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氮限制对普通小球藻积累油脂过程中
生化组成与光合生理的影响

吴琼芳ꎬ 张 莹ꎬ 罗舒怀ꎬ 李爱芬∗ꎬ 张成武
(暨南大学水生生物研究中心ꎬ 广州 ５１０６３２)

摘　 要: 以产油普通小球藻 (Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｂｅｉｊｉｅｒｉｎｅｃｋ)为材料ꎬ 通过设置不同的初始硝酸钠浓度ꎬ 研究不

同程度的氮素限制对普通小球藻生长、 生化组成及光合生理的影响ꎮ 结果显示ꎬ 在实验设置的 ４ 个氮素浓度下

(１８􀆰０、 ９􀆰０、 ４􀆰５、 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ 普通小球藻生物量无显著差异ꎬ 但较低的初始氮浓度明显促进了其油脂积累ꎬ
其中 ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组藻细胞的总脂含量和总脂产率最高ꎬ 分别达到干重的 ４８􀆰３２％及 ０􀆰０９３１ ｇ􀅰Ｌ－１􀅰ｄ－１ꎬ 显著高

于 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的正常氮组 (Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ ４ 个氮浓度组藻细胞内碳水化合物及可溶性蛋白的含量均有下降ꎬ 油

脂积累量逐渐升高ꎬ ２ 个低氮组 (４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ) 在培养初期藻细胞内可溶性蛋白大量降解ꎬ 油脂

及碳水化合物有所积累ꎬ 但碳水化合物随后逐渐转化为油脂ꎮ ＰＳⅡ最大光能转化效率 (Ｆｖ / Ｆｍ)、 实际光能转化

效率 (Ｙｉｅｌｄ) 以及相对电子传递效率 (ＥＴＲ) 在培养过程中均呈下降趋势ꎬ ７７ Ｋ 低温荧光结果显示ꎬ 培养初期ꎬ
２ 个光系统之间存在光能调配和状态转化ꎮ 代表固碳能力的 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性表现为在较高氮浓度组先上升后下降ꎬ
而在 ２ 个低氮组呈下降趋势ꎻ ４ 个氮浓度组 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的活化程度均呈先下降后上升的趋势ꎮ 该研究表明适宜氮素

限制促进普通小球藻油脂积累的过程中碳素分配和光合生理存在协同调控ꎮ
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　 　 随着化石燃料的日趋耗竭ꎬ 生物能源作为一种

潜力极大的新型可替代能源开始崭露头角[１]ꎮ 利

用微藻生产生物燃料及高附加值产品是目前生物能

源研究的热点之一[２－４]ꎮ
提高藻种的油脂产量是规模化生产生物柴油的

前提ꎮ 大量研究表明ꎬ 通过改变培养方式[５]、 营

养供给[６]、 光照强度[７]、 温度[８] 及离子浓度[９] 等

可显著提高微藻的油脂含量ꎮ 其中ꎬ 利用氮限制提

高微藻油脂积累最为常见ꎬ 不仅是因为氮限制对多

种藻类的脂质积累有促进作用ꎬ 而且与其他影响因

子相比ꎬ 控制氮浓度更易操纵且所需成本更低[５]ꎮ
氮限制改变藻细胞内物质的组成ꎬ 通常表现为蛋白

含量下降、 油脂或碳水化合物含量增加ꎬ Ｂｅｒｇｅｓ
等[１０] 报道威氏海链藻 ( Ｔｈａｌａｓｓｉｏｓｉｒａ ｗｅｉｓｓｆｌｏｇｉｉ
(Ｇｒｕｎｏｗ) Ｆｒｙｘｅｌｌ ＆ Ｈａｓｌｅ) 在氮胁迫条件下诱导

产生一种特殊的蛋白酶ꎬ 且细胞内大部分蛋白酶的

活性增加ꎬ 造成藻细胞蛋白含量显著下降ꎮ Ｄｅａｎ
等[１１]用傅立叶变换红外光谱 (ＦＴＩＲ) 对莱茵衣藻

( Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ Ｄａｎｇ ) 及 栅 藻

(Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ｓｕｂｓｐｉｃａｔｕｓ Ｃｈｏｄａｔ) 的测定结果

显示ꎬ 在氮限制条件下油脂和碳水化合物含量均有

增加ꎮ 另外ꎬ 氮限制对藻细胞生长速率及光合生理

影响也较大ꎬ 如小新月菱形藻 (Ｎｉｔｚｓｃｈｉａ ｃｌｏｓｔｅｒｉ￣
ｕｍ ｆ. ｍｉｎｕｔｉｓｓｉｍａ Ａｌｌｅｎ ＆ Ｎｅｌｓｏｎ) [１２] 在低氮供应

时叶绿素 ａ 及光合效率均有所下降ꎬ 进而阻碍藻

细胞生长ꎻ 尖状栅藻 (Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓ ａｃｕｍｉｎａｔｕｓ
Ｌａｇｅｒｈｅｉｍ Ｃｈｏｄａｔ) [１３] 在低氮条件下光合速率显

著低于全氮组ꎬ 但适当的氮限制却对其生长有明显

促进作用ꎮ 核 酮糖￣１ꎬ ５￣二磷酸羧化酶 /加氧酶

(Ｒｉｂｕｌｏｓｅ￣１ꎬ５￣ｂｉｓｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ / ｏｘｙｇｅ￣
ｎａｓｅꎬ Ｒｕｂｉｓｃｏ) 作为催化光合作用固定 ＣＯ２的第

一步关键酶ꎬ 其活性制约着光合效率ꎬ 是决定光合

作用的关键酶ꎮ 有研究认为 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的含量与叶

片中的氮素含量有关[１４]ꎮ 可见ꎬ 在应对氮胁迫时ꎬ
微藻生化组分及光合生理均存在响应机制ꎬ 且这种

机制具有物种特异性[１５]ꎮ
普通小球藻 (Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｂｅｉｊｉｅｒｉｎｅｃｋ)

分布广泛ꎬ 细胞直径平均约为 ５ ~ １０ μｍꎬ 油脂或

淀粉含量较高[１６]ꎬ 研究证实氮限制能明显提高其

油脂含量[６]ꎬ 被认为是生产生物柴油非常有潜力

的原料ꎮ 目前国内外对小球藻的研究主要集中于通

过改善培养方法和生物反应器以提高油脂产量、 以

及微藻生物质的收获和后续加工[１７]ꎬ 而关于其油

脂合成过程中碳流分配与光系统协同调控的研究却

鲜有报道ꎮ 本研究以一株产油的普通小球藻为对

象ꎬ 通过测定其在不同初始硝酸钠浓度下生物量的

积累及油脂、 碳水化合物和可溶性蛋白的含量ꎬ 分

析叶绿素荧光参数及固碳酶 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性的时相

变化规律ꎬ 旨在揭示不同浓度氮素限制下微藻碳流

分配及光合特性的协同变化ꎬ 为进一步利用微藻开
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发生物燃料提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

普通小球藻 (Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ Ｂｅｉｊｉｅｒｉｎｅｃｋ)
由暨南大学水生生物研究中心微藻生物技术与生物

能源实验室保藏ꎮ
将保藏的藻种活化培养至指数期ꎬ 分别接入

４ 种 不 同 初 始 硝 酸 钠 浓 度 ( １８􀆰０、 ９􀆰０、 ４􀆰５、
３􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ) 的改良 ＢＧ￣１１ 培养基中ꎬ 接种密度

为 ＯＤ７５０ ＝ ０􀆰６ ± ０􀆰０１ꎬ 采用 Φ ３􀆰０ ｃｍ × ６０ ｃｍ 的

柱状光生物反应器培养ꎬ 温度为 (２５ ± １)℃ꎬ 光

照强度约为 ３００ μｍｏｌ􀅰ｐｈｏｔｏｎｓ ｍ－２􀅰ｓ－１ꎬ 通气 (含
１％ ＣＯ２的压缩空气) 搅拌ꎬ 每组设置 ３ 个平行ꎬ
培养周期为 １８ ｄꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 生物量测定

每天取 ５ ｍＬ 藻液ꎬ 用预烘干至恒重的 ０􀆰４５ μｍ
微孔滤膜抽滤ꎬ 再置于 １０５℃烘箱烘至恒重后称

重ꎬ 计算单位体积藻液的干重 (ＤＷ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 总脂含量测定及产率的计算

总脂测定采用 Ｋｈｏｚｉｎ￣Ｇｏｌｄｂｅｒｇ 等的方法[１８]

并加以改良ꎮ 取 ８０ ~１００ ｍｇ 冻干藻粉并加入 ２ ｍＬ
二甲基亚砜￣甲醇 (Ｖ ∶Ｖ ＝ １∶ ９) 溶液ꎬ 于 ５０℃水

浴、 冰浴各抽提 １􀆰５ ｈ 后ꎬ 离心收集上清液放入干

燥洁净的玻璃小瓶中ꎻ 取藻渣加入乙醚￣正己烷 (Ｖ
∶Ｖ ＝ １∶１)溶液 ４ ｍＬꎬ 再次冰浴抽提 １􀆰５ ｈꎬ 离心

收集上清液至上述玻璃小瓶中ꎬ 重复上述步骤直至

藻渣变白ꎮ 于合并的上清液中加入蒸馏水 ４ ｍＬ 静

置分相ꎬ 移取有机相至另一小玻璃瓶ꎬ 在通风橱中

用氮气吹扫浓缩ꎬ 再用乙醚洗涤并转移至预先称重

的 ２ ｍＬ 塑料离心管 (管重记为 Ｍ１) 中ꎬ 再用氮气

吹干至恒重 (记为 Ｍ２)ꎬ 即得总脂含量 (冻干藻粉的

百分比) ＝ [(Ｍ２－Ｍ１) /冻干藻粉的重量] × １００％ꎮ
单位体积总脂产率 (ｇ􀅰Ｌ－１􀅰ｄ－１ ) ＝ 生物量

(ｇ / Ｌ) × 总脂含量 (％) /培养天数 (ｄ)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 碳水化合物含量测定

参照 Ｄｕｂｉｏｓ 等[１９] 的苯酚￣硫酸法ꎬ 取 １０ ｍｇ
干燥的脱脂藻渣ꎬ 加入 ５ ｍＬ ０􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ꎬ
于 １００℃恒温水浴 ４ ｈꎮ 离心ꎬ 将上清液移至 ５０ ｍＬ
容量瓶中ꎬ 用去离子水洗涤沉淀并离心转移上清液

至容量瓶 (重复 ２ 次)ꎬ 定容至 ５０ ｍＬꎮ 吸取 ５００ μＬ

提取液ꎬ 补水至 ２ ｍＬꎬ 迅速加入 １ ｍＬ ６％苯酚及

５ ｍＬ 浓 Ｈ２ＳＯ４摇匀ꎬ 冷却后于 ４９０ ｎｍ 下测定吸

光值ꎮ 以葡萄糖为标准品制作标准曲线ꎬ 利用标准

方程计算总碳水化合物含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 可溶性蛋白含量测定

用 ０􀆰５ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 于 ８０℃反复抽提脱脂藻

渣ꎬ 直至抽提完全ꎮ 提取液中可溶性蛋白含量采用

Ｌｏｗｒｙ 法蛋白含量测定试剂盒 (上海荔达生物科技

有限公司) 进行测定ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 叶绿素荧光参数和低温荧光光谱测定

参考梁英等[２０] 的测定方法并对其进行改进ꎬ
测定仪器为 ＸＥ￣ＰＡＭ 脉冲调制式叶绿素荧光仪

(Ｗａｌｚꎬ 德国)ꎮ 将样品调为同一吸光度 (ＯＤ７５０ ＝
０􀆰５) 并暗适应 ３０ ｍｉｎꎬ 加入四面透光比色皿置于

荧光仪中ꎬ 打开测量光 (光合有效辐射约为 ８ μｍｏｌ􀅰
ｐｈｏｔｏｎｓ ｍ－２􀅰ｓ－１)ꎬ 对初始荧光 Ｆ０进行测量ꎮ 然后

打开光化光 (光合有效辐射为 ３６８ μｍｏｌ􀅰ｐｈｏｔｏｎｓ
ｍ－２􀅰ｓ－１)ꎬ 照射 ５ ｍｉｎꎬ 再打开饱和脉冲光激发ꎬ
测定藻细胞不同生长时期光系统Ⅱ(ＰＳⅡ) 的 Ｙｉｅｌｄ、
ＥＴＲ、 Ｆｖ / Ｆｍ等光合参数ꎮ

采用日立 Ｆ￣４５００ 型荧光分光光度计测定藻细胞

在 ７７ Ｋ 的荧光发射光谱ꎬ 激发波长为 ４３６ ｎｍꎬ 扫

描范围为 ６４０ ~７５０ ｎｍꎬ 扫描速度为 ２４０ ｎｍ / ｍｉｎꎬ
狭缝宽度为 ２ ｎｍꎮ
１􀆰 ２􀆰 ６　 Ｒｕｂｉｓｃｏ活性的测定

用于 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性测定的普通小球藻的初始

硝酸钠浓度分别为 １８􀆰０、 ９􀆰０、 ６􀆰０、 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 的提取与活性测定根据 Ｇｅｒａｒｄ 等[２１] 的方

法并稍加改进ꎮ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 粗提取液的制备: 取液氮研磨 －８０℃

保存的藻细胞ꎬ 每 １００ ｍｇ 藻细胞中分别加入 １ ｍＬ
初始酶活性提取液与总酶活性提取液ꎬ 于 ４℃
１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ 上清液即为酶粗提取液ꎮ

Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性的测定: 使用紫外分光光度计在

室温条件或(２５ ± １)℃测定 ３４０ ｎｍ 处的吸光值变

化ꎮ 分别取初始酶活性和总酶活性提取液 ０􀆰１ ｍＬ 加

入反应液中ꎬ 前者室温孵育 １ ｍｉｎꎬ 后者 ２５℃ 孵育

１０ ｍｉｎꎬ 然后移至比色皿并加入 ０􀆰１ ｍＬ ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ
１ꎬ５￣二磷酸核酮糖 (ＲｕＢＰ)ꎬ 整个反应体系为

３ ｍＬꎬ 开始测定并计时ꎬ 紫外分光光度计每 ４ ｓ
读数 １ 次ꎬ 记录 ７ ｍｉｎꎮ 同时测定酶粗提取液可溶

性蛋白含量ꎮ
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酶活力 ＝ ( ΔＯＤ１ －ΔＯＤ２ ) × 反应总体积 /
(６􀆰２２ × ２ × ｄ × Δｔ × 蛋白含量 × 酶液体积)ꎮ

其中ꎬ ΔＯＤ１是在 ７ ｍｉｎ 内所选取时间段的吸

光值变化量ꎬ ΔＯＤ２是不加 ＲｕＢＰ 的吸光值变化量ꎬ
６􀆰２２ 是 ＮＡＤＨ 的消光系数ꎬ ２ 表示 Ｒｕｂｉｓｃｏ 每固

定 １ 分子的 ＣＯ２就有 ２ 分子的 ＮＡＤＨ 被氧化ꎬ ｄ
是比色皿的光程 (ｃｍ)ꎬ Δｔ 是所选取的时间ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ７　 数据处理

采用 Ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰６ 软件对数据进行处理分析ꎬ 并

用 ＳＰＳＳ １３􀆰０ 软件进行单因素方差分析及相关性

分析ꎬ Ｐ < ０􀆰０５ 表示差异显著水平ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 不同氮浓度下普通小球藻的生长

不同初始氮浓度下普通小球藻在 １８ ｄ 培养周期

内的生长曲线显示(图 １)ꎬ 在 ４ 个氮浓度下小球藻

生物量的变化趋势均为０ ~６ ｄ 快速上升ꎬ 第 ６ ~９ ｄ
平稳上升ꎬ 到第 １６ ｄ 生物量达到最大值ꎮ 其中ꎬ
４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组获得的生物量最高ꎬ 达到３􀆰 ８ ｇ / Ｌꎻ
３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组由于氮素很快被消耗殆尽ꎬ 藻细胞生

长受到一定限制ꎬ 生物量最低ꎬ 为 ３􀆰０４ ｇ / Ｌꎮ 统计

数据显示ꎬ １８􀆰０、 ９􀆰０、 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ ３ 个组之间在培

养后期生物量差异不显著ꎬ ４􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ组与 １８􀆰０、
９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的生物量差异也不显著ꎬ 说明本研

究设置的氮素限制浓度总体偏高ꎬ 所有实验组均未

达到生长限制阈值ꎬ 从而未观察到不同氮限制组间

生物量的显著差异ꎮ
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图 １　 不同氮浓度下普通小球藻生物量的时相变化
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ ｖｕｌｇａｒｉｓ ａｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｄｕｒｉｎｇ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 不同氮浓度下普通小球藻的生化组分及单位

体积总脂产率

不同初始氮浓度的普通小球藻在 １８ ｄ 内的脂

质、 碳水化合物及可溶性蛋白含量的变化及单位体

积总脂产率的实验结果显示(图 ２)ꎬ 在培养早期ꎬ
细胞内总脂含量较低ꎬ 为 １５􀆰５７％ ＤＷꎬ 而碳水化

合物和可溶性蛋白含量分别为 ３０􀆰０４％ ＤＷ 和

３１􀆰４０％ ＤＷꎮ 在整个培养周期内ꎬ 不同初始氮浓

度下藻细胞这 ３ 大物质总量稳定在 ７５％~８０％ ＤＷ
左右ꎬ 且均表现为油脂含量增加ꎬ 碳水化合物和可

溶性蛋白含量减少ꎮ
从图 ２: ａ 可看出ꎬ ４ 个氮浓度下普通小球

藻在培养周期内油脂持续累积ꎬ 其总脂含量在

０ ~ ９ ｄ 内迅速增加ꎬ ９ ~１８ ｄ 时增加缓慢ꎬ 至培养

结束时各氮浓度组的总脂含量分别达到 ４０􀆰６７％
ＤＷ (１８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ)、 ４４􀆰６３％ ＤＷ (９􀆰０ ｍｍｏｌ /
Ｌ)、 ４８􀆰３２％ ＤＷ (４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ) 和 ４７􀆰６７％ ＤＷ
(３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 普通小球藻油脂含量与氮素浓度呈

负相关 ( ｒ ＝ －０􀆰９３５)ꎬ ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ３􀆰６ ｍｍｏｌ /
Ｌ ２ 个低氮组与 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 全氮组之间存在显著

差异 (Ｐ < ０􀆰０５)ꎮ 图 ２: ｄ 显示ꎬ ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组

获得最高单位体积总脂产率ꎬ 且显著高于其他各组

(Ｐ < ０􀆰０５)ꎬ 说明适宜的氮素限制有利于普通小球

藻积累油脂ꎮ 由图 ２: ｂ 和图 ２: ｃ 可见ꎬ ４ 个不同

氮浓度组碳水化合物及可溶性蛋白含量的变化情况

有 ２ 种模式: １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在整

个培养周期内碳水化合物含量持续下降ꎬ 可溶性蛋

白含量在培养 ０ ~ ３ ｄ 略微增加后也下降ꎻ 而

４􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在培养 ０ ~３ ｄ 可溶

性蛋白含量急剧下降了 １７􀆰４３％和 ２１􀆰１４％ ＤＷꎬ
碳水化合物则迅速累积了 ２０􀆰７７％和 １７􀆰３３％ ＤＷꎬ
然后两者均呈下降趋势ꎮ 由此可见ꎬ ４ 个氮浓度组

碳水化合物及可溶性蛋白均有所降解以合成油脂ꎬ
２ 个低氮组 (４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ) 在培养

初期细胞内可溶性蛋白含量显著下降ꎬ 碳水化合物

积累迅速ꎬ 说明普通小球藻在低氮胁迫下优先合成

碳水化合物ꎬ 之后随着培养时间的延长碳水化合物

转化为油脂ꎮ
２􀆰 ３　 不同氮浓度下普通小球藻的叶绿素荧光参数

叶绿素荧光参数可用于描述藻细胞的光合作

用机理和光合生理状况ꎬ 普通小球藻在积累油脂

过程中叶绿素荧光参数均发生了变化(图 ３)ꎮ 从

图 ３: ａ 可见ꎬ ４ 个氮浓度下普通小球藻最大光能

转化效率 Ｆｖ / Ｆｍ在培养的 ０ ~ １(２) ｄ 迅速上升ꎬ
然后均呈下降趋势ꎬ 直至培养结束时 Ｆｖ / Ｆｍ值下降

到 ０􀆰１ 左右ꎮ 在培养的第 ２ ~ １１ ｄꎬ 不同氮浓度组
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图 ３　 不同氮浓度下普通小球藻叶绿素荧光参数
的时相变化
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之间 Ｆｖ / Ｆｍ值差异显著 (Ｐ <０􀆰０５)ꎬ １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ
及 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的 Ｆｖ / Ｆｍ值大于 ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 和

３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ 可见ꎬ 初始硝酸钠浓度对最大光

能转化效率影响较大ꎮ Ｙｉｅｌｄ 作为 ＰＳⅡ光化学反应

中心实际光能转化效率的表征参数ꎬ 代表其实际量

子产量ꎬ 从图 ３: ｂ 可见ꎬ ４ 个氮浓度下普通小球藻

Ｙｉｅｌｄ 的变化均呈先上升后下降、 最后逐渐稳定的

趋势ꎮ 其中ꎬ 培养 ０ ~２ ｄ 迅速上升ꎬ 第 ２ ~ １２ ｄ
明显下降ꎬ 第 １２ ｄ 后趋于稳定ꎻ 在培养的 ０ ~９ ｄꎬ
４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的 Ｙｉｅｌｄ 值较小ꎬ 从

第 ９ ｄ 后ꎬ 这 ２ 组的 Ｙｉｅｌｄ 值均大于 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ
和 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎮ 电子传递速率 ＥＴＲ 的变化趋势

与 Ｙｉｅｌｄ 基本一致(图 ３: ｃ)ꎬ 呈前期先上升、 然后

迅速下降、 后期趋于平缓的趋势ꎮ ４ 个氮浓度下叶

绿素荧光参数的时相变化表明ꎬ 随着培养时间的延

长藻细胞ＰＳⅡ活性逐渐降低ꎬ 其原因可能是氮素

不断消耗导致 ＰＳⅡ反应中心受损ꎮ
２􀆰 ４　 不同氮浓度下普通小球藻 ７７ Ｋ 低温荧光发

射峰的变化

从 ４ 个氮浓度下普通小球藻 ７７ Ｋ 低温荧光发

射峰 Ｆ６８３ 与 Ｆ７１８ 的比值变化可见(图 ４)ꎬ 普通

小球藻的 ７７ Ｋ 低温荧光发射光谱出现了 ３ 个明显

的发射峰ꎬ 分别位于 ６８３ ｎｍ、 ７１８ ｎｍ 和 ６９３ ｎｍ
处ꎬ 其中 Ｆ７１８ 来自 ＰＳⅠ、 Ｆ６８３ 来自 ＰＳⅡ核心天

线ꎬ Ｆ６８３、 Ｆ７１８ 和它们的比值 Ｆ６８３ / Ｆ７１８ 是光合

机构状态转换的指征ꎮ 由图 ４ 可见ꎬ ４ 个氮浓度下

藻细胞第 ０ ｄ 的 Ｆ６８３ / Ｆ７１８ 为 １􀆰２９ꎬ １８􀆰 ０、 ９􀆰０、
４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组 Ｆ６８３ / Ｆ７１８ 的值均在培养 ０ ~ ３ ｄ
降低ꎬ 随后 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 两组持续

升高至培养结束ꎬ ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 组则在升高至第１２ ｄ
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图 ４　 不同氮浓度下普通小球藻 ７７ Ｋ低温荧光
发射峰 Ｆ６８３ 与 Ｆ７１８ 的比值

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｆ６８３ ａｎｄ Ｆ７１８ ａｔ ７７ Ｋ ｉｎ
Ｃ. ｖｕｌｇａｒｉｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

后保持平稳ꎬ 而 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的 Ｆ６８３ / Ｆ７１８ 值在

０ ~１２ ｄ 呈上升趋势ꎬ １２ ｄ 后开始下降ꎮ Ｆ６８３ /
Ｆ７１８ 值的降低与 ＰＳⅡ主要外周天线 ＬＨＣⅡ与 ＰＳⅡ
核心复合物解离转而与 ＰＳⅠ反应中心复合体结合

有关[２２]ꎮ 说明 １８􀆰０、 ９􀆰０、 ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ ３ 个组藻

细胞在培养初期ꎬ ２ 个光系统之间存在光能调配

和状态转化ꎮ 而氮素最低的 ３􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的

Ｆ６８３ / Ｆ７１８ 值在 １２ ｄ 后开始下降ꎬ 可能与此时

光系统已经完全损坏、 吸收及转化光能的功能已

丧失有关ꎮ
２􀆰 ５　 不同氮浓度下普通小球藻的 Ｒｕｂｉｓｃｏ活性

培养周期 １８ ｄ 内ꎬ 普通小球藻在不同初始氮浓

度下 Ｒｕｂｉｓｃｏ 初始活性和总活性均发生了动态变化

(图 ５)ꎮ 初始酶活性代表着体内活化的 Ｒｕｂｉｓｃｏꎬ
由图 ５: ａ 可以看出ꎬ 初始氮浓度为 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和

９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组初始活性呈先上升后下降的趋势ꎬ 在

培养的第 ３ ｄ 分别达到最高值ꎬ 为 ０􀆰０１３２ μｍｏｌ
ＣＯ２􀅰ｍｇ－１ｐｒｏ􀅰ｍｉｎ－１和 ０􀆰００７３４ μｍｏｌ ＣＯ２􀅰ｍｇ－１

ｐｒｏ􀅰ｍｉｎ－１ꎬ 随后逐渐降低ꎬ 分别在培养 １２ ｄ 和

９ ｄ 后趋于稳定ꎬ 至第 １８ ｄ 降至最低值ꎮ 初始氮

浓度为 ６􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组初始活性则

一直呈逐渐下降趋势ꎬ 第 ０ ~ ９ ｄ 下降较快ꎬ ９ ｄ
后趋于同一水平ꎮ 图 ５: ｂ 显示普通小球藻 Ｒｕｂｉ￣
ｓｃｏ 总活性变化趋势与初始活性变化趋势相似ꎬ
由此可知 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 实验组

Ｒｕｂｉｓｃｏ 初始活性与总活性都在第 ３ ｄ 达到最高ꎬ
随后开始下降ꎬ 而低氮浓度实验组(６􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ
和 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ) Ｒｕｂｉｓｃｏ 初始活性与总活性一直

呈下降趋势ꎬ 直到培养后期才趋于稳定ꎮ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 初始活性与总活性的比值代表其在藻

细胞内的活化程度ꎮ 从普通小球藻整个培养周期内

Ｒｕｂｉｓｃｏ 初始活性与总活性比值的变化情况来看

(图 ６)ꎬ 初始氮浓度为 １８􀆰０、 ９􀆰０、 ６􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组

的 Ｒｕｂｉｓｃｏ 在培养前期活化程度都较高ꎬ 之后呈

下降趋势ꎬ 在培养后期又有所上升ꎬ 而最低氮素

３􀆰 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化程度在第 ０ ~ ３ ｄ
小幅下降ꎬ 进入培养中期时较高ꎬ 保持在 ９０％以

上ꎬ 但在 １２ ｄ 后又开始下降ꎮ 说明初始氮素浓度

对藻细胞内 Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化程度有很大影响ꎮ

３　 讨论

光照、 温度、 营养元素和盐度等环境因子不仅
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图 ５　 不同氮浓度下普通小球藻 Ｒｕｂｉｓｃｏ活性的时相变化
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图 ６　 不同氮浓度下普通小球藻的 Ｒｕｂｉｓｃｏ
初始活性与总活性的比值

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｒａｔｉｏ ｏｆ ｉｎｉｔｉａｌ ａｎｄ ｔｏｔａｌ Ｒｕｂｉｓｃｏ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ
Ｃ. ｖｕｌｇａｒｉｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

影响藻细胞的生长和光合作用ꎬ 还会影响藻细胞的

合成代谢进而影响其细胞组分[２３]ꎮ 本研究中设置

的不同氮素浓度虽然对普通小球藻的生物量无显著

影响ꎬ 但低氮限制明显促进了其油脂积累ꎬ 这与

Ｉｌｌｍａｎ 等[６] 报道的氮限制对普通小球藻 (Ｃ. ｖｕｌ￣
ｇａｒｉｓ) 的影响结果一致ꎮ 蛋白质、 核酸、 油脂及

多糖组成了细胞的物质基础ꎬ 氮素是蛋白质及核

酸的重要组成成分[２４] ꎬ 在氮充足的情况下ꎬ 藻细

胞中碳流的主要方向是合成蛋白质ꎬ 但当氮限制

时ꎬ 细胞会减少蛋白质及核酸的合成ꎬ 或者不合

成非必需的蛋白质ꎬ 此时ꎬ 碳流的主要流向由合

成蛋白质转为合成油脂或多糖[２３]ꎬ 本实验结果显

示碳流流向油脂ꎮ 在普通小球藻积累油脂的过程

中ꎬ １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在 ０ ~ ３ ｄ
Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性一直增加ꎬ Ｆｖ / Ｆｍ在此阶段也有一个

迅速上升的过程ꎬ 说明此阶段藻类的生长代谢

比较旺盛ꎬ 光合效率较高ꎬ 导致蛋白及油脂含

量有所增加ꎮ 在第 ３ ~ ６ ｄ Ｒｕｂｉｓｃｏ 活性及 Ｆｖ /

Ｆｍ急剧下降ꎬ 蛋白质含量也大幅下降ꎬ 说明此

时培养基中氮素已被大量消耗ꎬ 细胞开始消耗

自身储存的氮源用以合成能量更高的油脂[２５ꎬ２６]ꎮ
而 ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在 ０ ~３ ｄ 就出现

蛋白质大量降解ꎬ 碳水化合物及油脂大量增加的现

象ꎬ 可能是因为这 ２ 个实验组初始氮素含量较低ꎬ
故在 ０ ~３ ｄ 就进入了氮限制状态ꎬ 使细胞分裂基

本停止导致光能过剩[２７]ꎬ Ｆｖ / Ｆｍ短暂升高且在第

２ ~ ３ ｄ 降幅最大也说明了这一点ꎮ 此时ꎬ Ｒｕｂｉ￣
ｓｃｏ 活性还保持较高ꎬ 细胞通过降解储存的蛋白

质和利用过剩的光能合成储藏性物质[１７] ꎬ 尤其是

碳水化合物ꎬ 随着氮限制的持续这些碳水化合物

最终转化为油脂ꎮ 这与 Ｌｉ 等[２８] 报道的拟绿球藻

(Ｐｓｅｕｄｏｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｍ ｓｐ.) 在氮限制时积累的中

性脂是经由培养初期大量合成的淀粉转化而来的

结果一致ꎬ 其原因可能是脂质能量储存密度较碳

水化合物高ꎬ 更适宜作为能量储存物质应对营养

胁迫[２９] ꎮ
另外ꎬ ４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的油脂积

累量较高氮组多也可从以下 ２ 个方面解释: 一方面

低氮组较早进入氮限制导致其细胞数量较少ꎬ 因此

细胞间的相互遮挡较轻微ꎬ 接收到的光能较平均ꎬ
每个细胞能获得较高的光子通量密度ꎬ 故而合成油

脂的速率较高[２７]ꎻ 另一方面ꎬ ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组在 ０ ~
１５ ｄ Ｒｕｂｉｓｃｏ 活化程度较高ꎬ 导致油脂含量不断增

加ꎬ 这可能与 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组 Ｙｉｅｌｄ 及 ＥＴＲ 在第 ９ ｄ
后有所上升有关ꎮ Ｒｕｂｉｓｃｏ 作用于光反应之后的固

碳反应ꎬ 其活性受到 ＡＴＰ 含量的影响[３０ꎬ３１]ꎬ 电子传

递速率增强时ꎬ ＡＴＰ 产量升高ꎬ 导致 Ｒｕｂｉｓｃｏ 初

始活性上升ꎬ 活化程度较高ꎮ 而 １８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 及
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９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组则分别在第 ９ ~ １５ ｄ 和第 ６ ~ １５ ｄ
活化程度较低ꎬ 说明此时氮限制迫使细胞将一部分

Ｒｕｂｉｓｃｏ 去活化ꎬ 做为储存性蛋白[３２]ꎮ
如上所述ꎬ 细胞为应对氮限制会降解一些非必

需的蛋白质来提供一个暂时的氮库以维持细胞生

存ꎬ 这些被降解的蛋白质包括类囊体蛋白ꎮ 有研究

表明[３３ꎬ３４]ꎬ 伴随着类囊体蛋白的减少、 叶绿素 ａ
降解ꎬ 类囊体膜脂将转化为中性脂ꎬ 这些必然导致

由色素、 脂类及蛋白质组成的超分子蛋白复合体光

系统的损伤ꎮ Ｆｖ / Ｆｍ反映 ＰＳⅡ最大光能转化效率ꎬ
是 ＰＳⅡ完整性的重要指征ꎬ 在胁迫条件下 Ｆｖ / Ｆｍ

会显著下降[３５]ꎮ 普通小球藻在培养的 １ ~ １２ ｄꎬ
４􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ３􀆰６ ｍｍｏｌ / Ｌ 组的 Ｆｖ / Ｆｍ 值均低于

１８􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 及 ９􀆰０ ｍｍｏｌ / Ｌ 组ꎬ 可能是由于低氮

组较早进入氮限制导致捕光色素较少ꎬ 进而影响微

藻的捕光能力ꎬ 使光能转化效率较低[２７]ꎮ Ｓｉｍｉｏ￣
ｎａｔｏ等[３４] 报道拟微球藻 (Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓ ｇａ￣
ｄｉｔａｎａ Ｌ. Ｍ. Ｌｕｂｉáｎ) 在转入缺氮培养条件后 Ｆｖ /
Ｆｍ值由 ０􀆰６０ 下降到 ０􀆰４９ꎮ 但本研究中 ４ 个氮浓度

组的 Ｆｖ / Ｆｍ值至培养结束时下降到 ０􀆰１ 左右ꎬ 与初

始值相比下降了 ８３％ꎬ 而尖状栅藻[１３] 至培养结束

时其 Ｆｖ / Ｆｍ值仍高于 ０􀆰６５ꎬ 这可能与微藻不同属种

之间 ＰＳⅡ活性存在差异有关ꎮ 低水平的 ＰＳⅡ最大

光能转化效率是如何提供足够的能量及还原力以保

证油脂积累ꎬ 是否存在可变电子传递链等代偿途

径ꎬ 与 Ｆ６８３ / Ｆ７１８ 比值变化暗示的 ２ 个光系统之

间存在光能调配和状态转化是否相关ꎬ 这些光合生

理的内在调控机制还有待进一步研究ꎮ
氮限制条件下油脂合成代谢与光合作用活性密

切相关ꎬ 本研究结合光能转化效率和固碳酶活性的

变化与微藻在氮限制时的碳流分配进行了深入研

究ꎮ 同时引发了对于 ＰＳⅡ活性及光合固碳能力下

降导致光合作用受限制、 油脂累积及其他代谢活动

所需的能量和还原力从何而来的深思ꎬ 关于这一问

题的研究对深入认识产油微藻油脂积累过程中的物

质代谢及光合代谢的协同响应机制具有重要的理论
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