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摘要： 研究不同培养模式对小球藻蛋白合成的影响。 分别采用自养、异养和混养模式培养小球藻
生产蛋白质。 结果为混养时藻细胞更易积累生物量，其比生长速率和产率高达 0.526 d-1和 0.318
mg/（L·d），且其蛋白质质量分数和产率分别为 35.6%和 0.097 g/（L·d），自养时蛋白质质量分数却
最高为 52.1%；3 种方式培养小球藻均含 18 种氨基酸， 且必须氨基酸比例均超过总的 40.0%；异
养和混养方式下各氨基酸组成比例基本相似，而与自养时相比，Cys-s、Tyr 和 Met 比例差异显著，
Cys-s 比例分别高了约 78.57%，而 Tyr 及 Met 分别低 27.59%和 33.33%左右。 营养方式显著影响
小球藻蛋白质合成及氨基酸组成比例。
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Abstract： Biosynthesis of protein and amino acids by Chlorella vulgaris inoculated in different
culture modes were studied，respectively. Chlorella strain was cultivated to synthesize protein in
autotrophism，heterotrophism and mixotrophism models，respectively. The results were as follows：the
mixotrophic algal cell could accumulate higher biomass，with a specific growth rate and productivity
of 0.526 d-1 and 0.318 mg/（L·d），respectively. Its high protein productivity was of 0.097 g/（L·d），
but the protein content in autotrophic Chlorella was the highest （52.1%），which the algal protein
contained 18 kinds of amino acids in the three models and the percentage of essential amino acids
was 40.0% of the total；under heterotrophism and mixotrphism models，proportions of amino acids
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小球藻属绿藻门 （Chlorophyta）， 小球藻属
（Chlorolla），是一类普生性单细胞微藻 [1]。 小球藻广
泛分布于淡水和海水中。 小球藻除利用光能和无机
碳（如 CO2和碳酸盐等）进行光合自养以外，还可利
用一种或多种有机物作为能源和碳源在黑暗中生
长[2-3]，即进行异养发酵。 小球藻富含油脂、蛋白质、
碳水化合物、维生素、食用纤维、微量元素和其它生
物活性物质 [4]，具有降血压、降血脂，抗动脉粥样硬
化，增强免疫力，抗肿瘤以及抗病毒感染等保健功
能[5]。 小球藻为具保健功能的健康食品，其促进健康
主要营养组分之一为蛋白质或氨基酸 [6]。 蛋白质质
量分数是评价小球藻营养价值的主要因素之一。 小
球藻细胞中蛋白质质量分数为 16.0%~58.0%，且不
同营养因素及培养条件影响蛋白生物合成[7-8]。 小球
藻生长和细胞组分（如，蛋白和油脂等）不仅受到培
养基中营养元素调控，而且受到环境条件影响。 目
前，营养方式对小球藻油脂合成研究较多[2，9-10]。而营
养方式影响小球藻细胞生物合成蛋白及氨基酸的
研究报道较少。 作者研究考察 3种发酵方式对小球
藻细胞生长、蛋白质及氨基酸合成的影响，以探索
通过改变营养方式调控小球藻胞内蛋白含量及氨
基酸组分的实现手段。

1.1 材料与仪器
小球藻（Chlorella vugaris）藻株 C9-JN2010：作

者所在实验室从海水中分离并经过人工选育获得；
培养基为修改 Chu's Medium （MCM） 培养基组分
（mg·L-1）[11]；Nile red Sigma-Aldrich 公司产品；过硫
酸钾：爱建德固赛（上海）引发剂有限公司产品。

YXQ-LS-50S1 型立式压力蒸汽灭菌器：上海博
迅实业有限公司医疗设备厂产品；ZHWY200B 型摇
床： 上海智城分析仪器制造有限公司产品；DHP-

2000型电热恒温培养箱：天津市华北实验有限公司
产品；水平层流净化工作台：苏州洁净技术研究所
产品； 分析天平： 梅特勒-托利多仪器有限公司产
品；F-4600荧光分光光度计，U3900紫外分光光度计：
日立公司产品；1100 HPLC：美国安捷伦公司产品。
1.2 实验方法及步骤
1.2.1 种子培养方法 挑取平板上培养藻株至含
有 1.0 mL dd H2O 的 2 mL 离心管中，混合均匀。 分
别取适量藻接种于含有 50.0 mL MCM 培养基的
250 mL三角烧瓶中，置于恒温光照摇床中振荡培养
（培养条件为：25±1 ℃，光照强度 4 000 lux，光暗周
期为 16 h∶8 h，pH为 7.0）。
1.2.2 自养、 混养与异养培养实验 分别在 1.0 L
MCM 中添加 2.0 g NaHCO3 进行自养培养和添加
5.0 g 葡萄糖进行异养及混养培养。将藻种接种于装
有 150 mL MCM 的 500 mL摇瓶中，调整 pH 为 7.0，
初始接种量干重为 0.155 g/L，于温度为 25±1 ℃，光
强为 4 000 lux，光暗周期为 16 h∶8 h 条件下自养和
混养培养 4 d。异养时用黑布包裹好避光培养。每天
取样一次，进行相关参数的检测。
1.2.3 生物量及比生长速率检测 藻生物量及比
生长速率采用修改的 Wang[12]等方法测定。取藻液用
无菌水进行 10 倍梯度稀释，于 680 nm 波长测定稀
释样品吸光值，另取各稀释藻样 8 000 r/min 离心 5
min 后，收集沉淀于恒温箱80 ℃干燥至恒重并称干
重，并建回归方程，并分别根据式 1 和式 2 计算其
生物量和 μ。

干重 （g/L）=0.356 2 A680 nm-0.010 94，r2=0.998 3
（1）

μm=（lnX2-lnX1）/（t2-t1） （2）
式（2）中：X1是第一次取样时（t1）生物量，X2是

第二次取样时（t2）生物量。
1.2.4 蛋白质质量分数及氨基酸分析 HPLC 法测

材料与方法1

from the algal protein were rather similar，compared with the algae in autotrophism model，
proportions of Cys-s，Tyr and Met were the significant difference，additionally Cys-s proportions in
the previous two were about 78.57% higher than the later，while proportions of Tyr and Met were
about 27.59% and 33.33% lower than the previous two，respectively. Consequently，biosynthesis of
protein and proportion of the algal amino acids were both significantly influenced in the culture
models.
Keywords： Chlorella vulgaris，protein，amino acid，culture model
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定蛋白质含量及氨基酸组成分析。 色谱条件为：采
用 OPA FUOC 柱前衍生化 ， 柱温 40 ℃（250×4.6
mm，5 um，ODSHYPERSIL）， 流动相为 A 相和 B 相
（表 1）， 流量为 1.0 mL/min， 分别于 338 nm和 262
nm（Pro，Hypro）检测。

表 1 氨基酸分析仪所用流动相

Table 1 Mobile phase for analysis of amino acids by HPLC

1.2.5 氮 质 量 浓 度 测 定 采 用 APP -UV 法
（GB11894-89）测定总氮。收集 40 mL藻液于 8 000
r/min 离心 5 min， 取上清， 分别在波长 220 nm 和
275 nm测定吸光值， 根据标准曲线建立回归方程，
氮质量浓度（mg/L）=5.966 6（A220 nm-2*A275 nm）-0.035
8，r2=0.999 6），计算氮质量浓度。
1.2.6 磷质量浓度测定 采用钼酸铵分光光度法
（GB11893-89） 测定总磷含量。 收集 40 mL藻液于
8 000 r/min 离心 5 min，取上清，于波长 690 nm 测
定吸光值，根据标准曲线建立回归方程，磷质量浓
度（mg/L）=0.646 5 A690 nm-0.008 5，r2=0.999 6，计算
磷质量浓度。
1.2.7 总糖测定 培养液中总糖浓度测定采用
3，5-二-硝基水杨酸-分光光度法[13]。 收集 40 mL藻
液于 8 000 r/min 离心 5 min，取上清，按总糖测定方
法标准步骤操作，于 540 nm 下测定吸光值，根据标
准曲线建立回归方程， 糖质量浓度 （mg/L）=1.07
A540 nm-0.043 9，r2=0.999 8，计算 Glc质量浓度。
1.2.8 数据分析 采用 Excell 和 Origin 软件进行
统计分析，每个实验重复 3次。

2.1 自养、异养、混养模式对小球藻生长的影响
分别于异养、 混养及自养方式下培养小球藻，

其生长效果见图 1。 3 种培养方式对小球藻生长影
响较大。异养条件下，小球藻在 96 h进入稳定期，后
期由于有机碳源不足导致细胞开始死亡。 而混养条

件下，在 96 h 培养基中有机碳含量接近零，后期藻
生物量不降反升。 相比较，自养小球藻利用无机碳
的速率较慢导致细胞生长速度也更慢。 在混养条件
下，藻细胞更容易积累生物量，在 168 h 生物量可达
1.5 g/L，而自养条件下藻生物量最低仅为 0.73 g/L。
同样，藻细胞在混养时，比生长速率和生物量产率
在 96 h 均最高， 分别为 0.526 d-1 和 0.318 mg/（L·
d）。混养时生物量最高，为自养时的 2.16倍。作者结
果支持混养小球藻能更有效积累生物量[9，14]。小球藻
在光暗条件转换过程中，能快速切换自养到异养代
谢，反之亦然[15]。

图 1 自养、混养和异养培养模式对 C. vulgaris C9-JN2010
的生长的影响

Fig. 1 Effect of autotrophic，heterotrophic and mixotro-
phic culture models on growth of Chlorella
vulgaris C9-JN2010

混养方式下小球藻生物量积累更高，可能混养
条件下藻细胞既可通过异养途径快速利用葡萄糖
进行生长繁殖，当培养基中糖不足时，又可通过光
合自养固定空气中 CO2， 进一步合成细胞生长繁殖

时间/min A/% B/% 流量/（mL/min ）

0 92 8 1.0

27.5 40 60 1.0

31.5 0 100 1.5

32.0 0 100 1.5

34.0 0 100 1.0

35.5 92 8 1.0

结果与分析2
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所需糖类、氨基酸、蛋白质及核酸等有机物从而促
进藻生物量积累。 微藻自养培养时主要通过获取光
能用于自身生长，而光能不足难以维持细胞最优生
长。 在没有光照时异养培养，适宜的碳源对藻获得
高生物量非常重要。 Haass和 Tanner报道了小球藻
拥有一套诱导型己糖运输途径利用葡萄糖[16]。 大量
研究表明 Chlorella sp.不但能够利用单糖（如，葡萄
糖、果糖、半乳糖和甘露糖等），而且能够利用二糖
（如蔗糖和乳糖），而不同糖的利用速率不一导致藻
细胞产率和生物量浓度的差异较大 [17-20]。 一般异养
小球藻生物量约为自养的 3-5 倍[10，19]。 甚至有研究
报道小球藻异养时还能利用甘油，主要在藻细胞生
长后期，培养基中速效糖被消耗完之后会诱导微藻
代谢机制发生改变，藻细胞会利用甘油、一些有机
酸，甚至是复杂糖类作碳源[21]。混养时微藻可同时进
行异养和自养或单独进行异养或自养 [22]，当有机碳
出现可改变小球藻异养和自养的代谢途径[23]。因而，
混养不是光合自养与异养简单的结合 。 此外 ，
Cheirsilp 和 Torpee 研究发现光照也可促进藻细胞
生长积累生物量[24]。
2.2 不同培养模式下小球藻叶绿素质量分数与 C/
N利用效率比较

不同培养方式显著影响藻细胞叶绿素含量，见
图 2。在 0~24 h，异养、混养和自养培养方式下，叶绿
素含量均随着藻细胞生长增加，在 24 h 均达到最高
值分别为 20.8、25.6、32.1 mg/g。24 h后，叶绿素含量
开始下降，尤其是异养条件下，于 168 h 降为最低是
3.8 mg/g，在自养条件下叶绿素下降较慢，最终稳定
在 25 mg/g左右。研究报道自养有利于叶绿素合成，
而混养和异养不利于叶绿素积累 [24-26]。 Boussiba 和
Vonshak 认为氮是用于连续合成色素蛋白质所必需
的元素[27]。 产生以上现象的主要原因为：一方面，小
球藻细胞在光合自养时，碳利用主要通过光合途径
卡尔文循环途径固定 CO2， 进一步形成合成各种所
糖类、需氨基酸和蛋白质及核酸等，需要合成大量
光合色素来捕获足够能量。 若氮源限制出现后，异
养和混养能直接利用培养基中葡萄糖等碳源生长
繁殖，不需要光合作用固定 CO2而抑制光合色素合
成；另一方面，自养光合色素合成需要大量氮，培养
基中氮含量过低不利于色素合成[28]。

3 种培养方式下， 小球藻对 Glc 和氮的利用效
果见图 3 和表 2。 混养时小球藻利用糖和氮速率最

快，在 120 h时糖浓度接近零，其糖利用率和消耗速
率分别为 99.7%和 0.598 g/（L·d）。 至 96 h，氮质量
浓度降为 0.5 左右， 其利用率与利用速率分别为
99.9%和 13.98 mg/（L·d）。

图 2 自养、混养和异养培养模式对 C. vulgaris C9-JN2010
胞内光合色素质量分数的影响

Fig. 2 Effect of autotrophic，heterotrophic and mixotro-
phic cultures models on content of chlorophyll in
cell C. vulgaris C9-JN2010

表 2 自养、异养及混养条件下 C. vulgaris C9-JN2010 利用
葡萄糖和氮效率

Table 2 Efficiency of consuming Glc and nitrogen in the
culture media by C. vulgaris C9 -JN2010 in
autotrophic，heterotrophic and mixotrophic
cultures models

培养
方式

Glc利用
率/%

Glc消耗速率/
(g·L-1·d-1)

氮利用率
/%

氮消耗速率/
(mg·L-1·d-1)

异养 98.33 0.59 99.82 13.98
混养 99.67 0.598 99.86 13.98
自养 / / 70.64 9.89
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图 3 自养、异养及混养培养模式下 C. vulgaris C9-JN2010
消耗糖与氮的曲线

Fig. 3 Curves of consuming glucose and nitrogen by C.
vulgaris C9-JN2010 in autotrophic，heterotrophic
and mixotrophic cultures models

2.3 3 种培养方式对藻体蛋白质质量分数及氨基
酸组分的影响

小球藻 C9-JN2010 在自养条件下蛋白质质量
分数最高为 52.1%， 但蛋白产率却在混养时最高为
0.097 g·L-1·d-1（表 3）。 自养小球藻蛋白质含量高于
Mitra[9]等人报道，而混养与异养则稍低。 一般地，小
球藻内蛋白质、 油脂及糖质量分数分别为 51%~
58%、14%~22%和 12%~17%[5]。 主要原因是自养培

养时，藻生物量过低导致最后蛋白质产量低。 当氮
缺乏而碳充足时，微藻细胞通过碳代谢进入乙酰辅
酶 A 使脂肪酸积累被激活，或碳参与把糖类或蛋白
质转化为脂肪酸[29-30]，导致蛋白质质量分数降低。

3种培养方式下， 小球藻均含 18 种氨基酸，且
8种必需氨基酸比例高， 约占总氨基酸质量分数的
40.0%（表 3）。 另外，在异养和混养条件下小球藻所
有氨基酸比例基本相似，与自养时相比，其中 Cys-
s、Thr、Tyr 和 Met 差异显著，Cys-s 质量分数分别高
为 78.57% ， 而 Thr、Tyr 及 Met 分 别 低 21.6% 、
27.59%和 33.33%（表 4）。 可能原因为不同培养方式
下碳利用方式和途径不同导致小球藻一些氨基酸
代谢产生差异。 García等认为混养条件下细胞内光
合成分含量依赖于异养/自养代谢的比重[31]。
表 3 自养、 异养及混养培养模式下培养藻细胞蛋白质质量

分数及产率

Table 3 Content and productivity of protein from the
algae biomass cultivated in autotrophism，

heterotrophism and mixotrophism
培养模式 蛋白质质量分数/% 产率/(g·L-1·d-1)

异养 37.0 0.076

混养 35.6 0.097

自养 52.1 0.069

表 4 自养、异养及混养培养模式下藻细胞氨基酸质量分数及组成

Table 4 Content and components of amino acids from the algae cell cultivated in autotrophism，heterotrophism and
mixotrophism

氨基酸种类
氨基酸质量分数/（g/hg） 氨基酸比例/%

自养 混养 异养 自养 混养 异养

天冬氨酸(Asp) 5.091 3.445 3.78 10. 2 9.8 10.2
谷氨酸(Glu) 6.331 4.423 4.7 12.6 12.6 12.7
丝氨酸(Ser) 1.174 0.858 0.92 2.5 2.5 2.5
组氨酸(His) 0.962 0.649 0.716 1.9 1.9 1.9
甘氨酸(Gly) 3.215 2.125 2.232 6.4 6.1 6.0
苏氨酸(Thr) 2.987 2.269 2.214 5.1 5. 5 5.7
精氨酸(Arg) 3.059 1.931 2.034 6.1 5.5 5.5
丙氨酸(Ala) 4.097 3.002 3.248 8.2 8.6 8.7
酪氨酸(Tyr) 1.837 1.023 1.089 3.7 2.9 2.9
半胱氨酸(Cys) 0.281 0.996 1.049 0.6 2.8 2.8
缬氨酸(Val) 3.221 2.327 2.504 6.4 6.6 6.7
甲硫氨酸(Met) 0.805 0.434 0.432 1.6 1.2 1.2
苯丙氨酸(Phe) 3.037 1.881 1.937 6.1 5.4 5.2
异亮氨酸(Ile) 2.348 1.614 1.708 4.7 4.6 4.6
亮氨酸(Leu) 4.647 3.038 3.154 9.3 8.7 8.5
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氨基酸种类
氨基酸质量分数/（g/hg） 氨基酸比例/%

自养 混养 异养 自养 混养 异养

赖氨酸(Lys) 3.001 2.104 2.297 6.0 6.0 6.2
脯氨酸(Pro) 2.552 1.925 2.119 6.0 6.5 6.0
色氨酸(Trp) 1.415 0.964 1.023 2.8 2.8 2.8
总含量 50.1 35.6 37.2

续表 4

结 语3
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科 技 信 息

欧盟就提高谷物产品中呕吐毒素最大限量相关的健康风险发布声明

12 月 17 日，欧盟食品安全局就半加工谷物产品中呕吐毒素（deoxynivalenol，DON）的最大限量由 750 μg/kg 提高至 1
000 μg/kg 有关的健康风险发布了声明。

呕吐毒素，霉菌毒素主要是由 Fusarium graminearum 和 F. culmorum 产生的真菌毒素。 这些真菌是植物病原真菌，生长

在田地作物上以及温带气候下。

欧盟食品安全局审查了自 2007 至 2012 年度的相关数据与成员国的报告。 经过评估，欧盟专家组认为，提高呕吐毒

素的最大残留限量可以增大呕吐毒素与乙酰呕吐毒素的水平，因此会提高呕吐毒素的暴露水平，进而会超出健康指导值。

专家组还建议采用足量的灵敏方法，开展乙酰衍生物相关的研究，以更好的研究呕吐毒素的健康风险。

［信息来源 ］EFSA. Statement on the risks for public health related to a possible increase of the maximum level of
deoxynivalenol for certain semi -processed cereal products. EFSA Journal 2013；11 （12）：3490. http：//www.efsa.europa.eu/en/
efsajournal/pub/3490.htm.
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