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% 引言
微藻不仅可以通过光合作用吸收二氧化碳放出氧气!而且含

有多种重要的生命活性物质如 !"# $!%&’()*+,-)+,’%& #&%./"01#
$0+&’()2+3)+,’%& #&%.4"藻胆蛋白 $"25&’6%7%*8’-+%,4"!9胡萝卜素
:!9&)8’-+,+4"!&"叶黄素 $;<-+%,4 和虾青素 $#(-)3),-2%,4等 =>?@A!具
有广泛的商业价值# 微藻中的小球藻属于单细胞绿藻!包括大约
>B个种!细胞形态为圆形或椭圆形!细胞直径 C">C "D=EA$ 小球藻

不仅含有丰富的蛋白质%脂质"多糖"食用纤维和维生素等营养成
分! 而且含有小球藻因子和叶黄素等一系列生命活性物质! 具有
重要的保健和药理作用 =FA$ 叶黄素是人类血液和食物中最重要的
类胡萝卜素之一 =GA!植物中的叶黄素属于天然色素!色泽鲜艳!无
毒性!可广泛应用于食品着色"化妆品"医药和禽畜饲料中=HA$ 由于
小球藻富含叶黄素! 因此小球藻不仅可以看作是高价值健康食
品!而且在医药"化工和食品等领域有着广泛的应用前景$ 目前在
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!!在光照条件下#分别研究了氯化铵$尿素和硝酸钾 " 种氮源#以及吲哚乙酸>;,,?和吲哚丁酸>;),@ ! 种植物激素对小球藻生长
及叶黄素含量的效应% 结果表明#葡萄糖和硝酸钾分别作为唯一碳源和氮源可以支持小球藻快速持续生长&尿素作为唯一氮源时小球
藻生长缓慢#而氯化铵作为唯一氮源时因使培养物中的 A6 快速降低而抑制了小球藻的进一步生长%与尿素和氯化铵相比#硝酸钾是促
进小球藻生物合成叶黄素的最好氮源#小球藻细胞中的叶黄素含量可以达到 #BC$ DE*E% 在葡萄糖为碳源和硝酸钾为氮源条件下#加入
植物激素 ;,,$;), 非但不能明显促进小球藻的生长#反而明显抑制了小球藻对叶黄素的生物合成%

!!小球藻#叶黄素#氮源#植物激素 FG%HBC!
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国外期刊有利用小球藻生产叶黄素的研究报道 !"#!但在国内刊物
中尚未发现有此领域的研究介绍"至今小球藻培养方式以开放式
培养和封闭式培养为主 !$#!但在这两种培养方式下小球藻产量都
不高!因此!近几年来!许多学者致力于异养培养超高细胞浓度小
球藻的技术研究!%&’(#!使小球藻的培养进入一个崭新的阶段" 我们
在国内率先成功筛选出既可以在自养条件下利用光能和二氧化

碳进行自养生长!也可以在无光照异养培养条件下利用有机碳源
进行生长的小球藻藻种#并在此基础上 !))#!重点研究了不同氮源
形态和植物激素对小球藻生长和叶黄素含量的效应!这不仅具有
重要的基础研究价值!而且为进一步应用小球藻生产叶黄素的产
业化生产奠定了重要的基础"

% 材料与方法
%=0 实验材料
实验用小球藻藻种是我们从天然水体中筛选出的小球藻纯

种 !))#" 不同氮源形态硝酸钾$尿素和氯化铵均为分析纯化学试剂"
植物激素吲哚乙酸 *+,,-$吲哚丁酸*+.,-均为北京鼎国生物技术
有限责任公司产品!用乙醇溶解后于实验前在洁净工作台内加入
到小球藻培养物中"叶黄素标准品购自北京禹光生物科学研究中
心!叶黄素用甲醇/二氯甲烷%01)&溶液溶解配制成一系列标准浓
度后进行 2345 测定"
%=% 培养基和培养条件
实验所用培养基是文献 !))#所示的培养基" 在不同氮源形态

实验中!以硝酸钾$尿素和氯化铵作为唯一氮源!分别配制成相同
的氮初始浓度" 在不同植物激素实验中!分别配制成不同初始浓
度的 +,, 和 +.," 培养基初始 62 都调至 789 左右" 实验器皿为
:(( ;4 三角瓶 !培养量为 )(( ;4" 培养基和实验器皿均经
)0) !$0( ;<= 的高温高压和超净工作台紫外灯照射 0( ;<= 灭
菌后使用" 在洁净工作台内接种小球藻后!在光照培养箱中进行
光照静置培养!培养条件是’温度 :( !!0 > 光照黑暗循环!光照
强度 : ?(( @AB!每天摇瓶 0 次"
%=& 小球藻生物量的测定
用 C00D 可见分光光度计在波长 7%? =; 下测定光密度

%EF7%?=;&以示小球藻的生长量"通过 EF7%?=;按照如下公式可计算

出对应的小球藻细胞干重浓度’!G?8:9C ’"H?8??0 C!" 为 EF7"?=;!
! 为藻细胞干重 IJ4 !))#"
%=U 叶黄素的提取和测定
在小球藻培养实验结束时!取 9 ;4 藻液!离心后倒去上清

液!沉降于离心管底部的藻细胞用磷酸盐缓冲溶液%62C8(&重新
悬浮后再次离心倒去上清液!如此重复 : 次清洗藻细胞后!加入
9 ;4 甲醇H二氯甲烷%01)&提取剂!用超声波细胞破碎机破碎藻
细胞 0( ;<=%超声 )( K!间隔 0 K&后!再次经过离心取上清液在
2345 上测定" 实验前用甲醇H二氯甲烷%01)&配制叶黄素浓度分
别为 L ;IJ4$" ;IJ4$)0 ;IJ4$)7 ;IJ4 和 0( ;IJ4 的标准溶液!依
次在 2345 上进样" 在不同叶黄素浓度下!得到叶黄素峰高%!&
与叶黄素浓度%"&的一元线性回归方程%!GL8(L( ""H(8")7 M!#0G
(8MM" C&" 实验通过叶黄素峰高计算出对应的叶黄素浓度"
叶黄素含量测定条件是’高效液相色谱%2345&仪%岛津 45H

)(,NO6 泵!D3FHP)?,O6 二极管阵列检测器&! 采用 QRSTUB D.H
5)"*L87 ;;"09 V;- 分离柱!流动相是乙腈H甲醇H乙酸乙酯%L9#
’? $ L9&!流速为 ’ ;4J;<=!进样量 0? !%!检测波长为 L7? =;"

& 结果与讨论
&=0 叶黄素标准品及小球藻提取物的 VION 色谱图

0? ;IJ4 叶黄素标准品及小球藻提取物的 2345 谱图%图 ’&
显示!标准品叶黄素出峰的保留时间为 :8?7 ;<= *图 ’ U-!小球藻
细胞提取液在同样的保留时间也存在一个明显的出峰!因此初步

确认我们筛选的小球藻种能够产生叶黄素"

为了更进一步确认在藻细胞提取液中与标准品叶黄素有着

同样保留时间的出峰就是叶黄素!分别对叶黄素标准品的出峰以
及在藻提取液中与之有相同保留时间的出峰从 :C9 =; 到 %??
=; 进行吸收扫描!结果%图 0&显示!标准品叶黄素与藻提取液中
的出峰的扫描图谱基本相同! 最大吸收波长均在 L7? =; 左右!
因此证实小球藻中确实含有叶黄素"

&=% 不同氮源对小球藻生长及叶黄素产量的效应
在葡萄糖初始浓度为 ’? IJ4$ 总氮浓度都为 ?80CC IJ4 条件

下!研究了硝酸钾$尿素和氯化铵对小球藻生长的效应" 结果表
明!在所用的 : 种氮源中!小球藻均能生长!但在不同氮源条件
下!生长状况有很大的差别%图 :&" 以氯化铵作为氮源时!培养第
一天小球藻生长较好!但此后小球藻生长基本处于停顿状态" 以

图 ( 叶黄素标准品及小球藻提取物 VION 谱图
U!叶黄素标准品"T!小球藻提取物

;

W

图 % 叶黄素标准品及小球藻提取物中叶黄素的扫描图谱
U!叶黄素标准品"T!小球藻提取物

;

W

&X



第 !" 卷 !##$ 年第 %! 期 !总第 !%# 期"

尿素作为氮源时!小球藻可以生长但生长缓慢" 而以硝酸钾作为
氮源时!小球藻一直保持较快的生长速度!培养第 ! 天 "#$%&’(达

到了 )*+,"上述结果表明!与尿素和氯化铵相比!硝酸钾是支持小
球藻快速稳定生长的最好氮源"

采用不同氮源形态培养小球藻后的 -. 变化表明 #图 !$!在
初始 -. 都为 $*/ 左右条件下! 以氯化铵作为氮源时! 培养第一
天! 小球藻培养物的 -. 值就下降到 !*/+! 此后 -. 仍然在下降
#图 !$% 分析原因主要是铵根离子直接被小球藻吸收后!为了保
证细胞内电荷平衡而释放出氢离子使得培养液的 -. 值下降!如
此低的 -. 可能是导致小球藻停止生长的主要原因&图 0$% 以尿
素作为唯一氮源时! 小球藻培养液的 -. 值虽然也有所下降!但
仍然保持在 1*2 以上&图 3$!因此也在一定程度上抑制了小球藻
的生长&图 0$%在硝酸钾作为唯一氮源时!培养物的 -. 呈现缓慢
上升趋势!但没有超过 %*4&图 !$!因此小球藻可以持续稳定地快
速生长&图 0$% 据报道 56,7小球藻不能直接利用 8"0

9中的氮!而是
首先在硝酸盐还原酶的作用下将其还原为 8",

9! 再由亚硝酸根
还原酶将其彻底还原为 8.!

:后才能被小球藻吸收利用% 虽然以
硝酸钾作为氮源会消耗能量!但小球藻在吸收硝酸盐过程中伴随
质子共转运 ;8"<

9=.: >?(-@ABC 现象!使培养基中的质子浓度降低
-. 值上升!这有利于小球藻的生长%因此!与尿素和氯化铵相比!
硝酸钾是支持小球藻快速稳定生长的最好氮源%

图 / 显示!分别以硝酸钾’尿素和氯化铵作为氮源时!小球藻
都可以产生叶黄素!但当硝酸钾作为唯一氮源时!培养所得小球
藻的叶黄素产量最高!达到 4*%/ (D=D" 而以尿素或氯化铵作为唯
一氮源时 ! 叶黄素产量分别比以硝酸钾作为氮源时下降了
<E*E!’<+*E!!这进一步说明硝酸钾不仅可以支持小球藻快速稳
定生长!而且也有利于小球藻对叶黄素的生产"

"&" 不同植物激素对小球藻生长及叶黄素产量的效应
在葡萄糖浓度为 F2 DGH’硝酸钾浓度为 , DGH 的条件下!研究

了 IJJ 及 IKJ 对小球藻的生长及叶黄素含量的效应" 从图 $ 可
看出!IJJ 加量在 F4 (DGH"F44 (DGH 范围内!对小球藻的生长没
有明显的促进或抑制作用" 图 + 表明!在 L4 (DGH"F44 (DGH 范围
内!IKJ 的存在明显抑制了小球藻的生长!且 IKJ 加量越大!抑制
效应越明显"据报道5F07 IJJ 或 IKJ 在 L4 (DGH 浓度时可以促进小
球藻的生长!而增加到 F44 (DGH 时会抑制小球藻的生长"我们的
研究结果显示&图 $ 和 +$!IJJ 或 IKJ 在此浓度范围没有明显促
进小球藻生长的效应!其原因可能是采用的小球藻种不同所致"

图 % 显示!在不同初始浓度下!无论是 IJJ 还是 IKJ 与对照
相比藻细胞中叶黄素含量都有明显的下降趋势!因此添加植物激
素 IJJ 和 IKJ!不仅对小球藻的生长没有促进作用!反而会明显
抑制藻类的叶黄素合成"由于至今尚未发现有植物激素对小球藻
生物合成叶黄素效应的研究报道!因此其机理还有待于进一步研
究"

图 " 不同氮源对小球藻生长的效应

图 ’ 不同氮源条件下小球藻培养物中 () 的变化

图 $ 不同氮源条件下小球藻细胞内叶黄素产量

图 * 不同吲哚乙酸含量对小球藻生长的效应

图 + 不同吲哚丁酸含量对小球藻生长的效应

图 , 植物激素作用下小球藻细胞中叶黄素含量
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详细论述了责权分离约束在基于角色的访问控制 !2345" 中的冲突检测与解决方案# 研究了该约束在 $权限!角色授权%

!G24"&$权限!主体授权%!G,4"&$角色!主体授权%!2,4"&$角色!角色授权%!224"等各类授权关系中的典型示例’并结合数学中的
有向图理论给出冲突检测的算法分析’为实际应用奠定了基础( 此外’还对冲突产生后的消解方法进行了深入讨论’总结出多种方案并
进行仿真比较’根据实验结果给出一套优化后的解决途径)

责权分离’冲突检测’冲突消解’有向无环图’角色分层 HG&)0
!!4 0)))=IJ*I+%))*10%=))K)=)K
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K结论
># 在光照培养条件下$与尿素和氯化铵相比$硝酸钾是支持

小球藻持续快速生长的最好氮源%
A& 在光照培养条件下$与尿素和氯化铵相比$硝酸钾是促进

小球藻生物合成叶黄素的最好氮源$小球藻细胞中的叶黄素含量
可以达到 ?T@[ ]^_^%

Y& 植物激素 B== 和 B<= 不但不能明显促进小球藻的生长$
反而明显抑制了小球藻对叶黄素的生物合成%
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