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葡萄藻三个品系脂类物质含� 的比较研究
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中性脂类物质
,

尼罗红

� � � 丫丫� � � � � � 了�夕� � � � � “ � � � 。。
�
�� � � � � � � � ��� �� � � � � � � � � ,

� ��� � �� � � � � � � � � � � � � �

葡萄藻作为一种新的再生性能源的研究
,

已

引起了不少学者的重视
。

其中较为关键的是对葡

萄藻所含脂类物质的研究
。

过去通常采用重量法

及各类色谱法测定植物中的脂类物质
‘’, ’, ‘ , ’� 。

这

些方法不但繁琐
,

而且均需一个较长时间的提取

过程
。
近年来国外采用一种新型染料—尼 罗

红
,

并结合荧光显微分光光度法可以直接检测出

细胞中脂类含量
� , � ,

其方法较为灵敏
、

简便
。

本项

研究利用尼罗红荧光测定法对采自云南的葡萄藻

的三个品系进行了脂类物质的测定
,

比较了它们

所含脂类物质的含量及不同生长时期藻体所含脂

类物质含量的变化
,

并与常用的重 量法进行比较
,

确认了应用尼罗红染色法测定藻类中性脂类含量

的可行性
。

并讨论了用
“
尼罗红荧光法”筛选含高

月旨类新品系的可能性
。

材 料 和 方 法

藻种 葡萄藻
, � � � �年采自云南

、

抚仙湖品系

�� � �
一
�� , �� � 一 �� 和 �� � 一 �� �

。

试剂 �
�

�陌 � �� 尼罗红乙醇液 。
�

� � �� � �

的磷酸缓冲液 ��� �
�

� � � � � 的醋酸液
。

培养 单种分离培养和 , �� � � 的批量培养
,

采 用 � � � � � 培养基和 � � � � � � � 培养基
,

温度

为 � �一 � � ℃ ,

光强为 斗� � �一 � � � � �
� ,

培养时间为

�一 � � 天
。

染色 用 � � 醋酸固定葡萄藻样品 �藻浓缩

液 � 固定液为 � � � � � � �
。
� 天后

,
除去固定液后

用 � � � 的尼罗红染色液和磷酸缓冲液染色
,

�� 分

钟后用磷酸缓冲液洗 � 遍
,

最后制片
。

荧光测� 将制好的样片用荧光显微分光光

度计 �� � �� � � ��
� �� � � �卜 � � � �

,

� � � � , �� ��测量
。

测量时用落射照明用泵灯 �� � � � �
一
� � � ��� � ��

。

物镜 � � 火
、

目镜 � � � 。

激发光波为 � � � 一朽夕
� � ,

发射光波 � � � � � �
。

每个样品分别测 � � 个细胞
,

并重复
。

此项测定由武汉大学测试中心承担
。

脂类提取 �重量法 � 将葡萄藻样品 � �� 卜

� � , � � 卜 �� 和 � �卜 �� 冰冻干燥后称重
,

用 己

烷抽提 三次
,
过滤

,
除去己烷溶剂

,

再加 � � �� 的三

氯甲烷和丙酮溶液�按 � � �� 的体积比 �
,

置 �℃ 低

温下 � �小时后离心
,

除去残滓
,

干燥
,

称重
。

� �  � 年 � 月 �� 日收至��
。
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程中体内脂类含量的变化
。

它的确是一种比较理

想的中性脂类物质的测定方法
。
目前

,

关于葡萄

藻脂类的绝对量以及整个群体整体脂类的测量尚

需进一步探索
。

尼罗红荧光法的应用已经从不同的方面显出

它的优越性
〔卜

, , ’� 。

我们从尼罗红荧光法测定葡

�”��七�认�戈�������

口扒�‘�田召三��创。的���,一�。之�司�‘国
�过若减理�划兴卿粼友异

结 果

�
�

三种不同品系的荀萄燕脂类物质的含�

尼罗红荧光法 用荧光显微分光光度计测定

葡萄藻 �� �
一
� � , �� � 一 � � 和 � � �一� � 个品系

的中性脂类含量的结果为 � � � 一 �� 的脂类含量最

高
, � � �

一
� � 和 � � � 一 �� 的脂类含量均明显 低 于

�� �
一

��
,

而且后两者间相差不明显�图 � �
。

经 �

值检验和 � � � � � �
检验证明

, � � � 一 � � 与 �� � �

� � 及 � � 卜
一

�� 与 � � �
一

�� 间的脂类含量具有极

显著的差异
,

而 �� �
一

�� 与 � � � 一 �� 之间差异

不显著
。

皿纽法 我们以重量法作对比
,

测定了这 �

个品系的脂类含量
。

从表 � 可见
, � �卜 �� 的

脂类含量仍居 � 个品系的首位
,

明显高 于 品 系

� � �
一

�� 和 � � �
一
� � ,

其含量达到了藻体干重的

斗�
�

�  
!

。
而 Y N b一 A 和 Y N b 一 I B 之间无明显

差别
,

其脂类含量分别为 3夕
.
夕5 %

。

和 38
.
96%

。

结果与荧光测定的结果一致
。

由此可见
,
葡萄藻中

,

品系不同
,
它们所含有

的脂类物质的量也不同
,

实验证明了尼罗红荧光

法测定葡萄藻的脂类含量是可行的
。

2
.

丫踢
一

1c 有萄燕品系脂类含t 的变化

用尼罗红荧光法测定了脂类含量较高的品系

Y N h一
lC 在不同的生长时期中的脂类物质含量的

变化
。

从图 2 可见 Y N b一
1c 的脂类含量随着生长

时间的延长而不断增加
,

到 14 一21 天时达到最

高
,

随着时间进一 步延长又由高点明显下降
。

经

F值检验和 D unc
:n
检验表明

,
Y N b

一

1c 的脂类

含量在不同的生长时期是明显不同的
,
只有在生

长初期和生长期末所含脂类的量无显著差异
。

1 2 3

样品 Sa m ple s咬N um ber)

残

图 1 3 种不同葡萄藻品系的脂类含最
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讨 论

尼罗红 (Ni le Re d) 是一种具较强荧光特性

的染料
。

它具有较强的疏水性
,

依溶剂疏水程度

不同呈现不同的荧光颜色(从金黄色到红色)
。

但

在水溶剂中
,
它的荧光完全淬灭

。
另外尼罗红具

有光化学稳定性
。

它特有的激发光波长范围可以

排除一些生物分子对测定的干扰
。
已经作为一种

独特的方法用于中性脂类等物质的测定
〔’, ” 。

本项研究的结果证明
,

尼罗红荧光法可以直

接用于葡萄藻的脂类测定
,

是一种微量
、

迅速灵敏

的有效方法
。

它既可以测定葡萄藻不同品系的脂

类物质的含量
,
又可以测定葡萄藻在不同生长过
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葡萄藻

T h e

Y N b 一 I C 品系中脂类含量变化
co n ten ts of n eutral
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萄藻细胞中脂类含量的实验证明
,

尼罗红可以直

接作为葡萄藻新品系筛选的特异指标
,
使葡萄藻
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的筛选过程更加迅速准确
。

为此
,

尼罗红不仅作

为疏水性分子的探针
,

而且可以作为脂类物质含

量的一种指标
,

用以含多量脂类物质的微型生物

新品种的筛选
,

为探索和研究新的再生能源提供

了捷径
。
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