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Abstract： In the manuscript，the effect of VB12，biotin，VB1，VB5，VB6 on the growth of
Schizochytriumsp.JN -168 and DHA production were studied with single factor experiment. The
results showed that the additon of vitamins could efficient increase the DHA yield and the a
optimum concentration were 0.1，0.005，0.005，0.3，0.05 mg/L，respectively. Amongt them，it was
found that the highest DHA yield was achieved by VB12 addition. Then follow by VB6，VB3，biotin
and VB1. Futhermore，the simultaneously addition of these five kinds of vitamins with the optimum
concentration could greatly improve the DHA yield. The final DHA yield was increased by 53.8%
compared to the value of the control.
Keywords： vitamin，Schizochytrium，DHA

摘要 ： 采用单因素研究了 VB1，VB3，VB6，VB12， 生物素 5 种 B 族维生素对裂殖壶菌
Schizochytriumsp.JN-168发酵产 DHA的影响。 实验表明：适量地添加 5 种维生素中的任一种均
可提高 DHA 的产量，5 种维生素的最适的质量浓度分别为 0.1，0.005，0.005，0.3，0.05 mg/L，在
各自最适的质量浓度下，VB12对 DHA产量的提高效果最好，VB6和 VB3次之， 生物素和 VB1最
差。将 5 种维生素以最适的质量浓度同时添加到发酵培养基中可以大幅度提高 DHA产量，与对
照相比提高了 53.8%，亦远高于添加单一维生素的效果。
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研究论文

二十二碳六烯酸英文简称 DHA，系统名为全顺
式△-4，7，10，13，16，19-二十二碳六烯酸， 是 n-3

系列多不饱和脂肪酸中的重要一员。 由于含有 5 个
不饱和键的特殊结构，DHA 对于人体的健康具有特
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殊的作用和重要的影响。DHA主要存在于人体的大
脑皮层和视网膜中。 研究表明：DHA 在预防脑血栓
[1]、促进婴儿的大脑合成、婴幼儿的智力发育 [2]、消
炎 [3]、抗心律失常 [4]等方面具有重要作用，此外目前
已有学者致力于 DHA抗癌的研究， 有报道称 DHA
可以诱导癌细胞凋亡， 在抗癌药物研发的进程中具
有广阔的应用前景[5]。 基于二十二碳六烯酸的这些重
要作用，它已经广泛应用于食品、医药、饲料等方面。

图 1 DHA 结构式
Fig. 1 Structure of DHA

目前工业化的 DHA 主要是从深海鱼油中提炼
所得，但是从鱼油中提取 DHA 具有诸多弊端，例如
腥味重、胆固醇含量高，以及受气候和位置变化的
影响，鱼油中 DHA的含量不稳定。此外鱼油中 DHA
往往与 EPA同在，分离过程复杂，提取成本较高。这
些缺点严重阻碍了 DHA 的工业化发展。 利用发酵
法生产 DHA 具有含量高、产品质量和产量稳定、脂
肪酸组成简单、不含鱼腥味、提取容易等优点，备受
国内外学者关注。
裂殖壶菌是隶属于真菌门、卵菌纲、水霉目、破

囊壶菌科的一类海洋真菌， 由于其具有生长迅速、
DHA含量高、易于培养等优点，是研究 DHA 发酵的
最佳菌株。 目前国内已有学者致力于通过优化发酵
培养基来提高 DHA 的产量，朱路英等研究了碳、氮
源浓度和培养时间对裂殖壶菌发酵产 DHA 的影
响 [6]。 夏小乐等通过分批发酵探求初始碳氮比对
Schizochytrium sp.JN-3发酵产 DHA的影响，优化后
DHA产量达到 7.4 g/L[7]。在菌体生长和代谢过程中，
微生物对碳、氮源的需求量大，但是有些生长因子
如维生素，微生物对它的需求量较小，但是由于它
参与微生物的生长和代谢产物合成，它们的作用也
不能忽略。 作者研究了 5 种常用维生素对裂殖壶菌
发酵产 DHA 的影响， 以期为裂殖壶菌高产量发酵

产 DHA提供研究基础。

1.1 菌种
裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168， 由作者所

在实验室保存。
1.2 培养基
保藏培养基（g/L）：葡萄糖 5，酵母粉 1，蛋白胨

1，琼脂 20；人工海水 1L，pH 自然。
种子培养基（g/L）：葡萄糖 40，酵母粉 5，NaNO3

1，KH2PO4 1，NaCl 9，MgSO4·7H2O 2.6，KCl 0.6，
CaCl2·2H3O 0.6。
发酵培养基 （g/L）： 葡萄糖 40， 酵母粉 5，

CH3COONH4 5，NaNO3 1，KH2PO4 1，NaCl 9，MgSO4·
7H2O 2.6，KCl 0.6，CaCl2·2H2O 0.6。
以上培养基均在 121 ℃下灭菌 20 min。

1.3 方法
1.3.1 菌种保藏 将制备好的斜面放置在 4 ℃冰
箱中保藏，每隔 15 d转接一次。
1.3.2 种子制备 将保藏在 4 ℃冰箱中的斜面接
种到装有 50 mL 种子培养基的 250 mL 容量三角瓶
中，每瓶一环。 25 ℃、200 r/min培养 42 h。
1.3.3 摇瓶培养 种子液以 10%的接种量接入到
装有 50 mL 发酵培养基的 250 mL 容量三角瓶中，
25 ℃、200 r/min培养 96 h。
1.3.4 生物量的测定 发酵结束后 ， 将培养物
7 500 r/min 高速离心 10 min，倾去上清液，用去离
子水重复洗涤沉淀 3 次， 收集沉淀在-80 ℃下冷冻
干燥至恒重。 用分析天平准确称得其质量。
1.3.5 维生素的添加 在培养基中分别加入维生
素 VB1、VB3、VB5、VB6、VB12以及生物素。VB1、生物素
加入的质量浓度 （mg/L）：0.05，0.1，0.15，0.2；VB12的

质量浓度 （mg/L）：0.1，0.2，0.3，0.4，0.5；VB3、VB6 添

加质量浓度 （mg/L）：0.005，0.05，0.5，1.0。 每种维生
素每个质量浓度设 3个水平进行实验。
1.3.6 油脂提取 采用改进的酸热法提取：向 0.5 g
烘干至恒重的菌体中加入 4 mL 6 mol/L 的盐酸，于
80 ℃水浴中保持 50 min。冷却至室温后向其中加入
4 mL氯仿甲醇的等体积混合液抽提油脂，重复抽提
直至氯仿层无色，合并氯仿层，挥发去除有机溶剂。
1.3.7 DHA检测 称取 50 mg粗油脂加入到 50 mL
的离心管中，以 2 mg 十九酸作为内标，混合均匀后

材料与方法1
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向其中加入0.4 mol/L 的氢氧化钾-甲醇溶液 5 mL，
在 50 ℃水浴中皂化 1 h。 冷却至室温后再向其中加
入 5 mL 质量分数 14%的三氟化硼-甲醇溶液，于
50 ℃水浴中维持 1 h进行甲基化。 衍生化完成后加
入 5 mL 正己烷和 2 mL 饱和氯化钠萃取， 静置分
层，小心移取上层溶液检测。
脂肪酸甲酯采用配有 FID 检测器和 CP－WAX

（30 m×0.32 mm）色谱柱的气相色谱仪 GC－2010 进
行分析。 分流方式进样，进样量 0.8 μL，分流比 1∶4；
载气为氮气；检测过程采用程序升温，初始柱温 120℃
保持 3 min后，以 5℃ /min升温到 180℃保持 1 min，
再以 3 ℃/min 升温到 220 ℃，保持 12 min。 进样口
和检测器温度均为 250 ℃。

2.1 VB12 对 Schizochytrium sp. JN168 发 酵 产
DHA的影响
在基础发酵培养基中单独添加 VB12，使得其终

质量浓度梯度为 0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/L， 对照为
不添加任何维生素。菌体培养 96 h后检测菌体生物
量、菌体中油脂含量、油脂中 DHA含量。 VB12对裂
殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 生长和 DHA 积累
的影响如图 2所示。

图 2 VB12 对裂殖壶菌 Schizochytrium sp.JN168 发酵产
DHA 的影响

Fig. 2 Effect of VB12 on the DHA production of
Schizochytrium sp.JN168

从图 2可知，向基本发酵培养基中添加 VB12对

菌体的生物量没有明显影响，但是却能显著提高菌
体中油脂的含量和油脂中 DHA 的含量。 当 VB12质

量浓度为 0.3 mg/L 时菌体中油脂质量分数、油脂中
DHA质量分数以及 DHA产量同时达到最大， 分别
为 70.02%、34.4%、8.05 g/L，与对照相比分别提高了
16.5%、13.4%、37.4%。 此后随着 VB12质量浓度的增

加， 菌体中油脂的含量和油脂中 DHA 的含量随之
下降。
分析 VB12促进油脂和 DHA 比例提高的原因，

可能是基于其可以作为脂肪酸合成过程中一些特

异性酶的辅酶这一特性。 例如：VB12可以作为脱氢

酶的辅酶[8]。 另外，生物在代谢过程中会产生甲基丙
二酰－CoA， 它与脂肪酸合成底物丙二酰－CoA 的结
构相似， 它的存在会使脂肪酸合成代谢异常，而
VB12作为甲基丙二酰-CoA 变位酶的辅酶， 可以与
甲基丙二酰-CoA 变位酶共同作用将甲基丙二酰－
CoA 转变为琥珀酰-CoA，使脂肪酸的代谢途径恢复
正常。
2.2 生物素和 VB1 对 Schizochytrium sp.JN168 发
酵产 DHA的影响
在基础发酵培养基中单独添加生物素，使得其

终质量浓度梯度为 0.05、0.1、0.15、0.2 mg/L。 同理，
设 计 同 样 的 质 量 浓 度 梯 度 考 察 VB1 对

Schizochytrium sp.JN168发酵产 DHA 的影响。 对照
为不添加任何维生素。菌体培养 96 h后检测菌体生
物量、菌体中油脂含量、油脂中 DHA 含量。 VB1 和
生物素对裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 生长和
DHA积累的影响分别如图 3、图 4所示。
从图 3 可知，向基本发酵培养基中添加生物素

可以明显促进菌体的生长，但是对菌体中油脂的含
量以及油脂中 DHA 含量没有明显的影响。 在生物
素终质量浓度为 0.05 mg/L 时， 菌体生物量达到最
大为 37.8 g/L，与对照相比提高了 11.6%。 基于添加
生物素后菌体的大量积累，DHA 的产量也随之增
加 ，DHA 产量的最高点亦出现在生物素浓度为
0.05 mg/L 处，此时 DHA 产量为 6.6 g/L，与对照相
比提高了 11.6%。随着生物素浓度的进一步增加，生
物量增加的幅度开始减弱，DHA 产量的增幅随之减
小，但是在选定的浓度范围内始终高于对照。

结果与分析2
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图 3 生物素对裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 发酵产
DHA 的影响

Fig. 3 Effect of Biotinon the DHA production of
Schizochytrium sp.JN168

向发酵培养基中添加生物素有利于菌体生长

的这一结论已经有过许多文献报道。 例如：李剑研
究 L.delbrueckii发酵产乳酸时发现， 向培养基中添
加生物素后，可以大幅度提高菌体的生物量[9]。 王宝
贝研究维生素对红法夫酵母产虾青素的影响时发

现生物素添加量为 0.5 mg/L 时，生物量浓度较对照
提高 31.1%[10]。 生物素对菌体具有明显的促进作用，
可能是因为生物素是生物体内多种酶如脱羧酶，羧
化酶以及脱氢酶的辅酶、参与生物体内的新陈代谢。

图 4 VB1 对裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 发酵产
DHA 的影响

Fig. 4 Effect of VB1 on the DHA production of
Schizochytrium sp. JN168

从图 4 可知 ，VB1 对 Schizochytrium sp.JN168
发酵产 DHA 的影响与生物素类似， 它们都只能对
菌体的生长起到一定的促进作用，对菌体中的油脂
含量和油脂中的 DHA 含量的影响很小。 在 VB1质

量浓度为 0.1 mg/L 时， 菌体生物量和 DHA 产量同
时达到最大，分别为 37.28 g/L 和 6.6 g/L，与对照相
比分别提高了 10.1%和 12.6%。

VB1是脱羧酶的辅酶，参与体内糖代谢的过程，
对菌体的生长具有促进作用 。 Tuttle 在考察
Crypthecodiniumcohnii 的培养基组成时， 发现在培
养基中添加 VB1 和生物素时菌体生物量增加显

著 [11]。 与作者的研究结果相符。
2.3 VB3 和 VB6 对 Schizochytrium sp.JN168 发酵
产 DHA的影响
在基础发酵培养基中单独添加 VB6， 使得其终

质量浓度梯度为 0.005、0.05、0.5、1.0 mg/L。 同理，设
计同样的浓度梯度考察 VB3 对 Schizochytrium sp.
JN168发酵产 DHA的影响。对照为不添加任何维生
素。 菌体培养 96 h后检测菌体生物量、菌体中油脂
含量、 油脂中 DHA 含量。 VB6和 VB3对裂殖壶菌

Schizochytrium sp.JN168生长和 DHA 积累的影响分
别如图 5、图 6所示。

VB6同样是生物体内许多酶系的重要辅酶。 除
了参与机体的转氨基反应影响菌体的生长外，它还
参与多不饱和脂肪酸的代谢。 从图 5 可知，向基本
发酵培养基中添加 VB6可以促进菌体生长， 在 VB6

的终质量浓度为 0.5 mg/L 时， 菌体生物量达到最
大，相比对照提高了 14.0%。但是只有低质量浓度的
VB6才能促进菌体中油脂的含量和油脂中 DHA 含
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量的提高， 当 VB6的质量浓度为 0.005 mg/L 时，菌
体中油脂的含量和油脂中 DHA 含量同时达到最大
，与对照相比分别提高了 5%和 8%。 此后随着 VB6质

量浓度的进一步提高， 菌体中油脂的含量和油脂中
DHA含量开始呈现下降趋势， 并逐渐降低到对照以
下。由于 VB6对 Schizochytrium sp. JN168的菌体生长
的影响程度要小于对其菌体中油脂的含量和油脂中

DHA含量的影响程度，所以 DHA的产量的最高点与
后两者一致， 也出现在 VB6质量浓度为 0.005 mg/L
处，此时的 DHA产量与对照相比提高了 20.0%。

图 5 VB6 对裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 发酵产
DHA 的影响

Fig. 5 Effect of VB6 on the DHA productionof
Schizochytrium sp. JN168

图 6 VB3 对裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 发酵产
DHA 的影响

Fig. 6 Effect of VB3 on the DHA production of
Schizochytrium sp. JN168

VB3是辅酶 I 和辅酶 II 的组成部分， 在糖酵解
和脂质代谢过程中具有重要作用。 从图 6 可知，在
基本发酵培养基中添加 VB3对菌体生长、菌体中的
油脂含量和油脂中的 DHA含量的影响相似， 都是低
浓度促进，高浓度抑制。在 VB3质量浓度为 0.005 mg/L
时，菌体生物量、菌体中油脂含量以及油脂中 DHA
含量同时达到最大， 此时所对应的 DHA 产量为
7.08 g/L，与对照相比提高了 26.2%。 随着 VB3质量

浓度的进一步提高，DHA产量开始下降。
2.4 添加 5 种维生素对 Schizochytrium sp.JN168
发酵产 DHA的影响
基于上述单因素实验的结果， 将 VB12、 生物

素、VB1、VB6、VB3 同时添加到发酵培养基中，使其
终质量浓度依次为：0.3，0.05，0.1，0.005，0.005 mg/L，
对照为不添加任何维生素，培养 96 h 后所得结果如
图 7所示。

图 7 混合维生素对裂殖壶菌 Schizochytrium sp. JN168 发
酵产 DHA 的影响

Fig. 7 Effect of mixed vitaminson the DHA production of
Schizochytrium sp.JN168
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从图 7 可知，向基本发酵培养基中添加 5 种维
生素的混合液， 无论是是对菌体生长还是 DHA 的
积累都是十分有利的。在发酵 96 h后菌体的生物量
和DHA 产量分别为 39.44 g/L 和 9.01 g/L，与对照相
比提高了 16.4%和 53.8%。

通过单因素实验研究了 VB12、 生物素 、VB1、
VB6、VB3 对 Schizochytrium sp.JN168 菌体生长和
DHA积累的影响。 实验表明：VB12对菌体内油脂含

量和油脂内 DHA 含量影响较大， 而对生物量没有
明显影响； 生物素和 VB1对菌体生物量影响较大，
对菌体内油脂含量和油脂内 DHA 含量没有明显影
响；VB3和 VB6则对这三者都有明显影响。适量添加
5 种维生素中的任意一种都能够促进菌体内 DHA
的积累，提高 DHA产量。
将 5 种维生素的混合液以最佳质量浓度添加

到发酵培养基中，可以极大地促进 DHA 的积累，效
果好于添加单一维生素。

结 语3
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