细胞直径(diameter，D)

大小分为 5 个级别：D≤2 μm、2 μm<D≤4 μm、       

4 μm<D≤6 μm、6 μm<D≤8 μm、D>8 μm。 

1.6  小球藻生化组分含量的测定和昼夜变化动态

分析 

以接种后第 8 天的藻细胞为样本。在一个 24 h
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光暗周期内的不同时间段取样，离心收集藻细胞，

测定色素、油脂、蛋白和淀粉含量，描述其生化

组分含量的动态变化。 

1.6.1  小球藻色素的提取和测定：采用分光光度法。

叶绿素 a、b 的提取和含量测定参照 Wellburn[22]的方

法，以甲醇为参比，分别在波长 666 nm 和 653 nm

处测定吸光度值。对小球藻叶绿素 a、b 的计算分

别采用公式(3)和(4)。 

Ca=15.65A666−7.34A653             公式(3) 

Cb=27.05A653−11.21A666            公式(4) 

根据公式(5)，计算出原藻液中各色素的含量

(mg/L)，合并即叶绿素总量。 

C*(mg/L)=C(mg/L)×提取液总量(L)/初始体积(L) 

公式(5) 

1.6.2  小球藻油脂含量的测定：采用溶剂提取法

和脂染色法对蛋白核小球藻油脂含量进行测定，

建立蛋白核小球藻油脂含量与脂染色后吸光度在

A645 的线性回归方程，采用脂染色法测定培养过程

中的油脂。溶剂提取法具体操作参考 Zhao 等的方

法[21]，脂染色法具体操作参照任洁等[23]的方法。 

1.6.3  小球藻蛋白的提取和测定：在 PBS 缓冲液

中(冰浴)以超声波破碎藻细胞后，用 0.1 mol/L 的

NaOH 处理样品，振荡提取 2 h，8000 r/min 离心

15 min，收集上清，即为可溶性蛋白。采用

Bradford[24]的方法以牛血清白蛋白作标准曲线，测

定蛋白质浓度，换算出每克干重藻细胞可溶性蛋

白质含量(公式 6)。 

蛋白含量(mg/g 藻细胞)=蛋白浓度(mg/mL)×

提取液体积(mL)/藻细胞干重(g)         公式(6) 

1.6.4  小球藻淀粉的提取和测定：参照徐嫔等[25]

的方法，以淀粉标准溶液测定绘制的标准曲线，

计算样品中淀粉含量。 

1.7  数据处理与统计分析 

每个实验处理设 3 次重复，各指标测定结果以

x±s (平均数±标准误)表示，应用 SPSS 22.0 软件对自

养、兼养培养组数据进行方差分析，P<0.05 为差异

显著，P<0.01 为差异极显著。采集数据利用 Origin 

9.0 软件进行分析作图。 

2  结果和分析 

2.1  自养和兼养培养对小球藻生长的影响 

与自养组相比，兼养组中葡萄糖浓度在 

1–20 g/L 范围内对蛋白核小球藻均表现出较强的

生长促进效应(图 1-A)。培养 6–8 d，添加 5–20 g/L

葡萄糖培养组藻细胞生长出现短暂的平台期，与

自养组相似；10 d 培养期结束时，所有兼养组藻

细胞浓度均显著高于自养组，其中 10 g/L 和    

20 g/L 葡萄糖兼养组藻细胞浓度较大，分别达到

5.05E+07 cell/mL 和 5.33E+07 cell/mL，二者差异

不显著。 

第 10 天收获藻细胞，以干重和干重产率对生

物量进行表征(图 1-B)。自养组干重和干重产率分

别为 0.33 g/L 和 32.92 mg/(L·d)，兼养组藻细胞干

重和干重产率均显著高于自养组，其中 10 g/L 葡萄

糖兼养组藻细胞干重 2.22 g/L，是自养组的 6.73 倍，

对比藻细胞浓度增幅(2.58 倍)可知，兼养培养促进

藻细胞干物质积累效应更显著。综合藻细胞浓度与

干重两个指标，选择 10 g/L 葡萄糖作为兼养培养试

验组的优化碳源，此后所述兼养组均指此浓度。 

培养期内，兼养组藻细胞比生长速率均在 2–4 d

达到峰值，其中 10 g/L 葡萄糖兼养组比生长速率

最大，达到 0.85/d；自养组最大比生长速率出现在

8–10 d，为 0.24/d。可见，兼养培养使藻细胞快速

生长期提前并且比生长速率显著提高。 
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图 1.  自养与兼养培养对蛋白核小球藻生长(A)、生物量与生物量产率(B)的影响 

Figure 1.  Growth (A), biomass and biomass productivity (B) of Chlorella pyrenoidosa in culture under 
autotrophic and mixotrophic conditions. 
 

2.2  自养和兼养培养对小球藻细胞形态和分裂指

数的影响 

由于蛋白核小球藻细胞接近圆球型，本文按细胞

直径(D)将藻细胞体积大小分为 5 个级别：D≤2 μm、

2 μm<D≤4 μm、4 μm<D≤6 μm、6 μm<D≤8 μm、

D>8 μm (图 2-A)。蛋白核小球藻细胞的分裂方式为

典型的二分裂，但存在两个子细胞大小相等的均等

分裂和不同的非均等分裂两种情况(图 2-B)。 

在培养期内于光照 10 h 后定时取样观察发

现，兼养组(10 g/L 葡萄糖)中较大细胞(D>6 μm)

占比较多，且细胞分裂相远多于自养组。统计自

养和兼养组在第 2 天和第 5 天的较大细胞占比和

细胞分裂指数(表 1)可知，二者差异显著，兼养组

直径较大(D>6 μm)的细胞比例在第 2 天和第 5 天

同比分别是自养组的 2.80 倍和 1.75 倍，分裂指数

同比分别是自养组的 2.52 倍和 1.75 倍。可见兼养

组藻细胞在培养初期生长分裂优势明显，这可能

是藻细胞生物量增多的直接原因。 

 

 
 

图 2.  蛋白核小球藻细胞生长状态(A)和分裂方式(B) 
Figure 2.  Cell growth status and division modes of Chlorella pyrenoidosa. A: cell size; a: D≤2 μm. b: 2<D≤4 μm; 

c: 4<D≤6 μm; d: 6<D≤8 μm; e: D>8 μm. B: division mode. f: equal division and non-equal division. 
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表 1.  自养与兼养培养对蛋白核小球藻较大藻细胞占

比和细胞分裂指数的影响 

Table 1.  The percentages of enlarged cells and 
mitotic index in culture under autotrophic and 
mixotrophic conditions 

t/d Group 
The percentages of  
enlarged cells/% 

Cell mitotic  
index/% 

2 
Autotrophic 4.07±0.33 4.04±0.26 

Mixotrophic 11.50±0.89 10.18±0.48 

5 
Autotrophic 7.44±0.72 2.98±0.26 

Mixotrophic 12.99±0.59 5.23±0.31 

 

2.3  自养和兼养培养的小球藻细胞增殖的昼夜节

律响应 

Voigt 等[26]发现微藻存在“光暗应答”机制，且

昼夜节律有效区间位于藻细胞经历一次细胞分裂

循环之后和培养体系中藻细胞浓度到达最大值之

前。以接种后第 2 天和第 5 天为例，以光照开始

为 0 h 起点，比较自养和兼养组藻细胞在一昼夜

(24 h)内的细胞分裂增殖情况，结果(图 3)表明：

接种第 2 天(图 3-A)，0 h 兼养组和自养组藻细胞

起始浓度已差异显著，说明接种第 1 天兼养组藻

细胞已进入生长分裂期，自养组仍处于静息期。

第 2 天一昼夜，自养组藻细胞仅增长了 15.00%，

且 75.80%的新生子细胞在黑暗期产生，这与前人[7]

对藻细胞白天生长、夜间分裂增殖规律的研究结

论一致；而兼养组藻细胞增长了 110.00%，其中黑

暗期产生的新生子细胞比例只占 59.10%，显示其

增殖的昼夜节律发生了改变。第 5 天(图 3-B)，自

养组和兼养组藻细胞均处于对数生长期，一昼夜

内藻细胞浓度分别增长了 16.00%和 19.00%，其中

自养组藻细胞增殖的昼夜节律表现与第 2 天基本

一致，但兼养组光照期和黑暗期藻细胞增殖比例

分别占 67.30%和 32.70%，表明兼养培养改变了蛋

白核小球藻的昼夜节律，使其光照期细胞增殖比

例超过了黑暗期。 

为了进一步验证兼养时光照对藻细胞分裂增

殖的促进效应，第 2 天开始，将兼养组部分藻细

胞的光照时间延长 2 h，即光暗周期调整 L︰D 为

14 h︰10 h，简称光延长组。结果显示(图 3-A)，

光延长处理确实能提高藻细胞浓度，第 2 天光延 

 

 
 

图 3.  自养与兼养条件下蛋白核小球藻在一昼夜下的生长动态 

Figure 3.  Growth dynamics of Chlorella pyrenoidosa on a circadian rhythm under autotrophic and mixotrophic 
conditions. A: The second day; B: The fifth day. White background for the light period, gray for the dark period, 
twill filled indicates the part of algae under mixotrophic condition for 2 h light prolonged. 
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长组藻细胞浓度比正常兼养组(L︰D 为 12 h︰12 h)

增加了 11.20%，至第 10 天培养周期结束时，光延

长组藻细胞浓度和干重分别为 5.69E+07 cell/mL

和 2.46 g/L，比兼养对照组提高了 13%和 11%，差

异显著。 

2.4  自养和兼养培养的小球藻细胞大小动态迁移

的昼夜节律响应 

以第 2 天和第 5 天为例，观察一昼夜(24 h)

内小球藻细胞的体积变化迁移动态，从细胞生长

体积变化角度比较自养和兼养条件下藻细胞的

昼夜节律响应机制，结果如图 4。第 2 天(图 4-A)，

自养组在 0–8 h 内细胞处于相对静息状态，体积

变化较小，群体中 D<2 μm 的细胞占比较高，之

后 D>6 μm (较大细胞)开始增多，12 h 光照结束时

达到 6.87%，再经 12 h 黑暗到 24 h 时达到其峰值

13.70%；兼养组藻细胞在 0–4 h 内处于相对静息

状态，12 h 较大细胞占比已达到 9.98%，24 h 达

到峰值 18.73%，同比分别是自养组的 1.45 和 1.36

倍。可知，光照条件下兼养培养组藻细胞由小往

大的迁移时间比自养组提前，且速率显著高于自

养组。 

第 5 天(图 4-B)，自养组较大细胞(D>6 μm)所

占比例由 0 h 的 10.00%经 12 h 的光照后达到

20.20%，再经 12 h 黑暗后下降为 12.90%，这与自

养条件下藻细胞光照期生长，黑暗期分裂增殖的

规律相符。兼养组 12 h 和 24 h 的较大细胞占比分

别为 21.00%和 18.60%，可见经历黑暗期后较大细

胞占比仍维持在较高水平，说明兼养组细胞在黑

暗条件下仍能持续生长。与第 2 天相比，第 5 天

的自养和兼养组藻细胞大小呈现明显的昼夜节律

变化，且光照期较大细胞占比增多，说明此时已

处于对数生长期。 

光延长组的藻细胞(图 4-A)在 2 h 的光照延长

后，D>6 μm 的大细胞占比进一步增多，14 h 到达 

 

 
 

图 4.  自养与兼养条件下蛋白核小球藻在一昼夜节律下的大小变化 

Figure 4.  Cell size of Chlorella pyrenoidosa on a circadian rhythm under autotrophic and mixotrophic conditions. 
A: The second day; B: The fifth day. The part of algae under mixotrophic condition for 2 h light prolonged. 
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15.14%；比正常光照组高出 28%，说明兼养中光

照延长能加速藻细胞生长并显著提高大细胞比

例。到 24 h，D≤6 μm 的细胞数目比正常光照组

多出 20%。由此推测，细胞直径在达到 6 μm 之后，

多数大细胞已经具有分裂能力，是黑暗中新生细

胞增长的来源。 

2.5  自养和兼养条件下小球藻的生化组分对昼夜

节律的响应 

兼养组藻细胞在第 8 天已进入稳定期，自养

组细胞仍处于生长对数期。分析了第 8 天一昼夜

内藻细胞生化组分积累量的变化动态，结果(图 5)

发现藻细胞淀粉含量随昼夜节律的变化幅度最

大，在光照 8–12 h 内，淀粉含量出现了较大幅度

的提升，12 h 自养组和兼养组藻细胞淀粉含量分

别达到其峰值 20.80%和 18.90%，进入黑暗期后淀

粉含量逐渐下降至低值。藻细胞蛋白含量也呈现

明显的昼夜节律变化，自养组和兼养组藻细胞蛋

白含量均在光照下 8 h 时分别达到其峰值 11.29%

和 17.16%，同比 0 h 分别增加 27.40%和 15.20%，

且两组间差异显著。 

藻细胞叶绿素含量和总脂含量随昼夜节律的

变化较小，其中叶绿素含量虽然在光照期缓慢下

降，黑暗期又回升，但变化幅度未达到显著差异

水平。藻细胞总脂含量在一昼夜内基本维持恒定，

其中自养组处于生长对数期，一昼夜内藻细胞总

脂由 10.82%提升至 11.85%；而处于稳定期的兼养

组总脂含量稳定在 49.00%左右。推测藻细胞总脂

的累积可能是个过程变化。兼养组同比自养组总

脂含量增幅明显，原因可能是碳源的额外补充促

进了脂肪的合成和积累。  

 

 
 

图 5.  自养和兼养条件下蛋白核小球藻的生化组分对昼夜节律的响应 

Figure 5.  Biochemical components of Chlorella pyrenoidosa on a circadian rhythm under autotrophic and 
mixotrophic conditions. A: Autotrophic; B: Mixotrophic. 
 
 
 
 

3  讨论 

蛋白核小球藻具有光合自养与兼养生长的能

力。本文研究表明，葡萄糖对蛋白核小球藻生长

促进效应显著，使其生物量提高，培养周期缩短。

不同蛋白核小球藻品系兼养培养的最适葡萄糖浓

度不同，生物量增加幅度也存在差异。Amit 等[19]

报道在添加 1.25 g/L 葡萄糖兼养 14 d 后，蛋白核小

球藻细胞干重约为自养组的 1.40 倍。魏东等[27]的研

究表明 30 g/L 葡萄糖是蛋白核小球藻品系 15-2070
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的最适浓度，兼养 10 d 后的干重比自养组提高了

63.9%。本文添加 10 g/L 葡萄糖兼养培养 10 d 后，

蛋白核小球藻品系 FACHB-1222 的细胞干重为自养

组的 6.73 倍(图 1-B)，生物量增幅显著高于前人[19, 27]

的结果。与光质优化[16]、通气改善[17]和添加乙酸

钠[28]等培养技术改进条件下 2–4 倍的生物量增幅

而言，本文葡萄糖兼养增效优势明显。 

对葡萄糖兼养培养提高藻细胞生物量的机制

研究主要涉及光合作用、糖代谢、呼吸作用等。

Woodworth 等[29]研究表明藻细胞能消耗光合作用

中的 ATP 和 NADPH，并产生额外的蛋白帮助细

胞利用外界碳源进行分裂。郎筱宇等[30]推测兼养

培养时细胞生长迅速的主要原因是光合作用与葡

萄糖氧化作用的协同运转。此外，葡萄糖等外加

碳源还会抑制微藻光合碳反应中 1,5-二磷酸核酮

糖羧化酶/加氧酶(rubisco)和碳酸酐酶(CA)的含量

和活性，降低了藻蓝蛋白含量，减少对无机碳源

的利用[31–32]。本文结果显示，蛋白核小球藻在自

养与兼养条件下，细胞增殖对昼夜节律的响应存

在较大差异。自养的藻细胞以光照期生长黑暗期增

殖为主，而兼养的蛋白核小球藻从第 2 天到第 5 天，

光照期新生子细胞的增殖量占比从 40.90%增加到

67.50%，呈现出藻细胞分裂增殖以光照期为主的

昼夜节律转换。此外，兼养组藻细胞在培养初期

(第 1 天)较早启动了分裂增殖，第 2 天 0 h 藻细胞

浓度约为初始接种浓度的 2 倍，而自养组藻细胞

浓度增长不明显(图 3-A)，原因可能在于光合作用

的物质合成和外加葡萄糖碳源的双重叠加效应加

快了细胞生长，并促使更多的藻细胞体积变大而

迅速通过了细胞周期检查点调控，进入分裂增殖

期。本文兼养组蛋白核小球藻在第 2 天和第 5 天

的较大细胞(D>6 μm)占比和细胞分裂指数同比达

到了自养组的 1.75–2.80 倍(表 1)，而且光照条件

下，兼养组藻细胞体积在培养初期(第 2 天)由小往

大的迁移时间比自养组提前 4 h，且在一个 24 h

昼夜节律中较大藻细胞占比始终显著高于自养

组(图 4)，这为葡萄糖兼养提高藻细胞生物量的 

机制阐述提供了有效的昼夜节律响应和细胞学

证据。 

藻细胞的增殖以细胞分裂为基础，而细胞体

积大小的检查点调控决定了藻细胞是否启动分

裂。通常情况藻细胞生长依次经历 G1、S、G2、M

和 C 期，G1 期细胞体积大约增大 1 倍，才可能通

过检查点的“大小筛选调控”而进入分裂期[7,33]。综

合分析本文自养与兼养组细胞直径大小分级及

占比、细胞分裂指数及一昼夜内藻细胞增殖动态

等数据，对昼夜节律响应初期(第 2 天，图 3-A) 

D>6 μm 的细胞所占比例与细胞分裂指数两项指

标对藻细胞浓度表征的生物量增长比例按如下公

式(7)进行拟合计算。 

x2=x1×(大细胞占比+分裂指数)+x1     公式(7) 

其中 x1 为 t1 时的生物量，x2 为 t2 时的生物量 

结果发现，在 12–14 h 光暗转化的短时间内，

D>6 μm的细胞与分裂期的细胞大约进行了 1次细

胞分裂，按此推算自养与兼养组 14 h 藻细胞浓度

的 理 论 预 测 值 分 别 为 2.35E+06 cell/mL 和

6.83E+06 cell/mL，实测值为 2.33E+06 cell/mL 和

6.63E+06 cell/mL，二者拟合程度高，据此推测该

蛋白核小球藻检查点的细胞直径约为 6 μm。 

迄今有关微藻细胞营养方式、分裂增殖的细

胞周期检查点调控和昼夜节律之间的相互关联机

制仍未阐明。Oldenhof 等[33]研究表明，莱茵衣藻

的细胞分裂启动不受光暗周期限制，主要取决于

细胞生长体积大小是否达到检查点阈值，而细胞
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生长速率又与光照强度、温度等条件相关。本文

发现葡萄糖兼养培养使蛋白核小球藻突破了自养

条件下光照期生长黑暗期分裂的固有模式，逐渐

转换为以光照期细胞分裂增殖为主的新型逆向昼

夜节律，这说明培养基组分和营养方式的改变也

能显著影响藻细胞的昼夜节律调控模式。Tulin

等[34]报道莱茵衣藻的细胞周期蛋白依赖性激酶能

响应光照与代谢信号并影响细胞周期，参与昼夜

节律的调控。Zehring 等[35]和 Hardin 等[36]在果蝇

的生物钟研究中发现 period 基因及其编码的 PER

蛋白是昼夜节律分子调控机制的基础，PER 蛋白

在夜间积累而在随后的白天降解。本文初步结果

发现，自养和兼养培养的蛋白核小球藻的细胞总

蛋白含量均呈现明显的昼夜节律波动(图 5)，是否

涉及细胞周期蛋白的基因表达合成与降解调控有

待深入研究。 

本文在发现兼养的蛋白核小球藻以光照期分

裂增殖为主的昼夜节律基础上，第 2 天开始调整

光暗周期，将兼养组部分藻细胞延长光照 2 h，结

果(图 3-A)藻细胞浓度和干重最终分别提高了 13%

和 11%，可见兼养与光照延长的协同能进一步优

化蛋白核小球藻的高密度培养技术。另一方面，

蛋白核小球藻的生化组分含量的昼夜节律波动性

明显。如一昼夜中藻细胞蛋白含量和淀粉含量分

别在光照 8 h 和 12 h 达到峰值(图 5)，特别是自养

和兼养组藻细胞蛋白含量的昼夜峰值(光照 8 h)分

别比 0 h 增加了 27.40%和 15.20%，这意味着只要

根据昼夜节律简单调整藻细胞收获当天的作业时

间，就能轻松实现工业增效。因此，细胞生长增

殖调控机理和昼夜节律响应机制的探究能为微藻

高密度培养技术的优化设计提供重要理论基础，

有望开启微藻工业化技术研发的新热点。 
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Circadian rhythm response of Chlorella pyrenoidosa under 
autotrophic and mixotrophic cultivation 

Cheng Wang, Yan Zhao* 
College of Food Science and Biotechnology, Zhejiang Gongshang University, Hangzhou 310018, Zhejiang Province, China 

Abstract: [Objective] To study the effect of autotrophic and mixotrophic cultivation on the growth, division and 

biochemical components accumulation of Chlorella pyrenoidosa, then to explore the response mechanism on 

circadian rhythm under artificial cultivation and optimize the corresponding technology. [Methods] BG11 medium 

was used for autotrophic cultivation of Chlorella pyrenoidosa and BG11 medium supplemented with glucose of 

different concentrations (1, 5, 10, 20 g/L) for mixotrophic cultivation. The algae cell number was determined by 

a hemocytometer, biomass was measured by dry weight, and the size and division of algae cells were observed by a 

microscope. We used staining method for quantification the total lipids of Chlorella pyrenoidosa. Chlorophyll, 

protein and starch contents were determined by ultraviolet spectrophotometry. [Results] Glucose had a significant 

growth promoting effect on Chlorella pyrenoidosa, and the optimum concentration was 10 g/L. Under a circadian 

rhythm, about 76.00% of new daughter cells in the autotrophic cultivation group were proliferated under dark 

period on the second and fifth day, whereas 67.50% of the new daughter cells were generated under light period in 

the mixotrophic group. The silent period of the algae in the autotrophic group was 8 hours, but that in the 

mixotrophic condition was only 4 hours on the second day. On the eighth day, the contents of total lipids and 

chlorophyll of algae cells kept relatively stable under a light-dark period, the protein and starch content of that 

reached their respective peak after 8 and 12 hours in light. [Conclusion] Mixotrophic cultivation with glucose can 

increase the biomass of Chlorella pyrenoidosa notably. The growth, proliferation and the biochemical components 

accumulation of Chlorella pyrenoidosa were regulated by circadian rhythm, the algae in autotrophic culture mainly 

grow during day in light and undergo cell proliferation in dark. The machanism of mixotrophic cultivation 

increasing the biomass was shortening the growth silence period of algae cells, and increasing the proportion of 

larger cells for passing through commitment point of cell-cycle, it was especially obvious during light period. The 

protein and starch contents of Chlorella pyrenoidosa showed obvious circadian rhythm, their best harvest time were 

8 and 12 hours after in light, respectively. 

Keywords: Chlorella pyrenoidosa, autotrophic cultivation, mixotrophic cultivation, circadian rhythm, commitment 

point 
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