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氮源水平对微藻深度脱氮除磷耦合生物大分子
累积的影响及其细胞响应

丁婵,秦然,崔福义,赵志伟,梁志杰
（重庆大学  环境与生态学院，重庆  400045）

摘 要：比较普通小球藻、蛋白核小球藻和斜生栅藻在不同氮水平下的生长状况和污水深度脱氮

除磷效能，并从生物大分子累积角度解析氮源水平对微藻脱氮除磷的影响机制，为实现污水深度

脱氮除磷同时收获微藻生产能源以缓解能源危机提供理论依据。结果表明：硝氮为唯一氮源时，

微藻生长状况和脱氮除磷效能明显优于以氨氮为唯一氮源的试验组，叶绿素 a 含量也高于氨氮组；

各试验组中硝氮浓度越高，藻细胞数量越多，且小球藻细胞增长量明显高于斜生栅藻；7 天内硝氮

浓度≤8 mg/L 时氮的去除率均能达到 98% 以上，但氮浓度低的试验组中叶绿素 a 含量低，这是因

为氮是叶绿素合成的重要元素。微藻通过调节细胞内大分子物质含量来适应不同的生存环境，在

营养受限制的条件下会消耗自身物质以满足生命活动的需要，氮限制条件会引起细胞内脂质积

累，证实了氮源水平控制微藻污水深度脱氮除磷耦合生物大分子累积的可行性。
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Effects of nitrogen source level on macromolecular 
accumulation coupled with nitrogen and phosphorus removal 

in microalgae and its cellular response

DING Chan， QIN Ran， CUI Fuyi， ZHAO Zhiwei， LIANG Zhijie
(College of Environment and Ecology, Chongqing University, Chongqing 400045, P. R. China)

Abstract: The growth status of Chlorella vulgaris, Chlorella proteinosa and Scenedesmus obliquus under 
different nitrogen levels and the efficiency of advanced nitrogen and phosphorus removal in sewage were 
compared, and the effect mechanism of nitrogen source level on nitrogen and phosphorus removal in microalgae 
was analyzed from the perspective of biomacromolecule accumulation, and a theoretical basis was provided for 
advanced nitrogen and phosphorus removal in wastewater and harvesting microalgae to produce energy to 
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alleviate energy crisis. The results showed that when nitrate is the only nitrogen source, the growth of 
microalgae and the efficiency of nitrogen and phosphorus removal were significantly better than that of the 
experimental group with ammonia nitrogen as the only nitrogen source, and the content of chlorophyll was also 
higher than that of the ammonia nitrogen group, because nitrogen is an important element of chlorophyll 
synthesis. The higher the nitrate concentration in each experimental group, the more the number of algae cells, 
and the growth of chlorella cells was significantly higher than that of Scenedesmus obliquus. Within seven days, 
the nitrogen removal rate was above 98% when nitrate concentration ≤8 mg/L, but the chlorophyll-a content 
was low in the experimental group with low nitrogen concentration. Microalgae by adjusting the content of 
macromolecular substances in the cell to adapt to different living environment, under the condition of nutrition 
restricted consumes itself material to meet the needs of life activity, nitrogen limit conditions can lead to 
accumulation of lipid in cells, confirmed the possibility of nitrogen source level controlling on the depth of the 
wastewater biological nitrogen and phosphorus coupling feasibility of macromolecular accumulated.
Keywords: microalgae； wastewater denitrification； cell response； accumulation of biological macromolecules

污水处理厂二级处理出水中营养物质的含量

（NH4
+、NO3

-和 PO4
3-）相对较低，但足以引起天然

水体富营养化，甚至已成为天然水体富营养化的主

要原因。因此，二级处理出水进入水体前进行深度

脱氮除磷对控制水体富营养化显得尤为重要 [1]。微

藻可通过光合作用高效利用水体中的氮、磷，其在

污水深度处理与资源化领域的应用潜力已引起了

广泛关注 [2]。微藻脱氮除磷受多种因素的影响，不

同藻种脱氮除磷能力不同，小球藻的脱氮除磷能力

优于斜生栅藻 [3]；不同氮磷浓度对微藻生长、脱氮的

影响不同，N/P 比应控制在适当范围 [4]。尽管微藻

能够实现污水深度脱氮除磷，但藻类在自然水体中

是水体富营养化的重要指标。因此，藻类生长繁殖

特性是微藻污水处理研究关注的重点之一 [5-6]。

微藻不仅是污水深度处理的一种有效措施，也

可同步实现生物大分子物质累积，是生产生物能源

的原料 [5, 7-8]。随着社会对可再生能源的需求日益增

长，利用微藻生产可再生能源也引起了越来越多的

关注 [9]。藻细胞中的淀粉和脂质作为对环境刺激的

保护机制，在微藻细胞恢复活性的过程中发挥重要

作用 [10]。因此，了解微藻中淀粉和脂类的调控机制

具有重要意义。各种环境条件和操作因素都会影

响微藻的光合作用性能、生物量及细胞组成 [11-12]。

在最佳培养条件下，微藻表现出高生物量的生长，

但不能大量积累储能物质（如碳水化合物或脂

类）[13]。通过控制培养条件，微藻可以积累大量的蛋

白质或碳水化合物，具有很大的应用潜力。越来越

多的增值化学品，如多不饱和脂肪酸、类胡萝卜素、

抗氧化剂、生物聚合物和其他营养药物，以及药物

化合物现已从微藻中形成商业化生产 [14-15]。因此，

基于微藻的深度脱氮除磷及耦合生物大分子研究

既具有环境效益，又具有经济效益。

笔者以普通小球藻（Chlorella vulgaris）、蛋白

核 小 球 藻 (Chlorella pyrenoidosa) 和 斜 生 栅 藻

（Scenedesmus obliquus）3 种典型微藻为代表，研究

不同氮源水平对微藻生长特性、脱氮除磷能力和生

物大分子累积的影响，旨在为基于藻类的污水深度

脱氮除磷耦合生物大分子生产技术提供理论支撑。

1　试验

1. 1　试验材料

小球藻属中的普通小球藻（Chlorella vulgaris）

和蛋白核小球藻 (Chlorella pyrenoidosa)、栅藻属中

的斜生栅藻（Scenedesmus obliquus）分别作为单细胞

绿藻、群体绿藻代表，购自中国科学院水生生物所

藻种库，能有效去除各种无机污染物并生产生物量

和油脂。在无菌条件下，将藻种转接到装有 600 
mL BG-11 培养基的 1 000 mL 锥形瓶中，封上封口

膜 [16-17]，于光照培养箱中培养，每天手动摇动 3 次。

光照培养箱条件设定为：温度（25±0. 1） ℃；光照:黑
暗=12 h:12 h；照度为 2 300 lx。培养约 30 d 后,离
心去掉上清液进行再次转接。新转接的藻液约 7 d
后进入对数生长期，7~30 d 均处于对数生长期。采

用人工配制的模拟污水为试验对象，在以无 N、P 的

50%BG-11 培养基的基础上添加 NaNO3、NH4Cl 和
K2HPO4配制而成。

1. 2　试验方案及测试方法

1. 2. 1　试验方案　根据藻液吸光度与藻细胞密度—
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吸光度标线，取一定量处于对数生长期的藻液离心

后弃去上清液，用超纯水清洗两次，然后悬浮至装

有 100 mL 人工培养液的 250 mL 锥形瓶中，使得各

藻种初始接种量为 1. 7×106 cfu/mL，于光照摇床培

养箱中培养 7 d，条件设定为：温度（25±0. 1） ℃，照度

2 300 lx，光暗时间比为 12 h:12 h，转速为 130 r/min。
二沉池出水的无机营养元素含量通常相对较

低（N:10~15 mg/L、P:0. 5~1 mg/L）[4]。因此，在研

究初始 N 浓度影响时，为避免磷限制的干扰，初始 P
元素浓度设置为 1. 3 mg/L，N 元素浓度由低到高依

次设置为 2、4、8、16、24 mg/L；在研究硝氮与氨氮初

始比例的影响时，初始 N 元素浓度设为 12 mg/L，初

始 P 元素浓度为 1. 3 mg/L，硝氮与氨氮的比例依次

设为 1：2、1：1、2：1；每组试验设置 3 组平行样。

1. 2. 2　细胞密度的测定　将一定浓度藻液稀释成

一系列吸光度为 0. 05~1 的梯度，采用血球计数板，

在显微镜下数出细胞个数之后，用分光光度计测定

藻液在 680 nm 处的吸光值 (OD680)。获得蛋白核小

球藻、普通小球藻和斜生栅藻的细胞密度与 OD680

之间的线性关系。

1. 2. 3　硝氮、氨氮和总磷 (TP)含量的测定　硝氮

含量的测定采用紫外分光光度法(HJ/T 346—2007)[18]；

氨氮含量测定采用纳氏试剂分光光度法（HJ/T 
535—2009）[19]；总磷含量的测定采用钼酸铵分光光

度计法 (GB 11893—89)[20]。利用式（1）计算硝氮、氨

氮和总磷(TP)的去除效率。

Ei=（S0-Si）×S0
-1×100% （1）

式中：Ei为去除效率，%；S0为氮磷的初始浓度，mg/
L；Si为氮磷的剩余浓度，mg/L。

1. 2. 4　叶绿素 a 含量的测定　叶绿素含量测定采

用热乙醇法 [21-22]。过滤一定体积（V 样）的藻液（根据

藻液叶绿素含量决定），将滤膜向内对折，放入 5 mL
的离心管，保存在-20 ℃的冰箱里，24 h 后取出样

品，立即加入 4 mL 左右 90% 的热乙醇（在 83 ℃水浴

锅中预热），水浴 2 min（83 ℃）。再将待萃取的样品

放到室温下避光处 ,萃取 4~6 h。萃取结束后，用

25 mm 的 0. 45 μm 玻璃纤维有机滤膜过滤萃取液并

定容至 10 mL。在分光光度计上以 90% 乙醇作为

参比液进行比色。先在 665 nm 波长下测消光率

E665，再在 750 nm 波长下测消光率 E750，然后在样品

比色皿中加 l 滴 1 mol/L 盐酸进行酸化，加盖摇匀，

1 min 后重新在 665 nm 波长下测消光率 A665，再在

750 nm 波长下测消光率 A750。

叶绿素含量根据式（2）计算

Chla=27.9V1×[（E665-E750）-（A665-A750）]×V 样
-1 

（2）
式中：Chla 为叶绿素 a 浓度，mg/L；V1为萃取液定容

的体积，mL；V 样为过滤水样的体积，mL。

1. 2. 5　傅里叶红外（FTIR）分析　采用傅里叶红

外光谱（FTIR）分析仪对藻细胞粉末中含有的官能

团进行识别、分析 [23]，评价生物大分子累积情况。具

体操作方法为 [24]：1）取初始藻细胞和反应第 7 天的

藻细胞，在 4 000 r/min 下离心 5 min，用去离子水洗

涤 2 次，60 ℃烘干并磨成粉末；2）将样品粉末与溴化

钾颗粒按比例共混研磨，二者混合均匀后制成压

片，即完成样品制备；3）波数范围设定为 4 000~
400 cm-1，将样品放入分析仪进行测定。

按照 Meng 等 [25]的方法进行峰值归因。脂类在

1 740 cm-1左右有特征吸收带，代表酯 C=O 的拉伸

带，约 3 000~2 800 cm-1的峰代表酰基链中的 C—H
伸缩振动。这两个区域的吸收强度与脂质含量有

关。在约 1 740 cm-1处不考虑进行脂质含量的定量

估计，因为该波段的强度并不会随着脂质含量的变

化而发生显著变化。波段在 3 000~2 800 cm-1左右

能很好地表征油脂含量的变化，从而用于定量测定

油脂含量。但这两个区域均可用于定性观察限养

栽培过程中脂质含量的变化。1 650 cm-1 (酰胺 I)和
1 540 cm-1 (酰胺Ⅱ)分别代表蛋白质 C=O 伸缩振

动和 N—H 弯曲振动，吸收强度对应蛋白质含量。

1 200~950 cm-1 的波段表征多糖的 C—O—C 振动

吸收，其吸收强度可用于定量总碳水化合物含量。

根据 Lambert-Beer 定律，吸光度 A 与吸光物质的浓

度 C 成正比，单个组分对特定吸收带的贡献是累加

的，因此，可以通过相对吸光度与相对浓度成正比

来计算相对组分变化。

1. 2. 6　透射电镜（TEM）分析　通过透射电镜观察

分析不同时期、不同初始浓度藻细胞形态变化。在第

1 d和第 7 d，取各因素低、高水平下的蛋白核小球藻，

在 4 000 r/min 下离心 5 min，并用 0. 1 mol/L PBS 溶

液（pH 值为 7. 0）洗涤两次后固定于 2. 5% 的戊二醛

电镜专用液中，放入 4 ℃冰箱冷藏。后续步骤依次为

后固定、脱水、渗透、包埋切片、观察和采集图像[26-28]。

2　试验结果与讨论

2. 1　氮源对微藻生长的影响

2. 1. 1　不同初始氨氮水平的影响　不同初始氨氮
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浓度对微藻生长的影响如图 1 所示，3 种微藻在不同

氨氮浓度下均能生长。在第 1~4 天，3 种微藻在各

氨氮浓度下均处于对数生长期，4 天后生长受到一

定的抑制。其中，初始氨氮浓度越高，后期生长抑

制越明显。由于藻类生长最适宜的 pH 值为中性范

围，在试验过程中，pH 值大幅降低，藻细胞的正常生

长受到抑制 [27]。分开来看，蛋白核小球藻的细胞增

长量略高于普通小球藻，明显高于斜生栅藻。邓祥

元等 [3]和章斐等 [29]分别发现蛋白核小球藻和椭圆小

球藻生长均优于斜生栅藻，说明小球藻脱氮除磷时

较栅藻生长更具优势。3 种微藻的生长差异可能与

其对氮、磷的吸收利用速率不同有关 [30]。刘燕 [27]发

现，小球藻的耐污能力强于斜生栅藻，说明 3 种微藻

的生长差异还和其耐污能力相关。

2. 1. 2　不同初始硝氮水平的影响　不同初始硝氮

浓度对微藻生长的影响如图 2所示，以硝氮为唯一氮

源时，3 种微藻在各浓度下均生长迅速，且生长速率

明显高于以氨氮为唯一氮源的情况（图 1）。随着硝

氮浓度的增加，藻细胞生长速率增大。第 1天藻细胞

处于延迟期，微藻生物量生长缓慢，这可能是因为微

藻细胞需要适应不同氮源的新培养基环境。同时，

由于开始时藻细胞浓度较低且缺乏自遮光，可能会

发生光抑制[31]。硝氮为中高浓度（≥8 mg/L）时，第

2~7 天藻细胞均处于对数生长期；硝氮为低浓度

（≤4 mg/L）时，第 1~5天藻细胞生长处于对数期，第

5~7 天低浓度硝氮组藻细胞生长进入稳定期。

2. 1. 3　不同氮源比例的影响　由图 3 可知，3 种微

藻在 3 种不同的硝氮与氨氮比例（总氮源浓度为 12 
mg/L）下均能生长，并且硝氮比例高的试验组比单

一氮源浓度为 16 mg/L 时生长速率更快（图 2）。

Zhu 等 [31]发现，在 3 种氮源（氨氮、硝氮和尿素）培养

基中培养的微藻比单一氮源培养基培养的微藻具

有更高的生物量增加量和生产力。随着硝氮所含

比例的增加，藻细胞数量增长变快。其中，普通小

球藻细胞数量增量略高于蛋白核小球藻，明显高于

斜生栅藻。由于不同氨氮浓度试验组在试验第 7 天

氨氮浓度高的藻细胞浓度反而小，将氨氮浓度为 8 
mg/L 的试验组藻细胞浓度与本节藻细胞浓度最低

的试验组（硝氮：氨氮=1：2）进行比较。由图 1 可

知，3 种微藻第 7 d 的藻细胞浓度分别为 898. 7×

（a） 普通小球藻 （b） 蛋白核小球藻 （c） 斜生栅藻

图 2　3种微藻在不同硝氮浓度下的生长规律

Fig. 2　Growth law of three kinds of microalgae  under different nitrate nitrogen concentrations

（a） 普通小球藻 （b） 蛋白核小球藻 （c） 斜生栅藻

图 1　3种微藻在不同氨氮浓度下的生长规律

Fig. 1　Growth law of three kinds of microalgae under different ammonia concentrations
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104、936. 1×104、474. 7×104 cfu/mL。由图 3 可知，

硝氮与氨氮比为 1：2 的试验组 3 种微藻第 7 d 的

藻 细 胞 浓 度 分 别 为 1 770. 1×104、1 602. 5×104、

1 065. 199×104 cfu/mL。而不同硝氮浓度试验组第

7 天藻细胞浓度随着硝氮浓度的增加而增大。因

此，将硝氮浓度为 16 mg/L 的试验组藻细胞浓度与

本节藻细胞浓度最高的试验组（硝氮：氨氮=2：1）
进行比较。由图 2 可知，3 种微藻第 7 天的藻细胞浓

度 分 别 为 2 046. 0×104、2 368. 5×104、1 535. 8×
104 cfu/mL。硝氮与氨氮比为 2：1 的试验组 3 种微

藻 第 7 天 的 藻 细 胞 浓 度 分 别 为 2 770. 6×104 、

2 558. 1×104 、1 710. 9×104 cfu/mL。因此，在不同

氮源条件下，不同藻种生长规律有所不同，藻细胞

浓度增量变化由高到低依次为混合氮源、硝氮、氨

氮，且小球藻细胞数量增量高于斜生栅藻。

2. 2　氮源对微藻脱氮除磷的影响

2. 2. 1　不同初始氨氮水平的影响　由图 4 可以看

出，7 d 内 3 种微藻在低浓度氨氮（≤8 mg/L）组对氨

氮去除效果较好，去除率≥88%（N/P≤6），而在中

高浓度氨氮组（≥16 mg/L）去除率较低,≤66%（N/
P≥12）。微藻细胞的元素组成可以为污水的最佳

营养配比提供依据，微藻经验式为 C106H263O110N16P

（a） 普通小球藻氨氮去除率的变化

（d） 普通小球藻 TP 去除率的变化

（b） 蛋白核小球藻氨氮去除率的变化

（e） 蛋白核小球藻 TP 去除率的变化

（c） 斜生栅藻氨氮去除率的变化

（f） 斜生栅藻 TP 去除率的变化

图 4　3种微藻在不同氨氮浓度下对 N、P的去除

Fig. 4　Removal of N and P by three kinds of microalgae at different concentrations of ammonia nitrogen

（a） 普通小球藻 （b） 蛋白核小球藻 （c） 斜生栅藻

图 3　3种微藻在不同初始氮源比下的生长规律

Fig. 3　Growth law of three kinds of microalgae under different initial nitrogen source ratios
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（N/P=7. 2：1），细胞的平均组成取决于菌株和生长

条件。Li 等 [4]报道了 N/P 对营养物去除有显著影

响，发现 Scenedesmus sp 的最佳 N/P 为 5：1~8：1。
随着培养天数的增加，藻细胞由生长延迟期进入对

数生长期再进入稳定期，对氨氮的去除速率也先增

大后减缓。3 种微藻对氨氮的去除效果差别不大，

普通小球藻略优于蛋白核小球藻，斜生栅藻对氨氮

的去除能力最弱。

在不同初始氨氮浓度下，7 d 内 3 种微藻对 TP
均有较高的去除率（≥80%）。3 种微藻相比，对 TP
的去除率由高到低依次为斜生栅藻＞蛋白核小球

藻＞普通小球藻。

2. 2. 2　不同初始硝氮水平的影响　由图 5 可知，当

硝氮初始浓度≤16 mg/L 时，3 种微藻都能将硝氮几

乎完全去除，且中高浓度硝氮下的去除速率持续增

大，与硝氮为唯一氮源时藻细胞 7 d 都处于对数生

长期相关。低浓度硝氮组在第 3 天就已经将硝氮完

全去除，但藻细胞还在继续增长，是由于藻细胞可

通过消耗自身含氮物质（如叶绿素等）继续维持自

身生命活动 [32-33]。由于叶绿素是一种富含氮的化合

物，每个分子含有 4 个氮原子。有研究认为,当培养

基中的氮耗尽时，细胞开始利用细胞内的含氮物质

来支持细胞物质的合成，以进行进一步的细胞分

裂。叶绿素似乎是最容易获得的细胞内氮源之一，

当外部氮库耗尽时，细胞开始利用它们 [33]。高浓度

硝氮组由于生长营养充足，藻细胞一直处于对数生

长期，初始硝氮浓度为 24 mg/L 的小球藻试验组氮

有剩余，说明硝氮浓度不能太高，不然难以达到较

好的脱氮效果。其中，斜生栅藻 7 d 内在各初始浓

度下都几乎将硝氮完全去除，对硝氮的去除速率排

序依次为：斜生栅藻＞蛋白核小球藻＞普通小球

藻。在不同初始硝氮浓度下，7 d 内 3 种微藻对 TP
均几乎完全去除。随着硝氮浓度的增加，微藻对

TP 的去除速率增大。其中，蛋白核小球藻对 TP 的

去除速率最快且最完全。硝氮含量较充足的试验

组（≥8 mg/L）中，随着反应的进行，TP 的去除速率

逐渐加快，这可能是因为硝酸盐消耗引起 pH 值升

高，微藻细胞对磷酸盐的生物同化和非生物沉淀相

结合，实现了磷酸盐的去除 [34]。N、P 耗尽后细胞的

生长（图 2）可能是由于藻细胞开始利用细胞组分中

之前吸收的 N、P[32]。

2. 2. 3　不同初始氮源比的影响　由图 6 可知，3 种

微藻均在第 1 d 对氨氮有较高的去除率，之后对硝

氮的去除速率增大，在第 6 天时，两种氮源均几乎完

（a） 普通小球藻硝氮去除率的变化

（d） 普通小球藻 TP 去除率的变化

（b） 蛋白核小球藻硝氮去除率的变化

（e） 蛋白核小球藻 TP 去除率的变化

（c） 斜生栅藻硝氮去除率的变化

（f） 斜生栅藻 TP 去除率的变化

图 5　3种微藻在不同硝氮浓度下对 N、P的去除

Fig. 5　Removal of N and P by three kinds of microalgae at different nitrate concentrations
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全去除。而在氨氮浓度为 8 mg/L 的单一氮源试验

组，3 种微藻需要 6~7 d 才能将氮去除（图 4），由此

可以推测，氨氮浓度为 12 mg/L 时脱氮速率不如混

合氮源。不同的氮源可诱导不同的氮同化方式，导

致培养过程中发生较大的理化变化 [35]。在氨氮与硝

氮浓度为 1：1 的试验组可以发现，3 种微藻对氨氮的

去除速率均高于硝氮，说明微藻优先利用氨氮为氮

源。两种小球藻在第 3 天可以将 TP 完全去除，斜生

栅藻在第 4 天可以将 TP 完全去除。不同的硝氮与

氨氮比例对 TP 的去除影响不大。因此，可以配置

相对高磷低氮的培养基。

综合考虑在不同氮源下 3 种藻细胞的生长情况

及其脱氮除磷效能，后续选择蛋白核小球藻为研究

对象，探究其污水深度脱氮除磷过程中生物大分子

物质变化与累积机制。

2. 3　蛋白核小球藻脱氮除磷过程中生物大分子累

积与细胞形态分析

2. 3. 1　不同氮源下蛋白核小球藻叶绿素 a 含量分

析　不同氮源条件下蛋白核小球藻叶绿素 a 含量的

变化如图 7 所示。由图 7 可知，不同氮源下藻细胞

叶绿素 a 含量均随时间逐渐升高。7 天后高浓度氨

氮组藻细胞叶绿素 a 含量约为 1. 0 mg/L，而高浓度

硝氮组约为 3. 5 mg/L，为前者的 3. 5 倍。7 天后低

浓度硝氮与氨氮组叶绿素 a 含量均约为 0. 5 mg/L。

氨氮组叶绿素 a含量变化与 3 种藻生长规律不一致，

可能是培养液中环境因素（排泄物、pH 值和含氮量

等）抑制了叶绿素合成 [36]，而硝氮组叶绿素含量则与

其生长状况一致。不同氮源比组藻细胞叶绿素含

量变化与其生长状况一致，硝氮所占比例越高，叶

绿素含量增长越快。氮是蛋白质和核酸合成所必

需的，也存在于叶绿素分子中 [37]。因此，可用氮源对

光合作用至关重要，污水深度处理过程中氮的缺乏

可能对藻类叶绿素的合成产生负面影响 [38]。

2. 3. 2　不同氮源下蛋白核小球藻红外光谱分析　

蛋白核小球藻胞内大分子物质相对含量变化如图

8、图 9 所示。蛋白核小球藻脱氮第 4 天和第 7 天红

外光谱分析图如图 10 所示。在低浓度硝氮条件下，

蛋白核小球藻深度脱氮除磷第 4 d 时，细胞内碳水

化合物较初始值有所增加，增幅为 10%~20%；其

他试验组细胞内碳水化合物含量均有所降低，降幅

（a） 普通小球藻 N 含量的变化

（d） 普通小球藻 TP 含量的变化

（b） 蛋白核小球藻 N 含量的变化

（e） 蛋白核小球藻 TP 含量的变化

（c） 斜生栅藻 N 含量的变化

（f ） 斜生栅藻 TP 含量的变化

图 6　3种微藻在不同氮源比下对 N、P的去除

Fig. 6　Removal of N and P by three kinds of microalgae at different nitrogen source ratios
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为 10%~25%。当第 7 天时，各条件下蛋白核小球

藻的碳水化合物含量较第 4 天均有所增加；在高浓

度氨氮和硝氮下，藻细胞内碳水化合物含量低于初

始值（分别下降 13% 和 15%），其余条件下较初始值

均有所增加。不同氮源比试验组第 4 天和第 7 天藻

细胞内碳水化合物含量较初始值均下降，第 4 天降

幅为 40%~50%，第 7 天降幅为 40%~60%。当硝

氮与氨氮比为 1：2 和 1：1 时，第 7 天较第 4 天碳水化

合物含量减少，比值为 2：1 时略有增加。

模拟污水深度处理第 4 天时，低浓度硝氮组藻

细胞内蛋白质含量较第 1 天减少，其余试验组较初

始值均有所增加。Yao 等 [39]发现，培养初期缺氮导

致细胞内淀粉积累量最高，蛋白质含量最低。硝氮

与氨氮比值越低，蛋白质含量增加量越高，最大为

28%；而第 4~7 天，各试验组蛋白质含量均有所减

少。第 4 天时，各试验组藻细胞脂质含量均大于等

于初始值，比值为 1：1 组脂质含量较初始值有所降

低。第 7 天时，脂质含量持续增长，其中低浓度硝氮

组增长最明显，增长了 1. 1 倍，比值为 1：1 组降幅达

到最大（25%）。

以上结果表明，缺氮导致蛋白质合成受阻，使

得光合作用中的固定碳更容易转向碳水化合物和

脂质，这与 Meng 等 [25]的结果一致。Metsoviti等 [30]发

现，随着培养基中氮浓度的增加，小球藻蛋白质含

（a） 氨氮

（b） 硝氮

（c） 不同比例的硝氮与氨氮

图 7　蛋白核小球藻在不同氮源下的叶绿素 a含量变化

Fig. 7　Chlorophyll-a content of Chlorella pyrenoidosa
under different nitrogen sources

（a） 碳水化合物

（b） 蛋白质

（c） 脂质

图 8　蛋白核小球藻在不同初始氮源浓度下的大分子物质

含量相对变化

Fig. 8　Changes of macromolecule relative contents of
Chlorella proteinosa under different initial nitrogen source 

concentrations
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量增加，而脂质含量降低。Widjaja 等 [40]也报道了随

着培养基中氮浓度的降低，C.  vulgaris 中的脂质积

累增加。综上所述，在不同初始氮源水平下,微藻

特定生理状态、细胞成分之间发生了相对变化。

2. 3. 3　不同氮源下蛋白核小球藻细胞形态分析　  
      在不同初始氮源水平下，蛋白核小球藻对模拟

污水进行深度脱氮除磷第 7 天时的透射电镜图如图

11 所示（图中 CW 为细胞壁；CH1 为叶绿素；S 为淀

粉粒；Py 为蛋白核；L 为脂滴；Thy 为类囊）。从图

11（a）可以看出，初始接种的高度分裂的微藻细胞结

构完整，杯状色素体中含有一个蛋白核，叶绿体中

充满淀粉颗粒，只有少量脂滴，且藻细胞表面有一

些透明质酸纤维 [38]。

在脱氮除磷至第 7 天时，初始硝氮浓度为 4 mg/
L 的试验组细胞中出现大脂体，淀粉颗粒大大减少，

细胞壁增厚，但细胞结构完整（图 11（b） 1-A,1-B）。

由于初始氮源浓度低，2 d 后氮源消耗殆尽，后期藻

细胞生长受到氮限制。虽然淀粉是大多数绿藻的

主要储藏物质，但在营养缺乏的情况下，微藻能够

将光合作用的碳通量重新定向到脂质生物合成途

径，从而导致脂质在细胞胁迫下积累成为碳和能量

储备 [42-43]。Přibyl 等 [44]观察到，微藻细胞内淀粉消失

的同时脂肪积累，且在营养限制条件下微藻优先利

用淀粉而不是脂质。Li 等 [39]、Ratomski 等 [45]发现，

Pseudochlorococcum sp. 中淀粉转化为中性脂质。

蛋白核小球藻利用淀粉和油脂作为储能物质，但因

生长条件和阶段的不同而有所不同 [46]。

在氮、磷含量充足的试验组（图 11（b）2-A、图 11
（d）5-A、7-A）中，蛋白核小球藻细胞结构完整且叶

绿体含量丰富，主要储能物质含量和初始接种藻细

胞类似。因营养缺失，图 11（c）3-B 中部分藻细胞消

耗自身物质，呈现出空壳状态，图 11（c）3-A 中细胞

外透明质酸纤维也显著减少。缺氮试验组细胞超

微结构的改变可能是由于细胞消耗细胞壁上氨基

糖作为氮源，并使得生长期延长 [47]。在缺氮条件下，

微藻细胞可能重新吸收含有 N-乙酰氨基葡萄糖的

细胞结构层作为氮源，并表现为含有 N-乙酰氨基葡

萄糖的透明质酸纤维减少 [41]。图 11（c）3-B、4-B 和

（a） 碳水化合物 （b） 蛋白质 （c） 脂质

图 9　蛋白核小球藻在不同氮源比例下的大分子物质含量相对变化

Fig. 9　Changes of macromolecule relative contents in Chlorella proteinosa under different nitrogen source ratios

（a） 不同初始 N 浓度下的红外谱图

（b） 不同初始氮源比下的红外谱图

图 10　蛋白核小球藻脱氮第 4天和第 7天红外光谱图

Fig. 10　Infrared spectrum of Chlorella
pyrenoidosa on the fourth and seventh day of

nitrogen removal
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图 11（d）6-B 中，部分细胞中均出现空壳且变形，可

能是蛋白核小球藻利用氨氮为氮源，使得体系 pH
值降低到极低值，破坏了部分细胞器，抑制了细胞

正常生长，甚至导致死亡。

以上结果表明，随着培养基中氮的消耗，蛋白

核小球藻细胞内蛋白质和叶绿素含量会增加。而

在氮消耗完之后，细胞会消耗内源氮源，同时储存

能量以抵抗外界不利条件，从而维持自身生命活

动。生物大分子水平呈现的结果就是蛋白质、叶绿

素等含氮物质的减少和脂质、碳水化合物等储能物

质的增加。

3　结论

1）以硝氮为唯一氮源时，藻细胞增长量明显高

于以氨氮为唯一氮源的情况，最终藻细胞浓度为前

者浓度的 2 倍。在不同初始氮源比例下，随着硝氮

所占比例增大，藻细胞生长速率增大。7 d 内 3 种微

藻对硝氮的去除更完全，只在低浓度氮源（≤8 mg/
L）组对氮去除效果较好。故选用硝氮为唯一氮源，

浓度选为 8~16 mg/L，设定为 12 mg/L。

2）不同藻种在不同氮源条件下生长规律有所

不同，且小球藻细胞数量增长量高于斜生栅藻。不

同初始硝氮浓度下，3 种微藻对硝氮的去除速率为：

斜生栅藻＞蛋白核小球藻＞普通小球藻，其中蛋白

核小球藻对 TP 的去除最快、最完全。因此，蛋白核

小球藻脱氮除磷性能最稳定。

3）与氨氮作为氮源相比，硝氮为唯一氮源时，7 d
后各藻细胞叶绿素含量明显更高，为前者的 2~4
倍，低浓度氮源组叶绿素含量低。不同初始氮源比

下，3 种藻细胞叶绿素含量变化与其生长状况一致，

硝氮所占比例越高，叶绿素含量增长越快。

4）傅里叶红外光谱和透射电镜分析表明，微藻

通过调节细胞内大分子物质来适应不同的生存环

境。氮源含量充足时，藻细胞内蛋白质和叶绿素含

量增加，在营养受限制的条件下会消耗自身物质以

满足生命活动的需要。氮限制条件会引起细胞内

脂质积累。
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