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Fe对眼点拟微球藻的生长和脂肪酸组成的影响

吴瑞珊,魏 东

(华南理工大学 轻工与食品学院,广东 广州 510640)

摘要: 研究了铁对眼点拟微球藻( Nannochlor op sis ocul ata)的生长和脂肪酸组成的影响。结果表明: F e2+ 浓

度在 0~ 0. 5 mmo l/ L 的范围内,细胞比增长速率随 Fe2+ 浓度的升高而降低。与对照组相比,随着 Fe2+ 浓度

的升高, 细胞中主要的饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸占总脂肪酸的比例有所降低,而多不饱和脂肪酸占总脂

肪酸的比例则有较大的提高。另外,在一定范围内( 0~ 0. 3 mmo l/ L ) , Fe2+ 浓度的升高则会促使细胞内积累

二十碳五烯酸( EPA )。细胞生长和 EPA 积累的最适 Fe2+ 浓度是 0. 05 mmo l/ L, 在这一浓度下细胞比增长速

率为 0. 236 0. 020 d- 1 ,细胞中 EPA 质量分数比对照组提高约 24%。
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二十碳五烯酸( EPA)是长链 n 3系列多不饱和

脂肪酸( PU FA)的一种。近年来, EPA 之所以受到

科学界、健康食品业以及消费者的重视, 主要是由于

以下几点原因[ 1] : ( 1) 在哺乳动物体内 EPA 主要用

于合成前列腺素。( 2) 具有降血压、降低血中甘油三

酯含量、降低 L 胆固醇、增加 HDL 胆固醇的作用,

可用于预防和治疗心血管疾病。在日本已将 EPA

作为治疗闭塞性动脉硬化症、高血脂症临床用药[ 2]。

( 3) EPA 与癌症的预防和治疗有关。( 4) 可以提高

人体的免疫调节机能。( 5) 富含 EPA 的藻类还是鱼

类极好的饲料。

目前, EPA 的主要来源是海洋鱼油, 但海洋微藻

才是海洋多不饱和脂肪酸的初级生产者。利用高效

生物反应器大规模生产富含 EPA 的海洋微藻,正逐

渐成为一条代替鱼油生产 EPA 的最有效的新途

径[ 3, 4]。

眼点拟微球藻 ( N annochlorop si s oculata )是一

种重要的海洋经济微藻, 俗称 海洋小球藻!( M arine
Chlo rel la)。它最突出的特点是生长快、耐受性好、

富含二十碳五烯酸 [ 5]。此外, 它还含有丰富的蛋白

质、多种维生素和矿物质,具有很高的营养价值和保

健功能,目前主要用作人类健康食品、药品和水产养

殖动物的饵料[ 5] 。

已有研究证实 Fe2+ 能够促进海洋微藻的生

长[ 6~ 9] , 但 Fe2+ 对细胞中脂肪酸组成情况尤其是

EPA含量的影响,目前研究得还不多,因此很有必要

做进一步的研究。本工作通过研究一系列 Fe2+ 浓度

对细胞生长和脂肪酸组成的影响, 阐明它的作用规

律,以期为更好地利用眼点拟微球藻生产高纯度

EPA提供实验依据。

1 材料和方法

1. 1 藻种来源及其预培养

眼点拟微球藻 ( N . oculata, CCMP 525) , 购自

美国 CCMP 藻种库。本实验采用 Provaso li培养基

( Prov asoli, 1968) [ 10] 。所有玻璃器皿均在高压灭菌

后使用。在 500 mL 三角瓶内,接入少量活化的藻液

于 300 mL 培养基中,培养至对数期备用。

1. 2 实验方法

用无菌蒸馏水配制浓度为 50 mmo l/ L 的 FeSO 4

溶液。在 250 mL 无菌三角烧瓶中, 依次加入上述

FeSO 4母液, 再加入 110 mL Provaso li 培养基和

40 mL藻液, 接种后工作体积为 150 mL, 使 Fe2+ 终

浓度分别为 0. 025、0. 05、0. 1、0. 2、0. 3、0. 4、

0. 5 m mol/ L ,以不加 FeSO 4的为对照。培养条件

为:光照强度为 4 000~ 5 000 Lux ,温度为 21 1 ∀ ,
光暗周期为 12 h/ 12 h。培养瓶随机放置,每天至少

摇动 4次且每天倒换 1 次位置。8 d 后取上层清液

测 A 680 , 收集藻液制备藻粉。实验重复 2次, 结果取
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平均值。经统计分析后确定适合的 Fe2+ 浓度范围。

1. 3 分析测试与计算

1. 3. 1 比生长速率

细胞比生长速率 按下式计算: = ( lnX2 -

lnX 1 ) / t。式中, 为比生长速率( d
1
) , X 1和 X 2分别

为实验开始和结束时的 A 值, t为培养时间( d)。

1. 3. 2 脂肪酸组成的气质联用分析

在 Lepage和 T oy 的方法[ 11] 上进行了改进。在

螺口试管中称取约 15 mg 左右的藻粉, 加入 50 L

碳 19脂肪酸(浓度为 1 g / L )作为内标物,再加入

1 mL KOH CH 3OH 饱和溶液,迅速混匀,于 75 ∀ 水
浴中皂化、甲酯化 10 min, 冷却至室温后加入 2 mL

1 mol/ L HCl CH 3OH 溶液使 pH # 2, 振荡 1 min,

再于 75 ∀ 水浴酸化 10 min,冷却至室温, 加入 2 mL

正己烷及少许蒸馏水促进分层,充分振荡, 离心后取

上层正己烷相进行气 质联用分析。

脂肪酸分析采用 A gilent 6890GC 5975M SD 型

气 质联用仪, 进样后程序升温: 150 ∀ 保持 2 min, 再

以5 ∀ / m in升至230 ∀ ,保持 8 m in。进样口、检测器

的温度分别为 230 ∀ 和 250 ∀ 。以高纯氦为载气, 流
速1. 0 mL/ min, 进样量为 1 L。峰的鉴定采用谱库

自动检索,确定各脂肪酸组分所在位置。以面积归

一化法得到各脂肪酸组分的相对含量, 再根据每种

脂肪酸相对于碳 19 内标的峰面积来计算各脂肪酸

组分的百分含量(以占脂肪酸总量的百分比表示)。

藻粉中 EPA 的含量可按下式计算:

EPA%=
总脂肪酸中 EPA含量
总脂肪酸中 C19∃ 0含量

% 50( g) % 10- 3
/

[藻粉干质量( mg) ] % 100%
1. 3. 3 数理统计方法

在微机上采用 M icr oso ft Excel 2003进行单因

素方差分析和成对数据 t 检验; 平均值的多重比较

采用 Duncan
[ 12]
多重比较法。

2 结果与讨论

2. 1 Fe
2+
浓度对细胞生长的影响

Fe2+ 浓度对细胞生长的影响见图 1。由图 1可

见, Fe2+ 浓度在实验范围内, 细胞比增长速率随 Fe2+

浓度的升高而降低, 对照的比增长速率最高, 为

0. 250 0. 018 d 1。最高 Fe2+ 浓度下的比增长速率

却最低,只有0. 148 0. 014 d 1。对不同 Fe2+ 浓度下

的比增长速率进行多重比较,结果表明对照与不同

浓度处理间有极显著差异, 这说明 Fe2+ 浓度对比增

长速率有极显著的影响。在 0~ 0. 05 mmol/ L 浓度

范围内, Fe2+ 对细胞生长起抑制作用。但很多研究

证实 Fe2+ 能促进微藻细胞的生长, 如 William J.

Henley 等 [ 6]的研究表明海洋聚球藻细胞的比增长速

率主要由 Fe
2+
的绝对浓度控制。他们设计了

3. 6~ 900 nmol/ L的 Fe
2+
浓度, 结果发现细胞的比

增长速率随铁离子浓度的提高而增加,但 90 nmol/ L

以上的浓度下细胞比生长速率的增加即趋于平缓。

John H . M art in 等[ 7] , 朱明远等 [ 8] 分别报道了浓度

为 nmo l/ L 数量级的 Fe 能促进处于 Fe 限制的浮游

藻类生长,说明极微量的 Fe 即已使环境达到 Fe 饱

和,而本实验设定的 Fe浓度远超过了 nmol/ L 数量

级。在很小的 Fe 浓度下细胞比生长速率就已经达

到最大值,既使再提高浓度也表现不出对细胞生长

的促进作用,反而可能产生抑制作用。

图 1 培养基中 Fe2+ 浓度对细胞生成的影响

F ig . 1 Effect o f ferr ous ion concentr ation in media on cell

gr ow th

2. 2 Fe
2+
浓度对脂肪酸组成的影响

培养基中 Fe2+ 浓度对脂肪酸组成的影响见表

1。由表 1可见, 与对照相比,随着 Fe
2+
浓度的升高,

16 ∃0、16∃ 1n9、18 ∃ 1n9和 18∃ 1n7在总脂肪酸中

所占的比例都有所降低, 而 18 ∃ 0、20 ∃ 4n6 和

20 ∃5n3的比例则有较大提高。在 0~ 0. 3 mmol/ L

的浓度范围内, EPA干质量分数随Fe2+ 浓度的增加而

升高, Fe
2+
浓度从 0. 025 mmol/ L 上升到 0. 05 mmol/ L

时, EPA含量增幅最多,达22. 5%;超过 0. 3 mmol/ L 则

EPA含量呈下降趋势。

对不同 Fe2+ 浓度下的 EPA 含量进行多重比较,

结果显示与对照组之间、相互之间不存在显著差异。

这说明 Fe
2+
浓度的升高虽不能显著提高眼点拟微球

藻中 EPA 的含量, 但 Fe2+ 确有促进 EPA 形成的作

用。综合考虑, Fe2+ 浓度在0. 05~ 0. 1 mmo l/ L 之间

为细胞生长和 EPA 积累的最适浓度,过高的 Fe
2+
浓

度容易使藻体大量沉淀而影响最终的生物量。
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表 1 培养基中 Fe2+ 浓度对眼点拟微球藻脂肪酸组成的影响

Tab. 1 Effect of ferrous iron concentration in media on fatty acid composition of Nannochloropsis oculata

c( F e 2 + )

( mmo l/ L)

脂肪酸( %)
EPA 含量

( % )16∃ 0 16∃ 1n9 18∃ 0 18∃ 1n9 18∃ 1n7 20∃ 4n6 20∃ 5n3

0 26. 70 2. 13 24. 91 3. 08 0. 99 0. 21 5. 16 1. 63 2. 58 0. 85 4. 40 0. 88 20. 72 0. 40 2. 99 0. 56

0. 025 26. 44 2. 98 26. 72 3. 61 0. 84 0. 18 3. 49 0. 36 2. 14 0. 33 4. 39 0. 55 22. 43 0. 32 3. 02 0. 73

0. 05 23. 98 1. 37 24. 58 0. 55 0. 79 0. 28 3. 17 0. 20 2. 03 0. 12 5. 20 0. 24 25. 37 0. 08 3. 70 0. 58

0. 1 23. 89 1. 67 24. 83 2. 00 0. 84 0. 16 3. 22 0. 42 2. 01 0. 32 4. 81 0. 43 25. 01 0. 03 3. 8 0. 97

0. 2 21. 34 2. 68 22. 33 1. 51 1. 19 3. 19 0. 12 2. 05 0. 05 5. 32 0. 40 28. 08 1. 28 4. 14 0. 11

0. 3 20. 85 3. 42 21. 16 1. 39 1. 04 0. 35 3. 54 0. 33 2. 43 0. 52 5. 39 0. 74 28. 13 2. 23 4. 69 1. 16

0. 4 20. 98 2. 75 22. 03 2. 36 1. 17 3. 28 0. 27 2. 07 0. 11 5. 30 0. 13 27. 39 0. 14 4. 06 1. 41

0. 5 23. 05 5. 57 21. 69 2. 57 2. 45 1. 51 3. 07 0. 38 2. 07 0. 21 4. 41 0. 80 22. 46 4. 36 3. 37 0. 87

本实验结果显示 0~ 0. 3 mmol/ L 内 Fe2+ 浓度

的升高会促使细胞内积累 EPA。Fe2+ 促进 EPA 积

累的机理可能有以下几方面:

( 1) 目前已知的脂肪酸去饱和酶都存在着 3个

保守的组氨酸簇, 它们与 Fe
2+
结合形成酶的活性中

心[ 4]。脂肪酸去饱和反应是个氧化反应, 二价铁离

子是各种脂肪酸去饱和酶的辅基, 参与反应中的电

子传递
[ 6]
。Fe 能促进铁氧还蛋白的合成

[ 13]
。Fe 能

促进光合作用, 光照下光合电子传递链来的电子使

铁氧还蛋白由氧化态转变为还原态, 在暗处光合作

用产生的 NADPH 也能使铁氧还蛋白还原[ 4] 。充足

的电子供体存在能保证去饱和反应的顺利进行。

( 2) Fe2+ 能通过与膜脂质的相互作用而使膜发

生所谓的离子致密效应, 从而大幅升高膜从凝胶态

到液态的相转变温度 ( T m) [ 14] , 膜的流动性因而降

低,这种情况可以刺激细胞中多不饱和脂肪酸的合

成,以恢复其原来的流动性。

( 3) Fe
2+
是活性氧的发生器

[ 15]
, 而活性氧分子

能参与某些不饱和键形成的反应。它可通过 Fenton

反应: Fe2+ + H2O2 OH - + HO. + Fe3+ 形成一种

高活性的羟基自由基,这种 HO. 以及其他各种活性

氧分子( 1O 2、O-2 、H 2O 2、AO. 2 )之间还可能因细胞内

氧化还原电位的变化而发生互变[ 16] 。这些活性氧分

子被证实可增进雨生红球藻( H aematococcus p lu

vial is )细胞中类胡萝卜素的形成。多不饱和脂肪酸

与类胡萝卜素都含有多个碳碳双键, 两者在结构上

有相似之处。普遍认为过氧化物自由基( AO. 2)能

把氢从膜脂上脱下来
[ 17]
, 故推测 Fe

2+
还可通过催化

形成活性氧而增强脂肪酸的去饱和反应, 促进 EPA

的积累。但过量 Fe2+ 的加入却使细胞中 EPA 含量

下降, 这种情况与雨生红球藻中过多亚甲基蓝

( M ethy lene blue, 1O2的发生器)的加入导致类胡萝

卜素形成锐减的情况类似[ 17] ,可能活性氧分子浓度

过高对细胞也会产生毒害作用, 从而降低细胞合成

EPA的能力。
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Abstract: The ef fects of iron ( &) concentrat ion on cell grow th and fat ty acid composit ion of N annochlo

rop si s oculata were invest igated in this study. T he cell specific g row th r ate( ) decreases w hen ferrous ion

concentrat ion incr eases f rom 0 to 0. 5 mM . With the incr eases of Fe
2+
concentrat ion, the contents of the

main saturated fat ty acid and monounsaturated fat ty acid decreased when the content of polyunsaturated fat

ty acid increased. EPA accumulat ion w as observed by means o f ferr ous ion at certain concentrat ion ranged

from 0 to 0. 3 mM. 0. 05 mM of ion concentrat ion w as opt imal for cell g row th and EPA accumulat ion. T he

cell specif ic grow th r ate w as high up to 0. 236+ 0. 020 d 1 , and the EPA content increased about 24% com

pared w ith the contro l.
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