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摘　要：以一株新分离的蛋白核小球藻 ＳＨＯＵ１００２（ＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＳＨＯＵ１００２）为试验材料，分别设置
添加葡萄糖、谷氨酸钠和酵母浸出物的３组混合营养组和光合自养组，比较不同营养模式下蛋白核小球藻的
生长及细胞组成的差异。结果表明：在混合营养模式下蛋白核小球藻细胞密度始终显著高于光合自养组。接

种后６ｄ内葡萄糖组的藻细胞密度显著高于谷氨酸钠组和酵母浸出物组；第１０天起，３个混合营养组藻细胞
密度无显著性差异。培养第１２天，谷氨酸钠组和酵母浸出物组的叶绿素 ａ、类胡萝卜素、蛋白和总脂含量显
著高于葡萄糖组，碳水化合物含量则显著低于葡萄糖组。随培养时间的延长，葡萄糖组的饱和脂肪酸（ＳＦＡｓ）
含量不断升高，多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡｓ）含量不断降低，谷氨酸钠组和酵母浸出物组的ＰＵＦＡｓ含量则先降低
后升高，培养第１２天谷氨酸钠组和酵母浸出物组的ＰＵＦＡｓ含量显著高于葡萄糖组。这表明该株蛋白核小球
藻具有混合营养能力且混合营养模式下其生长效能显著提升，混合营养模式下添加酵母浸出物或谷氨酸钠

所培养的藻细胞较添加葡萄糖所培养的藻细胞具有更高的营养价值。

关键词：混合营养；蛋白核小球藻；葡萄糖；谷氨酸钠；酵母浸出物；生长；细胞组成
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　　微藻被认为是当今具有重要开发潜力的生
物资源，可用于高不饱和脂肪酸［１］、虾青素［２］、多

糖［３］等生理活性物质的提取，在化妆品［４］、生物

柴油［５］、生物塑料［６］等领域具有广阔的应用前

景。但多数光合自养型微藻生产过程中单位水

体的生物量较低，生产成本相对较高，其高昂的

生产成本成为微藻商业化生产的主要制约因

子［７］。自然界中也存在部分微藻具有异养或混

合营养的能力，这些微藻在没有光照条件或光照

不足的条件下能利用有机物进行生长，避免光合

自养模式下因高细胞密度导致光照不足显著影

响生长的缺陷，从而能够实现生物量和高附加值

产物的高效增加［８１０］。微藻异养培养常用的有机

物为葡萄糖，小球藻（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｐｒｏｔｏｔｈｅｃｏｉｄｅｓ）［１１］、
斜生栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｏｂｌｉｑｕｕｓ）［１２］、纤细裸藻
（Ｅｕｇｌｅｎａｇｒａｃｉｌｉｓ）［１２］、平滑菱形藻 （Ｎｉｔｚｓｃｈｉａ
ｌａｅｖｉｓ）［１３］、尖胞栅藻（Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓａｃｕｍｉｎａｔｕｓ）［１４］

和三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）［１５］等
微藻均已证实能够利用葡萄糖作为有机碳源实

现高效异养或混合营养。此外，三角褐指藻也被

证实能够以甘油［１２］、甘露醇［１６］为有机碳源实现

高效生长，乙酸盐也可作为碳源促进微绿球藻

（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｏｃｕｌａｔａ）的生长和油脂积累［１７］，

海原甲藻（Ｐｒｏｒｏｃｅｎｔｒｕｍｄｏｎｇｈａｉｅｎｓｅ）和球形棕囊
藻（Ｐｈａｅｏｅｃｙｓｔｉｓｇｌｏｂｏｓａ）则可以利用丙氨酸、谷氨
酸等多种游离氨基酸快速生长［１８］。在细菌等异

养微生物的培养中，酵母提取物是最常用的异养

培养基成分。然而，有关利用酵母提取物开展微

藻异养或混合营养培养尚未见报道。

另一方面，微藻的细胞营养组成及代谢产物

与其营养方式、培养基营养物质形态等因素密切

相关。刘晓娟等［１９］对三角褐指藻，王星宇等［２０］

对球等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ）的研究均表明
混合营养不利于蛋白的积累，但混合营养显著提
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升了三角褐指藻总脂和碳水化合物含量，降低了

球等鞭金藻ＰＵＦＡｓ含量。黄旭雄等［２１］则指出相

较于脲，以硝酸钠为氮源可显著提高微绿球藻的

ＰＵＦＡｓ含量。王玉萍等［２２］以葡萄糖为碳源培养

铜绿微囊藻（Ｍｉｃｒｏｃｙｓｔｉｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ），其总可溶性
蛋白含量比 Ｎａ２ＣＯ３培养的铜绿微囊藻提高了
９３．６０％。然而，在混合营养条件下，不同类型有
机物能在多大程度上影响微藻的代谢途径并改

变其细胞营养组成仍有待进一步探究。

本研究以一株具有混合营养能力的蛋白核

小球藻ＳＨＯＵ１００２为材料，以光合自养模式为对
照，探究３种不同有机物（葡萄糖、谷氨酸钠、酵
母浸出物）对混合营养模式下蛋白核小球藻的生

长性能及细胞营养组成的影响，为后续进一步探

究该株蛋白核小球藻的代谢途径积累数据。

１　材料与方法

１．１　微藻培养
实验藻株分离自上海祥欣东滩种猪场污水

水样，保种于上海海洋大学藻种室，经形态学和

ＩＴＳ序列比对，鉴定为蛋白核小球藻，命名为蛋白
核小球藻 ＳＨＯＵ１００２（Ｃ．ｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＳＨＯＵ
１００２）。共设置４个实验组（表１）、１个光合自养
组、３个混合营养组，按 Ｄ组（酵母浸出物）的 Ｃ、
Ｎ、Ｐ质量浓度（Ｃ：４６４．７３ｍｇ／Ｌ，Ｎ：１２３．０４ｍｇ／
Ｌ，Ｐ：１８．３０ｍｇ／Ｌ）换算Ａ组、Ｂ组和Ｃ组中各物
质的用量，Ｎ源和 Ｐ源分别选用 ＮＨ４Ｃｌ和
ＮａＨ２ＰＯ４，同时按ｆ／２配方

［２３］向各组补充微量元

素，每组３个平行。培养基及营养盐母液经１２１
℃高温灭菌 ２０ｍｉｎ后用于试验。藻种离心
（４０２５×ｇ，３ｍｉｎ，４℃）去上清，无菌水清洗两
遍后将藻泥接种到内含２．５Ｌ无菌培养基的３Ｌ
三角烧瓶中，根据混合培养预实验筛选的接种密

度，设定为３００×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，接种后实测密度为
２９６×１０４ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。在光照培养箱中培养，光周
期２４∶０（Ｌ∶Ｄ），温度２８℃，光照强度 ７０μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ），静置培养，每天定时摇瓶３次，隔天取
样测藻细胞密度和脂肪酸组成，试验进行１２ｄ。
第１２天取样测干质量、色素、蛋白质、碳水化合
物和总脂肪。

表１　各实验组培养液组分
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

培养基质 Ｃｕｌｔｕｒｅｓｕｂｓｔｒａｔｅ
组别 Ｇｒｏｕｐｓ

Ａ Ｂ Ｃ Ｄ
酵母浸出物 Ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ／ｍｇ ０ ０ ０ ３７５０
葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ／ｍｇ ０ ２９０５ ０ ０
谷氨酸钠 Ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅ／ｍｇ ０ ０ ３２７２．５ ０
氯化铵 ＮＨ４Ｃｌ／ｍｇ １１７５ １１７５ １４３．６ ０
磷酸二氢钠 ＮａＨ２ＰＯ４／ｍｇ １８７．１ １８７．１ １８７．１ ０
ｆ／２微量元素溶液Ｔｒａｃｅｍｅｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ／ｍＬ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５
水 Ｈ２Ｏ／Ｌ ２．５ ２．５ ２．５ ２．５
注：酵母浸出物的Ｃ、Ｎ、Ｐ含量分别为３０９．８２、８２．０２、１２．２０ｍｇ／ｇ湿样。
Ｎｏｔｅｓ：ＴｈｅＣ，Ｎ，Ｐｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔａｒｅ３０９．８２，８２．０２ａｎｄ１２．２０ｍｇ／ｇ．

１．２　酵母浸出物Ｃ、Ｎ、Ｐ含量的测定
Ｃ、Ｎ采用德国 ＥｌｅｍｅｎｔａｒｖａｒｉｏＭＡＸＣＮＳ常

量元素分析仪测定，总 Ｐ采用钼酸铵分光光度法
（ＧＢ１１８９３—１９８９）测定［２４］。

１．３　生长性能测定
每天定时取样，鲁戈氏碘液固定后采用血球

计数板法测定藻细胞密度，并计算其相对生长率

μ：
μ＝（ｌｎＮｔ－ｌｎＮ０）／ｔ （１）

式中：Ｎ０为培养初始藻细胞密度；Ｎｔ为经过 ｔ时
间后培养液中的藻细胞密度；ｔ为培养时间。

每组取４０ｍＬ藻液经预先恒重过的０．４５μｍ

微孔滤膜抽滤，置于鼓风干燥箱中１０５℃烘至恒
重，计算生物量干重Ｂ：

Ｂ＝（Ｗ１－Ｗ０）／Ｖ （２）
式中：Ｗ０为预恒重过的０．４５μｍ微孔滤膜的质
量，ｇ；Ｗ１为恒重过后０．４５μｍ微孔滤膜和抽滤
下来的藻泥的总质量，ｇ；Ｖ为抽滤的藻液体积，Ｌ。
１．４　色素、总糖、蛋白、总脂和脂肪酸的测定

采用分光光度法测定藻细胞色素含量［２５］。

采用苯酚硫酸法测定总糖含量［２６］。采用福林酚

测定蛋白质含量［２７］。采用氯仿∶甲醇（体积比为
２∶１）法测定总脂肪含量［２８］。

采用直接甲酯化法测定脂肪酸组成［２９］。取

９１３
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一定体积藻液４℃离心（２５６９×ｇ，３ｍｉｎ）获得藻
泥（５０～１００ｍｇ），将藻泥转入带硅胶衬里螺旋帽
的１５ｍＬ棕色螺纹口顶空瓶中，加２ｍＬ甲醇钠
（ＮａＯＭｅ，０．５ｍｏｌ／Ｌ），置于超声波清洗机中 ８０
℃水浴混匀２０ｍｉｎ，冷却至室温后，加２ｍＬＢＦ３
甲醇溶液，再置于超声波清洗机中８０℃水浴混
匀２０ｍｉｎ，冷却至室温后，加８００μＬ去离子水和
１２００μＬ正己烷，旋涡混匀后，１６４４×ｇ离心 ３
ｍｉｎ，将上层含有脂肪酸甲酯的正己烷层经０．２２
μｍ针式滤器过滤至 ２ｍＬ进样瓶中，于 ＧＣＭＳ
上检测脂肪酸含量。参照 ＷＥＩ等［３０］的方法设置

检测的色谱条件，具体如下：载气为高纯度氮，流

量为１．９ｍＬ／ｍｉｎ；毛细管柱为 ３０．０ｍｍ×０．３２
ｍｍ×０．２５μｍ（温度上限为 ３２５℃），型号为
Ｏｍｅｇａｗａｘ３２０；柱温采用程序升温的方式：起始温
度６０℃，以５０℃／ｍｉｎ的速度提至１７０℃，再以
２．０℃／ｍｉｎ的速度提至２３０℃，保持１ｍｉｎ，然后
以１．０℃／ｍｉｎ的速度提至２４０℃，保持１ｍｉｎ，分
析时间共计４６．２ｍｉｎ。氢气流量为３０ｍＬ／ｍｉｎ，
空气流量为３００ｍＬ／ｍｉｎ；ＦＩＤ检测器进样口温度
２６０℃；进样量２μＬ，分流比为１０∶１，压力为６０
ｋＰａ。根据混合脂肪酸及单一脂肪酸标准品的分
析图谱和保留时间对样品脂肪酸进行定性。利

用峰面积归一化法确定各脂肪酸的相对百分含量。

１．５　数据统计
试验结果以平均值 ±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）表

示。数据采用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２６软件进行单
因子方差分析（ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），并用 Ｄｕｎｃａｎ
氏检验进行多重比较，Ｐ＜０．０５表示差异显著。

２　结果

２．１　不同营养模式及有机物对蛋白核小球藻
ＳＨＯＵ１００２生长的影响

蛋白核小球藻ＳＨＯＵ１００２的生长性能在混

合营养模式下显著优于光合自养模式（图１）。接
种后前６ｄ，混合营养葡萄糖（Ｂ）组藻细胞密度显
著高于混合营养谷氨酸钠（Ｃ）组和混合营养酵母
提取物（Ｄ）组（Ｐ＜０．０５），接种１０ｄ后，Ｂ组、Ｃ
组和 Ｄ组的藻细胞密度无显著性差异（Ｐ＞
０．０５）。整个培养过程中，Ｃ组和 Ｄ组的生长趋
势一致。混合营养组（Ｂ、Ｃ和 Ｄ组）的生物量显
著高光合自养组（Ａ），培养第１２天，Ｂ组、Ｃ组和
Ｄ组之间生物量无显著性差异（Ｐ＞０．０５），但均
显著高于Ａ组（Ｐ＜０．０５），其相对生长率较 Ａ组
分别提高了２４５％、２５４％和２４２％（表２）。

同一时间节点上的不同字母表示同一时间点各试验组差异显

著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｏｎｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅｎｏｄｅｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ａｍｏｎｇｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０５）．

图１　不同营养模式及有机物对蛋白核小球藻
ＳＨＯＵ１００２生长曲线的影响

Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｓｏｆＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ
ＳＨＯＵ１００２ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｏｐｈｉｃｍｏｄｅｓ
ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ

表２　第１２天不同营养模式及有机物对蛋白核小球藻ＳＨＯＵ１００２生长特性的影响
Ｔａｂ．２　ＧｒｏｗｔｈｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＳＨＯＵ１００２ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｏｐｈｉｃｍｏｄｅｓ

ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｎｔｈｅ１２ｔｈｄａｙ

组别 Ｇｒｏｕｐｓ Ａ Ｂ Ｃ Ｄ

相对生长率 Ｒｅｌａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ ０．０５４±０．０１３ｂ ０．１４７±０．００５ａ ０．１４９±０．００３ａ ０．１４５±０．００３ａ

生物量干质量 Ｂｉｏｍａｓｓ／（ｍｇ／Ｌ） ０．１６５±０．０１１ｂ ０．８５６±０．０３０ａ ０．８０９±０．０２４ａ ０．８５５±０．０２８ａ

注：同行数据含有不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｎｏｔｅｓ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．
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２．２　不同营养模式及有机物对蛋白核小球藻
ＳＨＯＵ１００２胞内产物的影响

营养模式及混合营养有机物对蛋白核小球

藻ＳＨＯＵ１００２的胞内产物有巨大影响。细胞叶
绿素ａ和类胡萝卜素含量Ｃ组和Ｄ组＞Ａ组＞Ｂ
组，叶绿素 ｂ含量 Ｂ组 ＞Ａ组、Ｃ组和 Ｄ组（图
２）。Ｄ组的叶绿素 ａ和类胡萝卜素含量最高
（１．５４％，０．４９％），分别是 Ｂ组的 １４．８９倍和
３５．７８倍。细胞蛋白质含量Ｃ组和 Ｄ组 ＞Ａ组 ＞
Ｂ组，总脂肪含量 Ａ组、Ｃ组和 Ｄ组 ＞Ｂ组，碳水
化合物含量 Ｂ组 ＞Ａ组 ＞Ｃ组和 Ｄ组。Ｄ组的
蛋白质含量最高（５１．４１％），较最低组 Ｂ组
（２９．５１％）提升了７４．２０％；Ｂ组的总脂肪含量最
低（５．９１％），较最高组 Ｃ组（２０．０９％）降低了
７０．６０％；而碳水化合物含量则是 Ｄ组最低
（１１．４１％），较最高组 Ｂ组（４５．７３％）降低了
７５．０４％（图３）。经鲁哥氏碘液固定后，Ｂ组藻细
胞呈明显的深褐色（图版）。

不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图２　第１２ｄ不同营养模式及有机物下
蛋白核小球藻ＳＨＯＵ１００２色素含量

Ｆｉｇ．２　ＰｉｇｍｅｎｔｃｏｎｔｅｎｔｏｆＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａ
ＳＨＯＵ１００２ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｏｐｈｉｃｍｏｄｅｓ
ａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｃ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｎｔｈｅ１２ｔｈｄａｙ

　　营养模式和有机物对蛋白核小球藻 ＳＨＯＵ
１００２脂肪酸组成有显著影响。蛋白核小球藻

ＳＨＯＵ１００２的主要脂肪酸为１６Ｃ和１８Ｃ脂肪酸，
占总脂肪酸９９％以上。培养第１２天，细胞中饱
和脂肪酸（ＳＦＡｓ）含量Ｂ组＞Ａ组＞Ｃ组和Ｄ组，
Ｂ组较Ａ组提高了７４．８２％，Ｃ组和 Ｄ组较 Ａ组
分别降低了 ３０．０３％和 ３５．６８％。各处理组
Ｃ１４∶０，Ｃ１６∶０，Ｃ１８∶０的变化规律和ＳＦＡｓ一致。
多不饱和脂肪酸（ＰＵＦＡｓ）含量 Ｃ组和 Ｄ组 ＞
Ａ组＞Ｂ组，Ｃ组和Ｄ组较Ａ组分别升高了１０．２７％
和１４．１６％，Ｂ组较Ａ组降低了３０．７０％。培养过
程中，Ａ组和 Ｂ组的 ＳＦＡｓ含量随培养时间的延
长不断升高，且 Ｂ组较 Ａ组增幅更大，Ｃ组和 Ｄ
组则相对平稳。接种后前２ｄ混合营养组（Ｂ、Ｃ
和Ｄ组）的单不饱和脂肪酸（ＭＵＦＡｓ）含量迅速升
高，之后迅速下降，接种６ｄ后维持在相对稳定的
水平；Ａ组的 ＭＵＦＡｓ前６ｄ则相对稳定，之后缓
慢提升。接种后前２ｄ混合营养 Ｃ组和 Ｄ组的
ＰＵＦＡｓ含量迅速降低，之后迅速升高；接种 ６ｄ
后，Ｃ组和Ｄ组的 ＰＵＦＡｓ含量等于或高于 Ａ组，
Ｂ组的ＰＵＦＡｓ含量则随培养时间的延长不断降
低，且始终低于Ａ组（图４）。

不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）．

图３　第１２天不同营养模式及有机物下蛋白核小球
藻ＳＨＯＵ１００２蛋白质、碳水化合物和总脂肪含量
Ｆｉｇ．３　Ｐｒｏｔｅｉｎ，ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅａｎｄｌｉｐｉｄｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＳＨＯＵ１００２ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｒｏｐｈｉｃｍｏｄｅｓａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｏｒｇａｎｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｓｏｎｔｈｅ１２ｔｈｄａｙ
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１．光合自养组；２．混合营养组（葡萄糖）；３．混合营养组（谷氨酸钠）；４．混合营养组（酵母浸出物）。
１．Ｐｈｏｔｏｔｒｏｐｈｉｃ；２Ｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃ（ｇｌｕｃｏｓｅ）；３Ｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃ（ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅ）；４Ｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃ（ｙｅａｓｔｅｘｔｒａｃｔ）．

图版　第１２天不同营养模式及有机物下蛋白核小球藻ＳＨＯＵ１００２经鲁哥氏碘液固定后４０倍镜下照片
Ｐｌａｔｅ　ＰｈｏｔｏｓｏｆＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＳＨＯＵ１００２ｆｉｘｅｄｗｉｔｈＬｕｇｏｌ’ｓｉｏｄｉｎｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｕｎｄｅｒ４０×ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｔｈｅ１２ｔｈｄａｙ

３　讨论

３．１　葡萄糖、谷氨酸钠和酵母浸出物对蛋白核
小球藻ＳＨＯＵ１００２生长的影响

混合营养模式下，微藻既可以利用光能又可

以利用有机物，是光合自养和化能异养的结合

体［８］。混合营养模式下通常有最高的生物量。

葡萄糖是微藻混合营养生长最常用的有机碳源，

小球藻能够利用葡萄糖进行异养或混合营养生

长。本研究中，３组混合营养蛋白核小球藻
ＳＨＯＵ１００２的生物量均高于光合自养组，与前人
的研究结果一致（表３）。在接种６ｄ后添加不同
有机物的混合营养组间生物量无显著差异，表明

单一的酵母浸出物或者补充了 Ｎ源与 Ｐ源的谷
氨酸钠均可作为该株蛋白核小球藻的混合营养

培养基并表现出很好的促生长效果。

微藻对于利用何种有机碳以及利用的程度

具有偏爱性。彭文琴［１２］指出葡萄糖是斜生栅藻

（Ｓ．ｏｂｌｉｑｕｕｓ）和纤细裸藻（Ｅ．ｇｒａｃｉｌｉｓ）生长的最佳
碳源，而甘油是三角褐指藻生长的最佳碳源。

ＧＲＩＦＦＩＴＨＳ等［３１］指出相较于糖醇、有机酸等底

物，普通小球藻（Ｃ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）以葡萄糖为底物可获
得更高的生长速率。前６ｄ，葡萄糖组的藻细胞
密度显著高于谷氨酸钠组和酵母浸出物组，这可

能是因为相较于谷氨酸钠或者酵母浸出物，葡萄

糖进入细胞后可直接被吸收利用生成葡萄糖６
磷酸参与到藻细胞后续各项生命活动中［４］，因而

更受该株蛋白核小球藻的偏爱，藻细胞生长也就

更加迅速。
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图４　不同营养模式及有机物下蛋白核小球藻ＳＨＯＵ１００２主要脂肪酸组成变化
Ｆｉｇ．４　ＶａｒｉａｔｉｏｎｓｏｎｍａｉｎｆａｔｔｙａｃｉｄｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎＣｈｌｏｒｅｌｌａｐｙｒｅｎｏｉｄｏｓａＳＨＯＵ１００２
ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｏｐｈｉｃｍｏｄｅｓａｎｄｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｇａｎｉｃｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ
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表３　不同微藻在自养、混合营养和异养下的生物量
Ｔａｂ．３　Ｂｉｏｍａｓｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｉｃｒｏａｌｇａｅｕｎｄｅｒａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ，ｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃａｎｄｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

微藻 Ｍｉｃｒｏａｌｇａｅ
生物量 Ｂｉｏｍａｓｓ

自养Ａｕｔｏｔｒｏｐｈｉｃ 混合营养 Ｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃ 异养Ｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃ
文献来源 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

单针藻 Ｍｏｎｏｒａｐｈｉｄｉｕｍｓｐ．ＦＸＹ１０ － ０．３１ｇ／（Ｌ·ｄ） ０．３７ｇ／（Ｌ·ｄ） 车绕琼等［３２］

湛江等鞭金藻 Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｚｈａｎｊｉａｎｇｅｎｓｉｓ １．７６ｇ／Ｌ ２．２０ｇ／Ｌ ０．９７ｇ／Ｌ 董学卫等［３３］

普通小球藻 Ｃ．ｖｕｌｇａｒｉｓ ０．３２ｇ／Ｌ １．７０ｇ／Ｌ １．２１ｇ／Ｌ ＬＩＡＮＧ等［３４］

发菜 Ｎｏｓｔｏｃｆｌａｇｅｌｌｉｆｏｒｍｅ ０．３４ｇ／Ｌ １．６７ｇ／Ｌ ０．７４ｇ／Ｌ ＹＵ等［３５］

钝顶螺旋藻 Ｓｐｉｒｕｌｉｎａｐｌａｔｅｎｓｉｓ １．７７ｇ／Ｌ ２．５２ｇ／Ｌ ０．８３ｇ／Ｌ ＭＡＲＱＵＥＺ等［３６］

三角褐指藻 Ｐ．ｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ ０．４６ｇ／Ｌ ０．７１ｇ／Ｌ － ＬＩＵ等［１５］

栅藻 Ｓｃｅｎｅｄｅｓｍｕｓｓｐ． ０．１２ｇ／Ｌ － ０．５１ｇ／Ｌ ＫＡＭＡＬＡＮＡＴＨＡＮ等［３７］

３．２　葡萄糖、谷氨酸钠和酵母浸出物对蛋白核
小球藻ＳＨＯＵ１００２胞内产物的影响

孔维宝等［３８］指出葡萄糖的添加会抑制光合

色素的生物合成，使藻细胞更偏向异养生长。雷

学青等［３９］也发现叶绿素 ａ和类胡萝卜素含量随
葡萄糖含量的增加而下降，且叶绿素 ａ下降趋势
更明显。本研究中，葡萄糖组叶绿素 ａ和类胡萝
卜素含量最低，与前人的研究结果一致。但葡萄

糖组叶绿素ｂ的含量显著高于其他各实验组，具
体原因有待进一步研究。

不同形态的氮源会对微藻蛋白等含氮代谢

产物产生影响［４０］。通常，浮游植物优先吸收氨

氮，由细胞膜上的铵盐转运蛋白将氨氮由细胞外

转运到细胞内，进入细胞内的铵盐，在谷氨酰氨

合成酶的作用下，通过转氨基作用直接合成氨基

酸，氨基酸再经过细胞代谢合成蛋白质［４１４２］。但

也有例外，如 ＢＥＲＧ等［４３］报道了抑食金球藻

（Ａｕｒｅｏｃｏｃｃｕｓａｎｏｐｈａｇｅｆｆｅｒｅｎｓ）可优先吸收利用有
机氮。本研究中，谷氨酸钠组和酵母浸出物组的

蛋白质含量显著高于葡萄糖组，可能是该株蛋白

核小球藻更加偏爱谷氨酸钠和酵母浸出物中的

有机氮（氨基酸），且相较于葡萄糖组的无机氮

（ＮＨ４Ｃｌ），直接吸收利用有机氮（氨基酸）省去了
从氨氮合成氨基酸的耗能过程，可直接用于蛋白

质的合成，所以用谷氨酸钠和酵母浸出物可以获

得更高的蛋白质含量。

甘油醛３磷酸是微藻中淀粉合成与脂肪合
成共同的前体物质。在淀粉合成途径中，甘油醛
３磷酸首先转化为葡萄糖６磷酸和葡萄糖１磷
酸，再由 ＡＤＰ葡萄糖焦磷酸化酶催化转化成
ＡＤＰ葡萄糖，最后生成淀粉［４４］。在脂肪合成途

径中，甘油醛３磷酸首先通过糖酵解途径生成丙
酮酸，随后被乙酰辅酶Ａ羧化酶催化生成丙二酰

辅酶Ａ，最后反应生成脂肪［４４］。本研究中，接种

后１２ｄ，酵母浸出物组和谷氨酸钠组的总脂肪含
量显著高于葡萄糖组，而碳水化合物含量则是葡

萄糖组显著高于酵母浸出物组和谷氨酸钠组，且

葡萄糖组藻细胞经鲁哥氏碘液染色后呈明显的

深褐色，表明该株蛋白核小球藻在以葡萄糖为培

养底物时，其细胞合成代谢的碳储物质优选淀

粉，因此其碳水化合物含量较高，而以酵母浸出

物或谷氨酸钠为培养底物时，其碳储物质优选为

脂肪，因此其总脂含量较高。这表明培养液中有

机底物会显著改变该株蛋白核小球藻合成代谢

中碳储形式，但不同有机物下蛋白核小球藻

ＳＨＯＵ１００２合成代谢中碳储机制仍有待进一步
探究。

３．３　葡萄糖、谷氨酸钠和酵母浸出物对蛋白核
小球藻ＳＨＯＵ１００２脂肪酸组成的影响

刘晓娟等［１９］发现以葡萄糖、甘油和乙酸钠为

碳源混合营养培养三角褐指藻，其 ＳＦＡｓ和
ＭＵＦＡｓ的百分含量较光合自养条件下增高，而
ＰＵＦＡｓ的百分含量则降低。王星宇等［２０］也指出

以葡萄糖、碳酸氢钠、丙酸钠和乙酸钠为碳源混

合营养培养球等鞭金藻，其 ＭＵＦＡｓ的百分含量
较光合自养条件下增高，而 ＰＵＦＡｓ的百分含量则
降低。这表明混合营养模式下微藻 ＳＦＡｓ或
ＭＵＦＡｓ含量升高，ＰＵＦＡｓ含量降低，但不同的藻
种或不同有机碳源的添加其变化趋势可能不同。

本研究中，混合营养模式下３组有机物培养的蛋
白核小球藻 ＳＨＯＵ１００２的脂肪酸组成变化规律
并不相同。培养１２ｄ时，谷氨酸钠组和酵母浸出
物组的ＰＵＦＡｓ含量分别为７４．３１％和７６．９３％，
显著高于葡萄糖组的４６．７０％。造成微藻 ＰＵＦＡｓ
含量升高的原因主要可分为３类：（１）藻细胞为
提高膜的流动性和渗透性以维持其正常的生理

４２３
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功能而造成的 ＰＵＦＡｓ升高。如赵婷等［４５］发现三

角褐指藻为了应对低温胁迫，增加膜的流动性，

设定１５、２０和 ２５℃等 ３个温度条件，１５℃下
ＰＵＦＡｓ含量最高，而 ２５℃下 ＳＦＡｓ含量最高。
（２）藻细胞中中性脂合成减少，极性脂合成增多，
导致作为极性脂主要成分的 ＰＵＦＡｓ相应升高。
ＷＥＩ等［３０］指出微绿球藻在缺氮条件下会大量积

累甘油三酯（中性脂），相应的极性脂含量降低，

ＰＵＦＡｓ含量也随之降低。（３）藻细胞类囊体数量
及膜面积增加导致的 ＰＵＦＡｓ升高。ＰＵＦＡｓ主要
存在于极性脂中，而极性脂是类囊体膜的主要成

分，藻细胞生长越好，其光和效率越高，对应的类

囊体数量越多，极性脂含量越多，ＰＵＦＡｓ含量越
高［４６］。本研究中，谷氨酸钠组和酵母浸出物组的

叶绿素ａ含量显著高于葡萄糖组，推测可能是以
谷氨酸钠和酵母浸出物为有机物培养蛋白核小

球藻ＳＨＯＵ１００２时，其类囊体数量较葡萄糖组增
多，表面积增大，相应的ＰＵＦＡｓ含量升高。

综上所述，蛋白核小球藻ＳＨＯＵ１００２在混合
营养模式下的生物量显著高于光合自养模式，以

单一的酵母浸出物或补充 Ｎ源与 Ｐ源的谷氨酸
钠为有机物培养该株蛋白核小球藻，可以获得和

以葡萄糖为有机碳源相同的生物量，且细胞中色

素、蛋白质、总脂肪和 ＰＵＦＡｓ的含量较葡萄糖混
合营养组更高，有效提升了该株蛋白核小球藻的

营养价值。
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