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摘要!以海洋微拟球藻 E(882#H52$20:&:2#1(8&#( 为受试对象!采用尼罗红染色荧光定量胞内油脂含

量% 采用单因素实验考察了激发波长'发射波长'二甲基亚砜体积分数'染色时间'尼罗红质量浓度

对微藻胞内油脂荧光强度的影响!在此基础上!采用响应面实验进行染色荧光定量条件优化% 结果

表明!优化的微拟球藻胞内油脂尼罗红染色荧光定量最佳条件为二甲基亚砜体积分数 !47,E'染

色时间 #, /1;'尼罗红质量浓度 "7##

!

B>/S'激发波长 &3" ;/'发射波长 ,%4 ;/% 在最佳条件下!

尼罗红染色微拟球藻胞内油脂荧光强度与油脂含量显著正相关"+

!

j"d''' '$!说明通过尼罗红染

色荧光法可快速表征微拟球藻胞内油脂含量% 研究结果为后续微拟球藻资源高值化应用及高产油

脂海洋微藻快速筛选和动态追踪微藻产油过程提供了依据%
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++微藻因光合固碳效率高%生长周期短%胞内油脂

含量丰富以及优良的脂肪酸组成等优势$被认为是

低碳环保及可再生性生物柴油炼制的极佳原

料)# $!*

& 然而$微藻基生物柴油低成本产业的关键

涉及高油脂含量藻株的筛选以及微藻产油条件的优

化$这些筛选优化过程均需频繁定量微藻胞内脂质$

因而简便快速%样品用量少%低能耗的高通量微藻脂

质测定方法对于微藻生物柴油工业化尤为重要)3*

&

近年来$细胞染色荧光法因高效简便%样品需求

#!#
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量小%污染少%可高通量操作等优势备受关注$其中

尼罗红易溶于有机试剂$染色机制清晰$且在特定波

长下荧光强度与油脂含量线性关系较好$具有可高

通量操作及多藻适用性等优势$常被用于微藻产油

全过程可视化动态监测及油脂含量测定)& $%*

& 邴欣

等)'*对布朗葡萄藻油脂含量与荧光强度回归分析$

发现两者相关性较好$利用尼罗红染色荧光定量布

朗葡萄藻油脂含量结果更为稳定!蒋晓艳等)#"*发现

裂殖壶藻油脂含量与荧光强度有良好的线性关系$

并确定了尼罗红快速检测油脂含量的最优染色条

件& 此外$尼罗红染色法也被广泛用于小球藻%隐甲

藻%栅藻%杜氏盐藻%球等鞭金藻%三角褐指藻%莱茵

衣藻等藻种生长条件维持%工程藻株构建和培养及

油脂富集条件优化过程中的脂质定量)4*

&

微藻种类繁多$遗传特性迥异$加之不同培养条

件下微藻脂质成分各异$因而尼罗红染色定量微藻

脂质受藻种影响较大$导致染色参数"如染色时间%

染色剂浓度%发射波长等#也大大不同)' $#3*

$需依据

具体藻种探索特定的尼罗红检测脂质定量条件&

微拟球藻 EL2#1(8&#( 生长周期快%产油量高$

属开发前景良好的海产经济微藻& 尽管尼罗红染色

已用于 EL2#"5('(%ELF(;&'(8( 油脂定量)&$,*

$但对

EL2#1(8&#( 油脂定量鲜有报道& 因此$本文以 EL

2#1(8&#(为受试对象$考察了尼罗红质量浓度%二甲

基亚砜"FbJM#体积分数%染色时间等对尼罗红染

色定量油脂的影响$采用响应面法优化获得微拟球

藻尼罗红染色最佳条件$解析油脂含量与尼红罗荧

光强度线性关系$为后续微拟球藻资源高值化应用

及产油海洋微藻快速筛选提供依据&

<=材料与方法

#7#+实验材料

#7#7#+藻种与试剂

海洋微拟球藻 E(882#H52$20:&:2#1(8&#($为湘潭

大学生物食品系藻菌资源开发与利用实验室保藏菌

株!尼罗红$购自美国 J1B/0(2[\18K 公司!二甲基亚

砜"FbJM#$购自美国GK0\/89$(0X=\公司!其他化

学药剂均为分析纯&

#7#7!+仪器与设备

)J!!&J精密电子天平$日本岛津公司!FL$

'% $TT(型电热恒温水浴锅$天津泰斯特公司!H$

#%4" 型医用离心机!J81=;]A$TTF型超声细胞破碎

仪!P'* $G\9型荧光分光光度计$上海棱光公司&

#7!+实验方法

#7!7#+微拟球藻培养

微拟球藻 EL2#1(8&#( 培养采用 -J(D人工海

水培养基)&*

& 挑取单菌落微拟球藻细胞接入-J(D

培养基中$在"!4 l##i%光照强度 3 """ 2a%光暗交

替"#! K>#! K#条件下培养 #,% K 获得种子液$以

#4E接种量将种子液接入图 # 所示跑道池中$在室

温%自然光照条件下培养 #,% K$喷雾干燥获得微拟

球藻粉&

图 <=微拟球藻跑道池培养装置示意图

#7!7!+微拟球藻胞内油脂的尼罗红染色荧光定量

取经图 # 跑道池培养 #,% K 的微拟球藻液 4"

/S$冰浴超声 & /1; 后于 % """ \>/1; 离心 #" /1;$

去上清$G)J 缓冲液清洗 3 次$用不同体积分数的

FbJM溶液悬浮细胞至 KD

,%"

值为 "7%& 取 3 /S悬

浮藻液于 &"i水浴 #" /1;$加尼罗红溶液$避光染

色不同时间$采用荧光分光光度计对染色微拟球

藻进行三维波长扫描$测定不同条件下油脂荧光

强度&

#7!73+微拟球藻生物量和油脂含量测定

生物量的测定'收集经图 # 跑道池培养一定时

间的微拟球藻液$于 , """ \>/1; 离心 !" /1;$弃上

清$蒸馏水洗涤藻泥 3 次$ $%"i超低温预冻处理

#! K后$真空冻干 &% K 至恒重$干重法计算藻细胞

生物量&

油脂含量的测定'准确称取 !" /B冻干藻粉$加

入 "7*4 /S水$氯仿$甲醇"体积比 "74q!q##振荡

!" /1;充分混匀$于 #" """ \>/1;离心 #" /1;$重复

萃取 3 f4 次$收集合并所有氯仿层$真空干燥至恒

重$计算藻细胞油脂含量&

#7!7&+微拟球藻油脂含量与荧光强度线性关系曲

线绘制

收集经图 # 所示跑道池培养 #,% K 的微拟球

藻$测定其生物量和油脂含量& 将收集的微拟球藻

藻液$稀释至生物量分别为 "7""" &%"7""&%"7""%%

"7"#,%"d"!&%"7"3!%"7"&%"7"%%"7#,%"7!&%"73!%

"7& B>S$分别取 3 /S上述稀释藻液于荧光比色皿

中$以荧光强度为)值$油脂含量"/B#为 *值$绘制

!!#
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微拟球藻尼罗红油脂荧光强度与油脂含量的标准

曲线&

#7!74+数据处理

实验数据采用M\1B1;% 软件进行分析$每个实验

3 个重复$实验数据以-平均值 l标准差.表示& 实

验数据'检验采用 T)bJGJJ J]0]1_]18_#' 软件进行

显著性分析$显著水平为0h"7"4&

>=结果与讨论

!7#+微拟球藻尼罗红染色荧光定量胞内油脂单因

素实验

!7#7#+荧光激发波长与发射波长的选择

报道证实不同藻属甚至同一藻属不同种亦或不

同培养条件下的同种藻种$其积累胞内油脂组成和

含量差异较大$有些微藻胞内以积累中性脂"如甘

油三酯%甘油二酯%甘油一酯#为主$有些以积累极

性脂为主$而中性脂和极性脂激发态能级分布不同$

加之微藻株遗传特性迥异$导致油脂荧光定量激发

波长和发射波长各不相同)#&*

& 对于不同藻属$布朗

葡萄藻油脂定量激发波长为 &%" f44" ;/$发射波

长为 4%" ;/

)'*

$亚心形扁藻胞内油脂定量激发波长

为 4!" ;/

)##*

!对于同一藻属不同种$武迪)#4*和王

辉)#,*等采用了相同的激发波长 &%" ;/和发射波长

4*4 ;/定量微拟球藻 EL2#"5('( 和 E(882#H52$20:&:

_X7HNN# 油脂$而刘林聪等)&*则以激发波长 4#4 ;/

和发射波长 4*" ;/定量微拟球藻 ELF(;&'(8( 油

脂!对于不同培养条件下的小球藻株$梁文艳等)#!*

采用激发波长和发射波长分别为 &%4 ;/和 4%" ;/

定量油脂$而 HV0;B等)#3*选用激发波长 &%" ;/和

发射波长 4%" ;/& 因此$本研究中微拟球藻油脂定

量的最佳激发波长和发射波长需进行探索&

对微拟球藻油脂激发波长和发射波长进行 !"" f

'"" ;/波长扫描$结果见图 !& 由图 !(可看出$在

发射波长 ,," f*#" ;/%激发波长 &"" f4"" ;/以

及 4"" f,"" ;/处分别为微拟球藻油脂荧光及叶绿

素荧光)**

& 进一步地在图 !)和图 !R中$微拟球藻

油脂荧光在激发波长 &!" f&&" ;/和发射波长

,*" f,'" ;/处出现了最高荧光强度$通过平移确

定了微拟球藻油脂定量最适激发波长和发射波长分

别为 &3" ;/和 ,%4 ;/& 另有研究报道证实$在激

发波长 &4" f4"" ;/范围内且发射波长大于 4!%

;/时观测到的金黄色荧光通常为中性脂$而在激发

波长 4#4 f4," ;/范围内且发射波长大于 4'" ;/

时$观测到的红色荧光通常为极性脂)#! $#3*

& 本研究

微拟球藻油脂激发波长为 &3" ;/$发射波长为 ,%4

;/" u4!% ;/#$说明此株微藻积累油脂以中性脂为

主$是炼制高品质生物柴油的理想原料&

+注'(7三维荧光扫描等高图!)7微拟球藻油脂荧光激发波

长图!R7微拟球藻油脂荧光发射波长图&

图 >=微拟球藻油脂定量荧光激发波长和发射波长确定

!7#7!+FbJM体积分数对荧光强度的影响

目前运用尼罗红染色法定量油脂的微藻主要有

硅藻%黄藻%金藻%褐藻等)4*

$然而如前所述$尼罗红

染色法受藻种差异影响较大$某些藻种属如布朗葡

萄藻)'*

%裂殖壶藻)#"*

%小球藻)#,*等又因细胞壁较

厚%胞外分泌物多%聚集生长等原因$尼罗红染料不

易渗入细胞内与油脂结合$染色效果不甚理想$因而

传统尼罗红染色法定量油脂并不适用& FbJM%乙

醇%丙酮%异丙醇及-FI(等有机试剂能较好地改善

细胞壁和细胞膜通透性$利于尼罗红渗入胞内结合

油脂$从而显著提高油脂染色效果)4*

& FbJM因能

与胞膜发生交互作用且具有抗寒特性而在微藻中普

适性较强$但为了避免高浓度 FbJM对藻细胞的毒

性效应$影响油脂定量准确性$FbJM浓度选择和优

化尤为重要&

不同藻种尼罗红染色定量脂质所需 FbJM体

3!#
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积分数差异较大& 斜生栅藻)#&*

%布朗葡萄藻)'*

%亚

心形扁藻)##*等油脂定量最佳 FbJM体积分数分别

为 #E%%E和 &E!不同培养条件下裂殖壶藻油脂定

量采用的 FbJM体积分数为 !"E

)#**和 !4E

)#"*

&

本研究微拟球藻细胞壁含纤维素和果胶质$尼罗红

也不易穿透胞壁染色胞内油脂& 尽管刘林聪)&*和

武迪)#4*等已报道了尼罗红定量微拟球藻 EL2#"5('(

和EL2#"5('1pZ"", 细胞内油脂 FbJM体积分数分

别为 4E和 !"E$但其微拟球藻种与本研究有所不

同$因此在激发波长 &3" ;/和发射波长 ,%4 ;/%尼

罗红质量浓度 "7#

!

B>/S%染色时间 #4 /1; 条件

下$考察不同 FbJM体积分数对 EL2#1(8&#( 油脂的

染色效果$结果见图 3&

+注'不同小写字母表示具有显著性差异"0h"7"4#& 下同

图 ?=不同!KJ"体积分数对微拟球藻油脂荧光强度的影响

++由图 3 可知$FbJM体积分数在 4E f!4E范围

内$油脂荧光强度持续增强$并在 FbJM体积分数

为 !4E时达到最高值",*"73*#$是FbJM体积分数

4E f!"E荧光强度的 #7&! f#74, 倍& 当FbJM体

积分数超过 !4E时$油脂荧光强度显著下降$且

FbJM体积分数由 3"E继续增至 &"E时$油脂荧光

强度无显著性变化& 因此$微拟球藻EL2#1(8&#( 尼

罗红染色最佳FbJM体积分数为 !4E&

!7#73+染色时间对荧光强度的影响

尼罗红染色剂易发生荧光猝灭$染色时间过长

会导致染色前后样品对比可信度降低$染色时间过

短$尼罗红与胞内油脂结合不充分$导致荧光强度偏

低$均不适宜荧光信号检测& 蒋晓艳等)#"*对裂殖壶

藻染色荧光强度进行扫描发现$其在染色 4 f#4 /1;

时荧光强度较为稳定!)=\]9AA1;1等)#%*通过对几种微

藻染色后油脂荧光强度进行时间扫描$确认最佳染

色时间因藻种不同而不同$3" f&" /1; 是较为理想

的染色时间$并且染色后荧光发射强度达最高值的

时间与染料在胞内扩散速率相关$因此不但不同藻

种间染色时间差异大$即便同一藻种染色时间也缺

乏精确的重复性!S1V 等)#'*对小球藻%球等鞭金藻%

三角褐指藻和莱茵衣藻尼罗红染色特性的研究发

现$其最佳尼罗红染色时间也不同& 因此$选择适合

的染色时间是正确定量脂质和减少实验误差的

关键&

在激发波长 &3" ;/%发射波长 ,%4 ;/%FbJM

体积分数 !4E%尼罗红质量浓度 "7#

!

B>/S条件

下$考察不同染色时间对微拟球藻油脂的染色效果$

结果见图 &&

图 @=不同染色时间对微拟球藻油脂荧光强度的影响

++由图 & 可以看出$随着尼罗红染色时间的延长$

微拟球藻油脂荧光强度呈先增强后减弱趋势& 当染

色 #4 /1;时荧光强度达到最高值!当染色 #4 f3"

/1;时$荧光信号开始衰减$荧光强度逐渐降低& 可

能是在染色 #4 /1;内$尼罗红在细胞内扩散速度较

慢$未与胞内油脂充分结合$因而荧光强度相对较

弱$随着染色时间延长$在 #4 /1; 时尼罗红透过率

达到最大临界值$因而荧光强度最大& 而尼罗红染

色超过 #4 /1; 后$因藻细胞膜通透性增大$胞内油

脂失去保护发生氧化$荧光强度出现显著性降低&

综上所述$尼罗红定量微拟球藻油脂的染色时间以

#4 /1;为宜&

!7#7&+尼罗红质量浓度对荧光强度的影响

在激发波长 &3" ;/和发射波长 ,%4 ;/%FbJM

体积分数 !4E%染色时间 #4 /1; 条件下$考察不同

尼罗红质量浓度对微拟球藻油脂的染色效果$结果

见图 4&

图 A=不同尼罗红质量浓度对微拟球藻油脂荧光强度的影响

++尼罗红浓度是正确定量油脂以及减少实验误差

的决定性因素& 不仅如此$不同微藻材料因细胞大

小和结构不同$所需最佳尼罗红浓度也各不相同&

岳秀宏等)#**优化尼罗红染色快速筛选高油脂裂殖壶

&!#
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藻时确定尼罗红质量浓度为 #7"

!

B>/S!张敬键

等)#&*在对斜生栅藻油脂含量快速检测采用的尼罗

红质量浓度为 #74

!

B>/S!宋琪等)##*采用尼罗红法

测定亚心形扁藻油脂含量时得出最佳尼罗红质量浓

度为 "7%

!

B>/S!而刘林聪)&*和武迪)#4*等对与本研

究同种藻种的微拟球藻油脂定量时所采用的尼罗红

质量浓度分别为 #

!

B>/S和 #74

!

B>/S& 由图 4 可

知$尼罗红质量浓度在 "7"4 f4

!

B>/S范围内$微

拟球藻油脂荧光强度总体呈先增高后降低的趋势$

在尼罗红质量浓度为 "7#

!

B>/S时荧光强度达到

最高& 在较低尼罗红质量浓度范围内$尼罗红量少$

不能对胞内油脂染色完全$导致荧光信号较弱!而较

高的尼罗红质量浓度" u"7#

!

B>/S#严重覆盖了荧

光信号$加之背景值过高$从而导致荧光强度过低&

基于此$微拟球藻油脂定量最佳尼罗红质量浓度为

"7#

!

B>/S&

!7!+响应面优化尼罗红染色条件

在单因素实验结果的基础上$以 FbJM体积分

数"-#%染色时间"P#以及尼罗红质量浓度"!#为自

变量$荧光强度",#为响应值$采用F=_1B; -aX=\]#"

进行三因素三水平响应面设计$按中心组合设计寻

找最佳尼罗红染色定量条件& 响应面优化尼罗红染

色条件优化结果见表 #&

表 <=响应面优化尼罗红染色条件优化结果

实验号
-FbJM

体积分数>E

P染色

时间>/1;

!尼罗红质量

浓度>"

!

B>/S#

荧光

强度

"# !" "4 "7#" ,*&7,

"! 3" "4 "7#" *!!7'

"3 !" !4 "7#" *#"7#

"& 3" !4 "7#" *"!7'

"4 !" #4 "7"4 ,'*73

", 3" #4 "7"4 *"#7!

"* !" #4 "7#4 *##74

"% 3" #4 "7#4 *!,7%

"' !4 4 "7"4 ,%,7&

#" !4 !4 "7"4 *#37!

## !4 "4 "7#4 *!&7#

#! !4 !4 "7#4 *337#

#3 !4 #4 "7#" *4%73

#& !4 #4 "7#" *437"

#4 !4 #4 "7#" *,,7!

#, !4 #4 "7#" *,474

#* !4 #4 "7#" **47*

采用F=_1B; -aX=\]#" 对表 # 结果进行多元回

归分析$得到荧光强度",#与 FbJM体积分数"-#%

染色时间"P#以及尼罗红质量浓度"!#的二次多项

式回归方程',j$3*!L33 e*"L,4-e#,L%'Pe

# %#"L,!$"L!%-Pe##L&-!$%L'P!$#L3!-

!

$

"d!%P

!

$% 4'3!

!

& 对回归模型进行方差分析$结果

见表 !&

表 >=响应面实验方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Q值 /

模型 #3 %!!7&! ' # 4347%! !37''

h"7""" !

%%

- &4&74# # &4&74# *7#"

h"7"3! 3

%

P 3!%7', # 3!%7', 47#&

h"7"&* %

%

! # #%47%& # # #%47%& #%74!

h"7""3 ,

%%

-P **"7", # **"7", #!7"3

h"7"#" &

%

-! 3!7&' # 3!7&' "74# h"7&'' 3

P! *'7!# # *'7!# #7!& h"73"! %

-

!

& ,"#7!, # & ,"#7!, *#7%,

h"7""" #

%%

P

!

3 3#&7,! # 3 3#&7,! 4#7**

h"7""" !

%%

!

!

# '&37#4 # # '&37#4 3"734

h"7""" '

%%

残差 &&%7!" * ,&7"3

失拟项 #4#7"* 3 4"73, "7,% h"7,"' *

净误差 !'*7#3 & *&7!%

总和 #& !*"7,! #,

+注'

%%

表示极显著 /h"7"#!

%

表示显著 /h"7"4!/u

"7"4表示不显著&

由表 ! 可知$模型 /h"7"#$失拟项 /u"7"4$

决定系数"+

!

#为 "7',% ,$表明该模型荧光强度实

际值与预测值之间有较好的拟合度$可用于微拟球

藻荧光定量油脂& 一次项 -%P%!对荧光强度影响

显著或极显著$其影响顺序为尼罗红质量浓度

"!# uFbJM体积分数"-# u染色时间"P#!交互项

-P对荧光强度影响显著$交互项 -!和 P!对荧光

强度影响不显著!二次项中-

!

%P

!

%!

! 对荧光强度影

响极显著& 各因素的三维响应面分析及等高线分布

见图 ,&

由图 , 可以看出$尼罗红质量浓度为 "7#

!

B>/S时$FbJM体积分数和染色时间交互作用响

应面等高线呈椭圆形$说明 FbJM体积分数和染色

时间交互作用显著$二者交互响应面三维图较为陡

峭$证实FbJM体积分数和染色时间协同影响荧光

强度& FbJM体积分数在 !3E f!%E范围内$染色

时间在 #" f!" /1;范围内$荧光强度最高$FbJM体

积分数过高或过低以及染色时间过长或过短荧光强

度均会下降& 在尼罗红染色 #4 /1; 时$FbJM体积

分数和尼罗红质量浓度交互作用响应面等高线接近

圆形$说明FbJM体积分数和尼罗红质量浓度交互

作用不显著$且响应面三维图陡峭程度欠佳$证实荧

光强度受 FbJM体积分数和尼罗红质量浓度共同

影响不明显& 当 FbJM体积分数在 !3E f!%E范

4!#
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围内$尼罗红质量浓度在 "7"' f"7#&

!

B>/S范围

内时$荧光强度最高$FbJM体积分数和尼罗红质量

浓度过高或过低都会造成荧光强度下降& FbJM体

积分数为 !4E时$染色时间和尼罗红质量浓度交互

作用响应面等高线接近圆形$说明染色时间和尼罗

红质量浓度交互作用不显著$而响应面三维图较陡$

证实荧光强度受染色时间和尼罗红质量浓度共同影

响$尼罗红质量浓度较染色时间对荧光强度影响更

大& 随着染色时间延长以及尼罗红质量浓度的升

高$荧光强度呈现先上升后下降趋势& 当染色时间

在 #" f!" /1;之间$尼罗红质量浓度在 "7"' f"7#&

!

B>/S范围内时$荧光强度达到最高值&

图 B=!KJ"体积分数%染色时间和尼罗红质量浓度的三维响应面分析及等高线分布

++由软件 F=_1B; -aX=\]#" 优化后微拟球藻油脂

染色最佳条件为 FbJM体积分数 !474,E%染色时

间 #47,& /1;%尼罗红质量浓度 "7##&

!

B>/S$此时

预测荧光强度为 *,,7#& 考虑到实际操作$取FbJM

体积分数 !47,E%染色时间 #, /1;%尼罗红质量浓

度 "7##

!

B>/S$预测荧光强度为 *,,7*!按照此条件

进行 3 次验证实验得到实际荧光强度分别为

*,*d#%*,47&% *,&74$平均值为 *,47*$ J̀F为

"d#*E$与预测值相对误差小于 #E$表明响应面预

测性良好$可用于实际微拟球藻油脂的测定&

!73+微拟球藻油脂含量与荧光强度等量关系

在上述优化的最佳染色条件下$按 #7!7& 方法

绘制的标准曲线方程为 *j"L""3 3)$"L",3 !

"+

!

j"L''' '#& 说明尼罗红荧光强度与藻细胞油

脂含量呈良好的线性关系& 因此$可以根据尼罗红

荧光强度快速简便表征微拟球藻油脂含量&

按 #7!7# 微拟球藻培养方法$将图 # 跑道池培

养 !&%*!%#!"%#,%%!#, K 和 !,& K 的微拟球藻在上

述最佳条件下染色$在激发波长 &3" ;/%发射波长

,%4 ;/下测定荧光强度$代入标准曲线方程$求得

不同培养时间下的油脂含量$结果见图 *& 同时$对

不同培养时间下的微拟球藻尼罗红染色后进行激光

共聚焦扫描$结果见图 %&

图 C=微拟球藻不同培养时间下尼罗红染色

荧光定量油脂含量变化

图 \=微拟球藻不同培养时间下尼罗红染色

激光共聚焦扫描图#\Z a$

,!#
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++由图 * 可见$随着培养时间延长$油脂含量呈先

上升后下降趋势& 在培养 !& f#,% K 内$油脂含量

持续增加$在 #,% K达到最大值""74* B>S#!之后随

培养时间延长$油脂含量下降& 对比其共聚焦扫描

图"图 %#可以看出$随着培养时间延长$微拟球藻胞

内油脂体积逐渐变大$油脂荧光强度逐渐增强$在

#,% K时荧光强度达到最高值之后随着培养时间延

长"#,% f!,& K#$油脂荧光强度逐渐减弱$证明油脂

含量逐渐降低$这与图 * 尼罗红定量结果相一致$再

次证实了尼罗红染色快速定量微拟球藻油脂的可

行性&

?=结=论

通过考察荧光激发波长%发射波长%助溶剂

FbJM体积分数%尼罗红染色时间%尼罗红质量浓度

对微拟球藻油脂荧光强度的影响$确定了尼罗红染

色定量微拟球藻油脂最佳检测条件为激发波长 &3"

;/%发射波长 ,%4 ;/%FbJM体积分数 !47,E%染色

时间 #, /1;%尼罗红质量浓度 "7##

!

B>/S& 在最佳

染色条件下微拟球藻油脂含量与荧光强度呈线性相

关"+

!

j"d''' '#$可用于快速简便表征微拟球藻油

脂含量$大大提高了油脂检测效率&
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