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摘要：以自行筛选的微藻 ＧＮ６为试验菌种，首先研究海绿素、复硝酚钠、吲哚乙酸３种植物激素及
维生素Ｂ１和维生素Ｂ１２两种维生素对微藻生长及油脂产量的影响，然后在上述单因素试验研究结
果基础上进行了四因素三水平的正交试验优化。结果表明：微藻ＧＮ６以 ＢＧ１１为基础培养基的最
佳培养条件为１．５ｍＬ／Ｌ海绿素、１５μｇ／Ｌ维生素Ｂ１２、０．６０ｇ／Ｌ蛋白胨、２０ｇ／Ｌ葡萄糖；将优化后的
培养条件和未优化的培养条件进行比较，结果发现在最优条件下微藻ＧＮ６的生物量及油脂产量分
别为１６．４ｇ／Ｌ和１．６２ｇ／Ｌ，与未优化相比分别提高了１００．３％和５２．２％。试验为通过添加植物激
素或维生素提高产油脂微藻的生长及产油脂能力提供了有益的探索。
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　　随着不可再生资源的日益枯竭，开发清洁、高效
的可再生能源迫在眉睫。除了以往的风能、核能、太

阳能等，生物质能已越来越受到人们的重视。而作

为重要生物质能源之一的微藻具有繁殖快、环境适

应力强、产生的油脂类物质和植物类似，再加上清
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洁、可再生的诸多优势，现已受到各国科研工作者的

高度关注，被认为是未来极具发展前景的生物柴油

原料［１－２］。

微藻属于绿藻门的一种，呈球形或椭球形，单生

或几个细胞聚成一团，目前发现的微藻总共有１５种
之多［３］。与高等植物相比，微藻除了具有利用光能

和ＣＯ２进行光合自养生长能力外，还具有可以利用
有机碳进行异养生长的能力，同时还能合成大量的

脂质、蛋白质和碳水化合物。这些产物可以被加工

成生物燃料、饲料、食品和一些高价值的生物活性物

质。许多种类的微藻具有含油量高和生长周期快等

优点，在生长过程中能够在短期内生成大量的油脂，

这些油脂大部分都可以作为替代化石能源的生物质

能源（即生物柴油）［４］。

微藻能利用光合作用进行自养生长，多数微

藻还可以利用葡萄糖作为唯一碳源进行异养生

长。在培养微藻的过程中，油脂的积累容易受到

外界条件的影响，包括温度、ＣＯ２、ｐＨ、光照强度、
光照时间、培养基中的营养成分（碳源、氮源、无机

盐等）［５］。植物激素及维生素对植物细胞的生长

起到非常重要的调节作用，而微藻很多的生物学

性质与植物细胞非常接近，因此可望通过植物激

素及维生素调控微藻细胞生长及油脂的累积，从

而为实现微藻油脂制备生物柴油提供新的可能，

然而目前利用植物激素及维生素调控微藻的生长

及油脂的累积的研究仍处于起步阶段。为此本试

验通过考察不同种类及浓度的植物激素和维生素

对微藻生长及产油脂能力的影响，以期提高微藻

的生物量及油脂产量，为进一步工业化培养微藻

提供有益的前期探索。

１　材料与方法
１．１　试验材料
１．１．１　试验藻种

本试验的藻种（微藻 ＧＮ６）由江西农业微生物
资源开发与利用工程实验室提供。

１．１．２　ＢＧ１１培养基
本试验采用培养微藻常用的培养基 ＢＧ１１作为

微藻培养的基础培养基［３］，除了 ＢＧ１１培养基中本
身含有的碳酸钠外，加入适量的葡萄糖作为藻种异

养培养基的碳源。添加２％的琼脂即可获得对应的
固体培养基，用５％的ＮａＯＨ或５％的ＨＣｌ溶液将培
养基的起始ｐＨ调至６．５，然后在１２１℃条件下热压
灭菌３０ｍｉｎ。

１．２　试验方法
１．２．１　培养方式

（１）自养培养：在 ＢＧ１１培养基中添加 ２％的
琼脂即可获得固体培养基，将甘油管中保藏的微

藻经适当稀释后涂布于固体平板，长出单藻落后

接种至液体培养基进行培养，然后将对数生长期

的藻液作为种子培养液进行接种培养，培养条件

为温度 ２５℃、光照强度 ４０００ｌｘ、光暗周期比
１４Ｌ∶１０Ｄ［６］。

（２）异养培养：在 ＢＧ１１培养基中添加适量的
葡萄糖即可获得异养液体培养基，将对数生长期

的藻液作为种子培养液按１０％的接种量进行接种
培养。培养条件为温度 ２５℃、无光照、摇床转速
１８０ｒ／ｍｉｎ。
１．２．２　影响因素试验
１．２．２．１　植物激素对微藻生物量及油脂产量的
影响

将不同含量的海绿素（０．１、０．２５、０．５０、１．０、
２５、５．０ｍＬ／Ｌ）、复硝酚钠（０．１３、０．１７、０．２５、０．５、
１．０、２．０ｍＬ／Ｌ）、吲哚乙酸（０．０１、０．０５、０．１、０．５、
１０、５．０ｍｇ／Ｌ）分别加入到ＢＧ１１培养基中，每一含
量做３个平行。培养条件为温度 ２５℃、光照强度
４０００ｌｘ、光暗周期比１４Ｌ∶１０Ｄ。
１．２．２．２　维生素 Ｂ１和维生素 Ｂ１２对微藻生物量及
油脂产量的影响

将不同含量的维生素 Ｂ１（０．１、１、５、１０、５０、１００
ｍｇ／Ｌ）、Ｂ１２（０．１、１、５、１０、５０、１００μｇ／Ｌ）分别加入到
ＢＧ１１培养基中，每一含量做３个平行。培养条件为
温度２５℃、光照强度４０００ｌｘ、光暗周期比１４Ｌ∶１０Ｄ。
１．２．３　生物量及油脂产量的测定

生长曲线的绘制：取对数期藻液，使用紫外分光

光度仪在 ６８０ｎｍ处测定其吸光值（ＯＤ６８０），根据

ＯＤ６８０值绘制生长曲线
［７］。

生物量的测定：取５ｍＬ培养液于已称重的１０
ｍＬ离心管中，在６０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，离
心结束后去除上清液，用去离子水洗涤两次，将所得

藻体置于７０～８０℃的烘箱中烘干至恒重，称其质量
即可得出微藻的干重，计算微藻的生物量［８］。

微藻产油脂的测定：采用氯仿－甲醇法提取微
藻中的油脂。精确称取３００ｍｇ干燥藻体细胞于干
燥、洁净且已称重的离心管中，加入６ｍＬ浓度为４
ｍｏｌ／Ｌ的盐酸，旋涡振荡３０ｍｉｎ，１００℃沸水浴处理８
ｍｉｎ，然后立刻置于 －２０℃冰箱中冷却静置１０ｍｉｎ，
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向其中加入１６ｍＬ氯仿－甲醇（体积比１∶１）混合溶
液，旋涡振荡器充分振荡混匀，萃取１５ｍｉｎ后，５０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，将下层氯仿层转移至另一个洁
净离心管中，加入８ｍＬ０２５％ 的氯化钠溶液，充分
振荡摇匀，在相同条件下离心，最后将所得的底层氯

仿层转移至已称重的干净锥形瓶中，置于 ０．０９～
０１ＭＰａ的真空干燥箱中，在６０～７０℃ 条件下烘至
恒重并计算微藻油脂的产量［９］。

２　结果与分析
２．１　植物激素对微藻 ＧＮ６的生物量及油脂产量
影响

２．１．１　不同种类植物激素对微藻ＧＮ６的生物量及
油脂产量影响

植物激素是植物在自身生长代谢过程中产生

的，且能够控制或影响其生长的天然化学物质。植

物激素可分为生长素、乙烯、赤霉素、细胞分裂素、油

菜甾醇和脱落酸六大类，影响着植物细胞的分裂、分

化、生长以及植物开化结果等生物过程，因此在植物

细胞和组织培养中被广泛使用［１０］。藻类与植物有

许多共同之处，有研究表明植物激素能促进微藻细

胞的分裂从而加快藻类的生长［１１］。为此本试验也

尝试探究植物激素对微藻ＧＮ６生长的影响，将不同
含量的海绿素、复硝酚钠及吲哚乙酸３种植物激素
分别添加到 ＢＧ１１培养基中，其他自养培养条件不
变，考察其对微藻 ＧＮ６生物量及油脂产量的影响，
结果如图１～图３所示。

图１　不同含量海绿素对微藻ＧＮ６生物量

和油脂产量的影响

图２　不同含量复硝酚钠对微藻ＧＮ６生物量

和油脂产量的影响

图３　不同含量吲哚乙酸对微藻ＧＮ６生物量
和油脂产量的影响

　　由图１可知，当海绿素含量在０．１～１．０ｍＬ／Ｌ
范围内，生物量及油脂产量随海绿素含量升高而逐

步升高；当海绿素含量超过１．０ｍＬ／Ｌ时，生物量及
油脂产量呈下降趋势；而当海绿素含量为１．０ｍＬ／Ｌ
时，生物量和油脂产量值为最大值，分别为１３．７ｇ／Ｌ
和１５１ｇ／Ｌ。由图２可知，当复硝酚钠含量在０．１３～
０．２５ｍＬ／Ｌ范围时，生物量及油脂产量与复硝酚钠
含量呈正相关；当复硝酚钠含量大于 ０．２５ｍＬ／Ｌ
时，呈负相关。在复硝酚钠含量为０．２５ｍＬ／Ｌ时的
生物量和油脂产量最大，分别为 ９．２ｇ／Ｌ和 １．２３
ｇ／Ｌ。由图 ３可知，吲哚乙酸含量在 ０．０１～０．１０
ｍｇ／Ｌ范围时，生物量及油脂产量与吲哚乙酸含量呈
正相关；吲哚乙醇含量大于０．１０ｍＬ／Ｌ时，呈负相
关。当吲哚乙酸含量为０．１０ｍＬ／Ｌ时，生物量和油
脂产量达到最大值，分别为１２．９ｇ／Ｌ和１．５１ｇ／Ｌ。
综上可得３种植物激素（海绿素、复硝酚钠、吲哚乙
酸）的最适含量分别为１．０ｍＬ／Ｌ、０．２５ｍＬ／Ｌ、０．１０
ｍｇ／Ｌ。
２．１．２　最适植物激素的选择

为得到最适微藻ＧＮ６生长的植物激素类别，分
别将３种植物激素调至最适含量条件下进行微藻培
养。试验条件分别为海绿素 １．０ｍＬ／Ｌ、复硝酚钠
０２５ｍＬ／Ｌ、吲哚乙酸０．１０ｍｇ／Ｌ和空白对照（未添
加植物激素），其他自养培养条件不变，在２５℃条件
下培养７ｄ，试验结果如图４所示。

图４　不同植物激素下微藻ＧＮ６的生长曲线

　　由图４可知，复硝酚钠及吲哚乙酸对微藻 ＧＮ６
的生长影响相对较低。而以海绿素为激素时的微藻
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ＧＮ６生长效果最明显，ＯＤ６８０值达到最大，为 １５．３。
通过分析生长曲线走势不难发现，空白对照组、吲哚

乙酸组及复硝酚钠组三者的走势基本相同，前两天

走势平缓，３～４ｄ进入快速发展期，５～７ｄ慢慢趋
于稳定，此阶段的 ＯＤ６８０值为１２．５左右。而海绿素
组生长周期相对较快，１～２ｄＯＤ６８０值增长显著，３ｄ
时快速增长到接近最大值，之后生长相对稳定，

ＯＤ６８０值在１５左右。从上述试验结果可得，对于本
试验来说含量１．０ｍＬ／Ｌ的海绿素是最适微藻 ＧＮ６
生长的植物激素。

２．２　维生素Ｂ１及 Ｂ１２对微藻 ＧＮ６的生物量及油脂
产量影响

维生素Ｂ１一般作为辅基形式参与微生物一些
酶的构成，如常见的丙酮酸脱氢酶（ＰＨＤ），有研究
表明维生素 Ｂ１是一种较优的藻类生长促进剂

［１２］。

王臖等［１３］研究发现发酵培养基中维生素 Ｂ１质量浓
度为０．１ｍｇ／Ｌ可以促进球等鞭金藻的生长。维生
素Ｂ１２又称钴胺素，是唯一含金属元素的维生素，常
用作为甲基及其他一碳单位转移反应的酶的辅

基［１２］。为研究维生素 Ｂ１及 Ｂ１２对微藻 ＧＮ６的生长
及油脂产量的影响，将不同含量维生素 Ｂ１及维生素
Ｂ１２添加到ＢＧ１１培养基中，其他自养培养条件不变，
以考察其对微藻ＧＮ６生物量及油脂产量的影响，结
果如图５～图６所示。

图５　不同含量维生素Ｂ１对微藻ＧＮ６生物量
和油脂产量的影响

图６　不同含量维生素Ｂ１２对微藻ＧＮ６生物量
和油脂产量的影响

　　由图 ５可知，当维生素 Ｂ１含量为 ０．１～１０
ｍｇ／Ｌ范围时，生物量及油脂产量随维生素 Ｂ１含量

增加而升高；当含量大于１０ｍｇ／Ｌ时，呈下降趋势。
在维生素 Ｂ１含量为１０ｍｇ／Ｌ时的生物量及油脂产
量达到最大，分别为１４．２ｇ／Ｌ和１．２８ｇ／Ｌ。由图６
可知，在维生素Ｂ１２含量为０．１～１０μｇ／Ｌ范围时，生
物量及油脂产量与维生素Ｂ１２含量呈正相关，当含量
大于１０μｇ／Ｌ时，呈负相关。当维生素 Ｂ１２含量为
１０μｇ／Ｌ时，生物量及油脂产量达到最大值，分别为
１４．９ｇ／Ｌ和１．３２ｇ／Ｌ。综合比较，本试验选择维生
素Ｂ１２作为外源维生素添加物。本试验结果与汪本

凡等［１４］的研究结果一致。

２．３　正交优化试验
根据本试验室前期关于碳源、氮源对微藻 ＧＮ６

生长及产油能力的影响试验（结果未列出）以及本

试验结果，选取对微藻ＧＮ６生长及油脂量影响较大
的因素进行正交试验，具体为：海绿素含量（Ａ）、维
生素Ｂ１２含量（Ｂ）、蛋白胨含量（Ｃ）、葡萄糖含量（Ｄ）
作为正交试验中的４个影响因素，各因素选取３个
水平进行正交试验设计［１５］，因素水平见表１，正交
试验结果及分析见表２。

表１　因素水平

水平
Ａ海绿素

含量／（ｍＬ／Ｌ）
Ｂ维生素Ｂ１２
含量／（μｇ／Ｌ）

Ｃ蛋白胨
含量／（ｇ／Ｌ）

Ｄ葡萄
糖／（ｇ／Ｌ）

１ ０．５０ ５．００ ０．６０ １５．００
２ １．００ １０．００ ０．８０ ２０．００
３ １．５０ １５．００ １．００ ２５．００

　　 表２　正交试验结果及分析

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 油脂产量／（ｇ／Ｌ）
１ １ １ １ １ １．１４２
２ １ ２ ２ ２ １．１８７
３ １ ３ ３ ３ １．３４６
４ ２ １ ２ ３ １．２９８
５ ２ ２ ３ １ １．１６０
６ ２ ３ １ ２ １．５００
７ ３ １ ３ ２ １．５４５
８ ３ ２ １ ３ １．５２６
９ ３ ３ ２ １ １．３１２
ｋ１ １．２２５ １．３２８ １．３８９ １．２０５
ｋ２ １．３１９ １．２９１ １．２６６ １．４１１
ｋ３ １．４６１ １．３８６ １．３５０ １．３９０
Ｒ ０．２３６ ０．０９５ ０．１２３ ０．２０６

　　从表 ２可知，４个因素中海绿素含量对微藻
ＧＮ６的油脂产量影响最大，葡萄糖含量次之，蛋白
胨含量第三，影响最小的是维生素 Ｂ１２含量；具体对
微藻ＧＮ６油脂产量影响的大小顺序为 Ａ＞Ｄ＞Ｃ＞
Ｂ。分析ｋ值，可得出最佳组合为Ａ３Ｂ３Ｃ１Ｄ２，即最适
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培养基的外源添加物为１．５ｍＬ／Ｌ海绿素、１５μｇ／Ｌ
维生素Ｂ１２、０．６０ｇ／Ｌ蛋白胨、２０ｇ／Ｌ葡萄糖。

用正交优化后的培养基对微藻ＧＮ６进行培养，
与未优化的 ＢＧ１１培养基进行对比，其他试验条件
一致，试验结果如图７所示。

图７　优化前（虚线）与优化后（实线）微藻ＧＮ６的生长情况

　　由图 ７可知，微藻 ＧＮ６在优化后的培养条件
下，生物量和油脂产量都有了相应的提高；然而两者

的生长周期没有明显的变化，优化条件下微藻在５ｄ
后趋于稳定，而未优化时微藻 ＧＮ６生物量在４ｄ后
就趋于稳定。因此，在优化条件下微藻ＧＮ６的培养
时间未能缩短。然而优化后的微藻 ＧＮ６生物量和
油脂产量分别为１６．４ｇ／Ｌ和１．６２ｇ／Ｌ，与未经优化
相比，生物量和油脂产量分别提高了 １００．３％和
５２２％，由此证明优化后的培养基对微藻 ＧＮ６的生
物量和油脂产量都有一定程度的提高。

３　结　论
本试验以 ＢＧ１１培养基为基础培养基，通过研

究海绿素、复硝酚钠、吲哚乙酸３种植物激素及维生
素Ｂ１和维生素Ｂ１２两种维生素对微藻ＧＮ６生长及产
油能力的影响，结果表明最适合微藻ＧＮ６生长的植
物激素以及维生素分别为：海绿素（１．０ｍＬ／Ｌ）和维
生素Ｂ１２（１０μｇ／Ｌ）。

然后再根据以上各种最适物质的单因素试验结

果以及结合前期的研究结论，进行了正交优化，最终

得出最优的外源添加物的种类及含量为：葡萄糖２０
ｇ／Ｌ、蛋白胨０．６０ｇ／Ｌ、维生素 Ｂ１２１５μｇ／Ｌ、海绿素
１．５ｍＬ／Ｌ；且在最优条件下，微藻 ＧＮ６的生物量和
油脂产量分别达到１６．４ｇ／Ｌ和１．６２ｇ／Ｌ，与未优化
相比分别提高了１００．３％和５２．２％。本试验的研究
结果为进一步通过工艺优化方法提高微藻 ＧＮ６的
生物量及油脂产量提供了较为合理的工艺路线，同

时可为提高其他微藻产油脂性能提供有益的探索。
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