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1  引言

二十碳五烯酸( eicosapentaenoic acid, EPA)是一种长链多不饱和脂肪酸,是水产养殖动物

幼体发育必需脂肪酸之一. 富含 EPA鲜活微藻、干燥微藻和冷冻微藻是水产养殖动物幼体重

要的饵料[ 1] . 同时, EPA还能增强水产养殖动物免疫系统功能,提高成活率和抗病力[ 1~ 3] . 由

于 EPA含量是饵料藻品质的决定因素之一,品种选育、生态调控等提高 EPA含量的措施均能

提高微藻饵料价值.

低温能提高微藻脂肪酸不饱和度, 以维持生物膜流动性,抵抗低温伤害[ 4] . 另外, 我们推

测长链脂肪酸有可能提高微藻适应高温环境的能力. 微藻适应温度逆境的特性,对微藻抵抗

高低温逆境具有重要生理意义,也可以在提高细胞态微藻饵料 EPA 含量、改善饵料品质中加

以利用. 微藻养殖一般以收获生物量为目的, 利用温度逆境处理可克服生产中难以同步获得

高 EPA含量的困难,达到提高微藻饵料 EPA含量, 改善微藻饵料品质的目的.

眼点拟微球藻( N annochlor op sis oculata)是一种富含EPA的海洋微藻,是水产养殖动物优

良饵料藻之一. 本研究拟通过高低温逆境处理这一经济有效措施, 提高眼点拟微球藻藻体

EPA含量, 改善其品质.

2  材料和方法

211  藻种

眼点拟微球藻由中国水产科学院黄海水产研究所提供,本实验室继代培养保存.



212  培养基及培养条件

用煮沸灭菌海水配制的 Provasoli培养基培养眼点拟微球藻[ 5] . 培养时, 光照强度为 60~

100 Lmol/ ( m2#s) ,温度为 22 e ,光暗周期为 12 h/ 12 h. 取少量保存藻种于培养基中, 活化培

养到对数期,接种20 cm3活化藻液于 80 cm3培养基中,使初始 OD680 nm值在 011~ 012之间,摇

动培养到稳定生长期.

213  实验处理

每次接种 10瓶,培养到生长稳定期( OD 680nm值在 111~ 112之间) ,各取两瓶藻液分别进

行 4 e 放置 2 d(低温处理)、35 e 放置 2 d(高温处理)、4 和 35 e 各放置 2 d(低/高温处理)以

及 35和 4 e 各放置 2 d(高/低温处理)等处理,处理时,对光照培养箱和冷柜的玻璃门不进行

遮光处理, 也不提供光照. 离心收集藻体,冷冻干燥备脂肪酸组成分析用. 立即收获生长稳定

期、不经过任何处理的藻体为对照. 实验重复 3次.

214  脂肪酸成分分析

基本按 Lepage等[ 6]的方法制备样品. 准确称取 15 mg 干燥藻粉, 加入1 cm3 1 mol/ dm3

KOH- CH3OH 溶液, 于 75 e 皂化甲脂化 10 m in,冷却至室温, 加入2 cm3 1 mol/ cm3 HCl -

CH3OH 溶液, 75 e 酸化 10 min, 冷却至室温,加013 cm
3
石油醚和少量蒸馏水萃取脂肪酸,离

心取石油醚相分析脂肪酸组成.

脂肪酸组成分析采用美国HP5890II 型气相色谱仪、氢火焰离子化检测器和 SGE AC20毛

细管柱,按魏东等
[ 7]
的方法进行. 根据待测峰与标样峰面积比和标样量计算各脂肪酸成分占

干重的百分含量. 按 150 e 维持1 m in,以 15 e / min升至200 e , 再以 2 e / min升至 250 e 程

序升温. 进样口和检测器温度设置为 250 e . 以高纯氮为载气,流速为 115 cm
3
/ min. 进样量

为 1 mm3. 脂肪酸标准样购自 Sigma 公司.

215  数据分析

各脂肪酸百分含量取每处理 6个实测值的平均值. 脂肪酸组成仅用 14碳及 14碳以上脂

肪酸描述. 以往的研究都只对少数重要脂肪酸、总脂肪酸等进行比较, 缺少综合参数. 我们首

次用 6 Px 计算长链脂肪酸总百分含量, Px为第x 种脂肪酸占干重的百分含量;用 6 Px #N x

计算长链脂肪酸链长指数, N x是第x 种脂肪酸碳原子数;用 6 Px # Xx计算长链脂肪酸不饱和

度指数, Xx 是第 x 种脂肪酸双键数;用 6 Px # Xx # N x 表示链长和不饱和度综合改进指数.

3  结果和讨论

311  高温处理对脂肪酸组成的影响

合成长链脂肪酸可能是微藻在演化过程中适应高温环境形成的生理代谢途径的改变,这

有利于微藻在高温环境下保持生物膜的流动性和稳定性. 分析发现,高温处理和低/高温处理

降低总长链脂肪酸含量、EPA含量、链长指数、不饱和度指数和综合改进指数, 使它们明显低

于对照. 这与预期结果不相符. 我们认为造成这种现象有两种可能的原因: 一是高温环境下

微藻细胞脂肪酸可能流失,使之低于常态含量,尽管长链脂肪酸比例增加, 但被总脂肪酸损失

所掩盖;另一种可能性是高温环境下细胞结构改变, 从而改变脂肪酸结合状态,使提取过程不

能有效分离全部长链脂肪酸, 造成实测值偏低. 我们发现高/低温处理使 EPA 和总长链脂肪
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酸含量明显高于低温处理和对照, 高温处理能加强低温逆境增加长链脂肪酸含量和 EPA 含量

的效应,说明细胞脂肪酸没有流失,而是改变了结合状态.

312  低温处理对脂肪酸组成的影响

脂肪酸去饱和作用被认为是微藻细胞在低温下维持正常生长的适应机制. 低温可诱导脂

肪酸去饱和酶的合成,增加酶量,使脂肪酸不饱和度提高以维持膜的流动性和正常生理功能.

另外, 低温还可能提高去饱和酶的活性, 使去饱和作用加强,也可能因饱和脂肪酸合成减少而

使不饱和脂肪酸合成增加
[ 4]

. 分析发现, 低温处理可明显提高总长链脂肪酸和 EPA 含量(表

1) ,而低温处理增加总长链脂肪酸和 EPA含量的效应可以被高温前处理促进. 低温处理可使

总长链脂肪酸和 EPA含量从 7153%和 1170%细胞干重分别提高到 12190%和 2174% ,分别

比对照提高 7113%和 6112% . 高温前处理进一步使总长链脂肪酸和 EPA 含量分别提高到

13110%和 3142% ,分别比对照提高 8712%和 10112% . 同时,低温和高/低温处理几乎能成倍

提高链长指数、不饱和度指数和综合改进指数. 这说明温度逆境处理是一种提高微藻 EPA含

量和细胞态微藻饵料品质的经济高效措施.

表 1 不同处理对眼点拟微球藻长链脂肪酸组成的影响(%) (干重)

脂 肪 酸 低   温 高   温 低/高温 高/低温 对   照

14B0 0148 ? 0104 0122 ? 0103 0121 ? 0103 0165 ? 0102 0144 ? 0104

16B0 3168 ? 0104 0188 ? 0102 0112 ? 0102 3144 ? 0120 1195 ? 0106
16B1 3194 ? 0106 0192 ? 0106 1130 ? 0103 4149 ? 0123 2144 ? 0104
18B0 0140 ? 0103 0117 ? 0104 0127 ? 0103 0140 ? 0103 0155 ? 0104
18B1X9 0135 ? 0102 0114 ? 0103 0108 ? 0102 0125 ? 0106 0118 ? 0101
18B1X7 1123 ? 0104 0121 ? 0103 0123 ? 0104 0142 ? 0105 0123 ? 0102
20B4 0109 ? 0102 0101 ? 0102 ) ) ) 0104 ? 0101 0104 ? 0101
20B5( EPA) 2174 ? 0103 1131 ? 0103 0192 ? 0108 3142 ? 0120 1170 ? 0103

6 Px 12190 3187 3113 13110 7153

6 Px # N x 220174 67181 54155 224134 128150

6 Px # Xx 19157 7188 6121 22143 11152

6 Px # Xx # N x 372141 153115 118143 429137 219190

313  温度逆境处理在微藻培养上的应用
以往的研究表明,对数生长期藻体 EPA含量最高,而在稳定期 16B0, 16B1, 18B1等是长链

脂肪酸的主要成分[ 7~ 9] . 氮源类型、N/ P,培养温度、光照等也影响眼点拟微球藻的生长速度、

总脂肪酸含量和脂肪酸组成. 通过培养环境生态调控,可在一定程度上提高总脂肪酸含量、长

链脂肪酸含量及其组成[ 10~ 13] . 一些化学试剂也能影响微藻脂肪酸组成和EPA积累[ 14, 15] . 眼

点拟微球藻的培养可用封闭式光反应器[ 4] , 也能用跑道池(本实验室未发表资料)进行培养.

对一般光反应器而言,实现温度、理化条件的有效控制是非常困难的,也极大地受成本限制,而

跑道池培养根本不可能实现有效生态调控. 高生物量是培养追求的目标. 但是, 高生物量很

难与长链多不饱和脂肪酸积累同步实现. 温度逆境处理为提高长链脂肪酸含量和 EPA含量

提供了一条切实可行的途径. 另外, 温度逆境处理还可能使不同培养批次收获物的含量趋于

一致.

本研究仅对眼点拟微球藻进行了温度逆境处理,处理条件也仅选择了 35 e 最高耐受温度
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和4 e 最方便温度, 生长时期也仅选择了稳定生长时期. 很显然, 需要在其他富含 EPA 微藻

中检验温度逆境处理效应,需要优化温度、处理时间、处理时期、需要探讨温度逆境对其他生态

调控措施效应的协同促进作用.
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