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摘  要: 作为新兴生物燃料的生物柴油近年来发展迅速, 以微藻为代表的第二代生物能源是解决

能源危机的长远之计, 但如何提高其产量仍是研究的热点问题。以提高产油自养微藻生物量和油

脂含量为目的, 在气升式光反应器中运用均匀设计实验方法进行了条件优化试验。分别得出了氮

原子浓度、通气速率、二氧化碳体积浓度和光照强度 4 个因素对小球藻 C2 生物量积累和油脂含

量影响的显著回归方程和反应器优化培养条件。以生物量为指标的优化培养条件是: 氮原子浓度

0.178 g/L, 通气速率 5 L/min, 二氧化碳体积浓度 3% (V/V), 光照强度 6000 lx。该优化条件下, 生物

量为 2.11 g/L, 即生产速率为 0.352 g/(L·d), 比测试实验中检测到的最高生物量[1.88 g/L, 即生产速

率为 0.313 g/(L·d)]提高了 12.2%; 以油脂含量为指标的优化培养条件是: 进气速率 0.400 L/min, 二

氧化碳体积浓度 1.94% (V/V), 得到油脂含量为 22.4%, 比测试实验中检测到的最高油脂量(20.7%)

提高 7.7%。 
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Abstract: Biodiesel, as a new form of bio-fuel, has developed greatly in recent years. The second gen-
eration of bio-energy represented by the lipid from microalgae is one of the long-term strategies to 
solve energy crisis in the future. However, improving its productivity is still the hotpot in recent years. 
The aim of this work was to improve the biomass and lipid content of autotrophic microalgae. In this 
study, we used uniform design to optimize the major culture conditions of autotrophic microalgae in the 
air-lift bioreactor. The significant regression equations which showed the effects of these conditions on 
biomass and lipid content of Chlorella C2 were concluded, respectively. According to the significant 
regression equations, the optimized culture conditions of biomass were: 0.178 g/L the concentration of 
N5+, 5 L/min air rate, 3% (V/V) CO2 and 6000 lx light intensity. The biomass and productivity attained 
were 2.11 g/L and 0.352 g/(L·d), 12.2% higher than the highest biomass and productivity obtained 
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[1.88 g/L and 0.313 g/(L·d)] in those experiments. The optimized culture conditions of lipid content 
were: 0.400 L/min air rate and 1.94% (V/V) CO2. Lipid content attained from the optimized culture 
condition was 22.4%, 7.7% higher than the highest lipid content (20.7%) obtained in those experiments. 

Keywords: Biodiesel, Chlorella vulgaris, Biomass, Lipid content 

生物柴油作为化石能源的替代燃料已在国际上

得到广泛应用。至今生物柴油的原料主要来自油料

植物, 但与农作物争地的情况以及较高的原料成本

限制了生物柴油的进一步推广。微藻作为高光合生

物有其特殊的原料成本优势 , 微藻的脂类含量最

高，可达细胞干重的80%[1], 而且其在生长积累油脂

过程中吸收利用二氧化碳 [2], 对缓解温室效应具有

不可忽视的作用。可见, 用微藻生产生物柴油有着

重要的意义。微藻中, 小球藻适应性强, 普遍存在于

自然界并且油脂含量较高, 是目前研究生产生物柴

油的热点藻种之一。据研究表明[3], 小球藻细胞组成

中 蛋 白 质 的 含 量 为 7.3%−88%, 碳 水 化 合 物 占

5.7%−38%, 脂类占4.5%−86%。小球藻细胞中脂类

含量的增加主要是由于脂肪酸的积累。通过生长过

程中的营养胁迫或培养环境的改变, 小球藻油脂含

量能够得到增高。本研究旨在通过均匀设计法, 以

小球藻的生物量和油脂含量为双指标从氮原子浓

度、通气速率、二氧化碳体积浓度和光照强度4个方

面优化其在气升式反应器中的培养条件, 探寻工业

化大面积生产的途径, 为进一步研究打下基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试藻种及培养基 
1.1.1  藻种 : 前 期 从 水 样 中 筛 选 的 普 通 小 球 藻

(Chlorella vulgaris)[4]。 
1.1.2  培养基: 实验中采用 SE 培养基, 其组成配比

如表 1 所示。 
 

表 1  SE 培养基 
Table 1  SE culture medium 

成分 
Composition 

浓度 
Concentration (g/L)

成分 
Composition 

体积 
Volume (mL)

NaNO3 0.250 Fe-EDTA 1 

CaCl2·2H2O 0.025 A5 solution 1 

MgSO4·7H2O 0.075 Soil extraction 40 

FeCl3·6H2O 0.005 Distilled water 958 

K2HPO4·3H2O 0.075   

KH2PO4 0.175   

NaCl 0.025   

1.2  培养方法 
根据前期实验结论设计 [4], 当三角瓶批式培养

达到对数生长期后, 按10%的接种量接到气升式反

应器内[5−8], 初始 OD680值约0.350。依据操作表控制

反应条件连续培养6 d, 藻液生长刚进入稳定期时收

集藻液进一步检测生物量和油脂含量。 

气升式反应器(Air-lift bioreactor, 简称 ALR)是
用于气-液两相或气-液-固三相过程的接触性反应装

置。将其应用于生物化工生产, 为细胞生长提供足

够的溶解氧或二氧化碳的同时, 又将底物与细胞混

合均匀。这类反应器主要优点是结构简单、无机械

搅拌、流场分布均匀、气液传质性能好、有利于无

菌操作等[9]。它有助于微藻有效地吸收和利用二氧

化碳, 同时较好地移除光合成氧, 十分适合作为培

养载体。本实验所采用的内循环气升式反应器主要

结构参数如下: 罐体直径(外径) 80 mm, 提升管直径

(内径) 50 mm, 管提高 800 mm, 提升管高 500 mm, 

高径比(H/D) 10, 总体积 4 L, 工作体积 2.5 L。 

1.3  分析方法 
1.3.1  藻生物量的测定: 将藻液于 TDL-5-A 型离心

机中离心 , 倒去上清液 , 加入等量蒸馏水洗 1 次 , 

将湿藻体放入 65°C 烘箱中烘干 12 h 以上, 再用

95°C 烘 2 h 至恒重, 以 g 干藻体/L 培养液表示藻体

生物量。 

1.3.2  藻体油脂的提取及测定: 采用氯仿-甲醇法

对干藻体进行油脂提取[10], 油脂含量为藻体油脂量

占藻体生物量的百分数。 

1.4  实验设计 
在微藻培养过程中, 氮原子浓度是影响微藻油

脂积累的最主要因素之一[11]。通过一系列前期实验

发现[4], 硝酸钠为小球藻生长和产油的优势氮源。本

实验主要通过调节培养过程中的碳氮比优化小球藻

的培养基组成。在培养条件方面, 光照强度和进气

速率都是影响微藻生长的重要因素。因此实验中选

取氮原子浓度、进气速率、二氧化碳体积浓度和光

照强度这 4 个因子为研究对象, 以藻体生物量和油

脂含量为响应值, 安排了 12 组水平条件进行试验。
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试 验 设 计 过 程 采 用 均 匀 设 计 法 (Uniform Design), 
仅考虑试验点的“均匀分散”性, 试验次数可明显减

少[12]。试验设计、数据分析及模型建立由中国数学

会均匀设计分会方开泰和杜明亮开发设计的均匀设

计软件 UD3.0 给出具体方案, 见表 2。 
 

表 2  培养条件均匀设计原始表 
Table 2  Uniform design matrix of the culture condition

序号 
Trial No. 

氮原子浓度 
The concentration 

of N5+ (g/L) 

通气速率
Air rate 
(L/min) 

二氧化碳体

积浓度 
CO2 (%, V/V) 

光照强度
Light 

intensity (lx)

1 0.041 1.24 1.09 4000 

2 0.055 2.49 2.46 2000 

3 0.109 3.75 0.27 4000 

4 0.164 5.00 1.64 2000 

5 0.218 0.82 3.00 6000 

6 0.273 2.07 0.82 2000 

7 0.327 3.33 2.18 6000 

8 0.338 4.58 0.00 2000 

9 0.437 0.40 1.36 6000 

10 0.491 1.65 2.72 4000 

11 0.546 2.91 0.55 6000 

12 0.600 4.16 1.91 4000 

2  结果 

2.1  以生物量为指标的优化 
2.1.1  实验结果及回归方程和模型分析: 根据均匀

设计实验表进行了 12 组实验, 实验结果见图 1。 
 

 

图 1  培养条件均匀设计实验小球藻生物量的实测值与

预测值的比较 
Fig. 1  Microbial biomass variation of culture conditions 
uniform design experiment 

 
使用 UD3.0 软件, 采用后退法回归分析, 以生

物量为考察对象, 对均匀设计实验数据进行回归拟

合, 获得生物量对氮原子浓度、进气速率、二氧化

碳体积浓度和光照强度的四元回归方程:  

Y = 0.095 + 0.8X1 + 0.028X2 − 0.044X3 + 0.000091X4 

− 1.1X1
2 − 0.084X1X2 + 0.0019X2

2 + 0.03X3
2 (1) 

用标准回归系数代入则回归方程为: 
Y = 0.89X1 + 0.25X2 − 0.25X3 + 0.91X4 − 0.76X1

2 − 

0.37X1X2 + 0.093X2
2 + 0.55X3

2 (2) 

其中, Y 为生物量的预测值(g/L), X1 为氮原子浓

度(g/L), X2 为进气速率(L/min), X3 为二氧化碳体积

浓度(%, V/V), X4 为光照强度(lx)。 

由式(1)进一步计算偏回归平方差得出, 光照强

度对小球藻的生物量有显著影响, 氮原子浓度影响

较明显 , 进气速率、二氧化碳体积浓度有一定影

响, 此外氮原子浓度与进气速率的交互作用也有一

定影响。 

该模型的方程方差分析如表 3, 样本容量 N = 12, 
显著性水平 α = 0.05, 检验值 F t = 9.985, 临界值

F (0.05, 8, 3) = 8.845, Ft > F (0.05, 8, 3), 回归方程

显著。 
 

表 3  培养条件均匀设计实验方差分析 
Table 3  ANOVA for the regression equation of culture 

conditions uniform design experiment 
变异来源

Source 
平方和 

Sum of squares
自由度 

DF 
均方 

Mean square 
均方比 
F value 

回归 
Model 

0.310 8 0.038 9.985 

剩余 
Error 

0.011 3 0.038  

总和 
Total 

0.320 11   

   R = 0.9817 R2 = 0.9638

 
由表 3 可知, 该模型显著, 回归方程能够解释

96.38%的生物量产物。 

2.1.2  试验条件优化及因素分析: 通过软件计算分

析, 给出优化实验条件: 氮原子浓度 0.178 g/L, 进

气速率 5 L/min, 二氧化碳体积浓度 3% (V/V), 光照

强度 6000 lx。在此条件下, 获得预期生物量指标的

最大值为 2.20 g/L, 即生产速率为 0.367 g/(L·d)。预期

生物量最大值比实验中检测到最高生物量 1.88 g/L, 

即生产速率为 0.313 g/(L·d), 提高 17%。 

以优化条件为初始点, 结合回归方程分别考察

在实验取值范围内各因素对生物量的影响, 结果如

图 2−5。 

由图 2−5 可以看出, 在实验取值范围内, 小球

藻的生物量随通气速率、光照强度的增加而增大 ,  
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图 2  通气速率对小球藻生物量的影响 
Fig. 2  The effect of air rate on microbial biomass 
 

 

图 3  光照强度对小球藻生物量的影响 
Fig. 3  The effect of light intensity on microbial biomass 
 

 
图 4  二氧化碳体积浓度对小球藻生物量的影响 
Fig. 4  The effect of CO2 (%, V/V) on microbial biomass 
 

 
图 5  氮原子浓度对小球藻生物量的影响 
Fig. 5  The effect of the concentration of N5+ on microbial 
biomass 

因而增大这两个影响因素对其生物量积累有促进作

用; 二氧化碳体积浓度在 1% (V/V)以下时, 生物量

随二氧化碳体积浓度的变化不大, 对生物量积累无

促进作用 , 当二氧化碳体积浓度高于 1% (V/V)时 , 

生物量随其增加而显著增大; 在给出的优化条件下, 
氮元素对生物量的提高存在一个最优浓度值, 即当

氮原子浓度高于这一浓度值时, 反而不利于生物量

的积累。 
2.1.3  验证性试验: 综合不同氮原子浓度、进气速

率、二氧化碳体积浓度和光照强度对 C2 小球藻产油

的影响及均匀设计的结果, 以氮原子浓度 0.178 g/L, 

进气速率 5 L/min, 二氧化碳体积浓度 3% (V/V), 光

照强度 6000 lx 为优化的培养条件, 将优化的培养基

和培养条件与原培养基相比较 , 测定终点生物量 , 

结果见表 4。 
 

表 4  培养条件优化前后生物量比较 
Table 4  Comparison of biomass under initial and  

optimized culture conditions 

 生物量 
Biomass (g/L) 

生物含量 
Biomass productivity [g/(L·d)]

未优化培养条件 
Initial condition 

1.88 0.313 

预测值 
Predicted maximum

2.20 0.367 

优化培养条件 
Optimized condition

2.11 0.352 

 
以软件计算分析所给实验优化条件进行验证实

验, 得到实际生物量是预测值的 95.9%。比均匀实验

中检测到的最高生物量(1.88 g/L)提高了 12.2%。 

2.2  以油脂量为指标的优化 
2.2.1  实验结果及回归方程和模型分析: 根据实验

设计表 1 进行了 12 组实验, 其结果见图 6。 
 

 

图 6  培养条件均匀设计实验小球藻油脂含量的实测值

与预测值的比较 
Fig. 6  Cellular lipids content variation of culture condi-
tions uniform design experiment 
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以油脂含量为考察对象, 利用 UD3.0 软件根据

实验数据进行回归拟合获得油脂含量对氮原子浓

度、进气速率、二氧化碳体积浓度和光照强度的四

元回归方程:  
Y = 0.89X1 + 0.25X2 − 0.25X3 + 0.91X4 − 0.76X 1

2 − 
0.37X1X2 + 0.093X2

2 + 0.55X3
2 (3) 

用标准回归系数代入则二元回归方程为:  
Y = 0.0812X1 + 0.992X2 + 5.08X3 − 0.148X4 − 

1.53X2X3 − 3.67X3
2 (4) 

通过对该模型的方程方差分析 , 第一方程项

[X1]及第三方程项[X4]对回归的贡献极小, 对其进行

显著性检验, 需要剔除。经过计算剔除不显著方程

项, 并用标准回归系数代入, 得到最终回归方程: 
Y = 0.955X2 + 4.73X3 − 1.39X2X3 − 3.46X3

2 (5) 

其中, Y 为油脂含量预测值(%), X2 为进气速率

(L/min), X3 二氧化碳体积浓度(%, V/V)。 
从 该 方 程 的 方 差 分 析 表 5 可 见 ,  样 本 容 量

N = 12, 显著性水平 α = 0.05, 检验值 Ft = 26.62, 临

界值 F (0.05, 4, 7) = 4.120, Ft > F (0.05, 4, 7), 回归

方程显著, 能够解释 93.83%的油脂含量。 
 

表 5  培养条件均匀设计实验方差分析 
Table 5  ANOVA for the regression equation of culture 

conditions uniform design experiment 
变异来源 

Source 
平方和 

Sum of squares 
自由度

DF 
均方 

Mean square 
均方比 
F value 

回归 
Model 

296.0 4 74.10 26.62 

剩余 
Error 

 19.5 7  2.78  

总和 
Total 

316.0 11   

   R = 0.9687 R2 = 0.9383
 
上述方程的回归系数显著性检验表明: 实验中

的 4 个因素中进气速率及二氧化碳体积浓度对油脂

的合成起到主要的影响。 
2.2.2  以油脂含量为指标的试验条件优化和因素分

析: 通过软件计算最终得到优化实验条件: 进气速

率和二氧化碳体积浓度值分别为 0.400 L/min 和

1.94% (V/V)时, 获得预期油脂含量指标的最大值为

23.2%。 
考察在实验范围内各因素对生物量的影响(起

始点为优化条件), 可以得出图 7 和图 8。 
由图 7 和图 8 可以看出, 降低通气速率对油脂

积累有促进作用; 一定范围内提高二氧化碳体积浓

度有利于积累油脂, 但高浓度二氧化碳不利于油脂

的积累。 

 

图 7  二氧化碳体积浓度对小球藻油脂含量的影响 
Fig. 7  The effect of CO2 (%, V/V) on cellular lipids content 
 

 

图 8  通气速率对小球藻油脂含量的影响 
Fig. 8  The effect of air rate on cellular lipid content 
 
2.2.3  验证性试验: 综合不同氮原子浓度、进气

速率、二氧化碳体积浓度和光照强度对小球藻 C2
产 油 的 影 响 及 均 匀 设 计 的 结 果 , 以 氮 原 子 浓 度

0.327 g/L, 进气速率 0.400 L/min, 二氧化碳体积浓

度 1.94% (V/V), 光照强度 6000 lx 为优化的培养条件, 
发酵终点测定油脂量。将优化后的培养基与原培养基

条件下的油脂量和油脂含量相比较, 结果见表 6。 
 

表 6  培养条件优化前后油脂含量比较 
Table 6  Comparison of lipid content under initial and 

optimized culture conditions 

 生物量 
Biomass (g/L) 

油脂量 
Lipids (g/L) 

油脂含量 
Lipid content (%)

未优化培养条件 
Initial condition 

0.947 0.196 20.8 

预测值 
Predicted maximum

− − 23.2 

优化培养条件 
Optimized condition

1.629 0.365 22.4 

 
以软件计算分析所给实验优化条件进行验证

实验, 得到实际油脂含量是预测值的 96.6%。比均

匀 实 验 中 检 测 到 的 最 高 油 脂 含 量 (20.8%)提 高 了

7.7%。 
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3  讨论 

光照强度对小球藻生物量的影响高度显著, 反

应器中小球藻积累的生物量随二氧化碳体积浓度和

通气速率的上升而增高, 氮原子浓度对小球藻生物

量的影响不明显。优化实验获得小球藻实际生物量

为 2.11 g/L, 即生产速率为 0.352 g/(L·d), 是预测值

的 95.9%。比测试实验中检测到的最高生物量提高

了 12.2%。 

进气速率和二氧化碳体积浓度值对小球藻的油

脂含量影响高度显著, 而且它们的交互影响作用显

著。优化实验获得小球藻实际油脂含量为 22.4%, 是

预测值的 96.6%。比测试实验中检测到的最高生物

量提高了 7.7%。 

小球藻细胞生长快, 油脂积累少。本实验对小

球藻的重要培养条件进行了调控, 使其生物量和油

脂含量均有所提高。浙大吕建明、程丽华等[13]对小

球藻培养条件进行调控获得油脂量为 40 mg/(L·d), 

Illman 等[14]对缺氮条件的小球藻进行研究获得油脂

量为 14.9 mg/(L·d), 而本实验优化条件下获得的小

球藻油脂量为 60.83 mg/(L·d), 约为吕建明等人研究

所得的 1.5 倍, Illman 等人研究所得的 4.1 倍。 

自养藻类较异养藻类产油量低, 但其生产过程

不会增加大气负担, 可在一定程度上缓解温室效应, 

更加符合人与自然和谐相处的理念, 其发展前景非

常广阔、光明。 
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