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摘要： 三角褐指藻是一种含有较高多不饱和脂肪酸的海洋单胞藻。 为了从细胞中提取不饱和脂肪酸， 采用反复冻融
法、 超声波破碎法和匀浆法分别对三角褐指藻细胞进行破碎， 并测定油脂提取率。 结果表明， 超声波破碎法、 反复
冻融法和匀浆法的最大细胞破碎率分别为 91.5%， 56.7%和 81.2%； 油脂提取率分别为 18.1%， 13%和 13.4%。 从操作
的简捷性和经济效益来看， 超声波破碎法优于反复冻融法和匀浆法。
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Abstract： The marine diatom Phaeodactylum tricornutum is rich in polyunsaturated fatty acids （ PUFAs） . In order to extract
PUFAs from cells， three methods of cells fragmentation， including ultrasonic method， freezing- thawing method and
homogenate method are introduced. The result shows that cell disruption rates are 91.5%， 56.7% and 81.2% respectively;
extraction rates are 18.1%， 13% and 13.4%. Considering the operating convenience and economic benefits， the ultrasonic
method is superior to the methods of freezing- thawing and homogenate.
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在海洋单胞藻营养成分中 ， 多不饱和脂肪酸
（ PUFAs） 具有独特的生物活性， 在防治心脑血管疾
病、 某些炎症方面具有良好的效果， 还具有一定的
抑制肿瘤作用。 此外， 二十二碳六烯酸 （ DHA） 具
有促进大脑发育 ， 改善大脑机能 ， 能预防视力下
降 [1- 2]。 传统上多不饱和脂肪酸的主要来源是鱼油，
但由于鱼油产量不稳定， 且具有含有高胆固醇和难
闻的腥臭味等缺点， 使 PUFAs的生产和应用受到限
制[3]。 因此利用海洋微生物尤其是藻类生产多不饱和
脂肪酸大有前途。
三角褐指藻 （ Phaeodactylum tricornutum） 属于

硅藻门羽纹纲褐指藻目褐指藻属。 三角褐指藻是具
有重要经济价值的藻类， 多不饱和脂肪酸的含量较
高[4]。 由于三角褐指藻中的 PUFAs是细胞膜的组成成
分， 同时也是特殊的生物活性物质， 因此， 要得到
高产率的活性物质需要建立有效的细胞破碎方法。
目前， 微藻的细胞破碎方法主要有： 反复冻融

法、 化学试剂处理法、 超声波法、 匀浆法、 融胀法
等。 为了建立有效的三角褐指藻细胞破碎方法， 本
文对反复冻融法、 超声波破碎法和匀浆法进行了比

较和分析。

1 材料和方法

1.1 试验材料
三角褐指藻 （ Phaeodactylum tricornutum） ， 天津

科技大学天津市工业微生物重点实验室提供。
三角褐指藻的培养： 培养液采用 f/2配方配制 [5]，

盐度为 30， pH 值为 7.5。 光照强度为 5 000 Lx， 培
养温度为 （ 22±1） ℃， 光暗比 12 h∶12 h。 培养 14 d
后离心收集藻体细胞， 蒸馏水洗涤 2次后， 稀释成
3个细胞密度后备用。
1.2 破碎方法
1.2.1 反复冻融法破碎细胞
将不同密度的三角褐指藻细胞在 - 20 ℃下进行

冻融， 每次冷冻 1 d， 室温下溶解 30 min， 分别反复
冻融 1， 2， 3， 4次。 以冻融前后显微镜下观察完整
细胞个数计算细胞破碎率。
1.2.2 超声波法破碎细胞
将一定密度的三角褐指藻细胞置于超声波破碎

仪中， 其破碎频率为 20 kHz， 工作 /间歇为 30 s/30 s，
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超声功率为 95， 190， 285， 475 W， 分别破碎 10，
20， 30 min， 计算其细胞破碎率。
1.2.3 匀浆法破碎细胞
将离心收集的三角褐指藻细胞置于玻璃匀浆器

中分别匀浆 10， 20， 30 min后， 计算其细胞破碎率。
1.3 油脂的测定
氯仿—甲醇法[6]测定油脂提取率。

2 结果与讨论

2.1 反复冻融法破碎细胞
将离心分离收集的三角褐指藻液稀释成 3个密

度。 分别冻融 1， 2， 3， 4次后， 在显微镜下观察冻
融前后完整细胞数， 计算三角褐指藻细胞破碎率。
反复冻融法细胞破碎率见表 1。

表 1 反复冻融法细胞破碎率

由表 1可知， 在相同的冻融次数、 不同的细胞
密度下， 三角褐指藻细胞的破碎率差异较小； 而在
相同的细胞密度下， 冻融次数对细胞破碎率的影响
较大， 随着冻融次数的增加， 细胞破碎率也随之增
大。 但是当冻融次数从 3次增至 4次时， 细胞破碎
率增加并不明显。
2.2 超声波破碎法破碎细胞
一定的三角褐指藻密度下， 考察不同的破碎功

率 （ 95， 190， 285， 475 W） 和破碎时间 （ 10， 20，
30 min） 对超声波细胞破碎的影响。
超声波破碎法细胞破碎率见表 2。

表 2 超声波破碎法细胞破碎率

进行超声波处理时， 超声波的高频振动与微生
物细胞的振动不协调， 造成细胞周围环境局部真空，
使细胞膜产生空穴作用， 从而使细胞破碎 [7]。 表 2数
据表明， 超声波的功率对细胞破碎效果产生很大的
影响， 功率越大， 有利于细胞膜产生空穴作用， 产
生更多的空化泡， 使破碎效果增强。 但当功率提高
至 300 W时， 其细胞破碎率增加已经不再明显。 同
时研究发现细胞破碎率随破碎时间的延长而增加， 但

是破碎时间超过 20 min后， 其破碎率增加并不明显。
2.3 匀浆法破碎细胞
在不同的三角褐指藻细胞密度下 ， 分别匀浆

10， 20， 30 min后， 计算匀浆前后完整细胞个数。

匀浆破碎法细胞破碎率见表 3。
研究发现， 不同的细胞密度、 相同的匀浆时间，

三角褐指藻的细胞破碎率差异不大， 这说明藻液密
度对细胞破碎率的影响不大。 细胞密度一定的情况
下， 匀浆时间越长， 细胞破碎率也越高。 以藻种密
度为 0.854 g/L为例， 当匀浆时间为 10 min时， 细胞
破碎率仅为 60.5%； 破碎时间继续延长到 20 min，
细胞破碎率达 81.2%； 但当匀浆时间超过 20 min后，
破碎率增加不明显。
将反复冻融法、 超声波破碎法和匀浆法 3种细胞

破碎方法进行比较。 其中反复冻融法中冻融次数为
3次、 藻液密度为 0.854 g/L， 其最大细胞破碎率仅为
56.7%， 且该操作耗时较长； 超声波破碎法中， 超声波
功率为 285 W， 超声时间为 20 min， 其最大细胞破碎
率可达 91.5%， 该方法破碎时间短， 且可防止油脂的氧
化 （冰浴中进行） ； 匀浆法中， 藻种密度为 0.854 g/L，
匀浆时间为 30min， 最大细胞破碎率可达 81.2%， 但是
匀浆过程中产生的大量热量会加快油脂的氧化。 因此，
超声波破碎法优于反复冻融法和匀浆法。
2.4 不同破碎方法对油脂提取效率的比较
三角褐指藻细胞密度为 0.854 g/L， 采用不同的

细胞破碎方法， 使胞内油脂从细胞中释放出来， 然
后采用氯仿—甲醇法提取油脂， 计算细胞破碎率和
油脂提取率。

3种破碎方法的细胞破碎率和油脂提取效率见
图 1。

图 1 3种破碎方法的细胞破碎率和油脂提取效率

反复冻融次数

/次

不同密度三角褐指藻液的细胞破碎率 /%

0.854 g·L-1 0.425 g·L-1 0.218 g·L-1

1
2
3
4

47.4
54.9
56.7
56.2

45.2
52.7
55.6
56.4

43.6
50.1
53.4
53.8

超声时间

t/min

不同超声功率下细胞破碎率 /%

95W 190W 285W 475W

10
20
30

60.5
82.7
83.8

65.2
83.4
84.2

64.1
91.5
90.8

65.8
88.2
89.5

表 3 匀浆破碎法细胞破碎率

匀浆时间 t/min
不同密度三角褐指藻液的细胞破碎率 /%

0.854 g·L-1 0.425 g·L-1 0.218 g·L-1

10
20
30

60.5
81.2
80.5

59.8
80.2
80.1

59.0
78.3
80.9
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比较反复冻融法、 超声波破碎法和匀浆法发现，
反复冻融 3次后， 其细胞破碎率和油脂提取率分别
为 56.7%和 13.0%； 超声波细胞破碎 20 min后， 其
细胞破碎率和油脂提取率分别为 91.5% 和 18.1%；
匀浆 20 min后， 其细胞破碎率和油脂提取率分别为
81.2%和 13.4%。

3 结论

反复冻融法、 超声波破碎法和匀浆法最大细胞
破碎率分别为 56.7%， 91.5%和 81.2%； 同时其油脂
提取率分别为 13.0%， 18.1%和 13.4%。 超声波破碎
和匀浆法耗时较短且细胞破碎率较高， 但是， 匀浆
过程中会产生大量热量， 会加快不饱和脂肪酸的氧
化。 综合细胞破碎率和油脂提取率比较， 超声波破
碎法要优于反复冻融法和匀浆法。
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自身易氧化导致， 也可能是对色素有轻微的还原作
用， 在标准安全范围内适量添加即可。
2.2.8 山梨酸钾对色素稳定性的影响
山梨酸钾对色素稳定性的影响见表 13。

表 13 山梨酸钾对色素稳定性的影响

山梨酸钾常作为防腐剂使用， 由表 13可看出，
随着山梨酸钾添加量的增加对吸光度的影响不大。
因此在标准的基础上， 再根据实际情况考虑山梨酸
钾的添加量即可。
2.2.9 常见金属离子对色素稳定性的影响
分别测定了 Na+， Fe3+， Cu2+， Fe2+， K+， Ca2+，

Al3+的硫酸盐或盐酸盐溶液对万寿菊色素稳定性的影
响， 这 7种金属离子溶液的浓度均为 0.5 mol/L。 通
过试验发现， 加入 Na+， K+， Ca2+分别有沉淀析出；
加入 Al3+后， 提取液的颜色没有发生变化， 仍是原
来的黄色； 而加入 Fe2+， Cu2+， Fe3+三种离子后， 溶
液的颜色发生了很大改变， 因而表明万寿菊色素在
加工、 使用及储藏过程中应尽量避免与铁、 铜制容
器接触。

3 结论

提取万寿菊色素的最佳溶剂为石油醚； 最佳提
取工艺条件为： 以 1∶8的料液比， 在 30 ℃下浸提
60 min。 该色素的耐光性好， 热稳定性不是很好；

pH 值总体来说对色素的影响不大， 但是在碱性条件
下更加稳定； 蔗糖浓度、 食盐浓度对其稳定性均有
影响， 应根据实际需要添加； 除了抗坏血酸 VC外，
柠檬酸与山梨酸钾对色素的稳定性影响不大， 只要
按照国家标准添加即可； 金属离子对色素的影响比
较大， 因而在万寿菊色素的加工及储藏过程中应尽
量避免与铁、 铜、 钙等容器接触。
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山梨酸钾

m/mg
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