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TiO2纳米颗粒强化产氢发酵废液培养微藻产油体系的 

构建及调控机制 

 

摘 要 

 

 

利用暗发酵产氢废液培养产油微藻，既可实现能源的充分转化，

又能降低生物氢发酵生产的成本，减少废液对环境的污染，是生物

质能源开发领域的研究热点之一。研究证实纳米颗粒（NPs）能有

效促进微藻生长并积累油脂等物质，对不同种类的微藻来说，添加

合适的 NPs 并探明其对促进微藻生长产油的作用机制，是 NPs 强化

微藻培养体系高效稳定的重要保障。本研究针对暗发酵产氢废液的

资源化处理，首先从实验室保藏的微藻中选择出可有效利用废液生

长产油的藻种，在分析废液中主要有机酸组分及浓度的基础上探明

了该藻种对不同有机酸的利用和耐受性差异。从 TiO2 NPs 浓度和粒

径出发进一步构建了添加 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻的体

系，分析了添加 TiO2 NPs 对微藻油脂产量、脂肪酸组成以及细胞形

态与生理活性的影响，并探究了 NPs 强化体系中微藻生长及油脂合

成的转录调控机制。主要研究结果如下： 

首先，利用 24 孔板培养法对本实验室保藏藻种在暗发酵产氢废

液中的生长产油情况进行了快速筛选，结果显示产氢废液胁迫下各
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微藻的生长均受到不同程度抑制，但小球藻Chlorella sp. DT025在 25%

发酵废液中保持了相对良好的生长状态，流式细胞仪检测显示尼罗

红染色后有 79.28%的微藻细胞出现油脂荧光信号。经测定产氢废液

中主要有乳酸、丁二酸、甲酸、乙酸、乙醇等有机酸组分，

Chlorella sp. DT025 能有效利用乳酸、乙酸和乙醇，不能利用丁二酸

与甲酸。其中 25%产氢废液中含有 181.83 mg/L 丁二酸，超出了

Chlorella sp. DT025的耐受浓度（100 mg/L），这可能是产氢废液抑制

微藻生长的重要因素。 

其次，在 25%产氢废液的微藻培养体系中选择添加 TiO2 NPs 进

行强化，并对 TiO2 NPs 的添加浓度和粒径进行了优化。结果表明，

在 50 mg/L浓度、20 nm粒径的TiO2 NPs添加条件下，培养液的COD

去除率为 34.32%，总氮去除率为 68.88%。进一步分析该条件下

Chlorella sp. DT025 油脂脂肪酸相对含量、组成及生物柴油性能，结

果显示TiO2 NPs的添加提高了Chlorella sp. DT025积累的油脂中C16-

C18 组分的占比，新增脂肪酸 C20:2，含量达 7.63%。燃料特性指标

分析报表明其提高了油脂作为生物柴油的燃料质量。 

再次，分析了 TiO2 NPs 对 Chlorella sp. DT025 生长产油及生理

特性的影响。透射电子显微镜（TEM）观察显示 TiO2 NPs 在微藻细

胞内外均有分布，细胞周围观察到 TiO2 NPs 附着，一部分通过胞吞

作用进入细胞并在细胞内形成了空泡结构，使细胞出现质壁分离现

象，说明该条件下 TiO2 NPs 对微藻细胞造成一定的损伤。微藻细胞
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叶绿素含量、抗氧化保护酶活性及丙二醛（MDA）等生理指标测定

结果表明，添加 TiO2 NPs 可一定程度促进叶绿素合成，叶绿素 a 和

b 相比未添加 TiO2 的处理分别提高了 4.53、3.91 mg/L。受产氢废液

与 TiO2 NPs 胁迫的影响，细胞内 ROS 产生速率提高。TiO2 NPs 添加

后 MDA含量提高， SOD和 CAT酶活性降低，表明 TiO2加重细胞膜

质过氧化胁迫，影响抗氧化保护酶活性。TiO2 NPs 的添加同时促进

了微藻生长与叶绿素合成，说明其对微藻的胁迫在耐受范围内，并

刺激微藻细胞积累油脂。 

最后，探讨了 TiO2 NPs 强化下微藻在产氢废液中代谢及油脂合

成的转录调控机制。结果表明，在被注释的基因中差异基因数为

1866个，加入 TiO2后上调基因 824个，下调基因 1042个，在细胞生

长过程、细胞免疫应答过程、节律过程中上调的基因更多。分析

KEGG 通路后发现脂肪酸合成通路中乙酰 CoA 羧化酶基因上调，有

利于细胞内脂肪酸的合成；丙酮酸代谢通路中乙酰 CoA 合成酶基因

2 上调，促进了乙酰 CoA 的合成；光合作用固碳通路中核酮糖二磷

酸羧化/加氧酶、苹果酸脱氢酶基因上调，磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

基因下调，提高细胞内糖酵解效率。得出添加 TiO2 NPs 后微藻细胞

内酶系的调控朝着有利于油脂积累的方向进行。 

关键词：Chlorella sp.，产氢发酵废液，TiO2 纳米颗粒，耦合产

油，调控机制  
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Lipid production from microalgae cultured in 

hydrogen-producing fermentation wastewater enhanced by 

TiO2 nanoparticles construction and regulation mechanism 

of the system 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Cultivation of oleaginous microalgae by dark fermentation hydrogen-

producing wastewater can achieve full energy conversion, reduce 

production cost and environmental impact of bio-hydrogen fermentation, 

and is one of research focus areas in biomass energy development. Studies 

have confirmed that nanoparticles (NPs) have a variety of mechanisms that 

can effectively promote the growth of microalgae and accumulate lipids 

and other substances. For different types of microalgae, the choice of type, 

concentration and particle size of NPs added is particularly important. On 

this basis, fully understanding the mechanism of NPs on microalgae 

growth and lipid production is an important guarantee for establishing an 

efficient and stable NPs-enhanced microalgae culture system. This study 

was an investigation of the resource treatment of wastewater from the 

production of hydrogen by dark fermentation. The main organic acid 

components and concentrations in the wastewater were analyzed. The 

microalgae that could effectively utilize the wastewater for growth and 

lipid production were selected from the microalgae preserved, and the 

differences in the utilization and tolerance of different organic acids were 

demonstrated. The system of TiO2 enhanced fermentation wastewater 



安徽工程大学硕士学位论文 

V 

hydrogen production was constructed and optimized based on the addition 

concentration and particle size of TiO2 NPs. The effects of TiO2 NPs on the 

lipid production, the fatty acid composition, the cell morphology, and the 

physiological activity of the microalgae were analyzed. On this basis, the 

transcriptional regulation mechanism of TiO2 NPs to enhance the growth 

of microalgae and lipid synthesis in the wastewater of hydrogen production 

was further investigated. The main results are as follows: 

Firstly, the microalgae with the highest lipid content after culture with 

hydrogen-producing fermentation wastewater was selected from the 11 

strains in the laboratory. However, Chlorella sp. DT025 retained a 

relatively good growth state in 25% of the fermentation waste liquid, and 

79.28% of the algae cells showed fluorescence signals stained by Nile red 

by flow cytometry. The ability of Chlorella sp. DT025 to utilize and 

tolerate several organic acids with high content in hydrogen production 

fermentation wastewater was determined. Chlorella sp. DT025 could 

utilize lactic acid, acetic acid and ethanol, and the acetic acid and ethanol 

could be completely removed. Succinic acid and formic acid could not be 

used. The effluent contained 181.83 mg/L succinic acid, but the maximum 

tolerance concentration of microalgae to succinic acid was 100 mg/L. 

Therefore, high concentration of succinic acid in the effluent of hydrogen 

production fermentation might be an important factor to inhibit the growth 

of microalgae. 

Secondly, TiO2 NPs were selected to improve the yield and quality of 

lipid from Chlorella sp. DT025. The optimum concentration and particle 

size of nanoparticles were determined according to the sugar consumption, 

removal of COD and TN, yield, and quality of lipid by Chlorella sp. DT025 

after addition of TiO2 NPs. With the addition of TiO2 NPs of 20 nm particle 

size at a concentration of 50 mg/L, the COD removal rate reached 52.24%, 
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and the TN removal rate reached 68.84%. The relative content and 

composition of the fatty acids and the biodiesel performance of the lipid 

accumulated by Chlorella sp. DT025 under these conditions were further 

investigated. The results showed that the addition of TiO2 NPs increased 

the proportion of C16-C18 components in the lipid accumulated by 

Chlorella sp. DT025, and the new fatty acid C20:2, the content reached 

7.63%. The improvement of the fuel properties of the lipid as biodiesel is 

shown by the analysis of related fuel property indices. 

Thirdly, the physiological response mechanism of TiO2 NPs 

enhancement of lipid production by Chlorella sp. DT025 was analyzed. 

Transmission electron microscopy (TEM) observation showed that TiO2 

NPs were distributed inside and outside the microalgae cells, and TiO2 NPs 

were observed around the cells. Some TiO2 NPs entered the cells by 

endocytosis and formed a vacuole structure inside the cells, making the 

cells appear plasmolyzed. This phenomenon indicates that TiO2 NPs cause 

some damage in microalgae cells under this state. The results of the 

changes of Chlorophyll and antioxidant enzyme activities in microalgae 

cells showed that Chlorophyll (a) and (b) was 4.53 and 3.91mg/L higher 

than the control group without TiO2. Under the stress of hydrogen-

producing wastewater and TiO2 NPs, the intracellular ROS production rate 

increased. After the addition of TiO2 NPs, the content of MDA increased 

and the activity of SOD and CAT decreased. This indicated that TiO2 

aggravated the peroxidative stress of the cell membrane and affected the 

activity of antioxidant protective enzymes. The addition of TiO2 NPs also 

promoted the growth of microalgae, indicating that its stress on microalgae 

was within the tolerance range and stimulated the accumulation of lipid in 

microalgae cells. 

Finally, the effects of TiO2 NPs on the growth and lipid production of 
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Chlorella sp. DT025 cultured in hydrogen-producing fermentation 

wastewater were analyzed from the perspective of the transcriptome. The 

number of differentially expressed genes was 1866. After TiO2 addition, 

824 genes were up-regulated and 1042 genes were down-regulated. More 

genes were up-regulated in the process of cell growth, cellular immune 

response, and rhythm. After analyzing the KEGG pathway, it was found 

that the acetyl CoA carboxylase gene in the fatty acid synthesis pathway 

was up-regulated, which was beneficial for the synthesis of intracellular 

fatty acids. The acetyl-CoA synthase 2 gene in the pyruvate pathway was 

up-regulated, which promoted the synthesis of acetyl-CoA; in the 

photosynthetic carbon fixation pathway, the ribulose diphosphate 

carboxylase/oxygenase and malic dehydrogenase genes were up-regulated 

and the phosphoenolpyruvate carboxylase genes were down-regulated to 

improve the efficiency of intracellular glycolysis. It is concluded that the 

regulation of the enzyme system in the microalgae cells after the addition 

of nano-TiO2 is in a direction conducive to lipid accumulation. 

Xu Jialu (Biology and Medicine) 

Supervised by Li Yanbin 

KEY WORDS: Chlorella sp., hydrogen-producing wastewater, TiO2 NPs, 

coupled lipid production, regulatory mechanism 
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第一章 绪论 

 

 

1.1 微藻简述 

微藻是一类分布广泛、多样性高且个体微小的单细胞微生物或简单多细胞

微生物群体，有光合利用效率高、生长速率快、营养丰富且油脂含量高的特点

[1]。由于其较强的环境适应能力和简单的生长过程，微藻在各种环境中都有广

泛的分布，荒漠、海洋、空气甚至废水，并能大量繁殖[2]。且微藻能够以个体

或共生的生存方式广泛的在光照强度、温度、酸碱度下生长。常见的微藻包括

蓝藻、绿藻、硅藻和金藻等，在生长过程中也产生大量高价值的天然产物如油

脂、多糖、蛋白质、色素等，在燃料能源、环境治理、食品行业等方面都有重

要的生产价值[3]。 

微藻的生长过程中有多种营养方式。在光照充足的条件下微藻利用太阳能

进行光合作用自养生长，利用环境中的二氧化碳，最终在叶绿体基质中完成碳

的固定。自养培养微藻时操作与培养成本低，但细胞生长与产物较少[4]。微藻

也能异养生长，利用外来环境中的有机碳用于自身生长与产出代谢产物。异养

培养的微藻有更多的次级代谢产物，生物量更高，但在微藻培养时要添加较多

的有机碳源，成本昂贵。混合培养模式是一种利用微藻自养/异养代谢模式转换

的培养方式，混养结合了微藻自养与异养两种生长方式的优势，充分利用环境

资源，更高效地利用有机碳源与氮源，获得了更高的藻细胞数量并使微藻积累

更多的蛋白与油脂[5]，是实现效益最大化的培养模式。 

1.2 微藻在废水资源化处理中的应用 

随着人民生活水平与质量的不断提高，环境污染问题也随之加剧。作为环

境问题中重要的污染之一，水污染的治理刻不容缓。目前，微藻在废水处理与

资源循环方面展现出巨大潜力。微藻净化废水是一种高效且低成本的环境友好

型的技术，能实现资源循环利用，变废为宝。 
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1.2.1 微藻对废水中物质的利用与吸附 

废水中含有大量的碳、氮和磷等元素，以及对人体有害的重金属等。微藻

能消耗废水中的碳氮元素、吸附有害重金属。利用其用于自身生长并以此来达

到净化污水的效果[6]。微藻对养殖废水中的碳氮磷元素的去除率很高，杨坤等

人利用普通小球藻 Chlorella vulgaris处理养猪沼液废水，小球藻对总氮的去除率

达到 84.53%，磷元素的去除率达到 98.54%[7]。姜红菊等人利用小球藻 Chlorella 

sp.处理规模化猪场废水后，氨氮的去除率高达 98.60%，COD 的去除率也达到

77.30%，同时细胞数比初始值增加了 5.6 倍[8]。微藻对不同种类的重金属的吸附

效果不同，Kothari 等人发现相同条件下，在 Chlorella pyrenoidosa 对 Mn 的去除

率达到 77%，但对 Cr 元素的去除率仅有 47%[9]，导致该结果的原因可能是在含

有较高量的重金属废水中，微藻的细胞生长常常受到较高的胁迫致使生物量降

低，而生物量与微藻对该重金属的吸附相关，且藻细胞利用或吸附重金属的过

程较为复杂[10]。 

近年来微藻处理废水中的抗生素也受到了广泛的关注，但由于微藻对不同

的抗生素的耐受程度不同，导致其对不同浓度与不同种类的抗生素去除效率差

异较大。Wu等人利用小球藻Chlorella sorokiniana处理土霉素（OTC）废水，发

现含有高浓度（100 mg/L）时 OTC显著抑制藻的生长；但在浓度较低（50 mg/L）

时，OTC 反而会促进小球藻生长；且在含 10 mg/L OTC 时，微藻对其的去除率

高达 99%[11]。Pan 等人比较了 Microcystis aeruginosa 与 Chlorella pyrenoidosa 两

种微藻对四环素的去除效果，结果得出：M. aeruginosa 有更高效且更持续的去

除率，初始浓度在 10 mg/L时，从第 2 d开始达到 99%的去除率，且保持至第 11 

d；同样的，在高浓度四环素添加（100 mg/L）时，对两种微藻都有较高的生长

与生物活性的抑制[12]。 

废水中还有其他常见的污染物，如激素、颗粒悬浮物等，研究者们发现不

同的微藻对这些污染物有降解或是吸附的能力，加入微藻培养后能有效提高废

水水质[13-16]。总而言之，利用微藻去除废水中污染物是绿色环保且有利于可持

续发展的道路。 
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1.2.2 微藻资源化处理废水的机理 

微藻在处理废水方面应用广泛且作用强大，在处理废水过程中由于不同类

型的废水中化学组成不同，对微藻的活性与代谢途径有不同的影响。 

碳元素是微藻细胞组成的基本元素，约占微藻总重量的 50%[17]。微藻能利

用的碳源分为无机碳（CO2 与 HCO3
-）和有机碳（糖类，醇类以及有机酸）。其

中，微藻通过光合作用固定 CO2。在光反应阶段会利用光能，转化为化学能

ATP 与还原力 NADPH；在暗反应阶段，CO2在 1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶

（Rubisco）的作用下被细胞固定[18]。在微藻密集生长过程中，水中的 CO2 浓度

对微藻来说较低，所以微藻细胞内有 CO2 浓缩机制（CCMs），将 CO2 与 HCO3
-

集中到 Rubisco酶附近，促进其固定 CO2
[19, 20]。由于 CCMs启动需要能量，所以

在一定范围内提高的 CO2 浓度会促进微藻光合作用与生长[21]。废水中往往含有

较高的有机碳，在异养方式下，微藻可以利用废水中大量的有机碳化合物如葡

萄糖，半乳糖、甘油、乙醇、乙酸盐等等作为自身异养生长的碳源，为细胞生

长与生物量积累、细胞活性与合成脂肪酸提供能量与碳元素[22-24]。在微藻细胞

内葡萄糖通过两种途径被利用：在黑暗条件下经磷酸戊糖途径（PPP）代谢、

在光照条件下经过糖酵解途径（EMP）代谢，EMP 过程后，产生的丙酮酸在有

氧条件下经三羧酸循环（TCA）途径转化为乙酰 CoA[25, 26]。在废水中同时有光

合作用与异养有机物存在时，实现微藻的混合培养模式，能最大程度提高微藻

活性与碳代谢效率。但在废水中培养的微藻，在自养条件下是无法去除有机碳

的，异养对有机碳的去除贡献更大，所以需根据不同类型的培养模式提高微藻

对废水的处理效率。 

氮是微藻生长所必需的营养元素，参与微藻细胞中的多肽、叶绿素、酶、

核糖核酸（RNA）、脱氧核糖核酸（DNA）、三磷酸腺苷（ATP）与其他物质的

合成[27, 28]。微藻生长与氮吸收间的机制非常复杂，与氮源的存在形式密切相关。

微藻对氮源的利用优先顺序为 NH4
﹢
、NO3

-、NO2
-、尿素，被利用的氮进一步合

成蛋白质等[25, 29]。在进一步合成之前，细胞中的 NO3
-会还原为 NO2

-，后进一步

在叶绿体中进一步还原为 NH4
﹢
，限速酶是硝酸还原酶（NR）和亚硝酸还原酶

（NiR）[30]。氮胁迫可以促进微藻细胞中脂类与有机物积累，抑制蛋白质的合
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成，所以废水中的氮元素含量是微藻在废水中生长与净化能力的关键[31]。在微

藻代谢过程中，磷也是非常重要的营养元素，对核酸（表达遗传信息）、ATP

（提供能量）、磷脂和蛋白质（细胞膜主要成分）的合成非常重要[27]。缺少磷

元素，细胞会减少分裂，减少蛋白质合成、转录和碳氮的代谢过程。微藻对废

水中的重金属有一定去除能力，重金属可作为微藻生长的微量元素，提高微藻

细胞代谢中酶的活性，如硼、铜、铁、锌、钴等[32]。首先微藻细胞壁与细胞膜

上有丰富的金属离子结合位点，金属离子能通过静电作用吸附至细胞表面；而

后金属离子穿过细胞膜进入细胞质，与细胞内蛋白质与多肽结合，在细胞内积

累[33-35]。 

微藻去除抗生素的方式有很多，有生物吸附[36]、生物积累[37]、光降解[38, 39]

等。对于不同种类的抗生素，微藻有不同的去除机制。目前对微藻去除抗生素

的技术还处于起步阶段，在实际废水中的潜力还有待探索。 

1.2.3 微藻处理产氢发酵废液研究进展 

木质纤维素物质在自然界中大量存在，如棉杆，稻草等。大部分木质纤维

素都没能得到高效地利用，使大量可再生资源浪费，处理不当还会污染环境。

充分利用木质纤维素开发清洁能源成为关注热点[40]。而氢能是当前已知最清洁

的可再生能源，其燃烧无污染产物且有较高的能效备受研究者关注。微生物利

用木质纤维素水解液暗发酵产氢是高效利用木质纤维素的方法之一[41, 42]。产氢

细菌经暗发酵产氢后发酵液中会产生大量挥发性有机酸（VFAs）如甲酸、乳酸、

乙醇等等，以及未被完全利用的残余还原糖[43]。直接丢弃不仅会浪费很多资源，

还会对环境造成一定污染。 

微藻有处理各种类型的废水中污染物的能力，且有机酸作为异养碳源可直

接被微藻利用并促进微藻产生更多油脂，这让微藻利用暗发酵产氢废液生长与

油脂积累成为可能。Lin 等人利用产氢梭菌经暗发酵产氢后的发酵废液诱导

Scenedesmus abundans 产油，发现其对发酵废液中的多种有机酸如甲酸、乙酸、

乳酸、丁酸等都有较高的去除效果，实现了发酵废液利用与生物能源生产的双

重效果[44]。Ghosh 等人使用 Chlorella sp.处理嗜热菌产氢发酵后含有机酸的废液，

添加适量葡萄糖与磷酸盐后微藻胞内油脂含量高达 58%，且对乙酸与丁酸有一
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定的去除效率[45]。结果证明微藻利用含高有机酸的发酵废液产油是可行的，能

实现产氢发酵的资源化处理。 

1.3 纳米颗粒强化微藻在产油与处理废水中的应用 

近年来，随着纳米颗粒在生活活动与生产工业等各个领域中日益广泛的应

用，人们越来越关注纳米颗粒对生物代谢过程产生的影响。相比于较大的颗粒

物质，纳米颗粒有更高的比表面积，有更好的溶解效率与催化特性[46]。在微藻

培养过程中，纳米颗粒能够影响微藻生长代谢速率与细胞内化合物积累，表现

为微藻对碳氮有机物的利用提高，微藻细胞数提高与油脂产量增多，达到提高

微藻产油能力与处理废水效率的效果[47, 48]。 

1.3.1 纳米颗粒在微藻生长与产油中的应用 

纳米颗粒的添加仅在合适的浓度范围内对微藻促进有优势，过多的纳米颗

粒添加会对微藻造成较大的毒性[49]。Chen 等人发现在低浓度 Co NPs（添加 20 

mg/L）条件下，金属纳米颗粒对 Platymonas subcordiforus 细胞生长的抑制率小

于 0%，即表现出促进微藻生长；但随着纳米粒子添加浓度的增加，抑制率随之

增加，添加 100 mg/L Co NPs 时抑制率增加到约 19%[50]。Pedroso 等人也发现纳

米 CuO在低浓度条件下对 Chlamydomonas reinhardti的生长有促进作用，且随着

浓度的提高促进作用会降低；但在高浓度 CuO 添加条件下藻细胞密度有明显的

降低[51]。Henning等人在 Chlamydomonas reinhardtii 培养基中添加 0.1 g/L 低浓度

Cr2O3纳米粒子时，观察到细胞密度的提高；但在 10 g/L 浓度 Cr2O3添加后发现

细胞密度有明显地降低[52]。综上，纳米颗粒的添加对微藻的影响是在较低浓度

促进，在较高浓度抑制，但促进与抑制作用的“分界”无法确定，不同种类的

纳米颗粒、纳米颗粒的粒径等等条件对微藻都有不同的影响。 

在微藻的培养过程中添加纳米颗粒会对微藻产油的过程造成影响[53]，但不

同的金属纳米颗粒对微藻产生促进油脂积累的机理有所不同。Jeon 等人得到结

果，添加纳米 SiO2-CH3后微藻细胞干重与油脂产率提升了 210%与 610%，测定

培养液中 CO2浓度后发现添加纳米 SiO2-CH3后油脂产率的提高是由于纳米颗粒

提高了 CO2 的传质速率[54]。Barreto 等人在培养 Ankistrodesmus densus 中加入少

量 Cu NPs 后脂类化合物增加了 1.7 倍，可能是由于 Cu NPs 堵塞了细胞膜离子通
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道，导致营养缺乏，引起脂质过氧化增加的细胞膜修复[55]。Abdel-Kader 等人在

培养 Coccomyxa chodatii 时添加不同浓度的纳米颗粒 CaO NPs 发现，添加 60 

µg/mL CaO 后，微藻的油脂产生、细胞代谢都有稳定提高，但 CaO 不会损伤微

藻的细胞膜，提高微油脂产量是因为 Ca2+是常见的第二信使，Ca2+浓度的提高

能激活环境变化的信号转导途径，上调了油脂积累的相关基因[56]。

Dehghanipour等人发现添加高浓度 Fe2O3后微藻油脂产量与胞内蛋白含量都略有

减少，一些长链脂肪酸有显著下降，可能是由于Fe2O3易在表面聚集，形成大面

积聚集遮蔽光影，以此影响藻光合作用[57]。 

研究者们通过实验得出 TiO2 NPs 可能有多种途径促进微藻产油。

Shanmuganathan 等人发现，在一定海水占比的培养液中培养 Chlorella sp.，添加

150 mg/L TiO2 NPs 后，油脂产率最高，为 49.2 mg/L/d，是因为纳米颗粒加入后

提高了细胞内叶绿素 a 的含量，从而提高了光合作用的效率与光的利用率[58]。

同样的，Sezer 等人也发现添加 100 mg/L TiO2 NPs 能使藻 Chlorella vulgaris 脂肪

酸产量从 1.267 g/L 提高至 1.285 g/L，在油脂产量提高的同时发现藻类抗氧化酶

活性有明显提高，可以说明 TiO2 以诱导微藻氧化应激来提高其油脂产量[59]。Ji

等人认为 TiO2 NPs 可能在培养基中吸附了微量元素锌与磷等，对微藻形成缺少

微量元素的胁迫，进而促进微藻积累油脂[60]。 

1.3.2 纳米颗粒在微藻处理废水中的应用 

纳米颗粒有较高的比表面积和快速的吸附性能，能提高微藻生长代谢速率

与细胞内化合物积累效率，比单一微藻处理废水有更大的潜力[61]。Vasistha等人

利用 Chlorosarcinopsis sp.处理生活污水并在其中加入纳米 ZnO，添加 10 mg/L的

ZnO 后，一次处理的生活污水中的 TOC（总有机碳）、总氮（TN）与总磷（TP）

去除率高达 97.5%、82.21%与 85%，去除率远高于仅微藻处理污水，可能是

ZnO 与微藻结合增强的 TOC、TN 与 TP 在藻细胞表面的吸附，增强了微藻对营

养有机物的吸收[62]。Shen 等人使用了 Fe2O3 与微藻 Synecdatehocystis sp.制备的

生物复合吸附材料（Fe2O3@Microalgae）去除废水中Cr（VI）、Cu（II）、Pb（II）

和 Cd（II）等重金属，发现添加复合材料后对水中重金属粒子都有较好的去除

效果，去除率远高于单一的纳米颗粒或是单一藻，原因是复合材料有更多的羧
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基与羟基参与金属的吸附与转化[63]。Guo 等人利用 TiO2与 Tetradesmus obliquus

共同处理废水中常见的有机物苯酚，观察到 TiO2 进入到微藻细胞内发挥作用，

含 TiO2 的微藻细胞能将苯酚降解为低毒中间代谢产物，减轻苯酚对微藻的氧化

应激及损伤，提高对苯酚的耐受性，最终纳米颗粒与微藻共同作用降解苯酚达

到 98.95%，比仅微藻去除率提高了 2.27 倍[64]。 

1.4 微藻油脂积累的影响条件与转录调控机制 

1.4.1 微藻油脂合成的途径与影响条件 

（1）微藻油脂的合成途径 

大多数微藻的野生株中就存在着高效的生物油脂合成途径。微藻脂肪酸合

成有两种方式：从头合成途径与三酰甘油（TAG）合成途径。脂肪酸从头合成

在叶绿体中完成，暗反应过程摄取 CO2 并固定为 3-磷酸甘油酸，经糖酵解过程

获得从头合成的主要底物乙酰 CoA。乙酰 CoA羧化酶将乙酰 CoA转化为丙二酸

单酰 CoA，在丙二酰 CoA酰基转移酶与转运蛋白的作用下形成乙二酰-ACP，最

终由脂肪酸合酶（FAS）多次利用乙酰 CoA 加碳，形成终产物软脂酸（16:0）

或是酯化后的亚油酸（18:1）。TAG合成途径则无需乙酰CoA作底物，是将酰基

转移至 3-磷酸甘油分子，由 3-磷酸甘油酸酰基转移酶（GPAT）与溶血磷脂酸酰

基转移酶（LPAT）催化产生二酰基甘油（DAG），再由二酰甘油酰基转移酶

（DGAT）催化形成终产物 TAG[65-67]。 

（2）微藻油脂合成的影响条件 

微藻培养条件对微藻油脂产率至关重要，氮磷营养元素条件、光照与温度

等培养条件等都会影响微藻对油脂的积累[68]。首先，营养元素在细胞生长与油

脂积累方面都起着重要作用，如碳源与氮源的含量与化合物形态。碳源中常见

的无机碳（CO2、NaHCO3）或有机碳（葡萄糖、甘油等）都能影响微藻油脂积

累。Tang 等人发现提高环境中的 CO2后 Chlorella pyrenoidosa 油脂含量也得到了

提高，50% CO2条件下比 0.03% CO2条件下微藻的油脂含量高 28%[69]。Laraib等

人利用甘蔗糖蜜作为额外碳源混合培养 Chlorella vulgaris，获得了 137.43 mg/L/d

的油脂产率与 39%的胞内油脂含量，是光自养生长的 1.5 倍与 2 倍[70]。Yang 等

人在培养 Chlamydomonas reinhardtii 时添加乙酸钠，形成营养缺乏并抑制生长，
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比相同条件胞内油脂含量提高 93%[71]。无论是光自养、异养或是混合培养均需

要合适的碳源浓度才能最大程度上提高微藻对油脂的积累。氮源是最直接影响

微藻油脂积累的营养物质之一，且在各种氮源添加条件下，氮胁迫是提高微藻

油脂积累最有效的方法[72]。Arguelles 和 Martinez-Goss 两人将氮源从 1.5 g/L 减

少至 0.375 g/L，形成氮胁迫条件后，两种小球藻 Chlorolobion sp.和 Chlorella sp.

的胞内油脂含量分别提高了 2.9 倍与 1.9 倍[73]。由于氮胁迫条件，导致细胞增殖

减少，油脂合成途径更偏向于在细胞内积累而不是用于合成细胞膜[72]。所以高

碳低氮可能是提高油脂合成的有效方式，氮胁迫同时提供高碳源供微藻合成脂

肪酸。Bharte 与 Desai 两人发现在缺氮时添加额外碳源乙酸钠后两种小球藻

Chlorella minutissima和 Chlorella pyrenoidosa油脂产量比仅氮缺乏条件高 4.0%和

5.4%[74]。 

微藻生物量与油脂积累需要营养条件与培养条件共同作用。调节至合适的

培养条件也能提高微藻产油的效率，降低培养成本。合适的温度在微藻生长过

程中起到重要作用，最大限度提高油脂产量的前提是在油脂积累阶段前有足够

的生物量。Wu 等人发现当温度由 25℃提高至 35℃后，Monoraphidium sp.的油

脂含量从 32.9%下降至 29.6%[75]。pH 值是微藻代谢活动的重要指标，影响培养

体系中有机碳源的存在形式与浓度，所以 pH值也是影响微藻生长与油脂积累的

重要因素之一[76]。pH能影响微藻产生油脂中脂肪酸占比，Qiu等人测定了 pH对

Chlorella sorokiniana产油的影响，发现微藻积累油脂的最佳 pH为 6.0，但 pH为

6.5、7.0、与 7.5 时油脂作为生物柴油的质量更高[77]。微藻在自养时以光驱动产

生能量用于自身生长，所以光的波长、光照强度与光照时间对微藻的生长与产

油至关重要。Sánchez-Saavedra 等人发现，指数生长期时，Chlorella vulgaris 在

蓝光的照射下油脂含量最高，为 18.74%，显著高于白光，黄光和绿光[78]。Ma

等人得出不同的光照强度能显著改变微藻的 CO2固定率与蛋白含量[79]。Lima 等

人发现，与连续的光照相比，低频闪烁的光能将微藻的油脂产率提高三倍[80]。 

1.4.2 微藻油脂合成的转录调控机制 

转录组学是一种重要的分子生物学方法，能分析出在不同条件下目标生物

基因表达的变化，是基因组水平改造微藻代谢途径以提高微藻油脂产率的基础
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[81]。在先前的研究中已经分析过微藻在不同培养条件下油脂合成的代谢调控，

如不同 CO2 浓度、缺氮培养、添加废水等[82-86]。在合成途径中发现有多种关键

酶基因在油脂合成的过程中出现表达差异。 

磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（PEPC）是微藻光合作用固碳过程中 CO2 转化为

草酰乙酸的重要酶之一。Deng等人在缺氮条件下培养Chlamydomonas reinhardtii

后，微藻的油脂产量显著提高（提高了 28%），同时发现酶 PEPC2 的转录水平

急剧下降（降低 79%），表明 pepc2 mRNA 表达丰度与油脂产量成负相关[87]。

1,5-二磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶（RuBisCO）是 CO2 同化与光合作用另一重要

酶，参与 CO2 转化为 2,3-二磷酸甘油酸途径。Selvan 等人利用池塘废水培养

Acutodesmus obliquus，在优化碳源条件后，油脂产量与 CO2 的固定率均有提高，

同时发现 RuBisCO 酶活性提高了 90%[88]。乙酰 CoA 羧化酶（ACCase）负责将

乙酰 CoA 转化为丙二酸单酰 CoA，进入油脂合成途径。所以 ACCase 上调能提

高微藻油脂积累。Li等人对 Phaeodactylum tricornutum进行改造，在叶绿体中过

表达 ACCase，发现酶活性提高了 3.3 倍，同时油脂含量提高了 1.77 倍，达到

40.8%[89]。6-磷酸葡萄糖脱氢酶（G6PD）在磷酸戊糖途径中参与 NADPH 的合

成，为油脂合成提供所需还原力。Xue 等人在 Phaeodactylum tricornutum 中构建

G6PD过表达，发现酶的 mRNA丰度与酶活性均有增强，HADPH 提高，同时胞

内油脂含量达到 55.7%，比野生型提高 2.7 倍[90]。Avidan 和 Pick 研究得出，在

Chlorella desiccata 中大量合成油脂前，乙酰 CoA 合成酶（ACS）的转录水平有

明显上调，此酶上调表示微藻对乙酸、乙醇等有机物利用效率提高，合成更多

乙酰 CoA，为油脂合成提供大量底物[91]。微藻细胞内油脂的合成还会引起丙二

酸单酰 CoA、二酰基甘油酰基转移酶、苹果酸合成酶等关键酶基因表达的变化

[92-94]。 

1.5 研究意义、内容与创新点 

1.5.1 研究意义 

近年来，对基于生物质的生物燃料研究与需求方面变得越来越重要。微藻

细胞内富含脂质和碳水化合物，与植物相比，微藻所需营养需求更少、光合效

率更高且生长速度相对更快，对于生物燃料的生产也越来越重要。在微藻的培
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养阶段，多种有机底物都可以作为微藻生长和脂质积累的底物，乙酸、丁酸和

乙醇可以很容易地被微藻利用和同化，并且可以通过三酰基甘油酯形成通道用

于长链脂肪酸的生物合成。暗发酵过程中产生的废发酵液富含多种有机物，因

而在治理环境污染和从有机酸中捕获能量并将其转化为生物燃料方面，使用发

酵废液作为微藻生长与产油的培养基比其他培养基更值得尝试。含有重金属或

微量金属离子的纳米颗粒如 TiO2，对微藻的毒性与活性氧（ROS）的产生有关，

诱导氧化应激、遮蔽光照影响光合作用。这种氧化应激效应与毒性能够减少藻

类的生长速率并且作为胁迫条件使藻类油脂积累效率提高。 

本研究分析了实验室产氢发酵废液中主要有机酸组分与浓度，从实验室现

有藻种中选择出能够在产氢发酵废液中存活与细胞群体含油率最高的藻种。明

确该藻种对废液中不同有机酸利用与耐受性。添加不同浓度与粒径的 TiO2 NPs，

从糖类消耗、TN、COD 去除等指标优化 TiO2 强化产氢发酵液培养微藻产油体

系。在最优添加条件下观察 TiO2 NPs 对微藻细胞形态及生理生化代谢调控机制

的影响，探明 TiO2 NPs 强化小球藻利用产氢发酵液生长并产生油脂的关键酶基

因表达水平的变化及代谢转录调控的机制，最终揭示 TiO2 NPs 在分子水平上对

微藻油脂积累的促进作用。 

1.5.2 研究内容 

（1）高耐受产氢发酵废液的微藻选择及各有机酸抑制浓度测定 

收集 Klebsiella sp.发酵产氢后的废液，分析产氢发酵废液的基本有机酸组成

与浓度。从实验室现有的产油微藻藻种中进行选择，以不同浓度占比的废液为

培养基，选择能够在产氢发酵液中较好生长的藻种以及培养微藻最佳的废液浓

度。分析产氢废液各主要有机酸成分对微藻生长与油脂积累的影响。 

（2）强化产氢发酵废液培养微藻产油的 TiO2 NPs 条件优化 

使用产氢发酵废液培养微藻，同时加入不同浓度、不同粒径的 TiO2 NPs，

测定微藻细胞数与油脂含量等指标，以此找出促进油脂积累最高的 TiO2 NPs 添

加浓度与粒径。分析微藻积累油脂的脂肪酸组成及各组分质量分数，计算油脂

作为生物燃料的理化指标。 

（3）TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻产油的生理响应机制分析 
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在最优 TiO2 添加条件下，对藻细胞进行形态、生理响应机制进行分析。采

用透射电镜（TEM）观察 TiO2 在微藻细胞表面及胞内的分布情况，并监测微藻

生物量、细胞中叶绿素含量、ROS产生速率、MDA含量、抗氧化保护酶活SOD、

CAT 的动态变化，分析 TiO2纳米粒子添加对微藻生长和生理的影响。 

（4）TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻产油的转录组调控分析 

在最优 TiO2添加条件下，找到经 TiO2强化处理后微藻转录组基因的差异表

达。探究 TiO2 NPs 强化微藻细胞的重要代谢途径中基因表达差异，并针对其中

的关键酶基因进行 RT-qPCR 验证。以此提出 TiO2强化微藻细胞利用产氢发酵液

生长以及油脂积累的代谢调控途径与光合作用调控机制。 

1.5.3 创新点 

（1）本研究用 Klebsiella sp.产氢发酵后发酵液中剩余的残糖与高量有机酸

培养藻种，发酵液中的残余糖能给藻种生长提供条件，藻种生长并在有机酸的

添加下积累油脂。TiO2 NPs 能胁迫微藻生长，让藻种油脂产率提高。一是解决

了 Klebsiella sp.产氢发酵后的实验室发酵废液污染环境的问题，对废弃污染物再

利用；二是利用污染物生产出高价值的油脂。 

（2）纳米颗粒在近年已经成为生物质研究的热点话题，使用适当浓度的纳

米颗粒有利于生物细胞的生长和目标产物的合成。目前，研究者对纳米颗粒促

进细菌产氢、也能促进微藻产油有一定程度的研究。但是在利用实验室产氢发

酵废液做培养基，再加入 TiO2 强化微藻细胞油脂积累，耦合产氢与产油两个过

程并针对 TiO2对微藻生理调控机制及转录组调控还研究不足。 
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   第二章 高耐受产氢发酵废液的微藻选择及各有机酸抑制   

浓度测定 

 

 

2.1 引言 

利用暗发酵产氢废液培养产油微藻，既可实现能源的充分转化，又能减少

发酵废液对环境的影响，是生物质能源开发领域的研究热点之一。产氢细菌经

暗发酵产氢后发酵液中会产生大量挥发性有机酸（VFAs）如甲酸、乳酸、乙醇

等等，以及未被完全利用的残余还原糖。直接丢弃不仅会浪费很多资源，还会

对环境造成一定污染。微藻有净化各种类型废水中污染物的能力，且有机酸作

为异养碳源可直接被微藻利用并促进微藻积累更多油脂，这让微藻利用暗发酵

产氢废液生长与产油成为可能。 

本章对实验室保藏的小球藻进行孔板筛选，从中选择耐受产氢发酵废液并

能在产氢发酵废液中快速生长并能快速积累油脂的小球藻。分析产氢发酵废液

中的主要有机酸的成分与浓度，以及小球藻对于发酵废液中的各种有机酸利用

与有机酸对小球藻的抑制情况。对微藻利用不同有机酸生长和油脂积累的特性

进行探讨。 

2.2 实验材料与仪器 

选择保藏于安徽省工业微生物分子育种工程实验室的 11 株藻种，均分离于

新疆塔里木盆地荒漠盐碱水域。 

用于微藻活化与培养的培养基为改良的 BG-11 培养基，配方见附录表 1，

使用药品纯度及生产厂家见附录表 2，115℃灭菌 20 min。实验中所用到的仪器

设备见附录表 3。 

产氢发酵废液是以稻草水解糖液为基质，经克雷伯氏菌 (Klebsiella sp. 

WL1316) 暗发酵产氢后的发酵液[95]。发酵液经 4500 rpm 离心 20 min，取上清液

110℃灭菌 15 min 后，分装至塑料瓶中置于-20℃保存备用。每次使用前完全解

冻混匀后按一定比例添加至改良的 BG-11 培养基中。 
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2.3 实验方法 

将产氢发酵废液分别以 0%、25%、50%、75%、100%的体积百分比与改良

BG-11 培养基按比例混合，调整 pH 值为 7.5 后灭菌，得到不同浓度的产氢发酵

培养基。各浓度培养基分装至无菌 24孔板中，每孔 1.5 mL，各 3个重复。按 10%

接种量接入微藻种子液进行培养，培养条件同种子制备。每天震荡孔板1-2次，

6 d 后测定各处理藻细胞数与细胞荧光强度，从备选藻种中选择发酵废液中油脂

积累最高的藻种，以及适宜微藻生长及产油的产氢发酵废液浓度。 

配制添加不同梯度有机酸的改良的BG-11培养基，有机酸溶液在使用前 110℃ 

20 min 灭菌，该培养基在 300 mL 培养罐中加入 50 mL，接种选择的耐受产氢发

酵废液的微藻，接种量为 10%（v/v）藻液，培养条件同活化，每 3 d 测定一次

COD、TN 与有机酸变化，测定最终的胞内油脂含量与油脂产量。培养周期为

12 d。 

2.3.1 微藻藻种活化 

在超净工作台上，用微藻专用接种环从实验室保藏藻种斜面中取适量微藻，

在改良的 BG-11 固体培养基上进行平板三区划线，置于 25℃、光照强度为 5000 

lx 的白光下光照培养箱中培养 7 d，光周期为 16 小时光照、8 小时黑暗。挑取长

势较好的单藻落，再次在固体培养基上进行划线，培养 7 d。经两次活化后微藻

细胞可达到较高的活性，可接入液体培养基培养种子液。 

2.3.2 微藻种子液的制备与微藻生物量的测定 

将三环活化好的微藻细胞接种到装有 50 mL 改良 BG-11 液体培养基的培养

罐中，在 25℃下培养 5 d 后作为种子液。震荡混匀藻液每天 1-2次。使用前，将

种子液中的藻细胞数量调整为 108 cells/mL。 

利用血细胞计数板对细胞计数。取适量藻液，用无菌水稀释适当的倍数后，

每次取 10 µL，在血细胞计数板计数重复三次。 

2.3.3 化学需氧量与总氮的测定 

使用重铬酸钾消解滴定法测定化学需氧量（COD）[96]； 

使用碱性过硫酸钾消解紫外分光光度法测定总氮（TN）[97]。 
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2.3.4 微藻细胞油脂含量的测定 

（1）利用流式细胞仪测定含油脂的微藻细胞占比：每次测定前将藻液用适

量生理盐水稀释至 106 cells/mL，取 222 μL 藻液，加 3 μL 尼罗红染液与 75 μL 二

甲基亚砜，混匀后在 40℃条件下恒温 10 mL，6000 rpm 离心 10 min，再用无菌

生理盐水漂洗细胞 3 次，重悬于 350 μL 生理盐水中。过 300 目筛网后使用流式

细胞仪在 488 nm 激发光条件下测定荧光强度，以未染色的微藻细胞为空白对照，

荧光强度表示含油脂的微藻细胞的占比，即细胞群体的含油率，可以定性表示

微藻自身细胞内的油脂含量[98]。 

（2）微藻细胞油脂提取及胞内油脂含量的方法与计算[99]：取 20 mL藻液至

50 mL 离心管中，4000 rpm 离心 20 min，弃去上清液，用蒸馏水将湿藻体洗涤

两次藻体后烘干，测得藻细胞干重；取同体积藻液离心洗涤后获得藻体，加入

4 mol/L盐酸（1:10，m:V），沸水浴 3-5 min，立即冷却。冷却后加入盐酸等体积

的甲醇与三氯甲烷（1:1，V:V），震荡混匀后离心，取下层用 0.15% NaCl洗涤细

胞，混匀离心后蒸发去氯仿后测得藻细胞油重。计算方法为： 

         胞内油脂含量（%） =
油重

细胞干重
× 100% 

         油脂产量（mg/L） =
胞内油脂含量 × 干重

藻液体积
 

2.3.5 产氢发酵废液中主要有机酸的测定 

使用高效液相色谱法测定产氢发酵废液中主要有机酸浓度，色谱柱选用

HPX-87H 有机酸柱（300×7.8 mm），检测器为二极管阵列（PDA）检测器，2D

通道吸光值为 254 nm，柱温为 60℃，流速 0.6 mL/min，进样体积 20 μL，流动

相为 5 mM H2SO4。根据有机酸标品制备标准曲线计算有机酸浓度。 

2.3.6 产氢发酵废液中葡萄糖与木糖的测定 

使用高效液相色谱法测定产氢发酵废液中葡萄糖与木糖浓度，色谱柱选用

HPX-87H 酸柱（300×7.8 mm），检测器为示差（RI）检测器，检测器温度为

40℃，柱温为 60℃，采样速率为 5 点/秒，流速 0.6 mL/min，进样体积 20 μL，
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流动相为 5 mM H2SO4。根据葡萄糖与木糖标品制备标准曲线计算糖浓度。 

2.4 结果与讨论 

2.4.1 产氢发酵废液主要化学成分分析 

制备产氢发酵废液：使用木质纤维素水解液制成的培养液培养 Klebsiella sp. 

WL1316 并发酵产氢。图 2-1 表示 Klebsiella sp. WL1316 发酵产氢过程中氢气的

日产量与积累产量。可以看出产氢菌在 5 d 的总产气量为 2997.29 mL/L，且在培

养第 2 d 时日产气量最大。 

 

图 2-1：Klebsiella sp. WL1316 发酵产氢日产气量与积累产气量 

Fig. 2-1: Daily and cumulative gas production for hydrogen production from fermentation of 

Klebsiella sp. WL1316 

5 d 发酵产氢结束后，发酵废液经 4000 rpm 离心 20 min 取上清液，上清液

抽滤并测定其中化学需氧量（COD）、总氮（TN）及主要有机酸组分的浓度，

结果见表 2-1。从表中可以看出，产氢发酵废液中仍含有较高的有机物浓度，

COD高达42459.3 mg/L，TN浓度为6038.4 mg/L。废液中主要的有机酸为甲酸、

乙酸和乙醇，含量分别为 1198.81、5271.61、9279.12 mg/L，此外还有一定量的

丁二酸和乳酸。在产氢发酵废液中还测得残余葡萄糖和木糖，分别为 203.79、

4417.38 mg/L。废液 pH 值为 6.75。 
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表 2-1 Klebsiella sp. WL1316 产氢发酵废液中成分分析 

Table 2-1 Analysis of constituents in the hydrogen-producing fermentation waste stream of 

Klebsiella sp. WL1316 

测定指标 浓度（mg/L） 

化学需氧量（COD） 42459.3 ± 147.1 

总氮（TN） 6038.4 ± 553.6 

乳酸 159.06 ± 4.47 

丁二酸 727.32 ± 4.04 

甲酸 1198.81 ± 8.73 

乙酸 5271.61 ± 7.04 

乙醇 9279.12 ± 13.56 

葡萄糖 203.79 ± 1.26 

木糖 4417.38 ± 4.47 

酸碱度（pH） 6.75 ± 0.21 

2.4.2 高耐受发酵废液的微藻藻种的选择 

分别将 11 株藻种接入孔板中培养，6 d 后测定藻种在不同比例产氢发酵废

液中细胞生长情况与细胞荧光强度，以此确定耐受产氢发酵废液且细胞群体含

油率最高的藻种。图 2-2 (a) 为 Chlorella sp. DT025、DT0251、DT0253、DT0254

等 11 株藻在不同占比的产氢发酵废液中细胞数。从图中可以看出：随着废液占

比的升高，细胞数逐渐减少，这是由于发酵废液中含有大量的细菌产氢发酵后

产生的有机酸，过高的有机酸会对 Chlorella sp.的生长形成胁迫条件，从而抑制

其的生长，体现在微藻细胞数量减少[100]。添加 25%废液后，Chlorella sp. DT025

细胞数从 8.55×108 cells/mL 减少至 5.63×108 cells/mL，比 DT0251、DT0254、

DT0256 与 DT0261 细胞数少。 

利用流式细胞仪定性检测微藻细胞群体的含油率，图 2-2 (b) 为 11 株藻在不

同废液占比条件下细胞群体含油率，图中趋势可以看出：与仅改良的 BG-11 培

养基培养的微藻细胞相比，加入 25%占比的发酵废液后细胞群体的含油率更高，

是因为在一定胁迫条件下藻细胞会暂缓生长同时积累油脂以保证生存[72]。

DT025 有最高的含油率，在改良 BG-11 培养基中含油率为 36.10%，添加 25%废

液后提高至 79.28%。DT0256（8.88×108 cells/mL）与 DT0261（7.19×108 
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cells/mL）能够在 25%废液环境中更好的生长，但两株藻的含油率比 DT025 低

很多（DT0256：16.71%、DT0261：13.49%）。综合可得：Chlorella sp. DT025是

能够在发酵废液中油脂积累最高的藻种。选择 Chlorella sp. DT025 作为后续测定

其对有机酸的消耗与添加纳米颗粒条件优化的实验株。 

 

 
图 2-2 不同比例的发酵废液添加条件下藻种细胞数变化以及细胞群体含油率。(a) 为不同藻

种在不同浓度发酵废液中在产氢发酵废液中藻细胞数；(b) 为不同藻种的细胞群体含油率 

Fig. 2-2 Changes in cell number of microalgae and qualitative lipid content under different ratios 

of fermentation wastewater addition conditions. (a) The number of microalgae cells of different 

microalgal in different concentrations of fermentation wastewater in the hydrogen-producing 

fermentation wastewater; (b) Lipid content of cell populations of different microalgae 

2.4.3 发酵废液中各有机酸组分对微藻生长与产油的影响 

为探究产氢发酵废液中各有机酸组分对 Chlorella sp. DT025 生长与产油的影

响，在 BG-11 培养基中添加不同浓度的废液有机酸，找出可被微藻利用或抑制

微藻生长的有机酸成分以及的主要成分。根据表 2-1分析的结果，在改良 BG-11

培养基中添加不同浓度丁二酸、乳酸、甲酸、乙酸和乙醇。 

图 2-3 所示为乳酸对 Chlorella sp. DT025 的影响。添加不同浓度乳酸（0、

0.25、0.50、0.75、1.00 g/L）后发现，微藻细胞即生长被抑制，当乳酸浓度达到

1.00 g/L 时，培养前 9 d 细胞数几乎有没增长，最终的细胞数也要远低于其余浓

度处理，说明此乳酸浓度已经超过微藻的耐受限度；但 9 d 后细胞出现抑制效果

减弱，且细胞数有一定生长。结合细胞数、油脂产量及乳酸利用情况来看，促

进微藻产油的最佳乳酸添加浓度为 0.5 g/L，抑制浓度为 0.75 g/L。在最低抑制浓
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度添加条件下，最大藻细胞数为 8.58×108 cells/mL；COD 浓度从 7500.51 mg/L

降低至 4161.26 mg/L，去除率 44.52%；TN浓度从 215.04 mg/L降低至 81.52 mg/L，

去除率 62.09%；胞内油脂含量为 14.03%，油脂产量为 356.67 mg/L。 

图 2-3 不同浓度的乳酸添加对 Chlorella sp. DT025 生长和产油的影响。藻细胞数变化(a)；

COD (b)；TN (c)；葡萄糖 (d)；木糖 (e)；油脂产量与胞内油脂含量 (f) 

Fig. 2-3 Effect of different concentrations of lactic acid addition on growth and lipid production of 

the Chlorella sp. DT025. Changes in algal cell number (a); COD (b); TN (c); glucose (d); xylose 

(e); lipid production and intracellular lipid content (f) 

图 2-4 为丁二酸对 Chlorella sp. DT025 生长与产油的影响。添加 0、50、100、

150、200 mg/L 丁二酸后可以看出，丁二酸对微藻生长的抑制效果较强，在较低

浓度即出现较大的抑制效果。在 100 mg/L 浓度范围内对微藻生长与油脂积累具

有一定的促进效果，其中 50 mg/L 的浓度为添加最佳促进浓度。当丁二酸浓度

超过 100 mg/L 时，开始对 Chlorella sp. DT025 产生抑制。在最低抑制浓度添加

条件下，最大藻细胞数为 1.45×109 cells/mL；COD 浓度从 11123.54 mg/L 降低

至 4913.48 mg/L，去除率为 55.83%；TN浓度从 256.11 mg/L降低至 82.65 mg/L，

去除率为 67.73%。胞内油脂含量为 17.59%，油脂产量为 528.33 mg/L。 

图 2-5 所示为甲酸对 Chlorella sp. DT025 的影响。添加 0、0.5、1.0、1.5、

2.0 g/L 甲酸后，结果显示甲酸在 2.0 g/L 的浓度范围内对 Chlorella sp. DT025 的

生长产油影响不大，但高浓度甲酸会影响微藻对 COD 与 TN 的去除。在培养基

中添加 1.0 g/L 甲酸时，微藻的油脂积累比其他添加条件更高，为 628.33 mg/L。
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添加 2.0 g/L 甲酸时，藻细胞数为 1.02×109 cells/mL；COD 浓度从 9994.06 mg/L

降低至 7204.33 mg/L，去除率 27.91%；NT 浓度从 438.51 mg/L 降低至 197.04 

mg/L，去除率为 55.07%；胞内油脂含量与油脂产量为 24.60%、545.27 mg/L。 

图 2-4 不同浓度的丁二酸添加对微藻 Chlorella sp. DT025 生长和产油的影响。藻细胞数变化

(a)；COD (b)；TN (c)；葡萄糖 (d)；木糖 (e)；油脂产量与胞内油脂含量 (f) 

Fig. 2-4 Effect of different concentrations of succinic acid addition on growth and lipid production 

of the Chlorella sp. DT025. Changes in algal cell number (a); COD (b); TN (c); glucose (d); 

xylose (e); lipid production and intracellular lipid content (f) 

图 2-6 所示为不同浓度的乙酸（0、0.5、1.0、1.5、2.0 g/L）对 Chlorella sp. 

DT025 的影响。结果表明 1.0 g/L 浓度的乙酸对微藻生长产油具有较好的促进效

果，且在 6 d 后较高浓度的乙酸（2.0 g/L）被几乎完全消耗。高于 1.5 g/L 的乙

酸浓度下，藻细胞数有一定幅度的下降，最终的油脂积累显著降低。在 1.5 g/L

的乙酸添加浓度下，藻细胞数为 1.12×109 cells/mL；COD 浓度从 9258.23 mg/L

降低至 5179.92 mg/L，去除率 44.05%；TN 浓度从 375.57 mg/L 降低至 111.31 

mg/L，去除率 70.36%；胞内油脂含量为 23.62%，油脂产量为 754.25 mg/L。 

图 2-7 所示为乙醇对 Chlorella sp. DT025 的影响。结果显示，添加不同浓度

乙醇（0、2.5、5.0、7.5、10.0、12.5、15.0 g/L）培养 Chlorella sp. DT025后发现

12.5 g/L 范围内的乙醇浓度对微藻生长产油不会带来过大的不利影响，且微藻对

不同浓度添加的乙醇都有一定程度的利用能力。在 12.5 g/L 添加条件下，最大

藻细胞数为 9.01×108 cells/mL；COD浓度从 12352.86 mg/L降低至 6509.19 mg/L，

去除率 47.30%；TN 浓度从 405.17 mg/L 降低至 160.77 mg/L，去除率 60.32%；
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胞内油脂含量为 757.82 mg/L，油脂产量为 23.31%。其中 5.0 g/L的乙醇浓度下，

微藻油脂产量与胞内油脂含量为最大，分别为 1.12 g/L 与 30.19%。 

图 2-5 不同浓度的甲酸添加对 Chlorella sp. DT025 生长和产油的影响。藻细胞数变化(a)；

COD (b)；TN (c)；葡萄糖 (d)；木糖 (e)；油脂产量与胞内油脂含量 (f) 

Fig. 2-5 Effect of different concentrations of formic acid addition on growth and lipid production 

of the Chlorella sp. DT025. Changes in algal cell number (a); COD (b); TN (c); glucose (d); 

xylose (e); lipid production and intracellular lipid content (f) 

 
图 2-6 不同浓度的乙酸添加对微藻 Chlorella sp. DT025 生长和产油的影响。藻细胞数变化

(a)；COD (b)；TN (c)；葡萄糖 (d)；木糖 (e)；油脂产量与胞内油脂含量 (f) 

Fig. 2-6 Effect of different concentrations of acetic acid addition on growth and lipid production 

of the Chlorella sp. DT025. Changes in algal cell number (a); COD (b); TN (c); glucose (d); 

xylose (e); lipid production and intracellular lipid content (f) 
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图 2-7 不同浓度的乙醇添加对微藻 Chlorella sp. DT025 生长和产油的影响。藻细胞数变化

(a)；COD (b)；TN (c)；葡萄糖 (d)；木糖 (e)；油脂产量与胞内油脂含量 (f) 

Fig. 2-7 Effect of different concentrations of ethanol addition on growth and lipid production of 

the Chlorella sp. DT025. Changes in algal cell number (a); COD (b); TN (c); glucose (d); xylose 

(e); lipid production and intracellular lipid content (f) 

结合图 2-3至图 2-7的结果可得，Chlorella sp. DT025 可有效利用乙酸，在 6 

d可完全消耗，对乳酸和乙醇也有一定的利用能力，说明这三种酸是可以作为微

藻的额外碳源用于微藻的生长与油脂积累，有研究也曾证明微藻能够利用乙酸

和乳酸作为碳源促进微藻油脂的积累[101, 102]，但 Chlorella sp. DT025 不能利用丁

二酸和甲酸。这是微藻能够在产氢发酵废液中生长与提高油脂积累的原因。表

2-2 对比了 Chlorella sp. DT025 对不同种类有机酸的最低抑制浓度以及各有机酸

在 25%产氢废液培养基中的浓度，从表中可以看出，培养基中的乳酸、甲酸、

乙酸和乙醇四种有机酸含量均在其对微藻的促进范围内，但不能被利用的丁二

酸含量超出了微藻的耐受范围，这可能是产氢废液对微藻生长产生抑制作用的

重要因素，降低产氢发酵废液中丁二酸浓度可以提高 Chlorella sp. DT025 在产氢

发酵废液的生长与油脂积累能力。 

测定产氢发酵废液中主要有机酸对微藻油脂积累与生长的影响后，针对发

酵废液中主要有机酸抑制浓度，建议可以通过调控产氢细菌发酵产氢的代谢过

程减少废液中丁二酸的浓度，以期得到既能提高细菌产氢量又能被微藻利用提

高油脂产量的调控方法。 
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表 2-2 Chlorella sp. DT025 对不同有机酸的耐受性比较 

Table 2-2 Comparison of the tolerance of Chlorella sp. DT025 to different organic acids 

有机酸 最佳促进浓度 最低抑制浓度 25%废液培养基中浓度 

乳酸 0.5 g/L 0.75 g/L 0.04 g/L 

丁二酸 50 mg/L 100 mg/L 181.83 mg/L 

甲酸 1 g/L 2 g/L 0.29 g/L 

乙酸 1 g/L 1.5 g/L 1.32 g/L 

乙醇 5 g/L 12.5 g/L 2.32 g/L 

2.5 本章小结 

利用 24孔板筛选结合流式细胞仪检测的方法从实验室现有的 11株藻种中选

择出高耐受产氢发酵废液的微藻，得出 Chlorella sp. DT025能在 25%发酵废液中

正常生长并大量积累油脂，且细胞群体的含油率达到 79.28%。在改良 BG-11 培

养基中添加不同浓度的有机酸后发现，乳酸、甲酸、乙酸和乙醇四种有机酸含

量均在 Chlorella sp. DT025 的促进范围内，但丁二酸含量超出了 Chlorella sp. 

DT025 的耐受范围，这可能是产氢废液对其生长产生抑制作用的重要因素。建

议可以通过调控产氢菌发酵产氢的代谢过程减少发酵废液中丁二酸的浓度，得

到既能提高细菌产氢量又能被微藻利用提高油脂产量的调控方法。 
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   第三章 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻产油体系的   

优化 

 

 

3.1 引言 

在第二章中得出的结果发现，Chlorella sp. DT025 能高效利用产氢发酵废液

中的乙酸与乙醇，且能利用一定浓度的乳酸，但不能利用甲酸与丁二酸，且甲

酸、乙酸、乳酸和乙醇四种有机酸含量均在 Chlorella sp. DT025 的促进范围内。

但丁二酸含量超出了微藻的耐受范围，这可能是产氢废液对微藻生长产生抑制

作用的重要因素。可以利用纳米颗粒进一步强化微藻利用产氢发酵废液生长并

积累油脂的过程。 

溶解性有机物如有机酸容易吸附于纳米颗粒上，吸附后改变纳米颗粒的物

理化学性质[103]。乳酸、丁二酸、尿素等等都能被纳米颗粒如 TiO2 吸附并聚集

[104]。TiO2 是已被证实可以降低培养液中有机酸浓度的纳米颗粒。在先前的研究

中发现：同时加入有机酸如乙醇与 TiO2 可以提高微藻产生的生物柴油的质量，

提高燃料的热值和粘性[105]。同时TiO2对水生生物有毒害作用，诱导氧化应激、

遮蔽光照影响光合作用，作为胁迫条件使藻类油脂产出效率提高[49]。所以选择

TiO2 NPs 添加至含高有机酸的产氢发酵废液培养微藻体系中，以提高 Chlorella 

sp. DT025 的油脂产量与质量。 

3.2 实验材料与仪器 

实验用小球藻为实验室保藏 Chlorella sp. DT025，改良的 BG-11 培养基、产

氢发酵废液制备与同 2.2；使用药品纯度及生产厂家见附录表 2；实验中所用到

的仪器设备见附录表 3。 

3.3 实验方法 

在 25%占比浓度的产氢发酵废液培养基中，添加不同浓度 TiO2 NPs（10、

50、100、150、200 mg/L，粒径 20 nm）进行微藻培养，周期 12 d，每 3 d 测定

微藻细胞数、培养基中COD、TN、葡萄糖、木糖消耗以及各有机酸浓度等指标
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确定 TiO2 NPs 的最佳添加浓度。再以最佳添加浓度选出最佳的 TiO2 添加粒径

（粒径设置 5、20、50、100 nm）。根据微藻积累油脂的脂肪酸组成及含量，计

算皂化值、碘值、十六烷值、不饱和度、长链饱和脂肪酸、冷过滤器堵塞点及

高热值等生物柴油燃料特征值，评价其作为生物柴油的开发潜力。 

3.3.1 TiO2 NPs 的表征 

在透射电子显微镜（TEM）下观察 TiO2 NPs 表面形貌与分散性，电镜载网

为普通铜网。 

利用 X射线衍射仪（XRD）确定 TiO2材料成分，扫描角度以 2θ从 5°到 95°

范围扫描，速率为 10°/min。 

3.3.2 脂肪酸质量分数的测定与组分含量的计算 

微藻的藻种活化、种子液的制备、TN 与 COD 的测定、细胞油脂含量与产

量，以及有机酸、葡萄糖与木糖测定具体方法见 2.3。 

提取油脂后，取干燥后的油脂在硫酸催化下，将提取的脂质溶解于 2 mL 甲

醇中，混匀并在 90℃水浴中反应 2 h。冷却后，用正己烷洗涤反应混合物，并加

入无水硫酸钠除水，加入 2 μL 内标（十五烷酸甲酯）。用 0.22 μm 有机微孔滤膜

过滤，注入气相色谱仪进行分析。使用HP-5色谱柱（30 m×0.32 mm×0.5 μm）

和 FID 检测器分析油脂中各组分脂肪酸占比。升温条件为 40℃保持 10 min，然

后以 5℃/min 的速度升温至 120℃，再以 4℃/min 的速度升温至 190℃，3℃/min

的速度升温至 240℃保持 20 min。进样量 0.6 μL，载气流速 0.8 mL/min，分流比

10:1，运行时间 80.167 min。计算方法为： 

         脂肪酸质量分数（%） =
脂肪酸峰面积

所有脂肪酸峰面积之和 − 十五烷酸甲酯峰面积
 

组分含量（mg/L）= 油脂产量×脂肪酸质量分数 

3.3.2 生物柴油燃料特性的计算 

皂化值（SN；mg KOH）、碘值（IN；g I2/100 g）、十六烷值（CN）、不饱

和度（DU；%）、长链饱和脂肪酸（LCSF；%）、冷过滤器堵塞点（CFPP；℃）

及高热值（HHV；MJ/Kg）等参考 Arora 等报道的方法进行计算[106]。 
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3.4 结果与讨论 

3.4.1 TiO2 NPs 的表征 

图 3-1 为 TiO2 NPs 表征结果。TiO2 NPs 是一种白色的无机化合物粉末，其

有最佳的不透明性与较好的粘附力，不易起化学变化，对光照有较好的掩蔽作

用。TEM 图（图 3-1 (b)）中可见 TiO2 NPs 有良好的分散性，大小较为均一。

XRD 衍射图谱（图 3-1 (c)）显示出了此 TiO2 NPs 为锐钛矿型，有锐钛矿相特征

峰（主峰为 25.4°、38.0°、48.0°与 54.7°）。锐钛矿型结构比一般 TiO2 有更大比

表面积与孔径，更有利于化合物的表面吸附[107]。 

 

图 3-1 TiO2 NPs 表征：形貌(a)、TEM 图(b)、XRD 衍射图(c)  

Fig. 3-1 Characterization of TiO2 NPs: morphology (a), TEM image (b), XRD diffractogram (c) 

3.4.2 TiO2 NPs 添加浓度条件的优化 

在含有 25%占比的产氢发酵废液培养基加入不同浓度 TiO2 NPs 培养

Chlorella sp. DT025后发现，与未添加纳米颗粒相比，随着 TiO2添加浓度提高，

藻细胞数、COD 与 TN 的消耗、葡萄糖与木糖的消耗、油脂的产量与胞内油脂

含量都出现了先升高后降低的趋势[49]。添加少于 150 mg/L TiO2都会对细胞的生

长与糖分利用有促进作用，并均高于未添加 TiO2 NPs 的条件。其中，添加 50 

mg/L TiO2时，藻细胞前期（0-6 d）生长速率提高明显，并在第 12 d 达到最大值

（3.94×108 cells/mL）（图 3-2 (a)）；微藻对葡萄糖、木糖与 COD 的消耗也有了

一定程度的提高（图 3-2 (b、d、e)），此时木糖利用率是各添加条件中最大值，

从 3.32 g/L 降低至 1.31 g/L，利用率为 60.54%；COD 从 16481.34 mg/L 降低至

10825.78 mg/L，去除率达到 34.32%。总氮从 400.91 mg/L 降低至 124.91 mg/L，

去除率达到 68.88%，是各添加条件中最大值（图 3-2 (c)）。同时添加 50 mg/L 

TiO2 后油脂产量与胞内油脂含量达到了各处理组的最大值（图 3-2 (f)），分别为
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518.33 mg/L、25.25%。 

当添加过高量的 TiO2（200 mg/L）时，细胞数增长、Chlorella sp. DT025 对

TN 与木糖的利用均有明显的抑制，TiO2 NPs 在添加过量时会影响微藻细胞对碳

与氮的利用，从而影响细胞生长与油脂积累[50]。 

图 3-2 添加不同浓度的 TiO2 NPs 对藻细胞数 (a)、COD (b)、TN (c)、葡萄糖 (d)、木糖 (e)、

油脂产量与胞内油脂含量 (f) 的影响 

Fig. 3-2 Effect of adding different concentrations of TiO2 nanoparticles on microalgae cell number 

(a), COD (b), TN (c), glucose (d), xylose (e), lipid production and intracellular lipid content (f) 

进一步测定了微藻培养过程中丁二酸、甲酸、乳酸、乙酸及乙醇等几种有

机酸浓度的变化，以及培养结束后的微藻油脂产量，结果如图3-3所示。结果再

次显示微藻 Chlorella sp. DT025 不能利用丁二酸和甲酸（图 3-3 (a, c)），且两种

有机酸的浓度出现一定的升高。乳酸、乙酸与乙醇三种有机酸可被微藻迅速利

用消耗（图 3-3 (b、d、e)），乳酸和乙酸在第 6 d、乙醇在第 3 d 时基本被消耗

完。添加 TiO2 NPs 后乳酸残余量相比未添加时降低，其中 50 mg/L 添加量的剩

余浓度为最低，为 63.72 mg/L，比未添加时降低 12.2 mg/L。以上说明添加适量

的 TiO2 会促进微藻对产氢发酵废液中的有机酸的利用，降低发酵废液培养基中

有机酸浓度。 
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图 3-3 添加不同浓度的 TiO2 NPs 对丁二酸 (a)、乳酸 (b)、甲酸 (c)、乙酸 (d)、乙醇 (e) 利用

的影响 

Fig. 3-3 Effect of addition of different concentrations of TiO2 nanoparticles on the utilization of 

succinic acid (a), lactic acid (b), formic acid (c), acetic acid (d), and ethanol (e) 

为探究不同浓度的 TiO2 NPs 添加后 Chlorella sp. DT025 产生油脂的脂肪酸

成分变化，用气相色谱法测定甲酯化后的油脂，结果如表3-1所示：与未添加纳

米颗粒的对照组相比，添加了 50 mg/L TiO2 NPs 后，C16-C18 的质量分数从

80.27%提高至 83.05%。C16-C18脂肪酸占比的增加能改善生物柴油的性能[108]。

C18:1 是生产生物柴油理想的单不饱和脂肪酸[109]，添加了 50 mg/L TiO2 后微藻

积累的油脂中 C18:1 提高了 4.01%。此外，添加 TiO2 NPs 后，在脂肪酸中检测

到了不饱和脂肪酸 C20:2，占总脂肪酸的 8.10%，C20:2 的增加有利于藻细胞的

生存，提高细胞的耐受性与细胞膜的修复[110]。这些结果表明添加了 50 mg/L 的

TiO2 NPs 后优化了脂肪酸成分并提高了 Chlorella sp. DT025 产生油脂作为生物燃

料的特性。 

在此基础上，根据不同脂肪酸占比对各处理积累的油脂作为发动机柴油的

燃料性能进行了分析，评价微藻油脂作为生物柴油开发的潜力和特性。由表 3-2

可得出，添加 50 mg/L TiO2后，Chlorella sp. DT025 产生的油脂中不饱和脂肪酸

占比未添加纳米颗粒处理含量更高，提高 9.57%，是所有处理组的最大值，因

此热效率也更高；十六烷值为 64.74，高于我国石油产品国家标准规定的车用柴

油标准（不低于 49）[111]。添加 50 mg/L TiO2的条件与对照组相比冷过滤器堵塞
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点从 107.69℃提高至 122.60℃，更高的冷过滤器堵塞点更不易堵塞活塞环、发

动机喷管和活塞环沟槽[112]。综上，在产氢发酵废液培养 Chlorella sp. DT025 产

油体系中，TiO2的最佳添加浓度为 50 mg/L，此浓度下可有效促进微藻生长积累

油脂，并改善油脂质量。 

表 3-1 添加不同浓度的 TiO2后废液培养 Chlorella sp. DT025 油脂脂肪酸质量分数（%） 

Table 3-1 Mass fraction (%) of each fatty acid of Chlorella sp. DT025 in the culture system of 

hydrogen-producing fermentation effluent after the addition of different concentrations of TiO2 

表 3-2 添加不同浓度 TiO2后发酵废液培养体系中 Chlorella sp. DT025 油脂理化性质分析 

Table 3-2 Physicochemical properties of Chlorella sp. DT025 lipid in the culture system of 

hydrogen-producing fermentation waste liquid after adding different concentrations of TiO2 

脂肪酸种类 
TiO2添加浓度（mg/L） 

0 10 50 100 150 200 

C11:0 2.76 0.27 1.17 1.71 1.29 7.28 

C15:0 1.86 0.24 0.41 0.77 0.17 4.43 

C15:1 2.53 1.20 0.52 1.14 1.35 7.11 

C16:0 29.79 30.49 28.04 36.75 29.70 28.82 

C16:1 6.49 6.26 5.95 4.54 6.07 3.46 

C17:0 3.75 3.92 4.17 3.38 4.25 3.41 

C18:0 23.72 21.24 24.36 16.71 23.40 17.60 

C18:1 16.53 17.01 20.54 14.90 16.95 13.05 

C20:0 12.59 11.11 6.76 15.65 11.17 10.71 

C20:2 - 8.28 8.10 4.43 5.64 4.14 

燃料性能指标 
TiO2添加浓度（mg/L） 

0 10 50 100 150 200 

SN (mg KOH) 207.26 202.92 204.04 205.24 204.20 212.59 

IN (g I2/100g) 23.02 35.08 36.91 25.43 30.82 28.06 

CN 67.46 64.29 64.74 67.17 66.09 65.65 

MUFA (%) 74.46 70.21 64.90 74.99 69.98 72.24 

PUFA (%) 25.54 32.74 35.11 25.01 30.02 27.75 

DU (%) 125.54 135.69 135.11 125.01 130.02 127.75 

LCSF (%) 36.34 42.18 40.70 40.02 40.57 33.40 

CFPP (℃) 107.69 127.65 122.60 120.27 122.15 97.65 

HHV (MJ/Kg) 40.59 40.26 40.51 40.63 40.59 40.29 

KV(mm2/s） 1.85 1.85 1.84 1.84 1.84 1.84 

ρ (g/cm3) 0.88 0.91 
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3.4.3 TiO2 NPs 添加粒径条件的优化 

选择 50 mg/L 的添加量，优化 TiO2的不同粒径添加（5、20、50、100 nm）

对 Chlorella sp. DT025 利用产氢发酵废液生长产油的影响。从图 3-4 可看出，随

着 TiO2 NPs 粒径的增加，对微藻生长及营养底物消耗的影响整体呈现先升高后

降低的趋势。添加 TiO2 NPs 粒径较小时，5 nm 和 20 nm 粒径对 Chlorella sp. 

DT025 生长具有显著的促进作用，同时提高了其对培养液中 COD、TN 的去除

率，葡萄糖和木糖的利用率也得到一定程度的提高。其中 20 nm 粒径的效果为

最好，20 nm粒径TiO2添加后微藻细胞数最终达到所有处理组的最大值，为9.05

×108 cells/mL，此时葡萄糖与木糖利用率是各添加条件中最大值，葡萄糖从

9.11 g/L 降低至 2.09 g/L，利用率为 77.06%；木糖从 2.35 g/L 降低至 1.31 g/L，

利用率为 44.26%；COD 从 20446.70 mg/L 降低至 14504.61 mg/L，去除率达到

29.06%；总氮从 541.84 mg/L 降低至 366.51 mg/L，去除率达到 32.36%；油脂产

率与胞内油脂含量也达到其他粒径添加条件的最大值（620 mg/L 与 23.57%）。

而 100 nm 粒径的 TiO2 NPs 则对 Chlorella sp. DT025 生长和吸收利用营养物质产

生了显著的抑制作用。 

 

图 3-4 添加不同粒径的纳米 TiO2对藻细胞数 (a)、COD (b)、TN (c)、葡萄糖 (d)、木糖 (e)、

油脂产量与胞内油脂含量 (f) 的影响 

Fig. 3-4 Effect of adding different particle size of TiO2 nanoparticles on microalgae cell number 

(a), COD (b), TN (c), glucose (d), xylose (e), lipid production and intracellular lipid content (f) 
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图 3-5 为添加不同粒径 TiO2 NPs 后丁二酸、甲酸、乳酸、乙酸、乙醇等有

机酸浓度消耗结果。有机酸浓度整体变化趋势与图3-2相似，表明不同粒径TiO2

添加也会影响微藻对产氢废液中有机酸的消耗。添加 20 nm 粒径的 TiO2 NPs 后

废液中丁二酸在 12 d 时浓度最低。乙酸在 9 d 后被完全消耗；乙醇在 3 d 即被完

全消耗，同时也提高了微藻在前 6 d 对乳酸的利用效率，但添加 100 nm 粒径的

TiO2后发现 Chlorella sp. DT025 对乳酸的利用有明显的抑制，此时乳酸剩余浓度

为 141.93 mg/L，比未添加纳米颗粒处理组多 13.58 mg/L。所以粒径较大的 TiO2 

NPs 也会对微藻利用有机酸产生一定的抑制效果。 

图 3-5 添加不同粒径的 TiO2 NPs 对丁二酸 (a)、乳酸 (b) 甲酸 (c)、乙酸 (d)、乙醇 (e) 利用的

影响 

Fig. 3-5 Effect of addition of different particle size of TiO2 nanoparticles on the utilization of 

succinic acid (a), lactic acid (b), formic acid (c), acetic acid (d), and ethanol (e) 

添加不同粒径的 TiO2 NPs 后 Chlorella sp. DT025 油脂的主要脂肪酸成分及

相对含量、油脂的理化性能指标如表 3-3 与表 3-4 所示。从表中可以看出，20 

nm TiO2 的添加的 C18:0 和 C20:2 提高量较其他添加粒径条件最大，C18:0 从

31.85%提高至 33.85%；新增的 C20:2 的质量分数提高至 7.63%。相比其他粒径

TiO2 添加处理组油脂的不饱和脂肪酸占比更高，为 16.12%。有更高的冷过滤器

堵塞点，冷滤点从 61.90℃提高至 88.77℃。综上，认为 20 nm 粒径的 TiO2 NPs

对微藻油脂产量与质量提高更大，所以优化后的 TiO2 NPs 添加条件为：添加浓

度 50 mg/L，粒径 20 nm。 



安徽工程大学硕士学位论文 

31 

表 3-3 添加不同粒径 TiO2后产氢发酵废液培养体系中 Chlorella sp. DT025 油脂脂肪酸质量

分数（%） 

Table 3-3 Mass fraction (%) of each fatty acid of Chlorella sp. DT025 in the culture system of 

hydrogen-producing fermentation effluent after the addition of different particle size of TiO2 NPs 

脂肪酸种类 
TiO2粒径（nm） 

0 5 20 50 100 

C11:0 1.53 1.11 1.24 1.35 1.44 

C15:0 1.40 5.48 4.76 2.48 6.84 

C15:1 6.05 5.44 4.83 4.55 5.03 

C16:0 46.43 42.69 37.19 38.54 38.65 

C16:1 1.98 3.47 2.62 2.35 1.79 

C17:0 7.69 6.18 4.90 6.04 5.03 

C18:0 31.85 27.24 33.85 36.22 35.95 

C18:1 1.79 1.60 1.42 1.33 1.37 

C20:0 1.27 1.17 1.55 1.67 1.16 

C20:2 - 5.61 7.63 5.46 2.74 

表 3-4 添加不同粒径的 TiO2 NPs 后产氢发酵废液培养体系中 Chlorella sp. DT025 油脂理化

性质分析 

Table 3-4 Physicochemical properties of Chlorella sp. DT025 lipid in the culture system of 

hydrogen-producing fermentation waste liquid after adding different particle size of TiO2 NPs 

燃料性能指标 
TiO2粒径（nm） 

0 5 20 50 100 

SN (mg KOH) 211.38 210.73 208.59 208.51 210.50 

IN (g I2/100g) 9.29 18.89 20.53 16.47 12.11 

CN 70.03 67.95 67.85 68.77 69.50 

MUFA (%) 90.18 83.88 83.50 86.31 89.07 

PUFA (%) 9.82 12.50 16.12 13.69 10.93 

DU (%) 109.82 116.12 116.50 113.69 110.60 

LCSF (%) 22.94 25.82 30.80 30.00 26.60 

CFPP (℃) 61.90 71.76 88.77 86.04 74.42 

HHV (MJ/Kg) 40.62 40.51 40.57 40.63 40.62 

KV (mm2/s） 1.85 1.84 

ρ (g/cm3) 0.88 0.91 
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3.5 本章小结 

本章在产氢发酵废液培养微藻产油体系中添加 TiO2 NPs 强化 Chlorella sp. 

DT025 生长与油脂积累，并对纳米颗粒的添加条件进行优化。根据 Chlorella sp. 

DT025 对 COD 与 TN 的去除、糖与有机酸的利用、微藻油脂的产量与油脂燃料

性能选择出 TiO2 NPs 的最佳添加浓度与粒径。最优添加浓度为 50 mg/L，粒径

20 nm，此条件下 Chlorella sp. DT025 对糖的利用，总氮与 COD 的消耗都有一定

的提高；油脂产量与胞内油脂含量分别达到 620 mg/L 与 23.57%；同时油脂脂肪

酸中 C20:2质量分数提高至 7.63%；其燃料特性也有所提高，有更高的冷过滤器

堵塞点，冷滤点从 61.90℃提高至 88.77℃。综上可知一定浓度 TiO2 NPs 的添加

能有效促进微藻生长与油脂积累，并提高油脂作为生物柴油的质量。 
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   第四章 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻产油的生理   

响应机制 

 

 

4.1 引言 

在第三章中发现，添加 50 mg/L、粒径 20 nm 的 TiO2 NPs 后 Chlorella sp. 

DT025 在产氢发酵废液中的细胞生长、对碳源的利用、油脂的产量与质量都有

一定程度的提升。可能是细胞在受到 TiO2 胁迫后引起的抗氧化应激反应，提高

细胞光合作用效率，改变细胞内油脂合成途径，不饱和脂肪酸含量更高的油脂

产量更高[113]，胁迫条件下的 Chlorella sp. DT025 细胞产生的油脂作为生物柴油

的质量更高，有更好的燃料特性。为验证 TiO2 NPs 添加后对 Chlorella sp. DT025

细胞内氧化应激与光合作用的影响，检测 Chlorella sp. DT025 细胞内叶绿素含量

与抗氧化相关酶活性的变化。 

本章在添加 TiO2 NPs 的优化培养体系中，采用透射电镜（TEM）观察 TiO2

在 Chlorella sp. DT025 细胞表面及胞内的分布情况与细胞形态的变化，并测定微

藻细胞中叶绿素含量变化，超氧化物歧化酶（SOD）与过氧化氢酶（CAT）抗

氧化保护酶活的动态变化，活性氧（ROS）的产生速率与丙二醛（MDA）含量

变化，分析 TiO2 NPs 添加对 Chlorella sp. DT025 生长和生理的影响。 

4.2 实验材料与仪器 

实验用小球藻为实验室保藏 Chlorella sp. DT025，改良的 BG-11 培养基、产

氢发酵废液制备与同 2.2；使用药品纯度及生产厂家见附录表 2；实验中所用到

的仪器设备见附录表 3。 

4.3 实验方法 

设置处理组 CK 空白组：在改良 BG-11 培养基中培养 Chlorella sp. DT025；

25%实验组：在 25%产氢发酵废液添加的 BG-11 培养基中培养 Chlorella sp. 

DT025；25%+NP 实验组：在 25%产氢发酵废液培养基中添加浓度 50 mg/L、粒

径 20 nm TiO2 NPs 培养 Chlorella sp. DT025。培养 6 d 后收集微藻细胞，在透射
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电镜（TEM）下观察 TiO2 NPs 在细胞表面及胞内的分布情况与细胞形态与大小

变化。同时每 3 d测定各处理组藻细胞数与叶绿素含量变化，SOD、CAT抗氧化

保护酶的活性变化，ROS 产生速率以及 MDA 含量的变化，周期 12 d。 

4.3.1 微藻细胞透射电镜观察 

取 10 mL 藻液 3500 rpm 离心 5 min，收集微藻细胞，使用无菌的 PBS 洗涤

一次细胞，再次离心后，用 PBS 制备的 2.5%戊二醛固定微藻细胞，重悬细胞后

为戊二醛的细胞悬液，转移至 1.5 mL 离心管中并在 4℃条件下固定 24 h，后续

实验步骤交由江苏宁标科学技术有限责任公司进行包埋、染色与切片，并在透

射电镜下观察观察 TiO2 NPs在 Chlorella sp. DT025细胞表面及胞内的分布情况。 

4.3.2 叶绿素 a 与叶绿素 b 含量的测定 

参考 Song 等人的方法[114]，取 2 mL 藻液，在 4℃条件下 4500 rpm 离心 10 

min，去除上清液后加入 2 mL 90%甲醇，震荡混匀 2 min 制成细胞悬液。悬液

60℃水浴 10 min，冷却后再次在 4℃条件下 4500 rpm离心 10 min，取上清液 200 

μL 加至 96 孔板中，在酶标仪中测定 665 nm 与 652 nm 的吸光值。计算叶绿素 a

与叶绿素 b 的公式为： 

叶绿素 a (mg/L) = 16.82 A665 – 9.28 A652 

叶绿素 b (mg/L) = 36.92 A652 – 16.54 A665 

4.3.3 抗氧化保护酶活的测定 

SOD与 CAT酶的活性使用超氧化物歧化酶试剂盒（NBT法）与过氧化氢试

剂盒（钼酸铵比色法）测定，ROS 产生速率使用线粒体活性氧产生速率试剂盒

测定、MDA 含量使用丙二醛含量试剂盒测定。将每处理组细胞数调整至 106 

cells/mL 后移入 1.5 mL 离心管中，各加入 1 mL 酶提取液，在超声波细胞破碎仪

中破碎细胞，并根据试剂盒说明书按顺序添加试剂后测定各酶活与含量。 

4.4 结果与讨论 

4.4.1 TiO2 NPs 在微藻细胞内分布情况 

在添加 50 mg/L、20 nm TiO2 NPs 的优化条件下，对纳米颗粒在产氢发酵废

液培养 Chlorella sp. DT025 细胞后 TiO2 NPs 在细胞表面及细胞内的分布情况进
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行透射电镜（TEM）观察，结果如图 4-1 所示。在三组处理组条件下，可以看

到空白对照组 CK 为正常生长的微藻，大小约为 4.5×5.1 μm。藻细胞结构完整，

细胞膜与细胞壁结合紧密，淀粉粒较多，可以在细胞内看到油脂滴（图 4-1 (a)）。

加入 25%的产氢发酵废液后，细胞明显变小，大小约为 4.3×4.1 μm，且出现发

育较差的细胞，淀粉粒的数量也有明显的减少，细胞器结构更加不清晰（图 4-1 

(b)）。在含有 25%产氢发酵废液的培养基中加入 50 mg/L、20 nm 的 TiO2 NPs 后，

能观察到 TiO2 NPs 出现在细胞外并附着于细胞周围，且有一部分 TiO2 NPs 进入

到藻细胞的细胞壁中；还观察到细胞壁的完整性受到破坏并有一定改变，出现

明显的质壁分离的现象，说明 TiO2 NPs 会对微藻细胞造成一定的损伤；细胞大

小与未添加纳米颗粒的 25%处理组相差不大，大小约为 4.3×4.3 μm（图 4-1 (c)）。

TiO2 NPs 在电镜图中体积大于 20 nm，可能是由于 TiO2 NPs 在培养基溶液中产

生团聚。 

 

图 4-1 BG-11 培养基中培养 (CK) 、25%产氢发酵废液中培养 (25%) 与在 25%产氢发酵废液

中加入 50 mg/L 粒径 20 nm 的 TiO2 NPs 培养 (25%+NP) 条件下，培养 6 d 后 Chlorella sp. 

DT025 后 TEM 照片 

Fig. 4-1 TEM photographs of Chlorella sp. DT025 after 6 d of incubation in BG-11 medium (CK), 

in 25% hydrogen-producing fermentation wastewater (25%) and in 25% hydrogen-producing 

fermentation wastewater with 50 mg/L TiO2 of 20 nm particle size (25%+NP). 

注：图中细胞内白箭头为淀粉粒；黑箭头为油脂滴；白虚线箭头为细胞破损；黑虚线箭头

为纳米颗粒；黑方框为质壁分离；白方框为空泡结构；虚线方框为纺锤体。 
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图 4-1 (d) 发现在加入 TiO2 NPs 的处理组细胞内出现空泡结构，而在 CK 组

与 25%处理组中并未见到。因此可以判断出空泡结构主要由 TiO2 NPs 造成。推

测可能是微藻细胞对 TiO2 NPs 的胞吞作用；或 TiO2 NPs 进入细胞内后，被 TiO2 

NPs 伤害的细胞进行胞吐作用引起[115]，但仍有较多淀粉粒与油脂滴的积累。图

4-1 (e) 是微藻细胞进行有丝分裂的时期，可见出现明显的多个纺锤体，说明添

加 TiO2 NPs 后仍然有较好的细胞活性。 

4.4.2 添加 TiO2 NPs 后微藻细胞内抗氧化酶活变化 

图 4-2 比较了 Chlorella sp. DT025 在改良 BG-11 培养基中培养（CK）、25%

产氢发酵废液中培养（25%）与在 25%产氢发酵废液中加入 50 mg/L 粒径 20 nm

的 TiO2 NPs 培养（25%+NP）三种培养体系条件下微藻细胞数变化（图 4-2 (a)）、

细胞内的叶绿素 a（图 4-2 (b)）与叶绿素 b（图 4-2 (c)）含量变化，发现受产氢

发酵废液胁迫，培养 6 d 前微藻的藻细胞数与叶绿素含量相比对照组（CK）有

降低趋势。叶绿素含量在第 6 d 的抑制效果明显，9-12 d 则有较大程度的恢复，

说明随时间的推移，产氢发酵废液对微藻的抑制效果减弱，但始终对微藻叶绿

素的合成存在抑制作用。与未加入 TiO2 NPs 并在发酵废液中培养的微藻（25%）

相比，观察到添加 TiO2 的处理组在生长后期藻细胞数与叶绿素含量的提升量比

仅发酵废液培养微藻时更大，在 9-12 d 时叶绿素水平增加到与对照处理相接近

水平，从 1.06 mg/L提高至 28.34 mg/L，比未添加TiO2的对照组提高了 4.53 mg/L，

且在 12 d 时叶绿素 a 含量要高于对照组（图 4-2 (b)）；叶绿素 b 从 1.54 mg/L 提

高至 11.25 mg/L，在后期 9-12 d 可发现添加 TiO2后叶绿素 b 有明显提高，比未

添加 TiO2 时提高 3.91 mg/L，达到与对照组接近的水平。说明 TiO2 NPs 的添加

一定程度促进了微藻叶绿素的合成，从而促进微藻细胞的生长与油脂积累。

Morelli 等人在实验中也证实添加 TiO2 NPs 后微藻叶绿素含量提高[116]。 
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图 4-2 BG-11 培养基中培养 (CK) 、25%产氢发酵废液中培养 (25%) 与在 25%产氢发酵废液

中加入 50 mg/L 粒径 20 nm 的 TiO2 NPs 培养 (25%+NP) 条件下微藻生理指标的变化：藻细

胞数 (a)、叶绿素 a (b)、叶绿素 b (c) 

Fig. 4-2 Changes of microalgae physiological indexes: microalgae cell number (a), 

chlorophyll a (b), chlorophyll b (c) under the conditions of incubation in BG-11 medium (CK), 

incubation in 25% hydrogen-producing fermentation wastewater (25%), and incubation in 25% 

hydrogen-producing fermentation wastewater with the addition of 50 mg/L TiO2 NPs with a 

particle size of 20 nm (25%+NP) 

图 4-3中比较了ROS产生速率、MDA含量、SOD与CAT活性的变化差异，

体现出 Chlorella sp. DT025在不同处理条件下的氧化应激水平。在 25%产氢发酵

废液培养条件下，受产氢废液胁迫的微藻细胞内 ROS 产生速率大幅增加，其中

第 3 d 时在废液中的 ROS 产生速率达到 9.63 u/s/107 cells 并在生长后期一直维持

较高水平（图 4 (a)）。过多的 ROS 会引起膜质过氧化，藻细胞为避免损伤就会

增强 SOD 活性。然而反应微藻细胞遭受胁迫伤害程度的 MDA 含量却相比不添

加产氢废液的对照组更低，这是由于 SOD 活性的提高，减轻了产氢发酵废液对

Chlorella sp. DT025 的胁迫与损伤，对应在第 9 d 时含产氢发酵废液的处理组中

SOD 活性显著提高至 8.53 U/107 cells（图 4 (c)）。SOD 酶活性提高导致产生的

H2O2更多，引起酶 CAT 活性在 12 d 的提高（图 4 (d)）。同时添加废液与 TiO2培

养微藻后，微藻细胞出现与仅发酵废液添加后相似的变化趋势。但 3-6 d 时

MDA 含量有较大的提高，说明 TiO2的添加在前期确实对 Chlorella sp. DT025 的

造成损伤，Li等人在添加TiO2后也发现了微藻细胞的过氧化损伤[117]，但在后期

（9-12 d）MDA 含量降低，说明 TiO2的添加在后期减轻了细胞的过氧化损伤，

细胞有一定程度的恢复。而 SOD 和 CAT 活性均有一定程度降低，是 TiO2 在前

期引起微藻细胞膜质过氧化胁迫，并影响到抗氧化保护酶活性。结合微藻细胞

数变化与叶绿素含量变化可得出藻的生长并未受到强烈的抑制，说明 TiO2 的胁

迫在 Chlorella sp. DT025 耐受范围内。而正是因为有 TiO2 NPs 增加的胁迫，刺
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激了 Chlorella sp. DT025 胞内油脂的积累，最终产油量得到提高。 

 

图 4-3 BG-11 培养基中培养 (CK) 、25%产氢发酵废液中培养 (25%) 与在 25%产氢发酵废液

中加入 50 mg/L 粒径 20 nm 的 TiO2培养 (25%+NP) 条件下微藻生理指标的变化： ROS 产生

速率 (a) 、MDA 含量 (b) 、SOD 活性 (c) 、CAT 活性 (d) 
Fig. 4-3 Changes in physiological parameters of microalgae cultured in BG-11 medium (CK), 

25% hydrogen production fermentation broth (25%), and 25% hydrogen-producing fermentation 

wastewater with 50 mg/L TiO2 of 20 nm particle size (25%+NP): rate of ROS production (a), 

MDA content (b), SOD activity (c), and CAT activity (d) 

4.5 本章小结 

本章通过在含 25%产氢发酵废液中培养 Chlorella sp. DT025，添加 TiO2 NPs

后其在细胞表面及细胞内的分布情况形态与微藻细胞大小变化的观察，以及对

添加 TiO2 NPs 后微藻细胞内抗氧化酶活的变化的测定，揭示出 TiO2 NPs 强化产

氢发酵废液培养微藻产油体系的生理响应机制。结果发现产氢发酵废液的添加

会影响细胞的大小，导致细胞发育较差。加入 TiO2 NPs 后可见其附着于

Chlorella sp. DT025 细胞周围，细胞大小无明显变化，但出现质壁分离现象，且

由于微藻对 TiO2胞吞作用，TiO2在细胞内形成了空泡结构，说明该条件下 TiO2 

NPs 对微藻细胞造成一定的损伤。 

细胞内抗氧化酶活性变化的结果显示：TiO2 NPs 的添加在一定程度上促进
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了叶绿素的合成，叶绿素 a 比未添加 TiO2的对照组提高了 4.53 mg/L，且在 12 d

时叶绿素 a 含量要高于对照组；叶绿素 b 比未添加 TiO2时提高 3.91 mg/L，达到

与对照组接近的水平，叶绿素的提高促进了微藻细胞的生长与光合作用。受

TiO2 NPs与产氢废液胁迫的影响，细胞内ROS产生速率提高。TiO2 NPs使MDA

含量在培养前期提高，而 SOD 和 CAT 酶活性均有一定程度降低，表明 TiO2 加

重藻细胞膜质过氧化胁迫，影响了抗氧化保护酶活性。TiO2 NPs 的添加同时促

进了微藻生长，说明其对微藻的胁迫在耐受范围内，TiO2 增加的胁迫刺激微藻

积累油脂。以上结果为进一步分析 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养 Chlorella sp. 

DT025 产油的转录组调控提供表型结果。 
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第五章 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻产油的转录组

调控分析 

 

 

5.1 引言 

转录组学是探究微生物在某一特殊条件下特定时刻基因转录的高通量检测

方法，在 RNA 水平分析基因的功能与表达能力，能真实地反应微生物复杂的动

态代谢过程变化[118]。实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）准确性高、特异性强、灵

敏度高、速度快，是目前应用最广泛的基因表达分析工具之一，利用 RT-qPCR

技术可以验证转录组基因表达结果的准确性与可靠性[119]。第四章结果表明：添

加 TiO2 NPs 能提高 Chlorella sp. DT025 的细胞数、微藻细胞内氧化应激水平与

胞内油脂含量。为进一步探究产氢发酵废液培养基中培养的 Chlorella sp. DT025

在添加 TiO2 NPs 后光合作用与油脂合成的代谢机制变化，选择从转录水平研究

小球藻细胞内的光合作用与油脂合成关键酶基因的表达差异。 

本章利用 Illumina Hiscq 2500 测序平台构建 cDNA 文库后进行高通量测序，

基于 GO 数据库和 KEGG 数据库对匹配基因及其功能进行注释。根据注释结果

选择出表达差异的基因，采用 RT-qPCR 方法对有较大差异的基因进行表达量差

异验证分析，以进一步揭示 Chlorella sp. DT025 响应 TiO2 NPs 并促进油脂积累

的机理，为后续对该藻的基因工程与代谢工程改造提供参考。 

5.2 实验材料与仪器 

实验用小球藻为实验室保藏 Chlorella sp. DT025，改良的 BG-11 培养基、产

氢发酵废液制备与同 2.2；使用药品纯度及生产厂家见附录表 2；实验中所用到

的仪器设备见附录表 3。 

5.3 实验方法 

设置对照组为 25%产氢发酵废液添加的改良 BG-11 培养基（25%处理组），

实验组为在含 25%发酵废液的培养基中再加入 20 nm 50 mg/L 的 TiO2 NPs

（25%+NP 处理组），接入 Chlorella sp. DT025 种子液培养条件同 2.3.1。培养至



安徽工程大学硕士学位论文 

41 

第 6 d 对数生长期后提取总 RNA，反转录为 cDNA 进行原始测序数据的质控与

拼接。对拼接的基因进行基因功能注释与基因表达分析，主要分析 GO 数据库

与 KEGG 数据库的基因注释与表达的结果。根据 KEGG 通路绘制主要代谢途径

示意图，分析上下调基因在固碳与产油代谢通路中的重要位置。 

5.3.1 Chlorella sp. DT025 总 RNA 的提取检测与反转录 

分别取 10 mL 实验组与对照组的藻液，经 9000 rpm 离心 2 min，弃去上清

液得到湿藻体。向己灭菌并冷冻过的研钵中加入湿藻体，再加入适量液氮后快

速充分研磨，得到粉末状藻体。用 EasyPure® Plant RNA Kit 试剂盒提取两组微

藻的总 RNA，Prime Script™ RT reagent Kit with gDNA Eraser（TaKaRa）试剂盒

反转录单链 cDNA。取 5 µL 提取的 RNA 进行凝胶电泳检测，制备凝胶时使用

0.2 g 琼脂糖溶于 20 mL TAE 缓冲液中，加热使其完全溶解，静置冷却后使用。

使用 5000 bp Marker 做长度参比验证提取 RNA 长度。 

5.3.2 文库的构建，质控与拼接 

将 3500 rpm 20 min 离心并快速冻干的两组藻细胞样品送至南京凌恩生物科

技有限公司进行转录组测序。使用软件 trimmomatic 对原始测序数据进行过滤，

得到高质量的测序数据：去除 reads 中的接头序列与未插入片段的 reads；修剪

序列末端质量值小于 20 的碱基，整条剔除质量值小于 10 的碱基；去除含 N 比

率超过 10%的 reads；舍弃长度小于 75 bp 的序列。使用 Trinity 软件对质控后测

序序列数据（clean reads）进行从头组装。组装后将得到的高质量序列与前面所

得的拼接结果进行比对（mapping）。 

5.3.3 基因功能注释与差异基因表达分析 

将组装的序列分别与 NCBI 蛋白序列数据库（NR）、蛋白序列数据库

（Swiss-Prot）、真核生物直系同源数据库（eggNOG）、KEGG 基因功能注释系

统（KEGG）、GO 基因功能分类系统（GO）进行比对，从而获得预测基因的注

释信息。主要对 GO 数据库与 KEGG 数据库的基因功能注释。使用 eggnog-

mapper v5.0 软件分析 GO 数据库所得基因数据；使用 diamond 软件分析 KEGG

数据库所得基因数据。使用 edgeR 软件进行基因表达分析与差异分析，表达差
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异基因筛选的阈值为 |logFC| ≥ 1 与 FDR ≤ 0.05。根据 GO 与 KEGG 数据库注释

信息统计并分析上下调基因的主要功能与代谢通路。分析后使用Origin 2019b进

行作图。 

5.3.4 差异表达关键酶基因 RT-qPCR 验证 

以 cDNA 作为模板，使用 PCR 试剂盒 2×San Taq PCR Mix 对引物进行 PCR

扩增，通过琼脂糖凝胶电泳验证扩增引物的特异性。体系为：2×PCR Master 

12.5 µL，上下游引物各 1.5 µL，cDNA 1.5 µL，ddH2O 8 µL，总体积为 25 µL。

PCR扩增程序为：94℃预变性5 min；94℃变性30 s，退火60 s，72℃延伸60 s，

35 个循环；72℃反应 10 min。根据所设计引物中 GC 含量计算退火温度。取 5 

µL 经 PCR 扩增的引物进行凝胶电泳检测，制备凝胶时使用 0.2 g 琼脂糖溶于 20 

mL TBE 缓冲液中，加热使其完全溶解，静置冷却后使用。使用 5000 bp Marker

做长度参比验证扩增后 DNA 长度。 

将 cDNA 稀释一定倍数，使用荧光定量 PCR 试剂盒 TB Green® Premix 

ExTaq™ II 进行 RT-qPCR 分析。RT-qPCR 体系为：2×TB Green Premix ExTaq II 

12.5 µL，上下游引物各 1 µL，cDNA 2 µL，ddH2O 8.5 µL，总体积为 25 µL。RT-

qPCR 两步法扩增程序为：Step 1：95℃预变性 30 s；Step 2：PCR 反应，95℃变

性 5 s，退火 30 s，40 个循环；95℃反应 5 s，60℃反应 30 s。 

差异基因表达倍数计算公式为： 

ΔΔCt =（Cq,target−Cq,Action）目的基因−（Cq,target−Cq,Action）内参基因 

Fold = 2(-ΔΔCt) 

其中：Cq,target 和 Cq,Action (目的基因) 指 25%+NP 处理组和 25%处理组中不同目的

基因的 Cq 值，Cq,target和 Cq,Action (内参基因) 指 25%+NP 处理组和 25%处理组内参基因

Cq 值。Fold 为目的基因在实验组中表达量相对对照组表达量的倍数。 

5.4 结果与讨论 

5.4.1 Chlorella sp. DT025 总 RNA 的提取检测 

提取 Chlorella sp. DT025 总 RNA 后进行琼脂糖凝胶电泳验证，结果如图 5-

1所示：28 s与 18 s均出现较亮条带，两组处理组都成功提取出较为完整的 RNA。 
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图 5-1 RNA 凝胶电泳图。结果显示出较为完整的 RNA（M 为 Marker，1 为 25%处理组，2

为 25%+NP 处理组） 

Fig. 5-1 RNA gel electrophoresis. Results show the complete RNA (M is Marker, 1 is 25% 

treatment group, 2 is 25%+NP treatment group) 

5.4.2 原始测序数据的质控与拼接 

对 6 个处理组样品转录组测序的结果进行分析，序列结果上传至 NCBI，登

录号为 PRJNA1096939。A-1、A-2、A-3 为 25%处理组的三个平行处理，B-1、

B-2、B-3 为 25%+NP 处理组的三个平行处理。如表 5-1 所示，过滤掉不合格的

序列之后，测序数据在 38961996 与 40652434 之间，总碱基数在 5810100588 到

6061440452 之间；Q20 为 Phred 数值大于 20 的碱基百分比，范围在 98.68%到

98.80%之间，Q30为 Phred数值大于 30的碱基百分比，范围在 96.04%到 96.40%

之间。可得测序数据有质量较高，可以进行后续建库与数据分析。 

表 5-1 质控后数据量统计 

Table 5-1 Data volume statistics after quality control 

样品名 质控总测序数据 质控总碱基 Q20 (%) Q30 (%) 

A-1 38962842 5810239113 98.79 96.39 

A-2 38961996 5810100588 98.80 96.40 

A-3 39424578 5877872855 98.71 96.15 

B-1 39944178 5955863031 98.73 96.21 

B-2 39033518 5822321667 98.74 96.22 

B-3 40652434 6061440452 98.68 96.04 

所有样本中 clean data 进行从头组装，组装结果如表 5-2 所示，组装得到了

共 15503 个 Unigenes，平均长度 1416.64，N50 是总转录本的长度中位数，为

1974 bp，最大基因长度为 16740。统计组装序列的长度分布如图 5-2所示，序列

长度主要分布在 401-600 bp。 
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表 5-2 拼接结果统计表 

Table 5-2 Statistics of splicing results 

拼接 数值 

总 Unigenes 数量 15503 

总 Unigenes 长度 21962241 

总转录本数量 22836 

总转录本长度 44489856 

平均 Unigenes 长度 1416.64 

最大 Unigene 长度 16740 

N50 1974 

 

图 5-2 组装序列长度分布图 

Fig. 5-2 Assembly Sequence Length Distribution 

将每个样本中过滤后的高质量序列数与组装后获得的转录本序列数对比，

结果如表 5-3，可得样本 mapping 对比率为 96.52%-97.17%。 

表 5-3 Mapping 比率统计表 

Table 5-3 Mapping Ratio Statistics 

样品名 质控测序数据条数 转录本拼接数据条数 Mapping 对比率 

A-1 38962842 37606596 0.9652 

A-2 38961996 37606162 0.9652 

A-3 39424578 38239256 0.9699 

B-1 39944178 38751080 0.9701 

B-2 39033518 37929886 0.9717 

B-3 40652434 39460148 0.9707 
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5.4.3 基因功能注释 

经拼接后得到的 Unigenes 分别在几个不同的功能数据库中进行基因功能注

释，比对的数据库有 NR、Swiss-Prot、eggNOG、KEGG、GO。结果如表 5-4 所

示，其中NR数据库注释的Unigenes最多，共有11819个，占总蛋白的76.24%。

其次是 eggNOG、Swiss、KEGG与 GO，分别为 8413、5908、4996与 4622个。 

表 5-4 基因功能注释统计表 

Table 5-4 Gene Function Annotation Statistics 

名称 总蛋白 NR eggNOG Swiss KEGG GO 

Unigene 15503 11819 8413 5908 4996 4622 

占比 (%) 100 76.24 54.27 38.11 32.23 29.81 

图 5-3 为不同数据库基因功能注释 Venn 统计图，不同颜色的圆圈代表该数

据库注释到的基因数量，交叉区域代表同时注释到两个数据库中的基因数量。

由图可得，共有 2254 个基因同时被 5 个数据库注释，其中仅由 NR 数据库注释

到的基因有 2453 个。 

 
图 5-3 基因功能注释 Venn 图 

Fig. 5-3 Annotated Venn Diagram of Gene Functions 

5.4.3.1 GO 数据库功能注释 

GO 数据库从生物过程（BP，Biological process）、分子功能（MF，

Molecular function）、亚细胞定位（CC，Cellular component）三方面分析基因及

基因产物。由图 5-4 所示，拼接的 Unigenes 在生物过程方面得到较多的基因。

其中，细胞实体（cellular anatomical entity）基因占比最高，共有 4171 个基因，
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占比 90.24%；其次为胞内（intracellular）、细胞过程（cellular process）、代谢过

程（metabolic process）等，由此可见微藻细胞整体生长与代谢能力较强。 

 
图 5-4 GO 注释统计图 

Fig. 5-4 GO Annotation Statistics 

5.4.3.2 KEGG 数据库功能注释 

KEGG 数据库可用来分析基因功能，联系基因组信息和功能信息，从代谢

途径、遗传信息传递以及细胞学过程等一些复杂的生物过程分析生物学功能。

图 5-5 所示 KEGG 的注释统计图，由此可见碳水化合物代谢（Carbohydrate 

metabolism）途径在细胞内活性最高，其次为翻译（Translation）、蛋白折叠分

类 与 降 解 （Folding, sorting and degradation）、 氨 基 酸 代 谢 （Amino acid 
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metabolism）等。此结果与 GO 功能注释结果相互验证，同样可以说明细胞此时

的较强的生长代谢能力。 

 

图 5-5 KEGG 注释统计图 

Fig. 5-5 KEGG Annotated Statistical Chart 

5.4.4 基因表达分析 

5.4.4.1 基因表达差异分析 

在基因注释与分析后，以基因组注释作为参考，统计每个转录本在每个样

本中的 RPKM 值，并作为转录本的表达量，根据转录本丰度反应基因的表达水

平。对每个转录本的表达量进行处理组间表达差异的显著性分析，找到差异表

达基因。如下表 5-5 所示，B 组（25%+NP 处理组）与 A 组（25%处理组）相比，

添加 50 mg/L 20 nm TiO2 NPs 后，微藻细胞内上调基因有 824 个，下调基因有

1042 个，总基因数为 1866 个。 

表 5-5 差异基因统计表 

Table 5-5 Differential Gene Statistics 

对比组 表示方式 总差异基因数 上调基因 下调基因 

B vs A rpkm 1866 824 1042 
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5.4.4.2 差异基因注释 

GO 数据库根据对基因功能的注释，从生物过程（BP，Biological process）、

分子功能（MF，Molecular function）、亚细胞定位（CC，Cellular component）

三方面分析两样本差异基因的功能分类情况，如下图 5-6 所示：可知在 B 组

（25%+NP 处理组）比 A 组（25%处理组）生物过程分类中细胞生长（growth）、

细胞免疫应答过程（immune system process）、节律过程（rhythmic process）中

明显上调的基因更多，此结果与实验结果中 25%+NP 处理组细胞体积更大，且

细胞受纳米颗粒损伤胁迫的结果相对应。而在分子功能分类中分子功能调控因

子（molecular function regulator）、结构单元活性（structural molecule activity）、

转录调节因子（transcription regulator activity）中下调基因比上调基因更多，可

见一定浓度的 TiO2 NPs 添加后对分子功能有负面影响。 

 

图 5-6 B (25%+NP 处理组) vs A (25%处理组) 上下调差异基因 GO 注释图 

Fig. 5-6 GO annotation plot of up- and down-regulated differential genes in B (25%+NP treatment 

group) vs A (25% treatment group) 
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KEGG 数据库可以将基因按照参与代谢通路的功能分类，利用 KEGG 注释

通路图表示基因表达的差异情况。图 5-7、5-8、5-9为根据 KEGG注释通路绘制

的脂肪酸合成、丙酮酸代谢、光合作用 CO2 固定的代谢途径示意图，其中标红

色为基因表达上调，标绿色为基因表达下调。 

图 5-7 所示脂肪酸合成代谢途径示意图，由图可知，添加 TiO2 NPs 后上调

的基因为乙酰 CoA 羧化酶（ACCase, EC 6.4.1.2）基因，下调的基因为丙二酰转

移酶基因。在第一章已经提到乙酰 CoA是脂肪酸合成的前体物质，乙酰 CoA羧

化酶是将乙酰 CoA转化为丙二酸单酰 CoA，促进脂肪酸的合成，乙酰 CoA羧化

酶基因的上调能够促进脂肪酸的合成，提高油脂产量。由于丙二酸乙酰 CoA 浓

度的提高，对下游基因的表达产生抑制，所以丙二酰转移酶基因表现为基因下

调。 

 
图 5-7 B (25%+NP 处理组) vs A (25%处理组) 脂肪酸合成代谢途径示意图 

Fig. 5-7 B (25%+NP-treated group) vs A (25%-treated group) Fatty acid synthesis metabolic 

pathway 

图 5-8 为丙酮酸代谢的代谢途径示意图，由图可得，添加 TiO2 NPs 后，乙

酰 CoA 合成酶 2 基因（ACS2, EC 6.2.1.1）上调，丙酮酸脱羧酶与醛脱氢酶基因

下调。乙酰 CoA 合成酶 2 能够促进有机碳源乙酸合成乙酰 CoA，酶基因上调后，

乙酰 CoA 含量增加，同样以脂肪酸合成途径合成脂肪酸。所以 TiO2 NPs 通过提

高乙酰 CoA 合成酶的表达促进 Chlorella sp. DT025 对乙酸的利用。受乙酰 CoA

含量的影响，丙酮酸脱羧酶表达下调，丙酮酸转变为乙酰 CoA 的过程受到抑制。

醛脱氢酶基因表达下调可能是由于含产氢发酵废液的培养基中含有乙酸，抑制

了醛脱氢酶将乙醛转化为乙酸的过程。 
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图 5-8 B (25%+NP 处理组) vs A (25%处理组) 丙酮酸代谢途径示意图 

Fig. 5-8B (25%+NP-treated group) vs A (25%-treated group) Pyruvate metabolic pathway 

图 5-9为光合作用固定 CO2的代谢途径示意图，图中可见上调基因为 1,5-二

磷酸核酮糖羧化酶/加氧酶（RuBisCO, EC 4.1.1.39）与苹果酸脱氢酶（MDH, EC 

1.1.1.37），下调的基因有磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（PEPC, EC 4.1.1.31）与果糖

二磷酸醛缩酶。PEPC 与 RuBisCO 都是微藻光合作用与 CO2 固定的重要酶。

PEPC能使 CO2转化为草酰乙酸，当其的表达量下调时，会使丙酮酸激酶表达增

加，提高乙酰 CoA 产量，从而提高油脂产量，所以 PEPC 的表达量与油脂产量

呈负相关。RuBisCO 是在光合作用暗反应利用还原力和能量固定 CO2 的酶，固

定 CO2 为三磷酸甘油酸，在细胞中发现其基因上调，说明此时藻细胞固定 CO2

的能力更强，三磷酸甘油酸是油脂合成与糖酵解途径重要的底物，所以

RuBisCO 基因表达量上调对细胞生长和油脂积累有积极作用。MDH 是三羧酸循

环中重要酶之一，能将苹果酸转化为丙酮酸，MDH 上调能使丙酮酸含量增加，

丙酮酸激酶受 PEPC 影响提高时会将更多丙酮酸催化为乙酰 CoA，使油脂更多

积累。果糖二磷酸醛缩酶的下调能减少甘油三酯转变为 1,7-二磷酸景天庚酮糖，

提高甘油三酯的积累。所以由以上代谢途径示意图可知在添加 TiO2 NPs 后细胞

内酶系的调控朝着有利于油脂积累的方向进行。 
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图 5-9 B(25%+NP 处理组) vs A (25%处理组) CO2固定代谢途径示意图 

Fig. 5-9 B (25%+NP - treatment group) vs A (25% - treatment group) CO2 fixation of metabolic 

pathway 

5.4.5 差异表达的关键酶基因 RT-qPCR 验证 

5.4.5.1 引物设计与特异性检测 

为验证转录组 RNA 分析中差异基因的准确性，从两组处理组中选择 5 个差

异基因进行 RT-qPCR 分析。以 Chlorella sp. DT025 的 18S rRNA 为内参基因，利

用 Primer 5 软件设计引物，引物序列（表 5-6）由上海生工生物工程公司合成。 

表 5-6 目的基因的引物设计 

Table 5-6 Primer design for target genes 

目的基因 序列 5'-3' 

18S rRNA 
F - CGCGCAAATTACCCAATCCTG 

R - GCCCTCCAATTGATCCTCGTT 

乙酰 CoA 羧化酶（ACC）α 亚基基因 
F - GCCGAGGATGCAGTCTACTC 

R - ACACGGAACTTGCCCTTGAT 

磷酸烯醇丙酮酸羧化酶（PEPC）基因 
F - GCTTTGTGAACTTCTTCCAGTCC 

R - AACACCATTTCCAGCATGTCAAG 

1,5-二磷酸核酮糖羧化/加氧酶

（RuBisCO）大亚基基因 

F - CCCCAACAGAGACTAAAGCAAGT 

R - TGTACCAGTAGAAGATTCCGCAG 

苹果酸脱氢酶（MDH）基因 
F - AAATCATCGTCCATCATTAGCGC 

R - GTCTGAGTAGTTCCTGGCGATC 

乙酰 CoA 合成酶 2（ACS2）基因 
F - GCCTCTGCCAAAGGTGATCT 

R - GGTGAGTGCAAAGGAGACGA 
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以 cDNA 作为模板进行 PCR 扩增，退火温度设为 54.5℃，通过琼脂糖凝胶

电泳验证引物的特异性如图 5-10 所示： 

 
图 5-10 目的基因引物特异性扩增凝胶电泳图（M 为 DNA Marker，1-5 为 25%处理组经不

同目的基因引物 PCR 扩增后特异性条带，6-10 为 25%+NP 处理组经不同目的基因引物

PCR 扩增后特异性条带。其中 1、6 为乙酰 CoA 合成酶 2 基因；2、7 为磷酸烯醇丙酮酸羧

化酶基因；3、8 为苹果酸脱氢酶基因；4、9 为乙酰 CoA 羧化酶 α 亚基基因；5、10 为 1,5-

二磷酸核酮糖羧化酶大亚基基因） 

Fig. 5-10 Gel electrophoresis of primer-specific amplification of target genes (M is Marker, 1-5 

are bands specific to the 25% treatment group amplified by PCR with primers for different target 

genes, and 6-10 are bands specific to the 25%+NP treatment group amplified by PCR with primers 

for different target genes. 1,6: ACS2; 2,7: PEPC; 3,8: MDH; 4,9: ACC; 5,10: RuBisCO) 

结合设计引物的大小，从图中可以看出所选基因约 100-200 bp，且均扩增

出单一且较亮的条带，说明引物特异性较好。 

5.4.5.2 差异表达的关键酶基因表达量变化 

根据 Fold 值作目的基因在实验组（25%+NP 处理组）中的表达量相对于对

照组（25%处理组）中的表达量差异统计图，其中 Fold 值表示目的基因相对表

达量变化倍数，每个基因中左为对照组，右为实验组。由图 5-11 可得：乙酰

CoA 羧化酶基因上调，上调 3.77 倍；乙酰 CoA 合成酶 2 基因上调，上调 4.11

倍；光合作用固碳途径中核酮糖二磷酸羧化/加氧酶、苹果酸脱氢酶基因上调，

分别上调 6.21 与 8.87 倍；磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因下调，下调 9.45 倍。

RT-qPCR 得出的结果与转录组的结果相互验证，得出的结果趋势一致。 
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图 5-11 目的基因相对表达量变化 

Fig. 5-11 Fold change in target gene expression 

注：ACS2：乙酰 CoA 合成酶 2、PEPC：磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶、MDH：苹果酸脱氢

酶、ACC：乙酰 CoA 羧化酶、RuBisCO：1,5-二磷酸核酮糖羧化/加氧酶。 

5.5 本章小结 

本章从转录组角度分析添加 TiO2 NPs 对在产氢发酵废液中培养的 Chlorella 

sp. DT025 生长与产油的影响。提取 Chlorella sp. DT025 的总 RNA 并构建 cDNA

文库，基于 GO 数据库与 KEGG 数据库对匹配到的基因进行功能注释并筛选表

达差异基因，最后用 RT-qPCR 对差异表达基因进行验证分析。在被注释的基因

中测得差异基因数为 1866个，加入 TiO2 NPs后上调基因 824个，下调基因 1042

个，在细胞生长过程、细胞免疫应答过程、节律过程中上调的基因更多。分析

KEGG 通路后发现脂肪酸合成通路中乙酰 CoA 羧化酶基因上调，有利于细胞内

脂肪酸的合成；丙酮酸代谢通路中乙酰 CoA 合成酶 2 基因上调，促进了乙酰

CoA 的合成；光合作用固碳途径中核酮糖二磷酸羧化酶/加氧酶、苹果酸脱氢酶

基因上调；磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因下调，提高细胞内糖酵解效率。RT-

qPCR 验证后得到相同结果，其中上调最为明显的基因为苹果酸脱氢酶基因，上

调 8.87 倍；磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因下调 9.45 倍。可以得出添加 TiO2 NPs

后细胞内酶系的调控朝着有利于油脂积累的方向进行。 
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第六章 结论与展望 

 

 

6.1 结论 

本研究针对暗发酵产氢废液的资源化处理，在 25%产氢发酵废液中培养

Chlorella sp. DT025 时添加 TiO2 NPs 以提高微藻油脂的产量与质量。从实验室保

藏的藻种中选择出可有效利用废液生长产油的藻种，分析藻种对废液中不同有

机酸的利用和耐受性，选择添加合适条件的 TiO2 NPs 促进其生长与积累更高质

量的油脂，构建添加 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液培养微藻体系，最后从生理响

应机制与转录组分析添加 TiO2 NPs 后微藻的生理特性与调控机制。结论如下： 

（1）利用 24 孔板培养法从实验室 11 株微藻中选择出耐受产氢发酵废液且

含油率最高的 Chlorella sp. DT025。分析废液中主要有机酸成分，并测定各有机

酸对 Chlorella sp. DT025 生长、产油及对 COD、TN 去除的影响。在添加 25%的

产氢发酵废液后，Chlorella sp. DT025 在流式细胞仪中显示的油脂荧光信号从

36.10%提高至 79.28%。添加不同浓度的发酵废液中主要有机酸后可得 Chlorella 

sp. DT025 能利用乙酸、乳酸与乙醇，但不能利用丁二酸与甲酸，废液中丁二酸

含量超过了微藻细胞的耐受浓度。 

（2）在产氢发酵废液培养 Chlorella sp. DT025 产油体系中添加 TiO2 NPs 强

化微藻生长与产油，并对 TiO2 NPs 的添加浓度与粒径条件进行优化。添加 50 

mg/L 20 nm 的 TiO2 NPs 后，Chlorella sp. DT025 对糖的利用、TN 与 COD 的消

耗以及油脂质量都有一定的提高，油脂中主要的脂肪酸成分及相对含量也发生

变化，C20:2 含量提高至 7.63%；油脂的不饱和度与冷过滤器堵塞点提高，最终

提高了油脂作为生物柴油的性能。 

（3）分析 TiO2 NPs 对 Chlorella sp. DT025 生长产油及生理特性的影响，观

察添加产氢发酵废液与 TiO2 NPs 后 Chlorella sp. DT025 细胞形态变化并分析细

胞内抗氧化体系的变化。发现产氢发酵废液的添加使细胞明显变小，导致细胞

发育较差，淀粉粒数量明显减少。添加 TiO2 NPs 后 TiO2附着于细胞周围，一部

分能够进入微藻细胞内，细胞出现质壁分离现象，对细胞造成一定损伤。受
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TiO2 NPs与产氢废液胁迫的影响，细胞内ROS产生速率提高。TiO2 NPs使MDA

含量在培养前期提高，而 SOD 和 CAT 酶活性均有一定程度降低，表明 TiO2 加

重藻细胞膜质过氧化胁迫，影响了抗氧化保护酶活性。TiO2 NPs 的添加同时促

进了微藻生长与叶绿素的合成，说明其对微藻的胁迫在耐受范围内，TiO2 增加

的胁迫刺激微藻积累油脂。 

（4）从转录组角度分析添加 TiO2 NPs对在产氢发酵废液中培养的 Chlorella 

sp. DT025 生长与产油的影响。发现加入 TiO2 NPs 后上调基因 824 个，下调基因

1042 个，在细胞生长过程、细胞免疫应答过程、节律过程中上调的基因更多。

结合分析 KEGG 通路后发现脂肪酸合成代谢途径中乙酰 CoA 羧化酶基因上调，

有利于细胞内脂肪酸的合成；丙酮酸代谢途径中乙酰 CoA 合成酶 2 基因上调，

促进了乙酰 CoA 的合成；光合作用固碳途径中核酮糖二磷酸羧化/加氧酶、苹果

酸脱氢酶基因上调；磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶基因下调，提高细胞内糖酵解效

率。RT-qPCR 验证后得出与转录组分析一致的结果。 

6.2 展望 

本研究从转录水平探究了 TiO2 NPs 强化产氢发酵废液中培养 Chlorella sp. 

DT025生长与油脂体系，对 Chlorella sp. DT025 的后续基因工程与代谢工程的改

造提供参考。但是研究还存在一些不足，需要后续继续研究与完善。 

（1）Chlorella sp. DT025 是直接从环境中经筛选后培养的野生藻株，发现

其不仅有较高的油脂产量，且有较快的细胞生长速率，从电镜结果看出微藻在

细胞内能快速积累较多淀粉粒，后续实验中可以通过检测细胞内其他积累物质

如淀粉产量提高小球藻的生产价值。 

（2）本文对纳米颗粒的研究仅针对 TiO2 进行，优化了 TiO2 的添加浓度与

粒径。近年来报道可知还有更多纳米颗粒能够有更高效促进微藻生长与合成代

谢物，后续实验可选择更多不同种类的纳米颗粒对微藻进行胁迫，研究其对微

藻的生理生化响应机制。 

（3）由于小球藻基因功能注释信息不完全，检测到大量未知功能的基因，

本研究采用了无核转录组分析的方法，无法完整解析胁迫条件下的转录机理。

后续实验可对 Chlorella sp. DT025 进行全基因组测序，完善基因功能注释。 
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附录 
表 1 改良的 BG-11 培养基 

成分 含量 (g/L) 

无水葡萄糖 10 

硝酸钾 1.25 

磷酸二氢钾 1.25 

七水合硫酸镁 1 

七水合硫酸亚铁 0.05 

二水合氯化钙 0.11 

EDTA·2Na 0.50 

四水合氯化锰 0.0142 

硼酸 0.1142 

二水合钼酸钠 0.0083 

五水合硫酸铜 0.0137 

七水合硫酸钴 0.0018 

碳酸氢钠 0.80 

 
表 2 实验试剂表 

试剂名称 纯度 生产厂家 

无水葡萄糖 AR 生工生物工程股份有限公司 

硝酸钾 AR 生工生物工程股份有限公司 

磷酸二氢钾 AR 生工生物工程股份有限公司 

七水合硫酸镁 AR 生工生物工程股份有限公司 

七水合硫酸亚铁 AR 生工生物工程股份有限公司 

二水合氯化钙 AR 生工生物工程股份有限公司 

EDTA·2Na AR 阿拉丁试剂（上海）有限公司 

四水合氯化锰 AR 生工生物工程股份有限公司 

硼酸 AR 上海麦克林生化科技有限公司 

二水合钼酸钠 AR 上海麦克林生化科技有限公司 

五水合硫酸铜 AR 生工生物工程股份有限公司 

七水合硫酸钴 AR 生工生物工程股份有限公司 

碳酸氢钠 AR 生工生物工程股份有限公司 

琼脂粉 AR 生工生物工程股份有限公司 

尼罗红 AR 生工生物工程股份有限公司 
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试剂名称 纯度 生产厂家 

二甲基亚砜 AR 上海晶纯生化科技股份有限公司 

氢氧化钠 AR 上海麦克林生化科技有限公司 

甲醇 AR 国药集团化学试剂有限公司 

三氯甲烷 AR 国药集团化学试剂有限公司 

盐酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

硫酸 AR 国药集团化学试剂有限公司 

重铬酸钾 AR 国药集团化学试剂有限公司 

硫酸亚铁铵 AR 国药集团化学试剂有限公司 

试亚铁灵 AR 上海麦克林生化科技有限公司 

过硫酸钾 AR 国药集团化学试剂有限公司 

TiO2纳米颗粒 EP 清河县兴荣源金属材料有限公司 

葡萄糖、木糖标品 EP 生工生物工程股份有限公司 

丁二酸、甲酸、乙酸、乙醇标品 EP 生工生物工程股份有限公司 

乳酸标品 EP 上海源叶生物科技有限公司 

无水硫酸钠 AR 上海麦克林生化科技有限公司 

正己烷 AR 国药集团化学试剂有限公司 

十五烷酸甲酯标品 EP 广州硕普生物技术有限公司 

脂肪酸甲酯混和标品 EP 广州硕普生物技术有限公司 

戊二醛（50%）电镜专用 - 上海麦克林生化科技有限公司 

活性氧产生速率试剂盒 - 苏州科铭生物技术公司 

丙二醛含量试剂盒 - 苏州科铭生物技术公司 

超氧化物歧化酶试剂盒 - 苏州科铭生物技术公司 

过氧化氢酶试剂盒 - 苏州科铭生物技术公司 

EasyPure® Plant RNA Kit 试剂盒 - 北京全式金生物技术股份有限公司 

Prime Script™ RT reagent Kit with 

gDNA Eraser 试剂盒 
- 生工生物工程股份有限公司 

50×TAE Buffer - 生工生物工程股份有限公司 

10×TBE Buffer - 生工生物工程股份有限公司 

琼脂糖 AR 生工生物工程股份有限公司 

6×Loading Buffer - 宝日医生生物技术有限公司 

2×San Taq PCR Mix 试剂盒 - 宝日医生生物技术有限公司 

TB Green® Premix Ex Taq™ II - 宝日医生生物技术有限公司 
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表 3 仪器设备表 

实验仪器 生产厂家 

电子天平 奥克斯国际贸易（上海）有限公司 

恒温培养箱 上海力辰仪器科技有限公司 

光照培养箱 宁波普朗特仪器有限公司 

立式高压蒸汽灭菌锅 上海申安医疗器械厂 

超净工作台 浙江孚夏医疗科技有限公司 

高速离心机 湖南湘仪实验仪器开发有限公司 

流式细胞仪 美国贝克曼 

数显恒温水浴锅 金坛市医疗仪器厂 

冰箱 海尔集团公司 

电热鼓风干燥箱 上海力辰仪器科技有限公司 

光学显微镜 上海蔡康光学仪器有限公司 

电磁炉 九阳股份有限公司 

微波炉 九阳股份有限公司 

紫外可见分光光度计 上海美普达仪器有限公司 

COD/TP/TN 快速消解仪 山东格林凯瑞精密仪器有限公 

高效液相色谱仪 美国沃特世 (Waters) 

气相色谱仪 美国安捷伦 (Agilent) 

X 射线衍射仪 日本理学 (SmartLab) 

透射电子显微镜 日本 JEOL 

超声波细胞破碎机 宁波新芝生物科技股份有限公司 

制冰机 常熟市福王制冷器材有限公司 

全波长酶标仪 瑞士 TECAN 

荧光分光光度计 日本日立 (HITACHI) 

冷冻高速离心机 大龙兴创实验仪器股份有限公司 

PCR 仪 伯乐生命医学产品（上海）有限公司 

电泳仪 伯乐生命医学产品（上海）有限公司 

凝胶成像仪 伯乐生命医学产品（上海）有限公司 

荧光定量 RCR 仪 伯乐生命医学产品（上海）有限公司 
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以及每一个可爱的娃：王翠翠、杨勇、韩维召、高梦蝶、杨新宇、喻艳玲、吴

晓龙、辛玉、程千子、吴波、吴萱、李娜、周飞，你们都非常优秀，加油！还

有两位外国友人 Khadija 和 Precious，我和你们学到了很多，祝你们前程似锦。
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我会记得我们一起在实验室努力完成各自的实验任务，彼此鼓励；记得我们大

家庭一起聚餐，一起讨论实验；记得我们一起在操场打球。和大家一起的日子

是我一生不会忘记的宝贵财富。 

感谢我的家人，虽然远隔千里，但你们对我的关爱没有因为距离减少一分。

我时常忙碌没时间联系你们，你们总是打电话给我，关心我的实验、我的感情

与生活，我有时有些冷漠，但对你们的爱没有变，你们永远是我的精神支柱，

希望你们可以永远健康。我还想感谢一个人，名字无法透露，谢谢你五年来对

我的照顾与爱护，虽然没能有一个好的结局，但我们都比从前的自己更好这就

足够了，祝好。 

即将离开学校，告别学生的身份，但这不是终点，是新的起点。未来还有

太多不确定，外面是更大的浩瀚的星空。我会一直坚定地走下去，并期待着未

来的人生中的每一天。 

徐嘉璐 

2024 年 5 月 


