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摘 要:为了研究乙醇对斜生栅藻( Scenedesmus obliquus XJ002) 藻株光合效率以及胞内油脂积累的影响，首先
采用酶标仪作为检测仪器，研究了尼罗红终浓度、二甲基亚砜( DMSO) 体积分数、尼罗红染色时间对藻株油脂
测定的影响，分析了藻株胞内油脂含量与尼罗红染色相对荧光信号强度之间的线性关系，为 XJ002 藻株胞内
油脂含量的测定提供了一个简便、快速的方法．其次研究了不同体积分数的乙醇添加对 XJ002 藻株生物量、叶
绿素荧光特性以及胞内总脂含量的影响．结果表明: XJ002 藻细胞尼罗红染色最佳条件是:二甲基亚砜体积分
数为 2%，尼罗红的终质量浓度为 2． 0 μg·mL －1，尼罗红的染色时间为 5 min．添加高浓度乙醇导致藻细胞生
物量与光合色素含量显著下降，影响了藻细胞光系统Ⅱ反应中心能量分配，抑制光系统Ⅱ反应中心受体侧电
子传递活性．当乙醇处理浓度为 3%时，XJ002 藻株胞内总脂含量较对照组提高了 5． 19%，该研究表明乙醇可
以作为 XJ002 藻株油脂积累的潜在诱导试剂．
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0 引言

能源微藻具有光合效率高、成本低、含油量高、生产效率高等优点［1-4］，被认为是未来生物柴油的主

要原料［5-6］．传统的脂含量测定方法主要是有机溶剂提取法，如用氯仿和甲醇［7］或乙醚抽提、称重测定

脂含量． 有机溶剂提取法不但费时费力、污染环境，而且测试藻样必须培养到足够的量 ( 一般需要
100 mg 干物质) ．近几年，一些荧光染料被广泛应用于胞内油脂测定，相对于传统有机溶剂，荧光染料更

加方便．

尼罗红( Nile Ｒed) 在水中的溶解性与荧光量均较低，能够与脂类物质( 如蜡脂、三脂酰甘油及各种

脂肪酸) 结合，常被用于胞内油脂的测定［8］．采用 488 nm激发波长激发，中性脂通常在 530 nm的散射波

长出发出金黄色荧光信号，极性脂通常在 575 nm的散射波长出发出红色荧光信号，其荧光强度与脂质

含量成正比［9］．可以借助酶标仪定性和定量分析甘油三酯和磷脂等含量，其性能稳定、着色清晰，还可

以进行荧光动力学分析，适用于各种细胞包括藻类细胞．

通过调控藻细胞油脂代谢途径来提高藻细胞油脂积累是目前研究的热点，乙醇在细胞内氧化为乙
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酸，乙酸在乙酰辅酶 A 合成酶的作用下，利用 ATP 能量转化成乙酰辅酶 A，进而参与细胞内油脂的合
成．除此之外，研究结果表明，藻细胞内油脂的积累与胞内活性氧的水平有关［10］，有许多环境因子都可
以导致细胞内活性氧的产生，例如高光强、营养盐缺乏以及高盐环境［11］．在人类和其他哺乳动物的研究
中，乙醇也可引起活性氧生成，通过乙醇脱氢酶代谢乙醇过程中可以在线粒体复合物Ⅰ和Ⅲ产生 ＲOS，

导致细胞毒性、损伤和凋亡［12］．已经有研究报道，乙醇可以诱导雨生红球藻( Haematococcus pluvialis) ［13］

与红发夫酵母 ( Phaffia rhodozyma ) ［14］细胞内虾青素的积累，但是尚没有关于乙醇对斜生栅藻
( Scenedesmus obliquus) 胞内油脂积累的研究．

本研究中首先采用酶标仪对藻细胞内的中性脂进行相对定量分析，优化了尼罗红染色中 DMSO 的
使用浓度，尼罗红的终浓度和尼罗红染色的时间三个指标，为快速测定斜生栅藻胞内油脂含量提供了一

定的理论和实验基础．其次通过添加不同体积分数的外源乙醇，调控与乙酰辅酶 A 相关的代谢反应，促
使代谢流向油脂合成的方向移动．该研究将有助于进一步揭示油脂代谢中的关键调控因子，为促进微藻
生物能源研究奠定基础．

1 材料与方法

1． 1 实验材料
藻种斜生栅藻( Scenedesmus obliquus XJ002) 为内蒙古自治区生物质能源化利用重点实验室保存，取

若干个 250 mL锥形瓶，分别向其中加入一定数量的经高压蒸汽灭菌 BG11 培养基以及乙醇( 分析纯) ，

使每个锥形瓶中乙醇的终体积分数分别为 0%、1%、3%，每组重复 3 次．然后加入 XJ002 藻株，摇匀，藻
液的最终体积为 150 mL，初始 OD680值为 0． 270，置于光照培养箱中培养．培养温度为( 25 ± 1) ℃，光照
强度 4 800 lx，光暗周期 14 h∶ 10 h，静置培养，每天定时摇匀 3 次，并每隔 24 h改变各锥形瓶的位置．尼
罗红( Nile Ｒed，NＲ) 购自北京酷来搏科技有限公司． 48 孔酶标板( Costar 3548 48) 购自美国 Costar公司．
1． 2 尼罗红染色条件优化
1． 2． 1 不同体积分数的二甲基亚砜( DMSO) 处理下荧光信号强度的测定

取培养至对数生长期后期的藻液适量与离心管中，7 800 r·min －1离心 4． 5 min，去除上清液，藻细
胞沉淀用磷酸缓冲液洗涤，分别采用不同体积分数的二甲基亚砜( 0． 0%、0． 5%、1． 0%、2． 0%、3． 0%、
4. 0% ) 水溶液重悬藻细胞，使藻液吸光度 OD680值为 0． 8，38 ℃水浴 18 min，按 1 mL藻液加 20 μL 尼罗

红染料( 质量浓度为 0． 1 mg·mL －1丙酮溶液) ，混匀染色 5 min，激发波长 480 nm，测定其在 570 nm 波
长的荧光强度，研究不同体积分数的 DMSO水溶液对尼罗红染色荧光信号强度的影响．
1． 2． 2 不同尼罗红终浓度处理下荧光信号强度的测定

按 1 mL藻液加入不同体积的 NＲ母液( 质量浓度为 0． 1 mg·mL －1的尼罗红染料丙酮溶液) ，使得

尼罗红终质量浓度( mg·mL －1 ) 为 0． 5、1． 0、1． 5、2． 0、2． 5，其余操作见 1． 2． 1，研究不同尼罗红终浓度对
尼罗红染色荧光信号强度的影响．
1． 2． 3 不同尼罗红染色时间处理下荧光信号强度的测定
分别采用不同的染色时间( 1、5、10、15 min) ，其余操作见 1． 2． 1，研究不同的尼罗红染色时间对尼

罗红染色荧光信号强度的影响．
1． 3 藻细胞叶绿素荧光参数及总脂含量测定

藻细胞内光合色素的提取参照 Sartory 等［15］方法． 藻细胞叶绿素荧光特性通过植物效率分析仪
( PEA，Hansatech) 测定．测定前，取不同处理组的藻细胞，利用 BG11 基础培养基将各个处理组的吸光度
OD680调成同一水平，并置于暗环境中 30 min，在暗环境中进行测定操作．各荧光参数的意义见表 1［16］．

取培养至对数生长期后期的各处理组藻液适量，尼罗红染色测定藻细胞内总脂含量( % ) ．
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表 1 JIP-测定所用的快速叶绿素荧光诱导动力学曲线( O-J-I-P)的参数
Table 1 Formulae and glossary of terms used in the JIP-test in the analysis of the O-J-I-P fluorescence transient

参数 说明

Fv /Fm PSII反应中心最大光能转化效率

PIabs 光性能指数

ABS /ＲC PSII单位反应中心吸收的光能
DIo /ＲC PSII反应中心吸收的光能中用于热耗散的能量
ETo /ＲC PSII反应中心吸收的光能中用于电子传递的能量

VJ 在 J点的相对可变荧光强度
MO O-J-I-P荧光诱导曲线的初始斜率
Sm 标准化后的 O-J-I-P荧光诱导曲线、荧光强度 F = FM 及 y轴之间的面积

ETo /TＲo 反应中心捕获的激子中用来推动电子传递到电子传递链中超过 QA的其他电子受体的激子占用来推

动 QA还原激子的比率( 在 t = 0 时)

ETo /ABS 用于电子传递的量子产额( 在 t = 0 时)

2 结果与讨论

2． 1 尼罗红染色快速测定藻株胞内油脂相对含量方法的优化
微藻细胞能不能用于企业化大规模生产生物柴油的原料主要看藻细胞内的油脂含量．藻细胞的油

脂含量不仅与种类有关，还与藻细胞的生长周期以及培养条件有关．本研究采用酶标仪对 XJ002 藻株胞
内的中性脂进行相对定量分析，通过二甲基亚砜( DMSO) 浓度，尼罗红染色时间和尼罗红用量的选择优
化了尼罗红染色测定中性脂的条件．
2． 1． 1 二甲基亚砜( DMSO) 的体积分数对 XJ002 藻株荧光信号强度的影响
二甲基亚砜( DMSO) 可以提高细胞的通透性，有助于尼罗红染料渗透到细胞内，从而提高了尼罗红染

液与藻细胞内中性脂结合后的荧光信号强度．由图 1 可知，当二甲基亚砜体积分数在 0． 5% ～ 4． 0%之间
时，荧光信号强度出现先增加后减少的趋势，这可能是由于过高的二甲基亚砜体积分数会对藻细胞产生

一定的毒性，扰乱了荧光信号的监测．

图 1 DMSO浓度对尼红罗荧光值测定的影响
Fig． 1 Effect of various concentrations of DMSO on the fluorescence value of XJ002

由图 1 可知，当二甲基亚砜浓度体积分数为 0． 0%时，其荧光值也很高，表明不采用二甲基亚砜处
理 XJ002 藻细胞的细胞膜也可以较好的测定荧光信号，这与 Chen等的结果并不一致［17］．导致这种现象
的原因可能与藻细胞所处的生长状态相关．众所周知，藻细胞内中性脂的积累主要在稳定生长期，一般
需要经过 15 d左右的时间，在藻细胞生长过程中会释放许多代谢产物，他们可能会对藻细胞的细胞壁
产生影响，导致藻细胞的细胞壁并不是那么的坚韧，因此尼罗红染料可以非常容易的进入细胞中．但是，
梁文艳等［18］研究结果表明:完全的水环境会对尼罗红染料与中性脂结合后产生的荧光信号产生淬灭，

通过添加二甲基亚砜可以有效缓解这种淬灭现象，因此，虽然不采用二甲基亚砜处理 XJ002 藻细胞的细
胞膜也可以较好的测定荧光信号，但是并不适合 XJ002 藻株荧光信号的检测．
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2． 1． 2 尼罗红终浓度对 XJ002 藻株荧光信号强度的影响
尼罗红是一种脂溶性的荧光指针，其在水中的溶解性与荧光量均较低，能够与中性脂结合产生金黄色

荧光信号，常被用于藻细胞内中性脂的测定［19］．由图 2 可知，随着尼罗红处理浓度的增加，尼罗红染料与
中性脂结合后产生的荧光信号呈现先增加后减少的总体趋势．当尼罗红浓度在 1． 5 ～ 2． 5 μg·mL －1范

围内时，荧光信号强度较高，测定效果较好．当尼罗红终质量浓度为 2． 0 μg·mL －1时，荧光信号强度最

大．当尼罗红终质量浓度低于 0． 5 ～ 1． 5 μg·mL －1时，荧光测定值比较小，这可能与太低浓度的尼罗红

染液不能够充分的与藻细胞内中性脂结合，导致荧光信号较弱．当尼罗红质量浓度高于 2． 0 μg·mL －1

时，荧光测定值比较低，这可能是由于过高的尼罗红浓度会影响藻细胞活性，而且过高浓度的尼罗红溶液

的背景测定值偏高，会影响荧光信号的测定．综上所述，尼罗红染液的最佳终质量浓度为 2． 0 μg·mL －1 ．
由图 2 可知，只有二甲基亚砜体积分数为 2． 0%时，尼罗红染料与中性脂结合后产生的荧光信号强

于对照组，说明过高或者过低体积分数的二甲基亚砜处理均不适合 XJ002 藻株荧光信号的测定．这可能
是由于过低体积分数的二甲基亚砜渗透速度较慢，而过高体积分数的二甲基亚砜处理会遮盖尼罗红染

料与中性脂结合后产生的荧光信号，导致荧光值不高．综上所述，二甲基亚砜处理 XJ002 藻细胞细胞壁
的最佳体积分数为 2． 0% ．

图 2 NＲ终浓度对尼罗红荧光值测定的影响
Fig． 2 Effect of various concentrations of NＲ on the fluorescence value of XJ002

2． 1． 3 尼罗红染色时间对 XJ002 藻株荧光信号强度的影响
由图 3 可知，随着尼罗红染色时间的延长，尼罗红染料与中性脂结合后产生的荧光信号呈现先增加

后减少的总体趋势．当尼罗红染色时间在 1 ～ 10 min范围内时，荧光信号强度较高，测定效果较好．当染
色时间大于 10 min时，荧光信号强度急剧减少．当染色时间为 5 min时，所测得的藻液荧光信号最强．由
此可见，过短或者过长的染色时间均不利于荧光信号的检测．染色时间过短导致尼罗红染液不能充分的
与藻细胞内中性脂结合，所以荧光值不高;而过长的染色时间，会使得荧光信号有所衰减，从而导致荧光

值同样很低．综上所述，尼罗红最佳染色时间为 5 min．

图 3 染色时间对尼罗红荧光值测定的影响
Fig． 3 Effect of various dyeing time on the fluorescence value of XJ002
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2． 2 XJ002 藻细胞内油脂含量与荧光信号强度间标准曲线的构建
为了快速而且方便的了解到藻细胞内油脂的含量，我们将采用有机溶剂测定的油脂含量与尼罗红

染色荧光信号强度之间建立一定的线性关系，这样只要通过测定荧光信号强度就可以了解到藻细胞内

油脂的含量．按照上述优化好的藻细胞尼罗红染色条件测定荧光信号强度与将对应的经氯仿甲醇提取后
的藻细胞油脂含量建立的标准曲线如图 4 所示．从图中我们可以看出，藻细胞的荧光信号强度值在一定
范围内与其胞内油脂含量存在一定的线性关系．其线性关系为: Y = 145． 79X + 1 652． 6 ( Ｒ2 = 0． 998 1) ，
其中，Y指荧光信号强度，X指胞内油脂的含量( mg·L －1 ) ，Ｒ2 指两者的相关系数．

图 4 斜生栅藻细胞油脂含量—荧光值标准曲线
Fig． 4 Standard curve of oil content and fluorescence value of XJ002

根据标准曲线，我们可以计算 XJ002 藻细胞的油脂含量( mg·L －1 ) ．按照下面的公式计算 XJ002 藻
株的油脂含量( 单位为% ) : M = A /B × 100% ;其中 M为 XJ002 藻株的油脂含量( % ) ，A为 XJ002 藻株的
油脂含量( mg·L －1 ) ，B为斜生栅藻的干重( mg·L －1 ) ．
2． 3 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株生物量的影响
图 5 表示在一个完整的藻细胞培养周期内，外源乙醇的添加对 XJ002 藻细胞生物量的影响．由图可

知，从第 2 天开始，不同体积分数的乙醇处理对藻细胞的生物量的影响表现出一定的差异．低浓度的乙
醇处理对藻细胞生长影响不大，高浓度的乙醇处理使得藻细胞的生长状态受到明显的抑制．从第 8 天开
始，低浓度的乙醇处理对藻细胞生长有了一定的促进作用，高浓度的乙醇处理显著抑制了藻细胞生物量

的积累．当培养至 15 d时，1%乙醇处理组的藻细胞生物量比对照组提高了 16． 19%，而 3%乙醇处理组
的藻细胞生物量比对照组降低了 38． 74% ．藻细胞只有在适宜的环境条件下才可以保持良好的生长状
况，低浓度的乙醇处理对藻细胞生物量的积累有促进作用，这与低浓度毒物的刺激效应一致，而高浓度

的乙醇处理对藻细胞的生长代谢、光合作用以及藻细胞对营养盐的摄取都会产生显著地影响，导致藻细
胞生长缓慢，甚至引起藻细胞的死亡( 藻细胞在 5%的乙醇处理条件下无法存活，藻细胞的颜色发黄，结
果未给出) ．

图 5 不同浓度乙醇处理对 XJ002 藻细胞生长的影响
Fig． 5 Effect of various concentrations of ethanol on the biomass of XJ002
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2． 4 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株光合色素的影响
表 2 表明，不同浓度乙醇处理条件下，XJ002 藻株胞内的光合色素具有显著的差异．低浓度的乙醇

处理对藻细胞光合色素的含量影响不大，随着乙醇处理浓度的增加，叶绿素 a、叶绿素 b 以及类胡萝卜

素均出现下降的总体趋势．与对照组相比，3%乙醇处理时，叶绿素 a 与类胡萝卜素分别下降了 82． 00%

和 72． 51% ( P ＜ 0． 01) ．叶绿素 a是大部分生物体内都存在的光合色素，是细胞内捕光色素蛋白复合体

的重要组分，其含量可以作为藻细胞光合效率高低的参考指标．表 2 数据显示，高浓度的乙醇处理后，藻

细胞的叶绿素 a含量出现显著下降的趋势，表明高浓度的乙醇能够显著抑制藻细胞的光合作用．

表 2 不同浓度乙醇对斜生栅藻胞内光合色素含量的影响

Table 2 Effect of various concentrations of ethanol on the photosynthetic pigments of XJ002

treatments /

( g·L －1 )

chlorophyll-a /

( μg·mL －1 )

chlorophyll-b /

( μg·mL －1 )

Chl a + b /

( μg·mL －1 )

carotenoids /

( μg·mL －1 )
Chl a /b Caro /Chl a + b

0% 5． 067 ± 0． 002 1． 385 ± 0． 030 6． 452 ± 0． 032 2． 354 ± 0． 029 3． 661 ± 0． 079 0． 365 ± 0． 003

1% 4． 415 ± 0． 459 1． 142 ± 0． 091 5． 557 ± 0． 384 2． 130 ± 0． 125 3． 866 ± 0． 051 0． 384 ± 0． 004

3% 0． 912 ± 0． 211 0． 366 ± 0． 042 1． 278 ± 0． 253 0． 647 ± 0． 076 2． 477 ± 0． 293 0． 511 ± 0． 042

2． 5 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株叶绿素荧光参数的影响

2． 5． 1 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株叶绿素荧光诱导动力学曲线的影响
由图 6 可知，不同浓度乙醇处理 15 d后各处理组的快速叶绿素荧光诱导动力学曲线有着显著的差

异．随着乙醇处理浓度的增加，藻细胞快速叶绿素荧光诱导动力学曲线依次呈现出下降的总体趋势．乙

醇对于藻细胞光合电子传递链的影响仍然需要通过特定的荧光参数来体现．

图 6 不同浓度乙醇处理对 XJ002 藻细胞叶绿素荧光诱导曲线的影响

Fig． 6 Effect of various concentrations of ethanol on the chlorophyll fluorescence induction curve of XJ002

2． 5． 2 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株光合作用光系统Ⅱ反应中心供体侧的影响
Wk值是衡量藻细胞 PSII反应中心供体侧放氧复合体是否受损的唯一指标，Wk 值的增加说明 PSII

反应中心供体侧的放氧复合体受损，进而影响了 PSII反应中心供应电子的能力以及向下游传递电子的

效率．由图 7 可知，不同体积分数的乙醇处理对 Wk 值的影响不大，表明外源乙醇的添加对 PSII 反应中

心供体侧放氧复合体的结构无明显的损坏效应．
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图 7 不同浓度乙醇处理对 XJ002 藻株光系统Ⅱ反应中心供体侧 Wk值的影响

Fig． 7 Effect of various concentrations of ethanol on the donor side inphotosystem Ⅱ

2． 5． 3 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株光合作用光系统Ⅱ反应中心的影响
( 1) 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株光系统Ⅱ最大光化学效率( Fv /Fm ) 的影响． Fv /Fm 值表示光系

统Ⅱ的最大光化学效率，通常可以反映藻细胞的光合效率以及胁迫环境对藻细胞的毒害程度． 一般而
言，藻细胞在有利的环境条件下 Fv /Fm 值可以保持基本不变，当藻细胞的生存环境出现变化时，Fv /Fm

值会出现显著地变化．由图 8 可知，低浓度的乙醇处理对 Fv /Fm 值的影响不大，高浓度的乙醇处理导致

Fv /Fm 值呈现出下降的趋势．当乙醇的体积分数为 3%时，Fv /Fm 值较对照组降低了 34． 06%，表明高浓
度的乙醇处理显著抑制了光系统Ⅱ的最大光化学效率，进而影响了藻细胞的光合效率．

图 8 不同浓度乙醇处理对光系统Ⅱ最大光化学效率( Fv /Fm )的影响

Fig． 8 Fv /Fm value under various concentrations of ethanol

( 2) 外源乙醇的添加对 XJ002 藻株光系统Ⅱ反应中心能量分配的影响． ABS /ＲC 是指单位反应中心
吸收的光能，DIo /ＲC是指反应中心用于热耗散的能量，ETo /ＲC 是指反应中心用于电子传递的能量．由
图 9 可知，低浓度的乙醇处理对光系统Ⅱ反应中心的能量分配的影响不大，而高浓度的外源乙醇处理可
以显著影响光系统Ⅱ反应中心的能量分配，随着乙醇处理浓度的增加，ABS /ＲC 及 DIo /ＲC 值出现增加
的趋势，而 ETo /ＲC有所降低．当乙醇的处理浓度为 3%时，ABS /ＲC 及 DIo /ＲC 值分别是对照组的 1． 56
倍和 3． 03 倍，ETo /ＲC值较对照组降低了 22． 37% ．实验结果表明，随着乙醇处理浓度的增加，单位反应
中心吸收的光能依次增加，但是反应中心用于电子传递的能量却出现下降的趋势，与此同时，反应中心

用于热耗散的能量增加，说明反应中心吸收的过多的光能并没有用于藻细胞光合效率的提高，而是将多

余的能量以热的形式散失，这可能是藻细胞在逆境胁迫下的自我保护机制．
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图 9 不同浓度乙醇处理对光系统Ⅱ反应中心能量分配的影响
Fig． 9 Effects of various concentrations of ethanol on the energy distribution of reaction centers inphotosystem Ⅱ

2． 5． 4 代谢中间物的添加对 XJ002 藻株光系统Ⅱ反应中心受体侧电子传递活性的影响
由图 10( A) 可知，随着乙醇处理浓度的增加，ETo /ABS 与 ETo /TＲo 均出现降低的趋势，当 3%乙醇

处理藻细胞时，ETo /ABS 值与 ETo /TＲo 值比对照组分别降低了 50． 50% 和 24． 70% ( P ＜ 0． 01 ) ．
图 10( B) 可知，Mo与 VJ值随着乙醇处理浓度的增加表现出上升的总体趋势，各处理组间差异显著( P ＜
0． 01) ．当乙醇处理浓度为 3% 时，Mo与 VJ值是分别是对照组的 1． 21 和 1． 17 倍( P ＜ 0． 01) ．研究结果
表明，外源乙醇处理导致有活性的反应中心反应数量降低，中心吸收的光能更多的被用于 QA的还原，使

得 QA被还原的速度加快了．这将会导致藻细胞内大量积累 Q －
A，从而对藻细胞产生毒害作用．

图 10 不同浓度乙醇处理对光系统Ⅱ反应中心受体侧电子传递活性的影响
Fig． 10 Effects of various concentrations of ethanol on the electron transport activity of the acceptor side in photosystemⅡ

2． 6 添加外源代谢中间物对 XJ002 藻株胞内总脂含量的影响
由图 11 可知，不同体积分数乙醇的添加对藻细胞内总脂含量产生了显著影响．低浓度的乙醇处理

会降低细胞内总脂含量，高浓度的乙醇处理有助于细胞内总脂的积累．当乙醇处理浓度为 1%时，XJ002
藻株胞内总脂含量较对照组降低了 14． 06%，而乙醇处理浓度为 3%时，XJ002 藻株胞内总脂含量较对
照组提高了 5． 19% ．乙酰辅酶 A是细胞内脂肪酸合成的初始原料，给细胞提供足够量的乙酰辅酶 A 将
有助于细胞内总脂的积累．乙醇在细胞内可以氧化为乙酸，乙酸在乙酰辅酶 A 合成酶的作用下，利用
ATP能量转化成乙酰辅酶 A，进而参与细胞内油脂的合成．藻细胞可以在低浓度的乙醇环境中较好的生
存，此时乙醇可以为藻细胞提供生长过程中的碳源，但是高浓度的乙醇处理，对藻细胞的形成了逆境条

件，此时细胞内的碳原子流向会发生改变，使得细胞内积累更多的油脂含量，以此抵抗不利的生长环境．
除此之外，藻细胞内油脂的积累与胞内活性氧水平有关［10］，而乙醇可以引起活性氧生成［12］，进而可以

引起细胞内油脂含量的提高．此外，本研究结果表明，高浓度的乙醇处理显著地抑制了藻细胞的光合作
用，使得胞内更多的碳原子用于中性脂的合成，从而使得总脂的含量有了一定程度的提高．

021



第 2 期 成 杰，等:乙醇对斜生栅藻叶绿素荧光特性以及油脂积累的影响研究

图 11 不同浓度乙醇处理对 XJ002 藻细胞总脂含量的影响
Fig． 11 Effects of various concentrations of ethanol on the total lipid content of XJ002

3 结论

建立了利用酶标仪对 XJ002 藻细胞的中性脂进行相对定量分析的方法，通过二甲基亚砜体积分数，
尼罗红染色时间和尼罗红用量的选择优化了尼罗红荧光染色的条件． XJ002 藻细胞尼罗红染色最佳条
件为:二甲基亚砜体积分数为 2%，尼罗红的终浓度为 2． 0 μg·mL －1，尼罗红的染色时间为 5 min．高浓
度乙醇的添加导致 XJ002 藻细胞生物量、叶绿素 a、叶绿素 b以及类胡萝卜素含量显著下降．与此同时，
影响了光系统Ⅱ反应中心的能量分配以及光系统Ⅱ反应中心受体侧的电子传递活性，显著提高了
XJ002 藻株胞内总脂含量．
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Effects of ethanol on chlorophyll fluorescence
and total lipid content of Scendesmus obliquus XJ002

CHENG Jie1，2，JI Xiang2，DING Yong-cheng3

( 1． College of Ocean and Earth Sciences，State Key Laboratory of Marine Environmental Science，Xiamen University，Xiamen 361102，China;

2． Inner Mongolia Key Laboratory of Biomass-Energy Conversion，Baotou 014010，China;

3． Coastal and Ocean Management Institute，Xiamen University，Xiamen 361000，China)

Abstract: In order to study the effects of exogenous ethanol on photosynthetic efficiency and total lipid content
in Scenedesmus obliquus XJ002． We established a simple method to determine the intracellular lipid content of
Scenedesmus obliquus XJ002，and explored the method of using Nile red fluorescent dyes for rapid determination
of intracellular lipid content and added ethanol to study biomass，photosynthetic pigments，chlorophyll
fluorescence characteristics and lipid content of XJ002． The results showed that it was feasible to determine the
intracellular lipid content of XJ002 strain by straining of Nile red fluorescent dye． The optimum conditions for
Nile red staining of the XJ002 strain were as follows: volume percentage of DMSO was 2%，the concentration of
Nile red was 2． 0 μg·mL －1，and the staining time of Nile red was 5 min． At the same time，the addition of
high concentrations of ethanol resulted in a significant decrease in biomass，chlorophyll a，chlorophyll b and
carotenoid content． The high concentration treatments could influence the energy distribution of reaction centers
in photosystem Ⅱ，and inhibit electron transfer activity of receptor side of reaction center in photosystem Ⅱ．
The addition of ethanol resulted in a significant increase in the total lipid content of XJ002． When the
concentration of ethanol was 3%，the total lipid content was 5． 19% higher than control group． Thus ethanol
has the potential to be used as an effective reagent to induce lipid accumulation in XJ002 strain．
Key words: Scendesmus obliquus; ethanol; nile red; chlorophyll fluorescence; total lipid
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