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高产 ＤＨＡ裂壶藻突变株发酵条件的优化
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摘要：为了进一步提高裂壶藻突变株的ＤＨＡ产量，以经过６０Ｃｏ－γ射线辐照诱变后所得高产ＤＨＡ裂
壶藻突变株１．６－７－１为研究对象，通过Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ实验、最陡爬坡实验和响应面实验对其发
酵培养基进行优化，同时通过发酵罐发酵培养研究不同溶氧水平对突变株代谢的影响。结果表明：葡

萄糖、Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４和ＮａＣｌ添加量对该突变株产 ＤＨＡ具有显著影响，其最佳添加量分别为葡萄糖
１２５．４６ｇ／Ｌ、Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４１２．４４ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ４ｇ／Ｌ，在此条件下该突变株ＤＨＡ产量达６．０１ｇ／Ｌ，相较于
原始菌株提升了４９．８８％；在高溶氧水平下，突变株生物量高但油脂产量和 ＤＨＡ产量较低，可能是
因为细胞优先用营养物质进行自身的生长繁殖，而过低的溶氧水平会抑制能量代谢，减慢细胞繁殖

速度。综上，优化发酵条件可以提高突变株ＤＨＡ产量。
关键词：ＤＨＡ；裂壶藻；突变株；发酵条件优化
中图分类号：ＴＳ２２２；ＴＱ９２　 　　文献标识码：Ａ 文章编号：１００３－７９６９（２０２３）１２－０１２８－０６

Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆ
Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．ｍｕｔａｎｔｗｉｔｈｈｉｇｈＤＨＡｙｉｅｌｄ

ＤＩＮＧＹｕｎｐｅｎｇ１，ＬＹＵＸｉａｏｙｉ１，ＬＩＨｅｎｇｂｉｎ１，ＹＡＮＧＹｏｎｇ２，３，ＺＨＡＮＧＨａｎ１，
ＨＵＢｏ１，ＧＡＯＰａｎ１，３，４，ＨＵＣｈｕａｎｒｏｎｇ１，３，ＨＥＤｏｎｇｐｉｎｇ１，３，４，ＺＨＯＮＧＷｕ１，３，４

（１．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，ＷｕｈａｎＰｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｗｕｈａｎ４３００２３，Ｃｈｉｎａ；
２．ＷｕｈａｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＣｏｓｍｅｔｉｃＣｏｎｔｒｏｌ，Ｗｕｈａｎ４３００１２，Ｃｈｉｎａ；３．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆ

ＥｄｉｂｌｅＯｉｌＱｕａｌｉｔｙａｎｄＳａｆｅｔｙｆｏｒＳｔａｔｅＭａｒｋｅｔＲｅｇｕｌａｔｉｏｎ，Ｗｕｈａｎ４３００２３，Ｃｈｉｎａ；
４．ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＤｅｅｐＰｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｆＭａｊｏｒＧｒａｉｎａｎｄＯｉｌｏｆＭｉｎｉｓｔｒｙｏｆ

ＥｄｕｃａｔｉｏｎｉｎＣｈｉｎａ，Ｗｕｈａｎ４３００２３，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＩｎｏｒｄｅｒｔｏｆｕｒｔｈｅｒｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅＤＨＡｙｉｅｌｄｏｆＳｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．ｍｕｔａｎｔ，ｔｈｅＳｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍ
ｓｐ．ｍｕｔａｎｔ１．６－７－１ｗｉｔｈｈｉｇｈｙｉｅｌｄＤＨＡｏｂｔａｉｎｅｄｂｙ６０Ｃｏ－γｒａｄｉａｔｉｏｎｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓｗａｓｕｓｅｄａｓ
ｒｅｓｅａｒｃｈｏｂｊｅｃｔ，ａｎｄｔｈｅｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍｏｆＤＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅＳｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．ｍｕｔａｎｔｗａｓ
ｆｕｒｔｈｅｒｏｐｔｉｍｉｚｅｄｂｙＰｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ，ｓｔｅｅｐｅｓｔａｓｃｅｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｎｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ
ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎｌｅｖｅｌｓｏｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔ
ｓｔｒａｉｎｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｔａｎｋ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｄｏｓａｇｅｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅ，ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅａｎｄＮａＣｌｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｓｏｎｔｈｅＤＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ，ａｎｄｔｈｅｉｒｏｐｔｉｍｕｍｄｏｓａｇｅｓｗｅｒｅｇｌｕｃｏｓｅ１２５．４６ｇ／Ｌ，ｓｏｄｉｕｍｇｌｕｔａｍａｔｅ１２．４４ｇ／Ｌａｎｄ

ＮａＣｌ４ｇ／Ｌ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅ
ＤＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｃｏｕｌｄｒｅａｃｈ６．０１ｇ／Ｌ，ｗｈｉｃｈ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｙ４９．８８％ ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｏｒｉｇｉｎａｌ
ｓｔｒａｉｎ．Ｕｎｄｅｒｈｉｇｈｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，
ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｂｉｏｍａｓｓ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｂｕｔｌｏｗｅｒｏｉｌａｎｄＤＨＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ，

８２１ ＣＨＩＮＡＯＩＬＳＡＮＤＦＡＴＳ　　　　　　　　　　　　　　２０２３Ｖｏｌ４８Ｎｏ１２



ｗｈｉｃｈｐｏｓｓｉｂｌｙｃａｕｓｅｄｂｙｔｈｅｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｕｓｅｏｆｎｕｔｒｉｅｎｔｓｆｏｒｔｈｅｏｗｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓ．
Ｃｏｎｖｅｒｓｅｌｙ，ｌｏｗｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎｉｎｈｉｂｉｔｅｄｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄｓｌｏｗｅｄｄｏｗｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅＤＨＡｙｉｅｌｄｏｆｔｈｅｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＤＨＡ；Ｓｃｈｉｓｔｏｃｈｙｔｒｕｍｓｐ．；ｍｕｔａｎｔｓｔｒａｉｎ；ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　　二十二碳六烯酸（ＤＨＡ）是一种含有２２个碳原
子和６个双键的直链脂肪酸。ＤＨＡ有利于脑和神
经的健康发育，被称为“脑黄金”，其作为视网膜的

组成成分之一，还可进一步提高视网膜的反射性，受

到广大消费者的青睐［１－４］。Ｈｕｓｓｅｉｎ等［５］指出，人体

所需ＤＨＡ仅有０．３％来自 α－亚麻酸的转化，因此
需要通过膳食补充。

目前，市场上主要的ＤＨＡ来源为磷虾油以及深
海鱼油，其作为ＤＨＡ的传统来源，可持续性较差，容
易受到品种及捕捞季节的影响，导致ＤＨＡ供应量很
难满足全球日益增长的营养需求［６］。因此，开发新

的安全性高且成本较低的 ＤＨＡ来源成为全球相关
研究者的重要研究方向。１９９０年至今，科研人员已
经做了诸多关于微生物生产ＤＨＡ的研究，并取得了
一定的成果，如郭姝等［７］通过控制营养组成和发酵

条件利用裂壶藻、寇氏隐甲藻等真菌生产富含 ＤＨＡ
的油脂。利用微生物生产 ＤＨＡ不仅周期短，产量
大，而且基本不受外部环境变化的影响，近年来得到

大力推广。

裂壶藻是一种来自沿海海域的真核生物，其在

海洋、盐水湖和红树林地区分布广泛。裂壶藻拥有

比吾肯氏壶藻和寇氏隐甲藻更高的 ＤＨＡ积累量和
更快的生长繁殖速度，因此被视为工业化生产 ＤＨＡ
的最佳选择［８］。Ｎａｋａｈａｒａ等［９］于１９９６年分离出了
一株菌株，该菌株几乎是同时代ＤＨＡ产量和生产率
最高的菌株，被命名为 Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．ＳＲ２１。张
梦娣等［１０］以裂殖壶菌 Ｂ４Ｄ１作为原始菌株，经过紫
外线辐照，得到了ＤＨＡ和ＥＰＡ产量分别提高了１１．
７０％和４６．８８％的突变株，且该突变株具有较好的
遗传稳定性。

本研究在通过诱变育种获得高产 ＤＨＡ裂壶藻
突变株的基础上，通过实验设计和数据处理对发酵

培养基进行优化，并探究不同溶氧水平对突变株代

谢的影响，为工业化生产裂壶藻 ＤＨＡ提供理论
支持。

１　材料与方法
１．１　实验材料

裂壶藻 ＡＴＣＣ２０８８８（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍｓｐ．），购自
广东微生物菌种保藏中心，经过６０Ｃｏ－γ射线诱变

获得突变株１．６－７－１，保存于武汉轻工大学食品
科学与工程学院。

葡萄糖、乙醇、锇酸、环氯树脂、戊二醛、ＳｒＣｌ２、
Ｃ３Ｈ６Ｏ、Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４、ＭｇＳＯ４、Ｎａ２ＳＯ４、ＭｎＣｌ２、ＭｇＣｌ２，
阿拉丁试剂（上海）有限公司；石油醚、乙醚、正己

烷、ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＨＣＯ３、ＣａＣｌ２，天津市广成化学试剂
有限公司；氯化锌、ＫＯＨ、ＢＦ３、氯化铁、ＣＨ３ＯＨ，天津
市天力化学试剂有限公司；酵母膏，北京奥博星生物技

术有限公司；纤维素酶（５０Ｕ／ｍｇ）、碱性蛋白酶（２００
Ｕ／ｍｇ）、ＣｏＣｌ２、ＫＣｌ，上海麦克林生化科技有限公司。

固体培养基：配方为维生素混合液２．５ｇ／Ｌ、葡
萄糖 ５０．０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ８．０ｇ／Ｌ、酵母膏 ６．０ｇ／Ｌ、
ＭｇＳＯ４６．０ｇ／Ｌ、Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４３０．０ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４２．０
ｇ／Ｌ、琼脂 ２０．０ｇ／Ｌ、金属离子混合液 ２．０ｍＬ／Ｌ，
１２１℃高温灭菌２０ｍｉｎ，冷却后使用。

液体培养基：配方为维生素混合液２．５ｇ／Ｌ、葡
萄糖８５．０ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ２０．０ｇ／Ｌ、酵母膏 ６．０ｇ／Ｌ、
Ｎａ２ＳＯ４０．３ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４２２．０ｇ／Ｌ、Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４６０．０
ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４６．０ｇ／Ｌ、金属离子混合液２．０ｍＬ／Ｌ，
１２１℃高温灭菌２０ｍｉｎ，冷却后使用。

发酵培养基：配方为葡萄糖 ７５．０ｇ／Ｌ、金属离
子混合液 ２．８ｍＬ、ＮａＣｌ２．４ｇ／Ｌ、ＫＨ２ＰＯ４４．８ｇ／Ｌ、
Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４１５．０ｇ／Ｌ、ＭｇＳＯ４６．０ｇ／Ｌ、酵母膏
６．０ｇ／Ｌ、维生素混合液 ２．０ｇ／Ｌ，１２１℃高温灭菌
２０ｍｉｎ，冷却后使用。

ＶＷＤ－０．１５／７箱式静音全无油空压机，鞍山佳
诚空压机有限公司；ＴＤＬ－５Ａ台式低速离心机，杭
州川一实验仪器有限公司；Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色谱
仪，安捷伦科技（中国）有限公司；ＧＲＪ－５０Ｂ型发酵
罐（５０Ｌ），镇江格瑞生物工程有限公司；ＳＦ１Ｍ储气
罐，青岛双峰压力容器有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　菌种活化

参照文献［１１］的方法进行菌种活化。将突变
株单菌落接种至装有５０ｍＬ液体培养基的２５０ｍＬ
锥形瓶中，在２６℃避光静置培养４８～７２ｈ。然后取
适量菌液于固体平板划线，在２６℃下避光倒置培养
４８ｈ。重复以上操作３次，得到高活性的突变株单
菌落。

９２１２０２３年第４８卷第１２期　　　　　　　　　　　　　中　国　油　脂



１．２．２　菌种液体培养
挑取高活性的突变株单菌落接种于装有５０ｍＬ

液体培养基的２５０ｍＬ锥形瓶中，在２６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ
下避光培养４８ｈ，得到突变株菌液。
１．２．３　摇瓶发酵培养

将突变株 菌 液 与 发 酵 培 养 基 按 体 积 比

１∶９混合，取１００ｍＬ混合液于５００ｍＬ锥形瓶中在
２６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ下避光培养５ｄ。
１．２．４　发酵罐发酵培养时溶氧水平对突变株代谢
的影响

在５００ｍＬ摇瓶中加入１００ｍＬ液体培养基，接
入菌种于培养箱中２６℃、１８０ｒ／ｍｉｎ培养至 ＯＤ６００为
２．４，随后取１ｍＬ菌液接种至５０Ｌ发酵罐中。将发
酵罐的装液量设定为３０Ｌ，在２６℃、ｐＨ为６．５的条
件下，分别设定２０％、４０％、６０％、８０％ ４个溶氧水
平（Ｄｉｓｓｏｌｖｅｄｏｘｙｇｅｎｌｅｖｅｌ，ＤＯ），发酵６ｄ，通过突变
株的ＤＨＡ产量、生物量和油脂产量来确定溶氧水平
对该突变株代谢的影响。

１．２．５　生物量的测定
生物量以单位体积发酵液中突变株细胞的干质

量表示。在离心管中加入一定量的发酵液后离心

（４０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），得到的细胞沉淀用无菌水重
复洗涤３次，最后将细胞沉淀干燥至恒重，按公式
（１）计算生物量。

Ａ＝ｍ／Ｖ （１）
式中：Ａ为生物量，ｇ／Ｌ；ｍ为细胞沉淀质量，ｇ；Ｖ

为发酵液体积，Ｌ。
１．２．６　油脂产量的测定

取一定体积发酵液，按１．２．５方法离心洗涤后
得到细胞沉淀，将其与水以体积比１∶１混合，依次加
入０．０２５％的纤维素酶和 ０．５％的碱性蛋白酶，在
６０℃下反应６ｈ。反应完成后干燥至恒重，将细胞
沉淀研磨成粉，使用乙醚作为提取剂，采用索氏提取

法将样品抽提至无色，利用旋转蒸发器旋蒸抽提液

中残留的乙醚，得到油脂，放入烘箱中干燥至恒重。

油脂产量及含油率的计算公式如下。

Ｐ＝Ｄ／Ｖ （２）
Ｏ＝Ｐ／Ａ×１００％ （３）
式中：Ｐ为油脂产量，ｇ／Ｌ；Ｄ为油脂质量，ｇ；Ｏ

为含油率。

１．２．７　ＤＨＡ含量的测定
精确称取０．１ｇ油脂与２ｍＬ０．５ｍｏｌ／ＬＫＯＨ－

ＣＨ３ＯＨ溶液，在６０℃水浴反应２０ｍｉｎ直至油脂完
全溶解，然后冷却至室温；再与２ｍＬ２５％的 ＢＦ３－

ＣＨ３ＯＨ溶液于６０℃水浴反应３０ｍｉｎ，随后冷却至
室温；加入２ｍＬ正己烷和少量的无水硫酸钠，摇匀，
静置直到溶液分层，取上层液体用于气相色谱分析。

气相色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＳＰ－２５６０（１００ｍ×
２５μｍ×０．２μｍ）；升温程序为初始温度１００℃，保
持４ｍｉｎ，然后以３℃／ｍｉｎ的速度升温至２３０℃，保
持２０ｍｉｎ；载气为Ｎ２，流速２５ｍＬ／ｍｉｎ，压力２．４ｋＰａ；
进样量１μＬ；分流比１５∶１。

按下式计算ＤＨＡ产量。
Ｈ＝Ｐ×Ｂ （４）
式中：Ｈ为ＤＨＡ产量，ｇ／Ｌ；Ｂ为ＤＨＡ含量。

１．２．８　数据分析
采用Ｅｘｃｅｌ２０１９和Ｄｅｓｉｇｎ８．０．６对数据进行整

理、分析和绘图，使用ＳＰＳＳ１７．０软件对数据进行显
著性分析。

２　结果与分析
２．１　裂壶藻原始菌株与突变株产ＤＨＡ能力对比

以原始菌株裂壶藻 ＡＴＣＣ２０８８８为对照，按
１．２．１、１．２．２、１．２．３方法进行菌种活化、液体培养
和发酵培养后，测定裂壶藻原始菌株与突变株产

ＤＨＡ能力，结果如表１所示。
表１　裂壶藻原始菌株与突变株产ＤＨＡ能力

菌种
生物量／
（ｇ／Ｌ）

含油率／
％

油脂产量／
（ｇ／Ｌ）

ＤＨＡ含量／
％

ＤＨＡ产量／
（ｇ／Ｌ）

原始菌株 ４２．２５ ２８．０３ １１．８４ ３３．８８ ４．０１
突变株 ４７．３７ ３１．４１ １４．８８ ３７．９７ ５．６５

　　由表１可知，突变株的生物量、含油率和 ＤＨＡ
产量均高于原始菌株。其中突变株的生物量、含油

率和 ＤＨＡ含量分别比原始菌株高 １２．１２％、
１２．０６％和１２．０７％，油脂产量和 ＤＨＡ产量则分别
比原始菌株高２５．６８％和４０．９０％。李慧玲等［１２］通

过紫外线、硫酸二乙酯复合诱变并利用丙二酸、碘乙

酸复合平板筛选出突变株 ＸＮ００１，其 ＤＨＡ产量为
５．５５ｇ／Ｌ。许永［１３］采用紫外诱变和喹禾灵筛选出

菌株ＯＵＣ００７，其ＤＨＡ产量为１．２ｇ／Ｌ。龚定芳［１４］

利用ＡＲＴＰ诱变结合丙二酸筛选出突变株 ＮＡ２，其
经过稳定传代后ＤＨＡ产量为６．１０ｇ／Ｌ。本研究通
过诱变方法筛选得到的突变株具有较高的产 ＤＨＡ
能力，经过发酵条件优化有望进一步提高其产 ＤＨＡ
的能力。

２．２　发酵培养基优化
采用Ｐｌａｃｋｅｔｔ－Ｂｕｒｍａｎ（ＰＢ）实验设计，从所有

发酵培养基的组成成分添加量中选取高（１）、低
（－１）两个水平，添加３个虚拟因素作为空白因素
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误差，最后以 ＤＨＡ产量（Ｙ）为目标值，使用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件中的 ＰＢ功能对所得实验数据进行
计算，得到各个因素的显著性，排除对目标值无显著

影响的因素。ＰＢ实验因素与水平如表２所示。ＰＢ
实验设计及结果如表３所示。

表２　ＰＢ实验因素与水平

因素
水平

低（－１） 高（１）
因素

水平

低（－１） 高（１）
ＫＨ２ＰＯ４（Ｘ１）／（ｇ／Ｌ） ４．８ ７．２
ＮａＣｌ（Ｘ２）／（ｇ／Ｌ） ２．４ ３．６
ＭｇＳＯ４（Ｘ３）／（ｇ／Ｌ） ６．０ ９．０
金属离子混合液（Ｘ４）／（ｍＬ／Ｌ） ２．８ ４．２

维生素混合液（Ｘ５）／（ｇ／Ｌ） ２．０ ３．０
Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４（Ｘ６）／（ｇ／Ｌ） １５．０ ２２．５
酵母膏（Ｘ７）／（ｇ／Ｌ） ６．０ ９．０
葡萄糖（Ｘ８）／（ｇ／Ｌ） ７５．０ １２０．０

表３　ＰＢ实验设计及结果

实验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３ Ｘ４ 　Ｘ５ 　Ｘ６ 　Ｘ７ 　Ｘ８ ＤＨＡ产量／（ｇ／Ｌ）
１ １ １ １ １ －１ －１ －１ －１ ５．３１
２ １ －１ １ １ －１ １ １ １ ４．９７
３ －１ １ １ －１ １ １ １ －１ ５．０２
４ １ １ －１ －１ １ １ －１ １ ５．２１
５ －１ －１ －１ １ １ －１ １ １ ５．４２
６ １ －１ １ －１ １ －１ －１ １ ５．３８
７ －１ １ －１ １ －１ １ －１ １ ５．０８
８ －１ １ １ －１ －１ －１ １ １ ５．３３
９ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ －１ ５．１７
１０ －１ －１ １ １ １ １ －１ －１ ４．８７
１１ １ １ －１ １ １ －１ １ －１ ５．３８
１２ １ －１ －１ －１ －１ １ １ －１ ４．９４

　　由表３中数据计算可得一阶回归模型：Ｙ＝５．１７３３＋
０．０２５０Ｘ１＋０．０４８３Ｘ２－０．０２６７Ｘ３－０．００１７Ｘ４＋
０．０４００Ｘ５－０．１５８３Ｘ６＋０．００３３Ｘ７＋０．０５８３Ｘ８。
ＰＢ实验方差分析如表４所示。

表４　ＰＢ实验方差分析

因素 自由度 平方和 均方 Ｆ ｐ
模型 ８ ０．４０５１ ０．０５０６ ２６．３４ ０．０１１
Ｘ１ １ ０．００７５ ０．００７５ ３．９０ ０．１４３
Ｘ２ １ ０．０２８０ ０．０２８０ １４．５８ ０．０３２
Ｘ３ １ ０．００８５ ０．００８５ ４．４４ ０．１２６
Ｘ４ １ ０．０１９２ ０．０１９２ ０．０２ ０．９０４
Ｘ５ １ ０．００００ ０．００００ ９．９９ ０．０５１
Ｘ６ １ ０．３００８ ０．３００８ １５６．５０ ０．００１
Ｘ７ １ ０．０００１ ０．０００１ ０．０７ ０．８０９
Ｘ８ １ ０．０４０８ ０．０４０８ ２１．２４ ０．０１９

　注：表示差异显著（ｐ＜０．０５），表示差异极显著（ｐ＜
０．０１）。下同

　　由表４可知，该模型在９５％概率水平下显著。
另外模型的决定系数（Ｒ２）为０．９８６０，表明９８．６０％
的因变量变化可以由该回归模型解释，可信度较高。

所有因素中 Ｘ２、Ｘ８对 ＤＨＡ产量有显著影响（ｐ＜
００５），Ｘ６对ＤＨＡ产量有极显著影响（ｐ＜０．０１），其

他因素对ＤＨＡ产量无显著影响。由回归模型的因
素系数可知：Ｘ８、Ｘ２为正相关因素，在接下来的最陡
爬坡实验中应提高两者的添加量；Ｘ６为负相关因
素，后续实验中应降低其添加量。

２．３　最陡爬坡实验和响应面实验
由ＰＢ实验结果可知，ＤＨＡ的产量变化和 Ｘ２、

Ｘ６及Ｘ８的添加量之间有显著关系，由此使用 Ｄｅｓｉｇｎ
Ｅｘｐｅｒｔ８．０软件设计最陡爬坡实验，实验设计及结
果如表５所示。

表５　最陡爬坡实验设计及结果

实验号 Ｘ２／（ｇ／Ｌ） Ｘ６／（ｇ／Ｌ） Ｘ８／（ｇ／Ｌ）
ＤＨＡ产量／
（ｇ／Ｌ）

１ ３．０ １８．７５ １００ ５．０８
２ ３．２ １７．５０ １０５ ５．２３
３ ３．４ １６．２５ １１０ ５．４０
４ ３．６ １５．００ １１５ ５．５５
５ ３．８ １３．７５ １２０ ５．６１
６ ４．０ １２．５０ １２５ ５．８８
７ ４．２ １１．２５ １３０ ５．７６

　　由表５可以看出，第６组实验得到的ＤＨＡ产量
最高，为５．８８ｇ／Ｌ。因此，以该组所对应的３个培养
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基组成成分的添加量为０水平，以ＤＨＡ产量为响应
值，使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０软件设计三因素五水平
的响应面实验，响应面实验因素水平如表６所示，响
应面实验设计及结果如表７所示。

表６　响应面实验因素水平

水平 Ｘ２／（ｇ／Ｌ） Ｘ６／（ｇ／Ｌ） Ｘ８／（ｇ／Ｌ）
－１．６８２ ３．６６３ １０．３９７ １１６．５９０
－１ ３．８ １１．３ １２０．０
０ ４．０ １２．５ １２５．０
１ ４．２ １３．８ １３０．０
１．６８２ ４．３３６ １４．６０３ １３３．４１０

表７　响应面实验设计及结果

实验号 Ｘ２ Ｘ６ Ｘ８ ＤＨＡ产量／（ｇ／Ｌ）

１ －０ －０ －０ ５．８９

２ －０ －１．６８２ －０ ５．６２

３ －１ －１ －１ ５．７１

４ －１ －１ －１ ５．６８

５ －１．６８２ －０ －０ ５．６０

６ －１ －１ －１ ５．７１

７ －１ －１ －１ ５．６６

８ －１ －１ －１ ５．６５

９ －０ －１．６８２ －０ ５．６１

１０ －０ －０ －１．６８２ ５．６２

１１ －１ －１ －１ ５．７０

１２ －１ －１ －１ ５．５５

１３ －０ －０ －０ ６．１１

１４ －０ －０ －０ ５．８９

１５ －０ －０ －０ ５．９７

１６ －０ －０ －１．６８２ ５．５７

１７ －１．６８２ －０ －０ ５．５３

１８ －１ －１ －１ ５．６８

１９ －０ －０ －０ ６．０６

２０ －０ －０ －０ ６．０３

　　使用 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８．０对表 ７数据进行拟
合，得到二次多元回归模型：Ｙ＝５．９８８４３－
０．００２７６Ｘ２－０．０１２９５Ｘ６＋０．０２２２７Ｘ８＋０．００７５０Ｘ２Ｘ６－
０．０２５００Ｘ２Ｘ８ －０．１２９７３Ｘ

２
２ －０．１１２０５Ｘ

２
６ －

０．１１９１２Ｘ２８。
回归模型的方差分析如表８所示。
由表８可知，该模型 ｐ小于０．０１，说明此模型

极显著。Ｘ２、Ｘ６及Ｘ８的一次项和因素之间的交互作
用对ＤＨＡ产量均无显著影响，但各因素的二次项
对ＤＨＡ产量均有极显著影响。该模型的决定系
数为８７．３７％，表明８７．３７％的因变量变化可以由

该回归模型解释，拟合度良好，该模型分析预测的

突变株发酵培养基优化的实验结果值得信赖。该

模型方差失拟项不显著，因此不必对该二次回归

模型精选调整［１５］。

表８　回归模型的方差分析

来源 自由度 平方和 均方 Ｆ ｐ
模型 ９ ０．５４２７ ０．０６０３ ７．６９ ０．００２
Ｘ２ １ ０．０００１ ０．０００１ ０．０１ ０．９１０
Ｘ６ １ ０．００２３ ０．００２３ ０．２９ ０．６０１
Ｘ８ １ ０．００６８ ０．００６８ ０．８６ ０．３７５
Ｘ２Ｘ６ １ ０．０００５ ０．０００５ ０．０６ ０．８１５
Ｘ２Ｘ８ １ ０．００５０ ０．００５０ ０．６４ ０．４４３
Ｘ６Ｘ８ １ ０．００３２ ０．００３２ ０．４１ ０．５３７
Ｘ２２ １ ０．２４２５ ０．２４２５ ３０．９５ ０．０００
Ｘ２６ １ ０．１８０９ ０．１８０９ ２３．０９ ０．００１
Ｘ２８ １ ０．２０４５ ０．２０４５ ２６．０９ ０．０００
残差 １０ ０．０７８３ ０．００７８
失拟项 ５ ０．０３７０ ０．００７４ ０．９０ ０．５４５
纯误差 ５ ０．０４１３ ０．００８３
总和 １９

　　通过Ｅｘｃｅｌ的规划求解，对所得的二次回归模
型进行最佳条件预测，规划求解的结果为 Ｘ２ ＝
－００２１，Ｘ６＝－０．０５１，Ｘ８＝０．０９２，最大响应值为
５９９，即 ＮａＣｌ添加量 ４ｇ／Ｌ，Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４添加量
１２．４４ｇ／Ｌ，葡萄糖添加量１２５．４６ｇ／Ｌ时，ＤＨＡ产量
最大，为５．９９ｇ／Ｌ。在最佳条件下进行３次摇瓶发
酵实验，最终得到的 ＤＨＡ平均产量为６．０１ｇ／Ｌ，与
理论计算结果非常接近，表明二次多元回归模型拟

合情况良好。最佳条件下突变株的 ＤＨＡ产量比原
始菌株裂壶藻的ＤＨＡ产量提高了４９．８８％。
２．３　发酵罐发酵培养时溶氧水平对突变株代谢的
影响

裂壶藻是一种需氧真核生物，氧气含量会极大

程度影响发酵过程中细胞生长繁殖速度和代谢速

率。按１．２．４方法采用优化的发酵培养基对突变株
进行发酵培养，考察溶氧水平（２０％、４０％、６０％、
８０％）对发酵过程的影响，结果如图１所示。由图１
可以看出，突变株在溶氧水平为８０％下培养６ｄ时，
其生物量稳定在４５．５ｇ／Ｌ左右，比溶氧水平为２０％
时高了１４．３ｇ／Ｌ。此外，溶氧水平为 ８０％和 ６０％
时，突变株生物量在１～４ｄ时的增长速率明显比溶
氧水平为 ２０％和 ４０％时的要大，但溶氧水平为
８０％时的最终油脂产量和 ＤＨＡ产量却远低于溶氧
水平为４０％和６０％时的，这可能是因为突变株在氧
气充足的情况下会将大量的营养物质用于自身生长

繁殖，而不是用于产生油脂和 ＤＨＡ，因此一旦停止
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了营养物质的供应，或者是未能及时补充营养物质，

都会极大程度地降低油脂和ＤＨＡ产量。其次，溶氧
水平过低也会对生物量、油脂产量和ＤＨＡ产量造成

影响，这是因为低溶氧水平会影响三羧酸循环，导致

葡萄糖氧化生成三磷酸腺酐（ＡＴＰ）的过程受到抑制，
最终使细胞因能量代谢不足而减慢繁殖的速度［１６］。

　 　
图１　溶氧水平对发酵过程的影响

３　结　论
本研究通过ＰＢ实验、最陡爬坡实验和响应面实

验优化发酵培养基配方，并通过发酵罐发酵培养研究

了溶氧水平对裂壶藻突变株代谢的影响。确定了发

酵培养基中显著影响ＤＨＡ产量的３个组成成分的添
加量，即Ｃ５Ｈ８ＮＮａＯ４１２．４４ｇ／Ｌ、ＮａＣｌ４ｇ／Ｌ、葡萄糖
１２５．４６ｇ／Ｌ，在此条件下ＤＨＡ产量达到６．０１ｇ／Ｌ。溶
氧水平实验结果表明，低溶氧水平更有利于胞内合成

ＤＨＡ，高溶氧水平量则有利于细胞生长繁殖。本研
究表明，优化发酵条件可以提高突变株ＤＨＡ产量。
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