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添加生物素和浅蓝菌素对裂殖壶菌 

发酵产 DHA的影响 

任路静，魏 萍，冯 云，纪晓俊，黄 和 

(南京工业大学 生物与制药工程学院，南京 210009) 

摘 要：为提高发酵产量，根据裂殖壶茵生物合成二十二碳六烯酸(DHA)的途径，考察添加代谢途径关键酶的辅酶 

及酶的抑制剂对发酵裂殖壶菌的影响。结果表明：添加生物素可促进油脂积累，添加浅蓝菌素有利于 DHA及不饱 

和脂肪酸含量的提高。添加生物素 0．3 m#L时，DHA 占细胞千质量分数达 11．26％，相对于对照提高了 13％：当 

添加浅蓝菌素0．1m#L时，DHA占细胞干质量分数可达 12．2％。 
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Effect of biotin and cerulenin addition on DHA production by 

Schizochytrium sp． 

REN Lujing，WEI Ping，FENG Yun，JI Xiaojun，HUANG He 

(College of Bioteehnology and Pharmaceutical Engineering，Nanjing University of Technology，Nanjing 210009，China) 

Abstract：To improve the DHA productivity，effects of biotin and cerulenin addition on DHA production 

were investigated based on DHA synthesis pathway of Sch~ochytrium sp．The results showed that the bio· 

tin addition could enhance the lipid accumulation，while the cerulenin addition could increase DHA and 

polyunsaturated fatty acid content． The percentage of DHA in cell dry weight reached 1 1．26％ at 

0．3 m#L biotin addition，thus it was 1 3％ higher than that of the contro1．When 0．1 mg／L cerulenin 

was added．DHA content reached 12．2％ ． 
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长链多不饱和脂肪酸，特别是二十二碳六烯酸 

(C22：6，／Z一3，DHA)是功能性油脂中备受瞩 目的产 

品之一。临床研究表明DHA在促进脑细胞发育、提 

高视力以及预防心脑血管疾病等方面作用显著 J， 

已广泛应用于婴幼儿食品和医药行业。目前，利用 

海洋微生物发酵制备DHA已成为研究的热点，其中 

裂殖壶菌以其高生长速率和高效的产油效率，被一 

致认为是具有工业化应用潜力的 DHA生产菌 。 

DHA的合成可分为2个阶段，第一阶段，是从葡 

萄糖通过糖酵解、三羧酸循环(TCA)、柠檬酸裂解途 

径生产乙酰 CoA和 NADPH ；第二阶段是乙酰 CoA 

和 NADPH通过延长去饱和途径或 PKS途径合成长 

链不饱和脂肪酸 。但复杂的合成途径导致DHA发 

酵过程难以控制，定向调控 DHA合成困难。 
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因此，笔者从 DHA合成的代谢途径出发，通过 

添加乙酰辅酶 A羧化酶的羧基载体生物素调控 

DHA合成的第一阶段 ，通过添加脂肪酸合成酶的抑 

制剂浅蓝菌素调控第二阶段。以期从代谢途径的 

角度探讨调控 DHA发酵的方法，为提高裂殖壶菌的 

油脂积累量以及油脂中DHA的含量提供指导，亦为 

脂肪酸代谢机制的研究奠定基础。 

24 h，温度25℃，转速 150 r／min。 

摇瓶发酵培养：按 10％的接种量将种子培养液 

接人发酵培养基中，摇床培养至糖耗尽，培养温度 

25℃，转速 150 r／min。 

1．4 分析方法 

细胞干质量和油脂提取方法参照文献[6]；脂 

肪酸甲酯制备及气相色谱分析参照文献[7]。 

1 材料与方法 2 结果与讨论 

1．1 菌种 

裂殖壶菌(Schizochytrium sp．)HX一308 Es]，笔者 

所在实验室自主筛选获得，由中国典型培养物保藏 

中心保藏(CCTCC M 209059)。 

1．2 培养基 

种子培养基 ( L)：MgC12 3、CaC1：·2H2 O 1、 

KH2PO4 4、酵母膏 2、谷氨酸钠 10、KC1 2、NaC1 15、 

FeC13 0．1、MgSO4·7H2 O 5、葡萄糖 40；121 qC、30 

min条件下灭菌，并以体积分数为0．2％的量向培养 

基中分别添加维生素 B 、B 、B ：。 

发酵培养基 (g／L)：MgC1：3、(NH ) SO 6、 

KH2PO4 4、酵母膏 2、谷氨酸钠 10、KC1 2、NaC1 15、 

FeC13 0．1、MgSO ·7H2O 5、葡 萄糖 100；121℃、 

30 min条件下灭菌，并以体积分数为0．2％的量向培 

养基中分别添加维生素 B 、B 、B 。 

1．3 培养方法 

种子培养：将甘油管中保存的种子接入装有种 

子培养基的带凹槽的三角摇瓶中进行活化，按体积 

分数为5％的接种量连续培养 3代 ，培养时间2O～ 

2．1 添加生物素对 D[tA发酵的影响 

2．1．1 生物素对细胞生长、油脂量和 DHA含量的 

影响 

在脂肪酸的合成途径中，乙酰辅酶 A羧化酶是 

重要的脂肪酸合成酶 J，能够催化乙酰辅酶 A转化 

为丙二酸单酰一CoA，从而进入脂肪酸的合成。该反 

应既是脂肪酸合成的限速步骤，也是脂肪酸合成的 

关键所在。 

生物素质量浓度对 DHA发酵指标的影响如表 

1所示。由表 1可知：细胞可以在无生物素添加的 

条件下正常生长，说明生物素并不是裂殖壶菌生长 

的必需因子。但在添加0．3 mg／L生物素后，油脂量 

由22．57 L左右增加至(28．87±0．87)g／L。DHA 

占细胞干质量的分数达到(11．26±0．32)％，比对 

照增加了 13％，同时 DHA产量由6 g／L左右提高至 

(8．O0±0．22)g／L，说明添加低浓度的生物素有利 

于 DHA的合成。这种促进作用与生物素是乙酰辅 

酶 A、羧化酶的羧基载体 有密切关系，与Baez-Sal— 

dana等 的研究结果一致。 

表 1 生物素添加量对细胞干质量、油脂及 DHA量的影响 

Table 1 Effects of biotin concentrations on parameters in DHA fermentation Schizochytrium sp．HX-308 

2．1．2 生物素对脂肪酸分布的影响 

生物素的添加导致细胞脂肪酸分布发生了明显的 

变化，结果见图1。由图1可知：当添加0．3 mg／L生物 

素时，胞内豆蔻酸(C14：0)和油酸(C18：1)呈现下降趋 

势，分别由11．94％和0．43％降至8．cr7％和0．13％。但 

二十碳五烯酸(EPA)和 DHA含量由1．3％和45．6％分 
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别升高到 1．8％和50％，表明生物素对不饱和脂肪酸 

(PUFAs)的积累有适当的促进作用。 

一

— o一油酸 -．一EPA ： 

0 0．1 0．2 0．3 0．4 0．5 0．6 

p(生物素)／(mg·L。。) 

图1 生物素添加量对脂肪酸的影响 

Fig．1 Effects of biotin concentrations on fatty acid 

composition Schizochytrium sp．HX-308 

2．1．3 生物素对裂殖壶菌发酵产角鲨烯的影响 

添加生物素对裂殖壶菌发酵产角鲨烯的影响结 

果见图2。由图2可知：低质量浓度的生物素添加量 

(0．1 mg／L)，并未引起角鲨烯含量显著的变化；当质 

量浓度增加到0．3 mg／L时，每克干细胞中含角鲨烯 

0．57 mg，相比对照提高了30％，且角鲨烯产量由对照 

的26．68 mg／L提高到40．98 mg／L。 
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图2 生物素添加量对角鲨烯含量的影响 

Fig．2 Effects of biotin addition on squalene content 

and yield by Schizochytrium sp．HX-308 

2．2 添加浅蓝菌素对 DHA发酵的影响 

2．2．1 浅蓝菌素对细胞生长、油脂和 DHA含量的 

影响 

浅蓝菌素是一种真菌抗生素，能够抑制脂肪酸 

合成途径中的 一酮酰一ACP合成酶系和角鲨烯合 

成途径中的HMG—CoA合成酶。裂殖壶菌胞内的饱 

和脂肪酸合成需要通过脂肪酸合成酶途径，而不饱 

和脂肪酸的积累则通过 PKS途径合成 。 

浅蓝菌素对 DHA发酵的影响如表 2所示。由 

表 2可知：浅蓝菌素的添加对细胞干质量和油脂含 

量影响较小。但当质量浓度为0．1 mg／L时，DHA含 

量由(6．00±0．15)g／L提高至7．31 L左右，此时 

DHA占细胞干质量的分数为(12．20±0．36)％，相 

对于对照提高了 24％。而当浅蓝菌素质量浓度进 

表 2 浅蓝菌素对细胞生长 、总油脂和 DHA含量的影响 

Table 2 Effects of different cerulenin concentrations on parameters in DHA fermentation by Schizochytrium sp．HX-308 

一 步升高到 5．0 mg／L时，DHA产量降至 (3．70± 

0．11)g／L，总油脂降为(19．07±0．57)g／L，表明高浓 

度的浅蓝菌素对油脂积累 DHA合成不利。 

2．2．2 浅蓝菌素对脂肪酸分布的影响 

浅蓝菌素的添加对脂肪酸分布的影响如图3所 

示。由图3可知：添加低浓度的浅蓝菌素(0．1 mg／L) 

会抑制豆蔻酸(C14：0)和棕榈酸(C16：0)的合成，从 

而提高不饱和脂肪酸的含量，DHA质量分数亦由 

46％提高到 51％。但 当质量浓度进一步升高至 1 

mg／L时，DHA的质量分数降至41％。添加0．1 mg／L 

的浅蓝菌素将 DHA的质量分数由46％提高到 51％， 

这与Allen等 。̈。” 的研究结果相似，说明浅蓝菌素可 

以有效促进不饱和脂肪酸的合成。高浓度的浅蓝菌 

素抑制了多不饱和脂肪酸(PUFAs)及 DHA的合成， 
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可能是浅蓝菌素在抑制脂肪酸合成酶途径的同时也 

扰乱了PKS途径的合成。 
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图3 浅蓝菌素对脂肪酸分布的影响 

Fig．3 Effects of cerulenin concentrations on fatty acid 

composition in Schizochytrium sp．HX-308 

2．2．3 浅蓝菌素对角鲨烯含量的影响 

由图4可知：随着浅蓝菌素添加量的升高，角鲨 

烯含量逐渐降低。当浅蓝菌素的质量浓度为5 m#L 

时，角鲨烯含量和产量由对照的0．44 m#g和26．68 

m#L分别下降至 0．18 m#g及 10 m#L。角鲨烯含 

量的降低可能与浅蓝菌素抑制了HX一308甾醇合成 

过程中的 HMG．CoA合成酶有关，因此，浅蓝菌素亦 

可能会降低 HX一308细胞内胆固醇的含量。 

O 0．1 O．25 1．0 2．5 5．O 

p(浅蓝菌素)／(mg·L ) 

图4 浅蓝菌素添加量对角鲨烯含量的影响 

Fig．4 Effects of cerulenin addition on squalene content 

and yield by Schizochytrium sp．HX-308． 

3 结 论 

考察了关键酶的辅酶生物素以及酶的抑制剂浅 

蓝菌素对 Schizochytrium sp．HX一308发酵性能的影 

响，结果显示：添加 0．3 mg／L的生物素时，DHA占细 

胞干质量百分 比达 11．26％，相对 于对 照提高 了 

13％；添加0．1 m#L浅蓝菌素时，DHA占细胞干质 

量百分比可达 12．2％，为 DHA的发酵、调控和含量的 

提高提供了新的思路，但具体的代谢机制还有待进一 

步研究。此外，本文采用的2种方法，对 DHA合成有 

明显的促进作用。因此，可适当使用该工艺来生产高 

含量的DHA产品，但考虑到生产成本较为昂贵，后期 

可继续拓宽调控思路，开发更为廉价的调控方法。 
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