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产油脂微藻的分离、鉴定及筛选 
 

涂泽敏，吴芳燕，罗剑飞，林炜铁 

(华南理工大学生物科学与工程学院，广东广州 510006) 

摘要：微藻油脂是生产生物柴油的重要原料，同时也是生产不饱和脂肪酸的原料来源之一。本文以广州市华南理工大学校内东

湖为采样点，筛选鉴定湖中存在的微藻并研究其生长和油脂积累特性，旨在筛选出水体中可能存在的富油微藻以便后续研究分析。研

究共筛选出 6 株绿藻，18S rDNA 鉴定显示 6 株绿藻中 DH1、DH2、DH6 均属于小球藻属，DH3、DH4、DH5 均属于栅藻属，后分

析构建了 6 株微藻进化发育树。通过藻细胞胞内油脂含量测定，表明 DH1、DH2 与 DH6 均能较好地积累油脂，尤其是 DH2 与 DH6

两株微藻。培养 25 d 发现其最大生物量(细胞数)分别达到 2.14×107个/mL 和 2.74×107个/mL，油脂产量分别达到 103.89 mg/L 和 131.69 

mg/L，藻细胞油脂百分含量均超过 30%，表明该两株微藻是潜在的较为理想的产油微藻，可作为生物柴油制备的备用藻种资源。 
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Isolation, Identification and Screening of Oleaginous Microalgae 
TU Ze-min, WU Fang-yan, LUO Jian-fei, LIN Wei-tie 

(School of Biology and Biological Engineering South China University of Technology, Guangzhou 510006, China) 
Abstract: Microalgae oil is an important raw material for biodiesel production, and also one of the raw materials for the production of 

unsaturated fatty acids. In order to explore the potential of the oleaginous microalgae for future research and applications, we collected water 

samples from the East Lake of the South China University of Technology in Guangzhou and studied the growth and oil accumulation 

characteristics of microalgae. A total of six green algae were obtained. The identification of 18S rDNA suggested that microalgae DH1, DH2 and 

DH6 belong to the genus Chlorella, while strains DH3, DH4 and DH5 belong to the genus Scenedesmus. After analysis, the phylogenetic tree of 

six microalgal strains was constructed. The determination of intracellular oil content revealed that microalgae DH1、DH2 and DH6, especially 

DH2 and DH6 could accumulate oil very well. After 25 days of cultivation, the maximum biomass (cell number) of DH2 and DH6 reached 2.14 

×107/mL and 2.74×107/mL, respectively, and the oil yield reached 103.89 mg/L and 131.69 mg/L, respectively, as well as the total lipid contents 

were all both over 30%. These results suggest that microalgal strains DH2 and DH6 are potentially the ideal oleaginous microalgae which can be 

used for biodiesel production. 
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生物质能是可再生能源的重要组成部分。随着世

界经济的快速发展，能源紧缺问题和环境污染问题日

益严峻，研究生物质能源开发利用可以缓解环境压力，

对解决能源、生态环境问题将起到十分积极有效的作

用[1]。微藻是制备生物柴油的理想原料，具有生长迅

速、能够实现大规模养殖的优点[2]。伴随着燃料乙醇

和生物柴油等第一代生物质能被不断消耗利用，以及

以麦秆等农林废弃物为主要原料的第二代生物燃料面

临开发技术成本较高等问题，以微藻为原料的第三代

收稿日期：2018-03-13 

基金项目：菌藻共培养促微藻利用低值生物质产油脂的机制(D2154690)；中

央高校基本科研业务费(NO2015ZM171) 

作者简介：涂泽敏（1991-），男，在读硕士，研究方向：微生物能源 

通讯作者：林炜铁（1964-），男，教授，博导，研究方向：微生物生态学、

发酵工程 

生物质能将是更加有效的理性选择，也是生物燃料未

来必然的发展方向[3]。 
微藻细胞中含有丰富的蛋白质、维生素和矿物质

等，其细胞一些独特的初级或次级代谢产物是生产药

品、精细化学品和新型燃料的潜在资源[4]。某些微藻

中富含的多不饱和脂肪酸（PUFA）是合成机体内多种

功能物质的前体，如微拟球藻中的 EPA 具有降血脂、

降血压、促进脂肪代谢等作用，可用于防治心血管疾

病，对人体健康具有重要的作用[5~7]。然而由于微藻培

养及其在制备生物柴油的过程中存在着资源消耗高、

回报低，单一培养容易被害虫和病原体入侵等问题，

这些都大大限制了微藻生物燃料的商业化应用。当前

能源微藻想要实现规模化培养，总的来说主要面临着

生物质资源供应不足和生产成本过高的困难，尤其是

高成本问题，严重制约着其大规模开发应用[8]。因此
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研究提高微藻产油能力，提高光生物反应器效率，通

过基因工程改造微藻提高产油能力等仍然是研究者们

努力的方向[9,10]。 
本研究从广州东湖自然水体中筛选鉴定出一些微

藻，并研究其生长及油脂积累特性，期望筛选出油脂

积累较高的藻类以便后续进一步研究，同时也为该水

域是否潜在富油微藻提供一定依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

主要试剂与仪器：二甲基亚砜（DMSO）、尼罗红

溶液 (2 g/L 尼罗红母液，稀释 100 倍使用 )、
DL2000Marker，购于 Zomanbio 公司；植物基因组提

取试剂盒，TAKARA；LRH-150 生化培养箱、Infinite® 
200 多功能酶标仪、Eppendorf 5804R 冷冻离心机。 

样本采集：含藻种的样本采自广州华南理工大学

校内东湖，共设置 2 个采集点，采集水样用采样瓶装

好，分离纯化在实验室中进行。 
培养基：培养分离均采用 BG-11 培养基，其中分

离在 BG-11 固体培养基中进行，分离后纯培养及后续

培养在液体 BG-11 中进行。 

1.2  试验方法 

1.2.1  藻株富集与分离纯化 
分别采集东湖两侧表面、底部水样各一份，将采

集水样在布氏漏斗中用中速定性滤纸进行抽滤，然后

将表层滤液及底层滤液分别以7%和5%接种量接种于

BG11 培养基中。一周后将培养基中的藻液再次转接

至 BG11 培养基中培养。 
取少量梯度稀释藻液接种于 BG11 固体培养基中

划线培养，待平板中长出不同形态单菌落后将其分别

接种于新的固体平板中培养，直至平板中长出单一稳

定的菌落，后挑取单菌落接种于液体培养基中培养用

于后续实验。 
1.2.2  藻株显微观察 

取纯培养的藻液20 μL置于无菌载玻片上，用结晶

紫染色固定后在光学显微镜下观察微藻形态特征。参

考《中国淡水藻类-系统、分类及生态》对微藻进行初

步分类鉴定。 
1.2.3  藻株 18S rDNA 测序与进化树构建 

18S rDNA基因提取与测序：离心收集对数期藻细

胞，用植物基因组试剂盒提取基因组总DNA，电泳跑

胶验证后进行PCR扩增。PCR反应体系（25 μL）为：

基因组DNA 1 μL，上下游引物各0.5 μL，2×Taq 

MasterMix 12.5 μL，ddH2O 10.5 μL。PCR反应程序为

94 ℃预变性5 min，94 ℃变性1 min，53 ℃退火1 min，
72 ℃保留1 min，程序共设置30个循环，最后72 ℃延

伸10 min。 
用于扩增18S rDNA的引物序列为：18s-F：5’-GTA 

GTCATATGCTTGTCTC-3’；18s-R：5’-TCCGCAGGTT 
CACCTACGGA-3’。PCR产物测序由广州艾基生物技

术有限公司完成。 
藻株进化树的构建：将测序序列在NCBI数据库中

进行BLAST同源性比对分析，下载相关序列，使用

MEGA7.0软件，采用邻接法构建藻株进化树。 
1.2.4  藻株生物量的测定 

培养过程中生物量变化情况以叶绿素含量及光密

度-干重曲线来反应。培养条件为温度(30 ℃)，光照强

度(~4000 lux)，光照周期(12 h:12 h)。培养过程中，小

球藻采用细胞计数法与叶绿素含量测定来衡量生物量

积累情况，栅藻则通过叶绿素含量测定来衡量。 
叶绿素含量测定：取 1 mL 藻液，12000 r/min 离

心弃上清，加入 200 μL 蒸馏水混匀，再加入 1800 μL 
95%无水乙醇，混匀后 75 ℃水浴 5 min，冷却后在波

长 649 nm、665 nm、750 nm 处测量吸光度。叶绿素

含量计算公式如下： 
叶绿素a和b=5.24×(A664-A750)+22.24×(A649-A750) 
OD-干重关系：取不同浓度的藻液，测定其在 680 

nm 处的吸光度值，然后取 10 mL 藻液分次置于 2 mL
已烘干至恒重的 EP 管中离心，后置于 60 ℃烘箱中烘

干至恒重，转移至干燥器内冷却，准确称量记录重量。

以波长 680 nm 处测得 OD 值为横坐标，测量得到的细

胞干重为纵坐标建立 OD680-细胞干重关系，得到 6 株

藻回归方程如表 1： 
表1 微藻OD680-细胞干重相关性方程 

Table 1 Correlation equation between OD680 and dry weight of 

algal 

藻株 线性方程 R2 

DH1 y=0.2781x+0.0019 0.9921 

DH2 y=0.3543x-0.0018 0.9936 

DH3 y=0.4671x-0.0043 0.9961 

DH4 y=0.3578x-0.0130 0.9937 

DH5 y=0.7213x+0.0056 0.9986 
DH6 y=0.4745x-0.0042 0.9991 

1.2.5  微藻油脂含量的测定 

油脂测量标准曲线的建立：采用尼罗红荧光染色

法[11]，以三油精为标准品，以三油精含量为纵坐标，

平均检测荧光值为横坐标建立三油精-荧光值标准曲

线如图 1。该图呈较好的线性关系，表明可以通测量



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2018, Vol.34, No.12 

183 

尼罗红染色荧光值来间接测定藻细胞胞内中性油脂含

量。 

 
图1 三油精含量-荧光值标准曲线 

Fig.1 The standard curve between triolein content and 

fluorescence value 

微藻油脂含量测定：取适量藻液稀释，调节使体

系 OD680=0.1。然后取 1.5 mL 稀释藻液，加入 480 μL 
DMSO，20 μL 150 μg/mL 尼罗红染液，混匀后于 45 ℃
水浴 3 min，以 480 nm 为激发波长，580 nm 为吸收波

长测定荧光值。由标准曲线计算得到油脂含量。油脂

百分比及油脂产量计算公式如下： 
油脂百分比(%)=油脂含量(μg/mL)/藻细胞干重

(mg/L)×100% 
油脂产量(mg/L)=藻细胞干重(mg/L)×油脂百分比 

1.2.6  数据统计分析 

标准曲线制作，细胞生物量及油脂含量测定均进

行三次平行重复，数据汇总后以 SPASS 22.0（IBM Co. 
Ltd）软件进行相关性分析，后利用 Origin Pro 2016 对

数据进行整理作图。 

2  结果与讨论 

2.1  微藻的分类鉴定 

光学显微镜观察：光学显微镜下观察藻细胞形态，

结合参考《中国淡水藻类-系统、分类及生态》对微藻

进行初步分类鉴定。显微观察下观察到藻株 DH1、
DH2、DH6 呈绿色球状，DH3、DH4、DH5 则为椭圆

状，且均不同程度上伴有丛生现象，由图2可看到DH3
明显伴有对生现象。 

分子鉴定：提取藻株基因组 DNA，利用特异性引

物进行 PCR 扩增得到微藻 18S rDNA 片段，由图 3 可

得，该片段大小约为 1800 bp。 

  

  

  

图 2 光学显微镜下微藻形态特征(x100) 

Fig.2 Morphology of six algae in optical microscope (x100) 

 
图3 PCR扩增微藻18S rDNA序列 

Fig.3 Amplification of 18s rDNA sequence from microalgae by 

PCR 

对 PCR 产物测序，并在 NCBI 数据库中进行

BLAST 同源性比对分析，进一步构建系统发育树如图

4。结果表明DH1、DH2、DH6与Chlorella sp. 18S rDNA
同源性达到 99%，DH3、DH4、DH5 与栅藻属亲缘关

系最近，其与多株栅藻的 18S rDNA 的序列同源性达

到 99%，确定其都为栅藻属。 
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图4 藻株18S rDNA序列系统发育树 

Fig.4 18S rDNA sequencephylogenetictreeofalgae 

张翼等从青岛海水和武汉南湖水中筛选分离出

11 株小球藻和 1 株胶网藻[12]，黄秋婷等从吉林工学院

荷花池中筛选分离出 4 株栅藻和 1 株小球藻[13]。本研

究从华南理工大学校内东湖中筛选分离到 6 株绿藻，

18S rDNA 鉴定结合采样点筛选分离结果表明这 6 株

微藻分别属于小球藻属与株栅藻，其中 DH1、DH6
和 DH3 分别筛自采样点 1 表层水样和底层水养，DH4
和 DH2、DH5 分别筛自采样点 2 表层和底层水养，不

同取样点的筛选结果差异可能与不同藻株的生长习性

有关。 

2.2  微藻生长及油脂积累特性研究 

2.2.1  微藻生物量的测定 

生物量是衡量微藻产业化的重要条件之一。而叶

绿素是海洋微藻光合作用的基础，是描述海洋微藻将

无机物质转变为有机物质能力的一个重要指标，可以

作为衡量生物量积累的参考[14]。6 株微藻的生长情况

如图 5 所示。 
从图中可知，小球藻和栅藻都能很好地在 BG11

培养基中适应并快速生长，在最初的 1~3 d 内没有明

显的生长停滞现象，SPASS 统计学分析显示小球藻之

间（DH1、DH2、DH6）、栅藻之间（DH3、DH4、
DH5）生物量差异显著（p<0.05）。三株小球藻细胞数

基本在 12~15 d 达到最高，之后开始出现下降，其中

DH6细胞浓度相对于DH1和DH2来说在培养 15 d后
达到最高，为 2.74×107/mL，之后出现明显下降。小

球藻叶绿素含量均在培养至 15 d 后达到最高，然后开

始下降，同样地，DH6 叶绿素含量 15 d 后达到最高，

为 10.97 mg/L。15 d 后细胞数与叶绿素含量均呈现下

降，此时微藻细胞逐渐进入衰亡期，生长代谢缓慢。

三株栅藻叶绿素含量在 18 d 后达到最高，且叶绿素含

量普遍高于小球藻，最高的栅藻DH5可达16.16 mg/L。 

 

 

 

 
图5 藻细胞生物量积累曲线 

Fig.5 Biomass curves of microalgae species 

2.2.2  微藻油脂积累研究 
油脂积累量是衡量筛选微藻能否大规模应用于微

藻柴油开发的最重要指标，本文通过对东湖水体中微

藻的培养，希望可以筛选出潜在的富油微藻，以便进

一步研究探讨。BG11 培养基中培养 25 d 后收集藻细 
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胞，测量 OD680 及尼罗红染色荧光值得到胞内中性油

脂含量，整理如图 6。 

 
图6 微藻油脂产量比较 

Fig.6 Comparison of microalgae oil yields 

由图 6 可知，小球藻细胞干重普遍低于栅藻，然

而油脂产量及藻细胞油脂百分含量却比栅藻高，

SPASS统计学分析显示 6株微藻细胞干重与油脂产量

之间均差异显著(p<0.05)，其中油脂产量及油脂百分比

最高的为DH6，其产量达到131.69 mg/L，其次为DH2，
油脂产量达到 103.89 mg/L，且这两株藻细胞油脂百分

比均在 30%以上，分别为 34.54%和 31.33%。DH1 产

量低于 DH2 和 DH6，其油脂产量为 100.06 mg/L，油

脂百分比为 26.60%。栅藻中，DH3 油脂产量及油脂

百分比均高于另外两株，其数值分别为 58.73 mg/L 和

10.73%，另外两株栅藻藻细胞油脂百分比均低于

10%，最低的为 DH5，仅为 6.56%。由此可知，微藻

生物量的积累与油脂积累并没有直接的关系，生物量

积累较高不一定积累大量油脂，生物量低却反而可能

较好地积累油脂。与其他一些研究工作相比，本研究

筛选出的 2 株小球藻产油能力处于中等水平，如孙漫

等从海南岛周围水域筛选出 105 株海洋微藻，其中 33
株微藻油脂产量较高，最高的藻株 XG01 油脂产量达

到 221.9 mg/L，油脂百分含量达到 38.93%[15]；郭建东

等人在淮坊不同生境中筛选出 19 株产油微藻，其中有

8 株超过 30%，两株超过 40%[16]；王玉荣等人从东北

地区筛选分离出 14 株产油微藻中有两株高于

40%[17,18]。本研究筛选得到的小球藻 DH2 及 DH6 在

普通 BG11 培养基中可积累一定的油脂，后期通过营

养条件及培养条件的优化有可能进一步提高其油脂产

量，两者可以选作为微藻柴油研发的潜在藻种。 

3  结论 

3.1  作者通过对广州华南理工东湖自然水体的筛选，

共得到 6 株绿藻。6 株绿藻通过光学显微镜观察及基

因检测得知它们分别为 3 株小球藻和 3 株栅藻。培养

得知该 6 株藻种均能在 BG11 培养基中较好生长。 

3.2  一般来说，微藻生长与油脂积累存在矛盾关系，

油脂大量积累通常发生在细胞分裂受阻即藻细胞生长

收到抑制时，而生物量的积累通常与藻种、培养基营

养条件、培养模式等有关[19~21]。以增加微藻生物量为

基础提高藻细胞油脂含量，即同时提高微藻生物量与

油脂产量，这是微藻生物柴油发展必须解决的问题
[22]。分析本研究中微藻生物量及油脂积累情况可知，

有些微藻生物量虽高却不能很好地积累油脂，如

DH5，其叶绿素含量培养 21 d 后在所有微藻中最高，

达到 16.16 mg/L，且 25 d 藻细胞干重也为最高，达到

587.71 mg/L，然而其油脂百分比仅为 6.56%；有些藻

种虽然生物量低，却能有效地积累油脂，如 DH2，叶

绿素含量最低，仅为 9.54 mg/L，油脂百分含量却能达

到 31.33%。因此应该综合考虑生物量与油脂产量来权

衡微藻的生长产油效率微藻产油能力与培养基营养条

件和培养环境，以及缺氮等有关，不同条件下产油效

果都会有所不同[23]。后续拟展开相关工作进一步研究

提高其产油效率。该研究取样于华南理工校内东湖，

之前未有人做过该水体微藻相关研究，因此本结果将

为也为该水体微藻研究以及中国湖泊微藻研究提供一

定参考和借鉴。 
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