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研究报告 

氮源类型和水平对 3 株球状绿藻生长、油脂和花生四烯酸 

积累的影响 

孟鸽  黄罗冬  高保燕  张成武* 
(暨南大学生态学系水生生物研究中心  广东 广州  510632) 

 
 

摘  要：【背景】缺刻叶球藻(Lobosphaera incisa Reisigl)是一种单细胞球状绿藻，是已知花生四

烯酸(Arachidonic acid，AA)含量最丰富的植物资源之一。然而目前其分类和命名仍然较为混乱。

【目的】明确 3 株球状绿藻(SAG2468、SAG2043、H4301)的分类地位及在不同氮源(硝酸钠、

尿素、碳酸氢铵、碳酸铵、硝酸铵、氯化铵和硫酸铵)和氮浓度(18 mmol/L，3 mmol/L)条件下

油脂和 AA 积累的特性。【方法】通过分子系统学和形态观察的方法对 3 株球状绿藻进行分类

界定；采用干重法、重量法和气相色谱分析的方法分别对其生物量、油脂含量、脂肪酸组成及

AA 含量进行测定。【结果】3 株球状绿藻均隶属于叶球藻属(Lobosphaera)，SAG2468 原定名为

缺刻缘绿藻(Parietochloris incisa)，现修订为缺刻叶球藻(Lobosphaera incisa)，与 H4301 为缺刻

叶球藻的不同地理株系。SAG2043 原定名为双隔蚁形藻(Myrmecia bisecta)，现修订为双隔叶球

藻(Lobosphaera bisecta)。3 株微藻在高氮(18 mmol/L)和低氮(3 mmol/L)浓度的硝酸钠和尿素培

养条件下均可良好生长，铵盐对藻细胞生长普遍有抑制作用，且浓度越高抑制作用越显著。低

氮胁迫能显著促进油脂和 AA 的积累(P<0.05)，SAG2043 在 3 mmol/L 硝酸钠条件下油脂和 AA

产率最高，分别为 142.15 mg/(L·d)和 35.51 mg/(L·d)，明显高于另外 2 株微藻(P<0.05)。此时

SAG2043 对应获得的生物量为 4.9 g/L，油脂含量为 43.49%，AA 含量高达干重的 10.86%，占

总脂肪酸含量的 31.75%。【结论】SAG2043 是一株更具 AA 开发潜力的微藻。 

关键词：球状绿藻，叶球藻属，氮源类型和水平，总脂，花生四烯酸 
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Effects of nitrogen sources and levels on the growth and accumulation 
of lipids and arachidonic acid of three coccoid green algae 

MENG Ge  HUANG Luo-Dong  GAO Bao-Yan  ZHANG Cheng-Wu* 

(Research Center for Hydrobiology, Department of Ecology, Jinan University, Guangzhou, Guangdong 510632, China) 

Abstract: [Background] Lobosphaera incisa Reisigl is a unicellular coccoid green algae, one of the 
richest plant source of arachidonic acid (AA). However, its taxonomic position has been unclear so 
far. [Objective] The taxonomy of three coccoid green algae (SAG2468, SAG2043 and H4301) with 
similar morphology were clarified, and the effects of different nitrogen sources (NaNO3, (NH2)2CO, 
NH4HCO3, (NH4)2CO3, NH4NO3, (NH4)2SO4 and NH4Cl) and levels (18 mmol/L, 3 mmol/L) on their 
lipids and AA accumulation were analysed. [Methods] Molecular and morphology identification 
were used to analyse the taxonomic position of the three strains; dry weight, gravimeter and gas 
chromatographic analyses were used to determine the biomass concentration and the content of total 
lipids (TLs) and AA. [Results] The three strains all belonged to the genus of Lobosphaera. 
Parietochloris incisa SAG2468 was revised to Lobosphaera incisa; SAG2468 and H4301 were the 
different geographical strains of L. incisa. Myrmecia bisecta SAG2043 was revised to Lobosphaera 
bisecta. The high (18 mmol/L) and low (3 mmol/L) nitrogen concentration of NaNO3 and (NH2)2CO 
were all suitable for the growth of these three strains. Ammonium as nitrogen source inhibited the 
growth of algae, and the higher the concentration, the more inhibition. Low-nitrogen concentration 
could promote TLs and AA accumulation in all strains significantly (P<0.05). The remarkable TLs 
and AA volumetric productivities of 142.15 mg/(L·d) and 35.51 mg/(L·d) were obtained in SAG2043 at   
3 mmol/L NaNO3, significantly higher than those of H4301 and SAG2468 (P<0.05). Under these 
conditions, the corresponding biomass concentration was 4.9 g/L, the TLs reached 43.49% and the 
AA contents were up to 10.86% of dry weight and 31.75% of the total fatty acids in SAG2043. 
[Conclusion] SAG2043 showed a more prominent advantage to AA production. 

Keywords: Coccoid green algae, Lobosphaera, Nitrogen sources and levels, Total lipids, Arachidonic 
acid 

花生四烯酸(Arachidonic acid，AA，20:4n3)是

人体条件性必需的多不饱和脂肪酸，作为信号转导

酶调控中的脂质信使或类花生酸的前体(特别是白

三烯、前列腺素和血栓素)在细胞信号传导中起重要

作用[1]，在克服情绪低落、增加肌肉量和辅助治疗

关节炎等方面具有明显的效果[2]。AA 主要来源于

古朴阿苏果油(Cupuassu butter)。 

缺刻叶球藻(Lobosphaera incisa Reisigl)隶属于

绿藻门(Chlorophyta)共球藻纲(Trebouxiophyceae)，

是一种单细胞球状绿藻，它是目前已知 AA 含量最

丰富的植物资源之一。研究证实，缺氮条件下，缺

刻叶球藻 AA 含量高达细胞干重的 21%，占总脂肪

酸含量的 59%[3]。关于该藻的分类地位一直颇受争

议，第一个与地衣光合共生的球状绿藻新种比亚托

蚁形藻(Myrmecia biatorellae)于 1948 年由 Tschermak- 

Woess 等[4]发现，其主要特征被概括为孤立的球形

细胞、具有二分裂的杯状顶叶叶绿体、蛋白核缺失

等，该种也成为地衣共生藻或非共生球状土壤绿藻

的模式种。1964 年 Reisigl[5]根据光学显微镜下的形

态特征与上述特征相符，首次将缺刻叶球藻命名为

缺刻蚁形藻(Myrmecia incisa)，1996 年 Watanabe 等[6]

根据在日本高山分离的一株球状绿藻的细胞学和

超微结构特征，重命名为缺刻缘绿藻(Parietochloris 

incisa)，主要区别是后者具有蛋白核且游动孢子的

鞭毛基粒呈逆时针方向。近年来以 18S rRNA 基因

开展的分子系统学将该种最新修订为缺刻叶球藻(L. 

incisa)[7-8]。该种在世界范围内均有报道，栖息地广

泛，生境差异很大，目前国际上关于该种及其种内
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多样性的研究较少，分类和命名较为混乱。 

Lang 等[9]研究报道双隔蚁形藻(Myrmecia bisecta 

SAG2043)在特定培养条件下 AA 含量高达总脂肪酸

的 51.8%；Řezanka 等[10]研究发现，该藻株 AA 含量

可达到总脂肪酸含量的 52.1%。因此双隔蚁形藻也是

一株 AA 含量较高的微藻，目前关于该藻积累 AA

的报道较少。形态上，缺刻叶球藻与双隔蚁形藻营

养细胞形态十分相似，鉴于此，1978 年 Andreyeva

等[11]将包括这 2 个种在内的 7 株球状土壤绿藻划分

到蚁形藻属(Myrmecia)，1995 年 Friedl[12]根据游动

孢子形态学和 18S rRNA 基因系统发育分析认为双

隔蚁形藻的游动孢子类型与该属其他成员差别很

大，在基于 18S rRNA 基因序列进化树的位置也孤立

于该属之外，认为该种不属于蚁形藻属，但其分类

地位不详。由此可看出，由于形态上的相似性，致

使这几株微藻的分类争议多出现在 3 个属，即叶球

藻属(Lobosphaera)、蚁形藻属(Myrmecia)和缘绿藻属

(Parietochloris)。 

氮是微藻生长和代谢必需的元素之一，也是最

常用的胁迫因子，对微藻的生长和油脂代谢有显著

的影响。硝酸盐是微藻培养最常用的氮源，Li 等[13]

研究不同氮源和氮浓度对富油新绿藻(Neochloris 

oleoabundans)生长及总脂积累的影响表明，硝酸钠

是最佳氮源形式，最大生物质浓度在 10 mmol/L 时

获得为 3.15 g/L，而降低氮浓度总脂产率显著提高，

在 5 mmol/L 时最大为 0.40 g/L。铵盐是能量上最有

优势的氮源形式，Xu 等[14]研究发现升高铵盐浓度

有利于真眼点藻纲椭圆藻属(Ellipsoidion sp.)获得

更高的生长速率，同时油脂含量及 EPA 含量也高于

硝酸钠和尿素存在的条件下。尿素普遍用于农业生

产，成本较低。Hsieh 等[15]通过采用半连续添加尿

素的培养方式使小球藻属(Chlorella sp.)获得更高的

生长速率和油脂含量。由此可见 3 种氮源各有优势，

而不同藻株有不同的生理特性，对氮源和氮浓度的

需求及耐受能力有所差异。 

本研究选取 3 株具有分类争议的典型球状绿 

藻——分离自日本 Tateyama 高山雪地的缺刻缘绿

藻  (P. incisa SAG2468)、捷克泥炭沼泽的缺刻叶球

藻 (L. incisa H4301)和意大利松树林土壤的双隔蚁

形藻(M. bisecta SAG2043)作为研究对象。本实验室

前期研究发现三者有相似的形态特征和繁殖方式，

均可以积累一定含量的油脂和 AA。在此基础上，   

3 株球状绿藻分类地位、亲缘关系如何？积累油脂和

AA 的特性是否存在差异值得探讨。因此，本文采用

分子系统学方法并结合相关形态学和生理学特征对

3 株微藻进行分类学鉴定；另一方面，通过比较不同

氮源和氮浓度条件下生长、总脂及 AA 积累情况，

以期筛选出一株生长快、油脂、AA 产率较高的优势

藻株，为 AA 种质资源的鉴定与筛选提供参考依据。 

1  材料与方法  

1.1  实验材料 

缺 刻 缘 绿 藻 (Parietochloris incisa (Reisigl) 

Watanabe SAG2468) 和 双 隔 蚁 形 藻 (Myrmecia 

bisecta (Reisigl) SAG2043)购自 Culture Collection of 

Algae (SAG) at Göttingen University 
(http://www.uni-goettingen.de/en/45175.html) 。 缺 刻

叶球藻(Lobosphaera incisa (Reisigl) Karsten CAUP 

H4301)购自 Culture Collection of Algae (CAUP) of 

Charles University Prague (http://botany.natur.cuni. 
cz/algo/caup-list.html)。 

1.2  主要试剂和仪器 

硝酸钠、尿素、碳酸氢铵、碳酸铵、硝酸铵、

硫酸铵、氯化铵、二甲基亚砜、甲醇、乙醚、甲苯

等，广州化学试剂厂；正己烷(色谱纯)，Honeywell

公司；十七烷酸(C17:0)，Sigma 公司；植物基因组提

取试剂盒、PCR 扩增反应试剂，TaKaRa 公司；引

物由北京六合华大基因科技有限公司合成。 

光学显微镜，奥林巴斯公司；高速冷冻离心机，

久保田公司；冷冻干燥机，CHRIST 公司；氮吹仪，

Organomation 公司；气相色谱仪和气相色谱柱，安

捷伦公司；凝胶成像分析仪和 PCR 仪，Bio-Rad   

公司。 

1.3  实验设计 

BG-11 培养基为基础培养基，培养基配制时分
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别选用 7 种氮源：NaNO3、(NH2)2CO、NH4HCO3、

(NH4)2CO3、NH4NO3、(NH4)2SO4 和 NH4Cl，氮浓

度为 18.0 mmol/L (高氮)和 3.0 mmol/L (低氮)。以内

径为 4.5 cm 的柱状光生物反应器(体积约 1 000 mL)

进行培养，培养温度为 24±1 °C，光照强度为   

300±10 µmol/(m2·s)单侧连续光照，富含 1.0% CO2

的压缩空气持续搅拌培养。取对数生长期(约 5 d)

的藻液接种，初始接种浓度为 OD750=0.70±0.02，培

养周期为 15 d，每个实验组设置 3 个平行。 

1.4  实验方法 

1.4.1  藻细胞的形态观察 

每天定时取样、制片，使用光学显微镜观察藻

细胞不同繁殖形态和细胞内油体形成过程。 

1.4.2  藻粉和藻泥的制备 

培养结束后，用于测定总脂及总脂肪酸含量的

样品制成藻粉，3 000 r/min 离心 5 min 收集藻泥，

置于−20 °C 冷冻结冰，用冷冻干燥机抽干，置于

4 °C 保存备用；用于 DNA 提取的样品制成藻泥，

取无菌培养至对数期的藻细胞，4 °C、5 500 r/min

离心 10 min，用灭菌的去离子水洗涤 2 次，再次离

心收集藻泥，立即用液氮冻存于−80 °C。 

1.4.3  生物量、总脂含量和总脂肪酸组成与含量

的测定 

生物量的测定采用干重法，培养 15 d 结束后取

10 mL 藻液进行测定，具体步骤及计算方法见文  

献[16]。总脂含量的测定采用有机溶剂萃取-重量

法，适当改进 Khozin-Goldberg[17]方法提取总脂，改

进后详细的说明见参考文献[18]，计算公式为：总

脂含量(%)=(总脂质量/干藻粉质量)×100。采用原位

酯交换法提取总脂肪酸，参考 Cohen 等[19]方法，加

入 2 mL 含有 2% H2SO4 的无水甲醇-甲苯(1:1，体积比)

混合液后 80 °C 磁力搅拌 1.5 h。采用气相色谱分析的

方法检测分析样品，具体检测条件见参考文献[16]。

通过标准品脂肪酸(C17:0)出峰时间标定各脂肪酸的

出峰时间和顺序，根据面积归一法计算得到各脂肪

酸相对含量(占总脂肪酸)。按下式计算各脂肪酸绝

对含量(占干重)：某脂肪酸绝对含量(%)=某脂肪酸

相对含量×250×10−3/(C17:0 相对含量×25)×100。 

1.4.4  单位体积总脂和 AA 产率 

总脂或 AA 产率[g/(L·d)]=总脂或 AA 绝对含 

量(%)×生物量(g/L)/培养时间(d)。 

1.4.5  DNA 提取、18S rRNA 基因序列扩增及测序 

按照试剂盒说明提取基因组 DNA，用于扩增

18S rRNA 基因(sF 和 sR)、rbcL (rF 和 rR)和 ITS (iF

和 iR)的引物引自相关文献[20-23] (表 1)。50 μL PCR

反应体系：模板 DNA (约 50 ng/μL) 2 μL，正、反向

引物(10 μmol/L)各 2 μL，10×PCR buffer 5 μL，Taq

酶(5 U/μL) 1 μL，dNTPs (2.5 mmol/L) 4 μL，ddH2O  

34 μL。18S rRNA 基因扩增条件：95 °C 3 min；95 °C 

30 s，52 °C 45 s；72 °C 2 min，30 个循环；72 °C 10 min；

4 °C 保存。扩增 rbcL 和 ITS 条件：95 °C 3 min；95 °C 

30 s，52 °C 45 s，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min；

4 °C 保存。产物经 1%琼脂糖凝胶电泳检测，确认

条带清晰无杂带后送华大基因公司测序。 

 
表 1  18S rRNA 基因、rbcL 和 ITS 的 PCR 引物 
Table 1  Primers of 18S rRNA gene, rbcL and ITS genes 

引物 

Primers 

序列 

Sequences (5′→3′) 

长度 

Size (bp) 
上游引物 Forward primer (sF) AACCTGGTTGATCCTGCCAGT 21 

下游引物 Reverse primer (sR) TGATCCTTCTGCAGGTTCACCTAC 24 

上游引物 Forward primer (rF) GGCAGAATCATCAACAGGAA 20 

下游引物 Reverse primer (rR) CATGTGCCAAATGTGAATACC 21 

上游引物 Forward primer (iF) CCGCCCGTCGCTCCTACCGATTGGGTGTG 29 

下游引物 Reverse primer (iR) TCCCTTTTCGCTCGCCGTTACTA 23 
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1.4.6  系统发育树的构建 

手动删除序列头尾质量不佳的部分，下载

GenBank 相关序列。利用 MEGA 7.0 进行多序列比

对，去除两端冗余序列，形成规整矩阵，基因序列

之间遗传距离也通过 MEGA 7.0 计算完成，采用 N-J 

(Neighbor-Joining)法构建系统发育树，用自展法

(Bootstrap)检验系统树，自展数据集为 1 000 次。 

1.4.7  数据分析 

采用 Excel 2010 和 Origin 8.5 分析并作图，并用

SPSS 17.0 软件对数据进行单因子差异分析，以

P<0.05 代表差异显著。 

 

2  结果与分析 

2.1  形态观察 

在不同培养时期光学显微镜下所观察到的 3 株

球状绿藻细胞繁殖形态如图 1A、B 和 C 所示。营养

细胞形态相似，呈球形(SAG2043 也常见椭圆形)，单

细胞或聚集成不定形群体。细胞直径在 3 μm−15 μm，

偶见 20 μm 左右。细胞表面光滑，具有二分裂的   

杯状顶叶叶绿体，以似亲孢子和游动孢子的形式   

进行繁殖，游动孢子裸露呈梨形，前端有一个眼  

点。形态区别主要表现在繁殖方式的差异等方面，  

 
 

 
 
 

图 1  3 株微藻细胞不同繁殖形态和细胞内油体形成过程 
Figure 1  Cells in different reproductive morphology and intracellular oil bodies formation process of the three microalgae 
注：A 和 D：SAG2468 细胞形态和油体形成；B 和 E：H4301 细胞形态和油体形成；C 和 F：SAG2043 细胞形态和油体形成.  

Note: A and D: Reproduction way and oil bodies formation of P. incisa SAG2468; B and E: Reproduction way and oil bodies formation of L. 
incisa CAUP H4301; C and F: Reproduction way and oil bodies formation of M. bisecta SAG2043. 
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SAG2468 细胞分裂时常形成 16 和 32 个似亲孢子；

H4301 以 8 个和 16 个为主；SAG2043 以 2 个和     

4 个为主。H4301 在 BG11 培养基中培养时，常伴

有大量游动孢子，SAG2468 较少，SAG2043 最少。

此外，SAG2043 细胞分裂时常大量聚集在一起呈不

定形群体，因而具有较强的沉降能力，而 H4301 和

SAG2468 常以单细胞形式存在。H4301 和 SAG2468

的叶绿体颜色相对 SAG2043 更浅一些。图 1D、E

和 F 是一个培养周期内细胞内含物随时相的变化。

培养初期细胞内叶绿体清晰可见，随着氮源的消耗，

叶绿体逐渐解体，细胞内开始出现数目不等、大小

不一的油体，至培养末期，油体之间相互融合，油

体变大，细胞也由最初的鲜绿色转变为暗黄绿色。 

2.2  系统发育分析   

PCR扩增得到的H4301和SAG2468的18S rRNA

基因序列完全相同，长度为 1 748 bp，SAG 2043 与前

二者有 8 个变异位点，长度为 1 749 bp。下载 GenBank

中包含主要共球藻纲(Trebouxiaphyceae)分支的序

列，经 MEGA 软件比对校正后得到 45 条长度为     

1 620 bp 的矩阵。扩增得到的 3 株微藻 rbcL cpDNA

序列长度均为 900 bp，H4301 和 SAG2468 在 8 bp 处

存在一个 C-T 变异，SAG2043 与前二者各有 51、   

50 个变异位点。下载包含整个共球藻纲的序列共  

34 条，比对校正后的序列长度为 699 bp。对照

GenBank 数据库精确注释后得到 H4301 和 SAG2468

的 ITS 全长为 738 bp，ITS2 长度为 262 bp；SAG2043

的 ITS 全长为 735 bp，ITS2 长度为 266 bp。由于目

前提交至 GenBank 中的叶球藻属(Lobosphaera) ITS

序列较匮乏，这使得比较属内亲缘关系较困难，基

于现有 5 条 ITS 序列构建长度为 482 bp 的矩阵。 

基于共球藻纲 18S rRNA 基因(图 2)和 rbcL (图

3)序列构建的系统发育树基本一致，整个共球藻纲

主要包括以下分支：小球藻目(Chlorellales)、共球

藻目(Trebouxiales)、渡边藻分支 (Watanabea clade)、

胶球藻分支(Coccomyxa clade)、溪菜分支(Prasiola 

clade)以及一些其他的独立小分支。缺刻缘绿藻(P. 

incisa SAG2468)与缘绿藻属(Parietochloris)的其他

物种(P. alveolaris 和 P. pseudoalveolaris)分为两支，

双 隔 蚁 形 藻 (M. bisecta SAG2043) 与 蚁 形 藻 属

(Myrmecia) 的 其 他 物 种 (M. biatorellae 和 M. 

astigmatic 等)分为 2 支。3 株微藻均聚于叶球藻属 

(Lobosphaera)这一分支，但分属到 2 个不同的姐妹

支。rbcL 进化树显示 SAG2468 与数据库中登录号

KM821265 注释为 L. incisa 的物种来源相同，遗    

传距离为 0；H4301 与登录号 KM438424 注释为    

L. incisa 的物种来源相同，遗传距离为 0；不同地理

来源的 L. incisa 以高支持率 100%聚为一支，遗传距

离仅有 0.001。SAG2043 以 100%的高支持率单独居

于另一支，与 H4301 和 SAG2468 的遗传距离分别为

0.058 和 0.059。基于 ITS 序列构建的进化树(图 4)用

于比较属内进化关系，与基于 18S rRNA、rbcL 序列

构建的进化树一致，H4301 先与登录号 KF898351

注释为 Lobosphaera sp. 的物种聚在一起，遗传距离

为 0；接着与 SAG2468 聚为一支，遗传距离为 0.011；

然后与 L. incisa 的其他株系聚为一支，种内遗传距

离在 0−0.05 之间。SAG2043 则单独居于之外，与整

个 L. incisa 群体构成姐妹支，与 SAG2468、H4301

的遗传距离分别为 0.156 和 0.162。 

2.3  氮源类型和水平对 3 株微藻生长和总脂含

量的影响 

3 株微藻在不同氮源和氮水平条件下培养至第

15 天时的生物量和油脂含量如图 5 所示，3 株微藻

在高、低 2 种氮浓度的硝酸钠和尿素培养条件下均

可良好生长，铵盐对藻细胞生长有抑制作用，且浓

度越高抑制越显著。非铵盐组在高氮条件下更有利

于生物量的积累，SAG2043 在硝酸钠为氮源时获得

最大生物量，为 5.55 g/L，略微高于尿素条件下的

5.31 g/L，两种氮源差异不大。H4301 和 SAG2468

的最大生物量均在尿素培养条件下获得，分别为

4.72 g/L 和 4.03 g/L，显著高于硝酸钠组(P<0.05)。

低氮条件下，以硝酸钠、尿素和碳酸氢铵为氮源时

的生物量差异不大，且普遍高于其他几种氮源，

SAG2468、H4301 和 SAG2043 在低氮条件下的最

大生物量分别为 3.00、3.89 和 4.90 g/L。 
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图 2  基于共球藻纲 18S rRNA 基因序列构建的 N-J 进化树 
Figure 2  The phylogram based on partial sequences of 18S rRNA genes of Trebouxiaphyceae using neighbor-joining 
method 
注：括号里的数字是 GenBank 登录号；节点上的数字代表 Bootstrap 值(随机抽样 1 000 次重复出现的百分比)；比例尺代表遗传距离.  

Note: Numbers in parentheses are the GenBank accession numbers; Numbers on the nodes represent bootstrap values (expressed as 
percentages of 1 000 random replications); The scale bar represents the genetic distance of the 18S rRNA genes sequences.  
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图 3  基于共球藻纲 rbcL cpDNA 序列构建的 N-J 进化树 
Figure 3  The phylogram based on rbcL cpDNA sequences of Trebouxiaphyceae using neighbor-joining method 
注：括号里的数字为 GenBank 登录号；节点上的数字为 Bootstrap 值(随机抽样 1 000 次重复出现的百分比)；比例尺代表遗传距离. 

Note: Numbers in parentheses are the GenBank accession numbers; Numbers on the nodes represent bootstrap values (expressed as 
percentages of 1 000 random replications); The scale bar represents the genetic distance of the rbcL cpDNA sequences.  
 

 
 

图 4  基于 Loboshaera分支 ITS 序列构建的 N-J 进化树 
Figure 4  The phylogram based on ITS sequences of Lobosphaera using neighbor-joining method 
注：括号里的数字为 GenBank 登录号；节点上的数字为 Bootstrap 值(随机抽样 1 000 次重复出现的百分比)；比例尺代表遗传距离. 

Note: Numbers in parentheses are the GenBank accession numbers; Numbers on the nodes represent bootstrap values (expressed as 
percentages of 1 000 random replications); The scale bar represents the genetic distance of the ITS sequences.  
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整体上总脂含量与生物量积累规律保持一致，

而且与氮浓度呈负相关。硝酸钠、尿素和碳酸氢铵

组总脂含量普遍高于其他氮源，对这几组数据进行

单因素方差分析发现，低氮下油脂含量显著高于高

氮(P<0.05)，且低氮条件下这 3 种氮源之间油脂含

量 差 异 不 显 著 (P>0.05) 。 SAG2468 、 H4301 和

SAG2043 的最大油脂含量分别为 37.23%、39.75%

和 44.39%。 
 

 
 
 

图 5  氮源类型和水平对 3 株微藻第 15 天生物量和总脂

含量的影响 
Figure 5  Effects of nitrogen sources and levels on the 
biomass and total lipids (TLs) of the three microalgae on 
day 15th 
注：A：缺刻缘绿藻(SAG2468)；B：缺刻叶球藻(H4301)；C：

双隔蚁形藻(SAG2043). 

Note: A: P. incisa SAG2468; B: L. incisa CAUP H4301; C: M. 
bisecta SAG2043. 

2.4  氮源类型和水平对 3 株微藻主要脂肪酸组

成和 AA 含量的影响 

以上研究显示，与其它 4 种铵态氮相比，硝

酸钠、尿素和碳酸氢铵是普遍较为适合这 3 株微

藻的氮源形式，因此选用此 3 种为代表性氮源进

一步分析脂肪酸组成。表 2 显示 3 株微藻在不同

氮源和氮浓度下培养至第 15 天时主要脂肪酸组

成及相对含量，三者主要脂肪酸组成相同，包括

饱和脂肪酸[棕榈酸(C16:0)]、单不饱和脂肪酸[油

酸 (C18:1)]和多不饱和脂肪酸[亚油酸 (C18:2)、AA 

(C20:4)]。其中，低氮条件下，H4301 和 SAG2043

油酸相对含量最高，约占 35%以上，其次为 AA，

约占 30%左右；SAG2468 则 AA 含量最高，约占

40%左右，其次为油酸，约占 25%左右。图 6 所

示为 3 株微藻 AA 绝对含量(占干重) (图 6A、C

和 E)和 AA 相对含量(占总脂肪酸) (图 6B、D 和

F)。低氮胁迫能显著促进 3 株微藻积累 AA，但

藻株之间 AA 含量差别较大。AA 绝对含量和相

对含量最大值是 SAG2468 在 3 mmol/L 尿素条件

下获得，分别为 11.73%和 40.74%，其不同氮源  

差异不显著；SAG2043 略低于 SAG2468，其最  

大值在 3 mmol/L 硝酸钠条件下获得，分别为

10.86%和 31.75%，硝酸钠显著优于其他 2 种氮

源；H4301 的 AA 含量最低，最高仅为 7.84%和

26.81%。 

2.5  氮源种类和水平对 3 株微藻总脂和AA产率

的影响 

3 株微藻在 3 种氮源、2 种氮浓度培养条件下

第 15 天时总脂和 AA 产率如图 7 所示，低氮培养

时的产率普遍高于高氮，SAG2468 和 H4301 均在  

3 mmol/L 尿素条件下总脂和 AA 产率达到最大，分

别为 74.38、23.42 mg/(L·d)和 100.84、20.33 mg/(L·d)。

SAG2043 在 3 mmol/L 硝酸钠培养条件下达到最大

为 142.15 mg/(L·d)和 35.51 mg/(L·d)，明显高于其他

2 株微藻(P<0.05)。 
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表 2  氮源类型和水平对 3 株微藻第 15 天主要脂肪酸组成及相对含量的影响 
Table 2  Effects of nitrogen sources and levels on the fatty acid composition and relative contents of the three microalgae on 
day 15th 

Microalgae 
Nitrogen 
sources 

Nitrogen 
levels 
(mmol/L) 

Individual fatty acid contens 

C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:4 C20:5 Others

M. bisecta 
SAG2043 

NaNO3 3 8.61 2.34 36.87 10.85 3.52 31.75  1.62 4.43 

(NH2)2CO 3 9.39 1.90 35.92 12.73 4.76 28.60  2.44 4.26 

NH4HCO3 3 8.74 2.13 37.30 12.92 3.99 26.29  1.65 6.99 

NaNO3 18 10.46 1.80 31.24 13.78 5.11 26.96  1.81 8.84 

(NH2)2CO 18 10.28 1.45 31.89 14.03 4.60 25.34  1.89 10.50 

NH4HCO3 18 19.47 0.58 18.08 15.66 7.09 24.93  4.73 9.45 

L. incisa 
CAUP  
H4301 

NaNO3 3 10.77 1.45 38.51 12.99 4.49 25.89  1.41 4.49 

(NH2)2CO 3 10.75 1.32 36.95 12.68 4.13 26.81  1.60 5.76 

NH4HCO3 3 11.19 1.39 37.05 15.96 5.15 21.01  1.58 6.67 

NaNO3 18 11.74 0.89 32.82 18.52 12.55 11.95  1.74 9.79 

(NH2)2CO 18 12.45 1.34 32.99 18.41 10.22 14.61  1.46 8.52 

NH4HCO3 18 13.22 1.40 29.29 22.21 12.73 8.65  1.60 10.90 

P. incisa 
SAG2468 

NaNO3 3 11.53 2.03 25.85 9.58 3.47 39.96  2.21 5.37 

(NH2)2CO 3 9.99 1.71 25.36 10.33 3.61 40.74  2.41 5.83 

NH4HCO3 3 10.79 1.53 26.99 10.05 2.85 39.70  2.21 5.88 

NaNO3 18 12.76 2.05 20.09 15.79 5.97 30.95  2.30 10.09 

(NH2)2CO 18 12.91 2.10 20.77 17.02 4.34 31.38  1.93 9.54 

NH4HCO3 18 11.90 1.77 22.47 17.99 10.85 22.05  2.44 10.54 

 
 

3  讨论与结论 

3.1  分类地位的修订 

形态学观察和分子系统学是鉴定微藻的常用

手段，本研究结果表明缺刻缘绿藻 (P .  i nc i sa 

SAG2468)不属于缘绿藻属(Parietochloris)，而属于

叶球藻属(Lobosphaera)，与缺刻叶球藻(L. incisa 

CAUP H4301)亲缘关系很密切，两者的 18S rRNA

基因、rbcL 和 ITS 序列相似性高达 100%、99.9%和

99.89%，加之光学显微镜下形态差异不甚明显，这

给两者的分类带来困难。而对于在种或属水平上亲

缘关系密切的微藻，脂质和脂肪酸组成类型常作为

有效的生物标记[24]。因此通过进一步比较不同氮源

及氮浓度下生长、油脂及 AA 积累特性，发现两者

生理差异很大。此外从生物地理的尺度考察，H4301

分离自捷克泥炭沼泽，SAG2468 分离自日本高山雪

地，2 株微藻存在明显的地理隔离且生境差异大，

表明这 2 株微藻是缺刻叶球藻(L. incisa)的不同地理 

株系。鉴于此，我们推测缺刻叶球藻种内高水平

的生理差异可能不仅由基因决定，某种程度上受

到生态类型的影响；另一方面，也说明目前广泛

使用的 18S rRNA 基因、rbcL、ITS 等序列进化比

较保守，未能很好地表征缺刻叶球藻种内的微小

变异，随着种内更多分子数据的获得，有助于我

们开发更为有效的分子标记。 

本研究结果表明双隔蚁形藻(M. bisecta SAG 

2043)隶属于叶球藻属(Lobosphaera)而非蚁形藻属

(Myrmecia)。早在 20 世纪 80 年代已发现双隔蚁形

藻的游动孢子与蚁形藻属其他物种不一致，前者游

动孢子具有一个眼点且细胞形状更偏紧凑狭长，与

缺刻叶球藻的游动孢子类型一致[25]，而后者游动孢

子属于 Friedmannia 类型，无眼点且更偏扁平、非

对称[26]。1992 年 Friedl[12]基于形态学和分子系统学
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的研究认为该种不属于蚁形藻属，具体分类地位   

有待进一步研究。2013 年 Hallmann 等 [ 2 7 ]基 

于共球藻纲所做的进化分析与本研究得出相同的

结果。因此，结合现有数据，我们建议将双隔蚁形

藻 (M. bisecta SAG2043) 修 订 为 双 隔 叶 球 藻 (L. 

bisecta SAG2043)。 

 
 

 
 
 

图 6  氮源类型和水平对 3 株微藻第 15 天的 AA 绝对含量(占干重)及 AA 相对含量(占总脂肪酸)的影响 
Figure 6  Effects of nitrogen sources and levels on the arachidonic acid contents (% of dry biomass) and arachidonic acid 
percentage (% of TFA) of the three microalgae on day 15th 
注：A：缺刻缘绿藻(SAG2468) AA 绝对含量；B：缺刻缘绿藻(SAG2468) AA 相对含量；C：缺刻叶球藻(H4301) AA 绝对含量；D：

缺刻叶球藻(H4301) AA 相对含量；E：双隔蚁形藻(SAG2043) AA 绝对含量；F：双隔蚁形藻(SAG2043) AA 相对含量. 

Note: A: AA contents of P. incisa SAG2468; B: AA percentage of P. incisa SAG2468; C: AA contents of L. incise CAUP H4301; D: AA 
percentage of L. incisa CAUP H4301; E: AA contents of M. bisecta SAG2043; F: AA percentage of M. bisecta SAG2043. 
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图 7  氮源类型和水平对 3 株微藻第 15 天单位体积总脂产率和 AA 产率的影响 
Figure 7  Effects of nitrogen sources and levels on the volummetric productivity of total lipids (TLs) and arachidonic acid of 
the three microalgae on day 15th 
注：A：缺刻缘绿藻(SAG2468)总脂产率；B：缺刻缘绿藻(SAG2468) AA 产率；C：缺刻叶球藻(H4301)总脂产率；D：缺刻叶球藻

(H4301) AA 产率；E：双隔蚁形藻(SAG2043)总脂产率；F：双隔蚁形藻(SAG2043) AA 产率. 

Note: A: Volummetric productivity of TLs of P. incisa SAG2468; B: Volummetric productivity of AA of P. incisa SAG2468; C: 
Volummetric productivity of TLs of L. incisa CAUP H4301; D: Volummetric productivity of AA of L. incisa CAUP H4301; E: Volummetric 
productivity of TLs of M. bisecta SAG2043; F: Volummetric productivity of AA of M. bisecta SAG2043. 
 

3.2  氮源类型和水平对 3 株微藻生长、油脂和

AA 含量的影响 

微藻可吸收利用的氮源主要有 3 种形式：硝态

氮、铵态氮和有机氮源，不同营养离子的吸收动力 

学不尽相同。从能量的角度看，铵盐可被藻类直接

同化吸收，相比其他两种形式的氮源更容易被利

用，此外铵盐也能有效抑制和杀死培养液中原生动

物[28]。本研究中选取 5 种不同阴离子形式的铵盐化
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合物，这些化合物由于自身的酸根离子不同影响了

藻液的 pH，从而进一步影响微藻的生长。但过高

的铵浓度会在细胞内部产生有毒的氨气进而危害

藻细胞生长，且培养液的 pH 较硝酸钠和尿素培养

更不稳定。一些微藻对铵盐很敏感，例如，铵氮浓

度为 0.5 mg/L 时，10 种不同类型的底栖硅藻生长均

受到抑制[29]，但一些微藻如小球藻(Chlorella vulgaris)

在铵氮浓度为 20−250 mg/L 时，生长良好[30]。本

研究显示，不同铵盐对 3 株微藻的影响不同，整

体随氮浓度的升高致死趋势更明显，碳酸盐相对

其他几种铵盐毒性较小。不同微藻对同一种铵  

盐的耐受性也不同，藻株对铵盐的耐受程度和广

度从大到小依次是：H4301>SAG2468>SAG2043，

这说明这 3 株微藻有各自的生理特性，对氮源的

需求和耐受性也不同，普遍不适合在铵盐条件下

培养。 

进一步分析氮水平对 3 株微藻生长和油脂积累

的影响，非铵氮组在高氮条件下有利于生物量的积

累，生物量提高了 1.0 g/L 左右；低氮胁迫有利于油

脂的积累，总脂含量提高了约 30%−50%。氮限制

引起中性脂(主要是三酰甘油)含量上升的现象在很

多微藻中都得到证实，三酰甘油(TAG)作为储存碳

源和能量最有效的形式，能在逆境胁迫下大量积

累，以便能在环境条件好转的情况下提供能量用于

细胞的生长和分裂[31]。 

通常微藻在胁迫条件下将同化产物转化为糖

类或脂类物质的同时会降低长链多不饱和脂肪酸

(LC-PUFA)的含量。吴桂秀等[32]研究发现，与高氮

相比，低氮条件下真眼点藻 AA 和 EPA 含量下降，

而棕榈油酸和油酸含量上升。本研究中 3 株微藻均

在低氮条件下 AA 含量提高一倍不等，这说明低氮

胁迫能显著促进 AA 的积累。这与 Khozin-Goldberg

等[3]的研究结果一致，他们用生境理论去解释缺刻

缘绿藻(P. incisa SAG2468)独特的 AA 积累特性，该

研究认为 SAG2468 分离自温度、光照条件变化剧

烈的高山环境，膜脂中 LC-PUFA 含量的增加可以

提高膜的流动性，帮助其抵抗强光、低温等不良环

境。极端环境下微藻从头合成 LC-PUFA 比较慢，

此时 TAG 作为 LC-PUFA (主要是 AA)的储存库迅速

提供酰基用于叶绿体膜脂的重建，这种现象在其他

研究中也被证实[33]。 

有意思的是，缺刻叶球藻(L. incisa SAG2007)

分离自奥地利阿尔比斯山脉高海拔地带的土壤，与

SAG2468 有相似的生境，但 Lang 等[9]研究表明其

AA 含量只占总脂肪酸含量的 14%。此外，本研究

对象缺刻叶球藻(L. incisa H4301)分离自捷克泥炭

沼泽，双隔蚁形藻(M. biseata SAG2043)分离自意大

利松树林土壤，这两株球状绿藻都非高山藻，也能

积累较高含量的 AA。由此推测，AA 积累特性可能

不仅与生境有关。总而言之，该属不同藻株在积累

AA 能力上差异较大，这也与 Lang 等[9]观点一致，

即在亲缘关系较近甚至是同一物种的不同分离株

系，其脂肪酸组成差异很大，与分类地位并无直接

对应关系。因此通过现有信息并不能得出该属与

AA 积累特性之间有必然联系，AA 积累机制有待进

一步研究。 

产率是衡量微藻生长和生化成分含量的综合

指标，吴曼曼等[34]采用低氮换无氮的方式优化缺刻

叶球藻的培养后，其 AA 最高产率达 17.0 mg/(L·d)；

Ahern 等 [35] 发 现 紫 球 藻 (Porphyridium cruentum)   

在 优 化 后 的 特 定 培 养 条 件 下 AA 最 高 产 率 达   

11.04 mg/(L·d)。本研究中，双隔蚁形藻 SAG2043

在 3 mmol/L 硝酸钠条件下总脂和 AA产率分别高达

142.15 和 35.51 mg/(L·d)，显著高于另外两株微藻，

也高于绝大多数目前报道的高产 AA 的微藻。低氮

条件下，SAG2468 和 SAG2043 的 AA 绝对含量(占

干重)最高分别为 11.73%和 10.86%，相对含量(占总

脂肪酸)最高分别为 40.74%和 31.75%，虽然前者

AA 含量略微高于后者，但由于生物量比后者低近

2 g，从而导致产率较低。然而与前人有关 SAG2468

的研究相比，两者的 AA 含量都低于文献报道水  

平[3]，主要原因在于培养条件的不同。氮浓度、光

照强度、温度、初始细胞密度及细胞状态都会影响
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AA 的合成，而适当降低氮浓度、减小光照强度、

降低温度等都有利于 AA 的积累。此外，SAG2043

相比 SAG2468 有较强的沉降性能(本文未显示)，因

此是一株极具 AA 开发潜力的藻株。 
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