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摘   要：为了探讨培养基中Fe3+浓度对微藻生长和脂肪酸的影响，作者用含不同Fe3+浓度的培养基对三角褐指藻

(Phaeodactylum tricornutum)进行了培养，并测定了其生长和脂肪酸组成。结果表明，Fe3+浓度为0.5μmol/L，三

角褐指藻生长缓慢，比生长速率仅为0.40/d，但C18:2(n-6)和C18:3(n-6)占总脂肪酸的比例最高，而C20:5(n-3)(eicosapentaenoic

acid，EPA)占总脂肪酸的比例最低。当Fe3+浓度高于24.5μmol/L时，三角褐指藻的生长受到抑制，但EPA和多

不饱和脂肪酸(polyunsaturated fatty acids, PUFAs)占总脂肪酸的比例最高。 随着Fe3+浓度的增加，三角褐指藻的

EPA 和 PUFAs 占干重的比例逐渐下降。
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Abstract ：In order to study the effects of Fe3+ concentration on growth and fatty acid composition in microalgae, a marine diatom,

Phaeodactylum tricornutum, was cultured in batch with varied Fe3+ concentrations. Its growth and fatty acid composition were

examined. The results showed that P. tricornutum showed poor growth and the specific growth rate was 0.40/d in the medium

with 0.5μmol/L Fe3+. However, the fatty acids of C18:2(n-6) and C18:3(n-6) accounted for highest percentages of total fatty acids, and

C20:5(n-3)(eicosapentaenoic acid, EPA) occupied lowest proportion. Fe3+ overdose (＞24.5μmol/L) inhibited the algal growth, but

the proportions of EPA and polyunsaturated fatty acids (PUFAs) in total fatty acids achieved the highest maximum. Lower EPA

and PUFAs contents based on dry mass of P. tricornutum were associated with higher Fe3+ levels.
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由于人们破坏生态环境和生活习惯所造成的“生活

习惯病”如高血脂、冠心病等疾病呈逐年上升的趋势。

营养学和临床医学的研究表明，人类的这些疾病可能与

ω3多不饱和脂肪酸(ω3 polyunsaturated fatty acids，

ω3 PUFAs)缺乏有关。ω3 PUFAs是一类长链多不饱和

脂肪酸，包括α- 亚麻酸(C 18:3，LNA)，二十碳五烯酸

(eicosapentaenoic acid，EPA)和二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid，DHA)。ω3PUFAs，尤其是

EPA 和 DHA能有效地防治心脑血管疾病；此外DHA还

对婴幼儿大脑的生长发育有促进作用[ 1 ]，素有“脑黄

金”之称。目前，市场上销售的 E P A 和 D H A 制品绝

大多数来自深海鱼油，但是由于受渔业资源的限制，其

产量不稳定，且具有难闻的腥臭味和高胆固醇等缺陷，

限制了这些多不饱和脂肪酸的应用。

海洋微藻是P U F A s 的初级生成者，鱼类体中的

PUFAs也是通过摄食浮游生物获得的。 某些微藻不仅含

有较高的P U F A s，而且其成分比较单一，利于分离纯

化。此外，微藻具有生长快、易培养、单位面积产

量高、可直接食用等优点，具有较大开发和利用的潜

力。三角褐指藻是一种PUFAs含量较高的微藻[2,3]，培

养条件与该藻脂肪酸的关系国内外已有不少报道[ 4 ～6 ]，

但F e 3 + 对该藻生长和脂肪酸组成的影响尚存在不少疑

问。为此，本文研究了培养基中F e 3 + 浓度对三角褐指

藻生长和脂肪酸组成的影响，以期为更好地利用该藻生

产P U F A s 提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 培养基配制

天然海水(总铁浓度约为0.5μmol/L)经过滤后消毒，

以备配制培养基使用。培养基按照F/2 略加修改，其中

氮源为7.0mmol/L NH2C O N H2，磷源为75μmol/ L

NaH2PO4。 以EDTA-Fe的形式向培养基中添加Fe3+，使

得培养基中Fe3+浓度分别为0.5、12.5、24.5、60.5、

120.5μmol/L。

1.2 微藻的培养和收获

实验所用的三角褐指藻(Phaeodactylum tricornutum

Bohlin)由中国科学院海洋研究所提供。将培养至对数期

的三角褐指藻接种到盛有600ml培养液的三角瓶中(1L)，

初始密度为5.0× 104/ml。每个Fe3+浓度三个重复。在

20℃，120μmol/m2·s(L:D=16:8)条件下充气培养，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=(lnNt－lnN0)/T，其中μ为比生长速率，Nt和

N0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(4000r/min，10min)。将收集的藻

泥放入冰箱(－20℃)保存待用。

1.3 脂肪酸的提取与甲酯化

脂肪酸的提取参考Lepage[ 7 ]的方法加以修改，将

20 0 m g 冻存的藻泥放入带盖的螺口试管中，加入内标

(C17:0)200μl，1mol/L KOH-CH3OH溶液4ml，充N2后拧

紧盖充分振荡，75℃水浴10min，冷却后移出上清液。

重复上述步骤两次，合并提取液，然后加入2mol/L HCl-

CH3OH 溶液12ml，充分混匀后75℃水浴10min，冷却

后吸出上清液并向其中分两次加入4ml 正己烷，静置分

层，吸出上层正己烷相，用N 2吹干，加入1m l 正己烷

溶解，上机分析。

1.4 气相色谱分析

实验所用的仪器为GC-17A(日本岛津)，15m×0.53mm

Carbowax柱(Cole-Parmer)。程序升温：165℃恒温1min，

然后以10℃/min的升温速率升至235℃，保持35min。

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30ml/min，H2流速为50ml/min，空

气流速为500ml/min，分流比为1:10，进样量2μl。通

过与标准脂肪酸(Sigma)保留时间的对比鉴别各脂肪酸组

分，面积归一法计算各组分的相对含量，内标法进行

定量。

2 结果与分析

2.1 Fe3+浓度对三角褐指藻生长的影响

培养基中Fe3+浓度为0.5μmol/L，三角褐指藻生长

异常缓慢，比生长速率仅为0.4/d。当Fe3+浓度为24.5

μmol/L时，三角褐指藻生长最快，对数末期细胞数目

也最高，但和12.5μmol/L间差异不显著(p＞0.05)。但

当Fe3+浓度高于24.5μmol/L时，三角褐指藻的生长开始

受到抑制，且Fe3+浓度越高抑制程度越大(图1和表1)。

2.2 Fe3+浓度对三角褐指藻脂肪酸组成的影响

C16:0和C16:1(n-7)占总脂肪酸的比例随着Fe3+浓度增加

先下降后上升。Fe3+浓度为24.5μmol/L时达到最低，分

别为21.0%和 30.9%，继续添加Fe3+，二者占总脂肪酸

的比例表现出上升的趋势(表2)。
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当培养基中Fe3+浓度为0.5μmol/L时，C18:2(n-6)和C18:

3(n-6)占总脂肪酸的比例最高，分别为9.6%和 3.2%，但

随着Fe3+浓度的继续增加，二者占总脂肪酸的比例基本

保持稳定。 EPA和 PUFAs占总脂肪酸的比例在Fe3+浓度

为24.5μmol/L时最高，分别为22.5%和 28.0%。Fe3+浓

度无论是高于或低于24.5μmol/L，EPA 和 PUFAs占总

脂肪酸的比例均表现出下降的趋势(表2)。

EPA和 PUFAs占干重的比例随着Fe3+浓度的增加而

显著下降。当Fe3+浓度为0.5μmol/L时，EPA和 PUFAs

占干重的比例分别为2.3%和 6.2%；当Fe3+浓度为120.5

μmol/L时，下降至0.7%和 1.5%(图 2)。统计分析表明，

Fe3+浓度(μmol/L) 0.5 12.5 24.5 60.5 120.5

Specific rate(μ) 0.40±0.03 0.94±0.02 0.97±0.04 0.77±0.05 0.65±0.03

表1    Fe3+浓度对三角褐指藻比生长速率(μ)的影响(n=24)

Table 1     Effects of Fe3+ concentrations on the specific growth rate (μ) of P. tricornutum data are the means±SD(n=24)

Fe3+浓度对EPA和 PUFAs含量有极显著影响(p＜0.01，

One-way ANOVA)。

3 讨  论

铁是海水中重要的痕量元素(trace element)，也是海

洋浮游植物生长所必须的微量元素，它在某种程度上可

以限制海洋初级生产力，也可以诱发海域赤潮。海水

中铁的存在形式与量不仅对浮游植物的生长、电子传

递、氮的吸收、叶绿素的生物合成和光合作用等过程

都有重要的影响[8～11]，而且对浮游植物的生化组成也可

能产生重要的影响。

野外实验表明，铁可能是海洋微藻生长的主要限制

因子[12～14]。但是通过室内培养研究铁对微藻生长的影响

的报道较少[ 1 5 ]。本文的研究表明，天然海水中Fe3+(浓

度为0.5μmol/L)难以满足三角褐指藻生长的需要，如若

不额外添加，即使其它营养盐很丰富，三角褐指藻仍

然生长缓慢，对数末期细胞数目很低，表现出铁限制

现象。这一结果与陈慈美等[16]研究的结果明显不同。他

们的结果表明，在铁限制的条件下，其它营养盐丰富

时，三角褐指藻仍能生长良好。当培养基中F e 3 + 浓度

超过24.5μmol/L时，三角褐指藻的生长受到明显的抑

制，可能高浓度的Fe 3+ 会对三角褐指藻产生毒性效应，

且这种效应随着Fe 3 + 浓度的增加而加剧。

C 14:0、C 16:0、C 16:1(n-7)和EPA是硅藻的主要脂肪酸，

大多数硅藻C18和C22多不饱和脂肪酸含量较低[17,18]。本

Fe3+(μmol/L)
脂肪酸

0.5 12.5 24.5 60.5 120.5

C14:0 4.4±0.1 5.9±0.6 6.7±0.7 5.1±0.3 5.4±0.3

C15:0 N T N T N T N T N T

C16:0 28.1±0.2 24.0±0.9 21.0±0.5 23.9±0.6 29.7±0.2

C16:1(n-7) 37.0±0.1 36.2±2.1 30.9±0.7 43.2±1.2 43.7±0.9

C18:0 1.3±0.2 1.0±0.3 0.9±0.2 0.8±0.0 0.7±0.1

C18:2(n-6) 9.6±0.2 3.2±0.6 3.8±0.8 3.5±0.2 3.8±0.2

C18:3(n-6) 3.2±0.1 1.9±0.3 1.7±0.4 1.2±0.3 1.3±0.3

C20:0 N T N T N T N T N T

C20:4(n-6) N T N T N T N T N T

C20:5(n-3) 13.1±0.0 19.7±0.9 22.5±1.5 15.1±1.6 10.9±0.5

C22:0 N T N T N T N T N T

C22:6(n-3) N T N T N T N T N T

Others 3.3±0.8 8.0±0.9 12.6±1.6 7.1±0.5 4.6±0.6

PUFAs 25.9±0.3 24.9±1.6 28.0±2.0 19.8±0.8 16.2±0.6

表2    Fe3+浓度对三角褐指藻脂肪酸组成的影响(占总脂肪酸的比例，n=3)

Table 2     Effects of Fe3+ concentrations on the fatty acid composition as % of total fatty acids in P. tricornutum data are the means ±SD (n=3)

PUFAs: polyunsaturated fatty acids; NT: not detected.
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实验所用的三角褐指藻属海产单细胞硅藻，其脂肪酸组

成基本与已报道的种接近，但其C18:2(n-6)占总脂肪酸的比

例较高，且E P A 是最主要的多不饱和脂肪酸，几乎不

含有 D H A 和 A A ，易于分离纯化。

有关Fe3+浓度对微藻脂肪酸组成的影响的报道较少
[19]。本文的研究表明，当Fe3+浓度为24.5μmol/L时，

三角褐指藻EPA 和 PUFAs占总脂肪酸的比例最高。Fe3+

浓度高于或低于24.5μmol/L，二者占总脂肪酸的比例均

下降。然而若以占干重的比例来表示，三角褐指藻EPA

和 PUFAs含量随Fe 3+ 浓度的增加而显著下降。

目前已知的脂肪酸去饱和酶都存在着3 个保守的组

氨酸簇，它们与Fe 2+ 结合形成酶的活性中心[ 2 0 ]。因此

培养基中铁的存在量及形式不仅会影响到微藻的一系列

生理生化过程，而且可能会影响微藻去饱和酶的活性。

而Fe2+在空气中极易被氧化成Fe3+形成胶体态和颗粒态

铁[21]。一般认为这两种形态的铁不能被浮游植物直接利

用[ 2 2 , 2 3 ]。胶体态铁可在光还原的作用下转化成Fe 3+ 和

Fe2+，从而被藻类利用。所以微藻能真正大量利用的是

可溶性有机络合态铁[24]。真核微藻还可利用铁还原酶将

Fe3+还原成Fe2+加以吸收利用。但三角褐指藻在Fe3+缺

乏时，EP A 和 PUFA s 含量最高，添加Fe 3 + 反而降低，

可能是因为在 F e 3 + 限制下，铁还原酶活性增加。

Meddlemiss等[25]在研究单细胞绿藻Chlorella kessleri Fott

时也有类似的报道，该藻在铁限制的条件下，细胞膜

上的铁还原酶活性增加了5 倍。
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