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微藻光合转化甲酸生产蛋白质的研究
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摘要：蛋白质是重要的食品原料，其高质量稳定供应对提升人民生活水平和保证国家粮食战略安全至关重

要。目前中国对蛋白质的进口依存度较高，急需高效的非粮来源高品质蛋白质的生产技术。近年来莱茵衣

藻（Chlamydomonas reinhardtii， C. reinhardtii）作为一种显著增长的可食用蛋白质资源受到广泛关注，但其

主要以乙酸为碳源进行异养发酵，无法利用其光合作用在绿色生物制造方面的优势。作者利用 CO2清洁能

源还原产物甲酸作为强化碳源，探索甲酸提高 C. reinhardtii光合生产效率的可行性。基于 HCOO-对光合活

性的抑制作用，以叶绿素荧光动力学参数为依据，通过逐步提升培养基中 HCOO-浓度，获得 HCOO-耐受浓

度达到 150 mmol/L 的驯化藻株。在 50~150 mmol/L 的 HCOO-下，驯化藻株的光系统Ⅱ的最大量子产率

（Fv/Fm）以及光合作用相关的多不饱和脂肪酸的质量分数维持稳定。在相同培养条件下，接近于乙酸添加的

培养效率，蛋白质的质量分数为 30%~35%，达到或超过常规衣藻乙酸发酵产品的蛋白质质量分数。该研究

在人工光合杂化高效转化 CO2的背景下，提供了一种以甲酸为原料快速生产 C. reinhardtii蛋白质的技术路

线，也为绿色生物制造提供了一种新的技术选择。该研究所获得的高浓度 HCOO-耐受藻株，为探索光合活

性调控机制提供了理想的研究对象。
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Abstract: Protein is a crucial nutrient for human beings, and its stable and high-quality supply is the key to 

improving people’s living standards and ensuring national food security. Currently, due to the high dependence on 

imported protein, there is a pressing need for new technologies to produce high-quality protein through non-food 

approaches. A promising candidate is the green microalga Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii), which has 

shown potential for producing dietary protein through fermentation on acetate. However, this method ignores the 

advantage of photosynthesis in green bio-manufactory. Here, the author demonstrated the feasibility of utilizing 

formate, one of the products of CO2 reduction driven by clean energy, to enhance the photosynthetic production 

of C. reinhardtii. To eliminate the serious inhibition of HCOO- on photosynthetic activity, the author employed 
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adaptive lab evolution with the guide by chlorophyll fluorescence dynamic parameters and obtained a 

domesticated stain capable of growing under as high as 150 mmol/L HCOO- . With the addition of 50~150 

mmol/L HCOO- , the strain maintained stable the maximum quantum yield of PSⅡ (Fv/Fm), preserved a consistent 

fatty acid profile, and achieved a growth rate similar to acetate addition in batch cultures. Moreover, the protein 

content of biomass obtained with HCOO- was 30%~35%, comparable to or even higher than that of commercial 

fermentation on acetate. This work provides a novel green approach for non-food sourced protein production 

through artificial-natural hybrid photosynthesis. Furthermore, the high HCOO--tolerant strain serves as an 

excellent model to investigate the regulation of photosynthesis.

Keywords: artificial photosynthesis; Chlamydomonas reinhardtii; formic acid; protein; green bio-manufactory

蛋白质是人体不可或缺的营养成分。随着人

口增长以及人均蛋白质消耗的增加，全球蛋白质供

给压力日益增加。从全球视角来看，蛋白质供给主

要包括植物来源和动物来源，二者的比例大约是

2∶1。由于动物蛋白在营养构成方面更符合人体需

求，因此，对动物蛋白的需求呈现出更明显的上升

趋势。然而，动物蛋白的获得主要依赖于植物性原

料，如畜牧业和禽类养殖，这一过程不仅消耗了大

量的生物质原料，同时也是全球温室气体的主要来

源之一［1-2］。这一问题在中国更加严峻，因为中国

的可利用耕地面积有限，每年需要进口大量粮食以

满足人们和畜牧业的需求，尤其是大豆，2023年其

进口依存度已经超过 80%［3］。因此，在低碳绿色和

粮食安全的背景下，对新型非粮来源的可食用蛋白

质生产技术的需求日益迫切。

微藻是一类重要的水生光合生物，能够利用

太阳光为能量来源固定 CO2，用于生产碳水化合

物、蛋白质、脂肪酸等，因此受到了广泛关注。然

而，由于水生环境中较低的 CO2 传递效率和光能

传递效率，目前在微藻的工业化生产中，实际光合

能量利用率仅为 2%~3%，低于光合作用理论效率

的三分之一，极大地限制了微藻工业化生产的发

展［4］。微藻蛋白质已被证实更接近于动物蛋白，

且与传统来自微生物的单细胞蛋白质不同。目前

已有多种微藻被获批可直接作为食用蛋白质原

料，其中 C. reinhardtii受到了广泛关注［5］。商品化

的 C. reinhardtii是以乙酸为碳源进行发酵培养，这

种方式不仅没有充分利用其光合作用潜力，还要

排放大量的 CO2。因此，如何实现更加绿色和高

效的生产是 C. reinhardtii 蛋白质生产技术面临的

重大挑战。自然界中玉米等高产 C4植物为人们提

供了启示，这类植物能够通过四碳有机酸作为中

间产物来实现碳元素的高效传递。相比 CO2，以

盐类作为载体，C4植物的液相碳通量能够提升多

个数量级。

早在 2018 年，中国率先提出了利用太阳能将

CO2和 H2O 结合起来生产“液态太阳燃料”的“液态

阳光”概念。在 2020 年，王集杰等［6］率先完成全球

首个千吨级“液态阳光”甲醇的工业生产示范线，为

人工光合成技术打下了坚实的基础，其太阳能转换

效率超过 13%。除了甲醇，甲酸也是具有高太阳能

转化效率的“太阳燃料”，是生产能量需求最小的

“太阳燃料”。与其他“太阳燃料”相比，甲酸因成盐

性等优势，具备在规模开放系统中应用的潜力［7-8］。

如果能将“液态阳光”的人工光合成技术与微藻的

生物光合作用相结合，就能从原理上提升效率，甚

至突破自然光合能量利用极限。

甲酸作为生物转化底物具有鲜明的特点。一

方面，甲酸的还原电位较低，容易作为电子供体生

成 CO2，同时为细胞提供还原力和能量，驱动甲基

营养微生物的同化路径和生长。另一方面，甲酸

中碳的价态相对较高，后续形成 C—C 键，需要提

供还原力和能量。这两个特点也恰好对应了利用

天然生物甲酸的两种途径，即根据其最初介入细

胞代谢的方式，分为同化途径与异化途径［9］。其

中同化途径中额外的能量大多来自其他化能自养

过程，而异化途径则导致一部分甲酸中的碳无法

被利用。相较而言，将甲酸作为碳载体应用于微

藻培养，并以光能作为甲酸同化的驱动力，有望真

正实现太阳光能驱动 CO2固定生产蛋白质。

然而，将甲酸应用到微藻光合培养面临着巨大

的挑战。早在 20世纪 80年代，人们就发现，HCOO-

与HCO−
3结构类似，因此会与HCO−

3竞争光合系统中

的结合位点，导致对光合作用的抑制，尤其是对光合

系统 Ⅱ 活性的抑制。研究表明在低浓度（ <25 

mmol/L）HCOO-的抑制作用可以通过加入 HCO−
3 来
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缓解，且 HCO−
3浓度为 HCOO-的 2倍以上，但是高浓

度 HCOO-的抑制作用则无法通过这种方法解除［10］。

此外，25 mmol/L或以下浓度的 HCOO-能够提供的

碳通量较小，对微藻培养碳通量的提升也比较有限。

考虑到生物进化早期低碳化合物含量较高，且存在

天然甲酸的同化途径，以及在基因组信息中鉴定到

了不完整的甲酸同化途径，推测 C. reinhardtii具有

提高甲酸的耐受和转化的潜力。因此，Yao等［11］和

Jiang等［12］先后借助实验室自适应进化技术，将甲酸

用于光合微藻培养的研究。先后实现了在乙酸与

20 mmol/L的甲酸下混合培养 C. reinhardtii以及在

乙酸与 50 mmol/L的甲酸下光照培养C. reinhardtii，

提升了整体生物量和能量转化效率，证实了甲酸在

一定浓度下能够作为辅助碳源促进 C. reinhardtii的

光合生长。

然而，上述研究仅在 50 mmol/L或以下浓度的

HCOO-下进行，对微藻培养提供的碳通量比较有

限，无法满足更高时空规模生产的需求，需要进一

步提升 HCOO-的浓度以及 HCOO-的转化效率。

因此，该研究以 C. reinhardtii 为研究对象，通过光

合活性指导下的自适应进化 ，筛选获得具有

150 mmol/L HCOO-耐受能力的藻株，并分析其在

高浓度 HCOO-下的培养情况，尤其是在生产蛋白

质方面。最终证实了在人工光合杂化高效转化

CO2的背景下，用 C. reinhardtii绿色高效转化甲酸

生产蛋白质的可行性。与传统光合培养以及乙酸

发酵相比，该技术更具有大规模和高效应用的

前景。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

C. reinhardtii CC-137 3# -P3 株系：由 CC-137

野生株构建的过表达叶绿体型甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase）的

工程藻株，以及后续进化筛选获得的系列藻株［13］。

Tris：美国 Sigma 公司；蒽酮、甲酸钠、乙酸、氯

化铵、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠：国药集团化学试

剂有限公司；氢氧化钠、盐酸、硫酸、甲醇、氯仿、正

己烷、Nessler试剂、无水硫酸钠、DMSO、酒石酸钾

钠：天津市科密欧化学试剂有限公司；考马斯亮蓝

G250：美国 Bio-Rad公司。

1.2　仪器与设备

紫外可见分光光度计：Jasco V-650 型，日本

Jasco 公司；鼓风干燥箱：DGC-9240A 型，上海森信

实验仪器有限公司；pH 电极：PHSJ-3F 型，上海仪

电科学仪器股份有限公司 ；核磁共振波谱仪 ：

Avence Ⅲ 400M 型，瑞士 Bruker公司；叶绿素荧光

分析仪：Water-PAM 型，德国 Walz 公司；气相色谱

仪：7890B 型，美国 Agilent公司。

1.3　培养基　

C. reinhardtii 生长所需的基本培养基为 TAP

（tris-acetate-phosphate）培养基，按照标准方法配制

该培养基。在 TAP 培养基的基础上，将 CH3COO−

替换成不同浓度的 HCOO-，并以质量分数 10% 的

盐酸或 1 mol/L 的 NaOH 溶液将培养基的 pH 调至

7.5，称为 TFP（tris-formate-phosphate）培养基。根

据 HCOO-终浓度（35、50、75、100、150 mmol/L），记

为 TFP35 组 、TFP50 组 、TFP75 组 、TFP100 组和

TFP150组。TAP培养基进行基础培养的藻株记为

TAP 组，即对照组。配好的培养基封装好后于

121 ℃高压蒸汽灭菌 20 min，灭菌后冷却至室温。

TAP/TFP培养基在使用前接种培养基体积 0.1% 的

潮霉素B（10 mg/mL）避免微生物污染。

1.4　培养条件

在 30 μmol/（m2·s）光照强度的培养箱（27 ℃）

中，C. reinhardtii 藻种在 TFP50 培养基中传代培

养。当 OD750 值达到 1.0~1.2 时，将藻细胞悬液离

心，弃去上清液收获藻种并接种到新鲜的培养基

中进行试验。

用于试验的藻株置于锥形瓶或光生物反应器

中培养，从锥形瓶到光生物反应器的培养系统示

意图见图 1。从左至右分别为锥形瓶种子液培养、

光生物反应器种子液培养、Algal Station 系统和光

生物反应器高密度培养。

分别将一定量C. reinhardtii的种子液接种于锥

形瓶中（装有 500 mL 的 TAP 培养基或 TFP 培养

基），起始OD750值为 0.1。将其置于光照培养箱中培

养，放置在水平摇床上振荡（100 r/min），温度 27 ℃，

连续光照 24 h，光照强度为 30 μmol/（m2·s）。间隔 1 d

取样，测定OD750值和叶绿素荧光动力学参数。

选择 HCOO-浓度为 50、75、150 mmol/L 进行

光 生 物 反 应 器 的 培 养 ，分 别 将 一 定 量

C. reinhardtii的种子液接种于鼓泡柱状光生物反

应器中（装有 500 mL 的 TAP 培养基或 TFP 培养

基），接种的起始 OD750 值为 0.1，置于光照培养架
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上，使用由中国科学院大连化学物理研究所自

行开发的 Algal Station系统控制通气和光照，可在

线监测包括叶绿素荧光动力学参数在内的培养指

标［14］。培养温度 27~29 ℃，连续光照 24 h，光生物

反应器表面的光照强度为 110~120 μmol/（m2·s），通

气（体积分数 2%的 CO2和空气的混合气）24 h，通气

流量为 80 mL/min，通气比为 0.16 mL/（mL·min）。

1.5　生物量的测定

间隔 12 h 取样，使用紫外可见分光光度计测

量 OD750值和藻细胞的干质量。OD750值主要与细

胞数量相关，反映细胞的增殖变化。如果样品浓

度过高 ，则需要在测试前对样品进行稀释 ，使

OD750值保持在线性范围内。

使用预先干燥并称质量的 Whatman GF/C 滤

膜（孔径 1.2 μm）过滤一定体积的微藻悬液，并在

60 ℃鼓风干燥箱中干燥 24 h，干燥前后的质量差

即为藻细胞的干质量。将剩余的微藻悬液离心，

收集藻细胞，冷冻干燥后保存。

藻细胞的质量浓度与相应的 OD750值的比值即

为单位 OD值藻细胞的质量浓度，单位为 mg/mL，反

映平均每个藻细胞的质量变化。藻细胞的质量浓

度按照式（1）进行计算，取 3次测定的平均值。

ω =（m 2 - m 1）/V （1）

式中：

ω——藻细胞的质量浓度，mg/mL；

m1——预先干燥的 Whatman GF/C 滤膜的质

量，mg；

m2——过滤藻类培养物的滤膜和藻细胞的质

量，mg；

V——过滤微藻悬液的体积，mL；

微 藻 的 生 长 速 率 由 相 对 增 长 率 表 示 ，

C. reinhardtii的相对增长率按照式（2）进行计算。

μ =（ln OD2 - ln OD1）/（t2 - t1） （2）

式中：

μ——C. reinhardtii的相对增长率，h-1；

t1——较早的采样时间，h；

t2——较晚的采样时间，h；

OD1——采 样 时 间 为 t1 时 C. reinhardtii 的

OD750值；

OD2——采 样 时 间 为 t2 时 C. reinhardtii 的

OD750值。

1.6　pH、HCOO-浓度和 NH+
4 浓度的测定

间隔 12 h 取样，使用 pH 电极测量微藻悬液样

品离心后上清液的 pH。

间隔 12 h 取样，使用核磁共振波谱仪根据相

应的标准曲线对上清液中的 CH3COO-和 HCOO-

浓度进行测定。取 600 μL 待测样品加入核磁管，

再加入 100 μL 体积分数 0.01% 的 DMSO 和 100 

μL D2O，混合均匀，进行核磁上样，选择压制水峰

“zgpr”模式，扫描 32 圈，根据测试结果的峰面积定

量计算 CH3COO-和 HCOO-的浓度。

间隔 12 h 取样，采用 Nessler 试剂分光光度法

测定上清液的 NH+
4 浓度。取 100 μL 的样品，加入

190 μL 的水进行稀释，再加入 1 mL 0.2 mol/L 的

NaOH 溶液，静置 5 min 后，加入 200 μL 1.5 mol/L

的酒石酸钾钠溶液和 1 mL Nessler试剂，混合后于

暗处放置 10 min 后测定 425 nm 处的吸光度，根据

标准曲线和稀释倍数计算上清液的 NH+
4 浓度。

1.7　叶绿素荧光动力学参数的测定

间隔 12 h取样，通过叶绿素荧光分析仪测量叶

绿素荧光动力学参数，包括 Fv/Fm、实际量子产率

（Fv’/Fm’）和非光化学猝灭系数（NPQ）。Fv/Fm反映

光合系统的潜能和整体状况，Fv’/Fm’反映实际光合

反应中光能利用的效率，NPQ反映光保护能力和光

合系统受到损伤的程度。叶绿素荧光动力学参数

图 1　从锥形瓶到光生物反应器的培养系统的示意图

Fig. 1　Culture systems from conical flasks to photobioreactors
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用于测定光合作用过程中光系统对光能的吸收、传

递、耗散、分配等，其变化与环境胁迫、养分供应等因

素有关，因此可以通过叶绿素荧光动力学参数来监

测光合系统的生理状况和应对外界压力的能力［15］。

1.8　蛋白质质量分数和脂肪酸质量分数的测定

培养结束后，用考马斯亮蓝 G250 法测定每天

收获的冻干藻细胞中的蛋白质质量分数。取 4~

5 mg 冻干藻粉，加入 1 mL 0.5 mol/L 的 NaOH 溶

液，超声仪冰浴破碎细胞后，于 80 ℃水浴 10 min，

再 于 12 000 r/min 离 心 3 min，收 集 上 清 液 ；用

1 mL 0.5 mol/L 的 NaOH 溶液在 80 ℃水浴中重复

提取 10 min，离心后合并上清液并定容至 5 mL。

取 20 μL 藻粉提取液，用 0.15 mol/L 的 NaCl溶液稀

释 5 倍，再加入 1 mL 考马斯亮蓝 G250 试剂，摇匀

后静置 5 min，于 595 nm 波长下测定吸光度。根据

梯度牛血清蛋白的质量浓度-吸光度标准曲线和

稀释倍数计算藻细胞中蛋白质质量分数。

培养结束后，通过转酯化和气相色谱法测定

冻干藻细胞中的脂肪酸质量分数。称取 5 mg 的

冻干藻粉，加入体积分数 2% 的硫酸-甲醇溶液，混

合物在 70 ℃的油浴中冷凝回流反应 1 h 进行脂肪

酸的甲酯化，加入 C17：0 三酰甘油作为内标进行

定量，然后加入经去离子水和己烷提取的脂肪酸

甲酯（FAME）。使用气相色谱仪、DB-23 型毛细管

柱（30 mm×0.32 mm×0.25 μm）和火焰离子化检测

器（FID）分离和鉴定 FAME。进样器分流进样温

度为 270 ℃ ，分流比为 10∶1。气相升温程序为

130 ℃ 下 保 持 1 min，以 10 ℃/min 的 速 率 升 至

170 ℃ ，再以 2.8 ℃/min 的速率升至 215 ℃ ，并保

持 1 min。得到 FAME 气相色谱图后，计算脂肪酸

质量分数。

1.9　数据分析

数据处理分析和图表绘制主要通过 Origin 

2017 和 Excel 2016 进行，试验数据以平均值±标准

差表示。

2　结果与讨论

2.1　高浓度HCOO-耐受藻株的筛选

自适应进化是一种通过梯度培养条件筛选出

具有特定生物特性的菌株或者藻株的方法。通常

自适应进化是以生长状态为指标进行判定，但是

在培养过程中，需要获得在一定 HCOO-存在条件

下仍然能保持较高光合活性的藻株。因此以表征

光 合 活 性 的 叶 绿 素 荧 光 动 力 学 参 数（Fv/Fm 和

Fv’/Fm’）为指标进行判定 ，最终获得了能够在

150 mmol/L 条件下维持较高光合活性并且生长的

驯化藻株。

在进行反应器生长评价前，首先对摇瓶中的

种子液状态进行评价。驯化藻株的种子液在不同

HCOO-浓度下生长和光合活性的变化见图 2。可

以看出，TFP30 组和 TFP50 组具有较长的迟滞期，

但是进入到指数生长期，其生长曲线斜率与 TAP

组相比差异不大，最终生物量也相近。TFP100 组

和 TFP150 组的生长速率明显下降。但是从光合

活性来看，所有组别的 Fv/Fm 都维持稳定，没有明

显下降甚至高于 TAP 组，说明驯化藻株能够解除

HCOO-（浓度≤150 mmol/L）对光合活性的抑制作

用。但 TFP150 组的 Fv’/Fm’略低于 TAP 组，这与

生长曲线的变化规律一致。

2.2　高浓度 HCOO-耐受藻株在光生物反应器中的

生长评价

从生长曲线结果可以看出，TFP50组的生物量

水平与 TAP组相同，因此使用 TFP50培养基进行藻

种培养和传代，并对后续高浓度 HCOO-条件进行考

察。根据已有培养经验，在光生物反应器的批次培

养中，NH+
4 耗尽后细胞的生长和生理生化指标会有

明显变化，因此在培养过程中监测 NH+
4 浓度，选择

培养基中NH+
4 耗尽后的第 2天终止培养。

2.2.1　生长的变化　

光生物反应器中藻株的培养结果见图 3。藻

株的生长曲线见图 3（a），与锥形瓶中的培养结果

类似，TFP150 组驯化藻株的生长速率明显慢于

TFP50 组和 TFP75 组，而 TFP50 组和 TFP75 组差

别不明显。藻细胞质量浓度变化见图 3（b），

TFP150 组的增长也明显慢于 TFP50 组和 TFP75

组。如图 3（c）所示，TFP150 组的单位 OD 值藻细

胞的质量浓度显著高于 TFP50 组和 TFP75 组，从

0.67 mg/mL增加至 0.92 mg/mL，提高了 37%。

单细胞质量的增加通常受到 2种因素的影响：

一种是细胞代谢增强，胞内产物积累增多导致细

胞生物量增加；另一种可能是细胞周期被干扰，细

胞正常分裂受抑制，例如常见的多倍体。从OD750值

的变化推测，细胞数目的增加减缓，150 mmol/L 的

HCOO-有可能对细胞周期产生了明显的扰动。作
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为核苷酸合成的主要一碳底物来源，HCOO-能够

显著影响细胞内嘌呤和嘧啶的合成，导致下游细

胞代谢的重构［16］。 Jiang 等［12］通过流式细胞术发

现，当 50 mmol/L HCOO-作为辅助碳源培养时，胞

内核酸含量升高，也证实了细胞周期受到干扰的

结论。

2.2.2　光合活性的变化　

对光合活性变化的监测结果见图 3（d）。当 50 

mmol/L HCOO-的种子液接种至 TFP150 后，细胞的

Fv/Fm和Fv’/Fm’在接种后都有轻微下降，2 d后逐步恢

复至正常水平。而 TFP50组和 TFP75组并没有受接

种的影响，因此推测尽管锥形瓶培养已经证明该藻

株能够耐受 150 mmol/L的 HCOO-，但高浓度 HCOO-

耐受是一个动态适应过程。

早期研究认为，HCOO-是通过与光反应中心

及光合电子传递链中 HCO−
3 结合位点竞争来抑制

光合活性，随着 HCOO-浓度的增加，这种竞争性抑

制愈加明显［17-18］。然而 ，从自适应进化筛选和

TFP50 种子液在 TFP150 培养基中培养过程的变

化可知，可能在高浓度 HCOO-条件下存在着未知

的光合活性调控机制，这也为加深理解光合作用

提供了新的探索方向。

2.2.3　主要营养代谢的变化　

HCOO-和 NH+
4 为主要的辅助碳源和氮源，因

此在培养过程中监测了两者的浓度变化，同时也

考察了体系中 pH 的变化，见图 4（a）~（b）。

TFP50 组和 TFP75 组中 HCOO-以及 NH+
4 的消

耗速率没有明显差异。在 TFP150 组中，即使排除

接种初期的停滞期的影响，NH+
4 的利用速率也明

显变慢，而 HCOO-的转化速率略有提升，这也许得

益于更高浓度 HCOO-刺激细胞产生了更多的一碳

底物进行转化利用。

从系统电中性平衡角度分析，甲酸作为一种

弱电解质，在 HCOO-转化过程中，培养基中会相

应地积累 OH-，从而导致 pH 变化。随着 HCOO-

浓度从 50 mmol/L 增加到 150 mmol/L，培养后期

溶液 pH 也越来越大，尤其是 TFP150 组具有更高

的 HCOO-利用速率。虽然 HCOO-的浓度变化并

不一定是导致 pH 变化的唯一因素，但是作为一

种易于实现在线连续监测的指标，寻找 pH 变化

与甲酸代谢的关系 ，有望实现更便利的生产

监控。

2.3　高浓度 HCOO-条件下驯化株的蛋白质质量分

数和脂肪酸组成分析

为了开发替代性的非粮来源蛋白质生产技

术，测定了培养收获的冻干藻粉的蛋白质质量分

数。TFP50 组、TFP75 组和 TFP150 组的蛋白质质

量分数分别为 32.5%、33.4% 和 34.0%，处于同一

水平，略高于商品化乙酸发酵产品的蛋白质质量

分数（≥30%）。但是蛋白质质量分数与氮元素供

给等有关，需要进一步优化得到更优质的产品。

在生长趋势的研究中发现，TFP150 组中的细

胞质量更大，同时氮消耗速率慢于 TFP50 组和

TFP75 组，因此对 TFP150 组的蛋白质质量分数在
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图 2　不同浓度 HCOO-的驯化藻株的生长曲线和叶绿素荧光动力学参数

Fig. 2　Growth curves and chlorophyll fluorescence kenetics of a domesticated algal strain under different concentrations of HCOO-
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生长周期中的稳定性进行监测，见图 5。结果表

明，培养过程中藻体内蛋白质质量分数相对稳定。

脂肪酸尤其是多不饱和脂肪酸是微藻生

产的重要成分，也是微藻光合活性整体变化的

重要指标。对 TFP150 组前 5 d 的总脂肪酸质量

分 数 和 构 成 进 行 分 析 ，结 果 见 图 5（a）~（b）。

此时培养基中仍有一定量的 NH +
4 ，脂肪酸无论

从质量分数还是构成上都保持稳定。Yang 等［ 19］

发现 C. reinhardtii 的多不饱和脂肪酸能够非常

灵敏地感知环境氮源等条件的变化，尤其是用
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图 3　高浓度 HCOO-下的生长

Fig. 3　Growth under high concentrations of HCOO-
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于构建光合系统类囊体膜的糖脂类化合物，主

要的多不饱和脂肪酸比例与生长条件具有一

定的量效关系。因此，相对稳定的总脂肪酸质

量分数和成分构成证实了 C. reinhardtii 具有在

HCOO-浓度为 150 mmol/L 的条件下维持光合活

性的能力。

3　结论

氨基酸是重要的营养及风味物质，其来源和

生产调控一直受到人们的关注［20-21］。C. reinhardtii

目前已经得到了包括美国 FDA、中华人民共和国

国家卫生健康委员会等机构的许可，是富含蛋白

质的新食品原料。乙酸发酵的蛋白质生产过程在

碳排放和无菌发酵技术的可扩展性方面均存在局

限性，因此难以满足中国对于千万吨级蛋白质原

料的需求。利用非耕地资源和太阳光能构建人工

光合成体系，有望实现该目标。

在众多微藻中，C. reinhardtii自身具备多种营

养生长模式，既能够完全依赖 CO2、水和阳光进行

光合自养生长，也能在无光条件下以乙酸为碳源

进行发酵生长，或者二者共存的兼养生长，因此成

为 研 究 光 合 作 用 的 独 特 平 台 。 这 也 意 味 着

C. reinhardtii 自身具有复杂的碳代谢和能量代谢

调控能力，这可能就是 C. reinhardtii能够通过实验

室自适应进化不断提升其 HCOO-耐受上限的原

因。通过引入光合活性监测导向的实验室自适应

进化技术，将 C. reinhardtii 对 HCOO-的耐受能力

提升到高浓度水平（150 mmol/L），实现了批次培

养条件下的稳定生长和接近于乙酸添加的培养效

果。在 50~150 mmol/L 的 HCOO-条件下，驯化藻

株的 Fv/Fm维持稳定，脂肪酸尤其是与光合作用相

关的多不饱和脂肪酸的质量分数稳定，这为进一

步拓展光合微藻的生产规模提供了契机。在高浓

度 HCOO-条件下，单位细胞的质量更大，同时蛋白

质质量分数达到 30%~35%，满足对 C. reinhardtii

中 蛋 白 质 质 量 分 数 的 要 求 ，也 有 助 于 利 用

C. reinhardtii 进行规模化生产蛋白质原料。在人

工光合杂化高效转化 CO2 的背景下，该研究进一

步推动了以甲酸为碳源快速生产蛋白质技术的发

展，为绿色生物制造提供了新的研究方向。
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