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摘要：【目的】研究小球藻在自养条件下和以乙酸为碳源的异养、混养条件下 生 长 以 及 光 合 作 用 的 变 化。【方 法】

以小球藻Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ为研究对象，通过测定ＯＤ５５０ 和光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）叶绿素荧光研究其生长情况和

光合作用的变化。【结果】小球藻在初始接种浓度为５×１０６ 个／ｍＬ的条件下，异养和混养的生 长 速 度 显 著 快 于

自养，到达稳定期仅需１．５ｄ，而自养生长需要９ｄ；叶绿素荧光参数自养大于混养，而混养又大于异养，有效光量

子产量混养比自养降低２１．５％，异养比自养降低９８．１％；混养的Ｒｕｂｉｓｃｏ酶基因 ｍＲＮＡ表达量最高，分别是异

养和自养的３．２倍和１．８倍。【结论】小球藻在混养条件下光系统仅受到微弱抑制，生长速度和最高细胞密度均

高于其它营养方式，适合规模化培养。
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０　引言

　　【研究意义】小球藻是一种可进行多种营养方式

的单细胞绿藻，其营养方式主要分为３种：一是利用

光能和ＣＯ２进 行 光 合 自 养 生 长；二 是 在 黑 暗 条 件 下

利用有机碳源和 Ｏ２进行异养生长，类似于微生物的

发酵作用［１－２］；三是在光照条件下利用有机碳源 进 行

混养生长，光合作用和发酵作用同 时 进 行［３－４］。由 于

营养方式多样，生长快，光合效率高，且富含蛋白、脂

肪和多糖等物质，小球藻在光合作用机理研究［５－６］，抗
生 素 与 抗 肿 瘤 等 药 物 的 开 发［７－８］，食 品 和 水 产 饲

料［８－９］，高密度规模化培养与生物柴油炼制［１０－１２］，以及

污水处理［１３－１４］等方面都有应用。【前人研究进展】乙

酸是一种很多种类的微藻都可以利用的碳源，可显著

促进微藻在异养和混养条件下快速生长。早在１９６０
年，Ｐｒｉｎｇｓｈｅｉｍ等［１５］就 报 道 乙 酸 能 引 起 衣 藻 的 不 正

常光合作 用，并 微 弱 地 抑 制 小 球 藻 的 光 合 活 性。接

着，Ｅｐｐｌｅｙ等［１６］在衣藻中发现光合作用产生的ＡＴＰ
和还原力被直接用于同化乙酸。此后，许多学者以衣

藻作为材料对乙酸的效应进行研究。一方面，乙酸抑

制衣藻光反应及其相关过程：减少氧气释放［１７］，抑制

光捕获蛋白的表达［１８］；另一方面，乙酸降低衣藻暗反

应的相关活 性：降 低 碳 酸 酐 酶 活 性［１９］，抑 制Ｒｕｂｉｓｃｏ
酶的表达［２０］和 光 合 固 碳［１７］。【本 研 究 切 入 点】尽 管

在２０世纪６０年代乙酸被成功地应用于研究小球藻

的乙醛酸循环［２１－２３］，但是之后有关此方面的研究报道

很少。随着小球藻规模化生产的开展，需进一步研究

小球藻在乙酸条件下的光合营养机制。【拟解决的关

键问题】以小球藻为材料，研究其在添加乙酸的条件

下，自养、异养和混养条件下的生长变化，以及光合作

用光反应和暗反应的变化，旨在为小球藻的异养和混

养规模化生产提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与培养条件

　　所用小球藻藻种（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ）由 中

国科学院海洋研究所馈赠。细胞培养在光照恒温摇

床中，转速１５０ｒ·ｍｉｎ－１，温度３０℃，由 冷 荧 光 灯 管

提供的光照强度为８０μｍｏｌ·ｍ－２·ｓ－１，光暗比１２
ｈ∶１２ｈ。自养（ＡＴ）培养采用ＢＢＭ 培养基［２４］，异养

（ＨＴ）和混养（ＭＴ）培养则采用ＢＢＭ 培养基加上３０
ｍｍｏｌ／Ｌ的乙酸钠，初始接种浓度为５×１０６ 个／ｍＬ，

其中异养培养瓶以黑色塑料布包裹避光，每种处理均

重复３次。

１．２　细胞生长的测定

　　微藻的生长通过在紫外分光光度计上（Ｓｈｉｍａｄ－
ｚｕ　ＵＶ－１８００，日本）测 量５５０ｎｍ处 吸 光 度 的 变 化 来

反映。同时用血球计数板进行细胞计数，得到细胞个

数与ＯＤ５５０ 的标准曲线，根据ＯＤ５５０ 值就可以转换出

每毫升细胞数。自养培养每天取样一次，异养和混养

培养每隔半天取样一次。

１．３　光系统Ⅱ（ＰＳⅡ）叶绿素荧光的测定

　　使用具 有 调 制 荧 光 技 术 的Ｉｍａｇｉｎｇ－ＰＡＭ 系 统

（Ｈｅｉｎｚ　Ｗａｌｚ，德国）测量ＰＳⅡ的原位叶绿素荧光，该
系统 连 接 到 一 台 安 装 有 视 窗 软 件 的ＰＣ获 取 数 据。
使用慢速动力学程序自动诱导叶绿素荧光。分别取

自养、异养和混养条件下对数生长期中期的藻液，首

先暗适应１５ｍｉｎ，然后使用饱和脉冲激发藻液，立即

测量最小（Ｆ０）和最大（Ｆｍ）荧光值，计算出ＰＳⅡ的

最大光化学 量 子 产 量（Ｆｖ／Ｆｍ）。 然 后，光 化 光 被 打

开，藻 液 开 始 光 合 作 用，光 照 样 品 的 最 大 荧 光 值

（Ｆｍ′）被 记 录。ＰＳⅡ的 有 效 光 化 学 量 子 产 量Ｙ
（Ⅱ）、相对电子传递速率ｒＥＴＲ，非光化学淬灭ＮＰＱ
按照下列公式计算：

　　Ｙ（Ⅱ）＝ （Ｆｍ′－Ｆ）／Ｆｍ′， （１）

　　ｒＥＴＲ＝Ｙ（Ⅱ）·ＰＡＲ·０．８４·０．５， （２）

　　ＮＰＱ＝（Ｆｍ－Ｆｍ′）／Ｆｍ′。 （３）

　　其 中，ＰＡＲ是 光 合 有 效 辐 射，０．８４是 植 物 的 经

验性吸光系数，０．５是假设植物吸收的光能被两个光

系统均分。

１．４　Ｒｕｂｉｓｃｏ酶ｍＲＮＡ表达量的测定

　　分别取自养、异养和混养条件下对数生长期中期

的藻液，离心收集后采用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，并反

转录为ｃＤＮＡ。使用定量ＰＣＲ，设计引物扩增Ｒｕｂｉ－
６１１ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２３Ｎｏ．２，Ａｐｒｉｌ　２０１６
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ｓｃｏ大 亚 基 上 的 片 段 （正 向 引 物：５′－ＣＡＧＣＧＧ－
ＴＡＧＣＧＧＣＡＧＡＡＴＣ－３′；反 向 引 物：５′－ＣＴＴＣＡＣ－
ＣＡＧＧＡＡＣＡＧＧＣＴＣＧ－３′）和 内 参 基 因１８ＳｒＲＮＡ
上的 片 段（正 向 引 物：５′－ＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧＣＴＡＣ－
ＣＡＣＡＴＣ－３′；反 向 引 物：５′－ＣＣＣＣＡＣＣＣＧＡＡＡＴＣ－
ＣＡＡＣ－３′），ＰＣＲ体系包含：１０μｍｏｌ·Ｌ

－１正 向 和 反

向引物各０．５μＬ、无菌双蒸水１０．５μＬ和ＰＣＲ　ｍｉｘ
（ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｒｅａｌｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ，大连宝生

物公司）１２．５μＬ，待测样品ｃＤＮＡ　１μＬ，每个样品重

复３次。反应条件：９４℃预 变 性３ｍｉｎ；９４℃变 性１０
ｓ，６０℃退 火 延 伸１ｍｉｎ，３５个 循 环，然 后 进 行５５～
９５℃的熔解曲线分析，荧光波长为４９０ｎｍ，在ｉｃｙｃｌｅｒ
ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ｑｕａｎｔｉｔｙ　ＰＣＲ仪（ＢＩＯ－ＲＡＤ公司，美国）上

进行反应。数据处理采用△△Ｃｔ相对定量法。

１．５　数据处理

　　采用ＳＰＳＳ　１１．０（ＳＰＳＳ　Ｉｎｃ．，美 国）对 数 据 进 行

单因素方 差 分 析（ｏｎｅ－ｗａｙ　ＡＮＯＶＡｓ），结 果 用 平 均

数±标准差（Ｍ±ＳＤ）表 示。若 存 在 显 著 差 异，则 应

用Ｄｕｎｃａｎ多重比 较 法 确 定 组 间 差 异，当Ｐ ＜０．０５
时，表示差异显著。

２　结果与分析

２．１　不同营养方式下小球藻的生长情况

　　经测定，小球藻藻液ＯＤ５５０ 值与细胞个数的换算

公式为ｙ＝２×１０７　ｘ（Ｒ２＝０．９９，ｙ是 每 毫 升 细 胞 个

数，ｘ是ＯＤ５５０ 值）。小球藻在自养条件下经历０．５ｄ
的延滞期后进入对数生长期，９ｄ左右结束对数生长

期，然后进入一个缓慢生长的稳定期；在异养和混养

条件下，经 历０．５ｄ的 延 滞 期 后 迅 速 进 入 对 数 生 长

期，在１．５ｄ左右完成对数 生 长 进 入 稳 定 期，混 养 生

长基本维持细胞密度不变，而异养生长出现细胞密度

缓慢下降的现 象（图１）。混 养 生 长 最 高 细 胞 密 度 可

达（３．０±０．２）×１０７个／ｍＬ，显 著 高 于 异 养 生 长 的 最

高细胞密度（２．７±０．４）×１０７个／ｍＬ（Ｐ＜０．０５），混

养和异养生长的最高细胞密度又显著高于自养生长

的最 高 细 胞 密 度（２．３±０．２）×１０７ 个／ｍＬ（Ｐ ＜
０．０５）。

２．２　不同营养方式下小球藻的叶绿素荧光参数

　　如表１所示，小球藻在自养条件下的各项叶绿素

荧光参数均显 著 高 于 异 养 和 混 养 条 件（Ｐ ＜０．０５），
而混养条件的 各 项 参 数 又 显 著 高 于 异 养 条 件（Ｐ ＜
０．０５）。在异养条件下，Ｆｖ／Ｆｍ、Ｙ（Ⅱ）和ｒＥＴＲ值均

不到自养和混养条件下的１０％，ＮＰＱ值分别是自养

和混 养 条 件 下 的２１．７％和３６．０％。混 养 条 件 下

Ｆｖ／Ｆｍ、Ｙ（Ⅱ）、ｒＥＴＲ和ＮＰＱ分别比自养条件下下

降１３．２％、２１．５％、２１．９％和４０．０％。

图１　不同营养方式下小球藻的生长曲线

　　Ｆｉｇ．１　Ｇｒｏｗｔｈ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ　ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｏｐｈｉｃ　ｍｏｄｅｓ

２．３　不 同 营 养 方 式 下 小 球 藻 Ｒｕｂｉｓｃｏ酶 的 ｍＲＮＡ
表达量

　　如图２所示，以Ｒｕｂｉｓｃｏ酶 大 亚 基 基 因（ｒｂｃＬ）

ｍＲＮＡ的表达 量 代 表 Ｒｕｂｉｓｃｏ酶 的 表 达 量，小 球 藻

在混养条件下Ｒｕｂｉｓｃｏ酶的表达量最高，分别是异养

和自养条件下的３．２倍和１．８倍，而自养条件下的表

达量 是 异 养 条 件 的１．８倍，三 者 之 间 的 差 异 显 著

（Ｐ＜０．０５）。

　　以 ＨＴ组为参照进 行 归 一 化 处 理，标 注 不 同 英 文 字 母 的

组具有显著性差异（Ｐ＜０．０５）

　　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ　ｌｅｖｅｌ　ｏｆ　ｒｂｃＬｉｎ　ＡＴ　ａｎｄ　ＭＴ　ｉｓ　ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄ　ｔｏ

ｔｈａｔ　ｉｎ　ＨＴ．Ｖａｌｕｅｓ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ａｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆ－
ｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）

　　图２　不同营养方式下小 球 藻ｒｂｃＬ 基 因 ｍＲＮＡ的 相 对

表达量

　　Ｆｉｇ．２　Ｍｅｓｓｅｎｇｅｒ　ＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｒｂｃＬｇｅｎｅ　ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｏｐｈｉｃ　ｍｏｄｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ
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表１　不同营养方式下小球藻叶绿素荧光参数的比较

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｏｆ　ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｕｎｄｅｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｔｒｏｐｈｉｃ　ｍｏｄｅｓ　ｉｎ　Ｃｈｌｏｒｅｌｌａ　ｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａ

样品Ｓａｍｐｌｅ　 Ｆｖ／Ｆｍ Ｙ（Ⅱ） ｒＥＴＲ　 ＮＰＱ

ＡＴ　 ０．７１３±０．００３ａ ０．５３８±０．００９ａ １８．０００±０．２６５ａ ０．０６０±０．０１２ａ

ＨＴ　 ０．０６１±０．０１０ｂ　 ０．０１０±０．００４ｂ　 ０．２５０±０．２１２ｂ　 ０．０１３±０．００４ｂ

ＭＴ　 ０．６１９±０．００５ｃ　 ０．４２２±０．００８ｃ　 １４．０６７±０．２５２ｃ　 ０．０３６±０．００３ｃ

注：同一列中上标英文字母不同的组与同组数据相比差异显著，Ｐ＜０．０５

Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓ　ｗｉｔｈｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｌｕｍｎ　ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｌｅｔｔｅｒｓ　ａｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜０．０５）

３　讨论

　　小球藻在无光和有光条件下均可以利用乙酸进

行生长，并且生长速度显著快于自养生长，对数生长

期显著缩短，据报道，混养条件下的细胞生长速率可

以大约看作是自养和异养生长速率之和［３，２５－２６］，这与

文章的结果基 本 一 致（图１）。许 多 研 究 者 证 明 乙 酸

主要是经过乙醛酸循环被利用［２１，２３，２７］，而乙醛酸循环

是独立于光合作用的，因而乙酸可以在黑暗条件下被

小球藻利用。

　　小球藻在异养条件下表现出极低的光合效率（表

１，图２），表明其光系统已经大部分失去活性，暗反应

的关键酶Ｒｕｂｉｓｃｏ酶也仅维持本底表达量，在此条件

下小球藻完全依赖发酵作用产生的能量维持生长和

分裂，表现出类似于真菌的营养特性。而在混养条件

下，其光合效 率 与 自 养 条 件 相 比 也 受 到 一 定 的 抑 制

（表１），其中代表潜在最大光合作用效率的Ｆｖ／Ｆｍ 以

及实际光合作 用 效 率 的Ｙ （Ⅱ）均 低 于 自 养 条 件，这

与Ｐｒｉｎｇｓｈｅｉｍ等［１５］、Ｈｅｉｆｅｔｚ等［１７］、Ｋｒｏｙｍａｎｎ等［２８］

的报道一致。然而，混养条件下的Ｒｕｂｉｓｃｏ酶的ｍＲ－
ＮＡ表达量要显著高于自养条件，表明至少在转录水

平上Ｒｕｂｉｓｃｏ酶未受到抑制。但是ｍＲＮＡ表达量不

能代表最终蛋白表达量，因此需要进一步研究Ｒｕｂｉ－
ｓｃｏ酶活 性 以 确 定 暗 反 应 是 否 也 受 到 混 养 条 件 的

抑制。

４　结论

　　小球藻在乙酸为碳源的异养和混养条件下均能

极快生长，仅１．５ｄ就可以 到 达 稳 定 期，但 异 养 条 件

下光系统已大部分失去活性，而混养生长光系统仅受

到微弱抑制，既保留异养发酵生长的特性，又可以进

行自养条件下的光合作用，因此生长速度和最终的生

物量均高于其它营养方式，适合规模化放大培养。
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