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氮源对小球藻光合作用和色素积累的影响 
 

赵华，董晓宇，夏媛媛，牛堃 
（工业发酵微生物教育部重点实验室，天津市工业微生物重点实验室，天津科技大学生物工程学院，天津 300457） 

摘要：本文研究了自养培养条件下尿素、NH4NO3、(NH4)2SO4和 NaNO3四种氮源对小球藻（Chlorella sp. TCCC45058）生长、

光合作用以及叶绿素 a 产率的影响。实验结果显示，NaNO3是 Chlorella sp. TCCC45058 生长的最佳氮源，以 NaNO3为氮源时得到最

高细胞密度 4.1×107个/mL；而尿素对藻细胞色素积累最有利，最高叶绿素 a 产率达到 21 mg/g。培养过程中，不同氮源会对培养液 pH

造成不同影响，以 NaNO3为氮源时，随着 NO3
-的消耗培养液 pH 会出现显著的上升；以(NH4)2SO4为氮源时 pH 呈下降趋势；而尿素

和 NH4NO3则不会对其产生明显影响。将 pH 维持在中性不会对各组氮源培养效果产生显著影响，因此实际生产中无需对培养基 pH

做全程控制。 

关键词：小球藻；氮源；生长速率；光合作用；叶绿素 a 

文章篇号：1673-9078(2012)4-367-370 

Effects of Nitrogen Source on Photosynthesis and Pigment Accumulation 

of Chlorella sp. TCCC45058 
ZHAO Hua, DONG Xiao-yu, XIA Yuan-yuan, NIU Kun 

(Key Laboratory of Industrial Fermentation Microbiology, Ministry of Education, Tianjin Industrial Microbiology Key 
Laboratory, College of Biotechnology, Tianjin University of Science & Technology, Tianjin 300457, China) 

Abstract: In the study, effects of four kinds of nitrogen source (carbamide, NH4NO3, (NH4)2SO4 and NaNO3) on biomass, photosynthesis 

and Chlorophyll A productivity of Chlorella sp. TCCC45058 under autotrophy condition was investigated. The highest cell density (4.1×107/mL) 

of Chlorella sp. TCCC45058 was acquired when NaNO3 was used as nitrogen source. The optimal nitrogen source for pigment accumulation of 

Chlorella sp. TCCC45058 was carbamide, with which the highest Chlorophyll A productivity of cell was found as 21 mg/g. Different nitrogen 

source showed varied influences on medium pH. When NaNO3 was used as nitrogen source, medium pH rose significantly with consuming of 

NO3
-. Use of (NH4)2SO4 as nitrogen source resulted in reduced medium pH. Carbamide and NH4NO3 had little effect on it. When medium pH 

was controlled at neutral, the result of culture has not improved. Therefore, it was unnecessary to adjust medium pH throughout the cultivation. 
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近年来，小球藻作为营养功效食品已经得到了广

泛的认可[1]。小球藻是一种单细胞绿藻，具有旺盛的

光合作用，在自养生长的同时能够有效同化 CO2，同

时积累丰富的蛋白质、多糖、藻油以及纤维素等物质
[2,3]。其中含有的小球藻生长因子能够有效改善机体免

疫功能，同时对啤酒酵母、乳酸菌等微生物也表现出

了显著的益生作用[4,5]。 
小球藻的培养工艺对产量影响很大，其中氮源的

选择至关重要，不同氮源对微藻生长、营养物积累以

及细胞培养密度等指标都会造成显著影响[6]。目前应

用于微藻培养的氮源主要有铵态氮、硝态氮、和尿素。

微藻对不同氮源的利用效率是不同的，特别是在高密 
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度培养状态下，适宜的氮源有助于促进微藻生长、维

持培养基 pH，为其提供适宜的生长环境，提高藻细胞

的培养密度[7]。因此有必要确定出适于藻种生长的氮

源，从而提高生产效率。 
本研究考察了不同氮源对小球藻 Chlorella sp. 

TCCC45058 生长、光合作用速率、叶绿素 a 产率以及

培养液 pH 变化的影响，确定了该藻在自养培养条件

下的最优氮源。 

1  材料与方法 

1.1  藻种 
小球藻（Chlorella sp. TCCC45058），分离自海河

表层水体，保藏于天津科技大学微生物菌种保藏管理

中心。 
1.2  培养基[8] 
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K2HPO4·3H2O 0.16 g，MgSO4·7H2O 0.075 g，
CaCl2·2H2O 0.036 g，柠檬酸 0.006 g，柠檬酸铁铵 
0.006 g，Na2EDTA 0.001 g，A5+Co 溶液 1 mL，用水

定容至 1 L。 
A5+Co 溶液：H3BO3 2.86 g，MnCl2·4H2O 1.81 g，

ZnSO4·7H2O 0.22 g ， Na2MoO4·2H2O 0.39 g ，

CuSO4·5H2O 0.08 g，CoCl2·6H2O 0.04 g，用水定容至

1 L。 
1.3  培养方法 

以 0.005 mol/L 氮元素的用量分别用尿素、

NH4NO3、(NH4)2SO4和 NaNO3作为培养基氮源，温度

28 ℃、光照强度 2000 Lux、光暗时间比 24:0、初始

pH 调整到 6.5~7.0、初始菌浓约为 2×106个/mL 静置培

养，每组 3 个重复，48 h 取样一次。以藻细胞生长速

率、叶绿素 a 产率、光合作用速率以及 pH 变化情况

确定出最优氮源。 
1.4  细胞浓度及生物量的测定[9]。 

细胞的直接计数用 16×25 规格血球计数板完成。

取 100 mL 藻液，4500 r/min 离心 10 min，收集沉淀，

于 80 ℃烘干 36 h 称重，即得到藻细胞的生物量。此

外，以新鲜培养基作为空白，将藻液混匀后测定其 680 
nm 波长下的吸光度，再根据所对应的菌浓和生物量，

绘制出标准曲线，如图 1 所示。 

 
图1 藻细胞生物量同培养液吸光度关系 

Fig.1 Standard curves of dry biomass 

1.5  光合作用速率的测定[10] 
通过黑白瓶法对 Chlorella sp. TCCC45058 光合作

用速率进行定量分析。准备两个 500 mL 三角瓶 A 和

B，装液量 150 mL，分别接入新鲜种子液，接种量为

107个/mL，其中 A 瓶裹黑布避光，B 瓶曝光，将两瓶

同时置于培养箱中培养 3 h 后取出，以 A 瓶作为 DO 
100%点测定 B 瓶 DO 值，利用 DOB来反应微藻光合

作用速率。 
1.6  藻细胞叶绿素 a 含量的测定[11] 

取 5 mL 藻液混匀，直接测定 680 nm 波长处的吸

光度。再取 5 mL 藻液于离心管中，4000 r/min 离心

20 min，弃去上清液，加入 5 mL 96%（V/V）的甲醇，

混匀，于 4 ℃冰箱中提取 48 h，再以 4000 r/min 离心

20 min，测定上清液 665 nm 波长处的吸光度。计算公

式为： 
叶绿素 a 浓度(μg/mL)=13.9×OD665×稀释倍数 

叶绿素 a 产率(mg/g)=(13.9×OD665)/(0.3579×OD680-0.0079) 

2  结果与讨论 

2.1  自由pH时氮源对Chlorella sp. TCCC45058生长、

光合作用速率、细胞叶绿素 a 产率的影响 
作为最主要的营养物之一，氮源对微藻生长影响

显著，而生长速率和细胞产量是重要的评价指标。在

本研究中，选择了目前常用于绿藻培养的的几种氮源：

硝酸钠、硝酸铵、硫酸铵、尿素分别做了考察，实验

结果如图 2、3、4 所示。由于施以不同氮源时培养液

初始 pH 会有所不同，因此，实验开始时将各对照组

培养液 pH 均调整到 6.7~7.2 之间，培养过程中 pH 自

由变化，不作控制。 

 
图2 氮源对Chlorella sp. TCCC45058生长的影响 

Fig.2 Effects of nitrogen source on the growth of Chlorella sp. 

TCCC45058 

如图 2 所示，以 NaNO3作为氮源时，Chlorella sp. 
TCCC45058 生长速度最快，细胞密度最高，显著高于

其他三种氮源。在 0~2 d 时，四种氮源的的培养效果

差异并不明显，在 2~4 d 时，四个对照组之间开始有

所差异，而其中 NaNO3和 NH4NO3组差异仍不明显，

此后，NaNO3组出现了典型的对数生长期，直到 10 d
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以后生长速度才略微下降，而其他三组生长速度一直

处于较低水平，其中施以尿素的对照组培养效果最差，

在 0~7 d 范围内生长几乎停滞。但值得注意的是，尿

素组在第 8 d 以后开始展现出生长趋势，且速度逐渐

加快，直到第14 d时其细胞密度甚至超过了(NH4)2SO4

组。 
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图 3 氮源对藻细胞光合作用相对率的影响 

Fig.3 Effects of nitrogen source on photosynthesis rate of cell 

如图 3 所示，各对照组的光合作用相对速率同图

2 中的生长速度趋势相同，这也从侧面反映了藻类光

合作用同其生长状况的密切关联。光合作用相对速率

从小到大依次为尿素、(NH4)2SO4、NH4NO3、NaNO3，

四组之间差异明显，其中 NaNO3组的光合作用相对速

率达到尿素组的 7.15 倍。 

 
图4 氮源对藻细胞叶绿素a产率的影响 

Fig.4 Effects of nitrogen source on Chlorophyll a productivity 

of cell 

如图 4 所示，相比较发现，施以尿素的对照组细

胞叶绿素 a 产率最高，明显高于其他三组，达到 21 
mg/g，而 NH4NO3 组的叶绿素 a 产率最低，仅为 7.6 
mg/g。这与藻细胞生长速率、光合作用速率的趋势是

不一致的。 
有报道称以生物量和细胞色素产量来评价，尿素

是小球藻培养的最佳氮源[3]。但是以上实验结果与报

道有较大分歧。本实验中，以尿素作为氮源时，尽管

细胞色素产率最高，但是其在第 8 d 才进入对数生长 
 

期，而且进入对数生长期后，其比生长速率也低于其

它几种氮素，细胞密度也最低。 
综合以上实验结果，在 pH 自由变化的培养条件

下，NaNO3为 Chlorella sp. TCCC45058 生长的最佳氮

源，尿素为其叶绿素 a 积累的最佳氮源。 
2.2  培养过程中氮源对培养液 pH 的影响 

以上实验中，仅在开始时将培养液 pH 调整到 7.0
左右，之后培养液 pH 处于自由状态。氮源作为培养

液中的大量营养盐，在消耗过程中会造成培养液 pH
的变化，由于氮源的不同，pH 的变化方向和变化程度

也都各不相同。图 5 显示了以上实验中各组培养液 pH
的变化情况。 

 
图5 培养过程中氮源对溶液pH的影响 

Fig.5 Effects of nitrogen source on the solution pH in the course 

of culturing 

如图 5 所示，以 NaNO3作氮源时，培养液 pH 出

现了明显的上升，在 0~4 d 之内就达到了 8.5 以上，

到第 10 d 时，超过了 9.3，此后出现略微下降但基本

保持稳定。当以(NH4)2SO4作为氮源时，培养液 pH 呈

下降趋势，但并不明显，到第 14 d 培养结束时，下降

到 6.5 以下。其他两个对照组的培养液 pH 变化不大，

且无明显规律。综合上述结果可以看出，以 NaNO3

作氮源时，NO3
-被微藻利用，溶液中 Na+同其他弱酸

根离子形成强碱弱酸盐导致培养液 pH 上升；而以

(NH4)2SO4 为氮源时，NH4
+作为氮源被利用，培养液

pH 随之下降。 
2.3  pH 相对固定时氮源对 Chlorella sp. TCCC45058
生长、光合作用速率、细胞叶绿素 a 产率的影响 

有报道称小球藻的最适 pH 范围为 5.5~8.0[4]，而

氮源的不同会对培养液 pH 产生影响，从而影响藻的

生长繁殖。因此，以上实验结果可能是受到了不同 pH
的影响而得到的，有必要在 pH 相对固定的条件下探

讨以上四种氮源的优劣。于是其他条件不变重复以上

实验，每天调整培养液 pH 到 7.0~8.0，实验结果见图

6、7、8。 
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图6 pH相对固定时氮源对藻细胞生长的影响 

Fig.6 Effects of nitrogen source on cell when fixation the pH 

如图 6 所示，将 pH 维持在 7.0~8.0 时尿素和

NH4NO3的培养效果没有出现明显影响，而(NH4)2SO4

和 NaNO3 的培养效果出现了一定程度提高，特别是

NaNO3组，直到第 14 d 生长速度仍没有出现下降，对

数期得到了明显延长。 

 
图7 pH固定时氮源对藻细胞光合作用相对速率的影响 

Fig.7 Effects of nitrogen source on photosynthesis rate of cell 

when fixation the pH 

如图 7 所示，当固定培养液 pH 时，各对照组的

光合作用相对速率仍保持原来的趋势，没有表现出明

显差异。 

 
图8 pH相对固定时氮源对藻细胞叶绿素a产率的影响 

Fig.8 Effects of nitrogen source on Chlorophyll a productivity 

of cell when fixation the pH 

如图 8 所示，当培养液 pH 固定在中性时，各对

照组藻细胞叶绿素 a 产率也保持在原来的趋势，产率

最高的氮源仍为尿素。 
以上结果表明，同自由 pH 相比，将培养液 pH 固

定在中性条件下能够在一定程度上促进 Chlorella sp. 
TCCC45058 生长，但是这种促进作用并不明显，其生

物量、叶绿素a积累的最优氮源仍然为NaNO3和尿素。

综上所述，在实际生产中无需对培养液 pH 做控制，

培养效果不会受到影响。 

3  结论 

3.1  NaNO3为 Chlorella sp. TCCC45058 生长的最佳

氮源，以 NaNO3作为氮源时其生长速率最快、光合作

用最旺盛，同时具有明显的对数生长期，最高细胞密

度达到 4.1×107个/mL；以尿素为氮源时，藻细胞生长

缓慢，但是其叶绿素 a 产率最高，达到 21 mg/g； 
3.2  以 NaNO3为氮源时，随着 NO3

-的消耗培养液 pH
会出现显著的上升；以(NH4)2SO4为氮源时 pH 呈下降

趋势；而培养过程中尿素和 NH4NO3的消耗则不会对

培养液 pH 产生明显影响； 
3.3  同自由 pH 相比，pH 维持在中性时不会对各组氮

源的培养效果产生显著影响，各组氮源的培养效果仍

保持原来的趋势，因此在实际生产中无需对培养基 pH
做全程控制。 
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