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三角褐指藻紫外线诱变及高产 EPA 藻株选育 

刘红全, 潘艺华, 林小园, 李洁琼, 袁  莎, 卢恩秋 

(广西民族大学 海洋与生物技术学院, 化学与生物转化过程新技术广西高校重点实验室, 广西 南宁 530006) 

摘要: 利用紫外诱变法对三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)进行诱变育种。实验得到三角褐指藻

的最佳紫外辐射剂量为 18 W 的紫外灯距离藻液 35 cm 照射 15 min。通过单细胞分离技术获得 1 株突

变株 UP1, 与出发藻株相比, 突变株 UP1 的 EPA 产量提高 10.2%。研究了诱变株的最适生长及产 EPA

的条件, 结果表明 UP1 在 NaNO3 75 mg/L, pH 7.5, 昼夜温度 17~15℃, 接种量为 10%时培养 7 天, 具有

最大的生长速率和 EPA 产量。探讨了诱变株的遗传稳定性, 结果表明诱变株可稳定遗传。  
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三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum)是一种

真核海洋单细胞硅藻, 光合作用极强, 是重要的光能

转换器, 在海洋生态系统中处于重要的营养级别[1]。

由于海洋微藻富含各种营养物质及代谢产物被作为

潜在的巨大资源, 应用于工业各个领域。三角褐指藻

能够大量合成并积累 PUFAs, 特别是 EPA, 有望作

为工业化生产 EPA的来源[2]。微藻 PUFAs的积累量

不仅与培养条件有关, 还受藻种自身遗传决定。目前对

三角褐指藻产脂肪酸培养条件的研究见诸多报道[3-4], 

但在藻种的诱变改良方面的研究相对较少[5]。目前, 

生产采用的藻种多直接从自然界分离获得, 性状单

一 , 藻种易退化 , 微藻的产量及生物活性物质无法

满足人们日益增长的需求[6]。因此利用海洋微藻的育

种技术, 改良微藻品质, 培养出生长快速, EPA产量

高的新品种迫在眉睫。 

紫外辐射是一种最常用有效的物理诱变方法 , 

其诱变效应是引起物种的DNA结构改变而形成突变

型[7]。研究表明中波长的紫外辐射对微藻的光合作用、

细胞分裂及不饱和脂肪酸的产量具有促进作用 [8]。

Liang 等[5]研究结果表明, 三角褐指藻通过紫外辐射

能显著提高不饱和脂肪酸的含量, 尤其是 EPA 的含

量。本实验用紫外线照射对三角褐指藻进行诱变, 以

期筛选出生长速度快, EPA含量高的株系。 

1  材料与方法 

1.1  藻种 

试验所用的三角褐指藻购买于武汉中国科学院

水生生物研究所。 

1.2  培养条件 

250 mL的三角瓶内装 100 mL的培养液, 于 121 ℃

高压灭菌 20 min。培养温度(24±1) , ℃ 光照强度(4×40 

W日光灯照射), 光暗周期为 12 h/12 h。培养液采用

F/2 配方配制, 人工海水的配方参考陈百灵[9]的稍作

改进。每天振摇 2~3次, 藻悬液长到指数生长后期时, 

用于试验。 

0.5 mg/mL尼罗红溶液配置[10]: 称取 0.01 g尼罗

红粉末溶于 20 mL丙酮, 配置得到 0.5mg/mL的尼罗

红溶液, 在 1mL 的藻液中(细胞密度为 106个/mL)加

入染色液 20 μL。 

1.3  紫外线的诱导突变 

1.3.1  紫外线诱变预实验 

取对数生长期的藻液 6 mL置于 9 cm 培养皿底

部铺一薄层, 距离 18 W 的紫外灯 35 cm进行不同时

间的照射, 时间梯度为 : 0、5、10、15、20和 30 min, 

设置 3 个平行样。诱变后, 置于暗环境中培养 12 h, 

(避免光修复), 再转至光照环境中培养。第 3天待藻

细胞死亡率稳定后, 统计其死亡率。将恢复生长后的
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藻液进行扩大培养 , 测定比生长速率 , 及粗脂肪含

量, 确定合适的诱变剂量。 

1.3.2  紫外线诱变及突变株的筛选 

以预试验中确定的诱变剂量对出发株诱变。诱

变后将全部藻液转移到 50 mL三角瓶中, 遮光 12 h, 

3 d后将藻液涂布在固体培养基上, 12 d后挑取体积

较大、颜色较纯的藻落 200株于 50 mL的培养液中。

比较藻液颜色、是否贴壁筛选 30株, 接种到 150 mL

培养液中培养, 2个平行样。以未经诱变的藻液为对

照, 每隔一天计算细胞密度, 10 d 后离心, 干燥, 测

定脂肪酸。以 C0为对照组, 根据终细胞密度及脂肪

酸含量选育一株优良藻株, 进行后续工作。 

1.4  致死率的计算 

待藻液死亡细胞稳定后用血球计数板记录各组

存活细胞数量, 按下面公式进行计算:  

致死率(%)=(1–处理组存活细胞数/ 

对照组细胞数)×100 

1.5  脂肪酸含量的初步测定——尼罗红染

色法 

尼罗红是一种脂溶性荧光染色剂, 通过染色选

择合适的而激发波长和自发波长可测定细胞内的油

脂含量, 细胞经染色后的荧光强度与细胞内油脂含

量显著相关 [11]。取 1mL细胞密度为 106个/mL的藻

液, 加入尼罗红染料(0.5 mg/mL)20 μL 于 40℃孵育

10 min, 将染好颜色的藻细胞滴入载玻片中, 于荧光

显微镜下进行观察细胞中脂滴的大小和数量[12]。 

1.6  培养条件的优化 

1.6.1  NaNO3 对诱变株生长及产 EPA的影响 

NaNO3 设置 6 个梯度: 0、37.5、75、102.5 和

150 mg/L, 其余培养条件不变。每个梯度设置 3个平

行样, 隔天测细胞密度, 求平均值, 实验重复 2次。 

1.6.2  pH对诱变藻株生长及产 EPA的影响 

pH 设置 5 个梯度: 6.5、7.0、7.5、8.0、8.5, 其

余培养条件不变。每个梯度设置 3 个平行样 , 隔天

测细胞密度, 求平均值, 实验重复 2次。 

1.6.3  温度对诱变藻株生长及产 EPA的影响 

温度设置 5个梯度: 17、20、23、25、27和 30℃, 

pH为 7.5, 其余培养条件不变。每个梯度设置 3个平

行样, 隔天测细胞密度, 求平均值, 实验重复 2次。 

1.6.4  环境条件的正交试验对诱变藻株生长及产

EPA的影响 

根据微藻生长及产 EPA 的条件差异, 选择合适

的培养条件, 通过正交试验筛选出培养条件的优化

组合, 正交试验表如下。 

 
表 1  试验因子及其水平 
Tab. 1  The experimental factors and their levels 

因子 水平 1 水平 2 水平 3 

昼夜温差( )℃  17~15 20~18 23~21 

接种量(%) 8 10 12 

培养天数(d) 7 10 13 

  
pH为 7.5, 其余培养条件不变。每个试验重复 3

次, 隔天测细胞密度, 求平均值。 

1.7  遗传稳定性分析 

将筛选得到的诱变株连续转接 6 代, 测定第一

代和第六代的 EPA含量, 看是否能稳定遗传。 

1.8  不饱和脂肪酸的提取及气相谱测定 

1.8.1  采用甲醇—氯仿提取法 

参考姚领等[13]采用氯仿–甲醇混溶液(2︰1, v/v)

超声提取粗脂肪酸, 将粗提液加入 3 mL1 mol/L 的

KOH–CH3OH 混溶液于 75℃水浴中皂化, 最后用正

己烷萃取上机气相色谱测定。 

1.8.2  脂肪酸的色谱测定法 

采用日本岛津的气相色谱仪, 60 m×0.32 mm× 

0.25 μm 石英毛细管柱, 汽化室和检, 测器的温度均

为250℃, 色谱柱的升温程序: 初始70 , ℃ 以30 /min℃

的速率升温至 150 , ℃ 然后以 5 /min℃ 升温到 250 , ℃

保持到所测样品的峰值都出现。载气为高纯 N2, 流

速 30 mL/min, H2 流速为 40 mL/min, 空气流速为

450 mL/min, 分流比为 l︰60, 进样量 1μL。通过与

标准脂肪酸保留时间的对比鉴别各脂肪酸组分, 面

积归一化法计算出各脂肪酸的相对含量。 

2  实验结果与分析 

2.1  紫外线对三角褐指藻诱变的实验结果 

在紫外线的照射下, 随照射时间的延长藻液颜

色逐渐变浅, 活细胞数也随照射时间的延长而降低。

当照射 15~20 min时藻液变为浅色且有混浊白色, 而

照射 30 min后的藻液出现白色糁状固体。待藻细胞

死亡率稳定下来, 统计其死亡率(图 1)。 

由图 1可看出, 辐射时间从 15 min增至 20 min

时 , 藻细胞死亡率倍增 , 说明此时的辐射量是处于

多数细胞的敏感区域与耐受极限。经紫外诱变处理

后的三角褐指藻生长受到抑制, 恢复生长的速度缓 
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图 1  紫外照射下三角褐指藻的致死率 

Fig. 1  The lethality rate of UV in Phaeodactylum tricornutum 

 
慢, 当照射 30 min 后几乎不生长。为了获得较多的

突变型, 又不因辐射剂量过大造成大部分细胞死亡

而残留一些不活跃的细胞, 同时根据恢复生长后测

得的比生长速率及 EPA 含量, 本实验认为三角褐指

藻的最佳辐射条件为在 18 W紫外灯的照射下, 距离 

35 cm照射 15 min。 

2.2  诱变后优良藻株的选育 

2.2.1  尼罗红染色进行初筛 

尼罗红是一种亲脂性的恶嗪类荧光染料, 能与

脂类物质结合, 在一定的激发波长下能发射脂特异

性荧光, 通过检测脂荧光强度可以对细胞中的油脂

进行定量分析。利用荧光显微镜观察比较细胞内油

珠的大小、数量, 荧光强度可以判断微藻油脂含量高

低。尼罗红染色法可以作为富油微藻初筛的指标, 简

便快速。对分离得到的微藻进行尼罗红染色, 观察荧

光强度。 

由图 2 可看出筛选得到的诱变藻株细胞和脂肪

粒都比出发藻株大 , 尤其细胞内脂肪粒明显增多 , 

根据激发出的荧光强度可以初步判定诱变株的总脂

肪酸含量要高于对照组。这与气象色谱测定的脂肪

酸含量提高相一致。 

 

图 2  诱变藻株油脂的荧光定性分析(10×20倍) 

Fig. 2  Oil fluorescence qualitative analysis of mutagenesis 
in the algal strains 

2.2.2  通过比生长速率及 EPA含量进行筛选 

经过预实验的最佳诱变剂量诱变后, 利用单细

胞分离技术筛选得到 1 株生长较快, 脂肪酸含量较

高的藻株, 以诱变剂名称及微藻名称的首字母命名

为 UP1。其 EPA 质量比及比生长速率分别见图 3 和

图 4。 

 

图 3  诱变后选育藻株的 EPA质量比               

Fig. 3  The EPA contents and the accumulation rates of UP1 

 

图 4  诱变后选育藻株的比生长速率 

Fig. 4  The cell growth rate of breeding algal strains 
 

由图 3 中可看出选育出的藻株 EPA 质量比明显

高于对照组, 为 23.53 mg/g, 比对照组提高了 10.2%。

由图 4可看出 EMS诱变后的微藻生长受到轻微抑制, 

比生长速率略低于对照组。 

2.3  对选育出的藻株进行培养条件的优化 

2.3.1  氮源对诱变藻株产 EPA的影响 

氮源是海洋微藻生存的必需营养盐, 不仅影响

细胞的生长速度, 而且严重影响细胞内活性物质的

合成积累。本实验考察了氮源浓度对诱变藻株产 EPA

的影响, 结果见图 5。 

由图 5 可知在一定质量浓度范围内随氮源含量的

增加脂肪酸积累量增大, 在 NaNO3质量浓度为 75 mg/L

时, EPA的积累量达到最大, 此后随NaNO3质量浓度 
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图 5  NaNO3对三角褐指藻诱变株产 EPA的影响 

Fig. 5  The influence of NaNO3 on EPA production of UP1 

 
增加, EPA含量降低。这与 Mujtaab[14]研究的相一致较

低的氮源浓度有利于脂肪酸的积累。通过方差分析

(P=0.096)发现氮源对UP1产EPA的影响不是很显著。 

2.3.2  pH对诱变藻株产 EPA的影响 

pH对海洋微藻的生长及生化组分的有着重要的

影响作用。有些研究者认为 pH 会影响藻细胞在光

合作用中对 CO2 及有机碳源的利用效率, 并在培养

基中影响微藻细胞对离子的吸收和利用 [15]。本实验

的 pH值试验结果见图 6。 

 

图 6  pH对 UP1产 EPA的影响 

Fig. 6  The influence of pH on EPA production of UP1 

 
由图 6可看出诱变株产 EPA的最适 pH值为 7.5。

在此 pH条件下 UP1 EPA产量为 25.87 mg/g, 通过方

差分析得到 P值小于 0.05, 说明 pH对微藻 EPA的产

量影响呈显著性差异。 

2.3.3  温度对诱变藻株产 EPA的影响 

海洋微藻的较适生长温度一般在 20~30 , ℃ 但

低温有利于提高不饱和脂肪酸含量, 以增加膜的流

动性[16]。结果见图 7。 

由图 7 可看出低温更有利于三角褐指藻 EPA 的

积累, 在 30℃条件下三角褐指藻几乎不生长, EPA产

量低。筛选获得的诱变藻在 20℃条件下 EPA质量比

最高, 为 22.59 mg/g。通过方差分析发现温度对 EPA

的产量影响差异性不显著(P= 0.89)。 

 

图 7  温度对 UP1产 EPA的影响 

Fig. 7  The influence of temperature on EPA production of UP1 

 
2.3.4  环境条件的正交组合对诱变藻株产 EPA 的

影响  

不同的培养条件对微藻中EPA含量的影响见直观分

析表 2。 根据表 2中 R值得到, 影响UP1产 EPA的因素

主次顺序: 接种量>培养天数>昼夜温度, 其最优化组合

为: 17~15 ℃、接种量 10%、培养 7 d。由此可看出较低

温及短时间培养更有利于三角褐指藻积累 EPA。 

2.4  遗传稳定性分析 

鉴于诱变藻株的性状常常不稳定, 尤其是在连

续继代培养时, 为了检测所得藻株的性状是否稳定, 

在同样的培养条件下连续转接 6 代, 测定第一代和

第六代的 EPA含量, 结果见图 8。 

由图 8 可看出诱变株第一代和第 6 代的 EPA 产

量变化不显著(P =0.16), 说明选育的变异藻种具有

良好的遗传稳定性。 

3  讨论 

近年来随着生物技术的发展, 微藻的商业化开

发不再局限于只作为海产养殖的食物饵料, 还广泛

应用于食品, 医药保健, 化妆品等领域。但微藻的应

用价值需依赖于藻种的生理遗传稳定性及生产活性

物质的高效性。目前已从自然界中分离得到几种较

好的生产藻种[17-18], 但在长期培养下, 易退化, 活性

物质的产量降低。因此需做大量工作, 在现有的藻种

资源中选育出更多的优良藻种。紫外线辐照作为最

常用 , 成本最低的遗传育种方法 , 已广泛应用微藻

的诱变育种中。周玉娇等 [ 19 ]采用紫外线对小球藻 

Y019 进行诱变, 筛选获得 M37 和 M67 两个高含

油量株系, 油脂含量分别提高了 24.58%、17.88%。

张学成等[20]采用紫外线诱变小球藻, 筛选得到突变

株 M51、M59、M73, 其生长速率比出发藻株分别提 
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表 2  培养条件对 UP1 产 EPA 的影响正交试验结果及直观分析 
Tab. 2  Results of orthogonal experiments of cultivation conditions for UP1-producing EPA 

实验号 水平 EPA产量(mg/g) 

No 昼夜温度( )℃  接种量(%) 培养时间(d) UP1 

1 17~15 8 7 20.77 

2 17~15 10 10 14.66 

3 17~15 12 13 7.80 

4 20~18 8 10 10.65 

5 20~18 10 13 20.90 

6 20~18 12 7 11.06 

7 23~21 8 13 16.71 

8 23~21 10 7 15.54 

9 23~21 12 10 7.60 

U k1 14.410 16.043 15.790   

P k2 14.203 17.033 10.970   

1 k3 14.283 8.820 15.137   

R 1.127 8.213 4.820   

 

 

图 8  诱变藻株第 1代与第 6代的 EPA含量比较 

Fig. 8  The EPA content of the algal strains of first-gener-
ation mutagenesis compared with that of the sixth- 
generation mutagenesis 

 
高了 6.23%、3.8%、5.92%, 蛋白含量提高约 2.5%。

本文采用 18 w 的紫外辐射对三角褐指藻进行诱变, 

筛选得到 1 株油脂产量较高的藻株命名为 UP1, 其

EPA产量为 23.53 mg/g, 比对照组提高了 10.2%。 

海洋微藻的脂肪酸组分及产量不仅与藻种自身

有关, 还受生长的环境条件影响, 如培养基组分, CO2

的通气量, 光照辐射量及温度等密切相关 , 其中氮

源及磷酸盐作为基础元素, 对微藻的生长及脂肪酸

的积累有直接的影响。大量研究表明, 氮源缺乏会减

少微藻细胞的蛋白质含量, 而增加脂肪酸和碳水化

合物的含量 [21-22]。 因为在氮源不足时, 细胞的蛋白

合成和增殖分裂活动均受到抑制, 而不断吸收的多

余碳源就转化为脂肪酸贮存在细胞中。Piorreck等[23]

报道三角褐指藻和杜氏藻在缺氮的情况下, 有利于 

脂肪酸的积累。在本试验中诱变株 UP1 在不同氮浓

度的培养基中 , 随着氮浓度的升高 , 油脂积累量逐

渐下降, 在 NaNO3为 75 mg/L 时 EPA 产量最大, 与

前人的实验结果基本一致[24]。微藻的生长及油脂积

累也随 pH 不同呈现差异。pH 通过影响细胞内代谢

酶活性和对离子的吸收作用从而影响微藻的生长代

谢。本实验得到三角褐指藻的产 EPA 的较适 pH 为

7.5, 这与 Pahl 等的研究一致, 硅藻的最适生长 pH 

为 7.2~8.1[25]。在实验中发现三角褐指藻生长和产

EPA 的温度比小球藻的要低, 在高于 27℃以上, 三

角褐指藻几乎不生长。这可能与藻种有关, 三角褐褐

藻属于底栖硅藻 , 在较低温 , 低光密度下也能自养

生长[26]。钱振明等[27]考察了温度对 8 种底栖硅藻生

长及其理化成分的影响.结果表明: 在 15.~25℃时细

胞的比生长速率及主要理化成分(蛋白、多糖、脂肪

酸)含量均可达到最大, 而低于 15℃或高于 30℃均不

利于细胞生长及理化成分的积累。在实际实验中发

现三角褐指藻的较适生长温度要比产脂肪酸的温度

稍高, 因此本实验采用昼夜温差的培养方式。 

在单因素实验的基础上, 对筛选得到的诱变藻

株 UP1 进行培养条件优化, 得到较适培养条件为: 

NaNO3 75 mg/L, pH 7.5, 昼夜温度 17~15℃、接种量

10%、培养 7 d, 在此条件下培养, 藻株的 EPA产量

为 26.38 mg/g。通过遗传稳定性试验分析可知 UP1

的第一代和第 6代EPA产量变化不显著(P =0.16), 说

明选育的变异藻种具有良好的遗传稳定性。 
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Abstract: This study investigated the mutagenesis of Phaeodactylum tricornutum induced by UV irradiation and its 

capacity of EPA accumulation influenced by various cultivation factors. The appropriate ultraviolet irradiation dose 

that can be applied to P. tricornutum was found to be below 35 cm for 15 min. A special clone UP1 was isolated 

from more than 200 mutant clones. Compared with the wild species, the EPA content of mutant UP1 was increased 

by about 10.2%. The effects of NaNO3 concentration, pH of the medium, and temperature on EPA production were 

investigated, which showed that the optimal cultivation conditions were NaNO3 75 mg/L, pH 7.5, natural day/night 

temperature about 17–15℃, and 10% of inoculation density for 7 days of cultivation. The mutant species demon-

strated inherited stable. 
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