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氮元素对发菜生长及多糖含量的影响

汤 俊 1,2，万 能 2，胡征宇 1,*
(1.中国科学院水生生物研究所，湖北 武汉      430072；2.常熟理工学院生物与食品工程系，江苏 常熟      215500)

摘   要：为优化培养条件，研究含氮(BG11)和无氮(BG110)培养基对发菜(Nostoc flagelliforme)的色素、藻胆蛋白及

胞内多糖和胞外多糖(EPS)含量的影响。结果显示：含氮组发菜的叶绿素 a(Chl a)、类胡萝卜素(Carotenoids)、藻

蓝蛋白(PC)、别藻蓝蛋白(APC)、藻红蛋白(PE)的含量均显著高于无氮组；胞内及胞外多糖含量无氮组高于含氮

组，两者胞内多糖含量最大分别为 1.03mg/mL和 0.78mg/mL，EPS含量最大分别为 243.8μg/mL 和 74.9μg/mL。表明

氮元素的缺乏对发菜的色素合成有抑制作用，但在一定程度上能够促进胞内及胞外多糖的合成和分泌。
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Abstract ：Cultivation of Nostoc flagelliforme in nitrogen-containing (BG11) and non-nitrogen-containing (BG110) media was
conducted for figuring out the effects of nitrogen on the growth and the contents of phycobiliprotein (PC), allophycocyanin
(APC), phycoerythrin (PE) and endo- and exopolysaccharides of Nostoc flagelliforme were investigated. The results showed that
after 20 d cultivation, compared to BG110 medium, N. flagelliforme cultured in BG11 medium had much higher contents of Chl a,
carotenoides, PE, APC and PC, but much lower contents of endo- and exo polysaccharides. The maximum content of
endopolysaccharides was 1.03 mg/mL in BG110 and 0.78 mg/mL in BG11, while that of exopolysaccharides was 243.8μg/mL
in BG110 and 74.9μg/mL in BG11. These results indicate that nitrogen deficiency may inhibit the growth of N.flagelliforme,
but promote the synthesis of endo- and exopolysaccharides to a certain extent.
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发菜(Nostoc flagelliforme)是一种固氮蓝藻，其群体

多呈墨绿色丝状，主要分布于我国北方及西北干旱和半

干旱地区[1]。发菜含有较高含量的多糖、蛋白及必需氨

基酸，并且对于高血压、甲状腺肿大等疾病有一定的

治疗作用，在我国作为食品和草药已有上千年的历史[2]。

多糖是一类具有抗衰老、抗肿瘤、降血糖及免疫促进

等活性作用的生物大分子[3-6]。关于多糖活性的研究已有

许多报道，如发菜多糖能够清除超氧阴离子自由基和羟

自由基[5]，螺旋藻多糖能够抑制癌细胞增殖[7-9]等。有研

究证明，藻胆蛋白也同样具有清除自由基、抑制癌细

胞和病毒增殖的作用[9-11]。本实验研究氮元素对发菜的生

长、藻胆蛋白及多糖等组分含量的影响，为优化培养条

件和多糖等功能性物质的开发利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 藻种与培养条件

发菜(N.flagelliforme，FACHB-818)来自中科院水生

生物研究所典型培养物保藏委员会淡水藻种库。取对数

生长期的藻体进行培养实验。温度为(27 ± 2)℃，光照

强度为 28μE/(m2·s)，通气培养。BG11 培养基配方参照

Rippka 等[12]的方法，BG110 为不含NaNO3 的BG11 培养基。

1.2 叶绿素和类胡萝卜素含量的测定

藻样经离心弃上清液。藻体加入无水甲醇，避光

6 0 ℃水浴 1 h 。离心取上清液分别测定波长 6 6 5 n m、

649nm 和 450nm 处吸光度[13]。根据下列公式计算叶绿素

含量(CChl a)及类胡萝卜素(CCarotenoids 含量)。
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CChl a/(mg/L)=3.7 × A665nm － 5.76 × A649nm                 (1)
CCarotenoids/(μ g/mL)=4.1 A450nm － 0.0435CChl a － 0.367CChl b(发菜不含叶绿素 b)         (2)

1.3 藻胆蛋白含量的测定

取藻样，离心弃上清，藻体经暗处研磨后加入磷酸缓

冲液(0.05mmol/mL，pH7.2)。－ 20℃反复冻融以充分提取藻

蓝蛋白，分光光度计测定波长 615、652nm及 562nm处的吸

光度[13]。根据下列公式分别计算藻胆蛋白各组分的含量。

　　                    A615nm － 0.474A652nm

CPC/(mg/mL)=——————————                        (3)
　　                                  5.34

                              A652nm－0.208A615nm

CAPC/(mg/mL)=——————————                      (4)
　                                　5.09

                          A562nm － 2.41CPC － 0.849CAPC

CPE/(mg/mL)= —————————————           (5)
　　                                        9.62

1.4 胞内多糖含量的测定

藻样经蒸馏水清洗后研磨，然后再加入蒸馏水于 95℃
水浴 3h。离心取上清，采用苯酚硫酸法在波长 490nm
处测定吸光度，参照葡萄糖标准曲线，计算多糖含量。

1.5 胞外多糖的测定及可见光区吸收光谱扫描

藻样离心后取上清液，用蒸馏水进行 4 倍稀释，稀

释后的溶液采用苯酚硫酸法显色测定多糖含量，并在波

长 400～800nm 之间扫描吸收光谱。

1.6 数据处理

数据用 Origin 7.0 处理，数据表示为平均值±标准

差，P ＜ 0 . 0 5 为差异显著。

2 结果与分析

2.1 氮元素对发菜叶绿素和类胡萝卜素含量的影响
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图 1 氮元素对发菜叶绿素(A)和类胡萝卜素(B)含量的影响

Fig.1   Effect of nitrogen on the contents of Chl a and carotenoids of
N. flagelliforme
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如图 1 所示，在含氮和无氮培养基中生长的发菜，其

两种色素的含量均显著增高，但在培养后期，无氮组的

色素含量上升趋势明显低于含氮组。其中，BG11 培养条

件下生长 20d的叶绿素和类胡萝卜素含量分别为 27.5mg/mL
和 7.2mg/mL，而 BG110 组为 11.2mg/mL 和 2.9mg/mL。色

素含量一般可用作衡量微藻生物量变化的指标，从结果

可以看出，培养基中提供氮源与否，发菜都能够生长，

但生物量的快速增加需要充足的氮源供应。

2.2 氮元素对发菜藻胆蛋白含量的影响

图 2 氮元素对发菜藻蓝蛋白(A)、别藻蓝蛋白(B)及藻红蛋白(C)
含量的影响

Fig.2   Effect of nitrogen on the contents of PC, APC and PE of
 N. flagelliforme
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藻胆蛋白包含藻蓝蛋白(PC)、藻红蛋白(PE)和别藻

蓝蛋白(APC)，是蓝藻重要的辅助捕光色素系统，在光

合作用中起着吸收和传递能量的重要作用。如图 2 所

示，BG11 和 BG110 培养的发菜，其藻胆蛋白各组分的

含量随着培养时间的增长而增加，其中 P C 含量最高，

其次为 APC 和 PE。在培养至 20d 时，BG11 和 BG110 组

的 PC 含量分别为 395.5、33.4μg/mL；APC 含量分别为

153.4、38.0μg/mL；PE 含量分别为 50.3、25.7μg/mL。
BG11 组藻胆蛋白含量比 BG110 组高出 61.7%，说明培养

基中提供氮元素有利于发菜藻胆蛋白的合成。
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2.3 氮元素对发菜多糖含量的影响

图 3 氮元素对发菜胞内多糖(A)和 EPS(B)含量的影响

Fig.3   Effect of nitrogen on the contents of endo- and
exopolysaccharides of N. flagelliforme
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由图 3 可知，在培养前期，BG11 组培养的发菜胞

内多糖含量低并且与 BG110 组差异不显著，但培养至 15d
时，BG110 组发菜多糖含量迅速增加并显著高于 BG11 组

的发菜多糖含量。第 2 0 天时，胞内多糖含量分别为

BG110 组 1.03mg/mL和 BG11组 0.78mg/mL(图 3)。在培养

至第 15 天时，可检测到较高含量的胞外多糖(EPS)，并

且 BG110 组含量高于 BG11 组。随培养时间的延长，含

量差异显著增大，最大含量分别为 BG110 组 243.8μg/mL
和 BG11 组 74.9μg/mL。这说明与提供充足氮源相比，氮元素

的缺乏更能有效的促进多糖，尤其是胞外多糖的合成与分泌。

2.4 胞外多糖的吸收光谱

如图 4A 显示，BG110 培养的发菜，其胞外物质在

波长 490nm 处有特征吸收峰，说明主要成分为多糖，并

且含量随培养时间的延长而显著增加。BG11 组(图 4B)的
发菜在培养初期，虽然在波长 490nm 处有吸光度，但

没有典型的吸收峰，说明此阶段并没有胞外多糖的分

泌。随着培养的进行，波长 490nm 的典型吸收峰出现

并且愈发明显，表明此阶段有胞外多糖的分泌，而且

含量逐渐增加，但含量明显低于 BG110 组，这与多糖含

量结果相一致，同时再次表明氮元素的缺乏能够促进胞

外多糖的分泌。

3 讨  论

糖类物质除了显著的药用活性外还具有许多其他重

要的生物学功能，特别是在与其所生长环境之间的相互

作用中，糖类的合成有十分特殊的意义。有研究认为，

在机体抵抗环境的胁迫中，保持细胞膜的完整性最为重

要，而研究证明，蓝藻中对细胞膜保护功能最明显的

就是糖物质[14]。胞外多糖的丰富合成是念珠藻的重要特

征之一，其最基本的生物学功能是保持水分，这种功

能对于生长于沙漠地带的发菜来说意义重大。正是由于

多糖具有如此多的生物学意义，多糖与其限制因素的研

究越来越受到重视。

氮是藻类生长繁殖必不可少的营养因子，是细胞代

谢中形成氨基酸、嘌呤、嘧啶、卟啉、氨基糖等物

质的基本元素，其种类及其浓度的变化，都可以影响

到藻类的色素、蛋白和多糖的合成 [ 1 5 -1 6 ]。

研究发现，BG110 培养下，发菜叶绿素及藻胆蛋白

的含量远低于 BG11 组，说明无机氮源(NO3)的缺失对发

菜的生长有抑制作用。虽然发菜可以固氮，但这是个

非常耗能的过程，无法提供给细胞分裂和生长充足的氮

源会影响发菜的生长状况[17]。

Spoer 等[18]研究发现，小球藻(Chlorella vulgaris)在
氮缺乏时会导致糖含量的增加，但以蛋白质的降低作为

代价。K r o e n 等 [ 1 9 ] 发现氮缺失时，墨西哥衣藻

(Chlamydomonas mexicana)会增加糖的积累，这与本实

验获得的胞内及胞外多糖的含量均为无氮培养组较高的

结果相一致。

培养基中 NO3 对糖含量的检测有干扰[20]，因此本实

验除了利用常规方法测定糖含量外，还进行了 EPS 的扫

描检测。结果显示，在 BG110 培养基中多糖的典型吸收

峰显著，并且含量随时间的增加而升高，说明在培养

基中氮的缺乏可促进发菜分泌 EPS，但含量低于胞内多

糖的合成量。

发菜因与发财谐音，且营养价值高，在东南沿海

和部分海外地区被视为重要的节日馈赠礼品，也是我国
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Fig.4   Visible absorption spectra of Nostoc flagelliforme cultivated in
BG11 and BG110 for different days
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重要出口物资之一[17]。近半个世纪来，发菜的生长环境

遭到严重破坏，自然资源量已无法满足社会需求，因

此发菜的人工培养备受关注。本研究就培养条件及其对

多糖等功能性物质含量的影响进行了测定分析，所得结

论对发菜的人工培养及活性成分的开发利用都具有重要

的指导意义。
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