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摘要:以小球藻为研究对象ꎬ采用气液相等离子体诱导产生液相 ＲＯＮＳ 进行处理ꎬ筛选出遗传信息改变的优势突变株

ＬＡ－Ｆ６ꎮ 通过研究对比其与野生型藻株(ＷＴ)的生化性能、光合性能等指标差异ꎬ探究诱变对小球藻脱氮和固碳效率的影响ꎮ
结果显示ꎬＬＡ－Ｆ６ 在培养周期内的最大生物量为 ３􀆰 ３３ ｇ / Ｌ、脱氮效率 ５􀆰 ４８％、固碳效率为 ０􀆰 ４４ ｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎬ较野生型藻株分别提
升 ８􀆰 ８２％、１􀆰 ８４％和 １３􀆰 ６４％ꎮ 同时ꎬＬＡ－Ｆ６ 的光合性能、脂质和色素产量均得到显著提高ꎮ 气液相等离子体增强微藻脱氮与固
碳性能的协同策略ꎬ可为碳减排、污染治理及多联产高附加值产品提供有效的思路和路径ꎮ

关键词:气液相等离子体ꎻ微藻ꎻ碳固定ꎻ生物脱氮
中图分类号:Ｘ５１１ꎻＸ１７３　 文献标志码:Ａ　 文章编号:０２５３－４３２０(２０２６)０２－０１２２－０９
ＤＯＩ:１０.１６６０６ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｉｓｓｎ０２５３－４３２０.２０２６.０２.０２１　

Ｇａｓ￣ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｐｌａｓｍａ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ
ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ

ＬＩ Ｄｏｎｇ￣ａｏ１ꎬ２ꎬ ＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇ２ꎬ ＸＵ Ｇｕａｎｇ￣ｈｕｉ２ꎬ３ꎬ ＳＨＥＮ Ｊｉｅ２∗
(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈｅｆｅｉ ２３０６０１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ

２.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｌａｓｍａ Ｐｈｙｓｉｃｓꎬ Ｈｅｆｅｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｈｅｆｅｉ ２３００３１ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
３.Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅａｒｔｈ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎬ Ａｎｈｕｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ Ｈｕａｉｎａｎ ２３２００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｕｓｉｎｇ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ.ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｓｕｂｊｅｃｔꎬｌｉｑｕｉｄ￣ｐｈａｓｅ ＲＯＮＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇａｓ￣ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｐｌａｓｍａ ｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬａｎｄ ｔｈｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ＬＡ￣Ｆ６ ｗｉｔｈ ａｌｔｅｒｅｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ.Ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ
ｉｔｓ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｎ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ􀆳ｓ
ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｅｘｐｌｏｒｅｄ.Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ ｐｅｒｉｏｄꎬＬＡ￣Ｆ６
ａｃｈｉｅｖｅｄ ａ ｍａｘｉｍｕｍ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ３􀆰 ３３ ｇ / Ｌꎬｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ５􀆰 ４８％ꎬａｎｄ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ０􀆰 ４４
ｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎬｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｏｆ ８􀆰 ８２％ꎬ１􀆰 ８４％ꎬａｎｄ １３􀆰 ６４％ ｏｖｅｒ ｔｈｅ ｗｉｌｄ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｔｉｍｅꎬＬＡ￣Ｆ６ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅꎬ ｌｉｐｉｄ ｃｏｎｔｅｎｔꎬ ａｎｄ ｐｉｇｍｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ. Ｔｈｅ
ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｏｆ ｅｎｈａｎｃｉｎｇ ｍｉｃｒｏａｌｇａｌ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ ａｎｄ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｔｈｒｏｕｇｈ ｇａｓ￣ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ
ｐｌａｓｍａ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ａｎｄ ｐａｔｈｗａｙ ｆｏｒ ｃａｒｂｏｎ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎꎬｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬａｎｄ ｔｈｅ ｃｏ￣ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｈｉｇｈ￣ｖａｌｕｅ￣ａｄｄｅｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｇａｓ￣ｌｉｑｕｉｄ ｐｈａｓｅ ｐｌａｓｍａꎻ ｍｉｃｒｏａｌｇａｅꎻ ｃａｒｂｏｎ ｆｉｘａｔｉｏｎꎻ ｂｉｏｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 收稿日期:２０２５－０４－１６ꎻ修回日期:２０２５－１２－０２
　 基金项目:国家自然科学基金(５１８７７２０８)ꎻ中国科学院湖北省科技合作专项

　 作者简介:李东傲(２０００－)ꎬ男ꎬ硕士生ꎬ研究方向为微藻环境治理及低温等离子体应用ꎬｄａＬｅｅ０１１９＠ ｆｏｘｍａｉｌ.ｃｏｍꎻ沈洁(１９７１－)ꎬ男ꎬ博士ꎬ副研

究员ꎬ研究方向为低温等离子体应用ꎬ通讯联系人ꎬｓｈｅｎｊｉｅ＠ ｉｐｐ.ａｃ.ｃｎꎮ

　 　 近年来ꎬ世界各国在电力、工业及交通等领域的

持续发展ꎬ叠加化石能源燃烧等人为因素ꎬ向环境中

排放了大量 ＣＯ２
[１－２]ꎮ 截至 ２０２３ 年ꎬ全球碳排放总

量达到 ３５􀆰 ８３ Ｇｔ ＣＯ２ꎬ较 ２０２０ 年增长了 ７􀆰 ５１％[３]ꎮ
碳排放量增加会加剧冰川融化和海水酸化等环境危

机ꎬ也会对人类健康产生严重影响[４]ꎮ
迄今为止ꎬ从环境中捕获 ＣＯ２ 的常用方式主要

分为化学吸收、物理吸附、膜分离和生物固碳等[５]ꎮ
然而ꎬ这些传统方式通常会受到经济成本高、能耗高

以及二次污染风险高等限制[６]ꎮ 相较来说ꎬ生物固

碳技术由于具有环境友好、能耗低、固碳长效性以及

资源可循环的优势ꎬ在碳减排方面展现出巨大的应

用潜力[７]ꎮ 微藻被称为高效固碳的细胞工厂ꎬ通过

光合作用捕集 ＣＯ２ꎬ不产生二次污染而产生对环境

有利的 Ｏ２
[８]ꎮ 此外ꎬ微藻来源广泛、培养成本低ꎬ能

够兼顾固碳和去除水体中营养物质ꎬ而且其生物质

可作为高附加值产品(如生物燃料和功能油脂)的

原料ꎬ高度符合可持续碳减排理念[９]ꎮ 刘明[１０]以精

对苯二甲酸(ＰＴＡ)废水为介质培养卵囊藻ꎬ发现该

方式可以同时实现碳固定和污水治理ꎮ

􀅰２２１􀅰
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小球藻等微藻因能够在较高 ＣＯ２ 浓度下(１５％~
２０％)正常生长而备受关注ꎮ Ｃｈａｎｇ 等[１１] 从猪废水

中分离出能适应 ４０％ ＣＯ２ 浓度的 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｓｐ.藻株ꎮ
Ｓｕｎｇ 等[１２] 分离出一种最高耐受 ５０％ＣＯ２ 浓度的淡

水小球藻ꎮ 然而ꎬＣＯ２ 在水体中具有逃逸性ꎬ导致小

球藻利用的碳源减少[１３]ꎮ 此外ꎬ微藻易受到环境因

素(如氮源等)的干扰ꎬ从而对其生理性能与固碳效

率产生影响[１４－１５]ꎮ 马咸莹等[１６] 通过改变培养基内

的氮源浓度来驯化小球藻ꎬ使其固碳速率达到

０􀆰 ０２３ ｇ / (Ｌ􀅰ｈ)ꎮ 选取合适的菌株改良技术有利于

获得性能优异的藻种ꎬ对打破微藻碳捕获与资源化

利用的技术瓶颈具有重要意义ꎮ
低温等离子体(Ｌｏｗ－Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ Ｐｌａｓｍａ)是一

种部分电离的非热平衡态气体放电产物ꎬ含有大量

活性物质(如带电粒子、激发态或基态原子、分子和

自由基等) [１７]ꎮ 因其操作温度较低ꎬ对生物体的处

理较为温和ꎬ被广泛应用于菌种改良领域[１８]ꎮ 相较

于传统菌株改良技术ꎬ其具有操作简单、突变率高和

突变速度快等优点ꎬ成为一种快速改变生物体基因

型的有效方法[１９－２０]ꎮ Ｓｏｎｇ 等[１４] 利用低温等离子体

处理小球藻ꎬ成功提升藻株的碳浓缩机制ꎮ 结果表

明ꎬ突变株的碳固定速率提高了 １０􀆰 ８％ꎮ Ｔａｎ 等[２１]

基于大气室温等离子体(ＡＲＴＰ)诱变出能在 １２％
(ｖ / ｖ)ＣＯ２ 曝气浓度下生存的突变体ꎬ并具有较高的

碳固定率ꎮ 值得注意的是ꎬ气液相等离子体是指在

液相表面或是液相里发生放电现象时ꎬ产生的活性

物质(ＲＯＮＳꎬＲｅａｃｔｉｖｅ Ｏｘｙｇｅｎ ａｎｄ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ Ｓｐｅｃｉｅｓ)
传质至液相中并发生一系列物理化学反应ꎬ进而形

成更多的液相活性物质诱导产生生物效应[２２]ꎮ
本研究采用气液相等离子体处理小球藻ꎬ分析

液相活性物质的生成ꎬ小球藻的存活曲线ꎬ以此确定

最佳处理时间ꎬ并定向筛选出具有固碳潜力的突变

株ꎮ 随后监测 ＲＡＰＤ－ＰＣＲ、生物量、光合性能、脱氮

效率、固碳效率和生化组分等响应指标ꎬ分析突变株

可能的固碳和脱氮途径ꎮ 该研究为后续深入了解气

液相等离子体改良微藻和微藻固碳机制等方面提供

理论基础ꎬ也为下一步微藻固碳多联产高附加值产

品和减污降碳协同处理等技术转化提供一个新颖的

思路和策略ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

野生型藻株为小球藻(ＦＡＣＨＢ－２７５)ꎬ来自中国

科学院水生生物研究所淡水藻类保藏中心ꎬ培养环

境为适合蓝绿藻生长的蓝绿(ＢＧ１１)培养基ꎮ
１􀆰 ２　 藻株培养

将 ２ ｍＬ 的藻悬浮液转移至 １００ ｍＬ 的无菌

ＢＧ１１ 培养基中ꎬ置于恒温光照培养箱中进行扩培

(一式三份)ꎮ 培养参数为:全天暗 /光周期为 ８/ １６ ｈꎬ
光强约为 ６０ μＥ / (ｍ２􀅰ｓ)ꎬ环境温度为(２６±１)℃ꎮ
１􀆰 ３　 气液相等离子体处理和筛选

实验所使用的气液相等离子体装置与笔者之前

的研究一致[２３]ꎮ 气液相等离子体处理参数为:工作

气氛为空气ꎬ样品体积为 ２０ ｍＬꎬ钢针与反应器底部

间隔 ２ ｃｍꎬ气体流量为 ２􀆰 ５ Ｌ / ｈꎮ 实验过程中ꎬ控制

处理时间分别为 ０、３、５、８、１０、１２、１５、２０ ｍｉｎꎬ随后对

不同组的藻液进行化学检测ꎮ 处理流程如图 １ 所示ꎮ

图 １　 气液相等离子体处理小球藻流程图

根据小球藻的存活曲线确定出最佳菌株改良时

间ꎬ并通过稀释平板法挑选出颜色较深、体积较大的

单菌落ꎬ以建立突变株集合ꎮ 随后将上述突变株转

移至 ４８ 孔板里ꎬ并通过酶标仪监测生长[２４]ꎮ 最后

以生长、色素含量和脂质促进率为指标ꎬ与野生型藻

株进行对比ꎬ定向筛选出具有固碳潜力的突变株ꎮ
１􀆰 ４　 实验分析与测试

１􀆰 ４􀆰 １　 小球藻存活率分析

使用紫外分光光度法ꎬ于 ６８０ ｎｍ 波长处测定小球

藻的吸光度ꎮ 小球藻存活率(Ｓ)根据式(１)计算[２５]:
Ｓ(％) ＝ [１ － (ＡＯ － ＡＴ) / ＡＯ] × １００％ (１)

其中ꎬＳ 为小球藻存活率ꎬ％ꎻＡＯ 和 ＡＴ 分别为对照组

和处理组在 ６８０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 小球藻细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 含量

分别使用活性氧(ＲＯＳ)检测试剂盒( Ｓ００３３Ｓꎬ
碧云天)和 ＮＯ 荧光探针(Ｓ００１９Ｓꎬ碧云天)对小球

藻细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的含量进行检测[２６]ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 生物量、比生长率和生长促进率的测定

通过重量法称取不同吸光度的藻细胞干重ꎬ并
通过式(２)计算比生长率(ξ)ꎻ通过式(３)计算生长

促进率(Ｘ) [２７]:
ξ ＝ ｌｎ(Ｂ２ / Ｂ１) / (Ｔ２ － Ｔ１) (２)

􀅰３２１􀅰
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Ｘ ＝ [(Ｂ２ － Ｂ１) / Ｂ１] × １００％ (３)

其中ꎬξ 为比生长率ꎬｄ－１ꎻＸ 为生长促进率ꎬ％ꎻＢ１ 和

Ｂ２ 分别表示 Ｔ１ 和 Ｔ２ 阶段的生物量ꎬｇ / ＬꎻＴ１ 和 Ｔ２

分别为培养时间ꎬｄꎮ
１􀆰 ４􀆰 ４　 色素含量、脂质含量和脂质促进率的测定

使用乙醇[９５％(ｖ / ｖ)]提取法对小球藻的色素

进行提取和测定[２８－２９]ꎮ 根据式(４) ~ (６)计算各色

素含量ꎮ
Ｃａ ＝ １３􀆰 ９５ × Ａ６６５ － ６􀆰 ８８ × Ａ６４９ (４)
Ｃｂ ＝ ２４􀆰 ９６ × Ａ６４９ － ７􀆰 ３２ × Ａ６６５ (５)

Ｃｃａ ＝ (１ ０００ × Ａ４７０ － １􀆰 ９１ × Ｃａ － ９５􀆰 １５ × Ｃｂ) / ２２５ (６)

其中ꎬＣａ、Ｃｂ 和 Ｃｃａ分别对应叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ 和类

胡萝卜素含量ꎬｍｇ / ＬꎻＡ４７０、Ａ６４９ 和 Ａ６６５ 分别为 ４７０、
６４９ ｎｍ 和 ６６５ ｎｍ 处的吸光度ꎮ

采用尼罗红染色法ꎬ在 ５８０ ｎｍ 下对小球藻脂质

含量进行测定ꎬ方法为对 Ｓｏｎｇ 等[１４]和 Ｃｈｅｎ 等[２７]先

前研究的改良ꎮ 脂质促进率(Ｙ)利用式(７)计算:
Ｙ ＝ [(Ｌ２ － Ｌ１) / Ｌ１] × １００％ (７)

其中ꎬＹ 为脂质促进率ꎬ％ꎻＬ１ 和 Ｌ２ 分别是野生型和

突变株的脂质含量ꎬｍｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ４􀆰 ５　 ＤＮＡ 随机扩增多态性(ＲＡＰＤ－ＰＣＲ)测定

采用随机扩增多态性 ＤＮＡ(ＲＡＰＤ－ＰＣＲ)技术ꎬ
将突变株与野生型藻株进行对比ꎬ了解藻株之间的

遗传差异程度[３０]ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ６　 光合作用、营养摄取和脱氮效率的测定

使用 Ｗａｔｅｒ－ＰＡＭ 对小球藻的光合参数进行测

定ꎬ方法改良自 Ｌｉ 等[３１]研究ꎮ
采用纳什试剂分光光度法(ＧＢ / Ｔ ７４７９—８７)和

紫外分光光度法(ＧＢ / Ｔ ３２２７３７—２０１６)分别对细胞

吸收的 ＮＨ＋
４－Ｎ 浓度和 ＮＯ－

３－Ｎ 浓度进行测量[２２]ꎮ
使用元素分析仪对小球藻内的氮元素含量进行

测定ꎮ 并利用式(８)计算小球藻的脱氮效率(Ｒ) [１４]ꎮ
Ｒ ＝ (ΔＢ / Ｃａｍ × １ ０００) × ωＴＮ × １００％ (８)

其中ꎬＲ 为脱氮效率ꎬ％ꎻΔＢ 为小球藻在第 ０ 天和第

Ｔ 天的生物量差值ꎬｇ / ＬꎻＣａｍ 为铵态氮浓度ꎬｍｇ / Ｌꎻ
ωＴＮ为总氮元素含量ꎬ％ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ７　 ＣＯ２ 固定效率的测定

使用元素分析仪对小球藻内的碳元素含量进行

检测ꎮ 固碳效率(Ｇ)由式(９)计算[３１]:
Ｇ ＝ [(ＢＴ － Ｂ０) / Ｔ] × ωＣ × (ＭＣＯ２

/ＭＣ) (９)

其中ꎬＧ 为固碳效率ꎬｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎻＢ０ 和 ＢＴ 分别为小球

藻在第 ０ 天和第 Ｔ 天的生物量ꎬｇ / ＬꎻＴ 为培养时间ꎬ
ｄꎻωＣ 为碳元素含量ꎬ％ꎻＭＣＯ２

/ＭＣ 为 ＣＯ２ 与 Ｃ 的相

对分子质量比ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 气液相等离子体处理小球藻的存活曲线

图 ２ 显示了不同时间气液相等离子体处理下对

小球藻存活率的影响ꎮ 结果表明ꎬ小球藻存活率随

着气液相等离子体处理时间的增加呈现出降低的趋

势ꎬ说明随着处理时间的增加ꎬ对小球藻的氧化胁迫

程度随之加剧ꎮ 另外可以看出ꎬ在不同处理时间段ꎬ
存活率的下降速率有所不同ꎮ 在 ０ ~ ５ ｍｉｎ 内ꎬ存活

率下降速率相对缓慢ꎬ于 ５ ｍｉｎ 时达到 ７１􀆰 ９６％ꎻ５~
１２ ｍｉｎ 之间ꎬ降低速率显著提升ꎬ８ ｍｉｎ 时已然降低

至 ４８􀆰 ３７％ꎬ１２ ｍｉｎ 时降低至 ８􀆰 ０８％ꎮ 这可能是当

气液相等离子体处理时间较短时ꎬ大多数细胞会通

过调节自身的生理状态和体内的抗氧化机制ꎬ对外

界活性物质的入侵进行抵抗[３２]ꎮ 当处理时间再延

长时ꎬ诱导产生的液相活性物质会使大多数细胞的

抗氧化系统严重损伤ꎬ导致细胞存活率急剧降低ꎮ
随着处理时间再次增加ꎬ存活率下降速率趋于稳定ꎬ
最低降至 １􀆰 ３６％ꎮ 此时存活率已经处于极低的水

平ꎬ说明小球藻在该处理条件下ꎬ所遭受的氧化胁迫

程度较深ꎬ甚至可能失去正常生长的能力ꎮ

图 ２　 不同处理时间下小球藻的存活曲线

２􀆰 ２　 小球藻细胞内 ＲＯＮＳ 含量

气相等离子体与液相环境发生相互作用ꎬ发生

复杂的物理化学过程ꎬ包括气相与液相化学、界面反

应、多相物质运输和传质等ꎬ从而引发丰富的液相

ＲＯＮＳ[３３]ꎮ 另外ꎬ各种活性物质在液界面又会引发

多种后续的化学反应ꎬ在液相中生成各类 ＲＯＮＳꎬ并
诱导小球藻产生生物效应ꎮ

以空气为工作气氛ꎬ通过鼓泡的方式促进气相

等离子体与液体之间的相互作用ꎮ 随后发生气体分

子激发、水分子电离和活性物质间传质与碰撞等过

程ꎬ促使羟基自由基 (􀅰ＯＨ) 和一氧化氮 ( ＮＯ) 等

ＲＯＮＳ 的生成[３４]ꎮ 其中ꎬ水分子的直接解离诱导产

生􀅰ＯＨ 的反应如式(１０) ~ (１２)所示[３５]:
ｅ ＋ Ｈ２Ｏ → ＯＨ ＋ Ｈ ＋ ｅ (１０)

􀅰４２１􀅰



２０２６ 年 ２ 月 李东傲等:气液相等离子体增强微藻固碳与脱氮协同策略

ｅ ＋ Ｈ２Ｏ → Ｈ２Ｏ
＋ ＋ ２ｅ (１１)

Ｈ２Ｏ
＋ ＋ Ｈ２Ｏ → ＯＨ ＋ Ｈ３Ｏ

＋ (１２)

　 　 空气中氮气分子被激发并与水发生后续反应诱

导􀅰ＯＨ 的反应如式(１３)、(１４)所示[３６]:
ｅ ＋ Ｎ２ → Ｎ∗

２ ＋ ｅ (１３)

Ｎ∗
２ ＋ Ｈ２Ｏ → ＯＨ ＋ Ｈ ＋ Ｎ２ (１４)

　 　 由于空气中含有氮气分子ꎬ其在放电时能够

被激发ꎬ发生后续反应诱导 ＮＯ 的形成ꎬ如式(１５)
所示[３７] :

Ｎ ＋
２ ＋ Ｈ２Ｏ → ＮＯ ＋ Ｈ (１５)

　 　 放电过程可能会生成原子 Ｎ 和原子 Ｏꎬ两者相

互作用诱导 ＮＯ 的形成ꎮ 空气中氧气的存在ꎬ能够

引发后续反应生成 ＮＯｘꎮ 如式(１６)、(１７)所示[３８]:
Ｎ ＋ Ｏ → ＮＯ (１６)

ＮＯ ＋ Ｏ → ＮＯ２ (１７)

　 　 另外ꎬ上述某些活性物质会与 Ｈ２Ｏ 反应ꎬ如式

(１８) ~ (２０)所示[２３]:
ＯＨ ＋ ＮＯ ＋ Ｍ → ＨＮＯ２ ＋ Ｍ (１８)

ＮＯ ＋ ＮＯ２ ＋ Ｈ２Ｏ → ２ＮＯ －
２ ＋ ２Ｈ ＋ (１９)

２ＮＯ２ ＋ Ｈ２Ｏ → ＮＯ －
２ ＋ ＮＯ －

３ ＋ ２Ｈ ＋ (２０)

　 　 上述液相 ＲＯＮＳ(如􀅰ＯＨ 和 ＮＯ)作用于生物体

时ꎬ会优先破坏细胞的膜结构ꎬ渗透进入细胞内

部[１７]ꎮ 图 ３ 显示了小球藻细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的含

量及其变化ꎮ 发现随着气液相等离子体处理时间递

增ꎬ藻细胞内 ＲＯＳ 与 ＮＯ 的生成水平呈先降后升的

趋势ꎮ 对比对照组ꎬ处理时间在 ５ ｍｉｎ 之前时ꎬＲＯＳ
和 ＮＯ 荧光强度略有下降ꎬＲＯＳ 强度为 ４４９􀆰 ５３ ａ􀆰 ｕ.ꎻ
ＮＯ 强度为 ３８７􀆰 ３３ ａ􀆰 ｕ.ꎮ 随着放电持续进行ꎬ又会

使荧光强度逐渐增加ꎮ 这可能是由于在处理的初期

阶段(０~５ ｍｉｎ)ꎬ小球藻启动细胞内的抗氧化防御

机制ꎬ调节并维持由于外来的活性物质渗透所导致

的氧化还原状态失衡ꎮ 然而ꎬ随着处理时间的延长ꎬ
活性物质的产生量逐渐超出小球藻的耐受范围ꎬ抗
氧化能力受到破坏ꎬ从而使细胞内部的 ＲＯＮＳ 逐渐

１—ＲＯＳꎻ２—ＮＯ

图 ３　 不同处理时间下小球藻细胞内

ＲＯＳ 和 ＮＯ 的含量变化

增加[３９]ꎬ这一结果与小球藻的存活曲线数据以及相

关推测保持一致ꎮ
２􀆰 ３　 气液相等离子体处理时间的确定

由现代诱变育种理论可知ꎬ当被处理的生物体

致死率在 ９０％~９５％之间时ꎬ即存活率在 ５％ ~ １０％
范围内ꎬ有利于获得优势突变藻株[４０]ꎮ 当气液相等

离子体处理时间为 １２ ｍｉｎ 时ꎬ藻株存活率为 ８％左

右ꎬ因此选取该时间点为最佳诱变时间ꎮ 将等离子

体处理 ０ ｍｉｎ 和 １２ ｍｉｎ 的藻悬浮液进行为期 １２ ｄ
的复培养ꎬ比较两个时间点小球藻的比生长率以验

证最佳诱变时间ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ等离子体处理

１２ ｍｉｎ 的小球藻表现出更高的比生长率ꎬ高达

０􀆰 ３７ ｄ－１ꎻ相比对照组 ( ０ ｍｉｎ) 的 ０􀆰 １４ ｄ－１ 提高了

１􀆰 ６４ 倍ꎮ 因此ꎬ等离子体处理 １２ ｍｉｎ 为小球藻最佳

诱变时间节点ꎮ

图 ４　 不同处理时间小球藻比生长率的比较

２􀆰 ４　 突变株的定向筛选

为了定向筛选出理想突变体ꎬ先从上述的突变

体集合中挑选出生长状况较好的突变株ꎬ分别测定

生长促进率、叶绿素 ａ 促进率和脂质促进率ꎬ如图 ５
所示ꎮ 与野生型藻株相比ꎬ突变株 ＬＡ－Ｆ６ 和 ＬＡ－Ｆ８
的生物量分别增加了 １０􀆰 ７０％和 ８􀆰 ７５％ꎬ如图 ５(ａ)
所示ꎮ 叶绿素 ａ 是小球藻光合作用的关键色素ꎬ能
够吸收和转化光能ꎮ 图 ５(ｂ)表示了突变体叶绿素

ａ 含量的变化情况ꎮ 发现与野生型藻株相比ꎬＬＡ－
Ｆ６ 和 ＬＡ－Ｆ８ 的叶绿素 ａ 含量分别提高 ５２􀆰 ２３％(达
０􀆰 ５６ ｍｇ / Ｌ)和 ４􀆰 ３１％ꎮ 图 ５(ｃ)显示了突变株的脂

质促进率ꎮ 突变株 ＬＡ－Ｆ６ 的脂质含量相较于野生

(ａ)生长促进率
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(ｂ)叶绿素 ａ 促进率

(ｃ)脂质促进率

图 ５　 突变藻的定向筛选

型增加显著ꎬ达到 ９􀆰 ６５ ｍｇ / Ｌꎬ同比增长 ４􀆰 １１％ꎮ 综

上所述ꎬ气液相等离子体诱导产生的 ＲＯＮＳ 会对小

球藻造成氧化应激ꎬ迫使小球藻通过自身的 ＳＯＳ 修

复机制来修复损伤ꎬ从而发生遗传信息的改变[１９ꎬ４０]ꎮ
ＬＡ－Ｆ６ 在多方面表现出较为优异的生化和生理性

能ꎬ可以作为一种具有高固碳潜力的突变株ꎮ
２􀆰 ５　 突变株 ＲＡＰＤ－ＰＣＲ 测定

图 ６ 显示了野生型藻株和 ＬＡ－Ｆ６ 之间的遗传

信息存在显著的多态性ꎮ 另外ꎬ在 ６ 对引物中ꎬ均能

观察到电泳图谱的关键变化ꎬ主要表现为 ＤＮＡ 碱基

对的缺失(条带消失)或插入(出现新条带)ꎬ该现象

被认为是与引物－模板结合位点的遗传性基因突变

相关[３０]ꎮ 同时也说明 ＬＡ－Ｆ６ 是经过气液相等离子

体诱导的突变藻株ꎮ

图 ６　 野生型与 ＬＡ－Ｆ６ 的 ＲＡＰＤ 电泳图谱

２􀆰 ６　 对藻株生化性能的影响

２􀆰 ６􀆰 １　 对生长性能的影响

为了解突变株生长性能的变化ꎬ对其进行为期

１２ ｄ 的培养ꎬ并测定生物量ꎮ 如图 ７ 所示ꎬ发现突变

株的生物量一直高于野生型藻株(ＷＴ)ꎮ 第 １２ ｄ 时

突变株和野生型藻株的生物量分别达到 ３􀆰 ０６ ｇ / Ｌ
和 ３􀆰 ３３ ｇ / Ｌꎬ突变株的生物量同比增长 ８􀆰 ８２％ꎮ 这

直接表明在相同的接种量下ꎬ突变株拥有更高的生

长速率ꎮ 结合上述的 ＲＡＰＤ 图谱ꎬ说明这是由于气

液相等离子体对藻株产生突变效应ꎬ遗传信息的改

变本质上影响了藻株的生长代谢通路和途径ꎬ使其

向着有利于藻株生长、发育和繁殖的方向进行调整ꎮ
另外ꎬ生长速率的提升可显著促进其固碳能力ꎬ同时

对其他相关生理变化和代谢产物合成等方面也呈现

积极影响[２６]ꎮ

１—ＷＴꎻ２—ＬＡ－Ｆ６

图 ７　 藻株的生长曲线

２􀆰 ６􀆰 ２　 对光合性能的影响

植物的光合参数与其光合性能的表现密切相

关ꎬ能够反映出植物在光能吸收、转化和光保护等方

面的变化ꎮ 基于此ꎬ对突变株 ＬＡ－Ｆ６ 的 ４ 种光合参

数做测定并与野生型藻株对比ꎬ结果如图 ８ 所示ꎮ

(ａ)Ｆｖ / Ｆｍ

(ｂ)ＰＳⅡ
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图 ８　 藻株的光合参数

图 ８(ａ)显示了突变株的最大光化学量子产量

(Ｆｖ / Ｆｍ)ꎬ其通常被用来评估植物光合和生长性

能[４１]ꎮ 结果显示ꎬ 在培养周期内ꎬ 两个藻株的

Ｆｖ / Ｆｍ 值分别达到 ０􀆰 ７０ 和 ０􀆰 ７５ꎬ均处在生长的正常

范围内[４２]ꎮ 同时突变株 Ｆｖ / Ｆｍ 相较于野生型藻株

提升 ６􀆰 ６７％ꎬ表明气液相等离子体提升了 ＬＡ－Ｆ６ 的

光合性能ꎬ使其在光能转化为化学能方面具有更大

的潜力ꎮ
图 ８(ｂ)显示藻株的实际光化学效率ꎬ并发现突

变株的 ＰＳＩＩ 值高于野生型藻株ꎮ 该现象说明突变

株的 ＰＳＩＩ 反应中心在利用光能方面具有更大优势ꎬ
能够更好地将光能转化为用于光合作用的化学能ꎮ
从图 ８(ｃ)可以看出ꎬ相较于野生型藻株ꎬ突变株的

ｒＥＴＲ 曲线较高ꎬ并且在 ４０７ μＥ(ｍ２􀅰ｓ)时ꎬｒＥＴＲ 值

达到最高ꎬ为 ４１􀆰 ８７ꎮ 直接表明突变株的电子在光

合电子传递链上有较快的传递速率ꎬ光反应能够更

高效地将光能转化为化学能[４３]ꎮ 同时也说明其具

有良好的光适应能力ꎬ能够根据光强变化及时调整

电子传递速率ꎬ以充分利用光能并避免光损伤ꎮ 为

验证此结果ꎬ对突变株的非光化学淬灭系数(ＮＰＱ)
进行测定ꎬ如图 ８(ｄ)所示ꎬ结果显示出相似的趋势ꎮ
ＮＰＱ 的提高表示在光能过多的情况下ꎬ突变株能够

有效地启动光保护机制ꎬ合理分配光能到光化学反

应和热耗散过程ꎬ避免过多的光能对光合系统造成

损伤[４４]ꎮ 综合来看ꎬ突变株 ＰＳＩＩ 增强可提升光能

捕获与转化效率ꎬ ｒＥＴＲ 增强利于光合电子传递ꎬ

ＮＰＱ 增强能有效耗散过剩光能避免光损伤ꎬ三者

协同促进光合效率、增强光合系统功能并优化固

碳过程ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ３　 对脱氮能力的影响

铵态氮(ＮＨ＋
４－Ｎ)和硝态氮(ＮＯ－

３ －Ｎ)是能被小

球藻直接利用的无机氮源ꎬ用于自身含氮化合物

(包括蛋白质和核酸等)的合成ꎮ 图 ９ 显示了培养

过程中野生型藻株和 ＬＡ－Ｆ６ 对 ＮＨ＋
４ －Ｎ 和 ＮＯ－

３ －Ｎ
的去除能力ꎮ 结果表明ꎬ随着培养周期的延长ꎬ培养

基中的 ＮＨ＋
４－Ｎ 含量逐渐减少ꎬ如图 ９(ａ)所示ꎮ 培

养周期结束时ꎬ野生型藻株和 ＬＡ－Ｆ６ 的 ＮＨ＋
４ －Ｎ 含

量分别降至 ４４􀆰 ８４ ｍｇ / Ｌ 和 ３３􀆰 ５５ ｍｇ / Ｌꎬ分别降低

了 ６４􀆰 １３％和 ７３􀆰 １６％ꎮ 相比之下ꎬ野生型藻株和

ＬＡ－Ｆ６ 的 ＮＯ－
３ －Ｎ 含量分别降至 ８５􀆰 ３５ ｍｇ / Ｌ 和

７９􀆰 ７９ ｍｇ / Ｌꎬ仅分别降低了 １４􀆰 ６５％、和 ２０􀆰 ２１％ꎬ下
降缓慢ꎬ如图 ９(ｂ)所示ꎮ 这是由于小球藻会优先利

用容易吸收的 ＮＨ＋
４－Ｎꎬ在无需还原的情况下直接参

与氨基酸(如谷氨酸)和蛋白质等化合物的合成ꎮ
然而ꎬＮＯ－

３－Ｎ 则不同ꎬ其需要先被还原成亚硝酸盐ꎬ
随后再被还原成 ＮＨ＋

４ －Ｎ 参与合成[４５]ꎮ 另外ꎬ突变

株相较于野生型藻株ꎬ其对 ＮＨ＋
４ －Ｎ 和 ＮＯ－

３ －Ｎ 的

吸收量均有所增加ꎮ 这是由于突变株的生理状态

得到提升ꎬ需要更多的营养盐来进行生长代谢等

生命活动ꎮ

(ａ)铵态氮(ＮＨ＋
４ －Ｎ)含量

(ｂ)硝态氮(ＮＯ－
３ －Ｎ)含量

１—ＷＴꎻ２—ＬＡ－Ｆ６

图 ９　 藻株脱氮能力的测定

图 １０ 显示了野生株和突变株的脱氮效率ꎮ 当

培养至第 １０ ｄ 时ꎬ野生型和 ＬＡ－Ｆ６ 的脱氮效率分

􀅰７２１􀅰
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别达到 ３􀆰 ６４％和 ５􀆰 ４８％ꎬＬＡ－Ｆ６ 的脱氮效率提升

１􀆰 ８４ 个百分点ꎮ 这主要是由于突变株光合作用和

生物量积累能力的增强促进了氮同化能力的提高ꎬ
因此表现出更高的脱氮效率[４６]ꎮ 突变株脱氮效率

的提升可高效去除水体氮素、促进有机污染物分解ꎬ
减少二次污染并有利于水污染治理ꎮ

图 １０　 藻株的脱氮效率

２􀆰 ６􀆰 ４　 对碳固定效率的影响

图 １１ 显示了突变株相较于野生株的固碳效率

变化ꎮ 结果表明ꎬ在培养周期(１２ ｄ)结束时ꎬ野生株

的固碳效率为 ０􀆰 ３８ ｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎬ而 ＬＡ－Ｆ６ 的固碳效率

达到 ０􀆰 ４４ ｇ / (Ｌ􀅰ｄ)ꎬ提高了 １３􀆰 ６４％ꎮ 这是由于遗

传信息改变增强了突变株 ＬＡ－Ｆ６ 的光合性能ꎬ提升

其光能利用效率ꎬ同时促使光合作用相关基因过度

表达ꎬ增加相关蛋白和酶的合成ꎬ从而吸收更多

ＣＯ２ꎬ使固碳效率得到提升ꎮ 另外ꎬ光合效率的提升

可能增强卡尔文循环进程(如 ＣＯ２ 固定和三碳化合

物的还原等)ꎬ加速相关碳代谢过程ꎬ从而显著提升

固碳效率ꎮ 突变株固碳效率的提高可有效推动微藻

在环境及生物能源方向的应用与发展ꎮ

图 １１　 藻株固碳效率的变化

２􀆰 ６􀆰 ５　 对多联产高附加值产品的影响

有研究表明ꎬ单位面积微藻的产脂率要高于传

统植物ꎬ其中的脂肪酸被认为是生产生物柴油的优

质原料[４７－４８]ꎮ 图 １２(ａ)显示了野生株和 ＬＡ－Ｆ６ 的

脂质含量变化情况ꎮ 结果表明ꎬ在培养周期结束时ꎬ
ＬＡ－Ｆ６ 的产脂量为 ９􀆰 ６５ ｍｇ / Ｌꎬ相较于野生株的

９􀆰 ３１ ｍｇ / Ｌꎬ增加了 ３􀆰 ５５％ꎮ
小球藻体内的叶绿素主要分为叶绿素 ａ 和叶绿

素 ｂꎮ 叶绿素 ａ 是光合作用关键色素ꎬ直接参与光

反应驱动电子传递链ꎻ而叶绿素 ｂ 作为辅助色素ꎬ通
过吸收并传递光能帮助叶绿素 ａ 提升光能捕获效

率ꎮ 图 １２(ｂ)和图 １２(ｃ)分别显示了野生株和 ＬＡ－
Ｆ６ 的叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 含量随时间的变化情况ꎮ
结果显示ꎬ在第 １２ ｄ 时ꎬ野生株的叶绿素 ａ 和叶绿

素 ｂ 含量分别为 ０􀆰 ２５ ｍｇ / Ｌ 和 ０􀆰 ０９ ｍｇ / Ｌꎬ而 ＬＡ－
Ｆ６ 的叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 含量分别为 ０􀆰 ２９ ｍｇ / Ｌ
和 ０􀆰 １１ ｍｇ / Ｌꎬ分别增长 １３􀆰 ９６％和 １８􀆰 ７５％ꎮ 可以

发现ꎬ突变株中叶绿素 ａ 和叶绿素 ｂ 的含量相较于

野生株均得到增加ꎮ 这与上述突变株光合能力提升

结果相一致ꎮ
类胡萝卜素不仅可以保护小球藻体内的叶绿素

免受光氧化损伤ꎬ还能调控其生长、发育和繁殖ꎮ 另

外ꎬ某些胡萝卜素还能被应用于食品和医药行业ꎬ具
有极大的实用性ꎮ 图 １２(ｄ)是野生株和 ＬＡ－Ｆ６ 中

的类胡萝卜素含量变化情况ꎮ 与前者一致ꎬ其含量

同样随着培养时间的增加而逐渐上升ꎮ 在第 １２ ｄ
时ꎬ野生株的类胡萝卜素含量为 ０􀆰 ０８ ｍｇ / Ｌ 左右ꎬ突
变株 ＬＡ－Ｆ６ 的类胡萝卜素含量为 ０􀆰 １０ ｍｇ / Ｌ 左右ꎬ
增长 ２４􀆰 ０８％ꎮ

(ａ)脂质含量

(ｂ)叶绿素 ａ 含量

(ｃ)叶绿素 ｂ 含量

􀅰８２１􀅰



２０２６ 年 ２ 月 李东傲等:气液相等离子体增强微藻固碳与脱氮协同策略

(ｄ)类胡萝卜素含量

１—ＷＴꎻ２—ＬＡ－Ｆ６

图 １２　 气液相等离子体对小球藻多联产

高附加值产品的影响

综合来看ꎬ突变株可通过调控代谢和提升光合

性能来增加生物量ꎬ达到高效固碳助力碳减排ꎬ实现

环境效益与高附加值产品(生物燃料、天然色素和

功能油脂)生产协同发展ꎮ

３　 结论

以小球藻为研究对象ꎬ利用气相等离子体与液

相环境发生的一系列相互作用ꎬ引发产生各种液相

ＲＯＮＳ 对其进行处理ꎬ诱导细胞内 ＲＯＳ 和 ＮＯ 的增

加ꎬ使其遗传信息发生改变ꎮ 根据小球藻存活曲线

确定了最优菌种改良时间为 １２ ｍｉｎꎬ并经过多轮筛

选获得一株具有高固碳潜力的突变株 ＬＡ－Ｆ６ꎮ 随

后对突变株与野生株之间在生长性能、光合性能、营
养摄取性能、脱氮性能、固碳性能以及多联产高附加

值产品方面的差异进行分析ꎮ 结果显示ꎬＬＡ－Ｆ６ 的

生物量、脱氮效率和固碳效率分别达到 ３􀆰 ３３ ｇ / Ｌ、
５􀆰 ４８％和 ０􀆰 ４４ ｇ / ( Ｌ􀅰ｄ)ꎬ相较于野生株分别提高

８􀆰 ８２％、１􀆰 ８４ 个百分点和 １３􀆰 ６４％ꎮ 同时ꎬ菌种改良

对突变株的光合参数产生较大影响ꎬ使其光合色素

含量得到提升并具有优异的光合性能和适应能力ꎮ
最后ꎬ突变株脂质产量和色素产量均得到显著提高ꎬ
说明菌种改良赋予其良好的多联产高附加值产品的

能力ꎮ 因此ꎬ基于气液相等离子体增强微藻脱氮和

固碳性能的协同策略ꎬ是同步碳减排、污染治理和实

现高附加值产品生产的有效思路和途径ꎮ
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