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摘要：【目的】探讨葡萄糖作为外加碳源对热带海洋小球藻(Chloralla sp. HN08)生物质生产和脂、光合

色素、碳水化合物及可溶性蛋白等细胞主要成份含量的影响。【方法】分析比较小球藻 HN08 在光合自

养和兼养(添加 10 g/L葡萄糖) 2种营养方式下的生长速率、细胞密度、光合放氧速率、油脂相对含量，

以及可溶性总糖、淀粉和可溶性蛋白的含量。【结果】结果表明，在光照条件下葡萄糖(10 g/L)能促进小

球藻(Chloralla sp. HN08)生长，提高细胞终密度，而异养条件下藻细胞逐渐衰亡。兼养条件下，细胞相

对生长速率及细胞终密度分别是自养条件下的 6.8倍和 1.3倍。兼养藻细胞中可溶性糖、淀粉、油脂含

量显著高于(P<0.05)光合自养细胞，然而可溶性蛋白质和光合色素含量显著低于(P<0.05)光合自养细胞。

添加葡萄糖的小球藻液的光饱和点和呼吸速率均高于光自养条件下的细胞，但 2种培养条件下藻液的净

光合速率无显著差异(P>0.05)。【结论】光照条件下，添加葡萄糖可显著提高小球藻 HN08相对生长速率

和细胞终密度，促进油脂与淀粉的积累。 
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微藻是一类富含油脂、聚不饱和脂肪酸、优

质蛋白、多糖及多种特殊次级代谢物质的光合自

养低等植物，其种类繁多，蕴藏着巨大的开发潜

力，不但是水产养殖不可或缺的优质饵料，更被

认为是解决未来人类能源、食品及环境问题的重

要物种。近几十年来，随着微藻生物技术的迅速

发展，以微藻为原料的水产饵料、多不饱和脂肪酸、

叶黄素、叶绿素、虾青素、岩藻黄素、多糖、蛋白

及生物柴油等相关产品开发成为新兴技术产业。 

获得高密度、高品质的生物质是微藻产业化

的重要前提[1]。成本相对较低的光合自养是目前小

球藻、螺旋藻等商业化大规模培养所采取的主要

模式。然而，在微藻自养培养过程中，随着细胞

密度的升高，光和 CO2的供给往往不能满足细胞

生长的需求，导致单位水体中的生物产量过低，

并增加了采收等过程的成本。 

近几年，微藻高密度异养化培养受到关注。

异养化微藻不利用光源，而是通过吸收有机碳源
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来获取能量，具有生长速度更快、单位产率高等

优势[2–6]。工业化生产也有广泛应用，异养培养已

应用于日本小球藻和雨生红球藻(Haematococcus 

pluvialis 712)的工业化培养[7–8]。 

异养模式虽然可实现微藻高密度培养，但适

应异养化培养的微藻种类较少。此外，异养的黑

暗条件下会抑制一些光诱导的代谢产物如光合色

素等的合成，影响微藻品质[9]。 

许多在黑暗条件下不能利用有机碳源进行异

养培养的微藻可以在光照条件下利用有机碳源，

进行兼养并可获得比自养条件更高的生物量和比

生长速率。如小球藻 Chlorella protothecoides在添

加葡萄糖的兼养条件下最大生长速率是自养条件

下的 10倍[10]。Nannochlorposis oculata CCMP 525、

Dunaliella salina FACHB 435 和 Chlorella 

sorokiniana CCTCC M209220 兼养条件下的生物

量也分别达到自养条件下的 1.4 倍、2.2 倍和 4.2

倍[11–12]。研究还表明，在光照条件下，添加葡萄

糖不但提高微藻细胞的生长速率和生物质产量，

对细胞内含物如油脂[13–14]、蛋白质或碳水化合物

的积累也有促进作用[15–16]。Lee等在封闭式管道光

生物反应器中，利用异养-兼养交替培养方式培养

小球藻 Chlorella sorokiniana，白天兼养模式细胞

产率为 10.2 g/(L·d)，显著高于夜间异养模式的  

5.9 g/(L·d) (P<0.05)[7]。此外，日本 FUJI化学集团

利用封闭光生物反应器两步法兼养培养雨生红球

藻，虾青素年产量可以达到 3000 kg[17]。 

小球藻(Chlorella vulagris)是一类广泛分布于

淡水和海水中的单细胞绿藻，由于其生长迅速、易

培养，细胞内活性成分较多，因而是商业化大规模

培养的主要微藻种类[18–19]。我们在热带海域分离获

得 1株耐高温富油小球藻 Chlorella sp. HN08，为提

高其培养密度，获得较高的生物质产量和油脂产

量，我们研究了外加有机碳源葡萄糖对其生长、光

合及主要光合产物含量的影响。本文报道这一结果。 

1  材料和方法 

1.1  材料与培养 

1.1.1  藻种分离纯化：海洋小球藻(Chloralla sp. 

HN08)分离自海南省海口近岸海域。抗生素平板分

离法获得纯化藻种。 

1.1.2  藻种分子鉴定：藻株基因组 DNA的提取采

用 CTAB法[20]。以 HN08的基因组 DNA为模板，

根据小球藻 18S rRNA 序列特征，合成引物 For 

(5′-GGATCAGACTTCAATCTGGTTGATCCTGGA

G-3′)和 Rev (5′-CTCAGTGAGCTTGATCCTTCG 

GCAGGTTGACC-3′)，进行 PCR扩增。其中 PCR

反应程序为：94 °C 4 min；94 °C 40 s，57 °C 40 s，

72 °C 150 s，29个循环；72 °C 8 min；4 °C保存。

18S rRNA基因 PCR产物纯化后进行测序分析，测序

由上海生物公司完成。将 HN08 的核酸序列与

GenBank中相关核酸序列进行 BLAST比对，之后用

MEGA 5软件构建系统发育树，确定HN08分类地位。 

1.1.3  藻种培养：小球藻(Chloralla sp. HN08)培养

基选用“宁波三号”培养液[21]。海水取自海口市白沙

门，经过滤后高压灭菌。培养条件为(27±1) °C，光

照强度为 40 mol/(m2·s)，光暗周期为 14 h L:10 h D。 

将培养至对数生长期的小球藻 HN08 以 25% 

(V/V)接种于 9个 500 mL三角瓶中，每瓶 400 mL

培养液。小球藻生长至对数后期，通过添加葡萄

糖(10 g/L)，分别进行异养(加葡萄糖，黑暗培养)、

兼养(加葡萄糖，照光培养)和自养(不加葡萄糖，

照光培养)培养。每个处理 3个重复。葡萄糖处理

3 d后，测定光合放氧速率、光合色素、蛋白、碳

水化合物和油脂等含量。 
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1.2  藻细胞密度及相对生长速率 

将小球藻液按比例稀释成浓度梯度，用可见

光分光光度计测定活体细胞在吸光度 500 nm处的

光密度值，血球计数板进行显微计数，将 OD500与

对应的细胞个数进行相关分析[22]。根据公式(1)计算

相对生长速率 µ。 

µ=(lnN2–lnN1)/(t2–t1)       公式(1) 

其中，t1、t2培养时间，N1和 N2分别为 t1、t2

时期的细胞密度。 

1.3  藻生物量的测定 

将混合纤维滤膜(孔径 0.45 µm)置于 105 °C烘

箱中烘干至恒重干燥器中冷却后记重W1，取 10 mL

藻液抽滤，滤膜烘干称重记为 W2，根据公式(2)

计算生物质浓度(g/L)。 

W=1000×(W2–W1)/10       公式(2) 

1.4  光合色素的测定 

90%丙酮萃取，按公式(3)、(4)、(5)计算提取

液中色素含量(mg/L)[23]。 

Chla (mg/L)=12.21OD663–2.81OD646    公式(3) 

Chlb (mg/L)=20.13OD646–5.03OD 663   公式(4) 

Cartenoid (mg/L)=(1000OD470–3.27Chla– 

104Chlb)/229           公式(5) 

1.5  光合放氧速率的测定 

将藻液分别稀释为细胞浓度 4.82×106 cells/mL 

(指数生长期浓度)和 9.46×106 cells/mL (指数生长

后期浓度)的溶液，采用自制组装的溶解氧测定系

统测定兼养与自养培养条件下藻细胞的光合放氧

速率和光饱和点。系统由 STDO11氧电极、1 L广

口瓶、磁力搅拌器和多组荧光冷光源组成。 

反应体系为 1000 mL藻液，光源为 LED灯、

温度为(27±1) °C。磁力搅拌速率为 1200 r/min，按

公式(6)、(7)、(8)计算光合放氧速率、呼吸速率和

净光合速率。 

光合放氧速率(mg/107 cells·h)= 

1
7

ΔDO (mg/L)

(10 cells/L) (h)N t
                    公式(6) 

呼吸速率(mg/107 cells·h)= 2
7

ΔDO (mg/L)

(10 cells/L) (h)N t
公式(7) 

净光合速率(mg/107 cells·h)=光合放氧速率+ 

呼吸速率                                公式(8) 

式中ΔDO1为放氧过程中溶解氧浓度的变化(mg/L)，

ΔDO2为呼吸过程中溶解氧浓度的变化(mg/L)，t为光

合作用反应时间(h)，N为藻细胞浓度(107 cells/mL)。 

1.6  可溶性蛋白含量的测定 

考马斯亮蓝 G-250染色法测定[24]。 

1.7  可溶性糖和淀粉含量的测定 

蒽酮-硫酸比色法测定[25]。 

1.8  油脂相对含量的鉴定以及测定 

尼罗红染色荧光分光光度法测定藻细胞的相

对油脂含量[26]。 

1.9  数据处理和分析 

采用 DPS 数据处理系统进行单因素方差分

析[27]。图中标有*表示处理之间为显著差异(P<0.05)。 

2  结果和分析 

2.1  微藻 HN08的分子鉴定 

藻株HN08经过 PCR扩增获得 18S rRNA基因，

测序结果经 BLAST比对，发现HN08的序列与小球

藻属(Chlorella sp.)的相关序列(GenBank 登录号：

X73992.1)相似性达 99% (图 1)，因此将HN08鉴定为

小球藻属(Chlorella sp.) (GenBank登录号：KX943590)。 

2.2  小球藻 HN08细胞密度与 OD500相关性 

结果如图 2所示，OD500与小球藻细胞数有显

著正相关(P<0.05)，因此可以通过藻液在吸光度

500的光密度值表示小球藻的细胞密度。 
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图 1.  基于藻株 HN08 18S rRNA 基因片段序列构建的系统发育树 

Figure 1.  Neighbour-joining phylogenetic tree of 18S rRNA sequences of HN08. Numbers in bracket represent 
the sequences accession number in GenBank. The number at each branch points is the percentage supported 
bootstrap. Bar, 0.001 sequence divergence.  

 

 

图 2.  OD500 与藻细胞数目线性关系 

Figure 2.  The linear relationship between the cell 
count and OD500. 

 

2.3  葡萄糖对小球藻 HN08生长的影响 

小球藻 HN08 分别进行自养、异养、兼养模

式培养。结果表明，兼养小球藻细胞比生长速率

和生物量均显著高于(P<0.05)自养培养的细胞。添

加葡萄糖 3 d后，小球藻比生长速率为 0.373/d，

显著高于后 3天的 0.055/d (P<0.05) (图 3)。添加葡

萄糖 6 d后，兼养藻生物量为 0.426 g/L，是自养

的 1.24倍。异养方式培养的小球藻在黑暗条件下

大量细胞死亡，迅速进入衰亡期，表明小球藻

HN08不能进行异养生长。 

 
图 3.  自养、异养、兼养培养条件下细胞密度 

Figure 3.  Cell density in culture under autotrophic, 
mixotrophic and heterotrophic conditions. 
 

2.4  葡萄糖对小球藻 HN08细胞组分的影响 

2.4.1  淀粉、蛋白质、可溶性糖：光照条件下添

加葡萄糖后，显著促进了小球藻细胞中碳水化合

物的积累(P<0.05)。兼养培养 6 d后，细胞内淀粉、

可溶性糖含量分别为自养条件下的 3.47倍和 1.26

倍(图 4)。而外源葡萄糖的添加显著降低了(P<0.05)

蛋白质含量，兼养细胞的可溶性蛋白含量是自养

条件下的 69%。 

2.4.2  相对油脂含量：兼养培养 6 d 的小球藻藻

液，经尼罗红染色后，在 480 nm波长激发光下的
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荧光图谱表明，在 585 nm波长处有一明显的油脂

发射峰，相对荧光强度达到 183.0 (图 5)。而自养

条件下的小球藻细胞的油脂荧光发射峰在实验期

间始终未出现。说明在光照条件下添加葡萄糖可

促进小球藻 HN08积累油脂。 

2.4.3  光合色素：添加葡萄糖后小球藻细胞的叶

绿素含量显著降低(P<0.05) (图 6)，叶绿素 a和叶

绿素 b 含量分别是自养条件下的 53%和 36%。但

是，外源葡萄糖对小球藻类胡萝卜素含量无显著

性影响(P>0.05)。 

 

图 4.  自养、兼养培养条件下生化组分含量 

Figure 4.  Contents of biochemical components in 
culture under autotrophic and mixotrophic conditions. 
*P<0.05. 

 

图 5.  自养、兼养培养条件下相对油脂含量  

Figure 5.  Relative fluorescence intensity in culture 
under autotrophic and mixotrophic conditions. *P<0.05. 

 

图 6.  自养、兼养培养条件下光合色素含量 

Figure 6.  Contents of photosynthetic pigments in 
culture under autotrophic and mixotrophic conditions. 
*P<0.05. 
 

2.5  葡萄糖对小球藻光合放氧速率和呼吸速率的

影响 

小球藻 HN08 光合放氧速率的变化曲线变化

见图 7，结果表明，在小球藻达到光饱和点前，兼

养细胞的光合放氧速率均显著低于(P<0.05)自养细

胞，在较低细胞密度条件下二者差距更明显。当藻

细胞密度为 4.81×106 cells/mL时，在 50 µmol/(m2·s)

光照条件下，兼养细胞光合放氧速率是自养条件

下的 1.5倍。 

无论是自养还是兼养模式，较低细胞密度的

小球藻的净光合放氧速率均显著高于较高密度的

小球藻(P<0.05)。此外，自养条件下，较低密度的

藻液光饱和点为 49 µmol/(m2·s)，显著低于高密度

光饱和点 120 µmol/(m2·s) (P<0.05)，兼养小球藻的

光饱和点在本实验中均未测到。 

在光照强度 40 µmol/(m2·s)条件下，兼养小球

藻 HN08呼吸速率为 0.0023 mg/107(cells·h)，显著

高于自养 0.00075 mg/107(cells·h) (P<0.05)，因而计

算得出，兼养细胞与自养细胞在 40 µmol/(m2·s) (小

球藻培养光强)条件下的净光合速率无显著性差

异(P>0.05)。 



郎筱宇等 | 微生物学报, 2017, 57(4) 555 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

图 7.  自养、兼养培养条件下光合放氧速率 

Figure 7.  Photosynthetic O2 evolution rate in culture 
under autotrophic and mixotrophic conditions.  
 

3  讨论 

结果表明，在光照条件下，外加葡萄糖可提

高海洋小球藻 HN08的比生长速率和细胞终密度，

促进细胞淀粉和油脂等细胞贮藏物质的积累  

(图 3–5)。但在黑暗条件下，小球藻不能利用葡萄

糖进行异养生长。许多研究表明，多数小球藻可

以利用有机碳源，添加外源葡萄糖等有机碳源可

显著提高 细胞的比 生长速率和细胞密度

(P<0.05)[10–12]。葡萄糖由培养基质进入细胞质后同

化的第一步反应是氧化磷酸化，每 1 个分子葡萄

糖需要消耗 1 个 ATP。在兼养条件下，光反应过

程中产生的 ATP可为葡萄糖在细胞中的氧化磷酸

化提供能量，同时葡萄糖的氧化分解释放的 CO2

又可提高[CO2]/[O2]比值，促进 RuBisco 羧化酶/

加氧酶的羧化反应，促进光合碳固定反应。CO2

的还原与葡萄糖的氧化 2 个过程为细胞的生长提

供了更多的物质基础。因此，光合作用与葡萄糖

的氧化作用协同运转可能是兼养条件下细胞生长

迅速的主要原因。 

小球藻属中的不同藻种的营养特性不同。多

数文献报导的小球藻株如C. vulgaris、Chlorella sp. 

484、Chlorella sp. 2003ZGHD23等，在光照和黑

暗条件下均可利用外源葡萄迅速生长。同时，葡

萄糖对小球藻生长代谢的作用研究也多是以可异

养的微藻为材料[12,28–31]。研究认为，小球藻细胞中

负责葡萄糖吸收和跨膜转运的“己糖/H+”同向转运

系统蛋白基因表达受黑暗诱导和光的抑制[32–34]。

黑暗条件下，被吸收的葡萄糖主要通过磷酸戊糖

途径(PPP)氧化分解，而光照条件下，细胞中的葡

萄糖主要通过糖酵解(EMP)途径氧化分解。能量代

谢通量分析(MFA)结果表明，葡萄糖通过 PPP 代

谢途径转换效率高于糖酵解途径，所以异养条件

下小球藻生长量显著高于自养(P<0.05)。但是，在

光照条件下葡萄糖是如何转运吸收以及在细胞中

的主要代谢途径尚不明确。 

本实验所用小球藻 HN08 不具有异养特性，

对葡萄糖的吸收和同化机制可能与前人已发表的

具有异养特性的微藻不同。小球藻 HN08 在黑暗

条件下不能利用葡萄糖，其原因可能是在黑暗条

件下，细胞不能为葡萄糖同化的第 1 步反应氧化

磷酸化提供充足的 ATP。   

大量研究表明，外加葡萄糖会改变微藻细胞

碳分配代谢途径，以及贮藏物质如淀粉、脂肪和

蛋白的含量[16]。小球藻 HN08在添加 10 g/L葡萄

糖 3 d后，可溶性糖、淀粉和油脂均显著高于自养

条件的(P<0.05)，尤其是淀粉积累明显。许多微藻

在添加葡萄糖后，光合产物开始积累，并常以淀

粉或脂的形式贮存，但几种积累物质的比例与藻

细胞的种类和细胞生长状态、代谢有关。具有异

养特性的小球藻 C. protothecoides 在添加葡萄糖

的条件下，代谢倾向于脂的合成，而不是碳水化

合物积累[12]。也有研究表明，小球藻 C. kessleri

吸收葡萄糖后，仅有 1%以游离葡萄糖形式存在，

85%的葡萄糖转变为寡糖(以蔗糖为主)和多糖(主
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要为淀粉)[35]。Magali等研究衣藻，实验表明添加

葡萄糖后，淀粉积累早于油脂，淀粉分解后，才

进行脂质代谢[36]。对于蛋白质、光合色素等氮素

化合物，外源有机碳不会影响异养条件下氮的吸

收，但是会抑制兼养条件下氮的吸收[37]。  

不同营养方式对藻细胞中光合色素也有显著

影响。兼养方式下小球藻 HN08 藻细胞光合色素

(Chla、Chlb)含量显著减少(P<0.05)，仅为自养条

件的 50% (图 6)。兼养条件下的许多藻类，与自养

藻相比，细胞色素含量普遍降低，前人对小球藻

Chlorella sp. FC2和 C. vulgaris的研究也表明，添

加葡萄糖会降低叶绿素含量[11,38]。 

小球藻 HN08 在培养基中添加葡萄糖后，加

速了小球藻的氧化呼吸作用，从而促进了培养基中

氧气的消耗，而由于自养与兼养条件下净光合放氧

速率[40 μmol/(m2·s)]并未有显著变化(P>0.05)，因

此导致表观光合放氧速率降低。说明虽然兼养条件下

叶绿素含量下降，但对光合反应可能并无显著影响

(P>0.05)。这与Xu等的研究结果一致：Nannochloropsis 

sp.在兼养条件下的呼吸速率增加，净光合速率与

自养细胞无显著差异(P>0.05)[39]。但是也有研究表

明，由于兼养条件下较低的叶绿素含量，导致净

光合速率和光合放氧速率均下降[40]。          

兼养条件下的小球藻 HN08 的光饱和点则显

著高于自养细胞(P<0.05) (图 7)。植物出现光饱和

点实质是强光下碳反应速率跟不上光反应从而限

制了光合速率随着光强的增加而提高[41]。光合碳

反应的限速酶 RuBisco具有羧化和加氧双重特性，

羧化反应与加氧反应的相对速率取决于 CO2与 O2

的相对浓度。O2 是羧化反应的竞争性抑制剂。兼

养条件下，葡萄糖在体内的同化作用可降低介质

中的氧气分压，使 RuBisco 羧化反应加强，提高

耐受光强，延迟光抑制的产生。尤其是在较高细

胞密度培养条件下，培养体系中的 O2分压过高是

微藻高密度培养的主要限制因子，添加葡萄糖可

缓解这一问题，从而提高细胞培养的终密度。然

而，也有研究认为外源葡萄糖会抑制 RuBisco 羧

化活性。RuBisco羧化酶含量与活性显著低于自养

条件(P<0.05)，但自养下藻蓝蛋白含量却高于兼养

以及异养[42]。在分子方面，小球藻 C. sorokiniana 

CCTCC M209220在兼养条件下，调控 rbcL基因

表达量显著低于自养条件(P<0.05)[11]。因此，添加

葡萄糖对微藻 RuBisco 酶的含量、活性以及基因

表达均有影响作用。 

此外，Zhang等认为，兼养模式更加适应弱光

环境，而我们根据实验推测，兼养模式的小球藻

的光饱和点高于自养模式，在高光下也具有优势。

这可能是一方面因为葡萄糖的氧化分解可及时消

耗光反应过程中产生的 ATP，防止光氧化，另一

方面，葡萄糖的氧化分解可释放 CO2，为光合固

碳过程提供原料，促进光合作用进行[43]。  

因此，添加葡萄糖对小球藻的生长和光合产

物积累具有积极意义，但由于藻种不同，以及藻

细胞所处的生理状态不同，葡萄糖产生的生理效

应也不同。利用本实验的初探结论，可以在生产

应用上，针对藻种的特性优化培养和调控条件，

降低成本，获得最佳生物量。 
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Effects of glucose on photosynthesis and growth of Chloralla sp. 
HN08 cells 

Xiaoyu Lang, Zhiyuan Liu*, Meng Xu, Lingyu Xie, Rongzhen Li 
College of Oceanology, Hainan University, Haikou 570228, Hainan Province, China 

Abstract: [Objective] To study the potential of using glucose as carbon source to produce microalgae biomass and 

biochemical components, such as photosynthetic pigments, lipids, carbohydrates and proteins by tropical marine 

microalgae Chloralla sp. HN08. [Methods] We compared the growth characteristics of Chloralla sp. HN08 cells 

under photoautotrophic and mixotrophic (10 g/L glucose was added into the medium) conditions. The 

photosynthesis, specific growth rates, cell densities, and the content of cell’s major components including lipids, 

starch, soluble sugar, and soluble protein were determined and compared. [Results] Glucose (10 g/L in medium) 

could promote Chlorella growth and increase the final cell density under light condition. However, cells declined 

gradually under heterotrophic condition. Under mixotrophic condition, the specific growth rate and the final cell 

density were 6.8 and 1.3 times as that of cells under photoautotrophic condition, respectively. The content of 

soluble sugar, starch, and lipids in mixotrophic cells was also significantly higher (P<0.05) than that in 

photoautotrophic cells. However, the content of soluble protein and photosynthetic pigments of mixotrophic cells 

was significantly lower (P<0.05) than that of autotrophic cells. Algae culture with glucose addition showed a higher 

light saturation as well as respiration rate. No significant difference in net photosynthesis rate was found between 

autotrophic and mixotrophic cultures (P>0.05). [Conclusion] Under light condition, glucose as a carbon source can 

promote lipids and starch accumulation, as well as biomass production. 

Keywords: Chlorella, glucose, mixotrophy, autotrophy, photosynthesis 
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