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高产 PUFAs 深黄被孢霉菌株的筛选 
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摘要: 以深黄被孢霉(Mortierella isabellina As3.3410)为出发菌株, 经微波诱变和紫外诱变, 乙酰水杨酸与低温

(15℃)相结合的筛选方法 , 获得  1 株高产多不饱和脂肪酸菌株  A35-4, 其生物量为  17.9 g/L, 油脂含量为 

67.8%, 油脂产量为 12.12 g/L, PUFAs 含量为 20.3%, PUFAs 产量为 2.46 g/L, 上述指标比原始菌株 A0 分别

增加 32.6%、49.8%、98.69%、14.0%和 125.7%。连续斜面传代培养证实该菌株具有较好的遗传稳定性。本研

究为直接利用该菌株生产 PUFAs 以及克隆高效 PUFAs 相关基因, 创造高含 PUFAs 转基因植物材料奠定基础。 
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Screening of high-yield PUFAs Mortierella isabellina strain
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Abstract:  The original strain Mortierella isabellina As3.3410 was treated by microwave and ultraviolet. Mu-
tated strains were screened by acetyl salicylic acid and low temperature (15°C). A high-yield strain named as 
A35-4 was successfully selected. The biomass of this strain was 17.9 g/L, oil content was 67.8%, oil production was 
12.12 g/L, polyunsaturated fatty acids (PUFAs) content was 20.2%, and production of PUFAs was 2.46 g/L, 
which increased 32.6%, 49.8%, 98.69%, 14.0%, and 125.7% compared with the original A0 stain, respectively. The 
continuous slope transmission experiments confirmed that the strain had a good genetic stability. The study is 
beneficial for cloning high efficiency genes for PUFAs and producing PUFAs in this stain, and lays the ground work 
for creation of transgenic plants containing high levels of PUFAs. 

Keywords: Mortierella isabellina; UV irradiation; microwave irradiation; resistance screening

研究发现多不饱和脂肪酸(Polyunsaturated fatty 
acids, PUFAs)及其衍生物在大脑发育、视觉、过敏

反映及心血管运动等一系列生理功能中发挥重要作

用, 它具有维护生物膜的结构、治疗心血管疾病、
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抗炎、抗癌以及促进大脑发育、减肥、增加动物的

产仔率和成活率等功能[1~7]。随着人类生活水平的提

高, 运动量的减少, PUFAs 对人类的健康作用越来
越突出。长期以来人们都是从动植物油脂中提取 
PUFAs, 但动植物的生长随着季节、地理位置等的影
响而使  PUFAs 含量变动较大 , 提取成本高 , 周期
长, 不能适应市场发展的需要, 且动植物油脂资源
含油量及不饱和脂肪酸类型、比例均受到一定的限

制。因此, 近年来人们一直在探索利用诱变育种等
技术 , 对现有产  PUFAs 菌株进行改造 , 进一步提
高 PUFAs 的含量。 

袁成凌等 [6]采用不同诱变方法对高山被孢霉

(Mortierella Alpina)进行诱变育种, 获得多株花生四
烯酸(Arachidonic acid, ARA)高产菌株, ARA 产量最
高达到 7.43 g/L, 王啸等[8]对深黄被孢霉(AS3.2793)
进行复合诱变获得突变株MUI0310, ARA 产量为 
0.73 g/L。目前产 PUFAs 的出发菌株多为被孢霉属
真菌, 但由于野生菌株产多不饱和脂肪酸的能力很低, 
因此急需利用诱变育种等方法培育出高产菌株[9,10]。 

本 文 以 深 黄 被 孢 霉 (Mortierella isabellina 
As3.3410) A0 为出发菌株, 利用紫外诱变和微波诱
变相结合的诱变方法, 采用乙酰水杨酸和低温相结
合的筛选方法 , 选育出高产  PUFAs 的突变株 
A35-4。本研究可为直接利用该菌株生产 PUFAs 以
及克隆高效  PUFAs 相关基因 , 创造高含  PUFAs 
转基因植物材料奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌种 
深黄被孢霉(Mortierella isabellina As3.3410)购

自中国科学院微生物研究所。 
1.1.2  培养基 

斜面培养基为马铃薯葡萄糖琼脂(Potato dex-
trose agar, PDA)培养基：200.0 g/L 马铃薯, 20.0 g/L 
葡萄糖, 20.0 g/L琼脂。 

种子培养基：100.0 g/L 葡萄糖, 1.0 g/L 磷酸二
氢钾, 0.3 g/L 硫酸镁, 2.0 g/L 酵母膏, 2.0 g/L 硫酸
铵。pH 6.1, 1×105 Pa灭菌 20 min。 

产脂培养基：100.0 g/L 葡萄糖, 2. 0 g/L 柠檬酸
钠, 2.0 g/L 磷酸二氢钾, 0.5 g/L 硫酸镁, 2.0 g/L酵母

膏, pH 6.0, 1×105 Pa灭菌 20 min。 
初筛培养基：添加 0.88 g/L乙酰水杨酸的 PDA 

培养基。 

1.2  方法 

1.2.1  传代活化 

将试管斜面菌种  A0 转接到  PDA 斜面上 , 
28℃恒温培养 7 d, 待孢子大量生成并转变为灰色
后, 4℃保存或用来制备孢子悬浮液。 

1.2.2  孢子悬液的制备 

用 5 mL 无菌水水洗平面孢子, 玻璃珠振荡 20 
min, 制成 1×106 ~ 1×107 cfu/ mL的单孢子悬液。 

1.2.3  乙酰水杨酸浓度的确定 

分别配置含 0、0.176, 0.356、0.528、0.704、
0.880、1.056、1.232 和  1.408 g/L 乙酰水杨酸的 
PDA 筛选培养基。取 0.2 mL 新培养的单孢子悬液
涂筛选平板, 28℃培养 5 d, 统计抑菌率。 

1.2.4  紫外线诱变时间的确定 

将制备好的单孢子悬浮液置于磁力搅拌器上的

无菌培养皿中, 调整培养皿与紫外灯( 15 W )的距离
为 25.0 cm。盖上皿盖, 打开紫外灯预热 20 min后
在黑暗条件下打开皿盖, 边用紫外灯照射边搅拌。
分别取 1 mL照射 10 s、20 s、30 s、40 s、50 s和
60 s 的孢子悬液, 吸取 0.2 mL 涂平板, 28℃ 避光

培养 2 d, 统计菌落数并计算致死率。 

1.2.5  微波诱变时间的确定  

将制备好的单孢子悬浮液置于 1 800 r/min 的
摇床上振荡培养 5 h, 使孢子分散和活化。将装有 5 
mL 菌悬液的无菌试管置于烧杯中 , 采用功率为 
800 W, 脉冲频率为 2 450 MHz 微波炉进行辐照处
理。吸取微波诱变菌悬液 0.1 mL 涂平板, 28℃ 避

光培养 2 d, 统计菌落数和致死率。 

1.2.6  平板初筛  

经过诱变后的孢子  15℃ 培养  7 d 后转到含 
0.88 g/L 乙酰水杨酸的 PDA 筛选培养基 28℃ 培

养 6 d, 然后用苏丹黑染色进一步筛选。聚 β 羟丁
酸是微生物菌体中类脂粒储藏物的主要成分之一 , 
它能被脂溶性染料苏丹黑着色, 从而使菌体细胞呈
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现蓝黑色, 且颜色的深浅随细胞内脂肪的多少而不
同。由此即可根据菌体颜色的深浅半定量判断细胞

内油脂的多少。 
苏丹黑染色显微镜初筛：在载玻片上加一滴无

菌水, 用接种环挑取少许菌体制成涂片, 自然干燥
后, 用 0.3% 的苏丹黑(苏丹黑 0.3 g、100 mL 70% 
乙醇)染色 10~15 min, 水洗, 自然干燥, 滴加二甲苯
脱色至涂片透明, 干燥后滴加 0.5% 蕃红染液复染 
30 s, 水洗, 自然干燥后显微镜观察。 

1.2.7  突变菌株的复筛 

摇瓶复筛：用 5 mL无菌水水洗经过初步筛选的
孢子于装有 30 mL 种子培养基的三角瓶中, 28℃、
180 r/min振荡培养 2 d。取 10 mL 培养 2 d的摇瓶
种子培养液转接入装有 100 mL 产脂培养基的三角
瓶中, 28℃、180 r/min 振荡培养 7 d。 

1.2.8  传代实验 

将突变株连续传接 10 代, 并把每代菌株的孢
子液在相同条件下, 接入基本发酵培养基培养 7 d, 
测定其生物量、油脂含量和 PUFAs 含量。 

1.2.9  分析方法 

油脂含量定量分析：索氏抽提法[11]。 
多不饱和脂肪酸含量的测量：本实验  PUFAs 

含量的气相色谱测定委托中国农科院油料所测试中

心完成。 

2  结果与分析 

2.1  乙酰水杨酸质量浓度对抑菌效果的影响 

为提高筛选效率, 探讨了不同浓度的乙酰水杨
酸对出发菌株生长的抑制效应, 结果见表 1。从表 1
可以看出, 随着乙酰水杨酸浓度增加, 抑制率逐渐
增加, 当乙酰水杨酸浓度达到 0.88 g/L时, 无菌落生
长, 抑菌率为 100%。乙酰水杨酸浓度过低将导致筛
选工作量加大, 筛选效率降低, 乙酰水杨酸浓度过
高会导致漏筛一些高产菌株, 因此初筛培养基乙酰
水杨酸加入量确定为 0.88 g/L。 

2.2  紫外线诱变剂量的选择 

紫外线分别照射 10 s、20 s、30 s、40 s、50 s
和 60 s的孢子致死率结果见表 2。由表 2可知, 低剂
量紫外线对孢子有较小的致死率, 随着照射剂量的
加大, 其致死率逐渐提高。紫外线诱变深黄被孢霉的
致死率为 75%~80% 时产量性状正突变率较高[9], 因
此本研究采用 75% 的致死率对应的照射时间为诱
变时间, 即紫外诱变条件为：以 15 W紫外灯为光源, 
照射距离为 25 cm, 照射 30 s。 

2.3  微波诱变剂量的选择 

为了避免微波照射产生的热杀死孢子, 本实验
采用间歇性照射法, 即每照射 10 s停顿 1 min, 总
照射时间为各个分散时间的累加, 微波诱变实验结
果如表 3。随着照射剂量的加大, 其致死率逐渐增加, 
效率降低, 本实验选用致死率为 40%~60% 所对应
的微波照射时间 100 s作为微波诱变时间。 

2.4  突变株的诱变历程和结果 

2.4.1  紫外线诱变结果 

本研究先采用紫外线照射 30 s, 乙酰水杨酸与
低温相结合的筛选方法进行初筛, 然后通过形态学
观察 , 挑选在筛选平板上生长速度快 , 菌丝粗大 , 
菌苔大、厚、密, 颜色较深的菌落进行苏丹黑染色。
选出染色颜色较深的 60 株菌株进行种子培养与产
脂培养, 测定生物量和油脂含量, 将两个指标均高
的菌株油脂甲酯化后进行气相色谱检测, 筛选得到
突变株 A35, 其与出发菌株 A0 在菌体干重、油脂
产量和 PUFAs 含量的比较如表 4。由表 4 可发现
A35的菌体干重、油脂产量和 PUFAs 产量都比 A0
高, 且差异达到显著水平。 

2.4.2  微波诱变结果 

利用微波间歇性照射 A35 诱变株 100 s, 用乙
酰水杨酸与低温相结合的筛选方法进行初筛, 苏丹
黑染色, 选取脂肪颗粒较多的 20 株进行发酵培养, 
测定生物量、油脂含量。将两个指标均高的菌株油

脂甲酯化后测量多不饱和脂肪酸含量, 得到突变株  
 
表 1  不同浓度乙酰水杨酸对出发菌株的抑制效果 

乙酰水杨酸浓度(g/L) 0 0.176 0.356 0.528 0.704 0.880 1.056 

抑菌率(%) 0 21.6% 32.8% 65.4% 84.6% 100% 100% 
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表 2  紫外线诱变的致死率
＊

诱变时间(s) 致死率(%) 

0 0 
10 36.4 
20 56.3 
30 77.1 
40 86.4 
50 98.8 
60 100 

注：＊ 紫外灯功率为 15 W, 照射距离为 25 cm。 

表 3  微波诱变的致死率
＊

诱变时间(s) 致死率(%) 

0 0 
50 24.5 

100 53.8 
150 69.3 
200 86.6 
250 98.8 
300 100.0 

注：＊脉冲频率为 2450 MHz, 功率为 800 W的微波炉。 
 
表 4  出发菌株与诱变株菌体干重、油脂产量和 PUFAs 含量的比较 

菌体干重 油脂产量 PUFAs 含量 

菌体干重(g/L) 产量(g/L) PUFAs含量(100%) 菌株 

I II III 
P-value 

I II III 
P-value

I II III 
P-value

诱变株 
(A35) 

16.85 15.92 15.88 10.08 9.63 9.60 19.0 19.6 19.2 

原始菌

株(A0) 
13.67 13.98 12.86

0.04 
6.18 6.32 5.81 

0.04 
16.0 17.8 18.4 

0.04 

 

A35-4。方差分析发现  A35-4 的  PUFAs 含量与 
A0 的差异达到显著水平 , PUFAs 含量为  20.3%, 
比原始菌株 A0 增加 14.0%, A35-4 与 A0 脂肪酸
组成见表 5。 

对突变株 A35-4 和出发株 A0 进行苏丹黑染
色, 在 10×40 倍显微镜下观察菌丝体内油脂颗粒
分布情况, 结果如图 1。突变株 A35-4 菌丝体中油 
 

表 5  突变株 A35-4 与出发株 A0 脂肪酸组成的比较 

脂肪酸种类 高产株 A35-4(%) 原始株 A0(%)

C14: 0豆蔻酸 1.5 1.0 
C16:0棕搁酸 32.0 22.1 
C16:1棕搁烯酸 2.1 2.0 
C17:0十七碳烷酸 0.1 0.1 
C17:1十七碳一烯酸酸 0 0 
C18:0硬脂酸 3.7 3.3 
C18:l 油酸 43.3 56.6 
C18:2亚油酸 11.5 10.3 
C18:3 γ-亚麻酸 4.7 3.4 
C20:0 花生酸 0.4 0.6 
C20:1 花生一烯酸 0.2 0.3 
C20:2 花生二烯酸 0 0.1 
C20:0山嵛酸 0.1 0.1 
C22:1芥酸 0.1 0.1 
C24:0二十四碳烷酸 0.1 0 
C22:1二十四碳一烯酸 0.3 0.2 
C20:4 花生四烯酸 4.0 4.0 
PUFAs产量 20.3±0.72 17.8±0.72 
PUFAs产量 P-value 0.017 

脂颗粒大而密集, 而出发株 A0 的菌丝内油脂颗粒
小且稀疏, 说明突变株 A35-4 可能富含大量油脂。
结果发现突变株  A35-4 生物量为  17.9 g/L, 油脂
含量为 67.8%, 油脂产量为 12.12 g/L, PUFAs 含量
为 20.3%, PUFAs 产量为 2.46 g/L, 上述指标比原
始菌株 A0 分别增加 32.6%、49.8%、98.69%、14.0% 
和 125.7%。突变株 A35-4中亚油酸和 γ - 亚麻酸都
比原始菌株 A0 高, 油酸却比原始菌株 A0 低, 说
明突变株 A35-4 有一定的研究价值。 

 

 
 

图 1  菌株苏丹黑染色显微照片  
A：出发株 A0 显微照片(10×40); B：突变株 A35-4 显微照片
(10×40)。 

2.5  突变株 A35-4的遗传稳定性 

将所得突变株 A35-4 连续传接 10 代, 摇瓶
发酵测其每代的生物量、油脂含量和 PUFAs 含量
(表 6)。从表 6 可以看出, 不同代菌株的生物量在  
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表 6  突变株 A35-4 的遗传稳定性 

传代数 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 P-value 
干重 
(g/L) 

17.9±0.2 17.7±0.2 18.2±0.2 17.8±0.2 17.7±0.2 18.0±0.2 18.1±0.2 17.9±0.2 18.2±0.2 17.6±0.2 0.86 

油脂含

量(%) 
67.7±0.2 67.3±0.2 67.4±0.2 67.6±0.2 67.7±0.2 67.6±0.2 67.4±0.2 67.8±0.2 67.5±0.2 67.6±0.2 0.99 

PUFAs 
(%) 20.4±0.1 20.2±0.1 20.2±0.1 20.1±0.1 20.3±0.1 20.2±0.1 20.1±0.1 20.2±0.1 20.2±0.1 20.3±0.1 0.08 

 
17.6 g/L ~ 18.2 g/L, 油脂含量在 67.3% ~ 67.8%, 
PUFAs 含量在 20.1% ~20.4% 范围内变动, 差异没有
达到显著水平, 证明此菌株具有良好的遗传稳定性。 

3  讨 论 

乙酰水杨酸能够通过对前列腺素合成酶氨基末

端的乙酰化来抑制前列腺素合成过程中的氧化反应, 
Botha等 [10]研究发现 , 乙酰水杨酸能够抑制许多霉
菌花生四烯酸的合成, Eroshin等[12]曾用乙酰水杨酸

来筛选 ARA 产生菌, 李丽娜等[13]通过用微波诱变

和和抗乙酰水杨酸相结合的方法来筛选  ARA, 且
获得了 ARA 高产菌株。因此筛选对乙酰水杨酸具
有抗性的菌株, 可以提高多不饱和脂肪酸的产量。 

出发菌株 A0 经过最佳诱变条件(15 W紫外灯
为光源, 照射距离 25 cm, 照射时间 30 s)和微波诱
变剂量(以功率为 800 W 的微波炉在脉冲频率为 2 
450 MHz 条件下间歇照射 100 s)处理, 然后采用乙
酰水杨酸与低温(15 )℃ 相结合的初筛 , 镜检苏丹黑
染色的细胞, 比较生物量、油脂含量和 PUFAs 含量, 
最终成功筛选出高产 PUFAs 的突变株 A35-4, 其
生物量为 17.9 g/L, 油脂含量为 67.8%, 油脂产量
为 12.12 g/L, PUFAs 含量为 20.3%, PUFAs 产量
为  2.46 g/L, 上述指标比原始菌株  A0 分别增加 
32.6%、49.8%、98.69%、14.0%和 125.7% (表 5)。 

在以往的研究中主要采用单因素诱变, 以某一
成分的多不饱和脂肪酸为筛选目标[13~19], 孟晓敏等
[14]对深黄被孢霉进行诱变, γ-亚麻酸含量为目标筛
选到突变株H3, 3410-5, 菌丝体平均得率为  25.9 
g/L, 油脂含量为 44.0%, γ-亚麻酸含量 10.97%, 其
菌丝体得率和 γ-亚麻酸含量高于 A35-4, 但油脂含
量低于A35-4。魏娜等[15]通过 UV、LiCl 复合诱变
处理 , 随机筛选后复筛 , 得到深黄被孢霉突变株 
SHFU-13, γ-亚麻酸含量为  6.39%。王啸等 [20]通过 
UV 和  LiCl 复合诱变深黄被孢霉 , 得到突变株 

MUI0310, 其菌体干重为  21.80 g/L, 总脂含量为 
61.47%, 油脂得率达到 13.40 g/L, PUFA 得率达到
3.11 g/L。MUI0310 菌株在油脂得率和 PUFA 得率高
于 A35-4, 主要原因在于其生物学产量为 21.80 g/L, 
远高于 A35-4, 因此需要研究A35-4的发酵条件。 

本研究所采用的紫外、微波诱变的诱变方法 , 
乙酰水杨酸与低温( 15℃ )相结合的筛选方法, 苏丹
黑染色镜检筛选法, 多不饱和脂肪酸的总体评价法, 
可以提高效率, 筛选富含多种成分的多不饱和脂肪
酸, 是一种检出 PUFAs 高产突变株的有效方法。 
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