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苹果酸和对氨基苯甲酸复合强化裂殖壶菌 S31积累

二十二碳六烯酸
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摘要：【目的】提高二十二碳六烯酸（DHA）的得率。【方法】基于裂殖壶菌（Schizochytrium sp.）S31的 DHA 生物

合成途径，系统探究外源添加关键前体物质苹果酸和对氨基苯甲酸对 DHA 产量的影响。【结果】添加苹果酸

和对氨基苯甲酸均能够促进裂殖壶菌生产 DHA，其最佳添加量分别为 4 g/L 和 0.2 g/L。在此基础上，在 5 L

搅拌式发酵罐规模下，通过复合添加上述 2种物质进一步提高了裂殖壶菌发酵生产 DHA 的产量。与对照组

相比，采用复合添加策略时，DHA 生物合成途径中的关键酶活性及葡萄糖消耗速率均显著增强，同时维持代

谢能处于 4.1×10-3 g/（g·h）的较低水平。最终，采用复合添加策略后，DHA 质量浓度达到 7.7 g/L的最高水平，

与对照组相比提升了 75.0%。【结论】作者所提出的苹果酸与对氨基苯甲酸复合添加策略可有效强化裂殖壶

菌积累 DHA，为其商业化生产提供参考。
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to improve the yield of docosahexaenoic acid (DHA). [Method] Based 

on the synthesis pathway of DHA in Schizochytrium sp., the effects of addition of key precursors, malic acid and 

p-aminobenzoic acid, on the DHA production was explored. [Result] The addition of both malic acid and 

p-aminobenzoic acid enhanced the yield of DHA, and the optimal dosages were 4 g/L and 0.2 g/L, respectively. 

On this basis, the co-feeding of malic acid and p-aminobenzoic acid was carried out in a 5-L stirred fermenter to 

further enhance the yield of DHA by Schizochytrium sp. S31. Compared with the control group, the co-feeding 

strategy enhanced both the activities of the key enzymes in the DHA biosynthetic pathway and the glucose 

consumption rate, while maintaining the metabolic energy at a low level of 4.1×10-3 g/(g·h). Finally, when this 

co-feeding strategy was used, the mass concentration of DHA reached the highest level of 7.7 g/L, which 

increased by 75.0% compared with that in the control group. [Conclusion] The proposed co-feeding strategy of 

malic acid and p-aminobenzoic acid can enhance the accumulation of DHA by Schizochytrium sp. S31, which 

provides a reference for the commercial production and application of DHA.
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DHA 是一种对人体极为重要的 ω-3多不饱和

脂肪酸。由于其能够促进胎儿和婴幼儿的大脑与

视网膜发育，DHA 己成为婴幼儿奶粉中一种重要

的食品添加剂［1-2］。目前，工业化生产的 DHA 主要

从深海鱼油中提取［3］。然而，随着 DHA 需求量的

不断增加和海洋渔业资源的日渐枯竭，传统的鱼

油 DHA 生产方法已无法满足市场需求［4］。此外，

鱼油 DHA 还存在腥味重和易受环境污染等严重

问题［5］。因此，开发新型 DHA 生产方法尤为重要。

裂殖壶菌因具有易实现高密度培养、发酵周

期短以及油脂含量高等优点，被认为是理想的

DHA 生产菌株［6-8］。相比传统的鱼油 DHA 生产方

法，利用裂殖壶菌发酵生产 DHA 的方法，具有绿

色环保、原料来源不受限制、产品无腥味等优

势［9-10］。近年来，为提高裂殖壶菌发酵生产 DHA

的产量，诱变筛选、发酵过程优化和控制技术得到

了广泛关注。例如，龚定芳等［11］采用常压室温等

离子体诱变技术选育了一株高产 DHA 的菌株，在

相同培养条件下，该诱变菌株的 DHA 产量比原始

菌株提高了 46.12%。Yin 等［12］开发了一种两阶段

pH控制策略并将其应用于裂殖壶菌生产 DHA的过

程，采用该控制策略后，DHA产量达到了 32.75 g/L，

相比对照组提高了 51.67%。

此外，采用代谢调控方法、增大流向目标产物

的代谢流也是增强裂殖壶菌生产 DHA 的有效途

径。通常，利用裂殖壶菌生物合成 DHA 的过程可

分为 2个阶段：1）碳源（葡萄糖）经柠檬酸裂解途径

及三羧酸循环（TCA）途径生成脂肪酸合成所需的

还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（NADPH）和乙

酰辅酶 A；2）NADPH 和乙酰辅酶 A 再经过脂肪酸

合成酶（FAS）或聚酮合成酶（PKS）等酶的催化作

用，最终生成目标产物 DHA 等多元脂肪酸［13］。基

于上述代谢途径，作者拟通过外源添加前体物质调

控代谢途径，增加流向目标产物的代谢流，从而实

现高效生产 DHA的目标。

1　材料与方法

1.1　菌株和培养基

裂殖壶菌（Schizochytrium sp.）S31：美国菌种

保藏中心（ATCC），于-80 ℃保藏。

种子培养基（组分单位 g/L）：葡萄糖  30、酵母

浸粉 6、鱼粉蛋白胨 6、海盐 40，pH 7.0。

发酵培养基（除特殊标注外，组分单位均为

g/L）：葡 萄 糖 100、酵 母 浸 粉 10、（NH4）2SO4 1、

Na2SO4 1.2、K2SO4 7、MgSO4 5、KCl 2、K2HPO4 3、

维生素混合液 10 mL/L，pH 7.0。

葡萄糖流加培养基（组分单位 g/L）：葡萄糖 500。

1.2　裂殖壶菌 S31生产 DHA 的发酵流程

将 28 ℃、220 r/min振荡培养 36 h的菌液，按照

体积分数 13% 接种至含 100 mL 发酵培养基的

500 mL摇瓶或含 2 L发酵培养基的 5 L机械搅拌式

发酵罐中进行培养。其中，摇瓶发酵条件为 28 ℃、

220 r/min，培养时间为 100 h。苹果酸和对氨基苯

甲酸的添加量分别为 0、2、4、6 g/L 以及 0、0.1、0.2、

0.3 g/L。在 5 L 发酵罐规模下，裂殖壶菌发酵过程

中温度、搅拌速度和通气量分别维持在 28 ℃ 、

500 r/min和 4 L/min。以磷酸和 NaOH 为酸度调节

剂，全程控制 pH在 7.0左右。当发酵液中葡萄糖质

量浓度消耗至 40 g/L 时，开始进行葡萄糖流加培

养，全程通过脉冲式流加方法将葡萄糖质量浓度控

制在 30~50 g/L。外源前体物质苹果酸和对氨基苯

甲酸的添加量详见结果与讨论部分。

1.3　分析方法

采用 DNS 法测定发酵液中的葡萄糖质量浓

度［14］。参考范学宁等［1］的方法测定发酵液中菌体

质量浓度。量取 10 mL 发酵液样品置于 50 mL 的

离心管中，并于 8 000 r/min 条件下离心 10 min，随

后用质量分数 1% 的 NaCl溶液离心洗涤 2次，经冻

干后称量；通过超声波破碎和离心获得样品上清

液，随后采用 Ren 等［15］的方法测定 DHA 合成路径

中的关键酶苹果酸脱氢酶（ME）、葡萄糖-6-磷酸脱

氢酶（G6PDH）以及 ATP-柠檬酸裂解酶（ACL）的

酶活力。参考李俊［16］的方法，采用购自美国 Sigma

公司的 NADP/NADPH 定量检测试剂盒测定发酵

样品中 NADPH 的含量。参考 Li 等［17］的方法，采

用酶联免疫吸附检测技术测定发酵样品中乙酰辅

酶 A 的含量。参考张朵朵等［18］和孙佼文等［19］的方

法，提取发酵样品中的油脂并进行甲酯化处理，选

用十九烷酸作为内标，通过气相色谱法以及内标

法计算 DHA 的质量浓度。

1.4　数据处理

所有数据的平均值和标准差均来自 3 次独立

的重复试验。采用 SPSS 26.0 软件进行统计学分

析，显著性差异水平为 P<0.05。
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2　结果与讨论

2.1　外源添加前体物质的选择及其对裂殖壶菌生产

DHA 的影响

裂殖壶菌生物合成脂肪酸（包括 DHA）以

NADPH和乙酰辅酶 A为底物，经过一系列的脱水、

缩合和还原反应最终生成目标产物［13，19］。裂殖壶菌

合成 DHA的过程中，NADPH和乙酰辅酶 A的生物

合成途径及其涉及的关键酶见图 1。在裂殖壶菌代

谢过程中，细胞质中 NADPH 的主要来源为苹果酸

代谢途径和磷酸戊糖途径（PPP途径）。据此，作者

首先选择苹果酸作为外源添加物质，以增强苹果酸

代谢途径的代谢流通量，强化 NADPH的生成速率，

从而实现 DHA的高效生产。作者前期预试验发现

外源添加对氨基苯甲酸可增强裂殖壶菌发酵过程

中的 PPP 途径，因此，对氨基苯甲酸可作为另一有

效的外源添加前体物质，进一步提高 NADPH 的生

成速率，强化DHA的产生。

作者以合成 DHA 的裂殖壶菌 S31 为模式菌

株，在摇瓶培养条件下分别探究了不同质量浓度

的苹果酸和对氨基苯甲酸对裂殖壶菌生产 DHA

的影响。如图 2 所示，在裂殖壶菌生产 DHA 的过

程中，随着外源苹果酸质量浓度的增加，裂殖壶菌

的生长速率以及葡萄糖利用能力均得到显著提

升，在苹果酸最优添加量 4 g/L 时，菌体质量浓度、

葡萄糖消耗速率以及油脂质量浓度分别达到最大

值 7.7 g/L、1.8 g/（L·h）和 1.8 g/L，见图 2（a）~（c）。

然而，当苹果酸质量浓度进一步增加至 6 g/L时，裂

殖壶菌的细胞生长速率、葡萄糖消耗速率以及油

脂积累均受到一定程度的抑制。这可能是由于苹

果酸的过量加入，导致发酵液渗透压明显增加，进

而抑制了裂殖壶菌的细胞生长速率和葡萄糖利用

能力。另一方面，在添加不同质量浓度的对氨基

苯甲酸时，裂殖壶菌生产 DHA 的过程中也表现出

类似现象，菌体质量浓度、葡萄糖消耗速率和油脂

质量浓度均呈现先上升后下降的趋势。在对氨基

苯甲酸质量浓度处于 0.2 g/L时，油脂质量浓度达到

1.5 g/L，相比对照组提升 30，见图 2（d）~（f）。

2.2　苹果酸和对氨基苯甲酸复合强化裂殖壶菌 S31

生产 DHA

上述结果表明，在摇瓶培养条件下，单独添加

前体物质苹果酸（4 g/L）和对氨基苯甲酸（0.2 g/L）

均可有效增加 DHA的产量。为进一步强化裂殖壶

菌生产 DHA，作者在 5 L 搅拌式发酵罐规模下，探

究了苹果酸和对氨基苯甲酸复合添加（4 g/L苹果酸

和 0.2 g/L 对氨基苯甲酸）对裂殖壶菌生产 DHA 的

影响。如图 3所示，空白对照组的裂殖壶菌细胞生

长较为缓慢，菌体质量浓度仅维持在 96.4 g/L 的较

低水平，且 DHA并未有效积累，仅达到 4.4 g/L。与

之相反，在复合添加策略下，裂殖壶菌细胞生长速

率显著增强，DHA 质量浓度达到了 7.7 g/L，与对照

组相比提升了 75.0%。

图 1　裂殖壶菌生产脂肪酸的生物合成途径及相关的关键酶

Fig. 1　DHA production pathway of Schizochytrium sp.  and related key enzymes
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图 2　摇瓶培养下不同质量浓度苹果酸和对氨基苯甲酸对裂殖壶菌 S31生产 DHA 的影响

Fig. 2　Effects of addition of malic acid and p-aminobenzoic acid at different mass concentrations in shake flasks on DHA 

production by Schizochytrium sp.  S31
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图 3　5 L发酵罐规模下复合添加组与空白对照组生产 DHA 过程中裂殖壶菌 S31发酵性能的变化

Fig. 3　Variations in fermentation performance of Schizochytrium sp. S31 during the process of DHA production under malic acid 

and p-aminobenzoic acid co-feeding and the blank control in 5-L fermenters
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4 种不同添加策略下裂殖壶菌发酵生产 DHA

的关键参数变化见图 4，包括菌体质量浓度、DHA

质量浓度及产率，并进行了显著性差异分析。结

果表明，在采用复合添加策略时，上述发酵参数均

显著高于空白对照组以及苹果酸或对氨基苯甲酸

单独添加策略组。该结果进一步说明了苹果酸和

对氨基苯甲酸的复合添加策略能够有效促进裂殖

壶菌积累 DHA。

2.3　苹果酸和对氨基苯甲酸复合添加强化裂殖壶菌

S31生产 DHA 的代谢机理分析

2.3.1　苹果酸和对氨基苯甲酸复合添加强化 DHA

合成途径关键酶活性　

如图 1 所示，作为 DHA 生物合成的关键前体

物质，NADPH 和乙酰辅酶 A 的合成速率直接影响

DHA 的产量。基于此，作者系统探究了不同发酵

培养条件下与 NADPH 和乙酰辅酶 A 生物合成相

关的 3 种关键酶活性的变化情况。如图 5（a）~（c）

所示，在采用苹果酸和对氨基苯甲酸复合添加策

略时，这 3 种酶的活性均得到了明显增强，从而为

脂肪酸（包括 DHA）的生物合成提供充足的底物

（NADPH 和乙酰辅酶 A）。此外，作者还分析了不

同添加策略下 NADPH 和乙酰辅酶 A 水平的变化

情况，见图 5（d）~（e），进一步验证了上述酶活性分

析结果的可靠性。

2.3.2　苹果酸和对氨基苯甲酸复合添加降低葡萄糖

维持代谢能　

为进一步阐明苹果酸和对氨基苯甲酸复合强

化裂殖壶菌生产 DHA 的代谢机理，作者分析了不

同添加策略的碳源（葡萄糖）代谢模式。在利用裂

殖壶菌生产 DHA 的过程中，葡萄糖的消耗主要用

于以下 2 个方面：1）合成细胞生长繁殖所需的物

质；2）维持细胞的结构和生命活动所需的能量，即

维 持 代 谢 能［20］。 其 中 ，维 持 代 谢 能 的 计 算

见式（1）。

M e = q -
1

YX S

μ （1）

式中：

Me——维持代谢能，g/（g·h）；

q——葡萄糖比消耗速率，g/（g·h）；

X——菌体质量浓度，（g/L）；

S——葡萄糖质量浓度，（g/L）；

YX/S——细胞对葡萄糖的得率系数；

μ——细胞的生长速率，g/（g·h）；。

采用不同添加策略时葡萄糖的代谢模式见图 6。

空白对照组的维持代谢能达到了 6.1×10-3 g/（g·h）

的较高水平。此时，与复合添加策略相比，空白对

照组中葡萄糖代谢流更多地流向维持代谢途径以

维持裂殖壶菌细胞的基本生理代谢，进而明显抑

制了细胞生物量的积累以及 DHA 的生成。与之

相反，在采用复合添加策略时，合成 DHA 所需的

重要底物（乙酰辅酶 A 和 NADPH）的合成途径中

关键酶的活性均得到了明显增强（见图 5），同时，

维持代谢能处于 4.1×10-3 g/（g·h）的较低水平（见

图 6）。最终，DHA 产量达到 7.7 g/L 的最高水平

（见图 3）。
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图 4　5 L发酵罐规模下不同添加策略对裂殖壶菌 S31生产 DHA 过程中发酵性能的影响

Fig. 4　Effects of different feeding strategies on the fermentation performance of Schizochytrium sp. S31 during the process of DHA 

production in 5 L fermenters
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3　结论

作者以裂殖壶菌为模式菌株，研究了外源添

加关键前体物质苹果酸和对氨基苯甲酸对 DHA

生产的影响。结果表明，外源添加苹果酸和对氨

基苯甲酸均可显著提升裂殖壶菌生产 DHA 的能

力，其最佳添加量分别为 4 g/L 和 0.2 g/L。在此基

础上，在 5 L 发酵罐规模下，通过复合添加上述 2

种前体物质进一步提高了裂殖壶菌生产 DHA 的

发酵性能。与对照组相比，采用该复合添加策略

时，葡萄糖消耗速率显著提升，且维持代谢能处于

4.1×10-3 g/（g·h）的较低水平。同时，DHA 生物合

成途径中的关键酶活性均得到明显增强，底物

NADPH 和乙酰辅酶 A 供应充足。最终，采用该复

合添加策略时，DHA 质量浓度达到 7.7 g/L 的最高

水平，与对照组相比提升了 75.0%。
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