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铁促进海水小球藻油脂积累的动态过程
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摘要 :许多微藻被认为是制备生物油燃料的理想原料 ,培养液中高浓度的 Fe3 +对海水小球藻 ( Chlorel la vul2
garis)的油脂积累有明显的促进作用。采用荧光分光光度法对尼罗红染色后的海水小球藻的油脂积累过程

进行了观测 ,同时测定了铁对小球藻生长和叶绿素含量的影响。结果表明 ,高铁处理的小球藻出现了两次油

脂积累高峰 ,且第 2次脂积累的量显著高于第 1次。
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　　随着石油储量的日益减少和油价飞涨 ,以动植
物为原料的生物柴油的开发和应用再次受到广泛关
注。大规模培养藻类是开发生物柴油 ,建立可再生

能源基地的重要途径 [1～3 ]。同陆生油料植物相比 ,

用微藻生产生物柴油具有一定的优势。首先 ,藻类
生长周期短 ,生长速度快 ,可以连续采收 ,达到较高
的生物产量和油脂产量。全球石油俱乐部 ( Global

Pet roleum Club)的统计数据表明 ,微藻油脂的单位
面积年产量是油棕的 15倍 ,大豆的 75倍 ,油菜籽的
200倍[3 ]。其次是微藻 ,尤其是海水种的 ,培养不与

农业争耕地和淡水 ,不影响食物安全保障 ,如与养殖
废水处理相结合 ,可以充分利用氮、磷等资源 ,兼收

环境保护之利。此外 ,Scragg 等[4 ]的试验结果表明 ,

含油量高的小球藻可以直接作为未经改装的内燃机

的燃料 ,而且产生的 SO X等废弃污染物较柴油少 ,省
略油脂提取步骤 ,必将提高微藻作为生物柴油原料
的市场竞争力。
虽然已有许多培养微藻、制取生物柴油的研究

结果 [ 4 ,6～11 ] ,但微藻生物柴油至今尚未实现商业化
生产。许多研究微藻制备生物柴油的公司都在致力
于降低生产成本。美国可再生能源实验室 (NREL )

认为 ,影响生产成本的关键不是相关的工程技术问

题 ,而主要是微藻的生物质产量和油脂含量[10 ]。
只有当油脂含量达干物质的 50 %～60 %以上
时 ,微藻生产生物柴油在价格上才具有竞争力[12 ]。

作者研究发现 ,培养液中高浓度的 FeCl3对海水小球
藻 ( Chlorel l a v ul g aris)的油脂积累有明显的促进作

用 ,可使其质量分数高达干质量的 56. 6 % [13 ] ,具有潜
在的应用价值 ,因此作者进一步研究了加铁促进这种
藻的油脂积累的动态过程以及加铁对其生长的影响。

1　材料与方法

1 . 1　藻种与培养
海水小球藻 C. v ul g aris C7由中国海洋大学藻
种库提供。用不加 Si 的 f/ 2 培养基[ 14 ] (记为 f/ 22
Si) ,单藻种静止培养。培养温度 21℃±2℃,光强为
100μmol/ (m2 ·s) ,光暗比为 14h∶10 h。海水取自
青岛汇泉湾 ,经过滤后煮沸消毒。海水本身 Fe3 +浓
度为 6. 73 ×10 - 6 mol/ L ,f/ 22Si 培养基初始加 Fe3 +

(FeCl3 ·6 H2 O/ EDTA )浓度为 1. 2×10 - 5 mol/ L。

1 . 2　分析方法
1 . 2 . 1　生长测定
以小球藻活体吸收光谱 500 nm 处的光密度值
代表细胞密度 ,细胞数用血球计数板计数。光密度
用紫外可见分光光度计 (UV757)测定。
1 . 2 . 2　总脂含量测定
自 Greenspan 等[ 15 ] 提出用尼罗红 ( 92diethyl2

amino25 H2benzo [α] p henoxazine252one)染色 ,用荧
光法测定细胞内油脂含量以来 ,先后在多种生物中
证明尼罗红染色后细胞荧光强度与细胞内油脂含量
显著相关[ 6 ,15～21 ]。作者的研究结果表明 ,经尼罗红
染色后的小球藻在 480 nm 光激发下 ,位于 580 nm

的荧光峰的强度与称质量法测定的总脂含量呈线性
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正相关[13 ]。因此 ,本实验采用同样荧光分光光度法
直接测定细胞的中性脂含量 ,具体方法为 : 1 mL 藻
液加 0. 01 mL 尼罗红染料 (质量浓度为 0. 1 g/ L 丙
酮) 染色 7 min 后 ,用日立 F24500 型荧光分光光度
计 ,用 480 nm光激发 ,测定荧光发射光谱 ,以波长为
580 nm的荧光强度减去藻细胞和尼罗红在该波长处
的荧光值 ,所得相对荧光强度与细胞中总脂含量呈线
性关系。
1 . 2 . 3　叶绿素含量测定

80 %丙酮 :二甲基亚砜溶液 (体积比 1/ 1 ,)提取叶
绿素 ,用 UV757分光光度计测定 663 nm和 645 nm光
密度[22 ] ,Arnon公式计算抽提液中的叶绿素含量[23 ]。
1 . 2 . 4　统计分析
对 3次平行试验结果 ,用 DPS数据处理系统进
行统计分析[24 ]。

2　结果

2 . 1　铁对小球藻脂积累的促进作用
经尼罗红染色的海水小球藻 ,用 480 nm光激发
时的室温荧光发射光谱如图 1 所示。位于 690 nm

的是叶绿素 a的发射峰 ,位于 580 nm的是被尼罗红
染色的脂的发射峰 ,由于二者相距约 100 nm ,叶绿素
不会影响细胞中脂含量的直接测定。在普通培养条
件下 (f/ 2培养基) ,已达生长静止期的小球藻没有油
脂积累 (曲线 a) ,向处于指数生长后期的培养液中补
加 2. 4 ×10 - 5 mol / L Fe3 + ( FeCl3 ·6 H2 O/ ED TA)

后 ,580 nm处出现平缓的荧光峰 ,说明油脂含量增
加 (曲线 b) 。如将处于指数生长后期的小球藻离心
收集并重新悬浮于补加 1. 2 ×10 - 5 mol/ L Fe3 + 的
f/ 22Si培养基中 ,580 nm荧光发射峰升高并超过叶
绿素荧光峰 ,说明小球藻重新接种于新的含较高
Fe3 +浓度的培养基中后 ,能够大量积累油脂 (曲线 c)。

　　用尼罗红染色法可以不经抽提 ,直接测定藻类
细胞中的脂含量 ,而所需材料少 ,使分析测定方法明
显简化。

图 1　以 480 nm波长激发 ,经尼罗红染色的海水小球藻的室

温荧光发射光谱

Fig. 1　Fluorescence emission spect ra of Nile red2stained C.

vul garis cells with 480 nm as the excitation wavelength

曲线 a :普通培养条件下的小球藻的荧光发射光谱 ;曲线

b :指数生长后期补铁的小球藻的荧光发射光谱 ;曲线 c :重新

接种于高铁培养基中的小球藻的荧光发射光谱
Curve a : emission spect rum of C. v ul garis under ordinary growt h

conditions ; curve b : emission spect rum of C. v ul garis supplemented

wit h Fe3 + in t he later exponential growt h phase ; curve c : emission

spect rum of C. vul garis reinoculated into medium wit h high Fe3 + con2
cent ration

2 . 2　小球藻生长和脂积累的动态过程
处于指数生长后期的小球藻经 4 000 g 离心

5 min后 ,细胞沉淀重悬于不加铁的 f/ 22Si 培养液
中 ,用分光光度法测定生长和油脂积累的动态过程 ,

结果如图 2所示。

图 2　培养基中添加不同浓度的 Fe3 +对小球藻 ( C. vul garis)生长 (a)和油脂积累 (b)的影响

Fig. 2　Growth and lipid accumulation of C. vul garis in media supplemented with different levels of Fe3 + concentration

75



研究论文· ARTICL E

海洋科学/ 2008年/第 32卷/第 11期

　　由图 2 可知 ,重新悬浮于不加铁的新 f/ 22Si 培
养基中 ,小球藻仍可以利用海水中的铁 ( Fe3 +浓度为
6. 73×10 - 6 mol/ L)恢复生长 ,但指数生长期较短。
添加 1. 2×10 - 6 mol / L Fe3 + ,则指数生长期延长 ,达
到较高的细胞密度 ,说明适当提高海水中铁的浓度 ,

可以促进小球藻的生长 ,但是对油脂的积累无明显
的促进作用。当添加的 Fe3 + 浓度提高 10 倍 ,达到
1. 2×10 - 5 mol/ L 时 ,在第 9天至第 13天时 ,小球藻
细胞数增加很慢 ,以后又恢复 ,最后细胞密度与不加
Fe3 +的处理相近 ,说明铁浓度过高对生长有抑制作用 ,

但并不十分严重。另一方面 ,添加高浓度的 Fe3 + (1. 2×
10 - 5 mol/ L)对脂的积累可产生显著的影响 ,在加铁
后的第 6天和第 17天分别出现油脂积累的高峰 ,油
脂含量分别为其他处理的 3 倍和 7 倍。而且 ,两个
高峰之间油脂含量的最低点恰好是细胞分裂的延缓
期 (加铁后的第 9天至第 11天) 。因此 ,油脂积累的
第一个高峰相当于细胞对逆境的响应。油脂的再次
积累不仅时间长 ,含量高 ,而且与藻生长的恢复同
步 ,说明代谢途径和贮存物的类型已经进行了调整。

2 . 3　铁对小球藻叶绿素含量的影响
在加铁后重新培养7 ,11 ,19 d时测定小球藻叶绿素 a

和 b的含量(图 3)。在不添加铁 ,只能利用培养液海水中
铁的情况下 ,叶绿素含量较低 ,除第19天叶绿素 b的含量
稍下降外 ,叶绿素 a和 b的含量在培养期间无明显变化。
加铁培养基中小球藻的叶绿素含量均高于不加铁的。随
培养时间延长 ,加铁量高的影响更明显 (如第 11天和第
19天)。此外 ,在加 Fe3 +浓度为1. 2×10 - 5 mol/ L时 ,叶绿
素 a和 b的含量均以第 11天为最高 ,恰好与细胞生长减
缓和油脂含量下降至最低点同步(图 2 ,图 3)。

图 3　培养基中添加 Fe3 +对小球藻 ( C. vul garis)叶绿素 a和

叶绿素 b含量的影响

Fig. 3　Chlorophyll a and b content s of C. vul garis in media

supplemented Fe3 +

3　讨论

加铁使含油量不高的小球藻的脂含量提高了 7

倍 ,高达干物质质量的 50 %以上 ,这对于生物柴油开
发具有一定的吸引力 ,特别是海水小球藻可以用海
水培养 ,不与农业争水源和耕地 ,更具有明显的优
势。
包括小球藻在内的多数绿藻的贮藏物质是淀
粉 ,在叶绿体中以淀粉粒形式存在 ,当遇到逆境时有
些绿藻会大量积累油脂[5 ,25 ]。
在小球藻中观察到的这种油脂大量积累现象 ,

可能是由于已糖库的代谢途径由合成淀粉为主转变
为合成油脂 ,分叉点在于磷酸已糖的调用方向。光
合作用所固定的过量的碳进入磷酸已糖库 ,一方面
可以淀粉形式储存在叶绿体内 ,另一方面 ,还可通过
糖酵解途径生成丙酮酸 ,经丙酮酸脱氢酶催化直接
得到乙酰辅酶 A。乙酰辅酶 A 是脂肪酸合成的前
体 ,合成的脂肪酸运出叶绿体后 ,在内质网上同甘油2
32磷酸形成中性脂三酰甘油 ,贮存于油体中[26 ] ,这就
是被尼罗红染色后 ,经荧光检测观察到的油脂积累
现象。磷酸已糖如被调用作脂肪酸合成 ,淀粉的合
成将受到抑制。乙酰辅酶 A还是线粒体中的三羧酸
循环的碳源 ,其中间产物琥珀酰辅酶 A 是合成卟啉
类化合物的基本原料 ,而卟啉是合成叶绿素、细胞色
素及藻胆素的基本原料[27 ]。因此 ,在实验中观察到
的油脂积累和叶绿素含量的变化是叶绿体、内质网
和线粒体等多种细胞器协同作用的结果。但是在这
些代谢途径中并没有铁的直接作用位点。
叶绿体是微藻细胞的主要铁库 ,一条完整的光
合电子传递链需要 24 个铁原子。此外 ,线粒体的呼
吸电子传递链中的细胞色素也是铁卟啉化合物 ,叶
绿体、线粒体的电子传递链和光合作用、呼吸作用等
基础代谢过程是铁的直接作用位点。在大洋中 ,存
在着高氮、低叶绿素含量的初级生产力极低的区域 ,

其限制因子就是海水中可利用铁的含量低于临界浓
度 ,通过补铁可以明显提高初级生产力[ 28 ]。
在光能自养的小球藻中 ,光合作用和呼吸作用
在具有超循环结构的代谢网络中处于核心地位 ,以
正反馈的方式驱动整个网络运转 ,铁通过影响光合
作用和呼吸作用 ,如何进一步影响糖库的调用方向 ,

由贮存淀粉转向积累油脂是需要进一步研究的问
题。显然 ,这些过程涉及到叶绿体、线粒体和内质网
等多种细胞器的协同作用 ,由于乙酰辅酶 A 在脂肪
酸合成和呼吸作用中处于代谢的关键位置 ,同时又
是脂类β2氧化的产物 ,在这种协同作用中乙酰辅酶
A的代谢趋向和调控是值得关注的问题。
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Abstract :Some microalgae are p roposed as good candidates for biodiesel p roduction. Lipid accumulation in

a marine microalga Chlorel l a v ul garis can be promoted by high level of Fe3 + concent ration in t he media. The

dynamics of lipids accumulation promoted by iron in Nile red2stained C. v ul garis was t raced wit h spec2
t rofluorimet ry met hod. The effect of iron on the growt h and chlorop hyll content of C. v ul garis was also

measured. The result s showed t hat notable lipid accumulation occurred twice in cells under high iron condi2
tion and much more lipid accumulated in the second period.
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