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氮源和 Ν/ Π对眼点拟微球藻的生长 ! 总脂含量和脂肪酸组成

的影响 ∗

魏 东 张学成 隋正红 徐怀恕

青岛海洋大学海洋生命学院

提要 报道了 ≤ 和 种氮源及 °对海洋微藻眼点拟微球藻

Ναννοχηλοροπσισ οχυλατα) 的生长 !总脂含量和脂肪酸组成的影响 ∀结果表明 °从 增加到

对细胞生长的影响不大 总脂含量最终都稳定在干重的 左右 ∀ Β ! Β 2 和 Β

2 ∞° 是脂肪酸的主要组分 三者之和占总脂肪酸的 ∗ ∀在培养基 ° 时

Β 2 和 ° ƒ 占总脂肪酸的比例接近 和 ∀在 种氮源中 使用 可获得更高

的生长速率 并在相对较低的 °下 ° 时获得约 的 ∞° 故 是眼点拟微球

藻生长 !合成和积累 ∞° 的最佳氮源 ∀将培养基中所有营养盐增加 倍 ∞° 含量可提高到

说明富含氮 !磷的培养基可使细胞始终保持旺盛生长 !富含 ∞° 的状态 这也是该种微

藻大规模培养中高产 ∞° 的关键措施 ∀
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眼点拟微球藻 Ναννοχηλοροπσισοχυλατα) 是一种重

要的海产经济微藻 , 属 ∞∏ 俗称 / 海洋

小球藻0 Χηλορελλα 其最突出的特点是富含二

十碳五烯酸 ∞° 但不含有二十二碳六烯酸 ⁄

≈ ∀它还含有丰富的蛋白质 !多种维生素和矿物质 具

有很高的营养价值和多种保健功能 食用安全 不仅

是水产养殖业的重要饵料微藻 还是生产高纯度 ∞°

产品的极好原料 国际上已用作健康食品和药品≈ ∀

目前 在意大利 !澳大利亚 !以色列等国家已进行了规

模养殖≈ 国际市场供不应求 ∀在国内尚未见到有关

其大规模养殖的报道 ∀

眼点拟微球藻的总脂含量和脂肪酸组成 除了决

定于藻种本身的遗传因素外 还受细胞生长时期 ≠和

环境条件的极大影响 其中氮源种类及其浓度是一个

重要影响因素 ∀不同微藻的 ° ƒ 含量与氮营养的

关系是不同的 甚至是相反的 例如 ≠∏≥∏ 年

发现拟微球藻 Ναννοχηλοροπσισ ± 在氮缺乏时总脂

含量可高达 其主要的脂肪酸是饱和脂肪酸 而

在氮饱和时总脂的含量只有 ≠ 和

• 年发现小球藻 Χηλορελλα ! 栅藻

Σχενεδεσµυσ !三角褐脂藻 Πηαεοδαχτψλυµ τριχορ2

νυλυµ) 在高氮浓度下 ° ƒ 的含量增加 2

年却发现杜氏藻 ∆υναλιελλα βαρδαωιλ, ∆ .σαλινα)

和丛粒藻( Βοτρψοχοχχυσ 在氮限制条件下才具有高

的 ∞° 含量 ∀本文研究了培养基中氮源种类 !浓度及

°对眼点拟微球藻细胞的生长 !总脂含量和脂肪酸

组成的规律 为大规模培养中实现 ∞° 的优化生产

提供实验依据 ∀

材料与方法

藻种来源及其预培养

眼点拟微球藻系从中国水产科学研究院黄海水

产研究所获得 ∀实验均采用消毒海水配置的 ° √

培养基≈ 为氮源 氮 ! 磷的终浓度分别为

和 °为 ω/ ω) ∀所有玻

璃器皿均在高压灭菌后使用 ∀在 三角瓶内 接

种少量活化的藻液于 培养基中 培养至对数期

使用 ∀
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实验

在 ° √ 培养基中 分别添加 ≤

或 使终氮浓度在 ∗

之间 其他成分不变 ∀ 制备加富培养基 使所有营

养盐的浓度是 ° √ 培养基的 ∗ 倍 ∀每个实验

组均设两个重复 ∀培养在无菌的 三角瓶中进

行 工作体积为 接种量为 起始 ⁄值达

∀培养中光照强度为 ? ¬ 温度为 ?

ε 光 暗周期为 ∀培养中每天取样测定

下的 ⁄值 ∀培养结束后藻液经离心 !洗涤 !再离

心收集藻泥后冷冻干燥 藻粉用于总脂和脂肪酸分

析 ∀实验重复两次 测试结果为两次实验的平均值 ∀

分析测试与计算

比生长速率≈

微藻细胞的比生长速率 Λ按下式计算 : Λ =

( Ξ Ξ ∀式中 Λ为比生长速率 Ξ 和 Ξ

分别为实验开始和结束时的 ⁄值 τ为培养时间

( ∀

总脂

藻体总脂占干重的百分比按 年的分

光光度法测定 与亚油酸标准曲线 式 对照可计算

光度法的总脂含量 式 再按式 换算成重量法结

果 ≠ ∀

Α ≅ 亚油酸

Ρ

总脂 干重 光度法

≈总脂 藻粉干重 ≅

总脂 干重 重量法 总脂 干重

光度法 Ρ

脂肪酸组成的气相色谱分析

按 年的方法并进行了改进 ∀在螺口

试管中称取约 藻粉 加入 被 饱和的

≤ 溶液 迅速混匀 于 ε 水浴中皂化 !甲酯化

冷却至室温后加入约 ≤2≤

溶液使 [ 振荡 再于 ε 水浴酸化

冷却至室温 加入 石油醚及少许蒸馏水促

进分层 充分振荡 离心后取上层石油醚相进行色谱

分析 ∀

脂肪酸分析采用美国 ° 型气相色谱仪

氢火焰离子化检测器 ≥ ∞ ≤ 毛细管柱 ≅

5 ∀进样后程序升温 ε 保持 以

ε 升至 ε 再以 ε 升至 ε ∀进样

口 !检测器的温度为 ε ∀高纯氮为载气 流速

进样量为 Λ ∀以面积归一划法得到各脂肪

酸组分的相对百分含量 ∀脂肪酸标准品均为 ≥ 公

司产品 ∀

结果

氮源和 °对眼点拟微球藻细胞生长

的影响

氮源和 °对眼点拟微球藻细胞生长的影响见

图 ∀由图可见 添加 种氮源使 °从 增加到

对细胞生长的影响不大 ∀在 ° 时 约

添加 种氮源都能使细胞的比生长速率 Λ增

加 以 和 ≤ 为氮源时达到的 Λ值接近 两

者都大于 能达到的 Λ值 ∀当 ° 时 约

≤ 为氮源使细胞的 Λ值持续下降 在

达到最高氮浓度 时细胞的生长速率仍与

°为 时的值相当 且高于 能达到的最高

Λ值 ∀ 或 为氮源 Λ值基本保持不变

但 比其他两种氮源能获得更高的平均生长速

率 约为 ∀可见 是眼点拟微球藻细胞

生长的最适氮源 ∀

图 氮源和 °对眼点拟微球藻生长速率的影响

ƒ ∞ ∏ °

Ναννοχηλοροπσισ οχυλατα

氮源和 °对眼点拟微球藻细胞总脂

含量的影响

氮源和 °对眼点拟微球藻细胞总脂含量的影

响见图 ∀由图 可见 随着 °的升高 在 种氮源

下培养的细胞的总脂含量都在持续下降 °值从

增加到 时 总脂含量从占干重的 降至
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左右 ∀ °在 ∗ 时 总脂含量下降最快 而在

° 时增加含氮量总脂下降减缓 ∀ 种氮源中 使用

总脂降低最快 并有波动 另外的两种氮源作

用类似 ∀

图 氮源和 °对眼点拟微球藻总脂含量的影响

ƒ ∞ ∏ °

Ν.οχυλατα

氮源和 °对眼点拟微球藻脂肪酸组

成的影响

氮源和 °对眼点拟微球藻脂肪酸组成的影响

见表 ∀由图可见 细胞内脂肪酸组成与培养基中

°有明显的相关性 ∀ 种氮源下生长的细胞 Β

Β 2 和 Β 2 ∞° 始终是脂肪酸的主要组

分 三者之和占总脂肪酸的 ∗ ∀在 °

时 氮源是细胞生长的限制因素 增加氮源可明显提

高生长速率 见图 同时使细胞内的 Β Β

2 的比例大幅度降低 相反 Β 2 Β 2 和

° ƒ 的比例分别提高了 倍和 倍 Β 2

! 2 的比例变化不大 ∀在 ° 时 培养基达

到氮饱和状态 氮源不再是生长限制因素 增加氮源

只能使细胞的生长速率维持在一个较高的水平 见图

Β 2 和 ° ƒ 的比例虽有升高但升幅不大

只从 提高到接近 ° ƒ 的比例最高占总

脂肪酸的 ∗ ∀

结果还表明 在相同 °下 氮源种类对眼点拟

微球藻的脂肪酸组成影响不大 ∀ 种氮源下细胞脂肪

酸的组成十分接近 ∀ ≤ 在 °值为 时获得

表 1  氮源种类和 Ν/ Π对眼点拟微球藻脂肪酸组成的影响

Ταβ .1  Εφφεχτ οφ νιτρογεν σουρχεσ ανδ Ν/ Π ον φαττψ αχιδ χοµ ποσιτιον οφ Ναννοχηλοροπσισ οχυλατα

氮源种类
°

ω/ ω)

脂肪酸 总脂肪酸

Β Β Ξ Β Β Ξ Β Ξ Β Ξ Β Ξ 其他

° ƒ

× ƒ

≤

注 / 0表示峰面积积分小于 ∀
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酸的主要组分 三者之和占总脂肪酸的 ∗ ∀

当培养基中外加营养盐浓度增加 ∗ 倍 细胞内的

Β Β 2 Β Β 2 的比例大幅度降低

Β 2 Β 2 和 ° ƒ 的比例则分别提高了

倍和 倍 Β 2 的比例变化不大 ∀外加营养盐增

加 倍以上 细胞内的 Β Β 2 Β Β

2 的比例又有所回升 相反 Β 2 Β 2 和

° ƒ 的比例基本保持不变或稍有下降 ∀因此 为获

得高含量的 ∞° 和 ° ƒ 使培养基中外加营养盐浓

度增加 倍较为经济实用 ∀

讨论

上述实验结果表明 在 ° 时 氮源是细

胞生长的限制因素 增加氮源可明显提高生长速率 ∀

∞° 和 ° ƒ 的最高含量 分别为 和

再提高 °两者含量都下降 ∀ 在最

高 °时获得 ∞° 和 ° ƒ 的最高含量 分别为

和 ∀ 为氮源时 在 °为 时

获得 ∞° 和 ° ƒ 的最高含量 分别为 和

再提高 °两者含量都下降 ∀由此可见 在

相对较低的 °值下 添加 能获得约 的

∞° 含量 说明 是眼点拟微球藻细胞产生和积

累 ∞° 的最佳氮源 ∀

外加营养盐浓度对眼点拟微球藻的生

长和脂肪酸组成的影响

营养盐浓度对眼点拟微球藻的生长和脂肪酸组

成的影响见图 ∀由图可见 培养基中外加营养盐的

浓度增加 倍 细胞生长速率稍有增加 总脂含量却

明显降低 ∀继续提高外加营养盐的浓度 细胞生长速

率则稍有降低 从 降至 总脂含量基本保

持不变 约为干重的 ∀这表明 外加营养盐的过

饱和对细胞生长有一定的抑制作用 可能与高盐度引

起细胞渗透压的变化有关 但这并未完全抑制细胞生

长 并能使总脂含量保持在一个较低水平 ∀另外 随着

培养基中外加营养盐浓度的成倍增加 细胞内 ∞°

和 ° ƒ 占总脂肪酸的比例则持续升高 在营养盐

增加 倍以内时两者上升很快 ∞° 和 ° ƒ 占总脂

肪酸的比例在 倍时可高达 和 分别比对

照提高了 倍和 倍 而在增加 ∗ 倍之间则上升

减缓 两者的最大值分别为 和 增加到 倍

时 ∞° 和 ° ƒ 的比例均稍有下降 ∀

图 外加营养盐浓度对眼点拟微球藻的生长和

总脂含量的影响

ƒ ∞ ¬ ∏ ∏

Ν. οχυλατα

眼点拟微球藻的脂肪酸组成与培养基中外加营

养盐浓度的相关性见表 ∀可以看出 在这些培养基

中 Β Β 2 和 Β 2 ∞° 仍始终是脂肪

表 2  外加营养盐浓度对眼点拟微球藻的脂肪酸组成的影响

Ταβ .2  Εφφεχτ οφ εξογενουσ νυτριεντ σαλτσ χονχεντρατιον ον φαττψ αχιδ χοµ ποσιτιον οφ Ν . οχυλατα

° 母液用

量 倍数

氮浓度 磷浓度 脂肪酸 总脂肪酸

Β Β 2 Β Β 2 Β 2 Β 2 Β 2 其他

° ƒ

× ƒ

≤ ≅

≅

≅

≅

≅

≅

≅

≅

注 / 0表示峰面积积分小于 ∀
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但在 ° 时达到氮饱和状态 氮源不再是生长限

制因素 细胞的生长将决定于磷浓度 见图 ∀这与

年报道的氮源和磷源对 Τετρασελµισ 生

长的影响情况相同 ∀氮饱和下 种氮源对细胞生长的

影响有较明显的区别 见图 可能与细胞氮代谢的

调节过程有关 ∀ ≠ 年认为 微藻细胞

一般优先利用铵态氮 ∀以 ≤ 作为氮源 由于

的快速同化 可能导致培养基 迅速下降 从而抑

制了细胞的生长 如在三角褐脂藻 Πηαεοδαχλψλυµ τρι2

χορνυλυµ)中就是这样 ∀在以 或 为氮

源时 培养基中硝酸盐浓度的增加 可诱导细胞内硝

酸还原酶活性的升高 从而使硝酸盐的同化速率上

升 在小球藻 Χηλορελλα ϖυλγαρισ) !骨条藻 ( Σκελετονε µα

χοστατυµ)和异行鱼腥藻( Αναβαενα ϖαριαβιλισ)中都有相

同的规律 ∀由于培养基中增加的硝酸盐刺激了还原酶

活性 导致培养基中 的产生和积累 以及培养

基的 上升 年和 年认为

这有可能会反过来抑制氨进入碳骨架所需要的中间

产物的形成过程 从而诱导硝酸还原酶活性的降低

以及细胞生长速率的下降 ∀这两个方面的作用在细胞

中达到平衡后 细胞将维持最大生长速率 ∀本研究结

果表明 单一氮源比复合氮源对细胞生长更为有效

按所能获得的最大生长速率排序 氮源种类的顺序

为 ≤ ∀

如前所述 培养基中的氮源种类和浓度能影响许

多微藻的总脂含量 ! 饱和与不饱和脂肪酸的比例 ∀

年发现在 ° !培养基达到氮饱和状

态 Τετρασελµισ 的总脂含量也随 °的增加而降

低 ∀ 年和 ≠ 年发现蛋白

核小球藻 Χηλορελλα πψρενοιδοσα)等 种绿藻 !三角褐

脂藻 Πηαεοδαχλψλυµ τριχορνυλυµ) 的总脂含量 , 在氮缺

乏条件下比氮丰富时的培养物总脂含量要高 ∀本试验

结果与上述已有的报道相同 见图 ∀作者以前的研

究结果也证实 眼点拟微球藻在生长稳定期氮缺乏时

总脂含量可高达 而在对数生长早期氮饱和

时总脂的含量只有 ≠ ∀对于拟微球藻 Ν.

ατοµυσ) ! 卡德藻 ( Τετρασελµισ 等几种海洋微藻

年发现培养基中营养盐浓度的减小将降

低细胞内多不饱和脂肪酸的合成 而 ≠

年发现小球藻 Χηλορελλα !栅藻 Σχενεδεσµυσ

! 三角褐脂藻 Π. τριχορνυλυµ) 等在高氮浓度下

° ƒ 含量增加 本试验结果与这些报道相符 见表

!表 ∀

氮源及 °对微藻脂肪酸合成途径的影响 其

机理尚不十分清楚 ∀ƒ 年指出 氮饱和条件激

活了微藻的去饱和途径 ϖ 去饱和酶是这个途径的

第一个去饱和酶 其产物是 Β 2 和 Β 2 ∀后

续的碳链的延长和去饱和作用又以它们为底物 使多

不饱和脂肪酸得以积累 ∀≠ 年证实高

氮浓度下小球藻 Χηλορελλα) !栅藻 ( Σχενεδεσµυσ !

紫球藻 Πορπηψριδιυµ χρυεντυµ) 的 ° ƒ 含量增加

∞° 是 ° ƒ 的主要成分 碳链的延长和去饱和作用

活跃 ∀ Τ. συεχιχα中不饱和脂肪酸的百分比在氮饱和

条件下达到最大值并保持稳定≈ ∀本试验结果与之

相符 见表 !表 ∀

拟微球藻 Ναννοχηλοροπσισ) 长链不饱和脂肪酸的

生物合成途径已有一些报道 ∀在 Β 的合成途径上

与高等植物类似≈ 从 Β 开始以 2 和 2 两条途

径合成 ° ƒ
≈ ∀ 2 途径中 Β 2°≤ 卵磷脂 °≤ 在

细胞质中先在 ϖ 位去饱和为 Β 2 再经链延长 !

ϖ 位去饱和转化为 Β 2 Β 2 2°≤ 最后再经

2 途径继续被细胞质中的 ϖ 2 去饱和酶催化产

生 Β 2 2°≤ ∞° ∀≠ 年发现以 2

途径为主的其他微藻还有紫球藻 Πορπηψριδιυµ

ψεζοενσισ) ! Μορτιερελλα αλπινα ! 小球藻 ( Χηλορελλα στιγ2

µατοπηορα ! Χηλορελλα ! 拟微球藻 Ναννοχηλοροπσισ

σαλινα)等 ∀
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杨纪明

黑印真鲨怀仔记录

Γ Ρ ΑςΙ∆ΙΤΨ ΡΕΧΟΡ ∆ ΟΦ

Χαρχηαρηινυσ µενισορραη (Μ λλερ & Ηενλε)

年 月 日作者在浙江

舟山群岛采集鱼类标本时 于沈

家门渔港码头看到渔民在分割一

条大鲨鱼 便上前仔细观察 原来

是 怀 胎 的 雌 性 黑 印 真 鲨

( Χαρχηαρηινυσ µενισορραη

∀经征得现场同意 作者进

行了粗略解剖和观测并做了记

录 ∀该鱼体长约 体重超过

泄殖腔内怀有小鲨鱼

条 每条全长为 可见该鲨

鱼是卵胎生 怀仔数较多 ∀该鲨鱼

胃饱满度 级 游泳动物食性

胃内存在稍消化体形基本完整的

体长 的鳓鱼 尾和体长

∗ 的银鲳 尾 是经济

鱼类的天敌 ∀

据记载 黑印真鲨为暖水性

种类 分布在红海 !印度洋 !印度

尼西亚 ! 西南太平洋和中国的南

海 !东海 !黄海 ∀体长一般 左

右 大者达 尚未见有其生殖

和摄食习性方面的报道 ∀

本文编辑 刘珊珊
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ΕΦΦΕΧΤΣ ΟΦ ΝΙΤΡ ΟΓΕΝ ΣΟΥΡΧΕΣ ΑΝ∆ Ν/ Π ΡΑΤΙΟΝ ΟΝ

ΧΕΛΛ Γ Ρ Ο ΩΤΗ , ΤΟΤΑΛ ΛΙΠΙ∆ ΧΟΝΤΕΝΤ ΑΝ∆ ΦΑΤΤΨ

ΑΧΙ∆ ΧΟΜΠΟΣΙΤΙΟΝ ΟΦ Ναννοχηλοροπσισ οχυλατα

• ∞ ⁄ ÷∏2 ≥ 2 ÷ ∏ 2 ∏

Χολλεγε οφ Μαρινε Λιφε Σχιενχεσ, Οχεαν Υνιϖερσιτψοφ Θινγδαο ,

Ρεχειϖεδ :

Κεψ Ωορδσ: Ναννοχηλοροπσισ οχυλατα , ∏ ° × ƒ ∞

Αβστραχτ

× ∏ ≤ °

Ναννοχηλοροπσισοχυλατα √ ∏

° √ χα .

Β Β 2 Β 2 ∞° ∏ 2
× ¬ Β 2 ° ƒ χα .

√ ∏ ° ∏ χα . ∞°

√ ° × ∏ ∏

∏ ∏ ∞° Ν. οχυλατα . ∞° ∏

χα . ∏ ¬ ∏ ∏

∞° 2 ∏ ∏ ∏

∞° ∏ ∏ 本文编辑 张培新
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