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摘要    迦得拟微球藻(Nannochloropsis gaditana)具有较高的开发价值, 但对于其活性物质定向积

累的研究相对较少。本文以迦得拟微球藻为研究对象, 设置 3.0、5.0、7.5和 14.9mmol/L (对照组, ASW

培养基的硝酸钾浓度)四种硝酸钾组, 探究氮素水平调控迦得拟微球藻总脂、多糖、可溶性蛋白和多

不饱和脂肪酸等物质定向积累的可行性, 以及此过程藻细胞的光合生理响应规律。结果表明: 与对

照组相比, 硝酸钾浓度降低, 迦得拟微球藻的生物量降低、总脂含量增加、可溶性蛋白质含量和多糖

含量降低, 然而其总脂、多糖与可溶性蛋白产率的最大值却在对照组条件下获得, 分别为 0.150、

0.170和 0.053g/(L·d); 与对照组相比, 3.0、5.0和 7.5mmol/L处理组的 C20:5相对含量分别降低 73.1%、

49.1%和 23.9%; 迦得拟微球藻的主要色素(堇菜黄素、无隔藻黄素、β-胡萝卜素、叶绿素 a)随氮浓度

降低呈减少趋势; PSⅡ最大光量子产量(Fv/Fm)、相对电子传递效率(rETR)和光合放氧速率随氮浓度降

低而显著降低。综上所述, 调控氮浓度可以实现迦得拟微球藻总脂、可溶性蛋白、多糖和 C20:5 的

定向积累, 但上述物质的产率却受到生物质浓度的影响, 14.9mmol/L 氮浓度条件下高光合效率是迦

得拟微球藻获得较高活性物质产率的主要原因。 
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海洋单细胞微藻富含蛋白质、脂肪、多糖和人体

所必需的多种营养成分 , 是现代海洋生物技术中重

要的研究和开发对象。迦得拟微球藻(N. gaditana)是

一 株 单 细 胞 海 洋 微 藻 , 属 于 真 眼 点 藻 纲

(Eustigmatophyceae)、真眼点藻目(Eustigmatales)、拟

单 胞 藻 科 (Monodopsidaceae) 、 微 拟 球 藻 属

(Nannochloropsis) (高保燕等, 2014)。该藻细胞呈球形

或卵形 , 只含有叶绿素 a (chlorophyll a, chl a) 

(Whittle et al, 1975)。研究表明, 该属微藻生长快、可

以合成长链多不饱和脂肪酸、金藻昆布糖和蛋白质等

活性物质, 具有极高的开发利用价值, 因而在生物柴

油、微藻饵料和环境保护等方面具有很大的经济价值

及应用前景(Rebolloso-Fuentes et al, 2001; Recht et al, 

2012; Van Vooren et al, 2012; 魏东等, 2014)。 

微藻生长和代谢产物的积累与培养条件密切相

关, 包括氮、磷营养、光照和培养温度等, 其中培养

液中氮素浓度对微藻的生长和物质积累影响尤为明

显。邱昌恩等(2005)研究报道, 绿球藻(Chlorococcum 

sp.)在 6种不同硝酸钠浓度下的生长存在差异; Illman

等(2000)在低氮条件下培养 5 株小球藻, 其中 4 株小

球藻的总脂含量明显升高; Widjaja等(2009)也报道了

在缺氮条件下培养普通小球藻 (Chlorella vulgaris), 

其总脂含量明显提高。氮素营养水平对微藻的生化组

成的影响结果不尽相同 , 曹春晖等(2006)对(小球藻
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Chlorella spp. MACC/C95/C97/C102)和裂丝藻属绿藻

(Stichococcus bacillaris MACC/C19)在不同氮浓度下的

总脂含量和脂肪酸组成进行了分析, 结果有 3 株小球

藻的总脂含量变化显著; Yao 等(2012)研究报道, 海洋

绿藻亚心形四爿藻(Tetraselmis subcordiformis)淀粉含

量在低氮条件下显著高于氮素充足条件; Ho 等(2012)

的研究证实, 斜生栅藻(Scenedesmus obliquus CNW-N)

在氮饥饿条件下同时积累脂质和多糖; Shekh等(2013)

研究报道, 蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)在低

氮条件下培养, 多不饱和脂肪酸(PUFA)的含量增加了

两倍; Wang 等(2015)报道了湛江等鞭金藻(Isochrysis 

zhangjiangensis)在低氮胁迫时类胡萝卜素含量相对升

高。上述研究表明, 藻细胞积累活性物质需要适宜的

氮素营养条件, 并且不同藻种适宜生长和积累活性物

质的氮素营养条件可能存在差异。 

迦得拟微球藻具有生长速度快、油脂含量高、可

以积累 EPA 等特性, 但对于不同氮素水平调控迦得

拟微球藻细胞物质定向积累的研究相对较少 , 以迦

得拟微球藻作为研究细胞物质积累的材料 , 更具有

实际指导意义。本文以迦得拟微球藻为实验材料, 分

析了 4 种不同硝酸钾浓度对藻细胞生长和总脂、多

糖、可溶性蛋白、脂肪酸、色素以及表观光合参数的

影响 , 旨在探究氮素浓度调控其细胞物质定向积累

的可行性 , 并尝试从光合生理角度解释其可能的内

在机制, 为该藻株的综合开发利用提供有益参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料     

迦得拟微球藻由中国科学院南海海洋研究所海

藻资源与生物技术学科组提供 , 分离自广东省巽寮

湾海域, 藻株编号为 SCS-01。 

1.2  实验方法 

1.2.1  培养条件    将保藏的藻种活化扩大培养至

对数期[扩种采用Φ6.0cm×60cm的柱状光生物反应器

进行 , 光照强度为 100μmol photons/(m2·s)], 接入

ASW 培 养 基 中 (Andersen, 2005), 接 种 密 度 为

OD750=1.0±0.01, 温 度 为 (25±1)°C, 光 照 强 度 为

300μmol photons/(m2·s), 采用 Φ3.0cm×60cm 的柱状

光生物反应器培养, 通气(含 1% CO2 的压缩空气)搅

拌, 设置四种硝酸钾浓度, 分别是 3.0、5.0、7.5 和

14.9mmol/L, 其中, 14.9mmol/L 为正常 ASW 的硝酸

钾浓度, 为本研究的对照组, 其他处理组分别为对照

组硝酸钾浓度的 1/5、1/3 和 1/2, 每组设置 3 个平行

实验, 培养周期为 14天, 每 2天取样测定生物质浓度, 

每天取样测定叶绿素荧光参数, 第 0天、第 6天、第

10 天、第 14 天离心收集藻泥, 测定总脂含量和脂肪

酸组成, 并测定第 14天的色素组成。 

1.2.2  生物量测定    每 2天从不同氮浓度组取 5—

10mL 藻液, 用干燥至恒重的混合纤维滤膜(0.45μm)

和真空泵进行抽滤, 随后将滤膜烘干至恒重, 利用抽

滤前后滤膜的干重差计算出单位体积生物量(g/L)。 

1.2.3  总脂含量测定及产率的计算     根据

Khozin-Goldberg等(2005)的方法, 取第 0天、第 6天、

第 10 天、第 14 天冻干藻粉 100mg 置于内含磁力转

子的玻璃离心管中 , 加入 10%二甲亚砜 -甲醇溶液

2mL, 在恒温磁力水浴锅中先于 50°C 水浴抽提 1.5h, 

在转移至冰浴抽提, 磁力搅拌 1.5h, 3000r/min 离心

5min, 收集上清液于洁净玻璃瓶中 , 沉淀加入 4mL

乙醚-正己烷混合液(1︰1, v︰v), 0°C 磁力搅拌提取

1h, 3000r/min 离心 5min, 收集上清至同一玻璃小瓶

中, 重复加入上述两种混合溶液提取, 直到沉淀变成

白色。在上清液中加入蒸馏水, 静置 12h, 等待混合

液体分相, 将分层后的有机相移至另一玻璃瓶中, 氮

气吹干后再用乙醚稀释 , 将浓缩液转移至称重过的

离心管中, 用氮气吹干后再次称重, 即得总脂含量。 

单位体积总脂产率[g/(L·d)]=(第 14天生物质浓度×第

14天总脂含量第 0天生物质浓度×第 0天总脂含

量)/14天. 

1.2.4  多糖含量的测定及产率的计算    依据本实

验室改良方法(汪亚俊等, 2014; 吴琼芳等, 2016), 将

提取过总脂的藻粉干燥后, 精确称量 10mg 放入内置

磁力转子的玻璃离心管中 , 加入 0.5mmol/L H2SO4 

5mL, 置于恒温磁力搅拌器中, 100°C 水浴搅拌 4h, 

3000r/min 离心 5min, 将上清溶液转移至 50mL 容量

瓶, 用纯水洗涤沉淀, 再次离心后收集上清溶液, 合

并至同一容量瓶中, 重复洗涤 2 次, 定容后取溶液

1mL, 用纯水补至 2mL, 迅速依次加入浓 H2SO4 和

6%苯酚 , 混合均匀 , 冷却至常温后测定波长为

490nm下吸光度, 利用葡萄糖为标准品测量出的数据

制作标准曲线, 利用标准方程计算多糖含量。 

单位体积多糖产率[g/(L·d)]=(第 14天生物质浓度×第

14天多糖含量第 0天生物质浓度×第 0天多糖含

量)/14天. 

1.2.5  可溶性蛋白含量的测定及产率的计算    提

取过总脂的藻粉干燥后 , 精确称量 10mg 放入内有

磁力转子的玻璃离心管中 , 加入 5mL 浓度为
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0.5mmol/L 的 NaOH 溶液 , 于恒温磁力水浴锅中 , 

80°C水浴提取 30min, 3000r/min离心 5min, 将上层溶

液转移至 50mL 容量瓶, 反复抽提直至完全, 定容后

取溶液 1mL, 采用Lowry法蛋白含量测定试剂盒测定

蛋白提取液, 根据测定的标准曲线计算蛋白含量。 

单位体积可溶性蛋白含量产率[g/(L·d)]=(第 14天生物

质浓度×第 14天可溶性蛋白含量第 0天生物质浓度×

第 0天可溶性蛋白含量)/14天. 

1.2.6  光合放氧速率及暗呼吸速率的测定    每天

取样测用 Clark氧电极(Hansatech Oxygraph, 英国)测

定单位时间内藻细胞溶氧量的变化。置于恒温水浴箱

(25°C)中暗处理 30min。测定时, 打开磁力转子后首

先用 LED光源在培养光强下照射藻细胞, 测定 10min

内氧气平均释放速率 , 计算每毫克叶绿素产生的氧

气量(μmol), 即为光合放氧速率(μmol/mg chl a /min)。

关闭光源, 测定暗处理 10min内氧气的平均消耗速率, 

同样以每毫克叶绿素产生的氧气量(μmol)进行换算, 

即为暗呼吸速率(μmol/mg chl a /min)。 

1.2.7  叶绿素荧光参数测定    参考 Gao 等(2015)

的方法 , 每天取样测定利用脉冲调制式叶绿素荧光

仪 XE-PAM 测定 PSⅡ的最大光量子产量(Fv/Fm)、相

对电子传递效率(rETR)。将样品调为同一吸光度并暗

适应 30min, 取 3mL加入比色皿置于荧光仪中, 打开

测量光照射 30s, 测定暗适应后的最小荧光 F0。然后

打开光化光处理 5min [300μmol photons/(m2·s)], 再打

开饱和脉冲光 , 测定藻细胞不同生长时期 PSⅡ的

rETR、Fv/Fm等光合参数。 

1.2.8  色素组成分析    称取第 0 天和第 14 天的

10mg 冻干藻粉放入内置磁力转子的玻璃离心管中, 

加入丙酮 5mL, 置于磁力搅拌器上避光提取 12h, 直

至藻渣变为灰白色, 3500r/min 离心 5min, 收集上清

液, 将上清液用微孔滤膜(0.22μm)抽滤, 转移至液相

小瓶, 保存于 4°C待测。 

采用戴安 UltiMate 3000高效液相色谱系统 (四元泵

单元、自动进样器、柱温箱系统、DAD检测器); 色谱条

件: 反相Kromasil C18色谱柱(5μm, 100Å, 250mm×4.6mm), 

配有Acclaim 120 C18保护柱(5μm, 120Å, 15mm×4.6mm)。

流动相A: 乙腈-水(90︰10, v/v), 流动相 B: 乙酸乙酯。检

测波长: 445nm, 波长扫描范围: 300—800nm, 柱温: 20°C, 

流速: 1mL/min, 进样量: 20μL。利用色素标准品和吸收光

谱对色素种类进行鉴定。 

1.2.9  脂肪酸组成分析    精确称取第 0 天、第 6

天、第 10天、第 14天的冻干藻粉 25mg, 放入内置

磁力转子可密封的玻璃离心管中 , 加入 2mL 含有

2% H2SO4 的无水甲醇-甲苯(9︰1,v︰v)混合液 , 充

满氮气后 , 于恒温磁力水浴锅中 , 80°C 搅拌提取

1.5h, 然后依次加入 1mL 纯水和正己烷, 混合均匀

后离心, 将上层有机相转移到 1.5mL 样品瓶中, 在

通风厨中用氮气吹干 , 再加入 100μL 正己烷密封 , 

保存于−20°C 待测。利用气相色谱质谱分析柱为对

样品进行测定分析 , 通过标准品脂肪酸的峰面积计

算得到脂肪酸组成及其含量。 

1.2.10  数据处理    采用 Origin8.6和 SPSS13.0 软件

进行数据处理及单因素方差分析, P＜0.05表示差异显著。 

2  实验结果 

2.1  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻的生长 

迦得拟微球藻在 3.0、5.0、7.5和 14.9mmol/L四种

不同硝酸钾浓度培养条件下, 生物量随时间的变化曲

线如图 1 所示, 不同硝酸钾浓度下, 迦得拟微球藻的生

物量均呈现逐渐增加的趋势, 0—8 天各浓度组生物量

的增加趋势并未出现明显差异, 培养 8天后生物量开始

出现差异, 生物量的增加速率随氮浓度增加而增加, 

14.9mmol/L浓度组藻细胞生长最快, 至培养结束, 生物

量可达 7.82g/L。此外, 培养结束时藻液的颜色从低浓

度到高浓度分别为浅黄色、深黄色、棕色和褐绿色。 

 

图 1  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻生物量的变化 
Fig.1  Changes of biomass Nannochloropsis gaditana at 

different potassium nitrate concentrations 
 

2.2  不同硝酸钾浓度对迦得拟微球藻主要生化组分

及产率的影响 

不同硝酸钾浓度下 , 迦得拟微球藻总脂含量的

变化情况如图 2a 所示, 培养周期内, 各浓度组迦得

拟微球藻的总脂含量持续增加 , 且与硝酸钾浓度呈

负相关。藻细胞 0—6天总脂含量积累缓慢, 6—14天 
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图 2  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻生化组分的含量 
Fig.2  Changes in biochemical components of Nannochloropsis gaditana under different potassium nitrate concentrations  

注: a: 总脂; b: 可溶性蛋白; c: 多糖 

 
快速积累。至培养结束, 3.0mmol/L 浓度组藻细胞总

脂含量最高, 为 41.6% (干重, dw)。 

迦得拟微球藻可溶性蛋白含量在不同硝酸钾浓

度培养下的变化如图 2b 所示。各浓度组藻细胞可溶

性蛋白含量逐渐下降 , 且随硝酸钾浓度的降低可溶

性蛋白含量降低速率增加 , 各浓度组间差异显著

(P<0.05)。3.0mmol/L 浓度组可溶性蛋白含量下降最

快 , 培养结束时 , 其可溶性蛋白含量从培养初期的

38.9% (dw)下降到 13.0% (dw)。 

不同硝酸钾浓度下 , 迦得拟微球藻多糖含量的

变化如图 2c 所示。培养前期各浓度组藻细胞的多糖

含量快速积累 , 随后呈现降低趋势 , 培养结束时 , 

3.0、5.0、7.5 和 14.9mmol/L 4 个浓度组藻细胞的多

糖含量分别为 31.3%、32.5%、35.0%、36.7% (dw)。 

迦得拟微球藻主要生化组分的单位体积产率如

表 1所示, 14.9mmol/L浓度组藻细胞的单位体积总脂

产率、可溶性蛋白产率与多糖产率均显著高于其他浓

度组(P<0.05), 分别为 0.150、0.053和 0.17g/(L·d)。 

表 1  不同硝酸钾浓度迦得拟微球藻总脂、可溶性蛋白、多糖单位体积产率 g/(L·d) 
Tab.1  Volumetric biochemical components productivity of Nannochloropsis gaditana under different potassium nitrate concentrations 

g/(L·d) 

不同硝酸钾浓度(mmol/L)下的单位体积产率 
细胞物质 

3.0 5.0 7.5 14.9 

总脂 0.074±0.013d1 0.097±0.021c1 0.130±0.0190b1 0.150±0.023a1 

可溶性蛋白 0.014±0.002c2 0.020±0.004b2 0.028±0.004b2 0.053 ±0.009a2 

多糖 0.049±0.002d3 0.073±0.004c3 0.120 ±0.006b3 0.170 ±0.009a3 

注: a1, b1, c1, d1之间存在显著性差异; a2, b2, c2之间存在显著性差异; a3, b3, c3, d3之间存在显著性差异 



110 海   洋   与   湖   沼 50卷 

2.3  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻的脂肪酸组成

分析 

通过气相色谱法分析迦得拟微球藻的脂肪酸组

成, 其主要脂肪酸包括二十碳五烯酸(C20:5, EPA)、

花生四烯酸 (C20:4, AA)、油酸 (C18:1)、棕榈油酸

(C16:1)和棕榈酸(16:0)。不同硝酸钾浓度下迦得拟微

球藻脂肪酸组成的变化情况如图 3 所示 , 其中

C16:0、C16:1 和 C18:1 总和可占总脂肪酸的 60%以

上, 各脂肪酸相对含量均随培养时间的延长而增加, 

且与硝酸钾浓度呈负相关; 花生四烯酸含量为 0.6%

—5.8% TFA (总脂肪酸, total fatty acids, TFA), 二十

碳五烯酸含量为 2.9%—10.9% TFA, C18:3、C20:5和

C20:4 的含量随着硝酸钾浓度的降低和培养时间的

延长而减少。 

表 2  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻脂肪酸组成(%TFA, 占总脂肪酸的比例) 
Tab.2  Changes in fatty acid composition of Nannochloropsis gaditana under different potassium nitrate concentrations 

不同培养时间不同硝酸钾浓度下的迦得拟微球藻脂肪酸组成 

3.0mmol/L 5.0mmol/L 7.5mmol/L 14.9mmol/L 
脂肪酸

种类 

0天 5天 10天 15天 0天 5天 10天 15天 0天 5天 10天 15天 0天 5天 10天 15天

C14:0 5.30  4.46  3.48  4.33  5.30  2.49 2.86 3.01 5.30 3.63 3.31 3.31  5.30  3.92  3.65 2.63 

C14:1 0.80  0.88  0.84  0.83  0.80  0.83 0.85 0.83 0.80 0.83 0.82 0.82  0.80  1.48  1.49 1.73 

C16:0 23.50 29.70 42.90 43.45  23.50  27.07 40.87 41.69 23.50 26.74 38.52 40.27 23.50  26.37  33.31 38.60 

C16:1 25.19 26.85 27.66 34.61  25.19  27.82 28.80 29.57 25.19 26.07 27.15 28.51 25.19  26.48  26.40 27.01 

C18:0 1.22  1.72  1.02  0.98  1.22  3.08 1.60 1.40 1.22 1.57 1.38 1.23  1.22  1.23  1.23 1.20 

C18:1 8.50  8.12  8.32  9.47  8.50  7.17 7.56 11.95 8.50 9.42 10.03 12.75 8.50  8.32  7.76 9.20 

C18:3 2.76  1.35  1.76  1.42  2.76  2.67 2.55 1.33 2.76 1.78 1.67 1.20  2.76  2.67  2.51 2.34 

C20:4 3.46  2.20  1.40  0.66  3.46  2.46 2.08 1.66 3.46 3.92 2.68 2.20  3.46  3.83  5.03 5.73 

C20:5 10.91 9.50  2.68  1.01  10.91  8.96 2.73 1.91 10.91 8.07 2.60 2.86  10.91  7.24  4.77 3.76 

其他 18.37 15.23 9.93  3.24  18.37  17.46 10.10 6.65 18.37 17.98 11.86 6.85  18.37  18.46  13.85 7.82 
 

2.4  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻的色素组成变

化 

不同硝酸钾浓度条件下迦得拟微球藻色素组成

的变化如图 3所示。根据色素保留时间及其特征吸收

光谱 ,  鉴定藻细胞的主要色素包括堇菜黄素

(violaxanthin)、无隔藻黄素(vaucheriaxanthin)、β-胡萝卜

素(β-Carotene)、叶绿素 a (chl a)以及虾青素单脂(mono- 

astaxanthin)。培养第 14天, 14.9mmol/L浓度组的色素含 

 

图 3  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻色素组成  
Fig.3  Changes in pigment composition of Nannochloropsis gaditana under different potassium nitrate concentrations  

注: 1: 堇菜黄素; 2: 未知色素; 3: 无隔藻黄素; 4: 未知色素; 5: 叶绿素 a; 6: 虾青素单脂; 7: β-胡萝卜素 
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量最为丰富, 其中无隔藻黄素含量最高, 各色素含量随

着硝酸钾浓度的降低而减少, 堇菜黄素和叶绿素 a 在

3.0 和 5.0mmol/L 硝酸钾浓度下, 由于含量低而无法检

出(两种处理组培养物颜色变为土黄色), 但属于次生类

胡萝卜素类的虾青素单脂(mono-astaxanthin)在整个培

养周期中均存在, 且随着硝酸钾的增加而增加。 

2.5  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻的表观光合效

率参数 

叶绿素荧光参数的高低可以反映微藻细胞的光

合效率, 图 4a和 4b为不同硝酸钾浓度下迦得拟微球

藻主要叶绿素荧光参数的时相动态变化。由图 4a 可

知 , 在整个培养周期内迦得拟微球藻的最大光能转

化效率 Fv/Fm呈先上升后下降趋势。各浓度组藻细胞

的 Fv/Fm在培养周期的第 6—16 天差异显著(P<0.05), 

氮素限制降低 Fv/Fm。从图 4b看出, 不同硝酸钾浓度

下, 迦得拟微球藻的相对电子传递效率 rETR 在第 4

天达到最大值, 随后逐渐降低。 

不同初始硝酸钾浓度下迦得拟微球藻光合和与

暗呼吸速率结果(图 4c, 4d)表明, 随培养时间的推移

二者在整个培养周期内均呈先迅速上升后逐渐下降, 

最后趋于稳定。其中, 各浓度组的光合速率分别于培

养周期的第 4—7天达到最大值, 后迅速下降, 10天后

趋于稳定。培养 7 天后, 3.0、5.0 和 7.5mmol/L 浓度

组的光合速率显著低于 14.9mmol/L 氮浓度组

(P<0.05)。随着培养时间的延长, 暗呼吸速率与培养

基内氮浓度呈负相关, 3.0和 5.0mmol/L浓度组暗呼吸

速率高于 7.5和 14.9mmol/L浓度组(P<0.05)。其中, 3.0

和 5.0mmol/L浓度组的暗呼吸速率在培养前 7天持续

上升, 达到最大值后, 随着培养时间的延长, 暗呼吸

速率均逐渐下降, 12天后趋于稳定。 

 

图 4  不同硝酸钾浓度下迦得拟微球藻表观光合效率参数的时相变化  
Fig.4  Time-course changes in apparent photosynthetic parameter of Nannochloropsis gaditana under different potassium nitrate 

concentrations 
注: a: 最大光量子产量 Fv/Fm; b: 相对电子传递效率 rETR; c: 光合放氧速率; d: 暗呼吸速率 

 

3  讨论 

氮素是限制微藻细胞生长最重要的营养因子之

一, 氮限制条件有利于油脂的积累, 却会阻碍藻类的

生长和单位体积油脂产率的增长(Geider et al, 1993)。

本论文中迦得拟微球藻在硝酸钾浓度为 14.9mmol/L

条件下获得最高的生物量和活性物质产率 , 而

3.0mmol/L浓度组生物量仅为 3.14g/L, 说明低氮条件
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对迦得拟微球藻生长有明显抑制作用 , 这可能是由

于低氮条件影响到藻细胞的分裂和叶绿素的合成 

(Converti et al, 2009)。但汪亚俊等(2014)对尖状栅藻

(Scenedesmus acuminatus)的研究表明, 低氮条件对尖

状栅藻的生长存在促进作用, 由此可以推测, 不同的

藻类对培养基中氮素的响应存在种属差异。 

微藻光合作用固定的无机碳主要用于多糖、脂类

和蛋白质的合成 , 氮浓度可以改变藻细胞的碳流分

配 , 从而影响三大生化组分的相对含量(Siaut et al, 

2011)。氮缺乏抑制蛋白质的合成, 促进多糖或脂类的

积累(Huppe et al, 1994), 与本实验结果一致。在培养

周期内蛋白质含量随着总脂的积累持续下降 , 多糖

在培养前 6 天快速积累, 随后开始下降, 结合色素分

析结果, 推测出原因可能为: 氮素消耗导致含氮化合

物的合成受阻 (如叶绿素、蛋白质), 因而降低藻细胞

的光合效率(Hörtensteiner et al, 2002)。有些藻类在缺

氮条件下可以将细胞内富含氮素的蛋白如 Rubisco, 

作为内在氮源分解合成油脂(Ördög et al, 2012), 这也

可以解释本文中可溶性蛋白质含量下降的原因。由于

本研究中取样点跨度相对较大 , 可能会遗漏一些真

实且重要的信息, 我们将在后续研究中增加采样点, 

获得更加精确的结果。Zhang等(2013a)对类波氏真眼

点藻(Eustigmatos. cf. polyphem)研究认为先积累多糖

再积累脂类 , 并且多糖含量快速降低与脂类含量升

高在同一培养阶段出现 , 油脂是作为长期储能物质

应对营养缺乏与环境胁迫。本研究结果表明: 降低氮

浓度可以明显促进微拟球藻油脂的积累, 14.9mmol/L

浓度组的总脂含量较 3.0mmol/L 组降低 23.3% 

(P<0.05), 但总脂产率等于总脂含量与生物质浓度的

乘积, 14.9mmol/L浓度组由于培养过程中保持较高的

光合效率, 使其生物质浓度显著高于其他 3个浓度组, 

计算各浓度组的总脂产率, 14.9mmol/L 分别比 7.5、

5.0、3.0mmol/L 提高了 15.4%、54.6%、102.7%。因

此, 在通过低氮限制诱导油脂积累时, 不仅要考虑油

脂含量 , 同时还要考虑低氮限制对生物质浓度的负

面影响, 后续将进一步优化获得一种较优的氮浓度, 

既保证藻粉具有高油脂含量 , 同时也可以获得高的

生物质浓度, 以获得较高的总脂产率。另一个油脂开

发的关键问题是油脂品质问题, 包括中性脂比例、叶

绿素浓度等 , 后续我们将开展氮浓度对微藻油脂品

质影响的研究。 

微藻中脂肪酸的含量和组成直接影响其营养价

值和开发价值(Borowitzka, 2013)。本文中迦得拟微球

藻脂肪酸含有丰富的 C16:0、C16:1、C18:1、EPA 和

AA。其中 C16:0和 C16:1的相对含量可达 67%—79% 

TFA, 相比其他的藻类也有一定的优势(Levy et al, 

1992; Khotimchenko, 1993)。除此之外, 该藻中还含有

医药和营养价值较高的 EPA和 AA, 其含量随氮浓度

降低而呈降低趋势, 这与 Simionato 等(2013)对迦得

拟微球藻的研究结果一致。本研究显示, 氮浓度降低

引起 EPA的相对含量减少, C16:0、C16:1和 C18:1的

相对含量增加。一般来说, 三酰甘油可以由细胞中的

两种主要途径产生: (1) 经 Kennedy 途径从头合成脂

肪酸, 再合成三酰甘油; (2) 从已存在的极性甘油脂

转化。由第一路线生成三酰甘油所含的脂肪酸有新合

成的分子特征, 即高水平 C16:0 和 C18:1, 而从膜脂

回收得到的三酰甘油所含得的脂肪酸具有原脂质分

子特征 , 即有相当比例的多不饱和脂肪酸的种类如

C20:5 (Boudière et al, 2012)。因此可以推测, 低氮浓

度条件下迦得拟微球藻脂质积累主要是来源于新合

成的脂肪酸 , 还有小部分来源于膜甘油酯的回收利

用, 因此导致 EPA相对含量的降低, 对于新合成与再

合成的比例需要更加深入的研究。 

叶绿素在光合作用中承担吸收及转化光能的作

用 , 类胡萝卜素有利于高光条件下过剩光能的耗散

及植物体内活性氧的清除(Zhang et al, 2013b)。本研

究表明, 各氮浓度下迦得拟微球藻 chl a 及类胡萝卜

素的含量均呈现逐步下降的趋势 , 色素含量随氮浓

度降低而呈降低趋势 , 表明低氮浓度条件下捕光复

合物含量减少 , PSⅡ光化学活性降低 (Wang et al, 

2015)。小新月菱形藻 (Nitzschiaclosterium f. minut-

issima) 在氮限制条件下的 chl a含量也出现下降(Liu 

et al, 2012)。本研究中, 各浓度组在培养后期 chl a降

解, 此时藻细胞中主要色素均为类胡萝卜素, 表明低

氮可以促进迦得拟微球藻积累类胡萝卜素。 

叶绿素荧光参数 Fv/Fm是 PSⅡ的最大量子产量, 

反映了光合生物潜在最大光合效率, 能够指征 PSⅡ

的完整性。氮素是组成叶绿体的主要元素, 氮素的缺

乏势必对微藻的光合作用造成负面影响 , 这主要表

现在 PSⅡ最大光能转化效率 Fv/Fm比值下降。在实验

周期内 , 迦得拟微球藻的叶绿素荧光参数 Fv/Fm 和

rETR 均呈现下降趋势, 并且随氮浓度降低而呈降低

趋势。Jiang 等(2012)对假微型海链藻(Thalassiosira 

pseudonana)和杜氏藻(Dunalliela tertiolecta)的研究表

明, 在无氮培养后 Fv/Fm和Yield的值均下降, 只是两

株藻开始下降的时间不同。值得注意的是四种硝酸钾
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浓度组的 Fv/Fm在接种第 1天后均出现显著降低的趋

势, 推测可能原因为: (1) 微拟球藻由扩种培养容器

(Φ6.0cm×60cm)重新接种至正式实验的培养容器

(Φ3.0cm×60cm)中后, 由于培养容器光径和培养密度

的改变 , 使单位藻细胞的接受到的光照短时间内增

加, 本文作者在对该藻的户外养殖研究中发现, 其对

强光适应性较差, 因此, 我们推测 Fv/Fm 在接种第 1

天后显著降低原因可能与强光损伤有关 , 而随着藻

细胞密度逐渐增加和细胞间遮蔽效应增强 , 细胞逐

渐适应 300μmol photons/(m2·s)并进行正常生长; (2) 

另一种可能的原因推测为: 藻细胞重新接种至新鲜

培养基中, 由于营养盐浓度(氮、磷等)和培养条件(pH

等)的改变, 藻细胞需要一定时间进行适应, 因此会

观察到藻细胞生长出现延滞期(图 1), 同时光合效率

也相应降低。本文中各浓度组 Fv/Fm值由 0.60下降到

0.35 以下, 相对电子传递速率 rETR 随氮浓度的降低

和培养时间的延长而不断降低 , 可能是由于在氮素

限制的情况下 , 藻细胞的类囊体膜受损 , 活性降低 , 

PSⅡ反应中心无法恢复, 阻碍了原初电子受体 Q 的

还原, 影响了光合电子的传递, 因而使 Yiled和 rETR

降低(Young et al, 2003; Simionato et al, 2013)。而

Fv/Fm 和 rETR 降低则是藻细胞依赖叶黄素循环热耗

散的特征(许大全, 2013)。迦得拟微球藻光合放氧速

率的变化趋势与叶绿素荧光参数相同 , 随氮浓度降

低而呈降低趋势。在培养 6—16天, 3.0及 5.0mmol/L

组的光合放氧速率均低于 14.9及 7.5mmol/L组, 可能

由于低氮组藻细胞中氮素无法得到补充 , 造成叶绿

素合成受阻 , 进而影响迦得拟微球藻的光能捕获和

传递能力, 使光合速率下降, 这与 Pirastru 等(2012)

研究结果相一致。由此说明, 光合放氧速率下降是由

叶绿素含量的减少导致。 

当培养基中氮素耗尽后, 为维持藻细胞生存, 一

些具有双重功能的蛋白质(如色素蛋白复合物)会被降

解, 合成细胞必需的物质。而伴随着色素蛋白复合物

的分解, 叶绿体膜系统受到损伤, 同时导致 PSⅡ受

损, 光合效率下降。培养后期, 可能存在细胞多糖分

解代谢提供微藻生长所需的能量和碳源。藻细胞自身

会激发一些光保护机制 , 如依赖叶黄素循环的能量

耗散。迦得拟微球藻在 14.9mmol/L硝酸钾浓度下, 可

获得较高的总脂、可溶性蛋白、多糖和 C20:5产率, 高

光合效率是迦得拟微球藻获得较高活性物质产率的

主要原因。 

4  结论 

迦得拟微球藻在不同硝酸钾浓度下活性物质积

累模式存在差异, 14.9mmol/L硝酸钾浓度条件下可获

得较高的总脂、可溶性蛋白、多糖和 C20:5产率。迦

得拟微球藻 PSⅡ活性随氮浓度降低而呈降低趋势 , 

叶绿素减少, PSⅡ活性受损是不同细胞物质积累模式

存在差异的重要原因之一。 
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THE GROWTH, PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF 
NANNOCHLOROPSIS GADITANA IN DIFFERENT POTASSIUM NITRATE 

CONCENTRATION 

YUAN Chao-Jie1,  ZHANG Ying1,  LI Tao2,  LI Ai-Fen1 
(1. Institute of Hydrobiology, Jinan University, Guangzhou 510632, China; 2. Key Laboratory of Tropical Marine Bio-resources and 

Ecology, South China Sea Institute of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou 510301, China) 

Abstract   Nannochloropsis is a high-valued microalga but few studies on the targeted accumulation of active substances 

are reported. To investigate the targeted accumulation of lipids, polysaccharides, proteins, and fatty acid profiles, as well as 

the photosynthetic physiological response, we cultivated Nannochloropsis gaditana in ASW medium under different KNO3 

concentrations (14.9, 7.5, 5.0, and 3.0mmol/L, and the normal concentration of the ASW medium as the control group). 

Our results showed that, with the decrease in KNO3 concentration, the total lipid content increased and the biomass 

concentration, the soluble protein, and polysaccharide contents decreased compared with those of the control. However, the 

maximum productivities of total lipids, polysaccharides, and soluble proteins occurred in the control, being 0.150, 0.170, 

and 0.053g/(L·d), respectively. The relative contents of C20:5 in the 3.0, 5.0, and 7.5mmol/L treatment groups decreased by 

73.1%, 49.1%, and 23.9%, respectively, compared to the control. The main pigment contents, including violaxanthin, 

vaucheriaxanthin, β-carotene, and chlorophyll a, declined as the nitrogen concentration decreased. The maximal 

photochemical efficiency of PS Ⅱ (Fv/Fm), relative electron transport rate (rETR), and photosynthetic oxygen evolution 

rate were correlated positively with nitrogen concentration. Therefore, the nitrogen concentration could control the targeted 

accumulation of total lipids, soluble proteins, polysaccharides, and C20:5 of N. gaditana, while the biomass concentration 

of these substances affected their productivity. In this research, the high active substance productivity of N. gaditana under 

14.9mmol/L nitrogen concentration was due to a high photosynthetic efficiency. 

Key words    Nannochloropsis gaditana;  potassium nitrate concentration;  cellular substance;  photosynthetic 

efficiency 


