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提要   以 1. 4cm 和 2. 8cm光径的平板光生物反应器,恒定高光强[ 2400LE/ ( m2#s) ] , 通气、

无菌高密度连续培养雪地绿藻(简称雪藻)。连续采收并补充等量新鲜培养液, 当藻体生物量

(以去灰分干重表示, AFDW)达恒态时, 研究雪藻比生长速率 ( SGR )、藻体的生物产量、总脂

肪酸( TFA)和花生四烯酸( AA)产率。结果表明, 尽管随着比生长速率增加, 雪藻高密度连续

培养体系的AA/ TFA、TFA/ AFDW和 AA/ AFDW 三个指标有不同程度的降低, 但生物产量、总

脂肪酸及其花生四烯酸产出都相当高。2. 8cm 光径的平板光生物反应器中, 雪藻 SGR 为

0. 2d- 1时, 每平方米光照面积日获 35. 3g AFDW的高产量; SGR 0. 135d- 1时, TFA 产率最大, 为

7. 0g/ ( m2#d) , 此时 AA产率也最高, 达 2. 6g / ( m2#d)。尽管 1. 4cm 光径的反应器的培养体积比

前者下降了 50% , 但细胞浓度明显提高,单位光照面积的 AFDW 和TFA最大日产率只下降了

37. 3%和 10% ,分别为 22. 1和 6. 3g/ ( m2#d) , 而 AA 的最大日产率也是 2. 6g/ ( m2#d)。结果还

表明, 氮或磷营养亏缺能明显提高雪藻 AA 含量的各项指标, 同时高光强也有利于雪藻累积

AA。
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X3和 X6系列长链多不饱和脂肪酸( PUFAs)在维持细胞膜结构和功能、流动性等方面

具有独特作用, 对某些疾病也有特殊疗效, 因此它被认为是人类营养的重要组成部分

( Pascaud, 1993)。二十碳 X6四烯酸(花生四烯酸,简称AA)就是多不饱和脂肪酸( PUFAs)

中的一员。从结构上讲, AA是前列腺素的前体,在二种加氧酶的作用下形成前列腺素,维

持人类的正常生理代谢活动, 任何 AA 代谢失调都不可避免地会诱发系列疾病 ( Rubin-

Bernard, 1999)。对比研究AA和二十二碳 X3六烯酸( DHA)强化食品对成年人和婴幼儿

的影响结果表明:幼儿(特别是那些没有得到母乳哺育的幼儿)在进食 AA和 DHA后受惠

最大( Xiang et al , 1999) ,这是由于 AA 和 DHA是组成脑细胞膜磷脂中的主要酰基成分。
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而AA和 DHA在乳汁中的含量, 随着哺乳过程而逐渐下降( Xiang et al , 1999)。同时幼儿

从其他PUFA转化成AA和 DHA的能力又很弱, 需要增加 AA 和 DHA才能促进生长和神

经系统的发育( Agostoni et al , 1997; Bougle et al , 1999; Crawford et al , 1997; Wibert et al ,

1997)。

AA广泛存在于动物体中,多数动物能从乙酰-CoA合成AA。商业 AA 主要来源于猪

肝,但浓度较低,一般低于干重的 0. 2% ,开发费用很高。鉴于 AA 的药学价值、对人类健

康的作用,加之其资源非常有限,促使人们寻找富含AA 的生物再生资源。一种新近分离

的雪地绿藻(简称雪藻, Parietochloris incisa )被认为最有希望成为 AA 新资源 ( Watanabe

et al , 1996; Liu et al , 2002a) ,但是目前仍限于实验室阶段,尚未进行室外和工业化培养。

作者利用光生物反应器和相当于太阳光的强光照,对该藻进行了高密度连续培养,研究了

其生物日产量和 AA日产率。

1  材料与方法
111  实验材料和培养条件

雪藻 ( Parietochloris incisa ) 隶属绿藻, 原采集于日本富山市区 Oyama 山中雪地

(Wanatabe et al , 1996)。将处于对数生长期的无菌藻种, 经离心去除旧培养液后, 重新悬

浮到 2倍 BG-11营养的新鲜培养液中, 然后接种到已经用 70%的乙醇消毒处理的平板光

生物反应器反应室中培养。反应室光径为1. 4cm 和 2. 8cm。以碘钨灯和 4只平行的荧光

灯管为光源,分别置于平板反应器的前后面提供连续光照, 到达藻液表面的光强分别为

2200和200LE/ ( m2#s) [总光强为 2400LE/ ( m2#s) ]。在平板光生物反应器的反应室与碘钨

灯光源之间有一个大型控温用循环水箱,分别由加热系统(主要是光源)和冷却系统(电扇

和冷却水)的平衡来维持 25 e 的恒温。碘钨灯和水流受温度传感器信号自动控制开关,

温度传感器探头置于循环水箱中循环水上部。反应室布有通气管道, 连续输送 CO2 和空

气的混合气体, 流速为每升培养液 0. 7L/min,补充光合作用消耗的碳源, 并形成涡流有效

地搅拌藻液。藻液 pH 维持在 7. 5 ) 8. 0之间。

112  生物产量的测定

取一定体积的藻液, 经过抽滤到预先烘干、分别称好重量的 GF/ A滤纸上。每个样品

有2个以上重复。用与藻液体积相等、pH 为 4. 0的盐酸溶液冲洗上述藻样 2 次, 在不破

坏细胞的情况下,有效去除沉降在藻体上的矿物质盐分。然后在 105 e 条件下烘干过夜,

置于干燥器中自然冷却至室温后称重。考虑到藻体内盐分会带来一定误差,上述称重后

的样品置于带盖的坩埚中,在 550 e 马富炉焚烧 2h。待温度降到 100 e 左右时再次放入干
燥器中自然冷却,室温后称灰分(无机盐)重量。生物产量、藻体密度和比生长速率( SGR )

等指标均以去灰分干重( AFDW)表示和折算。AFDW按下式计算:

去灰分细胞干重= 藻和纸的总重量- 滤纸重量- 灰分重量

113  脂肪酸的分析

藻液在 3500r/ m(相当于 2270g)条件下离心 5min。弃去上清液, 用蒸馏水重新将藻泥

混匀。然后再次离心,弃去上清液。如此重复过程 3次, 尽量去除附着在藻体上的盐分等

沉淀物。藻泥置于- 20 e 冰箱中保存和抽真空的- 20 e 真空冰冻机内干燥。取 25mg 冰

冻干燥藻粉于带盖小瓶中, 加入电磁棒和 0. 25mg 的 C17脂肪酸 (占 1%)作为标准物(内
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标) , 然后加2ml含 2%硫酸的甲醇溶液,充氩气后,放在备有 80 e 沙浴的磁搅拌器上搅拌

1h。将结合的脂肪酸分子充分分解下来, 并甲基化。

向上述小瓶中分别加入 1ml重蒸馏水和 1ml正己烷,充分搅拌混匀,然后在 3500r/ m

速度下离心5min。收集上清液到另一带盖小瓶中,氮气浓缩,最后放入冰箱中待测。

样品经 30m @ 0. 32mm 二氧化硅柱和计算机自动控制的惠谱 5890 Ò气相色谱仪分
析。利用标准参照样品标定各脂肪酸出峰时间和顺序( Sigma, St Louis, MO)。而脂肪酸

含量以其峰面积参比内标准脂肪酸含量和面积进行计算,并以占总脂肪酸和去灰分干重

的高低表示( Adlerstein et al , 1997; Hu et al , 1997; Liu et al , 2002b)。

2  结果与讨论
211  雪藻脂肪酸的组成特点

雪藻脂肪酸的气相色谱(图 1)表明: 该藻至少含 16种脂肪酸, 含量一般占 AFDW的

20%以上,有时高达 40%左右。该藻除含软脂酸( 16B0)和硬脂酸( 18B0)外, 其他 14种脂

肪酸均为不饱和脂肪酸。其中以花生四烯酸(AA, 20B4X6)含量最多, 约占 TFA的 30% )

40% ,藻粉去灰分干重( AFDW, 采用该指标的原因将在/ 2. 50中进一步讨论)的 4% ) 6% ;

其次是亚油酸 ( 18B2) , 占 TFA 的 15% ) 20% ; 另外还有 A-亚麻酸 ( 18B3X3)、C-亚麻酸

( 18B3X6)、20碳三烯酸( dihomo-C-linolenic acid, 20B3X6)和 20碳五烯酸( 20B5X3)等 PUFAs。

该藻不饱和脂肪酸占 TFA的量也相当高, 为 80%左右,估计与该藻适应雪地冷冻环境,保

障细胞膜的流动性, 维持细胞膜的结构和功能发挥有着密切关系。

图 1 雪藻脂肪酸的气相色谱图
Fig. 1  The gas chromatography of fatty acids extracted from P. incisa

目前已知许多水生植物、特别是

其中的浮游藻类具有 X3和 X6系列链

加长和去饱和能力, 从亚油酸, 经过

A-、C-亚麻酸合成 PUFAs。已经发现褐

藻中的墨角藻(Kim et al , 1996)、马尾

藻( Wu et al , 1995)和海带 ( Rorrer et

al , 1995) , 红藻中的紫球藻 ( Cohen,

1990; Rorrer et al , 1995; Akimoto et al ,

1998; Fabregas et al , 1998)、江蓠( Saj-i

ki, 1997) , 硅藻中的角毛藻( Napolitano

et al , 1990 ) , 绿藻中的微绿球 藻

(Petkov et al , 1994)和石莼( Floreto et

al , 1994) ,蓝藻中的螺旋藻( Dubacq et al , 1993)、裸藻( Hayashi et al , 1994)含有 AA。许多

淡水藻类如栅藻、鱼腥藻也含 AA,但是上述藻类 AA含量很低, 一般在 0. 06j ) 0. 2j之
间1)。目前还没有发现哪一种生物象雪藻一样含如此多的AA,如何有效开发该资源需进

一步探讨。

  1) Gunnel Ahlgren, 2000. 私人通讯

212  连续培养生物产量和 AA产率

高密度连续培养下, 雪藻 SGR 和单位面积产量的关系表明, SGR 增加雪藻产量上升,
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特别是 SGR 在 0. 14d- 1以下时,该趋势更为明显(图 2)。SGR 在0. 2d- 1时生物产量最高,

AFDW为 35. 3g/ ( m
2#d)的高产量! 同时图 2还表明, 培养体系中雪藻 SGR 和营养状况呈

明显正相关性, 但雪藻产量并不与营养增加同步上升。

图 2 高密度连续培养中雪藻比生长速率、生物

产量和硝酸氮日输入量

Fig. 2  The relationships between specific growth rate, biomass

production and daily input of nitrate of high density culture system

of P. incisa

1. 生物产量; 2. 硝酸氮输入量

依据太阳辐射性质和光合作用反应特

性和量子效率来推算,理论上植物进行光合

作用最高利用太阳辐射的效率大致为

10%。植物在自然环境中进行光合作用时,

一般认为可达到的太阳辐射最高利用率约

为5% (或者说最低量子需要量为20左右)。

而实际上, 植物受到各种逆境影响,光合效

率远远低于上面的理论太阳能转换效率,通

常为 1%, 而 2%就已经相当高了(沈允钢,

2000)。人类开展农业耕作历史已经有几千

年,经过多次产业/革命0, 现在经济粮食作

物已经达到/ 高产0阶段, 每亩年粮食产量

1000kg( 500kg小麦种子和 500kg玉米种子) ,

也就是说,就全部生长季节来算,平均到每天

的生产粮食产量也只有 4. 1g/m2光照面积。

本研究中利用相当于太阳辐射强度的高光强实验, 得到雪藻每天能在 1m
2
光照面积

内生产 35. 3g AFDW, 该生物量相当于 46. 4g 植物种子量, 是目前农业高产田经济产量的

11倍。因此,高密度培养微藻有惊人的开发潜力, 值得进一步深入研究和技术推广。

高密度培养微藻具有高产出的原因,作者认为可以从以下几个方面分析。第一,到达

植物叶片的光线不能全部被吸收, 一部分光线通过反射、散射和漏透途径流失。而进入微

藻高密度培养体系的光线(除体系边缘外)却极少流失,部分单一细胞没有有效利用的光

能,常常又被其他细胞重新利用,大大提高了光能利用率。第二,在一般培养条件下,即使

光照强度不算太高, 也常常超过细胞光饱和点, 这样, 高光强抑制光合作用的现象就不可

避免。在高密度微藻培养体系内, 尽管群体接受到的光线很强, 远远超过了每个细胞的光

补偿点,由于细胞之间的彼此遮盖作用,每个细胞实际所得到的光照并不高,通常还远远

低于光饱和点, 因此也就不难理解提高光照强度可有效增加光合作用速率,高光照下高密

度微藻培养体系的高产出。第三, 作者观察到:即使强光也只能穿透高密度藻液有限的区

域,大约靠近光源 3mm左右厚度,这些在光区中的细胞才能得到光照, 其他藻体完全处于

暗中(暗区)。搅拌形成涡流, 使整个培养体系内部细胞处于动态之中,每个雪藻细胞都在

光区和暗区之间高速穿梭。雪藻细胞在光区接受瞬间光辐射, 光反应开始启动。随后细

胞可能进入暗区,但光合作用的其他过程的顺利进行并不因在暗区而受到影响。理论上,

整个光合作用过程循环一次,细胞也可以在光区和暗区往复一周。随后又开始进入下一

次光合作用和细胞运动周期, 非常经济有效地将光能转化到有机物中。第四,高等植物叶

子位置相对固定,上层叶片总是暴露在光下,时常获得强光照, 因此光合作用受到抑制。

底层叶子时常处于阴暗处,通常获得的光照不足, 光合速率大大被限制了。而微藻高密度
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培养体系内各细胞,从概率理论上具备获得光线的同等机会。另外有效控制高密度培养

体系的温度、pH、解析氧气和补充 CO2气体等也是微藻高产的重要因素。

雪藻 SGR 和培养液细胞密度及总脂肪酸产量的关系见图 3。结果表明,高密度培养

体系达到稳态后,培养液细胞密度和 SGR 呈负相关性, 即 SGR 越快培养液细胞密度就越

低。因为细胞密度较低时,每个细胞实际接受到的光辐射量增加, 由此导致 SGR 高, 该结

果也预示着在高密度培养体系内光照相对不足仍然是一个生长限制因子。至于 SGR 从

0. 07d- 1升高到 0. 1d- 1时,培养液细胞密度增加的原因估计受到另外营养亏缺因素(如氮

亏缺)的影响, 因为以 0. 07d- 1
SGR 生长的雪藻培养体系氮补给最少(图 2)。图 3数据还

表明TFA产量与 SGR 也有密切的关系,其中以 0. 135d
- 1
速率生长的雪藻培养体系产 TFA

最高,达 7g/ (m2#d)的高产量。

至于 SGR 对AA在 TFA中的含量变化影响(图4) ,基本类似于对培养液细胞密度的

图 3 雪藻比生长速率与 TFA产量和细胞密度

的关系

Fig. 3  The relationships between specif ic growth rate, TFA

production and cell density of P. incisa

1. 细胞密度; 2. TFA 产量

图 4 雪藻比生长速率对AA/ TFA比率和AA产

量的影响

Fig. 4  Influence of specific growth rate on AA/ TFA and AA

in high density culture of P . incisa

1. AA/TFA 比率; 2. AA 产量

影响。SGR 越快AA/ TFA比率一般越低。因为本实验中雪藻 SGR 快时,培养液中的营养

也较丰富,同时细胞密度较低,每个细胞实际接受到的光辐射量也增加了,因此该结果也

预示着强光照或营养亏缺可能有利于AA 的累积(将在下面两部分分别加以阐述)。图 4

结果还表明,单位面积AA日产率也与 SGR 也有密切的关系, 其中以0. 135d- 1速率生长的

雪藻培养体系产AA最高,达每平方米光照面积日产出 2. 6g。而雪藻维持在该 SGR 时,高

密度培养体系AA日产率最高的原因, 主要是此时生物产量和 AA/ TFA都比较高的综合

结果。

213  光径对生物产量和 AA产率的影响

以光径分别为 1. 4cm和 2. 8cm的平板光生物反应器进行对比实验, 研究光径对相关

培养参数的影响,结果如表 1所示。窄光径( 1. 4cm)的平板光生物反应器,单位光照面积

的AFDW和TFA的最大日产率各下降了 37. 3%和 10% ,分别减低到 22. 1和 6. 3g/ ( m2#

d)。但是AA的最大日产率没有变化,也是 2. 6g/ ( m2#d)。

窄光径( 1. 4cm)平板光生物反应器较宽光径( 2. 8cm)的反应器在单位光照面积内,体
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积减少了一半(即由 28L下降到 14L) ,而单位体积的生物量(或浓度)并没有提高 1倍,只

是提高了 68%。由于研究实验照射在 2个平板光生物反应器外部的光照强度是相同的

[2400LE/ (m2#s) ] , 因此窄光径( 1. 4cm)平板光生物反应器内雪藻细胞接受的实际光辐射

量提高了 19%左右。研究结果说明高光强有利于 AA在雪藻细胞中的累积,也进一步印

证上面的作出的光对 AA影响的同样推测(参见 212)。结合窄光径平板光生物反应器在
材料、水电和肥料消耗等方面的比较低,大大降低生产成本,因此建议实际操作中,应适当

采用窄光径的平板光生物反应器高密度培养雪藻生产 AA。

表 1 两种光径的光生物反应器连续培养雪藻的主要生产参数

Tab. 1 Some main productivity prof iles of P . incisa cultured in 2 ligh-t path photobioreactors

光径( cm)       1. 4 2. 8

最大 AFDW日产率[ g/ (m2#d) ] 22. 1 35. 25

最大TFA日产率[ g/ ( m2#d) ] 6. 3 7. 00

最大 AA日产率[ g/ ( m2#d) ] 2. 6 2. 6

最大 AFDW浓度( g/L) 16. 5 9. 8

在强光照条件下,许多单细胞藻类大量积累次生代谢产物, 特别是对蓝光、紫外光具

有很高吸收能力的类胡萝卜素, 抵御光胁迫伤害。例如:雨生红球藻在细胞内产生虾青

素,盐藻通过积累B-胡萝卜素(并储存于类囊体片层间的中性脂质小体中) ,都能有效滤过

过多的光线, 达到保护光合作用中心和其他细胞内部重要生命活动机构的目的(刘建国

等, 1995, 2000)。在自然生态(特别是冬季雪地低温)条件下,雪藻时常受到高光辐射的

影响。在该条件下雪藻大量累积以 AA为主的脂肪酸,这究竟是胁变, 还是一种主动适应

目前尚不太清楚。推测雪藻累积脂肪酸除与保障膜结构功能有关外, 即使不能直接吸收

滤过掉某些光线,也对光有一定遮挡作用,另外也可能与猝灭化学活性很高的自由基有关

系。

从图 3可以看出, 在连续培养达到恒态时, 2. 8cm 光生物反应器中藻液密度 AFDW均

在6g/ L 以上,最高近 10g/ L,藻液完全呈/牛奶0状; 1. 4cm光生物反应器中,藻液最高密度

AFDW甚至高达 16g/ L(表 1) ,表现为/冰激淋0状。上述密度远远高于微藻室外培养水平

[一般在 0. 02% ) 0. 06% ( W / V )之间] ,也大大高于室内微藻培养的细胞密度( 1. 0g/ L 左

右)。在以往光自养培养条件下通常不可想象, 只有通过连续离心、过滤藻液等技术才能

实现。作者不仅能够达到,而且维持如此高的细胞密度进行连续培养,因此称之为高密度

培养。该技术除具有高产特点外, 还大大减低微藻收获困难造成的高成本问题。

214  营养亏缺对雪藻生长和 AA的影响

作者离心获得雪藻, 并将藻泥分别重新接种到无氮(或无磷)的培养液中,利用 2. 8cm

光径的平板光生物反应器和高光强条件,高密度通气培养, 连续跟踪观察了 6天内雪藻生

长和脂肪酸变化。结果十分明显, 尽管培养液中没有氮源, 雪藻在6天内生物量仍能呈线

形生长。但同样在无磷源条件下, 雪藻生物量在 3天内仍能维持一定的增长,然后下降

(表 2)。说明离心后的藻体仍吸附一定氮和磷, 在氮或磷亏缺条件下这些营养逐步提供

给细胞代谢和维持雪藻生长。
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表 2  雪藻在氮、磷亏缺条件下的生物量变化
Tab.2  The dynamic changes in biomass of P. incisa cultured in nitrate or phosphate free medium

处理时间( d)
生物量( g/L)

缺氮处理 缺磷处理

0. 0 7. 23 7. 23

0. 5 7. 95 8. 35

1. 5 8. 75 10. 05

2. 5 9. 80 10. 55

3. 5 10. 20 10. 71

4. 5 10. 70 9. 50

5. 5 11. 05 8. 85

在氮饥饿条件下AA/ TFA比率比刚收获时有大幅度的上升,平均上升了 25%,其中短

期( 1天左右)氮饥饿处理效果最明显, 为起始时的30%左右(表 3)。至于在氮亏缺条件下

雪藻的 TFA含量,在第一天内 TFA/ AFDW就从 35%上升到 38% (结果未列出)。同时, 1

天氮亏缺处理后, AA/ AFDW也从 11%迅速上升到了 16%, AA 浓度也大幅度上升(表 4)。

本结果说明雪藻对氮亏缺的第一应答反应是大量累积脂肪酸及其AA。

表 3  氮或磷饥饿对雪藻 AA/ TFA 的影响

Tab. 3  Influence of nitrate or phosphate starvat ion on AA/ TFA profile in P . incisa

处理时间( d)
缺氮 缺磷

AA/ TFA 增加效果( % ) AA/ TFA 增加效果( % )

0. 0 0. 308 100. 0 0. 308 100. 0

0. 5 0. 416 135. 1 0. 329 106. 8

1. 5 0. 399 129. 5 0. 362 117. 5

2. 5 0. 384 124. 7 0. 453 147. 1

3. 5 0. 411 133. 4 0. 447 145. 1

4. 5 0. 349 113. 3 0. 450 146. 1

5. 5 0. 353 114. 6 0. 457 148. 4

平均 125 135

同样,培养液缺磷也有利于 AA 的增加,尽管开始时增幅没有缺氮时明显, 但 2天以

后磷饥饿效果非常明显(达47%左右) ,因此AA/ TFA比率上升幅度比缺氮时还要高,平均

上升了35% (表 3)。同时,在磷亏缺条件下雪藻的 AA/ AFDW 在开始 2天从 11%迅速上

升到 13%, AA浓度也大幅度上升(表 4)。

表 4  氮或磷饥饿对雪藻 AA/ AFDW和 AA 浓度的影响

Tab.4  Effects of nitrate or phosphate starvat ion on AA/ AFDW ratio and AA concentration in P . incisa culture

处理时间( d)
缺氮      缺磷

AA/AFDW( % ) AA 浓度( g/L) AA/AFDW( % ) AA浓度( g/ L)

0 11. 0 0. 80 11. 0 0. 80

0. 5 16. 0 1. 27 10. 9 0. 86

1. 5 13. 0 1. 13 13. 0 1. 29

2. 5 9. 33 0. 91 12. 4 1. 31

3. 5 10. 3 1. 03 10. 9 1. 17

4. 5 9. 78 0. 98 11. 0 1. 05

5. 5 9. 14 1. 01 11. 1 0. 98
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上述结果不仅印证了前面关于营养亏缺有利于AA累积的推测(参见 2. 2) ,而且提示

生产上,在收获雪藻藻泥后再进行 1 ) 2天的氮(或磷)亏缺处理,能够获得更多的目的产

物。鉴于雪藻比其他微藻容易收获的多,也不至于因此而大量增加收获时间和成本。

通常认为在营养亏缺条件下, 微藻的代谢途径和形态结构都发生明显变化,以适应不

良环境。目前对雪藻在营养亏缺条件下大量累积 AA的具体原因和代谢调节机理也不十

分明确。关于雪藻这方面生理和生化代谢研究目前还未见有关报道,但至少可以推测:在

一定时间范围内,雪藻细胞内从亚油酸( 18B2) , 合成 AA 的生化代谢途径加强了, 与之相

关的催化链延长和脱氢系列反应的关键酶酶类活性更大了。脂肪酸的链加长和去饱和途

径一般认为与种类有密切关系。从亚油酸合成AA可能有 3条渠道:

( 1) 18B2X6y18B3X6y 20B3X6y20B4X6;

( 2) 18B2X6y20B2X6y 20B3X6y20B4X6;
( 3) 18B2X6y18B3X6y 18B4X6y20B4X6。

雪藻脂肪酸中含有少量的 18B3X6、20B2X6和 20B3X6, 没有发现 18B4X6(图 1)。因此

推测雪藻不是通过第三种渠道合成 AA。而其中 18B3X6、20B2X6和 20B3X6含量有很低,

表明在可能的途径 1和 2 中, 从第 2 步以后的化学反应速度都比较快, 不是限速步骤。

18B2含量总是比较高(参见 211) , 意味着第一步反应就是限速瓶颈。但目前尚不能进一步
推断AA合成主要是通过渠道 1还是渠道 2。

215  灰分对干重的影响

以前对藻类生长状况研究, 通常是以光合作用和呼吸作用速率、叶绿素和蛋白质含

量、细胞数量、组织与器官的鲜重或干重等指标来表示。一般认为,生长速率同上述指标

呈很好的正相关性, 其中藻类的干重(特别是去灰分干重)是最直接、比较可信的指标。

淡水藻类的灰分含量较低,海水藻类的灰分含量高些。每种藻类的灰分变化不太大,

干重和去灰分干重通常呈紧密的正相关性,因此为简化实验操作过程,常常以干重简单地

代替了去灰分干重。然而,在藻类的高密度连续培养过程中,仅仅以藻类的干重来表示就

很不可靠。作者注意到在普通浓度培养时,雪藻灰分通常在 4%左右波动。然而在高密

度连续培养中, 雪藻的灰分虽然开始时也在 4%左右, 但是 1个月后含量大幅度上升,并

维持在 AFDW的 20%以上, 有时高达 25%左右, 灰分的存在严重影响实际的生物量。因

此直接用干重简单地代替去灰分干重就不能正确表示雪藻的生长状况。为此, 本研究采

用AFDW来表示雪藻的生长状况。同时估计此类现象在其他微藻高密度培养过程也存

在,建议以 AFDW作为高密度培养研究中细胞生长的适宜指标。

3  结论
在通气、无菌和高光照强度条件下,两种光径的平板光生物反应器的高密度连续培养

体系都有非常高的产出率,其中雪藻生物产量、总脂肪酸和花生四烯酸的日最大产率分别

达到 35. 3、7. 0 和2. 6g/ ( m2#d)的高产量。本实验结果意味着: 高密度培养技术可为更有

效地开发微藻资源带来新的希望, 因此有必要继续进行深入探索。
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THE HIGH PRODUCTIVITY OF BIOMASS AND ARACHIDONIC ACID IN

CONTINUOUS HIGH DENSITY CULTURE OF PARIETOCHLORIS INCISA

LIU Jian-Guo, LIU Wei

( R&D Center of Marine Biotechnology, Institute of Oceanology, The Chinese Academy of Sciences, Qingdao, 266071)

Zvi Cohen, Amos Richmond

( Microalgal Biotechnology , The Jacob Blaustein Institute f or Desert Research

Ben-Gurion University of the Negev , Sede Boker Campus 84993, Israel)

Abstract   Parietochloris incisa is a species of cryophilic green microalgae, which is economically valuable and has a

unique ability to accumulate large amount of arachidonic acid. Some physiological profiles like specific growth rate

( SGR) , ash free dryweigh ( AFDW) , total fatty acids ( TFA) and arachidonic acid ( AA) in axenic high density culture

of this alga were closely studied by using 1. 4cm and 2. 8cm ligh-t path fla-t photobioreactors. The culture was vigorously

aerated and exposed to strong photon flux density [ ca. 2400LE/ ( m2#s) ] . Culture was partly harvested daily and the

same volume of freshmedium was added into the culture system.

Data showed that very high productions of biomass, TFA and AA were observed from the fla-t photobioreactor sys-

tems, although the main profiles ( AA/ TFA, TFA/ AFD andAA/ AFDW) decreased in varied content with a similar pat-

tern concomitant with the increase of SGR. Maximal biomass production [ AFDW, 35. 3g/ ( m2#d) ] and TFA production

[ 7. 0g/ ( m2#d) ] were obtained in 2. 8cm ligh-t path photobioreactor when the SGR were at 0. 2d- 1 and 0. 135d- 1 . The

highest ratio of AA/ AFDW was observed when the SGR was at 0. 1d- 1, while the AA production [ 2. 6g/ ( m2#d) ]

reached to its maximum when the SGR of the culture was at 0. 135d- 1. The maximal TFA production and biomass pro-

duction in the narrow ligh-t path photobioreactor ( 1. 4cm) were 10% and 37. 3% less than that of the thick one

( 2. 8cm) , though the culture volume was only half. The max imal AA production of two photobioreactors was the same

mainly because of the increase of biomass density in narrow ligh-t path photobioreactor and partly due to the increase in

AA/ AFDW profile.

The studies also indicated that nitrate- or phosphate-deficiency accelerated the AA accumulation in the cells, and

strong light intensity favored the AA accumulation.

Key words   Parietochloris incisa, High density culture, Fla-t photobioreactor, Arachidonic acid, Productivity, Spe-

cific growth rate
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