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摘要: 设计了一个超声频率、超声功率和处理时间三因素四水平的正交实验,研究了

超声波对湛江等鞭金藻的生物学效应. 实验结果表明,超声频率对湛江等鞭金藻的

生物学效应显著,而超声功率和处理时间的影响相对较小. 对于提高湛江等鞭金藻

生长速率常数, 最佳超声条件为 20 kHz, 6 W, 10 s 3次;对于提高其脂肪酸不饱和度

和主要不饱和脂肪酸百分比, 最佳超声条件为 20 kHz, 4~ 6 W, 30 s. 在最佳超声条

件下,湛江等鞭金藻生长速率常数最高可达 01630 d, 是对照组的 2102倍,其脂肪酸

不饱和度最高可达 7916%, 比对照组提高 718%, 其中主要不饱和脂肪酸的百分含量

均得到不同程度的提高.
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1  引言

超声波技术在海洋微藻的应用是一个新颍的研究课题. 已有研究表明,只要超声波的能

量、频率、处理时间适宜,则超声波产生的生物效应总是积极的
[ 1~ 3]

,例如利用超声波对亚心

形扁藻进行短期处理,可得到比对照组高 30%的细胞密度[ 4] . 本研究组也进行了球等鞭金藻

和三角褐指藻的超声实验,取的了明显的实验结果[ 5, 6] . 为了进一步研究超声波对海洋微藻的

生物学效应,本文探索促进微藻生长和提高其不饱和脂肪酸含量的最佳超声实验条件.

2  材料和方法

211  藻种的培养

取砂滤过的海水,经 0145 Lm 醋酸纤维滤膜过滤后, 高压灭菌( 0114 MPa, 30 min) . 采用

F/ 2配方(盐度 2814, pH 7190) 配制培养液. 以湛江等鞭金藻( I sochrysis z hanj iangensis )作为



实验藻种,于生化培养箱( SPX- 250型)中培养,光强为4 000 lx, 光暗周期为 12 h/ 12 h, 温度

为26 e , 每天振摇 4次,并定期(第 8天)扩养. 细胞密度用血球计数板计数. 本实验所用试剂

和玻璃仪器均经高压灭菌.

212  正交实验的设计

本实验采用超声生物促进生长仪 ( CY- 5D 型, 宁波新芝科器研究所) , 设计了一个包

括超声频率、超声功率和处理时间三因素四水平的正交实验. 根据仪器的条件, 超声频率选

定 18, 20, 24和 30 kHz, 为了得到更合理的分析结果, 频率高低顺序采取随机组合. 已有

文献报道, 在较低强度的超声波作用下, 不会破坏细胞的完整结构, 也不产生形态学的明显

变化[ 7, 8] . 通过显微镜观察表明, 对于湛江等鞭金藻, 宜采用较低功率, 如超声功率过大,

则细胞形态容易发生改变, 因此采用2, 3, 4和6 W. 本研究实验组在球等鞭金藻实验
[ 5]
中,

超声时间采用 60 s, 在三角褐指藻的实验[ 6]中, 采用 15~ 90 s, 均取得较好的实验结果. 秦

松等
[ 9]
在制备螺旋藻原生质体中, 用频率为 20 kHz, 功率为 15 W 的超声波对螺旋藻处理

30 s之后, 即观察到藻丝体的断裂, 可见处理时间不宜过长, 因此选定 30 s 1次、40 s 1次、

15 s 2次、10 s 3次 (间隔时间均为 10 s) . 实验结果采用方差分析, 经过一系列数学推导,

得到各个因素的差方和公式, 从而判断各个因素影响的显著程度[ 10] . 最佳超声条件就是最

大实验结果平均值所对应的因素水平.

213  微藻脂肪酸甲脂的制备和气相色谱分析

平行移取 3份指数生长期的藻液(细胞密度为 112 @ 105个/ cm3)各 50 cm3,按正交设计进

行超声实验, 2 h后过滤藻液样品. 将过滤的藻体从滤膜上刮下,冷冻干燥 48 h后移入带螺帽

的水解管中,加入 4 cm3 CHCl3- CH 3OH 萃取液(体积比为2B1) , 充氮气 1 min后密封,在超声

清洗器( 250 W, 33 kHz)中两次超声萃取,每次 15 min. 萃取后样品用氮气吹干,加入 2 mol/

dm3 HCl- CH 3OH 溶液, 充氮气后密闭, 于 100 e 水浴中反应 40 min, 冷却后用 2 cm3 正己烷

分两次提取, 合并提取液于具塞离心管中, 用氮气吹至 20~ 50 mm
3
,密封后放入冰箱冷冻保

存. 测定时取出样品,加入适量的正己烷( 10~ 20 mm3) , 倾斜并缓慢转动离心管,使管壁上的

样品充分溶解混匀后,用于气相色谱分析.

气相色谱仪为 SP- 3402型(北京分析仪器厂) , 色谱柱为弹性石英毛细管柱( SE- 54, 30

m @ 0122 mm, Australia Internat ional Sales) . 程序升温分 4个阶段进行, 第 1段柱温为 50~

120 e , 升温速率为 20 e / min,并在 120 e 恒温 1 m in;第 2段柱温为 120~ 180 e ,升温速率

为 6 e / min, 并在 180 e 恒温 1 min; 第 3段柱温为 180 ~ 210 e ,升温速率为 6 e / min, 并在

210 e 恒温10 min; 第4段柱温为210~ 280 e ,升温速率为 3 e / min,并在280 e 恒温 5 min.

进样器温度为 300 e , 氢火焰离子化检测器( F ID)温度为 300 e , 载气为高纯氮, 柱头压为

0142 MPa,恒流控制, 氮气流量为 30 cm3/ min, 氢气流量为 30 cm 3/ min, 空气流量为 300 cm3/

min, 分流比为1B18,进样量为 1 mm
3
. 本实验以 C19B0为内标, 采用美国 SIGMA公司脂肪酸

标准试剂. 定性、定量分析按文献[ 11]方法进行. 取 3份平行样品的测定数据计算平均值. 本

流程经多次重复验证, 测定结果稳定, 脂肪酸回收率为 9511%~ 10317%, 检测限为 01007 2

Lg, 相对偏差为 0153%~ 5149%.
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3  结果和讨论

311  超声波对湛江等鞭金藻生长的影响

不同超声条件对湛江等鞭金藻生长影响的测定结果见表1. 由此看出,经超声后湛江等鞭

金藻生长速率明显加快, 16个正交实验号样品生长速率常数均有提高. 其中提高较大的是 5,

6, 7, 10号样品,生长速率常数达 01592, 01592, 01630, 01611 d,分别为无超声的湛江等鞭金藻

对照组生长速率常数 ( 01312 d) 的 1190, 1190, 2102, 1196倍,提高较小的是 2和 16 号样品,

其生长速率常数均为 01334 d, 仅为对照组生长速率常数的 1107倍.

表 1  湛江等鞭金藻正交实验生长速率常数的测定结果*

样品号 频率/ kHz 时间/ s 功率/ W 生长速率常数 k / d

1 24 30 2 01374

2 24 15(2次) 3 01334

3 24 10 ( 3次) 4 01434

4 24 40 6 01414

5 20 30 3 01592

6 20 15(2次) 2 01592

7 20 10 ( 3次) 6 01630

8 20 40 4 01474

9 18 30 4 01414

10 18 15(2次) 6 01611

11 18 10 ( 3次) 2 01572

12 18 40 3 01434

13 30 30 6 01514

14 30 15(2次) 4 01394

15 30 10(3次) 3 01454

16 30 40 2 01334

对照组 01312

* 生长速率常数 k= ( lnN - lnN 0) / ( t- t 0) ,式中 N 为超声后的细胞密度, N 0 为超声前的细胞密度, t 为实验终了时间, t 0

为开始时间.

方差分析结果表明, 频率的改变对湛江等鞭金藻生长的影响尤其显著,而功率和时间也有

一定的影响, 但不如频率的影响显著. 综合正交实验结果,在本实验设计的因素水平范围内,

提高湛江等鞭金藻生长速率常数的最佳超声条件是频率为 20 kHz,功率为 6 W,时间为 10 s 3

次 (表 2) .

表 2 超声频率、功率和时间对湛江等鞭金藻生长速率常数( k)的影响

频率/ kH z k 平均/ d 功率/ W k 平均/ d 时间/ s k 平均/ d

18 01508 2 01468 30 01474

20 01572 3 01454 15( 2次) 01483

24 01389 4 01429 10( 3次) 01522

30 01424 6 01542 40 01414
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312  超声波对湛江等鞭金藻脂肪酸组成的影响

气相色谱测定结果表明, 在湛江等鞭金藻脂肪酸中, 以 C14B0, C16B0, C18B4, C18B3和

C18B1为主,同时也有一定含量的 C22B6, 与 Zhukova 和 Aizdaicher[ 12]的研究相似 , 但是 C16B

1较低,且未能检测到 C20B5,这可能与藻种代谢作用的差别有关. 未经超声处理的对照组和

正交实验的 16组样品的脂肪酸组成如表 3所示, 各样品号的因素水平与表 1相同.

31211  对脂肪酸不饱和度的影响

经测定湛江等鞭金藻对照组不饱和度为 7118% . 由表3的数据可知,在正交实验 16个实

验样品中, 超声后湛江等鞭金藻脂肪酸的不饱和度均有不同程度的提高, 7和 8号样品脂肪酸

不饱和度提高显著, 脂肪酸不饱和度分别为 7910%和 7916% ,与对照组相比较,分别提高了

712%和 718%.

31212  对 C18B4的影响
对照组 C18B4占总脂肪酸 2018% . 经过超声后大多数样品 C18B4占总脂肪酸中的百分

含量得到不同程度的提高,尤其以 3和7号样提高幅度显著,其 C18B4占总脂肪酸的百分含量

达 2618%, 2610% ,比对照组分别提高了 610%和 512%.

31213  对 C18B3的影响

对照组 C18B3占总脂肪酸 2215% . 经过超声后大多数样品 C18B3占总脂肪酸中的百分

含量得到不同程度的提高,以 5, 9 和 4号样提高幅度显著, C18B3 占总脂肪酸的百分含量分

别达 2617% , 2513% 和 2512% , 分别比对照组提高了 412% , 218%和 217%.

表 3  超声波对湛江等鞭金藻脂肪酸组成的影响( %, TFA )

样品号 对照组 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

C14B0 1215 1211 101 9 1113 1110 121 1 1119 91 63 1116 111 5 1112 1410 111 9 1116 1017 9197 1015

C15B0 01374 01428 01468 01383 01421 01420 01428 01 370 01423 01411 01 384 01526 01438 01401 01 340 01367 01346

C16B4 1151 1154 1153 1147 1153 1149 11696 11 33 1155 1150 11 45 2106 1155 1148 11 49 1142 1152

C16B3 01390 01367 01227 01333 01350 01390 01398 01 309 01351 01336 01 371 01446 01385 01366 01 384 01370 01350

C16B2 01329 01266 01820 01677 01549 01448 01611 01 551 01120 01458 01 636 01604 01288 01331 01 322 01474 01439

C16B1 3124 3179 3156 3156 3136 3149 3173 21 75 3103 3139 21 90 2179 3141 3110 31 16 2165 3122

C16B0 1310 1017 7167 8145 1110 8138 9129 91 21 8106 8155 91 45 9116 9115 9156 1118 1312 1210

C17B0 01265 01371 01721 01555 01396 01333 01355 01 361 01566 01332 01 479 01541 01364 01372 01 526 01506 01494

C18B4 2018 2014 251 2 2618 2117 231 8 2115 2610 2416 231 6 2311 2315 231 5 2313 2016 2313 2112

C18B2 5102 4158 3140 3121 5122 3170 4110 41 87 3153 3164 41 66 4110 3155 4135 51 37 4115 4115

C18B3 2215 2419 221 8 2218 2512 261 7 2418 2313 2316 251 3 2217 2114 231 8 2218 2313 2114 2414

C18B1 1112 1313 141 1 1216 1210 111 9 1419 1314 1514 141 1 1411 1217 141 2 1410 1410 1211 1219

C18B0 3118 1162 1197 01433 1197 01390 01740 01 452 01408 01457 11 39 1178 01896 1127 21 54 3148 2163

C20B1 01778 01394 01802 01704 01126 01486 01430 01 470 01415 01353 01 382 01837 01450 01628 01 491 01374 01628

C22B6 4197 5129 5172 6171 5125 5183 5119 71 06 6174 6105 61 88 5159 6110 6142 41 98 5160 5129

不饱和
度* 7118 7418 781 2 7819 7513 781 3 7713 7910 7916 781 8 7711 7410 771 3 7617 7410 7214 7410

* 不饱和度等于 TUFA / TFA @ 100% ,式中 TUFA 为总不饱和脂肪酸, TFA 为总脂肪酸.
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31214  对 C18B1的影响

对照组 C18B1占总脂肪酸 1112% . 经过超声后大多数样品 C18B1占总脂肪酸中的百分

含量得到不同程度的提高,以 8和 6号样提高幅度尤其高, C18B1占总脂肪酸的百分含量分别

达 1514%和 1419% , 分别比对照组提高了 412%和 317% .

31215  对 C22B6的影响
对照组 C22B6占总脂肪酸 4197% . 经过超声后大多数样品 C22B6占总脂肪酸中的百分

含量得到不同程度的提高,以 7, 10和 8号样提高幅度尤其明显, C22B6占总脂肪酸的百分含

量分别达 7106% , 6188%和 6174% , 分别比对照组提高了 2109% , 1191%和 1177% .

表 4  超声频率和功率对湛江等鞭金藻脂肪酸组成影响

因素

水平

同一因素水平实验结果平均值( % , TFA )

不饱和度 C18B4 C18B3 C18B1 C22B6 C16B0 C14B0

频率/ kHz 18 7618 2314 2313 1318 6116 9108 1212

20 7816 2410 2416 1319 6120 8174 1113

24 7618 2315 2319 1310 5174 9141 1113

30 7413 2211 2310 1312 5157 1116 1017

功率/ W 2 7510 2117 2319 1314 5135 9153 1211

3 7516 2410 2317 1311 5182 9160 1112

4 7718 2319 2318 1410 6112 9122 1113

6 7710 2315 2312 1314 6140 9180 1018

对照组    7118 2018 2215 1112 4197 1310 1215

经方差分析表明,超声频率对湛江等鞭金藻脂肪酸组成的影响尤其显著, 超声功率有一

定影响,而时间的影响极小. 因此,以下讨论以超声频率和功率为主. 如表4所示,无论是脂肪

酸不饱和度或者是脂肪酸含量,当频率为 20 kHz时,超声作用最显著, 此时, 湛江等鞭金藻脂

肪酸不饱和度和主要不饱和脂肪酸 ( C18B4, C18B3, C18B1和 C22B6) 含量最高, 而饱和脂肪

酸( C16B0和 C14B0)含量下降也十分显著. 超声功率的效应不如频率显著,当功率为 4 W 时,

脂肪酸不饱和度有最大值, 而对于主要不饱和脂肪酸的百分含量,功率从 2~ 6 W均有提高的

效果. 超声以 30 s最佳.

为了进一步证实功率因素的效应,以频率为 20 kHz,时间为 30 s, 按 2, 4, 6, 8, 10, 12 W5

个功率水平进行超声实验,另取一份作为对照组. 结果如表 5所示,对照组脂肪酸不饱和度为

7119%. 当超声功率为 2, 4, 6 W 时, 其脂肪酸不饱和度均有较大的提高, 不饱和度分别为

7714%, 7715% , 7812%, 比对照组分别提高 515%, 516% , 613%,功率为 6 W 时有最大值. 而

超声功率为 8, 12 W时,虽然不饱和度比对照组高,但是提高幅度较小, 而功率为 10 W 时,其

不饱和度几乎未发生变化. 由此, 本正交实验所拟定的功率因素水平的范围是合理的. 综合

正交实验结果, 对于提高湛江等鞭金藻脂肪酸不饱和度和主要不饱和脂肪酸的百分含量,在本

实验设计的因素水平范围内, 最佳超声条件是频率为 20 kHz, 功率为 4~ 6 W,时间为 30 s.
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表 5 不同功率水平湛江等鞭金藻的脂肪酸组成的效应(%, TFA)

功率/ W 2 4 6 8 10 12 对照组

C14B0 1112 1211 1114 1119 1119 1217 1316

C15B0 01396 01426 01543 01436 01500 01504 01579

C16B4 2167 1162 2101 2101 2102 2107 2113

C16B3 01407 01420 01488 01410 01439 01515 01621

C16B2 01868 01771 01672 01609 01813 01039 01910

C16B1 3195 3154 4109 4136 4104 4116 4140

C16B0 8171 9142 8118 1217 1216 1014 1210

C17B0 01270 01161 01337 01492 01547 01279 01276

C18B4 2213 2112 2118 2112 1910 2117 2117

C18B2 4132 4127 4109 3159 4171 4115 4147

C18B3 2313 2310 2115 1914 2116 2019 1912

C18B1 1311 1611 1612 1514 1216 1419 1219

C18B0 1106 01392 1135 1108 2135 1133 1178

C20B1 01465 01188 01422 01425 01591 01436 01541

C22B6 6101 6138 6194 5191 6102 5197 5101

不饱和度 7714 7715 7812 7313 7118 7418 7119

以上实验结果表明, 在适宜超声条件下, 超声波能产生积极的生物学效应. 在本实验设计

的因素水平范围内, 提高湛江等鞭金藻生长速率常数、脂肪酸不饱和度和主要不饱和脂肪酸百

分比的最佳超声频率均为 20 kHz,宜采用较低的超声功率( 4~ 6 W) , 辐射时间应控制在 30 s

以内,或一次辐射,或多次间歇辐射( 10 s 3次) . 短时间低能量的超声产生的机械振动能刺激

物质经细胞半透膜的弥散, 加速营养成分的传输, 从而增强新陈代谢作用, 有利于微藻的生

长
[ 7, 13]

. 同时由于多次超声之间有短期间隙, 因此不会产生激烈的空化效应,避免了对细胞造

成局部的损伤. 有关超声可增强酶活性、促进酶催化反应的研究已有不少报道[ 13] . 海洋微藻

中不饱和脂肪酸的存在, 脂肪酸脱饱和酶起着关键作用,它催化在脂肪酸碳链上形成双键
[ 14]

.

经超声后海洋微藻脂肪酸不饱和度提高,可能是超声导致微藻脂肪酸脱饱和酶活性提高的结

果. 有关超声波对海洋藻类的作用机理,有待进一步探讨.

4  结语

在适宜超声频率条件下, 采用低功率、短时间超声处理,可以促进湛江等鞭金藻生长,提高

其脂肪酸不饱和度和主要不饱和脂肪酸百分比. 方差分析表明, 超声频率对湛江等鞭金藻的

生物学效应尤其显著,而超声功率和处理时间的影响相对较小. 综合正交实验结果,在本实验

设计的因素水平范围内, 对于提高湛江等鞭金藻生长速率常数, 最佳超声条件为 20 kHz, 6 W,

10 s 3次;对于提高湛江等鞭金藻脂肪酸不饱和度和主要不饱和脂肪酸百分比,最佳超声条件

为 20 kHz, 4~ 6 W, 30 s.
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Effects of ultrasonic wave on the growth and fatty acid

composition of Isochrysis zhanj iangensis

LI Wen-quan1, WANG Xian1, CHEN Qing-hua1, ZHANG Yuan-biao1, WENG Zhen-zhou1,

( 1. Dep artment of Oceanography, I nsti tu te of Su bt ropi cal Oceanography , Xiamen Univ ersi ty, X iamen 361005, China)

Abstract: A three-factors and four- levels orthogonal experiment, including ultrasonic frequency , power and

t reatment duration, is conducted to study biolo gical effect of ultrasonic tr eatment on Isochrysis z hanj iangensis . The

experimental results suggest that ultr asonic frequency has significant biolog ical effect, and ultrasonic power and

t reatment duration have less influence on this alga. The optimum ultr asonic conditions are 20 kHz, 6 W, 10 s

( triplicate) fo r increasing the constant of grow th rate of this alga, and 20 kHz, 4 ~ 6 W, 30 s for incr easing its

unsaturation degree of total fatty acids( TFA ) and the percentag es of major unsaturated fatt y acids. T he maximum

constant of gr owth r ate of Isochr ysis z hanj iangensis can be 01630 d w hich is 2102 times of that of t he controls. The

max imum unsatur ation degr ee can be 791 6%w hich was 718% higher than that of the controls. The percentages of

major unsaturated fatty acids in TFA can incr ease more or less under t he optimum ultrasonic condit ions.

Key words: ultrasonic wave; Isochr ysis z hanj iangensis ; g rowth; fatty acids
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