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摘  要：【目的】为了优化裂殖壶菌产 DHA 的培养条件，提高油脂中 DHA 含量。【方法】采用

单因素试验和正交设计试验方案，针对分批培养时间、培养基碳、氮源的种类和浓度以及培养温

度开展试验，采用重量法测定生物量、采用索氏提取法测定油脂总量，采用气相色谱法测定油脂

DHA 含量，考察培养条件对细胞油脂 DHA 含量的影响。【结果】最适培养时间为 4 d，培养温

度 23 °C，最优碳氮源组成为(g/L)：葡萄糖 65、甘油 80、蛋白胨 6、酵母粉 4 和谷氨酸钠 8。【结

论】裂殖壶菌 Schizochytrium sp. 20888 在葡萄糖和甘油组成的复合碳源和由蛋白胨、酵母粉和谷

氨酸钠组成的复合氮源的培养基中可以得到最优的 DHA 产量，细胞 DHA 含量能达到 33.68%。 

关键词：裂殖壶菌，二十二碳六烯酸，正交优化 
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Abstract: [Objective] In order to optimize the cultivation conditions of the Schizochytrium sp. 20888 
to increase DHA yield. [Methods] The effects of cultivation time, carbon and nitrogen sources and 
their concentrations and culture temperature on the cell growth, cellular lipid and DHA contents were 
studied. A series of “one-factor-at-a-time” experiments and orthogonally designed tests were carried 
out. The biomass was tested as dried weight, the lipid content was tested by Soxhlet extraction and the 
DHA content was determined by gas chromatography. [Results] The optimal cultivation time was 4 d, 
the proper temperature was 23 °C, and the optimal medium formula was as following (g/L): glucose 65, 
glycerol 80, peptone 6, yeast extract 4, sodium glutamate 8. [Conclusion] Optimal cultivation 
conditions for DHA production were obtained successfully. Under the optimal conditions, the DHA 
yield was reached to 33.68%. 

Keywords: Schizochytrium, Docosahexaenoic acid (DHA), Orthogonal optimization 

二十二碳六烯酸(DHA)是一种重要的 ω-3 多不

饱和脂肪酸(PUFAs)，具有预防和治疗心血管疾病、

健脑益智、改善视网膜功能、抗炎、抗癌等重要生

理功能[1-2]。 
海洋微生物作为海洋生物食物链的初级生产

者，是 DHA 的最原始来源。一些海洋微生物油脂

的 DHA 含量[3-4]远高于常见用于生产 DHA 的鱼油

中的含量[5]。微生物油脂具有种质资源丰富、生长

周期短、培养简单可控、DHA 含量高、脂肪酸组成

相对简单、分离纯化较鱼油容易、不含鱼腥味等优

点。微生物油脂生产不受地域的影响，季节和气候

变化等对其影响也较小，是可再生资源。裂殖壶菌，

是球形单细胞海洋真菌，在特定的条件下其细胞内

可累积大量油脂，而且积累的油脂中 DHA 含量很

高，目前已经被用作工业化生产 DHA 油脂的菌种。

为了进一步提高裂殖弧菌细胞产量、油脂产量和

DHA 含量，研究人员针对培养基配方、培养条件、

发酵工艺策略等开展了研究[6-7]。 

近年来，我国也开展相关研究，并且已经利用

裂殖弧菌工业化生产 DHA 藻油，但在 DHA 产量和

质量上仍有很大的改进空间[8]。研究不同的培养条

件对裂殖壶菌的生物量、总脂和 DHA 含量的影响

具有一定的理论和现实意义，旨在优化培养条件，

探索裂殖壶菌的生长特性以及油脂变化规律。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
1.1.1  菌 种 ： 试 验 所 用 菌 株 为 裂 殖 壶 菌

Schizochytrium sp. 20888，广东省微生物保藏中心。 
1.1.2  试剂：葡萄糖、蔗糖、甘油、硫酸铵、硝酸

铵、硝酸钠、谷氨酸钠、尿素、正己烷、氢氧化钾、

无水甲醇、无水硫酸钠、硫酸氢钠，以上均为分析

纯试剂；酵母粉、蛋白胨、牛肉膏为生化试剂；异

辛烷为色谱纯试剂；DHA 甲酯标准品：美国色谱科

(Supelco)公司，货号为 47570-U。 
1.1.3  培养基：种子培养基(g/L)：葡萄糖 20.0，酵

母粉 5.0，蛋白胨 5.0。用 1.0 L 天然海水配制，自然

pH。发酵培养基(g/L)：葡萄糖 80.0，酵母粉 4.0，
蛋白胨 4.0，用 1.0 L 天然海水配制，自然 pH。培
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养基均在 1×105 Pa 压力下灭菌 30 min。2 mol/L 氢

氧化钾甲醇溶液[9]：在 100 mL 无水甲醇中溶解

13.11 g 氢氧化钾，超声 10 min，加入无水硫酸钠干

燥，过滤，得到澄清溶液，储存待用。 

1.2  主要仪器 
HZQ-F280全温振荡培养箱，金坛市万华实验

仪器厂；CR22G日立高速冷冻离心机，天美科技有

限公司；Trace GC ultra气相色谱仪，Thermo Electron 

Corporation公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  培养方法：(1) 种子发酵培养：一级液体种

子发酵培养：100 mL 种子培养基装于 250 mL 三角

瓶中，1×105 Pa 灭菌 30 min，冷却，从斜面保藏菌

种挑取 4 环左右接种于液体培养基，23 °C、150 r/min

培养 3 d。二级液体种子发酵培养：100 mL 种子培

养基装于 250 mL 三角瓶中，1×105 Pa 灭菌 30 min，

冷却，从一级种子液中按照接种量为 5% (体积比)

取液体菌种，接种于新灭菌的液体培养基中，23 °C、

150 r/min 培养 3 d。 

(2) 摇瓶发酵培养：按 5% (体积比)的接种量，

从二级种子培养液中取种子液，接种于装有 50 mL

发酵培养基的 100 mL 三角瓶中，25 °C、150 r/min

培养 6 d，并绘制生长曲线；按 5% (体积比)的接种

剂量，从二级种子培养液中取种子液，接种于装有

100 mL 发酵培养基的 250 mL 三角瓶中，25 °C、

150 r/min 培养 4 d，用于培养条件的优化。 

1.3.2  分析方法：(1) 生物量的测定：取一定量的

发酵液置于离心管中，4 000 r/min离心15 min，蒸

馏水洗涤2次，105 °C烘干至恒重后称重，得细胞干

重，即得生物量(Dry cell weight，DCW)。 

(g/L) = 细胞干重
生物量

发酵液样品体积
。 

(2) 总脂含量的测定：发酵液经离心得菌体，

烘干至恒重后研细，将研细的菌体置于脱脂滤纸筒

中，用正己烷做溶剂进行索氏抽提，抽提温度为

80−90 °C，抽提时间6−7 h，回收正己烷；将抽提得

到的油脂转移至2 mL离心管中，60 °C驱除残余溶

剂至恒重，称重，得总脂含量(Total lipid content，

TLC)。 

(g/L) 提取的油脂重
总脂含量 =

发酵液样品体积
。 

(3) 气相色谱分析 DHA 含量：精确量取 0.060 g
提取的裂殖壶菌油脂置于 5 mL 带塞试管中，取

4 mL 异辛烷溶解样品。继续注入氢氧化钾甲醇溶液

200 μL，密封猛烈振摇 30 s，静置至澄清。继续加

入硫酸氢钠约 1 g，剧烈摇晃以中和氢氧化钾。当

盐沉淀后，将上层液倒入待用容器中，先用异辛烷

适度稀释再于气相色谱仪进样分析[9-10]。 
气相色谱条件：色谱柱：PEG-20M 毛细管色谱

柱(50 m×0.20 mm×0.25 μm)；检测器：FID (氢火焰

离子化检测器)；气化室温度：250 °C；检测器温度：

260 °C；柱温：程序升温：起始温度 150 °C，维持

5 min，以 6 °C/min 的升温速率上升至 220 °C，维

持 2 min；220−230 °C 升温 6.5 °C/min，230 °C 维持

35 min；助燃气流量(空气)：350 mL/min；燃气流

量(H2)：35 mL/min；尾吹气流量(N2)：30 mL/min；
分流比：20:1。 

DHA 的定性分析：在上述气相色谱条件下，用

已知的 DHA 甲酯 (Docosahexaenoic acid methyl 
ester，DHA-ME)标准品色谱峰的保留时间与样品甲

酯化后脂肪酸甲酯各组分色谱峰的保留时间对照

进行分析。 
DHA 的定量分析：先配制一系列不同质量浓度

的 DHA-ME 标准溶液，进样进行气相色谱分析，

测出各标准溶液中 DHA-ME 所对应的峰面积，以

组分浓度 CDHA-ME 为横坐标、峰面积 ADHA-ME 为纵

坐标，绘出标准曲线，并进行线性拟合。 
样品中 DHA-ME 含量的测定采用外标标准曲

线法。根据所测样品在气相色谱图中的峰面积

ADHA-ME，由拟合公式计算出样品中 DHA-ME 的质

量浓度，进而计算出 DHA 含量。总脂中 DHA 含量

计算如下： 

DNA-ME
3280.004
342DHA (%) 100

C × ×
= ×含量

称取油脂重
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式中，0.004、328 和 342 分别为加入异辛烷体

积(L)、DHA 与 DHA-ME 的分子量。 
1.3.3  数据分析：实验数据使用 DPS 7.05 软件进行

统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  裂殖壶菌的生长特性 
按照 1.3.1 的培养条件接种发酵培养基培养，

细胞生长曲线如图 1 所示。由图 1 可以看出，培养

期第 1 天细胞生长缓慢，第 2 天生长速率明显加快，

到第 4 天基本达到稳定，继续培养细胞又呈现下降

趋势，这说明培养 4 d 营养耗尽，细胞衰老和死亡

增加。因此，后续实验选择的培养周期为 4 d。 

2.2  温度对菌株生物量、总脂及DHA含量的影响 
温度是影响裂殖壶菌生物量、总脂及 DHA 积

累的重要因素。为了确定最适的生长和产物合成温

度，实验分别考察了 15、19、23、27 和 31 °C 培养

温度下，裂殖壶菌生物量、总脂及 DHA 含量的变

化。其中，以 60 g/L 葡萄糖作为碳源，以 4 g/L 酵

母粉和 4 g/L 蛋白胨作为氮源，按照 1.3.1 的培养条

件接种培养，测定细胞生物量、总脂及 DHA 含量， 
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图 1  裂殖壶菌生长曲线 
Figure 1  The growth curve of Schizochytrium sp. 20888 
 
结果如图 2 所示。 

由图2可以看出，当温度在15−23 °C范围内时， 

细胞生物量及总脂含量随着温度的升高而增加，而

当其温度在 23−31 °C 时，细胞生物量及总脂含量呈

下降趋势；另外，细胞 DHA 含量随着温度的升高

呈现不规律的变化趋势，31 °C 时其含量最高，23 °C

时次之，且相对较高。文献[11-12]报道，微藻在低

温条件下有利于 DHA 合成，本文 31 °C 时的 DHA  
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图 2  温度对 DHA 发酵的影响 
Figure 2  The effects of temperature on DHA fermentation performance 



蒋晓艳等: 裂殖壶菌 Schizochytrium sp. 20888 产 DHA 培养条件优化 1203 

 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

含量数据出现跳跃性变化可能含有较大误差。从总

的 DHA 产量(细胞生物量、总脂含量和 DHA 含量

之积)考虑，宜将发酵温度确定为 23 °C。 

2.3  碳源对菌株生物量、总脂及 DHA 含量的影响 
2.3.1  碳源种类对菌株生物量、总脂及 DHA 含量

的影响：实验分别以 80 g/L 葡萄糖、甘油、蔗糖作

为碳源，考察不同种类的碳源对裂殖壶菌生物量、

总脂及 DHA 百分含量的影响，按照 1.3.1 的培养条

件接种培养，测定细胞生物量、总脂及 DHA 百分

含量，结果如图 3 所示。 

由图 3 可以看出，葡萄糖和甘油相对更有利于

裂殖壶菌的生物量、油脂及 DHA 积累，而蔗糖作

为碳源得到的菌株生物量、油脂及 DHA 较少。许

石雄[13]的研究也表明裂殖壶菌不能利用二糖或多

糖。结果还表明，甘油有利于促进生物量及总脂含

量增长，而葡萄糖有利于促进 DHA 含量增加。 
2.3.2  碳源浓度对菌株生物量、总脂及 DHA 含量

的影响：通过碳源种类对菌株生物量、总脂及 DHA

含量的影响研究，可知葡萄糖和甘油为较优碳源，

因此有必要考察一下这两种碳源在不同浓度下对

裂殖壶菌发酵产 DHA 的影响。 

(1) 葡萄糖浓度对菌株生物量、总脂及 DHA 含

量的影响。实验分别以 40、60、80、100、120 g/L
葡萄糖作为碳源，考察不同浓度的葡萄糖对裂殖壶

菌生物量、总脂及 DHA 含量的影响，按照 1.3.1 的

培养条件接种培养，测定细胞生物量、总脂及 DHA

含量，结果如图 4A 所示。由图 4A 可以看出，当

葡萄糖浓度在 40−120 g/L 范围内时，细胞生物量、

总脂及 DHA 含量变化不大，在 60 g/L 时各项指标相

对较高，选择 60 g/L 为后续实验的葡萄糖浓度。 

(2) 甘油浓度对菌株生物量、总脂及 DHA 含量

的影响。分别以 40、60、80、100、120 g/L 甘油作

为碳源，考察不同浓度的甘油对裂殖壶菌生物量、

总脂及 DHA 含量的影响，按照 1.3.1 的培养条件接

种培养，测定细胞生物量、总脂及 DHA 含量，结

果如图 4B 所示。由图 4B 可知，当甘油浓度在

40−100 g/L 时，细胞生物量随着浓度的增加而增多，

当甘油浓度在 100−120 g/L 时，细胞生物量呈下降

趋势；当甘油浓度在 40−80 g/L 时，细胞总脂及

DHA 含量随浓度的增加而增多，当甘油浓度在

80−120 g/L 时，细胞总脂及 DHA 含量随着浓度的增

加而减少。由于实验的最终目标是提高所培养菌株 
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图 3  碳源种类对 DHA 发酵的影响 
Figure 3  The effects of carbon sources on DHA fermentation performance 
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图 4  碳源浓度对 DHA 发酵的影响 
Figure 4  The effects of carbon concentrations on DHA fermentation performance 

注：A：碳源为葡萄糖；B：碳源为甘油. 
Note: A: The carbon source was glucose; B: The carbon source was glycerol. 
 
的 DHA 产量，而 80 g/L 时细胞生物量也较高，因此

80 g/L 为裂殖壶菌发酵产 DHA 的最适甘油浓度。 

2. 4  氮源对菌株生物量、总脂及 DHA 含量的

影响 
2.4.1  氮源种类对菌株生物量、总脂及 DHA 含量

的影响：氮源分为有机和无机氮源，其中无机氮源

包括铵基氮、硝基氮和铵硝基复合氮，因此实验选

择 5 种有机氮源(蛋白胨、酵母粉、牛肉膏、尿素、

谷氨酸钠)和 3 种无机氮源[(NH4)2SO4、NH4NO3、

NaNO3]进行了研究。 

实验分别以 8 g/L (NH4)2SO4、NH4NO3、NaNO3、

尿素、谷氨酸钠、酵母粉、蛋白胨、牛肉膏作为氮

源，考察不同种类的氮源对裂殖壶菌生物量、总脂

及 DHA 积累的影响。其中，以 60 g/L 葡萄糖作为

碳源，按照 1.3.1 的培养条件接种培养，测定细胞

生物量、总脂及 DHA 含量，结果如图 5 所示。 

由图 5 可以看出，蛋白胨、谷氨酸钠及酵母粉

对生物量、总脂及 DHA 含量影响较大，硫酸铵、

硝酸铵、硝酸钠、尿素及牛肉膏对生物量、总脂及

DHA 含量的影响相对较小，因此需对蛋白胨、酵母

粉和谷氨酸钠的浓度进行进一步的优化实验。 
2.4.2  氮源浓度对菌株生物量、总脂和 DHA 含量

的影响：(1) 蛋白胨浓度对菌株生物量、总脂和

DHA 含量的影响。实验分别以 4、6、8、10、12 g/L
蛋白胨作为氮源，考察不同浓度的蛋白胨对裂殖壶

菌生物量、总脂及 DHA 含量的影响。其中，以 60 g/L
葡萄糖作为碳源，按照 1.3.1 的培养条件接种培养，

测定细胞生物量、总脂及 DHA 含量(图 6A)。由图

6A 可以看出，随着蛋白胨浓度的上升，细胞生物

量及总脂含量均呈现上升趋势，但总脂含量变化不

大；当蛋白胨浓度在 4−6 g/L 时，DHA 含量相近且

均比高浓度氮源条件下要高很多，而当蛋白胨浓度

在 6−12 g/L 时，DHA 含量相对较少。由于实验的

最终目的是为了提高细胞中的 DHA 含量，因此确

定 6 g/L 为裂殖壶菌发酵产 DHA 的最适蛋白胨浓度。 
(2) 酵母粉浓度对菌株生物量、总脂和 DHA 含

量的影响。实验分别以 4、6、8、10、12 g/L 酵母

粉作为氮源，考察不同浓度的酵母粉对裂殖壶菌生

物量、总脂及 DHA 含量的影响。其中，以 60 g/L
葡萄糖作为碳源，按照 1.3.1 的培养条件接种培养，

测定细胞生物量、总脂及 DHA 含量(图 6B)。由图

6B 可以看出，随着酵母粉浓度的上升，细胞总脂及

DHA 含量均呈现下降的趋势；当酵母粉浓度在

4−6 g/L 时，细胞生物量降低，而当其浓度在 6−12 g/L 
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图 5  氮源种类对 DHA 发酵的影响 
Figure 5  The effects of nitrogen sources on DHA fermentation performance 

注：AS：硫酸铵；AN：硝酸铵；SN：硝酸钠；CA：尿素；SG：谷氨酸钠；YE：酵母粉；Pep：蛋白胨；BE：牛肉膏. 
Note: AS: Ammonium sulfate; AN: Ammonium nitrate; SN: Sodium nitrate; CA: Carbamide; SG: Sodium glutamate; YE: Yeast extract; Pep: 
Peptone; BE: Beef extract. 
 
时，细胞生物量呈现上升趋势。因此，采用 4 g/L

为裂殖壶菌发酵产 DHA 的最适酵母粉浓度。 
(3) 谷氨酸钠浓度对菌株生物量、总脂和 DHA

含量的影响。实验分别以 4、6、8、10、12 g/L 谷

氨酸钠作为氮源，考察不同浓度的谷氨酸钠对裂殖

壶菌生物量、总脂及 DHA 含量的影响。其中，以

60 g/L 葡萄糖作为碳源，按照 1.3.1 的培养条件接种

培养，测定细胞生物量、总脂及 DHA 含量，结果

如图 6C 所示。 

由图 6C 可以看出，当谷氨酸钠浓度在 4−6 g/L
范围内时，细胞生物量及总脂含量随着浓度的增加

而增加，而当其浓度在 6−12 g/L 时，细胞生物量及

总脂含量呈下降趋势；当谷氨酸钠浓度在 4−10 g/L

范围内时，细胞 DHA 含量随着浓度的增加而增加，

而当其浓度在 10−12 g/L 时，细胞 DHA 含量随着浓

度的增加而降低；另外，当其浓度在 8−12 g/L 时，

细胞 DHA 含量相近且较高，而当其浓度在 4−6 g/L

时，细胞 DHA 含量较低。由于实验的最终目标是

提高所培养菌株的 DHA 产量，综合考虑可以得

到 8 g/L为裂殖壶菌发酵产DHA培养的最适谷氨酸

钠浓度。 

2.5  碳氮源正交优化实验 
在实验中，根据培养基中葡萄糖、甘油、蛋白

胨、酵母粉和谷氨酸钠这 5 个主要单因子实验结果，

选用了 6 因素 5 水平 L25(56)的正交表，对用于产

DHA 的裂殖壶菌发酵培养基组成进行正交优化实

验，继而确定了最佳发酵培养基配比。碳氮源正交

优化实验因素水平编码表及实验设计与结果如表

1、表 2 所示。 
利用DPS 7.05统计软件对表 2碳氮源正交优化

实验结果进行方差统计分析，分析结果如表 3 和表

4 所示。 

对于裂殖壶菌碳氮源正交优化实验结果，对其

DHA 含量作极差分析，得到每个指标的较优参数组

合，结果如表 3 所示。由表 3 可知因素影响的主次

为 A>D>C>E>B，较优参数组合为 A4B3C3D3E3。 

另外，利用 DPS 7.05 统计软件对细胞 DHA 含

量进行方差分析，结果如表 4 所示。由表 4 可以看 
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图 6  氮源浓度对 DHA 发酵的影响 
Figure 6  The effects of nitrogen concentrations on DHA fermentation performance 

注：A：氮源为蛋白胨；B：氮源为酵母粉；C：氮源为谷氨酸钠. 
Note: A: The nitrogen source was peptone; B: The nitrogen source was yeast extract; C: The nitrogen sourch was sodium glutamate. 
 

表 1  碳氮源正交优化实验因素水平编码表 
Table 1  Factors and levels of the orthogonal optimization experiment for carbon and nitrogen sources 

因素 Factors 

水平 Levels  A 
葡萄糖 

Glucose (g/L) 

B 
甘油 

Glycerol (g/L) 

C 
蛋白胨 

Peptone (g/L) 

D 
酵母粉 

Yeast extract (g/L) 

E 
谷氨酸钠 

Sodium glutamate (g/L)

1 50 70 5.0 3.0 7.0 

2 55 75 5.5 3.5 7.5 

3 60 80 6.0 4.0 8.0 

4 65 85 6.5 4.5 8.5 

5 70 90 7.0 5.0 9.0 
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表 2  碳氮源正交优化实验设计与结果 
Table 2  Experimental design and results of the orthogonal optimization experiment for  

carbon and nitrogen sources 

因素 Factors 

1 2 3 4 5 6 
序号 
No. 

A B C D E  

DHA 含量 
The DHA/TLC (%) 

1 1 1 1 1 1 1 8.20 6.71 7.12 

2 1 2 2 2 2 2 7.48 6.45 6.70 

3 1 3 3 3 3 3 33.01 34.15 32.47 

4 1 4 4 4 4 4 3.35 3.63 4.27 

5 1 5 5 5 5 5 18.67 20.95 21.81 

6 2 1 2 3 4 5 25.28 29.57 21.24 

7 2 2 3 4 5 1 19.92 22.76 21.40 

8 2 3 4 5 1 2 28.49 22.28 22.76 

9 2 4 5 1 2 3 20.76 18.17 18.45 

10 2 5 1 2 3 4 18.37 13.00 19.08 

11 3 1 3 5 2 4 27.61 28.57 29.32 

12 3 2 4 1 3 5 19.05 19.42 15.64 

13 3 3 5 2 4 1 18.44 19.05 18.15 

14 3 4 1 3 5 2 25.08 26.48 25.82 

15 3 5 2 4 1 3 25.95 27.80 28.20 

16 4 1 4 2 5 3 27.16 29.54 26.87 

17 4 2 5 3 1 4 26.37 26.35 25.68 

18 4 3 1 4 2 5 23.62 24.77 23.17 

19 4 4 2 5 3 1 30.78 27.00 26.84 

20 4 5 3 1 4 2 26.06 25.28 24.90 

21 5 1 5 4 3 2 27.45 24.63 22.47 

22 5 2 1 5 4 3 24.59 23.84 21.65 

23 5 3 2 1 5 4 23.82 13.45 20.88 

24 5 4 3 2 1 5 25.30 22.95 23.50 

25 5 5 4 3 2 1 22.64 22.62 22.35 

 
出 A、C、D、E 4 因素的显著性水平 P<0.01，则他

们在 α=0.01 下是显著的，差异非常显著；因素 B
的显著性水平 0.01<P<0.05，则其在 α=0.05 下是显

著的，差异显著。 
综合方差分析结果可以看出，A、B、C、D、E

这5个因素对实验结果在α=0.05下均具有显著性的

影响，因此实验中这 5 种因素的选取具有可行性。 

对 A4B3C3D3E3 这个较优参数组合进行验证实

验，结果如表 5 所示。 

相对标准偏差 RSD 表示实验的离散程度，其值

越低，实验结果越集中，实验越可靠。由表 5 可以

看出，实验中 RSD 值为 3.21，较低，说明实验操作

可靠，因此参数组合 A4B3C3D3E3 即葡萄糖 65、甘

油 80、蛋白胨 6、酵母粉 4、谷氨酸钠 8 为裂殖壶

菌发酵产 DHA 的最优培养基碳氮源(g/L)组成，此

时的细胞 DHA 含量为 33.68%。 
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表 3  碳氮源正交优化实验极差分析结果 
Table 3  Results of range analysis for the orthogonal optimization experiment of  

carbon and nitrogen sources 

因素 Factors 

1 2 3 4 5 
序号 
No. 

A B C D E 

K1 222.98 341.75 291.52 267.90 327.68 

K2 321.56 307.30 341.44 302.06 322.68 

K3 354.56 358.53 397.22 399.12 363.37 

K4 394.40 302.38 290.07 303.40 289.30 

K5 342.14 325.70 315.40 363.17 332.62 

k1 14.87 22.78 19.44 17.86 21.85 

k2 21.44 20.49 22.76 20.14 21.51 

k3 23.64 23.90 26.48 26.61 24.23 

k4 26.29 20.16 19.34 20.23 19.29 

k5 22.81 21.71 21.03 24.21 22.18 

极差 Range 11.43 3.74 7.14 8.75 4.94 

较优水平 The better level A4 B3 C3 D3 E3 

 
表 4  碳氮源正交优化实验方差分析结果 

Table 4  Results of ANOVA analysis for the orthogonal optimization experiment of  
carbon and nitrogen sources 

变异来源 Source 平方和 SS 自由度 df 均方 MS F 值 F value P 值 P value 显著性 Significant level

A 1 092.19 4 273.05 22.56 0.000 1 *** 

B 147.17 4 36.79 3.04 0.025 5 * 

C 526.41 4 131.60 10.87 0.000 1 *** 

D 745.36 4 186.34 15.40 0.000 1 *** 

E 186.32 4 46.58 3.85 0.008 4 ** 

空白 Blank 501.08 4 125.27    

模型误差 Model error 501.08 4 125.27 10.35 0.016 9  

重复误差 Repeat error 605.10 50 12.10    

合并误差 Combined error 1 106.18 54 20.49    

注：***：P<0.001，表明差异极显著；**：P<0.01，表明差异非常显著；*：P<0.05，表明差异显著. 
Note: ***: P<0.001, Stand for most significant level variance; **: P<0.01, Stand for more significant level variance; *: P<0.05, Stand for 
significant level variance. 
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表 5  碳氮源正交优化验证试验结果 

Table 5  Results of validation for the orthogonal 
optimization experiment of carbon and nitrogen sources 

编号 
No. 

DHA 含量 
The DHA/TLC (%) 

平均 DHA 含量 
The average DHA/TLC (%)

RSD 
(%)

1 32.65   

2 33.60 33.68 3.21

3 34.81   

 
单因素实验得到培养基配方各营养素的最优

范围，在局部也可能得到了较好的实验结果，但是

正交实验的目的是进一步确定单因素实验的结果，

把各种营养源的配方更加明确具体地得到确定。虽

然正交实验的结果没有比单因素实验结果出现大

幅度的提高，但是通过正交实验明确了该菌种在所

试验的培养基条件下所能达到的最好水平，避免了

重要的高产培养基配方条件的遗漏。 
在单因素实验中，各配方条件对生物量、总脂

含量和 DHA 含量(即 DHA/TLC)做了观察，根据单

因素实验选取的正交实验各因素水平已经考虑到

在生物量和总脂含量 2 个指标上的相对较高水平，

也就是具有较高 DHA 浓度，因此正交实验重点观

察 DHA 的含量。DHA 含量高低是藻油的一个十分

重要的质量指标，DHA 含量高对于藻油的应用具有

极大的优势。 

3  结论 

对于裂殖壶菌 Schizochytrium sp. 20888 发酵生

产 DHA，葡萄糖、甘油、蛋白胨、酵母粉、谷氨酸

钠为较适合的培养基，而蔗糖、 (NH4)2SO4、

NH4NO3、NaNO3、尿素、牛肉膏效果相对较差。

对于分批发酵的方式，最适宜的发酵时间为 4 d，
最适宜的发酵温度为 23 °C；最优的培养基碳氮源

组成为(g/L)：葡萄糖 65、甘油 80、蛋白胨 6、酵母

粉 4、谷氨酸钠 8；按此优化培养基配方可达到的

细胞油脂 DHA 含量为 33.68%。 
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