
 

 Marine Sciences / Vol. 34, No. 10 / 2010 83 

利用光生物反应器培养雨生红球藻的研究初探 
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摘要: 用光生物反应器与光照培养箱两种培养容器培养雨生红球藻(Haematococcus pluvialis), 对雨生

红球藻在两种容器培养过程中细胞生长、pH 值、溶解氧(DO)及虾青素积累情况进行比较, 同时比较不

同接种密度对光生物反应器培养效果的影响。实验表明, 光生物反应器中藻细胞的调整期较短, 接种 1 d 后

即进入指数生长阶段, 在胁迫阶段则仅需 4 d 即达到虾青素含量的峰值; 将 pH 值控制在偏碱性条件下

(7.75±0.10)有利于藻细胞更好生长; 营养培养阶段 DO相对饱和度上升至 80%, 而在胁迫阶段则迅速降

低, 最低值小于 6%; 较高的接种密度(2.3×104 个/mL)具有较短的营养培养周期(7 d), 且因接种密度变

化对胁迫周期长短无明显影响(均为 4 d), 选用较高的接种密度可望降低工业生产成本。 
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虾青素(astaxanthin)是一种红色的酮式类胡萝卜

素, 因其强抗氧化能力而具有抗癌、增强免疫、抗紫

外线、着色等功效[1~6]。天然虾青素具有很高的经济

价值和开发前景, 且需求量不断增加[2, 3]。雨生红球

藻(Haematococcus pluvialis)是一种单细胞绿藻 , 其

虾青素含量约占细胞干质量的 1.5%~3.0%, 被公认

为天然虾青素的浓缩体[2]。目前, 如何利用雨生红球

藻实现虾青素高产已成为国际研究的热点。然而, 雨

生红球藻生长缓慢、易受污染, 且生长适宜温度较低

等特点使得雨生红球藻的大规模高密度培养受到限

制[7, 8]。为进行藻细胞的大体积生产, 国外学者普遍

采用封闭式光生物反应器[9~11]。 

光生物反应器是一种微藻培养设施或装置 , 目
前主要分开放式光生物反应器和封闭式光生物反应

器两大类。前者结构简单、投资成本低、技术要求

较低, 但却存在培养条件难以控制、易受环境污染等

缺点, 比较不适合雨生红球藻的大规模培养。后者能

较好地控制培养环境, 保护微藻不受周围环境的污

染, 实现高细胞密度培养[9, 12]。近年来, 封闭式光生

物反应器发展迅猛, 国外学者关于利用封闭式光生

物反应器培养雨生红球藻的研究报道已有不少, 且
主要集中在立柱式、平板式和管状式等 3 大类型, 其
研究重点已从反应器的应用转移至反应器的结构改

进以及培养参数(通气速率、质量传输速率研究等)
的优化[9, 10, 13~18]。国内研究则多数集中在少数反应器

的应用上 [19~21], 总体而言 , 国内研究广度和深度不

及国外。  
光强、搅拌速率、通气速率、pH、溶解氧(DO)、

接种密度等均可影响雨生红球藻生长。雨生红球藻

对 pH 的缓冲能力较弱, 培养过程中营养盐和 CO2 的

消耗将逐渐升高藻液 pH [22, 23], 从而影响藻细胞生

长。培养过程中细胞密度逐渐增加, 细胞容易发生贴

壁、沉降, 反应器的搅拌和充气系统可在一定程度上

缓解上述现象。充气速率高低也将影响藻生长, 充气

可对细胞产生悬浮作用 , 并补充溶解氧 , 但若体系

溶氧过高, 细胞生长则会受抑制[7, 24, 25]。此外, 选择

恰当的接种密度有利于使营养盐利用与细胞生长维

持在较佳的动态平衡状态, 进而缩短培养周期并提

高最终虾青素含量。 
针对上述影响因素 , 本文对雨生红球藻培养过

程中的细胞生长情况、虾青素、总叶绿素、pH 值、

DO 变化及不同接种密度对细胞培养的影响进行了

初步研究。 
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1  材料和方法 

1.1  实验藻种 
本实验所用雨生红球藻原始藻种由中国科学院

水生生物研究所藻种库提供。 

1.2  实验培养条件 
1.2.1  培养基 

本实验采用 BBM 培养基。 

1.2.2  利用光生物反应器培养雨生红球藻 
利用 20 L NHL-Ⅲ型光生物反应器(烟台高新区

海洋生物工程研究所)培养雨生红球藻原始藻种。反

应器由发酵罐、光照系统、灭菌系统、通气系统、

控制系统 5 部分组成, 反应器配有 pH 值和搅拌速度

自动控制系统, 系统面板可显示温度、pH 值、搅拌

速度和溶解氧。 
实验前进行高压蒸汽灭菌处理, 冷却至室温后加

BBM 培养基及藻液, 接种密度分别为 2.3×104 个/mL 
和 0.84×104 个/mL。营养细胞培养阶段和胁迫阶段

的光强分别为 1.1~1.3 klx 和 10~11 klx; 温度控制在

23 ±1 ; pH℃ ℃ 值控制在 7.75±0.10; 通气速率约为

2.0 L/min。每日取 2 mL 藻液测细胞密度。 
1.2.3  利用三角烧瓶培养雨生红球藻 

在光照培养箱中用 250 mL 的三角烧瓶接种处

于对数生长期的原始藻种, 作为对照组, 设置 3 个平

行。接种密度为 2.3×104 个/mL, 1.1~1.3 klx 光强连

续光照, 温度为 23.0 ℃。每日取 2 mL 藻液测细胞密

度, 同时用 pH 计测定 pH 值。每日摇藻 3 次, 防止

藻细胞粘壁。 

1.3  测定方法 
利用血球计数板进行细胞计数。按公式 K=(lnNt 

– lnN0)/t 计算生长速率 K, 其中 Nt, N0 分别为 t 时刻

和初始时刻的细胞数。实验结束后, 取全部藻悬浮液, 
离心去上清液后干燥冷却至衡质量, 计算单位体积

藻粉产率。 
采用高效液相色谱(HPLC)法分析测定虾青素含

量。色谱柱为 Hypersil ODS(5 µm, 4.6 mm×250 mm, 
Germany)色谱柱; 流动相为乙腈、甲醇和水(75:25:10, 
体积:体积:体积); 流速为 1.0 mL/min; 用二极管阵列

检测器(DAD)在 250～700 nm 波长范围内扫描, 在
476 nm 处进行检测; 进样量为 10 µL。 

利用 752 型分光光度计于 664, 647, 630 nm 波长

处测定吸光值并求算叶绿素含量(取 λ=750 nm 的吸

光值校正)。 

2  结果与讨论 

2.1  光生物反应器中雨生红球藻的营养培养 
2.1.1  光生物反应器中雨生红球藻营养阶段的细胞

生长 
图 1 为不同培养条件下, 雨生红球藻的细胞生

长曲线图。由图 1 可知, 光生物反应器(接种密度为

2.3×104 个/mL)与光照培养箱中三角烧瓶(约 100 mL)
的培养效果不同: 前者中藻细胞调整期较短, 接种 1 d
后即进入指数生长状态, 7 d 后, 藻液颜色显著加深

(图 2a, b), 细胞密度达 3.04×105 个/mL, 为初始密度

(2.3×104 个 /mL)的 15 倍 , 是三角烧瓶最大藻密度

(2.54×105 个/mL)的 1.2 倍; 平均生长速率为 0.37 d−1, 
明显高于利用太阳光进行室外大体积(10 L)培养的

平均生长速率(0.10 d−1)[26]; Kaewpintong 等[9]利用对

鼓泡塔式光生物反应器培养雨生红球藻(NIES 144),
其细胞平均生长速率为 0.36 d−1, 与本实验相近。可

见, 雨生红球藻在该光生物反应器中能达到快速生

长的效果。 
2.1.2  pH 值对营养阶段细胞生长的影响 

实验中, 光生物反应器中的 pH 值自动控制在

7.75±0.10, 三角烧瓶中 pH 值不控制。图 3 为三角烧

瓶中雨生红球藻营养阶段的 pH 变化曲线。由图 3 可

知, 藻液 pH 值随培养时间逐渐升高, 7 d 后超过 9.0, 
达 9.35, 可见雨生红球藻在培养过程中是逐渐产碱

的, 该现象与其他研究报道[22, 27]相符。已有研究认为, 
红球藻游动细胞可以耐受比较广的 pH 值范围, 在
pH 为 5.0~10.0 之间可以存活并旺盛生长, 相对而言, 
pH 值为 7~8 时对细胞生长更有利一些[23], 而当 pH  

 

图 1  不同培养条件下雨生红球藻的生长曲线 
Fig. 1  Grow curves of Haematococcus pluvialis cultured 

under different culture conditions 
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图 2  光生物反应器中藻液颜色的变化 
Fig. 2  Color change of alga liquor at different times in photobioreactor 

a. 接种后藻液的颜色; b. 培养 7 d 后藻液的颜色; c. 胁迫 4 d 后藻液的颜色(右下角为单个细胞的镜检图) 
a. alga liquor just after inoculation; b. alga liquor after a seven-day culture period; c. alga liquor after four-day stress period (the picture in the 

bottom right corner is the single cell under microscope) 
 

 

图 3  三角烧瓶中 pH 随培养时间的变化 
Fig. 3  pH variation with the increase of culture time 

 
超过 10.0 时, 将严重抑制雨生红球藻的生长[28]。本

实验中光生物反应器中的 pH 控制在偏碱性条件下

(7.75±0.10), 与对照组相比, 藻细胞的生长得到了明

显的改善(图 1)。 

2.1.3  光生物反应器中 DO 相对饱和度变化初探 

图 4 为光生物反应器(接种密度为 2.3×104 个/mL)

中 DO 相对饱和度的变化曲线。由图 4 可知, 培养初

期 DO 相对饱和度迅速上升, 第 5 天达峰值(80%), 

营养阶段末期(第 6天)DO 开始降低, 胁迫开始后 DO

急剧下降, 至后期 DO 相对饱和度均小于 6%。培养

初期藻细胞大量分裂繁殖, 光合作用大于呼吸作用, 

DO 迅速上升, 胁迫后一方面由于营养盐的消耗导致

细胞数量降低, 另一方面藻细胞开始转变为具厚壁

的静孢子[29], 光合作用受阻, 导致 DO 下降。 

 

图 4  光生物反应器中 DO 相对饱和度随时间的变化 
Fig. 4  DO change with the increase of culture time 

 

2.2  光生物反应器中雨生红球藻胁迫阶段

各指标的变化 
2.2.1  细胞密度变化及色素的积累 

胁迫阶段的细胞密度变化和色素积累情况如图

5、图 6 所示。由图 5 可知, 细胞密度随胁迫时间的

延长呈明显下降趋势。胁迫前 4 d, 细胞密度急剧下

降, 第 4 天降至 7.45 ×104 个/mL, 降幅高达 75%, 此
后 细 胞 密 度 呈 小 幅 降 低 , 最 终 藻 细 胞 密 度 为

4.95×104 个/mL。同时, 胁迫期间虾青素质量浓度先

增加后减小, 总叶绿素质量浓度则平稳下降(图 6)。
胁迫第 1 天, 虾青素质量浓度便有明显积累, 此后 3 d
内平稳上升, 当胁迫至第 4 天时, 虾青素质量浓度即

达峰值, 为 10.08 mg/L。高光胁迫会导致藻细胞部分

死亡 , 并减缓剩余存活细胞的分裂速度 , 同时使细

胞逐渐失去鞭毛 , 呈不动状态 , 并在细胞内不断积
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累虾青素[23]。因此胁迫期间细胞密度和叶绿素质量

浓度逐渐下降, 而虾青素质量浓度却增加。在胁迫后

期 , 细胞不断死亡 , 故虾青素质量浓度有所降    
低(图 6)。 

 

图 5  光生物反应器中细胞密度随胁迫时间的变化 
Fig. 5  Changes of cell density with the increase of stress 

duration  

 

图 6  虾青素和总叶绿素质量浓度的比较 
Fig. 6  Comparison of astaxanthin content and total content 

of Chlorophyll at stress stage 
 

2.2.2  不同培养容器胁迫效果的比较 
不同培养容器胁迫效果如表 1 所示。与对照组

(三角烧瓶)胁迫比较 , 光生物反应器胁迫的综合效

果不如对照组, 胁迫后细胞存活率仅为 16.4%, 仅为

对照组(31.5%)的 50%左右; 藻粉产率为 0.517 g/L, 
与对照组相当; 实验结束后(胁迫 7 d)测得虾青素产

率为 3.73 mg/L , 仅为对照组的 42.8%。光生物反应

器胁迫的综合效果较差, 这可能与光生物反应器的

培养体积较大(12.5 L, 为对照组的 125 倍)有关。培

养容器内径大 , 藻液遮挡效应明显 , 导致容器内部

胁迫光强不足 , 使得部分细胞胁迫不完全 , 虾青素

的积累量不高, 镜检也发现藻细胞内并未完全充满

虾青素(图 2c)。在后续试验中, 可以考虑通过缩短培

养容器内径或适当增加光照强度, 以提高光生物反

应器的虾青素产量。 
然而, 光生物反应器的虾青素产量(胁迫 7 d 后, 

虾青素产量为 46.63 mg)却显著高于三角烧瓶(仅为

0.87 mg)。日产虾青素量前者 (6.66 mg/d)为后者

(6.21×10−2 mg/d)的 107 倍。另一方面, 光生物反应器

的最佳胁迫周期其实仅为 4 d(图 6), 而三角烧瓶却

需 14 d。因此, 与三角烧瓶相比, 光生物反应器更有

利于雨生红球藻的短周期、大体积培养。 

2.3  接种密度对光生物反应器中雨生红球

藻培养的影响 
2.3.1  接种密度对光生物反应器中藻细胞生长的影响 

两种接种密度(2.3×104 个/mL 和 0.84×104 个/mL)
的藻细胞生长曲线如图 7 所示。与后者(较低接种密

度)相比, 前者藻细胞调整期较短(约 1 d, 前者需 3 d), 
因为前者在培养初期具有数量上的优势。培养 7 d 后, 
高接种密度的细胞已进入稳定期, 而低接种密度的

细胞仍处于指数生长阶段, 后者培养至第 12 天细胞

密度才达到峰值(3.50×105 个/mL), 但大于前者的最

终细胞密度(3.04×105 个/mL)。后者营养培养所需时

间近似为前者的 2 倍, 这表明较高的接种密度可能

可以缩短营养培养周期。 
图 8 为不同接种密度藻细胞的每日生长速率。

高接种密度的每日生长速率总体呈先上升后下降的

趋势。培养第 2~5 天, 该值较稳定(0.41~0.46 d−1), 细 
 
 
表 1  胁迫阶段各指标比较 
Tab. 1  Comparison of each index for Haematococcus pluvialis under stress in different device 

平均密度 
(×105 个/mL) 容器 

胁迫 
周期 
(d) 胁迫前 胁迫后 

存活率
(%) 

藻液 
终体积

(L) 

藻粉 
干质量

(g) 

藻粉 
产率 
(g/L) 

虾青素总

产量(mg) 

虾青素 
产率 

(mg/L) 

光生物反应器 7 3.04 0.50 16.4 12.5 6.460 0.517 46.63 3.73 
三角烧瓶 14 2.54 0.80 31.5 0.108 0.071 0.660 0.87 8.70 
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图 7  光生物反应器中不同接种密度下的细胞生长曲线图 
Fig. 7  Growth curves of Haematococcus pluvialis with 

different cell inoculum densities in photobioreactor 
 
胞密度相应平稳增加。此后 2 d 内, 细胞每日生长速率

急剧下降, 第 7 天藻密度达峰值, 为 3.04×105 个/mL。
胁迫 1 d 后(第 8 天), 生长速率为负值, 即细胞不再

生长。低接种密度细胞的每日生长速率出现两次高

潮(第 4, 7 天, 分别为 0.48, 0.51 d−1), 均高于高接种

密度的最大细胞每日生长速率(第 4 天, 0.46 d−1), 可
见低接种密度条件下, 细胞生长后劲较足, 培养 11 d
后细胞最终密度可达 3.53×105 个/mL, 比高接种密度

条件下高 16%, 但达到细胞密度峰值所需时间比高

接种密度条件多 4 d。两种接种密度的细胞平均生长

速率分别为 0.37, 0.34 d−1, 两者差异较小。 

 

图 8  光生物反应器中不同接种密度的每日细胞生长速率 
Fig. 8  Daily growth rates of Haematococcus pluvialis with 

different cell inoculum densities in photobioreactor 

 
总而言之, 两种接种密度下细胞生长速率相当, 

尽管较高的接种密度具有较低的虾青素积累量, 但
却有利于缩短培养周期, 工业生产中可望采用较高

的接种密度以减少生产成本。 
2.3.2  接种密度对光生物反应器中虾青素积累的影响 

由图 9 可知, 胁迫开始后, 虾青素质量浓度均稳

步升高, 总叶绿素质量浓度则都相应下降。胁迫过程

中, 高低接种密度下虾青素的质量浓度变化趋势相

近, 且均仅需 4 d 即达虾青素质量浓度峰值(分别为

10.08, 18.00 mg/L)。相同胁迫时间下, 低接种密度的

虾青素质量浓度均高于高接种密度, 这是因为营养

培 养 阶 段 中 前 者 具 有 较 高 的 最 终 细 胞 密 度 
(3.50×105 个/mL)。 

 

图 9  胁迫阶段的虾青素质量浓度变化 
Fig. 9  The change of astaxanthin contents during stress stage 

 

3  结论 
本实验利用 NHL-Ⅲ型光生物反应器大体积培

养雨生红球藻原始藻株。结果表明:  
1) 反应器中藻细胞的调整期较短, 接种 1 d 后

即进入指数生长阶段; 而在胁迫阶段, 仅需 4 d 即达

虾青素的峰值 ; 同时 , 虾青素日产量明显高于传统

的三角烧瓶。说明光生物反应器能使雨生红球藻细

胞获得快速生长 , 同时缩短胁迫周期 , 可望降低工

业生产成本。 
2) 藻的生长是个产碱的过程, 但碱性过高则碍

于其生长, 偏碱性条件(pH: 7.75±0.10)有利于藻细胞

的生长。总体而言, 营养培养阶段 DO 相对饱和度逐

渐上升(可达 80%), 而在胁迫阶段 DO 则迅速降低, 
最低值小于 6%, 其曲线变化与生长曲线基本相符。 

3) 较低的接种密度(0.84×104个/mL)需较长的营

养培养周期(11 d), 而较高的接种密度(2.3×104 个/mL)
则仅需 7 天, 此外, 接种密度高低对胁迫周期长短无

影响(均为 4 d)。为缩短生产周期, 建议在实际生产

应用中考虑选用较高的接种密度。 
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Abstract: The green microalga Haematococcus pluvialis was cultured in photobioreactor and light incubator, re-
spectively, to compare the effect on cell growth and astaxanthin accumulation. The effects of pH, dissolved oxygen 
(DO), and effects of different inoculating densities were also studied. The results indicated that only one day was 
needed for algae in photobioreactor to enter exponential growth phase and only four days were required to reach the 
maximum of astaxanthin content during stress stage. The culture period of algae in photobioreactor was shorter than 
that in light incubator. Slight alkaline condition (pH =7.75 ±0.10) was beneficial to the cell growth. DO increased 
up to 80% during nutrient culture stage and decreased rapidly during stress stage with a minimum of less than 6%. 
Since the higher cell inoculum density (2.3×104 cell/mL) showed shorter nutrient culture period (7 days) and dif-
ferent cell inoculum densities had no effect on the length of stress period (only 4 days were needed), we suggested 
that higher cell inoculum density might be adopted for reducing costs and shorten cycles of algae production. 
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