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摘   要：本研究旨在利用常压室温等离子体(atmospheric pressure room temperature plasma, ARTP)诱
变技术构建叶绿素合成缺陷型凯式小球藻突变株，筛选出极低叶绿素、适用于发酵生产蛋白质的新

藻种。首先经优化诱变处理时间后建立了野生型兼养细胞的致死率曲线，在高于 95%致死率条件下

处理对数早期兼养细胞，基于可视化藻落颜色变化初筛获得 4 株突变株。随后在摇瓶中异养培养突

变株，系统评价了蛋白生产性能，发现在含有 30 g/L 葡萄糖和 5 g/L NaNO3 的 Basal 培养基中，突

变株 P. ks 4 表现最优，蛋白含量及产率分别为 39.25%干重及 1.15 g/(L·d)，氨基酸评分达 101.34，
叶绿素 a 含量下降 98.78%且不含叶绿素 b，含有叶黄素 0.62 mg/g 而使藻体呈金黄色。本研究为微

藻替代蛋白的发酵生产提供了高性能、高品质的新种质 P. ks 4。 
关键词：凯氏小球藻；常压室温等离子体；叶绿素；蛋白质；氨基酸 
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novel algal species with very low chlorophyll content which is suitable for protein production by 
fermentation. Firstly, the lethal rate curve of mixotrophic wild type cells was established by 
optimizing the mutagenesis treatment time. The mixotrophic cells in early exponential phase were 
treated by the condition of over 95% lethal rate, and 4 mutants with the visual change of colony 
color were isolated. Subsequently, the mutants were cultured in shaking flasks heterotrophically 
for evaluation of their protein production performance. P. ks 4 mutant showed the best 
performance in Basal medium containing 30 g/L glucose and 5 g/L NaNO3. The protein content 
and productivity reached 39.25% dry weight and 1.15 g/(L·d), with an amino acid score of 
101.34. The chlorophyll a content decreased 98.78%, whereas chlorophyll b was not detected, and 
0.62 mg/g of lutein content made the algal biomass appear golden yellow. This work provides a 
novel germplasm, the mutant P. ks 4 with high yield and high quality, for alternative protein 
production by microalgal fermentation. 
Keywords: Chlorella kessleri; atmospheric pressure room temperature plasma (ARTP); 
chlorophyll; protein; amino acid 

 
近年来，环境保护、动物福利及健康饮食观

念日益深入人心，推进了替代蛋白在人类饮食中

的市场化应用[1]，基于生产可持续、营养、健康、

环保理念的替代蛋白新食品的开发得到了高速

发展。小球藻(Chlorella)是一大类单细胞绿藻，

蛋白含量高达干重的 50%−65%，富含多种生物

活性物质，作为优质蛋白的可持续食物资源，在

美国、日本及欧盟已有 30 多年的食用历史[2]，

我国在 2012 年也批准了蛋白核小球藻(Chlorella 
pyrenoidosa)作为新资源食品[3]。小球藻既可进

行光合自养生产，也可进行高细胞密度异养发

酵，生产潜力巨大[4]，在替代蛋白领域被视作重

要的植物(或微生物)蛋白新资源。虽然近年来部

分小球藻种质命名在分类学上有所改变，至少在

欧洲有越来越多的小球藻种类应用于食品领域，

未受到新资源食品法规限制[5]。 
然而，由于野生型小球藻的干粉具有浓重的

藻腥味且呈深墨绿色，导致其干粉气味和感官不

佳，限制了在食品领域的多元化应用[6]。为解决

颜色和气味干扰，脱腥脱色是目前主要的技术手

段。通过优化提取方法，如超临界 CO2 萃取、

有机溶剂浸提等，虽然在一定程度上改善了腥味

和色泽，但叶绿素和腥味物质的脱除不完全，且

会造成高成本、环境污染和营养成分损失[7]；采

用基因操作、诱变等手段，对生产藻种进行遗传

改造[6]，从根本上抑制或阻断细胞内叶绿素的生

物合成途径可能是更为有效的途径。其中，随机

诱变因不会引入外源基因，作为非转基因

(non-genetically modified organism, non-GMO)技
术手段在食品领域有广泛应用[8]。例如，利用物

理诱变紫外线(ultraviolet, UV[9])、化学诱变甲基

磺酸乙酯(ethyl methane sulfonate, EMS[10])已成

功获得了非绿色颜色表征的小球藻和莱茵衣藻

的突变株。小球藻被联合国世界粮农组织推荐为

“21 世纪最理想食品”，而通过上述手段获得的

“黄金小球藻”不仅保留了小球藻的高营养价值

及高生产效率，同时解决了传统小球藻脱色难、

腥味重的难题，提高了消费者感官接受度，拓宽

了食品应用场景。 
常压室温等离子体 (atmospheric pressure 

room temperature plasma, ARTP)诱变是一种新型

的物理诱变育种技术，操作简易、正向突变率高、

对人体和环境无危害[11]，主要应用于真菌、细菌

育种。在微藻领域，ARTP 对提高微藻的虾青素
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积累[12]、脂质合成[13]等都有正向效果。Ban 等[14]

通过 ARTP 诱变，得到了单位细胞体积叶绿素含

量降低 5.3−6.1 倍的浅绿色莱茵衣藻突变株。由

此可见，ARTP 为降低或消除单细胞绿藻中叶绿

素合成提供了可行的新途径。 
本研究旨在应用 ARTP 诱变技术获得凯氏

小球藻叶绿素合成缺陷型突变株。在此基础上进

一步探究了不同营养模式、补糖模式、氮源浓度

等因素对野生型和突变株生产性能及品质特征

的影响规律，确定了产蛋白性能和氨基酸评分突

出的突变株和优化发酵条件，研究结果将为高蛋

白微藻的生物质发酵生产提供创新的微藻种质

资源。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  藻种 

凯氏小球藻(Chlorella kessleri, 现系统命名

为凯氏拟小球藻 Parachlorella kessleri, 简称 P. 
ks)系本实验室保存。采用 Basal 固体培养基[15]

在 4 ℃下进行斜面保藏。 
1.1.2  主要试剂 

葡萄糖、硝酸钠、甘油、浓硫酸、甲醇、丙

酮、Basal 培养基配制试剂等均为分析纯试剂。 
1.1.3  主要仪器 

ARTP 育种机购自无锡源清天木生物有限

公司；AL104型电子天平购自瑞士Mettler Toledo
公司；DHG-9123A 型电热恒温鼓风干燥箱购自

上海一恒科学仪器有限公司；DHZ-DA 型恒温

光照摇床购自太仓实验设备厂；AMA240 型高

压蒸汽灭菌锅购自 ASTELL 公司；AW442P4 流

式细胞仪购自贝克曼-库尔特公司；Modulyod 型

冷冻干燥机购自 Thermo Fisher 公司；K9840 半

自动凯氏定氮仪购自山东海能未来技术集团股

份有限公司；安捷伦 HPLC 1260 高效液相色谱

仪购自 Agilent Technologies Inc 公司；L-8900 氨

基酸全自动分析仪购自 HITACHI 公司。 
1.2  方法 
1.2.1  种子液制备 

从 Basal 培养基斜面挑取一环野生型藻苔，

在含有 10 g/L 葡萄糖的 Basal 固体平板培养基上

划线，在 28 ℃、10 μmol/(m2·s)的光照培养箱中

培养 7 d 得到活化单克隆。随后挑取一个单藻落，

接种到 20 mL 含 10 g/L 葡萄糖的无菌 Basal 培养

基中，分别在兼养(LED 暖白光，120 μmol/(m2·s))
和异养模式下，于 30 ℃、160 r/min 的恒温摇床

中连续培养 4 d 制备种子液。 
1.2.2  ARTP 诱变及初筛 

分别取对数生长早、中、末期的上述兼养种

子液，用无菌水稀释至 106−107 cells/mL，将稀

释液与 10% (体积分数)甘油溶液等体积混合形

成藻悬液，使甘油终浓度为 5% (体积分数)作为

诱变保护剂。取 10 μL 上述藻悬液，滴在无菌金

属载片中央，置于 ARTP 育种机中进行诱变处

理，诱变条件设置见表 1[14]。处理后的金属载片

置于装有 1 mL 无菌水的离心管中漩涡振荡洗脱

1 min。将洗脱液梯度稀释，取 100 μL 涂布于

Basal 平板培养基，置于 28 ℃光照培养箱中培养

10 d。以未诱变处理的藻液为对照，对各诱变组

及对照组进行藻落计数，按以下公式(1)计算致

死率，绘制致死率曲线。 
致死率(%)=(1–处理组藻落数/对照组藻落

数)×100%                             (1) 
 
表 1  ARTP 处理条件 
Table 1  Treatment conditions of ARTP 
Parameters Treatment condition 

Output power (W) 120 

Irradiation distance (mm) 2 

Flow rate (SLM) 10 

Irradiation time (s) 0, 15, 17, 19, 21, 23, 25, 30 

Carrier gas He 
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将致死率高于 95%的处理条件确定为最优

诱变条件。随后以 P. ks 为出发藻株，选择合适

的生长时期细胞进行多批次诱变后涂平板培养，

以长出的单藻落颜色为指标进行初筛，与野生型

深墨绿色的藻落相比，选择肉眼可见的绿色变浅

(浅绿、黄色等)的藻落作为初筛突变株，收集并

保藏。 
1.2.3  不同营养模式下初筛突变株的系统评价 

按 1.2.1 方法制备野生型和突变株的种子

液。在摇瓶中进行兼养[光强 120 μmol/(m2·s)]
和异养两种模式下的细胞培养，系统评价其差

异性。接种种子液于 100 mL 含 30 g/L 葡萄糖、

3.75 g/L NaNO3 的无菌 Basal 培养基中，起始密

度为 5×106 CFU/mL。随后置于 30 ℃、160 r/min
的恒温光照摇床中培养 4 d。每 24 h 取样测定生

物量干重浓度及细胞密度。培养结束后收集藻

液，离心、洗涤、冻干后获得藻粉并置于–20 ℃
冰箱中避光储存，用于分析色素组成和蛋白含

量，计算产量和产率。 
1.2.4  不同碳、氮源浓度下初筛突变株的系统

评价 
按 1.2.1 方法制备野生型和突变株的种子

液。在摇瓶中采用不同补糖模式和氮源浓度培

养细胞，对野生型和初筛突变株的差异进行系

统评价。 
设置两种补糖模式：(1) Basal 培养基中初始

葡萄糖浓度为 30 g/L (简称 G30)，一次性加入(下
文统称一次性加入葡萄糖)；(2) 初始葡萄糖浓度

为 10 g/L (简称 G10)，每天监测葡萄糖浓度，当

耗尽时补加葡萄糖浓度至 10 g/L，共补加 2 次(下
文统称分批补糖)。 

设置 3 个初始 NaNO3 浓度分别为 2.5、3.75、
5 g/L (简称 N2.5、N3.75、N5)，并与两种补糖模

式进行组合，分别为 G10-N2.5、G10-N3.75、
G10-N5、G30-N2.5、G30-N3.75 和 G30-N5。接

种种子液于 100 mL 上述无菌培养基中，初始密

度为 5×106 CFU/mL。随后置于 30 ℃、160 r/min
的恒温光照摇床中异养培养 4 d，每隔 24 h 取样

测定生物量干重浓度及细胞密度、培养基中葡萄

糖浓度，第 3 天起测 NaNO3 浓度。培养结束后

收集藻液，离心、洗涤、冻干后获得藻粉并置于

–20 ℃冰箱中避光储存，用于分析蛋白含量及色

素和氨基酸组成，计算产量和产率。综合上述数

据进行排序，以筛选出最优初筛突变株和最适的

培养条件。 
1.2.5  突变株的色素合成稳定性分析 

将初筛突变株涂布于 Basal 培养基平板上进

行 8 次传代培养，观察其颜色稳定性。 
1.3  分析与测试 
1.3.1  生物量浓度及细胞密度测定[16] 

2 1

2 1
[g/(L d)] DW DW

t t
−⋅ =
−

产生物量 率      (2) 

式(2)中，DW1、DW2 分别代表 t1 和 t2 时间

点的生物量干重浓度。 

2 1

2 1

ln lnt tC C
t t

−=
−

比 速率长生             (3) 

式(3)中，Ct1、Ct2 分别代表 t1 和 t2 时间点的

细胞密度。 
1.3.2  蛋白质含量测定[16] 

采用半自动凯氏定氮仪测定，试样中粗蛋白

含量以质量分数 ω 计，数值以质量分数(%)表示，

按公式(4)计算： 

2 1
14( ) 6.25

1 000 100'

V V c

Vm
V

− × × ×
ω = ×

×
      (4) 

式(4)中，V2 为滴定试样所消耗盐酸标准滴

定溶液的体积，单位为毫升(mL)； 
V1 为滴定空白所消耗盐酸标准滴定溶液的

体积，单位为毫升(mL)； 
C 为盐酸标准滴定溶液的浓度，单位为摩尔

每升(mol/L)；m 为试样质量，单位为克(g)；V
为试样消煮液总体积，单位为毫升(mL)；V'为蒸
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馏用消煮液体积，单位为毫升(mL)；14 为氮的

摩尔质量，单位为克每摩尔(g/mol)；6.25 为氮换

算成粗蛋白的平均系数。 
1.3.3  叶黄素含量及叶绿素相对含量测定[17] 

HPLC 法测定叶黄素含量及叶绿素相对含量。 

其中，叶黄素标准曲线如下： 

4450.369 9 0.052 3C M= × −             (5) 

m
C VL ×=                         (6) 

式(5，6)中，C 为叶黄素浓度，单位为 mg/L；

M445 为 445 nm 下藻粉中叶黄素对应的峰面积；L

为叶黄素含量，单位为 mg/g；V 为定容剂体积，

单位为 L；m 为藻粉质量，单位为 g； 

叶绿素相对含量计算公式如下： 

663 2

663 1

m 100%MA
W m

×
= ×

×
                (7) 

645 2

645 1
100%M mB

W m
×

= ×
×

                (8) 

式(7，8)中，A 为突变株叶绿素 a 相对含量；

m1 为野生型藻粉质量，单位为 g；m2 为突变株

藻粉质量，单位为 g；M663 为 663 nm 下突变株

藻粉中叶绿素 a 对应的峰面积；W663 为 663 nm

下野生型藻粉中叶绿素 a 对应的峰面积；B 为突

变型叶绿素 b 相对含量；M645 为 645 nm 下突变

型藻粉中叶绿素 b 对应的峰面积；W645 为 645 nm

下野生型藻粉中叶绿素 b 对应的峰面积。 
1.3.4  氨基酸分析[18] 

采用氨基酸自动分析仪进行分析，按以下公

式计算： 

i i
6

st st

nω 100
m 10

A V c M V
A V
× × × × ×= ×

× × ×
         (9) 

式(9)中，n 为试样水解溶液的稀释倍数；Ai

为试样中对应氨基酸的峰面积；V 为试样中水解

溶液体积(单位 mL)；c 为标准工作液中对应氨基

酸的浓度单位 nmol/mL)；M 为氨基酸摩尔质量

(单位 g/mol)；Vi 为试样进样体积(单位 μL)；Ast

为氨基酸标准溶液的峰面积；m 为试样质量  

(单位 mg)；Vst 为氨基酸标准溶液进样体积(单

位 μL)。 

每一种氨基酸评分按以下公式(10)计算，蛋

白整体评分取最低的一项评分(即第一限制性氨

基酸评分)。 

AA 100
AA

AAS =

×被 蛋白每克蛋白 中 量

理想模式或 考蛋白每克蛋白 中 量

测 质

参 质

 

(10) 
1.4  数据分析 

采用 Microsoft Origin V8.5 Software和 SPSS 

Statistics 25 对数据进行方差分析和显著性检验，

实验设置 3 个平行样，结果以平均值±标准差

( x ±s)表示。 

2  结果与分析 

2.1  ARTP 诱变致死率曲线 
首先优化了 ARTP 诱变处理时间，P. ks 兼

养生长曲线和诱变致死率曲线如图 1 所示。随

着 ARTP 处理时间的延长，细胞致死率显著提

高，还发现对数早期和对数末期对 ARTP 处理

的致死敏感度显著高于对数中期(P<0.05)。有

研究表明，在致死率高于 95%的条件下突变率

最高，诱变效果最佳[19]。在保证突变株存活能

力的基础上，本研究确定兼养 P. ks 不同生长

时期的最佳诱变时间为：对数早期 15 s、对数

中期 19 s、对数末期 15 s，致死率分别为

98.91%、97.17%和 96.36%。为缩短培养时间

及节约 ARTP 工作载气，最终确定对数早期及

15 s 处理时间为最佳诱变条件，以此进行后续

诱变。 

如图 2 所示，以 P. ks 对数早期兼养细胞为出
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发藻株，经多批次分别诱变 15 s，初筛得到了 4

株颜色突变株 P. ks 1−P. ks 4，在兼养平板上呈现

浅绿色藻落；异养平板上 P. ks 1 呈现浅绿色，P. ks 

2−4 呈现金黄色。经过 8 次传代固体培养，颜色特

征非常稳定。目前尚未有利用 ARTP 诱变获得黄

色小球藻、莱茵衣藻叶绿素合成缺陷型突变株的

报道，现有研究多是利用基因编辑[20]、UV 或化学

诱变[10]获得，前者操作复杂且会引入新的基因并

涉及法规问题；后者易对操作者造成伤害，且正

突变率低。 
 
 

 
 

 

图 1  野生型兼养细胞的生长曲线(A)和 ARTP 诱变处理的致死率曲线(B) 
Figure 1  Growth curve (A) of mixotrophic wild type cells and lethal rate curve (B) of ARTP mutagenesis. 

 
 

 
 

 

图 2  筛选兼养平板(A)、纯化兼养平板(B)及纯化异养平板(C)上的突变株单克隆和培养物 
Figure 2  Single colonies and cultures of the mutants on primary mixotrophic screening plates (A), 
mixotrophic purification plates (B) and heterotrophic purification plates (C). 
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2.2  不同营养模式下初筛突变株的系统评价 
在异养和兼养两种营养模式下，野生型和  

4 株初筛突变株的细胞密度及生物量浓度曲线见

图 3。由图 3 可知，所有藻株的生长变化趋势相

近，兼养比生长速率均值为 1.25 d–1，生物量浓度

均值为 15.51 g/L，均显著高于异养下的 1.00 d–1

和 13.27 g/L (P<0.05)。说明与异养相比，兼养模

式可显著提高所有藻株的生长速率和生物量产

量。其中，突变株 P. ks 3 兼养下生物量浓度和

产率最高，达到 17.0 g/L 和 3.75 g/(L·d)，比野生

型分别提高了 11.38%和 14.46%；异养下达到

14.42 g/L 和 3.24 g/(L·d)，比野生型分别提高了

7.46%和 4.85%。突变株在光照下生长优势更显

著，推测 ARTP 诱变处理可能使突变株具有更小

的叶绿素天线尺寸和较低的单位细胞体积叶绿素

含量，从而实现更高的光合效率[21]。Ban 等[14]通

过诱变得到的浅绿色莱茵衣藻突变株，较出发藻

株具有更高的光合效率和生物量产率，与本研究

结果一致。 

异养和兼养两种营养模式下，野生型及 4 株

初筛突变株的蛋白含量、产量和产率见图 4。由

图 4 可知，P. ks、P. ks 1、P. ks 2 和 P. ks 4 四株

藻株在兼养条件下蛋白产量和产率均显著高于

异养条件(P<0.05)。其中，兼养条件下 P. ks 1 的

蛋白含量和产率均为最高，达到 28.04% DW (dry 

weight, 干重)和 1.07 g/(L·d)，比野生型兼养培养

分别提高了 8.85%和 8.88%；异养条件下 P. ks 4

和 P. ks 3 的蛋白含量、产率最高分别为 29.97% 

DW 和 0.95 g/(L·d)，比野生株在异养下分别提高

了 3.38%和 6.74%。 

 

 

 
图 3  兼养(A)和异养(B)生长模式下野生型和突变株的细胞密度及生物量浓度 
Figure 3  Cell density and biomass concentration of wild type and mutants under mixotrophic (A) and 
heterotrophic growth (B). 
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图 4  兼养和异养生长模式下野生型和突变株的蛋白含量、产量及产率 
Figure 4  Protein content, yield and productivity of wild type and mutants under mixotrophic and 
heterotrophic growth. 
 

异养和兼养两种营养模式下，野生型和    
4 株初筛突变株的叶黄素含量、叶绿素相对含量

见图 5。由图 5 可知，光照显著影响叶黄素合成，

异养下其含量显著低于兼养(P<0.01)。作为初级

类胡萝卜素，叶黄素参与了天线复合体的光捕

集，其合成相关基因在光刺激下可快速响应，较

低的光照就能显著促进叶黄素的积累[22]。兼养

下 4 株突变株叶绿素可正常合成，其中突变株

P. ks 2 和 P. ks 3 的叶绿素 a 含量比野生型分别提

高了 18.9%和 3.6%；而异养下其含量大幅降低，

其中突变株 P. ks 4 的叶绿素 a 最低，仅为野生

型的 0.46%且无叶绿素 b。这与图 2 显示的菌落

颜色一致。Schüler 等通过化学诱变得到了类似

的低叶绿素普通小球藻(Chlorella vulgaris)突变

株颜色表型[10]。推测 ARTP 诱变可能使野生型

细胞中原叶绿素酸酯还原酶等关键酶的基因受

到破坏而导致酶表达或活性受到抑制，从而抑

制了非光依赖型的叶绿素合成途径，导致异养

条件下无法正常合成叶绿素[23]。 
因此，突变株在兼养条件下虽然细胞生长较

快、蛋白产率较高，但色素组成不符合选育目标，

故后续培养都选择异养模式。 

2.3  不同补糖模式和氮源浓度下初筛突变

株的系统评价 
不同补糖模式和氮源浓度下，野生型及 4 株 
 

 
 

图 5  兼养和异养生长模式下野生型和突变株叶

黄素含量和叶绿素相对含量 
Figure 5  Lutein content and relative content of 
chlorophyll in wild type and mutants under 
mixotrophic and heterotrophic growth. 
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初筛突变株的生物量产率见图 6。如图 6 所示，

所有藻株的生物量产率在一次性加入葡萄糖模

式下均取得较大值，且随着初始氮源浓度的上升

呈下降趋势。文献研究表明，低葡萄糖浓度会限

制小球藻细胞生长，适当提高葡萄糖浓度能显著

提高生物量浓度，而高浓度 NaNO3 形成的渗透

压及底物抑制作用会抑制细胞生长[24]。其中，   
P. ks 3 在 G30-N2.5 组合中可获得最大生物量浓

度和生物量产率，分别为 14.92 g/L 及 3.42 g/(L·d)。
Schüler 等 [10]获得的黄色普通小球藻(Chlorella 
vulgaris)突变株在摇瓶中的生物量浓度仅为

6.06 g/L，莱茵衣藻[25]在摇瓶中最优条件下生物

量浓度仅为 1.32 g/L，故本研究获得的突变株   
P. ks 3 在生物量产量和产率方面具有绝对优势。 

不同补糖模式和氮源浓度下，野生型及 4 株

突变株的叶黄素含量及叶绿素相对含量见图 7。 

 
图 6  不同补糖模式和氮源浓度下野生型和突变

株异养培养的生物量产率 
Figure 6  Biomass productivity in heterotrophic 
culture of wild type and mutants under various 
glucose supplementation modes and nitrogen 
concentrations. 

 
图 7  不同补糖模式和氮源浓度下野生型和突变株异养培养中叶黄素含量及叶绿素相对含量 
Figure 7  Lutein content and relative content of chlorophyll in heterotrophic culture of wild type and mutants 
under various glucose supplementation modes and nitrogen concentrations. A: 2.5 g/L NaNO3. B: 3.75 g/L 
NaNO3. C: 5 g/L NaNO3. 
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如图 7 所示，叶绿素含量与碳氮源浓度成正相

关；叶黄素含量与碳源浓度正相关，而随着氮

源浓度的升高呈现先上升后下降的趋势。研究

表明，氮饥饿会严重限制叶绿素的合成[26]；高硝

酸盐水平会导致更高的叶黄素浓度[27]，而过高则

会抑制叶黄素的积累。在不同碳氮源浓度下，突

变株 P. ks 4 叶绿素相对含量是所有突变株中最低

的，叶绿素 a仅为野生型的 1.22%且不含叶绿素 b，

显著低于其他突变株(P<0.05)。在 G30-N5 组合中

P. ks 4 的叶黄素含量为 0.62 mg/g，相较于

G30-N2.5 提高了 115.9%且优于其他突变株，

在 6 组碳氮源浓度组合中，色素表型优选排序

为 P. ks 4>P. ks 2>P. ks 3>P. ks 1，故突变株 P. ks 

4 的色素组成最符合筛选目标。 

不同补糖模式及氮源浓度下，野生型及 4 株

突变株的蛋白质含量、产量和产率见图 8。由

图可知，随着碳氮源浓度的提高，胞内蛋白含

量和产率均显著提高(P<0.05)。研究表明，氮素

作为构成蛋白质的主要元素，低浓度氮素下微

藻细胞通常积累淀粉或脂类；而提高氮源浓度

可提高氮源同化速率，使更多氮素用于蛋白质

合成[24]。本研究发现，最适合蛋白积累的碳氮

源浓度为：30 g/L 葡萄糖和 5 g/L NaNO3 (即

G30-N5 组合)。在此条件下，突变株 P. ks 4 表

现最优，蛋白含量和产率分别达到 39.25% DW

和 1.15 g/(L·d)，相较于 G30-N2.5 分别提高了

96.34%及 86.75%。 

对 G30-N5组合条件下的藻粉进行氨基酸组

成分析，结果见表 2。全部藻株都含有 18 种氨

基酸，且 Glu、Leu、Ala 含量较高，His、Met

和 Cys 含量较低。8 种人体必需氨基酸(essential 

amino acid, EAA)对人体生长发育至关重要，是

评价蛋白品质的一项重要指标，如支链氨基酸

(branched chain amino acid, BCAA, Val, Ile, Leu)
对人体增肌、抗疲劳[28]等都有突出效果。非必

需氨基酸(nonessential amino acid, NEAA)也被

认为具有很重要的生理功能[29]。由表 2 可知，P. 

ks 4 中氨基酸总量 (total amino acid, TAA) 

(34.04% DW)、EAA 含量(13.56% DW)、BCAA

含量(6.40% DW)均最高，分别比野生型提高 

了 6.28% 、 14.81% 和 17.86% 。 P. ks 4 中

EAA/TAA=39.84%，EAA/NEAA=66.23%，达到

或超过 FAO/WHO 推荐的理想蛋白质模式

(EAA/TAA 在 40%左右，EAA/NEAA 在 60%以

上)标准。 
 
 

 
 

图 8  不同补糖模式和氮源浓度下野生型和突变

株细胞中蛋白含量(A)和产率(B) 
Figure 8  Protein content (A) and productivity (B) 
of wild type and mutants under various glucose 
supplementation modes and nitrogen concentrations. 
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将表 2 中 EAA 含量与 FAO/WHO 建议模式

对比，得到的氨基酸评分表如表 3 所示。其中，

异养野生型 P. ks 和突变株 P. ks 1 的氨基酸组成

较不均衡，有蛋氨酸+胱氨酸、异亮氨酸两类限

制性氨基酸，氨基酸评分较低，分别为 49.05 和

51.94。异养突变株 P. ks 2、P. ks 3 的氨基酸组成

与 FAO/WHO 建议模式相近，第一限制性氨基

酸为含硫氨基酸，评分分别为 94.51 和 78.74。
突变株 P. ks 4 无限制性氨基酸，评分为 101.34，
比野生型有了极大幅度地改善，达到优质蛋白的

标准，且高于现有报道的植物蛋白和微藻蛋白。

综上所述，确定突变株 P. ks 4 为最优突变株。 
 
表 2  G30-N5 组野生型和突变株异养细胞中的氨基酸组成 
Table 2  Amino acid composition in heterotrophic cells of wild type and mutants in G30-N5 group 
Amino acids (AA, % DW) P. ks P. ks 1 P. ks 2 P. ks 3 P. ks 4 
Total AA 32.03±0.94 29.13±1.24 29.37±1.08 30.26±1.13 34.04±0.92 
EAAs      
Lys 2.32±0.02 1.95±0.11 1.93±0.09 1.92±0.10 1.96±0.05 
Trp 0.54±0.06 1.19±0.14 1.12±0.02 1.14±0.07 1.16±0.02 
Phe 1.58±0.13 1.36±0.05 1.42±0.12 1.46±0.19 1.55±0.08 
Met 0.45±0.02 0.50±0.04 0.79±0.02 0.56±0.02 0.78±0.01 
Thr 1.49±0.03 1.34±0.12 1.35±0.06 1.46±0.09 1.71±0.11 
Val (BCAA) 1.90±0.09 1.74±0.09 1.72±0.10 1.69±0.13 2.03±0.13 
Ile (BCAA) 1.04±0.01 0.94±0.02 1.16±0.09 1.30±0.06 1.54±0.02 
Leu (BCAA) 2.49±0.01 2.21±0.08 2.34±0.11 2.48±0.12 2.83±0.06 
Total BCAA 5.43±0.11 4.89±0.19 5.22±0.30 5.47±0.31 6.40±0.21 
Total EAAs 11.81±0.37 11.23±0.65 11.83±0.58 12.01±0.71 13.56±0.47 
NEAAs      
His 0.74±0.03 0.64±0.02 0.77±0.01 1.05±0.00 0.85±0.03 
Asp 2.92±0.12 2.55±0.07 2.42±0.03 2.49±0.08 2.65±0.02 
Ser 1.44±0.03 1.30±0.03 1.26±0.04 1.37±0.03 1.57±0.11 
Glu 4.19±0.12 3.60±0.11 3.42±0.09 3.63±0.11 4.02±0.09 
Gly 1.85±0.06 1.63±0.01 1.54±0.07 1.51±0.03 1.92±0.02 
Ala 2.52±0.09 2.33±0.22 2.29±0.11 2.37±0.01 2.77±0.05 
Cys 0.10±0.00 0.07±0.00 0.19±0.01 0.27±0.00 0.42±0.01 
Tyr 1.30±0.10 1.19±0.01 1.38±0.01 1.49±0.09 1.66±0.06 
Arg 1.90±0.02 1.76±0.06 1.77±0.10 1.76±0.01 2.00±0.02 
Pro 3.26±0.03 2.83±0.09 2.50±0.09 2.31±0.07 2.62±0.05 
Total NEAA 20.22±0.59 17.90±0.60 17.54±0.52 18.25±0.42 20.48±0.45 
EAA/NEAAs 0.58±0.03 0.63±0.02 0.67±0.03 0.66±0.01 0.66±0.02 

 

表 3  G30-N5 组野生型和突变株异养细胞的氨基酸评分 
Table 3  Amino acid score in heterotrophic cells of wild type and mutants in G30-N5 group 
Strains Thr Val Met+Cys Ile Leu Phe+Tyr Lys Trp Amino acid 

score (AAS) 
FAO/WHO 
recommend
ed model 

40.00 50.00 35.00 40.00 70.00 60.00 55.00 10.00 100.00 

P. ks 47.45±0.23 60.44±0.29 17.17±0.12 33.12±0.14 78.92±0.56 121.65±1.01 73.65±0.12 16.83±0.11 49.05±0.25 
P. ks 1 47.90±0.45 62.33±0.22 18.18±0.14 33.64±0.22 79.27±0.79 81.66±0.96 69.71±0.29 38.02±0.34 51.94±0.30 
P. ks 2 47.80±0.30 61.08±0.45 33.08±0.21 40.99±0.16 83.01±0.29 95.24±0.76 68.41±0.25 38.23±0.03 94.51±0.43 
P. ks 3 50.07±0.21 58.00±0.32 27.56±0.26 44.54±0.26 85.27±0.20 97.19±0.89 65.9±0.22 37.58±0.11 78.74±0.55 
P. ks 4 52.05±0.34 61.59±0.26 35.47±0.33 46.82±0.21 86.04±0.16 94.46±0.79 59.65±0.16 34.11±0.09 101.34±0.69 
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3  结论 
本研究以欧洲新资源食品许可的凯式小球

藻(现用名凯式拟小球藻)野生型为出发藻株，采

用 ARTP 进行了诱变和系统评价，筛选获得了系

列叶绿素合成缺陷型突变株。在异养生长条件

下，证实了突变株 P. ks 4 性能最优，蛋白含量

和产率高，氨基酸评分高，富含叶黄素，几乎不

含有叶绿素，具有高蛋白“黄金小球藻”的鲜明特

征。说明 ARTP 诱变技术能为小球藻带来色彩感

官的重大改善，也使突变株 P. ks 4 获得了独特

的营养价值，较现有叶绿素合成缺陷型藻株有明

显的优势，在微藻发酵替代蛋白领域具有巨大的

应用潜力与广阔的市场前景。 
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