
!"卷 "期
#$$"年#月

微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
%&’(!"
)*+,-.,/

0&("

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
#$$"

"江苏省青年基金（1234$#5）和南京师范大学理科青年基金资助
""联系作者

作者简介：戴传超（"36$7），男，江苏泗阳人，南京师范大学生命科学学院讲师，现在中国药科大学攻读博士学位。

收稿日期："3338"$8#5，修回日期：#$$$8$58#9

培养条件对头孢霉菌丝体脂肪酸组分的影响"

戴传超" 袁 生"" 李 霞 刘吉华 幸定坤 陆 玲
（南京师范大学生命科学学院 南京 #"$$36）

摘 要：研究了头孢霉（!"#$%&’(#’)*+,:;(）菌丝体最大生产力和多不饱和脂肪酸形成积累
的条件。菌丝体最适培养条件为：麦芽糖4$<／=、>0?99<／=、起始;@为4A$、5$$B=三角瓶
装"$$B=培养基、接种#5C、#5D培养"$E则菌丝体达到最大干重。多不饱和脂肪酸形成积
累的最适条件为：葡萄糖"$!#$<／=、（0@!）#F?!或0@!G’9<／=、培养基起始;@为!A$、

5$$B=三角瓶装"$$B=培养基、接种"$C!#$C、"$D下照光培养。因此，在整个生产流程
中可采用不同条件分段掌握的技术原则。同时提出在多不饱和脂肪酸的形成和积累途径中油

酸（"HI"）向亚油酸（"HI#）的转化是关键，为进一步探索最适培养条件和关键酶的调节提供依
据。
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脂类具有十分重要的生物学功能，它是构成生物膜的重要成分，是机体储存能量的一

种形式。细胞表面的脂类还和细胞识别、种的特异性和组织免疫有一定关系。脂肪酸是

脂质的重要组成成分之一，它分为饱和脂肪酸和不饱和脂肪酸。不饱和脂肪酸和膜脂流

动性及多种重要生理功能有关，如人体必需脂肪酸亚油酸（"HI#，=KL&’*KM.MKE），"8亚麻酸
（"HI9，!8=KL&’*LKM.MKE，N=J，#84）在体内可进一步转化为花生四烯酸（#$I!，J,.MOKE&LKM
.MKE，JJ，#84）、二十碳五烯酸（#$I5，PKM&:.;*LQ.*L&KM.MKE，PRJ，#89）和二十二碳六烯酸
（##I4，S&M&:.O*T.*L&KM.MKE，S@J，#89）等多种重要不饱和脂肪酸，从而具有重要的生理
功能［"!9］。由于多不饱和脂肪酸来源有限，学者们努力探索新的来源［!，5］。微生物由于

富含多不饱和脂肪酸，而且生产不受季节限制，因而成为多不饱和脂肪酸的新来源之一。

目前，N=J和JJ虽已投入生产，但产率较低。而PRJ、S@J、$8亚麻酸（"HI9，J=J，#89）
等#89脂肪酸尚在研究阶段［5，4］。我们在研究中筛选获得了一株富含S@J、J=J等多不
饱和脂肪酸的真菌，经鉴定为头孢霉［6］。为探讨头孢霉高产多不饱和脂肪酸的条件，我

们研究了九种单一因子对头孢霉合成脂肪酸组分和菌丝体干重的影响。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种：头孢霉（!"#$%&’(#’)*+,:;(），本实验室筛选、鉴定［6］。



!"!"# 培养基：斜面培养基为!"#培养基，发酵培养基为：葡萄糖：$%&／’；（()*）$+,*：

-&／’；.)$!,*：$&／’；/&+,*·0)$,：%1-&／’；(234：%15&／’；酵母膏：%1$&／’；蛋白胨：

%15&／’。6)71%，5$58灭菌$%9:;。

!"# 仪器条件：

)!+<5=>%?3，-$>@积分仪，具体分析条件同文献［0］

!"$ 方法

!"$"! 培养方法：斜面菌种从冰箱中取出，转接活化，$%8培养5%A，用无菌水刮取菌丝，
转接入液体培养基中，$%8，5@%B／9:;震荡培养5%A。

!"$"# 菌丝收获、脂肪酸甲酯化及气相色谱分析方法：参见文献［0］。

!"$"$ 发酵液还原糖测定：参见文献［=］。

!"$"% 光照条件：在光照培养箱内5@%B／9:;震荡培养，光源为5支@C日光灯管，距三
角瓶%1@9。非光照组在相同条件下遮光培养至结束。

# 结果

#"! 培养时间
该菌接种后菌丝体干重、还原糖、6)随培养时间的变化见图5。从图中可见，在%!

$A内菌丝体干重急剧上升，而还原糖量和6)值急剧下降；至5%A时，菌丝体干重达最大。

%!5%A脂肪酸组分基本稳定（图$），多不饱和脂肪酸占总脂肪酸基本稳定在（7@10%D
$1@@）E之间。从以上结果看出，5%A是获得最大菌丝体的最佳时间，由于多不饱和脂肪
酸基本稳定，5%A之后可以着眼促进多不饱和脂肪酸的积累。

图5 菌丝发酵时菌丝体干重、还原糖及6)变化
<:&F5 GHIABJ9JKI4:L9MI:&HN、BIALK:;&OL&2B

2;A6)KH2;&IAM:NHKL4NLBIN:9I

!："BJ9JKI4:L9MI:&HN；"：6)P24LI；

#：QIALK:;&OL&2BF

图$ 培养时间对菌丝体脂肪酸组分的影响
<:&F$ RSSIKNTSKL4NLBIN:9IT;S2NNJ
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!"! 碳源
比较了六种碳源，在玉米粉和淀粉中该菌丝几乎不生长，在其余四种碳源中，均可以

良好生长。其中，在麦芽糖中菌丝体干重最大，可达!"#!$／%。比较其多不饱和脂肪酸比
例发现，葡萄糖作为碳源，最有利于多不饱和脂肪酸的产生，蔗糖次之，而甘油最差。饱和

脂肪酸比例以甘油最高，蔗糖次之，麦芽糖最低。单不饱和脂肪酸比例以麦芽糖最高，甘

油次之，而蔗糖最低（表&）。这说明菌丝体生长和多不饱和脂肪酸积累可以分别选择麦
芽糖和葡萄糖为碳源。表&还表明，油酸（&’(&）含量高，往往转化的多不饱和脂肪酸含量
较低。如在麦芽糖和甘油为碳源时，油酸含量高时转化为亚油酸（&’()）和亚麻酸（&’(*）
等多不饱和脂肪酸的含量低，这表明在这三种脂肪酸的转化中，油酸向亚油酸的转化是关

键。

表# 碳源对菌丝体脂肪酸组分和菌丝体干重的影响
+,-./& +0//11/23412,5-465/74852/461,339,2:;24<=47:3:46,6;;59>/:$034130/<92/.:8<

?@／AB C.8247/ D,.347/ E82547/ C.92/5:6 F456</,. E3,520

&G(H HI)G HI)J HI)J +K LIAI LIAI

&M(H &JI** &GIM) &JI)G &’I!) &#IG* &JI!!

&M(& LIAI )IH* &I&H HI!G LIAI LIAI

&’(H )I#H *I*& #I&M #I!M *I#! *IH)

&’(& )MI’J **I#J )&I#H *)I&! )HI)G ))IH’

&’() *GIM& *&I*J *#IG! )JIG& G)IJH GHIGM

&’(*（!N） &*IJ’ ’IJJ &#I** MIH# &)I!) &HI)J

))() )I*) HI!M LIAI )I&# LIAI LIAI

))(M HI)& HI)) HIH& HI&# LIAI HI)M

430/57 )I)M #I&H *IMH MI!) #I&) MI&’

!E?@ )HIHJ &’I)H ))IMJ )GI’’ &!IH) )&IH&

!DO?@ )MI’J *#IMH ))IMH **I&* )HI)G ))IH’

!PO?@ #HI!) G&I*) #HI’* *#IJG ##IM) #HIJ*

AB MIMJ !I#! MIG# MI&J +K +K

&G(H：D95:73:2,2:;；&M(H：=,.<:3:2,2:;；&M(&：P,.<:34./:2,2:;；&’(H：E3/,5:2,2:;；&’(&：Q./:2,2:;；))()：A4247,N

;:/64:2,2:;；LIAI：L43;/3/23/;；+K：+5,2/；?@：?,339,2:;；E?@：E,385,3/;1,339,2:;；DO?@：D464867,385,3/;

1,339,2:;；PO?@：P4.9867,385,3/;1,339,2:;；AB：A59<92/.:8<>/:$03I

!"$ 氮源
比较了三种无机氮源和三种有机氮源，在六种氮源中该菌丝均可以良好生长，在以

RLQ*为氮源时菌丝体干重最高。LSGF.、（LSG）)EQG和蛋白胨作为氮源均较有利于多
不饱和脂肪酸产生。RLQ*、酵母膏及蛋白胨为氮源饱和脂肪酸比例较高。这说明菌丝
体生长可以选用RLQ*为氮源，积累多不饱和脂肪酸则宜选用（LSG）)EQG和LSGF.为氮
源。表)也表明，油酸（&’(&）向亚油酸（&’()）转化是单不饱和脂肪酸向多不饱和脂肪酸
转化的关键。如酵母膏为氮源，单不饱和脂酸含量最高，则多不饱和脂肪酸是最低的。在
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以!"#$%为氮源，单不饱和脂肪酸含量很低，则多不饱和脂肪酸含量较高。

表! 氮源对菌丝体脂肪酸组分（"／"，#）和菌丝体干重（$／%）的影响
&’(%)* &+)),,)-./,01.2/3)02)4/52-)/0,’..6’-17-/89/41.1/0（:／:，;）’07726:)13+./,.+)86-)%158（3／<）

=>／?@ A!BC !"#$% （!"#）*DB# E2)’ F)9./0) G)’4.)H.2’-.

I#JK #LMC KL*N KL*# KLIK KL#N KL*O

IMJK INLNN INLKC IPLCC ICL#* IPL*Q INLNK

IMJI ILCI *L*K !L?L CLOP KLN* ILNN

INJK KLOI ILMQ *LOK #LQM CLNI #LMI

INJI IQLN* *ILOQ *MLNP *OLPM IQLMM #*LMN

INJ* C#LKM COLCC C#LMI CILQP CML#N **LI#

INJC（!R） OL## I#LOK ICLPN QLKO ICL#P MLKN

**J* #LC# *L*# *LC* MLII KLN* KLMC

**JM KL** KL*M KL*I KLIP KLCI KLKC

/.+)24 IKLKM CLQP *L*I #LNQ PL*M *LQC

!D=> *#LK* *KLKK *KLKP INL#N *ILON *CLMM

!SE=> *ILIC *CLPQ *MLNP *QLCC *KL#N ##LOM

!FE=> ##LKM O*LCC OKLQ* #PLCK OILKN *NLNN

?@ PLOQ OLMK MLM# OL## #LOK MLIQ

!L?L：!/.7).)-.)7；&T：&2’-)；=>：=’..6’-17；D=>：D’.52’.)7,’..6’-17；SE=>：S/0/504’.52’.)7,’..6’-17；

FE=>：F/%6504’.52’.)7,’..6’-17；?@：?2686-)%158:)13+.L

!&’ 碳源浓度
比较IK3／<"MK3／<不同的葡萄糖浓度看出，随着碳源浓度的增加，菌丝体干重也从

OUKP3／<增加至MUPK3／<，说明较高的碳源浓度有利于获得较大的菌丝体干重（图C）。从
多不饱和脂肪酸积累看，IK"*K3／<的碳源浓度，其值最高，稳定在M#U#K;"M#UIP;之
间，随后逐渐下降。这说明菌丝生长可以选用MK3／<的碳源浓度，积累多不饱和脂肪则
以选用IK"*K3／<碳源浓度为佳。

!&( 温度
比较从IKV至COV的六种不同温度看出，在IKV"*OV之间，菌丝体生长随温度增

加而增加，*OV为最适菌丝体生长温度（MUNI3／<），CKV以后，菌丝体生长则急剧下降。
积累多不饱和脂肪酸以温度较低为宜，IKV是积累多不饱和脂肪酸的最佳温度（图#）。

!&) 培养基起始*+
比较了六种不同的起始9"，菌丝均可以良好生长，其中在9"MUK时可以获得最大菌

丝体干重（PUIC3／<）。9"#UK"OUK为积累多不饱和脂肪酸的最佳起始9"，9"PUK时多
不饱和脂肪酸比例最低，碱性条件时，多不饱和脂肪酸又会有所增高。饱和脂肪酸和单不

饱和脂肪酸的变化趋势和多不饱和脂肪酸相反。

!&, 装液量
在OKK8<三角瓶装液量为IKK"*OK8<时，菌丝体干重基本不变，稳定在一个较高
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图! 葡萄糖浓度对菌丝体脂肪酸组分和干重的影响
"#$%! &’’()*+’$,-)+.()+/)(/*01*#+/+/’1**21)#3.

)+45+.#*#+/1/33026(#$7*+’*7(42)(,#-4

!：80242)(,#-46(#$7*；"：9":；

#：;<":；$：=<":%

图> 培养温度对菌丝体脂肪酸组分和干重的影响
"#$%> &’’()*+’*(45(01*-0(+/+/’1**21)#3)+/)(/?

*01*#+/1/33026(#$7*+’*7(42)(,#-4

!：80242)(,#-46(#$7*；"：9":；

#：;<":；$：=<":%

图@ 装液量对菌丝体脂肪酸组分和干重的影响
"#$%@ &’’()*+’4(3#-4A.B+,-4(+/’1**21)#3.

)+45+.#*#+/1/33026(#$7*+’*7(42)(,#-4

!：80242)(,#-46(#$7*；"：9":；

#：;<":；$：=<":%

值（CDC>$／E!CD>!$／E），当装液量大于

F@G4E时则急剧下降。在HGG!!GG4E
装液量时，随着装液量的增加，多不饱和

脂肪酸比例逐步下降，尤其在F@G!
!GG4E装液量时，变化最为显著。说明较
多的溶解氧既有利于多不饱和脂肪酸的

积累，又有利于菌丝体生长。看来，

HGG4E装液量最有利于多不饱和脂肪酸
的产生（图@）。

!"# 接种量
在@I!FGI接种量时，其菌丝体干

重基本保持不变（CDC@$／E!CDJ>$／E），而

F@I接种量时菌丝体干重略有增加，进一
步加大接种量菌丝体干重反而下降。随

着接种量的增加，多不饱和脂肪酸比例逐

步下降，而饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸

比例逐步增加。在HGI!FGI接种量时，其多不饱和脂肪酸比例处于较高值，是最佳接
种量。

!"$ 光照

K1L51#等报道照光对菌丝体生长有促进作用［M］。我们实验结果表明，不照光组的菌
丝体干重大于照光组的。照光有利于不饱和脂肪酸产生，尤其有利于多不饱和脂肪酸的
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产生（表!）。照光后"#$!，"#$%比例远远高于不照光组。这说明培养菌丝体以不照光为
好，积累多不饱和脂肪酸以照（弱）光为好。

表! 光照对菌丝体脂肪酸组分和菌丝体干重的影响
&’()*! +,**--*.+/-)01,+/2+,*-’++3’.04./56/70+0/2（8／8，9）’244:353.*)0;58*01,+（1／<）

=>／?@ "A$B "C$B "C$" "#$B "#$" "#$% "#$!（!D）

)01,+*4 BE!" "FE#G "E#A "EBA HEB! !CEGC !BEB%

2/+)01,+*4 BE!C %FEH! !E%% "EHG "%E%" !BEC% %!EGG

续表!

%%$% %%$C /+,*:7 !I=> !JK=> !LK=> ?@

%EBH BE"B %EG! "GE%% "BE#G C#EHG CEAA

BEGH BE%# BEFG %#E%C "FEA! FFEAC GEB%

=>：=’++3’.04；I=>：I’+;:’+*4-’++3’.04；JK=>：J/2/;27’+;:’+*4-’++3’.04；LK=>：L/)3;27’+;:’+*4-’++3’.04；

?@：?:353.*)0;58*01,+

! 讨论
对微生物产不饱和脂肪酸已进行了大量研究［%，A"G，H""A］，如发酵产#D亚麻酸

（M<>）［"A］、花生四烯酸（>>）［C，"!］、二十碳五烯酸（NL>）［""，"%］、二十二碳六烯酸
（?O>）［G，H］等。从葡萄糖经丙酮酸生成乙酰辅酶>，由此再形成各种脂肪酸的化学途径
已非常清楚，然而植物和微生物如何控制不饱和脂肪酸的类型和含量，仍然知之甚少［"B］。

在微生物发酵产?O>等多不饱和脂肪酸时，学者们已发现有些条件可以促进单不饱和
脂肪酸向多不饱和脂肪酸转化。P’Q6’0等报道，在用破囊壶菌（!"#$%&’()"*’#+%,$%-
#.%,）比较十种不同培养基发酵产?O>时，单不饱和脂肪酸酸向多不饱和脂肪酸转化有
极大的差异。用水霉（/$0#(1.23+$76E）［""］和终极腐霉（4*’"+%,%1’+,%,）［"%］产NL>，长
孢被孢霉（5(’+.#.11$.1(32$’$）产>>［"!］，被孢霉（5(’+.#.11$76E）产M<>［"A］时都会积累
高比例的单不饱和脂肪酸而不能很好地转化为多不饱和脂肪酸，因而多不饱和脂肪酸产

量不高。这说明如能将饱和脂肪酸和单不饱和脂肪酸向多不饱和脂肪酸充分转化，将极

大地提高这些多不饱和脂肪酸的产量。从许多学者研究中看到，多不饱和脂肪酸的生成

关键步骤是"#$"（油酸）向"#$%（亚油酸）的转化［%，G，"B，"F］。我们的研究结果中也发展了
这一论点，并看到了多不饱和脂肪酸的生成是一个“库、流、产”的问题。总脂肪酸为库，库

高，流（转化）顺，则产高。本文表明，要想获得高产，一是要最大菌丝体产量，二是要好的

转化。要生产较高的菌丝体，又要获得较高的多不饱和脂肪酸含量，其共同条件是：培养

时间、装液量、接种量；不同条件为：碳源、氮源、碳氮比值、温度、起始6O和照光等六种因
素。因此，要获得较大菌丝体产量，又要获得较高多不饱和脂肪酸产量，在技术流程上可

以分两步进行。即从第一阶段以麦芽糖（CB1／<）为碳源、RST!为氮源（!1／<）、起始6O
为GUB、装液量为FBB5<三角瓶装"BB5<液体、接种"B9"%B9、%FV不照光培养"B4
以积累菌丝体；在第二阶段，添加葡萄糖至"B"%B1／<、（SOA）%ITA或SOAW)!1／<、调6O
至AUB，温度为"BV，照弱光的情况下，培养一段时间，以利于多不饱和脂肪酸的转化。
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