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摘　要　为有效地去除废水中氮磷，使用未灭菌的废水混合培养雨生红球藻和抗生素合成真菌 Simplicillium
lanosoniveum DT06 (DT06) 。结果表明：最佳藻菌细胞比为 30:1。在此条件下：COD、总氮、总磷的去除率分别

为 100%、83.3%和 88.2%；添加 0.6 g·L–1NaHCO3 后，氮磷去除率进一步提高至 100%，同时微藻生物量、脂类和

虾青素含量分别增加至 1.95 g·L–1、0.39 g·g– 1 和 27.9 mg·g–1。因此，雨生红球藻 -真菌 DT06添加 NaHCO3 的培养

模式为废水处理和生物柴油/虾青素生产提供了一种经济高效的策略。
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高氮磷废水的过量排放会导致水体富营养化和生态破坏[1]。微藻是一种光合微生物，能够吸收

氮、磷和有机物等，被用处理各种废水 [2]。另一方面，微藻细胞脂类含量高是生物柴油生产的主要

原料 [3-9]，因此，将废水处理与微藻生物量生产相结合可以降低二者生产成本。由于微藻对废水中

氮/磷的去除是藻细胞生长代谢的结果即平均去除速率和去除率与藻细胞生长速率和生物量呈正相

关，而部分细菌和真菌能够促进微藻的生长 (如地衣中的细菌和真菌促进其共生绿藻的生长)，因

此，将微藻与细菌 [10-16] 或者真菌 [17-26] 混合培养，利用微藻和细菌或者真菌之间的协同效应促进微

藻生长进而提高氮/磷的去除率成为研究热点。

雨生红球藻能够在适宜的条件下快速吸收氮和磷进行自养/混合营养生长，而在不利条件下大

量合成脂类和高附加值的虾青素 (一种红色类胡萝卜素)[27-28]，目前已被用于处理不同的废水，并取

得了良好的效果[29-33]。然而，与其他藻类相比，雨生红球藻对有害细菌更敏感，这些细菌严重抑制

藻细胞生长，限制了其在废水处理中的应用。实际上，有害细菌对所有微藻的生长均构成严重威

胁 [34]。为了控制微藻培养过程中的有害细菌，通常采用的方法为添加抗生素、高温处理、强光照

射 [35-36]，以及使用次氯酸钠对废水进行预处理 [37]。因此，有效控制有害细菌是利用微藻尤其是雨生

红球藻处理废水的关键问题。

在此前的研究 [37-38] 中我们分离到一种蓝藻共生真菌 Simplicillium lanosoniveum(DT06)。DT06能
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够合成一种新抗生素 [39] 并且能促进衣藻 (Chlamydomonas reinhardtii)生长和脂类合成 [40]。因此，本

研究将雨生红球藻与真菌 DT06在高含氮磷废水中混合培养，以期提高雨生红球藻类生长速率和产

量以及废水氮/磷的去除速率和去除率。

 1    材料与方法

 1.1    实验材料

1)废水样本。废水来自天津市的某污水处理厂。废水通过 0.45 μm滤膜去除不溶性大分子物

质，并在 4 ℃ 保存。废水主要性质如下：pH为 6.5±0.4；总氮 (TN)质量浓度为 (553.8±17) mg·L–1；

总磷 (TP)质量浓度为 (90.7±8) mg·L–1，化学需氧量 (COD)为 (750±22) mg·L–1。

2)微生物菌株。雨生红球藻购自中国武汉水生生物研究所；真菌 Simplicillium lanosoniveum
DT06由河北工业大学代谢工程与生物合成实验室分离获得，并保藏于中国科学院微生物学研究所

菌物标本馆 (编号 HMAS 242045)。
 1.2    微藻接种液以及真菌孢子的制备

1)微藻接种液：5 mL雨生红球藻培养液接种到装有 60 mL BBM培养基 [27] 的 100 mL锥形瓶

中，置于光照摇床中培养 7 d(115 r·min–1、25 °C恒温、60 μmoL·(m2·s)–1 持续光照)。雨生红球藻接

种液最终的细胞浓度为 1.5×105 细胞·mL–1。

2)真菌孢子悬浮液：将真菌 DT06划线于 PDA培养基平板上，于培养箱 (28 ℃)中恒温培养 7
d后，从菌落表面轻轻刮取收集 DT06孢子，并悬浮于 50 mL无菌水中。真菌孢子悬浮液最终细胞

浓度为 5×106 细胞·mL–1。雨生红球藻细胞和真菌 DT06孢子的数量均通显微镜进行计数。

 1.3    培养体系的构建

雨生红球藻与真菌 DT06混合培养 (简称M组)：按 10%接种量将雨生红球藻接种到含有 200 mL
废水的 500 mL锥形瓶中，并分别接种对应体积的 DT06孢子悬浮液，以达到 5∶1、10∶1、30∶1、
50∶1的细胞数量接种比例 (雨生红球藻：DT06)。以雨生红球藻单独培养 (1∶0，雨生红球藻：

DT06)作为对照 (CK)。
雨生红球藻-DT06混合添加 NaHCO3 培养 (简称 MC组)：在每组含有 200 mL废水的 500 mL锥

形瓶中分别添加不同体积的 NaHCO3 母液 (10 g·L–1)，使 NaHCO3 质量浓度达到 0(对照，MCK)、
0.2、0.4、0.6和 0.8 g·L–1，以最佳细胞接种比例分别接种雨生红球藻和 DT06孢子悬浮液。

所有实验均置于光照培养箱中培养 12 d(25 °C恒温、60 μmoL·(m2·s)– 1 持续光照 )，每天手摇

2次，每组实验设置 3个重复。

 1.4    参数测定方法

1)雨生红球藻生物量。雨生红球藻生物量以细胞干重表示，每隔 2 d取培养液并采用显微镜计

数法计数，根据式 (1)计算雨生红球藻生物量，根据式 (2)计算雨生红球藻比生长速率。

X = 4.64×10−8N +0.0035 (1)

µ = (ln Xn− lnX0)/(tn− t0) (2)

式中：X 为细胞干质量，g·L–1；N 为细胞浓度 , 细胞·mL–1；μ 为比生长速率，d−1；X0 和 Xn 分别为

第 t0 天和第 tn 天的雨生红球藻生物量，g·L–1。

2)细菌总数。根据实验室之前的方法 [40-42] 对废水中细菌总数做了部分修改。灭菌的 LB琼脂板

接种 1 mL稀释 105 倍的废水样品，并在培养实验相同的条件下培养 3 d。总细菌数表示为每毫升菌

落形成单位 (CFU·mL−1)。
3)废水水质。每隔两天取废水样本进行分析。总氮使用过硫酸钾氧化紫外分光光度法；总磷

使用钼锑抗分光光度法；COD 使用重铬酸盐法测定；氮、磷的去除率和去除速率根据式 (3)和式
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(4)进行计算。

N = (N0−Nt)/N0×100% (3)

R = (N0−Nt)/(tn− t0) (4)

式中：N 为 COD和氮、磷的去除率，%；R 为 COD和氮、磷的去除速率，mg·(L·d)–1；N0 和 Nt 分

别为第 t0 天和第 tn 天的 COD和氮、磷质量浓度，mg·L–1。

4)脂类和虾青素含量。 雨生红球藻脂类和虾青素含量参照我们此前的方法[43] 测定。

 2    结果与讨论

 2.1    雨生红球藻-真菌 DT06混合培养

1)混合培养对微藻生长的影响。如图 1(a)所示，CK中雨生红球藻的生物量在前 8 d内缓慢上

升，第 10天后趋于平稳，最终达到 0.27 g·L–1；而雨生红球藻与 DT06混合培养过程中雨生红球藻

的生物量在前 4 d缓慢上升 (适应期)，在第 6天 (10:1、30:1)和第 8天 (5:1、50:1)快速上升，第 8天

后趋于平稳。最终，雨生红球藻的生物量在 5:1、10:1、30:1和 50:1下分别为 0.64、1.08、  1.39 和
0.74 g·L–1。

生长动力学分析结果 (图 1(b))显示， CK中雨生红球藻的比生长速率在第 4天达到最大值 (0.18 d–1)，
第 6天后逐渐降低至 0。雨生红球藻与 DT06混合培养过程中雨生红球藻的比生长速率均高于 CK。

比生长速率在 10∶1和 30∶1时在第 6天达到最大值，分别为 0.45 d−1 和 0.54 d−1；在 5∶1和 50∶1时在

第 8天达到最大值，分别为 0.34 d−1 和 0.36 d−1。比生长速率此后逐渐降低至 0。雨生红球藻与

DT06混合培养过程中 30∶1表现出最高的生长速率和最高平均比生长速率 (0.25 d−1)，因此，后续实

验以最佳藻菌细胞比 30∶1进行实验。

混合培养中藻类生物量的增加是由于比生长速率的提高，这可归因于 2个方面：1)藻类 (雨生

红球藻)和真菌 DT06的共生作用。DT06释放 CO2 促进雨生红球藻光合作用，并吸收雨生红球藻释

放的 O2 进行有氧代谢，从而解除 O2 对藻类生长的抑制作用，这与其他菌藻混合培养类似 [27,44-47]；

2)抑制有害细菌的生长。与混合培养相比，对照的生物量异常低，比生长速率过早地下降，表明

废水中有害细菌对藻类的生长有显著的抑制作用，混合培养中的生物量持续增加表明 DT06释放的

抗生素表现出对有害细菌显著的抑制作用。

2)总细菌数。如图 2所示，实验结束时 5∶1、10∶1、30∶1和 50∶1中细菌总数分别为 1.3、1.5、
1.6、1.9×106 CFU。雨生红球藻与 DT06混合培养过程中的细菌总数与 CK(2.8×106 CFU)相比分别下

降了 54.8%、46.4%、42.9%和 30.4%。这表明 DT06能够抑制废水中细菌的增长。

 

图 1    混合培养不同接种比例下雨生红球藻生物量和比生长速率的变化

Fig. 1    Changes of biomass and specific growth rate of H. pluvialis in mixed cultures under different cells ratios
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3)如图 3所示，CK中 pH持续上升，在实

验结束时达到 8.65。雨生红球藻与 DT06混合

培养过程中 pH在前 4 d持续升高，之后保持相

对稳定且显著低于 CK。实验结束时 5: 1、10:
1、30: 1和 50: 1的 pH分别稳定在 7.83、7.65、
7.36和 7.92。pH快速升高主要原因是雨生红球

藻吸收了生理碱性盐 (如硝酸盐)。混合培养中

pH保持相对稳定，原因是真菌 DT06释放的

CO2 中和培养液的碱性以及雨生红球藻吸收废

水中的 NH4
+降低了培养液的 pH。

4)混合培养对 COD去除的影响。如图 4(a)
所示，CK中 COD下降缓慢，最终的去除率仅

为 28.5%，平均去除速率为 18.4  mg·(L·d)–1(图
4(b))。这表明雨生红球藻和原有的微生物对耗

氧有机物 (以 COD计 )的降解能力有限。而在

30∶1、 10∶1、 5∶1和 50∶1中 ， COD分 别 在 第

4、 6和 8天内降至 0(去除率 100 %)(图 4(a))，
平 均 去 除 率 分 为 183.9、 127.  4、 96.  8、 93.1
mg·(L·d)–1 (图 4(b))。结果表明，废水中的难降

解耗氧有机化合物 (以 COD计)可被 DT06完全

降解为小分子物质和 CO2，这些小分子物质被

雨生红球藻利用进行混合营养生长。因此，在

难降解有机化合物完全降解前后，雨生红球藻

的比生长速率快速上升，之后迅速下降 (图 1(b))。
5)混合培养对氮磷去除的影响。如图 5(a)

所示，CK中 TN质量浓度在前 2 d迅速下降，之后缓慢下降，最终达到 340 mg·L–1，去除率为 37.9 %，

平均去速除率为 17.3 mg·(L·d)–1 (图 5(b))。相比之下，雨生红球藻与 DT006混合培养过程中 TN质量

浓度持续下降，下降速度均高于 CK(图 5(a))。其中，  30∶1中 TN去除率最高为 83.33%，平均去除

 

图 2    混合培养不同接种比例细菌总数

Fig. 2    The total number of bacteria in mixed cultures under
different cells ratios

 

图 3    混合培养不同接种比例 pH
Fig. 3    pH in mixed cultures under different cells ratios

 

图 4    混合培养不同接种比例下 COD的变化、去除率和平均去除速率

Fig. 4    Changes, removal rate and average removal rate of COD in mixed cultures under different cells ratios
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速率为 39.8 mg·(L·d)–1。而 5∶1、10∶1、50∶1中 TN的平均去除速率分别为 24.8、33.0、27.0 mg·(L·d)–1；
去除率分别为 53.1%、69.1 %、57.9 % (图 5(b))。

TP变化与 TN变化规律相似 (图 5(c))，TP在 CK中下降最慢，最终为 56.6 mg·L–1；在 30:1中下

降最快，最终为 10.6 mg·L–1。最低和最高的 TP去除率分别为 37.1%和 88.2%，平均 TP去除率分别

为 2.8 mg·(L·d)–1 和 6.6 mg·(L·d)–1 (图 5(d))。
混合培养氮、磷去除率的提高归因于藻类生长速率的提高。如图 6所示，在第 6天和第 8天之

前，所有混合培养中的 TN和 TP去除速率持续增加，随后骤然下降，这与雨生红球藻比生长速率

在初始升高和随后下降一致 (图 1(b))。而如上所述，雨生红球藻比生长速率的骤然下降主要是由于

雨生红球藻进行快速异养生长对作为碳源的 COD的快速消耗。也就是说，混合培养中有机碳源

(如 COD)的存在促进了雨生红球藻的生长，进而提高氮、磷的去除率。然而，在实验结束时，雨

生红球藻与 DT06混合培养组中残余的氮、磷含量仍然很高 (图 5(a)和 5(c))。因此，在混合培养中

需要添加额外的碳源来进一步提高氮、磷的去除率。

有研究表明，添加有机碳源会造成不可避免的二次污染 [47]，并提高废水处理成本。廉价的无

机碳源，例如碳酸氢盐 (NaHCO3)，是产生 HCO3
−促进雨生红球藻光合营养生长的最佳替代物。因此，

为了进一步提高氮磷去除率，本研究在最佳细胞接种比例 30∶1的基础上添加 NaHCO3 进行后续的

实验。

 2.2    雨生红球藻-真菌 DT06混合添加 NaHCO3 培养

1)添加 NaHCO3 混合培养对微藻生长的影响。如图 7(a)所示，MCK中雨生红球藻生物量在第

 

图 5    混合培养不同接种比例下 TN和 TP的变化及其去除率和平均去除速率的变化

Fig. 5    Changes of removal rate and average removal rate of TN and TP in mixed cultures under different cells ratios
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4天后快速上升，第 6天后缓慢上升，最终达

到 1.36 g·L–1。而添加 NaHCO3 混合培养过程中

雨生红球藻的生物量在第 2天后快速上升，第

8天后达到稳定期，最终添加 0.2、 0.4、 0.6、
0.8 g·L–1 NaHCO3 中雨生红球藻的生物量分别

为 1.58、1.71、1.95、1.44 g·L–1。生长动力学分

析结果表明 (图 7(b))，添加 NaHCO3 混合培养

组中雨生红球藻的比生长速率在第 2天上升，

并在第 4天达到最大值，随后快速下降。添加

0.6 g·L–1 NaHCO3 中雨生红球藻的比生长速率

最 高 ， 为 0.85  d–1， 比 MCK(0.51  d–1)高
1.66倍。以上结果表明混合培养中添加 0.6
g·L–1 的 NaHCO3 最适合雨生红球藻的生长。

与 MCK相比，添加 NaHCO3 混合培养过程中雨生红球藻的适应期缩短，比生长速率有所升

高。这表明 NaHCO3 产生的 HCO3
−被雨生红球藻同化为光合底物，从而促进微藻的光合作用。而延

 

图 6    混合培养不同接种比例下 TN和 TP去除速率的变化

Fig. 6    Changes of TN and TP removal rates in mixed cultures under different cells ratios

 

图 7    添加不同质量浓度 NaHCO3 的混合培养中雨生红球藻生物量和比生长速率的变化

Fig. 7    Changes of biomass and specific growth rate of H. pluvialis in mixed cultures supplemented with different
concentrations of NaHCO3

 

图 8    添加不同质量浓度 NaHCO3 的混合培养中 pH

Fig. 8    pH in mixed cultures supplemented with different
concentrations of NaHCO3
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长的指数期和比生长速率的下降是由于以下 2点：HCO3
−的吸收导致 pH升高限制了雨生红球藻细

胞的生长 , 这也是添加 0.8 g·L–1 NaHCO3 中雨生红球藻的生物量低于添加 0.6 g·L–1 NaHCO3 的原因

(图 8)；废水中氮、磷质量浓度的下降 (图 9)导致雨生红球藻细胞生长停止以及孢子的形成 (图 7)。
2)如图 8所示，MCK 中 pH在前 4 d持续升高，之后稳定在 7.3~7.5直到实验结束。由于添加

了 NaHCO3，添加 NaHCO3 混合培养过程中初始 pH均高于 MCK。添加 0.2、0.4和 0.6 g·L–1 NaHCO3

的 pH在前 4 d逐渐升高，之后保持相对稳定，实验结束时 pH分别 7.71、8.12和 8.55。而添加

0.8 g·L–1 NaHCO3 的 pH持续升高，最终达到 10.11。
3)添加 NaHCO3 混合培养过程中混合培养对氮磷去除的影响。如图 9(a)所示，添加 NaHCO3 混

合培养过程中 TN质量浓度急剧下降。其中添加 0.6 g·L–1 NaHCO3 中 TN质量浓度下降最快，在第

10天达到检出限，达到最高去除率 (100%)，平均去除速率为 55.5 mg·(L·d)–1 (图 9(b))。相比之下，

添加 0.2、0.4、0.8 g·L–1 NaHCO3 和 MCK中 TN质量浓度下降缓慢，最终分别为 30.8、10.9、71.5和

95.7  mg·L–1。添加 0.2、 0.4、 0.8  g·L–1 NaHCO3 和 MCK中 TN平均去除速率分别为  43.6、 45.4、
40.4、38.1 mg·(L·d)–1，去除率分别为 94.4%、98%、87.1%、82.7%。

TP变化与 TN变化规律相似，TP质量浓度在添加 0.6 g·L–1 NaHCO3 中的第 8天便达到检出

限，达到最高去除率 100%，平均去除速率为 8.9 mg·(L·d)–1。而添加 0.2、0.4、0.8 g·L–1 NaHCO3 和

MCK中 TP质量浓度在实验结束时分别为 3.2、 1.9、 7.9和 11.6  mg·L–1(图 9(c))。添加 0.2、 0.4、
0.8 g·L–1 NaHCO3 和 MCK中 TP平均去除速率分别为 7.2、7.2、6.9、6.6 mg·(L·d)–1；去除率分别为

96.4%、97.9%、91.2%、87.9% (图 9(d))。
添加 NaHCO3 混合培养过程和 MCK中 TN/TP的变化表明，混合培养中添加 NaHCO3 促进藻类

 

图 9    添加不同质量浓度 NaHCO3 的混合培养中 TN和 TP的变化及其去除率和平均去除速率

Fig. 9    Changes, removal rate and average removal rate of TN and TP in mixed cultures supplemented with different
concentrations of NaHCO3
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生长，可提高氮、磷去除率。添加 NaHCO3 混合培养过程中的 TN/TP去除率和平均去除速率 (图 9(b)
和图 9(d))与细胞比生长速率和生物量 (图 7)变化同步，在MC0.6中达到最大值。

 2.3    不同培养体系对脂类和虾青素积累的影响

为了评估不同培养体系对雨生红球藻脂类

和虾青素合成的影响，分析比较了雨生红球藻

添加 0.6 g·L–1 NaHCO3、  30:1(MCK)和 CK中的

脂类和虾青素含量。如图 10所示，添加 0.6 g·L–1

NaHCO3中脂类含量最高 (392.2 mg·g–1)，分别

比 MCK(259.6 mg·g–1)和 CK(194.7 mg·g–1)提高

了 51.1%和 101.4%。添加 0.6  g·L–1 NaHCO3 中

雨生红球藻的虾青素含量达到最高 (27.9 mg·g–1)，
分别是 MCK(19.0  mg·g–1)和 CK(5.9  mg·g–1)的
1.5倍和 4.7倍。脂类和虾青素的变化规律相

似，主要是由于呈脂溶性虾青素分散在藻类细

胞的脂滴中[48]，因此，与脂类的合成呈相同的变化趋势 (图 10)。
与 CK和 MCK相比，添加 0.6 g·L–1 NaHCO3 中雨生红球藻的脂类和虾青素含量逐渐增加。主

要原因是氮、磷质量浓度的快速下降，尤其是氮 (图 7(a))。添加 0.6 g·L–1 NaHCO3 对总氮的快速去

除导致早期氮的含量相对不足/缺乏 (氮饥饿)，使得藻细胞将碳通量引导至脂类合成路径，从而促

进脂类和虾青素的合成[48-49]。

 3    结论

1)与雨生红球藻的单独培养 (CK)相比，雨生红球藻与 DT06混合培养促进了雨生红球藻生

长。雨生红球藻与DT06混合培养过程的 COD先后均被完全去除，氮、磷的去除效果也得到显著提升。

2)添加 NaHCO3 的混合培养可进一步促进藻类生长和对氮、磷的去除。在 NaHCO3 质量浓度

为 0.6 g·L–1 时，雨生红球藻比生长速率达到最高，氮和磷几乎被完全去除，其平均去除速率分别

达到 55.5 mg·(L·d)–1 和 8.9 mg·(L·d)–1。
3)在 CK、M和 MC体系中，MC中雨生红球藻的脂类和虾青素含量最高，分别达到 259.6

mg·L–1 和 27.9 mg·L–1。

 

图 10    不同培养体系下脂类和虾青素的含量

Fig. 10    Contents of lipid and astaxanthin in different
culture modes
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Treatment  of  wastewater  with  high  nitrogen/phosphorous  content  by  mix-
cultivation  of  Haematococcus  pluvialis  and  Simplicillium  lanosoniveum
supplemented with NaHCO3
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Abstract      In  order  to  efficiently  remove  nitrogen/phosphorus,  the  astaxanthin-producing  green  alga
Haematococcus pluvialis and antibiotic-synthesizing fungus Simplicillium lanosoniveum DT06 (DT06) was mix-
cultivated in the unsterilized wastewater without/with addition of NaHCO3. Experimental results showed that the
removal rates of  COD, nitrogen and phosphorus were 100%,  83.3% and 88.2% when the optimal cell  ratio of
algae-bacteria was 30:1, respectively; the removal rates of nitrogen and phosphorus increased further to 100 %
after  addition of  0.6  g·L–1 NaHCO3  to  mixed culture,  and the contents  of  algal  biomass,  lipid  and astaxanthin
increased  to  1.95  g·L–1,  0.39  g·g–1  and  27.9  mg·g–1,  respectively.  Hence,  mix-cultivation  of H.  pluvialis  and
DT06  supplemented  with  NaHCO3  provides  a  cost-effective  strategy  for  wastewater  treatment  and
biodiesel/astaxanthin production.
Keywords      Haematococcus  pluvialis;  Simplicillium  lanosoniveum;  mixed  culture;  removal  of
nitrogen/phosphorous; biodiesel; astaxanthin
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