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紫菜作为一种大型红藻，是目前世界上人工栽培经济价值最高的一种栽培海藻，全世界人工栽培海藻的总产值近3×109美元，其中紫菜的产值近2×109美元，约占2/3（费修绠等，1998）。紫菜不仅含有丰富的蛋白质、碳水化合物，而且各种维生素和矿物质的含量也特别丰富（Rupérez　et al.,2002; Dinabandhu et al.,2002），其中紫菜的多糖及藻胆蛋白等成分具有药用价值，以紫菜为原料从中提取高附加值的产品。因此利用紫菜可以开发保健食品和生物药物，具有很大的市场价值和开发潜力。
此外，紫菜还可以作为海洋科学基础研究和应用研究的模式生物（Lin et al.,2004），根据紫菜的遗传学特性，如具有较小的基因组（大约2.6×108个碱基）和较少染色体（2~7条）使它符合基因组学研究的许多标准，因此被广泛应用到基因组水平和遗传转化的研究(Kuang et al .,1998;He et al.,2001;Cheney et al.,2001;Waaland et al.,2004)。
紫菜具有异型世代交替的生活史，其丝状体阶段可在实验室人为控制下保持长期的营养增殖状态而不发育，而当改变培养条件时，又可使其在短时间内迅速发育，起到了陆地作物种子的作用。我们曾利用紫菜丝状体在光生物反应器中进行培养，获得了较好的效果，验证了光生物反应器培养坛紫菜丝状体细胞的可行性(Zhang et al.,2006)。
光生物反应器培养藻类细胞已有70多年的历史，但主要以微藻的大量培养为目标，而对大型藻类细胞及组织培养的研究较少。面对众多不同类型的生物反应器，选择时不仅要考虑光照、温度控制、气体传输、营养物质传输及培养液混合情况等因素，还要考虑反应器的制作成本、反应器类型及所需的实验成本等。气升式内环流生物反应器和鼓泡式生物反应器结构都较为简单，气体从底部通过喷嘴或孔盘穿过液体实现气体传递和物质交换，其内部都不含转动部分，整个系统封闭，易于无菌操作，而且无需机械能消耗。这两种生物反应器不仅符合生物反应器的选择标准，而且操作简单，成本低廉，而且被广泛应用到微生物和动植物细胞的大规模培养(Ballica et al.,1993;Fischer et al.,1995)。
本研究利用上述两种生物反应器培养坛紫菜丝状体营养细胞，以比较不同类型的生物反应器对细胞生长的影响，并进一步优化坛紫菜丝状体的培养条件，以期获得较高的生物量和适宜坛紫菜丝状体细胞快速增殖的培养方案，解决优良品种容易退化、优质产物的产量低等困扰紫菜栽培业的难题。
一、材料与方法
1.坛紫菜丝状体的培养
（１）藻种
坛紫菜（Porphyra haitanensis）丝状体BD-f-02品系由宁波大学海洋生物工程重点实验室（浙江宁波）提供，克隆最初来自单个孢子体细胞，经长期营养增殖形成丝状藻丝。
（２）坛紫菜合成培养液
培养液采用PES配方（1000ml海水中添加2ml PES母液；pH=7.8）（Wang et al.,1987）。培养液用天然海水配制，由中国科学院海洋研究所水族楼提供砂滤海水，静置，用8µm滤纸过滤除去杂质，装入5L玻璃三角瓶中并在电炉上煮沸，冷却，在超净台（北京半导体设备一厂）中分装。
(3) 坛紫菜丝状体的一级培养
首先将坛紫菜丝状体用载玻片磨碎、清洗后重悬于300ml玻璃三角瓶中（装液150ml），并置于温度为20ºC，光强为40µE/ m2 ·s，光周期为14L/10D的光照培养箱（宁波江南仪器厂）中，每天摇动三次，5~10s/次，培养一周并测定初始密度后，接种于光生物反应器中。
2 光生物反应器操作
(1)2500ml鼓泡式光生物反应器（图1）
反应器玻璃主体包括两部分，圆柱体部分和圆台体部分。圆柱体部分直径为8cm，高度为60cm；圆台体部分上部直径为8cm，下部直径为2cm，高度为15cm。整个反应器工作体积为2500ml。反应器上部具有接种口、取样口、加料口和空气出口。
(2)2500ml气升式内环流光生物反应器（图1）
反应器玻璃主体由圆柱体部分和圆台体部分组成。圆柱体部分直径为8cm，高度为70cm，提升管直径为4cm，高为50cm；圆台体部分上部直径为8cm，下部直径为2cm，高度为5cm。整个反应器工作体积为2500ml。反应器上部具有接种口、取样口、加料口和空气出口。
(3) 基本操作流程

先将生物反应器硅烷化、蒸汽高压灭菌（121ºC，15min）后，固定于光照培养箱中。根据光生物反应器的基本培养条件（表1），由接样孔加入坛紫菜丝状体细胞，加入合适的营养盐和培养液后，打开气泵，调整气体流量并控制温度。
表1 光生物反应器的基本培养条件

	基本条件
	 ―

	反应器类型
	2500ml 鼓泡式光生物反应器

/2500ml气升式内环流光生物反应器

	温度 (ºC)
	20

	培养周期(day)
	20

	入射光强 (μ mol photons m-2 s-1)
	40

	光周期 (h(light)/h(dark))
	14:10

	初始细胞密度 (mg/L)
	700

	通气速率 (v/v/m)
	1.2

	无机氮源浓度(mM NaNO3)
	15

	无机磷源浓度 (mM Na2HPO4)
	0.6


3.测试及分析计算方法

(1) 藻细胞密度（用mg DCW/L表示）的测定

测定坛紫菜丝状体细胞密度之前，先摇匀待测丝状体细胞，取一份10ml样品，通过孔径为0.2μm的滤膜过滤, 然后置于80℃烘箱中烘至恒重，称量得到Wt。测定密度之前先将滤膜放于海水中浸泡，然后放于80℃烘箱中烘至恒重，称量得到Wo。故样品干物质重量W=(Wt-Wo)，则样品的密度为X=W/Vsample。每个批次做三个平行，取平均值。
(2) 生长速率的测定

利用生长速率的公式
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求得坛紫菜丝状体的生长速率，其中X1和X2 (mg DCW/L)分别为在T1,T2天时细胞密度。
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图1 鼓泡式生物反应器和气升式内环流生物反应器的示意图（其中：E表示光照培养箱；S为气体分布器）

二、结果与讨论

1.结果
通过运行内气升环流式光生物反应器和鼓泡式光生物反应器，在相同的培养条件下对坛紫菜丝状体细胞进行培养，我们发现不同反应器类型对丝状体细胞的生长具有显著的影响，其生长曲线如图2所示。气升式内环流光生物反应器较鼓泡式光生物反应器获得了更大的生物量，结果表明坛紫菜丝状体细胞的产量达到了4850mg DCW/L，较鼓泡式光生物反应器增长了22.8%，平均生长速率达到0.096/d，因此可以说气升式内环流光生物反应器更适合坛紫菜丝状体细胞的生长。
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图2 坛紫菜丝状体细胞在两种不同类型生物反应器中的生长曲线

2.讨论

作者通过比较不同反应器类型对坛紫菜丝状体细胞悬浮培养的影响，认为存在差异的原因可能是在不同光生物反应器中，液体的流动状态不同（图1）。由于光生物反应器的几何结构不同导致气升式内环流的光生物反应器具有环流、均一的液体流型而在鼓泡式光生物反应器中则为随机、非均质的液体流型。因此在气升式内环流光生物反应器中，细胞随培养基做有规则的运动，获得的营养条件和光照条件都比较均一，所以光合作用的效率就高；而在鼓泡式光生物反应器中，细胞可能由于不能进行环流而呆在低光强或低营养盐的区域（Merchuk et al.,1991），因此细胞生长缓慢。
同时肉眼观察发现丝状配子体在反应器中随着培养时间的增加逐渐形成分枝的、松散的块状球体，而且在鼓泡式光生物反应器中，由于气泡的破裂，会造成对细胞的损伤并会致使这些块状的球体被溅到反应器内壁上，也造成了丝状体细胞产量的降低。

三、结论

本实验使用2500ml气升式内环流光生物反应器和2500ml鼓泡式光生物反应器，进一步验证了生物反应器悬浮培养坛紫菜丝状体细胞的可行性，并初步研究了两种不同光生物反应器类型对丝状体细胞生长的影响。得出：（1）在相同培养条件下，气升式内环流生物反应器的最大密度为4850mg DCW/L，生长速率为0.094/d，而在鼓泡式生物反应器中分别为3950mg DCW/L和0.086/d；（2）这可能是由于气升式内环流光生物反应器可实现细胞随培养液有规律的循环、培养体系混合更加均匀、光照效率更高以及对细胞损伤较小等优点，致使培养结果优于鼓泡式光生物反应器。因此使用气升式内环流光生物反应器可获得更大产量的丝状体细胞，这对于解决紫菜栽培工作中出现的良种退化等问题以及基因工程中紫菜细胞的快速增殖工作具有重要的参考价值。
参考文献
费修绠，王素娟，卢山．1998．红藻类细胞工程育种和育苗．见：曾呈奎，相建海主编．海洋生物技术．济南：山东科学技术出版社， 7～26
Rupérez P, 2002. Mineral content of edible marine seaweeds[J], Food Chemistry, 79: 23～26

Dinabandhu S, Tang X R, Charles Y, 2002.Porphyra – the economic seaweed as a new experimental system[J]. Current Science, 83: 1313～1316

[4]Lin C M, Yarish C, Chen T,. 2004.  Development of a novel gene transfer method in Porphyra[J],  Bulletin of Fish Research Agency, Suppl.1: 155

Kuang M, Wang S J, Li Y, et al., 1998 .ransient expression of exogenous GUS gene in Porphyra yezoensis (Rhodophyta) [J], Chinese Journal of Oceanology and Limnology, 16: 56～61
He P, Yao Q, Guo M, et al, 2001. Transferring and expression of glucose oxidase gene – gluc in Porphyra yezoensis[J], Journal of Phycology, 37(Suppl): S22
Cheney D, Metz B, 2001. Stiller J, Agrobacterium-mediated genetic transformation in the macroscopic marine red alga Porphyra yezoensis[J], Journal of Phycology, 37 (Suppl): S11
Waaland J R, Stiller J W, Cheney D P, 2004.Minireview-Macroalgal candidates for genomics[J],  Journal of Phycology, 40: 26～33
Zhang W, Gao J T, Zhang Y C, et al., 2006.Optimization of conditions for cell cultivation of Porphyra haitanensis conchocelis in a bubble-column bioreactor[J]. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 22 (7): 655～660
Ballica R, Ryu D D Y, 1993. Effects of theological properties and mass transfer on plant cell bioreactor performance: Production of tropone alkaloids[J]. Biotechnology Bioengineering, 42(12): 1181～1189
Fischer U, Alfermann A W, 1995. Cultivation of photoautotrophic plant cell suspensions in the bioreactor: Influence of culture conditions[J].Journal of Biotechnology, 41(1): 19～28
Wang S, Wang G, Sun Y, et a.l., 1987. Isolation and cultivation of the vegetative cells of Prophyra haitanesis (Rhodophyta) [J].Chinese Journal of Oceanology and Limnology, 5: 333～339
Merchuk J C, 1991. Shear effects on suspended cells[J]. Advances in Biochemical Enginerring, 44: 65

Comparison of photobioreactors for cultivation of Porphyra Haitanensis sporophytes

Zhang Wei1, 2,△  Deng Xiangyuan1, 2,△  Jiang Peng1    Qin Song1,* 
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ABSTRACT
Vegetative cells of Porphyra haitanensis sporophytes were grown in a bubble-column and a draft-tube internal-loop airlift bioreactor at 20℃ with an illuminance of 40μmol photons m-2 s-1 for 20days. The draft-tube internal-loop airlift bioreactor yielded maximum cell density of 4850mg DCW (Dried Cell Weight)/L and higher growth rate of 0.094/d, compared to the bubble-column, 3950mg DCW/L and 0.086/d, respectively. The advantages were related to the more homogeneous fluid dynamic characteristics in the draft-tube internal-loop airlift bioreactor than the bubble-column bioreactor.







(*中国科学院知识创新工程（2003AA624020）和国家自然科学基金（40506030）共同资助项目；

作者简介：邓祥元（1982- ），男，山东日照人，硕士研究生，研究方向：藻类生物技术，E-mail： dengxy2005@126.com；通讯作者：秦松*，研究员，博导，现从事海藻方面的研究。电话：0532-82898500，E-mail：sqin@ms.qdio.ac.cn。
收稿日期：2007年１０月20日。

_1247487006.unknown

