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培养基、光照强度和初始氮浓度对克里藻生长

及生物活性代谢产物积累的影响

洪　建，戴晨明，张　虎，高保燕，张成武
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摘要：为利用克里藻ＪＮＵ４１高效生产油脂、亚油酸和叶黄素等重要代谢产物，对其进行培养条件的
优化及代谢产物积累的评估。采用改良的 ＢＧ－１１（ｍＢＧ－１１）和 ＢＢＭ（ｍＢＢＭ）培养基，设置３组
光照强度〔单侧１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、单侧３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和双侧３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）〕和６种初
始氮浓度（３、６、９、１２、１５、１８ｍｍｏｌ／Ｌ）对克里藻 ＪＮＵ４１进行培养，并测定其生长曲线、生化组成、总
脂产率、脂肪酸组成及叶黄素含量。结果表明：克里藻ＪＮＵ４１在 ｍＢＢＭ培养基、双侧光照强度３００
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，生物量和总脂产率最高，分别为８．３８ｇ／Ｌ和２８１．７１
ｍｇ／（Ｌ·ｄ）；在ｍＢＧ－１１培养基、双侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度３ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，
总脂和总脂肪酸含量最高，分别为５５１２％和４７．１０％。克里藻 ＪＮＵ４１主要脂肪酸组成为棕榈酸、
油酸、亚油酸和亚麻酸，其中亚油酸含量最高，亚油酸最高相对含量为 ６５．８７％。此外，克里藻
ＪＮＵ４１还积累一定量叶黄素，最高含量可达１．６４ｍｇ／ｇ。因此，克里藻ＪＮＵ４１是一株可用于生产多
种高附加值产物的潜力藻株。
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　　微藻是一些重要生物活性物质的宝贵来源，例
如蛋白质、脂肪、多不饱和脂肪酸、多糖、色素等，在

功能食品、医药、生物饲料和生物燃料等领域具有极

大的应用潜力［１］。以往的研究与开发以单细胞微

藻为主，与单细胞微藻相比，丝状微藻具有明显的优

势，它们不仅能够代谢积累多种重要的生物活性物

质，而且其藻体较长，更容易进行重力沉降和过滤收

获，且不容易被原生动物吞食，适合应用于大规模生

产中，且能降低商业化生产成本［２－４］。因此，筛选具

有生长速率快、易收获、脂质含量高、高附加值成分

丰富等优良性状的丝状微藻，对生物燃料和生物制

品商业化应用具有重要意义。

微藻生长需要碳、氮、磷、硫、钾、钙、镁等大量和

中量营养元素，同时还需要铁、铜、锌、钴、钼、硼等微

量营养元素。不同微藻对于各种营养元素组成和浓

度的需求不尽相同，由于不同培养基其组成和营养

盐浓度各不相同，使得微藻在不同培养基中的生长

状况会有差异。因此，在微藻培养的过程中，选择合

适的培养基对其生长和代谢产物的积累至关重要。

光照是影响微藻生长和代谢的重要环境因素之

一［５］，包括光质、光照强度、光照周期等，现有研究

对光照强度的研究较为深入，当光照强度高于光饱

和点时，微藻的生长会受到抑制［６］，而当光照强度

低于光饱和点时，会促使微藻合成较多的类胡萝卜

素、脂类、碳水化合物、多不饱和脂肪酸等抗逆性物

质［７］。同时，光照强度的增加和光照时间的延长有利

于微藻细胞内饱和脂肪酸含量的增加，而不利于细胞

内单不饱和脂肪酸和多不饱和脂肪酸的积累［８］。

氮是藻类生长与代谢所必需的营养元素，其中

氮浓度影响叶绿素合成和光合作用速率，从而控制

细胞生长和能量代谢。当氮充足时，藻细胞内光合

作用固定碳的速率是氮同化速率的７～１０倍；而当
氮缺乏时，藻细胞的光合作用能力降低，细胞内光合

作用固定碳的能力超过吸收含氮化合物的需要，过

量的碳被转化为脂类和碳水化合物等储能化合物。

一般而言，培养基中氮供应的缺乏使碳库更倾向于

碳水化合物或脂质［９－１０］，蛋白质含量在缺氮／限氮
条件下存在明显的物种差异，一些物种维持了细胞

内大部分的蛋白质含量，而另一些物种细胞内的蛋

白质含量则大幅下降。

克里藻 ＪＮＵ４１（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍｓｐ．ＪＮＵ４１）是一
株新 分 离 的 气 生 丝 状 绿 藻，隶 属 于 链 藻 门

（Ｓｔｒｅｐｔｏｐｈｙｔａ）、克里藻纲（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｏｐｈｙｃｅａｅ）、克
里藻属（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍ）。在本研究中，以克里藻
ＪＮＵ４１为研究材料，通过设置２种培养基、３组光照
强度和６种不同初始氮浓度对该藻进行培养，研究
克里藻 ＪＮＵ４１的形态特征和分类，以及不同培养
基、光照强度和初始氮浓度对其细胞生长和生化组

分组成和含量的影响，从而筛选出适合克里藻

ＪＮＵ４１生长、代谢产物积累的最适光照强度及最适
氮浓度，为克里藻ＪＮＵ４１应用于油脂以及高附加值
产品生产提供理论基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

克里藻ＪＮＵ４１（以下简称“克里藻”），来自暨南
大学，现保存于暨南大学水生生物研究中心微藻生

物资源与生物技术实验室藻种库。

Ｌｏｗｒｙ法蛋白质含量测定试剂盒，上海荔达生物
有限公司；十七烷酸（Ｃ１７∶０）、乙酸乙酯，Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司；正己烷、浓硫酸、无水乙醚、苯酚、乙腈、
硝酸钠、氢氧化钠等，广州化学试剂厂；二甲基亚砜、

甲醇、正己烷，上海麦克林生化科技股份有限公司。

ＬＳ－１００ＨＤ高压蒸汽灭菌锅，江阴滨江医疗设
备有限公司；ＶｉｒＴｉｓｗｉｚａｒｄ２．０冷冻干燥机，德国
Ｃｈｒｉｓｔ公司；ＺＨＪＨ－Ｃ１１０９Ｂ超净工作台，上海智城
分析仪器制造有限公司；ＤＦ－１磁力搅拌水浴锅，天
津市赛得利斯实验分析仪器有限公司；Ｎ－ＥＶＡＰＴＭ
１１１氮吹仪，美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司；Ｉｃｙｌｅｒ荧光定
量ＰＣＲ仪、电泳仪，美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；Ａｇｉｌｅｎｔ
６８９Ｎ气相色谱仪，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＳＣ２０００显微
相机；ＣＸ３１ＲＴＳＦ双筒显微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；
ＵＶ－２４５０紫外可见分光光度计，美国 Ｈａｃｈ公司；
Ｋｕｂｏｔａ６５００高速冷冻离心机，美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　克里藻培养

本研 究 设 置 ３组 光 照 强 度 〔单 侧 １００
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、单侧３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和双侧３００
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）〕和６种不同初始氮浓度（３、６、９、１２、
１５、１８ｍｍｏｌ／Ｌ，氮源为ＮａＮＯ３），分别以改良的ＢＧ－
１１（ｍＢＧ－１１）和 ＢＢＭ（ｍＢＢＭ）培养基对克里藻进
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行２４ｈ持续光照培养。取对数生长期的克里藻接
种于Φ４．５ｃｍ×６０ｃｍ柱状生物反应器，接种量为
（０．４０±０．１０）ｇ／Ｌ，通入含１％ＣＯ２的压缩空气进行通
气培养，培养时间为１５ｄ，培养温度为（２５±１）℃，设
置３个生物学平行。ｍＢＢＭ和 ｍＢＧ－１１培养基配
方参照Ｗａｎｇ等［２］的方法。

１．２．２　克里藻细胞显微形态学观察
每隔７２ｈ通过显微镜对克里藻进行形态观察，

并拍照记录。

１．２．３　藻粉制备
收集不同培养条件下的藻泥，置于 －２０℃冰箱

中冷冻，然后用冷冻干燥机冻干，密封，保存于４℃
冰箱中。

１．２．４　生物量测定
预先将孔径为０．４５μｍ的微孔滤膜干燥至恒

重，取１０ｍＬ藻液真空抽滤烘干至恒重，根据公式
（１）计算生物量。

Ｗ＝（Ｗｂ－Ｗａ）×１００ （１）
式中：Ｗ为生物量，ｇ／Ｌ；Ｗａ为干燥的微孔滤膜

质量，ｇ；Ｗｂ为烘干后微藻与微孔滤膜质量之和，ｇ。
１．２．５　总脂含量的测定

参考文献［１１］测定微藻中总脂含量。称量７５ｍｇ
冻干藻粉，加入２ｍＬ二甲基亚砜－甲醇（体积比１∶９）
溶液，５０℃下加热搅拌１．５ｈ后，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，收集上清；向沉淀中加入４ｍＬ正己烷 －乙醚
（体积比１∶１）溶液，冰浴搅拌１５ｈ后，以３０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，收集上清，重复以上操作至藻渣呈灰白
色。合并上述所有上清，加入４ｍＬ去离子水，充分
混匀后静置分层，分离有机相，氮吹浓缩后转至 ＥＰ
管，再氮吹至恒重，根据公式（２）计算总脂含量。

ω１＝（ｍ３－ｍ２）／ｍ１×１００％ （２）
式中：ω１为总脂含量；ｍ１为藻粉质量，ｇ；ｍ２为ＥＰ

管质量，ｇ；ｍ３为ＥＰ管与提取总脂的质量之和，ｇ。
根据生物量和总脂含量计算总脂产率，计算方

法见文献［１２］。
１．２．６　总碳水化合物含量的测定

参考文献［１２］测定微藻中总碳水化合物的含
量。称量 １０ｍｇ干燥脱脂藻渣，加入 ５ｍＬ０．５
ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４溶液后１００℃水浴搅拌４ｈ，冷却至室

温后，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将上清转移至２５
ｍＬ容量瓶中，重复上述操作３次，合并上清并定容。
取０５ｍＬ上清加去离子水稀释至２ｍＬ，迅速加入
６％苯酚和９８％浓硫酸后混匀，用紫外可见分光光
度计测定其在４９０ｎｍ处吸光值，根据标准曲线方程
计算总碳水化合物含量。以葡萄糖为标准物的标准

曲线方程为ｙ＝１８０４８ｘ＋０．０１０（ｘ为葡萄糖质量浓
度，ｙ为吸光值；Ｒ２＝０．９９９７）。
１．２．７　总蛋白质含量的测定

使用Ｌｏｗｒｙ法蛋白质含量测定试剂盒测定微藻
中总蛋白质含量。称取约３０ｍｇ干燥脱脂藻渣，加
入５ｍＬ０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液后８０℃水浴搅拌１０
ｍｉｎ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将上清转移至２５ｍＬ
容量瓶中，重复上述操作３次，合并上清并定容，用
紫外可见分光光度计测定上清在７５０ｎｍ处吸光值，
根据标准曲线方程中计算总蛋白质含量。标准曲线

方程为 ｙ＝０．４９８４ｘ－０．００４３（ｘ为蛋白质质量浓
度，ｙ为吸光值；Ｒ２＝０．９９９６）。
１．２．８　脂肪酸组成及含量的测定

参考文献［１３］测定微藻中脂肪酸组成及含量。
称取２５ｍｇ冻干藻粉，加入２ｍＬ（２％ Ｈ２ＳＯ４－甲
醇）－甲苯（体积比９∶１）混合液，同时加入１００μＬ
０．２５％十七烷酸标样（Ｃ１７∶０），充氩气进行密封后，
８０℃水浴搅拌１．５ｈ，冷却后加入去离子水和正己
烷各１ｍＬ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，转移上层有机
相至样品瓶中，利用气相色谱仪测定克里藻脂肪酸

组成及含量。气相色谱条件参照Ｇａｏ等［１４］的方法。

１．２．９　总叶黄素含量的测定
称取１０ｍｇ冻干藻粉，加入５ｍＬ甲醇溶液，遮

光冰浴搅拌１６ｈ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上
清，使用０．２μｍ有机膜过滤，过滤液转至进样瓶
中，使用高效液相色谱仪测定总叶黄素含量。高效

液相色谱条件参照Ｇａｏ等［１４］的方法。

１．２．１０　数据处理
使用 ＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２０１０、Ｏｒｉｇｉｎ２０１８和 ＳＰＳＳ１３０

软件对数据进行统计分析，以ｐ＜０．０５代表差异显著。
２　结果与讨论
２．１　克里藻形态学分析

克里藻的形态学特征如图１所示。

图１　克里藻形态学特征
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　　从图１可以看出，克里藻呈单链、不分枝的丝状
体，由单列细胞构成，细胞呈圆柱状，每个细胞都含

有单个位于周缘的叶绿体，具有一个蛋白核，细胞壁

薄，丝状体易断裂。从顶部进行观察时，细胞形态近

乎球形，而从侧面进行观察时，细胞形态近似梨形，

整体长度为５～８μｍ，具有两根等长鞭毛。克里藻
分布广泛，能够在干燥、暴晒、炎热或寒冷的陆地等

极端条件下存活并正常生长［１５］；同时能够积累一定

量的油脂，是继黄丝藻（Ｔｒｉｂｏｎｅｍａ）后又一真核产油
丝状微藻［１６］。

２．２　培养基、光照强度和初始氮浓度对克里藻的影响
２．２．１　对生长的影响

光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻生长

的影响如图２所示。

　注：ａ、ｄ．单侧光照强度１００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）；ｂ、ｅ．单侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）；ｃ、ｆ．双侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）；
ａ、ｂ、ｃ．ｍＢＧ－１１培养基；ｄ、ｅ、ｆ．ｍＢＢＭ培养基。下同

图２　光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻生长的影响

　　由图２可以看出：不同条件下克里藻生物量均
随培养时间的延长而不断增加；在低光照强度下

（图２ａ、２ｄ），克里藻生物量增加缓慢；而在高光照强
度下（图２ｂ、２ｅ），藻细胞经过２ｄ的适应后进入指
数生长，培养 １５ｄ时生物量远大于低光照强度下
的。通过比较图 ２ａ、２ｂ、２ｃ与图 ２ｄ、２ｅ、２ｆ发现，
ｍＢＢＭ培养基中生物量普遍高于ｍＢＧ－１１培养基。
经检验，克里藻在６种不同初始氮浓度下培养，３组
光照强度间的生物量存在显著差异（ｐ＜０．０５）。在
ｍＢＢＭ培养基、双侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和
初始氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ条件下培养１５ｄ克里藻生物
量达到最大值，为８３８ｇ／Ｌ（图２ｆ），此时单位体积
生物量为５５８．６７ｍｇ／（Ｌ·ｄ）。综上所述，有利于克
里藻生长的培养条件是 ｍＢＢＭ培养基、双侧光照强
度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和初始氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ。

本研究发现，双侧３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）光照强度
能够维持克里藻的快速生长。然而多裂克里藻

（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍｄｉｓｓｅｃｔｕｍ）的生长响应模式在光照强
度为 ３０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时最优，而光照强度超过
８５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时生长受到抑制［１７］；锯缘可里藻

（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍｃｒｅｎｕｌａｔｕｍ）在低光照强度时生长速

率最快，而光照强度超过８５μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时增长
率大幅下降［１８］。这与本研究结果并不一致，可能是

因为多裂克里藻和锯缘克里藻是来自于高寒土壤的

适应低温的藻株，而本实验中的藻株是采于全年平

均温度２０～２８℃的亚热带平原地区，属于常温藻
株，它们之间存在较大的种间差异。此外，在本实验

中光照强度并没有到达克里藻光饱和点，其生长还

未受到抑制，证明克里藻具有较强的光耐受能力。

本研究发现，克里藻的生长情况还与氮浓度有关，随

着氮浓度的升高克里藻生长速率加快，但过高的氮

浓度反而会有抑制作用。在本研究中，培养基中６
ｍｍｏｌ／ＬＮａＮＯ３最有利于克里藻的生长，这个氮源
下６ｍｍｏｌ／Ｌ的浓度同样最有利于克里藻 Ｌｇｘ８０
（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍｓｐ．Ｌｇｘ８０）的生长［１６］，但克里藻

Ｌｇｘ８０在９ｍｍｏｌ／Ｌ尿素下有更高的生长速率［１６］，因

此为了更好地优化克里藻 ＪＮＵ４１的培养条件，后续
需对氮源进行研究。根据克里藻生长情况，以培养

１５ｄ的微藻进行后续研究。
２．２．２　对生化组成的影响

光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻生化

组成的影响如图３所示。
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　 注：不同字母表示组间有显著差异（ｐ＜０．０５）。下同
图３　光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻生化组成的影响

　　由图３可以看出：３种光照强度下克里藻总脂
含量均随培养基中初始氮浓度的增加而不断减少，

在氮浓度为１８ｍｍｏｌ／Ｌ时总脂含量最低；在两种培
养基中初始氮浓度相同时，细胞内总脂含量随光照

强度的增加而增加，而总碳水化合物与总蛋白质含量

则随光照强度的增加而减少。克里藻以ｍＢＧ－１１或
ｍＢＢＭ培养基培养时，其藻细胞总脂、总蛋白质、总
碳水化合物含量在３种光照强度、６种初始氮浓度
之间存在显著差异（ｐ＜０．０５）。在 ｍＢＧ－１１和
ｍＢＢＭ培养基中培养时，克里藻总脂含量均在双侧
光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度３ｍｍｏｌ／Ｌ
时达到最高，分别为５５．１２％和５４．８７％，而总碳水
化合物和总蛋白质含量均在单侧光照强度 １００
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度为１８ｍｍｏｌ／Ｌ时最高，
分别为３５．５８％、３７．６９％和３６．９６％、３６．７２％。

研究发现，小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．）和单针藻
（Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍｄｙｂｏｗｓｋｉｉ）在高光照强度下总脂含
量高于低光照强度组，而碳水化合物和蛋白质含量

在低光照强度组更有利于积累［１９］。这与本研究的

结果相似，高光照强度条件下，微藻会合成较多的油

脂等抗逆性物质，用于抵御光氧化［２０］。由图 ３可
知，随光照强度增加克里藻总脂含量已增加缓慢，再

进一步提高光照强度，总脂含量的增加幅度可能会

很小，因此需要平衡好光照强度增加带来的能耗与

总脂含量增加的经济效益之间的关系。Ｎｚａｙｉｓｅｎｇａ
等［２１］在对杜氏盐藻（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａｔｅｒｔｉｏｌｅｃｔａ）进行研究
时发现，较高的脂质含量与较低的蛋白质含量相关，

说明脂质合成主要依赖于蛋白质的降解或蛋白质合

成受阻，蛋白质含量随光照强度的增加而下降可能

归因于氮的消耗。

２．２．３　对总脂产率的影响
光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻总脂

产率的影响如图４所示。
由图４可知：初始氮浓度对克里藻总脂产率有

显著影响，且总脂产率随着光照强度的增加而增加；

在ｍＢＢＭ培养基、双侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）
和初始氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ时克里藻总脂产率最高，为
２８１．７１ｍｇ／（Ｌ·ｄ），结合图１可知，该条件也有利
于生物量的积累。据文献报道，祖芬根小球藻

（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｚｏｆｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）在缺氮条件下得到最大的油
脂含量（６５．１％）和油脂产率〔８７．１ｍｇ／（Ｌ·ｄ）〕，
氮缺乏诱导脂质产生［２２］。这是因为氮缺乏时，藻细

胞的光合作用能力显著降低，细胞内光合作用固定

碳的能力可能超过吸收含氮化合物的需要，过量的

碳可能被转化为脂质类等储存化合物。一般而言，

培养基中氮的缺乏使碳更倾向于合成碳水化合物和

脂质［２３－２４］，如斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）在氮
缺乏条件下获得最高碳水化合物含量和产量，分别

为５１．８％和３８３．４ｍｇ／（Ｌ·ｄ）［２５］。而本研究发现，
克里藻在高氮（１８ｍｍｏｌ／Ｌ）条件下碳水化合物含量
较高。这可能是因为克里藻中碳和能量储存的初期

积累物主要为碳水化合物，后期主要以油脂的形式，

但斜生栅藻（Ｓ．ｏｂｌｉｑｕｕｓ）在胁迫条件下主要以碳水
化合物作为碳和能量的储存产物。
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图４　光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻总脂产率的影响

２．２．４　对脂肪酸组成的影响
光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻脂肪

酸组成的影响如图５所示。

图５　光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻脂肪酸组成的影响

　　由图５可以看出，克里藻总脂肪酸含量（脂肪
酸绝对含量）总体随初始氮浓度的增加而减少，在

双侧光照强度 ３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度
３ｍｍｏｌ／Ｌ、ｍＢＧ－１１培养基下总脂肪酸含量最高，
为 ４７１０％。克 里 藻 主 要 脂 肪 酸 有 棕 榈 酸
（Ｃ１６∶０）、油酸（Ｃ１８∶１）、亚油酸（Ｃ１８∶２）和亚麻酸
（Ｃ１８∶３），还含有少量的硬脂酸（Ｃ１８∶０）、棕榈油酸
（Ｃ１６∶１）、二十烷酸（Ｃ２０∶０）与二十二烷酸（Ｃ２２∶０）。
在单侧光照强度 ３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度
３ｍｍｏｌ／Ｌ、ｍＢＧ－１１培养基下亚油酸相对含量达到

最高，为６５．８７％；在单侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、
初始氮浓度１８ｍｍｏｌ／Ｌ、ｍＢＢＭ培养基下棕榈酸相
对含量达到最高，为 ２５．０７％；在单侧光照强度
３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度１８ｍｍｏｌ／Ｌ、ｍＢＢＭ
培养基下油酸相对含量达到最高，为１５３８％；在单
侧光照强度 ３００μｍｏｌ／（ｍ２· ｓ）、初始氮浓度
１８ｍｍｏｌ／Ｌ、ｍＢＧ－１１培养基下亚麻酸相对含量达
到最高，为８．９０％。

微藻细胞的多不饱和脂肪酸由于可用于人类或运

动营养而受到更多关注［２６－２７］。对克里藻脂肪酸组成
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的研究表明，丝状微藻含有大量的必需脂肪酸———亚

油酸（Ｃ１８∶２ω－６）和 α－亚麻酸（Ｃ１８∶３ω－６）。
其中亚油酸是γ－亚麻酸和花生四烯酸的前体物
质；而α－亚麻酸是重要的 ω－３多不饱和脂肪酸，
可进一步转化为超长链多不饱和脂肪酸二十碳五烯

酸（ＥＰＡ，Ｃ２０∶５ω－３）和二十二碳六烯酸（ＤＨＡ，
Ｃ２２∶６ω－３）。此外，Ｎｚａｙｉｓｅｎｇａ等［２４］研究发现，链带

藻（Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．）和斜生栅藻 （Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ
ｏｂｌｉｑｕｕｓ）中的脂肪酸含量与光照强度呈正相关，这
与本研究所观察到的现象一致。这可能是因为高光

照强度下，藻类通过将过量光同化物转化为脂肪酸

来对抗光氧化，特别是多不饱和脂肪酸，如亚油酸、

亚麻酸、ＥＰＡ、ＤＨＡ等［２８］。克里藻主要的脂肪酸为

亚油酸，它在高光照强度下含量高于低光照强度下，

同样也符合对抗光氧化的猜想。多不饱和脂肪酸对

人和运动健康至关重要，因此克里藻可能成为生产

亚油酸和α－亚麻酸的潜力藻株。
２．２．５　对总叶黄素的影响

光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻总叶

黄素的影响如图６所示。

　　
图６　光照强度、培养基和初始氮浓度对克里藻总叶黄素的影响

　　由图６可以看出：以 ｍＢＧ－１１培养基培养时，
克里藻细胞内总叶黄素含量在双侧光照强度 ３００
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和初始氮浓度１５ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最
高，为１．６４ｍｇ／ｇ；以ｍＢＢＭ培养基培养时，克里藻细
胞内总叶黄素含量在双侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）
和初始氮浓度１５ｍｍｏｌ／Ｌ时达到最高，为０．９４ｍｇ／ｇ。
因此，最有利于克里藻积累叶黄素的培养条件是双

侧光照强度 ３００μｍｏｌ／（ｍ２· ｓ）、初始氮浓度
１５ｍｍｏｌ／Ｌ和ｍＢＧ－１１培养基。在本研究中高光照
强度有利于克里藻 ＪＮＵ４１细胞中叶黄素的积累，可
能是因为高光照强度可以提高番茄红素β－环化酶
基因的表达水平［２９］，该基因是微藻中类胡萝卜素积

累的关键酶。此外，Ｃｏｅｓｅｌ等［３０］也提出，强光胁迫

可以调节植物八氢番茄红素合酶和去饱和酶的

活性。

３　结　论
在改良的ＢＢＭ（ｍＢＢＭ）培养基、双侧光照强度

３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，
克里藻的生物量和总脂产率最高，分别为８．３８ｇ／Ｌ
〔此时单位体积生物量为 ５５８．６７ｍｇ／（Ｌ·ｄ）〕和
２８１７１ｍｇ／（Ｌ·ｄ）；而在改良的ＢＧ－１１（ｍＢＧ－１１）
培养基、双侧光照强度３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、初始氮
浓度３ｍｍｏｌ／Ｌ条件下，总脂和总脂肪酸含量最高，
分别为５５．１２％和４７．１０％。克里藻的主要脂肪酸
成分为棕榈酸、油酸、亚油酸和亚麻酸，其中亚油酸

为优势脂肪酸，其相对含量最高为 ６５．８７％。
１５ｍｍｏｌ／Ｌ的初始氮浓度有利于诱导叶黄素积累，
其含量最高可达１．６４ｍｇ／ｇ。克里藻是一种新型的
产油丝状微藻，能够富集亚油酸、亚麻酸和叶黄素等

高附加值产物，且丝状微藻具有易采收、易培养和易

收获的性能，在生产高附加值营养保健品方面具有

巨大应用前景，并适合进行生物燃料的生产。
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［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｈｅｍＴｏｘｉｃｏｌ，２０１８，１２１：４３０－４３６．
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