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培养条件对丝状微藻克里藻生长与亚油酸合成的影响
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摘要：为开发亚油酸生产新资源，对筛选获得的一株丝状微藻克里藻，考察培养基氮浓度、培养基磷

浓度、光强、培养温度和环境 ｐＨ对其生长、氮消耗、油脂含量和油脂脂肪酸组成的影响。结果表
明：培养基氮浓度对克里藻生长没有明显影响，但高氮不利于油脂和不饱和脂肪酸的合成；培养基

磷浓度过低会抑制细胞生长，过高对细胞有毒害作用；适当提高光强有利于细胞生长，但对细胞内

油脂含量影响不大，低光强培养有利于亚油酸等不饱和脂肪酸的合成；培养温度对克里藻生长与油

脂积累影响不大，低温培养有利于亚油酸的合成；环境 ｐＨ对细胞生长、油脂积累和亚油酸合成影
响明显，ｐＨ６．０～７．５的弱酸 －中性条件下细胞生长最快，油脂含量更高；控制初始氮浓度３～
６ｍｍｏｌ／Ｌ、磷浓度０．１１５～０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ、光强１００～３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、培养温度１５～３０℃、环境
ｐＨ７．５左右，克里藻细胞可积累４２％左右的油脂，油脂中亚油酸含量在６５％ ～７５％。综上，丝状
微藻克里藻是一种有潜力的亚油酸生产新资源。
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　　亚油酸（Ｃ１８∶２）又名顺，顺 －９，１２－十八碳
二烯酸，属于ω－６型多不饱和脂肪酸，其与亚麻酸
是人类生命活动必不可少的必需脂肪酸［１］。众多

药理学研究表明，亚油酸能显著降低血液中的甘油

三酯、低密度脂蛋白胆固醇和极低密度脂蛋白胆固

醇的含量，从而维持血脂的代谢平衡，在预防和治疗

动脉粥样硬化、高血压、心肌梗死等疾病方面有重要

作用［２－３］。以亚油酸为底物通过化学［４］或生物［５］

异构法制备的共轭亚油酸具有调节血脂，预防和控

制肥胖、癌症、糖尿病［６］，以及抗炎和抗过敏功能，

可加速伤口愈合［７］，对皮肤具有深层保湿效果［８－９］。

此外，亚油酸还可与乙醇水热合成生物燃料［１０］。

全球亚油酸行业持续发展，至２０２２年全球亚油
酸年需求量高达５００万ｔ（估计值）［１１］，同时食品级亚
油酸需求占总亚油酸需求已超过５０％（２０２０年）［１２］。
传统亚油酸主要从自然资源获得，包括红花籽［１３］、芝

麻［１４］、葵花籽［１５］及大豆［１６］等。然而，这些自然资源

采收周期长，原料来源不稳定，并且随着人口的不断

增长，温室效应导致的干旱和土壤沙漠化等，使通过

油料植物生产亚油酸受到巨大冲击，因此寻求新的稳

定且持续的商业亚油酸来源显得尤为迫切［１７］。

微藻由于结构简单、生长速度快、油脂含量高，

且“不与粮争地，不与粮争水”，被认为是一种潜在

的新型可持续的油脂资源，特别是功能性油脂生产

新资源。利用黄丝藻（Ｔｒｉｂｏｎｅｍａｓｐ．）生产富含棕榈
油酸 （Ｃ１６∶１）的 油 脂［１８］，利 用 微 拟 球 藻

（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．）生产高含 ＥＰＡ油脂［１９］，以及

利用寇氏隐甲藻 （Ｃｒｙｐｔｈｅｃｏｄｉｎｉｕｍ ｃｏｈｎｉｉ）生产
ＤＨＡ［２０］等已受到广泛关注并逐步实现产业化。克
里藻（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍｓｐ．）是一种在世界分布极其广
泛的丝状绿藻［２１］，其可食用，不具有基因毒性，可作

为食品成分和饲料等安全使用［２２－２３］。由于克里藻

的丝状藻体特征和强大的环境抗逆性，其抗轮虫等

原生动物污染的能力强，易于培养和采收，广泛用于

饲料生产和废水处理［２３－２６］。研究表明，克里藻在缺

氮环境下可以积累１８％～５８％的油脂，且油脂中的
亚油酸含量达６０％左右［２７］。因此，克里藻具有作

为商业亚油酸新资源的潜力。目前对克里藻的研究

主要集中在培养基氮浓度、光强及培养温度对克里

藻生长及总脂生产的影响，较少关注培养过程环境

因子对细胞中亚油酸含量的影响。本文针对在山东

青岛筛选的一株克里藻，考察了培养基氮浓度、培养

基磷浓度、光强、培养温度及环境 ｐＨ对其生长、总
脂合成及亚油酸含量的影响，旨在揭示克里藻生长、

亚油酸合成与培养环境条件的生化响应关系，以期

为开发基于克里藻培养的亚油酸生产技术提供生物

学基础。

１　材料与方法
１．１　实验材料

藻种：采自山东青岛崂山区枯桃村山（经度

１２０．５０１４°，纬度３６．１５６７８°）苔藓植被，采用多次
平板涂布法获得该藻的纯培养藻株，再将藻株采用

ＢＧ１１培养基进行多次传代驯化培养，保藏于中国
科学院青岛生物能源与过程研究所微藻生物技术实

验室，藻种编号为ＡＢ２０１５。
ＯＬＹＭＰＵＳＣＳ－ＥＮ－Ｖ１．１７光学显微镜；玻璃

气泡柱反应器（直径为５ｃｍ，长度为７０ｃｍ）；６８９０Ｎ
气相色谱仪（氢火焰检测器），美国安捷伦公司；ＦＳＬ
Ｔ８型ＬＥＤ灯管；Ｃａｒｒｙ－５０紫外分光光度计。
１．２　实验方法
１．２．１　藻种分离纯化及鉴定

使用光学显微镜对藻细胞进行形态学鉴定。采用

分子鉴定法对藻种进行鉴定：１８ＳｒＲＮＡ正向引物１８ＳＦ
（５’－ＡＧＡＧＣＴＡＡＴＡＣＧＴＧＣＧＴＡＡＡＴＣＣＣ－３’）和反向
引物１８ＳＲ（５’－ＴＡＡＧＴＴＴＣＡＧＣＣＴＴＧＣＧＡＣＣＡＴ－３’）；
ＰＣＲ反应体系为５０μＬ，将 ＰＣＲ获得的藻株的１８Ｓ
ｒＲＮＡ基因全长序列在ＮＣＢＩＧｅｎｂａｎｋ数据库中进行
Ｂｌａｓｔ同源比对，对获得的相近藻属１８ＳｒＲＮＡ基因
序列进行多序列匹配排列，进行系统发育分析；使用

ＭＥＧＡ－Ｘ序列对齐，对齐后的数据集使用邻接法
（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）进行分析。
１．２．２　微藻的培养

将微藻接种于装有６００ｍＬＢＧ１１培养基的玻璃
气泡柱反应器内，通入含１％ ＣＯ２的空气，通气速率
为０．２５ｖｖｍ。用ＬＥＤ灯作为光源进行单侧连续光
照，光强控制在（１００±１０）μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），将玻璃
气泡柱下部３０ｃｍ置于（２５±１）℃水浴中。将培养
５ｄ的种子培养液抽滤，用无氮无磷的 ＢＧ１１培养基
清洗３次作为种子重悬于６００ｍＬ不同氮、磷浓度的
ＢＧ１１培养基中，装入气泡柱反应器内。克里藻初
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始接种量约为０．５ｇ／Ｌ，１％ＣＯ２通气速率２ｖｖｍ，在
一定光强和培养温度下培养１８ｄ，每两天取样测定
细胞生物量、培养液残留氮浓度、细胞油脂含量及油

脂脂肪酸组成。每个条件设置３个平行。
１．２．３　生物量测定

采用干重法［２８］测定生物量。取一定量的藻液，

用预先在１０５℃烘箱中烘干至恒重的混合纤维滤膜
（０．４５μｍ）进行抽滤，再将有藻细胞的滤膜放置在
１０５℃烘箱烘至恒重。用减差法得到干微藻细胞质
量，并计算生物量。

１．２．４　油脂含量与脂肪酸组成测定
１．２．４．１　总脂含量

采用改良的 Ｂｌｉｇｈｔ－Ｄｙｅｒ法测定［２９］总脂含量。

取约８０ｍｇ冻干藻粉（藻液离心所得藻细胞于－８０℃
冷冻干燥２４ｈ得到），使用２０ｍＬ氯仿－甲醇（体积
比１∶２）提取油脂，按氯仿、甲醇与水体积比１０∶１０∶９
的比例补加氯仿及含 ０．９％ ＮａＣｌ的去离子水，于
８０００ｒ／ｍｉｎ下离心５ｍｉｎ后，取出含油有机相，在氮
气保护下蒸发至干燥获得油脂，计算油脂含量。

１．２．４．２　脂肪酸组成
取约５ｍｇ上述油脂样品与２．５ｍＬ２ｇ／１００ｍＬ

的甲醇－Ｈ２ＳＯ４混合物在８５℃下进行甲酯化反应
２．５ｈ，反应结束后冷却，依次加入１ｍＬ正己烷与
１ｍＬ饱和 ＮａＣｌ溶液，充分混匀，２０００ｒ／ｍｉｎ下离
心，移取上层含有脂肪酸甲酯的正己烷相，进行气相

色谱分析。

气相色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ－５毛细管柱（３０ｍ×
０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）；升温程序为起始温度１２０℃，
保持１ｍｉｎ，以６℃／ｍｉｎ的速度升高至２４０℃，保持
５ｍｉｎ；汽化室温度２７０℃；检测室温度２８０℃；以 Ｎ２
为载气，流量 ２ｍＬ／ｍｉｎ；检测器温度２８０℃；氢气流
量３５ｍＬ／ｍｉｎ；空气流量 ３５０ｍＬ／ｍｉｎ。

根据脂肪酸甲酯标准品的保留时间定性。以

Ｃ１７∶０脂肪酸甲酯为内标物，通过峰面积对各脂肪
酸进行定量。

１．２．５　氮消耗测定
取３ｍＬ培养液，通过水相针式滤器得到不含藻

细胞的滤液，稀释ｎ倍后采用紫外分光光度计分别
在２２０ｎｍ与２７５ｎｍ处测定吸光值（Ｄ２２０、Ｄ２７５）。培
养基中硝态氮质量浓度（ＣＮ）按公式（１）计算。

ＣＮ＝ｎ×４．５０５４×（Ｄ２２０－２×Ｄ２７５） （１）
１．２．６　数据分析

使用 ＳＰＳＳ１１．０软件（ＳＰＳＳＩｎｃ．，Ｃｈｉｃａｇｏ，
ＵＳＡ），采用方差分析评估个体差异的显著性，概率
阈值为０．０５，然后进行Ｔｕｋｅｙ检验。

２　结果与讨论
２．１　藻株的分类鉴定

采用１．２．１方法对筛选的藻株构建进化树，结
果如图１所示。

图１　藻株的进化树

　　 由 图 １可 知，筛 选 的 藻 株 与 克 里 藻 属
（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍ）亲缘关系最近，与多个克里藻属１８Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列相似度达到９９％，判定该藻属于克里藻
属（Ｋｌｅｂｓｏｒｍｉｄｉｕｍ）。
２．２　培养条件对藻株生长及油脂合成影响
２．２．１　营养盐浓度的影响

在光强２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、磷浓度０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ、
培养温度２５℃条件下，设置 ３、６、９、１８、３６ｍｍｏｌ／Ｌ
和５４ｍｍｏｌ／Ｌ６个氮浓度梯度，考察氮（ＮａＮＯ３）浓度对
克里藻生长、氮消耗、油脂合成及脂肪酸组成的影响，

结果如图２和表１所示。在光强２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、
氮浓度 ６ｍｍｏｌ／Ｌ、培养温度 ２５℃条件下，设置
０．０２９、０．０３８、０．０５８、０．１１５、０．２３０、０．４６０ｍｍｏｌ／Ｌ
和 ０．６９０ｍｍｏｌ／Ｌ７个 磷 浓 度 梯 度，考 察 磷
（Ｋ２ＨＰＯ４）浓度对克里藻生长、氮消耗、油脂合成及
脂肪酸组成的影响，结果如图３和表１所示。

由图２可知，在６个氮浓度梯度下，克里藻的生
长曲线几乎重合，表明培养基初始氮浓度对该藻株

的生长影响不显著。培养基中的氮消耗主要发生在

培养前期（４ｄ内），之后氮浓度变化不大。当培养
基初始氮浓度在９ｍｍｏｌ／Ｌ以下时，４ｄ后培养基中
的氮浓度接近于零，克里藻开始处于缺氮培养阶段。

而当培养基初始氮浓度大于９ｍｍｏｌ／Ｌ时，经过１８ｄ
的培养，氮也不能被完全消耗，始终处于富氮培养。

当培养基初始氮浓度从３ｍｍｏｌ／Ｌ升高到９ｍｍｏｌ／Ｌ
时，细胞内油脂含量从４５％降低到２９％，这与大多
数微藻如小球藻［３０］、微拟球藻［３１］和莱茵衣藻［３２］的

油脂积累受缺氮诱导的结论一致。当继续提高培养

基初始氮浓度时，细胞内油脂含量不再降低，基本稳

定在２９％左右。
由表１可知，氮浓度对克里藻油脂脂肪酸含量有
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明显影响。随着培养基初始氮浓度的升高，克里藻油

脂中主要的不饱和脂肪酸亚油酸（Ｃ１８∶２）含量由３
ｍｍｏｌ／Ｌ时的 ６７．１９％总体下降至 ５４ｍｍｏｌ／Ｌ时的
５０．６３％，相反，主要的饱和脂肪酸棕榈酸（Ｃ１６∶０）含
量则由１８．２１％波动升高至２７．５１％。随氮浓度升
高，克里藻油脂中饱和脂肪酸含量升高，多不饱和脂

肪酸含量总体降低，单不饱和脂肪酸含量变化不大。

因此，培养基低氮有利于克里藻不饱和脂肪酸的合

成，而高氮则有利于饱和脂肪酸的合成。

磷是影响微藻生长代谢的另一重要大量元素，其

与细胞内三磷酸腺苷（ＡＴＰ）合成息息相关，关乎细胞
中能量运输的快慢。由图３可知，随着培养基初始磷
浓度从０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ不断降低至０．０２９ｍｍｏｌ／Ｌ，培
养１８ｄ的克里藻生物量不断降低，由５ｇ／Ｌ左右降至

１．８ｇ／Ｌ。更高的初始磷浓度（０．４６０、０．６９０ｍｍｏｌ／Ｌ）
下，克里藻在培养４ｄ时开始出现发黄，８ｄ完全死
亡，表明高磷培养基对克里藻产生了严重的毒害作用。

在相同的初始培养基氮浓度（６ｍｍｏｌ／Ｌ）时，随着培养
基初始磷浓度的降低，氮消耗速率下降。当培养基初

始磷浓度低于０．１１５ｍｍｏｌ／Ｌ时，由于胞内磷浓度过
低，ＡＴＰ合成受阻，没有足够的能量吸收胞外无机
氮，氮已不能被完全消耗。磷浓度从０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ
降低至０．０２９ｍｍｏｌ／Ｌ时，油脂含量由３５％降低至
２９％，减少了约１７％。

由表１可知，磷浓度在０．０２９～０．１１５ｍｍｏｌ／Ｌ内，随
磷浓度增加，克里藻中棕榈酸亚油酸含量均总体略有升

高，多不饱和脂肪酸和饱和脂肪酸含量均变化不大。

这表明培养基初始磷浓度对于脂肪酸含量影响不大。

　 　
图２　氮浓度对克里藻生长、氮消耗及油脂合成的影响

　 　
图３　磷浓度对克里藻生长、氮消耗及油脂合成的影响
表１　营养盐浓度对克里藻油脂脂肪酸组成的影响

营养盐浓度
含量／％

Ｃ１４∶０ Ｃ１６∶０ Ｃ１６∶２ Ｃ１８∶０ Ｃ１８∶１ Ｃ１８∶２ Ｃ１８∶３ Ｃ２０∶２ 其他 ＳＦＡ ＭＵＦＡ ＰＵＦＡ
对照 １．２１ １７．７５ １．４５ ３．１８ ５．１６ ６６．３２ ２．１４ １．１６ １．６４ ２２．１４ ５．１６ ７１．０７０
氮浓度／（ｍｍｏｌ／Ｌ）
　３ ０．７３ １８．２１ １．３１ ２．７１ ４．８５ ６７．１９ ０．２４ １．４９ ３．２８ ２１．６５ ４．８５ ７０．２２
　９ １．５６ ２０．４７ ２．８０ ０．６７ ２．８０ ６１．０４ ３．４７ １．２４ ５．９５ ２２．７０ ２．８０ ６８．５５
　１８ １．９５ ２０．７７ ２．５５ ２．８４ １．９２ ６２．６６ ３．７５ ０．７５ ２．８０ ２５．５６ １．９２ ６９．７１
　３６ １．７２ ２２．１３ ２．５６ ２．２７ ３．７６ ６０．３１ ３．５２ ０．９９ ２．７４ ２６．１２ ３．７６ ６７．３８
　５４ ２．５９ ２７．５１ ３．１４ ３．６０ ３．７１ ５０．６３ ４．３７ １．０４ ３．４１ ３３．７１ ３．７１ ５９．１７
磷浓度／（ｍｍｏｌ／Ｌ）
　０．１１５ ２．７１ ２３．０８ ３．１７ － ０．１７ ６７．３８ １．７４ － １．７６ ２５．７９ ０．１７ ７２．２８
　０．０５８ ２．６１ ２４．７３ ３．０３ － ０．１４ ６６．８７ １．５５ － １．０８ ２７．３４ ０．１４ ７１．４５
　０．０３８ ２．１６ ２１．５８ ２．９０ － ０．３６ ６４．８６ ５．２６ － ２．８８ ２３．７４ ０．３６ ７３．０１
　０．０２９ ２．０１ ２１．８９ ３．３６ － ０．１２ ６４．００ ２．５８ １．７９ ４．２７ ２３．８９ ０．１２ ７１．３２

　注：对照培养条件为氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ、磷浓度 ０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ、光强２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、培养温度２５℃，ＳＦＡ为饱和脂肪酸，
ＭＵＦＡ为单不饱和脂肪酸，ＰＵＦＡ为多不饱和脂肪酸；－表示未检出。下同
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２．２．２　光强的影响
克里藻最适光强在５０～３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），因

此在氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ、磷浓度 ０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ、培养
温度２５℃条件下，控制光强分别为 １００、２００、３００

μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和４００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），考察光强对克
里藻生长、氮消耗、油脂合成及脂肪酸组成的影响，

结果如图４和表２所示。

　 　
图４　光强对克里藻生长、氮消耗及油脂合成的影响

表２　光强对克里藻油脂脂肪酸组成的影响

　　 光强／

（μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ））
含量／％

Ｃ１４∶０ Ｃ１６∶０ Ｃ１６∶２ Ｃ１８∶０ Ｃ１８∶１ Ｃ１８∶２ Ｃ１８∶３ Ｃ２０∶２ 其他 ＳＦＡ ＭＵＦＡ ＰＵＦＡ
１００ １．２９ １６．７６ １．４１ ２．４３ ４．２２ ６８．０９ ２．１１ １．０７ ２．６１ ２０．４８ ４．２２ ７２．６８
２００ １．２１ １７．７５ １．４５ ３．１８ ５．１６ ６６．３２ ２．１４ １．１６ １．６４ ２２．１４ ５．１６ ７１．０７
３００ １．７６ １９．０４ １．４０ ２．５０ ２．２６ ６６．０４ ２．６７ ０．９６ ３．３８ ２３．３０ ２．２６ ７１．０６
４００ １．８６ ２３．１９ １．２４ ０．２３ ４．９９ ５８．５２ １．５７ １．１６ ７．２４ ２５．２８ ４．９９ ６２．４９

　　光是藻细胞进行自养培养的唯一能量来源，直
接影响细胞生长及细胞生物化学组成［３３－３４］。由图

４可知，随着光强增加，前４ｄ克里藻生长较快，生物
量快速增加。在培养基初始氮浓度为６ｍｍｏｌ／Ｌ条
件下，培养４ｄ时培养基中所有的氮均被完全吸收
消耗。值得注意的是，４种光强下克里藻油脂含量
均在３３％左右，这表明光强与克里藻细胞最大油脂
积累能力之间没有显著关系。

由表２可知，随着光强由１００ｍｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）增
加到４００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），棕榈酸含量由１６．７６％上
升至 ２３．１９％，亚油酸含量由 ６８．０９％降低至

５８．５２％。对应地，脂肪酸中饱和脂肪酸含量由
２０．４８％上升至 ２５．２８％，多不饱和脂肪酸含量由
７２．６８％降低至６２．４９％。从利用克里藻生产亚油
酸的角度，在４００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）以下的较低光强培
养比较适宜。

２．２．３　培养温度的影响
在氮浓度６ｍｍｏｌ／Ｌ、磷浓度 ０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ、光

强２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）条件下，控制培养温度分别为
１５、２５、３０、３５℃，考察培养温度对克里藻生长、氮消
耗、油脂合成及脂肪酸组成的影响，结果如图５和表
３所示。

　 　
图５　培养温度对克里藻生长、氮消耗及油脂合成的影响
表３　培养温度对克里藻油脂脂肪酸组成的影响

培养温度／℃
含量／％

１４∶０ １６∶０ １６∶２ １８∶０ １８∶１ １８∶２ １８∶３ ２０∶２ 其他 ＳＦＡ ＭＵＦＡ ＰＵＦＡ
１５ ２．１３ １８．４９ ０．６８ ０．４７ ３．８５ ６８．２４ ４．４９ ０．００ １．６５ ２１．０８ ３．８５ ７３．４２
２５ １．２１ １７．７５ １．４５ ３．１８ ５．１６ ６６．３２ ２．１４ １．１６ １．６４ ２２．１４ ５．１６ ７１．０７
３０ １．２５ １８．１４ １．３５ ３．１６ ５．４５ ６５．３８ ２．１７ ０．９８ ２．１２ ２２．５５ ５．４５ ６９．８８
３５ １．５１ ２０．６５ １．０４ ３．６９ ７．０４ ６２．７９ ０．９１ １．０７ １．３０ ２５．８５ ７．０４ ６５．８１
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　　温度通过影响细胞内化学反应酶活间接影响细
胞生长速率及化学组成。了解在不同温度下克里藻

的生存能力对于大规模生产克里藻有着重要借鉴。

由图５可知，除了在１５℃低温培养时前６ｄ生长稍
慢外，其他温度下克里藻的生长曲线几乎重合，表明

克里藻有较宽的温度适应范围。这与Ｋａｒｓｔｅｎ等［３５］

研究结果一致：克里藻既能在５℃的低温下生长，也
能耐受４５℃的高温。相对应，除３５℃下培养时氮
消耗速率稍有减缓外，总体上克里藻对培养基中氮

的吸收利用速率受温度影响的差别不大。另外，４
个培养温度下细胞内油脂含量也没有明显差异。

由表３可知，当培养温度从１５℃升高至３５℃，克
里藻油脂中亚油酸含量由６８．２４％降低至６２．７９％，
降低了约８％，油脂中多不饱和脂肪酸含量由７３．４２％
降低至６５．８１％，饱和脂肪酸含量由２１．０８％提高至
２５．８５％。Ｓｍｉｔｈ－Ｂｄｏｒｆ等［３６］研究发现，克里藻在

２０℃下培养比３０℃下培养能够积累更多的多不饱
和脂肪酸，与本文研究结果一致。微藻在低温下合

成较多的不饱和脂肪酸，可使细胞膜脂质的流动性

增加，以保持其正常的生理功能，从而提高对低温的

耐受能力。

２．２．４　环境ｐＨ的影响
培养基ｐＨ会影响细胞内酶活性和代谢途径，

从而影响细胞的生长和组成变化。对多株克里藻的

研究发现，克里藻能耐受广泛的 ｐＨ，多数克里藻最
适ｐＨ在７～８，仅嗜酸克里藻能耐受ｐＨ４的极端环
境［３７－３８］。以前研究培养基 ｐＨ对微藻生长代谢影
响时，一般只考虑了培养基初始 ｐＨ的影响。然而，
微藻在碳酸盐体系中培养时，藻细胞不断吸收消耗水

体中的ＨＣＯ－３ 或ＣＯ２，碳酸盐平衡体系受到破坏，促
使ＣＯ２－３ 不断水解，ｐＨ逐渐升高。因此，仅培养基初
始ｐＨ不能真实反映环境对克里藻生长与代谢的影
响。因此，将克里藻接种于 ｍ－ＢＧ１１（氮浓度 ６
ｍｍｏｌ／Ｌ、磷浓度 ０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ）培养基中，用 ０．５
ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ或０．５ｍｏｌ／Ｌ的稀硫酸调节培养基初
始ｐＨ分别为６．０、７．５和９．０。在整个培养过程中通
入纯ＣＯ２气体，气泡柱中悬置一个ｐＨ计在线监测培
养液中ｐＨ，并通过ｐＨ反馈控制器控制ＣＯ２气路的通
断［３９］，从而使整个培养过程的培养基ｐＨ始终保持恒
定。在光强２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、培养温度２５℃条件
下，考察环境ｐＨ对克里藻生长、氮消耗、油脂合成及
脂肪酸组成的影响，结果如图６和表４所示。

　 　
图６　环境ｐＨ对于克里藻生长、氮消耗及油脂合成的影响

表４　环境ｐＨ对于克里藻油脂脂肪酸组成的影响

　环境ｐＨ
含量／％

１４∶０ １６∶０ １６∶２ １８∶０ １８∶１ １８∶２ １８∶３ ２０∶２ 其他 ＳＦＡ ＭＵＦＡ ＰＵＦＡ
　对照 １．２１ １７．７５ １．４５ ３．１８ ５．１６ ６６．３２ ２．１４ １．１６ １．６４ ２２．１４ ５．１６ ７１．０７
　６．０ １．２５ １９．１５ １．１５ １．６９ １．６１ ６５．３９ ４．５８ ２．１４ ３．０５ ２２．０９ １．６１ ７３．２５
　７．５ １．３５ １８．４１ ０．６９ ０．５３ ４．８２ ７３．３９ － － ０．８１ ２０．２９ ４．８２ ７４．０８
　９．０ ２．１４ １９．８１ １．１３ － ０．６７ ７１．９５ － － ４．３０ ２１．９５ ０．６７ ７３．０８

　注：对照为全过程未控制ｐＨ

　　由图６可知，与全过程未控制ｐＨ（对照）相比，控
制恒定 ｐＨ时细胞的生长速率均明显升高。培养
１８ｄ时，ｐＨ为６．０和７．５时具有最高生物量（９．２ｇ／Ｌ
左右），平均生长速率约０．４９ｇ／（Ｌ·ｄ），比对照组提
高了８４％，比Ｘｕ等［４０］在相同氮浓度下培养克里藻的

生长速率〔０．４１５ｇ／（Ｌ·ｄ）〕提高了１８．０７％；ｐＨ为
９．０时，生物量稍有降低，为７．２ｇ／Ｌ：以上说明克里藻

是中性偏弱酸性微藻，且培养过程维持培养基ｐＨ稳
定在６．０～７．５比不控制ｐＨ能够明显提升培养效率。
４种ｐＨ条件下，克里藻对培养基中氮的消耗速率相
近。环境ｐＨ对克里藻的油脂含量有明显影响，当ｐＨ
为６．０时，油脂含量达到最高，为４５．１１％，相较于对
照组油脂含量（３４．９３％）提高了２９．１４％。克里藻主
要利用溶解性ＣＯ２，在酸性环境下培养基内无机碳中

３９２０２４年第４９卷第４期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



溶解性ＣＯ２占比更高，缺氮下充足的碳供应有利于合
成油脂。即使在环境ｐＨ为７．５和９．０时，细胞内油
脂含量也比对照组的高，表明对于克里藻培养，采用

适宜的措施维持比较稳定的环境ｐＨ，不但有利于细
胞生长，也有利于细胞内油脂合成。

由表４可知，当环境ｐＨ为７．５时，油脂中的亚油
酸含量最高，达到７３．３９％〔产率为０．１５ｇ／（Ｌ· ｄ）〕，
比对照组和ｐＨ６．０下亚油酸含量分别高７．０７、８．００
百分点，比之前报道的６５．８７％［４０］、６７．５０％［４１］分别

高１１．４２％、８．７３％，显示出此环境ＰＨ下克里藻较强
的亚油酸合成能力。环境 ｐＨ对克里藻细胞棕榈酸
合成的影响不大，其含量仅占总脂肪酸的１８％左右。

综上，在控制培养基初始氮浓度３～６ｍｍｏｌ／Ｌ、
磷浓度 ０．１１５～０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ、光强 １００～３００
μｍｏｌ／Ｌ／（ｍ２·ｓ）、培养温度１５～３０℃、环境ｐＨ７．５
左右，克里藻细胞可积累４２％左右的油脂，油脂中
亚油酸含量为６５％～７５％。

对比 克 里 藻 与 常 见 富 含 亚 油 酸 的 油

料［１３－１４，１６，４２－４５］发现：葡萄籽、大豆、玉米及水冬瓜籽

含油量不足３０％，且亚油酸含量较低；芝麻含油量为
４５％～６３％，油脂中亚油酸含量为３９％～６８％，红花
籽含油量为２２．８％ ～２８．４％，油脂中亚油酸含量为
７５．０％～７９．３％；而克里藻的亚油酸含量与芝麻和红花
籽的相差不大。考虑红花籽平均年产在１５００ｋｇ／ｈｍ２

左右［４６］，芝麻的年产在１２００～１６５０ｋｇ／ｈｍ２［４７］，克
里藻即便是在开放式跑道池中的优化条件下养殖，

年生物量在１５０００ｋｇ／ｈｍ２以上［４８－４９］，以此计算，克

里藻的亚油酸产量可达到４１００～４７００ｋｇ／ｈｍ２，明
显高于上述典型作物，而且微藻养殖可利用盐碱地

等边际土地，不与粮争地，不与粮争水，因此利用克

里藻养殖来生产亚油酸无疑具有很大的潜力和

优势。

３　结　论
以筛选的一株丝状微藻———克里藻为研究对

象，考察了培养基氮浓度、培养基磷浓度、光强、培

养温度和培养环境 ｐＨ对克里藻生长、氮消耗、油
脂含量和油脂脂肪酸组成的影响。结果表明，克

里藻是一株生长快、对氮和磷需求低及对温度和

光照适应性较广的产油微藻。控制初始氮浓度

３～６ｍｍｏｌ／Ｌ，磷浓度０．１１５～０．２３０ｍｍｏｌ／Ｌ及培
养过程中光强１００～３００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），培养温度
１５～３０℃，环境ｐＨ７．５左右，克里藻细胞可积累４２％
左右的油脂，油脂中亚油酸含量为６５％ ～７５％。因
此，克里藻是一株比较有潜力的亚油酸生产新

资源。
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