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摘要：【目的】获得耐受高铵浓度的优良养殖小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）品系，可以有效防止其在养殖过程中被

轮虫，纤毛虫等污染生物吞食。【方法】首先对小球藻进行紫外线诱变，然后用高浓度 ＮＨ４ＨＣＯ３ 作为筛选压力

对其进行筛选。【结果】筛选到具有生长优势的小球藻突变株Ｂ４和Ｃ６，培养１２ｄ，在 ＮＨ４ＨＣＯ３ 浓度为８００

ｍｇ／Ｌ、１　０００ｍｇ／Ｌ、１　２００ｍｇ／Ｌ条件下，Ｂ４和Ｃ６的生物量比出发藻株分别提高４１．１８％和９．５４％，３２．６４％和

２９．４１％，３７．７４％和２２．８５％；对比出发藻株，Ｂ４和Ｃ６的最大光能转化效率有显著提高。【结论】突变株Ｂ４和

Ｃ６在高铵培养条件下更能显示生长优势，且它们的生长优势可能来自光合效率的提高。
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０　引言

　　【研究意义】小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）为单细
胞绿藻，其生长速度快，能利用光能自养也能在异养
条件下生长繁殖［１］。小球藻蛋白含量可高达５０％以
上，而且其必需氨基酸组成符合联合国粮农组织的标
准［２］。除了蛋白质以外，小球藻还含有丰富的维生素
（ＶＡ、ＶＢ１２、ＶＣ）、矿物质和脂肪酸［３］。同时，丰富的叶
绿素、有生物活性的糖蛋白以及生长因子，使得小球
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藻除了具有丰富的营养价值外还具有多种医疗功能，
小球藻也成为理想的健康食品，具有较高的经济价值
和培养价值［４］。但是，淡水小球藻在开放的养殖环境
中易受到轮虫、纤毛虫等原生动物及其他微型藻类的
影响，故小球藻生物污染的防治成为其规模化养殖所
面临的主要问题之一［５］。【前人研究进展】据报道，在
开放式培养过程中，大约４～５ｄ培养液中就会出现
吞食小球藻的轮虫，严重的还可能导致整个培养的失
败［６－７］。目前用于抑制或杀灭敌害生物的药物有化学
药品和中草药两大类［８］，但往往敌害生物对药物的耐
受力优于培养的藻细胞，因此效果并不理想。研究发
现，轮虫对于培养基中的铵浓度较敏感，例如文献［９］
报道，当培养基中碳铵浓度为２５０ｍｇ／Ｌ时，２４ｈ内
轮虫数量就可下降到０。相反，小球藻对铵氮浓度的
耐受性较高。因此通过诱变和高铵浓度筛选的方式
选育抗高铵浓度的小球藻品系是实现小球藻安全高

产的简便而有效的途径。紫外诱变育种是使用最早
的物理诱变方法，紫外照射可引起ＤＮＡ与蛋白质的
交联、ＤＮＡ链的断裂以及嘧啶二聚体的形成，因其操
作简便、干净、快捷，在工业微生物和农业植物中得到
广泛的应用［１０］。将紫外诱变与人工选择相结合即可
培育出满足实际生产需求的各种优良品种，例如付峰
等［１１］利用紫外诱变对龙须菜的果孢子进行诱变并筛

选得到优势的突变株；叶丽等［１２］对三角褐指藻进行
紫外诱变，并获得脂肪酸优于出发藻株的突变体。
【本研究切入点】通过诱变和高铵浓度筛选的方式选
育抗高铵浓度的小球藻品系鲜见报道。【拟解决的关
键问题】通过紫外线照射诱变小球藻（Ｃ．ｖｕｌｇａｒｉｓ），
再以高浓度的ＮＨ４ＨＣＯ３ 作为筛选压力筛选具有生
长优势的突变藻株，为小球藻的大规模健康养殖提供
科学参考。

１　材料与方法

１．１　藻种

　　小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ，Ｖａｌ）为中国海洋大
学海洋生物遗传学与育种教育部重点实验室保存的

养殖品种。

１．２　培养基

　　小球藻的培养基为改良的 ＢＢＭ 培养基［１３］：

ＮＨ４ＨＣＯ３ ４００ ｍｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２ · Ｈ２Ｏ　２５ ｍｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　７５ ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ ＨＰＯ４ ７５ ｍｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４１７５ｍｇ／Ｌ，ＮａＣｌ　２５ｍｇ／Ｌ，ＦｅＳＯ４·７Ｈ２Ｏ
４．９８ｍｇ／Ｌ，Ｈ３ＢＯ３１．１４２ｍｇ／Ｌ，Ｄｉｓｏｄｉｕｍ　ＥＤＴＡ
５．０ｍｇ／Ｌ，ＫＯＨ　３．１ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ　１．７６４
ｍｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ　０．２８８ｇ／Ｌ，ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ

０．３１４ ｍｇ／Ｌ，Ｃｏ（ＮＯ３）２ ·６Ｈ２Ｏ　０．０９８ ｍｇ／Ｌ，

ＭｏＯ３０．１４２ｍｇ／Ｌ。

１．３　培养条件

　　光源为日光灯，光照强度为６０μｍｏｌ· ｍ－２·

ｓ－１，光暗周期为１２ｈ／１２ｈ，培养温度为（２３±１）℃。
小球藻培养时统一使用２５０ｍＬ三角瓶，每瓶培养基
的体积为１００ｍＬ。实验开始时取对数生长期的小球
藻预培养液，按０．５×１０６个／ｍＬ 接种，每天摇瓶

３次。

１．４　诱变方法及有效剂量

１．４．１　诱变方法

　　取对数生长期的小球藻液１０ｍＬ，转速为５　０００
ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清，用新鲜配制的培养液重
新悬浮。血球计数板计数后梯度稀释，吸取２００μＬ
藻液涂布在固体培养基上，将涂布的藻细胞个数控制
在约３００个／平板，３０Ｗ 紫外灯距离２０ｃｍ处照射。
照射时间设为１０ｓ、２０ｓ、４０ｓ、６０ｓ及８０ｓ５个组，每
种剂量做３个重复，以未照射的藻种作为对照组。紫
外诱变后避光培养１２ｈ，之后于同上条件培养。

１．４．２　致死率计算

　　１２ｄ后对平板上长出的藻落进行计数，按下面
公式计算致死率：致死率＝（１－诱变组藻落数／对照
组藻落数）×１００％。根据照射时间和致死率确定适
宜的诱变时间。

１．５　具生长优势藻株的筛选

　　小球藻出发藻株 Ｖａｌ培养至对数生长期后用血
球计数板进行计数，取约３００个细胞涂布于含有

１　２００ｍｇ／Ｌ　ＮＨ４ＨＣＯ３的ＢＢＭ 培养基平板。根据
预诱变确定的最佳紫外照射时间，对平板上的藻落进
行诱变。照射后分别将长出的单藻落，采用平板划线
法转移至同上ＢＢＭ 固体培养基，培养至第１２天，从
平板上挑取４株长势最旺盛的藻株进行单克隆培养，
然后分别在４００ｍｇ／Ｌ、６００ｍｇ／Ｌ、８００ｍｇ／Ｌ、１　０００
ｍｇ／Ｌ、１　２００ｍｇ／Ｌ　５个不同的ＮＨ４ＨＣＯ３浓度下测
量其生长曲线。

１．６　生长曲线的测定

　　将筛选出的４个突变藻株和出发藻株 Ｖａｌ按相
同的起 始 密 度 （０．５×１０５ 个／ｍＬ）分 别 接 种 于

ＮＨ４ＨＣＯ３浓度为４００ｍｇ／Ｌ、６００ｍｇ／Ｌ、８００ｍｇ／Ｌ、

１　０００ｍｇ／Ｌ、１　２００ｍｇ／Ｌ的液体培养基中，每个浓度
设置３个平行样，连续培养１２ｄ。每２ｄ取藻液测

ＯＤ６８０，绘制生长曲线。

１．７　小球藻油脂积累的观察

　　以出发藻株Ｖａｌ为对照，观察培养过程中抗高铵
小球藻藻株的油脂积累情况，实验步骤如下［１４］：分别
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吸取培养至第２天、４天、６天、８天、１０天、１２天的小
球藻藻液１．０～１．５ｍＬ于离心管中，１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｓ，倒去上清，加入３７０μＬ　ＢＢＭ 新鲜培养液
使微藻细胞重悬，再加入１２５μＬ　ＤＭＳＯ和１μＬ尼
罗红储备液（１ｍｇ尼罗红粉末溶解于４ｍＬ　ＤＭ－
ＳＯ），颠倒混匀。用铝箔纸包好离心管以避光，３７℃
温育１５ｍｉｎ。荧光显微镜观察，使用激发光波长为

４４３ｎｍ，尼罗红染色后中性脂发射峰在５７０ｎｍ附近
（黄色－橙色）。

１．８　最大光合速率的测定

　　使用Ｄｕａｌ－ＰＡＭ－１００（Ｗａｌｚ，德国）测量出发藻株
和突变藻株培养至第１２天的光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）的最
大光能转化效率（Ｆｖ／Ｆｍ）。

２　结果与分析

２．１　紫外诱变时间

　　将小球藻进行梯度稀释后涂布到ＢＢＭ 固体培
养基上，在紫外灯下进行诱变处理，经诱变处理后小
球藻的形态发生变化，照射时间越长，其细胞的颜色
越浅，死亡后的小球藻细胞内空间消失，原生质体的
结构发散。图１为培养至第１２天时不同紫外照射时
间组的致死率，可以看出，紫外照射对小球藻有明显
的致死效应，紫外照射时间为１０ｓ时其致死率为

４１．７％，随着小球藻暴露在紫外灯下时间的延长，致
死率也随之增加，当时间增至６０ｓ时，致死率为

８５．８％，而当紫外照射时间增加到８０ｓ时，其致死率
已经高达９５．３％。当紫外诱变的致死率在８０％～
９０％时为最佳诱变剂量，因此本实验选择紫外照射

６０ｓ对小球藻出发藻株进行诱变处理。

图１　不同紫外照射时间下小球藻的致死率

　　Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅ　ｍｏｒｔａｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ａｔ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ

ｔｉｍｅ　ｔｏ　ＵＶ

２．２　小球藻抗铵藻株的筛选

　 　 经 紫 外 线 诱 变 和 高 铵 （１　２００ ｍｇ／Ｌ 的

ＮＨ４ＨＣＯ３）的筛选，选择培养基上长出的零星藻落
即为初步的抗高铵小球藻藻株。我们选择４个藻落
体积较大的克隆作为候选藻株，代表其生长迅速。这

４个藻株分别为Ｂ４、Ｃ６、Ｃ７和Ｄ２。

２．３　抗铵小球藻的生长曲线

　　如 图２所 示，突 变 株Ｃ７和 Ｄ２在 各 个

　　图２　不同ＮＨ４ＨＣＯ３浓度下出发株及各诱变株的生长
状况比较

　　Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｇｒｏｗｉｎｇ　ｓｐｅｅｄ　ｏｆ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ａｎｄ　ｍｕ－
ｔａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＮＨ４ＨＣＯ３

２２１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１６



ＮＨ４ＨＣＯ３ 浓度中其细胞密度均小于出发藻株，而

Ｂ４和Ｃ６的终细胞密度除了 ＮＨ４ＨＣＯ３ 浓度为６００
ｍｇ／Ｌ时稍低于出发藻株，在其他的浓度ＮＨ４ＨＣＯ３
培养基均大于出发藻株。与出发藻株相比，当

ＮＨ４ＨＣＯ３ 为 ４００ ｍｇ／Ｌ 时，Ｂ４ 的 生 物 量 增 长

３．３１％，Ｃ６的生物量增长１４．７９％。当 ＮＨ４ＨＣＯ３
为８００ｍｇ／Ｌ时，Ｂ４的生物量增长４１．１８％，Ｃ６的生
物量增长９．５４％。当ＮＨ４ＨＣＯ３为１　０００ｍｇ／Ｌ时，

Ｂ４的 生 物 量 增 长 ３２．６４％，Ｃ６ 的 生 物 量 增 长

２９．４１％。当ＮＨ４ＨＣＯ３为１　２００ｍｇ／Ｌ时，Ｂ４的生
物量增长３７．７４％，Ｃ６的生物量增长２２．８５％。而且
在培养过程中发现，当培养基中ＮＨ４ＨＣＯ３浓度大于

６００ｍｇ／Ｌ时，出发藻株和突变株Ｃ７和Ｄ２的藻液会
出现贴壁和沉淀状态，而突变株Ｂ４和Ｃ６始终藻液
均匀，无贴壁现象，说明突变株Ｂ４和Ｃ６为理想的抗
高铵并具生长优势的诱变藻株。

２．４　藻株的油脂积累

　　尼罗红染色剂是一种亲脂性的恶嗪类荧光染料，

能进入细胞与胞内中性脂结合并发出荧光检测信号，

其强度与细胞的中性脂含量呈线性关系［１５］，因此我
们利用尼罗红染色对微藻油脂的积累量进行即时的

显微观察。一般来说，藻类对油脂的积累是对外界胁
迫的一种响应，当微藻生长受到限制时就会出现这种
储存物的积累。从图３看出，在含有不同浓度的

ＮＨ４ＨＣＯ３的培养基中，培养至第１２天，无论诱变株

Ｂ４和Ｃ６，还是对照组出发株都没有油滴出现，说明
它们都保持在旺盛的生长状态，没有受到限制。

图３　培养至第１２天小球藻细胞内的油脂积累情况

　　Ｆｉｇ．３　Ｎｉｌｅ　ｒｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｌｉｐｉｄ　ａｃｃｕｍｕ－
ｌａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｖｕｌｇａｒｉｓ　ｓｔｒａｉｎｓ　ａｆｔｅｒ　ｂｅｉｎｇ　ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ　ｆｏｒ

１２ｄａｙｓ

２．５　出发藻株和诱变藻株最大光合速率比较

　　如图４所示，诱变藻株Ｂ４和Ｃ６的最大光能转
化效率随着培养基中ＮＨ４ＨＣＯ３浓度的升高都明显

高于出发藻株，其中ＮＨ４ＨＣＯ３浓度为１　２００ｍｇ／Ｌ
时的差异最大，Ｐ 值分别为０．０００９９７和０．００８７６６，
均小于０．０１，差异显著。

图４　第１２天小球藻突变株和出发株的光能转化效率

　　Ｆｉｇ．４　Ｆｖ／Ｆｍｏｆ　ｏｒｉｇｉｎａｌ　ａｎｄ　ｍｕｔａｔｅｄ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｔｒａｉｎｓ

ａｔ　ｄａｙ　１２ｔｈ

３　结论

　　选育生长速度快、蛋白含量高、抗生物污染的小
球藻藻种一直是小球藻大规模生产技术的重点，本文
通过紫外诱变筛选得到的小球藻突变株Ｂ４和Ｃ６，在
高ＮＨ４ＨＣＯ３浓度中均能保持较快的生长速率，当

ＮＨ４ＨＣＯ３ 浓度为８００ｍｇ／Ｌ、１　０００ｍｇ／Ｌ、１　２００
ｍｇ／Ｌ时，其最终生物量比出发藻株分别提高了

４１．１８％和９．５４％，３２．６４％和２９．４１％，３７．７４和

２２．８５％。但在 ＮＨ４ＨＣＯ３浓度为４００ｍｇ／Ｌ和６００
ｍｇ／Ｌ时，两个突变株的生长速率或者与出发藻株无
明显差异，或者略低于出发藻株，说明这两个在高铵
浓度筛选压力筛选出来的突变株在高铵培养条件下

更能显示其生长优势。同时，尼罗红显微观察证明，
突变藻株Ｂ４和Ｃ６能快速生长，而最大光合速率的
检测还揭示了它们的生长优势可能来自光合效率的

提高。
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