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　　摘要：二十碳五烯酸（ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）对缓解心律不齐、高血压等疾病具有重要作用，对调节情绪、治疗
风湿性关节炎及哮喘也具有积极意义。通过优化氮源和碳源、添加生长因子等途径提高菱形藻 ＨＥ０６的 ＥＰＡ产率。
经优化得到硝酸钠、氯化铵、尿素、维生素 Ｂ１、维生素 Ｂ１２、生物素、葡萄糖、甘油、碳酸氢钠的最佳质量浓度分别为

７５ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、３０ｍｇ／Ｌ、１．５ｍｇ／Ｌ、６μｇ／Ｌ、１０μｇ／Ｌ、１．２ｇ／Ｌ、２．４ｇ／Ｌ、１．２ｇ／Ｌ。在最佳优化条件下，ＥＰＡ产率由最
初的３１．２μｇ／Ｌ提升至５０４．８μｇ／Ｌ，提高了１５倍；生物量产率由１９．５ｍｇ／Ｌ提高至３２．４ｍｇ／Ｌ，提高了６６．２％。
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　　二十碳五烯酸（ＥＰＡ）对高血压、动脉粥样硬化、血栓等心
血管疾病的预防和治疗具有重大意义。在２０世纪８０年代
前，ＥＰＡ主要从鱼油中提取，由于其含量低、成分复杂等原
因，致使 ＥＰＡ价格昂贵，难以满足人们日益增长的需求。随
着微藻产ＥＰＡ研究的深入，ＥＰＡ的价格越来越低。微藻ＥＰＡ
含量高、生产条件低、提取工艺简单，已成为生产ＥＰＡ极具潜
力的原料来源。虽然野生型的微藻ＥＰＡ含量高，但也不足以
工业化生产，因此须对微藻进行生产条件优化。采用正交设

计方法优化氮源、维生素、植物激素、碳源用量，从培养基优化

方面提高菱形藻ＨＥ０６的ＥＰＡ产率。

１　材料与方法

１．１　仪器与藻种
ＬＤＺＸ－５０ＫＢ型立式压力蒸汽灭菌锅（上海申安医疗器

械厂），超净工作台（苏净集团安泰公司），ＣＦＭ－５００２型荧光
倒置显微镜（上海安捷伦公司），ＬＲＨ－２５０－ＧＳＩＩ型人工气
候箱（广东省医疗器械厂），Ｓｃｉｅｎｔｚ－１０Ｎ型冷冻干燥机，
ＧＣ２０－１４Ｂ型气相色谱。

藻种ＨＥ０６由笔者所在实验室分离自广西壮族自治区钦
州市茅尾海自治区级红树林保护区，经鉴定为菱形藻属。该

藻培养于 ｆ／２培养基中，人工气候箱的培养条件为光照度
４０００ｌｘ、暗光比１２ｈ／１２ｈ、温度（２４±１）℃、湿度４０％。
１．２　生长条件优化

于５００ｍＬ锥形瓶内装入１８０ｍＬ液体培养基，按照１０％
的接种量在超净台中接种对数期藻种。

１．２．１　氮源优化　分别以 ｆ／２原培养基中氮源物质的量为
中间点，向左右延伸２个质量浓度，分别设置硝酸钠单因素优
化质量浓度。分别设置硝酸钠的质量浓度为５５、６５、７５、８５、

９５ｍｇ／Ｌ；分别设置氯化铵的质量浓度为 ３５、４１、４７、５３、
６０ｍｇ／Ｌ；分别将尿素的质量浓度调整为 １０、２０、３０、４０、
５０ｍｇ／Ｌ。氮源的正交试验选用最佳硝酸钠、氯化铵、尿素单
因素优化值及其左右邻值进行４因素３水平正交试验优化。
１．２．２　维生素优化　维生素的质量浓度参照 ｆ／２培养基的
质量浓度进行设置。生物素的质量浓度分别为 ０．５、１．０、
２０、４．０、８．０μｇ／Ｌ；维生素Ｂ１的质量浓度分别为０．０５、０．１０、
０２０、０．４０、０．８０ｍｇ／Ｌ；维生素 Ｂ１２的质量浓度分别为０２５、
０５０、１．００、２．００、４．００μｇ／Ｌ。维生素的正交试验选用最佳生
物素、维生素Ｂ１、维生素Ｂ１２单因素优化值及其左右邻值进行
４因素３水平正交试验优化。
１．２．３　植物激素优化　ＩＡＡ的质量浓度分别为 ０．５、１．０、
２０、４．０、８．０ｍｇ／Ｌ；６－ＢＡ、赤霉素的质量浓度分别为０．２、
０４、０．６、０．８、１．０ｍｇ／Ｌ。植物激素的正交试验选用最佳
ＩＡＡ、６－ＢＡ、赤霉素单因素优化值及其左右邻值进行４因素
３水平正交试验优化。
１．２．４　碳源优化　葡萄糖的质量浓度分别为０．３、０．６、０．９、
１．２、１．５ｇ／Ｌ；甘油的质量浓度分别为 ０．３、０．９、１．８、２．７、
３．６ｇ／Ｌ；碳酸氢钠的质量浓度分别为 ０．３、０．９、１．８、２．７、
３．６ｇ／Ｌ。碳源的正交试验选用最佳葡萄糖、甘油、碳酸氢钠
单因素优化值及其左右邻值进行 ４因素 ３水平正交试验
优化。

１．３　生长速率的测定
将所有培养体系置于人工气候箱中，于２ｄ时开始测定

培养体系的Ｄ６８０ｎｍ，此后每天在规定时间测定１次Ｄ６８０ｎｍ。当
培养体系的Ｄ６８０ｎｍ在３次测定内无变化时，将 １００ｍＬ藻液倒
入２５０ｍＬ离心瓶中，于６０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ收集藻液，
将沉淀转移至１０ｍＬ带螺旋盖的离心管中，用去离子水洗涤
离心２次并冷冻干燥。干燥后的藻粉直接保存于 －２０℃冰
箱中。微藻的比生长速率μ按照如下公式［１］进行计算：

μ＝ｌｎ（Ｎｔ／Ｎ０）／（Ｔｔ－Ｔ０）。
式中：Ｎｔ为稳定期悬浮藻液在６８０ｎｍ处的吸光度；Ｎ０为接种
后２ｄ悬浮藻液的Ｄ６８０ｎｍ；Ｔｔ为进入稳定期的时间（ｄ）；Ｔ０为
接种后２ｄ的时间（ｄ）。
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１．４　不饱和脂肪酸的提取及测定
脂肪酸的提取及甲酯化方法参照文献［２］。将５０ｍｇ干

燥粉置于带螺旋盖的离心管中，加入混合溶液（三氯甲烷 ∶
甲醇 ∶水＝２∶１∶０．８）并充入Ｎ２１ｍｉｎ，以８０Ｗ超声２０ｍｉｎ
后于７５℃水浴１５ｍｉｎ，冷却后以４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
三氯甲烷层；重复以上步骤２次，合并三氯甲烷层，加入等体
积混合溶液（甲醇 ∶氢氧化钠 ＝２∶１）并充入 Ｎ２１ｍｉｎ，以
８０Ｗ 超声 ２０ｍｉｎ后于 ７５℃ 水浴 １５ｍｉｎ，冷却后以
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清并加入 ５００μＬ正己烷萃取
３０ｍｉｎ。

对Ｌｉａｎｇ等的ＥＰＡ气相色谱测定升温程序［３］稍作改进，

初温７２℃保持 １ｍｉｎ，以 ３０℃／ｍｉｎ升温至 １５０℃并保持
１ｍｉｎ，再以５℃／ｍｉｎ升温至２５０℃并保持５ｍｉｎ。进样口、检
测器的温度均为 ２８０℃。载气为高纯度氮气，流速为
３０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为１μＬ。

２　结果与分析

２．１　生长速率
由图１、表１可知，在正交优化的４组试验中，进入稳定

期的时间均延后。其中，氮源、维生素、植物激素试验组进入

稳定期的时间延后至１０ｄ；而碳源试验组进入稳定期的时间
延后最长，达到１５ｄ。所有试验组的 Ｄ６８０ｎｍ均有所提高，激素
正交优化组的 Ｄ６８０ｎｍ与前一优化组（维生素组）相比有所下
降，表明植物激素正交试验对菱形藻 ＨＥ０６具有抑制作用，而
氮源、维生素试验组基本无变化。维生素试验组进入对数期

较快，氮源试验组适应期较长。比生长速率测定结果显示，氮

源与维生素培养优化中的比生长速率最高，而碳源组与对照

组相比基本无变化。

表１　比生长速率测定结果

试验组 比生长速率

对照组 ０．１３５
氮源 ０．１５１
维生素 ０．１５０
植物激素 ０．１４１
碳源 ０．１３４

２．２　优化结果
单因素优化结果（表２）显示，单独添加氯化铵、尿素均能

提高菱形藻ＨＥ０６的ＥＰＡ含量，ＥＰＡ含量分别达到０．２３４％、
０．２１９％，与硝酸钠作为氮源相比分别增加了 ４５．３％、
３６０％。但在单因素优化中，其生物量产率均有所下降，而在
随后多种氮源正交优化中，与未优化对照组相比，生物量产率

增加了１９．０％，ＥＰＡ产率增加了 １６１．５％（图２－ｂ）。可见，
硝酸钠、尿素、氯化铵的正交优化更有利于菱形藻 ＥＰＡ的积
累。在使用质量浓度方面，三者在正交优化的使用质量浓度

均有所回落，其中氯化铵的变动最大，变为５ｍｇ／Ｌ，尿素下降
了１０ｍｇ／Ｌ，硝酸钠回到ｆ／２的使用质量浓度。

表２　菱形藻优化结果

ＨＥ０６
添加物

单因素优化 正交优化结果

最佳质量浓度 生物量产率（ｍｇ／Ｌ） ＥＰＡ含量（％） 最佳质量浓度 生物量产率（ｍｇ／Ｌ） ＥＰＡ产率（μｇ／Ｌ）
ＮａＮＯ３ ８５ｍｇ／Ｌ １９．８ ０．１６１ ７５ｍｇ／Ｌ ２３．２ ８１．６
ＮＨ４Ｃｌ ４０ｍｇ／Ｌ １３．６ ０．２３４ ５ｍｇ／Ｌ
尿素 ４０ｍｇ／Ｌ １６．１ ０．２１９ ３０ｍｇ／Ｌ

维生素Ｂ１ ０．８ｍｇ／Ｌ ６．５ ０．２５７ １．５ｍｇ／Ｌ ２８．４ ２４９．７
维生素Ｂ１２ ２μｇ／Ｌ ８．９ ０．５６８ ６μｇ／Ｌ
生物素 ２μｇ／Ｌ １５．９ ０．０８１ １０μｇ／Ｌ
ＩＡＡ １ｍｇ／Ｌ ２３．３ ０．１６０ ２ｍｇ／Ｌ ２０．４ ３６．９
６－ＢＡ ０．４ｍｇ／Ｌ １８．８ ０．０４５ ０．２ｍｇ／Ｌ
赤霉素 ０．１５ｍｇ／Ｌ １６．４ ０．２２１ ２５μｇ／Ｌ
葡萄糖 ０．９ｇ／Ｌ ２５．４ ０．１９１ １．２ｇ／Ｌ ３２．６ ５０３．９
甘油 １．２ｇ／Ｌ ２３．６ ０．１８３ ２．４ｇ／Ｌ
ＮａＨＮＯ３ １．２ｇ／Ｌ １９．０ ０．１３０ １．２ｇ／Ｌ

　　注：菱形藻ＨＥ０６在ｆ／２培养基中，硝酸钠的浓度为７５ｍｇ／Ｌ，此时生物量产率为１９．５ｍｇ／Ｌ，ＥＰＡ产率为３１．２μｇ／Ｌ，进入稳定期时间为８ｄ。

　　表２、图２－ｅ表明，菱形藻经过维生素正交优化后，生物
量产率提升２２．４％，ＥＰＡ产率提升２０６．０％，与氮源正交优化
结果类似，均能有效提高ＥＰＡ产率，且对生物量的影响不大。
在使用质量浓度方面，维生素Ｂ１、Ｂ１２、生物素的使用质量浓度
分别上升了０．９、２．０、４．０倍，与氮源优化结果相反。在仅有
维生素Ｂ１、维生素 Ｂ１２、生物素的培养基中生物量产率低下，
分别为６．５、８．９、１５．９ｍｇ／Ｌ。

在植物激素正交优化中，不仅生物量产率没有得到提升，

ＥＰＡ产率也有所下降（图２－ｃ），表明对菱形藻 ＨＥ０６而言，
ＩＡＡ、６－ＢＡ、赤霉素的正交并不适于其生物量、ＥＰＡ产物的积
累。在单因素优化中，仅加入ＩＡＡ对生物量产率具有促进作
用，而６－ＢＡ、赤霉素均表现出抑制作用。

碳源正交试验中，在使用质量浓度方面，除碳酸氢钠不变

以外，葡萄糖、甘油的使用质量浓度均有所上升。生物量产率

由维生素试验组的２８．４ｍｇ／Ｌ上升至３２．６ｍｇ／Ｌ，仅提高了
１４．８％。气相色谱测定结果（图２）显示，在２１．９ｍｉｎ左右出
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现１个较大的峰值，表明 ＥＰＡ产率得到极大提高，达到
５０３．９μｇ／Ｌ，与维生素试验组相比提高了１０１．８％。４个试验

组中氮源、维生素、植物激素、碳源的添加对菱形藻 ＨＥ０６的
总脂组分影响均不大，ＥＰＡ含量主要随总脂含量的升高而升高。

３　结论与讨论

经优化得到硝酸钠、氯化铵、尿素、维生素 Ｂ１、维生素
Ｂ１２、生物素、葡萄糖、甘油、碳酸氢钠的最佳质量浓度分别为
７５ｍｇ／Ｌ、５ｍｇ／Ｌ、３０ｍｇ／Ｌ、１．５ｍｇ／Ｌ、６μｇ／Ｌ、１０μｇ／Ｌ、
１．２ｇ／Ｌ、２．４ｇ／Ｌ、１．２ｇ／Ｌ。在该条件下，ＥＰＡ产率为
５０４．８μｇ／Ｌ，提高了１５倍；生物量产率为３２．４ｍｇ／Ｌ，提高了
６６．２％。本研究同时添加３种氮源，不仅促进了菱形藻ＨＥ０６
生物量的增加，也促进了微藻ＥＰＡ产量的积累。氨存在于所
有细胞器中，微藻对氨态氮的吸收不仅受到环境中氨浓度的

影响，还受到环境ｐＨ值、光照条件、自身对氮源的需求、环境
中硝酸盐浓度的影响［４］。微藻对氨的持续吸收使环境中的

ｐＨ值下降，ｐＨ值持续下降导致微藻更倾向于吸收硝酸盐，从
而使环境中的ｐＨ值上升。环境中质子浓度的升高对藻细胞
具有毒性作用，这种作用可在一定程度上促进产物的积累，而

高浓度的质子能够破坏膜系统从而导致细胞死亡［５］；因此，

在单因素优化中，最佳氨浓度下菱形藻 ＨＥ０６的生物量产率
不高，而ＥＰＡ含量却有所增加。铵离子的存在还会抑制微藻
对环境中硝酸盐的吸收，因此氮源正交优化中微藻对氮源的

吸收下降［６］，使用氨态氮作为氮源时必须使培养基中的 ｐＨ
值条件保持稳定［７－８］。本研究中菱形藻 ＨＥ０６氨的单因素优
化在三角锥形瓶中进行，没有持续控制培养基的 ｐＨ值，因此
生物量产率较低。微藻对硝酸盐的同化吸收过程须消耗大量

的能量和质子，使ｐＨ值上升，与氨的同化作用相反［９］。微藻

对尿素的同化作用主要依靠脲酶或尿素氨基水解酶催化完

成，这２种酶在微藻细胞内的活性均不高；因此，在尿素单因
素培养中，菱形藻ＨＥ０６的生物量产率也较低［１０］。在三者的

正交试验中，微藻先后对氨、氮的吸收维持了培养基的 ｐＨ值
平衡，而培养基中不断变化的ｐＨ值刺激了微藻总脂的积累，
从而促进ＥＰＡ的积累。
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目前，维生素在微藻内的合成代谢过程尚不明确，研究表

明，其更多作为乙酰辅酶 Ａ羧化酶、丙酮酸脱氢酶、α－酮戊
二酸脱氢酶等酶的辅因子参与微藻的新陈代谢。单因素及正

交结果表明，当培养基中缺乏某种维生素时，会对微藻的生物

量产率产生较大影响；当培养基中存在维生素时，其浓度对生

物量的影响并不显著。维生素正交对菱形藻ＨＥ０６的ＥＰＡ产
率影响较显著，表明向培养基中加入多种维生素能够促进某

些微藻生物量及产物的积累［１１］。

植物激素主要作为促生长因子促进微藻生长或产物的积

累，而维生素作为生长因子维持微藻的基本生长需求。在菱

形藻ＨＥ０６的培养过程中，培养基中缺乏维生素时表现为微
藻生长缓慢、生物量产率低下；而缺乏植物激素并不影响微藻

的基本生长需求，反而当加入植物激素时影响微藻的生长，具

有促进或抑制作用。

在亚心形扁藻（Ｐ．Ｓｕｂｃｏｒｄｉｆｏｒｍｉｓ）细胞内，当使用葡萄糖
进行兼养时，细胞能够通过糖酵解同化葡萄糖，光合作用也在

同步进行，只是光合作用的强度明显变弱［１２］。对菱形藻

ＨＥ０６的单因素优化和正交试验均表明，这２种藻能够在有机
碳源下兼养。在菱形藻 ＨＥ０６优化试验中，生物量产率过低
归根于葡萄糖转化效率过低，这与藻种本身的特性［１３］及光照

度有关，过低的光照度［辐射强度低于２２μｍｏｌ／（ｍ２·ｓ）］导
致己糖转运蛋白活性过低，从而降低了葡萄糖通过细胞膜的

效率［１４－１５］。在兼养过程中并不是碳源浓度越高、光照度越强

越好；过量的碳酸氢钠会使碳酸根与碳酸氢根的离子平衡被

破坏，从而形成沉淀；葡萄糖浓度及光照度的增加会抑制某些

微藻的生长，同时影响总脂含量［１６］。对菱形藻 ＨＥ０６而言，
当葡萄糖浓度大于０．９时，其生物量并不随葡萄糖浓度的增
加而增加［１７］。对于某些种类的微藻，高浓度葡萄糖可在相当

长一段时期内阻碍微藻细胞生长，此时微藻进行分批或连续

培养更有优势［１５，１８］。微藻能够以甘油作为仅有碳源，供给能

量促进微藻的生长，但当甘油作为唯一氮源时微藻的光合作

用会受到甘油的抑制，从而影响微藻生长［１９］。在菱形藻

ＨＥ０６的培养中，碳源加入后其进入稳定期均延长至１５ｄ，这
与葡萄糖浓度或甘油的加入有关［２０］。在混合碳源的优化下，

均能较好促进生物量生长及ＥＰＡ的积累，比单独添加效果更
明显。可见，通过异养获得 ＥＰＡ产物时，采用多种碳源正交
更有利于ＥＰＡ产物积累，促进碳源的利用并节省培养成本。

影响微藻生长及产物积累的因素多种多样，对微藻生长

发育的阻碍或促进也有所差异。氮源、维生素、碳源对微藻的

生物量及产物积累具有明显作用，对已知藻种进行氮源、维生

素、碳源的正交优化更有利于微藻的生长及产物积累。
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