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不同生长期 6种海洋微藻鞘糖脂含量变化的研究 

李艳荣, 徐继林*, 严小军, 周成旭 
（宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 利用超高效液相色谱—四极杆—飞行时间质谱联用分析系统(UPLC-Q-TOF MS)对 6种海

洋微藻 3个培养时期(对数期、平台期、平台末期)的鞘糖脂组成和含量的变化进行研究. 结果表

明: 6种微藻中共检测到 3种类型的鞘糖脂, 且每一种藻中仅检测到一种类型极性头部糖原的鞘

糖脂. 在整个生长过程中, 每种藻中总鞘糖脂的含量在对数期最少, 每毫克干藻中含 0.23~8.42  

nmol; 平台末期时大量积累, 每毫克干藻中含量达 5.37~50.10 nmol. 鞘糖脂组成和生长期含量的

变化可为海洋微藻生理生态学研究、化学分类学研究以及赤潮的防治提供理论依据.  
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鞘糖脂(glycosphingolipids)作为细胞膜上的一

部分, 具有结构和功能多样性, 它在所有的真核生

物和大多数的原核生物中普遍存在[1]. 鞘糖脂在一

些基本的细胞过程中发挥重要作用, 如信号转导、

膜的形成以及细胞间的重组等, 大多数的功能与

其结构紧密相关[2]. 鞘糖脂的合成对胚胎发育和组

织分化是必需的[3], 在细胞的表面决定胚胎的抗原

性以及其分化和未分化的状态[4]. 另外, 鞘糖脂可

以调节 T细胞的免疫反应[5], 人体的一些疾病往往

与组织器官中鞘糖脂的异常表达紧密相关. 一些

结构复杂的鞘糖脂还可以作为某些细胞类型的标

志物, 在动植物的化学分类学中发挥重要作用.  

微藻是主要的光合微生物, 而硅藻和定鞭藻

是常见的赤潮优势种[6], 其藻体细胞内脂质的组成

和含量成为研究的热点. 微藻在不同生长阶段脂

质的变化反应了它们在生长过程中经历不同的生

化过程[7], 研究这些变化可为微藻的生理生态学研

究、饵料营养研究和新能源开发研究提供重要依 

据. 目前对于不同生长时期, 微藻细胞内脂类变化

的研究主要集中在脂肪酸[8-9]、光合膜脂[10-11]和甘

油三脂[12]等, 对于微藻培养过程中鞘脂代谢变化

研究还很少. 通过对几种骨条藻和定鞭藻细胞中

鞘糖脂结构和含量变化的研究可深入了解这些生

物, 从而更好地开发和利用这些丰富的水产资源.  

1 材料与方法 

1.1 仪器与试剂 

UPLC-Q-TOF-MS 超高效液相色谱四级杆飞

行时间质谱联用系统(美国WATERS公司); 颗粒粒

度计数分析仪(上海求精生化试剂仪器有限公司); 

超纯水系统(法国 MILLIPORE 公司); 冷冻干燥机

(美国 LABCONCO公司). 另外, 国产旋转蒸发仪、

旋涡混合仪、高速离心机、水浴锅、电子天平、充

气泵等. 鞘脂的稳定同位素内标 N-palmitoyl(d31)- 

D-erythro-sphingosine购自美国Avanti Polar Lipids公

司. 乙腈、异丙醇、甲酸等用于样品提取、液相色谱

质谱分析的试剂均为色谱级, 纯水取自 Milli-Q 纯

水仪, 抗氧化剂 2,6-二丁基对甲酚(BHT, >99.9%)

购自美国 SIGMA公司.  

1.2 微藻的培养和收集 

6株海洋微藻由宁波大学浙江省海洋生物重点

实验室微藻种质库提供, 藻的种名和种质编号见
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表 1. 用于微藻培养的海水均经脱脂棉过滤、煮沸

消毒, 所有容器均高温灭菌. 培养液采用 f/2配方[13], 

藻种在 5 000 mL 的锥形瓶中(20±2)℃下自然光培

养, 每天摇动数次, 并用颗粒粒度计数分析仪测量

藻类密度. 藻类细胞在对数期、平台初期、平台末

期分别取一定体积的藻液, 4 000~4 800 r·min-1离心

10 min, 冷冻干燥后备用. 样品平行培养 3 次. 干

燥后的样品用 Bligh-Dyer 法[14]提取后, 氮气吹干, 

甲醇复溶后经 0.22 μm超滤膜(美国Millipore公司)

离心过滤进行 UPLC-Q-TOF MS分析. 溶剂均加入

50 μg·mL-1的 2,6-Di-tert-butyl-4- methylphenol(BHT).  

表 1  6株海洋微藻的种名和种质编码 

分类 实验室命名 种名 种质编码 

SKSPXS0711 Skeletonema 

costatum 

NMBguh004-1

SCXMBO2 Skeletonema 

costatum 

NMBguh004-2

SKSPXS0807zjj Skeletonema 

sp. 

NMBguh004-5

硅藻

(Bacillariophyta) 

热带骨条藻 Skeletonema 

tropicum 

NMBguh004-6

等鞭金藻 3011 Isochrysis 

galbana 

NMBjih021-2定鞭藻

(Haptophyta) 

颗石藻 Cocoo2 Pleurochrysis 

sp. 

NMBjih026-1

注: 种质编码为宁波大学浙江省海洋生物重点实验室微藻种质库 

编码.  

1.3 色谱条件 

反向液相色谱(HPLC)分析通过Waters Acquity 

Ultra Performance LC™ 超高效液相色谱分离系统

(美国WATERS公司), 配置Waters Acquity UPLC™ 

BEH C18 色谱柱(1.7 μm, 2.1 mm×100 mm) (美国

WATERS公司). 流动相的流速为 300 μL·min-1, 3:7

分流进入离子源. 此外, 15 mmol 的甲酸和 0.004 

mmol 的氯化锂加入到流动相中作为正离子模式 

下的助离子化试剂. 二元溶剂系统流动相 A 为

V(H2O):V(异丙醇)=9:1, 流动相 B 为 V(乙腈):V(异

丙醇)=9:1, 洗脱梯度起始比例为 10% B, 13 min内

升到 95%, 保持 3.5 min; 然后在 2.5 min 内升到

100%, 保持 13 min; 1 min 内回到初始流动相平衡

12 min, 洗脱总时间 45 min. 分离柱温度 40℃, 样

品室温度为 4℃, 每次取样量为 5 μL.  

1.4 质谱条件 

质谱采用四级杆飞行时间(Q-TOF Premier)质

谱仪, 在正离子模式下对离子进行监测. 仪器参数

设置为: 质谱扫描范围 m/z 100~1 500, 扫描时间

0.3 s. 使用高纯氮作为脱溶剂气体, 氮气流速为

400 L·h-1. 离子源温度设为 120℃, 毛细管电离电

压为 6.0 kV, 取样锥孔电压为 35~65 kV. 用于MSE

分析时的低碰撞能量设为 3.0 kV; 根据不同鞘脂碎

裂时所需能量的不同, 二级质谱分析时的高碰撞

设为 35~80 kV. 飞行时间分析器采用 V 模式, m/z 

1 000 时最大分辨率调整为大于 10 000. 仪器使用

前, 先用 0.5 ng·μL-1 亮脑啡肽作为外表物对目标 

离子进行精确质量锁定 , 正离子模式下的 m/z 

556.277 1; 然后用甲酸钠进行多点矫正.  

1.5 鞘糖脂的定性和半定量分析 

鞘糖脂定性是利用 UPLC-Q-TOF MS 分析系

统, 在上述液质条件下, 微藻中不同生长阶段的样

品在BEH C18柱上分离后, 经Masslynx 4.1软件处

理, 获得各类物质的原始数据, 分别提取出每一个

变量离子的 m/z 值的精确质量数(质量相对误差小

于 5×10-6)借助于元素组成分析软件、质谱解析软件

Massfragment 得到其可能的元素组成, 在互联网上

免费提供的 LIPID MAPS库(http://www. lipidsmaps. 

org)、HMDB 库(http://www.hmdb)和 METLINE 库

(http://www.metline. Scrpps.edu)里进行搜检. 根据

正离子模式下的二级质谱(MS/MS)图对每一种鞘

糖脂的长链碱基、酰胺基链和极性头部进行进一步

确认鉴定.  

鞘糖脂的半定量: 分别在微藻样品中加入 2 

μg·mL-1 的 N-palmitoyl(d31)-D-erythro-sphingosine 

(C16 Cer)稳定同位素内标对样品进行半定量分析. 

根据流动相比例的改变, 获得相应鞘糖脂的离子

化效果. 从低碰撞能量下的色谱图中提取样品中

每一种鞘糖脂的离子色谱图, 根据不同流动相比

例下的鞘糖脂离子化效果, 获得相应峰面积积分

值. 根据峰面积与浓度的线性关系, 利用同位素标

准品的浓度和峰面积半定量样品中每毫克干藻的

鞘糖脂含量(nmol), 取 3个平行结果的均值.  

2 结果与讨论 

2.1 6种海洋微藻中鞘糖脂的定性分析 

利用 UPLC-Q-TOF MS 分析系统获得高分辨

的 m/z值, 基于我们实验室已经建立的鞘糖脂的分
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析方法[15], 从 6 种微藻(表 1)中共鉴定出 3 类鞘糖

脂, 分别为单糖鞘脂、双糖鞘脂和三糖鞘脂. 其中 

等鞭金藻3011和颗石藻Cocoo2中的鞘糖脂均为单

糖鞘脂; 中肋骨条藻 SKSPXS0711 和 SCXMBO2

中所含的鞘糖脂相同 , 均为双糖鞘脂 ; 骨条藻 

SKSPXS0807zjj 和热带骨条藻中检测到的鞘糖脂

相同, 为三糖鞘脂. 通过高分辨二级质谱图上中性

丢失的碎片信息, 可以初步了解这 3种类型鞘糖脂

极性头部的差异, 如图 1所示.  

2种定鞭藻中的鞘糖脂的二级质谱图中, 中性

丢失碎片m/z为 162, 元素组成为C6H12O6-H2O, 一

种己糖. 中肋骨条藻 SKSPXS0711和 SCXMBO2中

所含双糖鞘脂的母离子首先中性丢失外侧的糖原

(m/z 176), 接着中性丢失还原端的糖原(m/z 162). 

通过高分辨质谱可以获得这 2 种糖原的元素组成

为C7H14O6-H2O和C6H12O6-H2O, 分别为庚糖和己

糖. 而骨条藻 SKSPXS0807zjj 和热带骨条藻中顺

序中性丢失 3 个糖基, 最外侧糖原 m/z 160, 元素

组成 C7H14O5-H2O, 是一种庚糖. 靠近还原端的 2

个糖原中性丢失的 m/z 相同, 均为 162, 元素组成

为 C6H12O6-H2O, 是一种己糖. 总之, 这 6 种微藻

中都含有己糖. 据文献[1,16,17]报道, 植物中较为

常见 6个碳的鞘糖脂为葡萄糖鞘脂, 而 Bhattacharya

等研究也表明植物组织中最重要的鞘糖脂是葡萄

糖神经酰胺, 它能诱导细胞增殖, 阻止细胞的程

序性死亡[18-19]. 但是微藻中含有的己糖是否是葡

糖糖, 还需要通过多级质谱、同位素标记、核磁等

技术进一步确定. Zhao 等[15]在研究三株骨条藻中

的鞘糖脂时发现同一种藻中所含有的鞘糖脂的极

性头部糖原是一样的. 本文研究结果与其相似, 

在同一种藻中仅检测到一种类型极性头部糖原的

鞘糖脂, 而微藻内鞘糖脂结构多样性和复杂性是

由神经酰胺骨架的不同引起的.  

2.2 不同生长时期鞘糖脂含量的变化 

    使用 UPLC-Q-TOF MS, 在样品中加入鞘脂内

标, 利用已建立的定性分析方法[15], 对微藻中鞘糖

脂的神经酰胺骨架的具体结构进行分析, 并对不

同生长阶段每一种鞘糖脂进行半定量分析. 实验

结果表明(图 2), 等鞭金藻 3011中共检测到 6种单

糖鞘脂, 3个不同生长阶段(对数期、平台初期和平

台末期)每毫克干藻中总鞘糖脂含量分别为(2.63± 

0.27 )、( 5.83 ± 0.33)、( 12.17 ± 1.51) nmol; 颗石藻

     

     

     
 
 

m/z 

(a)为等鞭金藻 3011和颗石藻 Cocoo2中的单糖鞘脂(-162); (b)为中肋骨条藻 SKSPXS0711和 SCXMBO2中的双糖鞘脂(-176-162);  

(c)为骨条藻 SKSPXS0807zjj和热带骨条藻中的三糖鞘脂(-160-162-162) 

图 1  微藻中 3种鞘糖脂的二级质谱图
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Cocoo2中共检测到 5种单糖鞘脂, 3个不同生长阶

段, 每毫克干藻总鞘糖脂含量分别为(0.23±0.01)、

(1.97±0.14)、(7.86±0.76) nmol. 骨条藻SKSP0807ZJJ

中检测到14种三糖鞘脂, 3个不同生长阶段每毫克干

藻总鞘糖脂含量分别为(2.87±0.28)、(2.80±0.28)、

(5.37±0.69) nmol. 骨条藻 SKSPXS0711 中检测到

12种双糖鞘脂, 3个不同生长阶段每毫克干藻总鞘

糖脂含量分别为(8.42±0.25)、(8.76±0.48)、(50.10± 
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 三糖鞘脂                                                     三糖鞘脂 

(a)为等鞭金藻 3011中的单糖鞘脂(-162), 其中 1~6分别代表 d18:4-n23:0、d19:4-n23:0、d18:4-n24:6、d18:3-n24:6、d19:4-n24:6、d19:3-n23:0; 

(b)为颗石藻 Cocoo2中的单糖鞘脂(-162), 其中 1~5分别代表 d19:3-n23:1、d19:3-n24:1、d19:3-n23:0、d19:3-n25:1、d19:3-n24:0;  

(c)为中肋骨条藻 SKSPXS0711中的双糖鞘脂(-176-162), 其中 1~12分别代表 d18:3-n16:0、d18:2-n16:0、d18:1-n16:0、d18:3-n22:0、d18:3-n24:1、

d18:2-n24:1、d18:2-n22:0、d18:3-n24:0、d18:1-n24:1、d18:1-n22:0、d18:2-n24:0、d18:1-n24:0;  

(d)为中肋骨 SCXMBO2中的双糖鞘脂(-176-162), 其中 1~15分别代表 d18:3-n16:0、d18:2-n16:0、d18:1-n16:0、d18:2-n22:1、d18:3-n23:0、 

d18:3-n24:0、d18:2-n22:0、d18:2-n24:1、d18:3-n24:0、d18:1-n24:1、d18:1-n22:0、d18:2-n24:0、d18:1-n24:0、d18:2-n26:0、d18:1-n26:0;  

(e)为骨条藻 SKSPXS0807zjj中的三糖鞘脂(-162-162-160), 其中 1~14分别代表 d18:3-n16:0、d18:2-n16:0、d18:1-n16:0、d18:3-n24:1、d18:2-n24:1、

d18:2-n24:2、d18:3-n24:0、d18:1-n24:1、d18:1-n22:0、d18:2-n24:0、d18:3-n26:0、d18:1-n24:0、d18:2-n26:0、d18:1-n26:0;  

(f)为热带骨条藻中的三糖鞘脂(-162-162-160), 其中 1~16分别代表 d18:1-n16:0、d18:3-n24:2、iso-d18:3-n24:2、d18:3-n24:1、d18:2-n24:1、 

d18:2-n24:2、d18:3-n24:0、iso-d18:2-n24:1、d18:1-n24:1、d18:1-n22:0、d18:2-n24:0、d18:2-n26:1、d18:3-n26:0、d18:1-n24:0、d18:2-n26:0、

d18:1-n26:0. 

图 2  6株微藻 3个培养时期各鞘糖脂含量的变化 

含
量

/(
nm

ol
·m

g-1
) 

含
量

/(
nm

ol
·m

g-1
) 

含
量

/(
nm

ol
·m

g-1
)

含
量

/(
nm

ol
·m

g-1
)

含
量

/(
nm

ol
·m

g-1
)

含
量

/(
nm

ol
·m

g-1
)



 

第 1期 李艳荣, 等: 不同生长期 6种海洋微藻鞘糖脂含量变化的研究 11 
 

 

2.30) nmol. 骨条藻 SCXMBO2中共检测到 15种双

糖鞘脂, 3 个不同生长阶段每毫克干藻总鞘糖脂含

量分别为 (6.09±0.84)、 (7.94±0.50)、 (32.99±1.50) 

nmol. 热带骨条藻中检测到 16种三糖鞘脂, 3个不

同生长阶段每毫克干藻总鞘糖脂含量分别(0.87± 

0.30)、(2.95±0.15)、(10.52±1.59) nmol. 而 3个不同

生长阶段每一种鞘糖脂的具体组成和含量变化如

图 2所示.  

由图 1 每一种藻的鞘糖脂组成结果可以看出, 

每种藻中仅含有一种极性头部糖原的鞘糖脂, 而

微藻内鞘糖脂结构多样性和复杂性是由神经酰胺

骨架的不同引起的(图 2). 神经酰胺由鞘氨醇长链

碱基和酰胺基链两部分组成; 而碳链的长度、不饱

和度, 双键的位置, 羟基的个数和位置等都可以引

起鞘氨醇链和酰胺基链的不同, 进而导致鞘糖脂

结构和功能的多样性.  

对不同生长时期鞘糖脂的含量, 随着培养时

间的延长有不同程度的变化. 以中肋骨 SCXMBO2

为例, 在对数期时 15 种双糖鞘脂含量较低, 个别

双糖鞘脂在对数期时还未开始合成. 从对数期到

平台期时鞘糖脂的含量逐渐积累, 平台末期时含

量达到最大值, 每毫克干藻含量在 7 nmol以上. 其

他 5种藻中不同生长时期含量的变化相似, 均在平

台末期的时候鞘脂的含量大量积累. 在整个生长

过程中, 每种藻中总鞘糖脂的含量在对数期最少, 

每毫克干藻为 0.23~8.42 nmol; 平台末期时大量积

累, 每毫克干藻含量达 5.37~50.10 nmol.  

以上现象表明, 生长阶段是影响鞘糖脂含量

的重要变量因素. 鞘糖脂作为细胞膜上的一部分, 

在一些基本的细胞过程中发挥着重要作用, 而鞘

糖脂的代谢产物神经酰胺和鞘氨醇等在细胞的生

长和死亡中发挥着重要作用. 研究表明, 神经酰胺

含量的大量积累可以作为细胞凋亡的信号, 而植

物中鞘糖脂的大量积累能引起许多脂类代谢疾病, 

从而抑制植物细胞的正常生长[20]. 本研究中, 平台

末期时藻类的密度达到最大值, 此时培养基中的

营养物质几乎消耗殆尽, 而鞘脂含量大量增加. 因

此, 鞘脂含量的大量积累可能与细胞周期的调控

有关, 可以作为细胞开始凋亡的信号. 近年, 赤潮

的发生越来越频繁, 赤潮藻的种类越来越多. 有研

究表明, 某些细胞内含有特殊鞘糖脂的微藻可以

作为病毒的寄主, 而一些大型赤潮的发生往往是

由这些藻类引起的[21]. Vardi 等[22]研究也表明病毒

性的鞘糖脂可以作为病毒感染海洋的生物标志物. 

因此, 研究微藻不同阶段鞘糖脂含量的变化, 不仅

可以了解到它们在生长过程中经历的不同生化过

程, 而且可以通过研究这些变化为微藻的生理生

态学、化学分类学研究和赤潮的防治提供参考.  
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Study on Glycosphingolipid Content in 6 Marine Microalgae at  
Different Cell Growth Phases 

LI Yan-rong, XU Ji-lin*, YAN Xiao-jun, ZHOU Cheng-xu 
( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology, Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China )  

Abstract: The composition and content of glycosphingolipids are gauged for 6 marine microalgae at three 
growth phases (exponential phase, and the onset of stationary phase and end of stationary phase) are analyzed by 
measuring the ultra-high performance liquid chromatography-quadrupole time of flight tandem mass 
spectrometry (UPLC-Q-TOF MS) using electron spraying ionization. The results show that the three types of 
glycosphingolipid are detected in 6 marine microalgae, and the glycosphingolipids species in one microalgae 
share the same polar head. As the culture proceeds from exponential phase to end of stationary phase, the total 
content of glycosphingolipid in one microalgae increase over time and their levels go lower during the 
logarithmic phase (ranged from 0.23 to 8.42 nmol·mg-1 dry algae) but are mainly accumulated at the end of 
stationary phase (ranged from 5.37 to 50.10 nmol·mg-1 dry algae). It is concluded that the glycosphingolipids 
composition and content analysis can be used as a theoretical basis for the research of physiology and ecology of 
marine microalgae, microalgae chemotaxonomy and red tide prevention and control. 
Key words: marine microalgae; growth stage; glycosphingolipids; LC/MS 
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