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封面图说: 在树上嬉戏的大熊猫———大熊猫是中国的国宝,自然分布狭窄,数量极少,世界上仅分布在中国的四川、陕西、甘肃

三省的部分地区,属第四纪冰川孑遗物种,异常珍贵。 被列为中国国家一级重点保护野生动物名录,濒危野生动植
物种国际贸易公约绝对保护的 CITES 附录一物种名录。 瞧,够得上“功夫熊猫冶吧。

彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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环境因子对小球藻生长的影响及
高产油培养条件的优化

丁彦聪1,高摇 群1,刘家尧1,衣艳君1,*,刘建国2,*,林摇 伟2

(1. 青岛农业大学生命科学学院, 青岛摇 266109; 2. 中国科学院海洋研究所, 青岛摇 266071)

摘要:探讨了不同环境条件对小球藻(Chlorella sp. )叶绿素荧光动力学参数以及净光合放氧速率的影响,确定了以 L1海水培养

基为基础,以 8. 8 mmol / L 浓度的(NH2) 2CO 为氮源、0. 145 mmol / L NaH2PO4·H2O 浓度为磷源,在 150 滋mol·m-2·s-1光照强度、培
养温度为 18 益的小球藻最优培养条件。 在此条件下,明显加快了小球藻细胞的生长速度,促进了油脂和脂肪酸的积累,细胞密

度增加 24% ,油脂和脂肪酸含量分别增加了 16. 8%和 66. 6% 。 在培养液中添加外源柠檬酸(最适浓度以 0. 06 mmol·L-1·d-1为

宜)可以明显提高小球藻的生长速度,促进其脂肪酸的积累。 同时也可看出,筛选的小球藻藻种具有生长快、易培养、产油高的

优点,可作为生物能源研究的良好材料,为海洋微藻的开发利用奠定了基础。
关键词:小球藻;环境因子;细胞生长;脂肪酸;优化培养

Effect of environmental factors on growth of Chlorella sp. and optimization of
culture conditions for high oil production
DING Yancong1, GAO Qun1, LIU Jiayao1, YI Yanjun1,*, LIU Jianguo2,*, LIN Wei2

1 College of Life Sciences, Qingdao Agricultural University, Qingdao 266109, China

2 Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences,Qingdao 266071, China

Abstract: After series of screening a marine chlorella was selected for further study. In L1 seawater medium the chlorophyll
fluorescence induction dynamics of Chlorella sp. under different environmental conditions was analyzed after 48 hours. The
results showed that the chlorophyll fluorescence induction dynamics parameters such as maximum quantum yield (Fv / Fm),
per excited cross section (CS) for trapping (TRo / CSo), electron transport (ETo / CSo), and density of active reaction
centers (RC / CSo) of Chlorella sp. were affected by light intensity, temperature, and the concentration of nitrogen and
phosphorus. The chlorophyll fluorescence parameters was increased with certain environmental factors, but inhibited when
the environmental factors exceeded the limits. The best condition for chlorophyll fluorescence induction dynamics parameters
of Chlorella was composed of 150滋mol·m-2·s-1 light intensity, 18益 temperature, 8. 8mmol / L NaNO3, and 0. 145mmol / L
NaH2PO4·H2O. The net photosynthetic oxygen evolution rate of Chlorella sp. under different environmental conditions was
examined, and the results were consistent with that of the chlorophyll fluorescence induction dynamics. Based on the
formula of L1 medium, the optimal culture media of Chlorella sp. was determined (8. 8mmol / L (NH2) 2CO, 0. 145mmol / L

NaH2PO4·H2 O, 150滋mol·m-2·s-1 light intensity, 18益 temperature) . Under the optimized culture conditions, the cell

density of Chlorella sp. was significantly higher than the conditions before optimization, the cell density reached 6. 3伊107 /
mL after 10 days culture, and the density was increased by 24% . The total lipid and fatty acid of Chlorella sp. were
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increased by 16. 8% and 66. 6% respectively. In addition, the cell growth rate and the accumulation of fatty acids of
Chlorella sp. were improved by addition of exogenous citric acid ( the optimal concentration was 0. 06mmol·L-1·d-1 ).
Statistics analysis showed that the fatty acids content of Chlorella sp. was positively correlated with citric acid (P<0. 5) .
Under the conditions of optimized light intensity, temperature and NaH2PO4·H2O concentration, the growth rate, total lipid
and fatty acid contents of Chlorella sp. with different nitrogen source (NaNO3, (NH2 ) 2 CO, NH4 Cl, the concentrations
were all 8. 8 mmol / L) were examined and the results showed that the cell density of Chlorella sp. cultured in three types of
nitrogen source all reached the highest after 10 days culture. The cell density of Chlorella sp. cultured in the medium of
(NH2) 2CO as nitrogen source was 1. 85 times that of NaNO3 as nitrogen source, and 1. 5 times that of NH4Cl as nitrogen
source. The fatty acid and total lipid contents of Chlorella sp. under different nitrogen source conditions were measured,
and the results showed that the fatty acid content of Chlorella sp. cultured in the medium of (NH2) 2CO as nitrogen source
was the highest, accounting for 13. 3 percent of the dry weight, and being 2. 7 times that of NaNO3 as nitrogen source, and
1. 36 times that of NH4Cl as nitrogen source. The total lipid content of Chlorella sp. cultured in the medium of (NH2) 2CO
as nitrogen source accounted for 58. 6 percent of the dry weight, slightly lower than the NH4Cl as nitrogen source, but much
higher than the NaNO3 as nitrogen source. The (NH2) 2CO (concentration 8. 8 mmol / L) was the best nitrogen source for
the culture of Chlorella sp. . In summary, the selected Chlorella sp. has many advantages such as fast growth, easy culture
and high oil production, and can be used as a good material for bio鄄energy research and also for the development and
utilization of marine microalgae.

Key Words: Chlorella sp. ; environmental factors; cell growth; fatty acids; optimization

随着化石能源的逐渐枯竭,全球正进行着一场用生物可再生资源代替化石能源的资源战略大转移,其中

生物柴油作为一种可再生的替代能源越来越受到重视。 生物柴油是指以动植物油脂为原料通过酯交换工艺

制成的可代替石化柴油的再生性柴油燃料,其原料成本占总生产成本的 50%—85% [1],因而寻找廉价且可持

续大量供应的优质原料对生物质能应用至关重要。
海洋单细胞微藻种类繁多、含油高、生长周期短,可利用海水以及可在盐碱荒地上进行高密度生产,不受

季节限制,因此,海洋微藻作为一种生物柴油原料越来越受到人们的关注[2]。 小球藻(Chlorella)隶属于绿藻

门(Chlorophyta)、绿藻纲(Chlorophyceae)、小球藻科(Chlorellaceae),为球形单细胞藻类,直径 3—8 滋m,种类

繁多,在淡水、海水中均有分布。 关于高产能微藻的筛选、培养方式及其油脂含量已有一些研究[3鄄6],但要获

得含油量高、细胞繁殖快的优质海洋微藻种类还要做大量的工作。 本文选用课题组分离、筛选的一株高含油

量海洋小球藻为实验材料,在 L1海水培养基[7] 基础上,研究不同光照、温度、培养液氮、磷的浓度条件下小球

藻叶绿素荧光参数的变化,确立小球藻生长的最佳培养条件,并通过分析环境条件对小球藻脂肪酸和总脂含

量影响,探讨适宜于小球藻高产油的优化培养体系,为大规模培养小球藻生产生物柴油以及海洋微藻生理生

态研究、开发利用海洋微藻奠定基础。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料和培养

小球藻(Chlorella sp. ,从数十株海洋微藻中筛选出来的 1 株高含油量藻株,现保存于青岛农业大学生命

科学学院)用 Guillard 和 Hargraves 的 L1海水培养基培养,培养条件为温度(24依0. 2)益、光照周期 12 h / 12 h、
光强 40 滋mol·m-2·s-1,每天摇动 8 次。 在不同光照强度(0、100、125、150、175、200、250、500 滋mol·m-2·s-1)、温
度(15、18、20、22 益)、氮浓度(0. 88、1. 76、3. 53、4. 41、6. 62、8. 82、11. 03、13. 24 mmol / L)、磷浓度(0郾 036、
0郾 072、0. 14、0. 22、0. 29、0. 36 mmol / L)条件下培养一定时间后进行各种指标测定。
1. 2摇 实验方法

1. 2. 1摇 小球藻叶绿素荧光参数的测定

摇 摇 小球藻快速叶绿素荧光诱导动力学曲线用便携式 Handy PEA 植物效率分析仪(Hansatech,英国)测定,激

8035 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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发光波长为 650 nm。 测定前先将小球藻在设定的条件下培养 48 h,取 2 mL 待测藻液放入悬浮液标准管,暗
适应 15 min,然后启动 Handy PEA 的饱和脉冲光(2000 滋mol·m-2·s-1),测定小球藻快速叶绿素荧光诱导动力

学曲线,Handy PEA 每秒钟可以连续记录 10 万次荧光踪迹数据,本实验记录从照光后的 10 滋s 到 1 s 的所有

荧光参数。 根据叶绿素荧光快速诱导动力学曲线,按照 Strasser 和 Strasser 的 O鄄J鄄I鄄P test 的分析方法计算各

种荧光参数[8鄄9]:其中 Fv / Fm 为 PS域最大光化学效率,CSo 为( t = 0 时)照光材料的横截面积,RC / CSo 为单位

面积内反应中心的数量,ABS / RC 为单位反应中心吸收的光能,TRo / CSo 为光合机构单位面积捕获的能量,
ETo / CSo 为光合机构单位面积用于电子传递的能量,PIABS = (RC / ABS)·[渍Po / (1-渍Po)]·[鬃O / (1-鬃O)]是以吸

收光能为基础的性能指数,其中 渍Po =TRO / ABS=Fv / Fm,鬃O =ETO / TRO,它比 Fv / Fm 更敏感,能更好地反映环境

因子对光合机构的影响。 所有测定均重复 5 次。
1. 2. 2摇 小球藻光合放氧速率的测定

小球藻的净光合放氧速率用 OXY鄄LAB 氧电极(Hansatech,英国)测定[10鄄11]。 取在设定条件下培养 48 h
后的小球藻藻液 2 mL,移入反应杯,打开最适光源,恒温水浴下(最适温度)搅拌 3—4 min,达到平衡后记录耗

氧速率的踪迹曲线,并选取一段斜率比较稳定的记录结果计算斜率(每个测定设 3 个重复)。
1. 2. 3摇 小球藻生长测定

采用血球计数法测定小球藻细胞密度表示小球藻生长状况,每天定时取样测定。 每个测定设 3 个重复。
1. 2. 4摇 总脂的提取和脂肪酸检测方法

总脂的提取采用 Folch[12]的方法;脂肪酸甲酯化采用硫酸鄄甲醇法[13],脂肪酸检测使用 GC112A 型气相色

谱仪,色谱柱:OmegawaxTM320,30 m 伊 0. 32 mm 伊 0. 25 滋m;测试条件为:程序升温条件:自 60 益起以 20 益 /
min 速率升至 150 益并停留 2 min,再以 4 益 / min 速率升至 265 益。 载气为高纯度氮气,流速为 90 mL / min,进
样量 1 滋L,利用标准参照样品标定各脂肪酸出峰时间和顺序,根据内标(C17)的峰面积计算小球藻各种脂肪

酸组分的含量。 每个测定设 3 个重复。
2摇 结果与分析

2. 1摇 环境因子对小球藻叶绿素荧光参数的影响

植物叶绿素荧光动力学是一种新型、快速、简便、精确且整体无损伤检测植物光合作用生理状况的新技

术,叶绿素 a 荧光信号包含了十分丰富的光合作用过程变化的信息,被视为植物光合作用与环境关系的内在

探针[14]。 各种荧光参数由 Handy PEA 软件直接从测定的叶绿素荧光快速诱导动力学曲线中获得。
2. 1. 1摇 光照强度对小球藻叶绿素荧光参数的影响

小球藻培养分别用不同光强处理 48 h 后测定荧光参数。 由表 1 可以看出,光照强度从 100 滋mol·m-2·s-1

增加至 150 滋mol·m-2·s-1,小球藻的最大光化学效率(Fv / Fm),光合机构单位面积捕获的能量(TRo / CSo)、用
于电子传递的能量(ETo / CSo)和活性反应中心的数量(RC / CSo)都在增加,并在 150 滋mol·m-2·s-1光照强度下

达到最高,继续增加光照强度,荧光参数则下降。 150 滋mol·m-2·s-1光照强度下小球藻的性能指数(PIABS)也是

表 1摇 不同光照强度下小球藻叶绿素荧光参数的变化

Table 1摇 Changes of chlorophyll fluorescence parameters in Chlorella sp. under different light intensity

光强 / (滋mol·m-2·s-1)
Light intensity

Fv / Fm TRo / CSo ETo / CSo RC / CSo PIABS

100 0. 619依0. 004 170. 11依1. 57 86. 2依0. 78 108. 79依4. 04 0. 659依0. 04

125 0. 621依0. 003 167. 08依7. 09 86. 38依3. 14 107. 19依4. 35 0. 699依0. 01

150 0. 624依0. 001 176. 49依1. 97 91. 07依1. 44 115. 13依0. 74 0. 719依0. 02

175 0. 620依0. 001 166. 26依4. 78 84. 97依2. 34 106. 88依2. 74 0. 670依0. 01

200 0. 613依0. 001 167. 96依1. 34 85. 91依0. 84 105. 97依0. 60 0. 642依0. 02

摇 摇 Fv / Fm: 最大光化学效率;TRo / CSo: 光合机构单位面积捕获的能量;ETo / CSo: 用于电子传递的能量;RC / CSo 活性反应中心的数量;PIABS:

以吸收光能为基础的性能指数
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最高,表明在 150 滋mol·m-2·s-1光照强度下,小球藻的最大光化学效率、最大捕光效率以及反应中心捕获的激

子将电子传递到电子传递链中超过 QA 的其它电子受体的概率都达到最高水平,此时有活性的反应中心的数

目也是最多,因此可以将 150 滋mol·m-2·s-1作为小球藻的最适光照强度。
2. 1. 2摇 温度对小球藻叶绿素荧光参数的影响

在不同温度条件下培养小球藻 48h 后叶绿素荧光参数结果列于表 2。 结果表明,培养温度为 18 益时,小
球藻的 Fv / Fm、TRo / CSo、ETo / CSo、RC / CSo 和 PIABS都达到最高值。 结果还可看出,温度升高反而导致小球藻

活性反应中心的数量下降,进而捕获和用于电子传递的能量减少,造成性能指数降低。 当温度为 20 益时,活
性反应中心的数量减少了 26. 8% ,光合机构单位面积捕获的能量减少了 27% ,用于电子传递的能量减少了

28% 。 温度升高到 22 益,活性反应中心数量减少了 74. 4% ,光合机构单位面积捕获的能量减少了 74. 6% ,用
于电子传递的能量减少了 75. 6% 。 可见,小球藻在温度为 18 益的环境中,单位面积上用来还原 QA 的激发能

及进入超过 QA-的电子传递链中的还原能都是最高的,温度升高或者降低都会影响小球藻的光合作用,进而

影响小球藻的生长。

表 2摇 不同温度下小球藻叶绿素荧光参数的变化

Table 2摇 Changes of chlorophyll fluorescence parameters in Chlorella sp. under different temperature

温度 Temperature / 益 Fv / Fm TRo / CSo ETo / CSo RC / CSo PIABS

15 0. 673依0. 002 123依2. 14 78依1. 08 98. 27依2. 98 1. 72依0. 04

18 0. 700依0. 001 126依2. 76 86依1. 01 97. 03依1. 42 2. 44依0. 02

20 0. 691依0. 001 91依0. 56 62依0. 24 71. 18依1. 71 2. 32依0. 02

22 0. 696依0. 001 32依0. 76 21依0. 15 24. 33依0. 56 2. 16依0. 02

2. 1. 3摇 氮、磷浓度对小球藻叶绿素荧光参数的影响

氮是植物细胞内蛋白质、核酸等活性物质的重要组成成分,磷则是作为底物或调节物直接参与植物光合作

用,因此,培养液中氮和磷的浓度会影响小球藻的生长。 在上述最佳光强和温度条件下,本实验以NaH2PO4·H2O
作磷源(L1培养基中浓度),用不同浓度的 NaNO3作氮源,研究不同浓度氮素对小球藻叶绿素荧光参数的影响。
结果发现,小球藻培养 48 h,不同浓度的 NaNO3对小球藻叶绿素荧光参数影响很大(表 3)。 综合所有叶绿素

荧光参数,小球藻在浓度为 8. 8 mmol / L 的 NaNO3培养液中生长状况最佳,有活性的反应中心数目最多,最大

光化学效率和性能指数都最高。 增加和降低 NaNO3的浓度,有活性的反应中心数目减少,小球藻的 Fv / Fm 和

PIABS下降。

表 3摇 不同浓度 NaNO3培养下小球藻叶绿素荧光参数的变化

Table 3摇 Changes of chlorophyll fluorescence parameters in Chlorella sp. under different NaNO3 concentration

浓度 / (mmol / L)
Concentration Fv / Fm TRo / CSo ETo / CSo RC / CSo PIABS

3. 53 0. 675依0. 008 31. 56依0. 74 21. 52依0. 69 20. 71依0. 95 2. 23依0. 09

4. 41 0. 700依0. 007 34. 15依0. 69 21. 58依0. 47 24. 55依1. 47 2. 86依0. 03

6. 62 0. 737依0. 003 36. 84依0. 34 23. 94依0. 56 28. 20依1. 64 3. 31依0. 06

8. 82 0. 739依0. 003 35. 47依0. 71 23. 47依0. 64 27. 20依0. 83 3. 79依0. 12

11. 03 0. 738依0. 002 35. 41依0. 36 22. 82依0. 47 24. 99依0. 91 3. 06依0. 05

13. 24 0. 730依0. 005 35. 05依0. 32 22. 92依0. 43 24. 64依0. 78 2. 93依0. 06

由表 4 可以看出,在以最佳浓度(8. 8 mmol / L)的 NaNO3为氮源时,培养液中不同浓度的 NaH2PO4·H2O 条

件下小球藻叶绿素荧光参数 Fv / Fm、TRo / CSo、ETo / CSo、RC / CSo 均没有明显变化,在 NaH2 PO4·H2O 浓度为

0郾 145 mmol / L 时,小球藻的性能指数最高,可作为最适培养浓度。
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表 4摇 不同浓度 NaH2PO4·H2O 培养下小球藻叶绿素荧光参数的变化

Table 4摇 Changes of chlorophyll fluorescence parameters in Chlorella sp. under different NaH2PO4·H2O concentration

浓度 / (mmol / L)
Concentration Fv / Fm TRo / CSo ETo / CSo RC / CSo PIABS

0. 036 0. 70依0. 006 38. 09依0. 34 25. 96依1. 37 27. 03依0. 76 2. 76依0. 19

0. 072 0. 71依0. 007 37. 70依0. 55 26. 61依1. 26 26. 71依0. 72 3. 24依0. 11

0. 145 0. 70依0. 006 37. 11依0. 46 26. 47依0. 99 26. 10依0. 69 3. 34依0. 09

0. 217 0. 71依0. 007 36. 52依0. 55 25. 76依1. 23 25. 79依0. 27 3. 26依0. 18

0. 29 0. 71依0. 004 36. 71依0. 42 25. 51依0. 98 26. 77依0. 47 3. 26依0. 13

0. 362 0. 71依0. 005 36. 83依0. 34 25. 41依0. 85 26. 60依0. 47 3. 08依0. 17

通过对不同环境因子对小球藻叶绿素荧光参数影响的分析,可以看出光照强度、温度、氮和磷浓度都能明

显影响小球藻的光系统域最大光化学效率、最大捕光效率等荧光动力学参数,影响小球藻的生长,随着这些环

境因子强度(浓度)增加,在一定范围内光合作用效率增大,但超过一定强度(或浓度)会抑制小球藻的光合作

用。 因此用小球藻叶绿素荧光参数作为指标可以优化小球藻培养条件。 结果表明小球藻在 150 滋mol·m-2·s-1

光照强度、培养温度为 18 益、以 8. 8 mmol / L 浓度的 NaNO3为氮源、NaH2PO4·H2O 浓度为 0. 145 mmol / L 为磷

源的环境条件下有利于生长。
为了进一步验证上述结果,又测定了不同环境条件下小球藻净光合放氧速率。 结果(图 1)表明,小球藻

在 150 滋mol·m-2·s-1光照强度下净光合放氧速率最大。
在不同浓度氮(磷营养盐浓度为 L1培养基中浓度)条件下的小球藻净光合放氧速率随着培养液中 NaNO3

浓度的增加而增加,当培养液中 NaNO3浓度超过 4. 4 mmol / L 时,增加幅度减小(图 2),考虑到培养液中氮会

随培养时间的延长而消耗,因此,培养液中 NaNO3添加的浓度可适当增加。 培养液中 NaH2PO4·H2O 的浓度为

0. 145 mmol / L(氮营养盐浓度为 L1培养基中浓度)时,小球藻的净光合放氧速率最大(图 3)。 这些指标与通

过叶绿素荧光动力学曲线中获得的结果一致。
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图 1摇 不同光强下小球藻净光合放氧速率的变化

摇 Fig. 1 摇 Changes of net photosynthetic O2 evolution rate in

Chlorella sp. under different light intensity
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图 2摇 不同 NaNO3浓度条件下小球藻净光合放氧速率的变化

摇 Fig. 2 摇 Changes of net photosynthetic O2 evolution rate in

Chlorella sp. under different NaNO3 concentration

2. 2摇 小球藻的优化培养及其细胞的生长、脂肪酸及总脂含量变化

在 2. 1 部分,利用叶绿素荧光参数作为指标,确定了以 L1 海水培养基为基础,以 8. 8 mmol / L 浓度的

NaNO3为氮源、0. 145 mmol / L NaH2PO4·H2O 浓度为磷源,在 150 滋mol·m-2·s-1光照强度、培养温度为 18益条件

下小球藻培养的最优条件。
为了证明小球藻最优条件的培养效果,我们测定了最优培养条件下小球藻的生长状况。 结果(图 4)表

明,在优化的培养条件下小球藻细胞密度明显高于优化前的基础条件培养。 小球藻在基础培养条件下培养,
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第 10 天细胞密度最大,达到 5伊107个 / mL,之后不再增加;优化条件后培养的小球藻在培养的第 10 天细胞密

度达到 6. 3伊107个 / mL,增加了 24% ,而且藻细胞密度在随后的时间内一直在增加,18 d 后达到 8伊107个 / mL,
是基础培养条件下细胞密度的 1. 83 倍。

10

11

12

13

14

15

0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
NaH2PO4浓度/(10-4mol/L)
NaH2PO4 concentration

摇 图 3摇 不同 NaH2PO4·H2O 浓度条件下小球藻净光合放氧速率

Fig. 3 摇 Changes of net photosynthetic O2 evolution rate in

Chlorella sp. under different NaH2PO4·H2O concentration
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图 4摇 小球藻的生长曲线

Fig. 4摇 Growth curves of Chlorella sp.

从小球藻在基础培养和优化条件下培养达收获期后总脂及其脂肪酸含量的变化(图 5)来看,采用基础培

养的小球藻总脂含量占干重 34. 1% ,优化培养后总脂含量达 39. 79% ,增加了 16. 8% 。 采用基础培养的小球

藻脂肪酸的含量占干重 5. 98% ,优化培养后达 9. 96% ,增加了 66. 6% 。
2. 3摇 柠檬酸对小球藻细胞生长、总脂及脂肪酸含量的影响

有报道指出,添加外源柠檬酸可以提高微藻脂肪酸合成的速率[4]。 本实验在 L1培养基配方基础上,添加

浓度分别为 0、0. 26、0. 52、0. 78 mmol / L 外源柠檬酸,结果表明,培养液中添加柠檬酸可以明显加快小球藻的

生长速度(图 6)。 在培养的最初几天,小球藻在较低浓度的柠檬酸培养液中生长较快,随着培养时间的延长,
小球藻在柠檬酸浓度高的培养液中生长速度加快,达到收获期时,在添加了浓度为 0. 78 mmol / L 柠檬酸的培

养液中小球藻的细胞密度最大(25. 2伊106个 / mL),是对照的 2. 5 倍。
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图 5摇 小球藻总脂及脂肪酸含量

Fig. 5摇 Total lipid and fatty acid content of Chlorella sp.
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图 6摇 柠檬酸对小球藻生长的影响

Fig. 6摇 Effect of citric acid on growth in Chlorella sp.

进一步分析小球藻总脂及脂肪酸的含量,在本实验所添加的浓度范围内,小球藻的总脂含量均为干重的

40%左右,外源柠檬酸浓度对小球藻总脂含量无显著影响(P>0. 5)。 但是,添加外源柠檬酸则明显提高小球

藻体内脂肪酸的含量,添加柠檬酸的浓度为 0. 78 mmol / L 时,收获后小球藻体内脂肪酸含量比对照提高了
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66% ,统计结果显示小球藻脂肪酸的含量与柠檬酸的浓度呈正相关(P<0. 5)(图 7)。
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图 7摇 柠檬酸对小球藻总脂及脂肪酸含量的影响

摇 Fig. 7摇 Effects of citric acid on total lipid and fatty acid content

in Chlorella sp.

柠檬酸可以直接被微藻吸收利用,参与微藻体内的

三羧酸循环,也是脂肪酸合成的重要前体。 本实验结果

显示,添加外源柠檬酸不仅可以促进脂肪酸的积累,还
可以提高小球藻的生长速度。 但是,柠檬酸浓度过大容

易使培养液的 pH 值下降,不利于小球藻的生长,因此

建议最好每天逐级向培养液中添加低浓度的柠檬酸

(以 0. 06 mmol·L-1·d-1为宜),使得培养液中柠檬酸的

浓度随小球藻细胞密度的增加而增加,从而满足了小球

藻对柠檬酸的需求[15]。
2. 4摇 氮源种类对小球藻细胞生长、总脂及脂肪酸含量

的影响

研究表明藻类能利用各种形态的氮,如硝酸盐、铵
盐、尿素等[5鄄6,16鄄17 ],为进一步了解小球藻培养的最佳氮

源,本实验研究了在最佳光强、温度和磷浓度条件下,不同氮源(NaNO3、(NH2) 2 CO、NH4 Cl,浓度均为 8. 8
mmol / L)培养条件下小球藻生长及脂肪酸及总脂含量。 结果显示,在 3 种氮源中生长的小球藻均在培养 10 d
后细胞密度达到最高,但是在(NH2) 2CO 为氮源的培养液中,小球藻的细胞密度是 NaNO3为氮源的 1. 85 倍,
是 NH4Cl 为氮源的 1. 5 倍(图 8)。

由图 9 可知,不同氮源条件下小球藻脂肪酸及总脂含量,以(NH2) 2CO 为氮源培养的小球藻脂肪酸含量

亦是最高,占干重的 13. 3% ,是以 NaNO3 为氮源的 2. 7 倍,NH4 Cl 为氮源的 1. 36 倍。 总脂含量占干重的

58郾 6% ,虽比 NH4Cl 为氮源略低,但远高于 NaNO3作为氮源。 可见,尿素是小球藻培养过程中最好的氮源。
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图 8摇 小球藻在不同氮源中的生长曲线

Fig. 8 摇 Growth curves of Chlorella sp. under different nitrogen

source
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图 9摇 小球藻在不同氮源中总脂及脂肪酸含量

Fig. 9 摇 Total lipid and fatty acid content of Chlorella sp. under

different nitrogen source

一般传统培养微藻大都以 NaNO3作为氮源。 但李斌等[17]报道海洋微藻利用氮的能力为 NH4 鄄N>(NH2) 2

CO鄄N>NO3 鄄N>NO2 鄄N,原因是 NH4 鄄N 可以直接通过转氨基作用合成氨基酸,而 NO3 鄄N 需经过相应的硝酸还原

酶还原成 NH4 鄄N 进而合成氨基酸,(NH2) 2CO鄄N 需经过尿素酶脱羧形成 NH4 鄄N 最终被微藻所利用。 胡章喜

等[5]发现 Phaeocystis globosa,Scrippsiella trochoidea 和 Keletonema costatum 3 种微藻均可利用尿素生长。 郑维发

等[6]采用正交实验方法优化培养舟形藻 Navicula,发现以(NH2) 2CO 为氮源培养的藻液细胞密度明显高于以

KNO3为氮源。 本实验研究也证明,微藻能利用多种氮源,以(NH2) 2CO 作为氮源,小球藻生长速度快,脂肪酸

和总脂的含量也明显增加,与胡章喜、郑维发等学者的研究结果一致。
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3摇 结论

筛选作为生物柴油原材料的微藻藻种,主要考虑两个重要指标:(1)生长速度快,生物量高; (2)有较高

的含油量。 传统的优化研究方法大多采用单因子或正交实验方法[4,6,18],所需时间长,工作量浩大。 研究环境

条件对小球藻生长的影响以及对小球藻的生长条件和培养液成分进行优化的目的,正是从提高小球藻的生长

速度和促进小球藻总脂和脂肪酸积累量方面考虑。 本研究探讨了不同环境条件对小球藻叶绿素荧光动力学

参数以及净光合放氧速率的影响,确定了以 L1海水培养基为基础,以 8. 8 mmol / L 浓度的(NH2) 2CO 为氮源、
0. 145 mmol / L NaH2PO4·H2O 浓度为磷源,在 150 滋mol·m-2·s-1光照强度、培养温度为 18 益条件下培养小球

藻,明显加快了细胞的生长速度,促进了油脂和脂肪酸的积累。 同时也可看出,筛选的小球藻藻种具有生长

快、易培养、产油高的优点,可作为生物能源研究的良好材料,为海洋微藻的开发利用奠定了基础。
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