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摘  要 : 为了建立一个高效的高产油微藻诱变育种流程，微藻中油脂含量快速和准确的测定在其中具有重要

作用。在本研究中，首先利用低场核磁共振技术，建立了直接检测干藻粉和培养液中小球藻油脂含量的方法，

其信号强度与细胞中油脂含量存在特异的线性关系，干藻粉和藻液中油脂含量与信号值拟合的 R2 均高于 0.99，

说明该方法用于小球藻油脂含量的检测是准确和可行的。同时该方法与传统油脂测量方法相比，具有快速、简

便和准确等优点。但其通量不及尼罗红染色法，因此，我们开发了将尼罗红染色法用于初筛，低场核磁共振技

术用于复筛的新型高通量藻种复合筛选方法，并将此筛选方法应用于一种异养高产油原壳小球藻的诱变育种过

程中。首先从 3 098 株诱变藻种中初筛得到 108 株具有较高油脂含量的藻株，然后利用低场核磁共振技术复筛

得到 9 株高产油性能的藻株，其中一株甘油三酯含量超过 20%，比原始藻株提高 1 倍，培养 168 h 后培养液油

脂浓度达到 5 g/L，证明此诱变育种流程不仅提高了筛选的效率还可靠且可行。 

关键词 : 低场核磁共振，诱变育种流程，微藻，油脂检测  
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Low field nuclear magnetic resonance for rapid quantitation 
of microalgae lipid and its application in high throughput 
screening 
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Abstract:  A rapid and accurate determination method of lipids in microalgae plays a significant role in an efficient 

breeding process for high-lipid production of microalgae. Using low field nuclear magnetic resonance (LF-NMR), we 

developed a direct quantitative method for cellular lipids in Chlorella protothecoides cells. The LF-NMR signal had a linear 

relationship with the lipid content in the microalgae cells for both dry cell samples and algal broth samples (R2>0.99). 

These results indicated that we could use this method for accurate determination of microalgal lipids. Although LF-NMR is 

a rapid and easy lipid determination method in comparison to conventional methods, low efficiency would limit its 

application in high throughput screening. Therefore, we developed a novel combined high throughput screening method for 

high-lipid content mutants of C. protothecoides. Namely, we initially applied Nile red staining method for 

semi-quantification of lipid in the pre-screening process, and following with LF-NMR method for accurate lipid 

determination in re-screening process. Finally, we adopted this novel screening method in the breeding process of 

high-lipid content heterotrophic cells of C. protothecoides. From 3 098 mutated strains 108 high-lipid content strains were 

selected through pre-screening process, and then 9 mutants with high-lipid production were obtained in the re-screening 

process. In a consequence, with heterotrophical cultivation of 168 h, the lipid concentration could reach 5 g/L, and the 

highest lipid content exceeded 20% (W/W), which was almost two-fold to that of the wild strain. All these results 

demonstrated that the novel breeding process was reliable and feasible for improving the screening efficiency. 

Keywords:  low field nuclear magnetic resonance, mutated breeding process, microalgae, lipid determination 

当今主要利用的石油资源是不可再生的，

且会对环境造成污染，产生温室效应[1]。生物柴

油 (Biodiesel) 是比较理想的可再生能源，其利

用生物的光合作用进行合成，是一种新型碳中

性的能源。利用微藻进行生物柴油原材料的开

发和利用近年来受到全球广泛的关注，相较于

传统农作物而言，微藻具有明显优势，如单位

细胞油脂含量高、不仅能固定二氧化碳，同时

还能吸收废水中的氮和磷等。因此，利用微藻

生产生物柴油在未来是非常具有潜力的对象[2-3]。 

但是，目前微藻作为生物柴油的原料成本

仍然较高，是阻碍生物柴油工业化生产的最大

因素之一。为了降低成本，采用微生物育种以

期待获得具有更高油脂含量以及更好生长性能

的小球藻藻种是比较可靠的方法之一[4]。由于通

过基因改造改良藻种受到单细胞转化技术发展

缓慢，高效的诱变育种方法成为小球藻育种的

最佳选择[5]，Ota和马玉滨等用重离子诱变技术
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选育到高产油脂拟微球藻与小球藻[6-7]。 

在优良藻种获得中，高通量筛选技术的出

现是传统筛选技术基础上发展起来的快速和高

效的筛选方法，但油脂 (Lipid) 的快速检测是影

响藻种进行高通量筛选的重要限制因素，因此

寻找一种简单、快速、准确的油脂测定方法，

不仅能够提高筛选的效率，同时能够对优良藻

种的培养研究过程中油脂含量的变化进行实时

监控，从而用于对藻种生产性能的评估和培养

过程的优化。 

微藻总脂含量的测定方法有传统的有机溶

剂提取法、索氏提取法、荧光染料测定法、傅

里叶变换红外光谱法、磷酸香草醛法、铜试剂

法、苏丹黑染色法和核磁共振法等[8]。近来，基

于低场核磁共振原理的油脂检测技术受到广泛

的关注，低场核磁共振虽然分辨率不及高场核

磁共振，不能得到精细的分子结构信息，但能

得到分子之间的相互作用引起的信号变化[9]，凭

借成本低廉、快速、简便等优势，在石油[10]、矿

石[11]、食品加工和分析[12]、废物原料的分析[13]

和制药工业等许多领域得到广泛的应用，但在

微藻油脂检测中的应用还甚少。 

低场核磁共振测量油脂是基于氢质子在不

同物质中弛豫时间的差异而实现的[14]，蛋白和

碳水化合物中氢核的弛豫时间很短，能够与油

脂明显区分开。而自由水和油脂中的弛豫时间

接近，但通过添加一些顺磁性离子 (例如锰离子) 

能够大大加快自由水中氢核的弛豫，因此可以

去除水对油脂信号的干扰[15-16]。 

以上这些油脂检测方法各有优缺点，不论

在藻种的筛选还是过程培养中，不能依赖单一

的方法来满足油脂检测的需求[17]。因此，本文

提出了 1 种基于尼罗红染色初筛和低场核磁共

振复筛的新型诱变育种方法，并建立了高效的

藻种育种流程，获得高产油的藻株。 

1  材料与方法 

1.1  藻种和培养方法 

原 壳 小 球 藻 Chlorella protothecoides 

IOCAS038F 由中国科学院青岛海洋所刘建国教

授赠送。 

所用的培养基为经过优化后的异养培养

基，成分如表 1 所示，配好后调 pH 至 8.0。在

初筛和复筛中，依次在孔板、摇瓶和 5 L发酵罐

中进行。平板筛选所用的培养基是在上述培养

基中添加 2%的琼脂，待其冷却凝固后涂布藻细

胞，置于 30 ℃培养。孔板培养先在无菌的 48

孔板中每个孔中添加 2.4 mL灭菌培养基，接种 
 

表 1  培养基成分 

Table 1  Medium component 

Constituents Concentration (mg/L) Constituents Concentration (mg/L) 

Glucose 50 000 Na2CO3 20.000 

NaNO3 5 000 Na2MoO4·2H2O 0.390 

K2HPO4·3H2O 1 000 H3BO3 2.860 

MgSO4·7H2O 300 MnCl2·4H2O 1.810 

CaCl2·2H2O 40 ZnSO4·7H2O 0.222 

Citric acid 6 CuSO4·5H2O 0.079 

Ferric ammonium citrate 6 Co(NO3)2·6H2O 0.492 

EDTA 1   
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之后于 30 ℃、200 r/min 的摇床上培养。摇瓶

培养在 500 mL 的摇瓶中进行，其装液量为    

200 mL，接入 10% (V/V) 的种子，于 30 ℃、

200 r/min的摇床上培养。反应器培养在实验室

5 L发酵罐中进行 (上海国强生化工程技术有限

公司，上海)，反应器的装液量为 3 L，并加入

0.1%的消泡剂，灭菌后接入 10%的摇瓶种子，

通气量   1.8 L/min，在 30 ℃下进行培养，初

始转速为 200 r/min，培养过程中通过逐步提高

转速使得溶氧水平 (DO) 维持在 20%饱和浓度以

上，全程用2 mol/L HCl溶液将pH自动调控为7.0。 

1.2  原壳小球藻诱变方法 

紫外 (UV) 诱变：取处于对数生长期的原

壳小球藻培养液 10 mL于培养皿中，在 15 W的

紫外灯下距离 40 cm 分别照射一定时间，稀释

后均匀涂布于平板上培养 7 d。LiCl诱变：取一

定量 LiCl 母液加入处于对数生长期的原壳小球

藻培养液中混匀，30 min 后稀释以终止诱变，

再稀释适当倍数涂布于平板上培养 7 d。

UV-LiCl联合诱变：根据原壳小球藻 UV诱变和

LiCl 诱变的致死曲线得到各自的最佳处理条件

进行处理，稀释后均匀涂布于平板上培养 7 d。

LV (LiCl-UV) 诱变：将原壳小球藻按照适当的

条件先进行 LiCl 诱变，再进行 UV 诱变，涂平

板得到单藻落；VL (UV-LiCl) 诱变：将原壳小

球藻进行 UV 诱变再用适当浓度的 LiCl 处理，

涂平板得到单藻落；LVL (LiCl-UV-LiCl) 诱变：

将原壳小球藻依次进行 LiCl 诱变、UV 诱变和

LiCl 诱变，涂平板得到单藻落。常压室温等离

子体 (Atmospheric and room temperature plasma, 

ARTP) 诱变：取处于对数生长期的原壳小球藻

藻液于装有无菌玻璃珠的瓶中振荡数次，然后

取 10 μL 于载片上，载片置于 ARTP 诱变仪 

(ARTP-II，无锡思清源生物科技有限公司) 诱变

一定时间后，用 1 mL无菌水洗下载片上的藻液，

均匀涂布于平板上培养 7 d。 

为了增加诱变后平板上长出的单藻落的正

突变率，选用了奥利司他作为诱变后的筛选压

力，以便提高筛选效率。即待平板培养的培养

基灭菌后冷却至 50–70 ℃后，添加一定量奥利

司他，再按照平板培养的方法培养。将诱变后

的小球藻平板培养至长出单藻落后，挑单藻落

至 48孔板进行孔板培养，培养 3 d后初筛，然

后复筛，最后将筛选出的藻株进行遗传稳定性

验证。藻株摇瓶培养 5 d为第一代，以 10%接种

量接种后摇瓶培养 5 d即为第二代，以此类推，

一共传 6代即可。取 10 mL每 1代藻株培养 8 d

的藻液用低场核磁共振仪检测，油脂含量相同

或者相近即为遗传稳定性较好。 

1.3  检测方法 

小球藻生物量用细胞干重 (Dry cell weight, 

DCW) 进行表示，取 40 mL 对应发酵液，      

6 000 r/min离心 5 min，弃上清后洗涤 2次，离

心，80 ℃烘干后称其干重，计算得到 DCW。 

油脂检测分别采用尼罗红染色、索氏提取

和 GC-MS，以及低场核磁共振方法。尼罗红染

色是先取 100 μL培养好的原壳小球藻于黑色酶

标板中，加 100 μL 30 mg/L的尼罗红二甲基亚

砜溶液，混匀 1 min，染色 20 min，用荧光酶标

仪  (BioTek SYNERGY H1) 测定激发波长为

485 nm，发射波长为 535 nm的荧光强度[18]。索

氏提取法检测含油量步骤是先将样品于 80 ℃

烘干至恒重，然后用研钵研磨成细粉，再准确

称取一定质量的藻粉，将其置于脱脂滤筒中放
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于索氏提取仪器中，连接好仪器后由冷凝管上

方加入 1∶2 的氯仿和甲醇混合液，于 55 ℃水

浴加热 12 h后取下烧瓶旋转蒸发，然后置于烘

箱烘干，记录其重量并计算含油率[19]。GC-MS

检测含油量的步骤是先将原壳小球藻藻液离心

洗涤后烘干，再将干燥的藻体研磨成均一的细

粉。精确称取 0.02–0.1 g研磨后的藻粉，在称量

好的藻粉中加 1 mL 0.4 mol/L KOH-CH3OH溶液

后置于 70 ℃中水浴 30 min，冷却后加入 1 mL 

0.3 mol/L H2SO4-CH3OH溶液和 0.5 mL 14%的

BF3-CH3OH 溶液 (Sigma-Aldrich, USA)，再次

置于 70 ℃中水浴 30 min，冷却后加入 2 mL正

己烷反复振荡多次，静置 10 min，然后加水至

10 mL，3 000 r/min离心 5 min。最后将正己烷

层用 0.2 μm油性过滤头过滤后与 400 mg/L 十

九烷酸甲酯按照 1∶1 (V/V) 的比例混匀，将混

匀的样品用 GC-MS 仪器 (安捷伦 7 890C GC 

系统和 5 975C inert MSD，美国) 检测，在分析

软件上计算得到各脂肪酸组分的浓度和各组分

的百分比。 

低场核磁共振 (Low field nuclear magnetic 

resonance, LF-NMR) 技术检测方法为将一定体

积或一定质量的原壳小球藻抽提藻油或三油酸

甘油酯 (Sigma-Aldrich，美国) 标准液置于玻璃

小瓶中，用 PQ001型 LF-NMR核磁共振分析仪 

(PQ001-010，上海纽迈电子科技有限公司) 检测

其响应值。在直接测定含游离水的油脂样品中 

(小球藻培养液或含水样)，则添加 15% MnCl2

以排除水信号对油脂信号的干扰。 

1.4  数据统计分析 

致死率计算是先按照稀释涂布法统计各个

样本的藻落数，然后根据处理后藻落数与总藻

落数计算致死率。 

致死率= (未处理藻落数–相应条件处理后

藻落数)/未处理藻落数×100%。正突变率计算中

尼罗红染色法测得的荧光强度高于原始藻株的

荧光强度 20%的藻株为正突变藻株。 

正突变率=正突变藻株数/所检测的藻株数

×100%。所有实验数据为 3 次重复实验结果的

平均值。 

2  结果与讨论 

2.1  低场核磁共振技术快速检测小球藻油脂

方法的建立 

2.1.1  三油酸甘油酯标液 (TAG) 和干藻粉中油

脂量 (GC-MS测得) 与 LF-NMR响应值的关系 

为了考察低场核磁共振技术在检测原壳小

球藻油脂中的可行性和适用性，首先考察了标

准品三油酸甘油酯及 2 种形式细胞中油脂量 

(用 GC-MS 测得) 与低场核磁信号响应值之间

的关系，结果见图 1。从图 1中可看出，不管是

三油酸甘油酯、抽提藻油和存在于干藻粉中的

油脂与低场核磁信号之间都呈良好的线性关

系，特别是 TAG标液与响应值线性拟合 R2大于

0.999 9，表明低场核磁共振技术对 TAG的定量

具有非常高的准确性。同时，比较分析图 1 中

A、B和 C可发现，三者线性拟合的斜率是不同

的，这是因为不同样品中的油脂含量差异造成

的，抽提藻油由于含有蛋白、色素等杂质油脂

含量低于标品，而藻粉油脂含量仅为 13.47%，

所以其信号响应强度均小于标品三油酸甘油

酯。因此，结果表明低场核磁信号与原壳小球

藻中的油脂量是专一性的正比关系，能够用于

原壳小球藻油脂量的测量。 
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另外，从图 1D中可看出，不同含油率干藻

粉质量相同的情况下，低场核磁信号值与

GC-MS 所测得的含油量也呈很好的线性关系，

经过线性拟合，得到公式(1)： 

y=0.005 9x+3.071 1，R2=0.997 4   (1) 

式中 x 为核磁信号，y 为用 GC-MS 测得的

细胞内油脂含量。 

这也验证了低场核磁共振技术用于直接测

定藻粉中油脂含量的可行性，用于微藻中油脂

含量快速和直接的测定。 

2.1.2  培养液中小球藻用 GC-MS 测得含油量与

LF-NMR响应值之间的关系 

快速检测无论在藻种筛选和过程控制中都

具有重要的作用。为了实现低场核磁共振技术

能够直接检测藻培养液中的油脂含量，考察了

不同原壳小球藻培养液 (体积均为 10 mL) 用

GC-MS 测得的油脂浓度与用低场核磁共振技术

测得的响应值的关系，结果表明不同原壳小球 

 
 

   
 

   
 
图 1  不同类型油脂与低场核磁信号之间的关系 

Fig. 1  The linear relationship between LF-NMR signal intensities and the lipids quantity or lipid contents. (A) 
Glycerol trioleate. (B) Extracted algal lipids by Soxhlet method from C. protothecoides. (C) Dry microalgae cells. (D) 
The calibration curve of LF-NMR signal intensity with algal lipid content (GC-MS determination) in dry cells. 
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藻培养液的含油量与响应值呈线性关系 (图 2)。

经过线性拟合，得到公式(2)： 

y=0.002 4x–0.139 8，R2=0.998 3    (2) 

式中 x 为核磁信号，y 为用 GC-MS 测得细

胞中总油脂量后计算所得的油脂浓度。 

由此可知，利用低场核磁共振技术不仅可

直接检测干藻粉中的油脂含量，还可以直接测

定培养液中的油脂浓度，在获得细胞浓度后还

可计算得到细胞含油率。 

2.1.3  低场核磁共振技术与现有小球藻含油量定

量方法比较 

目前，小球藻油脂含量分析的方法主要包

括称重法、染色法、核磁共振法和气相色谱质

谱联用等。为了从现有的小球藻含油量检测方

法中选出适合于小球藻诱变后筛选的方法，对

GC-MS、索氏提取、尼罗红染色常用微藻油脂

定量方法与低场核磁定量方法进行比较。对比

的数据来自于相关参考文献[8,10,18]以及本文的实

验结果，对比结果见表 2。从表 2中可以看出低

场核磁共振技术操作最简单、耗时最短且准确

性高，可以用于小球藻诱变筛选流程中的复筛

和遗传稳定性验证，尼罗红染色可以快速检测

多个样品，适用于高通量筛选，可以用于初筛。

因此，小球藻诱变流程中的初筛选择尼罗红染

色法，复筛和遗传稳定性验证则采用低场核磁

共振技术。 

 

 
 

图 2  不同原壳小球藻培养液细胞油脂利用低场核

磁直接测定结果 (油脂含量都是用 GC-MC 法测得) 

Fig. 2  The calibration curve of LF-NMR signal 
intensity with lipid concentration in algal broth. All the 
lipid contents were quantified by GC-MS method. 
 

2.2  低场核磁共振快速检测技术在小球藻诱

变育种过程中的应用 

2.2.1  不同诱变方法的致死曲线 

为了确定各诱变方法适当的诱变剂量，绘

制了原壳小球藻 UV 诱变、LiCl 诱变和 ARTP

诱变的致死曲线，结果见图 3。由于出发藻种是

野生藻种，没有经过诱变处理，适合选择致死

率较高的条件进行诱变[20]。在 UV诱变致死曲线  

 
 

表 2  低场核磁和传统油脂测定方法的比较 

Table 2  Comparison of lipid determination between conventional determination methods and LF-NMR method 

Measuring methods Dry cells Extraction or staining Duration Accuracy Application 

LF-NMR Needn’t No 3–5 min High (R2≥0.99) 
Direct determination for 
lipid content 

GC-MS Need Extraction 24–48 h High (R2≥0.99) 
Direct detection for lipid 
constituents 

Soxhlet extraction Need Extraction 24–48 h Low (with impurity) Extracted lipid 

Stained by Nile red Needn’t Staining 30–40 min Medium (R2≥0.98) High throughput screening
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图 3  不同诱变方法的致死曲线 

Fig. 3  Lethal percentages of C. protothecoides cells 
treated by different mutation methods. (A) UV 
radiation. (B) LiCl. (C) ARTP. 

 

中，原壳小球藻致死率随处理时间增加而增加，

在处理 6 min后致死率达到了 95%以上，因此，

原壳小球藻 UV诱变的剂量为 UV照射 6 min。

在 LiCl致死曲线中，原壳小球藻致死率随 LiCl

浓度的增加而增加，当 LiCl 浓度达到 9 g/L 后

致死率基本不再变化，达到 70%左右，因此，

选择 LiCl诱变的剂量为 9 g/L。在 ARTP致死曲

线与 UV 致死曲线类似，在 25 s 以后原壳小球

藻的致死率达到了 95%，因此，ARTP诱变中选

择 25 s为处理时间。 

2.2.2  原壳小球藻的诱变育种及初筛 

由于单独诱变效果不能满足筛选要求，特

别是所选的诱变方法中 LiCl 本身并无直接诱变

作用，但是与其他诱变剂联用能产生很好的协

同作用[21]，因此对不同的复合诱变策略进行考

察。同时，奥利司他是一种脂肪酸合成酶抑制

剂，可以抑制脂肪酸的合成[22]，将其作为选择

压力，提高筛选的正突变率。首先对奥利司他

的筛选效果进行考察 (图 4A)，显然，奥利司他

在筛选过程中发挥了作用，提高了筛选的正突

变率。此后将小球藻细胞用 5 种不同诱变方法

处理后在添加 20 μg/mL奥利司他的平板培养，

然后从平板中共挑取 3 098个单藻落至 48孔板

培养后用尼罗红染色法对其进行初筛，计算得

到各自的正突变率 (图 4B)，从图中可以看出

ARTP、LVL和 UV的正突变率在 30%以上，明

显高于 LV和VL。相较于 LVL和UV而言，ARTP

不仅正突稍高，而且操作更加简单、快捷，所

以选取 ARTP 作为藻种诱变筛选流程中的诱变

方法。 

2.2.3  基于低场核磁的高产油藻株复筛 

正如 2.1中结果，低场核磁能够快速和准确 
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图 4  原壳小球藻不同诱变处理方法的正突变率 

Fig. 4  Positive mutation rates of C. protothecoides 
cells treated by different mutation methods. (A) 
Treated by ARTP with or without orlistat. (B) Treated 
by five different mutation methods with orlistat. 
 

地定量分析微藻中的油脂含量，因此将其利用

到高油脂藻细胞的筛选中。由于其筛选通量不

及尼罗红染色高，所以应用到以上诱变藻种的

复筛中，直接检测微藻培养液，快速和准确地

获得油脂浓度，共复筛 108株藻株 (图 5)。图 5

中所有的突变藻株的含油量都比原始藻株大，

验证了此筛选流程的可靠性。图 5 中除了大部

分藻株油脂含量在 1.5 g/L到 2.3 g/L之间，还有

9株藻株含油量较高，选取此 9株藻株进行传代

培养，传 6代后结果见表 3。表 3中大部分藻株

第 6 代的藻株油脂含量与复筛时即第一代的油

脂含量相近，说明其遗传稳定性良好。选取其

中遗传稳定性好且油脂含量也较高的 G1H3、

4E4、D4G5这 3株藻株在 5 L搅拌式反应器中

进行发酵验证，结果见图 6。图 6A 中 D4G5、

G1H3的生长曲线和出发藻株 WT相似，在 48 h

时微藻细胞量达到最大，微藻生长进入稳定期，

而 4E4在 48 h还处于生长期。G1H3、D4G5的

最终生物量比 WT 高，而 4E4 和 WT 相近，表

明高油脂含量突变株的生长情况良好，并未受

到突变的影响。在图 6B中，所有藻株培养 24 h

的油脂含量都有所下降，可能是由于藻株处于

对数生长期细胞调动大部分能量生长细胞引

起，当 48 h细胞达到稳定期后，细胞中的油脂

含量开始快速累积，培养结束时突变株的油脂

含量均高于野生株，分别为 21.8%、17.7%和

16.9%，而野生株仅为 10.2%，尤其是 D4G5 最

终含油脂率为 WT 的 2 倍左右，这都说明获得

的突变株不仅油脂含量高，而且生长良好，产

油脂的性能比原始藻株好，图 6C中油脂浓度的

变化也能验证这一点，同时这些都证明了此藻

细胞育种流程的可靠性。 

 

 
 

图 5  复筛结果 

Fig. 5  The lipid concentration of rescreened C. 
protothecoides strains.  
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表 3  高产油藻株的摇瓶发酵验证 

Table 3  Verification of high lipid content strains grown in shaking flask 

Strains 

The sixth generation The first generation

Lipid concentration 
measured by LF-NMR 

(g/L) 
DCW (g/L)

Lipid content 
measured by LF-NMR 

(%) 

Lipid content 
measured by GC-MS 

(%) 

Lipid concentration 
measured by LF-NMR 

(g/L) 
WT 1.32 14.4 9.18 9.32 1.29 

B2 2.22 15.3 14.51 14.49 2.26 

B5 2.64 17.6 15.00 15.06 2.68 

B7 2.72 16.7 16.29 16.21 2.71 

1 2.18 16.1 13.54 13.61 2.51 

7 2.16 14.6 14.78 14.81 2.45 

16 2.36 14.8 15.96 15.87 2.35 

G1H3 2.80 17.1 16.35 16.41 2.82 

4E4 2.82 15.9 17.76 17.71 2.82 

D4G5 4.19 19.3 21.69 21.61 4.24 

 

     
 

 
图 6  高油脂含量原壳小球藻突变株，G1H3、4E4、D4G5 及野生株在 5 L 搅拌式反应器中生长和油脂含量变

化曲线 

Fig. 6  Time courses of cell growth and lipid content of G1H3, 4E4, D4G5 and wild strains cultured in a 5-liter 
stirred bioreactor. (A) Cell growth. (B) Lipid content. (C) Lipid concentration.  
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3  结论 

低场核磁共振技术检测小球藻油脂含量是

一个可靠的方法，可以用于小球藻油脂含量快

速检测，因此将低场核磁共振技术用于藻种筛

选流程中可以使筛选更加简单快捷。 

图 7 所示为基于尼罗红染色初筛和低场核

磁共振复筛的一个简单、高效、易操作的高产

油微藻诱变育种流程。藻种诱变筛选工艺流程：

微藻细胞先经 ARTP诱变后在添加 20 μg/mL奥

利司他的平板中培养，挑单藻落至 48孔板中培

养 3 d，尼罗红染色后用荧光酶标仪检测其荧光

强度，将荧光强度大的藻种接种至摇瓶培养，  

8 d后用 LF-NMR检测，油脂含量较大的藻种再

传代检验其遗传稳定性，遗传稳定性合格的藻

种就是油脂含量较高的新藻种。 

此流程不仅优化了诱变方式，还选择了适

合的筛选方法，其中的低场核磁共振技术相较 

 

 
 

图 7  高产油脂微藻育种流程 

Fig. 7  Breeding procedure for high lipid producing strains of microalgae. 

 
于索氏提取以及 GC-MS等方法，不需要将

藻液离心干燥，更不需要索氏提取的复杂工艺

和 GC-MS复杂的前处理。在时间和操作步骤的

简易程度上，低场核磁共振技术都优胜于索氏

提取和 GC-MS。将低场核磁共振技术用于诱变

流程的复筛中简化了筛选的步骤，缩短了筛选

的周期，使筛选流程方便、快速和高效。 
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