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不同营养方式对普通小球藻生长代谢及生化组分的影响
孔维宝，汪洋，杨红，葸玉琴，韩锐，牛世全
西北师范大学生命科学学院，甘肃 兰州 730070

摘要:【目的】系统研究自养、混养和异养 3 种营养方式对真核模式微藻———普通小球藻(Chlorella vulgaris)
生长特性、细胞生化组分和碳代谢途径关键酶活性的影响。【方法】以 C． vulgaris 为研究对象，通过设置光
合自养、混养和异养 3 种营养方式，采用光谱学、色谱学方法，研究不同营养方式对 C． vulgaris 从生长特性、
细胞组分合成和碳代谢等方面的影响。【结果】C． vulgaris 依次经自养至混养和异养的培养方式转变中，藻
细胞的可溶性糖和油脂含量显著提高，油脂中 C16、C18 不饱和脂肪酸的相对含量降低，而饱和脂肪酸的含
量升高;蛋白质含量、光合色素含量显著下降，18 种氨基酸的相对含量也呈下降趋势;葡萄糖的添加可抑制
藻细胞吸收和积累除碳元素以外的其他测试元素。在添加葡萄糖的前提下，光照可促进藻细胞的生长量、不
饱和脂肪酸和氨基酸，以及除碳元素以外的其他测试参数增加。对微藻胞外碳酸酐酶和核酮糖-1，5-二磷酸
羧化酶的活性分析结果表明，异养和混养直接影响 C． vulgaris 的碳代谢途径。【结论】光源和葡萄糖的供给
与否直接影响 C． vulgaris 的生长代谢和生化组分合成，葡萄糖的添加在显著促进藻细胞生物量积累的同时，
刺激碳素(糖类和油脂)生化成分的合成，而抑制氮素成分(蛋白质和光合色素)的合成;在光照条件下培养
基质中葡萄糖的浓度和消耗水平直接决定藻细胞主营自养或异养生长。添加有机碳源葡萄糖的混养(光
照)和异养(暗处理)培养可促进藻细胞的生长，异养和自养的生物量之和接近于混养，表明混养是最佳的藻
细胞营养生长方式。
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微藻是一类系统发生各异、个体较小、通常为单
细胞或群体的、能进行光合作用(部分为异养或混
养)的水生(或陆生、气生、共生)低等植物。微藻种
类繁多，表现为系统发生的多样性、遗传和表型的多
样性、生长方式的多样性、生态多样性、代谢多样性、
化学多样性和生物功能多样性［1］。随着生物质新
能源和多样化新型生物基产品开发的迫切需求，微

藻生物技术产业重新得到了世界各国政府和科研人
员的普遍关注［2］。鉴于其具有生物量大、光合效率
高、生长周期短、油脂含量高、培养要求低和环境友
好等突出优点［3］，加之微藻细胞的培养可以实现污
染水体的深度净化、高效生物固定 CO2 与高价值生
物质生产的多项耦合，这一生物有机体被认为是新
产品开发和应用的新秀［4 － 5］。
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微藻营养代谢方面的研究一直以来是该领域的
重点和热点内容。微藻细胞具有营养方式的多样
性，即能在以 CO2 或碳酸盐为唯一碳源的条件下可
进行自养生长的同时，部分微藻可进行混合营养
(混养)或异养生长［6］。在混养或异养培养条件下，
蓝藻、绿藻和红藻等的生长速率明显提高，生物量也
显著增加。由于混养或异养培养能促进许多微藻的
生长及其细胞组分的合成，可缩短培养周期、实现细
胞高密度培养，使其成为微藻培养的新技术，在工业
生产上具有重要的应用潜力和价值［7 － 8］。

近年来，众多研究者针对微藻能源的开发需求，
报道了大量有关采用不同营养方式和培养技术以提
高藻细胞浓度和油脂含量的研究成果［9 － 11］，但是系
统深入研究真核微藻混养或异养生长代谢机理的文
献相对较少［12 － 13］。本文以普通小球藻 ( Chlorella
vulgaris)为模式真核微藻，比较研究了其在自养、混
养和异养培养条件下生长代谢特性以及细胞组分生
物合成的差异，较全面地考察了不同营养方式对藻
细胞生长动力学、光合色素含量、蛋白质及氨基酸组
成、油脂及脂肪酸组成等的影响，并首次报道了不同
营养方式下小球藻细胞吸收积累营养元素和碳代谢
途径关键酶(胞外碳酸酐酶和核酮糖 1，5-二磷酸羧
化酶)活性变化的差异性，旨在进一步认识真核单
细胞微藻的混养和异养生长特性及生理生化机理，
为经济型微藻的高密度、规模化培养提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 材料和 试剂: 实验用 普 通 小 球 藻 ( C．
vulgaris-31#)购自中国科学院水生生物研究所淡水
藻种库。藻种基础培养基为土壤浸出液培养基
(SoilEM)。培养基营养盐、NaOH、HCl、H2SO4、蒽
酮、考马斯亮蓝 G-250、正己烷、甲醇等所用试剂均
为分析纯试剂。
1. 1. 2 仪器设备:TDL-5000B 低温冷冻离心机(上
海安亭)、LDZX-40BI 型高压蒸汽灭菌器 (上海申
安)、分析天平(日本岛津)、DHZ-C 型大容量恒温振
荡器 (江苏太仓)、超净工作台 (江苏安泰)、Orion
686 酸度计(美国奥利龙);JPSJ-605 溶氧仪(上海雷
磁)、照度计(深圳华谊)、日立 UV-1800 可见紫外分
光光度计、GY92-2D 超声波细胞破碎仪 (浙江宁

波)、电热烘箱 (上海一恒)、冷冻干燥机 (湖南湘
仪)、Agilent 2890A /5975C GC /MS、835-50 型高速氨
基酸分析仪(日本日立)、F-4600 型荧光分光光度计
(日本日立)、DCＲ-3D Nd: YAg 激光诱导击穿光谱
(Spectra-Physics)。
1. 2 C． vulgaris 的培养方法

C． vulgaris-31#的种子平板分离培养基和液体
培养液均采用 SoilEM，其组成为 ( / L ): 0. 25 g
NaNO3，0. 175 g KH2PO4，0. 075 g K2HPO4，0. 075 g
MgSO4·7H2O，0. 025 g NaCl，0. 025 g CaCl2·2H2O，5
mg FeCl3·6H2O，A5 溶液 1mL ( 0. 287 mg ZnSO4·
7H2O; 0. 169 mg MnSO4·H2O; 0. 061 mg H3BO3;
2. 5 μg CuSO4·5H2O ) 和 1. 24 μg ( Na) 6Mo7O24·
7H2O)，土壤浸出液 40 mL。固体培养基中添加 2%
琼脂。各种培养基接种前在 121℃、0. 1 MPa 条件下
灭菌 20 min。

将购置的新藻种在 SoilEM 固体培养基上划线
分离纯化培养，挑取生长良好的藻种，接种于
SoilEM 液体培养基中，将培养至对数生长期的 C．
vulgaris 作为藻种使用，接种量为 10% (V /V)。培
养条件为 25 ± 1℃，2500 lux，光暗比为 12 h L:12 h
D，摇瓶转速为 120 r /min。

以 SoilEM 培养基为基础培养基，设置 3 组实
验:光合自养组将 C． vulgaris 直接培养在 SoilEM
中;混合营养和异养实验组以 SoilEM 为基础培养
基，并添加 10 g /L 的葡萄糖作为有机碳源，自养和
混合营养组进行光照培养 (2500 lux)，异养组实验
进行暗培养，其他培养条件同上，每隔 24 h 定时取
样测定。3 组实验进行 3 次重复培养，结果以平均
值 ±标准偏差表示。
1. 3 分析方法
1. 3. 1 藻细胞浓度的测定:藻细胞生长曲线采用比
浊法测定，测定波长为 660 nm。藻细胞浓度采用称
重法测定，具体测定方法为:取一定体积定时培养的
藻液，以 2500 × g 离心 10 min，弃去上清液，所得藻
泥用等体积去离子水重新洗涤、悬浮后再在相同条
件下离心获得藻泥。用比浊法测定时将藻泥再次用
等体积的去离子水悬浮，摇匀，用去离子水稀释适当
倍数后在 660 nm 下测定吸光值(OD)。称重法测定
藻细胞浓度时，将洗涤离心所得藻泥置于已干燥称
重的离心管中，在 70℃恒温烘箱中干燥至恒重，并
称重计算藻细胞浓度( g /L)。通过测定对数生长期
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的藻细胞浓度( g /L)和培养时间，计算比生长速率
(μ，day － 1 ) 和产率 ( P，g /L / day )。 μ = ( lnX t －
lnX0 ) / ( tx － t0)，P = (X t － X0) / ( tx － t0)，式中，X t

和 X0 分 别 为 培 养 tx 和 t0 时 的 细 胞 干 重 浓 度
( g /L)［14］。
1. 3. 2 pH 值和溶解氧(DO)的测定:培养基 pH 值
和溶解氧含量分别采用酸度计和溶氧仪测定。
1. 3. 3 光合色素含量的测定:采用 3 波长比色法测
定光合色素含量。取培养一定时间的藻液，以 2500
× g 离心 10 min，弃去上清液，藻泥再次用去离子水
洗涤、离心后，在沉淀藻细胞中加入 80%的乙醇，摇
匀后置于 4℃冰箱中避光反复提取色素两次，取上
清液合并，适当稀释后测定，计算藻细胞中的叶绿素
a、b 和类胡萝卜素含量。具体操作和计算方法参考
文献［15］。
1. 3. 4 粗脂肪含量的测定:粗脂肪含量测定采用正
己烷提取—称重法。以 2500 × g 离心 10 min 收集
培养结束的藻液，去离子水洗涤 2 次，离心收集的藻
泥经冷冻干燥后，将干藻粉用小型研磨器充分研磨
至细粉，达到细胞破壁的目的，在室温下用正己烷反
复抽提 3 次，每次振荡提取 1 h，合并提取液，45℃旋
转蒸发回收溶剂后在 70℃烘干至恒重，称重计算粗
脂肪含量。
1. 3. 5 GC-MS 分析脂肪酸组成:采用 BF3-CH3OH
法对 1. 3. 4 所得脂肪样品进行甲酯化，具体方法参
考文献［16］，甲酯化样品采用 GC-MS 进行分析。色
谱条件:色谱柱:HP-5 ms 弹性石英毛细管柱;进样
口温度 290℃ ; 程序升温:初始温度 80℃，保持
2 min，以 6℃ /min 的升温速率升温至 290℃，保持
5 min;载气为高纯氦气，流速为 1 mL /min，分流比
50∶ 1。质谱条件:MSD 离子源为 EI 源，离子源温度
230℃，电子能量 70 eV，m / z 范围 29 － 700 amu;利用
美国 NIST05 谱库进行定性分析。
1. 3. 6 总蛋白质含量和氨基酸组成的测定:藻细胞
总蛋白质含量的测定采用凯氏定氮法，具体测定和
计算方法参照文献［15］。
1. 3. 7 可溶性蛋白质含量的测定:培养所得藻液以
2500 × g 离心 10 min，用去离子水洗涤藻泥 2 次，取
藻泥用一定量的 50 mmol /L pH 8. 0 磷酸缓冲溶液
稀释，并进行细胞破碎(400 W，20 min，超声 5 s，间
歇 1 s)，细胞破碎液在 50℃热水浴中提取 2 次，每
次 1 h，提取液以 2500 × g 离心 10 min，合并两次提

取液，定容后取适量样品，采用考马斯亮蓝 G-250 染
色法测定［15］。
1. 3. 8 可溶性糖含量的测定:取一定体积的培养藻
液，2500 × g 离心 10 min 收集藻细胞，用去离子水洗
涤藻细胞 2 次，取藻泥用 50 mmol /L pH 8. 0 磷酸缓
冲溶液稀释，并进行细胞破碎(400 W，20 min，超声
5 s，间歇 1 s)，细胞破碎液在沸水浴中提取 2 次，每
次 1 h，提取液以 2500 × g 离心 10 min，合并两次提
取液，定容后采用蒽酮-硫酸比色法测定可溶性糖含
量［15］。
1. 3. 9 藻细胞中主要元素的分析方法:培养液经离
心收集藻细胞后用去离子水洗涤 2 次，再次离心后
所得藻细胞冷冻干燥，干燥样品经压片后采用激光
诱导击穿光谱技术测试元素组成。元素测试和分析
工作由西北师范大学物理与电子工程学院原子分子
物理研究所协助完成。
1. 3. 10 藻细胞中相关酶活性的测定:胞外碳酸酐
酶:采用完整细胞 pH 漂移法测定藻细胞胞外碳酸
酐酶活性［17 － 18］。收集的藻细胞经缓冲液( pH 8. 3，
20 mmol /L 巴比妥缓冲液)洗涤后，取适量测定胞外
碳酸酐酶活性。取 5 mL 经洗涤定容的藻液，在 4℃
下迅速加入 5 mL 0℃ CO2 饱和水，用 pH 计监测反
应体系 pH 从 8. 3 降至 7. 3 所需的时间，记为 T。按
EU = 10 × ( T0 /T-1)公式计算酶活性。酶活性单位
为 EU /μg 叶绿素 a。T0为反应体系中未加藻细胞时
pH 值下降所需的时间。叶绿素测定方法同 1. 3. 3。

核酮糖-1，5-二磷酸羧化酶:取不同处理组的藻
液经离心收集藻细胞，洗涤、再离心后取藻细胞，加入
预冷 (0 － 4℃ ) 的酶抽提缓冲液 (100 mmol /L Tris-
HCl，pH = 7. 5，含 2 mmol /L 二硫代苏糖醇，5 mmol /L
MgCl2，10 mmol /L NaHCO3，1 mmol /L EDTA 和 10
mmol /L-巯基乙醇)，4℃超声波破碎细胞 30 min 使其
破壁，4℃离心后收集上清液即为粗酶提取液，测定可
溶性蛋白质含量和酶活性。酶活性的测定方法参照
文献［19］，活性以 μmol CO2 / mg 蛋白·min － 1表示。

2 结果

2. 1 不同营养方式对 C． vulgaris 生长动力学参数
的影响

采用自养、异养和混合营养 3 种方式对 C．
vulgaris 进行培养，在相同条件下对其生长过程中的
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动态变化进行检测。结果显示(图 1)，培养基中添
加有机碳源可以使藻细胞生长提前进入对数生长期
和稳定期。混合营养和异养培养的 C． vulgaris 在第
3 天进入稳定期，在培养的第 1 天和第 2 天藻细胞
快速增殖，很快度过对数期进入稳定期;而自养培养
的 C． vulgaris 在整个培养过程中缓慢增长。在 3 种
营养方式中，异养和混合营养条件下 C． vulgaris 的
生长速率明显优于光合自养。而在异养和混养组
中，后者又表现出一定的优势，尤其是在生长的稳定
期，异养方式因为能源物质消耗殆尽，进入衰退期，
而混养却生长强劲，增长速度平稳。

由表 1 可以看出 3 种培养条件下，混合营养和
异养培养的 C． vulgaris 生物量浓度分别是光合自养
对照组的 7. 31 倍和 6. 24 倍，比生长速率分别是光
合自养对照组的 3. 38 倍和 3. 34 倍，生物量产率分
别是光合自养对照组的 7 倍和 6 倍。此外，混合营

养结合光合自养和异养营养模式的特征，比单独进
行自养或异养生长更具有优势。

图 1． 营养方式对 C． vulgaris 生长特性的影响
(n = 3)
Figure 1． Effects of trophic modes on the growth behavior

of C． vulgaris ( n = 3) ．

表 1． 营养方式对 C． vulgaris 生物量生产的影响 (n = 3)

Table 1． Effects of trophic modes on the biomass production of C． vulgaris (n = 3)

Trophic modes Biomass content /( g /L) Specific growth rate /(μ /day) Biomass productivity /［g /(L·day)］
Photoautotrophy 0. 29 ± 0. 03 0. 32 ± 0. 02 0. 05 ± 0. 004
Mixotrophy 2. 12 ± 0. 10 1. 08 ± 0. 07 0. 35 ± 0. 0017
Heterotrophy 1. 81 ± 0. 08 1. 07 ± 0. 06 0. 30 ± 0. 014

2. 2 不同营养方式对 C． vulgaris 培养基 pH 值和
溶解氧(DO)的影响

pH 值是影响藻类生长代谢的重要因子之一，培
养基的 pH 值会影响光合作用中 CO2 的可用性，在
呼吸作用中会影响微藻对有机碳源的利用效率，同
时由于 pH 值直接影响细胞膜的渗透性，会影响微
藻细胞对培养液中离子的吸收和利用，以及代谢产
物的再利用性和毒性。不同培养方式下培养基 pH
值的变化如图 2-A 所示。自养条件下培养液的 pH
值偏碱性而且不断增长，培养结束时 pH 值接近 10。

不同营养方式下培养基中溶解氧含量的变化如
图 2-B 所示。光合自养条件下培养基中的溶解氧含
量较混养和异养要高，而且随着培养时间的延续，溶
解氧含量有增高的趋势，这主要和藻细胞的自养光
合放氧有关;异养培养条件下培养基中的溶解氧含
量相对最低，在藻细胞生长进入稳定期(第 4 天)时
氧含量最高;混合营养培养基中的溶解氧含量介于
光合自养和异养培养基中的溶氧含量之间。值得注
意的是在藻细胞生长进入第 6 天(稳定期后期)时，

混合营养培养基中的溶氧含量呈现上升趋势，而异
养的则呈下降趋势。这说明，在培养后期当培养基
中的有机碳源消耗殆尽时，混合营养实验组中提供
的光能可能促使藻细胞进行光合放氧，导致培养基
中溶解氧含量的上升。
2. 3 不同营养方式对 C． vulgaris 细胞生化组分的
影响
2. 3. 1 光合色素含量:图 3 为不同营养方式对 C．
vulgaris 叶绿素 a、叶绿素 b、总叶绿素和类胡萝卜素
含量的影响。由图 3 可知，不同营养方式对单位质
量藻细胞中光合色素合成量具有显著影响。自养方
式下藻细胞积累的叶绿素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜
素含量显著高于异养和混合营养方式;而异养和混
合营养相比较，后者光合色素的含量较高。实验中
还发现异养条件下的藻液呈淡黄绿色，这与 C．
vulgaris 在异样转化过程中出现叶绿体逐渐消失、细
胞呈黄化的现象有关［20］。从光合色素含量的变化
可以反映出营养方式直接影响藻细胞的光合作用，
有机碳源(葡萄糖)的添加抑制了藻细胞的光合作
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图 2． 营养方式对培养基 pH 值(A)和溶解氧
(B)的影响 (n = 3)
Figure 2． Effects of trophic modes on the pH values (A)

and DO (B) in culture medium ( n = 3) ．

图 3． 营养方式对 C． vulgaris 光合色素含量的影响 ( n

= 3)
Figure 3． Effects of trophic modes on the photosynthetic pigments

contents of C． vulgaris ( n = 3) ．

用，导致光合色素含量的降低。分析总叶绿素的产
率得出，混合营养条件下总叶绿素的产率为 2. 23
mg /L·day － 1，而自养和异养条件下的总叶绿素的产

率分别为 1. 38 mg /L·day － 1和 1. 00 mg /L·day － 1。
从上述分析认为，虽然混合营养培养方式下单位质
量藻细胞的叶绿素含量较自养要低，但是由于混合
营养的藻细胞浓度较高，所以其叶绿素产率相对较
高。因此，从微藻生物合成叶绿素的角度考虑，混合
营养培养模式具有藻细胞浓度高和叶绿素产率高的
特点，比光合自养和异养模式更具优势。
2. 3. 2 油脂、蛋白质和可溶性糖含量:图 4 显示了
不同营养方式对 C． vulgaris 蛋白质、油脂和可溶性
糖含量的影响。由图 4 可知，光合自养条件下蛋白
质含量比混养和异养条件下的要高，经过添加葡萄
糖使藻细胞营养方式向混养和异养发生转化后，其
油脂含量和可溶性糖含量显著提高。而混养和异养
条件下，C． vulgaris 的油脂、蛋白质和可溶性糖含量
的差异不显著。这与已有的研究结果相符。Orús
等的研究认为 C． vulgaris 从自养方式转变为混合营
养时，藻细胞蛋白质含量的减少通过提高油脂和糖
类含量来补偿［21］。这一结果另外也能反映出营养
方式的转变和有机碳源的供给直接影响到 C．
vulgaris 的碳代谢和氮代谢途径。

图 4． 营养方式对 C． vulgaris 蛋白质、油脂和可溶性糖

含量的影响 (n = 3)
Figure 4． Effects of trophic modes on the proteins， lipids and

soluble sugars contents of C． vulgaris ( n = 3) ．

分析 3 种细胞生化组分的单位体积产率可知，
自养、混养和异养培养条件下，油脂产率分别为
3. 00、73. 13、65. 00 mg /L·day － 1，蛋白质产率分别为
13. 88、51. 89、47. 17 mg /L·day － 1，可溶性糖产率分
别为 1. 83、64. 63、64. 82 mg /L·day － 1。由此可见，混
养和异养转化培养后，从产率考虑，藻细胞生物合成
油脂、蛋白质和可溶性糖的能力明显高于光合自养
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对照组。
2. 3. 3 脂肪酸组成:藻细胞经从光合自养向混养和
异养转化培养后不但油脂含量显著提高，而且直接
影响 C． vulgaris 油脂的脂肪酸组成。分析表 2 可
知，3 种营养方式下微藻油脂的主要脂肪酸为油酸、
棕榈酸和亚油酸。但是随着营养方式从自养到混
养、再到异养的转变，三烯酸、二烯酸等不饱和脂肪
酸含量有下降的趋势，而饱和脂肪酸含量趋于增高，

这说明葡萄糖对藻细胞的脂肪酸合成途径也产生了
影响。本文的研究结果与吴庆余教授的报道相
似［13］。

从生产生物能源的角度考虑，上述这些藻细胞
在营养方式转变过程中细胞组成方面的变化，包括
蛋白质含量的降低、油脂和可溶性糖含量的提高，以
及饱和脂肪酸含量的增加都有利于微藻生物柴油和
燃料乙醇的生产。

表 2． 营养方式对 C． vulgaris 脂肪酸组成的影响
Table 2． Effects of trophic modes on the fatty acids composition of C． vulgaris

Fatty acid composition
c(Ｒelative) /%

Photoautotrophy Mixotrophy Heterotrophy
Hexadecatrienoic acid (C16∶ 3Δ7c，10c，13c) 3. 66 1. 80 0. 91
Hexadecadienoic acid (C16∶ 2Δ7c，10c) 2. 11 0. 55 0. 41
Hexadecenoic acid (C16∶ 1Δ7c) 2. 48 0. 55 0. 60
Hexadecanioc acid (C16∶ 0) 31. 66 36. 96 36. 43
Octadecadienoic acid (C18∶ 2Δ9c，12c) 19. 03 18. 25 17. 90
Octadecenoic acid (C18∶ 1Δ9c) 37. 69 36. 11 37. 99
Octadecanoic acid (C18∶ 0) 3. 36 5. 78 5. 76

2. 3. 4 氨基酸组成:藻细胞营养方式的转变不仅影
响蛋白质含量，而且直接影响 C． vulgaris 蛋白质中
的氨基酸组成(如表 3 所示)。结合图 4 和表 3 中的
数据变化可以看出，相同氮源水平下 ( 0. 25g /L
NaNO3)，自养培养所得藻细胞的蛋白质含量较高，
其蛋白质中各种氨基酸的相对含量最高。而经过混
养和异养转换培养后 C． vulgaris 的蛋白质含量显著
降低，蛋白质中各种氨基酸的比例也相应地下降，各

组氨基酸含量高低顺序依次为自养 ＞ 混养 ＞ 异养，
自养、混养和异养组氨基酸总量分别为 35. 61%、
21. 03%和 18. 25%。蛋白质和氨基酸分析结果表
明，C． vulgaris 经过营养方式转变后藻细胞蛋白质
的 18 种氨基酸的相对含量发生了明显变化，添加葡
萄糖和光 /暗培养处理直接影响到 C． vulgaris 的氮
代谢途径，使氨基酸和蛋白质的合成代谢途径改变。

表 3． 营养方式对 C． vulgaris 细胞氨基酸组成的影响
Table 3． Effects of trophic modes on the amino acids composition of C． vulgaris

Amino acid composition c(Photoautotrophy) /% * c(Mixotrophy) /% * c(Heterotrophy) /% *

Asparaginic acid 3. 30 1. 78 1. 58
Threonine 1. 69 1. 04 0. 92
Serine 1. 27 0. 74 0. 65
Glutamic acid 4. 22 2. 30 2. 00
Glycine 2. 22 1. 27 1. 10
Alanine 2. 93 1. 74 1. 52
Valine 2. 29 1. 56 1. 39
Methionine 1. 85 1. 39 1. 22
Isoleucine 1. 51 1. 00 0. 90
Leucine 3. 24 1. 95 1. 64
Tyrosine 1. 36 0. 76 0. 65
Phenylalanine 2. 03 1. 07 0. 93
Lysine 2. 04 1. 17 1. 02
Histidine 0. 67 0. 34 0. 34
Arginine 2. 22 1. 18 1. 04
Proline 1. 81 1. 09 0. 81
Cystine 0. 75 0. 53 0. 46
Tryptophan 0. 21 0. 12 0. 08
Total 35. 61 21. 03 18. 25

* The tested samples were dried solid powder，the values are relative percentage (% ) ．
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2. 3. 5 细胞元素组成:在上述研究的基础之上，采
用激光诱导击穿光谱技术测定了 C． vulgaris 的元素
组成，结果如表 4 所示。由数据可以反映，藻细胞在
自养、混养和异养条件下对培养液中元素的转化吸
收存在差异。在 3 组培养实验中，碳元素的相对含
量在 异 养 组 中 最 高，为 36. 25%，混 养 次 之 为
30. 77%，自养的为 23. 59%。这一结果说明在培养
基中添加有机碳源可促使微藻细胞转化合成较多的
碳素，而且从添加有机碳源的混养和自养组实验结

果显示，混合营养方式下光照对碳素的转化利用有
抑制作用，无光照的异养培养可获得较高的碳素转
化率。除碳元素之外，其它元素随着自养向混养、异
养的转换而逐渐下降。自养与混养和异养方式下藻
细胞元素的相对含量相比，差异性非常显著。而混
养和异养间的元素差异相对较小。这说明有机碳源
的供应，以及有机碳源供应前提下的光暗处理均会
对藻细胞吸收转换培养液中的营养物和元素产生
影响。

表 4． 营养方式对 C． vulgaris 细胞元素的影响
Table 4． Effects of trophic modes on the cellular elements of C． vulgaris

Elements* C /H P /H K /H Ca /H Na /H Mg /H Fe /H Cu /H Mn /H
Photoautotrophy (% ) 23. 59 2. 22 1. 57 2. 92 0. 31 1. 91 4. 88 0. 06 1. 00
Mixotrophy (% ) 30. 77 0. 68 1. 06 0. 39 0. 06 0. 26 1. 21 0. 01 0. 13
Heterotrophy (% ) 36. 25 0. 66 0. 80 0. 26 0. 04 0. 22 0. 91 0. 01 0. 09

* The results are the element relative to the H element content in each sample．

2. 4 不同营养方式对 C． vulgaris 细胞碳代谢途径
关键酶活性的影响

不同营养方式对 C． vulgaris 胞外碳酸酐酶
(CA)和核酮糖-1，5-二磷酸羧化酶(Ｒubisco)活性的
影响如图 5 所示。从 CA 和 Ｒubisco 活性的变化可
知，营养方式的转变直接影响 C． vulgaris 的碳代谢。
由图 5-A 可知，与光合自养对照组的 CA 活性持续
缓慢上升的态势相比，混养和异养实验组在培养进
入第 1 天时 CA 活性显著下降，培养第 2 天时混养
组 CA 活性非常微弱，而异养组已检测不到活性。
在之后的培养过程中以吸收空气中的 CO2 为唯一
碳源的光合自养组始终能检测到 CA 活性，而且随
着藻细胞的生长 CA 活性有缓慢增加的趋势;而异
养组的藻细胞中始终未检测到 CA 活性，混养组的
在培养后期能检测到微弱的 CA 活性回升。

由图 5-B 可知，营养方式及培养时间对 C．
vulgaris Ｒubisco 的活性也同样有显著的影响。待接
种的 C． vulgaris 藻细胞中 Ｒubisco 的活性较高，培
养进入第 1 天时，光合自养组的 Ｒubisco 活性有所
下降，这可能与藻细胞的营养与培养条件的适应过
渡有关，而在培养进入第 2 天时 Ｒubisco 活性逐渐
上升。而混养和异养组的 Ｒubisco 活性在培养的前
2 天内显著下降，结合藻细胞的生长曲线认为这种
明显下降与其主要以异养生长有关，葡萄糖的添加
显著抑制了 C． vulgaris 的光合作用。从培养第 2 天
开始，光合自养和混养组 C． vulgaris 细胞的 Ｒubisco

图 5． 营养方式对 C． vulgaris 胞外碳酸酐酶和 Ｒubisco 活

性的影响 (n = 3)
Figure 5． Effects of trophic modes on carbonic anhydrase and Ｒubisco

activities of C． vulgaris ( n = 3 ) ． A: Carbonic anhydrase; B:

Ｒubisco．

活性逐渐上升，自养组的 Ｒubisco 活性高于混养组，
而在之后的培养过程中异养组的 Ｒubisco 活性逐渐
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消失。从光合自养和混养组 Ｒubisco 活性上升的变
化反映出自养藻细胞的光合作用较强。而混养组在
培养中后期 Ｒubisco 活性也出现逐渐回升的态势，
这表明当培养基中的葡萄糖在逐渐被消耗利用后，
在光照条件下藻细胞的光合作用逐渐加强，Ｒubisco
不断合成。而异养组在培养中后期未检测到 Ｒubisco
活性，说明在葡萄糖和暗处理的双重作用下 Ｒubisco
的合成被抑制。

3 讨论

3. 1 C． vulgaris 营养方式多样性的生理生态学意
义

微藻营养方式的多样性对于生物学来说具有极
其深远的意义。某些藻类为了适应恶劣的生活环
境，如低光照、低营养条件，在长期的自然选择下形
成了混养甚至异养的生存能力，这在后来的生物进
化和遗传上起到了重要的作用［22］。随着浮游生物
生态学和赤潮研究工作的不断推进，对混养和异养
型浮游生物(含微藻)与环境和营养因子的相互关
系的研究也逐步深入，其中包括光照、营养物浓度、
盐度和酸碱度对混养型浮游生物的摄食、光合作用、
生长繁殖等的影响［23 － 25］，以及混合营养型浮游生物
对微食物网营养动力学产生的影响［26］。

本文的研究结果显示，在添加有机碳源葡萄糖
的条件下，混养和异养培养可显著促进藻细胞的生
长，最终分别可获得 7 倍、6 倍于自养的生物量产
率，异养(1. 81 g /L)和自养(0. 29 g /L)方式下的藻
细胞生物量之和接近于混养(2. 12 g /L)的生物量，
这一研究结果与庄惠如等［27］的相近。碳源是影响
C． vulgaris 生长的一个重要因素。从藻细胞的生长
态势分析，在供给有机碳源和光能的混养方式较自
养和异养表示出较强的生长优势，特别是在培养至
后期时，随着培养基中有机碳源的消耗殆尽和代谢
产物的积累，自养组细胞生长量缓慢增高，暗培养下
的异养组细胞生长量呈缓慢下降态势，而混养组在
培养后期的生长态势趋同于自养组，这说明混养过
程兼备自养和异养的特点，在有机碳源充足的条件
下主营异养，在有机碳源匮乏的条件下转换为自养，
使得藻细胞继续生长［28］。这一现象也可从图 5 的
不同营养方式对 C． vulgaris 细胞碳代谢途径关键
酶———胞外碳酸酐酶和 Ｒubisco 活性的影响方面得

到解释。葡萄糖的添加抑制了 C． vulgaris 的光合作
用，使藻细胞主营异养生长，而且随着培养基质中有
机碳源浓度的逐渐降低，在培养的不同阶段藻细胞
可实现从异养、混养和自养之间的转换。从图 1 中
可以看出，异养和混合营养在生长后期的差别也从
另一个方面说明葡萄糖作为碳源对 C． vulgaris 生长
有促进作用，葡萄糖的存在可能弥补了气体碳源
CO2 供应的不充足，并可能使细胞在碳源利用中节

省所消耗的 ATP 和 NADPH［29 － 30］。光照作为另一
个影响 C． vulgaris 生长的因素，其重要性在本实验
中也得到了证实。在一个光暗培养周期中，光照条
件下的生长也略快于暗条件。这说明光能够促进碳
源的代谢和能量的输送，利于混合营养的进行［31］。

从图 2 中不同营养方式对培养基 pH 值(A)和
溶解氧(B)的影响结果显示，培养液中 pH 值的变化
是由于自养条件下 C． vulgaris 进行光合作用，随着
其生长而不断消耗培养基中的 CO2 所致，而且碱性
环境更容易使气相中的 CO2 溶解于培养液中供藻
细胞进行光合作用。异养条件下 pH 值增长的趋势
不明显且会有下降，是由于 C． vulgaris 进行异养繁
殖积累 CO2 的原因;而混养条件下 pH 值介于两者
之间，这说明细胞的光合作用和呼吸代谢强度可能
存在相互竞争和补助，呼吸作用产生的 CO2 会被光
合途径中的“CO2 泵”重新吸收利用，补偿到光合途
径中。另外混合营养和异养培养过程中 pH 值的变
化与葡萄糖代谢产生的有机酸有关［32 － 33］。

不同营养方式对 C． vulgaris 胞外碳酸酐酶
(CA)活性的影响(图 5-A)反映出，一方面由于有机
碳源葡萄糖的添加显著抑制了光合作用，另一方面
使 C． vulgaris 的有氧呼吸作用加强，细胞在进行异
养生长过程中释放出的 CO2 显著抑制了 CA 的活
性。单细胞微藻有多种形式的 CA，其表达受环境中
CO2 水平的影响。小球藻 ( C． saccharophila) 在低
CO2 浓度条件下，CA 受诱导，胞外活性明显升高，而

在较高 CO2 条件下活性受抑制
［34］。张大兵［35］等的

研究表明，自养 C． protothecoides 的 Ｒubisco 蛋白含
量占细胞可溶性蛋白质的 24%。而异养转变后的
藻细胞内不含 Ｒubisco。异养藻向自养生长转变过
程中，20 h 后细胞内叶绿素含量逐渐增加，24 h 时
细胞内出现 Ｒubisco，并大量增加，至 41 h 时含量达
最高峰，这表明藻细胞光合作用能力的恢复和加强。
本研究显示，混养和异养同样抑制 Ｒubisco 活性，但
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是这种抑制随着光源供给和培养液中有机碳源浓度
的变化而变化，进而造成在不同营养和环境条件下
其营养方式的转换。

上述研究结果表明，C． vulgaris 为了适应不同
类型的环境和营养因子，特别是为了应对光照强度
和水体中碳源种类及浓度，进化出了多功能的生理
代谢途径和营养方式以达到生存和生长的目的，体
现出其生长特性和营养方式的多功能及多途径。
3. 2 C． vulgaris 营养方式多样性的应用价值

微藻营养方式多样性的研究不仅在进化生物学
和生态学领域具有重要的理论意义，而且在环境治
理、高密度培养功能微藻生物合成活性物质和微藻
能源领域具有重要的应用价值。Kim 等的研究显示
混养培养的小球藻(C． vulgaris)可有效除去废水中
的总碳和高浓度的氮，而且随着污水中碳氮的不断
去除，藻细胞的生长量不断增加，研究认为藻细胞可
有效利用废水中的营养物质合成生物质，可达到废
水处理和生物质合成的双重目的［36］;异养小球藻
(C． zofingiensis)能快速生长并能高效积累虾青素，
具有大规模生产虾青素的潜力［37］;异养小球藻(C．
protothecoides) 可快速生长而且能积累细胞干重
55%的油脂，提取所得油脂经酸催化酯交换反应后
可获得高品质的生物柴油［38］。

Wang 等［39］报道了小球藻在自养、异养和混养
条件下的生长状况及细胞生化成分的差异，有关异
养和混养可显著提高藻细胞生物量和比生长速率的
结果相近。但是该报道的研究显示异养可显著提高
脂肪含量，而且有利于亚麻酸的积累。本研究显示，
异养同样可提高藻细胞的脂肪含量，但是随着营养
方式从自养至混养和异养转变的过程中，不饱和脂
肪酸的比例逐渐下降。这一研究结果与文献有所不
同。分析原因可能是由于藻种的差异和培养条件
(主要是文献中的培养时间较长为 9 天，本实验为 6
天)的差异所致。因此，动态考察不同营养方式下
藻细胞主要生化组分含量和比例的变化对进一步认
识其生长和代谢机理具有重要意义。

本研究结果表明，混养和异养培养方式可显著
提高 C． vulgaris 的生物量浓度、比生长速率和产率;
C． vulgaris 依次从自养、混养至异养的转换培养后，
其蛋白质和光合色素含量显著下降，藻细胞蛋白质
中 18 种氨基酸的相对含量逐渐降低，可溶性糖和油
脂含量显著提高;微藻油脂的不饱和脂肪酸的比例

下降，饱和脂肪酸的比例上升;异养和混养可促进
C． vulgaris 对碳元素的积累，而抑制对其他元素，如
K、P、Ca、Mg、Fe 等的吸收和积累。这些细胞生化组
成方面的变化反映出，利用含碳有机废水进行混养
和异养培养微藻合成的生物质都有利于微藻生物燃
料的生产，主要优势在于其含有较高含量的糖类和
油脂，而具有较低的蛋白质含量。因此，鉴于混合营
养的藻种类型较多，并结合本文的研究结果认为，混
合营养模式是高密度、高产率、短周期培养 C．
vulgaris 等具有经济价值的微藻的较适宜的培养方
式，可应用于重要微藻活性物质的生物合成。

综上所述，不同营养方式 (自养、混养和异养)
显著影响 C． vulgaris 的生长和代谢特征，葡萄糖的
添加和光源的供给直接导致藻细胞生理代谢途径和
细胞生化组成的改变，尤其对碳代谢途径、光合作用
过程、油脂及脂肪酸组成、蛋白质及氨基酸组成和细
胞元素积累影响显著。葡萄糖的添加明显促进 C．
vulgaris 细胞的生长和生物量的积累，刺激碳素生化
组分(如糖类、油脂)的合成，而抑制氮素生化组分
(如蛋白质、光合色素 ) 的生物合成。从 CA 和
Ｒubisco 的活性分析结果反映出，在光照条件下培养
基质中葡萄糖的消耗水平直接决定 C． vulgaris 细胞
主营自养或异养生长。光照条件下葡萄糖浓度对
C． vulgaris 细胞主营自养或异养生长方式的动态基
因调控机制正在进一步研究中。
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Effects of different trophic modes on growth
characteristics，metabolism and cellular components of
Chlorella vulgaris

Weibao Kong* ，Yang Wang，Hong Yang，Yuqin Xi，Ｒui Han，Shiquan Niu
College of Life Science，Northwest Normal University，Lanzhou 730070，Gansu Province，China

Abstract:［Objective］We studied the effects of trophic modes related to glucose and light (photoautotrophy，mixotrophy

and heterotrophy) on growth，cellular components and carbon metabolic pathway of Chlorella vulgaris． ［Methods］ The

parameters about growth of algal cells were investigated by using spectroscopy and chromatography techniques． ［Ｒesults］

When trophic mode changed from photoautotrophy to mixotrophy and to heterotrophy successively，the concentrations of

soluble sugar，lipid and saturated C16 /C18 fatty acids in C． vulgaris increased，whereas the concentrations of unsaturated

C16，C18 fatty acids，proteins，photosynthetic pigments and 18 relative amino acids decreased． Light and glucose affect

the growth，metabolism and the biochemical components biosynthesis of C． vulgaris． Addition of glucose can promote algal

biomass accumulation，stimulate the synthesis of carbonaceous components，but inhibit nitrogenous components． Under

illumination cultivation，concentration and consumption level of glucose decided the main trophic modes of C． vulgaris．

［Conclusion］Mixotrophic and heterotrophic cultivation could promote the growth of algal cells．

Keywords: trophic modes，Chlorella vulgaris，growth characteristics，metabolism，cellular components，difference
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