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摘 要：本文研究了 4种不同氮源(硝酸钠、氯化铵、脲和硝酸铵)对紫球藻(..Porphyridium sp.)和蓝隐藻(Chroomonas 
placozdeo)叶绿素荧光参数(PSII最大光能转化效率F\/Fm、相对电子传递效率rETR、光化学淬灭系数qP、非光化学淬灭 

系数NPQ)、细胞密度、干重、胞外多糖和藻胆蛋白含量的影响。研究结果表明，有利于紫球藻和蓝隐藻生长和光合作用的 

最佳氮源是硝酸钠，在此条件下，实验结束时,2种微藻的Fv/Fm、rETR、qP、细胞密度和干重均达到最大值,而氯化铵则对 

其上述参数均有抑制作用％有利于紫球藻分泌胞外多糖和合成藻胆蛋白的最佳氮源分别是氯化铵和硝酸铵，在此条件下， 

该藻胞外多糖和藻胆蛋白含量分别达到干重的29. 0%和17. 5%；有利于蓝隐藻分泌胞外多糖和合成藻胆蛋白的最佳氮源 

分别是脲和硝酸铵，在此条件下，该藻胞外多糖和藻胆蛋白含量分别达到干重的17.5%和18.8%。综合考虑生物量和活 

性物质含量，获取2种微藻胞外多糖的较理想氮源是脲，获取2种微藻藻胆蛋白的较理想氮源是硝酸钠。该结果为2种微 

藻的培养及开发利用提供了理论依据。
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微藻种类繁多，数量庞大，在水域生态系统中扮演 

主要初级生产者的角色J1\由于微藻具有进化多源性 

和遗传多样性，可以产生众多独具特色、结构新颖的次 

级代谢产物其中，胞外多糖是微藻在生长过程中 

向外分泌的胞外产物的主要组成成分囚，具有许多特 

殊的理化性质和生物活性囚。藻胆蛋白属于捕光色素 

蛋白,不仅在光合作用中起到吸收和传递能量的作用， 

而且还能在氮源缺乏的情况下作为储存蛋白供微藻继 

续生存刀。目前，国内外研究发现微藻胞外多糖和藻 

胆蛋白具有许多重要的药用价值其含量变化很大 

程度上与微藻种类及培养条件有关 %

氮是四大基本元素之一，为细胞进行能量代谢和 

物质代谢等重要生命活动所必需,大多数微藻主要 

利用硝态氮、铵态氮和有机氮等形式*0+。近年来，已有 

学者进行了氮源对微藻生长、胞外多糖及藻胆蛋白含 

量影响方面的研究*417 %尤珊等J4研究发现以尿素和 

硝酸钠为氮源时均有利于钝顶螺旋藻(piulina pa 
*n?)的生长，但藻细胞对硝酸钠的利用率更高,陈新美 

等*5+则发现用适宜质量浓度的尿素代替硝酸钠为氮源 

培养钝顶螺旋藻时,既可以加快细胞生长又利于增加其 

藻胆蛋白含量。李战的实验结果表明,铵盐对淡色紫 

球藻(Porphyridium purpureum 806)和血色紫球藻 

(^Porphyridium cunum)分泌胞外多糖有促进作用,史 

磊的实验结果则表明，铵盐对紫球藻分泌胞外多糖无 

促进作用。上述研究结果表明，氮源对微藻生长、胞外多 

糖及藻胆蛋白含量的影响与微藻种类及培养条件有关, 

即使对同一种微藻的研究,不同学者也得出了不同的结 

论，因此需要进一步研究。

紫球藻(Porphyridium sp.)是一种单细胞红藻, 

内有一大而呈星形的色素体，贮存着大量藻胆蛋白*2+ , 

一般进入生长稳定期后,紫球藻会在细胞膜外层分泌胞 

外多糖形成粘质鞘%蓝隐藻(Choomonas placoidea ) 
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是隐藻门（Cryptophyta）中的一种运动微藻,藻细胞内 

只含有一种藻胆蛋白*5+。目前，仅见李战*6+和史磊 

有关氮源对紫球藻胞外多糖含量影响的报道以及肖华山 

等*8+有关氮源对紫球藻藻胆蛋白含量影响的报道，还未 

见氮源对蓝隐藻生长、胞外多糖及藻胆蛋白含量影响的 

报道。本文以紫球藻和蓝隐藻为研究对象，比较分析了 

不同氮源对2种微藻的生长、叶绿素荧光参数、胞外多糖 

和藻胆蛋白含量的影响,以期为2种微藻的培养及开发 

利用提供重要的理论依据。

1材料与方法

1.1藻种来源

实验所用藻种均取自中国海洋大学微藻种质库, 

分别为紫球藻（Porphyridium sp., MACC/A165）和蓝 

隐藻（Chroomonas placoidea ,MACC/T11）。

12实验设计

以f/2培养基*6+为基础,选取硝酸钠、氯化铵、脲 

和硝酸铵4种氮源，实验浓度分别为74 8,47. 0,26. 4 
和35. 2 mg/L,每种氮源的氮浓度均与f/2培养基的氮 

浓度（12.3 mg/L）相同,每种氮源设置3个平行。定时 

（次/2 d）定量（5 mL/次）取样测定叶绿素荧光参数和 

细胞密度,培养结束后测定微藻干重、胞外多糖和藻胆 

蛋白含量。

1-3培养条件

2种微藻均在500 mL三角烧瓶中进行培养，紫球 

藻初始接种密度为1 86X105个/mL,蓝隐藻初始接种 

密度为1.29X105个/mL。温度（23 + 1） C,盐度32, 
光照周期18L : 6D,光照强度60 #mo1 • m-2 • s—1,连 

续充气培养，培养周期10 d。

1.4测定方法

按Liang等*门方法测定叶绿素荧光参数 Fv/Fm 

（光系统II最大光能转化效率）'ETR（相对电子传递 

效率）、q：P（光化学淬灭系数）和NPQ（非光化学淬灭系 

数），紫球藻和蓝隐藻的细胞密度分别通过标准曲线法 

和血球计数板法进行测定，干重分别通过标准曲线法 

和冷冻干燥法进行测定,胞外多糖和藻胆蛋白含量分 

别用苯酚硫酸法*8+和蛋白试剂盒进行测定。

1.5数据处理

用Origin&5软件绘制图形，用SPSS19.0软件对 

数据进行单因子方差分析和多重比较,P<0. 05表示 

差异显著。

2结果与分析

2.1不同氮源对紫球藻叶绿素荧光参数的影响

图1A〜D反映了不同氮源对紫球藻叶绿素荧光 

参数的影响。由图1可以看出，在整个培养周期内，不 
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图1不同氮源对紫球藻叶绿素荧光参数的影响

Fig.1 Ef ects of dif erent nitrogen sources on the chlorophylfluorescence parameters ofPorphyridium sp.
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同氮源处理组的Bv/Bm'ETR和qP值总体呈下降趋 

势。第2〜4天，氯化铵处理组的Fv/Fm值最大，但第 

6〜10天该值迅速下降，第8〜10天硝酸钠处理组的 

Fv/Fm值显著高于其他处理组。第8〜10天，硝酸钠 

处理组的rETR值最大，氯化铵处理组的rETR值最 

小。从第2天开始，4种氮源对紫球藻的qP值均有显 

著影响（P<0. 05）,第8〜10天，硝酸钠处理组的qP值 

显著高于其他各组，氯化铵处理组的qP值显著低于其 

他各组。实验结束时,氯化铵处理组的上述3个荧光 

参数均显著低于其他3组。氮源对紫球藻NPQ值的 

影响随着培养时间的不同而变化，第0〜4天,各氮源 

处理组的NPQ值无显著差异（P〉0. 05），第4〜10天， 

氯化铵和脲处理组的NPQ值整体处于上升趋势，2个 

硝酸盐处理组的NPQ值在第6天达到最大值后持续 

下降，第8〜10天,氯化铵和脲处理组的NPQ值显著 

高于2个硝酸盐处理组。

2.2不同氮源对紫球藻细胞密度、干重、胞外多糖和藻

胆蛋白含量的影响

不同氮源对紫球藻细胞密度、干重、胞外多糖和藻 

胆蛋白含量的影响见图2A〜D。从图2中可以得出，4 
个氮源处理组紫球藻的细胞密度在实验周期内一直呈 

上升趋势。多重比较结果显示，实验结束时硝酸钠处理 

组的细胞密度最高（6.13X106个/mL）,氯化铵处理组的 

最终细胞密度最低4 95X0个/mL），且2个处理组均 

与硝酸铵和脲处理组差异显著（P'0.05）。不同氮源对 

细胞干重和藻胆蛋白含量的影响规律相似:硝酸钠处理 

组的干重最高（1-4 g/L）,氯化铵处理组的干重最低 

（0. 8 g/L）；2个硝酸盐处理组的藻胆蛋白含量差异不 

显著（P〉0. 05），但均显著高于氯化铵处理组，其中，硝 

酸铵处理组的藻胆蛋白含量最大，占干重的17. 5%% 

该藻胞外多糖含量随不同氮源的变化趋势与藻胆蛋白 

相反，以氯化铵为氮源时，紫球藻胞外多糖含量最高 

（占干重的29. 0%），显著高于2个硝酸盐处理组，但与 

脲处理组差异不显著（P〉0. 05）。

硝酸钠 氯化钱 腺 硝酸钱
NaNO, NH4C1 H2NCONH2 NH4NO3

硝酸钠 氯化钱 B 硝酸钱
NaNO, NH4C1 H2NCONH2 NH4NO3

氮源 氮源
Nitrogen source Nitrogen source

(abc表示方差分析差异程度,相同字母表明处理组间差异不显著(0〉0.05)；不同字母表明处理组间差异显著(0VO. 05) % abc indicates variance analy- 

sDsDnthedDferencedegree，thesameletersDndDcatesnosDgnfcantdDferencefromeachother(0%0.05)(ThedDferentletersDndDcatesasDgnfcant 
difference from each other (0VO. 05).)

图2不同氮源对紫球藻细胞密度、干重、胞外多糖和藻胆蛋白含量的影响

Fig.2 Efectsofdiferentnitrogensourcesontheceldensity，dryweight，
exopolysaccharide and phycobiliprotein contents of Porphyri,dium sp.
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2.3不同氮源对蓝隐藻叶绿素荧光参数的影响

蓝隐藻在不同氮源培养条件下叶绿素荧光参数的 

变化趋势见图3A〜D。如图3所示，在整个培养周期 

中,各个氮源处理组的叶绿素荧光参数F）Fm'ETR 
和qP值变化规律相似，除氯化铵处理组的rETR值以 

外，其他处理组的上述参数均在第2天达到最大值后 

持续下降。多重比较结果显示，第6〜10天，硝酸钠处 

理组的F）Fm值显著高于其他处理组,氯化铵处理组 

的F）Fm值则显著低于其他处理组。第4〜10天，硝 

酸钠处理组的rETR值最大，氯化铵处理组的rETR值 

最小。从第4天开始，不同氮源对蓝隐藻的qP值均有 

显著影响（PV0. 05"并且氯化铵处理组的qP值均显 

著低于其他处理组,实验结束时硝酸钠处理组的qP值 

显著高于其他处理组。不同氮源对蓝隐藻NPQ值的 

影响与其他参数不同，第2〜10天，氯化铵处理组的 

NPQ值最大，且第8〜10天，氯化铵处理组的NPQ值 

显著大于其他3个处理组。

0.25-

0.10-

培养天数Days

图3不同氮源对蓝隐藻叶绿素荧光参数的影响

Fig. 3 Effects of different nitrogen sources on the chlorophyll fluorescence parameters of CD placoidea

培养天数Days

0.20-

0.15-

2.4不同氮源对蓝隐藻细胞密度、干重、胞外多糖和藻 

胆蛋白含量的影响

图4A〜D表示蓝隐藻在不同氮源培养条件下其 

细胞密度、干重、胞外多糖和藻胆蛋白含量的变化趋 

势。由图4可知4个处理组的细胞密度在整个实验周 

期内均呈上升趋势，多重比较结果显示，第6〜10天氯化 

铵处理组的细胞密度显著低于其他处理组。实验结束 

时，硝酸钠处理组的细胞密度最高9 2X105个/mL"与 

硝酸铵处理组无显著差异（P〉0. 05"氯化铵处理组的 

细胞密度最低（5.2X105个/mL"单因子方差分析结 

果表明，不同氮源对蓝隐藻的干重、胞外多糖和藻胆蛋 

白含量的影响差异显著（PV0.05"多重比较结果显 

示，硝酸钠处理组的干重最高！• 72 g/L"显著高于其 

他3个处理组，氯化铵处理组的干重最低（0・52 g/L） $ 

显著低于其他3个处理组。脲和氯化铵处理组的胞外 

多糖含量显著高于硝酸铵和硝酸钠处理组，其中脲处 

理组的胞外多糖含量最高，占干重的17.5%,但与氯化 

铵处理组差异不显著（〉0.05"该藻藻胆蛋白含量 

随不同氮源的变化趋势与胞外多糖相反，硝酸铵和硝 

酸钠处理组的藻胆蛋白含量显著高于脲和氯化铵处理 

组，其中硝酸铵处理组的藻胆蛋白含量最高，占干重的 

18.8%,但与硝酸钠处理组差异不显著（P〉0.05"氯 

化铵处理组的藻胆蛋白含量最低，仅占干重的6. 7%0
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图4不同氮源对蓝隐藻细胞密度、干重、胞外多糖和藻胆蛋白含量的影响

Fig.4 EfectsLfdiferentnitrLgensLurcesLntheceldensity$dryweight$
exopolysaccharide and phycobiliprotein contents of CD placoidea

3 讨论

植物叶绿素荧光的强弱变化可以有效地反映光合 

作用信息*930+,基于此特点叶绿素荧光技术已经获得 

快速发展。Fv/Fm表示光系统II最大光能转化效率, 

反映了环境变化对微藻光合作用的影响，该值在环境 

胁迫条件下会明显下降*-32+ %本实验结果表明，紫球 

藻和蓝隐藻硝酸钠处理组的Fv/Fm值分别在第8〜10 
天和第6〜10天显著大于其他处理组，说明以硝酸钠 

为氮源时，藻细胞可以获得有效氮素，并且促使光系统 

II反应中心增大开放比例，进而提高了光能转换效 

率*3+。这与范丽敏*4+以硝酸钠为氮源培养棕鞭藻 

(Ochrosphaero neopolitana)和球等鞭金藻(Isochrysis 
giana)时,得出其Fv/Fm值均高于氯化铵和尿素处 

理组的结果一致。rETR表示相对电子传递效率*5+， 

实验结束时,2种微藻硝酸钠处理组的rETR值最大, 

而氯化铵处理组的rETR值最小，表明氯化铵作为氮 

源阻碍了藻细胞同化力形成，不利于光合电子传递，导 

致电子传递速率下降*5+。qP表示光化学淬灭,反映了 

光系统II中原初电子受体Qa的还原状态*6+,该值下 

降意味着参与光合作用的电子数目减少，而以热的形 

式耗散的光能逐渐增加%实验结束时,2种微藻硝 

酸钠处理组的qP值均显著高于其他处理组，这说明以 

硝酸钠为氮源时，紫球藻和蓝隐藻的Qa数量最多，即 

电子传递速率最大，保证光合作用可以正常进行％而 

以氯化铵为氮源时，2种微藻的上述3个荧光参数最 

小，且显著低于硝酸钠处理组，可能是在该氮浓度下, 

铵态氮对藻细胞有一定的毒害作用*8+,使得PSII反应 

中心受损，抑制了电子传递过程％ NPQ表示非光化学 

淬灭，将不能及时耗散的光能传递至周围环境中以避 

免对光合机构的破坏是微藻进化过程中自我保护的一 

种体现*6+%第2〜10天,紫球藻和蓝隐藻氯化铵处理 

组的NPQ值均最大，可能以氯化铵为氮源时，铵态氮 

的毒害作用使藻细胞的光合结构受到破坏，不能充分 
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利用光能,光能大量散失使得NPQ值升高,这一结果 

正与前者相吻合。

氮元素以各种存在形式影响浮游植物的生长繁 

殖，在其生命活动中发挥着至关重要的作用李 

战研究5种氮源对紫球藻的生长影响时发现，以硝 

酸盐为氮源时紫球藻的生长率比铵盐高。史磊也发 

现硝酸钠对紫球藻的生长有促进作用，氯化铵则对其 

有抑制作用。本实验结果与上述研究有相似之处，实 

验结束时,紫球藻和蓝隐藻硝酸钠处理组的细胞密度 

和干重最高，可能是因为藻细胞中的硝酸还原酶受到 

了硝酸钠的诱导，进而酶活增强,使藻细胞获得了有效 

氮素*9+,其次是硝酸铵处理组，之所以硝酸铵处理组的 

细胞密度和干重比硝酸钠处理组稍低，可能是因为在 

实验后期藻细胞吸收利用NH+时释放出的H+大量 

累积使培养液pH降低，进而导致了藻细胞的生长条件 

有所下降,使得该组的细胞密度和干重没有硝酸钠组 

高*0+。梁英等*口研究表明尿素有利于三角褐指藻 

(Phaeodactylum tricornutum )的生长，而杜氏盐藻 

(Dunaliella saina)和米氏凯伦藻(Krrenia mikimo- 
02)则在硝酸钠组和尿素组都能获得较好的生长，本实 

验结果与之有所不同。之所以出现这种差异可能与微 

藻种类有关，即微藻对氮源的吸收利用具有种间差异 

性*2+ %因此，选择合适的氮源对于大规模培养微藻来 

说尤为重要。

研究发现，氮源对微藻的胞外多糖和藻胆蛋白含 

量也有显著影响,李战的实验结果表明,铵盐对 

紫球藻分泌胞外多糖有促进作用,而史磊的研究结 

果表明,硝酸钠对紫球藻分泌胞外多糖有促进作用，尿 

素和氯化铵则不起促进作用％我们的实验结果表明， 

紫球藻氯化铵处理组的胞外多糖含量显著高于2个硝 

酸盐处理组，蓝隐藻脲和氯化铵处理组的胞外多糖含 

量显著高于2个硝酸盐处理组,说明氯化铵促进紫球 

藻和蓝隐藻分泌胞外多糖,与李战*6+对紫球藻的研究 

结果一致％但与史磊的研究结果不同，这种差异主 

要与实验藻种、培养基硝酸钠浓度和培养条件有关，史 

磊实验所用紫球藻由其所在单位提供,培养基硝酸 

钠浓度为3.225 g/L,在恒温振荡光照培养箱中培养 

15 d；而本实验所用藻种来自中国海洋大学微藻种质 

库,培养基硝酸钠浓度为74.8 mg/L,连续充气培养 

10 d。但是,以氯化铵为氮源培养2种微藻以获取胞外 

多糖时，藻细胞生长较慢且生物量较低，以脲为氮源 

时,2种微藻的胞外多糖含量与氯化铵处理组无显著差 

异,而且藻细胞生长较好，加之脲的价格实惠，可以降 

低生产成本，综合考虑生物量、胞外多糖含量以及生产 

成本，本文认为通过培养紫球藻和蓝隐藻以获取胞外 

多糖时，脲是较为理想的氮源％肖华山等*8+研究发现 

当培养基中以硝酸钠和硝酸钾为氮源时，紫球藻可以 

合成大量藻胆蛋白，反之则分泌大量胞外多糖％本实 

验也得出了相同的结果，即紫球藻2个硝酸盐处理组 

的藻胆蛋白含量显著高于氯化铵处理组,蓝隐藻2个 

硝酸盐处理组的藻胆蛋白含量显著高于脲和氯化铵处 

理组，说明紫球藻和蓝隐藻以硝酸盐为氮源时可以促 

进藻胆蛋白合成，但会抑制胞外多糖分泌％王长海 

等*口认为当紫球藻培养液中缺乏硝酸盐时，蛋白质合 

成受到抑制,大多数碳化物转化为多糖,因此蛋白质含 

量下降，多糖含量上升,与本实验结果一致％综合考虑 

2种微藻的光合活性、生长、生物量以及藻胆蛋白含量, 

认为硝酸钠是获取2种微藻藻胆蛋白的较理想氮源 ％ 

综上所述,氮源对紫球藻和蓝隐藻的胞外多糖和藻胆 

蛋白含量有显著影响，可以根据所需的活性物质选择 

合适的氮源，以满足对这2种微藻开发利用的需要％

4结语

不同氮源对紫球藻和蓝隐藻的叶绿素荧光参数、 

细胞密度、干重、胞外多糖和藻胆蛋白含量均有显著影 

响。以硝酸钠为氮源有利于2种微藻的生长和光合作 

用，以氯化铵为氮源则抑制2种微藻的生长和光合作 

用;有利于紫球藻分泌胞外多糖和合成藻胆蛋白的最 

佳氮源分别是氯化铵和硝酸铵;有利于蓝隐藻分泌胞 

外多糖和合成藻胆蛋白的最佳氮源分别是脲和硝酸 

铵％综合考虑光合活性、生长、生物量和活性物质含 

量，本文认为， 获取2 种微藻胞外多糖的较理想氮源是 

脲，获取2种微藻藻胆蛋白的较理想氮源是硝酸钠％
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Effects of Nitrogen Sources on Exopolysaccharide and Phycobiliprotein Contents 

of Porphyridium sp. and Chroomonas placoidea

LIANG Ying , HU Nii-Xia1, HUANG Xu-Lin1'2, TIAN Chuan-Yuan1, YAN Yi-Yun1, WANG Shuai3 

(1. The Key Laboratory of Mariculture (Ocean University of China) , Ministry of Education , Qingdao 266003 , China； 
2. Guangdong Haid Group Co. . Ltd. . Guangzhou 511400 , China； 3. The Key Laboratory of Marine Bioactive Substance, the 

FirstInstitute of Oceanography Ministry of NaturalResources Qingdao266061 China)

Abstract: The chlorophyll fluorescence parameters (the maximal photochemical efficiency of PSII (Fv/ 
Fm) therelativeelectrontransportrate (rETR) thephotochemicalquenching (qP) thenon-photo- 
chemicalquenching (NPQ)) theceldensity thedryweighttheexopolysaccharideandphycobilipro- 
tein contents of Prrphyridium sp. and Chroomonas placoidea were investigated when sodium nitrate , 
ammoniumchloride urea and ammonium nitrate were uXed independently aXthe nitrogenXource. The 
reXultXindicatedthattheoptimalnitrogenXourceforthegrowthandphotoXyntheXiXofPorphyridium 
sp. and CD placoidea was sodium nitrate. When sodium nitrate was used as the sole nitrogen source , the 
Fv/Fm rETR qP cel deBsity aBd dry weight of the two microalgae maximized at the eBd of experi- 
meBt.IBcoBtrast theseparametersweresuppressedwheBammoBiumchlorideservedasthesoleBitro- 
geBsource.TheresultsshowedthatthebestBitrogeBsourcesfortheexopolysaccharidesecretioBaBd 
phycobiliprotein synthesis in Prrphyridium sp. were ammonium chloride and ammonium nitrate , re­
spectively , while those in CD placoidea were urea and ammonium nitrate , respectively. When these two 
nirogensourceswereused Phe conPenPs of exopolysaccharide and phycobiliproPein in Porphyridium sp. 
were 29.0% and 17.5% of dry weight while those in CD placoidea were 17.5% and 18.8% , respectively. 
ByconsDderDngcomprehensDvelythebDomassandactvesubstancecontent theDdealntrogensourcefor 
obtaDnDngexopolysacchardefromthetwomDcroalgaewasureawhlethatforphycoblproteDnwassod- 
um n trate. These f ndDngs provDded a theoret cal basDs for the culture and explorat on of two mDcroalgae. 
Keyw"rds: Porphyridium sp.；Chroomonas p@acoidea；n trogen source；chlorophyl fluorescence pa- 

rameters；exopolysaccharDde；phycoblproteDn
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