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基于机械搅拌式光照发酵罐的紫球藻高产藻红蛋白培养条件
优化*

陈晓倩,刘永宏,黄炳耀**

(广西中医药大学海洋药物研究院,广西南宁 530200)

摘要:本研究以普通机械搅拌式光照发酵罐为培养装置,采用单因素试验法对紫球藻生产藻红蛋白的条件(搅
拌速率、光照强度、氮浓度以及NaCl浓度)进行优化。结果表明,发酵培养紫球藻高产藻红蛋白的最佳搅拌速

率、光照强度、氮浓度以及NaCl浓度分别为150
 

r/min、2
 

000
 

Lx、8
 

mmol/L、20‰。本试验优化了搅拌式光照

发酵罐培养紫球藻生产藻红蛋白的条件,为紫球藻藻红蛋白的工业化生产提供基础数据及思路。
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0 引言

  藻红蛋白是一种具有高度荧光特性和光稳定性

的藻胆蛋白,是极好的天然色素和荧光剂,可以广泛

应用在医疗卫生、食品、化妆品以及染料等行业[1􀆼4]。
此外,藻红蛋白还可以作为优良的蛋白质来源,添加

在食品、药品以及动物饲料中[1,3]。在大多数红藻

中,藻红蛋白可占藻胆蛋白的70%以上[5],其中以紫

球藻(Porphyridium
 

cruentum)的含量最高,因此紫

球藻是生产藻红蛋白的优质材料。在紫球藻的类囊

体膜上,藻红蛋白与其他3种藻胆蛋白聚合形成高度

有序的超分子复合体,即藻胆体(Polyunsaturated
 

Fatty
 

Acids,PBSs)[6􀆼9]。在自然状态下,PBSs结构

完整,并与类囊体膜结合紧密,这时紫球藻呈现紫红

色[10􀆼12]。当受到外界胁迫时,作为储藏蛋白的藻红蛋

白与连接器多肽分离并从PBSs上降解下来[6],用作

氮源以供藻类生存。在此过程中,紫球藻开始褪色,
严重时细胞呈现黄绿色。因此,普遍认为生长环境因

素会影响紫球藻藻红蛋白的积累。有研究发现,氮盐

含量对藻红蛋白的积累有显著的影响,高氮对其有抑

制作用[13,14];另外,低光条件下的细胞需要更多的藻

胆蛋白用来吸收更多的光能,因此低光能刺激藻胆蛋

白的合成与积累[15,16]。

  目前,实验室多采用摇瓶、充气等方式进行紫球

藻的培养,但这些常用培养方式均存在平行性差、可
控性不佳的缺点。小型普通机械搅拌式光照发酵罐
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是实验室常见发酵装置,可控性好、技术条件成熟,仅
需对光源进行调整就可用来培养光合微生物,大大增

加了设备的利用率。为避免实验室内培养紫球藻的

一系列不良因素影响,本研究选用容量为10
 

L的小

型机械搅拌式光照发酵罐作为培养紫球藻的光生物

反应器,采用单因素法(分别以搅拌速率、光照强度、
氮浓度、NaCl浓度作为单一变量因子)[17,18],对紫球

藻发酵生产藻红蛋白的条件进行优化,确定最佳生产

条件,为紫球藻藻红蛋白的工业化生产提供基础

数据。

1 材料与方法

1.1 材料

  紫球藻藻种由山东大学(威海)提供,由本实验室

进行扩大培养。

  微量元素营养液的配制参考文献[18􀆼20],具体

配方为2
 

mmol/L
 

FeCl3·6H2O,7
 

mmol/L
 

MnCl2,

1
 

mmol/L
 

ZnCl2,1
 

mmol/L
 

CoCl2 · 6H2O,

1
 

mmol/L
 

CuSO4 · 5H2O, 1
 

mmol/L
 

(NH4)6Mo7O2,2
 

mmol/L
 

EDTA􀆼2Na。

  人工海水培养基(Artificial
 

Seawater,ASW)
 

的

配制 参 考 文 献 [18􀆼20],具 体 配 方 为 0.74
 

g/L
 

CaSO4,0.8
 

g/L
 

KCl,2.6
 

g/L
 

MgCl2·6H2O,1.9
 

g/L
 

MgSO4,1
 

mL
 

f/2维生素母液,1
 

mL微量元素

营养液。

  f/2维生素母液参考市面所售品牌 MwVin的维

生素溶液配方,具体配方为0.5
 

mg/L
 

维生素B12,

100
 

mg/L盐酸硫胺素,0.5
 

mg/L生物素。

1.2 方法

1.2.1 紫球藻培养

  共设置4组实验,每组实验均以ASW 作为基础

培养基,NaNO3 作为氮源,用 NaCl调整培养基盐

度。各组的培养温度均为25℃,通气量为120
 

L/h。

  搅拌速率组:本组培养基的氮浓度均为5
 

mmol/

L,NaCl浓度为30‰,光照强度为5
 

000
 

Lx,以搅拌

速率为可变条件设置5个实验小组,搅拌速率分别为

50,100,150,200,250
 

r/min。

  光照强度组:本组培养基的氮浓度均为5
 

mmol/

L,NaCl浓度为30‰,搅拌速率为200
 

r/min,以光照

强度为可变条件设置5个实验小组,光照强度分别为

2
 

000,4
 

000,5
 

000,6
 

000,8
 

000
 

Lx。

  氮浓度组:本组培养基的NaCl浓度均为30‰,

光照强度为5
 

000
 

Lx,搅拌速率为200
 

r/min,以氮浓

度为可变条件设置5个实验小组,氮浓度分别为2,

4,6,8,10
 

mmol/L。

  NaCl浓 度 组:本 组 培 养 基 的 氮 浓 度 均 为5
 

mmol/L,光照强度 为5
 

000
 

Lx,搅 拌 速 率 为200
 

r/min,以NaCl浓度为可变条件设置5个实验小组,

NaCl浓度分别为10‰、20‰、30‰、40‰、50‰。

1.2.2 藻红蛋白相对含量的测定方法

  迄今为止,已经从紫球藻中分离纯化出两种藻红

蛋白,B􀆼藻红蛋白和b􀆼藻红蛋白,其中以B􀆼藻红蛋白

含量最多且最为稳定[19]。B􀆼藻红蛋白和b􀆼藻红蛋白

均在545
 

nm处有一主要吸收峰[21],所以一般以藻体

蛋白粗提液在545
 

nm处的吸光度代表藻红蛋白的

相对含量。

  测定方法参考文献[18]。每天固定时间取样一

次,每次取不同实验组的藻液5
 

mL作为测试样品。
样品于5

 

000
 

r/min条件下离心5
 

min,除去上清,藻
细胞沉淀使用3

 

mL
 

0.01
 

mol/L磷酸盐缓冲溶液

(pH值为7.0)进行悬浮。然后使用超声波细胞粉碎

机进行藻细胞破碎,超声功率50
 

W,工作时间7
 

s,间
歇时间5

 

s,循环30次。破碎完毕后,对样品进行离

心(5
 

000
 

r/min,10
 

min),所得上清液即为藻红蛋白

测试液。然后使用分光光度计测其在545
 

nm 处的

吸光度,最后以每107 个细胞所对应的吸光度作为藻

红蛋白相对含量的评定标准。

2 结果与分析

2.1 搅拌速率对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  紫球藻可产生大量胞外多糖,具有一定的黏性,
当搅拌速率过低时会导致藻体沉积,而速率过高时会

对藻体造成机械损伤[22],所以搅拌速率过低和过高

均会影响紫球藻生长和藻红蛋白的积累(图1)。在

培养期内,比较各组藻红蛋白的产量,大致呈现150
 

r/min组>100
 

r/min组>200
 

r/min组>50
 

r/min
组>250

 

r/min组的趋势;在培养的4—7
 

d内,各组

藻红蛋白的合成速率最快。在收获时(第9天),150
 

r/min组的藻红蛋白产量最高。另外,当设置搅拌速

率为50
 

r/min时,前期培养过程中藻体易沉积,生长

速度缓慢,氮源消耗也较缓慢,所以在后期其藻红蛋

白产量较其他组有所上升;而搅拌速度过高时,藻红

蛋白的积累会受到一定抑制。综上所述,在生产紫球

藻藻红蛋白时,搅拌速率建议使用150
 

r/min。
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图1 搅拌速率对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  Fig.1 Effects
 

of
 

agitation
 

rate
 

on
 

the
 

content
 

of
 

phyco-
erythrin
2.2 光照强度对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  由图2可知,紫球藻藻红蛋白的含量与光照强度

呈反比。光照较弱时,紫球藻藻红蛋白的产量较高;
光照较强时,其积累量却会相对降低。本实验中,各
组藻红蛋白的积累量情况是2

 

000
 

Lx组>4
 

000
 

Lx
组>5

 

000
 

Lx组>6
 

000
 

Lx组>8
 

000
 

Lx组,收获

时,2
 

000
 

Lx组藻红蛋白产量最高。紫球藻为光合

自养生物,藻红蛋白为其重要的捕光色素蛋白,当光

照强度改变时,紫球藻自身会做出相应改变来适应环

境变化。本研究中,当光照强度为2
 

000
 

Lx时,紫球

藻藻红蛋白含量最高,此时藻体颜色最深;随着光强

增加,藻红蛋白含量降低。卢晓等[23]、陈伟洲等[24]

在研究红藻门的江蓠时也发现藻红蛋白随光强变化

有相似的情况,这或许是因为低光下细胞需要更多的

藻胆蛋白以便吸收更多的光能,所以更能刺激藻胆蛋

白的合成与积累[14,15]。

图2 光照强度对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  Fig.2 Effects
 

of
 

light
 

intensity
 

on
 

the
 

content
 

of
 

phyco-
erythrin
2.3 氮浓度对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  由图3可知,各实验组藻红蛋白含量总体呈现

8
 

mmol/L组>10
 

mmol/L 组>6
 

mmol/L 组>

4
 

mmol/L组>2
 

mmol/L组的变化趋势,在收获时

8
 

mmol/L组藻红蛋白产量最高。在培养过程中,低
氮组(2,4

 

mmol/L组)的藻红蛋白产量先增加,后因

为氮源的消耗其含量逐渐降低(藻液颜色变浅);而

6,8,10
 

mmol/L组藻红蛋白含量随培养时间逐渐升

高(藻液颜色变深)。在一定氮浓度范围内(2—8
 

mmol/L),藻红蛋白含量与氮浓度成正比,但过高氮

浓度(10
 

mmol/L)并不能有效提高藻红蛋白含量,该
结果与前人已公布的研究结果[13􀆼16]基本一致。因此,
在以NaNO3 为氮源生产紫球藻藻红蛋白时,其氮浓

度建议使用8
 

mmol/L。

图3 氮浓度对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  Fig.3 Effects
 

of
 

nitrogen
 

concentration
 

on
 

the
 

content
 

of
 

phycoerythrin

2.4 NaCl浓度对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  紫球藻对盐度适应性较强,淡水、海水中均能生

长,但当前关于NaCl浓度对紫球藻藻红蛋白含量影

响的研究较少。从本研究结果可以看出(图4),在培

养期内,各组藻红蛋白的产量从高到低依次为20‰
组>10‰组>30‰组>40‰组>50‰组,收获时,

20‰组藻红蛋白产量最高。这说明紫球藻生产藻红

图4 NaCl浓度对紫球藻藻红蛋白含量的影响

  Fig.4 Effects
 

of
 

NaCl
 

concentration
 

on
 

the
 

content
 

of
 

phycoerythrin
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蛋白需要适宜的NaCl浓度,浓度过低或过高对其积

累都有一定程度的抑制。因此,在生产紫球藻藻红蛋

白时,NaCl浓度建议使用20‰。

3 结论

  本试验利用搅拌式光照发酵罐培养紫球藻生产

藻红蛋白时发现,以搅拌速率、光照强度、氮浓度和

NaCl浓度作为单一变量因子,藻红蛋白分别在150
 

r/min的搅拌速率、2
 

000
 

Lx的光照强度、8
 

mmol/L
的氮浓度、20‰的NaCl浓度条件下积累量达到最高

值。此外,从成本效益上看,上述发酵条件也是较优

的选择:20‰的NaCl减少了原料的使用,150
 

r/min
的搅拌速率和2

 

000
 

Lx的光照强度使发酵过程中的

能源损耗较低。本研究为单因素实验分析,为得到更

加合理的生产方案,还需在此基础上进一步使用多因

素分析,确定最佳生产条件,为紫球藻藻红蛋白的开

发利用奠定基础。
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陈晓倩等.基于机械搅拌式光照发酵罐的紫球藻高产藻红蛋白培养条件优化

Culture
 

Conditions
 

Optimization
 

for
 

High􀆼yield
 

of
 

Phycoerythrin
 

from
 

Porphyridium
 

cruentum
 

Based
 

on
 

a
 

Light
 

Fermentation
 

Tank
 

with
 

Mechanical
 

Agitator
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Xiaoqian,LIU
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Bingyao
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Medicine,Nanning,Guangxi,530200,China)

Abstract:In
 

this
 

study,an
 

ordinary
 

light
 

fermentation
 

tank
 

with
 

mechanical
 

agitator
 

was
 

used
 

as
 

the
 

culture
 

device,and
 

the
 

single
 

factor
 

test
 

method
 

was
 

used
 

to
 

optimize
 

the
 

conditions
 

(stirring
 

rate,light
 

intensity,ni-
trogen

 

concentration
 

and
 

NaCl
 

concentration)
 

for
 

producing
 

phycoerythrin
 

by
 

Porphyridium
 

sp.The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

optimal
 

stirring
 

rate,light
 

intensity,nitrogen
 

concentration
 

and
 

NaCl
 

concentration
 

for
 

high􀆼
producing

 

phycoerythrin
 

of
 

Porphyridium
 

sp.were
 

150
 

r/min,2
 

000
 

Lx,8
 

mmol/L,20‰,respectively.This
 

experiment
 

optimizes
 

the
 

conditions
 

for
 

culturing
 

Porphyridium
 

sp.to
 

produce
 

phycoerythrin
 

in
 

agitated
 

light
 

fermentation
 

tank.It
 

provides
 

basic
 

data
 

and
 

ideas
 

for
 

the
 

industrial
 

production
 

of
 

Porphyridium
 

sp.
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