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除草剂精喹禾灵用于硅藻过量产生二十碳五烯酸
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摘 要 硅藻 :#/>&0"#+ ,+%=#& 是 SI> 很好的替代来源。除了对硅藻进行高密度培养外，SI> 的产量还能利用除草剂来提高。

本文研究了除草剂精喹禾灵对硅藻的生长和产 SI> 的影响。]?,U 作为除草剂的溶剂，会对硅藻的生长造成抑制，]?,U 在培

养基中的添加量最好不要超过 $^!_。除草剂能对硅藻的细胞形态造成损害，随着除草剂浓度的增加，硅藻的产量减低了，但

脂质和 SI> 的含量提高了。当除草剂浓度为 $^=00()‘X 时，SI> 的含量从 "^$$_增加到 "^#N_，提高了 =&^"_，SI> 占总脂肪

酸的含量也由 !#^=#_提高到了 "!^NN_。实验表明，除草剂精喹禾灵能促进硅藻 SI> 的积累，因而在筛选过量产生 SI> 微藻

方面有重要用途。
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二十碳五烯酸（S54(B9.-:/9-:(54 9457，SI>）是一 种!P" 多不饱和脂肪酸（.()<;:B9/;29/-7 b9//< 9457B，



!"#$%），已经引起了世界范围内研究者的高度重

视。&!$ 在营养强化，预防和治疗动脉粥样硬化、风

湿、心律失常、牛皮癣、糖尿病和癌症方面有着重要

的用途［’］。鱼油是目前 &!$ 的主要商业来源，但是

鱼油中的 &!$ 和其他不饱和脂肪酸由于环境污染

和具有难闻的鱼腥味，往往不适合用于食品添加。

近几年，研究者发现海洋微藻是不饱和脂肪酸的初

级 生 产 者，一 些 微 藻 如 !"##$%&’$($)*+* %(［)］，

,$()&-(+.+/0 %(/1#2/0［*］， ,&"1$."%2-’/0
2(+%$(#/2/0［+］，3$#$./* */421(("#1/*［,］，-./ !+25*%&+"
’"16+*［0］是 &!$ 的较好来源。

硅藻 !+25*%&+" ’"16+* 由于其具有较高的 &!$ 含

量，因而是 &!$ 的很好来源［1，2］。这种海洋微藻已

经被证明能够利用葡萄糖为唯一碳源，进行异养生

长，因而能够大大提高细胞产量［0］。研究者进行了

大量的实验，以提高硅藻的细胞产量，包括对培养基

和培养条件进行优化［3，’4］，以及建立高效的培养体

系［’4 5 ’+］。

提高 &!$ 的产量，除了提高硅藻细胞的产量

外，还可以利用除草剂处理微藻，以提高细胞中 &!$
的含量。6$7 312, 是一种哒嗪酮的衍生物，在国外

已经成功地用于微藻的筛选，提高了细胞中不饱和

脂肪酸的含量［’,］。然而，目前尚没有其他除草剂用

于 &!$ 过量生产的报道。

精喹禾灵（89:;-<=>=(?)?@ABC<），是一种芳氧苯氧

丙酸酯类除草剂。有报道证明它是乙酰辅酶 $ 羧

化酶（$DD-%@）的有效抑制剂［’0，’1］，而后者是生物体

脂肪酸合成的关键酶。该除草剂广泛用于双子叶农

作物和一些谷物农田中杂草的控制，其结构式如图

’ 所示。据我们所知，目前尚没有该除草剂用于多

不饱和脂肪酸过量产生的报道。本文中，我们研究

了除草剂精喹禾灵对硅藻生长和产 &!$ 的影响，主

要探讨其用于硅藻过量产生 &!$。

图 ’ 除草剂精喹禾灵的结构式

#:EF ’ G=<@H9<-I %AI9HA9I@ => AB@ B@IJ:H:/@ 89:;-<=>=(?(?@ABC<

! 材料与方法

!"! 微藻与培养

硅 藻 !+25*%&+" ’"16+*（"K&L)4+1）购 于 美 国

"K&L 培养物保藏中心。基础培养基为 MNG 培养基

添加 ’,EOM 葡萄糖，)EOM 7-7P*和 ’,4QEOM 7-)6:P*·

3R) P。细胞在基础培养基中培养一周，然后以 ’4S
的接种量（7 O7）接种到装有 )44QM 培养基的 ,44QM
三角瓶中，),T下 ’,4IOQ:. 振荡培养。培养基的初

始 (R 为 2U)，’)’T灭菌 )4Q:.。培养至平稳期，收

集细胞，进行产量、脂质和 &!$ 含量分析。

!"# 除草剂处理

除草剂精喹禾灵由山东省济南科赛基农化工有

限公司馈赠。用二甲基亚砜（NG6P）将其配制成浓

度分别为 ’4、),、,4、’44、)44QQ=<OM 的溶液，培养基

灭菌后添加，使除草剂的终浓度分别为 4U4)、4U4,、

4U’、4U)、4U+QQ=<OM，培 养 基 中 NG6P 的 终 浓 度 为

4U)S。

!"$ 生物量的测定

生物量用干重法表示。取 ,QM 藻液 0444IOQ:.
离心 ’4Q:.，沉淀用蒸馏水洗涤 ) 次，0,T下烘干至

恒重。

!"% 脂质抽提与脂肪酸分析

将生长至平稳期的藻液 0444IOQ:. 离心 ’4Q:.，

沉淀用蒸馏水洗涤 ) 次，冷冻干燥，5 )4T下保存。

脂质的抽提采用改进的 V<:EB 和 NC@I 的方法［’2］。抽

提物用 7) 吹干并称量。

脂质采取直接酸甲酯化法。取一定量的油脂，

加入 ’44!M +QEOQM 的十七烷酸作为内标物，加入

)QM +S的硫酸的甲醇溶液，于 1,T水浴中反应 ’B。

冷却后加入 )QM 生理盐水和 )QM 正己烷，振荡，静

置分层后取上层正己烷相，加入无水硫酸钠脱水，进

行气相色谱分析。采用上海天美公司 3124"型气

相色谱仪，#WN 检测器，色谱柱为 6&?,+ 毛细管柱

（’,Q X 4U),QQ X 4U),!Q），柱温 )44T，进样温度和

检测器温度均为 )24T。高纯氮气为载气，流速为

’QMOQ:.，空 气 流 速 为 +44QMOQ:.，氢 气 流 速 为 *4
QMOQ:.，尾吹 *4QMOQ:.，进样量 ’!M，根据 &!$ 和内

标物的峰面积进行 &!$ 的定量。

!"& 数据分析

每个实验处理均为 * 个平行，采用 6$6 3F 4 软

件进行数据分析。

# 结果

#"! ’()* 对硅藻生长和产 +,- 的影响

以 NG6P 作为除草剂精喹禾灵的溶剂，因 为

NG6P 对微藻的毒害作用比甲醇、乙醇、丙酮、二甲

基酰胺（NG#）等小［’3］。研究了 NG6P 对硅藻的生长

的影响。图 ) 表示了硅藻在不同浓度的 NG6P 条件

下 的生长曲线。从图中可以看出，NG6P对硅藻的

022 8&+#1*1 9$/(#"’ $: ;+$21%&#$’$<- 生物工程学报 )441，Y=<U)*，7=U,



图 ! "#$% 的浓度对硅藻 !"#$%&’"( )(*+"% 生长的影响

&’() ! *++,-. /+ 0’++,1,2. "#$% -/2-,2.13.’/24
（,5,）/2 .6, (1/7.6 /+ !"#$%&’"( )(*+"%
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A3A%B 320 ?@C <(5; A3!$’%B·DE!%) "F，01G -,:: 7,’(6. )

生长有一定的毒害作用，而且随着浓度的增加而增

加。当浓度大于 CH@I（, 5,）时，硅藻的生长受到严

重的抑制，而当浓度大于 !I 时，硅藻几乎不能生

长。J/6,2 等［?@］ 认 为，"#$% 的 浓 度 对 于 微 藻

-./0’1/"2"34 &/3*5#34 和 60"/3)"5( 0)(#*5%"% 应不大于

?I，我们的研究表明，对硅藻 ! ) )(*+"%，"#$% 在培

养基中的浓度最好不大于 CH!I。

"#$% 对硅藻 ! ) )(*+"% 的 *KL 含量也有显著

的影响。如表 ? 所示，当 "#$% 的浓度由 CI增加到

!I 时，*KL 占 总 脂 肪 酸 的 含 量（ *KL58&L）从

B?H@MI降低到 !!HNMI，当浓度为 CH!I时，*KL 占

总脂肪酸的含量为 !NHC!I，与对照相比降低不是

很多。从表 ? 中可以看出，当 "#$% 的浓度增加到

!I，硅藻的产量下降到 CHNM (5;，*KL 占藻粉的含

量（I"F）也从 BHBCI降低到 !HD?I。然而，硅藻

中脂质的含量却从 !OHCBI升高到 BNHDOI，可能是

由于生长速率受抑制，从而导致了脂质的积累。当

"#$% 的浓度为 CH!I时，硅藻的产量和 *KL 的含量

均影响不大，因此选用 "#$% 在培养基中的浓度为

CH!I。

表 ! 不同 "#$% 浓度对硅藻 !"#$%&’"( )(*+"% 的生物量、&’()*+(、&’( 含量（,"-）和 &’( 产量的影响

*./01 ! &22134 52 672218194 "#$% 35931948.4759: 59 4;1 "-，07<76 3594194，&’()*+(，&’( 3594194（,"-）

.96 &’( =7106 52 !"#$%&’"( )(*+"% >（"-，68= 3100 ?17@;4> *+(，454.0 2.44= .376:）
"#$% -/2-,2.13.’/2

5I（,5,）

"F
5（(5;）

;’>’0 -/2.,2.
5（I "F）

*KL58&L
5I

*KL -/2.,2.
5（I "F）

*KL G’,:0
5（<(5;）

C BHN! !OHCB P !HCM B?H@M BHBC P CHBD ?!M

CH! BH@M BCHB@ P BHCC!! !NHC!!! BH!O P CH!M ??@

CH@ !HQO BMH!D P BH@@!!! !QHOD!! BH?D P CHCN NQ

? ?HD! BOHMN P CHOB!!! !NHB!!! !HDN P CHB@ @Q

! CHNM BNHDO P OH!D!!! !!HNM!!! !HD? P CHC! !@

"3.3 31, ,R>1,44,0 34 3S,13(, P $" /+ .1’>:’-3.,) !! 320 !!! 0,2/., - T CHC? 320 - T CHCC@，1,4>,-.’S,:G，-/<>31,0 7’.6 .6, -/2.1/: )

ABA 除草剂精喹禾灵对硅藻的生长和产 &’(的影响

研究了除草剂精喹禾灵对硅藻细胞形态的影

响。图 B 是硅藻细胞在不同浓度的精喹禾灵条件下

的显微形态变化。从图中可以看出，随着除草剂浓

度的增加，硅藻细胞形态上的损害也在增加。没有

加入精喹禾灵时，硅藻细胞完整，形状规则，细胞生

长旺盛，排列致密有序，能看到明显的细胞壁（图 B
L）。当浓度为 CHC!<</:5; 时，硅藻细胞形态没有

明显的改变，仅有少量的颗粒状物质，可能是由细胞

内部释放出来的（图 BU）。当浓度为 CHC@<</:5; 时，

细胞形态依然完整，但是处于分散状态，排列不紧密

（图 BJ）。当浓度大于 CHC@<</:5; 时，细胞形态严重

破坏，不能观察到完整的细胞壁，受到严重的毒害

（图 B"、*、&）。

除草剂精喹禾灵对硅藻的产量也有显著的抑制

作用，如表 ! 所示。当除草剂的浓度由 C 增加到

CHO<</:5; 时，硅藻的产量由 BH@!(5; 降低到 ?H!!

(5;，但是脂质含量却从 B!HB?I增加到 BD ) CCI，可

能是由于除草剂降低了硅藻的生长速率，从而有利

于脂质的积累。硅藻 ! ) )(*+"% 由于能积累 !@I以

上的 油 质，因 此 可 以 认 为 是 一 种 富 含 油 质 的 微

藻［!C］，多数微藻在最适生长条件下生长迅速，但是

不利于脂质的积累，而当生长受到其他因素的抑制

时，开始大量积累脂质。因此硅藻脂质含量的提高

可能是由于除草剂的抑制作用。

随着精喹禾灵浓度的增加，*KL 含量逐渐增高，

如表 ! 所示。没有用除草剂处理时，*KL 的含量为

BHCCI（占干重），当精喹禾灵的浓度为 CH?<</:5;
时，*KL 含量升高到 BH@NI，增加了 ?D ) BI。继续

增加除草剂的浓度，*KL 的增加作用不再明显。当

除草剂浓度为 CHC@<</:5; 时，尽管硅藻的产量受到

一定的影响，但是由于 *KL 占藻粉的含量提高，因

此单位发酵液 *KL 的产量并没有降低（?CN<(5;，对

照为 ?CM<(5;）。

QNN曹小红等：除草剂精喹禾灵用于硅藻过量产生二十碳五烯酸



图 ! 不同除草剂浓度下的硅藻细胞形态显微镜照片

"#$% ! &#’()*’)+#’ +,)-)$(.+,* )/ !"#$%&’"( )(*+"% ’011* -(0.-02 3#-, 2#//0(04- ’)4’04-(.-#)4* )/ 56#7.1)/)+8,80-,91
:：’)4-()1；;：<=<>??)1@A；B：<=<C??)1@A；D：<=E??)1@A；F：<=>??)1@A；"：<=G??)1@A% H,0 D&IJ ’)4’04-(.-#)4 #4 -,0 ?02#6? 3.* <=>K（-@
-）% B011* 30(0 )L*0(M02 6420( )+-#’.1 ?#’()*’)+9（&)-#’，D&;C8C）.- ><<< N ?.$4#/#’.-#)4 .- -,0 042 )/ -,0 ’61-#M.-#)4（O-, 2.9）%

表 ! 精喹禾灵浓度对硅藻 ! " "#$%&’ 的生物量、脂质含量、#$% 含量和 #$% 产量的影响

&’()* ! #++*,- .+ /0++*1*2- 3405’).+.67(7*-89) ,.2,*2-1’-0.2: .2 -8* ;<，)060/ ,.2-*2-，
#$% ,.2-*2-（=;<）’2/ #$% 90*)/ .+ ! " "#$%&’

P6#7.1)/)+8,80-,91
’)4’04-(.-#)4@（??)1@A）

DQ@（$@A） A#+#2 ’)4-04-@（K DQ） FR: ’)4-04-@（K DQ） FR: 9#012@（?$@A）

< !=C> !>=!E S <=>< !=<< S <=<T E<U
<=<> !=GU !C=GC S >=EC!! >=VC S <=<E E<>
<=<C !=E< !C=O< S E=!<!! !=GO S <=<V E<O
<=E >=GO !V %<< S <=E<!!! !=CO S <=<G OV
<=> E=C! !O=OC S <=EC!!! !=GC S <=!> C!
<=G E=>> !T=UC S >=OC!!! !=CG S <=EU G!
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表 ! 列出了除草剂精喹禾灵对硅藻的脂肪酸组

成的影响。硅藻的脂肪酸主要由 EG Y <，EU Y <，EU Y E
和 >< YC 组成，占总脂肪酸含量的 VCK左右。当除草

剂的浓度由 < 增加到 <=E??)1@A 时，EG Y < 和 EU Y < 的

含量 分 别 由 EU=!EK 和 EG=U!K 降 低 到 V=C!K 和

E>=!EK，而 EU YE 的含量很稳定，几乎没有变化。其

他脂肪酸的含量很低，占总脂肪酸的比例均小于

> K 。FR:占 总 脂 肪 酸 的 含 量 由>G = UO K 增 加 到

表 > 不同精喹禾灵浓度对硅藻 ! " "#$%&’ 脂肪酸组成的影响

&’()* > #++*,- .+ /0++*1*2- 3405’).+.67(7*-89) ,.2,*2-1’-0.2: .2 -8* +’--9 ’,0/ ,.?6.:0-0.2 .+ !&)*’+,&# "#$%&’
P6#7.1)/)+8,80-,91

’)4’04-(.-#)4@（??)1@A）

".--9 .’#2* ’)?+)*#-#)4@K
EG：< EU：< EU：E ><：C )-,0(*

H":@（KDQ）

< EU=!E S E=<! EG=U! S <=EV G<=E! S >=<O >G=UO S <=EO G=G! S <=UV E>=EU
<=<> E!=TU S <=!< EG=O> S <=O> G<=CE S <=U< >C=EC S <=VU! C=TU S <=GU EE=T!
<<C V%CV S <=T! EE=CC S <=>O GE=<E S >=!V >V %OE S <=CG!!! O=<G S <=UT EE=UT
<=E V %C! S <=>C E>=!E S <=>V G<=<E S E=CO !>=OO S E=<T!!! C=>T S <=O< E<=OV
<=> V %OT S <=>T E!=<T S <=>T !V %VU S <=OG !>=>G S <=><!!! G=OO S <=CE E<=T<
<=G E<=EG S <=EU E!=>E S <=OO G<=EU S E=UO !>=CC S >=<!!!! !=VG S <=EG E<=OO
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!"#$$%，很可能是由于 &’ () 和 &* () 的含量的减少。

当除草剂的浓度大于 )#&++,-./ 时，012 的含量不

再增加。脂质的含量随着除草剂浓度的增加而增加

（表 "），而总脂肪酸的产量（%34）却有所减少，这

表明脂质中总脂肪酸（562）的含量减少了。

! 讨论

728 9:$; 是处理微藻最常用的除草剂，它是!<
! 去饱和过程的有效抑制剂，能够降低高等植物和

微藻甘油酯中"<亚麻酸的含量，这方面的报道很

多［"&］。728 9:$; 能够改变微藻脂肪酸的组成，但

是，仅少数微藻中的多不饱和脂肪酸如#<亚麻酸和

012 的含量有所增加，而且，一种脂肪酸含量的增加

往往是以其他一种或几种脂肪酸含量的降低为代价

的。另外，728 9:$; 和其他除草剂由于能抑制脂肪

算合成的特定位点，更多的用于研究微藻和植物中

脂肪酸的合成过程［"&，""］。

精喹禾灵是一种芳氧苯氧丙酸酯类除草剂，已

经被证明是细胞内乙酰辅酶 2 羧化酶（2==>?@）的

有效抑制剂［&*，&:，"!］。因此可以认为，精喹禾灵对硅

藻的毒性是由于对硅藻的细胞内的乙酰辅酶 2 羧

化酶的毒性而造成的。本论文研究了除草剂精喹禾

灵对硅藻的生长和产 012 的影响，由于这种毒性，

硅藻的生长受到抑制，但是 012 占总脂肪酸的含量

反而显著增加。表 ’ 中表示了近年来除草剂在提高

微藻不饱和脂肪酸方面的研究进展。

表 " 除草剂在提高微藻不饱和脂肪酸含量方面的研究进展

#$%&’ " ()*$+,’ -. /’0%1,1)’ $22&1,$31-+ .-0 .$334 $,1)5 ’+/$+,’6’+3
A@BCDEDF@? GDEB,>-H>@ 6>IIJ >EDF KLEB@>?@ B>LH@.（% ,M 562） N@M@B@LE@
728 9:$; !"#$%&#’(’)* +#),-.)* 012 ")：;（!<!） !$#" O ’&#& ［"’］

728 9:$; /"-"()0 0)1.,##2-,)0 012 ")：;（!<!） ""#; O !’#$ ［&;］

728 9:$; 3$’#)4’-2 $42.,-0’0 P/2 &$：!（!<*） !!#! O !9Q)（,M P/ R R ） ［";］

728 9:$; !"#$%&#’(’)* +#),-.)* 012 ")：;（!<!） "9 Q& O ’;#’（,M P/） ［";］

7A2G R !2#’,."+%4"#’0 ’-+’02 &$：&（!<9 S!<:） &;#* O ;;#! ［"*］

TUDV>-,M,W<$<@IXJ- 5’.60+%’2 42,7’0 012 ")：;（!<!） "’#*$ O !"#$$ 5XD? Y,BZ
R 7A2G，7>-DEJ-XJFB,[>+DE >EDF
R R P/，H>->EI,-DWDF

现在我们尚无法解释精喹禾灵对硅藻 012 合

成的促进作用的详细机制。有报道表明，除草剂

728 9:$; 在大豆中迅速降解，从而减少了其对大豆

的毒害作用［"&］。另外，生物体可能通过对乙酰辅酶

2 羧化酶的修饰，也可能通过增加细胞内乙酰辅酶

2 羧化酶的表达量，从而减少受除草剂的毒害作

用［":］。精喹禾灵对硅藻 012 合成的促进作用可能

与后两种机制中的至少一种有关。因此，012 的过

量产生可以看作是对除草剂的一种抵抗和适应。

我们的研究表明，除草剂精喹禾灵能够显著地

提高硅藻 012 的含量，但是 012 的这种量产生在传

代的过程中是否稳定有待于进一步研究，其促进

012 合成的详细机制也有待于深入探讨。精喹禾灵

对硅藻 012 合成的促进作用，使我们有望利用它筛

选到 稳 定 的 高 产 012 的 硅 藻 品 系。我 们 也 希 望

012 在硅藻和其他微藻中的过表达能够应用于实际

生产当中，进而解决目前 012 资源紧缺的问题。

致 谢 感谢天津科技大学现代分析技术研究中心

的杨志岩教授和闫仲丽老师在气相色谱分析方面给

予的帮助。
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