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研究报告 

产油微藻 Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 对镉

胁迫的生理响应及抗性机理 

杨金水*  孔祥雪  李金玉  袁红莉 
农业生物技术国家重点实验室 中国农业大学生物学院  北京  100193 

摘  要：【背景】重金属镉(Cd)污染问题日益严峻。微藻是一种良好的生物吸附剂。目前研究多关注

于微藻对 Cd 的去除率及吸附性能方面，对其抗 Cd 机理的研究比较少。【目的】以产油微藻

Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 为材料，研究 Cd 胁迫对 UTEX 2341 生理性状、抗性机理及产

油的影响。【方法】测定微藻在 0−5 mmol/L Cd 胁迫下的生长产油情况，并进一步分析 2 mmol/L Cd

胁迫下藻体中色素、可溶性蛋白和油脂含量的变化，以及藻体亚显微结构、抗氧化酶和抗氧化剂、脂

肪酸组分的改变情况。【结果】Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 能够耐受 2 mmol/L Cd 胁迫，

虽然其生物量和叶绿素含量在 Cd 胁迫下略有降低，但油脂产量显著增加，胁迫 168 h 时为 1.60 g/L，

是对照的 1.77 倍。此外，高浓度 Cd 引起了胞内活性氧的积累。抗性机理分析表明高 Cd 胁迫显著抑

制了微藻体内的抗氧化酶活性，但非酶抗氧化剂类胡萝卜素和还原性谷胱甘肽的含量显著增加，分别

是对照的 1.42 倍和 4.5 倍，从而缓解高浓度 Cd 对微藻细胞造成的氧化损伤，减轻 Cd 的毒性。脂肪酸

组分分析结果表明，Cd 胁迫下油酸(C18:1)含量增加，且脂肪酸成分中 C16−C18 的含量达 96%−98%，

符合生物柴油的生产标准。【结论】该研究为揭示微藻抗 Cd 的机理以及 Cd 胁迫下微藻柴油合成的调

控机理提供了一定的研究基础。 

关键词：微藻，镉，生物柴油，抗性机理，抗氧化酶，非酶抗氧化剂 

Physiological response and resistance mechanism of oleaginous 
microalgae Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 under 
cadmium treatment 
YANG Jin-Shui*  KONG Xiang-Xue  LI Jin-Yu  YUAN Hong-Li 

State Key Laboratory of Agrobiotechnology, College of Biological Sciences, China Agricultural University,  
Beijing 100193, China 

Abstract: [Background] The problem of heavy metal cadmium (Cd) pollution is becoming increasingly 
serious. Microalgae is a good biological adsorbent of heavy metals. However, current researches have mainly 
focused on the Cd removal rate and adsorption performance of microalgae, while their anti-Cd mechanisms 
were seldom studied. [Objective] In our study, the effects of Cd stress on the physiological character, 
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resistance mechanism and oil productivity of oleaginous microalgae Auxenochlorella protothecoides UTEX 
2341 were studied. [Methods] The growth and oil productivity of microalgae under 0−5 mmol/L Cd stress 
were measured. Changes in pigment, soluble protein and oil content of algae under 2 mmol/L Cd stress were 
further analyzed, as well as changes in their submicrostructure, antioxidant enzymes, antioxidants and fatty 
acid components. [Results] Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 could withstand 2 mmol/L of Cd 
stress. Its biomass and chlorophyll content slightly decreased, while its lipid yield significantly increased to 
1.60 g/L at 168 h, 1.77 times of the control. Besides, high Cd treatment induced the accumulation of reactive 
oxygen species (ROS). In response to the oxidative damage caused by high Cd stress, the microalgae cells 
initiated their resistance mechanism, as the content of antioxidants of carotenoid and reduced glutathione 
(GSH) remarkably increased to 1.42 and 4.5 times of the control, alleviating the toxicity of Cd, though the 
activity of antioxidant enzymes was suppressed by Cd stress. According to the results of fatty acid 
composition analysis, the content of C18:1 increased and the percentage of C16−C18 reached 96%−98%, 
meeting the production standard of biodiesel. [Conclusion] This research laid a foundation for future 
researches on the anti-Cd mechanism of microalgae and the algae lipid synthesis regulation mechanism 
under Cd stress. 

Keywords: Microalgae, Cadmium, Biodiesel, Resistance mechanism, Antioxidant enzyme, Antioxidant 

重金属镉(Cd)是生物毒性最强的重金属元素之

一，据调查，黄浦江干流表层沉积物中镉浓度超

过背景值的 2 倍[1-2]。2014 年《全国土壤污染状况

调 查 公 报 》 显 示 ， Cd 污 染 物 点 位 超 标 率 达 到

7.0%，呈现从西北到东南、从东北到西南方向逐

渐升高的态势。因此，对镉污染废水的治理成为

环保领域的研究重点[3]。 

微藻由于其生长速率快，分布范围广，被广

泛作为处理重金属 Cd 污染废水的生物吸附材料之

一[4]。不同微藻抵抗重金属毒性的机制不同，有

些微藻主要通过细胞壁的胞外吸附作用而降低

环境中重金属的含量以及重金属对细胞的毒性

作用[5]，但有些微藻主要通过胞内的酶学抗氧化防

御系统和非酶抗氧化剂的联合作用降低重金属的

细胞毒性[6-7]。本课题组的前期工作表明，产油微

藻 Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 对 Cd

具有很好的去除能力[8]。在此基础上，本文进一步

详细分析了高浓度 Cd 胁迫下微藻的生长、产油、

光合色素合成、抗氧化酶酶活性和抗氧化剂含量

的变化，以期初步阐明微藻 UTEX 2341 抗高浓度

Cd 的机理，从而为水体重金属的微藻吸附技术耦

合微藻生物柴油生产技术的产业化发展奠定一定

的理论和实验基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  藻株及培养基 

Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341，实

验室保存 [8]。藻种保存培养基 GM (g/L)：甘油

1.00，酸水解酪蛋白 1.385，酵母抽提物 0.10，

KH2PO4 0.74，Na2HPO4·12H2O 0.207，CaCl2·2H2O 

0.013，FeNaEDTA 0.01，MgSO4·7H2O 0.025，微

量元素母液 1 mL，微量元素母液成分参照 Xing 等[9]

配制。发酵培养基(IM)成分参照 Xing 等[9]配制。 

1.1.2  主要试剂和仪器 

培养基成分及油脂提取相关试剂等均为国产

分析纯试剂；3CdSO4·8H2O，国药集团化学试剂有

限公司。 

UV-1800 紫外分光光度计，岛津公司；LGJ-12

冷冻干燥机，北京松源华兴科技发展有限公司；超

声波细胞破碎仪，宁波新芝生物科技股份有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  重金属 Cd 的耐受性分析 

添加适量 Cd2+母液至 IM 培养基，使 Cd2+终

浓度为 0、0.2、0.4、0.6、1.0、1.5、2.0、3.0 和

5.0 mmol/L。25 °C 暗培养，转速 145 r/min。培养

结束后，8 000 r/min 离心 5 min 收集藻体，无菌水

洗涤 2 次，冷冻干燥获得干藻体，称重获得藻细胞
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干重。油脂提取方法采用盐酸/氯仿/甲醇法[10]。 

1.2.2  色素含量的测定 

测定方法参照孔祥雪[4]。色素含量最终转换为

单位细胞湿重所占的色素量，单位为 mg/g FW。 

1.2.3  蛋白含量的测定 

采用 5×Bradford protein assay reagent 测定。 

1.2.4  Cd 胁迫下微藻的亚显微镜观察 

样品超薄切片制备，利用 JEM-1230 透射电镜

观察[11]。 

1.2.5  超氧化物阴离子含量的测定 

超氧化物阴离子含量的测定采用 α-萘胺显色

法[7]，以 O2·
−的含量来代表 ROS 的产生。 

1.2.6  微藻胞内粗酶液的制备及抗氧化酶活测定 

(1) 微藻胞内酶粗酶液的制备。常温 8 000 r/min

离心 5 min 收集藻体，磷酸缓冲液洗涤藻体2次，称

量藻体湿重，加入冷的酶提取液(g/L)：聚乙烯吡咯

烷酮 10.0，EDTA-Na2·2H2O 0.074 4，MgCl2·6H2O 

2.033，用 50 mmol/L pH 7.0 的磷酸缓冲液定容至

1 L，超声破碎仪破碎(工作时间:间歇时间=2 s:2 s；总

时间 15 min；功率 200 W)。超声后对混合液中残

余的藻细胞计数，计算破碎率，后将混合液进行离

心。上清即为粗酶液。 

(2) 超氧化物歧化酶(Superoxide dismutase，

SOD)和过氧化氢酶(Catalase，CAT)的活性测定。

SOD 采用氮蓝四唑(Nitroblue tetrazolium，NBT)光

还原法测定[12]。CAT 的测定方法同文献[13]。  

(3) 微藻中谷胱甘肽(Glutathione，GSH)含量的

测定。谷胱甘肽采用谷胱甘肽测试盒进行测定。 

1.2.7  微藻油脂脂肪酸成分分析 

利用 HP 6890 气相色谱仪进行分析，样品制备

同文献[9]。 

1.2.8  数据与分析 

用 SPSS 17.0 软件进行显著性分析(P<0.05)，

所有实验均重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341
耐受 Cd 能力分析 

测定了 Cd 浓度为 0、0.2、0.4、0.6、1.0、

1.5、2.0、3.0 和 5.0 mmol/L 时微藻 Auxenochlorella 

protothecoides UTEX 2341 生物量和油脂含量的变

化(图 1)。培养 7 d 后，5 mmol/L Cd 胁迫下微藻生

物量和油脂产量显著降低，2 mmol/L Cd 胁迫下藻

生物量为 7.90 g/L，与对照相比减少了 9.2%，但

油脂含量为 20.27%，比对照增加了 95%，油脂产

量 最高为 1.60 g/L。由此可见，Auxenochlorella 

protothecoides UTEX 2341 具有耐受高浓度 Cd 胁迫

的能力，并且油脂产量比对照增加 1.77 倍。为了

细致分析高 Cd 浓度胁迫时 UTEX 2341 的生理响应

及抗性机制，选择了高镉浓度 2 mmol/L 胁迫 24、

96 和 120 h 进行了后续实验研究。 

2.2  Cd 胁迫下微藻色素和可溶性蛋白含量的变化 

培养 5 d 后，藻液颜色与对照相比轻微变黄，

叶绿素(a+b)含量测定结果(图 2A)表明，120 h 时的

叶绿素(a+b)含量为 0.71 mg/g FW，与对照相比减

少了 11%，5 d 细胞生长已经进入稳定期，叶绿素

含量变化与藻培养液颜色相符。在此基础上，继

续测定了胁迫不同时间点的微藻油脂产量，油脂

产量随胁迫时间的增加逐渐增加，120 h 时产量

1.14 g/L，与对照相比增加了 62.86% (图 2B)。 

重金属胁迫可诱导相关胁迫蛋白的产生，从而

使重金属的毒性降低。因此测定了 Auxenochlorella 

protothecoides UTEX 2341 的可溶性蛋白的变化 
 

 
 

图 1  Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341在不同

浓度 Cd 胁迫下的生物量、油脂含量和油脂产率 
Figure 1  Biomass, lipid content and lipid yield of 
Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 under different 
cadmium treatment 
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图 2  Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 在 2 mmol/L Cd 胁迫下叶绿素含量(A)、油脂产量(B)和蛋白含量(C)变化 

Figure 2  Chlorophyll content (A), lipid yield (B) and protein content (C) of Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 
under 2 mmol/L cadmium treatment 
注：柱形图上端 a、b、c 表示各处理间结果差异显著性(P≤0.05). 下同. 
Note: The a, b and c above the histogram are present the difference significant between all the treatment. The same below. 
 

(图 2C)，其含量随 Cd 胁迫的时间延长呈现先增加

后减少的趋势，但是均显著低于对照组(P≤0.05)。

文献[14]报道，重金属毒性能够抑制蛋白活性或者

是损坏蛋白的结构。另外，Chlorella vulgaris 在重

金属 Cd2+和 Cu2+的胁迫下其蛋白水平分别下降了

13%和17%[15]。该结果再次证实Cd 胁迫确实抑制胞

内可溶性蛋白的产生，且加速了蛋白质的降解。 

2.3  Cd 胁迫下微藻的亚显微结构观察 

如图 3 所示，Cd 胁迫藻细胞的叶绿体中出现

高电子密度颗粒，推测其可能是微藻吸收的 Cd 聚

集体；并观察到胁迫藻细胞的细胞器结构不易分

辨，胞质发生空泡化，油脂滴增加，此结果与图

2B 的油脂产量变化一致。 

2.4  Cd 胁迫下微藻胞内 ROS 含量和抗氧化酶

活性的变化 

ROS 在细胞中的产生和清除在正常情况下处

于动态平衡的状态，但在逆境胁迫条件下这个动 

 
 

图 3  微藻正常细胞(A)、吸附重金属细胞(B−D)在透射

电镜下的形态 
Figure 3  Morphology of normal cells (A), adsorbed cells (B−D) 
with heavy metal under the transmission electron microscope 
注：A：96 h；B：24 h；C：96 h；D：120 h. L：油脂滴；S：

淀粉；箭头：高电子密度颗粒. 
Note: A: 96 h; B: 24 h; C: 96 h; D: 120 h. L: lipid drops; S: Starch; 
Arrows: High electron density particles. 
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态平衡被打破，从而导致自由基的过量积累。

ROS 包括超氧化物阴离子自由基(O2·
−)、过氧化氢

(H2O2)、羟自由基(·OH)等。本研究以 O2·
−的含量

来代表 ROS 的产生。如图 4A 所示，2 mmol/L Cd

胁迫时胞内 ROS 水平均高于对照，96 h 和 120 h 分

别是对照的 1.75 倍和 1.82 倍，表明高 Cd 能够刺激

胞内 ROS 的产生，但是随着培养时间的延长，

ROS 并没有持续增加，推测胞内存在抑制 ROS 产

生的机制，从而抵抗高 Cd 产生的氧化毒性。 

抗氧化酶活的高低是植物响应逆境胁迫的重

要指标。对抗氧化酶 SOD 和 CAT 活性测定发现，

与对照相比，SOD 和 CAT 酶活显著低于对照水

平，说明在高浓度 Cd 胁迫下，胞内抗氧化酶抵抗

Cd 毒性的作用不大(图 4B、4C)。 

2.5  Cd 胁迫下微藻非酶抗氧化剂含量的变化 

藻类的抗氧化系统由抗氧化酶和非酶抗氧化

剂组成。非酶抗氧化剂主要包括还原性谷胱甘肽

(GSH)、类胡萝卜素(CAR)，维生素 C、维生素 E、

脯氨酸等。对类胡萝卜素的测定发现，2 mmol/L 

Cd 胁迫 96 h 和 120 h 时，CAR 的含量分别为

0.18 mg/g FW 和 0.16 mg/g FW，比对照分别增加

了 37.6%和 42.2% (图 5A)。 

GSH 的测定结果发现 Cd 胁迫使 GSH 含量显著

增加(P≤0.05)，胁迫 96 h 和 120 h 时 GSH 的含量分

别为 3.99 mg/g FW 和 4.60 mg/g FW，分别是对照的

3.9 倍和4.5 倍(图5B)。由此可见，微藻Auxenochlorella 

protothecoides UTEX 2341 可能主要通过产生类胡

萝卜素和 GSH 等非酶抗氧化剂，从而抵抗 Cd 对细

胞造成的氧化毒性。 

2.6  Cd 胁迫对微藻脂肪酸成分的影响 

微藻用作生物柴油原料，其脂肪酸组成会影

响生物柴油性能。文献报道 C18:1 单不饱和脂肪酸

甲脂比其它多不饱和脂肪酸更适合生物柴油的生

产，含有较多 C18:1 的生物柴油能更好地平衡燃料的

点火性、燃烧热、粘度和润滑性等特点。2 mmol/L 

Cd 胁迫下油酸(C18:1)含量高于对照(表 1)，且脂肪 
 

 
图 4  微藻 ROS (A)、SOD (B)和 CAT (C)的变化 
Figure 4  ROS content (A), SOD activities (B) and CAT activities (C) of Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 under 
2 mmol/L cadmium treatment 
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图 5  培养过程微藻类胡萝卜素(A)和 GSH (B)的变化 
Figure 5  The variation of carotenoid (A) and GSH content (B) under culture 

 
表 1  微藻脂肪酸成分 
Table 1  Fatty acid compositions of algae  

成分 

Composition 

名称 

Name 

对照 

Control 
96 h-2 mmol/L 120 h-2 mmol/L 168 h-2 mmol/L 

C14:0 豆蔻酸 Myristic 0.90 0.80 0.74 0.59 

C16:0 软脂酸 Palmitic 11.20 9.51 8.32 7.70 

C16:1 棕榈油酸 Palmitoleic 1.87 1.56 2.10 2.00 

C18:0 硬脂酸 Stearic 1.64 1.72 1.03 0.79 

C18:1n9c 油酸 Olieic 41.26 46.59 42.74 46.83 

C18:2n6c 亚麻油酸 Linoleic 34.79 33.72 38.72 36.78 

C18:3n3 γ-亚麻油酸 γ-Linoleic 2.36 3.49 4.01 3.52 

C24:0  0.33 1.00 1.06 0.84 

饱和脂肪酸 Satiate  19.35 14.38 12.12 10.58 

不饱和脂肪酸 Unsatiate  80.65 85.62 87.88 89.42 

 
酸成分中 C16−C18 的含量达 96%−98%，符合生物

柴油的生产标准。 

3  结论与讨论 

将微藻应用于重金属污染水体处理，同时结合

微藻生物柴油生产，不仅可以提升污水处理的经济

效益，而且可以降低微藻生物柴油的生产成本，促

进微藻生物柴油的产业化发展，因此解析微藻对重

金属 Cd 的抗性机理非常重要。已有研究结果表明

Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 能够耐

受高浓度 Cd 胁迫，其耐受浓度是四尾栅藻(耐受浓

度为 1 mg/L)的 225 倍，扁藻 Tetraselmis gracilis (耐

受浓度为 1.8 mg/L)的 125 倍，Tetraselmis suecica (耐

受浓度为 7.9 mg/L)的 28 倍[16]；杜氏盐藻 Dunaliella  

salina (耐受浓度为 48.9 mg/L)的 4.6 倍[17]；细菌

Arthrobacter C2 (耐受浓度为 50 mg/L)的 6 倍[18]；

曲霉 Aspergillus aculeatus (干细胞的最大耐受浓

度 200 mg/L)的 1.5 倍[19]；但小于假丝酵母 Candida 

sp. PS33 的最高耐受浓度(1 236.51 mg/L)[20]。Cd 能

够影响微藻的光合作用，进而影响其生长，Cheng

等研究发现 Cd 含量为 7 mg/L 时小球藻的生长受到抑

制，此时叶绿素的含量下降 93.37%[6]。Nowicka 等研

究表明 Chlamydomonas reinhardtii 在 11.24 mg/L Cd

胁迫下，叶绿素合成降低 50%，当 Cd 浓度达到

22.48 mg/L 时，叶绿素完全降解[21]。Auxenochlorella 

protothecoides UTEX 2341 在 2 mmol/L (相当于

224.82 mg/L) Cd 浓度胁迫下叶绿素的抑制程度远
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低于以上报道，其光合作用仅受到了较小程度的破

坏，这与图 1 藻的生物量结果相符，也进一步证明

了 Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 具有

较强的 Cd 耐受能力。另外，ROS 是细胞氧化损伤

的一个重要指标，Cd 处理能够引起微藻胞内 ROS

的积累，从而对细胞造成氧化损伤。尹文珂等研究

发现，四尾栅藻在 7 mg/L Cd 胁迫下胞内 ROS 含量

与对照相比增加了约 8 倍[22]；Cheng 等报道，7 mg/L 

Cd 胁迫小球藻时，其 ROS 含量与对照相比增加了

14.59 倍[6]。Auxenochlorella protothecoides UTEX 

2341 在 2 mmol/L Cd 胁迫下 ROS 含量与对照相比

最大增加了 1.82 倍，远低于以上报道。由此进一步

证明 Auxenochlorella protothecoides UTEX 2341 具

有高浓度 Cd 耐受水平，同时也表征微藻胞内存在

有效的抵抗 Cd 胁迫的机制，从而使微藻细胞免受

重金属毒性影响。Cheng 等报道随着 Cd 浓度的增

加，Chlorella vulgaris 中 SOD、CAT 的活性先增加

后降低，当 Cd 浓度为 0.5 mg/L 时 SOD 和 CAT 的

活性达到最大，超过 0.5 mg/L 时，SOD 和 CAT 的

活性开始下降[6]。Arthrobacter C2 中 SOD、CAT 的

活性变化趋势与 Chlorella vulgaris 一致[18]，而在

Bacillus sp. P1 中，SOD 活性变化趋势与 Chlorella 

vulgaris 相似，但 CAT 活性在 0−300 mg/L 的 Cd 浓

度范围内持续增加 [23]。2 mmol/L Cd 胁迫下，

UTEX 2341 中 SOD 和 CAT 酶活的结果与预期相

悖，可能是因为使用的 2 mmol/L Cd 浓度过高，体

内抗氧化酶 SOD 和 CAT 活性受到抑制。但是非酶

抗氧化剂类胡萝卜素和 GSH 含量在 Cd 胁迫下显著

增加，表明 Auxenochlorella protothecoides UTEX 

2341 在 2 mmol/L Cd 浓度胁迫下，非酶抗氧化剂

是缓解 Cd 胁迫下活性氧毒性的主要贡献者。除

此以外，2 mmol/L Cd 胁迫条件下微藻油脂产量显

著高于对照水平，油脂组分也符合生物柴油的生

产标准。该研究对微藻抗镉机制进行了初步分析，

后续还需要更多实验深入系统分析微藻抗镉以及

Cd 胁迫下的产油机制，从而为镉污染的处理以及

微藻生物柴油的工业化应用奠定良好的理论和实

验基础。 
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