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微芒藻 Micractinium sp. 18A8 培养条件优化及碳源对含油量的影响
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摘 要 由海南分离得到一藻株，经 18S rDNA 分子鉴定为微芒藻(Micractinium sp. 18A8)。将其培养在 BG11、
SE、HSM 及其相应的 S、N、P 缺陷培养基上，测定藻株的生长速率和油脂含量。结果显示：Micractinium sp.

18A8 在 -N、-P、-S 培养时含油量增加。其中，-N 或 -S 促进细胞油脂积累明显。但 -N、-P、-S 培养使微藻生长减

速，藻细胞中的糖、蛋白质含量减少，光合效率下降。就生长而言，Micractinium sp. 18A8 在 HSM 培养基中生长最

佳。外加碳源试验结果显示：SE-S 培养基中添加乙酸钠和葡萄糖，在 0~30 mmol/L 乙酸钠浓度，0~50 mmol/L

葡萄糖浓度的范围内，藻株生长速率、含油量以及藻细胞的光合效率都是随着碳浓度的增加而增大；但当乙

酸钠浓度超过 30 mmol/L，葡萄糖浓度超过 50 mmol/L 时，上述指标反而降低。
关键词 微藻, Micractinium sp., 营养缺陷, 油脂, 光合效率

Optimum the Cultivation Station of Micractinium sp. 18A8 and the Effects of
Carbon Source on Lipid Content

Deng Xiaodong 1 Cai Jiajia1 Fei Xiaowen 2*

1 Key Laboratory of Tropical Crop Biotechnology, Ministry of Agriculture, Institute of Tropical Bioscience and Biotechnology, Chinese Academy of

Tropical Agriculture Science, Haikou, 571101; 2 Hainan medical college, department of biochemistry, Haikou, 571101

* Corresponding author, feixw2000@hotmail.com

DOI: 10.3969/gab.031.000597

Abstract A microalgae strain 18A8 was isolated from Hainan, China, which then identified as Micractinium sp.

18A8 through 18SrDNA homologous clustering analysis. Afterward, its biomass and lipid content were measured

when cultured in HSM, SE, BG11, and their nitrogen, phosphorus, or sulfur deficiency mediums respectively. The

results indicated that sulfur, nitrogen and phosphorus starvation distribute to the accumulation of lipid, although af-

fects the accumulation of the biomass. Total protein, carbohydrate and chlorophyll contents of Micractinium sp.

18A8 will decrease when cultivated in N, P, or S free medium. Furthermore, when 30 mmol/L sodium acetate or

50 mmol/L glucose was added to SE-S medium, it was found that the biomass, lipid and chlorophyll content of the

algae will reach maximum.
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鉴于化石燃料的短缺和全球变暖等因素，人们

日趋重视可再生和环保特点的生物能源的开发。生

物柴油是生物能源中的一个重要组成部分，目前用

于生物柴油炼制的农产品有大豆、油菜、花生、玉米、
和麻风树等。其中，由微藻藻油提炼的生物柴油，由

于其单位面积可提供最大的生物产量，而最具有吸
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中央级公益性科研院所基本科研研究(ITBBZX0941)共同资助

引力(Deng et al., 2009)。
微藻，因只能在显微镜下才能辨别其形态而得

名，通常是指含有叶绿素 a 并能进行光合作用的微

生物的总称。目前发现的微小类群藻类有两万余种，

广泛分布于各种水体中。微藻能像植物一样利用光

合作用将空气中的二氧化碳固定，转化生成油脂。更
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为重要的是它易于培养且生长速率快。因此比传统

的林业、农业作物和其它水生植物在经济与时间成

本考量上更具竞争力(Zhang et al., 1996)。虽然，微藻

是替代石油的绝佳生物资源，但是并非所有的微藻

都适合用于生产生物柴油，并且以目前的技术水平，

微藻培养存在单位面积生产能耗大、投入成本高的

问题，微藻生物柴油要真正成为一种替代能源，降低

微藻的生产能耗和成本至关重要。这些问题的解决，

一方面需要各环节技术的突破，另一方面也要依赖于

优良藻种的筛选培养基的优化(Song et al., 2008; Zhang

and Tang, 2008)。
本课题组从海南自然水体中分离了一藻株，经

过形态和分子鉴定，并且在各种培养基中进行培养，

以期选择出促使藻株大量积累中性脂的最适培养

基；此外从藻株的含油量、总糖和总蛋白含量浅析其

相互关系，为微藻生产生物柴油提供理论依据。

1 结果与分析

1.1 藻株经聚类分析鉴定为 Micractinium sp. 18A8

藻株 18A8 DNA 用作 PCR 的模板，经 PCR 扩增

出约 1 078 bp 的片段。片段随后克隆进 pMD18T 载体

中，测序。通过分析表明：藻株 18A8 与 Micractinium
sp. (TP-2008a)的 18S rDNA 基因的相似度为 99.5%，

因此，将它命名为 Micractinium sp. 18A8。

1.2 Micractinium sp. 18A8 生长曲线和含油量比较

Micractinium sp. 18A8 在 SE、HSM、BG11、中生

长良好。在 HSM 培养基中的生长最快。第 10 天生长

速率为(0.41±0.02) g/L，显著高于 BG11 的速率(0.06±
0.004) g/L 和 SE 的速率(0.078±0.002) g/L (p<0.01)。而

在 -N、-P、-S 培养时，Micractinium sp. 18A8 的生长速

率大幅降低。含油量检测是：Micractinium sp. 18A8

在 BG11 中为 31.2%；在 HSM 中为 23%；在 SE 中的含

油量为 21.7%。而 HSM-N 培养时，油脂含量为 68%，

相比 HSM 培养基油脂含量提高了 196%；SE-N 培养

时，油脂含量提高了 91%，BG11-N 培养时，油脂含量

提高了 123%。
硫元素缺陷条件下，HSM-S 培养时，油脂含量为

58.1%，较 HSM 油脂含量提高了152% (图 1)；SE-S培

养时，油脂含量提高了 129%；BG11-S 培养时，含油量

则提高了58%。Micractinium sp. 18A8 藻株在 BG11-P、
SE-P 和 HSM-P 培养时，含油量分别提高了13%、57%

和 91%。由此认为：-P 可增加藻株的含油量；-S 和 -N

能显著地提高藻株含油量(图 2)。

图 1 Micractinium sp. 18A8 在 HSM-S 培养 10 d, 藻株油脂的

观察结果

注: A: 普通光学显微镜下 Micractinium sp. 18A8 形态; B: 荧光

显微镜下 Micractinium sp. 18A8 形态; 黄色示油脂荧光, 红色

示叶绿素荧光

Figure 1 Microscope observation results of Micractinium sp. 18A8
after 10 d cultivation in HSM-S medium
Note: A: The morphological observation of Micractinium sp. 18A8

under optical microscope; B: The observation of Micractinium sp.
18A8 under fluorescence microscope; Yellow fluorescence indi-
cates the parts of oil and red indicates chlorophyll

1.3 Micractinium sp. 18A8 在 -N、-P、-S 培养基中组

分及光合效率

将实验藻株接种到 HSM-N、HSM-P 和 HSM-S

中培养至第八天，测定其油脂、蛋白和糖含量。结果

显示(表 1)：Micractinium sp. 18A8 藻株在 -N、-P、-S 培

养基中含油量增加，而糖和蛋白的含量却下降。其中，

在 HSM-N 培养时蛋白的含量比 HSM 降低了 8.5%，

糖的含量降低了 51.4%；在 HSM-S 时，糖的含量降低

了 53%，蛋白的含量降低 43.6%；在 HSM-P 时，糖的

含量降低了 40.5%，蛋白的含量减少 31.9%。由此可

以推断，缺陷培养细胞油脂含量的增加，主要来源于

糖的减少和蛋白合成的减少。
对藻液的叶绿素含量及光和效率测定结果如表 2

所示：HSM-N、HSM-P 和 HSM-S 培养，Micractinium
sp. 18A8 的叶绿素含量显著降低，特别是在 -S 或 -N 的

条件下，叶绿素 a 的含量只为 HSM 的 4%或 3.4%。
微藻的光合效率也均低于对照，特别是在 HSM-S 培

养条件下，光合效率只有对照的 43%。可见，缺陷培
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图 2 Micractinium sp. 18A8 在 BG11, HSM 和 SE 及相应 -N,-S,-P 培养基中的生长曲线以及含油量比较

注: A: Micractinium sp. 18A8 在 BG11, BG11-N, BG11-P 和 BG11-S 中的生长曲线及含油量; B: Micractinium sp. 18A8 在 SE,

SE-N, SE-P 和 SE-S 中的生长曲线及含油量; C: Micractinium sp. 18A8 在 HSM, HSM-N, HSM-P 和 HSM-S 中的生长曲线及含油量

Figure 2 The growth cure and cell lipid content of Micractinium sp. 18A8 in the media of BG11, HSM, SE and their -N, -S, or -P medium

Note: A: The growth cure and cell lipid content of Micractinium sp. 18A8 in BG11, BG11-N, BG11-P and BG11-S medium; B: The

growth cure and cell lipid content of Micractinium sp. 18A8 in SE, SE-N, SE-P and SE-S medium; C: The growth cure and cell lipid

content of Micractinium sp. 18A8 in HSM, HSM-N, HSM-P and HSM-S medium

表 1 Micractinium sp. 18A8 在 HSM 缺氮, 缺硫和缺磷培养基

中油脂, 总蛋白和总糖的含量

Table 1 The content of lipid, protein and carbohydrate of Micrac-

tinium sp. 18A8 in HSM, HSM-N, HSM-P and HSM-S medium

HSM

HSM-N

HSM-P

HSM-S

油脂(%)

Lipid (%)

3.62

52.33

37.44

65.40

总蛋白(%)

Protein (%)

8.19

4.87

3.83

3.27

总糖(%)

Carbohydrate (%)

84.11

40.67

55.22

28.83

其它(%)

Others (%)

4.08

2.14

3.51

2.50

注: 其它是指除了油脂, 蛋白和糖以外的藻细胞内其它物质

Note: Others indicates the other materials except lipid, carbohy-

drate, and protein in algae cell

表 2 Micractinium sp. 18A8 在 HSM 缺氮、缺硫和缺磷培养基中叶绿素的含量和光合效率

Table 2 The chlorophyll content and photosynthetic efficiency of Micractinium sp. 18A8 in HSM, HSM-N, HSM-P and HSM-S medium

HSM

HSM-N

HSM-P

HSM-S

叶绿素 a (μg/mL)

chl a (μg/mL)

13.92±1.91 a

0.58±0.03 c

7.86±1.33 b

0.48±0.06 c

叶绿素 b (μg/mL)

chl b (μg/mL)

5.12±0.48 a

0.33±0.01 c

1.22±0.14 b

0.21±0.05 c

光合效率 (μmol·O2omg·chla-1·oh-1)/(μmol·photon·om-2·os-1)

Photosynthetic efficiency (μmol·O2omg·chla-1·oh-1)/(μmol·photon·om-2·os-1)

1.78±0.02 a

1.17±0.01 c

1.60±0.04 b

0.76±0.01 d

注: a,b,c 和 d 代表显著差异, p<0.01

Note: a,b,c and d stands for significant difference, p<0.01

养时光合效率的下降造成微藻生长减慢。

1.4 乙酸钠和葡萄糖在一定范围内随浓度增加促进

Micractinium sp. 18A8 油脂积累

由于缺硫能诱导 Micractinium sp. 18A8 油脂的积

累，而且外加碳源具有促进油脂积累的作用。为了得

到最佳的碳源优化，本研究以乙酸钠和葡萄糖为碳源，

以 SE-S 为基础培养基，进行最佳含油量培养条件优化，

结果如图 3 所示，当藻株养到第 8 天，培养基 NaAc

或葡萄糖的含量分别为 30 mmol/L 或 50 mmol/L 时，

Micractinium sp. 18A8 的生长和细胞含油量均达到最

大值，此时，藻株的生长速率与含油量提高了 733%

微芒藻 Micractinium sp. 18A8 培养条件优化及碳源对含油量的影响
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和 73% (添加 30 mmol/L NaAc)；而当培养基中葡萄

糖为 50 mmol/L 时，藻株的生长速率与含油量则分别

提高了 667%和 280%。而当培养基中 NaAc 或葡萄糖

的含量分别超过 30 mmol/L 或 50 mmol/L，藻株的生

长速率与含油量反而下降。由此可见，过高浓度的碳

源将抑制藻细胞的生长和油脂积累。进而，对各培养

条件下微藻的叶绿素和放氧量进行测定并计算光合效

率。结果如表 3 所示。藻株叶绿素含量和光合效率在

NaAc 不超过 30 mmol/L 或葡萄糖不超过 50 mmol/L

范围内的随 C 源浓度增加而升高，光合效率的变化

趋势与藻株的生长速率与含油量的变化趋势基本一

致。这说明外加碳源能在培养基中元素缺乏时对微

藻的生长和光合效率起到积极的促进作用，也为解

释其生物量和油脂含量的增加提供了证据。

2 讨论

以微藻制备生物柴油已经日益受到人们的关注

(Jia et al., 2006; Huang et al., 2008)。本研究对象 Micra-

ctinium sp. 18A8 是课题组从海南分离的藻株，以前

未见培养基优化等相关的报道。本文研究了 N、P 或 S

缺乏条件下，Micractinium sp. 18A8 的生长和油脂积

图 3 Micractinium sp. 18A8 在不同浓度乙酸钠和葡萄糖 SE-S 中的的生长曲线以及含油量

注: A: Micractinium sp. 18A8 在不同浓度乙酸钠 SE-S 中的生长曲线以及含油量; B: Micractinium sp. 18A8 在不同浓度葡萄糖 S

E-S 中的生长曲线以及含油量

Figure 3 The growth cure and cell lipid content of Micractinium sp. 18A8 in SE-S medium with addition of different concentrations

sodium acetate or glucose

Note: A: The growth cure and cell lipid content of Micractinium sp. 18A8 in SE-S medium with addition of different concentration

sodium acetate; B: The growth cure and cell lipid content of Micractinium sp. 18A8 in SE-S medium with addition of different concen-

tration glucose

累状况。以及葡萄糖和乙酸钠对 Micractinium sp. 18A8

油脂和生长的影响，并测定了总糖、总蛋白、和光合

效率等。实验结果表明，Micractinium sp. 18A8 在 HSM

高碳培养基的生长速率显著高于 BG11 和 SE 中的

生长速率，说明较多的碳源有利于藻株生长。高碳培

养中含有乙酸钠，微藻在进行光合自养的同时可以

利用其进行异养生长。而当 N、P 或 S 元素缺乏时，

Micractinium sp. 18A8 的生长显著受到抑制。这也是

缺氮或缺硫培养尽管油脂含量提高，但由于生长缓

慢，总的油脂产量不高的原因。由于葡萄糖或乙酸钠

能够促进微藻的异养生长，故本研究进一步探索了

在 SE-S 培养条件下，添加不同浓度的葡萄糖或乙酸

钠对 Micractinium sp. 18A8 生长、含油量以及光合效

率的影响。结果显示，当葡萄糖或乙酸钠的浓度分别

为 30 mmol/L 和 50mmol/L 时，Micractinium sp. 18A8

生长量、含油量以及光合效率达到最大。本课题组以

往的实验表明碳源能促进一些藻株的生长，而科研人

员在研究三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)时发

现外加 NaAC 有效促进了藻株的生物和含油量的提

高(Fu et al., 2011)。赫冬梅等(2012)在研究葡萄糖和

乙酸钠对湛江等鞭金藻(Isochrysis zhanjiangensis)兼养
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表 3 SE-S 添加乙酸钠和葡萄糖对 Micractinium sp. 18A8 叶绿素和光合效率的影响

Table 3 The chlorophyll content and photosynthetic efficiency of Micractinium sp. 18A8 in SE-S medium with addition of different

concentrations sodium acetate or glucose

乙酸钠(mmol/L)

NaAc (mmol/L)

0

7

15

30

60

葡萄糖(mmol/L)

Glucose (mmol/L)

0

25

50

100

200

叶绿素 a (μg/mL)

chl a (μg/mL)

2.08±0.02

2.61±0.06

3.31±0.18

2.39±0.09

2.03±0.08

2.08±0.02

2.07±0.03

2.23±0.10

2.09±0.13

0.73±0.05

叶绿素 b (μg/mL)

chl b (μg/mL)

0.66±0.03

1.64±0.07

1.81±0.12

1.16±0.08

0.47±0.03

0.66±0.03

0.61±0.08

1.04±0.11

0.50±0.06

0.21±0.05

光合效率(μmol·O2omg·chla-1·oh-1)/(μmol·photon·om-2·os-1)

Photosynthetic efficiency(μmol·O2omg·chla-1·oh-1)/(μmol·photon·om-2·os-1)

0.79±0.01

0.85±0.07

0.95±0.08

0.82±0.01

0.75±0.02

0.79±0.01

0.76±0.07

0.80±0.05

0.79±0.09

0.67±0.03

生长的影响时，发现随着葡萄糖和乙酸钠浓度的增

加，等鞕金藻的生长和产物积累均表现出先促进后抑

制的现象；葡萄糖和乙酸钠的最适浓度分别是 15 g/L和

7.5 g/L (He et al., 2012)。说明在元素缺乏情况下，添加

碳源是提高微藻生物量和含油量一种可行手段，为

微藻规模化培养提供了一个新视角。

3 材料与方法

3.1 藻株与培养基

藻株 18A8 采自海南，由划线法获得。本实验所

用的 HSM、BG11、SE 及其氮、磷、硫缺陷培养基配

方见蔡佳佳等(2011)，液体培养时以 26℃、220 r/min、
110 μmol·om-2·os-1 光照、震荡培养。

3.2 油脂的测定

参照周玉娇等(2010)的方法，制作三酰甘油含量

标准曲线。以尼罗红给待测样品染色 10 min，使用

Promega 发光检测仪测定样品荧光值。

3.3 生物量的测定

参照蔡佳佳等(2011)的方法，用酶标仪藻液测定

490 nm 波长吸光值；同时取藻液样品测定其干重，并

制作标准曲线。

3.4 藻株 DNA 的提取

采用改良玻璃珠法提取微藻基因组 DNA，用

0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的质量，通过紫外

分光光度计测定 DNA 的浓度和纯度，并将 DNA 溶

液稀释至 50 ng/μL (Gu et al., 2011)。

3.5 18S rDNA 基因片段的克隆及序列分析

PCR 扩增 18S rDNA 片段，回收扩增产物，进行

克隆，测序，通过 NCBI 搜索同源序列，聚类分析以

MEGA 软件进行。

3.6 藻细胞蛋白, 糖测定, 叶绿素和放氧效率的测定

取 10 mL 对数生长期藻液，超声波破碎藻细胞，

离心收集上清，参照辜博等(2011)的方法进行蛋白质

和总糖测定。

3.7 藻细胞叶绿素和光合效率的测定

参照 Deng 等(2011)的方法测定叶绿素含量：待

测藻液经处理后，测定其 663 nm 和 646 nm 吸光值，

按以下公式计算叶绿素含量(Lichtenthaler, 1987)。
Chla=12.21 (OD663)-2.81 (OD646)

Chlb=20.13 (OD646)-5.03 (OD663)

式中：Chla、Chlb———叶绿素 a 和 b 的浓度。
参照 William (1993)方法进行光合效率的测定：

以液相氧电极，测定藻液含氧量和氧气变化率。光合

效率为光饱和时，相应的的放氧效率加上耗氧效率。
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