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微藻总脂含量快速测定的方法比较 
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摘要：快速、可靠、简便的总脂含量测定方法在富油藻种筛选、功能性藻油评估及微藻生物学研究中至关重要。本研究以三种

微藻（微绿球藻 Nannochloris sp.、普通小球藻 Chlorella vulgaris、绿色巴夫藻 Pavlova viridis）藻粉为原料，系统比较了四种方法

（Bligh-Dyer法、改良Bligh-Dyer法、ASTM 标准法和皂化法）用于测定微藻中总脂含量的差异，并以原位转酯法为对照，进一步分

析了各方法总脂提取物中的脂肪酸含量及组成。改良 Bligh-Dyer 法和ASTM 标准法总脂测定结果稳定，脂肪酸回收率最高，三种藻

粉中分别为 93.65%和 93.74%、85.02%和 85.77%、88.62%和 88.84%；两者总脂含量及提取物中脂肪酸的组成和含量均无显著差异

（p>0.05）。显然，改良 Bligh-Dyer 法操作简便、分析时间短（1 h）、所需样品量少（0.25 g），可替代ASTM 标准法，作为实验室快

速准确测定微藻总脂含量的首选方法。 
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Abstract: The rapid, reliable and easy manipulated method for determination of total lipid content in microalgae is crucial important for 

screening oleaginous strains, evaluation of functional oil from microalgae and microalgal biological research. Using dry powder of three 

microalgae (Nannochloris sp., Chlorella vulgaris and Pavlova viridis) as feedstock, the difference of four methods (Bligh-Dyer, modified 

Bligh-Dyer, ASTM standard and direct saponification methods) was systematically compared in terms of determining total lipid content in 

microalgae. The fatty acid contents and compositions in crude extracts from different methods were further profiled by GC/MS with in suit 

transesterification method as control. The results showed that the modified Bligh-Dyer and ASTM standard methods had steady extraction 

outcomes with the highest fatty acid recoveries at 93.65% vs 93.74%, 85.02% vs 85.77%, and 88.62% vs 88.84% in three powders, respectively. 

Moreover, no significant difference (p>0.05) appeared in total lipid and fatty acid contents and compositions in extracts by the two methods. 

Obviously, the modified Bligh-Dyer method is a simple and preferred method with less amount demand of sample (0.25 g) and short 

time-consuming (1.0 h) for the rapid determination of total lipid content in microalgae, which is an alternative of ASTM standard method in 

laboratories. 
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微藻（microalgae）具有生长速度快、营养物质丰

富、不与农林业争地，能利用多种非可饮用水源人工

规模培养等优点[1]，尤其是某些富含功能性油脂（超

长链不饱和脂肪酸，如ARA、EPA、DHA等）的微 
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藻，在食品[2]、保健品[3]，甚至水产饵料[4]和饲料添加

剂中的应用越来越广泛。此外，随着化石能源的枯竭

和环境污染的加剧，微藻生物燃料的开发和应用受到

了广泛关注[5]。微藻种类多，结构及营养组成各异，

无论是发酵法还是户外光自养大规模培养法培养微

藻，富油藻种的筛选评价和积累油脂的过程控制始终

是藻油生产的技术关键。因此，快速、准确、简便分

析藻细胞中的油脂含量至关重要。 

目前，微藻总脂含量的检测方法主要包括染色法、

傅立叶红外光谱法、核磁共振法、重量法、超临界 CO2
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提取法和离子液提取法等[6]。前三种方法虽然所需样品

量少、测定时间短，但操作复杂、总脂含量测定均为

相对值；染色法存在荧光染料较难穿透细胞壁导致测

定结果重现性不好的问题[6]；超临界 CO2提取法和离子

液提取法提取效率高，但设备要求高、测定费用贵。

传统的重量法（有机溶剂提取后称重的方法）虽然所

需样品量相对较多，但操作简便、测试成本低、测定

结果稳定且为绝对值，被广泛应用于实验研究及生产

控制。本研究以产油能力高的微绿球藻、普通小球藻

和绿色巴夫藻[7]的藻粉为原料，采用 5 种不同的重量法

对它们的总脂进行了测定，并以原位转酯法测定的脂

肪酸含量为对照，通过进一步分析各方法粗脂提取物

中的脂肪酸组分及含量，寻求一种快速、准确的微藻

总脂含量测定方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

海洋微绿球藻（Nannochloris sp.）藻泥（含水率约

为 79.4%）由中科院南海海洋研究所提供；普通小球藻

（Chlorella vulgaris）和绿色巴夫藻（Pavlova viridis）

藻粉由福建新大泽生物科技有限公司提供。内标十九

碳饱和脂肪酸（C19:0）购自美国 Sigma 公司；甲醇、

氯仿、无水乙醇、正己烷、氢氧化钾、磷酸氢二钾等

均为分析纯。 

6890-5975 气相色谱-质谱联用仪、高效毛细管柱

DB-23（0.25 μm，30 m×0.25 mm）购自美国 Agilent 公

司；DW3 型冷冻干燥机购自美国热电公司；Allegra 25R

台式高速冷冻离心机购自美国贝克曼库尔特公司。 

1.2  研究方法 

1.2.1  样品预处理 

微绿球藻藻泥用去离子水离心清洗三次以除去盐

分，冷冻干燥备用。 

1.2.2  油脂提取 

1.2.2.1  Bligh-Dyer 法 

按文献[8]的方法进行了适当修改：称取 4.00 g 藻

粉，加 10 mL水、120 mL甲醇-氯仿（2:1，V/V），混

匀 0.1 h，再加入 40 mL氯仿，抽滤，收集滤液，加 62 

mL水，静置过夜。分离下层溶液，用氯仿定容至 10 mL，

待测。 

1.2.2.2  改良 Bligh-Dyer 法 

称量 0.25 g 藻粉，加12.5 mL氯仿、25 mL甲醇、

10 mL 50 mM K2HPO4 (pH 7.4)缓冲液，震荡 1 h，再加

入 12.5 mL氯仿、12.5 mL 50 mM K2HPO4 (pH7.4)缓冲

液，混匀，静置。分离下层溶液，用氯仿定容至 10 mL，

待测。 

1.2.2.3  皂化提取法[9] 

分别以 96%乙醇和正己烷-乙醇（1:2.5，V/V）为溶

剂进行两种皂化提取实验。称量 0.50 g藻粉，加38 mL 

3 mM KOH乙醇或正己烷-乙醇溶液，60 ℃下 100 r/min

水浴震荡 1 h，收集提取液，加10 mL水，用 20 mL正

己烷分两次萃取，收集上层溶液；剩余溶液用 HCl:H2O 

(1:1，V/V)调 pH至 1，再用 20 mL正己烷分两次萃取。

合并所有萃取液后旋转蒸发浓缩，用氯仿定容至 10 

mL，待测。 

1.2.2.4  ASTM 标准法[10] 

参照 ASTM D5369-93(2008)标准，称量10.00 g 藻

粉，用纤维膜包好，以正己烷和乙醇各100 mL为溶剂，

75~80 ℃下索氏提取 10 h，提取液旋转蒸发浓缩，用氯

仿定容至 10 mL，待测。 

1.2.3  总脂含量测定 

取 5.00 mL定容液于已称重的铝碟，60 ℃烘干至

恒重，计差重。 

1.2.4  原位转酯法[11]测定微藻中脂肪酸含量 

称量 0.10 g 藻粉，加 0.20 mL 1.00 mg/mL C19:0 二

氯化碳溶液，再加入 1 mL 5% (V/V) H2SO4-甲醇溶液，

90 ℃水浴震荡 0.5 h。冷却后，加入 5 mL正己烷，90 ℃

水浴震荡 15 min，静置，取 1 mL上层溶液于进样瓶中

进行气质分析，面积归一化法计算脂肪酸含量，再换

算出藻粉干重的脂肪酸含量。 

1.2.5  总脂提取物中脂肪酸组分分析 

取 1.00 mL定容液于 10 mL玻璃螺口管，甲酯化

采用硫酸-甲醇法[12]，取 1 mL 上层溶液于进样瓶中进

行气质分析。 

GC/MS 分析条件：高纯氦气作为载气，流速为 1 

mL/min。进样量 1 μL，分流比 1:2，进样口和检测器温

度分别为 235 ℃和 240 ℃。升温程序：100 ℃保持 1 

min，然后以 10 ℃/min 升至 235 ℃保持 10 min。质谱

分析采用扫描方式，扫描范围 33~450 u。各峰型的鉴

定采用 NIST05a 谱库自动检索。根据各脂肪酸相对于

C19:0 内标的峰面积，计算各脂肪酸组分的绝对含量
[13]，再换算出在总脂干重中的脂肪酸含量。 

1.3  分析方法 

1.3.1  脂肪酸回收率的计算方法 

脂肪酸回收率=不同方法得到的总脂提取物中的

总脂肪酸含量/原位转酯法测得的总脂肪酸含量×100% 

1.3.2  数据处理方法 

采用 Excel 2003进行数据处理，结果以平均值±标
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准差形式表示，并采用 t 检验进行差异性分析。 

2  结果与讨论 

2.1  不同微藻中的脂肪酸组成 

原位转酯法（in suit transesterification），也称直接

转酯法（direct transesterification），由于不需要经过油

脂提取过程，直接将细胞中的油脂转化成脂肪酸甲酯，

比传统的提取油脂后再进行转酯化的方法获得的脂肪

酸甲酯更多，被广泛应用于微藻脂肪酸组分分析[12]，

但由于单位质量所需的有机试剂及催化剂太多，成本

太高而不适合用于规模化生产。由表 1 可知，普通小

球藻、绿色巴夫藻和微绿球藻中不饱和脂肪酸总量占

总脂肪酸的比例分别达到 64.97%、49.87%和70.32%，

多不饱和脂肪酸总量占总脂肪酸的比例分别达到

58.08%、11.65%和 59.66%，其中绿色巴夫藻还含有

EPA，是非常理想的功能性油脂原料。 

表 1 原位转酯法分析三种微藻的脂肪酸组分（n≥3） 

Table 1 Fatty acid compositions of three microalgae by in suit transesterification 

脂肪酸 
普通小球藻  绿色巴夫藻  微绿球藻 

含量/%DW 占总脂肪酸比例/% 含量/%DW 占总脂肪酸比例/% 含量/%DW 占总脂肪酸比例/% 

C14:0 0.06±0.00 0.67±0.11  0.67±0.01 9.65±0.23  0.11±0.00 1.68±0.08 

C16:0 2.68±0.04 29.09±0.46  2.70±0.02 39.12±0.31  1.66±0.02 25.26±0.37 

C16:1 0.27±0.00 2.89±0.15  2.57±0.03 37.23±1.37  0.47±0.01 7.20±0.16 

C16:2 0.45±0.02 4.92±0.23  0.05±0.00 0.68±0.07  0.63±0.01 9.58±0.13 

C16:3 0.85±0.05 9.25±0.50  0.05±0.00 0.70±0.07  0.42±0.01 6.40±0.16 

C18:0 0.48±0.03 5.26±0.32  0.09±0.00 1.36±0.10  0.08±0.00 1.16±0.09 

C18:1 0.37±0.02 4.00±0.17  0.07±0.00 0.99±0.05  0.23±0.02 3.46±0.28 

C18:2 1.54±0.05 16.71±0.50  0.17±0.00 2.50±0.11  1.71±0.03 25.95±0.41 

C18:3 2.50±0.04 27.20±0.45  0.25±0.02 3.68±0.07  1.17±0.02 17.73±0.27 

C20:5 ND 0.00  0.28±0.00 4.08±0.06  ND 0.00 

C24:0 ND 0.00  ND 0.00  0.10±0.00 1.57±0.01 

TFA 9.20±0.18 100.00±1.99  6.90±0.06 100.0±0.88  6.58±0.07 100.00±1.04 

USFA 5.98±0.18 64.97±1.96  3.44±0.07 49.87±1.17  4.62±0.05 70.32±0.77 

PUFA 5.34±0.15 58.08±1.64  0.80±0.02 11.65±0.24  3.92±0.05 59.66±0.73 

注：TFA，总脂肪酸；USFA，不饱和脂肪酸；PUFA，多不饱和脂肪酸；ND，Not Detected。 

2.2  不同测定方法的结果比较 

表 2 不同方法测得的三种微藻总脂含量 

Table 2 Total lipid contents in three microalgae by different methods 

原料 测定方法 
总脂含量

/%DW 

脂肪酸占总

脂百分比/% 

脂肪酸 

回收率/% 

普通小球藻 

Bligh-Dyer 法 13.93±0.10 38.53±0.81 58.95±1.05 

改良 Bligh-Dyer 法 18.40±0.20 46.83±0.74 93.65±0.47 

皂化提取(乙醇)法 5.47±0.45 23.06±2.52 13.62±0.35 

皂化提取(正己烷:乙醇)法 5.20±0.40 30.14±3.28 16.94±0.58 

ASTM 标准法 18.43±0.23 45.79±0.32 93.74±1.30 

绿色巴夫藻 

Bligh-Dyer 法 8.33±0.52 46.71±1.61 56.38±0.88 

改良 Bligh-Dyer 法 11.97±0.31 49.05±1.86 85.02±1.09 

皂化提取(乙醇)法 4.47±0.06 63.76±2.17 41.29±1.88 

皂化提取(正己烷:乙醇)法 5.33±0.21 72.66±3.36 56.10±0.51 

ASTM 标准法 12.61±0.04 45.84±0.07 85.77±0.37 

转下页 
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微绿球藻 

Bligh-Dyer 法 6.38±0.20 72.69±1.94 70.47±2.66 

改良 Bligh-Dyer 法 21.46±0.17 24.10±0.62 88.62±1.45 

皂化提取(乙醇)法 6.83±0.14 29.18±1.14 30.31±1.16 

皂化提取(正己烷:乙醇)法 10.07±0.18 32.50±0.64 49.78±1.28 

ASTM 标准法 20.22±0.75 24.68±0.66 88.84±0.63 

由表 2 可知，用不同方法测得的三种微藻总脂及

脂肪酸含量差异很大，以原位转酯法测定的脂肪酸含

量为对照，改良 Bligh-Dyer 法和 ASTM标准法脂肪酸

回收率最高、提取效果稳定，两者测得的总脂及其提

取物中脂肪酸均无显著性差异（p>0.05），普通小球藻、

绿色巴夫藻和微绿球藻中脂肪酸回收率分别为 93.65%

和 93.74%、85.02%和 85.77%、88.62%和 88.84%，较

其它方法能更好地测定微藻中功能性油脂的含量。而

ASTM 标准法容易受实验装置、冷凝水水温等多方面

影响，与之相比，改良 Bligh-Dyer 法操作简单，所需

的试剂量、操作时间和藻粉干重分别是 ASTM 标准法

的 1/4、1/10 和 1/40（见表 3）。因此，改良 Bligh-Dyer

法可替代 ASTM 标准法用于实验室快速准确测定藻细

胞中的总脂含量。 

表 3 不同测定方法操作参数的比较 

Table 3 Comparison of operation parameters from different assay methods 

测定方法 Bligh-Dyer 法 
改良

Bligh-Dyer 法 

皂化提取 

(乙醇)法 

皂化提取 

(正己烷-乙醇)法 
ASTM 标准法 

提取时间/h 0.1 1 1 1 10 

藻粉干重/g 4 0.25 0.5 0.5 10 

有机溶剂
/mL 

甲醇 80 

氯仿 80 

甲醇 25 

氯仿 25 

乙醇 48 

正己烷 20 

乙醇 37 

正己烷 31 

乙醇 100 

正己烷 100 

Bligh-Dyer 法测得的普通小球藻、绿色巴夫藻和微

绿球藻中总脂含量分别是改良 Bligh-Dyer 法所测值的

75.71%、69.59%和 29.73%。一方面，由于在相同的甲

醇-氯仿（1:1，V/V）体系中，改良 Bligh-Dyer 法提取

时间是 Bligh-Dyer 法的 10倍，随着提取时间的延长，

细胞内甘油三酯不断被萃取出来，导致总脂提取物中

脂肪酸所占的比例不断提高（普通小球藻从 38.53%提

高到 46.83%，绿色巴夫藻从 46.71%提高到49.05%）。

另一方面，由于改良 Bligh-Dyer 法中每克生物质干重

所对应的甲醇和氯仿均为 100 mL，是 Bligh-Dyer法（20 

mL/g 生物质）的 5 倍，藻细胞被严重破坏，膜脂、糖

脂等被溶解。研究结果表明，虽然 Bligh-Dyer 法测定

时间短，但分析时容易因藻细胞结构不同而产生总脂

提取是否充分的问题，不能准确测定藻细胞中的总脂

含量。 

皂化提取法中将脂肪酸转化成脂肪酸钾盐，先用

正己烷萃取不可皂化的油脂，然后用盐酸将脂肪酸钾

盐还原成脂肪酸，再用正己烷萃取。Sheng 等人用皂化

法提取Thraustochytrium sp. ONC-T18 中的油脂，其测

得的总脂含量是 Bligh-Dyer 萃取法的 1.17 倍[14]，与本

实验中微绿球藻的结果基本一致。但该方法在三种藻

中的脂肪酸回收率均最低，并不能真实反映微藻用于

功能油脂开发的潜力。 

 

2.3  不同方法来源的总脂提取物中脂肪酸组成

分析 

三种微藻不同方法获得的总脂提取物中，每种脂

肪酸占总脂肪酸的比例没有显著性差异（见图 1），但

提取的脂肪酸组成和含量差异性显著（p<0.05）。以 96%

乙醇为溶剂的皂化提取法提取的各脂肪酸含量最低。

改良 Bligh-Dyer 法和 ASTM 标准法提取的各脂肪酸的

组成最齐全、含量均为最高，与原位转酯法直接测得

的各脂肪酸含量最为接近。这进一步说明改良 Bligh- 

Dyer法和 ASTM标准法能够准确衡量微藻用于功能性

油脂开发的能力。 

3  结论 

本文从总脂含量、脂肪酸组分及含量和测定操作

参数等方面，综合比较了三种微藻的总脂含量在五种

方法下的测定结果，证实了改良 Bligh-Dyer 法和 ASTM

标准法获得的总脂及脂肪酸回收率高且无显著性差

异。其中，改良 Bligh-Dyer 法耗时短、操作简单、所

需藻粉量少，可代替 ASTM 标准法作为实验室快速准

确筛选优良藻株及监控油脂积累过程的首选方法。同

时，脂肪酸组成分析表明，三种藻富含多不饱和脂肪 

 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2014, Vol.30, No.7 

246 

酸，适合用于功能性油脂的开发。 

 

 

 
图 1 不同方法来源的总脂提取物中脂肪酸含量 

Fig.1 Fatty acid composition in total lipid extraction from 

different methods 

注：a：普通小球藻，b：绿色巴夫藻，c：微绿球藻。 
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