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摘　要：为探究一株新分离雨生红球藻的适宜生长条件，以藻细胞密度为响应值，通过单因子试验方法，获得
该株雨生红球藻生长的最佳光照强度、培养温度和接种密度分别为１０５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、２１℃和 ７．５×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。然后采用响应曲面法（ＲＳＭ）耦合ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计，建立了预测雨生红球藻细胞密度的二次多项
式方程，培养光照强度、温度和接种密度及其二项式对雨生红球藻细胞培养密度有着显著影响。各因素影响

强弱的顺序：接种密度＞光照强度＞培养温度。响应曲面法获得雨生红球藻的最佳培养条件为光照强度１２０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度 ２０℃，接种密度 ９．２５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，在此组合条件下雨生红球藻细胞密度可达
４５．０８×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，比单因素实验得到的最高藻细胞密度高出６．９％。
关键词：雨生红球藻；生长；响应曲面法；光照强度；培养温度；接种密度
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　　 虾青素（３，３′二羟基４，４′二酮基β，β′胡
萝卜素）是一种类胡萝卜素酮化物，是自然界抗

氧化能力最强的物质之一［１］。虾青素可广泛应

用于生物医药、化妆品、食品和饲料添加剂等领

域［２４］。目前天然虾青素的生产来源主要从甲壳

动物［５］、红法夫酵母（Ｐｈａｆｆｉａｒｈｏｄｏｚｙｍａ）［６］和微
藻［７］中 提 取。雨 生 红 球 藻 （Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｌｕｖｉａｌｉｓ）是自然界中已知虾青素含量最高的生
物，可占干物质质量的１．５％ ～４．０％［８９］。雨生

红球藻是一种淡水单细胞绿藻，生活史复杂。藻

细胞处于游动细胞或动孢子时期细胞为绿色，具

有较强的分裂增殖能力；而在静细胞和静孢子阶

段，细胞内积蓄大量虾青素导致细胞呈红色或深

红色［１０］。因此，实际生产中利用雨生红球藻生产

虾青素通常采用两步法，即先优化培养条件获得

尽可能大的藻细胞生物量，然后优化胁迫条件诱

导藻细胞大量合成虾青素。

雨生红球藻的自然生境主要为小水沟、小水

坑或沼泽化的富含有机物的小水体［１０］，容易形成

不同生态适应和生长特性的品系［１１］。本文就实

验室新分离的一株雨生红球藻，利用单因素实

验，对藻细胞适宜的增殖条件进行探究，然后利

用响应曲面法优化培养条件（光照强度、培养温

度和接种密度），以期为该藻株后续开发利用提

供基础数据。

１　材料与方法

１．１　藻种及培养基
试验用藻株 ＳＨＯＵＦ１９０１于２０１９年６月采

自江苏省丹阳市一微型淡水水体，经分离纯化后

得到。纯化藻株经形态学检测并结合１８ＳｒＲＮＡ
测序比对，确认为雨生红球藻（Ｈａｅｍａｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｐｌｕｖｉａｌｉｓ）。选择雨生红球藻常用的ＳＥ培养基［１２］

作为藻种逐级扩培及后续试验的基础培养基。

藻种扩培及后续生长实验均在光照培养箱中进

行。藻种扩培条件：光周期１２Ｌ∶１２Ｄ，温度２５℃，
光照强度８０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），每日定时摇瓶４次。
批次培养周期１２ｄ。
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１．２　光照强度、温度及接种密度的单因子试验
设计

光照强度试验：将处于指数生长期的雨生红

球藻以５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初始密度接种到１０００
ｍＬ锥形瓶中，设置３５、７０、１０５、１４０和１７５μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ）５个光照强度，每个光照强度设３个平
行。培养期间光周期１２Ｌ∶１２Ｄ，温度２５℃，每日
定时摇瓶４次。批次培养至静止期。

温度试验：将处于指数生长期的雨生红球藻

以５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初始密度接种到１０００ｍＬ
锥形瓶中，设置１７、２１、２５、２９和３３℃５个温度梯
度，每个温度设３个平行。培养期间光照强度８０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光周期１２Ｌ∶１２Ｄ，每日摇瓶４次。
批次培养至静止期。

初始接种密度试验：将处于指数生长期的雨

生红球藻以 ２．５×１０４、５．０×１０４、７．５×１０４、
１０．０×１０４、１２．５×１０４和１５．０×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的初
始密度接种到１０００ｍＬ锥形瓶中，每个接种密度
设３个平行。培养期间光照强度８０μｍｏｌ／（ｍ２·
ｓ），光周期１２Ｌ∶１２Ｄ，温度２５℃，每日摇瓶４次。
批次培养至静止期。

１．３　光照强度、温度及接种密度的响应曲面试
验设计

采用 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ的 ３因素 ３水平试验设
计，根据 １．２节单因素试验结果，以光照强度
（Ａ）、培养温度（Ｂ）和接种密度（Ｃ）为自变量，藻
细胞密度作为响应值Ｒ。各因素和水平如表１所示。

表１　响应曲面分析的因素与水平
Ｔａｂ．１　Ｄｅｓｉｇｎｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｆｏｒｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

实验因素Ｆａｃｔｏｒｓ
水平值 Ｖａｌｕｅ

低

Ｌｏｗ（－１）
中心

Ｃｅｎｔｅｒ（０）
高

Ｈｉｇｈ（１）

光照强度 Ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ／
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）

５０ １１０ １７０

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃ １６ ２１ ２６
接 种 密 度 Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ
ｄｅｎｓｉｔｙ／（×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）

４ ７．５ １１

１．４　微藻生物量的测量
培养过程中，每天定时摇匀藻液并定量取

样，固定后采用浮游植物计数板测定并计算藻液

藻细胞密度，每个样品计数９次，取平均值。
在培养第１２天，摇匀后自锥形瓶中取样２０

ｍＬ，经０．４５μｍ事先恒重的醋酸纤维滤膜（Ｗ０）

抽滤，并用蒸馏水漂洗抽滤后将滤膜烘干至恒重

（Ｗ１），计算藻细胞的生物量（Ｗ）。
１．５　藻细胞色素含量的测定

叶绿素含量的测定：参照赵陆敏［１３］的方法。

将藻液摇匀，取 Ｖ０ｍＬ藻液，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ弃上清，藻泥用蒸馏水重悬浮，洗涤离心。在
藻泥内加入０．１ｇ直径为５０μｍ的石英砂放置于
研钵中冰水浴，充分研磨，加入 Ｖ１ｍＬ无水甲醇，
４５℃黑暗水浴３５ｍｉｎ，其间振摇１次，待藻泥呈
灰白色时，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清提取
液。甲醇做空白对照，用分光光度计测量提取液

在４８０、６６２、６６５ｎｍ的吸光度，７５０ｎｍ作为浊光
矫正。计算叶绿素ａ、叶绿素 ｂ、类胡萝卜素和总
叶绿素的质量浓度。

虾青素含量的测定：参照尚敏敏等［１４］的方

法。取Ｖ０ｍＬ藻液，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ弃上
清，藻泥用蒸馏水重悬浮，洗涤离心。在藻泥中

加入５ｍＬ５％氢氧化钾（溶剂为３０％的甲醇水溶
液），６５℃水浴５ｍｉｎ，离心去除上清，沉淀利用蒸
馏水洗涤离心两次后，沉淀中加 Ｖ１ｍＬ的二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ），冰水浴超声破壁提取，离心收集上
清，重复提取直至藻泥变白。随后５０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ取上清，ＤＭＳＯ做空白对照，用分光光
度计测量提取液在４９０ｎｍ的吸光度值，计算虾
青素的质量浓度Ｐａｘ：
Ｐａｘ（ｍｇ／Ｌ）＝（４．５×Ａ４９０×Ｖ１）／（Ｖ０×Ｌ）（１）

式中：Ａ４９０为吸光度值；Ｖ０为取得的藻液体积，
ｍＬ；Ｖ１为浸提液体积，ｍＬ；Ｌ为比色皿光径。

将计算所得的各色素质量浓度除以各组藻

干质量，可以得到各组单位质量藻细胞的叶绿素

ａ、叶绿素 ｂ、类胡萝卜素及虾青素的含量。
１．６　数据处理

数据以平均值 ±标准差表示。用统计软件
ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２５对所得的数据进行单因子
方差分析（ＡＮＯＶＡ，Ｐ＜０．０５表示差异显著），结
果差异显著则进行 Ｄｕｎｃａｎ氏法多重比较。用绘
图软件 Ｏｒｉｇｉｎ２０１８作图，响应曲面实验利用
ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１２进行设计分析。

２　结果与分析

２．１　光照强度、温度和初始接种密度对雨生红
球藻培养生物量的影响

光照强度、温度和初始接种密度对批次培养

９６
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的雨生红球藻的生长及生物量均有显著影响

（Ｐ＜０．０５）。经过１２ｄ培养，雨生红球藻的生物
量随光照强度的升高呈先升后降的变化，在１０５
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组有着最大生物量，藻细胞密度达
３９．８６×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，是 ３５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组的
１．９８倍；干物质达到 ０．４８ｇ／Ｌ，高出 ３５μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ）组１．５１倍（图１ａ）。雨生红球藻不耐高
温，２９℃组及３３℃组藻细胞失去游动能力且下
沉后互相粘连，无法准确计数。在１７～２５℃范
围内，２１℃组有最大的藻细胞密度（３４．３７×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ），显著高于 ２５℃组（Ｐ＜０．０５）。各组
干物质量随着培养温度的升高先升高后降低，在

２１℃组最大（０．３０ｇ／Ｌ），与 ２５℃组无显著差
异，两者均显著高于其他温度组 （图１ｂ）。在低
接种密度时，雨生红球藻批次培养的细胞密度和

生物量均随接种密度的升高而增大，当接种密度

达到７．５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ后，雨生红球藻的生物量
和细胞密度均不随接种密度的提高而有显著变

化（图１ｃ）。

不同小写字母表示组间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．

图１　光照强度（ａ）、温度（ｂ）和初始接种密度（ｃ）对雨生红球藻细胞密度和干物质的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ａ），ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（ｂ）ａｎｄｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｄｅｎｓｉｔｙ（ｃ）

ｏｎｔｈｅｂｉｏｍａｓｓｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａｅＨ．ｐｌｉｖｉａｌｉｓｕｎｄｅｒｂａｔｃｈｃｕｌｔｕｒｅ

２．２　光照强度、温度和初始接种密度对雨生红
球藻细胞色素含量的影响

光照强度显著影响雨生红球藻细胞色素组

成及含量，３５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组的叶绿素 ａ、类胡

萝卜素、总叶绿素含量显著的高于其他光照强度

组；３５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组、７０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组和
１０５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组叶绿素 ｂ含量显著高于１４０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组和 １７５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组（图
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２ａ）。藻细胞虾青素的含量总体随着光照强度的
上升先下降后上升，７０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组虾青素

含量最低，为（５．９７±０．２８）ｍｇ／ｇ，１７５μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ）组最高（图２ｂ）。

不同小写字母表示组间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．

图２　光照强度对雨生红球藻细胞叶绿素、类胡萝卜素（ａ）和虾青素（ｂ）的影响
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ，ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ（ａ）

ａｎｄａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ（ｂ）ｉｎｍｉｃｒｏａｌｇａＨ．ｐｌｉｖｉａｌｉｓ

　　当温度大于２１℃时，雨生红球藻的叶绿素
ａ、叶绿素ｂ、类胡萝卜素和总叶绿素含量随培养
温度的升高而显著减少（图 ２ａ）；虾青素含量在
１７、２１和２５℃组之间没有显著的差异，２９℃组

和３３℃组细胞虾青素含量显著减少（图２ｂ）。
初始接种密度对雨生红球藻细胞叶绿素 ａ、

叶绿素ｂ、类胡萝卜素、总叶绿素和虾青素含量均
无显著性的影响（图４）。

不同小写字母表示组间存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．

图３　培养温度对雨生红球藻细胞叶绿素、类胡萝卜素（ａ）和虾青素（ｂ）的影响
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ，

ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ（ａ）ａｎｄａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ（ｂ）ｉｎｍｉｃｒｏａｌｇａＨ．ｐｌｉｖｉａｌｉｓ
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２．３　响应曲面法优化雨生红球藻的培养条件
２．３．１　模型方差分析

基于２．１节的结果，采用 ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ响应
面优化设计实验开展雨生红球藻培养光照强度
温度接种密度组合条件的优化。优化实验设计
方案及结果见表２。

应用 Ｄｅｓｉｇｎｅｘｐｅｒｔ１２统计软件对响应面试

验数据进行二次多元回归拟合，得到３因素的优
化方程模型：

Ｒ＝４３．５＋２．６７Ａ－２．５６Ｂ＋２．８６Ｃ＋０．０９７５ＡＢ－
０．００２５ＡＣ－１．４５ＢＣ－８．０２Ａ２－８．０５Ｂ２－３．１６Ｃ２

式中：Ｒ为藻细胞密度，１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ；Ａ为光照强
度，μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）；Ｂ为培养温度，℃；Ｃ为接种
密度，１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。

图４　初始接种密度对雨生红球藻叶绿素、类胡萝卜素（ａ）和虾青素（ｂ）的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｄｅｎｓｉｔｙｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ，
ｃａｒｏｔｅｎｏｉｄ（ａ）ａｎｄａｓｔａｘａｎｔｈｉｎ（ｂ）ｉｎｍｉｃｒｏａｌｇａＨ．ｐｌｉｖｉａｌｉｓ

表２　雨生红球藻培养条件优化试验设计方案及结果
Ｔａｂ．２　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓａｎｄｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｆｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙｆｏｒ

ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｎｇｒｏｗｔｈｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａＨ．ｐｌｉｖｉａｌｉｓ

试验号

Ｎｏ．

光照强度Ａ／
［μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ）］

培养温度

Ｂ／℃

接种密度

Ｃ／（×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）

藻细胞密度

Ｒ／（×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）

１ １７０ １６ ７．５ ３１．６０
２ ５０ ２６ ７．５ ２３．２４
３ １１０ １６ １１．０ ３９．７０
４ １７０ ２６ ７．５ ２８．５８
５ １１０ ２１ ７．５ ４２．８８
６ １１０ ２１ ７．５ ４４．００
７ １１０ ２６ １１．０ ２９．７８
８ ５０ １６ ７．５ ２６．６５
９ １１０ １６ ４．０ ３２．１０
１０ ５０ ２１ ４．０ ２６．２７
１１ １７０ ２１ ４．０ ３１．８３
１２ ５０ ２１ １１．０ ３３．００
１３ １１０ ２１ ７．５ ４４．４６
１４ １１０ ２１ ７．５ ４４．２３
１５ １１０ ２６ ４．０ ２７．９６
１６ １１０ ２１ ７．５ ４２．４０
１７ １７０ ２１ １１．０ ３８．５５

　　对该回归方程进行方差分析，回归数学模型
极显著（Ｐ＜０．０００１），相关系数 Ｒ２＝０．９８４９，失
拟项（Ｐ＝０．１１３０＞０．０５），表明失拟项相对于绝
对误差不显著，综上得出该模型与该实验结果有

着良好的拟合程度（表３）。
根据模型各项的Ｐ，Ａ、Ｂ、Ｃ及二项式Ａ２、Ｂ２、

Ｃ２的Ｐ＜０．０５，表明上述因子显著影响雨生红球
藻培养生物量，接种密度（Ｃ）对综合得分影响最
大，光照强度（Ａ）次之，培养温度（Ｂ）影响最弱。
以Ｐ的大小为响应影响排序，各因素影响力：接
种密度（Ｃ）＞光照强度（Ａ）＞培养温度（Ｂ），ＡＢ、
ＡＣ、ＢＣ未有显著的影响（表３）。

模型的预测值和实际值的对比曲线如图５，
该模型可以适用于实际生产的预测。

２．３．２　响应曲面分析
利用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１２软件画出该模型的三

维响应面图和等高线图以反映光照强度、培养温

度和接种密度３个因素两两之间的关系。在三
维响应面图图中，最高点代表着两因素之间存在
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极值［１５］，坡度可以反映出两因素之间的交互作

用，倾斜度越高，两者之间的交互作用越显著。

等高线图是３Ｄ图在二维平面的投影，可以更加
直观地看出两因素之间的交互作用，当中心形状

为椭圆时可以表明两者之间有交互作用，等高线

反应出三维图的坡度，等高线越密集代表着两者

之间的交互作用越显著［１６］。

Ａ、Ｂ、Ｃ３个因子的交互作用的３Ｄ图和等高

线图见图６，光照强度（Ａ）和培养温度（Ｂ）的等高
线图呈圆形，且等高线之间较为稀疏表明二者交

互作用不显著（图６ａ，６ｄ）。光照强度（Ａ）和接种
密度（Ｃ）的等最中间高线图虽然为椭圆，但等高
线之间并不密集及３Ｄ图坡度较缓，表明二者的
交互作用不显著（图６ｂ，６ｅ）。同理，温度（Ｂ）和
接种密度（Ｃ）的交互作用不显著（图６ｃ，６ｆ）。与
方差分析表的结果相符。

表３　方差分析结果表
Ｔａｂ．３　ＡＮＯＶＡｏｆｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

方差来源 Ｓｏｕｒｃｅ 平方和 ＳｕｍｏｆＳｑｕａｒｅｓ 自由度 ｄｆ 均方 ＭｅａｎＳｑｕａｒｅ Ｆ Ｐ

模型Ｍｏｄｅｌ ８２７．３１ ９ ９１．９２ ５０．８８ ＜０．０００１
Ａ ５７．２５ １ ５７．２５ ３１．６９ ０．０００８
Ｂ ５２．４８ １ ５２．４８ ２９．０５ ０．００１０
Ｃ ６５．３８ １ ６５．３８ ３６．１９ ０．０００５
ＡＢ ０．０３８０ １ ０．０３８０ ０．０２１０ ０．８８８７
ＡＣ ０ １ ０ ０ ０．９９７１
ＢＣ ８．３５ １ ８．３５ ４．６２ ０．０６８６
Ａ２ ２７１．１３ １ ２７１．１３ １５０．０８ ＜０．０００１
Ｂ２ ２７２．９９ １ ２７２．９９ １５１．１１ ＜０．０００１
Ｃ２ ４１．９６ １ ４１．９６ ２３．２３ ０．００１９

残差Ｒｅｓｉｄｕａｌ １２．６５ ７ １．８１
失拟项Ｌａｃｋｏｆｆｉｔ ９．３９ ３ ３．１３ ３．８５ ０．１１３０
纯误差Ｐｕｒｅｅｒｒｏｒ ３．２５ ４ ０．８１３７
总离差Ｃｏｒｔｏｔａｌ ８３９．９６ １６

Ｒ２＝０．９８４９ Ｒ２ａｄｊ＝０．９６５６

图５　模型预测值与实际值的对比曲线
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｃｕｒｖｅｂｅｔｗｅｅｎｍｏｄｅｌ

ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｖａｌｕｅａｎｄａｃｔｕａｌｖａｌｕｅ

２．４　验证试验
通过 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ１２软件 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设

计优化雨生红球藻培养条件，当藻细胞密度综合

得分最大时，雨生红球藻的最优培养条件：光照

强度１１９．８９μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度１９．９９℃，接种
密度９．２５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，在此培养条件下预测雨
生红球藻培养细胞密度可达 ４４．７９×１０４ｃｅｌｌｓ／
ｍＬ。验证实验中，出于可操作性考虑将优化条件
调整为光照强度１２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度２０℃，
接种密度９．２５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。根据上述条件进
行３次平行试验，经过１２ｄ的培养，雨生红球藻
的细胞密度为（４５．０８±０．２６）×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，与
模型预测值相近，表明该模型可以在雨生红球藻

培养时用于预测培养效果。

３　讨论

生物量是利用雨生红球藻生产虾青素的基

础，也是提高雨生红球藻虾青素生产率的重要条

件［１７］。由于雨生红球藻细胞只有处于静细胞和
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静孢子阶段才能在细胞内积蓄大量虾青素，而静

细胞和静孢子阶段细胞的增殖效率很低。促进

游动细胞和游孢子增殖的条件与促进静细胞和

静孢子合成虾青素的条件相差甚大［１８］。因此，先

优化生长条件获得最大藻细胞生物量再对获得

的藻细胞进行诱导合成虾青素，成为雨生红球藻

生产虾青素的基本策略。

图６　光照强度，温度和接种密度对雨生红球藻密度的３Ｄ图和等高线
Ｆｉｇ．６　Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅａｎｄｃｏｎｔｏｕｒｌｉｎｅｓｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ，ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄ

ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｄｅｎｓｉｔｙｆｏｒｃｕｌｔｕｒｅｄｂｉｏｍａｓｓｏｆｍｉｃｒｏａｌｇａＨ．ｐｌｉｖｉａｌｉｓ
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　　 植物对光照强度的利用从小到大可以分为
４个区域：光限制区、光过渡区、光饱和区和光抑
制区［１９］。光限制区中藻的生长受到限制。在光

过渡区到光饱和区中藻的细胞密度随着光强的

提高而增加，光抑制区内的藻生长受到了抑制。

光照强度对雨生红球藻绿色游动细胞的生长有

着显著的影响。雨生红球藻生长适宜的光照强

度已有报道，陈书秀等［２０］报道的雨生红球藻生长

最佳光照强度为 ５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。ＨＡＲＫＥＲ
等［２１］则认为最佳生长光照强度为５０～６０μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ），才金玲等［２２］与董庆霖等［２３］认为雨生红

球藻生长的最适光强在８０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。ＸＵＥ
等［１９］报道雨生红球藻游动细胞增殖的适宜光照

强度在８０～１２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。陶云莹等［２４］得

出的雨生红球藻最佳光照强度为２００μｍｏｌ／（ｍ２·
ｓ）。本研究中光照强度在１０５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组，
雨生红球藻细胞密度和干物质量均显著（Ｐ＜
０．０５）高于其他光照条件组，表明该光照强度适
合本研究藻株游动细胞的大量增殖（图１ａ）。造
成不同学者获得的雨生红球藻生长的最适光照

强度的差异：一方面源于藻株的差异，由于雨生

红球藻的自然生境为小型水体，因此在进化上容

易形成适应特定生境条件的地理藻株；另一方

面，微藻的生长是多种环境因子共同作用的综合

表现，其他环境因子与光照强度之间存在一定的

协同和拮抗作用。叶绿素和类胡萝卜素是藻类

捕获不同能量光子的主要色素，在光限制区时，

增加叶绿素的含量能增强藻类光合作用的能

力［２５］。本研究中，光照强度为３５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）
组雨生红球藻叶绿素 ａ、类胡萝卜素和总叶绿素
的含量均显著的高于其他组别，推测这是雨生红

球藻为了应对低光照强度的一种生理响应，藻细

胞通过增加色素，捕获更多光子以保证细胞的生

长。才金玲等［２２］认为高光照强度会导致雨生红

球藻游动细胞进入不动期，从而降低细胞增殖和

藻细胞生物量。ＨＡＲＫＥＲ等［２６］和陶云莹等［２４］认

为提高光照强度有利于雨生红球藻内虾青素的

积累。本研究中也观察到了类似的结果，１７５
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）组细胞生物量降低，总叶绿素含量
也降低，同时虾青素含量显著升高。由于高光照

强度具有光漂白作用，导致藻细胞内氧自由基增

多，因此藻细胞需要合成更多具有抗氧化效能的

虾青素。

温度是生物生长发育的重要因素，过高或过

低的温度都会影响到细胞内各种生物酶的活性，

并影响营养物质的代谢、细胞增殖等，从而显著

影响藻的生长［２７］。就光合作用而言，高温会影响

到卡尔文循环的运作，藻体细胞内部同化产物的

代谢产生变化，最后影响藻的增殖［２８］。有报道高

温不利于雨生红球藻游动孢子的增殖［２４］，温度高

于２８℃则雨生红球藻的生长受到抑制［２９］。本研

究中，２９℃组和３３℃组藻细胞沉底明显，显微观
察发现此两组雨生红球藻细胞鞭毛脱落，细胞壁

增厚形成不动孢子且互相黏连结块。然而，学者

对雨生红球藻的适宜培养温度有不同的报道。

张宝玉等［３０］筛选出的两株雨生红球藻的最适生

长温度分别为１５和２０℃，苗凤萍等［３１］报道雨生

红球藻的最适生长温度为２２～２５℃。在异养或
兼养条件下，较高的温度（３０℃）有利于雨生红
球藻的生长［３２］。本研究的雨生红球藻藻株培养

最适温度为２１℃。同时发现该藻株的叶绿素、
类胡萝卜素和总叶绿素均在２１℃组有最大值，
随着温度的升高细胞叶绿素和类胡萝卜素含量

均显著降低（图３），与细胞生长表现相一致。当
温度超过２５℃时本研究的雨生红球藻藻株细胞
虾青素含量也显著降低（图３），江红霞等［３３］也有

类似的发现。然而，也有学者［２２］认为高温能促使

细胞生成更多的活性氧从而诱导细胞加快虾青

素的合成和积累。温度对雨生红球藻细胞内虾

青素含量的影响可能与细胞所处的阶段及温度

的胁迫强度有关。

初始接种密度会影响到最终雨生红球藻的

生物量。接种密度为１０×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，最终藻细
胞密度可达４９×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ［２４］，李艳国等［３４］报

道２×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的接种密度最适合雨生红球
藻游动细胞的增殖，最终的藻细胞密度可以达到

２６．５２×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。本研究中，接种密度低于
７．５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时，藻细胞最终密度会随接种
密度的增加而增加，接种密度大于 ７．５×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ时藻细胞密度不随初始接种密度的变化
而变化。接种密度为７．５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，最终的
藻密度可以达到４２．１７×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。

藻细胞的生长受外界多环境因素的耦合影

响。单因子试验虽然能找出某个自变量的最优

值，但难以直观地判别优化区域。响应曲面设计

方法是将体系的响应作为一个或多个因素的函
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数，利用合理的试验设计方法并通过实验得到一

定数据，采用多元二次回归方程来拟合因素与响

应值之间的函数关系，运用图形技术将这种函数

关系显示出来，可以直观获得试验设计中的最优

化条件。本研究中，运用响应曲面设计方法对雨

生红球藻生长的光照强度、温度、接种密度进行

优化，获得雨生红球藻的最佳实际培养条件组合

为光照强度１２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、温度２０℃、接种
密度 ９×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，并获得了 ４５．０８×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ的细胞培养密度，该密度比单因素试验
获得结果高出６．９％。

综上所述，通过响应曲面设计方法雨生红球

藻生长的光照强度、温度和接种密度进行优化，

得到该株雨生红球藻的最佳培养条件：光照强度

为１２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），温度 ２０℃，接种密度
９．２５×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。
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