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　　摘要：为筛选出高产二十碳五烯酸（ＥＰＡ，Ｃ２０∶５）野生型菌株，以采自北极地区的１７６株细菌为材料，通过
ＴＴＣ（２，３，５－氯化三苯基四氮唑）显色法和气相色谱两种方法筛选出４株疑似产 ＥＰＡ的细菌，并通过气质联用进
一步确认其产物为ＥＰＡ。其中编号６－４２的菌株ＥＰＡ占总脂肪酸百分比含量最高（４．９％），经１６ＳｒＤＮＡ进化分析
鉴定为希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｂａｌｔｉｃａ），并命名为Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２。通过研究温度和浅蓝菌素等培养条件对其ＥＰＡ含
量的影响，发现加入３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素后，０℃静置培养其 ＥＰＡ的总脂肪酸百分比含量和单位干菌含量最高，分
别为１１．５％和６．７ｍｇ／ｇ，１０℃振荡培养其单位体积培养液ＥＰＡ含量最高为３．６ｍｇ／Ｌ。
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　　ＥＰＡ（二十碳五烯酸，Ｃ２０∶５）和 ＤＨＡ（二十二
碳六烯酸，Ｃ２２∶６）都属于 ω－３系列超长链多不饱
和脂肪酸（ｖｅｒｙｌｏｎｇｃｈａｉｎｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄｆａｔｔｙａｃｉｄｓ，
ＶＬＣ－ＰＵＦＡ），它们对于人体健康具有重要意义［１］。

ＤＨＡ是人体大脑和视网膜组织中磷脂的重要组成
物质［２］，ＥＰＡ在人体内可转化为前列腺素、血栓素
和白三烯等类二十烷酸活性物质［３］。目前商业上

这些 ＶＬＣ－ＰＵＦＡ的主要来源是深海鱼油，但是鱼

油的生产受鱼的种类、季节和地点限制，加工成本高

且具有鱼腥味，特别是海洋生态环境的污染和渔业

资源的匮乏，使鱼油很难满足人们的需求［４］。因

此，寻找其他替代资源已成为新的研究热点。

微生物拥有生长速度快、营养需求低且代谢调

控简单等优势，是一种比较理想的替代资源，深海鱼

类也是由于最初摄食海洋微生物经食物链富集，最

终形成高含 ＶＬＣ－ＰＵＦＡ的鱼油［５］。目前，富含



ＤＨＡ的微生物，如破囊壶菌（Ｔｈｒａｕｓｔｏｃｈｙｔｒｉｕｍ）和裂
殖壶菌（Ｓｃｈｉｚｏｃｈｙｔｒｉｕｍ）已经被用于商业化大规模生
产ＤＨＡ，其代表公司如美国的马泰克（Ｍａｒｔｅｋ）和中
国的嘉必优（Ｃａｂｉｏ）。然而，还没有发现可用于商业
化生产 ＥＰＡ的野生型高产菌株。虽然，杜邦公司
（ＤｕＰｏｎｔ）运用代谢工程将耶氏酵母（Ｙａｒｒｏｗｉａｌｉｐｏ
ｌｙｔｉｃａ）ＥＰＡ占细胞干重含量提高到１５％［６］，但在中

国及许多其他国家，转基因生物来源的产物是禁止

应用于食品或食品添加剂的，因此我们试图筛选出

符合商业需求的高产ＥＰＡ野生型菌株。
前期研究发现特定的微藻如三角褐脂藻（Ｐｈａｅ

ｏｄａｃｔｙｌｕｍｔｒｉｃｏｒｎｕｔｕｍ）和微绿球藻（Ｎａｎｎｏｃｈｌｏｒｏｐｓｉｓ
ｏｃｕｌａｔａ）可以合成 ＥＰＡ，但同时还会进一步通过△４
延长酶和△４去饱和酶的作用，继续合成少量或微
量ＤＨＡ［７］，因而分离到的产物往往是 ＥＰＡ和 ＤＨＡ
的混合物。海洋细菌不同于这类微藻，他们不通过

常规的去饱和酶／延长酶途径，而是通过独特的聚酮
合酶（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＫＳ）途径来合成 ＶＬＣＰＵ
ＦＡ。这类细菌合成的产物往往是单一类型的 ＥＰＡ、
ＤＨＡ或ＡＲＡ［８］。目前已报道的产 ＥＰＡ的细菌包括
希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．ＳＣＲＣ２７３８）、发光杆菌
（ＰｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｐｒｏｆｕｎｄｕｍＳＳ９）和弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｍａｒｉ
ｎｕｓＭＰ－１）等［９～１１］，它们大多分离自深海或南极区

域等极地环境，这可能是由于ＥＰＡ可提高生物膜的
流动性从而适应低温高压环境［１２］。本文以采自挪

威（Ｎｏｒｗａｙ）斯瓦尔巴群岛（ＳｖａｌｂａｒｄＡｒｃｈｉｐｅｌａｇｏ）附
近的土样为材料，经分离鉴定后通过 ＴＴＣ显色和气
相色谱两种方法来筛选产ＥＰＡ菌株，并研究了温度
和浅蓝菌素对其脂肪酸组分的影响，特别是ＥＰＡ含
量的变化。

１　材料与方法
１．１　菌株和培养条件
１．１．１　菌株　所筛选的共６批菌株由中国典型培
养物保藏中心（ＣｈｉｎａＣｅｎｔｅｒｆｏｒＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃ
ｔｉｏｎ，ＣＣＴＣＣ）提供，均采自挪威斯瓦尔巴群岛新奥
尔松地区（Ｎｙ－Ａｌｅｓｕｎｄ，ＳｖａｌｂａｒｄＡｒｃｈｉｐｅｌａｇｏ，Ｎｏｒ
ｗａｙ）。第一和第二批采自冰川前端土壤，地理坐标
分别为７８°５４′Ｎ，１２°０６′Ｅ和７８°５３′Ｎ，１２°１０′Ｅ；第三
批采自苔原冻土带土壤，位于７８°５３′Ｎ，１２°０９′Ｅ；第
四和第五批采自 Ｓｔｕｐｈａｌｌｅｔ悬崖断层，分别位于７８°
５７．５７５′Ｎ，１１°３６．２８８′Ｅ和７８°５７．５２１′Ｎ，１１°３６．４４７′
Ｅ；第六批采自 ＭｉｄｔｒｅＬｏｖｅｎｂｒｅｅｎ冰川前端溶出区
域，位于 ７８°５３．７０４′Ｎ，１２°５．２６２′Ｅ。大肠杆菌
ＤＨ５α购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．１．２　培养基　Ｒ２Ａ培养基（ｇ／Ｌ）：酵母提取物
０．５ｇ，蛋白胨 ０．５ｇ，酪蛋白水解物 ０．５ｇ，葡萄糖
０．５ｇ，可溶性淀粉０．５ｇ，丙酮酸钠０．３ｇ，磷酸氢二钾
０．３ｇ，七水硫酸镁０．０４９ｇ，琼脂１８ｇ（固体培养基），
ｐＨ７．３±０．２，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，用于北极细菌的分
离鉴定和摇瓶发酵。

ＬＢ培养基（ｇ／Ｌ）：酵母提取物５ｇ，蛋白胨１０ｇ，
氯化钠１０ｇ，琼脂１８ｇ（固体培养基），ｐＨ７．０，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ，用于大肠杆菌的培养。
１．１．３　培养条件　Ｒ２Ａ固体平板倒置于２０℃温箱
培养用于菌株分离，Ｒ２Ａ液体摇瓶置于 １０℃摇床
１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养用于菌株的筛选与鉴定。加入
浅蓝菌素（ｃｅｒｕｌｅｎｉｎ，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）至其终浓度依
次为０、１、２、３、４、５μｇ／ｍＬ，随后置于１０℃摇床１８０ｒ／
ｍｉｎ振荡培养用于研究浅蓝菌素对产ＥＰＡ菌株脂肪
酸合成的影响。将接完种的 Ｒ２Ａ液体培养基分别
置于０、５、１０、１５、２０℃环境下静置培养，用于探讨温
度对产ＥＰＡ菌株脂肪酸组分的影响。
１．２　菌株的分离与鉴定

将所采集的样品溶于无菌水中稀释，随后涂布

于Ｒ２Ａ固体平板上并放置于２０℃温箱培养，挑取单
菌落进行编号和斜面保存。

采用细菌基因组提取试剂盒（ＭｉｎｉｂｅｓｔＢａｃｔｅｒｉａｌ
ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ，ＴａＫａＲａ）提取菌株基因
组ＤＮＡ，以２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′）和１４９２Ｒ（５′－ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′）为引物，采用高保真酶（ＰｈｕｓｉｏｎＨｉｇｈ－Ｆｉｄｅｌｉｔｙ
ＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，Ｔｈｅｒｍｏ）扩增菌株的１６ＳｒＤＮＡ片
段。５０μＬＰＣＲ反应体系中含有酶０．５μＬ，ＤＮＡ模
板１μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ｄＮＴＰ１μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ的引物
各２μＬ，５×ＨＦＢｕｆｆｅｒ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补齐；ＰＣＲ反应
程序为 ９８℃预变性 ３０ｓ；９８℃变性 １０ｓ，５５℃复性
３０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，３０个循环；７２℃终延伸 １０ｍｉｎ，
４℃保存。随后用纯化回收试剂盒（ＭｉｎｉｂｅｓｔＤＮＡ
ＦｒａｇｍｅｎｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ，ＴａＫａＲａ）回收 ＰＣＲ扩增产
物，用平末端克隆试剂盒（ＺｅｒｏＢｌｕｎｔＰＣＲＣｌｏｎｉｎｇ
Ｋｉｔ，Ｌｉｆｅ）将回收的１６ＳｒＤＮＡ片段连接到 Ｔｏｐ０质
粒上（连接体系为１６ＳｒＤＮＡ片段２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ２μＬ、
ＳａｌｔＳｏｌｕｔｉｏｎ１μＬ、Ｔｏｐ０质粒 １μＬ），室温下静置
１０ｍｉｎ，随后将 ６μＬ反应液加入大肠感受态细胞
ＤＨ５α进行化学转化并通过菌落 ＰＣＲ检测筛选阳
性克隆。挑取至少５个阳性克隆进行测序（武汉擎
科创新生物科技有限公司），确定测序结果的一致

性后将获得的１６ＳｒＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ数据库上进
行ＢＬＡＳＴ同源性比对。

０５６ 中国油料作物学报　２０１６，３８（５）



１．３　产ＥＰＡ菌株的筛选
本次实验采用ＴＴＣ（２，３，５－Ｔｒｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ

ｃｈｌｏｒｉｄｅ，Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）显色和气相色谱（ＧＣ）两
种方法来筛选产ＥＰＡ菌株，前者是新近报道的一种
快速筛选方法而后者是较为通用且最直接的筛选方

式。前期报道显示在产 ＥＰＡ的菌株培养液中加入
０．１％（ｍ／Ｖ）的 ＴＴＣ会发生显色反应［１３］，依据菌液

颜色的变化从而初步筛选出可能产ＥＰＡ的菌株，同
时利用ＧＣ进一步测定是否产ＥＰＡ。

挑取斜面保存的菌株接种至含３ｍＬ新鲜 Ｒ２Ａ
液体培养基的无菌具塞试管，置于１０℃摇床１８０ｒ／
ｍｉｎ活化菌株，随后按 １％（Ｖ／Ｖ）接种量转接至
２５０ｍＬ摇瓶，相同条件下发酵。待生长至对数期
（ＯＤ６００＝０．５～０．６）取１．５ｍＬ菌液至无菌ＥＰ管，加
入ＴＴＣ母液至其终浓度为０．１％（ｍ／Ｖ），随后在相
同条件下培养０．５～１ｈ，观察颜色变化。收集摇瓶
中的剩余菌体，先经过ＧＣ分析其脂肪酸组成，在完
全相同的分析条件下，以 ＥＰＡ甲酯标品（Ｌａｒｏｄａｎ，
瑞典）为对照，当测试菌株脂肪酸ＧＣ色谱峰与ＥＰＡ
标品出峰时间相同或非常相近时，初步认为该菌株

含有ＥＰＡ。随后对疑似产 ＥＰＡ菌株进行进一步的
ＧＣ－ＭＳ分析，当其质谱图与 ＥＰＡ标品质谱图相同
则确定该菌株产ＥＰＡ。
１．４　脂肪酸分析

将收集的菌体真空冷冻干燥后研磨成粉，用改

良后的酸法进行脂肪酸的甲酯化反应，称取 １０ｍｇ
菌体干粉置于４ｍＬ具塞玻璃瓶中，加入０．７５ｍＬ的
１ｍｏｌ／Ｌ盐酸甲醇溶液和１０μＬ的５ｍｇ／ｍＬ二十一烷
酸内标（ｈｅｎｅｉｃｏｓａｎｏｉｃａｃｉｄ，Ｌａｒｏｄａｎ）并漩涡振荡，密
封瓶盖置于８０℃水浴２ｈ，冷却至室温后分别加入
０．５ｍＬ的１％（ｍ／Ｖ）氯化钠水溶液和０．４ｍＬ的正己
烷并漩涡振荡，静置待溶液分层后取上清至１．５ｍＬ
离心管８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，含甲酯化脂肪酸的
上清一部分用于后续硅烷化反应，剩余部分可直接

用于ＧＣ及ＧＣ－ＭＳ分析。为了分离检测羟基脂肪
酸需要对甲酯化脂肪酸进行硅烷化反应，取甲酯化

脂肪酸氮气吹干后加入等体积的硅烷化试剂ＲＣ－２
（９９％ＢＳＴＦＡ＋１％ＴＭＣＳ，ＲＥＧＩＳ），置于 ９０℃反应
１ｈ，冷却至室温后可直接用于气相分析。

本次试验采用安捷伦７８９０Ａ气相色谱仪，氢离
子火焰化检测器（ＦｌａｍｅＩｏｎｉｚａｔｉｏｎＤｅｔｅｃｔｏｒ，ＦＩＤ）；
ＨＰ－ＦＦＡＰ（３０ｍ×０．２５ｍｍ×０．２５μｍ）色谱柱；载气
为高纯氮气，进样口压力为２５ｐｓｉ，进样量１μＬ，分流
比３０∶１；程序升温：初始温度１５０℃保持１ｍｉｎ，然后
以５℃／ｍｉｎ升温至２３０℃并保持８ｍｉｎ，进样口和检

测器温度分别保持在２５０℃和２８０℃。采用面积归
一法计算脂肪酸的相对百分含量。ＧＣ－ＭＳ采用相
同的仪器、分离柱和分离条件，质谱型号为安捷伦

５９７５Ｃ。

２　结果与分析
２．１　筛选并鉴定合成ＥＰＡ的北极细菌

前期实验采自挪威斯瓦尔巴群岛的６批材料共
分离出１７６个菌株，经１６ＳｒＤＮＡ初步鉴定发现主要
包含２４株假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、１８株黄杆菌
属（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、１４株节杆菌属（Ａｒｔｈｒｏｂａｃｔｅｒ）和
１０株地杆菌属（Ｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ）以及其它种属细菌。

首先采用ＴＴＣ快速鉴定方法来筛选产 ＥＰＡ菌
株。在菌液中加入０．１％的ＴＴＣ培养一段时间后发
现部分菌液颜色会发生变化，如图１所示按其颜色
变化程度分为深红（＋＋＋）、红色（＋＋）、粉色
（＋）和无变化（－）四类。综合 ＴＴＣ显色结果发现
共有６８个菌株发生显色反应，其中深红色７株、红
色１７株及橙色４４株，在这６８个显色菌株中黄杆菌
属１２株、假单胞菌属１１株、节杆菌属１０株及４株
地杆菌属，可以看出该四个属占总显色菌株一半以

上，黄杆菌属和节杆菌属多半发生显色反应。

注：从左至右依次标记为粉红色（＋）、无色（－）、深红色（＋＋＋）
和红色（＋＋）
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｃｏｌｏｒｗａｓｍａｒｋｅｄａｓｐｉｎｋ（＋），ｃｏｌｏｕｒｌｅｓｓ（－），ｄｅｅｐｒｅｄ（＋
＋＋）ａｎｄｒｅｄ（＋＋）ｆｒｏｍｌｅｆｔｔｏｒｉｇｈｔ

图１　ＴＴＣ显色反应
Ｆｉｇ．１　ＴＴＣｃｈｒｏｍｏｇｅｎｉｃｒｅａｃｔｉｏｎ

　　为了进一步确证合成ＥＰＡ的细菌，我们同时进
行 ＧＣ筛选。首先运用 ＧＣ测定脂肪酸组成并与
ＥＰＡ标品出峰时间比对（图２），初步确定是否含有
ＥＰＡ。若 ＧＣ结果显示有 ＥＰＡ的合成，再将该样品
进行ＧＣ－ＭＳ分析并与脂肪酸数据库比对（图３），
最终确定该菌株是否产 ＥＰＡ。运用该方法共筛选
出４株产 ＥＰＡ菌株，如表１所示，该４株菌分别为
Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓｐｌａｎｔａｒｕｍ、Ｃｏｍｐｏｓｔｉｍｏｎａｓｓｕｗｏｎｅｎｓｉｓ、
Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｏｍｎｉｖｏｒｕｍ和 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｂａｌｔｉｃａ，１０℃
下１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数期，测定ＥＰＡ占总脂肪
酸（ｔｏｔａｌｆａｔｔｙａｃｉｄ，ＴＦＡ）百分比依次为１．１％、２．３％、

１５６彭云峰等：从北极环境中筛选并鉴定产ＥＰＡ的细菌资源



０．９％和４．９％。
表１　确认合成ＥＰＡ的４株北极菌株

Ｔａｂｌｅ１　ＦｏｕｒｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄＥＰＡ－ｐｒｏｄｕｃｉｎｇＡｒｃｔｉｃｂａｃｔｅｒｉａ
菌株编号
Ｓｔｒａｉｎｃｏｄｅ

种属名称
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｇｅｎｕｓ

ＴＴＣ显色
ＴＴＣｒｅａｃｔｉｏｎ

ＥＰＡ含量／％
ＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔ

１－１ Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓｐｌａｎｔａｒｕｍ ＋＋ １．１
２－３７ Ｃｏｍｐｏｓｔｉｍｏｎａｓｓｕｗｏｎｅｎｓｉｓ － ２．３
２－４２ Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｏｍｎｉｖｏｒｕｍ ＋ ０．９
６－４２ Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｂａｌｔｉｃａ － ４．９

图２　菌株６－４２及ＥＰＡ甲酯标品ＧＣ图谱
Ｆｉｇ．２　Ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｔｒａｉｎ６－４２

ａｎｄＥＰＡｍｅｔｈｙｌｓｔａｎｄａｒｄ

２．２　温度对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２合成ＥＰＡ的影响
微生物会通过调节自身脂肪酸的合成来影响生

物膜的流动性，从而适应外界环境温度的变化。实

验设置０、５、１０、１５和２０℃五个温度，研究在不同温
度下Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２脂肪酸组分的变化。其 ＥＰＡ
含量的变化如表２所示，随着温度的降低ＥＰＡ占总
脂肪酸的百分比由２０℃时的３．４％逐步升高到０℃
时的８．８％，相应的单位菌体含量由２．２ｍｇ／ｇ升到
６．２ｍｇ／ｇ。同时由于温度的降低其生物量也随之由
初始的０．５ｇ／Ｌ降到０．３ｇ／Ｌ，因此单位体积培养基
ＥＰＡ的产量在１０℃时最高达２．２ｍｇ／Ｌ。进一步分
析其脂肪酸各组分的变化（表３），可以看出随着温
度的降低直链饱和脂肪酸中短链脂肪酸 Ｃ１２∶０和
Ｃ１４∶０含量增加，中长链脂肪酸 Ｃ１６∶０、Ｃ１７∶０和
Ｃ１８∶０含量减少，直链饱和脂肪酸总量先增后减而
支链饱和脂肪酸总量先减后增，饱和脂肪酸总量随

着温度的降低而减少。单不饱和脂肪酸 Ｃ１６∶１含
量随着温度降低而增加，总量变化趋势不明显；多不

饱和脂肪酸 ＥＰＡ含量随着温度的降低呈现增长趋
势，因此不饱和脂肪酸总量与饱和脂肪酸总量变化

趋势相反。

图３　菌株６－４２及ＥＰＡ甲酯标品质谱图
Ｆｉｇ．３　Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｓｔｒａｉｎ６－４２ａｎｄＥＰＡｍｅｔｈｙｌｓｔａｎｄａｒｄ

表２　温度对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２ＥＰＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２

温度
Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃

ＥＰＡ百分比含量
ＥＰＡ／ＴＦＡ／％

ＥＰＡ含量
ＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔ／（ｍｇ／ｇＤＣＷ）

生物量
Ｂｉｏｍａｓｓ／（ｇ／Ｌ）

ＥＰＡ产量
ＥＰＡｙｉｅｌｄ／（ｍｇ／Ｌ）

０ ８．８±０．１ ６．２±０．４ ０．３±０．０ ２．０±０．２
５ ７．５±０．１ ４．９±０．３ ０．４±０．０ ２．１±０．０
１０ ５．８±０．１ ４．０±０．３ ０．５±０．０ ２．２±０．３
１５ ４．２±０．０ ２．８±０．１ ０．６±０．０ １．６±０．１
２０ ３．４±０．０ ２．２±０．１ ０．５±０．０ １．１±０．１

　　注：ＤＣＷ表示细胞干重（Ｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ）；表中数据用ｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３）表示。下同
　　Ｎｏｔｅ：ＤＣＷ，Ｄｒｙｃｅｌｌｗｅｉｇｈｔ．Ｄａｔａｉｎｍｅａｎ±ＳＤ（ｎ＝３）．Ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

２５６ 中国油料作物学报　２０１６，３８（５）



表３　温度对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２脂肪酸组分的影响
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｆａｔｔｙａｃｉｄｐｒｏｆｉｌｅｏｆＳ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２

脂肪酸
Ｆａｔｔｙａｃｉｄ

温度 Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ／℃
０ ５ １０ １５ ２０

直链饱和脂肪酸
Ｓａｔｕｒａｔｅｄｓｔｒａｉｇｈｔ－ｃｈａｉｎ
ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ（ＳＣＦＡ）

Ｃ１２∶０ ３．７±０．１ ３．４±０．０ ３．４±０．１ ３．２±０．０ ３．１±０．０
Ｃ１３∶０ ０．２±０．０ ０．４±０．０ ０．４±０．０ ０．３±０．０ ０．３±０．０
Ｃ１４∶０ ６．０±０．１ ４．８±０．０ ４．３±０．１ ３．５±０．０ ２．９±０．０
Ｃ１５∶０ ０．６±０．１ １．９±０．０ １．７±０．１ １．７±０．１ １．５±０．０
Ｃ１６∶０ ９．２±０．２ １０．９±０．１ １３．３±０．１ １３．８±０．４ １４．２±０．０
Ｃ１７∶０ ０．０±０．０ ０．２±０．０ ０．３±０．０ ０．４±０．０ ０．５±０．０
Ｃ１８∶０ ０．１±０．０ ０．２±０．０ ０．３±０．０ ０．４±０．０ ０．５±０．０

支链饱和脂肪酸
Ｂｒａｎｃｈｅｄ－ｃｈａｉｎ
ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ（ＢＣＦＡ）

ｉＣ１３∶０ ８．６±０．１ ８．４±０．１ ８．１±０．０ ８．４±０．１ ９．１±０．１
ｉＣ１４∶０ ０．１±０．０ ０．２±０．０ ０．３±０．０ ０．４±０．０ ０．４±０．０
ｉＣ１５∶０ １４．９±０．２ １４．１±０．１ １２．４±０．２ １３．３±０．０ １５．１±０．０
ｉＣ１７∶０ ０．３±０．０ ０．４±０．０ ０．５±０．０ ０．６±０．０ ０．９±０．０

羟基脂肪酸
Ｈｙｄｒｏｘｙｆａｔｔｙ
ａｃｉｄｓ（ＨＦＡ）

３ＯＨ－Ｃ１２∶０ １．５±０．０ １．６±０．１ １．９±０．０ １．９±０．１ ２．０±０．０
３ＯＨ－Ｃ１３∶０ ０．０±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．２±０．０ ０．２±０．０
３ＯＨ－Ｃ１４∶０ ０．４±０．０ ０．４±０．０ ０．４±０．０ ０．５±０．０ ０．５±０．０

单不饱和脂肪酸
Ｍｏｎｏｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙａｃｉｄｓ（ＭＵＦＡ）

Ｃ１６∶１ ３９．２±０．１ ３６．３±０．１ ３６．８±０．３ ３５．８±０．２ ３３．６±０．１
Ｃ１７∶１ ３．１±０．１ ４．６±０．０ ４．４±０．１ ４．８±０．３ ４．８±０．０
Ｃ１８∶１ ２．８±０．０ ３．５±０．１ ４．９±０．０ ５．９±０．１ ６．６±０．１

多不饱和脂肪酸
Ｐｏｌｙｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ
ｆａｔｔｙａｃｉｄ（ＰＵＦＡ）

Ｃ２０∶５ ８．８±０．１ ７．５±０．１ ５．８±０．１ ４．２±０．０ ３．４±０．０
Ｏｔｈｅｒｓ ０．４±０．０ ０．９±０．０ ０．８±０．０ ０．７±０．１ ０．６±０．０
∑ＳＣＦＡｓ １９．８±０．１ ２１．９±０．０ ２３．６±０．２ ２３．４±０．１ ２２．９±０．０
∑ＢＣＦＡｓ ２３．９±０．１ ２３．２±０．０ ２１．３±０．１ ２２．７±０．０ ２５．５±０．０
∑ＨＦＡｓ ２．０±０．０ ２．１±０．０ ２．４±０．０ ２．６±０．０ ２．６±０．０
∑ＭＵＦＡｓ ４５．１±０．１ ４４．４±０．１ ４６．１±０．２ ４６．４±０．２ ４４．９±０．１
∑ＵＦＡｓ ５４．０±０．１ ５１．９±０．１ ５１．９±０．２ ５０．６±０．２ ４８．３±０．１

２．３　浅蓝菌素对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２合成ＥＰＡ的影响
为了探究浅蓝菌素对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２ＥＰＡ合成

的影响，设置了０、１、２、３、４、５μｇ／ｍＬ各浓度在１０℃
下进行摇瓶发酵。各浓度下 ＥＰＡ的含量如表４所
示，可以看出浅蓝菌素处理后 ＥＰＡ含量均有所提
高，其中浅蓝菌素浓度为３μｇ／ｍＬ时达到最大，ＥＰＡ
占ＴＦＡ含量、ＥＰＡ单位干菌和单位体积培养基含量
分别达到７．６％、４．５ｍｇ／ｇ和３．６ｍｇ／Ｌ。对比１０℃
时静置和振荡两种培养条件，可以看出静置时 ＥＰＡ
占ＴＦＡ含量和ＥＰＡ单位干菌中含量较高，但振荡培
养生物量较高，因此ＥＰＡ单位体积培养基产量高于

静置培养。进一步分析其脂肪酸各组分的变化（表

５），可以看出，直链饱和脂肪酸中碳链长度在１５碳
及其以下含量增加，而１５碳以上含量减少；支链饱
和脂肪酸中 Ｃ１３∶０含量增加，而 Ｃ１５∶０和 Ｃ１７∶０
含量减少；直链和支链饱和脂肪酸总量均增加但后

者变化幅度较小。羟基脂肪酸整体变化较小，而单

不饱和脂肪酸含量均减少，相反 ＥＰＡ含量先增后
减。整体来说短链脂肪酸含量增加，单不饱和脂肪

酸含量减少，羟基脂肪酸含量不变，而 ＥＰＡ含量均
有所增加。

表４　浅蓝菌素对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２ＥＰＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｅｒｕｌｅｎｉｎｏｎＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２

浅蓝菌素浓度／（ｍｇ／Ｌ）
Ｃｅｒｕｌｅｎｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＥＰＡ百分比含量
ＥＰＡ／ＴＦＡ／％

ＥＰＡ含量
ＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔ／（ｍｇ／ｇＤＣＷ）

生物量
Ｂｉｏｍａｓｓ／（ｇ／Ｌ）

ＥＰＡ产量
ＥＰＡｙｉｅｌｄ／（ｍｇ／Ｌ）

０ ４．９±０．０ ３．０±０．０ ０．８±０．０ ２．３±０．０
１ ６．３±０．２ ３．７±０．１ ０．８±０．０ ２．９±０．１
２ ７．２±０．５ ４．３±０．３ ０．８±０．０ ３．４±０．３
３ ７．６±０．３ ４．５±０．２ ０．８±０．０ ３．６±０．２
４ ７．４±０．３ ４．３±０．２ ０．８±０．０ ３．３±０．２
５ ７．０±０．２ ４．０±０．２ ０．８±０．０ ３．１±０．１

３５６彭云峰等：从北极环境中筛选并鉴定产ＥＰＡ的细菌资源



表５　浅蓝菌素对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２脂肪酸组分的影响
Ｔａｂｌｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｅｒｕｌｅｎｉｎｏｎｆａｔｔｙａｃｉｄｐｒｏｆｉｌｅｏｆＳ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２

脂肪酸
Ｆａｔｔｙａｃｉｄ

浅蓝菌素浓度 Ｃｅｒｕｌｅｎｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ／ｍＬ）
０ １ ２ ３ ４ ５

ＳＣＦＡ

Ｃ１２∶０ ３．２±０．１ ３．７±０．１ ３．９±０．１ ４．１±０．１ ４．４±０．１ ４．６±０．０＼
Ｃ１３∶０ ０．７±０．０ １．０±０．１ １．２±０．１ １．４±０．１ １．５±０．１ １．８±０．２
Ｃ１４∶０ ２．５±０．０ ４．８±０．０ ６．４±０．４ ７．４±０．２ ８．２±０．４ ８．７±０．４
Ｃ１５∶０ ２．９±０．０ ３．９±０．１ ４．２±０．２ ４．３±０．１ ４．２±０．３ ４．２±０．２
Ｃ１６∶０ １０．４±０．２ １０．５±０．３ ９．８±０．４ ９．２±０．３ ９．１±０．３ ８．５±０．４
Ｃ１７∶０ １．２±０．０ ０．５±０．０ ０．３±０．０ ０．３±０．０ ０．２±０．０ ０．２±０．０
Ｃ１８∶０ ０．３±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０

ＢＣＦＡ

ｉＣ１３∶０ ７．８±０．０ ９．８±０．２ １０．７±０．２ １１．３±０．１ １１．８±０．０ １２．２±０．１
ｉＣ１４∶０ ０．５±０．０ ０．５±０．０ ０．５±０．０ ０．４±０．０ ０．４±０．０ ０．５±０．０
ｉＣ１５∶０ １１．６±０．１ １０．６±０．２ ９．８±０．１ ９．２±０．２ ８．７±０．１ ８．２±０．１
ｉＣ１７∶０ ０．６±０．０ ０．２±０．０ ０．２±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０ ０．１±０．０

ＨＦＡ
３ＯＨ－Ｃ１２∶０ １．９±０．０ １．９±０．１ １．９±０．１ １．９±０．０ ２．０±０．１ ２．１±０．１
３ＯＨ－Ｃ１３∶０ ０．３±０．０ ０．３±０．０ ０．３±０．０ ０．３±０．０ ０．３±０．０ ０．３±０．０
３ＯＨ－Ｃ１４∶０ ０．５±０．０ ０．６±０．１ ０．６±０．０ ０．５±０．０ ０．６±０．０ ０．６±０．０

ＭＵＦＡ
Ｃ１６∶１ ３５．６±０．４ ３５．０±０．２ ３４．０±０．２ ３３．５±０．１ ３３．１±０．２ ３２．９±０．１
Ｃ１７∶１ ９．１±０．４ ６．５±０．２ ５．４±０．２ ５．０±０．１ ４．６±０．２ ４．５±０．２
Ｃ１８∶１ ４．６±０．１ １．９±０．１ １．４±０．１ １．１±０．０ １．０±０．１ １．０±０．１

ＰＵＦＡ

Ｃ２０∶５ ４．９±０．０ ６．３±０．２ ７．２±０．５ ７．６±０．３ ７．４±０．３ ７．０±０．２
Ｏｔｈｅｒｓ １．５±０．０ ２．０±０．２ ２．２±０．２ ２．３±０．１ ２．３±０．２ ２．４±０．２
∑ＳＣＦＡｓ ２１．１±０．１ ２４．５±０．２ ２６．０±０．２ ２６．７±０．１ ２７．７±０．１ ２８．１±０．３
∑ＢＣＦＡｓ ２０．４±０．０ ２１．１±０．１ ２１．１±０．１ ２１．０±０．２ ２１．１±０．０ ２１．０±０．０
∑ＨＦＡｓ ２．７±０．０ ２．８±０．１ ２．７±０．０ ２．７±０．０ ２．８±０．０ ３．０±０．０
∑ＭＵＦＡｓ ４９．４±０．３ ４３．４±０．２ ４０．８±０．１ ３９．６±０．１ ３８．７±０．１ ３８．４±０．１
∑ＵＦＡｓ ５４．２±０．２ ４９．７±０．３ ４８．０±０．２ ４７．２±０．２ ４６．２±０．２ ４５．４±０．３

　　结合浅蓝菌素实验结果，在 ０℃和 １０℃下用
３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素处理。其结果如表６所示，可
以看出０℃下加入３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素静置培养，
ＥＰＡ占ＴＦＡ百分比含量和单位干菌含量达到最大，

分别为１１．５％和６．７ｍｇ／ｇ；但是由于低温对生物量
的影响，所以在 １０℃下加入 ３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素
振荡培养，单位体积培养基 ＥＰＡ含量最高为
３．６ｍｇ／Ｌ。

表６　温度和浅蓝菌素对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２ＥＰＡ含量的影响
Ｔａｂｌｅ６　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｅｒｕｌｅｎｉｎｏｎＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔｏｆＳ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２

培养条件
Ｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ＥＰＡ百分比含量
ＥＰＡ／ＴＦＡ／％

ＥＰＡ含量
ＥＰＡｃｏｎｔｅｎｔ／（ｍｇ／ｇＤＣＷ）

生物量
Ｂｉｏｍａｓｓ／（ｇ／Ｌ）

ＥＰＡ产量
ＥＰＡｙｉｅｌｄ／（ｍｇ／Ｌ）

０℃ ８．８±０．１ ６．２±０．４ ０．３±０．０ ２±０．２
０℃＋Ｃｅ １１．５±０．０ ６．７±０．１ ０．３±０．０ ２．３±０．１
１０℃ ５．８±０．１ ４．０±０．３ ０．５±０．０ ２．２±０．３

１０℃＋Ｃｅ ７．９±０．１ ４．６±０．２ ０．６±０．０ ２．５±０．２
１０℃ ４．９±０．０ ３．０±０．０ ０．８±０．０ ２．３±０．０

１０℃＋Ｃｅ ７．６±０．３ ４．５±０．２ ０．８±０．０ ３．６±０．２
　　注：表示振荡培养，其它为静置培养
　　Ｎｏｔｅ：Ｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｓｈａｋｉｎｇ，ｔｈｅｏｔｈｅｒｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｓｔａｔｉｃ

３　讨论与结论
目前市场上针对ＶＬＣ－ＰＵＦＡ开发的产品越来

越多以微生物为原料来提取制备，如从裂殖弧菌和

破囊弧菌中提取制备 ＤＨＡ。但由于尚未发现高产
ＥＰＡ的野生型或突变型菌株，因此从微生物来源制
备单一ＥＰＡ领域尚属空白。结合已报道的有能力
合成 ＶＬＣ－ＰＵＦＡ的微生物，发现大多来源于极端
嗜冷环境如深海和极地地区［１２，１４，１５］，因此本文以采

自北极区域的细菌为材料，以期筛选出新的高产

ＥＰＡ的野生型菌株。在筛菌方法的选择上，参考
Ｒｙａｎ等［１３］报道的一种 ＴＴＣ显色快速筛选方法，同
时结合虽然耗时耗力但相对更为准确的 ＧＣ法来筛
选产ＥＰＡ菌株。对初筛菌株的终产物最后进行 ＧＣ
－ＭＳ确认，得到四株 ＥＰＡ产生菌分别是 Ｎｏｃａｒｄｉｏ
ｉｄｅｓｐｌａｎｔａｒｕｍ、Ｃｏｍｐｏｓｔｉｍｏｎａｓｓｕｗｏｎｅｎｓｉｓ、Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅ
ｒｉｕｍｏｍｎｉｖｏｒｕｍ和 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｂａｌｔｉｃａ，其中 Ｆｌａｖｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ，Ｎｏｃａｒｄｉｏｉｄｅｓ和Ｃｏｍｐｏｓｔｉｍｏｎａｓ属尚未报道产

４５６ 中国油料作物学报　２０１６，３８（５）



ＥＰＡ的菌株。对比 ＥＰＡ占总脂肪酸百分比可以看
出 Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２的 ＥＰＡ含量最高，１０℃下达到
４．９％，虽然低于 ＳｈｅｗａｎｅｌｌａｐｎｅｕｍａｔｏｐｈｏｒｅＳＣＲＣ２７
３８（２５％～４０％，２０℃培养），但高于Ｓ．ｂａｌｔｉｃａＭＡＣ１
（１．５％，１０℃培养），Ｓ．ｏｎｅｉｄｅｎｓｉｓＭＲ－１（０．５７％，
４℃培养）［９，１６，１７］。

对比两种筛选方法的结果，我们注意到 ＴＴＣ显
色结果表明，Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２和 Ｃｏｍｐｏｓｔｉｍｏｎａｓｓｕ
ｗｏｎｅｎｓｉｓ未发生显色反应，这与Ｒｙａｎ等［１３］所描述的

检测结果有所差异。以本实验结果为依据，我们认

为ＴＴＣ法虽然简单快速，但是准确率不如 ＧＣ方法
高。有报道推测 ＴＴＣ显色是由于产 ＥＰＡ菌株含有
Δ５－去饱和酶，该酶将 ＴＴＣ还原成 ＴＦ从而发生显
色反应［１８］。根据现有的报道，海洋细菌一般是通过

聚酮合酶途径（ｐｏｌｙｋｅｔｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ＰＫＳ）来合成ＶＬ
ＣＰＵＦＡ，而不是常规的去饱和／延长酶途径。我们对
已报道的其他亚种的 Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ基因组进行分
析，未发现去饱和酶和延长酶，但是有参与 ＰＫＳ途
径的ｐｆａ基因簇，因此推测我们分离到的这株细菌
很可能也是通过ＰＫＳ途径来合成ＥＰＡ［１９］。

温度的改变会影响微生物脂肪酸组分的变化，

一般而言随着温度的降低多不饱和脂肪酸的含量会

有所增加，特别是南极和北极等产 ＥＰＡ的耐低温
菌，其ＥＰＡ含量和低温适应性存在一定的联系。
Ｄａｖｉｄ［２０］研究表明菌株６５１在２℃培养下 ＥＰＡ总脂
肪酸百分比含量和单位干菌含量由１５℃时的２．６％
和０．２ｍｇ／ｇ升至１２．２％和０．５ｍｇ／ｇ。Ｅｌｋｅ［２１］的研
究显示Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．ＮＢ７２在１０℃培养下 ＥＰＡ占
ＴＦＡ百分比含量由３０℃的０．３％提高到４％。结合
本次实验结果，ＥＰＡ占总脂肪酸百分比和单位干菌
含量随着温度的降低逐步增加，在０℃时达到最高，
相对２０℃时的 ３．４％和 ２．２ｍｇ／ｇ提高至 ８．８％和
６．２ｍｇ／ｇ。但是由于随着温度的降低，其生物量也
随之降低，所以ＥＰＡ产量（单位体积培养基含量）在
０℃为２．０ｍｇ／Ｌ，在１０℃时最高为２．２ｍｇ／Ｌ。此外我
们还分析 Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２脂肪酸谱的变化，发现直
链饱和脂肪酸中的短链脂肪酸含量随着温度的降低

而增加而中长链脂肪酸含量减少，支链脂肪酸无明

显变化，羟基脂肪酸含量减少，单不饱和脂肪酸总量

无明显变化，其中Ｃ１６∶１含量增加而Ｃ１７∶１和Ｃ１８
∶１含量减少。结合 ＥＰＡ含量的变化发现 Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ
６－４２低温下脂肪酸组分的变化与王峰［２２］的研究

结果一致，王峰的研究表明当温度由 ２０℃下降到
４℃时，Ｓ．ｐｉｅｚｏｔｏｌｅｒａｎｓＷＰ３的 ＥＰＡ含量由７．５％上
升到１４．１％，而单不饱和脂肪酸含量变化不明显。

随后他还发现 ＥＰＡ合成缺陷菌株在低温下生长受
到明显的抑制，而当外源添加ＥＰＡ后又恢复一定的
生长特性，由此推测 ＥＰＡ是其低温下生长必须脂
肪酸。

浅蓝菌素作为一种脂肪酸合成抑制剂，可抑制

脂肪酸合酶（ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）途径中 ＦａｂＢ
（β－ｋｅｔｏａｃｙｌ－ＡＣＰｓｙｎｔｈａｓｅｓⅠ）和 ＦａｂＦ（β－ｋｅｔｏ
ａｃｙｌ－ＡＣＰｓｙｎｔｈａｓｅｓⅡ）的活性，导致单不饱和脂肪
酸合成受阻［２３，２４］；但是发现于海洋细菌中的聚酮酶

（ＰｏｌｙｋｅｔｉｄｅＳｙｎｔｈａｓｅ，ＰＫＳ）途径不受其影响，因此拥
有ＰＫＳ途径的海洋细菌经浅蓝菌素处理后，其单不
饱和脂肪酸含量减少而 ＶＬＣ－ＰＵＦＡ含量增
加［１０，２５］。我们研究了不同浓度浅蓝菌素对 Ｓ．ｂａｌｔｉ
ｃａ６－４２ＥＰＡ合成的影响，结果显示：加入浅蓝菌素
后ＥＰＡ含量均有所提高，且当浅蓝菌素浓度为
３μｇ／ｍＬ时ＥＰＡ百分比含量、单位干菌含量及单位
体积培养液含量均达到最高，分别为７．６％、４．５ｍｇ／
ｇ和３．６ｍｇ／Ｌ。有报道称Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ经由ＰＫＳ途
径从头合成 ＥＰＡ［１９］，而 ＰＫＳ和 ＦＡＳ途径都是以乙
酰辅酶Ａ（Ａｃｅｔｙｌ－ＣｏＡ）和丙二酸单酰辅酶 Ａ（Ｍａｌ
ｏｎｙｌ－ＣｏＡ）为底物从头合成脂肪酸，因而 ＦＡＳ途径
被抑制反倒可能会使底物更多地用于 ＥＰＡ合成以
满足脂肪酸不饱和度的需求。分析其他脂肪酸含量

变化发现，直链饱和脂肪酸中碳链长度在１５碳及其
以下含量增加而１５碳以上含量减少，支链饱和脂肪
酸中Ｃ１３∶０含量增加而 Ｃ１５∶０和 Ｃ１７∶０含量减
少。羟基脂肪酸整体变化较小，而单不饱和脂肪酸

含量均减少，这与Ｍｏｒｉｔａ研究结果［２５］一致。

综合温度和浅蓝菌素对Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２脂肪酸
组分的影响，推测其含有ＰＫＳ途径来合成 ＥＰＡ。Ｓ．
ｂａｌｔｉｃａ６－４２细胞内的脂肪酸合成底物 Ａｃｅｔｙｌ－
ＣｏＡ和Ｍａｌｏｎｙｌ－ＣｏＡ流经 ＦＡＳ和 ＰＫＳ途径分别合
成中长链脂肪酸和 ＥＰＡ；在外界温度和浅蓝菌素的
作用下，其脂肪酸组分发生相应的变化。在０℃和
１０℃下用３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素处理，发现静置培养
条件下ＥＰＡ的总脂肪酸百分比和单位干菌含量高
于振荡条件下培养，但生物量及ＥＰＡ单位体积培养
基含量较低。因而０℃静置培养时加入３μｇ／ｍＬ的
浅蓝菌素，其ＥＰＡ的总脂肪酸百分比含量和单位干
菌含量最高，分别为１１．５％和６．７ｍｇ／ｇ；１０℃振荡培
养时加入３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素，其单位体积培养液
ＥＰＡ含量最高达３．６ｍｇ／Ｌ。ＥＩｒａｚａｋ［２６］报道其筛选
的Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｓｐ．７１７在２０℃下摇瓶发酵 ＥＰＡ的总
脂肪酸百分比和单位干菌含量依次为８％和９ｍｇ／ｇ，
经发酵罐及发酵条件优化后其相应含量增至２５％

５５６彭云峰等：从北极环境中筛选并鉴定产ＥＰＡ的细菌资源



和４６ｍｇ／ｇ，由于我们尚未使用发酵罐来精确控制
ｐＨ和含氧量等条件，因此 Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２的 ＥＰＡ
含量有进一步提高的可能。

本次实验筛选出四株产ＥＰＡ的北极细菌，丰富
了产ＥＰＡ的极地细菌资源。随后研究了温度和浅
蓝菌素等培养条件对一株希瓦氏菌 Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２
合成ＥＰＡ的影响，发现静置培养和低温可促进ＥＰＡ
合成但抑制菌体生长，３μｇ／ｍＬ的浅蓝菌素促进
ＥＰＡ合成且不影响菌体生长，为今后产ＥＰＡ菌株发
酵提供参考依据。同时结合 ＴＴＣ显色结果及脂肪
酸组分分析推测Ｓ．ｂａｌｔｉｃａ６－４２经由ＰＫＳ途径合成
ＥＰＡ，且对其脂肪酸谱分析发现含有多种羟基脂肪
酸和支链脂肪酸，为研究这些脂肪酸的生物合成途

径提供了新的菌种材料。
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