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摘　要：等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．）与缺刻缘绿藻（Ｍｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ）是具有极高营养价值的微藻，分别富含二十
二碳六烯酸（ＤＨＡ）和花生四烯酸（ＡｒＡ），对这２种微藻的异养／兼养培养方式展开探索。在使用葡萄糖作为
外源有机碳源时，等鞭金藻和缺刻缘绿藻均可以实现异养生长，在黑暗条件下快速积累生物量。适宜等鞭金

藻和缺刻缘绿藻异养的葡萄糖质量浓度分别为５ｇ／Ｌ和１ｇ／Ｌ。在此基础上，继续探究氮质量浓度的影响：对
于等鞭金藻，３００ｍｇ／Ｌ的硝酸钠对于生物量的生产最佳，同时对于胞内ＤＨＡ积累的促进作用最强；对于缺刻
缘绿藻，氮质量浓度对于微藻的生长影响不明显，但对其ＡｒＡ的含量影响显著，缺氮培养时ＡｒＡ的含量最高。
在证实了两种微藻的异养特性与最适碳、氮营养供给后，进一步开展兼养研究，从而获得了显著提升的微藻生

物量以及目标多不饱和脂肪酸的含量。最后，将兼养获得的２种微藻用于投喂卤虫，结果表明ＤＨＡ与ＡｒＡ都
可以被有效传递给卤虫，从而有望开发成为营养强化型的水产饵料。本研究为等鞭金藻和缺刻缘绿藻的资源

化利用提供了有价值的技术参考。

关键词：等鞭金藻；缺刻缘绿藻；二十二碳六烯酸；花生四烯酸；卤虫
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　　微藻是一类分布广泛的单细胞微生物群体。
一方面，微藻含有叶绿体，能够进行光自养，即利

用光作为能源，利用无机碳作为碳源［１］。在光自

养中，处于生长后期的微藻往往会因为相互遮挡

而降低光的利用效率，使细胞无法达到较高的密

度［２］。另一方面，少部分微藻具有异养的能力，

即在黑暗条件下利用有机碳作为生长的唯一能

量和碳源［３］。与光自养相比，微藻的异养不受限

于光照，因此可以在密闭的生物反应器中进行，

条件可控，污染风险低，细胞密度也高得多［４］。

但值得注意的是，并非所有的微藻都能够异养。

目前所报道的异养藻种主要限定于小球藻、菱形

藻、裂殖壶菌等，品种十分有限［５６］。因此，发掘

具备异养能力的微藻种质资源，具有重要的现实

意义。本研究选取等鞭金藻（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．）与缺
刻缘绿藻（Ｍｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ），对其异养特性展开
研究。等鞭金藻是海水藻，无细胞壁，易消化，且

胞内富含二十二碳六烯酸（ｄｏｃｏｓａｈｅｘａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，
ＤＨＡ）；缺刻缘绿藻是一种球形淡水绿藻，是迄今
为止已知的花生四烯酸（ａｒａｃｈｉｄｏｎｉｃａｃｉｄ，ＡｒＡ）
含量最高的微藻［７８］。在现有的文献中，等鞭金

藻能否异养，观点尚不统一；缺刻缘绿藻则只有１
篇异养的报道，所观察到的生长速率也很低［９１１］。

因此，本研究首先探索等鞭金藻和缺刻缘绿藻异

养的可行性；在此基础上继而展开兼养的研究，

即提供有机碳源的同时也补充光照，以期获得更

高的生物量产量。除了生物量之外，重点考察２
种微藻中各自的特色脂肪酸，即 ＤＨＡ与 ＡｒＡ在
异养／兼养模式下的产量变化。最后，对于所获
得的富含ＤＨＡ的等鞭金藻与富含 ＡｒＡ的缺刻缘
绿藻，尝试用于投喂卤虫，观察这些多不饱和脂

肪酸是否能够传递给卤虫并在其体内富集，以形

成营养强化型的水产饵料。
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１　材料与方法

１．１　实验材料
本研究所采用的缺刻缘绿藻（Ｍｙｒｍｅｃｉａ

ｉｎｃｉｓａ）由暨南大学张成武教授馈赠；等鞭金藻
（Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．）购于上海光语生物科技公司。本
研究所采用的渤海湾卤虫（Ａｒｔｅｍｉａｓｐ．）休眠卵购
于无棣海吉水产有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　微藻的异养培养

等鞭金藻的培养采用的是 ｆ／２培养基，培养
温度为２５℃，盐度为２８，ｐＨ调节至８．０，在３、５、
１０ｇ／Ｌ的葡萄糖浓度及７５ｍｇ／Ｌ的硝酸钠浓度
下等鞭金藻进行异养；缺刻缘绿藻的培养采用的

是ＢＧ１１培养基，培养温度为２５℃，ｐＨ调节至
６．８，在０．５、１．０、１．５、２．０ｇ／Ｌ的葡萄糖质量浓度
及１５００ｍｇ／Ｌ的硝酸钠质量浓度下缺刻缘绿藻
进行异养。两株微藻均采用内径为３．５ｃｍ的圆
柱体玻璃管（容量约５００ｍＬ）作为光生物反应器，
并加入０．２２μｍ过滤空气充气培养，置于黑暗的
培养室。

在筛选出微藻生长的最佳葡萄糖质量浓度

后，进一步明确了适合两株微藻异养生长的最佳

硝酸钠质量浓度。等鞭金藻在含有 ５ｇ／Ｌ葡萄
糖，７５、１５０、３００、６００ｍｇ／Ｌ的硝酸钠的ｆ／２培养基
中进行异养。缺刻缘绿藻在含有１ｇ／Ｌ葡萄糖，
１５０、３００、７５０、１５００ｍｇ／Ｌ的硝酸钠的 ＢＧ１１培
养基中进行异养。

１．２．２　微藻的兼养培养
在明确上述异养条件后，其他条件不变，另

外施加１２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）的光照，光照和黑暗时
间比为１２ｈ∶１２ｈ，在此条件下对等鞭金藻和缺刻
缘绿藻进行兼养培养。为减少杂菌干扰，异养和

兼养培养基中均添加３９ｍｇ／Ｌ氨苄青霉素。２种
微藻的培养时间均为１２ｄ。
１．２．３　微藻生物量的测定

采用差量法测定生物量。每两天取 １０ｍＬ
藻液以转速５０００ｒ／ｍｉｎ离心并用蒸馏水冲洗３
次，在已烘干称重的滤纸（ＷｈａｔｍａｎＧＦ／Ｃ，孔径
１．６μｍ）上过滤后，置于８０℃的干燥箱烘至恒
重。根据不同时间点的藻类生物量绘制微藻生

长曲线。用下列公式计算生物量（Ｎ）：
Ｎ＝（Ｗ－Ｗ０）／Ｖ （１）

式中：Ｎ为生物量，ｇ／Ｌ；Ｗ为含有藻液的滤纸的
质量，ｇ；Ｗ０为滤纸的质量，ｇ；Ｖ为藻液的体积，Ｌ。
１．２．４　微藻的ＤＨＡ与ＡｒＡ的测定

根据改良的 ＣＯＨＥＮ的方法测定脂肪酸［１２］。

取２０ｍｇ冻干的藻粉加入１ｍＬ４％的硫酸甲醇溶
液，氮气充满后迅速封口，置于８０℃水浴１ｈ，冷
却后加入１ｍＬ正己烷和１ｍＬ０．９％的氯化钠溶
液，涡旋振荡，充分混匀，５５００ｒ／ｍｉｎ，离心 １０
ｍｉｎ，吸取上清液，用氮气吹干并用正己烷复溶。
脂肪酸组成分析采用 Ａｎｇｉｌｅｎｔ６８９０ｐｌｕｓ型气相
色谱仪，色谱柱为 ＨＰ５型毛细管柱；分流比为
５０∶１；空气、氮气、氢气的流速分别为４５０、３０、４０
ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为１μＬ。根据脂肪酸标准品的
分析图谱和保留时间对样品脂肪酸定性分析，利

用峰面积归一化法计算 ＤＨＡ和 ＡｒＡ的相对百分
含量。

１．２．５　卤虫的孵化与微藻投喂
参照 ＢＡＲＵＡＨ等［１３］的方法进行消毒和孵

化。卤虫孵化条件为：温度为３０℃，盐度为２７，
ｐＨ调节至８．５，光照强度为３６μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）。
所用的卤虫为孵化２４ｈ后的卤虫无节幼体。卤
虫孵化好后，利用兼养模式下获得最高 ＤＨＡ和
ＡｒＡ含量的等鞭金藻和缺刻缘绿藻作为饵料投喂
卤虫，对其进行营养强化。以不投喂饵料组为对

照，各设３个平行组。强化时，卤虫的密度为５０
个／ｍＬ，微藻的密度为３×１０６个／ｍＬ。
１．２．６　卤虫的ＤＨＡ与ＡｒＡ的测定

分别在强化６、１２和２４ｈ后用３００目筛绢过
滤收集强化好的卤虫。用蒸馏水冲洗干净，置于

烘箱中 ６０℃过夜后磨碎，获取卤虫样品，用于
ＤＨＡ与ＡｒＡ的测定，各设３个平行组。测定方法
同１．２．４节。
１．３　数据处理与分析

所有实验均进行３次，实验结果数据均用平
均值 ±标准差来表示。不同组间差异采用
ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ单因素方差分析，在Ｐ＜０．０５的置
信度水平上采用 Ｄｕｎｃａｎ氏多重范围检验。不同
小写字母表示差异有统计学意义。采用 ＳＰＳＳ
２２．０分析数据，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５．０进行作图。

２　结果与分析

２．１　等鞭金藻和缺刻缘绿藻异养探究
首先检测了 ２种微藻能否在异养条件下存
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活。在黑暗条件下，２种微藻均补充葡萄糖作为
唯一碳源。对于等鞭金藻，设置的葡萄糖质量浓

度为３～１０ｇ／Ｌ，这一质量浓度范围适用于大多
数已报道的异养微藻。结果如图１ａ所示，补充葡
萄糖后，等鞭金藻能够正常生长，最佳质量浓度

为５ｇ／Ｌ。在葡萄糖质量浓度提升至１０ｇ／Ｌ后，
微藻生物量反而出现下降。对于缺刻缘绿藻，迄

今只有１篇文献报道了其异养性能，且适用于该

藻的葡萄糖质量浓度很低。参考该文献，本研究

设置的葡萄糖质量浓度为０．５～２．０ｇ／Ｌ。结果
发现，在所使用的质量浓度范围内，缺刻缘绿藻

均能够生长，其中效果最佳的质量浓度是１ｇ／Ｌ
（图１ｂ）。在进一步增加葡萄糖质量浓度至５～
１０ｇ／Ｌ时，观察到微藻絮凝成团，不能存活。这
说明缺刻缘绿藻可能仅可以在较低的葡萄糖质

量浓度下异养存活。

图１　异养条件下等鞭金藻（ａ）和缺刻缘绿藻（ｂ）的生长情况
Ｆｉｇ．１　ＧｒｏｗｔｈｏｆＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．（ａ）ａｎｄＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ（ｂ）ｕｎｄｅｒｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

　　除了碳之外，氮是微藻生长最重要的营养限
制因子，因此，在明确了适用于２种微藻异养培
养的有机碳含量后，本研究进一步探索了适用于

２种微藻的氮含量。对于等鞭金藻，在５ｇ／Ｌ葡
萄糖质量浓度的基础上，加入７５～６００ｍｇ／Ｌ硝酸
钠进行异养培养（其中７５ｍｇ／Ｌ为正常 ｆ／２培养
基所含的硝酸钠质量浓度）。结果如表１所示，
硝酸钠质量浓度对等鞭金藻的生长促进效果从

高到底依次为：３００ｍｇ／Ｌ＞６００ｍｇ／Ｌ＞１５０ｍｇ／Ｌ
＞７５ｍｇ／Ｌ＞０ｍｇ／Ｌ，最高生物量可达１．５２ｇ／Ｌ。
除了生物量之外，微藻的脂肪酸含量也与培养基

中的氮含量密切相关。本研究继而检测了等鞭

金藻中的目标多不饱和脂肪酸，即 ＤＨＡ的含量。
发现硝酸钠的质量浓度在３００ｍｇ／Ｌ时ＤＨＡ含量
最高，达到总脂肪酸含量的１１．１６％。对于缺刻
缘绿藻，在１ｇ／Ｌ葡萄糖质量浓度的基础上，加入
了１５０～１５００ｍｇ／Ｌ硝酸钠进行异养培养（其中
１５００ｍｇ／Ｌ为正常 ＢＧ１１培养基所含的硝酸钠
质量浓度）。结果表明，不同质量浓度的硝酸钠

对缺刻缘绿藻的生长影响较小，但对于其目标多

不饱和脂肪酸，即 ＡｒＡ含量的影响显著（Ｐ＜
０．０５）。值得注意的是，ＡｒＡ的最高含量出现在
完全缺氮的条件下，达到了总脂肪酸含量的

３０．３６％。这与等鞭金藻中的情况恰好相反（ＤＨＡ
在缺氮条件下的含量最低）。

表１　异养条件下氮含量对２种微藻的生长
及目标多不饱和脂肪酸含量的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｏｎｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄｔａｒｇｅｔｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ（ＰＵＦＡ）ｃｏｎｔｅｎｔｓ
ｏｆｔｗｏｍｉｃｒｏａｌｇａｅｕｎｄｅｒｈｅｔｅｒｏｔｒｏｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

藻种

Ａｌｇａｅ

硝酸钠质量浓度

Ｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒａｔｅ
ｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ｍｇ／Ｌ）

生物量１

Ｂｉｏｍａｓｓ／
（ｇ／Ｌ）

目标多不饱和

脂肪酸含量２

ＴａｒｇｅｔＰＵＦＡ
ｃｏｎｔｅｎｔ／％

等鞭金藻

Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓ
ｓｐ．

０ ０．６８±０．０２ｄ ６．３６±０．０８ｃ

７５ １．３３±０．０９ｃ ８．３５±０．３５ｂ

１５０ １．４４±０．０５ｂ １０．７４±０．１２ａ

３００ １．５２±０．０３ａ １１．１６±０．１９ａ

６００ １．４９±０．０６ａｂ １１．１２±０．１１ａ

缺刻缘绿藻

Ｍｙｒｍｅｃｉａ
ｉｎｃｉｓａ

０ ０．４２±０．０２ｃ ３０．３６±０．１４ａ

１５０ １．０８±０．０２ｂ ２７．３１±０．１８ｂ

３００ １．１１±０．０４ａｂ ２２．５８±０．２１ｃ

７５０ １．１４±０．０５ａ ２１．３４±０．１１ｄ

１５００ １．１３±０．０２ａｂ ２０．３３±０．０８ｅ

注：１．同列数据中，相同小写字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５），不
同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；２．等鞭金藻中的目标多不
饱和脂肪酸为二十二碳六烯酸，缺刻缘绿藻中的目标多不饱和脂

肪酸为花生四烯酸。

Ｎｏｔｅｓ：１．Ｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｏｆｄａｔａ
ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＞０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（Ｐ＜０．０５）；２．ＴａｒｇｅｔＰＵＦＡｓｉｎＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．ａｎｄＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ
ａｒｅＤＨＡａｎｄＡｒＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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２．２　等鞭金藻和缺刻缘绿藻的兼养探究
在明确了等鞭金藻和缺刻缘绿藻能够异养

后，进一步对其兼养特性进行探究，即在异养的

基础上增加了１２０μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）的光照。结果
显示，２种微藻的生长均得到了显著的提升：在

１２ｄ的培养周期结束后，等鞭金藻的生物量达到
２．１３ｇ／Ｌ，是异养条件下的 １．５７倍（Ｐ＜０．０５）
［图２（ａ）］；而缺刻缘绿藻的生物量达到１．７０ｇ／
Ｌ，比异养条件提高了５０．４４％（Ｐ＜０．０５）［图 ２
（ｂ）］。

图２　兼养条件下等鞭金藻（ａ）和缺刻缘绿藻（ｂ）的生物量
Ｆｉｇ．２　ＢｉｏｍａｓｓｏｆＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．（ａ）ａｎｄＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ（ｂ）ｕｎｄｅｒｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

　　在此基础上，进一步探究兼养条件下氮含量
对２种微藻生长及脂肪酸积累的影响。如表２所
示，对于等鞭金藻，３００ｍｇ／Ｌ的硝酸钠质量浓度
对于其生长表现出最佳的促进作用，最高生物量

表２　兼养条件下氮含量对２种微藻的
生长及目标多不饱和脂肪酸含量的影响

Ｔａｂ．２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｃｏｎｔｅｎｔｏｎｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄｔａｒｇｅｔｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄ（ＰＵＦＡ）

ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｔｗｏｍｉｃｒｏａｌｇａｅｕｎｄｅｒｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

藻种

Ａｌｇａｅ

硝酸钠质量浓度

Ｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒａｔｅ
ｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ｍｇ／Ｌ）

生物量１

Ｂｉｏｍａｓｓ／
（ｇ／Ｌ）

目标多不饱和

脂肪酸含量２

ＴａｒｇｅｔＰＵＦＡ
ｃｏｎｔｅｎｔ／％

等鞭金藻

Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓ
ｓｐ．

０ １．３５±０．０４ｅ ９．３２±０．８１ｄ

７５ ２．１３±０．０６ｄ １４．９３±０．０４ｃ

１５０ ２．２７±０．０３ｃ １５．７７±０．１２ｂ

３００ ２．５１±０．０４ａ １６．４５±０．１１ａ

６００ ２．３８±０．０３ｂ １６．３８±０．１１ａｂ

缺刻缘绿藻

Ｍｙｒｍｅｃｉａ
ｉｎｃｉｓａ

０ １．５５±０．１１ｄ ３４．３２±０．１３ａ

１５０ １．６２±０．０４ｃ ２８．９３±０．８５ｂ

３００ １．６５±０．０３ｂｃ ２３．９１±１．２７ｃ

７５０ １．６９±０．０２ａｂ ２２．４５±０．４２ｄ

１５００ １．７０±０．０３ａ ２０．３８±０．３４ｅ

注：１．同列数据中，相同小写字母表示差异不显著 （Ｐ＞０．０５），不
同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０．０５）；２．等鞭金藻中的目标多
不饱和脂肪酸为二十二碳六烯酸，缺刻缘绿藻中的目标多不饱和

脂肪酸为花生四烯酸。

Ｎｏｔｅｓ：１．Ｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｏｆｄａｔａ
ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＞０．０５），ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（Ｐ＜０．０５）；２．ＴａｒｇｅｔＰＵＦＡｓｉｎＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．ａｎｄＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ
ａｒｅＤＨＡａｎｄＡｒＡ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

可达２．５１ｇ／Ｌ。与同样碳、氮含量的异养相比，
显著提高了６５．１３％（Ｐ＜０．０５）。等鞭金藻中的
ＤＨＡ，在３００ｍｇ／Ｌ的硝酸钠质量浓度下达到了
１６．４５％（ＴＦＡ），比异养时显著增加了 ４７．４０％
（Ｐ＜０．０５）。对于缺刻缘绿藻，在添加１５００ｍｇ／
Ｌ的硝酸钠时，兼养的生物量最高为 １．７０ｇ／Ｌ。
与同样碳、氮含量的异养相比，显著提高了

５０．４４％（Ｐ＜０．０５）。至于ＡｒＡ的含量，在完全缺
氮条件下高达３４．３２％（ＴＦＡ），比异养时增加了
１３．０４％（Ｐ＜０．０５）。随着硝酸钠质量浓度的升
高，缺刻缘绿藻的ＡｒＡ含量逐渐降低。
２．３　利用兼养型微藻对卤虫进行营养强化

结果表明，兼养条件下，２种微藻能够生产高
含量的目标多不饱和脂肪酸（即 ＤＨＡ和 ＡｒＡ）。
对于等鞭金藻，最适宜的营养条件为５ｇ／Ｌ葡萄
糖、３００ｍｇ／Ｌ硝酸钠；对于缺刻缘绿藻，最适宜的
营养条件为１ｇ／Ｌ葡萄糖，缺氮培养。对于所获
得的富含目标多不饱和脂肪酸的２种微藻，进一
步探究了其用做水产动物饵料的可行性。对于

很多水产动物，脂肪酸的摄入会显著影响其存活

率、生长速度、抗应激能力等生理指标［１４］。对于

本研究中的２种目标多不饱和脂肪酸而言，ＤＨＡ
的摄入不足，可能会损害海洋幼鱼的神经和视觉

发育，而ＡｒＡ则在水产动物幼体的磷酸肌醇转导
信号机制中发挥着至关重要的作用［１５］。将２种
微藻尝试用于对卤虫无节幼体进行营养强化。
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卤虫是培育海水苗种食物链的重要一环，常被用

作水产动物幼苗的开口饵料；但是在其无节幼体

内，从较短的碳链前体合成长链多不饱和脂肪酸

所需的去饱和酶和延长酶活性非常低，因此难以

自身合成ＤＨＡ与ＡｒＡ［１６］。本研究分别将等鞭金
藻和缺刻缘绿藻投喂卤虫，对照组是未投喂任何

食物的卤虫。在投喂微藻６、１２、２４ｈ后，卤虫体
内ＤＨＡ与ＡｒＡ含量变化如表３所示。

表３　经２种兼养型微藻分别饲养后的卤虫体内的目标多不饱和脂肪酸含量变化
Ｔａｂ．３　ＣｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅｔａｒｇｅｔＰＵＦＡｉｎｔｈｅｂｏｄｙｏｆＡｒｔｅｍｉａｓｐ．

ａｆｔｅｒｆｅｅｄｉｎｇｗｉｔｈｔｗｏｍｉｘｏｔｒｏｐｈｉｃｍｉｃｒｏａｌｇａｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ％
多不

饱和

脂肪

酸

ＰＵＦＡ

对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ
等鞭金藻

Ｉｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．

缺刻缘绿藻

Ｍｙｒｍｅｃｉａ
ｉｎｃｉｓａ

等鞭金藻强化卤虫

Ａｒｔｅｍｉａｓｐ．
ｆｅｄｂｙＩｓｏｃｈｒｙｓｉｓｓｐ．

６ｈ １２ｈ ２４ｈ

缺刻缘绿藻强化卤虫

Ａｒｔｅｍｉａｓｐ．ｆｅｄ
ｂｙＭｙｒｍｅｃｉａｉｎｃｉｓａ

６ｈ １２ｈ ２４ｈ
ＤＨＡ － １６．４５±０．１１ａ － ７．５５±０．１２ｃ ８．０６±０．１６ｂ ８．１８±０．１６ｂ － － －
ＡｒＡ ０．３８±０．０７ｅ － ３４．３２±０．１３ａ － － － ３．４５±０．１１ｄ ４．０８±０．０４ｂ ３．８３±０．０８ｃ

注：同行数据中，相同小写字母表示差异不显著 （Ｐ＞０．０５），不同小写字母表示差异显著 （Ｐ＜０．０５）。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅｓａｍｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｌｉｎｅｏｆｄａｔａｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＞０．０５），ａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜０．０５）．

　　由表３可知，未进行营养强化时，卤虫体内
不含有ＤＨＡ，只检测到少量的 ＡｒＡ。在投喂等鞭
金藻６ｈ后卤虫体内的ＤＨＡ就富集了７．５５％，且
卤虫体内的ＤＨＡ含量随着强化时间的延长而增
加，最终卤虫体内的 ＤＨＡ含量由 ０增长至 ８．
１８％，等鞭金藻中ＤＨＡ含量的４９．７３％富集到卤
虫体内，大大提高了卤虫的 ＤＨＡ含量（Ｐ＜０．
０５）。利用缺刻缘绿藻强化卤虫时，显著改善了
卤虫体内的ＡｒＡ含量（Ｐ＜０．０５），在经过６ｈ强
化后，ＡｒＡ含量由０．３８％增加至３．４５％，１２ｈ强
化后，ＡｒＡ含量进一步增加至４．０８％，比未强化
时增加了９．７４倍，但强化１２～２４ｈ时，ＡｒＡ含量
略有下降。这一结果表明，２种微藻的目标多不
饱和脂肪酸均能够通过投喂的形式，有效传递并

富集在卤虫体内，达到营养强化的效果。

３　讨论

３．１　等鞭金藻与缺刻缘绿藻异养的可行性分析
微藻能够利用有机物的前提是该藻能够异

养。异养时，微藻依赖有机碳作为生长的能量和

碳源，而不受光照的限制。本研究以葡萄糖作为

有机碳源，对等鞭金藻与缺刻缘绿藻尝试进行了

异养。文献中关于这２种微藻的异养报道十分
有限：对于等鞭金藻，ＢＡＳＲＩ等［９］研究表明 Ｉ．
ｍａｒｉｔｉｍａ能够利用葡萄糖异养，最大细胞密度是
光自养时的４．６倍，在异养中的不同细胞生长阶
段，碳 水 化 合 物 含 量 均 高 于 光 自 养；而

ＡＬＫＨＡＭＩＳ等［１０］研究则表明，Ｉ．ｇａｌｂａｎａ在异养

条件下生长速率受到显著的抑制。因此，等鞭金

藻的异养能力可能存在物种特异性。本研究的

结果表明，Ｉ．ｇａｌｂａｎａＵＴＥＸＬＢ２３０７能够进行异养
培养，最适葡萄糖质量浓度为５ｇ／Ｌ。对于缺刻
缘绿藻，迄今只有１篇异养的报道，且获得的生
物量也很低：在１５天的培养后，净增长只有０．６
ｇ／Ｌ［１１］。在本研究中，１２ｄ的异养培养后生物量
净增长了１．０３ｇ／Ｌ，比原先ＴＡＢＡＢＡ等报道的数
据增加了７１．６７％，这可能是由于以下两方面的
原因：（１）ＴＡＢＡＢＡ等研究使用的是转速较低（６５
ｒ／ｍｉｎ转速）的摇床来摇动微藻，低转速会导致微
藻絮凝，溶氧量低，不利用生长。而本研究采用

的是加入过滤空气的生物反应器来培养微藻，大

大提高了微藻的溶氧量，不易絮凝；（２）本研究调
节了异养培养基中的 ｐＨ，因为异养型微藻利用
有机碳代谢生成ＣＯ２，导致培养基中的 ｐＨ降低，
所以调节 ｐＨ更有利于异养微藻的生长［１７］。另

外，对于２种微藻，当葡萄糖质量浓度过高时（等
鞭金藻的葡萄糖质量浓度大于５ｇ／Ｌ，缺刻缘绿
藻的葡萄糖质量浓度大于１ｇ／Ｌ），微藻的生长均
会受到限制。这可能是由于葡萄糖质量浓度过

高，使得同化这些葡萄糖所需要大量 ＡＴＰ超过了
其本身所含的能量，从而无法继续促进微藻的生

长［１８］。

除了碳之外，氮也是微藻生长的关键营养因

子，而氮含量对微藻生长的影响各有不同［１０］。一

般而言，微藻倾向于在氮充足环境下生长，如

ＮＩＧＡＭ等［１９］研究发现，蛋白核小球藻的生物量
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随着氮浓度的升高而增加，富氮条件下更有利于

其生长。但是，也有部分微藻更倾向于低氮条件

下生长，如ＡＲＵＭＵＧＡＭ等［２０］研究表明低氮环境

下促进栅藻生长，高氮则抑制其生长。同时，还

有部分微藻的生长对培养基中的氮浓度响应不

敏感，如：石岩骏［２１］研究表明不同氮含量对塔玛

亚历山大藻的比生长速率几乎没有影响；

ＢＲＥＵＥＲ等［２２］研究发现微拟球藻在缺氮培养条

件下的生物量产率与氮充足时相似。对于等鞭

金藻，正常ｆ／２培养基中的硝酸钠质量浓度是７５
ｍｇ／Ｌ，在培养的中后段往往会耗尽。因此，本研
究中适当提高等鞭金藻的培养基中的氮含量，使

藻细胞的光合效率保持在一个更高的水平，增加

同化力形成（ＮＡＤＰＨ和ＡＴＰ），促进碳同化，加快
了藻细胞的生长［２３］。对于缺刻缘绿藻，氮含量的

改变则对其生物量的影响并不明显，这一结果与

之前缺刻缘绿藻的报道一致，可能与缺刻缘绿藻

中蛋白质与脂质之间的转化有关［８，２２，２４］。

相较于生物量，微藻胞内脂肪酸的含量更容

易受到氮含量的影响。培养基中 Ｃ／Ｎ的变化能
够调节微藻内碳流的代谢，造成碳水化合物与能

量的代谢及物质再分配，从而显著影响微藻内产

物的积累，尤其是脂肪酸［８］。目前，部分异养型

微藻被应用于生产多不饱和脂肪酸，如：ＷＥＮ
等［２５］利用菱形藻异养生产 ＥＰＡ；ＬＩＮＧ等［６］异养

培养裂殖弧菌来高效生产ＤＨＡ，还有部分微藻已
经开始应用于大规模商业化生产多不饱和脂肪

酸，如美国的ＤＳＭ营养产品公司通过异养发酵培
养隐甲藻而获得富含４０５０％ＤＨＡ的藻油，用作
婴儿配方奶粉添加剂［２６］。因此除了２种微藻的
生物量外，本研究还检测了其目标多不饱和脂肪

酸在不同氮含量下的积累情况。对于等鞭金藻

来说，观察到培养基中氮含量显著影响 ＤＨＡ的
积累，相较于缺氮和低氮培养，富氮条件下更有

利于ＤＨＡ的积累。据报道，对于大多数等鞭金
藻，其 ＤＨＡ含量与初始氮含量呈正相关［２７］。

ＺＡＲＲＩＮＭＥＨＲ等［２８］研究发现在充足的氮浓度条

件下，等鞭金藻中多不饱和脂肪酸含量比氮匮乏

时增加了５倍。低氮条件下ＤＨＡ含量较低，可能
是因为培养基中的氮被很快消耗，而缺氮时从糖

脂中释放出来的 ＤＨＡ由于不能被纳入中性脂
中，因而受到 β氧化降解导致含量降低［２７］。相

对于等鞭金藻，缺刻缘绿藻的研究表明在缺氮条

件下更有利于 ＡｒＡ的积累。大量的研究［２９３０］也

证明，在缺刻缘绿藻中，缺氮或低氮情况下会加

速积累 ＡｒＡ。与等鞭金藻不同，缺刻缘绿藻中
ＡｒＡ主要集中在中性脂而非极性脂上。因此，随
着培养基中氮的消耗，碳流会从碳水化合物和蛋

白质流向储能效果更好的中性脂（尤其是甘油三

酯）中，这使得ＡｒＡ的含量迅速上升［３１］。

３．２　等鞭金藻与缺刻缘绿藻兼养特性的分析
对于能够异养的藻种而言，兼养可能是一种

更高效的培养策略。大多数研究［３２］表明，与异养

相比，兼养具有更高的生长速率和生物质含量。

本研究的结果也表明，２种微藻均在兼养条件下
获得最高的生物量。这可能是由于在兼养中同

时提供了光照和有机碳，一方面光合作用产生的

ＡＴＰ能够加速葡萄糖的氧化代谢，另一方面葡萄
糖氧化释放的 ＣＯ２ 可以被重新用于光合作
用［３３］。因此，在兼养环境中，光合作用和葡萄糖

氧化共同发挥作用，往往能够有效地提高微藻的

生长速率。其次，相对于光自养和异养，兼养型

微藻同时利用无机碳和有机碳代谢生成羟基和

ＣＯ２，使得培养基中的ｐＨ维持在一个较为稳定的
水平，对藻类的生长更有利，从而提高生物质含

量［１７］。

除了生物量外，兼养条件下微藻的 ＤＨＡ及
ＡｒＡ含量也显著高于异养组，可能是在兼养过程
中，微藻的质体和线粒体之间的二氧化碳穿梭作

用增强，代谢物的细胞内含量增加，参与糖酵解

和三羧酸循环活性的增强，这些增强的ＴＣＡ活性
对应于脂肪酸和脂质等存储物质合成的增加，且

在光照的作用下，光合作用产生氧气，使得脂肪

酸去饱和酶能够更好地发挥作用，从而提高多不

饱和脂肪酸的含量［３４３５］。

３．３　ＤＨＡ和ＡｒＡ由微藻向卤虫传递的分析
对于兼养后富含 ＤＨＡ和 ＡｒＡ的２种微藻，

本研究进一步尝试用来投喂卤虫，以期获得营养

强化型的生物饵料。目前，已有多种微藻应用于

卤虫的营养强化，比如海洋微藻盐生杜氏藻、亚

心形扁藻、微拟球藻、等鞭金藻等［１６］。对于缺刻

缘绿藻而言，虽然它是淡水藻，但同样可以被滤

食性的卤虫有效摄食。有研究［３６］表明，投喂淡水

小球藻能够有效获得营养强化的卤虫。

在投喂了等鞭金藻与缺刻缘绿藻后，在卤虫

体内成功检测到了丰富的 ＤＨＡ与 ＡｒＡ。利用等
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鞭金藻强化卤虫时，随着强化时间的延长，ＤＨＡ
含量持续上升，未出现下降，这可能是由于等鞭

金藻胞内富含类胡萝卜素等具有强抗氧化活性

的物质，有助于保护长链的多不饱和脂肪酸不被

氧化分解［１４］。对于缺刻缘绿藻而言，尽管其自身

含有很高含量的 ＡｒＡ，有效传递给卤虫的比例并
不高。这可能是由于缺刻缘绿藻含有细胞壁，而

卤虫缺乏咀嚼器，因而导致其对于缺刻缘绿藻的

消化速度较慢，ＡｒＡ的吸收率相对较低［３７］。缺刻

缘绿藻投喂的卤虫在１２～２４ｈ时，ＡｒＡ含量略有
下降，可能是由于消化不良导致的存活率降低有

关。但值得注意的是，对于海洋幼鱼来说，虽然

ＡｒＡ是必需的脂肪酸，但其需求量并不高。已有
研究［３８］表明，低含量的 ＡｒＡ可以显著提高幼鱼
的生长率，而提高 ＡｒＡ含量反而会抑制其生长。
这提示，利用缺刻缘绿藻进行营养强化所获得的

卤虫可能是适用于海洋幼鱼的优质生物饵料。

综上所述，本研究首先明确了等鞭金藻和缺

刻缘绿藻具有异养的能力，能够有效利用外源葡

萄糖作为有机碳源进行生长。在此基础上，兼养

培养能够进一步提升微藻的生物量以及目标多

不饱和脂肪酸的含量。对于所获得的富含 ＤＨＡ
与ＡｒＡ的 ２种微藻，证实了能够通过投喂的方
式，有效将多不饱和脂肪酸传递给卤虫，从而有

望作为营养强化型的水产饵料。本研究的成果

为等鞭金藻和缺刻缘绿藻的资源化利用提供了

理论依据与可行的技术思路。
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