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提要 采用生化分析方法研究了海洋微藻Chlorella sp．1061色素、极性脂及其脂肪酸组成 

特点。结果表明，Chlorella sp．1061色素、极性脂及其脂肪酸组成均与小球藻属的其它藻类存 

在着很大差异。绿藻纲中的主要化合物，如叶绿素b、十六碳四烯酸[16：4(n_3)]和亚麻酸 

[18：3(n_3)]均未在Chlorella sp．1061中检测到。从Chlorella sp．1061中分离到占总极性甘 

油脂8mo1％的甜菜碱一1，2一二酰基甘油一0-4’一(N，N，N一三甲基)高丝氨酸(DGTS)，并从半乳糖 

脂和DGTS等极性甘油脂中检测到大量的二十碳五烯酸[20：5(n一3)](EPA)。但是一般认为， 

小球藻属藻类中不含这两种化合物。根据 Chlorella sp．1061的这些特点，作者认为它不应该 

被归到小球藻属中。由于Chlorella sp．1061在色素、极性甘油脂及其脂肪酸组成特征方面与 

大眼藻纲(Eustigmatophyceae)中的拟微绿球藻(Nannochloropsis)非常相似，因此，Chlorella sp． 

1061可能是Nannochloropsis中的一个种。 
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单细胞微藻种类繁多，在生物圈内分布极其 

广泛。由于基于形态描述的传统分类方法很难将 

缺乏形态特征的微藻准确地进行分类，人们常常 

借助其它一些方法研究这些体积微小的藻类的类 

群归属问题。化学分类即是其中的一种常用方 

法，这种方法以糖类、脂类(色素、极性甘油脂、脂 

肪酸和萜类等)、蛋白和核酸等化学分子为标志， 

比较和阐述不同藻类之间的亲缘和进化关系，在 

微藻的分类和系统进化研究中占有重要地位。 

脂类是生物体内非常重要的一类化合物，包 

括色素、固醇、甘油脂和脂肪酸等，其种类和组成 

与藻类种群有密切的关系。这些化合物中的光合 

色素、极性甘油脂和脂肪酸常被人们用作微藻分 

类的标志物质(Schluter et al，1997；Viso et al。 

1993)。藻类的光合色素除叶绿素 口之外，还有叶 

绿素b、藻胆素和类胡萝 卜素等辅助色素，这些辅 

助色素在不同藻类之间存在着很大差异(Rowan， 

1989；Schluter et al，1997)。1，2一二酰基甘油一O一 

4，_(N，N，N一三甲基)高丝氨酸(diacylglyceryhri— 

methylh0m0serine，DGTS)是一种广泛分布在藻类 

中的甜菜碱脂，它是大眼藻纲(Eustigmatophyceae) 

的拟微绿球藻(Nannochloropsis)中的主要极性甘 

油脂之一(Schneider et al，1994)，而在绿藻纲中 

的绿藻目中却不存在这种脂(Eichenberger，1982； 

Sato，1992)。藻类中的脂肪酸种类繁多，一些特 

征脂肪酸的种类和组成常被作为微藻的化学分类 

依据(Volkman et al，1989)。陆开宏等(2001)将 

淡水小球藻海水驯化和将海洋小球藻淡水驯化 
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后，其特征脂肪酸种类仍旧没有改变，说明用特征 

脂肪酸作为微藻分类标志是可靠的。最近还有研 

究还表明，藻类的特征脂肪酸不仅可作为分类的 

依据，还可用来分析藻类问的进化关系(Graeve et 

al，2002)。 

海洋小球藻是我国海水养殖中最常用的饵料 

藻之一(林伟等，2000)，小球藻一般被归属于绿 

藻纲的绿藻 目小球藻科 (Van den Hoek et al， 

1995)。俞建江等(1999)、李荷芳等(1999)分别 

对两种海洋微藻(Chlorella sp一1，Chlorella sp一 

2)的脂肪酸组成进行了分析，发现这两种藻的脂 

肪酸组成与典型的绿藻纲藻类的脂肪酸组成差别 

很大，并对这两种藻的分类归属提出了质疑。在 

本研究中，作者对一种海洋微藻(Chlorella sp． 

1061)的色素、极性甘油脂及其脂肪酸组成进行了 

分析，并对其分类归属进行了讨论。 

1 材料与方法 

1．1 微藻来源及其培养 

海洋微藻Chlorella sp．1061由中国科学院海 

洋研究所提供。将藻种转移到盛有250m1人工海 

水(Harrison et al，1980)的三角瓶中，在光照培养 

箱培养[温度为18~C；光照强度为60~tanol／(m ·s)， 

光暗周期比为 14h：lOh]。每天定时摇动 6次。 

用分光光度计测定波长为750nm的吸光值以确定 

其生长时期。当藻细胞处于后对数生长期时，采 

用离心法收集藻细胞。 

1．2 色素分析 

色素用甲醇提取。采用反相高效液相色谱 

(RP-HPLC)进行色素的定性和定量分析(Thayer 

et al，1990)。叶绿素含量测定采用标准的分光光 

度法进行(Strickland et al，1972)。参照Mantoura 

等(1983)公式 C =C hl×[( 。hl×A )／( × 

)]对类胡萝 卜素进行定量计算，式中C、 和 

分别代表浓度、消光系数和色谱峰面积。 

1．3 极性甘油脂和脂肪酸分析 

1．3．1 脂的提取、分离和鉴定 脂的提取参照 

Bligh等(1959)的方法进行。用双向薄板层析法 

(TLC)分离不同极性甘油脂(Vogel et al，1992)， 

硅胶板(G型，10cm×10cm)购自青岛海洋化工 

厂。第一向展开液为氯仿／甲醇／水(65：25：4， 

v／v／v)，第二向展开液为氯仿／甲醇／异丙篓 浓 

氨水(65：35：0．5：5，v／v／v／v)。在硅胶薄板上均 

匀喷 洒 0．01％ (W／V)樱 草 灵 的 丙 酮／水 

(60：40)混合液。在紫外光(波长366nm)下确定 

各脂斑点在层析板上的位置(许亦农等，2002)。 

不同脂的鉴定根据标准脂图谱和磷脂、糖脂以及 

甜菜碱脂的特定显色反应进行 (Vogel et al， 

1990)。 

1．3．2 极性甘油脂及其脂肪酸组成分析 将 

薄板上的含有不同极性甘油脂的硅胶分别刮入具 

塞玻璃试管中，然后往试管中加入3O g十七碳酸 

(17：0，气相色谱内标)、1．5ml硫酸／甲醇混合液 

(5：95，WV)和氮气，置试管于85~C水浴中进行 

甲基化 1h。用配有氢火焰检测器的 HP6890气相 

色谱仪对脂肪酸进行定性和定量分析。色谱柱为 

HPINNOWAX(30m×0．25mm，I．D．)，载气为氮 

气，流速为0．8ml／min。分析采用程序升温控制。 

170℃初始化3min，然后以5~C／min从 170℃升到 

210℃并保持 11min，最后以2℃／min从 210℃升 

到230~C。火焰离子检测器的温度设置为230~C， 

样品进样口气化温度 230"C。根据标准脂肪酸 

(购自Supelco，Lot No．：LA-98232)保留时间确定 

样品脂肪酸种类。 

2 结果与讨论 

2．1 色素种类和组成 

在本实验中，作者采用 RP—HPLC方法对 

Chlorella sp．1061的色素进行了定性和定量分 

析。RP-HPLC色谱图中有 6个主要吸收峰(图 

1)，根据与标准图谱保留时间( )以及各峰所对 
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图1 海洋微藻 Chlorella sp．1061色素的 

RP—HPLC色谱图 

Fig．1 RP—HPLC absorbance(440nm)chromatograms 

of pigments from marine microalga Chlorella sp．1061 

图中数字表示：1．neoxanthin；2．violaxanthin； 

3．antheraxanthin；4．1utein；5．chlorophyll a； 

6．p—carotene 
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应色素在400--700nm吸收图谱分析，确定各峰所 

对应色素分别为新黄质(neoxanthin)、紫黄质(vio— 

laxanthin)、花药黄质(antheraxanthin)、叶黄素(1u— 

tein)、叶绿素a(chlorophyll a)和 p一胡萝 卜素(p— 

carotene)。表1给出各种色素的含量。叶绿素 a 

和紫黄质是 Chlorella sp．1061中最丰富的色素， 

其含量分别占总色素的67．4％和 19．7％。在本 

工作中，作者没有从 Chlorella sp．1061分离到叶 

绿素b。迄今为止，在所有被研究的绿藻纲藻类中 

都含有叶绿素b，因此，叶绿素 b是绿藻纲的标志 

色素分子(Rowan，1989；Schluter et al，1997)。 

另外，在所有被检测的藻类中，拟微绿球藻的光合 

色素组成非常特殊，这类藻只含有叶绿素 a，但不 

含其它叶绿素和藻胆素(Gladu et al，1995)，这是 

拟微绿球藻最显著的化学分子特征。类似现象尚 

未在其它藻类中发现。Chlorella sp．1061与拟微 

绿球藻的色素组成特征相吻合。 

表1 海洋微藻Chlorella sp．1061色素含■( g／IIll培养基) 

Tab．1 Pigment contents in marine microalga ChloreUa sp．1061( g／ml c~tum medium) 

2．2 极性甘油脂种类和组成 

采用双向TLC的方法，从 Chlorella sp．1061 

中分离出10种极性甘油脂，经特异性化学显色反 

应及与标准脂TLC图谱比较，其中9种分别被确 

定为单半乳糖甘油二酯(monogalactosyldiacylgly— 

cerol，MGDG)、双半乳糖甘油二酯(diagalactosyl— 

diacylglycerol，DGDG)、硫代异鼠李糖甘油二酯 

(sulfoquinovosyldiacylglycerol，SQDG)、磷脂酰甘 

油(phosphatatidylglycerol，PG)、磷脂酰 乙醇胺 

(phosphatidylethanolamine，PE)、磷 脂 酰 胆 碱 

(phosphatidylcholine，PC)、磷脂酰肌醇(phosphati— 

dylinositol，PI)、磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine， 

PS)、1，2一二酰基甘油一0-4’一(N，N，N一三甲基)高 

丝氨酸(diacylglyceryhrimethylhomoserine，DGTS)。 

l0种脂的相对含量列于表 2。Chlorella sp．1061 

的主要极性甘油脂为 MGDG、DGDG、SQDG、PC、 

DGTS和PG，其中光合类囊体膜脂MGDG、DGDG、 

SQDG和PG的含量约占总极性甘油脂的71％，说 

明Chlorella sp．1061的光合膜脂是其主要的极性甘 

油脂。含有甜菜碱脂DGTS是 Chlorella sp．1061的 

表2 海洋微藻Chlorella sp．1061极性甘油脂及脂肪酸组成(mo1％) 

Tab．2 Compositions of polar glycerolipids and fatty acids(mo1％)in marine microalga ChloreUa sp．1061 

UL表示未被鉴定的脂 
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一 个显著特点。DGTS在自然界中的分布相当广 

泛，真菌、藻类、苔藓及蕨类等真核生物中的很多 

种类都能合成 DGTS(Dembitsky，1996)。虽然 

DGTS在亚细胞结构中的位置及其生物功能至今 

尚不清楚，但是很多研究表明，DGTS存在与否及 

含量与植物类群和进化有密切的关系(Dem— 

bitsky，1996)。在绿藻纲中，含有DGTS的藻均属 

于团藻目或多枝藻目，但是在绿藻目中还未检测 

到DGTS。因此，绿藻目被普遍认为不含DGTS，而 

小球藻属于绿藻纲绿藻目。Eichenberger(1982) 

和Sato(1992)的研究指出小球藻不含 DGTS。虽 

然Haigh等(1996)的曾报道编号为 UTEX 2341 

(定名为 Chlorella minutissima)的小球藻含有高水 

平的DGTS，对小球藻不含 DGTS提出了质疑，但 

是，一些化学分析研究表明，UTEX 2341在色素、 

脂肪酸和固醇等方面均不具备小球藻的特征，而 

与大眼藻纲特征相似，应该归到大眼藻纲(Gladu 

et al，1995)。Dembitsky(1996)指 出，藻类 中 

DGTS的存在与否和含量高低可以显示其分类信 

息。较高水平的DGTS是大眼藻纲拟微绿球藻属 

中藻类的特征之一(Schneider et al，1994)。本实 

验中的所用材料虽然被定名为Chlorella sp．1061， 

但是这种藻含有高含量的DGTS(8．1mo1％)，具有 

明显的大眼藻纲拟微绿球藻特征。 

PC是生物界构成生物膜的重要的磷脂之一， 

在常见的膜脂中其结构与DGTS最相似。大多数 

含有PC的生物都不含 DGTS，而含有 DGTS的生 

物都不含 PC，故认为 DGTS和PC可能有相互替 

代的关系(Sato，1992)。本实验结果表明，Chlo— 

rella sp．1061中在含有8．1％的DGTS的同时，PC 

的含量也很高，达到了 12．9％，说明在 Chlorella 

sp．1061中DGTS的功能可能并不仅只是起替代 

PC的作用。 

2．3 极性甘油脂中脂肪酸组成 

与陆生高等植物相比较，海洋微藻中的脂肪 

酸种类和组成更为复杂，除了棕榈酸(16：0)、油酸 

(18：1)、亚油酸(18：2)等常见的脂肪酸外，还含 

有20：5(n一3)等超长链多不饱和脂肪酸。大量研 

究表明，不同藻类脂肪酸种类及其含量有着独特 

的特点，可作为海藻的系统分类的指标(Volkman 

et al，1989；俞建江等，1999；李荷芳等，1999； 

Graeve et al，2002)。为了进一步探讨海洋微藻 

Chlorella sp．1061的分类归属问题，作者对其不 

同的极性甘油脂脂肪酸组成进行了分析，其结果 

列于表2。从Chlorella sp．1061中检测到 11种脂 

肪酸，其中最主要的脂肪酸为 20：5(n-3)、16：0、 

16：1和14：0。这些脂肪酸在各极性脂中的相对含 

量非常不同，其中20：5(n-3)主要分布在 MGDG、 

DGDG、DGTS和PG，而在其它脂中，C16为相对含 

量最高的脂肪酸。绿藻纲微藻最主要的脂肪酸特 

点是其富含 18：3(n-3)和 16：4(n一3)。作者的结 

果表明，Chlorella sp．1061不含有上述两种脂肪 

酸，因此，这一藻种完全没有绿藻纲的脂肪酸特 

点，而与大眼藻纲藻类的脂肪酸组成类似。在大 

眼藻纲拟微绿球藻中，20：5(n．3)、16：0、16：1为其 

主要脂肪酸(Maruyama et al，1986)，尤其是 EPA 

的相对含量较高，使得其中一些种被认为是自20 

世纪80年代以来欧洲工业化生产 EPA最有潜力 

的藻种之一(Zhang et al，2001)。 

3 结论 

小球藻属是绿藻纲绿藻目中的一个属，然而 

作者的分析表明，Chlorella sp．1061不具有小球 

藻属的特征：(1)叶绿素 b是绿藻纲的特征色素， 

然而Chlorella sp．1061中不含这种色素，其光合 

色素主要为叶绿素 a(Chl a)和类胡萝 卜素；(2) 

Chlorella sp．1061含有约8mo1％的甜菜碱脂 1，2一 

二酰基甘油．0-4’一(N，N，N一三甲基)高丝氨酸 

(DGTS)，以往的研究表明小球藻属中的藻类不含 

这种脂；(3)Chlorella sp．1061不含绿藻纲的特征 

脂肪酸十六碳四烯酸 [16：4(n-3)]和亚麻酸 

[18：3(n-3)]，但却含有大量的小球藻属中藻类不 

具有的二十碳五烯酸[20：5(n-3)]。这些结果充 

分说明 Chlorella sp．1061不应该归属于小球藻 

属；相反，其色素、极性甘油脂及其脂肪酸的种类 

和组成与大眼藻纲中的拟微绿球藻的非常相似。 

Chlorella sp．1061应归于大眼藻纲拟微绿球藻属 

的一个种(Nannochloropsis sp．)。 
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LⅡ’m CHARACTEIUSTICS AND TAXoNoMIC Ⅱ PLICATIoN 

oF MARINE MICRoALGAE C日LD尼ELLA SP．1061 

FENG Fu-Ying，YANG Wen，LIN Wei ，JIANG Gui．Zhen， 

XU Yi．Nong．KUANG Ting—Yun 

(Key Laboratory of Photosynthetic and Environmental Molecular P iology，Institute of Botany， 

Chinese Academy ofSciences，Be ng，100093) 

(Key Laboratory ofMarine Experimental Biology，Institute ofOceanology， 

Chinese Academy ofSciences，Qingdao，266071) 

Abstract Chlorella species，unicellular common green algae，are wildly distributed in different waters 

(fresh water and sea)，soil and air．Because of easy cultivation and(or)enriched bioactive products，some 

are used as models for the study of plant metabolism and function．Researchers on Chlorella face many prob— 

lems caused by unclear traditional classification of Chlorella．As morphological characteristics are few，it is dif- 

ficult to classify Chlorella cells correctly using traditional taxonomic methods．Chemotaxonomy is therefore an 

importance alternative in algae classification．Chemotaxonomy classification is based on internal differences in 

chemistry including pigments，fatty acids，lipids，protein and nucleic acids． 

One marine strain，identified as Chlorella sp．1061，is widely used in China as feed for rotifers and brine 

shrimp．Unlike bright green color in other Chlorella strains，Chlorella．sp．1061 is dull yellow—green indicating 

that Chlorella sp．1061 may have distinct pigments．Differences are also seen in fatty acids．Chlorella sp．1061 

contains higher amounts of EPA than other Chlorella strains do．Therefore，the taxonomic position of Chlorella 

sp．1061 is questionable． 

On the other hand，although Chlorella sp．1 06 1 is widely cultivated in China with high potential commer’ 

cial value of high amount of EPA，few physiological and biochemical data is available．Considering collectively 

the pigm ent，polar glycerolipids，fatty acid and membrane lipid of Chlorella sp．1061，the taxonomic position 

of Chlorella sp．1061 should be reconsidered． 

Pigm ent composition of Chlorella sp． 1 06 1 was analyzed by HPLC，6 special peaks were identified 

according to retain time of standards indicating 6 pigm ents．TLC and GC were applied to characterize membrane 

lipids and fatty acids of this alga． 

Marine microalga ChloreUa sp．1 06 1 has been traditionally placed below class Chlorophyceae，order Chlo— 

rococcales and genus Chlorella，yet the chemical analysis results has revealed that Chlorella sp．106 1 were 

largely distinguished in biochemistry from other Chlorella．In Chlorophyceae，Chlorophyll b is one of the major 

photosynthetic pigments；and 16：4(n一3)and 18：3(n-3)are the major fatty acids．However，these compounds 

have not yet been detected in Chlorella sp．1 06 1 that contains no other chlorophyll but chlorophyll b，and no 

phycobilins．As we know，only members of Eustigmatophyceae were found to have the biochemical characteris— 

tics．Also Eustigm atophyceae membe~ can produce a relatively high content of betaine lipid diacylglyceryhrim— 

ethylhomoserine(DGTS)eicosapentaenoic acid[20：5(n一3)]．Chlorella species，however，are thought to be 

unable to produce DGTS and 20：5(n一3)，and yet both were found in Chlorella sp．1061．DGTS level amoun． 

ted to about 8 mo1％ of total polar glycerolipids while Eicosapentaenoic acid，the major fatty acid in this alga， 

was mainly distributed in monogalactosyldiacylglycerol(MGDG)，diagalactosyldiacylglycerol(DGDG)， 

DGTS，and phosphatidylglycerol(PG)．All these results all suggest that Chlorella sp．1 06 1 is not a member of 

the genus Chlorella，but rather belongs to Eustigmatophyceae，perhaps Nannochloropsis sp． 

Key words Marine Chlorella，Chemotaxonomy，Fatty acids，Chlorophyll b，Diacylglyceryltrimethylhomo． 

serine(DGTS) 
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