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摘要  某些微生物是高质量油脂的生产者. 微生物油脂不仅有益健康, 而且是生物柴油潜在

的油脂来源. 中国是个油脂资源缺乏的国家, 开发微生物源油脂具有重要的意义. 本文以产

油微生物——高山被孢霉菌为出发菌, 以单细胞油脂多不饱和脂肪酸产率为筛选目标, 采用

二步离子束诱变-筛选的策略, 获得了高产菌株. 研究了高产菌株的营养需求, 创建了重复利

用提油后的残体(菌粕)合成微生物油脂的技术. 针对丝状真菌高密度发酵的传能和传质问题, 

研制了 6×50 和 4×200 m3 大容量专用反应器组, 单位发酵容积生物量达 38.2 g/L(发酵液)、油

脂 20.67 g/L. 其中具有重要生理活性的花生四烯酸产率最高达 9.89 g/L, 平均为 8.97 g/L. 花

生四烯酸提取和精炼后的残油转化为生物柴油, 主要指标达到国家生物柴油标准.  
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在自然界, 某些富含脂类的微生物, 如酵母、真

菌、藻类等, 是高质量油脂, 特别是长链多不饱和脂

肪酸 (polyunsaturated fatty acids, PUFAs)的生产者 . 

微生物油脂也称单细胞油脂(single cell oils, SCO). 20

世纪 , 人们试图利用单细胞油脂代替植物或动物油

脂, 但由于经济问题, 此过程进展缓慢. 1985 年世界

上第一个利用毛霉菌(Muco rcircinelloides)工业化生

产-亚麻酸的工程也只持续了 6 年时间[1]. 此后, 少

数国家利用高山被孢霉菌(Mortierella alpina)进行花

生四烯酸的资源开发. 进入 21 世纪, 微藻发酵生产

DHA[2]和生物柴油油脂的研究逐渐发展起来.  

长链多不饱和脂肪酸 , 特别是二十二碳六烯酸

(docosahexaenoic acid, DHA, 俗称脑黄金)和二十碳

四烯酸(arachidonic acid, ARA 或 AA; 花生四烯酸)对

婴幼儿健康发育是必需的[3]. DHA 可从深海鱼油中提

取, 比较容易获得. 而 ARA, 除了母乳中含量较丰富

外 , 自然资源十分稀缺 . 因此 , 开发微生物来源的

ARA 就成为国内外关注的热点课题[4].  

20 年多前, 我们选择产油微生物——高山被孢

霉菌为对象 , 利用离子束诱变技术对其进行遗传性

修饰. 经过 8 年的努力, 获得了具有商业化前景的

ARA 高产菌株 [5], 并在武汉市建立生产基地进行工

业规模的合成研究[6], 生产出国际上 ARA 含量最高

的单细胞油脂[7]. Single Cell Oils 一书认为, 当人们正

在寻找替代的富含 ARA 油脂的生物合成技术时, 中

国武汉利用高山被孢霉菌的新菌株实现了工业化生

产[8].  

在影响发酵产率的诸因素中, “种子”(即菌种)是

第一要素 . 要使菌株在代谢过程中大量地合成并积

累特定产物, 只有控制菌株的代谢过程才能达到. 通

常菌种代谢人工控制有 2种相互补充的途径: 一是对

菌株进行遗传性修饰, 如通过基因工程、细胞工程和

物理化学诱变等; 二是控制发酵条件, 如培养基的优

化、环境条件的调节等. 本文利用以高产 ARA 为筛

选目标的高山被孢霉菌的离子束诱变和筛选策略 , 

研究了突变菌株培养基限制与营养需求矛盾的解决

途径; 针对丝状真菌高密度发酵传能传质问题, 研制

了大容量专用反应器组, 生产出高质量单细胞 ARA
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油脂. 高山被孢霉菌可以代谢 10 多种脂肪酸, 除了

ARA 以外 , 其他主要脂肪酸的含量与大豆油相当 , 

是微生物柴油潜在的油脂来源.  

1  菌种的诱变选育 

1.1  离子束诱变 

高山被孢霉为丝状真菌. 从代谢途径可知, 影响

ARA代谢的至少有 2个关键的环节, 即从乙酰辅酶 A 

(AcCoA)到软脂酸(palmitic acid)的合成以及亚油酸

(linoleic acid)到-亚油酸再到 ARA 的合成[9,10]. 在野

生环境下, 高山被孢霉菌通过自我调节, 维持各个代

谢途径的协调 , 使其代谢产物的积累既不会太少也

不会过多 . 要使菌株在代谢过程中大量地合成并积

累 ARA 油脂, 只有当菌株部分正常代谢机制发生改

变, 切断或减弱支路代谢, 促使两个关键代谢环节朝

着有利于 ARA 合成和积累的方向进行才有可能. 这

必须对菌株进行遗传修饰. 在高山被孢霉菌遗传背景

不是很清楚的情况下, 诱变是菌株改良的首选方法.  

1986 年, 作者发现了离子注入生物效应, 创建

了离子束生物技术, 既可用于诱变育种, 又可用于介

导基因转移 [11~16], 引起了国内外的关注 [17~19]. 离子

注入需在真空中进行 , 该技术最早应用于农作物育

种 , 用于微生物育种的研究始于本课题组的相关研

究. 微生物细胞含水率高, 首先必须解决其真空耐受

性, 才能进行离子注入. 实验研究了细胞在真空中的

状态 , 利用细胞包埋法测得细胞团的温度随真空度

的变化 . 当压强达到离子注入所要求的真空度时

(<102 Pa), 细胞团温度降至25℃以下, 胞内自由水

结冰膨胀致使细胞很难存活. 由低温生物学可知, 采

取防冻剂处理、按一定的程序降温, 细胞可以在液氮

温区长期保存. 为此, 我们设计了专用的离子束生物

工程装置 , 把细胞真空耐受性问题转换为低温生物

学问题[20], 使细胞所处的靶室压强-细胞温度下降过

程接近细胞低温冻存的温度下降过程 , 以保证短时

间内(离子注入时间)微生物细胞的真空存活.  

不考虑微生物细胞冷冻状态下的生物学特性 , 

在研究离子注入与微生物相互作用时可视细胞为“固

体”. 实验表明, 离子束对细胞表面的高溅射速率增

加了细胞膜的通透性 , 电荷交换改变了细胞跨膜电

场 . 更重要的是 , 离子注入不仅向细胞内输入能量, 

而且输入了有静止质量的粒子 . 当注入粒子能量降

至化学反应范围时, 将与本底原子、移位原子或离子

径迹产生的碎片分子等反应生成新的分子[5,21]. 这种

能量沉积、质量沉积和电荷转移过程可能导致细胞多

种形式的损伤, 包括物理的、化学的和生物学的损伤.  

利用同步辐射红外显微谱学成像技术可以研究

离子束辐照前后细胞内蛋白和多糖等物质的化学损

伤 . 选择离子束辐照前后各培养一段时间的单一菌

丝, 蛋白以 Amide I 在 1655~1590 cm1 之间的区域进

行积分, 多糖在 1048~1013 cm1 之间的区域进行积

分, 结果如图 1 所示. 其中(a)是未辐照的培养 20 h 的

菌丝, (b)是辐照后培养 20 h 的菌丝. 进一步研究发现, 

辐照后菌丝体内的 ROS 自由基含量显著增加, 说明

辐照产生的自由基是导致菌丝损伤的原因之一.  

损伤是突变的前奏. 在分子水平上, 离子束诱发

基因突变的显著特点是高密度、多位点的碱基变异, 

平均每 40 个碱基内便可能出现一次碱基的变异. 变

异类型包括碱基的转换、颠换和缺失[22], 甚至可能出

现大片段的缺失, 或引起生物体的致死突变. 图 2 是

氮离子注入高山被孢霉菌株的致死损伤与剂量的关

系. 由图  2可见, 菌株存活-剂量曲线不再遵从常见电

离辐射存活-剂量的指数下降规律, 而呈现下降-上升-

再下降的趋势 . 其他菌株离子束诱变也有类似的现

象[23]. 研究认为, 离子束能量沉积、质量沉积和电荷

转移等“多因子”的联合作用导致生物体的反常辐照

损伤, 一种因子诱导损伤的同时, 另一种因子可能对

损伤进行着修复[24]. 多因子动态的物理化学损伤-修

复、修复-损伤, 就可能导致这种反常现象的出现[5].  

实验表明, 如果以选育高产 ARA 的突变菌株为

目标, 离子束诱变的剂量应在图 2 曲线上的峰值范围

内选择(即 6.0×1013~10.0×1013 离子 cm2), 这样可以

获得较高的正突变率. 应当指出, 如果长期使用一种

离子对菌株进行诱变, 即使剂量不同, 菌株也可能产

生抗性. 这时, 应换一种离子. 同样, 离子种类变了, 

还要通过实验做出菌株相对于这种离子照射的存活-

剂量关系曲线, 以确定诱变剂量的最佳选择范围.  

1.2  二步筛选策略 

离子束辐照这个环节并不复杂 , 关键是把高产

ARA 的菌株从大量突变体中筛选出来. 高山被孢霉

菌落小, 生长缓慢, 胞外产物又没有特殊的显色反应, 

平板筛选不可行, 只能把摇瓶发酵作为初筛的手段. 

由高山被孢霉菌发酵曲线(图 3)可见, ARA 积累要到 
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图 1  辐照前(a)、后(b)蛋白和多糖在菌丝中的分布 
菌丝可划分为 2 个部分: 一是生长顶点位置, 菌丝的延伸、分支和生长发生在该处; 二是代谢活跃部位, 此处有大量代谢产物的合成, 后期在自

身酶的催化下进行降解. 利用同步辐射红外显微谱学成像技术, 蛋白以 Amide I 在 1655~1590 cm1 之间的区域进行积分, 多糖在 1048~1013 

cm1 之间的区域进行积分. 图中, 辐照后培养 20 h 的菌丝生长顶点部位蛋白质和多糖含量明显降低, 分支粗短, 呈现生长滞后现象; 在代谢 

活跃部位, 辐照后细胞内蛋白质和多糖提前降解, 细胞进入衰亡期, 反映其代谢过程加快  

 

图 2  离子注入高山被孢霉菌存活率与剂量的关系 

第 11 天才达到峰值. 如果离子注入后在平板上长出

的每一个菌落都要等到发酵第 11 天再筛选, 不仅因

发酵时间长存在染菌的风险 , 而且每一瓶发酵液用

气相色谱法检测 ARA 也很费事. 实际上, ARA 发酵 

 

图 3  高山被苞霉菌发酵曲线 

产率由菌体的生物量、总脂肪酸占生物量的比率和

ARA 占总脂的份额决定. 从发酵曲线看, 菌丝体生

长经历了丝状真菌 3 个典型的时期: 快速(指数)生长

期、稳定期和减速期. 菌丝体在第 5 和第 6 天达到峰

值, 与总脂肪酸积累的峰值基本同步, 之后再缓慢下
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降. 这样, 可以在第 5 天或第 6 天以生物量和总脂含

量作为初筛的指标, 且生物量和总脂含量用称量法, 

筛选通量提高 . 待生物量和总脂含量高的突变株传

代稳定后 , 再以此为出发菌株进行第二阶段的离子

束诱变选育, 在第 11 天筛选高产 ARA 的突变株. 虽

然第二步筛选方法仍用色谱法, 但筛选的范围缩小、

目标集中, 筛选的效率自然就提高了.  

1.3  限制性培养基条件下的菌种选育 

发酵培养基(底物)是供菌体生长、繁殖和合成代

谢产物所必需的一类营养元素组成的基质 . 已经知

道, 组成生物体的元素大约有 30 种. 从营养角度考

虑, 一般要求培养基组成丰富、完全, 且各组分的配

比适宜. 因此, 根据菌株不同生长阶段的营养要求添

加适当种类和数量的营养物 , 并注意营养元素之间

的配比是发酵调控的常用手段 . 在实验室和生产实

验阶段, ARA 菌株经过多轮诱变, 每一轮筛选出的突

变株都进行过培养基优化 , 以期找到最适合突变株

生长繁殖和代谢产物积累的培养基组成和配比 , 达

到合成最多发酵产物的目的[25]. 但是, ARA 作为食品

类发酵产物 , 各国对培养基的残留都制定了严格的

限制标准. 除了葡萄糖用作发酵培养基的碳源外, 原

培养基中已优化的氮源及其他营养成分 , 如花生粉

内含物可能使欧美部分人群致敏、某些民族对动物源

蛋白胨忌口、豆粕可能存在转基因问题等, 都应避免

使用, 只能保留葡萄糖(碳源)和酵母粉提取物(氮源)

两种成分. 这就限制了培养基氮源、磷源等营养物的

选择范围. 培养基的限制使得发酵产率显著下降. 一

方面, 通过离子束诱变使其适应限制性培养基条件; 

另一方面, 分析了高山被孢霉菌的营养组成. 认为仅

靠酵母粉不一定能提供菌株生长除碳源以外的、配比

合理的其他营养素 . 一个巧妙的解决办法是重复利

用高山被孢霉菌体提取油脂后的残体 (菌粕 )制备

ARA[26]. 可见 , 高山被孢霉菌粕内理应含有菌株生

长所需要的所有营养素 . 比较提油前的菌体与提油

后的菌粕化学组成, 发现提油(萃取)工艺并未使菌体

内除油脂以外的成分丢失, 其中氮(5%)、磷(1.3%)和

其他微量元素, 如 S, K, Ca, Mg, Zn 和 Fe 等含量丰富, 

且配比合理, 这应当是高山被孢霉菌生长的优质营养

源. 实验证实了这一点: 菌粕经过粉碎、酶解等前处理, 

以葡萄糖为碳源 , 按 0~100%比例取代酵母粉 , 在

10%~80%范围内, ARA 产率均超过单一的酵母粉营

养源. 50%~60%范围取代效果最好, 摇瓶发酵 ARA

产率可达 5.9 g/L(图 4), 70 L 罐发酵达到 7.6 g/L; 50 t

生产罐超过 8.0 g/L.  

高山被孢霉菌发酵培养基的限制束缚了通过培

养基优化提高发酵产率的代谢调控手段的应用 . 但

从菌株选育而言 , 也省去了每一轮诱变后培养基优

化这一环节, 加快了育种的进程.  

2  最简底物下的发酵控制 

高山被孢霉菌合成 ARA 的发酵底物只有葡萄糖

和菌渣(菌粕和酵母粉)两种, 不能任意添加所需种类

和数量的营养素(包括酶促因子)调控发酵过程, 只能

在限制性培养基条件下调节发酵的环境因素 , 如温

度、溶氧和 pH 等. 即使这样, 两种培养基如何添加

也需要仔细研究.  

2.1  碳氮比与碳源流加对发酵的影响 

对单细胞油脂(SCO)代谢过程研究发现, 发酵中

先合成中低碳脂肪酸 , 然后通过延长酶和去饱和酶

作用合成多不饱和脂肪酸 . 发酵调控的目的是引导

碳流向 ARA 合成的方向进行. 一个关键的因素是碳

源充足而其他营养成分缺乏时 , 菌株将过量的碳水

化合物转化为脂类. 实验观察到, 在氮源严重匮乏的

情况下, 高山被孢霉细胞内脂类的积累照常进行, 但

菌体生长受到抑制, 生物量减少. 氮源的作用是促进

细胞的生长. 在快速生长期, 碳/氮比按 4:1(质量比, 

葡萄糖/酵母粉提取物)添加; 之后, 通过限制氮源浓

度使得碳流明显地从快速生长期内用于生物量的合

成延至稳定期、减速期内用于脂肪酸的合成.  

 

图 4  菌粕取代氮源(酵母粉提取物)的 ARA 产率 
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ARA 发酵一个典型的培养周期中, 每升培养液

大约需用 100 g 葡萄糖和 15 g 菌体氮源提取物当量. 

装罐时, 发酵营养液糖含量控制在  3.6%左右比较适

宜, 而氮源的 60%在装罐时投加. 实验时必须对发酵

过程中营养物水平进行适时监测. 研究发现, 在发酵

过程中要求将初始氮源耗尽 , 然后分一次或多次在

96 h 前添加完其余的氮源, 这样能显著提高油脂的

产量. 葡萄糖采取流加的方式. 通过 50 m3 发酵罐补

糖实验分析, 发酵前期菌体对碳源的利用速率较高, 

随培养时间的延长, 逐步下降. 在发酵全过程内, 控

制培养液中适宜的糖浓度有利于提高糖的利用效率

和脂肪酸的积累. 因此, 在流加补糖时应遵循如图  5

所示的规律, 在指数生长期维持较高的糖浓度. 从第

3 天开始, 即指数期向稳定期过渡, 维持较低的糖浓度, 

在稳定期适当提高糖浓度, 直到第 5 天补糖结束.  

2.2  发酵控制条件和程序的确立 

培养时间是产油真菌合成油脂的一个重要条件. 

时间过短, 油脂没有完全形成; 时间过长, 菌体细胞

自溶或不再形成新的菌丝体 . 只有在适宜的培养时

间内, 才能达到最佳的产油脂状态. 摇瓶发酵 ARA 合

成一般要 11 d(图 3). 生产上, 50 和 200 m3 专用反应

器罐组采用三级和四级发酵, 综合考虑油品质量、ARA

产率、节能和生产效率, 主发酵罐(50 和 200 m3)发酵

控制在 7 d 范围内是适宜的.  

培养温度对真菌产油脂有着极其重要的影响 . 

实验发现 , 在低温环境下能增加真菌的不饱和脂肪

酸的合成. 如果增加氧在低温下的可溶性, 将有助于

催化长链不饱和脂肪酸的去饱和作用 . 但低温不利

于菌体生长, 发酵周期要相对延长.  

在 50 m3 反应器生产实验中, 菌株在 30℃时生长

最适宜 , 此时生物量和油脂在干菌体中的含量都同

时达到较高水平; 而 25℃发酵则最有利于花生四烯

酸的合成, ARA 占总脂的含量可达 60%, 甚至 70%以

上. 综合考虑生物量、油脂和 ARA 产率与温度的关

系, 在实际生产中采用变温发酵, 即 28℃发酵到第 6

天, 然后每小时降 1℃, 维持在 22℃直到发酵结束.  

维持培养液中的高溶氧浓度 (D.O.)能够缓解高

营养物浓度引起的生长抑制, 提高油脂中的 ARA 的

相对浓度. D.O.可以通过提高通气量、增加罐压和/或

增加喷射气体中 O2 含量来实现. 增加溶氧可促进菌

体生长, 增强代谢活力. 但菌体耗糖速度也随之提高, 

应注意及时补糖. 发酵后期, 即 ARA 积累阶段, 由

于菌丝体浓度高, 相互缠绕, 应逐步减少通气, 避免

菌丝体破碎影响 ARA 积累.  

在发酵过程中 , 调节酸碱度(pH)对微生物细胞

保持适当的氧化还原电位和渗透压有重要作用 . 实

验表明, ARA 菌株在整个发酵过程中 pH 变化不大, 

但 pH 的高低是生物量、油脂含量和 ARA 产率高度

显著因子. 在高营养物浓度、低 pH (pH 5~6)下发酵

可促进生物体的生长. 但是, 这种条件下产出的油脂

ARA 含量较低. 相反, 高 pH (pH 7.5~8.5)发酵可提高

油脂中的 ARA 含量. 因此, 在生产中采用的是 pH 限

定发酵, 即 pH 在发酵的早期较低而在后期调高. 早

期包括快速(指数)生长期和稳定期, 该阶段中营养物

代谢迅速 ; 后期指减速期 , 此时 , 细胞分裂被抑制 , 

通常由于一种或多种营养物质不足, 而富含 ARA 的

油脂的合成得以加强.  

高山被孢霉菌发酵合成 ARA 的调控策略由图 6

表示.  

2.3  大容量 ARA 反应器发酵控制实验 

上述发酵控制方法的确立是在 6×50 m3反应器罐

组获得的. 随着高山被孢霉菌发酵技术进步和 ARA 油

品需求量的不断增加, 研制节能、高效、大容量反应

器提到日程 . 反应器主发酵罐设计容积为 200 m3,  

 

图 5  发酵过程补糖-耗糖的对应关系 
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图 6  发酵条件随发酵时间的动态调节 

是迄今世界上单罐最大的高山被孢霉菌发酵装置之

一. 反应器设计除满足传质、传能要求外, 还应具备

发酵环境参数自动调节的全部功能. 与 50 m3 反应器

比较, 200 m3 反应器有高的高/径比, 且在上方预留安

装缓冲罐和液泡回流系统的空间, 减少逃液, 提高罐

容利用率. 在反应器内安装多层空气分布器. 相邻两

层的空气分布器进气角度相反 , 使得上下两股方向

相反的气流带动相邻两层发酵液反向旋转 , 形成湍

流, 提高了空气利用率和溶氧分布的均匀性. 反应器

在接种、加料、放罐等操作以及发酵调节均采取远程

控制, 既提高了能量利用率, 又降低了染菌的风险.  

4×200 m3 反应器组于 2009 年 10 月建成. 经过 1

年的运转测试, 主要指标达到设计要求. 试生产阶段, 

按照图 6 所示的控制参数运行, 首批 11 罐次平均发

酵指标随时间的变化由图 7 给出.  

由图 7 可以看出, 112 h 后总脂增加缓慢, 代谢进

入 ARA 积累阶段, 单位发酵容积的 ARA 产率迅速增

加, 到放罐时, 最高罐次生物量达到 38.2 g/L, 油脂

含量 20.67 g/L, ARA 产率 9.89 g/L, 11 罐次平均生物

量 35.8 g/L, 油脂 18.4 g/L, ARA 产率为 8.97 g/L.  

3  残油的利用: 生物柴油 

生物柴油的主要成分是高级脂肪酸的低级醇酯, 

即软脂酸、硬脂酸、油酸、亚油酸等长链饱和或不饱

和脂肪酸同甲醇或乙醇等醇类物质所形成的酯类化

合物, 具有可再生性和环保特性. 发展生物柴油, 油

脂原料是关键, 它占生物柴油生产成本的 75%~80%.  

离子束诱变获得高山被孢霉突变菌株不仅产油

量高(油脂占生物量的 50%以上, 图  7), 而且油脂中

除了富含花生四烯酸外, 还含有多种饱和的/或不饱 

 

图 7  ARA 专用大型反应器 11 批次发酵平均产率 

和脂肪酸, 如棕榈酸、-亚油酸(GLA)和亚麻酸等. 这

些脂肪酸与大豆油脂的组成很类似(表  1), 是制备生

物柴油的良好原料.  

高山被孢霉菌发酵后收集菌丝体 . 菌丝体在保

护性气体氛围中烘干 , 细胞内油脂用丁烷亚临界萃

取技术常温浸出. 在高山被孢霉菌发酵合成的 10 多

种脂肪酸中, ARA 的冷凝点最低(49℃), 可利用低

温技术把 ARA 和其他脂肪酸拆分. 低温拆分时, 液

态油脂 ARA 含量高, 精炼后作为 ARA 的婴幼儿营养

强化剂; 固态油脂 ARA 含量低, 可与 ARA 精炼后的

残油混合制备生物柴油 . 混合油与甲醇的摩尔比按

1:6 配制, 由 1% KOH 催化. 反应釜转速 500 r/min, 

反应温度 55℃, 时间 50 min. 最后用 0.5%冰醋酸终

止碱催化, 获得的微生物柴油的转化率达 90%以上, 

甲醇可以循环利用.  

微生物柴油经安徽省产品质量监督检验研究院检

测列于表 2, 除了酸度值以外, 主要指标达到国家标准.  

4  讨论 

产油微生物高山被孢霉菌胞内含有 11 种从十四

碳到二十二碳饱和的或不饱和的脂肪酸 . 通过离子 
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表 1  微生物油脂与大豆油脂组成比较 a) 

脂肪酸 
棕榈酸 

C16H32O2 

十八烷酸 

C18H36O2 

亚油酸 

C18H34O2 

亚麻酸 

C18H32O2 

花生四烯酸 

C20H32O2 

其他 

PUFAs 
被孢霉菌油(wt%) 17.2 3.6 19.1 5.4 44 4.0 

大豆(wt%) 6~8 3~5 25~36 52~65 – – 

a) wt%, 质量分数 

表 2  微生物柴油检测结果 

检测项目 质量标准 检测结果 

运动黏度(mm2 s1) 1.9~6.0 4.59 

密度(20℃) (kg m3) 820~900 883.3 

酸度(mg KOH/100 mL) 80 121 

水分, % (体积比) 0.05 0.0483 

闪点(闭口) (℃) 130 193 

铜片腐蚀(50℃, 3 h) 1 1a 

热值(mJ/L) 32 37.8 

 

束诱变 , 促使两个关键代谢节点朝着有利于二十二

碳四烯酸 (ARA)合成和积累的方向进行 , 使得生物

量、总脂肪酸、ARA 占总脂肪酸的含量都得到显著

提高. 即使在限制性培养基条件下, 通过菌种改良和

温度、溶氧和 pH等的动态调控, ARA产率最高达 9.89 

g/L. 值得提出的是, 单细胞油脂 ARA 生产过程中的

主要废弃物都得到利用: 菌粕作为培养基氮源、磷源

和其他营养素的补充 , 残油转化为生物柴油 , 做到

“吃干榨净”, 清洁生产.  

随着石油资源的逐渐枯竭 , 各国制定鼓励政策

发展生物柴油作为替代的燃料油, 并已商业化运作. 

如欧洲的菜籽油、美国的大豆油制备的生物柴油. 我

国约 60%的石油和 60%的植物油依赖进口. 在保住

18 亿亩耕地红线、利用荒山滩涂和边地开发植物油

脂资源的同时 , 发展微生物油脂产业是满足不断增

长的油脂需求的战略选项之一 . 微生物油脂生产不

受场地、季节和气候变化的影响, 原料来源广泛, 产

出的油脂质量优良.  

微生物油脂不仅是高级食用油资源 , 也是生物

柴油的油脂来源 . 大部分微生物油脂的脂肪酸组成

和一般植物油相近, 以 C16 和 C18 系脂肪酸, 如油

酸、棕榈酸、亚油酸和硬脂酸为主. 最近美国国家可

再生能源实验室(NREL)的报告特别指出, 微生物发

酵合成单细胞油脂可能是生物柴油产业和生物经济

的重要研究方向 . 本文利用高山被孢霉菌发酵合成

单细胞油脂转化生物柴油, 是一条值得探索的途径.  

利用高山被孢霉菌油脂作为生物柴油资源的关

键是其经济性, 这里还有很多科学问题要解决. 作者

曾尝试以木糖(秸秆水解糖)代替葡萄糖发酵, 探索秸

秆转化生物柴油的可行性. 实验指出, 直接用秸秆水

解糖替代葡萄糖发酵, 总脂肪酸含量下降. 但通过离

子束诱变, 以产油而不是 ARA 为筛选目标, 油脂含

量提高了 2.05倍, 这是值得重视的研究方向. 由于生

物柴油原料油生产没有像食用油脂生产那样有严格

的卫生限制, 也许将来通过菌种改良和发酵调控, 利

用高山被孢霉菌大幅度降低单细胞油脂的生产成本

是可能的.  

致谢 武汉烯王生物工程公司的易德炜、杜斌、尚耘、汪志明、唐孝鹏、朱子清、何平等工程技术人员为本文提供了

ARA 发酵最新的数据, 作者对他们的贡献表示感谢.  
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Ion-beam-mutation breeding of an arachidonic acid biosynthesis  
microorganism and its industrial fermentation control 

YU ZengLiang, WANG Ji, YUAN ChengLing, HUANG Qing, FENG HuiYun, GONG GuoHong, 
ZHENG ZhiMing & YAO JianMing  
Key Laboratory of Ion Beam Bioengineering, CAS and Anhui Province, Hefei Institutes of Physical Science, CAS, Hefei 230031, China 

Some microorganisms in nature produce high-quality oils. These oils provide nutritional benefits to human health, and can be potential 
sources of biodiesel. Developing microorganism-derived oils, also known as single-cell oils, is particularly important for China 
because of the shortage of oil resources. We have bred a high-yielding, polyunsaturated fatty acids (PUFCs)-producing strain from the 
fungi Mortierella alpine by using a two-step strategy of ion-beam-mutation breeding and PUFCs productivity screening. We further 
studied the nutritional requirements of this new strain, and developed a technique that recycles the fungi residues, after oil extraction, 
into fermentation substrates. A biomass of 38.2 g/L, 20.67 g/L of which were oils, was reached in the 6×50 m3 and 4×200 m3 high- 
capacity reactors, designed for mycelial fungus fermentation at high-density, with optimized energy and mass transmission efficiency. 
Among the oils, the content of the physiologically active arachidonic acid reached 9.89 g/L at the highest level and 8.97 g/L on average. 
Residual oils, after arachidonic acid extraction and refinement, were processed into biodiesel, the main indexes of which attained the 
national standards. 

single-cell oils, Mortierella alpine, ion-implantation, arachidonic acid, biodiesel 
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