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硅藻变温发酵生产二十碳五烯酸的研究
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摘要　考察不了同温度（１０℃ ～３０℃）对硅藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ）合成二十碳五烯酸（ＥＰＡ）的影响，
对不同温度下的发酵过程进行动力学特性分析。在此基础上，提出了ＥＰＡ合成的变温培养方法：
延滞期及对数期初期温度控制在２５℃，从对数期中期开始在２０℃条件下进行培养。采用此变温
培养进行发酵，ＥＰＡ的含量和产量分别达到了６．００％和２９１．６０ｍｇ／Ｌ，较采用单一温度（２５℃）发
酵的最大值分别提高了２４．０７％和１８．８１％。
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　　二十碳五烯酸（ｅｉｃｏｓａｐｅｎｔａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，ＥＰＡ）对防治
心血管疾病、动脉硬化、癌症、风湿性关节炎、气喘和糖

尿病等人类病症有明显效果［１，２］，成为 ω?３高度不饱和
脂肪酸（ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，ＰＵＦＡ）领域研究的
焦点［３，４］。由于深海鱼油生产 ＰＵＦＡ的高成本、产量不
稳定［５，６］等问题，人们将研究方向转至微生物生产

ＰＵＦＡ，尤其是海洋微藻。深海鱼类是通过摄食微藻获
得ＰＵＦＡ［７～９］，微藻是ＰＵＦＡ的最直接生产者，用微藻生
产ＰＵＦＡ具有组成单一，提取较容易，无腥臭味，不含胆
固醇等优点［１０～１２］。

　　硅藻（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ）是一种单细胞藻类，属于硅
藻门（Ｂａｃｉｌｌａｒｉｏｐｈｙｔａ），羽纹硅藻纲（Ｐｅｎｎａｅａｅ），双菱藻
目（Ｓｕｒｉｒｅｌｌａｌｅｓ），菱形藻属（Ｎｉｔｚｓｃｈｉａ）［１３］，是迄今为止
人们发现的唯一一种能在异养条件下产出比自养条件

下更多ＥＰＡ的海洋微藻［１４］。近年来，对于在异养条件

下影响其细胞生长和ＥＰＡ产量的因素已被较深入地研
究［１５～１７］。

　　本论文以 ＮｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓＵＴＥＸ２０４７为藻种，考察
了不同温度条件对硅藻 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ合成 ＥＰＡ的影
响，对不同温度下的发酵过程进行动力学特性分析，综

合考虑温度对细胞生长和 ＥＰＡ合成的影响，提出了变
温发酵生产ＥＰＡ的方法，为发酵生产工艺的设计提供
了理论依据。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　藻种　硅藻 （ＮｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓＵＴＥＸ２０４７），购

于美国德克萨斯大学藻种库。

１．１．２　培养基　参考 ＬＤＭ培养基并有所改进：

Ｇｌｕｃｏｓｅ１５ｇ／Ｌ，ＮａＮＯ３１．５ｇ／Ｌ，ＮａＳｉＯ３·９Ｈ２Ｏ０．１５ｇ／Ｌ，

ＰⅣ ｍｅｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｎａ２ＥＤＴＡ０．７５ｇ／Ｌ，ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ

９７ｍｇ／Ｌ，ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ４１ｍｇ／Ｌ，ＺｎＳＯ４·７Ｈ２Ｏ５ｍｇ／Ｌ，

ＣｏＣｌ２·６Ｈ２Ｏ２ｍｇ／Ｌ，Ｎａ２ＭｏＯ４·２Ｈ２Ｏ４ｍｇ／Ｌ）６ｍｌ，

Ｂｒｉｓｔｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＮａＮＯ３ ０．２５ｇ／Ｌ，ＣａＣｌ２ １８．８ｍｇ／Ｌ，

ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ７５ｍｇ／Ｌ，Ｋ２ＨＰＯ４·３Ｈ２Ｏ７５ｍｇ／Ｌ，

ＫＨ２ＰＯ４０．１７５ｇ／Ｌ，ＮａＣｌ２５ｍｇ／Ｌ）１００ｍｌ。培养基在

１２１℃下灭菌２０ｍｉｎ。

１．１．３　ＥＰＡ标准样品　购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方　法

１．２．１　培养方法　（１）种子培养　将藻种从斜面接入种

子培养基中，制备三级种子液，２５℃，１２０ｒ／ｍｉｎ，避光培养。

（２）摇瓶发酵培养　以１０％（Ｖ／Ｖ）接种量接种子培养液于

发酵培养基中，５００ｍｌ三角瓶中装２００ｍｌ发酵液，１２０ｒ／ｍｉｎ，

发酵过程中，延滞期及对数期初期温度控制在２５℃，从对

数期中期开始将温度调至２０℃，避光培养。

１．２．２　分析方法　（１）藻细胞生物量的测定　取１０ｍｌ

发酵液，于４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，离心洗涤两

次，收集藻泥，２５℃鼓风干燥１２ｈ，以干藻粉重量计算细胞



中国生物工程杂志 ＣｈｉｎａＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｖｏｌ．２７Ｎｏ．１２２００７

生物量。（２）ＥＰＡ产量的测定　用气相色谱法对藻细胞中

ＥＰＡ含量进行定量。色谱条件为：毛细管柱ＳＥ?５４，柱长

３０ｍ，柱温２００℃，ＦＩＤ检测器，检测器和进样口温度２８０℃，

进样量１μｌ，Ｎ２流速１ｍｌ／ｍｉｎ，空气流速４００ｍｌ／ｍｉｎ，Ｈ２流

速３０ｍｌ／ｍｉｎ，尾吹流量３０ｍｌ／ｍｉｎ。（３）葡萄糖含量的测定

３，５?二硝基水杨酸法，回归方程为Ｙ＝１．４３８６Ｘ＋０．０１４２（Ｒ２

＝０．９９９９）其中Ｙ为葡萄糖浓度（ｇ／Ｌ），Ｘ为ＯＤ５４０值。（４）

不同温度下Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ细胞生长及合成ＥＰＡ的动力学

特征　在摇瓶水平考察了不同温度下的细胞生长、底物消

耗及产物含量变化，并对发酵过程的动力学参数进行处

理，得到了不同温度下的动力学参数变化曲线。细胞比生

长速率计算公式为Ｋ＝（ｌｇｘ２?ｌｇｘ１）／０．３０１×（ｔ２?ｔ１），ＥＰＡ

比合成速率计算公式为μ＝（ｌｇＰ２?ｌｇＰ１）／０．３０１×（ｔ２?ｔ１）。

２　结果与讨论

２．１　温度对藻细胞生长的影响及分析

　　图１显示，当温度控制在１０℃、１５℃和３０℃时，细胞分

裂受到严重抑制，几乎停止生长，最大细胞浓度仅为０．８ｇ／

Ｌ，０．８９ｇ／Ｌ和１．２ｇ／Ｌ。２０℃和２５℃时细胞生长情况相似，

前３天细胞生长缓慢，第４天开始进入对数生长期，第５天

生长速度最快，第７天则进入了稳定期，第６天获得最大细

胞浓度（２０℃为３．３ｇ／Ｌ，２５℃为４．２６ｇ／Ｌ）。由此可知，２５℃

最适宜藻细胞生长。图２表明，温度对比生长速率影响较

大，２０℃和２５℃时Ｋ值随时间变化趋势相似，Ｋｍａｘ均出现在

指数生长期中期，但２５℃时Ｋ值较２０℃时高。稳定期持续

２天，比生长速率为零，随后进入衰亡期，因细胞自溶速率

大于细胞生长速率，Ｋ为负值（负值部分图中未显示）。

图１　Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ在不同培养温度下生长情况

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＮｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．２　温度对ＥＰＡ合成的影响

　　图３和图５表明，不同温度下 ＥＰＡ的含量及合成

图２　Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ在不同培养温度下

比生长速率的变化情况

：１０℃；□：１５℃；▲：２０℃；：２５℃；×：３０℃

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｃｏｍｐａｒｅｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｏｆ

Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｄ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

速率差别较大，但２０℃和２５℃培养时变化趋势相似，

ＥＰＡ含量在对数生长期后期达到最大，稳定期初期基

本保持不变，在稳定期后期则开始下降；μｍａｘ则出现在

指数生长中期，２０℃培养时 μ和 ＥＰＡ含量均较其它温

度培养时高。但图４显示，ＥＰＡ产量的峰值是在２５℃

培养的指数末期，较２０℃时高１３．３６％。温度控制在

３０℃时，ＥＰＡ比合成速率最低。结合图１与图２可知，

细胞最高产量及最大生长速率出现在２５℃，而 ＥＰＡ最

高比合成速率出现在２０℃。

图３　不同培养温度下ＥＰＡ含量的变化情况

Ｆｉｇ．３　ＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔ?ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｕｌｔｕｒｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

２．３　温度对葡萄糖消耗的影响

　　图６表明，１０℃、１５℃和３０℃时葡萄糖消耗相对较

少，２０℃和２５℃时葡萄糖浓度变化情况相似，在指数生

长中期消耗速度最快，分别从５．６２ｇ／Ｌ和５．６４ｇ／Ｌ降到

１．５１ｇ／Ｌ和１．３９ｇ／Ｌ，此后葡萄糖浓度变化很小。结合

图１和图２可知，细胞生长和 ＥＰＡ合成速度最快时也

是葡萄糖消耗速度最大时。

８５
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图４　不同培养温度下ＥＰＡ产量的变化情况

Ｆｉｇ．４　ＥＰＡｙｉｅｌｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图５　ＥＰＡ比合成速率随培养时间的变化情况
：１０℃ —□—：１５℃ —▲—：２０℃ —×—：２５℃ ——：３０℃

Ｆｉｇ．５　ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｓｏｆＥＰＡｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒｍａｔｉｏｎｒａｔｅ

２．４　变温发酵方法的提出与验证

　　一般情况下，最适发酵温度是既适合微生物生长

又适合代谢产物合成的温度，但往往最适生长温度和

最适生产温度不一致，因此，在不同的发酵阶段控制相

图６　葡萄糖浓度随培养时间的变化情况

Ｆｉｇ．６　ＴｉｍｅｃｏｕｒｓｅｓｏｆＧｌｕｃｏｓｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

应的最佳温度可以实现促进细胞生长和增加产物合成

的统一。

　　从单一温度控制的 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ发酵过程来看，

发酵前期在２５℃培养，有利于藻细胞的生长，可积累较

多的细胞。在发酵中后期，可以适当降低培养温度，在

维持细胞正常生长代谢的同时促进 ＥＰＡ的合成，提高

整个发酵过程的生产水平。综合考虑，对 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａ

ｌａｅｖｉｓ发酵采取以下变温培养方法：延滞期及对数生长

前期温度控制在 ２５℃，从对数期中期开始温度降至

２０℃。故本实验将 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ在２０℃和２５℃各培

养一个生长周期，并分别于指数生长期前期、中期和后

期调整培养温度，结果如表１所示。

表１　不同温度Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ细胞生物量、ＥＰＡ含量及产量情况

Ｔａｂｌｅ１　ＣｅｌｌｂｉｏｍａｓｓｏｆＮｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ、ＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｙｉｅｌｄｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

　　　　发酵温度

测定指标
２０℃ ２５℃

２５℃～２０℃

指数期前期 指数期中期 指数期后期

ＣｅｌｌＢｉｏｍａｓｓ（ｇ／Ｌ） ４．０６±０．１０ ５．０５±０．１１ ４．３５±０．０９ ４．８６±０．１４ ４．９５±０．０９
ＥＰＡＣｏｎｔｅｎｔ（％） ５．６０±０．０４ ４．８６±０．０５ ５．２９±０．０６ ６．００±０．０４ ４．９０±０．０９
ＥＰＡＹｉｅｌｄ（ｍｇ／Ｌ） ２２７．３６±２．９４ ２４５．４３±２．８０ ２３０．１２±１．９７ ２９１．６０±２．１０ ２４２．５５±１．２５

　　从表１可以看出，在指数生长期中期改变培养温

度ＥＰＡ含量和产量均最高，这说明在获得一定细胞浓

度的基础上调整培养温度，既可以保证细胞生物量又

可以加速 ＥＰＡ合成，有利于提高 ＥＰＡ的发酵生产水

平。

３　结　论

　　变温培养提高了 ＥＰＡ含量（６．００％）和产量（２９１．

６０ｍｇ／Ｌ），较采用单一温度（２５℃）发酵的最大值分别

提高了２４．０７％、１８．８１％。２５℃为硅藻 Ｎｉｔｚｓｃｈｉａｌａｅｖｉｓ

最适生长温度，可积累较高的细胞浓度；２０℃时氧的溶
解性比２５℃时高，使得２０℃培养时催化长链不饱和脂
肪酸脱饱和需氧酶比２５℃培养时能获得更多的细胞间
分子氧［１８］，有利于 ＥＰＡ的合成。由此可见，采用变温
发酵对ＥＰＡ的生产有促进作用。
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