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摘要：为了得到具有高生物量累积特性的微藻及其最优培养条件，从自然水样中分离筛选出一株生物量较高的微

藻属，经 １８ｓｒＲＮＡ及 ＩＴＳ１鉴定为链带藻属（Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．），命名为 ＥＪ１２３。通过单因素试验及响应面分析对其

培养条件进行优化，得到最大生物量累积的条件为：温度２８℃，光照强度１３１μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光周期１５∶９（光暗时间

比），ｐＨ值为 ６，在此条件下，其培养 １４ｄ后的生物量累积可达（０６４８±００１５）ｇ／Ｌ。并得到这些环境因素对链带

藻 ＥＪ１２３生长的交互影响，得到二次方程模型，该模型的拟合较好（Ｒ２为 ０９５０），有一定的应用价值。
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　　引言

自第一次石油危机以来，各国均致力于燃油替

代品的研发。生物燃油具有环境友好、低碳排放等

优点，是一种优质可再生能源
［１］
。目前生物燃油原

料主要来自油料植物
［２］
，存在与农作物争地争水和



原料成本较高等问题，限制了生物燃油进一步推广

应用。微藻作为第三代可再生能源的原料来源，具

有光合作用效率高、生长周期短、不占用耕地资源、

可高密度大规模生产
［３～４］
，适应极端环境能力强

［５］
等

特点，是未来最有潜力的化石燃料替代资源之一。

现阶段制约微藻能源规模化的主要原因是生产

成本
［６］
，而提高微藻的生物质产量是降低生产成本

的关键因素
［７］
。近年来大量具有各种性状的野生

型藻株已被筛选出
［８～１０］

，但仍有许多优势藻种未被

发现，还需筛选生物质产量高、富含油脂、生长速度

快、抗逆性强的微藻
［１１］
。同时，结合环境因子对微

藻生物质生长的影响机制，培养高生物量微藻，再度

成为当前能源微藻资源开发研究的热点和难

点
［１２～１３］

。本文通过筛选分离得到高生物量微藻，并

就温度、ｐＨ值、光强及光周期对其生物量累积的影
响进行讨论和优化，以期得到高生物量累积的能源

微藻藻种及最适培养条件。

１　试验材料与方法

１１　主要材料
藻种于２０１１年 ９月分离自北京奥林匹克森林

公园湿地水样。藻株培养采用 ＢＧ １１培养基［１４］
。

藻种 ＤＮＡ提取使用新型植物基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒（北京康为世纪生物科技有限公司），ＤＮＡ聚合酶
购置于 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ，引物由生工生物工程
（上海）有限公司合成。

１２　主要仪器设备
ＴＧｒａｄｉｅｎｔ型梯度 ＰＣＲ仪 （德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ公

司）；ＰＧＸ ３５０Ｃ型光照培养箱（宁波海曙赛福实验
仪器厂）；ＵＶ ７５０４ＰＣ型紫外可见分光光度计（上
海欣茂仪器有限公司）；ＵＢ２００ｉ型光学显微镜（重庆
澳浦光电技术有限公司）；ＳＷ ＣＪ ２ＦＤ型超净工
作台（苏州安泰空气技术有限公司）；ＰＬ４０３ ＩＣ型
分析天平（梅特勒 托利多集团）；ＦＥ２００型 ｐＨ计
（梅特勒 托利多集团）；ＤＴ ８８０９Ａ型照度计（深圳
华盛昌机械实业有限公司）。

１３　试验方法
１３１　藻种分离筛选和培养

藻种分离采用稀释平板及划线法
［１５］
分离得到

目标藻株，编号为 ＥＪ１２３。
试验使用１００ｍＬ三角瓶作为培养容器，有效容

积为５０ｍＬ。初始培养条件为（２５±１）℃，光照强度为
（８０±２）μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、光周期为１４∶１０（光暗时间比）
的光照培养箱中连续培养１４ｄ。每天手动摇匀３次。
１３２　藻种鉴定

以提取的微藻 ＤＮＡ为模板，使用 ＤＮＡＭＡＮ和

Ｐｒｉｍｅｒ ５０ 软 件 设 计 引 物 （正 向：

５’ＡＡＧＴＡＴＡＡＡＣＴＧＣＴＴＡＴＡＣＴＧＴＧＡＡ３’，反 向：

５’ＣＣＴＡＣＧＧＡＡＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ３’ ）。 对

１８ｓｒＲＮＡ基因进行 ＰＣＲ扩增。５０μＬＰＣＲ反应
体系 为：ＤＮＡ 模 板 １μＬ，引 物 各 １μＬ，ｄＮＴＰ
４μＬ，５×Ｑ５ｂｕｆｆｅｒ１０μＬ，Ｑ５ＤＮＡ聚合酶０５μＬ，
５×Ｑ５ＨｉｇｈＧＣＥｎｈａｎｃｅｒ１０μＬ。ＰＣＲ反应条件
为：９８℃预变性６０ｓ，９８℃变性 ２０ｓ，５８℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸 ４５ｓ，３７个循环，７２℃延伸 １８０ｓ。ＰＣＲ
产物经检测后，将所得序列在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中
进行 ＢＬＡＳＴ比较。

设 计 ＩＴＳ１ 基 因 ＰＣＲ 扩 增 引 物 （正 向：

５’ＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧ３’， 反 向：

５’ＴＡＴＧＣＴＴＡＡＧＴＴＣＡＧＣＧＧＧＴＡＡＴ３’）。将 退 火
温度设为５２℃，其他反应体系和反应条件同上。
１３３　微藻生物量测定

微藻生物量测定采用浊度法：取 ５０ｍＬ藻液样
品经０４５μｍ水系膜过滤后 ８０℃干燥至质量恒定，
得到样品质量

［１６］
，用紫外分光光度计测定波长

６８０ｎｍ下藻液的吸光度来表示生长密度［１７］
，得到吸

光度与干重之间的线性关系。

１３４　单因素试验
选择温度（１５、２０、２５和 ３０℃）、光照强度（４０、

８０、１２０和２００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ））、光周期（２４∶０、１８∶６、
１４∶１０和 ６∶１８）和 ｐＨ值（５０、６０、７０、８０、９０和
１００）４个环境因素做单因素试验，以培养１４ｄ之后
的微藻生物量累积作为试验指标，确定各因素的合

适范围。

１３５　响应面法优化试验设计
在单因素试验结果基础上，运用 ４因素 ５水平

二次回归正交旋转中心复合试验设计原理，以温度

（Ｘ１）、光照强度（Ｘ２）、光周期（Ｘ３）和 ｐＨ值（Ｘ４）为
考察变量（大写为真实值，小写为编码值），以微藻

生物量累积（Ｙ）为响应值，并对其进行分析。各变
量的编码见表１。所有得到的数据均系 ５次平行试
验求平均所得，应用 Ｍｉｎｉｔａｂ１５对试验数据进行分
析处理，并进行响应面分析。

表 １　各试验因素水平编码

Ｔａｂ．１　Ｌｅｖｅｌｓａｎｄｆａｃｔｏｒｓ

编码

因素

温度

Ｘ１／℃

光照强度

Ｘ２／μｍｏｌ·（ｍ
２·ｓ）－１

光周期

Ｘ３

ｐＨ值

Ｘ４
２ ３０ ２００ ２４∶０ １０
１ ２６ １６０ １９∶５ ９
０ ２２ １２０ １４∶１０ ８
－１ １８ ８０ ９∶１５ ７
－２ １４ ４０ ４∶２０ ６
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２　结果与讨论

２１　高生物量藻种筛选与鉴定
从采集的水样中分离纯化出１８株藻株，以单位

体积藻液内微藻的生物量为表征，筛选出 １株生物
量相对较高的藻株，命名为 ＥＪ１２３。对该藻株进行
显微观察，该藻体呈绿色，为单细胞或无一定数目细

胞的群体，细胞呈椭圆形，细胞长为 ４～６μｍ，宽为
３～４μｍ，细胞壁平滑（图１）。

图 １　ＥＪ１２３显微照片

Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｇｒａｐｈｏｆＥＪ１２３
　
对该藻株进行 ＰＣＲ扩增后，得到 １８ｓｒＲＮＡ和

ＩＴＳ１的片断，测序后得到该藻 １８ｓｒＲＮＡ的片断长
度为１０４３ｂｐ，ＩＴＳ１片断的长度为 ６１５ｂｐ。将此序
列与 ＮＣＢＩ进行序列同源性分析，发现其与链带藻
（Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．）的亲缘关系最近，１８ｓｒＲＮＡ序列
的同源性达到 ９９％。使用 ＭＥＧＡ５１０对其 ＩＴＳ序
列构建系统发育树，结果如图２所示。

图 ２　基于 ＩＴＳ１构建的系统发育树

Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎＩＴＳ１ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
　

２２　单因素试验
２２１　温度

温度变化对微藻生物质产量有很大影响，大部

分微藻最适生长温度为 ２０～２５℃［１８～２０］
。在光照强

度为（８０±２）μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）、光周期为 １４∶１０、ｐＨ值
为７０的培养条件下，链带藻 ＥＪ１２３在２０℃时生长
最好，培养１４ｄ后生物质产量达 ０５４９ｇ／Ｌ，其次为
２５℃条件下，生物量为０４８０ｇ／Ｌ，在 １５℃和 ３０℃时
生 长 状 况 不 佳，生 物 量 分 别 为 ０４３０ｇ／Ｌ和
０４３５ｇ／Ｌ（图３）。

图 ３　温度对链带藻 ＥＪ１２３生物质产量的影响曲线

Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔｏｆ

Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＥＪ１２３
　
２２２　光照强度

对于光自养的微藻：光照强度超过光补偿点时，

其生物量才会增加，其光合速率随着光强增加而上

升，并达到最大值；若光照强度继续上升，则会产生

光损伤，反而影响微藻生物量的累积
［２１］
。由图 ４可

以看出，链带藻 ＥＪ１２３光照强度从４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）
至８０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时，其生物量随着光照强度增加
而增加，在 ８０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）时生物量累积达到最
大，培养１４ｄ后达到 ０５５８ｇ／Ｌ，而随着光照强度的
继续增加，其生物量累积反而下降。

图 ４　光照强度对链带藻 ＥＪ１２３生物质产量的影响曲线

Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｎｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔｏｆ

Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＥＪ１２３
　
２２３　光周期

由图 ５可以看出，光周期对链带藻 ＥＪ１２３的
生长有着一定的影响。培养 １４ｄ后，微藻生物量
差异明显。光周期是 １８∶６和 ２４∶０时，微藻生物质
产量水平较高，分别为 ０５６９ｇ／Ｌ和 ０５３０ｇ／Ｌ。而
在光照时间较短的培养条件下，生物量累积水平相

对较低。
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图 ５　光周期对链带藻 ＥＪ１２３生物质产量的影响曲线

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌｉｇｈｔ／ｄａｒｋｃｙｃｌｅｏｎｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔｏｆ

Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＥＪ１２３
　
２２４　ｐＨ值

ｐＨ值为 ５～１０时，对链带藻 ＥＪ１２３生物量累
积影响并不大，如图６所示。在 ｐＨ值为 ７～１０时，
其生物量的差异不大，为０４６９～０４８９ｇ／Ｌ；而在酸
性条件下，微藻生长相对较好；ｐＨ值为６０时，其培
养１４ｄ的生物量为 ０５５６ｇ／Ｌ，在 ｐＨ值为 ５０时，
生物量累积达到顶峰，为０５８６ｇ／Ｌ。

图 ６　ｐＨ值对链带藻 ＥＪ１２３生物质产量的影响曲线

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐＨｖａｌｕｅｏｎｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔｏｆ

Ｄｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＥＪ１２３
　

２３　微藻培养条件响应面优化
２３１　试验设计与结果

根据二次回归正交旋转中心复合试验设计原

理，并用单因素试验结果确定各变量的范围设计试

验，试验设计及结果见表２。
对表２的试验结果进行了方差分析。由表３可

知，所有变量的一次项均达到显著水平（Ｐ＜００５），
表明这些因素对链带藻 ＥＪ１２３的生物量累积的线
性效应显著，二次项 ｘ２１、ｘ

２
２、ｘ

２
３对其生物量累积的曲

面效应极为显著，交互项 ｘ１ｘ４、ｘ２ｘ４的交互效应显

著。同时，模型的 Ｒ２为０９５０，说明该模型拟合程度

良好，试验误差小，能够反映响应值的变化。

２３２　微藻培养条件响应面优化
根据试验结果作各因素响应面分析图（图 ７）。

从图中可以看出，除了 ｐＨ值，其余任意２个因素均

表 ２　响应面试验设计及结果
Ｔａｂ．２　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｒｅｓｕｌｔｂａｓｅｄｏｎＲＳＭ

试验

序号

温度

ｘ１

光照强度

ｘ２

光周期

ｘ３

ｐＨ值

ｘ４

生物质产量

Ｙ／ｇ·Ｌ－１

１ １ １ １ １ ０３６７±０００９
２ １ １ １ －１ ０５２３±００１４
３ １ １ －１ １ ０３７４±００２９
４ １ １ －１ －１ ０５４２±０００６
５ １ －１ １ １ ０４９０±００１５
６ １ －１ １ －１ ０５４９±０００５
７ １ －１ －１ １ ０４６５±００２０
８ １ －１ －１ －１ ０４８２±００２１
９ －１ １ １ １ ０３６８±０００５
１０ －１ １ １ －１ ０３９７±０００２
１１ －１ １ －１ １ ０３６５±００１９
１２ －１ １ －１ －１ ０３５２±０００４
１３ －１ －１ １ １ ０４７５±００２４
１４ －１ －１ １ －１ ０４４４±００１３
１５ －１ －１ －１ １ ０４８２±００１９
１６ －１ －１ －１ －１ ０４０５±００１６
１７ ２ ０ ０ ０ ０４６８±００１９
１８ －２ ０ ０ ０ ０３３９±０００９
９ ０ ２ ０ ０ ０３５１±００２６
２０ ０ －２ ０ ０ ０４４８±００２４
２１ ０ ０ ２ ０ ０４１５±００２６
２２ ０ ０ －２ ０ ０２７６±００２９
２３ ０ ０ ０ ２ ０４７３±００２８
２４ ０ ０ ０ －２ ０５６０±０００７
２５ ０ ０ ０ ０ ０５３９±００１３
２６ ０ ０ ０ ０ ０５２０±００１９
２７ ０ ０ ０ ０ ０５５０±０００７
２８ ０ ０ ０ ０ ０５３７±００２７
２９ ０ ０ ０ ０ ０５６４±００１４
３０ ０ ０ ０ ０ ０５５４±００１３

表 ３　回归模型的方差分析
Ｔａｂ．３　Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｕｌｌｓｅｃｏｎｄｏｒｄｅｒ

ｐｏｌｙｎｏｍｉａｌｍｏｄｅｌ

项目 平方和 自由度 均方 Ｐ

ｘ１ ００２４２ １ ００２４２ ００００

ｘ２ ００２０１ １ ００２０１ ００００

ｘ３ ０００７５ １ ０００７５ ０００５

ｘ４ ０００９７ １ ０００９７ ０００２

ｘ１ｘ２ ０００１２ １ ０００１２ ０１８９

ｘ１ｘ３ ０００００ １ ０００００ ０８９５

ｘ１ｘ４ ００１５２ １ ００１５２ ００００

ｘ２ｘ３ ００００７ １ ００００７ ０３４５

ｘ２ｘ４ ０００８７ １ ０００８７ ０００３

ｘ３ｘ４ ０００８５ １ ０００８５ ０２７７

ｘ２１ ００２７７ １ ００２７７ ００００

ｘ２２ ００２９４ １ ００２９４ ００００

ｘ２３ ００５９４ １ ００５９４ ００００

ｘ２４ ００００２ １ ００００２ ０６２３

残差 ０００９５ １４ ００００７ —

失拟 ０００９０ １０ ００００９ ００３７

误差 ００００５ ４ ００００１ —

　　注：为极显著（Ｐ＜００１）。
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存在比较明显的交互作用，最佳落点在试验考察的

区域内。由图７ａ、７ｂ、７ｄ可知，温度、光照强度、光周
期的交互作用均为随着因素取值的不断增大，响应

值不断增大，在中心点过后开始下降，在中心点附近

时，生物量累积较高。由图 ７ｃ、７ｅ、７ｆ可知，随着 ｐＨ

值不断下降，响应值进一步升高，当 ｐＨ值下降为
６０时，生物量累积达到最大。由以上响应面分析
可知，当 ｐＨ值为６０，其他各因素在中心点附近的
环境因素对链带藻 ＥＪ１２３的生物量累积最为有
利。

图 ７　各因素对链带藻 ＥＪ１２３生物量累积的响应面图

Ｆｉｇ．７　ＲｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅｓｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｆａｃｔｏｒｓｅｆｆｅｃｔｓｂｉｏｍａｓｓａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｎＤｅｓｍｏｄｅｓｍｕｓｓｐ．ＥＪ１２３
　

２３３　最佳培养条件确定与验证
分析二次方程模型可得，４个环境因素的最佳

组合为：温度 ２８℃，光照强度 １３１μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光
周期１５∶９，ｐＨ值为６０，其培养 １４ｄ的理论生物质
产量为０６５６ｇ／Ｌ，经过在该条件下的试验检验，其
实际生物量为（０６４８±００１５）ｇ／Ｌ，与理论值较为
接近，验证了该模型的有效性。

３　结论

（１）从自然水样中分离纯化出一株生物量较高

的微藻，经１８ｓｒＲＮＡ及 ＩＴＳ１鉴定为链带藻，命名为
ＥＪ１２３。

（２）通过单因素试验及响应面分析对其培养条
件进行优化，得到 ＥＪ１２３最大生物量累积的培养条
件为：温度２８℃，光照强度 １３１μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），光周
期１５∶９，ｐＨ值为６０，在此条件下，其培养１４ｄ后的
生物量累积可达（０６４８±００１５）ｇ／Ｌ。并得到这些
环境因素对链带藻 ＥＪ１２３生长的交互影响，得到二
次方程模型，该模型的拟合较好，Ｒ２为 ０９５０，有一
定的应用价值。
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