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摘要: 研究了在红光下雨生红球藻 Haematcoccus pluvialis 的细胞增殖过程中, 叶绿素荧光参数的变化以及

氮磷消耗特征, 并且研究了在不同初始氮磷浓度下, 细胞增殖周期、色素变化以及氮磷消耗速率, 以期为雨

生红球藻的培养工艺提供参考。结果显示: (1)在细胞增殖过程中, 光合荧光参数 ΦPSⅡ、qP、ETR与细胞增

殖周期一致, 没有显著差异。Fv/Fm、NPQ则随着细胞密度的上升而下降, 随着细胞密度下降而上升, 且发生

变化的拐点与营养盐胁迫造成细胞数量下降的时间点基本一致。(2)以不同初始氮磷浓度(氮磷比 10︰1, 重

量比)的培养液接种细胞 , 较高浓度的氮磷条件(45/4.5—130/13.0 mg/L), 比较低浓度的氮磷条件(15/1.5— 

20/2.0 mg/L)有利于提高批次培养后的细胞终产量。但是, 在初始高浓度氮磷下, 接种初期细胞受到胁迫, 相

对增长速率小; 氮磷消耗率低, 后期浓度维持高位; 藻细胞指数生长延迟, 培养周期变长。在红光下, 最优

化的氮磷接种浓度为 45/4.5 mg/L。研究结果对半连续培养雨生红球藻的应用进行了讨论。 

关键词: 雨生红球藻; 细胞增殖; 氮磷营养盐; 叶绿素荧光参数; 红光 

中图分类号: Q178.1+1    文献标识码: A    文章编号: 1000-3207(2014)06-1135-08 

 

雨生红球藻 Haematcoccus pluvialis 能大量积累

优质虾青素, 是一种高价值经济微藻[1]。在培养时, 

采用绿色细胞培养和转红培养两步法进行, 绿色细

胞的高效培养是生产虾青素的首要环节。先提高雨生

红球藻生物量、后进行诱导转红可获得比一步培养更

高产量的虾青素[2]。雨生红球藻累积虾青素的过程, 

是细胞对各种环境胁迫非常灵敏的保护性反应。因此, 

优化培养条件和工艺、避免绿色细胞在低生物量时进

入抗胁迫代谢, 是绿色细胞培养研究的重点。 

Tomohisa 等[3]研究不同波长的 LEDs 灯对雨生

红球藻的影响, 发现红色 LEDs 能促进绿色细胞生

长, 而蓝色 LEDs能诱导高水平虾青素的积累。齐安

翔[4]发现, 在低强度光照条件下, 红、蓝光比白光更

能有效地促进绿色细胞的生长; 在诱导虾青素积累

时 , 白光胁迫处理经不同波段光培养后的藻细胞 , 

结果显示, 红光培养组藻粉产率最高, 蓝光培养组

虾青素产率最高。Satoshi等[5]报道, 在低光强下, 长

波光可避免绿色细胞在低生物量时发生形态变化而

影响虾青素终产量的提高。其他研究同样显示, 红

光对雨生红球藻营养细胞的增殖具有促进作用[6, 7]。我

们的前期研究也显示出这种促进作用, 红光下氮磷

营养盐消耗快, 实验组藻细胞更早地受到胁迫(待发

表结果)。 

目前关于红光下雨生红球藻的生长状态、生理

特征及营养盐浓度需求等问题尚缺乏深入的研究 , 

使该工艺的应用还处于基础研究阶段。本研究针对

红光下雨生红球藻绿色细胞的培养过程, 分析了细

胞增殖、氮磷营养盐消耗、叶绿素荧光参数及三者

之间的变化特征, 以期为雨生红球藻规模化养殖的

研究及培养工艺的改进提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  藻种 

雨生红球藻(NMBlud05-011)由宁波大学微藻种
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质库提供。于 NMB3#培养基中进行增殖预培养, 培

养基母液配方如表 1 所示, 使用时以 1︰1000 比例

配制新鲜培养液。培养温度 23 , ℃ 光强 20 μmol/ 

(m2·s) (D︰L=12h︰12h), 日光灯光源。 

 
表 1  NMB3# 培养基母液配方 

Tab. 1  NMB3# medium stock solution 

成分 Constituent 浓度 Concentration (g/L) 

KNO3 100 

K2HPO4 10 

MnSO4 0. 25 

FeSO47H 2O 2.5 

Na2 EDTA 20 

VB12 0.0005 

VB1 0.005 

 

1.2  实验方法 

在红光下, 一次培养中的细胞增殖、营养盐消

耗及叶绿素荧光参数变化    以红色滤光膜过滤日光

灯提供红色给光条件。该滤光膜可完全透过>550 nm

的光, 滤除<500 nm的光。 

取预培养至平台期的微藻(1.0×105 cells/mL)接

种于 NMB3#培养液中(250 mL 锥形瓶, 培养水体体

积 200 mL), 3 平行。置于温度为 25 , ℃ 光照强度

50 μmol/(m2·s) (D︰L=12h︰12h)的滤光培养室培

养。每日摇瓶 2—3 次, 每天取样检测细胞密度, 跟

踪叶绿素荧光参数变化。隔天取藻液抽滤, 水样冻

存, 备检氮磷营养盐变化。 

叶绿素光合荧光参数以Water-PAM叶绿素荧光

仪检测。 

细胞密度以浮游植物计数框计数(北京普利特

仪器公司)。 

水样的氮磷浓度以 Smartchem 全自动化学分析

仪 200分析。水样低温避光解冻后检测。 

在红光下, 初始氮磷浓度对细胞增殖、营养盐

消耗、叶绿素荧光参数及色素的影响    取平台期

绿色细胞(1.1×105 cells/mL), 基于 NMB3#培养基 , 

设置接种时藻液氮、磷终浓度: 在相同的氮磷比(10︰

1 重量比 )条件下 , 藻液中的氮磷浓度由低到高 : 

N/P=15/1.5 mg/L (Ⅰ)、N/P=20/2.0 mg/L (Ⅱ)、N/P=45/ 

4.5 mg/L (Ⅲ)、N/P=85/8.5 mg/L ( )Ⅳ 、N/P=130/13.0 mg/L 

(Ⅴ), 其他营养元素相同。培养水体体积 200 mL, 各

3 平行。实验组起始藻密度约为 5.3×104 cells/mL。

培养条件同上。 

隔天取样, 跟踪生物量和氮磷浓度变化。 

培养结束时 , 收集全部微藻 , 制备冻干藻粉 , 

分析细胞色素。 

细胞色素的测定: 参考 Kwan和 Kim [8]的方法, 测

定冻干藻粉的叶绿素、胡萝卜素和虾青素的相对比值。 

细胞增殖至平台前期, 以酶标仪测定光密度表

征相对生物量变化。考虑培养后期的色素变化及细

胞聚团可能造成的影响, 培养结束时, 以浮游植物

计数框计数测定生物量。 

1.3  数据分析 

数据采用 Excel 2003、SPSS 13.0和 origin 7.5

分析软件进行分析和制图。 

微藻相对倍增速率 (%)= 676 2 676 1

676 1

( ) ( )

( )




A t A t

A t
 

100% , 其中 A676(t1)和 A676(t2)分别表示藻液在 t1、t2

时于 676 nm处的光密度值。 

2  结果 

2.1  在红光下一次培养中的细胞增殖、营养盐消耗

及叶绿素荧光参数变化 

如图 1 所示, 平台期接种后藻细胞迅速增殖, 

无滞缓期。氮磷营养盐快速消耗 , 与初始浓度

(N/P=8.5/0.8 mg/L)相比, 在 2d快速增殖后, 氮磷浓

度分别下降 52.8%和 48.2%。氮磷营养盐迅速降低

导致细胞增殖停滞(4th d), 此时培养液中的氮磷浓

度分别为 2.81和 0.27 mg/L。受氮磷营养盐胁迫, 藻

细胞逐渐由绿色游动细胞向红棕色游动细胞转变

(8th d)。此后, 氮、磷浓度相对稳定, 分别维持在 2.0

和 0.2 mg/L左右。 

 

图 1  红光下雨生红球藻的细胞增殖及培养液中氮磷变化 

Fig. 1  The growth of Haematcoccus pluvialis and the change of 
nitrogen (N) and phosphorus (P) concentration in the medium in a 
batch culture under red light 
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检测增殖全程的叶绿素荧光参数(Fv/Fm、NPQ、

ΦPSⅡ、qP、ETR)变化发现(图 2), ΦPSⅡ、ETR和 qP

与细胞增殖变化趋势一致: 快速增殖时相应上升, 平

台期最大, 随藻体因受营养盐胁迫停止分裂衰亡时, 

又呈下降趋势。而 Fv/Fm和 NPQ与藻细胞增殖过程呈

现互逆现象, 在细胞快速增殖时均呈下降趋势, 从平

台期向衰败期转化过程中又逐渐上升, 中间出现明显的

拐点, 此时培养液中的N、P浓度为 2.81和 0.27 mg/L。 

 

图 2  红光下雨生红球藻一次培养过程中的叶绿素荧光参数变化 

Fig. 2  The change of chlorophyll fluorescence parameters of Haematcoccus pluvialis in batch culture under red light 
 

2.2  在红光下, 初始氮磷浓度对细胞增殖、营养盐

消耗、叶绿素荧光参数及色素的影响 

细胞增殖    在相同初始接种密度下, 不同浓

度的氮磷影响藻细胞的增殖状态, 使培养过程出现

差异。图 3显示, 5个实验组的藻细胞生长状态大致

可分成三组, 低氮磷浓度的Ⅰ、Ⅱ组, 以及较高浓度

的(Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ)组。Ⅰ组和Ⅱ组接种后即快速增殖, 8d

到达平台期, 前 4d 的倍增速率明显大于后 4d (图

4)。较高浓度的Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ三组, 初期迟滞期相对于

Ⅰ、Ⅱ组延长, 而Ⅲ组的初期增长速率大于Ⅳ和Ⅴ

组。前 4 天随浓度的升高, 细胞倍增速率下降; 6d

后进入快速增殖期 , 细胞的增殖速率明显增大(图

4)。 三个较高氮磷接种浓度的实验组能够达到相对

于Ⅰ、Ⅱ组更高的生物量, 但三组的最大生物量之

间没有显著差异(P﹥0.05)(图 5)。 

氮磷营养盐变化     如图 6 所示, 细胞增殖

过程与氮磷消耗密切相关。较低氮磷浓度Ⅰ、Ⅱ两 

 

图 3  不同初始氮磷浓度下雨生红球藻的细胞增殖 

Fig. 3  The growth of Haematcoccus pluvialis under different 
initial concentration of nitrogen (N) and phosphorus (P)  
Ⅰ. N/P=15/1.5 mg/L; Ⅱ. N/P=20/2.0 mg/L; Ⅲ. N/P=45/4.5 mg/L; 
Ⅳ. N/P=85/8.5 mg/L; Ⅴ. N/P=130/13.0 mg/L 
a.Ⅰ组细胞增殖趋势线; b. Ⅱ组细胞增殖趋势线; c. Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ组

的细胞平均增殖趋势线 

a. cell growth of Ⅰ; b. cell growth of ; c. average cell growth of Ⅱ

,  and Ⅲ Ⅳ Ⅴ 
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图 4  不同氮磷浓度组中雨生红球藻倍增速率的变化 

Fig. 4  The multiplication rate of Haematcoccus pluvialis under 
different concentration of nitrogen (N) and phosphorus (P)  
Ⅰ. N/P=15/1.5 mg/L; Ⅱ. N/P=20/2.0 mg/L; Ⅲ. N/P=45/4.5 mg/L; 
Ⅳ. N/P=85/8.5 mg/L; Ⅴ. N/P=130/13.0 mg/L 

 

图 5  不同氮磷起始浓度下雨生红球藻达到的最大生物量 

Fig. 5  The maximum biomass of Haematcoccus pluvialis under 
different initial concentration of nitrogen (N) and phosphorus (P) 
Ⅰ. N/P=15/1.5 mg/L; Ⅱ. N/P=20/2.0 mg/L; Ⅲ. N/P=45/4.5 mg/L; 
Ⅳ. N/P=85/8.5 mg/L; Ⅴ. N/P=130/13.0 mg/L 
用 LSD 法进行多重比较。标有相同字母者表示组间差异不显著

(P＞0.05); 标有不同字母者表示组间差异显著(P<0.05) 

Multiple comparisons using LSD method. The groups marked with 
the same letters have no signification difference between them 
(P>0.05); While marked with different letters have signification 
difference between them 

 

组中 , 初期细胞增殖迅速 , 氮磷营养盐消耗率高 ; 

后期生长受胁迫, 氮磷消耗变缓。Ⅲ、Ⅳ和Ⅴ组的

细胞初期增殖受到抑制, 营养盐消耗率低, 尤其是

第Ⅴ组, 0—4d氮、磷的消耗显著滞缓, 仅为初始浓

度的 3.7%和 4.2%, 远低于其余各组, Ⅲ组细胞的氮

磷消耗高于Ⅳ和Ⅴ组。培养结束时, Ⅳ、Ⅴ两组的氮

磷浓度仍维持在较高水平, 分别为 42.54/5.37 mg/L 和

98.39/8.44 mg/L, 藻液外观呈绿色 , 而其余各组均

不同程度地转变成红色。 

进一步分析氮磷消耗量比值发现(图 7, 氮磷消

耗量比值是相对于前一时间点氮磷浓度减少量的比

值: N(Tt-1–Tt)/P(Tt-1–Tt)), 氮磷消耗量比值在各实验

组的细胞分裂增殖过程中均呈下降趋势。Ⅰ-Ⅳ组的

特征显示, 随着氮磷起始浓度增高, 其下降的斜率

增大。最高浓度Ⅴ组的氮磷消耗量比值变化特征与

其余四组相异, 前 6天呈上升趋势, 之后下降。前 6

天处于细胞增殖受抑的滞缓期, 第 6 天后细胞快速

增殖, 此时氮磷消耗量比值下降。 

细胞色素    在培养结束时, 对细胞色素的分

析结果显示(图 8),Ⅰ、Ⅱ两组已处于营养盐显著胁

迫状态, 胡萝卜素的相对含量高, 虾青素明显增加, 

藻液外观呈红色。Ⅲ组受到的胁迫程度低于Ⅰ、Ⅱ

两组, 藻液外观呈红棕色。Ⅳ-Ⅴ组的营养盐胁迫程

度低(培养液中残余的氮磷浓度仍较高), 胡萝卜素 

 

图 6  不同氮磷接种浓度下的细胞增殖及营养盐消耗  

Fig. 6  The growth and nutrient consumption of Haematcoccus 
pluvialis in medium of different initial concentration of nitrogen 
and phosphorus 
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图 7  不同氮磷接种浓度下, 培养过程中的氮磷元素消耗量比值变化趋势 

Fig. 7  The variation of the ratio of absorbed nitrogen and phosphorus in medium during the cultivation of different initial concentration of 
nitrogen and phosphorus 

 
和虾青素的相对含量低。Ⅳ和Ⅴ两实验组的细胞色

素含量没有显著差异(P>0.05), 藻液外观仍呈绿色。 

3  讨论 

光照条件和营养盐浓度是影响雨生红球藻增殖

和虾青素积累的关键因素。已有多次报道长波长的

光有利于绿色细胞的增殖, 并且影响转红培养后的

虾青素产量[4, 5]。因此, 研究红光下的藻生理特征变

化是优化生产工艺的基础。 

叶绿素荧光分析技术具有快速、灵敏、对细胞

无损伤等优点, 实时反映环境胁迫对光合生理产生

的影响 ,  已广泛应用于微藻的胁迫生理研究 [ 9 ]。

Dewez等[10]讨论了将叶绿素荧光参数变化作为藻类

受胁迫“biomarker”的可行性。本研究发现, 红光下

雨生红球藻的Fv/Fm和NPQ在绿色细胞培养过程中

呈先降后升的趋势, 与细胞增殖周期及营养盐消耗

有显著相关性, 并出现明显的拐点, 从而指示藻细

胞的培养状态。NPQ是由于光合膜两侧的质子梯度 
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图 8  不同氮、磷起始浓度下培养的雨生红球藻的色素含量相对

比值 

Fig. 8  The ratio of pigment content of Haematcoccus pluvialis 
after cultured in mediums of different initial concentration of ni-
trogen (N) and phosphorus (P) 

. N/P=15/1.5 mg/L; . N/P=20/2Ⅰ Ⅱ .0 mg/L; . N/P=45/4.5 mg/L; Ⅲ

. N/P=85/8.5 mg/L; . N/P=130/13Ⅳ Ⅴ .0 mg/L 

           
和形成的膜高能态引起的, 与ATP的形成和光合膜

的状态有关。在红球藻细胞增殖至平台期时, NPQ下

降说明红球藻的卡尔文循环活跃 , 能量利用率高 ; 

随着藻细胞逐渐受胁迫作用, NPQ变大, 表明红球

藻的卡尔文循环受抑制程度逐渐加大, PSⅡ的潜在

热耗散能力增强 , 从而起到保护光合器官的作用, 

是红球藻响应外界环境胁迫的一种生理机制[11]。Fv/Fm

后期上升可能是此时的营养胁迫已引起细胞累积部

分虾青素与胡萝卜素, 叶绿素的相对含量减少, 而

初始荧光Fo的大小与叶绿素浓度有关, 叶绿素的减

少导致Fo变小, Fv变大(Fv=Fm–Fo), 使Fv/Fm变大
[12, 13]。

因此, 有可能利用叶绿素荧光参数的变化来指示雨

生红球藻培养过程中发生的营养盐胁迫, 为半连续

培养中营养盐的更新时机提供参考。在深入的研究

中, 还需要分析叶绿素荧光参数的拐点指示在怎样

的培养条件中成立、细胞各光合色素的定量变化是

否与叶绿素荧光参数指示的结果具有实时一致性等

问题。 

氮磷浓度和比值是影响微藻营养生长的重要因

素, 且同时影响代谢产物的含量和组成。氮磷浓度

过低不能满足微藻的营养生长从而影响生物量的提

高, 并可造成藻细胞低密度时即受胁迫过早红化[14]; 

氮磷浓度过高同样会对雨生红球藻的细胞增殖产生

抑制作用, 对生产的连续性带来不确定因素, 且不

利于第二步转红培养的进行[15]。García-Malea 等[16]研

究发现, 当 NO3
–-N浓度超过 28 mg/L时, 随氮浓度

的升高平台期的最大生物量变化不大, 当浓度超过

60 mg/L时, 无论光照强度如何改变, 大部分藻细胞

群体将以绿色细胞状态存在而不积累虾青素。

Borowitzka等[17] 曾报道, 雨生红球藻在 KNO3浓度

为 0.01 g/L培养基中培养 10d即能完全转化成红色

胞囊, 但在 KNO3浓度为 0.1 g/L 培养时, 一个月后

仅生成小部分红色胞囊。在本研究中, 雨生红球藻

在红光下培养, 当 KNO3浓度为 0.07—0.15 g/L 时, 

藻细胞一周左右完全转红; 当浓度为 0.32 g/L 时, 

藻细胞培养至 12d 转为红棕色 ; 而当浓度大于

0.61 g/L时, 很少有藻细胞转为红色胞囊。造成各研

究结果的绝对浓度有差异的主要原因在于培养条件

的不同。因此在实际生产中, 相对不同藻株以及不

同工艺能力, 需要有针对性的综合参数指标。但所

有结果显示相同的特征: 在适宜低的氮磷添加浓度

下 , 营养盐消耗迅速 , 接种后增殖速率高 , 缩短红

球藻达到最大生物量的生长周期; 较高浓度的氮磷

则相对延长藻细胞的生长周期, 而高浓度的氮磷会

抑制藻细胞的增殖和转红。 

半连续培养在一定程度上能够克服批次培养的

不利因素。但营养盐的添加剂量及添加时机是优化

半连续工艺的关键因素, 本研究的结果显示, 在培

养过程中跟踪检测叶绿素荧光参数 Fv/Fm和 NPQ的

变化, 可能指示雨生红球藻绿色细胞培养阶段的营

养盐变化胁迫; 当营养盐胁迫发生时, 藻类进入平

台期, 适宜浓度的营养盐添加剂量则是优化生长过

程的关键。本研究显示, 在红光下培养时, 当藻细胞起

始密度约为 5×104 (cells/mL)时 , 初始氮磷浓度为

45/4.5 mg/L 左右最优。在两步法培养雨生红球藻生

产虾青素的工艺中, 红色光照有利于绿色细胞的培

养 , 进一步研究尚需要就光强及光暗比等条件的

影响进行深入研究。 
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THE CHARACTERISTICS OF GROWTH AND NUTRIENT CONSUMPTION OF 
HAEMATOCOCCUS PLUVIALIS UNDER RED LIGHT 

WANG Jian-Yuan1, ZHOU Cheng-Xu1, YAN Xiao-Jun1, LUO Qi-Jun1, JIANG Ying1,  
MA Bin1 and TAN Ying-Hong2 

(1. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 2. Chenghai Bao’er Biotechnology Inc., Lijiang 674202, 
China) 

Abstract: It has been proposed that Haematococcus pluvialis grow better under red light than PAR. In the present study, 

the characteristics of chlorophyll fluorescence parameters and nutrient requirements during population growth under red 

light were analyzed. The results showed that chlorophyll fluorescence parameters ΦPS II, qP and ETR had the same 

variation trend along with the population growth phase. Fv/Fm and NPQ decreased with the increased cell numbers, and 

then increased at the late growth stage when the cell density decreased. The turning point of Fv/Fm and NPQ is practi-

cally consistent with the cell stress condition caused by nutrient depletion stress. High concentrations of the nutrients 

nitrogen (N) and phosphorus (P) such as 85/8.5 mg/L and 130/13.0 mg/L enhanced the biomas at early stage, and then 

inhibited cell growth at the longer retarded phase before entering exponential growth phase that Nutrient consumption 

was also reduced. These results suggested that the optimum of N/P concentration for H. pluvialis cultured under red 

light was 45/4.5 mg/L. The potential application of the results in semi-continuous culture of H. pluvialis has been dis-

cussed. 

 

Key words: Haematococcus pluvialis; Cell growth; Nitrogen and phosphorus; Chlorophyll fluorescence parameters; 

Red light 

 


