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摘　要：利用耐污微藻净化污水并耦合微藻生物柴油生产是当前微藻开发应用的热点。探讨了不同培养温
度（２０、２５、３０、３５和４０℃）对一株耐高氨氮绿球藻（Ｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．）生长及细胞油脂特性的影响。初始接种
密度为３００×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，培养周期为７ｄ。结果表明：培养温度对绿球藻的生长具有显著影响，随着温度的
升高，绿球藻的细胞密度和生物量呈现先上升后下降的变化，其峰值均在３５℃，分别为３６０４×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
和０．９２ｇ／Ｌ。对采收的藻细胞脂肪蓄积及特性分析表明，藻细胞的油脂含量和油脂产量随着温度的升高先上
升后下降，其峰值也出现在３５℃，分别为２３．６７％和２１．６５ｍｇ／Ｌ。随着培养温度的升高，藻细胞的饱和脂肪
酸含量先升高后降低，而多不饱和脂肪酸则持续下降。从微藻生长并耦合生物柴油生产的角度考虑，该耐高

氨氮绿球藻株的适宜培养温度为３０～３５℃。
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　　微藻是自然界中重要的初级生产者，具有种
类多、繁殖快、含有多种生物活性物质等特点，极

具开发潜力［１］。将微藻用于废水处理是当今研

究的热点，ＡＢＯＵＳＨＡＮＡＢ等［２］研究了６种微藻
在处理猪场废水及耦合生物柴油生产的效果，发

现墨西哥衣藻（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓｍｅｘｉｃａｎａ）可获得
的生物量干重最大，为（０．５６±０．３５）ｄｗｔ／Ｌ，对氮
磷的去除效率也最高，分别为６２％和２８％，ＺＨＵ
等［３］发现小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｚｏｆｉｎｇｉｅｎｓｉｓ）在稀释后
ＣＯＤ浓度为 １９００ｍｇ／Ｌ的猪场废水中生长最
好，此时对污水中养分的去除率、生物量、油脂含

量和生物柴油产量均达到最大，邱昌恩等［４］得出

一株绿球藻正常生长的氮浓度范围为 ０．０１５～
０．１５０ｇ／Ｌ，且可耐受高氮环境，有望用于对氮、磷
污水的处理。温度是影响藻类生长和生化组成

的重要因子，一般认为温度变化主要影响与光合

作用有关酶的活性及光合作用过程，微藻对温度

的适应范围较宽，但不同微藻对温度的耐受能力

不同［５－６］。华雪铭等［７］发现绿色巴夫藻（Ｐａｖｌｏｖａ
ｖｉｒｉｄｉｓ）适宜的生长温度为３０℃，此时总脂含量也
最大，但 ３５℃则不能生长。潘瑾等［８］得出在

１０～３０℃范围内，随温度的升高，三角褐指藻
（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）的藻细胞密度和
Ｃ１６∶０含量呈先上升后下降的趋势，均在２０℃时
最高。本实验研究了温度对一株从猪场沼液中

新分离的耐高氨氮绿球藻生长和油脂特性的影

响，为后续该株绿球藻用于猪场沼液净化及藻细

胞开发利用奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　藻株的来源
实验藻株分离自浙江嘉兴余新镇敦好农牧

科技有限公司沼液发酵池，并在实验室进行纯

化，分离时沼液的氨氮浓度为３０５ｍｇ／Ｌ，经显微
镜鉴定为绿球藻属（Ｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．）。
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１．２　适宜培养温度的筛选
实验设５个温度梯度，分别为２０、２５、３０、３５

和４０℃，采用１０００ｍＬ三角烧瓶作为培养容器。
采用补充了有机氮源（复合氨基酸，３５０ｍｇ／Ｌ）的
ｆ／２淡水培养液作为培养基，经１２１℃高压灭菌
２０ｍｉｎ后用于实验。取处于指数增长期的绿球
藻藻种，４℃离心（６０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，去上清，
藻泥用蒸馏水溶解后再次离心去上清，将藻泥接

种到培养基中，初始接种密度为３００×１０４ｃｅｌｌｓ／
ｍＬ。每温度设３个平行。实验在三温区光照培
养箱中进行。光周期为 ２４Ｌ∶０Ｄ，光照强度为
２５００ｌｘ，每天定时摇瓶３次，试验进行７ｄ。
１．３　藻细胞密度和生物量的测定
１．３．１　藻细胞密度的测定

培养过程中采用血球计数板计数法每天检

测藻细胞密度，每个样数３块板，取平均值，并求
算比生长率（Ｋ）。

Ｋ＝（ｌｎＮｔ－ｌｎＮ０）／ｔ （１）
式中：Ｎ０为培养初始藻细胞密度（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）；Ｎｔ
为经过 ｔ时间后培养液中的藻细胞密度（ｃｅｌｌｓ／
ｍＬ）；ｔ为培养时间（ｄ）。
１．３．２　生物量的测定

培养结束后，每组取１００ｍＬ藻液经预先恒
重过的０．４５μｍ微孔滤膜抽滤，置于鼓风干燥箱
中１０５℃烘至恒重，计算生物量干重（Ｂ）。

Ｂ（ｇ／Ｌ）＝（Ｗ１－Ｗ０）／Ｖ （２）
式中：Ｗ０为预恒重过的０．４５μｍ微孔滤膜的重
量；Ｗ１为恒重过后０．４５μｍ微孔滤膜的藻泥的
总重量；Ｖ为抽滤的藻液体积。
１．４　总脂和脂肪酸组成的测定
１．４．１　总脂的测定

培养结束时，取足量藻液离心，再用蒸馏水

清洗离心，收集的藻泥于 －４６℃下冷冻干燥，得
到的藻粉用于测定总脂含量。

总脂含量的测定采用氯仿甲醇法［９］。精确

称取藻粉０．１～０．２ｇ（Ｗ０）至５０ｍＬ的锥形瓶内。
加３０ｍＬ含０．０１％ ＢＨＴ的氯仿甲醇混合液［Ｖ
（氯仿）∶Ｖ（甲醇）＝２∶１］，在４℃冰箱中浸提２４
ｈ，期间用超声波破碎仪在冰浴中破碎两次，每次
３０ｍｉｎ。然后将浸提液过滤至预恒重的５０ｍＬ的
锥形瓶（Ｗ１）中，加１０ｍＬ０．８８％ ＫＣｌ溶液后立即
充分震荡混合，静置３０ｍｉｎ以待分层，用吸管吸
去上层液（无色略呈白色乳状）；然后沿壁缓慢加

入１０ｍＬ５０％甲醇，弃上层液，下层氯仿层（绿
色）即含脂层。将锥形瓶置于真空干燥箱中，４０
℃真空干燥后恒重（Ｗ２）。计算总脂含量和总脂
产量。

总脂含量（％ＤＷ）＝［（Ｗ２－Ｗ１）／Ｗ０］×
１００％ （３）

总脂产量（ｇ／Ｌ）＝总脂含量（％ＤＷ）×生物
量干重（ｇ／Ｌ） （４）
１．４．２　脂肪酸组成的测定

参照ＧＲＩＦＦＩＴＨＳ等方法［１０］，脂肪酸组成测

定采用直接甲酯化法。采收一定体积藻液４℃
离心（５０００ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ）获得藻泥（约５０～１００
ｍｇ），将藻泥转入带硅胶衬里螺旋帽的１５ｍＬ棕
色螺纹口顶空瓶中，加入５００μＬ十九烷酸甲苯
溶液（浓度０．２ｍｇ／ｍＬ），漩涡混匀后，加２ｍＬ甲
醇钠（ＮａＯＭｅ，０．５ｍｏｌ／Ｌ），置超声波清洗机中８０
℃水浴混匀２０ｍｉｎ，冷却至室温后，加２ｍＬＢＦ３
甲醇溶液（Ｓｉｇｍａ），再置超声波清洗机中８０℃水
浴混匀２０ｍｉｎ，冷却至室温后，加８００μＬ去离子
水和１２００μＬ正己烷，漩涡混匀后，４０００ｒ／ｍｉｎ
离心３ｍｉｎ，将上层含有脂肪酸甲酯的正己烷甲
苯层经０．２２μｍ针头式过滤器过滤至２ｍＬ广口
样瓶中，于气相质谱联用仪上参照黄旭雄等［１１］

检测脂肪酸含量。利用峰面积归一化法确定各

脂肪酸的相对百分含量。某一种脂肪酸甲酯相

对含量为某一种脂肪酸甲酯的峰面积与总脂肪

酸甲酯的峰面积的比值。

１．５　生物柴油品质的测算
通过前人建立的脂肪酸甲酯分子结构和组

成与生物柴油品质指标（运动粘度、碘值、十六烷

值和冷滤点）的关系模型，预测并评价该株绿球

藻生物柴油是否可以作为柴油的替代燃料。具

体参数定义及预测模型公式如下：

预测模型的３个参数定义：
相对链长［１２］（Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｈａｉｎｌｅｎｇｔｈ）Ｌ＝

∑Ｎｉ×Ｐｉ
皂化值［１３］（Ｓａｐｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｖａｌｕｅ，ｍｇＫＯＨ／ｇ）

ＳＮ＝∑（５６０×Ｐｉ）／ＭＷｉ
长碳链饱和指数［１４］（Ｌｏｎｇｃｈａｉｎｓａｔｕｒａｔｅｄ

ｆａｃｔｏｒ）ＬＣＳＦ＝０．１×Ｐｃ１６：０＋０．５×Ｐｃ１８：０＋１．５×
Ｐｃ２２：０＋２×Ｐｃ２４：０
３个指标的预测模型公式：
运动粘度［１２］（Ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ，ｍｍ２／ｓ）Ｖｉｓ＝

３９６
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－１．７２９９５＋０．３１２４７×Ｌ＋０．０４２２８×Ｐｃ２２：１
碘值［１３］（Ｉｏｄｉｎｅｖａｌｕｅ，ｇＩ２／１００ｇ）ＩＶ＝∑（２５４

×ｍ×Ｐｉ）／ＭＷｉ
十六烷值［１５］（Ｃｅｔａｎｅｎｕｍｂｅｒ）ＣＮ＝４６．３＋

５４５８／ＳＮ－０．２２５×ＩＶ
式中：ｉ表示某种脂肪酸甲酯；Ｎ表示脂肪酸甲酯
的碳链数；ｍ表示脂肪酸甲酯的双键数；Ｐ表示脂
肪酸甲酯的相对百分含量（％总脂肪酸甲酯）；
ＭＷ表示脂肪酸甲酯的分子量。
１．６　数据处理与分析

每组样品的所有指标均平行测定３次，测定
结果以平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。试验
数据用ＰＡＳＷ．Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１８．０软件进行 ＡＮＯＶＡ单
因子方差分析，若 Ｐ＜０．０５，则作 Ｄｕｎｃａｎ’ｓ多重
比较。

２　结果

２．１　温度对绿球藻细胞密度和生物量的影响
绿球藻在２０～４０℃均能正常生长，随着温

度的升高绿球藻的细胞密度和生物量先上升后

下降，均在 ３５℃达到最高，分别为 ３６０４×１０４

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ和 ０．９１５ｇ／Ｌ。培养至第 ７天，２０、２５、
３０、３５和４０℃组相对生长率分别为０．２９、０．３１、
０．３４、０．３５和０．３２，３５℃组相对生长率显著高于
其他组（Ｐ＜０．０５），且３５℃组较其他组提前进入
静止期，第５天以后该组藻细胞密度保持不变。
４０℃组与 ２５℃组相对生长率无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），但生物量４０℃组显著高于２５℃组
（Ｐ＜０．０５）。对不同培养温度下的藻细胞密度回
归分析，得ｙ＝－７．６０５ｘ２＋４９７．４２ｘ－４７２１．３（Ｒ２＝
０．８７９３），由回归方程得该株绿球藻的最适生长
温度为３２．７℃（图１－２）。
２．２　温度对绿球藻油脂积累的影响

随着温度的升高绿球藻总脂含量和总脂产

量均先上升后下降，３０℃组和３５℃组的总脂含
量分别为２２．６８％和２３．６７％，二者无显著性差异
（Ｐ＞０．０５），但均显著高于其他各试验组（Ｐ＜
０．０５）。各试验组的总脂产量差异显著（Ｐ＜
０．０５），３５℃组总脂产量最高，为２１．６５ｍｇ／Ｌ，各
试验组按总脂产量高低排序：３５℃ ＞３０℃ ＞４０
℃＞２５℃＞２０℃。对不同培养温度下的总脂含
量回归分析，得ｙ＝－０．０３７６ｘ２＋２．５０５３ｘ－

１９．０６５（Ｒ２＝０．８５０４），由回归方程获得最高总脂
含量的培养温度为３３．３℃。对不同培养温度下
的总脂产量进行回归分析，得 ｙ＝－０．０４５３ｘ２＋
３．０９０５ｘ－３３．９５９（Ｒ２＝０．７６９６），由回归方程获
得最高总脂产量的培养温度为３４．１１℃（图３）。

图１　不同温度下绿球藻的细胞密度变化
Ｆｉｇ．１　ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｄｅｎｓｉｔｙｏｆＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

ｃｕｌｔｕｒｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图２　不同温度下绿球藻的生物量
Ｆｉｇ．２　ＢｉｏｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．

ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
不同小写字母表示生物量差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇ ｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．

图３　不同温度下绿球藻的总脂含量和总脂产量
Ｆｉｇ．３　Ｔｏｔａｌｌｉｐｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｔｏｔａｌｌｉｐｉｄｙｉｅｌｄｏｆ
Ｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

不同小写字母表示总脂含量差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大写字母

表示总脂产量差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｆｏｒｔｏｔａｌｌｉｐｉｄｃｏｎｔｅｎｔｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌ

ｌｅｔｔｅｒｓｆｏｒｔｏｔａｌｌｉｐｉｄｙｉｅｌｄｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｅ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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２．３　温度对绿球藻脂肪酸特性及生物柴油品质
的影响

Ｃ１６和Ｃ１８系列脂肪酸是该株绿球藻的主
要脂肪酸，二者总和占整个脂肪酸的８５．５６％ ～
９２．３２％，以棕榈酸（Ｃ１６：０）和亚油酸（Ｃ１８：２ｎ６）
含量最多。随温度的升高，Ｃ１６：０的含量先上升
后下降，在３５℃时最高，为２８．３７％；Ｃ１８：３ｎ３（亚

麻酸）含量则不断降低，由２０．０２％降为４．３０％；
饱和脂肪酸（ＳＦＡ）的含量先上升后下降，３５℃时
ＳＦＡ含量最高，为 ４１．９０％；单不饱和脂肪酸
（ＭＵＦＡ）呈波浪式变化，在 ４０℃时最高，为
１９．２６％；多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡ）含量不断下
降，从６０．９３％降为４４．８５％（表１）。

表１　不同温度下绿球藻的脂肪酸组成（％总脂肪酸）
Ｔａｂ．１　Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｐｒｏｆｉｌｅ（％ ｔｏｔａｌｆａｔｔｙａｃｉｄｓ）ｏｆＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

脂肪酸

ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ
温度／℃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２０ ２５ ３０ ３５ ４０
Ｃ１２：０ ０．４７±０．０３ ０．４８±０．０１ － － －
Ｃ１４：０ ０．９７±０．０２ｃ １．１０±０．０２ｂ １．２８±０．０２ａ １．０６±０．０３ｂ ０．５７±０．０２ｄ

Ｃ１５：０ ２．０９±０．０６ｅ ２．４０±０．０９ｄ ４．０６±０．０６ａ ３．２７±０．１３ｃ ３．８４±０．１８ａ

Ｃ１６：０ ２０．９２±０．０７ｄ ２２．９５±０．１１ｃ ２４．２５±０．３１ｂ ２８．３７±０．２８ａ ２２．３４±１．２１ｃ

Ｃ１６：１ｎ７ ３．０３±０．０５ｂ ２．４５±０．０１ｃ ３．４２±０．１１ｂ ３．３６±０．１２ｂ ４．０８±０．５８ａ

Ｃ１７：０ － － １．３８±０．１５ｂ １．１２±０．１４ｂ ４．３７±０．６８ａ

Ｃ１６：２ｎ６ １１．６２±０．１５ｄ １５．０９±０．２２ｂｃ １６．６９±０．４７ａ １４．５１±０．１１ｃ １５．６４±１．０４ｂ

Ｃ１７：１ｎ７ ４．０９±０．２３ｂ ３．８７±０．１４ｂ ３．５９±０．０８ｂ ２．８５±０．０２ｃ ５．６７±０．８６ａ

Ｃ１８：０ １．１６±０．０６ｄ ２．００±０．０３ｃ ４．５９±０．４６ｂ ８．０８±０．１８ａ ４．７８±０．４１ｂ

Ｃ１６：３ｎ３ ６．９９±０．０１ａ ３．９９±０．０４ｂ １．２２±０．０６ｃ ０．９３±０．０７ｄ ０．５０±０．０４ｄ

Ｃ１８：１ｎ９ ６．２８±０．１１ｃ ６．１２±０．１４ｃ ７．１９±０．２１ｂ ７．６８±０．３０ｂ ９．５１±０．６２ａ

Ｃ１８：２ｎ６ ２２．３０±０．４２ｃ ２７．９１±０．１６ａ ２４．５２±０．４１ｂ ２２．９７±０．４０ｃ ２４．４２±０．８５ｂ

Ｃ１８：３ｎ３ ２０．０２±０．３４ａ １１．６５±０．０６ｂ ７．８０±０．３２ｃ ５．８４±０．２３ｄ ４．３０±１．３０ｅ

∑Ｃ１６ ４２．５６±０．１２ｄ ４４．４８±０．１４ｃ ４５．５８±０．１３ｂ ４７．１６±０．２２ａ ４２．５６±０．８９ｄ

∑Ｃ１８ ４９．７６±０．１７ａ ４７．６７±０．１４ｂ ４４．１０±０．１７ｃ ４４．５７±０．２６ｃ ４３．００±１．１４ｄ

∑Ｃ１６＋１８ ９２．３２±０．２６ａ ９２．１５±０．２５ａ ８９．６７±０．１５ｂ ９１．７３±０．０４ａ ８５．５６±１．７１ｃ

ＳＦＡ ２５．６１±０．１６ｄ ２８．９３±０．１３ｃ ３５．５５±０．９８ｂ ４１．９０±０．４５ａ ３５．９１±１．５９ｂ

ＭＵＦＡ １３．３９±０．３９ｂｃ １２．４３±０．２５ｃ １４．２０±０．２８ｂ １３．８９±０．４３ｂ １９．２６±１．２５ａ

ＰＵＦＡ ６０．９３±０．４９ａ ５８．６４±０．３６ａ ５０．２３±１．１８ｂ ４４．２４±０．３１ｃ ４４．８５±２．８２ｃ

注：同一行上标的不同小写字母表示差异性显著（Ｐ＜０．０５），表２同。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｏｆｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｎｏｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（Ｐ＜０．０５）ｔｈｅｓａｍｅｉｎｆｉｇ．２．

　　随着温度的升高，运动粘度各组之间变化不
大；十六烷值不断增大，３５℃和４０℃时最高，分

别为５１．５５和５０．６５；碘值则是先下降后升高，３５
℃时最低，为９７．６４ｇＩ２／１００ｇ（表２）。

表２　不同温度下绿球藻的生物柴油品质
Ｔａｂ．２　ＱｕａｌｉｔｙｉｔｅｍｓｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌｆｒｏｍＣｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍｓｐ．ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

品质指标

ｑｕａｌｉｔｙｉｔｅｍｓ
温度／℃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２０ ２５ ３０ ３５ ４０
运动粘度（Ｖｉｓ，ｍｍ２／ｓ） ３．８８±０ａ ３．８７±０ｂ ３．８５±０ｄ ３．８６±０ｃ ３．８７±０ｂ

碘值（ＩＶ，ｇＩ２／１００ｇ） １４５．０８±０．７ａ １３０．０２±０．４５ｂ １１０．７７±２．２２ｃ ９７．６４±０．３７ｄ １０１．８４±５．１２ｄ

十六烷值（ＣＮ） ４０．９３±０．１６ｄ ４４．２７±０．１ｃｄ ４８．５７±０．５ｂｄ ５１．５５±０．０７ａｄ ５０．６５±１．１４ａｄ

３　讨论

温度是影响微藻生长的重要因素，高于或低

于其适宜生长范围，均会显著降低其生长率［６，１６］。

曾蓓蓓对绿球藻 ＳＨＯＵＦ９３和绿球藻 ＳＨＯＵ

Ｆ１２４的研究表明，两株绿球藻的最适生长温度分
别为１９．３℃和２４．３℃［１７］。本试验中，该株绿球

藻在２０～４０℃之间都能较好地生长，若以生物
量为评价指标，经回归分析得该株绿球藻的最适

生长温度为３２．７℃，其最适生长温度和对高温
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的耐受性均较曾蓓蓓等［１７］报道的两种绿球藻高，

推测是由于藻株的来源不同而引起的。鉴于该

株绿球藻属于典型的广温性耐高温藻株，因此可

在室外光生物反应器中大规模培养。周连宁

等［１８］认为温度对微藻生长的影响主要通过影响

酶的活性和营养物质的运输实现，温度较低时，

细胞膜的运输和呼吸功能会受到影响，生长速率

较慢；但随着温度的上升，酶活性不断增强，生长

速率也不断加快；温度过高时，可能会破坏细胞

和酶的活性，导致生长速率降低甚至出现负增

长。而ＢＥＲＲＹ等［１９］则认为高温抑制微藻生长

主要与叶绿体有关，在植物的所有代谢过程中，

叶绿体的光合作用被认为是对高温胁迫最敏感

的，当植物的叶子或藻类受到高温胁迫时，它们

的放氧、碳同化和光合磷酸化活性均显著下降。

高温胁迫可导致捕光色素复合体同光系统Ⅱ（ＰＳ
Ⅱ）的反应中心分离进而致使类囊体膜解垛
叠［２０］，还可导致捕光色素复合体的结构发生变

化［２１］，放氧复合体的活性丧失［２２］，以及从 ＱＡ到
ＱＢ的电子传递受抑制［２３－２４］。

早期研究表明，在极端高温或低温条件下，

微藻合成脂肪的量减少［２５］。ＯＰＵＴＥ等［２６］认为存

在脂肪合成的最适温度，且因种而异，在极端温

度下合成受限可能是相关酶发生不可逆损伤所

致。丁彦聪等［２７］研究了温度对小球藻细胞内叶

绿素荧光参数的影响，结果表明温度过高会使活

性反应中心的数量下降，进而捕获和用于电子传

递的能量减少，造成油脂积累量下降。周连宁

等［１８］和张桂艳等［２８］得出小球藻 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．
ＸＱ２００４１９和 Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ的油脂含量随温
度升高均先上升后下降，二者最适油脂积累温度

分别为３５℃和２５℃。本试验中，随着温度的升
高，绿球藻的总脂含量和总脂产量先上升后下

降，均在 ３５℃时达到最高，分别为 ２３．６７％和
２１．６５ｍｇ／Ｌ。回归分析表明，获得该绿球藻藻株
最高总脂含量和最大油脂产量的培养温度分别

为３３．３０℃和３４．１１℃。４０℃下，总脂含量和总
脂产量仍处于较高水平，说明４０℃并不能使参
与脂质合成的酶失活，只能使其活性较３５℃稍
有下降。

ＣＯＨＥＮ等［２９］和曹春晖等［３０］认为是不同温

度下的不同生长状况导致了某些藻类脂肪酸组

成的差异，且不饱和脂肪酸合成过程中的碳链延

伸酶活性、去饱和酶的活性和去饱和酶基因的转

录活性也与温度有关；ＶＩＧＨ等［３１］认为，低温之

所以能增加多不饱和脂肪酸含量是由于去饱和

酶基因收到来自细胞膜上特异温度感应器的信

号的原因。ＳＫＡＭＯＴＯ等［３２］研究发现，当培养温

度由３４℃降至２２℃，ＳｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓＰＣＣ７００２去
饱和酶Ｂ基因表达量增加了１０倍；郑亚君等［３３］

研究了温度对杜氏盐藻生长和脂肪酸组成的影

响，结果表明：杜氏盐藻的脂肪酸以 Ｃ１６和 Ｃ１８
为主，随着培养温度的升高，藻株内饱和脂肪酸

和单不饱和脂肪酸所占比例增加，多不饱和脂肪

酸所占比例减少。本试验中，该株绿球藻的脂肪

酸以 Ｃ１６和 Ｃ１８为主，二者总量最高可达
９２．３２％。随着温度的升高，高不饱和脂肪酸的含
量逐渐降低，与此同时，亚麻酸（Ｃ１８：３ｎ３）含量也
由２０．０２％降至４．３０％，表明多不饱和脂肪酸的
降低主要是由亚麻酸的降低引起的；饱和脂肪酸

的含量先上升后下降，在３５℃时达到最高（４１．
９０％），而棕榈酸（Ｃ１６∶０）的含量也是先上升后下
降，在３５℃时达到最高，表明棕榈酸的变化导致
了饱和脂肪酸含量的变化。而这也符合前人的

研究结果：温度降低时，为了保证细胞膜的流动

性，细胞内不饱和脂肪酸含量会上升［３４］，相反地，

温度升高时，为了保证细胞膜的完整性，饱和脂

肪酸的含量会上升［３５］。

ＨＡＲＲＩＮＧＴＯＮ等［３６］研究表明，柴油的替代

品应该具有 Ｃ１６～Ｃ１９的链长，碳链较长可以保
证有较高的沸点，有利于安全储运、运输和使用，

但过长会导致熔点过高而引起流动性和低温性

能变差。本试验中，绿球藻的脂肪酸以 Ｃ１６和
Ｃ１８为主，在适宜范围内。十六烷值（ＣＮ）表示柴
油燃料的点火时间和燃烧性能，是衡量柴油品质

的重要指标。ＣＮ一般在４７～６０为宜，ＣＮ过高
会导致燃料与空气未经适宜混合就予以燃烧而

导致燃烧不完全并产生黑烟，ＣＮ太小则燃料点
火困难，不易启动并导致发动机爆震［１１，３７］。生物

柴油的ＣＮ主要是由于原料油中Ｃ１６：０和 Ｃ１８：０
两种饱和脂肪酸的含量决定的［３８］。本试验中，随

着温度的升高，ＣＮ从４０．９３升高至５１．５５，但只
有３０℃（４８．５７）、３５℃（５１．５５）和４０℃（５０．６５）
组的ＣＮ在 ４７～６０范围内，符合生物柴油的标
准。运动粘度是液体流动时内摩檫力的量度，其

值随温度升高而降低，是衡量燃料流动性能及雾
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化性能的指标，轻质柴油适宜的运动粘度为

１．９～６．０ｍｍ２／ｓ［３９］。本试验中，各试验组运动粘
度变化不大，在３．８５ｍｍ２／ｓ左右，均符合生物柴
油品质标准。碘值是对油脂分子碳链不饱和度的

度量，指每１００ｇ油脂吸收碘的克数，碘值高，十六
烷值低，冷滤点低，碳链不饱和程度越高则碘值

越高。本试验中，２０℃组绿球藻脂肪酸的不饱和
程度最高，其对应碘值最大，为１４５，但不符合欧
盟和德国的生物柴油品质标准，而３０℃（１１０．７７
ｇＩ２／１００ｇ）、３５℃（９７．６４ｇＩ２／１００ｇ）和 ４０℃
（１０１．８４ｇＩ２／１００ｇ）组都符合标准。

表３　不同国家生物柴油标准的品质指标
Ｔａｂ．３　Ｑｕａｌｉｔｙｉｔｅｍｓｏｆｂｉｏｄｉｅｓｅｌｓｔａｎｄａｒｄｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｕｎｔｒｉｅｓ

品质指标

ｑｕａｌｉｔｙｉｔｅｍｓ
美国 欧盟 德国 中国

ＡＳＴＭＤ６７５１—２００３ ＥＮ１４２１４—２００２ ＤＩＮ５１６０６—１９９７ ＧＢ／Ｔ２０８２８—２００７
运动粘度（Ｖｉｓ，ｍｍ２／ｓ） １．６～９．０ ３．５～５．０ ３．５～５．０ １．６～９．０
碘值（ＩＶ，ｇＩ２／１００ｇ） － ≤１２０ ≤１１５ －
十六烷值（ＣＮ） ４７－６５ ≥５１ ≥４９ ≥４９

　　综上所述，考虑到该高耐氨绿球藻藻株的生
长性能、油脂含量、油脂产量和达到生物柴油品

质标准，建议３０～３５℃为该藻株适宜的培养温
度。
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