
氮源对等鞭金藻生长和脂肪酸组成的影响
3

蒋汉明1 　张凤珍1 　顾洪雁1 　翟　静1 　高坤山2

1 (泰山医学院生物化学教研室 ,泰安 ,271000)

2 (汕头大学海洋生物研究所 ,汕头 ,515063)

摘　要　研究了在培养基中添加不同浓度的 NaNO3、NH4Cl、NH2CONH2 对等鞭金藻生长和脂肪

酸组成的影响。结果表明 ,当不在培养基中添加氮源时 ,等鞭金藻生长缓慢。但 C16∶0 ,C18∶0和多不

饱和脂肪酸 ( PU FAs)占总脂肪酸的比例最高。氮浓度在 019～710 mmol/ L 之间 ,等鞭金藻的生长

随着 NH4Cl浓度的增加而下降 ,随着 NH2CONH2 浓度的增加而升高 ,而受 NaNO3 浓度变化的影

响不显著。以 NaNO3 或 NH2CONH2 为氮源 ,DHA占总脂肪酸的比例随着其浓度的增加先上升后

下降 ,最适浓度为 315 mmol/ L。以 NH4Cl或 NH2CONH2 为氮源 , PU FAs占总脂肪酸的比例随着

氮浓度的增加而下降 ,且等鞭金藻 DHA占干重的比例在 118 mmol/ L 的浓度时达到最高 ,分别为

118 %和 116 % ;以 NO -
3 为氮源 ,在浓度为 315 mmol/ L 时 DHA含量最高 ,为 212 %。在相同氮浓

度下 ,DHA占干重的比例以 NaNO3 为氮源最高 ,以 NH2CONH2 为氮源时最低。
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　　ω3 多不饱和脂肪酸 (ω3 polyunsaturated

fatty acids ,ω3 PU FAs)是一类长链多不饱和脂

肪酸 ,包括α2亚麻酸 (C18∶3 ,LNA) 、二十碳五烯

酸 ( Eicosapentaenoic acid , EPA)和二十二碳六

烯酸 (Docosahexaenoic acid ,DHA) 。现代研究

表明 ,ω3PU FAs ,尤其是 EPA 和 DHA 能有效

地防治心脑血管疾病 ;DHA还对婴幼儿大脑的

生长发育有促进作用 ,素有“脑黄金”之称。

海产微藻是自然界少数具有从头合成

EPA和 DHA 的生物。但是 ,微藻的脂肪酸组

成不仅受自身遗传因素的控制 ,同时也受到培

养条件的影响 ,其中氮源的种类及浓度对微藻

脂肪酸组成比较显著[1～3 ]。等鞭金藻 ( Isochry2
sis galbana)是一种多不饱和脂肪酸含量较高

的海洋微藻。文中研究了培养基中氮源的种类

及浓度对等鞭金藻生长和脂肪酸组成的影响。

1　材料与方法

111　培养基配制

天然海水 (采自汕头大学海洋生物临海实

验站 ,硝态氮浓度约 5μmol/ L ,铵态氮浓度约 5

μmol/ L)经过滤后消毒 ,以备配制培养基使用 ,

培养基按照 F/ 2 配制[4 ]。分别以 NaNO3、

N H4Cl、N H2CON H2作为唯一的氮源添加到培

养基中 ,使培养基中氮的浓度分别为 0101 ,

019 ,118 ,315和 710 mmol/ L。

112　微藻的培养与收获

等鞭金藻由中国科学院海洋研究所提供。

将培养至对数期的等鞭金藻接种到盛有 600

mL培养液的三角瓶中 (1 L) ,初始密度为 510

×104/ mL ,培养时每个浓度 3个重复。实验在

EF27光照培养箱 (Canviron ,Canada)中进行 ,培

养条件为 25℃,80μmol/ (m2·s - 1) ( L∶D = 16∶

8) ,充气培养 ,每天取出少量藻液用血球计数板

计数。比生长速率μ计算如下 :

μ= (ln N t2ln N 0) / T

其中μ为比生长速率 , N t 和 N 0 分别为经过 T

天后细胞密度和初始细胞密度。培养至对数末

期 ,离心收集 (4 000 r/ min ,10 min) 。将收集的

藻泥放入冰箱 ( - 20℃)保存待用。
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113　脂肪酸的提取与甲酯化

脂肪酸的提取参考 Lepage[5 ]的方法 ,将

200 mg冻存的藻泥放入带盖的螺口试管中 ,加

入内标 ( C17∶0 ) 200μL , 1 mol/ L KOH2CH3OH

溶液 4 mL ,充 N2后拧紧盖充分振荡 ,75℃水浴

10 min ,冷却后称出上清液。重复上述步骤 2

次 ,合并提取液 , 然后加入 2 mol/ L HCl2
CH3OH溶液 12 mL ,充分混匀后 75℃水浴 10

min ,冷却后吸出上清液并向其中分 2次加入 4

mL 正己烷 ,静置分层 ,吸出上层正己烷相 ,用

N2吹干 ,再加入 1 mL 正己烷溶解 ,上机分析。

114　气相色谱分析

实验所用的仪器为 GC217A (日本岛津) ,

15 m ×0153 mm Carbowax 柱 ( Cole2Parmer) 。

程序升温 :165℃恒温 1 min ,然后以 10℃/ min

的升温速率升至 235℃,保持 35 min。进样器

的温度为 235℃,氢火焰离子化检测器 ( FID) ,

载气为高纯 N2 ,流速 30 mL/ min ,H2流速为 50

mL/ min ,空气流速为 500 mL/ min ,分流比为

1∶10 ,进样量 2μL。通过与标准脂肪酸 ( Sig2
ma)保留时间的对比 ,鉴别各脂肪酸组分 ,采用

面积归一法计算各组分的相对含量 ,内标法进

行定量。

2　结　果

211　氮源及其浓度对等鞭金藻生长的影响

氮源及其浓度对等鞭金藻生长的影响见图

1和表 1。

图 1　氮源及其浓度对等鞭金藻生长的影响 ( n = 24)

表 1　氮源及其浓度对等鞭金藻比生长速率 (μ) 的影响 ( n = 24)

C [NO -
3 ]/ mmol·L - 1 比生长速率

(μ)

C [NH +
4 ]

/ mmol·L - 1

比生长速率

(μ)

C [NH2CONH2 ]

/ mmol·L - 1

比生长速率

(μ)

0101 0109±0100 0101 0107±0100 0101 0110±0101
019 0167±0103 019 0162±0103 019 1103±0102
118 0169±0101 118 0159±0103 118 1106±0102
315 0171±0102 315 0137±0101 315 1112±0109
710 0172±0103 710 0125±0104 710 1125±0105

　　培养基中氮浓度为 0101 mmol/ L 时 ,等鞭

金藻生长缓慢 ,表现出明显的氮限制现象。氮

浓度为 019～710 mmol/ L 时 ,NaNO3浓度对等

鞭金藻比生长速率没有显著影响 ( P > 0105 ,

one2way ANOVA ) 。N H4Cl 浓 度 高 于 019

mmol/ L 显著地抑制等鞭金藻的生长 ,到达 710

mmol/ L 时 ,等鞭金藻培养 4 d后开始死亡。随

着N H2CON H2 浓度的增加 ,等鞭金藻的比生

长速率、对数末期细胞密度均增加。

212　脂肪酸组成

氮源及其浓度对等鞭金藻脂肪酸组成的影

响见表 2。
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表 2　氮源及其浓度对等鞭金藻脂肪酸组成的影响(占总脂肪酸的比例 , n = 3)

C〔NaNO3〕
/ mmol·L - 1 CC〔NH4Cl〕/ mmol·L - 1 C(NH2CONH2

) / mmol·L - 1

0101 019 118 315 710 0101 019 118 315 0101 019 118 315 710

C14∶0 1018±016 1514±018 1718±016 1415±012 1416±014 1112±016 1313±010 1516±011 1813±016 1010±016 1415±019 1516±210 1612±018 1418±112

C15∶0 NT NT NT NT 110±010 NT NT NT NT NT NT NT NT NT

C16∶0 2617±017 1718±012 1514±018 1618±016 1819±011 2519±016 2017±013 1718±014 1713±016 2617±111 2215±118 2113±014 1819±112 1817±017

C16∶1 (n - 7) 614±012 414±015 419±015 615±012 516±011 614±112 614±011 616±014 419±012 710±012 415±014 313±012 411±015 518±017

C18∶0 115±010 111 3 117±011 018±012 NT 115±010 112±011 114±010 211±011 115±011 018±010 110±010 113 3 116 3
C18∶2 (n - 6) 3312±018 2317±013 2015±019 2113±016 1814±014 3319±012 2917±016 2018±016 1918±017 3410±018 3111±219 2917±215 2512±215 2419±012

C18∶2 (n - 6) 512±012 518±118 411±010 511±019 617±012 512±012 411±010 411±013 414±014 418±012 418±016 416±110 410±013 417±015

C20∶0 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT

C20∶4 (n - 6) NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT

C20∶5 (n - 3) 310±017 211 3 015 3 119 3 116 3 312±011 113±013 111 3 310±010 118±014 114±011 118±011 118±013

C22∶0 NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT

C22∶6 (n - 3) 315±013 815±111 818±013 918±014 917±012 317±013 810±015 815±011 810±011 314±013 618±017 711±013 813±012 710±016

Others 1112±013 2314±014 2310±013 2211±018 2313±017 910±013 1312±014 2316±013 2418±118 916±013 1411±015 1619±013 2212±112 2012±014

PUFAs 4419±010 3818±215 3316±018 3612±117 3617±018 4610±110 4511±011 3519±017 3216±013 4512±210 4416±018 4218±212 3718±113 3714±013

　　注 :NT:not detected ; 3 :only one datum。

　　以 NaNO3 为氮源 , 随着氮浓度升高 ,

C18∶2 (n - 6)占总脂肪酸的比例逐渐下降 ,氮浓度

为 0101 mmol/ L 时 , C18∶2 (n - 6) 占总脂肪酸的

3312 % ,氮浓度为 710 mmol/ L 时仅占总脂肪

酸的 1814 %。而 DHA占总脂肪酸的比例则表

现出相反的趋势 ,随着 NaNO3浓度的升高而升

高。C16∶0和 PU FAs 占总脂肪酸的比例随着

NaNO3浓度的升高先降低后升高 ,118 mmol/ L

时达到最低 ,分别为 1514 %和 3316 %。而

C14∶0在 118 mmol/ L 时占总脂肪酸的比例最

高。以 N H4Cl 为氮源 ,随着其浓度的增加 ,

C14∶0占总脂肪酸逐渐上升 ,而 C16∶0 , C18∶2 (n - 6)

和 PU FAs占总脂肪酸的比例均有不同程度的

降低。C16∶1 (n - 7)在 0101～118 mmol/ L 之间几

乎没有变化 ,315 mmol/ L 时显著下降。不添加

N H4Cl时 ,DHA占总脂肪酸的比例最低 ,仅为

317 % ;在 019～315 mmol/ L 之间差异不显著

( P > 0105 , One2way ANOVA ) 。 以

N H2CON H2为氮源时 , C16∶0 , C18∶2 (n - 6)和 PU2

FAs均随着其浓度的增加而降低 ,C14∶0和 DHA

在 0101～315 mmol/ L 之间 ,随着氮浓度的增

加而上升 ,氮浓度为 710 mmol/ L 时明显下降。

相同氮浓度下 ,以 NaNO3 为氮源 ,DHA占总脂

肪酸的比例高于以 N H4Cl或 N H2CON H2 为氮

源 ,以 N H2CON H2 为氮源 , C16∶0 , C18∶2 (n - 6)和

PU FAs占总脂肪酸比例略高于另外 2种氮源。

氮源及其浓度对等鞭金藻单位干重 DHA

和 PU FAs含量 (w/ w)的影响见图 2。

当添加的 NaNO3 浓度为 0101 ～ 315

mmol/ L 时 ,DHA 和 PU FAs 占干重的比例随

着氮浓度的增加而升高 ,710 mmol/ L 时 ,DHA

和 PU FAs含量均有明显下降。以 N H4Cl为氮

源 ,DHA含量随着其浓度的增加先升高后下

降 ,118 mmol/ L 时达到最大 ,为 118 % ,而 PU2
FAs含量在 019～315 mmol/ L 之间逐渐下降。

以 N H2CON H2为氮源 ,氮浓度为 118 mmol/ L

时 ,DHA和 PU FAs含量最高 ,分别为 116 %和

1114 % ,氮浓度低于或高于 118 mmol/ L ,DHA

和 PU FAs 含量均下降 ,相同氮浓度下 ,以

NaNO3为氮源 ,DHA含量最高 ;以 N H2CON H2

为氮源 ,DHA含量最低。

3　讨　论

自然界中除了少数蓝藻具有自身固氮能力

外 ,微藻必须从环境中吸收一定的氮源以满足

其生长繁殖的需要 ,且不同的藻种对氮的种类

和浓度要求不同[6～9 ]。文中的结果表明 ,等鞭

金藻以尿素为氮源比生长速率最大 ,对数末期

细胞数目最高 ,铵盐最低。
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图 2　氮源及其浓度对等鞭金藻 DHA和 PU FAs占干重含量 (w/ w)的影响 ( n = 3)

　　一般认为微藻最易利用铵态氮 ,但是随着

N H +
4 被利用 ,培养基 p H值逐渐下降 ,以至于

抑制微藻的生长。因而高浓度的铵盐反而对微

藻的生长有抑制作用。本研究的结果也证明了

这一点 ,等鞭金藻对铵盐比较敏感 ,N H4Cl浓度

超过 019 mmol/ L 时就产生明显的抑制现象。

等鞭金藻可以利用硝酸盐作为唯一的氮源 ,然

而利用 NaNO3这一过程需要消耗能量 ,因此相

对而言是不经济的。等鞭金藻可以很好的利用

尿素作为氮源 ,说明该藻细胞中存在尿素酶且

尿素分解后并不改变培养液的 p H值 ,因而可

以获得较高比生长速率和生物量 (见表 1) 。

等鞭金藻属金藻门普林藻纲 ,该类型的微

藻 PU FAs占总脂肪酸的比例高 ,但各组分的比

例变化较大 ,通常含有较多的 C14∶0 , C16∶0 ,

C18∶1 (n - 9)和 DHA ,有些含有较高的 EPA[10 ,11 ]。

文中所用的等鞭金藻除了含有上述主要脂肪酸

外 ,C18∶2 (n - 6)占总脂肪酸的比例较高且几乎不

含有 EPA。

氮源的种类和浓度显著影响微藻的脂肪酸

组成。当培养基中氮浓度较低时 , DHA (或

EPA)随着氮浓度的增加而升高 ;当培养基中氮

浓度达到一定水平后 ,DHA (或 EPA)随着氮浓

度的增加而降低[2 ,3 ,12 ,13 ]。但一种绿藻 ( Pari2
etochloris incisa)在氮饥饿的条件下合成较多的

PU FAs[14 ]。除了氮浓度外 ,氮的种类也有影

响 ,眼点拟微球藻 ( N 1 oculata)以铵盐为氮源

时 ,EPA的含量为 1718 % ,比以硝酸盐为氮源

高得多[15 ]。隐甲藻 ( Crypthecodinium cohnii )

以酵母膏为氮源具有较高的生物量 ,以 KNO3

为氮源 DHA产量最高[16 ]。

文中所用的等鞭金藻在相同氮浓度下 ,以

NaNO3为氮源 ,DHA含量最高 ,以 N H2CON H2

为氮源 ,DHA 含量最低 ,但综合考虑培养液的

p H 值 和 生 物 量 , 在 大 规 模 培 养 时 以

N H2CON H2为氮源是比较合适的。当培养基

无氮源添加情况下 ,DHA 的合成明显受到抑

制 ,C18∶2 (n - 6)大量积累 ,因而 PU FAs占总脂肪
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酸的比例较高 ,但占干重的比例很低 ,可能是由

于在缺氮条件下 ,等鞭金藻的总脂肪酸含量下

降所致。这一结果与 Harrison[17 ]等 (1990)报

道的结果有较大差异。他们研究认为 ,在缺氮

时等鞭金藻脂类含量基本保持稳定 ,饱和和单

不饱和脂肪酸含量增加 ,但 EPA和 DHA保持

相对恒定。

目前 ,有关氮源对微藻脂肪酸合成的影响 ,

其机理尚不清楚 ,有研究认为氮饱和能够增强

微藻脂肪酸去饱和酶的活性。在高氮条件下 ,

微藻碳链的延长和去饱和作用更加活跃 ,氮饥

饿可能会抑制微藻的去饱和作用[15 ,18 ]。从文

中研究的结果来看 ,当培养基中氮浓度为 0101

mmol/ L 时 ,等鞭金藻表现出 C18∶2 (n - 6)积累而

DHA合成受到抑制的现象 ,可能与其脂肪酸合

成过程中某些酶受到抑制有关。
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Effects of Nitrogen Sources on the Growth and Fatty Acid

Composition of Isochrysis galbana( Prymnesiophyceae)

Jiang Hanming1　Zhang Fengzhen1　 Gu Hongyan1　Zhai Jiang1

Gao Kunshan2

1 (Staff of Biochemistry ,Department of basic medicine , Taishan Medical College , Taian ,271000)

2 (Marine Biology Institute ,Science Center ,Shantou University ,Shantou ,515063)

ABSTRACT　The purpose of this paper is to determine the effects of nit rogen sources on fatty acid

composition of Ishochrysis galbana . The alga was obtained from different nit rogen sources ( NO -
3 ,

N H -
4 ,N H2CON H2) at different concentrations. The growth rate and fatty acid composition were in2

vestigated and the results showed that I . galbana grew poorly , while contained the highest percentage

of C16∶0 ,C18∶0 and polyunsaturated fatty acids( PU FAs) in the total fatty acids , when no nit rogen was

added to the cultures. Wihtin the range of 0. 9～7. 0 mmol/ L , I . galbana growth rate increased with

added N H2CON H2 and decreased with increased N H4Cl. Howerer , little change was shown when us2
ing NaNO3 . The proportion of DHA of total fatty acids with NaNO3 or N H2CON H2 as nit rogen re2
sources could increase to its maximum at 3. 50mmol/ L then decreased. With N H4Cl or N H2CON H2 ,

the higher nit rogen concentration ,the lower PU FAs percentage of total fatty acids. DHA content based

on dry mass achieved the highest at 1. 80mmol/ L with 1. 8 N H4Cl or 1. 6 % N H2CON H2 . The maxi2
mal DHA of 2. 2 % was obtained at 3. 50mmol/ L with NO -

3 . At the same nit rogen concentration ,the

highest DHA content can be obtained with NO -
3 , while the lowest with N H2CON H2 .

Key words　nit rogen source , Isochrysis galbana , growth , fatty acid , PU FAs , DHA
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我国菊芋高值化开发项目通过鉴定

由华南理工大学、江西圣通高技术有限公司完成的“菊芋和菊苣的高值化开发”项目中试成果近日通

过鉴定。该项目采用现代生物技术和膜分离技术进行高效加工 ,一条生产线可同时生产出高纯度菊粉、高纯度低

聚果糖及高果糖 3种保健食品原料。

国内加工菊粉多采用的是酒精沉淀法 ,存在得率低、纯度低、产品有怪味、成本高等一系列问题 ,难以被食品

工业作为大宗原料接受。现有的低聚果糖生产线都是利用蔗糖经β- 呋喃果糖苷酶转化而得 ,由于此工艺会同时

生成大量的葡萄糖 ,故产品纯度一般只有 50 %左右。该难题已成为制约我国低聚果糖发展的主要瓶颈 ,一直没有

突破。至于国内现有的高果糖浆 ,是采用双酶法转化玉米淀粉生产的。在分离提纯方面需要工业色谱 ,固定资产

投入过大 ,生产成本过高。

菊芋高值化开发项目是利用菊芋内源性菊粉酶 ,对菊芋内的菊粉进行生物降解 ,生成低聚果糖和果糖。利用

2级膜分离装置对经过精制后的菊粉降解产物进行分离 ,制得高纯度菊粉 ( ≥95 %)、高纯度低聚果糖 ( ≥95 %)和

超高果糖 (≥86 %)。这些技术创新点在国内外均未见到相同或相似的文献报道 ,有自主知识产权。该工艺节能、

高效、方便、成本低、得率高、纯度高 ,达到了国际先进水平。由于该产品质量达到欧洲同类产品标准 ,而成本却只

有进口产品的 50 %。专家预计 ,这一项目将在国内外市场具有明显竞争优势。
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