
!" 卷 # 期
$%%!年 "月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
&’()!" *’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
+,(- $%%!

收稿日期：$%%!.%!.!/，修回日期：$%%!.%#.$0。

基金项目：国家自然科学基金资助项目（$1""0%##）。

"通讯作者。23(：40.!%.0$/"#5"$；678：40.!%.0$/0!4$$；9.:7;(：<3=>?3=(,@A’B:7;( ) C’:

螺旋藻批式与连续培养及其生长动力学

曾文炉" 蔡昭铃 欧阳藩
（中国科学院化工冶金研究所 生化工程国家重点实验室，北京 !%%%4%）

摘 要 在内循环气升式光生物反应器中，分别研究了螺旋藻细胞在批式和连续培养条件下的生长特性，结果表

明：D;CA7EFG模型和指数衰减模型可较好地描述批式培养时细胞和碳源底物浓度与培养时间的关系；批式培养时最
大细胞生长速率为 %H5"!>IFIJ，细胞对碳的得率系数为 5H#51>I>K；连续培养时随着稀释率的增大，细胞和底物浓度
分别呈下降和上升趋势；连续培养时最大细胞产率为 %H50$>IJIF，最佳稀释率为 %H#/IF，细胞对碳的得率系数为
$H%/%>I>K；所提出的连续培养动力学模型可较好地拟合实验数据。
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螺旋藻是一类螺旋状、不分枝的丝状微藻。它

含有丰富的蛋白质、维生素、多不饱和脂肪酸以及多

种酶类和微量元素等生理活性物质，具有较高的营

养价值和医疗保健功效［!］。其潜在的巨大开发利用

价值已引起人们日益广泛的关注。

迄今为止，人们虽然已在螺旋藻的引种驯化、代

谢调控和规模培养等方面开展了一定的工作［$ N #］，

但培养效率低下、产品成本偏高依然是大规模工业

化培养所面临的主要问题。

本文通过光生物反应器中螺旋藻的批式和连续

培养实验，考察了两种条件下细胞生长及其对碳源

底物的消耗与利用特性，并建立了相应的动力学模

型，以期为提高工业化生产的效率提供参考。

! 理论分析

! "! 批式培养生长动力学
!#!#! 细胞生长模型：根据生物的新陈代谢规律，
细胞或生物体的生物量（O;’:7GG）变化速率应是其
同化与异化速率之差。设同化速率正比于生物量的

:次方，而异化速率则反比于生物量本身，系数分别
为!和"。以数学形式表示为：
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此方程的解为
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其中，
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由此得到细胞生长的 D;CA7EFG模型［4］。
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上述诸式中的符号及其因次见文后说明（下同）。

!#!#$ 培养基碳源消耗模型：碳源消耗量与细胞浓
度密切相关。在培养初期，由于细胞浓度低，培养基

中碳源的消耗量也不多。随着细胞的旺盛生长，碳

源消耗量将急剧增加，由此导致其浓度快速下降。

可假设培养液中的剩余碳源浓度与细胞生物量浓度

呈二阶负指数相关关系，即
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此即螺旋藻细胞批式培养时培养基中碳源消耗

模型。

! "$ 连续培养动力学
!#$#! 细胞产率：为简化起见，将螺旋藻细胞连续
培养体系看作是一个单级恒化器（KT2D）。忽略细
胞培养过程中产物的形成以及维持代谢的底物消

耗，则参照稳态条件下单级 KT2D的物料衡算，可得
如下关系式［/］：
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在连续培养过程中，可以预见，随着稀释率的增

大，自反应器中流出也即反应器中的底物浓度也将

上升。当稀释率达到一定值时，底物浓度将接近极

限值即等于流入反应器的培养液中的浓度。由此可

假设反应器中底物浓度与稀释率的关系为 %&’&(类
型的方程式，即
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将其代入前式，有
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连续培养时细胞产率 % 等于稀释率与细胞浓
度之积，即
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此为连续培养时的细胞产率模型。

!"#"# 底物消耗：根据细胞得率系数的概念，可将
底物消耗速率表示为

$ (#
(& ! )

"!" #

(!
(&

联系细胞产率方程式，得
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此为螺旋藻细胞连续培养时的底物消耗模型。

# 材料、方法与设备

# $! 材料
藻种：钝顶螺旋藻（#’()*+(,- ’+-&.,/(/），由烟台大

学生化工程研究所提供。

试剂：市售国产分析纯或化学纯商品。

培养基：-.//&01培养基［2］。
# $# 实验条件与培养方法
细胞培养在自制的内循环气升式光生物反应器

中进行。实验条件为：藻液体积 )# 3，反应器表面光
强 +456678"97+，温度 ,#: ; ):，通气量 +,#3"<。
批式培养方法：将培养液和处于指数生长期的藻

种细胞一次性地引入反应器中进行培养。每 )+ <取
样测定 )次藻液细胞浓度，直至其生长达到稳定期。
连续培养方法：当批式培养开始进入指数生长

阶段时，启动连续培养。每 )+ < 取样 ) 次，测定细
胞浓度。当连续 , 次测得的细胞浓度其波动在 ;
6=内，即认为已达到稳态。
# $% 测试仪器
环地牌 >?@A)型光合有效辐射计（北京师范大

学光电仪器厂），BCA,#+ 型数字式 D@计（北京创业

仪器厂）；EFAGH/IHJ 5### 型分光光度计（美国 KH91A
7.’公司）；6#)型超级恒温器（上海市上海县实验仪
器厂）。

# $& 培养装置
)63内循环气升式光反应器（图 )）主要由罐体、

气体提升管、热交换装置、气体分布器和内外光源等

部件构成。工作体积 ),3。罐体直径 )L+ 77，高
)### 77，内导流筒直径 ),) 77，高 2## 77。

图 ) 内循环气升式光生物反应器装置示意图
>IMN) G9<H7.OI9 (I.M/.7 &P I’OH/’.QQ&&D .I/QIPO D<&O&RI&/H.9O&/
) N SI/ 9&7D/HJJ&/；+N SI/ PQ&T7HOH/；, N U.QVH；WN SI/ 7IXI’MAO.’1；

6 N G.7DQI’M D&/O；2N YXOH/’.Q QIM<O；5 N SI/ (IJO/IR0O&/；L N SI/QIPO 9&Q07’；

ZN >HH(I’M D&/O；)#N [<H/7&7HOH/；))N D@ D/&RH；)+N SI/ HX<.0JOI’M D&/O；

),N \’OH/’.Q QIM<O；)WN@H.O HX9<.’MH/；)6N ]H/IJO.QOI9 D07D；

)2N%H(I07 O.’1；)5N E/.I’I’M D&/O

# $’ 检测与分析方法
#"’"! 细胞生物量浓度测定：以空白 -.//&01 培养
液为对照，在分光光度计上测定藻液在 62#’7处的
光吸收值（0$62#），依此反映藻细胞生物量浓度。

藻细胞质量（干重）浓度（M"3），根据细胞干重浓
度与藻液 0$62#之间的标准曲线，由下式计算得到

（1+ ! # NZZLW）：
2 3)4 5(67-//" 8 ! #N2WWZ ^ 0$62#

#"’"# 碳浓度测定
采用“碱度A酸滴定法”［5］。由下式计算藻液中

碳源各组分及总碳浓度。

9&6&-+ ! 9C_+
* 9@C_,

* 9C_+$,

% 结果与讨论
% $! 批式培养细胞生长动力学
首先考察了螺旋藻细胞在光生物反应器中的批
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式生长特性。结果见图 !。从中可以看出，在培养
的初始阶段，由于接种密度较小，过强的光照使细胞

生长处于迟滞阶段，"#$ 后才进入指数生长期。此
后细胞相继经过减速生长和稳定生长阶段。光密度

值最高为 !%"&’，细胞干重浓度约为 (%’)*+,。
随着培养过程的进行和细胞浓度的增大，藻液

的 -.值上升较快，并一度达到 (!%/（见图 !）。由于
螺旋藻细胞生长的最适 -.为 #%’ 0 )%’，因此在培
养后期这种碱性环境已成为细胞进一步生长的限制

因素，加之细胞之间产生的相互遮荫现象以及其它

营养元素的缺乏，可能是使得细胞生长处于停滞状

态的原因。

将前述批式培养的细胞生长模型对实验数据进

行拟合，得方程

! 1 !2’#3（( 4 525/"’67-4525!& "）
(

(45 2))!

从图 !可以看出，模型方程较为能够准确地描述
螺旋藻细胞浓度随培养时间的变化（#! 1 52)))&）。

图 ! 批式条件下细胞生长和 -.值的变化曲线
89*2! :6;; *<=>?$ @AB -. @C @ DEAF?9=A =D FE;?E<6 ?9G6

图 3 细胞浓度与生长速率及生长加速度随
时间的变化曲线

89*23 :6;; F=AF6A?<@?9=A，*<=>?$ <@?6 @AB *<=>?$ @FF6;6<@?9=A
<@?6 @C @ DEAF?9=A =D FE;?E<6 ?9G6

将模型方程对时间求一、二和三阶导数，得

B!
B" 1 52&5#67-4525!& "（( 4 525/’67-4525!& "）(!! 2#!"

B! !
B"! 1 52("!67-4525’( "（( 4 525/’67-4525!’ "）(!( 2#!"

4 525(&67-4525!’ "（( 4 525/’67-4525!’ "）(!! 2#!"

B3 !
B"3 1 5253367-4525/& "（( 4 525/’67-4525!’ "）(!5 2#!"

4 525((67-4525’( "（( 4 525/’67-4525!’ "）(!( 2#!"

H 32)’’ I (54" 67-4525!’ "（( 4 525/’67-4525!’ "）(!! 2#!"

对上述 "个方程进行综合分析，可知螺旋藻细
胞的批式培养过程具有以下几个特点（见图 3）：

!令二阶导数等于零，可求得细胞生长曲线的
一个拐点。其坐标为

" 1 #/2(/!$ ! 1 52)"/（%&’&5）

此时细胞生长速率取得极大值

B!
B( )" G@7

1 525!" %&’&5

$ 1 523/( ’
()

"令三阶导数等于零，可求得细胞生长速率曲
线的两个拐点。其坐标分别为

"( 1 ")2’/5$ !( 1 525!’（%&’&5）

"! 1 (!"2//$ !! 1 (2/&5（%&’&5）

其中 " 1 ")2 ’/5$ 是细胞由迟滞期进入指数生
长期的分界点；而 " 1 (!"2//$ 则是细胞由指数生长
期进入稳定生长期的分界点。它们分别对应于细胞

生长加速度的两个极值点，即

B! !
B"( )!

G@7
1 ’2!&/ I (54" %&’&5

$! 1 52()& ’
(! )

B! !
B"( )!

G9A
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(! )

! "# 批式培养底物消耗动力学
批式培养过程藻液中的碳源总量及其各种成分

的变化情况如图 "所示。从中可以看出，随着培养
过程的进行，碳源总量和碳酸氢根形式的碳量呈下

降趋势，而碳酸根形式的碳量却呈上升趋势。这是

由于一般藻类细胞不能直接利用 :J! 4
3 ；少数大型海

藻细胞虽然能吸收 .:J4
3 ；但需通过胞内碳酸酐酶

（:K）转化为 :J! 后才可供 LEM9CF= 同化固定；而绝
大多数微藻细胞则只能直接吸收利用二氧化碳形式

的碳源［)］。因此，在实验所处的 -. 环境和碳源条
件下，螺旋藻细胞将主要通过以下两种途径获得光

合作用所需的 :J!，由此导致碳源总量和碳酸氢根

形式的碳量急剧减少，而培养液的 -.值和碳酸根
形式的碳浓度则不断升高。

.:J4
3 H . !"

#

H .! :J !"

#

3 :J! H .!J

.:J4 !"

#

3 :J! H J.4

将前述总碳浓度与藻细胞浓度之间的指数衰减

模型拟合上述实验数据，得

*"+",- 1 (33#2#" H ()#’25#67-4
%&’&5
5 25! H ’((2/567-4

%&’&5
( 23&

从图 ’可以看出，模型方程能够较好地拟合实
验数据。
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图 ! 碳源组分浓度随培养时间的变化
"#$%! &’()*(+,-+#’( ’. /#..*,*(+ )-,0’( 12*)#*1 -1 -

.3()+#’( ’. )34+3,* +#5*

图 6 碳源组分浓度与细胞浓度的关系
"#$%6 78* ,*4-+#’(18#2 0*+9**( +8* )’()*(+,-+#’( ’.

)-,0’( -(/ +8-+ ’. )*441

对上式就细胞浓度求导数，并经适当转换，得细

胞生长的碳源得率系数方程式为

! "#6:;

< ! $%&%’(
= >

??@6!%;;*A2<
"#6:;
; %;@ B CD:%@6*A2<

"#6:;
> %C:

可见在批式培养过程中，藻细胞对碳的得率系

数随细胞浓度的不同存在差异。当细胞生长速率最

大时（"#6:; = ; %?!D），得率系数为 6ECCC F >;< C "#6:;

GH5$&，相当于 C %!C?$H$&。
! "! 连续培养动力学
在连续培养过程中，不同稀释率条件下稳态时

的细胞浓度和细胞产率示于图 :。可见，细胞浓度
和碳浓度随着稀释率的增大分别呈下降和上升趋

势。根据连续培养条件下 ) 和 * 与 # 关系的模型
方程，对实验数据进行拟合（模型参数见表 >），可得
如下两个关系式

) = ?D?%:?! B >!?;%;6I#
;%CD@ B #

* = C%C>> F >;<C >>D!%>D: < >!?;%;6I#
;%CD@ B( )#

比较图 :中的模型拟合曲线与实验数据，可以
发现模型方程能较好地描述稀释率与碳源和细胞浓

度的关系。

图 : 细胞浓度和细胞产率等与稀释率的关系
"#$%: &*44 )’()*(+,-+#’( -(/ )*44 $,’9+8 ,-+* +%, % -1 -

.3()+#’( ’. /#43+#’( ,-+*

表 # 模型参数
$%&’( # )%’*(+ ,- .,/(’ 0%1%.(2(1+

J-,-5*+*, ); )> )@ )C -*H )

K-43* @>6C%ID; ?D?%:?! >!?;%;6I ; %CD@ C %C>> F >; < C @ %>C6

L(#+ （5$ &HG） 8< > "#6:; H（5$ &HG） $ /,M 0#’5-11H（$ &）

此外，由图 :还可看出，细胞产率与稀释率的关
系存在峰值现象。即在一定的范围内，细胞产率随

着稀释率的上升而增大，并逐渐达到极大值。此后，

随着稀释率进一步增加，细胞产率渐趋下降。可把

细胞产率最大时的稀释率称为最佳稀释率。

根据连续培养的细胞产率理论方程，将其对稀

释率求一阶导数，并令其等于零，可求得细胞产率最

大时的最佳稀释率为

#&.% = < ); )C B )> )C B )@ )C < )@（< ); B )> B )@）)! @
C

); < )> < )@

将 #&.%代入细胞产率方程式，得最大细胞产

率为

/5 =（#*）5 = < -*H )
（< )@ )C B )@（< ); B )> B )@）)! @

C）（); )C < )> )C < )@ )C B )@（< ); B )> B )@）)! @
C）

)@（< ); B )> B )@）)! @
C

此时反应器中的细胞浓度为

* = -*H )
（< ); B )> B )@）（< )@ )C B )@（< ); B )> B )@）)! @

C）

)@（< ); B )> B )@）)! @
C
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细胞产率最大时的底物消耗速率为

!"
!# ! "

$%# &

!%( )!# ’
! "

$%# &
(’

! $
（$ &% && ’ &%（$ &( ’ &" ’ &%）&! %

&）（&( && $ &" && $ &% && ’ &%（$ &( ’ &" ’ &%）&! %
&）

&%（$ &( ’ &" ’ &%）&! %
&

将有关参数代入，可求得最佳稀释率为 ()*&+#
,，最大细胞产率（干重）为 ()-&*.#/#,，最大碳消耗
速率为 ()"+". 0#/#,，细胞浓度为 )*-+( ! " 1 %%+，
得 率 系 数 为 $%#& ! ()((&&""" )*-+( /#2. 0
! %1"&-.#. 0。
而由图 +读出的最佳稀释率为 ()*-#,，此时细

胞浓度为 )*-+( ! " 1 %3%，最大细胞产率（干重）为

()&+%.#/#,，最大碳消耗速率为 ( 1 "44. 0#/#,，由此
算出细胞对碳的得率系数为 %)(-(.#. 0。这再次反
映了模型方程的准确性和可行性。

! "# 批式培养与连续培养产率比较
根据上述批式与连续培养有关模型方程，可计

算得到两种操作条件下细胞产率与细胞浓度的关系

（见图 4）。从中可以看出，无论是批式还是连续培
养过程，细胞产率与细胞浓度的关系都存在峰值现

象，且最适细胞浓度比较接近。但当细胞浓度较低

时，批式培养产率要大于连续操作，而细胞浓度较高

时则正好相反。这可能主要与批式培养后期碳源底

物和微量元素缺乏、细胞浓度过高引起的体系光通

量供应不足以及 56环境不适宜等因素有关。为了
克服这种不足，可在批式培养后期往反应器中通入

富含适量 07% 的空气，这样既能减缓 56的上升，又
可补充碳源，因而可使高产率保持更长的时间。此

外，还可在培养后期启动连续培养或补料分批培养。

应当指出的是，虽然细胞浓度较高时连续培养的细

胞产率大于批式培养，但这种培养方式存在着诸如

底物利用效率不高、营养盐浪费等缺陷。因此，在实

际生产过程中，可根据培养目的的不同，灵活选用不

同的培养方式。

图 4 批式与连续培养细胞产率比较
89.14 0:25;<9=:> :? @ABB .<:CDE <;DA FADCAA> F;D@E ;>,

@:>D9>G:G= :5A<;D9:> 2:,A

# 结 论
本文主要考察了螺旋藻细胞在光生物反应器中

的批式与连续培养的生长行为及其对碳源底物的利

用特性，得到以下初步结论：

!在批式培养条件下，细胞和底物浓度与培养
时间的关系可分别用 H9@E;<,=模型和指数衰减模型
加以描述。 # ! 341 "4%E是细胞生长曲线的拐点，此
时 )*-+( ! ( 1I*4，细胞生长速率达到最大值 ()&4".#

,#/；而 # ! *I1-4(E和 "%*)44E则分别是细胞由迟滞
期进入指数生长期和由指数生长期进入稳定生长期

的分界点。它们既是细胞生长加速度的两个极值

点，也是细胞生长速率曲线的两个拐点。批式培养

细胞产率最大时细胞对碳的得率系数为&)*&I.#. 0。

"在连续培养条件下，随着稀释率的增大，细胞
和底物浓度分别呈下降和上升趋势，而细胞产率与

稀释率的关系存在峰值现象。最大细胞产率为

()&+%.#/#,，最佳稀释率为 ()*-#,，最大碳消耗速率
为 ()"44.0#/#,，最适细胞浓度为 )*-+( ! " 1 %3%。连

续培养细胞产率最大时细胞对碳的得率系数为

%)(-(.#.0。

#当细胞浓度较低时，批式培养的细胞产率大
于连续操作，而当细胞浓度较高时，连续培养的细胞

产率大于批式培养。

$所提出的批式和连续培养动力学模型可较好
地拟合实验数据，具有一定的参考价值。

符号说明

+ 生长上限参数（)*-+(）；

, 细胞初始生长参数；

-"，-%，-* 模型参数（2. 0#/）；

-&，-- 模型参数（)*-+(）；

. D:D;B，.607$
&
，..)% $

& 总碳，碳酸氢根碳和碳酸根碳浓度（2. 0#/）；

*，*/0# 稀释率和最佳稀释率（,$ "）；

1 同化或生长速率常数（E$ "）；

’ 异化或降解速率参数；

( 细胞产率（.#/#,）；

&，&( 反应器和进料中的碳浓度（2. 0#/）；
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!!，!" 模型参数（#$ %&’）

!( 模型参数（)* !）；

"，"+ 培养时间（,）；

# 细胞生物量（$%-.+）

&#& ! 得率系数（$%-.+ &#$ %&’ /0 $&$%）；

!，" 模型参数
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