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摘要 : 采用富硒技术对钝顶螺旋藻培养进行强化,对硒( IV )浓度和亚硫酸盐的影响, 以及硒

的生物富集及其对藻细胞分子官能团结构的影响等进行了较为详细的研究, 并对相关的可能

机理进行了讨论。研究发现, 硒对钝顶螺旋藻生长具有刺激或抑制的双重作用。在

0�02mg/ L~ 411�00mg/ L 浓度范围内,硒不仅可以加快钝顶螺旋藻的生长, 而且还可以提高

其生物量;同时, 钝顶螺旋藻对硒的生物富集随着硒浓度的增加而增加, 较为缓慢的生长利于

钝顶螺旋藻对硒的富集。研究还证实, N a2SO 3 会减轻高浓度 Na2SeO3 对钝顶螺旋藻生长的

毒性,富硒培养不会对藻细胞分子官能团结构产生损害。实验得出钝顶螺旋藻富硒培养较佳

的硒处理浓度在 10mg/ L~ 40mg/ L。
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硒作为生命科学的研究对象起始于 19世纪 60年代,近 20年来它以旺盛的活力向

生命科学的各个领域渗透。近年来人们对于一些海洋生物中硒的分布、吸收及其食物

链传递开展了一些工作
[ 1, 2]
。研究发现硒对一些藻类的生长有利并能改善其营养组

成[ 3]。

硒具有重要的生理保健功能,如能抗氧化, 清除体内自由基;解除或降低一些有毒金

属如铅、镉、汞、砷等的毒性,并可提高机体免疫功能等[ 4]。国内 70年代用硒(主要是亚硒

酸钠)防治克山病取得了重大突破; 80年代用硒防治大骨节病及肿瘤等又取得了重大进

展。基于有机硒的低毒性与高吸收率 (如当硒以硒蛋氨酸形态被人摄入时约 76% ~

100%可被吸收) ,目前已相继开发出一些富硒保健食品,如富硒酵母、茶叶、灵芝等[ 5]。

螺旋藻含有丰富的蛋白质及多种生理活性成分,如 �- 胡萝卜素、�- 亚麻酸、藻蓝蛋

白、多糖等, 具有极强的医疗保健功能[ 6] , 但螺旋藻中微量活性元素硒的含量极少(约为

0�16mg/ kg )。目前, 有关硒作用下螺旋藻生长及营养成分的变化及其生物富集等均缺乏

具体的研究。本文采用富硒技术使钝顶螺旋藻生长和营养保健价值得以强化, 并对相关

可能机理进行探讨, 以期为高附加值富硒螺旋藻产品的研制与开发奠定基础。
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1 � 材料与方法

1. 1 � 藻种培养及装置 � 钝顶螺旋藻( Sp ir ul ina p latensis Nordst. Geitler) ,由华南师范大

学提供,采用 Zarrouk培养基[ 7] , 同文献[ 8]的 1L 鼓泡柱式光生物反应器分批培养,细胞干

重测定和比生长速率计算同文献[ 8]。

1. 2 � 螺旋藻富硒培养及硒的测定 � 向 Z 氏培养基中添加一定浓度的 Na2SeO3 (化学纯)

溶液光自养分批培养钝顶螺旋藻, 达最大细胞干重时用绢布过滤藻液,蒸馏水反复洗涤后

制得藻泥, 置于冰箱中缓慢冻干,然后用 DI- 80型真空干燥箱于 40 � 下干燥 2h, 研细后

制得藻粉, 微波消化藻粉后采用 H ITACH I 180- 80型原子吸收分光光度仪,高强度灯测

定钝顶螺旋藻中的硒含量。

1. 3 � 螺旋藻红外吸收光谱测定 � 采用 N1730型傅立叶红外光谱仪( PE 公司) , KBr 压片

测定富硒培养与非富硒培养的钝顶螺旋藻藻粉的红外吸收光谱,用差谱法扣除水分影响。

2 � 结果

2. 1 � 硒( IV)对螺旋藻生长的影响

在光强 20 � 103lx、温度 35 � 、接种浓度为 0�28g/ L ( d�w�)的条件下,不同硒( IV )浓

度下进行钝顶螺旋藻富硒分批培养, 对比结果如图 1 所示。0�05mg/ L 浓度的硒已能显

著刺激钝顶螺旋藻的生长并能提高其生物量;当硒浓度超过 499�42mg/ L 时会产生抑制

作用; 当硒浓度增至 684�82mg/ L 时, 发现藻细胞生长几乎停止; 若硒浓度高于

908�04mg/ L 后, 钝顶螺旋藻则很快死亡。由此可见,硒对钝顶螺旋藻生长的影响与其浓

度密切相关,随浓度的变化而具有促进或抑制的双重作用。

图 1 � 硒对钝顶螺旋藻生长的影响

Fig. 1 � Effect s of Se on the grow th of S . p latensis

� � � 0. 05mg/ L � � � � 0. 0mg/ L

- - �- - 499. 42mg/ L � - - - � - - - 908. 04mg/ L

- �- �- �- 684. 82mg/ L

图 2 � 硒对钝顶螺旋藻生长的促进作用

Fig. 2 � St imulat ion of S e to the grow th of S . platensis

� � � 39. 96mg/ L � - �- �- �- 410. 89mg/ L

- - �- - 17. 12mg/ L � � � � 0. 0mg/ L

- - �- - 12. 56mg/ L � � � � 104. 3mg/ L

- - - � - - - 0. 02mg/ L � � � � 0. 5mg/ L

2. 2 � 硒处理浓度范围的确定

在25 � 、光强 40 � 10
3
lx、接种量为 0�05g / L( d�w�)的不同硒添加浓度下进行钝顶螺
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旋藻分批培养, 结果如图 2所示。在 0�02mg/ L< Se( IV) � 411�00mg/ L 内 Na2SeO3 对螺

旋藻生长有促进作用。研究还发现, 在温度 20 � 、光强 10 � 103lx、接种量为 0�26g/ L

( d�w�)螺旋藻非理想生长条件下, Na2SeO3 对螺旋藻生长的促进不明显, 但两种条件下

得出的硒( IV)浓度范围是基本一致的。

对应于图 2的螺旋藻生长速率比较如图 3所示。由图 3结合图 2可得出,钝顶螺旋

藻富硒培养的较佳浓度范围在 10mg/ L � 40mg/ L 左右。在该浓度范围内, 硒不仅能显著

加速钝顶螺旋藻的生长, 而且还能明显提高其生物量。

2. 3 � 亚硫酸盐对高浓度硒毒性的缓解作用

在温度 35 � 、光强 40 � 103lx、接种量为 0�30g/ L ( d. w . )的条件下、Na2SeO3 浓度为

542�15mg/ L 时考察不同浓度 Na2SO3 的影响, 结果如图 4 所示。Na2SO3 对高浓度

Se( IV)的毒性会产生缓解作用,并随着 Na2SO3 浓度的增加而变得较为明显。由于螺旋

藻生长过程中藻液始终是碱性的, 因此排除了可能发生: 2H
+

+ Na2SeO3+ 2Na2SO3 = Se

+ 2Na2SO4+ H 2O+ 2Na+ 反应, 而引起 Na2SeO3 浓度降低造成 Se( IV)毒性缓解的可能。

由于在其他条件相同时用 Na2SO4 代替 Na2SO3 没发现这种缓解现象, 由此可以认为,

Na2SO3对 Se( IV)毒性的缓解作用与 Na2SO3 中 S( IV)同 Na2SeO3 中 Se( IV)之间存在一

定的竞争有关。以上结果也从另一角度说明低硫( IV)下硒( IV)较易产生毒性。已有研

究证实,硫酸盐能抑制硒酸盐对某些微生物(如酵母)的毒性作用
[ 4]
。与硒酸盐相比,亚

硒酸盐与硫化合物之间的竞争性抗拮作用在此之前尚未被充分证实, 因此本结果具有一

定理论价值。

图 3 � 钝顶螺旋藻的比生长速率随时间变化曲线

� � � 0. 0mg/ L � - - �- - 410. 89mg/ L

� � � 0. 02mg/ L � - - �- - 0. 5mg/ L

� � � 104. 3mg/ L � - - �- - 12. 56mg/ L

- - � - - 17. 12mg/ L � - - �- - 39. 96mg/ L

Fig. 3 � S pecific grow th rates�t ime curve of S platensi s

图 4 � Na2SO 3 对 Na2S eO 3毒性的影响

Fig. 4 � Effect of Na2S O3 on Na2SeO3 t oxicity

� � � 参比 � � � � 548. 77mg/ L � � � � 1097. 54mg/ L

2. 4 � 螺旋藻对硒的生物富集

相同于图 2条件下,于不同 Na2SeO3 添加浓度下进行钝顶螺旋藻的光自养分批培养,

第 5d达最大细胞干重后收获,按 1�2方法进行处理和测定,结果如图 5中的系列 1所示。
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由图 5 可知, 在一定 Na2SeO3 浓度范围内, 钝顶螺旋藻对硒( IV )的生物富集会随着硒

( IV)浓度增加而逐渐增加。如当培养基中硒浓度为 12�56mg / L 和 39�96mg / L 时,富硒

培养的钝顶螺旋藻藻体中硒含量分别达 22�00m g/ kg 和 35�50mg/ kg, 分别是非富硒培养

时 0�16mg/ kg的 137�50倍和 221�88倍。

在 20 � 、10 � 103lx、接种量为 0�26g/ L ( d. w. )生长条件下富硒培养钝顶螺旋藻(此时

藻细胞生长比较缓慢,第 7d才达最大细胞干重) , 藻体含硒量变化如图 5系列 2。由图可

见,系列 2 的钝顶螺旋藻中含硒量明显比系列 1 有所增加, 如当硒处理浓度均为

39�96mg/ L 时,系列2中钝顶螺旋藻的硒富集量可达 53�60mg/ kg,是系列 1时35�50mg /

kg 的 1�51倍。由此可见, 在相同硒浓度下,较缓慢生长的钝顶螺旋藻能更有效地生物富

集硒。

图 5 � 钝顶螺旋藻对硒的生物富集

Fig. 5 � Bioaccumulat ion of Se in S platensis

系列 1 � � � � 系列 2

图 6 � 钝顶螺旋藻的红外吸收光谱

Fig. 6 � IR spect rum of S p latensi s

2. 5 � 富硒培养对螺旋藻细胞分子官能团结构的影响

富硒培养( 411. 11mg/ L)和非富硒培养的钝顶螺旋藻红外吸收光谱如图 6所示(富硒

培养为 Se( a)、非富硒培养为 Se( b) )。图 6表明,钝顶螺旋藻生物富集硒前后其细胞分子

官能团结构并没有发生明显变化。

3 � 讨论

3. 1 � 硒对螺旋藻生长影响及其生物富集机理的探讨

生物体内 GSH�PX的活性中心是硒代半胱氨酸。由此作者认为, 低浓度硒对螺旋藻

生长的促进作用可能与其增加了谷胱甘肽过氧化物酶的活性以及硒的抗氧化性有关:硒

在细胞内参与 GSH�PX的合成, 可在超氧化物歧化酶的协助下,有效地清除细胞内的活

性氧自由基或其他过氧化物, 从而增加细胞活力, 延缓衰老,因此可促进螺旋藻的生长。

由于硒和硫性质相似,相当多情况下,硒在植物或微生物中的代谢基本上是沿着硫代

谢的途径进行, 即涉及相同的酶体系。现已基本达成的共识是硒往往是取代含硫氨基酸

中的硫生成硒代氨基酸[ 4] ,然后再被结合于蛋白质中。图 6中非富硒培养时 628cm- 1处

S � S的吸收峰在富硒螺旋藻中消失,暗示了 Se与 S的某些取代信息; 同时前面实验发现

的 S( IV)与 Se( IV)之间的竞争性拮抗作用也从另一侧面证明了这一点。缓慢生长时螺
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旋藻富硒效果比较快生长时更好, 可能是较为缓慢的生长代谢过程更利于硒在藻体内的

集聚。

对于高浓度硒( IV)对螺旋藻生长的抑制、甚至致死效应, 作者认为这可能是硫与硒

之间存在的一定差异所至。硒一旦过多取代蛋白质中半胱氨酸、胱氨酸或蛋氨酸中的硫,

就有可能引起蛋白质空间结构和功能的明显改变,包括酶的失活,从而使正常生命活动紊

乱,进而抑制藻细胞的生长。另一方面,有研究证明硒代谢过程中产生的硒化氢对细胞色

素氧化酶也有强烈的抑制作用
[ 4]
。

对于硒的这种双重作用,还有观点认为与活性氧形成的能力有关。硒化合物既可清

除自由基,又能产生自由基。在较低浓度下可能以清除自由基为主要倾向,表现出有益的

生理效应,即促进作用;而在高浓度下则以产生自由基(活性氧)为主,导致毒性作用[ 4]。

除硒浓度这一因素外,硒对螺旋藻生长的影响还与藻种或生长条件等因素有关。如

周志刚对于极大螺旋藻的研究结果发现当硒( IV)浓度超过 60mg/ L 就有抑制作用[ 9] ,而

本实验条件下对于钝顶螺旋藻而言 411�11m g/ L 的硒( IV)浓度下仍未对细胞生长产生抑

制。前面研究已证实在螺旋藻生长缓慢时硒的影响不明显; 硒影响又与培养基中相应硫

化物浓度水平有一定关系。

3. 2 � 富硒螺旋藻的培养

与硒酸盐相比, 亚硒酸盐具有较低的毒性和较快的吸收转化速率,因此宜作为螺旋藻

富硒培养的硒源。虽然在一定浓度范围内,螺旋藻对硒的富集会随着硒浓度的增加而增

加,但是对于螺旋藻的生长而言, 较高浓度的硒又会对其生长产生抑制。考虑到硒( IV )

浓度、螺旋藻生长及硒生物富集三者之间的关系, 作者认为富硒螺旋藻培养较好的硒

( IV)处理浓度范围应在 10mg/ L � 40mg/ L 左右。

螺旋藻富硒培养,不仅可加速螺旋藻的生长、提高生物量, 而且可制得富含微量活性

元素硒的高附加值螺旋藻[ 10] , 方便、高效, 这对于改善目前较为低下的螺旋藻生产效

率[ 11] , 进一步提高螺旋藻自身的营养及医疗保健功能, 增加其附加值, 从而促进相关深加

工产品的开发等都具有重要意义[ 12]。
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A STUDY OF THE SE�RICH CULTIVATION TECHNOLOGY OF

SPIRULINA PLATENSIS

LI Zhi�yong1 � GUO Si�yuan2 and LI Lin2

( 1. Coll ege of L if e S ciences, S hanghai Jiaotong Univer si ty, Shanghai � 200240;

2. Col lege of Food & Biological Engineering , South China Univ ersity of Technology , Guangz hou � 510641)

Abstract: In this paper, the cultivat ion of Sp irulina Platensis w as enhanced by Na2SeO3 ad�
dit ion in the medium. Some factors such as Se( IV) concentration, sulphite and Se bioaccu�
mulat ion as well as it s ef fect on the algal cell molecular funct ional group structure etc. w ere

invest igated in detail. In addit ion, the relevant mechanisms w ere discussed. It w as found

that Se( IV) had both st imulat ion & inhibit ion ef fects on the culture of Sp irulina p latensis .

Within the concentration range of 0. 02mg/ L � 411. 00mg/ L , Se( IV) not only can st imulate

the grow th speed of Sp irulina p latensis , but also can improve its biomass yield. Se bioaccu�
mulat ion in Sp irul ina p latensis w ill rise up w ith the increase of Se( IV) concentrat ion and

w ill benef fit from the algal slow grow th. The tox icity of higher concentration selenite on the

g row th of Sp ir ul ina p latensis could be decreased by sulphite addition. There is no damage

to the molecular funct ional g roup structure of Sp irulina p latensis during Se�enrichment cul�
ture. On the basis of this study, the appropriate Se( IV ) concentrat ion range for Sp ir ul ina

p latensis cultivat ion is about 10mg/ L � 40mg/ L .

Key words: Sp ir ul ina p latensis; Se; Enhanced cult ivation; Bioaccumulat ion

3914 期 李志勇等: 富硒螺旋藻培养技术研究 �


