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乙酸对两种杜氏藻生长和细胞生化组成的影响
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            摘要:研究了Z.酸对两种杜氏藻(Dunaliella salina和D. p na)生长、R一胡萝卜素积累、叶绿素
              a合成、脂肪酸组成和蛋白质含量的影响。结果表明，对D. salina,乙酸可明显促进生长。细胞

              密度最大值120x 104ce11/rrL(pH<8.5), R一胡萝卜素最大值102 ng/g(PH<8. 0)，叶绿素a含
              量达到104 rrg/g(PH<8. 5)，与对照组相比均有显著差异;乙酸还可提高单不饱和脂肪酸18:

              1和多不饱和脂肪酸18 : 2n6的含量;蛋白含量随州升高而提高。对D. pzna,乙酸对生长无

            明显促进作用，也不能提高俘一胡萝卜素含量，但明显提高叶绿素a含量，最大值达144 ng/ g

              (pH<9. 0)，还可提高蛋白含量，达到33. 5% (pH<9. 0).
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    目前，对杜氏藻的开发主要是利用其细胞内的

p一胡萝卜素和甘油川。天然R一胡萝卜素不但能转

化为维生素A,而且具有淬灭体内自由基、防止衰老

以及癌变、防治心脑血管疾病、青光眼、白内障并增强

人体免疫力等疗效[21，因而具有广阔的应用前景。

    在杜氏藻培养过程中，如何控制pH值过高是杜

氏藻生产中必须解决的一个重要问题田。目前调节

pH值多是添加HCl和NaOH，或通入(J)z [41，我们研究

了乙酸调节pH值对盐生杜氏藻和巴夫杜氏藻生长、

色素积累及生化组成的影响，以期为优化杜氏藻生产

工艺、提高杜氏藻及其R一胡萝卜素产量提供参考。

3个平行样，重复两次。

.3 测定指标和测定方法

.3.1  pH值的测定

，
1

‘1
且

1材料与方法

1.1 藻种
    盐生杜氏藻(Dunaliella salina)由内蒙古兰太股份

有限公司生物分公司提供;巴夫杜氏藻 住)unaliella

pzrca)由中国科学院水生生物研究所提供。

1.2 培养条件
    饱和卤水取自内蒙古兰太盐湖，用蒸馏水稀释

至盐度120;一次性添加营养盐NaNO3 1. 0 rrn℃几，
KH,PO4 0.1 nrnol/I,，柠檬酸铁0. 01 nrml/L, NaHCO3

12. 0 rrrml/L;空调控温，25℃士1̀C。日光灯管照明，
光强4 000 lx，光暗周期为L/D=16 h/ 8 h;用250 rd -

三角烧瓶培养，培养液为150 rrL;取对数生长期藻种

接种，接种密度5 x 104 cell/rrmL，每天摇动6次;实验设

    用Onion Nbdel 828型酸度计测定藻液州值，然
后用0.1 rml/L乙酸调至7. 5, 8.0, 8. 5, 9.0，每天一

次;如果pH值低于设定的值，则不予调节;以不调节

pH值的藻液为对照。
1.3.2 细胞密度的测定

    血球计数板法测定细胞密度，每个样计数3次，

取其平均数，每天计数一次。

1.3.3 俘一胡萝卜素的测定(41
    5 mL藻液~90%丙酮萃取~上清液~定容50

n L-721分光光度计测A45。值
p一胡萝卜素含量(ng/L) = (Vi x 10 x A45o) x 1000-.
(2 500 x V2)

V,为定容体积，V2为取样体积，根据每升藻液干藻粉

质量换算成mg/g，叶绿素a同。

1.3.4叶绿素a的测定[41
    5 mL藻液(加入1 g NaCl)-90%丙酮萃取~上清

收稿日期:2004-10-05修回日期:2005-03-14

基金项目:国家863计划(863-819-04-10)0
作者简介:王培磊(1966一)，男，山东临沂人，讲师，博士生，
研究方向:海洋微藻;张学成，通讯作者，教授，博士生导师，
电话:0532一2032789, E一mail: xchmng8@hounail .，

海洋科学//2005年/第29卷/第6期



研究报告

液今定容50 mL-721分光光度计分别测A663,A6a:值。

    叶绿素a含量(rrg/ L)二((8. 02 x A663 + 20. 21 x
Alias V，为定容体积，Vz为取样体积。)x V,= Vz

1.3.5脂肪酸测定[6

    取冷冻干燥的样品0.1 g,经皂化、甲醋化萃取，气
相色谱仪(HP一5890型，惠谱公司，美国)测定脂肪酸组
分。按峰面积归一化法计算脂肪酸组分质量分数。

1.3.6蛋白质测定
    取藻液500 mL，离心，蒸馏水冲洗藻泥，再离心，

重复3次，冷冻干燥。取干藻粉0.1一0. 2 g,凯氏定氮
法测定蛋白质含量。

1.4 数据处理

    采用3不石软件包对结果进行统计分析。

2 结果和讨论

2.1 乙酸添加量和藻液pH值的关系
    从表1和表2可以看出，乙酸可降低培养液的

pH值。乙酸添加量在试验开始和结束时较小，而第3,

4,5,6天即细胞对数生长期添加量较大。乙酸添加量

按对照组、pH镇9.0组、pH镇8.5组、pH<8. 0组、州=

7.5细IF序递增。D. sauna藻液中乙酸最大添加量为

2. 7 mL/ L(PH= 7. 5组，第4天);D. pzna藻液乙酸

最大添加量为2.9 mL/ L(pH<8. 0组，第4天)。D.

sal、 对照组的pH值在接种后lid内急剧上升，6--

10d在波动中上升，第10天达最大值9.800 D. pvza

有相似的规律，最大值为9.76(第7天)。-

表1盐生杜氏藻藻液乙酸添加量(mL/L)和调节后的pH值

Tab. 1  The amount of acetic acid added to D. salina culture media and the pH values after being adjusted

培养时间(d)
实验组 —

            0       1       2       3                 4       5       6       7       8       9     10

pH= 7.5

pH<8. 0

pHG8. 5

pH镇9. 0

对照组

0.4/7.51

0/7.86

0/7.87

0/7.88

0/7.91

0.7/7.49

0.7/7.99

0/8.31

0/8.32

0/8.38

1.5/7.52  1.8/7.50

1.0/7.98  1.2/8.01

0.6/8.51  0.9/8.49

0/8.56   0/8.97

0/8.82   0/9.02

2.7/7.51

1.6/8.02

1.0/8.50

0.5/8.99

0/9.28

1.8/7.48  1.6/7.49

2.4/8.01 2.0/7.98

1.4/8.48  1.0/8.50

0.6/9.01  0.6/8.98

0/9.42   0/9.55

1.5/7.51  1.2/7.49  1.2/7.52 0.8/7.47

1.4/7.99 0.9/7.98 0.6/8.00 0.4/8.01

1.2/8.51  0.5/8.49 0.5/8.52 0.4/8.48

1.0/9.02 0.4/8.99 0.4/9.02  0/8.86

0/9.52   0/9.61   0/9.67   0/9.80

注:乙酸浓度为0.1 mmol/L,/前为乙酸日添加量(mL/L),/后为调节后的pH值

表2巴氏杜氏藻藻液乙酸添加量(mL/L)和调节后的pH值

Tab. 2  The amount of acetic acid added to D. parva media and the pH values after being adjusted

培养时间(d)
实验组 —

              0       1       2       3       4       5       6       7       8       9     10

pH= 7. 5

pH<8. 0

pH<8. 5

pH<9.0

对照组

0.3/7.51

0/7.82

0/7.84

0/7.85

0/7.83

0.7/7.51  1.3/7.49 2.0/7.52 2.7/7.48 2.1/7.49  1.1/7.52  1.2/7.49  1.0/7.50  1.0/7.51 0.9/7.48

0.4/8.01  1.1/7.99 1.7/8.02 2.9/8.01  1.9/8.00 1.1/7.98 0.8/8.01   0.6/7.99 0.7/7.98 0.5/8.01

0/8.31   0/8.48  1.4/8.49 2.1/8.51 2.4/8.49   1.3/8.48 0.2/8.50  0/8.52   0/8.49 0.2/8.51

0/8.21   0/8.71  0.4/9.01  1.2/8.98 1.8/9.02  1.0/8.99 0.4/9.02  0/8.96   0/8.84  0/8.76

0/8.22   0/8.68   0/9.16   0/9.47   0/9.57   0/9.54   0/9.76     0/9.54   0/9.59  0/9.33

注:乙酸浓度为0.1 mrnol/ L,/前为乙酸日添加量(mL/L),/后为调节后的pH值

2.2 乙酸对杜氏藻生长的影响

    图1显示，PH<8. 5组D. sali二细胞密度有最

大值120 x 104 cell/mL,其次为pH<9. 0组，最大值为

98 x 100 cell/mL:对照组和多数处理组在接种后第1()天

达到最高密度。最大细胞密度(120 x 100 cell/mL)和对

照组密度(64 x 104 cell/mL)差异显著(P<0.05)。图2

表明，乙酸调节pH对D. Ama生长没有促进作用，最
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高密度571 x 104 cell/mL出现在对照组(第10夭)。

最大细胞密度(pH,<8. 5组)和对照组密度差异显著

(P<0.05)。另外可见D. pzna细胞密度总体水平

远高于D.salina o

    关于D. saliva生长的最适pH值，不同学者研究

结果不一。Anon, Park和Rao [6研究认为D. saliva生

长的最适pH分别为9.0,7.0,8.0。我们的实验结果和

盐生杜氏藻大规模养殖的凯验表明，杜氏藻培养过程

中pH值不超过9.0为宜。pH 9. 0时，生长即受到抑

制;pH超过9.5，细胞会凝聚在一起，严重影响生长速

度和产量。研究结果的差异可能与杜氏藻品系和环境

条件不同(光照、温度、盐度、营养盐)以及诸因子之间

复杂的协同或拮抗作用有关。pH对杜氏藻生长的影响

可能是通过影响杜氏藻对营养盐的吸收实现的[610

Miakt『等[[8研究发现pH为8.0时D. sal、 对ND3-

N, NHL - N和P的吸收率分别比对照组高15.3%,

11.6%和25。乙酸对微藻的促生长作用在其它藻类

中也有发现。朱明等[[91研究了乙酸对海链藻

(7halassiosira sp.)生长的影响，发现一次性添加10-

100 ng/L、每日一次添加5--60 ng/L或调节pH值至

8.0, 8.5, 9.03种方式，均可不同程度地促进7halas-

。 sp的生长，其中以每日添加5---15 ng/L的乙酸

效果最好。

︵司呈
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                时间/(d)

图2 乙酸对巴夫杜氏藻生长的影响

Fig. 2 Effect of acetic acid on die grcwth ofD.P-

一s一                           pH=7.5

-」卜-pH簇8.0

-，‘一，pH--8.5
--X - pH--9刀
一-闷卜一对照

2.3 乙酸对杜氏藻日一胡萝卜素积累的影响

    D. salina是R一胡萝卜素积累能力最强的单胞

藻，月一胡萝卜素积累最高可达细胞质量的14% 171。大
量积累的R一胡萝卜素浓缩于脂肪球中，分散于叶绿

体的类囊体间。R一胡萝卜素对光伤害所起的防护作

用，一般认为是R一胡萝卜素对光过度激发叶绿素而

产生的有害物质一单态氧所起的淬灭作用’410杜氏藻
中的R一胡萝卜素主要有全反式和9一顺式两种异构

体[181。研究者普遍认为，三高一低(高光照、高温度、高

盐度、低营养盐特别是低氮和低磷)有利于R一胡萝

卜素的积累口’。图3显示了乙酸对杜氏藻R一胡萝卜

素积累的影响。D. salina R一胡萝卜素最大值 (102

29/g)出现在pH<,8. 0组，其次为PH<8. 5组，最大
值为89. 5 mg/g，而对照组俘一胡萝卜素最高含量仅为
79. 2 ng/g; D. lzana R一胡萝卜素最高含量31. 4 ng/g
出现在PH<9. 0组，且pH越低，日一胡萝卜素水平越
低。对D. saliva，较低的pH(8.0)有利于日一胡萝卜素
积累，而D. pan。在较高的pH条件下(9. 0) R一胡萝
卜素含量最高。
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0占 4       6       8       10

时间/Id)
pH=7.5 pH-8.0 pH--<8.5 pH--9.0 对照

        图1 乙酸对盐生杜氏藻生长的影响

Fig. l Effect of acetic acid on the gnavfh of D. salina

  图3 乙酸对两种杜氏藻R一胡萝卜素积累的影响
Fig. 3 Effect of acetic acid on accumulation of R一。arotene

              in rim isolates of Dunaliella species
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2.4 乙酸对杜氏藻叶绿素a合成的影响

    图4显示了第7天叶绿素a合成达高峰时各样品

叶绿素a含量。可以看出，D. salina叶绿素a最高含量

104 mg/ g出现在pH<8. 5组，其次为pH-<-9. 0组。

pH= 7.5组叶绿素a含量最低。最高含量组(pH-<- 8. 0

组)和对照组叶绿素a水平差异显著(P<0.05).pH值

调至9.0对D. purm叶绿素a合成有利，最大值为144

n-g/g。其次为对照组，最大值为86. 4 mg/g。二者水平差

异显著(P<0.05)0

圈D.salina

口D.parva

0‘介 ~ ~ . ~ 万
    pH=7.5 oH-c8.0 nH<g_5  nH.-<Q n 时昭

        图4 乙酸对两种杜氏藻叶绿素a合成的影响

        Fig. 4 Effect of acetic acid on synthesis of Chl a in two

              ‘isolates of Ihmnliella species

2.5 乙酸对杜氏藻脂肪酸组成的影响

    表3显示了乙酸对D. salina主要脂肪酸组成的

影响。可见D. salina脂肪酸主要由16 : 0, 18 : 1和

18:2n6三个系列的脂肪酸组成。其中16:0系列含

量最大(27. 42-- 39.64%)。乙酸可以显著提高单不饱

和酸18: 1和多不饱和脂肪酸18:2n6的含量，但饱

和脂肪酸16:0的含量有所降低。微藻脂肪酸组成明

显受培养条件的影响。王秀良等110研究了pH对眼点

拟微绿球藻(Nannochloropsis oculata)生长和脂肪酸组

成的影响，结果表明，N. oculata在PH6. 2- 9. 8范围

内均能较好的生长，但在pH5. 5时生长受到抑制。

PH6. 8时细胞含有较高的EPA，而pH9. 8时EPA含量

明显下降。曹春晖等 〔1z’分析了双眼杜氏藻

(D. bioculata C33)、巴氏杜氏藻(D. p rva C35)和盐生

杜氏藻(D. saliva C39,C42,C43,C44,C45,C46)3种8

个品系杜氏藻的脂肪酸组成，认为杜氏藻主要脂肪酸

为16:0, 16: 4n3和18:3n3。其中16:4n3含量为

10%一30%, 18:3n3含量在20%左右。我们的结果
与之有差异而与Renand等[13服道的D. salina及李

荷芳{14服道的Dunaliella sp.的脂肪酸组成相似。这

种差异很可能与杜氏藻种类、品系及培养条件不同有

关。Mendoza [u研究了光强对D. salina脂肪酸组成的

影响，发现在实验范围内(1800 --7 200 lx)，高光照增

加了16:0和16:1的含量，但降低了16:2,16:4,

18:3n6和18:3n3的含量;随光照的增加，不饱和脂
肪酸含量降低，但16 : 0与16 : 4的比值增加。他的

结果表明D. salina主要脂肪酸是16:4, 18:2n6和

18 : 3n3，其中 18 : 3n3含量最大 (24.17%一

45. 80 % ) a Xu等[15研究了盐度对杜氏藻脂肪酸组成
的影响，表明杜氏藻脂肪酸主要由18 : 3n3, 16: 0和

16 : 4n3组成，这3类脂肪酸占总脂肪酸的72%一

75%。在24--240盐度范围内，随盐度的增加，饱和脂

肪酸和单不饱和脂肪酸的比例增加，但多不饱和脂肪

酸比例减少。

2.6 乙酸对杜氏藻蛋白质含量的影响

    表4可见，D. saliva蛋白含量最大值为27.78%

(pH<9. 0组)，最小值为21. 64% (pH= 7. 5组)。蛋白

含量随pH值升高而升高，pH<9.0组蛋白含量

(27.78%)与对照组(27.16%)差异不显著。D. ftzrca

蛋白含量有相似的规律。最大值为33. 52% (PH<9.0

组)，最小值为23.42% (pH = 7.5组)。pH<8. 5组蛋

白含量(28.66%)与对照组(30.16%)差异不显著。
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Tab. 3

乙酸对D. salina和D. parva蛋白质含f的影响

Effect of acetic acid on the contents of protein in D. salina and D. parva

处理组

pH= 7.5

pH-<8.0

pH-<8. 5

pH成90

对照组

D.salina D.加rva

42士4.32

17土3.12
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27.78士2.98

28.66士3.24

33.52士4.51

27.16士2.16 30.16士3.17

注:带，者表示与对照组差异显著(P<0.05)
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表4乙酸对D. salina主要脂肪酸组成的影响(占总脂肪酸的百分比)

Tab. 4  Effect of acetic acid on the fatty acid composition of D. salina

月旨肪酸
PH=7.5 pH-<8. 0

PH值

PH<8. 5 PH<9. 0 对照

        14:0

        16:0

        16:1

        16:2

        16:3

        16:4

        18:1

      18:2n6

      18:3n6

      18:3n3

      18:3n4

  饱和与单不饱

    和脂肪酸

多不饱和脂肪酸

      总和

2.02士0. 16 *

34.01士4.18 *

0.97士0.12 *

1.52士0.13 *

1.28上0. 24 *

0.29士0. 06 *

17.24士2.75 *

12.90土3.41 *

2.48士1.46*

3.36士0.29 *

2.36士0.14 *

2.14士0.18

32.57士2.97 *

1.03士0.14 *

1.62士0.13 *

1.44士0.18 *

0.38士0.07 *

12.93士1.46*

12.59土1.52*

4.12士0. 39 *

2.49士0.22 *

5.48士0.38 *

2.65土0.29 *

32.24士3.98 *

  1.66士0.12

2.50士0.23

1.63士0.14

0.74士0.06 *

9.28士0. 87 *

12.78士1.86 *

6.47士0. 59 *

  4.76士0.34

1.92士0. 17 *

  3.37士0.19

27.42士3.24

  1.59士0.08

  2.55士0.17

  0.90士0.04

  1.83士0.26

  6.55士0.38

13.93士1.87*

3.49土0. 58 *

5.78上0. 76 *

5.88士0.98 *

3.45士0.06

39.64士3.27

1.47士0.07

2.41士0.14

1.86士0.17

1.27士0.32

6.99士0.96

9.83士1.24

3.38土0.46

4.17士0.33

5.08士1.02

54.24士7.21 48.67士4.75 45.83士5.26 *      38.93士379 *        51.55土436

24.19士5. 93 * 28.12士2. 89 * 30.80士3.35 *      34.36士4.86 *       27.93士3.68

78.43士3.14 * 76.79士764 76.63士8.61 *      73.29士8.65 *       79.48士8.04

带二者表示与对照组差异显著(P<0.05)

    D. saliva对照组培养过程的前6天，藻液pH值

明显上升，最高上升到9.80. Borowiska认为，培养基

中存在电离平衡:

                  NaH以)3 -'Na++HC03-

                    HC03 -'OH一十C02

    藻类光合作用消耗掉〔b2，而将大量OH一留在溶

液中而使溶液呈碱性[[61。随后4-- 5d州 值又有所降

低。Fuggi [11认为，随着密度的升高，细胞分泌一些酸

性物质抑制细胞的继续分裂;大量死亡的细胞也可能

向藻液释放酸性物质;再加上营养物质的消耗和细胞

代谢产物的大量积累，死细胞及其碎片的堆积和酸

败，致使pH值下降。作者的镜检结果支持了Fuggi的

观点。我们认为，R一胡萝卜素的积累是杜氏藻对强光

照、高盐度、细胞过度繁殖、营养物质缺乏、代谢产物

积累等恶劣环境条件的一种适应性保护，而这种因水

质酸败而引起的pH值下降也有助于旦一胡萝卜素的

积累。

    Borl 4lska I6 ]， AXMtZ (16等早已发现，杜氏藻生长的

二阶段(藻细胞生物量增长阶段和R一胡萝卜素积累

阶段)对光照、温度、盐度、营养盐等环境因子要求显

著不同。杜氏藻的细胞生长和R一胡萝 卜素积累是两

个矛盾的生理过程，适于细胞生长的氮、磷浓度及pH

值不再适合其R一胡萝卜素积累。这里向我们提出了

一个重要的启示，就是我们可以通过恰当的程序来控

制氮磷浓度、盐度和pH值，既能获取较大生物量，又

能获得较大的R一胡萝 卜素产量。据此，b iz和

Berges等(16提出了杜氏藻生产的二阶段养殖法。即先

用较低的盐度和光照及较高的氮盐条件使藻增殖至

较理想的密度，再提高盐度和光照、降低pH值胁迫

R一胡萝 卜素的积累。

    此前作者还进行了He〕和NaOH调节藻液pH对

D. saliva生长影响的研究(数据未给出)，发现无论

是细胞生长速度、干物质合成还是R一胡萝卜素积累

效果均不如乙酸。这可能是因为乙酸是弱酸，对细胞

作用平缓，且可补充碳源。朱明等(9钓实验也发现，对

Thalassiosira sp.，用乙酸调节pH获得的生长率高于
盐酸，他认为这可能与乙酸对藻类的异养作用有关。

pH过高是限制藻类生长的一个重要因子，对杜氏藻

和R一胡萝卜素生产不利。目前生产上多采用通入

CO:的办法加以解决，既能调节pH值，又能补充碳

源，但设备复杂，成本较高。本实验证实，在杜氏藻培

养中，用添加乙酸的方法调节pH值，既有利于生长，

又有利于月一胡萝卜素积累，在杜氏藻的工业化养殖

中有推广前景。
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Effects of acetic acid on the growth and chemical composition

of two species of Dunaliella
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Abstract:The effects of acetic acid二the growth and chemical ccznposition of、species of Dunahella。 investi-

gated. Acetic acid can significantly enhance the grvvth rate of D. sauna厂the nkvurntun cell density of 120 x 104 cell/ mL,

R一carotene content of 102 ng/ g and (hl a content of 104 ng/ g were observed in treated groups of pH-<-8. 5, pH<8. 0 and

pH<8. 5, respectively. Three of there significantly differed frcm those of the control group. Acetic acid also enhanced both the
contents of monounsaturated fatty acid of 18:1 and the content of polyunsaturated fatty acid of 18:2n6. The higher the pH

values, the higher the contents of protein. To D. paaza，acetic acid二 found neither to enhance the gruxth rates，二 to

enhance the contents of日一。arotene of the culture media, though it was found to enhance both the content of (hl a, reaching

144 ng/g(pH<9. 0), and the content of protein，reaching 335 rrg/g(pH<9. 0).
                                                                          (本文编辑:张培新)
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