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摘 要: 分别以 0, 5, 50 mg/ L 的L 肉碱( L carnitine)处理淡水普通小球藻( Chlorella vulgaris ) , 以 SE 为培养液,

培养 7 d, 探究L 肉碱对淡水普通小球藻种群增长、总脂和可溶性蛋白质含量的影响。结果表明: 不同质量浓

度的 L 肉碱在不同培养时期对普通小球藻种群增长影响显著( P < 0 05) ; 高浓度 L 肉碱显著降低总脂含量

( P < 0 05) ,并使可溶性蛋白质含量显著升高( P < 0 05)。结果提示, 在培养液中添加外源 L 肉碱可能通过直

接作用于普通小球藻,或促进培养液中微小生物分泌活性物质间接影响普通小球藻的种群增长及总脂和可

溶性蛋白质的含量。
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Abstract: The study was conducted to investigate the effects of L carnitine supplements on population

growth, total lipids and soluble protein in freshwater micro algae Chlorella vulgaris. Algae were cultured

with SE formulations and enriched by 3 levels of L carnitine: 0, 5 and 50 mg/ L for 7 days. The results

showed that L carnitine supplements significantly ( P< 0 05) affected the population growth of enriched

algae and two levels of L carnitine enrichment ( 5, 50 mg/ L) produced different responses on population

growth compared with the control during culture period. Total lipids content was significantly ( P< 0 05)

lower and soluble protein content was significantly ( P< 0 05) higher in 50 mg/ L L carnitine enriched

group than that in the other 2 groups. The results suggest that L carnitine enrichment might affect popula

tion growth and biochemical composition in freshwater micro algae Chlorella vulgaris in a direct or indirect

way.

Key words: L carnitine; Chlorella vulgaris ; population growth; total lipids; soluble protein

通讯作者

基金项目: 国家自然科学基金项目(30671621)

作者简介: 宋丹,女,硕士,主要从事水产动物营养研究。

收稿日期: 2010 03 11 网络出版时间: 2010 12 27 14: 42

吉林农业大学学报 2011, 33( 1) : 74~ 78 http : / / xuebao. jlau. edu. cn

Journal of Jilin Agricultural University E mail : jlndxb@ vip . sina. com



L 肉碱(L carnitine)是参与调控脂肪酸代谢的

重要因子, 也是生物体内重要的微量营养素。L

肉碱最重要的生理功能是参与线粒体内长链脂肪

酸 氧化,在脂酰肉碱转移酶的作用下把活化后

的脂肪酸(脂酰 CoA)以酰基肉碱的形式从胞液中

转运入线粒体内完成 氧化, 为生物体提供能

量[ 1]。在人类和动物营养领域, L 肉碱作为一种

食品成分、饲料添加剂和营养强化剂已有大量研

究,并被广泛应用[ 1 4] ;在微小生物领域,国外已有

关于细菌等对 L 肉碱利用和新陈代谢方面的报

道[ 5] ,但在水产养殖领域广泛使用的微型生物饵

料(微藻、轮虫等)研究方面与 L 肉碱相关的报道

很少,仅见 L 肉碱强化对轮虫( Brachionus rotundi

formis)种群增长和繁殖的影响以及生物饵料体内

L 肉碱含量方面的研究报道
[ 6 7]
。

淡水普通小球藻( Chlorella vulgaris )作为一种

重要的活体微型生物饵料,可直接应用于贝类和

虾类等水产品的饲养, 也可应用于仔鱼开口期食

用的轮虫等开口饵料的培养。因此, 普通小球藻

的培养技术、生长繁殖和营养价值(生化组成)等

方面是研究的重点。本试验在水生动物和微型饵

料生物研究的基础上, 首次探究 L 肉碱对普通小

球藻种群生长和生化组成的影响, 旨在为 L 肉碱

在微藻培养和应用领域作为营养强化剂来改善微

藻生长和营养价值的可行性提供依据。

1 材料与方法

1 1 试验材料与药品

试验用淡水普通小球藻( Chlorella vulgaris )购

自中国科学院海洋研究所藻种库。L 肉碱购自

Sigma公司(代号 C 0158) , 配制 SE培养液[ 8]的药

品均为分析纯, 试验用水为蒸馏水。

1 2 试验方法

1 2 1 接种 试验前对试验用具高温、高压消

毒,试验前 1 d配制 SE培养液,次日上午接种。

1 2 2 试验设计 L 肉碱在试验开始时一次性

加入 SE培养液中,设 0( ck) , 5, 50 mg/L 3个质量

浓度处理组, 每个处理 3次重复。在恒温培养箱

内用 SE 培养液培养, 培养体积 2 L, 光照强度

5 000 lx, 光照24 h, 温度控制在( 23 1)  ,连续通
气,培养 7 d。

1 2 3 取样 小球藻初始密 度为 6 5 !

10
6
cells/ mL。当淡水普通小球藻种群增长进入相

对生长下降期时, 将藻液用 Avanti J 26XP 型冷冻

离心机 6 000 g 离心 15 min 后弃去上清,用蒸馏

水洗涤后, 再次离心,弃去上清液,获得普通小球

藻样品。

1 3 测定方法

1 3 1 种群增长的测定 采用血球计数板计数

法测定普通小球藻种群增长, 每次取样前先将锥

形瓶中藻液摇匀, 取 1 mL 置于血球计数板上, 在

显微镜( 10 ! 40倍)下计数, 藻生长的变化通过比

生长速率的变化来反映, 比生长速率 K 的计算公

式:

K = ( lnN t lnN 0) / t ,

式中, N t 为第 t 天的细胞密度, N0 为初始的

细胞密度, t为培养时间。

1 3 2 样品的制备 将试验结束时收获的普通

小球藻样品用小型台式冷冻干燥机冷冻干燥

24 h,然后转移至干燥器中,备用。

1 3 3 总脂含量的测定 取研磨好的干燥藻粉

置于 10 mL 离心管中,加入 V (氯仿) ∀V (甲醇) =

2∀1液体,混匀后 4  放置过夜, 离心 10 min取上

清;吸取上清液置于 10 mL 的螺口试管中, 放入

60  的烘箱中蒸干溶剂, 然后加入浓硫酸, 100  

水浴 10 min, 冷却至室温后加入磷酸 # 香草醛

( phosphoric acid Vanilin) , 充分振荡后放置2~ 3 h,

用UnicUV2100型紫外分光光度仪在 528 nm 下测

其OD值,最后代入回归方程, 计算总脂含量, 再

换算成质量比[ 9]。

1 3 4 可溶性蛋白质含量的测定 取研磨好的

干燥藻粉置于 10 mL 离心管中,加入蒸馏水,静置

0 5~ 1 0 h, 然后离心、弃去沉淀, 将上清液稀释

到合适的浓度, 使其测定值在标准曲线的直线范

围内。以结晶牛血清蛋白配制的标准蛋白质溶液

为标准, 用 Unic UV2100 型紫外分光光度仪在

595 nm 下测定其 OD值, 根据回归方程计算出小

球藻可溶性蛋白质含量, 再换算成质量比[ 10 11]。

1 4 统计分析

应用单因子方差分析( One way ANOVA)比较

L 肉碱各水平间的差异显著性;并应用 Duncan多

重比较检验各处理间的均值, 差异显著性水平

( P )值设在 0 05,均采用 SPSS16 0统计软件进行

统计分析。误差和置信区间用 Mean SEM
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( n= 6)表示。

2 结 果

2 1 L 肉碱对普通小球藻种群增长的影响

2 1 1 L 肉碱对普通小球藻种群密度的影响

由图 1可见,不同质量浓度的 L 肉碱对不同培养

阶段普通小球藻的种群密度可产生不同程度的影

响。培养 1 d, 与对照组相比, 低浓度和高浓度处

理组的藻种群增长出现了相反趋势, 低浓度组种

群密度显著高于其他2组( P< 0 05) ;培养 2 d,高

浓度处理组种群密度显著低于对照组和低浓度处

理组( P< 0 05) ;培养 3~ 4 d,高浓度组种群密度

仍低于对照组和低浓度组,但各组间无显著差异

( P> 0 05) ; 培养 5 d, 高浓度组种群密度显著低

于对照组和低浓度组( P< 0 05) , 低浓度组种群

密度显著高于各处理组( P< 0 05) ; 培养 6 d, 高

浓度组种群密度显著低于低浓度组( P< 0 05) ;

培养 7 d, 高浓度组种群密度显著高于对照组

( P< 0 05) , 低浓度组种群密度与其他 2 组无显

著差异( P> 0 05)。

2 1 2 L 肉碱对普通小球藻比生长速率的影

响 L 肉碱对普通小球藻的比生长速率有显著的

影响。0~ 1 d, 低浓度处理组的普通小球藻比生

长速率显著高于对照组和高浓度组( P< 0 05) ;

1~ 2 d,对照组比生长速率显著高于低浓度组和

高浓度组( P< 0 05) ; 2~ 6 d,高浓度处理组比生

长速率显著高于对照组和低浓度处理组 ( P <

0 05) ; 6~ 7 d,高浓度处理组比生长速率显著高

于低浓度组和对照组( P< 0 05) (表 1)。

图 1 L肉碱对普通小球藻种群增长的影响

Fig. 1. Effects of L carniti ne on population growth in

Chlo rella vulg aris

表 1 L肉碱对普通小球藻比生长速率、总脂和可溶性蛋白质的影响

Table 1. Effects of L carniti ne on specific growth rate, total lipids and soluble protein in Chlo re lla vulg aris

(肉碱) / ( mg∃L- 1)
L carnitine level

比生长速率/ ( h- 1)
Specif ic growth rate

0~ 1 d 1~ 2 d 2~ 5 d 5~ 6 d 6~ 7 d

w (总脂) /
( mg∃100mg- 1)
Total lipids

w (可溶性蛋白质) /
( mg∃100mg- 1)
Soluble protein

0 0 69 0 10a 0 10 0 03a 0 15 0 01a 0 15 0 03a - 0 07 0 03a 5 08 0 13a 43 37 0 60a

5 1 06 0 05b - 0 17 0 02b 0 16 0 01a 0 07 0 03a - 0 06 0 02a 5 33 0 31a 46 31 1 16a

50 0 48 0 11a - 0 18 0 03b 0 26 0 04b 0 27 0 02b 0 10 0 01b 4 32 0 10b 65 57 1 75b

注: 1.表内数据为平均数 标准误( n= 6) ; 2.含有不同字母上角标的每列平均数之间差异显著( P < 0 05)

Note: 1. Data in the table are shown as Mean SEM ( n= 6) ; 2. Mean with unlike superscripts in columns were significantly different ( P< 0 05)

2 2 L 肉碱对普通小球藻总脂含量的影响

由表 1可见,高浓度 L 肉碱处理组的总脂含

量显著降低( P< 0 05) , 低浓度 L 肉碱处理组的

总脂含量较对照组无显著差异( P> 0 05)。

2 3 L 肉碱对普通小球藻可溶性蛋白质含量的

影响

由表 1可见,高浓度 L 肉碱处理组的可溶性

蛋白质含量显著升高 ( P< 0 05) , 低浓度 L 肉碱

处理组的可溶性蛋白质含量较对照组无显著差异

( P> 0 05)。

3 讨 论

3 1 L 肉碱对普通小球藻种群增长的影响

大量研究结果表明, L 肉碱对水生动物有促

生长作用[ 2] ,但关于 L 肉碱对生物饵料的影响目

前仅见 Zhang 等对轮虫的研究报道[ 6]。L 肉碱作

为重要的微量营养素普遍存在于动、植物体

中[ 12 13] , Zhang 等研究表明藻类细胞内存在 L 肉

碱[ 7]。L 肉碱的主要生理功能是参与生物体内的

脂肪酸 氧化,藻类的脂肪酸代谢机理与高等植

物的脂肪酸代谢机理相似
[ 14 15]

。Lawand 等
[ 16 17]
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认为植物体内脂肪酸分解代谢过程中存在着肉碱

穿梭机制, 发生在过氧化物酶体中的脂肪酸 氧

化所产生的乙酰单元必须通过肉碱被转运到过氧

化物酶体外,然后进入线粒体中进行三羧酸循环。

从藻细胞吸收营养的机理分析, 溶解于培养液中

的外源L 肉碱能够通过主动运输的方式进入藻

细胞参与脂肪酸代谢, 进而直接影响普通小球藻

的种群增长、脂类和蛋白质代谢。另外,在普通小

球藻培养液中存在许多微小生物(细菌等) , L 肉

碱能够以碳氮源的形式被这些微小生物利用, 促

进其繁殖代谢和种群增长[ 5]。已有研究证明, 这

些微小生物种群增长过程中分泌的细胞外产物,

如维生素和生长刺激素等物质能够影响藻类的种

群增长[ 18]。因此,在藻类培养液中添加 L 肉碱还

可能通过促进微小生物种群增长、增加其细胞外

产物的分泌量而间接影响普通小球藻的种群增

长。

本试验结果表明, 不同浓度的外源 L 肉碱在

不同的培养阶段对普通小球藻的种群增长可产生

不同程度的影响。低浓度和高浓度处理组的藻种

群增长在培养 1 d时出现了相反趋势(图 1) , 且低

浓度组种群密度显著高于其他 2组。这可能是由

于高浓度的 L 肉碱短时间抑制了过氧化物酶体

内肉碱乙酰转移酶的活性及脂肪酸的 氧化, 进

而影响了脂肪酸 氧化过程中吲哚丁酸转变为吲

哚乙酸(普通小球藻生长所必需的生长素)的速

度
[ 19 20]

; 而低浓度处理组可能因为浓度较适宜,

提高了肉碱乙酰转移酶的活性, 刺激脂肪酸 氧

化,增加吲哚乙酸的生成速度,进而短时间内快速

促进藻的种群增长。

此外, L 肉碱也可能是通过培养液中微小生

物的间接途径产生影响。高浓度 L 肉碱会使微

小生物短时间内过量繁殖,使微小生物与普通小

球藻种群增长的竞争加剧,导致藻的种群增长受

到抑制,而低浓度 L 肉碱会作为增加的碳氮源刺

激微小生物种群的适度增长, 使得培养液中微小

生物所分泌出的维生素和生长刺激素等细胞外产

物增加,促进了普通小球藻的种群增长。

培养 2~ 5 d,由于高浓度处理组中 L 肉碱的

含量随着普通小球藻脂肪酸 氧化或细菌分解代

谢的消耗逐渐减少,培养液中L 肉碱的浓度由过

量逐渐转变为适宜, 因此出现了比生长速率高于

对照组和低浓度处理组的趋势,同时,其种群密度

继续维持最低水平。而同时期内低浓度处理组的

L 肉碱被消耗掉,种群生长速率更接近对照组,其

种群密度与对照组间无显著差异(图 1)。培养

6~ 7 d, 对照组和低浓度处理组均为负增长,而高

浓度处理组仍保持稳定的正增长趋势, 这表明在

培养后期, 低浓度处理组与正常生长的对照组相

同,种群增长减缓,开始进入相对生长下降期,而

高浓度处理组的种群增长仍在加速, 培养至 7 d

种群密度已经显著高于对照组(图 1) , 原因应该

是高浓度处理组中外源 L 肉碱在持续产生影响。

3 2 L 肉碱对普通小球藻总脂含量的影响

脂类含量是衡量动植物产品营养价值的重要

指标。关于外源 L 肉碱可促进鱼类脂类分解代

谢, 降低脂质含量的研究报道很多[ 21 23] , 但外源

L 肉碱是否能对藻类脂类代谢产生影响的研究尚

未见报道。本研究结果显示,培养液中的高浓度

外源 L 肉碱对普通小球藻的总脂含量产生显著

影响,在降低脂类含量方面与前人关于 L 肉碱作

用于不同动物的研究结果相似[ 22]。其原因可能

是高浓度外源 L 肉碱作为乙酰单元的载体持续

影响藻的代谢, 直接参与并加速了过氧化物酶体

中的脂肪酸 氧化; 也存在着通过刺激增加培养

液中的微小生物的细胞外分泌物(维生素等)而间

接对藻产生影响的可能。已有研究表明,维生素

对动物的脂类代谢有显著的影响[ 24 25] ,维生素 B6

在草鱼体内可作为辅酶或辅基的组成调节其机体

内的脂肪代谢, 降低脂肪含量
[ 25]

, 维生素 C 和 E

可作为辅酶或辅基的组成促进真鲷体内的类脂代

谢[ 24]。

3 3 L 肉碱对普通小球藻可溶性蛋白质含量的

影响

前人的研究已经证实 L 肉碱可以调节动物

体内蛋白质的含量[ 23, 26]。本研究结果表明,培养

液中添加高浓度外源 L 肉碱能使普通小球藻的

可溶性蛋白质含量显著增加。根据本研究得到的

高浓度外源 L 肉碱显著降低普通小球藻总脂含

量的结果, 从 L 肉碱影响脂类代谢、并具有节约

蛋白质作用的机理分析, L 肉碱可能在直接参与

并加速脂肪酸 氧化的同时消耗脂肪, 为机体代

谢和生长提供充足的能量,进而节约了作为能量

供应的部分结构蛋白质,经过培养期内的持续作

用,使藻的蛋白质含量显著增加。但本研究测定

的是可溶性蛋白, 可溶性蛋白大多数是参与各种
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代谢的酶类,其含量是植物体内总代谢水平的重

要指标
[ 27]
。所以, L 肉碱对藻类的节约蛋白质作

用应该是通过促进脂肪酸 氧化而全面提高代谢

水平,使参与代谢的各类酶的含量增加,同时也促

进了种群持续的快速增长。已有研究表明维生素

能促进真鲷[ 24]、螺旋藻[ 28]和小麦[ 29]体内蛋白质

的累积。培养液中的微小生物将 L 肉碱作为碳

氮源直接利用后, 增加分泌的细胞外产物中含有

多种维生素,这些维生素的持续作用也有可能通

过间接途径影响普通小球藻可溶性蛋白质的含

量。
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