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兼养小球藻在不同浓度 Fe3+培养下的蛋白质组学研究 
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摘要: 为研究小球藻(Chlorella vulgaris)对不同浓度 Fe3+的响应, 测定了自养和乙酸兼养小球藻在不同

浓度 Fe3+条件下的生长速率和油脂含量, 比较分析了兼养小球藻在不同浓度 Fe3+下的蛋白质组表达差

异。结果表明, 兼养小球藻比自养小球藻生长速率快, 积累的生物量多, 在缺铁条件下中性脂含量高。

蛋白质组分析显示: 在缺铁条件下光合作用相关蛋白含量最低; 在缺铁和高浓度铁条件下, 热激蛋白、

蛋白合成和糖代谢等过程相关蛋白表达都下调, 表明缺铁和高浓度铁条件对小球藻的生长都是逆境条

件; 在缺铁条件下氨基酸代谢相关蛋白表达上调, 这可能是由于 NO3
–同化下降, 氨基酸合成减少, 需

要进行氮的回收利用。上述结果表明: 在兼养条件下缺铁培养的小球藻可获得较高生物量和中性脂含

量; 而高浓度铁能促进小球藻生长, 但不能提高中性脂含量, 对藻细胞也有一定的胁迫效应。  
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石化燃料的短缺和温室气体 CO2 排放的增多, 

迫使人们寻找新的可替代能源。在众多新能源中, 生

物能源具有来源广泛、污染小、可再生性等优点, 应

用前景广阔[1]。目前已发展作为生物能源的原料主要

有谷物、菜油及微藻等。微藻具有生长周期短、产

量大、油脂含量高等特点, 可以在远离农场和森林的

地方(如池塘、发酵罐, 甚至废水)进行培养[2], 不占

用耕地, 对生态链和食物链的伤害小[3], 因而已逐渐

成为生物燃油首选的原料。 

微藻油脂含量是微藻生物柴油能否实现工业化

生产的关键因子之一, 受营养盐等生长条件的影响。

已有报道, 氮缺乏[4-6]、磷限制[5-7]、高盐[8]和重金属

胁迫[9]等条件均能促进微藻油脂积累。然而, 这些因

子在提高油脂含量的同时也限制了生物量的积累 , 

并不能有效提高油脂产量。必须寻求其他调控因子, 

在提高油脂含量的同时又不限制、甚至能促进生物

量的积累。Behrenfeld等[10]证明铁元素是影响浮游微藻

生物量的关键因素; Liu 等[11] 发现在小球藻(Chlorella 

vulgaris)指数生长后期补加铁离子可提高细胞终密

度, 在初始培养基中添加一定浓度铁离子可以促进

油脂积累。在此基础上, 学者们对海洋微藻中的假

微型海链藻[12]和某些淡水小球藻[13]、葡萄藻[14]、栅

藻 [15]等的研究中也发现了类似的结果, 说明铁元素

可以同时促进微藻的生长和油脂的积累。 

上述研究大多在自养条件下进行, 在兼养条件

下能否得到类似的结果？有研究报道, 外加有机碳

源(如乙酸盐, 糖浆, 甘油等)兼养也可提高小球藻油

脂含量[16-17]。那么, 兼养条件下提高培养基中 Fe3+

的浓度是否也会促进小球藻油脂合成？作者以小球

藻(Chlorella vulgaris)为研究对象, 分别在自养和乙

酸兼养条件下测定了不同浓度 Fe3+对小球藻生长和

油脂含量的影响, 比较分析了不同浓度 Fe3+兼养小

球藻的蛋白质组表达差异, 以期从蛋白质组角度对

兼养条件下小球藻油脂积累途径进行解析, 为人工

控制提高小球藻油脂含量提供理论依据。 
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1  材料与方法 

1.1  藻种和培养条件 

研究所用小球藻(Chlorella vulgaris)由本实验室

保存。所用培养基为改良的 BG-11 培养基 , 将原

BG-11培养基[18]中的铁用FeCl3代替柠檬酸铁, 自养时

所用碳源为 Na2CO3, 兼养时所用碳源为乙酸钠。所有

培养均在光照培养箱中进行, 光强为 100 µmol/(m2·s), 

温度为 30 , ℃ 光暗周期为 12 h︰12 h(白天︰黑夜)。

藻种分别在不含铁的自养和兼养培养基中培养 5 d

后, 2 000 g离心收集重新接种到不含铁的新鲜培养

基中继续培养 5 d, 使其充分缺铁。最后藻液离心收

集后重新悬浮于 5.4 L不含铁的新鲜培养基中, 混匀, 

初始接种浓度为 0.1 (A682)。将混匀的藻液均分到 9个

1 L的三角瓶中, 根据 Liu等[11]的 Fe3+设置浓度和前

期试验, 将 Fe3+浓度设置为 0、10–6和 10–5 mol/L共 3个

处理, 每个处理 3个重复。每天定时摇瓶 3次。 

1.2  生长测定 

用紫外分光光度计(UV-1800)测定 682 nm 处的

吸光度来确定其生长速率, 当藻细胞处于生长对数

后期时, 2 000 g离心收集。 

1.3  中性脂相对含量测定 

中性脂的测定采用尼罗红(Nile Red)染色, 荧光

分光光度计(HITACHI F-4500)测定的方法[19-20]。在培

养过程中, 每天定时取 10 mL藻液, 根据 A值进行浓

缩或稀释, 使其 A为 0.1~0.8。取 900 µL藻液, 加入

100 µL二甲基亚砜(DMSO), 混匀, 30℃水浴处理 10 min。

取处理后的藻液 980 µL, 加入 20 µL尼罗红染料(浓

度为 0.1 mg/mL丙酮), 染色 1 min 30 s后测定 570 nm

处的荧光值, 激发光为 480 nm。根据 A值与细胞数

换算成百万细胞相对荧光值[20]。 

1.4  总可溶性蛋白的提取 

蛋白提取方法参照 Wang 等[21]的方法。在对数

生长后期以 2 000 g 离心收集藻液, 去除上清, 液氮

速冻后取 0.5 g 鲜藻于研钵中研磨 5 min, 研磨时加

适量石英砂。加蛋白提取液 15 mL, 4℃放置 0.5~2 h, 

每 20 min摇晃一次; 8 000 g 4℃离心 20 min, 去除沉

淀, 上清加入 4 倍体积的 10%(m/v)三氯乙酸(TCA)-

丙酮 , 内含 0.07%(v/v)β-巯基乙醇 , 于–20℃静置过

夜。8 000 g 4℃离心 20 min, 去除上清, 用丙酮冲洗

蛋白沉淀 4 次以去除三氯乙酸, 放置在–20℃使残留

的丙酮挥发。蛋白粉末使用 8 mol/L尿素(含 125 mmol/L

碳酸氢铵)在室温下(约 25 )℃ 充分溶解。8 000 g 4℃

离心 10 min, 去除未溶解沉淀。上清使用 3K超虑管

(Amicon Ultra 0.5 mL, Milipore)在 8 000 g 4℃离心 20 min; 

添加 8 mol/L尿素, 超滤 3次。 

1.5  蛋白质定量和质谱检测 

使用 Solarbio BCA 蛋白浓度测定试剂盒

(Cat#PC0020)进行蛋白定量, 以 8 mol/L 尿素稀释, 

使各样品蛋白终浓度为 1 mg/mL。蛋白样品在 37℃

下用 10 mmol/L DTT (二硫苏糖醇)还原 1 h; 在黑暗

条件下用 50 mmol/L碘乙酰胺处理 30 min, 进行烷基

化; 最后在 37℃下用胰酶消化(胰酶︰蛋白为 1︰30), 

消化后的多肽用 1%的甲酸酸化并贮存在–80 , ℃ 以备

LC-MS/MS检测使用。质谱检测参照顾文辉的参数[22]。 

2  结果 

2.1  自养和兼养小球藻在不同铁离子浓度

下的生长速率 

图 1 显示自养和兼养小球藻都是在高浓度铁

(1.2×10–5 mol/L)条件下生长速率最快, 积累的生物

量最多, 中浓度铁时次之, 缺铁(0 mol/L)时最慢。兼

养条件下到达平台期所需时间短, 积累的生物量多, 

自养条件下到达平台期所需时间长, 积累的生物量

少。自养时, 在中浓度铁和高浓度铁条件下小球藻生

长初期生长速率几乎一致, 到生长后期高浓度铁培

养的小球藻生长速率比中浓度铁浓度快, 20 d时缺铁

条件下小球藻生长接近平台期, A约为 0.8, 中浓度和

高浓度铁则还在生长。兼养时, 小球藻的生长速率随

铁离子浓度升高而加快, 缺铁处理 5 d到达平台期, A

约为 1.5, 高浓度铁浓度培养条件下约 9 d 到达平台

期, A约为 3.0。与自养培养相比, 小球藻兼养培养条

件下在短时间内积累了更多的生物量。 

2.2  自养和兼养小球藻在不同 Fe3+浓度下

中性脂百万细胞荧光值 

如图 2所示, 在缺铁条件下, 自养和兼养小球藻

随着培养时间的推移中性脂百万细胞相对荧光值逐

渐上升, 随后下降。自养时, 小球藻在第 6天百万细

胞相对荧光值达到最高值, 兼养时一直处于较高水

平, 在培养 9 d后到最高值。中浓度铁条件下, 自养

时中性脂百万细胞荧光值一直接近于 0; 兼养时, 中

性脂百万细胞荧光值随培养时间增加先上升后下降, 

在第 3 d到达最高值, 最后下降, 到第 7天几乎降为 0。 
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图 1  自养(A)和乙酸盐兼养(B)小球藻在不同浓度铁离子条件下的生长速率曲线 

Fig.1  Growth rate curves of autotrophic and mixotrophic Chlorella vulgaris under different iron concentrations 

 

图 2 自养(A)和乙酸盐兼养(B)小球藻在不同浓度铁离子条件下的中性脂百万细胞荧光值 

Fig.2  The relative content of neutral lipids in autotrophic and mixotrophic Chlorella vulgaris under different iron concentrations 

 

高浓度铁条件下, 自养时中性脂百万细胞荧光值一

直接近于 0, 兼养时小球藻的中性脂百万细胞荧光值

随培养时间的增加急剧下降, 培养 5 d后基本降为 0。 

2.3  兼养蛋白质组结果分析 

由生长速率和中性脂含量可以看出, 小球藻在

兼养条件下能获得较高的生物量和中性脂含量, 所

以我们选取兼养的 3组处理进行蛋白质组分析。 

由表 1可以看出, PS Ⅱ相关蛋白(CP47、CP43、

D2、D1 和 PsaA)在中浓度铁条件下表达量最高, 在

缺铁和高浓度铁条件下表达量都有所下降。PS Ⅰ相

关蛋白(PsaA 和 PsaB)在缺铁时含量最低, 中浓度铁

和高浓度铁时均高于缺铁时含量, 二者表达量相差

不大。ATP 酶的 α 和 β 亚基在中浓度铁条件下含量

最低, 缺铁时含量高于高浓度铁条件。大部分卡尔文

循环相关的酶(果糖二磷酸醛缩酶和核酮糖-5-磷酸

激酶)随着铁离子浓度的升高而表达量增加。PS Ⅰ

铁硫中心(PsaC)蛋白含量、放氧复合物相关蛋白和细

胞色素 b6/f 复合体的 b6和 f 蛋白含量都随着铁离子

浓度的升高而升高。Fd-NADP 氧化还原酶在缺铁和

高浓度铁条件下含量较高, 缺铁条件下的表达量高

于高浓度铁条件。储铁蛋白(ferrtin)在缺铁和高浓度

铁时含量都较高。 

碳代谢相关蛋白(主要是糖酵解途径、三羧酸循

环和磷酸戊糖途径的几种酶)包括磷酸甘油酸激酶、

烯醇酶、景天庚酮糖-1, 7-二磷酸酶等的含量都是在

中浓度铁时最高。 

氨基酸代谢相关酶和聚泛素在缺铁时含量最高, 

均高于中浓度铁和高浓度铁水平; 微管蛋白和组蛋

白都是在缺铁和高浓度铁条件下含量高, 且缺铁时

含量比高浓度铁时要高, 中浓度铁时最低。HSP70B、

超氧化物歧化酶和硫氧还蛋白样蛋白在高浓度铁时

都含量最高。 

3  讨论 

3.1  缺铁限制小球藻生长 

由生长曲线(图 1)可以看出缺铁限制了小球藻的

生长。铁元素是浮游植物生长的必需元素, 存在于光

合生物色素合成的相关酶中, 是光合作用和呼吸作

用电子传递链的主要组成成分, 也作为氮素同化的

辅助因子 [23]。光系统Ⅰ(PSⅠ)因为含铁量高(3 个

4Fe-4S, 12Fe/PSⅠ), 成为铁元素缺乏的主要靶标[24], 

同时, 铁作为 PSⅡ和细胞色素 b6/f 等电子传递系统 
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表 1  通过 LC-MS/MS 鉴定的不同浓度铁离子下的总可溶性蛋白的质谱分析 
Tab.1  Summary of the total soluble proteins identified by LC-MS/MS under different iron concentrations 

蛋白相对丰度 
检索号 蛋白名称 

0 1.2×10–6 1.2×10–5

光合作用     

594617066 PSⅡCP47 7.43×105 5.28×106 4.01×106

555946137 PSⅡCP43 4.12×105 3.51×106 2.13×106

594617097 PSⅡD2 6.33×105 2.03×106 1.38×106

131241 PSⅡD1 2.08×105 2.17×106 1.04×106

594617047 PSⅠPsaA 4.55×105 1.11×106 9.75×105

555946165 PSⅠPsaB 5.88×104 4.38×105 4.44×105

698348803 光系统 I铁硫中心[Photosystem I iron-sulfur center (PsaC)] 5.16×105 7.49×105 2.30×106

698349981 细胞色素 b6 [Cytochrome b6] 0.00 4.32×104 1.73×105

698348901 细胞色素 f [Cytochrome f] 0.00 1.01×105 5.41×105

594617106 ATP合酶 β亚基[ATP synthase subunit beta] 3.41×107 2.32×107 2.70×107

555946144 ATP合酶 α亚基[ATP synthase subunit alpha] 2.00×107 1.52×107 1.75×107

307108655 铁氧还蛋白-NADP氧化还原酶[Ferredoxin--NADP reductase] 4.08×105 2.12×106 1.12×106

158272091 果糖二磷酸醛缩酶[Fructose-bisphosphate aldolase 1, chloroplastic] 1.23×106 1.69×106 2.23×106

131932 

 

核酮糖-1, 5-二磷酸羧化/加氧酶大亚基 

[Ribulose bisphosphate carboxylase large chain] 

2.23×107 

 

5.69×107

 

3.86×107

 

295368180 

 

核酮糖-1, 5-二磷酸羧化/加氧酶大亚基[ribulose-1,  

5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (chloroplast)] 

7.46×105 

 

7.41×106

 

4.12×106

 

307103558 谷氨酸-1-半醛-2, 1-氨基变位酶[Glutamate-1-semialdehyde-2, 1-aminomutase] 1.73 ×105 2.53×106 5.56×105

含铁蛋白     

307105439 储铁蛋白[Ferritin] 1.36×105 4.87×104 1.76×105

碳代谢     

307107355 磷酸核酮糖激酶[Phosphoribulokinase] 1.29×105 7.32×105 8.40×105

675356155 顺乌头酸脱氢酶, 线粒体[Aconitate hydratase, mitochondrial] 0.00 3.49×105 1.48×105

307111054 磷酸甘油酸激酶[Phosphoglycerate kinase] 8.58×105 1.45×106 1.35×106

81157953 烯醇酶[Enolase (Fragment)] 9.49×105 1.48×106 1.01×106

226462175 预测蛋白[Predicted protein] 1.73×105 3.50×105 2.74×105

552810072 甘油醛-3-磷酸脱氢酶[Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase] 1.66×106 6.28×106 3.81×106

384244700 景天庚酮糖-1, 7-二磷酸酶[Sedoheptulose-1, 7-bisphosphatase] 4.43×105 1.81×106 2.03×106

158276097 二氢硫辛酸脱氢酶[dihydrolipoyl dehydrogenase] 4.86×105 1.66×105 6.12×104

654169023 二氢硫辛酸脱氢酶[dihydrolipoamide dehydrogenase] 2.35×105 8.67×104 2.00×104

307103202 假定蛋白[hypothetical protein] 3.72×106 2.19×106 9.62×105

307111876 假定蛋白[hypothetical protein] 1.77×106 1.16×106 5.70×105

氨基酸和蛋白代谢     

307102732 丝氨酸羟甲基转移酶[Serine hydroxymethyltransferase] 7.24×105 3.91×105 8.38×104

307107618 半胱氨酸合酶[Cysteine synthase] 1.11×106 6.04×105 6.38×105

302393778 多聚泛素[Polyubiquitin] 3.56×105 1.38×105 6.11×104

307105766 微管蛋白 β亚基[Tubulin beta chain] 7.91×105 4.61×104 7.04×104

675356205 组蛋白 H3.1[Histone H3.1] 1.37×107 3.08×106 4.02×106

307107104 组蛋白 H4[Histone H4] 5.73×106 1.43×106 1.99×106

300266496 组蛋白 H2B[Histone H2B] 4.28×106 1.08×106 1.22×106

HSP和抗氧化酶     

307107703 热激蛋白 70B[Heat shock protein 70B] 2.39×106 2.52×106 8.61×105

307111243 超氧化物歧化酶[Superoxide dismutase] 6.43×104 1.09×105 6.41×105

384246944 类硫氧还蛋白[Thioredoxin-like protein] 7.21×104 2.48×104 2.13×105
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组分的辅助因子, 缺铁也会引起其含量下降[25]。蛋白

质组结果显示, 缺铁条件下 PSⅠ和 PSⅡ的光合元件

含量较低, 可能已经降解, 光合电子传递受到影响, 

光反应在缺铁条件下受到抑制。植物体内硝酸盐和

亚硝酸盐的还原需要铁元素作为辅助因子 [26], 缺铁

会抑制植物体内的蛋白质合成 [27], 氨基酸和蛋白代

谢相关蛋白在缺铁时表达量高于中浓度铁组和高浓

度铁组, 可能是在缺铁条件下 NO3
–同化下降, 氨基

酸合成减少; 同时, 蛋白的降解加快, 利于氨基酸的

重新利用。微管蛋白和组蛋白在细胞分裂过程中起

重要作用[28], 在缺铁和高浓度铁条件下含量都较高, 

并且缺铁时高于高浓度铁的含量, 说明在缺铁条件

下细胞合成更多的骨架蛋白和组蛋白以备在条件适

宜时进行细胞分裂和生长。 

3.2  兼养和缺铁共同作用下获得较高生物

量和高油脂含量 

有研究表明小球藻在兼养条件下, 生物量增加, 

油脂含量提高[29]。小球藻在乙酸盐兼养条件下生长

速率快, 到达平台期时间短, 生物量高。 

中性脂测定结果(图 2)显示缺铁条件下小球藻积

累中性脂。藻细胞通过卡尔文循环固定 CO2, 核酮糖-1, 

5-二磷酸羧化/加氧酶是碳固定的限速酶, 虽然该酶

不直接需要铁元素, 但碳同化过程消耗来自光反应

的 ATP 和 NADPH, 这些物质的供应受到铁缺乏的

影响, 在缺铁条件下表达下调 [25, 30], 导致光合固碳

减少, 光合作用生成的有机物减少。铁元素是硝酸还

原酶和亚硝酸还原酶的辅助因子, 在氮素的同化过

程中有重要作用 [26], 缺铁时无法为植物生长提供足

够的氮源, 而藻细胞仍可直接吸收乙酸盐形成乙酰

CoA, 多余的碳将进行重新分配, 合成中性脂。中浓

度铁和高浓度铁时, 细胞有足够的铁合成各种含铁

元件, 此时细胞同化的碳多用于合成细胞必需的蛋

白和多糖, 细胞生长迅速, 合成中性脂的量少。 

在缺铁的培养条件下, 自养和兼养的小球藻都

积累中性脂, 但兼养时中性脂含量比自养时高很多, 

生物量也比自养时高。所以, 兼养和缺铁共同作用下

可获得较高的生物量和油脂含量。 

3.3  高浓度铁促进生长 , 但对细胞有一定

的胁迫作用 

高浓度铁条件下生长速率最大。高浓度铁下, 藻

体合成大量光合相关蛋白和酶 , 光反应加快 , 生成

的 ATP 和 NADPH 增多, 卡尔文循环相关酶表达量

随着铁离子浓度升高而上升, 加速了碳固定速率。铁

元素是很多生物过程的必需组分, 但铁离子浓度过

高会产生大量活性氧 [31], 对细胞光合膜造成氧化伤

害[32], 蛋白质指结果显示 PS Ⅱ光合蛋白含量下降, 

说明高浓度铁离子对 PS Ⅱ光合膜影响显著, 但 PS Ⅰ

对此似乎并不敏感, 无明显下降。生物有多种降低活

性氧 , 保护自身免受毒害的方式 , 包括形成抗氧化

分子(如谷胱甘肽、抗坏血酸、生育酚和类胡萝卜素)

和抗氧化酶(SOD、CAT和 APOX)以保护植物免受氧

化伤害[33]。高浓度铁条件下, 与抗氧化相关的蛋白

(热激蛋白和超氧化物歧化酶)表达量最高 , 说明高

浓度铁对小球藻造成氧化胁迫, 藻体合成更多抗氧

化物质进行自我保护, 免受氧化伤害。叶绿素本身不

含铁, 但合成叶绿素的部分酶需要铁元素作为辅助

因子[34], 叶绿素合成的相关酶(谷氨酸半醛氨基转移

酶)变化趋势与光系统的变化趋势一致, 在缺铁时表

达最低 , 在中浓度铁时表达最高 , 高浓度铁时比中

浓度铁时略有下调, 说明叶绿素的合成与光系统蛋

白含量是正相关的。 
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Abstract: Here, we investigated the effect of different iron concentrations on the growth rate and lipid content of 

autotrophic and mixotrophic cultivations of Chlorella vulgaris. Differential expression of proteins in mixotrophic C. 

vulgaris exposed to different iron concentrations was analyzed. The results showed that mixotrophic cultivation 

demonstrated a faster growth rate and improved biomass than autotrophic cultivation. Iron deficiency may result in 

an increase in the lipid content. Proteomics analysis showed that the concentration of iron-containing proteins in-

volved in photosynthesis was low in an iron-deficient culture condition. Hot shock proteins as well as proteins in-

volved in translation and glycolysis were downregulated under both low and high iron concentrations, indicating 

that these growth conditions were stressful for C. vulgaris. The concentration of proteins involved in amino acid 

metabolism increased under iron-deficient conditions, possibly due to downregulation of NO3
− assimilation and 

amino acid synthesis. These results showed that both the growth rate and lipid content in mixotrophic C. vulgaris 

were higher under iron-deficient conditions. The growth of C. vulgaris was accelerated under conditions of high 

iron concentrations, without affecting its lipid content. These results imply that high iron concentrations lead to a 

stress effect on the cells of C. vulgaris. 
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