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大型海藻无性系微球体构建和反应器培养研究 
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摘要: 利用大型海藻细胞的全能性获得了蜈蚣藻(Grateloupia filicina)、多管藻(Polysiphonia urceolata)

和孔石莼(Ulva pertusa Kjellm)的无性系材料, 在此基础上分别构建了绒球状微球体、网状微球体和簇

生状微球体 3 种微球体形式, 这种微球体形式适合于大型海藻的生物反应器高密度培养。簇生状的孔

石莼微球体在 10 L 藻类生物反应器中的培养密度达 5.81 g/L 鲜质量, 最高生长速度达到 0.36 g/L/d 鲜

质量, 最大比生长速率为 0.103/d。藻类生物反应器高密度培养海藻无性系可用于海藻育苗、水产养殖

水处理以及天然活性物质生产等。 
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大型海藻生物反应器培养技术在海藻育种、育

苗、天然产物和饲料生产以及水处理等方面有广泛

的应用价值, 是藻类生物技术实现产业化的关键下
游技术[1]。由于在藻体形态构建和生物反应器选型方

面都存在一定的问题, 所以大型海藻反应工程研究
落后于微藻方面的研究和应用。 

中国已经建立了大规模的海带、紫菜等海藻的

育苗和养殖产业[2]。在此基础上, 紫菜丝状体(孢子体)
悬浮培养技术已用于良种扩繁和育苗[3-4], 海带、裙
带菜丝状配子体悬浮培养已用于良种扩繁, 但采用
高效生物反应器进行培养仅处于初步试验阶段[5]。在

国际上 , 多数使用陆基水槽培养大型海藻叶状体 , 
试用于海藻生产或水处理等[6-7], 生物反应器选型和
高效培养的研究较少。 

大型海藻具有比高等植物更强的细胞全能性 , 
可以在无外加激素的条件下 , 从各种外植体获得
可扩繁的无性系 , 再通过无性系再生获得叶状体 , 
成为一种新的育苗方法 , 取代传统的以孢子为起
点的育苗技术 [8-9]。在本项研究中 , 以从切段、次
生 假 根 等 外 植 体 获 得 的 蜈 蚣 藻 (Grateloupia 
filicina)、多管藻(Polysiphonia urceolata)和孔石莼
(Ulva pertusa Kjellm)无性系为起始材料 , 进一步
构建停留在一定发育阶段的微球体 , 用气升式光
生物反应器实现高密度培养 , 构建了具有多种用
途反应工程模块。  

1  材料与方法 

1.1  材料 
3种海藻均采自青岛太平角潮间带, 在单藻培养

条件下获得无性系, 在实验室条件下长期保存。蜈蚣
藻是由果孢子萌发获得的丝状体, 多管藻是从藻体
切段获得的可以在室内长年生长的藻体, 孔石莼是
从叶状体切块再生获得的无性系, 其次生假根可大
量再生新的藻体[10]。  

将无性系藻体切成 1~5 mm 长的藻段, 于加 PES
培养基[11]的海水中通气培养, 获得小球状藻落, 用于
实验。培养温度约 15℃, 光照强度 30~40 μE/(m2⋅s), 光
暗周期为 12 h: 12 h。培养液不加生长素和细胞分裂素。 

1.2  培养 
采用外照光、内导流气升式生物反应器培养海

藻无性系。2种反应器的体积分别为 2 L和 10 L。2 L
反应器用于海藻微球体构建和扩培。 

实验用的 10 L反应器用有机玻璃制成, 包括具
有环形支架的底座和加内导流筒的反应器(图 1)。4
支直径 25 cm, 32 W环形荧光灯置于环形支架上作为
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光源; 用时间控制器自动控制照光和通气时间。反应
器主要技术参数如下: 高径比 2.78, 光径 9 cm, 受光
面积(A)0.251 m2, 容积 12.5 L, 装料体积(V)10.1 L, 
A/V 为 23.68/m, 上升区与下降区体积之比为 0.41。
反应器表面入射光强可调, 为 66~112 μE/(m2 s)。通
气量为 0.3 m3/h, 设空气过滤器。 

 

图 1  气升式藻类生物反应器(10 L) 
Fig. 1  Airlift photobioreactor (10 L) for algae culture 

 
培养液为海水加 PES 培养基[11]。用化学灭菌法

对反应器和培养液同时灭菌, 24 h后接种培养。光暗
周期为 12 h: 12 h, 24 h连续通气培养。每天定时测量
DO、pH和温度。 

1.3  生物量的测定 
培养成球状的藻体经抽滤, 再用消毒海水冲洗 3

遍, 继续抽滤 3~5 min。将藻体转移到另一干燥滤纸上, 
进一步吸干藻体表面水分, 用电子天平称鲜质量。 

比生长速率按下式计算:  
μ= (ln Xt2 – ln X t1)/(t2 − t1) 

其中, μ为比生长速率, Xt2、Xt1分别为 t2和 t1时的生

物量。 

1.4  其他 
培养液的 pH、温度用上海雷磁仪器厂的 pHS-3B

型精密 pH计测量。培养液的溶解氧量(DO)用上海雷

磁仪器厂的 JPB-607 型溶氧仪测量。光强用北师大
光电仪器厂的 FGH-1型光合有效辐射计测量。 

2  结果 

2.1  海藻无性系的构建 
蜈蚣藻是同型世代交替。生殖细胞附着后先形

成盘状体, 再长成直立株, 生活史中无丝状体阶段。
但是, 通过培养可以从孢子、盘状体和直立株外植体
获得丝状体[9,12]。这种丝状体的阶段可以再生, 扩繁
成单列细胞组成的丝状体无性系(图 2-1)。在静止培
养时, 切断再生顶端细胞, 附着后在 7 d以后开始形
成盘状体, 丝状体不再伸长, 盘状体继续长大, 最后
长出直立株, 进入正常的生活史循环。 

多管藻也是同型世代交替。在自然界, 多管藻在
冬季生长旺盛, 夏季消失, 其度夏机制并不清楚。但
是, 如在生长期将藻体切段, 可以再生为植株, 并可
在室温条件下度夏[10]。这种藻体可以通过切段扩繁

为长期保存的无性系。无性系藻体虽然也是由多列

细胞组成 , 具有中轴细胞和围轴细胞等结构特征 , 
但是没有野生藻体那样的分枝结构。虽然藻体表面

的有些围轴细胞会转化为分生细胞, 长出无规则分
枝, 但总体上呈丝状形态, 长度可达 5 cm 以上。此
外, 还从围轴细胞长出许多无色、透明的毛丝体(图
2-2)。藻体切段具有极性。一端再生为顶端细胞, 另
一端产生丝状假根。这些毛丝体和丝状假根一旦同

培养器皿的固体表面接触, 就会迅速以二叉分枝的
方式形成固着器, 成为独立的完整藻体。 

将孔石莼的叶状体切割成小块可以诱导获得无

性系[8]。在静止培养条件下, 假根附着在基质上, 从
次生假根不断长出新的丝状藻体 , 覆盖瓶壁 , 形成
藻垫。将其取出, 剪碎成 1~2 mm左右片段, 又能从
次生假根生出新的藻体 , 实现无性系扩增 , 重新长
成藻垫(图 2-3)。 

2.2  海藻微球体的构建 
蜈蚣藻、多管藻和孔石莼的无性系在静止培养

时都形成固着器 , 长成附壁的个体 , 所以并不适于
反应器高密度培养。为此, 将这些海藻的无性系切段
置于 2 L气升式反应器中进行通气、照光培养。在微
重力和向光性的双重作用下, 海藻切段经过再生和
扩繁 , 形成适于反应器培养的球状藻落 , 我们称其
为微球体(microsphere)。 

蜈蚣藻由单列细胞丝状体构成绒球状藻落。丝
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状体呈辐射状向外生长, 在悬浮培养条件下不形成 盘状体, 继续以丝状体形态扩繁(图 3-1,3-2)。 

 

图 2  3种海藻的丝状体无性系 
Fig. 2  Filaments of three macroalgae 

2-1.蜈蚣藻; 2-2.多管藻; 2-3.孔石莼 
2-1. Grateloupia filicina; 2-2. Polysiphonia urceolata; 2-3. Ulva pertusa 

 

 

图 3  3种不同类型的海藻微球体 
Fig. 3  Three types of algal microspheres 

3-1,3-2: 绒球状微球体; 3-3,3-4: 网状微球体; 3-5,3-6: 簇生状微
球体 
3-1,3-2. flossy microspheres; 3-3, 3-4. netty microspheres ; 3-5, 3-6. 
fascicular microspheres  
 

多管藻无性系形成的微球体由多列细胞的假膜

体构成。线状假膜体分枝交织成网状。藻体上虽然

也长毛丝体 , 但在悬浮培养条件下失去附着机会 , 
因此不形成固着器 , 成为可悬浮的微球体 (图 3-3, 
3-4)。 

孔石莼无性系的次生假根细胞具有全能性, 可
以再生新的藻体, 在悬浮培养条件下形成球状藻落。
这种由次生假根再生的藻体最初是由单列细胞组成

的丝状体 , 以后长成多列细胞的丝状体 , 少数可以

长成二层细胞的小叶状体。由于次生假根位于微球

体中央 , 藻体向外生长 , 在悬浮培养时假根无法附
着, 始终保持球状生长(图 3-5, 3-6)。 

根据其形态特点, 将蜈蚣藻的微球体称为绒球
状微球体 , 多管藻为网状微球体 , 孔石莼为簇生状
微球体。由于都具有再生能力, 可以将这些微球体剪
碎培养, 大量扩增为新的微球体。 

2.3  海藻微球体的生物反应器培养 
在内导流气升式反应器中, 向中央导流筒中的

通气管通空气 , 在导流筒中形成带气泡的上升流 , 
海藻微球体被水流从反应器底部带入导流筒, 上升
至顶部后再从导流筒回到外部由反应器主体和导流

筒间的环带中, 在湍流条件下沉降, 同时接受光照, 
充分吸收 CO2 和营养盐, 然后再从底部进入中央导
流筒。如此循环往复, 快速生长, 实现高密度培养。
中央导流筒中通入空气可以同时向培养液中补充

CO2, 同时培养液没有出现 O2 过饱和, 不会抑制海
藻的光合作用。  

首先用体积为 2 L 的气升式反应器培养孔石莼
无性系切段, 长成微球体, 鲜质量为 6.8 g。用消毒海
水冲洗后将微球体置于 10 L反应器中通气培养, 起
始密度为 0.68 g/L鲜质量, 初始温度 21 , pH7.72℃ 。

在室温条件下, 培养过程中温度和 pH 均有所上升, 
最高温度为 26 ℃。每 5 d测藻体鲜质量, 同时以新
鲜培养液更换 1/10的培养液, pH保持在 9以下。培
养 25 d后, 藻体生物量达到 3.04 g/L鲜质量, 为起始
值的 4.5倍。平均生长速率为 0.094 g/(L⋅d)鲜质量, 在
第 10 天达到最大比生长速率, 为 0.092/d。孔石莼微
球体的生长曲线和比生长速率变化见图 4。由图 4可
见, 在 10 L反应器表面入射光强为 112 μE/(m2·s), 光
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周期 10: 14 LD, 24 h连续通气、通气量为 0.3 m3/h
的培养条件下, 孔石莼微球体在 25 d 内保持近似线
性生长。 

 

图 4  孔石莼在 10 L藻类生物反应器中的生长曲线 
Fig. 4  Growth curve for Ulva pertusa cultivated in 10 L 

airlift photobioreactor 
 
在相同的培养条件下, 改变孔石莼微球体的接

种密度, 获得生长速率、比生长速率与接种密度的关
系(表 1)。结果表明当初始接种密度为 1.40 g/L鲜质
量时, 用 10 L反应器培养孔石莼微球体可获得最大
生物量, 密度达到 5.81 g/L鲜质量的密度, 最高生长
速度达到 0.36 g/L/d 鲜质量 , 最大比生长速率为
0.103/d, 经过 16 d培养, 10 L反应器中的总生物量已
由 14.0 g鲜质量增加到 58.1 g鲜质量, 达 4.15倍。 

3  讨论 
传统的大型海藻育苗都是以孢子为起始材料。

如果利用海藻比高等植物更强的细胞全能性, 就可
以利用各种外植体 , 从营养体构建无性系 , 通过简
单的切段, 在不加激素的条件下大量扩繁、并形成新
的植株, 用于育种和育苗。继悬浮培养的紫菜丝状
体、海带和裙带菜等的丝状配子体之后, 作者用 3种
海藻通过不同途径获得无性系, 再次证明了这种可
能性。据报导, 一些具盘状体的红藻的切段也会产生
可扩繁的丝状体, 同样可以建立无性系[13]。 

 
表 1  接种密度对孔石莼微球体光生物反应器培养的影响 
Tab. 1  Effect of inoculation biomass density on growth rate for the microsphere of Ulva pertusa cultivated in airlift 

photobioreactor 
接种密度 

(g/L) 
平均生长速度 

(g/(L⋅d)) 
平均比生长速率(d−1) 最大生长速度 

(g/(L⋅d)) 
最大比生长速率(d−1)

0.68 0.094 0.060 0.108 0.092 
1.40 0.276 0.089 0.355 0.103 
2.35 0.106 0.037 0.150 0.058 
5.71 0.106 0.016 0.182 0.028 

注: 表中质量数值均以鲜质量计 

 

为了大规模培养海藻无性系, 需要构建生物反
应器。Rorrer 等[14]用不同类型的生物反应器对 4 种
海藻的小球状藻落进行培养, 认为气升式反应器是
最合适的类型。但是, 常用于微生物培养的这类反应
器结构复杂, 不适应于长时间无人值守运转。我们已
将通气管改由顶部插入内导流筒, 不会发生氧气过
饱和 , 省略了止逆阀和脱氧装置 , 只需用时间控制
器对通气和光照时间进行控制, 反应器就可以在无
人值守下长期自动运作。气升式反应器可以充分利

用空间 , 减少占地面积 , 在较小的恒温室内进行集
约化控温培养。气升式反应器易于放大, 作者已将反
应器放大到 100 L, 可以用于规模化培养。 

海藻无性系切段在通气培养条件下形成微球体, 
由于失去附着生长的条件, 所以停留在这一发育阶
段, 不断扩繁和生长, 长期不进入生活史循环。因此, 

高密度培养海藻无性系的气升式反应器又可作为一

种反应工程模块, 用于构建水产养殖的水处理系统
或生产饵料用海藻, 如孔石莼用于鲍鱼室内养殖。此
外, 也可用于海藻天然产物生产。例如多管藻无性系
常年高密度培养技术的建立为试剂级藻胆蛋白的生

产创造了条件。中国学者已对多管藻的各种藻胆蛋

白作过晶体结构解析 [15], 而且已经证明其所含的三
峰型 R 藻红蛋白具有良好的稳定性和荧光特性, 比
国际市场上的双峰型 R藻红蛋白的性能更为优良。 
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Abstract: Three macroalgal clones of Grateloupia filicina, Polysiphonia urceolata and Ulva pertusa, respectively, 
were obtained by the totipotency of marine algae. From them, three types of algal microspheres suitable for cultiva-
tion in a 10-L airlift photobioreactor were developed, which were flossy, netty and fascicular, respectively. The 
tufted microspheres of U. pertusa were cultivated in the photobioreactor to the biomass density of 5.81 g/L FW L, 
with the maximum growth rate of 0.36 g/(L⋅d)FW and specific growth rate of 0.103 d−1. The technology of 
high-density culture of macroalgae in photobioreactor will have wide applications, including seeding, mass cultiva-
tion, integrate-aquaculture, and manufacture of bioactive products. 
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