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Liu XY, Wang ZP, Yu JX, et al. Improved fluorescence spectrometric determination of lipid content in Botryococcus braunii. 
Chin J Biotech, 2013, 29(3): 382−391. 

摘  要 : 布朗葡萄藻是一种含脂量高、开发潜力大的能源微藻，但因其细胞呈集落态且胞壁较坚厚，应用传

统的尼罗红荧光光谱法测定其脂质含量时，通常因灵敏度低、重复性差而难以获得可靠结果。本研究通过超声

波分散集落、二甲基亚砜辅助尼罗红进入细胞、优化染色条件，有效地解决了上述问题。具体方法为：藻液先

经频率为 20 kHz、发射功率为 100 W 的超声波按 1 s/1 s (开/关) 间歇处理 20 s 使细胞分散，而后依次加入与

藻液等体积的 15％二甲基亚砜溶液和 3 µg/mL 尼罗红溶液，充分混匀后于黑暗中 40 ℃染色 10 min，再于 490 nm

激发光下进行荧光光谱检测。上述改进方法与传统方法相比，检测灵敏度提高了 196.6％，反映检测重复性的

相对标准偏差 (RSD) 由 10.91％降至 1.84％。该方法为布朗葡萄藻育种与培养等研究提供了快速、灵敏的脂

质含量检测技术。 
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Abstract:  Botryococcus braunii is a unique colonial green microalga and a great potential renewable resource of liquid 
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fuel because of its ability to produce lipids. Due to the dense cell colonies and rigidly thick cell wall of B. braunii, the 
traditional Nile red method is usually of low sensitivity and bad repeatability and hard for the determination of lipid content 
in the cells. By dispersing the colony with ultrasonic, assisting permeation of Nile red across the cell wall with dimethyl 
sulfoxide and optimizing the staining conditions, we established an improved detection method. The details were as 
follows: after the colonial algal sample was treated by ultrasonic at 20 kHz for 20 s, 100 W transmitting power and with 1 s 
on/1 s off intermittent cycle, the equivoluminal 15% (V/V) dimethyl sulfoxide and 3 μg/mL Nile red were successively 
added and mixed evenly, then the staining system was incubated in dark at 40  ℃ for 10 min, and subsequently was 
measured by fluorescence spectroscopy detection with an excitation wavelength of 490 nm. Compared with the traditional 
method, the improved one not only had higher detection sensitivity which was increased by 196.6%, but also had obviously 
better detection repeatability whose characteristic parameter - relative standard deviation (RSD) was decreased from 
10.91% to 1.84%. Therefore, the improved method could provide a rapid and sensitive detection of lipid content for B. 
braunii breeding and cultivation. 

Keywords:  Botryococcus braunii, lipids, fluorescent spectrometry, Nile red, dimethyl sulfoxide, ultrasonic  

微藻因光合效率高、生长周期短、脂质产率

高、不占用耕地，且可高效利用多种污水和废气，

而被国内外公认为第三代生物液体燃料的主要

生产者之一，并可望通过发挥其超强的生物转化

功能最终实现环境与能源相和谐[1-3]。布朗葡萄

藻Botryococcus braunii因其脂质含量高 (可达细

胞干重 85％)，而被国内外视为具重大研究与开

发前景的能源微藻之一[4-5]。与其他能源微藻一

样，建立快速、微量、可靠的脂质含量检测技术

是开展葡萄藻种质改良和培养模式优化等研发

的基础。目前国内外普遍采用尼罗红荧光光谱法

快速检测微藻等生物细胞中的脂质含量，其主要

原理是当亲脂性的噁嗪类染料 —— 尼罗红 

(9-(diethylamino) benzo[a]phenoxazin-5(5H)-one) 
进入细胞后能与胞内脂质结合并发出荧光，进而

通过测定荧光强度即可表征被测样品的脂质含

量[6-8]。该方法的原理与步骤虽简单，但必须针

对被测生物样品的形态和结构等特殊性解决以

下两方面的关键前提问题才可能奏效。一方面，

绿藻等生物坚厚的细胞壁会阻碍尼罗红进入细

胞，而胞内尼罗红的量不足必然会导致检测灵敏 

度降低、测量值偏小[9]。近年来，Chen 等[9]研究

发现二甲基亚砜能有效辅助尼罗红进入普通小

球藻细胞。随后，一些学者通过优化二甲基亚砜

浓度等条件，有效解决了尼罗红不易进入微拟球

藻[10]、单针藻[11]、斜生栅藻[12]、小球藻[13]、细

菌[14]及酵母菌[15]等细胞的难题。另一方面，分

光光度法测量要求被测样品呈溶液或均匀悬浮

液[16]，但葡萄藻等一些微藻，其细胞不同于小球

藻和微拟球藻等微藻呈分散状态，而是通常呈簇

状或集落态，这导致藻细胞不能均匀分布于检测

液中而严重影响测量[4]。Lee 等[17]虽于 1998 年就

曾报道可利用尼罗红荧光光谱法检测葡萄藻的

脂质含量，但也许因未能有效解决上述两方面关

键问题，致使该方法至今尚未在葡萄藻研发中得

以广泛应用，而仍多沿用样品用量大、前处理复

杂、耗时耗力的称重测量法[18-19]。 

为此，本文拟通过超声波技术分散葡萄藻集

落、二甲基亚砜辅助尼罗红进入藻细胞、优化染

色条件等，有效改进现有的尼罗红荧光光谱法

检测布朗葡萄藻脂质含量的方法，以期为葡萄

藻育种与培养等研发提供快速、灵敏的脂质含
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量检测技术。 

1  材料与方法 

1.1  藻株与培养条件 
B. braunii ZJU3001 为本实验室 2003 年从云

南抚仙湖分离并纯化。采用 BG-11 培养基[20]培

养，接种时藻液的初始 OD560 为 0.1。培养温度

为 25 ℃，光暗周期比 12 h∶12 h，光照强度

60 μmol/(m2·s)，藻液每天摇匀 2~3 次。试样均采

用处于对数生长期的藻液。藻细胞干重参照黄峙

等[21]方法测定。 

1.2  超声波处理 
取 4 mL葡萄藻液转入 5 mL离心管并置于冰

水浴中，设定 JY92-Ⅱ型超声仪 (新芝，中国) 的

频率为 20 kHz，发射功率为 100 W，变幅杆伸至

藻液面下 1 cm，以 1 s/1 s (开/关) 间歇处理藻

液 20 s。 

1.3  光谱检测 
参照 Wang 等[22]方法，用 Ultrospec 2000 型

紫外−可见分光光度计 (Pharmacia 公司，美国) 

检测样品在 400~750 nm 的吸收光谱，其中 OD560

可反映藻液的藻细胞密度；参照 Lee 等[17]方法，

用 RF-5000 型荧光分光光度计 (Shimadzu 公司，

日本) 检测经尼罗红 (NR) 染色样品的荧光发

射光谱。将样品置于黑体微量比色皿中，使在

490 nm 激发光下扫描 500~700 nm 的荧光发射光

谱，并将在 540~628 nm 范围内获得一个特征性

的发射峰，其峰值可反映藻液的脂质荧光强度[9]。 

1.4  尼罗红染色条件的优化 
参考文献[9-13, 23]，设定 DMSO 终体积分

数、NR 终质量浓度以及染色时间和温度的优化

范围，并依次进行优化。不同浓度的 DMSO 溶

液和 NR 溶液分别由去离子水稀释 DMSO (分析

纯) 和 10 µg/mL NR (Sigma 公司) 丙酮储液配

制而成。脂质检测方法为：将葡萄藻液先按 1.2

方法进行超声波处理，而后依次加入等体积不同

浓度的 DMSO 溶液和 NR 溶液，充分混匀后置于

黑暗的恒温箱内进行一定温度和时间的染色反

应，再按 1.3 方法检测其荧光发射光谱。藻细胞

脂质的相对荧光强度值为染色液的相对荧光强

度值分别减去NR与DMSO混合液及藻液在相应

波长的相对荧光强度值。数据采用 SAS 等软件

进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  葡萄藻光谱检测样品的制备 
在自然条件下，葡萄藻细胞通常聚集成簇，

由几十至上百个细胞组成串状集落，因此藻细胞

在培养液中的分散度和均匀性不佳 (图 1，A-1)，

影响了光谱检测的灵敏度和稳定性[15]。我们经研

究发现，用频率为 20 kHz、发射功率为 100 W 的

超声波，1 s/1 s (开/关) 间歇处理藻液 20 s 能有

效分散集落，使细胞呈均匀分布 (图 1，A-2)。

处理后藻液的可见光吸收值增大了近 1 倍，

680 nm 附近的叶绿素吸收峰更加明显；因处理

前、后藻液上清液的吸光值均几乎为零，说明并

未因超声使细胞破碎进而导致叶绿素等色素渗

漏到藻液而产生相应的吸收峰 (图 1B)。同时，

由 OD560 的时间驱动扫描曲线 (图 1C) 可知，未

经超声波处理的藻液因细胞呈集落状、易下沉而

导致 OD560 从样品放入检测池即开始明显波动，

约 40 s 后呈线性下降，至第 5 min 时已只有原来

起初的 1/3 左右；而处理后藻液的 OD560 能在 
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图 1  超声波处理对藻细胞状态及光谱检测的影响 
Fig. 1  Effects of ultrasonic treatment on the cell states and spectrum detection. (A) Cell states. (B) Visible spectra. (C) 
Time driving scanning spectra at 560 nm. (D) Regression curves of dry weight and OD560 of algal samples. 1: algal 
suspension without ultrasonic treatment; 2: algal suspension with ultrasonic treatment; 3: algal supernatant without 
ultrasonic treatment; 4: algal supernatant with ultrasonic treatment.  

 
2 min 内保持稳定，至第 5 min 时也仍基本保持

不变。对超声波处理前、后藻液细胞干重与 OD560

的回归分析结果 (图 1D) 显示，处理组具有更

好的重复性，且检测灵敏度比对照组的提高了

52.7％，相关性系数也由 0.988 提高到 0.998。以

上结果表明，合适的超声波处理条件不仅能够保

持葡萄藻细胞的完整性，而且能有效分散集落细

胞，使藻细胞在溶液中得以均匀悬浮，满足了光

谱检测的要求，这为葡萄藻生物量和脂质含量的

光谱法测量打下了基础。 

2.2  二甲基亚砜对尼罗红染色的辅助作用 
适当浓度的DMSO可辅助NR进入藻细胞进

而提高脂质检测的灵敏度，但其适宜浓度因藻种

差异而从 1％到 30％不等 [9-13,23]。实验考察了

DMSO 终体积分数分别为 0、2％、5％、8％、

15％、22％、28％时对葡萄藻脂质含量检测的影

响，其他条件为：NR 终浓度为 1.3 µg/mL，40 ℃

染色 10 min。荧光发射光谱显示  (图 2)，

B. braunii ZJU3001 的脂荧光发射峰出现在

568 nm 附近。随着 DMSO 浓度的提高，脂发射 
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图 2  二甲基亚砜质量分数对脂质含量检测的影响 
Fig. 2  Effect of DMSO concentrations on lipid content 
determination of B. braunii. 

荧光先增强后减弱，当 DMSO 为 5％时荧光值最

大，比不加时提高了 67.4％。值得注意的是，当

DMSO 浓度过高 (终浓度大于 15％) 时，不仅脂

发射荧光强度减弱，而且在 640 nm 附近会出现

NR 自发荧光发射。可见，对于葡萄藻，DMSO

能够明显提高其脂质含量检测的灵敏度，但需要

确定最适浓度，浓度过高反而会对脂质检测产生

不利影响。本实验中，DMSO 终浓度以 5％为佳，

不宜超过 15％。 

2.3  尼罗红浓度对脂质含量检测的影响 
NR 的浓度是影响其染色效果的关键因

素 ， 不 同 微 藻 的 使 用 浓 度 差 别 很 大 

(0.01~100 µg/mL)，已报道绿藻的 NR 终浓度一

般为 0.3~2.0 µg/mL[9-13,17,23]。实验考察了 NR 终

浓度为 0.2~2.0 µg/mL 时对葡萄藻脂质含量检测

的影响，其他条件为：DMSO 终浓度为 5％，40 ℃

染色 10 min。荧光发射光谱 (图 3) 显示，脂荧

光发射峰的波长在 NR 浓度较低时稍有红移 

(555~568 nm)，而浓度较高时基本保持不变，这 

 

图 3  尼罗红浓度对脂质含量检测的影响   
Fig. 3  Effect of Nile red concentrations on lipid 
content determination of B. braunii. 

与胡小文等[22]报道的相似。随 NR 浓度的提高，

脂发射荧光先增强后减弱，最大荧光值出现在终

浓度为 1.0 µg/mL 时。当终浓度大于 1.3 µg/mL 时

脂发射荧光逐渐减弱，NR 发射荧光逐渐增强。当

终浓度为 2.0 µg/mL 时，NR 的荧光发射峰甚至会

高于并严重干扰脂荧光发射峰。因此对于葡萄藻，

NR终浓度以 1.0 µg/mL为佳，不宜超过 1.7 µg/mL。 

2.4  染色时间和温度对脂质含量检测的影响 
染色时间和温度是影响染色效果的两个重

要因素，已报道的时间和温度通常分别为

1~10 min、25 ~40 ℃ ℃，条件太低时染色效果不

佳，太高时则可能造成荧光淬灭[9-13,23]。如图 4

所示，实验考察了染色时间为 1~30 min 及温度

为 20 ~60 ℃ ℃时对葡萄藻脂质含量检测的影响。

脂发射荧光强度随染色时间的延长和温度的提

高都呈先增强后减弱的趋势。随染色时间延长，

脂荧光发射峰波长在 564~571 nm 范围内发生蓝

移，相对荧光强度在染色 1 min 时最低，5 min

和 10 min 时显著提高，20 min 及更长时间则显 
 



刘新颖 等/布朗葡萄藻脂质含量的荧光光谱检测方法的改进 

cjb@im.ac.cn 

387

 

图 4  染色时间 (A) 和温度 (B) 对脂质含量检测的影响 
Fig. 4  Effect of staining time (A) and temperature (B) on lipid content determination of B. braunii. 

 
著减弱。随染色温度的提高，脂荧光发射蜂的波

长基本保持不变，相对荧光强度在温度为 40 ℃

时达到最大值，而后显著减弱，60 ℃时荧光值已

降低了 83.5％。因此，葡萄藻的染色时间和温度

以 10 min、40 ℃为佳，这与 Chen 等[9]以小球藻

为材料的研究结果一致。 

2.5  藻细胞密度对脂质含量检测的影响 
考察被测藻液的细胞密度与相对荧光强度

间的相关性，不仅可检验测量方法的可靠性，而

且可确定适于检测的细胞密度范围，有利于脂质

含量的准确测定和不同藻样脂质含量的比较研

究 [23]。采用上述改进方法测定不同细胞密度 

(OD560) 藻液的相对荧光强度，并对二者进行回

归分析。结果显示 (图 5)，随着藻细胞密度，即

脂质含量的增加，脂发射荧光强度逐渐增加，藻

液 OD560 在检测范围内 (OD560 为 0.1~1.1) 与藻

液相对荧光强度呈良好的正相关关系，R2 高达

0.997。可见，藻液细胞密度 OD560 为 0.1~1.1 时

均可利用该方法直接进行检测。 

2.6  改进方法与传统方法的比较 
为进一步检验本文超声波处理及染色条件

优化对葡萄藻脂质检测的效果，对改进方法 

(MethodⅠ )、改进方法中不包括超声波处理 

(MethodⅡ)，以及 Lee 等[17]的传统方法 (Method 

Ⅲ) 进行了比较。实验设置 6 个重复，各参数及

结果见表 1。可以看出，改进方法的灵敏度最高，

重复性也最好，相对荧光强度较其他两种方法分 

 

图 5  藻细胞密度与相对荧光强度的关系 

Fig. 5  Relationship of OD560 and relative fluorescence 
intensity. 
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表 1  改进方法与传统尼罗红染色方法的比较 
Table 1  Comparison of modified and traditional Nile red methods  

Method Ⅰ Ⅱ Ⅲ 

Ultrasonic treatment Yes No No 

DMSO (%) 5 5 0 

NR (µg/mL) 1 1 1 

Reaction temperature (℃) 40 40 25 (Room temperature) 

Reaction time (min) 10 10 10 

Relative fluorescence intensity 287.42±5.29 a 255.70±34.99 a 96.90±10.57 b 

RSD of repeatability (%) 1.84  13.60  10.91 

 
别提高了 12.4％和 196.6％，反映重复性的相对

标准偏差 (RSD) 分别由 13.60％和 10.91％降至

1.84％。比较 MethodⅠ和Ⅱ可以看出，利用合适

的超声条件对藻液进行前处理能够明显提高检

测的重复性。由图 1 可知，这主要是因超声波处

理提高了藻细胞的分散度和均匀性，从而提高了

藻细胞定量的准确性、光谱检测的稳定性和灵敏

度等。比较 MethodⅡ和Ⅲ可以看出，染色条件

的优化显著提高了葡萄藻脂质含量检测的灵敏

度 (P＜0.05)。优化的染色条件与传统方法相比

在体系中加入了 5％ DMSO，并将染色温度由

25 ℃提高至 40 ℃，由前面结果可知，染色体系

中加入 5％ DMSO 可使检测灵敏度提高约 67.4％ 

(图 2)，而染色温度由 20 ℃提高至 40 ℃仅使其

提高约 16.8％ (图 4B)，因此主要是 DMSO 的加

入使灵敏度得以显著提高。综上可知，改进方法

能更准确、灵敏地反映葡萄藻的脂质含量。 

3  讨论 

布朗葡萄藻是一种世界广布的能源微藻，因

能合成大量的脂类物质而早已引起国内外的极

大关注。在已有研究中，葡萄藻脂质含量的测定

通常涉及有机试剂提取脂质及称重测量，进而可

采用各类色谱法进行组分分离和分析。应用这一

程序虽能获得脂质以及其含量、组成、结构等较

多信息，但必须确保脂质提取完全，同时避免其

分解和/或氧化，前处理复杂且样品用量大，在高

通量检测方面受到明显制约[9-10]。尼罗红染色荧

光光谱法因其灵敏、简便的特点成为目前国内外

普遍采用的快速检测方法，然而葡萄藻因其特殊

的细胞结构特点，导致传统检测方法的灵敏度和

重复性不甚理想而尚未能在其研发中得以广泛

应用。本研究发现，引进超声波技术分散葡萄藻

集落细胞以及二甲基亚砜 (DMSO) 辅助 NR 进

入细胞，能够显著改善上述问题 (表 1)，尤其对

于细胞聚集群体较大、细胞壁较坚厚的藻株具有

重要意义。 

超声波技术在生命科学领域已得到广泛的

应用和发展，其通过空化作用产生冲击波和高温

高压，甚至产生电离效应和放电，导致空泡周围

的细胞的胶质鞘、壁和质膜的击穿而产生较强的

生物学效应[24]。目前在葡萄藻的研发中，超声波
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技术多用于辅助脂质的提取[17,25]，而用于制备光

谱检测样品还鲜见报道。由图 1 和表 1 可知，利

用超声波处理葡萄藻液能够显著提高细胞的分

散度和均匀性，使取样时藻细胞定量的准确性、

光谱检测的稳定性和灵敏度得以提高，对利用光

谱法准确测定葡萄藻生物量和脂质含量起到重

要作用。这一结果对其他以细胞群体状态存在的

单细胞或多细胞藻类同样具有参考意义。 

适宜的 NR 染色条件是提高微藻脂质检测灵

敏度的关键。本文优化的 DMSO 和 NR 的终浓度

分别为 5％和 1.0 µg/mL，染色时间和温度分别为

10 min、40 ℃。与已报道的一些微藻的染色条件 

(表 2) 相比，DMSO 和 NR 的浓度具有明显差异。

采用表 2 中浓度条件进行葡萄藻脂质含量检测

时，其灵敏度仅为优化浓度时的一半左右，浓度

过高 (＞15％) 时还会产生 NR 荧光发射峰而对

检测结果造成影响 (图 2~3)。Doan 等[10]认为藻

种间因细胞形态和结构及胞内脂滴大小等差异，

而导致染色条件不尽相同，这也提示在用尼罗红

荧光光谱法检测并比较不同藻种的脂质含量时，

宜采用各自适合的染色条件。 

另外，图 2~3 表明，DMSO 和 NR 浓度对

葡萄藻脂质检测具有很大影响，因而它们在测

量体系中的量必须尽可能准确。先前报道方法

通常在藻液中加入高浓度、微小体积的 NR 或

DMSO[10,12-13,23]，致使加样时的随机误差较大，

难以准确定量。改进方法通过设定染色体系中藻

液、DMSO 溶液和 NR 溶液的体积比为 1∶1∶1，

扩大了二者的加样体积，使检测结果更加准确和

稳定。 

综上所述，本改进方法有助于快速、灵敏的

进行布朗葡萄藻脂质含量的测定，这对于葡萄藻

优良藻株和培养模式等的快速筛选，以及阐明其

脂质积累规律和机理等研究具有重要意义，为布

朗葡萄藻及其他藻类的研究提供了必要的技术

支撑。 

表 2  几种微藻的尼罗红染色条件 
Table 2  Nile red staining conditions of several microalgae 

Microalgae species Chlorella 
vulgaris Nannochloropsis sp. Monoraphidium sp. Scenedesmus 

obliquus Chlorella 

DMSO (%) 25.0 15.0 30.0  1.0 20.0 

NR (µg/mL)  1.0  0.7  0.3  1.5  1.5 

Reaction temperature (°C) 40.0 25.0 (Room temperature) 40.0 40.0 35.0−40.0

Reaction time (min) 10.0 10.0 10.0  5.0 20.0 

Reference [9] [10] [11] [12] [13] 
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科学家构建工程酵母大幅提高异丁醇产量 

麻省理工学院 (MIT) 的化学工程师和生物学家构建了工程酵母可以显著提高异丁醇产量。基因工程酵

母中，异丁醇的合成完全在线粒体中进行，线粒体不仅是能量产生的细胞组织，并且包含着许多生物合成

途径。通过这种方法，异丁醇的产量提高了 260％。 

除了异丁醇外，该技术还可以用于其他多种支链醇化学品的生产，虽然还没有实现规模化应用，但仍

是一项很有前途的技术，具体工作发布在 2 月 17 日的自然—生物技术网络版上。 

 
苏郁洁编译，原文链接：http://www.nature.com/nbt/journal/vaop/ncurrent/full/nbt.2509.html 

 
(来源：中科院青岛生物能源与过程研究所  2013 年 2 月 21 日) 


