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摘  要 : 采用 Basal 培养基，通过光学显微镜、电子显微镜、激光共聚焦显微镜以及尼罗红染色定量等方法研

究了不同浓度氯化钠 (0、150、300、600 mmol/L) 对小球藻属原壳小球藻的生长状态、脂滴分布、总脂含量

的影响。结果表明，添加不同浓度的氯化钠对原壳小球藻的生长有明显的影响，随着氯化钠浓度的增加，小球

藻的生长速度受到明显的抑制，600 mmol/L 氯化钠处理时生长几乎完全被抑制。在显微镜下观察，可见氯化

钠浓度的增加会导致小球藻聚集成团，这种现象在 150 mmol/L 和 300 mmol/L 氯化钠培养下比较明显；通过电

子显微镜下观察，可以发现培养初期，随着氯化钠浓度的增加，小球藻细胞壁增厚，脂滴增多。通过尼罗红染

色对脂含量进行定量，处理初期脂滴的合成量在 600 mmol/L 时最高，但到后期，随着藻生物量的增加，150 mmol/L

和 300 mmol/L 处理下脂合成量逐渐升高，而对照小球藻脂合成量基本不变。稳定期后，从生物量 (干重) 和

脂总量来看，300 mmol/L 氯化钠培养处理的小球藻虽然生物量只有对照的 73.55%，但是总脂含量却是对照的

2.22 倍，可见一定浓度的氯化钠处理一定时间可显著提高原壳小球藻的油脂含量。 
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·工业生物技术·



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  July 25, 2017  Vol.33  No.7 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1102 

Effect of sodium chloride on growth and lipid accumulation 
of Chlorella protothecoides CS-41 

Jieli Pan1, Li’na Gao2, Shuangshuang Zhao2, Qiao Liu3, Jifeng Yu2, Yijun He2, and Meiya Li1 
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2 College of Life Sciences, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, Zhejiang, China 
3 College of Medical Technology, Zhejiang Chinese Medical University, Hangzhou 310053, Zhejiang, China 

Abstract:  With basal medium, we studied the growth status, lipid droplet distribution, total lipid content of Chlorella 

protothecoides CS-41 treated with different concentrations of sodium chloride (0, 150, 300 and 600 mmol/L) by optical 

microscopy, electron microscopy, confocal laser focusing and Nile red staining. Results show that the addition of NaCl 

affected the growth of Chlorella protothecoides CS-41. With the increase of NaCl concentration, the growth rate of 

Chlorella was inhibited. Chlorella cell wall became thicker, and lipid droplets increased. At the early stage, the amount of 

lipid droplets in the 600 mmol/L NaCl culture was the highest, but at the late-log stage, the amount of lipid droplets 

increased with the increase of the biomass of culture in 150 and 300 mmol/L NaCl culture. At the stable stage, biomass (dry 

weight) in 300 mmol/L NaCl culture was 73.55% of that in the control, but the total lipid content was 2.22 times higher 

than that in the control. A certain concentration of sodium chloride treatment can significantly increase the lipid content of 

Chlorella protothecoides CS-41. 

Keywords:  sodium chloride, Chlorella protothecoides CS-41, lipid droplet 

 

微藻生物能源作为新一代生物能源，基于

其绿色、环保、可再生的特性，近年来备受关

注。小球藻属于绿藻门、绿球藻目卵囊藻科小

球藻属，是第一种被人工分离并培养的单细胞

微藻[1]。原壳小球藻 Chlorella protothecoides是

小球藻的一种，而且也是目前研究较多的一种小

球藻，关于原壳小球藻最早的研究是在 1967年，

Katayama 等研究了其在光照和黑暗条件下的光

合作用效率以及油酸含量的变化[2]。原壳小球藻

既可以自养也可以异养培养[3-4]，异养培养只需

要提供葡萄糖以及一些有机化合物作为营养来

源，即可以获得较高的生物量和高的油脂含   

量[5-6]。Miao等研究发现只提供葡萄糖作为碳源，

对原壳小球藻进行异养培养，可以使其油脂含量

比光合自养高出 4倍[5,7]。目前，原壳小球藻主要

用作饲料和医药材料的重要来源，近年来，也是

合成生物能源的一个非常好的来源[6,8]。  

为了获得高产油脂的藻株，研究者们尝试

各种方法，包括从不同地方分离、筛选高产油

脂藻株[9]；对藻株施行基因改造或外界刺激从而

获得高产油脂且生长快速的藻株[10-13]。盐胁迫

是最常见的一种环境刺激。在微藻细胞中，盐

胁迫可以影响脂类的合成，微藻在一定程度上

都可以耐受一定的盐浓度[14-18]，但是过量的盐

胁迫也会影响光合作用进而影响生物量和脂合

成量。对于海洋微藻盐胁迫的影响研究较多，

如 杜 氏 盐 藻 Dunaliella sp.[19]、 微 拟 球 藻

Nanochloropsis salina[20]等，但对于淡水藻的研
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究则较少。氯化钠是非常廉价的盐类，同时也

是营养的组成部分，通过调整培养基中氯化钠

的浓度达到不影响生物量同时增加脂含量，可

以大大降低生产成本。Xia等[21]研究了不同的钠

盐对链带藻 Desmodesmus abundans油脂积累的

影响，结果表明氯化钠是一种有效的脂类积累

的诱导剂。经过改变衣藻 Chlamydomonas 

ArM0029A培养基中的氯化钠浓度，其脂类特别

是不饱和脂肪酸的含量有显著的提高 [22]。

Hounslow等[23]在莱茵衣藻的氯化钠胁迫研究中

发现，莱茵衣藻可以耐受 100 mmol/L浓度氯化

钠，而 200 mmol/L以上则会导致衣藻死亡，但

是不论是低浓度长时间处理还是高浓度短时间

处理，衣藻中的软脂酸和亚麻酸含量均有极显

著的提高。前人的研究[5-7]已经表明原壳小球藻

能合成较高的脂质，随着盐碱化程度的日益严

重和淡水资源的日益匮乏，发掘盐胁迫下小球

藻的特色作用必然有重要的理论和经济意义。 

本研究以原壳小球藻为研究对象，在基本培

养基中添加不同浓度的氯化钠进行盐胁迫的处

理，对其生长速度进行测定，采用细胞计数板以

及光学显微镜等对其生长状态进行观察，并采用

尼罗红染色定量的方法测定其不同生长阶段的生

物量以及油脂含量，采用电子显微镜和激光共聚

焦显微镜对其脂滴进行观察，总结其在含不同浓

度氯化钠的培养基中的生长情况和油脂合成规律。 

1  材料与方法 

1.1  藻种 

实验所用小球藻藻株 Chlorella protothecoides 

CS-41由上海交通大学史贤明教授馈赠。 

1.2  培养条件 

培养基为改良的 Basal培养基 (g/L)：葡萄糖

9.0，KNO3 1.25，KH2PO4 1.25，MgSO4·7H2O 1.0，

EDTA 0.5，H3BO3 0.144 2，CaCl2·2H2O 0.088 2，

MnCl2·4H2O 0.014 2，MoO3 0.007 1，CuSO4·5H2O 

0.015 7，Co(NO3)2·6H2O 0.004 9，pH 6.1。 

培养装置：美国 NBS 公司摇床  (型号

Innova@42)。 

培养条件：温度 28 ℃，光照 4 000 lux，摇

床转速为 180 r/min。 

1.3  方法 

1.3.1  原壳小球藻不同盐浓度下的培养 

配制含 NaCl终浓度分别为 0、150、300和

600 mmol/L的小球藻低糖培养基。将培养至对

数生长期的藻液作为藻种，以 5%的接种量接种

到含不同盐浓度的液体培养基中，采用混养的

培养方式进行培养。从接种的当天开始，每隔

24 h 取一次样，参考崔妍等[24]的研究方法，分

别采用细胞计数以及干重法绘制小球藻生长曲

线。每处理样品测定进行 3次生物学重复。 

1.3.2  光学显微镜观察原壳小球藻生长情况 

取在含不同浓度NaCl的培养基中培养的藻

细胞，每 24 h取样 1次，在光学显微镜下观察

细胞的生长情况。 

1.3.3  电子显微镜观察原壳小球藻细胞的显微

结构 

将原壳小球藻收集到 1.5 mL 离心管中，   

5 000 r/min离心 5 min收集藻体。弃上清后，用

无菌水洗涤 2 次，然后加入 2.5%戊二醛固定过

夜，琼脂包埋，1%锇酸再固定，脱水、切片后，

采用日立 H-7650透射电子显微镜观察小球藻的

微观结构变化。 

1.3.4  激光共聚焦显微镜观察细胞中脂滴 

尼罗红染料 (N3013，Sigma-Aldrich 公司) 
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用 50%的 DMSO (V/V) 配成 1 µg/mL工作浓度，

染色时，在一定体积的藻液中加入等体积的     

1 µg/mL 尼罗红染料进行染色，使得染料和

DMSO终浓度分别为 0.5 µg/mL和 25% (V/V)，

混合均匀黑暗条件下室温放置 30 min备用。 

采用莱卡 SP5激光共聚焦显微镜，用 63倍

的油镜对尼罗红染色后的小球藻进行观察，在

激发光 488 nm，发射光 560–600 nm处捕获尼罗红

荧光信号，在激发光 620 nm，发射光 620–700 nm

处捕获叶绿体荧光信号。获得的图像采用莱卡

激光共聚焦图像处理软件进行融合分析。 

1.3.5  尼罗红定量小球藻中总脂含量 

通过采用尼罗红荧光染料对小球藻细胞进

行染色，测定荧光强度从而对单位细胞中的脂

含量进行定量。测量前需对小球藻进行计数，

然后采用 1.3.4 相同的方法对小球藻进行尼罗

红染色，染色后用 SpectraMax M3酶标仪测定

发射波长 530 nm吸收波长 570 nm的荧光值。

以 Triolein (Supelco，PA，USA) 作为标准品，

绘制标准曲线，计算不同培养时期一定数量小

球藻中的脂含量，并结合小球藻不同阶段的细

胞浓度以及细胞干重分别计算单位体积小球藻

中的脂含量以及单位重量小球藻中的脂含量。 

1.3.6  数据分析 

各实验均进行 3 次，每次 3 个重复，结果

以均数±标准差 ( x ±s) 表示，利用 SPSS13.0对

数据进行分析处理，不同组间比较采用一维方

差分析，α=0.05，P<0.05 表示具有显著差异，

P<0.01表示具有极显著差异。 

2  结果 

2.1  原壳小球藻生长曲线的绘制 

分别采用细胞计数法和干重法绘制小球藻

的生长曲线，见图 1。可以发现原壳小球藻在

接种后第 3 天开始进入对数生长期，对数生长

期可持续 3–4 d，然后进入稳定期。氯化钠的添

加影响了小球藻的生长，添加氯化钠的培养基

中的小球藻细胞浓度明显小于对照组 (图 1A)，

干重同样要小 (图 1B)。 

2.2  显微镜观察添加不同浓度氯化钠培养下

的小球藻 
采用光学显微镜观察了在添加不同浓度氯

化钠培养基培养的小球藻，随着培养时间的延

长，在含有氯化钠的培养基中培养的小球藻开

始聚集成团，静置时这些细胞也更容易沉降。

图 2显示了培养 6 d的小球藻的状态，在含有氯 

 

 
 

 
 

图 1  小球藻生长曲线 (A：细胞计数法；B：干重法)  

Fig. 1  The growth curves of Chlorella protothecoides 
CS-41. (A) Cytometry. (B) Dry weight.  
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图 2  显微镜下培养 6 d 的小球藻生长状态 (40 ×)  

Fig. 2  Growth status of Chlorella protothecoides CS-41 
under optical microscopy after 6 days cultured (40×). 

 
化钠的培养基中培养的小球藻聚团明显，随着

盐浓度的提高，细胞生长减缓，单个细胞的轮

廓更清晰，特别是在含 600 mmol/L的氯化钠培

养基中培养的小球藻，细胞周围有黑色晕圈，

形态类似厚壁孢子。 

2.3  电镜下观察脂滴在小球藻中的分布情况 

采用透射电镜观察分析了不同浓度NaCl处

理下小球藻中脂滴分布情况。图 3 显示的是培

养第 3 天的状态，从图中可以看出，随着盐浓

度的提高，小球藻中的脂滴明显增多，并且脂

滴出现聚合情况，600 mmol/L氯化钠培养下的

小球藻中脂滴含量明显高于其他组，并且随着

盐浓度升高，小球藻细胞壁增厚，这与光学显

微镜下得到的结果相似。 

2.4  激光共聚焦显微镜观察小球藻中的脂滴 

通过激光共聚焦显微镜可直观地看到脂滴

在小球藻细胞中的状态以及分布情况。图 4 显

示了不同盐浓度处理 3 d后藻细胞中的脂滴，高

浓度的氯化钠处理下，脂滴较多，呈现较强的

黄色荧光，细胞也比对照大。 

 
 

图 3  小球藻不同处理培养 3 d 的电子显微镜观察结

果 (CW：细胞壁；LP：脂滴) 
Fig. 3  Lipid droplet distribution of Chlorella 
protothecoides CS-41 treated with different 
concentrations of sodium chloride (0 mmol/L,       
150 mmol/L, 300 mmol/L and 600 mmol/L) was studied 
by electron microscopy after 3 days cultured. CW: cell 
wall; LP: lipid droplets. 

 

 
 

图 4  激光共聚焦显微镜观察氯化钠处理 3 d 后的小

球藻 (红色为叶绿素荧光，黄色为尼罗红荧光) 
Fig. 4  Lipid droplet of Chlorella protothecoides CS-41 
treated with different concentrations of sodium chloride  
(0 mmol/L, 300 mmol/L, 600 mmol/L) was studied by 
Laser scanning confocal microscope after 3 days 
cultured. Red is the chlorophyll fluorescence; yellow is 
the Nile red fluorescence. 
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2.5  小球藻中总脂含量的变化 

采用尼罗红染色的方法对不同生长阶段的小

球藻中的脂含量进行了定量和动态监测。结合不

同时期的细胞浓度进行分析，从图 5A 中可以看

出，与对照相比，在含氯化钠 (150、300 mmol/L) 

的培养基中培养的小球藻油脂总量在培养初期

明显低于对照组，但进入稳定期后，则呈现持

续上升的趋势，到第 8 天明显高于对照组，高 

 

 
 

 
 

图 5  小球藻总脂含量变化 (A：不同培养时间各处

理浓度下 1 毫升小球藻中的总脂含量；B：不同培养

时间各处理浓度下 1 毫克小球藻中的总脂含量) 
Fig. 5  Total lipid content of Chlorella protothecoides 
CS-41. (A) The total lipid content in 1 mL Chlorella 
culture at different culture time under each treatment. 
(B) The total lipid content in 1mg Chlorella at 
different culture time under each treatment. *P<0.05, 
#P<0.01.  

盐浓度 (600 mmol/L) 由于严重限制了藻的生

长，所以油脂含量一直偏低。结合不同时期的

细胞干重进行分析，如图 5B所示，在培养初期，

高盐可以刺激小球藻合成脂滴，在 600 mmol/L

氯化钠培养下的小球藻中总脂含量明显高于其

他组，随着时间的延长，总脂含量持续下降。

而 300 mmol/L氯化钠培养下的小球藻中总脂含

量则明显上升，虽然生长速度有所限制，但是

脂含量依然有显著的提高。综合两种分析方法

可以看出，300 mmol/L氯化钠培养下的小球藻

中总脂含量是最高的，而且趋势明显。 

3  讨论 

微藻的生长受环境因素的影响，其中主要有

光照、温度、培养基的成分及 pH等。研究发现

当培养条件改变时，微藻细胞代谢途径也会受到

影响。通过改变微藻培养的环境压力，能刺激细

胞代谢向有利于目标的方向变化，从而达到提高

目标产物产量的目的。许多生长条件对微藻细胞

脂质含量的积累都可以产生影响[17]，如 pH、氮

素的缺乏、光照、温度等培养条件，以及自养、

异养和混养等培养方式。微藻种类及菌株的不同

也会有很大的差异。微藻的脂质含量可占其干重

的 1%–7%，通常认为，在一定的环境压力下，

微藻细胞分裂减缓或者停止，能导致细胞切换到

脂质合成模式，以作为能量储存，从而导致了脂

质含量的提高，最高可达到 80%–90%，例如氮

元素缺乏[18]、磷酸盐限制[14,18]或高盐度[14]等都能

提高微藻的脂质含量，但是其生长速度往往受到

不良影响，常常导致了细胞生长减缓或者停止，

虽然脂质含量相对增加，但是微藻的生物量会大

大减少，造成总脂质产量降低。因此摸索这些外

界压力和细胞增殖以及脂质合成的一个平衡点，
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既可以让小球藻生长不受太大影响，同时也能获

得较高的脂质含量。 

本研究选择高盐处理淡水小球藻，通过对

其不同阶段的生长状态和油脂含量的测定，发

现氯化钠的处理可以显著提高小球藻中油脂含

量，但对其生长也有一定的影响。从生长曲线

来看，在第 2–3 天进入对数生长期，第 6–7 天

进入平台期，在前期 (未进入对数生长期之前) 

高浓度 (600 mmol/L) 的氯化钠处理的小球藻

油脂含量明显提高，但是严重限制了藻的生长。

对数生长期，没有氯化钠的培养基中的小球藻

生长旺盛，而含氯化钠培养基中的小球藻生长

较缓慢，并且呈现聚集现象，显微镜下可以观

察到细胞成团，而且有些处于未分裂的状态，

细胞个体比起对照组要大一些。此外，细胞壁

明显增厚，如图 3所示，含 300 mmol/L氯化钠

的培养基中培养的小球藻细胞壁明显厚于含

150 mmol/L氯化钠的培养基中培养的小球藻。说

明高浓度的盐使小球藻启动了应激模式，加固了

防御屏障。从脂滴合成来看，除 600 mmol/L NaCl

处理的小球藻中油脂呈现先升高后降低的趋势

外，其他浓度处理的小球藻均持续上升，只是幅

度有所不同，对照组中上升幅度较低，将细胞生

物量干重与油脂总量与对照进行相对比较分析

见图 5B，可以发现，进入平台期后 150 mmol/L

和 300 mmol/L氯化钠处理的小球藻中油脂含量

持续上升，300 mmol/L氯化钠处理的小球藻中

油脂含量上升幅度最大。稳定后期 (大于 8 d) 

细胞聚集明显，计数困难，因此没有继续进行

油脂含量的测定。从培养相同天数的细胞干重

和总脂含量来看，稳定期 300 mmol/L氯化钠处

理的小球藻细胞干重虽然只有对照的 73.55%，

但是总脂含量却提高了 2.22 倍。按细胞浓度与

总脂含量来分析，每毫升藻液中油脂含量比对

照增加了 58.78%。综合分析，300 mmol/L氯化

钠处理的小球藻中油脂含量有明显的提高。 

通过本研究，我们发现一定浓度的氯化钠

胁迫虽然减缓了小球藻的生长，但能显著提高

小球藻中的油脂积累，培养时间和处理浓度与

小球藻中油脂积累呈现一定的规律。Wan 等[15]

研究了铁盐对 Chlorella sorokiniana中油脂合成

的影响，发现油脂合成从 12%增加到了 33%，

并且通过 Q-PCR发现铁盐的添加对脂代谢途径

相关基因表达有一定的影响。结合我们的研究

结果，钠盐的添加是否也是影响原壳小球藻脂

合成途径相关基因的表达从而影响小球藻脂质

合成的差异，还有待进一步研究。 
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