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摘要: 为明确各环境因子对盐生杜氏藻生长的影响是否存在交互作用及其影响的程度, 采用 3 因素 2 水

平正交试验方法, 以 7 天批次培养获得的比生长速率为评价指标, 研究了盐度(A)、光照强度(B)、温度

(C)及两因素交互作用 A×B、A×C、B×C 对细胞增殖速率的影响, 并测定了各条件下光合放氧速率、呼

吸耗氧速率、叶绿素荧光及色素含量等以阐释作用机制。结果表明: 温度是影响藻细胞增殖的最显著

因素, 其次是盐度与光照, 交互作用 B×C、A×C 对绿色盐藻细胞生长有一定作用, 但影响程度不如单一

因子。确定利于盐藻细胞增殖的最优条件为: 温度 30 ℃、盐度 110、光照强度 120 μmol·m–2·s–1, 而利

于类胡萝卜素积累的条件则需将盐度提升至 160。温度、光照通过影响光合放氧速率, 而盐度通过影响

呼吸耗氧速率调控藻细胞生长。 
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盐生杜氏藻(Dunaliella salina)是广盐性单细胞

真核绿藻, 特定条件下能大量积累 β-胡萝卜素, 是

目前天然 β-胡萝卜素的主要来源[1]。盐藻还含有丰富

的蛋白质, 是海参等水产动物的优质饵料[2], 且其甘

油含量最高能达到干重的 50%, 具有生产甘油的应

用潜力[3]。目前, 澳大利亚、以色列、中国等均已经

实现该藻的规模化生产[4]。 

盐度、光照和温度是影响盐藻生长的主要非生物

环境因子[5-6]。目前, 各因素单独作用时盐藻细胞的生

长响应已相对明确: 水温 25~30 ℃时盐藻生长最好, 

细胞最适光强约 100~120 μmol·m–2·s–1[7-8]; 盐度范围

因藻株不同而存在差异, 但普遍在盐度高于 100 时生

长较好[9-11]。我们利用盐生杜氏藻(IOCAS 879ss)的实

验结果也表明该藻生长的适宜盐度为 110~120[12]。然

而, 实际生产中盐生杜氏藻生长受多个物理化学因素

共同作用, 特别是开放池养殖模式下, 自然强光、高

温以及因水分大量蒸发导致的盐度剧升等条件共同

影响藻细胞增殖。国内外学者也开始认识到多因素共

同作用的问题, 研究重点开始由单一的环境因子影响

机制向多因素的共同或交互作用规律转移 [6, 13]。

Bonnefond 等[6]发现, 光照和温度同步波动比光照波

动而温度恒定条件下的净固碳速率提升 25%, 光照下

升高温度对微藻光合固碳具有明显的正向协同作用。

刘真等[13]发现高盐和强光均可提高盐藻 β-胡萝卜素

含量, 而高光高盐联合作用明显要强于单独作用。但

是, 影响盐藻生长的各因素中, 其影响程度如何排序, 

各因素间是否存在交互作用, 交互作用以及背后蕴含

的科学规律, 这些问题尚不清楚。本研究针对以上问

题, 围绕多因素共同作用开展盐藻生长响应研究。 

本研究以盐生杜氏藻(IOCAS 879ss)为研究对象, 

通过正交试验方法考察盐度、光照以及温度之间的交互

作用对盐藻生长的影响, 并通过活体叶绿素荧光等方法

挖掘各单因素或两因素交互作用的光合生理机制。 

1  材料与方法 

1.1  藻种培养 

盐生杜氏藻 (Dunaliella salina IOCAS 879ss), 
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由中国科学院海洋研究所藻类与藻类生物技术实

验室保存。以改良版 Johnson’s 培养基[14]培养藻细

胞, 通过向培养基中添加 NaCl 调节盐度。所有藻悬

液均在光强为 50 μmol·m–2·s–1、温度为(25±1)℃连续

预培养 4 d, 每天随机调换三角瓶的位置并定时充

分摇动 3 次。 

1.2  正交试验设计 

以盐度、光照强度和温度 3 个环境因子为考察

因素, 选择正交表 L8 (2
7), 设计有交互作用的 3 因素

2 水平正交试验(表 1), 表头设计见表 2。按照表 2 模

拟试验条件, 将预培养 4 d 至指数生长期的藻种接入

已灭菌并冷却的不同盐度培养基中, 分别将藻液培

养在 100 mL 三角瓶中, 每瓶加入 50 mL 上述藻液, 

初始接种密度分别为 6.75×104 cell·mL–1(培养基盐度

110)和 1.725×105 cell·mL–1(培养基盐度 160)。在人工

培养箱中连续培养 7 d, 光暗比为 14 h︰10 h。 

 
表 1  因素水平表 
Tab. 1  Factors and levels of the orthogonal test 

因素 
水

平 
A 

盐度 
B 

光照强度/(μmol·m–2·s–1) 
C 

温度/℃ 

1 110 50 20 

2 160 120 30 

 
表 2  L8 (2

7) 表头设计 
Tab. 2  Design of the L8 (2

7) orthogonal test 

列号 1 2 3 4 5 6 

因素 A B A×B C A×C B×C

 

1.3  评价指标 

以比生长速率(μ)为评价指标, 对试验结果进行

直观分析和方差分析, 确定有显著影响的因子以及有

交互作用的试验条件。比生长速率(μ)按下式计算[15]:  

   1 0

1 0

ln ln
,

x x

t t





            (1) 

式中, x0 和 x1 分别表示第 0 天的(t0)和第 7 天(t1)的藻

细胞密度(单位: cells·mL–1)。 

1.4  色素含量测定 

取 5 mL 藻悬液于 10 mL 离心管中, 2 770 g (g= 

9.8 m/s2)离心 5 min, 弃去上清液, 向湿样中加入 5 mL 

95%乙醇, 旋涡混合后放置在黑暗处 4 ℃过夜, 浸泡

至藻体为白色, 2 770 g 离心 5 min, 用紫外-可见光分

光光度计测定液相在 665 nm(A665nm)、649 nm(A649nm)和

470 nm(A470nm)处吸光度值, 按下式计算色素含量[16]:  

Ca = 13.95A665nm – 6.88A649nm,        (2) 

Cb = 24.96A649nm – 7.32A665nm,           (3) 

Ccarot = (1 000A470nm – 2.05Ca – 114.8Cb)/245,(4) 

式中, Ca、Cb 和 Ccarot 分别表示叶绿素 a、叶绿素 b

和类胡萝卜素质量浓度(单位 mg·L–1)。 

1.5  藻细胞呼吸耗氧速率和光合放氧速率

测定 

取 2 mL 藻液 , 加入 Chlorolab-2 型液相氧电极

(Hansatech, 英国)反应室内 , 对各试验组藻细胞进

行耗氧 /放氧速率测定 , 并计算其光合和呼吸作用

速率 [17]: 测定时 , 打开磁力转子后首先测定暗处

理 10 min 内氧气的平均消耗速率 , 以单个藻细胞

产生的氧气量(μmol)进行换算 , 即为单个藻细胞的

呼吸耗氧速率(μmol·min–1)。打开光源 , 在培养光强

下照射藻细胞 , 测定 10 min 内氧气平均释放速率 , 

计算单个藻细胞产生的氧气量(μmol), 即为单个藻

细胞的净光合放氧速率 (μmol·min–1)。每个处理组

重复 3 次。测定时通过水浴控温保证测定温度与试

验温度一致 [18]。  

1.6  叶绿素荧光参数测定 

实际光化学效率 (PSII)、最大光化学效率 (Fv/ 

Fm)、最大天线转换效率(Fv′/Fm′)、反应中心的开放

程度(qp)及初始荧光产量(Fo)使用 FMS-2 脉冲调制

荧光计(Hansatech, 英国)结合修正后的适配器进行

测定[19-20]。测定前将样品置于暗处适应 15 min, 测定

光强同培养光强 , 各参数可在荧光仪上直接读出 , 

每个处理组重复 4 次。  

1.7  数据处理 

所有试验结果均进行 3~6 次重复, 使用 Origin 

2018软件作图, 所有数据均用 Minitab 18.0 进行方差

分析, 用方差分析中 Games-Howell(方差非齐性)或

Tukey(方差齐性)检验方法对组间数据进行显著性差

异检验(P<0.05)。 

2  主要结果 

2.1  正交试验条件对盐藻细胞比生长速率

的影响 

表 3 和表 4 为盐藻藻细胞生长的正交试验结果。

极差分析和方差分析发现, 温度(C)和盐度(A)对比生
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长速率的影响最明显, 而光照强度(B)的影响相对较

小。其次是盐度和温度交互作用 A×C、光强和温度

交互作用 B×C, 最后是盐度和光照交互作用 A×B。盐

藻绿色细胞生长最好的环境因子组合为 C2A1B2, 即

温度 30 ℃、盐度 110、光照强度为 120 μmol·m–2·s–1。

因 A×C和 B×C 对绿色藻细胞生长有一定的影响, 进

一步对二者分析发现(图 1), A1 与 C2、B2 与 C2 配合

时 , 盐藻绿色细胞比生长速率最大 , 与极差分析结

果一致(C2A1B2, 即温度 30 ℃、盐度 110、光照强度

为 120 μmol·m–2·s–1)。 

 
表 3  正交试验设计与结果 
Tab. 3  Results of the orthogonal experimental design 

编号 A B A×B C A×C B×C D* 比生长速率/d–1 

1 1 1 1 1 1 1 1 0.17 

2 1 1 1 2 2 2 2 0.31 

3 1 2 2 1 1 2 2 0.19 

4 1 2 2 2 2 1 1 0.36 

5 2 1 2 1 2 1 2 0.10 

6 2 1 2 2 1 2 1 0.17 

7 2 2 1 1 2 2 1 0.11 

8 2 2 1 2 1 1 2 0.23 

K1 0.26 0.19 0.20 0.14 0.19 0.22   

K2 0.15 0.22 0.21 0.27 0.22 0.19   

R 0.10 0.03 0.01 0.13 0.03 0.03   

因素主次 C > A > B > A×C > B×C > A×B   

优方案 C2A1B2   

注: *表示 D 列为空白列[21], K1 表示各因素在水平 1 处理条件下的平均值, K2 表示各因素在水平 2 处理条件下的平均值, R 表示各因素的极差。 

 
表 4  正交试验结果方差分析 
Tab. 4  ANOVA analysis of orthogonal experimental results 

变异来源 自由度 离差平方和 均方 F P F0.05 F0.01 F0.1 

盐度(A) 1 0.021 656 0.021 656 549.71** 0.002 161 405 39.1 

光照强度(B) 1 0.002 601 0.002 601 66.02*- 0.015 161 405 39.1 

A×B 1 0.000 042 0.000 042 1.13 0.480 161 405 39.1 

温度(C) 1 0.031 425 0.031 425 797.68** 0.001 161 405 39.1 

A×C 1 0.001 882 0.001 882 47.77*- 0.020 161 405 39.1 

B×C 1 0.000 822 0.000 822 20.86 0.045 161 405 39.1 

误差 2 0.000 079 0.000 039      

总变异 7 0.058 464       

注: 若 F > F0.1, 则 P < 0.1, 说明处理间有一定差异, 在 F 值右上方标记*-, 若 F > F0.01, 则 P < 0.01, 说明处理间差异极显著, 在 F 值右上

方标记**。 

 

2.2  盐度、光强和温度对细胞色素含量的

影响 
不同盐度处理下绿色盐藻细胞中色素含量的

变化如图 2(a)所示。盐度增加 , 叶绿素含量和类

胡萝卜素含量均显著增加 (P<0.05)。光照强度由

50 μmol·m–2·s–1 升至 120 μmol·m–2·s–1, 叶绿素 a、

叶绿素 b 含量均显著降低。与 20 ℃相比 , 30 ℃下

藻细胞内叶绿素 a 和类胡萝卜素含量变化差异均

不显著(P>0.05), 但单位细胞内叶绿素 b 的含量随

温度的增加显著增加 (P<0.05), Ca/Cb 比值结果由

4.96 下降至 3.67, 意味着温度上升后 , 细胞光利用

能力提高 [22]。  
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图 1  交互作用因素二元图 

Fig. 1  Binary diagram of interaction factors 

 

2.3  盐度、光强和温度对光合放氧及呼吸

耗氧速率的影响 

图 3 列出了藻细胞在各因素水平下的呼吸耗氧

速率和光合放氧速率变化。可见, 盐藻光合作用过

程受光照强度和温度变化影响显著, 而受盐度影响

轻微 ; 但呼吸作用受盐度影响较大 , 受另外两因素

影响较小。因此, 强光下净光合放氧速率降低应归

因于光合作用速率的下降; 而高温下因提高了光合

作用速率 , 使得净光合放氧速率升高。相应地 , 高

盐度下出现净放氧速率上升, 主要原因是呼吸速率

下降。 

2.4  盐度、光强和温度对叶绿素荧光参数

的影响 

Fv/Fm, Fv′/Fm′和 ΦPSII 分别表示 PSII 反应中心最

大光能转换效率, 最大天线转换效率和实际光化学

效率, 反映了不同条件下盐藻细胞的光合生理活性。

qp 是光化学淬灭系数, 表示 PSII 开放的反应中心所 

 

图 2  不同盐度(110、160)、光照强度(50、120 μmol·m–2·s–1) 

和温度(20 ℃、30 )℃ 下绿色盐藻细胞色素含量变化 

Fig. 2  Pigment content of Dunaliella salina exposed to diffe-
rent salinities (110 and 160), light intensities (50 and 
120 μmol·m–2·s–1), and temperatures (20 and 30 ) ℃  

 
占比例; Fo 为初始荧光 , 来自天线色素 , 是已经暗

适应的光合机构全部 PSII 中心都开放时的荧光强

度[23]。对不同条件下盐藻细胞的测定结果显示(图 4), 

高、低盐度下 Fv/Fm, Fv′/Fm′, ΦPSII 和 qp 的差异很小, 

仅高盐下 Fo升高, 这印证了光合放氧速率和色素的

测定结果(图 3), 即本研究设置的盐度范围在整体

上对光合作用影响较小, 但可提高藻细胞内捕光色

素的含量。与盐度影响不同 , 光强升高后 , 所有参 
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图 3  不同盐度(110、160)、光照强度(50、120 μmol·m–2·s–1)

和温度(20 ℃、30 )℃ 下绿色盐藻细胞呼吸耗氧速

率、光合放氧速率 

Fig. 3  Effects of salinity (110 and 160), light intensity (50 
and 120 μmol·m–2·s–1), and temperature (20 and 30 ) ℃
on O2 uptake and evolution rates of Dunaliella salina 

 
数均明显降低[图 4(b)], 光强由 50 μmol·m–2·s–1 升至

120 μmol·m–2·s–1, Fv/Fm 极显著下降(P<0.001), 表明

藻细胞光合机构所吸收的光能已超出藻细胞本身所

能利用的能力, 发生了光抑制[24]。与盐度影响规律类

似, 温度升高对反应中心效率参数, 如 Fv/Fm, Fv′/Fm′, 

ΦPSII 和 qp 的影响较小, 但 Fo 明显增加。 

3  讨论 

盐生杜氏藻是一种单细胞耐盐绿藻 , 可以在接

近淡水至饱和盐度下存活[25-26]。本研究表明, 在绿色

盐藻增殖阶段 , 温度是最重要的影响因素 , 其次是

盐度, 温度和光照的交互作用、温度和盐度的交互作

用分别对绿色盐藻细胞生长有一定作用。当前, 盐藻

养殖的大规模商业化培养主要通过户外浅塘(如澳大

利亚)或人工跑道池(如印度、中国和以色列)实现, 尚

未见利用光生物反应器培养成功的报道[27]。但是, 由

于封闭式光生物反应器具有培养条件可控、光径小、

利用人工光源补充光能、混合效率高、CO2 供应方便

等优点 [28], 利用反应器进行盐藻培养尝试的报道日

益增多[29-31]。例如, Prieto 等[29]的研究结果显示, 利

用管道反应器开展的盐藻两阶段培养模式, 即先在

第一阶段(盐藻生长阶段)提供适宜的生长条件 , 待

其增殖到一定密度时, 再转入第二阶段(β-胡萝卜素

积累阶段), 通过强光、高盐、高温、营养胁迫等手

段诱导 β-胡萝卜素大量积累, 其生物质产率和 β-胡

萝卜素产率均明显高于开放池半连续培养模式。 

 

图 4  不同盐度(110、160)、光照强度(50、120 μmol·m–2·s–1)

和温度(20 ℃、30 )℃ 下盐藻细胞叶绿素荧光参数 

Fig. 4  Effect of salinity (110 and 160), light intensity (50 
and 120 μmol·m–2·s–1), and temperature (20 and 30 ) ℃
on chlorophyll fluorescence parameters of Du-
naliella salina 
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温度对藻类生长和发育具有重要的调控作用。盐

藻在–5 ℃到 40 ℃的极端环境条件下均能存活, 但一

般认为适宜其快速增殖的温度是 25~32 ℃[29, 32-34]。本

研究结果支持这一观点, 即 30 ℃下盐藻生长速率和

净光合放氧速率均高于 20 ℃。本研究进一步显示, 高

温时藻细胞 Fo 明显增加, 这与盐藻的色素含量变化

相一致, 即高温通过增加捕光色素含量, 提高光能捕

获效率, 最终提高了光合作用速率[35]。与温度影响规

律类似, 强光下盐藻细胞比生长速率略有增长, 但单

个藻细胞的净光合放氧速率均明显下降 , 由 1.68× 

10–7 μmol·min–1 降至 9.53×10–8 μmol·min–1 (表 3, 图 3)。

叶绿素荧光分析结果显示, 强光下发生光抑制(图 4b)。

微藻对光照的需求既与接种密度有关, 又受到单个藻

细胞、藻细胞内部捕光色素及其他化学成分消光的影

响[36]。在 120 μmol·m–2·s–1 的强光下, 藻细胞通过减少

天线色素含量或反应中心数量来减少对光能的吸收, 

从而减少强光照射对光合机构造成的光损伤。但是, 

高光下盐藻比生长速率高于弱光, 可能是由于盐藻通

过快速分裂增殖, 增加了藻细胞密度, 从而强化细胞

间遮挡, 弱化光照对单个细胞造成的损伤。这可能是

强光诱发光抑制, 而促进细胞增殖的另一可能原因, 

具体机制需更多研究。 

有意思的是 , 高盐条件下藻细胞的呼吸耗氧

速率被显著抑制 ; 但此时藻细胞内色素含量上升

(图 2a), 净光合放氧速率升高(图 3), 但比生长速率

降低(表 3)。这一现象说明, 在本试验盐度范围内, 相

对低的盐度有利于藻细胞的增殖(表 3), 而在高盐度

条件下有利于类胡萝卜素的积累, 这与 Ahmed 等的

研究结果一致[37-40]。盐藻在高盐下会大量积累甘油, 

且胞内甘油含量与外部渗透压成正比[41]。单位体积

内和单个细胞的净光合放氧速率均明显上升, 说明

生物质积累增加, 且增加可能因甘油积累所致。光合

作用和呼吸作用活性分析结果进一步说明, 高盐条

件下甘油积累的还原力和底物来源是光合作用, 被

显著抑制的呼吸耗氧所提供的 ATP 和还原力难以维

持甘油含量的瞬时提高[42]。因此, 从细胞密度角度考

虑, 应选用盐度 110; 而从生物量积累的角度考虑, 

宜选择盐度 160。以上选择取决于由第一阶段(即细

胞增殖阶段)向第二阶段转移(即类胡萝卜素积累阶

段)时是否采用高盐胁迫条件。若存在盐度升高条件, 

往往因大量积累甘油而导致生物量提高 [43-44], 此时

提供尽可能多的藻细胞有利于最终生物质的产出 , 

选择 110 盐度进行绿色细胞增殖优于 160。反之, 若

无盐度明显变化, 宜选用盐度为 160。一般而言, 现

有报道的二步法培养, 均为在低盐条件下使盐藻快

速增殖到一定细胞密度后再转入高盐条件下使其积

累大量的 β-胡萝卜素, 从而达到高密度培养和高 β-

胡萝卜素积累, 尚未见两阶段盐度一致的报道[5, 45]。

因此, 确定 110 为生产选用盐度为宜。 

除单因素作用外, 本研究还发现盐度-温度交互

作用和温度-光照交互作用能明显影响盐藻的细胞增

殖, 具体表现为: 在低盐条件下, 高、低温之间的比

生长速率差异明显高于高盐条件下; 而高温条件更

利于通过提升光强加速盐藻细胞增殖(图 1)。单因素

分析发现, 低盐条件下, 藻细胞的 Fo 明显降低, 叶

绿素和类胡萝卜素含量均低于高盐条件下的含量 ; 

而 30 ℃与 20 ℃相比, 叶绿素 b 明显升高。低盐条件

下 , 因温度升高而色素含量上调 , 最终导致藻细胞

的捕光能力高于高盐条件下, 这可能是低盐条件下, 

高-低温增殖速率出现明显差异的原因(图 1)。其次, 

高-低温条件下, 藻细胞最大光化学效率 Fv/Fm 差异

较小, 但强光下调了该参数和总光合放氧速率(图 3, 

图 4)。30 ℃高温尚不足以对藻细胞产生热损伤, 反

而有利于光合作用进行(图 3)。高温条件下, 强光对

藻细胞产生的光抑制程度明显降低, 这可能是高温

条件下强-弱光藻细胞比生长速率差异大于低温条件

下强-弱光藻细胞比生长速率差异的原因。值得一提

的是, 本研究发现盐度和光照的交互作用对藻细胞

增殖影响较小, 但不足以说明这种交互作用不存在。

如前所述, 本研究所设置的盐度范围(110~160)均是

盐藻的适宜生长条件, 强、弱光对藻细胞比生长速率

的影响差异在不同盐度下尚未显现。理论上, 光照和

盐度分别是调控 β-胡萝卜素合成和甘油代谢的关键

因素, 而 β-胡萝卜素合成和甘油需共同的光合作用

产物丙酮酸 [46-47], 虽然尚无光照强度直接影响甘油

代谢途径的生物学证据, 但光照至少可通过影响光

合作用强度间接调控甘油代谢。光盐交互作用是否

会在增大盐度梯度范围时显现尚需更多研究。 

4  结论 

1) 在设置的水平范围内, 各因素对藻细胞比生长

速率的影响次序为温度>盐度>光照; 最适细胞增殖条

件为: 盐度 110、光照强度 120 μmol·m–2·s–1、温度 30 ℃。

若以获取生物量为培养目的, 盐度提升至 160 为宜。 

2) 在被前人优选的培养条件下, 盐度通过影响

呼吸耗氧速率调控藻细胞生长, 而温度、光照主要通
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过影响光合放氧速率起作用。盐度和温度交互作用

(A×C), 光照和温度交互作用(B×C)对藻细胞增殖均

有影响。这可能与温度上升时色素含量升高, 捕光能

力和光合放氧速率上调有关。 
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Abstract: To confirm the effects of salinity (A), light intensity (B), and temperature (C) and interactions between the 

factors, namely A×B, A×C, and B×C, on the growth of Dunaliella salina and the degree of interaction, a three-factor, 

two-level orthogonal experiment was conducted. The specific growth rate was obtained from eight groups of batch cul-

tures grown for 7 days at different factor combinations as an evaluated index. Rates of photosynthetic oxygen evolution 

and respiratory oxygen consumption, chlorophyll fluorescence, and pigment content were also measured to clarify the 

physiological mechanism of the interactions. The results revealed that temperature affected algal growth most signifi-

cantly, followed by salinity and light intensity. Interactions B×C and A×C played important roles in regulating the growth 

of D. salina; however, the degree of influence was not better than that of a single factor. Optimal conditions for algal pro-

liferation included temperature 30 ℃, salinity 110, and light intensity 120 μmol·m−2·s−1, whereas optimal salinity for 

carotenoid accumulation was 160. Moreover, both temperature and light intensity primarily regulated D. salina growth 

by affecting the rate of photosynthetic oxygen evolution, whereas salinity affected respiratory rate. 
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