
吴琛，孙彩丽，吴芮，等 . 外源油脂的添加促进卷枝毛霉脂肪酸的积累 [J]. 食品工业科技， 2023， 44（8）：153−160.  doi:
10.13386/j.issn1002-0306.2022070037
WU  Chen,  SUN  Caili,  WU  Rui,  et  al.  Enhanced  Fatty  Acid  Production  by  Addition  of  Exogenous  Oil  in Mucor  circinelloides[J].
Science  and  Technology  of  Food  Industry,  2023,  44(8): 153−160.  (in  Chinese  with  English  abstract).  doi:  10.13386/j.issn1002-
0306.2022070037

 · 生物工程 · 

外源油脂的添加促进卷枝毛霉脂肪酸的积累
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摘　要：卷枝毛霉（Mucor circinelloides）可利用多种碳源实现脂质积累，不同的碳源对其脂质积累的影响不同。在

不改变其它发酵培养条件和碳氮比的情况下，以 100% 葡萄糖为对照，添加不同比例的外源油脂（大豆油）作为

另一种碳源，对其细胞生长和脂质生成的影响进行了研究。采用氯仿-甲醇法提取脂质，通过气相色谱技术（gas
chromatography，GC）测定其脂肪酸组成及含量。同时，采用实时荧光定量 PCR 法检测了与脂肪酸合成相关的脱

饱和酶基因在菌株中的表达情况。结果表明：碳氮比不变的情况下，最佳碳源混合比例为葡萄糖 35 g/L，大豆油

24.3 g/L，该培养基中生长的卷枝毛霉的生物量、脂质含量和脂质产量在发酵前期迅速增长，在发酵后期的增长趋

势逐渐平缓，在发酵 72 h 之后略有下降，其最高生物量、脂质含量和产量分别为 19.60 g/L、42.62% 和 8.35 g/L，
而对照组（以葡萄糖为单一碳源）仅为 14.72 g/L、34.41% 和 5.06 g/L。与对照组相比，经混合碳源培养的卷枝毛

霉的生物量、脂质含量和产量分别提高了 33.15%、23.8% 和 65.10%，且可以将大豆油中的 α-亚麻酸（α-Linolenic
acid，ALA）吸收并储存在细胞内，同时，其生物体内△12 脱饱和酶的表达量显著（P<0.05） 上升，而△9 和

△6 脱饱和酶的表达量显著（P<0.05）下降，这解释了脂肪酸含量的变化，并为进一步探究其他外源油脂对卷枝毛

霉产脂的影响奠定了基础。
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Abstract：Mucor  circinelloides has  the  ability  to  use  a  wide  range  of  carbon  sources  to  accumulate  lipids.  The  different
carbon sources have significantly influenced the total lipids through different metabolic pathways in oleaginous organisms.
In the present study, the effects of exogenous oil (soybean oil) at different concentrations as an alternative carbon source on
its  fungal  growth  and  lipid  accumulation  were  investigated  without  changing  fermentation  culture  conditions  and  the
original C/N ratio, while using 100% glucose as a control. Total lipids and their fatty acid composition were determined by
gas  chromatography (GC).  Moreover,  the  expression levels  of  desaturases  genes  involved in  fatty  acid  biosynthesis  were
investigated in the studied strains using real-time fluorescence quantitative PCR. The results showed that a concentration of
35 g/L of  glucose  mixed with  24.3  g/L of  soybean oil  were  the  optimal  carbon sources  with  constant  carbon to  nitrogen
ratio.  The biomass,  lipid content  and lipid yield of M. circinelloides grown in this  medium increased rapidly in the early
stage  of  fermentation,  and  the  growth  trend  gradually  slowed  down in  the  late  stage  of  fermentation,  decreasing  slightly  
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after 72 h of fermentation. It was found that the highest biomass, total lipids, and lipid yields were significantly increased at
19.60 g/L, 42.62%, and 8.35 g/L (33.15%, 23.8%, and 65.10%), respectively. In contrast, the control group (those cultured
on glucose as a single carbon source) was only 14.72 g/L, 34.41%, and 5.06 g/L, respectively. The critical step was in which
α-linolenic  acid  (ALA)  was  stored  from  the  exogenous  oil  in  fungal  cells  supplying  enough  soybean  oil  with  mixed
substrates for  fatty  acids  synthesis.  The  overexpression  of  the  △12-desaturase  gene  in  WJ11  significantly  (P<0.05)
increased, while  the  overexpression  of  △9- and  △6-desaturases  genes  was  significantly  (P<0.05)  decreased.  This  study
could provide important  insights  for  further  investigation of  the  effect  of  other  exogenous oils  on lipid  production by M.
circinelloide and other oleaginous fungi.

Key words：Mucor ciecinelloides；carbon source；soybean oil；lipid production；cell growth；gas chromatography (GC)；α-

linolenic acid (ALA)

 

某些微生物具有将外部碳源转化为脂质的能

力，可用于生产必需脂肪酸和生物柴油[1−3]，这些能够

广泛利用各种类型碳源物质的微生物被称为产油微

生物。产油微生物（Oleaginous microorganisms）在

合适的培养条件（碳源丰富，N 源缺乏）下，由于营养

元素 N 源的限制，细胞生长到一定程度不再生长，将

过量的碳源转化为甘油三酯（Triacylglycerol, TAG），

并在细胞内储存起来，能积累超过 20% 的细胞油

脂[4−6]（w/w，细胞干重）。相应地，所产的油脂称为微

生物油脂[7]（Microbial oil）。微生物油脂通常被认为

是一种代替动物脂肪和植物油的油脂来源，与传统动

植物油脂相比，微生物油脂有众多优势：产油量高，生

长周期短，不受气候影响，不占用耕地，原料来源丰

富，且可以合成多种不饱和脂肪酸如 GLA、ARA、

EPA 和 DHA 等。

产油微生物能够利用低廉的植物油等来生产高

价值的不饱和脂肪酸[8]，因此，利用产油微生物进行

功能性油脂的生产越来越受到人们的关注，产油微生

物生产并积累油脂的要素是高碳氮比[9−10]，当微生物

将葡萄糖作为碳源进行发酵时，细胞内的脂质合成主

要是从头合成[11−14]，即经过糖酵解途径生成丙酮酸，

再进入柠檬酸循环[15−16]，当氮源耗尽后，腺苷一磷酸

（Adenosine 3' -mono- phosphate，AMP）含量降低[17]，

三羧酸循环（Tricarboxylic acid cycle，TCA cycle）受

阻，导致线粒体中柠檬酸积累[16,18]，此时胞内蛋白质、

核酸等大分子的合成趋于停止，菌体不再生长，积累

的柠檬酸被转运到细胞质中被 ATP[17]（Adenosine
Triphosphate）依赖型柠檬酸裂解酶裂解为草酰乙酸

和乙酰-CoA，再进入脂肪酸及 TAG 合成[19]，从而引

起胞内脂质大量积累。但是，当产油微生物利用其它

脂类物质作为碳源发酵时，其胞内脂质合成采用非从

头合成途径。至今，对产油真菌利用脂类碳源生长和

积累脂质还缺乏系统的研究。

产油真菌卷枝毛霉，因能够产生人体必需脂肪

酸—γ-亚麻酸（C18:3，γ-Linolenic acid，GLA）[16]，其重

要性受到脂类生物技术行业的广泛关注[6]，是一种具

有巨大潜力的油脂微生物资源，并且卷枝毛霉已经成

为研究丝状真菌脂质积累机制的模式生物[19]。目前，

对产油丝状真菌利用外源油作为碳源的研究相对较

少。本研究利用外源油脂（大豆油）与葡萄糖作为混

合碳源代替单一碳源（葡萄糖）对卷枝毛霉进行发酵

优化，并分析其生长情况、脂质产量及其脂肪酸组

分，旨在为后续进一步研究卷枝毛霉高效利用碳源合

成高附加值多不饱和脂肪酸奠定基础，也为定向改造

产油真菌卷枝毛霉合成特定脂肪酸提供了参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

卷枝毛霉 WJ11（Mucor circinelloides WJ11）　
由本实验室保藏[20]；大豆油　食品级，金龙鱼粮油食

品股份有限公司；C15:0 脂肪酸标品　色谱纯，

Sigma 公司；酵母浸粉、酒石酸铵等其他试剂　分析

纯，国药集团化学试剂有限公司；吐温 80　化学纯，

国药集团化学试剂有限公司；正己烷　色谱纯，格里

斯医药化学技术有限公司；Total  RNA  Extractor
（Trizol）　生工生物工程（上海）股份有限公司；Evo
M-MLV 反转录预混型试剂盒、SYBR pro Taq HS
Premix 试剂盒　Takara 公司。

AD500S-H 高速分散均质机　上海新勒机电科

技有限公司；ZWYR-C211D 摇床（恒温培养振荡器）

　上海智城分析仪器制造有限公司；葡萄糖氧化酶电

极生物传感器　山东省科学院生物研究所；Light-
Cycler 96 实时荧光定量 PCR 仪　上海罗氏制药有

限公司；Agilent  7890B 气相色谱仪　安捷伦科技

有限公司；Labconco-6L 真空冷冻干燥机　美国

LABCONCO 公司；布氏过滤器　山东雨燊生物科技

有限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   培养基　活化培养基为 YPG（Yeast Extract-
Peptone-Glucos）（pH4.5），参照 Zhao 等[16] 方法配制，种

子培养基为 Kendrick & Ratledge（K&R）培养基[17,21]，

成分为：葡萄糖 30 g/L，MgSO4·7H2O 1.5 g/L，酒石酸

铵 3.3 g/L，KH2PO4 7 g/L，Na2HPO4 2 g/L，酵母抽提

物 1.5 g/L，CaCl2·2H2O 0.1 g/L，FeCl3·6H2O 8 mg/L，
Co（ NO3） 2·6H2O  0.1  mg/L， ZnSO4·7H2O  1  mg/L，
CuSO4·5H2O 0.1 mg/L， MnSO4·5H2O 0.1 mg/L。发

酵培养基为改良 K&R 培养基[20]：葡萄糖，80 g/L；酒
石酸铵，2 g/L；其他成分与种子培养基相同。混合发

酵培养基使用大豆油作为另一碳源，使用前利用乳化
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剂吐温 80（乳化剂的添加量为 2%）进行乳化均质，均

质条件为 10000 r/min，持续 5min，形成乳浊液，并按

照表 1 进行配制，以单一碳源（葡萄糖）作为对照组，

其他四组作为实验组进行发酵实验。培养基使用前

均需对其进行高温灭菌，于 121 ℃高压蒸汽下灭菌

20 min。
 
 

表 1    葡萄糖-大豆油混合培养基的配方
Table 1    Formulation of glucose-soybean oil mixed medium

组数 葡萄糖（g/L） 大豆油（g/L）

1 80（100.00%） 0（0）

2 40（50.00%） 21.6（50.00%）

3 35（43.75%） 24.3（56.25%）

4 30（37.50%） 27.0（62.50%）

5 25（31.25%） 29.7（68.75%）

注：括号内为葡萄糖或大豆油在培养基中所占的比例。
 

 1.2.2   培养方法　平板培养：取出保存的菌种（Mucor

circinelloides WJ11），经划线接种到 YPG（pH4.5）平

板上，在 28 ℃ 恒温培养箱培养 3~4 d。用无菌水收

集孢子并进行计数，将孢子浓度稀释到数量级为

1.0×107 个/mL，并置于 4 ℃ 冰箱以备使用。种子培

养：取 100 μL 孢子悬浮液（1.0×107 个/mL）接种到装

有 100 mL 种子培养基的 1 L 带挡板的玻璃瓶中，

在 28 ℃、130 r/min 的条件下摇床培养 24 h。 发酵

培养：按 10%（v/v）的接种量将 10 mL 的种子培养液

接种到装有 100 mL 发酵培养基的 1 L 带挡板的锥

形瓶中，在 28 ℃、130 r/min 条件下发酵 96 h，在发

酵的 12、24、36、48、72、96 h 取样。

 1.2.3   生物量的测定　发酵液经取样点取样后通过

布氏过滤器过滤至滤纸上，收集滤液和菌体，用

0.9% 生理盐水冲洗四遍，将滤纸放入提前称重的离

心管中，随后对装有过滤菌体的离心管冷冻干燥 48 h

并称重，利用差重法[16,20,22] 计算细胞干重。计算细胞

干重和细胞干重（不包含脂质）公式如下：

细胞干重(g/L) =
m2 −m1

v
式（1）

细胞干重(不包含脂质)(g/L) =
m2 −m1

v
−m3

式（2）

式中：m1 为空离心管和滤纸的重量，g；m2 为冻

干后带有滤纸的菌体管重量，g；v 为取样体积，mL；

m3 为脂质产量（计算公式见公式 5），g/L。

 1.2.4   发酵液中葡萄糖和大豆油浓度的测定　取

12、24、36、48、72、96 h 的发酵液进行葡萄糖和残

油的测定，用葡萄糖氧化酶电极生物传感器对上清液

中葡萄糖的剩余量进行测定；采用萃取法[23] 将残油

（包括上清液和生理盐水的洗脱液中的油）分离，然后

参考 Tang 等[20] 的方法进行脂肪酸含量的测定；根据

其剩余量计算其消耗速率，公式如下：

消耗速率(g/L/h) =
∆C

t
式（3）

式中：ΔC 为发酵时间内消耗的葡萄糖或大豆

油，g/L；t 为发酵时间，h。

 1.2.5   总脂肪酸的提取　采用氯仿-甲醇方法[23] 对

冻干菌体进行油脂提取，具体步骤如下：称取 10 mg
左右已冻干的菌丝体于 5 mL 提脂瓶中，加入 2 mL
4 mol/L 的盐酸；80 ℃ 水浴 3~5 h，期间每隔 30 min
漩涡震荡一次；取出提脂瓶冷却降温，用微量进样器

加入 100 μL 的十五烷酸（浓度 0.2004 g/100 mL）为
内标，加入体积比为 2:1 的氯仿（2 mL）和甲醇（1 mL）
充分混匀 15~20  min 进行萃取；在离心机中离心

5 min（3000 r/min），收集下层（氯仿层）转移至新的提

脂瓶中并氮气吹干；加入 1 mL 10% 的硫酸甲醇溶液

进行甲酯化，60 ℃ 水浴 3~5 h，期间每隔 30 min 漩

涡震荡一次；取出提脂瓶冷却降温后，加入 2 mL 正

己烷和 1 mL 饱和食盐水，充分混匀 15~20 min，在离

心机中离心 5 min；吸取上层正己烷层的脂肪酸甲酯

溶液转移至气相瓶，随后进行 GC 检测。

 1.2.6   总脂肪酸的含量及组成的测定　采用高效气

相色谱法进行脂肪酸的测定，气相色谱条件为：不分流

进样，氢离子火焰监测器，色谱柱是 DB-WAXcolumn，
载气为氮气，气化室温度和检测器温度均为 250 ℃，

进样量为 1 μL。色谱柱升温程序：设定进样器初始

温度 80 ℃，先以 8 ℃/min 的升温速率升至 200 ℃，再

以 1 ℃/min 的升温速率升至 205 ℃，最后以 4 ℃/min
的升温速率升至 240 ℃，保持 5 min。卷枝毛霉积累

的脂肪酸种类根据气相色谱图中的出峰时间和出峰

面积进行判定，之后使用内标法计算卷枝毛霉的脂肪

酸含量，以十五烷酸（C15:0）为内标，每种脂肪酸的峰

面积为 A，总脂肪酸含量和脂质产量的计算公式如

下：

总脂肪酸含量(%) =

A总

A内标

×C内标 ×V内标

m称重

×100

式（4）

脂质产量(g/L) =总脂肪酸含量×细胞干重 式（5）

式中：A总为所有脂肪酸的面积总和；A内标为内

标的面积；C内标为内标浓度，g/mL；V内标为内标的体

积，mL；m称重为实验菌体的重量，mg。

 1.2.7   卷枝毛霉脱饱和过程中相关基因转录水平的

测定　本实验所用到基因信息如表 2 所示。总 RNA
的提取：用 Trizol 法[16] 提取卷枝毛霉 WJ11 的基因

组总 RNA。反转录：使用 Takara 公司 Evo M-MLV
反转录预混型试剂盒将卷枝毛霉 WJ11 的 RNA 反

转录得到 cDNA，操作步骤参考试剂盒说明书。 实
时荧光定量 PCR：实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）使

用 Takara 公司的 SYBR  pro  Taq  HS  Premix 试剂

盒进行荧光定量，步骤参考试剂盒说明书。将卷枝毛
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霉的 β-actin rRNA 作为内参基因，以单一碳源（葡萄

糖）培养菌株的脱饱和酶基因的 mRNA 表达量作为

1，根据 2−ΔΔCt 法分析以最佳混合碳源培养基上生长

的卷枝毛霉的脱饱和酶基因的相对表达水平。所用

到的引物序列如表 3 所示，由上海生工生物工程股

份有限公司合成。
 
 

表 2    卷枝毛霉 WJ11 中 Δ9、Δ12 和 Δ6 脱饱和酶基因信息
Table 2    Gene information of Δ9-, Δ12- and Δ6-desaturases in

M. circinelloides WJ11

基因名称 染色体上的位置 基因大小
脱饱和
酶基因

scaffold00005.3 scaffold00005: 15315- 16821（+） 1506 Δ9-1

scaffold00126.19 scaffold00126: 56635- 58330（+） 1696 Δ9-2

scaffold00248.11 scaffold00248: 28862-30077（−） 1215 Δ12

scaffold00003.2 scaffold00003: 11655-13376（−） 1722 Δ6-1

scaffold00010.52 scaffold00010: 159563-161134（+） 1572 Δ6-2

 
 

表 3    实时荧光定量 PCR 所用的特异性引物
Table 3    Details of specific primer pairs used in RT-qPCR

引物名称 序列5'-3'

rt-D9-1-F ATGCTCCTTATTACCTGCGCCGAC
rt-D9-1-R CAATAAGCTTTAAGCCTAGAGTTTAA
rt-D9-2-F ATGTCAACTACAACGACAACTA
rt-D9-2-R AACCTGAGAAGAACAAGACCAAGTAA
rt-D6-1-F CCTTGTCATGGTGGAAGAACAAGC
rt-D6-1-R CGGCAATGAAACGGGATAACATGG
rt-D6-2-F GCAGAGACGCTACAGATGTCTTTC
rt-D6-2-R CGAATTTCTTGAGCAAAAGCAGCAG
rt-D12-F CAGGTCTTTGTCCCCTCTACTCG
rt-D12-R ATCTTGACCAGAGACATTGGTG
β-actin-F GATGAAGCCCAATCCAAGA
β-actin-R TTCTCACGGTTGGACTTGG

 

 1.3　数据处理

采用 SPSS 21.0 软件进行统计分析。所有实验

分为三个独立重复。数据以 Mean±SD 表示。采用

Student's t 检验来评价均值之间的差异，P<0.05 为显

著差异。

 2　结果与分析

 2.1　不同比例的葡萄糖-大豆油混合培养基对卷枝毛

霉 WJ11 细胞生长的影响

产油真菌可以从培养基中吸收碳源，通过脂质

合成[11] 等途径将其转化成脂肪酸，并在细胞体内积

累油脂。早期研究表明，当培养基中含有外源油脂

时，产油真菌可以直接吸收培养基中的油脂在胞内进

行储存[24−25]，一方面是因为产油真菌能够分泌胞外脂

肪酶[26]，另一方面是因为细胞膜上存在脂肪酸转运

体[27−28]。因此本实验以不同的葡萄糖和大豆油的比

例作为混合碳源，与以葡萄糖作为单一碳源的培养基

做对比，对卷枝毛霉 WJ11 的细胞生长情况进行研

究。如图 1 所示，卷枝毛霉 WJ11 细胞在单一碳源

（葡萄糖）与在混合碳源上的生长趋势相似，在培养的

前 36 h，卷枝毛霉 WJ11 细胞大量生长，然后，生物量

的增长趋势逐渐降低并趋于平缓，在 72 h 达到最大

值，在发酵 72 h 后，细胞生物量及其脂质产量略有降

低，这是因为细胞消耗能量（分解油脂）维持自身生命

活动。由于 0~12 h 生物量比较低，其脂质产量很少

且不稳定，故实验数据从 12 h 开始分析，在发酵

12~72 h 时，脂质产量逐渐积累，在 72 h 达到最大值

（如图 2）。由图 2B 可知，在发酵前期（12~36 h）细胞

迅速增长，细胞干重随之增加，脂质逐渐积累，在发酵

后期即细胞生长后期，菌体细胞缓慢生长，此时生物

量（细胞干重）的增加是因为脂质的逐渐积累引起

的。在混合碳源上生长的卷枝毛霉 WJ11 的生物量

及脂质产量均高于单一碳源（葡萄糖）上生长的菌
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图 1    在不同大豆油添加量培养基发酵过程中卷枝毛霉
WJ11 细胞干重的变化

Fig.1    Changes in the dry weight of Mucor circinelloides WJ11
cells during fermentation in different soybean oil addition media
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图 2    卷枝毛霉 WJ11 在不同大豆油添加量培养基发酵过程
中脂质产量和细胞干重（不包含脂质）的变化

Fig.2    Changes in lipid yield and cell dry weight (not contain
lipids) of Mucor circinelloides WJ11 during fermentation in

different soybean oil addition media
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体。发酵培养 96 h 的过程中，对照组中 WJ11 的细

胞干重最大达到 14.72 g/L，脂质产量高达 5.03 g/L，

而在实验组中，当大豆油占比为 56.25%（即葡萄糖

为 35 g/L，大豆油为 24.3 g/L）时，WJ11 的细胞干重

高达 19.60 g/L，脂质产量高达 8.35 g/L，与对照组

相比，该实验组的生物量和脂质产量分别提高了

33.15% 和 65.1%。

与对照组相比，卷枝毛霉 WJ11 在混合碳源培养

基上生长的更旺盛，这与早期实验结果一致[19,24]。脂

肪酸氧化分解为二氧化碳和水，并释放出大量的能

量，如通过 β-氧化可将一分子软脂酸（C16:0）氧化，并

释放 129 个 ATP，进而为机体供能。而在混合培养

基中培养时，在真菌细胞外，这些脂肪和油脂被胞外

脂肪酶催化水解分解为游离脂肪酸[29]，当游离脂肪酸

吸收到细胞中以后，一方面为生命机体提供所需能

量，促进细胞生长繁殖，另一方面，外源脂肪酸进入细

胞中可直接参与脂质的非从头合成[29]，这一过程大大

促进了胞内脂质的合成效率。因此，外源油脂的添加

可以引起卷枝毛霉 WJ11 生物量的增加。

为了探究卷枝毛霉 WJ11 生长过程中对碳源的

利用情况，测定上清液中的葡萄糖和大豆油含量并计

算其消耗速率。如图 3 所示，当卷枝毛霉 WJ11 在混

合培养基中生长时，葡萄糖的消耗速率基本相同，但

在单一碳源（葡萄糖）培养基上生长的卷枝毛霉 WJ11

的葡萄糖消耗速率较快，并且在 0~24 h 内消耗速率

达到 1.5~1.9 g/L/h，原因可能为外源油脂（大豆油）的

添加，使卷枝毛霉 WJ11 所能利用的碳源增加，故对

葡萄糖的利用减少，大量游离在大豆油中的脂肪酸进

入细胞后，通过分解后产生大量能量，供其进行生命

活动[29]。在混合培养基中大豆油的消耗速率较低且

相差不大（如图 4），随发酵时间的延长其消耗速率逐

渐降低，这可能是因为在葡萄糖没有被消耗尽的情况

下，卷枝毛霉 WJ11 对大豆油的利用效率是一定的。
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图 4    在不同大豆油添加量培养基发酵过程中上清液中大豆
油的浓度和消耗速率的变化

Fig.4    Changes in the concentration and consumption rate of
soybean oil in the supernatant during fermentation in different

soybean oil additions media
 

 2.2　不同比例葡萄糖-大豆油混合培养基对 WJ11 脂

质积累的影响

卷枝毛霉 WJ11 在不同培养基上的脂质含量如

图 5 所示，在混合培养基上生长的脂质含量远高于

单一碳源（葡萄糖）培养基上生长的脂质含量，同时在

混合培养基上生长的卷枝毛霉 WJ11 的脂质积累明

显大于单一碳源（葡萄糖）上生长的卷枝毛霉的脂质

积累。培养 96 h 后，脂质积累达到最大值，而其中最

佳的葡萄糖和大豆油的混合比例仍为大豆油占比

56.25%（葡萄糖为 35 g/L，大豆油为 24.3 g/L），此时

卷枝毛霉 WJ11 所积累的脂质含量最高可达 42.62%，

其脂质产量达到 8.35  g/L，而对照组中卷枝毛霉

WJ11 的脂质积累含量为 34.41%，其脂质产量达到

5.06 g/L。与对照组相比，实验组的卷枝毛霉 WJ11
的脂质含量和产量分别提高了 23.86% 和 65.10%。

这可能是因为培养基中的外源油脂被分解成了小分

子脂肪酸后进入细胞，并储存在细胞中，此外，游离脂

肪酸进入细胞后，可以直接与甘油发生酯化反应生成

甘油酯[28−30]，从而提高了卷枝毛霉细胞内脂质的含
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图 3    在不同大豆油添加量培养基发酵过程中葡萄糖的
浓度和消耗速率变化

Fig.3    Changes in the concentration and consumption rate of
glucose during fermentation in different soybean oil

addition media
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量。因此，在混合碳源培养时，细胞内脂质的合成可

以通过两个途径实现：一方面，以葡萄糖为碳源从头

合成脂肪酸（C12~C16），另一方面，外源油中大量游离

脂肪酸直接进入细胞参与脂质合成[29]，从而提高了卷

枝毛霉 WJ11 细胞内脂肪酸的积累。
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图 5    在不同大豆油添加量培养基发酵过程中卷枝毛霉
WJ11 的脂质含量变化

Fig.5    Changes in lipid content of Mucor circinelloides WJ11
during fermentation in different soybean oil addition media

 

对大豆油的脂肪酸组成和在单一碳源（葡萄糖）

以及最佳混合碳源培养基上生长的菌体脂肪酸组成

进行分析，如图 6 所示，大豆油的脂肪酸组成主要包

括棕榈酸（C16:0，Palmitoleic acid，PA）、硬脂酸（C18:0，

Stearic acid，SA）、油酸（C18:1，Oleic acid，OA）、亚油

酸（C18:2，Linolenic  acid，LA）和 α-亚麻酸（C18:3，α-

Linolenic acid，ALA），在单一碳源（葡萄糖）上培养的

卷枝毛霉 WJ11 细胞中的主要脂肪酸组成为 PA、

SA、OA、LA 和 GLA，而在添加大豆油的混合培养

基上生长的卷枝毛霉 WJ11 的主要脂肪酸的比例和

种类发生明显变化，卷枝毛霉 WJ11 的细胞内的 LA

含量明显增加，达到了 32.44%，与对照组相比增加

了 131.9%，且在细胞中检测到 ALA，含量达到 3.92%。

当卷枝毛霉 WJ11 在含有大豆油的培养基中生长时，

PA、SA、OA、LA 和ALA 的含量都有显著（P<0.05） 提

高，分别达到 1.77 g/L、501.84 mg/L、2.56 g/L、2.71 g/L

和 327.32 mg/L，说明卷枝毛霉 WJ11 可将外源油脂

吸收利用，并在胞内积累储存。

 2.3　单一碳源（葡萄糖）和最佳混合碳源上培养的卷

枝毛霉 WJ11 脱饱和酶基因表达水平分析

根据 NCBI 数据库，查找到卷枝毛霉 WJ11 中

存在两个 Δ9 脂肪酸脱饱和酶同工酶，两个 Δ6 脂肪

酸脱饱和酶同工酶和一个 Δ12 脂肪酸脱饱和酶[31]，

并且已明确卷枝毛霉 WJ11 中脂肪酸的生物合成途

径[32]，SA 经 Δ9 脱饱和酶催化生成 OA，再经 Δ12 脱

饱和酶催化生成 LA，最后经过 Δ6 脱饱和酶催化生

成 GLA[31]。因此，对上述五个脂肪酸去饱和酶进行

基因表达量的分析。

根据卷枝毛霉的生长特性，本文选取 24 h（脂质

合成率最高阶段）的样品，利用 RT-qPCR 进行各基

因表达水平分析（图 7）。图 7A 表明，在油脂迅速积

累时期混合碳源上生长的 WJ11 生物体内△9-1 脱

饱和酶的表达量显著下降（P<0.05）；图 7B 表明，△9-2

脱饱和酶的表达量无显著差异；而图 7C 表明，在混

合碳源上生长的 WJ11 生物体内△12 脱饱和酶的表
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Fig.6    Fatty acid composition of Mucor circinelloides WJ11
fermented on a single and optimally mixed carbon source and

analysis of fatty acid composition of soybean oil
注：MA，C14:0；PA，C16:0；SA，C18:0；OA，C18:1；LA，C18:2；GLA，
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间差异显著（P<0.05）。
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Fig.7    Analysis of gene expression levels of Mucor
circinelloides WJ11 grown on a single carbon source (glucose)

and an optimal mixed carbon source
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达量与对照组相比显著上升（P<0.05）；图 7D 和图 7E
表明，在油脂迅速积累时期混合碳源上生长的

WJ11 生物体内△6-1 脱饱和酶和△6-2 脱饱和酶的

表达量与对照组相比显著下降（P<0.05）。
综上所述，当卷枝毛霉 WJ11 在混合培养基中生

长时，细胞中 OA 的含量降低了 24%，这可能是由于

在卷枝毛霉 WJ11 进行脂质合成时，即当 SA 经 Δ9
脱饱和酶催化生成 OA，再经 Δ12 脱饱和酶催化生

成 LA，Δ9 脱饱和酶的表达量相对下降，而 Δ12 脱饱

和酶的表达量相对上升（见图 6），因此导致 OA 的含

量相对下降；而细胞中 LA 的含量增加了 127%，这

是因为外源 OA 的大量存在使卷枝毛霉 WJ11 细胞

内的△12 脱饱和酶的表达水平上调，从而使其能够

利用大豆油中的 OA 合成 LA[31]；而卷枝毛霉 WJ11
中 GLA 的含量降低了 46.7%，可能是由于△6 脱饱

和酶的表达水平降低导致的，不足以将过多的 LA 转

化为 GLA，从而使得 GLA 的积累量相对降低，这与

之前的研究结果相符[33−34]。在混合碳源培养的卷枝

毛霉 WJ11 细胞中检测到 ALA 的积累以及 LA 含

量的增加，均可以说明卷枝毛霉 WJ11 可以吸收外源

脂肪酸，并将其储存在细胞内，参与脂质的合成。

 3　结论
与单一碳源（葡萄糖）培养基相比，以大豆油为外

源碳源添加到培养基时，不同的添加量会对卷枝毛

霉 WJ11 细胞的生长和脂质积累造成不同的影响，均

可引起卷枝毛霉 WJ11 细胞生物量和脂质产量的增

加。在最佳糖油混合碳源培养基（葡萄糖 35 g/L，大
豆油 24.3 g/L，即大豆油占比为 56.25%）上培养时，

卷枝毛霉 WJ11 的细胞干重可高达 19.60 g/L，与在

单一碳源（葡萄糖）上生长的菌体相比增加了 33.15%，

积累的脂质含量和产量达到 42.62% 和 8.35 g/L，与
对照组相比增加了 23.8% 和 65.10%，并且在细胞内

积累了 ALA。因此，产油真菌可以利用外源油脂进

行脂质积累，并且可以据此生产高附加值多不饱和脂

肪酸。本研究为农业、食品工业低值油脂的综合利

用、生产高附加值的多不饱和脂肪酸奠定了基础。
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