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研究简报                                                                   

 

有机碳源对三角褐指藻生长、胞内物质和脂肪酸组分的

影响 

刘晓娟, 段舜山, 李爱芬 
暨南大学水生生物研究所, 广州 510632 

摘  要: 研究了 3 种有机碳对三角褐指藻生长、胞内物质和脂肪酸组分的影响。结果表明, 三角褐指藻具有利用有机碳

进行兼养生长的能力, 生长速率加快, 倍增时间缩短, 生物量显著提高, 100 mmol/L 甘油兼养的生物量最高(713 mg/L), 

是自养(460 mg/L)的 1.60 倍, 乙酸钠和葡萄糖兼养的生物量分别是自养的 1.28 倍和 1.21 倍。兼养下蛋白质含量较自养

明显下降, 碳水化合物和总脂含量高于自养, 乙酸钠和甘油兼养的总脂含量分别是自养的 1.43 倍和 1.20 倍, 葡萄糖兼

养的总脂含量与自养无明显差异。3 种有机碳兼养的饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸占总脂肪酸的比例增大, 多不饱和脂

肪酸比例降低, EPA(eicosapentaenoic acid)比例降低, 乙酸钠兼养的胞内 EPA 含量(6.23%)和产量(36.59 mg/L)均高于自

养, 分别是自养的 1.10 倍和 1.40 倍, 甘油和葡萄糖兼养的 EPA 含量和产量均低于自养。 

关键词: 有机碳, 三角褐指藻, 兼养, 生长, 总脂, 脂肪酸, EPA 

Effects of Organic Carbon Source on Growth, Biochemical 
Components and Fatty Acid Composition of Phaeodactylum 
tricornutum 
Xiaojuan Liu, Shunshan Duan, and Aifen Li 
Institute of Hydrobiology, Jinan University, Guangzhou 510632, China 

Abstract: We examined the effects of three organic carbon sources on mixotrophic growth, biochemical components and fatty acid 
composition of Phaeodactylum tricornutum. Mixotrophically, P. tricornutum grew faster and had shorter doubling time. The biomass 
of P. tricornutum was greatly enhanced under mixotrophic condition with its highest biomass of 713 mg/L after 16 days, in medium 
containing 100 mmol/L glycerol. This was 1.60-fold of that obtained under autotrophic condition. The biomass during mixotrophic 
culture with 100 mmol/L glucose and 100 mmol/L acetate was 1.28-fold and 1.21-fold of that obtained under autotrophic condition, 
respectively. Compared with autotrophic condition, the content of soluble protein decreased obviously, whereas the content of soluble 
carbohydrate and total lipid increased. The content of lipid during mixotrophic culture with 100 mmol/L acetate and 100 mmol/L 
glycerol was 1.43-fold and 1.20-fold of that obtained under autotrophic condition, respectively. There was no difference between 
lipid content of mixotrophic growth with 100 mmol/L glucose and that of autotrophic condition. The eicosapentaenoic acid (EPA) 
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content and yield was 6.23% and 36.59 mg/L during mixotrophic culture with 100 mmol/L acetate. These were 1.10-fold and 
1.40-fold of that obtained under autotrophic condition, respectively. The EPA content and yield with glycerol and glucose were lower 
than that obtained under autotrophic condition. These results indicated that mixotrophic cultivation with acetate was beneficial to 
produce EPA. 

Keywords: organic carbon source, Phaeodactylum tricornutum, mixotrophic, growth, lipid, fatty acid, EPA 

微藻是高价值化学药品和医药品的重要来源 , 
如高度不饱和脂肪酸 (polyunsaturated fatty acids, 
PUFAs)和色素(如虾青素、β-胡萝卜素和叶黄素)等。
高度不饱和脂肪酸在营养学和医学上的重要作用引

起了人们广泛关注 , 特别是二十碳五烯酸 (Eicosa- 
pentaenoic acid, EPA) 和 二 十 二 碳 六 烯 酸

(Docosahexaenoic acid, DHA)已成为研究开发的热
点。到目前为止, 大多数 EPA 的生产过程主要以光
合自养培养为主, 由于光合自养培养经常受到光限
制 , 严重影响生物量 , 生物量的不足制约了微藻
EPA的开发利用。为了提高 EPA产量, 人们对微藻
的培养条件进行过大量研究, 包括温度、光照、pH、
营养盐种类和浓度等[1,2,3]。然而许多微藻能够利用

有机碳进行兼养生长, 获得较高的生物量。硅藻门
的三角褐指藻以其生长速率快、生物量高和脂质中

EPA 含量高而引起研究者的极大兴趣。国外对三角
褐指藻的不同藻株已有研究 , 包括 Phaeodactylum 
tricornutum UTEX-64, Phaeodactylum tricornutum 
Böhlin 等[4,5], 国内对三角褐指藻的兼养研究相对较
少, 由于微藻利用有机碳进行生长的能力与藻株和
培养条件等均有关 , 因此本文选用三角褐指藻
(Phaeodactylum tricornutum)为试验材料, 研究有机
碳源对其生长、胞内物质和脂肪酸组分的影响, 从
而为更好的开发利用微藻生产 EPA提供基础资料。 

1  材料与方法 
1.1  藻种 

试验藻种三角褐指藻(Phaeodactylum tricornu-
tum)来自暨南大学水生生物研究所藻种室, 经抗生
素法制备无菌藻株。 

1.2  微藻的培养 
采用 f/2 培养基 , 盐度为 30, 培养温度为

(20±1)℃, 光照强度为 50 μmol·m−2·s−1, 光暗比为
12L:12D, 静置培养, 每天摇藻并随机更换三角瓶位
置, 以避免光照不匀。甘油、乙酸钠和葡萄糖的浓
度均为 100 mmol/L, 以不加有机碳为对照。将对数
期的藻液转接到装有 300 mL无菌培养液的 500 mL

三角瓶中, 接种密度为 0.15 g/L。试验设三个平行。 
1.3  生长的测定 

隔天取 20 μL 藻液利用细胞颗粒计数仪

(CASY-TT, Schärfe-System, 德国)进行细胞计数。根
据标准曲线回归公式 Y(生物量 )=0.0223X(细胞密
度)+0.1028换算成生物量。 

比生长速率μ＝(lnN2-lnN1)/(t2−t1) (t为生长时间), 
其中, N2和 N1分别是三角褐指藻在 t2和 t1时的细胞密

度, 倍增时间=ln2/μ, 其中, μ为比生长速率。 

1.4  藻体的收获 
收集培养至对数末期的藻液, 10 000 g离心 10 

min 收集藻细胞, 双蒸水洗涤 3 次后, 采用 ALPHR 
2-4(德国)冷冻干燥, 藻粉于 −20℃冰箱保存备用。 

1.5  胞内物质含量的测定 
蛋白质含量采用考马斯亮蓝法 [6], 碳水化合物

含量采用硫酸苯酚法[7], 总脂含量按 Bligh-Dyer(简
称 mBD)法进行[8]。 

1.6  脂肪酸的提取 
脂肪酸的提取参照 Bigogno 的方法[9]。在螺口试

管中称取藻粉 25 mg, 加入 2.0 mL 的 2% H2SO4甲醇

溶液, 充入氮气。将螺口试管放入 80℃砂浴 1 h。冷却
至室温, 分别加入 1.0 mL的蒸馏水和 1.0 mL的正己烷, 
充分振荡, 3500 r/min 离心 5 min。取出上  层正己烷
层放置到一小玻璃瓶中, 氮气下吹干, 加入 100 μL 正
己烷。再转移到另一小玻璃瓶中, 封口备测。 
1.7  脂肪酸的气相色谱分析 

实验仪器为气相色谱 -质谱联用仪 , 型号为
ThermoFinnigan TRACE GC-MS。色谱条件: DB-5柱
(30 m × 0.25 mm); 进样口温度 260℃; 程序升温, 60℃
保留 2 min, 以 30/min升到 120℃, 再以 1.5/min升高
到 250℃保留 2 min; 载气为高纯氦气, 柱流量为 1.2 
mL/min。质谱条件：电离方式为 EI, 电离电压为 70 
EV。面积归一法计算各组分的相对百分含量。 

2  结果与分析 
2.1  有机碳对三角褐指藻生长的影响 

三角褐指藻在自养和 3种有机碳兼养下的生长曲
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线如图 1。三角褐指藻利用有机碳兼养生长显著提

高了生物量, 培养第 16天, 100 mmol/L甘油兼养生

长的生物量最高(713 mg/L), 是自养(460 mg/L)的

1.6 倍, 乙酸钠(587 mg/L)和葡萄糖(555 mg/L)兼养

生长的生物量分别是自养的 1.28倍和 1.21倍。兼养

生长的比生长速率也明显提高, 倍增时间缩短(表 1), 

甘油、乙酸钠和葡萄糖兼养生长的比生长速率分别

比对照提高了 39.24%、17.72%和 15.19%。由此可见, 

三角褐指藻的兼养生长不仅提高了生长速率, 而且

提高了生物量。 

2.2  有机碳对三角褐指藻胞内组分的影响 
三角褐指藻在自养和兼养下的胞内组分存在差

异(图 2)。兼养下的蛋白质含量较自养明显下降, 碳
水化合物和总脂含量高于自养。甘油、乙酸钠和葡

萄糖兼养的蛋白质含量分别比自养下降了 54.57%、
19.69%和 59.83%, 3种有机碳兼养的碳水化合物含 

量分别是自养的 2.49倍、2.37倍和 1.57倍, 总脂含
量分别是自养的 1.20倍、1.43倍和 1.02倍。 

 

 
图 1  三角褐指藻在自养和兼养下的生长曲线 

Fig. 1  Growth curves of autotrophic and mixotrophic cul-
tivation of Phaeodactylum tricornutum 

The concentration of glycerol, acetate and glucose of mixotrophic 
growth is 100 mmol/L 

 

表 1  三角褐指藻在自养和兼养下的生长参数 
Table 1  Growth parameters of Phaeodactylum tricornutum under autotrophic and mixotrophic cultivation 

 Autotrophic Glycerol Acetate Glucose 

Specific growth rate/d−1 0.079±0.004 0.110±0.002 0.093±0.001 0.091±0.002 
Doubling time/d 8.75±0.44 6.29±0.12 7.46±0.05 7.64±0.21 

Maximum biomass/mg/L 460±3 713±11 587±8 555±10 

 

 
图 2  三角褐指藻在自养和兼养下的胞内组分变化 

Fig. 2  Biochemical components of autotrophic and mixotro-
phic cultivation of Phaeodactylum tricornutum 

The concentration of glycerol, acetate and glucose of mixotrophic 
growth is 100 mmol/L 

 

2.3  有机碳对三角褐指藻脂肪酸组分的影响 
自养和兼养的脂肪酸组成存在着明显差异, 不

仅体现在每种脂肪酸占总脂肪酸的比例, 而且是饱

和脂肪酸和不饱和脂肪酸的比例。总体来看, 三角

褐指藻在自养和兼养下的主要脂肪酸组成为 C16:0, 

C16:1和 C20:5, 自养培养的 C16:0和 C16:1占总脂 

表 2  三角褐指藻在自养和兼养下的脂肪酸含量 
Table 2  Fatty acids composition of autotrophic and 

mixotrophic cultivation of Phaeodactylum tricornutum 

Fatty acids of 
total fatty acids Autotrophic Glycerol Acetate Glucose

C14:0 2.89 12.79 3.38 2.83 
C16:0 13.83 15.27 18.76 19.47 
C16:1 31.33 43.96 37.76 46.97 
C16:3 6.93 1.89 5.54 2.69 
C16:4 1.16 − 0.56 0.45 
C18:0 0.31 0.71 0.29 0.59 
C18:1 2.15 5.83 2.29 5.35 
C18:2 1.65 1.34 1.86 1.28 
C18:3 0.34 0.7 0.44 0.48 
C18:4 − 1.01 0.39 − 
C20:4 − − 0.51 0.63 
C20:5 31.40 15.54 24.07 15.68 
Others 8.01 0.96 4.15 3.58 
TSFA 17.03 28.77 22.43 22.89 

TMUFA 33.48 49.79 40.05 52.32 
TPUFA 41.48 20.48 33.37 21.21 

EPA content 
(%dry weight) 5.68 3.39 6.23 2.90 

EPA yield/mg/L 26.14 24.15 36.59 16.10 

TFA, total fatty acids; TSFA: total saturated fatty acids; 
TMUFA: total mono-saturated fatty acids; TPUFA: total polyun-
saturated fatty acids; —: not detected. 
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肪酸的比例低于 3 种有机碳兼养, EPA 占总脂肪酸

的比例高于 3 种有机碳兼养, 此外, 还含有少量的

C18脂肪酸(C18:0, C18:1, C18:2, C18:3和 C18:4)。3

种有机碳兼养的饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸比例

增多 , 多不饱和脂肪酸比例比自养条件降低 , EPA

比例降低。乙酸钠兼养的胞内 EPA含量(6.23%)和产

量(36.59 mg/L)均高于自养, 分别是自养的 1.10倍和

1.40 倍, 甘油和葡萄糖兼养的 EPA 含量和产量均低

于自养。 

3  讨论 
甘油、乙酸钠和葡萄糖是微藻兼养生长比较常

用的 3 种有机碳源, 三角褐指藻能够利用甘油、乙

酸钠和葡萄糖进行兼养生长, 生长速率加快, 倍增

时间缩短, 生物量显著提高。兼养生长包括光合自

养生长和有机物光异养生长 [10], 比生长速率µ大约

等于自养和异养条件下的总和 [11,12], 因此显著提高

了微藻产量, 兼养生物量的显著提高为微藻高密度

培养提供了一条有效途径。表 3 列举了不同微藻在

自养和兼养下的生物量。亚心形扁藻 (Platymonas 

subcordiformis)和微绿球藻 (Nannochloropsis sp.)利

用葡萄糖生长的最大生物量分别是自养的 6倍和 1.4

倍, 衣藻(Chlamydomonas humicola)利用乙酸钠生长

的生物量是自养的 9.2 倍, 三角褐指藻(Phaeodac- 

tylum tricornutum)利用甘油生长的生物量是自养  

的 1.60倍。 

三角褐指藻在自养和兼养下的胞内组分存在明

显差异。兼养下的蛋白质含量与藻株有关, 蛋白核

小球藻(Chlorella pyrenoidosa)[18]、小球藻(Chlorella 

Vulgaris)[19]和本文的三角褐指藻 (Phaeodactylum 

tricornutum)呈现相同的趋势, 兼养下的蛋白质含量

均明显下降 , 而衣藻 (Chlamydomonas humicola)[17]

兼养下的蛋白质含量明显高于自养。Ogbonna 等[20]

利用两步法培养小球藻来改进兼养下蛋白质含量低

的不足, 先进行兼养或异养培养获得较高的生物量, 

然后转入自养条件下, 光诱导产生大量蛋白质。大

多数情况下, 兼养培养下有机碳源的吸收提高了藻

细胞内总脂含量, 碳水化合物含量因藻株而异。本

文三角褐指藻利用兼养的总脂含量和碳水化合物含

量均提高。蛋白核小球藻(Chlorella pyrenoidosa)利

用葡萄糖兼养的总脂含量是自养的 1.47 倍, 碳水化

合物含量降低了 16%[18]。微绿球藻(Nannochloropsis 

sp.)利用葡萄糖兼养的总脂含量是自养的 1.21倍[21]。

因此, 胞内产物含量与培养方式和藻株均有关。 

三角褐指藻兼养培养的饱和脂肪酸和单不饱和

脂肪酸比例提高 , 多不饱和脂肪酸比例降低 , EPA

占总脂肪酸的比例降低。EPA 占总脂肪酸的比例因

藻株而异, 通常认为微藻生产 EPA 有两条生物合成

途径, 即 18:2ω6通过 Δ6或 Δ15(ω3)去饱和途径, 产

生 18:3ω6 或 18:3ω3, 然后分别形成 20:4ω6 和

20:5ω3 。 红 胞 藻 (Rhodomonas salina), 菱 形 藻

(Nitzschia sp.)和舟形藻(Navicula saprophila)在乙酸

钠兼养培养条件下提高了 EPA 占总脂肪酸的比例[12], 

进一步的研究表明舟形藻(Navicula saprophila)通过

Δ15(ω3)去饱和途径提高了 EPA 占总脂肪酸的比例, 

从自养的 11.2%上升到乙酸钠兼养培养的 18.6%[22]。 
 

表 3  不同微藻在自养和兼养下的生物量 
Table 3  Biomass of different microalgae under autotrophic and mixotrophic cultivation 

Biomass/(g/L) 
Microalgae 

Autotrophic Mixotrophic 
References 

Spirulina platensis 1.8 2.5(Glucose) Marquez et al, 199313 

Chlorella sp. VJ79 0.042 0.561(Glucose) Lalucat et al, 198414 

Nannochloropsis sp. 0.39 0.55(Glucose) Xu et al, 200415 

 0.39 0.51(Ethanol)  

Platymonas subcordiformis 0.61 3.68(Glucose) Xie et al, 200116 

Chlamydomonas humicola 2.7 59.0(Acetate) Laliberté et al, 199317 

Phaeodactylum tricornutum 0.46 0.71(Glycerol) This paper 

 0.46 0.59(Acetate)  

 0.46 0.56(Glucose)  
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微绿球藻(Nannochloropsis sp.)乙酸钠兼养培养降低

了 EPA 占总脂肪酸的比例 , 从 21.9%降低到

18.0%[23]。三角褐指藻 (Phaeodactylum tricornum 

UTEX-640)兼养培养的 EPA 比例与有机碳有关, 乳

酸盐显著提高了 EPA 比例, 淀粉降低了 EPA 比例, 

甘油和甘氨酸对 EPA 比例基本没有影响[4], 这与本

文甘油兼养的 EPA 比例降低结果不同, 可能与采用

不同的藻株有关。 

尽管三角褐指藻兼养培养的 EPA占总脂肪酸的

比例低于自养, 乙酸钠兼养培养的 EPA 含量和产量

均高于自养。利用微藻培养生产活性物质, 一般通

过两条途径来提高胞内活性物质的含量, 一是提高

培养系统内细胞的生物量, 二是通过改变培养条件

来提高胞内组分含量。一些微藻利用兼养培养生产

EPA成为可能。微绿球藻(Nannochloropsis sp.)利用

葡萄糖分批培养的 EPA 产量(23.4 mg/L)高于自养

(21.9 mg/L)[15], 补料分批培养的 EPA 产量为 56 

mg/L[24]。舟形藻(Navicula saprophila)利用乙酸钠兼

养培养的 EPA产量高达 34.6 mg/g, 约是自养下的 3

倍[22]。菱形藻(Nitzschia laevis)利用葡萄糖灌注培养

的 EPA 产量高达 1112 mg/L, 这是迄今为止报道的

微藻培养生产 EPA的最高产量[25]。因此微藻兼养培

养生产 EPA将是一种比较有发展前景的培养方法。 
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