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摘 要：研究了培养温度、初始 74、碳源及氮源等对隐甲藻（!"#$%&’()*+.+,- ()&.++ 5899/$662）
悬浮培养生产 345影响 )通过正交试验得到的优化培养基组成为（: ; <）：葡萄糖 !$，甘油 !$，蛋白
胨 6，=*>/ 6，*?9( 2，@:A># " ) 2，=4!B># " ) $，&4 $ ) $$2，&C"! $ ) $$"，另外添加 " D< ; < 橄榄
油，2 D< ; <丙酮酸 )优化培养条件为：6E接种量，初始 74 % ) $ ) 黑暗条件培养，装液量为 6$$ D<
三角瓶装 6$ D<培养基，/$ F培养 /! G后转到 !$ F培养直至收获 )在优化培养基配方和培养条
件下，隐甲藻悬浮培养 2# G后，生物量和 345产量分别为 "$ ) %0 : ; <和 " ) !" : ; < )
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微藻能生产多种多不饱和脂肪酸［!，"］，其中的

二十二碳六烯酸（#$%$&’()*’)+$,% ’%,-，简称 #./）
对智力发育、治疗心血管疾病、抗肿瘤、防治老年痴

呆以及抑制癌变等方面有着重要的生理调节功能

和保健作用，在疾病预防及治疗方面已引起了广泛

的兴趣［0］1由于化学方法无法合成 #./，目前 #./
主要来源于深海鱼油，但存在着产量不稳定、分离

提纯困难以及产品有鱼腥味等缺点 1
利用微藻培养生产 #./ 可克服以上不足，不

仅可全年进行生产，还可通过控制培养环境及营养

方式控制脂质产量和组成，而且脂质组成简单，

#./含量高，分离提纯简便 1目前，我国在利用海洋
微生物生产 #./ 方面的研究工作刚刚起步 1经过
多年研究，作者筛选得到的一株隐甲藻（ !"#$%&’(
)*+,-,./ )*&-,, /23304556）异氧培养具有较高的
产 #./ 能力［7］，其脂肪酸组成的 048 以上是
#./，而其他的多不饱和脂肪酸不超过 !8，是生产
#./ 的良好藻种 1

! 材料与方法

! " ! 藻种
隐甲藻（ !"#$%&’)*+,-,./ )*&-,, /23304556）

由香港大学植物学系陈峰博士筛选，作者所在实验

室保存 1
! " # 培养基组成
采用 9$:;(<:,-,=>［5］培养基，每升基础培养基

含：人造海水 544 >?，蒸馏水 744 >?，泥土浸出液
!44 >?，胰蛋白胨 ! @，酵母抽提物 ! @，葡萄糖 5 @ 1
! " $ 藻种细胞干重的测定

!44 >? 藻种细胞装入预先称重的离心管中，
7 444 : A >,+ 离心 !4 >,+，沉淀后用蒸馏水清洗 0
次，54 B下真空干燥，定期取出，在干燥器内冷却后
称重，直至恒重（#3）1
! " % 脂质提取
改进的 CD,@(和 #<):法提取脂质［6］1

! " & ’()含量测定
脂质成分加入一定量内标物（十七烷酸），用甲

醇钠 A甲醇溶液甲酯化，用正己烷多次萃取，收集后
用氮气吹干，重新定容后用毛细管气相色谱法分

析 1色谱条件：热导池检测器，#CE5 毛细管柱（4 1 05
>> F !5 >）1载气为氦气，体积流量 "4 >? A >,+，初
温 !G4 B，保留 " >,+，升温速率 H B A >,+，终温
"05 B，保留 H >,+，汽化室温度及检测器温度均为
"65 B 1

# 结果与分析

# " ! 培养温度对隐甲藻产生 ’()的影响
对微藻体内脂肪酸的代谢途径而言，培养温度

较高有利于细胞生长，培养温度较低则有利于脂肪

酸的累积［G］1实验设计 5 种培养温度：!5，"4，"5，
04，05 B及 0 种温度转换处理：04 B（"7 (）!
"4 B，04 B（0" (）!"4 B和 04 B（74 (）!"4 B，
从培养 4 (开始，每 H (取样 !次，摇瓶测定培养温
度、隐甲藻生长和 #./产量的影响，结果见表 ! 1隐
甲藻体内 #./ 积累的温度低于生长的最适温度，
!5，"4，"5 B 0种培养温度时 #./产量接近，04 B
（0" (）!"4 B处理可获得最大的 #./产量（4 1 "I
@ A ?）1温度转换处理的最佳时间为培养 0" (，太早
或太晚进行温度转换，最终获得的 #./ 产量都偏
低 1
表 ! 培养温度对隐甲藻生产 ’()的影响

*+," ! -../01 2. 034135/ 1/67/5+135/ 28 19/ 752:301;28 2.

’() ,< !"#$%&’()*+,+-. ()&,++ )*==$>&&?

培养温度 A B 细胞干重 A（@ A ?） #./产量 A（@ A ?）

!5 " 1 "I 4 1 "6

"4 " 1 7H 4 1 "6

"5 " 1 H4 4 1 "6

04 " 1 H! 4 1 !G

05 ! 1 G4 4 1 4!H

04（"7 (）!"4 " 1 "! 4 1 "4

04（0" (）!"4 " 1 G7 4 1 "I

04（74 (）!"4 " 1 H! 4 1 !I

# " # 初始 7(对隐甲藻产生 ’()的影响
研究了 6种初始 ;. 值对隐甲藻产生 #./ 的

影响，结果见表 " 1初始 ;. 为 G 1 4 时，生长最快，
#./产量也最高 1
表 # 初始 7(值对隐甲藻生产 ’()的影响

*+," # -../01 2. ;8;1;+4 7( 28 19/ 752:301;28 2. ’() ,<
!"#$%&’()*+,+-. ()&,++ )*==$>&&?

初始 ;. 细胞干重 A（@ A ?） #./产量 A（@ A ?）

5 1 4 4 1 7! 4 1 44HI

5 1 5 ! 1 65 4 1 456

6 1 4 ! 1 I4 4 1 4IH

6 1 5 " 1 G4 4 1 "7

G 1 4 0 1 46 4 1 "I

G 1 5 " 1 GI 4 1 "5
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! " # 碳源对隐甲藻产生 $%&的影响
在基础培养基中，以相同的含碳量选用 ! 种单

一氮源：葡萄糖、甘油、糖蜜、乙酸钠，! 种复合碳源
（" # "）：葡萄糖 $甘油，葡萄糖 $乙酸钠，葡萄糖 $糖
蜜，糖蜜 $甘油 %摇瓶培养测定隐甲藻生物量和 &’(
产量，结果见表 ) %对隐甲藻生长最有利的单一碳源
是葡萄糖，最大生物量为 ) % *+ , $ -，以甘油为单一
碳源培养 &’(产量最高为 * % )) , $ - %隐甲藻培养
最佳复合碳源为 " # " 的葡萄糖 $甘油，&’( 产量为
* % .! , $ - %

表 # 碳源对隐甲藻生产 $%&的影响
’()"# *++,-. /+ -(0)/1 2/30-, /1 .4, 50/63-.7/1 /+ $%& )8

!"#$%&’()*+,+-. ()&,++ &’99#:;;<

碳 源 细胞干重 $（, $ -） &’(产量 $（, $ -）

葡萄糖 ) % *+ * % /0
甘油 " % !1 * % ))
糖蜜 " % +2 * % /"
乙酸钠 " % /! * % "!
葡萄糖 $甘油 ) % *+ * % .!
葡萄糖 $乙酸钠 / % 0* * % /*
葡萄糖 $糖蜜 ) % "+ * % /.
糖蜜 $甘油 ) % !2 * % .*

! " = 氮源对隐甲藻产生 $%&的影响
在基础培养基中，保持总含氮量为 * % )! , $ -，

选用 + 种单一氮源：胰蛋白胨、蛋白胨、硝酸钾、硝
酸钠、硝酸铵、尿素及 .种蛋白胨 $硝酸钾比例复合
氮源：蛋白胨3氮与 45)

6 34 分别为 ) # "，/ # "，" # "，
" # /，" # )，摇瓶培养结果见表 ! %当复合氮源中蛋白
胨3氮与 45)

6 34为 " # /时，隐甲藻有着最大的生物
量和 &’(产量，分别为 / % 10 , $ -和 * % .) , $ - %

表 = 氮源对隐甲藻产生 $%&的影响
’()"= *++,-. /+ 17.0/>,1 2/30-, /1 .4, 50/63-.7/1 /+ $%&

)8 !"#$%&’()*+,+-. ()&,++ &’99#:;;<

氮源
细胞干重 $
（, $ -）

&’(产量 $
（, $ -）

胰蛋白胨 / % 20 * % )"
蛋白胨 / % 2* * % ))
硝酸钾 / % .* * % /1
硝酸钠 " % 0/ * % /0
硝酸铵 " % !/ * % ")
尿素 " % 0* * % "1
蛋白胨3氮 #硝酸根3氮 7 ) # " / % 22 * % )2
蛋白胨3氮 #硝酸根3氮 7 / # " / % 0. * % !*
蛋白胨3氮 #硝酸根3氮 7 " # " / % 00 * % !+
蛋白胨3氮 #硝酸根3氮 7 " # / / % 10 * % .)
蛋白胨3氮 #硝酸根3氮 7 " # ) / % 0* * % !.

! " ; 最适培养基组成及培养条件的确定
利用正交试验考察了培养基中碳源、氮源、无

机盐以及培养条件等对隐甲藻产生 &’( 的影响，
其最适培养基组成为（, $ -）：葡萄糖 /*，甘油 /*，蛋
白胨 .，845) .，49:; +，<,=5! " % +，8’/>5! " % *，
?’ * %**+，?@"/ * % **" %另外每升培养基添加橄榄
油 " A-，丙酮酸 + A- %优化培养条件为：采用 .B
接种量，初始 C’ 2 % *，黑暗条件培养，装液量为 .**
A-三角瓶装培养基 .* A-，)* D培养 )/ E后转到
/* D培养直至收获 %在优化培养基配方和培养条件
下，隐甲藻悬浮培养 +! E 后生物量和 &’( 产量分
别为 "* % 20 , $ -和 " % /" , $ -，&’(产率和底物转化
系数分别为 * % !01 , $（-·F）和 * % ).1 , $ , % &’( 产
量同优化前相比有大幅度的提高，&’(产量仅次于
<9GHIJ公司产品［!］%
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