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摘  要：【背景】杜氏藻(Dunaliella)具有独特的生理特性和丰富的胞内次级代谢物，在医药、食品、

养殖业、化工、轻工等领域具有广泛的应用价值。【目的】分析影响杜氏藻生物量的生长因素和

最优培养条件，以期提高杜氏藻的生物量；明确最佳培养条件下杜氏藻胞内次级代谢物的种类。

【方法】采用纯培养法分离伪盐生杜氏藻(Dunaliella pseudosalina) ZBY-1，18S rRNA 基因测序明确

其分类学地位；采用单因素试验探究其生长最佳条件以及营养盐种类及浓度；采用正交试验优化分

离藻株的培养条件；利用液相色谱-质谱联用技术(LC-MS)检测藻株 ZBY-1 在最佳培养条件下的次级

代谢产物。【结果】藻株 ZBY-1 的最适生长盐度为 10%，最适生长 pH 值为 8.5，最适生长温度为

25 ℃。单因素分析显示最适碳源、氮源、磷源的种类和浓度分别为 NaHCO3 1.26、CO(NH2)2 0.84、
NaH2PO4 0.06 g/L。优化生长条件后，藻株 ZBY-1 的细胞密度可达(2.57±0.12)×107 个/mL，较优化前

提高了 1.25 倍。LC-MS 分析表明胞内次级代谢物的种类主要是萜类、生物碱类、苯丙素类、氨基

酸相关化合物等；显著富集的代谢物通路是辅助因子生物合成、植物类次级代谢物合成和 ABC 转

运等途径。【结论】扎布耶盐碱湖的地理位置特殊，藻类资源未被深入挖掘。分离藻株 ZBY-1 可适

应高盐碱环境，为后续胞内次级代谢物的应用开发提供一定的参考依据。 
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Abstract: [Background] With rich metabolites and unique physiological properties, Dunaliella 
has wide applications in the pharmaceutical, food, aquaculture, chemical, and light industries. 
[Objective] To analyze the factors affecting the biomass of Dunaliella and the optimal culture 
conditions with a view to increasing the biomass of Dunaliella and identify the secondary 
metabolites of Dunaliella under the optimal culture conditions. [Methods] D. pseudosalina 
ZBY-1 was isolated by the culture method and identified by 18S rRNA gene sequencing. The 
growth conditions (nutrients and concentrations) were optimized by single factor and orthogonal 
experiments. The secondary metabolites of strain ZBY-1 cultured under the optimal conditions 
were then analyzed by LC-MS. [Results] The strain ZBY-1 showcased the best growth 
performance at 10% NaCl, pH 8.5, and 25 °C. The optimal carbon, nitrogen, and phosphorus 
sources and their concentrations for this strain were NaHCO3 1.26 g/L, CO(NH2)2 0.84 g/L, and 
NaH2PO4 0.06 g/L, respectively. The cell density of strain ZBY-1 cultured under the optimal 
conditions reached (2.57±0.12)×107 cells/mL, which increased by 1.25 times compared with 
that before optimization. LC-MS results showed that secondary metabolites were mainly 
terpenoids, alkaloids, phenylpropanoids, and amino acid-related compounds. The enriched 
metabolite pathways were the cofactor biosynthesis pathway, plant-derived metabolite 
biosynthesis pathway, and the ABC transport pathway. [Conclusion] Zabuye Salt Lake has a 
special geographical location, whereas the algal resources remain to be exploited. The isolated 
strain ZBY-1 can adapt to the high saline-alkali environments, which provide a basis for 
subsequent development and application of the metabolites of this strain. 
Keywords: Dunaliella pseudosalina; isolation; growth characteristics; orthogonal experiment; 
metabolomics 
 

杜氏藻 (Dunaliella)是一种单细胞真核藻

类，分类隶属于绿藻门 (Chlorophyta)绿藻纲

(Chlorophyceae) 团 藻 目 (Volvocales) 盐 藻 科

(Dunaliellaceae)杜氏藻属(Dunaliella)，广泛栖息于

海洋、盐湖、盐井等生境之中[1]。截至目前，研究

者们已鉴定出杜氏藻属 28 个种[2]，其中 5 个种源

自淡水环境，分别为嗜酸杜氏藻(D. acidophila)、
鞭毛杜氏藻(D. flagellata)、侧杜氏藻(D. lateralis)、
斜杜氏藻(D. obliqua)和贫瘠杜氏藻(D. paupera)，
23 个种源自海洋或盐碱环境[3]，如盐生杜氏藻

(D. salina)、伪盐生杜氏藻(D. pseudosalina)[4]、

巴氏杜氏藻(D. bardawil)和微型杜氏藻(D. minuta)
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等。杜氏藻的生物量容易受到多种生长条件因

素所制约，如碳、氮、磷营养盐、温度、盐度

以及 pH[1]。伪盐生杜氏藻源自极端盐环境，属

于极端盐藻种类，具有独特的应用潜力，常应用

于水生动物优质饵料[5]，或盐胁迫高产 β-胡萝卜

素[6]、甘油和不饱和脂肪酸[7]等次级代谢物，或

作为高盐环境研究的模式藻株。 
扎 布 耶 盐 湖 (Zabuye Salt Lake, 

83°57′−84°15′E, 31°27′−31°34′N)位于青藏高原

西藏日喀则地区，水体富集各种矿物质 [如
Li2CO3、Na3Mg(CO3)2Cl 和 NaHCO3]，属于典

型的碳酸型盐湖[8]。1982 年，郑绵平等[9]首次

从扎布耶盐碱湖中发现杜氏藻属和衣藻属

(Chlamydomonas)，尚未进行系统研究。崔金龙

等 [10]发现廓琼岗日冰湖的真核浮游植物，以

Chlamydomonas 和隐藻属(Cryptomonas)为优势

属。Oren[11]研究非洲大裂谷的盐碱湖，发现杜

氏藻属和盐地杆菌(Salinibacter)为优势属；杨欣

兰等 [12]分析西藏哲古错 (湖 )的浮游藻类多样

性，显示优势属是针杆藻属(Synedra)、等片藻

属(Diatom)和舟形藻属(Navicula)。青藏高原碳

酸型盐碱湖资源丰富，涉及野生耐盐碱藻种的

分离筛选、生理特性以及胞内次级代谢物等相

关基础研究较少，值得深入探讨。本研究以扎

布耶盐碱湖所分离藻种为实验对象，分析其最

适生长条件(盐度/pH/温度)和最佳的碳源/氮源/
磷源，并采用正交试验优化其培养条件(碳、氮、

磷以及盐浓度水平)，以期为后续伪盐生杜氏藻

的大规模培养与胞内次级代谢物的发酵研究提

供一定的基础参考依据。 

1  材料与方法 
1.1  水样来源 

2021 年 7 月中旬，采集扎布耶盐碱水样  
(5.0 L)，呈浑浊状态，记录海拔 4 379 m，采样

深度为 10−25 cm，温度 19.30 ℃。样本储存于

4 ℃车载冰箱，返回实验室立即进行藻种分离。 

1.2  培养基 
杜氏藻基础培养基 (Dunaliella medium, 

DM)成分：NaCl 87.69 g/L，NaNO3 0.42 g/L，

NaH2PO4 15.60 mg/L，KCl 74.00 mg/L，MgSO4 
1.23 g/L，CaCl2 44.00 mg/L，NaHCO3 0.84 g/L，

1% FeC6H5O7 0.5 mL，微量元素溶液[包括含

H3BO3 2.86 g/L，MnCl2·4H2O 1.82 g/L，ZnSO4·7H2O 
0.22 g/L，CuSO4·5H2O 0.08 g/L，Na2MoO4·2H2O 
0.39 g/L，CO(NO3)2·6H2O 0.05 g/L] 1.0 mL。 

1.3  主要试剂和仪器 
NaCl 等分析纯，天津大茂公司；高效植物

基因组DNA提取试剂盒和琼脂糖凝胶DNA回收

试剂盒，天根生化科技公司；引物合成，生工

生物工程(上海)股份有限公司；0.22 μm 聚醚砜

醋酸纤维膜，默克公司。PCR 仪，Bio-Rad 公司；

pH 计，上海雷磁公司；光照培养箱，上海堪鑫

公司；紫外分光光度计，Cyvita 公司；光学显微

镜，徕卡公司；超高效液相色谱串联傅里叶变

换质谱，赛默飞世尔科技公司；HSS T3 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)，沃特世公司。 

1.4  伪盐生杜氏藻的分离、纯化和鉴定 
取扎布耶水样 10 mL 加入 90 mL DM 培养

基中，25 ℃静置培养 15 d。取培养液 100 μL
涂布于 DM 固体培养基，并倒置培养 10 d。挑

取单藻菌落进行平板划线，反复操作 3−4 次，

获得纯化藻种，40%甘油冻存。采用光学显微

镜观察藻种的形态结构。参照 DNA 提取试剂盒

说明书提取基因组 DNA。利用真核生物 18S 
rRNA 基因因为进行 PCR 扩增与测序。PCR 引

物为 18N5 (5′-TGGTGCCAGCAGCCGCGGTA-3′)
和 18N11R (5′-CTCAGTAAGCTTGATCCTTCG 
CAGGTTCACC-3′)。PCR 反应体系(50 μL)：
2×PCR Mix 25 μL，DNA 模板(10 ng/μL) 2 μL，
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ddH2O 19 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 2 μL。

PCR 反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 
30 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 10 min。
PCR 产物纯化后由生工生物工程(上海)股份有

限公司完成测序。将藻种的 18S rRNA 基因序

列进行 NCBI 数据库 BLAST 程序比对分析，并

利用 MEGA 10.0 软件构建系统发育树(采用

neighbor-joining 法，bootstrap 为 1 000)。 

1.5  藻细胞全波长扫描与生长因素 
采用紫外分光光度计进行藻液全波长扫描

(350−750 nm)。将对数生长期(第 10 天)的藻液

梯度稀释，确定光密度值(optical density, OD698)
为 0.2、0.4、0.6、0.8 及 1.0，并用血球计数板

计算细胞密度。以 OD 值为横坐标，以细胞密

度为纵坐标绘制藻细胞的标准曲线。分别设置

盐梯度范围为 5%−30% (间隔为 5%)，pH 梯度

范围为 5.5−10.5 (间隔为 1.0)，温度梯度范围为

22−28 ℃，以此探究伪盐生杜氏藻的最适单因

素生长条件。将活化藻种 (OD698=0.2)接种于

DM 液体培养基(100 mL 摇瓶)进行光照培养 
12 d (25 ℃，12 h:12 h，光强 6 000 lx)。上述

每个梯度实验 3 个重复，每隔 48 h 检测藻细胞

的密度。 

1.6  碳、氮、磷源与正交试验 
基于 DM 基础培养基，设置碳源(NaHCO3、

C6H12O6 、 C12H24O12 和 CH3COONa) 浓 度 为

0−2.52 g/L (间隔为 0.84 g/L)；氮源(NaNO3、

CO(NH2)2 和 NH4Cl)浓度为 0−1.26 g/L (间隔为

0.42 g/L)；磷源(NaH2PO4 和 KH2PO4)浓度为

0−0.112 5 g/L (间隔为 0.037 5 g/L)，探究伪盐生

杜氏藻生长的最适碳(C)、氮(N)、磷(P)种类及

最佳单因素浓度。藻细胞的培养条件和细胞浓

度检测方法见 1.5。分析单因素(NaCl、碳、氮、

磷源)的实验结果，采用 Latin v3.1 和 SPSS 软件

进行正交试验设计(n=3)和数据分析，设计四因

素三水平的正交试验(表 1)，以藻细胞密度为响

应值，优化 DM 培养基成分配比并验证。运用

SPSS 26 进行直观分析和多元方差分析法分析

NaCl、碳源、氮源、磷源的主效应。数据采用

x ±SD 表示，差异显著性 P<0.05。 

1.7  光合色素含量的测定 
取培养 12 d 的藻液 2.0 mL，4 722×g 离心

5 min 弃上清，1.0 mL 水重悬洗涤 1 次，4 722×g
离心 5 min 弃上清，后加入 2 mL 无水乙醇低频

超声(400 W, 50 ℃, 30 min)，4 ℃冷藏过夜后低频

超声(400 W, 50 ℃, 30 min)。4 722×g 离心 5 min
后取上清液，测定吸光度值 A665、A649 和 A470，

并计算光合色素含量。Ca=13.95×A665−6.88×A649；

Cb=24.96×A649−7.32×A665；Ccarot=(1 000×A470−2.05×Ca− 
144.8×Cb)/245；总叶绿素(chorophyl)=21.21×A649+ 
8.02×A665，式中：Ca、Cb 和 Ccarot 分别表示叶绿

素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素质量浓度(mg/g)。 

1.8  代谢组学分析流程 
收集最佳培养条件下的藻株溶液(n=6)于 

4 722×g 离心 15 min 去上清，等渗盐溶液洗涤  
3 次后 4 722×g 离心 15 min，沉淀干燥。称取

50 mg 样品，400 μL 提取液(甲醇:水体积比为

4:1)含 0.02 mg/mL 的内标(L-2-氯苯丙氨酸)进
行代谢产物提取。样本溶液进行冷冻组织研磨

6 min (‒10 ℃, 50 Hz)后低温超声提取 30 min 
(5 ℃, 40 kHz)。将样品静置于‒20 ℃，30 min 后

于 4 ℃、13 000×g 离心 15 min，移取上清液上

机分析。采用超高效液相色谱串联傅里叶变换 
 
表 1  正交试验表 
Table 1  Orthogonal experiment table 
水平 
Level 

A: NaCl 
(%) 

B: NaHCO3 

(g/L) 
C: 
CO(NH2)2 
(g/L) 

D:  
NaH2PO4 

(g/L) 
1 8 1.26 0.63 0.060 
2 10 1.68 0.84 0.075 
3 12 2.10 1.05 0.090 
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质谱分析平台进行代谢组学成分分析，色谱条

件：3 μL 样本经 HSS T3 色谱柱分离后进入质谱

检测。流动相 A 为含 0.1%甲酸的水:乙腈(95:5)，
流动相 B 为含 0.1%甲酸的乙腈 :异丙醇 :水
(47.5:47.5:5)。流速为 0.40 mL/min，柱温为

40 ℃。质谱条件：样品质谱信号采用正负离子

扫描模式，质量扫描范围 70−1 050 m/z。 
LC-MS 原始数据导入代谢组学处理软件

Progenesis QI (Waters Corporation, Milford)进行

基线过滤、峰识别、积分、保留时间校正、峰

对齐，最终得到一个保留时间、质荷比和峰强

度的数据矩阵。再将 MS 和 MSMS 质谱信息与

代谢公共数据库 HMDB (http://www.hmdb.ca/)、
Metlin (https://metlin.scripps.edu/)以及美吉自建

库进行匹配注释，获得代谢物信息。对搜库后

的代谢物进行预处理[过滤去除组内缺失值均

大于 20%的特征值，保留相对标准偏差值

(relative standard deviation, RSD)≤30%变量并进

行 log10 对数化处理]得到用于生物信息学分析

的数据矩阵。采用 KEGG 数据库(https://www. 
kegg.jp/kegg/pathway.html)进行代谢物通路注

释，Python 软件包 scipy.stats 进行通路富集分析。 

2  结果与分析 
2.1  伪盐生杜氏藻的分离、纯化和鉴定

结果  
采用 DM 基础培养基分离获得扎布耶盐碱湖

的纯化藻株 ZBY-1 (图 1)，藻悬浮液呈绿色(图 1A)。
细胞显微外形呈椭圆纺锤形，长 10−12 μm，宽

4−6 μm (图 1B)，头部具有两条较长的鞭毛，上

部有眼点，细胞内部有一杯状叶绿体，靠近基

部有一较大蛋白核(图 1C)。藻株 ZBY-1 的基本

形态特征与杜氏藻一致。基于藻株 ZBY-1的 18S 
rRNA 基因序列(1 162 bp)与 Dunaliella 类群的

NCBI BLAST 比对结果，采用 neighbor-joining 法 

 
 
图 1  藻株ZBY-1的形态特征   A：液体培养. B：

光学显微镜形态(40×). C：光学显微镜形态(100×) 
Figure 1  Isolated and purified strain ZBY-1. A: 
Liquid culture of ZBY-1. B: Morphology of ZBY-1 
under light microscope (40×). C: Morphology of 
ZBY-1 under light microscope (100×). 
 
构建系统发育树(图 2)。分析显示，藻株 ZBY-1 与

伪盐生杜氏藻(D. pseudosalina) MAH (KU641615.1)
聚类同一分支，序列相似性 99%，表明进化同源。

结合形态学特征初步认定藻株 ZBY-1 隶属于伪

盐生杜氏藻(D. pseudosalina) ZBY-1 (GenBank
登录号为 OR939361.1)。 

2.2  伪盐生杜氏藻的全波长扫描与标准曲线 
利用紫外分光光度计进行藻液全波长扫

描，并采用细胞密度与 OD 值绘制标准曲线。

结果显示：698 nm 处有最大吸收峰。因为盐藻

细胞内的主要色素是叶绿素，而叶绿素主要吸

收 430−450 nm 的蓝紫光以及 630−700 nm 的红

光。因此，选定 698 nm 为后续藻液浓度测定

的参考波长(图 3A)。藻细胞检测的标准曲线为  
Y=5 940 476X−178 571 (R2=0.990 4，图 3B)，显示光

密度值 OD698与细胞密度之间具有良好的相关性。 

2.3  伪盐生杜氏藻的最佳生长因素 
设置不同的盐浓度 ( 5 % − 3 0 % )、 p H 值

(5.5−10.5)和温度梯度(22−28 ℃)，分析藻株

ZBY-1 的细胞密度和光合色素的积累量。生长

盐浓度分析显示，在 5%‒15%的盐浓度范围

内，藻株 ZBY-1 具有良好的生长趋势。在 10%
盐度下，藻株的生物量最高，细胞密度为 
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图 2  基于 18S rRNA 基因序列构建藻株 ZBY-1 的系统发育树   分支数字代表 Bootstrap 值；图内最

下方标尺是进化距离；括号中的序号为藻株的 GenBank 登录号 
Figure 2  Construction of a phylogenetic tree of the algal strain ZBY-1 based on the 18S rRNA gene 
sequence. Branch numbers represent Bootstrap values; The bottom scale in the figure is the evolutionary 
distance, and the sequence number in parentheses is the GenBank accession number of the algal strain. 
 

 
 
图 3  藻株 ZBY-1 的全波长扫描(A)与标准曲线(B) 
Figure 3  Full wavelength scan (A) and standard curve (B) of strain ZBY-1. 
 
(1.23±0.02)×107 个/mL (图 4A)；色素最高含量(总
叶绿素含量、叶绿素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素)分
别为(18.51±0.05) mg/g (图 4B)、(10.70±0.02) mg/g、
(4.88±0.02) mg/g 和(2.39±0.01) mg/g (图 4C)。
因此，明确藻株 ZBY-1 的最佳生长盐度为 10%。

pH 梯度实验显示，藻株在 pH 为 7.5‒10.5 时具有

良好的生长趋势。在 pH 为 8.5 时，藻株的生物量

最高，细胞数达到(1.53±0.04)×107 个/mL (图 4D)，

色素最高含量(总叶绿素含量、叶绿素 a、叶绿

素 b 和类胡萝卜素)分别为(25.93±0.15) mg/g 
(图 4E)、(14.67±0.04) mg/g、(7.14±0.10) mg/g、
(3.31±0.02) mg/g (图 4F)。因此确定藻株 ZBY-1
的最适生长 pH 为 8.5。温度梯度分析显示，藻

株 ZBY-1 在 3 个温度下均能较好生长。其中温

度为 25 ℃时具有最高的生物量，细胞密度为

(1.51±0.01)×107个/mL (图 4G)，色素最高含量(总叶 
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图 4  不同条件下藻株 ZBY-1 的生长情况以及色素含量   A、B、C：盐浓度. D、E、F：pH. G、H、I：
温度. Ca、Cb 和 Ccarot 分别表示叶绿素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素 
Figure 4  Growth and pigment content of strain ZBY-1 under different conditions. A, B, C: Salt 
concentration. D, E, F: pH. G, H, I: Temperature. Ca, Cb and Ccarot denote chlorophyll a, chlorophyll b and 
carotenoids, respectively. 
 
绿素含量、叶绿素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素)分别

为(25.77±0.28) mg/g (图 4H)、(14.60±0.08) mg/g、
(7.08±0.16) mg/g 和(3.34±0.05) mg/g (图 4I)。因

此，明确藻株 ZBY-1 的最适生长温度为 25 ℃。 

2.4  伪盐生杜氏藻的最佳碳、氮、磷源研究 
甄选不同种类和浓度的碳、氮、磷源，分

析藻株 ZBY-1 的细胞密度及光合色素积累量。碳

源组分析显示：NaHCO3、葡萄糖(C6H12O6)、蔗

糖(C12H24O12)及乙酸钠(CH3COONa)的 3 个浓度

下的细胞密度和色素含量均高于空白对照组

(图 5A)。碳源 NaHCO3 浓度为 1.68 g/L 时，藻

株 具 有 最 高 的 生 物 量 ， 细 胞 密 度 为

(1.830±0.023)×107 个/mL，色素最高含量(总叶绿

素含量、叶绿素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素)分别
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为(30.41±0.43) mg/g (图 5B)、(16.98±0.13) mg/g、
(8.61±0.28) mg/g 和(4.02±0.15) mg/g (图 5C)。因
此优选 NaHCO3 为最佳碳源，浓度为 1.68 g/L。
氮源组分析显示：CO(NH2)2 组和 NaNO3 组 3 个

浓度下的藻细胞密度均高于空白对照组，0.42 g/L 
NH4Cl 也可促进藻株 ZBY-1 的生长，但高浓度的

NH4Cl 会抑制藻株 ZBY-1 的生长(图 5D)。氮源

CO(NH2)2 浓度为 0.84 g/L 时，藻株具有最高生 
 

 
 
图 5  不同碳源、氮源、磷源浓度下 ZBY-1 的生长情况以及色素含量   Ca、Cb 和 Ccarot 分别表示叶绿

素 a、叶绿素 b 和类胡萝卜素 
Figure 5  The growth and pigment content of strain ZBY-1 at different concentrations of carbon/nitrogen/ 
phosphorus. Ca, Cb and Ccarot denote chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids, respectively. 
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物量，细胞密度为(1.930±0.008)×107 个/mL。

色素最高含量(总叶绿素含量、叶绿素 a、叶

绿素 b 和类胡萝卜素)分别为(30.48±0.11) mg/g 
(图 5E)、(17.17±0.08) mg/g、(8.48±0.02) mg/g、
(3.94±0.03) mg/g (图 5F)。综合优选 CO(NH2)2

做氮源，最佳浓度为 0.84 g/L。磷源组分析显示：

NaH2PO4 组和 KH2PO4 组 3 个浓度下的藻细胞

密度均高于空白对照组，说明 NaH2PO4 和

KH2PO4 均可以促进 ZBY-1 的生长。磷源

NaH2PO4 浓度为 0.075 g/L 时，藻株具有最高生物

量，细胞密度为(1.82±0.01)×107 个/mL (图 5G)，
色素最高含量(总叶绿素含量、叶绿素 a、叶绿

素 b 和类胡萝卜素)分别为(20.33±1.28) mg/g 
(图 5H)，(11.92±0.68) mg/g、(5.17±0.40) mg/g、
(3.41±0.08) mg/g (图 5I)，较其他组所有浓度下

积累的色素含量高。因此，优选 NaH2PO4 做磷

源，最佳浓度为 0.075 g/L。 
2.5  正交试验结果 

利用 Latin v.3.1 软件绘制正交试验(表 2)，
结果分析显示：不同因素组合对藻株 ZBY-1 的

生长都存在一定的影响作用，极差分析影响因

素依次为氮源>碳源>磷源>盐度。根据各因素水

平，A 取 A2，B 取 B1，C 取 C2，D 取 D1 为最优

选择，即培养基最佳组合为 A2B1C2D1，具体为

NaCl 10 g/L；CO(NH2)2 0.84 g/L；NaH2PO4   
0.06 g/L；KCl 74 mg/L；MgSO4 1.23 g/L；CaCl2 
44 mg/L；NaHCO3 1.26 g/L；FeC6H5O7 (1%)   
0.5 mL；微量元素溶液 1 mL。利用 SPSS 软件进

行实验数据方差分析和 F 检验(表 3)，结果显示：

4 个因素[NaCl、NaHCO3、CO(NH2)2和 NaH2PO4]
对藻株 ZBY-1 的细胞密度影响显著(P<0.05)，
模型设计有效，可用于后续规模化培养。 

2.6  培养条件优化前后对比 
以基础培养基 DM 为空白组对照(n=3)，以

正交优化培养基为实验组(n=3)，对比分析藻株 

表 2  正交试验及结果分析 
Table 2  Experiments and analysis of orthogonal 
results 
编号 
No. 

A B C D 藻细胞密度 
Algal cell density  
(×107 cell/mL) 

1 8% 1.260 0.630 0.060 2.56 
2 8% 1.680 0.840 0.075 2.35 
3 8% 2.100 1.050 0.090 1.05 
4 10% 1.260 0.840 0.090 2.41 
5 10% 1.680 1.050 0.060 2.26 
6 10% 2.100 0.630 0.075 2.20 
7 12% 1.260 1.050 0.075 1.81 
8 12% 1.680 0.630 0.090 1.95 
9 12% 2.100 0.840 0.060 1.99 
K1 1.988 2.261 2.238 2.270  
K2 2.288 2.188 2.252 2.120  
K3 1.918 1.745 1.704 1.804  
R 0.369 0.516 0.547 0.466  
Optimal 
solution 

A2 B1 C2 D1  

K 为同一因素的平均值；R 为极差(R=kmax‒kmin)；n=3 
K is the mean of the same factor; R is the extreme variance 
(R=kmax‒kmin); n=3. 
 
表 3  方差分析结果 
Table 3  ANOVA results 
项目内容 
Project 
content 

Ⅲ类平方和 
III sum of 
squares 

自由度 
Degree of 
freedom 

均方 
Mean 
square 

F value P value 

Revised 
model 

4.935a 8 0.617 39.280 <0.05 

A 0.785 1 0.392 24.980 <0.05 
B 1.278 2 0.639 40.689 <0.05 
C 1.826 2 0.913 58.119 <0.05 
D 1.047 2 0.523 33.324 <0.05 
Error 0.283 2 0.016   
Total 121.125 18 0.392   
Corrected 
total 

5.218 27    

a: R2=0.946 (adjusted R2=0.922); n=3. 
 
ZBY-1 的生长量及色素积累量(图 6)。结果显示：

优化培养基对藻株 ZBY-1 具有显著的生长促进

作用，细胞密度最高为(2.57±0.12)×107 个/mL 
(图 6A)，总叶绿素、叶绿素 a、叶绿素 b 和类 
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图 6  培养基优化前后藻株 ZBY-1 的生长情况以及色素含量   Ca、Cb 和 Ccarot 分别表示叶绿素 a、叶

绿素 b 和类胡萝卜素 
Figure 6  The growth and pigment content of strain ZBY-1 before and after media optimization. Ca, Cb and 
Ccarot denote chlorophyll a, chlorophyll b and carotenoids, respectively. 
 
胡萝卜素含量分别为 46.71±1.79 mg/g (图 6B)、

(25.95±0.32) mg/g 、 (13.36±1.19) mg/g 和

(4.22±0.36) mg/g (图 6C)。 
2.7  藻株 ZBY-1 的代谢组学分析结果 

非靶代谢组学 LC-MS 正/负离子条件分析

鉴定的具体次级代谢物分别有 1 169 和 1 234 个。

KEGG compound 数据库比对获得代谢物的分类概

况(图 7A)，主要类型依次为 63 种萜类(terpenoids，
比例为 33.7%)、55 种生物碱类(alkaloids，比例

为 29.4%)、17 种苯丙素类(phenylpropanoids，
比例为 9.1%)、16 种氨基酸相关化合物类(amino 
acid related compounds，比例为 8.6%)、13 种脂

肪酸相关化合物类(fatty acids related compounds，
比例为 7.0%)、9 种类黄酮类(flavonoids，比例为

4.8%)、7 种莽草酸/醋酸-丙二酸途径衍生的化合

物 (shikimate/acetate-malonate pathway derived 
compounds，比例为 3.7%)、3 种多酮类(polyketides，
比例为 1.6%)等。萜类化合物包括类胡萝卜素、

龙胆苦苷、葫芦素 A/D、紫杉醇等，生物碱类化

合物包括毛果芸香碱、番茄碱、葫芦巴碱等，

苯丙素类化合物包括 2-羟基肉桂酸、五味子素

等，氨基酸相关化合物类包括葡萄糖苷、β-氨

基甲酸等，脂肪酸相关化合物主要包括亚麻酸、

亚油酸、二十二碳六烯酸、二十碳五烯酸、棕榈

酸等。KEGG富集分析共筛选出 92个通路(图 7B)，
显著性(前 10)丰度类别分别是辅助因子生物合

成(biosynthesis of cofactors，63 个)、植物类次

生 代 谢 产 物 生 物 合 成 (biosynthesis of plant 
secondary metabolites，48 个)、ABC 转运系统

(ABC transporters，36 个)、甘氨酸/丝氨酸/苏氨

酸代谢(glycine，serine and threonine metabolism，

33 个)、癌相关的胆碱代谢(choline metabolism 
in cancer ， 30 个 ) 、核苷酸代谢 (nucleotide 
metabolism，26 个)、蛋白质消化与吸收(protein 
digestion and absorption，22 个)、癌症的中心碳

代 谢 (central carbon metabolism in cancer ，    
20 个)、嘧啶代谢(pyrimidine metabolism，18 个)
以及丙氨酸 /天冬氨酸 /谷氨酸代谢 (alanine，
aspartate and glutamate metabolism，13 个)。 

3  讨论 
3.1  盐境杜氏藻种与应用价值 

杜氏藻(Dunaliella)是一种生长盐度范围极

广(0.05‒5.50 mol/L)且极度耐盐的真核绿藻生 
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图 7  KEGG 化合物分类(A)和 KEGG 代谢通路富集分析图(B) 
Figure 7  Classification of KEGG compounds (A) and KEGG metabolic pathway enrichment analysis (B). 
 
物，常栖息于各种高盐生境(如海洋、盐湖和盐

井等)[13]，属于常见的典型盐藻，如杜氏盐藻   
(D. salina)、绿色杜氏藻(D. viridis)和特氏杜氏藻

(D. tertiolecta)。Teodoresco[14]从罗马尼亚盐湖中首

次发现 D. salina 和 D. viridis；1959 年 Butcher
等[15]从英国沿海水域中分离出藻株 D. viridis。
杜氏藻细胞是单倍体，缺乏细胞壁，适应生存

盐度较为宽泛，易于培养，具有巨大的规模化

培养和生产应用的潜力[16]。国内外研究主要涉

及耐盐基因筛选[17]、渗透调节机制研究、遗传

改造[18]或原生质体制备、生物反应器[19]或基因

表达底盘构建等。本研究分离一株伪盐生杜氏

藻 (D. pseudosalina) ZBY-1，盐度生存范围为

5%‒30%，生长 pH 范围为 5.5‒10.5，具有良好的

高盐碱生存能力。 
在特定生长条件下，杜氏藻胞内可大量积

累有活性的次级代谢物[20]，在医药保健、食品、

生物燃料等领域中具有独特的经济价值。我们

的代谢组学分析发现，藻株 ZBY-1 胞内可能存

在 2 403 种化合物参与各类代谢，主要包括 63 种

萜类(如类胡萝卜素、葫芦素 A/D 等)、55 种生

物碱类(如毛果芸香碱、葫芦巴碱等)以及 13 种

脂肪酸相关化合物类(如亚麻酸、二十二碳六烯

酸等)。萜类化合物是一类具有广泛生物活性和

重要经济价值的天然有机化合物；如萜类化合

物 β-胡萝卜素可下调诱导 NO 合酶(inducible nitric 
oxide synthase, iNOS)和环氧化酶-2 (COX-2)的表

达量，减少肿瘤坏死因子-α (TNF-α)、白细胞介

素-1β (IL-1β)和白细胞介素-6 (IL-6)的释放[21]。

脂肪酸类化合物是一类具有长碳链的羧酸，其

在医药、工业等重要领域具有广泛的应用价值；

如 α-亚麻酸(α-linolenic acid, ALA)可通过抑制
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脂肪酸合成酶来控制骨肉瘤的增殖和侵袭[22]。

二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)对
于视觉系统的发育、神经系统的功能以及大脑

的发育具有显著的重要性，已被广泛应用于保

健品行业中[23]。此外，杜氏藻含有较高比例的

油脂，可以转化制备生物柴油[24]。 

3.2  伪盐生杜氏藻的影响生长因素分析 
盐度、pH 和温度是影响盐藻细胞生长的主

要非生物环境因子[25]，不仅影响藻类的生长和

活性物质的积累，也会影响藻细胞对碳、氮、

磷源的吸收利用。本研究明确伪盐生杜氏藻

ZBY-1 的最适生长盐度为 10%，最适生长 pH
为 8.5，温度为 25 ℃。首先，盐度是直接影响

藻类生物量生产的限制性因素[26]，也是影响微

藻光合作用效率和生长动力学的关键环境因

子。盐度波动引发的渗透胁迫可能对微藻细胞

的渗透平衡机制构成挑战，导致细胞发生脱水

或过度吸水，进而影响细胞膜的完整性和稳定

性。张晓钗等[27]研究发现杜氏藻的生长盐度范

围宽泛(0.29%‒31.90%)，但较高的盐度仍然会

抑制盐藻的生长。焉翠蔚等 [28]研究显示 NaCl
影响杜氏藻的生长较为显著，最适生长盐度为

14%；武振晋[29]研究显示杜氏藻 558 的最适生

长盐度为 8.7%。上述研究结果与本研究一致，

盐浓度为 10%时，藻株 ZBY-1 具有最大生物量，

而随着盐浓度的升高，藻细胞密度则随之下降。

其次，pH 值也是影响藻类培养的重要因素，影

响细胞膜的负载电荷。例如，王俊[30]研究发现

杜氏盐藻的最适 pH 值为 7.0‒9.0，改变细胞膜

的通透性影响营养物质的吸收和代谢产物的排

出。此外，温度也对藻细胞的生长和发育具有

一定的调节作用，影响营养物的吸收利用效率、

有机物质的合成和积累、酶的活性及细胞分裂

的周期等 [31]。Seepratoomrosh 等 [32]研究发现   
D. tertiolecta 的最佳生长温度范围为 25‒35 ℃，

在此温度范围内，藻类的生长速率和光合作用

效率较高；而在高温(35 ℃和 40 ℃)下，藻株的

光化学效率降低，细增长率也随之降低。 

3.3  伪盐生杜氏藻的最佳碳、氮、磷源分析 
营养盐(碳、氮、磷)是藻类生长的必要条件，

因分离藻株来源不同，最佳碳、氮、磷源可能

存在偏好性选择，略有差异。本研究中，伪盐

生杜氏藻 ZBY-1 的最佳碳、氮、磷源分别是

NaHCO3、CO(NH2)2、NaH2PO4，浓度分别为

1.26、0.84 和 0.06 g/L。碳源是藻细胞生长不可

或缺的主要影响因素[33]，也是直接调节藻细胞

光合作用与碳同化的重要因子，涉及参与糖酵

解、三羧酸循环、戊糖磷酸化途径等物质代谢

和藻细胞的结构形成[34]。White 等[35]发现，添

加 1 g/L 碳酸氢钠可以提高四爿藻(Tetraselmis 
suecica)和微绿球藻(Nannochloropsis salina)的
细胞密度；Colman 等[36]发现环境中的 HCO3‒

离子可被盐藻直接利用，借助转运蛋白输送至

叶绿体，转换为 CO2 参与自身代谢。本研究中，

扎布耶盐碱湖隶属于饱和碳酸型盐湖(总盐度

243−396 g/L)，所以藻株 ZBY-1 能有效利用碳源

NaHCO3 进行代谢生长。 
氮源是藻类生长和代谢必需的营养元素之

一，氮源的种类及不同浓度均会影响藻类的生

长代谢过程[37]。魏晓雪等[38]发现藻细胞吸收铵

态氮时，会释放出大量 H+，降低培养基 pH 值，

从而抑制藻株的生长；汪本凡[39]与梁英等[40]研

究发现尿素 CO(NH2)2 分解产物 NH4HCO3 或

NH4OH，易被藻株吸收，促进盐藻细胞的分裂，

并且不改变培养基的 pH。Mulholland 等[41]研究

表明，束毛藻(Triehodesmium) nibb1967 在利用

尿素 CO(NH2)2 作为氮源时的生长速率超过了

其他氮源，这一发现与本实验的研究结果相吻

合。此外，磷元素也是构成细胞膜、遗传物质

和 ATP 等物质的主要元素，参与藻细胞的生命
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活动和物质代谢循环[42]。例如，陈晓江等[43]研

究发现 NaH2PO4 可促进斜生栅藻的生长代谢；梁

英等[44]比较分析磷源 NaH2PO4、甘油磷酸钠和

三磷酸腺苷二钠时，发现 NaH2PO4 是盐生杜氏

藻的最佳磷源。综合分析上述结果，发现藻株

ZBY-1 的最佳氮源和磷源分别为 CO(NH2)2 和

NaH2PO4，与大多数盐生杜氏藻的生长特性相似。 

4  结论 
本研究从扎布耶盐碱湖分离鉴定一株伪盐

生杜氏藻(D. Pseudosalina) ZBY-1，细胞呈椭圆

纺锤形，头部具有两条鞭毛。最佳生长盐浓度为

10%，pH 值为 8.5，温度为 25 ℃。基于正交试

验，优化培养条件是 NaCl 10%、碳源(NaHCO3) 
1.26 g/L、氮源(尿素) 0.84 g/L 和磷源(NaH2PO4) 
0.06 g/L。优化培养基后，藻株 ZBY-1 的生长量

和胞内色素含量均显著提高，细胞密度可达

(2.57±0.12)×107 个/mL (提高 1.25 倍)。代谢组学

揭示藻株 ZBY-1 的次级代谢产物主要包括萜类

化合物、生物碱、苯丙素衍生物及氨基酸类衍

生物，代谢通路显著性富集于辅助因子、植物

类次级代谢产物的生物合成途径和 ABC 转运

途径等通路，此为藻株的后续大规模培养与次

级代谢物的研发提供一定的理论支持。 
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