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生活污水高效培养小球藻的环境优化
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摘要：为了在我国北方地区村镇用生活污水高效培养小球藻，对小球藻的生长环境（初始污水浓度、环境温度、光照

强度和光照时间）进行了单因素和正交实验研究．结果表明：在单因素环境条件下，污水的初始污水浓度、环境温度、

光照强度和光照时间对小球藻生长具有显著影响．最佳的初始污水浓度是将原生活污水稀释２倍，环境温度达到

３０℃，光照强度为１２　０００Ｌｕｘ，光照时间为２０ｈ．正交实验研究表明，生活污水培养小球藻的最优培养 条 件 并 非 各

环境因子最佳水平的简单叠加，而是受环境因子间耦合作用的控制，主导性环境因子是初始污水浓度和光照时间．
将原生活污水稀释２倍、环境温度为３０℃、光照强度为１０　０００Ｌｕｘ、光照时间达１６ｈ，此时的生活污水培养小球藻

的效率最高．
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　　随着我国农村城镇化建设的快速发展，人民生

活质量显著提升，村镇居民人均用水量在不断增加，
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致使村镇污 水 排 放 量 也 逐 年 增 大［１－２］．然 而，由 于 村

镇污水收集系统和无害化处理设施严重匮乏，大量

未经处理的污水无序乱流或直接排放，已经造成众

多村镇环境污染严重，加剧了我国水资源匮乏的危

机，严重制 约 了 村 镇 和 农 村 经 济 的 可 持 续 发 展．因
此，生活污水净化处理已经成为我国农村城镇化发
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展亟需解决的难题之一［３］．
微藻是大自然中广泛存在的自养型微生物，其

在生长过程中，以ＣＯ２ 和 碳 酸 盐 为 碳 源，以 水 体 中

的氮素为氮源，同时能够以多种无机磷酸盐为磷源，

通过藻类细胞中的叶绿素进行光能自养，完成细胞

增殖并释放氧［４］．自２０世纪５０年代Ｏｓｗａｌｄ等提出

利用藻类净化污水以来［５］，国内外对利用藻类净化

污水的研究 也 越 来 越 多，并 取 得 了 较 大 进 展［６－８］．研
究表明，微藻在污水中生长受到环境条件的约束，如
生活污水中的氮磷浓度、环境温度和光照条件等都

会影响微藻 的 生 长 速 度 和 培 养 效 率［９－１１］．由 于 我 国

北方地区气温年较差大，昼夜温差大，限制了村镇规

模化培养微藻深度净化处理污水技术的发展．因此，

本文基于生活污水培养小球藻的实验，探究环境因

子（初始污水浓度、环境温度、光照强度和光照时间）

对小球藻的生长影响，确定污水培养小球藻的最优

环境条件，为我国北方地区利用微藻高效深度净化

村镇生活污水技术的发展奠定基础．

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验藻种

实验所用藻种是由甘肃省科学院生物研究所提

供的 小 球 藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ），藻 种 采 用 ＢＧ－１１ 培 养

基［１２］进行传代培养，保藏于４℃冰箱．
１．１．２　培养液

实验开始前，采用ＢＧ－１１培养基对长期保存的

小球藻进行活化，培养４～５ｄ，每天摇瓶３～４次防

止小球藻细胞 下 沉 或 贴 壁 生 长．实 验 所 用 的 培 养 基

为生活污水培养基，采集的污水去除大量的固体颗

粒，再经过２４ｈ自然沉淀，去除小的悬浮颗粒，取其

上清液，储存在玻璃容器中备用．不同时段所取生活

污水的水 质 指 标 为ＣＯＤ＝２２５．５０～２８２．６４ｍｇ／Ｌ，

ＴＮ＝５５．０６～７０．２６ｍｇ／Ｌ，ＴＰ＝５．４６～９．８７ｍｇ／Ｌ，

ＮＨ＋
４ —Ｎ＝５３．３５～６０．２３ｍｇ／Ｌ，ｐＨ＝８～９．

１．２　实验设计

实验采用装有３００ｍＬ生活污水培养基的锥形

瓶（５００ｍＬ），接种时，将活化至对数期的藻种，于无

菌条件下接种 到 锥 形 瓶，使 其 初 始 ＯＤ６８０为０．２左

右．针对我 国 北 方 地 区 昼 夜 温 差 大，光 照 充 足 的 特

点，自制恒温控光微藻培养装置，控制培养环境的光

温条件．连续培养８ｄ，每天定时摇动３～４次．每 天

定时取样，测 定 小 球 藻 液 的 光 密 度 值．培 养 结 束 后，

测定小球藻的干重．

１．３　实验方法

１．３．１　藻细胞生长测定

自接种日起，每２４ｈ取样一次，利用７５６ｓ型号

的紫外 可 见 分 光 光 度 计，测 定 小 球 藻 液 在 波 长 为

６８０ｎｍ波长处的吸光值，用ＯＤ６８０变化表征细胞的

生长情况．
１．３．２　干重测定

小球藻的干重采用重量法测定［１３］，２０ｍＬ小球

藻液经预称重（Ｗ１）的微孔滤膜（０．４５μｍ）过滤、洗
涤，于１０５℃下烘干至恒重（Ｗ２），不加 小 球 藻 的 空

白对照组干重为Ｗ０，小球藻干重ＤＷ（ｇ·Ｌ－１）的

计算公式用式（１）计算：

ＤＷ ＝ Ｗ２－Ｗ１－Ｗ０（ ）／０．０２ （１）

１．３．３　生长速度测定

用比生长速率表示小球藻的生长速度，即比生

长速率（Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ，ＳＧＲ）根 据 普 通 生 物

学通用的计算公式［１１］，用式（２）计算：

μ＝ Ｌｎ　ＮＴ －Ｌｎ　Ｎｔ（ ）／Ｔ－ｔ（ ） （２）

式中：ＮＴ为Ｔ 时间的小球藻液细胞密度；Ｎｔ为ｔ时

间的小球藻液细胞密度；ｔ、Ｔ 为生长时间．μ表示小

球藻生长速度，计算小球藻快速生长阶段的生长速

度平均值，单位为ｄ－１．
１．３．４　数据分析

采用ＳＰＳＳ　２０进行数据处 理，应 用 Ｏｒｉｇｉｎ　Ｐｒｏ
９．０进行作图 分 析，利 用 正 交 实 验 直 观 分 析［１４］方 法

对实验结果进行分析．

２　实验结果与分析

２．１　单因素条件下环 境 因 子 对 污 水 培 养 小 球 藻 的

影响结果

１）初始污水 浓 度 对 小 球 藻 的 生 长 速 度 及 干 重

的影响结果

在环境温度２５℃、光照强度１０　０００Ｌｕｘ、光照

时间１２ｈ的条件下，研究生活污水初始浓度分别为

原水、稀释２、４、６、８倍时对小球藻生长速度和干重

的影响，设３组平行实验，结果如图１所示．
从图１可以看出，初始污水浓度在原水和稀释

２倍之间时，小球藻的生长速度随污水浓度降低 而

急剧增大；初始污水浓度在稀释２倍和稀释８倍时，
随着污水浓度逐渐降低，小球藻的生长速度缓慢下

降．当污水稀释２倍时，小球藻的比生长速率μ最大

为０．０９６　２ｄ－１．统计分析表明，不同初始浓度下的小

球藻生长速度 具 有 显 著 性 差 异．初 始 污 水 浓 度 在 原

水和稀释４倍之间时，小球藻的干重随污水浓 度降

低而增加；初始污水浓度在稀释４倍和稀释８倍时，
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图１　不同初始污水浓度下小球藻的比生长速率和干重

Ｆｉｇ．１　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｎｉｔｉａｌ　ｓｅｗａｇｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

小球藻的干重 随 污 水 浓 度 的 降 低 而 急 剧 减 少．当 污

水 稀 释 ４ 倍 时 小 球 藻 的 干 重 ＤＷ 最 大 为

０．１１８　３ｇ·Ｌ－１．统计分 析 表 明，不 同 污 水 浓 度 下 的

小球藻干重具有显著差异．由图１可知，小球藻在各

初始浓度的生活污水中均能生长，说明该藻种具有

一定的耐污能力．当 生 活 污 水 稀 释２、４、６倍 时 小 球

藻的生长状况较好，稀释２倍时小球藻的生长速度

最快，培养效果最佳．
未经稀释的生活污水初始氮、磷浓度和浊度较

高，导致光透过率降低，影响小球藻的光合作用，抑

制小球藻在污水中的生长．生活污水浓度过低时，虽

提升了小球藻的光合作用，提高培养前期的生长速

度，但由于污水浓度较小，富含的氮磷营养物质含量

减少，导致培养后期营养供给不足，影响其代谢产物

的积累，同时消耗大量的淡水资源，有悖于微藻净化

污水的目的［１５］．
２）环境温度 对 小 球 藻 的 生 长 速 度 及 干 重 的 影

响结果

在污水稀释２倍，光照强度１０　０００Ｌｕｘ，光照时

间为１２ｈ的 条 件 下，研 究 环 境 温 度 分 别 为２０、２５、

３０、３５、４０℃对 小 球 藻 生 长 速 度 和 干 重 的 影 响，设

３组平行实验，结果如图２所示．
从图２可以看出，当环境温度在２０～３０℃时，

小球藻的生 长 速 度 和 干 重 均 随 环 境 温 度 的 升 高 增

大；当环境温度为３０～４０℃时，小球藻的生长速度

和干重均随环 境 温 度 的 升 高 而 减 小．当 环 境 温 度 为

３０℃时，小 球 藻 的 比 生 长 速 率μ 和 干 重ＤＷ 均 最

大，分别为０．０７４　０ｄ－１、０．２５７　２ｇ·Ｌ－１．统计分析

表明，环境温度为３０℃的生长速度和３５℃的生长

速度无显著性差异，与其它环境温度水平有显著性

差异．小球藻的 干 重 在 各 环 境 温 度 下 均 有 显 著 性 差

图２　不同环境温度下小球藻的比生长速率和干重

Ｆｉｇ．２　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ａｍｂｉｅｎｔ　ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

异．由图２可知，当 环 境 温 度 为２５、３０、３５℃时 小 球

藻在污水环境中生长状况较好，环境温度为３０℃时

小球藻的生长速度最快，培养效果最佳．
环境温度控制藻细胞内酶的活性，不仅影响藻

类的光合作用和生长活动［１６－１７］，也影响藻类对营养

盐的吸收效 率［１８］．环 境 温 度 较 低 时，藻 细 胞 内 酶 活

性较低，生长相 对 较 慢．过 高 时，抑 制 藻 的 呼 吸 作 用

代谢减慢，不利于藻的生长和物质积累［１９－２０］．
３）光照强度 对 小 球 藻 的 生 长 速 度 及 干 重 的 影

响结果

在污水稀释２倍，环境温度为３０℃，光照时间

为１２ｈ的 条 件 下，研 究 光 照 强 度 分 别 为８　０００、

１０　０００、１２　０００、１４　０００、１６　０００Ｌｕｘ对小球藻生长速度

和 干 重 的 影 响．设３组 平 行 实 验，结 果 如 图３所 示．

图３　不同光照强度下小球藻的比生长速率和干重

Ｆｉｇ．３　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｉｇｈｔ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｉｅｓ

从图３可以看出，当光照强度在８　０００～１２　０００
Ｌｕｘ时，随着光照强度的加强，小球藻的生长速度和

干重逐渐增大，当光照强度在１２　０００～１６　０００Ｌｕｘ
时，小球藻的生长速度和干重随光照强度的加强而

减少．当 光 照 强 度 为１２　０００Ｌｕｘ时，小 球 藻 的 比 生
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长速率μ 最 大 为０．０６９　２ｄ－１，干 重 ＤＷ 最 大 为

０．３５１　９ｇ·Ｌ－１．统计分析 表 明，光 强 为１２　０００Ｌｕｘ
实验组的生长速度与８　０００、１０　０００、１６　０００Ｌｕｘ实

验组的生长速度有显著性差异，与１４　０００Ｌｕｘ实验

组的生长速度 无 显 著 性 差 异．小 球 藻 在 不 同 光 照 强

度下的干重均有显著性差异．由图３可知，小球藻适

宜生长的光照强度范围为１０　０００～１４　０００Ｌｕｘ，当

光照强度为１２　０００Ｌｕｘ时 小 球 藻 在 污 水 中 生 长 效

果最好，培养效率最佳．
光照强度是藻类进行光合作用的重要能源，能

够影响藻 类 叶 绿 素ａ 的 合 成［２１］以 及 藻 类 酶 的 活

性［１８］．藻类生长所需的光照强度有一定的饱和点．光
强在光饱和点以下时，藻的光合作用随着光照强度

的增加而加 强，促 进 藻 类 的 生 长［２２］；超 过 光 饱 和 点

时，藻的光合速率不再增加，甚至减弱、停止［１７］．
４）光照时间 对 小 球 藻 的 生 长 速 度 及 干 重 的 影

响结果

在污水稀释２倍，环境温度为３０℃，光照强度

为１２　０００Ｌｕｘ的 条 件 下，研 究 光 照 时 间 分 别 为８、

１２、１６、２０、２４ｈ时 对 小 球 藻 生 长 速 度 和 干 重 的 影

响，设３组平行实验，结果如图４所示．

图４　不同光照时间下小球藻的比生长速率和干重

Ｆｉｇ．４　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｇｒｏｗｔｈ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｄｒｙ　ｗｅｉｇｈｔ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ　ｔｉｍｅｓ

从图４可以看出，光照时间在８～２０ｈ时，小球

藻的生长速度 随 光 照 时 间 不 断 加 长 而 增 大．光 照 时

间在２０～２４ｈ时，随着光 照 时 间 的 增 加，小 球 藻 的

生长速度缓慢 减 少．当 光 照 时 间 为２０ｈ时，小 球 藻

的比生长速率μ最大为０．０６９　３ｄ－１．统计分析表明，

光照时间为２０ｈ的生长速度与８、１２、１６ｈ的 生 长

速度有显著性差异，与光照时间为２４ｈ的无显著性

差异．当光照时间在８～１６ｈ时，小球藻的干重随光

照时间的加长而增加；当 光 照 时 间 在１６～２４ｈ时，
随着光照时间的加长，小球藻的干重逐渐降低．当光

照时 间 为 １６ｈ 时，小 球 藻 的 干 重 ＤＷ 最 大 为

０．７６３　３ｇ·Ｌ－１．统计分析表明，光 照 时 间 为８ｈ的

干重与１６、２０、２４ｈ的干重有显著性差异，与光照时

间１２ｈ的干重 无 显 著 性 差 异．由 图４可 知，当 光 照

时间为１６、２０、２４ｈ时小球 藻 在 污 水 环 境 中 生 长 较

好，其 中 光 照 时 间 为２０ｈ时 小 球 藻 的 生 长 速 度 最

快，培养效果最佳．
光照时间能够保证微藻光合作用产物的形成和

体内物质代谢 的 正 常 运 行．在 培 养 系 统 中 适 当 延 长

光照时间可以补偿光照强度的不足［２３］．在一定的光

温条件下，微藻生长速度与光照时间成正比，而超过

饱和光照期时生长速度不再增加，反而受到抑制，甚
至下降［１０－１１，１７］．
２．２　正交实验下环境 因 子 组 合 对 污 水 培 养 小 球 藻

的影响结果

仅考虑单种环境因子对小球藻生长的影响或将

单因素实验研究结果简单的叠加以获得培养小球藻

的最优培养条件时，其实验结果可能与实际状态差

别很大［２３］．有必要将初始污水浓度、环境温度、光照

强度和光照时间组合在一起，通过正交实验探索生

活污水培养小球藻的最优环境因子组合．
１）正交实验结果

结合上述单因素实验结果，利用适宜小球藻生

长的环境因子水平（初始污水浓度：稀释２、４、６倍；
环境温度：２５、３０、３５℃；光 照 强 度：１０　０００、１２　０００、

１４　０００Ｌｕｘ；光照时间：１６、２０、２４ｈ）设计正交实验．
正交实验Ｌ９（３３）结果见表１所列．

从 表１可 以 看 出，污 水 浓 度 的 极 差 值Ｒ最 大 为

表１　正交实验Ｌ９（３３）结果

Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ　Ｌ９（３３）

序号

因素水平

Ａ
初始污

水浓度

Ｂ
环境温度

／℃

Ｃ
光照强度

／Ｌｕｘ

Ｄ
光照时间

／ｈ

结果

比生长

速率μ
／ｄ－１

１ 稀释２　 ２５　 １０　０００　 １６　 ０．１０３　４

２ 稀释４　 ２５　 １２　０００　 ２０　 ０．０８０　３

３ 稀释６　 ２５　 １４　０００　 ２４　 ０．０７０　３

４ 稀释６　 ３０　 １０　０００　 ２０　 ０．０８５　８

５ 稀释２　 ３０　 １２　０００　 ２４　 ０．０８８　４

６ 稀释４　 ３０　 １４　０００　 １６　 ０．０８７　１

７ 稀释４　 ３５　 １０　０００　 ２４　 ０．０７３　４

８ 稀释６　 ３５　 １２　０００　 １６　 ０．０７９　１

９ 稀释２　 ３５　 １４　０００　 ２０　 ０．０８４　９

ｋ１ ０．０９２　２　 ０．０８４　６　 ０．０８７　５　 ０．０８９　９

ｋ２ ０．０８０　３　 ０．０８７　１　 ０．０８２　６　 ０．０８３　７

ｋ３ ０．０７８　４　 ０．０７９　１　 ０．０８０　８　 ０．０７７　４

Ｒ　 ０．０１３　８　 ０．００８　０　 ０．００６　７　 ０．０１２　５

　注：ｋ１、ｋ２、ｋ３ 分别 表 示 不 同 水 平 下 小 球 藻 的 比 生 长 速 率 的 平 均

值．
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０．０１３　８，光照时间的极差值Ｒ 为０．０１２　５，环境温度

和光照强度的 极 差 值Ｒ 相 对 较 小，分 别 为０．００８　０、

０．００６　７．表明生活污水培养小球藻过 程 中 污 水 浓 度

是影响小球藻生长的主控环境因子，光照时间为次

要环境因子．环境因子对小球藻生长的影响顺序：污

水浓度＞光照时间＞环境温度＞光照强度，说明各

环境因子对小 球 藻 的 生 长 影 响 程 度 存 在 一 定 差 异．
由表１可知，生活污水培养小球藻的最优环境因子

组合为Ａ１Ｄ１Ｂ２Ｃ１，即污水浓度稀释２倍，环境温度

为３０℃，光照强度为１０　０００Ｌｕｘ，光照时间为１６ｈ．
该结果与单因素实验最佳因子水平组合有差异，生

活污水培养小球藻的最优环境因子并非各环境因子

最佳水平的简单叠加，而是受到环境因子间的交互、
耦合作用．
２）对比实验

通过正交实验得到了生活污水高效培养小球藻

的最优环境因子组合，为验证该结果是否合理，将正

交实验的最优环境因子组合、单因素实验的最佳因

子水平组合（初始污水浓度为将原污水稀释２倍，环
境温度为３０℃，光照强度为１２　０００Ｌｕｘ、光照时间

为２０ｈ）和自然环境条件进行对比实验．
取生活污水水样，在上述确定的三种环境条件

下培养小球藻并监测每天藻种的 ＯＤ值（６８０ｎｍ），
设置３个平行样及空白平行，实验结果如图５所示．

图５　对比试验结果

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｆｏｒ　ｃｏｎｔｒａｓｔ　ｔｅｓｔｓ

从图５可以看出，小球藻在空白实验组中前两

天出现适应期，几 乎 没 有 生 长，第３天 后 缓 慢 增 长．
在单因素方法最佳组合和正交最优组合实验组中小

球藻均没有出现适应期，直接呈爆发式增长，但是正

交实验的 ＯＤ值 增 长 量 显 著 的 高 于 单 因 素 实 验 组

合．结果表明，正交实验获得的最优环境因子组合对

小球藻生长的促进效果更加显著，进一步验证了实

验结果的可靠性．

３　结论

基于生活污水培养小球藻实验，通过单因素实

验方法研究环境因子（初始污水浓度、环境温度、光

照强度和光照时间）对小球藻生长速度和干重的影

响，结果表明：初始污水浓度、环境温度、光照强度和

光照时间对污 水 培 养 小 球 藻 具 有 显 著 影 响．在 单 因

素条件下，小球藻生长的最佳初始污水浓度为将原

污水 稀 释２倍，环 境 温 度 为３０ ℃，光 照 强 度 为

１２　０００Ｌｕｘ，光照时间为２０ｈ．通过正交实验和验证

实验表明：生活污水培养小球藻的最优环境因子组

合并非是单因素实验研究结果的简单叠加，而是受

到环境因子间 的 交 互 耦 合 作 用．污 水 培 养 小 球 藻 的

主控环境因子是初始污水浓度和光照时间，其最优

环境因子 组 合 为 将 原 污 水 稀 释２倍，环 境 温 度 为

３０℃，光照强度为１０　０００Ｌｕｘ，光照时间达１６ｈ，该
环境因子组合下小球藻的生长速度较快，培养效率

较高．
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