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传统化石能源储量日益减少,  化石能源燃烧后产生

的二氧化碳是全球变暖的主要元凶, 因此, 能够替代传统

化石燃料、可再生的新型能源受到广泛的关注, 生物柴

油便是较为理想的新型能源之一
[1]
。虽然油料作物、废

弃油脂等为生物柴油生产提供了部分原料, 但其成本、

规模及可持续性受多种因素的制约
[2]
。目前,  利用光合

自养的微藻生产生物柴油的潜在价值已经得到广泛的认

可,  微藻生物柴油技术在减少CO2排放、大规模培养、

产油效率等方面的优势日益突显
[3]
。微藻生物柴油的生

产是一个系统的工程, 获得产油率高、生长性能良好的

藻株是实现微藻生物柴油生产的前提
[4]
。优良藻种缺乏

以及藻种优良性状不稳定均是产油微藻规模化生产的限

制因素
[5]
。

微藻筛选过程中最主要的评价指标是藻株的含油量

和油脂积累速率
[6],  同时还响到生物柴油的质量和稳定

性。近年来, 国内外的研究者们在对已有藻种产油性能

的评价及培养条件的优化方面做了大量的工作
[9]
。然而,

自然界中微藻资源丰富、生境范围广, 可用于生物柴油

生产的优良藻种有待进一步的发掘。从野外分离筛选的

产油微藻对温度、光照和培养基的盐度具有较广的耐受

性,  能更好地适应环境条件的变化,  更适用于大规模培

养。席玮芳等
[10]

利用沙漠地下水培养产油微藻, 分离到

了一些耐高碱、高盐等极端条件的藻种, 这些藻可以利

用沙漠和盐碱滩涂等非农用土地作为的规模化培养基

地,  且在室外大量培养时较好地避免其他微生物的侵

害。本研究对一些野外采集分离的含油藻株进行了筛选

和评价, 意在获得耐受高盐碱条件且高产油的藻株。

1    材料与方法

1.1    藻种初步筛选

本研究所用藻种是从我国河北、山西的河流、湖

泊、水库及污水处理厂等水体中采集水样, 经稀释涂布

平板的方法分离纯化, 薄层层析初步筛选
[11]

出含油的藻

种。

1.2    藻种显微镜观察和18S rDNA测序

取少量处于对数生长期的藻细胞液,  置于Olympus
BX41型光学显微镜下观察藻细胞形态结构并拍照。采

用CTAB法提取藻株的基因组DNA[12],  以通用引物18S-
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1  :  5′-tggttgatcctgccagtagtc-3′/18S-2  :  5′-tgatccttctgcag
gttcacc-3′  [11,  13]  

进行PCR 扩增获得相应  18S  rDNA 片
段。通过琼脂糖凝胶电泳分离并用胶回收试剂盒(Bio-
flux)回收目的片段, 获得18S rDNA 基因片段。将回收的

片段克隆到 pMD18-T (Takara)载体上, 测序得到对应藻

株的18S rDNA序列, 提交NCBI GenBank比对分析, 使用

ClustalX进行对位排列后用软件MEGA5.1构建进化树。

1.3    柱状光反应器培养

将所有藻株接种于20  mL  BG11[14]
或含0.1  mol/L

NaHCO3  的BG11(高碱BG11)液体培养基中,  于30℃、

30 μE/(m2·s)条件下24h连续光照静置培养至对数期。再

同时接种至NaNO3浓度分别为1.50和0.15 g/L 的150 mL
BG11或高碱BG11培养基的柱状光生物反应器(直径

d=3 cm, 柱高h=50 cm), 初始接种光密度OD680约为0.05.
柱状光生物反应器双侧光强均为200 μE/(m2·s),  培养温

度为30℃,  24h连续光照,  空气压缩泵通入含有CO2的压

缩空气 (3% CO2 )。培养至平台期后离心收集藻细胞, 冷
冻真空干燥后提取总脂。

1.4    总脂含量及油脂积累速率分析

总脂的提取及定量参照文献[15],  略有改动。用分

析天平称取100 mg冷冻干燥的藻粉, 加入一定体积的氯

仿: 甲醇  (1︰1) 溶液超声破碎细胞并萃取充分,  再加入

1/3体积的灭菌超纯水分层,  离心收集下层的氯仿层,  转
入已称重的称量瓶中, 氮气吹干有机溶剂后, 称重, 计算

总脂的含量和油脂积累速率。总脂含量 (C, lipid content,
%)和油脂积累速率[PL, lipid productivity, mg/(L·d)]计算

公式
[9]:

C = (m 3¡ m 2)=m 1£ 100
PL = (1000£ m t £ Ct)=t

以上两式中: m1为提取总脂时称取藻粉的质量(g), m2为

称量瓶的质量(g),  m3为提取的总脂和称量瓶的总质量

(g), mt为藻株收获时单位培养体积的干重(g/L), Ct为收获

时总脂含量(%), t为培养时间(d)。
1.5    回收甘油三酯

方法参照文献[16]略改动。称取约20 mg总脂, 溶于

500  mL三氯甲烷后,  上样于硅胶薄层层析板(Silica  gel
60, Merk KgaA Darmstadt), 以0.02 mg甘油三酯(Triolein,
Sigma)标准品为参照, 置于以正己烷︰乙醚︰乙酸(体积

比为70︰30︰1)为展层剂的体系中分离。切下硅胶板上

标准品所在的一小块, 利用碘蒸气显色
[17]

后拼回原位即

可指示出样品中甘油三酯的位置。用小刀刮取该位置的

全部硅胶粉,  溶于4 mL三氯甲烷,  离心后收集有机相于

已称重的称量瓶中, 重复萃取3次, 氮气吹干后称重, 计算

甘油三酯含量。

1.6    总脂和甘油三酯的脂肪酸组分分析

将柱状光反应器培养藻株所提取的藻细胞总脂和甘

油三酯(各10 mg)进行甲酯化
[11],  用正己烷反复萃取3次

后氮气吹干, 溶于100 μL正己烷中, 取1 μL用气相色谱分

析仪(Ultra Trace, Thermo Scientific) 进行脂肪酸组成分

析, 脂肪酸分析方法参照文献[18]。

2    结果

2.1    产油藻的初步筛选和鉴定

从野外分离纯培养的藻株中经薄层层析筛得到含油

的藻种,  包括淡水藻株和耐高碱(0.1 mol/L NaHCO3)藻
株 ,  进一步测定总脂含量 ,  筛选到6株总脂含量超过

30%的藻株, 其采样点和培养基类型如表 1所示。

将以上6株绿藻培养至对数期, 进行显微拍照。其中

HSJ280和HSJ354的细胞较大(图 1A、B), HSJ280为4个
椭圆形的细胞并排生长在一起, 长度大于10 µm, 细胞具

1个蛋白核, 两端各具1刺状附属物。HSJ354细胞为纤长

的梭形, 长度约为20 µm, 两端尖细, 色素体片状, 无蛋白

核。HSJ717也是2个或4个椭圆形的细胞并排生长在一

起(图 1C), 细胞的两端各具1刺状附属物, 1个蛋白核, 长
度5 µm左右。HSJA2和HSJG162(图 1D、E)细胞形态为

月牙形, 细胞较为弯曲, 细胞两端略尖, HSJA2细胞的长

宽比较大, 长约 5 µm左右。HSJG162细胞较小, 细胞长

2—3 µm。HSJG164(图 1F)细胞为短粗的纺锤形, 细胞中

部稍凸起。

以6株藻的基因组DNA为模板,  通过PCR扩增得到

18S rDNA 片段并进行测序, 提交NCBI GenBank 获得序

列号, 将其序列与GenBank中一些绿藻的18S rDNA序列

一起构建系统树(图  2)。不同系统分析方法构建的18S
rDNA系统树具有相似的拓扑结构。图2中HSJ280和链

带藻 (Desmodesmus communis)聚集在一起, HSJ717虽与

栅藻(Scenedesmus armatus)及链带藻(Desmodesmus om-
munis)的关系都较近, 但是HSJ280和HSJ717两者细胞两

端均具有刺状附属物, An等[19]
将广义的栅藻属中具刺状

附属物的种类定义为链带藻 ,  因此判断H S J 2 8 0和
H S J 7 1 7为链带藻属的种类。  H S J 3 5 4与单针藻

(Monoraphidium sp.)及纤维藻属(Ankistrodesmus falcatus
var. tumidus)同时聚集在一起, 但其形态具有典型的纤维

属的特点, 因此将其归为纤维藻属的种类。HSJA2、HS-
JG162和HSJ164分别与不同的单针藻株系聚成一簇,  同
时根据藻株形态判断其属于单针藻属。

表 1    六株藻的采样点和培养基类型

Tab. 1    Sampling sites and culture media of 6 algal strains

藻株 采样点 培养基

Algae strain Sampling site Culture medium

HSJ280 山西, 污水处理厂 BG11
HSJ354 河北, 衡水湖旁鱼塘 BG11

HSJ717 山西, 云簇水库 BG11

HSJA2 河北, 二道河入河支流 BG11

HSJG162 山西, 浍河水库 高碱BG11
HSJG164 山西, 东榆林水库 高碱BG11
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图 1    光学显微镜下6株绿藻的显微照片

Fig. 1    Light micrographs of 6 strains of green alga
标尺: 10 µm. A. HSJ280; B. HSJ354; C. HSJ717; D. HSJA2; E. SJG162; F. HSJG164

Scale bar: 10 µm. A. HSJ280; B. HSJ354; C. HSJ717; D. HSJA2; E. HSJG162; F. HSJG164

 
图 2    基于18S rDNA系列构建的6株绿藻的系统进化树

Fig. 2    Phylogenetic tree of 18S rDNA sequences of green algae
节点处的数字支持率来自最大简约树、邻接树和最大相似树, 支持率大于50%才显示。以2株小球藻作为外类群

Numbers at the branches indicate support values from maximum parsimony (1000 replicates), neighbor joining (1000 replicates) and
maximum likelihood (1000 replicates). Only values above 50% are shown. Two Chlorella strains were used as outgroup
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2.2    基于总脂含量和油脂积累速率的藻种筛选

在NaNO3浓度分别为1.50和0.15 g/L的BG11培养基

中,  利用柱状反应器培养这6株绿藻至第8天,  提取总脂,
计算总脂含量和油脂积累速率(图  3)。藻株HSJG162在
NaNO3浓度为1.50  g/L培养时的总脂达到细胞干重的

45 .4%,  其他藻株的总脂含量均在33%左右。其中

HSJ280和HSJG164在两种条件下的总脂含量基本一致;
HSJ717和HSJA2在高氮条件下的总脂含量均低于低氮

条件下;  但对于HSJ354和HSJG162,  降低培养基中的

NaNO3浓度, 藻株的总脂含量却有所下降。

在不同的氮浓度条件下,  藻株的油脂积累速率差异

很大。在培养基中NaNO3浓度为1.50 g/L时, 藻株的油脂

积累均高于100 mg/(L·d)。这6株藻中油脂积累速率最高

的藻株为HSJ717, 可达到190.6 mg/(L·d), 油脂积累速率

最低的藻株HSJ354,  也达到了116.5  mg/(L·d)。当

NaNO3浓度为0.15 g/L时, 6藻株的油脂积累速率均不足

100  mg/(L·d),  最高为88.9  mg/(L·d)(HSJ280),  最低为

23.4 mg/(L·d)(HSJ354), 约为氮充足条件下的1/5。
综合上述结果, 发现单针藻HSJG162既有最高的

总脂含量 ,  又有较高的油脂积累速率 ,  而且能够以含

0.1 mol/L NaHCO3的BG11进行培养, 是一株较为优质的

藻种。

2.3    单针藻HSJG162产油性状的进一步分析

在柱状光反应器中对该单针藻HSJG162进行通气培

养, 设3个平行, 至平台期收集藻细胞, 提取其总脂并分离

其中的甘油三酯, 以称重法分别测定其总脂和甘油三酯

的含量。结果显示HSJG162的总脂含量为细胞干重的

(46.5±2.3)%; 其甘油三酯为细胞干重的(31.3±2.1)%, 可
占到总脂的67%; 其油脂积累速率可达到(158.1±9.1) mg/
(L·d)。

进一步将该藻株总脂和甘油三酯进行甲酯化处理,
通过气相色谱分析其脂肪酸组分及相对含量。表 2显示,

 
图 3    两种氮浓度条件下培养6株绿藻的总脂含量和油脂积累速率

Fig. 3    Total lipid content and lipid productivity of 6 strains of green algae grown at different NaNO3 concentrations

C. 总脂含量; PL. 油脂积累速率; 1.50或0.15 g/L: NaNO3浓度

C. Total lipid; PL. Lipid productvity; 1.50 or 0.15 g/L: NaNO3 concentration

表 2    单针藻HSJG162总脂和甘油三酯的脂肪酸组成

Tab. 2    Fatty acid composition (mol%) of total lipids and triacyl-
glycerol of Monoraphidium sp. HSJG162

脂肪酸 总脂 甘油三酯

Fatty acid Total lipids Triacylglycerol

C14:0 0.40±0.09 0.39±0.01

C14:1 0.07±0.03 0.04±0.00

C16:0 20.76±1.60 20.02±0.31

C16:1 0.64±0.08 0.48±0.00

C18:0 4.22±0.07 4.73±0.10

C18:1 56.68±1.27 60.96±0.24

C18:2 7.62±0.21 5.45±0.06

α-C18:3 5.26±0.32 3.71±0.04

γ-C18:3 0.78±0.01 0.80±0.02

C18:4 2.61±0.06 2.68±0.07

C20:0 0.19±0.02 0.19±0.01

C20:4 0.11±0.01 0.11±0.02

C20:5 0.39±0.08 0.18±0.02
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HSJG162的总脂和甘油三酯中的脂肪酸组成相似,  含量

最高的组分是C18:1(油酸), 其次为C16:0(软脂酸), 二者

总含量均超过总脂的75%, 超过甘油三酯的80%; 饱和脂

肪酸含量约为25%,  单一不饱和脂肪酸总量占总脂的

57%, 占甘油三酯的61%左右; C16和C18系列的脂肪酸含

量可达到99%。总脂和甘油三酯中多不饱和脂肪酸以α-
亚麻酸和18碳4烯酸为主, 仅含有少量的20碳5烯酸。

3    讨论

油脂产量高、抗逆性强的藻种对生物柴油生产至关

重要。本研究利用从野外采样并分离纯化的藻种, 经初

步筛选得到6株含油量较高的藻株。通过对这6株藻进行

形态学观察和18S rDNA序列分析,  判断其中HSJ280和
HSJ717为栅藻科链带藻属(Desmodesmus)的种类, HSJ354
属于纤维藻属(Ankistrodesmus),  HSJA2、HSJG162和
HSJ164属于单针藻属 (Monoraphidium)。栅藻科的种类

是迄今为止已知的高产油绿藻之一, 在生物柴油、水产

养殖和环境治理方面, 已有较多的研究
[20]

。纤维藻和单

针藻是近年生物柴油藻种筛选过程中常见藻种, 具有较

高的油脂含量和较快的生长速率
[21]

。在本研究中单针藻

HSJG162和HSJ164为耐受NaHCO3的藻株,  由于其培养

基离子浓度和pH都较高, 在培养时可以降低其他微生物

的污染。

比较这6株藻在高氮和低氮条件下的产油情况, 发现

HSJ354和HSJG162低氮培养时总脂含量却有所下降。

这不同于以往低氮培养可以提高油脂积累量的结论
[5]
。

在不同的氮浓度培养条件下, 藻株的油脂积累速率差异

极为显著: 在培养基中NaNO3浓度为1.50 g/L时均有较高

的油脂积累速率,  是其在NaNO3浓度为0.15  g/L时的

2—6倍。这几株藻在以后的优化培养中, 需要进一步研

究氮浓度与产油量和产油率的关系。

单针藻HSJG162在光合自养条件下其总脂含量可达

细胞干重的(46.5±2.3)%, 同时具有相对较高的油脂积累

速率(158.1±9.1) mg/(L·d), 高于多数已报道的自养培养

条件下的产油微藻
[5,  21]

。与多数藻种相比,  它还能够在

高NaHCO 3条件下生长 ;  而与本实验室已报道的耐

NaHCO3藻株相比,  它又具有更高的油脂产率。优良的

生物柴油对脂肪酸链的长度和不饱和度有一定要求, 应
有较高的C16和C18含量 ,  尤其是C16:0(软脂酸 )和
C18:1(油酸),  这样有利于提高生物柴油的抗氧化性能,
便于长久保存

[22]
。HSJG162的总脂和甘油三酯的脂肪酸

组成相似,  都以C16和C18为主,  且大多为饱和与单一不

饱和脂肪酸, 多不饱和脂肪酸含量较低。从产油性能、

耐受NaHCO 3能力和脂肪酸组成等方面考虑 ,  HS-
JG162是一株较具生产潜力的藻种。
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