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摘   要：【目的】选育低中温适应型螺旋藻新品系，显著拓展螺旋藻工厂化培植的地理范围及时

间、提高产量和降低成本。【方法】以用于工厂化培植的钝顶螺旋藻(Spirulina platensis) ZJU0116
为出发品系，用组织匀浆和离心分离法制得其单细胞或原生质球，先以 0.6%甲基磺酸乙酯(ethyl 
methanesulfonate, EMS)处理 30 min，再用 2.4 kGy 的 60Co γ 射线辐照，进行低温逆境筛选、5 次

冷/热(12 °C/38 °C)骤变交替处理、藻丝单体分离培养、温度适应面构建和蛋白质含量等检测及生

产培植试验。【结果】获得了 1 株蛋白质含量与 ZJU0116 的相当、而温度适应面和平均日产量依

次提高 10.7%和 10.9%的低中温适应型突变体，命名为 ZJU0116(LMTA)。光学显微形态与随机扩

增的多态性 DNA (randomly amplified polymorphic DNA, RAPD)分析结果显示，与其亲本 ZJU0116
相比，ZJU0116(LMTA)藻丝的螺旋数和长度依次减少 54.4%和 42.1%，螺距增加 28.8%；基因组

DNA 在随机引物 S30 的扩增产物中多了 1 条约 470 bp 的条带。【结论】ZJU0116(LMTA)在工厂化

培植中温度适应性好、生产性状稳定，干藻粉产量可增加 10%以上，可为当前螺旋藻产业深度融

合“双碳”目标、迈向高质量发展新阶段提供必要支撑。 

关键词：钝顶螺旋藻；工厂化培植；低中温度适应性；突变体；育种；随机扩增多态性 DNA 
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Abstract: [Objective] To breed new Spirulina strains with low-medium temperature 
adaptability for expanding the geographical scope and time, increasing the yield, and reducing 
the cost of Spirulina cultivation. [Methods] The single cells or spheroplasts of Spirulina 
platensis ZJU0116 in large-scale cultivation were prepared by tissue homogenization and 
centrifugation. They were treated with 0.6% ethyl methane sulfonate for 30 min and 2.4 kGy 
60Co gamma ray, and then screened by low-temperature stress with 5 times of cold (12 °C)/hot 
(38 °C) abrupt alternation. The single filaments were cultured separately for the establishment 
of temperature adaptation surface, determination of protein content, and test of large-scale 
cultivation. [Results] We obtained a low-medium temperature adaptive mutant, which was 
named ZJU0116(LMTA), with the protein content equivalent to that of ZJU0116 and the 
temperature adaptation surface and average daily yield increased by 10.7% and 10.9%, 
respectively. ZJU0116(LMTA) had the helix number 54.4% lower, the filament length 42.1% 
lower, and the pitch 28.8% higher than its parent ZJU0116. Moreover, the randomly amplified 
polymorphic DNA (RAPD) analysis indicated that the amplification with the random primer S30 
for ZJU0116(LMTA) produced an additional band at 470 bp, which revealed significant 
polymorphisms between ZJU0116(LMTA) and ZJU0116. [Conclusion] ZJU0116(LMTA) has good 
thermal adaptability and stable production, with a 10% increase in the dry algae powder output in 
large-scale cultivation. The new strain will promote the development of Spirulina industry towards a 
new stage of deep integration of the “dual carbon” goal and high-quality upgradation.  
Keywords: Spirulina platensis; large-scale cultivation; low-medium temperature adaptability; 
mutant; breeding; randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) 
 
 

螺旋藻(Spirulina)又称节旋藻(Arthrospira)，
是一种原核丝状不分支的光合放氧蓝藻。螺旋藻

是目前全球研究及培植生产与开发应用规模最

大的经济微藻，我国螺旋藻粉产量约占世界总量

的 50%，已成为内蒙、云南、江西、江苏等地

的支柱产业[1-4]。目前国内外用于工厂化培植的

钝顶螺旋藻 (Spirulina platensis)或极大螺旋藻

(Spirulina maxima)均为喜高温(33–38 °C)、藻丝

长度≥300 μm、蛋白质含量≥55%的品系，不适宜

我国等绝大多数地区秋后至春前气温偏低的季

节培植生产[1-5]。为拓展螺旋藻培植的地理范围

及时间，以提高生产场地和设备等资源的利用

率，实现更低成本的高产优质高效生产，近 30
多年来国内外在选育中低温适应型品系方面进

行了大量探索[4,6-9]。张学成等[6]利用甲基磺酸乙

酯(ethyl methanesulfonate, EMS)处理钝顶螺旋藻
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藻丝，获得了能在 15 °C 较好生长的耐低温突变

体 cc-28 和 cc-30。殷春涛等 [7]利用亚硝基胍

(nitrosoguanidine, NTG)处理钝顶螺旋藻单细胞，

筛选出最适生长温度为 25 °C 的突变品系

Sp-ALT。王妮等[8]利用 UV 照射螺旋藻单细胞悬

液，获得了最适生长温度依次为 33 °C 和 25 °C
的耐低温突变藻株 ZW1 和 ZW2。关剑[9]利用

EMS 处理螺旋藻藻丝，获得了 5 株耐低温突变

体 GMPA1、GMPA7、GMPB1、GMPC1、GMPC3。
然而，这些通过诱变获得的耐低温或中温适应型突

变体，因藻丝太短、不适于工厂化生产中过滤采收

等不足，而没能应用于螺旋藻工厂化培植生产[6-9]。

如突变体 cc-28、cc-30、Sp-ALT、GMPA1、GMPA7
藻丝的长度依次只有(172.99±26.61)、(171.51±30.63)、
35.54、(137±46.80)、(266±73.10) μm，均未能达到

螺旋藻生产用种藻丝长度需≥300 μm 的下限[6-9]。

本文报道了 1 株利用诱发突变技术育成、最适生

长温度为 27 °C、藻丝长度约 500 μm、产量提高

10.9%，且已成功应用于工厂化生产的低中温适

应型钝顶螺旋藻新品系。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 

钝顶螺旋藻品系 ZJU0116 由本研究团队选

育，工厂化生产性状优良。  

1.2  培养和生产条件 
采用 Zarrouk’s 培养液培养[10]。实验室培养

在智能光温自控培养箱中进行，以日光灯为光

源，光通量为 54 µmol photons/(m2·s)，光/暗时间

为 12 h/12 h，光/暗温度 28 °C/20 °C；在做不同

温度培植试验时，温度设为定值，光通量和光照

时间不变；规模化培植生产试验在浙江省建德市

微藻试验基地进行，培植池建于钢架塑料薄膜温

室内、长 50.7 m×宽 7.5 m，藻液的平均深度为

30 cm、流速为 5 m/min。实验室和工厂化培植

试验，每组均设 3 个重复[11]。 

1.3  诱变处理及突变体筛选 
参照汪志平等[12]、崔海瑞等[13]的方法，取

处于对数生长期、光密度值 OD560 为 0.6 左右的

ZJU0116 藻液 2 mL，用玻璃组织匀浆器制备成单

细胞或原生质球，先用 0.6%的 EMS 处理 30 min，
再置于 60Co γ 射线辐照场中照射 2.4 kGy，剂量

率为 15 Gy/min，转入盛有 8 mL Zarrouk’s 培养

液的 50 mL 三角瓶中，于 28 °C 培养 3 d；将藻

液按 150 µL/份分装到 200 µL 的 PCR 管中，在

具管内温控功能的 Thermal Cycler PCR 仪

(Hybraid Express)上以 12 °C 1 min、38 °C 1 min
循环 30 次后，置于 12 °C 下光照培养，且每隔   
6 h 重复一次在 PCR 仪上的冷/热骤变交替处理，

共处理 5 次；在藻液见绿的 PCR 管中，用毛细

显微分离法[14]挑取形态均匀、上浮性好、长度

≥300 μm 或形态明显发生变异的藻丝单体，分别

置于盛有 0.5 mL Zarrouk’s 培养液的 1.5 mL EP
管中培养；待藻液见绿后，转入盛有 20 mL 
Zarrouk’s 培养液的 100 mL 三角瓶中培养，并

逐级加培养液扩大培养成 250 mL、OD560 达 1.0
的藻丝群体；从中选取上浮性和分散性好、生

长旺盛、形态均匀的，作为低中温适应型钝顶

螺旋藻的候选突变体。 

1.4  生物量及蛋白质含量测定 
参照文献[15]，利用 Ultrospec 2000 紫外-可

见分光光度仪(Amersham Pharmacia Biotech)测
定藻液在 560 nm 处的光密度值 OD560，反映生

物量。用凯氏定氮法(GB/T 6432——1994)测定

蛋白质含量。 
1.5  显微形态及 RAPD 分析 

参照李晋楠等[16]和 Wang 等[17]的方法，藻

丝形态学分析在 BX53 光学显微镜(OLYMPUS)
上进行，随机扩增的多态性 DNA (randomly 
amplified polymorphic DNA, RAPD) 分 析 在
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MGL96G 梯度 PCR 仪(LongGene)上进行，31 条

随机引物(S7、S11、S14、S8、S24、S25、S28、
S29、S30、S31、S33、S38、S40、S53、S58、
S59、S64、S65、S66、S67、S69、S73、S78、
S80、S82、S83、S88、S90、S99、S112、S119)
为生工生物工程(上海)股份有限公司产品。 

1.6  数据统计与分析 
采用 SPSS 11.0 进行数据统计与分析。利用

Excel 2013 结合分段插值法估算温度适应曲线

与其两端垂线及横坐标所围合的面积。 

2  结果与分析 
2.1  低中温适应型螺旋藻候选突变体的创制 

将用于工厂化培植的喜高温钝顶螺旋藻

ZJU0116 藻丝(图 1)制备成单细胞或原生质球，

经 0.6%的 EMS 和 2.4 kGy 的 60Coγ 射线复合诱

变处理并培养 3 d 后，藻液被分装至 60 管 PCR
管中，在 12 °C 光照培养并兼以冷/热骤变交替

处理 5 次；于第 32–36 天共有 7 管藻液明显长成

蓝绿色，用毛细吸管显微法从中分离到 266 条形

态均匀、上浮性好，长度≥300 μm 或形态明显发

生变异的藻丝单体，其中的 71 条经 77–82 d 逐

级扩大培养后，繁育成 250 mL、OD560 达 1.0 以

上藻丝群体，并从中选取 3 个上浮性和分散性

好、生长旺盛、形态均匀，长度≥300 μm 或形态

变异明显的，作为低中温适应型钝顶螺旋藻的候

选突变体，记为 M1–M3，它们的显微形态学特

征如图 1 和表 1 所示。与亲本 ZJU0116 相比，

M1–M3 藻丝的螺旋数、藻丝长均明显变小，螺

旋数均不足亲本的一半，藻丝长依次只有亲本的

57.9%、36.2%、8.2%；M1 藻丝的宽度变化不显

著，但 M2 和 M3 的均显著变大；M2 藻丝的螺

距变化不显著，但 M1 和 M3 的依次显著变大和

变小。M1–M3 三者间，M1 的螺旋数与 M2 和

M3 的呈显著差异；M3 藻丝长度显著变短，且

呈紧密的螺旋形，其长度分别只有 M1 和 M2 的

14.1%和 22.7%，螺距分别只有 M1 和 M2 的

19.1%和 25.8%；M2 和 M3 藻丝的宽度差异不显

著，但它们与 M1 的呈显著差异。 
螺旋藻靠细胞分裂增加藻丝长度，通过形成

藻殖段进行无性繁殖 [4-5]。上述候选突变体

M1–M3，均由其亲本 ZJU0116 的单细胞或原生质 
 

 
 

图 1  亲本 ZJU0116 及其单细胞或原生质球 S、候选突变体 M1–M3 的光学显微形态  
Figure 1  The optic micromorphology of parent ZJU0116 and its single cells or spheroplasts S and candidate 
mutants M1–M3. ZJU0116 and M1–M3: Bar=100 μm; S: Bar=10 μm. 
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表 1  候选突变体 M1–M3 及其亲本 ZJU0116 的形态学参数 
Table 1  The morphological parameters of candidate mutants M1–M3 and its parent ZJU0116 
Strains Helix number Filament length (μm)  Filament width (μm) Pitch (μm) 
ZJU0116 13.6±0.7A 875.8±47.6A 27.2±1.6B 65.3±2.9B 
M1 6.2±0.6B 507.5±38.7B 26.6±0.8B 84.1±6.4A 
M2 5.0±0.3 C 316.9±22.5C 33.1±1.2A 62.4±5.2B 
M3 4.5±0.5C 71.8±7.3D 32.8±0.5A 16.1±1.0C 
*: The data is average of 100 replicates. In the same column, values with different capital letters mean significant difference at 
0.05 level.  

 

球(图 1S)经理化因子复合诱变后，长成的藻丝单

体繁殖而来，并经 1 年多、30 多次转接传代的

藻丝群体，它们各自的显微形态学特征一致且稳

定。与其他生物一样，形态学特征也是螺旋藻分

类与种质鉴定最基本的依据[4-5,15-19]。从上述候选

突变体 M1–M3 的形态学特征，相对其亲本

ZJU0116 发生了显著变化且能稳定生长繁衍的

事实推测，M1–M3 很可能是在遗传水平上发生

变异的突变体。 
2.2  低中温适应型螺旋藻候选突变体对温

度的适应性比较 
为考察上述低中温适应型螺旋藻候选突变

体 M1–M3 对温度的适应性，测定了 M1–M3 及

其亲本 ZJU0116 在 12–42 °C 下的生长速率。如

图 2 所示，相对于最适生长温度为 33 °C 的喜高

温品系 ZJU0116，M1–M3 的温度适应曲线均明

显移向低中温区(12–33 °C)，最适生长温度依次

为 27.0、24.5、25.0 °C。M1–M3 在 12 °C 时的

生长速率依次比 ZJU0116 的提升了 95.2%、

109.5%、142.9%；在 42 °C 时，M1 和 M2 的生

长速率依次比 ZJU0116 的下降了 25.9%和

32.8%，M3 的生长速率比 ZJU0116 的提升了

8.6%。在以 M2 与 ZJU0116 温度适应曲线的交

汇点 26.5 °C 为界的中低温区，M2 的生长速率

明显比 ZJU0116 的高，而在中高温区则相反；

在以 M1 和 M3 与 ZJU0116 温度适应曲线的交汇

点 31 °C 为界的中低温区，M1 和 M3 的生长速

率均明显比 ZJU0116 的高，而在高温区，除 M3

在 42 °C 附近稍显例外，总体上也与中低温区的

相反。为进一步表征 M1–M3对温度的适应特性，

利用 Excel 并结合分段插值法估算 M1–M3 及其

亲本 ZJU0116 在 12–42 °C 的生长曲线与其两端

垂线及横坐标所围合的面积，即求得温度适应

面。与 ZJU0116 相比，M1 和 M3 的温度适应面

提高了 10.7%和 32.3%，而 M2 的则下降了

17.8%。若以 ZJU0116 的最适生长温度 33 °C 为

界，将 ZJU0116 及其突变体 M1–M3 的温度适应

面纵向分开，则它们在中低温区和高温区的适应

面的比值依次为 1.71、2.57、3.23、2.51，说明

M1–M3 对中低温的适应生长能力比 ZJU0116 的

显著提高(P<0.01)。 

 

 
 

图 2  候选突变体 M1–M3及其亲本 ZJU0116在不

同温度下的生长曲线  
Figure 2  Growth curve of candidate mutants 
M1–M3 and its parent ZJU0116 at different 
temperatures. Error bars in figure represent standard 
deviation. 
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上述 M1–M3的最适生长温度明显移向中低

温区、在中低温区的生长速率和适应面显著提升

等事实，充分说明这 3 株候选突变体确实具有适

应在中低温生长的特性。然而，M3 虽是 3 株候

选突变体低中温度适应面最大的，但因其藻丝的

长度不足 100 μm，而不能应用于工厂化培植生

产，又因 M2 的温度适应面仅为 ZJU0116 的

90.9%，并考虑到螺旋藻工厂化培植过程中藻液温

度随气候多变等实际情况[1,4-5,11]，也不宜应用于工

厂化培植生产。M1 不仅藻丝长度符合螺旋藻工厂

化生产过滤采收的要求，而且温度适应面还比

ZJU0116 的高出 10.7%，因而选 M1 为低中温适应

型螺旋藻候选品系并记之为 ZJU0116(LMTA)，以

进一步作工厂化培植试验及分子鉴定。 

2.3  低 中 温 适 应 型 螺 旋 藻 候 选 品 系

ZJU0116(LMTA)的工厂化培植试验 
为进一步考察低中温适应型螺旋藻候选品

系 ZJU0116(LMTA)的温度适应性、产量和遗传稳

定性等生产性状，于 2020 和 2021 年的 4–12 月

对 ZJU0116(LMTA)及其亲本 ZJU0116 分别进行

了共 18 个月的工厂化培植试验，经过滤采收和

喷雾干燥获得干藻粉，将每月获得的干藻粉合并

并混匀，称其质量再换算成单位培植面积的日产

量，并取样测得蛋白质含量。由表 2 可知，培植 

 
表 2  ZJU0116(LMTA)及其亲本在工厂化培植中干藻粉的产量及蛋白质含量 
Table 2  Yield and protein content of dry algae powder from ZJU0116(LMTA) and its parents in large-scale 
cultivation 
Harvest 
month 

Monthly average temperature (°C) Yield (g/m2·d) Protein content (%) 

Day Night ZJU0116(LMTA) ZJU0116 ZJU0116(LMTA) ZJU0116 
2020-04 22.1±4.3c 10.5±2.4d 5.1±0.5C 4.3±0.4C 61.3±0.7A 62.4±0.8A 
2020-05 28.1±3.4b 18.6±1.6c 5.8±0.4B 4.6±0.4C 60.6±0.8A 61.7±0.6A 
2020-06 30.3±3.3b 23.2±2.1c 6.7±0.3A 6.7±0.4A 61.2±0.4A 60.8±0.5A 
2020-07 30.8±3.2b 23.8±1.6c 6.3±0.4B 6.8±0.4A 58.4±0.5A 57.6±0.4B 
2020-08 35.4±2.3a 25.6±1.3b 6.2±0.3B 6.7±0.5A 58.9±0.4A 58.5±0.6A 
2020-09 27.1±5.5b 19.3±2.7c 6.7±0.4A 6.4±0.6AB 58.6±0.6A 58.4±0.5A 
2020-10 22.4±2.8c 13.6±2.6c 6.6±0.5A 5.1±0.4C 60.4±0.7A 59.7±0.6A 
2020-11 18.5±5.6c 10.2±2.9d 5.8±0.4B 4.4±0.4C 61.9±0.4A 59.1±0.4A 
2020-12 10.7±3.7d 3.3±3.6d 5.3±0.3C 4.1±0.3C 61.2±0.6A 60.6±0.7A 
2021-04 21.2±4.3c 12.9±3.0c 5.2±0.4C 4.3±0.3C 62.6±0.8A 60.7±0.6A 
2021-05 27.1±4.0b 18.5±2.4c 5.8±0.4B 4.6±0.3C 59.4±0.3A 58.9±0.5A 
2021-06 29.8±3.5b 22.0±2.1c 6.8±0.5A 6.5±0.3AB 60.6±0.6A 61.5±0.7A 
2021-07 32.5±3.5 b 24.7±1.5 c 6.2±0.5 B 6.6±0.5A 61.2±0.7A 60.6±0.7A 
2021-08 32.2±2.6 b 23.7±1.3 c 6.1±0.3 B 6.7±0.3A 59.4±0.6A 59.6±0.4A 
2021-09 32.3±2.8b 21.8±1.9c 6.8±0.5A 6.4±0.5AB 61.1±0.5A 60.3±0.6A 
2021-10 24.9±7.0c 15.5±4.6c 6.6±0.4A 5.0±0.5C 62.3±0.5A 58.4±0.8A 
2021-11 17.8±2.9c 8.5±4.2d 6.2±0.6B 4.6±0.5C 62.4±0.6A 59.8±0.6A 
2021-12 13.8±4.4c 3.7±3.3d 5.2±0.3C 4.3±0.3C 61.8±0.7A 61.4±0.6A 
Average 25.4 16.7 6.1  5.5  60.7 60.0  
*: The lowercase letters a, b, c and d indicate the monthly average temperature; tm: 33 °C<tm≤42 °C, 25 °C<tm≤33 °C, 
12 °C≤tm≤25 °C and 12 °C>tm>42 °C, respectively; In the same column, different capital letters indicate significant differences 
at 0.05 level.  
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试验基地浙江省建德市 2020 和 2021 年 4–12 月

的对应月平均气温及变化情况基本相近；6–9 月

的月平均气温明显比 4、5 和 10–12 月的高；各

月的日、夜平均气温差异显著；从日间月平均气

温看，2 年共 18 个月的培植试验中，仅 2020 年

8 月达螺旋藻生长的高温区(33 °C<tm≤42 °C)，
2020 年 12 月处于螺旋藻的不适或停止生长区

(12 °C>tm>42 °C)，有 9 个月处于螺旋藻生长的

中温区(25 °C<tm≤33 °C)，7 个月处于螺旋藻生

长的低温区(12 °C≤tm≤25 °C)。ZJU0116(LMTA)
及其亲本 ZJU0116 各 18 批螺旋藻干粉的蛋白质

含量，几乎不随季节性气温等变化而明显波动，

且均在 60%左右，显著高于食用螺旋藻粉国家

标准(GB/T16919—1997)中蛋白质含量≥55%的

要求。ZJU0116(LMTA)和 ZJU0116 的日产量随

季节性气温等变化均呈现明显波动，但从总体上

看，ZJU0116(LMTA)的波动幅度和频次都比

ZJU0116 的小，ZJU0116(LMTA)的平均日产量也

比 ZJU0116 的提高了 10.9%。ZJU0116 日产量的

峰值出现在每年气温最高的 7 月份和 8 月份，而

ZJU0116(LMTA)日产量的峰值则出现在每年气

温次高的 6、9 月份和 10 月份，这与 ZJU0116
和 ZJU0116(LMTA) 的最适生长温度依次为

33 °C 和 27 °C 高度吻合。上述结果进一步说明，

ZJU0116(LMTA) 对 温 度 的 适 应 性 总 体 上 比

ZJU0116 的好，也更能适应当前光、温随季节和

气 候 变 化 的 工 厂 化 培 植 模 式 。 2022 年 ，

ZJU0116(LMTA)在浙江、江西等地所进行的  
10 hm2 培植生产结果(未列出)显示，其形态、适

应性和生化组成等生产性状均保持稳定，并使干

藻粉的产量普遍提高 10%以上。因此，进一步

加大 ZJU0116(LMTA)推广应用，有助于切实推

进当前螺旋藻产业深度融合“双碳”目标、迈向高

质量发展的新阶段。 
2.4  ZJU0116(LMTA)的 RADP 分析 

以 ZJU0116(LMTA)及其亲本 ZJU0116 的基

因组 DNA 为模板，S7 等 31 条对螺旋藻 DNA
作 PCR 具清晰电泳条带的 10-mer 寡核苷酸为随

机引物，进行RAPD分析，以检测ZJU0116(LMTA)
与 ZJU0116 在分子遗传水平的差异性。如图 3 所

示，除S30扩增产物的电泳图谱中ZJU0116(LMTA)
比 ZJU0116 的多了 1 条约 470 bp 的条带，S80、 

 

 
 

图 3  ZJU0116(LMTA)及其亲本 ZJU0116 的 RAPD 电泳图谱 
Figure 3  RAPD electrophoresis map of ZJU0116(LMTA) and its parent ZJU0116. M: DNA marker; 1: 
ZJU0116(LMTA); 2: ZJU0116; CK: Control; Arrow: Difference bands. 
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S25、S24、S31、S28、S99 和 S11 等其他 30 条

引物对 ZJU0116(LMTA)和 ZJU0116 扩增的电泳

条带均相同。这表明 ZJU0116(LMTA)确实是一株

因 ZJU0116 经物理化学复合诱变，在分子遗传

水平发生变异，进而引发形态、生理生态水平发

生变异的突变体。 

3  讨论 
选择适宜的诱变材料和诱变因子及其剂量

是诱变育种成败的关键[6-9,11-13]。国内外已有众

多研究与实践表明，螺旋藻作为地球最古老的

光合放氧生物之一，具有超强抗电离辐射的能

力，其藻丝对 60Co γ射线的致死剂量≥6.4 kGy，
而制备成单细胞或原生质球后，对 60Co γ 射线

的抗性即丧失近半，这与螺旋藻藻丝外鞘套及

细胞壁上具辐射保护作用的多糖被去除密切相

关[4,12,15]。同时，螺旋藻对由物理、化学和生物

等因子引发的 DNA 损伤，还具有超强的修复功

能，这主要源于螺旋藻基因组上存有大量的重

复序列及强大的核酸酶系统[20-21]。基于螺旋藻

的上述生理生化与分子遗传学特性，本研究利

用化学因子 EMS 和物理因子 γ 射线复合诱变处

理螺旋藻单细胞或原生质球，比用单一的 EMS
和 NTG 等化学因子及 γ 射线、UV 等物理因子处

理螺旋藻藻丝或单细胞的诱变效果好[6-9]。这一

方面是因不同性质诱变因子的相互配合，不仅

可减缓损伤，还可提高突变频率；另一方面是

因游离的单细胞或原生质球一旦发生突变，比

串连在藻丝上的突变细胞，更易分离出来[4,11]。 
目标突变体的筛选方法是诱变育种成败的

另一关键[6-9,11-13]。已有筛选螺旋藻等温度适应

型品种(系)，均将诱变处理后的材料置于低温

或高温等相应逆境下进行筛选[6-9]。这种方法虽

也可行，但会因诱变体系中含众多在设定逆境

下仍能生存甚至缓慢生长的亲本或非目标突变

体，而严重影响筛选效率[6-9]。为此，本研究在

采用低温逆境筛选低中温适应型螺旋藻品系的

同时，还在前期多次预试验的基础上，增加了

5 次冷/热(12 °C/38 °C)骤变交替处理，使诱变体

系中对温度响应慢的细胞或原生质球因受应激

而损伤甚至解体，从而将能对温度快速响应的

突变体筛选出来。Dong 等[3]的研究表明，将螺

旋藻从 35 °C 移至 15 °C 再迅速移回到 35 °C，会

导致 1 294 个基因异常表达，说明短时间冷、热

处理对螺旋藻的生理代谢甚至生存都有严重影

响。本团队在试验中也发现，ZJU0116 的单细

胞或原生质球经 5 次冷/热骤变交替处理，藻液

中会出现蓝色的藻蓝蛋白等水溶性色素，说明

部分细胞或原生质球破裂。PCR 仪在 0–100 °C
范围内，最大升降温速度可达 5 °C/s，且精度

可达±0.2 °C，因而能很好满足本研究对诱变后

的材料作冷/热骤变交替处理的工艺要求。特别是

本研究选用的具管内温控功能的 Thermal Cycler 
PCR 仪(Hybraid Express)，能直接测控 PCR 管内

介质的温度，就更加精准。需要进一步提醒的

是，某些 PCR 仪适用体积为 200 µL 和 500 µL
的 2 种 PCR 管，在对诱变体系作冷/热骤变交替

处理时，尽量选用 200 µL 的 PCR 管，以使 PCR
管中介质的热容量尽可能少，冷/热骤变交替处

理的效果更佳。 
因目前国内外工厂化生产螺旋藻，普遍采

用的是带藻液环流装置、露天或盖有塑料薄膜/
玻璃、面积 300–700 m2 的跑道式培植池[4-5,11]。

这种模式的培植温度和光照随季节和气候变化

大，因而选育光温适应性好的品系，是实现螺

旋藻低成本高产优质高效生产的重要前提。本

研究建立的温度适应面评价螺旋藻品系生产性

状的方法，比之前采用在某一低温度下测定生

长量或光合放氧活性等评价方法，更合乎当前

工厂化培植模式的生产良种选育实践。如本研
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究中，候选突变体 M2 的中低温生长特性也是

好的，藻丝长也符合工厂化生产过滤采收的要

求，但因它的温度适应面比其亲本ZJU0116及另

2 个突变体的显著偏低，而未能选入生产良种。 
RAPD 技术是一种高通量检测基因组 DNA

多态性简便且灵敏的方法，随着实验条件与操作

技术的不断改进，起初 RAPD 结果的重复性较

差、可能会出现假阳性条带等不足，也得到了圆

满解决[16]。RAPD 技术自 1990 年发明以来，已

广泛应用于包括螺旋藻在内众多生物的分子标

记、种质鉴定及分类学等研究[11,16-17,22]。本研究

应用S7等 31条有效引物对低中温适应型螺旋藻

候选品系ZJU0116(LMTA)及其亲本ZJU0116的基

因组 DNA 进行扩增，仅 S30 的扩增产物显现显著

的多态性差异(图 3)，表明 ZJU0116(LMTA)与

ZJU0116 的分子遗传背景既高度统一性，又确

因发生突变而有显著差异。目前本团队正以上

述 RAPD 差异条带为切入点，并融合螺旋藻全基

因组序列等研究成果[20-21]，开展 ZJU0116(LMTA)
突变位点及优良温度适应机制等研究。 

4  结论 
本研究针对国内外螺旋藻产业需求，在构建

低温逆境筛选+冷/热骤变交替处理及温度适应

面评价等方法的基础上，利用化学和物理因子复

合诱变处理螺旋藻单细胞或原生质球，育成了  

1 株最适生长温度为 27 °C、藻丝长度约 500 μm、

温度适应面和平均日产量依次提高 10.7%和

10.9%，且已成功应用于工厂化生产的低中温适

应型钝顶螺旋藻新品系 ZJU0116(LMTA) 。

ZJU0116(LMTA)对切实推进当前螺旋藻产业种

质更新、提质降本增效具有重要意义；所建的技

术与评价方法为其他经济生物温度适应型新品

种(系)选育提供了有益参考。 
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