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摘要!为缓解化石能源压力!提高生物质能源的使用率!以空气中 []

!

作为自养培养斜生栅藻的碳

源!添加植物激素水杨酸"MN$诱导斜生栅藻!研究斜生栅藻细胞密度%叶绿素 3含量%油脂含量及

产率等的变化情况!探讨在 MN诱导下斜生栅藻的产脂机制& 结果表明'培养 %7 E!MN对斜生栅藻

生长及油脂积累表现出显著促进效果!当 MN质量浓度为 !" 2IF'时!细胞密度最大!为"%96. l

"j"7$IF'!较对照组提高了 $-9-/i#在实验范围内"MN质量浓度 " g-" 2IF'$!油脂产率与 MN质

量浓度呈线性正相关#油脂含量及产率均在 MN质量浓度为 -" 2IF'时达到最大!分别为"-69-. l

/9-/$i和"!!9$& l$9//$2IF"'(E$!较对照组分别提高了 /!96&i和 %9-$ 倍#MN对斜生栅藻细

胞官能团中的酯基%羧基%磷酸基团等产生了影响#同时!在 MN诱导下斜生栅藻的油脂代谢途径与

叶绿素%酶%抗逆性等因素有关& 综上!MN既提高了斜生栅藻的生物量!又促进了其光合作用和储

能物质转化!提高了油脂产率&
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JJ微藻生物质能源具有清洁(可再生(原料来源广

泛等优势)%*

& 开发利用微藻生物质能源不仅有助

于缓解日益枯竭的化石燃料给全球经济发展带来的

能源危机%还可以减少温室气体 []

!

的排放)!*

& 微

藻作为第三代生物质能源的燃料%光合效率高%出油

率高%能够固定 []

!

%可协同处理废水)$*

%具有良好

的经济效益和生态效益&

水杨酸" M354:@54:3:4E%MN#是植物体内源激素

之一%参与调节植物细胞生长(光合作用(固氮和衰

老等生理过程)-*

%同时可诱导植物对非生物胁迫

"低温(盐度和重金属等#产生抗性)&*

%保护植物体

免受外界环境干扰& 此外%MN也可以通过调整氮代

谢(氨基酸代谢(糖酵解(磷酸戊糖途径和脂肪酸代

谢等相关酶的转录%促进碳水化合物和蛋白质降解%

使碳流更多地分配到脂肪酸合成途径%从而促进微

藻脂质积累)7 #/*

&

有学者已将植物激素吲哚#$ #乙酸"VNN#(赤

霉素"RN#等应用于微藻生长及脂质积累中& 例

如'罗川等)6*对小球藻施加VNN%油脂产率较对照提

高 /-9..i!,= 等).*对 /':;8>)-(?.>:)'"ZT9,'Q/"

施加RN%其生物量(脂质产量分别提高了 %-9-i和

-$97i& 而 MN多用于提高微藻对各种非生物胁迫

的耐受性(自身抗性等方面)%"*

& 例如'陈文笔等)%%*

研究发现%外源 MN能够促进低温胁迫下微拟球藻

的生长!冯汉青等)%!*研究发现%MN的施加能够有效

缓解 [= 胁迫对当归幼苗叶绿素合成以及光化学产

生的不良影响& 目前%关于 MN的添加对藻类油脂

产生情况的影响研究较少&

本文研究了外源 MN对斜生栅藻生长和油脂

积累的影响%并探究了 MN质量浓度与油脂产量

的关系%讨论了 MN影响斜生栅藻油脂积累的机

制%以期为提高微藻油脂产率%降低大规模培养

的成本提供参考&

<=材料与方法

%9%J实验材料

斜生栅藻 " C(+8+9+*"'*-D,)S''*% N̂[QW#

%!# "于 WR%% 培养基中保存# %中国科学院武汉

水生生物研究所淡水藻种库!MN"优级纯# %天津

市光复科技发展有限公司!其他所用试剂均为分

析纯&

%9!J实验方法

%9!9%J微藻培养

以空气中的[]

!

为碳源自养培养斜生栅藻& 向

!&" 2'锥形瓶中加入 WR%% 培养基%调节 TQ约为

/9"%灭菌"%!%f%!" 24A#后冷却至室温%接种 %"i g

%&i的斜生栅藻%再加入 MN并调整其质量浓度分

别为 &(%"(!"(-" 2IF'%以不添加 MN作为对照组&

在恒温培养箱中静置培养%光照强度约为 $ """ 5<%温

度为 !&f%光照和黑暗各 %! ?%恒温摇床"%&" XF24A%

%& 24A#每日摇 ! g$次%设置 $个平行组&

%9!9!J细胞密度的测定

采用光密度法)%$*测定细胞密度& 分别测定培

养过程中斜生栅藻培养液在 /&"(76" A2波长下的

吸光度%根据公式"%#计算斜生栅藻的细胞密度%根

据公式"!#计算其比生长速率&

&p) #-3! m"/
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#/

/&"

##/
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q%3-* m/
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式中'&为细胞密度%IF'!/为吸光度&
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式中'

'

为比生长速率%E

#%

!&

>

(&

>"

为第 >天和

初始细胞密度%IF'!

!

>为>与>

"

之间的时间差%E&

%9!9$J干质量的测定

取斜生栅藻藻液%经 "9-&

!

2滤膜抽滤%洗涤%

于 6"f下烘干至恒重& 根据公式"$#计算干质量&

O

*

p""

!

#"

%

#F@ "$#

式中'O

*

为干质量%IF'!"

%

为干燥的滤膜质

量%I!"

!

为烘干后的斜生栅藻与滤膜质量%I!@为藻

液体积%'&

%9!9-J叶绿素3含量的测定

按照0水和废水监测分析方法"第四版#1测定

叶绿素 3含量& 取一定量斜生栅藻藻液%用醋酸纤

维滤膜抽滤%洗涤后转移到离心管中%加入体积分数

."i的丙酮%振荡 % 24A%在冰浴条件下超声破碎

% 24A%置于 -f冰箱%暗处萃取 !- ?%期间多次振

荡& 萃取完毕后在 6 """ XF24A下离心 %" 24A%取上

清液%测定其吸光度%根据公式"-#计算叶绿素 3的

含量&

(
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式中'
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为叶绿素 3含量%2IF'!/为吸光度!@

%
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为提取液定容体积%2'!@为取样体积%'!

%

为比色

皿光程%:2&

%9!9&J油脂含量及产率的测定

斜生栅藻油脂含量测定采用改进的 W54I? #

*@DX方法)%-*

& 斜生栅藻油脂含量按公式"&#计算%

油脂产率按公式"7#计算&

&

5

p"#"

:

m%""i "&#

R

5

p"&

5

mO

*

# m% """FE "7#

式中'&

5

为油脂含量!R

5

为油脂产率%2IF"'-E#!

"

:

为干燥藻粉的质量%I!"为油脂质量%I!E为培养

时间%E&

%9!97J斜生栅藻细胞官能团的测定

取 % 2I斜生栅藻干粉与 %"" 2I干燥的溴化钾

粉末"光谱纯#在玛瑙研钵中充分研磨混合%装入模

具%在压片机中压成透明薄片%采用傅里叶红外光谱

仪" L̂VY#在 - """ g&"" :2

#%范围内进行全波长扫

描%检测斜生栅藻细胞官能团&

%9!9/J数据分析

使用]X4I4A !"%.d(0<:D5!"%. 和 M_MM !7 软件

进行数据分析%结果用+平均值 l标准差,表示& 使

用单因素方差分析"N+]hN#进行统计分析%然后进

行'M*事后检验%当 %o"9"& 时%差异被认为具有

统计学意义&

>=结果与分析

!9%JMN对斜生栅藻生长情况的影响

!9%9%JMN对细胞密度和比生长速率的影响"见

图 %#

JJJ

图 <=不同质量浓度Q8对斜生栅藻细胞密度和比生长速率的影响

JJ由图 % 可知'前 - E 各组细胞密度没有明显的

差异%可能是初始接种密度低且斜生栅藻处于延迟

期%营养物质丰富%添加的 MN对斜生栅藻暂时没有

产生影响! - E 后各组细胞密度开始出现差异%MN

诱导组均高于对照组%且随着 MN质量浓度的增高%

细胞密度呈现先上升后下降的趋势!%! E 后%&(%"

2IF'MN诱导组及对照组中的斜生栅藻已处于稳定

期%而 !"(-" 2IF'MN诱导组中斜生栅藻仍然在生

长%表明高浓度 MN能够延长斜生栅藻的生长时间&

培养 %7 E%MN质量浓度为 !" 2IF'时细胞密度达到

最大值%为"%96. l"9"7#IF'%相较对照组提高了

$-9-/i"%o"9"&#&

朱尧)%&*指出 MN浓度过高会抑制微藻生长%甚

至造成微藻死亡& 本研究中%前 7 E%-" 2IF'MN诱

导组细胞密度处于较低水平%说明高浓度的 MN会

对斜生栅藻生长产生抑制作用& %" E 后%-" 2IF'

MN诱导组对斜生栅藻生长的抑制作用解除%微藻细

胞密度显著高于对照组& 可能是该条件下斜生栅藻

前期增殖消耗了 MN%使之浓度降低到促进斜生栅藻

生长的浓度& 陈文笔等)%%*在研究低温条件下 MN对

微拟球藻的影响时发现%!& 2IF'MN诱导组细胞密

度在第 ! 天时低于 %& 2IF'MN诱导组%继续培养

% E 后反超 %& 2IF'MN诱导组%并在实验结束时达

到最大值%与本研究结果一致&

由图 % 还可以看出%斜生栅藻的比生长速率随

培养时间延长呈现先增加后缓慢下降的趋势%在第

- 天时达到最大值%! E 后 MN诱导组比生长速率均

高于对照组%表明添加 MN有利于斜生栅藻细胞分

裂%提高了生长速率&

综上%添加 MN有利于斜生栅藻生长%且在 MN

质量浓度为 !" 2IF'时促进效果最佳&

!9%9!JMN对干质量的影响"见图 !#

图 >=不同质量浓度Q8对斜生栅藻干质量的影响

JJ由图 ! 可知%随着 MN质量浓度的增加%斜生栅

藻的干质量基本呈现先增加后降低的趋势%其变化

/6

!"!$ 年第 -6 卷第 & 期JJJJJJJJJJJJJ中J国J油J脂



趋势与细胞密度基本一致& 当 MN质量浓度在 %"

2IF'及以上时%MN对斜生栅藻的干质量有明显的促

进作用%!" 2IF'MN诱导组干质量最大%为""9/7 l

"9"$#IF'%较对照组提高了 --96i"%o"9"&#& 微

藻生长不仅需要氮(磷等营养物质%还需要消耗能量

腺苷三磷酸"NL_#%而 MN能够增加藻细胞中的NL_

水平)%7*

%从而获得较多的能量合成细胞%提高微藻

干质量%促进油脂产率升高&

!9!JMN对斜生栅藻叶绿素3含量的影响"见图 $$

图 ?=不同质量浓度Q8对不同时期

斜生栅藻叶绿素 4含量的影响

JJ由图 $ 可知%MN对于促进斜生栅藻叶绿素3的

合成在延迟期时未表现出明显的优势%但在对数生

长期和稳定期效果较为明显& 在延迟期%MN对叶绿

素3含量的影响呈现出低浓度无效果(高浓度抑制

的现象%原因可能是初期接种的藻浓度低%受环境影

响较大%高浓度的 MN抑制了斜生栅藻的增殖%导致

叶绿素3合成受阻& 在对数生长期%叶绿素 3含量

随着 MN质量浓度的提高先增加后降低%在 !" 2IF'

时达到最大值%为"-96" l"9!$#2IF'%较对照组提

高了 !!9$"i"%o"9"&#& 这可能是因为 MN提高了

斜生栅藻光合作用中叶绿素3合成酶的活性)%/*

%同

时提高了光合电子传递效率"0LY#及 _M

%

调节性

能量耗散的量子产量)%6 #%.*

%从而导致叶绿素3含量

的增加& 在稳定期%叶绿素 3含量随着 MN质量浓

度的增加呈现下降趋势%在 MN质量浓度为 & 2IF'

时%叶绿素 3含量最大%为"%%9&% l"9"&#2IF'%较

对照组提高了 $!96/i"%o"9"&#%%" 2IF'MN诱导

组的叶绿素 3含量显著高于对照组的"%o"9"&#%

而 !"(-" 2IF'MN诱导组的叶绿素3含量与对照组

无显著差异"%K"9"&#& 这可能是因为在营养物质

匮乏的稳定期%藻类在胁迫条件下利用其色素沉着

系统作为防御机制)!"*

%使叶绿素 3的合成减少%碳

水化合物和蛋白质代谢途径受到抑制%油脂合成途

径增加)!%*

%促进碳流向油脂方向转化%积累脂质%且

MN浓度越高%这种作用更显著& 王珊等)!!*研究亦

发现%在缺镁胁迫条件下%普通小球藻的叶绿素 3(

叶绿素 d 含量分别降低了 !/9&!i(!69"/i%而总

油脂含量增加了 %.97"i&

!9$JMN对斜生栅藻油脂含量及产率的影响"见图

- 和图 &$

图 G=不同质量浓度Q8对斜生栅藻油脂含量及产率的影响

图 H=Q8质量浓度与油脂产率线性关系图

JJ由图 - 可知%与对照组相比%添加 MN对斜生栅

藻的油脂含量均有一定程度的提升作用& 其中'MN

质量浓度为 -" 2IF'时的提升效果最佳%油脂含量

高达"-69-. l/9-/#i%较对照组"!69"& l!9$&#i

提升了 /!96&i"%o"9"&#!& g!" 2IF'MN诱导组

对斜生栅藻油脂含量提升程度较低%较对照组提升

%79&6i g$$9/%i& 张诚鹏等)%/*研究 MN对三角褐

指藻油脂含量的影响时%也得出了高浓度 MN可显

著提升油脂含量的结论& 本研究中干质量较高的

!" 2IF'MN诱导组的油脂含量反而较 -" 2IF'MN

诱导组的低%原因可能是斜生栅藻储存能量主要有

两种形式%即淀粉等含碳物质和油脂%他们具有相同

的前驱物质 $ #磷酸甘油酸"$_RN#

)!$*

%在受到外

界因子的胁迫时%$_RN直接合成更利于长期能量

储存的油脂%而已合成的淀粉分解转化为油脂)!-*

%

最终伴随着干质量的下降%油脂含量的上升&

由图 & 可知%随着 MN质量浓度的提高%斜生栅

藻的油脂产率不断升高& 可能的原因'一方面是直

接促进甘油三酯"LNR#的合成%调节斜生栅藻碳流

再分配进而转化为油脂%如 '4等)!&*研究发现光诱

导联合褪黑素"(L#可使H-8-:;%?)9)'"ZT9O',#%

中的蛋白质和碳水化合物含量降低%脂质含量上升!

另一方面是 MN促进藻细胞生长和生物质大量累
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积%在双重影响下使得斜生栅藻油脂产率大幅度增

加& 在本实验条件下%MN质量浓度与油脂产率有显

著的正向线性关系%决定系数"4

!

#约为 "9..& -"

2IF'MN诱导组油脂产率最高%为"!!9$& l$9//#

2IF"'-E#%较对照组的".9!" l"9."#2IF"'-E#

提高了 %9-$ 倍"%o"9"&#& 因此%为实现油脂产率

最大化%选择 MN质量浓度为 -" 2IF'&

!9-JMN对斜生栅藻细胞官能团的影响"见图 7$

图 R=GU 0.@EQ8诱导组与对照组

斜生栅藻细胞的MN#O图

JJ由图 7 可知'-" 2IF'MN诱导组与对照组在

! """ g- """ :2

#%之间的峰基本保持一致!MN诱导

组在 % /!/ :2

#%处产生新的峰%为酯基
&&

[ ]伸缩

振动)!7*

!MN诱导组在 % -&$ :2

#%处的峰归因于羧

基的
&&

[ ]伸缩振动)!/*

%较对照组峰变强!% $6!

:2

#%处的峰为蛋白质的 [$+伸缩振动)!6*

%与对照

组相比峰变弱%说明相关蛋白质受到影响含量变少!

对照组 % !&" :2

#%处的峰由细胞壁上的磷酸基团引

起的)!.*

%经 MN诱导后移动至 % !6% :2

#%

%表明细胞

壁受到了 MN的影响!MN诱导组在 % %$% :2

#%处出

现的新峰是糖类物质的 [$]伸缩振动!对照组

% "&% :2

#%处的小双峰为多糖和磷脂中的 [$]和

_$

&&

]F_ ]伸缩振动)$"*

%MN诱导后转变为 % "&/

:2

#%处的单尖峰%表明多糖的 [$]消失%磷脂的

_$

&&

]F_ ]增强!对照组 6/. :2

#%处的峰为糖类

物质环振动引起的)$%*

%经 MN诱导后消失%表明有关

糖类物质进行了转化& 综上%MN诱导后细胞官能团

"酯基(羧基(磷酸基团等#都发生了变化%糖类(蛋

白质等物质峰的出现(减弱(消失和脂类物质峰的增

加(加强都表明 MN对斜生栅藻油脂含量提升具有

积极作用&

!9&JMN诱导斜生栅藻产脂机制分析

多数绿藻的储能物质是淀粉%在叶绿体中以淀

粉粒形式存在%而在缺乏养分等逆境条件下会积累

大量的油脂)$!*

& 一方面%光合作用所固定的过量的

碳进入磷酸己糖库%以淀粉形式储存在叶绿体内%为

后续碳流向脂类转化奠定基础!另一方面%还可通过

糖酵解途径"0(_#生成丙酮酸%经丙酮酸脱氢酶催

化直接得到乙酰辅酶 N

)$$*

& MN影响斜生栅藻油脂

合成的代谢机制如图 / 所示&

图 S=Q8诱导斜生栅藻细胞产脂机制*参考文献+?G C?S,整理-

JJ由图 / 可知%在营养物质充足的情况下%MN提

高了斜生栅藻中叶绿素的含量%进而促进光合作用%

从而大量合成生物%积累了淀粉等储能物质%产生二

羟基丙酮磷酸%在甘油#$ #磷酸脱氢酶的作用下生

成甘油#$ #磷酸%经过卡尔文循环(糖酵解生成脂

肪酸的前驱物质乙酰辅酶 N%再经过一系列反应生

成脂肪酸& 在稳定期营养物质缺乏的情况下%高浓

度 MN抑制叶绿素合成%碳水化合物和氮代谢途径

受到抑制%反而增强了油脂合成途径%促进淀粉酶活

性上升%淀粉降解为葡萄糖单体)$/*

%葡萄糖进入糖

酵解途径生成乙酰辅酶 N%进而促进脂肪酸合成&

此外%MN的酸性和氧化性胁迫斜生栅藻%造成脂质
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过氧化)$7*

%激发合成磷脂的能力以抵抗不利环境%

进而提高自身的抗逆性%加速脂肪酸的正向合成&

?=结=论

适当添加 MN可对斜生栅藻生长产生促进作

用%细胞密度在培养 %7 E(MN质量浓度为 !" 2IF'

时最高%为 "%96. l"9"7# IF'%较对照组提高了

$-j-/i& MN对斜生栅藻产脂具有明显提升效果%

MN质量浓度为 -" 2IF'时%油脂含量及产率均达到

最大%分别为"-69-. l/9-/#i("!!9$& l$9//#

2IF"'-E#%较对照组分别提高了 /!96&i(%9-$

倍& 在本实验范围内%油脂产率与 MN质量浓度呈

线性正相关& MN诱导后%斜生栅藻细胞官能团酯

基(羧基(磷酸基团发生了明显变化%糖类(蛋白质和

脂类等物质峰的出现(消失(减弱(加强%都表明 MN

对油脂提升具有积极作用& 在 MN诱导下斜生栅藻

油脂代谢途径与叶绿素(酶(抗逆性等因素有关&

MN能够促进叶绿素 3的合成%增强光合作用%积累

储能物质!MN能调节淀粉酶活性%促进淀粉分解向

油脂方向转化!MN的酸性和氧化性胁迫斜生栅藻启

动防御机制%提高自身抗性%避免脂质过氧化%通过

多种途径实现脂质的合成&
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