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生物工程

３种不同培养基对斜生栅藻生长和油脂积累的影响
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摘要：以斜生栅藻ＦＡＣＨＢ－１２为原料，采用 ＢＧ１１、Ｆ／２和 ＳＥ３种培养基对其培养。通过对生物
量、生长速率、油脂含量、油脂组分以及脂肪酸组成的测定，比较不同培养基对斜生栅藻生长和油脂

积累的影响。结果表明：ＢＧ１１培养基更有利于斜生栅藻的生长，而Ｆ／２培养基更适合油脂以及中
性脂的积累；斜生栅藻在ＢＧ１１培养基中比生长速率为０．０９５，培养１５ｄ生物量为０．３６ｇ／Ｌ，叶绿
素ａ含量达到１．２３ｍｇ／Ｌ；而在Ｆ／２培养基中油脂含量可达细胞干重的２４．７５％，其中中性脂占总
脂的３６．６４％，产率达０．９８ｍｇ／（Ｌ·ｄ）；并且在 Ｆ／２培养基中斜生栅藻脂肪酸组成以 Ｃ１６∶０和
Ｃ１８∶１为主，含量分别占总脂肪酸的２５．８４％和５４．４７％，更适合作为制备生物柴油的原料。
关键词：斜生栅藻；培养基；生长水平；油脂；脂肪酸
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　　微藻具有光合作用效率高、环境适应能力强、生
长周期短、生物质产量高、产油率高、不与农作物争

水争地等特点，是一种新型的生物柴油原料［１］。斜

生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）是一种常见的淡水微
藻，可以从不同的水体中分离获得，其油脂组成与一

般植物油相似，以 Ｃ１６、Ｃ１８系脂肪酸为主，油脂含量
为１１％～５５％［２］。因此，微藻生产生物柴油具有巨

大的优势。但微藻生长及油脂的积累与藻种、培养
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条件密切相关［３－５］，其中培养基的影响最显著，并且

不同藻种对营养元素的种类及浓度存在一定的偏好

性［６－７］。张毅［６］、胡慧慧［７］等发现不同种类培养基

对小球藻生长和油脂含量的影响很大。Ｗａｎｇ等［８］

研究表明不同种类培养基对黄丝藻的生长和油脂含

量有重要影响。而关于不同种类培养基对斜生栅藻

的生长和油脂积累影响未见相关报道。

本研究对比了斜生栅藻在 ＢＧ１１、Ｆ／２和 ＳＥ３
种不同培养基条件下细胞生长、油脂积累和脂肪酸

组成的情况，并探索３种培养基对其中性脂积累的
影响，以期为寻求斜生栅藻最大产油量的培养条件

提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　藻种及培养

斜生栅藻（ＳｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓＦＡＣＨＢ－１２），
购自中国科学院水生生物研究所。斜生栅藻在人工

气候箱中培养，培养温度 ２５℃，光照强度约为
５０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光周期为１２Ｌ／１２Ｄ。每天定期摇
瓶３～４次并变换位置。

ＢＧ１１培养基：硝酸钠 １．５ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾
０．０４ｇ／Ｌ，硫酸镁０．０７５ｇ／Ｌ，结晶氯化钙０．０３６ｇ／Ｌ，
柠檬酸０．００６ｇ／Ｌ，柠檬酸铁铵０．００６ｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ二
钠０．００１ｇ／Ｌ，碳酸钠０．０２ｇ／Ｌ，微量元素溶液 Ａ５
１ｍＬ／Ｌ，调节ｐＨ至７．１。

ＳＥ培养基：硝酸钠０．２５ｇ／Ｌ，磷酸氢二钾０．０７５
ｇ／Ｌ，硫酸镁０．０７５ｇ／Ｌ，结晶氯化钙０．０２５ｇ／Ｌ，磷酸
二氢钾０．１７５ｇ／Ｌ，氯化钠０．０２５ｇ／Ｌ，土壤提取液
４０ｍＬ／Ｌ，三氯化铁０．００５ｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ铁钠１ｍＬ／Ｌ，
微量元素溶液Ａ５１ｍＬ／Ｌ。

Ｆ／２培养基：硝酸钠 ７５ｍｇ／Ｌ，磷酸二氢钠
５ｍｇ／Ｌ，ＥＤＴＡ二钠４．３６ｍｇ／Ｌ，三氯化铁３．１６ｍｇ／Ｌ，
硫酸铜 ０．０１ｍｇ／Ｌ，硫酸锌 ０．０２２ｍｇ／Ｌ，氯化钴
０．０１ｍｇ／Ｌ，氯化锰０．１８ｍｇ／Ｌ，钼酸钠０．００６ｍｇ／Ｌ，
维生素Ｂ１０．１ｍｇ／Ｌ，维生素 Ｂ１２０．０００５ｍｇ／Ｌ，生物
素 ０．０００５ｍｇ／Ｌ。

注：微量元素溶液Ａ５为硼酸２．８６ｇ／Ｌ，氯化锰
１．８６ｇ／Ｌ，硫酸锌０．２２ｇ／Ｌ，钼酸钠０．３９ｇ／Ｌ，硫酸
铜０．０８ｇ／Ｌ，硝酸钴０．０５ｇ／Ｌ。

将对数生长期的斜生栅藻分别接种到 ＢＧ１１、
ＳＥ和Ｆ／２培养基中。藻细胞初始接种浓度ＯＤ６８０为
０．１０±０．０２，连续培养１５ｄ，每天测定斜生栅藻的生
长和生物量，每３ｄ测定斜生栅藻的叶绿素和油脂
含量，测定第１５天的油脂组分、脂肪酸组成。
１．２　实验方法
１．２．１　斜生栅藻生长和叶绿素含量的测定

生长速率的测定：测定波长６８０ｎｍ处藻液的吸

光值。比生长速率μ＝（ｌｎＯＤ２－ｌｎＯＤ１）／（Ｔ２－Ｔ１），
式中：ＯＤ１是第一次取样时（Ｔ１）的吸光值，ＯＤ２是第
二次取样时（Ｔ２）的吸光值。

生物量的测定：取一定体积藻液，用混合纤维滤

膜（０．４５μｍ）真空抽滤，于１０５℃烘箱中烘至恒重。
用单位体积藻体的干重（ＤＷ）表示：ＤＷ＝（Ｗ２－
Ｗ１）／Ｖ。式中：Ｗ１为混合纤维滤膜烘至恒重后的质
量；Ｗ２为滤膜和藻样烘至恒重后的总质量；Ｖ为藻液
体积。

叶绿素的测定：参照文献［９］方法进行。
１．２．２　斜生栅藻油脂及其组分的测定

采用Ｂｌｉｇｈ等［１０］方法提取斜生栅藻油。油脂含

量＝油脂的质量／冻干藻粉的质量×１００％。
总脂分级：参照文献［１１］的方法，用硅胶柱

（ＡｇｅｌａＴｅｃｈｎｏｌｏｇｏｅｓ：Ｃｌｅａｎｅｒｔｓｉｌｉｃａ－ＳＰＥ；５００ｍｇ）
进行柱层析将总脂进一步分离。洗脱顺序为：氯仿

洗脱中性脂（ＮＬ），丙酮和甲醇（体积比９∶１）洗脱糖
脂（ＧＬ），甲醇洗脱磷脂（ＰＬ），然后将分离的各组分
用氮气吹干至恒重。

单位体积油脂产率 ＝ＤＷ×油脂含量 ×１０００／
培养天数。

１．２．３　藻油脂肪酸组成的分析
油脂甲酯化：取一定量的藻油加入２ｍＬ含１％

浓硫酸的甲醇，迅速混匀，于７０℃水浴反应３０ｍｉｎ。
冷却至室温后，加入２ｍＬ正己烷和２ｍＬ饱和氯化
钠，充分振荡并静置分层，加入５０μＬ内标十九烷酸
甲酯，离心后取上层进行气相色谱分析。

气相色谱条件：ＴｈｅｒｍｏＴＲ－３５ＭＳ色谱柱
（３０ｍ×０．２５ｍｍ，０．２５μｍ）；柱温 １００℃，保留
２ｍｉｎ，以 １０℃／ｍｉｎ速度升到 ２５０℃，保持 ３ｍｉｎ。
进样口温度 ２５０℃，检测器温度 ２８０℃。以面积归
一化法得到各脂肪酸组分的相对含量。脂肪酸标准

品为Ｓｉｇｍａ公司产品。
１．２．４　数据处理

采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０和Ｅｘｃｅｌ进行数据分析，每组设
置３个平行。ｐ＜０．０５表示有显著性差异。
２　结果与分析
２．１　不同培养基对斜生栅藻生长和叶绿素积累的
影响

斜生栅藻在 ＢＧ１１、Ｆ／２和 ＳＥ培养基中的生长
曲线和生物量变化如图１所示，叶绿素 ａ含量的变
化如图２所示。

由图１可知，斜生栅藻在 ＢＧ１１培养基中生长
最快，比生长速率达０．０９５，生物量从开始的 ０．０４
ｇ／Ｌ积累到１５ｄ时的０．３６ｇ／Ｌ，显著高于Ｆ／２和ＳＥ
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培养基（ｐ＜０．０５）。在 Ｆ／２和 ＳＥ培养基中生长速
度较缓慢，接种１２ｄ后进入生长平台期，比生长速
率分别为０．０６５和０．０６２，培养１５ｄ生物量分别为
０．１６２、０．１４２ｇ／Ｌ。

图１　斜生栅藻在不同培养基中生长和生物量曲线

图２　斜生栅藻在不同培养基中叶绿素ａ积累曲线

　　由图２可知，叶绿素 ａ的增长与斜生栅藻生物
量的增长同步，在第１５天时 ＢＧ１１培养基的叶绿素
ａ含量达到１．２３ｍｇ／Ｌ，Ｆ／２和 ＳＥ培养基中由于斜
生栅藻生长相对缓慢，叶绿素 ａ含量仅为 ０．７９、
０．７３ｍｇ／Ｌ。
２．２　斜生栅藻在不同培养基中油脂积累和总脂组
分含量变化

斜生栅藻在３种培养基中油脂含量和总脂组分
含量变化如图３所示。

由图３ａ可见，在培养周期中，斜生栅藻的油脂
含量在Ｆ／２和 ＳＥ培养基中不断上升。Ｆ／２培养基
中油脂积累最高，培养１５ｄ时达到２４．７５％，显著高
于ＳＥ和ＢＧ１１培养基。ＳＥ培养基中培养９ｄ后油
脂含量上升较快，在培养１５ｄ时达到１９．０１％。而
ＢＧ１１培养基中油脂积累较低，油脂含量先缓慢上升，
当积累到最高峰后趋于稳定，培养１２ｄ后油脂含量
有所下降，培养１５ｄ时达到１７．８２％。由图３ｂ可见，

３种培养基中磷脂含量始终很高。中性脂含量在Ｆ／２
培养基中最高，占总脂的３６．６４％，是ＢＧ１１和 ＳＥ培
养基的４．１１倍和１．８４倍。由图３ｂ也可知，Ｆ／２培养
基积累的中性脂含量可达细胞干重的９．０８％，而ＳＥ
和ＢＧ１１积累的中性脂分别为细胞干重的３．７８％和
１．５９％。与总脂含量分析结果相吻合。同时Ｆ／２培
养基积累的中性脂产率达０９８ｍｇ／（Ｌ·ｄ），显著高
于ＳＥ培养基的０．３６ｍｇ／（Ｌ·ｄ）以及ＢＧ１１培养基
的０．３８ｍｇ／（Ｌ·ｄ）。可见斜生栅藻在 Ｆ／２培养基
中更有利于积累中性脂。

图３　斜生栅藻在不同培养基中总脂、
中性脂、磷脂和糖脂含量的变化

　　斜生栅藻在３种培养基中培养１５ｄ时生物量、
油脂含量和油脂产率如图４所示。

图４　斜生栅藻在不同培养基中的生物量、
油脂含量和产率的变化

　　由图４可知，虽然斜生栅藻在 Ｆ／２培养基中油
脂和中性脂含量高于 ＳＥ和 ＢＧ１１培养基，但培养
１５ｄ后ＢＧ１１、Ｆ／２和 ＳＥ培养基的油脂产率分别为
４．２７、２．６７、１．７９ｍｇ／（Ｌ·ｄ）。可见斜生栅藻在
ＢＧ１１培养基中具有最高的油脂产率。
２．３　斜生栅藻在不同培养基中的藻油脂肪酸组成

表１是斜生栅藻在３种培养基中的藻油脂肪酸
组成。
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表１　不同培养基中藻油脂肪酸组成比较

脂肪酸
脂肪酸含量／％

Ｆ／２ ＳＥ ＢＧ１１
Ｃ１４∶０ ０．３７ ０．５５ ０．５４
Ｃ１６∶０ ２５．８４ ２０．２３ ２４．１８
Ｃ１６∶２ １．０７ ｎｄ　 ｎｄ　
Ｃ１６∶３ ３．２１ ５．０９ ３．６６
Ｃ１８∶０ ３．１７ ４．７５ ７．１９
Ｃ１８∶１ ５４．４７ ｎｄ　 ｎｄ　
Ｃ１８∶２ ｎｄ　 ４．３６ ｎｄ　
Ｃ１８∶３ ｎｄ　 ４０．５３ ４４．３９
Ｃ２０∶１ ０．４６ ｎｄ　 ｎｄ　
Ｃ２０∶５ ４．５３ １．３８ １．３９
Ｃ２２∶６ ６．３２ ２３．０１ １８．４５
ＳＦＡ ２９．３８ ２５．５３ ３１．９１
ＭＵＦＡ ５４．９３ ｎｄ　 ｎｄ　
ＰＵＦＡ １５．１３ ７４．３７ ６７．８９
　注：ｎｄ为未检出。

由表１可知，在斜生栅藻中共检测出１１种脂肪
酸，其中饱和脂肪酸（ＳＦＡ）３种、单不饱和脂肪酸
（ＭＵＦＡ）２种、多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）６种。其中
饱和脂肪酸主要是 Ｃ１６∶０（棕榈酸）和 Ｃ１８∶０（硬脂
酸）；单不饱和脂肪酸主要是 Ｃ１８∶１（油酸）；多不饱
和脂肪酸主要含有 Ｃ１８∶２（亚油酸）、Ｃ１８∶３（亚麻
酸）、Ｃ２０∶５（ＥＰＡ）和Ｃ２２∶６（ＤＨＡ）。

斜生栅藻饱和脂肪酸在Ｆ／２、ＳＥ、ＢＧ１１培养基中
含量分别为２９．３８％、２５．５３％和３１．９１％。单不饱和
脂肪酸在Ｆ／２培养基中最多，占５４．９３％，并且在其他
２种培养基中均未检测出。多不饱和脂肪酸在３种
培养基中含量分别为１５．１３％、７４．３７％和６７．８９％。
且Ｃ１８∶２仅在ＳＥ培养基中检出；而Ｃ１８∶３仅在Ｆ／２
培养基中未检出。可见斜生栅藻在Ｆ／２培养基中有
利于单不饱和脂肪酸的积累，而ＳＥ和ＢＧ１１培养基
中更有利于多不饱和脂肪酸的积累。

３　讨　论
斜生栅藻在３种培养基中生长的差异与不同培

养基的组成相关。３种培养基中最大差异是Ｎ、Ｐ质
量浓度的不同（见表２）。斜生栅藻在接种到 ＢＧ１１
培养基中具有较高的比生长速率和生物量，这可能

是因为ＢＧ１１培养基中Ｎ、Ｐ的质量浓度更适宜于斜
生栅藻的生长。而斜生栅藻在Ｆ／２培养基中油脂含
量较高可能是因为培养基中 Ｎ、Ｐ的质量浓度较低
更有利于油脂的积累。研究表明，缺氮和缺磷培养

有利于微藻油脂的积累［１２］。除此之外，３种培养基
中其他营养盐浓度的差异对斜生栅藻生长和油脂积

累也会有影响。

表２　３种培养基中Ｎ、Ｐ的质量浓度

项目 ＢＧ１１ Ｆ／２ ＳＥ
Ｎ／（ｍｇ／Ｌ） ２４７．０６ １２．３５ ４１．１８
Ｐ／（ｍｇ／Ｌ） ００５．４４ ０１．１２ ５０．０８

总脂可分为中性脂、糖脂和磷脂。其中糖脂和

磷脂是细胞膜与细胞器膜的重要组成结构。中性脂

作为能量储存物质，是生产生物柴油的理想原料。

本研究发现，在 ＢＧ１１培养基下糖脂约占总脂的
２８．４％，而 Ｆ／２和 ＳＥ培养基下分别占总脂的
９１６％和９．１９％。糖脂是组成叶绿体膜以及类囊
体膜的重要结构，所占比例高说明藻细胞的光合活

性较强［１３］。这与本研究中生物量和叶绿素 ａ的实
验结果一致。叶绿素 ａ作为植物光合作用的基础，
能够直接或间接地反映植物生理状态的变化。Ｆ／２
和ＳＥ培养基中随着培养时间的延长，胞内油脂逐
渐积累，此时藻细胞的光合作用逐渐减弱，故叶绿素

ａ的含量逐渐趋于稳定。而 ＢＧ１１培养基中叶绿素
ａ含量逐渐增长，故光合作用增强，从而油脂积累较
少。研究表明，多数绿藻遇到逆境时细胞分裂停止，

将自身代谢模式由先前的营养生长主动转换到次生

代谢物如油脂的积累，这属于一种抗逆生理反应，以

积累储能物质渡过不利环境［１４］。在 Ｆ／２培养基培
养条件下，细胞生长缓慢，当进入稳定期后藻细胞由

于受营养限制，以细胞分裂为主的生长方式开始转

化以储存油脂维持能量供给的生长方式，所以开始积

累油脂。故斜生栅藻在Ｆ／２培养基中油脂积累水平
高于ＳＥ和ＢＧ１１培养基，同时积累的作为生物柴油
原料的中性脂含量也高于ＳＥ和ＢＧ１１培养基。

作为理想生物柴油替代品应具有分子结构为：

拥有较长的碳直链；双键的数目尽可能少，最好只有

一个双键；含有一定量的 Ｏ元素；分子结构尽可能
没有或只有很少的碳支链；分子中不含有芳香烃结

构［１５］。本研究所检测的 Ｆ／２培养基中脂肪酸主要
以Ｃ１６∶０和 Ｃ１８∶１为主，含量分别为 ２５．８４％和
５４４７％。而 ＳＥ和 ＢＧ１１培养基中脂肪酸主要以
Ｃ１６∶０（２０．２３％、２４．１８％）、Ｃ１８∶３（４０．５３％、
４４．３９％）和 Ｃ２２∶６（２３．０１％、１８．４５％）存在。可见
Ｆ／２培养基培养的斜生栅藻培养的斜生栅藻从分子
结构上更符合生物柴油的要求，而 ＳＥ和 ＢＧ１１培养
基培养的斜生栅藻更有利于应用于医疗和保健品中。

４　结　论
本研究对比了３种培养基对斜生栅藻生长和油

脂积累的影响。结果表明ＢＧ１１培养基更有利于斜
生栅藻生长和生物量的积累。在 ＢＧ１１培养基中培
养１５ｄ后，斜生栅藻的比生长速率和生物量分别为
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０．０９５和０．３６ｇ／Ｌ。而Ｆ／２培养基更有利于斜生栅
藻总脂和中性脂的积累。总脂含量可达细胞干重的

２４．７５％，中性脂占总脂的 ３６．６４％，产率达 ０．９８
ｍｇ／（Ｌ·ｄ）。同时Ｆ／２培养基中Ｃ１６∶０和Ｃ１８∶１含
量占总脂肪酸的２５．８４％和５４．４７％。但油脂产率
不及ＢＧ１１培养基。因此，斜生栅藻采用 Ｆ／２培养
基培养更适宜于生产生物柴油，但如何协调其生长

与油脂积累的一致性有待于进一步研究。
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