
收稿日期!!"!# $"# $!9%修回日期!!"!# $"( $"!

基金项目!国家自然科学基金项目(!#8"9"#9*%重庆市自然

科学基金项目(+Z;+!"#8*+1*?m"%29*%重庆工商大学科学研

究项目(#%3!"#!*

作者简介!耿媛媛(#((&*$女$硕士研究生$研究方向为微藻

生物质能源(HSQT.F*h11XT,U#&2'+EQ#

通信作者!聂煜东$助理研究员 (HSQT.F* ,.O1X`E,0U#!&'

+EQ#

生物工程
!"#! #"'#(("!)*'+,-.'/01/'#""2 $%(&('!#""9&

缺氮胁迫下生长素对普通小球藻生长

及油脂积累的影响

耿媛媛#

"张贤明#

"聂煜东#"!"2

"姜6岩#

"杨哲涵#

"李6金#

"颜海燕#

"申6粤#

!#'重庆工商大学 废油资源化技术与装备教育部工程研究中心"重庆 9"""&%) !'中国科学院 生态环境研究中心

环境水质学国家重点实验室"北京 #"""83) 2'重庆理工大学 化学化工学院"重庆 9"""39#

摘要!以普通小球藻为研究对象"在氮缺乏条件下分别添加天然生长素吲哚乙酸!=??#&人工合成

生长素萘乙酸!>??#及 !"9 $二氯苯氧乙酸!!"9 $B#"研究了不同生长素添加量下普通小球藻的

生长特征&油脂积累及藻油脂肪酸组成' 结果表明(最佳的生长素添加量分别为 =??#'" Q0)A&

>??!'3 Q0)A&!"9 $B#'" Q0)A)在=??&>??&!"9 $B最佳添加量下"普通小球藻最高生物量分

别为 #38&#3(&#&9 Q0)A"是单一缺氮!>B#培养下生物量的 #'!%&#'!8&#'2! 倍"与整个培养周期前

8 `正常培养!Ih###下的微藻生物量相比无显著性差异"生长素有效抵消了缺氮胁迫对生物量的

负面影响)在=??&>??&!"9 $B最佳添加量下"普通小球藻最大总脂含量分别是Ih## 培养条件下

的 #'%!&#'&9&#'%9 倍"最大总脂产量分别为 &#'28&38'82&&9'!! Q0)A"是 Ih## 组的 #'9(&#'92&

#'3& 倍"而>B组最大总脂产量低于Ih## 组)在最佳生长素添加量下"普通小球藻细胞内最大甘油

三酯含量分别为!%'(%:&!3'&&:&22'!#:"最大甘油三酯产量分别为99'#(&9"'8"&39'9& Q0)A"均明

显高于Ih##组)7#& b7!"脂肪酸成分分别占总脂肪酸的 %#'((:&%2'%3:&89'8#:' 研究表明"缺

氮胁迫下 2种生长素对普通小球藻生长及油脂合成具有明显促进作用"其中 !"9 $B效果最佳'

关键词!普通小球藻)缺氮胁迫)生长素)生长)油脂积累
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66国际局势的复杂多变对能源供给安全造成了潜

在威胁$这推动了我国对能源多元化的需求$生物质

能源作为能源多元化的重要一环备受期待# 生物柴

油是一种常见生物质能源$主要由生物油脂转化而

来$而产油微藻具有易培养&生长快&耐受性强&富含

油脂等优势$被认为是生物柴油生产原料的理想来

源0# $!1

# 藻细胞在高光照强度&高盐&营养缺乏等不

利环境下会以积累油脂的方式储存大量能量021

$其

中缺氮胁迫被认为是增加细胞含油率最有效的方法

之一091

# 然而$在氮缺乏的条件下微藻生物量也会

降低$从而影响了微藻油脂的产量031

# 因此$有必

要寻找一种既能够提高微藻细胞含油率又能维持甚

至增加微藻生物量的方法#

生长素是植物在生长代谢过程中产生的一类小

分子物质$在细胞分裂&生长及分化等方面调控植物

生长发育$因此在植物细胞和组织培养中被广泛应

用0&1

# 近年来$生长素已被证实对微藻的生长和代

谢产物合成有明显的刺激作用# 杨凯等0%1研究表

明$吲哚乙酸(=??*对杜氏盐藻生长和脂肪酸合成

具有促进作用%A.X 等081研究表明$生长素萘乙酸

(>??*对普通小球藻生长和油脂合成具有明显的

促进作用$!$9 $二氯苯氧乙酸(!$9 $B*也具有同

样的效果0(1

# 因此$通过生长素的调节补偿缺氮导

致的生物量下降具有一定可行性#

当前$在常规培养条件下添加生长素以提高微

藻油脂产量已成为研究热点之一$但在完全缺氮条

件下生长素对微藻生物量和油脂积累的影响研究仍

有待完善# 本研究以普通小球藻为研究对象$在缺

氮条件下添加不同种类的天然生长素 =??&人工合

成生长素>??和 !$9 $B$研究 2 种生长素对微藻

生长&油脂积累以及油脂脂肪酸组成的影响$进而确

定普通小球藻产油最适生长素及环境条件$为藻源

生物柴油规模化应用提供理论支撑#

$%材料与方法

#'#6实验材料

#'#'#6藻种与培养基

普通小球藻((1=0*/==. 5)=6.*,4*$中国科学院水

生生物研究所淡水藻种库%正常培养基(Ih##*%完全

缺氮培养基(>B$Ih##中以等量>T7F代替>T>@

2

*#

#'#'!6主要试剂

吲哚乙酸(=??*%萘乙酸(>??*%!$9 $二氯苯

氧乙酸(!$9 $B*%氯仿&甲醇&氢氧化钾&二甲基亚

砜(BR5@*$国药集团化学试剂公司%尼罗红染料$

阿拉丁试剂公司%2% 种脂肪酸甲酯标准溶液$?,KOF

公司#

#'#'26仪器与设备

Rh7$93"I\恒温光照培养箱$Be&""" 紫外可

见光分光光度计$5n\电子天平$C.MOHTZ1\FXZK<

计$ABlm$2"dI5 立式高压蒸汽灭菌锅$血球计数

板$Im3# 荧光显微镜$C$%#"" 荧光分光光度计$

57=H>4l$#">真空冷冻干燥机$4B$!9d离心机$

Bd$5!9 电热恒温水浴锅$B<h$("%"?电热鼓风

干燥箱$4@7$A7\<总有机碳分析仪$h7#(&" 气相

色谱仪#

#'!6实验方法

#'!'#6藻种培养

采用Ih## 培养基对普通小球藻进行种子扩大

培养$培养条件为,培养温度(!3 p#*[&光照强度

9 3"" Fa&光照周期光暗比为 #! J)#! J# 待微藻生

长至对数生长末期$以 & """ N)Q., 离心 #" Q.,$将

藻细胞重悬于完全缺氮培养基# 3"" QA培养液以

# g#"

&

QA

$#的细胞接种密度分装于 # """ QA的无

&(
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菌三角烧瓶中$加入 2 种生长素$调整其终质量浓度

梯度分别为 "'3&#G"&!'3&3'"&#"'" Q0)A$每一质

量浓度设置 2 个平行$常温培养 #9 `# 所有培养液

的培养条件与种子液培养条件一致$以不添加生长

素的完全缺氮培养基(>B*和正常培养基(Ih##*作

为对照组#

#'!'!6藻细胞密度及生物量测定

采用血球计数板方法对普通小球藻生长过程藻

细胞进行计数$以此作为藻细胞密度%采用烘干称重

法对小球藻生物量进行测定$具体为,每隔 ! ` 取一

定体积的藻液(L*经 "'93

!

Q滤膜(烘干滤膜质量

$

#

*抽滤$洗涤$于 &"[烘干至恒重$冷却后称重(干

藻与滤膜质量$

!

*# 生物量(R

7Y

*按式(#*计算#

R

7Y

f($

!

$$

#

*8L (#*

#'!'26总脂含量及甘油三酯含量的测定

采用 IF.0J $B1ON法0#"1测定总脂含量# 取 !3

Q0冻干藻粉(质量记为$*于 #" QA离心管中$加入

9 QA氯仿 $甲醇溶液(体积比 !c#*$旋涡混匀 !

Q.,后超声(9" -</$!"" Y*处理 !" Q.,$离心$收集

有机相$重复提取 2 次$合并有机相至预烘干称重的

称量瓶($

#

*中$待有机溶剂完全挥发后$于 &"[烘箱

中烘干至恒重($

!

*$得到小球藻总脂# 藻细胞总脂

含量(7

#

*按式(!*计算$总脂产量(7

!

*按式(2*计算#

7

#

f($

!

$$

#

*8$g#""E (!*

7

!

fR

7Y

g7

#

(2*

采用尼罗红染色 $荧光分光光度计法0##1对藻

细胞内甘油三酯进行测定$以三油酸甘油酯为标准

品$采用外标法得到细胞内甘油三酯含量(7

2

*与相

对荧光强度的标准曲线方程$见式(9*# 甘油三酯

产量(7

9

*按式(3*计算$其他脂质含量(7

3

*按式

(&*计算#

7

2

f"C##8 & g@

98!

q"C""8 !(!

!

f"C((3 9* (9*

7

9

f7

2

gR

7Y

(3*

7

3

f7

#

$7

2

(&*

#'!'96脂肪酸组成测定

脂肪酸甲酯化,取 #'!'2 获得的小球藻总脂$加

入 ! QA9:氢氧化钾 $甲醇溶液$于 9"[水浴 &"

Q.,$然后加入 # QA正己烷萃取$待混合溶液静置分

层后$取 !""

!

A上清液至气相色谱专用玻璃瓶中密

封# 采用气相色谱分析样品的脂肪酸组成#

气相色谱条件,BI$C?54毛细管柱(2" Qg

"G!3 QQg"'!3 +Q*%升温程序为初始温度 8"[$以

9"[)Q.,升温到 #&3[$保持 # Q.,$再以 9[)Q.,

升温到 !2"[$保持 #" Q.,%载气为氮气$进样口温

度 !3"[$C=B检测器温度 !&"[%进样量 #

!

A#

通过比较样品中未知色谱峰与 2% 种脂肪酸甲

酯标准溶液的保留时间对样品中脂肪酸进行定性$

采用面积归一化法定量#

#'!'36总氮含量测定

参照'水和废水监测分析方法(第四版*+

0#!1检

测微藻培养后培养基中的总氮(4>*含量#

&%结果与分析

!'#6缺氮胁迫下生长素对微藻生长的影响

在缺氮条件下分别添加 "'3&#'"&!G3&3'"&

#"'" Q0)A的=??&>??和 !$9 $B$考察其对普通

小球藻生长的影响$结果如图 # 所示#

6 6

6 6

图 $%不同生长素对普通小球藻细胞密度及生物量的影响

66从图 # 可以看出$所有缺氮组中普通小球藻在 培养前期生长均呈快速上升趋势$后期生物量和细

%(
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胞密度均略微下降$而Ih##组普通小球藻生物量和

细胞密度前期虽增长速率慢于部分缺氮组$但培养

#! `内均保持上升趋势# #'" Q0)A=??组培养 8 `

获得最大细胞密度$为!'(9 g#"

&

QA

$#

$培养& `获得

最大生物量$为 #38 Q0)A# !'3 Q0)A>??组培养 &

`获得最大细胞密度和生物量$分别为 !'83 g#"

&

QA

$#和 #3( Q0)A# #'" Q0)A!$9 $B组培养 & ` 获

得最大细胞密度$为2'"3 g#"

&

QA

$#

$培养8 `获得最

大生物量$为 #&9 Q0)A# !$9 $B对普通小球藻生长

促进效果略优于其他两类生长素# 与各实验组相比$

>B组由于缺乏外界刺激诱导$培养 9 ` 时胞内氮源

耗尽$生长陷入停滞# 综上$生长素最佳添加量分别

为=??#'" Q0)A$>??!G3 Q0)A$!$9 $B#'" Q0)A#

分别在 #'" Q0)A=??&!'3 Q0)A>??&#'"

Q0)A!$9 $B2 种生长素作用下$最大细胞密度相

对于>B组(最大细胞密度 #'(8 g#"

&

QA

$#

*提升至

#'98&#'99&#'39 倍$而最大生物量相对于 >B组

(最大生物量 #!9 Q0)A*分别提升至 #'!%&#'!8&

#'2! 倍$与整个培养周期前 8 ` Ih## 组相比$生物

量无显著性差异$这说明在缺氮条件下$生长素更多

的是促进细胞的分裂与增殖$细胞个体的生长由于

氮素的缺乏而受到了一定抑制$同时生长素有效抵

消了缺氮胁迫对生物量的负面影响#

图 ! 为Ih##&>B与最佳外源生长素添加量下

>B中总氮含量的变化#

由图 ! 可知,缺氮条件下细胞初始破裂情况较

为严重$大量胞内氮素溢出$后随细胞的生长又逐渐

被吸收%>??组由于添加量较高$也对藻细胞有一

定胁迫作用$而在低添加量的 =??和 !$9 $B刺激

下$缺氮藻细胞迅速地适应环境$因此由于细胞破裂

而释放的氮素较少# 实际上$生长素是藻细胞的一

种化学信号分子$其通过调节有丝分裂中涉及的信

号通路来刺激细胞周期进程$从而促进细胞生

长0#2 $#91

# 此外$图 # 结果表明高浓度生长素对普通

小球藻细胞生长促进作用明显低于低浓度生长素$

该现象与生长素对高等植物的影响一致$即低浓度

促进$高浓度抑制# 总而言之$在氮限制条件下添加

生长素能有效地促进普通小球藻细胞的增殖$一定

程度上抵消缺氮对小球藻生长的负面影响%这同时

表明生长素能够诱导普通小球藻细胞通过对细胞内

源性氮的利用来维持其生长#

图 &%NI$$&S!与最佳生长素添加量下S!中

总氮含量变化趋势

!'!6缺氮胁迫下生长素对微藻油脂合成的影响

!见图 2#

6 6

6 6

图 '%不同生长素对普通小球藻总脂含量和总脂产量的影响

66由图 2 可知$在缺氮条件下添加生长素 =??&

>??&!$9 $B整体上均可以显著提高微藻总脂含

量$生长素=??&>??和 !$9 $B添加量分别为 #'"&

!'3&#'" Q0)A时$对微藻油脂合成的促进效果最

8(
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好$最大总脂含量分别为 28'83:& 2%'"":和

2('#&:$而>B组最大总脂含量为 2"'(3:# 相对

于Ih## 组最大总脂含量 !!'33:而言$>B组和

=??(#'" Q0)A*&>??(!'3 Q0)A*&!$9 $B(#'"

Q0)A*组最大总脂含量分别是 Ih## 组的 #'2%&

#'%!&#'&9&#G%9 倍# #'" Q0)A=??&!'3 Q0)A>??

和 #'" Q0)A!$9 $B组微藻最大总脂产量分别为

&#'28&38'82&&9'!! Q0)A$是 Ih## 组最大总脂产

量(9#'!% Q0)A*的 #'9(&#G92&#'3& 倍$而>B组最

大总脂产量为 28'28 Q0)A$较 Ih## 组的低$这是

由于缺氮条件下微藻生长受到极大限制$导致其虽

然单个细胞总脂含量高$但总脂产量低# 因此$在产

油微藻缺氮培养时添加生长素刺激微藻的生长是十

分必要的#

微藻油脂主要以结构脂如磷脂&糖脂以及储存

脂如甘油三酯的形式存在$其中甘油三酯可以通过

酯交换反应制备性能良好的生物柴油0# 31

# 因此$油

脂的成分对于生物柴油的品质至关重要# 不同培养

条件下普通小球藻细胞内甘油三酯含量&其他脂质

含量&甘油三酯产量与总脂产量如图 9 所示#

6 6

图 D%不同生长素对普通小球藻甘油三酯含量&其他脂质含量&甘油三酯产量与总脂产量的影响

66由图 9 可知$氮限制培养条件下甘油三酯含量

相对于正常培养有显著提升$其中 #'" Q0)A=??&

!'3 Q0)A>??&#'" Q0)A!$9 $B组分别获得最大

甘油三酯含量$相对于 >B组的最大甘油三酯含量

#('88:而言$分别提高至 !%'(%:& !3'&&:&

22'!#:$且分别是 Ih## 组最大甘油三酯含量

(#!'2#:*的 !G!%&!'"8&!'%" 倍# 说明生长素促进

了微藻油脂的合成# 由于生物量&总脂含量&甘油三

酯含量随生长素添加量的变化趋势几乎一致$因此

生长素在添加量 =??#'" Q0)A&>??!'3 Q0)A&

!$9 $B#'" Q0)A时获得最大甘油三酯产量$分别

为 99'#(&9"'8"&39'9& Q0)A#

实验表明$生长素在合适的添加量下可同步促

进微藻生长和油脂合成# 生长素进入细胞后首先会

与受体相结合$而后通过复杂的生理生化反应诱导

特定基因加速表达$从而改变藻细胞的相关代

谢0(1

# 生长素同步提高藻细胞生物量及总脂含量

的原因可能是由于生长素可以提高微藻光合作用过

程中的固碳关键酶核酮糖 $#$3 $二磷酸羧化酶和

油脂合成关键酶乙酰辅酶 ?羧化酶的活性$进而增

强微藻光合作用$促进微藻生长和油脂积累0#91

# 还

有证据表明其他油脂合成相关酶的表达也受到了生

长素的影响$如绿藻属>7$R3 中添加 =??和细胞

分裂素促进了甘油三酯合成的关键酶甘油 $2 $磷

酸酰基转移酶和甘油二酯酰基转移酶的基因表

达0#&1

# 此外$由于生长素在氮胁迫条件下能诱导超

氧化物歧化酶和过氧化氢酶等抗氧化酶的活性表

达$猝灭了氮胁迫下产生的过多活性氧$从而减轻了

缺氮造成的细胞氧化损伤0#%1

$这也减缓了部分氮限

制造成的生长抑制#

!'26生长素对普通小球藻油脂脂肪酸组成的影响

脂肪酸是组成微藻油脂的关键成分$其碳链长

度&饱和度等与生物柴油的品质直接相关$因此本研

究进一步对普通小球藻油脂的脂肪酸组成进行了分

析$结果如表 # 所示#

表 $%不同培养条件下普通小球藻油脂脂肪酸组成及含量

脂肪酸

含量):

Ih## >B

#'"

Q0)A=??

!'3

Q0)A>??

#'"

Q0)A!$9 $B

7#&c" #!'#& #"'9! #9'(9 #2'&9 #&'#2

7#&c# #'8% #'9( #'"8 "'%3 "'&!

7#8c" 3'89 %'38 ('92 %'8# 3'2(

7#8c# 9'(2 %'(& %'&& &'39 3'!(

7#8c! #9'32 #('!( !"'"8 #('83 !8'!#

7#8c2 &'&8 &'8# &'(! ##'(# #2'!9

7!"c" 8'38 #"'&8 ##'88 #2'!3 #3'(2

总计 39'3( &9'!2 %#'(( %2'%3 89'8#

66由表 # 可知$在Ih## 培养条件下7#& b7!" 为

代表的柴油优质成分仅占总脂肪酸的 39'3(:$在

氮限制培养条件下提高到 &9'!2:$而添加生长素

=??&>??& !$ 9 $B后进一步增加到 %#'((:&

%2G%3:&89'8#:# 这可能是由于生长素诱导甘油

三酯的前体物单半乳糖二酰基甘油发生水解$进而

((
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提高了7#& 和7#8 脂肪酸含量0#81

# 因此$生长素不

仅促进了微藻总脂含量$而且还促进了生物柴油优

质成分来源 7#&&7#8 脂肪酸的含量$且其中 !$9 $

B的作用效果最佳#

'%结%论

以最常见的产油微藻普通小球藻为模板藻种$

研究在氮限制条件下通过添加=??&>??&!$9 $B2

种生长素对普通小球藻生长和油脂积累的影响# 结

果表明, 2 种生长素的最佳添加量分别为 =??

#'" Q0)A&>??!'3 Q0)A&!$9 $B#'" Q0)A%在

=??&>??&!$9 $B最佳添加量下$小球藻最高生物

量分别为 #38& #3(& #&9 Q0)A$是单一缺氮培养

(>B*下生物量的 #'!%&#'!8&#'2! 倍$与整个培养

周期前 8 ` 正常培养(Ih##*下的微藻生物量相比

无显著性差异$生长素有效抵消了缺氮胁迫对生物

量的负影响# 在 =??&>??&!$9 $B最佳添加量与

>B培养条件下$普通小球藻最大总脂含量分别是

Ih## 培养条件下的 #'%!&#'&9&#'%9&#'2% 倍%最大

总脂产量分别是 Ih## 组的 #'9(&#'92&#'3&&"'(2

倍$胞内最大甘油三酯含量分别为 !%'(%:&

!3'&&:&22G!#:&#(G88:$最大甘油三酯产量分别

为 99'#(&9"'8"&39'9&&!9'&3 Q0)A$7#& b7!" 脂

肪酸成分分别占总脂肪酸的 %#'((:&%2'%3:&

89G8#:&&9'!2:# 2 种生长素的作用效果依次是

!$9 $B&=??&>??#
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+EXKFÒ L.;J ,.;NE0O, `OKFO;.E, TFQEZ;;N.KFÒ ;JOF.K.̀
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