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二十碳五烯酸（A#$：5，79.’B,C3;>,3;’9.,.9D，简称7E@）

是一种重要的"0%系列人体必需多不饱和脂肪酸（E’(:F;0
B,>F-,>3DG,>>:,.9DB，EHI@）［!##］。自从J:3-K3-<3等人报道

了二十碳五烯酸对防止和治疗血栓、关节硬化、抗炎症、抗

癌、促进脑组织发育等方面具有明显效果以来，人们对它的

营养和医药价值及生产方法进行了广泛的研究［%#4］。目前，

二十碳五烯酸主要来源于深海鱼油，但其产量不稳定，纯化

工艺复杂且含有难以消除的鱼腥味，难以满足市场的需求。

由于二十碳五烯酸属于多不饱和脂肪酸，化学方法无法

合成，而某些微藻具有一种特异的氧化能力，能够从头合成

二十碳五烯酸，因此可用异养微藻进行深层培养，生产二十

碳五烯酸。国外利用微藻培养生产多不饱和脂肪酸的研究

始于#$世纪1$年代，发现3+$$(0",(*(4&#&&+,#$+，5#+/(6，

!*24/"(%0(7#$#)60("$##，8(*4"2*#7)6!*)%$/)6 等微藻中

多不饱和脂肪酸的含量较高［"#L］。目前国内在这方面的研

究还未见文献报道。本文对一株隐甲藻产生二十碳五烯酸

的培养基组成、培养条件及摇瓶深层培养进行了研究。

! 材料和方法

!"! 实验藻种

隐甲藻（!*24/"%0(7#$#)60("$##AL1），山东曲阜师范大

学生物系保存。

!"# 培养基

斜面培养基：MF/!培养基［!$］。

种子培养基：每升培养基含葡萄糖#$<，酵母膏!N$<，蛋

白胨!N$<，MO#EP6#N$<，+<QP6·"O#P$N5<，*,A(#)$<，A,0
A(#·#O#P$)#<，CO4)$。

基础培养基：每升培养基含葡萄糖6$<，酵母膏$N5<，

M*P%#N$<，MO#EP6#N$<，+<QP6·"O#P$)5<，*,A(%)$<，

A,A(#·#O#P$N#<，R;QP6·"O#P5N58<，I3A(%·4O#P!48<，

AFQP6·5O#P$N68<，+;QP6·O#P$)%8<，CO4)$。

!"$ 微藻的培养与收集

!"$"! 藻种活化：将保存藻种转移至斜面培养基上，自然光

照下，#5S培养5D。

!"$"# 种子液制备：用58T无菌水将斜面微藻洗入装有

5$8T种子培养基的#5$8T三角瓶中，#5S，!5$-／89;下摇

瓶培养5D。

!"$"$ 摇瓶培养：取48T种子液于装有!$$8T培养基的

5$$8T三角瓶中，#5S，!5$-／89;下摇瓶培养4D。

!"$"% 微藻的收集及冷冻干燥：用布氏漏斗对培养液进行

减压抽滤，藻体用蒸馏水洗%次后，湿藻体用冷冻干燥机在

U!$S，真空度大于$NL#+E,下干燥至恒重，得藻细胞干重

（JA）。

!"% 主要分析方法

!"%"! 培养液残糖的测定：J*Q定糖法［!!］。

!"%"# 藻体油脂的抽提：采用Q’V/(3>提取法［!#］

!"%"$ 油脂中二十碳五烯酸含量的气相色谱测定：

采用氢氧化钾—甲醇酯交换法［!%］处理样品，用岛 津

WA0L@气相色谱仪，A0XYZ数据处理，白色酸洗单体4$#1$
目A/-’8’K’-K[，固定液为%\（9／9）的丁二酸二乙二醇

酯（J7WQ），载体*#，流量5$8T／89;，氢焰离子检测器（YJ），

柱温#$$S，检测器及进口温度#5$S。以高纯度的二十碳

五烯酸（I(F],产品，纯度LL\）作为标准品。

# 结果与讨论

#"! 温度对微藻产生二十碳五烯酸的影响

温度是影响微藻生长及二十碳五烯酸产量的重要因素，

结果如图!。微藻!*24/"%0(7#$#)60("$##AL1在#5S时生

长适宜，此时培养液细胞干重为!!N1<／T，二十碳五烯酸产

率为$N"#6<／T。温度过高或过低，都不利于微藻生长和二

十碳五烯酸的积累。

#"# 初始CO对微藻产生二十碳五烯酸的影响

培养基CO改变影响了细胞内外的离子平衡，细胞的渗

透性及有关膜的结构组成，从而对微藻的生产和长链多不饱

和脂肪酸的合成产生影响。将微藻!*24/"%0(7#$#)60("$##



!"#接种于不同初始$%的培养基上，摇瓶培养，结果如图

&。初始$%为’()时，培养液细胞干重和二十碳五烯酸产

量分别达*&(*+／,和)(-*.+／,。

图* 温度对微藻产生二十碳五烯酸的影响
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图& 初始$%对微藻产生二十碳五烯酸的影响

/0+1& 233456730<060:C$%7<6=4$97>;5607<732?@AB80597:C+:4

*1D!；&12?@

!"# 碳源对微藻产生二十碳五烯酸的影响

在基础培养基中，分别以EF的葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、

甘油、醋酸钠和可溶性淀粉等成分作为碳源，摇瓶培养，测培

养液细胞干重及二十碳五烯酸产量，结果如表*。葡萄糖是

隐甲藻!"#$%&’()(*+,+-.()&,++!"#深层培养生产二十碳五

烯酸的最有效碳源。

表$ 碳源对微藻产生二十碳五烯酸的影响
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!": 氮源对微藻产生二十碳五烯酸的影响

在基础培养基中，分别以)(&F的蛋白胨、玉米浆、尿

素、硝酸铵、硝酸钾、硫酸铵等成分作为氮源，摇瓶培养，测培

养液细胞干重和二十碳五烯酸产量，实验结果如表&。硝酸

钾、蛋白胨是!"#%&’()/+,+-.()&,++!"#生长和产酸的最佳

氮源。

表! 氮源对微藻产生二十碳五烯酸的影响
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!"; 最适培养基组分的确定

利用正交试验法考察了葡萄糖、酵母膏、硝酸钾、磷酸二

氢钾、金属离子浓度等对培养的影响，其最佳培养基组成为

（+／,）：葡萄糖’.，酵母膏&()，PLKEE()，P%&?KM*()，I+Q
JKM·-%&K)(’，L:!C.1#，!:!C&·&%&K)(*，R<JKM·-%&K

)())’-，/4!CE·’%&K)()*M，!;JKM·.%&K)()))M，I<JKM·

%&K)()))&。以此培养基摇瓶培养，细胞干重，二十碳五烯

酸产量分别为*-(#+／,和)(#M+／,。

!"< 摇瓶深层培养过程分析

采用上述最佳组分培养基及发酵条件，进行摇瓶培养，

测定培养过程葡萄糖浓度、细胞干重和二十碳五烯酸含量，

结果如图E。

图E 二十碳五烯酸产生的过程曲线
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微藻 深 层 培 养 过 程 曲 线 表 明：培 养 前M#=，!"#$%&’0
()/+,+-.()&&++!"#微藻耗糖较少，微藻生长较慢，产生的二

十碳五烯酸也少。M#=后，微藻进入对数生长期，耗糖量急

剧增长，菌体内油脂开始大量积累。培养至*E&=，细胞干重

和二十碳五烯酸含量达最大值，分别为*#(E+／,和)(#"*+／

,，接近文献［"］报道水平。这样从图E中可以看出，微藻细

胞内二十碳五烯酸的累积与细胞的生长不同步，其形成曲线

呈J形即当细胞生长进入对数后期或稳定期早期时，二十碳

五烯酸含量达到最高，而在稳定期后期和衰亡期，二十碳五

烯酸的含量逐渐下降。
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