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摘　要：采用Ｌ９（３
４）正交实验法，研究了盐度（３、６、９）、光照强度［２０、４０、６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］和温度（１０、２０、

３０℃）３因素对半咸水小环藻（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．）ＳＨＯＵＢ１０８生长及细胞中 ＡＲＡ和 ＥＰＡ含量的影响。结果表
明：培养１０ｄ后小环藻在盐度６、光照强度４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和温度３０℃组具有最大生物量（干重）。盐度、
光照强度和温度对小环藻细胞ＡＲＡ和ＥＰＡ含量的影响均有显著的交互作用，但温度是影响藻细胞 ＡＲＡ和
ＥＰＡ含量的主要因素。低的盐度（３）和高的温度（３０℃）有利于小环藻细胞积累 ＡＲＡ；而高的光照强度［６０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］则有利于细胞积累ＥＰＡ。本研究表明环境因子对小环藻细胞中不同的脂肪酸会产生不同的
诱导效应，通过调控小环藻的培养条件，能够获得特定营养物质含量丰富的饵料微藻。
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　　微藻作为水域初级生产者的主要组成部分，
具有分布广泛、种类繁多、生长快速和营养丰富

等优点，是水体中有机物和能量的主要提供

者［１］。在水产养殖中，硅藻门（Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ）种
类通常被视为虾、蟹、贝类等无脊椎动物幼体的

优质开口饵料，因硅藻细胞通常含有高水平二十

碳五烯酸（２０：５ｎ３，ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）等
高不饱和脂肪酸［２］，这些高不饱和脂肪酸是海洋

动物发育和存活的必需脂肪酸。研究表明，海洋

动物中的高不饱和脂肪酸主要由微藻合成并通

过食物链向高营养级进行传递［３］。

小环 藻 （Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．）隶 属 于 硅 藻 门
（Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ）、中心纲（Ｃｅｎｔｒｉａｅ）、圆筛藻目
（Ｃｏｓｃｉｎｏｄｉｓｃａｌｅｓ）、圆筛藻科（Ｃｏｓｃｉｎｏｄｉｓｃｕｓ）、小
环藻属（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ），在淡水、半咸水及海水中通
常是季节性的优势种，且在中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）蚤状幼体［４］、罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ
ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）［５］和大型蚤（Ｄａｐｈｎｉａｍａｇｎａ）［６］的培

养中具有很好的应用效果。小环藻 Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．
ＳＨＯＵＢ１０８是一株从河口地区半咸水池塘中分
离得到的硅藻，其细胞富含 ＥＰＡ和花生四烯酸
（２０：４ｎ－６，ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡＲＡ）等高不饱和脂
肪酸［７］，具有较高的潜在开发价值。有关环境因

子对小环藻生长的影响已有报道。如曾蓓蓓

等［７］采用单因子实验方法，获得小环藻 ＳＨＯＵ
Ｂ１０８的最适宜生长温度、盐度和光照强度分别为
２０．６℃、６．１和４０．２μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。曾艳艺和
黄翔鹄［８］的研究结果表明温度和光照对小环藻

生长有极显著影响。王臖等［９］筛选出微小小环

藻（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｃａｓｐｉａ）的最适温度、最适光照、最适
盐度、最适ｐＨ和氮、磷、铁、硅等营养液配方。覃
宝 利 等［１０］ 发 现 梅 尼 小 环 藻 （Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ
ｍｅｎｅｇｈｉｎｉａｎａ）在恒温条件下的生长显著优于波
动温度下的生长。环境因子对小环藻细胞组成

的影响研究仅见温度和光照对小环藻细胞叶绿

素及温度变化对细胞多糖的影响［８，１０］。微藻脂肪
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酸组成是影响其饵料价值的重要因素。微藻的

脂肪含量和脂肪酸组成也可随环境因子（如营养

盐组成、生长因子、温度和 ｐＨ等）改变而变
化［１１］。然而，关于环境因子对小环藻细胞高不饱

和脂肪酸的影响研究较少，本研究采用正交实验

法，研究盐度、光照强度和温度３因素组合对小
环藻 ＳＨＯＵＢ１０８生长及 ＡＲＡ和 ＥＰＡ含量的影
响，以期优化小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８培养条件，为更
合理地开发应用小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８积累基础数
据。

１　材料与方法

１．１　藻种来源及培养
实验用小环藻（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．）ＳＨＯＵＢ１０８

来自于上海海洋大学生物饵料藻种室。采用 ｆ／２
配方培养液［１２］进行逐级扩大培养。培养的温度、

光照强度和盐度条件分别为２０．６℃、４０．２μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ）和６．１。
１．２　正交实验设计

设计盐度（３、６、９）、光照强度［２０、４０、６０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］和温度（１０、２０、３０℃）３因素 ３
水平的正交实验（表１），实验共９组（简述为组
１，组２，组３，组４，组５，组６，组７，组８，组９），每
组设置３个平行。将扩大培养后的藻液接种于
１０００ｍＬ三角烧瓶中培养，用海水晶调节不同盐
度并采用ｆ／２培养液培养，初始接种密度为１．０×
１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ，置于光照培养箱内培养。培养周期
为１０ｄ，每天定时摇瓶３次。

表１　正交实验设计表
Ｔａｂ．１　Ｌ９（３

４）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｔｅｓｔｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｓｔｕｄｙ
实验组

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓＮｏ．
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

盐度　ｓａｌｉｎｉｔｙ ３ ３ ３ ６ ６ ６ ９ ９ ９
光照强度

／［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

２０ ４０ ６０ ２０ ４０ ６０ ２０ ４０ ６０

温度／℃
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１０ ２０ ３０ ２０ ３０ １０ ３０ １０ ２０

１．３　生物量干重及ＡＲＡ和ＥＰＡ含量的测定
培养过程中隔天（第２、４、６、８和１０天）取藻

液３０ｍＬ经０．４５μｍ滤膜（半岛，上海）抽滤，滤
膜经恒温鼓风干燥箱（ＤＨＧ９２４０Ａ，上海）烘干后
称量恒重测定其生物量干重。

细胞脂肪酸组成的测定参照 ＧＲＩＦＦＩＴＨＳ

等［１３］的方法，移取一定量藻液经冷冻离心（５０００
ｒ／ｍｉｎ，３ｍｉｎ）后依次加入甲醇钠（ＮａＯＭｅ，０．５
ｍｏｌ／Ｌ）和ＢＦ３甲醇溶液（１４％）进行两步甲酯化，
提取出含有脂肪酸甲酯的正己烷甲苯混合物，转
移至进样瓶。然后采用气质联用仪（Ａｇｉｌｅｎｔ
７８９０Ａ／５９７５Ｃ）分析脂肪酸甲酯，毛细管柱为
ＳｕｐｅｌｃｏＯｍｅｇａｗａｘ３２０（３０．０ｍ ×０．３２ｍｍ×０．２５
μｍ）。根据脂肪酸标准品（Ｓｉｇｍａ，美国）的分析
图谱和保留时间对样品脂肪酸进行定性分析，利

用峰面积归一化法计算各脂肪酸的相对百分含

量［１４］，每组样品平行测量３次。
１．４　数据分析和处理

结果以平均值 ±标准差表示，采用 ＰＡＳＷ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１８．０软件进行单因素和多因素方差分
析和Ｄｕｎｃａｎ氏多重比较，并对３因素不同水平均
值求算估计边际均值和两两比较分析，以 Ｐ＜
０．０５表示差异显著。

２　结果与分析

２．１　盐度光照强度温度对小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８
生物量干重的影响

不同盐度光照强度温度对小环藻生物量干
重有显著影响（Ｐ＜０．０５），纵观实验期间，组 ２
［３，４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），２０℃］、组３［３，６０μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ），３０℃］、组５［６，４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），３０
℃］和组９［９，６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），２０℃］的生物量
干重一直较高（图１）。但不同培养阶段，最大生
物量出现在不同的实验组。组９在培养第２、４和
８天收获的生物量干重均显著高于其他组（Ｐ＜
０．０５）；培养第 ６天，组 ２收获的生物量干重最
大；培养结束时（第１０天），组５收获的生物量干
重最大（０．２５０９ｇ／Ｌ），显著高于其他组（Ｐ＜
０．０５），其次为组９、组３和组２（图１）。
２．２　盐度光照强度温度对小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８
的ＡＲＡ和ＥＰＡ含量的影响

不同盐度光照强度温度组合条件下小环藻
的ＡＲＡ含量有显著变化。培养至第４天时，组３
的ＡＲＡ含量显著高于其他组（Ｐ＜０．０５）；培养至
第６天时，组 ５的 ＡＲＡ含量显著高于其他组
（Ｐ＜０．０５）；培养第 ８天和第 １０天时，组 ２的
ＡＲＡ含量最高（表２）。不同培养条件下藻细胞
ＡＲＡ含量随着培养时间的延长呈现不同的变化，
组２、组５随培养时间的延长其细胞 ＡＲＡ含量逐
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渐增加，组 １、组 ６和组 ８则出现相反的趋势。
ＡＲＡ含量最大值出现在培养 １０ｄ的组 ２

（６．４３％±０．３８％），见表２。

图１　不同培养时间下盐度光照强度温度对小环藻ＳＨＯＵＢ１０８生物量干重的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｉｎｉｔｙｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｔｈｅｄｒｙｗｅｉｇｈｔｏｆＣｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．

ＳＨＯＵＢ１０８ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ
上标不同小写字母表示同一时刻不同实验组之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５）。

Ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｓｕｐｅｒｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓａｔｔｈｅｓａｍｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

　　小环藻的ＥＰＡ含量受盐度、光照强度和温度
３因素影响显著。培养第４天，组１［３，２０μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ），１０℃］和组６［６，６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），１０
℃］的ＥＰＡ含量显著高于其他组（Ｐ＜０．０５）；培
养第６天，组１、组６和组８［９，４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），
１０℃］的 ＥＰＡ含量均显著高于其他组（Ｐ＜
０．０５）；培养第８天，组６的ＥＰＡ含量显著高于其
他组（Ｐ＜０．０５）；培养第１０天，组２的 ＥＰＡ含量
达到最高，且显著高于同期的其他组（Ｐ＜０．０５）。
不同培养条件下藻细胞 ＥＰＡ含量随着培养时间
的延长呈现不同的变化，实验期间，细胞 ＥＰＡ含
量的最大值出现在第４天的组６，占总脂肪酸的
１８．３６％（表２）。

根据３因素水平下小环藻 ＡＲＡ含量的方差

分析，不同培养阶段盐度、光照强度和温度对小

环藻的 ＡＲＡ含量均有显著或极显著的交互作
用。各培养阶段温度始终对小环藻的 ＡＲＡ含量
有极显著的影响（Ｐ＜０．０１）。第２天时，光照强
度是影响细胞ＡＲＡ含量的最主要因素；第４、６、８
和１０天时，温度是影响细胞 ＡＲＡ含量的最主要
因素（表３）。

对３因素水平下小环藻的 ＥＰＡ含量进行方
差分析，结果表明，第４、８和１０天盐度、光照强度
和温度对ＥＰＡ含量的影响有极显著的交互作用。
培养温度始终对小环藻的 ＥＰＡ含量有极显著的
影响（Ｐ＜０．０１），且是影响细胞 ＥＰＡ含量的主要
因素。培养液盐度仅在培养前期（第 ２、４和 ６
天）对小环藻的ＥＰＡ含量有极显著影响（表３）。

８０４
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表２　不同培养时间下盐度光强温度对小环藻ＳＨＯＵＢ１０８的ＡＲＡ和ＥＰＡ含量的影响
Ｔａｂ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｓａｌｉｎｉｔｙｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＡＲＡａｎｄＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＣｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．

ＳＨＯＵＢ１０８ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ ％

实验组

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓＮｏ．
培养时间／ｄｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ

２ ４ ６ ８ １０
ＡＲＡ
１ ２．３９±０．２４ｂｃＡ １．５８±０．０８ｄＢ ０．７９±０．０３ｅＣ ０．５５±０．０５ｅＤ ０．３５±０．０６ｄＥ

２ １．８５±０．１７ｄｅＥ ３．１９±０．２２ｃＤ ３．７８±０．３２ｂｃＣ ５．０６±０．４０ａＢ ６．４３±０．３８ａＡ

３ ３．３４±０．１７ａＢ ５．５４±０．２ａＡ ３．８５±０．２９ｂｃＢ ４．９３±０．８ａｂＡ ５．０９±０．７１ｂＡ

４ ２．２５±０．００ｃＣ ３．２６±０．１ｃＡ ２．１９±０．１８ｄＣ ２．７４±０．３１ｄＢ ３．１７±０．３８ｃＡ

５ ２．５８±０．９４ａｂｃＣ ４．２±０．２ｂＢ ４．４４±０．１１ａＢ ４．４３±０．１４ａｂｃＢ ５．７７±０．６３ｂＡ

６ １．９６±０．１５ｃｄＡ １．３±０．１５ｄｅＢ ０．６３±０．０４ｅＣ ０．５３±０．１６ｅＣ ０．３３±０．０６ｄＤ

７ ３．１４±０．５８ａｂＣ ４．５１±０．３２ｂＢ ３．９６±０．１２ｂＢ ４．１０±０．１７ｂｃＢ ５．３９±０．３ｂＡ

８ １．２７±０．１３ｄＡ ０．８５±０．１８ｅＢ ０．６６±０．０５ｅＣ ０．３３±０．０３ｅＤ ０．２３±０．０４ｄＤ

９ １．２９±０．１ｄＢ １．４±０．９２ｄｅＢ ３．４９±０．３５ｃＡ ３．６３±０．６７ｃＡ ３．４９±０．７５ｃＡ

ＥＰＡ
１ １５．９３±０．０７ａＡ １６．５６±０．１７ａＡ １３．９７±０．６１ａＢ １１．８９±０．３２ｂＣ ８．８１±０．４８ｄｅＤ

２ ８．７６±０．６１ｄｅＣ １０．４７±０．４５ｄｅＢ ９．０９±０．３９ｃＣ １０．８４±０．８１ｂｃＢ １３．６５±０．６６ａＡ

３ ８．４１±０．１７ｅｆＢＣ １０．２９±１．１７ｄｅＡ ７．６２±０．２９ｃＣ ９．０１±０．７８ｄｅＢ ９．４３±０．２３ｃｄＢ

４ １０．７２±０．００ｃＢ １４．６４±０．２５ｂＡ ８．８８±０．７６ｃＣ １０．０４±０．５２ｃｄＢ １０．５２±０．４７ｂｃＢ

５ １３．６３±１．９４ｂＡ ８．７５±０．１３ｅＢ ７．８６±０．３６ｃＢ ７．６１±０．３４ｆＢ ８．０１±０．６７ｅＢ

６ １４．７±０．３７ｂＢ １８．３６±１．００ａＡ １３．１５±０．５９ａＣ １３．３０±０．６４ａＣ １１．４６±０．７４ｂＤ

７ ９．８４±０．４１ｃｄｅＢ １１．７５±０．７１ｃｄＡ ８．４０±０．３５ｃＣ ８．４３±０．１６ｅｆＣ ８．４３±０．５０ｄｅＣ

８ １０．４１±１．５７ｃｄＢ １２．９４±３．１７ｂｃＡＢ １４．２５±２．２０ａＡ １０．７６±０．５１ｂｃＢ １０．３４±０．９４ｂｃＢ

９ ６．９７±０．１３ｆＢ １０．３４±０．３８ｄｅＡ １１．４１±０．５９ｂＡ １０．４１±０．６４ｃＡ １０．８８±１．１６ｂＡ

注：同一列数据上标不同小写字母表示不同实验组之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；同一行数据上标不同大写字母表示不同培养时间之间差
异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅ：ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｓｕｐｅｒｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）；Ｔｈｅｄａｔａｉｎ
ｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｓｕｐｅｒｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ（Ｐ＜０．０５）．

表３　不同培养时间下３因素对小环藻ＳＨＯＵＢ１０８的 ＡＲＡ和ＥＰＡ含量影响的方差分析
Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃｅｆｏｒｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓ（ｓａｌｉｎｉｔｙｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）ｏｎ

ＡＲＡａｎｄＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＣｙｃｌｏｔｅｌｌａｓｐ．ＳＨＯＵＢ１０８ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ

脂肪酸

ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ 来源ｓｏｕｒｃｅ Ｆ２ｄ Ｆ４ｄ Ｆ６ｄ Ｆ８ｄ Ｆ１０ｄ ｄｆ Ｆα

ＡＲＡ

重复ｒｅｐｅａｔ ０．２３ ０．６２ １．９４ １．５１ １．９９ ２．００ Ｆ０．０５（２，１８）＝３．５５
处理ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ７．８７ ３４．１４ ２０２．１２ ８６．６２ １３７．３４ ８．００ Ｆ０．０１（８，１８）＝３．７１
盐度ｓａｌｉｎｉｔｙ ５．６９ １２．９５ ９．７１ １７．８４ １７．３１ ２．００ Ｆ０．０１（２，１８）＝６．０１

光强ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ １０．６４ １．６８ ２５．２５ １１．６１ ３０．０２ ２．００ Ｆ０．０５（２，１６）＝３．６３
温度ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ７．１７ １１５．１９ ７４２．４６ ３１１．５４ ４７６．５４ ２．００ Ｆ０．０１（８，１６）＝３．８９
误差ＤｅｒｒｏｒＤ ６１．２４ ２３．９０ ３１．０６ ５．５０ ２５．４７ ２．００ Ｆ０．０１（２，１６）＝６．２３

ＥＰＡ

重复ｒｅｐｅａｔ １．３２ ０．８４ ３．００ ０．０８ １．３９ ２．００ Ｆ０．０５（２，１８）＝３．５５
处理ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ５４．９７ ２１．３９ ３４．５２ ３３．９４ ２６．５４ ８．００ Ｆ０．０１（８，１８）＝３．７１
盐度ｓａｌｉｎｉｔｙ ７７．７４ ７．９５ ７．７３ ４．２９ ４．２２ ２．００ Ｆ０．０１（２，１８）＝６．０１

光强ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ３７．５８ ２０．３２ ０．４７ １１．８３ １６．３７ ２．００ Ｆ０．０５（２，１６）＝３．６３
温度ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ １００．９８ ５３．１２ １２６．４６ １１０．５４ ６０．８７ ２．００ Ｆ０．０１（８，１６）＝３．８９
误差ＤｅｒｒｏｒＤ ５．３０ ６．９３ ３．４２ ９．０９ ２４．６９ ２．００ Ｆ０．０１（２，１６）＝６．２３

注：表示差异显著（０．０１＜Ｐ＜０．０５）；表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｄａｔａｓｕｐｅｒｍａｒｋｅｄｗｉｔｈ ｍｅａｎｓｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｓ０．０１＜Ｐ＜０．０５ａｎｄｄａｔａｗｉｔｈ ｍｅａｎｓｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｓＰ＜０．０１．

　　根据３因素不同水平的估计边际均值和两
两比较分析，在培养第 ２和 ４天时小环藻积累
ＡＲＡ含量的最佳盐度光照强度温度组合是［３，
２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），３０℃］；在培养６、８和１０ｄ时

积累ＡＲＡ含量的最佳盐度光照强度温度组合
是［３，４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），３０℃］，见表４。此结果
表明低的盐度和高的温度始终有利于小环藻细

胞积累ＡＲＡ。小环藻积累ＥＰＡ的最适培养盐度

９０４
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光照强度温度也随培养时间不同而有所差异，在
培养第２、４和６天时小环藻积累 ＥＰＡ含量的最
佳盐度光照强度温度组合是［９，６０μｍｏｌ／（ｍ２·
ｓ），３０℃］；在培养第８天时小环藻积累 ＥＰＡ含

量的最佳盐度光照强度温度组合是［３，６０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），１０℃］；在培养第１０天时小环藻
积累ＥＰＡ含量的最佳盐度光照强度温度组合
是［９，６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ），２０℃］，见表４。

表４　３因素不同水平均值的估计边际均值和两两比较分析
Ｔａｂ．４　Ｅｓｔｉｍａｔｅｄｍａｒｇｉｎａｌｍｅａｎｓａｎｄｐａｉｒｗｉｓｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓｏｆｍｅａｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｆａｃｔｏｒｓ

脂肪酸／％
ｆａｔｔｙａｃｉｄ

培养时间／ｄ
ｃｕｌｔｕｒｅｔｉｍｅ

各因素水平均值　ｍｅａｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｅａｃｈｆａｃｔｏｒ
盐度

ｓａｌｉｎｉｔｙ
３ ６ ９

光照强度／［μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］
ｌｉｇｈｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙ

２０ ４０ ６０

温度／℃ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１０ ２０ ３０

标准误

Ｓｔｄ．ｅｒｒｏｒ

ＡＲＡ

２ ２．５２ａ ２．２６ａｂ １．９０ｃ ２．５９ａ １．９０ｂ ２．２０ｂ １．８８ｂ １．８０ｂ ３．０２ａ ０．１２９
４ ３．４３ａ ２．９２ｂ ２．２５ｃ ３．１２ａ ２．７５ａ ２．７５ａ １．２４ｃ ２．６１ｂ ４．７５ａ ０．１６１
６ ２．８１ａ ２．４２ａ ２．７０ａ ２．３２ｂ ２．９６ａ ２．６５ａｂ ０．６９ｃ ３．１５ｂ ４．０８ａ ０．１３０
８ ３．５１ａ ２．５７ｂ ２．６９ｂ ２．４６ｂ ３．２７ａ ３．０２ａ ０．４７ｃ ３．８１ｂ ４．４９ａ ０．１４９
１０ ３．９６ａ ３．０９ｂ ３．０３ｂ ２．９７ｂ ４．１４ａ ２．９７ｂ ０．３０ｃ ４．３６ｂ ５．４２ａ ０．２３３

ＥＰＡ

２ ７．５７ｂ ９．３０ｂ １２．７３ａ ７．５８ｂ ９．８５ａｂ １２．１６ａ ８．５９ｂ ８．３４ｂ １２．６６ａ １．１２４
４ ７．７８ｂ １１．８０ａ １２．９５ａ ６．５２ｂ １１．６９ａ １４．３１ａ １１．１１ａ ９．５５ａ １１．８７ａ １．２５２
６ ６．９２ａ ８．５３ａ ９．８０ａ ５．７７ｂ ９．０６ａ １０．４２ａ ７．４６ａ ７．９７ａ ９．８２ａ １．０７３
８ １０．５８ａ １０．３２ｂ ９．８７ｂ １０．１２ｂ ９．７４ｂ １０．９１ａ １１．９８ａ １０．４３ｂ ８．３５ｃ ０．２２７
１０ １０．６３ａ １０．００ａ ９．８８ａ ９．２５ｂ １０．６７ａ １０．５９ａ １０．２１ｂ １１．６９ａ ８．６２ｃ ０．３６３

注：同一行同一因素数据上标不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｄａｔａｏｆｔｈｅｓａｍｅｆａｃｔｏｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｓｕｐｅｒｍａｒｋｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｍｅａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５）．

３　讨论

３．１　盐度光照强度温度对小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８
生长的影响

温度、盐度和光照条件等环境因素可影响微

藻细胞的生长和生化组成，而不同藻种的最适生

长温度、盐度和光照条件存在一定差异［１２］。光照

是影响微藻生长繁殖的重要生态因子之一，光照

强度直接影响微藻的光合作用速率。藻类对光

照强度有一个饱和点，低于饱和点，随着光照强

度增加，微藻光合速率加快；超过饱和点会产生

光抑制作用，导致生物量降低［１５］。光照也是微藻

细胞内重要的信号源，影响微藻对环境的适应行

为［１６］。ＦＩＧＵＥＲＯＡ等［１７］证实温度和光照强度会

同时影响微藻光合作用相关酶的活性和光合作

用的过程，进而影响营养物质的吸收利用效率及

藻细胞分裂周期等。在大多数藻细胞中，光合作

用、硅酸盐的利用速度、细胞内酸碱平衡的调节

及氨基酸的合成均需要钠离子的参与，因此，盐

度的变化会引起微藻细胞渗透压的变化并且影

响微藻细胞光合作用中电子转移，从而影响微藻

细胞的生长［１８－１９］。曾蓓蓓等［７］采用单因子试验

方法，获得小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８的最适宜生长温
度、盐度和光照强度分别为 ２０．６℃、６．１和

４０．２μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。本实验中，采用正交实验
法，培养至第１０天小环藻在盐度６、光照强度４０
μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和温度３０℃组收获生物量干重最
高（０．２５０９ｇ／Ｌ）。单因子试验和正交试验得到
的结果并不完全一致，表明影响藻类生长的温

度、盐度和光照强度等因子之间存在交互作用。

类似的结果在其他藻类，如鼠尾藻（Ｓａｒｇａｓｓｕｍ
ｔｈｕｎｂｅｒｇｉｉ） ［２０］、旋 链 角 毛 藻 （Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓ
ｃｕｒｖｉｓｅｔｕｓ） ［２１］和 两 栖 盖 丝 藻 （Ｇｅｉｔｌｅｒｉｎｅｍａ
ａｍｐｈｉｂｉｕｍ）［２２］中也得到了证实。
３．２　盐度光照强度温度对小环藻 ＳＨＯＵＢ１０８
的ＡＲＡ和ＥＰＡ含量的影响

微藻的油脂积累及脂肪酸组成与环境因子

（温度、光照强度、盐度等）有密切关系，且环境因

子对微藻合成高不饱和脂肪酸的影响具有种间

差异性。温度对不同种类微藻脂肪酸组成的影

响相对有较高的共性，通常高温会引起微藻细胞

饱和脂肪酸（ＳＦＡ）含量的增加，多不饱和脂肪酸
（ＰＵＦＡ）含量的下降，低温会诱导藻细胞大量合
成不饱和脂肪酸以维持膜流动性和正常生理功

能［２３－２４］，而高温时 ＳＦＡ含量的增加被认为是维
持细胞膜完整性的一种策略［２３，２５］。ＲＥＮＡＵＤ
等［２６］对 角 毛 藻 （Ｃｈａｅｔｏｃｅｒｏｓｓｐ．）、红 胞 藻
（Ｒｈｏｄｏｍｏｎａｓｓｐ．）和隐藻（Ｃｒｙｐｔｏｍｏｎａｓｓｐ．）的研
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究发现，在较高的生长温度下，５种微藻的 ＥＰＡ
占总脂肪酸的比例都较低。李文权等［２７］的研究

结果表明，随着培养温度上升，球等鞭金藻

（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｇａｌｂａｎａ）和三角褐指藻（Ｐｈａｅｏｄａｃｔｙｌｕｍ
ｔｒｉｃｏｍｕｔｕｍ）的不饱和脂肪酸百分含量下降。本
研究中，各培养阶段温度始终对小环藻的 ＡＲＡ
和 ＥＰＡ含量有极显著的影响，是影响藻细胞
ＡＲＡ和ＥＰＡ含量的主要因素。总体上高温有利
于小环藻细胞积累更多的 ＡＲＡ。培养前期（第
１～６天）藻细胞ＥＰＡ含量在高温组较高，在培养
后期（第８－１０天）表现为高温组ＥＰＡ含量较低，
与上述研究结果相似。表明温度对小环藻细胞

ＥＰＡ含量的影响还与培养阶段有关。高温有利
于细胞蓄积更多的ＡＲＡ的现象或许与ＡＲＡ有助
于细胞增加抗高温胁迫的生理作用有关。研究

表明，生活于热带的海洋生物通常比温带的海洋

生物含有更高的 ＡＲＡ水平。ＡＺＡＣＨＩ等［２８］认为

盐度的变化能够影响微藻细胞的 β酮脂酰ＣｏＡ
合成酶（βｋｅｔｏａｃｙｌｃｏｅｎｚｙｍｅＡ（ＣｏＡ）ｓｙｎｔｈａｓｅｓ
（Ｋｃｓ））和脂肪酸去饱和酶的合成。盐度还会影
响微藻的光合作用和呼吸作用的电子传递系统，

从而影响细胞脂肪酸的合成。研究表明，低盐度

条件有利于绿色巴夫藻（Ｐａｖｌａｖａｖｉｒｉｄｉｄ）合成
ＰＵＦＡ（ｎ３）及 ＥＰＡ［２９］。４株海水小球藻的 ＥＰＡ
含量均在低盐度（１６）时达到最大值［３０］。本研究

中ＡＲＡ含量的变化也具有相似的结果，即低盐
度有助于小环藻细胞 ＡＲＡ含量的增加。然而从
细胞ＥＰＡ含量看，培养前期在高盐度（９）条件下
更有利细胞ＥＰＡ的蓄积，到了培养末期，低盐度
（３）下小环藻细胞的 ＥＰＡ含量较高。表明盐度
对小环藻 ＥＰＡ的影响与培养阶段有关。而
ＴＥＳＨＩＭＡ等［３１］报道了一种海水小球藻（Ｃ．
ｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉａｌ）在盐度４～３０之间变化时并未引起
脂肪酸组成的变化。微绿球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓ
ｏｃｕｌａｔａ）ＥＰＡ含量在盐度处于１４．５～３３．５之间无
显著变化［３２］。而事实上海水小球藻（Ｃｙｃｌｏｔｅｌｌａ
ｓｐ．）和眼点拟微球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓｓｐ．）对盐
度的适应范围都很广。因此，上述研究结果表明

盐度对微藻细胞脂肪酸的影响具有种间差异性，

影响规律也与培养条件的选择有关。

光照可调节藻细胞代谢，因此藻细胞的脂肪

酸组成也受光照条件的影响而产生变化。光照

通过一系列铁氧还原蛋白和硫氧还原蛋白参与

的信号转导，激活质体中的乙酰辅酶 Ａ羧化酶
（ＡＣＣａｓｅ），诱导 ＡＣＣａｓｅ酶调节脂肪酸的合成。
低光照强度可以促进极性脂合成，尤其是与叶绿

体连接的极性膜脂，而高光照强度会增加中性脂

含量［３３］。此外，尽管光照强度过高很容易导致多

不饱和脂肪酸的氧化损伤，但是会促进 ＳＦＡ和单
不饱和脂肪酸（ＭＵＦＡ）的合成［３４］。ＴＨＯＭＰＳＯＮ
等［３５］认为大多数海水微藻在低光照强度下合成

高水平ＥＰＡ，而 ＤＨＡ含量通常会随着光照强度
升高而增加［３６］。曹春晖等［３７］也发现２株小球藻
（Ｃｈｌｏｒｅｌｌａｓｐ．）的ＥＰＡ含量随光照强度增加而明
显降低，４株绿藻的 ＡＲＡ含量和 ＰＵＦＡ总量均随
光照强度的增加而降低。蒋霞敏［３８］报道在

１０００～７０００ｌｘ光照范围内微绿球藻 ＥＰＡ含量
随光照强度升高而降低。本实验中光照强度对

小环藻细胞ＡＲＡ和ＥＰＡ含量存在不同的诱导效
果，高的光照强度［６０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］始终有利
于细胞积累 ＥＰＡ；较低的光照强度则有利于细胞
积累ＡＲＡ，而且在培养前期效果更明显。上述研
究结果也再次表明，环境因子对微藻细胞脂肪酸

组成的影响具有种间差异性和脂肪酸差异性，推

测这种差异性与微藻对环境的适应能力及实验

参数的选择有关。

综上所述，有利于小环藻生物量生长的盐度
光照强度温度组合条件与有利于藻细胞积累
ＡＲＡ或ＥＰＡ含量的组合条件并不完全一致。小
环藻在盐度６，光照强度４０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）和温
度３０℃组收获生物量干重最高；但低的盐度（３）
和高的温度（３０℃）始终有利于小环藻 ＳＨＯＵ
Ｂ１０８细胞积累ＡＲＡ，而高的光照强度［６０μｍｏｌ／
（ｍ２·ｓ）］则始终有利于细胞积累 ＥＰＡ。通过选
择特定的培养条件，可以按需获得特定营养物质

含量高的小环藻细胞。
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