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摘要!以拟微绿球藻"L%&&;=@$;7;9'(';="$%)%$为原始藻株!经过紫外线和甲基磺酸乙酯分别诱变处

理!获得 0 株油脂含量有所提高的出发藻株% 以 ;)R作为融合剂!对获得的 0 株出发藻株进行两

轮递归式原生质体融合!筛选到遗传稳定的改组藻株W!S! 和W!S'!其油脂含量分别达到 004(!G

与 0$4$0G!较原始藻株分别提高了 /&4"$G与 $/40"G% 对拟微绿球藻的原始藻株和改组藻株的

油脂脂肪酸组成及含量进行分析!结果表明改组前后拟微绿球藻的油脂脂肪酸组成变化不大!但脂

肪酸含量有较大差别%
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KK微藻油脂是合成生物柴油的良好原料$是理想

的可再生能源& 目前$限制微藻产业化的主要障碍

是养殖效率远低于理论预期$成本较高& 成本主要

来自于大规模培养的过程和收获加工的制备过

程(# %!)

& 为进一步降低成本$需要获得产油率更高

的藻株$使油脂达到最大程度富集& 藻类育种目前

多采用杂交育种%随机突变方法和基因定向诱变筛

选技术(()

& 但这些方法或是存在周期长%操作技术

繁杂的缺点$或是在连续多次诱变过后$易出现性状

无法提升的/疲劳效应0& 基因组改组的育种方式

可以有效解决上述缺陷$为育种改良提供了一种全

新的策略& !""! 年$D,̂YE8A 公司利用基因组改组

技术快速提高细菌表型和提高乳杆菌耐酸性的研究

文章$引起了生物工业界的广泛关注(' %0)

& 这一技

术是分子定向进化在全基因组水平上的延伸$将改
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组的对象从单个基因扩展到整个基因组& 与其他分

子育种技术相比$基因组改组技术不需要昂贵的仪

器设备$花费少$操作简单$具有强大的生命力& 基

因组改组技术已有一些成功应用的报道(/ %1)

& 拟微

绿球藻生长速度快$油脂含量高$脂肪酸组成简单$

是微藻生物柴油理想藻种之一& 因此$本研究拟采

用基因组改组技术提高拟微绿球藻的油脂含量&

67材料与方法

#4#K实验材料

拟微绿球藻"L%&&;=@$;7;9'(';="$%)%#购自上海

光语公司& 将微藻按照 #"G的接种量培养于含 !0"

+MWF! 培养基的 0"" +M三角瓶中& 人工气候箱的

培养条件为光照强度 ( 0"" .̂$暗光周期为 #! 7F#!

7$培养温度为"!' n##c$每日摇动 ( p' 次&

甲基磺酸乙酯")DJ#%半纤维素酶%崩溃酶等

购自美国 J-E+,公司!其他试剂均为分析纯&

再生培养基'向新鲜的 WF! 海水培养基中添加

"a! +6.FM甘露醇$固体培养基另加 "41G p#4"G

的琼脂&

#4!K实验方法

#4!4#K候选藻库的建立

取对数生长期的藻液$参照文献分别进行 OH

诱变(&)和)DJ 诱变(#")

$并计算不同处理条件下的

致死率& 将诱变后的藻液用 WF! 培养基稀释至

#" """ 个F+M藻细胞后涂布于培养基上$置于人工

气候箱中培养& 待平板上长出均匀的微藻藻落时$

用 #

!

EFM的尼罗红喷染$暗培养 !' 7 后在荧光显

微镜下观察藻类染色情况$挑取荧光强度大的单藻

落接种到WF! 培养基中$扩大培养后$再按照 #"G

的接种量于含 !0" +MWF! 培养基的 0"" +M三角锥

形瓶中培养$待到指数生长末期采用 >.-E7=等(##)的

方法提取油脂$测定油脂含量$进行复筛& 经过诱变

筛选及 / 代稳定性验证后$选取油脂含量高的突变

株建立基因组改组候选藻库&

#4!4!K原生质体制备

拟微绿球藻原生质体的制备在酶处理液的选择

上参照 V78A等(##)的方法& 取对数生长期的拟微绿

球藻 1 """ @F+-A离心 #" +-A$用灭菌的去离子水洗

! p' 次$以保证细胞表面无盐离子和其他杂质影响

原生质体的制备& 用无菌 ;>J 缓冲液悬浮细胞将

藻细胞调整至 ! d#"

$ 个F+M& 调节藻液的 :U$在

:U为 '40%040 和 /40 的藻细胞液中加入终质量浓

度为 "4"' EF+M的半纤维素酶和 "4"! EF+M的崩

溃酶溶液$避光在 (0c条件下以 #0" @F+-A 轻微振

荡孵育& 在酶处理 / 7 后取样$采用低渗爆破法(#!)

吸取原生质体悬液$分别用高渗溶液与去离子水悬

浮$静置 /" +-A 后计数$计算原生质体制备情况&

确定最适 :U后$调节藻液的 :U为最适 :U$加入终

质量浓度为 "4"' EF+M的半纤维素酶和 "4"! EF+M

的崩溃酶溶液$分别在酶解 "40%#%!%'%/ 7和 1 7后

取样$按下式计算原生质体制备率&

原生质体制备率 e"高渗溶液中细胞数 %低渗

溶液中细胞数#F高渗溶液中细胞数d#""G

#4!4(K基因组改组

以候选藻库的藻株作为基因组改组的第一轮藻

株$制备原生质体& 采用质量浓度为 "4( EF+M的

;)R/"" 进行原生质体融合& 融合后的藻液经稀释

后涂布于再生培养基平板上$待长出藻落后进行初

筛和复筛$所得油脂含量提高的藻株作为下一轮基

因组改组的亲本&

#4!4'K遗传稳定性检测

将筛选得到的改组藻株连续转接 / 代$比较第

一代与第六代的油脂含量$观察是否能够稳定遗传&

#4!40K藻株生长曲线的测定与油脂脂肪酸组成

分析

将微藻按照 #"G的接种量扩大培养于含 !0"

+M培养基的 0"" +M三角锥形瓶中$ 测定其不同生

长时期的 /1" A+:1值& 在指数末期收集藻粉冷

冻干燥& 提取油脂$进行甲酯化处理后$进行气相色

谱分析&

单位体积油脂含量e

(

d

%

单位体积油脂产率e

(

d

%

,)

式中'

(

为单位体积干藻粉的质量$EFM!

%

为干

藻粉的总脂含量!)为培养时间$9&

气相色谱条件参照文献(#()'载气为高纯度氮

气!柱初温 $!c$保温 # +-A$以 ("cF+-A升温速率

升至 #0"c$保持 0 +-A$以 #"cF+-A升温速率升至

!0"c$保温 0 +-A!进样口温度 !1"c$流速 ("

+MF+-A$进样量 #

!

M&

87结果与分析

!4#K候选藻库的构建

尼罗红作为一种亲脂类荧光染料$与脂类物质

结合后在荧光照射后能发出红色或橙色荧光& 通过

测定尼罗红染色后的荧光强度能判断其细胞中的油

脂含量& 将藻液进行尼罗红染色$观察细胞中的荧

光强度$筛选出优势藻株&

经过紫外诱变和 )DJ 诱变共筛选出 $ 株正向

突变的诱变藻株$进行遗传稳定性分析$结果见

图 #&
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图 67拟微绿球藻高产诱变株遗传稳定性分析

KK由图 # 可知$根据 J;JJ 软件分析结果$OS"#%

OS#/%OS!!%)S(& 与)S0$ 这 0 株拟微绿球藻突变

藻株第一代与第六代的油脂含量变化不显著"4h

"4"0#$遗传稳定性良好$与拟微绿球藻原始藻株

"油脂含量为 (!4$!G#相比$分别提高了 ('40"G%

($4(0G%!&4'0G%!!4!$G和 '!4#0G& 因此$ 选择

这 0 株诱变株作为拟微绿球藻基因组改组的出发

藻株&

!4!K原生质体制备条件的研究

!4!4#K:U对原生质体制备的影响

:U是影响原生质体制备的重要环境因素之一&

由于藻种细胞内环境的差异$造成酶溶解细胞壁所

需的最适 :U也存在差异(#()

& 同时$:U过低或过高

都会影响到酶的活性$也会对细胞膜的完整性造成

影响(#' %#/)

& :U对拟微绿球藻原生质体制备的影响

结果见图 !& 由图 ! 可知$在 :U为 040 时制备的拟

微绿球藻的原生质体制备率最高&

图 87不同FV处理条件下原生质体制备率

!4!4!K酶解时间对原生质体制备的影响

不同的酶解时间是制约原生质体制备率的关键

因素& 对同一细胞密度的藻细胞$酶解时间过短或

过长都会降低原生质体的制备率$因此制备原生质

体时必须选取合适的酶解时间& 酶解时间对原生质

体制备的影响结果见图 (& 由图 ( 可知$拟微绿球

藻在酶解时间 ! 7时原生质体制备率最大& 随着酶

解时间的延长$原生质体死亡率降低$但过长的酶解

时间导致已制备好的原生质体破裂死亡$因此选择

! 7 酶解时间为拟微绿球藻原生质体最佳制备

时间&

图 =7不同酶解时间条件下原生质体制备率

!4(K改组藻株的筛选

以候选藻库中的 0 株藻株为出发藻株$进行第

一轮改组& 得到 / 株油脂含量进一步提升的藻株$

结果见图 '& 由图 ' 可知$经遗传稳定性检测$拟微

绿球藻第一轮融合藻株 W#S(%W#S' 和 W#S/ 的遗

传稳定性良好$而另外 ( 株藻株在多次传代后会分

离成亲本类型$其优良性状消失&

图 >7拟微绿球藻第一轮高产优质藻株遗传稳定性分析

KK以第一轮改组获得的 ( 株菌株为出发藻株进行

第二轮基因组改组$结果获得 /株油脂含量有所提高

藻株$结果见图 0& 由图 0 可知$W!S0%W!S/ 的油脂

含量较高$分别为 /04##G和 /$4//G$其次是W!S#%

W!S(和W!S'$油脂含量分别为 0/4&"G%0$a$/G和

0$410G$最后为W!S!$油脂含量为 0(40(G&

图 ?7拟微绿球藻第二轮改组筛选结果

!4'K基因组改组菌的遗传稳定性分析

将拟微绿球藻的第二轮改组之后的藻株进行连

续传代培养$在指数生长期末期离心提取油脂并测

定油脂含量$检测其遗传稳定性$结果见图 /&

由图 / 可知$拟微绿球藻第二轮融合藻株W!S!

和 W!S' 的遗传稳定性良好$油脂含量分别达到

00a(!G和 0$4$0G$而 W!S#%W!S(%W!S0 和 W!S/

$##
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则在多次传代后分离成亲本类型$其优良性状消失&

图 @7拟微绿球藻第二轮高产优质藻株遗传稳定性分析

!40K藻株生长曲线'单位体积油脂含量'单位体积

油脂产率的测定"见图 $ p图 &$

KK由图 $ 可知$拟微绿球藻在接种后没有适应期&

W!S' 的生长周期缩短了 # 9$而 W!S! 的生长曲线

最大:1值相较于原始藻株有所提高&

全面地评价微藻藻株的产油潜力$仅通过油脂

含量或生物量干重来判断并不能完全说明藻株的产

油潜力& 引入单位体积油脂含量和单位体积油脂产

率 ! 个指标$ 通过综合比较%分析$筛选出优良的高

产油脂微藻藻株& 由图 1 和图 & 可知$W!S!%W!S'

的单位体积油脂产率和单位体积油脂含量均高于出

发藻株&

图 A7拟微绿球藻改组和原始藻株的

生长曲线

图 B7拟微绿球藻出发藻株与\8Z8%

\8Z> 的单位体积油脂产率

图 C7拟微绿球藻出发藻株和\8Z8%

\8Z> 的单位体积油脂含量

!4/K油脂脂肪酸组成分析"见图 #"$

图 6T7拟微绿球藻原始藻株#&$与改组藻株\8Z8#$$%\8Z>#2$的气相色谱图

KK由图 #" 可以看出$改组前后的藻株气相色谱图

的峰形以及出峰时间没有变化$说明改组前后的拟

微绿球藻的油脂脂肪酸组成没有变化& 由于改组前

后气相色谱图的峰高有差异$说明改组藻株和原始

藻株油脂的脂肪酸含量有很大变化&

=7讨7论

利用基因组改组技术获得高产油脂的拟微绿球

藻藻株的关键是富油微藻筛选方法$本研究采用了

多种诱变方式结合尼罗红荧光染色法对微藻进行初

步产油鉴定$从而获得了大量的正向突变库&

基因组改组的核心是原生质体融合$海藻基因

工程发展缓慢主要是因为其原生质体的制备不能通

过高等植物标准的制备方法获得& 最初采用机械法

制备原生质体$制备出的原生质体产量低%活性差$

1##
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后来酶解法逐渐取代该法& 自 S,E,=,用烟草原生

质体培育出可再生植株$植物原生质体的培育研究

便广泛兴起(#$)

& 拟微绿球藻的细胞壁绝大多数是纤

维素$酶解之后得到 &1G的葡萄糖$可以用纤维素酶

和多糖降解酶酶解细胞壁从而获得原生质体(#1)

&

原生质体在自然环境下也会发生融合现象$但

融合率很低& 为了提高原生质体融合率$本研究采

用;)R融合法诱导原生质体融合& 该方法具有容

易制备和操作的特点$缺点是处理时间和诱导液的

浓度等不易掌握$且易形成多元融合物(#&)

& 本研究

采用质量浓度为 "4( EF+M的 ;)R$处理时间 ("

+-A$之后用高 V,

! g

%高 :U洗涤液促进原生质体

融合&

>7结7论

以拟微绿球藻突变株OS"#%OS#/%OS!!%)S(&

与)S0$ 为出发藻株进行基因组改组$选育出了拟

微绿球藻高产油脂藻株 W!S! 与 W!S'$其油脂含量

分别达到 004(!G与 0$4$0G$较原始藻株分别提高

了 /&4"$G与 $/40"G&
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