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封面图说: 巴西热带雨林———美丽的巴西北部玛瑙斯热带雨林景观。 位于南美洲的亚马逊河是世界上流域最广、流量最大的

河流,孕育了世界面积最大的热带雨林,雨林中蕴藏着极丰富的生物资源。
彩图提供: 中国科学院生态环境研究中心徐卫华博士摇 E鄄mail:xuweihua@ rcees. ac. cn
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重要理化因子对小球藻生长和油脂产量的影响

张桂艳1,2,温小斌1,2,梁摇 芳1,2,欧阳峥嵘1,2,耿亚红1,梅摇 洪1,李夜光1,*

(1. 中国科学院武汉植物园 中国科学院植物种质创新与特色农业重点实验室, 武汉摇 430074; 2. 中国科学院研究生院, 北京摇 100049)

摘要:采用通气培养的方法研究了 N、P、Fe3+、盐度、光照强度、温度对小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)生长速率、生物量和油脂

产量的影响。 主要结果如下:N 浓度对小球藻的生长和油脂产量均有显著的影响,在 KNO3浓度 0. 05—0. 3g / L 范围内,小球藻

生长速率随 N 浓度的增加而提高,并积累更多的生物量,而油脂含量随之递减,KNO3浓度为 0. 3g / L 时,油脂产量最高。 小球藻

对 P 浓度变化的适应范围很大,K2HPO4浓度在 10—160mg / L 范围内,对小球藻的生长和油脂产量都没有显著影响。 在小球藻

培养后期补加不同浓度 Fe3+对其生长速率没有显著影响,总脂含量随着 Fe3+浓度升高呈现上升的趋势,均比对照有极显著提

高,Fe3+浓度为 0. 75mmol / L 时油脂产量最高。 盐度对小球藻的生长有一定的抑制作用;油脂含量先随着盐度的增大而提高,当
NaCl 浓度达到 0. 6mol / L, 油脂含量又显著降低;油脂含量和油脂产量均在盐度为 0. 2mol / L 时最高。 光照强度对处于生长后期

的小球藻的生长影响不大,但影响其油脂积累,小球藻的油脂含量和产量随光照强度的增大而显著提高,当光照强度增至

280滋mol m-2 s-1时,油脂含量和油脂产量最高。 温度对小球藻的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量都有显著的影响,在
15—40益范围内,随着培养温度的升高,生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量都经历了一个先上升然后下降的过程,适合小

球藻生长、积累油脂的温度范围是 20—35益,30—35益时油脂产量最高,40益时生物量、油脂含量和产量都最低。 理化因子对生

长和油脂含量的影响分为两种情况:(1) 温度、光强、铁浓度和盐度的影响表现为在适宜生长的条件下提高油脂含量,这种模式

可以称为“适宜模式冶;(2) 氮浓度的影响表现为在不利于生长的条件下提高油脂含量,这种模式可以称为“胁迫模式冶。 两种

模式都可以提高油脂含量,但是,只有适宜模式才可以提高油脂产量。 在筛选小球藻优良产油藻种时要注意,只有在适宜的培

养条件下油脂含量高的藻种才具有高产油潜力。
关键词:小球藻;生长;油脂含量;油脂产量

The effects of physical and chemical factors on the growth and lipid production of
Chlorella
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2 Graduate University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China

Abstract: The effects of nitrogen, phosphorus, iron, salinity, light intensity, and temperature on the growth rate,
biomass, and lipid accumulation of Chlorella sp. XQ鄄200419 in aerated cultures were investigated. The main results are as
follows: Both the growth and lipid accumulation of Chlorella sp. XQ鄄 200419 are significantly affected by the nitrogen
concentration in the BG11 medium. Growth rate and biomass increase with increasing KNO3 concentration from 0. 05g / L to
0. 3g / L, however lipid content decreases. Maximum lipid production was realized when the KNO3 concentration was 0. 3g /
L. There were no obvious effects on the growth and lipid accumulation of Chlorella sp. XQ鄄 200419 when the K2 HPO4

concentration ranged from 10 mg / L to 160mg / L. The growth rate was not affected by supplementing the growth media with
chelated FeCl3 in the late growth phase. whereas, the lipid content did increase with increasing supplemented Fe3+
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concentration. Both the lipid content and lipid production were maximized when cultures were supplemented with 0. 75mol /
L Fe3+ . Growth of Chlorella sp. XQ鄄200419 was inhibited to some extent by salinity. With NaCl concentrations of 0. 2mol /
L or less, the lipid content increases with the increases in salinity. When the NaCl concentration was 0. 6mol / L, the lipid
content declined significantly. Lipid content and lipid production both were maximized with a NaCl concentration of
0郾 2mol / L. The growth of Chlorella sp. XQ鄄200419 was only slightly affected by changing the light intensities in the late
growth phase. However, lipid accumulation was greatly affected. Lipid content and lipid production significantly increased
with the increased light intensity. Maximal lipid content and lipid production were achieved at the highest light intensity
used 280滋mol m-2s-1 . Temperature significantly impacted growth rate, biomass, lipid content, and lipid production. With
the increases in temperature from 15益 to 40益, the growth rate, biomass, lipid content and lipid production all initially
increased and then decreased. The optimal temperature range for growth and lipid accumulation is from 20益 to 35益 . Lipid
production was maximized between 30益 and 35益 . Cultivation at 40益 caused minimal biomass, lipid content, and lipid
production. There are two patterns by which physical and chemical factors act on the growth and lipid content of Chlorella
sp. XQ鄄200419. When temperature, light intensity, Fe3+ and salinity are applied at an optimal range they have a promoting
effect on both growth and the lipid content of the alga, which can be termed as “ fit mode冶 . In the second pattern, low
nitrogen concentration leads to an increased lipid content but inhibits the growth of the alga. This is termed “stress mode冶.
Both modes increase lipid content, but only the “fit mode冶 increases lipid production. To select good oil鄄producing strains
of Chlorella, it is also worth noting that only strains that achieve higher oil content under suitable culture conditions have
high potential for oil production.

Key Words: Chlorella; growth; lipid content; lipid production

微藻是遍布全球水体的浮游植物,每年由微藻光合作用固定的二氧化碳占全球二氧化碳固定量的 40%
以上,在能量转化和碳元素循环中具有重要的作用。 有些微藻把光合作用产物转化为脂肪酸,进一步合成三

酰基甘油酯(TAG),在细胞中以油滴的形式贮藏起来[1鄄3]。 微藻细胞中的三酰基甘油酯可达到干重的 20%—
50% ,提取后通过转酯化后转变为脂肪酸甲酯,即生物柴油[4鄄6]。

目前,尽管大规模培养微藻生产生物柴油的研究备受关注,但是,由于研究工作刚开始,从生物燃料生产

的角度研究各种理化因子与微藻油脂积累关系的报道不多。 已有的关于藻类脂肪酸积累的工作主要集中在

两个方面:一是微藻营养成分的研究,如培养条件对脂肪酸组成、含量的影响[7鄄11];二是伴随着类胡萝卜素积

累的脂肪酸合成[12鄄14],研究目标多集中在少数几种因子,如氮饥饿和高光胁迫等[15鄄17]。 开展微藻生物柴油研

究,有必要研究各种重要理化因子对微藻生长、生物量和油脂积累的影响,不仅要关注油脂的含量,更重要的

是要关注油脂的产量。
小球藻 Chlorella sp. XQ鄄 200419 是本实验室筛选出的易培养、生长快、适应性强、油脂含量较高的藻

种[18],本文研究了微藻培养的重要理化因子 N、P、Fe3+、盐度、光照和温度对小球藻 Chlorella sp. XQ鄄200419
生长速率、生物量、油脂含量和产量的影响,旨在了解几种重要理化因子对小球藻产油影响的规律,为优化培

养条件、增加生物量、促进油脂积累、提高油脂产量提供依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 藻种

小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419) 由中国科学院武汉植物园经济微藻藻种库提供。
1. 2摇 培养基

小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)采用改良的 BG鄄11 培养基,各组分浓度(mg / L 蒸馏水)如下: NaNO3

(100),K2HPO4·3H2 O(40),MgSO4·7H2 O(75),CaCl2·2H2 O(36),Fe鄄citrate (6),Citric acid (6),EDTA·Na2(1),
Na2CO3(20),微量元素母液 1mL / L。 微量元素母液配方(g / L): (NH4)6Mo7O24·4H2O(0. 1104), Co(NO3)2·6H2O
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(0郾 0494), ZnSO4·7H2O(0. 22), MnCl2·4H2O(1. 8), H3BO3(2. 86), CuSO4·5H2O(0. 08)。
研究氮、磷、盐度和 Fe3+的影响时,分别在上述培养基的基础上添加所需的成分,达到实验设计的浓度

(表 1)。
1. 3摇 培养条件

1. 3. 1摇 培养装置

通气培养装置主要由长方体水槽、玻璃培养管、光源系统、控温系统、水循环系统、空气供给系统和 CO2供

给系统组成。 主要技术参数如下:
(1)长方体水槽用平板玻璃制成,长 115cm,宽 15cm,高 32cm(外部尺寸),水槽底部和顶部设有有机玻璃

支架,用于固定玻璃培养管;
(2)玻璃培养管为圆柱形,底部锥形,长 33cm,外径 4cm;
(3)光源系统由 10 根日光灯管组成,灯管水平排列,固定在垂直支架上,通过改变灯架与水槽的距离调

节光照强度,用遮光网遮光可同时获得光强梯度(0—400滋mol·m-2·s-1)。 由定时器控制光暗周期 14h:10h;
(4)控温系统由恒温水浴、输水管和热交换器组成,控温范围 0—50益,控温精度 0. 1益;
(5)水槽内水循环系统由微型潜水泵和水管组成,微型潜水泵驱动水槽内水的循环,保持各部分水温

一致;
(6)空气供给系统由小型空气泵、输气管、流量调节阀门和玻璃通气管组成,供气压强 0. 03MPa,每个培

养管的气流大小都可单独调节,获得所需的气流;
(7)CO2供给系统由 CO2钢瓶、减压阀、流量调节阀、流量计和输气管道组成,CO2流量大小连续可调,根据

藻液 pH 的变化控制 CO2通入量。
1. 3. 2摇 CO2补充及 pH 控制

每隔 24 小时,测藻液 pH 值,并向培养管中鼓泡通入 CO2,使藻液的 pH 值降至 6—7 的范围。
1. 4摇 各种理化因子对生长速率、生物量和油脂含量的影响

各种理化因子的设置及培养条件见表 1。

表 1摇 各种处理及培养条件

Table 1摇 Treatments and culture conditions

氮浓度 / (g / L)
KNO3

磷浓度 / (mg / L)
K2HPO4

盐度 / (mol / L)
NaCl

铁 / (mmol / L)
Fe3+

光照强度

/ (滋mol m-2 s-1)
Intensity

温度 / 益
Temperature

梯度 1 Grade 1 0. 05 10 0 0 70 15
梯度 2 Grade 2 0. 1 20 0. 1 0. 1 146 20
梯度 3 Grade 3 0. 2 80 0. 2 0. 5 200 25
梯度 4 Grade 4 0. 3 160 0. 6 0. 75 280 30
梯度 5 Grade 5 35
梯度 6 Grade 6 40
光强 Intensity / (滋mol m-2 s-1) 200 200 200 200 200
温度 Temperature / 益 30依1 30依1 30依1 30依1 30依1

取对数生长期的小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)藻液,4000r / min 离心 8min,采收藻细胞,用实验所需

的培养基清洗两次,再将离心收集的藻分别接种于所需的培养基中,调节初始 OD540为 0. 5依0. 005,每一种处

理的藻液分装入 3 只培养管中(3 个平行样),每管 175mL 藻液,置于通气培养装置中,进行通气培养。
铁(Fe3+)浓度对油脂含量影响的实验,开始都用 BG11 培养基接种培养,经过 4d 培养后,藻液 OD 值的增

长已很缓慢,分别向这 4 组培养管(每组 3 只)补加 FeCl3·6H2O 与 EDTA2Na 等摩尔混合的络合液,补加的

Fe3+的浓度依次为 0、0. 1、0. 5、0. 75mmol / L。
光照强度对油脂含量影响的实验,开始培养的光强是 200滋mol m-2s-1,经过 4d 培养,藻液 OD 值的增长已

8702 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇



http: / / www. ecologica. cn

很缓慢,通过改变光源和培养管之间的距离以及利用遮光网遮光,使 4 组培养管(每组 3 只)同时分别处于

70、146、200 和 280滋mol m-2s-1光强下,一直保持到培养结束。
每个实验至少重复 1 次。

1. 5摇 藻液吸光度的测定

每隔 24h,从每只培养管中取出约 3mL 藻液,用 752C 紫外可见分光光度计,1cm 光径比色杯,在 540nm 波

长下测定藻液的吸光度(OD540),每个样品测定 2 次,计算平均值。
每次取样后用记号笔准确标出培养管中液面的位置,下次取样前,加入蒸馏水至刻度,补充通气培养过程

中蒸发的水分。
1. 6摇 生长速率的测定

使用 BG11 培养基,在 200滋mol m-2s-1,(30依1)益通气培养小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419),接种后 1—
3d,藻液 OD 值快速增长,第 4 天,增长速率明显减缓,4d 以后,OD 值变化很少。 所以,用培养前 4d 的平均生

长速率表示各种培养条件下小球藻生长的速率。

滋=
lgOD2-lgOD1

t2-t1
伊3. 322

式中,OD1和 OD2分别是刚接种和培养 4d 的藻液 OD 值,t1 和 t2 是对应的培养时间(d),t2-t1 =4(d)。
1. 7摇 生物量的测定

采用干重称量法。 培养结束后,将每只培养管的藻液 6000r / min,离心 10min,收集藻细胞,用蒸馏水清洗

后,室温下真空干燥至恒重,称重。
1. 8摇 油脂含量的定量分析

(1) 称量干燥的藻粉 50mg 左右(重量计为 m),加入适量石英砂,液氮研磨破壁后放入 5mL 带盖塑料离

心管。
(2) 加入 5mL 乙酸乙酯 颐正己烷=1 颐1 的混合有机溶剂,超声波破碎仪处理 20min,50益恒温水浴中提取

45min,提取过程中间隔一定时间震荡离心管,使藻材料与溶剂混合均匀,促进提取;11000r / min 离心 15min,
收集上清液至 35mL 离心管中,重复提取两次,合并提取液。

(3) 向提取液中加入等体积的蒸馏水,震荡混匀后 2000r / min 离心 4min,收集上层有机相至已烘干并称

量净重的玻璃试管中(试管重量计为 W1)。
(4) 80益水浴蒸发玻璃试管中的溶剂 1. 5h(至看不到液体状溶剂),80益烘箱烘干 2h,称量玻璃试管总重

量,计为 W2。
(5) 计算藻细胞的粗脂肪含量 C(% ):C=100伊(W2-W1) / m

1. 9摇 油脂产量的计算方法

培养结束时,收集藻液,精确量取每个培养管中藻液体积 V(单位:L),根据生物量 B(单位: mg)、总脂含

量 C(单位:% ),计算油脂产量 P(单位: mg / L):
P=B伊C / V

2摇 结果和分析

2. 1摇 不同氮(N)浓度培养条件下的小球藻的生长速率、生物量、油脂含量和产量

小球藻生长速率随着培养基氮源浓度加大而提高,4 组不同氮源浓度培养条件下,氮源浓度为 0. 05g / L
时,生长速率与其他 3 组差异极显著(P<0. 01),氮源浓度为 0. 1g / L 时,生长速率与其他 3 组差异极显著(P <
0. 01),氮源浓度为 0. 2g / L 与 0. 3g / L 两组间生长速率没有显著差异(P >0. 05)。

随着氮源浓度的升高,小球藻的生物量逐步增加,而总脂含量却逐步降低。 统计分析表明,4 组不同氮浓

度培养条件下小球藻的生物量差异均极显著(P <0. 01);氮源浓度 0. 1g / L 与 0. 2g / L 之间,0. 2g / L 与 0. 3g / L
之间,总脂含量差异不显著(P >0. 05),其余各组之间总脂含量差异均极显著(P <0. 01);小球藻的油脂产量
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随着氮源浓度提高而上升,氮源浓度为 0. 2 g / L、0. 3g / L 与氮源浓度 0. 05 g / L、0. 1g / L 相比,油脂产量显著增

加(P <0. 05)。

表 2摇 Chlorella sp. XQ鄄200419 在不同 KNO3浓度培养基中的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量(平均值依标准差)

Table 2摇 Growth rate, biomass, lipid content and lipid production (means 依 SD) of Chlorella sp. XQ鄄 200419 in media with different

KNO3 concentration
氮浓度 KNO3 concentration / (g / L)

0. 05 0. 1 0. 2 0. 3
生长速率 Growth rate / t-1 0. 279 依 0. 017 0. 339 依 0. 007 0. 381 依 0. 0007 0. 396 依 0. 005
生物量 Biomass / mg 104. 17 依 7. 72 144. 57 依 3. 95 198. 43 依 8. 23 228. 17 依 0. 49
油脂含量 Lipid content / % 34. 29 依 2. 34 27. 35 依 2. 08 24. 05 依 1. 24 20. 91 依 0. 98
油脂产量 Lipid production / (mg / L) 229. 4 依 29. 6 252. 0 依 11. 5 305. 5 依 4. 21 305. 8 依 15. 7

摇 摇 SD: 标准差

2. 2摇 不同磷(P)浓度培养条件下小球藻生长速率、生物量、油脂含量和产量

小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)在不同 P 浓度培养基中的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量见表

3,磷浓度的变化没有对小球藻的生长产生明显的影响。 统计分析表明,不同浓度 K2HPO4(10—160mg / L)培
养小球藻,生长速率、生物量和总脂含量都没有显著差异,虽然 4 组小球藻的油脂产量有所不同,但是差异也

不显著(P>0. 05)(表 3)。

表 3摇 Chlorella sp. XQ鄄200419 在不同 K2HPO4浓度培养基中的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量(平均值依标准差)

Table 3摇 Growth rate, biomass, lipid content and lipid production (means 依 SD) of Chlorella sp. XQ鄄 200419 in media with different

K2HPO4 concentration
磷浓度 K2HPO4 concentration / ( mg / L)

10 20 80 160
生长速率 Growth rate / t-1 0. 360 依 0. 006 0. 380 依 0. 006 0. 366 依 0. 010 0. 385 依 0. 001
生物量 Biomass / mg 175. 7 依 18. 17 198. 9 依 3. 50 181. 2 依 19. 43 209. 5 依 2. 83
油脂含量 Lipid content / % 29. 65 依 1. 12 30. 38 依 1. 55 30. 17 依 0. 68 29. 02 依 3. 27
油脂产量 Lipid production / (mg / L) 343. 4 依 23. 4 368. 3 依 13. 1 360. 6 依 27. 2 369. 1 依 44. 1

摇 摇 SD: 标准差

2. 3摇 不同盐度培养条件下小球藻的生长速率、生物量、油脂含量和产量

随着盐度增高,小球藻生长速率呈下降趋势。 NaCl 浓度不高于 0. 2mol / L 时,各盐度间生物量差异不显

著(P>0. 05),NaCl 浓度达到 0. 6mol / L 时,生物量显著降低(P <0. 01)。 总脂含量先随着盐度的增大而提高,
当 NaCl 浓度达到 0. 6mol / L, 总脂含量又显著降低(P <0. 01),总脂含量和油脂产量均在 NaCl 浓度为

0郾 2mol / L 时最高。

表 4摇 Chlorella sp. XQ鄄200419 在不同 NaCl 浓度培养基中的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量(平均值依标准差)

Table 4摇 Growth rate, biomass, lipid content and lipid production (means 依 SD) of Chlorella sp. XQ鄄 200419 in media with different

NaCl concentration

盐度 NaCl concentration / ( mol / L)

0 0. 1 0. 2 0. 6

生长速率 Growth rate / t-1 0. 337 依 0. 007 0. 313 依 0. 003 0. 312 依 0. 003 0. 283 依 0. 018

生物量 Biomass / mg 138. 5 依 4. 88 133. 7 依 1. 80 133. 9 依 4. 02 102. 8 依 5. 14

油脂含量 Lipid content / % 29. 89 依 1. 03 31. 88 依 0. 47 33. 35 依 0. 59 25. 50 依 0. 48

油脂产量 Lipid production / (mg / L) 270. 1 依 15. 7 277. 4 依 1. 37 290 依 1. 9 169. 9 依 10. 5

摇 摇 SD: 标准差

2. 4摇 不同铁(Fe3+)浓度对小球藻油脂含量的影响

统计分析表明,4 组小球藻的生物量没有显著差异(P >0. 05);小球藻的总脂含量和总脂产量均随着 Fe3+
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浓度的升高而上升,Fe3+浓度为 0. 75mmol / L 与其它各组相比,小球藻的总脂含量增加极显著(P <0郾 01),其
油脂产量比不补加 Fe3+和补加 0. 1mmol / L Fe3+显著提高(P <0. 05),但是与 Fe3+浓度为 0. 5mmol / L 的总脂产

量没有显著差异(P >0. 05)。

表 5摇 补加不同浓度 Fe3+后 Chlorella sp. XQ鄄200419 的生物量、油脂含量和油脂产量(平均值依标准差)

Table 5摇 Growth rate, biomass, lipid content and lipid production (means 依SD) of Chlorella sp. XQ鄄 200419 in media supplemented with

different concentrations of Fe3+

铁浓度 Fe3+ concentration / ( mmol / L)
0 0. 1 0. 5 0. 75

生物量 Biomass / mg 142. 3 依 11. 25 132. 9 依 20. 01 134. 6 依 10. 15 128. 2 依 12. 11
油脂含量 Lipid content / % 31. 76 依 1. 10 36. 84 依 0. 89 37. 91 依 0. 59 41. 06 依 1. 68
油脂产量 Lipid production / (mg / L) 298. 7 依 27. 4 368. 3 依 44. 7 334. 3 依 39. 9 369. 1 依 52. 5

摇 摇 SD: 标准差

2. 5摇 光照强度对小球藻油脂含量的影响

改变光照强度前后 4 组藻的生长速率没有显著差异(P >0. 05)(表 6)。 改变光照强度对小球藻的生物

量、总脂含量和油脂产量均有一定影响。 光照强度最低的一组(70滋mol m-2 s-1)小球藻生物量、油脂含量和油

脂产量均低于其他 3 组小球藻,而且差异极显著(P <0. 01);光照强度最高的一组(280滋mol m-2s-1)与中等光

强(146滋mol m-2 s-1和 200滋mol m-2 s-1)的两组相比,生物量的差异不明显,但油脂含量和油脂产量均高于后

者,差异极显著(P <0. 01)。

表 6摇 改变光照强度后 Chlorella sp. XQ鄄200419 的生物量、油脂含量和油脂产量(平均值依标准差)

Table 6摇 Growth rate, biomass, lipid content and lipid production (means 依SD) of Chlorella sp. XQ鄄200419 at different light intensity

光照强度 light intensity / (滋mol m-2 s-1)
70 146 200 280

生物量 Biomass / mg 137. 8 依 3. 80 146. 4 依 1. 75 148. 2 依 3. 19 145. 0 依 3. 01
油脂含量 Lipid content / % 26. 24 依 1. 50 30. 19 依 2. 09 30. 99 依 1. 37 36. 89 依 0. 84
油脂产量 Lipid production / (mg / L) 0. 233 依 10. 8 288. 1 依 16. 1 297. 0 依 6. 5 346. 5 依 2. 7

摇 摇 SD: 标准差

2. 6摇 不同培养温度下小球藻的生长速率、生物量、油脂含量和产量

小球藻在 15—35益下均能正常生长;在 40益下培养小球藻,前 2d 生长基本正常,第 3 天生长速率明显下

降,第 4 天出现负值,表明小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)不能长期在 40益的高温下培养。 统计分析表明

(表 7):40益时生长速率、生物量、总脂含量和产量都极显著的低于其它温度(P<0. 01);35益的生长速率和生

物量均最高,与其它培养温度差异极显著(P <0. 01);20益、25益和 30益培养条件下,小球藻的生长速率和生

物量都没有显著差异(P >0. 05);小球藻的油脂含量在 15-35益范围内没有显著差异(P >0. 05);油脂产量在

30益和 35益时最高,与其他四组间的差异极显著(P <0. 01)。

表 7摇 Chlorella sp. XQ鄄200419 在不同温度培养条件下的生物量、油脂含量和油脂产量(平均值依标准差)

Table 7摇 Growth rate, biomass, lipid content and lipid production (means 依SD) of Chlorella sp. XQ鄄200419 under different temperature

温度 Temperature / 益

15 20 25 30 35 40

生长速率 Growth rate / t-1 0. 298 依 0. 002 0. 349 依 0. 004 0. 354 依 0. 007 0. 347 依 0. 005 0. 365 依 0. 001 0. 254 依 0. 011

生物量 Biomass / mg 128. 2 依 1. 21 151. 0 依 1. 42 152. 9 依 2. 37 160. 4 依 1. 44 194. 9 依 3. 29 82. 9 依 1. 47

油脂含量 Lipid content / % 28. 23 依 1. 49 31. 76 依 0. 25 29. 87 依 1. 64 31. 32 依 1. 01 26. 37 依 0. 82 17. 91 依 0. 85

油脂产量
Lipid production / (mg / L) 35. 3 依 9. 2 330. 1 依 1. 3 296. 5 依 11. 3 308. 8 依 6. 9 333. 6 依 6. 6 94. 2 依 4. 1

摇 摇 SD: 标准差
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3摇 讨论

3. 1摇 氮浓度的影响

氮是微藻生长必需的大量元素之一,对于藻类的生长、繁殖等生理活动有着重要的作用[19]。 不同的藻种

对氮源的要求有差异,氮源的种类、浓度发生变化,会影响微藻的生理生化特性,如微藻的生长状况, 类胡萝

卜素的积累,胞外多糖的产生,脂肪酸含量以及酶活性[20鄄22] 等。 一般来讲,氮源浓度的增加提高了蛋白质含

量,但降低了脂类和碳水化合物的含量。 Illman 等报道,在低氮条件下培养 5 种小球藻,与高氮相比,油脂含

量平均增高约一倍,最高达到干重的 63% [23]。 Zhila 等报道,在低氮条件下培养布朗葡萄藻(Botryococcus
braunii Kutz IPPAS H鄄252), 与对照相比,油脂含量由 10%增高到 21% [24]。

研究表明,氮浓度变化对小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)的生长和油脂积累都有显著影响:随着氮浓度

的增加,生长速率和生物量都提高了,氮源(KNO3)浓度低于 0. 2g / L,随着氮源浓度的降低,油脂含量升高,氮
源(KNO3)浓度高于 0. 2g / L,油脂含量不随氮源浓度的变化而改变。 与已有报道相同,再一次证实了氮浓度

的变化是影响藻细胞生长和油脂积累的关键因素。 值得注意的是,氮源浓度的降低虽然显著地提高了小球藻

(Chlorella sp. XQ鄄200419)的油脂含量,却降低了生物量,综合作用的结果,油脂的产量不是增加了,而是降低

了(表 2)。 低氮浓度对于小球藻(Chlorella sp. XQ鄄 200419)是一种胁迫条件,即氮饥饿。 氮饥饿对小球藻

(Chlorella sp. XQ鄄200419)的影响表现为抑制生长、提高油脂含量而降低油脂产量。
目前,研究者更多地注意氮饥饿对提高油脂含量的作用,氮饥饿对生物量积累的负面影响并没有引起足

够的关注。 如何合理调控氮源,在保证生长速率和生物量的前提下提高油脂含量,最终达到提高油脂产量的

目的,应该是微藻产油研究的一个重要内容。
3. 2摇 磷浓度的影响

磷对微藻脂肪酸影响的报道不多。 细胞中的多不饱和脂肪酸(PUFAs)主要是以极性脂肪酸的形式存在,
如磷脂,因此磷含量显著影响细胞内 PUFAs 的含量[25]。 李荷方等 6 种营养盐对小球藻脂肪酸含量影响的研

究表明,缺 P 时小球藻的生长速度不快,P 浓度增加至 0. 015mmol / L 时小球藻的生长速度最快,再增加 P 浓度

生长速度反而降低,未加 P 的总脂含量为每升藻液 6. 3mg,而 P 的添加量为 0. 015mmol 时,总脂含量可提高到

每升藻液 16. 7mg,P 的添加量再增加时脂肪含量反而降低[26]。 本研究表明,磷的浓度在一定范围内(K2HPO4

10—160mg / L),对小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)的生长和总脂含量几乎没有影响。 本研究使用的磷浓度

范围已经涵盖了绝大多数微藻培养基的磷浓度[27],仍然对小球藻的生长和油脂含量没有影响,表明小球藻

(Chlorella sp. XQ鄄200419)对磷浓度变化的适应能力很强,磷浓度的变化不会影响其生长和油脂积累。 本研

究结果与李荷方等的结果不同,可能是因为不同的藻种(Chlorella sp. XQ鄄200419 是淡水小球藻,李荷方等的

藻种是海水小球藻对磷的需求不同。
3. 3摇 盐度的影响

有关盐度对小球藻生长、光合速率、叶绿素含量的研究已有一些报道[28鄄29],一般来讲小球藻对盐度有较

强的适应性,但盐度过高时藻体开始出现发白、沉底现象,以后藻体陆续死亡。 本研究中,在盐度不高于

0郾 2mol / L 的范围内,盐度增高对小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)的生长和生物量影响不显著,总脂含量随

盐度的增加而稍有提高;盐度达到 0. 6mol / L,生长速率、生物量和油脂含量和产量都显著降低,盐度为

0郾 2mol / L 时,小球藻的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量均达到最高。 盐度的影响表现为适宜生长的

条件促进油脂积累提高油脂产量。
3. 4摇 Fe3+的影响

铁是浮游植物生长所必需的微量元素,作为酶和氧化还原蛋白的辅助因子,在一些生物过程中起着重要

的催化作用,也是影响微藻脂肪酸含量的重要因子。 李荷方等在 6 种营养盐对小球藻脂肪酸含量影响的研究

表明,Fe 对生长速率的影响不大,但在一定的范围内随着 Fe 浓度的提高脂肪酸含量升高[26]。 Liu 等在 Fe3+

对小球藻生长及脂肪酸积累的研究中表明,在小球藻的生长后期补加不同浓度的 Fe3+对其生长速率影响不
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大,但对其脂肪酸含量影响显著,不补加 Fe3+时脂肪酸含量为 7. 8% ,补加 Fe3+0. 012mmol / L 时其脂肪酸含量

升至 56. 6% [30]。
本研究中, 补加 Fe3+对处于生长后期的小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)的生长没有影响,但显著提高

了油脂的含量。 这一结果与 Liu 等的报道相似。 但是,对小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)油脂积累发挥作

用的 Fe3+浓度比 Liu 等的报道高出一个数量级,可能是由于淡水小球藻与海水小球藻对铁的浓度要求不同。
值得注意的是,补加 Fe3+ 0. 75mmol / L,虽然小球藻的油脂含量显著提高,但是,由于生物量低于其他各组,其
油脂产量仅比对照有显著提高,与其他两组处理(Fe3+ 0. 1mmol / L,0. 5mmol / L)没有显著差异。

3. 5摇 光照强度的影响

光照强度是影响藻类生长速率、生物量积累最主要的因素之一。 光照强度在光饱和点以下,微藻的光合

作用随着光强的提高而加强,从而促进生长[31-33]。 华雪铭等报道,绿色巴夫藻的脂肪酸含量随光照强度的增

大而增大[34]。 本研究在培养的后期改变光照强度,虽然对生物量的积累不能够产生显著的影响,但是提高光

照强度却可以显著地提高小球藻油脂的含量,进而增加油脂的产量(表 6)。 小球藻(Chlorella sp. XQ鄄
200419)的光饱和点在 500滋mol·m-2·s-1附近(欧阳峥嵘等,2010),本研究使用的光照强度均低于其光饱和点

(表 1),可以推测,如果小球藻在接种后就处于本实验设置的不同光照强度下, 其生长速率会随着光强的增

加而提高。 可以认为,光照强度对生长、油脂含量、油脂产量的影响表现为适宜生长的光强促进油脂积累并提

高油脂产量。
3. 6摇 温度的影响

温度是影响微藻生长和此生代谢产物积累的重要条件[35]。 华雪铭等报道,等鞭藻中多不饱和脂肪酸的

相对含量随环境温度升高而增加,绿色巴夫藻在 30益时生长最快,脂肪合成最多。 周洪琪报道,新月菱形藻

和铲状菱形藻合成脂肪酸的的最适温度分别为 20益和 10益,如果高于或低于这个温度,它们合成脂肪的能力

都显著降低[36]。 李文权等温度对 4 种海洋微藻脂肪酸组成的影响的研究中表明,随着温度升高,球等鞭金

藻、盐生杜氏藻、三角褐指藻的总多不饱和脂肪酸( TPUFA)百分含量呈下降趋势,其总单不饱和脂肪酸

(TMUFA)和总饱和脂肪酸(TSFA)百分含量则呈增加趋势;随着温度提高小球藻 TPUFA 百分含量和脂肪酸

平均双键数先降低后增加,在 20益时出现最小值[37] . 本研究中,随着培养温度的升高,小球藻(Chlorella sp.
XQ鄄200419)的生长速率、生物量、油脂含量和油脂产量都经历了一个先上升然后下降的趋势(表 7)。 适合小

球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)生长、积累油脂的温度范围是 20—35益,30—35益时,油脂产量最高。 15益时

虽然油脂含量不低,但是由于生长慢、生物量小,对油脂产量有显著不利影响。 温度升高到 35益, 油脂含量开

始下降,到 40益,油脂含量大幅度降低,表明高温不利于油脂的积累。 温度的影响总体上表现为适宜生长的

温度促进油脂积累提高油脂产量。
3. 7摇 理化因子对生长、油脂含量和产量影响的模式

本文研究了 6 种理化因子对小球藻(Chlorella sp. XQ鄄200419)生长速率、生物量、油脂含量和产量的影

响,除了磷在实验浓度范围内没有显著影响外,其它 5 种因子均有明显影响。 理化因子对生长和油脂含量的

影响分为两种情况:(1) 温度、光强、铁浓度和盐度的影响表现为在适宜生长的条件下油脂含量提高,这种模

式可以称为“适宜模式冶;(2) 氮浓度的影响表现为在不利于生长的条件下油脂含量提高,这种模式可以称为

“胁迫模式冶。 在适宜模式中,理化因子对油脂含量、产量的影响是一致的:利于生长的条件既提高油脂含量

也提高油脂产量。 在胁迫模式中,理化因子对油脂含量、产量的影响是不一致的:不利于生长的条件提高油脂

含量但是降低油脂产量。 以上两种模式,都可以提高油脂含量,但是,只有适宜模式才可以提高油脂产量。
很显然,利用胁迫条件,以牺牲小球藻的生长为代价提高油脂含量,并不能达到提高油脂产量的目的。 在

筛选小球藻优良产油藻种时要注意,只有在适宜的培养条件下油脂含量高的藻种,才具有高产油潜力。 在优

化小球藻产油条件时,不仅要关注其油脂含量的提高,更重要的是关注其油脂产量的提高。
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