
第 !" 卷第 #$ 期

%$#$ 年 #$ 月 &

水&产&学&报

'()*+,-(../012*/20(.31/+,

4567!"! +57#$

(897! %$#$

文章编号!#$$$ :$;#<"%$#$##$ :#<#B :$? >(/$#$7!?%"@0A7'7#%!#7%$#$7$;=B?

收稿日期!%$#$ $; $;&&&修回日期!%$#$ $? %$

资助项目!广东省海洋渔业科技推广专项",%$$B==/$"#

通讯作者!李纯厚!2DEFG6$H8H68SJ]GW7#;!785E

HaA对牟氏角毛藻生长速率和总脂含量的影响

王&蒙#!%

!&李纯厚#

!

!&戴&明#

!&吕国敏#

!&韦芳三#!%

!&梁福全#

!

周岩岩#!%

!&杨慧英#!%

!&胡维安#!%

!&杨&进#!%

!&李&琦#!%

"#7中国水产科学研究院南海水产研究所!农业部海水养殖生态与质量控制重点开放实验室!广东 广州&<#$!$$'

%7上海海洋大学水产与生命学院!上海&%$#!$;#

摘要! 以牟氏角毛藻为实验材料!研究了 #n#%%n#%!n#%"n# 和 <n# 等 < 种不同 3@+比值培养

液对牟氏角毛藻生长及总脂含量的影响$ 结果表明!在 3@+比值为 %n# 时!牟氏角毛藻的相

对生长率最高!达到每天 #7=B!3@+比值为 !n# 时!相对生长率最低!为每天 #7;=&3@+比值

为 <n# 时!总脂含量百分比达到最高!为 !#7%;d!3@+比值为 %n# 时!总脂含量百分比最低!

仅为 %B7!=d&3@+比值为 %n# 时!总脂日增量最高!达到 $7B"!3@+比值为 !n# 时!总脂日增

量最低!仅为 $7;"&< 种3@+比值对牟氏角毛藻不饱和脂肪酸的积累有不同程度的促进作用!

3@+比值为 <!总不饱和脂肪酸的比例达最高$ 综合比较表明!3@+比值为 %n# 时!最适合牟

氏角毛藻的生长及总脂肪积累$

关键词! 牟氏角毛藻& 碳氮比& 相对生长率& 总脂含量& 总脂日增量

中图分类号! [="=7%?& 0=#?7!&&&&&&&文献标识码',

&&由于全球石油+煤炭等化石燃料能源资源日趋

枯竭)#*

!国际社会都把目光转向开发可替代生物质

能源!而海洋微藻!尤其是硅藻!因成本低+产量高+

无污染以及不占用耕地等特点!在众多生物质能源

材 料 中! 受 到 格 外 关 注)%*

( 牟 氏 角 毛 藻

"&=.16/-1(/,@+1991()#是一种海洋硅藻!隶属硅藻

门"CF8G66FRG5SK9F#!盒形藻目"CGNNL6WSGF6MH#

)!*

!由

于该藻体内含有大量的脂肪酸!且具有细胞壁薄+

耐高温+繁殖速度快+抗污染能力强等特征!近年已

成为国内外研究生物质能源的重要原材料

之一)" :B*

(

牟氏角毛藻藻体体积小+营养丰富!也是海产

经济动物良好的饵料生物)=*

!为了提高牟氏角毛

藻的生产量!许多学者先后研究了牟氏角毛藻的

生长速率+单位面积产量+总脂含量+脂肪酸组成

等)#$ :##*

!但作为生物质能源!对于提高该藻总脂

含量生长条件及其影响因子的研究尚属空白( 已

有的相关研究表明!外界培养条件的变化"养分+

光照+温度+盐度等#均会影响微藻细胞的生长及

其脂肪酸的含量与组成!培养基中氮源对微藻的

生长及脂肪酸的影响最为显著)#$*

'在氮不足的情

况下!细胞的生长和细胞内各组分的合成受到抑

制!但细胞内脂类却保持着较高水平!氮源限制可

以使细胞内脂肪含量提高 % e! 倍)##*

( *F96MNQM

等)#%*详细论述了微生物积累油脂的生化过程!认

为富油微生物总脂积累的两个关键底物是乙酰辅

酶,"F8M9K6D35,#和+,>A1!乙酰辅酶,是合成

脂肪酸+酮体等能源物质的前体物质'+,>A1m

1

m是体内许多合成代谢中氢原子的供体!如脂肪

酸+胆固醇和类固醇激素等化合物的合成!都需要

大量 +,>A1!细胞中二者生成能力决定着有机

体积累油脂的能力'丰富的碳源有利于积累更多

的油脂)#!*

!不同的 3@+比值对微藻油脂合成具

有显著影响)#"*

( 因此!为了探讨提高牟氏角毛藻

总脂含量的关键生态因子!设计了培养液中不同

3@+比值条件!对牟氏角毛藻生长与总脂含量的

影响!以期筛选和优化牟氏角毛藻最适生长与利

于富集总脂含量的最佳培养条件(
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#&材料与方法

$%$&材料

试验于 %$$= 年 = :## 月在中国水产科学研

究院南海水产研究所深圳实验基地进行!牟氏角

毛藻藻种由中国水产科学研究院水产种质资源与

养殖技术重点开放实验室提供( 试验用药品全部

为分析纯"天津市福晨化学试剂厂生产#(

$%"&方法

培养用水"培养液配方和培养容器&&培养

海水用取自大亚湾杨梅坑海域盐度为 !$7; 的海

水!加消毒淡水配制而成!海水盐度为 %$( 配制

好的海水遮光沉淀 < N!经 !$$ 目筛娟过滤!并煮

沸消毒备用( 培养液基础配方)#<*

$+F13(

!
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!
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%
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%
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%

(#% EQ++F

%

2>X,"7!< Q+蒸馏水

# -#!通过添加不同浓度的 +F13(

!

调节 3@+(

培养容器为35ROGOQ # -扁形玻璃培养瓶!实验前

用 #d稀盐酸溶液浸泡+洗涤后再经 #%$ \高温

消毒 # S!冷却备用(

实验梯度设置与培养方法&&在预实验基础

上!设置 < 个不同3@+比值梯度!即,j#n#+Cj

%n#+3j!n#+>j"n#+2j<n#!每个梯度设 ! 个平

行组!以基础培养液为对照组( 试验按每个梯度

配制不同的培养液!其中 +F13(

!

的浓度分别为

#7#<!%7!$!!7"<!"7;$!<7?< Q@-!其他成分的浓

度不变( 试验采用半连续单种培养!培养瓶放置

在恒温磁力加热搅拌器上!搅拌速度 %$$ R@EGO!

温度设定为 %; \!采用 ; 只 "$ ^灯管并排放置

法 %" S光照!光照强度 " $$$ 6b"上海市嘉定学联

'>D! 照度计#! W1控制为 ?7B eB7<( 用直径

< EE的玻璃管匀速通入3(

%

与空气的混合气体!

混合比例为 #n#<!气体通入速率控制为每秒钟 !

个气泡( 每天从培养瓶中取出约三分之二倒入

< -塑料桶中!然后添加新鲜培养液( 倒入塑料桶

中的藻液继续培养 < eB N!至指数生长期末期采

收与分析(

$%#&计数

每天上午 B$$$ :#$$$$ 扩藻!扩藻前后分别

取样一次!采用 _CD_D%< 血球计数板计数!每个

样计数 % e! 次!取平均值并分别计算牟氏角毛藻

的细胞密度!计算相对生长率(

$%1&采收与提取

待塑料桶中的牟氏角毛藻生长至指数生长期

末期)#;*进行采收( 采收的培养液用离心机"上海

安亭-Z'D//C#" <$$ R@EGO离心 #< EGO 后弃去上

清液!离心沉淀的藻泥用消毒淡水清洗 % e! 次!

然后置于鼓风干燥箱中!于 "< \干燥至恒重

备用(

取干燥后的藻泥!称重并用脱脂棉包好装入

卷好的滤纸筒!再将滤纸筒放入提取筒中!连接好

接收瓶和冷凝管!并用铁架台固定( 加入无水乙

醚至接收瓶容积的 %@!!;$ \水浴加热!索氏提取

法提取体内的粗脂肪( 用乙醚萃取时!除各种甘

油三酸脂外!还有许多杂质溶解到乙醚萃取物中!

如游离脂肪酸+苹果酸+酒石酸+柠檬酸+琥珀酸等

有机酸以及各种腊状物+磷脂+色素+树脂+香精

油+硫化物+醛+酮等物质!故用乙醚萃取法测得的

脂肪常称为醚浸出物或粗脂肪( 提取后的滤纸筒

烘干至恒重!准确称量提取前后干滤纸筒的重量!

两者之差即为粗脂肪的重量)#?*

(

$%>&计算公式

相对生长率的计算公式$

&Q!!!"" R"#$P

#

S#$P

%

#T"#S#

%

#

式中!O代表生长率!H

6

为实验进行到 6天时扩藻

前的细胞密度!H

$

为实验进行到 6

$

天时扩藻后的

细胞密度!6

$

l6(

总脂含量百分比计算公式$

<Q0T8R&%%'

式中!3代表总脂含量百分比!* 代表粗脂肪总

重!@代表样品藻的干重(

假设样品藻干重初始为 .Q!3代表总脂含量

百分比!且在相同生长条件下3不变( 则生长# N

后!藻液中的藻干重为 %

O

.Q!藻中粗脂肪的总重

量为 %

O

.3Q!所以总脂日增量的计算公式为

UQ$""

&

<S<#

%&结果与分析

"%$&HaA对牟氏角毛藻生长率的影响

不同3@+比值培养液培养一段时间后!各实

验组牟氏角毛藻的初始密度+终密度+相对生长率

以及总脂含量百分比见图 # e图 "!其中终密度为

培养 # N 后藻的密度( 经方差分析!初始密度之

)$'$
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间无显著差异"Mj$KB#?!3o$K$<#!实验显示!

牟氏角毛藻的终密度最高可达 %#7" c#$

;

8M66@

E-!最低为 #%7% c#$

;

8M66@E-!相对生长率最大

为每天 %7#%!最低每天 #7;!!实验期间!生长率连

续 #< e%$ N维持较高水平(

图 $&HaA比值对牟氏角毛藻生长 "1 ;

前后密度的影响

C59%$&R77(8:*7HaA0-:5* *):;(=()65:D *7

&<=+7337()

图 "&HaA比值对牟氏角毛藻相对

生长率的影响

C59%"&R77(8:*7HaA0-:5* *):;(0(.-:5E(90*J:;

0-:(*7&<=+7337()

图 #&HaA比值对牟氏角毛藻总脂含量

百分比的影响

C59%#&R77(8:*7HaA0-:5* *):;(<(08():-9(*7

:*:-..5<5=8*):():*7&<=+7337()

图 1&HaA比值对牟氏角毛藻总脂日增量的影响

C59%1&R77(8:*7HaA0-:5* *):;(5)80(+():*7

:*:-..5<5=<(0=-D *7&<=+7337()

&&图 # 显示牟氏角毛藻培养 %" S 前后细胞密

度的变化情况!因此!6:6

$

j#!相对生长率的计算

公式可以简化为 Oj!K!%% c"-QH

6

:-QH

$

#;

"6:6

$

#( 显然!在一定的范围内!初始密度越高!

藻的相对生长率越高( 图 % 显示了牟氏角毛藻在

< 个不同3@+比值梯度培养条件下!指数生长期

内各梯度条件下的平均生长率与对照组平均生长

率的比较( 通过比较发现!3@+比值为 % 时平均

生长率最高为每天 #7=B!3@+比值为 ! 时平均生

长率最低为每天 #7;=( 方差分析!3@+比值在

# e< 时!3@+比对牟氏角毛藻的相对生长率有显

著影响"MjBK#%;!$K$# l3l$K$<#( 其中!< 个

3@+比值梯度与对照组差异均为极显著"3l

$7$##' 3@+ j% 与 3@+ j! 之间差异显著

"$7$# l3l$7$<#'其他情况下差异均不显著

"3o$7$<#(

"%"&HaA对牟氏角毛藻总脂含量百分比的影响

3@+比值在 % e< 时!3@+比值越高!牟氏角

毛藻体内的总脂含量百分比越高"图 !#( 方差分

析显示!3@+比值对牟氏角毛藻总脂含量有极显

著影响"Mj#=#K;$!3l$K$##!其中对照组与 <

个 3@+比值培养藻之间差异均极显著 "3l

$7$##'3@+比值为 ! 时与 3@+比值为 # 和 % 时

总脂含量百分比差异不显著"3o$7$<#!3@+比

值为 < 时与其余 " 个梯度时的总脂含量百分比差

异极显著"3l$7$##!其余各比例间差异均为显

著"$7$# l3l$7$<#(

"%#&HaA比值对牟氏角毛藻总脂日增量的影响

利用总脂日增量的计算公式计算出各个3@+

比值下牟氏角毛藻的总脂日增量!运用 0A00软

件进行方差分析!3@+比对牟氏角毛藻总脂日增

!%'$
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量影响不显著"Mj%7"<$!3o$7$<#!其中对照组

与 < 个 3@+比值梯度之间差异均极显著"3l

$7$##!3@+比值为 ! 与 3@+比值为 #!% 之间差

异显著"$7$# l3l$7$<#!其余比例间差异不显

著"3o$7$<#( 即 < 个 3@+比值条件下!牟氏角

毛藻的总脂日增量较对照组均有较大幅度提高

"图 "#(

"%1&HaA比值对牟氏角毛藻脂肪酸组成的影响

利用 U3@Y0面积归一化法 "'a@X$$!,

#==;#测定脂肪酸的组成!每个梯度取 # 个样本进

行测定"表 ##!分析数据可得!牟氏角毛藻体内

X).,的量大于 X0.,的量!且不同的 3@+比值

条件培养的藻体内各种脂肪酸的量相差较大( 实

验组的X).,范围在 ;!7$"d e;=7?%d!平均值

为 ;<7#<d!比对照组提高了 <7B% 个百分点!说

明实验组可有效提高牟氏角毛藻体内X).,的积

累!减缓X0.,的积累(

表 $&不同的HaA比值下牟氏角毛藻的脂肪酸组成

2-3%$&C-::D -85=8*+<*65:5*)*)=577(0():HaA0-:5* 8*)=5:5*)6*7&<=+7337()

脂肪酸

TF99K F8GN

3@+j#@# 3@+j%@# 3@+j!@# 3@+j"@# 3@+j<@#

对照

85O9R56

3

#%n$

$7## $7$B $7#< $7#% $7#% $7%%

3

#!n$

$7$< $7$% $7$% $7$! $7$; $7$;

3

#"n$

#%7=! #%7<; #"7?! ##7?$ ##7!? ##7$=

3

#"n#

$7$< $7$= $7#! $7#B $7$; $7!;

3

#<n$

$7;? $7;" #7;; %7%$ #7%? "7%;

3

#;n$

#=7!B %$7"= #;7=% #?7?% #<7!= %$7#B

3

#;n#

%$7!$ %$7;% #<7;# #"7?$ #<7%% #<7B!

3

#;n%

%%7"? %%7;< =7;% #$7%$ #;7#% =7!<

3

#;n!

#7;; #7<! ?7<" ;7$= ;7B% !7%?

3

#?n$

#7$B #7## #7!< #7B% #7## $7B!

3

#Bn$

$7!< $7"$ $7BB $7=% $7"; %7<;

3

#Bn#

#7"" #7"; <7$! <7!% !7?B "7<%

3

#Bn%

%7!= %7!= %7=% %7%B %7;? %7B"

3

#Bn!

#7<$ #7"? #7"? #7$% #7%; %7B?

3

#Bn"

$7<= $7;$ $7B$ $7;# $7"# #7$?

3

%$n$

$7#$ $7$" $7$; $7$" $7$! $7#<

3

%$n#

$7$$ $7$= $7$; $7$% $7$$ $7$%

3

%$n"

$7<" $7"< #7?< %7#$ !7!; "7;"

3

%$n<

#%7<$ ##7<! #;7?$ %$7?; #B7B! #!7?%

3

%%n$

$7"% $7"! $7;< $7<$ $7%< $7=%

3

%%n;

#7$B #7$$ #7"# #7!# #7#= $7B"

3

%"n$

$7"$ $7!< $7<! $7!; $7%# $7!=

X)., ;"7<% ;!7BB ;!7$" ;"7<= ;=7?% <=7!!

X0., !<7"B !;7#% !;7=< !<7"# !$7%? "$7;;

X., #$$7$$ #$$7$# ==7== #$$7$$ ==7== ==7==

注$X.,为总脂肪酸'X).,为总不饱和脂肪酸'X0.,为总饱和脂肪酸(

+59MH$X.,7959F6TF99K F8GNH' X).,7959F6LOHF9LRF9MN TF99K F8GNH' X0.,7959F6HF9LRF9MN TF99K F8GNH7

!&讨论

以往的研究用普通的摇瓶法培养!得到牟氏

角毛藻的最高密度为 "7B c#$

;

8M66@E-

)#B :#=*

!邹

宁等)%$*运用生物反应器培养牟氏角毛藻密度最

高为 #$ c#$

;

8M66@E-!本研究表明!牟氏角毛藻

的终密度最高为 %#7" c#$

;

8M66@E-!是普通摇瓶

培养法的 "7"; 倍!是生物反应器培养方法的

%7#" 倍'终密度最低为 #7%% c#$

;

8M66@E-!是以

往培养方法的 #7%% e%7<" 倍( 在此高密度条件

下!牟氏角毛藻可完全抑制弧菌的生长)%#*

( 邹宁

等)%$*报道!牟氏角毛藻的相对生长率为每天

$7!$='于谨等)%%*研究报道!牟氏角毛藻的相对生

长率为每天 $7?%'在本研究中!3@+比值为 % 时

平均生长率最高!达到每天 #7=B!3@+比值为 !

时平均生长率最低!为每天 #7;=( 显然!3@+比

$%'$
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值在 # e< 范围内牟氏角毛藻的生长速度明显加

快( 王菊芳等)%!*研究得出 3@+比值在 ; e!# 范

围 内! 随 着 3@+ 比 值 的 增 大! 隐 甲 藻

"&('%6=1-/G)*)+@-/=*))#的生物量呈现下降的趋

势!这与本研究基本吻合(

吴夏芫等)%"*指出充足的碳源和氮饥饿都有

利于油脂的积累!但藻类的生长需要氮源( 蒋霞

敏等)%<* 报道了牟氏角毛藻的总脂含量为

#<7$?d!王明清等)%;*研究报道牟氏角毛藻的总

脂含量为 #"7<;d!本研究表明!牟氏角毛藻的总

脂含量在3@+j< 时达最高!为 !#7%;d!3@+j%

时!总脂含量百分比最低!为 %B7!=d( 结果表

明!3@+比值在 % e< 范围内!总脂含量随3@+比

值的增大而增大( 3@+比值越大!脂积累的两个

关键底物是乙酰辅酶 ,"F8M9K6D35,#和 +,>A1

大量合成!因此牟氏角毛藻体内的脂肪迅速积累!

导致总脂含量增加( 王菊芳)%!*在研究 3@+比对

隐甲藻的总脂含量的影响时!发现隐甲藻的总脂

含量在 3@+为 ; e!# 之间时先减小再增大'而

*5MHH6MR等)#!*研究报道!丰富的碳源有利于藻类

积累丰富的油脂'两者看似矛盾!但与本研究结

合!可归纳为随着 3@+比值的增加!藻类总脂含

量呈现先增加后减小再增加的趋势(

研究表明!3@+j% 时!总脂日增量最大!为

$7B" FQ!虽然 3@+j< 时总脂含量最高!但相对

生长率较低!总脂日增量不能达最大( 故不能单

纯的认为微藻的总脂含量越高!生物燃油产量就

越高!也不能单纯的认为!生物燃油产量随微藻的

相对生长率的增大而增加( 根据总脂日增量与相

对生长率+总脂含量百分比的函数!研究发现总脂

日增量与相对生长率的联系较为密切( 在实际培

养时!不同的藻应采用不同的3@+比值配制培养

液!使相对生长率与总脂含量共同作用!达到提高

产油量的目的(

陆开宏等)%?*研究报道!牟氏角毛藻的脂肪酸

组成为 B7#%d"#"n$#!#$7%#d"#;n$#!#B7=Bd

"#;n##!!7%#d"#;n%#!$7#%d"#Bn$#!%7%!d

"#Bn##!#7#"d"#Bn%#!$7<%d"#Bn!#!$7#$d

"#Bn"#!%#7"<d"%$n<#!$7BBd"%%n;#( 王明清

等)%;*研究报道!牟氏角毛藻的脂肪酸组成为

#$7?d"#" n$#!$7;d "#" n%#!#%7; "#; n$#!

%$7%d"#;n##!"7Bd "#;n%#!?7=d "#;n!#!

%7!d"#Bn$#!!7#d"#Bn##!$7=d"#Bn%#!#7#d

"#Bn!#!$7Bd "%$n%#!%7!d "%$n"#!%=7#d

"%$n<#!$7=d"%%n;#( 而本研究的结果中十四

碳酸+十六碳酸+十六碳二烯酸等比其他人研究的

比例高!十六碳三烯酸+二十碳四烯酸+二十碳五

烯酸等低于前人的研究结果( 引起这种差异的原

因是多方面的!如培养条件+提取方法等( 本研究

设置的 < 个3@+比值梯度培养牟氏角毛藻!可不

同程度提高其不饱和脂肪酸的含量!其中 3@+为

< 时!总不饱和脂肪酸含量达最大!为;=7?%d(

其原因为台能是3@+比值越大!脂积累的两个关

键底物乙酰辅酶 ,"F8M9K6D35,#和 +,>A1大量

合成!牟氏角毛藻体内的不饱和脂肪酸迅速积累!

因此!3@+比值越大!牟氏角毛藻体内总不饱和

脂肪酸含量越大(

本研究结果表明!牟氏角毛藻高产油量的优化

培养基推荐配方为 +F13(

!

%7!$ Q@-++F0G(

!

3

=1

%

($7%$ Q@-++F+(

!

#7$$ Q@-+_1

%

A(

"

$7$% Q@

-+4C

#

%7?$ EQ@-+4C

#%

#7<

%

Q@-(
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