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  摘  要   作为虾、蟹、贝幼体以及海水仔鱼的生物饵料, 新月菱形藻和铲状菱形藻提供的必

需脂肪酸主要是 20B5( n- 3) , 杷夫藻提供的主要是 22B6( n- 3) , 在本试验条件下既能使微藻快速

生长 ,又能合成较多脂肪以及( n- 3)高度不饱和脂肪酸的最适温度因藻种而异, 新月菱形藻为

20e 、铲状菱形藻为 15e 、杷夫藻为 20 e 。
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微藻是虾、蟹、贝幼体不可缺少的生物饵料,也用于培养浮游动物(如轮虫、桡足类等) ,

海水仔鱼则通过摄取轮虫等间接地从微藻中获得必需脂肪酸等营养物质。然而微藻作为生

物饵料能否满足它们的营养需求,这与微藻的大小、可消化性、尤其是营养价值有关, 微藻的

营养价值主要取决于微藻的生化组成以及幼体的营养需求, 在微藻的生化组成中脂肪酸的

组成尤为重要, 高度不饱和脂肪酸( HU FA)是海水仔鱼、虾蟹贝幼体的必需脂肪酸, 它们关

系到仔鱼和幼体的生长和存活。影响微藻生化组成的环境因子中, 温度是影响微藻细胞合成

脂肪和脂肪酸的重要因子之一, 至于温度如何影响, 至今还不完全明了,有报道某些微藻在

较低温度时能够合成较多的不饱和脂肪酸,然而 James等[ 1989]和 Thompson 等[ 1992b]均

提出温度的影响因藻种而异。本试验以澳大利亚海域中分离出的三种微藻 ) ) ) 新月菱形藻

(N itz schia closter ium )、铲状菱形藻(Ni tz schia paleacea)和杷夫藻(Pavlova sp . )为研究对象,

研究温度对这三种微藻生长、总脂肪含量及脂肪酸组成的影响, 并将它们与苗种生产中常用

的已商品化的大溪地等边金藻(T ahit ian I sochrysi s sp . ) 相比较,探讨它们的最适培养温度,

及其在苗种生产中作为饵料的价值。

1  材料与方法

1. 1  微藻及其培养

新月菱形藻 (N . closterium ) 和铲状菱形藻(N . paleacea)从北澳 Darw in 港的海水中分

离出纯种培养, 杷夫藻( Pavlova sp . )从西澳 Stevens港的海水中分离出纯种培养。对照的大

溪地等边金藻( T ahi tian I sochrysis sp . )取自于 CSIRO藻类培养中心。

  试验用海水经0. 45 Lm滤纸过滤,盐度为25 ? 1,根据 f / 2配制培养液[ Guillard等, 1962] ,
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3L 三角烧瓶中培养液为 1. 5L ,灭菌后接种培养。每瓶微藻都连续充气培养,空气经过过滤,

其速率为 10mL min- 1,培养时的光照强度为( 80 ? 2)Lmo l m - 2S- 1,每天 12小时光照、12小

时黑暗, pH 为 8. 6 ? 0. 3。微藻的培养温度分别用控温仪控制到试验温度(表 1) ? 0. 5 e ,每
种微藻在每个试验温度作三个平行试验。每天用血球计数板对每瓶微藻进行计数,在微藻指

数生长期的后期进行收获,生长率L以L= ln( F 1/ F0) / ( T 1- T 0)进行计算, 其中 F0 和 F1 分别

为开始培养 T0 和收获 T 1时的微藻生物量,将已收获的每瓶微藻分别冷冻干燥, 并于- 70 e
保存待分析。

1. 2  化学分析

对冷冻干燥后的每瓶微藻样品分析其总脂肪含量和脂肪酸组成。用 Bligh 等[ 1959]的重

量法分析总脂肪含量。脂肪酸组成的分析先按 Vo lkman 等[ 1989]的方法将脂肪酸甲酯化,

然后用 Var ian 6 000气相色谱仪进行分析[ Renaud等, 1994]。

2  结果

2. 1  微藻的生长

表 1表明四种微藻的适温范围不同,新月菱形藻为 20~ 30 e , 铲状菱形藻为 10~ 25 e 、

杷夫藻和大溪地等边金藻为 15~ 30 e 。即使微藻在其适温范围内, 细胞生长繁殖的速度也因

温度而异,新月菱形藻的最适温度为 20~ 25 e 、铲状菱形藻为 15 e 、杷夫藻为 20 e 、大溪地
等边金藻为 30~ 35 e 。如果培养温度高于或低于其适温范围,如新月菱形藻分别在 35 e 和

15 e 时、铲状菱形藻在 30 e 时,微藻细胞会停止生长,甚至逐渐死亡。

表 1 不同温度条件下微藻的生长

Table 1  Growth of microalgae at dif ferent temperature

试验温度

( e )

微藻的生长率L

新月菱形藻 铲状菱形藻 杷夫藻 大溪地等边金藻

10 - 0. 21* 0. 20 ? 0. 01 0. 11* 0. 09*

15 - 0. 16* 0. 38 ? 0. 01 0. 27 ? 0. 01 0. 36 ? 0. 01

20 0. 38 ? 0. 03 0. 34 ? 0. 01 0. 55 ? 0. 01 0. 55 ? 0. 04

25 0. 38 ? 0. 02 0. 35 ? 0. 01 0. 40 ? 0. 02 0. 69 ? 0. 02

30 0. 31 ? 0. 08 - 0. 01* 0. 34 ? 0. 01 0. 69 ? 0. 01

35 0. 08* 0. 13* 0. 02*

  * 为只有一次生长试验。

2. 2  微藻的总脂肪含量

图 1表明新月菱形藻的总脂肪含量与培养温度之间呈显著负相关( r2= 0. 58, p< 0. 05) ,

含脂量随温度的升高而逐渐减少, 在 20 e 时的含脂量最高达干重的 19. 9%。铲状菱形藻在

10 e 时的总脂肪含量最高为干重的 20. 1% ,然而在此温度时的生长缓慢, 其含脂量与生长率

之间呈显著的负相关( r2= 0. 83, p< 0. 05) 。杷夫藻和大溪地等边金藻在 20 e 时的含脂量最

高,分别为干重的 25. 6%和 29. 6% ,如果温度高于或低于 20 e 它们的含脂量将随着温度的

升高或降低而减少。
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图 1 不同温度条件下微藻的总脂肪含量

Fig . 1  Tot al lipid content o f micr oalga e

at dif fer ent temperature

w为新月菱形藻; p 为杷夫藻;

v为铲状菱形藻; o为大溪地等边金藻

2. 3  微藻的脂肪酸组成

由表 2可知,新月菱形藻含有较多的 14B0、
16B0、16B1( n - 7)、16B2( n- 7)、16B3( n- 4)和

20B5( n- 3) ,其中 20B5( n- 3)的含量与温度之

间呈显著的负相关( r
2
= 0. 48, P< 0. 05) ,在 20 e

时含量最高占总脂肪酸的 8. 3%, 其余脂肪酸的

含量与温度之间没有显著的相关性。铲状菱形藻

含有较多的 14B0、16B0、16B1 ( n- 7)、16B2 ( n

- 7)、16B3( n- 4)和 20B5( n- 3) , 其中 20B5( n
- 3)与温度间呈显著负相关( r2= 0. 95, P< 0.

001) , 在 10 e 时的含量最高, 占总脂肪酸的 28.

4%,此外 16B0、16B1( n- 7) 和 16B3( n- 4)的含

量与温度间呈显著的正相关( r2 分别为 0. 83、0.

94和 0. 91, P< 0. 001)。杷夫藻含较多的 14B0、16

B0、16B1( n- 7)、18B1( n- 9)、18B3( n- 3)、18B4

( n- 3)、18B5( n- 3)和 22B6( n- 3) ,其中 18B1( n
- 9)、18B3( n- 3)、18B5( n- 3)和 22B6( n- 3)与

温度之间呈显著负相关( r2分别为 0. 88、0. 75、0. 83和 0. 62, 前三种脂肪酸 P< 0. 001,最后一

种 P< 0. 01) , 18B3( n- 3)和 22B6( n- 3)的含量在 15 e 最高,分别占总脂肪酸的 6. 1%和 8.

4%, 此外 16B1( n- 7) 的含量与温度之间呈显著正相关( r
2
= 0. 94, P< 0. 001)。大溪地等边

金藻含有较多的 14B0、16B0、16B1( n- 7)、18B1( n- 9)、18B3( n- 3)、18B4( n- 3)、18B5( n-

3)和 22B6( n- 3) ,其中 18B1( n- 9)、18B5( n- 3)和 22B6( n- 3)的含量与温度呈显著的负相

关( r
2
分别为 0. 66、0. 66和 0. 82, P< 0. 01) , 22B6( n- 3)在 15 e 的含量最高, 占总脂肪酸的

11. 4%,而 14B0、16B1( n- 7) 的含量与温度之间呈显著的正相关( r2 分别为0. 72和0. 63, P

< 0. 01)。

3  讨论

温度是影响微藻生长和繁殖的重要环境因子之一。四种微藻对温度的耐受力因藻种而

异,其中以新月菱形藻的适温范围最狭, 新月菱形藻和铲状菱形藻都适宜于在较低温度时生

长,杷夫藻的适温范围虽广,但也适宜于低温生长, 仅大溪地等边金藻为适宜于较高温度的

藻种。本试验微藻在适温范围内的生长因温度而异, 这与 James等[ 1989]对小球藻和微绿球

藻、Molina 等[ 1991]对 Tetr aselmis sp .、Alkha rs等[ 1985]室外培养小球藻的研究结果一

致, Dav ison[ 1991]曾提出对于光自养生物来说温度主要是通过控制酶动力学来影响其生

长。此外超出适温范围的温度对于微藻的伤害作用, 可能是由于微藻细胞出现不同程度的质

壁分离[湛江水产专科学校, 1980] , 从而影响了微藻的正常生命活动。
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表 2  不同温度条件下微藻的脂肪酸组成(以总脂肪酸的百分数表示)

Table 2 Fatty acid composition of microalgae at diffenent temperature,

( expressed in percentage of total fatty acid)

脂肪酸
新月菱形藻

20 e 25 e 30 e

铲状菱形藻

10 e 15 e 20 e 25 e

14B0    9. 1 ? 0. 6 13. 4 ? 2. 0 9. 0 ? 0. 7 4. 6 ? 0. 2 6. 9 ? 0. 3 6. 6 ? 0. 5 6. 7 ? 0. 4

16B0    
16B1( n- 7)

16B2( n- 7)

16B3( n- 4)

16B4( n- 1)

21. 6 ? 1. 4

39. 1 ? 1. 6

5. 2 ? 0. 9

4. 5 ? 0. 9

0. 8 ? 0. 2

17. 1 ? 1. 5

30. 7 ? 2. 1

7. 0? 2. 5

8. 9? 1. 7

 

20. 1 ? 1. 7

40. 9 ? 2. 5

5. 2 ? 2. 7

5. 8 ? 1. 1

 

9. 0 ? 0. 2

20. 6 ? 0. 6

6. 7 ? 0. 1

5. 6 ? 1. 1

1. 1 ? 0. 1

9. 9 ? 0. 3

25. 1 ? 0. 7

5. 9 ? 0. 4

9. 7 ? 0. 6

6. 7 ? 0. 6

11. 7 ? 0. 4

27. 4 ? 0. 6

6. 4 ? 0. 3

14. 0 ? 0. 6

3. 1 ? 0. 2

11. 5 ? 0. 5**

29. 5 ? 1. 2**

6. 3 ? 0. 3

14. 7 ? 0. 5 * *
0. 9 ? 0. 1

18B0    
18B1( n- 9)
18B2( n- 6)

18B3( n- 6)

18B3( n- 3)

18B4( n- 3)

0. 4 ? 0. 1

0. 8 ? 0. 1
0. 6 ? 0. 1

0. 7 ? 0. 1

0. 3 ? 0. 1

1. 8 ? 0. 4

1. 0? 0. 2

0. 3? 0. 2
0. 9? 0. 1

1. 3? 0. 1

0. 6? 0. 2

2. 0? 0. 4

0. 7 ? 0. 4

0. 4 ? 0. 2
0. 6 ? 0. 1

0. 7 ? 0. 1

0. 4 ? 0. 1

1. 4 ? 0. 4

0. 9 ? 0. 3

0. 7 ? 0. 3
1. 6 ? 0. 2

1. 3 ? 0. 5

0. 5 ? 0. 1

0. 5 ? 0. 3

0. 4 ? 0. 1

0. 9 ? 0. 3
1. 9 ? 0. 1

 
1. 1 ? 0. 2

0. 6 ? 0. 1

0. 3 ? 0. 1

0. 7 ? 0. 1
1. 4 ? 0. 2

0. 1 ? 0. 1

0. 8 ? 0. 1

0. 5 ? 0. 2

0. 5 ? 0. 1

1. 3 ? 0. 4
1. 2 ? 0. 1

0. 3 ? 0. 1

0. 5 ? 0. 1

0. 3 ? 0. 1

20B4( n- 6)

20B5( n- 3)

2. 7 ? 1. 8

8. 3 ? 0. 9

2. 3? 0. 4

7. 1? 2. 8

2. 1 ? 0. 2

6. 5 ? 0. 4*
0. 6 ? 0. 1

28. 4 ? 0. 9

 
24. 4 ? 1. 1

0. 2 ? 0. 1

20. 4 ? 2. 0

1. 2 ? 0. 2

18. 1 ? 1. 5**

22B6( n- 3) 0. 4 ? 0. 1 0. 2? 0. 1 0. 1 ? 0. 1 1. 2 ? 0. 2 1. 3 ? 0. 2 0. 8 ? 0. 1 0. 6 ? 0. 2

24B0       1. 0 ? 0. 2 0. 3 ? 0. 2 0. 1 ? 0. 1 0. 3 ? 0. 1

脂肪酸
杷 夫  藻

15 e 20 e 25 e 30 e

大溪地等边金藻

15 e 20 e 25 e 30 e
14B0    12. 9 ? 1. 6 17. 8 ? 1. 6 22. 6 ? 2. 0 22. 2 ? 2. 0 14. 8 ? 1. 5 20. 3 ? 1. 8 20. 2 ? 1. 2 22. 5 ? 1. 9* *

16B0    
16B1( n- 7)

16B3( n- 4)

16B2( n- 4)

10. 7 ? 1. 5

3. 1 ? 0. 4

0. 7 ? 0. 2

0. 9 ? 1. 0

8. 6 ? 0. 6

4. 0 ? 0. 2

0. 4 ? 0. 2

2. 3 ? 0. 2

10. 5 ? 1. 0

5. 2 ? 0. 4

0. 9 ? 0. 2

2. 8 ? 0. 7

14. 5 ? 1. 3

7. 4 ? 0. 5* *

1. 1 ? 0. 2

2. 2 ? 1. 5

7. 8 ? 0. 2

3. 7 ? 0. 4

0. 2 ? 0. 2

2. 6 ? 1. 3

8. 5 ? 0. 3

3. 6 ? 1. 1

0. 4 ? 0. 2

3. 2 ? 0. 9

9. 6 ? 1. 0

6. 9 ? 1. 4

0. 6 ? 0. 3

2. 6 ? 0. 3

9. 2 ? 1. 0

7. 0 ? 1. 2* *

0. 6 ? 0. 3

2. 4 ? 0. 9

18B0    
18B1( n- 9)

18B2( n- 6)

18B3( n- 6)

18B3( n- 3)

18B4( n- 3)

18B5( n- 3)

0. 1 ? 0. 2

15. 7 ? 1. 8

2. 4 ? 0. 3

 
6. 1 ? 0. 6

17. 5 ? 1. 6

8. 2 ? 1. 2

0. 3 ? 0. 2

12. 1 ? 0. 5

4. 3 ? 0. 2

 
5. 2 ? 0. 2

23. 5 ? 1. 4

8. 0 ? 1. 0

11. 4 ? 1. 2

2. 3 ? 0. 3

5. 4 ? 0. 6

25. 4 ? 1. 1

5. 5 ? 0. 7

25. 4 ? 1. 1

5. 5 ? 0. 7

 
9. 7 ? 0. 9* *

1. 7 ? 0. 2
 

4. 1 ? 0. 3* *

23. 4 ? 1. 6

0. 5 ? 0. 1* *

0. 2 ? 0. 1

8. 3 ? 0. 7

2. 9 ? 0. 1

0. 9 ? 0. 1

5. 9 ? 0. 3

24. 4 ? 0. 5

12. 8 ? 1. 8

0. 3 ? 0. 1

8. 7 ? 0. 7

3. 1 ? 0. 3

1. 0 ? 0. 2

5. 4 ? 0. 3

23. 5 ? 1. 1

6. 9 ? 2. 7

1. 0 ? 0. 1

5. 4 ? 0. 6

4. 8 ? 0. 9

2. 1 ? 0. 4

5. 4 ? 0. 5

21. 9 ? 0. 9

5. 4 ? 1. 6

0. 5 ? 0. 1

5. 6 ? 0. 3* *

4. 8 ? 1. 0

2. 5 ? 0. 5

4. 9 ? 1. 0

22. 0 ? 1. 8

4. 8 ? 2. 2* *

20B5( n- 3) 0. 2 ? 0. 1 0. 5 ? 0. 1 0. 3 ? 0. 1 0. 4 ? 1. 0 0. 5 ? 0. 1 0. 5 ? 0. 1 0. 6 ? 0. 1 1. 0 ? 0. 2

22B5( n- 3) 1. 1 ? 0. 2 1. 1 ? 0. 1 0. 6 ? 0. 2 0. 5 ? 0. 3 1. 3 ? 0. 1 1. 0 ? 0. 1 0. 8 ? 0. 1 0. 7 ? 0. 1

22B6( n- 3) 8. 4 ? 1. 8 9. 0 ? 0. 1 6. 0 ? 1. 0 6. 2 ? 0. 9* * 11. 4 ? 0. 7 9. 7 ? 1. 4 8. 5 ? 0. 5 7. 5 ? 0. 7

   * 指温度与脂肪酸含量显著相关 P< 0. 05; * * 指温度与脂肪酸含量显著相关 P< 0. 01。

  温度对于试验微藻合成脂肪的影响因藻种而异。新月菱形藻和铲状菱形藻的最适温度

分别为 20 e 和 10 e ,培养温度升高,含脂量减少。杷夫藻和大溪地等边金藻合成脂肪的最适

温度均为 20 e ,如果高于或低于 20 e ,它们合成脂肪的能力都显著降低。Aaronson[ 1973]对

Ochr omonas dancia、Materassi等[ 1980]对栅藻( Scenedesmus)的研究分别提出较高温度能

够使微藻合成较多的脂肪,而 Thompson 等[ 1992a] 对角毛藻的研究则提出高温培养的微藻

合成的脂肪较少。

本试验新月菱形藻和铲状菱形藻的脂肪酸组成中 14B0、16B0、C16不饱和脂肪酸和 20B5

( n- 3)的含量约占总脂肪酸的70%~ 80% ,而 C18和 C22的不饱和脂肪酸的含量极少,这与其

它学者对硅藻的研究结果相符合 [ Ackman 等, 1968; C huecas等, 1969; Demor t 等, 1972;
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Or cut t等, 1975; M oreno 等, 1979; Nichols 等, 1986; Ben- Amo tz 等, 1987; V olkman 等,

1989; Thompson, 1992b] ,唯海链藻和简单角毛藻还含有少量的 22B6( n- 3) [ Vo lkman 等,

1989; Thompson等, 1992b] ,所以作为生物饵料的大多数硅藻给虾、蟹、贝幼体以及海水仔鱼

提供的必需脂肪酸主要是 20B5( n- 3)。本试验的杷夫藻和大溪地等边金藻的脂肪酸组成与

上述的硅藻不同,它们的 14B0、16B0、C18不饱和脂肪酸和 22B6( n- 3) 的含量约占总脂肪酸

的 70%~ 80% ,而且 C16不饱和脂肪酸和 20B5( n- 3)的含量极少, 因此它们作为生物饵料提

供的必需脂肪酸主要是 22B6 ( n - 3) , 其次是 18B3( n - 3)。而 Vo lkman 等 [ 1989 ]和

Thompson等[ 1992b]先后报道杷夫藻 (Pavlova luther i )还含有较多的 20B5( n- 3) , 本试验

大溪地等边金藻与 Vo lkman 等[ 1989]报道的球等边金藻的脂肪酸组成相同, 但是不同于

Thompson等[ 1992b]的结果,这可能是由于培养条件、收获时间或不同品系在遗传上的差异

所致。本试验的新月菱形藻和铲状菱形藻含有的 20B5( n- 3)、杷夫藻和大溪地等边金藻含有

的 22B6( n- 3)均与培养温度之间呈负相关, 说明这些微藻在低温时能够合成较多的( n- 3)

HUFA,高温则有抑制作用,这结果与 Matera ssi等[ 1980]对绿藻、James等[ 1989]对小球藻、

Mortenson等[ 1988]对优美角毛藻、Thompson等[ 1992b]对简单角毛藻、优美角毛藻、三角

褐指藻、海链藻的研究结果是一致的, James 等[ 1989]对微绿球藻的研究则提出( n - 3)

HUFA 的含量在 25 e 时的高于 35 e 和 15 e 时的, Hodgson[ 1991]则报道微绿球藻的( n- 3)

HUFA 的含量不受温度影响。

微藻作为水产养殖苗种生产中的生物饵料,在研究其最适培养温度时, 既要适宜于它们

的生长繁殖,又要适宜于它们能够合成较多的脂肪和( n- 3) HUFA, 由于藻类生长和化学组

成的最适温度可以随着光照强度、培养液中营养物质的浓度而改变,因此本试验条件下新月

菱形藻的最适培养温度为 20 e 、铲状菱形藻为 15 e 、杷夫藻为 20 e 。
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EFFECTOF TEMPERATURE ONGROWH, TOTAL LIPID CONTENT

AND FATTY ACID COMPOSITION OF THE MICROALGAE,

NITZSCHIA CLOSTORIUM,NITZSCHIA PALEACEA AND PAVLOVA SP.
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ABSTRACT   The changes o f grow th, total lipid content and fat ty acid composit ion o f
N . closterium , N . p leacea and Pavlova sp . cultured at dif ferent temperatur e w ere

investig ated. As essentia l fa tty acid ( EFA) o f la rval o f shrimp, crab, bivalves and marine

f ish, 20B5( n - 3) wa s pr ov ided by N . closterium and N . pleacea , 22B6( n- 3) by Pavkova

sp . . Opt imum temperatur e fo r maximum lipid and EFA production tog ether w ith faster

growth was 20 e fo r N . closterium and Pavlova sp . , 15 e fo r N .paleacea.

KEYWORDS   M icro algae, Tempera ture, Grow th, To tal lipid content , Fat ty acid

composition
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