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摘要　用气相色谱法分析纤细角刺藻的脂肪酸含量 , 探索不同温度和光照对该藻二十碳五烯酸 ( EPA) 含量的

影响。 结果显示 , 从 15℃～ 30℃ , 该藻的 EPA含量随温度的升高而增加 , 其绝对含量在 25℃时最高 , 而相对

含量在 30℃时最高。当温度超过 30℃时 , EPA含量急剧下降。 在低光照下 , EPA相对含量较高 , 占总脂肪酸

的 20. 75% , 在高光照下 , EPA绝对含量较高 , 但相对含量只占总脂肪酸的 6. 44%。
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Abstract　 The effect of temperature and light on the content of eicosapentaenoic acid ( EPA) in

Chaetoceros gracil lis was studied by gas chromatography. From 15℃ to 30℃ , the content of EPA

increased wi th increasing of temperature. The absolute content of EPA was highest at 25℃ ,

whereas the relative content of EPA was highest at 30℃ . When the temperature exceeded 30℃ ,

the content of EPA decreased rapidly. In low light condition, the relativ e content of EPA was

higher, and accounted fo r 20. 75% of the to tal fatty acid. In high light condition, the absolute con-

tent of EPA was higher, but its relativ e content only accounted fo r 6. 44% of the total fatty acid.
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　　海洋微藻中含有多种高度不饱和脂肪酸 ,其中二

十碳五烯酸 ( EPA)对防治心脑血管疾病的功效已被

国内外医学界所公认 ,除了在临床上应用外 , EPA还

广泛应用于各种保健药品中。目前市场上的 EPA产

品的原料来源主要是鱼油 ,但经研究发现 ,海洋微藻

中的许多种类含有丰富的 EPA, 从海洋微藻中提取

EPA具有不含胆固醇 ,没有鱼腥味等优点 ,以海洋微

藻为原料提取 EPA,已越来越受到各国学者的重视。

对海洋微藻中 EPA含量的分析研究工作 , 国内外学

者都进行了不少研究
[ 1～ 3]

, 发现 EPA的含量因藻种

的不同而异 ,而且环境因子、营养条件等的改变也会

对其产生影响。 本文以纤细角刺藻 ( Chaetoceros

gracillis )为研究对象 , 研究温度和光照对 EPA含量

的影响 ,探讨其最适培养条件 ,为开发利用提供参考。

1　材料与方法

1. 1　藻的培养

实验所用藻种取自本研究室饵料实验室 ,藻种一

直在保种箱中纯种培养。实验所用培养液配方见表

1。 藻的培养在 1000 ml锥形瓶里进行 , 培养液 750

ml, 藻的接种密度 20万细胞 /毫升 , 培养液盐度为

27‰～ 30‰。
表 1　培养液配方

Table 1　 The component of culture medium

成分 Component 用量 Quantity

KNO3 0. 2g

Na2 HPO4· 12H2O 0. 03g

VitaminB1 0. 1mg

VitaminB12 0. 5μg

NaSiO3· H2O 0. 03g

FeCl3· 6H2O 3. 15mg

Boiled sea wa ter 1000ml

1. 1. 1　温度试验

共设 5个温度梯度 , 分别为 15℃、 20℃、 25℃、

30℃和 35℃。培养在可控温的光照培养箱进行 ,光照

度 3 000 lx, 12 h光照 , 12 h黑暗。每个梯度设一个

重复。

1. 1. 2　光照试验

光照度设 5个梯度 , 分别为 500 lx、 2 000 lx、

4 000 lx、 6 000 lx、 8 000 lx。在光照培养箱进行 , 温
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度 25℃ , 12 h光照 , 12 h黑暗 ,每个梯度设一个重复。

1. 2　 EPA含量的分析

1. 2. 1　藻体的分离与干燥

试验培养约经 14 d,达到对数生长末期时 (藻密

度 400万细胞 /毫升～ 500万细胞 /毫升 ) , 用离心的

方法收集沉淀的藻泥 ,转速 4 000 r /min,离心时间 5

min, 藻泥用蒸馏水洗涤除盐。 藻泥用真空干燥法干

燥 , 真空度- 0. 1 M Pa, 温度 35℃ , 干燥时间 2 h,干

燥后的样品装于青霉素小瓶中 ,充氮气密封 ,冷冻保

存。

1. 2. 2　样品的处理

样品在进行气相色谱分析前须经过前处理 ,处理

方法参考彭兴跃 [5 ]的方法 , 具体步骤是: 称取 10 mg

左右干燥样品 , 置于带磨口塞的 15 ml试管中 , 加入

2 ml 6% KOH甲醇水溶液 (甲醇∶水= 4∶ 1) , 充氮

气塞紧后在超声水浴中破碎抽提 20 min, 然后在

80℃水浴中皂化 2 h,冷却后加 2 ml萃取液 (氯仿∶

正已烷= 1∶ 4)萃取 3次 , 将萃取液合并后用氮气吹

干 ,加入 0. 5 ml BF3甲醇溶液 , 70℃水浴中甲酯化 20

min,冷却后用 2 ml石油醚萃取 3次 ,合并萃取液 ,用

氮气吹至约 0. 5 ml, 备上机分析用。

1. 2. 3　气相色谱分析

仪器: 日本产 GC-14B气相色谱仪 ;进样量: 3μl;

色谱条件: 玻璃柱 2 m× 3 mm, 酸洗 101担体 , 涂以

3% DEGS, 载气为超纯氮 , 流速 50 ml /min, 检测器

为 FID, 柱温 200℃ , 气化室和检测器温度均为

260℃。

2　结果

2. 1　温度对纤细角刺藻 EPA含量的影响

温度对该藻 EPA含量的影响见表 2。
表 2　不同温度对纤细角刺藻 EPA含量的影响

Tabl e 2　 The ef fect of temperature on the content of EPA of

Chaetoceros gracillis

温度

Temperature
(℃ )

峰面积
Peak ar ea

相对含量 Relativ e
content (% )

15 97909 10. 07± 0. 84

20 106943 10. 85± 1. 12

25 131740 11. 56± 0. 63

30 107307 13. 99± 0. 39

35 51336 9. 56± 1. 08

　　表 1中峰面积代表 EPA绝对含量的多少 ; 相对

含量指 EPA占总脂肪酸的百分比。 从表 1中可以看

出 , 从 15℃～ 30℃ , EPA的相对含量是随着温度的

升高而增加 ,而绝对含量则是在 25℃时最高 ,当温度

超过 30℃时 , EPA的绝对含量和相对含量都急剧下

降。 对于用该藻生产 EPA来说 , 最适的培养温度为

25℃～ 30℃。

2. 2　光照对纤细角刺藻 EPA含量的影响

光照对该藻 EPA含量的影响见表 3。
表 3　不同光照度对纤细角刺藻 EPA含量的影响

Table 3　 The eff ect of il lumination on the content of EPA of

Chaetoceros gracillis

光照度
Illumination

( lx )

峰面积
Peak area

相对含量
Rela tiv e content

(% )

500 129325 20. 75± 0. 32

2000 125252 9. 03± 0. 96

4000 153204 6. 61± 1. 03

6000 140365 6. 12± 0. 45

8000 147817 6. 44± 0. 67

　　从表 3中可以看出 , 不同光照度对该藻 EPA绝

对含量的影响不是很大 , 相对来说高光照度状态下

EPA的绝对含量稍高于低光照度状态。而不同的光

照度对该藻 EPA的相对含量影响非常明显 , 低光照

度状态下的 EPA相对含量远远高于高光照度状态。

3　讨论

周洪淇
[3 ]
等报道新月菱形藻和铲状菱形藻的最

适生长温度为 20℃和 10℃ , 温度升高时 , 其脂肪含

量显著降低。 同时分析其 EPA的含量也发现 , 随着

温度的升高 ,其 EPA含量也显著降低。也就是说 ,无

论是脂肪含量和 EPA含量的最高值的培养温度是与

其最适生长温度相适应的。对于纤细角刺藻来说 ,其

最适生长温度是 25℃～ 30℃ ,分析表明其 EPA含量

最高时的温度也是 25℃～ 30℃ , 这结果得出的结论

与周洪淇等报道的相似。一般来说 ,喜高温的微藻种

类 , 其 EPA含量随培养温度的上升而增加 , 但当温

度超过一定值时 , 其 EPA含量会显著下降 , 这与

Thompson等
[2 ]报道的在高温下微藻合成的脂肪较少

结果一致。

有关光照对微藻脂肪酸含量的影响的报道很少 ,

这可能与光照度比较难以控制有关。事实上 ,经研究

发现 ,光照对微藻的 EPA含量的影响是非常显著的 ,

这个显著性主要表现在对 EPA的相对含量方面。在

低光照下 , EPA的含量远远高于高光照下的含量 ,这

在实现工业化生产时对提取和纯化 EPA的工作相当

有利。 但有一个矛盾就是低光照下微藻生长速度较

慢 ,所得生物量较少 ,这又对大规模生产产生不良影

响。 因此 , 能否在高光照状态下使微藻大量繁殖后 ,

把其置于低光照下一段时间 , 使 EPA相对含量增加

则有待进行探讨。
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电镜下 M和 Y的超微结构 , 显示了其与形态的

相适应性。无论 M还是 Y,芽体或芽管长出时 ,线粒

体总是移到母细胞与芽体或芽管相连的部位 ,为子细

胞的发生提供能量 ;液泡在子细胞发生时也会发生形

态的变化 ,在芽体或芽管发生前 ,母细胞中有比较大

的液泡 ,大液泡逐渐分裂形成小液泡 ,部分小液泡进

入子细胞 ,等到形成子细胞后 , 这些小液泡又分别在

母细胞和子细胞中聚成大液泡。由于液泡内含有许多

酶类 , 在诱导 M和 Y形成时 , 氨基酸可能起作用产

生不同的酶参与了生物代谢过程 ,从而产生不同的形

态。M和 Y又各自有和本身形态发生相关的结构。在

Y中 ,靠近母细胞和子细胞相连的部位及靠近子细胞

和母细胞相连的部位 ,有些颗粒状物质和囊泡 ,这些

物质与母细胞和子细胞的新壁形成有关 ,囊泡中可能

含有一种酶 ,这种酶与芽体形成区的质膜相融合 ,释

放水解酶激活细胞质中的几丁质合成酶 ,利于新壁的

形成 ,使细胞分开。在 M细胞中 ,母细胞顶端形成的

大液泡 (相对细胞直径来说比较大 ) , 所起的作用是

产生压力使菌丝延伸。 在 M细胞的侧壁以及顶端部

位有很多泡囊 , 着色稍深 , 含有多种水解酶类 , 顶端

泡囊与 M细胞顶端生长时细胞壁的形成有关 , 侧面

的泡囊可能与 M 的侧枝发生有关。 综上所述 ,

C . t ropicalis二型性菌体细胞形态和结构有明显差

异 ,这些差异与所加氨基酸有何关系 ,氨基酸是如何

调控二型性发生的 ,还需进一步从二型性菌体细胞生

物化学差异上来分析。
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