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一株单针藻的筛选、鉴定及保藏
廖　 莎∗ꎬ孙启梅ꎬ王鹏翔ꎬ师文静ꎬ李晓姝ꎬ李澜鹏ꎬ彭绍忠

(中国石油化工股份有限公司大连石油化工研究院ꎬ辽宁 大连 １１６０４５)
摘要:从自然界中分离纯化出 ６ 株微藻ꎬ经过 ２００ ｍＬ 柱式光照反应器通气培养对微藻进行筛选ꎬ得到一株具有产油能力的

优良藻株ꎮ 实验结果表明ꎬ６ 株藻种油脂含量均在 ２０％以上ꎬ生物量均超过 １􀆰 ２ ｇ / Ｌꎬ其中 ＳＳ６ 生长最快速ꎬ１２ ｄ 进入稳定期ꎬ
ＯＤ６８９达到 １２􀆰 ２７０ ３ꎬ细胞干重达 １􀆰 ３３７ ｇ / Ｌꎬ油脂含量达到 ３０􀆰 １％ꎬ油脂产率达到 ２５􀆰 ９ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎮ 经 １８Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定ꎬＳＳ６ 藻株

为 Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍ ｋｏｍａｒｋｏｖａｅꎮ 对比研究多种保藏方法ꎬ表明 ＳＳ６ 在－１８℃、２０％甘油保护下可保藏 １ 年以上ꎬ复苏后其生长和产

油能力均能保持保藏前的状态ꎮ
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　 　 随着化石燃料的日趋匮乏及其对环境的危害ꎬ
加速研发洁净、高效、可再生的能源ꎬ改变能源结构ꎬ
实现可持续发展势在必行ꎮ 微藻是现今代谢工程领

域最具潜力的原料生物质之一[１]ꎮ
微藻学家把任何含有叶绿素 ａ 并且有单个叶状

不能被分成根、茎、叶的有机体定义为藻类[２]ꎮ 由

于微藻细胞内具有叶绿素、海胆蛋白等光合器官ꎬ是
非常有效的光合作用生物系统ꎬ能高效地利用太阳

能ꎬ并通过光合作用将 Ｈ２Ｏ、ＣＯ２ 和无机盐转化为有

机化合物ꎬ包括多糖、淀粉、油脂、蛋白及其他高附加

值产品[３－４]ꎮ 微藻主要生活在水中ꎬ可以是淡水、海
水或是半盐水ꎬ仅占用少量的土地资源ꎬ因其可以快

速、高效地固定和利用 ＣＯ２ꎬ是解决热电厂等各类工

厂大量排放 ＣＯ２、减少温室效应的有效途径之一ꎮ
因此ꎬ同植物相比ꎬ微藻结构简单且基因可操作性

强ꎬ是优质的细胞工厂ꎬ已经成为食品、医药、燃料、
精细化工领域的重要材料来源[５－６]ꎮ

从自然界中获得一株优良藻种耗时较长ꎬ不恰

当的保藏方式容易导致藻种的退化和死亡ꎬ微藻的

筛选、鉴定及保藏是一项重要的基础工作ꎬ对于微藻

产业可持续发展至关重要ꎮ 本研究提出一种从自然

界中筛选微藻的方法ꎬ并成功获得一株具有产油性

能的微藻ꎬ对其进行分子学水平的鉴定ꎬ并探索有益

的保藏方法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 材料、试剂与仪器

水样采自自然界河流ꎮ ＤＮＡ 抽提试剂盒ꎬ购自

上海生工ꎻ二乙酸荧光素(ＦＤＡ)ꎬ购自 Ｓｉｇｍａꎮ
显微镜ꎬ徕卡公司ꎻ冷冻离心机ꎬ日本日立公司ꎻ

冷冻干燥机ꎬ美国 ＳＩＭ 公司ꎻＰＣＲ 仪ꎬ德国 Ｅｐｐｅｎｄ￣
ｄｏｒｆꎻ微型生物反应器(ＢｉｏＬｅｃｔｏｒ)ꎬＭ２Ｐ －Ｌａｂｓꎻ化学

发光荧光凝胶成像系统ꎬ美国伯乐公司ꎻ紫外分光光

度计ꎬ美国 ＰＥ 公司ꎻ恒温培养箱ꎮ

􀅰１８１􀅰
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１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品的采集

水样采自松花江、珲春河、浑河等ꎮ 刮取水中石

块上的底栖微藻或水中的浮游微藻一起放入透明瓶

中保存ꎬ得到藻液 １ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 藻种的筛选

将藻液 １ 用纱布过滤去掉水体中较大的沉淀

物ꎬ取 １００ ｍＬ 滤液转入 ５００ ｍＬ 三角摇瓶中ꎬ加入

１００ ｍＬ ＢＧ１１ 培养基(组成见表 １[７] )ꎬ在恒温光照

振荡摇床中进行富集培养ꎮ 培养温度为 ２５℃ꎬ光照

强度为 ３ ０００ Ｌｕｘꎬ光暗时间比为 １４ ∶１０ꎬ摇床转速为

１２０ ｒ / ｍｉｎꎬ培养至溶液呈现明显的绿色ꎬ得到藻

液 ２ꎮ
表 １　 ＢＧ１１ 培养基

组分
含量 /

(ｇ􀅰Ｌ－１)

Ａ５＋Ｃｏ
溶液组分

含量 /

(ｇ􀅰Ｌ－１)

ＮａＮＯ３ １􀆰 ５ Ｈ３ＢＯ３ ２􀆰 ８６
Ｋ２ＨＰＯ４􀅰３Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０４ ＭｎＣｌ２􀅰Ｈ２Ｏ １􀆰 ８１
ＭｇＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０７５ ＺｎＳＯ４􀅰７Ｈ２Ｏ ０􀆰 ２２２
ＣａＣｌ２􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０３６ ＣｕＳＯ４􀅰５Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０７９

柠檬酸 ０􀆰 ００６ Ｎａ２ＭｏＯ４􀅰２Ｈ２Ｏ ０􀆰 ３９０

柠檬酸铁铵 ０􀆰 ００６ Ｃｏ(ＮＯ３)􀅰６Ｈ２Ｏ ０􀆰 ０４９

ＥＤＴＡ ０􀆰 ００１ 　 　
ＮａＣＯ３ ０􀆰 ０２ 　 　

Ａ５＋Ｃｏ 溶液 １ ｍＬ 　 　

通过稀释涂布和平板划线对藻液 ２ 进行分离纯

化ꎮ 藻液 ２ 梯度稀释 １０－１、１０－２、１０－３及 １０－４倍ꎬ用移

液器移取 １~２ 滴稀释藻液于琼脂的边缘ꎬ均匀涂于

平板的琼脂表面ꎬ用封口膜密封ꎬ在恒温光照培养箱

中进行培养ꎬ培养温度为 ２５℃ꎬ光照强度为 ３ ０００
Ｌｕｘꎬ光暗时间比为 １４ ∶１０ꎮ 培养到长出单菌落后挑

取单克隆进行平板划线ꎬ重复多次直至得到纯种ꎮ
将得到的纯种分别接入实验室柱式光照反应器

中ꎬ装液量为 ２００ ｍＬꎬ培养基采用 ＢＧ１１ꎬ培养温度

２５~２８℃ꎬ光照强度为 ５ ０００ Ｌｕｘꎬ光暗比为 １４ ∶１０ꎬ
通入空气量为 ０􀆰 ５ Ｌ / ｍｉｎꎬ通过 ＣＯ２ 来调节培养液

的 ｐＨꎬ培养至稳定期后沉淀离心收集藻液ꎬ评价干

重和总脂含量ꎮ
１􀆰 ３　 藻种的鉴定

１􀆰 ３􀆰 １　 藻细胞基因组 ＤＮＡ 的提取

采用 ＣＴＡＢ 法提取基因组总 ＤＮＡ[８]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 藻株 １８Ｓ ｒＤＮＡ 扩增及回收

以藻细胞基因组 ＤＮＡ 为模板ꎬ通过引物 １８Ｓ－
１ ∶５′－ｔｇｇｔｔｇａｔｃｃｔｇｃｃａｇｔａｇｔｃ－３′和 １８Ｓ－２ ∶５′－ｔｇａｔｃｃｔｔｃｔ￣

ｇｃａｇｇｔｔｃａｃｃ－３′进行 ＰＣＲ 扩增[８]ꎮ ５０ μＬ 的 ＰＣＲ 反

应体系包括: １０ × Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、 ＭｇＣｌ２ ４ μＬ、
２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ １ μＬ、５ Ｕ / μＬ 的 ＥｘＴａｑ 酶(Ｆｅｒ￣
ｍｅｎｔａｓ) ０􀆰 ５ μＬ、 引物各 ５００ ｐｍｏｌ、 １ μＬ 基因组

ＤＮＡꎮ ＰＣＲ 反应过程为:９４℃预变性 ６ ｍｉｎꎬ接下来

是 ３０ 个循环(９４℃ ３０ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ２􀆰 ５ ｍｉｎ)ꎬ
最后是 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增得到的 ＰＣＲ 产物用

电泳检测扩增得到目的片段后再用电泳分离ꎬ回收

纯化目的片段ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ３　 回收 １８Ｓ ｒＤＮＡ 片段的连接及转化

连接反应体系为 １０ μＬꎬ包括 ５ μＬ 连接缓冲

液、４􀆰 ５ μＬ 回收的 ＤＮＡ 片段、０􀆰 ５ μＬ 的 ｐＭＤ１８－Ｔ
载体[９]ꎮ 均匀混合后放置于 １５℃连接 １ ｈ 以上ꎮ 参

照«分子克隆实验指南»制备 ＤＨ５α 感受态细胞ꎻ取
５ μＬ 连接产物加入 ５０ μＬ 感受态细胞中ꎬ冰浴 ２０ ~
３０ ｍｉｎꎻ然后放入 ４２℃水浴锅中热击细胞 ９０ ｓꎻ快速

将细胞转入冰水混合物中冷浴 ２ ｍｉｎꎬ随后加入

１ ｍＬ ＬＢ 培养基ꎬ ３７℃ 摇床 ( １６０ ｒ / ｍｉｎ) 中培养

４０ ｍｉｎ 复苏细胞ꎻ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ 收集细胞ꎬ
倾去部分上清液ꎬ用移液器将剩余的约 １００ μＬ ＬＢ
培养液混合均匀ꎬ重悬细胞ꎻ将混合好的细胞涂布于

含 ５０ ｍｇ / ｍＬ 氨苄的 ＬＢ 固体平板上ꎬ３７℃倒置培养

过夜(大概 １４~１６ ｈ) [１０]ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ４　 阳性克隆检测和测序

用灭菌的牙签挑取大而圆的菌落划线ꎬ用牙签

挑取少许菌落沾入 ＰＣＲ 体系中作为模板ꎬ用引物

１８Ｓ－１ ∶５′－ｔｇｇｔｔｇａｔｃｃｔｇｃｃａｇｔａｇｔｃ－３′和 １８Ｓ－２ ∶５′－ｔｇａｔｃ￣
ｃｔｔｃｔｇｃａｇｇｔｔｃａｃｃ－３′进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 反应后取 ５ μＬ
进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ然后在紫外凝胶扫描分析系

统中检测阳性克隆ꎮ 选择 ３ 个阳性克隆送至上海生

工生物科技有限公司测序ꎮ
１􀆰 ４　 藻种的保藏

取 ３０ ｍＬ 藻种至新鲜 ＢＧ１１ 培养基(５０ ｍＬ 三

角瓶装)ꎬ正常光照条件下培养至较高密度ꎮ 考察

采用传代保藏、冷冻保藏及固定化对藻种 ＳＳ６ 的保

藏效果ꎮ
１􀆰 ４􀆰 １　 固体 / 液体保藏

藻液平板划线于琼脂培养基上ꎬ长出菌落后转

移至弱光照(５００ ~ １ ０００ Ｌｕｘ)条件下ꎬ保藏温度为

５、１０、１５、２５℃ꎻ培养好的 ＳＳ６ 藻液转移至弱光照

(５００~ １ ０００ Ｌｕｘ) 条件下ꎬ保藏温度为 ５、１０、１５、
２５℃ꎬ传代保藏ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 冷冻保藏

藻液经离心(４ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ３ ｍｉｎ)、去离子水洗
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两次后ꎬ加入新鲜培养基重悬ꎬ取出部分微藻加入

１０％~５０％的保护剂ꎬ放置于－１８℃ꎬ进行冷冻保藏ꎮ
保藏 ３、６、９ 个月及 １ 年后取出 ＳＳ６ꎬ解冻、摇匀、离
心ꎬ用生理盐水洗两次去除保护剂后ꎬ一部分进行

ＦＤＡ 染色检测存活率ꎬ一部分接种到新鲜培养基进

行静置培养ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 固定化保藏

称取 ２􀆰 ５ ｇ 海藻酸钠溶于 １００ ｍＬ 蒸馏水中ꎬ加
热搅拌至呈黏稠状胶体时停止加热ꎬ放置过夜ꎬ使凝

胶性质稳定[１１]ꎮ 将藻液与质量分数 ２􀆰 ５％的凝胶按

照质量分数 １ ∶４比例充分混匀ꎬ制成胶－藻混悬液ꎬ
取 ５０ ｍＬ 注射器吸取混悬液匀速挤入质量分数 ２％
的 ＣａＣｌ２ 溶 液 中ꎬ 边 挤 边 摇 动ꎮ 完 成 后ꎬ 静 置

３０ ｍｉｎꎮ 将 ＣａＣｌ２ 溶液倒出ꎬ并用无菌水将固定化

的藻珠冲洗 ２ 遍ꎬ然后将洗干净的藻珠分别置于装

有水、藻种培养基和琼脂凝胶的三角瓶中ꎬ置于室温

下ꎬ自然光照保藏ꎮ
１􀆰 ５　 分析方法

１􀆰 ５􀆰 １　 生物量

生物量采用 Ｌａｍｂｄａ４５ ＵＶ / ＶＩＳ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅ 在

６８９ ｎｍ 处检测吸光度(ＯＤ６８９)ꎮ 细胞干重的测定:
量取 ４ ｍＬ 藻液ꎬ７ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ用去离子

水洗涤 ２ 次ꎬ置于 ８０℃烘箱烘至衡重ꎬ取两个测量

误差在±１０％平行样的平均值ꎮ
１􀆰 ５􀆰 ２　 油脂含量

采用乙酸乙酯正己烷法测定总脂含量[１２]ꎮ 称

量干燥的藻粉 １００ ｍｇ 左右(质量计为 ｍ)ꎬ放入瓷研

钵中ꎬ加入适量石英砂和液氮ꎬ待液氮挥发后ꎬ研磨

破壁ꎬ放入离心管ꎮ 加入体积比为 １ 的乙酸乙酯和

正己烷混合有机溶剂ꎬ用超声清洗仪处理 ２０ ｍｉｎꎬ
５０℃恒温水浴中提取 ４５ ｍｉｎꎮ 提取后离心 １５ ｍｉｎꎬ
收集上清液至离心管中ꎮ 提取液中加入等体积的蒸

馏水ꎬ振荡混匀后离心 ４ ｍｉｎꎬ收集上层有机相至已

烘干的玻璃试管中ꎬ玻璃管净重为 Ｗ０(ｍｇ)ꎮ ８０℃
水浴蒸发玻璃试管中的溶剂后再于 ８０℃烘箱烘干

至恒重ꎬ质量为 Ｗ１(ｍｇ)ꎮ 计算藻细胞的总脂含量

为 Ｃ(％)＝ １００×(Ｗ１－Ｗ０) / ｍꎮ
１􀆰 ５􀆰 ３　 细胞存活率

将 ４􀆰 １６ ｍｇ ＦＤＡ 溶于 １０ ｍＬ 丙酮中配制母液

(１ ｍｍｏｌ)ꎬ放置于－１８℃冰箱中保存[１３]ꎮ 取新鲜藻

液离心ꎬ用无菌去离子水清洗 １ ~ ２ 次ꎬ用去离子水

悬浮细胞(测重悬后细胞浓度)ꎮ 取 ５ ｍＬ 上述稀释

的藻液ꎬ加入 ６０ μｍｏｌ ＦＤＡꎬ振荡、混合均匀进行荧

光染色ꎬ用锡箔纸包好保证避光放置 ３０ ｍｉｎꎬ染色期

间保持每 ５ ｍｉｎ 振荡一次ꎬ确保染色效果ꎮ 染色结

束后取样点在 ４８ 孔荧光分析用黑板上ꎬ 置于

ＢｉｏＬｅｃｔｏｒ 检测 ５２５ ｎｍ 下的荧光值(ＦＤＡ 激发波长

为 ４８０ ｎｍ)ꎬ至少 ２ 个平行样ꎮ 根据以下公式计算

相对细胞活力:
相对细胞活力(％)＝ (处理组保藏后稀释液的荧光值 /

对照细胞悬液的荧光值)×１００％(ＯＤ６８９≥５􀆰 ０) (１)
相对细胞活力(％)＝ (处理组保藏后稀释液的荧光值 / ＯＤ) /

(对照细胞悬液的荧光值 / ＯＤ)×１００％(ＯＤ６８９<５􀆰 ０) (２)

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 藻株的培养与鉴定

经过分离纯化得到 ６ 株藻种ꎬ经摇瓶培养至高

密度后ꎬ以 ５％的接种量接种至柱式光生物反应器

进行进一步培养评价ꎬ培养至稳定期ꎬ如图 １ 所示ꎮ
可以看出ꎬ藻种前 ４ ｄ 表现出生长缓慢ꎬ第 ５ ｄ 生长

快速ꎮ 对比 ６ 株藻种ꎬＳＳ６ 生长最快ꎬ第 ９ ｄ 生长减

缓ꎬ１２ ｄ 进入稳定期ꎬＯＤ６８９最高达到 １２􀆰 ２７０ ３ꎮ 从

生长曲线看ꎬＳＨＪ３ 和 ＳＳ５ 生长较其他藻种缓慢ꎬＹ４
生物量最低ꎮ 培养结束后对干物质进行统计分析ꎬ
藻种的生物量及油脂含量见表 ２ꎮ ６ 株藻种油脂含

量均超过 ２０％ꎬ生物量均大于 １􀆰 ２ ｇ / Ｌꎬ其中 ＨＣＳ１
干重最大ꎬ但油脂含量最低ꎮ ＳＨＪ３ 和 ＳＳ６ 油脂含量相

对较高ꎬ而 ＳＳ６ 油脂产率最大ꎬ达 ２５􀆰 ９０４ ８ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎬ
是具有产油潜力的藻株ꎮ

１—ＳＳ５ꎻ２—ＨＣＳ１ꎻ３—Ｙ４ꎻ４—ＳＳ６ꎻ５—ＭＨ２ꎻ６—ＳＨＪ３

图 １　 筛选藻种的生长曲线

表 ２　 藻种生物量及油脂含量

藻种 油脂含量 / ％ 干重 / (ｇ􀅰Ｌ－１) 油脂产率 / (ｍｇ􀅰Ｌ－１􀅰ｄ－１)
ＨＣＳ１ ２０􀆰 ６ １􀆰 ８３０５ ２３􀆰 ６３３２２

ＭＨ２ ２３􀆰 １ １􀆰 ７０８０ ２４􀆰 ７０７７２

ＳＨＪ３ ３０􀆰 ２ １􀆰 ２６３０ ２３􀆰 ８４１７２

Ｙ４ ２４􀆰 ０ １􀆰 ３６０５ ２０􀆰 ４１４０９

ＳＳ５ ２５􀆰 ５ １􀆰 ２３１０ １９􀆰 ６３０７７

ＳＳ６ ３０􀆰 １ １􀆰 ３７７０ ２５􀆰 ９０４８１

对 ＳＳ６ 进行细胞生物学鉴定ꎬ在 １００ 倍显微镜

下观察ꎬ细胞呈纺锤形ꎬ末端尖细ꎬ短轴约 ３ μｍꎬ长
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轴约 ６０ μｍꎬ如图 ２ 所示ꎮ 提取 ＳＳ６ 基因组 ＤＮＡꎬ利
用通用引物进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到目的条带ꎬ序列长

度为 １ ４１８ ｂｐꎮ 测定 ＳＳ６ 的 １８Ｓ 基因片段ꎬ运用

ＮＣＢＩ 数据库中的 ＢＬＡＳＴ 工具进行序列比对ꎬ获得

目标同源序列ꎮ 然后运用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｗ 对获得的同源

序列进行多重比对ꎬ比对结果使用 ＭＥＧＡ７􀆰 ０ 软件ꎬ
基于最大似然算法ꎬ选 １ ０００ 次重复的 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 进

行分析ꎬ构建系统发育树ꎬ结果如图 ３ 所示ꎮ 从图中

可以看出ꎬ藻种 ＳＳ６ 的 １８Ｓ 基因与数据库中已有的

Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍ 属的一个菌株聚集在同一个分支上ꎬ
表明其间亲缘关系最近ꎮ 从基因的序列比对结果可

以发现ꎬ所测的 １８Ｓ 基因与Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍ ｋｏｍａｒｋｏｖａｅ
ｖｏｕｃｈｅｒ ＣＣＭＡ ＵＦＳＣａｒ３５３ 的同源性高达 ９９􀆰 ８６％ꎮ
经显微镜观察形态特征及测序结果鉴定ꎬ藻种 ＳＳ６ 为

Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍ ｋｏｍａｒｋｏｖａｅꎬ即为单针藻属ꎮ

图 ２　 ＳＳ６ 藻种的鉴定

图 ３　 ＳＳ６ １８Ｓ ｒＤＮＡ 序列系统发育树

２􀆰 ２　 ＳＳ６ 保藏方法的考察

２􀆰 ２􀆰 １　 固体 / 液体保藏

将 ＳＳ６ 藻液置于 ５、１０、１５ 和 ２５℃ 光照培养箱

中ꎬ光暗比 １４ ∶１０ꎬ保藏 １ 个月后测定其细胞相对活

性ꎬ见表 ３ꎮ ＳＳ６ 藻液在不添加任何保护剂的情况

下ꎬ不同温度放置 １ 个月同对照组相比ꎬ活性值接近

或大于 １ꎬ表明该微藻有生长ꎬ且藻液外观基本保持

绿色ꎬ无结块ꎮ ５℃保藏微藻相对活性较好ꎬ表明低

温在一定程度上可以减缓藻细胞的生长代谢ꎬ将其

继续保藏至 ３ 个月时发现藻液开始变黄且有部分结

块ꎬ确定液体传代保藏时间为 １ ~ ３ 个月传代一次ꎮ
ＳＳ６ 涂布固体平板于 ５℃保藏 ６ 个月时ꎬ微藻呈现绿

色ꎬ挑取单菌落培养后细胞相对活力为 １􀆰 ４３９ꎬ说明

细胞生长状态良好ꎻ固体保藏到 ９ 个月时ꎬ微藻呈黄

色ꎬ挑取进行液体培养时有明显结块或絮状ꎬ细胞相

对活性为 ０􀆰 １９０ꎮ 因此ꎬ确定固体传代保藏时间为 ６
个月左右传代一次ꎮ 对传代 １ 年的 ＳＳ６ 通气复苏培

养ꎬ其油脂含量为 ３１􀆰 ３０％ꎬ表明该种方法 ＳＳ６ 可以

保藏 １ 年以上ꎮ
表 ３　 不同温度下 ＳＳ６ 细胞活力比较

温度 / ℃ 对照 ５ １０ １５ ２５

细胞相对活力 / ％ １ １􀆰 ６±０􀆰 ０２ １􀆰 ２±０􀆰 １ ０􀆰 ８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０２

２􀆰 ２􀆰 ２　 冷冻保藏

文献[１４]表明ꎬ影响冷冻保藏效果的因素有抗

冻保护剂种类、用量和解冻方法等ꎮ 甘油常用于菌

种的保藏ꎬ本文采用甘油做保护剂在 － １８℃ 保藏

ＳＳ６ꎬ考察其最佳保护浓度ꎬ效果如图 ４(ａ)所示ꎮ 从

细胞存活率看ꎬ保护剂浓度为 ２０％对微藻的保护效

果较好ꎻ对比冷冻保藏后的 ＳＳ６ 解冻复苏ꎬ保护剂浓

度 ２０％复苏效果最好ꎮ 甘油属于渗透性保护剂ꎬ容
易进入细胞内结合水分ꎬ产生水合作用ꎬ增加溶液黏

性ꎬ弱化水结晶ꎬ起到一定的保护效果ꎮ 但甘油浓度

过高会有一定的毒性ꎮ 采用 ２０％的甘油冷冻保藏

ＳＳ６ ３、６、９ 个月及 １ 年ꎬ效果如图 ４(ｂ)所示ꎮ 在保护

　 　 　 　 　 　 　

(ａ)保护剂浓度与保藏效果的关系

(ｂ)保藏时间与保藏效果的关系

１—复苏后生物量ꎻ２—冷冻后存活率

图 ４　 冷冻保藏效果
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剂作用下ꎬＳＳ６ 保藏一年仍然有存活ꎬ且摇瓶复苏后

生长状态良好ꎬ生物量为 ２􀆰 ２０１ ０ꎮ 经通气培养油脂

含量为 ３１􀆰 １４％ꎬ表明 ＳＳ６ 可经冷冻保藏 １ 年以上ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ３　 固定化保藏

将微藻细胞固定到凝胶内ꎬ在一定程度上可以

减少外界环境对微藻产生的影响ꎬ形成一种保护ꎮ
为了维持藻株的水分ꎬ将成型的固定化藻胶保藏到

无菌水、固体培养基、液体培养基和 １０％甘油保藏

介质中ꎬ置于低温弱光条件下ꎮ 保藏一个月后观察

藻株外观ꎬ未溶解ꎮ 用 ４％(质量分数)的柠檬酸钠

溶液解固ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ弃去上清液ꎬ用
无菌水洗涤ꎬ重复上述离心过程ꎮ 完成后对微藻进

行复苏ꎬ将藻体接入装有 １００ ｍＬ 生长培养基的锥形

瓶(２５０ ｍＬ)中ꎬ置于人工气候箱ꎬ２５ ~ ３０℃、光照

７ ０００~１０ ０００ Ｌｕｘ、光周期 １４ ∶ １０ 条件下培养至稳

定ꎮ ＳＳ６ 固定化保藏效果见表 ４ꎮ 从复苏生物量和

细胞相对活性看ꎬＳＳ６ 经固定化保藏 １ 个月ꎬ５ 种保

藏状态微藻都有存活ꎬ但置于液体培养基中由于固

定化细胞内外存在一定渗透压ꎬ导致部分藻胶提前

渗漏ꎬ因此藻胶置于固体培养基中保藏效果最佳ꎮ
但在保藏到 ３ 个月时观察藻株ꎬ大部分溶解ꎬ渗液

严重ꎮ
表 ４　 微藻固定化保藏效果

保藏介质 ＯＤ６８９ 干重 / (ｇ􀅰Ｌ－１) 相对细胞活力 / ％

０ ３􀆰 ０００ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ２５０１

Ｗ ３􀆰 １７５ ０􀆰 ８０ ０􀆰 ３４１４

Ｇ ２􀆰 ２３０ ０􀆰 ６３ ０􀆰 ４０１０

Ｓ ３􀆰 ８２０ ０􀆰 ８２ ０􀆰 ５２１０

Ｌ ２􀆰 ９２０ ０􀆰 ７３ ０􀆰 ３９１４

　 　 注:０ 为保藏前ꎻＷ 为无菌水ꎻＧ 为 １０％甘油ꎻＳ 为固体培养基ꎻＬ

为液体培养基ꎮ

对比以上几种藻种 ＳＳ６ 的保藏方法表明ꎬ固体 /
液体保藏的优势在于不需要保护剂ꎬ但过程繁琐ꎬ需
要短期内不断传代ꎬ且在传代过程中容易发生污染

和变异ꎻ固定化保藏 １ 个月内可以很好地维持微藻

原有的特性且不易染菌ꎬ但程序复杂ꎬ大多数微藻在

培养后期会从胶珠中溢出ꎬ且保藏时间短ꎻ冷冻保藏

法操作简单ꎬ能够保持微藻的遗传稳定性ꎬ便于长期

保存ꎬ还能最大限度地减少污染ꎬ但不同微藻所使用

的保护剂种类和浓度有差异ꎬ会影响其广泛使用ꎮ

３　 结论

(１)形成一套从自然界筛选藻种的方法并成

功获得一株含油微藻 ＳＳ６ꎬ经显微镜观察其形态特

征及分子生物学鉴定ꎬ该藻种为 Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍ
ｋｏｍａｒｋｏｖａｅꎬ油脂含量可达 ３０％以上ꎬ油脂产率达

２５􀆰 ９０４ ８ ｍｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎮ
(２)对比研究了多种保藏藻种 ＳＳ６ 的方法ꎮ 低

温光照条件下ꎬ藻种 ＳＳ６ 在无需添加保护剂的情况

下ꎬ液体保藏需要 １ ~ ３ 个月传代ꎬ固体保藏需要 ６
个月左右传代ꎻ在－１８℃、２０％甘油保护下ꎬＳＳ６ 可保

藏 １ 年以上再复活传代ꎮ ３ 种方式复苏后微藻的生

长指标仍然能恢复到保藏前的状态ꎮ
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