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代谢工程                                                              

微生物发酵产二十二碳六烯酸代谢机理的研究进展 

冯云，任路静，魏萍，仝倩倩，纪晓俊，黄和 
南京工业大学生物与制药工程学院 材料化学工程重点实验室，南京 210009 

摘  要: 二十二碳六烯酸 (简称 DHA) 是一种重要的长链多不饱和脂肪酸，对人体具有重要的生理功能。微生物发酵

生产的 DHA 与鱼油来源的 DHA 相比，具有诸多优点，其发展前景广阔。以下从发酵菌株、代谢途径、关键酶以及油

脂积累机制等方面进行了综述，为通过代谢工程等技术手段进一步提高 DHA 产量提供了参考。 
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Abstract:  Docosahexenoic acid (DHA) is an important polyunsaturated fatty acid which is beneficial to human health. Compared 
with the DHA derived from fish oil, DHA by microbial production possesses many advantages, and has a bright prospect. In this 
article, we reviewed strains, metabolic pathway, key enzymes and mechanism of lipid accumulation for microbial production of 
DHA. Those information would be greatly helpful for further improving DHA production by metabolic engineering. 

Keywords:  DHA, fermentation, metabolic pathway, mechanism 

多不饱和脂肪酸 (PUFAs) 是指含有 2 个或 2 个

以上双键且碳链长度为 18 或 18 个以上碳原子的直

链脂肪酸。根据第一个双键位置的不同，多不饱和

脂肪酸可以分为 ω-3 型、ω-6 型和 ω-9 型。其中，二十

二碳六烯酸 (Docosahexenoic acid，22:6△4,7,10,13,16,19，

简称 DHA) 俗称“脑黄金”，属 ω-3 型多不饱和脂

肪酸，具有多种重要的生理功能。DHA 是人类大脑

和视网膜组织中细胞膜的组成成分，对婴幼儿视觉

和神经系统的发育有至关重要的作用；同时它在预

防高血压、动脉硬化、关节炎以及癌症等疾病方面

具有显著功效[1]。一些国家的科研机构建议，人们

摄入的多不饱和脂肪酸至少应占摄入总脂的 3％[2]，

应提高膳食中 ω-3 型多不饱和脂肪酸的比例。因此，

DHA 被作为功能性因子添加到保健食品和功能食
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品饮料中。 

长期以来，DHA 主要来源于深海鱼油，但存在

诸多缺点，如鱼油质量会随着鱼的种类、捕捞季节

和地点的不同而不同，含 EPA、易受环境污染、有

鱼腥味、纯化成本高等。20 世纪提出的“单细胞油

脂”、“微藻油”是以微生物作为来源发酵得到的含

多不饱和脂肪酸的油脂，已成为当前人们关注的热

点。通过微生物发酵法制备 DHA，与传统鱼油来源

相比，具有微生物生长快，易于大规模培养；多不

饱和脂肪酸含量高；不饱和脂肪酸成分单一，不含

EPA 或 EPA 含量低，易于分离纯化；氧化稳定性较

好等优点，因此微生物发酵生产 DHA 可替代鱼油来

源的 DHA，具有广泛的应用前景。 

1  生产 DHA 的微生物 

目前，用于生产 DHA 的微生物主要是破囊壶菌

Thraustochytrium、裂殖壶菌 Schizochytrium 和隐甲

藻 Crypthecodinium cohnii，研究情况见表 1。

 
表 1  发酵产 DHA 微生物研究情况 
Table 1  Strains for microbial production of DHA  

Strain Substrate Biomass (g/L) DHA yield (g/L) Reference 

Thraustochytrium sp. ATCC 20892 

Thraustochytrium roseum ATCC 28210 

Thraustochytrium sp. ONC-T18 

Thraustochytrid strain 12B 

Schizochytrium sp. CCTCC M209059 

S. limacinum SR21 

A. limacinum mh0186 

A. limacinum SR21 

C. cohnii ATCC 30772 

C. cohnii ATCC 30772 

C. cohnii ATCC 30772 

Glucose, sodium glutamate 

Starch, sodium glutamate, yeast extract 

Glucose, peptone, yeast extract 

Glucose, peptone, yeast extract 

Glucose, yeast extract 

Glycerol 

Glucose, yeast extract 

Glucose, corn steep liquor 

Glucose 

Ethanol 

Acetic acid 

 6.1 

 17.1 

 28.0 

 31.0 

 71.0 

 22.1 

 23.1 

 40.3 

 27.7 

 83.0 

109.0 

 0.7 

 2.1 

 4.6 

 6.8 

37.8 

 4.9 

 4.3 

 7.8 

 1.4 

11.7 

19.0 

[3] 

[4] 

[5] 

[6] 

[7] 

[8] 

[9] 

[10] 

[11] 

[12] 

[13] 

 

破囊壶菌和裂殖壶菌都是属于 Straminipila 界、

Heterokonta 门、Labyrinthulea 纲、Thraustochytriales 

目、Thraustochytriales 科的异养海洋原生生物[14]，

隐甲藻是属于双鞭藻类 Dinoflagellate 的异养海洋生

物。其中裂殖壶菌分裂快、发酵周期短，是商业化

生产 DHA 理想的生产菌之一。美国 Martek 公司利

用 Schizochytrium 生产 DHA，通过对发酵过程的优

化调控，生物量干重达到 170~210 g/L，其中 50％是

脂质，脂质中至少 50％是 DHA，最终 DHA 的产量

高达 40 g/L[15]，是至今报道的最高水平。本课题组

利用 1 500 L 发酵罐，采取分阶段溶氧调控策略，

DHA 产量达到 37.75 g/L，产率为 119 mg/(L·h)，在

国内处于领先水平[7]。 

2  DHA 合成途径 

目前，提高生产菌合成含 DHA 油脂的能力主要

是通过传统的生化工程途径来实现，即通过控制营

养条件和环境条件使代谢流流向脂质合成的方向。

而随着现代生物技术的迅速发展，对生产菌进行遗

传改造为从根本上提高 DHA 合成能力提供了可能。

但遗传改造的前提是明确这些生产菌中 DHA 的合

成途径，因此微生物体内 DHA 合成途径及其机制一

直是研究的热点和重点内容。 

2.1  脂肪酸合成酶 (FAS) 途径 
在细胞质中脂肪酸合成酶 FAS (Fatty acid 

synthase) 的作用下，由乙酰-辅酶 A 和丙二酸单酰-

辅酶 A 经过缩合、还原、脱水、还原的循环，先合
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成 16 碳或 18 碳的饱和脂肪酸，然后在线粒体或微

粒体上经过一系列延长酶和去饱和酶的交替作用最

终合成长链多不饱和脂肪酸，如 γ-亚麻酸、花生四

烯酸、DHA 等 (图 1)。 

 

图 1  DHA 合成的脂肪酸合成酶途径[16] 
Fig. 1  Fatty acid synthase pathway for DHA biosynthesis[16]. 

 
脂肪酸合成酶是一个由多种酶构成的多酶复合

体，包括酰基转移酶、烯酰 ACP 还原酶、脱水酶、

酮酰 ACP 还原酶、酮酰 ACP 合成酶、磷酸泛酰巯

基乙胺转移酶和酰基载体蛋白 ACP。不同生物组织

内该酶的结构形式略有不同，在动物中，该多酶复

合体包含的所有酶定位于一个多肽链上；而在真菌

中，这些酶分别定位为 2 个功能的多肽链上。通过

氨基酸序列对比发现，DHA 生产菌中的脂肪酸合成

酶与真菌中脂肪酸合成酶具有较高的同源性[17]。 

此外，该途径中的延长酶和多种去饱和酶已经

得到克隆、纯化和表达，如高山被孢霉 Mortierella 

alpina 中将 γ-亚麻酸 (18:3ω-6) 转化成双高亚麻酸 

(20:3ω-6) 的延长酶[18]，鲁西毛霉 Mucor rouxii 中的

6△ 去饱和酶[19]，其中还包括一直备受争议的 4△ 去

饱和酶。为了探究 4△ 去饱和酶是否存在，研究者们

采 用 能 够 在 体 内 积 累 DHA (22:6ω-3) 和 DPA 

(22:5ω-6) 的破囊壶菌为研究对象进行了一系列研

究，最终证明了 4△ 去饱和酶的存在并阐明了其功

能[20-24]。Thraustochytrium sp.的 fad4 基因编码 4△

去饱和酶，将 fad4 基因与表达载体连接构建出重组

表达载体，分别导入酿酒酵母细胞和毕赤酵母进行

表达，结果转化后的细胞可以利用外源添加的底物

生成 DHA。同时，放射性同位素标记实验也进一步

证实 Thraustochytrium sp.中确实存在 4△ 去饱和酶，

可以把外源提供的 14C 标记的 22:5 (ω-3) 转化成

DHA。但是 Thraustochytrium sp.中的 4△ 去饱和酶是

位于微粒体还是线粒体仍不确定，有待继续研究[25]。 

2.2  多不饱和脂肪酸 (PUFA) 合成酶途径 
Thraustochytriales 科的裂殖壶菌不能将外源标

记的 22:5 (ω-3) 转化成 DHA[21]，因此裂殖壶菌可能

不是通过传统的 FAS 途径合成 DHA。Metz 等[26]对

Shewanella SCRC2738 和 Schizochytrium sp. 的基因

组成进行研究，结果表明，Shewanella SCRC2738

的一段基因上存在 5 个开放阅读框，框中至少 11 个区

域是编码酶的功能域，其中有 8 个功能域与 PKS 合成

酶 (Polyketide synthase) 密切相关，Schizochytrium 

sp.的基因片段中也存在同样的结构域，由此提出

Schizochytrium 合成 DHA 的途径类似于细菌中的

PKS 途径，称为 PUFA 合成酶途径。 

该途径中也存在一个类似于脂肪酸合酶的多酶

复合体——PKS 合成酶，主要存在于海洋细菌和一

些能合成多不饱和脂肪酸的真菌中[27]，它包括 β-酮

酰合成酶、β-酮酰-ACP 还原酶、烯酰还原酶、脱水 

 
图 2  DHA 合成的多不饱和脂肪酸合成酶途径[25] 
Fig. 2  Polyunsaturated fatty acid synthase pathway for DHA 
biosynthesis[25]. KS: β-ketoacyl synthase; KR: β-ketoacyl-ACP 
reductase; D/I: dehydrase/isomerase; ER: enoyl reducatase. 
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酶/异构酶、酰基转移酶和酰基载体蛋白。在该多酶

复合体作用下，乙酰-辅酶 A 和丙二酸-单酰辅酶 A

作为基本单位，通过缩合、还原、脱水、还原/异构

的循环，合成 DHA (图 2)。与 FAS 途径一样，该途

径也是以酰基载体蛋白 (ACP) 作为延长碳链的共

价结合位点。但由于 PKS 合成酶与 FAS 合成酶在酶

的组成上略有不同，PKS 合成酶中存在一个脱水酶/

异构酶，因此 PKS 途径不存在需氧去饱和引入双键

的过程，而是在碳链延长过程中直接形成双键。 

从 表 2 中 列 举 的 相 关 研 究 可 以 看 出 ，

Schizochytrium 中 DHA 确实是通过 PUFA 合成酶途

径合成，但是仍有许多问题没有解决，如裂殖壶菌

中 DPA (ω-6) 是如何形成的；分类地位非常接近的

破囊壶菌和裂殖壶菌中 DHA 合成途径不相同，而二

者的脂肪酸组成却很相似[16]，因此确切的 DHA 合

成机制还有待深入研究。 
 
表 2  多不饱和脂肪酸合成酶途径的研究概况 
Table 2  Studies of polyunsaturated fatty acid synthase pathway 

Institute Strain Research content Result References 

Fujian 

Normal 

University 

 

MARTEK 

 

 

 

 

 

 

 

 

MARTEK 

Schizochytrium sp. 

FJU-512 

 

 

Schizochytrium sp. 

ATCC 20888 

 

 

 

 

 

 

 

Schizochytrium sp. 

ATCC 20888 

A cDNA library was constructed and 

analyzed 

 

 

① Three genes encoding subunits of the 

PUFA synthase were isolated from 

genomic DNA and expressed in E. coli  

② Schizochytrium cells were treated with 

certain levels of cerulenin 

 

 

 

 

Targeted mutagenesis of one gene of the 

PUFA synthase was conducted 

The key enzymes involved in the 

PUFA synthase route were found in its 

cDNA library 

 

① The transformants accumulated 

both DHA and DPA. The ratio of DHA 

to DPA was approximately the same as 

Schizochytrium 

② Inhibit 14C acetate incorporation 

into short chain fatty acids, without 

affecting labeling of PUFAs, indicating 

distinct biosynthetic pathways 

 

The resulting mutants were 

auxotrophic and required 

supplementation with PUFAs 

 

[28] 

 

 

[29] 

 

 

 

 

 

 

 

 

[30] 

 

3  DHA 油脂积累机制 

了解微生物油脂积累机制，特别是 DHA 合成途

径中的关键酶，从而在分子水平上调控关键酶，对

于发酵过程中脂质含量和 DHA 产量的提高是极其

重要的。 

3.1  前提条件 
乙酰辅酶 A 是脂肪酸合成的前体物质，在细胞

质中持续产生乙酰辅酶 A 是油脂积累的前提条件之

一。发酵过程中为了达到油脂积累的目的，通常将

微生物培养在碳氮比高的培养基中，当氮源耗尽后，

微生物可以继续吸收碳源，用于脂质合成。在产油

酵母和部分真菌的培养过程中氮源的减少，可以引

起细胞内的一系列反应 (图 3)[16]，本课题组通过对

代谢通量的分析也发现，氮减少后引起代谢流的迁

移，使细胞内大量积累的乙酰辅酶 A 进入脂肪酸的

合成[31]。 

油脂积累的另一个前提条件是在细胞质中产生

足够的 NADPH，为脂肪酸合成提供还原力。本课题

组在前期研究中发现，通过在发酵过程中添加苹果

酸，可以促进 NADPH 的生成，产生的总油脂与未

添加相比提高了 15％，脂肪酸中 DHA 含量从 35％

提高到 60％[1]。 

此外，本课题组利用亚硝基胍 (NTG) 和紫外

照射对 Schizochytrium sp. CCTCC M209059 进行复

合诱变，得到突变株 Schizochytrium sp. HX-308M，

通过对突变株的酶活分析可以看出，与野生型菌株

相比，突变株中产乙酰辅酶 A 和 NADPH 的酶活力 
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图 3  氮限制引起的生理生化反应 
Fig. 3  Physiological and biochemical responses to nitrogen 
limitation. 

提高，细胞内乙酰辅酶 A 和 NADPH 的量显著增加，

脂肪酸中 DHA 含量高达 56.22％，比野生型菌株提

高了 38.88％[32]。由此可以看出，尽管破囊壶菌和裂

殖壶菌中 DHA 合成途径不同，但乙酰辅酶 A 和

NADPH 是油脂有效积累的关键因素。 

3.2  关键酶 
柠檬酸裂解酶 (ACL，EC 4.1.3.8)、乙酰辅酶 A

羧化酶 (ACC，EC 6.4.1.2) 和苹果酸酶 (ME，EC 

1.1.1.40) 是启动脂肪酸合成的 3 个关键酶 (图 4)。 

ACL 催化柠檬酸裂解，反应如下，该酶催化的

反应是脂肪酸合成所需乙酰-CoA 的来源。 

柠檬酸 + CoA + ATP →乙酰-CoA+草酰乙酸+ 
ADP+Pi 

ACC 催化乙酰-CoA 生成丙二酸单酰-CoA，是

脂肪酸合成的起始步骤。分离编码 ACC 的基因并使

其在受体菌中过表达，ACC 活性显著升高并且丙二

酸单酰-CoA 大量增加，脂肪酸合成速率提高但是含

量并没有显著增加，说明该酶催化的反应的确是脂

肪酸合成的限速步骤，但脂肪酸含量的提高还受其

他步骤的制约。 

 

图 4  脂肪酸合成的前体及涉及的关键酶 
Fig. 4  Precursors for fatty acid synthesis and key enzymes involved in fatty acid synthesis. MDH: malate dehydrogenase; PDH: 
pyruvatedehydrogenase; CS: citrate synthase; ICDH: isocitrate dehydrogenase; G6PDH: glucose-6-phosphate dehydrogenase. 
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苹果酸酶催化苹果酸分解生成丙酮酸，同时将

NADP+还原成 NADPH，为脂肪酸合成提供还原力。

有相关研究表明，上面提到的 2 种酶都与脂质的积

累程度无关，而苹果酸酶活性的有无以及活性高低

都与细胞内脂质积累的程度密切相关 [33-34]。Song

等[35]对苹果酸酶构型的研究表明，苹果酸酶的 6 种

异构体中构型Ⅳ与脂质积累有关，构型Ⅲ和Ⅳ由同

一基因编码，构型Ⅳ是构型Ⅲ在氮限制 (以葡萄糖

为碳源) 或乙酸为唯一碳源的条件下启动的后转录

修饰形成的。目前有关研究主要是以产 γ-亚麻酸的

丝状真菌——卷枝毛霉为研究对象进行的，日后可

以针对裂殖壶菌等产 DHA 微生物内的苹果酸酶等

关键酶进行研究，进一步明确它们与脂质积累和

DHA 合成之间的关系，为 DHA 产量的提高提供理

论基础。 

4  研究展望 

近年来随着对 DHA 生理及药用价值的深入研

究，其预防心血管疾病、高血压、抗癌等生理功能

也广泛为人们所接受，DHA 的需求量大幅增加，

DHA 保健品和含 DHA 的功能食品、饮料等产品具

有巨大的市场潜力。因此只有实现 DHA 的大规模工

业化生产，提高 DHA 产量和质量才能满足人们对

DHA 的需求。 

提高 DHA 产量一直是微生物发酵产 DHA 研究

的重点内容。现阶段的研究主要集中于培养条件和

发酵条件的优化，这在一定程度上可以提高 DHA 的

产量，但是效果并不明显，而代谢工程是从根本上

提高 DHA 产量的重要途径。以上有关 DHA 合成途

径、关键酶和油脂积累机理的研究是利用现代生物

技术手段提高 DHA 发酵水平的基础和前提，今后的

研究应该从以下几个方面展开： 

1) 继续深入研究 DHA 合成途径，从而有针对

性地对现有生产菌进行基因改造，选育 DHA 高产菌

株，使其最大量的合成 DHA。 

2) 进一步研究 DHA 合成途径中的关键酶，分

离并克隆关键酶基因，在分子水平对其进行调控和

表达，从而提高 DHA 产量。 

3) 考察环境条件变化对细胞内能荷、还原力、

关键代谢酶系酶活以及油脂积累的影响，从而获得

DHA 高效积累策略，提高 DHA 产率。 

4) 利用微生物油脂积累机理指导发酵，优化发

酵工艺，从而使代谢流流向所需的目标产物，进一

步提高 DHA 发酵水平。 
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