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摘 要:花生四烯酸( ARA) 是一种重要的脂肪酸，现在主要由生物法生产，本文综述了高山被孢霉发酵生产花生四
烯酸油脂的菌落形态控制及其代谢途径，以期为相关的研究者提供参考。
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Abstract: Arachidonic acid ( ARA) is a very important fatty acid，and mainly proudced by biological
method． In this paper，production of ARA by Mortierella alpina and the involved metabolic pathways
were reviewed，in order to provide references for relative research．
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目前花生四烯酸 ( arachidonic acid，ARA) 油脂

主要从动物肝脏、猪肾上腺、沙丁鱼中提取获得。
然而动物组织中 ARA 的含量基本都低于 5%，细胞

干质 量 中 ARA 的 质 量 甚 至 低 于 0. 2%［1］。由 于

ARA 为细胞膜磷脂的重要组成成分，因此，自从 20
世纪 80 年代，研究者开始寻求通过微生物发酵法生

产 ARA，并发现丝状真菌高山被孢霉具有大量积累

花生四烯酸油脂的能力［2 － 3］。
以往的研究热点主要集中于高产 ARA 高山被

孢霉的菌株筛选、高山被孢霉发酵生产花生四烯酸

油脂的发酵工艺等方面［4 － 5］。而本文主要综述高山

被孢霉深层培养过程中菌丝形态的控制及高山被

孢霉合成 ARA 的代谢通路、限速步骤及将来的研究

方向。

1 花生四烯酸的性质及其应用

花生四烯酸，系统命名为全顺 Δ-5，8，11，14-二
十碳四烯酸，其碳链中具有 4 个顺式双键。由于第

一个双键位于羧基端的第六个碳原子处，所以 ARA
属于 ω 6 型不饱和脂肪酸。鉴于其特殊的生物学性
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质，ARA 被广泛应用于食品、医药、制药、化妆品及

农业等行业中［6 － 7］。
ARA 是人体中前列腺素、前列环素、血栓烷、白

三烯等一系列重要的二十碳酸的前体物质，适量摄取

有助于婴幼儿大脑细胞及神经系统发育［7］。因此

ARA 在婴幼儿奶粉中具有不可替代的强化营养的作

用。2012 年，卫生部正式发文批准 ARA 可用于儿童

用乳粉及婴幼儿谷类辅助食品，规定使用量必须分别

低于总脂肪酸含量的 1%和 2 300 mg /kg［8］。
作为大脑及眼睛中重要的脂肪酸组成成分，

ARA 具有传递神经信号的作用，可提高婴幼儿的

感光及认知能力［7］。ARA 亦可作为一种经济型化

妆品添加剂，具有调节细胞膜渗透性、保湿肌肤等

功能［9］，因此它常作为改善皮肤的护肤用品。除

此之外，ARA 还可以添加到护发素等洗发产品中，

能够促进头发生长，改善发质［10］。ARA 还具有降

低机体内胆固醇含量的功效［11］，因此，它也是一种

饲料添 加 剂，可 用 于 改 善 银 狐 皮 毛 光 滑 度 及 舒

适度［12］。

2 传统工艺制备花生四烯酸油脂

花生四烯酸油脂广泛存在于猪肝脏、猪肾上

腺、蛋、牛脑、鱼油等组织中。目前，主要通过尿素

包合法从动物组织中提取，而此方法仅能得到粗

品，花生四烯酸油脂的含量仅为 50%，且其中还有

大量的二十碳五烯酸 ( eicosapentaenoic acid，EPA)

油脂。而婴幼儿乳品中如存在过量的 EPA，会抑制

ARA 的吸收和合成，从而降低细胞中 ARA 水平，导

致婴幼儿大脑发育不成熟，甚至性早熟［13］。因此，

传统工艺生产 ARA 不宜再进行工业化生产; 微生物

法生产 ARA 的研究则更有必要开展。

3 微生物发酵法制备花生四烯酸油脂

鉴于动物组织来源的 ARA 产品中含有大量的

EPA，而 EPA 含量超标又会给婴幼儿身体健康带来

隐患。因此，从 20 世纪 80 年代起，研究者开始利用

微生物发酵法生产 ARA，相关生产菌株及生产技术

的专利由此先后问世。例如，Barclay 等［1］为采用复

杂 N 源培养 M． sect． schmuckeri 生产 ARA 的常规培

养方式申请了专利。Akimoto 等［14］就降低 ω 3 脱饱

和酶活性提高 ARA 积累量的发酵方法申请专利。
自 1983 年 Ahern 等［15］ 发 现 红 藻 ( Porphyridium
cruentum) 具有合成 ARA 的能力后，一大批微生物

也被发现能够合成 ARA，主要集中在被孢霉属与耳

霉属。表 1 列出了几种菌株的 ARA 积累情况，其中

高山被孢霉积累 ARA 的能力最强。此外，有研究发

现，通过在高产油脂的解脂亚洛酵母中过量表达

ARA 合成的 Δ6 脱饱和酶 /Δ6 延长酶及 Δ9 延长酶 /
Δ8 脱饱和酶途径中的关键酶，可实现 ARA 的大量

积累［30］。

表 1 不同菌株积累花生四烯酸油脂的能力比较

Table 1 Literature data on arachidonic acid oil production by different strains

菌株 发酵规模 底物
产量 /

( g·L －1 )
ARA 占总油脂

百分比 /% 发酵周期 /d 文献

M． alpina ME-1 机械搅拌罐 葡萄糖、乙醇 19． 80 75． 0 11 ［16］
M． alliacea YN-15 50 L 罐 葡萄糖 7． 10 36． 4 7 ［17］
M． alpina LPM 301 100 L 罐 葡萄糖 4． 50 60． 4 8 ［18］
M． alpina ME-1 5 L 罐 葡萄糖、乙醇 19． 02 — 5． 6 ［19］

M． alpina 摇瓶 葡萄糖 7． 74 — — ［20］
M． alpina 12 L 罐 葡萄糖 18． 80 — 12． 5 ［21］

M． alpina M6 摇瓶 葡萄糖 4． 82 72． 3 8 ～ 14 ［22］
M． alpina IS-4 摇瓶 葡萄糖 0． 41 — 10 ［23］

M． alpina 摇瓶 玉米淀粉水解液 1． 87 17． 3 7 ［24］
M． alpina CCF 固体发酵 大米、小麦等 0． 24 — 7 ［25］

M． alpina LPM 301 机械搅拌罐 葡萄糖 4． 50 60． 4 8 ［26］
M． schmuckeri 摇瓶 葡萄糖 2． 30 20． 0 — ［1］

M． alpina I49-N18 摇瓶 葡萄糖 4． 55 70． 2 10 ～ 13 ［27］
Aureispira maritima 摇瓶 葡萄糖 0． 04 — 3 ［28］
Conidiobolus nanodes 摇瓶 葡萄糖 2． 55 16． 0 — ［29］
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笔者从以下几个方面对发酵法生产 ARA 进行

综述。
3． 1 微生物发酵所需营养物质及发酵工艺

目前，高山被孢霉发酵 ARA 可以利用的 C 源包

括葡萄糖、淀粉及大豆油等，而葡萄糖是利用最广

泛的 C 源。以 NH4NO3、NaNO3、NH4AC、( NH4 ) 2SO4

等无机氮为 N 源时，菌体生长量偏低，因此，高山被

孢霉应以蛋白质、氨基酸等有机氮为 N 源［31 － 32］。
作为 多 种 酶 类 的 辅 因 子，Mg2 +、Fe2 +、Zn2 +、

Cu2 + 和 PO3 －
3 等离子的添加，极大地促进了 ARA 的

积累［33 － 34］。溶氧是影响高山被孢霉菌体生长、产物

积累的重要因素之一，Peng 等［35］通过两阶段控制

溶氧，最终将 ARA 的积累量提高了 50. 3%。
实验室规模，高山被孢霉积累 ARA 的发酵及提

取工艺流程如图 1 所示。由图 1 可知，发酵结束后，

经真空过滤、离心收集菌体; 之后经过氯仿、甲醇抽

提可得到 ARA。工业化规模，发酵结束后，菌体经

真空过滤、去离子水清洗后，105 ℃ 干燥至恒质量，

之后菌体经甲醇盐酸溶液处理、n-己烷萃取可得

到 ARA。
3． 2 菌丝形态对 ARA 积累的影响

丝状真菌培养过程中，溶氧不足是目标产物

大量积累的主要瓶颈之一。目前针对此问题的解

决方案有: ①在培养基中添加氧载体; ②通入高浓

度氧的空气; ③控制菌丝形态增加菌体与氧气的

接触面积。前两种方案在成本上都比较昂贵，无

法适用于大规模的发酵生产。此外，研究表明对

于一定浓度、黏度的发酵液，发酵液中氧气浓度达

到饱和时，菌体颗粒内部某点的溶氧即降低至零，

即菌体内 部 氧 气 浓 度 随 菌 体 直 径 增 大 而 迅 速 降

低［36］，Shu 等［37］研究裂褶菌时同样也发现颗粒内

部溶氧传质困难。因此，目前解决丝状真菌深层

培养过程中溶氧问题较为行之有效的方法为控制

菌丝形态。
其次，菌丝形态还能影响发酵液的流体性能。

研究表明，在氧气充足的条件下，土曲霉发酵液怜

指数( flow index) 与稠度系数的影响因素之一为颗

粒直径大小，其中怜指数随颗粒直径增加而降低，

而稠 度 系 数 随 颗 粒 直 径 增 大 而 增 大［38］。Teng
等［39］通过控制培养基中的接种量控制菌体形态，

并测定发酵液中的怜指数及稠度系数，计算得到

团状菌体的发酵液流体表观黏度大于颗粒状菌体

发酵液流体表观黏度。而表观黏度越大，流体中

的物质交换、溶氧传递越困难，由此可以得知，颗

粒状菌体发酵液中的物质交换、溶氧传质较团状

发酵液容易。

图 1 高山被孢霉发酵及提取 ARA 的工艺流程

Fig． 1 Flow-sheet for arachidonic acid production via fermentation by M． alpina

Park 等［40］ 研 究 发 现，表 面 非 光 滑 颗 粒 积 累

ARA 的量是光滑颗粒表面的 2 倍，达到菌体干质量

的 14%。Higashiyama 等［41］研究表明，菌体形态由

丝状转变成团状时，营养物质及代谢废物在细胞与

发酵液间传递难度增大，ARA 积累量下降。Zhou

等［42］研究表明，颗粒状德氏根霉积累延胡索酸能力

最强，且其积累能力随颗粒直径变小而增大。Feng
等［43］研究金龟子绿僵菌发酵生产腐败菌素 B 时发

现，腐败菌素 B 的积累量随金龟子绿僵菌颗粒直径

增大而降低。Sitanggang 等［44］研究曲霉发酵生产葡
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糖胺时也得到相似的结论。Shu 等［37］研究裂褶菌

生产抗肿瘤多糖裂裥菌素时同样也发现，颗粒直径

越小，目的产物积累量越高。对高山被孢霉而言，

Higashiyama 等［45］将发酵液中的菌体分成丝状部分

和颗粒部分，并发现丝状部分积累的 ARA 含量偏

低。同时，Chung 等［46］利用抗体间接荧光染色分析

粗糙链孢霉( Neurospora crassa) 中转化酶活性位点，

得出对数生长后期转化酶活性位点位于年轻菌丝

细胞膜( 顶端细胞) 上的结论。
换言之，从微观角度来说: 同等质量的菌体，顶

端细胞越多，合成目标产物的能力越强; 从宏观角

度来说: 比表面积越大，菌体合成目标产物的能力

越强。由此可以推断，对高山被孢霉而言颗粒直径

较小，目标产物的积累量越大。
目前，丝状真菌形态主要包括丝状、团状、颗粒

状 3 种。影响菌丝形态的主要因素包括 C 源、N 源、
无机盐、pH、表面活性剂等培养基组分以及剪切力、
温度、接种量等培养方式。对于不同的丝状真菌，

显著影响其形态的因素也不一样。
对高山被孢霉而言，在培养基中仅添加KH2PO4

一种 无 机 离 子 ( 盐) 时，菌 体 成 丝 状; 同 时 添 加

Na2SO4、CaCl2、MgCl23 种无机离子( 盐) 时，菌体主要

呈现大颗粒状( 2 ～3 mm) ; 而同时添加以上 4 种无机

离子( 盐) 时，菌体主要呈现小颗粒状( 1 ～ 2 mm) ［47］。
C /N 比作为重要的影响因素，可以直接影响菌体颗粒

直径的大小。C /N 比 ＞20 时，颗粒直径大小随着C /N
比升高而增加; C /N 比 ＜20 时，颗粒直径几乎不发生

改变［48］。同时，不同溶氧条件下，高山被孢霉呈现的

形态也有所不同。溶氧浓度控制在( 2. 0 ～5. 0) ×
10 －7时，随溶氧浓度升高，菌体形态由丝状逐渐向颗

粒状转变; 溶氧浓度控制在( 1. 5 ～ 2. 0) × 10 －7 时，菌

体形态几乎不发生改变［49］。此外，Park 等［40］研究表

明，以酵母粉、谷朊、玉米浆为 N 源时，深层培养过程

中 M． alpina 呈颗粒状; 而以 Pharmamedia、鱼粉、大豆

粉为 N 源时，菌体呈丝状。与此同时，研究表明，高浓

度的葡萄糖溶液不仅抑制菌体生长，而且可以诱导高

山被孢霉形成丝状菌体［50］。
3． 3 ARA 代谢途径

如图 2 所示，ARA 合成途径主要包括糖酵解途

径、TCA 循环途径、丙酮酸 /苹果酸循环、脂肪酸合

成途径等。其中，葡萄糖经糖酵解途径合成丙酮

酸，丙酮酸一部分进入线粒体中的三羧酸循环，另

一部分留在胞液中进入丙酮酸 /苹果酸循环; 三羧

酸循环过程中产生的柠檬酸穿过线粒体膜进入胞

液中，并 在 ATP-柠 檬 酸 裂 解 酶 作 用 下 形 成 乙 酰-
CoA; 在乙酰-CoA 羧化酶作用下，合成丙二酰-CoA;

之后在一系列酶的催化作用下得到棕榈酰 CoA( 图

3) 。棕榈酰-CoA 与乙酰-CoA 相互作用后得到硬脂

酰-CoA，Δ9 脱饱和酶作用于硬脂酰 CoA 得到不饱

和的油酸酰 CoA，在脂肪酸中引入第一个双键; 接着

在一系列脂肪酸延长酶、脂肪酸脱饱和酶作用下得

到 ARA。

图 2 高山被孢霉细胞中花生四烯酸合成的代谢流

Fig． 2 Metabolic distribution of arachidonic
acid synthesis by M． alpina

CH3COSCoA + CO2 幑幐+ ATP HOOCCH2COSCoA + ADP + Pi ( 1)

Acetyl-CoA + 7malonyl-CoA + 14NADPH +20H 幑幐+

Palmityl-CoA + 7CoA + 14NADP + 7CO2 + 6H2O ( 2)

图 3 棕榈酰-CoA 的合成反应

Fig． 3 The biosynthesis of palmityl-CoA

在 ARA 的合成过程中，TCA 循环提供耗能代谢

过程中所需的 ATP 及柠檬酸。而柠檬酸在 ATP-柠
檬酸裂解酶作用下分解成供脂肪酸合成所需的乙

酰 CoA。丙酮酸 /苹果酸循环提供胞内脂肪酸合成

所需的还原力 NADPH。降低此过程中的苹果酸酶

活性能，会显著降低 ARA 的积累量［51］。因此，丙酮

酸 /苹果酸循环被认为是最重要的 NADPH 供体。
Zhang 等［52］推断苹果酸酶是脂肪酸积累的限速酶，

丙酮酸 /苹果酸循环是脂肪酸积累的限速步骤，过

量表达苹果酸酶后，卷枝毛霉中脂肪酸的积累量增
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加了 2. 5 倍。
Song 等［53］研究表明，产油丝状真菌卷枝毛霉中

发现苹果酸酶存在 6 种亚型，并且也只有一种亚型

( 亚型 4) 与脂肪酸的积累有关，其他亚型均在厌氧

条件下而非 N 源耗尽条件下发挥作用( 除亚型 3 以

外) ，亚型 3 为组成型，在菌体生长时具有较高的活

性。在高山被孢霉中，苹果酸酶存在 7 种亚型( A ～
G) ，通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳测定其中特定

酶活性，在培养基中 N 源耗尽即脂肪酸积累时，发

现仅有苹果酸酶 E 具有活性，而苹果酸酶 A、B、C、
F、G 则是溶氧关联型［54］。

Wynn 等［55］分别以葡萄糖和吐温-20、吐温-40、
吐温-80 为 C 源 ( 主 要 成 分 分 别 为 C14、C16、C18
等) 时，发现 ARA 的积累量具有差异性; 以吐温为 C
源时，C18∶ 2、C18∶ 3积累量相较于以葡萄糖为底物

时偏多，而 C20∶ 3、C20∶ 4的含量却没有区别; 这可以

解释为 Δ12 脱饱和酶作用于 C18 ∶ 1生成 C18 ∶ 2及

Δ6 脱饱和酶作用于 C18∶ 2生成 C18∶ 3的产量，随着

底物中 C18∶ 1或者 C18∶ 2含量的增加，产物积累量

也增加; 而转化 C18∶ 3成 C20∶ 3的反应速度较慢，且

为脂肪酸合成过程中的限速步骤，所以 ARA 的积累

量没有明显变化。另外，在产油型酵母解脂亚洛酵

母中表达植物来源的 β-酮酰基合成酶基因的研究

表明，β-酮酰基合成酶催化 C4 至 C14 化合物加乙酰

基延长碳链。延长超过 18 个碳的脂肪酸碳链时，需

要脂肪酸延长酶催化 4 个酶反应，因此，以 C16 和

C18 为底物时，与合成 C20 的速率基本一致［56］。因

此，可以推论脂肪酸延长酶催化 γ-亚油酸酰 CoA 合

成双高-γ-亚油酸酰 CoA 是 ARA 积累过程中的限速

步骤，这为进一步提高 ARA 的产量提供了可行的代

谢工程改造方案。

4 结论与展望

由于动物组织中 ARA 的含量偏低，因此，研究

者期待以微生物发酵法生产 ARA，得到更可能应用

于工业化的 ARA 生产方法。从已有的研究成果可

知，高山被孢霉积累 ARA 的能力最强。高山被孢霉

胞内可以经过糖酵解途径、丙酮酸 /苹果酸循环、脂
肪酸合成途径等步骤积累 ARA; 且对丝状真菌而

言，优化深层培养过程中的菌丝形态有助于提高菌

体与发酵液中的物质及气体交换，进而提高 ARA 产

量; 通过代谢工程的手段，提高苹果酸酶、脂肪酸延

长酶活性也不失为一种有效的方法。
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