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Lu XH, Zhang QH, Lu MZ, et al. Effects of nitrogen sources and concentration on growth density, lipid yield and 
eicosapentaenoic acid content of Nannochloropsis oculata. Chin J Biotech, 2013, 29(12): 1865−1869. 

摘  要 : 氮源是影响微藻生长和油脂积累的重要因素，文中通过单因素试验比较了 NaNO3、CO(NH2)2、NH4Cl、

CH3COONH4 及其浓度对眼点拟微绿球藻生长密度、油脂产率、二十碳五烯酸(EPA)含量的影响。结果表明：

NH4
+更易被眼点拟微绿球藻利用，能更好地促进微藻生长和油脂积累；氮浓度的增加有利于微藻的生长和藻

油脂肪酸的去饱和，但不利于微藻油脂的积累。在实验考察的氮源种类和浓度范围内，CH3COONH4 是促进眼

点拟微绿球藻生长和油脂积累、EPA 生成的适宜氮源，其适宜的浓度为 5.29 mmol/L。 

关键词 : 眼点拟微绿球藻，生长密度，油脂产率，二十碳五烯酸含量  
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Abstract:  Nitrogen source is one of the important factors that affect the microalgae growth and lipid accumulation. We 

studied the effects of various nitrogen sources (i.e. NaNO3, CO(NH2)2, NH4Cl and CH3COONH4) and amount on the 

growth density, lipid yield, and eicosapentaenoic acid (EPA) content of Nannochloropsis oculata by single factor 
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experimental method. The results show that N. oculata preferred NH4
+ as nitrogen source rather than NO3

- and CO(NH2)2. 

NH4
+ could promote the growth and lipid accumulation of N. oculata. With the increase of nitrogen concentration, the 

biomass and the content of polyunsaturated fatty acid (PUFA) increased, but the content of lipid decreased. CH3COONH4 

was the most suitable for growth, accumulation of lipid and EPA of N. oculata among the four investigated nitrogen 

sources. The optimal concentration was 5.29 mmol/L. 

Keywords:  Nannochloropsis oculata, growth density, lipid yield, eicosapentaenoic acid content 

眼点拟微绿球藻的培养周期短，油脂产量高，
同时富含花生四烯酸(ARA)、二十碳五烯酸等具有
保健功能的多不饱和脂肪酸[1]。因此，眼点拟微绿
球藻是生产生物柴油和多不饱和脂肪酸的重要原
料，值得人们重视和研究。 

微藻的生长、油脂产量和脂肪酸组成与培养条
件有很大关系。潘庭双等[2]研究了 NaNO3、NH4Cl、
CO(NH2)2、NH4NO3 对 N. oculata 生长的影响；Li
等 [3] 报 道 了 NaNO3 、 NH4Cl 、 CO(NH2)2 对 N. 
oleoabundans 细胞生长和油脂产率的影响；胡章喜
等[4]研究了 NO3

-、NH4
+、CO(NH2)2、氨基酸对赤潮

异弯藻、凯伦藻、球形棕囊藻、角毛藻生长的影响。
前人的研究表明：1) 不同的藻种对氮的种类和浓度
需求不同[2-7]；2) 微藻最容易利用铵态氮，铵态氮有
利于微藻油脂积累，但是随着 NH4

+被利用，培养液
的 pH 逐渐下降，抑制微藻的生长[6]，因而高浓度的
铵盐反而会抑制微藻的生长。CH3COONH4 是弱酸
弱碱盐，NH4

+被吸收利用后，培养液的 pH 略有下
降，可以高浓度使用。CH3COONH4 为氮源对眼点
拟微绿球藻生长、油脂产率和 EPA 含量方面的研究
鲜有报道，因此，本文研究并比较了 CH3COONH4

与其他氮源及其浓度对眼点拟微绿球藻生长密度、
油脂产率和 EPA 含量的影响，以期筛选出适于眼点
拟微绿球藻生长和油脂积累的氮源种类及浓度。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
试验用眼点拟微绿球藻来自中国科学院典型

培养物保藏委员会下属的海藻种质库 (中国青岛，
chl-3)，经涂布平板的方法纯化之后，保存待用。 
1.2  实验过程 
1.2.1  眼点拟微绿球藻的扩种 

按照窦晓等 [8]报道的扩种方法对眼点拟微绿
球藻进行扩种。 
1.2.2  实验设计 

1) 藻种的准备：取 4 L 培养至对数期的眼点
拟微绿球藻，按窦晓等[8]报道的方法得到脱除培养
盐的藻泥，向藻泥中加入 100 mL 去离子水，振荡，

混合均匀待用。 
2) 培养液的配制：在相同的 NaH2PO4·2H2O

浓度下，设计 4 组实验：A 组为对照组，B、C、
D 组为实验组。对照组 A 的培养液为改良后的
F/2[8]；实验组 B、C、D 的培养液分别用 CO(NH2)2、
NH4Cl、CH3COONH4 替代改良 F/2 培养液中的
NaNO3，方案见表 1。 

3) 接种及培养：在 1 L 的锥形瓶中，按上述
设计方案配制培养液，将 5 mL 眼点拟微绿球藻藻
液接种至 1 L 培养液中，培养条件和方法同窦晓 
等[8]报道的一样。 

 

表 1  不同实验组培养液中的氮源种类及浓度 

Table 1  Nitrogen source and concentration in 

different culture medium 

A B C D 
Group 

No. 
NaNO3 

(mmol/L)

CO(NH2)2 

(mmol/L) 

NH4Cl 

(mmol/L) 

CH3COONH4

(mmol/L) 

1 0.67 1.33 1.33 

2 1.33 2.00 2.65 

3 2.00 2.65 5.29 

4 2.33 3.98 6.62 

5 

2.65 

2.66 5.31 7.94 

1.3  分析方法 
1.3.1  眼点拟微绿球藻细胞密度及生物量的测定 

按照窦晓等 [8]报道方法测定眼点拟微绿球藻
的生长密度。为减小粘附在藻细胞壁上的培养盐
对生物量的影响，采收后的藻细胞用去离子水离
心洗涤 3 次，获得的藻泥 70 ℃烘干至恒重，称重。
为简化操作，避免高温干燥对油脂及脂肪酸组成
的影响，微藻的生物量通过(1-1)式计算得到，此
式由实验测得，其中，y 为干重(g/L)，x 为吸光度。 

y=0.9097x0.0142       (1-1) 
1.3.2  眼点拟微绿球藻油脂产率的测定 

藻液加入硫酸铝钾絮凝剂，3 500 r/min 离心  
3 min，弃去上层清液，得到藻泥，采用改良酸    
法[9]提取微藻中的油脂，利用式(1-2)计算得到微藻
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的油脂产率： 

Lipid
1 000 mg/gLipid

C
Y

T
       (1-2) 

式中： LipidY —油脂产率，mg/(d·L)； 

LipidC —油脂含量，g/L；T—培养时间，d。 
1.3.3  眼点拟微绿球藻藻油成分的分析 

按照窦晓等 [8]报道的分析方法对眼点拟微绿
球藻藻油成分进行定性和定量分析。 

2  结果与分析 

2.1  氮源种类及浓度对眼点拟微绿球藻生长
的影响 

图 1 结果显示，在实验所考察的浓度范围内， 
CO(NH2)2 和 CH3COONH4 为氮源时，随着其浓度
的增加，眼点拟微绿球藻生长密度增加，当
CO(NH2)2 浓度增加到 2.00 mmol/L，CH3COONH4

浓度增加到 5.29 mmol/L 后，氮源浓度对眼点拟微绿
球藻生长的影响很小；眼点拟微绿球藻的生长密度
随着 NH4Cl 浓度的增加，先增加后急剧下降，在  
2.65 mmol/L 时，生长密度达到最大。尽管相比于其
他形式的氮，微藻更容易利用铵态氮，CO(NH2)2 和
NaNO3

[6] 必须分别经过水解过程和还原过程转化为
铵态氮后才能更好地被利用，铵根离子跟氨在水溶
液中存在互相转化，氨在微藻细胞内不能积累过多，

否则会使微藻中毒，氨中毒使微藻的呼吸作用降低，
蛋白质合成受阻，进而抑制微藻的生长。因此，任
何形态的氮都存在适宜的氮源浓度。综合考虑，确
定以 CO(NH2)2、NH4Cl、CH3COONH4 为氮源培养
眼点拟微绿球藻时的适宜浓度分别为 2.00、2.65 和
5.29 mmol/L。 

以适宜浓度的 NaNO3、CO(NH2)2、NH4Cl 和
CH3COONH4 为氮源做对比试验，考察氮源种类对
眼点拟微绿球藻生长的影响，其生长曲线见图 2。
图 1、2 显示，以 CO(NH2)2 为氮源时，眼点拟微
绿球藻达到稳定期的时间与 NaNO3 为氮源时相
近，但比以 NH4Cl 和 CH3COONH4 为氮源时要长。
这主要是因为铵态氮更容易利用，CO(NH2)2 和 
NaNO3 的利用必须先分别经尿素酶[10-11]和硝酸还
原酶 [ 12 ]酶解后才能被眼点拟微绿球藻利用；以
NH4Cl 为氮源时，随着 NH4

+的吸收利用，培养液
的 pH 逐渐下降，过低的 pH 会影响代谢中相关酶
的活性，从而抑制微藻的生长，生长密度偏低；
而 CH3COONH4 是弱碱弱酸盐，NH4

+的利用对溶
液 pH 的影响很小。CO(NH2)2 的利用虽然要经过
水解过程，生长速率偏低，但是 CO(NH2)2 水解后
对培养液的 pH 影响很小[2]，并且水解的过程中会
产生 CO2，能促进微藻的生长 [13]；因此相对于
CO(NH2)2 为氮源时，眼点拟微绿球藻的生长密度 

 

图 1  氮源浓度对眼点拟微绿球藻生长密度的影响 

Fig.1  Effects of nitrogen source concentration on the growth density of N. oculata. (A) CO(NH2)2. (B) NH4Cl. (C) 

CH3COONH4. 

 
图 2  氮源种类对眼点拟微绿球藻生长密度的影响 

Fig.2  Effects of nitrogen sources on the growth density 

of N. oculata. 

较高。由公式(1-1)知：眼点拟微绿球藻的生物量
与其生长密度成正比。综上所述，确定 NH4Cl，
CO(NH2)2 为氮源时，眼点拟微绿球藻的生长密度
较 高 。 由 公 式 (1-1) 知 ： 眼 点 拟 微 绿 球 藻
CH3COONH4 为适于眼点拟微绿球藻生长的氮源。 

2.2  氮源种类及浓度对眼点拟微绿球藻的油
脂产率和 EPA 含量的影响 
2.2.1  氮源的浓度对眼点拟微绿球藻的油脂产率
和 EPA 含量的影响 

一般认为，氮浓度的增加有利于微藻的生长，
不利于油脂的积累，且积累的脂肪酸主要是饱和
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脂肪酸[14]。油脂产率是衡量微藻生物柴油经济性
的指标，它同微藻的生物量和油脂含量均相关，
因此，最大化油脂产率是提升微藻生物柴油可行
性的基本条件[15]。本文以油脂产率和 EPA 含量为
目标，考察了氮浓度对油脂积累和 EPA 生成的影
响，结果见表 2。结果显示，在实验浓度范围内，
眼点拟微绿球藻的油脂产率随着 CO(NH2)2浓度的
增加而增加，当 CO(NH2)2 浓度增加到 2.33 mmol/L
后，再增加 CO(NH2)2浓度对油脂产率的影响很小；
随着 NH4Cl 和 CH3COONH4 浓度的增加，眼点拟
微绿球藻的油脂产率先增加后下降，NH4Cl 和
CH3COONH4 浓 度 分 别 为 2.65 mmol/L 和     
5.29 mmol/L 时，眼点拟微绿球藻的油脂产率最高。 

表 2 还显示氮源浓度也会影响藻油中的 EPA 含
量，在实验浓度范围内，CO(NH2)2 和 CH3COONH4

为为氮源时，藻油中的 EPA 含量随着氮源浓度的增
加 先 增 加 后 略 有 下 降 ， 当 CO(NH2)2 浓 度 为      
2.33 mmol/L，CH3COONH4 浓度为 5.29 mmol/L 时，
EPA 含量达到最高；NH4Cl 为氮源时，藻油中的 EPA
含量随着氮源浓度的增加而增加。这与魏东等[16]报
道的结果相似：在氮缺乏时，眼点拟微绿球藻脂肪
酸去饱和酶 FAD 活性下降。 

综合考虑眼点拟微绿球藻的油脂产率和 EPA 含
量，确定 CO(NH2)2、NH4Cl、CH3COONH4的适宜浓
度分别为 2.33、2.65、5.29 mmol/L。 
2.2.2  氮源种类对眼点拟微绿球藻的油脂产率
和 EPA 含量的影响 

以适宜浓度的 NaNO3、CO(NH2)2、NH4Cl 和

CH3COONH4为氮源，考察了氮源种类对眼点拟微绿
球藻的油脂产率和 EPA 含量的影响，其结果见表 3。 

结果显示，在 4 种氮源中，以 NH4Cl 和
CH3COONH4 为氮源，眼点拟微绿球藻具有较高的
油脂产率，但以CO(NH2)2和CH3COONH4为氮源时，
EPA 含量较高，而以 CH3COONH4 为氮源时的 EPA
产率略低于 CO(NH2)2 为氮源时的 EPA 产率。考虑
到以 CH3COONH4 为氮源时，眼点拟微绿球藻既有
较高的 EPA 产率，还有较高的油脂产率，这不仅能
满足微藻生物柴油生产的需要，而且在生物柴油生
产的同时还能够获得较多的具有高附加值的 EPA，
因此确定5.29 mmol/L CH3COONH4为眼点拟微绿球
藻积累油脂和 EPA 的适宜氮源和浓度。 

2.3  显著性分析 
从表 4 中可以看出氮源种类对眼点拟微绿球

藻生物量有显著影响，氮源浓度对其生物量的影
响不显著；氮源种类和浓度对眼点拟微绿球藻的
油脂产率都不显著；眼点拟微绿球藻藻油中的
EPA 含量与氮源种类和浓度极显著相关。因此，
培养眼点拟微绿球藻时，选择合适的氮源种类和
浓度，能够大幅度地提高藻油中 EPA 的含量。 

3  结论 

氮源的种类和浓度会影响眼点拟微绿球藻的
生长、油脂积累和 EPA 的生成。氮源种类对眼点
拟微绿球藻的生长有显著影响，CH3COONH4 为氮
源时，眼点拟微绿球藻的生长速率快，生物量高， 

 
 

表 2  氮源浓度对眼点拟微绿球藻油脂产率和 EPA 含量的影响 
Table 2  Effects of nitrogen sources concentration on the lipid yield and EPA content of N. oculata 

 NaNO3 CO(NH2)2 (mmol/L) 
  0.67 1.33 2.00 2.33 2.66 

Lipid yield (mg/(d·L)) 42.0±0.7 39.0±0.4 47.9±0.9 51.2±1.5 59.0±1.1 59.6±0.9 
EPA content (%) 15.5±0.5 7.7±0.2 13.4±0.6 15.7±0.9 16.9±0.2 16.1±1.0 
 NaNO3 NH4Cl (mmol/L) 
  1.33 2.00 2.65 3.98 5.31 
Lipid yield (mg/(d·L)) 44.7±1.1 47.7±1.3 49.7±0.6 58.4±0.8 11.2±0.5 10.9±0.7 
EPA content (%) 10.3±0.3 5.5±0.8 9.0±0.3 9.0±0.7 9.8±0.7 10.8±0.4 
 NaNO3 CH3COONH4 (mmol/L) 
  1.33 2.65 5.29 6.62 7.94 
Lipid yield (mg/(d·L)) 44.7±1.1 42.9±1.3 56.9±0.4 58.2±0.6 47.6±0.8 50.7±1.9 
EPA content (%) 10.3±0.3 5.1±0.9 6.9±0.5 12.8±1.0 11.8±0.8 11.8±0.2 

表 3  氮源种类对眼点拟微绿球藻油脂产率、EPA 含量和 EPA 产率的影响 
Table3  Effects of nitrogen sources on the lipid yield, EPA content and EPA yield of N. oculata 
 NaNO3 CO(NH2)2 NH4Cl CH3COONH4 
Lipid yield (mg/(d·L)) 44.7±1.1 49.5±0.3 58.4±0.8 58.2±0.6 
EPA content (%) 10.3±0.3 16.9±1.2 9.0±0.7 12.8±1.0 
EPA yield (mg/(d·L)) 4.6±0.3 8.4±1.2 5.3±0.7 7.4±1.0 
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表 4  CO(NH2)2、NH4Cl、CH3COONH4 及其浓度对眼

点拟微绿球藻油脂产率和 EPA 含量影响的方差分析 

Table 4  Effects of CO(NH2)2, NH4Cl, CH3COONH4 

and concentration on the lipid yield and EPA content of 

N. oculata 

Biomass 

Error sources SS df MS F P-value Fcrit

A 2.26 2 1.13 6.261 0.023 4.46 

B 0.49 4 0.12 0.678 0.626 3.84 

Error 1.44 8 0.18    

Total 4.19 14     

Lipid yield 

Error sources SS df MS F P-value Fcrit 

A 825.31 2 412.65 1.754 0.234 4.46 

B 639.07 4 159.77 0.679 0.625 3.84 

Error 1882.1 8 235.26    

Total 3346.4 14     

EPA Content 

Error sources SS df MS F P-value Fcrit 

A 75.75 2 37.88 19.359 0.001 4.46 

B 104.30 4 26.08 13.327 0.001 3.84 

Error 15.65 8 1.96    

Total 195.70 14     

A: CO(NH2)2, NH4Cl, CH3COONH4; B: the concentration of 

CO(NH2)2, NH4Cl, CH3COONH4. 
 
并且随着其浓度的增加，眼点拟微绿球藻的生长
速率变快，生物量增大。氮源种类和浓度对眼点
拟微绿球藻油脂产率的影响不显著，但会对 EPA
含量产生显著影响。以 CO(NH2)2 和 CH3COONH4

为氮源时，EPA 含量较高，并且随着 CO(NH2)2 和
CH3COONH4 浓度的增加，EPA 含量先增加后略有
下降。综合考虑生长速率、生物量、油脂产率和
EPA 含量，选 5.29 mmol/L 的 CO(NH2)2 作为眼点
拟微绿球藻培养的适宜氮源和浓度。 
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