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摘  要：微藻细胞富含油脂、淀粉及其他高值代谢物，可用于食品、饲料、化学品和能源的生产。

但在规模化培养中，微藻的高生长速率和高产物含量难以兼得，制约了其商业化应用。通过微藻

的两阶段培养技术可以将生长和产物积累的时期分离，从而同时获得较高的微藻生物量和产物含

量。该技术具有产品得率高、节能减排、适用范围广的优点，是推进微藻商业化的关键之一。本

综述总结了现有微藻两阶段培养技术的优势和产品类型，解析了目前微藻两阶段培养技术的限制

因素及发展前景，并提出微藻两阶段培养中存在阶段转换时间尚不明确、中间采收步骤成本高这

两个限制该技术应用的关键瓶颈，从而为未来微藻两阶段培养技术规模化生产方案的科学决策与

实施提供参考。 
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Abstract: Microalgae are rich in lipids, starch and other high-value metabolites that can be used 
in the production of food, feed, chemicals, and energy. However, the trade-off between the 
growth and product accumulation of microalgae in large-scale culture restricts the commercial 
application of microalgae. The two-stage culture of microalgae can overcome this problem by 
separating cell growth from product accumulation. It is one of the key means to promote the 
commercialization of microalgae, with high productivity, low energy consumption, emission 
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reduction, and a wide application range. This review summarizes the advantages and product 
types of the existing two-stage culture technology of microalgae, analyzes the limiting factors, 
and discusses the prospects for the future of this technology. Moreover, this paper points out 
that the unclear stage transition time and high cost of intermediate harvesting are two 
bottlenecks that limit the application of this technology. This review provides a theoretical 
foundation and technical means for the decision-making and implementation of a large-scale 
production plan for the two-stage culture of microalgae in the future. 
Keywords: microalgae; two-stage culture; lipid; starch; hydrogen; astaxanthin 
 

微藻富含脂类、蛋白质、碳水化合物和其

他高值化合物，包括虾青素、类胡萝卜素、叶

黄素、茉莉酸、多不饱和脂肪酸等[1-2]。与传统

作物相比，微藻具有生长速度快、光合效率高、

固碳能力强的特点，每培养生产 1 t 微藻最高可

以捕获 1.83 t CO2
[3]。微藻可在海水、盐碱地、

滩涂和荒漠中生长，而且还可以利用废气中

CO2 和废水中氮、磷等营养物质，在生产高值

产品的同时去除污染物。因此，微藻被认为是

一种可以用于食品、饲料、化学品和能源的可

持续生产的重要原料。 
尽管微藻具有诸多优点，但目前微藻的相

关产品产量低，并且微藻生物质生产以及下游

相关工艺成本较高，阻碍了各种微藻生物产品

的商业化。研究发现，在规模化培养过程中微

藻的代谢产物含量低，难以满足工业化生产的

需求，是导致生产成本过高的关键[4-7]。微藻的

代谢产物如脂类、类胡萝卜素和碳水化合物等

的合成往往在营养剥夺、极端辐照和高温等应

激条件下得到增强，而这些条件会抑制或阻止

微藻的生长。因此，微藻的快速生长和产物积

累难以同时兼得，制约了微藻的商业化生产。 
为了同时获得较高的生物量和产物积累，

近年来研究人员提出了两阶段培养技术，通过

将微藻生长和产物积累的两个时期分离，从而

兼得较高的微藻生物量和产物含量；该模式分

为两个阶段，在阶段 I 通过优化生长条件获得

大量微藻生物量，随后收集微藻细胞，在阶段 II
通过改变生长方式(光自养、异养和混合)、操作

方式(分批、半分批、补料分批和连续培养)、理

化条件(养分、光照强度、盐度、温度和 pH 值)
等方法，强化微藻细胞内代谢物的生产[8-10]。该

技术具有如下优点：(1) 产品得率高。例如，在

微藻生产油脂的过程中，通过两阶段培养技术

可以将微藻生长和油脂积累的时期分离，获得

较高的油脂产率；相较于单独培养，两阶段培

养技术微藻的油脂产率可提高 1 倍以上[11-14]。

(2) 节能减排。通过生命周期分析发现，两阶段

培养模式具有能耗低、碳足迹小的优点；利用

两 阶 段 培 养 模 式 培 养 普 通 小 球 藻 (Chlorella 
vulgaris)来制备生物柴油，其整个过程的能耗

和 碳 排 放 量 分 别 比 石 化 柴 油 减 少 38% 和

42%[15]。(3) 适用范围广。两阶段培养模式允

许整合不同的培养方式，构建适合不同种类微藻

的培养方案。例如，普通小球藻(C. vulgaris)异
养下生长快，自养下含油量高，通过“异养-自养”
的培养方式可将其油脂产率从一步培养法的

35 mg/(L·d)提升至 85.43 mg/(L·d)[8]。眼点拟微球

藻(Nannochloropsis oculata)在蓝光(465 nm)下生

长快，在绿光(520 nm)下油脂合成速率高，通过

构建“蓝光-绿光”的两阶段培养模式，将其油脂

产率提高 1 倍[16]。总而言之，微藻的两阶段培

养模式具有产品得率高、节能环保和适用范围

广的优点，应用前景广阔。 
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相较于微藻的单独培养，两阶段培养需要

更多的系统单元和操作步骤，工艺流程相对复

杂，待优化的技术环节增多。现有研究已经报

道了多种微藻两阶段培养技术，综合分析现有

的微藻两阶段培养技术有助于识别生产工艺中

存在的技术瓶颈，明确两阶段培养技术的商业

化应用潜能。本文总结近年来微藻两阶段培养技

术的应用现状，解析目前微藻两阶段技术应用的

限制因素及发展前景，为今后微藻两阶段培养规

模化生产方案的科学决策与实施提供参考。 

1  利用微藻两阶段培养技术生

产生物能源 
“双碳”目标推动构建清洁低碳安全高效的能

源体系。国家发改委和国家能源局发布的《能源

生产和消费革命战略(2016−2030)》(https://www. 
ndrc.gov.cn/xxgk/zcfb/tz/201704/t20170425_962953. 
html)中明确提出到 2030 年使我国非化石能源

的消费比重达到 20%，同时单位国内生产总值

CO2 排放比 2005 年下降 60%−65%。《世界与中

国能源展望》报告(https://tech.gmw.cn/ny/2021- 
12/28/content_35412672.htm)指出要实现 2060 年

碳中和目标，能源结构多元化、清洁能源对高

碳能源规模化替代将成为重要的碳减排途径。

微藻胞内富含油脂、淀粉等高能量化合物，是

制备生物柴油、生物乙醇的良好原料[17]。特别

是利用微藻两阶段培养技术生产油脂的相关研

究广泛开展。此外，微藻还可以产氢。氢能则

是未来实现碳中和的关键。下面将介绍利用两

阶段培养技术生产微藻油脂、淀粉及氢气的相

关研究报道。 

1.1  油脂 
微藻油脂含量高，其油脂中富含三酰甘油，

三酰甘油是制备生物柴油的理想原料[18]。微藻

的固碳和产脂能力是传统油料作物的数十倍[19]。

当前，通过培养微藻生产生物柴油的技术路线

已经打通，但生产成本较高。2022 年，我国微藻

生物柴油的生产成本约合 1.99 美元/kg[4]，远高于

石化柴油的市售价格(约 0.85 美元/kg)。生物量

和油脂含量是影响微藻油脂产率的两大因素，

二者一般存在“此消彼长”的关系[20]，导致在微

藻培养过程中难以获得较高的油脂产率，制约

了微藻生物柴油的商业化发展。两阶段培养技

术能够兼顾微藻的生长和油脂积累，成为近年

来产油微藻培养工艺中的研究热点。如图 1 所示，

目前微藻的两阶段培养产脂技术主要通过耦合

胁迫、耦合废水处理，或是通过代谢转换，以

及利用强化生长或油脂合成的诱导剂，在获得

较高生物量的同时获得较高的油脂含量。下面

对这几种微藻两阶段培养产脂技术进行介绍。 
1.1.1  耦合胁迫手段的两阶段培养产脂技术 

在适宜培养条件下，微藻生长速度快，生

物量高但油脂含量低；在受到环境压力(胁迫)
时，微藻生长减缓，但会合成大量油脂来储存

碳和能量。研究发现，营养成分、培养条件的

变化均可以影响微藻油脂合成，其中缺氮、缺

磷、高光和高盐等胁迫已经被证明是诱导微藻

油脂合成的有效方式[21-22]。微藻的油脂含量通

常占细胞干重的 20%−50%，而通过胁迫诱导微

藻产脂，虽然降低了微藻的生长速率，但却可

以显著提高微藻胞内油脂含量，最大可达细胞干

重的 80%[23]。例如，在莱茵衣藻(Chlamydomonas 
reinhardtii)中，已报道缺氮[24-25]、缺铁[26]、高温[27]、

高盐[28]和低浓度 CO2
[29]等胁迫方式能够促进产

脂；在蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)中已

报道缺氮[30-31]、缺磷[30-31]、缺硫[31]、高光[30]和

高盐[30]等胁迫方式下藻细胞内油脂含量明显升

高。这些研究表明尽管胁迫手段不同，但不同

种类的胁迫最终都可促进微藻产脂。同时，在

蛋白核小球藻中发现不同胁迫条件下藻细胞内 
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图 1  利用微藻两阶段培养产脂的相关技术 
Figure 1  Related techniques of lipid production using microalgae two-stage culture. 
 
活性氧的浓度和油脂含量呈高度正相关[30-31]。活

性氧除了具有氧化作用外，也是生物细胞内广泛

存在的信号分子。因此，活性氧可能作为中间因

子介导不同种类的胁迫，从而促进微藻产脂。 
结合微藻生物量和油脂含量这种“此消彼

长”的特性，研究人员开发了两阶段培养技术，

首先在第Ⅰ阶段通过适宜的培养条件获得大量

微藻生物量，在第Ⅱ阶段耦合胁迫，提高这些微

藻的油脂含量，从而兼得较高的生物量和油脂

含量，获得较高的油脂产率。通过在第Ⅱ阶段应

用不同的胁迫方法，可以构建多种类型的两阶

段培养技术。如表 1 所示，相较于单独培养， 
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表 1  耦合胁迫手段的微藻两阶段培养技术 
Table 1  Two-stage culture technology of microalgae coupled with stress 
物种 
Species 

诱导模式 
Induction mode 

单阶段培养油脂产率 
Lipid productivity of 
one stage culture 
(mg/(L·d)) 

两阶段培养油脂产率 
Lipid productivity of 
two stage culture 
(mg/(L·d)) 

参考文献 
References 

Chromochloris zofingiensis High salinity and high light 120.00 510.00 [32] 

Chlorella protothecoides Nitrogen deficiency and osmotic 
pressure 

110.80 177.30 [33] 

Monoraphidium sp. QLY-1 Cadmium stress 69.83 96.75 [34] 

Monoraphidium sp. QLY-1 High salinity 74.84 92.62 [35] 

Parachlorella kessleri R-3 Cadmium stress 105.22 131.79 [36] 

Chlorella pyrenoidosa Nitrogen deficiency 49.78 84.59 [31] 

Chlorella pyrenoidosa Phosphorus deficiency 49.78 69.40 [31] 

Chlorella pyrenoidosa High concentration of sulfur  49.78 83.49 [31] 

Tetradesmus obliquus Ultrasound and nitrogen stress 27.46 86.97 [37] 

Tribonema utriculosum High concentration of nitrogen 118.76 145.71 [38] 

Chlorella vulgaris High concentration of CO2 26.70 43.70 [39] 

Chlorella sorokiniana FC6 
IITG 

High concentration of acetic acid 111.80 550.00 [40] 

Scenedesmus obliquus Nitrogen deficiency 21.50 29.50 [41] 

 
利用微藻的两阶段培养技术所得油脂产率大幅

提升。 
1.1.2  耦合废水处理的两阶段培养产脂技术   

废水中含有大量的氮、磷等元素以及含碳

物质，在废水流中培养微藻可以降低异养/混合

营养培养中有机碳的成本，同时处理废水并减少

生产微藻生物量所需的淡水[42-43]。通常在第 I 阶

段进行废水的生物修复，在第Ⅱ阶段进行压力诱

导，以获得所需生化成分含量。有研究表明，

可以采用啤酒厂废水进行微藻两阶段培养产脂

并实现废水的生物修复；在第Ⅰ阶段，采用厌氧

消化处理后的啤酒废水进行小球藻 (Chlorella 
sp.)异养培养，其废水的 C:N:P 为 16:3:1；在第Ⅱ
阶段，添加 C:N:P 为 133:2:1 的啤酒原料废水，

通过降低氮磷比实现后期的脂质积累[9]。Pittman
等研究表明，利用啤酒废水进行小球藻(Chlorella 
sp.)的两阶段培养，其生物量产量和脂质生产力

均高于相关研究中的单一培养 [44]。此外，啤

酒废水中的总氮和总磷含量也显著降低，其除

氮和除磷效率分别达到 87%和 80%[9]。在另外

一 项 研 究 中 ， 观 察 到 原 壳 藻 (Auxenochlorella 
protothecoides)可以在城市废水中以异养模式

生长，在第Ⅰ阶段无任何生长抑制；在废水中的

碳源耗尽后，通过补充 1%−5% CO2 以及光照进

行第Ⅱ阶段的光合培养，结果表明在第Ⅱ阶段，

供应 5%的 CO2 会获得最大的油脂产率，还能有效

降低城市废水中磷、氮和化学需氧量的含量[45]。

此外，研究发现微藻可以有效地固定工厂烟气

中的 CO2，并且还能有效降低烟气中的其他有

害物质[46-47]。将微藻的两阶段培养与富含 CO2

的烟道气整合，可以同步实现能源产出和工业

烟道气的生物治理。 
1.1.3  基于代谢转换的两阶段培养产脂技术 

微藻可以采用不同的培养模式进行生长，
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如光自养、异养或混合营养[48]。光自养是一种

有效的转化方式，但在经济上难以实现商业化。

在自养模式中，微藻通过光合作用将简单的无

机营养物质转化为原料。光照是决定微藻自养

生长的重要决定因素。在培养初期，培养液中

微藻的生物量浓度低，细胞数目少，光可以穿

透培养液，使微藻充分地进行光合作用；而在

培养的中后期，由于微藻的生物量浓度增大，

细胞数目增多，光线被遮蔽从而导致大量微藻

细胞难以获得充足的光照，影响了光合作用的

进行，此时若将微藻细胞收集起来并转移到

第Ⅱ阶段进行异养或混合营养培养则可以继续

保持较高的生长速率[49-50]。微藻的这种自养-异
养两阶段培养技术，由于后期使用异养或混合

营养培养从而减少了微藻对光的需求，可以持

续获得大量微藻生物量。此外，与异养相比，

在混合营养模式下通常可以获得更高的微藻生

物量及油脂含量[51]。Ge 等[52]考察了两种不同模

式(自养-混合营养和自养-异养)下普通小球藻 
(C. vulgaris)的培养效果，发现自养-混养模式比

自养-异养模式表现出更高的油脂产率。 
通过微藻的异养-自养两阶段培养技术也可

以获得较高的油脂产率。Fan 等[53]利用异养-自
养模式培养蛋白核小球藻(C. pyrenoidosa)，发

现异养条件下蛋白核小球藻(C. pyrenoidosa)不
仅能够快速生长，还能够大量合成淀粉；在蛋白

核小球藻(C. pyrenoidosa)从异养进入光自养后，

由于光照刺激，藻细胞内脂肪酸合成、淀粉降解

等代谢途径中的相关基因表达量上调，细胞内的

淀粉分解，而淀粉分解后的碳重新被用于合成油

脂；经此方法后，蛋白核小球藻(C. pyrenoidosa)
的生物质和油脂产率分别是单独培养的 1.91 倍

和 1.66 倍，效果显著。 
1.1.4  基于应激诱导剂的两阶段培养产脂技术 

植物激素可以降低细胞氧化损伤促进生长，

也可以通过调控细胞代谢进而影响油脂合成。将

植物激素(黄腐酸、水杨酸、茉莉酸、富里酸和

脱落酸等)与微藻的两阶段培养技术耦合可以获

得更好的生物质和油脂产量。例如，Zhao 等[54]

利用异养-缺氮模式培养单针藻(Monoraphidium 
sp.)，于第Ⅱ阶段缺氮培养过程中添加褪黑素，

褪黑素可以抑制微藻胞内活性氧的产生，进而缓

解缺氮对生长的抑制作用，使其油脂产量提高

1.22 倍。在单针藻(Monoraphidium sp.) FXY-10
的异养-光自养培养模式的第Ⅱ阶段光自养过程

中添加富里酸，可将单针藻的油脂产率从未添加

前的 43.06 mg/(L·d)提高至 120.79 mg/(L·d)[55]。

此外，蛋白核小球藻(C. pyrenoidosa)、莱茵衣

藻(C. reinhardtii)等藻株在高盐度环境下也会合

成油脂[28,30]。在第Ⅱ阶段培养过程中，通过添加

NaCl 进行盐胁迫可以有效促进产脂，但外源添

加植物激素或 NaCl 的养殖用水排放后会增加

对环境产生的负面影响。 

1.2  淀粉 
微藻淀粉可开发为生物乙醇、食品和生物

塑料。营养胁迫是促进微藻淀粉合成的有效手

段，通过缺氮/限氮可使淀粉积累达到微藻细胞

干重的 50%以上[56]。然而，营养胁迫会抑制藻

类细胞的生长，限制淀粉的生产速度。相较于

油脂，微藻细胞内的淀粉更易分解。在受到营

养胁迫时，微藻通常会首先合成淀粉来储存能

量，在营养物质完全耗尽后，会分解淀粉供能

继而维持细胞生存[57]。因此，淀粉是微藻细胞

内易于利用的高能储存物，在利用营养胁迫等

手段诱导微藻合成淀粉时要适度地限制胁迫强

度和胁迫时间。此外，淀粉和油脂作为微藻细

胞内的能量储存物，相互之间会竞争胞内的碳

和能量，利用基因工程等工具使更多的碳和能

量用于淀粉或油脂的生产，从而最大化目标产

物，是目前研究的热点[58]。 
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目前已有部分研究使用微藻的两阶段培养

技术生产淀粉。Cheng 等[56]利用两阶段培养技

术培养小球藻(Chlorella sp.) AE10 生产淀粉，通

过在第Ⅱ阶段使用缺氮、高光和高浓度 CO2，将

细胞内的淀粉含量提高至 60.3%，其两阶段培

养的淀粉产率达 311 mg/(L·d)。Chong 等[59]在

第Ⅰ阶段提供的有利生长条件下，获得较高的

盐生小球藻(Chlorella salina)生物量，随后在

第 Ⅱ 阶 段 通 过 氮 硫 限 制 来 增 强 盐 生 小 球 藻   
(C. salina)淀粉的积累。培养结束后，其两阶段

培养体系中盐生小球藻(C. salina)的淀粉浓度

达 30.51 mg/L，远高于相同培养参数下单阶段

培养中的淀粉浓度 16.77 mg/L[59]。这表明两阶

段培养淀粉生产的策略强调物理化学生长条件

的控制。未来可以进一步探索使用多种代谢模式

或培养系统的策略，并通过基因工程的手段抑

制淀粉降解酶，以实现最大化淀粉生产的目标。 

1.3  氢气 
某些微藻菌株具有通过光生物学过程产 H2

的能力。已有文献报道莱茵衣藻(C. reinhardtii)
在缺硫条件下进行光合产氢[60-61]。培养基中缺

乏硫会抑制光系统 II (photosystem Ⅱ, PSII)，从而

导致莱茵衣藻(C. reinhardtii)停止生成氧气。然

而，好氧呼吸不受硫缺乏的影响，这导致培养液

中的溶解氧被消耗，形成厌氧状态，厌氧则诱导

了氢化酶介导光合产氢[62]。此外，某些种类的蓝

藻具有通过直接和间接生物光解产生 H2 的能

力。例如，多变鱼腥藻(Anabaena variabilis)已
被开发用于在厌氧和缺氮条件下通过固氮酶的

活性生产 H2
[63]。Yoon 等[64]采用两阶段策略，利

用多变鱼腥藻(A. variabilis)生产 H2，在第Ⅱ阶段

的厌氧环境中通过使用缺氮和高光胁迫，强化

H2 的生产。然而，利用微藻生产 H2 受到生产成

本高和产品储存方法效率低的限制，相关研究

的开展对于实现微藻氢能源的应用至关重要。 

2  利用微藻两阶段培养技术生

产其他高值产品 
除了富含油脂和淀粉外，微藻胞内富含一

些高值代谢物，包括虾青素、β-胡萝卜素、叶

黄素，以及一些重要的多不饱和脂肪酸，如二

十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)和二

十碳五烯酸(eicosapentaenoic acid, EPA)等，这

些代谢物可应用于制药、营养品和化妆品行业。

利用两阶段培养技术生产这些相关微藻制品的

研究也已逐步开展。 

2.1  虾青素 
虾青素是一种酮式类胡萝卜素，具有优异的

抗氧化能力。能够改善炎症，保护免受紫外线介

导的光氧化，以及治疗老年性黄斑变性、阿尔茨

海默病和帕金森病。雨生红球藻(Haematococcus 
pluvialis)是富含虾青素的藻种，其胞内虾青素

的含量能够达到细胞干重的 3%−5%[65]。目前，

利用雨生红球藻(H. pluvialis)生产虾青素一般

是分两阶段进行的。第Ⅰ阶段在最佳生长条件下

进行光自养生产；随后在第Ⅱ阶段提供应激条

件，如高光强、高温、营养缺乏或高盐度，以

诱导虾青素积累[66-68]。美国 Cyanotech 公司使

用封闭式光生物反应器自养培养雨生红球藻 
(H. pluvialis)，随后将这些藻细胞转移至开放式

池塘，通过外界光、温度等因素促进虾青素的

生产[69-70]。瑞典 AstaReal 公司首先在小规模的玻

璃反应器中自养培养雨生红球藻(H. pluvialis)，
然后将其转移到内部照明的发酵罐中，并在发酵

罐中控制生长条件以促进虾青素的生物合成[70]。

此外，在第Ⅰ阶段还可采用异养条件培养微藻，

异养条件下微藻能够获得大量碳源，其生长情

况一般会优于自养。据此，Wan 等[71]设计了用

于虾青素合成的异养-稀释-光自养的两阶段培

养技术，首先在异养条件下获得大量雨生红球
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藻(H. pluvialis)生物量，随后对这些藻细胞进

行稀释，然后通过光自养促进虾青素的生产；

在 第 Ⅰ 阶 段 异 养 培 养 结 束 后 ， 雨 生 红 球 藻     
(H. pluvialis)的生物量浓度达到 26 g/L，在第Ⅱ阶

段光自养培养结束后，其两阶段培养的虾青素

产率达 6.4 mg/(L·d)，显著高于单独混养培养下

的虾青素产率 3.2 mg/(L·d)。尽管取得了较高的

虾青素得率，但在异养培养过程中，保持无菌

条件将是一个重大挑战，因为有机碳的存在增

加了异养细菌污染培养的风险。 
尽管雨生红球藻(H. pluvialis)胞内虾青素

含量较高，但其生长速率较慢，使得在培养过程

中 存在 污染 风险 。佐 芬根 色绿 球藻 (Chlorella 

zofingiensis)分裂较快，其污染风险较小，并且可

以合成一定量的虾青素。Chen 等[72]利用两阶段培

养技术培养佐芬根色绿球藻(C. zofingiensis)生产

虾青素，结果表明两阶段培养的虾青素产量比

传统分批培养法提高了 74%。此外，Zhang 等[73]

采用光生物反应器，利用异养-稀释-光自养的方

法培养佐芬根色绿球藻(C. zofingiensis)生产虾青

素，其最终虾青素产率达到 5.24 mg/(L·d)，高于

采用同样培养方法的雨生红球藻(H. pluvialis)的虾

青素产率 4.4 mg/(L·d)[74]。这些研究表明，佐芬根

色绿球藻(C. zofingiensis)在两阶段虾青素生产中

有可能替代雨生红球藻(H. pluvialis)。 

2.2  β-胡萝卜素 
β-胡萝卜素是维生素 A 的前体，也是一种

抗氧化剂，在食品工业中可用作天然着色剂。

杜氏盐藻(Dunaliella salina)可在极端盐度、高光

强、高温和营养损耗等应激条件下产生 β-胡萝

卜素，最大可达细胞干重的 14%[75]，是提取天

然 β-胡萝卜素的理想原料。β-胡萝卜素的商业

化生产多是采用单阶段培养，通过高温、高盐

等策略刺激微藻细胞合成 β-胡萝卜素。目前仍

有一些利用微藻两阶段培养技术生产 β-胡萝卜

素的相关探索。Ben-Amotz 等[76]在富含硝酸盐

的培养基中培养杜氏盐藻(D. salina)，以获得较

多的生物量，随后将藻细胞转移到池塘中，用

缺氮培养基进行培养，发现其第Ⅰ阶段和第Ⅱ阶

段 的 β-胡 萝 卜 素 产 率 高 达 450 mg/(m2·d)和  
300 mg/(m2·d)，分别比传统培养下的产率高 125%
和 50%。Tafreshi 等[77]采用两阶段培养技术在室

外开放池塘中培养杜氏盐藻(D. salina)，在第Ⅰ
阶段，将盐藻细胞置于含有 2 mol/L NaCl 的富

含营养的培养基中生长，以获得所需的生物量；

在第Ⅱ阶段，将盐藻细胞置于含 2.5 mol/L NaCl
的营养缺乏培养基上诱导盐藻细胞合成  β-胡

萝卜素，获得杜氏盐藻(D. salina)的最大 β-胡萝

卜素含量 7.1 mg/L，其两阶段培养的 β-胡萝卜素

产率为 0.35 mg/(L·d)；此外，杜氏盐藻(D. salina)
具备一定的耐盐能力，能够在盐度胁迫下保持

生长的同时合成 β-胡萝卜素。因此，高盐度也

被认为是目前适合利用杜氏盐藻(D. salina)生

产 β-胡萝卜素的培养条件。 

2.3  叶黄素 
叶黄素是一种类胡萝卜素，因其明亮的黄

色而用于制药、食品和饲料工业。它是一种有效

的活性物质，有利于改善心血管疾病、癌症和老

年性黄斑变性。叶黄素是由栅藻(Scenedesmus 
sp.)、小球藻(Chlorella sp.)等微藻在高温、营养

限制和低光强条件下合成的[2]。但与雨生红球

藻(H. pluvialis)和杜氏盐藻(D. salina)胞内的虾

青素和 β-胡萝卜素含量相比，微藻中叶黄素的

含量相对较低，仅占细胞干重的 0.2%−1.7%[78]。

Ho 等 [79]利 用 两 阶段培 养 技术培 养 斜生栅 藻

(Scenedesmus obliquus)，在第Ⅱ阶段将光照强度

从 300 μmol/(m2·s)降至 75 μmol/(m2·s)，并通过

氮缺乏促进叶黄素的合成，其最终叶黄素含量达
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细胞干重的 0.47%，叶黄素产率为 4.23 mg/(L·d)。
Flórez-Miranda 等[80]利用异养光诱导策略来提高

栅藻(Scenedesmus incrassatulus)的生物量和叶黄

素产量，在第Ⅱ阶段光诱导 24 h 后，其叶黄素含量

比第Ⅰ阶段提高 7 倍，产率达 3.10 mg/(L·d)。在 Chen
等[81]的研究中，采用两阶段策略，通过混养培养

提高索罗金小球藻(Chlorella sorokiniana) MB-1 在

第Ⅰ阶段的生物量，在光自养条件下优化第Ⅱ阶段

叶黄素积累，其叶黄素产率达 7.62 mg/(L·d)，
比传统半连续培养模式的产率高 32.7%。因此，

与传统光自养培养相比，可以采用两阶段培养

技术，在两个培养阶段通过耦合异养、混养或

其他操作模式获得较高的叶黄素产量。 

2.4  多不饱和脂肪酸 
微藻含有丰富的多不饱和脂肪酸，包括

omega-3 脂肪酸 EPA 和 DHA，这些脂肪酸对健

康有显著益处，包括改善心血管健康、降低高血

脂含量、降低中风风险和促进发育等。Chi 等[82]

通过两阶段培养技术培养裂壶藻(Schizochytrium 
limacinum)来生产 DHA，在第Ⅰ阶段通过提高溶

氧促进微藻的生长，在第Ⅱ阶段通过降低溶氧来

促进微藻合成 DHA，在该培养方式下获得了最

大的生物量浓度 37.9 g/L 和 DHA 浓度 6.56 g/L。

Qu 等[83]利用类似技术，在两阶段培养过程中通

过调控溶氧使裂壶藻 (Schizochytrium sp.)合成

DHA，其 DHA 产率达 111 mg/(L·h)，比单独培

养中高 32.14%。除了溶氧外，利用低温也可以

有效提高微藻胞内多不饱和脂肪酸浓度。Mitra
等 [84] 利 用 微 拟 球 藻 (Nannochloropsis sp.) 生 产

EPA，在第Ⅱ阶段通过降低培养温度和光强提高

EPA 的产率，发现其两阶段培养法的 EPA 产率达

10.9 mg/(L·d)，约为单独培养的 3.4 倍。然而需

要进一步的研究来评估这一策略的经济可行

性，因为低温与高能源成本相关，特别是在较

高的外界环境温度下。 

3  微藻两阶段培养技术的前景

分析 
通过两阶段培养技术能够同时获得较高的

微藻生物量和产物得率，是提升微藻产品得率

的有效手段 [20,85-86]。但相较于一步培养法，两

阶段培养技术需要更多的系统单元和操作步

骤，工艺流程相对复杂，待优化的技术环节增

多，进而增加了相应的生产成本[87]。例如，添

加应激诱导剂会增加化学成本，将第Ⅰ阶段培养

液中的藻细胞转移至第Ⅱ阶段培养过程中会增

加离心和泵送成本。因此，在构建商业化两阶

段培养过程中要进行全面的技术经济分析，确

定两阶段培养系统的产量优势是否可以抵消相

应的生产成本。 
通过将两阶段培养技术与废水处理相结

合，利用废水作为营养源，可以降低两阶段培

养的生产成本。废水(无有机碳源)可用于促进光

养微藻的生长，而含有有机碳的废水可用作混

合营养/异养培养基中的营养源[88]。此外，含有

CO2 和有机气体的工厂烟气也被认为是微藻生

产过程中的经济选择[89]。Hu 等[45]发现在两阶段

培养模式中利用 CO2 培养微藻不仅可以获得更

高的生物质产率，还能增强废水中有机物质的

去除能力。据报道，利用烟气中的 CO2 可以降

低 19%−39%的成本，而同时利用废水和烟气则

可将生产成本降低 35%−86%[90]。 
尽管目前针对微藻的两阶段培养技术已经

开展了较为广泛的研究，但目前该技术的应用

仍存在一些瓶颈。 
首先，目前两阶段培养技术存在阶段转换

时间不明确的问题。微藻两阶段培养技术的核

心思想是在第Ⅰ阶段通过优化生长条件获得较

大的生物量，随后在第Ⅱ阶段通过改变培养策略

获得较高的代谢物含量，从而得到较高的产品
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得率。因此，目前微藻的两阶段培养往往基于

经验选择在第Ⅰ阶段的生物量浓度最大时间进

行阶段转换。然而，目前有部分研究报道与此

不一致。例如，在一些微藻油脂生产的相关研

究中，Heidari 等 [91]利用两阶段培养模式培养

普通小球藻(C. vulgaris)，发现第Ⅰ阶段培养中

的第 6 天是生物量浓度最大时间，但在第 4 天

进行阶段转换，所得油脂产率却高于在第 6 天

进 行 阶 段 转 换 的 结 果 ； Yang 等 [92] 对 单 针 藻

(Monoraphidium dybowskii)进行户外培养，分别

在第Ⅰ阶段培养的指数生长末期(12 d)和稳定期

(15 d)进行采收，随后在第Ⅱ阶段利用 20 g/L 
NaCl 胁迫 3 d，发现尽管在第 12 天收集的单针

藻生物量浓度低于第 15 天，但经 NaCl 处理

后该组的油脂产率却更高；在蛋白核小球藻 
(C. pyrenoidosa)的两阶段培养模式研究中也发现

了类似规律[93]，分别于第Ⅰ阶段培养的第 48 小时

和第 96 小时进行采收，发现尽管第 48 小时的生

物量浓度低于第 96 小时(1.05 g/L vs 1.36 g/L)，但

经第Ⅱ阶段缺氮或高光强胁迫处理后，其油脂产

率却更高。基于目前第Ⅰ阶段是为了获得最大微

藻生物量的认识，迄今两阶段培养技术的相关

研究，几乎都选择在生物量浓度最大时间进行

阶段转换。上述研究表明，在生物量浓度最大

时间进行阶段转换，所得油脂产率并非最高，

并且导致培养时间过长，严重影响产脂效率。

因此，在未来规模化生产中，不应直接以生物

量浓度最大时间作为阶段转换时间，要依据不

同的藻株、工艺来优化明确获得最优阶段转换

时间，提高生产效率。 
其次，两阶段培养过程中进行阶段转换时，

需在两个阶段之间增加采收步骤，用于收集第Ⅰ
阶段的微藻生物量，随后将这些微藻细胞重新

悬浮于第Ⅱ阶段的培养基中。通过技术经济分析

发现，采收过程所产生的成本可以占到微藻生

物柴油总成本的 20%−30%[94]。目前，微藻的主

要采收方法包括离心、膜过滤以及絮凝[95-96]。离

心法节约时间但耗能大，而且需要额外添加专

业设备，提高了生产成本[20]。膜过滤法节约时

间，但也存在过滤膜易被有机污染、膜系统运

行成本高的缺点[94,97]。絮凝法进行采收时间相

对较长、药剂用量大，并且药剂中多含有金属离

子或有机高分子，对藻细胞有毒性并且存在环境

风险[94]。近年来，一些学者尝试在第Ⅰ阶段培养

结束后不收集微藻细胞，而直接向培养基中添

加诱导剂或更改培养条件，从而在促进产脂的

同时简化中间采收步骤。例如，在第Ⅰ阶段培

养结束后直接添加 NaCl[98]、CaCl2
[99]和植物激

素[100]或者降低培养温度[84]来诱导产脂。因此，

在第Ⅰ阶段培养后不收集微藻细胞，通过添加外

源诱导剂或者改变环境参数，构建无需中间采

收步骤的两阶段培养模式，可降低生产成本，

具有良好的发展前景。 

4  结论 
微藻的两阶段培养技术具有产品得率高、

节能环保和适用范围广的优点，应用前景广阔。

通过在微藻的两阶段培养技术中耦合废水、废

气，可以进一步地降低生产成本。然而，目前

微藻的两阶段培养技术尚存在阶段转换时间不

明确和中间采收步骤成本高的问题，严重影响

了生产效率。提高微藻两阶段培养技术的经济

可行性成为了关键挑战。这一问题可以通过两

方面来解决：(1) 改进目的产物生成诱导策略、

优化转换时间并耦合废水废气进行生产，提高

产率从而降低其生产成本；(2) 改进两阶段培养

技术的中间采收步骤，优先使用外源诱导剂，

以提高经济可行性。 
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