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研究报告 

小球藻藻菌共生体系在产油方面的特性 

尚海 1,2  薛林贵 1,2*  马萍 1,2  姜金融 1,2  王霞 1,2  何小燕 1,2 
(1. 兰州交通大学化学与生物工程学院  甘肃 兰州  730070) 

(2. 甘肃省极端环境微生物资源与工程重点实验室  甘肃 兰州  730030) 

 
 

摘  要：【目的】研究人工构建藻菌共生体系在产油方面的特性。【方法】从 BG11 培养基中分离、

筛选出无菌小球藻，通过人工共培养方法构建了藻菌共生体系，探讨了共生体系中小球藻的生长

及产油特性。【结果】相比无菌小球藻，藻菌共生体系对于藻的生长、油脂积累以及产生生物柴油

的脂肪酸组分方面都有明显的促进作用，其中细菌(Stenotrophomonas maltophilia)和小球藻构建的

共生体系效果最好，小球藻生物量提高了 9%，油脂含量提高了 36.3%，C18-1的含量提高了 259.2%。

【结论】进一步说明人工共培养方法构建藻菌共生体系能够提高微藻生物柴油的质量，具有很好

的利用价值。 
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Characteristics of Chlorella microalgal-bacterial condorticin  
oil production 
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Abstract: [Objective] In order to research the characteristics of artificially constructing algae 
symbiosis system in oil production. [Methods] Aseptic Chlorella was screened and isolated from the 
BG11 medium, the growth and oil-producing characteristics of Chlorella in the symbiosis system were 
studied by artificial construction of co-culture system of algae and bacteria. [Results] The results 
showed that the growth of algae, accumulation of oil and the production of fatty acid components of 
biodiesel were significantly higher in the co-culture system of algae and bacteria compare to that of 
aseptic Chlorella. Co-culture system of bacteria (Stenotrophomonas maltophilia) and Chlorella has the 
best effect, and the biomass, oil content and C18-1 of Chlorella increased by 9%, 36.3% and 259.2% 
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respectively. [Conclusion] This study shows that the quality of microalgae biodiesel with good 
utilization value can be improved by artificial construction of co-culture system of algae and bacteria. 

Keywords: Chlorella, Microalgal-bacterial condortic, Oil accumulation, Fatty acid composition 

众所周知，全球大多数能源消耗都来自化石燃

料，化石燃料的持续利用加剧了全球变暖、环境污

染以及人类健康等问题，因此，开发可依赖、可持

续、经济型燃料成为一个具有挑战性的目标[1-2]。如

今，微藻已被公认是生物柴油和生物产品最有希望

的原料之一[3-4]，藻类生长速度和产油率比其他油料

作物高，并且可以通过光合作用吸收大气中的 CO2

合成各种物质，如不饱和脂肪酸、蛋白质、多糖、

油脂、色素和维生素等[5]，因此，微藻作为第三代

生物燃料原料的开发利用也日益增长[6-8]。 

在大规模微藻培养系统中，细菌和其他微生物

的作用是不容忽视的[9]。许多研究表明，微藻与细

菌、真菌等微生物之间相互影响可形成互惠关系、

共生关系或寄生关系等[10]。在这些体系中，微藻为

微生物的生长提供所需氧气和养分，而微生物为微

藻提供 CO2 和生长刺激因子，并且消耗由微藻产生

的胞外多聚物(Extracellular polymeric substances，

EPS)等，从而构成一个比较好的循环体系[11]。在

藻菌体系中，有些细菌能够消耗微藻产生的氧气

产生促进微藻生长的物质，分解微藻产生的自身

抑制物和提供微量元素等，对微藻生长、油脂积

累、脂肪酸种类和生长环境稳定等方面都有促进

作用[12-14]。 

目前，藻菌共生体系在废水处理中氮磷的降

解、重金属的富集、难降解物质与有机物的去除以

及维持体系稳定性等方面有着明显优势[15-17]，但关

于藻菌共生体系对微藻的生长、产油特性的研究近

乎空白。本文以小球藻(Chlorella sp.)为研究对象，

利用已从小球藻培养液中筛选出的共生菌，通过人

工构建小球藻和细菌的共生体系，研究藻菌共生体

系中小球藻的生长及产油特性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  微藻和小球藻共生菌：小球藻(Chlorella sp.)

购买于中国科学院武汉水生生物研究所。小球藻共

生菌是实验室已从小球藻培养液中筛选保存的菌

种：X1：Enterobacter sp.；X2：Flavobacteriaceae 

bacterium；X3：Stenotrophomona smaltophilia；X4：

Deinococcus sp.；X5：Pseudomonadaceae bacterium；

X6：Stenotrophomonas sp.。 

1.1.2  主要试剂、仪器及培养基：浓硫酸、苯酚、

考马斯亮蓝 G-250、氯仿和小牛血清蛋白，天津市

科密欧化学试剂有限公司；甲醇和正己烷，天津市

凯通化学试剂有限公司；硫酸卡那霉素、四环素和

氨苄青霉素，天根生化科技有限公司。 

Agilent 7890 气相色谱仪，安捷伦科技公司；

JXDC-20 氮吹仪，上海拓赫机电科技有限公司；

HC-X 漩涡振荡器，金云市三和仪器有限公司；

RE-2000B 旋转蒸发仪，巩义市宁翔仪器有限公司；

1 L 光生物反应器，上海光语生物科技有限公司；

JY92-2D 超声破碎仪，宁波新芝仪器研究所。 

LB 固体培养基(g/L)：牛肉膏 5.0，蛋白胨 10.0，

氯化钠 5.0，琼脂 15.0−20.0。BG11 培养基参照文

献[18]配制。 

1.1.3  微藻的培养：微藻的培养在光生物反应器中

进行(反应器直径 6.6 cm，长 50 cm，工作体积 1 L，

图 1)；无菌小球藻(Aseptic Chlorella)的平板分离纯

化所用的培养基为 BG11 培养基，共生菌的培养为

LB 固体培养基。藻菌共生培养温度为 25±1 °C，光 

 

 
 

图 1  微藻光生物反应器示意图 
Figure 1  The schematic diagram of microalgae 
photobioreactor 
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照强度 2 500 lx，光照时间为 24 h，通过气瓶和空

气压缩泵以 5 L/min 和 0.2 L/min 的速度通入 CO2

和空气。 

1.2  测定方法 

1.2.1  无菌微藻的分离与纯化：无菌小球藻经含有

抗生素的 BG11 培养基平板筛选获得。将 150 μL 小

球藻培养液分别涂布至分别含有 10 mg/L 硫酸卡那

霉素、四环素和氨苄青霉素的 BG11 固体平板上。

25 °C、2 500 lx 光照强度培养，将长出的小球藻单

菌落经平板划线接种至新鲜的含有抗生素的 BG11

平板上，至少重复 3 次，以获得无菌的小球藻。 

1.2.2  微藻生物量的测定：小球藻生物量通过测定

小球藻细胞的数量来确定，小球藻细胞个数通过血

球计数板和显微镜测定[19]，微藻细胞干重(Dry cell 

weight，DCW，g/L)和微藻细胞个数之间的关系为：

细胞干重=1×10−12×微藻细胞个数(细胞/mL)。 

1.2.3  藻液胞外多聚物的测定：微藻胞外多聚物主

要包括两部分，细胞周围的胞外多聚物和上清液中

的胞外多聚物[20]。首先用 EP 管取 10 mL 小球藻培

养液 12 000×g、4 °C 离心 10 min，取上清液；再将

沉淀加入 5 mL 超纯水悬浮，在 80 °C 温浴 30 min，

再离心 10 min，得到的上清与第一次上清液混合，

将所有的混合液经过 0.45 μm 的膜过滤后，进行进

一步的检测。 

微藻胞外多聚物主要包括多糖和蛋白质[21]，所

以主要测定胞外多聚物中多糖和蛋白质的含量。多

糖含量用苯酚-硫酸法[22]，以葡萄糖为标样。蛋白

质的含量通过 Bradford 的方法[23]，以牛血清蛋白为

标样。 

1.2.4  微藻油脂含量的测定：称取 30 mg 冷冻干燥

后的小球藻粉放入 10 mL 的 EP 管中加入 0.75 mL

氯仿和 0.25 mL 超纯水中，超声波破碎 3 min 后，

用旋涡振动器振荡 5 min；再加入 5 mL 萃取混合液

氯仿:甲醇(体积比为 2:1)，继续用旋涡振动器振荡

15 min；12 000×g、4 °C 离心 10 min 将有机相移至

新的 EP 管中。此过程至少重复 3 次。最后将所

有有机相合并，称量 50 mL 蒸馏瓶空瓶的重量

M1，把 3 次萃取的有机相放入旋转蒸发仪内，在

真空度为 3×106 Pa、温度为 60 °C 和蒸馏瓶转速

100 r/min 条件下蒸馏，待真空度不再变时，称量

蒸馏后蒸馏瓶的重量 M2，并计算所得藻油重量

M (g/mL)=M2−M1。 

1.2.5  微藻中脂肪酸组成的分析：微藻中脂肪酸组

成分析的第一步跟油脂含量测定的方法类似，只不

过在提取过油脂的 EP 管中加入 2 mL 1%硫酸-甲醇

溶液，超声波破碎 3 min 后，用旋涡振动器振荡    

5 min，80 °C 温浴 60 min；待冷却后加入 2 mL 正

己烷和 5 mL 超纯水，12 000×g、4 °C 离心 10 min

后取上清至新的 EP 管中。再用 2 mL 正己烷重复提

取 2 次后合并上清，用氮气吹干；继续加入 1 mL

正己烷重新溶解，经 0.22 μm 滤膜过滤后，进行气

相色谱分析脂肪酸组成[24]。气相色谱条件：Agilent 

7890 气相色谱仪，色谱柱为 30 m×0.25 mm 毛细管

柱，起始温度 80 °C，首先以 12 °C/min 上升至 140 °C

保留 15 min，再以 4 °C/min 升至 240 °C 保持 15 min，

载气流量 80 mL/min；检测器温度 280 °C，进样口

温度 250 °C；进样量 2 μL，分流 50%。 

2  结果与分析 

2.1  无菌小球藻的筛选及人工构建藻菌共生体系 

从 3 种含抗生素的 BG11 培养基上筛选经过反

复分离纯化最终得到无菌的小球藻，经电镜扫描验

证。然后将无菌小球藻与 6 种共生菌构建小球藻共

生体系，分别命名为 A1：无菌小球藻-Enterobacter 

sp.；A2：无菌小球藻-Deinococcus sp.；A3：无菌

小球藻-Flavobacteriaceae bacterium；A4：无菌小球

藻-Pseudomonadaceae bacterium；A5：无菌小球藻- 

Stenotrophomona smaltophilia；A6：无菌小球藻- 

Stenotrophomonas sp.。将共生体系进行培养后电镜

扫描(图 2)，从电镜扫描图片分析小球藻-共生菌体

系表明，无菌小球藻表面没有任何微生物附着，而

藻菌共培养体系中共生菌附着于小球藻表面，这种

附着方式有利于小球藻和微生物相互之间进行物

质与气体交换。 
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图 2  电镜观察无菌小球藻和藻菌共生体系 
Figure 2  Electron microscopic observation of aseptic Chlorella and the co-culture system of algae with bacteria 

注：A：无菌小球藻；B：无菌小球藻-Enterobacter sp.；C：无菌小球藻-Deinococcus sp.；D：无菌小球藻-Flavobacteriaceae bacterium；

E：无菌小球藻-Pseudomonadaceae bacterium；F：无菌小球藻-Stenotrophomonas maltophilia；G：无菌小球藻-Stenotrophomonas sp. 
Note: A: Aseptic Chlorella; B: Aseptic Chlorella-Enterobacter sp.; C: Aseptic Chlorella-Deinococcus sp.; D: Aseptic Chlorella-Flavobacteriaceae 
bacterium; E: Aseptic Chlorella-Pseudomonadaceae bacterium; F: Aseptic Chlorella-Stenotrophomonas maltophilia; G: Aseptic 
Chlorella-Stenotrophomonas sp.  



2284 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.10 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

2.2  藻菌共生体系对小球藻生长的影响 

小球藻生物量变化如图 3 所示，小球藻藻菌共

培养体系相对于空白无菌小球藻，小球藻的生物量

有了明显的增加，但是不同共生体系中小球藻生物

量的积累是不同的。从图 3 中可以看出，第 12 天

时，人工构建的藻菌共生体系 A1 的生物量累积最

高(11.22±0.15 g/L)，显著高于空白对照(P<0.05)；而

共生体系 A3 和 A5 生物累积量次之，分别为

10.88±0.23 g/L 和 10.60±0.32 g/L，且两体系间无显

著性差异(P>0.05)；共生体系 A4 的生物量累积最低

(10.04±0.38 g/L)，显著低于空白对照(P<0.05)。共生

菌 Enterobacter sp.、Flavobacteriaceae bacterium 和

Stenotrophomona smaltophilia 与无菌小球藻组成的

共生体系 A5、A3 和 A1 分别使小球藻生物量提高

了 8.0%、8.8%和 9.0%，而 A2、A4 和 A6 共生体系

中小球藻的生物量低于空白，所以选择促进小球藻

生物量增加的这 3 种共生菌，对小球藻的生长和产

油特性做进一步研究。 

2.3  藻菌共生体系上清液中 EPS 的浓度变化 

无菌小球藻培养及藻菌共培养体系中上清液

蛋白和多糖的变化如图 4、5 所示，无菌小球藻培

养体系中上清液多糖在第 10−12 天时变化基本趋于稳

定，在第 12 天的多糖含量为 19.50 mg/L，藻菌共培养

体系中上清液中多糖的变化为 15.10−16.35 mg/L； 
 

 
图 3  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系中小球藻生物

量的变化 
Figure 3  Changes of the biomass of Chlorella in aseptic 
culture Chlorella and the co-culture system of algae with 
bacteria 

 
 

图 4  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系上清液中多糖

浓度的变化 
Figure 4  Changes of the supernatant polysaccharide 
concentration in aseptic culture Chlorella and the co-culture 
system of algae with bacteria 

 

 
 

图 5  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系上清液中蛋白

浓度的变化 
Figure 5  Changes of the supernatant protein concentration 
in aseptic culture Chlorella and the co-culture system of 
algae with bacteria 

 
而上清液中蛋白含量也表现出了相同趋势，蛋白

含量明显低于对照，第 4 天后，对照中蛋白含量

从 0.78 mg/L 稳定到第 12 天的 2.59 mg/L。在上清

液中多糖含量明显比蛋白含量高，由此可知上清液

中主要成分是多糖，而藻菌共生体系中上清液中的

蛋白和多糖的含量均低于对照体系，说明共生体系

消耗了这部分物质，小球藻可以给共生菌提供养
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分，但是不同细菌的消耗能力不同，这和不同菌的

功能差异有关。 

2.4  藻菌共生体系中细胞周围 EPS 的浓度变化 

无菌小球藻培养及藻菌共培养体系中细胞周

围蛋白和多糖的变化如图 6、7 所示，从图 6 和 7 可

以看出细胞多糖含量明显多于蛋白含量。无菌小球

藻体系中多糖含量在 10 d 时处于稳定，且从第 4 天 

 

 
 

图 6  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系细胞周围多糖

浓度的变化 

Figure 6  Change of cell-surrounding polysaccharide 
concentration in aseptic culture Chlorella and the co-culture 
system of algae with bacteria 
 

 
 

图 7   无菌小球藻培养及藻菌共培养体系细胞周围蛋白

浓度的变化 

Figure 7  Change of cell-surrounding protein concentration 
in aseptic culture Chlorella and the co-culture system of 
algae with bacteria 

的 7.68 mg/L 增加到了第 10 天的 171.53 mg/L，而

藻菌共生体系中细胞周围多糖含量最高达到了

207.95 mg/L；细胞周围蛋白含量也有相同趋势，在第

10 天藻菌共生体系中蛋白含量在 22.20−26.82 mg/L，

明显高于空白的 18.15 mg/L。 

2.5  藻菌共生体系中小球藻含油量的变化 

由图 8 可以明显看出，无菌小球藻油脂的含

量由第 6 天时的 9.00 mg/L 增加到了第 12 天的

30.33 mg/L，在 12 d 时藻菌共生体系 A1 中小球藻

的含油量最大(41.33±0.58 mg/L)，显著高于空白对

照(P<0.05)，而构建的 A3 和 A5 两共生体系间无显

著性差异(P>0.05)，并且培养到第 12 天时 A5、A3

和 A1 三种共生体系相对于空白油脂含量分别提高

了 23.1%、28.6%和 36.3%，说明细菌的加入对小球

藻油脂积累有显著的促进效果。 

2.6  藻菌共生体系中小球藻油脂脂肪酸组成的

变化 

为了研究无菌小球藻培养及藻菌共培养体系小

球藻脂肪酸组分的变化(图 9 和 10)，先对油脂进行

甲酯化处理，然后利用气相色谱仪分析其脂肪酸组

成。从图 9 和 10 中可以看出，共生体系中小球藻脂

肪酸的组分含量相对于空白有了明显的变化，在第

6 天和第 12 天时脂肪酸含量变化趋势不一，但是从整

体来看，C16 和 C18 饱和烯酸相对于空白都有所增加， 
 

 
图 8  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系小球藻含油量

的变化 

Figure 8  Changes of oil content of Chlorella in aseptic 
culture Chlorella and the co-culture system of algae with 
bacteria 
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图 9  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系第 6 天时小球

藻中脂肪酸的变化 

Figure 9  Changes of fatty acids of Chlorella in aseptic 
culture Chlorella and the co-culture system of algae with 
bacteria on the 6th day 

 

 
 

图 10  无菌小球藻培养及藻菌共培养体系第 12 天时小

球藻脂肪酸的变化 

Figure 10  Changes of fatty acids of Chlorella in aseptic 
culture Chlorella and the co-culture system of algae with 
bacteria on the 12th day 

 
其他多不饱和烯酸 (Polyunsaturated fatty acids，

PUFA)相对于空白有降低趋势，表明细菌的加入增

加了饱和脂肪酸的含量。其中作为生物柴油的主要

脂肪酸组分 C18-1 含量相比于对照组都有很明显的升

高，在 Enterobacter sp.、Flavobacteriaceae bacterium

和 Stenotrophomona smaltophilia 共生菌与小球藻组

成的 A5、A3 和 A1 共生体系中，C18-1 含量分别提

高了 208.6%、166.3%和 259.2%。说明共生体系对

小球藻生产生物柴油有显著的促进作用。 
 

3  讨论 

自然界中存在的藻类大约有 20 多万种，不同

微藻的生物量、油脂含量和脂肪酸组成等特性存

在着明显的差异，而许多藻株都是具有开发和利

用价值的产油微藻。本研究利用人工共培养构建

藻菌共生体系这一新思路，将筛选出的无菌小球

藻与不同功能的微生物组合到一起，通过测定生

物量、胞外多聚物、油脂含量和脂肪酸组成来研

究小球藻的产油特性。结果表明，A5、A3 和 A1

共生体系中小球藻生物量较空白有显著提高，可能

是由于细菌能够消耗微藻产生的氧气、分解藻产生

的自身抑制物、产生促进微藻生长的物质等。

de-Bashan 等[25]将小球藻(Chlorella vulgaris)和一种

固氮菌(Azospirillum brasilense)共培养，结果表明

Azospirillum brasilense 能产生促微藻生长的植物生

长促进菌(MGPB)；但是在第 12 天时并不是所有的

共生体系中小球藻的生物量积累比无菌小球藻的

高，在共生体系中有些细菌和小球藻随着培养体系

的稳定，可能彼此之间产生了互利竞争关系，细菌

为了竞争养分产生了抑制小球藻生长的物质，从而

杀死部分小球藻，也有可能因为小球藻和微生物之

间有很强的专一性，某一种细菌对特定的微藻有作

用，而对其他微藻的生长没有促进作用，致使生物

量积累低于空白，所以本研究中选择促进小球藻生

物 量 积 累 的 Enterobacter sp. 、 Flavobacteriaceae 

bacterium 和 Stenotrophomona smaltophilia 这 3 种菌

研究产油特性。 

胞外多聚物(EPS)被认为是藻菌体系中产物

的核心部分，主要由多糖和蛋白质组成。研究结

果表明，上清液中多糖含量明显比蛋白含量高，

说明多糖是上清液的主要成分，并且上清液中无

论是多糖还是蛋白质含量都低于空白，这可能是

上清液中的蛋白和多糖被共生菌所利用，供自身

生长的同时又消耗了部分 EPS，减缓了其对小球
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藻生长的抑制作用；而细胞周围多聚物含量变化

与上清液中多聚物含量变化趋势相反，细胞周围

多糖和蛋白质都高于空白，可能是共生体系中，

细菌通过释放特定物质影响微藻生长和 EPS 分

泌，促进微藻产生了更多的胞外多聚物，或是微

藻-细菌相互作用强烈驱动了内部非生物和外部

生物间的物质交联，外部营养物受影响引起了共

生体系中的生物群落转移使 EPS 浓度增加[26-27]，

并且细胞周围多糖含量高于蛋白质含量有助于提

高多糖和蛋白的结合，从而强化整个藻菌体系的

稳定性和油脂产量的提高。但是在共生体系中，

微藻通过光合作用将 CO2 转化为甘油酸-3-磷酸

(G-3-P)，而其是合成脂质和多糖等的前体，因为

在一系列的催化氧化过程中，脂质和多糖的合成

过程发生在甘油酸-3-磷酸转化为丙酮酸后，如果

微藻分泌的细胞外多聚物(多糖)过多，即说明过多

的 CO2 转化为非酯类物质而非油脂，将直接影响

CO2 到油脂的转化率。 

微藻生物量的积累是间接反映藻油含量高低

的一个重要指标。通过测定生物量结果显示，小球

藻共生体系 A5、A3 和 A1 分别使小球藻生物量相

比空白提高了 8.0%、8.8%和 9.0%，而油脂含量相

比空白提高了 23.1%、28.6%和 36.3%，所以小球

藻生物量的积累和油脂含量呈正相关，这与 Cho

等[28]的研究结果一致。油脂中脂肪酸的组成和含

量是微藻可作为生物柴油原料的两个关键因素，图

9 和 10 的结果显示，不同藻菌共生体系中脂肪酸

的组成和含量存在明显的差异。十八烯酸是评估生

物柴油质量的一种重要指示剂，在小球藻共生体系

中 C18-1 的含量提升最显著，这可能是细菌与微藻

共生机理和调控导致的，对这一方面还有待进一步

的研究。 

4  结论 

小球藻共生菌体系相比于纯小球藻培养，小球

藻生物量及产油量有了显著的提高。其中 X3 细菌

(Stenotrophomona smaltophilia)对小球藻生长和产

油促进效果最佳，使小球藻生物量提高了 9.0%，油

脂含量提高了 36.3%，C18-1 的含量提高了 259.2%。

进一步说明共生体系能够提高微藻生物柴油的质

量，有很好的利用和开发价值。 
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