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摘 要：以实验室保存的4株藻株为研究对象，分析了它们的生长速率和淀粉等糖类的含量，其中1株富含碳水化 

合物的微藻 3，其生长速率和淀粉含量分别可达 0．086 g／(L·d)和 225．2 mg／L。18S rDNA聚类分析表明，其属于栅 

藻科链带藻属Desmodesmus sp。缺N条件下，微藻生长速率慢，总糖积累快；而在其他不同N浓度条件下，生长 

速率趋势一致，总糖积累速度不尽相同。 
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Abstract：The growth rate and starch content of four strains of microalgae preserved in our laboratory were analyzed．A 

carbohydrate—rich microalgae≠f3，as one of the four'was screened．Its growth rate and starch content could attain to 0
．086 

g／(L‘d)and 225．2 mg／L，respectively．Further,microalgae≠≠3 was identified as Desmodesmus sp．based on 1 8s rDNA 

cluster analysis．The growth rate of Desmodesmus sp． 3 was 1ow and the tota1 sugar accumulation was fast when cultured 

without adding nitrogen．The growth rate change at different nitrogen concentration was almost similar,but total sugar 

accumulation speed presented different change tendency． 
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0 引 言 

当前，能源、资源和环境问题已经成为制约人 

类社会和谐发展的桎梏，寻找开发清洁替代能源是 

解决这些问题的有效途径之一⋯。燃料乙醇作为清 

洁、可再生的能源，能有效减少汽车尾气中的 PM2．5 

和 CO2排放，同时具有较高的辛烷值等优点而备受 
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人们青睐担J。微藻[3-4]作为高效的光合微生物，能将 

太阳能、H2O和CO2通过光合作用转化为碳水化合 

物存储在细胞内。许多藻类细胞内含有大量的淀粉 

和纤维素L5J，有些微藻淀粉含量可与玉米、小麦等 

相媲美；另外，微藻细胞内木质素和半纤维素含量 

较低，而且与植物细胞中的纤维素 IB不同，微藻细 

胞内为 I。(型纤维素，其氢键较弱，更易被降解为单 
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糖，因此是作为燃料乙醇生产的优良原料【6J。微藻 

中可溶性碳水化合物含量的高低，是制约利用微藻 

制备燃料乙醇成本高低的关键。因此，选育生长速 

率快、碳水化合物含量高的藻株，对实现第三代燃 

料乙醇的高效制备至关重要。 

本研究以实验室前期保存的 4株藻株为研究对 

象，通过对它们的生长速率和含糖量进行分析，以 

期筛选出生长速率快和总糖含量高的藻株。同时，研 

究在不同N浓度条件下微藻生长和产糖的变化，为 

后期利用微藻制备燃料乙醇技术开发奠定基础。 

1 材料和方法 

1．1 材 料 

本实验使用的藻株、菌株和质粒见表 1；Trans 

Start Taq聚合酶链式反应试剂盒、DNA Loading 

Buffer、DNA Marker、卡那霉素等购自北京全式金 

生物公司；细菌基因组 DNA提取试剂盒购自北京 

天根生物科技公司；其余试剂均为国产分析纯或生 

化级。 

表 1 藻株、菌株与质粒的性质和来源 

Table1 The properties and sources ofmicroalgae，bacterial strains an d plasmids 

大肠杆菌LB培养基：1％胰蛋白胨，0．5％酵母 

提取物，1％NaC1，固体培养基加入 2％的琼脂粉； 

藻株采用 BGl l培养基进行培养，配方见表 2。 

表 2 BG11培养基配方 

Table 2 Composition of BGl l medium 

Composition Mass concentr~ion(g·L一 ) 

Citric acid 

ammonium ferric citrate 

NaNO3 

CaCl2。2H2O 

K2HPO4 

MgSO4 7H20 

Na2CO3 

EDTANa2 

Co(NO3)2’6H20 

H3BO3 

MnC12‘4H20 

ZnSO4’7H20 

CuSO4’5H2O 

Na2MnO4 2H20 

6．0×10一 

6．0×10-j 

1．5 

3．6×10- 

4．0×10— 

7．5×10— 

0．02 

1．0×10-j 

5．0×10—5 

2．9×10-j 

1．8×10一 

2．2×10-4 

8．0×1cr_5 

3．9×10-4 

1．2 方 法 

1．2．1 生长曲线和生长速率测定 

在 BG11培养基中培养 4株藻株，每天取藻液 

测吸光度 OD550，连续检测 8天，以吸光度值为纵 

坐标，时间为横坐标，绘制菌体的生长曲线。 

在藻株生长的对数期，微藻生长速率 ( )使用 

以下方程测得 】： 

一

lI1 f—lIl o 
“ —— —．_— ——  

tt——to 

其中：Ⅳ0是指在开始时刻to时微藻细胞数；M是指 

在 时微藻细胞数。 

藻细胞干重采用差重法 ，即取一定体积藻培养 

液，经去离子水冲洗，用 GF／C玻璃纤维滤纸抽滤， 

真空度在 (0．075～0．090)MPa范围内。在 105~C 

烘箱中烘干至衡重【8】，并利用下式计算生物量。 

B=( 一 )／ 

其中： 为生物量，g门L； 表示滤膜烘干后质量，g； 
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J]l 表示藻液烘干后滤膜质量，g； 为藻液体积，L。 

1．2．2 总糖和淀粉含量测定 

(1)葡萄糖标准曲线：取一定量分析纯葡萄糖 

粉末，80％烘至恒重；准确称取20 nag烘干后的葡 

萄糖粉末溶解于超纯水中，定容至 500 mL；准确称 

取 30 g分析纯苯酚溶于 470 mL超纯水中，并用棕 

色试剂瓶低温保存；取具塞比色管，按表 4加入葡 

萄糖标准液及超纯水，并快速加人苯酚溶液 1 mL及 

浓硫酸 (98％)5 mL；室温静置 10min后摇匀，避 

光静置20 min后测定490 nln波长处的吸光度；每 

个浓度设置3个平行，绘制葡萄糖标准曲线。 

表 3 葡萄糖标准液与超纯水用量表 

Table 3 The glucose standard solution with ultrapure water use 

scale 

(2)藻液中总糖含量测定：取 1 mL藻液，经 

12 000 rpm离心4 min，去掉上层清液；加入超纯水 

至适当浓度，取2 mL藻液加人比色管中，并快速加 

入苯酚溶液 1 mL及浓硫酸 (98％)5 mL； 

室温静置 10min后摇匀，避光静置 20min后测 

定 490 n．tn波长处吸光度；利用标准曲线计算出稀释 

后液体中的总糖浓度，再换算为原藻液中总糖浓度。 

(3)标准曲线：将表3中葡萄糖浓度作为 x轴， 

测得的吸光值作为 Y轴，算出形如 Y=就+b(R = 

0．995—0．999)的线性渐进趋势线，确定 a、b的值。 

培养液中总糖的含量为： 

： —
(A-

—

b)×D 
2a 

其中：TC为培养液中总糖的含量， g／L；A为吸 

光值；a、b为标准曲线中的数值；D 为加入的超纯 

水体积。 

(4)淀粉含量：根据FERNANDES等【 ]的方法 

测定其中的淀粉含量。 

1．2_3 18S rDNA的PCR扩增 

取处于对数生长期的藻株 ≠}3藻液 1．5 mL于离 

心管中，以 12 000 rpm离心 2min。弃去上层清液， 

用灭菌的去离子水洗涤沉淀，然后加人液氮研磨沉 

淀，其它提取藻株 3基因组 DNA 的步骤参照 

TIANGEN 细菌基因组 DNA提取试剂盒说明书。 

按照真菌分类鉴定中的 18S rDNA和 ITS核酸 

序列分析方法，设计了 2对相应的通用引物 (表 

4)。 以藻株≠}3基因组 DNA为模板，按照 Taq聚合 

酶链式反应试剂盒的反应体系进行 PCR实验，用 

NS1和NS8作为引物对得到的产物是 18S1，用ITS1 

和 ITS2作为引物对得到的产物是 18S2。反应程序 

为：95℃预变性 5 min；95％变性 30 S；55℃ 退火 

30 s；72oC延伸，延伸时间按 l kb的长度用时 1 min； 

72℃延长 10 min；4~C终止反应。循环数 35次。 

表 4 引物序列 

Table4 The sequence ofprime 

Primer name Primer order(5’ 3’) 

NS1 

NS8 

ITS1 

ITS4 

GTAGTCATATGCTTGTCTC 

TCCGCAGGTTCACCTACGGA 

TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

TCCTCCGCTTATTGATATGC 

1．2．4 阳性重组子的鉴定和测序 

PCR产物 18S1、18S2和克隆载体 pEASY-T1 

通过 A—T碱基互补配对，25℃恒温30 min，得到重 

组质粒 T-18S1和 T-18S2，经过 42。【=热击转化进 E 

coli TRANS1．T1感受态细胞中，培养于含卡那霉素 

终浓度为 50~tg／mL的LB培养基中，挑取单菌落， 

经菌落 PCR初步鉴定，验证得到的阳性克隆子，菌 

液送去上海立菲生物技术有限公司测序 ，结果在 

NCBI中进行比对。 

1．2．5 不同N浓度对碳水化合物累积的影响 

微藻对氮源的需求仅次于碳源，氮源的浓度会 

对藻体细胞内营养组分的分布产生影响。在藻株 

BG11培养基基础上剔除NaNO3，配成 5 L培养基 ， 

高温灭菌后，往5只柱式光生物反应器中加入455 mL 

体积的培养基，再加人约 10％体积的藻液，然后 

分别加入之前配好并已灭菌的一定体积不同浓度 

的 NaNO3溶液，使柱式光合反应柱中 NaNO3浓度 

分别为 0 g／L、0．5 g／L、1 g／L、1．5 g／L、2 g／L，其 
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中 1．5 g／L为正常条件 们。藻株的培养条件 为： 

培养温度 25 4-oC；光为单侧冷光白炽灯管(光强： 

150 4-50 1．tmol／(m2．s))；持续通入空气或含 12％体积 

CO2的混合气。 

2 结果和分析 

2．1 富含碳水化合物微藻的筛选 

2．1．1 生长情况 

4株藻株在通气培养的过程中，生长规律如图 

1a所示，微藻 CZ进入对数生长期较为迟缓，而其 

余3株微藻第2天即进入对数生长期，在第6～7天 

进入稳定生长期。 

在藻株生长的对数期取样对其生长速率进行对 

比 (图 lb)，可以看出，藻株ifi}3的生长速率最快，可 

达 0．086 g／(L‘d)，SO次之，为 0．079 g／(L‘d)，PM2 

为0．076 g／(L·d)，CZ生长速率最慢，为0．047 g／(L·d)。 

0．0O 
CZ S0 3 PM 2 

Microalgae 

图 l 四种微藻的生长曲线 (a)和生长速率 (b) 

Fig．1 Growth calve(a)and growth rate(b)of four microalgae 

2．1．2 总糖和淀粉含量分析 

进一步对 4株微藻的总糖和淀粉含量进行了分 

析，发现不同藻株的总糖含量差异明显。CZ的总糖 

含量最高，为 745 rag／L；≠}3次之，为 556 mg／L；PM2 

为469 rag／L；SO最少，为436．2 mg／L。但就淀粉含 

量而言，j!j}3淀粉含量最高，为 225．2 mg／L，CZ为 

137．8 mg／L，PM2为 134．7 mg／L，SO为 113．4 mg／L， 

含量最低。此结果表明，微藻总糖含量的多少和淀 

粉等易还原性糖类的含量高低没有相关的关系。考 

虑到后期发酵产乙醇需要，淀粉等可溶性糖更容易 

被转化利用，选取生长速率最快和淀粉含量最高的 

藻株群3作为进一步的实验研究对象。 

600 

400 

200 

O 
CZ So 群3 PM 2 

Microalgae 

图2 淀粉含量和总糖含量 

Fig．2 Starch content and total sugar content 

2．2 微藻的 18s rDNA鉴定结果 

以藻株≠}3基因组 DNA为模板，用引物对NS1 

和 NS8、ITS1和 ITS2进行 PCR扩增，用 1．2％的琼 

脂糖凝胶对产物进行电泳，得到和理论大小2 000 bp、 

634bp接近的目的条带(图3)，初步判定扩增成功。 

M  18Sl 

图 3 18s rDNA基因克隆 

Fig．3 1 8s rDNA gene cloning 

M：DL2000 DNAMarker 

经 PCR扩增的产物和 pEASY-T1连接，转化进 

感受态细胞E．coli TRANS1中，菌落PCR获得阳 

性克隆子，菌液测序，将测序的结果在 NCBI网站 

上使用 Blastn程序进行比对。结果表明：所获得的 

序列与众多隶属于栅藻科链带藻属 Desmodesmus 

sp．的多个物种的18S DNA有很高的同源性，其中 

相似性最高的是与栅藻科链带藻属 Desmodesmus 

一 吕 Ⅱa菪0u 

腮 

O  O  O O  0 

一(p．1)／暑 = Il 。0 
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sp．，仅有一个碱基有差异 ，一致性达到 99％以上。 

依据以上结果，可以初步鉴定该藻株隶属于栅藻科 

的链带藻属Desmodesmus sp．。 

2-3 不同N浓度条件下藻体碳水化合物累积 

变化 

2-3．1 Desmodesmus sp．生长情况 

实验设置了5组不同质量浓度的NaNO3溶液， 

研究了氮浓度对 Desmodesmus sp．≠}3生长的影响， 

结果如图 4所示。从图 4中以看出，除了在缺氮条 

件，其它氮浓度条件下藻株的生长曲线基本一致， 

表明N浓度的增加对藻株的生长影响并不大。可能 

的原因是，当氮源不足时，藻细胞内叶绿素总量减 

少，对光照强度和CO2浓度需求降低，光合作用和 

呼吸作用均减弱，从而导致菌体生长缓慢；当氮源 

浓度增加时，微藻快速生长。研究表明，该藻种可 

以在低浓度的氮源环境下生长。 

Time(d】 

图4 不同N浓度条件下藻株的生长曲线 

Fig．4 The growth curve under different concentrations of 

nitrogen 

2_3．2 总糖含量 

在缺N条件下，微藻总糖含量在第2天迅速达 

到最高值 (图 5)，占细胞干重的 55．4％，然后迅速 

下降，最后维持在干重的9．2％；第二组 (0．5 g／L) 

前两天总糖并无太大变化，为最低值，占干重的 

11．6％，从第 3天开始上升，在第 4天达到最高值 ， 

占干重的 24．9％，之后处于平稳状态，总糖含量变 

化不大；第三组 (1 g／L)从第 1天开始总糖含量就 

处于上升当中，在第 4天达到最高值，达到占干重 

的38．3％，之后就不停下降，最终维持在 17．5％。第 

四组 (1．5 g／L)正常条件培养下，总糖含量从第 1 

天开始上升，在第3天达到最高值，占干重的32．6％， 

之后迅速下降，在第 4天较低占干重的 11．7％，之 

后又迅速上升到占干重的25．2％，然后又缓慢下降。 

第五组 (2．0 g／L)属于富N培养，和正常条件类似 

的是，前 3天总糖含量急速增加，在第 3天达到峰 

值，达到干重的 31_3％，之后又迅速下降，第 4天 

为占干重的 12．8％，之后达到了平稳的状态缓。从 

结果可以推测 ，在氮源限制条件下，藻细胞中需要 

N 元素参与合成的营养组成如蛋白质、叶绿素等含 

量会下降，从而糖类、脂类等不需要氮元素参与合 

成的营养组成含量上升，这些结果和尤珊【l 、Lin[H] 

等的报道一致。 

图5 总糖含量变化曲线 

Fig．5 The change curve of total carbohydrate 

3 结 论 

通过比对 4株不同微藻的生长速率和产糖情 

况，获得了 1株生长速率大且产糖量高的藻株j!j}3。 

通过对微藻 ≠}3其 l8S rDNA分析，鉴定该藻株隶属 

于栅藻科的链带藻属 Desmodesmus sp．。缺N条件下 

是有利于微藻积累淀粉的，但是不利于微藻生长； 

富N条件在一定程度上能够促进微藻的生长，但是 

不利于微藻积累糖类。综合考虑，在浓度为O．5 g／L 

的 NaNO BG1 1培养基溶液中，该藻株具有最大的 

研究价值。 
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