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雨生红球藻高产虾青素的培养条件优化 
 

孙双，张婷，方琰，胡莎莎，黄思琦，叶其然，兰利琼，卿人韦 

（四川大学生命科学学院，生物资源与生态环境教育部重点实验室，四川成都 610065） 
摘要：本研究从 5 种培养基中筛选出最适于雨生红球藻 HP1 藻株绿色细胞生长阶段细胞增殖的培养基，并针对筛选出的培养基

分别进行有机碳源和无机碳源及其浓度的优化。在此基础上，以光照强度、初始 pH 值和诱导时间为实验因素，采用单因素试验、中

心点复合设计（CCD）响应面法对雨生红球藻虾青素积累阶段的胁迫条件进行优化。结果表明：HP1 藻株在配方 A 及 OHM 培养基

中均能达到较高生物量，有机碳源和无机碳源的最优浓度均为 0.5 g/L。HP1 虾青素积累的最优胁迫条件为：光照 145 µmol/m2·s，初

始 pH 7.0，诱导时间 9 d。在上述条件下，以有机碳源（NaAC）和无机碳源（NaHCO3）为碳源的培养体系中，虾青素产量最大分别

为 5.74 mg/L、4.25 mg/L。研究结果将为进一步提高雨生红球藻虾青素产量提供科学依据。 
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Optimization of Culture Medium for High-yield Astaxanthin in 

Haematococcus pluvialis 
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University, Chengdu 610065, China) 
Abstract: In this study, an optimal medium for cell proliferation of Haematococcus pluvialis HP1 during the green cell growth stage was 

selected from five media. Furthermore, the organic and inorganic carbon and their concentrations in the selected medium were also optimized 

respectively. Based on this, the single factor experiment and central composite design (CCD) response surface analysis were utilized to optimize 

the stress condition of astaxanthin accumulation with light intensity, initial pH value and inducement time as experimental factors. The results 

indicated that the biomass of HP1 could reach a higher level in medium A and OHM, and the optimal concentration of organic carbon source 

and inorganic carbon source was 0.5 g/L. The optimal stress conditions for HP1 astaxanthin accumulation were: light 145 µmol/m2∙s, initial pH 

7.0, and induction time 9 d. Under the conditions described above, the maximum yield of astaxanthin reached 5.74 mg/L in NaAC culture 

system and 4.25 mg/L in NaHCO3 culture system, respectively. This study can provide a scientific basis for further increasing the astaxanthin 

yield of Haematococcus pluvialis. 
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微藻是一类光自养生物，固碳效率高、生长周期

短，在适当的条件下，细胞内能够高水平积累具有独

特价值的化合物，可供商业开发利用[1-3]。雨生红球藻

（ Haematococcus pluvialis ） 隶 属 于 绿 藻 纲

Chlorophyceae、团藻目 Volvocales，在高光、缺氮等 
收稿日期：2020-10-29 

基金项目：四川省科技厅重点研发项目(2020YFN0127) 

作者简介：孙双（1994-），女，硕士研究生，研究方向：藻类学 

通讯作者：卿人韦（1970），男，博士，副教授，研究方向：藻类学 

胁迫条件下可以大量积累虾青素，被认为是理想的天

然虾青素生产者[4-8]。虾青素（Astaxanthin）（3,3’-二羟

基-β,β’-胡萝卜素-4,4’-二酮）是一种类胡萝卜素[9]，呈

鲜红色，作为一种新型的生物材料，具有极强的抗氧

化活性，在提高免疫力、延缓衰老、预防肿瘤及心血

管疾病等方面有积极的作用[10-12]。研究表明，雨生红

球藻在胁迫条件下大量积累虾青素，然而胁迫条件并

不利于藻的营养生长[13]。这种生物量增加和虾青素积

累不同步的矛盾制约着雨生红球藻的规模化生产的经
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济效益。因此，现今工业上成功的生产模式都采用两

步培养法，即先进行雨生红球藻绿色营养细胞生长积

累藻生物量，然后进行胁迫培养积累虾青素[14]。 

雨生红球藻绿色营养生长时期的生物量影响着虾

青素的总产量，培养基成分是影响雨生红球藻生长的

重要因子，也是影响雨生红球藻培养及虾青素工业化

生产的要素[15]。柳科欢等人，比较研究了不同培养基

对雨生红球藻生物量的影响，但并没有针对筛选出的

培养基进行进一步的优化，且她在培养过程中用了

CO2 通气培养以提高生物量，但通气培养需要高浓度

CO2，且损耗较大，生产成本较高，在虾青素的批量

生产上不占优势[14]。为此本文从 5 种不同的培养基中

筛选出最适于雨生红球藻生长的培养基，在此基础上，

选用醋酸钠和碳酸氢钠作为碳源，并对其进行浓度的

优化，从而优化出最有利于雨生红球藻绿色细胞增殖

的培养基，以提高生物量，旨在为雨生红球藻大规模

培养提供基础数据。 

由于雨生红球藻中虾青素在胁迫条件下积累明

显，不同胁迫条件和胁迫程度对虾青素的积累效果会

有较大差别[16]。为此，本文在利用优化培养基的基础

上，采用单因素试验，中心点复合设计（CCD）响应

面法以光照强度、初始 pH 和诱导时间为实验因素，

以雨生红球藻在胁迫条件下虾青素产量为响应值，根

据旋转中心组合设计原理，经 Design Expert 软件分析

数据，采用三因素五水平的响应面法进行培养条件的

优化，得到最有利于虾青素积累的胁迫条件，以期获

得雨生红球藻的高虾青素产量，为雨生红球藻高效规

模化生产提供理论和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

材料：雨生红球藻（Haematococcus pluvialis）HP1

是四川大学生命科学学院藻类实验室长期保存的藻

株。 

仪器：pH 测试仪器：成都特思特仪器有限公司；

灭菌锅：上海申安立式压力蒸汽灭菌锅；TU-1810PC

紫外分光光度计：北京普析通用仪器有限责任公司；

光照强度测试仪：德国 Testo 540 照度计；25×16 血球

计数板；显微镜：重庆奥特光学仪器有限公司；数显

恒温水浴锅：国华电器有限公司；小型台式离心机：

Gene Company Limied 基因有限公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  绿色生长阶段基本培养基的筛选与碳源

及其浓度的优化 

将接种好的培养液用保鲜袋密封，置于室内培养

架上培养，初始接种量为 2.00×104 个/mL，培养温度

为 21±1 ℃，光照强度为 30 µmol/m2·s，光照周期是

12 h/12 h（光/暗），培养规模在 250 mL 三角瓶中盛装

100 mL 培养基。每天定时充分摇动三角瓶 5 次，每次

摇动时随机调换三角瓶位置，尽可能使处理组的光照

一致。每个试验做 3 瓶平行对照，每瓶每次取 2 个样

测定参数。 

1.2.1.1  基本培养基筛选选用五种培养基（BBM、

OHM、改良 MCM、配方 A、BG11） 

对本实验室来源的雨生红球藻 HP1 进行培养，通

过比较雨生红球藻 HP1 在不同培养基中的细胞数，确

定不同培养基对雨生红球藻绿色细胞生长的影响，筛

选出最适于 HP1 生长的培养基。用细胞密度血球计数

板法对上述所有培养条件下的雨生红球藻进行计数：

每隔 24 h 分别取 1mL 藻液于显微镜下计数，每个样

品计数三次，取平均值。 

1.2.1.2  碳源浓度的优化 

本研究在筛选出最优基本培养基的基础上，向培

养基中补充浓度分别为（0.1 g/L、0.3 g/L、0.5 g/L、

1.0 g/L、1.5 g/L、2.0 g/L）的有机碳源（NaAc）或无

机碳源（NaHCO3），其他营养元素的用量和配比保持

不变，研究碳源浓度对雨生红球藻生长的影响。 

1.2.2  虾青素积累阶段胁迫条件研究 
1.2.2.1  虾青素诱导单因素实验 

（1）藻的处理：当藻细胞在上述正常培养条件下

生长到对数生长期，离心（4000 r/min，10 min）收集

藻液，用少量 OHM 培养液重悬藻体，将悬浮液分别

转移至胁迫培养条件下进行培养，将胁迫培养体系设

置为有机碳源培养基和无机碳源培养基 2 种形式，每

个处理设 3 个重复。 

（2）光照强度：采用（1）项下方法，考察光照

强度对雨生红球藻虾青素产量的影响。分别在光照周

期 12 h/12 h（光/暗）、初始 pH=7、诱导时间 8 d，设

置光照强度为 75 µmol/m2·s、110 µmol/m2·s、145 

µmol/m2·s、180 µmol/m2·s、215 µmol/m2·s 共 5 个梯度，

来分析其最适光强。 

（3）初始 pH：采用 a 项下方法，考察初始 pH

对雨生红球藻虾青素产量的影响。分别在光照周期 12 

h/12 h（光/暗）、光照强度为 145 µmol/m2·s、诱导时间

8 d，设置初始 pH 为 5、6、7、8、9、10 共 6 个梯度，

来分析其最适初始 pH。 

（4）诱导时间：采用 a 项下方法，考察诱导时间

对雨生红球藻虾青素产量的影响。分别在光照周期 12 
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h/12 h（光/暗）、初始 pH=7、光照强度为 145 µmol/m2·s，

设置诱导时间为 6、7、8、9、10、11、12 d，共 7 个

处理，来分析其最适诱导时间。 

1.2.2.2  响应面实验设计 

在单因素试验的基础上，选取光照强度、初始 pH

和诱导时间三个因素作为响应变量，以雨生红球藻在

胁迫条件下虾青素产量为响应值，考察各因素间的交

互作用对雨生红球藻虾青素积累的影响[17-21]。利用

Design Expert 软件按照旋转中心组合设计（CCD）原

理，通过响应面曲面分析进行培养条件的优化，得到

最有利于虾青素积累的胁迫条件。试验设计因素与水

平如表 1 所示。共 20 个实验点，其中 14 个为析因点，

6 个为零点。零点实验进行 6 次，做误差估计。 

表 1 响应面分析因素与水平表 

Table 1 Factors and levels of response surface analysis 

因素 
水平 

A 光强/(µmol/m2·s) B pH C 诱导时间 

+1.68 75 9 11 

+1 110 8 10 

0 145 7 9 

-1 180 6 8 

-1.68 215 5 7 

1.2.2.3  虾青素含量测定 

配制 5%氢氧化钠：准确称取 0.25 g NaOH 加入双

蒸水4.75 mL。取藻液5 mL，经3900 r/min离心15 min，

收集沉淀，向沉淀中加入 700 µL 5%氢氧化钠和 300 

µL 甲醇溶液，混匀，65 ℃水浴加热 15 min 除去样品

中的叶绿素（间或进行摇匀样品），待加热后的样品冷

却至室温，经 7000 r/min 离心 3 min 收集沉淀，再用

双蒸水洗涤沉淀 3 次，向沉淀中加入 1 mL DMSO，

65 ℃水浴加热 5 min，待冷样品却至室温，7000 r/min

离心 3 min 收集上清液，沉淀用 DMSO 重复提取至提

取液基本无色，合并收集的上清液并定容于 5 mL[14]。 

用分光光度计检测提取样品，DMSO 为空白对

照，检测波长是 490 nm，虾青素含量由以下公式计算： 

Cast(mg/L)=(4.5×A490×V1)/V2×稀释倍数 

其中：A490：待测样品在波长 490nm 处吸光值；Cast：虾

青素含量；V1：提取所得液体体积 mL；V2：提取所用藻液体

积 mL。 

1.3  数据处理 

每组试验设置 3 组平行试验，用平均值±标准方

差的形式表示试验结果，并用 Excel 2016 软件对结果

进行统计学分析。采用 GraphPad Prism 6 软件处理对

实验数据绘图，试验设计使用 Design Expert 软件进行

CCD 方法的响应面优化试验设计，并对数据进行相关

线性拟合，通过拟合后线性关系制作预测结果等高线

和响应曲面图。 

2  结果与讨论 

2.1  基本培养基筛选 

王正方等[22]利用 BG11 培养基培养雨生红球藻，

获得最大藻细胞浓度为 1.70×105个/mL。Choi 等[23]研

究数据显示，OHM 培养基培养雨生红球藻可获得藻

细胞浓度 2.10×105个/mL。本试验的培养条件下，HP1

株系雨生红球藻在 5 种试验培养基中的生长情况如图

1。藻细胞生物量从第 5 d 开始迅速增加，在培养结束

期即第 12 d 时，HP1 在培养基配方 A 及 OHM 中的生

物量均能达到较高生物量分别 3.14×105 个/mL、

2.66×105个/mL，其次是 MCM，BG11、BBM 培养基。

对比前人研究可知，本实验培养条件下获得的生物量

明显增加。由图 1 可知，配方 A 相较于 OHM 更利于

雨红球藻绿色营养细胞的生长，可能与配方 A 中含有

生长素、细胞分裂素等有机物有关，考虑到这些成分

价格昂贵，综合考虑，本文在后续实验选择 OHM 培

养基。 

 
图1 不同培养基对雨生红球藻HP1生长的影响 

Fig.1 Effect of different media on the growth of Haematococcus 

pluvialis HP1 

2.2  碳源浓度优化 

以筛选出的 OHM 为基础培养基，比较有机碳源

与无机碳源对雨生红球藻生长影响，并分别优化出最

优浓度如图 2。由图 2a、2b 可见在以不同浓度的有机

碳源（NaAC）、无机碳源（NaHCO3）为碳源的培养

基中其生物量都是从第 5 d 开始迅速增加，培养 12 d

后，在不同浓度的培养体系中的生物量出现明显差异，

在有机碳源（NaAC）为碳源的培养基当碳源浓度为

0.5 g/L 时，藻生物量达到最大值，陈俊琳等[24]发现培

养雨生红球藻最佳有机碳源浓度在 0.5~1.0 g/L，与本
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研究结果相似。不同于陆开形等[25]指出适于雨生红球

藻生长的 NaHCO3浓度为 0.2 g/L，此时获得的最大细

胞密度为 1.40×105 个/mL，在本研究中，无机碳源

（NaHCO3）为碳源的培养基当碳源浓度为 0.5 g/L 时，

藻生物量达到最大值，获得的最大细胞密度为

2.80×105个/mL，比较上述结果，在本研究条件下生物

量有所提高。因此可知，在本实验条件下，有机碳源

（NaAC）和无机碳源（NaHCO3）的最适浓度都为 0.5 

g/L，此浓度下，在培养结束时，其生物量分别为

2.86×105个/mL、2.80×105个/mL。由图 2 可知，有机

碳源较无机碳源组产量有所提高，这与有机碳源兼养

培养条件下，不仅能够进行光合自养，也能利用有机

碳源进行异养，同时我们也推测兼养培养改变了雨生

红球藻的光合生理状态。 

 

 
图2 不同碳源及其浓度对雨生红球藻HP1生长的影响 

Fig.2 The effect of different carbon sources and their 

concentrations on the growth of Haematococcus pluvialis HP1 

注：a：以有机碳源（NaAC）为碳源，b：以无机碳源

（NaHCO3）为碳源。 

2.3  虾青素诱导单因素实验结果 

2.3.1  光照强度 

由图 3 可知，光照强度低于 145 µmol/m2·s 时虾青

素产量随光照强度的増高而增加，当光照强度达到

145 µmol/m2·s 时，虾青素积累含量达到最大，随后虾

青素产量随光照强度増加而降低。这是因为高光照胁

迫应激下，能使雨生红球藻中虾青素的合成量增高并

保护光合色素，但当光照应激程度超过雨生红球藻抵

抗范围，细胞就会受到损伤而降低虾青素的产量[26]。

可见，提高光照强度有助于雨生红球藻的积累但并非

越高越好。Jeon 等[27]认为 125~180 µmol/m2·s 是雨生

红球藻积累虾青素的最适光强。与本研究结果一致，

在本研究中将光照强度设置在 145 µmol/m2·s 时，更有

利于虾青素的积累，在以有机碳源（NaAC）和无机

碳源（NaHCO3）为碳源的培养体系中，虾青素产量

最高值分别为 5.31 mg/L、4.24 mg/L。所以虾青素诱

导最适光照强度为 145 µmol/m2·s。 

 
图3 光照强度对虾青素积累量的影响 

Fig.3 Effect of light intensity on astaxanthin accumulation 

2.3.2  初始 pH 
从图 4 中可知，初始 pH 小于 7 时虾青素产量随

pH 升高而增加，当初始 pH 大于 7 后，虾青素产量随

pH 值升高下降明显。因此可知，初始 pH 过低或过高

都会严重影响雨生红球藻虾青素的产量。沈渊等[28]认

为雨生红球藻适宜初始 pH 值为中性至弱碱性，与本

文结果相似。在本研究中将初始 pH 设置为 7 时，更

有利于虾青素的积累。以有机碳源（NaAC）和无机

碳源（NaHCO3）为碳源的培养体系中，初始 pH 为 7

虾青素产量最高，分别为 5.30 mg/L、4.22 mg/L。所

以虾青素诱导最适初始 pH 为 7。 

 
图4 初始pH对虾青素积累量的影响 

Fig.4 Effect of initial pH on astaxanthin accumulation 

2.3.3  诱导时间 
由图 5 可知，胁迫诱导时间低于 9 d 时虾青素产
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量随光照强度的增强而增加，在第 9 d 时，虾青素积

累含量达到最大，超过 9 d 虾青素产量呈下降趋势，

这是因为持续光照藻细胞开始死亡[26]。在本研究中将

胁迫诱导时间设置在 9 d 时，更有利于虾青素的积累。

在以有机碳源（NaAC）和无机碳源（NaHCO3）为碳

源的培养体系中，虾青素产量最高值分别为 5.35 

mg/L、4.24 mg/L，所以虾青素胁迫诱导最适诱导时间

为 9 d。 

 
图5 诱导时间对虾青素积累量的影响 

Fig.5 Effect of induction time on astaxanthin accumulation 

2.4  响应曲面分析 

不同微藻积累虾青素最适光照强度和诱导时间存

在差异[29]。本研究利用响应面分析法确定光照强度、

诱导时间和初始 pH 三个因素的最优水平，每组设置 3

个重复，以雨生红球藻在胁迫条件下虾青素产量为响

应值 Y，利用 Design Expert 数据统计软件按照旋转中

心组合设计原理，得到实验方案与结果，如表 2 用以

估计试验误差。 

利用Design-Expert软件对对表2数据进行回归分

析，得到回归模型： 

拟合二次回归方程（有机碳源培养基）： 

1

2 2 2 2

5.71 0.23A 0.23B 0.62 0.31 0.22 0.26

1.26 0.67 0.96 ( 0.0001, 0.9222)

Y C AB AC BC

A B C p r

       

   

拟合二次回归方程（无机碳源培养基）： 

2

2 2 2 2

Y 4.23 0.91A 0.61B 0.57C-0.27AB 0.13AC 0.18BC-

0.81A -0.29B -0.59C <0.0001, 0.9192p r

     

（ ）  
通过对该模型进行方差分析及模型可信度分析，

结果见表 3、表 4。 

表 2 旋转中心组合实验设计方案和响应值结果表 

Table 2 Rotating center combination experiment design scheme and response value result table 

实验号 A B C 有机碳源虾青素产量 Y1/(mg/L) 无机碳源虾青素产量 Y2/(mg/L) 

1 0 0 0 5.72 4.23 

2 0 0 0 5.72 4.23 

3 1 -1 -1 2.53 2.13 

4 1 1 -1 2.29 2.07 

5 0 0 0 5.72 4.23 

6 1 1 1 3.59 3.13 

7 -1.68 0 0 1.70 1.54 

8 -1 1 1 2.11 1.89 

9 -1 -1 1 1.98 1.95 

10 -1 1 1 3.99 3.67 

11 0 0 -1.68 1.66 1.46 

12 -1 -1 -1 2.57 2.12 

13 1 -1 1 4.26 3.72 

14 0 0 0 5.72 4.23 

15 0 0 1.68 4.09 3.56 

16 0 1.68 0 4.44 3.73 

17 1.68 0 0 2.35 2.23 

18 0 0 0 5.72 4.23 

19 0 0 0 5.72 4.23 

20 0 -1.68 0 2.94 2.95 

由上述分析可知，两个回归模型 p 值都小于

0.001，表明模型均显著。而从其失拟项来看均不显著，

说明预测值与实验值之间有较好的相关性，提示回归

方程的预测值和实验值误差较小，可以良好地预测虾

青素产量。模型可信度分析，其中校正后的 R2分别为

0.9222、0.9192，说明模型可以解释 90%以上的实验
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所得数据，实验精密度分别为 13.226、12.406 均大于

4，是可取的，残差皆分布在一条直线上，进一步说明

模型拟合优度较好，实验误差小，可用此模型来分析

和预测结果。 

在有机碳源培养基模型中一次项 A 为显著，B 不

显著，C 为极显著。3 种胁迫因素对雨生红球藻积累

虾青素含量影响效果为 C>A>B。二次项 A2、B2、C2

均高度显著，而交互项 AB、AC、BC 均有影响，但

不显著，因此，可认为在以有机碳源（NaAC）为碳

源的情况下 3 种胁迫因素对虾青素产生交互式影响较

小。在无机碳源培养基的模型中一次项 A 为显著，B

不显著，C 为极显著。3 种胁迫因素对雨生红球藻积

累虾青素含量影响效果为 C>A>B。二次项 A2、B2、

C2均高度显著，而交互项 AB 显著，AC、BC 均有影

响，但不显著，因此，可认为在以无机碳源（NaHCO3）

为碳源的情况下 3 种胁迫因素对虾青素产生交互式影

响较小。 

 

表 3 响应面回归模型 Y1 的方差分析表（有机碳源培养基） 

Table 3 ANOVA table of response surface regression model Y1 (organic carbon source medium) 

方差来源 平方和 自由度 平均方差 F P 显著性 

模型 44.46 9 4.94 27.78 <0.0001 * * 

A 0.71 1 0.71 3.99 0.0437 * 

B 0.73 1 0.73 4.12 0.0499  

C 5.17 1 5.17 29.10 0.0003 * * 

AB 0.76 1 0.76 4.25 0.0661  

AC 0.38 1 0.38 2.13 0.1753  

BC 0.52 1 0.52 2.92 0.1180  

A2 22.84 1 22.84 128.42 <0.0001 * * 

B2 6.47 1 6.47 36.40 0.0001 * * 

C2 13.24 1 13.24 74.42 <0.0001 * * 

残差 1.78 10 0.18    

失拟项 1.78 5 0.36    

纯误差 0.000 5 0.000    

总值 46.24 19     

注:**表示差异极显著（p<0.01），*表示差异显著（p<0.05）。 

表 4 响应面回归模型 Y2 的方差分析表（无机碳源培养基） 

Table 4 ANOVA table of response surface regression model Y2 (inorganic carbon source medium) 

方差来源 平方和 自由度 平均方差 F p 显著性 

模型 19.73 9 2.19 24.66 <0.0001 ** 

A 0.49 1 0.49 5.48 0.0412 * 

B 0.34 1 0.34 3.81 0.0794  

C 4.45 1 4.45 50.00 <0.0001 ** 

AB 0.57 1 0.57 6.44 0.0295 * 

AC 0.14 1 0.14 1.52 0.2457  

BC 0.25 1 0.25 2.83 0.1231  

A2 9.37 1 9.37 105.44 <0.0001 ** 

B2 1.23 1 1.23 13.84 0.0040 ** 

C2 4.49 1 4.49 55.58 <0.0001 ** 

残差 0.89 10 0.089    

失拟项 0.89 5 0.18    

纯误差 0.000 5 0.000    

总值 20.62 19     

注：**表示差异极显著（p<0.01），*表示差异显著（p<0.05）。 
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图4 光照强度和初始pH对虾青素含量的影响 

Fig.4 The influence of light intensity and pH on astaxanthin 

content 

注：a，a`表示以有机碳源（NaAC）为碳源；b，b`表示以

无机碳源（NaHCO3）为碳源，下同。 

从上述方差结果及模型可行度分析可知，模型可以

较好地拟合3种不同胁迫因素对雨生红球藻高产虾青素

的效果，为了更加体现研究具体数值较优胁迫效果，使

用Design-Expert.V.8.0.6软件对该模型绘制响应曲面图，

考察所拟合的响应曲面的形状，图4~6为回归方程预测

的三个因素耦合影响下的响应面三维图及相应等高线

图，可以直观表示试验因素的 3个水平间与响应值的函

数关系，获取试验设计中最优工艺参数。一般的，由等

高线的形状可以判断各因素之间的交互作用是否显著：

圆形表示不显著，椭圆形或马鞍形表示显著。 

 

 

 

 
图5 光照强度和诱导时间对虾青素含量的影响 

Fig.5 The effect of light intensity and conversion time on 

astaxanthin content  
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图6 初始pH和诱导时间对虾青素含量的影响 

Fig.6 Effect of pH and conversion time on astaxanthin content 

光照强度和初始 pH 对虾青素含量的影响如图 4

所示，a、a`表示以有机碳源（NaAC）为碳源的培养

体系，b、b`表示以无机碳源（NaHCO3）为碳源的培

养体系。从图中可知光照强度和初始 pH 交互作用对

虾青素含量的影响，呈抛物线型关系，且均有一个极

大值点。当前实验范围内，当初始 pH 不变，随着光

照强度的升高，虾青素含量先升高后降低，当光照强

度不变，随着初始 pH 的升高，虾青素含量先升高后

降低。虾青素含量变化速率显示，光照强度的主效应

略强于初始 pH 的效应，当光照强度达到 145 

µmol/m2·s和初始 pH为 7条件下，相互交互效果最佳。 

基于光照强度和诱导时间的响应面和等高线图如

图 5 所示，a、a`表示以有机碳源（NaAC）为碳源的

培养体系，b、b`表示以无机碳源（NaHCO3）为碳源

的培养体系。光照强度和诱导时间交互作用对虾青素

含量的影响，呈抛物线型关系，且均有一个极大值点。

当前实验范围内，当诱导时间不变，随着光照强度的

升高，虾青素含量先升高后缓慢降低，当光照不变，

随着诱导时间的延长，虾青素含量先升高后降低。虾

青素含量变化速率显示，诱导时间的主效应略强于光

照强度效应，当光照强度达到 145 µmol/m2·s 和诱导时

间为 9 d 条件下，相互交互效果最佳。 

根据初始 pH 与诱导时间绘制的响应曲面和等高

线图如图 6 所示，a、a`表示以有机碳源（NaAC）为

碳源的培养体系，b、b`表示以无机碳源（NaHCO3）

为碳源的培养体系。结果表明：初始 pH 和诱导时间

交互作用对虾青素含量的影响，呈抛物线型关系，且

均有一个极大值点。当前实验范围内，当初始 pH 不

变，随着诱导时间的延长，虾青素含量先升高后降低，

当诱导时间不变，随着初始 pH 的升高，虾青素含量

先升高后降低。虾青素含量变化速率显示，诱导时间

的主效应略强于初始 pH 效应，当诱导时间达到 9 d

和初始 pH 为 7 条件下，相互交互效果最佳。在三个

测试独立变量，诱导时间是影响虾青素含量最重要因

素，其次是光照强度和初始 pH。 

三组图直观地反映了各个因素对响应值的影响，

在三个测试独立变量，诱导时间是影响虾青素含量最

重要的因素，其次是光照强度和初始 pH。利用 Design 

Expert 软件进行实验结果优化，本实验主要目的在于

优化雨生红球藻最适胁迫条件，通过分析回归方程存

在稳定点，稳定点是极大值点，即光照强度为 145 

µmol/m2·s、初始 pH 为 7、诱导时间为 9 d 时，在以有

机碳源（NaAC）和无机碳源（NaHCO3）为碳源的培

养体系中，虾青素产量最大分别为 5.74 mg/L、4.25 

mg/L。 

实验结果验证，为了检验模型预测的准确性，再

次进行实验，采用上述中心组合试验得出的最优点进

行 3 次平行实验，在以有机碳源（NaAC）和无机碳

源（NaHCO3）为碳源的培养体系中，实际测得的平

均实验虾青素含量值分别为 5.81 mg/L、4.34 mg/L。

与软件预测值无显著差别，但比优化前的最佳条件略

有提高，证明应用响应曲面法能有效优化有利于雨生
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红球藻虾青素积累的培养条件。 

3  结论 

3.1  绿色生长阶段基本培养基的筛选与碳源

及其浓度的优化 

雨生红球藻绿色营养生长时期的生物量决定了虾

青素的总产量，培养基成分是影响雨生红球藻生长的

重要因子。从 5 种不同的培养基（BBM、OHM、改

良 MCM、配方 A、BG11）中筛选出最适于雨生红球

藻 HP1 生长的培养基为 OHM 培养基。针对筛选出的

OHM 培养基进行碳源浓度的优化，最适碳源浓度为

0.5 g/L。在本实验条件下，有机碳源（NaAC）和无机

碳源（NaHCO3）的最适浓度都为此浓度下，在培养

结束时，其生物量分别为 2.86×105 个/mL、2.80×105

个/mL，生物量得到较大提高，旨在为雨生红球藻大

规模培养提供基础数据。 

3.2  虾青素积累阶段胁迫条件研究 

胁迫条件显著影响积累虾青素的含量。本文通过

单因素实验研究影响虾青素积累的胁迫条件的主要因

素，即光照强度、初始 pH 和诱导时间。利用 Design 

Expert 设计软件，采用旋转中心组合实验设计法考察

了不同因素间的相互关系，建立优化雨生红球藻产虾

青素最适胁迫条件的数学模型，根据回归分析可知其

最适胁迫条件是：光照强度为 145 µmol/m2·s、初始 pH

为 7、诱导时间为 9 d。在该条件下，以有机碳源

（NaAC）和无机碳源（NaHCO3）为碳源的培养体系

中，虾青素产量最大分别为 5.74 mg/L、4.25 mg/L，

与理论预测值基本吻合。本研究结果将为进一步提高

雨生红球藻虾青素产量提供科学依据。 
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