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甘蔗糖蜜发酵生产多不饱和脂肪酸的菌种筛选
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摘 要：利用苏丹黑 E染色和测定多不饱和脂肪酸碘值的方法，从土壤中筛选出一株适合用甘蔗糖蜜为原料生产
多不饱和脂肪酸的霉菌 FE2。研究表明，该菌株培养的最适糖蜜浓度为 2$GEH，通过单因素实验和正交实验设计，
确定了优化培养条件：最适温度 #%I、摇床转速为 2"$JK89<、LM值为 "C$和培养天数为 &?。在优化条件下，菌株的
油脂含量为其生物量的 &1C$%N，其中油脂中多不饱和脂肪酸的组成及含量为：油酸 2&C!#N，亚油酸 2!C3%N、!0亚
麻酸 #3C&&N、"0亚麻酸 3C$"N、花生四烯酸 AC%1N、廿碳五烯酸 %C2!N、廿二碳六烯酸 "C$1N等。多不饱和脂肪酸
的含量占总脂肪酸的 %$C!AN。对 FE2菌株进行形态特征、生理特征分析及 &C%O JPQ(基因两侧的内转录间隙进行
序列分析推测该菌株为反屈毛霉。
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多不饱和脂肪酸（SD/T)<+5,)J5,.? U5,,T 5@9?+，
SV4(+）是指含两个或两个以上双键且碳原子数为
2"0## 的直链脂肪酸，主要有亚油酸（F9<D/.9@ 5@9?，
F(）、!0亚麻酸（!0F9<D/.<9@ 5@9?，WF(）、花生四烯酸
（(J5@X9?D<9@ 5@9?，(Y(）、"0亚麻油（"0F9<D/.<9@ 5@9?，
(F(）、廿碳五烯酸（79@D+5L.<,5.<D9@ 5@9?，7S(）和廿
二碳六烯酸（PD@D+5X.65.<D9@ 5@9?，PM(）等［2］。多不
饱和脂肪酸大多数是生物活性物质的前体，尤其是

对智力发育、心血管病等有良好效果［# ’ &］。此外

SV4(+还可用作食品添加剂、营养配方、健康辅料以
及保健品等［"］。微生物所具有的营养简单、生长繁

殖快、易变异、可工业化大规模培养的优点决定了利

用微生物生产油脂是一条开发新油源的良好途径。

目前国内外研究通常利用葡萄糖、淀粉和蔗糖等作

为碳源生产多不饱和脂肪酸［1］。作者试图从土壤中

筛选出以甘蔗糖蜜为碳源，发酵生产多不饱和脂肪

酸的菌株，并对发酵条件、油脂含量和组成进行研

究。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 土样：采自广西大学校园不同树林下土壤。
!"!"# 培养基：初筛培养基：SP( 固体培养基和
SP(液体培养基［%］。转化斜面培养基：&GEH 糖蜜，

$C$$&N（QM!）# OZ!，$C$$2N [#MSZ!，#N 琼脂，

LM"C$。复 筛 培 养 基：2$G EH 糖 蜜，$C$$&N
（QM!）# OZ!，$C$$2N [#MSZ!，LM "C$。察氏培养基：
自然 LM。改良察氏培养基：以等量蛋白胨代替硝酸
钠，其他成分不变。葡萄糖蛋白胨培养基：葡萄糖

#N，蛋白胨 #N，琼脂 2C&N，LM &C%。灭菌条件：
$C2\L5，灭菌 #$89<。
!"!"$ 主要试剂和仪器：OX985?:)，W]021(气相色
谱仪（日本岛津公司）；脂肪酸标准品（美国 O9*85公
司）；PQ( \5J^.J（-5[5Y5公司）；S]Y纯化试剂盒（上
海 O5<*D<公司）；_-O 引物（大连宝生物工程公司合
成）；9]T@/.J-\型 S]Y仪（E_Z0Y(P）；水平电泳仪（北
京六一仪器公司）；W./ PD@-\ HY 型凝胶成相系统
（E_Z0Y(P）；‘7\02#$$7HKO 型透射电子显微镜（日
本）；甘蔗糖蜜（广西南宁糖业公司明阳糖厂）。

!"# 菌种的筛选
2*土样溶于 2$8F无菌水，制成悬浮液，稀释到

一定倍数。准确移取 28F 稀释悬液到初筛培养基
涂布平板，置于 #%I下培养 3?。挑单菌落平板划线
分离，直至分出纯菌株，并转接到 SP( 斜面培养
基［%］。

!"$ 糖蜜的处理
糖蜜原液（%&GEH）：用水作 2 a 2C& 稀释。M#OZ!

调 LM3C&，摇匀，静置 %X，取滤液加石灰乳，调



!"#$%，&’(加热并搅拌 )’*+,，静置 -%.，取滤液，调
!"&$’。稀释适当浓度备用。
!"# 类脂物质和菌株形态的观察
按常规制成涂片，用 ’$)/ 苏丹黑 0溶液染色

-’*+,，二甲苯冲洗涂片至无色，’$1/番红水溶液复
染 - 2 %*+,；用水漂洗，盖上盖玻片，显微镜下观察
脂类物质［3］。光学显微镜结合扫描电镜进行形态的

观察。

!"$ 初筛发酵培养
无菌状态下，将 -’*4无菌水移入 567斜面菌

种中，制成孢子液；后转入 567 液体培养基中，
%1(，-8’9:*+,，培养 8;。
!"% 复筛发酵培养
无菌状态下，将 567斜面菌种转入转化斜面培

养基，培养 );后用 -’*4无菌水制成孢子液；转入复
筛培养基中，%1(，-8’9:*+,，培养 8;。
!"& 生理生化特征及培养条件实验
将 40-接种于不同的试管斜面或三角瓶固体

培养基上，在 %<(培养，观察并比较其生长情况。
将 40-接种于 567培养基上，分别于不同温度

下培养观察生长情况。

!"’ 培养条件的初步优化
进行不同培养条件实验，选取 4&8（8)）正交实验

表，确认影响因素的显著性［-8］。确定发酵优化条

件。

!"( 发酵分析
!"("! 生物量测定：布氏漏斗真空抽滤发酵液，得
菌体，冷冻干燥至恒重得生物量。

!"(") 总脂量测定：参照李植峰等［-’］的热酸法进
行。

!"("* 脂肪酸碘值的测定：根据李建武等［--］测定脂
肪酸碘值的方法进行。

!"!+ 脂肪酸的检测
采用气相色谱法进行［-%］。称取冷冻干燥后的菌

体，加入 -’*=>:4 "?>@?")A"溶液，<’(水浴 -.，进行
脂肪酸甲基化，正己烷抽提，静置分层，取上层液体分

析。十四酸甲脂、软脂酸甲脂、硬脂酸甲脂、十八碳烯

酸甲脂、十八碳二烯酸甲脂、!@亚麻酸甲脂、二十二碳
二烯酸甲脂、二十碳五烯酸甲脂、二十二碳六烯酸甲

脂（美国 B+C*D公司）配制成 -*C:*4浓度的混合液为
标品。岛津气相色谱仪（B.+*D;EF G?@-#7）进行气相
色谱测定，氢火焰检测器（HI6），石英毛细管柱 60@-
型 )’* J ’$%1**（I6）J ’$%1"*（H+>*）。柱温初温
-<’(，采用程序升温 %(:*+,，柱温 %%’(（保温

)’*+,），进样口温度 %&’(，检测器温度 %<’(。氮气
为载气，分流比 -K&’，进样量 -$’"4

［-)］。

!"!! ,-.扩增和序列分析
!"!!"! 总 6L7的提取：参照 M+N.DO>P=,等总 6L7
的提取方法进行［-1］。收集菌体，冷冻干燥，加液氮

研磨成粉末，移入离心管，加入提取缓冲液

（%’’**=>:4 LD?>，8**=>:4 Q6R7@LD%，-’’**=>:4 !"
<$’ R9+P@"?>，%/ B6B）<*4，摇匀；&<(水浴 -1*+,；
8(，-%’’’9:*+, 离心 -1*+,。上清加入等体积水饱
和酚，摇匀，8(，-%’’’9:*+, 离心 -’*+,，取上清；用
苯酚:氯仿（- K-）和氯仿:异戊醇（%8 K -）各抽提一次；
上清液加入 -:-’S LD7N（!"8$<）和 %S 无水乙醇，
T %’(放置 -.；8(和 -%’’’9:*+, 离心 -1*+,，弃上
清；用 #’/（S:S）乙醇洗涤沉淀 %次，晾干后溶于适
量 RQ（!"<$’），T %’(保存备用。
!"!!") 5?U 的扩增：5?U 引物按 V.+WO 等报道设
计［-&］。引 物 IRB- 的 序 列 为：1X@R??GR7GGRG
77??RG?GG@)X，引 物 IRB8 的 序 列 为： 1X@
R??R??G?RR7RRG7R7RG?@)X，由大连宝生物工程公
司合成。反应条件为：31( -*+,，然后 3&( %’P，
11( )’P，#%( -$1*+,，)’个循环，#%( 1*+,。
!"!!"* 序列测序和同源性比较：扩增产物经纯化
后，送由大连宝生物工程公司测序。将测序结果用

047BR软件与 GO,0D,Y Z QM04 Z 660[ Z 560 中已
知的基因序列进行同源性比对［-#］。

) 结果

)"! 菌种的筛选
苏丹黑 0染色显微镜观测，初筛出脂肪粒密度

较高的菌株，分别编号为 40-、40%、40)。甘蔗糖蜜
对 40-、40%、40)进行液体发酵复筛，对 )种菌株的
生长情况、生物量、总脂含量以及碘值等作比较（表

-），复筛出一株适合糖蜜发酵生产的菌株 40-。

表 ! 菌株复筛生物量，总脂量和碘值的结果
RD\>O - 0+=*DPP，W=WD> >+!+;P N=,WO,W D,; +=;+,O ]D>FO \^ 40-，40%，40)

BW9D+, 0+=*DPP:（C:4） R=WD> >+!+;P:/ I=;+,O ]D>FO
40- -’$&# 8<$3< #&$8-
40% -)$88 )-$&8 1-$)%
40) #$3)’ ))$3< 81$))

)") 菌种鉴定
)")"! 菌落形态的观察：对总脂含量高、碘值高的
菌株 40-进行显微镜观察及扫描电镜观察：气生菌
丝发达，充满平皿，高度 _ -N*。菌落白色、疏松、呈
絮状、边缘整齐，培养时培养基无颜色变化。幼嫩菌

)11李 楠等：甘蔗糖蜜发酵生产多不饱和脂肪酸的菌种筛选 ‘ :微生物学报（%’’&）8&（8）



丝无隔，老菌丝有隔，有少量分枝。孢囊梗膨大成球

形，表面生小型孢子囊，孢囊孢子单生。孢子圆球

形，有短刺。菌丝及孢子囊形态见图 !［!"］。

图 ! 菌株 "#!菌丝及孢子囊形态（$%%% &）
#$%&! ’() *+,-.$/0 +1 *02).$3* -4, 56+7-4%$3* +1 89!（:;;; <）&

$’$’$ 89!的培养条件及生理特征：菌株 89!能在
=>?、葡萄糖蛋白胨等固体培养基上生长茂盛，菌丝
体洁白较致密，但在察氏培养基上生长较慢，菌丝稀

疏，而在改良察氏培养基的有机氮源成分能使 89!
生长良好。这说明 89!菌株对硝基氮利用能力弱，
而能很好的利用有机氮。

菌株 89!的最适生长温度为 :"@，在室温 :;@
至 :A@条件下生长良好，!:@时生长缓慢；BA@对
89!生长有所抑制，升高温度菌株甚至停止生长。
$’( "#!菌株 )*+位点的序列测定及其同源性
以 89!的基因组 >C?为模板，通过 =DE扩增其

F’G位点。扩增产物用 ;H"I的琼脂糖凝胶电泳，J9
染色后，紫外灯下切下约 KA;L6的 =DE扩增产物，试
剂盒回收。=DE产物进行序列测定［!M］。
序列测定表明，89!菌株 F’G位点长 KNNL6。利

用 98?G’软件与 O)49-4P Q JR98 Q >>9S Q =>9中
已知的基因序列进行序列的同源性比对分析，结果

表明，89! 与报道的反屈毛霉（ !"#$% %&#"%’"(）
（O)49-4P号为 ?#N!::MN）具有极高的同源性，F’G位
点有 MKI以上的同源性。综合 89!菌株 F’G位点的
序列分析结果，结合菌落形态观察，推测 89! 菌株
为反屈毛霉（! & %&#"%’"(）。
$’, 糖蜜浓度的确定
糖蜜浓度对菌体生长及产多不饱和脂肪酸有很

大影响。配制不同浓度的糖蜜培养基 AT9U，!;T9U，
!AT9U，:;T9U，自然 6V值，!N;7W*$4，:A@，培养 N,。
结果见图 :，不同浓度的糖蜜培养基对生物量、总脂
含量以及碘值有一定的影响，!;T9U糖蜜浓度为最
适浓度。

$’- "#!菌株产脂的最适时间
微生物培养时间影响菌株积累脂肪酸。!;T9U

糖蜜浓度培养基，自然 6V值，!N;7W*$4，:A@研究不
同培养时间（B,，N,，A,，X,），进行发酵分析。实验结
果表明，随着培养时间的增加，89!产生的总脂量也
逐渐增加，培养 A, 时，总脂含量达到最大值为
A;H;:I；碘值达 M:H;!。随后，产脂量降低。因此，
培养 A,较为合适（图 :）。
$’. "#!菌株产脂的最适温度
温度对微生物的生长有很大的影响。改变培养

的温度，会影响到微生物的生长和产生脂肪酸的能

力。研究不同培养温度，分别为 :;@，:A@，:"@，
B;@，其它培养条件为 !;T9U糖蜜浓度，培养 A,，进
行发酵分析。结果表明，菌丝生长、油脂合成和碘值

与最适温度是一致的，随温度升高而增大。但温度

达 B;@后，菌株生物量、总脂量和碘值都有所下降。
说明低温较高温条件有利于不饱和脂肪酸的积累，

在此，89!菌株最佳的培养温度为 :"@（图 :）。
$’/ 摇床转速对 "#!产脂量的影响
不饱和脂肪酸的产生与积累，受脱氢酶的影响，

溶氧浓度与摇床转速有着密切联系。设定不同的摇

床转速 !N;7W*$4，!X;7W*$4，!";7W*$4，:;;7W*$4进行培
养，温度为 :"@，发酵培养 A,，进行发酵分析。结果
表明（图 :），89!菌株培养过程中 !X;7W*$4条件有较
高的碘值 MMH;;，故确定该菌株的培养摇床转速为
!X;7W*$4。
$’0 初始 12对 "#!产脂肪酸的影响
改变培养基的初始 6V，会影响微生物的生长和

产脂肪酸的能力。在实验中分别调节培养基的初始

6V值，在 !X;7W*$4，:"@下培养 A,，进行发酵分析。
结果表明（图 :），初始 6V对 89!菌株的生物量没有
多大的影响，但对总脂量和碘值有一定的影响。当

初始 6V值为 XH;时，菌株的总脂量和碘值最高。因
此，初始 6V值应控制在 XH;。
$’3 正交试验设计
选取温度、培养时间和摇床转速等 B个因素的

N个不同水平，利用 8XN（NB）正交实验表（表 :），测定
不饱和脂肪酸的碘值，以确定这些因素对毛霉进行

甘蔗糖蜜发酵生产不饱和脂肪酸含量影响的显著

性。

从极差的大小可以看出因素的重要性次序为：

摇床转速!培养温度!培养时间。（表 B）对于不饱
和脂肪酸的生成和积累，摇床的转速影响特别大，其

次为温度，而培养时间的影响不大。以脂肪酸碘值

为判断指标，则指标越大越好，因此选水平时应考虑

平均值大的，这就得到：摇床转速应为 !X;7W*$4，温

NAA 8F C-4 &) *+ & W,#)* !-#%$.-$+$/-#* 0-1-#*（:;;X）NX（N）



图 ! 培养条件对 "#$菌株生物量（%）、总脂含量（#）和 &’(%)碘值（*）的影响
!"#$% &’’()* +’ ),-*"./*"+0 )+01"*"+02 +0 3"+4/22（5），*+*/- +’ -"6"12（7）/01 "+1"0( ./-,(（8）$

度应取 %9:，培养时间应用 ;1。综合结果得到毛霉
发酵生产不饱和脂肪酸的培养条件为 <=>?@4"0，
%9:，;1。

表 ! "+,（,-）正交实验表
A/3-( % B=C（CD）+?*E+#+0/- (F6(?"4(0*2

B(.(-
!/)*+?

*(46(?/*,?(@: G+*/*( 26((1@（?@4"0） 8,-*,?/- *"4(@1
< %> <C> D
% %; <=> C
; %9 <9> ;
C D> %>> =

表 - "+,（,-）正交实验结果
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!.$/ 脂肪酸分析
采用气相色谱法测定由毛霉菌 B7< 产生油脂

中的脂肪酸。通过样品和标品气相色谱出峰及保留

时间的对照，利用面积归一化计算，得出该菌株油脂

所含的不饱和脂肪酸比例较高（图 D）。其中油酸
<;JC%N，亚油酸 <CJD9N、%O亚麻酸 %DJ;;N、&O亚麻
酸 DJ>=N、花生四烯酸 KJ9LN、廿碳五烯酸 9J<CN、
廿二碳六烯酸 =J>LN等，不饱和脂肪酸占总脂量的
9>JCKN。

- 讨论
在普通环境中寻找新的真菌资源，筛选高产

PQ!52且适应性强的新菌种，是微生物 PQ!52成为

图 - 标准样品和菌株 "#$气相色谱图
!"#$D AE( #/2 )E?+4/*+#?/6ER（S8）+’ 2*/01/?12 /01 -"6"12 +’ B7<（5

"2 2*/01/?1 6(/T；7 "2 B7< 6(/T）$ / $ UR?"2*") 5)"1 U(*ER- &2*(?；3$

P/-4"*" 5)"1 U(*ER- &2*(?； )$%OB"0+-(0") 5)"1 U(*ER- &2*(?； 1$

B"0+-(0") 5)"1 U(*ER- &2*(?；($ V-(") 5)"1 U(*ER- &2*(?，’ $ W*(/?") 5)"1

U(*ER- &2*(?； #$ &")+2/6(0*/(0+") 5)"1 U(*ER- &2*(?； E$

X+)+2/E(F/(0+") 5)"1 U(*ER- &2*(?；" $ X+)+2/1"(0+") 5)"1 U(*ER- &2*(? $

鱼油 PQ!52 替代资源的关键。戴传超等利用头孢
霉菌（!"#$%&’(#’)*+, 26$）发酵淀粉生产多不饱和脂
肪酸中［%>］，菌丝含油为 %<J%DN，不饱和脂肪酸占总
脂量的 9>N。研究者从土壤筛到一种适合于甘蔗
糖蜜生长的毛霉菌株 B7<，菌丝含油高达 ;LJ>9N，
其中不饱和脂肪酸占总脂量的 9>JCKN。能利用该
菌株进行糖蜜发酵生产 PQ!52，将为糖厂的深加工
综合利用提供一个很好发展前景。

培养基的组成和培养条件影响着多不饱和脂肪

酸的质量［%<］。目前微生物生产多不饱和脂肪酸分

别以葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉、甘油等作为碳源发

酵培养基［%%］，而甘蔗糖蜜含有丰富的糖类、氮源、无

机盐及维生素等，可作为微生物发酵生产多不饱和

脂肪酸的培养基。从经济价值相比，甘蔗糖蜜的成

本较低，可用作基本物质生产 PQ!52。
今后研究重点应该放在糖蜜发酵生产 PQ!52培

;;;李 楠等：甘蔗糖蜜发酵生产多不饱和脂肪酸的菌种筛选 $ @微生物学报（%>>=）C=（C）



养条件的进一步优化，菌种的诱变改良以适应高糖浓

度的生产以及 !"#$%的分离提取、富集方法上。
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