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　　摘要：通过研究不同铁离子浓度条件下紫球藻的比生长率、主要叶绿素含量、可溶性蛋白及胞外多糖含量的变化
情况，来阐述铁离子对紫球藻生长的影响。结果表明，添加不同浓度的Ｆｅ３＋对紫球藻的生长有明显的促进作用；Ｆｅ３＋

浓度在５×１０－７～５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ范围内时，紫球藻的生长和叶绿素 ａ、β－胡萝卜素、可溶性蛋白、胞外多糖的积累随
Ｆｅ３＋浓度的升高而增加，当Ｆｅ３＋浓度为５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ时，紫球藻的生长较为缓慢，其细胞密度略低于其他处理及对
照组，且上述各指标均与 ５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ处理组之间无显著差异。因此，紫球藻培养中铁的最适添加浓度约为
５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ。　
　　关键词：紫球藻；铁；可溶性蛋白；胞外多糖
　　中图分类号：Ｓ９６８．４３＋９　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０１－０１５９－０４

收稿日期：２０１５－１２－０９
基金项目：天津市高等学校创新团队基金（ＴＤ１２－５０１８）；天津市级
大学生创新创业训练计划（编号：２０１５１００６１１１４）。

作者简介：谷　兵（１９９４—），男，四川达州人，主要从事浮游植物生理
生态学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１５０２２１９７６８７＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：张达娟，博士，中级，主要从事浮游生物生理生态学及水域

生态学研究。Ｔｅｌ：（０２２）２３７８７８５５；Ｅ－ｍａｉｌ：ｄａｊｕａｎｚｈａｎｇ＠
１６３．ｃｏｍ。

　　铁是浮游植物的微量营养元素和催化元素，是浮游植物
生长的关键限制因子之一，影响着浮游植物的电子传递、氧的

新陈代谢、氮的吸收利用、呼吸作用和光合作用［１］，且在海洋

“生物泵”循环过程起着关键作用［２］。２０世纪３０年代初，研
究学者提出铁是海洋浮游植物生长的潜在性限制因子［３－６］。

李丽研究了铁离子对三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕ
ｔｕｍ）、小球藻ＣＳ－０１（ＣｈｌｏｒｅｌｌａｓｏｒｏｋｉｎｉａｎａＣＳ－０１）和等鞭金
藻（Ｉｓｏｃｒｙｄｉｄｇａｌｂａｎａ）生长和脂质积累的影响，发现铁对这３
株微藻的生长和脂质积累均有促进作用，同时还比较研究了

铁、镁、铜、钙对小球藻生长和脂质积累的影响，其中铁离子的

影响最为显著［７］。王培磊等研究了铁对盐生杜氏藻（Ｄｕ
ｎａｌｉｅｌｌａｓａｌｉｎａ）生长和β－胡萝卜素积累的影响，结果表明，较
高浓度的铁有利于其β－胡萝卜素的积累［１］。

紫球藻（Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍｃｒｕｅｎｔｕｍ）细胞呈圆形或卵圆形，外
披黏质的鞘膜，隶属于红藻门（Ｒｈｏｄｏｐｈｙｔａ）原红藻纲（Ｐｒｏｔｏ
ｆｌｏｒｉｄｃｏｐｈｙｃｅａｃ）紫球藻目（Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉａｌｅｓ）紫球藻科（Ｐｏｒｐｈｙ
ｒｉｄｉａｃｅａｅ）紫球藻属（Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ），是红藻门中唯一的单细
胞藻类，紫球藻广泛分布于海水、淡水、咸水及潮湿的土壤

中［８］。关于紫球藻的研究主要集中在培养工艺的优化改良

和多种生物活性物质的开发利用方面［９］。已有相关文献研

究表明［１０］，基于藻类的光合作用效率和生长潜能，１ｈｍ２大小
的土地理论上计算可以生产超过３００００Ｌ，即２００桶油的量，
相当于同样土地上大豆产油量的１００倍，而紫球藻生长快、繁
殖周期短，且抗盐性强，具广阔的应用前景及较大的潜在市

场。本研究主要探讨了不同浓度的铁离子对紫球藻比生长率

和叶绿素 ａ、β－胡萝卜素、可溶性蛋白、胞外多糖含量的影
响，以期为进一步探讨紫球藻的培养条件以及生物活性物质

的提取提供有益参考。

目前，国内外关于海藻多糖的研究主要集中在其组成、结

构分析、生理活性及药理试验等方面，而对于影响或促进海藻

多糖合成和分泌的外界物理因子的研究相对比较少。

１　材料与方法

１．１　试验藻种
紫球藻藻种，由中国科学院水生生物研究所藻种库提供。

１．２　培养条件
试验采用ｆ／２培养基，以自然光照为光源，光—暗周期为

１２ｈ—１２ｈ，光照度为２０００～２５００μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），培养温度
为（２７±２）℃。设置对照组和４个处理组，处理组培养基中
铁离 子 浓 度 分 别 为 ５×１０－７、５×１０－６、５×１０－５、
５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ，每组分别设置３个平行，按１０％的量接种紫
球藻液，试验进行培养周期为１４ｄ，每２ｄ取样１次测定相关
指标。

１．３　各项指标的测定及方法
１．３．１　紫球藻比生长率的测定　用血球计数板记录紫球藻
细胞数，每个重复均需要测定后取平均数。

相对生长率＝ｌｎ（Ｘ２－Ｘ１）／（Ｔ２－Ｔ１）。
式中：Ｘ１和Ｘ２分别代表Ｔ１和Ｔ２时紫球藻细胞的浓度。
１．３．２　叶绿素 ａ的提取与测定　参考韩娟等的方法［１１］，取

紫球藻液，４５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，藻团中加入甲
醇振荡混匀，７０℃水浴振荡５ｍｉｎ，自然冷却后４５００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ取上清液，即为紫球藻叶绿素ａ提取液，１ｃｍ光径下
测定７５０、６６５ｎｍ波长处的吸光度。

叶绿素ａ含量＝１３．９×（Ｄ６６５ｎｍ－Ｄ７５０ｎｍ）×Ｖ１／Ｖ２。
式中：Ｖ１为最终体积，Ｖ２为取样体积，１３．９为相关系数。
１．３．３　β－胡萝卜素的提取与测定　参考刘建国等的方
法［１２－１３］，取紫球藻液，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，弃上清液，将
藻团转入到研磨器中，加入 ８０％的丙酮溶液，研磨均匀，
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４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液至容量瓶中，再将沉淀转
入研磨器中，重复上述操作，合并所有上清液并定容，４５０ｎｍ
波长、１ｃｍ光径测定吸光度。

β－胡萝卜素含量 ＝［Ｄ４５０ｎｍ×稀释倍数 ×１０×１０００］÷
２５００。公式中，１０为所取藻液的体积，１０００为单位换算值，
２５００为β－胡萝卜素系数。
１．３．４　水溶性蛋白的测定
１．３．４．１　蛋白质标准曲线的制作　准确称取１００ｍｇ的牛血
清蛋白溶于少量的无菌水中，并定容至１００ｍＬ容量瓶中，配
制成１０００μｇ／ｍＬ的母液，再分别稀释制成不同浓度的蛋白
质标准溶液（表１），分别吸取０．５ｍＬ蛋白质标准溶液置于
２０ｍＬ的比色管中，加入５ｍＬ考马斯亮蓝Ｇ－２５０蛋白试剂，
反应２ｍｉｎ后在１ｃｍ光径、５９５ｎｍ波长处测定溶液的吸光度
（表１），然后以蛋白质浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘制蛋
白质标准曲线（图１）。

表１　蛋白质浓度与吸光度的关系

浓度（μｇ／ｍＬ） 吸光度

０ ０
２０ ０．０６１
４０ ０．１３４
８０ ０．２６１
１２０ ０．３９２
１６０ ０．５２２
２００ ０．６３２

１．３．４．２　可溶性蛋白的提取与测定　取紫球藻液，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液，分别用无菌水和
１０ｍｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ＝６．８的磷酸盐缓冲液冲洗藻团１次，再将藻
团转入到研钵中，并加入少许磷酸盐缓冲液和０．０５ｇ二氧化
硅，在冰浴下充分研磨，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，即
为可溶性蛋白的粗提取物，采用 Ｂｄａｒｏｆｄｒ法［１４］测定其蛋白

含量。

１．３．５　多糖含量的测定
１．３．５．１　多糖标准曲线的制作　准确称取１００ｍｇ葡萄糖
（烘干至恒质量），溶于少量的无菌水中，并定容至１００ｍＬ容
量瓶中，制成１０００μｇ／ｍＬ的母液，再分别稀释制成不同浓度
的标准溶液（表２）。以苯酚 －硫酸法测定葡萄糖含量，取标
准溶液各１ｍＬ，冰水浴一段时间后加入１ｍＬ６％的苯酚溶
液，随即加入 ５ｍＬ的浓硫酸，反应完全后在水浴锅中加热
２０ｍｉｎ使其充分反应，自然冷却后４９０ｎｍ波长、１ｃｍ光径测
定吸光度（表２），以标准液浓度为横坐标、吸光度为纵坐标绘

制多糖标准曲线（图２）。

表２　葡萄糖浓度与吸光度的关系

浓度（μｇ／ｍＬ） 吸光度

０ ０
１０ ０．０９５
２０ ０．２０２
３０ ０．２９６
４０ ０．４０７
６０ ０．５８２
８０ ０．７８３

１．３．５．２　紫球藻多糖的制备与含量的测定　取紫球藻液，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液，向藻细胞团中加入
０．０１ｍｏｌ／Ｌ的乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）溶液，在磁力搅拌
器上搅拌４５ｍｉｎ，再加入同倍体积２０％的三氯乙酸（ＴＣＡ）溶
液脱蛋白，４℃静置过夜，５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液
加入３倍体积的无水乙醇，４℃醇沉过夜，５０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，去上清液，将沉淀物装入透析袋（透过分子量８０００），
在无菌蒸馏水中透析２４ｈ，透析后的溶液即为提取的多糖溶
液。以无菌蒸馏水作为空白对照，用苯酚 －硫酸法测定样品
多糖含量。

１．３．６　数据分析　试验结果均用平均值 ±标准差的形式表
示，在统计软件ＳＰＳＳ１７．０中利用单因素方差分析（ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ）对数据进行分析比较，标有不同小写字母者表示组
间有显著差异（Ｐ＜０．０５）。

２　结果与分析

２．１　不同浓度Ｆｅ３＋对紫球藻生长的影响
由图３可知，各组紫球藻的生长趋势基本相同，接种后各

组的藻细胞都处于静止适应状态，从培养６ｄ开始，紫球藻进
入对数生长阶段，生物量不断增大，培养１０ｄ紫球藻基本达
到稳定期，生长速度减慢。从紫球藻比生长率（表３）来看，紫
球藻的生长状况为处理组 ２＞处理组 ３＞处理组 １＞对照
组＞处理组４。Ｆｅ３＋浓度在５×１０－７～５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ范围内
时对紫球藻的生长具有促进作用，以５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ的 Ｆｅ３＋

对紫球藻的生长促进作用最大，其次是 ５×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ。
５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ的Ｆｅ３＋抑制了紫球藻的生长。
２．２　不同浓度Ｆｅ３＋对紫球藻叶绿素ａ含量的影响

由图４可知，紫球藻叶绿素 ａ的含量在接种后基本保持
不变，随细胞浓度升高，叶绿素ａ的含量在培养６ｄ后逐渐升
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表３　紫球藻比生长率

培养时间

（ｄ） 对照组

比生长率

５×１０－７
ｍｏｌ／Ｌ

５×１０－６
ｍｏｌ／Ｌ

５×１０－５
ｍｏｌ／Ｌ

５×１０－４
ｍｏｌ／Ｌ

２ ０．１２ －０．０６ ０．０８ ０．１２ －０．１２
４ －０．０９ ０．１４ ０．１２ ０．０３ ０．１６
６ ０．０９ ０．１６ ０．０８ ０．０８ ０．０４
８ ０．１０ ０．１８ ０．０８ ０．１５ ０．１１
１０ ０．１３ ０．１４ ０．２２ ０．１９ ０．２１
１２ ０．０５ ０．０４ ０．０２ ０．０２ ０．０２
１４ ０．０４ ０．０４ －０．０３ ０．０６ ０．０５
平均值 ０．０７５ ０．０７７ ０．０８３ ０．０８ ０．０６

高，在培养 １０ｄ基本稳定，随后 Ｆｅ３＋浓度为 ５×１０－４、５×
１０－５ｍｏｌ／Ｌ的处理组紫球藻叶绿素ａ含量还持续升高。单因
素方差分析结果表明，在培养的前６ｄ，各处理组的叶绿素 ａ
含量差异不显著（Ｐ＞０．０５），自培养８ｄ开始，５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ
处理组中紫球藻叶绿素ａ的含量显著高于其他处理组及对照
组（Ｐ＜０．０５）。

２．３　不同浓度Ｆｅ３＋对紫球藻β－胡萝卜素含量的影响
由图５可知，紫球藻 β－胡萝卜素含量在接种后的一段

时间里基本保持不变，随细胞浓度升高，培养６ｄ后 β－胡萝
卜素含量逐渐升高，但 Ｆｅ３＋浓度为５×１０－４、５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ
的处理组β－胡萝卜素含量升高的速率比对照组和Ｆｅ３＋浓度
为５×１０－６、５×１０－７ｍｏｌ／Ｌ的处理组快。单因素方差分析结
果表明，在培养的前６ｄ，各处理组的 β－胡萝卜素含量差异
不显著（Ｐ＞０．０５），自培养８ｄ开始，５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ处理组中
紫球藻β－胡萝卜素含量显著高于其他处理组及对照组（Ｐ＜
０．０５）。
２．４　不同浓度Ｆｅ３＋对紫球藻可溶性蛋白含量的影响

由图６可知，在培养的前８ｄ，各处理组可溶性蛋白含量

与对照组无显著差异（Ｐ＞０．０５），在培养 １０ｄ，Ｆｅ３＋浓度为
５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ处理组的紫球藻可溶性蛋白含量显著高于其
他处理组及对照组（Ｐ＜０．０５），在培养１２、１４ｄ，各处理组的
可溶性蛋白含量与对照组相比均有显著升高（Ｐ＜０．０５），添
加不同浓度的 Ｆｅ３＋可以有效地促进紫球藻可溶性蛋白的
分泌。

２．５　不同浓度Ｆｅ３＋对紫球藻胞外多糖积累的影响
由图７可知，紫球藻胞外多糖含量在接种后的一段时间

里基本保持不变，随细胞浓度升高，从培养８ｄ开始，胞外多
糖含量逐渐升高，在培养 １０ｄ基本达到稳定。在培养的前
８ｄ，对照组与各处理组的胞外多糖含量差异不显著（Ｐ＞
００５），自培养８ｄ开始，各处理组胞外多糖含量出现差异，但
差异不显著（Ｐ＞０．０５），在培养１０、１２、１４ｄ，各处理组与对照
组的胞外多糖含量几乎保持稳定，但添加 Ｆｅ３＋的浓度越高，
紫球藻胞外多糖的积累量越多。

３　讨论

相关研究表明，Ｆｅ对藻类的影响不仅取决于 Ｆｅ的含量，
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更重要的是取决于它转化成生物活性形式的速度以及藻类的

有效吸收［１］。本试验研究表明，不同Ｆｅ３＋浓度下紫球藻的生
长趋势基本相同，在试验所涉及的 Ｆｅ３＋浓度范围内，随着
Ｆｅ３＋浓度升高，生长促进作用逐渐增强，但并不是 Ｆｅ３＋浓度
越高越好，适量的Ｆｅ３＋（５×１０－６、５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）会促进紫球
藻的生长，但Ｆｅ３＋浓度增加到一定浓度（５×１０－４ｍｏｌ／Ｌ）后，
紫球藻细胞的促进作用开始减弱，甚至抑制了紫球藻的生长。

Ｆｅ３＋浓度高抑制了紫球藻细胞生长的原因可能为 Ｆｅ３＋过高
时，藻类光合作用效率下降，表现在叶绿素 ａ含量的下降、细
胞变小、细胞分裂率和生长率均下降［１］。刘丹楹等指出，紫

球藻生长的最适 Ｆｅ３＋浓度为 １×１０－５ ｍｏｌ／Ｌ，其次为
５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ［１４］，本试验结果与之相似。由此可见，最适紫
球藻生长的Ｆｅ３＋浓度为１×１０－５～５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，这为实际
生产提供了数据参考。

藻体中色素含量的多少直接影响藻体的光合作用的能

力［１３］，同时Ｆｅ是藻类细胞光合色素合成不可缺少的元素，
Ｆｅ３＋添加量较低时，紫球藻活性物质的积累量少，这是因为
Ｆｅ不足会影响细胞代谢活动中一些重要的酶的合成或降低
其催化活性［１］。随着Ｆｅ３＋添加量的升高，紫球藻主要色素叶
绿素ａ和胡萝卜素的含量明显增多，本试验 Ｆｅ３＋最适浓度为
５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ。

藻胆蛋白是蓝藻、红藻和隐藻光合作用的捕光色素，主要

包括藻红蛋白、藻蓝蛋白和别藻蓝蛋白，其中藻红蛋白是十分

有开发前景的一员。紫球藻细胞内含有丰富的藻红蛋白和藻

蓝蛋白，且以藻红蛋白含量最多。紫球藻的生长环境会影响

藻胆蛋白的含量，仅见少数报道［１３－１４］。在本试验中，紫球藻

的可溶性蛋白在培养的中后期开始明显升高。王明兹等指

出，随着紫球藻生长周期中细胞浓度的升高，可见光在培养液

中的穿透和扩散受到了影响，细胞仅由叶绿素吸收光能而不

能满足细胞代谢的需要，藻细胞在对数晚期开始积累代谢产

物———藻胆蛋白［１３］，这在一定程度上解释了本试验紫球藻可

溶性蛋白含量在其对数生长期后期开始明显升高的现象。本

试验中，有利于紫球藻水溶性蛋白积累的 Ｆｅ３＋浓度为
５×１０－５ｍｏｌ／Ｌ，这与刘丹楹等的结果［１４］相似。在通入１％二
氧化碳后，紫球藻的水溶性蛋白含量显著降低，不过在补加氮

源后，紫球藻水溶性蛋白含量明显升高［１１］。

紫球藻细胞外包围着一层黏质鞘，即细胞分泌出来的水

溶性黏多糖，该多糖是一类由葡萄糖、木糖和半乳糖等单糖组

成的易溶于水的多聚体。它是１种磺酸化多糖，在抗病毒、抗
肿瘤、抗血脂、抗菌等方面具有特殊的生物活性作用。紫球藻

多糖的产量和提取效率低、制备成本高限制了该多糖的大规

模开发应用［１５］。因此，对不同生态条件下紫球藻多糖产量的

研究具有十分重要的意义。尽管本试验中４个 Ｆｅ３＋处理组
的紫球藻胞外多糖产量与对照组之间不存在显著差异，但其

产量随培养时间的延长和Ｆｅ３＋浓度的升高而增大，说明Ｆｅ３＋

加富对紫球藻胞外多糖的分泌有着一定的促进作用。由于紫

球藻胞外多糖通过高尔基体合成并分泌到胞外，因此其产量

受到培养条件的明显影响［１６］。因此，筛选适宜的培养条件对

获取紫球藻胞外多糖具有重要的作用。韩娟等在培养紫球藻

时通入１％的二氧化碳，可以显著提高紫球藻的活性物质积

累，其多糖含量最高可达２３８．８ｍｇ／Ｌ，且在补加氮源后，其胞
外多糖和水溶性蛋白的含量均显著升高［１１］。王明兹等指出，

１０６０ｎｍ的激光照射可以使紫球藻多糖的分泌量提高
５０％～１５０％［８］。此外，有研究表明，高盐度对紫球藻胞外多

糖的分泌具有一定的刺激作用，尤其在盐度５％时，胞外多糖
的分泌量显著增大［１７］，使藻细胞表面的外被增厚，有利于细

胞形成表面的微环境，防治由于盐度过高造成的细胞水分丢

失，这是细胞防止离子毒害的机制之一［１８］。
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