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环境生物技术                                                               

pH 值对沼液培养的普通小球藻生长及油含量积累的

影响 

王翠，李环，王钦琪，韦萍 
南京工业大学 生物与制药工程学院，南京 210009 

摘  要: 以 50％的沼液为普通小球藻的全营养培养基，考察培养基的起始 pH 值对小球藻生长及油脂含量的影响，普

通小球藻对不同初始 pH 的沼液中氮、磷的去除情况。设定了 2 组实验，一组只调节初始接种培养液的 pH，分别为 6.0、
6.5、7.0、7.5、8.0、8.5；另一组将培养液 pH 分别固定在 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，pH 用稀 HCl 和 NaOH 进行调

节。研究发现在 pH 6.5 和 pH 7.0 的偏酸环境有利于小球藻生长，而 pH 在 7.0~8.5 的偏碱性条件下有利于小球藻油脂的

积累，因此综合小球藻生长和油脂积累 2 个因素，得到最适合小球藻生长和油脂积累的 pH 为 7.0。培养结束后沼液中

氮磷的去除率分别达到了 95％和 97％，沼液中的总氮由原来的 134.91 mg/L 降至 4.86 mg/L，总磷由 10.19 mg/L 降到

0.32 mg/L。 
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Effect of pH on growth and lipid content of Chlorella vulgaris  
cultured in biogas slurry 

Cui Wang, Huan Li, Qinqi Wang, and Ping Wei 

College of Biotechnology and Pharmaceutical Engneering, Nanjing University of Technology, Nanjing 210009, China 

Abstract:  Using 50% biogas slurry as basic medium, we investigated the effect of pH on the growth and lipid accumulation of 
Chlorella vulgaris. Setting two-group experiments, one was only control the initial medium pH, the initial pH was set at 6.0, 6.5, 7.0, 
7.5, 8.0, and 8.5, respectively. One was control the medium pH constant, set constant pH at 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, and 8.5, 
respectively. Using HCl and NaOH regulated the pH. Results showed that algae Chlorella vulgaris grows better at pH 6.5 and 7.0, 
accumulate the lipid at pH 7.0−8.5, so the optimal pH for the growth and the lipid accumulation of Chlorella vulgaris was 7.0. The 
average removal rate of nitrate from biogas slurry was 95%, phosphate was 97%. 

Keywords:  Chlorella vulgaris, pH, biogas slurry, lipid 

随着经济的不断发展，人类对能源的需求量越

来越大，而地球上化石能源储量有限，且对环境污

染严重，以储量丰富且环境友好的生物质能源代替

化石能源已成为解决能源危机的主要途径之一 [1]。
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在各种形式的生物质能源中，富油品系的自养型微

藻由于可吸收大气中 CO2、油脂含量较高且营养需

求简单而备受关注[2-4]。但目前看来，微藻生物质能

存在藻源受限的问题，即微藻大规模培养技术尚处

在摸索阶段，如适应于各种藻类的光生物反应器需

研制开发或改进，大规模培养微藻时存在易染杂菌

杂藻、微藻光合作用效率低、培养基成本高等问题，

制约了微藻生物质能源产业的发展。发展微藻生物

质能源产业，当务之急是开发优良品系富油微藻及

降低微藻培养成本。 

利用废弃生物质厌氧发酵产沼气是另一种清洁

型生物质能源的形式，发酵副产物沼液和沼渣通常

直接排放入水体或填埋。由于沼液中含有丰富的氮、

磷等物质，大量的沼液直接排放会引起河流的富营

养化，造成水体的污染，已被环保部门勒令停止，

故沼液的后处理问题已成为当前沼气生产厂家急需

解决的问题，甚至部分厂家为此而停产。 

为解决沼气发酵的废液排放及微藻的培养基成

本问题，本文以富油小球藻为实验藻株，以国家生

化工程中心沼气发酵的废液为培养基筛选并驯化适

应于该沼液的富油小球藻，创见性地将沼气发酵和

微藻培养有机结合起来，结果经过几个星期的驯化

并筛选后，该小球藻可适应沼液的培养环境正常生

长并积累油脂，小球藻吸收利用后的沼液氮磷指标

也达到了直接排放的标准。本研究主要报道了沼液

pH 值对小球藻生长产油及沼液氮磷去除率的综合

影响，为小球藻的规模化培养及应用奠定了基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  实验藻种 

本实验培养用的小球藻为普通小球藻 Chlorella 

vulgaris，由暨南大学张成武教授提供。 

1.1.2  沼液培养基 

沼液来自南京工业大学国家生化工程中心沼气

罐沼气发酵后的废液，初始 pH 值在 9.0~9.5 之间。

沼液经过静置、沉淀后，纱布抽滤去除颗粒悬浮物，

以自来水稀释到 25％、50％、75％、100％浓度，

并以 HCl 或 NaOH 调制成 pH 分别为 6.0、6.5、7.0、

7.5、8.0、8.5 的沼液培养基，高压蒸汽灭菌后备用。  

1.1.3  培养装置 

实验中所采用的培养装置为自行设计的柱状光

合生物反应器，内管径为 3 cm，管长度为 55 cm，

厚度为 0.3 cm，装液量 300 mL。 

1.2  实验方法 
1.2.1  微藻的培养 

将新鲜活化后的藻种接种到不同 pH 的沼液

培养基，使起始 OD680 值为 1.0 左右。光照强度为

4 800 lux，光照：光暗周期为 18 h∶6 h，温度 25℃

左右，通入空气培养，每天定时测定 pH 值变化，并

且用稀盐酸或氢氧化钠调节培养液的 pH，每天取样

测定 OD680 值。 

1.2.2  生物量的测定 

浊度法：取小球藻藻液，测定其在 680 nm 下的

光密度值 (OD680) 以此衡量小球藻相对生长量。 

干重法：收集稳定期的藻液，10 000 r/min 离心

后取沉淀，洗涤去除表面吸附杂质后 60℃烘至恒重，

称重。 

1.2.3  培养液中氮磷含量的测定 

总氮的测定采用碱性过硫酸钾消解紫外分光光

度法，参照 GB11894-89[5]。总磷的测定采用钼酸铵

分光光度法，参照 GB11893-89[6]。 

1.2.4  油脂的提取方法[7] 

称取 0.1 g 干藻粉，加入含有 10％二甲基亚砜

的甲醇溶液在 40℃~70℃水浴提取 30 min，然后吸

去上清，下层的藻泥中加入乙醚和正己烷 (1∶1，

V/V) 提取 1 h。按照上述步骤反复提取直至藻粉完

全变白，合并各步上清，使得上清液中甲醇∶乙醚∶

正己烷∶水的体积比为 1∶1∶1∶1，放入分液漏斗

中静置分层，吸取上层，氮气吹干，剩余为油脂。 

2  结果与讨论 

2.1  沼液浓度的选取 
高浓度沼液所含营养物质较多，但沼液本身具

有一定的浊度，浊度太高不利于光的透过，对小球

藻的光合作用率有负面影响，而浓度太低所含的营

养物质也有限，不利于微藻的生长，适合于微藻生

长的沼液浓度培养基由这两方面因素综合决定。 
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将不同浓度沼液培养基的初始 pH 调至 7.0，接

种驯化培养基中保存的藻种，初始生物量 OD680 皆

为 1.2，装液量皆为 300 mL，以日光灯为光源 16∶8

光暗培养，每天取样测定 680 nm 下的吸光值，考察

小球藻在不同浓度的沼液培养基中的生长情况，结

果见图 1。 

 

图 1  沼液浓度对小球藻生长的影响 
Fig. 1  Effect of different concentration biogas slurry on the 
growth of Chlorella vulgaris. 

 
可以看出，小球藻在不同浓度沼液中表现出的

生长规律不尽相同。在 25％沼液浓度培养基中小球

藻快速进入对数生长期，在 50％以上的沼液培养基

中需较长的延滞期才可以适应生长。小球藻在不同

浓度沼液中表现出的生长差异与沼液本身的浊度及

其所含的营养物质有关。25％浓度沼液的浊度较低，

光的透过率好，故最先进入对数生长期，但是 25％

沼液浓度中营养成分含量较少，所以小球藻很快进

入稳定期。75％和 100％浓度的沼液浊度较高，光的

透过率较低，小球藻的光合作用较弱，对小球藻的

生长不利。综合考虑生物量、生长速率及生长周期，

选定 50％浓度沼液为小球藻生长的全营养培养基。 

2.2  不同 pH 值条件对小球藻生长的影响 
培养基的 pH 值会影响光合作用中 CO2 的可用

性，在呼吸作用中影响微藻对有机碳源的利用效

率，同时由于 pH 值直接影响细胞膜的渗透性，会影

响微藻细胞对培养液中离子的吸收和利用，以及代

谢产物的再利用性和毒性，故 pH 值是影响藻类生

长代谢的重要因子之一 [8-11]。小球藻喜欢弱碱性 

(pH 7.2~8.2)，但是弱酸性 (pH 5.8~6.8) 的水中也能

生活和繁殖[9]。以 pH 计测得 50％沼液培养基的 pH

在 9.0 左右。用 10％的盐酸将培养基的 pH 分别调

为 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，在培养过程中设

置两组实验，一组 pH 只调一次为初始 pH 组，另一

组在培养过程中通过用稀盐酸或稀碱调节 pH，使

pH 值相对稳定在 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0、8.5，称

为固定 pH 组。考察 50％浓度沼液培养基的 pH 值对

小球藻生长的影响 (图 2)。 

 

图 2  不同 pH 条件对小球藻生长的影响 
Fig. 2  Effect of different pH values on growth of Chlorella 
vulgaris. 
 

图 2中空心图标为不同初始 pH组小球藻的生长

曲线。培养过程中测定生物量的同时测定了培养基

pH 值的变化，发现初始 pH 为 6.0 的培养液在第 4

天 pH 降到 4.8，这解释了 pH 6.0 的藻细胞生长较差

的原因。经过 6 d 的适应性驯化后少量藻细胞存活

下来并开始生长，到第 10 天时 pH 回升为 5.5，并最

终稳定在 5.5。初始 pH 6.5 培养液的 pH 稳定在 6.0

左右，其他不同初始 pH 的培养液最终 pH 降到 7.0

左右并保持稳定。 

可见在小球藻的生长过程中，培养液的 pH 变化

较大，只要初始 pH 对藻不产生很大毒害，使其不能

生长，小球藻会在生长过程中因为自身生理代谢活

动会降低生活环境的 pH，改变后的 pH 有可能已偏

离该藻的最佳生长范围，所以只调初始 pH 不能正确
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反映小球藻适宜生长的 pH 范围，有必要固定 pH，

使藻在生长过程中一直处于设定的 pH 条件下。观

察固定 pH 对藻细胞的影响，结果如图 2 中实心图标

所示。 

固定 pH 组在 pH 6.0 和 pH 6.5 的弱酸性条件下

小球藻最快进入对数生长期，pH 6.0 的藻细胞第 5

天到达稳定期，此后至培养结束一直处于稳定期的

状态。这说明在 pH 6.0 的条件下小球藻能够存活，

但是此 pH 不利于小球藻的进一步分裂代谢。pH 8.0

和 pH 8.5 的碱性条件下藻细胞没有增殖便大量死

亡，少量存活的细胞经过很长的一段期在第 7 天时

开始增殖进入对数生长期。pH 7.5 的弱碱性环境小

球藻经过较短延滞期后在第 4 天开始进入对数生长

期。整体说来，pH 6.5~7.0 的微酸性或酸性环境较

适宜小球藻的生长代谢。 

比较只调初始 pH 组和固定 pH 组，可以发现两

种 pH 条件下藻的生长规律并不相同，固定 pH 条件

下藻的生长优于只调初始 pH 条件。 

2.3  不同 pH 条件对普通小球藻生物量和油脂含

量的影响 
不同 pH 对小球藻生物量的影响见表 1，结果表

明 pH 为 6.0 时小球藻生物量最低，一直调节 pH 使

其稳定在 6.0 左右的培养组的生物量要高于初始 pH

为 6.0 的培养组，前者生物量为 1.3116 g/L，后者为

0.8312 g/L。从表 1 中可以看到除 pH 为 6.5 和 7.0

外，其他 pH 条件下，在培养过程中固定 pH 组的生

物量均高于只调初始 pH 组。小球藻的生物量在 pH

为 6.5 时最高，达到 2.6935 g/L。 
 

表 1  不同 pH 条件对小球藻生物量和油脂含量的影响比较 
Table 1  Comparison with different pH values for the 
biomass and lipid content of Chlorella vulgaris 

Biomass (g/L) Lipid content (%) 
Different 
pH values 

Different 
original pH 

group 

Different 
constant pH 

group 

Different 
original pH 

group 

Different 
constant pH 

group 

6.0 0.831 1.312 17.3 41.2 

6.5 2.694 2.626 33.2 39.6 

7.0 2.518 2.508 37.0 47.7 

7.5 2.174 2.307 39.3 47.6 

8.0 1.982 2.172 39.9 49.5 

8.5 1.901 2.064 38.8 49.6 

从表 1 可以看到，培养过程中固定 pH 组的油脂

含量均高于只调节初始 pH 组，并且偏碱性的环境有

利于油脂的积累。固定 pH 组油脂含量最高的是 pH 

8.0 和 pH 8.5 均达到了 49％，pH 为 7.0 和 7.5 培养

的小球藻油脂含量均达到了 47％，pH 为 6.0 和 6.5

培养的小球藻油脂含量也在 40％左右。而只调节初

始 pH 组最高油脂含量在 pH 8.0 为 39.9％。这说明

固定的 pH 对小球藻油脂含量的积累有益，综合 pH

对小球藻生物量的影响来看，小球藻最适生长和油

脂积累的 pH 为 7.0。 

2.4  小球藻对沼液培养基中氮磷的去除 
小球藻喜欢氮磷化合物比较丰富的水，Fritch

等学者认为绿球藻目 (Chlorococales) 的许多类群，

包括小球藻等属的种类都具有明显的营腐生生活的

倾向，因此，小球藻在富含有机质的污水中均能大

量生长[8-9]。沼液中含有丰富的有机质、腐殖酸、氮、

磷、钾等营养成分及氨基酸、维生素、酶、微量元

素等生命活性物质。其中富营养化元素氮磷含量丰

富，如果直接排放会造成水体二次污染[10-12]。小球

藻藻生长过程中可吸收利用沼液中的营养物质，从

而达到降低沼液中氮磷等主要污染指标而达到处

理废水的目的。经过测定 50％沼液培养基中总磷

的初始含量为 10.19 mg/L，总氮的初始含量为

134.91 mg/L。 

实验沼液培养基中的磷含量较低，培养 2 h 后

培养液中磷的利用率达到了 70％~80％，培养到 72 h

时，培养液中磷含量已经降到 0.642 mg/L，小球藻

对磷的利用率已经达到了 95％，培养结束后沼液中

磷含量降低至 0.32 mg/L，小球藻对磷的利用率达到

97％。 

不同初始 pH 条件下小球藻对沼液培养基中氮

的吸收利用情况见图 3，培养 1 d 后培养液中氮的利

用率达到 56.4％~71.2％，培养结束后除初始 pH 为

6.0 的培养液中氮含量降为 19.12 mg/L 小球藻对氮

的利用率为 86％以外，其他培养液中小球藻对氮的

利用率均达到 95％左右，培养液中的含氮量降为

4.86 mg/L。这说明小球藻可以很好地去除沼液中的

氮和磷，使沼液的最终排放达到了污水排放标准水
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平[13]。实验结果表明不同初始 pH 对培养液中磷的

吸收影响不大，这与沼液培养基中磷的含量低有一

定关系。对氮的影响只有初始 pH 为 6.0 的培养液氮

的利用率为 86％，其他都达到 95％左右，这也与不

同初始 pH 条件下小球藻的生长情况有关。 

 

图 3  pH 对普通小球藻氮源吸收的影响 
Fig. 3  Effect of pH on the nitrate absorption of Chlorella 
vulgaris. 

3  结论 

本实验研究了不同浓度沼液培养小球藻和不同

pH 值条件下利用沼液培养的小球藻生长状况和油

脂含量的积累情况，以及在不同 pH 条件下小球藻对

沼液中氮磷的去除作用。研究结果表明，50％浓度

的沼液最适合小球藻生长，此外小球藻在生长过程

中会引起培养液中的 pH 变化，使培养液的 pH 偏酸。

为了进一步了解 pH 对小球藻生物量和油脂的影响，

进行了不同固定 pH 培养液培养小球藻实验，结果表

明：小球藻最适宜生物量积累的 pH 为 6.5~7.0，油

脂含量方面，固定 pH 组小球藻的油脂含量明显高于

只调初始培养液 pH 组培养的小球藻，固定 pH 组小

球藻油脂均在 40％以上，最高达 49％，pH 7.0 时小

球藻油脂含量达 47％。因此得出最适小球藻生长和

油脂积累的 pH 为 7.0。 

不同初始 pH 条件下培养的小球藻对沼液中氮

磷均有很好的去除作用，培养结束后培养液中总磷

由 10.19 mg/L 降到 0.32 mg/L，小球藻对磷的利用率

达到 97％，培养液中总氮由初始含量 134.91 mg/L

降至 4.86 mg/L，小球藻对氮的利用率达到 95％。经

过小球藻的利用后沼液中的富营养化元素氮和磷含

量大大降低，使得沼液的排放达到了污水综合排放

标准[9]，防治了环境污染。 

因此，利用沼液培养小球藻不但降低了微藻生

物柴油的生产成本，还净化了沼液大大去除了沼液

中的富营养化元素氮和磷。但是沼液中的营养成分

毕竟有限，沼液培养的小球藻生物量较低，若要提

高生物量还要对沼液成分进行优化，这些将在接下

来的试验中进行研究。 
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