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摘　要：为了实现三角褐指藻细胞内油脂含量的快速高通量测定，探索了尼罗红荧光染色法
检测其油脂含量的检测条件．采用９６孔板并配合酶标仪考察三角褐指藻的预处理液的种类及
其用量、染色液尼罗红的用量、染色温度、染色时间以及细胞浓度对荧光强度的影响，确立最优
染色条件，并研究荧光强度与油脂含量之间的对应关系．结果表明，ＴｒｉｔｏｎＸ１００终浓度为
０．０５％时，通透效果最佳，每１００μＬ藻悬液中加３μＬ尼罗红染液（０．１ｍｇ／ｍＬ），温度４０℃，
时间１０ｍｉｎ，细胞浓度低于３×１０６个／ｍＬ时，荧光强度（狔）与油脂含量（狓）之间呈现良好的线
性关系：狔＝９２７．３７狓＋１５．９１３，犚２＝０．９２４７．方法优化后，９０ｍｉｎ即内可完成对９６个样品的
处理及分析，极大提高了分析的通量．
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１　引　言
近年来，由于化石燃料资源的日益枯竭，人类

亟需找到替代品．海洋微藻由于来源广泛、环境友
好、可再生等优点吸引了越来越多人的关注．目前
生物柴油的来源主要有大豆、棕榈种子、菜籽油以
及动物脂肪等［１３］，但是这些仍然不能满足当前经
济发展对生物柴油的需求，而且还存在与粮食作物
竞争耕地的问题．微藻具有生长周期短、可再生、
不与粮食作物竞争耕地、生产的生物柴油清洁环保
等特征，因此，利用微藻生产生物柴油日益受到关
注．尽管一些微藻如原始小球藻［４］、鞘藻属［５］、雨
生红球藻［６］、杜氏盐藻［７］等可以高效地生产优质生
物柴油．但是微藻种类仍然非常有限．如何从大
量的微藻中快速高通量筛选出油脂含量高的藻种
仍是一个亟需解决的问题．目前，对油脂的定量测
定主要采用的方法有ＢｌｉｇｈＤｙｅｒ法［８］，简化重量
法［９］，香草醛比色法［１０］等，这些方法均需要提前将
藻液离心冻干、反复萃取、旋转蒸发等，不仅需要的
藻量较大，过程繁琐耗时，并且提取过程中所用的
有机溶剂对人体有很大的危害性．为了解决上述
问题，实现油脂含量的快速高通量测定，本研究利
用９６孔板作为反应器并配合荧光染料、酶标仪测
定，９０ｍｉｎ内即可完成对９６个样品的分析测定工
作，极大地提高了分析的效率．

尼罗红（９ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ５Ｈｂｅｎｚｏ［ａ］ｐｈｅｎｏｘ
ａｚｉｎｅ５ｏｎｅ）是一种脂溶性的疏水性染料，能够与
细胞内的脂类物质结合，在特定的激发波长下发射
出橘黄色的荧光，因此常被用于哺乳动物、细菌、酵
母、藻类等的油脂定量分析［１１１３］．经尼罗红染色的
微藻细胞的荧光强度与细胞内油脂含量显著相关．
在定量分析中，尼罗红进入细胞与脂类结合以后，
荧光强度的检测可以利用荧光分光光度计［１３］、酶
标仪［１４］、流式细胞仪［１５］等仪器．采用酶标仪检测
经尼罗红染色后细胞的荧光强度的方法，具有灵敏
度高、操作流程简单、所需要的样品量少、一次可检
测的多个样品等特点，利于产油微藻的快速筛选．
目前尼罗红染色富油微藻面临的主要问题是有些
微藻细胞壁较厚，细胞通透性较差，油脂定量不准
确．通常可以采用物理方法如微波［１６］、超声波［１７］、
化学方法如二甲基亚砜［１４］或者ＴｒｉｔｏｎＸ１００等处
理细胞，从而改善细胞的通透性．

三角褐指藻（犘犺犪犲狅犱犪犮狋狔犾狌犿狋狉犻犮狅狉狀狌狋狌犿）是
一种海洋硅藻，属于硅藻门，羽纹纲，褐指藻目，褐

指藻科，褐指藻属［１８］，是海洋硅藻研究的模式藻种．
三角褐指藻在对数生长期结束后开始积累油脂，油
脂积累量可占细胞干重的２０％～３０％，应用前景非
常广阔．本文以三角褐指藻为研究对象，采用尼罗
红荧光染色法，酶标仪检测，系统地优化染色条件，
包括检测波长、预处理液的种类及其用量、尼罗红用
量、细胞浓度、染色温度、染色时间、尼罗红用量等条
件的优化，为微藻油脂的快速检测提供参考方法．
２　材料与方法
２．１　材　料

三角褐指藻（犘犺犪犲狅犱犪犮狋狔犾狌犿狋狉犻犮狅狉狀狌狋狌犿），
编号为ＭＡＣＣ／Ｂ２８８，来自中国海洋大学藻种种
质库．

尼罗红（Ｎｉｌｅｒｅｄ），购自索莱宝公司；丙酮、二
甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、甲醇、乙醇、异丙
醇等均为分析纯．
２．２　方　法
２．２．１　尼罗红母液的配制　取一定量的固体尼罗
红溶于丙酮中，质量浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ，２～８℃避
光保存．
２．２．２　磷酸缓冲液（ＰＢＳ）配方（ｐＨ７．４）　称取
ＮａＣｌ８ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，Ｎａ２ＨＰＯ４３．５８１４ｇ，ＫＨ２ＰＯ４
０．２７２ｇ，溶于９００ｍＬ蒸馏水中，用１Ｍ的盐酸调
ｐＨ至７．４，定容至１Ｌ，高压灭菌自然冷却后备用．
２．２．３　藻种培养　三角褐指藻采用常规方法培
养，即高压灭菌的ｆ／２培养基，培养温度（２１±１）
℃，光照强度２５００ｌｘ，光暗比为１２∶１２（ｈ∶ｈ），接
种浓度（１．５～３．０）×１０５个／ｍＬ，每日摇动３～４次，
并且随机调动三角瓶的位置使光照均匀，培养至对
数生长期结束后开始取样．
２．２．４　三角褐指藻生长曲线　从接种日开始，于０
～１０ｄ，取三角瓶中细胞，进行细胞计数（Ｂ２０４ＬＥＤＲ
生物显微镜），绘制三角褐指藻生长曲线图．
２．２．５　荧光光谱测定方法　取９６孔板（ＷＨＢＡ
９６孔板），在同一孔中依次加入８０μＬ藻液、２０μＬ
ＤＭＳＯ、２μＬ尼罗红溶液，４０℃避光染色１０ｍｉｎ，
采用全波长酶标仪检测（Ｔｈｅｒｍｏｖａｒｉｏｓｋａｎｆｌａｓｈ
全波长酶标仪），设置激发波长的范围为４５０～５６０
ｎｍ，发射波波长范围为５１０～７２０ｎｍ．根据荧光光
谱的扫描结果来确定最大激发波长和发射波长．
２．２．６　染色条件的探索　结合Ｃｈｅｎ［１４］等的方法
和本实验室的研究经验，初始的染色条件为：取９６
孔板，每孔分别加入用水、ＰＢＳ、甲醇、乙醇、异丙

２３３１
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醇、丙酮、ＤＭＳＯ、０．１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理的三
角褐指藻悬液１００μＬ，除对照组为水，试验组采用
浓度均为２０％的透性化试剂［２０，２１］，即各透性化试
剂与藻液体积比为２０∶８０．此外，为排除干扰，不
加藻液的背景荧光值也分别测定．按每１００μＬ处
理液加２μＬ尼罗红母液，每个处理３个重复，４０
℃避光染色１０ｍｉｎ，经酶标仪测定，实验结果为３
个重复的平均值．采用单因素变量法，分别对每个
参数进行优化．
２．２．７　油脂含量的测定方法　油脂的提取采用溶
剂浸提法，取适量对数生长期结束后的三角褐指藻
藻，分别稀释成０．５×１０６、１×１０６、２×１０６、３×１０６、
４×１０６、５×１０６、６×１０６、７×１０６、８×１０６、９×１０６个／
ｍＬ，分别取５０ｍＬ低温离心收集藻细胞，７５℃真
空干燥至恒重，将干燥的藻细胞移至研钵内充分研
磨，然后将粉转至４．５ｍＬ离心管内，并向离心管
内加入２ｍＬ石油醚∶乙醚（２∶１）进行抽提，在旋
涡混匀器上振荡混匀，２５℃浸提５～１０ｈ，每３０
ｍｉｎ振荡混匀一次，加入１ｍＬ１０％的ＫＯＨ溶液，
振荡混匀，离心取上清至另一已称重的４．５ｍＬ离
心管中，旋转真空干燥仪中５５℃烘干称重．
２．２．８　数据处理方法　所有测试都重复三次，数
据统计分析采用ＳＰＳＳ１７．０进行，采用均值±标准差
（ｘ±ＳＤ）为表示方法，不同样品之间的差异采用单因
素方差分析进行比较，以犘＜０．０５为有显著性．
３　结果与分析
３．１　三角褐指藻生长

三角褐指藻在第５ｄ之前，后一天藻数目是前
一天的约２倍，这是由于培养基中营养充足，藻的
长势最佳（图１）．第０ｄ到第１ｄ由于藻种在新环
境中需要一个适应期，所以几乎不会生长（藻数目
由０．２７×１０６个／ｍＬ上升至０．３１×１０６个／ｍＬ），第
１ｄ至第２ｄ（藻数目由０．３１×１０６个／ｍＬ上升至
０．６×１０６个／ｍＬ，接近２倍增加），第２ｄ至第３ｄ
（藻数目由０．６×１０６个／ｍＬ上升至１．６×１０６个／ｍＬ
同样接近２倍），直到第５ｄ至第６ｄ（藻数目由
５．６７×１０６个／ｍＬ上升至７．１２×１０６个／ｍＬ，增幅较
小），往后几天藻数目增幅越来越小，第５ｄ之后由
于营养逐渐缺乏造成藻的生长速率变慢，对数生长
期结束，后续实验样本采用接种第５ｄ后的藻．
３．２　三角褐指藻尼罗红染色油脂的荧光光谱确定

对尼罗红染色后的三角褐指藻进行荧光光谱

图１　三角褐指藻生长曲线
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆ犘犺犪犲狅犱犪犮狋狔犾狌犿狋狉犻

犮狅狉狀狌狋狌犿
扫描，获得荧光光谱扫描图．结果显示，尼罗红染色
后的油脂最大激发波长为５２６ｎｍ（图２），最大发射
波长为５９７ｎｍ（图３）．尼罗红荧光染色法的最佳
激发波长范围是４５０～５５０ｎｍ，而最佳发射波长范
围是５４０～６０５ｎｍ［１９］；而Ｒｅｎ［２０］等的研究结果表
明尼罗红染色法的最佳激发和发射波长分别为
５３０ｎｍ和５６８ｎｍ；Ｓｉｅｇｌｅｒ犲狋犪犾［２１］的结果表明最
适波长为５２７ｎｍ和５９０ｎｍ．本文扫描波长的结
果和前人的研究结果一致，这说明方法是可靠的．

图２　最大激发波长扫描图谱图
Ｆｉｇ．２　Ｍａｘｉｍｕｍｅｘｃｉｔａｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｃａｎｎｉｎｇｍａｐ

图３　最大发射波长扫描图谱
Ｆｉｇ．３　Ｍａｘｉｍｕｍｅｍｉｓｓｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓｃａｎｎｉｎｇｍａｐ
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３．３　染色条件的优化
３．３．１不同有机溶剂预处理对染色的影响　实验
在藻细胞浓度为５×１０６个／ｍＬ、２μＬ尼罗红母液、

４０℃避光染色１０ｍｉｎ条件下考察体积分数为
２０％的不同有机溶剂预处理对荧光强度的影响，结
果见图４ａ．

（ａ）
　　　

（ｂ）

（ｃ）
　　　

（ｄ）

（ｅ）
　　　

（ｆ）
图４　三角褐指藻尼罗红染色法条件优化

（ａ）注：对照组为水，试验组采用浓度均为２０％，不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）；（ｂ）～（ｆ）注：不同字母表示差异显著（犘＜０．０５）；不同字
母表示差异显著（犘＜０．０５）

Ｆｉｇ．４　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｉｌｅｒｅｄｄｙｅｉｎｇｍｅｔｈｏｄｆｏｒ犘犺犪犲狅犱犪犮狔犾狌犿狋狉犻犮狅狉狀狌狋狌犿
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（犘＜０．０５）

　　以水为对照，体积在藻液中占比均为２０％的不
同透性化试剂处理，检测荧光强度．由图４ａ可知，
与水和ＰＢＳ相比，甲醇、丙酮处理的藻细胞荧光强
度增加不明显，乙醇、异丙醇和ＤＭＳＯ处理的藻细
胞荧光强度增加较明显，而荧光强度增加最明显的
是０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理过的藻细胞．因此选择
２０％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００（质量分数０．１％）作为藻细胞
预处理液．
３．３．２　０．１％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００体积分数对染色的
影响　实验在藻细胞浓度为５×１０６个／ｍＬ、２μＬ尼
罗红母液、４０℃避光染色１０ｍｉｎ条件下考察不同
体积分数０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００对荧光强度的影响，

结果见图４ｂ．
结果显示，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００体积分数从１％

～２０％，荧光强度依次升高，２０％达到最大值（图
４ｂ）．低浓度的预处理液渗透性弱，因此在一定浓
度范围内，随着预处理液浓度增大荧光强度也增
大；２０％～４０％范围内，由于较高浓度的ＴｒｉｔｏｎＸ
１００会对藻细胞产生毒性，因此荧光强度逐渐降
低．整体而言，２０％的荧光强度最大，１％的最小．
因此，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００最适体积分数为２０％．
３．３．３　不同浓度尼罗红对染色的影响　实验在藻
细胞浓度为５×１０６个／ｍＬ、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００体
积分数为２０％，４０℃避光染色１０ｍｉｎ条件下考察
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不同体积尼罗红母液对荧光强度的影响，结果见
图４ｃ．

结果显示，０．１ｍｇ／ｍＬ尼罗红丙酮溶液体积
为０．５～３μＬ时，荧光强度依次增大，３μＬ时达到
最大值，当尼罗红丙酮溶液体积超过３μＬ时，由于
高浓度尼罗红对藻细胞有一定的毒害性，荧光强度
逐渐变小（图４ｃ）．因此，优选尼罗红用量３μＬ为
最适用量．
３．３．４　染色时间对染色的影响　实验在藻细胞浓
度为５×１０６个／ｍＬ、３μＬ尼罗红母液、０．１％Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ１００体积分数为２０％，４０℃避光染色１０ｍｉｎ
条件下考察不同染色时间对荧光强度的影响，结果
见图４ｄ．

由图４ｄ可知，当染色时间为３～１０ｍｉｎ时，荧光
强度依次增大，１０ｍｉｎ时荧光强度达到最大；１０～３０
ｍｉｎ，而随着时间的增加荧光逐渐淬灭，荧光值逐渐
变小．因此，仍优选１０ｍｉｎ为最佳染色时间．
３．３．５　不同染色温度对荧光强度的影响　实验在
藻细胞浓度为５×１０６个／ｍＬ、３μＬ尼罗红母液、
０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００体积分数为２０％，４０℃避光染
色１０ｍｉｎ条件下考察不同染色温度对荧光强度的
影响，结果见图４ｅ．

由图４ｅ可知，当染色温度在２０～４０℃时，荧光
强度逐渐变大，４０℃时荧光强度达到最大，当染色
温度为４０～６０℃时，由于高温影响了藻细胞活性，
荧光值变小．因此，后续实验仍选４０℃时为最佳
染色温度．
３．３．６　不同浓度藻细胞对荧光强度的影响　实验
在藻细胞浓度为５×１０６个／ｍＬ、３μＬ尼罗红母液、
０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００体积分数为２０％，４０℃避光染
色１０ｍｉｎ条件下考察不同藻细胞浓度对荧光强度
的影响，结果见图４ｆ．

由图４ｆ可知，当藻细洗吧胞个数为１×１０６～３
×１０６个／ｍＬ时，荧光强度逐渐增大，当藻密度为３
×１０６个／ｍＬ时，荧光强度达到最大，当藻密度大于
３×１０６个／ｍＬ时，由于藻互相遮盖，造成染色不均
匀，荧光强度逐渐降低．因此，优选藻密度为３×
１０６个／ｍＬ时为最佳藻细胞浓度．
３．４　藻液油脂含量与荧光强度的相关性分析

为了建立三角褐指藻的油脂含量与荧光强度
之间的相关关系，分别采用上述优选的尼罗红染色
法和溶剂浸提法，测定了在藻细胞浓度不同、藻液
体积相同的条件下藻的荧光强度和油脂含量，对荧
光强度（ｙ）和油脂含量（ｘ）之间进行回归分析，结果

见图５．

图５　藻液油脂含量与荧光强度的相关性分析
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｉｌｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｆｌｕ

ｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆａｌｇａｅ

由图５可以看出，当荧光强度为０～１４０，细胞
浓度为０．５×１０６、１×１０６、２×１０６、３×１０６个／ｍＬ时，
其相关性较好，回归方程为狔＝９２７．３７狓＋１５．９１３，
犚２＝０．９２４７，说明其相关性较好．因此，可以利用
尼罗红染色法快速检测三角褐指藻内油脂的含量．
４　讨　论

尼罗红染色法为测定微藻细胞内油脂含量提
供了一种便捷的方法，该方法最大的优势是高通
量．但是由于藻细胞外面的一层厚而坚硬的细胞
壁，为油脂含量的测定带来了困扰，不经透性化试
剂处理可能会导致油脂定量误差．并且其他染色
条件也影响检测效果，如染液浓度、藻细胞浓度、染
色时间和温度等，因此优化各种染色条件对建立一
种快速准确高效的方法具有重要价值．经过透性
化试剂处理，三角褐指藻荧光值在处理前后有了较
大改变，其中其中２０％体积比的ＴｒｉｔｏｎＸ１００（质量
分数０．１％）的处理效果最佳．推测透性化试剂，尤
其是ＴｒｉｔｏｎＸ１００，改变了三角褐指藻细胞壁和细
胞膜的通透性，提高了尼罗红对油脂的染色效果．
对其他影响如染液浓度、藻细胞浓度、染色时间和
温度也进行了优化，极大地提高了染色灵敏度和准
确度．

综上，本研究采用９６孔板高通量方法，尼罗红
荧光染色，酶标仪快速检测，对染色条件进行了优
化，建立了一种准确、快速高效、高通量的尼罗红荧
光染色检测三角褐指藻油脂含量的方法，为进一步
三角褐指藻的研究打下良好的基础，为其他微藻油
脂的快速检测提供了参考方法．
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