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海洋小球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ􀆰 ） 高密度培养条件优化研究

彭爱红，高　 爽，陈　 俊，庄梅珍，王　 凡，陈晓梅，林郑忠，黄志勇

（集美大学食品与生物工程学院， 福建 厦门 ３６１０２１）

［摘要］ 为提高小球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ􀆰 ） 的生物量， 须对 ｆ ／ ２ 配方培养基进行响应面优化。 首先须确定小

球藻培养基的最佳 ｐＨ 值和盐度。 在此基础上， 利用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ － Ｂｕｒｍａｎ 设计方案筛选出影响小球藻生长的 ３
个主要因素分别为 ＮａＨＣＯ３、 ＫＮＯ３和维生素 Ｂ１２， 然后通过 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计试验确定这 ３ 个主要因素的

最佳质量浓度参数。 结果表明， 当培养基组成为： ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 ９３ ｇ ／ Ｌ、 ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ４０ ｇ ／ Ｌ、 ＫＮＯ３ ０􀆰 ４６ ｇ ／ Ｌ、
Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ０２０ ｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１ ０􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１２ １􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ、 生物素 ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 时， 小球藻经实验室培

养 ７２ ｈ 后的生物量达到 ４􀆰 ５ × １０７个 ／ ｍＬ， 较优化前提高了 ３２􀆰 ５％ 。
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０　 引言
海洋小球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ􀆰 ） 是绿藻门绿藻纲绿球藻目小球藻科的一种单细胞藻［１］， 富含蛋白质、

不饱和脂肪酸、 类胡萝卜素、 多种维生素等多种营养成分［２］。 研究表明， 海洋小球藻是一种理想的
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蛋白质资源， 它易于大规模高密度培养、 生产成本低廉、 来源丰富， 且藻细胞内含有类金属硫蛋白

（ｍｅｔａｌｌｏｔｈｉｏｎｅｉｎｓ⁃ｌｉｋｅ， 简称 ＭＴｓ⁃ｌｉｋｅ） ［３ － ６］。 实验证明， 经重金属 （锌、 铜等） 诱导的海洋小球藻产

生的 ＭＴｓ⁃ｌｉｋｅ 蛋白的生理活性功能与哺乳动物提取的 ＭＴｓ 有一定的相似性， 目前由于 ＭＴｓ 原材料提

取贵、 工艺复杂， 造成 ＭＴｓ 的生产成本很高。 因此， 利用小球藻开发生产 ＭＴｓ 对进一步拓展 ＭＴｓ 的

用途具有现实意义。
关于海洋小球藻的培养条件已有大量的研究报道［７ － １０］。 总体上， 营养盐的组成和培养条件对小

球藻的生长速率有显著影响， 常规的 ｆ ／ ２ 配方虽然适用于大部分微藻的生长， 但基于小球藻不同株系

的差异， 仍需进行优化。 因此， 本文拟考察 ｐＨ 值、 盐度对海洋小球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ􀆰 ） 生长的影响，
并用响应面法对培养基的成分进行了优化， 以期为高密度小球藻的生长和 ＭＴｓ⁃ｌｉｋｅ 蛋白的提取开发提

供物质基础。

１　 材料方法
１􀆰 １　 材料与仪器

海洋小球藻 （Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ􀆰 ） 藻种 （编号 ＣＣＭＡ⁃４１０） 由厦门大学海洋与地球学院提供。 基础培养

基为 ｆ ／ ２ 培养基［１１］。
ＰＧＸ 多段光照培养箱 （宁波莱福科技有限公司）； ＵＶ⁃２１００ 紫外可见分光光度计 （北京莱伯泰科

仪器有限公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 小球藻的培养

用灭菌海水配制培养基， 并进行扩大培养。 初始培养基组成为： ＮａＨＣＯ３ １􀆰 ０ ｇ ／ Ｌ、 ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ５ ｇ ／ Ｌ、
ＫＮＯ３ ０􀆰 ５０ ｇ ／ Ｌ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ０２０ ｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１ （ＶＢ１） ０􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１２ （ＶＢ１２） ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ、 生

物素 ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ。 培养基 ｐＨ 值为 ７， 盐度为 ３０。 在多段光照培养箱内进行扩大培养， 设置的培养条件

为： 温度 （２５ ± １）℃， 光照强度 ２５００ ｌｘ， 光暗比 ２０ ｈ∶ ４ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 小球藻生物量的测定

小球藻细胞密度采用光密度法测定［１２］， 根据小球藻液吸光度与小球藻的密度存在的对应关系可

间接测定小球藻生物量［１３］。
１􀆰 ２􀆰 ３　 单因素筛选

１） ｐＨ 值试验　 取培养至对数生长期的藻液， 分别用冰醋酸和 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮａＯＨ 调节培养基的 ｐＨ
值分别至 ４􀆰 ０， ５􀆰 ０， ６􀆰 ０， ７􀆰 ０， ８􀆰 ０， ９􀆰 ０， 且 Ｖ （培养基） ∶ Ｖ （藻液） ＝ ５０ ｍＬ∶ ５０ ｍＬ。 每组设定 ３ 个

平行， 置于光照培养箱内进行扩大培养。 ７２ ｈ 后测定每组的吸光度值， 并确定培养基的最佳 ｐＨ 值。
２） 盐度试验　 调节培养基的盐度分别至 ２５， ３０， ３５， ４０， ４５， 且 Ｖ（培养基）∶ Ｖ（藻液） ＝ ５０ ｍＬ∶

５０ ｍＬ。 每组设 ３ 个平行， 置于光照培养箱内进行扩大培养。 ７２ ｈ 后测定每组的吸光度值， 并确定培

养基最佳盐度值。
３） 单因素试验　 在最佳 ｐＨ 值和盐度的基础上， 考察不同 ρ （ＮａＨＣＯ３）、 ρ （ＭｇＳＯ４）、 ρ （ＫＮＯ３）、

ρ（Ｋ２ＨＰＯ４）、 ρ（ＶＢ１）、 ρ （ＶＢ１２）、 ρ （生物素） 对小球藻生长的影响。 Ｖ（培养基） ∶ Ｖ（藻液） ＝ ５０ ｍＬ∶
５０ ｍＬ， 每组设 ３ 个平行， 置于光照培养箱内进行扩大培养。 ７２ ｈ 后测定其吸光度值。

采用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对 ｐＨ 值、 盐度试验及单因素试验数据进行单因素方差分析 （ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯ⁃
ＶＡ）， 采用 ｑ 检验法进行多重比较， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示组间的差异有高度统计学意义， Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示组间

的差异有统计学意义。
１􀆰 ２􀆰 ４　 培养基的优化设计

１） Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ （Ｐ⁃Ｂ） 筛选试验设计　 按照最佳盐度和 ｐＨ 值配制培养基， 根据单因素实验

结果， 利用 Ｍｉｎｉｔａｂ １７􀆰 ０ 软件设计 Ｐ⁃Ｂ 试验 （ｎ ＝ １２） ， 测定响应值为 ７２ ｈ 后的藻液吸光度值， 从而

·８４２·
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有效地筛选出重要营养素对小球藻生长的影响。
２） Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ （Ｂ⁃Ｂ） 试验设计　 在 Ｐ⁃Ｂ 试验的基础上， 用 Ｄｅｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对 Ｐ⁃Ｂ 试验

筛选得到的显著因素进行 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计， 并对实验结果进行回归分析和误差分析， 以获得培养基

最佳培养条件。

２　 结果与讨论
２􀆰 １　 小球藻生物量的测定

试验结果表明： 小球藻藻液在 ６８３ ｎｍ 处的藻细胞生物量 （Ｑ） 与吸光度值 （Ａ） 呈线性关系， 线性

方程为 Ｑ ＝ ３􀆰 ２６Ａ ＋ ０􀆰 ０７５５ ， 相关系数 ｒ 为 ０􀆰 ９９８８。 因此， 本试验通过在 ６８３ ｎｍ 处测定藻液的吸光

度值， 获得小球藻的生物量。
２􀆰 ２　 培养基 ｐＨ 值和盐度对小球藻生长的影响

培养基的 ｐＨ 值和盐度是影响藻类生长代谢的重要因子， 不同 ｐＨ 值和盐度的培养基对小球藻生

长的影响如图 １ 所示。 由图 １ 可知， 培养基 ｐＨ 值为 ４ ～ ６、 盐度为 ３５ ～ ４０ 时， 小球藻生长良好， ｐＨ
值为 ５ 和盐度为 ４０ 时小球藻的生长量达到最大。

图 1 pH 值和盐度培养基对小球藻生长的影响

Fig.1 Effect of different pH and salinity medium on algal growth

说明：标有不同大写字母者表示组间差异有高度统计学意义(P＜0.01)，标有不同小写字母者表示组间差异有统计
学意义(P＜0.05)，标有相同小写字母者表示组间差异无统计学意义(P＞0.05)。
Notes:Different captial letters indicated high statistical significant difference among groups (P＜0.01),different lowercase letters indicat鄄
ed statistical significant difference among groups(P＜0.05),same lowercase letters indicated no statistical significant difference(P＞0.05).
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２􀆰 ３　 营养素的单因素试验结果及分析

在改进的 ｆ ／ ２ 配方基础上， 设定培养基中不同单一营养素的质量浓度， 考察其对小球藻生长的影

响。 单因素的试验结果如图 ２ 所示， ７ 种营养素的最佳质量浓度分别为： ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 ８０ ｇ ／ Ｌ、 ＫＮＯ３

０􀆰 ５０ ｇ ／ Ｌ、 Ｋ２ＨＰＯ４ ０􀆰 ０１５ ｇ ／ Ｌ、 ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ４０ ｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１ ０􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１２ ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 和生物

素 ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ。
２􀆰 ４　 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ （Ｐ⁃Ｂ） 试验设计及结果分析

Ｐ⁃Ｂ 试验选取 ＮａＨＣＯ３、 ＫＮＯ３ 等影响小球藻生物量的 ７ 个因素进行考察， 每个因素分高、 低两个

水平， 其中高水平为低水平的 ２ 倍。 由表 １ 可以看出， 影响小球藻生物量的重要因素 （置信度 ＞
９５％ ） 为 ＮａＨＣＯ３、 ＫＮＯ３ 和 ＶＢ１２， 其中 ＮａＨＣＯ３ 和 ＶＢ１２的主效应极显著 （Ｐ ＝ ０􀆰 ００２ ＜ ０􀆰 ０１） ， 而其

他因素的影响不显著。 因此， 将 ＮａＨＣＯ３、 ＫＮＯ３、 ＶＢ１２这 ３ 个培养基组分作为主要因素做进一步的响

应面法优化。

·９４２·
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图 2 不同质量浓度的单一营养素对小球藻生长的影响

Fig.2 Effect of different nutrient concentrations on algal growth

说明：标有不同大写字母者表示组间差异有高度统计学意义(P＜0.01)，标有不同小写字母者表示组间差异有统
计学意义(P＜0.05)，标有相同小写字母者表示组间差异无统计学意义(P＞0.05)。
Notes:Different captial letters indicated high statistical significant difference among groups (P＜0.01),different lowercase letters indi鄄
cated statistical significant difference among groups (P＜0.05),same lowercase letters indicated no statistical significant difference a鄄
mong groups(P＞0.05).

２􀆰 ５　 小球藻培养基成分配方的 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计及结果分析

用 Ｄｅｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对实验方案进行 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 设计， 结果见表 ２ 和表 ３。 以小球藻藻液

的吸光度值为响应值 Ａ， 通过 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件对试验结果进行回归分析及回归拟合， 得到响

应值 Ａ 和因素 Ｘ 之间的回归方程为 Ａ ＝ － ２􀆰 ８８０ ＋ ２􀆰 ４５０Ｘ１ ＋ ８􀆰 ２５０Ｘ２ ＋ １􀆰 ４８４Ｘ３ ＋ ０􀆰 ３０５Ｘ１Ｘ２ －
０􀆰 ３５０Ｘ１Ｘ３ ＋ ０􀆰 ４８２Ｘ２Ｘ３ － １􀆰 ２７０Ｘ１

２ － １０􀆰 ０８Ｘ２
２ － ０􀆰 ４０４Ｘ２

２ 。
以上二次多项回归方程的方差分析和显著性检验结果见表 ４。 由表 ４ 可知， 回归模型高度显著

·０５２·
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（Ｐ ＝ ０􀆰 ００４３ ＜ ０􀆰 ０１） ， 失拟项不显著 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０７４０ ＞ ０􀆰 ０５） ， 即无失拟因素存在， 且 Ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｒ２ ＝
０􀆰 ８９７９、 Ａｄｅｐ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ＝ １２􀆰 ０６５ ＞ ４， 可知回归方程拟合度和可信度均较高， 因此可用该回归方程代

替试验真实点对试验结果进行分析。 由回归方程系数显著性检验结果可知， 方程二次项中 Ｘ１
２、 Ｘ２

２

和 Ｘ３
２ 对小球藻液吸光度影响显著， 各因素对小球藻液吸光度的影响大小分别为 Ｘ２ ＞ Ｘ１ ＞ Ｘ３， 即

ρ （ＫＮＯ３） ＞ ρ （ＮａＨＣＯ３） ＞ ρ （ＶＢ１２）。

表 １　 Ｐ⁃Ｂ 试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

因素

Ｆａｃｔｏｒｓ

水平 Ｌｅｖｅｌｓ

Ｌｏｗ ｌｅｖｅｌ
（ － １）

Ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌ
（ ＋ １）

Ｔ
ｔ － Ｖａｌｕｅｓ

Ｐ
Ｐｒｏｂ ＞ ｔ

重要性排列
Ｒａｎｋ

ρ（ＮａＨＣＯ３） ／ （ｇ·Ｌ － １） ０． ６０ １． ２ － ７． ５０ ０． ００２∗∗ １
ρ（ＫＮＯ３） ／ （ｇ·Ｌ － １） ０． ３０ ０． ６０ － ２． ７１ ０． ０５４ ３
ρ（ＭｇＳＯ４） ／ （ｇ·Ｌ － １） ０． ３０ ０． ６０ － ０． ７３ ０． ５０７ ６
ρ（Ｋ２ＨＰＯ４） ／ （ｇ·Ｌ － １） ０． ０１５ ０． ０３０ － ０． ６５ ０． ５５３ ７
ρ（ＶＢ１） ／ （ｍｇ·Ｌ － １） ０． ４０ ０． ８０ － ２． ３９ ０． ０７５ ４
ρ（ＶＢ１２） ／ （μｇ·Ｌ － １） １． ２ ２． ４ ６． ９８ ０． ００２∗∗ １
ρ（Ｂｉｏｔｉｏｎ） ／ （μｇ·Ｌ － １） １． ２ ２． ４ － ２． １５ ０． ０９８ 　 ５

　 　 说明： ∗表示在 ５ ％的显著性水平通过检验； ∗∗表示在 １ ％的极显著性水平通过检验。
Ｎｏｔｅｓ： ∗ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ； ∗∗ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ １％ ｌｅｖｅｌ。

表 ２　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 试验因素与水平

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｄｅｓｉｇｎ

因素 Ｆａｃｔｏｒｓ　 　 　 　
水平 Ｌｅｖｅｌｓ

－ １ ０ １
Ｘ１ 　 　 ρ（ＮａＨＣＯ３） ／ （ｇ·Ｌ － １） ０． ６０ ０． ９０ １． ２
Ｘ２ 　 　 ρ（ＫＮＯ３） ／ （ｇ·Ｌ － １） ０． ３０ ０． ４５ ０． ６０
Ｘ３ 　 　 ρ（ＶＢ１２） ／ （μｇ·Ｌ － １） １． ２ １． ８ ２． ４

表 ３　 ＢＢＤ 试验设计及结果

Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验号
Ｒｕｎ

Ｘ１ 　 ρ（ＮａＨＣＯ３）
／ （ｇ·Ｌ － １）

Ｘ２ 　 ρ（ＫＮＯ３）
／ （ｇ·Ｌ － １）

Ｘ３ 　 ρ（ＶＢ１２）
／ （μｇ·Ｌ － １）

Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖａｌｕｅ
Ａ

１ ０． ６０ ０． ３０ １． ８ ０． ９６０３
２ １． ２ ０． ３０ １． ８ ０． ９４２１
３ ０． ６０ ０． ６０ １． ８ １． ０２０５
４ １． ２ ０． ６０ １． ８ １． ０４８０
５ ０． ６０ ０． ４５ １． ２ ０． ９７０９
６ １． ２ ０． ４５ １． ２ １． １２８０
７ ０． ６０ ０． ４５ ２． ４ １． １２５１
８ １． ２ ０． ４５ ２． ４ １． ０７２３
９ ０． ９０ ０． ３０ １． ２ ０． ９７４１

１０ ０． ９０ ０． ６０ １． ２ ０． ９６７４
１１ ０． ９０ ０． ３０ ２． ４ ０． ７９８７
１２ ０． ９０ ０． ６０ ２． ４ ０． ９６５４
１３ ０． ９０ ０． ４５ １． ８ １． ３１３６
１４ ０． ９０ ０． ４５ １． ８ １． ３０２１
１５ ０． ９０ ０． ４５ １． ８ １． ２８０６

·１５２·
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表 ４　 回归方程的方差分析及其系数显著性检验

Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

方差来源

Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度

ＤＦ
平方和

Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ
均方和

Ｍｅａｎ ｓｑｕａｒｅ

Ｆ
Ｆ ⁃Ｖａｌｕｅｓ

Ｐ
Ｐ⁃Ｖａｌｕｅｓ

模型 Ｍｏｄｅｌ ９ ０． ２９６０ ０． ０３２９ １４． ６７７ ０． ００４３∗∗

Ｘ１ １ ０． ００１６ ０． ００１６ ０． ７２０ ０． ４３４９
Ｘ２ １ ０． ０１３３ ０． ０１３３ ５． ９３１ ０． ０５９０
Ｘ３ １ ０． ０００８ ０． ０００８ ０． ３４６ ０． ５８２１

Ｘ１ Ｘ２ １ ０． ０００５ ０． ０００５ ０． ２３４ ０． ６４９３
Ｘ１ Ｘ３ １ ０． ０１１０ ０． ０１１０ ４． ９１６ ０． ０７７４
Ｘ２ Ｘ３ １ ０． ００７５ ０． ００７５ ３． ３５６ ０． １２６５
Ｘ１

２ １ ０． ０２３２ ０． ０２３２ １０． ３３２ ０． ０２３６∗

Ｘ２
２ １ ０． １９００ ０． １９００ ８４． ８０６ ０． ０００３∗∗

Ｘ３
２ １ ０． ０７８２ ０． ０７８２ ３４． ８８６ ０． ００２０∗∗

残差 Ｅｒｒｏｒ ５ ０． ０１１２ ０． ００２２
失拟项 Ｌａｃｋ ｏｆ ｆｉｔ ３ ０． ０１０６ ０． ００３５ １２． ６８２ ０． ０７４０
误差项 Ｐｕｒｅ ｅｒｒｏｒ ２ ０． ０００６ ０． ０００３

总和 Ｔｏｔａｌ １４ ０． ３０７２
Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９６３５，Ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｒ２ ＝ ０􀆰 ８９７９， Ａｄｅｐ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ＝ １２􀆰 ０６５

　 　 说明： ∗表示在 ５ ％的显著性水平通过检验； ∗∗表示在 １ ％的极显著性水平通过检验。
Ｎｏｔｅｓ： ∗ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ ５％ ｌｅｖｅｌ； ∗∗ ｖｅｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｔ １％ ｌｅｖｅｌ。

用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ ８􀆰 ０􀆰 ６ 软件根据回归方程进行绘图分析， 得到三维响应曲面图和等高线图 （如图

３—图 ５ 所示）。 三维响应曲面图将任意两个自变量对响应值的影响直观地反映在球面上， 响应值的最大

值位于球面的最高点， 等高线形状反映两个自变量的交互作用［１４ － １５］。 由图 ３—图 ５ 可知， Ｘ１Ｘ３对响应值

的等高线形状呈椭圆形， 表明这两个自变量间有一定的交互效应， Ｘ１Ｘ２和 Ｘ２Ｘ３的交互作用较弱。

图 3 y=f1（X1，X2）响应面图及等高线图

Fig.3 The three-dimensional image and contour plot of y=f1（X1，X2）
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对回归方程用 ＳＡＳ ８􀆰 ２ 软件中 ｒｓｒｅｇ 语句的岭嵴分析求出最佳值， 得极值点坐标 ｘ１ ＝ ０􀆰 ９３， ｘ２ ＝
０􀆰 ４６， ｘ３ ＝１􀆰 ７８ 时相应因素及对应值分别为： ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 ９３ ｇ ／ Ｌ、 ＫＮＯ３ ０􀆰 ４６ｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１２ １􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ，
预测响应值 （７２ ｈ 小球藻液吸光度） １􀆰 ３０１。 用此模型条件培养小球藻， ７２ｈ 小球藻液的吸光度值为

１􀆰 ３０８ （与预测值差 ０􀆰 ５７％）， 较优化前培养基培养的小球藻的吸光度值提高了 ３２􀆰 ５％， 对应的小球藻

液的生物量 （细胞密度） 达到 ４􀆰 ５ ×１０７个 ／ ｍＬ， 高于文献 ［１６ －１８］ 中报道的自养培养条件下小球藻的

生物量。

·２５２·
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图 4 y=f2（X2，X3）响应面图及等高线图

Fig.4 The three-dimensional image and contour plot of y=f2（X2，X3）
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图 5 y=f3（X1，X3）响应面图及等高线图

Fig.5 The three-dimensional image and contour plot of y=f3（X1，X3）

A

1.4000
1.3000
1.2000
1.1000
1.0000
0.9000
0.8000
0.7000

2.40
2.10

1.80
1.50

1.20

2.40

2.10

1.80

1.50

1.20

A

1.20
1.10

1.00
0.900.80

0.70
0.60

1.201.101.000.900.800.700.60

a) 响应面图 The three-dimensional image b） 等高线图 Contour plot

３　 结论
本文首先确定， 在光照培养箱中培养小球藻时， 培养基的最佳 ｐＨ 值为 ５ 和最佳盐度为 ４０， 再通过

单因素试验发现小球藻营养盐配方中 ７ 种单一营养素对小球藻的生物量均有一定影响， 并且确定了 ７ 种

营养素的最佳质量浓度分别为： ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 ８０ ｇ ／ Ｌ、 ＭｇＳＯ４ ０􀆰 ４０ ｇ ／ Ｌ、 ＫＮＯ３ ０􀆰 ５０ ｇ ／ Ｌ、 Ｋ２ ＨＰＯ４

０􀆰 ０２０ ｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１ ０􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ、 维生素 Ｂ１２ １􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ 和生物素 ２􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ。
利用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ⁃Ｂｕｒｍａｎ 设计试验对 ＮａＨＣＯ３ 等影响小球藻生物量的 ７ 个因素进行考察， 得出影响小球

藻藻液吸光度值的重要因子 （置信度 ＞９５％） 为 ＮａＨＣＯ３、 ＫＮＯ３ 和维生素 Ｂ１２。 然后通过 Ｂｏｘ － Ｂｅｈｎｋｅｎ
设计试验对小球藻培养基中重要的影响因素 （包括 ＮａＨＣＯ３、 ＫＮＯ３ 和维生素 Ｂ１２） 进行质量浓度优化，
优化后的培养基中 ＮａＨＣＯ３ ０􀆰 ９３ ｇ ／ Ｌ、 ＫＮＯ３ ０􀆰 ４６ ｇ ／ Ｌ 和维生素 Ｂ１２ １􀆰 ８ μｇ ／ Ｌ， 而其他成分的质量浓度保

持不变。 最后利用优化后的培养基在实验室条件下进行培养， 小球藻液的生物量达到了 ４􀆰 ５ ×１０７个 ／ ｍＬ，
较优化前提高了 ３２􀆰 ５％。

·３５２·
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