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摘要!为筛选得到高含油的小球藻藻株!对若夫小球藻"$7@8+2@@, D8G:-K2-.:.&进行紫外诱变!尼罗红

染色后再利用流式细胞仪对高含油藻株进行筛选( 结果表明)紫外诱变 *" 13< 后!经流式细胞仪

筛选!分选出的 ,"V的突变藻株总脂含量都高于野生对照株( 最终筛选到的藻株 P#) 经培养总脂

产量达到 !:* BMH!比野生对照株提高了 ("V(

关键词!小球藻#紫外诱变#流式细胞仪分选#高含油
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..能源是人类生存与发展的基础#不可再生化石

能源日趋减少及使用过程中造成的环境污染问题全

球瞩目'#(

% 藻类由于其生长周期短)生物产量高)

含油量高等特点#在众多生物质能源中备受关注%

如何快速得到含油量高)油脂产量稳定的藻种是许

多科研工作者研究的目标'! %&(

% 流式细胞仪因其分

选的高效性和准确性#被广泛应用于微藻技术#用于

分析细胞活性)油脂)色素等各种指标并分选相应的

目的藻株'*(

% OE2<等'((通过 & 次流式细胞仪分选#

得到总脂含量达到 ((V的 Q,--857@8+8!.:.5I:子细

胞#总脂含量比母细胞提高两倍以上% 陈涵等')(通

过O/P与紫外复合诱变#利用流式细胞仪分选得到

油脂含量 (&:$,V的栅藻藻株#相比对照提高

#":$'V%

小球藻为普生性单细胞绿藻#在自然界分布广

泛#能利用光能自养#也能在异养条件下利用有机碳

源进行生长繁殖#生物量大#生长速度快#易于培

养'$(

% 若夫小球藻"$7@8+2@@, D8G:-K2-.:.$细胞中油

脂含量高#也可以作为水产动物的优质饵料#在商业

开发中具有很高的利用价值''(

%

紫外线对高等植物具有较强的生物学效应# 是

应用广泛的多功能物理诱变剂% 孟振等',(利用紫

外线对P4-,@:2@@, .,@:-,进行诱变#最终获得 # 株生

长速率快和积累
"

%胡萝卜素能力强的优势藻株%

"##
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胡小文等'#"(通过紫外诱变和脂荧光强度筛选#获得

! 株小球藻#其脂荧光强度分别是原始藻株的 ):!

倍和 #:$ 倍%

本研究对若夫小球藻"$7@8+2@@, D8G:-K2-.:.$进

行紫外诱变#再通过同步化培养和尼罗红染色#利用

流式细胞仪分选高含油藻株#最终筛选出 # 株高产

油脂的藻株#为高效筛选高产油脂藻株提供了方法

学参考%

:;材料与方法

#:#.实验材料

若夫小球藻 "$7@8+2@@, D8G:-K2-.:.$#由本公司

保种%

+Z## 培养基##!#S高压灭菌 !" 13<!二甲基

亚砜"OLPW$#尼罗红%

流式细胞仪" -̂QPQ243a9]+=?8E< %O3?U3<5E<#

美国$#超净工作台%

#:!.实验方法

#:!:#.紫外诱变

取对数生长期的若夫小球藻"$7@8+2@@, D8G:-K2-;

.:.$藻液#将其稀释至 #"

'个M1H置于 ) 孔板培养板

中# 每孔 & 1H藻液#使藻液在培养板每孔底部铺一

薄层#避免紫外线照射不到% 在摇床振荡下#用平行

并排的两个 !" [的紫外灯照射#距离为 !" ?1#分

别照射 #()!")!()&")&()*" 13<% 照射完毕后#将照

射不同时间的藻液分别转移到 (" 1H三角瓶中# 暗

培养以避免光修复% 遮光 &) A 后取出#每 !* A 计

数#直到死亡率稳定#计算致死率%

#:!:!.尼罗红染色

分别取紫外诱变 &( 13<和 *" 13<的藻液#参照

O=1=85等
'##(

的方法于培养箱 #) AM' A 光暗周期同

步化培养 #( >% 取 ( 1H藻液于 * """ ]M13< 离心 (

13<#去上清#并用去离子水洗涤 ! 次#后用 !"V

OLPW水溶液重新悬浮至 ( 1H#加入尼罗红使尼罗

红质量浓度为 #

!

BMH#&(S水浴 #" 13<#后用去离

子水洗涤 # 次#用于流式细胞仪分选%

#:!:&.高含油藻株的分选

采用流式细胞仪分选高含油藻株% 取 & 1H尼

罗红染色的藻样#稀释至 #"

) 个M1H置于上样管#以

蒸馏水为鞘液#利用流式细胞仪在 *'' <1激光激发

下捕获荧光信号% 尼罗红染色后在 *'' <1激发波

长下的发射波长为 ((" l(," <1#因此选择 Ĥ! 通

道#"('( t!#$<1带通滤片#设置 G=B3E<5分析藻细

胞的尼罗红荧光强度#构建 Ĥ! %Y直方图比对油

脂含量信息% 根据 P̂Q%Y"细胞大小$和 Ĥ! %Y

"荧光强度$二维图细胞信号设定分选门进行收集#

捕获速率 &"" 5

%#

#用 (" 1H的无菌收集管收集目的

细胞#离心浓缩后#将细胞逐级稀释至 #"

* 个M1H涂

布+Z## 平板培养% 长起单藻落后#挑取体积较大)

颜色浓绿的藻落扩至 !(" 1H三角瓶缺氮培养#参照

文献'#!(方法测定总脂含量#考察流式细胞仪分选

效果%

#:!:*.柱式反应器培养

将对数期藻种转接到
%

* ?1g)" ?1柱式反应

器中#初始接种FP

$("

值为 ":)% 光源为日光灯#!* A

光照#光照强度为 !""

!

1E4M"1

!

15$% 连续通入含

#V l#:(VQW

!

的混合空气培养#温度为 "!( t

#$S#IY控制在 $ 左右% 定期取适量藻液#测定总

脂产量#验证筛选效果%

#:!:(.数据处理

实验分别设置 & 次平行#对实验数据进行标准

差分析%

<;结果与讨论

!:#.紫外诱变

按照 #:!:# 方法对若夫小球藻进行紫外诱变#

结果发现#用紫外线处理小球藻细胞后#藻液颜色由

原来的绿色变浅甚至变为白色% 照射时间越长#颜

色越浅% 照射时间为 #()!")!()&" 13< 的藻液变为

浅绿!照射时间为 &()*" 13< 的藻液变为混浊白色#

*" 13<的藻液可看到有糁状固体% 在照射后 * > 时

藻细胞死亡率稳定#统计其致死率#结果见图 #%

图 :;紫外线照射致死率

..由图 # 可知#紫外线对小球藻细胞有致死作用#

照射时间延长#藻细胞死亡率增加% 为了获得较多

的突变型# 又不至于因为照射剂量过大造成大部分

细胞死亡而残留一些不活跃的细胞#选择致死率在

'"V l,"V之间#因此选择照射 &( 13<和 *" 13<的

藻液对其进行染色和流式细胞仪分选处理%

!:!.流式细胞仪分析

诱变后藻液经尼罗红染色后#利用流式细胞仪

捕获荧光信号#分析藻细胞突变情况% 以紫外诱变

" 13<的藻株作为对照#分析紫外诱变 &( 13< 和 *"

13< 后细胞的荧光强度#结果见图 !%

###
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.注& -#)+# 为小球藻对照组!-!)+! 为小球藻诱变 &( 13<!-&)+& 为小球藻诱变 *" 13<%

图 <;若夫小球藻细胞群落分布及油脂荧光强度

..由图 ! 可知#诱变组落在更高强度荧光信号的

细胞数明显高于对照组% 对照组细胞群落更加集

中#镜检也可以看到对照组的细胞均一度比较高#

,,:,V的细胞均落在油脂荧光强度较低的 L# 门

内#而在油脂荧光强度更高的 L! 门内几乎没有细

胞!紫外诱变 &( 13< 细胞群落要分散一些##":)V

的细胞落在油脂荧光强度更高的 L! 门内#油脂含

量明显高于对照组!紫外诱变 *" 13< 细胞群落更加

分散#():'V的细胞落在油脂荧光强度更高的 L!

门内#说明其含油细胞更多且油脂含量更高% 因此#

选择若夫小球藻紫外诱变 *" 13< 为最佳诱变条件

进行诱变#再利用流式细胞仪对高产油细胞进行分

选#结果见图 &%

图 >;流式细胞仪分选小球藻图

..如图 &#综合考虑细胞大小和油脂荧光强度#小

球藻紫外诱变 *" 13< 同步化培养后针对G! 门进行

细胞分选收集% 收集细胞数达到 ! g#"

( 个后离心再

稀释至合适浓度涂布于+Z## 平板#于 #) AM' A 光暗

周期培养% 挑取体积较大)颜色浓绿单藻落 *" 个逐

级扩培#同野生对照株"[J$一起#分别置于含有 #("

1H缺氮+Z## 培养基的 !(" 1H三角瓶中培养 $ >#

测定总脂含量考查藻株的产油脂能力#结果见图 *%

图 ?;分选突变株总脂含量图

..由图 * 可知#大部分藻株总脂含量在 !*V l

&(V之间#分选出的 ,"V的突变藻株总脂含量都比

野生对照株高#说明利用流式细胞仪分选高含油的

突变株效果明显% 其中 P#) 藻株总脂含量达到

&$T!V#将其选出进行进一步的培养验证%

!:&.柱式反应器培养验证

将野生对照株与优势突变株 P#)在柱式反应器中

培养 ')#! >和 #( >测定总脂产量#结果如图 (所示%

图 C;总脂产量变化

..由图 ( 可知#突变株 P#) 总脂产量始终高于野

生对照株% P#) 培养结束总脂产量达到 !:* BMH#比

对照株的 #:) BMH高出 ("V#证明利用流式细胞仪

对高含油突变株进行分选效果显著%

"下转第 #!! 页&

!##

QYKN-WKHP -NO -̂JP..............!"#' iE4T*& NET(



参考文献!

'#( 中国科学院中国植物志编委会:文冠果'L(:北京& 科

学出版社# #,'(& $!:

'!( 戚建华# 姚增玉:生物柴油原料树种文冠果的化学成分

与综合利用研究进展'_(:林产化学与工业# !"#!#&!

"!$&*$ %(*:

'&( 杨春艳#杨军丽#哈伟#等:文冠果果壳化学成分与生物

活性研究进展'_(:中草药# !"#)##$"'$&#*#' %#*!*:

'*( 王颖#潘英#邢亚超#等:文冠果种皮化学成分的分离与

鉴定'_(:中国药物化学杂志# !"#&#!&"($&&,$ %&,,:

'(( G-PYLK# N-Z-JPR-:N=C642̀E<E3>56]E15==> 5U3< E6

J,-*7852+,..8+3:G8@:,'_(:L=> F42<85G=5# !"###(")$&

#"&* %#"&):

')( 张严磊# 肖鸿飞# 施欢贤# 等:文冠果壳抗氧化活性及

抑制人Y=IZ

!

细胞增殖活性部位筛选'_(:中国现代中

药# !"#$##,"##$&#($! %#($*:

'$( 毛迪锐# 姜贵全# 张卓睿# 等:超声波辅助提取文冠果

壳总黄酮的工艺及其抗氧化性研究'_(:食品工业科

技# !"#(#&)"#,$&!&$ %!*!:

''( \-NZQ\# Y-[# HKN\# =824:FE4DIA=<E4535E428=>

6]E1J,-*7852+,..8+3:G8@:, A95U52<> 8A=3]2<83%891E]2<>

]2>3?24%5?2̀=<B3<B2?83̀383=5'_(:LE4=?94=5# !"#)#!#

"#!$&#),*:

',( eK/e# JRXQ# XY-NZH# =824:-<83Ef3>2<82?83̀38D#

!

%

B49?E53>25=3<A3a383E<# 2<> IAD8E?A=13?2463<B=]I]3<85E6

)-825*857:@4.+8A34+K7::6E]19428=2]=53>9=5C38A YFHQ%
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利用流式细胞仪筛选高含油若夫小球藻"$7@8;

+2@@, D8G:-K2-.:.$% 通过紫外线对小球藻进行诱变#

对诱变 *" 13<藻株进行流式细胞仪分选#最终筛选

到 # 株藻株 P#)#柱式反应器培养 #( > 后总脂产量

为 !:* BMH#比野生对照株提高了 ("V%
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Q,--857@8+8!.:.5I:953<B649E]=5?=<?=%2?83̀28=> ?=445E]0

83<B'_(:ZQ++3E=<=]BD#!"###&&!)* %!$":

')( 陈涵#李小妹#蔡钒#等:诱变结合流式细胞仪筛选栅藻

高产油脂藻株'_(:中国油脂#!"#)#*#"($& )( %)':

'$( 杨鹭生#李国平#陈林水:蛋白核小球藻粉的蛋白质)氨

基酸含量及营养评价'_(:亚热带植物学# !""&# &!

"#$& &) %&':

''( HKR_# YR-NZ_Q# PRNX# =824:O366=]=<832443I3> 2<>

6288D2?3> I]E634=5E6IAE8E298E8]EIA3?2<> A=8=]E8]EIA3?

$7@8+2@@, D8G:-K:2-.:.& 255=551=<8E624B24E3456E]a3E>3=5=4

I]E>9?83E<'_(:+3E]=5E9]J=?A<E4#!"### #"! "#$& #") %

##":

',( 孟振#张学成#时艳侠:光照与温度对紫外筛选盐生杜

氏藻藻株的生长及色素积累的影响'_(:海洋科学#

!""'#&!"$$& !" %!,:

'#"( 胡小文#马帅#付莉莉#等:紫外诱变热带微藻选育高油

脂藻株'_(:热带农业科学#!"###&#"$$& !( %!':

'##( O/L/JP G#JWLPWN-L#G-N/JY#=82#:PD<?A]E0

<3@283E< E68A=?=44>3̀353E< ?D?4=E6$7@,<?=8<8-,.24K,;

<2*8.'_(:_Z=<=]24L3?]Ea3E4##,'(##&#& !,#, %!,!*:

'#!( mYWXKN%ZWHO+/GZK#PYG/PJY-F#QWY/NX:LE0

a343@283E< E62]2?A3>E<D41E3=83=56]E18]32?D4B4D?=]E453<8E

?A4E]EI42583?43I3>56E44EC3<B]=?È=]D6]E1<38]EB=< 582]̀20

83E< E68A=13?]E24B2%,+:2*857@8+:.:-5:.2'_(:+3E?A31

+3EIAD5-?82LE4Q=44a3E4H3I3>5# !""(# #$&'"#M!M&$&

)& %$#:

!!#

QYKN-WKHP -NO -̂JP..............!"#' iE4T*& NET(


