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三角褐指藻提取生物柴油的生态响应研究

何　峰，　傅鹏程＊，　徐春明
（中国石油大学（北京）新能源研究中心，北京１０２２４９）

摘　要：　为了考察光暗对比以及不同碳源类型和浓度对于三角褐指藻生化物质的影响，用含有葡萄糖、乙酸

钠和甘油的培养基对三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ　ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）进行培养，并测定生物量、细胞浓度、生化物质以及脂

肪酸含量。结果表明，三角褐指藻具有光自养和兼养生长的能力；三角褐指藻对底物浓度与有机碳源具有选择性，

其中利用葡萄糖的最佳浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ；在５００ｍＬ三角瓶培养过程中生长适宜条件为：温度（２５±１）℃，光强２５

μｍｏｌ／（ｍ
２·ｓ），ｐＨ为７．５。不管哪种碳源均能够促进三角褐指藻生物量的积累。将细胞浓度达到２．５×１０６个／ｍＬ

培养末期的藻液进行蛋白质、还原糖、叶绿素以及总脂（ＴＯＬ）含量分析，考察不同生长条件下生化物质的积累以及

细胞生物量的变化。通过超声波萃取及索氏抽提总脂，质量分数达到２０％（干重）；利用ＧＣ－ＭＳ分析脂肪酸含量及

组成，其中以Ｃ１６∶１，Ｃ１６∶０居多，质量分数分别为３４．８％，１１．９％，可以用于提取生物柴油。
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　　微藻是一类具有生产高附加值化学和营养品如
多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡｓ）和生物活性成分的有潜
力的资源［１］。同时做为原料生产生物柴油等生物质

收稿日期：２０１０－１０－２７
作者简介：何峰（１９８３－），男，黑龙江宾县，在读博士。

基金项目：国家９７３科技计划项目资助（Ｓ２０１００２１００１）。

＊通讯联系人。

燃料受到国内外广泛关注，微藻因其具有生长速度
快、脂肪酸含量高、生长条件温和、不受水质、自然环
境等影响而被认为是值得推广的第三代生物质燃

料。硅藻三角褐指藻富含油脂（占细胞干重４０％～
６０％）［２］，且短链脂肪酸（Ｃ１４和Ｃｌ６）占细胞中总脂
肪酸的６７％～７０％［３］。
三角褐指藻富含大量的多不饱和脂肪酸和色素
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等，如二十碳五烯酸（ＥＰＡ），具有很高的经济利用
价值［４］。也有报道称国外已用三角褐指藻生产抗氧
化剂（岩藻黄素）等产品［５］，关于它的研究国内进行
了大量的工作，如对温度、光强、时间、营养盐及微量
元素等进行了探讨。暨南大学段舜山课题组分别利
用不同氮源［６］、不同铁浓度诱导海洋三角褐指藻的
生长进行了研究［７］，梁英等［８］研究了温度对于三角
褐指藻叶绿素荧光特性以及生长的影响，也有研究
利用不同温度考察三角褐指藻的生长以及甘油三酯

的积累情况，并且利用絮凝法收集藻种，提高了藻种
的收集效率，另外，海洋微藻在受到环境胁迫后，如
氮限制［９－１２］、超声波、紫外光等对微藻的化学组成
也产生了很大的影响［１３］。目前已经有许多报道藻
类的兼养培养比光自养培养生长速度快。例如在户
外管式反应器中以０．１ｍｏｌ／Ｌ葡萄糖为底物兼养培
养小球藻白天最高产量达到１０．２ｇ／（Ｌ·ｄ），晚上
达到５．９ｇ／（Ｌ·ｄ），比正常情况下小球藻类似的光
自养产量要高三倍。兼养培养是光自养生产生物质
的一种转换，生长速率及生物量的增加是光和无机
物作用的结果。然而目前国内对于硅藻三角褐指藻
在油脂积累以及代谢方面的研究较少，本研究以大
规模培养三角褐指藻并且分析其脂肪酸含量及组成

为目标，采用兼养培养的方式是目前研究较少的培
养方式，因其高效且脂肪含量相对较高而体现了创
新性与可操作性。

１　实验部分
１．１　材料与方法

１．１．１　藻种来源　中国科学院海洋研究所购得三
角褐指藻藻种。

１．１．２　培养条件　人造海水配置ｆ／２培养基配方
为：ＮａＮＯ３，７４．８ｍｇ；ＮａＨ２ＰＯ４，４．４ｍｇ；Ｎａ２ＳｉＯ３
·９Ｈ２Ｏ，８．４～１６．７ｍｇ；ｆ／２微量元素溶液，１ｍＬ；

ｆ／２维生素溶液，１ｍＬ；海水，１　０００ｍＬ。其中ｆ／２
微量元素溶液基本配方为：ＺｎＳＯ４·４Ｈ２Ｏ，２３ｍｇ；

ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ，１７８ｍｇ；ＣｕＳＯ４· ５Ｈ２Ｏ，１０ｍｇ；

ＦｅＣ６Ｈ５Ｏ７·５Ｈ２Ｏ，３．９ｇ；ＮａＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ，７．３
ｍｇ；ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ，１２ｍｇ；Ｎａ２ＥＤＴＡ，４．３５ｇ。ｆ／２
维生素溶液基本配方：维生素Ｂ１２，０．５ｍｇ；维生素

Ｂ１，１００ｍｇ；维生素Ｈ，０．５ｍｇ；纯水，１　０００ｍＬ。盐
度３％，ｐＨ＝７．５，藻种密度０．１５ｇ／Ｌ，光照培养箱

２５℃，光照５　０００ｌｕｘ，光照时间为１６ｈ（暗反应时间
为８ｈ），培养１４ｄ，同时进行暗反应对照。对数生
长期的藻种进行接种，每组实验３个平行，每天定期
摇动３次 并随机变换位置 使吸收光照均匀 所有
实验均在中国石油大学（北京）光合资源化利用实验

室开展。

１．１．３　仪器设备　紫外分光光度计（Ｕｎｉｃｏ上海科
学仪器厂）；高速冷冻离心机（湖南湘仪实验仪器
厂）；光照培养箱（上海科学仪器厂）；超声波破碎仪
（上海德强医学仪器公司）；光强测定仪（ＬＩ－２５０）；
超净工作台（哈东联科学仪器厂）；磁力搅拌器（江苏
太仓科学仪器厂）；恒温摇床（江苏太仓科学仪器
厂）。

１．２　实验方法

１．２．１　收集培养　采用５００ｍＬ的摇瓶进行培养，
同时后期利用１０Ｌ光合生物反应器进行扩大培养，
收集培养至对数生长末期的藻液５　０００ｇ，４　０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集藻细胞，蒸馏水洗涤３次，收
集藻粉，烘干，于－２０℃冰箱保存备用。

１．２．２　生物量的测定　采用干重法测定。将恒重
的滤膜抽滤一定体积的藻液，８０℃恒温烘干２４ｈ，
测定质量无变化后测定滤膜的质量差，即可获得细
胞的生物量。

１．３　还原性糖、叶绿素ａ以及蛋白质含量的测定

１．３．１　还原性糖测定　采用ＤＮＳ，每两天测定一
次４８５ｎｍ下的吸光度，通过查找标准曲线对应的
数值来确定还原糖类的变化。同时考察不同糖类在
代谢过程中底物的消耗情况。

１．３．２　叶绿素ａ含量的变化　收集经４　０００ｒ／

ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ后所得到的藻种，冻干２４ｈ，用质量
分数为９０％丙酮进行萃取，叶绿素是一种检测光合
效率的手段，叶绿素荧光分别在６４５ｎｍ 和６６３
ｎｍ处有最大吸收，质量浓度＝（２　０．２×ＯＤ６４５＋
８．０２×ＯＤ６６３）×稀释倍数［１５］。

１．３．３　蛋白质的测定

　　（１）细胞内蛋白质的提取：用带刻度的离心管
量取一定体积的藻液，在５　０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０
ｍｉｎ，小心吸取上清液，余下的藻泥用蒸馏水定容至

１０ｍＬ，用超声波细胞粉碎仪进行细胞破碎，５　０００
ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，将上清液移入比色管中，即得
蛋白质提取液。

　　（２）细胞内蛋白质的测定方法：细胞内蛋白质
的含量用紫外吸收法测定。取蛋白质的提取液置于
光径１ｃｍ 的石英比色杯中，测定其在２８０ｎｍ 和

２６０ｎｍ的波长，分别读取。用蒸馏水做空白对照。
根据下列公式计算藻液中的蛋白质质量浓度：质量
浓度＝１．５５Ａ２８０－０．７６Ａ２６０，根据藻液的浓缩比和对
应生物量计算出蛋白质质量浓度。

１．３．４　总脂含量的测定　将收集的藻种进行离心
烘干 分别取０．５ｇ干藻种用正己烷进行萃取 后将
藻种进行超声波破碎５ｍｉｎ，并导入新的离心管，用
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Ｎ２ 吹干正己烷，称重计算总脂的含量。

１．４　脂肪酸的提取

　　在螺口试管中称取烘干的藻粉５　０ｍｇ，加入

２．０ｍＬ的质量分数２％的 Ｈ２ＳＯ４ 甲醇溶液，充入
氮气。将螺口试管放入８０℃砂浴１ｈ，冷却至室温，
分别加入１０ｍＬ的蒸馏水和１．０ｍＬ的正己烷，充
分振荡，４　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。取出正己烷层放
置到一小玻璃瓶中，氮气吹干，加入１００μＬ正己烷。
转移到另一个小玻璃瓶中，封口备测。

１．５　脂肪酸组成的测定

　　利用Ｆｉｎｎｉｇａｎ　Ｔｒａｃｅ　ＤＳＱ气质联用仪分析脂
肪酸组成以及含量。毛细管色谱柱 ＨＰ－５（３０ｍ×
３２０μｍ×０．２５μｍ，质量分数５％的苯酚）。进样口
温度为２７０℃，扫面范围５０～６００ｕ；５５℃保持１
ｍｉｎ，以３０℃／ｍｉｎ的速度升至１７５℃，以２℃／ｍｉｎ
的速度升至２４０℃，再以６℃／ｍｉｎ的速度升至３００
℃，在３００℃保持１０ｍｉｎ。离子源为电子轰击源
（ＥＩ，７０ｅＶ），载气为高纯氦气，流速１ｍＬ／ｍｉｎ，以
面积归一化法得到各脂肪酸组分的相对百分含量。

２　结果与讨论
２．１　藻类细胞密度以及生物量的变化

２．１．１　不同有机碳源对藻类生长的影响

　　（１）细胞密度的变化

　　各对照组均以０．１５ｇ／Ｌ的藻密度进行接种。
在不同的有机碳源以及不同浓度下进行对照试验，
以不加有机碳源的光反应为对照组，同时考察暗反
应条件下，藻液的生长情况，如图１所示。

　　从图１（ａ）中可以看到随着时间的变化，细胞生
物量呈线性增加，不同的葡萄糖浓度对于藻类细胞
密度的影响有所不同，其中２０ｍｍｏｌ／Ｌ的葡萄糖浓
度最适合藻细胞密度的增加，从５～１００ｍｍｏｌ／Ｌ的
趋势内变化显著。图１（ｂ）中含５～５０ｍｍｏｌ／Ｌ的乙
酸钠的培养基对细胞生物量的增加均有显著提高，
并且随着时间的变化成线性趋势，当乙酸钠浓度达
到１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，细胞密度变化很小，说明该浓度
会抑制细胞的生长，而５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸钠满足生长
需求。图１（ｃ）中添加不同甘油均使藻细胞在兼养
条件下细胞密度有所提高，但是不同的添加浓度对
于细胞密度的增加趋势变化不明显。图１（ｄ）中将
光反应与暗反应进行对比发现，在黑暗胁迫条件下，
细胞的生长受到了严重抑制，细胞密度变化很小，因
此说明黑暗条件不适合三角褐指藻的生长，而光自
养与光兼养均能适合三角褐指藻生长。

Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ　ａｌｇａｅ　ｃｅｌｌ　ｄｅｎｓｉｔｙ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
　　　ｏｒｇａｎｉｃ　ｃａｒｂｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ

图１　不同有机碳源对藻类细胞密度的影响

　　（２）藻种的生物量变化

　　培养到第１４ｄ时，通过干重法测定细胞的生物
量，结果如表１所示。

　　在２５℃，每天光照１６ｈ的５００ｍＬ培养瓶中进
行自养、异养、以及兼养培养的对比，发现两组对比
试验中添加有机碳源其生物量均有增加，并且在光
兼养条件下生物量增加显著，最高可达到１．００１
ｍｇ／ｍＬ。
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表１　正常光照条件以及暗反应条件下细胞生物量的积累

Ｔａｂｌｅ　１　Ｂｉｏｍａｓｓ　ｏｆ　ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ　ｂｅｔｗｅｅｎ　ｎｏｒｍａｌ　ａｎｄ　ｄａｒｋｎｅｓｓ　ｍｇ／ｍＬ

生物量

积累

自养

对照

兼养

葡萄糖 乙酸钠 甘油

异养

葡萄糖 乙酸钠 甘油

底物干重 ０．５６　 ０．５８１　 １．００１　 ０．９４１　 ０．４３１　 ０．５７５　 ０．５２４

２．２　细胞内生化物质及生化组成的变化

　　细胞内生化物质随时间的变化如图２所示。叶
绿素ａ体现了藻类光合效率以及光能转化为化学能
的关系，从实验中可以看到光自养与暗反应间叶绿
素ａ含量变化很大（见图２（ａ）），随着时间的增长，
光反应叶绿素ａ一直积累，以葡萄糖为底物的异养
反应中最大值可达到０．６９ｍｇ／Ｌ，是光反应的１．９
倍，３种底物所积累的叶绿素含量接近；以葡萄糖为
底物的暗反应最大值只有０．４５ｍｇ／Ｌ，而暗反应条
件下不加有机碳源，叶绿素ａ积累更少，只在第６天
达到最大值０．１７ｍｇ／Ｌ，而后逐渐减少，到第１０天
基本上不变化。

　　还原性糖类可以间接地反映藻类糖代谢的合
成、转移等信息。由图２（ｂ）分析可知，不投加有机
碳源的光反应中糖类从第４天开始增加，到第１２天
达到最大值为０．３５ｍｇ／Ｌ，之后不变化，到第１２天
开始减少，第１４天质量浓度只有０．２９ｍｇ／Ｌ，分析
原因可能是开始消耗底物的还原糖类；而黑暗胁迫
条件下还原糖类积累很少，最大值只有光反应的

０．６倍。而对于不同的反应条件包括光自养、异养
和光兼养以及黑暗对照发现，光兼养条件下消耗的
底物质量浓度最大，而光自养比黑暗胁迫条件下所
积累的还原糖多２．９倍。

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｐｏｓｉｔｉｏｎ　ｃｈａｎｇｅｓ　ａｓ　ｔｈｅ　ｔｉｍｅ

图２　化学组成随时间的变化

　　由图２（ｃ）分析可知，光反应第４天开始，蛋白
质质量浓度显著增加，到第１０天达到最大值０．７１
ｍｇ／Ｌ，而最小值只有０．１１ｍｇ／Ｌ，黑暗胁迫条件下
蛋白质质量浓度变化不显著，第４天达到最大值

０．２０ｍｇ／Ｌ，之后逐渐较小。可以看出，暗反应中细
胞的代谢和分裂都非常缓慢，因此物质积累很少。

２．３　不同有机碳源对脂肪酸组分及含量的影响

　　通过ＧＣ－ＭＳ分析脂肪酸组成及其含量（质量
分数），结果如表２所示。

表２　脂肪酸含量与类型

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｆａｔｔｙ　ａｃｉｄ ％

脂肪酸类型 自养
有机碳源

葡萄糖 乙酸钠 甘油

Ｃ１２∶０ － ２．０　 ３．２　 ０．３

Ｃ１４∶０　 ５．２　 ４．７　 ４．６　 ３．８

Ｃ１５∶０　 ０．３　 ０．３　 ０．２　 ０．３

Ｃ１６∶０　 １１．９　 １３．８　 １６．０　 １９．６

Ｃ１６∶１　 ３４．８　 ３９．９　 ３８．５　 ３９．９

Ｃ１８∶３ｎ６　 １．０　 １．１　 １．２　 １．０

Ｃ１８∶２ｎ６ｃ ０．９　 ２．６　 ２．３　 ２．１

Ｃ１８∶２ｎ６ｔ １．６　 ０．６　 ０．８　 ０．６

Ｃ１８∶１ｎ９ｃ ３．６　 ３．０　 ２．０　 １．５

Ｃ１８∶１ｎ９ｔ １．４　 １．７　 １．６　 ２．４

Ｃ１８∶０ － － － －

Ｃ２０∶４ｎ６　 ０．７　 ０．６　 ０．５　 ０．４

Ｃ２０∶５ｎ３　 １２．２　 １８．９　 １９．１　 １４．４
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　　续表２

脂肪酸类型 自养
有机碳源

葡萄糖 乙酸钠 甘油

Ｃ２０∶３ｎ３ － １．４　 １．３　 ０．８

Ｃ２０∶０　 ０．１ － － －

Ｃ２２∶６ｎ３　 ０．７　 ０．９　 ０．６　 ４．２

Ｃ２２∶０ － ０．２　 ０．２　 ０．１

Ｃ２４∶０　 ０．９　 ０．９　 １．０　 ０．９

其它 ４．６　 ８．８　 ９．９　 ４．２

ＴＳＦＡ　 ２７．５　 ２１．９　 ２５．２　 ２５．０

ＴＭＵＦＡ　 ３４．８　 ３９．９　 ３８．５　 ３９．９

ＴＰＵＦＡ　 ３１．４　 ３０．８　 ２９．４　 ２７．４

　　注：ＴＳＦＡ为总饱和脂肪酸，ＴＭＵＦＡ为总单不饱和脂

肪酸，ＴＰＵＦＡ为多不饱和脂肪酸。

　　三角褐指藻在不同的培养条件下脂肪酸含量变
化显著，而且不饱和脂肪酸的类型有所不同，主要的
脂肪酸为Ｃ１６∶０，Ｃ１６∶１，Ｃ２０∶５，还有部分Ｃ１８
（Ｃ１８∶１，Ｃ１８∶２，Ｃ１８∶３，Ｃ１８∶４），其中兼养条件
下的脂肪酸含量明显高于自养，总饱和脂肪和单不

饱和脂肪酸含量在兼性条件下有所增加，多不饱和
脂肪酸有所下降。

　　综上，通过考察光暗对比发现，暗反应条件对三
角褐指藻的生长、生物量、细胞密度以及化学成分如
蛋白质、还原糖、脂类积累等均有较大的影响，特别
是在实验结束的前４天，光照条件下细胞密度随着
时间增加变化显著，而黑暗条件下细胞密度仅为

３３％，而且蛋白质、糖类、叶绿素均出现减少，原因是
暗反应条件下细胞分裂减慢，导致生物化学物质合
成能力下降。在１４天的实验过程中，黑暗条件下的
三角褐指藻仍能够缓慢生长并在实验结束时保持相

对稳定的活性，说明三角褐指藻有一定的耐受黑暗
胁迫的能力，从而在恶劣环境中生存。通过实验发
现，三角褐指藻可以适应不同的有机碳源，并且具有
最适合的底物浓度，同时对黑暗胁迫具有一定的耐
受力，这也导致了其在暗反应过程中有少部分叶绿
素、糖类、蛋白质的代谢和合成。需要进一步研究不
同的温度、氮含量等条件对于生化物质及脂类积累
的影响，从而充分利用三角褐指藻获得相关的生物
柴油及相关产品。
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