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摘要： 为获知盐度—光照强度—温度对半咸水硅藻——角毛藻SHOU-B98生长及高不饱
和脂肪酸含量的影响，实验采用L9(34)正交设计探讨其在不同盐度(6、12和18)、光照强
度[10、30和50 μmol/(m2·s)]及温度(10、20和30 °C)组合条件下的生长及藻细胞ARA、
EPA和DHA含量的变化。结果显示，盐度、光照强度、温度三因素对角毛藻SHOU-
B98的生长及高不饱和脂肪酸含量均有显著影响，且存在因素间的交互作用。角毛藻
SHOU-B98在盐度12、光照强度30 μmol/(m2·s)和温度30 °C及盐度18、光照强度50
μmol/(m2·s)和温度20 °C的组合条件下生长最快，第4天后这2组微藻的生物量显著高于其
他组(P<0.05)。角毛藻细胞积累不同高不饱和脂肪酸的最佳培养条件也不同，细胞积累
ARA的最优培养组合条件为盐度6、光照强度50 μmol/(m2·s)和温度30 °C；细胞积累
EPA和DHA的最优培养组合条件为盐度18、光照强度50 μmol/(m2·s)和温度20 °C。研究表
明，角毛藻SHOU-B98生长快且细胞脂肪酸营养价值高的培养条件为盐度18、光照强度
50 μmol/(m2·s)和温度20 °C的组合。
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硅藻因其细胞中富含二十碳五烯酸(EPA)、

二十二碳六烯酸(DHA)和花生四烯酸(ARA)等高

不饱和脂肪酸及其他生理活性物质，是虾、

蟹、贝等无脊椎水生动物早期幼体的重要饵

料，在水产动物苗种生产中被广泛应用 [1]。已有

的研究表明，当生活环境发生改变时微藻细胞

能够产生生理及生化反应以适应新的环境条

件 [2]。具体表现：一方面，同一种微藻不同来源

的藻株，其最适宜培养条件存在差异 [3]；另一方

面，不同培养条件下同一株微藻的细胞生化组

成也会有显著的差异，从而影响其作为饵料的

营养价值[4]。

生长期 [5]、培养基的营养成分 [6]、温度 [7]、

光照强度 [8]、盐度 [9]、通气量 [10]、pH[11]等因素均

已证实可以影响微藻细胞的生化组成。但各因

素的交互作用对藻类EPA、DHA和ARA含量的影

响却鲜有报道。姜宏波等[12]在实验室条件下研究

了温度(10、15、20和25 °C)和光照强度[20、60、

100、140和180 μmol/(m2·s)]对鼠尾藻(Sargassum
thunbergii)生长和生化组成的影响，结果表明，

温度、光照强度及二者的交互作用对鼠尾藻生

长均具有极显著的影响，在10和15 °C下，较高

的光照强度抑制鼠尾藻的生长，而在20和25 °C

下，其生长速率随光照强度的增加而增加。茅
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华等 [13]研究了温度、光照、盐度及pH对旋链角

毛藻(Chaetoceros curvisetus)生长的影响，并做了

盐度和光照的正交实验，设置2个盐度梯度(25和
30)和3个光照梯度 [29.3、78.12和126.95 μmol/
(m2·s)]的正交实验，结果显示：盐度与光照强度

之间存在交互作用，旋链角毛藻在盐度25的条件

下适应较高的光照强度，而在盐度30的条件下适

应较低的光照强度，且温度对旋链角毛藻生长

的影响比盐度、光照明显。

因此，对于特定来源的微藻，研究培养条

件以及培养条件间的交互作用对其重要营养物

质含量的影响，是深度开发微藻资源的重要工

作。角毛藻(Chaetoceros sp.) SHOU-B98是一株分

离自河口地区半咸水养殖池塘的硅藻，而河口

半咸水区是具有很高生物多样性和初级生产力

的生态域，是很多濒危物种和经济物种繁殖和

幼体保育的场所。角毛藻SHOU-B98细胞中同时

具有ARA、EPA和DHA，具有很高的潜在饵料价

值 [ 1 4 ]。在单因子实验条件下，角毛藻SHOU-

B98生长的最适盐度、光照强度和温度分别为

12.6、28.0 μmol/(m2·s)和22.3 °C[14]。本研究在前期

实验研究的基础上，探讨不同温度、光照强度

及盐度组合对角毛藻SHOU-B98生长及细胞内

ARA、EPA和DHA含量的影响，以期为角毛藻

SHOU-B98后续的合理开发利用提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    藻种来源及培养

角毛藻SHOU-B98由上海海洋大学生物饵料

藻种室提供，从上海市奉贤区一半咸水(盐度为

7)养殖池塘分离而得。采用f/2培养液 [3]进行逐级

扩种培养。藻种扩培的盐度、光照强度和温度

条件分别为12.6、28.0 μmol/(m2·s)和22.3 °C。

1.2    正交实验设计

设计L9(34)正交实验(表1)，分别设置盐度为

6、 1 2和 1 8，光照强度为 1 0、 3 0和 5 0  μ m o l /

(m2·s)，温度为10、20和30 °C。共9个处理组，每

组设置3个平行。在恒温光照培养箱内 (光周期

24L:0D)培养。将角毛藻接种于1000 mL三角烧瓶

中，初始接种密度为50×104 cells/mL，采用f/2培

养液进行为期10 d的培养，每天定时摇瓶3次。

1.3    生物量干重及脂肪酸组成的测定

在培养至2、4、6、8和10 d时分别摇匀后取

50 mL藻液，经0.45 μm纤维滤膜抽滤后采用恒重

法测定其生物量。同时取100 mL藻液经冷冻离心

收集藻细胞用于脂肪酸含量的测定。

细胞脂肪酸含量的测定：移取一定量藻液

冷冻离心获得藻细胞，参照Griffiths等 [ 1 5 ]的方

法，依次加入甲醇钠(NaOMe，0.5 mol/L)和BF3-

甲醇溶液(14%)进行两步甲酯化，以C19为内标。

然后采用Agilent 7890A/5975C气-质联用仪分析脂

肪酸甲酯，毛细管柱为Supelco Omegawax320

(30.0 mm×0.25 μm)。根据Sigma脂肪酸标准品的

分析图谱和保留时间对样品脂肪酸进行定性，

按内标法 [16]计算ARA、EPA和DHA的绝对含量

(mg/g DW)。每组样品平行测量3次。

1.4    数据分析和处理

结果以平均值±标准差(mean±SD)表示，采

用PASW Stat is t ics  18.0软件进行方差分析和

Duncan氏多重比较，并对三因素不同水平均值求

算估计边际均值和两两比较分析，以P<0.05表示

差异显著。

2    结果与分析

2.1    不同盐度—光照强度—温度组合对角毛

藻SHOU-B98生物量的影响

各实验组藻细胞生物量自培养第4天时产生

显著差异。实验期间，组5[12、30 μmol/(m2·s)和

30 °C]和组9[18、50 μmol/(m2·s)和20 °C]生物量增

长最快且第10天达到最大生物量，干重均为0.14

g/L，显著高于其他组(P<0.05)(图1)。其次为组3[6、

50 μmol/(m2·s)和30 °C]、组4[12、10 μmol/(m2·s)和

20 °C]和组7[18、10 μmol/(m2·s)和30 °C]。组1[6、

10 μmol/(m2·s)和10 °C]生物量略有下降。

表 1    正交实验设计表

Tab. 1    L9(34) orthogonal test used for study

实验号 treatments no. 1 2 3 4 5 6 7 8 9

盐度 salinity 6 6 6 12 12 12 18 18 18

光强/[μmol/(m2·s)] light intensity 10 30 50 10 30 50 10 30 50

温度/°C temperature 10 20 30 20 30 10 30 10 20
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2.2    不同盐度—光照强度—温度组合对角毛

藻SHOU-B98的ARA、EPA和DHA含量的影响

盐度—光照强度—温度组合条件对角毛藻

SHOU-B98细胞ARA、EPA和DHA含量有显著影

响。从细胞ARA水平看，组3[6、50 μmol/(m2·s)
和30 °C]藻细胞的ARA含量始终是9个实验组中

最高，显著高于其他组(P<0.05)，且该组ARA含

量在第10天时达到最大，为3.49 mg/g DW。从细

胞EPA水平看，在第2、8和10天，组9[18、50 μmol/
(m2·s)和20 °C]藻细胞中EPA含量最高，且该组

EPA含量在第10天时达到最大，为14.10 mg/g
DW；在第4和6天，藻细胞EPA含量分别在组

8[18、30 μmol/(m2·s)和10 °C]和组7[18、10 μmol/
(m2·s)和30 °C]中最高。从细胞DHA水平看，第

4天时组4[12、10 μmol/(m2·s)和20 °C]藻细胞

DHA含量 (2 .47 mg/g  DW)最高，其余时间组

9[18、50 μmol/(m2·s)和20 °C]藻细胞的DHA含量

最高，且该组在第6天时到达最大(1.88 mg/g DW)
(表2)。

对不同盐度—光照强度—温度组合下角毛

藻SHOU-B98的ARA含量的方差分析表明：盐度

始终对角毛藻SHOU-B98的ARA含量有显著或极

显著影响；培养第4天后，温度对藻细胞ARA含

量有极显著性影响；培养第6天后，光照强度对

藻细胞ARA含量有极显著性影响；第4天后盐

度 、 光 照 强 度 和 温 度 的 交 互 作 用 对 角 毛 藻

SHOU-B98的ARA含量均有极显著影响[F误差D>
F0.01(2,16)]。培养第2天，盐度对藻细胞ARA含量

的影响最大。培养第 6天后，温度对藻细胞

ARA含量的影响最大。三因素对藻细胞ARA含

量影响的主次顺序为温度＞光照强度＞盐度

(表3)。
根据三因素不同水平均值的估计边际均值

和两两比较分析，第 2、 4、 6和 8天时角毛藻

SHOU-B98细胞积累ARA的最优培养条件是[6、
50 μmol/(m2·s)和30 °C]；第10天时，培养盐度对

细胞积累ARA含量无显著影响，且细胞积累

ARA的最优光照强度和温度条件分别是50 μmol/
(m2·s)和30 °C。因此，角毛藻SHOU-B98细胞积

累ARA的最优培养组合条件为盐度6、光照强度

50 μmol/(m2·s)和温度30 °C(表4)。
对不同盐度—光照强度—温度组合下角毛

藻SHOU-B98的EPA含量的方差分析表明：盐度

始终对藻细胞EPA含量有极显著影响；第2、6、
8和10天光照强度对藻细胞EPA含量有极显著影

响；在第8天和第10天，温度对藻细胞EPA含量

有极显著影响；第4、6和10天，盐度、光照强度

和温度的交互作用对角毛藻SHOU-B98的EPA含

量有极显著影响[F误差D >F0.01(2,16)]。实验期间，

盐度始终是三因素中影响角毛藻SHOU-B98 EPA
含量的最主要因素(表5)。

根据三因素不同水平均值的估计边际均值

和两两比较分析，实验期间，高盐度(18)、强光

 
图 1    不同培养时间下盐度-光强-温度组合对角毛藻SHOU-B98生物量的影响

上标不同小写字母表示同一时刻不同实验组之间存在显著差异(P<0.05)

Fig. 1    Effect of salinity-light intensity-temperature combinations on the biomass of
Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different culture time

The column super-marked with different letters means significant difference among the treatments at the same time (P<0.05)
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表 2    不同盐度—光强—温度组合条件对角毛藻SHOU-B98细胞ARA、EPA和DHA含量(mg/g DW)的影响

Tab. 2    Effect of salinity-light intensity-temperature combinations on ARA, EPA and DHA contents (mg/g DW) of
Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different culture time

脂肪酸/
(mg/g DW)
fatty acids

时间/d
time

实验组 treatments

1 2 3 4 5 6 7 8 9

ARA 2 0.77±0.19bcA 0.90±0.09abB 1.02±0.18aC 0.35±0.02dD 0.59±0.01cdC 0.54±0.06cdA 0.53±0.14cdD 0.58±0.02cdB 0.74±0.1bcD

4 0.56±0.11eB 1.32±0.02bA 2.28±0.34aB 1.12±0.06bcA 0.91±0.11cdBC 0.57±0.04eA 1.06±0.14bcdB 0.79±0.01deA 1.04±0.14bcdC

6 0.57±0.07cdB 1.02±0.12bcB 2.21±0.55aB 0.98±0.15bcdB 1.16±0.54bB 0.54±0.07cdA 0.89±0.00bcdBC 0.48±0.05dC 1.19±0.07bBC

8 0.47±0.06deB 0.49±0.06deC 2.05±0.4aB 0.44±0.07deD 0.99±0.13cBC 0.29±0.01eB 0.76±0.17cdC 0.31±0.04eE 1.43±0.21bB

10 0.26±0.04fC 0.62±0.16deC 3.49±0.25aA 0.75±0.07dC 3.14±0.21bA 0.32±0.02fB 1.32±0.09cA 0.42±0.02efD 3.19±0.18bA

EPA 2 2.61±0.42dB 2.88±0.26cdB 3.27±0.51bcdC 3.05±0.11cdD 3.64±0.19bcdC 4.82±1.03bC 4.43±1.42bcC 6.44±1.49aC 7.77±0.69aC

4 2.87±0.35eB 5.16±0.68dA 7.25±0.87cA 11.46±0.61aA 7.67±0.71cA 7.12±0.52cAB 11.02±0.76aA 11.61±0.60aA 9.07±0.65bB

6 3.79±0.08cA 4.96±0.04bA 5.01±1.18bB 7.69±0.91aB 5.01±0.84bB 7.85±0.16aA 8.71±0.50aB 8.22±0.72aB 8.28±0.64aBC

8 3.46±0.36dA 3.09±0.15dB 2.81±0.18deC 4.53±0.08cC 2.14±0.52eD 4.87±0.20cC 4.38±0.24cC 5.94±0.8bC 7.79±0.66aC

10 2.39±0.19fB 4.71±1.44dA 3.32±0.53efC 6.92±0.46cB 5.07±0.23dB 6.58±0.52cB 4.57±0.20deC 8.96±1.00bB 14.10±0.72aA

DHA 2 1.17±0.37bcdA 1.02±0.12cdeA 1.31±0.17bcA 0.73±0.12eD 0.87±0.11deBC 1.32±0.22bcA 0.84±0.13deB 1.45±0.03bB 1.71±0.16aA

4 0.72±0.07fB 1.01±0.02efA 1.67±0.30bcA 2.47±0.05aA 1.28±0.05deA 1.44±0.15cdA 1.97±0.17bA 2.02±0.04bA 1.83±0.41bA

6 0.84±0.08eAB 0.99±0.03eA 1.43±0.40cA 1.88±0.08aB 1.09±0.25deAB 1.37±0.13cdA 1.77±0.50abA 1.46±0.23bcA 1.88±0.10aA

8 0.74±0.16bB 0.26±0.13dB 0.53±0.04cB 0.64±0.09bcD 0.63±0.05bcC 0.49±0.07cB 0.53±0.03cC 0.59±0.09bcC 1.39±0.13aB

10 0.31±0.06eC 0.37±0.09eB 0.73±0.09cdB 1.18±0.12bC 0.89±0.14cB 0.68±0.10dB 0.64±0.02dBC 0.91±0.05cBC 1.59±0.18aAB

注：同一脂肪酸同一行数据上标不同小写字母表示不同实验组之间差异显著(P<0.05)；同一脂肪酸同一列数据上标不同大写字母表示不同培养

时间之间差异显著(P<0.05)
Notes: the data in the same line super-marked with different letters means significant difference among the treatments (P<0.05). the data in the same
column of same fatty acid super-marked with different capital letters means significant difference among different culture time (P<0.05)

表 3    在不同培养时间下三因素对角毛藻SHOU-B98的ARA含量影响的方差分析

Tab. 3    Analysis of variance for the effect of the three factors on ARA content of Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different
culture time

来源 source df MS2d MS4d MS6d MS8d MS10d F2d F4d F6d F8d F10d Fα

重复 repeat 2 0.03 0.03 0.06 0.00 0.00 1.27 0.30 1.12 0.11 0.03

处理 treatment 8 0.13 0.81 0.83 1.06 5.62 5.06** 8.03** 15.67** 28.45** 256.8** F0.05(8,16)=2.59

盐度 salinity 2 0.29 0.70 0.47 0.43 0.14 11.44** 6.98** 8.81** 11.42** 6.44* F0.01(8,16)=3.89

光强 light intensity 2 0.13 0.36 0.66 1.38 5.52 5.20 3.60 12.38** 37.09** 252.6** F0.05(2,16)=3.63

温度 temperature 2 0.05 1.40 1.82 1.87 12.11 2.11 14.01** 34.26** 50.09** 553.9** F0.01(2,16)=6.23

误差 D error D 2 0.04 0.76 0.38 0.57 4.69 1.57 41.14** 7.24** 15.20** 214.3**

误差 E error E 16 0.02 0.02 0.05 0.04 0.02

总误差 total error 18 0.03 0.10 0.09 0.10 0.54

总变异 total variations 26

注：数据上标* 表示差异显著(0.01<P<0.05)；上标**表示差异极显著(P<0.01)，下同

Notes: The data super-marked with * means the significance is 0.01<P<0.05 and data with ** means the significance is P<0.01, the same below
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照强度[50 μmol/(m2·s)]和适中温度(20 °C)始终有

利于角毛藻SHOU-B98细胞合成EPA。因此，角

毛藻SHOU-B98细胞积累EPA的最优培养组合条

件为盐度18、光照强度50 μmol/(m2·s)和温度20 °C

(表6)。

对不同盐度—光照强度—温度组合下角毛

藻SHOU-B98的DHA含量的方差分析表明：第

4、6、8和10天盐度对藻细胞DHA含量有显著或

极显著影响；第2、6、8和10天光照强度对藻细

胞DHA含量有极显著影响；第6、8和10天温度对

藻细胞DHA含量有极显著影响。培养期间盐度、

光照强度和温度的交互作用始终对角毛藻SHOU-

B98的DHA含量有显著或极显著影响 [F误差 D>

F0.05(2,16)]。培养第6天后，盐度是三因素中影响

藻细胞DHA含量的首要因素(表7)。

根据三因素不同水平均值的估计边际均值

和两两比较分析，高盐度 (18)、强光照强度 [50

μmol/(m2·s)]和适中温度(20 °C)始终有利于角毛藻

SHOU-B98细胞合成DHA。因此，培养中后期角

毛藻SHOU-B98细胞积累DHA的最优培养组合条

件为盐度18、光照强度50 μmol/(m2·s)和温度20 °C

(表8)。

表 4    角毛藻SHOU-B98细胞ARA含量的三因素不同水平均值的估计边际均值和两两比较分析

Tab. 4    Estimated marginal means and pairwise comparisons of means on celluar ARA content of
Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different levels of the three factors

培养时间/d
culture time

各因素的水平均值 means of different levels of each factor

标准误

standard error
盐度 salinity

 
光强/[μmol/(m2·s)] light intensity

 
温度/°C temperature

6 12 18 10 30 50 10 20 30

2 0.90a 0.50c 0.62b

 

0.55b 0.69a 0.77a

 

0.63a 0.66a 0.71a 0.036

4 1.39a 0.86b 0.96b 0.91b 1.00ab 1.30a 0.64b 1.16a 1.42a 0.102

6 1.27a 0.89b 0.86b 0.81b 0.89b 1.31a 0.53c 1.01b 1.42a 0.098

8 1.00a 0.57c 0.83bc 0.56b 0.59b 1.25a 0.35c 0.79b 1.27a 0.098

10 1.46a 1.40a 1.64a 0.77b 1.39b 2.33a 0.33c 1.52b 2.65a 0.232

注：同一行同一因素数据上标不同小写字母表示差异显著(P<0.05)，下同

Notes: The data of the same factor in the same line super-marked with different letters means significant difference among the treatments (P<0.05), the
same below

表 5    在不同培养时间下三因素对角毛藻SHOU-B98的EPA含量影响的方差分析

Tab. 5    Analysis of variance for the effect of the three factors on EPA content of Chaetoceros sp. SHOU-B98
at different culture time

来源 source df MS2d MS4d MS6d MS8d MS10d F2d F4d F6d F8d F10d Fα

重复 repeat 2 0.27 0.04 0.12 0.05 0.31 0.41 0.01 0.37 0.25 0.60

处理 treatment 8 9.32 26.59 10.60 9.11 37.32 14.36** 7.31** 31.93** 46.36** 72.06** F0.05(8,16)=2.59

盐度 salinity 2 26.00 69.94 33.14 20.76 74.13 40.08** 19.22** 99.85** 105.63** 143.15** F0.01(8,16)=3.89

光强 light intensity 2 8.32 0.91 2.26 4.92 25.60 12.82** 0.25 6.82** 25.03** 49.43** F0.05(2,16)=3.63

温度 temperature 2 2.01 5.94 1.19 10.44 41.36 3.10 1.63 3.58 53.13** 79.87** F0.01(2,16)=6.23

误差 D error D 2 0.93 29.58 5.80 0.33 8.18 1.52 74.58** 17.46** 1.67 15.80**

误差 E error E 16 0.61 0.40 0.33 0.20 0.52

总误差 total error 18 0.65 3.64 0.94 0.21 1.37

总变异 total variations 26

9 期 黄旭雄，等：盐度—光照强度—温度对角毛藻生长及高不饱和脂肪酸含量的影响 1455

 

http://www.scxuebao.cn



表 6    角毛藻SHOU-B98细胞EPA含量的三因素不同水平均值的估计边际均值和两两比较分析

Tab. 6    Estimated marginal means and pairwise comparisons of means on celluar EPA content of
Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different levels of the three factors

培养时间/d
culture time

各因素的水平均值 means of different levels of each factor

标准误

standard error
盐度 salinity

 
光强/[μmol/(m2·s)] light intensity

 
温度/°C temperature

6 12 18 10 30 50 10 20 30

2 2.92c 3.84b 6.21a

 

3.36c 4.32b 5.29a

 

4.62a 4.57a 3.79b 0.261

4 5.09c 8.75b 10.56a 8.45a 8.15a 7.81a 7.20a 8.56a 8.65a 0.604

6 4.59c 6.85b 8.40a 6.73ab 6.06b 7.05a 6.62a 6.97a 6.25a 0.309

8 3.12c 3.85b 6.04a 4.12b 3.72b 5.16a 4.76b 5.13a 3.11c 0.147

10 3.48c 6.19b 9.21a 4.63c 6.25b 8.00a 5.98b 8.57a 4.32c 0.375

表 7    在不同培养时间下三因素对角毛藻SHOU-B98的DHA含量影响的方差分析

Tab. 7    Analysis of variance for the effect of the three factors on DHA content of
Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different culture time

来源 source df MS2d MS4d MS6d MS8d MS10d F2d F4d F6d F8d F10d Fα

重复 repeat 2 0.01 0.15 0.00 0.00 0.00 0.08 0.75 0.02 0.16 0.18

处理 treatment 8 0.36 0.79 0.44 0.29 0.47 4.92** 3.89** 13.51** 27.11** 39.56** F0.05(8,16)=2.59

盐度 salinity 2 0.25 1.08 0.96 0.26 0.84 3.43 5.35* 29.28** 24.50** 69.83** F0.01(8,16)=3.89

光强 light intensity 2 0.83 0.31 0.33 0.22 0.24 11.36** 1.56 10.00** 20.46** 19.81** F0.05(2,16)=3.63

温度 temperature 2 0.11 0.43 0.29 0.10 0.41 1.49 2.16 8.97** 9.66** 33.88** F0.01(2,16)=6.23

误差 D error D 2 0.25 1.31 0.19 0.57 0.42 4.86* 20.82** 5.77* 53.82** 34.73**

误差 E error E 16 0.05 0.06 0.03 0.01 0.01

总误差 total error 18 0.07 0.20 0.05 0.07 0.06

总变异 total variations 26

表 8    角毛藻SHOU-B98细胞DHA含量的三因素不同水平均值的估计边际均值和两两比较分析

Tab. 8    Estimated marginal means and pairwise comparisons of means on celluar DHA content of
Chaetoceros sp. SHOU-B98 at different levels of the three factors

培养时间/d
culture time

各因素的水平均值 means of different levels of each factor

标准误

standard error
盐度 salinity

 
光强/[μmol/(m2·s)] light intensity

 
温度/°C temperature

6 12 18 10 30 50 10 20 30

2 1.17b 0.98b 1.40a

 

0.91b 1.12b 1.51a

 

1.32a 1.22a 1.01b 0.069

4 1.13c 1.73b 1.94a 1.72a 1.43a 1.65a 1.40b 1.77a 1.64a 0.088

6 1.09c 1.45b 1.71a 1.50a 1.18b 1.56a 1.23b 1.59a 1.43ab 0.072

8 0.51c 0.59ab 0.84a 0.64ab 0.49b 0.80a 0.61a 0.77a 0.56a 0.085

10 0.47b 0.91a 1.05a 0.71b 0.72b 1.00a 0.63b 1.05a 0.75b 0.075
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3    讨论

环境因子的交互作用对藻类生长的影响在

鼠尾藻 [12]、旋链角毛藻 [13]和两栖盖丝藻(Geitler-
inema amphibium) [17 ]上已得到了证实。本研究

中，从生物量的变化图可知，不同盐度、光照

强度和温度组合对角毛藻SHOU-B98有显著影

响。盐度12、光强30 μmol/(m2·s)和温度30 °C的组

合及盐度18、光强50 μmol/(m2·s)和温度20 °C的组

合下角毛藻SHOU-B98生物量增长最快。而曾蓓

蓓等 [14]采用单因子实验方法得到的角毛藻SHOU-
B98生物量生长的最适盐度、光照强度和温度分

别为12.6、28 μmol/(m2·s)和22.3 °C，其生长最佳

培养条件与本研究结果略有差别，表明盐度、

温度和光照强度的交互作用或许也是影响到角

毛藻SHOU-B98的生长的重要因素。

环境因素在影响微藻生长的同时，也影响

微藻的代谢过程，从而导致细胞营养物质的含

量发生变化。光照可以通过一系列铁氧还原蛋

白和硫氧还原蛋白参与信号传导，激活质体中

的乙酰辅酶A羧化酶(ACCase)，诱导ACCase酶调

节脂肪酸的合成[18]。光照强度过高很容易导致多

不饱和脂肪酸的氧化损伤，但是会促进饱和脂

肪酸(SFA)和单不饱和脂肪酸(MUFA)的合成 [2]。

曹春晖等 [19]对4株海洋绿藻的脂肪酸组成研究发

现， 4株绿藻的 A R A含量和多不饱和脂肪酸

(PUFA)总量均随光照强度的增加而降低。郭兵

等 [20]发现球等鞭金藻(I. sphaerica)中ARA含量随

光照强度的增强而降低；李荷芳等[21]研究指出前

沟藻(Amphidinium sp.)的DHA含量随光照强度的

增大而降低；蒋霞敏等 [22-23]对微绿球藻(Nanno-
chloropsis oculata)和绿色巴夫藻(Pavlov viridis)的
研究中发现PUFA含量随光强的增强而降低。然

而，对纤细角毛藻(C. gracilis)的研究则表明高光

照有利于ARA在其细胞内的积累，50 μmol/(m2·s)
时ARA占总脂肪酸的比例为1.69%，而在140 μmol/
(m2·s)时上升到4.81% [24]；Lee等 [25]指出紫球藻

(Porphyridium cruentum) EPA含量同样随光照强度

的增加而增加，这与本实验的研究结果相似。

本研究所采用的3个光照强度梯度 [10、30和50
μmol/(m2·s)]中，在50 μmol/(m2·s)的光照强度下，

角毛藻SHOU-B98细胞的ARA、EPA和DHA含量

均最大。上述研究中，光照强度改变引起微藻

脂肪酸组成产生不同变化的原因，推测一方面

与藻种有关，Renaud等 [26]认为由于不同的微藻细

胞中存在不同类型的去饱和酶，而这些酶的活

性 受 光 强 的 影 响 不 同 ， 所 以 不 同 种 微 藻 其

ARA、EPA和DHA随光照强度的变化也会有差

异。另一方面与实验所采用的光照强度的范围

有关。从生物量增长情况看，由于温度、盐度

和光照强度之间存在交互作用，50 μmol/(m2·s)的
光照强度依然处于角毛藻SHOU-B98的最适宜生

长的光照强度范围。

温度能够调节脂肪酸合成过程中相关酶的

活性，从而影响微藻细胞的脂肪酸组成[27]。通常

高温会引起微藻细胞SFA含量的增加、PUFA含

量的减少。在低温环境中，某些微藻细胞通过

提高细胞中脂肪酸的不饱和程度来增加细胞膜

的 流 动 性 从 而 保 证 细 胞 进 行 正 常 的 生 理 活

动 [28-29]。而高温时SFA含量的增加被认为是维持

细胞膜完整性的一种策略 [30-31]。高秀芝等 [32]发现

不同培养温度对2株曼氏骨条藻(Skelelonema munzelii)
SM-1和SM-2脂肪酸组成的影响极显著(P<0.01)，
二者ARA和EPA含量都随温度的升高呈先上升后

下降的趋势，15 °C时达到最高，此时ARA含量

分别为0.53%和0.43%，EPA含量分别为18.87%和

19.97%。蒋霞敏等 [23]指出温度对微绿球藻脂肪酸

组成的影响较明显，EPA在20 °C时最高，为

30.57%，30 °C时急剧下降，为11.94%。低温胁

迫可有效提高裂壶菌 (Schizochytrium  sp. FJU-
5 1 2 )细胞内 D H A的含量， 1 5  ° C时最高，为

64.11%[33]。在本研究中，角毛藻SHOU-B98细胞

内的ARA含量在高温 (30 °C)组最大，而EPA和

DHA含量则在中温(20 °C)时最高。表明高温对藻

细胞不同PUFA的含量有不同的影响。这或许与

不同脂肪酸的生物学功能有关。EPA和DHA作为

极性膜脂的重要组分，除了其固有的生物学功

能外，还影响细胞膜的流动性，在高温条件下，

藻细胞无需通过合成更多的EPA和DHA来增加细

胞膜的流动性。而ARA则有助于生物体提升抗

高温胁迫的能力[34]，因此高的培养温度下，角毛

藻SHOU-B98细胞蓄积了高的ARA含量。类似的

结果在小环藻(Cyclotella sp.) SHOU-B108中也得

到证实。

Azachi等 [35]认为盐度的变化能够影响微藻细

胞的β-酮脂酰-CoA合成酶[β-ketoacyl-coenzyme A
(CoA) synthases (Kcs)]和脂肪酸去饱和酶的合成，

β-酮脂酰-CoA合成酶是催化脂肪酸碳链延长步骤
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的关键限速酶，SFA在去饱和酶的作用下形成

MUFA或PUFA。盐度还会影响微藻的光合作用

和呼吸作用的电子传递系统，从而影响细胞脂

肪酸的合成。微藻细胞在高盐度下生长需要消

耗更多的能量，因此细胞内储存的脂肪含量相

应增加，叶绿素含量增加，细胞光合作用增

强。但是，在高盐度下，细胞膜流动性和渗透

性较差，PUFA含量下降，而总脂含量增加 [36]。

绿色巴夫藻在低盐度条件下有利于PUFA (n-3)及
EPA的合成[22]。冯雷等[37]对4株海洋绿藻的EPA含

量研究发现，在低盐度(16)时4株海洋绿藻细胞

蓄积有最大的EPA。而曼氏骨条藻SM-1和SM-
2的ARA和EPA含量随盐度的增加呈先上升后下

降的趋势，ARA含量分别在盐度20和15时最高，

EPA含量在盐度15时达到最高 [32]。缪锦来等 [38]指

出，绿藻Pyramimonas sp.细胞中C20:4脂肪酸的含

量随着盐度的下降而上升。Teshima等 [39]报道了

一种小球藻(Chlorella saccharophial )在盐度4~30
内其细胞脂肪酸组成及含量并无显著变化。吴

瑞珊等 [40]报道了眼点拟微球藻(Nannochloropsis
oculata)积累EPA的最适盐度范围为27.0~29.0，盐

度处于14.5~33.5对EPA的含量无显著影响。本研

究中，低盐度(6)有利于角毛藻SHOU-B98细胞蓄

积高含量的ARA，高盐度 (18 )有利于角毛藻

SHOU-B98细胞蓄积高含量的EPA和DHA。上述

结果显示，盐度对微藻细胞脂肪酸的影响，不

但具有微藻种的特异性，而且还具有脂肪酸的

特异性。

综上所述，盐度、光照强度、温度三因素

对角毛藻SHOU-B98的生长及高不饱和脂肪酸含

量均有显著影响，且存在因素间的交互作用。

在盐度12、光照强度30 μmol/(m2·s)和温度30 °C的

组合及盐度18、光照强度50 μmol/(m2·s)和温度20 °C
的组合条件下角毛藻SHOU-B98能获得最大的生

物量，细胞积累ARA的最优培养组合条件为盐

度6、光照强度50 μmol/(m2·s)和温度30 °C。细胞

积累EPA和DHA的最优培养组合条件为盐度18、
光照强度50 μmol/(m2·s)和温度20 °C。
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Effects of salinity-light intensity-temperature combinations on the growth and
highly unsaturated fatty acids of Chaetoceros sp. SHOU-B98

HUANG Xuxiong1,2,3 *,    ZENG Beibei1,    MU Liangliang1,    CAI Jing1,    WEI Likun1

(1. Key Laboratory of Genetic Resources for Freshwater Aquaculture and Fisheries, Ministry of Agriculture,
Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;

2. Shanghai Engineering Research Center of Aquaculture, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China;
3. Aquatic Animal Genetic Breeding Center Collaborative Innovation Center in Shanghai,

Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Orthogonal experiments L9(3
4) were applied to investigate the effects of different salinity (6, 12 and 18),

light intensity [10, 30 and 50 μmol/(m2·s)] and temperature (10, 20 and 30 °C) combinations on the growth and
cellular contents of arachidonic acid (ARA), eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) in
Chaetoceros sp. SHOU-B98. The results showed that salinity, light intensity, temperature and the interaction of the
three factors had significant effects on growth and highly unsaturated fatty acid contents of the microalgae. Under
salinity 12, light intensity 30 μmol/(m2·s) and temperature 30 °C combination and salinity 18, light intensity
50 μmol/(m2·s) and temperature 20 °C combination, the microalgae displayed the fastest growth and highest
biomass since the 4th day (P<0.05). The best culture conditions for cell to accumulate different highly unsaturated
fatty acids were also different. The optimal combined culture condition for Chaetoceros sp. SHOU-B98 cell to
accumulate ARA was combination of salinity 6, light intensity 50 μmol/(m2·s) and temperature 30 °C. While the
optimal  culture  condition  to  accumulate  EPA or  DHA was  combination  of  salinity  18,  light  intensity  50
μmol/(m2·s) and temperature 20 °C. Therefore the suitable culture condition for microalgae Chaetoceros  sp.
SHOU-B98 with fast growth and high fatty acid nutrition value is the combination of salinity 18, light intensity 50
μmol/(m2·s) and temperature 20 °C.

Key words: Chaetoceros sp.; salinity; light intensity; temperature; highly unsaturated fatty acids
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