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摘要" 为提高裂殖壶菌产
$%&

的生产强度! 筛选比较出对裂殖壶菌生长和产油有显著影响的

促进因子!发现
'(

")对
9:1';<:1=0/8'> *+,&-./!0

生长有显著的促进作用!吲哚丁酸"

1-&

#对裂

殖壶菌生长和产油有双重促进作用$ 在此基础上进行了两因素"

'(

"2和
1-&

%&三水平响应面实

验!通过响应模型得到最优添加方案$ 在摇瓶发酵中得到验证后!继而在
3-4 5,6 7

发酵罐内测

定对照组
9:1';<:1=0/8'> *+,&-./!0

的发酵特性曲线!依据其发酵规律!将发酵周期分为菌体适

应期&快速生长期&油脂快速积累期&油脂返耗期$测定了
'(

"2和
1-&

对
5,6 7

发酵罐中裂殖壶菌

培养和发酵的特征曲线!并与对照组进行多参数比对!发现添加双促进因子可加大快速生长期

的细胞生长速率 ! 延长生物量增长的时间 ! 生物量和
$%&

产量皆得到提高 $ 最终使

9:1';<:1=0/8'> *+,

的
$%&

生产强度提高了
6!,""8

$
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二十二碳六烯酸 #

$%&%'()*+*,%-& (&-$

! 简称

!"#

$!属于
!. /

型长链多不饱和脂肪酸!对婴儿

视力发育和儿童智力发育起重要作用! 对高血压%

关节炎%成人糖尿病%抑郁%动脉粥样硬化%血栓形

成和某些癌症有预防效果01.23

& 作为
!"#

生产菌株!

裂殖壶菌#破囊壶菌科!

!"#$%&"#'()$*+ '45

'生长快!

产油高!

!"#

含量高! 菌体是一种安全的食品添加

剂!已成为工业化生产
!"#

的优秀菌种之一067183

&无

机盐中的金属离子是微生物体内一些酶的辅基!参

与调节酶的结构和活性!调节细胞膜通透性!对于

属于海洋真菌的裂殖壶菌有明显影响0113

& 生长素是

一类能以极低的浓度来调节植物的生理过程的微

量活性物质!对破囊壶菌#

,- )&./*+ 9:;

'和裂殖

壶菌的生长和产
!"#

有很大影响01;.1<3

&作者首先分

别研究了无机盐和生长素类植物激素对裂殖壶菌

生长和产油的影响! 确定
:*=>

?

对裂殖壶菌的生长

有显著促进作用!吲哚乙酸#

@,$%A*BCDEF-& (&-$

!简称

@G#

'则对裂殖壶菌生长和产
!"#

有明显提高& 在

此基础上进行了
:*=>

?

和
@G#

的两因素%三水平的

响应面中心组合试验设计! 旨在探究
:*=>

?

和
@G#

的组合添加对裂殖壶菌生长% 产油和
!"#

含量的

影响!得到组合添加
:*=>

?

和
@G#

培养裂殖壶菌产

!"#

的最佳培养方案& 最后在
HI2 J

发酵罐中分别

进行了对照组和优化后发酵策略的放大实验!探究

:*=>

?

和
@G#

对裂殖壶菌发酵周期中各阶段的影响&

)*)

菌种

裂殖壶菌
!"#$%&"#'()*$+ '45#G7618

!由作者所

在实验室
#KLM

诱变获得! 于
7?8 !

保存于
;8N

甘

油管中&

)*+

培养基

种子培养基"

<8 OPJ

葡萄糖!

18 OPJ

胰蛋白胨!

2

OPJ

酵母提取物!溶于
28N

人工海水中& 人工海水配

方由作者所在实验室在基础上优化所得 "

11 OPJ

Q(RA

!

85S OPJ TRA

!

15;; OPJ 9ORA

;

!

85H1 OPJ R(=>

?

!

85U< OPJ 9O=>

?

&

发酵培养基"

188 OPJ

葡萄糖!

? OPJ

胰蛋白胨!

1S OPJ 9O=>

?

!

;8 OPJ

谷氨酸钠!

;52 OPJ T"

;

M>

?

!

85?

OPJ R(RA

;

!蒸馏水与人工海水按体积比
1"1

混合&

)*,

培养方法

)*,*)

摇瓶种子培养 接种
1 VJ

甘油管菌种于种

子培养基中!

;88 FPV-,

%

;S !

下培养
?S )

为一级种

子液&将一级种子液以
18N

接种体积分数接入
188

VJ

种子培养基中!

;88 FPV-,

%

;S !

下培养
;? )

为

二级种子液&

)*,*+

摇瓶发酵方法 将一级种子液以
18N

接种

体积分数接入
188 VJ

发酵培养基中!

;88 FPV-,

%

;S !

下培养
2 $

&

)*,*,

补料分批发酵方法 将二级种子液以
18N

接种体积分数接入载有
< J

发酵培养基的
QG=118

型
H52 J

发酵罐中! 中后期维持葡萄糖质量浓度在

一定范围内!调控
4"

为
65S

!

?88 FPV-,

%

;S !

下培养

2 $

!进行补料分批发酵&

)*-

测定方法

)*-*)

菌体干质量测定 取
18 VJ

发酵液于已称

质量的离心管中!于
S 888 FPV-,

离心
12 V-,

!弃上

清液!再以去离子水清洗菌体!置于
68 !

干燥箱中

烘干至恒质量!称质量&

!RW

#

OPJ

'

X

#烘干质量
7

离心管质量'

#1 888

18

)*-*+

裂殖壶菌油脂提取 取
;8 VJ

发酵液于旋

塞离心管中!于
S 888 FPV-,

离心
12 V-,

!弃上清液!

再以去离子水清洗菌体& 以去离子水定容至
2 VJ

!

加入
S VJ

盐酸!加入玻璃珠混匀!

H8 !

水浴
; )

&加

入
;8 VJ

正己烷!混匀!取上层有机层于已称质量的

蒸馏瓶中!于
22 !

真空旋转蒸发至恒质量!称质量&

油脂质量浓度
X

#恒重质量
7

蒸馏瓶质量'

#1 888

;8

)*-*,

油脂中脂肪酸组成测定 脂肪酸甲酯化及

脂肪酸组成测定参照文献
0U3

&

材材材材材料料料料料与与与与与方方方方方法法法法法
''''

'

'"'
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!"#"#

发酵液中葡萄糖质量浓度测定 取发酵液
!

"#

!于
$ %%% &'"()

离心
*+ "()

!取上清液用去离子

水稀释至适当质量浓度! 利用
,-./0%-

型生物传

感分析仪测定葡萄糖质量浓度"

$"!

无机盐分别对
!"#$%&"#'()*$+ %&"'()*!+

生

长和产
,-'

的促进作用

分别选择了
1),2

0

#

3)45

6

#

78,2

0

进行实验!三

组实验所得结果中以生物量为标准所确定的最优

添加量及其对应的发酵结果见表
*

"

1),2

0

抑制了
!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/<*%

生长!

在添加了
1),2

0

的实验中 ! 菌体生物量下降了

*%;=>

!油脂产量和
?@.

产量亦有所下降"

1)

6A对包

括糖酵解途径中的一些重要酶促反应有抑制 B*0C

!推

测可能是
1)

6D影响了
!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/<*%

中

的能量代谢!从而影响了细胞的生长和产油"

3)45

6

对细胞生长和
?@.

产量无明显影响!而

对胞内油脂产量有所抑制! 使得油脂内
?@.

质量

分数提高了
*%;<>

" 根据
3)45

6

组实验数据分析发

现添加量在
60E0$ "F'G

时! 胞内油脂含率逐渐降

低!而油脂内
?@.

质量分数逐渐提高" 裂殖壶菌利

结结结结结果果果果果与与与与与讨讨讨讨讨论论论论论
::::

:

表
! ./01

#

#

2/34

$

#

5601

#

对
!"#$%&"#'()*$+ %&"'()*!+

生长和产油的影响

78946 ! :;;6<=% >; ./01

#

#

2/34

$

#

5601

#

>/ ,3?@4A&AB%@,-' A/ !"#$%&"#'()*$+ %&"'()*!+

实验组别
4?H'

$

F'G

% 油脂产量
'

$

F'G

%

?@.

质量浓度
'

$

F'G

% 油脂中
?@.

质量分数
'>

对照组
I6;$ **;06 0;J* 0I;%+

1),2

0

$

66 "F'G

%

6J;$0 *%;6 0;IJ 0I;%I

3)45

6

$

0$ "F'G

%

I0;60 *%;0$ 0;J$ 0=;K

78,2

0

$

* ""L5'G

%

00;++ *+;JI =;* 00;+K

图
! 5601

#

对裂殖壶菌生长和产油的影响

5AC" ! :;;6<= >; 5601

#

>/ 9A>D8%%

!

4A&AB%

!

,-' A/

!"#$%&"#'()*$+ %&"'()*!+

用
M.?N@

和乙酰辅酶
.

通过不同的代谢途径合成

饱和脂肪酸和与多不饱和脂肪酸 $

?@.

#

?N.

#

ON.

%

B*+C

"

基于此!作者推测
3)

6D对
!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/<*%

中饱和脂肪酸的合成有明显抑制作用!而对其多不

饱和脂肪酸的合成无明显影响"

78,2

0

对细胞的生长有显著促进作用! 添加量

为
* ""L5'G

时菌体生物量较对照组提高了
I+;=P

!

78,2

0

组实验结果见图
*

" 通过分析发现!

78,2

0

对

细胞生长和产油的促进作用不同步!

* ""L5'G

时对

细胞的促进最大! 而在
*;+ ""L5'G

油脂内
?@.

质

量分数促进最大!为
0K;*I>

!此时生物量为
0*;%I F'G

"

基于此!可在后期利用裂殖壶菌发酵周期中发

酵特性的变化开展分阶段补加
78

6D的研究"

78

6D作为

辅基参与多种酶促反应! 而其对
!"#$%&"#'()*$+ 9:;

.-/K*%

生长的高效促进作用可能是由于其参与了

细胞生长#产油中的某些代谢途径!促进了能量代

谢" 后续可通过分子生物学手段如转录组学等方法

进行
78

6D高效促进
!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/K*%

细胞

生长的机理研究"

$"$

生长素对
!"#$%&"#'()*$+ %&"'()*!+

生长和

产油的影响

分别选择了吲哚乙酸$

Q..

%#萘乙酸$

M..

%#吲

哚丁酸$

Q-.

%进行实验!三组实验所得结果中以生

物量为标准所确定的最优添加量及其对应的发酵

结果见表
6

"

吲哚乙酸对
!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/K*%

的生长

有一定的抑制! 添加
Q..

后菌体生物量略有下降!

油脂含率和
?@.

产量变化不明显! 说明
Q..

对

!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/K*%

的生长和产油并无促进

作用!不适用于后续研究"

萘乙酸为类生长素!可促进植物细胞分裂与扩

大" 实验结果表明!它对
!"#$%&"#'()*$+ 9:;.-/K*%

的生长有一定促进作用!在添加量为
* "F'G

时生物

量达到最大!为
I=;I+ F'G

!较对照组提高了
*I;K>

"

实验同时表明!

M..

对细胞产油和产
?@.

产量并

9;:
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表
!

中心试验设计与结果

"#$%& ! '()&*+,&-. /&0+1- #-/ *&02%.0 34 5&-.&* 53,)30+.& /&0+1-

实验号
! $%&'

(

浓度
)

!

**+,)-. " /0#

质量浓度
)1*2)-. !34)12)-.

油脂产量
)12)-. !"#

产量
)12)-.

5 5677 (658 (96:9 5;65< 86=8

: 5685 8677 =<6(( 5:68: 96>>

= 5697 <677 =>6>7 5=679 96<>

( 5677 8677 (>6>< 5868( >69:

9 5697 9677 (:68> 5969: 867;

; 7697 <677 =>6>7 5=65: ;6=5

8 5677 8677 (>6<7 58687 >697

> 76:< 8677 (=695 556=; 96:7

< 5677 8677 ((6>< 5;6:8 86>=

57 7697 9677 (=6<> 596;9 86=5

55 5677 8677 (>6>> 5868< >69;

5: 5677 8677 (>6<7 58687 >695

5= 5677 <6>= (:6;8 5(677 ;6;:

表
6 788

!

988

!

7:8

对
!"#$%&"#'()*$+ 0);<:=>?@

生长和产油的影响

"#$%& 6 '44&5.0 34 7<<A9<<A7:< 3- BCDA%+)+/0ABE< +- !"#$%&"#'()*$+ 0);<F=>?@

实验组别
3!4)

!

2)-

" 油脂产量
)

!

2)-

"

!"#

产量
)

!

2)-

" 油脂中
!"#

质量分数
)?

对照组
=:6> 556(: (6<5 (=679

/##

!

769 *2)-

"

=:6(5 5768( (68; ((6=

@##

!

5 *2)-

"

=86=9 5=6=8 ;67= (965:

/0#

!

8 **+,)-

"

=;65 5:69; ;6(9 (869=

无明显影响#

吲哚丁酸对
#$%&'($%)*+,&- AB6#0C;57

的生长

和产油均有明显促进作用$添加量为
8 *2)-

时生物

量%油脂产量和
!"#

产量均达到最大值$结果见图
:

#

推测
/0#

不仅促进了细胞的增殖和生长$同时与胞

内多不饱和脂肪酸合成途径中的相关酶系有影响$

促进了多不饱和脂肪酸的合成$从而提高了胞内油

脂中的
!"#

质量分数$后续将选择
/0#

进一步研究#

图
6 7F<

对裂殖壶菌生长和产油的影响

G+1; 6 H44&5. 34 7F< 3- $+3,#00

"

%+)+/0

"

BE< +-

!"#$%&"#'()*$+ 0);<F=>?@

6;I

促进因子应用于发酵的响应面法优化

在单因素实验中裂殖壶菌的生物量%油脂产量

和油脂中
!"#

的质量分数有所提高# 为了进一步

提高
!"#

生产水平$ 在单因素研究的基础上$以

$%&'

(

%

/0#

的最佳点作为中心点$在
977 *-

摇瓶中

进行两因素 % 三水平的响应面优化实验 $ 利用

!%AD2E CFGB%HI6J>676;65

软 件 中
3%EI%H 3+*B+ADI%

!%AD2E

进行实验设计# 设计因素包括
#

&

$%&'

(

添加

浓度%

0

&

/0#

添加质量浓度$因变量包括
!34

%油脂

产量%

!"#

产量$实验方案与结果见表
=

#

利用
!%AD2ECFGB%HI6J>676;65

软件分别对油脂

产量和
!"#

产量进行回归分析与拟合# 油脂产量

的回归模型及方差结果见表
(

# 模型的
.K5<6<

$

/076777 9

# 一般认为当
/

值小于
7679

时$ 模型显

著$因此该模型显著#模型失拟项
.056:>

$

/K76(7> <

#

一般认为
/

值大于
7679

时$不显著$因此模型失拟

项不显著 # 模型中
"

%

!"

%

!1

和
!

: 的
/

值小于

7679

$说明这些因素显著$

!

的
/

值大于
765

$说明不

显著# 多元二次回归模型为&

油脂产量
KC56(8= ;=L:7 697( ;8M$%&'

(

L

:6<5< 7<M /0#C5767=8 (8 M$%&'

(

:

C76:(( ;=M/0#

:

'"%
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*+,!-$) +. .++/ #%("-%" $-/ 0(+'"%&-+)+12 345678 -4699 :;9<
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!

?A =5

"

"BC=BD@BE /&$ FG4HIDA@4B JK #ILL5K .?#+

M

=BH (0N

A4 AC? .?GO?BA=A@4B 4> !"#$%&"#'()*$+ PL6

表
!

油脂产量二次响应面回归模型方差分析

"#$%& ! '(#%)*+* ,- .#/+#(0& -,/ 12#3/#4+0 /&*5,(*& *2/-#0& /&6/&**+,( 7,3&% ,- 48& %+5+3* )+&%3

方差来源 平方和 自由度 均方
!

值
"

值
#!

可能性 显著性

模型
!!"#$ ! %&'() &*'*+ ('((( ! ,-./-0-12/3

$45678

9

(":) & (':) (')$ ('9(* &

%4;<= >'&* & >'&* &$'>& +'++: 9

$

?

9:'>+ & 9:'>+ >*'*) @ +'+++ &

%

?

$'$$ & $'$$ &:'$> +'++$ &

残差
:'*+ > +'9*

失拟性
?'&* 9 +'!! &'?> +'9+> * /A3 ,-./-0-12/3

纯误差
&')& 9 +'9:

总差
!*'?$ &?

&

?

B+'*:9 : =CD &

?

B+'*+% 9 E'F' GB9'!$

表
9 :;<

产量二次响应面回归模型方差分析

"#$%& = <(#%)*+* ,- .#/+#(0& -,/ 12#3/#4+0 /&*5,(*& *2/-#0& /&6/&**+,( 7,3&% ,- 48& :;< )+&%3

方差来源 平方和 自由度 均方
!

值
"

值
#!

可能性 显著性

模型
%9'$9 9 :'$$ ?!'>? +'+++ % ,-./-0-12/3

'45678

9

+'+?+ % +'+?+ +'%9 +')%* )

%4;<= %'?: % %'?: >'$> +'+%> $

'

?

%?'%: % %?'%: >!'!: @ +'+++ %

%

?

?'9) % ?'9) %)':* +'++: %

残差
%'%: > +'%9

失拟性
+')! 9 +'%* %'*: +'?)+ 9 /A3 ,-./-0-12/3

纯误差
+':* 9 +'+*)

总差
%!')> %?

&

?

B+'*?> % =CD &

?

B+'>*? ? E'F' GB!'?:

HI=

产量的回归模型及方差结果见表
!

! 模型

的
!B?!'>?

"

"B+'+++ %

!该模型显著"失拟项不显著!

模型中
%

#

'%

#

'(

和
'

?的
"

值小于
+'+!

"说明这些

因素显著"

'

的
"

值大于
+'%

"说明不显著! 多元二

次回归模型为$

HI=

产量
B4?'*%) $$J&+'$$+ >)K 5678

9

L

&'>>) !&K;<=4!'?>( *9K 5678

9

?

4('&9> >:K;<=

?

通过所获模型方程对油脂产量和
HI=

产量进

行整理"得到
'

$

('*! MMANOP

"

%

$

$'! M.OP

"细胞生物

量为模型预测值为
9>':> .OP

" 油脂产量
&)'!* .OP

"

HI=

产量
>'9: .OP

" 油脂中
HI=

质量分数为

9)'*Q

! 在该条件下进行三次平行试验"实验结果为

生物量%

9*"?:!("?!

&

.RP

"油脂产量%

&)'):!('&:

&

.RP

"

HI=

产量%

>'&&!('?:

&

.RP

"油脂中
HI=

质量分数

%

9)'$!('?

&

G

! 实验结果与预测值相吻合"见图
:

!

>?@

添加促进因子后裂殖壶菌发酵的特性

>?@?A

对照组中裂殖壶菌细胞形态变化走势 裂

殖壶菌生殖方式包括二分裂生殖#孢子生殖和异形

体增殖" 作者所在实验室菌株
)*+,-.*+/012,3 ,S'

=<4$&(

以连续二分裂为主要生殖方式 T&9U

! 在
V<7

)'! P

发酵罐中补料分批发酵下培养
)*+,-.*+/012,3

,S'=<4$&( ! C

"初始装液量
: P

"接入体积分数
&(G

预培养的种子液"

?> "

#通气量
: WWM

"

SI $'>

条件

下对裂殖壶菌进行发酵培养"

9> X

开始补加一定葡

萄糖" 维持葡萄糖质量浓度在
9(Y!( .OP

" 观察

)*+,-.*+/012,3 ,S'=<4$&(

发酵周期中各分裂形态

细胞%单细胞#二分体#四分体#八分体#多分体和成

团细胞&的比例"确定裂殖壶菌发酵周期中细胞所

处的时期!

发酵前期"分裂形态细胞占据主体! 二分体比

例在
$ X

时达到峰值
9)'9G

" 之后八分体细胞则占

据主体地位"

&?Y?9 X

时" 八分裂细胞比例维持在

!)GY$9G

! 单细胞比例在前期%

$Y&> X

&有所下降"

在
&> X

达到最低值
&&'&G

"中后期则持续上升! 中

9;M
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图
! "#$%#& "'()'*+%# ,#*+-$

实验设计下
!"#$%&"#'()*$+ *)./01234

发酵响应面

5+-. ! 6#*78%* '9 9#&(#$%:%+'$ '9 !"#$%&"#'()*$+ *)./01234 ;+%< "#$%#& "'()'*+%# ,#*+-$

期分裂形态细胞比例开始下降!单细胞比例持续增

高!至
$$ %

时!单细胞比例超过
&'(

"后期各形态细

胞趋于稳定!细胞基本停止分裂活动" 作者在观测

时未计入异形体#孢子囊等其他增殖方式的细胞形

态!见图
)

"

图
=

裂殖壶菌发酵周期中各形态细胞比例的变化

5+-. = 6:%+' '9 >+99#&#$% ('&)<'8'-+? ?#88* >7&+$-

9#&(#$%:%+'$ '9 !"#$%&"#'()*$+ *)./01234

由此说明裂殖壶菌发酵过程中!前期菌体以分

裂细胞形态为主!细胞快速分裂$中期细胞开始分

离!细胞开始变大!逐渐转入产油期!多细胞形态比

例减少!细胞分裂速度减慢!至后期细胞基本稳定!

无明显形态变化"

@.=.@

裂殖壶菌发酵特性 在
*+, -.& /

发酵罐中

补料分批发酵条件下培养
!"#$%&"#'()*$+ 01.#+2$3'

& 4

!发酵策略同上!每隔
35

小时取样!测发酵液中

葡萄糖#生物量#油脂产量#油脂中脂肪酸组成" 对

照组及添加促进因子后的发酵特性曲线见图
&

"

分析对照组发酵特性曲线!

!"#$%&"#'()*$+ 01.

#+6$3'

的补料分批发酵周期中!

3

% 生物量变化规

律&

'75) %

内!菌体量增长缓慢!碳源消耗速率小!

5)7-5 %

菌体量快速增长! 特别在
5)7)8 %

内对碳

源的细胞得率'

,

9:,

%最大!细胞平均生长速率为
3.3;

<:

'

/

(

%

%!

8' %

时生物量达到
$).$ <:/

! 之后生物量

缓慢下降"

5

%油脂含率变化规律&

357)8 %

内菌体内

油脂含率缓慢下降!而在
)87;$ %

内迅速上升!

;$ %

时达到最高值
)'.&=

! 之后至发酵结束期间内缓慢

下降" 发酵伊始生物量和油脂产量均较低!所得油

脂含率误差较大!此处并未分析"

>

%油脂内
!"#

质

量分数&油脂中
!"#

质量分数在
357$' %

内持续降

低!在
$'735' %

内持续缓慢上升!至发酵结束时达

到
)3.3>=

"至发酵结束时!菌体生物量为
$).'$ <:/

!

菌体内油脂含率
>8.;=

! 油脂中
!"#

质量分数为

)3.3>=

"

结合发酵周期中细胞形态变化趋势 !

'75) %

内!菌体快速分裂!但代谢速率低!细胞个体仍较

'"(
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?A =5

"

"BC=BD@BE /&$ FG4HIDA@4B JK #ILL5K .?#+

M

=BH (0N

A4 AC? .?GO?BA=A@4B 4> !"#$%&"#'()*$+ PL6

结结结结结 语语语语语
7777

7

小!生物量上升缓慢"

!"#"$ %

内!细胞仍处于旺盛

分裂时期!碳源消耗速率高!细胞得率高!生物量快

速增长!细胞数量和个体均处于增长时期"

"$#&' %

内!细胞二分裂活动逐渐减缓!开始快速积累油脂!

且在前期#

"$#(! %

$以合成饱和脂肪酸为主%

&'#)!* %

菌体量和细胞活动都趋于稳定!葡萄糖消耗速率和

比消耗速率下降! 菌体消耗了自身的一部分油脂!

且偏好于消耗饱和脂肪酸" 依据上述特点确定&

!"#$%&"#'()*$+ +,-./0')*

的补料分批发酵周期中!

*#!" %

为菌体适应期!

!"#"$ %

为菌体快速生长期!

"$#&' %

为油脂快速积累期!

&'#)!* %

则为油脂返

耗期%

图
! !"#$%&"#'()*$+ "#$%&'()*

发酵特性曲线对照组 #添

加了促进因子组

+,-$ . +/01/2343,52 6740463/0,"3,6 6809/ 5: !"#$%&"#'()*$+

";$%&'()* <,37 652305= "8;;=> +/?@

A

BC&%

添加促进因子的补料分批发酵中!菌体适应期

#

*#!" %

$! 添加双促进因子的试验组与对照组并无

明显区别% 快速生长期#

!"#"$ %

$!双促进因子的添

加有效促进了菌体的生长!试验组的生长速率达到

)-1) 23

#

4

'

%

$!较对照组提高了
!'-(5

!至快速生长

期结束!试验组的生物量达到
"&-!6 234

" 油脂积累

期 (

"$#&' %

$! 试验组细胞的油脂含率略低于对照

组!分析原因可能是生物量的提高更多地消耗了培

养基中营养元素和溶氧等!一定程度上限制了胞内

油脂积累%

"$#$" %

为产油旺盛期!试验组的油脂积

累速率为
*-'*" 23

(

4

)

%

$!高于对照组的
*-"1" 23

(

4

*

%

$!

这依赖于试验组更高浓度的菌体+ 产油期结束时!

试验组油脂中
78.

为
")-15

!高于对照组!说明双

促的添加有利于细胞中
78.

的合成" 油脂返耗期

(

&'#)!* %

$!生物量至
)*$ %

时仍有微弱增长!达到

最高值
&6-*6 234

!说明双促的添加延长了菌体的生

长期!后期试验组生物量消耗较对照组大!这可能

是试验组生物量基数较大引起的" 至发酵结束时!

添加双促进因子的补料分批发酵生物量, 油脂产

量,

78.

产量分别为
&*-1'

,

61-"!

,

)1-1! 234

"

78.

生产强度为
6-)* 23

(

4

*

9

$!得到了有效提高"

双 促 进 因 子 的 添 加 可 有 效 地 提 高

!"#$%&"#'()*$+ +,- ./0')*

快速生长期的生长速率!

促进产油期
78.

的合成!对
78.

的产量和生产强

度有大幅提高!证明双促进因子的添加对高密度发

酵产
78.

同样有显著促进" 同时!本研究并未将发

酵技术复杂化!有利于放大生产!同时与其他技术

手段相结合! 进一步提高高密度发酵的生产水平!

有望提高大规模发酵产
78.

的生产强度"

作者确定了
:;<=

"

可高效促进
!"#$%&"#'()*$+

+,-./0')*

的生长 !

>/.

对
!"#$%&"#'()*$+ +,-./0

')*

生长和产
78.

均有促进!并利用中心组合实验

设计确定了两种促进因子组合添加的最适添加量

为
:;<=

"

*-&1 ??@A34

!

>/. '-1 ?234

!摇瓶验证试验

中较对照组生物量提高了
1*-*)5

!

78.

产量提高

了
'1-)(5

" 通过初步放大发酵试验证明!添加两种

促进因子高效促进了菌体生长!提高了快速生长期

细胞的生长速率!延长了菌体增长的时期!至发酵

结束时生物量为
&*-1' 234

! 油脂产量为
61-"! 234

!

78.

产量为
)1-1! 234

! 较对照组均有明显提高!且

78.

的生产强度提高了
1)-!!5

"

9;Q
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